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GENEL BiLGILER

Kurs ve Tarihi
“Real-time PCR Uygulamalari” Kursu : 4-5 Haziran 2012

Kurs Merkezi
Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi, Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali, Morfoloji Binasi,
Sthhiye, Ankara.

Kongre Tarihi
5-8 Haziran 2012

Kongre Merkezi

Swissotel Ankara

Yildizevler Mah. Jose Marti Cad.No: 2 Yildiz, Cankaya
Tel : 0312 409 3000

Faks: 0312 409 3399

Kongre Dili
Kongre resmi dili Tiirkge'dir.

Kongrenin Web Adresi
www.molekulermikro2012.org

Kredilendirme

7. Ulusal Molekiiler ve Tanisal Mikrobiyoloji Kongresi, Tirk Tabipler Birligi “Surekli Tip
Egitimi (STE)” Kredilendirme Kurulu tarafindan “23” TTB-STE kredi puani ile kredilen-
dirilmistir. Bu krediler ile ilgili TTB-STE formlari kongre gantasi iginde yer almaktadir.
Formlarin, doldurulduktan sonra kongre kayit ve danisma masasinda bulunan TTB-STE
Kredilendirme kutusuna birakilmasi rica olunur.

Not: Kurul tarafindan kredilendirilen kongremiz tip doktorlarini kapsamaktadir.

Kongre Danigma ve Kayit Masasi Calisma Saatleri

Kayit ve Danisma Masasi, 5 Haziran 2012 glintiinden itibaren saat 08:30-18:00 arasi hiz-
met verecektir. Kayit yaptirmamis olan katihmcilar Swissétel Ankara’da kurulacak kongre
kayit masasinda kayitlarini yaptirabilirler.

Sergi Alanlari
Sergi alani, 5 Haziran 2012 tarihinden, 8 Haziran 2012 tarihine kadar, 08:00-19:00 saat-
leri arasinda, toplanti salonu ana fuayesinde agik olacaktir.

Yaka Kartlari

Tum katihmci, refakatgi ve ticari firma temsilcilerine, kategorilerine uygun yaka karti da-
gitimi, kongre kayit masasinda gergeklestirilecektir. Yaka karti bulunmayan katihmcilarin
kongre aktivitelerine katilimlari miimk{n olamayacaktir. Yaka kartlarinin kongre boyunca
tiim bilimsel ve sosyal aktivitelerde takilmasi rica edilmektedir.
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Katilim Sertifikasi
Tum katilimcilar kongre katilim sertifikalarini 7 Haziran 2012 tarihinden itibaren kongre
kayit masasi’ndan alabileceklerdir.

Teknik Destek

Kongredeki tim sunum sahiplerinin, sunumlarini tasinabilir bellek ya da CD’ye “Micro-
soft Office” altinda galisan programlarda kaydedilmis olaraki kongre merkezinde bulunan
“Sunum Kontrol Merkezi”ne teslim etmesi rica olunur. Herhangi bir sikintinin yasanma-
masl i¢in konugma sunumlarinin yedeklerinin de bulundurulmasi énerilir. Sunumlarinda
kendilerine ait dizustii bilgisayarini kullanmak isteyen konuklarimiz, sunum yapacaklari
salonda mutlaka 6nceden cihazlarini kontrol ettirmelidir.

Poster Bildiri ve Tartismalari

Posterlerin 5 Haziran 2012 Sali glini saat 18.00’e kadar asilmis olmasi ve kongre siire-
since poster alaninda asili kalmasi gerekmektedir. Poster tartismalari asagidaki giin ve
saatlerde, poster basinda yapilacaktir. Poster sahibi katilimcilarin, poster tartismalarina
katilmak lizere, poster alaninda hazir olmasi 6nemle rica edilir.

PP-001 ile PP-035 No. Arasi Posterler igin
Tartigsma gunu ve saati : 6 Haziran 2012 Garsamba, 12.30 — 13.30

Konu : Bakteriyoloji

PP-036 ile PP-068 No. Arasi Posterler ve PP-104 igin

Tartigsma gunu ve saati : 7 Haziran 2012 Persembe, 12.30 — 13.30
Konu : Bakteriyoloji, Seroloji, Mikoloji, Parazitoloji, Genel
Mikrobiyoloji

PP-069 ile PP-103 No. Arasi Posterler igin
Tartigma gunu ve saati : 8 Haziran 2012 Cuma, 12.30 - 13.30
Konu : Viroloji

7. Ulusal
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KURS PROGRAMI

REAL-TIME PCR UYGULAMALARI

Yer

Hacettepe Universitesi Tip Fakltesi, Tibbi Mikrobiyoloji

Anabilim Dali, Toplanti Salonu. Morfoloji Binasi, B Kapisi Girisi,

3. Kat Sihhiye, Ankara.

4 HAZIRAN 2012 ¢ PAZARTESI

08.30 - 09.00

09.00 - 09.30

09.30-10.00

10.00-10.30

Acilis
Giilsen HASCELIK

Teorik: PCR ve RT-PCR yontemleri konusunda genel bilgi
Alpaslan ALP

Teorik: Klinik 6rnek toplama, isleme, hiicre pargalama
veniikleik asit saflastirma yontemleri
Ozgen ESER

Teorik: RT-PCR problari ve floresan kimyasi
Alpaslan ALP

10.30—-11.00

Kahve arasi

11.00-11.30

11.30-12.00

Teorik: Kantitatif RT-PCR
Ahmet PINAR

Teorik: i¢ ve dis kalite kontrolleri
Koray ERGUNAY

12.00-13.00

Yemek arasi

13.00 - 14.30

Pratik: Klinik 6rnek isleme, hiicre parcalama ve saflastirma

Ozgen ESER

14.30—-15.00

Kahve arasi

15.00-16.30

16.30-18.00

Pratik: RT-PCR igin reaksiyon karisimi hazirlama
Koray ERGUNAY

Pratik: Amplifikasyon programlama ve izleme
Alpaslan ALP
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KURS PROGRAMI

5 HAZIRAN 2012 e SALI

08.30 - 09.00

09.00 - 09.30

Teorik: RT- PCR ile mutasyon saptanmasi
Zeynep SARIBAS

Teorik: Klinik laboratuvarda RT-PCR deneyimi
Alpaslan ALP

09.30 — 10.00 Kahve arasi

10.00-11.00

11.00-12.00

12.00-12.30

12.30-13.00
13:00

Pratik: RT-PCR ile kantitasyon
Ahmet PINAR

Pratik: RT-PCR ile mutasyon saptanmasi
Zeynep SARIBAS

Pratik: Farkli RT-PCR format ve cihazlari
Alpaslan ALP

Kursun kapanisi ve sertifika dagitimi

Swiss Otele Transfer

7. Ulusal
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KONGRE PROGRAMI

5 HAZIRAN 2012 e SALI

15.00-15.30 Acilis

15.30-16.30 Konferans : Bilim kultiri
Oturum Baskani: Yurdanur AKGUN
Konusmaci: Turgay DALKARA

16.30-17.30 Konferans 2: Hiicreden molekile mikroskobun tarihsel gelisimi
Oturum Baskani: Cumhur OZKUYUMCU
Konusmaci: Tanil KOCAGOZ

18.00 — 20:00 Aclihs kokteyli (Roche Diagnostik katkilariyla)

6 HAZIRAN 2012 ¢ CARSAMBA

08.30-09.00 So6zIi sunumlar
Oturum Baskani: Nezahat GURLER

08.30 - 08.37

OP-01 Ekizoglu M, Sultan N, Koike S, Krapac IG, Roderick | Mackie RI:
Toprak ve glibreden izole edilen bakterilerde tetrasiklin efluks
genlerinin arastiriimasi.

08.40 — 08.47

OP-02 Erdal Yildirim B, Yalinay Cirak M, Elmas C: Piperasilin/
tazobaktamin subminimal inhibitér konsantrasyonlarinin
Pseudomonas aeruginosa suslarinin biyofilm yapimi tGzerine
etkilerinin arastiriimasi.

08.50 — 08.57

OP-03 Koydemir HC, Kiilah H, Ozgen C, Alp A, Hascelik G: MEMS

tabanli mikro- elektrokimyasal sensor ile metisilin-direncli
Staphylococcus aureus tanisi

09.00 —10.30 Panel 1: 27. yilinda molekdler tani testleri: Ne kadar etkin
kullanildi?
Oturum Bagkani: Riza DURMAZ
Konugsmacilar:
e Riza DURMAZ - 1983’den glinimiize molekdiler tani
testlerinin gelisimi
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KONGRE PROGRAMI

10

e Hakan ABACIOGLU - Molekiiler tani testlerinin virolojideki
uygulamalari

e Mehmet TANYUKSEL - Molekiiler tani testlerinin
parazitolojideki uygulamalari

e Alpaslan ALP - Molekiiler tani testlerinin bakteriyolojideki
uygulamalari

10.30-11.00

Kahve arasi

11.00-12.00

12.00-12.30

Panel 2: Anaerop bakterilerin tanimlanmasinda geleneksel ve
diger yontemler

Oturum Bagkani: Ferda TUNCKANAT

Konusmacilar:

o Nezahat GURLER — Geleneksel yéntemler

e Giiven KULEKCI — Molekiiler ve diger yéntemler

Mini Konferans 1: Tanisal antijenlerin protein “microarray”lerle
kesfi

Oturum Bagskani: Sibel ERGUVEN

Konusmac: Yiiksel GURUZ

12.30-13.30

Yemek arasi

13.30-15.00

Panel 3: invazif mikoz etkenlerinde azol direnci nasil gelisiyor?

Kanitlanmis molekiler mekanizmalar, 6nceki tedavilerin etkileri

Oturum Baskani: Sevtap ARIKAN AKDAGLI

Konugmacilar:

e Nilgiin CERIKCIOGLU — Azol ile daha 6nce karsilasmis olmak
direng gelisimini etkiliyor mu?

¢ Mine DOLUCA — Candida ve azol direnci mekanizmalari

o Dilara OGUNC — Aspergillus ve azol direnci mekanizmalari

15.00-15.30

Kahve arasi

15.30-16.30

Panel 4: Viral gastroenteritlerde tanisal yaklasim

Oturum Bagkani: Glilendam BOZDAYI

Konugmacilar:

e Gililendam BOZDAYI - Rotavirus ve rotavirus asisi sonrasinda
diger viral gastroenterit etkenlerinin durumu

e Glilay KORUKLUOGLU - Viral gastroenteritlere bagli salginlar
ve Hifzissihha deneyimleri

7. Ulusal
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KONGRE PROGRAMI

16.30-17.00 Mini Konferans 2: Mikrobiyoloji uygulamalari icin biyosensorler
ve BioMEMS
Oturum Baskani: Meral GULTEKIN
Konusmaci: Haluk KULAH

17.00- 18.30 Konferans 3: Renklerin dansi
Oturum Baskani: Giilsen HASCELIK
Konusmaci: Ali DEMIRSOY

7 HAZIRAN 2012 ¢ PERSEMBE

08.30-09.00 So6zli sunumlar
Oturum Bagkani: Burgin SENER

08.30 — 08.37

OP-04 Unaldi O, Yalinay Cirak M: Genislemis spektrumlu beta-
laktamaz (GSBL) Ureten Escherichia coli suslarinda TEM,
SHV ve CTX-M enzimlerinin genomik degerlendirilmesi ve
CTX-M geninin plazmid transformasyonu yoluyla aktariminin

incelenmesi.
08.40 — 08.47
OP-05 Ari FF, Durmaz R, Giildemir D, Otgiin S, Acar B, Ertek M: Tek-

asamali multipleks PCR ile 13-valanli pnémokok konjuge asi
kapsamindaki Streptococcus pneumoniae serotiplerinin hizli

tanisi.
08.50 — 08.57
OP-06 Ulger_Toprak N, Bekdemir P, Séyletir G, Korten V: Bagisik

6dunli bir hastanin servikal lenf bezinden izole edilen ve yeni
isimlendirilen bakteri; Nocardia marmarensis sp. nov

09.00 - 10.30 Panel 5: Antimikrobiyallere genomik yaklagim

Oturum Baskani: Meltem YALINAY CIRAK

Konusmacilar:

e Meltem YALINAY CIRAK — Antimikrobiyal ilaglarin
gelistiriimesinde genomikler

e Bilent BOZDOGAN - Antimikrobiyallere direncin mobil
genetik elemanlari ve karakterizasyonlari

e Baris OTLU — Antimikrobiyal direng genlerinin tespiti

10.30-11.00 Kahve arasi

5-8 Haziran 2012, Ankara ® Program ve Bildiri Ozet Kitabi 1



KONGRE PROGRAMI

11.00-12.00

12.00-12.30

Konferans 4: Innovative technologies: Designer antigens and
recombinant cell-based immunofluorescence assay

Oturum Bagkani: Burcin SENER

Konugsmaci: Wolfgang SCHLUMBEGER (Euroimmun katkilariyla)

Mini Konferans 3: Yeni bir isim neler getiriyor? Tibbi 6nem
taslyan mantarlarin taksonomik siniflandirmalarindaki
degisiklikler

Oturum Baskani: Semra KUSTIMUR

Konusmaci: Cagri ERGIN

12.30-13.30

Yemek arasi

12

13.30-15.00

Uydu Sempozyum: Microbial identification for the 21st century-
and beyond

Oturum Bagkani: Berrin ESEN

Konusmaci: Guido MIX (Terra Analiz katkilariyla)

Panel 6: Molekiiler mikrobiyolojide manuel ve otomatize

sistemler

Oturum Bagkani: Ayhan KUBAR

Konugmacilar:

o (Ozgen ESER — Niikleik asit izolasyonunda manuel ve
otomatize sistemlerin kiyaslanmasi

e Ayhan KUBAR — “In house” PCR uygulamalarinda karsilasilan
sorunlar ve ¢éziim onerileri

e Tijen OZACAR — PCR uygulamalarinda otomatize sistemlerin
avantaj ve dezavantajlari

15.00-15.30

Kahve arasi

15.30-16.30

16.30-17.30

Panel 7: Gen bankasi uygulamalari

Oturum Bagkani: Alpaslan ALP

Konugmacilar:

e Mehmet Ali OKTEM — Gen bankasi verilerinin incelenmesi

e Cengiz CAVUSOGLU — Saptanan dizilerin veri bankasina
girilmesi

Panel 8: Kan bankaciligi ve transfiizyon tibbi uygulamalarinda

molekiiler yontemler

Oturum Bagkani: Ramazan ULUHAN

Konusmacilar:

e Esra ALP KARAKOC — Mikrobiyolojik tarama testlerinde
molekiler yontemler

o [dil YENICESU — immiinohematolojide molekiiler ydntemler

7. Ulusal
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KONGRE PROGRAMI

17.30-18.30 Konferans 5: Ribotyping: Basics and Applications
Oturum Baskani: Serdar DIKER
Konugsmaci: Keshav KRISHNAMANI

8 HAZIRAN 2012 » CUMA

08.30-09.00 So6zli sunumlar
Oturum Bagskani: Tijen OZACAR

08.30 - 08.37

OP-07 Ozensoy T6z S, Tetik Vardarli A, Culha G, Zeyrek FY, Ertabaklar
H, Ozbel Y, Alkan MZ, Giindiiz C: Leishmania parazitinin tiir
ve tir ici genotipik farkliliklarinin real-time PCR yontemi ile

saptanmasi.
08.40 - 08.47
OP-08 Kalaycioglu AT, Baykal A, Guldemir D, Coskun A, Bakkaloglu Z,

Korukluoglu G, Torunoglu MA, Ertek M, Durmaz R: Turkiye’'de
2011 yilinda tespit edilen kizamik viruslarinin genetik analizi:
Genotip D9 viruslarinin tilkemizde ilk kez gorilmesi.

08.50 — 08.57

OP-09 Bozdayi G, Ding B, Meral M, Altay A, Cals U, Dallar Bilge Y,
Dalgi¢ B, Ahmed K: Ankara’da 0-5 yas arasi ¢ocuklarda nested
RT-PCR yontemi ile rotavirus genotiplerinin belirlenmesi.

09.00 - 10.30 Panel 9: Mikrobiyolojide dizi analizi uygulamalari
Oturum Bagskani: Tanil KOCAGOZ
Konugmacilar:
e Onur KARATUNA — Klasik dizi analizi yontemleri
e Burak AKSU — Yeni nesil dizi analizi yontemleri
e Tanil KOCAGOZ — Dizi analizi ve gelecekteki uygulamalar

10.30-11.00 Kahve arasi

11.00-11.30 Mini konferans 4: Molekiler yontemlerde kalite kontrol
Oturum Baskani: Hakan ABACIOGLU
Konugsmaci: Arzu SAYINER

5-8 Haziran 2012, Ankara  Program ve Bildiri Ozet Kitabi 13



11.30-12.30

KONGRE PROGRAMI

Panel 10: Laboratuvar hatalarinin hukuksal yonleri
Oturum Bagkani: Giiner SOYLETIR

Konusmacilar:

o Serdar OZERSIN

e Erdem ilker MUTLU

12.30-13.30

Yemek arasi

13.30-17.00
13.30-15.00
13.30-13.40
13.40-14.20
14.20-15.00

Prof.Dr.Semsettin Ustacelebi Anma Toplantisi

Oturum-I Bagkani: Diirdal US

Anilar...

Selim BADUR - Enfeksiyon hastaliklarina genetik yatkinlik
Hakan ABACIOGLU - Henrietta Lacks’in 6yksii

15.00-15.30

Kahve arasi

15.30-17.00
15.30-16.00

16.00 - 16.30
16.30-17.00

17.00-17.30

Oturum-Il Bagkani: Selim BADUR

Selda ERENSOQY - Viral hepatitlerde antiviral hedefler ve
direncin laboratuvara yansimasi

Ayhan KUBAR - HPV virolojisi ve tanisi

Meral AKCAY CIiBLAK - Ulkemizde influenza virus tip B
enfeksiyonlari

Kapanis

7. Ulusal
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KONFERANS 1

BiLiM KULTURU
Prof. Dr. Turgay DALKARA
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KONFERANS 2

HUCREDEN MOLEKULE MiKROSKOBUN TARIHSEL GELiSiMi

Prof. Dr. Tanil KOCAGOZ
Acibadem Universitesi Tip Fakiiltesi, Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali, istanbul

Hersey, insanlarin, yagmur damlalarinin Gzerinde bulunduklari cisimleri biyik gos-
terdigini gézlemlemesi ile baslamis olmali. Cam esyalar yapilmaya baslandiginda
da bombe camlarin ayni sekilde davrandigini gérmuslerdi herhalde. Bu tir bombe
camlarla glines 1s18inin odaklandigi ve bir bez ya da parsémenin yakilabildigini bil-
diren yazilar var Roma kayitlarinda. Goézlik kullanilmasina baslanmasi ise 13. ylizyil
sonlarina dogru gerceklesmis. En eski mikroskop bir ucunda mercek bulunan bir
tipten ibaret idi ve 10 katlik bir biiyitme sagliyordu. Bu bile pire gibi kiictik canl-
lari incelemede 6nemli ilerlemeler sagladi. 1590’li yillarda gozIik yapimcisi Hollan-
dali Zaccharias Janssen ve oglu Hans bir tlp icerisine koyduklari gesitli mercekleri
denerken yakindaki cisimlerin ¢cok bilyutllebildigini farkettiler. Galileo 1609 yilinda
tipe konan mercekleri kullanarak odak uzakhgi ayarlanabilen teleskobu gelistirdi
ve astronomide devrim niteliginde, o gline dek bilinen evren kavramini tamamen
degistiren buluslar yapt. 1632-1723 yillari arasinda yasamis olan Anton Von Le-
euwenhoek, daha bombe mercekler yapma teknigi gelistirdi ve cisimleri 270 kez
blytebilen ve hicreleri gérmeyi saglayan ilk mikroskobu yapti. Kan hiicreleri, maya
ve bakterileri goren, tanimlayan ilk kisi oldu. Robert Hooke mikroskobu daha da ge-
listirdi, iki lensli hale getirdi ve Leewenhoek’un tanimladigi hiicreleri dogruladi. On-
dokuzuncu ylizyilda mikroskop daha da gelistirildi, aydinlatma diizenekleri iyilesti-
rildi; merceklerin kalitesi ve blyltme glci yikseldi. Glin 1sig1 ile 1250 kez, mavi 1s1k
ile 5000 kez blylitme olanagina kavusuldu. Bu devirde Charles A. Spencer, 6nemli
bir mikroskop Ureticisi olarak tarihte yerini aldi. Bundan sonra giinimiize dek isik
mikroskobunda ¢ok dnemli degisiklikler yasanmamasina karsin mikrobiyologlarin
en 6nemli tani araglarindan birisi olarak kullanilmaya devam etti. Isik mikroskobun-
daki gelisme hiicreleri canli olarak daha iyi gozlemeyi saglayan faz kontrast, karanlik
saha gibi mikroskop tekniklerin gelistirilmesi alaninda yasandi.

Istk mikroskobunun ayirim glicl 1si8in dalga boyunun yarisi kadardir. Beyaz 1s181n
ortalama dalga boyunun 0,55 mikron oldugu dustnalirse, beyaz isik kullanan bir
mikroskop ile 0,275 mikrondan daha kiglk bir cismi gormek olanaksizdir. Baska bir
deyis ile birbirine 0,275 mikrondan daha yakin cisimler tek cisim gibi gorindrler.
Ayrim glcinln arttirilabilmesi icin dalga boyu daha kisa i1sinlarin kullanilmasi ge-
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rekmistir. Bu amagla 1930 yilinda Alman arastirmacilar Max Knoll ve Ernst Ruska
tarafindan transmisyon elektron mikroskobu gelistirilmistir. Elektron mikroskopta
elektronlar vakum igerisinde hizlandirilarak dalga boylari isigin dalga boyunun binde
biri olacak hizlara ulastirilir ve incelenecek cisim icerisinden gegirilir ve elektrona
duyarh bir ekrana carptirilarak goriinti olusturulur. Elektron mikroskop sinirlarina
dek zorlandiginda bir atom boyuna dek gérme ve bir milyon kez biiyitme sagla-
yabilir. Tarama elektron mikroskobisinde ylizeyden yansiyan elektronlar algilanarak
ylzeyin lg¢ boyutlu gortintlsi olusturulur.

Atomik glic mikroskobisi (AGM) ya da taramali glic mikroskobu ¢ok ylksek ¢ozinr-
1GklG bir aygittir. Ulasilmis ¢ozinirlik birkag nanometre 6lgeginde olup optik tek-
niklerden en az 1000 kat fazladir. AGM’nin 6ncili olan taramali tiinelleme mikros-
kobu 1980’lerin basinda Gerd Binnig ve Heinrich Rohrer tarafindan (IBM Research)
Ziirih’te gelistirilmis, arastrmacilara 1986 Nobel Odiili’ni kazandirmistir. AGM’de
silikon veya silikon nitriirden yapilmis esnek bir kol, bu kolun ucunda tek atom ka-
linligina dek inen sivri bir ug¢ bulunur. Bu kolun Ust ylzeyine lazer 1sin1 dusardlir.
Buradan yansiyan lazer bir dizi fotodiyottan olusun algilayici ylizeye ¢arpar. Yizeyde
gezdirilen igne ucu, ylzeyin sekline gore yukari asagl hareket eder. Bu sirada kolun
Uzerinden yansiyan lazer isininin agisi degiserek algilayici Gzerinde farkli noktalara
diser. Bu degisim bilgisayar tarafindan ylizey sekillerine dénustirilerek ylzeyin go-
rintasa olusturulur.

Isik mikroskobu ile hiicrelerin gézlenmesi ve mikrobiyolojinin temelinin atilmasi ile
baslayan kigukleri gérintiileme seriiveni arttk AGM ile molekiillerin, atomlarin gé-
rintilenmesi diizeyine ulasmistir.

Kaynaklar

1.  Bellis M. History of the microscope: http://inventors.about.com/od/mstartinventions/a/
microscope.htm

Electron microscope: http://en.wikipedia.org/wiki/Electron_microscope
Microscope. http://en.wikipedia.org/wiki/Microscope
Scanning Electron Microscope: http://en.wikipedia.org/wiki/Scanning_electron_microscope
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KONFERANS 3

RENKLERIN DANSI
Prof. Dr. Ali DEMIRSOY

Su anda insanlarin ve diger canlilarin algilamis ve kullanmis olduklari renklerin ve
desenlerin ortaya ¢ikisi, evrimsel bir mantik ve dizi igerisinde incelenmistir.

Renklerin algilanmasinda, glinesten ¢ikan isinlarin siiziilmesine etki eden glgler,
gunes 1sinlarinin niteligi, ayin olusturdugu manyetik alanlarin segiciligi, baslangigta
ortaya ¢ikan ozon tabakasinin belirleyici etkisi verilmistir.

ilk ortaya cikan canli molekiillerinin koeservat evresinde 6zellikleri, evrimlesmesi
ve organize olmus bir hiicreye donisimi, eseysiz ve eseyli Gremenin bulunusu
aciklanmistir. Tim bu gelismelerin biyolojik ¢esitlenmedeki roli “rekombinasyon”
anlatilmistir.

ilkin okyanuslardaki canlilarin durumu, renklenmeleri ve beslenme zinciri yorum-
lanmistir. Jeolojik degisikliklerin canli yapisi ve davranigindaki Gnemi vurgulanmistir.

Besin krizi, buna bagl olarak ototrof canlilarin ortaya ¢ikisi, alglerin yayginlagsmasi
verilmistir. Prekambriyen’de mayozun bulunusuna bagh olarak “Kambriyen Patla-
masi”nin nasil olustugu agiklanmis ve biyolojik cesitlenmeye bagli olarak renklerde-
ki degisiklikler anlatilmistir.

Evrimsel basamaklara bagl olarak, algler, yosunlar, kara yosunlari, at kuyruklari, kip-
rit otlari, egriltiler, igne yaprakli agaclar, Ginko biloba lzerinden genis yaprakli agac-
lara gegisin renkler agisindan kisa 6ykusi verilmis; kita kaymalari, yer hareketleri ve
iklimsel degisiklikler ile birlikte gicekli bitkilerin ve holometabol (tam baskalasimli)
boceklerin bitkiler ile iligkileri (simbiyozisi) yine renklerin ¢esitlenmesi ve kullanimi
acisindan anlatilmistir. Renklerin ortaya ciktigi ve giiclendigi “ikinci Zaman”daki jeo-
lojik yapiya ve iklimsel kosullara kisaca deginilmistir.

Organizasyon diizeyi dlisiik hayvansal canlilardan organizasyon yetenegi yiiksek can-
llara dogru evrimlesmede, renklerin gesitli amaglarla kullanimi (korunma, saklanma,
uyari, kominikasyon, kimlik belirtme, segilime gli¢ verme, kandirma, gliclin simgesi
olarak kullanma, taklit vd) ¢ogu orijinal olarak gekilmis slaytlarla anlatilmistir.

Baslangicta sadece renk olarak baglayan mekanizmanin sonunda anlamli desenlere
ve simgelere donlisiminin nedeni verilmis ve gesitleri ile ilgili gbrsel sunum yapil-
mistir.
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Renkleri olusturan mekanizmalar ve evrimlesmesindeki kimyasal ve fiziksel neden-
ler, basit molekiler diizeyde verilmistir (yapisal ve pigmental renkler).

Son kisimda, evrimsel olarak olusan renk ve desenlerin insan topluluklarinda kulla-
nimina iliskin, diinyanin degisik yorelerindeki irk ve torelerden slaytlarla 6rnekler
verilmistir.

Biyolojik gesitliligin Gnemine ve renkler agisindan dikkat edilmesi gereken hususlara
yer verilmistir.

Sunum su boélimlerden olugsmaktadir:

1.

W X N o v

Evrenin, galaksilerin ve diinyanin olusumu. ilk ozon tabakasinin olusumu ve
Isin stizgecinin devreye girmesi

ilk canli molekdillerinin olusumu, ilkin hiicre olusumu ve fotosentez yapabilen
ilk bir hicreli canlilarin olusumu

Karaya c¢ikis, ikinci jeolojik donemde tanidigimiz renklerin olusumunun ortaya
cikisi

Renklerle ilgili yarismanin baslamasi, gicekli bitkilerin evrimlesmesi, canlilarin
renklenme igin her yolu denemesi

Dollenme igin renklerin araci olarak kullanilmaya baslanmasi

Tohumlarini yayabilmek igin renkli meyve olusumunun baslanmasi

Renklerin cezbetme, korkutma, taklit ve gizlenme igin kullanilmaya baslanmasi
Renklerle taklit mekanizmasi, kimlik tanitimi yapilmaya baslanmasi
Geleneklerimizin géreneklerimizin renklere yansitilmasi

Diinyada irklara ve bolgelere gore farkh renk kullaniminin kisa bir tanitimi.

Anahtar kelimeler: Rengin evrimi, ozon tabakasi, ilk canllar, fotosentez, eseyli (ire-
me, karaya ¢ikis, renklerin olusumu, renklerin kullanimi, taklit, korkutma, bitki-b6-
cek simbiyozisi
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INNOVATIVE TECHNOLOGIES: DESIGNER ANTIGENS AND

RECOMBINANT CELL-BASED IMMUNOFLUORESCENCE ASSAY

Dr. rer. nat. Wolfgang SCHLUMBERGER
EUROIMMUN AG, Luebeck, Germany

Recombinant antigens have become a key resource for the determination of anti-
bodies in autoimmune diseases. In order to enhance the diagnostic performance of
antigens for improved sensitivity and/or specificity of the related test system, irrel-
evant or disease-unspecific epitopes can be removed, while relevant epitopes may
be optimized with regard to number, accessibility, and reactivity. Recent examples
for such designed antigens are:

22

Proteinase 3 (PR3) for the diagnosis of Wegener’s granulomatosis. Human
cell-expressed PR3, exhibiting modified N- and C-terminal signal sequences,
an inactivated enzymatic core as well as a purification tag, increases ELISA
sensitivity for ANCA-associated vasculitis to 95% at a specificity of 99%.

“Gliadin analogous fusion protein” (GAF-3X) for determination of coeliac dis-
ease specific antibodies against deamidated gliadin fragments. The trimeric
antigen contains the amino acid sequence of an immunodominant transglu-
taminase-deamidated nonapeptide (derived from digested wheat y-gliadin)
fused to the sequence of an empirically adapted immunocompetent glia-
din-analogue octapeptide. The use of GAF-3X as antigenic target significantly
increases the diagnostic accuracy of immunoassays in coeliac disease.

BP180 for diagnosing patients with bullous pemphigoid. Tetramerization of
the collagen type XVII epitope NC16A multiplied the number of antibody
binding sites per molecule, improving the ELISA sensitivity for bullous pem-
phigoid to 90% at a specificity of 98%.

AMA-M2 for the diagnosis of primary biliary liver cirrhosis (PBC). The M2
antigen is a complex of several enzymes, of which the following units are im-
portant as autoantigens: pyruvate-dehydrogenase, branched-chain 2-oxoac-
id dehydrogenase, and oxoglutarate dehydrogenase. A fusion protein was
created containing the immunogenic domains of all 3 relevant enzyme com-
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plexes (3E) of the M2 antigen in a defined stoichiometric relationship. The
sensitivity of the corresponding ELISA with respect to PBC increased from
79% to 93% compared to conventional ELISA at a comparable high specificity
of 98%.

Antigens containing conformational epitopes and requiring synthesis and presen-
tation in a largely authentic environment (e.g. membrane-bound proteins) can be
expressed in human cell lines serving as substrates in indirect immunofluorescence
(IIF) assays. Recombinant cell-based immunofluorescence assays minimize epitope
alteration, ensure highly authentic post-translational processing and supersede bio-
chemical purification. The recombinant cell substrates can be applied in IIF either as
monospecific targets or combined with appropriate tissue substrates in multipara-
metric test systems. Recently, the following antigenic targets were identified and
applied in recombinant cell-based assays:

Phospholipase A2 receptor (PLA2R) autoantibodies are triggers of the im-
mune reaction in primary/idiopathic membranous nephropathy (MN), the
leading cause of a nephritic syndrome in adults. These autoantibodies are
highly specific for the primary form of MN and are found in the serum of
up to 70% of patients. Suggested indications for anti-PLA2R testing are the
differential diagnosis of nephritic syndrome, assessment of disease activity
and severity, and monitoring the response to treatment.

Aquaporin-4 (AQP4), the most abundant water channel within the central
nervous system, is the target antigen in neuromyelitis optica (NMO). Auto-
antibodies against AQP4 are found in up to 80% of patients. NMO is a severe-
ly disabling inflammatory disorder which predominantly affects the spinal
cord and optic nerves resulting in longitudinally extensive transverse myelitis
(LETM) and optic neuritis (ON). In clinical practice, myelitis and ON occurring
in NMO can be difficult to distinguish from that occurring in multiple sclero-
sis.

Anti-N-methyl-D-aspartate receptor (NMDAR) encephalitis is a severe and
considerably underdiagnosed disorder that frequently affects young women
with teratomas of the ovary, but is also observed in females without tumors
as well as in men and children. Early diagnosis is crucial since patients often
improve with immunotherapy and removal of the tumor. Final diagnosis is
based on the determination of glutamate receptor (type NMDA) antibodies
in serum or cerebrospinal fluid. The main epitope targeted by the antibodies
against NMDAR is in the extracellular N-terminal domain of the NR1 subunit.
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RIBOTYPING: BASICS AND APPLICATIONS
Keshav KRISHNAMANI

DuPont Qualicon, Switzerland

rRNA operon which composed of 5S, 16S and 23S units is the most conserved region
of bacterial genome, and ribotyping is the most reliable method for taxonomic and
phylogenetic analysis. Ribotyping process begins by lysing bacterial cells of pure
culture and cutting the released DNA into fragments via a restriction enzyme. These
fragments are separated by size through gel electrophoresis and then transferred
to a membrane, where they are hybridized with a DNA probe and mixed with a
chemiluminescent agent. A digitizing camera captures the light emission as image
data, from which the system extract a ribosomal pattern. This pattern is compared
to others in the database for characterization and identification. The main
advantage of automatized ribotyping system (RiboPrint) is its reproducibility. It is
also an open system which allows operator to use different enzyme and generate
custom database. RiboPrint system and database can identify more than 8500
bacterial species and subtypes. This wide spectrum of bacterial typing can be used
for routine identification and source tracking in epidemiological investigation.

References
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MiNi KONFERANS 1

TANISAL ANTIJENLERIN PROTEIN “MiKROARRAY”LERLE KESFi
Prof. Dr. A. Yiiksel GURUZ

Ege Universitesi Tip Fakiiltesi, Tibbi Parazitoloji Bilim Dall, izmir

Enfeksiyoz hastaliklarin serolojik tanisinda genellikle patojenin tamamini kapsayan
antijen karisimlari kullanilmaktadir. Bu antjenlerin otoantikorlarla veya baska bir
patojene ait antikorlarla ¢apraz reaksiyon vermesi olasidir. Boyle bir aldanmanin,
hekimi yanhs pozitif sonuclara yonlendirmesi ile gereksiz tedavi ve girisimler uy-
gulanabilmektedir. Bu sorunlari asmak igin tek bir patojenin tanisinda birden ¢ok
test kullanilmakta; bu durum da zaman ve maliyet agisindan baska sorunlari do-
gurmaktadir. Bazi hastaliklarin tani ve tedavi protokoll hastaligin akut veya kronik
asamasina gore belirlendiginden, zaman zaman bu ydntemlerle bile kesin cevap
elde edilememektedir. Ornegin toksoplazmozis tanisinda akut ve kronik enfeksiyon
ayriminda birden ¢ok test es zamanl olarak degerlendirilmekte, fakat akut donem-
de yukselen IgM degeri, kullanilan testin duyarliligina bagh olarak bir yil veya daha
uzun siire saptanabilmekte, distk aviditeli IgG antikorlari enfeksiyon sonrasi uzun
siire kanda bulunabilmekte ve akut toksoplazmozis tanisinda uzmanlarin kararini
zorlastirmaktadir. Serolojik tani testlerinde parazitin bltinini iceren antijenlerin
kullanimi yerine sadece akut dénemde beliren ve sonrasinda azalip kaybolan anti-
jen(ler)in kesfi, soruna bir ¢6ziim olarak goriilmektedir.

Genomlarin protein mikroarray’ler ile taranmasi ile hedeflenen antijenlerin kesfi
yapilabilmektedir. Enfeksiydz mikroorganizmanin neden oldugu hastaliklara karsi
gelisen hiimoral bagisik yanitin arastirilarak antijen kesfi protein mikroarray tarama
ile gerceklestirilebilmektedir’. islemin uygulanmasinda mikroorganizmanin geno-
munda bulunan tiim ekzonlar secilip klonlanmakta, in vitro ortamda protein eks-
presyonu ile elde edilen rekombinant proteinler mikroarray lamlara yazdirilmakta
ve hasta serumlariile karsilastirilarak hastaligin seyri sirasinda olusan antikorlar sap-
tanmaktadir. Bu yontem ile cgigek virusu, Francisella tularensis, Plasmodium falcipa-
rum, Burkholderia pseudomallei, insan papilloma virusu, Coxiella burnetii, Brucella
melitensis, Candida albicans, Chlamydia trachomatis, HSV ve Mycobacterium tuber-
culosis’e ait antijenik bolgeler saptanmistir?4,
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Genomik bilgiler, veri bankalarindan (Toxoplasma gondii igin: ToxoDB; http://
toxodb.org/toxo/) elde edilmektedir. Daha sonra protein eksprese eden bdlgeler
(ekzon) biyoinformatik yontemlerle analiz edilip, antijenik yapida olabilecek, sinyal
peptidi iceren proteinler, membran proteinleri, hiicre disina salgilanan proteinler,
ylzey proteinleri, 1si sok proteinleri, saperonlar ve lipoproteinler segilmektedir. Her
ekzon uygun primerlerle organizmanin genomundan izole edildikten sonra, in vitro
transkripsyon/translasyon sistemi ile in vitro ortamda rekombinant protein Gretimi
yapilmaktadir. Elde edilen rekombinant proteinler mikroarray lamlara yazdirildik-
tan sonra da slipheli serum 6rnekleri ile karsilastirimaktadir. Mikroarray lamlarda
rekombinant proteinlerin olusturdugu immiin komplekslerdeki floresan parlamalar
mikroarray lam okuyucular ile sayisal degerlere dénustirilmekte ve sonrasinda bil-
gisayar programinda isi haritalari olusturulmaktadirt?,

Bu yontemde en 6nemli nokta, rekombinant proteinlerle kapli mikroarray lamlarla
karsilastirilacak hasta serumlarinin iyi gruplandiriimasidir. Ayrica, hayvan modelinde
hastaligin tiim evrelerini kapsayacak bir dongi olusturularak, hastaligin her déne-
mine ait serum orneklerinin toplanmasinda fayda vardir. Bu sayede insan ve hayvan
modellerinde benzer parlamalar veren antijenik proteinler segilebilir.

T. gondii genomunda ToxoDB’de 8155 gen bolgesi ve bunlarin iginde 43010 ekzon
tarif edilmistir. Genlerde ekzon sayisi 1 (n: 2135 gen) ile 63 (n: 3 gen) arasinda; gen-
lerin biyuklikleri ise 71 ile 35589 baz ifti (bp) arasinda degismektedir. Beklenildigi
gibi daha biyiik genler, daha ¢ok ekzon icermektedir. Biyoinformatik yontemlerle
1059 gen (6829 ekzon) secilmistir. Plasmodium falciparum ve diger patojenlerle il-
gili taramalarda, 8 kDa’dan disik proteinlerin antijenik 6zelligi zayif oldugundan,
blylklGgi 200 bp’den kiigik genler degerlendirme disi birakilmistir. Sonugta 2705
ekzon (952 gene ait) ile protein mikroarray yapimi gerceklestirilmistir. Ayrica 10
adet protein (RON5, ROP13, PP2C-hn, PP2C2, 002200, RON4, Toxolysin-1, roptri
metalloprotease, ISP1 ve ISP2) lamlara eklenmistir. Protein mikroarray tarama igin
oncelikle 1357 gen bolgesi (67-158 aminoasit bliylikliglinde proteinleri icerir) ile
TG1 protein mikroarray lamlari hazirlanmistir®.

Toksoplazmozisli hastalara ve kontrollere ait serum 6rnekleri 4 gruba ayrilmistir;
1) T.gondii ile enfekte olmamis seronegatif bireyler; 2) Dislik avidite ve IgM pozitif
akut enfeksiyonu olan hastalar; 3) Yuksek avidite ve IgM pozitif kronik enfeksiyo-
nu olan hastalar; 4) Yiksek avidite ve IgM negatif gercek kronik enfeksiyonu olan
hastalar. Hayvan modelinde ise fare modeli hem bradizoit iceren doku kistleri hem
de sporozoit iceren ookistlerle agiz yolu ile enfekte edilmistir. Daha sonra 0., 1., 2.,
3., 6., 15, 40., ve 120. giinlerde serum o6rnegi toplanmistir. Bu hayvan modeli ile
insanda meydana gelen dogal enfeksiyon olusturulmustur. TG1 mikroarray lamlarla
hastalara ait serum 6rneklerinin karsilastiriimasi sonucunda elde edilen verilerin is-
tatistiksel olarak analizi sonucunda, seronegatif kontrol hastalarini akut hastalardan
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ayirt edebilecek 38 IgG ve 108 IgM pozitif hedef antijen kesfi yapilmistir’>. Geriye
kalan 1358 geni iceren TG2 mikroarray lamlarla hastalara ve hayvanlara ait serum
orneklerinin taramasi henliz tamamlanmis ve istatistiksel analizi gergeklestirilmek-
tedir.
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MiNi KONFERANS 2

MiKROBIYOLOJi UYGULAMALARI iCiN BiYOSENSORLER VE
BIYOMEMS

Dog. Dr. Haluk KULAH"?, Yekbun Adigiizel
IMETU-MEMS Arastirma ve Uygulama Merkezi, Orta Dogu Teknik Universitesi (ODTU), Ankara
20DTU Elektrik ve Elektronik Miihendisligi Bolimii, Ankara

Ozet

Mikro-Elektro-Mekanik Sistemler (MEMS) teknolojisi ile Gretilebilen yapilarin mi-
nimum boyutlarinin mikrometrenin altina inmesiyle; bakteri, virus, DNA ve bunlar
gibi biyolojik 6rneklerle etkilesim halinde galisabilen mikrogipler gelistiriimeye bas-
lanmistir. Bu teknoloji sayesinde uretilen ciplerin fiyat, boyut, agirlik ve elektronik
devreler ile ayni anda Uretilebilmeleri gibi avantajlari dikkate alindiginda kendileri-
ne has yeni yaygin uygulama alanlari olusmaktadir. BiyoMEMS olarak adlandirilan
bu yeni teknoloji sayesinde damar igine yerlestirilebilen basingdlcerler, kablosuz
calisabilen viicuda monte edilmis kan analiz cipleri, kanin analiz sonuglarina gore
belirli miktarda ilag salgilayabilen akilli ilag rezervuarlari ve gesitli protezlerin ger-
ceklestirilmesi mimkin olabilmektedir. Ayrica, kimyasal, tibbi ve biyolojik analizle-
rin de uzman gicine ihtiyag duymadan, yiksek hizda, hassasiyette ve glivenilirlikte
gerceklestiriliyor olunmasi, BiyoMEMS teknolojisinin ve biyosensér ¢alismalarinin
yayginlagsmasinda biyik bir itici glic islevi gormektedir. Mevcut uygulama alanlarini
gelistirerek ve daha kapsamli hale getirerek ilerleyen bu teknoloji sayesinde mik-
robiyoloji alanindaki uygulamalar da hiz kazanacaktir. Bu béliimde, ODTU-MEMS
Merkezi biinyesinde BiyoMEMS ve mikroakiskan sistemler tzerine yapilan galisma-
lar ve uygulamalar, mikrobiyoloji alaninin perspektifinden sunulacaktir.

Anahtar kelimeler: MEMS, BiyoMEMS, mikrobiyoloji, biyosensor
Giris

Mikro-Elektro-Mekanik Sistemler (MEMS) teknolojisi ile, fazla maliyeti ve eneriji
sarfiyati olmayan, entegre devre teknolojisi ile uyumlu c¢ipler Uretilebilmektedir.
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Bu cipler kullanilarak, portatif, kompakt, sonuglari hizli, glivenilir, hassas bir bigim-
de verebilen cihazlarin Gretimi mimkin kilinmistir. Biyolojik uygulamalar 6zelinde
BiyoMEMS olarak isimlendirilen bu teknoloji ile, viicut-i¢i uygulamalar amaci ile
Uretilen giplerin haricinde, bir ¢ok farkli biyolojik analit tanisi (6rnegin, kan hiicre-
leri, mikroorganizmalar, virus, DNA ve proteinler) ve gesitli biyomolekdller iceren
uygulamalar hayata gegcirilebilir. Klinik tanilar icin, cip-tsti-lab (lab-on-a-chip) sis-
temler olarak isimlendirilen yapilarla, genis donanimli bir laboratuvarda gergeklesti-
rilebilecek analizlerin tek bir biyosensor ¢ip lizerinde basariimasi hedeflenmektedir.

Saglik ve cevre glvenligi gibi ulusal 6neme sahip konular baglaminda bakteri ve
patojenlerin tayini, sadece tip kapsaminda degil, ortam ve gida analizlerinde de 6n
plana ¢ikmaktadir. Bu sayede, mikrobiyolojik tani icin 6rnek araligi; su, toprak ve
gidalardan, kan, idrar ve diski gibi viicut atiklarina ve doku 6rneklerine varana kadar
cok genis ve farkh bir spektruma sahiptir. Mikrobiyolojik tani igin gelistirilmis ve op-
timize edilmis geleneksel yaklasimlar, yeni tayin yontemlerinin de hizmetindeki kim-
yasal ya da biyolojik sinyal elde etme sekilleridir. Bununla beraber, klasik yontemleri
kullanabilecek alanlar optik ve spektroskopik araglar da iceren, hicre kiltlri im-
kanlarina sahip molekiiler biyoloji laboratuvarlari iken, yukarida bahsettigimiz biyo-
sensor uygulamalari ile adeta tam bir laboratuvar gerektiren islemler, ufak, tasina-
bilir, az enerji gerektiren, diistik maliyetli bir ¢ip lGizerinde gergeklestirilebilmektedir.
Mikrobiyolojik ¢alismalarin ve mikrobiyolojik taninin yayginlastirilabilmesi icin kilit
6neme sahip bu avantajlar yaninda, hiz, hassasiyet ve giivenilirlik de mikrobiyolojik
tani igin belirleyicidir. Hizli, yiksek hassasiyette, ve giivenilir bir bicimde mikroor-
ganizma saptama islemi i¢in BiyoMEMS kapsamindaki biyosensor uygulamalarinda
iki farkli yaklasim 6n plana g¢ikmaktadir. Bu yaklasimlardan biri, hedef organizma-
nin secici olarak ortamdaki diger gurulti kaynaklarindan ayristiriimasi sonrasinda
etraftaki az sayida organizmayi bile hissedebilecek bir sistem elde etmektir. Diger
yaklasim ise, hedef organizmayi ayrishrmadan mevcut ortaminda tespit edebilecek
denli hassas sistemleri olusturarak, diger unsurlari iyilestirmeye yonelik ¢alismala-
ra yogunlasmaktr. Biyosensor calismalari kapsaminda her iki yaklasim da yer bula-
bilmektedir. Bu alanlarda, hedef organizmanin baglandigi ve sistemin taniyabildigi
mekanik (6rn. katle), elektriksel (6rn. iletkenlik, kapasitans), optik ve manyetik gibi
cesitli fiziksel degisim sinyallerini Uretebilecek sensoér yizeyleri arastiriimakta, ta-
sarlanmakta ve Uretilmektedir. Bu baglamda, gesitli 6zelliklerle zenginlestirilmis ve
hedef analit tayini yapabilen birimler olarak bakterileri kullanan biyosensérler de
BiyoMEMS uygulamalari kapsamindadir.
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BiyoMEMS ve Biyosensor Uygulamalari

BiyoMEMS’in biyomedikal alandaki uygulamalari genistir. Bu alan igin Gretilen ci-
hazlar; mikrosensérler (6rn. ivmedlcerler, gaz sensorleri, basing sensérleri, kimya-
sal sensorler), mikroeyleyiciler (6rn. cerrahi mikro aletler, mikro pompalar, mikro
igneler, mikro filtreler) ve mikrosistemler (6rn. mikroakiskan sistemler, uTAS, gen
cipleri) olmak Uzere Ug¢ ana baslk altinda toplanabilir. Bunlarin her bir elemaninin
icerigi ve konusu burada ele alabilecegimizden gok daha kapsamlidir. Ornegin, akis-
kan sistemde sivi 6rneklerin iceri alinmalarini ve kontrolli bir sekilde aktarimlarini,
farkli bicimlerde akmalarini, dagiimlarini ve geri toplanmalarini ya da disari atil-
malarini, ventilasyonlarini, pompalanmalarini, kapakgiklarla denetimli bir sekilde
karismalarini ve istenen hacimlere ayrilmalarini, igeriklerinin nitel ve nicel tayinini,
konsantrasyonlarinin ayarlanmasini bittinlesik olarak ya da parga parga hedefleyen
tiim mikron 6lgekli yapilar MEMS tabanli Gretim iceren mikroakiskan ¢alismalarinin
konusudur?.

BiyoMEMS’in biyosensor uygulamalari ise yukarida saydigimiz bir ¢ok avantaji
blnyesinde barindirmasi sayesinde tip, eczacilik, gida ve ¢evre giivenligi gibi genis
kapsamli konulari icermektedir. En genel kullanimlari arasinda; DNA analizi, ender
hilicre saptama, vicut sivisi analizi ve protein, enzim, virus ve bakteri gibi biyomole-
killerin tanisi yer alir. BlyoMEMS teknolojisi ile gelistirilecek cipler sayesinde, has-
taya ve hastaneye fazla kilfeti olan, 6lim riski yliksek hastaliklarin erken teshisi ve
dolayisiyla da daha etkin tedavisi miimkiin olabilir. Bu tip cihazlar ile, kus gribi, HIV,
hepatit gibi virus, ender hiicre ya da bakteri taramasi yapabilen mikrosistemler ge-
listirilerek, sinirliimkanlara sahip bolgelere saglik hizmeti ulastirilabilir veya hastalk
zamanlarinda insan yogunluklu bolgelerde hizli tarama ve teshis imkani saglanabilir.

DNA, enzim ve protein tanisinda kullanilan BiyoMEMS tani yéntemleri; elektriksel,
mekanik, optik ve manyetik olarak sayilabilir?. Elektriksel tani potansiyometri, am-
perometri ve kondiiktometriyi kapsar. Elektrokimyasal tanida, redoks isaretli en-
zimler ile hedef analitin sinyali artirilarak elektriksel tani yapilmis olur. Elektriksel
ozellikleri olan nanopartikiiller de alternatif olarak kullanilabilir. Mekanik tani ise,
siklikla bir sundurma yilzeyindeki baglama molekilinin hedef analite baglanmasi
sonucunda olusan stres veya kitle degisiminin algilanmasi ile gerceklesir. Cevresel
kosullara karsi son derece hassas bir yontemdir. Optik tanida ise, yogun olarak hedef
analitin floresan boyalarla isaretlenmesi ya da hedef analiti taniyan bir isaretcinin
optik sistemler kullanilarak saptanmasi s6z konusudur. Optik techizat ve cogu zaman
uzman personele de ihtiya¢ duyulan bir teknik olmasina ragmen, cokga kullanilan
ve ahisilmis bir teknik olmasi nedeni ile yaygindir. Manyetik tani, érnek igerisindeki
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hedef analitin manyetik partikillerin ylizeyine baglandiktan sonra diger unsurlarin
yikanarak ortamdan uzaklastirilmasi prensibine dayanan bir ydontemdir.

ODTU-MEMS Merkezindeki Calismalar

2004 yilindan bu yana ODTU-MEMS Merkezi’nde BiyoMEMS uygulamalari hedef
alinarak gelistirilen cihazlar arasinda; DNA mutasyon analizi yapabilecek elektro-
forez cipleri; hiicre sitometrisi alaninda kullanilabilecek ender hiicre tarama cipleri
ve hiicre ayristirmaya yonelik dielektroforez gipleri; ¢ip-tsti bakteri, virus ve toksin
tanisi yapabilecek sistemler; DNA tanisi icin elektrokimyasal ¢ip; ve cesitli amag-
lar icin mikro-kapak, vb. yapilar bulunmaktadir. ODTU-MEMS biinyesinde iretilen
biyosensorlerin, dis gorinim, kullanilan materyal, Gretim sekli, calisma prensibi,
Olgim teknigi ve hedefi dogrultusunda gok farkh yapilari ve tasarimlari mevcuttur.
Bu baglamda, mikroakiskan kanal yapilari bir cok farkli MEMS tabanl cihaz biinye-
sinde Uretilmis, gelistirilmis ve kullanilmislardir. Mikroakiskan sistemlerinin mikro-
kanal yapilari, mikroakiskan ciplerinin en énemli unsurlaridir. Mikrokanal kullani-
minin en karakteristik 6rnekleri mikro-elektroforez ve hiicre ayrishrma gipleridir®*.
BiyoMEMS uygulamalari icin gelistirilmis bir elektroforez yongasi ile, bu elektrofo-
rez yongasinin kanal kesitinin taramali elektron mikroskobunda elde edilmis goriin-
tusi Sekil 1'te verilmistir. DNA mutasyon analizi ve ¢ip 6lcekli elektroforez amaciile
Uretilen yapilar kullanilarak heterodupleks DNA analizi gergeklestirilmistir®.

Sitometri uygulamalari kapsaminda dielektroforez (Sekil 2a) ile hiicre ayrisirma*
ve mekanik rezonant yapilarla (Sekil 2b) ender hiicre saptama g¢alismalarimiz halen
devam etmektedir. Elektroforez calismasindaki yiklu taneciklerin yerini dielektro-
forezde dielektrik parcaciklar almaktadir. Degisken elektrik alan icinde dielektrik
taneciklerin hareket ettirilmesi prensibine dayanan dielektroforezde, taneciklerin
farkh dielektrik o6zellikleri sayesinde farkl yonde veya farkh biylkliikte hareketle-
ri gozlenmektedir. Taneciklerin yikli olmasi gerekmedigi gibi, hiicrelerin dielektrik
ozellikleri, dielektroforez ile hiicre ¢alismalarina siklikla vesile olmustur.

Cip Olgekli bakteri, virus, ve toksin saptama galismalari kapsaminda, Staphylococcus
aureus suslarinda antibiyotik direng geni olan mecA tanisi igin elektrokimyasal
MEMS DNA biyosensori tasarlanmistir (Sekil 3) ve bu ¢alisma da yine devam et-
mekte olan ¢alismalarimiz arasindadir. Bu calismada, mecA geninin tespiti icin hedef
DNA'yi yakalayacak eslenik DNA oligomerleri altin elektrod Gzerine tutundurulduk-
tan sonra, hedef DNA'ya baglanan oligomerler Hoescht 33258 redoks isaretgi ile
sinyal artirimi da saglanarak elektrokimyasal yontemle tespit edileceklerdir?. Cip-
Usti-lab sistemleri icin mikro kapaklar, pompalar® ve ilag etkisi analiz sistemleri de,
Uretim ve ¢alismalari devam eden projeler kapsamindadir.
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Sekil 1. BiyoMEMS uygulamalari igin gelistirilen bir elektroforez yongasi (Ustte ve altta, solda) ve bu
yonganin kanal kesitinin taramali elektron mikroskobu gérintisi (altta, sagda)®.
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Sekil 2. ODTU-MEMS biinyesinde iiretilen (a) spiral dielektroforez ¢ipi ve sematigi; (b) mekanik rezonatér
cipi ve sematigi*. [Dielektroforez ¢ipinin merkezindeki elektrod bdlgesi ayni zamanda érnek giris
rezervuari olup, voltaj uygulanmasi ile merkez elektrottan ¢evredeki elektroda dogru olusan elektrik
alanin etkisi altindaki dielektrik yapilar, bu dielektrik ézelliklerine gére, spiral kanal boyunca akarken ayni
zamanda da ayrisirlar. Mekanik rezonatér ¢ipinin merkezindeki deneme kiitlesi bélgesi (list resimdeki
delikli gériiniimli bélge), biyomolekiiller tarafindan aktiflestirilecek ve hedef analitin baglanacagi yer
olup; baglanma 6ncesi ve sonrasinda deneme kiitlesinin rezonans frekansindaki sapma lizerinden hedef
analitin kiitlesinin belirlenmesi saglanmaktadir. Bu cihazlar icin patente basvurulmustur.]
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Sekil 3. ODTU-MEMS biinyesinde iiretilen (a) elektrokimyasal MEMS DNA biyosensérii ve (b) mecA
geni tanisi igin elektrokimyasal reaksiyonun diferansiyel puls voltametrisiz. [Seklin sag st késesinde
biydtilmis bir fotografi bulunan DNA saptama alani (detection zone) bir referans, bir yardimci ve bir
de ¢alisan elektrottan olusmaktadir. Bu saptama alanina, soldaki giris rezervuarindan (inlet) ince bir
mikrokanal (microchannel) yardimi ile hedef analiti iceren érnek ulastirilmaktadir.]

Sonug

BiyoMEMS konusu yeni ve gelismeye acik bir konu olup, giinlik uygulamalardaki
etkileri 6ntimiizdeki dénemde yogun olarak hissedilecektir. Bu konu dogasi gere-
gi disiplinler arasi olup elektronik, makina ve kimya muihendislikleri ile tip ve bi-
yoloji alaninda galisan bilim adamlarinin birlikte ¢alismalarini zorunlu kilmaktadir.
Ulkemizde bu alanda yapilan calismalar disiplinler bazinda uluslararasi diizeyde ol-
makla birlikte, 6nimizdeki doneme damgasini vuracak bu teknolojide disiplinler
arasi iletisimin arttirilmasi ve calismalarin tesvik edilmesi 6nemlidir.
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MiNi KONFERANS 3

YENi BiR iSiM NELER GETiRiYOR? TIBBi ONEM TASIYAN
MANTARLARIN TAKSONOMIK SINIFLANDIRMALARINDAKI
DEGISIKLIKLER
Dog. Dr. Cagri ERGIN
Pamukkale Universitesi Tip Fakiiltesi, Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali, Denizli

Mikoloji ile ilgilen cok sayida arastirici, 6zellikle son 10 yil icindeki ilerlemelere para-
lel olarak mantarlarin isimlendirmelerinde yeni teknik imkanlari kullanmis ve farkl
isimlendirmeler ile mantarlari farkh bilimsel platformlarda sunmaya baslamislardir.
Fungal nomenklatiir, 1867 yilindan itibaren ICBN (International Code of Botanical
Nomenclature) olarak siniflandiriimakta ve her alti yilda bir yapilan Uluslararasi
Botanik Kongresi’'nde gézden gecirilerek yenilenmektedir. ICBN 2005 yilinda Viyana-
Avusturya (Viyana kodu) ve 2011 Melbourne-Avustralya’daki (Melborn kodu) kong-
relerinde 6nemli degisikliklere ugramis; sistematik kavramlar, giincel test ve yon-
temlere gore yeniden uyarlanmistir. Bu siniflamada kullanilan yontemler ve uyulan
kurallar internet Uzerinden (http://ibot.sav.sk/icbn/main.htm) duyurulmaktadir.
Ancak ICBN tim mantarlari kapsamayi hedeflemekle birlikte, 6zellikle son yillarda,
tibbi 6nemi olan mantarlarin blylk bir kisminin da icinde oldugu, isimlendirme
diizensizliklerine (nomenclature instability) yol agmistir. Onerilen kurallara uyum
saglamayan ekiplerin, kendi isimlendirmelerini uluslararasi yayinlarda kullanmala-
ri, bu diizensizliklerin nedeni olarak gosterilmektedir. 2011 yilindaki Melbérn kodu
icerisinde ICBN yerine ICN (The International Code of Nomenclature for Algae,
Fungi, and Plants) on plana alinmistir. ICBN icinde yer alan (Viyana kodu-Makale
59) liken olmayan askomicet ve bazidiyomicet mantarlarin pleomorfik yasam don-
glleri icindeki farkh karmasik isimlendirmelerine ICN icinde izin verilmeyecegi bil-
dirilmistir. 2012 yili sonuna kadar yayinlananlar harig, 2013 yili ile birlikte, ulusla-
rarasi literatiirde yeni isimlendirmelerin kabul edilmeyecegi duyurulmustur. Yeni
isimlendirme 6nerilerinin NCF (Nomenclature Committee for Fungi) komitesi yolu
ile yapilabilecegi, bugiin icin yaygin olarak kabul edilen goristir. Sadece taksono-
miye yonelik olarak ana toplantilarin disinda son yillarda CBS (Centraalbureau voor
Schimmelcultures) tarafindan organize edilen 1FIN (One Fungus = One Name) ve
1F?N (One Fungus = Which Name) toplantilari da 2013 yili 6ncesinde yapilabilecek
degisimleri ele almistir. MycoBank ve Index Fungorum kaynaklari, konu ile ilgilenen-
lere hizli bilgi aktarimi saglayabilmektedir.
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Bununla birlikte, “tek mantara tek isim” yaklasiminin ancak “teorik mikolog”lara uy-
gun olabilecegini savunan gesitli arastiricilar da bulunmaktadir. Burada 6ne sirilen
konu, 6zellikle tibbi mikoloji alaninda, hangi “bir eseyli” cinsin hangi “birkag eseysiz”
formu icerdiginin bilinmemesidir. Ayni zamanda askosporlar bulunmadan sadece
eseyli formlar ile tanimlama yapmanin sadece bilgi kaybi olacagi da 6ne sirilmek-
tedir. Bir diger karsi gikilan konu da, nomenklatiirdeki bu degisimin karisikhga yol
acacagi, yeni tar isimlerinin kabullenilmesinin kaginilmaz oldugudur. Bazi sorunla-
rin ¢6ziimlenmesinde epitiplemenin de kullanilabilecegi 6ne sliriImustir. Ancak bu
durum da “Botanik Kod” ile uyusmamaktadir. Benzer durum “geneolojik uyumlu
filogenetik tiir taninmasi”’nda da karsimiza ¢itkmaktadir.

Tibbi 6nemi olan mantarlarin, 1990’ yillarinin basindan itibaren genel olarak esey-
li formlarinin “Eumycota”, diger tiim formlarin ise “Deuteromycota” grubunda yer
aldig1 kabul edilmektedir. Anamorf-eseysiz, teleomorf-eseyli ve holomorf yapilarin
birlikte ele alinacag “Botanik Kod” sistemi ile karmasikligin giderilmesi planlanmis-
tir. Tibbi mantarlarin zaman iginde farkli isimde anilmalari, saglik bilimleri alaninda
karsilasilan sorunlari artirmaktadir. Bu isim karmasasinin zaman igcinde meydana ge-
tirmis oldugu en 6nemli sorunlar su sekilde siralanabilir:

1. Yeni tanimlanan tirlere gore tani konulan ayni hastaliklar farkli isimler ile
anilmaktadir. Ornegin “allescheriasis”, “monosporiosis”, “petriellidiosis”,
“pseudallescherioma”, “pseudallescheriosis”, “pseudallescheriasis” ve
“scedosporiosis” hepsi ayni fungal patojen tarafindan olusturulan hastalik
tablosudur. Genellikle genetik heterojenlik bu soruna yol agmaktadir.

2. Fungal kokenlerdeki polimorfizm ve sinanamorflarin farkl isimlerde bu-
lunmasi, literattirde farkh hastalik etkeni olarak izole edilen ayni mantarin
farkl isimler ile taninmasina neden olmaktadir. Bu durum o&zellikle nadir
rastlanan patojenlere ait bilgi birikiminin gecikmesine ve etkenin taninma-
masina neden olmaktadir.

3. Mantarlarin cogunlugunun firsatgi patojen olmasi, konagin immdin sistemi-
ne gore farkli klinik tablolarin ortaya cikmasina neden olmaktadir. Bagisikl-
g1 baskilanmis konaktan izole edilen fungal patojenin literatir ile karsilasti-
rilmasi sonucunda bulunamamasi, ayni etkene ait ayni klinik tablonun, ¢ok
farkli tanimlamalar ile ifade edilmesine yol agmaktadir. Bu durum, hastali-
gin tedavisinin planlanmasinda ampirik veya preemptif tedavi segenekleri-
nin etkinligine engel olabilecektir.

Tibbi mikolojide sik gozlenen filament6z mantarlar taksonomik isimlendirmeden
etkilenirken, maya formundaki mantarlar kismen stabil kalmaktadir. Maya for-
mu mantarlardaki sorun ise, klinik mikolojide sik karsilasilmayan ancak bilimsel
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platformlarda giindeme gelen eseyli formlarinin taksonomik siniflamasidir. Klinik
olarak sik izole edilen Aspergillus ve dermatofit kdkenleri, klinik mikoloji alaninda
uluslararasi bilimsel platformlarda en sik sorun olusturan mantarlardir. Klinik ola-
rak sik karsilasilan bir tiir olan Aspergillus taksonomisi ve tiirlerin sinirlandiriimalari
icin DNA (ITS, B-tubulin, kalmodiilin, aktin, TEFa), morfoloji (koloni ve mikroskopik
yapi), fizyoloji (1s1 ve pH etkisi, farkli karbon kaynagi kullanimi, vb), ortama salgiladigi
maddeler (Ekstrolit analizi; HPLC-Diod array analizi, Erlich testi), ekoloji (konak, cog-
rafi dagihm), genetik (eseylenme testi, vegatatif uygunluk grubu) ve karsilastirmali
genomiks calismalar kullanilabilmektedir. Aspergillus alaninda, son “Uluslararasi
Aspergillus Cahstay”nda ayni tir icin hem eseyli hem de eseysiz formlarinin tek
isim altinda olmasi géris hakim ise de, “Botanik Kod” tarafindan bu durum kabul
edilmemektedir. Cogu arastirici Aspergillus terimini rutin kullanilan tek isim, eseyli
formunu da ikinci isim olarak almaktadir, ancak ICBN de buna izin vermemektedir.

Benzer durum, klinik olarak sik karsilasilan diger mantarlarin taksonomisinde
de karsimiza ¢ikmaktadir. Zaman iginde yukarida bahsedilen birikimlerin olus-
tugu, klinik olarak sik izole edilen tiirlerde sorun daha belirgindir. Sik izole edilen
Trichophyton cinsinin isimlendirmesi, klinik mikolojinin rutin uygulamasinda sorun
olusturmamaktadir. Ancak taksonomi olarak sorun ortaya ¢ikmaktadir. Ornegin;
T.mentagrophytes complex sekans c¢alismalarinda ¢ok sayida hedef icermektedir
ve birgok izolat T.mentagrophytes sensu stricto, T.erinacei, Arthroderma benhami-
ae’nin Trichophyton formu ile T.interdigitale varyetelerine ayrilir. Ayrica T.rubrum
sensu lato ise taksonomik olarak iki ayri anamorfik siniflamayi kapsar: T.rubrum ve
Tvialoceum. T.soudanense ve T.yaoundei kokenleri CBS tarafindan 2001 yilindan iti-
baren T.violaceum olarak adlandiriimaktadir. Genetik olarak uniform olan T.rubrum
kokenleri ise T.raubitschekii, T.megninii ve T.gourvilii gibi farkli morfotiplere gére
adlandirilabilmektedir. Mikolojik olarak tek tlr gibi goriinse de, nadir olarak izole
edilen zoofilik kdkenler, klinik mikologlar ve dermatologlar icin karisikliga neden
olmaktadir.

Taksonomik degisimler son Ug yil icinde konu ile ilgili arastiricilarin strekli dnerile-
ri ile cok hizli bir sekilde tartisilmakta ve degisimlere ugramaktadir. Konu, 7.Ulusal
Molekiler ve Tanisal Mikrobiyoloji Kongresi’nde tibbi mikoloji alantile sinirlandirila-
rak, glincel literatiir bilgileri dahilinde tartisilacaktr.
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MiNi KONFERANS 4

MOLEKULER YONTEMLERDE KALITE KONTROL

Prof. Dr. Arzu SAYINER
Dokuz Eyliil Universitesi Tip Fakiiltesi, Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali, izmir

Mikrobiyoloji ve enfeksiyon hastaliklari alaninda devrim yaratan niikleik asit testleri
(NAT), yiksek duyarlilik ve 6zgalliklerinin yani sira hizli sonug vermeleri ve otomas-
yona uygulanabilirlikleri ile de son yillarda rutin klinik tani laboratuvarlarinda yaygin
olarak kullanilmaktadirlar. NAT ile mikrobiyal etkenlerin hizli ve 6zgiil tanisi, kantitas-
yonu, yeni etkenlerin belirlenmesi, genotipleme, ilag direnci analizleri ve birden ¢ok
etkenin es zamanli taranmasi gibi analizler yapilabilmektedir. Bu olanaklar, uygun
tedavinin sec¢imi, hastalik prognozunun 6ngérilebilmesi ve enfeksiyonlar ile birey-
sel ve toplumsal miicadelede biyiik avantajlar saglamaktadir. Bu beklentilerin kar-
silanmasinda NAT’nin dogru ve tekrarlanabilir sonug vermesi ve bunu klinik agidan
anlaml olacak kadar kisa stirede yapmasi son derece 6nemlidir. Dolayisiyla kullani-
lan test ve yontemlerin standardizasyonu ve kalite kontroli 6n plana ¢ikmaktadir.

Nikleik asit testlerinin tani amagli uygulandigi laboratuvarlarda yerine getirilmesi
gereken bazi kurallar vardir. Bunlardan en 6nemlisi kullanilan test yonteminin onay-
lanmasi asamasidir. Bu amacla asagidaki konular géz 6niinde tutulmalidir:

e Yeni bir laboratuvar tasarimi (in-house) test kullanilacaksa, testin 6zellikleri be-
lirlenmelidir (validasyon). Bu 6zellikler; duyarhhk, 6zgullik, dogruluk, tekrarla-
nabilirlik ve kantitatif testler icin dogrusalliktir.

e Ticari bir test, Uretici 6nerileri dogrultusunda kullanilacaksa, Ureticinin belirt-
tigi performans 6zelliklerinin laboratuvarda da gecerli oldugu gosterilmelidir
(verifikasyon). Bunun icin dogruluk, tekrarlanabilirlik ve kantitatif testler icin
dogrusallik kontroli yapilmalidir. Testte treticinin belirlediginden farkli bir
degisiklik yapilacaksa (farkh bir matriks kullanma, ekstraksiyon yontemini de-
gistirme, vb) duyarlhk ve 6zgulligin de yeniden degerlendirilmesi gerekir.

e Sonuglarin dogrulugunun ve personel performansinin givenilirliginin strekli
oldugunu gostermek icin izlem yapilmaldir. Bu amagla i¢ ve dis kalite kontrol-
leri uygulanmalidir.

» ¢ kalite kontrolii: Kalitatif testlerde, her calismada kullanilan pozitif ve
negatif i¢ kalite kontrol 6rneklerinin izlemi yapilmalidir. Kantitatif testlerde
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orta ve diistk diizeyde hedef niikleik asit iceren en az iki pozitif kontrolin
izlenmesi ve elde edilen kantitatif sonuclarin degerlendirilmesi gerekir.

=  Dis kalite kontroli (Yeterlilik testleri): Laboratuvarin genel performansinin
degerlendirilmesini, laboratuvarin ve kullanilan yontemin diger katilimci-
larla karsilagtirilabilmesini saglar.

izlem sirasinda sorun saptanirsa, diizeltici eylem(ler) yapilmaldir. Bu sekilde, so-
runun kaynagl tespit edilerek bir daha tekrarlanmamasi icin 6nlem alinabilir.
Duzeltici eylemlerin sonuglar tizerindeki etkileri de izlenmelidir. Sorunlar ve duzel-
tici eylemler kayit altina alinmali ve ilgili kisiler konu hakkinda bilgilendirilmelidir.
Kontaminasyonun 6nlenmesi icin uygun alt yapi ve ¢alisma teknikleri kullanilmali,
personel egitimine 6zen gosterilmelidir. Yalanci negatifligin saptanabilmesi igin test-
te internal kontrol kullanilmalidir.

Yontem onayi, testteki olasi sorunlarin énceden fark edilmesini saglar. Ayrica yon-
temin sinirlarinin bilinmesi, test sonucunun dogru yorumlanmasi igin gereklidir.
Yontem onayi ve kalite kontroli ile birlikte yiritulen toplam kalite yonetiminin he-
defi, hasta icin miimkiin olan en iyi hizmetin saglanmasidir.
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PANEL 1: 27. YILINDA MOLEKULER TANI TESTLERi: NE KADAR ETKIN
KULLANILDI?

1983’'TEN GUNUMUZE MOLEKULER TANI TESTLERINDE GELISMELER

Prof Dr. Riza DURMAZ
Kirikkale Universitesi Tip Fakiiltesi, Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali, Kirikkale

Tiirkiye Halk Saghdgi Kurumu, Mikrobiyoloji Referans Laboratuvarlari Daire Baskanligi, Molekiiler
Mikrobiyoloji Arastirma ve Uygulama Laboratuari, Sthhiye/Ankara.

Kary Mullis, 1983 yilinda DNA (zerindeki hedef bolgelerin hizla ¢cogalmasini sag-
layan polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) yontemini tasarlayip gelistirdi. Bu basari-
siyla kendisine 1993 yilinda Kimya dalinda Nobel 6dili verildi. Bundan iki yil son-
ra, 1985’te Saiki ve arkadaslari bu yeni metodu ilk defa orak hiicreli anemi (sickle
cell anaemia) hastaliginin tanisinda kullandi. 1987 yilinda Kwok ve arkadaslari, PCR
yontemini kullanarak insan immin yetmezlik virusunu (human immunodeficiency
virus, HIV) tanimladi ve bu, enfeksiyon hastaliklarinin tanisinda PCR uygulamasinin
ilk raporu oldu?.

Gegen sire icinde nikleik asit amplifikasyon (NAA) yontemleri ¢esitlendi ve olduk-
ca degisik alanlarda, hizla uygulama alanlari buldu. Ozellikle PCR bazli molekiler
teknikler mikrobiyoloji laboratuvarlarinda daha da 6nemli tani metodlari haline gel-
di. PCR yénteminin “nested/semi-nested”, multipleks, “broad range”, revers-trans-
kriptaz ve gercek zamanl PCR gibi degisik formatlari gelistirildi. NAA yontemlerinin
nikleik asit dizilim bazl amplifikasyon (nucleic acid sequence-based amplification),
transkripsiyon bazli amplifikasyon (transcription mediated amplification), zincir ay-
ristirma ¢ogaltma (strand displacement amplification) gibi diger versiyonlari da uy-
gulamaya girdi. Hedef olarak DNA yaninda, genomik RNA, 16S-23S rRNA, mRNA gibi
molekdiller de kullaniimaya baslandi?3.

NAA yontemleriyle enfeksiyon hastaliklarinin tanisinda yeni ufuklar acildi.
Proteomiks, genomiks ve “microarray” teknikleri, kan ve degisik vicut sivilarin-
da analitik incelemeler yapma olanagi sundu. Konvensiyonel yontemlerle tanisi
yavas, pahali ve hatta imkansiz olan enfeksiyonlarin tanisi konulabilir hale geldi.
Antibiyotik almis olan hastalardaki akut bakteriyel menenijitler, HACEK (Hemophilus,
Actinobacillus, Cardiobacterium, Eikenella ve Kingella) grubu bakterilere bagli endo-
karditler, Chlamydia spp. ve Coxiella burnetii gibi hiicre klltiriine gereksinim duyan
ve Mycobacterium tuberculosis gibi yavas Greyen bakteriyel etkenlerin olusturdugu
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enfeksiyonlarin; hepatitler, HIV, sitomegalovirus (CMV) ve influenza gibi birgcok viral
enfeksiyonlarin; parazitozlar ve mikozlarin hizl, duyarli ve 6zgul tanilar konulabil-
di¥*®. Molekdiler tani testlerinin sagladigi en 6nemli avantajlardan birisi kantitatif
sonug¢ verebilmeleridir. Kantitasyon 6zellikle HBV, HCV, HIV ve CMV enfeksiyonla-
rinda, enfeksiyonun prognozu ve tedaviye yanitin izlenmesi agisindan 6nemlidir®4,

Molekiler yontemlerle, bircok etkenin antibiyotiklere direncinin belirlenmesinde
onemli ve yeni gelismeler oldu. Basta hepatit B, HIV ve influenza A virusu olmak
Uzere birgok virus, cok ilaca direngli M.tuberculosis, vankomisine direngli enterokok-
lar (VRE), metisiline direngli Staphylococcus aureus (MRSA), genislemis spektrumlu
beta-laktamaz (GSBL) ve metallo-beta-laktamaz (MBL) treten gram-negatif basiller
gibi birgok etkenin antibiyotik direnci, molekiler yontemlerle saatler icerisinde sap-
tanabilir duruma geldi*’.

Molekiler yontemlerdeki gelismeler, enfeksiyonlarin epidemiyolojisi hakkindaki bil-
gilerde dramatik degisikliklere sebep oldu. Bircok yeni etken tanimlandi. Onceden
bilinenlerden ¢ogunun siniflamadaki yeri degisti. Herhangi bir bolge, tlke veya diin-
ya genelinde enfeksiyon hastaliklarinin insidans verilerinde glincellemeler oldu.
Klinik 6nemi olan ve olmayan alt tirlerin ayrimi yapilabildi. Dort alt tiire ayrilan
Francisella tularensis’in F.tularensis subsp tularensis alt tUriinin insanlarda daha
virilan oldugu ve Kuzey Amerika’da bulundugu, daha az viriilan olan F.tularensis
subsp holartica alt tirinin ise Kuzey Amerika yaninda Avrupa ve Asya’da da dagi-
lim gosterdigi saptanabildi®. 16S rRNA gen diziliminin amplifikasyonu ve dizi analizi
calismalarinin sonucunda Ehrlichia equi, Anaplasma phagocytophilum olarak yeni-
den siniflandirildi; Bartonella cinsi icinde 22’den fazla tir veya alt tir belirlendi®.
Molekiler tiplendirme yontemleriyle enfeksiyonlarin kaynagi, bulas yollari ve bu-
lasin derecesi anlasilabildi. Salginlarin sporadik vakalardan ayrimi yapilabildi. Dis
kaynakli etkenin yeniden alinmasiyla olusan tekrarlayan enfeksiyonlar, endojen kay-
nakh reaktivasyonlardan ayirt edilebilir hale geldi.

Molekiler tekniklerdeki gelismeler parazit-konak iliskisi, viriilans ve patogenez
hakkindaki bilgilerimizi artirdi. Ozgiil bir etkenin farkh konaklarda olusturdugu
degisik klinik tablolarin sebebinin anlasilmasina yardimci olabilecek veriler alindi.
Mikroorganizmalar arasindaki cins, tir, alt tir veya genotip diizeyinde gézlenen vi-
rilans farkliliklarinin anlasiimasina olanak saglandi®. Bunun yani sira molekiler yon-
temler, yiksek 6zgullik ve duyarliliklari nedeniyle enfeksiyonlara tani konulamama
riskini azaltti. Salgin ve biyoterérist ataklar basta olmak lizere toplumsal ve hastane
kaynakli enfeksiyonlarin erken tanisi, kontrolii ve etkin tedavisi miimkin hale geldi.
Uygunsuz tedavi, antibiyotiklerin asiri kullanimi ve direng gelisiminin 6niine gegil-
mesine 6nemli oranda katki saglandi*2,
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Teknolojik gelismelere paralel olarak, baslangicta bu yontemlerde ortaya gikan ¢ap-
raz kontaminasyon kaynakl hatali pozitif sonuglar, dusik duyarliliklar ve sonug goz-
lemede yasanan problemler biyik olgiide elimine edildi. Amplifikasyon sonucunu
gozlemede kullanilan agaroz jel elektroforezi, yerini, tiiptin kapagini agmadan reak-
siyona es zamanli olarak gelisen sinyallerin degerlendirmesine birakti. Orneklerdeki
inhibitorlere bagl hatal negatif sonuglarin belirlenmesi icin i¢ (internal) kontroller
kullanildi. Manuel olarak yapilan nikleik asit ekstraksiyon islemleri ve buna bagh
olarak gerekli olan fiziki bolimlere ayrilmis laboratuvar mekanlari yerine, ekstraksi-
yon, amplifikasyon ve sonucun tamamen kapali tek bir cihazla yapilabildigi otomati-
ze uygulamalar gelistirildi. Boylece yontemlerin duyarlilik ve 6zgiillikleri arth; genis
ve bolmeli fiziki mekan gereksinimi azaldi ve testlerin sonug verme siiresi daha da
kisaldi. Molekiiler testlerle alinan sonuglarin klinik yararliligi degerlendirilmeye bas-
landi. Yontemlerde yalnizca i¢ kalite kontrolleri degil, ayni zamanda dis kalite kontrol
programlarindan yararlanilir hale gelindi”*.

Amplifikasyon sonrasi analiz yéntemlerinde de 6nemli yenilikler oldu. Klasik Sanger
dizileme yéntemi yaninda, yeni nesil dizileme yontemleri (6rn. pirosekanslama) ge-
listirildi. Ters hibridizasyon ve lumineks yontemleri daha yaygin kullanilmaya bas-
landi. Etken mikroorganizmanin tim genom sekansinin cikarilmasi, “matrix-assis-
ted laser desorption/ionization time-of-flight mass spectrometry” (MALDI-TOF MS)
ve “microarray” bazli analizlerin sagladigi bilgilerle enfeksiyon hastaliklarinda yeni
ufuklar agildi. Ayni anda bir mikrocip Uzerinde direngten sorumlu yizlerce farkl
mutasyonlarin saptanabilmesi mimkin hale geldi. Son yillarda, mikro-akiskanlar
ve nano teknolojideki muazzam ilerlemeler, bu teknolojileri yakin gelecekte klinik
tanida kdse tasi olmaya aday durumuna getirdi. inert silika, metal veya kristallerden
yapilmis yuvarlak, DNA ve protein fonksiyonel nanopartikiiller (functional nano-
particles; FNP) hibridizasyon problari gibi kullaniimaya baslandi. Bu problar, “sing-
le-nucleotide polymorphism (SNP)” taramalari yaninda, kanser, enfeksiyonlar ve
kardiyovaskdler hastaliklarin biyolojik géstergelerini arastirmada biiyiik potansiyel
olusturdu. Bu gelismeler, enfeksiyon hastaliklarinin daha kesin ve etkili tedavisine
olanak sagladi®*.

Bltin bu gelismeler sonucunda taniya, direncin tespitine ve alt tiplendirmeye yo-
nelik cok sayida ticari kit gelistirildi. Baslangicta tek etkene yonelik olarak tasarlanan
sistemler yaninda, bir tlp icerisinde birden fazla hedef genin ¢ogalmasina olanak
veren multipleks amplifikasyon kitleri hazirlandi. Bunlardan en garpici olanlarindan
birisi, Roche firmasi tarafindan gelistirilen 40 farkli bakteri ve fungal patojeni kan-
dan dogrudan tanimlayabilen ¢ok parametreli PC,R uygulamasi oldu®. Gelistirilmis
olan ticari kitler etkenlere gére gruplandirildi: HBV ve HCV enfeksiyonlari molekiler
tani kitleri, HIV enfeksiyonlari molekiiler tani kitleri, HPV enfeksiyonlari molekiler
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tani kitleri, influenza virus enfeksiyonlari molekiler tani kitleri, tiiberkiiloz molek-
ler tani kitleri, cinsel temasla bulasan hastaliklar molekdler tani kitleri, Chlamydia
ve gonore enfeksiyonlari molekuler tani kitleri, MRSA tani kitleri, VRE tani kitleri ve
diger enfeksiyon hastaliklari molekiiler tani kitleri gibi.

Molekdiler tani testleri, laboratuvarlarin bircogunda yaygin olarak kullanilmaya bas-
landi. Bu gelismeler, molekiiler mikrobiyoloji tani laboratuvarinda hangi alanda,
hangi durumlarda, hangi testlere 6ncelik verilecegi gibi 6nemli bir problemi giin-
deme getirdi. Bu panelde, kit formatindaki molekdler tani testlerinin viroloji, bak-
teriyoloji ve parazitolojideki kullanimlari, “nerede”, “ne zaman” ve “nasil” sorulari
kapsaminda tartisilacak; yaygin kullanilan patojenler agisindan tani algoritmasinda-

ki yerleri belirlenecek ve maliyet-etkinlikleri konusunda bilgiler sunulacaktir.
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MOLEKULER TANI TESTLERiININ ViROLOJIDEKIi UYGULAMALARI

Prof. Dr. Hakan ABACIOGLU
Dokuz Eyliil Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali, izmir

Bu bolimde, gectigimiz 27 yil icinde molekdler testlerin virolojideki ne oranda etkin
kullanildigi sorusu, bir tanisal testin kullanima girme sirecine etkili parametreler
acisindan ele alinmaktadir. Streg klinik gereksinimin ortaya ¢ikmasi/tanimlanmasi
ile baslar (Sekil 1).
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Sekil 1. Bir testin kullanima girme sirecinde etkili unsurlar

Kaynaklarin kullanilabilirligi ve uygunlugu belirlendikten sonra testin analitik (tek-
nik) ve tanisal (klinik) dogrulugu incelenir. Bir sonraki asama testin ¢iktilari ile mali-
yetinin irdelenmesidir. Ciktilar, tibbi girisimlerin saglik ve maliyet ydniinden sonug-
lari olarak tanimlanmaktadirl. Bir laboratuvar testi temel olarak 3 gikt1 agisindan
irdelenebilir: (i) Tanisal getirisi (diagnostic yield), (ii) hasta yonetimindeki etkileri
ve (iii) hasta giktilari (Sekil 2). Test 6nceden kullanilan test(ler)in yerine gegecek ise,
yeni testin bu 3 unsurda ne tiir degisikliklere neden oldugu irdelenmelidir.

Tanisal getiri, testin analitik ve tanisal dogrulugu, diger bir deyisle testin performans
gostergeleriile iligkilidir. Bunlar arasinda analitik duyarlilikta, yinelenebilirlikte, nice-
liksel testler icin dogrusallikta iyilesme ve sonug verme siiresinde kisalma sayilabilir.
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Hasta yonetimi agisindan mortalite ve morbiditede azalma, hastanede kalis siresin-
de kisalma, komplikasyon hizinda azalma, gereksiz girisimleri dnleme gibi ¢iktilar ele
alinabilirt3, Hasta c¢iktilari agisindan ise yasam kalitesi, stigmatizasyon, anksiyete,
doyum, vb unsurlardaki degisimler incelenebilir®.

Molekdiler testlerin tanisal getirisine yonelik calismalarin literatlirde gérece sik ol-
masina karsin, hasta yonetimine ve hasta ¢iktilarina olan etkilerine yonelik veri yok
denecek kadar azdir. Panelin bu kisminda, molekiiler testlerin en yaygin kullanildigi
Ug klinik alandan, hepatitler, cinsel yolla bulasan hastaliklar ve solunum yollari en-
feksiyonlari, secilen 6rnekler tzerinden ciktilar degerlendirilecektir. Bu baglamda,
antijen testlerinin (6rnegin, HCV core antijen testi, hizli influenza A testleri, vb) niik-
leik asit tabanli testlerin (NAT) yerine kullanilip kullanilamayacagi tartisilacaktir.

Bilgi TANISAL DOGRULUK

Lab testi

Testten kaynaklanan

TANISAL GETIRI

zararlar ve plasebo
etkisi

Eylem YON ET|M

Hasta giktilar

Sekil 2. Bir testten beklenen temel giktilar
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MOLEKULER TANI TESTLERiININ PARAZITOLOJIDEKi UYGULAMALARI

Prof. Dr. Mehmet TANYUKSEL
Giilhane Askeri Tip Akademisi, Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali, Ankara

Molekiler biyoloji ve biyoteknoloji alaninda son iki dekatta kaydedilen gelisme-
ler, diger bilim dallarinda oldugu gibi tibbi parazitolojide de molekiler tekniklerin
kullaniminda 6nemli uygulama alanlari bulmustur. Paraziter hastaliklarin tanisinda
tiim dinyada klasik yontemlerin yani sira molekiler yéntemler de kullanilmaktadir.
Paraziter etkenlerin tanisinda basit, yiksek duyarlilikta, ekonomik ve hizli ydontem-
lerin kullanilmasi 6nemlidir. Tablo 1'de de 6zetlendigi gibi, Glkemizde sik gorilen ve
tanisinda sorunlar yasanan parazitler icin geleneksel ve molekiler yontemler kul-
lanilmaktadir; her yontemin kendine gore de avantaj ya da dezavantajlari vardir.
Entamoeba histolytica/E.dispar, Plasmodium spp., Toxoplasma gondii, Leishmania
spp., Cryptosporidium spp., Pneumocystis jirovecii gibi protozoonlarin tanisinda
kullanilan yontemlerle ilgili tartismalar, diger parazitlerin bir adim éniine ge¢mistir.

Tanida molekiler yéntemlerin etkin kullanilmasi icin bazi sorularin gbz 6niinde tu-
tulmasi 6nemlidir:

1. Ulkemizde paraziter hastaliklarin sikligi nedir?

2. Paraziter hastaliklarin tanisindaki zorluklar nelerdir? Kullanilan klasik yon-
temlerin yeterliligi nedir, ilave yontemler gerekli midir?

3. Molekiler yontemler icin maliyet etkin midir, ekonomik boyutu nedir? Biz
molekiler yontemler konusunda kaynak israfinda bulunuyor muyuz?

4. Paraziter hastaliklar icin kullanilan molekiler yontemlerin SUT’ta 6denme
durumu nedir?

5. Molekiiler testlerde yeterlilik ve yapilabilirlik (deneyim, ekip, ekipman, ida-
me vb.) gercekci boyutta nedir?

6. Molekuler testlerin duyarlihk/6zgulluk/glvenilirligi/yayginhigi nasildir?

7. Standardizasyon/optimizasyon (in-house, farkli primer, farkli gen bolgeleri,
farkli protokoller vb.) konusunda ne durumdayiz?

8. Kalite kontrol (i¢/dis) uygulanabiliyor mu?

9. Her laboratuvar her molekiler yéntemi yapmali midir? Referans laboratu-
var ihtiyaci nasil karsilanmalidir?
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Tablo 1. Turkiye'de paraziter hastaliklarin tanisinda

kullanilan geleneksel ve molekiiler

yontemler
ETKEN Geleneksel Molekiiler Diisiinceler
Yontemler Yontemler
Toxoplasma gondii Seroloji PCR, real-time Seroloji aslinda tek bagina yeterlidir, ancak
PCR kritik olgularda yorumlamalarda hatali ve

yanlis yaklagimlar gériilmektedir. Ozellikle
immin yetersiz bireyler ve gebelerde akut
toksoplazmoz tanisinin dogrulanmasi igin
real-time PCR hizli ve glivenilir yontemdir.

Leishmania spp. Mikrosko- PCR, real-time Parazitin gorilmesi igin mikroskopi,

pi, kltar, PCR epidemiyolojik ve taksonomi ¢alismalarinda

seroloji, rk39 tdr ayrimi igin izoenzim analizleri altin

dipstick standart olsa da, Leishmania tur ayriminda
molekiler yontemler, hizl ve pratik
olmalari nedeniyle tercih edilebilir.
Entamoeba Mikroskopi, PCR, real-time Entamoeba histolytica /E. dispar ayriminda
histolytica/ E.dispar antijen sapta- PCR antijene azgul EIA yaninda hizh ve guvenilir
ma, seroloji yontemler PCR ve real-time PCR'dIr.
Acanthamoeba Mikroskopi, Multipleks Mikroskopide tani oldukga zordur.
spp., Balamuthia kaltar real-time PCR  Ug farkli tiiriin ayni anda tanimlanmasina
mandrillaris, imkan taniyan multipleks real-time PCR hizli
Naegleria fowleri ve guvenilirdir.
Pneumocystis jirovecii Mikroskopi Real-time PCR Mikroskopide tani oldukga zordur.
Real-time PCR hizl ve gvenilir ydntemdir.
Microsporidia spp. Mikroskopi, PCR, real-time Mikroskopide tani oldukg¢a zordur.

IFA PCR IFA oldukga glivenilir yontemdir. Taninin
dogrulanmasi ve tlr ayrimini sadece
molekiler yontemler belirleyebilir.

Plasmodium spp. Mikroskopi, Nested PCR, Mikroskopi altin standarttir.
antijen sapta- real-time PCR Dusik parazitemilerde ve tiir ayriminda
ma, seroloji molekiler ydontemler ¢ok 6nemlidir.
Cryptosporidium spp. Mikrosko- PCR-RFLP, re-  Aslinda asit-fast boyama ve antijen saptama
pi, antijen al-time PCR, yontemleri (DFA) yeterlidir. Tur ayrimini
saptama multipleks sadece molekiler yontemler belirleyebilir;
PCR epidemiyolojik ¢alismalarda ve salginlarda
molekiler yontemler hizli ve glivenilirdir.
Giardia duodenalis Mikroskopi, Real-time Geleneksel olarak tanisi mikroskopi

antijen sapta- PCR, multipl- iledir. Genotiplendirmede, salginlarda

ma, seroloji eks PCR ve mikroskopi sonug yetersizliklerinde
molekiler yontemler 6nerilir.

Babesia spp. Mikroskopi, Multipleks Dusuk parazitemilerde ve tiir ayriminda
antijen sapta- PCR molekiler ydontemler ¢ok 6nemlidir.

ma, seroloji real-time PCR
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Trichomonas Mikroskopi, Real-time PCR  Aslinda mikroskopi ile taniya gitmek pekala

vaginalis kaltir mimkindir. Taninin dogrulanmasinda ve
kiltiire nispeten zaman kazanilmasinda
molekiler yontemler onerilir.

Blastocystis hominis Mikroskopi PCR Diski 6rneklerinin kalici boya
preparatlarinda tanisini koymak
mumkindar. Tar ayrimini sadece molekaler
yontemler belirleyebilir; epidemiyolojik
¢alismalarda ve salginlarda bulas kaynaginin
arastirilmasinda molekiler yontemler hizh
ve guvenilirdir.

Kan ve doku yerlesimli protozoonlar

Her ne kadar sikligi azalmis olsa da yaptigi klinik tahribat nedeniyle Babesia spp. ve
Plasmodium spp. gibi eritrosit ici yerlesim gosteren etkenlerin periferik yayma pre-
paratlarinda disiik derecede parazitemi ve subklinik semptomlar nedeniyle mik-
roskop ile morfolojik ayrimi bazen miimkiin degildir. Tirkiye'de i¢ organ leysmanyaz
(VL) ve deri leysmanyaz (KL) tanilar klasik olarak kemik iligi ve deri lezyonundan
hazirlanan Giemsa boyali yayma preparatlarin mikroskobik bakisi ile yapilmaktadir.
NNN besiyeri ve mikrokultir yontemleriyle de parazit tanimlanabilir. Ayrica IFA,
ELISA ile rk39 hizli tani testlerinden yararlanilmaktadir. PCR, lilkemizde Leishmania
parazitini bircok degisik klinik 6rnekte ve tim leysmanyaz klinik sekillerinde sapta-
yabilecek kapasitededir (PCR-RFLP, QT-NASBA, vd).

Bir diger 6nemli nokta da; ozellikle molekiler yéntemlerin toksoplazmoz sipheli
hastalardaki tani degerinin oldukca ylksek olmasidir. Viicut sivilarinda ve dokularin-
da T.gondii DNA saptanmasi icin PCR amplifikasyonu yapilabilmektedir. Molekiler
yontemler; kan, idrar, BOS, vitreus ve akoz sivi, BAL, plasenta ve fetal doku 6rnekle-
rinde de basariyla uygulanabilmektedir.

Keza kornea kazinti 6rneklerinde Acanthamoeba spp. tanisini her ne kadar mik-
roskopi ile koymak mimkiin iken, deneyimli mikroskopi yapilamadigi durumlarda
oldukca zordur. Molekiiler ydntemler tiir ayrimi icin hizli ve giivenilirdir. Ozellikle
immin yetmezligi olan bireylerde genellikle akla dahi gelmeyen bazi protozoonlarin
(Pjirovecii ve Microsporidia spp. vb) tanisinda zaman ¢ok 6nemlidir. Bu durumlarda,
mutlaka bu 6rneklerin dogru islenmesi ve dogru taninin konulmasinda molekiler
yontemlerden yararlaniimasi gereklidir.
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intestinal yerlesimli protozoonlar

En ¢ok bilinen ancak tanisinda en ¢ok hata yapilan mikroorganizmalar olan intesti-
nal yerlesimli parazitlerin tanisi, genellikle konsantre ve/veya boyanmis preparatla-
rin 15tk mikroskobuyla incelenmesi temeline dayanmaktadir. Mikroskopinin amaci
patojenleri, patojen olmayan tiirlerden ayirt etmek ve 6rnekte bulunan gesitli arte-
faktlarin arasindan etkenleri tanimlamaktr. intestinal yerlesimli Giardia intestinalis
ve E.histolytica, patojeniteleri ve gorilme sikliklarina bagh olarak ciddi sorunlara
neden olan ve diinya ¢apinda en sik gériilen protozoan enfeksiyonlaridir. Ayrica,
E.histolytica, G.intestinalis ve Cryptosporidium spp. gibi patojenleri saptamaya yara-
yan antijen saptama testleri, enzim immiinoassay (EIA), direkt floresan antikor yon-
temleri (DFA) ve immiinokromatografik yontemler gibi diger yontemler de bulun-
maktadir. Kiiltir, sinirli durumlarda kullanilabilmektedir. Ozellikle diski drneklerinde
antijen saptamaya yonelik kitlerde (ELISA gibi) tani yoniyle sikintilar olustugu yeni
ve eski enfeksiyonlarin ayriminda sorunlar oldugu tlkemizde yaygin olarak bulunan
bazi E.dispar enfeksiyonlarinda yalanci pozitifliklerin yasandigi gérilmekte; duyar-
g1 ve 6zgllligl konusunda ciddi endiseler bulunmaktadir. Hizl tani testlerinde
istenilen diizeye heniiz ulasilamamistir. Postgenomik ¢ag gelisiminde molekdler tani
teknolojisinin kullaniimasi ile biiyiik degisim saglanmasi umulmaktadir. Simdilerde
real-time PCR yontemi, patojenleri saptamak igin kullanilan hizli, duyarli ve yeni ge-
lisen bir teknolojidir. Klinik laboratuvarlarda rutin kullanim igin PCR yontemi, basit
ornek hazirlama proseduru ve fiksatifli materyallerin (formol harig) kullanimina ola-
nak saglamasiyla ideal sartlara ulagmistir. Klasik PCR uygulamalarinin ise zahmet-
li olmalari, zaman almalari, pratik uygulama zorluklari, daha fazla kontaminasyon
riski ve farkli yorumlanmalari gibi faktorler real-time PCR uygulamalarina gereksi-
nimi arttirmistir. Digski 6rneklerinde 6zgul E.histolytica antijenini saptayan ELISA ya
da DNA’sini saptayan PCR testleri (real-time PCR ¢ok daha duyarlidir) kesin tani icin
simdilik en bilimsel seceneklerimizdir. Ulkemizde saglkli, dogru ve standart bicimde
yapilamayan ve ¢ogunlukla da mikroskobik bakiya dayal oldugundan yanhs tanimla-
nan, dogrulugundan kuskulu amibiyaz bildirimleri mevcuttur ve bu konuda yapilmis
daha bilimsel ¢alismalara gereksinim vardir. Glinimuzde E.histolytica’nin yani sira
G.intestinalis ve Cryptosporidium tirlerini saptayabilen multipleks real-time PCR
yontemleri de tanimlanmistir.

Tiirkiye'de paraziter hastaliklarin tanisinda molekiiler testlerin performansi

Ulkemizde 21 universite/kurumdaki Parazitoloji AD/BD/Laboratuvarindan elde edi-
len anket sonuglarina gore; ortalama 2.6 6gretim Uyesi ile 2.4 laboratuvar teknisye-
ninin ¢alistigi ve molekdler testler i¢in gogunlukla 10-20 saat/ay ayrildigi sonuglarina
ulasilmistir. S6z konusu laboratuvarlarda rutin yontem/testler icinde en sik diskida
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nativ / lugol / kalici boya incelemesi yapildigi; serolojik olarak da en sik ELISA, IFA
ve IHA testlerinin toksoplazmoz, kist hidatik ve amibiyaz hastaliklarinda kullanildig
gorilmustdr. Bu ankette ayrica 21 laboratuvardan 13’tGinde molekiler testlerin uy-
gulandigi, bunun da rutin (7 laboratuvar) ve arastirma (9 laboratuvar) amagl olarak
yapildigi izlenmistir. Rutin ¢calismalarda in-house olarak en sik toksoplazmoz ve leys-
manyoz enfeksiyonlarinda ortalama 25-30 test/ay; ticari olarak toksoplazmoz, ami-
biyaz ve leysmanyoz enfeksiyonlarinda ortalama 25 test/ay yapildigi saptanmistir.
Yine arastirma amacli olarak 21 laboratuvar iginde 9 laboratuvarda molekiiler test-
lerden yararlanildigi ve en sik olarak amibiyaz, kriptosporidyoz ve Acanthamoeba
spp. enfeksiyonlari tanisinda ¢ahsildigi bildirilmistir. Ankete katilan 21 kurumdan
9’unda konvansiyonel PCR, 8’inde RT-PCR, 5’inde ise her iki yontemin kullanildigi;
sadece 3’Ginde sekans analizi yapilabildigi, 7 kurumda i¢ kalite kontrol, 5 kurumda
dis kalite kontrolli uygulanabildigi sonucuna ulasiimistir. Yine 21 kurumdan 8’inde
molekiler testler yapilamamaktadir. Molekiler testlere en g¢ok sirasiyla toksoplaz-
moz, amibiyaz, leysmanyoz, Acanthamoeba spp. enfeksiyonlari, kriptosporidyoz
hastalik/etkenlerinde ihtiya¢ duyuldugu gozlenmistir. Ayrica, 21 laboratuvardan
11’inde referans laboratuvar olma istegi oldugu ve bunlar icinde de molekiiler test-
ler igin en sik toksoplazmoz, leysmanyoz, amibiyaz ve kriptosporidyoz tanisinda is-
tegin olmasi dikkat cekicidir.

Sonug¢

Aslinda hep tekrar edildigi gibi laboratuvar-klinisyen isbirligi ve ortak hareket tarz
onemlidir. Bu sinerji her zaman omuzlarimizdaki yiki hafifletecek, zaman ve ma-
liyet konusundaki israfi nleyecektir. Ulkemizdeki laboratuvarlarin %60’inda para-
ziter hastaliklarin tanisi igin molekiiler testler yapilirken oldukga genis kapsamli ve
glvenilir sonuclara ulastiklar gézlemlenmistir. Onemli olan molekiiler yéntemlerin
nasil, nerede, ne zaman ve kimlerin yapmasi gerektigi enine boyuna tartisiimali; ge-
rekirse bu konuda ilgili dernekler 6ncii rol oynayarak kullaniimalari yéniinde egitim
ve ¢alistaylar dizenlenmeli, algoritmalar hazirlanmalidir. Aksi halde her kosulda bu
popiler yontemlerle bilimsel yarar ve gelismeden ziyade diinyada bir pazar olaca-
gimiz aciktr.

Kaynaklar

1.  Aydin AF, Besirbellioglu BA, Avci IY, et al. Classification of Giardia duodenalis parasites in Turkey into
groups A and B using restriction fragment length polymorphism. Diagn Microbiol Infect Dis 2004;
50: 147-51.

2. Biskin Z, Yildinm A, inci A, Diizli O. Parazitolojide teshis amagl kullanilan molekiiler biyolojik
teknikler. Erciyes Univ Vet Fak Derg 2011; 8(1): 43-51.

5-8 Haziran 2012, Ankara  Program ve Bildiri Ozet Kitabi 53



10.
11.

12.

13.

14.

15.

16.
17.

54

Caner A, Doskaya M, Karasu Z, et al. The molecular diagnosis of cryptosporidiosis in fresh and
formalin preserved fecal samples. Turkiye Parazitol Derg 2009; 33(2): 120-4.

Dogruman-Al F, Kustimur S, Yoshikawa H, et al. Blastocystis subtypes in irritable bowel syndrome
and inflammatory bowel disease in Ankara, Turkey. Mem Inst Oswaldo Cruz 2009; 104(5): 724-7.

Doskaya M, Caner A, Degirmenci A, et al. Degree and frequency of inhibition in a routine real-time
PCR detecting Pneumocystis jirovecii for the diagnosis of pneumocystis pneumonia in Turkey. ] Med
Microbiol 2011; 60(Pt 7): 937-44.

Ertabaklar H, Ttirk M, Dayanir V, Ertug S, Walochnik J. Acanthamoeba keratitis due to Acanthamoeba
genotype T4 in a non-contact-lens wearer in Turkey. Parasitol Res 2007; 100(2): 241-6.

Guruz Y. Incidence and diagnosis of active toxoplasma infection among liver transplant recipients in
Western Turkey. Liver Transpl 2008; 14(10): 1526-32.

Kilic A, Tanyuksel M, Sissons J, Jayasekera S, Khan NA. Isolation of Acanthamoeba isolates belonging
to T2, T3, T4 and T7 genotypes from environmental samples in Ankara, Turkey. Acta Parasitologica
2004; 49 (3): 246-52.

Ozerdem D, Eroglu F, Genc A, Demirkazik M, Koltas IS. Comparison of microscopic examination,
rk39, and PCR for visceral leishmaniasis diagnosis in Turkey. Parasitol Res 2009; 106(1): 197-200.
Ozcel MA, Tanyiiksel M, Eren H (ed). Molekiiler Parazitoloji. 2009. Meta Basim Matbaacilik, izmir.
Sakarya Y, Kar S, Tanyiksel M, et al. Detection of Cryptosporidium spp. in humans and calves
through nested PCR and carbol fuchsin staining methods in Ankara, Turkey. Kafkas Univ Vet Fak
Derg 2010; 16(6): 977-80.

Serin MS, Daglioglu K, Bagirova M, et al. Rapid diagnosis and genotyping of Leishmania isolates
from cutaneous and visceral leishmaniasis by microcapillary cultivation and polymerase chain
reaction-restriction fragment length polymorphism of miniexon region. Diagn Microbiol Infect Dis
2005; 53(3): 209-14.

Tanyuksel M, Ulukanligil M, Guclu Z, Araz E, Koru O, Petri WA, Jr. Two Cases of Rarely Recognized
Infection with Entamoeba moshkovskii Am J Trop Med Hyg 76(4):723-724, 2007.

Tanyuksel MA, Petri WA, Jr. Amebiasis. Conn’s Current Therapy, edited by (eds.), Robert E. Rakel and
Edward T. Bope, Saunders Elsevier, Philadelphia, 66-71, 2006.

Tanyiiksel M, Koru O. intestinal ve iirogenital yerlesimli amipler, kamgililar ve silyalilar, s: 2092-130.
Basustaoglu A, Kubar A, Yildiran ST, Tanylksel M (geviri ed), Klinik Mikrobiyoloji. 2009, 9.baski.
Atlas Kitapgilik, Ankara.

Tanyuksel M, Petri WA Jr. Laboratory diagnosis of amebiasis. Clin Microbiol Rev 2003; 16(4): 713-29.

Toz SO, Nasereddin A, Ozbel Y, et al. Leishmaniasis in Turkey: molecular characterization of
Leishmania from human and canine clinical samples. Trop Med Int Health 2009; 14(11): 1401-6.

7. Ulusal
Tanisal ve Molekiiler Mikrobiyoloji Kongresi



MOLEKULER TANI TESTLERININ BAKTERIYOLOJIDEKi
UYGULAMALARI

Dog. Dr. Alpaslan ALP
Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi, Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali, Ankara

Molekiler yontemlerin kesfinden gliniimiize kadar gegen siirecte, enfeksiyon has-
taliklarinin tanisinda 6nemli gelismeler kaydedilmistir. Molekiiler testler, hastalik-
larin tanisinda ve takibinde rutin mikrobiyoloji laboratuvarlarinin en 6nemli tani
aracglarindan biri haline gelmeye baslamistir. Ancak molekdiler testlerin hastalikla-
rin tanisina sagladig katki, patojen mikroorganizmalarin cinsine gore degiskenlik
gostermektedir.

Hedef dizilerin hastada genellikle disiik konsantrasyonlarda bulunmasi nedeniyle,
nikleik asit ve hedef sinyal cogaltma yontemleri viral hastaliklarin tanisinda ¢ok de-
gerli testler haline gelmistir. Bircok ¢alismadan elde edilen sonuglara dayanilarak
yapilan yorumlar, PCR yontemlerinin hiicre kilturlerinde virus izolasyon yéntemle-
rinden daha duyarli ve daha 6zgil oldugu konusunda birlesmektedir. Bugiin gelinen
noktada, hasta 6rneklerinden bilinen bir¢ok insan virusu saptanabilmekte ve tiplen-
dirilebilmektedir. Boylece elde edilen bilgiler profilaktik tedavi, tedavinin sekillendi-
rilmesi ve hastanin takibi konusunda belirleyici olmaktadir.

Molekiiler tani testlerinin bakteriyolojide kullanimi ise, viral patojenlerle kiyaslandi-
ginda daha sinirli kalmaktadir. Bunun en 6nemli nedeni, bakteriyolojik tanida altin
standart olan kultir yontemlerinin, molekiler testlerin varligina ragmen, vazgecil-
mez olmasidir. Bir baska deyisle molekuler tani testleri rutin bakteriyoloji laboratu-
varina Umit edilen katkiy| verememektedir.

Molekdler tani testlerinin bakteriyolojik uygulamalarini doért gruba ayirmak mim-
kiindir. Bunlar, bakteriyel patojenlerin tanisi, ilag direnglerinin saptanmasi, patojen-
lerin tiir diizeyinde tanimlanmasi ve genotiplendirilmeleridir. Molekdler testlerin tani
amaciyla kullanimlarina bakildiginda; 6zellikle M.tuberculosis, H.pylori, vankomisine
direngli enterokoklar (VRE) ve metisiline direncli S.aureus (MRSA) gibi patojenlerin
tanisinda kullanim alanlari bulundugu gorilmektedir. Dikkat ¢ekici nokta, molekii-
ler testlerin hiz avantajinin, ancak tani ve ilag direnci saptanmasinin birlikte yapildig
durumlarda ortaya cikabildigidir. Molekiiler testler bakteriyoloji laboratuvarinda sa-
dece tani amagli kullanildiginda, ortalama bir giinliik tireme sireleri ve disiik mali-
yet nedeniyle kiltir ile yarisamamaktadir. Ancak molekdler testler tani ile birlikte
direng tayini icin de kullanildiginda, kiltiir ydntemlerine 6nemli bir alternatif haline
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gelebilmektedir. Bunun en giincel érnekleri M.tuberculosis tanisi ile rifampisin veya
izoniazid direng tayininin birlikte yapilmasi, H.pylori tanisi ile klaritromisin direng ta-
yinin birlikte yapilmasi ve VRE tanisinda molekiler testlerin kullanimidir.

Molekiler testlerin tani amagh kullanimlarinda avantajli olabilecekleri diger bir
alan, multipleks PCR uygulamalaridir. Ozellikle solunum yolu patojenlerinin tanisi
veya sepsis etkeni olabilecek patojenlerin tanisinda multipleks PCR uygulamalari
mevcuttur. Ancak bu tir multipleks PCR uygulamalari kiltlir yéntemlerine gore ¢ok
daha pahali olduklari igin rutin kullanimlari yayginlik kazanamamistir.

Molekdiler testlerin en biylik avantajlarindan birisi, hizli bir sekilde sonucun alina-
bilmesidir. Teorik olarak, klinik 6rneklerin laboratuvara ulastiriimasindan sonra bir
veya iki glin icinde PCR sonucunun verilmesi mimkindir. Bakteriyoloji laboratu-
varinda molekiler testlerin hiz avantajinin en belirgin olarak kullanilabilecegi alan,
tliberkiloz tanisidir. Tiberkiilozun laboratuvar tanisinda altin standart olarak kabul
edilen yéntem kiiltiir ydntemidir. Ozellikle sivi bazl yari otomatize veya tam oto-
matize kiltiir sistemleri, konvansiyonel kiiltlir yontemlerine gére daha kisa slirede
sonug verebildikleri i¢cin yaygin olarak kullanilmaktadirlar. Ancak tiiberkiloz tanisi-
nin 1-2 gln gibi kisa bir sirede konabilmesi biliyik 6nem tasimaktadir. Bu nedenle
glvenilir ve hizli tani yéntemlerine ihtiyag vardir. Molekiiler yontemler bu ihtiyaci
karsilamak icin potansiyel adaylar olarak ortaya ¢cikmislardir. Tiberkiloz tanisinda
kullanilan molekiler yontemlerin 6zgullikleri, yapilan bir¢ok ¢calismada yiksek bu-
lunmustur. Duyarlilik konusunda ise, uygulanan teste gore, oldukca degisik sonuglar
elde edilebilmektedir. Farkli duyarllik sonuglari elde edilmesinde, kullanilan PCR
yonteminin yani sira, érnek tlrl ve 6rnek igindeki basil miktari da dnemli rol oy-
namaktadir. Teorik agidan bakildiginda, 6rnek icinde birkag basilin bulunmasi du-
rumunda bile PCR sonucunun pozitif bulunabilecegi séylenmektedir. Ancak pratik
uygulamada, bir¢cok ¢alismada tiiberkiloz PCR duyarlihiginin bu kadar yiksek olma-
dig1 gosterilmistir. Bunun nedenleri arasinda M.tuberculosis DNA’sinin iyi bir sekilde
aciga cikarilamamasi, 6rnegin islenmesi sirasinda basillerin kaybedilmesi veya 6rnek
icinde inhibitdér maddelerin bulunmasi sayilabilir.

Yayma-pozitif 6rneklerle yayma-negatif 6rneklerden elde edilen PCR duyarlliklar
farklihk gostermektedir. Yayma-pozitif 6rneklerde PCR duyarhligi kabul edilebilir di-
zeylerdeyken, yayma-negatif orneklerde duyarllik orani ¢cok diismektedir. Yayma-
pozitif bir 6érnegin PCR sonucu da pozitif bulundugunda, kiltiir sonucu beklen-
meden kesin tani konmus olmaktadir. Bir baska ifadeyle, yayma sonucunda elde
edilen “olasi tiiberkiloz” tanisi, PCR sonucuyla dogrulanarak “kesin tiiberkiloz” ta-
nisi konabilmektedir. Bu durumda, tliberkiloz tanisi amaciyla kullanilan molekiler
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yontem, taniyi tamamlayici veya dogrulayici bir rol tGstlenmektedir. Ancak bu rol,
“olmazsa olmaz” bir rol degildir. Birkag hafta icerisinde kiiltliir ydntemi zaten altin
standart yontem olarak bu roli Ustlenecektir. Bu siirecte de tedavi baslanmis ola-
cagl icin bir zaman kaybi s6z konusu olmayacaktir. Tliberkllozlu bir hastaya ait ve
yayma sonucu negatif olan 6rnekte ise PCR sonucunun pozitif bulunma olasilig
%50’nin altindadir. Bir baska deyisle yayma-negatif tliberkiloz 6rneklerinde PCR
sonucunun kesin taniya katkisi ¢cok dusiktir. Bu tip 6rneklerde kesin tani, kiiltar
sonucunun alinmasiyla konmaktadir.

Buglin gelinen noktada, bakteriyel patojenlerin tanisinda molekiiler yontemlerin
kiltir yontemlerine kuvvetli bir alternatif olamadigini gérmekteyiz. Ancak uygun
imkanlari olan laboratuvarlarda molekiler yontemler destekleyici testler olarak kul-
lanilabilmektedir. Belirli bakteriyel patojenler igin tani ve direng tayininin birlikte
yapilmasinin, molekdler testlerin bakteriyolojideki en uygun uygulama alani oldugu
gorilmektedir.
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PANEL 2: ANAEROP BAKTERILERIN TANIMLANMASINDA
GELENEKSEL VE DIGER YONTEMLER

ANAEROP BAKTERILERIN GELENEKSEL YONTEMLERLE TANISI

Prof. Dr. Nezahat GURLER

istanbul Universitesi [stanbul Tip Fakiiltesi, Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali Bakteriyoloji Bilim Dall,
istanbul

Anaerop bakteriler insan viicut florasinin en énemli bakterilerinden olup, laboratu-
varda klasik yontemlerle tanilarinin yapilmasinda glinlimiizde hala sorunlar yasan-
maktadir. Anaerop bakterilerin bir cogunun diger bakterilere oranla daha geg ve gli¢
Uremeleri, laboratuvarda anaerop bakterilerle ugrasacak deneyimli bir elemana ve
bazi ekipmanlara ihtiyag duyulmasi en 6nemli sorunlardir.

Laboratuvarda anaerop bakterilerin tanilarinin yapilabilmesi icin dikkat edilmesi ge-
reken temel kurallar asagidaki gibi siralanabilir:

e Klinik 6rneklerin uygun bolgelerden alinmasi gereklidir.

o Ornekler, en kisa zamanda (klinik nemi olan anaerop bakteriler i¢in en fazla
20 dakika igcinde), mimkiinse anaerop bakterilerin transportu icin uygun olan
besiyerinde gonderilmelidir. Bu amagla Carry-Blair transport besiyeri veya
indirgen madde iceren anaerop kosullarin saglandigi PRAS besiyerleri kullani-
labilir. Abse icerikler icin havasi bosaltilarak icinde N,, CO, gibi gaz karigimlari
bulunan bos tiipler kullanilabilir.

e Viicudun farkli bolgelerinde ¢ok gesitli enfeksiyonlara neden olan anaerop
bakterilerin klltiiri yapilacaginda, alinan orneklerin kaltdr igin uygunlugu ¢ok
onemlidir. Genel kural olarak flora iceren boélgelerden alinan 6rneklerin ana-
erop kultarinin yapilmasi uygun degildir. Kiltdr icin uygun olan ve olmayan
ornekler Tablo 1'de goriilmektedir.

Anaerop bakterilerin laboratuvar tanisinda, makroskopik ve mikroskopik inceleme
ve kiltlr, en 6nemli yontemlerdir. Anaerop kiiltir igin cesitli yontemlerle anaerop
kosullarin saglanmasi ise olmazsa olmazlar arasindadir. Kultir igin alinan drnekler
icin besiyeri se¢imi dnemlidir. Ekim yapilan besiyerlerinin degerlendirilmesi ve izole
edilen anaerop bakterilerin 6n tani ve biyokimyasal 6zelliklerinin incelenmesi, ta-
nimlamanin en énemli basamaklardir.
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Tablo 1. Anaerop kiltir igin uygun olan ve olmayan klinik 6rnekler

Anaerop kiiltiir icin uygun
ornekler

Ozel durumlarda
kullanilabilen 6rnekler

Anaerop kiiltiir igin uygun
olmayan 6rnekler

Normalde steril olan viicut
sivilari (Kan, safra, sinovyal
sivi, eklem sivisi, periton,
perikard, plevra sivilari,
beyin omurilik sivisi)

Dekdibitus dlserleri

Bronkoskopi ile alinan
materyal

Abseler

Yara drenajlari

Mide yikanti suyu

Derin yaralar

Endometrial aspirasyon
materyali

Balgam

Transtrakeal materyal

idrar (Suprapubik aspira-
syonla alinan)

idrar (Hastanin gikardig
veya sondayla alinan)

Kuldoskopi materyali

Cerahat (Derin yaralar,
abselerden elde edilen,
sulfur granalleri olan
materyaller

Normal olarak steril
bolgelerden elde edilen
cerrahi 6rnekler (Safra
yollari, doku pargalari ve
lenf noddilleri)

Vaginal stirtinti materyali

ileostomi ve kolostomi
materyalleri

Episiyotomi materyalleri
(struntl 6rnekleri
anaerop kaltlr igin uygun
olmamasina karsin abse
aspire edilmisse uygundur)

Toraks materyali

Burun, deri ve agizdan
alinan materyaller

Uretradan alinan materyal

Digki

Makroskopik inceleme

Oncelikle muayene maddesinin gériiniimii, rengi, kokusu, gaz icerip icermedigi ve

floresans verme 6zelligi arastirilir. Siyah renkteki nekrotik dokularin 365 nm’lik UV
1siginda kirmizi renkte floresans vermesi, érnekte siyah pigmentli anaerop bakteri-
lerin oldugunu gosteren en 6nemli bulgudur. Bir organ veya dokuda anaerop bakte-

rilerin bulundugunu gosteren ipuglari detayl bir sekilde asagida belirtilmistir:
e Lezyon ve akintida kétu koku,
¢ Enfeksiyon bolgesinin, normal flora liyesi olarak anaerop bakterilerin bulundu-

gu mukoza ylizeyine yakinligi,
e Abse olusumu ve doku nekrozu ile iliskili enfeksiyonlar,
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e Gazolusumu,

¢ Enfekte bolgeden hazirlanan ve Gram ile boyanan preparatta polimikrobiyal
gorintinin olmasi veya morfolojik olarak bazi anaerop bakterilerin gorilmesi,

e Enfekte bolgeden gelen kanli cerahatin siyah renk almasi, ultraviyole isiginda
kirmizimsi floresans vermesi,

e Enfekte bolgeden alinan érneklerin aerop kiiltirlerinde Greme olmamasi,

e Daha 6nceden aminoglikozidler, trimetoprim-siilfametoksazol, birinci jeneras-
yon kinolonlar, monobaktamlar ve anaerop bakterilere etkisi yeterli olmayan
seftazidim gibi antibiyotiklerle tedavi ile enfeksiyonun gerilemeyip daha da
artmasi,

e Sulfur grandllerinin mevcudiyeti,

e Malignite ilgili enfeksiyonlar (Kolon, akciger, uterus),

* insan ve hayvan isiriklarindan sonra gelisen enfeksiyonlar,

e Histotoksik Clostridium’larin olusturduklari toksinlerle gelisen tipik hastalik
tablolari (botulismus, gazli gangren, tetanoz, psddomembranoz kolit, nekroti-
zan enterit).

Mikroskopik inceleme

Anaerop enfeksiyonlarin laboratuvar tanisinda direkt mikroskopik inceleme son de-
rece onemlidir. Anaerop kiltur yapilacak tim klinik 6rneklerden Gram yontemi ile
boyanmak tizere preparasyon mutlaka hazirlanmalidir. Gram yontemi ile boyamada
tipik morfolojideki anaerop bakteriler arastirilir. Bu sekilde muhtemel enfeksiyon
etkeni bakteri hakkinda on bilgi elde edilebilir. Ayni zamanda mikroskopta incelenen
bakterinin morfolojisine gore selektif besiyerleri segilir. Muayene maddesinden ha-
zirlanan Gram yontemi ile boyanmis preparasyon, alinan 6rnegin kalitesi hakkinda
da bilgi verir.

Ozellikle Clostridium’larla olusan enfeksiyonlarda mikroskopik inceleme son derece
onemli hatta hayat kurtaricidir. Klinik olarak gazlh gangren kuskusu olan bir hastanin
yara yerinden alinan 6rnek Gram yéntemiyle boyandiginda kalin, gram-pozitif ¢o-
maklar gorilmesi, bazen sporlu sekillerinin de saptanmasi, hatta inflamasyonun da
bulunmasi cok 6nemli bir bulgudur; kiltir kadar degerlidir. Bazen Clostridium’larin
etken olmadigi “non-clostridial” selllitte fakiltatif anaerop koklar, Bacterioides
spp, Fusobacterium spp ve/veya diger mikroorganizmalar da etken olabilir. Boyle
bir durumda Gram yéntemi ile hazirlanmis preparasyon ¢ok énemlidir. Direkt mik-
roskopik incelemede filamansi yapida mekik seklinde gram-negatif comaklarin gé-
rilmesi Fusobacterium cinsi bakterilerin etken oldugu enfeksiyonu diistindurdr.
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Gram yontemi ile boyanmak lizere preparasyon hazirlandiginda, preparatin 30 sani-
ye metanolle tespit edilmesi, bakterinin hiicre morfolojisinin bozulmamasi ve daha
iyi goriilmesi igin tavsiye edilmektedir. Gram ydntemi yapildiginda zit boya olarak
%0.5’lik bazik fuksin yerine safranin kullanilmasi énerilmektedir. Ekslida ve kanli si-
vilarindan hazirlanmis kalin tabakali preparatlar akridin oranjla boyandiginda mik-
roorganizmalar daha iyi gorilebilir.

Clostridium cinsinden gram-pozitif comaklarin bir kismi sporlu gorildiugia gibi, bazi-
lari ise sporsuz gorilebilir. C.perfringens ve C.ramosom enfekte dokuda, cerahatte
spor olusturmaz. Gram yéntemiyle hazirlanan preparatta kisa, kiit kalin, sporsuz ¢o-
mak olarak gorlndr. Diger gram-pozitif comaklardan farkl olarak kapsil kolaylkla
fark edilebilir. C.perfringens’de 6zel spor boyasi yapmanin da higbir yarari yoktur.

Anaerop bakterilerin direkt mikroskopik incelenmesi, Gram yontemi disinda karan-
lik saha ve faz kontrast mikroskoplari ile de yapilabilir. Karanlk saha veya faz kont-
rast mikroskopla inceleme, kiiglik ve iyi boyanmayan anaerop bakterilerin (Dialister
pneumosintes gibi) gérilmesinde yardimcidir. Campylobacter cinsinin hareketinin
incelenmesi Clostridium cinsinin sporlarinin yeri ve morfolojisinin incelenmesi, kiil-
tlrt yapilamayan anaerop spiroketlerin morfolojilerinin gézlenmesi igin de karanlik
saha ve faz kontrast mikroskoplarindan yararlanilir.

Direkt olarak, kan disindaki 6rneklerden likit gaz kromotografisi kullanilarak etkenin
saptanmasi mimkuindur.

Fluoresan antikor yonetimi ile de bazi anaerop bakteriler direkt muayene madde-
sinde saptanabilir.

Kaltiir

Anaerop bakterilerinin izolasyon ve tanimlanmalari icin en énemli konu, ekim igin
kullanilacak besiyerlerinin taze hazirlanmis olmasidir. Buzdolabinda bekletilen
besiyerlerinde anaerop bakterilerin izole edilmesi miimkin degildir. Bazi labora-
tuvarlarda ise 6nceden rediikte edilmis, anaerop kosullarin saglandigi besiyerleri
kullanilmaktadir.

Anaerop bakterilerin izolasyonunda; Schaedler agar ve buyyon, Brucella agar ve
buyyon, triptik soy agar ve buyyon, Colombia agar, beyin-kalp inflizyon agar ve buy-
yon tiyoglikolath buyyon, karbonhidratli veya karbonhidratsiz kiymali buyyon gibi
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selektif olmayan besiyerleri kullanilir. Schaedler besiyerleri disindaki besiyerlerine
hemin, vitamin K, maya 06zitl ve sistein monohidroklorir ilave edilmesi gereklidir.
Anaerop |/v bakterilerin kaltirintn yapilacagl tim besiyerlerine koyun kani ve at
kani mutlaka ilave edilmelidir. Laboratuvarda ticari olarak alinmis besiyeri bulunma-
diginda kanl agar besiyerine yukaridaki maddelerin ilavesi ile de uygun anaerop be-
siyeri elde edilir. Eubacterium ve Actinomyces cinsleri kalp inflizyon agarda, triptik
soy agara oranla daha iyi Gremektedir. Buna karsilik triptik soy agar besiyeri, subgin-
gival bélgeden alinan érneklerden siyah pigmentli anaerop bakterilerin izolasyonu
icin cok fazla tercih edilmemektedir.

Selektif olmayan besiyerlerinin yani sira, anaerop bakterilerin izolasyonunda selektif
besiyerlerinin kullanilmasi bakterilerin izolasyonunu kolaylastirir. Diger bakterilerin
bulunabilecegi 6rnekler veya flora iceren érneklerden anaerop bakterilerin izolas-
yonu icin selektif besiyerleri 6zellikle kullanilmalidir. Bacteroides ve Prevotella cinsi
bakterilerin izolasyonunda kanamisin-vankomisinli kanli agar (6zellikle kanin don-
durulup ¢6zUlmis olmasi tercih edilir) kullanihr. Ancak 7.5 ug/ml vankomisin iceren
besiyerlerinde Porphyromonas cinsi bakteriler liremez. Porphyromonas tirlerinin
izolasyonu icin 2 ug/ml vankomisin iceren kanamisinli kanl besiyeri tercih edilir.

Diyaframin altinda gelisen enfeksiyonlarda ilk akla gelen etken Bacteroides fragi-
lis'dir. Bu nedenle diyafram altindan alinan 6rneklerden de B.fragilis ve Bilophila
wadsworthia’nin selektif izolasyonu icin safral eskilinli besiyerinin kullaniimasi 6n
tani icin 6nemlidir. Kanamisin-vankomisinli besiyeri ile birlikte, ayni petride veya
ayri ayri safrali eskilinli besiyerinin kullanilmasi uygun olur.

Fenil-etil-alkollii kanli besiyerleri, ¢cok fazla ireyen aerop gram-negatif comakla-
rin varhginda, 6zellikle de besiyeri lizerine yayilarak lireyen Proteus cinsi bakteri-
ler ve yaygin koloni olusturan bazi Clostridium cinsi bakteriler mevcut oldugunda,
gram-negatif anaerop bakterilerin daha kolay izole edilmesini saglar. Klinik olarak
Fusobacterium cinsi ile enfeksiyon distnildiglinde ise, 6zellikle diyaframin Us-
tinde kalan dokularin enfeksiyonunda, neomisin-vankomisin selektif agar veya
Fusobacterium selektif agar tercih edilir.

Clostridium cinsi bakterilerin kiltlrQ ve izolasyonu igin taze hazirlanmis kanli besi-
yeri kullanilabilecegi gibi, CDC anaerop agar, fenil-etil-alkolli kanli agar, maya 6z(itQ,
vitamin K ve hemin ilave edilmis %5’lik koyun kanli Brucella agar, Columbia agar
veya beyin-kalp inflizyon agar da kullanilabilir. Bu besiyerlerinde koloni ozellikleri
cok karakteristiktir. C.perfringens gibi bircok Clostridium tiru bir gecelik inkiibas-
yondan sonra bile Ureyebilir. C.perfingens, kanh besiyerinde ¢ift zonlu hemoliz olus-
turur ve bu 6zelligi ile kolayca tanimlanabilir.
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Eger yara veya absede Clostridium cinsi bakterinin mevcudiyeti kuskusu varsa (6zel-
likle gazli gangren kuskusunda), modifiye McClung besiyeri veya yumurta saril agar
besiyeri kullanilmasi uygun olur. Yumurta sarili besiyerinde veya yumurta sarisi
iceren modifiye McClung besiyerinde bakteri lesitinaz olusturdugunda koloninin
altinda beyaz opak, ¢6ziinmeyen, besiyerinin icerisinde bir presipitat gdzlenebilir.
Lipaz olusturan bakterilerin kolonilerinin tGzeri madeni parlaklik gosterir; yag, hatta
su ilave edildiginde bu tabaka yiizerek koloniden ayrilir. Yumurta sarili besiyerinde
proteoliz de saptanabilir. Koloninin ¢evresinde seffaf bir tabaka gézlenmesi proteo-
lizi gosterir. Kiymali buyyon besiyeri subkultir veya toksin olusumu igin tercih edilir.
Karbonhidratli kiymali buyyon ise likid-gaz kromatografisi icin kullanilir.

Clostridium cinsi bakterilerin, diger mikroorganizmalarin da bulundugu 6zellikle be-
sin maddeleri ve diskidan saf halde izolasyonu igin spor teknikleri uygulanir.

a) Alkolle muamele: 1-2 ml 6rnek steril bir tibe konur. Esit miktarda absoli
(%95) etanol ilave edilir. Tup iyice karistirilir ve oda isisinda 22-25°C’de 1
saat bekletilir. Alkolle muamele edilen ve edilmeyen érnekten glikozlu kiy-
mali buyyon veya glikozlu-nisastali kiymali buyyon besiyerine, anaerop kan-
Il agar veya yumurta sarili agar besiyerine ikiser adet ekilerek aerop veya
anaerop kosullarda inkibe edilir.

b) Isiyla muamele: Tercihen 6nceden 80°C’ye isitilmis glikozlu kiymali buyyon
(veya glikozlu-nisastali kiymali buyyon) besiyerine, sispansiyon halindeki 1
ml 6rnek ilave edilerek 10 dakika isitilir ve soguk suda sogutulur. Isitilan ve
istilmamis orneklerden glikozlu veya glikozlu-nisastali buyyon besiyerine
ve 2’ser adet anaerop kanli besiyeri ve yumurta sarili besiyerlerine ekilerek
aerop ve anaerop kosullarda inklbe edilir.

Genellikle tiim Clostridium cinsi bakteriler selektif olmayan besiyerlerinde, 6zellikle
spor deneyi yapilarak kolaylikla izole edilebilirse de, C.difficile gibi bazi tirlerin izo-
lasyonu icin selektif besiyerlerinin kullanilmasi uygun olur. C.difficile, Gireme 06zel-
likleri bakimindan diger Clostridium tirlerinden daha secicidir. Bu amacla sefoksi-
tin-sikloserinli fruktoz agar veya sefoksitin-sikloserinli yumurta sarili agar besiyerleri
kullanilir.

Anaerop bakterilerin izolasyonu icin gerekli anaerop ortam; anaerop kavanozlar,
GasPak kavanoz, iki petri alacak anaerop plastik posetler ve anaerop kabinler ile
saglanabilir. Anaerop bakteriyoloji ile ugrasan laboratuvarlarda en ¢ok tercih edilen
GasPak kavanozlardir. GasPak kavanozlarinda H,+CO, olusturan kitler kullanilir. Bu
kitlerin palladyum aluminat gibi katalizor gerektirmeyen, susuz olanlari pratik ol-
dugundan tercih edilmektedir. Anaerop kavanoz ve kabinlerde ise, %80-85 N, %10
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CO, ve % 5-10 H, iceren gaz karigimlari kullanilir. Ayrica kimyasal yontem ile (Burri-
Wright yontemi) deney tipiinde anaerop kosullar saglanabilir. Bu amagla %20 pi-
rogallik asit ve %20 NaHCO, ¢bzeltisi kullanilir. Tupe ekim yapildiktan sonra tipiin
pamugu iceri dogru itilir, Gzerine hidrofil pamuk konur; 0.5 cc piragallik asit, 0.5 cc
NaHCO, ¢ozeltisi ilave edilerek vakit kaybetmeden lastik tipa ile kapatilir.

Anaerop bakterilerin izolasyonu igin ekim yapilan besiyerleri, anaerop kosullarda
35-37°C’de inkibe edilir (bazi Clostridium tirleri igin C.perfingens disinda 30°C de
onerilmektedir). Clostridium enfeksiyonu kuskusu yoksa inkiibasyon siresi en az
48 saat olmalidir. Ancak 48 saatlik inklibasyon ¢ogu zaman yeterli olmadigindan,
kilturler 48 saatteki ilk incelemeden sonra anaerop kosullarda 7 giin daha inkiibe
edilir. Ozellikle Porphyromonas ve Actinomyces cinsi bakteriler icin 48 saatlik inki-
basyon yeterli degildir.

Tanimlama

Anaerop bakteriler Gram yontemi ile boyanma ve morfolojik 6zelliklerine gore ka-
baca siniflandirilabilir. Buna gore bakterilerin gram-negatif veya pozitif, kok-comak
seklinde olduklari, spor olusturup olusturmadiklari saptanir (Sekil 1). Gram yonte-
miyle boyama ile anaerop bakterilerin bir kisminin belirli bir dizeyde tanimlanmasi
miimkiin olsa da cins diizeyinde tani igin belirli konsantrasyonda antibiyotik iceren
disklerin kullaniimasi gerekir (Tablo 2).

Gram boyama

L
Gram pozitif Gram negatif

1 1 | |

Kok Comak Kok Comak
)
Veillonella
Spor var Spor yok 4
P ary spp. Bacteroides spp.
Fusobacterium spp.

Peptococcus Clostridium ; Porphyromonas spp.
Peptostreptococcus  SPP- A.cfmomvtes_ SPp- Prevotella spp.
Streptococcus spp. Bifidobacterium spp. Bilophila wadsworthia

Eubacterium spp.
Propionibacterium spp.
Lactobacillus spp.
Mobiluncus spp.

Sekil 1. Klinik 6nemi olan anaerop bakterilerin boyanma 6zelligine gére siniflandiriimasi
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Tablo 2. Antibiyotik iceren disklerle anaerop bakterilerin 6n tanisi

Organizma Kanamisin 1000 pg Vankomisin 5 pg Kolistin 1 pg
Gram-pozitif organizmalar \ se R
Bacterioides fragilis grubu R R R
Bacterioides ureolyticus grubu S R S
Fusobacterium spp. S R R
Porphyromonas spp R se R
Prevotella spp. R R Vv
Gram-negatif koklar S R S

2Bazi Clostridium ve Lactobacillus cinsleri direngli olabilir. bPorphyromonas cinsi vankomisine duyarlidir, ancak
kolonileri UV 1s1ginda floresans verir ve pigmentlidir (V: Degisken; R: Direngli; S: Duyarli)

Anaerop bakteriler besiyerlerinde lrediklerinde, koloni morfolojileri muhtemel et-
kenler agisindan bir bilgi verebilir. Bu sekilde tanilarinin daha kolay yapilabilmesi

mimkiindir (Tablo 3).

Tablo 3. Anaerop bakterilerin koloni 6zelliklerine gore olasi tanilari

Ozellik

Olasi etken

Kahverengi-siyah koloni

Kirmizi, pembe, ten, sari pigment

Yizeyel koloni (Seffaf koloni)

UV isiginda tugla kirmizisi floresans
UV isiginda kirmizi floresans

UV 1s18inda agik yesil floresans
Agari cukurlagtirma

Cift zonlu hemoliz

Cok fazla yayilan koloni
At ahiri kokusu

Hos olmayan tatli kokusu
Orimcek ag1 benzeri koloni

Az disi gériniimli koloni
Beyaz, ekmek kirintisi gériinimu

Sahanda yumurta gorinimu

Buzlu cam goérintisi

Gram negatif gomak ise; Porphyromonas spp., Prevotella spp.
Gram pozitif kok ise; Peptococcus niger
Gram pozitif gomak ise; Actinomyces

Bacteroides ureolyticus grubu

Gram negatif comak ise; Porphyromonas spp., Prevotella spp.
Gram negatif kok ise; Veillonella spp.

Gram negatif comak ise; Fusobacterium nucleatum
Gram pozitif comak ise; Clostridium difficile
B.ureolyticus, B.gracilis ya da Wolinella spp.

Clostridium perfringens

Terminal sporlu ise C.tetani
Subterminal sporlu ise C.septicum
Clostridium difficile

Gram pozitif kok ise; P.anaerobius

Gram pozitif comak ise; A.israellii'nin geng kolonileri,
veya Propronibacterium propronicus

Gram pozitif gomak ise; A.israelii’nin yasli kolonileri,
veya P.proponicus

Gram negatif comak ise; F.nucleatum

Gram negatif comak ise; F.mortiferum, F.varium

Gram negatif comak ise; F.nucleatum
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Anaerop bakterilerin kesin tanilarinin yapilabilmesi icin biyokimyasal 6zelliklerinin
ve olusturduklari bazi enzimlerin gosterilmesi gerekir. Laboratuvarda klasik yontem-
lerle hazirlanan besiyerleri kullanilabilecegi gibi, ticari kitler kullanilarak da (API 20
A, ATB 32 A, BBL Crystal vb) tiir diizeyinde tanilari yapilabilir.

Anaerop gram-negatif comaklar, anaerop bakteri enfeksiyonlarindan en sik izole
edilen gruptur. Bacteroides spp, Prevotella spp, Porphyromonas spp, Fusobacteri-
um spp. ve Bilophila wadsworthia klinik dnemi olan cinslerdir. Bu grup icinde de
en d6nemlisi B.fragilis grubudur. Bu gruptaki bakteriler, klinik 6rneklerden (6zellikle
karin igi enfeksiyonlarindan) en sik izole edilmelerinin yani sira, antimikrobiyal mad-
delere de en direngli olan gruptur. Cogunlukla kapsillii olmalari viriilanslarini artir-
maktadir. Safraya direngli olmalari ile birgcok anaerop gram-negatif comaktan kolay-
likla ayirdedilirler. Bacteroides cinsinde bulunan bakteriler Gram yéntemi ile soluk,
diizensiz boyanirlar; pleomorfizm gésterirler (Tablo 4). Ozellikle sivi besiyerinden
(karbonhidratli besiyerinden) hazirlanan preparatlarda uzun filamentoz sekilde ve
heterojen boyanmis gorindirler.

Anaerop gram-negatif comaklardan safraya duyarli, bircok tiirii bejden-siyaha yakin
pigment olusturan iki cins Prevotella ve Porphyromonas cinsleri olup, bu bakteriler
homojen boyanan, kokobasil gériinimindedirler. Fusobacterium cinsindeki bakte-
riler ise uzun, filamansi, mekik seklinde ¢cogu kez heterojen boyanan bakterilerdir.
Anaerop gram-negatif comaklarin ayirdedici 6zellikleri Tablo 4 ve 5’de goriilmektedir.

Tablo 4. Klinik 6rneklerden sik izole edilen Bacteroides fragilis grubu bakterilerin ayirdedici
ozellikleri

indol |Katalaz |DNaz |Eskiilin|Ara |Selo |Ram |[Sal |Sak |Tre
hidrolizi
B.fragilis - + - + - + - - + _
B.distasonis - +/- - + - + v + +
B.ovatus + +/- + + + + + +
B.thetaiotao- + + + + + - + +
micron
B.vulgatus - -/+ - - + - + - +
B.caccae - - + + + + + - +
B.merdae - -/+ - + V/- + + +
B.stercoris + - + +/- -+ | -]+ + -/+ + -
B.uniformis + -/+ + + + + -+ | /- + -
Ara: Arabinoz; Selo: Selobiyoz; Ram: Ramnoz; Sal: Salisin; Sak: Sakkaroz; Tre: Trehaloz; V: Degisken (variable)
7. Ulusal
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Tablo 5. Klinik 6rneklerden izole edilen diger anaerop gram-negatif comaklarin ayirdedici

tanisi
Kh/sy | Kirm |Kat|Oks | ind | Safra | Esk |Lip | DNaz |Gli| Lak | Jel |Urz| Rif
pigm | flor inh | hidr hidr (15pg)
Bacteroides spp.
B.gracilis - - - - - + - - - - - - - S
B.ureolyticus - - -+ - + - - - - - S S
Fusobacterium spp.
F.mortiferum - - - - - - + - - + | + - - R
F.necrophorum - - - -]+ + - + - + - - - S
F.nucleatum - - - - + + - - - - - - - S
Fvarium - - - - + - - - - + - - - R
Porphyromonas spp.
Pasaccharo- + + - -]+ + - - - - - + | - S
lytica
P.endodontalis + + - -]+ + - - - - - + | - S
Pgingivalis + - - - + + - - - - - + - S
Prevotella spp.
Pintermedia + + - - + + - + + + - + - S
P.melanino- + + - - - + - - - + | + + - S
genica

Kh/sy pigm: Kahverengi-siyah pigment; Kirm flor: Kirmizi floresans; Kat: Katalaz; Oks: Oksidaz; ind: indol; Safra inh:
Laktoz; Jel hidr: Jelatin hidrolizi; Urz: Ureaz;

Safrayla inhibisyon; Esk hidr: Eskulin hidrolizi; Lip: Lipaz; Gli: Glikoz; Lak:
Rif: Rifampin; S: Duyarl; R: Direngli.

Klinik 6nemi olan anaerop koklarin blyik bir blimu Peptostreptococcus cinsinde
yer alir. Peptococcus cinsinde tek bir tiir Peptococcus niger bulunur. P.niger klinik 6r-
neklerden seyrek izole edilen bir bakteridir. Peptostreptococcus cinsinde gesitli tiir-
ler bulunsa da klinik bir 6rnekten izole edildiginde tiir diizeyinde tanisinin yapilmasi
¢ok onemli degildir. Klinik 6nemi olan anaerop koklar ve tiirlerin bazi biyokimyasal
ozelliklerine gore birbirinden ayirt edilmeleri Sekil 2’de gosterilmistir.
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Anaerop koklar
Pigmentsiz Pigmentli
SPS'e duyarlilik P.niger

Duyarh Direngli
Peptostreptococcus indol
anaerobius /

Pozitif Negatif
Nitrat rediiksiyonu Ureaz\‘
Pozitif MNegatif Pozitif MNegatif
P.indolicus  P.asaccharolyticus P.tetradius Ek testler gerekli

Sekil 2 . Anaerop koklarin tanisi (SPS: Sodyum polyanetol sulfonat)

Clostridium turlerinin tanimlanmasinda kanli agarda ¢ift zonlu hemoliz olusturma
onemli bir 6zelliktir. Cift zonlu hemoliz olusturan tek tiir Clostridium perfringens’tir.
Diger tirlerin ayirt edilmesinde lesitinaz ve lipaz olusturma o&zellikleri dnemlidir.
Clostridium cinsi bakterilerin biyokimyasal 6zellikleri Sekil 3'te gosterilmistir.

Clostridium tirlerinin tanisinda, ayrica olusturduklari ekzotoksin tipinin belirlen-
mesi de dnemlidir. Tetanoz, botulismus ve gazli gangrenin tanisinda deney hay-
vanlarindan da yararlanilir. C.perfringens’in etken oldugu besin zehirlenmelerinde
diski 6rneginde hastaliktan sorumlu enterotoksinin saptanabilecegi hazir ticari
kitler bulunmaktadir. Clostridium cinsi bakterilerden giiniimizde C.difficile’nin ayri
bir 6nemi vardir; bunlar antibiyotik kullanimi sonrasi gelisen diyarelerin biyik bir
¢ogunlugundan sorumludurlar. Bu nedenle de bakterilerinin etken oldugu psédo-
membrandz kolitin hizli tanisi igin gesitli ticari kitler gelistirilmistir. C.difficile’nin la-
boratuvar tanisi, tanida kullanilan yontemler ve ydontemlerin duyarlilik ve 6zgullik-
leri sirasiyla Tablo 6, 7 ve 8'de belirtilmistir.
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Kanh agarda cift zonlu hemoliz
Var \ Yfk
C.perfringens Lesitinaz
Pozitif MNegatif
Lipaz Lipaz
Pozitif MNegatif Pozitif Ne gatif
C.nowvyi A Spot indol C.sporogenes Ek biyokimyasal testler,
/ \ Glukokinaz (GLK) aktivitesi
Pozitif Negatif
Ureaz lelatin hidrolizi
Pozitif Megatif Pozitif Ne gatif
C.sordellii C.bifermentos Climosum C.baratii

Sekil 3. Clostridium cinsi bakterilerin tanisi

Tablo 6. Clostridium difficile’nin bakteriyolojik incelenmesi

ilk testler Ek testler Sonug
Kultir | Fekal toksin
- - C.difficile ile iliskili hastahk yok
+ C.difficile ile iligkili hastalk var
- in vitro toksijenite Pozitif: C.difficile ile iliskili hastalk
testi olabilir
Negatif: Toksin olusturmayan C.difficile
tasiyicihg
- + CCFA (sikloserin Pozitif: C.difficile ile iliskili hastalk
sefoksitin fruktoz olabilir
agar)’da kultur tekrari
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Tablo 7. C. difficile ve toksinlerinin saptanmasi igin kullanilan test ve yontemler

Yontem

Saptanan ozellik

Avantajlar

Toksijenik kaltir Bakteri Cok duyarl ve 6zgiil
Lateks agliitinasyonu Glutamat dehidrogenaz Hizh, basit
Membran ELISA Glutamat dehidrogenaz Hizli, basit

Doku kiiltirleri Toksin B Duyarh, 6zgdl
ELISA Toksin A Hizl, basit, 6zgiil
Membran ELISA Toksin A Hizh

OIA (Optik immunoassay) Toksin A Hizli, basit

ELISA

Toksin A+B

Hizli, basit, 6zgl

Tablo 8. C.difficile enfeksiyonlarinin tanisinda kullanilan testlerin duyarlilik ve ézgulliikleri

Test Duyarlilik (%) | Ozgiilliik (%) Klinik kullanim
Endoskopi 51 ~100 Psodomembranoz kolit tanisi
Kaltar 89-100 84-99 Cok duyarli, ayrica toksinin

saptanmasi gerekli

Hicre kiltiriinde
sitotoksin testi

67-100 85-100 C.difficile ile iliskili diyare
tanisinda klinik bulgularla birlikte
degerlendirilmeli

ELISA toksin testi

63-99 75-100 C.difficile ile iliskili diyare
tanisinda klinik bulgularla birlikte
degerlendirilmeli

C.difficile antijeni
icin lateks testi

58-92 80-96 Duyarliligi ve 6zgilligu disuk,
ancak ¢abuk sonug verir

PCR ile toksin
geni tespiti

? ? Deneme agamasinda

Sporsuz anaerop gram-pozitif comaklarin biyokimyasal 6zelliklerine gére tanilarinin
yapilmasi ¢cogu kez yeterli degildir. Olusturduklari son metabolik Griinlerin likit gaz
kromatografisi ile saptanmasi gerekebilir. Sporsuz anaerop gram-pozitif comaklarin
biyokimyasal 6zellikleri Tablo 9'da belirtilmistir. Ancak Eubacterium veya Bifidoba-
cterium cinsleri ve bunlarin tirlerinin ayirimini yapmak ¢ogu kez giic olmaktadir.
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Tablo 9. Anaerop sporsuz gram-pozitif gomaklarin tanisi

Katalaz | indol | Jelatin | Filamansi | Eskiilin Glukoz
hidrolizi yapi hidrolizi | fermentasyonu

Actinomyces spp. - - - + -(+) +
A.israelii - - - + + +
Eubacterium spp. - - - - - -/+
Bifidobacterium spp. - - - - -
Propionibacterium + + + - -
acnes
P.propionicus - - - + - +
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ANAEROP BAKTERILERIN TANIMLANMASINDA MOLEKULER VE
DIGER YONTEMLER

Prof. Dr. Giiven KULEKCI
istanbul Universitesi Dis Hekimligi Fakiiltesi, Mikrobiyoloji Bilim Dali, istanbul

Nedenler

Anaerop bakteriler insan ve hayvan normal mikrofloralarinin ve viicut disindaki ge-
sitli ekolojik bolgelerin yerlesikleri olarak ¢ok sayida endojen enfeksiyonun ve go-
rece az saylda ekzojen enfeksiyonun dnemli etkenleridir. Agiz dis, solunum, gast-
rointestinal, kadin genital sistemi, deri ve yumusak doku enfeksiyonlarinda 6nemli
rol oynarlar. Anaerop enfeksiyonlar, siklikla gesitli anaerop, fakiltatif anaerop ve
aerop bakteri turlerinin birlikte bulundugu karisik/polimikrobiyal enfeksiyonlardir.
Geleneksel olarak kiiltiire dayal izolasyon, tanimlama ve duyarlilik testleri, 6zel la-
boratuvar donanimi, bilgi ve fazla ilgi gerektiren zahmetli ve zaman alici islemler-
dir. Anaeroplar, fakiltatif anaerop ve aerop bakterilerden daha yavas irer; 48 saat
sonra bile koloniler ufaktir; bazi anaeroplar hig kiltlr edilemez. Saf kiltiiriin eldesi,
deneyler ya da saklama gibi her asamada oksijene duyarlilik nedeniyle kolaylikla
olebilirler. Klinik olarak dnemli bircok anaerop bakterinin biyokimyasal test sonug-
lar negatiftir. Ticari otomatize fenotipik tani kitleriyle sonug alinabilmesi igin gerekli
olan fazla miktarda inokulimi saglamak kolay degildir. Bu ticari sistemler sik rast-
lanmayan anaerop tirler icin gtvenilir degildir. Son yillarda taksonomik degisiklik-
lere bagli olarak anaerop bakteri adlarinin siirekli degismesi, tanimlama ve yorum-
lamayi daha da zorlastirmistir. Kronik biyofilm enfeksiyonlari ile ilgili mikrofloralar
kiltar teknikleri ile saptanamamaktadir. 1980’lerde 16S rRNA molekilii ve PCR’In
kullanima girmesiyle molekiler biyolojik teknikler sayesinde hem kultiir edilebilen
hem kiltir edilemeyen anaeroplarin taksonomik pozisyonu, tanimlanmasi, tiplen-
dirilmesi, viriilans ve direng genleri hizla aydinliga kavusmaktadir. Kiltur teknikleri
hem arastirma hem rutinde yerini molekiler tekniklere birakmaktadir. Molekiler
tekniklerdeki bolluk da en uyguna karar verilmesini gerektirmektedir.

Yontemler

Anaerop bakterilerin tanimlanmasi igin kullanilan molekiiler biyolojik yontemler ge-
nomik ya da oligoniikleotid DNA problarin kullanildigi hibridizasyon ve oligonikleo-
tid primerlerle PCR, gen ¢ipleri (mikroarray), pirosekanslama ve MALDI-TOF-MS'dir.
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Hibridizasyon teknikleri

Genomik ya da sentetik olarak yapilabilen ve otomatik sisteme sokulabilen oligo-
nikleotid problar hedef sekansin tamamlayicisi olan genellikle 15-30 baz gibi kisa
tek iplikli DNA sekanslaridir. Dogrudan prob yéntemleri, 6rnekte hedef bakteri az
miktarda bulundugundan DNA amplifikasyonu yapilmadan kullanildiginda duyarli-
lig1 10%-10° bakteridir*2. Ayni teknikle ¢alisan toplam 11 periodontal patojenin 16S
rRNA geninin amplifikasyonundan sonra amplikondan bakterilerin semikantitatif
olarak saptanmasinin tiir/cinse 6zel DNA problarla revers hibridizasyonla saglan-
digi iki ticari test (HAIN Lifescience GmbH, Nehren, Germany) gelistirilmistir. Bu
testler, bes anahtar periodontal patojen olan Aggregatibacter actinomycetemco-
mitans, Porphyromonas gingivalis, Prevotella intermedia, Tannerella forsythia ve
Treponema denticola tanisi icin “Micro-IDent” ve diger periodontal patojenlerden
Parvimonas micra, Fusobacterium nucleatum, Campylobacter rectus, Eubacterium
nodatum, Eikenella corrodens ve Capnocytophaga tiirleri icin “Micro-IDent Plus”
testleridir. Bu yontem, ozellikle anaerop kiltlrle saglanamayan yakin iliskili takson-
larin (Prevotella intermedia/Prevotella nigrescens) ayirt edilmesi; Treponema denti-
cola gibi rutin anaerop laboratuvarinda kiltiir edilemeyen patojenlerin ve karmasik
mikrop topluluklari incelenmek isteniyorsa yararlidir®. Saglikli ve periodontitli kisi-
lerden alinan subgingival plak 6rneklerinde Micro-IDent test ile checkerboard DNA-
DNA hibridizasyon testi, 10/13 test tiiri saptama profili ile benzer bulunmustur®.
Tam genom dama tahtasi (checkerboard) DNA-DNA hibridizasyon testi, periodon-
titiste ya da peri-implantitiste subgingival/submukozal dis/implant plak biyofilmin-
de 40 bakteri tlrinidn tam genom DNA’larindan DIG ile isaretlenmis problarinin
bir naylon membran tzerinde 28 6rnege karsi ayni anda kantitatif analizini saglar.
Bu teknik kiltur edilebilir anahtar bakterilere dayah oldukga karisik mikrofloralarin
ekolojik parmak izinin ve tur birlikteliklerinin saptanmasinda ¢ok yararhdir®. Chec-
kerboard DNA-DNA hibridizasyon tekniginde saptama limiti belli bir tirtiin yaklasik
10*bakteri hicresidir. Bu yontemin ¢ok az bakteri hiicresi iceren endodontik 6rnek-
lerde uygulanmasi, hibridizasyon éncesi DNA hedeflerinin tim genomunun uniform
amplifikasyonuna olanak veren PCR’a dayanmayan DNA amplifikasyon teknigi olan
multiple-diplacement amplifikasyonu (MDA) ile birlikte gerceklestirilebilir. MDA ve
checkerboard DNA-DNA hibridizasyon analizinde 77 bakteri probunun 70’inin en-
dodontik érneklerin bir ya da daha ¢ogu ile hibridize oldugu; en yaygin olan tirlerin
Prevotella tannerae, Prevotella oris ve Acinetobacter baumannii oldugu saptanmis-
tiré. Fluoresan in-situ hibridizasyon (FISH), bakterilerin filogenetik gruplarina o6zel
sekanslarini hedef alarak dizayn edilmis ve her bir proba farkli floresan boya eklen-
mis oligonikleotid problarla klinik 6rneklerde ya da dogal yasam yerlerinde go6-
rilmesi, tanimlanmasi ve sayilmasi yéntemidir. Son yillarda dis plak biyofilmlerinin
konfokal lazer tarama mikroskop incelemesinde kullaniimaktadir®.
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PCR’a dayali analizler:

Bu ydntemler; 1) Genis kapsamli PCR, 2) Ozel PCR ve 3) PCR’a dayali parmak izi ol-
mak Uzere lge ayrilabilir.

1.

Genis kapsamli (Broad-range) PCR: 16SrRNA sekans analizi: Kiltur yap-
maksizin niikleik asitler 6rneklerden dogrudan ekstrakte edilir ve 16SrRNA
geninin tim bakterilerde ortak dizisinden hazirlanmis tniversal primerleri
kullanilarak PCR ile ¢ogaltilir. Elde edilen drinler E.coli’de klonlanir ve se-
kanslanir. Bakterilerin tanimlanmasi, ribosomal gen veritabanindaki sekans
bilgileriyle benzerligine dayanir. Nikleik ait sekans degisiklik orani organiz-
malar arasindaki evrimsel uzakhga bagh oldugundan, sekans benzerligi fi-
logenetik yaklasimla belirlenebilir. Karmasik bir bakteri florasini iceren bir
bdlgeden alinan 6rnekte 16SrRNA gen hedeflerinin genis ¢capta klonlanma-
si ve sekanslanmasi ile bakteri florasinin ayrintili bir katalogu cikartilabilir.
Ribosomal veritabani projesi (Ribosomal Database Project=RDPII) bilgileri-
ne, http://rdp.cme.msu.edu adresinden ulasilabilir. Bu sitede 12 Ocak 2012
tarihi itibariyle (10.agiklama 28.glincelleme) 2.110.258 adet siralanmis ve
dip not eklenmis bakteri ve arkaelere iliskin 16S rRNA gen sekans bilgisi bu-
lunmaktadir. rRNA sekanslari aylik olarak eklenmektedir. Veritabanlarinda
arastirma yapabilmek icin birgok bilgisayar programi vardir; 6rnegin RDP Il
SEQUENCE_MATCH, BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) programlari
gibi. 16S rRNA analizi kiiltiir yonteminden daha duyarlidir ve tiir diizeyinde
dogruluk orani % 84’dur’. Bu teknik anaerop izolatlarin rutin tanimi igin
klinik laboratuvarda uygulanmaktadir. 16S rDNA PCR sonuglarinin dogru
yorumlanmasi icin daha esdeger bilgi gerekmektedir®. Materyal maliye-
ti gorece yuksek olmasina karsin, kan kiltlrlerinden anaerop bakterileri
ve diger steril viicut bolgeleri igin plevra sivisi, kemikler ve eklemler gibi
Propionibacteium acnes kuskusu olan yerler disinda da uygulanir®. Rutin
analizde kan kiltirlerinden anaerop bakterilerin tir tanisi enfeksiyonun
birincil yerini agiklayici bilgi saglamasi yoniinden ¢ok dnemlidir. 16S rRNA
sekans analizinin yaygin kullanimi, tibbi yonden 6nemli yeni anaerop tiirle-
rin tanimlanmasinda anlaml bir artis saglamistir’®, Wadsworth Anaerobic
Bacteriology Laboratory’de Ulger-Toprak ve arkadaslari insan yara 6rnek-
lerinden karsilastirmali 16SrRNA sekans analizi yaninda fenotipik yontem-
lerle yeni (i¢ anaerop bakteri ve bir kapnofil bakteri tiiri tanimlamislar ve
tip suslarina gen bankasindan numara verilmistir'**3, Polifazik taksonomi
calismasi stiren bu bakteriler; Peptoniphilus duerdenii sp. nov., Peptoniphi-
lus koenoeneniae sp. nov., Murdochiella asaccharolytica gen. nov., sp. nov.
ve Gemella asaccharolytica sp. nov./dur. Genis kapsamli PCR’In en buyik
sorunu kontaminasyon riskidir. Reaktiflerin ekzonukleaz Ill (Exolll) ile mua-
mele edildigi modifiye genis kapsamli PCR testi, normalde steril olan viicut
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bolgelerinden bakteri tanimlamasi igin gelistirilmistir'. Ibis T5000, 6zellikle
mikrobiyal topluluklarda anaeroplar dahil tim mikroorganizmalarin tanim-
lanmasinda, genis kapsamli PCR ile yiksek performansli mass spektromet-
reye dayanan yeni bir yaklasimdir. Patojen tanimlanmasi ve tiplendirme igin
Universal bir biyosensordir; 6rnek analiz islemi T-Track olarak bilinen bir
yazilm sistemi ile yonetilir; alet kullanimi uzmanlik gerektirmez®®.

2. Ozel PCR yontemleri: Bu yéntemler; klasik PCR, multipleks PCR, nested
PCR ve real time PCR olarak uygulanabilir.

Standard/Klasik PCR: Anaerop bakterilerin, klinik 6rneklerden ya da koloniden
16SrRNA geninden tire 6zel ya da tiire 6zgi virlilans genlerini hedefleyen primer-
lerle aranarak tirtin 6rnekte var olup olmadigini saptamak ya da tlr tanisi amaciyla
kullantlir. Elde edilen PCR iriiniinden dizi analizi yapilabilir. Basit ve duyarh bir yon-
tem olarak anaeroplar igin yaygin olarak kullaniimaktadir.

Multipleks PCR: Klasik PCR’da bir primer ciftiyle tek bir genetik lokus ¢ogaltilir-
ken ayni anda gesitli primer ciftleriyle cesitli genetik lokuslar ¢ogaltilir. Zamandan ve
emekten tasarruf saglar; bakteriler daha dogru tanimlanir. Multipleks PCRIn klinik
yonden 6nemli Bacteroides fragilis grubu tirlerin ve gram-pozitif anaerop koklarin
hizh tanisi igin laboratuvarda gelistirilmis olanlari da vardir'’, Turkiye’de de Bac-
teroides, Clostridium, Fusobacterium, Peptostreptococcus, Prevotella ve Propioni-
bacteria cinslerinin saptandigi ANAEROB1 Multipleks PCR Kiti (FC-Biotek, Ankara)
piyasadadir.

Nested PCR: Duyarhhgi artirmak amaciyla klinik érneklerden ekstrakte edilen
DNA'dan patojenin 16SrRNA genini amplifiye edecek 6nce tniversal primerlerin kul-
lanilmasi; sonra ikinci tur amplifikasyonda hedef patojenin 6zel bir 16SrDNA frag-
manini saptamak icin ilk PCR Grininin kullanilmasidir. Bu strateji, klinik 6rnekler-
den anaerop endodontik patojenlerin saptanmasi igin yaygin olarak kullaniimistir®e.

Real-time PCR (qRT-PCR): PCR tani kapasitesini genisletmis ve klinik laboratu-
varda kullanimi artirmis bir yontemdir. Cesitli floroforlar, etiketli problar ya da her
ikisini birlikte kullanarak kapal tiip formatinda hedef sekansi tanimlamak ve dogru-
lamak, jelde yiiritmeye gerek olmaksizin miimkiindir. Geleneksel jel goriintileme-
den daha duyarhdir; kantitatif, semikantitatif ve multipleks olabilir. Genellikle ge-
leneksel PCR tekniklerine gore daha giiclli, daha az emek yogun ve kontaminasyon
riski daha azdir'®. Tum galismalar, real-time PCR’In periodontal hastalik, dis ¢tirigu,
bakteriyel vajinoz, Clostridium difficile toksinlerinin hizh mikrobiyolojik inceleme-
sinde glglu bir ara¢ oldugunu gostermistir'®. Turkiye’den bildirilen bir ¢alismada,
tikuriuk anaerop periodontal patojen sayilarinin periodontal hastalik durumunda
ayirt edici olup olmadigi TagMan real-time PCR ile arastirilmis; Porphyromonas
gingivalis, Tannerella forsythia ve Prevotella intermedia’nin tikirik kopya sayilari-
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nin periodontitis tanisi i¢in kullanilabilme potansiyeli tasidigl sonunca varilmistir®,
2003'de diski 6rneklerinden C.difficile toksin genlerini (tcdA ve tcdB) hizli saptan-
mak igin klasik PCR’dan 100 kat daha duyarli olan real-time PCR gelistirilmistir?®. Gu-
nimizde C.difficile virGlansinin toksin B varligina bagli olmasina dayanarak, toksin
B geni (tcdB) korunmus bolgelerinin real-time PCR ile saptandigi FDA onayli tg¢ farkh
test bulunmaktadir. Xpert®C.difficile (Cepheid Diagnostics) kuglk hastane/labora-
tuvara uygun, hizli (~45 dak) ve en pahali olandir. Digeri Prodesse®ProGastroCd™
assay Roche MagnaPure’da ekstraksiyon ve saflastirma yapilir ve ~3 saat sirer. So-
nuncusu BD-GeneOhm™ Cdiff assay’dir; cam boncuk lizisi kullanilir; amplifikasyon,
saptama ve deneyin yorumu SmartCycler® cihazinda (Cepheid Diagnostics) yapilir;
ornekten sonug raporu ¢ikmasi ~1 saat 45 dakika slrer??,

3. PCR’a dayali parmak izi analizleri: Anaerop bakterilerin siniflandiriimasi,
tanimlanmasi ve tiplendirilmesi, hastane epidemiyolojisi, tibbi mikrobiyo-
loji ve mikrobiyal ekoloji ¢calismalarinda can alict Gnemdedir. PCR’In kesfi
DNA parmak izi yéntemlerinde devrim yaratmistir. Bu yontemler; rDNA
PCR’a dayali parmak izi ve genomik PCR’a dayali parmak izi olmak Uzere
ikiye ayrihr.

1) rDNA PCR’a dayali parmak izi analizleri: Bu yontem asagidaki sekillerde uy-
gulanabilir.

ARDRA (Amplified ribosomal DNA restriction analysis): Klinik olarak énemli
anaerop bakteri tirlerinin ayirt edilmesinde yararl oldugu kanitlanmistir. Yavas tre-
yen Actinomyces tirlerinin ayirt edilmesinde kullanilmis; klasik fenotipik yontem-
lerle tanimlanamayan A.meyeri tanimlanmistir?. Farkl klinik Bacteroides izolatlari-
nin PCR ile ¢ogaltilan 16S rRNAnIn Tagl and Hpall endonuclease digestion profilleri,
5-7 gunliik inkiibasyon sonrasi geleneksel biyokimyasal ayirt etme yontemleri ile
elde edilen bulgularla %70 uyum géstermistir. Suslarin sekizi zayif biyokimyasal re-
aksiyon verdiginden fenotipik olarak tanimlanamamius; altisi B.ovatus, biri B.thetai-
otaomicron ve biri B.distasonis olarak tanimlanmistir?.

T-RFLP (Terminal restriction fragment length polymorphism): ARDRA'nin bir
¢esididir. Bu yontem bir bakteri toplulugunun zamanla degisikliklerini izlemek ya da
bilinen cevresel degisikliklerden sonrasinda izlemek icin kullanilabilir. Ornegin bu
yontemle, periodontal tedavi sonrasi agiz mikrobiyal profili ve vejeteryanlarin digki
mikrobiyal cesitliliginin arastirildigi cahismalar yapilmistir’*?. T-RFLP’da, DGGE'deki
gibi dusik sayidaki bakteriler PCR iriniinde var olamayacagindan, 6rnekteki mik-
rop ¢esitliliginin altinda bir degerlendirme yapilabilir.

DGGE (Denaturing gradient gel electrophoresis): Bu yontemle PCR ile ¢ogalt-
lan ayni uzunlukta ama farkli baz gifti sekanslari olan DNA fragmanlari ayirt edilebi-
lir. Genis bir skalada ayni anda ¢ok tiir saptama avantajina sahiptir; polimikrobiyal
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enfeksiyon ve mikrofloralarin ekolojik analizi icin yaygin olarak kullanilir. Ornegin
periodontal ve endodontal érneklerde mikroorganizmalarin tanisi ve izlenmesi igin
kullanilimaktadir?. Atopobium vaginae’nin bakteriyel vaginozdan sorumlu ve met-
ronidazole direngli bir anaerop bakteri oldugu bu yontemle tanimlanmistir?’.

ITS PCR (PCR ribotipleme; 16S-23S rRNA intergenic spacer region PCR poly-
morphism analysis): 165-23S rRNA genleri arasindaki bolgede bulunan farkliliklari
esas alan bir molekiiler tanimlama yéntemidir ve primer ¢ifti bu korunmus bélgeler
kullanilarak tasarlanir. Ornegin Clostridium difficile salginlarinda tiplendirme ve bir-
¢ok anaerop bakterinin tanimlanmasi amaciyla kullanilmaktadir?. Peptostreptokok-
larin heterojen yapida oldugu bu yontemle ortaya konmustur®.

1) Genomik DNA PCR’a dayali parmak izi analizleri: Bu yontemler; enfeksiyon
salginlarini tanimlamada, hastane patojenlerinin ¢apraz bulasmasini saptamada,
enfeksiyonun kaynagini saptamada ve organizmalarin 6zellikle viriilan suslarini ta-
nimlamada epidemiyolojik olarak 6nemlidir. iki sekilde uygulanabilir.

AP-PCR (Arbitrarily primed PCR) ya da RAPD (Randomly amplified polymorp-
hic DNA): Dizilimi rastgele segilmis (random) kisa primerler kullanilarak diisik bag-
lanma derecelerinde gergeklestirilen PCR’dir. Rastgele segilen primer setlerinin
sayisl ve lokasyonu bir bakteri tirtintin farkl suslari icin degisiktir. Amplikonlarin
agaroz gel elektroforezde band profilleri karsilastirilarak suslar arasindaki ben-
zerlikler degerlendirilir. Ayni tiirden iki izolatin epidemiyolojik olarak iliskili olup
olmadigini ayirt etmede yararhdir. ingiltere ve irlanda’da damarici ilag kullanlarda
Clostridium histolyticum enfeksiyon salginlarini degerlendirmek igin kullanilmistir®.
Akut otitis media tanisi konan bebeklerde tiikiiriik ve nazofarenkste Fusobacterium
nucleatum bakterilerinin klonal benzerligi de bu yontemle arastirilmistirs®,

Rep-PCR (Tekrarlayan DNA sekansina dayali PCR): Farkli bakteri genomlarinda
Ozel konserve repetitif [6rnegin; repetitive extragenic palindromic (REP) sekanslari,
enterobacterial repetitive intergenic consensus (ERIC) ve BOX elementleri gibi] se-
kans primerlerinin kullanimi Porphyromonas gingivalis, Bacteroides fragilis, Bifido-
bacterium ve Actinomyces suslarini ayirt etmede basariyla kullanilmaktadir®.

DNA mikrogip (mikroarray) analizi:

PCR ile elde edilen floresan isaretli amplikonlarin ¢ok fazla sayida farkl oligoniikleo-
tid prob iceren kati ylizeylerde kendisine uyan probla hibridizasyonun ayni anda tek
bir deneyle gergeklestirildigi ve degerlendirmenin ileri bilgisayar donanimina dayali
oldugu bir testtir. Problar farkl 6zellikler olarak sentezlenen ve immobilize edilen nok-
talardir; her bir nokta milyonlarca es prob icerir. “insan Mikrobiyom Projesi”nde 300
ya da daha fazla bakterinin tek bir hibridizasyonla ayni anda saptandigi DNA gipleri ge-
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listirilmistirs. insan mikrofloralarinin gogunlugu anaerop bakterilerden olustugundan,
cogu kultir edilmemis, adlandirilmamis ve birincil olarak 16S rRNA sekanslarina gore
tanimlanmis veri tabanlari olusturulmaktadir. Bu yontem direng ve viriilans genlerinin
arastirmasi icin de gelistiriimektedir. ParoCheck® mikroarray testleri (Greiner Bio-One
BVBA/SPRL, Belgium) periodontal patojenlerden 10 ve 20’sinin ayni anda semikantita-
tif olarak saptanabildigi ticari DNA cipleridir®. Klinik olarak dnemli 28 anaerop bakteri
tlrd ve Veillonella suslarini tanimlamak igin ITS sekanslarina dayali bir oligontikleotid
array gelistirilmistir. Bu array hibridizasyonun, saf kilttrlerin tanisi igin yaklasik sekiz
saatte ylksek duyarhhk ve 6zgiillikle sonuglandigl, ayrica klinik 6rneklerde anaerop
bakteri saptama potansiyeli oldugu bildirilmistir®2. Mikroarray platformu, tg¢ boyutlu
cipler ya da slispansiyon boncuk giplere genislemistir. Son yillarda sayisi gok artan mik-
roarray ¢alismalari ile klinik mikrobiyolojide mikroarray teknolojisine dayanan yeni bir
molekiiler tanimlama g¢agina girilmistir:,

Pirosekanslama analizi:

Son 30 yildir Sanger sekanslamanin (birinci jenerasyon DNA sekanslama) bilimsel
gelismelere olaganisti katkisi olmustur. Gliniimizde yiiksek kapasiteli yeni jene-
rasyon sekanslama (NGS) tekniklerinden pirosekanslama, tibbi mikrobiyolojide yay-
gin olarak kullaniimaktadir®. En yaygin kullanilan “insan Mikrobiyom Projesi’nde
de kullanilan 454 pirosekanslama (Roche Applied Science, Basel, Switzerland) tek-
nolojisidir. Bu teknoloji ile tek bir ¢calismada ¢ok biiyiik 6rnekleme derinligi ile cok
saylda sekans okumasi saglanarak mikrop topluluklarinin salt Gstlin Gyeleri degil,
ayni zamanda az sayidaki taksonlari da saptanabilir. Ribosomal veritabani projesi de
(http://rdp.cme.msu.edu) cok yiiksek verimlilikteki pirosekanslama bilgilerini des-
teklemektedir. Farkli ¢evrelerden 16S rRNA geninden pirosekanslama galismalari,
mikrop cesitliliginin dnceki teknolojilerle elde edilenden ¢ok daha yiiksek oldugu-
nu gostermistir®>. Bu analizlerin polimikrobiyal etiyolojili hastaliklari aydinlatacagi
umulmaktadir®®. Yeni bir calismada kolorektal karsinoma patogenezinde Fusobac-
terium’larin rol oynayabilecegi, kantitatif PCR ve 16S rRNA sekans analiz ¢alisma-
larinda fazla sayida sekans olmasi ve kolorektal tiimorlerde FISH ile goriilmesine
dayanarak ileri sirilmustar.

MALDI-TOF-MS (Matrix Assisted Laser Desorption-lonisation-Time- Of-Flight-
Mass Spectrometry): incelenecek drnek, matriks adi verilen genellikle zayif asit bir
maddede ¢ozlindrilir; 6rnek tepsisine konur ve kurutulur. Kurutulmus érneklerin
hemen isleme sokulma zorunlulugu olmadigindan oda sicakliginda glinlerce de ka-
labilir. Cihaza yerlestirildiginde mor 6tesi lazer 1sini ile 6rnegi olusturan molekiille-
rin ylizeyden buharlasarak havalanmasi (desorpsiyon) saglanir. O sirada buharlasan
matriks maddesi proton vererek molekiillerin biitinligl bozulmadan iyonize ol-
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malarini saglar. Cihazin uzun tiipi icindeki glgli elektrik alani sayesinde iyonize
olan molekiiller algilayiciya karsi ugusa gecer. Tiip icindeki hava, ucusa gecen mo-
lekillerin hava molekdilleriyle carpismamasi igin bosaltilir. Molekullerin algilayiciya
dek ugus streleri agirliklarina baghdir. Ayrim gticli ylksek cihazlarda iyon aynasi ile
buraya ulasan molekiiller yansiticinin elektrik alani ile geri gonderilir ve yeniden
algilayiciya ulagsmasi beklenir. Molekdillerin algilayiclya ¢carpmasiyla olusan sinyaller
bilgisayar ekraninda tepeler olusturan bir grafige dontstirilar. Tepelerin gelis sirasi
ve siliresi molekiillerin agirhigina gore kiiglikten blylige dogru siralanir ve yiksek-
likleri molekullerin miktarini gosterir®. Cihaz baslangicta pahali olsa da sarf malze-
meleri ve kimyasallarin maliyetleri ¢cok distktir. Bu yontemin yakin gelecekte Gram
boyama ve biyokimyasal tanimlamanin yerini alabilecegi 6ne striilmektedir. Bu yeni
proteomik yaklasim rutin laboratuvarlarinda bakteriler ve mantarlarin, bir koloni-
den dogrudan ve ¢ok hizli tanimlanmasina olanak verir. Bunun icin ¢ok sayida tu-
rin MALDI-TOF ile molekiil profilleri gikartilmis ve cihazin bilgi bankasina eklenmis
olmasi gerekir**, 2009’da Bruker Daltonics Biotyper yazihmi ile 277 Bacteroides
izolatinin %97.5’i tur diizeyinde dogru olarak tanimlanmis; MALDI-TOF MS’nin ayirt
edici gilict ve tanimlama dogrulugunun, Bacteroides thetaiotaomicron, Bacteroides
ovatus ve Bacteroides uniformis icin biyokimyasal testlerinkine gore ¢ok yiiksek ol-
dugu kanitlanmistir®?. 2011°de Bruker ve Axima sistemlerinin karsilastirildigi klinik
O6nemi olan anaeroplarin tanimlamasinda, Axima’nin gram-pozitif anaerop koklarin
tanimlanmasinda daha dogru sonug verdigi; Bruker sisteminin ise B.fragilis grubu
icin daha iyi oldugu saptanmistir®3. 2011 yilina iliskin bir baska ¢alismada Bruker sis-
temi ile 332 anaerop izolatin 202'si tiir diizeyinde tanimlanmis; en sik rastlananlar
Propionibacterium spp. (%12), Finegoldia magna (%4), Fusobacterium spp. (%6) ve
Bacteroides spp. (%6) olmustur®. 2012’de piyasadaki g sistem olan Microflex™LT
(Bruker Daltonics, Bremen, Germany), Vitek MS RUO (Axima Assurance-Saramis
database; bioMérieux, Marcy I'Etoile, France) ve Vitek MS IVD (bioMérieux) ile
yapilan karsilastirmali rutin bakteri tanimlamasinda; 73’G anaerop bakteri ile ilgili
olarak Bruker Biotyper veritabanin Fusobacterium izolatlarini salt cins diizeyinde
tanimladig, Vitek MS’in ise Bacteroides’lerin %20’sini tanimlayamadigi ya da yanlis
tanimladigi bildirilmistir**. MALDI-TOF-MS, anaerop bakterilerin rutin tanimlama-
sinda blylk umut yaratmistir. Bu nedenle yakin gelecekte klinik mikrobiyolojide
anaerop tanimlarinda biiytk artis beklenmektedir; ancak dogru tanimlama igin sis-
temin veritabani icerigi ve kalitesi cok 6nemlidir.

Sonug

Mikrobiyoloji laboratuvarinda yakin gelecekte molekiiler yontemler (MALDI-TOF-
MS, 16S rRNA sekanslama, kiltiirden bagimsiz yontemler ve pirosekanslama) ve
anaeroplar daha gok konusulacaktir.
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PANEL 3: iNVAZIF MiKOZ ETKENLERINDE AZOL DIRENCi NASIL
GELISIYOR? KANITLANMIS MOLEKULER MEKANiZMALAR, ONCEKi
TEDAVILERIN ETKILERI

AZOL iLE DAHA ONCE KARSILASMIS OLMAK DIRENC GELiSiMiNi
ETKIiLIYOR MU?

Prof. Dr. Nilgiin CERIKCIOGLU

Marmara Universitesi Tip Fakiiltesi, Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali, istanbul

AIDS epidemisi ile birlikte, son 30 yil icinde azollere direncg gelisimi ile paralel ola-
rak Candida tiirlerine bagli mukozal enfeksiyonlarda carpici bir artis s6z konusudur.
1990’ yillarin basinda oro-6zofarengeal kandidiyazlara karsi proflakside flukona-
zolln sikhikla uygulanmaya baslamasi ile birlikte, takip eden yillarda bu hastalarin
%40'1indan fazlasinda flukonazol direnci tanimlanmaya baslanmistir?.

1997 yilindaki bir calismada 6nceden azol proflaksisinin, flukonazole karsi direncli
kandidiyaz gelisimini belirleyici bir faktor olup olmadigi arastiriimistir. Bu amagla 25
direngli, 25 duyarli olgu segilmis ve 6nceden uygulanan azol dozlari irdelenmistir.
Direngli olgularda 17 hastadan C.albicans, 8 hastadan ise C.glabrata ya da bununla
birlikte diger albicans disi tlrler izole edilmistir. Sonugta bu grupta yer alan hasta-
larda, uygulanan giinliik azol (itrakonazol, ketokonazol, flukonazol) tedavisinin, do-
zundan ¢ok, hastalarin maruz kaldig toplam siire ile baglantih kiimulatif azol mik-
tarinin, direng gelismeyen gruba oranla daha fazla oldugu belirlenmistir. Bu fark,
direng ortaya ¢ikan grubun icinde de kendini géstermis ve C.albicans kdkenlerinde
flukonazol direnci gelismesi igin, albicans disi kdkenlere oranla daha uzun sireyle
ve daha yiiksek kiimilatif dozda azol ile karsilasiimis olmasi gerektigi belirlenmistir.
Dahasi, direngli kdkenlerin ortaya ¢gikmasinda 50-100 mg/gtin gibi ki¢lk flukonazol
dozlari ile uzun sireli tedavi yeterli olurken; ketokonazol veya itrakonazol ile prof-
laksinin yiksek dozda verilmesinin gerekliligi saptanmistir?.

Antiretroviral HAART tedauvisi ile birlikte AIDS'li hastalarda, kandidalara bagl orofa-
rengeal enfeksiyonlarda ve kolonizasyonda oldugu kadar, daha az kullanima para-
lel olarak flukonazole direncte de diisiis ortaya ¢cikmistir. 1990’larda ayni zamanda
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basta kemik iligi transplantasyonu yapilan ve hematolojik maligniteli hastalarda
olmak lizere flukonazole karsi diisiik duyarllik gosteren ya da direngli C.glabrata,
C.krusei gibi albicans disi Candida tiirlerine bagli sistemik enfeksiyonlarda da artis
olmustur. Flukonazole direncli C.krusei fungemilerinde mortalite %49’lara ve hatta
notropenik hastalarda %90’lara yikselmisken, bu oran C.albicans igin %28’dir. Bu da
enfeksiyonlarin gelisiminde dnceden flukonazol proflaksisinin dnemli bir bagimsiz
risk faktori oldugunu gostermistir?.

Son 10 yil icinde, immiinokompromize hastalarda C.glabrata’ya bagli kandidemiler-
de artis vardir. Ancak, bu hastalarin cogunda 6nceden yliksek miktarda azol grubu
ilaglarla karsilasma s6z konusudur. izole edilen etkenlerde flukonazole in vitro doza
bagh duyarhlik ya da direng gosteren kdkenlerde, vorikonazole karsi da ¢apraz di-
reng bildirilmistir. Bu hasta gruplarindaki kolonizan kdkenlerle yapilan ¢alismalarda
da, flukonazol veya vorikonazol ya da itrakonazole maruz kalindiginda her Gg ila-
ca karsi MiK degerlerinde artis gézlenmistir; yani bir capraz direng sé6z konusudur.
Dikkati ceken bir baska 6zellik de, flukonazole karsi direngli kékenlerde itrakonazol
ve vorikonazole karsi progresif olarak artan bir direng gelisiminin s6z konusu olma-
sidir. Bunun altinda yatan mekanizmanin bilinen diger diren¢ mekanizmalarindan
farkl olup olmadig1 arastirma konusudur?.

Son yillarda, yogun bakim Unitelerinde yatan fungemili hastalardan izole edilen bazi
C.albicans, C.tropicalis ve C.parapsilosis kdkenlerinde de flukonazol ve vorikonazo-
le karsi duyarlilikta azalma veya direng¢ saptanmaktadir; ancak bunlarin sayisi ¢ok
azdir. Ozellikle immiin sisteminde agir ¢kiis gelisen hastalarda flukonazol proflak-
sisini takiben daha yuksek etkinlikli vorikonazole karsi da ¢apraz direng goz 6niinde
bulundurulmalidir®.

CLSI'a dayali duyarlilik testlerinde flukonazole duyarh olan kdkenlerin vorikonazole
de duyarli olduklari; ancak flukonazol MiK degeri 264 ise vorikonazole de direng-
li olduklari belirlenmistir. Bundan yola ¢ikarak 6zellikle C.glabrata icin baslangicta
saptanan flukonazol direncinin vorikonazol direnci i¢in bir belirteg olabilecegi ileri
surtlmusturs.

invazif enfeksiyonlara yol agan Aspergillus fumigatus’un klinik izolatlarinda da
1999’dan bu yana azol direnci bildirilmektedir. Danimarka’da yapilan bir ¢alisma-
da, hastalarin %6-12.8’inin in vitro kosullarda itrakonazole direngli ve vorikonazol
ve flukonazole dusilik duyarlilik gosteren Aspergillus kdkenleri ile enfekte olduklar
bildirilmistir. Onceden azol ile tedavi edilen A.fumigatus’a bagli aspergilloma olgu-
larinda azol baskisina bagli olarak direnc gelistigi belirtilmistir. Bu olgularda etkenin,
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akciger kavitesinde eseysiz sporlanma ile ¢ogalarak selektif azol baskisina ¢abuk
uyum sagladigi one sirialmustir. Oysa akut invazif enfeksiyonlarda dokuda hifal
gelisme tarzinda ¢ogalma s6z konusudur®.

Bir baska calismada, A.fumigatus’un klinik kokenlerinde itrakonazol ve posakonazo-
le karsi capraz direng bildirilmistir. Bu ¢apraz direng gelisiminin temelinde, CYP 51
genindeki mutasyonlarlailiskili olarak farkli noktalardaki aminoasit profilindeki degi-
siklikler yatmaktadir’. Tedavi verilmesi gereken A.fumigatus’a bagli enfeksiyonlarda
kiltir negatif olan olgularin klinik materyallerinde PCR ile azol direnci saptamanin
mimkun oldugu gosterilmistir®. Danimarka hastanelerinden yapilan bazi bildiriler-
de ek olarak genin promoter bolgesindeki “Tandem Repeat (TR)” denilen tekrarlarin
varliginin da, ¢oklu direngten sorumlu oldugu belirtilmistir. A.fumigatus dogada bir
bitki patojeni olarak da yer almaktadir. Bu agidan azol grubu ilaglarla yapilan zirai
miicadelenin de klinik kullanimdaki triazollere karsi direng gelisimine yol actigi go-
risu ileri stirilmastar. Nitekim cevresel ve klinik izolatlardaki direng ¢alismalarinda,
her iki gruptaki azol direncinin TR dahil ayni mekanizmaya bagli olarak ortaya ¢iktig
saptanmistir. Dahasi hastane i¢i ortamda oldugu gibi, hastane disindaki ortamlarda
ozellikle toprakta medikal triazollere direngli A.fumigatus varhg bildirilmistir. Bazi
arastiricilar bu verilerden yola ¢ikarak triazollere karsi direng gelisiminde, énceden,
cevresel azol fungisitleri ile karsilasmanin da rolu olabilecegini ileri stirmektedirler®.
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CANDIDA VE AZOL DIRENCi MEKANIZMALARI

Prof. Dr. Mine DOLUCA
Dokuz Eyliil Universitesi Tip Fakiiltesi, Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali, izmir

Son yillarda yeni antifungal ilaglarin kullanima girmesine karsin, organ nakli, immun
sistemi etkileyen hastaliklar ve kemoterapi gibi nedenlere bagli olarak hem invazif
fungal enfeksiyonlarin hem de antifungal direncin artmaya devam ettigi bildirilmis-
tir. Azol grubu antifungal ilaglar, gtivenilir profili ve yiiksek terapétik indeksi nede-
niyle uzun yillardir Candida enfeksiyonlarinda birinci basamak terapide, proflaksi,
empirik ve preemptif sagaltimda kullaniimaktadir. Uzun sire bu grup ilagla karsilas-
manin bir sonucu olarak ortaya ¢ikan azol direnci, antifungal direncgler arasinda en
sik rastlanan olup, klinik olarak blylk 6nem tasir.

Azoller, lanosteroliin ergosterole donlisiminde etkili lanosterol demetilaza (14 a
sterol demetilaz; LD) baglanip inhibe ederek etkisini gosterir. Bu baglanma sonucun-
da hiicre membranindaki ergosterol icerigi tikenir, membran yapisi ve fonksiyonu
degisir ve sonucta fungal Greme inhibe olur.

Azoller icin s6z konusu olan direncin bircok mekanizma ile ortaya ¢iktigi bildiril-
mistir. Bunlar; 1) Hedef bolgeyi kodlayan ERG11’deki degisiklikler, 2) Hiicre icinde
ilag birikiminde azalma, 3) Ergosterol biyosentezinin sterol A>® desaturaz enziminin
inaktivasyonu ile degistirilmesidir.

ERG11’deki degisiklikler

C.albicans suslarinda izlenen azol direnci ERG11 genindeki birgok degisiklik ile iliski-
lendirilmistir. Bunlar; a) kodlayan bélgelerdeki nokta mutasyonlari b) ERG11’in fazla
ekspresyonu c) fazla ekspresyona yol agcan gen amplifikasyonu ve d) gen konversiyo-
nu veya mitotik rekombinasyondur.

a) Nokta Mutasyonlari: ERG11’de ilag baglanmasini bozan yapisal degisikliklere
yol agan, Ergllp’nin afinitesini azaltan nokta mutasyonlari direng gelisimi agisindan
onemlidir. Mutasyonlarin azollere olan afiniteyi etkilemesi iki sekilde olabilmek-
tedir: 1) Mutasyondan etkilenen aminoasit, azol molekdliiniin bir kismi ile direkt
temastadir ve bu degisim, azoliin mutasyona ugramis protein ile daha az etkili bag-
lanmasina neden olur. 2) Aminoasit degisimi azol molekilu ile optimal baglanma
icin 6nemli olan a-heliks zincirlerinin t¢ boyutlu yapilarini degistirir ve sonugta mu-
tasyona ugramis proteinin azollere afinitesinde bir azalma meydana gelir. Yabanil tip
C.albicans’larda Ug adet sicak bolge (hot spot) tanimlanarak, simdiye dek bildirilen
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140’dan fazla mutasyonun bu bolgelerde kiimelenmis oldugu gorilmistar. Bu bol-
geler 105-165, 266-287, 405-488 aminoasitlerini kapsar. Birinci bolge, substrat veya
inhibitor giris kanalina yakin oldugundan azollerin baglanma afinitelerini etkilemek-
tedir. Azollerin afinitesinde olusan etkilenme; ya ilacin girisini dogrudan etkileyerek
ya da mutasyonlara bagl helikal yapida olusan degisiklikler nedeniyle ortaya ¢ik-
maktadir. ikinci bélge G ve H heliks arasinda bulunmakta olup, tgiincii bdlge hem
bolgesinin arkasinda yer almaktadir.

Yapilan c¢alismalarda ozellikle F72L, F105L, F126L, Y132H, D278E, K143R,
K143E+T229A, E266D, T315A, S405F, F449L, G450E, G464S, G465S, R467K, V488I,
A107T, G448V, V509M, Y257H, 1471T, E116E, N136Y, Y221H, L276S, Y447H ve G307S
mutasyonlarinin klinik C.albicans suslarinda flukonazol direncine yol agtiginin sap-
tandigi bildirilmistir. Bizim yaptigimiz bir ¢calismada, flukonazol direngli/doza bagimli
duyarh C.albicans suslarinda, duyarh suslarda bulunmayan ve direncgte etkili ola-
bilecek K143R, G464S, G465S, V488I, S412T ve R469K mutasyonlari belirlenmistir.
Ergllp’nin azollere azalmis afinitesi, ilag pompa sistemleriile birlikte C.krusei’nin de
azollere intrensek direncinden sorumlu tutulmaktadir.

b) ERG11’in fazla ekspresyonu: Azollerin hedefi olan LD enzimini kodlayan
ERG11 geninin fazla ekspresyonu sonucu, bu enzimin sentezi asiri miktarda artmak-
tadir. Bu sekilde ilag etkin bile olsa enzimin fazlaligi ile ergosterol sentezi devam
edecek, ancak ilacin etkisi kaybolacaktir. Yapilan galismalarda, fazla ekspresyon di-
zeyi genellikle bes kattan daha azdir. Bu durum 6zellikle flukonazole direncli C.glab-
rata, C.albicans, C.tropicalis ve C.dubliniensis suslarinda gosterilmistir. Direngli
klinik Candida izolatlarinda baska ek degisikliklerin de bulunmasi nedeniyle, fazla
ekspresyonun direngte tek basina etkisi tam bilinmemekte olup, bu mekanizmanin
genel olarak azol direncinin gelismesinde ihmli bir etkisi oldugu bildirilmistir.

c) Fazla ekspresyona yol acan gen amplifikasyonu: Gen amplifikasyonunun,
C.albicans’da ERG11 geni, MTL “mating” lokusu ve TAC1'i iceren 5. kromozomun sol
kolunda bir izokromozom olusmasiyla ortaya giktigi belirlenmistir. Kromozom dup-
likasyonuna baglh olarak olusmus gen amplifikasyonu azole direngli bir C.glabrata
susunda izlenmistir.

d) Gen konversiyonu veya mitotik rekombinasyon: Yapilan calismalarda, di-
reng gelistiren suslarda ERG11’in allelik sekanslarinda degisikliklerin saptadigi bil-
dirilmistir. Bu ¢alismalarda, mutasyonun 6nce ERG11’in bir allelinde olustugu ve
bunun ERG11'de heterozigot olan bir susa yol agtigi izlenmistir. Daha sonra rastgele
gen konversiyonu veya mitotik rekombinasyonun, mutasyonu ikinci allele de kopya-
ladigl ve sonugta ERG11 geninin iki allelinde de mutasyon olarak, heterozigotlugun
kayboldugu bildirilmistir. Bu homozigot suslar, hiicreler sadece direngli Ergllp eks-
prese etmesi nedeniyle daha sonra ilag basinci altinda segilmektedir.
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Hiicre iginde ilag birikiminde azalma

Teorik olarak hiicre iginde ilag birikiminde azalma, ilacin aliminda bozukluk ya da
ilacin pompa sistemleri ile atiliminin artmasi sonucu ortaya ¢ikmaktadir. Membran
sterolleri ve/veya fosfolipidlerindeki degisim nedeniyle membran permeabilitesin-
de ve dolayisiyla hiicre icine ilag aliminda azalma s6z konusu olmaktadir. White ve
arkadaslari plazma membraninda ergosterol yok oldugunda ya da diger steroller
lehine azaldiginda, membranda permeabilite degisikligi ve akicihigin yok olmasinin
s6z konusu oldugunu belirtmistir. Tim bu degisiklikler azollerin hiicreye girme kapa-
sitesini azaltabilmektedir. C.albicans’da ergosterol sentezinde goérev yapan ERG gen-
lerinin bir regilatori olan UPC2 genindeki bir delesyon, flukonazol ve ketokonazole
asiri duyarh hicrelere yol agmakta, UPC2'nin fazla ekspresyonu da artan azol di-
renci ile sonuclanmaktadir. Bunun yaninda, ylizey proteinlerinin glikozilasyonunun
degisimi ile ortaya ¢ikan hiicre duvar yapilarinin modifikasyonu da azol duyarlihigini
degistirebilmektedir. Flukonazole direngli bir C.albicans susunda plazma membra-
ninda ergosterol miktarinda ve fosfatidilkolin/fofatidiletonolamin oraninda azalma
belirlenmis, bu durumun da flukonazoliin hiicreye daha az alimindan ve direngten
sorumlu olabilecegi bildirilmistir. Itrakonazole direngli bir C.krusei izolatinda ise er-
gosterol icerigindeki degisim veya ilag atimi yerine ilacin daha az aliminin direngten
sorumlu oldugu belirtilmistir. Ancak azollerin hiicre icine alinmasi pasif diflizyon
ile oldugundan burada dominant sorumlu mekanizmanin ilag pompa sistemlerinde
artma oldugu bildirilmistir. Bu durum aktif spesifik ilag pompalarinin fazla ekspres-
yonu sonucu ortaya ¢ikmaktadir.

Funguslarda ATP baglayan kaset (ATP binding cassette; ABC) sliperailesi ve “major
facilitator” stiper ailesi (MFs) olmak Gzere iki tip aktif atilim pompa sistemi s6z konu-
sudur. ABC siper ailesi ATP’ye baglanir, enerji kaynagi olarak ATP’yi kullanir ve hiic-
reye toksik olan kiiglik molekiillerin aktif atitlimlariile iliskilidir. Bu kiigcik molekiiller,
azoller gibi hidrofobik veya lipofiliktir. Ozellikle C.glabrata, C.krusei, C.tropicalis,
C.dubliniensis ve C.albicans suslarinda bu grup aktif pompalarin 6nemli roli oldu-
gu bildirilmistir. C.albicans, C.dubliniensis ve C.glabrata suslarindaki azol direnci ile
ABC tagtyicilarini kodlayan CDR (Candida drug resistance), PDH1 ve SNQ, genlerinin
iliskili bulundugu belirtilmis, direngli C.albicans suslarinda CDR1, CDR2, PDR16 ve
C.glabrata’da ek olarak PDH1 ve CgSNQ2’nin fazla eksprese edildigi gosterilmistir.
C.dubliniensis suslarinda Cdrlp’nin itrakonazol ve ketokonazole azalmis duyarhlikta
rolt oldugu ancak flukonazol direncinde 6nemli olmadigi belirtilmistir.

Azol direncinde ¢oklu ilag pompa sistemleri ile ilgili nemli bir nokta, diger antifun-
gallere ve metabolik inhibitorlere de ¢apraz direncin gorilebilmesidir. CDR genleri-
nin azollere (flukonazol, itrakonazol ve ketokonazol), terbinafin, amorolfin ve birgok
metabolite direngten (¢oklu ilag direnci) sorumlu oldugu saptanmistir.
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MFs pompalari enerji kaynagi olarak membran potansiyelini kullanir ve gesitli yapi-
sal bilesiklerin transportuile iliskilidir. Bu pompalar molekulleri antiport ile tasir yani
proton hiicreye girer, kiiciik molekdller hiicreden atlir. MFs’ler arasinda ise MDR1
geninin fazla ekspresyonunun azol direnci ile korele oldugu ve bunun flukonazol igin
6zgiin oldugu saptanmistir. C.dubliniensis’de flukonazol direncinin dominant olarak
CdMDR1 genlerinin artmasi ile iliskili oldugu bildirilmistir. Laboratuvar ¢alismala-
rinda C.tropicalis suslarinda flukonazol direng gelisimi ile MDR1 ve CDR1’in artmis
transkripsiyonunun korele oldugunun saptandigi ileri strtlmastir. Bizim yaptigimiz
bir calismada, flukonazole direngli C.albicans suslarinda, ERG11 mutasyonlariile bir-
likte CDR1, CDR2 ve MDR1 genlerinin fazla eksprese edildigi saptanmistir.

Yapilan ¢alismalarda atilim pompa genlerinin transkripsiyonunda regilator bolge
olan ve 6zgiin DNA sekanslari ile yanit (response) elemanlari iceren “promoter”
bolgeleri ve bu bolgeleri taniyarak baglanan transkripsiyon faktorlerinin dnemli rol
oynadigi belirlenmistir. Bu “promoter” bolgelerindeki veya 6zgiin transkripsiyon
faktorlerindeki mutasyonlarin, atihm pompalarinin fazla ekspresyonuna ve sonug
olarak azol direncine neden oldugu saptanmistir.

CDR1, CDR2, PDR16 ve MDR1 gibi direng genlerinin artmis mRNA dizeyleri, artmis
ekspresyonun bir sonucu olup, ¢ogunlukla degisen transkripsiyonel regiilasyonun
sonucunda ortaya ¢ikar. Atilim genleri olan CDR1 ve CDR2 genellikle birlikte regiile
edilmektedir. CDR1 ve CDR2’nin regilasyonu i¢in dnemli “promoter” bolgeleri ta-
nimlanmistir. Bunlardan biri “drug response element (DRE)” olup, klinik izolatlarda
pompalarin fazla ekspresyonu icin énemlidir. Diger iki eleman, “steroid response
elementl (SRE1)” ve “steroid response element2”, pompa genlerinin steroid indiik-
siyonundan sorumlu olup, diger ilaglar ile indiksiyondan sorumlu degildir. Bunun
yaninda “basal expression element (BEE)” ve “negative regulatory element (NRE)”
tanimlanmistir. BEE ve DRE’deki delesyonlar bazal CDR1 ekspresyonunu etkilerken,
NRE’deki delesyonlar CDR1’'in bazal ekspresyonunda artisa neden olur. CDR2 “pro-
moter”inin sadece DRE icerdigi bildirilmistir. Bu “cis-acting” elemanlari arasinda sa-
dece DER’nin azol direncli suslarda CDR1 ve CDR2 fazla ekspresyonu ile iliskili oldu-
gu saptanmustir. Azol direngli C.albicans izolatlari ile yapilan bir ¢calismada, CaCDR1
geninin “promoter” bélgesindeki nokta mutasyonlarinin direngli suslardaki CDR1’in
fazla ekspresyonundan sorumlu olabilecegi belirtilmistir.

CDR1 ve CDR2 ekspresyonunu regiile eden birgcok transkripsiyon faktori belirlen-
mistir. “Drug response element”i taniyan faktor TACI olarak bilinmekte olup, bu-
radaki fonksiyon kazandiran (gain of function-GOF) mutasyonlari, CDR1 ve CDR2
ve/veya PDR16'nin fazla eksprese edildigi bir¢ok klinik susta izlenmistir. Coste ve
arkadsslsrinin C.albicans suslarinda yaptiklari bir ¢calismada, TAC1'deki N977D mu-
tasyonunun 5. kromozomda heterozigotluk kaybina yol agarak azol direncine neden
oldugu belirlenmistir. CDR1 ve CDR2’nin ekspresyonunu regiile eden NDT80, FCR1
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ve FCR3 transkripsiyon faktorlerini kodlayan genler de tanimlanmis olup, bugiine
dek bu genlerdeki bir mutasyonun direng ile net iliskisi henliz gésterilmemistir.
C.albicans klinik izolatlarinda azol direncinin temel belirleyicisinin Taclp oldugu,
C.glabrata suslarinda ise CDR1, PDH1 ve SNQ2 genlerinin promoter bolgelerinin
(6rn PDR1 ve PDR3) azol direncini dogrudan etkiledigi belirlenmistir.

MDR1 “promoter”inin “cis-acting” bdlgelerinin, azollere yanitta artmaya neden
oldugu bulunmustur. MDR1 promoter bolgesinin iginde iki “cis-acting” regllator
eleman saptanmistir. Bunlardan biri “benomyl response element (BRE)”, digeri ise
“H,0, response element (HRE)” olup, her ikisinin de MDR regilasyonu ve fazla eks-
presyonu icin gerekli oldugu belirlenmistir. Yapilan ¢alismalarda, flukonazole direng-
liizolatlarda MDR1'in fazla ekspresyonundan BRE bdlgesinin sorumlu oldugu, ancak
HRE icin ayni seyin gegerli olmadigi saptanmistir. Ote yandan C.albicans MDR1 geni,
MRR1, CAP1 ve MCM1 olmak Uzere (g transkripsiyon faktorini kodlayan genler
tarafindan regile edilir. Son yillarda transkripsiyon faktér geni MRR1'in klinik izo-
latlardaki mutasyonlarinin MDR1’in fazla ekspresyonu ile sonuglandigi saptanmistir.
Morschhauser ve arkadaslarinin yaptigi bir calismada, azole direngli C.albicans izo-
latlarinda tek niikleotid mutasyonlari (P683S, G997V) olan MRR1 allellerinin homo-
zigot hale geldigi ve bu mutasyonlarin duyarli bir C.albicans susuna uygulandiginda
MDR1 fazla ekspresyonuna ve azol direncine yol a¢tigi belirlenmistir. C.dublinien-
sis suslarindaki MDR1 fazla regiilasyonu ve bununla iliskili olan flukonazol direnci-
nin CdMrrlp’deki mutasyonlara bagh oldugu saptanmistir. CAP1 ve MCM1, fungal
hicrelerin oksidatif stres ve diger stres ortamlarina yanitini, MF pompa genlerini
indikleyerek regiile eder; ancak bunlar klinik izolatlarda azol direnci ile iliskilendi-
rilmemistir. Son bir ¢calismada transkripsiyon faktér ailesine ait olan “regulator eff-
lux pump “ (REP1)”in MDR1'in negatif reglilatori olarak gérev yaptigi bulunmustur.
C.albicans suslarinda REP1’in delesyonunun azol duyarhhgini azalthgl ve bunun da
MDR1’in artmis ekspresyonu ile sonuglandigi saptanmistir.

Bunlarin yaninda azol duyarliigini etkileyen diger transkripsiyon faktorleri olarak;
CDR1 ve CDR2 ekspresyon regiilatorii CaNdt80p, MDR1 ekspresyon regilatoriu
CaMcm1p, CaReplp, CAda2p ve ayrica CaCrm1p, CaCrz1lp, Ca Fcr3p, CaFcrlp, Pd-
rip/Pdr3p ve Galllp bildirilmistir.

C.albicans suslarinda TAC1 ve MRR1 ile yapilan galismalarda, fonksiyon kazandiran
mutasyonlarin tam fenotiplerini ancak homozigot durumda olduklarinda eksprese
ettikleri saptanmistir. Bu duruma kodominans etkisi adi verilmektedir. “Response”
regiilatort Ssk1 veya Chklp histidin kinaz proteinleri icermeyen C.albicans izolatla-
rinin, hem flukonazol hem de vorikonazole 16-500 kez daha duyarh oldugu bildiril-
mistir. Sonugta mutant suslarda bu azollerin 6zellikle flukonazoliin hiicrede birikimi
artmaktadir. Arastiricilar, bu iki proteini hedef alan bilesiklerin triazollerle birlikte
sinerjistik sagaltimda kullanilabilecegini belirtmislerdir. C.albicans kiigciik mutantla-
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rinda flukonazol ve vorikonazol aktivitesi yabanil tipe gére sekiz kat daha azdir. Bu
mutantin MDR1'i fazla eksprese ettigi, bunun da azalmis duyarliiga yol agtigi ileri
siridlmustar.

Ergosterol biyosentezinde degisiklik

Azollere direngli Candida suslarinin sterol yapilarinin incelenmesi sonucu, ERG3 ile
kodlanan A*® desaturaz enziminin inaktivasyonu ile biyosentez yolunun degistiril-
mesinin s6z konusu oldugu izlenmistir. ERG3 genindeki mutasyonlar membran ste-
roliiniin yapisinda degisiklige yani ergosterol yerine, 14 alfa metillenmis sterollerin
birikimine yol acarak azol direncine neden olmaktadir. Bu genin mutasyonlarinin,
C.albicans suslarinda azol, C.dubliniensis izolatlarinda ise itrakonazol direncine ne-
den oldugu gosterilmistir. Yiiksek diizey azol direncinde, ERG3 genindeki mutasyon-
larin sikga bildirilen bir mekanizma olmadigi, ancak bunun azoller ve amfoterisin B
arasindaki capraz direngten sorumlu oldugu ileri siiriilmiistiir. Ote yandan EFG1 mu-
tasyonlarinin hif olusumunu etkiledigi, hayvan modelinde C.albicans’in viriilansini
azalthig ve de efgl’in bu tiirde azol direncinde ERG3 ekspresyonunu negatif yonde
regiile ederek etki gosterdigi saptanmistir.

Flukonazol ve ketokonazole direngli C.glabrata kiiglik koloni olusturan suslarinda
solunumsal bir hasar saptanmis ve bunun dirence yol agtigi ileri sGrllmustir. Yapi-
lan ¢alismalarda, azol direncinden birden fazla mekanizmanin sorumlu oldugu, bu
mekanizmalarin basamak tarzi bir direng gelisimine yol a¢gtigi ve ¢apraz dirence de
neden olabilecegi belirlenmistir.
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ASPERGILLUS VE AZOL DIRENG MEKANIZMALARI

Prof. Dr. Dilara OGUNC
Akdeniz Universitesi Tip Fakiiltesi, Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali, Antalya

Aspergillozisde tedavi segenekleri, 6zellikle oral preparatlar géz 6niine alindiginda
kisithdir. invazif Aspergillus enfeksiyonlarinin tedavisinde temel olarak polienler,
azoller ve ekinokandinler olmak tizere li¢ grup antifungal ila¢ kullaniimaktadir. Bu
ajanlar arasinda azol grubu antifungaller tedavinin temelini olusturmaktadir. Asper-
gillus turleri ile olusan enfeksiyonlarin tedavisinde azol bilesiklerinin kullanilabilece-
gi 1984 yilinda in vivo ve in vitro calismalarla gdsterilmistir. invazif aspergillozis te-
davisinde kullanilan ilk oral bilesik itrakonazoldir. 1996 yilinda, yeni antifungal ajan
olan vorikonazollin Aspergillus tirlerine etkisinin oldugu belirlenmistir. 2006 yilinda
posakonazol, aspergillozis tedavisi icin kullanim lisansi almistir. in vitro, in vivo ve
klinik calismalar ile FDA onayi ve invazif aspergillozis tedavisi icin kullanim lisansi
almis azol grubu antifungal ilaglar itrakonazol, vorikonazol ve posakonazoldiir. Bu-
gilin vorikonazol invazif aspergillozisde birincil tedavi secenegi olmustur. Itrakonazol
invazif aspergillozisde kurtarma tedavisinde onay almistir. Posaconazol ise nétrope-
nik l6semisi olan hastalar, myelodisplazi, Graft-versus-host hastaligi olan allojenik
hemapoetik kdk hiicre transplant alicilarinda invazif aspergillozis profilaksisinde kul-
lanim lisansi almistir. Posakonazol Avrupa’da amfoterisin B veya itrakonazole yanit
vermeyen invazif aspergillozis tedavisinde onay almistir.

in vitro direng primer (intrensek) veya sekonder (kazanilmis) olabilir. Primer direng
bir mikroorganizma tirinin genetik 6zelligi olan direng tirini tanimlamaktadir.
Mikroorganizmalarin tir 6zelligi olarak; ilacin hedefi olan yapiyi tasimamalarinin ya
da ilacin yapisal bir 6zellikten dolayi hedefe ulasamamasinin bir sonucudur. Primer
dirence 6rnek olarak, Aspergillus fumigatus suslarinin flukonazol ve ketokonazole
direnci verilebilir. Sekonder direng ise bakterinin genetik 6zelliklerindeki degisim-
lere bagh olarak eskiden duyarli oldugu bir antimikrobiyal ajandan etkilenmemesi
anlamina gelmektedir.

A.fumigatus suslarinda itrakonazol direnci ilk olarak 1997 yilinda Denning ve ar-
kadaslari tarafindan bildirilmistir. invazif aspergillozisli iki hastadan izole edilen iig
A.fumigatus susunun itrakonazol MiK degerlerinin >16pg/ml oldugu saptanmistir.
Calismada her (g sustaki in vitro direncin in vivo olarak da dogrulandigi rapor edil-
mistir.

Genel olarak azol direng sikhgi tlkeden tlkeye degisim gostermektedir. 2000 yilinda
Manchester’da yapilan ve 900 A.fumigatus izolatinda itrakonazol direncinin arasti-
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rildig bir calismada, itrakonazol direng prevalansinin %2 oldugu saptanmistir. Hol-
landa’da ise azol direncinin yillar icinde dramatik olarak arttigi gozlenmistir. Belgika,
Danimarka, Fransa, isveg, ispanya ve Norveg’ten ise vakalar bildirilmistir.

Azollerle sik karsilasma, ilaca direng gelismesinde en 6nemli risk faktoridir. Azol di-
renci saptanan A.fumigatus ile enfekte olgular arasinda, azol ile karsilasan hastalar
oldugu gibi karsilasmayan hastalar da bulunmaktadir.

Azol grubu antifungal ilaglar etkilerini, lanosterolden ergosterol sentezinde ara ba-
samakta goérevli olan cyp51 geni ile kodlanan lanosterol 14a-demetilaz enzimini
inhibe ederek gosterirler. Enzim aktivitesinin olmayisi C-14 metil sterol ara Urinle-
rinin birikimine ve Gremenin inhibisyonuna yol agar. Azol direncine yol agan 6nemli
diren¢ mekanizmalari; (1) ilacin hedefi olan enzimin modifikasyonu, (2) ilag efluks
pompasinin fazla eksprese edilmesi ve (3) ilacin hedefi olan enzimin fazla eksprese
edilmesidir.

Gozlenen direng fenotipi aminoasit degisikligine baglidir, birden fazla azol etkilene-
bilir. Vakalarin biyiik boélimiinde azol direnci cyp51A’daki nokta mutasyonlarinin
sonucu olarak gelisir. Hollanda ve ingiltere’de saptanan direng¢ mekanizmalari da
birbirinden farkhdir. Hollanda’da azol direnci saptanan A.fumigatus klinik izolat-
larinin %90’Indan fazlasinda tek bir direng mekanizmasi bulunurken (TR/L98H ile
gosterilen kodon 98’de nokta mutasyonu), ingiltere’de direngli suslarda cesitli CY-
P51A mutasyonlari tanimlanmistir. Bu farkin nedeni Hollanda’da direng kaynaginin
cevresel olmasidir. Tarimda kullanilan azol bilesiklerinin, direncli suslarin ortaya ¢ik-
masinda rolii oldugu disiiniilmektedir. ingiltere’de ise hastalarda uzun siireli azol
profilaksisinin direng gelisimine yol agtigi disliniimektedir.

invazif aspergillozisde tedavi seceneklerinin kisitl olmasi nedeniyle azol bilesikle-
rine karsi gelisen direng, bu olgularin tedavisinde klinik olarak 6nemli sonuglar
dogurabilecektir.
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PANEL 4: VIiRAL GASTROENTERITLERDE TANISAL YAKLASIM

ROTAVIRUS VE ROTAVIRUS ASISI SONRASINDA DIGER VIiRAL
GASTROENTERIT ETKENLERININ DURUMU

Dog. Dr. Glilendam BOZDAYI
Gazi Universitesi Tip Fakiiltesi, Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali, Ankara

Genel ozellikler

Rotavirus, diinya genelinde 5 yas alti ¢cocuklarda gorilen akut gastroenteritlerin en
onde gelen etiyolojik ajanidir. Rotavirus ishali nedeniyle diinya genelinde her yil 111
milyon ishal atagi, 25 milyon poliklinik basvurusu olmakta ve 2 milyon g¢ocuk has-
taneye yatirilmaktadirt. Siddetli rotavirus diyareleri sebebiyle %85’i gelismekte olan
Ulkelerde olmak Uzere dlinya ¢apinda her yil 611.000 ¢ocuk hayatini kaybetmektedir?.

Gastroenterite sebep olan diger ajanlardan farkl olarak rotaviruslar, sosyoekono-
mik kosullara ve hijyen énlemlerine bagli olmaksizin, gelismis ve gelismekte olan
Ulkelerde ayni sikhkta gorilmektedir. Bu nedenle rotavirus “demokratik virus” ola-
rak da adlandiriimaktadir®*. Rotavirus gastroenteritleri tedavi olanaklarinin yetersiz
oldugu gelismekte olan (lkelerde mortalite ile gelismis Ulkelerde ise morbidite ve
ekonomik kayiplarla sonuglanmaktadir®. Bes yas altindaki gocuklarda akut gastroen-
terit nedeniyle hastane yatislarinin %39 (%25-58)'undan rotaviruslar sorumludur®®,

Dinyada en sik goriilen rotavirus tipleri G1-4, G9, P[8], P[4] ve P[6]'dir. Serotip
G1P[8] (%64.7), G2P[4] (%12), G4P[8] (%8.5) ve G3P[8] (%3.3) ¢ocuklardaki rotavi-
rus diyarelerinin %88.5’inden sorumlu tutulmaktadir’.

Ciplak, ikozahedral simetrili ve ¢ift kapsidli yapiya sahip olan rotavirus, 11 pargali
cift iplikli RNA icermektedir. Genom tarafindan kodlanan yapisal ve yapisal olmayan
proteinler ve fonksiyonlari Tablo 1'de gorilmektedir.

Rotaviruslarda dis kapsid VP7 ve VP4’den olusmaktadir. Konak hiicreye tutunma ve
penetrasyondan VP4 sorumludur ve proteolize yatkin bir proteindir. VP4 proteini-
nin tripsin ile proteolitik kesimi, viral enfektiviteyi arttirmakta ve hiicre igine giri-
si kolaylastirmaktadir. Proteoliz sirasinda VP4; VP5 ve VP8 yapilarina ayrilir. Kesim
drunleri virionla iligkili olarak kalir. Protein VP7’nin hiicre ile erken etkilesimi bilin-
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memektedir, ancak VP7’nin tutunma ve giris islemi sirasinda VP4’tin fonksiyonunu
degistirebildigi ve VP4 ile ilk etkilesim basladiktan sonra hiicre ylizey molekiilleri ile
etkilesime girebildigi dustiniilmektedir®®.

Tablo 1. Rotavirusun yapisal ve yapisal olmayan proteinlerinin 6zellikleri®

RNA Baz cifti | Kodlanan | Proteinin mol- | Proteinlerin ozelikleri

segmenti proteinler | ekdler agirhg
H10*

1 3300 VP1 12.5 Yapisal protein, i¢ kor proteini, RNA bagimli
RNA polimeraz, ssRNA'ya baglanma, VP3 ile
kompleks olusturma, VP2 ile etkilegsim

2 2700 VP2 9.4 Yapisal protein, kor proteini, dsRNA ve
ssRNA’ya baglanma, VP1 replikaz aktivitesi
icin gerekli

3 2600 VP3 8.8 i¢c kor proteini, guanil transferaz, metil trans-
feraz, VP1 ile kompleks olusturma

4 2360 VP4 8.7 Dis kapsid proteini, reseptor baglama,
virtilans faktori, notralizasyon proteini,
hemaglitinasyon fiizogenik protein, VP5 ve
VP8 olusturma

5 1600 NSP1 5.9 Yapisal olmayan protein, RNA'ya baglanma,
IRF’ye antagonist

6 1360 VP6 4.5 ic kapsid proteini, grup ve alt grup antijeni,
transkripsiyon igin gerekli

7 1100 NSP3 3.5 Yapisal olmayan protein, mRNA baglayici,
konak translasyonunun inhibisyonu

8 1060 NSP2 3.7 Yapisal olmayan protein, RNA ve NSP5
baglayici, viroplazma olusturma

9 1060 VP7 3.7 Dis kapsid glikoproteini, nétralizasyon
proteini

10 750 NSP4 2.0 Yapisal olmayan protein, transmembran pro-
teini, enterotoksin, hiicrede Ca*? toplama

11 660 NSP5 2.2 Yapisal olmayan protein, fosforillenmis, NSP2
baglayici, VP2 ve NSP6 etkilesimi

NSP6 1.2 Yapisal olmayan protein, NSP5 dimerizasyonu
ve fosforilasyonu
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Patogenez, klinik bulgular ve immiin yanit

Diyareye onciilik eden islem, rotavirus ince barsaklarda enterositlere baglanip,
onlari enfekte ettiginde baslamaktadir. Virusun hiicre icine girisi ve dis kapsidinin
soyulmasi ile viroplazma olusmakta, virus ve viral proteinler salinmaktadir. Boylece
hicreler luminal virus tarafindan enfekte edilmektedir. Bu durum hiicre igcinde ¢ok
sayida hicresel islemi tetiklenmekte, klasik olmayan yolla NSP4 salgilanmaktadir.
intraseliiler NSP4 internal depolardan, éncelikle ER’den, Ca*2 salinimini uyarmakta
ve [Ca*3]i’ yi artirmaktadir’®, intraseliiler Ca**nin artisi, mikrovillus iskelet ag yapI-
sinin bozulmasina, epitelyumun absorptif kapasitesinin azalmasina, epitelyal yiizey
Uzerinde sindirimle ilgili enzim ekspresyonunun azalmasina neden olmakta ve diya-
renin malabsorbsiyon bilesenini dogurmaktadir®2.

Cocuklarda rotavirus enfeksiyonlarinin klinik spektrumu, asemptomatik enfek-
siyondan dehidratasyon ile seyreden ciddi diyare ve 6lime kadar degismektedir.
inkiibasyon periyodu 1-4 giindiir. Hastalik hafif ates (%60-65) ve kusma (%60-70)
ile baslamaktadir. Abdominal agri da gorilebilmektedir. Genellikle 1-3 glin siren
kusmayi, ani baslayan sulu diyare izlemektedir. Diyare kansiz ve mukussuzdur®3. Sulu
diyare 5-8 glin stirmektedir. Ates genellikle 38.5-39.5°C civarindadir.

Rotaviruslar esas olarak fekal-oral yolla bulagsmaktadir. Ancak rotavirus oda isisinda
uzun sire stabil kaldigindan, kontamine ylizeye temas ile kontamine su ve yiyecek-
lerle de bulasabilirt4.

Hastaliktan korunma, esas olarak bagirsak limenindeki antikorlarla, 6zellikle de IgA
ile saglanmaktadir. ilk olarak bir hafta sonra duedonum sivisi ve serumda 6zgiil 1gG
yaniti olusmakta; 1-4 ay kadar sonra duedonum sivisi ve serumda 6zgiil IgG ve IgA
yaniti gelismektedir. Bir yil sonra serumda 6zgiil IgG varligi devam etmekte, ancak
IgA saptanmamaktadir. Virus ile primer enfeksiyonu takiben rotavirusa 6zgil B ve T
hicrelerinin Gretimi uyarilmaktadir®®.

Laboratuvar tanisi

Rotavirus ishallerinde digki suludur, nadir olgular disinda l6kosit ve eritrosit icer-
mez, |6kositoz yoktur. Agir ishallerde elektrolit dengesizliklerine rastlanmaktadir.
incelenmek tizere diski hastaligin akut devresinde, tercihen semptomlarin baglama-
sindan itibaren 1-5 giin icinde alinmahdir?®,

Rotavirus enfeksiyonlarinin laboratuvar tanisinda; elektron mikroskopi, hiicre kul-
tlru yontemleri, serolojik testler (diskida antijen ve/veya antikor saptama) ve mo-
lekiiler yontemler uygulanabilir. Ancak rutin tanida, ELISA veya immiinokromatog-
rafik temele dayali diskida hizli antijen testleri tercih edilmektedir.
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Tedavi ve korunma

Tedavide esas olan, ishalle kaybedilen sivi ve elektrolitleri, oral veya gerektiginde
parenteral yolla saglamaktir. Rotavirus salginlari, kisisel hijyenin zayif oldugu ¢ocuk
yuvalari ve yaslilarin bulundugu bakim evlerinde siklikla ortaya cikar. Dikkatli el yi-
kama virusun bulasmasini azaltmada 6nemlidir?®.

Rotavirus asilar

Gegen yillardaki umut kirici deneyimlere ragmen rotavirus asi ¢alismalari strdi-
riilmistdr. iki yeni rotavirus asisi olan monovalan insan (Rotarix, GlaxoSmithKline)
ve pentavalan insan-sigir reasortan (RotaTeq, Merck) rotavirus asilari ile ilgili et-
kinlik ve glvenirlilik cahismalari tamamlanmistir. Bu iki asi 2006 yilindan itibaren
Ulkemizin de dahil oldugu 100’den fazla llkede ruhsat almis ve rutin olarak 19 ul-
kede kullanima girmistir® (Tablo 2). Her iki aginin da rotavirus diyarelerinden korun-
mada yiiksek etkinlik ve giivenilirlik gsterdigi Diinya Saglk Orgiitii tarafindan da
belirtilmistir®®!4. Cocukluk ¢agi rutin asi semalarina rotavirus asisinin eklenmesi ile,
gelismekte olan llkelerde mortalitenin, gelismis llkelerde ise hastane yatislari ve
morbiditenin azalacagl umut edilmektedir3.

Tablo 2. Yeni rotavirus asilarinin 6zellikleri®®

Rota Teq (PRV) Rotarix (HRV)
Kokeni Sigir/insan reasortan insan ateniie susu
icerigi Pentavalan Monovalan

(WC-3 bovine/insan G1-G4 tip ve (insan serotip G1P[8])
WC-3/insan P tip reasortani)

Doz sayisi 3 doz (2, 4 ve 6. aylarda) 2 doz (2 ve 4.aylarda)
Bagirsak invajinasyonu | 70.301 bebekte yapilan ¢alismada 63.325 bebekte

iliski saptanmadi** yapilan ¢alismada iligki

saptanmadi**
Agir rotavirus ishaline %98* %85*
karsi koruyuculuk **
Avantajlari Guvenilir; imminojenitesi genis; Guvenilir; tek virus susu; 2
bagirsakta replikasyonu sinirli doz uygulama

Dezavantajlari Kompleks asl, 3 doz uygulama P1 disindaki P serotiplere

karsi dustk etkinlik

* Farkli skorlama sistemleri kullanilmigtir, bu nedenle karsilagtiriimasi uygun degildir.
** Market sonrasi stirveyans bu bulguyu desteklemektedir.
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Rotavirus asisi sonrasinda diger viral gastroenterit etkenlerinin durumu

Rotavirus icin asi yapilmasini takiben, rotavirusun yerini hizla diger viral gastroen-
terit etkenlerinin alacagi 6ngoriilmektedir. Bunlar; enterik adenoviruslar, insan ka-
lisiviruslar (Calicivirus), astrovirus, korona ve toroviruslar, Aichi virus ve pikobirna-
viruslardir. Bu bolimde, son yillarda rotavirustan sonra en sik karsilasilan norovirus
(NoV) tizerinde durulacaktir.

Yapilan ¢calismalar, norovirusun diinyada ve tilkemizde sporadik veya salginlar seklin-
de gastroenteritlere neden oldugunu géstermektedir. NoV salginlari saglik sistemle-
rinde, turizm ve yemek endistrisinde bilylik ekonomik sikinti ortaya ¢ikarmakta ve
ciddi is glict kayiplarina neden olmaktadir. Yeterli sivi replasmani yapilamayan has-
talarda mortalite sebebi olabilmektedir. Ozellikle 5 yas alti gocuklarda ve yashlarda
daha yaygin olarak gorilmektedir. En sik karsilasilan genogrup Gll ve onun genotipi
Gll.4’tur. Gida ve su kaynakli viral gastroenteritlerin icerisinde dnemli bir yeri var-
dir. Oldukga bulasici ve birgok cevresel etkene karsi direngli olmasi ve kisa stirede
blylk popilasyonlari etkileyebilmesi nedeniyle hizli laboratuvar tanisi dnemlidir.
Hizli tanida daha ¢ok ELISA ve immiinokromatografi gibi yontemler kullanilmaktadir.
Ancak, tani yontemlerinin karsilastirildigi bazi calismalarda, RT-PCR gibi molekiler
yontemler kullanildig zaman, ELISA’ya gore daha ylksek oranda pozitiflik saptan-
maktadir. Ayrica, laboratuvar tarafindan NoV tanisi konulmasi hastalarin gereksiz
antibiyotik kullanmasini da engellemis olacaktir.

Sonug olarak; rotavirus halen gelismekte olan tlkelerin nemli viral gastroenterit
etkenidir. Ulkemizde de oldugu gibi, gelismekte olan bazi ilkeler asi konusunda
onemli ¢alismalar yapmakta, en azindan isteyen ailelerin yaptirabilmesi amaciyla
asl bulundurmaktadirlar. Ancak gelismis bazi tlkelerde, asi rutin takvime eklendi-
ginden yakin gelecekte daha az sorun olacak; buna karsin diger viral gastroenterit
etkenleriyle, dzellikle NoV ile daha siklikla karsilasacaklardir.
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VIiRAL GASTROENTERITLERE BAGLI SALGINLAR VE HIFZISSIHHA
DENEYiMLERI

Dog.Dr.Giilay KORUKLUOGLU
Tiirkiye Halk Saghdgr Kurumu (Refik Saydam Hifzissihha Merkezi), Ankara.

Akut gastroenteritler tim diinyada oldugu gibi Glkemizde de ciddi bir halk saghgi
sorunu olusturmakta ve 6zellikle cocuk yas grubunda yaygin olarak gérilen enfek-
siyon hastaliklari arasinda yer almaktadir. Gelismekte olan Ulkelerde akut gastroen-
terit enfeksiyonlari, solunum yollari enfeksiyonlarindan sonra ¢cocuk morbiditesinin
ve saglik harcamalarinin dnemli bir kismini teskil etmektedir. Ulkemizde ishal, cocuk
6limi nedenleri arasinda besinci sirada bulunmaktadir.

Hayatin ilk 5 yillik doneminde karsilasilan akut gastroenterit vakalarinin %70’inde
etken olarak viruslar saptanmaktadir. Yirmiden fazla viral ajan akut su kaynakl di-
yare etkeni olarak bilinmektedir. Viral kaynakl akut gastroenterit etkenleri arasinda
en sik karsilagilan viruslar; norovirus, rotavirus, adenovirus ve astrovirus yer al-
maktadir. Akut su kaynakli diyarelerde koenfeksiyonlara da siklikla rastlaniimaktadir.
Diinyada en sik akut diyare etkeni olarak rotavirus gérilmekte iken, akut su kaynakh
gastroenterit salginlarinin etkeni olarak da norovirus siklikla karsimiza ¢ikmaktadir.
Norovirus, oldukga bulasici ve viriilan bir patojendir; dis ortama olduk¢a dayanik-
lidir, diski ile atilim sidresi uzundur ve disik dozlarla (10-100 partikil) enfeksiyo-
na neden olabilmektedir. Bu viruslar icinde rotavirus grup A, tiim dinyada 5 yas
alt cocuklarda ve bebeklerde en yaygin akut gastroenterit etkenidir. Diinyada yilda
yaklasik 527.000 ¢ocuk ve bebek, rotavirusun etken oldugu gastroenterit nedeniyle
o6lmektedir ve bu 6liimlerin %85’ten fazlasi Afrika ve Asya kitasindaki diistk gelir-
li Glkelerde gozlenmektedir. Virusun neden oldugu ciddi gastroenterit tablosunda
siddetli ishale, kusma ve ates de eslik etmektedir. Dolayisiyla hastalarin, oral re-
hidratasyonunun miimkiin olamamasi ve konviilsiyon riskleri nedeniyle hastaneye
yatirilarak tedavi edilmesi gerekmektedir. Glincel ¢alismalar, tiim diinyada 5 yas alt
cocuklarda ishale bagli hastaneye yatislarin %40’inin rotavirus enfeksiyonlari nede-
niyle oldugunu ortaya koymaktadir.

Enterik adenoviruslar (Ad40 ve Ad41), akut gastroenterit etkeni olarak daha nadiren
bildirilmektedir. Ayrica, daha hafif ve kendi kendini sinirlayan enfeksiyona neden
olmaktadirlar. Fakat bagisik yaniti baskilanmis hastalarda persistan hale gelebilmek-
te ve hayati tehdit olusturmaktadirlar. Enterik adenoviruslarin, enfeksiyon bulgulari
kaybolduktan sonra da viral atiliminin uzun siire devam etmesi, cocuk kliniklerinde
salgin yapabilmesini kolaylastirmaktadir. Hem 6liime neden olabilmeleri hem de gu-
nimizde etkili tedavilerin gelistirilememis olmasi nedeniyle, viral gastroenteritlerle
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miicadele kapsaminda epidemiyolojisinin mutlaka siirveyans calismalariyla takip
edilmesi gerekmektedir.

Genis bir cografyada yer alan lilkemizde gastroenterit salginlarina neden olan eti-
yolojik ajanin dogru ve hizli sekilde tanimlanmasinin, alinacak énlemler ve uygula-
nacak tedaviler agisindan ¢ok biyik bir 6nem tasidig tartismasiz bir gergektir. Bu
kapsamda eski adiyla Refik Saydam Hifzissihha Merkezi , yeni yapilanmada Tirkiye
Halk Saghgi Kurumu’nun en 6nemli gérevlerinden biri Glkemizdeki salgin arastirma-
larini hizli ve dogru bir yolla gergeklestirip kisa siirede sinirlanmasini saglamaktadir.
Bu amagla kurum blinyesinde kurulan Erken Uyari ve Yanit Birimi’nin 6nemli go-
revlerinden birisi, ilgili diger birimlerle de koordineli bir sekilde g¢alisarak ¢ok hizh
yayilma potansiyeli bulunan su kaynakli salginlara miidahele etmektir. Bu kapsamda
gonderilen 6rnekler, ayni zamanda bakteriyel ve paraziter etkenler agisindan da in-
celenmektedir.

Akut gastroenterit etkeni agisindan arastirilmak Gzere, farkl zaman dilimlerinde ve
cok cesitli cografik bolgelerden laboratuvarimiza gonderilen 6rnekler, viral etkenler
acisindan molekiler yontemler kullanilarak incelenmektedir. 2009 yilindan itibaren
merkezimize génderilen salgin érneklerinin ve saptanan etkenlerin dagilimi Sekil 1
ve 2’de gosterilmistir.
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Sekil 1. Viral gastroenterit etkenlerinin 2009-2012 yillarindaki salginlara gore dagilhmi
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Sekil 2. Salginlarda izole edilen etkenlerin dagilimi (2009-2012)

Akut gastroenteritlerin mevsimsel bir dagihm gostermedigi, yilin her déneminde et-
ken olabilecekleri ve bu nedenle kisisel koruyucu ve toplumu koruyucu tedbirlerin
her zaman devam ettirilmesi gerektigi unutulmamalidir. Sebeke sularinin klorlan-
masi, filtrelenme sistemlerinin gézden gegcirilmesi gibi genel dnlemler ve kisisel hij-
yen kurallarina dikkat edilmesi gibi korunma énlemlerinin etkin bir sekilde ayarlana-
bilmesi i¢gin, bu viral ajanlara ait lilke bazinda epidemiyolojik verilere ihtiyag oldugu
ortaya ¢ilkmaktadir. Sonug olarak, akut gastroenteritlerin viral ajanlar ile oldukga sik
olarak gorulebildigi ve bu ajanlarin ¢coklu enfeksiyon etkenleri olarak karsimiza gika-
bildigi hatirdan ¢ikarilmamalidir. Ayrica gcalismalarini yapti§imiz norovirus, rotavirus,
astrovirus ve adenovirus gibi etkenleri, yilin her zamaninda ve degisik cografi bolge-
lerde akut gastroenterit patojeni olarak tespit etmenin miimkiin oldugu da unutul-
mamalidir. Kontrol dnlemlerinin alinmasi ile akut gastroenterit salginlarini nlemek,
bdylece hastaliga bagl saglik harcamalarini azaltarak ve isgiicii kaybini 6nleyerek
hastalik yikiinl azaltmak da miimkin olmaktadir.
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PANEL 5: ANTIMIKROBIYALLERE GENOMIK YAKLASIM

ANTIMIKROBIYAL iLAGCLARIN GELISTIRILMESINDE GENOMIKLER

Prof.Dr. Meltem YALINAY CIRAK
Gazi Universitesi Tip Fakiiltesi, Tibbi (Klinik) Mikrobiyoloji Anabilim Dali, Ankara.

Bircok antimikrobiyale direncli patojenik mikroorganizmanin ortaya ¢ikmasi glinii-
miizde ¢cok énemli bir sorun olusturmaktadir. Bu durum antibakteriyel ila¢ kesfi ve
kullanimi icin ¢ok ciddi yeni yaklasimlara gereksinim oldugunu ortaya koymaktadir.
Tum genom sekanslama, genotiplendirme ve gen ekspresyon profillemesi gibi ge-
nomikler konusundaki gtincel gelismeler, antimikrobiyal yollarini anlamak igin sahip
oldugumuz temel bilgilerin gelismesine ve yeni hedeflerin kesfedilmesine olanak
saglamaktadirt?,

Kullanimda olan birgok antibiyotik sadece DNA replikasyonu, protein translasyonu
ve hiicre duvar sentezi gibi ¢cok sinirl sayida biyolojik yolu hedeflemektedir. Geno-
mikler yeni mikrobiyaller icin alternatif hedef olusturacak yeni biyolojik yol belirlen-
mesi icin hizli bir tanimlama aracidir.

Konakta olmayan esansiyel proteinler ve yolaklarin tanimlanmasi

Esansiyel genlerin tanimlanmasi, genomiklerin antibiyotik hedeflerinin belirlenme-
sine sagladigi en 6nemli katkilardandir. Kullanimda olan antibakteriyellerdeki hedef
gen sayisl, bilinen esansiyel genlerle karsilastirilinca oldukga sinirlidir (Tablo 1). Mik-
roorganizma genom sekanslarina dayall transpozon mutagenezi ve alellik degisim
gibi stratejiler aday esansiyel genlerin haritalanmasi ve rekombinant suslarin olus-
turulmasinda yaygin olarak kullanilmaktadir. Karsilastirmal genomikler ise 6karyot-
larda olmayan veya evrimsel olarak uzak korunmus genlerin arastiriimasini saglar®*.
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Tablo 1. Antibakteriyellerde bilinen esansiyel genler ve kullanimda olan hedefler.

Hedef Bilinen esansiyel Kullanimda olan antibakteriyell-
genler erdeki hedef sayisi
DNA replikasyonu 19 3
Bollinme 5 0
Transkripsiyon 6 1
Translasyon 54 7
Yag asidi sentezi 7 1
Hucre duvar sentezi 11 2
Nukleotid sentezi 8 0
Ko-enzim sentezi 4 2

Viriilans genlerinin tanimlanmasi

In vivo ifadelenen viriilans faktdrleri ve genler potansiyel tedavi hedefleridir. imza
etiketli mutagenez konakta yasayan ve ¢ogalabilen mutantlari gosterirken, in vivo
ekspresyon teknolojisi (IVET) enfeksiyon sirasinda indiiklenen genleri tanimlar. Mik-
rogipler ve transkriptom sekanslama IVET duyarliigini arttirmakta, yeni jenerasyon
sekanslama da imza etiketli mutagenez kapasitesini cogaltmaktadir®.

Antibiyotik etki ve direng yollarinin anlagilmasi

Antibiyotiklere yanitta transkriptom profilleme, adaptif mutasyonlarin haritalanma-
si, fonksiyonel genomikler ve karisik bakteri poptlasyonlarinin yiiksek ciktili profil-
lenmesi ve toplumdaki yaygin direncin izlenmesi, antibiyotik etki yollarinin daha iyi
anlasilmasina yol agacaktir®.

Teragnostik ve kisisel tedaviler

Tedavi ve taninin hasta bazinda kisisel olarak ele alinmasina “teragnostik” denmek-
tedir. Hasta ve bakterinin genotiplendirilmesi ile her iki tarafli tedavi secenekleri
daha dogru sekillenebilecektir?.

Metagenomikler ve antibiyotikler

Antibiyotik ve mikroflora arasi iliskileri ortaya koyar. Yeni biyosentetik gen gruplari-
ni tanimlar. Genomikler sadece yeni antimikrobiyal hedeflerin gelistirilmesini degil,
ayni zamanda etkisi ve etkinliginin anlasiimasi, direng yollarinin aydinlanmasi, an-
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tibiyotik biyosentezinin optimize edilmesi ve enfeksiyon hastaliginin spesifik tedavi
kosullari icin kisisel tedavi stratejilerinin olusmasina 6nemli katkilar saglamaktadir’.
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ANTIMIKROBIYALLERE DIRENCIN MOBIL GENETIK ELEMANLARI VE
KARAKTERIZASYONLARI

Doc.Dr.Biilent BOZDOGAN
Adnan Menderes Universitesi Tip Fakiiltesi, Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali, Aydin

Antibiyotiklerin 6nemli bir bolimi dogal olarak bakteriler veya mantarlar tarafin-
dan sentezlenirler. Mikroorganizmalarin bu molekilleri sentezlemeleri izole olarak
bulunmadiklari ve diger mikroorganizmalarla paylastiklari mikrodiinyada kendileri-
ne bir avantaj saglar. Clink( antibiyotikleri sentezleyen bakteriler sentezledikleri bu
molekiillerden etkilenmezler. Dogal olarak sentezledikleri bu molekillere kendile-
rinin ve bunlara maruz kalan diger mikroorganizmalarin bagisik olabilmesi, ancak
birtakim diren¢ mekanizmalarinin varligiyla miimkiin olabilmektedir. Bu direng me-
kanizmalari mutasyona bagl olabildigi gibi kromozom (izerindeki genler tarafindan
kodlanan proteinlerle de saglanabilmektedir. Mikroorganizmalar arasi gen transferi
sayesinde bu direng genleri ayni tiir veya ayni cins bakteriler arasinda yayilabilmek-
te, hatta cinsler arasi ge¢is de mimkin olabilmektedir. Direng genlerinin hiicreler
arasinda transferini saglayan birbirlerinden ¢ok farkl mobil genetik elemanlar mev-
cuttur. Mobil genetik elemanlar arasinda plazmidler, transpozonlar, integratif konju-
gatif elemanlar (ICE), genomik adaciklar ve integronlar sayilabilir. Turler arasindaki
farklilagsmayi saglayan en 6nemli faktorlerden biri de mobil genetik elemanlardir ve
transfer isleminde gorev alan transpozazlarin dogada en yaygin olan genler oldukla-
ri bildirilmistirt. Farkli mobil genetik elemanlar bir arada bulunarak mozaikler olus-
turabilmektedir. Bir ICE UGzerinde transpozon(lar) yer alabilmekte veya konjugatif
bir plazmid transpozon ve/veya integron tasiyabilmektedir. Sonugta tiire veya cinse
bagh mobil genetik elemanlardan ziyade tir veya cins bagimhhgi olmayan hareket-
lilikler ve bagimsiz mobil genetik elemanlar ortaya ¢cikmistir.

Genetik tastyicilarin tanimlanmasi

Direng genlerinin bulundugu genetik elemanlarinin ve tasiyicilarin tanimlanmasi,
bu direng genlerinin yayiiminin éngériilmesi agisindan dnemlidir. Ozellikle mobil
plazmidler Gzerinde yer alan direng genlerinin farkl klonlara, farkli tiir ve cinslere
yayilma olasiligi yliksektir.
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Kromozomal ve plazmidik diren¢ ayrimi

Bir direng geninin lokalizasyonu igin kullanilan en 6nemli yontemlerin basinda hibri-
dizasyon gelir. Direng geninin PCR ile ¢cogaltilmasi ve isaretlenmesi sonucunda prob
olarak kullanilmasi miimkiin olur. Bu isaretleme radroaktif molekiillerle, floresanla
veya enzimlerle yapilabilir. Daha sonra restriksiyon enzimleriyle kesilen hiicre total
DNA’si, olusan fragmanlarin ayirimi amaciyla elektroforeze tabii tutulur ve ayrilan
fragmanlar nitroseliiloz membrana blotlama yoluyla aktarilir. Probla hibridizasyon
sonucu hangi fragmanin direng genini tasidigi belirlenebilir. Kullanilabilecek enzim-
lerden birisi de I-Ceul enzimidir. Bu enzim 23S rRNA’'da tanidigi 19-26 bazlik bir bol-
geden gesitli bakteri cins ve tirlerin kromozomlarini keser. Bu nedenle hibridizasyon
sonrasi eger direng geniyle hazirlanan prob I-Ceul fragmanlarindan birisini isaretli-
yorsa bu direng geninin kromozomal oldugu anlamina gelir (Sekil 1)2.

Plazmidik ve kromozomal direng geni ayiriminda kullanilabilecek ikinci bir yol ise
restriksiyon yapilmamis kromozomal ve plazmidik DNA elektroforezi sonrasi aranan
genlerle olusturulan problar araciligiyla gen lokalizasyonunu belirlemektir. Toplam
4 direng geni tasiyan bir susta, Enterococcus faecium HM1032, bu genlerin loka-
lizasyonu arandiginda, Sekil 2’de goruldigi gibi ermAM, satA ve vanA genlerinin
plazmidik, vgb geninin ise kromozomal oldugu bulunmustur?.

Plasmid izolasyonu sonrasi hassas bakteriye plazmid aktariimasi ile direng kazanil-
masinin gosterilmesi de, direncin (izerinde tasindigi genetik elemanin karakterizas-
yonu icin kullanilmaktadir.

M 1 4 5M12345
- -

kb 220008

1125

Sekil 1. I-Ceul enzimiyle kesilmis Bacillus clausi suglar (solda), erm34 geni ile hazirlanmis probun
tutundugu I-Ceul kromozomal fragmani (Bozdogan 2004).
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Sekil 2. A paneli Hat 1: Kromozomal DNA, Hat 2: Plazmidik DNA, Hat 3: Transforman plazmidik DNA; B, C,
D ve E sirasiyla ermAM, satA, vanA ve vgb problariyla hibridizasyon. Genlerden vgb kromozomal digerleri
ise plazmidiktir (Bozdogan 1999).

Direng¢ gen mobilitesinin arastiriimasi

Antibiyotik direncinin alici bir konjugasyon yoluyla aktarilmasi, direng geninin mobil
bir genetik eleman (izerinde oldugunun goéstergesidir. Bunun igin alici susta kromo-
zomal bir direng olmasi gerekir. Aktarilan direngle birlikte alicinin kromozomal di-
rencini birlikte tasiyan suslarin segilecegi segici besiyerlerinin hazirlanmasiyla trans-
konjugantlar secilebilir. Aktarilan genin hangi kromozomal fragmana yerlestigi de
hibridizasyon yontemiyle arastirilabilir. Genellikle genetik elemanin kromozoma yer-
lesmisiyle PFGE ile elde edilecek makrofragmanlardan birisinin kayboldugu ve yeni
bir fragmanin ortaya ciktigi gozlenir (Sekil 3). Direng genini tagiyan eleman bazen
plazmid olarak aktarilir, bazen de plazmid olsa dahi kromozom igerisine yerlesebilir.
Sekil 3'de A panelinde alici susta olmayan 2 fragmanin transkonjugantta belirdigi ve
bunlardan birisinin direng genini tasidigi gorilmektedir. Bu da iki fragmanin toplam
buylikligl olan 240 kilobaz (kb)’lik bir plazmid gegisini gostermektedir. B panelinde
ise alici susta 280 kb'’lik bir fragmanin kayboldugu ve transkonjugantta aktarilan geni
tasiyan 520 kb’lik bir fragman ortaya ciktigi gérilmektedir. Bu da kromozomdaki
280 kb’lik fragman igerisine 240 kb’lik bir fragman eklendigini gostermektedir®.
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Sekil 3. Konjugasyonla aktarilmis direng geni. A paneli Hat 2: Alici sus, Hat 1: Transkonjugant.
Transkonjugantta 180 ve 60 kb’lik 2 fragmandan bliylk olani aranan direng genini tagimaktadir. Kaybolan
bant olmamasi, direncin plazmidik oldugunu gostermektedir. B paneli Hat 1: Alici, Hat 2: Transkonjugant.
Alicidaki 280 kb’lik fragman 240 bazlik aranan geni tasiyan fragmani almig ve transkonjugantta 520 kb’lik
yeni bir bant ortaya ¢ikmistir. Kromozoma 240 bazlik bir fragman eklenmistir.

Direng geninin ¢evresinin sekanslanmasi

Direng geninin transpozon veya plazmid gibi genetik eleman tzerinde oldugu hib-
ridizasyon yoluyla belirlense de, bu genetik elemanin tanimlanmasi igin sekanslan-
masi gerekir. Genetik elemanin sekanslanmasi i¢in ise iki yontem kullanilabilir:

Klonlama

Klonlama ile gen ve gevresindeki bolgenin birlikte bir plazmid igerisine alinmasi sag-
lanir. Daha sonra bu “fragman insert” ¢ogaltmak igin hazirlanan primerler aracili-
giyla sekanslanabilir. Eger tek bir seferde sekanslanamiyorsa her sekans analizinden
sonra yeni bir primer olusturularak ileri bélgenin sekanslanmasi saglanabilir (walk
in sequence).

PCR

Inverse PCR: Total DNA'nin restriksiyon enzimiyle fragmanlar haline getirilmesi ve
fragmanlarin ligasyonla sirkller hale getirilme esasina dayanir. PCR igin kullanilacak
primerlerin yoni ise gen disina dogru olur. Boylece direng geni degil fragmanda
eklenen bolge cogaltilmis olur®.
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Tail PCR: Bu yontem ise, gen icinden spesifik primerlerle gen disindan arbitrary de-
generate primers (AD primer) kullanilarak yapilan nested PCR serileri sonucu elde
edilen fragmanlarin sekansi esasina dayanir. Genlere komsu bélgelerin sekansini ko-
laylastirmak igin gelistirilmistir®.

Sonug¢

Bir direng geninin tanimlanmasi kadar bu direng geninin lizerinde yer aldigi genetik
elemanin tanimlanmasi da 6nemlidir. Bu genin nasil yayilacaginin, hangi bakterilere
ulasabileceginin ve yayilim ivmesinin dngoriilmesinde genetik elemanlarin tanim-
lanmasi temeldir. Bu konuda farkh yéntemler gelistiriimektedir. Sekans islemlerinin
giderek daha ucuzlamasi ve genom sekanslarinda hiz artirici ve maliyet dusirici
gelismelerin gerceklesmesiyle, bakteri kromozomlarinin daha yaygin sekanslanmasi
ve genleri tasiyan ve yayilimlarina neden olan mekanizmalarin daha ¢abuk aydinla-
tilmasi mimkiin olacaktir.
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ANTiMiKROBIYAL DIRENC GENLERiNIN TESPITi

Dog. Dr. Barig OTLU
inénii Universitesi Tip Fakiiltesi, Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali, Malatya

Sulfonamidlerin 1930’lu yillarda kesfedilmesinin ardindan, kisa siire icerisinde bir-
cok farkli antibiyotik sinifi tanimlanmis ve buna bagh olarak enfeksiyon hastalikla-
rindan 8lim oranlari hizla azalmistir. Oyle ki; 1966 yilinda Time Dergisinde ¢ikan
bir yazida, bakteriyel ve viral hastaliklarin 2000 yili itibariyle biyik ihtimalle orta-
dan kalkacagi konusunda uzmanlarin hemfikir olduklari dngorisiine yer verilmistir.
insanoglunun mikroorganizmalar karsisinda ilan ettigi bu erken zafer sevinci, hizla
gelisen direng¢ sorunu ve yeni antimikrobiyallerin kesfedilmesindeki ivmenin azal-
masi ile yarim kalmistir. Amerikan Mikrobiyoloji Akademisi tarafindan 2009 yilinda
yayinlanan antibiyotik direnci ile ilgili bir raporun 6nséziinde; “antibiyotik direnci ile
miicadele bir savastir ve biz asla kazanamayacagiz” vurgusu yapilmaktadir.

Antimikrobiyal direncin tespit edilmesi, enfekte hastalarin optimal tedavilerinin
saglanmasi ve direncin toplum icinde yayilmasinin 6nlenmesi agisindan oldukga
o6nemlidir. Direncli bakterilerin saptanmasi, enfeksiyon kontrol énlemleri ve anti-
mikrobiyal stirveyans ¢alismalari icin de temel olusturur.

Antimikrobiyal direncin genetik temelinde hiicresel genlerdeki mutasyonlar yer al-
maktadir. Antimikrobiyallere karsi direng mekanizmalari su sekilde siralanabilir:

e Antimikrobiyal ajani inaktive edecek enzimlerin tretimi,

e Antimikrobiyal ajanin etki edecegi hedefin asiri Gretilmesi ya da alternatifinin
Uretilmesi,

e Antimikrobiyal ajanin baglanacagi hedefin degistirilmesi,

e Antimikrobiyal ajanin hedefine ulagsmasinin engellenmesi,

e Antimikrobiyal ajanin aktif pompa sistemi ile disari atilmasi.

Direncin belirlenmesinde kullanilan fenotipik yontemler, yeni gelisen molekdiler tek-
niklerle karsilastirildiklarinda halen “altin standart” olarak kabul edilmektedirler. Bu
yontemler, bakteri tirlerine gére degerlendirme standartlari dnceden belirlenmis
ve kolay uygulanabilir olmalarina ragmen bazi 6nemli dezavantajlara sahiptir. Or-
negin; bakteri popllasyonlarinda direng genlerinin varligi/ekspresyonu heterojen
olabileceginden ya da bazen indiklenmesi gerekebildiginden direncin varhigi her
zaman tam olarak gosterilemeyebilir. Ayni zamanda, kltir sartlari veya inokulim
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miktari bu testlerin performanslarini etkileyip hatali sonuglara yol agabilir. Fenotipik
yontemlerle antimikrobiyal duyarlilik testleri icin klinik 6rneklerden bakterinin saf
olarak izole edilmesi zorunludur. Bu islemler sirasinda subkdltirler de gerekebilece-
ginden zaman kaybina yol agmaktadir. Zaman faktora 6zellikle yavas ve glic Greyen
bakteriler i¢cin daha da énemli hale gelmektedir. Direncin tespit edilmesinde ge¢
kalinmasi veya hatali sonuglar, direncli suslarin tedavisini ve kontrolini zorlastir-
maktadir.

Molekiler yontemler, 6zellikle fenotipik yontemlerin yetersiz kaldigi durumlarda
direnc genlerinin tespiti icin giderek artan oranlarda kullaniimaktadir. Ozellikle fe-
notipe yansimayan direng tespitinde ya da direncin karakterizasyonu gerektiginde
molekiiler yontemler rakipsizdirler. Molekdler biyoloji alanindaki son teknolojik ge-
lismeler, dirence yol acabilecek ¢cogul gen mutasyonlarinin tespit edilmesini ve eks-
prese olan sekanslarin karsilastirmali analizlerinin yapilmasina olanak saglamistir.

Antibiyotik direncinin molekiler yontemlerle genotipik olarak saptanmasinin bazi
avantajlari sunlardir:

e Dirence neden olan genetik faktoériin bulunup bulunmadigi cevabini net bir
sekilde verir.

e Duyarlilik, orta diizey duyarlilik ve direng gibi tlkeden llkeye degisebilen feno-
tipik kategorilere bagimli degildir.

e Dislk duzeyde dirence neden olan mekanizmalari saptamak daha kolaydir.

e Klinik 6rneklerden direkt olarak galisilabilmesi tespit siiresini kisaltir.

e Kolay ve hizli yorumlanabilir, etkin antimikrobiyal tedavinin baslanmasini
saglar.

* Yogun olarak bakteri kiltlrine ihtiya¢ duyulmadigindan biyolojik tehlike riski
daha dusuktar.

e Direncin yayllmasinda 6nemli olan genetik elemanlar (integron, plazmid ve
transpozonlar) ancak molekiler yontemlerle saptanabilir.

Molekiiler yontemler, sagladiklari tim bu avantajlarin yaninda bazi dezavantajlara
da sahiptir:

e Buyodntemlerle antimikrobiyal direng genleri tespit edilmektedir. Oysa anti-
mikrobiyal tedavi segimi, duyarliligin saptanmasina gore yapilir.

e Sadece bilinen direng genleri arastirilabilir, yeni direng mekanizmalari tespit
edilemez.

e Primer baglanma bélgelerindeki mutasyonlar PCR amplifikasyonunu engelle-
yerek hatali negatif sonuclara yol acabilir.

* Gen ekspresyonunu etkileyen mutasyonlar, genin ifadelenmesini saglayan 6z-

7. Ulusal
116 Tanisal ve Molekiiler Mikrobiyoloji Kongresi



gll mRNA’larin tespiti hedeflenmedikge saptanamaz. Direncin bu tipi 6zellikle
Stenotrophomonas maltophilia, Pseudomonas aeruginosa ve Acinetobacter
turleri gibi cogul direncli nonfermentatif gram-negatif bakterilerde gérilmek-
tedir.

Tdm bu nedenlerden dolayi gliniimizde kullanilan molekiler testler, antimikrobiyal
duyarhhk saptamada kullanilan rutin fenotipik metodlarin yerini hentiz alamamistir.

Direncin tespitinde genotipik ve fenotipik yontemlerin birlikte degerlendirilmesi,
yontemlerin dezavantajlarini giderirken, sonuglarin dogrulanmasina da yardimci
olur. Ayrica fenotipte goriilen bir direng profilinin genotipik olarak tespit edileme-
mesi, yeni direng mekanizmalarinin fark edilmesini de saglar.

Nikleik asit amplifikasyon ve hibridizasyon tekniklerindeki son gelismeler; antimik-
robiyal direng genlerinin tespitini ve gen ekspresyonlarinin gésterilmesini kolaylas-
tirmistir. Her iki yontemde de, prob ve primer dizayni igin veri bankalarindaki se-
kans bilgileri temel alinir. Antimikrobiyal direng genlerinin yer aldig1 bélgenin dogru
secilmesi, uygun ve 6zgil primer/prob tasariminin yapilabilmesi agisindan oldukgca
onemlidir. Secilecek prob ve primerler, tanimlanmis bir direng genine ya da bir mu-
tasyonu gostermek icin belirli bir baz pozisyonunda meydana gelen tek nikleotid
degisikliklerine 6zgli olabilir.

Antimikrobiyal direng genlerini saptamak i¢in en sik kullanilan nikleik asit amplifi-
kasyon yontemi polimeraz zincir reaksiyonu (PCR)’dur. Bu yontem, direng genlerini
arastiran diger bircok molekiler teknik icin de temel olusturmaktadir. Konvansi-
yonel PCR icin ¢cok sayida antimikrobiyal direng geni hedef olarak tanimlanmistir.
Ornegin; Staphylococcus aureus’larda metisilin direncinin tespiti icin “Clinical and
Laboratory Standards Institute” (CLSI) tarafindan 6nerilen bir¢ok fenotipik yontem
olmasina ragmen, konvansiyonel PCR yontemiyle direncten sorumlu mecA geninin
gosterilmesi “altin standart” yontem olarak kabul edilmektedir. Cinki direncin eks-
presyonu ¢ogunlukla heterojendir ve ozellikle dislik diizey metisilin direncine sahip
izolatlar kltlr sartlarindan etkilenebilir.

Bakteriler arasinda direncin hizla yayilmasinin bir nedeni de, direng genlerinin in-
tegron gibi mobil genetik elementler lizerinde tasinmasidir. integronlar, integraz
geni (intl) ve rekombinasyon bélgelerini (att!) icerirler. integronlar, integraz genle-
rindeki sekans farkliligina gore siniflandiriimislardir. Direncin yayilmasinda 6nemli
olan bu genetik faktorler molekiler yontemler ile gosterilebilir. Konvansiyonel PCR
ile yapilan galismalar, Enterobacteriaceae liyelerinde, aminoglikozid ve trimetoprim
direncini kodlayan gen kasetlerinin sinif-1,2,3 integronlarda, metallo-beta-lakta-
mazlari kodlayan (IMP, VIM, SPM-1 ve GIM-1) genlerin ise 6zellikle sinif-1 integron-
lar Gizerinde baskin oldugunu ortaya koymustur.
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Streptococcus pneumoniae’da penisilin direnci giderek artmaktadir. Penisilin G diski
ile yapilan fenotipik direng testlerinde gliclikler yasandigindan bu amagla oksasilin
diski kullanilmaktadir. Ancak yapilan galismalarda, oksasilin diski kullanilarak yapilan
disk difiizyon testlerinde direngli bulunan suslarin da, mutlaka diliisyon yontem-
leriyle dogrulanmasi gerektigi bildirilmektedir. S.pneumoniae’de alti penisilin bag-
layan protein (PBP) bulunmaktadir. Bunlardan; pbpla, pbp2b ve pbp2X'i kodlayan
genlerde olusan “mozaik mutasyonlar” penisilin direncine neden olmaktadir. Gilles-
pie ve arkadaslarinin yaptigi bir calismada; dirence neden olan mutasyonlarin varli-
g1, PCR-RFLP (restriction fragment length polymorphism) yontemi ile arastiriimistir.
Bu yontemde, PCR Urlnleri Hinfl enzimi ile kesilerek olusan fragmanlarin biyuk-
lGgline ve sayisina gore penisilin direncine neden olan mutasyonlar belirlenmistir.
PCR-RFLP yontemi, H.pylori’de klaritromisin direnci (23S rRNA genindeki nokta mu-
tasyonlar), Salmonella enterica serovar Typhi'de florokinolon direnci (GyrA genin-
deki nokta mutasyonlar) ve Serratia marcescens GSBL tiplerinin tespit edilmesi gibi
daha birgok farkli galismada kullaniimistir.

Farkli antimikrobiyal diren¢ genlerini ayni anda saptamak icin, tek reaksiyonda
birden fazla hedefin ¢ogaltiimasina olanak saglayan multipleks PCR yontemlerinin
gelistirilmesi, ikinci jenerasyon molekiler yéntemlerin dogusu olarak nitelendiril-
mistir. Bu yontemlerin kullanimi ile hedef DNA'nin tespiti, zaman ve maliyetten ka-
zang saglamaktadir. Ozellikle, vankomisine direngli enterokoklarda (VRE) oldugu gibi
direngten sorumlu birden fazla genin oldugu durumlarda bu yéntem oldukga kulla-
nislidir. Vankomisine direngli enterokoklarin, kiilttir ve duyarhhk testleri kullanilarak
saptanmasl MRSA’ya oranla daha zordur; 6zellikle de diisiik diizeyde direnci sapta-
mak bu bakterilerde daha glictir. Depardieu ve arkadaslari yaptiklari calismada; sta-
filokok ve enterokoklardaki vankomisin direng genlerini arastirmak icin multipleks
PCR yontemini kullanmislardir. Gelistirdikleri yontemde; 10 farkh primer ciftini tek
bir reaksiyonda kullanarak, ayni anda hem bu bakterilerin tir dizeyinde ayirimini
yapmis (S.aureus, S.epidermidis, E.faecalis, E.faecium) hem de alti farkh glikopeptid
direncini (vanA-E) tespit edebilmislerdir. Multipleks PCR yontemleri gelistirilirken,
primerlerin erime derecelerinin yakin ve birbirleriyle hibridize olma olasiliklarinin
diistk olmasina dikkat edilmelidir. Ayrica amplifikasyon Grinlerinin, jel elektroforezi
ile birbirlerinden agik bir sekilde ayirt edilebilir olmalari gereklidir.

Gergek zamanl (real-time) PCR (RtPCR) yontemlerinin gelistirilmesi, tanisal mikro-
biyolojinin her alaninda oldugu gibi antimikrobiyal direng¢ genlerinin tespitinde de
bircok avantaji beraberinde getirmistir. Klasik nikleik asit cogaltma yontemlerinden
daha hizli ve daha duyarli olan RtPCR yontemlerinde, amplikonun analizi igin reak-
siyon tipUnin agiimasi gerekmediginden ¢apraz kontaminasyon riski daha azdir. Bu
yontemlerde ¢ogaltilan amplikonlar; floresan isaretli problarin kullanildigi TagMan,
molecular beacons, FRET (Fluorescence resonance energy transfer), Scorpions ve
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AmplifluorTM gibi yontemler ile 6zgiil olarak; SYBR Green I, YO-PRO-1 ve etidyum
bromir gibi DNA’ya baglanabilen boyalar ile 6zgiil olmayarak gosterilebilir. Fark
floresan molekdllerin, farkli dalga boylarinda isima yapmalari birden fazla hedefin
saptanabildigi multipleks PCR uygulamalarinin yapilmasina da olanak saglar. Fu-
kushima ve arkadaslari, gelistirdikleri multipleks RtPCR yontemi ile pndmokoklar-
da, penisilin ve makrolid direncini birlikte gostermislerdir. Bu ¢alismada; penisilin
direncine neden olan pbpla, pbp2b, pbp2X genleri ile makrolid direncine neden
olan ermB (23S rRNA metilasyonu) ve ermA (aktif pompa sistemini kodlar) genleri,
ayni reaksiyonda gercek zamanli olarak tespit edilmistir. Son zamanlarda, ¢ogalti-
lan hedef nikleik asidin optik olmayan yontemlerle monitérize edilmesine dayanan
elektrokimyasal RtPCR adi verilen yeni bir metod gelistirilmistir. Bu yontemde, reak-
siyon karisiminda yer alan redoks prop, ¢ogalan cift iplikli DNA’ya baglanir (interca-
lation) ve ortamin elektrokimyasal sinyal oranini azaltir. Hassas voltmetre cihazlar
ile olgiilen elektrokimyasal potansiyel fark, hedef niikleik asidin cogaldigini gosterir.
Halen gelistiriimekte olan bu sistem, digerlerine gére ¢ok daha ucuz ve duyarl bir
yontemdir.

DNA dizi analizi ydntemleri rutin mikrobiyoloji laboratuvarlarinda, bakteri tanimlan-
masl ve direng genlerinin arastiriimasinda kullanilmaktadir. Gliiniimiizde Sanger’in
zincir sonlandirma temeline dayanan, dideoksiniikleotid yontemi yaygindir. Ancak
yeni gelistirilen ve hizh bir baz dizi analizi yontemi olan pyrosequencing sistemi,
ozellikle tek nokta mutasyonuna bagh antimikrobiyal direncin saptanmasini kolay-
lastirmistir. DNA dizi analizi ile antimikrobiyal direng belirleme calismalari, 6zellikle
Mycobacterium tuberculosis, Helicobacter pylori gibi yavas ya da gii¢ Greyen mikro-
organizmalar Uzerinde yogunlasmistir. Tiiberkiloz basilinde direncin fenotipik ola-
rak tayini, 6rnegin laboratuvara ulagsmasindan itibaren 8-10 haftay bulabilmektedir.
Direncin hizla belirlenmesi, ¢ok ilaca direngli (multi-drug resistance, MDR) ve yaygin
ilag direngli (extremely drug resistance, XDR) M.tuberculosis suslarinin yayilmasinin
onlenmesi agisindan olduk¢a 6nemlidir. DNA dizi analizi, dirence neden olan mutas-
yonlarin tespit edilmesinde “altin standart” yontem olarak kullaniimaktadir.

Son yillarda gelistirilmis olan DNA mikrogip teknolojisi, antimikrobiyal direng genle-
rinin ve mutasyona bagli direncin tespitinde umut verici bir ydontem olarak gosteril-
mektedir. Bu yontem, PCR ile elde edilen floresanla isaretli amplikonlarin ¢ok sayida
farkl oligonikleotid prob iceren kati yiizeylerde, kendisine uyan probla hibridize
olmasi temeline dayanmaktadir. Yiizeye bagh problarla hibridize olan isaretli ampli-
konlarin yaydigi floresan sinyaller, daha sonra optik tarayici ile saptanarak bilgisayar
ortaminda degerlendirilmektedir. Otomatize olma potansiyeli tasiyan bu teknoloji,
ayni anda ¢ok sayida diren¢ mekanizmasinin arastirilmasini mamkan kilmistir. Fried-
rich ve arkadaslarinin toplam 157 prob kullandiklari calismada, Enterobacteriaceae
ailesi lyeleri hem tiir diizeyinde tanimlanmis hem de aminoglikozid, tetrasiklin ve
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[-laktam gibi 6Gnemli antimikrobiyallere karsi direng genleri ayni anda arastiriimigtir.
Diger bir calismada gram-negatif bakterilerde; TEM, SHV ve CTX-M gibi GSBL tipleri
arastirllmistir. Bu ¢alismada, 156 aminoasit degisikligini tespit edebilecek 618 prob
kullanilmis ve GSBL'ye neden olabilecek genler bes saatte tespit edilebilmistir. Diger
bir calismada ise; gram-pozitif bakterilerde dirence neden olabilecek 90 farkli gen,
hizli ve duyarl bir sekilde tespit edilebilmistir.

Mikroelektronik ve molekiler biyoloji alanlarindaki gelismenin bir Griini olan biyo-
sensorler; “International Union of Pure and Applied Chemistry” (IUPAC) tarafindan;
“kimyasal bir bilesige karsi verilen biyolojik yaniti optik, termal ya da elektriksel sin-
yallere donistiiren cihazlar” olarak tanimlanmaktadir. Biyosensorler ile mikroorga-
nizmalarin tespitine yonelik ¢alismalar 1990’ yillarda baslamis, ancak galismalar
son bes yil icerisinde biiyiik ivme ve gesitlilik kazanmistir. Cok az 6rnek gerektirmesi,
kisa stirede sonug vermesi ve tasinabilir olmalari gibi avantajlarindan dolayi kulla-
nim alanlari giderek genislemektedir. Gelistirilen biyosensor uygulamalarinin yakla-
sik %20’si antimikrobiyal arastirmalar ile ilgilidir. Ozellikle MRSA tespiti icin mecA ge-
ninin hedef alindig1 hizli ve tasinabilir birgok farkh tipte biyosensor gelistiriimektedir.

Antimikrobiyal direncin saptanmasinda, gelistirilen yeni yontemlerle birlikte mole-
kiiler ydntemlerin kullanimi giderek artmaktadir. Ozelikle bazi mikroorganizmalarda
bu yontemler 6ne ¢ikmaktadir. Ancak beklentinin aksine, bugiin icin rutin fenotipik
yontemlerin yerine gecebilecek ideal bir molekiler test yoktur. Her iki yontemin
birlikte kullanilmasi hem direncin dogru tespit edilmesini hem de diren¢ mekaniz-
malarinin daha iyi anlasilmasini saglayacaktir.
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PANEL 6: MOLEKULER MiKROBiYOLOJIiDE MANUEL VE
OTOMATIZE SISTEMLER

NUKLEIK ASIiT iZOLASYONUNDA MANUEL VE OTOMATIZE
SISTEMLERIN KIYASLANMASI

Doc¢.Dr.0Ozgen ESER
Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi, Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali, Ankara

Enfeksiyon hastaliklarinin tanisinda glinimiizde rutin kullanima girmis olan molek-
ler mikrobiyolojik yontemler, insan emegine olan ihtiyaci azaltmalari, hizl ve dogru
tani olanagi saglamalari ve daha yiksek standardizasyona sahip olmalari gibi 6zel-
likleri nedeniyle konvansiyonel ydntemlere tercih edilmeye baslamistir. Ozellikle kli-
nik 6rnek akisinin yiiksek oldugu tanisal mikrobiyoloji laboratuarlarinda, molekiler
yontemlerin kulllaniminda otomatize sistemler daha ¢ok 6n plana ¢ikmaktadir. An-
cak, bu yontemlerin duyarli ve 6zgiil sonuglar verebilmesi test edilecek klinik 6rne-
gin dogru secilmesine ve niikleik asitin izolasyon ve saflastirma asamasinin dogru
yapilmasina baghidir. Nukleik asit izolasyon yontemi sirasinda hedef nikleik asidin
stabilize edilmesi, toksik ¢ozeltilerin ve santrifiigasyonlarin dnlenmesi, ortaya ¢ikan
inhibitorlerin uzaklastiriimasi gibi bazi diger kriterler de g6z oniine alinmalidir.

Enfeksiyon hastaliginin tanisinda altin standart olarak kabul edilen kiiltir yontemi
icin alinan klinik 6rnek tipi, genel olarak molekiler yontemler i¢in de en uygun or-
nektir. Amplifikasyona dayali molekiler tani yontemlerinde klinik 6rnekte patojene
ait hedef genin bulundugu tek bir kopya dahi tani icin yeterli olabilmektedir. Genel
olarak, klinik 6rnegin yiksek hacimde alinmasi enfeksiyon hastaliginin tani sansini
artirmak agisindan dogru bir yaklasimdir. Ne var ki, molekiler yontemlerde kullani-
lan 6rnek hacmi 100 pl'yi gegmediginden, hedef bélgenin yogunlastiriimasi asama-
sinda karmasik basamaklarin kullanilmasi ile duyarliligin distrilmesi arasinda bir
secim yapilmasi gerekmektedir.

Uygun ornek hazirlama yontemiyle biyik hacimlerdeki 6rneklerde hedefi ¢cogaltip
gostermek mumkin olabilmektedir. Bununla birlikte, bazi diger faktorler de goz ardi
edilmemelidir. Ornegin, piriilan bir balgam ml’de 14 mg DNA igerebilmektedir. Bu
durum, buyuk 6rnek hacimlerinde ektraksiyon sirasinda DNA'nin yiksek miktarda
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bulunmasina bagli olarak 6zgiil olmayan primer baglanmasina, dolayisiyla da duyar-
liigin dismesine neden olabilmektedir.

Ornek hacmi, enfeksiyon etkeni olan mikroorganizma sayisinin test hacmi basina
distk oldugu durumlarda 6nem kazanmaktadir. Uygulanan molekiler yéntemin
duyarhhgina bagl olarak, bir molekiler mikrobiyoloji laboratuvari, enfeksiyon et-
kenine ait tek kopya sayisini saptayabilmekteyken, diger bir laboratuvar 20-50 kop-
yadan daha azini saptayamamaktadir. Bu durum, uygulanan yéntemlerin optimal
kosullara sahip olmasina ragmen, farkh laboratuvarlara ait sonuglar arasinda uyum-
suzluga neden olabilmektedir.

Enfeksiyon hastaliklarinin tanisinda en uygun érnek hazirlama yontemini belirlemek
icin gerekli kosullar; 6rnek, mikroorganizma ve hedef niikleik asidin 6zelliklerine
gore gelistirilmelidir. Ornek tipi (kan, serum, plazma, balgam, beyin omurilik sivisi,
vb), 6rnek hacmi, 6rnegin fiziksel 6zellikleri (sivi, doku, sirintd, vb), 6rnegin visko-
zitesi ve amplifikasyon inhibitorlerinin varligi, 6rnek hazirlama yonteminde dikkate
alinmasi gereken 6zelliklerdir. Ornekte bulunan mikroorganizma yiiki, yani birim
ornek hacmi icinde bulunan patojen mikroorganizma sayisi, etkenin hiicre duvar ya-
pisi ve etkenin kendiliginden hicresel lizise ugramasi gibi 6zellikler yontem sirasin-
da degerlendirilmesi gereken diger unsurlar arasinda bulunmaktadir. Hedef niikleik
asidin ozellikleri, 6rnegin; RNA veya DNA olmasi, ¢ift zincirli veya tek zincirli olmasi,
DNA kontaminasyonu olmaksizin RNA izolasyonu gerekliligi uygun 6rnek segiminde
onem kazanmaktadir.

Klinik 6rneklerden bakteriyel ve viral nikleik asitlerin saflastirilmasi amaciyla bir-
cok yontem kullanilabilmektedir. Ancak klinik mikrobiyoloji laboratuvarlarinda, her
ornek tipi icin kullanilabilecek genel otomatize bir yontem bulunmamaktadir. Tani
amaciyla yapilacak molekiiler testte kullanilan klinik 6rnekteki mikroorganizmanin
miktari, hlicre yapisi ve uygulanan yontemin hassasiyeti, yontem segiminde 6nemli
parametrelerdir. Arastirilacak mikroorganizma tirii, nikleik asit izolasyonunda se-
cilecek yontemin belirlenmesinde énemli rol oynamaktadir. Hedef molekilin tipi
de yontem se¢imine dogrudan etki eden bir faktordiir. Molekiliin RNA ya da DNA
olmasi, DNA'nin ¢ift ya da tek zincirli saflastirilacak olmasi, RNA’nin DNA kontami-
nasyonu olmadan saflastiriima gerekliligi 5nemli degiskenlerdir. DNA géreceli olarak
daha dayanikliyken, RNA klinik 6rnegin saklanmasi, hiicre pargalama ve niikleik asit
saflastirma islemleri ve daha sonraki saklama sirasinda kaybedilebileceginden daya-
nikhhigr dastktar.

Nikleik asitlerin elde edilmesinde hedefe yonelik dért basamak yer almaktadir.
Bunlardan birincisi nikleik asidin serbestlestiriimesidir. ikinci basamak niikleik
asidin dayanikhhginin artirllmasi, bunu takip eden lgilincii basamak inhibitorlerin
uzaklastiriimasidir. Son basamak ise niikleik asidin yogunlastirilarak sivi ortama yer-
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lestirilmesidir. Laboratuvar ortaminda bu basamaklar farkh sekillerde uygulama
kolayhgi bulunan konvansiyonel yontemler arasinda kaynatma yontemi, fenil-klo-
roform ve CTAB (Cetyltrimethylammonium bromide) bulunmaktadir. Bu yontemler,
kontaminasyona acik olmalari ve tam standardize olmamalarina ragmen, maliyet-
lerinin distk olmasi, basamaklara midahale edilebilme imkani sunmalari ve kisa
sirede tiketilmeyi gerektiren bir kullanma siresine sahip olmamalari nedeniyle
ozellikle arastirma laboratuvarlarinda tercih edilen izolasyon yontemleri arasinda
yer almaktadirlar.

Ticari kitler ve otomatize sistemler, konvansiyonel sistemlerde oldugu gibi, nikleik
asidin organizmadan gikartilmasi ve serbestlesen niikleik asitlerin stabilizasyonu ile
beraber inhibitorlerin uzaklastirilmasi asamalarini gergeklestirmektedirler. Nikleik
asitlerin organizmadan gikartilmasi igin kitler, daha ¢ok guanodin tiosiyanat, lizozim,
proteinaz K ve SDS gibi kimyasal yontemleri icermektedir. Nikleik asitlerin saflasti-
rilmasi ve inhibitorlerin uzaklastirilmasi asamasi ise tris, proteinaz K, guanidin-HCI
gibi kimyasal yontemlerle yapilabildigi gibi vakum ya da spin-kolon ve niikleik asidin
silika ya da manyetik boncuklara yapistiriimasi seklinde fiziksel yontemlerle de ya-
pilabilmektedir.

Ticari olarak bulunan manuel kitlerden IsoQuick niikleik asit izolasyon kiti (Orca,
ABD), Puregene izolasyon kiti (Gentra, ABD) ve Mastr Pure ekstraksiyon kiti (Epi-
centre, ABD) tamamen kimyasal yontemleri kullanirken; QIAmp (QIAGEN, Almanya)
ve High Pure saflastirma kitleri (Roche, Almanya) spin-kolon, Nuclisens izolasyon
kiti (bioMerieux, Fransa) ise silika boncuklara yapistirma yontemlerini kullanmakta-
dirlar. Spin-kolon yénteminde nikleik asitler santrifiijle bir membran filtreye tuttu-
rularak; “Boom silica” yénteminde ise nikleik asitler silika boncuklara tutturularak
saflastirilmaktadir.

Ticari kitlerin islem siiresi 1 saat 55 dakika ile 4 saat 39 dakika arasinda degismektedir.
Bu kitler, konvansiyonel yontemlere gére uygulanmasi daha kolay ve duyarlhg daha
yuksek sistemler olsalar da, otomatize sistemlere gore daha emek-yogun ve konta-
minasyona acik sistemlerdir. Bu agidan konvansiyonel yontemlere agik bir Gstlnlik
tasimamaktadirlar. Bunun yani sira, konvansiyonel yontemlere gore kitlerin belirli bir
kullanim siiresinin olmasi, test yogunlugunun ¢ok olmadigi laboratuvarlar igin kit 6m-
riiniin dolmasina ve test maliyetinin daha da artmasina neden olmaktadir.

Piyasada bulunan otomatize cihazlardan ABI 6700 (PE Biosystems Genomics, ABD),
BioRobot (QIAGEN, Almanya), Nuclisens Extractor (bioMerieux, Fransa) ve X-Tractor
Gene (Sigma-Aldrich, Almanya), tip icindeki nikleik asidin vakum altinda membran
ya da silika ortama baglanmasi prensibi ile calismaktadirlar. MagNa Pure (Roche,
Almanya), BioRobot (QIAGEN, Almanya) ve Nuclisens miniMag (bioMerieux, Fransa)
ise niikleik asidin manyetik boncuklara baglanmasi prensibi ile calismaktadir.
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MagNa Pure LC Cihazi (Roche, Almanya) 1-32 farkli 6rnegin ayni anda ¢alisiimasina
imkan veren bir sistem olup 32 6rnek 50-180 dakika iginde isleme tabi tutulmakta-
dir. Tam kan, serum/plazma, kan-kiltur hiicreleri, insan ve hayvan dokusu, bakteri
veya mantar orneklerinde tim nikleik asit, DNA, RNA, mRNA izolasyonu yapilabil-
mektedir. Tamamen kapali bir sistem icerisinde otomatik olarak ¢alisan MagNa Pure
LC cihaz, filtrasyon, santrifiigasyon ve diger tim manuel basamaklardan arindiriimis
durumdadir. Ornekler arasindaki ¢apraz kontaminasyon riski son derece diisiiktiir.

QIAGEN otomatize sistemleri iginde yer alan BioRobotM48, manyetik boncukla ayi-
rim prensibine sahip olan ve her testte 6-48 6rnek g¢alisma imkani veren ve RNA
hlcre-doku, DNA kan-doku ve viral niikleik asit izolasyonu yapabilen otomatize bir
sistemdir. Alti 6rnegi 20 dakikada, 48 6rnegi 2.5-5 saatte calisabilme imkanina sa-
hiptir. Hepa filtrasyonu ve UV sterilizasyonu ile kapali bir sistem olup ¢apraz kon-
taminasyona izin vermemektedir. BioRobotMDx (QIAGEN, Almanya) ise, ayni test
icinde 96 ornek calisabilmekte ve testi 2.5 saat icinde tamamlayabilmektedir.

Cobas AmpliPrep Cihazi (Roche, Almanya) da, 72 6rnek calisabilme kapasitesi, 4
farkli testi ayni anda uygulayabilme ve kalitatif-kantitatif sonug verebilme o6zelligi ile
yine kolay 6rnek hazirlayan, giivenilir, kapali otomatize bir sistemdir.

Molekiler mikrobiyoloji laboratuvarlarinda érnek hazirlamada kullanilan otomati-
ze sistemlerde islem siiresi 20 dakika ile 2 saat arasinda degismektedir. Otomatize
ornekleme sistemleri, uygulamada emek-yogun olmamalari ve kontaminasyon ris-
kini en aza indiren kapali sistemler olmalari gibi avantajlara sahiptirler. Bu nedenle,
pahali sistemler olmalarina ragmen, yogun is yiikiine sahip tani laboratuvarlarinda
kullaniimalari, gtivenilirlik ve hizli tani agisindan 6nem tasimaktadir. Molekiler mik-
robiyoloji tani laboratuvarlarinda 6zellikle yogun érnek akisinin oldugu durumlarda
otomatize izolasyon sistemlerinin kullaniminin bu Gstlnliklerine ragmen, arastirma
laboratuvarlarinda konvansiyonel yontemlerin kullanimi maliyetlerinin diisiik olma-
st nedeniyle tercih edilmelidir.
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LABORATUVARDA TASARLANAN (IN HOUSE) NUKLEIK ASIT
TESTLERINDE KARSILASILAN SORUNLAR VE C6ZUM ONERILERI *

Prof.Dr. Ayhan KUBAR
Gilhane Askeri Tip Akademisi, Viroloji Bilim Dali, Ankara.

Mikroorganizmalarin nikleik asitleri, genellikle enfekte hastalarin viicut sivilarinda,
basit hibridizasyona dayali molekiler tekniklerle saptanmasi mimkiin olmayan di-
stk miktarlarda bulunur. Bu nedenle niikleik asitlerin saptanmasi ve kantitasyonu
icin 6nce “cogaltma = amplifikasyon” islemine gereksinim vardir. Bunu basarmak
icin iki kategori altinda gruplayabilecegimiz molekiler biyoloji tekniklerinden ya-
rarlanilir?:

1. Hedef ¢ogaltma (target amplification)

2. Sinyal ¢ogaltma (signal amplification)

1. HEDEF COGALTMA TEKNIKLERi

Bu teknikler enzimatik reaksiyon dongileriyle mikroorganizma nikleik asit kopyala-
rini (amplikonlar) fazla sayida sentezletme prensibine dayanmaktadir. Amplikonlar
degisik yontemlerle saptanabilir ve klinik 6rneklerdeki mikroorganizma niikleik asit-
lerinin miktari kantitatif olarak ortaya konabilir.

Polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) yontemi birkag farkh isi ve bir termostabil DNA
polimeraz enzimi kullanilarak gergeklestirilir. Amplikonlar c¢ift zincirli DNA'lardr.
Nikleik asidi DNA olan mikroorganizmanin nikleik asit ekstraksiyonunu miteakip
dogrudan PCR uygulanabilir. Buna karsilik nikleik asidi RNA olanlar igin dnce ters
transkripsiyon basamagiyla komplementer zincirli DNA (cDNA) sentezine gereksi-
nim vardir. Her bir PCR dongiisii sonrasinda DNA kopyalari ikiye katlanir; teorik ola-
rak “n” sayida dongi ile reaksiyon baslangicinda mevcut olan DNA molekdillerinin
her birinin 2" sayida kopyasi sentezlenir. Gergekte 35-40 déngi sonra reaksiyon doy-
gunluga ulasir ve bir plato gizer.

Transkripsiyon Aracili Cogaltma (Transcription Mediated Amplification; TMA) izo-
termal bir reaksiyondur ve ters transkriptaz ve T7 RNA polimeraz isimli iki enzim
kullantlir. Amplikonlar tek zincirli RNA’lardir. Mikroorganizmanin nikleik asidi oligo-
nikleotid problarla yakalanir ve manyetik mikropartikillere baglanir. Amplifikasyon

*Molekiler Tani Dergisi 2007; 3(1):13-17 sayisindan bazi degisiklikler yapilarak hazirlanmigtir.

7. Ulusal
126 Tanisal ve Molekiiler Mikrobiyoloji Kongresi



RNA transkriptlerinin otokatalitik izotermal Uretimi 2 enzim yardimiyla gergeklesir.
Sentezlenen her yeni RNA, TMA islemine yeniden girer ve bir sonraki replikasyon
dongisinde kalip gorevi gorir, sonucta hedef RNA’lar hizla gogalir. Belli bir sayida
dongu sonrasinda TMA reaksiyonlari da bir platoya ulasir?.

PCR ve TMA amplikonlarinin saptanmasi klasik olarak hareketsiz oligonikleotid
problara spesifik hibridizasyon temeline dayanir. Amplikon-prob hibridleri enzima-
tik reaksiyon sonucu renk degisimi veya luminesan sinyal olusumuna neden olurlar.
Nikleik asit kalibinin relatif miktarlari ve standart amplikonlar islemin sonunda 6l-
¢ultr ve sonuglar olusan standart egriden okunur?.

Son yillarda birgok kolaylik saglayan ve hedef niikleik asidin kantitasyon imkanini
da veren gergcek zamanli (real-time) PCR teknikleri gelistirilmistir. Teknik, sentezle-
nen amplikonlarin saptanmasi ve PCR reaksiyonu sonrasinda klinik érnekler icindeki
saptanan mikroorganizma nikleik asidinin miktarinin daha reaksiyon devam eder-
ken ortaya konmasi esasina dayanir. Bu yontemler teorik olarak klasik hedef ¢ogalt-
ma yontemlerinden daha duyarlidir ve kontaminasyon riski daha azdir. Bu ydontemin
dinamik olan kantitasyon araligi giderek genislemektedir. Bu da, bu yontemlerin te-
davi edilmis veya edilmemis enfeksiyonlu hastalarda gézlenen mikroorganizma yu-
kinun ol¢lilmesinde fayda saglamaktadirl. Bu yontemlerle ayrica genotiplendirme,
mutasyon analizleri ve multipleks uygulamalari da miimkin oldugundan klinik viro-
loji laboratuvarlarinin bir pargasi haline gelmistir. “Real-time PCR” uygulamalarinda
sadece sicaklik dongulerini saglayan “thermal cycler’lar yerine, floresan olusumunu
saglayan ve olusan floresani saptayan birimleri olan 6zel “thermal cycler’lar kulla-
nilirz, Ginimuzde ¢ogaltma, saptama ve yorumlama igin kullanilan birbirine benzer
ancak bazi kiguk farklar iceren birgok sistem mevcuttur. Bu sistemlerde birkag yon-
tem kullanmak miumkundur. Fakat RNA ve/veya DNA'nin saptanmasi ve kantitasyo-
nu icin uygun primer/prob tasarimina gereksinim vardir®.

“Real-time PCR” icin laboratuvarda tasarlanabilecek hedef cogaltma
testleri

TagMan (5’ nuclease assay) yonteminde, “reporter” florokrom ve “quencher” flo-
rokrom ile isaretli bir prob, sens ve antisens PCR primerleri arasindaki hedef diziye
baglanacak sekilde dizayn edilir. Prob tizerinde iki florokrom varsa da 3’ ugtaki “qu-
encher” molekili 5’ ugta yer alan “reporter” tarafindan yayilan tim floresani dur-
durur. Her bir PCR reaksiyonu esnasinda ise DNA polimeraz enzimi primeri uzatir ve
sahip oldugu 5’-3’ ekzontiikleaz aktivitesi ile probu pargalar ve “reporter” florokrom
serbest hale gecer. Bu nedenle, gogaltma dongiileri sirasinda serbestlesen ve sistem
tarafindan saptanan floresanin miktari her bir PCR dongisiinde iretilen amplikon-
larin miktariyla orantilidir (Sekil 1)3.
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Sekil 1. Farkh dilisyonlardaki hedef niikleik asit duzeylerinin farkli floresan seviyelerinin “real time PCR”
(TagMan) yéntemi kullanilarak tespit edilmesi*

TagMan primer-prob dizayninda dikkat edilmesi gerekenler, tecriibelerimiz

Klasik anlamda primer-prob dizayni icin temel bilgilere cesitli kaynaklardan ulasila-
bilmektedir. TagMan primer-problari icin tasarim onerileri su sekilde siralanabilir:
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1.

Primerlerin ve amplikonun secim bolgeleri mimkin oldugu takdirde GC
adaciklarindan fakir olmalidir. Eger zorunlu olarak GC adaciklarindan zen-
gin bir bolge segilecekse reaksiyona %5-10 oraninda DMSO veya benzeri
denatiiran ilave edilmelidir.

Primerlerin erime 1silari (Tm) 53-62°C araliginda olmalidir. Ayni primerler
kullanilmasina ragmen 53°C’lik erime 1sisi ile 60C°lik erime 1sisiI (annealing)
arasinda reaksiyon sonuglari agisindan kullanilan Hot start Taq polimeraz ve
onun reaksiyon ortami (buffer) nedeniyle ciddi farklar olusabilmektedir. Bu
durum, her primer icin kullanildig laboratuvar tarafindan tespit edilmelidir.
Farkli primerler ayni etken veya patojenin farkli bolgeleri icin oldukca farkli
“real-time PCR” reaksiyon sonuglari dogurabilmektedir. PCR etkinligi olarak
adlandirilan bu durum daima goz éninde bulundurulmalidir.

Primerlerin 3’ uglarinin son niikleotidlerinin G veya C olmasi PCR etkinligini
arttirtan ancak yalanci pozitif sonuclara da kolay yol acabilen bir durumdur.
Bu nedenle primerlerin 3’ uglarinin son nikleotidlerinin T ve A'dan zengin
olmasi, mimkiin ise son (g niikleotidin TA olmasina dikkat edilmelidir.
“Real-time” reaksiyonu ile uygun yikseklikte pik elde edilemiyorsa, reaksiyon
GrinG PCR etkinliginin analizi icin mutlaka agaroz jel ile degerlendirilmelidir.
“Real-time PCR” test sonucunda istenen pikler elde edilemiyorsa, éncelikle
primer 2 (antisense) olmak lzere primerler 1-10 nikleotid saga-sola kaydi-
rilmal ve erime isilari artirilip-azaltilmalidir.
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7. Reaksiyonda kullanilacak primer miktari 3-25 pmol ve prob miktari ise 2-6
pmol araliklarinda bir deger olarak her test igin ayri ayri tespit edilmelidir.

8. Reaksiyonda kullanilacak MgCl, konsantrasyonu 2-6 mM araliginda test
edilerek bulunmalidir.

9. Prob dizayn ederken erime isisinin 60-68°C araliginda olmasina ve 5’ ucu-
nun TA'dan zengin olmasina dikkat edilmelidir.

10. Probu genellikle “sense” hazirlamak gerekmektedir. Ancak ihtiyag¢ olursa
“antisense” olarak da hazirlanabilecegi unutulmamahdir.

11. Probun “quencher” boyasi TAMRA yerine “BHQ-Black Hole Quencer” gru-
bu bir boya olarak secilmesinde yarar vardir.

12. Multipleks ¢alismalar igin segilecek boyalarin dalga boylarina uygun aralik-
larda olmasina ve birbirinin icine gegmemesine dikkat edilmelidir.

“Scorpion” Primer/Problari: “Reporter” ve “quencher” floresan boyalarin birbiri-
ne olan uzaklklarinin ve primer ile birlesik prob hibridizasyonunun temel alindi-
g1 bir yontemdir. Klasik ve dubleks olmak tizere iki farkli primer/prob dizayni ile
kullanilabilmektedir®. Literatiir bilgilerine gore TagMan yonteminden daha hassas-
tir. Laboratuvarimizda bu yontem (zerinde ¢alisma yapilmamistir; bu nedenle he-
nlz pratik bazi bilgiler dogrulanamadigi i¢in burada bahsedilmemistir.

“Molecular Beacons”: “Reporter” ve “quencher” floresan boyalarin birbirine olan
uzakliklarinin ve prob hibridizasyonunun temel alindigi bir yontemdir. Literatir bilgi-
lerine gbre TagMan yonteminden daha az hassastir®. Laboratuvarimizda bu yontem
Uzerinde heniiz ¢alisma yapilmamaktadir.

Floresan Rezonans Enerji Transfer (FRET) Yontemi: PCR reaktiflerine ek olarak flo-
resan boya ile isaretlenmis 2 spesifik oligonikleotid prob kullanilir. Bu problarin di-
zisi, cogaltilan DNA pargalariyla hibrid olusturacak sekilde segilir. Bu da, floresan ya-
yiliminin saptanmasini saglayan problar arasindaki oldukca etkin eneriji transferine
izin verir. TagMan yonteminde oldugu gibi 6l¢ilen floresan devam eden PCR islemi
esnasinda Uretilen DNA amplikonlarinin miktariyla orantilidir’. Laboratuvarimizda
bu yéntem Uzerinde heniiz ¢calisma yapilmamaktadir.

“SYBR Green |” boyasinin kullanildigi ydntemde, floresan boya SYBR | baglanmadigi
zaman ¢ok az floresan sinyal Uretir. PCR donglisu sirasinda ¢ift zincirli DNA ampli-
konlarina spesifik olmayan floresan boya “SYBR Green |” molekil baglanir®. Labo-
ratuvarimizda bu yontem Uzerinde, yontemin spesifik olmamasi nedeniyle ¢alisma
yapilmamaktadir.

2. SINYAL COGALTMA TEKNIKLERi

Bu tekniklerde, viral genomlar dncelikle spesifik “yakalayici” oligoniikleotid prob-
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lardan olusan bir tutucuyla hibridize olurlar. Daha sonra hibridlerden yayilan sinyal
cogalirt.

Bu teknige gore galisan bir sistem olan “Digene Hybrid Capture System”de RNA pro-
bu kullanilir. RNA-DNA hibridleri, yiizeyi bu hibridlere spesifik antikorlarla kapli tip-
lerin ylizeyine tutunur. Hareketsiz olan bu hibridler bu antikorlarla reaksiyona girer.
Ortama eklenen enzimle isaretli antikor substratlari (chemiluminescent substrate)
bir sinyal Gretimine neden olur ve bu luminometre ile 6lgulir®.

Dallanmis DNA (Branched DNA; bDNA) yonteminde, mikroorganizma niikleik asid-
leri oligonikleotid problarin hibridizasyonuyla mikrokuyucuklara tutunurlar. Sente-
tik bDNA ¢ogaltici molekiller mikrokuyucuklar icinde hareketsiz hedef hibridleriyle
hibridize olurlar (birinci jenerasyon HBV DNA ve HCV RNA ve ikinci jenerasyon HCV
RNA yontemleri). Ugiincii jenerasyon HCV ve HBV yéntemlerinde sinyal cogaltanini
artirmak (yontem duyarhhgi) icin bDNA kompleksine bir 6n ¢ogaltici molekil ek-
lenir. Saptama bir substrattan alkalen fosfataz ile katalizlenen kimyasal l[iminesanin
yayilmasi esasina dayanir. Kantitasyon, bilinen standartla es zamanli olusan standart
egriye gore yapihrl.

NUKLEiK ASIT TESTLERI

Nikleik asit testleri (NAT)'nin, enfeksiyon hastaliklari tanisinda klinik laboratuvarlarda
kullanimi giderek yayginlasmaktadir. Ozellikle PCR temelli NAT, ya ticari olarak alin-
makta ya da laboratuvar imkanlari 6lgusiinde tasarlanmaktadir (in house test). Dogal
olarak, ticari kitler siklikla saptanmasina ihtiyag¢ duyulan enfeksiyon etkenlerine yone-
lik olarak hazirlanmaktadir. Daha nadir ihtiyag duyulan testler ise daha ¢ok laboratu-
varlarca tasarlanmaktadir. Bir laboratuvarda NAT kullanimi igin 6ncelikli gereksinim bu
konuda egitim gérmus personel, gerekli alet ve cihazlarla donatilmis 6zel laboratuvar
sartlari ve kimyasallar ile 6zel sarf malzemeleridir. Bu temel gereksinmeleri mevcut
olan bir klinik laboratuvarda artik yeni bir NAT tasarlamak teorik anlamda mimkiin-
dir. Ancak bu noktada da NAT’nin sinirlari iyi bilinmeli ve karsilagilabilecek sorunlara
hazirlikl olunmalidir. Dogru ve glivenilir sonuglar elde edebilmek icin kullanilan testin
performansi degerlendirilmeli ve kalite kontrolleri yapiimalidir.

NAT performansinin degerlendirilmesi

Bir testin klinik kullanima girmesinden evvel o testin degerlendirilmesi yapiimalidir.
Bu degerlendirme islemi dokiimante edilmelidir. Yeni testler altin standart olan yon-
temlerle (kaltlr veya diger testler) karsilastiriilmak suretiyle degerlendirilebilir. Eger
bu miimkiin degilse NAT sonuglari hibridizasyon, amplifikasyon trtinlerinin dizi ana-
lizi veya alternatif NAT kullaniimak suretiyle degerlendirilebilir. Ayrica 6rneklerin bir
bolima ayrilarak yeterliligi tescillenmis baska laboratuvarlara génderilmek suretiyle
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de test degerlendirmesi yapilabilir. Bunlarin hi¢biri mimkin degilse klinik olarak
enfeksiyon tanisi konmus olan hasta 6rnekleri ile NAT sonuglari degerlendirilebilir’.

Laboratuvarda tasarlanan testlerin degerlendirilme islemi igin olusturulmus yazih
bir dokiiman olmalidir. Klinik amaglar igin kullanilmasi diistiniilen test uygun bir yol-
la mutlaka degerlendirilmeli ve bundan sonra kullanima sunulmalidir. Degerlendir-
me parametrelerinde sunlar bulunmahdir’:

Diger molekiler ve konvansiyonel laboratuvar testleriyle karsilastirma
Kontrol veya referans materyalin kullanimi

Sinirlarin belirlenmesi

Duyarlihk

Ozgulliik

Dogruluk ve tekrarlanabilirlik

Klinik taniyla korelasyon

NAT Degerlendirmesi

Enfeksiyon hastaliklarinin tanisina yénelik olarak laboratuvarda tasarlanan niikleik asit
testlerinin degerlendirilmesinde kullanilan temel prensipler su sekilde siralanabilir:

1.

2.

Kullanilan yontem ve reaktiflerle (kaynagi, hazirlanisi, saklanmasi ve sta-
bilitesi) ilgili tum detaylari igeren islemler yazili bir dokiiman haline getiril-
melidir.

Patojenin saptanmasina yonelik molekiler tani testleri icin secilen hedef
bdlgenin istenen mikroorganizma ile homolojisi ve yakin iliskili organizma-
larla gapraz reaksiyonun olup olmadigi gen bankasindan kontrol edilmelidir.
Bu basamak icin, internet baglantili bir bilgisayar ve bilgisayarda istenilen
bu islemlerin gergeklestirilmesini kolaylastiracak bir yazilima ihtiyag vardir.
Bizim laboratuvarimizda su anda bu is icin bolimimiiz 6gretim tyelerinden
Dog. Dr. Mehmet YAPAR’In yazilimini yaptigi OligoYap 5.0 isimli bir prog-
ram kullanilmaktadir. Bu programin pek ¢ok 6zelliginin yani sira, yaziliminin
tamamen Tirkge olmasi ve ihtiyaca gore yenilenebilmesi ¢cok 6nemli avan-
tajlarimizdir. OligoYap 5.0 programi igin ilgili mikroorganizmaya ait gerekli
literatir bilgileri tarandiktan sonra, o mikroorganizmaya ait korunmus gen
bolgeleri veya tim genoma ait diziler bu program yardimiyla gen banka-
sindan alinip programin arsivine eklenmektedir. Daha sonra bu gen dizileri
icerisinden ortak bir bolge bulunup spesifik veya gerektiginde mutasyon
analizi yapilarak dejenere primer ve prob dizileri tasarlanmakta ve segilen
bu bolgelerin diger mikroorganizmalarla gapraz reaksiyon verip vermedigi
yine program yardimiyla gen bankasindan kontrol edilebilmektedir.
Sinirlarin belirlenmesi: Pozitif ve negatif sonuglarin birbirinden ayrildigi esik
deger yanls negatif ve yanls pozitif sonuglarin en aza indirilmesi igin 6énce-
den belirlenmelidir.
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4. Yontemin 6zgllligu, referans yontem kullanilarak (tercihen 100 6rnekle)
ve/veya bilinen negatif 6rnekler kullanilarak degerlendirilmelidir.

5. Capraz reaksiyonlar yoniinden kommensal veya ¢apraz reaksiyon potansi-
yeli olan en az 10 ornek ile testin degerlendirilmesi yapilmaldir.

6. Eger yontemin 6zgillugi istenen diizeyde degilse hedef bolge degistiriime-
lidir.

7. Yontemin duyarhhgi referans yontem kullanilarak ve/veya bilinen pozitif 6r-
nekler (tercihen 100 6rnekle) kullanilarak degerlendirilmelidir. Nadir veya
az siklikla goriilen hastaliklar icin en az 20 6rnek test edilmelidir.

8. Kantitatif yontemlerin dinamik araliginin belirlenmesi icin bilinen standart
ornekler kullanilmali ve kendi standartlarimiz olusturulmalidir.

9. Kantitatif testlerin lineer araligi belirlenmelidir. Bunun igin her bir dillsyo-
nun en az 5 kez kullanildigi testlerin istatistik degerlendirme ile sapma ara-
lig1 ortaya konmahdir.

10. Yontem kesinligi ve tekrarlanabilirligi test edilmelidir. Bunun igin gruplar
arasindaki degiskenlik, esik degere yakin en az iki dilisyon kullanimiyla ve
20 kez tekrarlanmak suretiyle degerlendirilmelidir’.

NAT degerlendirmesi sonrasinda takip

Degerlendirme sonrasi takipte sunlar onemlidir:

1. Klinik olgular ve literatiirdeki calismalar takip edilmeli ve bir takip defteri
tutulmalidir. Bu alisiimadik durumlarin saptanmasi ve 6gretici olmasi baki-
mindan faydalidir.

2. Gen bankasina eklenen yeni diziler olma ihtimaline karsi yillik olarak ¢apraz
reaksiyonlar agisindan kullanilan diziler kontrol edilmelidir.

3. Yapilan islemlerdeki degisiklikler uygun sekilde testin performansi agisin-
dan yeniden degerlendirilmeli ve bunlar yazili hale getirilmelidir’.

Kaynaklar
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PCR UYGULAMALARINDA OTOMATIZE SISTEMLERIN AVANTAJ VE
DEZAVANTAILARI

Prof. Dr. Tijen OZACAR
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PANEL 7: GEN BANKASI UYGULAMALARI

GEN BANKASI VERILERiINiN iNCELENMESi

Doc. Dr. Mehmet Ali OKTEM
Dokuz Eyliil Universitesi Tip Fakiiltesi, Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali, izmir

1985 yilinda polimeraz zincir tepkimesinin Kary Mullis tarafindan bulunmasindan
sonraki yillarda, genetik alaninda bilginin yaygin olarak tim diinyada biriktirilme-
sine baslanmistir. Bu tarihten giinimuize dek genetik bilginin logaritmik olarak art-
masi, elde edilen verilerin diizenli ve kolay ulasilabilir veri tabanlarinda saklanmasi
gerekliligini dogurmustur. Halen elde edilen genetik bilginin DNA ve aminoasit dizi-
leri formatinda saklanmasini saglayan ve tiim diinyada kabul géren belli bash Gg veri
tabani bulunmaktadir. internet ortaminda tiim diinyanin kullanimina {icretsiz olarak
acik olan bu veri tabanlari; GenBank®, European Nucleotide Archive (ENA) ve DNA
Databank of Japan (DDBJ)'dir. Ginimizde bu veri tabanlarini diinyanin kullanimina
sunan kurumlar, isbirligine girerek veri tabanlarini en kapsamli ve esgiidiim icinde
sunmaya yonelik olarak “International Nucletide Sequence Database Collaboration
(INSDC)” adli ortaklik altinda faaliyetlerini sirdiirmektedir.

Bu sunumda yukarida adi gecen veri tabanlarindan en yaygin olarak kullanilan Gen-
Bank’da bulunan verilere dogru ve sistematik olarak nasil ulasilabilecegi, elde edilen
dizilerin nasil diizenlenecegi, diziler arasindaki benzerlik ve farkhlklarin nasil karsi-
lastirilacagi tartisilacaktr.

GenBank ve diger veri tabanlarinda niikleotid verileri DNA formatinda ve ¢ok biiytik
oranda pozitif iplik olarak bulunur. Veriler ortak uluslararasi formatlarda saklanabilir
ve indirilebilirler. Bu formatlardan en sik kullanilanlari; FASTA, NEXUS, GENBANK,
PHYLIP ve MEGA formatlaridir. Aslinda temel olarak birbirlerinden kugik farklarla
ayrilan formatlardir. Verilerin dogru ve kullanilabilir olabilmesi icin, veri tabanindan
elde edilen tiim dizilerin ayni formatta indirilmeleri ya da ayni formata senkronize
edilmeleri gereklidir. internet ortaminda birgok sitede bu formatlarla ilgili ayrintih
bilgiler bulunmaktadir (http://www.ebi.ac.uk/help/formats.html).

Gen bankasi verileri incelenirken dikkat edilmesi gereken temel bazi basamaklar
vardir. Bunlar dogru verilere ulasilmasi, verilerin elde edilerek depolanmasi, dizi-
lerin dogru bolgelerinin secilerek karsilastiriimasi ve secilen dizilerin dogru olarak
hizalanmasidir. Bu veri tabanlarindan GenBank’da adim adim verilerin aranmasi,
toplanmasi ve hizalanmasina 6rnek olarak asagidaki basamaklar verilebilir:
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1. http://www.ncbi.nlm.nih.gov/ adresi web browser’inin adres boélimiine
girilerek ilgili internet alanina gidilir.

2. Sayfanin sag tarafindaki “nucleotide” linkine tiklanarak niikleotid tarama
sayfasi aclilir.

3. “Search” bolimiindeki bosluga taranmak istenen anahtar sozciik veya mik-
roorganizma adi girilir ve taratilir.

4. Bu 6n tarama sonunda sag taraftaki “top organisms” bélimiinde gikan so-
nuglarin baslklari icinden aranilan mikroorganizma bashigina tiklanr.

5. Buradan taratilan ilgili niikleotid dizileri ¢ikar ve bu dizilerin iginden kul-
lanilmak istenenlerin sol yanlarindaki kutucuklara isaret konularak gerekli
diziler segilir.

6. Bu sekilde secilen diziler sag alttaki “send to clipboard” sekmesi ile bir say-
fada toplandiktan sonra ortak formata getirilir (6rnegin FASTA).

Bu ortak formatta toplanan indirilmis veriler hizalanarak islenmelidir. Dogru hizala-
ma yapilmasi, verilerin degerlendirilebilmesi icin cok dnemlidir. Bu amagla kullani-
lan pek cok bilgisayar yazilimi olmakla birlikte en yaygin olarak kullanilan program
CLUSTAL adi verilen bir yazilimdir. BioEdit ve MEGA gibi ¢cok amaclh genetik veri de-
gerlendirme programlarinda da bulunan bu yazilim kullanilarak, GenBank’dan in-
dirilen farkh bayuklikteki, farkh baslangig ve bitis yerlerine sahip diziler icerdikleri
genetik bilgilerin benzerlik oranlari temel alinarak alt alta getirir. Bu programlarda
hizalama yapilarak kullanilacak veriler dnemli 6lglide standart hale getirilebilir.

Kullanilacak veriler hizalandiktan sonra yazilimin 6zellikleri kullanilarak dizilerdeki
nikleotid farkhliklarinin orani, niikleotid farkliliklarinin yerleri, dizilerin igindeki belli
baslh motifler, diziler arasindaki ortak korunmus bolgeler rahatlikla gériinebilir hale
getirilmis olur.

Bu sayede secilen gruplar arasinda o genetik bilgiyi tanimlayabilen dncllerin (pri-
merlerin) dizenlenebilmesi, diziler arasinda mutasyon ya da genetik farkhliklarin
ortaya konabilmesi, ayni bolgeyi temsil eden genetik bilgilerin kullaniimasiyla birey-
lerin filogenetik agacta yerlerine dogru olarak oturtulabilmesi miimkin olmaktadir.

Diziler hizalanirken dikkat edilmesi gereken temel noktalar

1. Dogru bir analiz igin dogru hizalanmis verilerle ¢calisiimasi gerekir.

2. Hizalama verilerinin yakin benzerligi olan bolgelerle ¢alisilirken DNA, uzak
olanlar igin protein diizeyinde olmasina dikkat edilmelidir. Clinki DNA d-
zeyindeki her farkhlik, aminoasit dizilimini etkilemeyebilir.
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3. Diziler arasindaki uyumsuz bélgelere, GAP adi verilen bosluklarin nerede
ve ne oranda kullanilacagi énemlidir. Bu GAP’ler hizalanan diziler arasinda
bir dizideki genlerden birinde delesyon ya da insersiyon yiziinden olusmus
olabilir. O nedenle farkh olasiliklar goz éniinde bulundurulmahdir. Hizala-
ma programlarinda aralik koymanin bir ceza puani vardir. Araligi uzatmanin
puani aralik koymaktan daha disiktir. Hizalama programlarinin araliklar
konusunda hata yapabildigi unutulmamaldir.

4. Clustal programi ile hizalanan dizilerin BioEdit gibi elle hizalama yapilabilen
bir programda islenmesi bu nedenle 6nemli ve gerekli olabilir.

Temel ilke olarak GenBank verilerinin incelenmesinde, verilerin yeterli miktarda
ya da tamaminin toplanmasi, dogru olarak toplanmasi ve standardize edilmesi ¢ok
onemlidir. Ayrica bozuk ya da eksik gen ya da niikleotid bolgelerinin saptanmasi,
toplanan verilerin grubu temsil eden amaca yénelik bolgelerinin miimkin oldu-
gunca cok sayidaki veride incelenmesi gereklidir. incelenen dizilerin amaca yonelik
olarak yeterli buyiklikte olmasi, diziler arasindaki mutasyon ve farkliliklarin orani-
na goére verilerin degerlendirmesinin DNA veya aminoasit dizileri diizeyinde, bazen
de her iki diizeyde birden yapilmasi gerekebilir. Dogru hizalama yapilmadan grubu
temsil eden onciillerin tasarlanmasi, mutasyonlar ve genotipler gibi genetik farkli-
liklarin degerlendirilmesi, ortak restriksiyon bolgelerinin saptanmasi ve daha pek
cok analizin gerceklestirilebilmesi miimkiin degildir.

Kaynaklar
1.  GenBank Overview. http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/

2. McEntyre J, Lipman DJ. GenBank - a model community resource? http://www.nature.com/nature/
debates/e-access/Articles/lipman.html

3. Tisdall J (ed). GenBank, Chapter 10. In: Beginning Perl for Bioinformatics. 2001, O’Reilly Media.
http://oreilly.com/catalog/begperlbio/chapter/ch10.html

4.  Pannarale P, Catalano D, De Caro G, et al. GIDL: a rule based expert system for GenBank Intelligent
Data Loading into the Molecular Biodiversity database. BMC Bioinformatics 2012; 13 Suppl 4: S4.
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SAPTANAN DIZILERIN VERI BANKASINA GiRILMESI

Prof. Dr. Cengiz CAVUSOGLU
Ege Universitesi Tip Fakiiltesi, Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali, izmir.

Gunlmuzde “European Molecular Biology Laboratory (EMBL)”, “DNA Data Bank of
Japan (DDBJ)” ve “GenBank” olmak tizere ic 6nemli DNA dizisi veri tabani bulun-
maktadir. GenBank diger laboratuvarlarla ve EMBL ve DDJB gibi diger dizi veri taban-
lariyla isbirligi icinde calismaktadir. GenBank’in kullanilabilir durumda tutma sorum-
lulugu 1992’den bu yana “National Center for Biotechnology Information (NCBI)”in
sorumlulugundadir®?,

GenBank “DNA dizi veri tabani” topluma acik niikleotid dizileri ve onlarin protein
translasyonlarinin agiklamali olarak bulundugu acik erisimli bir veri tabanidir. Bu
veri tabani NCBI tarafindan “International Nucleotide Sequence Database Collabo-
ration (INSDC)”1n bir pargasi olarak yapilmistir. NCBI, “National Institutes of Health
(NIH)”in bir dali olan Birlesik Devletler Ulusal Tip Kiitiphanesi (National Library of
Medicine [NLM])’nin bir parcasidir. GenBank ve ortaklari diinya lizerindeki labora-
tuvarlarda 100.000’den fazla farkh organizmadan dretilen dizileri toplamaktadir. Ku-
rulusundan bu yana 20 yildan fazla siire gegmis olan ve verilerine tiim dinyadaki
arastirmacilar tarafindan ulasilan ve kullanilan GenBank, im biyolojik alanlardaki
arastirmacilar icin en 6nemli ve en etkili veri tabanidir. NCBI biyoteknoloji ile ilgili di-
ger bilgilerin yani sira GenBank’da genom dizi verilerinin ve PubMed Central ve Pub-
Med’de biyomedikal arastirma makalelerinin bir indeksini icerir. Tim bu veri taban-
lari “Entrez” arama motoru ile kullanilabilir. GenBank logaritmik olarak blyimekte
ve veriler her 18 ayda bir ikiye katlanmaktadir. Subat 2012 itibariyle GenBank siirim
188.0’de 149,819,246 bildirilmis diziye ait 149,819,246 lokus ve 137,384,889,783
baz bulunmaktadir. GenBank veri tabani bireysel laboratuvarlardan dogrudan goén-
derimlerin yani sira biyik olcekli sekans merkezlerinden yapilan toplu basvurular
ile ortaya ¢ikmistirt2,

Saptanan DNA dizilerinin GenBank’a girilmesi

Cesitli mikroorganizmalarin dizi analizinden elde edilen orijinal veriler uluslarara-
st bilim dinyasiyla paylasiimasi icin GenBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Gen-
Bank) gibi elektronik veri tabanlarina aktarilmalidir. GenBank’a yalniz orijinal diziler
bildirilebilir. GenBank’a Bankit kullanilarak dogrudan web-tabanh bildirim veya ba-
gimsiz bildirim programi Sequin ile bildirim yapilabilir®>,
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Bildirimde tek bir dizi, basit bir grup dizi (6rn. 16S rRNA, matK, ITS/rRNA, amoE,
tefB, cytb veya COIl setleri) veya farkh dizilerden kii¢lik bir parga varsa, web-taban-
It bildirim araci kullaniimak isteniyorsa, dizinin 6zellik agiklamasi karmasik degilse,
gelismis analiz araglarina ihtiya¢ duyulmuyorsa dizi bildirimi i¢in Banklt kullanihr.
Off-line bildirim araci kullaniimak isteniyorsa, kompleks dizi veya diziler varsa, bir
hizalama editori iceren grafik goriintiileme ve diizenleme segenekleri isteniyorsa
ve ilgili analitik araglara ag erisimi olan segenek isteniyorsa dizi bildirimi icin Sequin
kullanihr®s,

GenBank dizi bildirim politikasi

GenBank veri tabani bagvuru sahibi tarafindan belirlenen ve agiklanan yeni dizi ve-
rileri igin tasarlanmistir. Tam ekzon, kodlanmayan RNA’lar (ncRNAs), mikrosatellit-
ler veya antik DNA’lar disinda 200 niikleotid uzunlugundan az diziler, yapay olarak
birlestirilmis bitisik olmayan diziler, genomik ve mRNA dizi verisi karisimi gibi farkh
molekil tiplerinin karisimindan olusan tek diziler GenBank tarafindan kabul edil-
mez. Ayrica ¢ok daha sik olarak biyiik 6lgekli sekans merkezleri tarafindan yapilan
“Expressed Sequence Tag (EST)”, “Sequence-tagged site (STS)” ve “Genome Survey
Sequence (GSS)” verileri GenBak tarafindan kabul edilmez. EST dbEST sistemiyle,
GSS dbGSS sistemiyle ve STS dbSTS sistemiyle sunulmalidir®>,

Bankilt ile bildirim nasil yapilir?

MyNCBI, NCBI veri tabanlarina ve Banklt Bildirim Araci (Bankit Submission Tool) gibi
bildirim araclarina, giris yapilmasi icin gerekli olan bir hesap olusturulmasini saglar.
MyNCBI bildirimi yapan kisinin Banklt oturum a¢ma adini kisinin yaptigi bildirim-
lerle iliskilendirir ve gelecekteki Banklt bildirimlerini hizlandirmak icin iletisim bil-
gilerini hatirlar. Banklt araci ayrica oturum agma adini kisinin en son yarim kalmis
bildirimleriyle iliskilendirir ve daha sonra Banklt’e geri donerek yarim kalan bildirim-
lerin tamamlanmasina izin verir. Bildirimi yapan kisi Banklt’i kullanmak icin kaydol-
dugunda, gdonderenin iletisim bilgileri kaydedilir ve bildirim yapan kisi daha sonraki
bildirimlerde giris yaptiginda her zaman otomatik olarak gérintilenir3®.

Banklt bildirim araciyla dizi bildirimi yapilabilmesi icin dnce sunum yapan kisi kulla-
nici adi ve sifresini girmelidir. MyNCBI yoluyla kayit olmak icin, Banklt ana sayfasinin
Ust kisminda yer alan “Banklt kullanmak icin oturum acgin” (Sign in to use Bankit)
baglantisi izlenir ve sayfanin sol tarafindaki “hesap i¢cin kayit olun” (Register for an
account) baglantisi tiklanir. Kayit islemi tamamlandiktan sonra giris icin, ayni sayfa-
daki kullanici adi ve sifre girilir3>.
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Kullanici adi ve sifre girildikten sonra “oturumu a¢” secenegi tiklanarak Banklt bildi-
rim sayfasi agilir. Yeni bildirim yapmak icin sayfadaki “Yeni bildirim” segenegi tikla-
narak GenBank bildirim sayfasi agilir. Sayfa dokuz alt sayfadan (Contact, Reference,
Nucleotide, Organism, Submission Category, Source modifiers, Primers, Features,
Review and Correct) olusur ve yeni bir dizi verisi girilirken her bir sayfa sirayla doldu-
rulup, onaylandiktan sonra bir sonraki sayfaya gegilir. Sistem sayfalar doldurulurken
yapilan hatalar bildirir ve gerektiginde veri girisiyle ilgili uyarilari yapar. Banklt ile
bir bildirimde tek bir dizi, basit bir grup dizi bildirilebilir. Banklt bildirimi yapan kisiye
basvuru giris sayfalarinin Gst kismindaki sekmeleri kullanarak gezinmek ve 6nceden
girilen sayfalari diizenlemek igin olanak saglar®®.

iletisim Bilgileri (Contact Information): Kayittan sonra ilk kez bildirim yapilirken
“lletisim Bilgileri” sayfasindan bildirim yapan kisinin adi, adresi, telefon, faks
ve e-posta adresleri girilir. Daha sonraki Banklt bildirimlerinde bildirimi yapan
kisi baglandiginda bu bilgi kalir ekranda gériiniir. fletisim Bilgileri onaylaninca
“Kaynak” sayfasi agilir®>,

Kaynak (Reference): Kaynak sayfasindan dizi analizini yapanlarin isimleri, dizi-
nin yayin durumu, yayinlandiysa uygun atif bilgileri (yayinin bashgi, yazarlar,
sayisl, yili ve sayfalari) girilir. Sayfada girilen bilgiler onaylaninca “Niikleotit”
sayfasi agilir®>,

Niikleotid (Nucleotide): Bu sayfada ilk girilen bilgi, bildirilen dizinin serbest bi-
rakilma tarihidir. Bunun igin iki segenek girilebilir; incelendikten hemen son-
ra veya spesifik bir tarih. Daha sonra diziyle ilgili bilgiler girilir. Burada sekansi
yapilan dizinin molekdl tipi (genomik DNA, genomik RNA, mRNA gibi), sekans
yapilan genin durumu (kismi veya tam), genin topolojik (dogrusal veya halkasal)
bilgileri girilir. Halkasal diziler, tam bir dizi (tam plazmid gibi) olmalidir. Bu islem-
lerden sonra sekansi yapilan dizi veya diziler girilir. Diziler, baska bir bilgisayar
uygulamasinda yazilmis dizinin kes-yapistir ugulamasi seklinde ilgili kutucuga
eklenmesi veya FASTA dosyasi seklinde yiiklenmesiyle girilebilir. Niikleotid say-
fasindan FASTA dosyasinin nasil hazirlanacagina iliskin bilgilere ulasilabilir. FAS-
TA formati tek bir bildirimde ¢ok sayida dizi bildirimine olanak saglar. Cok sa-
yida dizi girilecekse FASTA formatinda yiklenmelidir. Tam ekzon, kodlanmayan
RNA’lar (ncRNAs), mikrosatellitler veya antik DNA’lari temsil edenler disindan
dizinin en az 200 niikleotid uzunlugunda olmasi gerekir. Sayfada girisi yapilan
bilgiler onaylaninca “Organizma” sayfasi agilir®>.

Organizma (Organism): Organizma sayfasindan dizi analizi yapilan mikroorga-
nizmanin ismi yazilip onaylanir ve “Bildirim Kategorisi” sayfasi agilir®>,

Bildirim Kategorisi (Submission Category): Bu sayfada dizinin dogrudan sunu-
mu yapan kisi tarafindan elde edilmis orjinal dizi mi ya da diger primer dizi
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analizi verilerinden tiretilmis bir dizi mi oldugu belirtilir ve onaylanir. “Kaynak
Bilgileri “sayfasi agilr®>.

Kaynak Bilgileri (Source Modifiers): Bu sayfada ilk olarak bakterinin nasil elde
edildigi ile ilgili bilgiler (kaltlirG yapilan, kaltiri yapilmadan veya zenginlestir-
me kltira) bilgiler girilir. Daha sonra bakterinin nereden izole edildigine iliskin
bilgiler, izolasyon kaynagi, izole edildigi tlke ve susun ismi girilir ve onaylanir.
“Primerler” sayfasi agilir®®.

Primerler (Primers): “Primerler” sayfasina dizi analizinin yapildigi primerler gi-
rilir. Ancak bu sayfanin doldurulmasi zorunlu degildir. Giris onaylaninca “Ozel-
likler” sayfasi agilir®>,

Ozellikler (Features): Bu sayfa, dzellikler tablosu yiiklenerek ya da direkt giris
yaparak doldurulur. “Ozellikler” sayfasindan dizisi yapilan genin ismi, kodladig
protein ve ozellikleri ve aminoasit dizisi girilir ve onaylanir. Giris onaylaninca
“Gézden gecir ve Diizelt “ sayfasi agilir®>,

Gézden gegir ve Diizelt (Review and Correct): “G6zden gegir ve Diizelt” sayfasin-
da girilen bilgilerin GenBank sayfasinda yayinlanacak son gériinim g¢ikar; bu
gorinim gozden gegirilerek gerek duyuldugunda ilgili sayfalara geri doniliip
gerekli diizeltmeler yapilabilir. Son kontrolden sonra “Son bildirim” tiklanarak
bildirim tamalanir. Bunun ardindan GenBank’dan bildirimi yapan kisiye e-pos-
ta ile bildirimin degerlendirmeye alindigi bilgisi gelir. Bir dizi teslim alindiktan
sonra, GenBank bildirim takimi tarafindan veri 6zginlGgu incelenir ve kalite
gilivence denetimleri gerceklestirir. Gerekli diizeltme ve degerlendirme asama-
larindan sonra bildirilen diziye bir kabul numarasi (accession number) verilerek
kamuya agik GenBank veri tabaninda yayinlanir®>.

Daha énce sunulan dizilerin giincellemesi

Banklt’in giincelleme segenegi yoktur. Mevcut nikleotid dizisi glincellenecekse
FASTA biciminde yeni bir dizi gonderilir. Gincellenen dosyalar e-posta ile dogrudan
gb-admin@ncbi.nIm.nih.gov adresine yollanir veya “UpdateMacroSend” kullanila-

rak yuklenir®>.

Kaynaklar

1. The NCBI Handbook, http://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK21105/

2. GenBank release notes, ftp://ftp.ncbi.nih.gov/genbank/gbrel.txt

3. http://www.ncbi.nIm.nih.gov/WebSub/?tool=genbank

4.  http://www.ncbi.nlm.nih.gov/WebSub/html/requirements.html

5 http://www.ncbi.nlm.nih.gov/WebSub/?form=feat-overview&sid=1532608&tool=genbank
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PANEL 8: KAN BANKACILIGI VE TRANSFUZYON TIBBI
UYGULAMALARINDA MOLEKULER YONTEMLER

MiKROBIiYOLOJiK TARAMA TESTLERINDE MOLEKULER YONTEMLER

Dog. Dr. A. Esra KARAKOC
S.B. Ankara Egitim ve Arastirma Hastanesi, Tibbi Mikrobiyoloji Béliimii, Ankara

Transflizyonla bulasan ¢ok sayidaki etken arasinda viruslar ayri bir 6neme sahiptir.
Bunun sebepleri; bu etkenlerin yol actigi enfeksiyonlarin uzun pencere dénemle-
ri, inaktif tasiyicihk 6zellikleri, olusturduklari hastaliklar ve kan bilesenlerinde uzun
siire canliliklarini koruyabilmeleridir. Ginimuzde kan bankaciliginda uygulanan zo-
runlu viral tarama testlerinin secimi, kullanilan yontemlerin duyarhlklarina, dona-
nim gereksinimlerine, maliyet farklarina, kurumsal/iilkesel deneyimlere, kamuoyu
baskisina ve enfeksiyonlara ait epidemiyolojik 6zelliklere gére diinyada llkeler ara-
sinda farkliliklar géstermektedir.

Diinya Saglik Orgiiti (DSO), transfiizyon amaciyla bagislanmis kanin transfiizyonla
bulasan etkenler yoniinden taranmasi gerektigini bildirmektedir. Taramanin HCV ve
HIV icin yiksek duyarlilik ve 6zgillige sahip bir antikor testi veya antijen-antikor
testi kullanilarak EIA yontemi ile yapilmasi 6nerilmektedir. Kullanilan test, viruslarin
alt tiplerini ve Ulkeye ve bdlgeye 6zgii genotiplerini tespit edebilmelidir. DSO acil
kosullarda, diinyanin uzak ve sosyoekonomik kosullari yetersiz bolgelerinde kanin,
tarama yapilmadan transfiize edilmesi yerine duyarhlik ve 6zgullGgi yiksek bir hizh
test ile tarama yapilarak transfiize edilmesini de 6nermektedir; ancak llkemizde
hizli testlerin kullanilmasi, organizasyonel yapi ve testlerin duyarlilik sorunlarindan
dolayi benimsenmemektedir.

Transfuizyon igin alinan kanin viral etkenler yéniinden taranmasinda kullanilan yén-
temler, diizeylerine gore su sekilde siralanabilir:

1. Serolojik tarama (Serological screening; SS)

2. SS + Havuzlanan 6rneklerde (Mini-pool; MP) nikleik asit amplifikasyon
testleri (NAT)

SS + MP NAT- p24 (HIV icin)

SS + Tek 6rnekte (Individual donation; ID) NAT-p24

5. SS+ID NAT-p24 / anti-HBc

pw
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Tarama testlerinin yapilmasina ragmen transfiizyonla viral bulasin meydana gelme
sebepleri arasinda en sik koti laboratuvar yonetimi uygulamalari ve laboratuvar
hatalari gelmektedir. Bunun yaninda, enfeksiyonlarin pencere dénemleri, kullanilan
yontemlerin duyarhliklari, mutant viruslarin varligi, enfeksiyon etkenlerinin kan ba-
giscilarindaki gorilme sikhgl, prevalans ve insidansi, kan bagiscilarinin demografik
ve sosyoekonomik 6zellikleri de bulas sikhgini etkilemektedir.

Kan gilivenligine ve riskin sifira yaklastirilmasina yonelik ¢abalar giinimizde birgok
gelismis Glkede bagislanan kanin HCV, HIV ve HBV igin niikleik asit amplifikasyon
testleri (NAT) ile taranmasinin uygulamaya konmasi ile sonuglanmistir. 1990’h yillar-
da plazma havuzlarinda gonulluliikle baslayan HCV RNA tarama galismalari, plazma
fraksinasyon Grilinlerinde zorunluluk olmustur. 2000’li yillarda HIV ve HCV igin 16, 24
ve 96’lik havuzlarda ticari testler uygulanmistir. Maliyet etkinligin degerlendirildigi
calismalarla birlikte, 2000’li yillarda gelismis tilkelerde, bu testlerin bagislanan tim
kanlarin taranmasinda uygulanmasi zorunlu hale getirilmistir. Kiigik havuzlarda bile
yasanan duyarhlk sorunlari, dustk viral yikte havuzlama yonteminin duyarlliginin
yetersiz kalmasindan dolayi HBV’de NAT uygulamasini geciktirmis; kigik havuzlar-
da HBV NAT uygulamasinin HBsAg ve anti-HBc testlerinin birlikte uygulanmasina
bir GstinlGginin bulunmadigl, ancak tekli drneklerde uygulanan HBV NAT'in Ustiin
oldugu tespit edilmistir. Bugiin Almanya, italya ve Japonya’da HBV NAT testi zorunlu
tarama testi iken diger birgok tGlkede uygulama ve zorunluluk bulunmamaktadir.

GiUnUmuzde kan bankaciiginda rutin uygulamada multipleks formatta, tekli ve
havuzlanmis 6rneklerde zorunlu viruslarin taranmasini saglayan ticari sistemler
(Chiron-Procleix ve Roche) yaygin olarak kullaniimaktadir. Bu yontemlerin duyarhhk
ve 6zgllliikleri, serolojik yontemlerle birlikte kullaniimasi ve pozitiflik saptandiginda
izlenecek algoritmalar ile ilgili cok sayida arastirma bulunmaktadir.

Nikleik asit amplifikasyon testlerinin kullanilmasi, transfiizyonla bulasan viral et-
kenler igin arta kalan risk oranlarini her bir virus icin farkl sekilde etkilemektedir.
Hedef sifir risk olmakla birlikte buna ulasilmasi miimkin gériinmemektedir. Nadir
de olsa hatali negatif sonuglar elde edilebilmekte ve virus bulasi meydana gelebil-
mektedir. Tek Gnite (ID) NAT yontemi, havuzlanmis (MP) NAT yontemine gore viral
bulasi daha iyi 6nlemektedir. HBV enfeksiyonu igin yiksek endemisiteye sahip bol-
gelerde MP NAT’in serolojik yontemlere daha anlaml katki sagladigi; diisiik endemi-
siteye sahip bolgelerde bu katkinin minimum oldugu bildirilmektedir. izole anti-HBc
pozitif ve ¢ok diisiik DNA diizeylerinin bulundugu kan bagiscilari ile ID NAT yontemi
ile kagirilabilen, distik veya intermitan DNA dizeylerinin bulundugu kronik enfeksi-
yonlu kan bagiscilarinin yakalanabilmesi icin, HBV serolojik testlerinin strdirilmesi
de gerekli goriinmektedir.
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Bu yontemlerin maliyet-etkin kullanilmalarinin saglanmasi igin, ulusal algoritma-
larin belirlenmis olmasi ve molekuler/serolojik yontemlerin kullanildigi tarama la-
boratuvarlarinda, iyi laboratuvar yonetimi ilkelerinin en etkin sekilde uygulanmasi
gereklidir. Ayrica, enfeksiyon insidansinin ¢cok daha distik oldugu diizenli kan bagis-
cilarinin kazanimi ile ilgili etkin galismalarin yapilmasi ve gerek alici gerekse bagisci
hemovijilans sistemlerinin kurularak, NAT ile elde edilen sonug (yield) (seroloji ne-
gatif, NAT pozitif bagiscilarin tespiti ve serokonversiyonun takibi) ve arta kalan riskin
izlenmesine ihtiya¢ bulunmaktadir.

Kaynaklar

1.  Allain JP. Occult hepatitis B virus infection: implications in transfusion. Vox Sang 2004; 86: 83-91.

2. Allain JP, Candotti D. Diagnostic algorithm for HBV safe transfusion. Blood Transfus 2009; 7: 174-82.

3. Delwart EL, Kalmin ND, Jones TS, et al. First report of human immunodeficiency virus transmission
via an RNA-screened blood donation. Vox Sang 2004; 86: 171-7.

4. Dwyre DM, Fernando LP, Holland PV. Hepatitis B, hepatitis C and HIV transfusion-transmitted
infections in the 21st century. Vox Sang 2011; 100: 92-8.

5. Hyland C, Seed CR, Kiely P, et al. Follow-up of six blood donors highlights the complementary role
and limitations of hepatitis C virus antibody and nucleic acid amplification tests. Vox Sang 2003; 85:
1-8.

6.  Kretzschmar E, Chudy M, Nibling CM, et al. First case of hepatitis C virus transmission by a red
blood cell concentrate after introduction of nucleic acid amplification technique screening in
Germany: a comparative study with various assays. Vox Sang 2007; 92: 297-301.

7. Kuhns MC, Busch MP. New strategies for blood donor screening for hepatitis B virus: Nucleic acid

testing versus immunoassay methods. Mol Diagn Ther 2006; 10: 77-91.
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iIMMUNOHEMATOLOJIDE MOLEKULER YONTEMLER
Prof. Dr. idil YENICESU

Gazi Universitesi Tip Fakiiltesi, Pediatrik Hematoloji Bilim Dali, Ankara

Kan grubu antijenleri kalitsal gegis gosteren, polimorfik ve eritrosit membraninin dis
ylzeyinde yer alan protein, glikoprotein veya glikolipid 6zelliginde yapilardir. Bir kisi
kendi eritrosit ylizeyinde bulunmayan bir eritrosit antijeni ile karsilasirsa bu antijene
karsi antikor yaniti meydana gelir. Bu antikorlar transflizyon uyumsuzlugu, mater-
no-fetal uygunsuzluk ve otoimmiin hemolitik anemiye neden olabilir.

Kan grubu antijenleri ve antikorlarini tespit i¢in kullanilan klasik metod hemagliiti-
nasyondur. Bu metod hem ucuz hem de basittir. Uygun sekilde gerceklestirildigin-
de, 6zglllik ve duyarhhgl cogu hastanin ihtiyacini karsilayacak yeterliliktedir. Ancak
hemagliitinasyon yontemi, asagida belirtilen bazi immiinohematolojik durumlarda
yeterli olmamaktadir:

1. Yenidoganin hemolitik hastaligi agisindan risk altindaki fettslerin belirlen-
mesi,

2. Yakin dénemde transflizyon almis olan hastalarin eritrosit antijenlerinin
tespit edilmesi,

3. Eritrositleriimmiinoglobulin G (IgG) ile kapli hastalarin eritrosit antijenleri-
nin tespit edilmesi,

4. D(+) kisilerde Rh D zigozitesinin tam olarak gosterilmemesi,

5. Nadir eritrosit antijeni tasiyan az sayidaki donériin tiplendirilmesi ve bu-
nunla iliskili dokiimantasyonun hazirlanmasi,

6. Nadir eritrosit antijenlerine 6zel anti-serum hazirlanmasi,

7. Voliim, zayif reaksiyon veya bulunulabilirlik agisindan sinirli olan antikorla-
rin kullanilmasini gerektiren durumlar.

Bu béliimde molekiiler tekniklerin transfiizyon tibbinda 6zellikle yukarda bahsedilen
ve hemaglitinasyon yénteminin yeterli olmadigi alanlardaki kullanimi 6zetlenmistir.

Masif transfiizyon yapilan hastalarda kan grubu tespiti

Masif transflizyon yapilan kisilerde periferik kanda bulunan donor eritrositleri has-
tanin kan grubu tayinini gecersiz hale getirebilir. Genotip tayini bu sorunun ¢oziil-
mesini saglar. Kan grubu genlerine uygulanan PCR islemleri, tiim allellerde bulunan
gen bolgelerini hedefleyip amplifiye ederek, donér kaynakli DNA'larin etkilesimini
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onler. Bu yaklasim, tek bir 6zel allelin hedeflenip amplifiye edilmesinin aksine, trans-
flizyon sonrasinda alinan kan érneginden hazirlanan DNA’dan givenilir bir bicimde
kan grubu tayinine olanak saglar.

Direkt antiglobulin testi pozitif olan eritrositlerin tiplendirilmesi

Otoimmiin hemolitik anemisi olan hastalar veya hemoliz olmadan eritrositleri 1gG
ile kapli olan kisilerde yapilan kan grubu tayini gegersiz olabilir. IgG’nin uzaklastiril-
masini saglayan teknikler her zaman yararli olmayabilir. Ayni zamanda eritrositin
antijen yapisina zarar verebilir. Béyle durumlarda genotipik tiplendirme yararhdir.

Reaktanlarin elde edilemedigi durumlarda donér iinitelerinin taranmasi

Bu durum icin Dombrock kan grubu polimorfizimi en sik verilen 6rnektir. Donérlerin
Do? ve Do’ agisindan tiplendirilmesinde DNA-temelli degerlendirmeler hizl, gliveni-
lir ve tekrarlanabilir sonug verir. Kani nadir bulunan donérlerin DNA analizi ile minor
kan grubu antijenleri ve Rh varyantlari tiplendirilir.

RhD zigozitesinin test edilmesi

Eritrositlerdeki D, C/c ve E/e ekspresyonunda uygulanacak serolojik testler, 6rnek-
lerin yalnizca RhD agisindan homozigot (D/D) veya heterozigot (D/-) olma ihtimalini
ongorebilir. Ancak molekiler genotipleme ile resesif D(-) allellerin varliginin saptan-
masi, zigozitenin belirlenmesine olanak saglar. Genetik acidan meydana gelen pek
cok olay D(-) fenotipin olusmasina neden olur ve zigozitenin tam olarak saptanabil-
mesi icin bircok tetkik uygulanmasini gerektirir. Avrupa toplumlarinda, D(-) fenotipi-
nin molekiler temeli genellikle RhD’nin total delesyonuyla iliskilidir. D negatif olan
Japonlarin yaklasik 1/3’linde ise saglam ancak inaktif RhD bulunur ve eritrositleri
anti-D ile nonreaktif olan Japon dondrlerin ancak %10’u delesyon fenotipine sahip-
tir. D(-) olan Afrika kdkenli Amerikalilarin yaklasik dortte birinde bir RhD psédogeni
bulunur. Bu psédogen D antijenini kodlamaz. Tum bu D varyantlarinin tespiti an-
cak molekiler yontemler ile miimkin olacaktir. Prenatal uygulamalarda, paternal
RhD zigozitesinin test edilmesi, annenin anti-D’ye sahip olmasi durumunda, fetal
D durumunun saptanmasi agisindan onemlidir. Eger baba RhD homozigot ise fe-
tls D-pozitif olacaktir. Bu durumda gebeligin izlenmesi gereklidir. Eger baba hete-
rozigot ise fetlisiin D tipinin belirlenmesi invazif ve gereksiz testlerin yapilmasini
engelleyecektir.
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Fetiisuin tiplendirilmesi

Fetlslin annede klinik dneme sahip bir antikor olusturabilecek paternal bir antijene
kalitsal olarak sahip olup olmadigini prenatal donemde belirlemek, ancak genetik
tiplendirme ile miimkiin olacaktir. Eger fetls bu antijen agisindan negatif olarak bu-
lunur ise yenidoganin hemolitik hastaligl veya neonatal alloimmin trombositopeni
acisindan risk altinda degildir ve annenin agresif takibi ile gereksiz imminomodu-
lator ilag kullanmasi 6nlenmis olur. Antijen durumunu belirlemek icin amniosentez
veya korion villus 6rneginden elde edilen fetal DNA kullanilir. Alternatif olarak 5.
gebelik haftasindan sonra annenin serumundan veya plazmasindan hiicresiz, fetal
kaynakli DNA elde etmek mimkindir. Bu teknik sayesinde invazif girisimlere gerek
olmaksizin anneden fetal DNA elde edilmesi saglanir. Anne plazmasindaki fetal DNA
apoptotik sinsityotrofoblastlardan kaynaklanir ve gebelik haftasi arttikga miktari ar-
tar; ancak dogum ile birlikte hizla kaybolur. Annenin kaninda veya cildinde yillarca
kalabilen fetal lenfositlerin aksine, hiicresiz fetal DNA'lar su anki gebelik ile dnceki
gebelikler arasinda karisiklik olusmasina neden olmazlar. Gergcek zamanli PCR tek-
nigi ile anne plazmasindan elde edilen fetal DNA cgalisildig1 zaman fetlisiin D du-
rumunu belirlemek miimkiin olabilir. Cok sayida genis 6lgekli arastirma, bu testin
validasyonunu saglamaya ¢alismaktadir. Teorik olarak anne plazmasinin bu agidan
incelenmesi, yaklasik %40 D(-) kadina, D(-) fetus tasidiklari halde gereksiz Rh im-
miinoglobulini verilmesini dnleyecektir. Yeterli fetal DNA elde edildigini gosteren
pozitif kontrol kullanilmasi 6nemlidir. Béylece negatif sonuglarin validasyonu sag-
lanir. Fetiis erkek ise Y kromozomu belirteg olarak kullanilabilir. Eger fetiis kiz ise
polimorfik paternal belirteclere ihtiya¢ vardir. Standart protokollerin belirlenmesi
ile birlikte, bu invazif olmayan islem rutin kullanim alanina girecektir.

Kell kan grubu sistemi ve trombosit HPA-1a antijeninin fetal tiplendirmesi de 6nem-
lidir. Bu antijenlerinin kalitimi genin varhgi veya yoklugundan ziyade tek niikleotid
polimorfizmi ile belirlenir. Fetal DNA kaynagi olarak amniyosit tercih edilir.

Reaktanlar ile yapilan serolojik tiplendirmedeki uyumsuzluklarin ¢éziimii

Eritrositler, farkli monoklonal antikorlar ile test edildiginde serolojik tiplendirmede
uyumsuzluklar olusabilir. Ozellikle D antijeni tiplendirmesinde bu tarz sorunlar sik
goralir. Cunki ¢ok sayida farkli RhD geni, D antijeninin sunumunu, potansiyelligini,
yapisini ve epitoplarini belirlemede rol alir. Yiizden fazla RhD geni oldugu bilinmek-
tedir. Bu genlerin 50’si zayif D’nin farkli formlarini, yaklasik 40’1 parsiyel D antijen-
lerini ve ¢ok sayida RHCE geni ise RhCE proteini lzerindeki D epitoplarini kodla-
maktadir. Piyasadaki reaktanlarin icinde bulunan farkli monoklonal antikor klonlari,
bu varyant D antijenleri ile farkli reaksiyon gosterirler. D antijen ekspresyonundaki
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degiskenlik, antikor klonu ve test yontemindeki farkhlklar (tip yontemi, kati faz,
jel, otomatik analizator) bu uyumsuzluklara neden olabilir. Genotiplendirme ile bu
sorun ¢ozilebilir.

Yuzden fazla farkl ABO alleli rapor edilmistir. Birgok farkli mutasyon, antijen azalma-
sina neden olarak A ve B alt gruplarinin olusumuna neden olur. Bazi non-delesyo-
nel O allelleri ise ¢ok zayif A antijen sunumuna yol agar. Boyle durumlarda, antijen
seviyesi azalmis veya zayif iken izohemaglitinin diizeyi tespit edilemez; ABO tip-
lendirmesinde uyumsuzluk olusur. Ayni Rh tiplendirmesinde oldugu gibi, piyasada
bulunan farkli monoklonal antikorlar da zayif A ve B alt gruplari ile farkl reaksiyon
verirler. Bu da sonuglarda belirsizlige yol agabilir. Ayrica edinsel ABO fenotiplerini
kalitsal fenotiplerden ayirmak bazen mimkin olmayabilir. Tum bu hallerde genotip
tayini uyumsuzlugun ¢6zimiinG saglamaktadir.

Zayif D ile kismi D ayiriminin yapilmasi

Daha 6nce bahsedildigi gibi, D antijen sunumunda degisiklik nadir gorilen bir du-
rum degildir. Zayif D, tek aminoasit degisikligi sonucu membrandaki protein mik-
tarinin etkilenmesi ile olusur. Béylece eritrosit ylizeyindeki D antijenik boélgesi sayi
olarak azalir. Parsiyel D’de ise, D epitoplarini degistiren aminoasit degisiklikleri bu-
lunur. Bunlar ¢ogunlukla RhCE pargalarina bagh olan hibrid proteinlerdir. Zayif D ile
kismi D arasinda fenotipik ayirimin yapilmasi klinik 6nem tasir; zira kismi D anti-D
olusumuna yol acabilir. Rutin serolojik tiplendirmede kullanilan reaktanlar bu ayiri-
mi yapmakta yetersiz kalir. Ancak genotiplendirme sayesinde bu ayirim saglanabilir.

Sik goriilen antijenlere karsi antikor liretme riski bulunan hastalarin
tanimlanmasi

Kronik transflizyon tedavisi gerektiren hastaliklarda alloimmiinizasyon gelisme ola-
stligl %5 civarindadir. Ancak orak hicreli anemi (Sickle cell anemia; SCA) hastala-
rinda bu oran %20’lerin Uzerine ¢ikmaktadir. SCA hastalarinda olusan ¢ok sayida
alloantikora uygun antijen negatif kanin bulunmasi problem haline gelebilir. Bircok
transflizyon programinda SCA hastalarina transfiize edilecek olan eritrositler, allo-
antikor sikligini ve riskini azaltmak icin D, C, E ve Kell antijenleri agisindan karsilastiri-
lir. Buna ragmen Rh allellerinin kodladig D, C, E antijenlerine karsi siklikla alloantikor
gelisir. Konvansiyonel Rh karsilastirmasina ragmen alloantikor gelismesi, SCA hasta-
liginin sik goruldigi irkta ayni zamanda varyant RhD ve RHCE genlerine sik rastlan-
masi ile iliskilidir. Bu cins antikorlar siklikla karmasik yapida, Rh spesifitesi yiksek
olan ve uygun lnitenin bulunmasinin zor veya imkansiz oldugu antikorlardir. Bu tarz
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problem yasayan hastalarda, hastanin genis antijen profili DNA analizi ile incelenir
ve homozigot varyant Rh olan hastalar tespit edilirse uygun kan transfliizyonunun
yapilabilmesi olanakli hale gelir. Boylece alloantikor gelismez ve kisiye uygun kan
transflizyonu daha kisa slirede daha az yan etkiyle ve efektif olarak saglanabilir.

Molekiler yontemler, kan bankalari ve transflizyon tibbi alaninda son 10 yildir kul-
lanilmaktadir. Bu siire iginde gergeklestirilen galismalar; kan gruplarinin genotip-fe-
notip iliskisini veya farkli etnik topluluklarda eritrosit antijenlerindeki genotipik de-
gisiklikleri agiklamaya yonelik olmustur. Hedef genlerin validasyonu, arastirilmasi ve
farklihklarin agiklanmasinda 6nemli ilerlemeler kaydedilmistir. ABO ve Rh kan grubu
sistemlerinde molekiler yontemlerin kullaniimasi ile ¢ok sayida A ve B alt grubuna
ve inaktif O kan grubuna neden olan mutasyonlar, Rh varyant ve hibrid Rh genleri
bulunmustur.

Yiz yili agkin siiredir kan grubu antijenlerinin tanimlanmasinda kullanilan hemagli-
tinasyon yontemi, dzellikle yukarda bahsi gecen alanlarda yerini molekiiler yontem-
lere birakmaktadir. ilk kusak molekiiler ydntemler olan “restriction fragment length
polymorphism” ve “allele specific assay”, 6rnegin PCR islemi ile ¢cogaltilmasina ve
jel elektroforezinde yiritilmesine ihtiyag duymustur. Zaman alici ve yogun emek
gerektiren bu metodlar yerini artik “real-time PCR (RtPCR)” yontemine birakmistir.
RtPCR ile tek bir kapali tlipte bircok kan grubu sisteminin ¢ogaltilmasi mimkin ol-
makta ve c¢ogaltilan bu gen bdlgelerinin analizi de ADA (automated fluorescence
discrimination of alleles) yéntemi ile yapilmaktadir. Béylece ¢ok sayida 6rnegin kisa
siirede molekiler analizi yapilabilmekte, genotipi ortaya konulmakta ve molekiiler
tekniklerin kan bankaciliginda yaygin kullanimindaki en biyik engel olan zaman so-
runu asiimaktadir. Molekiler yéntemlerin transflizyon tibbinda yaygin olarak kulla-
nimi ile ileride alloimmiinizasyon dahil bircok alanda 6nemli gelismeler saglanacagi
kacinilmaz bir gercektir.
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PANEL 9: MiKROBIYOLOJIDE Dizi ANALiZi UYGULAMALARI

KLASIK DiZi ANALiZi YONTEMLERI
Yrd. Dog¢. Dr. Onur KARATUNA
Acibadem Universitesi Tip Fakiiltesi, Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dall, istanbul

Watson ve Crick tarafindan DNA'nin cift-iplikli sarmal yapisinin aydinlatilmasindan
sonra ¢alismalar, mikroorganizmalarin genetik sifresinin ¢ozllebilmesi amaciyla
DNA'nin yapitaslari olan niikleotidlerin diziliminin belirlenmesi lizerine yogun-
lasmistir. DNA dizi analizi ile DNA iginde gizli genetik bilginin desifre edilmesi ve
boylece genlerin yapi ve fonksiyonlari hakkinda bilgi edinilmesi mimkiin olmustur.
Modern anlamda DNA dizi analizi iki farkh ¢alisma grubunun 1977 yili igerisinde ya-
yinladiklari calismalari ile baglamistir. Cambridge Universitesi’nden Sanger ve Coul-
son enzimatik dideoksi ydntemini, Harvard Universitesi’nden Gilbert ve Maxam ise
kimyasal yontemi gelistirerek DNA dizi analizine bliylk ivme kazandirmiglardir. DNA
dizi analizi ile organizmalarin genetik organizasyonu hakkinda ¢ok kapsamli verilere
ulasilmis, rekombinant DNA tekniklerinin de gelismesi lizerine arastiriimak istenen
mikroorganizmadan saf ve ¢ok miktarda DNA elde etmek mimkiin olmus ve yeni
DNA dizileme yontemleri de bu paralelde biyuk bir hizla gelisme géstermistir.

Dideoksi yontemi

Bu yontem Sanger yontemi veya zincir sonlandirma yéntemi olarak da bilinir. San-
ger ve Coulson tarafindan gelistirilmistir. Yontemin temeli DNA'nin DNA polimeraz
enzimi ile uzatilmasina dayanmaktadir. Dizi analizi yapilacak olan DNA molekilu
kalip olarak kullanilarak bir seri yeni, tamamlayici DNA molekili sentezlenir. DNA
dizisinin analiz edilmesine olanak veren 6zellik ise DNA sentezi sirasinda kullanilan
Ozel substratlardir. Normalde DNA 3’-karbon atomunda hidroksil grubu bulunan de-
oksiribonikleozid trifosfatlardan (dNTP) sentezlenir. Sanger’in yénteminde ortama
Ozel bir nikleotid olan dideoksiriboniikleozid trifosfat (ddNTP) da substrat olarak
eklenir. Bu 6zel ddNTP molekiilleri dNTP’ler ile benzerdir ancak 3’-OH grubu icer-
mezler. DNA sentezi sirasinda ddNTP molekiilleri uzayan DNA zincirine eklendiginde
3’-OH grubunun eksikligine bagli olarak ddNTP kendisinden sonra zincire eklenecek
nikleotid ile fosfodiester bagi yapamaz ve DNA sentezi sonlanir.
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Her ne kadar tek bir DNA molekilinin dizilenmesi teknik olarak miimkiin olsa da,
glniimizde kullanilan dizileme yontemlerinin yliksek miktarda DNA kullanmalarina
bagh olarak, dizilenecek DNA 6nce ya polimeraz zincir reaksiyonu ile veya bakteri-
lere klonlanarak ¢ogaltilir. EIde edilen DNA kopyalari 4 ayri reaksiyon tliplne ayrilir.
Bu tuplere hedef DNA ipliginin bir ucu icin tamamlayici olan primer kopyalari, nor-
mal DNA sentezi icin 6ncll molekdller olan her dort tip dNTP (dATP, dTTP, dGTP,
dCTP) ve her tiupte dort ddNTP’den sadece biri olacak sekilde az miktarda ddNTP
ve DNA polimeraz eklenir. Her karisimda farkli bir ddNTP’den az miktarlarda bulun-
dugu icin, kalip DNA’dan yeni zincir sentezi sirasinda ddNTP’nin zincire eklenmesi
ile zincirin uzamasi rastgele sonlanir ve sonugta hep ayni bazla sonlanan fakat farkl
uzunluklarda DNA pargaciklari elde edilir. Sentezlenen yeni DNA'nin saptanmasinda
farkl yontemler kullanilabilir. Sanger dideoksi yontemini ilk gelistirdiginde uygula-
nan yaklasim, ddNTP molekiillerinin radyoaktif 3P ile isaretlenmesi olmustur. Bu
amagla tupler iginde polimerizasyon reaksiyonlari sonlandiktan sonra tlplerdeki
DNA denatiire edilir. Tek iplikli (ti) hale gelen DNA pargaciklari poliakrilamid jelde
elektroforeze tabii tutulur, yan yana kulvarlarda yuritilerek uzunluklarina gore
ayrilir. Boylece tek bir niikleotid uzunlugunda fark gosteren DNA parcaciklari bile
birbirinden ayrilabilir. Otoradyografi yontemi kullanilarak, 3P ile isaretli ddNTP’lerin
gorindr hale getirilebilmesi amaciyla yariatilen jel rontgen filmi Gzerine yerlestirilir.
Film Gzerinde olusan koyu renkli bantlarin dizilimi degerlendirilir. Jelin alt kismin-
dan Ust kismina dogru niikleotidlerin dizilimi okunur; alt kisimdaki nikleotidler yeni
sentezlenen DNA'nin 5’ ucuna, Ust kisimdaki niikleotidler ise 3’ ucuna karsilik gelir.
Bu sekilde elde edilen niikleotid dizisi kalip DNA'nin degil, onun tamamlayicisi olan
DNA'nin dizisidir.

Uzun yillar boyunca tiim bu zahmetli ve pahali islemler manuel olarak yapilmis olsa
da, giinimizde Sanger’in yontemi otomatize edilerek ¢ok daha kolay bir sekilde,
cok daha blylik DNA parcaciklarinin hizli olarak dizi analizinin gerceklesmesine ola-
nak saglanmistir. Bu amagla ddNTP molekdilleri (veya primer 5’ ucunda) floresan
boya ile isaretlenir, ancak her bir ddNTP farkli renkte bir floresan boya ile boyanabil-
digi icin dort farkli tlip yerine reaksiyonlar ayni tiip icerisinde gerceklestirilebilir ve
elektroforez sirasinda ayni kuyucuga yerlestirilebilir. Floresan boya ile isaretli DNA
parcaciklari cihaz icerisinde detektér bolgesinden gecgerken, lazer kaynagi yardi-
miyla floroforlar uyarilir, her dort ddNTP igin dort farkli renkte floresans elde edilir.
Renklerin detektor tarafindan algilanmasi ile veriler bilgisayara gonderilir; bilgisayar
tarafindan her bir floresan emisyonu renkli bir dalga olarak grafik Gzerinde gizdirile-
rek DNA dizisi belirlenir.
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Kimyasal yontem

Bu yontem Maxam ve Gilbert tarafindan gelistirilmistir ve DNA'nin kimyasallarla
degistirilip, belirli bazlarda yikilmasi mekanizmasina dayanir. Yontem en etkili ola-
rak kisa nikleotid polimerlerinde kullanilabilir. Sanger metodunda tek iplikli DNA
sentezi i¢in her okuma baslangig bolgesinin klonlanmasi gerekirken, Maxam-Gilbert
yonteminde dogrudan saflastirilmis DNA kullanilmasi, ydontemin daha fazla tercih
edilmesine neden olmustur.

Oncelikle niikleotid dizilimi saptanacak DNA, restriksiyon enzimi ile kesilerek degisik
uzunluklarda cift iplikli (¢i) DNA parcaciklari elde edilir ve bu DNA pargaciklarinin 5’
ucu radyoaktif 32P ile isaretlenir. Radyoaktif isaretli ciDNA pargaciklari denatire edile-
rek tek iplikli hale getirilir ve dort ayri reaksiyon tiipline aktarilir. Her tiipe kimyasal-
lar eklenerek tlp icerisindeki DNA'nin belirli bazlarda degistiriimesi tetiklenir. Bazlar
Uzerine segici etki gosteren kimyasallarin kullanilmasi ile bazlar izerinde 6zgiil olarak
etki yaratilabilir. Ornegin formik asit ile piirin bazlar (adenin ve guanin) deoksiriboz se-
kerden ayrilir (A+G), dimetil siilfat ile guaninin metilasyonu saglanarak sadece guanin
degistirilir (G). Hidrazin ile pirimidin bazlarin (sitozin ve timin) metilasyonu saglanir
(C+T), hidrazin reaksiyonunda ortama sodyum kloriir katilmasi ile timinin metilasyo-
nu engellenip sadece sitozinde degisiklik gerceklestirilir (C). Kimyasallar ile baza 6zgil
degisiklik yaratildiktan sonra, ortama eklenen piperidin bu degisiklige ugramis nikleo-
tidlerin bulundugu noktalarda niikleotid zincirini koparir. Reaksiyon icin kisith bir stire
verilerek her tipte farkli pozisyonlardaki hedef niikleotidlerden (A+G, A, C+T, T) ayril-
mis, tiim{ 5’ pozisyonlarinda isaretli, farkli uzunluklarda DNA parcaciklari elde edilir.
Her dort reaksiyon karisimi da poliakrilamid jel elektroforez diizeneginde yan yana
yUrGtilur ve jel otoradyografi yontemiyle incelenir. (A+G) kulvarinda bant goraliip, (A)
kulvarinda bant gorilmiyorsa “G”, (A+G) ve (A) kulvarlarinda ayni hizada bant varsa
“A’, (C+T) kulvarinda bant goriliip, (C) kulvarinda bant gérilmiyorsa “T”, (C+T) ve (C)
kulvarlarinda ayni hizada bant varsa “C” okumalari yapilr.

Sanger’in zincir sonlandirma yontemindeki ilerlemeler tizerine, ergonomik olma-
yan ve oldukga fazla toksik kimyasal kullanimi gerektiren Maxam-Gilbert’in kimyasal
yontemi terk edilmistir.

Pirodizileme (pyrosequencing) yéntemi

1996 yilinda Royal Institute of Technology, Stockholm’de Nyrén ve Ronaghi tarafin-
dan gelistirilen bu yontem, DNA sentezi sirasinda DNA polimeraz tepkimeleri sonu-
cu salinan pirofosfatin (PPi) saptanmasiyla gercek zamanl olarak gergeklestirilen bir
DNA dizi analizi yontemidir. Yontem DNA sentezine dayandigi icin “sentezle dizili-
me” de yontemi tanimlamak igin kullaniimaktadir.
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Tek iplikli kalip DNA bir dizileme primerine hibridize edilir ve DNA polimeraz, ATP
silfarilaz, lusiferaz, apiraz enzimleri ve adenozin 5’ fosfostlfat (APS) ve lusiferin
substratlari ile inklibe edilir. A, C, G ve T nikleotidlerini iceren ¢ozeltiler ortama
sirayla eklenir. DNA polimerazin etkisi ile kaliba tamamlayici yeni bir dNTP moleki-
|G eklendiginde PPi serbestlesir. APS varliginda ATP silfirilaz PPi’yi ATP’ye cevirir.
Olusan ATP ile lusiferaz enzimi lusiferini oksilusiferine dénustirir ve bu donlisim
tespit edilebilen 1simaya neden olur. Zincire eklenemeyen niikleotidler ve ortamda-
ki ATP apiraz tarafindan pargalanir, boylece reaksiyon bir baska niikleotid ile tekrar
baslayabilir. Reaksiyon boyunca ortamda belirli stire araliklarinda tek bir niikleotid
mevcuttur ve tek iplikli DNA kaliptan enzimatik yolla tamamlayicisi sentezlenirken,
DNA polimerazin aktivitesi kemiliminesans ozellikli bir diger enzim ile takip edi-
lir. Kahp DNA {zerindeki ilk ¢ifti olmayan baza, ortamdaki niikleotid ¢ozeltisinden
bir niikleotid eklendiginde gerceklesen isima ile zincirin bir nikleotid uzadigi tespit
edilebilir; ayni niikleotidin dizide birden fazla sayida yan yana bulunmasi ise 1sima-
nin siddetindeki artis ile ¢éziimlenebilir. Kemiliminesans sinyallerin olusumuna yol
acan nikleotid ¢ozeltisinin siralamasi ile kalibin DNA dizisi ¢ikarilir.

Pirodizileme yontemi ile 300-500 niikleotidlik dizilerin ¢ok hizli bir sekilde analizi
mimkin olmustur ve yontemin prensibi glinimiizde kullanilan bir¢ok otomatize
sistemde kullaniimaktadir.
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YENI NESIL Dizi ANALizi YONTEMLERI

Dr. Burak AKSU
Marmara Universitesi Tip Fakiiltesi, Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali, istanbul

2000'li yillarin basinda insan genom projesinin ilk Grinlerinin elde edilmesi, mo-
dern DNA dizileme ¢aginin baslangici olarak kabul edilebilir. Bu dénem “gelecek ne-
sil dizileme” olarak adlandirilan ve glinlimiiz genomik arastirmalarinin biyik umut
bagladigi teknolojilerinin gelistirilmesine de oncuilik etmistir. Yeni nesil dizileme
teknolojileri, arastirmacilara, yliksek verimlilik ve disiik maliyetin yani sira kesfedil-
memis genomik veriler sunmayi vaadetmektedir. Bu teknolojilerin saglayacagi ge-
nom verileri 1siginda, farkli populasyonlarin genomik degisiklikleri, hastaliklara karsi
genetik duyarhlik ve ilag yanitina yonelik farmakogenetik alaninda 6nemli gelisme-
ler kaydedilecegi ongorilmektedir. “Nature Methods” 2007 yilinda yeni nesil dizile-
me yontemlerini, tip diinyasina saglayacaklari yeni agilimlar nedeniyle “Yilin Tekno-
lojisi” olarak se¢cmistir. A.B.D Ulusal insan Genomu Arastirma Enstitiisii (NHGRI), bes
yil icerisinde yakin dénem hedefi olarak, okunan baz cifti basina maliyetin 100 kat
azalmasini, devrimsel hedef olarak ise, maliyetin 10.000 kat azalmasini yani 1000S/
genom olacagini bildirmektedir.

Gelistirilen yeni nesil dizileme yontemleri, farkli kimyasal yapili molekiillere, dizi-
leme protokollerine, hiza, verimlilige ve okuma uzunluguna sahiptir. Bu yontemler
genel olarak, “sentez sirasinda dizileme” ve “ligasyon araciligi ile dizileme” olarak
gruplandiriimaktadir. Bugiin igin pazar payi agisindan dort farkh yeni nesil dizileme
platformu 6n planda yer almaktadir. Bu platformlarin 6zellikleri asagida 6zetlenmis-
tir (Tablo 1).

454 FLX Pyrosequencer Sistemi - Roche

2000 yilinda Jonathan Rothberg tarafindan kurulan 454 Life Sciences, ilk ticari yeni
nesil dizileme sistemini 2005 yilinda pazara sunmustur. Daha sonraki dénemde Ro-
che, 454 Life Sciences’i biinyesine katmis ve cihazin yeni versiyonunu tretmistir.

Bu sistemde ilk asamada, hedef DNA 300-800 bazgifti (bp) parcalara bélunir, par-
¢alarin uglarina eklenen adaptorlerle bir DNA kitiiphanesi olusturulur. Bu DNA par-
calar, tasidiklari adaptorler araciligi ile 25-36 um boyutlu mikroboncuklara baglanir
ve yag emiilsiyonu igerisine alinir. Bu ortamda PCR reaksiyonu gergeklestirilerek,
boncuk Uzerindeki dizilenecek hedef DNA kopya sayisi arttirilir. Mikroboncuklar,
Uzerinde sadece tek boncugun sigabilecegi buyiklikte kuyucuklar iceren 6zel pla-
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kalara aktarilir ve cihaza yerlestirilir. Bu asamada pirosekanslama islemi gercekle-
sirken, cihaz her bir kuyucuktaki isimalari kaydeder ve kuyucuktaki hedefin dizisini
belirler; elde edilen kisa diziler 6zel yazilim araciligi ile birlestirilerek konsensus dizi
belirlenir.

Cihazin kullandigi tek molekiil emiilsiyon PCR ile pirosekanslama teknolojisi, tek bir
calismada M.genitalium’un 580.000 bp’lik genomunu %96 kapsam ve %99.96 dog-

ruluk ile saptayarak gegerliligini ortaya koymustur.

Tablo 1. Yeni nesil dizileme sistemlerinin 6zellikleri

Platform

454 FLX pyrose-

metagenomik

genotiplendirme;
metagenomik

metagenomik

illumina SoLiD lon Torrent
quencer
Dizileme . Sentezleme tabanli [Ligasyon tabanh iyon yari-iletken
. : Pirosekanslama o e A

yontemi dizileme dizileme dizileme

Amplifikasyon Emiilsiyon PCR K.opru ampli- Emdlsiyon PCR Emilsiyon PCR

yaklagimi fikasyon

Maksimum

¢kt 700 6000 20.000 1000

(Mb/run)*

Okuma +|~400-800 ~100 ~50 ~200

uzunlugu (bp)

Okuma siresi . .

(saat/run)* 7 saat 9 giin 9 giin 2 saat

Uygulamalar |De novo dizileme; |Yeniden dizileme; |[Yeniden dizileme; De novo dizileme;
yeniden dizileme; [kantitatif kantitatif transkriptom |yeniden dizileme
hedef dizileme; transkriptom dizileme; hedef dizileme;
genotiplendirme; |dizileme; genotiplendirme; transkriptom

dizileme;
genotiplendirme;
metagenomik

Temel hatalar

Homopolimerler;
komsuluk aracili
sinyal karismasi;
amplifikasyon

Komsuluk aracili
sinyal karismasi;
nikleotid
isaretleme;
amplifikasyon; AT
zengin bolgede
diistik kapsama

Komsuluk aracili sinyal

karigmasi; niikleotid

isaretleme; sinyal kaybi;

AT zengin bolgede
diistik kapsama

Homopolimerler;
amplifikasyon

Maliyet

tems.com

($/run)* 8500 20.000 4000 350
(Cs';‘fz maliveti |505 000 600.000 600.000 70.000
Web sitesi www.454.com www.illumina.com www.appliedbiosys- www.iontorrent.com

*Tum platform ureticileri, verimliligi artiracak ve maliyeti diistirecek gelistirmeler yapmaktadir.
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Solexa Genome Analyzer - lllumina Inc.

2007 yilinin basinda Illumina, Solexa GA tarafindan gelistirilen Genome Analyzer’
piyasaya sunmustur. Bu sistemde, hedef DNA parcalara bolindr; pargalarin uglarina
birer adenin nikleotidi eklenir ve uygun adaptorler baglanir. Elde edilen pargalar
“flowcell” olarak adlandirilan kat1 ylizeye baglanirlar. Burada kdpri amplifikasyonu
olarak tanimlanan PCR islemi gerceklestirilir ve DNA pargalari demetler olusturacak
sekilde cogaltilir. Dizileme primeri ortama eklenir ve her biri ayri floresan boya ile
isaretlenmis ve bir terminator parga tasiyan deoksinlkleotidler (reversible termina-
tor) reaksiyona girer; 6zel bir polimeraz ile uygun niikleotidin hedefe baglanmasin-
dan sonra baglanmayan digerleri uzaklastirilarak floresan okuma yapilir. Daha sonra
nikleotidin terminat6r kismi ve floresan boyasi yikilarak, zincir, siradaki nikleotidin
baglanmasi igin uygun hale getirilir. Elde edilen veriler yazilim yardimiyla birlestirile-
rek sonug dizi belirlenir. Illumina Solexa glinimizde, bu alanda en yaygin kullanilan
sistemdir.

ABI SOLiD Sistemi - Applied Biosystems

ABI’nin yeni nesil dizileme platformu SOLID, 2007 yili son ¢eyreginde pazara gir-
mistir. Bu sistemde DNA pargalara ayrildiktan sonra uglarina adaptoérler eklenir ve
bunlar araciligi ile =1 um ¢apli mikroboncuklara baglanir. Her bir boncuk, lizerinde
tek bir DNA parcasi bagli sekilde, yag emilsiyonu icerisinde PCR reaksiyonuna girer
ve DNA pargalarinin ¢ogaltilmasi gerceklesir. DNA denatiirasyonu sonrasinda bon-
cuklar cam yiizey Uzerine aktarilir. ilk asamada, DNA'ya baglanmis olan adaptére
yonelik bir primerin DNA’ya ligasyonu saglanir. Daha sonra ¢ift nikleotid iceren ve
floresans isaretli uygun oktamer, DNA pargasina ligasyonla baglanir. Floresan okuma
yapilarak baglanan niikleotidler belirlenir. Daha sonra baglanmis olan oktamer 5.
nikleotidten kirilir; boylece floresan boya ortamdan uzaklastirilir. Bu sistemle her
seferinde yaklasik 35 bp’lik bir fragman okunmakta ve 50 milyon boncuktaki DNA
parcasina ait diziler paralel sekilde okunarak yiksek bir verimlilik saglanmaktadir.
Son gelismelerle sistem, tek calismada >10 Gb veri tretebilmektedir.

lon Torrent PGM Sistemi - Life Technologies

Subat 2010 tarihinde lansmani yapilan, lon Torrent PGM sistemi, yukarida bahsedi-
len platformlardan farkh bir teknoloji kullanmaktadir. Bu sistemde, dogal yapidaki
nikleotidler kullanilir; floresans, kemiliminesans veya enzimatik reaksiyonlar dizisi
yoktur. Kullanilan yéntem, yari-iletken (semi-conductor) dizileme olarak tanimlanir.
Bu yontemde, hedef DNA'ya polimerizasyon ile eklenen her bir niikleotid ile agiga
cikan hidrojen iyonlari hedeflenir. Cihazda yer alan mikrokuyucuklar igerisinde ger-
ceklesen bu reaksiyon sirasinda, ortamdaki hidrojen iyon yogunlugundaki degisim
saptanarak diziye eklenen nikleotid belirlenir.
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Yeni nesil dizileme sistemlerinin uygulamalari

Yeni nesil dizileme sistemlerinin baslica kullanim alanlari asagidaki sekilde siralana-
bilir:
- De novo dizileme (genomu bilinmeyen bir organizmanin genom dizisinin sap-
tanmasi),

- Yeniden dizileme (genom dizisi belirlenmis bir organizmanin farkh bireylerinin
yeniden dizilenmesi),

- Amplikon dizileme (genomdaki farkli genlerin veya bir genin birden fazla 6rnek-
te ayni anda dizilenmesi),

- Detayli (Deep) amplikon dizileme (bir popiilasyonu olusturan bireylerde hedef
genlerin, aradaki farkhliklarin belirlenecek sekilde dizilenmesi),

- Transkriptom dizileme (belirli bir kosulda veya poptlasyonda transkripsiyona
ugrayan tim genlerin dizilenmesi),

- Tekli baz degisimlerini (SNP) saptama ve tanimlama.

Yeni nesil dizileme teknolojisinin mikrobiyoloji alanindaki uygulamalari ele alinacak
olursa, bu yontemler kiltlirde Uretilen mikroorganizmalarin biyolojisinin daha iyi
¢O6zimlenmesini, tanisal ve epidemiyolojik agidan ¢ok daha detayli verilerin elde
edilmesini saglamaktadir. Bu alanda, ilag hedeflerinin saptanmasi ve antibiyotik
diren¢ mekanizmalarina yol agan mutasyonlarin belirlenmesine yonelik ¢alismalar
bulunmaktadir.

Bakterilerin genetik epidemiyolojisinde son durak, tim genom dizilemesi olarak
kabul edilmektedir. Cesitli bakterilerle yapilan ¢alismalarda, kdkenler arasindaki
farklihklar tekli baz degisimleri diizeyinde saptanabilmistir. Yiksek mutasyon hizina
sahip viruslarda disiik seviyelerdeki genomik tiirlerin (quasispecies) belirlenmesi
miimkin hale gelmistir.

Bakterilerin kisa ve uzun donemdeki evrimsel degisimi bu teknoloji sayesinde ¢ok
daha derinlemesine izlenebilmektedir. Yeni teknoloji, kiltlirden bagimsiz bir mik-
robiyoloji tanisini da bilim diinyasina sunmaktadir. Populasyon profilinin ortaya ko-
nulmasi, klinik metagenomik ve yeni patojenlerin kesfi ile insan mikrobiyomuna ait
kiitiphaneler olusturulmaya baslanmistir.

Yeni nesil dizileme, mikrobiyolojide yapilan arastirmalari simdiden sekillendirmeye
baslamistir. Bununla birlikte, referans ve rutin laboratuvarlarda klinik mikrobiyoloji
uygulamalarina olan katkisi icin sadece biraz daha zaman gerekmektedir.
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Sonug

Yeni nesil dizileme teknolojileri, kisa dizi okumalari, tekrarlayan dizilerdeki okuma
hatalari, hataya agik PCR amplifikasyonuna dayali yontemlerin kullaniimasi gibi bazi
sorunlar tasimakla beraber ylksek verimlilikle, hizli ve yiksek kalitede veri elde
edilmesi agisindan DNA dizileme alaninda bir ¢igir agmistir. Bu yontemler, kanser,
enfeksiyon hastaliklari, asi ve ilag gelistirme calismalari ile taniya yonelik araglarin
gelistiriimesi agisindan yeni umutlar dogurmustur.

2004 yilindan itibaren A.B.D Ulusal insan Genom Arastirma Enstitiisii yeni nesil di-
zileme teknolojilerine 100 milyon $’dan daha fazla 6dul vermis, bu ddiller de bu
alanda ¢ok hizli bir gelismenin saglanmasina 6nculik etmistir. Buglin artik 3.nesil
dizileme platformlari (tek molekiil dizileme, nanopor teknolojisi gibi) gindemdedir.
Bunlari yeni, daha verimli ve gelismis teknolojilerin izleyecegi kesindir. Bu yeni tek-
nolojilerin sagladigi bilginin, klinik tipta kullanima girmesi ile gelecek dénem, kisisel
genomik tip ¢agi olacakdtir.
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DNA Dizi ANALIZi VE GELECEKTEKi UYGULAMALAR

Prof. Dr. Tanil KOCAGOZ
Acibadem Universitesi Tip Fakiiltesi, Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali, istanbul

Uygulamadaki DNA dizisi saptama yontemleri, dizisi belirlenecek DNA'nin ¢ok sayi-
da kopyasini gerektirmektedir ve enzimatik kimyasal tepkimelere dayanmaktadir.
Teknolojinin gelismesi ile DNA’nin tek zincirini, hicbir kimyasal tepkimeye dayanma-
dan saptayabilecek yontemler ortaya ¢ikmistir. Bunlar arasinda atomik gli¢ mikros-
kobisi (AGM) ile ve nanopordan gecen tek molekil DNA zincirinin okunmasi, yakin
gelecekte yayginlasmasi olasi DNA dizisi saptama yontemleri olarak karsimiza ¢ik-
maktadir.

Nanopor dizi incelemesi, 1995 yillarindan beri DNA dizisinin saptanmasi igin kulla-
nilmaya calisilmaktadir. Nanopor, i¢ capi yaklasik 1nm olan bir deliktir. Bir tabaka-
da delik agildiktan sonra tabakanin bir tarafina DNA molekdilleri konur ve iki taraf
arasina kuclk bir elektrik alani uygulanarak DNA molekdillerinin sira ile bu delikten
gecmesi saglanir. DNA molekuili delikten gecgerken elektrik akiminda diisme yaratir.
Akimdaki diisme o sirada delikten gegmekte olan niikleotidin blylklGgi ile dogru
orantilidir. inceleme icin istenilen diizgiinliikte ve biyiiklikte bir delik agilabilirse 4
farkl nukleotidi delikten gecerken ayirt etmek olanakli olur®®,

Nanopor olusturmak icin bugiine dek iki teknik kullanilmistir. Bunlardan birincisi
ince bir silikon tabakasina lazer kullanarak bir delik agmak ve daha sonra bu deligin
cevresini doldurarak deligi 1nm i¢ capi olana dek kii¢liltmek temeline dayanir. Bunu
yapmak icin transmisyon elektron mikroskobisi (TEM) kullanilabilmektedir. TEM
delik cevresinde hidrokarbon birikmesine yol acarak deligin kigultilmesini sagla-
maktadir. Odaklanmis iyon 1sini ile de delik doldurularak kigultilebilmektedir. Bir
baska yaklasim ise, tikanmis olan deligin argon isini ile delinmesine dayanmaktadir.
Bu yontemlerde deligin capinin standart bir biyiklikte olusturulmasi ve diizgin
yuvarlak sekilde yapilmasi oldukg¢a zordur®. Bu nedenle nanopor olusturmak igin,
delik olusturan biyolojik molekdller kullanilmakta, bunlar biyolojik zarlarda oldugu
gibi ¢ift yag tabakasindan olusan zarlara yerlestirilmektedir. Biyolojik nanopor olus-
turmak amaci ile en sik kullanilan molekdllerden birisi alfa- hemolizindir. Bakteriler
tarafindan Uretilen alfa-hemolizin, eritrosit zarlarinda delik acarak onlarin pargalan-
masina yol acan toksindir. Alfa-hemolizin, zarda bir tarafi 10nm diger ucu yaklasik
5nm c¢apinda bir delik olusturur. DNA dizi incelemesi i¢in alfa hemolizin ile bir zarda
actlan delikten tek zincirli DNA gecirili. DNA molekiliniln gegisi sirasinda nikleo-
tidler buyukliklerine gére akim dislisiine yol agarlar. Bu akim dusisleri bilgisayar
programi tarafindan yorumlanarak DNA dizisine cevrilirt3, Alfa-hemolizin ile DNA
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dizi incelemesinin ayrim giciint artirmak icin delik capinin kigultilmesi gerekmis-
tir. Bu amagla mutant alfa- hemolizinler elde edilmistir. DNA zincirinin kontrolli bir
sekilde, daha yavas gegcirilmesi de ayrim glicin{ artirmistir. Bu amagla hemolizine
baglanan ekzonikleaz enzimi kullanilmistir. Ekzon(kleaz tarafindan kopartilan nik-
leotidler sira ile delikten gegerken hangi niikleotid olduklari belirlenmistir. Yine iki
zinciri birbirinden ayiran helikaz gibi enzimler DNA'nin bir zincirinin kontrolli olarak
alfa-hemolizinden geg¢mesini saglayabilmektedir. Her niikleotid alfa-hemolizinden
gecerken iki bolgede elektrik akimi dismesine neden olmaktadir. Boylece 4 niikle-
otidden toplam 16 farkli akim bicemi elde edildigi goriilmis, bu da yontemin ayrim
glclinG artirmistir®.

Zarda delik olusturmak igin kullanilan yapilardan birisi de Mycobacterium smegma-
tis porin A (MspA) proteinidir. MspA porunun bir ucu 1.2nm ¢apindadir ve ayrim gi-
clinlin alfa-hemolizinden 10 kat daha yiksek oldugu bulunmustur. Dogal MspA sekli
ve c¢ap! ile DNA dizi analizi icin ideal olsa da por igerisinde yer alan negatif yikler,
negatif ylikli DNA molekilinin delige girmesini engellemistir. Por icindeki negatif
yuklU Gg aspartik asit, yikslz asparajin ile degistirilerek bu sorun ¢oézilmustir. Ay-
rim gliclinin bu denli yiksek olmasi gift zincirli DNA'nin dogrudan okunmasinin ola-
nakl olabilecegini diisindliirmistir. Pora baglanan bir polimeraz ile kontrolll gegis
saglanarak cift zincirli DNA'nin gegisi okunmaya ¢alisiilmaktadir”®,

AGM vya da taramali gli¢ mikroskobu ¢ok yliksek ¢ozinrlikli bir aygittr. Ulasiimis
¢Ozunirliak birkag nanometre dlceginde olup optik tekniklerden en az 1000 kat faz-
ladir. AGM’nin 6nciili olan taramali tiinelleme mikroskobu, 1980’lerin basinda Gerd
Binnig ve Heinrich Rohrer tarafindan (IBM Research) Zirih’'te gelistirilmis, arastir-
macilara 1986 Nobel Odiili’nii kazandirmistir. AGM’de silikon veya silikon nitriirden
yapilmis esnek bir kol, bu kolun ucunda tek atom kalinligina dek inen sivri bir ug
bulunur. Bu kolun st ylizeyine lazer 1sini disiralir. Buradan yansiyan lazer bir dizi
fotodiyottan olusun algilayici bir ylizeye garpar. Yiizeyde gezdirilen igne ucu, ylizeyin
sekline gore yukari asagi hareket eder. Bu sirada kolun Gizerinden yansiyan lazer 1si-
ninin acisi degiserek algilayici Gzerinde farkl noktalara diser. Bu degisim bilgisayar
tarafindan yuzey sekillerine donustirilerek ylzeyin goriuntlist olusturulur®.

AGM ile DNA zincirlerinin gérintiilenmesi 1990’lara kadar gitmektedir. AGM ile
dogrudan niikleotidleri ayirt ederek DNA dizisini g¢ikartma girisimleri basarili ol-
mamistir. Murray ve arkadaslari tarafindan, bir ucundan biotin ile isaretlenen DNA
molekiilleri, streptavidin ve stafilokok protein A komplekslerine baglanmis, bu da
imminoglobilin molekiilleri ile mika ylizeye tutturulmus ve DNA molekiilleri go-
rintilenmistir. Ancak bu gorintileme niikleotidleri birbirinden ayirabilecek ayrim
glctinden oldukga uzaktir®,

AGM bir yizeyin seklini belirlemenin yani sira, molekiillerin arasindaki baglantila-
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rin glclni 6lgmekte de kullaniimaktadir. Glinlimiizde bu ¢alismalar ilag ve hedefi,
antijen ve antikor arasindaki baglanma giiclinin o6lglilmesinde de 6nemli bir arag
haline gelmistir. Bu yontemin AGM ile DNA dizisinin saptanmasini saglayabilecegi
Uzerinde durulmaktadir. Tek zincir DNA'y1 bir halka gibi saran siklodekstrin mole-
kilinin AGM ignesine baglanmasi ve DNA (zerinde siiriiklenmesi ile DNA dizisi
saptanmaya calisilmistirt, Henliz DNA dizisi saptanmasinda basarili olunamasa da
bu olduk¢a umut veren bir ydntemdir. Halen biz de yapmaya basladigimiz ¢alismalar
ile cift zincirli sarmal DNA’ya baglanan molekiiller araciligi ile DNA dizisini saptamayi
hedeflemekteyiz.

ister nanopor, ister AGM teknolojisi ile olsun, cok yakinda DNA dizi inceleme aygitla-
rinin, bilgisayarlarimiza USB baglantisindan takabilecegimiz, herkesin kolayca satin
alabilecegi denli kiiglik, ucuz aygitlar haline gelecegini 6ngorebiliriz.
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PANEL 10: LABORATUVAR HATALARININ HUKUKSAL YONLERI

Av. Serdar OZERSIN
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LABORATUVAR TANILARINDAN DOGAN UYUSMAZLIKLAR VE
ULUSLARARASI HUKUK

Yard. Doc.Dr. Erdem ilker MUTLU

Hacettepe Universitesi Hukuk Fakiiltesi, Uluslararasi Hukuk Anabilim Dali, Ankara

Cocugunuzu doguran anne ile gocugunuz arasinda genetik uyumsuzluk mu var? Sa-
kin anneyi gizli yumurta nakliyle suglamayin.. Belki de Kimerizm 6rnegi yasayan bir
kisi olabilir.

Hamileligin 6. ayinda ultrason ile tespit edilen bir ense kalinlasmasi bulgusuna karsi
amniyosentez yapilmis ve raporda “¢ocugunuz bir genetik harikasi(!)” seklinde bir
sonuca ulasilmis olabilir, ya laboratuvar yanilmissa?

Bir hastanizin HIV pozitif oldugu biliniyor, esinin de enfekte oldugu gercegi ile esi bir
tecaviiz suglamasiyla karsilastiginda suglama bir anda kasten adam 6ldirmeye do-
nlsebiliyor. Sugun manevi unsuru olan kast unsurunu ispatlayabilmesi igin, savcinin
kisinin HIV pozitif oldugunu bildigini ispatlamasi gerekir. Bunun igin sizin hastanizin
dosyasina erismek istemeleri mimkin mudur?

Bu ornekler gogaltilabilir. Bu ¢calismada, devletin saglik kamu hizmeti ¢ergevesinde
sorumlulugunun, laboratuvarlar agisindan goriiniimi ve uluslararasi mahkeme ka-
rarlarindan bu sorumluluga iliskin 6rnekler verilecektir.

Kamu Hizmeti Kavrami ve Saglik Hizmeti

Devlet tuzel kisiligi farkh birimlerde farkli kamu hizmetleri saglarken farkl gériniim-
lerde olan tek bir tiizel kisiliktir. Bu durum idarenin bitunligu ilkesi ¢ergevesinde
Anayasamizin 123. Maddesinde ifadesini bulmaktadir. Bakanliklar ve yardimci bi-
rimlerin kurulmasi ise yine Anayasamizin 113. Maddesinde belirtildigi sekilde sagla-
digi kamu hizmetinin 6zelligine gore farkliliklar gézetmektedir. Bundan dolayidir ki
Saglk Hizmeti ile ilgili Saghk Bakanhgi kurulmus ve tlke ¢apinda saglik kamu hizme-
tinin yuritilmesinden sorumlu olmustur.

Bu sorumlulugun kapsami, sadece hizmetin saglanmasi icin gerekli teskilati kurarak
personeli saglamakla sinirli olmayip, kamu veya kamudan lisansh 6zel saglik kuru-
luglarinin devlet tarafindan yeterli denetiminin saglanmasini da icermektedir. Bu
nedenle bir saglk kurulusunun sagladig saghk hizmetinin aksamasi sonucu ortaya
¢ikacak zarardan dolayi, sadece saglik kurulusu tiizel kisiliginin degil, devletin de
sorumluluguna gidilebilmesi imkani mevcuttur.
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ic hukukta 6zel saglik kurulusu ve devlet saghk kurulusunun farki, sadece kamu gé-
revi ve sosyal glivence baglaminda hastalar ve personel rejimi agisindan bir farkhhk
dogurur. Hatta bu farkhlik 6yle bir boyutta olabilir ki ayni kamu hizmeti sunulmasina
ragmen, bunlardan birinin kalitesi digerinden oldukga farkli olabilir ve bu hizmetin
aksamasindan dolayi ¢ikacak uyusmazliklarin ¢ézimiini i¢ hukuk farkli diizenlemis
olabilir. Ancak ne var ki, uluslararasi hukuk karsisinda bu kamu hizmetlerinin lisans-
lamasinda devletin sorumlulugu s6z konusu oldugu igin, devlet kamu hizmetinin
sunulmasi siirecinde kisinin temel hak ve 6zgirliklerinin ihlaline neden oluyorsa
bundan sorumludur. Avrupa insan Haklari mahkemesi, Avrupa insan Haklari S6z-
lesmesi ve Ek protokollerinde glivence altina alinan hak ve 6zgirliklerin ihlallerinin
tespitine ve adil bir tazminata hiikmedebilir.

Devletin saglik hizmetine iliskin teskilatlanma, lisanslama ve denetim sorumlulugu
ic hukukta epey ayrintili mevzuatlarla diizenlenmistir. Ancak bu diizenlemeler dev-
letin i¢ hukuktaki yetkileri ile ilgilidir. Ulkesel yetki alanina giren konulara herhangi
bir uluslararasi mahkeme veya kurum midahale edemez. Bundan dolayidir ki dev-
letler bu tiir dizenlemeleri istedikleri sekillerde yapabilirler. Ancak devletlerin bu
tdr uluslararasi sozlesmeler baglaminda sorumluluklarinin kapsami oldukga genis
olabilmektedir: (1) S6zlesme kapsamindaki hak ve 6zgurlikleri kendi gérevlileri yo-
luyla ihlal etmemek, (2) Bireylerin bu hak ve 6zgirliklerinin Gglinci kisiler tarafin-
danihlal edilmesine engel olmak icin gerekli tedbirleri almak, (3) Hak ve 6zgurliikler
bir sekilde ihlal edilirse, bu ihlallerden sonra gerekli etkin sorusturmayi yapmak.

Ug Farkh Vaka, Ug Farkh Sonug

Burada verilen Ug¢ 6rnek lizerinden, bu siireglerin nasil isledigini anlamaya galisarak
devletin sorumlulugunu degerlendirip, hukukun veya uluslararasi mahkemenin tav-
rini tespit edecegiz.

Birinci Vaka: Draon - Fransa davasi*

Kari Koca Draon ailesi hamilelikten itibaren diizenli hekim kontroliindedirler. Hami-
leligin 6. ayinda ultrason incelemesinde fetiiste bir ense kalinlasmasina rastlanmasi
ile amniyosentez karari alinmistir. Bunun (izerine Saint Antoine Hastanesi, Paris’de
ProfT’nin yonettigi departman tarafindan amniyosentez islemi yapilmistir. Karyotip
incelemesinde 11 no’lu kromozomda bir uyumsuzluk tespit edilmesine ragmen, bir
sekilde bu durum gozden kagmis ve bliyik bir ihmal sonucu ¢ocuk serebral mal-
formasyonla dogmustur. Aile tip merkezi aleyhine dava agmistir. Fransiz hukuk sis-
temi ¢ercevesinde mahkemenin verebilecegi tazminat, aileyi tatmin etmedigi icin
aile Avrupa insan Haklari Mahkemesi'ne basvurmustur. Zararin tazmin edilmesine
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yonelik olarak ailenin mesru beklentisinin bir mulkiyet hakki olduguna karar veren
mahkeme Fransa’yi tazminata hilkkmetmistir.

ikinci Vaka: Z - Finlandiya Davasi?

Bu davada ad veya soyadi kullanilmamis ve Avrupa insan Haklari Mahkemesi bas-
vurani “Z” harfiyle temsil edilmistir. Ozellikle kisinin 6zel yasami ve aile yagaminin
ayrintilari s6z konusu oldugunda, Mahkeme i¢tiiziigii basvurucuya davada isim kul-
lanilmamasini talep hakki vermistir. Bundan dolayi anlatacagimiz olayda basvuranin
adi sadece Z harfi ile temsil edilmistir.

Z, HIV virusu ile enfekte olmus, esi X ile daha sonra bosanmistir. Ne var ki X bir
siire sonra geng bir kadina tecaviiz suguyla sorusturmaya maruz kalmaktadir. Bu
sorusturma, X'in HIV pozitif oldugunun anlasiimasi sonucu tip degistirmekte ve bir
anda adam 6ldiirme suguna donismektedir. Zira 6limcil bir hastaligin bulastirilma-
si yoluyla 6lime sebebiyet verme Fin Ceza Yasalarinda adam 6ldiirme sugunun bir
gorintusi olarak belirlenmistir. Burada sugun ispatlanabilmesi icin gerekli olan tek
sey, X'in cinsel saldiri zamaninda kontamine oldugunu bildiginin de savcilikga ispat-
lanmasi gerekliligidir. X'in olaydan 6nceki medikal ge¢cmisi ve ELISA prosedirii dahil
enfekte olabilecegini bildigini tespit edecek laboratuvar sonuglarina ulagilamamis-
tir. Bu nedenle eski esi Z’nin sonuglarina ulasilmaya ¢alisiilmaktadir. Mahkeme eski
esi Z'nin medikal gegmisini ve laboratuvar sonuglarini alarak X’i mahkum etmistir.
X ise mahkeme kararinda kendi medikal ge¢misi ve laboratuvar sonuglarinin agikga
bulundugu ve davaya taraf olmayanlarin erisebilecegi bir pozisyonda oldugu igin
Finlandiya aleyhine Avrupa insan Haklari Mahkemesi'ne basvurmus ve mahkeme
Sozlesme’nin 8. Maddesinde glivence altina alinan kisinin 6zel yasaminin ihlal edil-
digine hiikmetmistir.

Ugiincii Vaka: Karen Keegan Vakasi ve Lydia Fiarchild’in ¢ignenen onuru®*

Lydia Fairchild ile ilgili haberler ABC News Amerikan televizyon ve internet habercili-
gi doneminde oldukgca ilgi cekici vakalardan biri olmustur®. Agustos 2006’da yapilan
habere gére Lydia Fairchild daha 26 yasindayken issiz ve maddi durumun olumsuz-
lugu nedeniyle ¢ocuklarina devlet yardimi almak i¢in basvurmustur. Cocuklar evlilik
disinda meydana geldigi icin kendisi ile ilgisini ispatlamasi istenmektedir. Bunun icin
kendisinden cocuklari ile DNA 6rtlismesini gésteren bir rapor talep edilir. Lydia ga-
yet kendinden emin sekilde gidip kan 6rneklerini verdikten sonra aldig1 sonuclara
inanamamistir. Kesinlikle iki cocugu ile de DNA 6rnekleri uyusmamaktadir. Sosyal
Hizmetler Kurulusu bir anda kendisi hakkinda bir sorusturma baslatilmasi icin si-
rec¢ baslatmistir. Bir anda olagan bir goriismeye c¢agrildigini zanneden Lydia Fairchild
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kendisini ceza sorusturmasinin ortasinda bulmustur. Eyalet gorevlilerinin kendisine
sordugu ilk soru sudur: “Sen kimsin? Gergek kimligin nedir?!” Sorusturma konusu
ise, yasadisi tastyici annelik ile sosyal glvenlik kurumuna karsi hile yapmaktr. Zira
test sonuglari eski erkek arkadasi Townsend’in baba oldugunu dogrularken kendi-
sinin anne olmadigini sdylemektedir. Sosyal Giivenlik Kurumu son derece israrl bir
sekilde laboratuvr sonuglarinin dogru oldugunu, genetik karsilastirmanin yanilma-
yacagini sdylemektedirler.

Sosyal Glivenlik Kurumu gocuklarini Lydia’nin elinden almak igin bir stire¢ baslatmis-
larken Lydia panik halinde herkese ¢ocuklari kendisinin dogurdugunu, herhangi bir
sekilde calmadigini ya da yasadisi tasiyici annelik yapmadigini ispatlamaya galismak-
tadir. Dogum fotograflari, hamilelik siiresince yapilan islemler, ultrason gortntileri
bunlar arasinda sayilabilir. Lydia’nin anne babasi ise sok halinde, mutlaka bir hata
yapilmis oldugunu, laboratuvarin isimleri, 6érnekleri, sayilari karistirmis olmasi ge-
rektigini iddia etmislerdir. Laboratuvar herhangi bir kimseyle hig bir 6rnek karigikhig
olmadigini yenilemisken, Mahkeme ise DNA testinin ebeveynlik ispatinda o giine
kadar yanilmamis bir altin standart sundugunu ileri siirmektedir.

Nihayetinde Lydia’nin avukati Alan Tyndell, bu durumu arastirip, nasil gergek bir
anne veya babanin DNA’lari ile ¢ocuklarin uyusmayabileceklerini tespit etmistir:

Mayis 2002’de Yu ve arkadaglarr® tarafindan New England Journal of Medicine dergi-
sinde yayinlanan vakaya gore; “Karen Keegan 52 yasinda bébrek yetmezligi yasayan
bir hastadir. Kendisine donér olacak akrabalari tespit edilmeye ¢alisirken, iki gocugun-
dan alinan DNA érneklerinde sasirtict bir duruma rastlanir: Bizzat kendisinin dogurdu-
gu cocuklar1 Karen Keegan’dan herhangi bir kalitsal ézellik tasimadigi, tamamen DNA
larin farkli oldugunu 6grenir. Bu duruma tipta kimerizm denmektedir.”

Lydia’da da ayni Karen Keegan’da olan Kimerizm vakasi bulunmaktadir. Bu nedenle
laboratuvar sonuglari dogrudur, ama artik bu DNA eslesmesinin altin standardinin
ayari dismustir. Bu durum da, 6zellikle Lydia ve ailesinin siphelerinin yogunlastigi
laboratuvari da hukuki sorumluluktan tamamen kurtarmaktadir.

Ug Vaka igin Ug Ayri Durum Tespiti ve Sonug

ilk olarak ve ne sartta olursa olsun; laboratuvar kayitlari mahkeme tarafindan isten-
medigi stirece kesinlikle kisiye 6zeldir. Herhangi bir yasal resmi islemde kullanilsa
dahi Gglinci kisilerin erisebilecegi ortamdan uzak tutulmahdir. Eger boyle bir erisim
s6z konusu ise insan Hak ve Ozgiirliklerine iliskin Avrupa Antlasmasinin 8. Madde-
sinde glivence altina alinan 6zel yasam ihlal edilmis olur ve devletin bunda sorum-
lulugu s6z konusudur.
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ikinci olarak; laboratuvarlarin yapmis oldugu islemler iizerinde devletin denetim
sorumlulugu olmasina ragmen bu yeterli degildir. Devlet ayni zamanda i¢ hukuk di-
zenini de o kadar iyi kurgulamalidir ki, zarar géren kisilerin zararlarini agabilecek
davalarla tazmin etmelerinin yollarinin agilmasi gerekir.

Uglincii ve son olarak da; eger bir giin laboratuvarda ¢ikacak sonug bilinen tiim ger-
cekligin aksine yapilan islemi ya da uygulanan prosediiri sipheli hale getirecek ve
hukuksal yaptirim s6z konusu olabilecekse, laboratuvar bu hukuksal yaptirrmdan
kanita dayal tip standartlarinda kabul edilmeyen veya bazen kanita dayali tip stan-
dartlarinda olsa bile istisnalari olabilen her sonucun, laboratuvari kusurluluktan ¢i-
kararak hukuksal sorumlulugu kurtarabilecegi disiinilmelidir. Zira bazi hastalar ve
blnyeler Gizerinde bazi durumlarda farkl sonuglar elde edilebildiginin ispatlanmasi,
hukuksal olarak laboratuvarin siipheli konumundan uzaklasmasini saglayacaktir.
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ENFEKSIYON HASTALIKLARINA GENETIK YATKINLIK
Prof. Dr. Selim BADUR

istanbul Universitesi istanbul Tip Fakiiltesi, Viroloji ve Temel immiinoloji Bilim Dali, istanbul

Enfeksiyon hastaliklarinin patogenezi incelendiginde, bir yandan etken mikroor-
ganizmanin cesitli 6zelliklerinin, 6te yandan konagin 6zellikle immiin sistemine ait
niteliklerinin hastalik seyrini etkiledigi belirlenmistir. Nitekim mikroorganizmalarin
virtilans faktorleri, inokulim miktari, viicuda giris yollari gibi “yabanciya” ait 6zel-
liklerin yani sira, konagin immin sistemine ait 6zellikler ve etken ile savunma siste-
minin etkilesimi, enfeksiyonun seyrini etkileyen faktorler olarak degerlendirilir. Son
yillarda patojenlere karsi bireylerin diren¢ durumlarinda konaga 6zgii bazi genetik
ozelliklerin de rol oynadigi saptanmis ve insan genomiks arastirmalari ile patogenez
konusuna farkli bir yaklasim glindeme gelmistir.

Konu ile ilgili ilk bulgular “sitma” modellerinde, hemoglobinlerde gozlenen degisim-
ler kapsaminda saptanmis olup, talasemi sorunu yasayanlarin veya G6PD eksikligi
bulunanlarin sitmaya direng gostermelerinin belirlenmesi ile somutlasmis; bu du-
rum, eritrositlerin ylizeyinde Duffy antijeni bulunmamasi durumunda, Plasmodium
vivax’ in hicrelere girisinin mimkin olmamasi ile agiklanmistir2, Sonraki yillarda
tiberkiiloz etkeni gibi mikobakterilere ya da HIV gibi viruslara karsi diren¢ duru-
munun gen polimorfizmi ile iligkisi belirlenmistir®. Bu bulgular takiben yogunlasan
calismalar kapsaminda, 6zellikle HLA gen bdlgelerindeki polimorfizmin birgok viral
enfeksiyonun seyrini etkiledigi saptanmis; 6rnegin hepatit B virusuna (HBV) direng
tablosu ile HLA cesitliligi arasindaki iliski ortaya konmustur®.

Enfeksiyon hastaliklarina genetik yatkinlik konusunda bilgi birikimi giin gectikce
artmaktadir. Bu baglamda atipik mikobakteriler ya da Salmonella cinsi bakterile-
re direng ile IL-12, IL-12R ya da IFN-yR1 genlerindeki farkhlasmalarin iliskisi orta-
ya konmus®; HIV’in hedef hiicreye baglanmasinda koreseptor rolii oynayan CCR5
molekiliinde olusacak 32 baz ciftlik bir delesyonun, bu virusa direnci beraberinde
getirdigi saptanmis®; tliberkiiloz etkenine duyarlilik konusunda NRAMP1 (SLC11A1)
genlerindeki polimorfizmin 6nemi gosterilmistir’. Sonugta “insan genom projesi-
nin” tamamlanmasini takiben, belirli bir patojenin yol acacagi enfeksiyona yatkinli-
gin bazi genetik ozelliklerle paralellik gostermesi konusu yogun bicimde giindeme
gelmis; o gline dek immin yetmezlik kapsaminda ele alinan bazi kalitsal defektlerin,
enfeksiyon hastaliklarina duyarlihg! beraberinde getirdigini kanitlayan bir dizi bul-
gu ortaya konmustur. Genel anlamda tiim mikroorganizmalara karsi var olan bir
immin yetmezlik tablosundan farkli olarak, belirli bir etkene ya da etken grubuna
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karsi spesifik duyarliligin s6z konusu oldugu ve “yatkinlik” olarak tanimlanan bu du-
rumun immiin sistemdeki bazi spesifik aksakliklardan kaynaklandigi gosterilmistir.
Cesitli genlerde gozlenen farkhilasmalar, genel anlamda “saglikh” bireyleri, spesifik
olarak bazi bakteri ya da viruslarin yol agtigi enfeksiyonlara duyarli kilmaktadir®. Bu
tip imminolojik defektleri farkh bicimlerde siniflandirmak olasidir ve heniiz konu ile
ilgili uluslararasi bir standardizasyon saglanmamistir. Ancak genel olarak s6z konu-
su “yatkinhklar” li¢ bashk altinda toplanmaktadir®: (1) Mikobakteri enfeksiyonlarina
“mendeliyen” yatkinlk; (2) Piyojen bakterilerin invazif enfeksiyonlarina yatkinlik; (3)
Herpes ensefalitlerine genetik yatkinlik.

Mikobakteri enfeksiyonlarina “mendeliyen” yatkinlik durumu genetik agidan he-
terojen bir tablodur; nitekim 400’den fazla hastada yapilan inceleme sonunda s6z
konusu aksakliklarin otozomal bes gen ile, X kromozomunda yer alan bir gen lizerin-
deki mutasyonlarla iliskili oldugu saptanmistir’. Bu genler, toplam 13 farkl genetik
hastaligi tanimlayan; IFN-y reseptoriinln alt birimlerini kodlayan IFNGR1 ve IFNGR2;
STAT-1 molekilini kodlayan STAT1; IL-12 ve 1L-23 molekillerinin p40 alt birimleri-
ni kodlayan IL12B; IL-12 ve IL-23 reseptorlerinin B1 zincirini kodlayan IL12RB1 ve
NEMO genlerini kapsamaktadir. Bu alti gende gézlenen mutasyonlar, IL-12 ve IFN-y
bagimh immin yanitlarda aksakliklar ile karakterize tablolara neden olmaktadirlar
ve genelde dislik virilansa sahip mikobakteri enfeksiyonlarinin ortaya ¢ikmasindan
sorumludurlar. Hastalarin hemen yarisinda tifo etkenleri disindaki Salmonella bak-
terileri ile sorunlar, 6rnegin gangliyonlarda enfeksiyonlar gézlenmektedir.

Piyojen bakterilerin invazif enfeksiyonlarina yatkinlik durumunda ise, IRAK-4 ve
MyD88 molekdlleri ile iliskili mutasyonlar sonucu bakteri enfeksiyonlari sikga goz-
lenir. IRAK-4, TLR’ lerin yani sira IL-1R ve IL-18R reseptorlerinin baslattigi sinyal ileti
yolaklarinda roli olan énemli bir kinaz molekiltdir. MyD88 ise benzer yolaklarda
rolt olan primer adaptdr molekillerden birisidir. Bu iki molekiilin normal islevlerini
yerlerine getirememeleri pro-inflamatuvar sitokinlerin Gretiminde aksakliklara yol
acar. IRAK-4 ya da MyD88 molekiillerinde bir farklilasma s6z konusu oldugunda,
Streptococcus pneumoniae basta olmak lzere farkli bakterilerin etken olarak rol
oynadigl agir ve yineleyen enfeksiyonlar (sepsis, menenijit, artrit vb) ortaya c¢ikar.
Hastalarin %30°u invazif bakteri enfeksiyonlari nedeniyle kaybedilir; enfeksiyonla-
rin siddeti kiicUk yaslarda daha fazladir ve ad6lesan ¢agindan sonra bu tip sorunlar
gbzlenmez. Buna karsin sdz konusu olgularda TLR3 ve TLR4 (zerinden gergeklesen
IFN-a, -B ve -y Gretimi saghkl bir bicimde gerceklestiginden, virus enfeksiyonlarina
diren¢ durumu aksamaz.
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Herpes ensefalitlerine genetik yatkinlik durumu ise, TLR3 sinyalizasyonundaki ka-
litsal aksakliklar ile karakterizedir. MyD88 ve IRAK-4 molekillerinden bagimsiz ola-
rak isleyen TLR3 yolagi, ligand olarak dsRNA molekiillerinin rol aldigi ve anti-viral im-
miinitede etkili olan bir savunma koludur. Bu baglamda TLR3 ve benzer molekiller
Uzerinden gerceklesen sinyal iletisinde rol oynayan UNC-93B proteininde gozlenen
farklilasma rekiirent herpes ensefalitlerinin gelismesinden sorumlu tutulmustur®.
UNC-93B eksikligi olan hiicrelerde, TLR’lerin, ligandlari ile birlesmesi gerceklesse
bile, IFN sentezi ile sonlanacak sinyal ileti yolagini harekete geciremedikleri belir-
lenmistir. Daha sonra NF-kB ve IRF-3 bagiml yoldan TLR3 {izerinden gerceklesecek
bir uyarida NEMO molekilinin de kilit roli oynadigi; bu molekiilde gerceklesecek
bir farklilasmanin da HSV enfeksiyonlarina duyarhhg arttiracagi bildirilmistir’2. Ve
nihayet herpes ensefaliti riskinin TRIF bagimli TLR4 yolagindaki farklilagsmalar sonu-
cunda da ortaya ¢ikabilecegi gosterilmistir®s,

Ayrica IL-17 islevinin bozulmasi ile Candida enfeksiyonlarina duyarhhgin arttigs; IL-
17R’ne ait otozomal resesif aksakligin kronik mukokiitanéz Candida enfeksiyonlari-
na neden oldugu?* ve antifungal savunmada 6nemli bir yeri olan Th17 hicrelerinde-
ki genetik temelli islevsel bozukluklarin Candida enfeksiyonlarina spesifik duyarhhgi
arttirdig1 savunulmustur?®,

Belirtilen mutasyonlara bagli olarak, immuin yanitin aksamasi sonunda ortaya ¢ikan
enfeksiyon hastaliklarina yatkinliklar disinda, 6zellikle viral enfeksiyonlarla ilgili ola-
rak; reseptorlerdeki farklilasmalarin, NK ya da T hiicre yanitinin mutasyonlar sonucu
degisime ugramasinin benzer bicimde spesifik immiin yetmezliklere neden olabile-
cegi belirlenmistirte.

Yukarida bazi 6rneklerine deginilen ve genel anlamda immun yanitin belirli bir asa-
masinda kilit roli oynayan bir molekdl ile ilgili mutasyonlarin, yanitin saglikh bigim-
de islev gormesini engelledigi anlasilmaktadir. Bu yeni yaklasim bicimi ile 6zellikle
cocukluk caginda gozlenen bir dizi enfeksiyon hastaliginin kaynaginin ya da sonugla-
rinin genetik degisimlerle iliskilendirilmesi ve yeni tedavi yaklasimlarinin olusturul-
masl olasidir®?’,
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HENRIETTA LACKS’iN OYKUSU

Prof. Dr. Hakan ABACIOGLU
Dokuz Eyliil Universitesi Tip Fakiiltesi, Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali, izmir

Bilindigi gibi viruslar zorunlu hiicre ici paraziti olup, sadece canl hiicre sistemlerin-
de cogalabilmektedirler. Viruslarin in vitro kosullarda tretilmesine olanak saglayan
hicre kultarleri, deneysel ve klinik ¢calismalar, asi ¢alismalari ve Gretimi; antiviral
ajanlarin gelistirilmesi ile ilgili calismalar ve taniya yonelik virolojik calismalarin te-
melini olusturmaktadir. Ginimuizde birgok viral enfeksiyonun tanisinda hiicre kiil-
turlerinden virus izolasyonu halen altin standart yontem olma 6zelligini stirdirmek-
tedir.

Hicre kaltirleri, insan veya hayvan dokularindan hazirlanabilmekte; kromozom ni-
telikleri ve pasaj (subkdltir) sayilarina gére primer (2n), diploid (2n) ya da devamli
(n) ozellikte olabilmektedirler. Devamli hiicre kiltirleri, diploid hiicre kiltirlerinin
spontan transformasyonu ile olusabilecegi gibi, dogrudan tiimér dokularindan da
elde edilebilen ve sonsuza dek pasaj yapilabilen 6limsiiz hiicrelerdir.

insan serviks karsinoma hiicrelerinden orijin alan HeLa hiicre dizisi, bircok virusun
Uremesine olanak veren ve bu nedenle de virolojik calismalarda en sik kullanilan de-
vamli hiicre kiltirlerinden birisidir. Klasik bilgiler, HeLa hiicre dizisinin, adini, Helen
Lane isimli servikal kanserli bir kadin hastanin tiimér dokusundan Uretilmesi nede-
niyle aldigini belirtmektedir. Oysa bugin icin bu ismin bir sembol oldugu; gercek adi
Henrietta Lacks olan olgunun ve onun timér dokusundan hazirlanan HeLa hiicre-
lerinin ilging bir oykisl oldugu ortaya konmustur. Bu sunumda Henrietta Lacks’in
oykusi paylasilacakdtr.
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VIRAL HEPATITLERDE ANTiViRAL HEDEFLER VE
DIRENCIN LABORATUVARA YANSIMASI

Prof. Dr. Selda ERENSQY
Ege Universitesi Tip Fakiiltesi, Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dall, izmir

Hepatit viruslari, farkli virolojik 6zelliklere sahip olmakla ve farkh virus ailelerinde
yer almakla birlikte, 6ncelikle hepatositleri hedef alma ve karacigerde replike olma
ortak oOzelligine sahiptirler. Kroniklesme potansiyeli olan hepatit B, hepatit C ve
hepatit D virus (sirasiyla, HBV, HCV, HDV) enfeksiyonlarinin tedavi protokolleri ve
izlemleri tzerinde yogun calismalar birikmektedir. HBV ve HCV replikasyon dongi-
lerini inhibe etmek lizere viruslara 6zgu antiviraller gelistirilmektedir.

HBV enfeksiyonu tedavisi, interferon (IFN)-a ve HBV polimeraz/revers tanskriptaz
aktivitesini 6zgil olarak inhibe eden ilaglara dayanmaktadir. Kronik hepatit C tedavi-
si IFN-a ile ribavirin kombinasyonuna dayanir, ancak 6zgil olarak virusu hedef alan
antiviraller gelistirilmis (STAT-C) ve kullanilmaya baslamistir. Kronik hepatit B teda-
visinde virus replikasyonunun mimkin olan en dusik dizeye cekilerek karaciger
hastaligina gidisin durdurulmasi hedeflenir. Karacigerdeki HBV cccDNA kaliciligl ne-
deniyle, HBV enfeksiyonunun tamamen eradikasyonu zordur. HCV, hiicrelerde kalici
bir form olusturmadigi icin kronik hepatit C tedavisinde asil hedef virus enfeksiyo-
nunun tamamen eradikasyonu olmalidir.

Ozgiil antivirallerle tedavinin basari ve siiresini etkileyen baslica sorun direng ge-
lisimidir. Viruslar antivirallerin baskisi altinda iken direncli varyantlarin ¢ogalmasi
sonucunda tedavi basarisi diiser. Hasta yonetiminde direncin saptanmasi ve tedavi
degisikliklerinin yapilmasi 6nemlidir.

HBV enfeksiyonu tedavisinde ilaglarin hedefleri

Kronik hepatit B tedavisinde kullanimda olan ilaglar IFN-a, pegile IFN-a ve niikleoz(t)
id analoglaridir (lamivudin, adefovir, entekavir, telbivudin, tenofovir). Nikleoz(t)id
analoglari, HBV polimerazin kompetetif inhibitorleridir; virus replikasyonu sirasinda,
dogal niikleotidlere benzeyen yapilari sayesinde DNA’ya entegre olurlar, ancak hid-
roksil grup olmadigi icin DNA zinciri sonlanir ve HBV replikasyonu durur. Lamivudin
sitidin analogu; adefovir ve tenofovir adenozin analogu; entekavir guanozin analogu;
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telbivudin ise timidin analogudur. Gelistirilen diger antiviraller ve HBV replikasyon
dongisindeki potansiyel hedefler lizerinde makaleler birikmektedir.

Nikleoz(t)id analoglarinin temel hedefleri polimeraz olmakla birlikte, inhibisyon
mekanizmalarinda ve direng gelisimi hizlarinda farkhlik vardir. Direng gelisme riski
entekavir ve tenofovirde diisik; adefovirde orta; lamivudinde yuksektir. Bu antivi-
raller arasinda ¢apraz diren¢ tanimlanmistir. Kombinasyon tedavilerinin (izerinde
calisilmaktadir.

GUnUmuzde cesitli nukleoz(t)id analoglari gelistiriimektedir. Primidin nikleozidi
olan klevudin kullaniminda miyopati bildirildigi icin klinik cahsmalar durdurulmus-
tur. LB8030 gibi karacigerde metabolize ve aktive olan on-ilaglar gelistirilmektedir.
PMEO-DAPpym gibi pirimidin asiklik niikleozid fosfonatlar bulunmaktadir.

HBV enfeksiyonu tedavisinde gelecek i¢in umut olabilecek ¢alismalar

HBV replikasyon doéngilsiinde virusun hiicreye girisi, genom ¢ogaltilmasi, protein
yapimi asamalari ve immiin yanitlari etkileyen cesitli yaklasimlar mevcuttur. Bunlar
asagidaki gibi siralanabilir:

e HBV biiylik zarf proteininden elde edilen agillenmis peptidlerle virus girisinin
engellenmesi,

e APOBEC3 sitidin deaminazlarin negatif DNA sarmalinin uzamasini engellemesi,

e HLA-DP genlerindeki varyantlarin kronik HBV enfeksiyonu riski ile iliskisi,

e HBV cccDNA transkripsiyonunun epigenetik diizenlenmesinin modifiye edil-
mesi,

e Glikozidaz inhibitorleri ile HBV zarf proteininin endoplazmik retikulumda gliko-
zilasyonunun engellenmesi,

e Heteroaril-dihidropirimidinlerin (HAP) etkisiyle HBV kapsid proteinlerinin yan-
lis diizenlenmesi (Bay 41-4109),

¢ Fenilpropenamidlerin (AT-130, AT-61) virus enkapsidasyonunu bozmasi,

e Helioksantin analoglari ve nitazoksanid gibi ajanlarin HBV replikasyonunu
baskiladiginin gésterilmesi,

e RNA temelli antiviral yaklasimlar icinde 6zellikle RNA interferensi ve kiiglk
interfere edici RNA (siRNA) molekadlleri ile transkripsiyon veya transkripsiyon
sonrasinda gen susturulmasi.

Deneysel asamalardaki bu yaklasimlarin kronik hepatit B tedavisindeki etkisi, ancak
klinik calisma sonuglari ile gosterilebilecektir.

5-8 Haziran 2012, Ankara ® Program ve Bildiri Ozet Kitabi 177



HBYV antiviral etkinliginin ve direncin saptanmasi ve izlenmesi

Virus yikinin olgllmesi temel yaklasimdir. Duyarhhg yiiksek HBV DNA testleri ile
yukselen virus yiikl saptanabilir. Antiviral direncin 6zgil olarak saptanabilmesi, ge-
notipik ve fenotipik testlerle miimkindir. Genotipik arastirma icin ntikleik asit dizi
analizi dogrudan PCR Urinleri izerine veya klonlama ile yapilabilir. Dogrudan PCR
Uzerine dizi analizi ile virus popilasyonunda ancak %20 veya lzerinde mutant var-
sa saptanabilir; klonlama ile bunun Ustesinden gelinebilir, ancak ¢ok sayida klona
gereksinim oldugundan pratik degildir. Restriksiyon fragman polimorfizm analizi ile
total virus populasyonunun %5’i saptanabilir, ancak bilinen her mutasyon igin endo-
nikleaz reaksiyonlari gerekir. Bu yontemlerin is yiiki fazladir ve 6zel deneyimli per-
sonel ve laboratuvar kosullari gerekir. Pirosekans yontemi ise ¢ok klgiik miktarlarda
varyant popilasyonlarini (%0.1) saptayabilen hizli bir testtir. Tek niikleotid degisik-
liklerini saptayabilen hibridizasyon yontemleri arasinda (mass) spektrofotometrik
DNA o6lgimi (MALDI-TOF MS) ile %1 oranindaki direngli varyantlar saptanabilir;
ticari olarak bulunan ters hibridizasyon yontemi ile %5-10 oranindaki direngli mu-
tantlar saptanabilir; oligoniikleotid mikro-array kullanilan DNA “chip” teknolojileri
ile cok sayida mutasyon duyarl bir sekilde saptanabilir. Hibridizasyon testlerinin si-
nirhhig! sadece bilinen mutasyonlari saptayabilmesi ve her mutasyon igin olasi prob
setlerinin gerekliligidir.

In vitro fenotipik testler arasinda; viral polimeraz enzimatik testleri, direngli HBV
mutantlarini ¢ogaltan hiicre dizileri ve direngli mutantlarin genomunun transfer
edildigi hiicre kiltirt modelleri bulunmaktadir. Bu testlerin, capraz-direng profille-
rini arastirmadaki rolleri kritiktir.

Virolojik niiks (breakthrough), tedaviye uyumlu bir hastada virus yiikiniin 1log, 1U/
ml Gzerinde artisi ile tanimlanir; genellikle ardindan genotipik direng saptanir.

HCV replikasyonunu dogrudan etkileyen antiviraller

Hepatit C tedavisinde yeni bir donem baslamaktadir; zira giiniimiizde kullanimda
olan pegile interferon ve ribavirin (pIFN/RBV) tedavisinin toksisite ve etkinlik sorunu
nedeniyle, 6zgiil olarak virusu temizlemeyi hedefleyen ilag kombinasyon tedavileri
(Specifically targeted anti-viral therapy for hepatitis C; STAT-C) Uzerinde galisilmak-
tadir. HCV replikon ve tam hiicre kultur sistemlerindeki gelismeler sayesinde HCV
replikasyon dongiisii hakkinda artan bilgi ve antiviral ajanlarin test edilebilmesi bu
yondeki ¢alismalari hizlandirmistir.
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Viral enzimler, hiicresel reseptorler ve viral replikasyonda rol alan hiicresel proteinler
hedef olarak segilmektedir. Ayrica, daha dusiik toksisiteli, uzun yari 6murli ve yik-
sek potansiyelli yeni interferon ve ribavirin versiyonlari Gizerinde de ¢alismalar devam
etmektedir. Proteaz ve polimeraz inhibitorleri, tedavi almamis hastalarda, standart
pIFN/RBV tedavisine gore daha kisa slirede kalici viral yanit1 %20’den fazla artirmistir.

Calisilmakta olan antiviral hedefler arasinda; viral giris faktorleri (SR-B1, CD81, vi-
rus glikoproteinlerine karsi nétralizan antikorlar), translasyon ile ilgili hedeflerden
NS3/4A proteaz (telaprevir ve boceprevir inhibe eder), NS5B polimeraz, NS2/3
otoproteaz ve NS3 helikaz basta gelmektedir. Ayrica NS4B ve NS5A proteinleri gibi
enzimatik olmayan hedefler de bulunmaktadir. Replikasyon inhibitérleri (ntikleozid/
nikleotidler, non-niikleozidler), P7 iyon kanali inhibitorleri, yeni interferonlar, yeni
ribavirinler, imminomodulatérler ve nitazoksanid gibi baska tiazolidler de ¢alsil-
maktadir. MikroRNA’lar ve siklofilinler gibi hiicresel hedefler de bulunmaktadir.

HCV ilag direnci

HCV replikasyon hizinin ve hata oraninin yiiksek olmasi, viral tlriimsu cesitliligini ve
konak immiin yanitina karsl viral adaptasyonlari kolaylastirmaktadir. Viral popiilasyon-
larda direngli viruslar bulunmaktadir; ilag baskisi altinda bu varyantlar hizla segilir.

Genotipik ilag direng testleri molekdiler testlere dayanmaktadir. Nikleik asit dizi anali-
zi altin standart olmakla birlikte, duyarliligi artirilmig gergek zamanli PCR temelli test-
lerle mindr mutantlar erken dénemde saptanabilmektedir. Direngli virusun bulasma-
si, virusun replikasyon etkinligi (viral uyum) ve direngli viruslarin virus arsivinde kalip
kalmadigi konulari heniiz net degildir. Viral ilag direng paternleri HCV genotipleri ile
iliskilidir. Genotip 1a daha sik degisiklik gosterir ve direng orani daha yiksektir.

Proteaz inhibitorlerine karsi direngle iliskili mutasyonlar tanimlanmis; A156V/T,
V36+R155 ve V36+A156S, telaprevire karsi yiksek direng ile iliskilendirilmistir.
Proteaz inhibitorleri arasinda ¢apraz direng yiiksektir. V36A/M, T54A/S, R155K/T ve
A156S telaprevir ve boceprevire karsi dislik diizeyde direng ile iligkili bulunmustur.
Gelistirilen diger proteaz inhibitorlerine karsi direng ile iliskilendirilmis mutasyonlar
da tanimlanmistir. Ancak, a-ketoamid bilesigi olan telaprevir ve boceprevir tarafin-
dan secilen degisiklikler, diger proteaz inhibitérleri (danoprevir, vaniprevir, TMC-
435, BI-1335) tarafindan segilenlerle 6rtismemektedir.

Nikleozid analogu polimeraz inhibitorleri ile iliskili mutasyonlar da tanimlanmustir.
Ornegin, S96T ve N142’deki mutasyon R1479 ilaci ile, $S282T ise valopicitabin ile
secilmektedir. Non-niikleozid polimeraz inhibitorlerinin toksisitesi disik olmakla
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birlikte, dirence en agik olan gruptur. Bu grup, polimeraz molekiliinde sekil degi-
sikliklere neden olur. Polimeraz molekilinin bes farkh cebi olmasi nedeniyle farkli
direng patern gruplarinin bulunmasi ilag gruplari arasinda ¢apraz direnci engeller.

HCV kombinasyon tedavisinin glindeme geldigi bu yeni donemde, ilaglarin biyoya-
rarlanimi ve toksisiteleri dikkate alinarak, etkinlikleri korunacak sekilde tedavi pro-
tokolleri olusturulurken direng paternlerinin ¢alisilmasi 6nem kazanmaktadir.
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INSAN PAPILLOMAVIRUS ViROLOJiSi VE TANISI

Prof. Dr. Ayhan KUBAR
Giilhane Askeri Tip Akademisi, Viroloji Bilim Dali, Ankara

Genel 6zellikler

insan papillomavirus (HPV) lar skuamoz epitel hiicrelerinde enfeksiyon yapan, 52-
55 nm c¢apinda, 72 kapsomerli ikozahedral kapsidleri olan, klgik ve zarfsiz DNA
viruslaridir2, HPV genomu yaklasik olarak 7800-8000 baz ciftinden olusan cift sar-
malli sirkliler DNA yapisindadir. DNA sarmallarindan sadece biri genetik bilgi tasir
ve RNA’ya transkripte edilir. DNA, tim HPV tiplerinde yaklasik 8 acik okuma bol-
gesi (Open reading frame; ORF)’'nden olusur ve ana hatlari ile G¢ bélime ayrihr?4.
Birinci bolge; hiicre transformasyonu ve viral DNA replikasyonu ile ilgili erken (E)
proteinleri kodlar ve yaklasik 4000 baz cifti (bg) biyiikligiindedir. ikinci bélge; vi-
rus partikilinin yapisal proteinlerini (L1, L2) kodlar ve yaklasik 3000 b¢’den olusur.
Uciincii bdlge; kodlanmayan bélgedir, “Long control region (LCR)” veya “upstream
regulatory region (URR)” olarak adlandirilir, viral DNA replikasyonunun baslangici
ve transkripsiyonu diizenleyen elementleri icerir ve yaklasik olarak 900-1000 bg
bayukligindedir?3,

Replikasyon ve patogenez

Papillomaviruslar yaralar ve abrazyonlardan gegerek epitel tabakasinda aktif boliin-
me ozelligine sahip tek hiicre tipi olan bazal epitel hiicrelerini enfekte etmektedir®.
Virus “heparan siilfat proteoglikanlar” ve “alfa 6 integrin” gibi ylizey proteinlerine
baglanarak endositozla hiicre igine alinir ve sonrasinda HPV genomu ikozahedral
protein kilifindan ayrilarak hiicre ¢ekirdegine girer**. HPV genomunun replikasyo-
nu, diger kiiclik DNA viruslarinda oldugu gibi, kritik olarak konak hiicre replikasyon
mekanizmalarina bagimhdir®. Viral DNA enfekte bazal epitel hiicrelerinin ¢ekirde-
ginde hilcresel genomdan ayri diisiik kopya sayil bir plazmid gibi varligini siirdiire-
bilir veya hiicresel genoma entegre olabilir®. Yara iyilesmesi sirasinda bazal hiicre
proliferasyonu ile beraber virus replikasyonu da gergeklesir®. Yassi epitel hiicreleri
bazal membrandan ylizeye dogru hareket ederken degisim gegirirler ve ¢ogalma
ozellikleri olmayan matiir epitel hiicrelerine donisurler; ancak HPV DNA matiir hiic-
relerde replike olmaya devam eder. Ciinkii HPV'’lerin kodladigi E6 ve E7 proteinleri
hicresel hedeflerle etkileserek hiicreye DNA sentezi yapabilme yetenegi kazandirir
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ve boylece viral DNA replikasyonu tetiklenir®*, Sadece yuksek riskli HPV tiplerin-
de goriilen integrasyon genellikle E1 ve E2 gen bolgelerinde olur, bu sirada E2 gen
bolgesi parcalanir ve inaktif hale gecer. Bunun sonucu olarak integre genom igeren
hicrelerde E6 ve E7 ekspresyonu ve kontrolsiiz hiicre ¢ogalmasi baskilanamaz ve
kansere doniisiim baslar. Kanser donlisiminin nadiren de olsa integrasyon olma-
dan da gercgeklesebildigi gosterilmistir®. E6 proteini onkogenezde 6nemli rol oynar,
p53 tiimor slipresor proteinine baglanip hiicresel ubikitin ligaz aracili bir sireg ile
bu proteinin hizlica yikilmasini indukler?3, E7 proteini ise retinoblastoma (Rb) timor
slipresor proteinine ve iliskili proteinlere baglanir ve onlar stabilize eder; sonug-
ta hicreyi S fazina gotiiren E2F proteinini serbestlestirir®®. Her iki mekanizma da
apoptozun inhibisyonu ve immortalizasyon sonucu preinvazif ve invazif lezyonlarin
gelismesi ile sonuglanir?,

Laboratuvar Tanisi

Klinik hastalik evresindeki bir HPV enfeksiyonunun tanisi mevcut lezyonlar ve bun-
lara ait belirtilerin degerlendirilmesi ile konulurken, subklinik enfeksiyonlarin tani-
st ancak kolposkopik, sitopatolojik ve histolojik incelemeler sirasinda konulabilir.
Latent asemptomatik HPV enfeksiyonlarinin tanisi ise sadece molekiiler testler ile
konulabilmektedir.

HPV rutin hiicre kiltlrt ortamlarinda tretilememektedir!. Enfeksiyoz viral partikdil-
ler sadece ksenograft veya organotipik raft kiltirlerinde Uretilebilmektedir. Fakat
uygulamasi zor olan bu yontemler, tanidan ziyade arastirma ve asi gelistirme prog-
ramlarinda kullanilmaktadir!. Gelisen teknoloji ile birlikte virus benzeri partikillerin
(VLP) Uretilmesi, HPV enfeksiyonlarini tespit etmek icin L1 kapsid proteinine karsi
olusan antikorlarin kiimilatif olarak olcilebilmesini mimkin kilmistir®”. Ancak se-
rolojik testler, aktif ve gecirilmis enfeksiyonlari ayirt edemezler ve duyarliliklari da
disuk oldugundan tani ve tarama testi olarak yaygin kullanim alani bulmamuslardir’.
Bu nedenlerden dolayl HPV enfeksiyonlarinin tanisi temel olarak viral niikleik asitle-
rin tespitine dayanmaktadir’. Bu bolimde, HPV enfeksiyonlarinin tanisinda kullani-
lan molekiiler yontemler 6zetlenmistir.

Molekiiler tani yontemleri

HPV-DNA tespit yontemleri son 20 yilda, dusik duyarlilik ve 6zgullukli testlerden
[filtreli in situ hibridizasyon (FISH) gibi], 6zgullugi artmis ama duyarlilig disuk
testlere (southern blot hibridizasyon, dot blot hibridizasyon ve hybrid capture tiip
deneyleri de dahil olmak tizere) kadar degisecek sekilde gelistirilmistir®. HPV-DNA
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tespiti icin 1995’te hybrid capture | yéntemi ve sonraki yillarda bu yontemin gelis-
tirilmis versiyonu olan hybrid capture Il (HC2) yontemleri kullanima girmistir. HC2
(Digene, ABD), 1999’da Food and Drug Administration (FDA) tarafindan HPV tarama
testi olarak onaylanmistir®. Glinlimizde, HC2 ve ayni yillarda gelistirilen polimeraz
zincir reaksiyonu (PCR) tabanlh duyarliligi ve 6zgllligu yiksek testler yaygin olarak
kullanilmaktadir®. Pozitif DNA testleri, mevcut enfeksiyon belirteci olarak kabul edi-
lirken, viral DNA'nin saptanmamasi genellikle HPV enfeksiyonu yoklugu olarak yo-
rumlanir®. Ancak latent enfeksiyonlar, 6rnekleme hatalari ve olasi yanlis negatif test
sonuglari nedeniyle HPV-DNA saptanamayabilir.

HPV-DNA amplifikasyon testleri

HPV-DNA tespitini, tiplendirmesini ve kantitasyonunu tek basamakta yapabilen ve
yuksek kontaminasyon kontroli saglayan “real-time” PCR (RtPCR) tekniklerinin ge-
listirilmesiyle laboratuvar uygulamalari 6nemli 6lgtide kolaylasmistir’. HPV-DNA’nin
PCR ile tespiti icin genel primerlerin kullanildigi genis spektrumlu GP-PCR (general
primer-mediated PCR) ve tipe 6zgl primerlerin kullanildigi TS-PCR (type-specific
PCR) olmak Uzere iki temel yaklasim vardir’. Genel primerlerin ¢ogu korunmus gen
bolgesi olan L1 gen bolgesini hedefler. E1 bélgesini hedefleyen genis spektrumlu
PCR primerleri de rapor edilmis, fakat yaygin olarak kullanilmamistir’. HPV-DNA'yi
genis spektrumlu olarak algilayabilen primer sistemlerine GP5+/6+, MY09/11,
PGMY09/11 ve SPF-10 6rnek olarak gbsterilebilir®’. Tipe 6zgll primerler kullanilarak
HPV-DNA saptama ve tiplendirme islemleri tek basamakta yapilabilmektedir. Cok
sayida patojen HPV tipi enfeksiyon etkeni olarak klinik érneklerden izole edilebil-
diginden dolayi, tek bir 6rnek birden fazla HPV tipi varligi agisindan incelenecegi
zaman TS-PCR yaklasimi emek-yogun ve pahalidir. Ayrica, TS-PCR uygulamalarinda
her bir PCR primer setinin tipe 6zgil olma durumu dogrulanmaldir’. Bununla be-
raber HPV saptama ve tiplendirmenin karmasikhgi, multipleks yaklasimlara gerek-
sinim duyulmasina neden olmus ve arastirmacilar tarafindan her biri ayri 6zgullige
sahip cesitli primer ciftlerinin ayni reaksiyonda kullanilabildigi real-time PCR tabanli
multipleks PCR sistemleri gelistirilmistir®. Sadece hedef varliginda sinyal ireten mo-
lekiler isaretli boncuklarin kullanildigi sispansiyon array teknikleri ile de, PCR riin-
leri tek tipte multipleks olarak saptanabilmektedir. Bu teknikte 6zgiil absorpsiyon
spektrumuna sahip bir boncuk seti bir siispansiyon yéntemiyle kombine edildiginde
100 farkh prob tek bir reaksiyonda ayri ayri 6l¢tilebilmektedir?®.

HPV-RNA amplifikasyon testleri

PreTect HPV-Proofer (AS Norchip, Norveg), NucliSENS EasyQ (BioMerieux, Fransa)
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ve Aptima (Gen-Probe, ABD) gibi ticari sistemler, E6/E7 mRNA’lari hedefleyen RNA
amplifikasyon yontemleridir. Bunlardan PreTect HPV Proofer ve NucliSENS EasyQ
yontemleri gercek zamanli multipleks nikleik asit sekans bazli amplifikasyon
(NASBA) temelinde galisirlar’!, Aptima teknigi ise transkripsiyon aracili amplifikas-
yon (TMA) temelli bir yontemdir'2. PCR 6ncesinde bir ters transkripsiyon (RT) basa-
magi iceren yontemler ile de 6zgll viral RNA varlig arastirilabilmektedir®”’.

Amplifikasyon tiriinlerini tanimlayan sistemler

HPV enfeksiyonlarinin tanisinda amplifikasyon drinlerini tanimlamak icin stan-
dart agaroz jel elektroforezi (AGE), “restriction fragment length polymorphism
(RFLP)”, southern blot, lumineks temelli testler, revers-hibridizasyon, mikroplak hib-
ridizasyon, floresan boyali kapiller elektroforez ve DNA dizi analizi gibi yontemler
kullanilabilmektedir’.

Diger molekiiler tani yéntemleri

HPV genomunun fiziksel durumu da potansiyel bir tanisal belirteg olarak incelenmis-
tir’. Bu amagla integre viral DNA’yI saptamaya yonelik PCR temelli protokoller gelis-
tirilmistir. HPV integrasyonunun belirlenmesi APOT (Amplification of Papillomavirus
Oncogene Transcripts) tekniginde oldugu gibi viral seliiler fizyon transkriptlerinin
tanimlanmasi ile veya HPV transkriptlerinin ligasyon aracili PCR ile tespit edilmesi
yollariyla gergeklestirilebilir”3,
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ULKEMIiZDE iNFLUENZA TiP B ENFEKSIYONLARI

Dr. Meral AKCAY CiBLAK
istanbul Universitesi [stanbul Tip Fakiiltesi, Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dall, istanbul

Ani baslayan yiksek ates, oksirik, halsizlik, miyalji ve bas agrisi gibi belirtilerle ka-
rakterize olan ve toplumda hizli yayilim gostererek salginlara neden olabilen influ-
enza virus enfeksiyonlari, belirtisiz seyredebilecegi gibi, akcigerler, kalp, beyin, ka-
raciger, bébrekler ve kaslari da iceren farkl organlarin tutulumuna yol agarak kimi
zaman o6limle sonuglanan genis kapsamli bir hastalik tablosuna da neden olabilir-
lert. Tum diinyada her yil eriskinlerin %20’si, gocuklarin %5’i semptomatik influen-
za enfeksiyonu gecirirken, 3-5 milyon kiside enfeksiyon agir seyir gostermekte ve
250-500 bin kisinin yasamini yitirdigi hesaplanmaktadir®3. influenza viruslari her yil
tekrarlanan epidemilerin yani sira, kimi zaman da pandemilere de yol agmaktadir®®.

Orthomyxoviridae ailesinde yer alan influenza viruslarinin influenza A, influenza
B ve influenza C olmak (zere (g cinsi (tipi) bulunmaktadir. Bunlardan influenza A
ve B viruslari glinimizde her yil tekrar eden yaygin epidemilere yol agmaktadir.
Morfolojik olarak influenza A ve B viruslarini birbirlerinden ayirt etmek miamkin
degildir®. Ancak bu iki tip virusun hem molekiler hem de epidemiyolojik 6zellik-
leri arasinda farkliliklar bulunmaktadir. Ornegin influenza A viruslarinin antijenik
olarak birbirinden farkli ¢ok cesitli alt tipleri (HIN1, H3N2, H2N2, H5N1 gibi) bu-
lunmasina karsin, influenza B viruslarinin antijenik olarak birbirinden farkl Victoria
ve Yamagata olmak lzere sadece iki “soy”u bulunmaktadir. Bu iki virus arasindaki
onemli farkliliklardan biri de konak gesitliligidir. Influenza A viruslarinin konak araligi
oldukca genistir ve bu viruslarin dogal rezervuarlari diinyada yaygin olarak bulunan
su kuslaridir’. Yabani su kuslarinda genetik olarak duragan olan ve hastalik tablosu
olusturmayan influenza A viruslari, karakuslarina ya da memeli tirlerine bulastik-
larinda virusun ve bulastigi canlilarin 6zelligine bagl olarak kimi zaman pandemik
seyir gosteren salginlara neden olurlar. Hastalik olusturduklari canlilar icinde, insan,
evcil kanatllar, at, kdpek, kedi, balina gibi farkl tirler yer almaktadir®. Genetik ve
konak cesitliligi nedeniyle sadece influenza A viruslari pandemik potansiyel tasmak-
tadir. influenza B viruslarinin genel olarak insanlari enfekte ettigi kabul edilse de,
konak cesitliligi konusundaki bilgiler sinirhdir. Son yillarda yapilan arastirmalar, inf-
luenza B viruslarinin insan disindaki canlilari da, 6rnegin foklari ve domuzlari da en-
fekte ettigini géstermistir®. Influenza B viruslarinin mutasyon oranlari A tipine goére
daha dustik, genetik cesitlilikleri de A viruslarina kiyasla daha sinirhdir®?, Influenza
B suslarinin farkh serotiplerinin bulunmamasi, bu virusa karsi bagisiklik kazaniminin
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kiicUk yaslarda baslamasini saglar. Ancak sonucta kisitli da olsa devamli bir mutas-
yon soz konusu oldugundan dolayi, influenza B viruslarina karsi kazanilan bagisiklik
da yasam boyu ya da uzun slireli olmaz’. Hem farkh alt tiplerinin bulunmamasi, hem
de konak gesitliliginin kisitli olmasi nedeniyle influenza B viruslari pandemi olustur-
ma riski tasimazlar?. Bu nedenle influenza A viruslarina kiyasla influenza B viruslari
Gzerinde yapilan arastirmalar sinirli kalmistir.

influenza B viruslarinin her iki soyunun da 1980’lerden énce dolasima girdigi diisi-
nllmektedir. Gegtigimiz birkag yil 6ncesine kadar Amerika Birlesik Devletleri (ABD),
Avrupa ve Turkiye’de dolasimdaki oranlari influenza A viruslariyla kiyaslandigin-
da oldukea diistk olan influenza B viruslarinin dolasimdaki orani giderek artmaya
baslamis, gectigimiz 2010-2011 sezonunda diinyanin birgok Ulkesinde dolasimdaki
dominant virus olma &zelligini kazanmistir’>*4, influenza B viruslarinin dolasimdaki
oraninin giderek artmasi ile birlikte bu viruslarin dolasimda bulunan soyu arastiril-
maya baslanmis ve diinya genelinde bazi tlkelerde her iki soyun ayni zamanda do-
lasimda oldugu, kimi tlkelerde ise sadece bir soyun dolasimda oldugu bildirilmistir
(http://www.euroflu.org). Oysa mevcut asi iceriginde, dolasimdaki her iki influenza
A virus alt tipi (HIN1, H3N2) temsil edilirken, influenza B virusunun iki soyundan
yalnizca biri temsil edilmektedir. Asinin etkinligini olumsuz etkileyen bu durumun
dizeltilmesi, her iki influenza B soyunun da asi icerigine alinmasi icin, influenza B
viruslarinin diinyadaki davranisinin incelenmesi 6nem tasimaktadir.

influenza ile ilgili kisitl olan verilerden biri de, farkli viruslarin neden oldugu klinik
seyir ile ilgilidir. influenza benzeri hastaliklara (IBH) ait semptomlar arasindan genel
olarak influenzaya atfedilen semptomlar iyi tanimlanmistir; ancak, farkh influenza
virus tirlerinin neden oldugu semptomlari tanimlayabilecek veri sinirl diizeydedir.

Farkli cografyalarda dolasimda olan influenza B viruslarinin antijenik 6zelliklerini ve
klinik seyirlerini karsilastirmak ve influenza B enfeksiyonlarinin neden oldugu sos-
yoekonomik kayiplari saptamak amaciyla 2010-2011 sezonundan itibaren Turkiye
ile Fransa arasinda ortak bir calisma (IBGP) yuritilmektedir. Calisma, mevcut sir-
veyans sistemi Uzerinden yiritilmekte olup, yalnizca birinci basamakta hizmet
veren aile hekimlerine basvuran hastalardan toplanan verileri degerlendirmekte-
dir. Bu yazida s6z konusu calismanin ilk asamasindan elde edilen Tirkiye verileri
Ozetlenmistir.

Arastirmanin birinci dénemi 27 Aralik 2010 tarihinde baslamis ve 17 Nisan 2011
tarihinde tamamlanmistir. Arastirmaya Antalya, Bursa, Edirne, istanbul ve izmir
illerinden toplam 145 aile hekimi katilmistir. Calisma geregi, influenza slrveyansi
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kapsaminda influenza benzeri hastalik 6n tanisi alan hastalardan alinan burun si-
rintisi 6rnekleri kesin tani icin laboratuvara gonderilmistir. Laboratuvarda RT-PCR
yontemi ile influenza B tanisi alan hastalar olgu grubu, influenza B tanisi almayan-
lar ise kontrol grubu olarak gonilliilik esasina dayanarak ¢alismaya dahil edilmistir.
Olgu ve kontrol gruplari arasinda yas grubu eslestirmesi yapilmistir. Olgu ve kontrol
grubundaki hastalara ait veriler ti¢ ayri zaman diliminde toplanmistir:

0. Gln: Hasta aile hekimine ilk basvurdugu giin, “standart hasta slrveyans veri for-
mu” doldurularak bilgiler kaydedilmistir.

7. Giin: ik basvuru tarihinden sonraki 7+2 giin sonra hastalarla irtibat kurularak
“hasta takip formu” doldurulmustur.

28. Giin: ilk basvuru tarihinden 28+5 giin sonra hasta ile yeniden irtibat kurularak
ikinci “hasta takip formu” doldurulmustur.

Ug ayri dénemde toplanan veriler Stata MP11 istatistik programi kullanilarak analiz
edilmistir. influenza B viruslarinin antijenik 6zellikleri, Diinya Saghk Orgiiti’niin sag-
ladigi reaktifler kullanilarak hemaglitinasyon inhibisyon (HAI) testi ile saptanmistir.

Sonuglar degerlendirildiginde, ¢alismaya dahil edilen 155 influenza B virusunun
60" 1Inin antijenik yapisi saptanabilmistir. Bunlarin 59’nun B Yamagata soyundan, 1
tanesinin de B Victoria soyundan oldugu anlasiimistir. Calismaya dahil edilen 155
olgunun 115’inin eriskin (15-65) yas grubuna dahil olduklari gézlenmistir. Buna gore
eriskin grubundaki hastalarin sosyoekonomik kayiplari Tablo 1'de 6zetlenmistir.

Tablo 1. Eriskin influenza B olgularinin neden oldugu sosyoekonomik kayiplar

is glini kaybi 4 giin
Hastaneye yatirilan kisi sayisi 9/115 kisi (%7)
Antibiyotik recete edilen hasta sayisi 58/115 (%50)
Semptomlarin tamamen ortadan kalkma stresi 5 glin

IBGP projesinin birinci donem arastirmasinin Tirkiye verileri degerlendirildiginde,
influenza B viruslarinin neden oldugu sosyoekonomik kayiplarin gézardi edilemeye-
cek kadar 6nemli oldugu gorilmektedir. Calismanin yiritildigi donemde, influen-
za asisinin igeriginde influenza B/Victoria virusu bulunmaktadir. Turkiye’de dolagim-
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da olan influenza B viruslarinin bliylk ¢cogunlugunun B/Yamagata soyundan olmasi,
asl icerigi ile uyumlu olmadigini gdstermistir. Influenza B enfeksiyonlarinda tedavi
amagli anibiyotik kullanim oraninin da (%50) oldukga yiksek oldugu saptanmistir.

Sonug olarak bu veriler, influenza B enfeksiyonlarinin énlenmesinin énemini orta-
ya koymakta; en etkin korunma yéntemi olan asilarin iceriginde her iki influenza B
virus soyunun da bulunmasinin gerekliligini vurgulamaktadir. Bunlara ek olarak bu
veriler, gereksiz antibiyotik kullaniminin éniine gegilmesi icin influenza enfeksiyon-
larinin laboratuar tanisinin 6nemini ortaya koymaktadir.
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[OP-01]

TOPRAK VE GUBREDEN iZOLE EDILEN BAKTERILERDE TETRASIKLIN
EFLUKS GENLERININ ARASTIRILMASI

Melike Ekizoglu?, Nedim Sultan?, Satoshi Koike?, Ivan G Krapac?, Roderick | Mackie?

Hacettepe Universitesi Eczacilik Fakiiltesi, Farmasétik Mikrobiyoloji AD, Ankara

2Gazi Universitesi Tip Fakiiltesi, Mikrobiyoloji ve Klinik Mikrobiyoloji AD, Ankara

3Department of Animal Sciences, University of lllinois at Urbana-Champaign, Urbana, lllinois, USA
“lllinois State Geological Survey, Champaign, lllinois, USA.

Direng gelisimiyle dogrudan ilgisi oldugu ispatlanan asiri antibiyotik kullanimi, has-
tanelerle sinirli degildir ve hayvancilikta da yaygin olarak gériilmektedir. Hayvancilikta
antibiyotik tedavisi, profilaktik ve biyimeyi artirmak amaciyla kullaniimaktadir. Antibi-
yotikler neredeyse hig degisiklige ugramadan viicuttan atilmakta ve diskinin glibre ola-
rak kullaniimasi ile topraga, yer alti ve yer Uistli sulara karismaktadir. Bu ¢alismanin amaci
tetrasiklinin yaygin kullanildigi bir ciftlikten alinan toprak ve glibre 6rneklerinden izole
edilen bakterilerin fenotipik ve genotipik direng profillerini belirlemektir. Bakterilerin
tetrasiklin duyarhliklari agar dillisyon ve E-test yontemleriyle saptanmistir. PCR ile 16S
rRNA gen bolgesi ¢ogaltiimis ve dizi analizi yapilarak bakteriler tanimlanmistir. Tetrasiklin
efluks genlerinin [tet(C), tet(H) ve tet(Z)] varhgi minimum inhibitér konsantrasyon de-
gerleri 16->256 pug/ml olan 76 izolatta PCR ile arastirilmistir. Bu izolatlarin %34’tinde, bu
genlerden en az birisinin varligi saptanmistir. Direng geni tagiyan bu bakterilerin %42’si
glibreden, %58'i topraktan izole edilmistir. izolatlarin %50'si tet(Z), %29'u tet(C) ve %21’i
de tet(H) geni tasimaktadir. Direng geni tasiyan bakterilerin %54’t gram-negatiftir. Bu
bakterilerin %47’si Burkholderia tirleridir. Agrococcus ve Simplicispira olmak Uzere iki
turde tetrasiklin direng geni ilk kez gésterilmistir. Ayrica daha 6nce tetrasiklin direng geni
tasidigi bilinen Acinetobacter ve Lysobacter tirlerinde tet(C); Burkholderia tiirlerinde
tet(C) ve tet(H); Streptomyces tiirlerinde ise tet(Z) genleri ilk defa saptanmistir. Bu so-
nuglar, tetrasiklin direng genlerini tasiyan bakterilerin gesitliliginin artmakta oldugunu
gostermektedir. Ayrica, glibre uygulandiktan sonra (g ay sireyle tetrasiklin direngli bak-
terilerin toprakta kalabildigi belirlenmistir. Tetrasiklin direng genlerinin ve konak bak-
terilerin belirlenmesi, ciftliklerden cevreye direngli genlerin transferinin izlenmesinde
onemli bir unsurdur.

Anahtar kelimeler: Antibiyotik, direng, glibre, tetrasiklin, toprak
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[OP-02]

PiPERASILIN/TAZOBAKTAMIN SUBMINiMAL iNHiBITOR
KONSANTRASYONLARININ PSEUDOMONAS AERUGINOSA
SUSLARININ BiYOFiLM YAPIMI UZERINE ETKILERININ ARASTIRILMASI

Berna Erdal Yildirim?, Meltem Yalinay Cirak?, Cigdem Elmas?

Gazi Universitesi Tip Fakiiltesi, “Mikrobiyoloji ve Klinik Mikrobiyoloji AD; 2Histoloji ve Embriyoloji AD,
Ankara.

Pseudomonas aeruginosa’nin biyofilm olusturma yetenegi ve antimikrobiyallerin
biyofilme penetrasyonundaki zorluklar P.aeruginosa enfeksiyonlarinin tedavisini gligles-
tirmektedir.

Bu calismada, Gazi Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi Klinik Mikrobiyoloji
Laboratuvari’nda gesitli klinik 6rneklerden izole edilen P.aeruginosa suslarinin pipera-
silin/tazobaktam (P/T) subminimal inhibitér (sub-MiK) konsantrasyonlarinda biyofilm
olusturma yeteneklerinin gosterilmesi amaglanmistir. P.aeruginosa olarak tanimlanan
24 adet susun antibiyotik duyarhhklar disk difiizyon yontemi ile test edilmistir. Suslarin
biyofilm yapimi mikrotitrasyon plagi yontemi ile; minimum inhibitér konsantrasyonlari
(MiK) ise mikrodiliisyon yéntemi ile saptanmistir. MiK/2, MiK/4 ve MiK/8 konsantras-
yonlarda P/T iceren kuyucuklardaki biyofilm olusumlari arastirilmistir. Segilen bir susun,
P/T'in MiK/2, MiK/4 ve MIiK/8 konsantrasyonlarinda olusturdugu biyofilm tabakasi, ta-
ramali elektron mikroskobu (SEM) kullanilarak gorintilenmistir. Suglarin %20.8’inin za-
yif, %25’inin orta kuvvetli ve %54.2’sinin kuvvetli biyofilm yaptigi saptanmistir. Suslarin
%91.7’si P/T’a duyarli, %8.3'U ise direngli bulunmustur. Suslarin MiK degerlerinin sinir-
lari 2-256 ug/ml olarak bulunmustur. Sub-MiK konsantrasyonlarda biyofilm yapiminin
doz artisina bagli olarak azaldig1 gosterilmistir. En fazla biyofilm olusumunun azaldigi
konsantrasyon MiK/2 olarak tespit edilmistir. Bu sonug SEM gériintiilerine bakilarak da
dogrulanmistir. Sonug olarak bu galismada, P.aeruginosa kaynakl enfeksiyonlarin teda-
visinde siklikla kullanilan P/T’in sub-MiK konsantrasyonlarinin biyofilm olusumunu azalt-
tig1 saptanmistir. Sub-MiK konsantrasyonlarinin yeni tedavi stratejileri agisindan dikka-
te alinmasi ile iyilesme siirecinde olumlu sonuglar alinacagi dustnilmektedir. P/T gibi
P.aeruginosa’ya yonelik antimikrobiyallerin doz araliklarinin tekrar degerlendirilmesinin
klinik uygulamalarda 6nemli olacagi distnulmistir.

Anahtar kelimeler: Biyofilm, piperasilin/tazobaktam, Pseudomonas aeruginosa, subminimal inhibitor
konsantrasyon
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[OP-03]

MEMS TABANLI MiKRO-ELEKTROKIMYASAL SENSOR iLE METISIiLiN
DIRENGCLI STAPHYLOCOCCUS AUREUS TANISI

Hatice Ceylan Koydemir', Haluk Kiilah?, Canan Ozgen?, Alpaslan Alp*, Giilsen
Hascelik*

Orta Dogu Teknik Universitesi, 'ODTU-MEMS Arastirma ve Uygulama Merkezi; 2Elektrik ve Elektronik
Miihendisligi Béliimii; *Kimya Miihendisligi Béliimii, Ankara.

“Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi, Klinik Mikrobiyoloji AD, Ankara.

Metisilin direngli Staphylococcus aureus (MRSA) hastane kaynakl enfeksiyonlarin en
onemli etkenlerinden biridir. MRSA kaynakl enfeksiyonlarda morbidite ve 6liim oranlari-
ni azaltmak igin erken tani kritiktir. Glinimuzde kullanilan geleneksel yontemler kiltire
dayanmaktadir. Dogru tani icin gerekli olan 24-72 saatlik inklibasyon, tani slresini artir-
makta ve sonuglarin analizi icin uzman personel gerekmektedir. Bu nedenle, geleneksel
yontemler hizli ve dogru tani gerektiren nokta analizi (point-of-care diagnosis) sistemleri
icin uygun degillerdir. Mikro-Elektro-Mekanik Sistemler (MEMS) ve entegre devre tek-
nolojileri ile elektronik parcalarin minyatirizasyonu, biyolojik analitlerin nokta analizi
uygulamalari igin yiksek duyarhliga sahip, diistk fiyath ve tasinabilir tani platformlari
gelistirilmesine olanak saglamistir. MEMS tabanli biyosensérlerde MRSA tanisi igin genel
olarak; optik, manyetik, mekanik ve elektrokimyasal olmak lzere dort yontem vardir
(Ceylan Koydemir H, et al. Biosens Bioelectron 2011;29:1-12). Bu yéntemler igerisinde
elektrokimyasal MRSA tanisi, tasinabilir, diistik fiyatli, ylksek hassasiyetli ve uygulamasi
kolay olmasi gibi nedenlerle umut vaad etmektedir. Bu ¢alismada, MRSA tanisi igin ¢ip
Uzerinde referans (Ag), calisma (Au), ve yardimci (Pt) elektrotlar ve mikrokanallardan
olusan MEMS tabanli mikro-elektrokimyasal sensor gelistirilmistir. Hibridizasyonun ta-
nisi, Hoechst 33258 redoks isaretgisi ile diferensiyel puls voltametrisi kullanilarak ya-
pilmistir. Hibridizasyonu iyilestirmek igin, kaptiir probun katlanmasi Mfold Web Server
kullanilarak arastirilmistir. Ayrica, sensoriin 6zgUlligu S.aureus ve S.epidermidis susla-
rinin femA genleri ile test edilmistir. Deneysel sonuglar, gelistirilen sensoér ile 0.01 nM
derisimdeki 23-mer’lik mecA geni pargasinin tanisinin yapilabildigini gdstermistir. Sonug
olarak, bu sensor nokta analizinde MRSA'nin hizli tanisi i¢in kullanilabilir.

Anahtar kelimeler: Elektrokimyasal biyosensér, BiyoMEMS, MRSA, tani
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[OP-04]

GENISLEMIiS SPEKTRUMLU BETA-LAKTAMAZ (GSBL) URETEN
ESCHERICHIA COLI SUSLARINDA TEM, SHV VE CTX-M ENZiMLERININ
GENOMIiK DEGERLENDIRILMESi VE CTX-M GENiNiN PLAZMiD
TRANSFORMASYONU YOLUYLA AKTARIMININ iNCELENMESi

Ozlem Unaldi?, Meltem Yalinay Cirak?

Tiirkiye Halk Saghgi Kurumu, Molekiiler Mikrobiyoloji Arastirma ve Uygulama Laboratuvari,
Ankara.?Gazi Universitesi Tip Fakiiltesi, Mikrobiyoloji ve Klinik Mikrobiyoloji AD, Ankara.

Bu calismada, Gazi Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi’ne basvuran hastalardan izo-
le edilen Escherichia coli suslarinda TEM, SHV ve CTX-M tipi GSBL varliginin arastiriimasi,
CTX-M gen boélgesinin genomik incelenmesi ve CTX-M pozitif bulunan suslarda direncin
aktarilabilirliginin arastirilmasi amaglanmigstir. 2003-2008 tarihleri arasinda, 113’0 hasta-
ne, 167’si toplum kokenli hastalardan izole edilmis 280 E.coli susu galismaya dahil edil-
mistir. Konvansiyonel yontemlerle suslarin antibiyotik duyarlilik profilleri ve GSBL Ure-
timleri gosterilmis; TEM, SHV ve CTX-M geni varlig polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) ile
arastirilmistir. Dizi analizi ile CTX-M alt tipleri belirlenmistir. CTX-M geni pozitif suslarda
plazmid izolasyonu ve transformasyon deneyi yapilmis, transformantlarda PCR yonte-
miyle CTX-M geni arastiriimistir.

GSBL uretimi gosterilen 280 E.coli susunun PCR ile %71.4’G TEM, %32.5’'i SHV ve
%73.2'si CTX-M pozitif bulunmustur. Yillara gére TEM, SHV ve CTX-M tipi GSBL'lerin bir-
liktelikleri ve dagilimlari Tablo 1’de, CTX-M alt tiplerinin dagilimlari Tablo 2’de verilmistir.

TEM ve SHV tipi GSBL ler daha ¢ok hastane kokenlidir. CTX-M tipi enzimler ise hem
hastane hem de toplum kdkenli suslardan izole edilmesiyle biiylik problem olusturmak-
tadir. Calismamizda suslarin %67.8’i toplum kokenlidir. Sonuglarimiza gére direng profi-
linin yillar icinde degistigi, TEM pozitiflik oraninin diiserken (%88.6’dan %46.3’e) CTX-M
pozitiflik oraninin arttig (%35.8'den %92.7’ye), SHV oraninin degismedigi gérulmustar.
2008 yilina ait bir susta CTX-M-33 alt tipinin bulunmasi, son yillarda CTX-M grubu en-
zimlerin gesitliliginin artabilecegini géstermistir. CTX-M pozitif suslarin %82.4’tinde di-
rencin plazmidler lzerinde tasindigi gosterilmistir. Plazmidler Gizerinde beta-laktamlarin
yani sira pek ¢ok antibiyotige karsi direng genleri de tasinmaktadir. Bu nedenle, sadece
hastane kokenli degil, toplum kokenli enfeksiyonlarda da gerekli korunma ve kontrol
onlemlerinin alinmasi gerekmektedir.

Anahtar kelimeler: CTX-M, Escherichia coli, GSBL, SHV, TEM
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Tablo 1. Yillara gére TEM, SHV ve CTX-M tipi GSBL

Yillar (sus sayisi)
2003 2004 2005 2006 2007 2008 Toplam

GSBL Tipi (53) (29) (39) (18) (72)  (69) (280)
TEM 24 2 12 1 1 42
SHV 1 1 - 1 - 4
CTX-M 5 8 1 - 12 23 49
TEM ve SHV 9 1 11 3 4 - 28
TEM ve CTX-M 11 13 10 10 24 26 94
SHV ve CTX-M - - - - 8 11 19
TEM, SHV ve CTX-M 3 3 4 3 23 4 40
Yukaridakilerin higbirini 1 1 ) ) 2 4
tasimayan
Tablo 2. Yillara gore CTX-M alt tiplerinin dagihimi.
Yil (Sus sayisi) CTX-M alt tipi (Sus sayisi)
2003 (19) CTX-M-15 (19)
2004 (22) CTX-M-15 (17)

CTX-M-3 (2)

CTX-M-1 (3)
2005 (20) CTXM-15 (17)

CTX-M-3 (2)

CTX-M-1 (1)
2006 (13) CTX-M-15 (13)
2007 (67) CTX-M-15 (63)

CTX-M-3 (2)

CTX-M-1 (2)
2008 (64) CTX-M-15 (54)

CTX-M-3 (1)

CTX-M-1 (8)

CTX-M-33 (1)
Toplam (205) CTX-M-15 (183)

CTX-M-3 (7)

CTX-M-1 (14)

CTX-M-33 (1)
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[OP-05]

TEK-ASAMALI MULTIPLEKS PCR iLE 13-VALANLI PNOMOKOK
KONJUGE ASI KAPSAMINDAKiI STREPTOCOCCUS PNEUMONIAE
SEROTIPLERININ HIZLI TANISI

Fatma Filiz Ari*, Riza Durmaz!, Dilek Giildemir?, Selin Otgiin?, Biilent Acar?, Mustafa
Ertek?

Tiirkiye Halk Saglhdi Kurumu, *Molekiiler Mikrobiyoloji Arastirma Laboratuvari; *Bakteriyoloji-
Mikoloji Arastirma Laboratuvari, Ankara.

Diinya genelinde yilda yaklasik 1 milyon ¢cocugun 6liimiine sebep olan Streptococ-
cus pneumoniae bakterisinin 90’dan fazla serotipi vardir. Bunlardan 25 kadari invazif
pnémokokal hastaliklara neden olmaktadir. Pnémokok konjuge asilar (PCV7, PCV10 ve
PCV13) sayesinde invazif pnomokokal hastaliklarda ve bunlara bagh olimlerde ciddi
azalma saglanmistir. Pnédmokok serotip dagiliminin diizenli sekilde takibinin yapilma-
si mevcut asilarin koruyuculugunun belirlenmesi icin ve yeni asi Uretimi agisindan son
derece onemlidir. Bu galismada, PCV13 asi serotiplerinin multipleks PCR ile hizli tanisi
hedeflenmistir. PCV13 asi kapsamindaki serotipleri hedefleyen primer giftleri, Tag DNA
polimeraz ve PCR tamponu iceren multipleks PCR miksleri hazirlanmis; serotipi bilinen
kontrol DNA'larini igeren tiplere eklenmis; total hacmi 25 pl olan PCR 6rnekleri amp-
lifiye edilmis; serotip-spesifik amplikonlar %3’lik nusieve agaroz jelde ayristirilmis ve
sonuglar degerlendirilmistir. Multipleks miks icerigi ve PCR kosullari optimize edilerek
asl serotipinde olan bir pnémokok izolatini tek reaksiyonda tespit edecek hale getirilmis-
tir (Sekil 1). Multipleks PCR testinin 6zgilliik ve duyarhhgi, kurumumuza serotip tayini
icin gonderilen 182 klinik izolat kullanilarak degerlendirilmistir (Sekil 2). S.pneumoniae
tanisi konulan izolatlardan 111’inin asi kapsaminda ve 39’unun da asi-disi serotipler ol-
dugu saptanmigstir. Diger 32 izolatin ise pndmokok olmadigi tespit edilmistir. Multipleks
PCR ve geleneksel Quellung testi ile elde edilen sonuglar karsilastirildiginda %100 uyum
oldugu izlenmistir. Gelistirdigimiz tek-asamal multipleks PCR testi ile S.pneumoniae
izolatlarinin PCV13 asi serotiplerden biri olup olmadigi hizli, etkin ve ekonomik olarak
belirlenebilmektedir. Sonug olarak, PCR ekipmani bulunan her laboratuvarda kolaylikla
uygulanabilir olan bu yontem, 6zellikle 6rnek sayisinin fazla oldugu tarama galismala-
rinda pahali antiserum ve 6zel deneyim gerektiren Quellung testine alternatif olarak
kullanilabilir.

Anahtar kelimeler: Molekdiler serotiplendirme, multipleks PCR, PCV13, Streptococcus pneumoniae
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serolipler bp i I_:_!:__ ‘_-.(.'lt:..'[.lf'?.l er

B26 TF
av
18C 573
19A
430
23F
3 m 5
19F
1 280
GA/IB 250
14 189
cpsi

cpsA 160

M1 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 M2

Sekil 1. Multipleks PCR ile amplifiye edilen kontrol izolatlarinin jel elektroforez sonuglari. 1-12: 14, 6A/B,
1, 19F, 5, 3, 23F, 4, 19A, 18C, 9V ve 7F serotip kontrol 6rnekleri. M1: cpsA ve serotip 14, 6A/B, 1, 3, 4 ve
18C belirtegleri. M2: cpsA ve serotip 19F, 5, 23F, 19A, 9V ve 7F belirtegleri.

M1 1 2 3 4 5 6 7 8 8 10 M2

Sekil 2. Serotip tanisi igin multipleks PCR ile amplifiye edilen S.pneumoniae izolatlarinin jel elektroforez
sonuglari. 1-10: Serotipleri test edilen klinik izolatlar (1, serotip18; 2, serotip 6A/B; 3, asi-disi serotip; 4,
serotip 23F; 5, serotip 6A/B; 6, serotip 6A/B; 7, asi-disi serotip; 8, serotip 6A/B; 9, pnémokok dedil; 10,
serotip 6A/B). M1 ve M2: cpsA ve serotip-spesifik DNA belirtegleri.
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[OP-06]

BAGISIK ODUNLU BiR HASTANIN SERVIKAL LENF BEZINDEN
iZOLE EDILEN VE YENi iSIMLENDIRILEN BAKTERi; NOCARDIA
MARMARENSIS SP. NOV

Nurver Ulger_Toprak?, Pinar Bekdemir?, Giiner Séyletir’, Volkan Korten?

Marmara Universitesi Tip Fakiiltesi, ‘Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali; 2Enfeksiyon Hastaliklari
Anabilim Dal, istanbul.

Marmara Universitesi Hastanesi’nde yatan bir hastanin servikal lenf bezinden izo-
le edilen, daha once adi bilinmeyen gram-pozitif, dallanan, aerop bir bakteri fenotipik
ve molekiler taksonomik yontemlerle tanimlanmistir. Yapilan 16S rRNA ve secA genleri
dizilemesi, biyokimyasal test ve antibiyotik duyarlilik sonuglari, bu bakterinin Nocardia
genusu icinde yer aldigini, ancak diger Nocardia tiirlerinden farkli oldugunu gostermistir.
Hareket etmeyen, modifiye EZN ile boyanabilen, katalaz aktivitesine sahip bakteri, kanli,
Sabouraud dekstroz ve 7H11 agarda, 37°C’de 5-7 giinde kirli beyaz diizensiz, koloniler
olusturmaktadir. Sekerlerden glukoz, mannitol, maltoz, laktoz ve sakkarozu kullanmak-
tadir. Alkalen fosfataz, lipaz esteraz, 16sin arilamidaz, asit fosfataz, naftol-AS-BI-fosfohid-
rolaz, B-glukosidaz, B-galaktosidaz, a-galaktosidaz ve N-asetil-B-glukozamidaz aktivitele-
rini gbstermektedir. Eskilin, Ure ve tirozini hidrolize etmekte, ancak sitozin, ksantin ve
jelatini etkilememektedir. izolat, disk difiizyon testinde siprofloksasin, amikasin, genta-
misin, trimetoprim sllfometoksozole hassasiyet; ampisilin, amoksisilin klavulonik asit,
imipenem, sefepim, kloramfenikol, eritromisine direng géstermistir. Bakterinin solunum
kinonlari: MK-8 (H,w-cycl); polar lipidleri: fosfatidil-etanolamin, difosfotidil-gliserol, fos-
fotidil-inositol, fosfotidil-inositol-mannozid; hiicre duvari sekerleri: galaktoz, glukoz, ara-
binoz, riboz; mikoloik asitleri: C,,, C, , C,,, C_,; temel yag asitleri: 16:0, 18:0 10-metil, 18:1
w9c ve peptidoglikan tipi DL-DAP’tan olugmaktadir. DNA dizi kompozisyonunda G+C
orani %66.3 bulunmustur. Universitemizin adi verilerek bakteri, Nocardia marmarensis
sp. nov. olarak isimlendirilmistir. Gen dizisi, HQ241933 (16S rRNA) ve HQ241934(secA)
numaralariyla gen bankasinda yerini almis, uluslararasi kiltir koleksiyonlarinda DSM
45525" ve CCUG 61503" numaralariyla sertifikalandiriimistir.

Anahtar kelimeler: Nocardia marmarensis, taksonomi, tanimlama
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[OP-07]

LEISHMANIA PARAZITININ TUR VE TUR iCi GENOTIPIK
FARKLILIKLARININ REAL-TIME PCR YONTEMIi iLE SAPTANMASI

Seray Ozensoy T6z!, Asli Tetik Vardarli?, Giilnaz Culha?, Fadile Yildiz Zeyrek®, Hatice
Ertabaklar®, Yusuf Ozbel?, M. Ziya Alkan®, Cumhur Giindiiz>

Ege Universitesi Tip Fakiiltesi, Parazitoloji Anabilim Dali; *Tibbi Biyoloji Anabilim Dali, Bornova, izmir.
3Mustafa Kemal Universitesi Tip Fakiiltesi, Parazitoloji Anabilim Dali, Antakya, Hatay.

“Harran Universitesi Tip Fakiiltesi, Mikrobiyoloji Anabilim Dali, Sanlurfa.

5Adnan Menderes Universitesi Tip Fakiiltesi, Parazitoloji Anabilim Dali, Aydin.

Leishmania parazitlerinin yol actigi enfeksiyonun, Turkiye’de kutanéz (KL) ve visseral
(VL) leishmaniasis olmak Uzere iki klinik formu gorilmektedir. Turkiye'de KL etkenleri
olarak L.tropica ve L.infantum, VL etkeni olarak ise sadece L.infantum saptanmistir. Ca-
nine leishmaniasis (KanlL) ise Tirkiye’de her bolgede daha yaygin olarak gériilmekte ve
etkeninin L.infantum oldugu bilinmektedir. Bu ¢alismada, hizli ve standardize bir mole-
kller biyolojik tani yontemi gelistirilmesi, tani ile birlikte Leishmania tiir tayini yapilabil-
mesi ve tir ici farkhliklarin saptanabilmesi igin niikleer DNA'daki “internal transcribed
spacer” (ITS1) bolgesinin real-time PCR yontemi ile incelenmesi amaglanmistir. Calis-
mada, 289 KL ve 47 VL olgusu ile 66 KanL tanili kopekten elde edilen klinik 6rnekler
ve 87 adet Leishmania izolati kullanilmigtir. Olgulardan alinan EDTA'll kan, kemik iligi
yayma preparati, lezyon aspirasyon yayma preparati ve lenf aspirasyon drneklerinden
DNA izolasyonlari gergeklestirilmistir. Elde edilen DNA &érneklerinin ITS1 bolgesine 6zglin
olarak dizayn ettigimiz primer ve problar kullanilarak real-time PCR yontemi ile analizleri
gerceklestirilmistir. Tim olgularin genotiplendirilmeleri erime egrisi pik analizine gore
L.tropica, L.infantum ve L.major olarak belirlenmistir. ITS1 real-time PCR ile pozitif ola-
rak saptanan 402 klinik 6rnegin 341’inde (%84.8) tlr ayrimi gergeklestirilmis, 61’inde
(%15.2) ise cift pik elde edilmistir. izolat 6rneklerinin ise 84’{inde tiir ayrimi yapilmis (68
L.tropica; 16 L.infantum), 3 ornekte ise ¢ift pik elde edilmistir. Real-time PCR Urinle-
rinden 134 tanesine sekans analizi yaptirilarak sonuglarin dogrulugu kontrol edilmistir.
Sonug olarak, tani amagli standart ve hizli bir ydntem gelistirilmis olup, taninin dogru ve
hizli bir sekilde koyularak, Leishmania parazitinin tlr ve tir i¢i genotipik farkhliklarinin
belirlenmesi saglanmistir.

Bu calisma TUBITAK - 1075154 no’lu proje tarafindan desteklenmistir.

Anahtar kelimeler: Leishmaniasis, tani, real-time PCR, genotip
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[OP-08]

TURKIYE’DE 2011 YILINDA TESPIT EDILEN KIZAMIK ViRUSLARININ
GENETIK ANALiZi: GENOTIiP D9 ViRUSLARININ ULKEMIiZDE iLK KEZ
GORULMESI

Atila Taner Kalaycioglu?, Atakan Baykal? Dilek Guldemir3, Aslihan Coskun?, Zekiye
Bakkaloglu3, Gulay Korukluoglu?, Mehmet Ali Torunoglu®, Mustafa Ertek®, Riza
Durmaz’

Tiirkiye Halk Saghgi Kurumu, Molekiiler Mikrobiyoloji Arastirma ve Uygulama Laboratuvari, Ankara;
Kafkas Universitesi Veteriner Fakiiltesi, Mikrobiyoloji Anabilim Dali, Kars.

Tiirkiye Halk Sagligi Kurumu, 2Viroloji Referans Laboratuvari; *Molekiiler Mikrobiyoloji Arastirma ve
Uygulama Laboratuari; *Asi ile Onlenebilir Hastaliklar Daire Baskanhdi; * Bulasici Hastaliklar Kontrol
Programlari, Ankara.

¢Tiirkiye Halk Saghgi Kurumu, Molekiiler Mikrobiyoloji Arastirma ve Uygulama Laboratuvari, Ankara;
Erzincan Universitesi Tip Fakiiltesi, Enfeksiyon Hastaliklari Anabilim Dali, Erzincan.

Tiirkiye Halk Saghgi Kurumu, Molekiiler Mikrobiyoloji Arastirma ve Uygulama Laboratuvari, Ankara;
Kirikkale Universtesi Tip Fakiiltesi, Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali, Kirikkale.

Kizamik virusunun epidemiyolojik verilerle birlikte genetik analizi, slirveyans progra-
mi ve bulag yollarinin belirlenmesi agisindan 6nemlidir. 2011 yilinda, Fransa basta olmak
Uzere birgok Avrupa Ulkesinde kizamik salginlari gérilmistir. Yine bu yil iginde tlkemiz-
de basta istanbul merkezli olmak tizere 111 vaka ile sinirl kiigiik bir salgin yasanmustr.
CGalismamizda, salgin kaynaginin ve bulas yollarinin tespiti amaciyla 23 vakadan izole
edilen virusun genotiplendirilmesi yapilmistir. Bu amagla viral niikleoproteini kodlayan
genin 450 nukleotid uzunlugundaki karboksil ug (COOH-terminal) bélgesi sekanslanmis-
tir. Sekans verilerinin Diinya Saglhk Orgiitii (DSO) referans viruslari ile yapilan filogenetik
analizi sonucu, istanbul iline ait 20 vakanin iilkemizde ilk kez gériilen D9 genotipinde
oldugu, diger lg¢ vakanin D4 genotipinde oldugu saptanmistir. Genotip D9, Uzak Dogu
kaynakh olup, bu cografyadan basta Avrupa llkeleri olmak lizere diger bolgelere yayil-
mistir. Ulkemizde tespit edilen genotip D9 viruslari, hem kendi icerisinde hem de cesitli
Avrupa ilkeleri (ingiltere, Fransa, Danimarka, ispanya, Rusya) ile Malezya ve Japonya’da
gorilen viruslarla %99.5-100 sekans benzerligi gostermistir. Bu sebeple (ilkemizde ilk
kez gorilen genotip D9 viruslari, adi gecen llkelerden herhangi biri lizerinden tlkemize
importe edilmis olabilir. Genotip D4 viruslari ise, 2010 yilinda tlkemizde gorilen impor-
te vakalardan saptanan viruslarla ayni kiimede yer almakta olup, Fransa’da saptanan
genotip D4 viruslari ile oldukga yiksek nikleotid sekans homolojisi gdstermektedir. Bu
bilgiler 1siginda bu viruslarin da importe olmasi ihtimali dislinilmektedir.

Anahtar kelimeler: Kizamik virusu, genotiplendirme, niikleoprotein, filogenetik analiz, Tiirkiye
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[OP-09]

ANKARA’DA 0-5 YAS ARASI COCUKLARDA NESTED RT-PCR YONTEMI
iLE ROTAVIRUS GENOTIPLERiINiN BELIRLENMESi

Gllendam Bozdayi?, Bedia Ding¢?, Melda Meral?, Aylin Altay?, Ugur Calis?, Yildiz
Dallar Bilge3, Buket Dalgi¢*, Kamruddin Ahmed®

Gazi Universitesi Tip Fakiiltesi, Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali, Ankara.

2Saghk Bakanhdi Tiirkiye Yiiksek ihtisas Hastanesi, Mikrobiyoloji Lab. Ankara.

3S.B. Ankara Egitim Aragstirma Hastanesi, Cocuk Sagligi ve Hastaliklari Anabilim Dali, Ankara.
“Gazi Universitesi Tip Fakiiltesi, Pediatrik Gastroenteroloji Anabilim Dali, Ankara.

5Research Promotion Project, Oita University, Yufu, Oita, Japonya.

Bu calismada, 0-5 yas arasi akut gastroenteritli cocuklarda rotavirus enfeksiyonu
prevalansinin belirlenmesi ve genotip tayini yapilmasi amaglanmistir. Calismamiza, Ocak
2006 - Temmuz 2011 tarihleri arasinda ishal sikayeti ile bagvuran 889 olgu dahil edilmis-
tir. Olgulardan toplanan diski 6rneklerinde rotavirus antijeni, ELISA (Rotaclone®, Meri-
dian Diagnostics, ABD) yontemi ile saptanmis ve ELISA pozitif 6rneklerden fenol-kloro-
form-izoamil-alkol yontemi ile RNA elde edilmistir. G genotiplerinin belirlenmesi igin,
Beg9 ve End9, P genotiplerinin belirlenmesi igin Con2 ve Con3 primerleri kullaniimistir.
PCR iiriinleri %2 agaroz jel elektroforezinde yiritilmistir. Orneklerin %27.1’inde ELISA
ile rotavirus antijeni pozitif bulunmusg; érneklerin PCR ile %76.3’linde G, %79.6’sinda P
tipleri saptanmistir. G tiplerinin %28.2'si G1, %33.1"i G2, %2.7'si G3, %2.7'si G4, %30.4’U
G9, %0.5'i G1+G9 ve %0.5’i G2+G9 olarak tanimlanmis; %1.6’sinin G tipi tanimlanama-
mistir. P tiplerinin % 22.4’G P4, %4.1’i P6, %69.2'si P8, %0.5’i P9 ve %2’si P4+P8 olarak
tanimlanmig; %1.5’inin P tipi belirlenememistir. G9P[8] tiplerinin ardindan G1P[8] tipleri
en sik karsilagilan tipler olmustur. Rotavirus pozitifligi en sik (%34.8) 12-23 aylik ¢ocuklar
arasinda tespit edilmistir. En ylksek ELISA pozitifligi; yillara gore incelendiginde en sik
(%35.3) 2006 yilinda, aylara gore incelendiginde ise en sik (%39.2) Mart ayinda sap-
tanmistir. Sonug olarak, tGlkemizde yapilan dnceki ¢alismalarla uyumlu olarak G1 ve G9
tipleri yiksek oranda tespit edilmis; ancak G4 oraninda G2 lehine belirgin bir degisiklik
gbzlenmistir. Calismada tespit edilen P tipleri ise daha 6nceki yillar ile benzerlik goster-
mektedir. Yillara gére degerlendirdigimizde ise 2006 yilindan sonra asinin lilkemize girisi
ile ishal goriilme orani ve ishalli hastalarda rotavirus goriilme orani azalmaya baslamistir.
Buldugumuz genotiplerin yillara gére dagilimindaki dalgalanmanin nedeninin globalles-
me oldugu dusinilmistir.

Anahtar kelimeler: Rotavirus, genotip, RT-PCR
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[PP-001]

iDRAR YOLU ENFEKSIYONU ETKENI TOPLUM KOKENLI ESCHERICHIA
COLI SUSLARINDA ANTIBIiYOTiK DIRENG PROFiLi VE INTEGRON GEN
KASETLERININ TARANMASI: COK MERKEZLI CALISMA

Aysegiil Copur Cicek?, Zeynep Cizmeci?, Pervin Ozlem Balci?, Mehmet Firat?, Fatma
Sari®, Ahmet Caliskan®, Glulhan Yagmur’, Metin Sancaktar®, Yasemin Ay Altintop®,
Sibel Ak, Nazan Yildiz}Y, Osman Birol Ozgiimiis®

Recep Tayyip Erdogan Universitesi Tip Fakiiltesi, Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali, Rize.
2Kegioren Egitim ve Arastirma Hastanesi, Ankara.
3Tokat Devlet Hastanesi, Tokat.

4Ozel OSM Ortadogu Hastanesi, Sanlurfa.

5Servergazi Devlet Hastanesi, Denizli.

SKahramanmaras Devlet Hastanesi, Kahramanmaras.
’Fatih Devlet Hastanesi, Trabzon.

8Kadin Hastaliklari-Dogum ve Cocuk Hastanesi, Kayseri.
°Nigde Devlet Hastanesi, Nigde.

%Malatya Devlet Hastanesi, Malatya.

1Beyhekim Devlet Hastanesi, Konya.

Bu ¢alismada, farkli illerimizdeki devlet hastanesi polikliniklerine basvuran hastalar-
dan, toplum kaynakl enfeksiyon etkeni olarak izole edilen 626 Escherichia coli susunun
antibiyotik direng paternleri ve integron gen kasetlerinin taranmasi amaglanmistir. An-
tibiyotik duyarllik testleri CLSI 6nerilerine gore; gen kasetlerinin taranmasi ise sinif 1
ve sinif 2 integronlarin integraz genlerine (int/1 ve inti2) ve degisken bélgelerine 6zgi
PCR protokolleri ile yapilmistir. Bu raporda, ¢alismanin tamamlanan ilk boélimiinde, bes
devlet hastanesinden (Denizli, Kahramanmaras, Kayseri, Sanhurfa ve Tokat) gelen ve
tlim merkezlerde ayni yéntemle tanimlanan 275 izolata ait sonuglar sunulmustur. E.coli
suglarinin ampisilin, tetrasiklin, trimetoprim/suilfametoksazol, streptomisin, sefazolin,
sefuroksim, sulbaktam/ampisilin, ofloksasin/siprofloksasin, norfloksasin, seftriakson,
gentamisin, kloramfenikol, seftazidim, nitrofurantoin, amikasin ve imipeneme karsi di-
reng oranlari sirasiyla; %48.3, %42.7, %40.8, %30.8, %27, %25.7, %25.1, %24.9, %.24.6,
%22.9, %17.3, %11.4, %11, %2.5, %0.6 ve %0.2 olarak tespit edilmistir (Sekil). Bes il-
den gelen 275 susun 79 (%28.7)’'unda intl1, 13 (%4.7)'Unde ise intl2 geni saptanmis-
tir. Bu suglarin 45 (%56.9; 45/79)'inde, tim suglarin ise %16.3 (45/275) Unde yaklagik
800-2.900 baz cifti (bg) arasinda degisen sinif 1 integron varligi belirlenmistir. Suslarin 6
(%46.1; 6/13)’sinda, tiim suglarin ise %2.1 (6/275)’inde yaklasik 1.600-2.100 bg arasinda
degisen sinif 2 integron cogaltilmistir (Tablo). integron oraninin yiiksekligi ile strepto-
misin ve trimetoprim/silfametoksazol gibi bazi antibiyotiklere direng yiksekligi dikkat
¢ekici bulunmustur. Calismamizda, Nigde, Malatya, Konya ve Ankara’daki hastanelerden
izole edilen E.coli suslarinda intl1 geni pozitiflik oranlari sirasiyla %43.7 (21/48), %25.5
(12/47), %24.5 (15/61) ve %24.7 (21/85) olarak bulunmus olup, bu izolatlarda gen ka-

5-8 Haziran 2012, Ankara ® Program ve Bildiri Ozet Kitabi 207



setleri tarama ¢alismalari devam etmektedir. Sonug olarak, diinyada ve llkemizde an-
tibiyotiklere karsi gelisen direng ¢alismalarina epidemiyolojik anlamda katki saglamak
icin, bakteriyel direncin molekiler epidemiyolojisine yonelik ¢calismalarin yapilarak, tilke

genelini yansitacak verilerin elde edilmesi gerektigi kanisina variimistir.

Anahtar kelimeler: Escherichia coli, PZR, integron
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Test edilen antimikrobiyal

Sekil 1. E.coli suglarinin antimikrobiyallere direng oranlar

Tablo 1. Bes il’e ait taramasi tamamlanan E.coli suslarinin integron igerigi.

intll iceren sus  Sinif 1 integron

intl2 iceren sus  Sinif 2 integron

s oty n(%)’ igeren sug n(%) n(%)? iceren sus n(%)
Denizli (n=44) 14 (31.8) 6 (13.6) 0 0
Kahramanmaras (n=48) 17 (35.4) 7 (14.5) 3(6.2) 3(6.3)
Kayseri (n=48) 8(16.6) 5(10.4) 0 0
Sanliurfa (n=41) 12 (29.2) 8(19.5) 5(12.1) 1(2.4)
Tokat (n=94) 28(29.7) 19 (20.2) 5(5.3) 2(2.1)
Toplam (275) 79 (28.7) 45 (16.3) 13 (4.7) 6(2.1)

1Sinif 1 integraz geni; *Sinif 2 integraz geni;
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[PP-002]

ESCHERICHIA COLI VE KLEBSIELLA SPP. iZOLATLARINDA PLAZMiD
KAYNAKLI AMP-C BETA-LAKTAMAZ URETiMINIiN ARASTIRILMASI

Hilal Balikcl, Selda Glvenman, Z. Cibali Agikgoz
T.C. Saglik Bakanligi Atatiirk Egitim ve Arastirma Hastanesi Tibbi Mikrobiyoloji Klinigi, Ankara.

Bu galismada, hastanemizde izole edilen gram-negatif ¢omaklardaki plazmid kay-
nakh AmpC beta-laktamaz (pAmpC) prevalansi, pAmpC tespitinde kullanilan fenotipik
testlerin etkinligi ve direngten sorumlu ampC genlerinin dagilimina iliskin veri toplan-
masi hedeflenmistir. Laboratuvarimiza 2008-2011 tarihleri arasinda gonderilen klinik
orneklerden dretilen 1030’u E.coli, 286si Klebsiella spp. olmak {izere toplam 1316 izolat
calismaya dahil edilmistir. izolatlara, Kirby-Bauer Disk difiizyon yéntemiyle antibiyotik
duyarllik testleri uygulanmistir. Bu testler sonucunda sefoksitine (FOX) direngli bulunan
36 izolatta (%2.7) Boronik Asit inhibisyon Testi (BAIT), Sefoksitin Hodge Test (SHT) ve
AmpC Disk Testi (ACDT) ile; FOX’a duyarli ancak lgiincl kusak sefalosporinlere direngli
(S3R) 165 izolatta ise, inhibitorli/inhibitérstz sinerji testleri ile; pAmpC varligi, fenoti-
pik olarak arastiriimistir. Fenotipik olarak pAmpC pozitifligi saptanan izolatlara dogru-
lama amagh multipleks PCR uygulanmistir. FOX’a direngli 36 izolatin 21’inde (%58) SHT,
18’inde (%50) ACDT, 6’sinda (%17) BAIT pozitif bulunmustur. S6z konusu 36 izolatin sa-
dece 10°unda (%27) PCR ile pAmpC varligi saptanmis ve Uretilen enzimin CMY-2 oldugu
belirlenmistir. PCR sonuglari esas alindiginda; BAIT, ACDT ve SHT’nin 6zgiilliikleri sirasiyla
%97, %69 ve %58; duyarliliklari ise %50, %100 ve %100 olarak hesaplanmistir. FOX'a
duyarl S3R izolatlardan fenotipik olarak pAmpC stipheli olan 16’sina PCR uygulanmis;
hepsi negatif bulunmustur. Sonug olarak hastanemiz izolatlarindaki pAmpC prevalansi
%0.8’dir. Ote yandan, mevcut higbir fenotipik testin tek bagina pAmpC tespitinde yeter-
li olmadigi; pAmpC tarama-dogrulamasi igin bu testlerin birlikte kullanilmasinin dogru
olacagi kanaatine variimistir.

Anahtar kelimeler: Escherichia coli, Klebsiella spp, AmpC beta-laktamaz, plazmid, boronik asit
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[PP-003]

GSBL POZITiF VE KINOLON DIRENGLi ESCHERICHIA COLI KLiNIiK
iZOLATLARINDA CTX-M, TEM, SHV TiPiNDEKi BETA-LAKTAMAZ VE
GYRA GENLERiINiN PREVALANSININ PCR iLE TESPIT EDILMESI

Emel Banu Biylkinal Bal!, Mlnevver Glinaydin?, Stileyman Durmaz?, Erkan Yula3,
Duygu Pergin*

18ijteii imam Universitesi Fen-Edebiyat Fakiiltesi, Biyoloji Béliimii, Kahramanmaras.

2Diizi¢i Devlet Hastanesi, Osmaniye.

3Mustafa Kemal Universitesi Tip Fakiiltesi, Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali, Hatay.
“Erciyes Universitesi Tip Fakiiltesi, Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali, Kayseri.

Coklu direng, B-laktam grubuna dahil antibiyotiklerin birden fazlasina karsi gelisebi-
lirken, bu 6zellik bazen B-laktam yapisina sahip olmayan kinolon gibi antibiyotikler icin
de s6z konusu olabilmektedir. Bu ¢alismada GSBL pozitif ve kinolon direnciyle ilgili genle-
rin E.coli klinik izolatlarinda tespit edilmesi amacglanmistir. Cesitli klinik 6rneklerden izole
edilen 109 adet fenotipik GSBL pozitif ve kinolon direngli klinik E.coli izolati kullaniimis-
tir. izolatlarin tiir diizeyinde tanimlanmalari Phoenix otomotize sisteminde yapilmistir.
Fenotipik GSBL direnci ¢ift-disk sinerji testi, kinolon direnci ise disk diflizyon testi ile
belirlenmistir. GSBL reten ve kinolon direngli E.coli izolatlari PCR g¢alismasi dncesinde
-70°C’de Microbank®larda saklanmistir. Calisma esnasinda ise, suslar kanli agara pasaj-
lanarak 35°C’de 18-24 saat siireyle inklibe edilmistir. Daha sonrasinda Tryptic Soy Broth
icerisine inokdile edilerek liretilen saf koloniler tiim hiicresel DNA 6rneklerini elde etmek
amaciyla kullanilmistir. DNA &rnekleri, B-laktamaz direng genleri (CTX-M, TEM, SHV) ve
kinolon direncinden sorumlu gyrA gen varliklari yoniinden spesifik PCR primerleri ile
¢ogaltilmistir. Amplifikasyon Urlinleri agaroz jel elektroforezinde ayrilarak, goriintileme
sisteminde gozlenmistir. PCR analiz sonuglari, CTX-M tipindeki B-laktamaz geninin 101
izolatta (%93), SHV tipindeki genin 79 izolatta (%73), TEM tipindeki genin ise 55 izolatta
(%50) bulundugunu géstermistir. izolatlarin 40 tanesinde, CTX-M, TEM ve SHV tipinde-
ki B-laktamaz genlerinin timi bir arada tespit edilmistir. Kinolon direncinden sorumlu
gyrA geninin amplifikasyonu ise 60 izolattan 59’unda saptanmistir. Sonuglar, GSBL pozitif
ve kinolon-direngli E.coli izolatlari arasinda direng genlerinin PCR ile yiiksek oranda tes-
pit edilebilecegini géstermistir. Ulkemizde farkl direng genlerinin birlikte ifade edildigi
izolatlarin prevalansinda da artis gorildtgu desteklenmektedir.

Anahtar kelimeler: CTX-M, E.coli, gyrA, SHV, TEM

7. Ulusal
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[PP-004]

GSBL POZITiF VE KINOLON DIRENGLi ESCHERICHIA COLI KLiNIiK
iZOLATLARINDA GENETIK iLiSKININ ENTEROBACTERIAL REPETITIVE
INTERGENIC CONSENSUS PCR (ERIC-PCR) iLE BELIRLENMESI VE
FILOGENETIK GRUPLARIN SAPTANMASI

Emel Banu Biylkinal Bal!, Mlinevver Glinaydin?, Erkan Yula?, Stileyman Durmaz?,
Duygu Pergin*

18ijteii imam Universitesi Fen-Edebiyat Fakiiltesi, Biyoloji Béliimii, Kahramanmaras.

2Mustafa Kemal Universitesi Tip Fakiiltesi, Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali, Hatay.

3Diizi¢i Devlet Hastanesi, Osmaniye.
“Erciyes Universitesi Tip Fakiiltesi, Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali, Kayseri.

Bakteri genomlarinda tekrarh dizilimlerden olan Enterobacterial Repetitive Interge-
nic Consensus (ERIC) dizimlerini hedef alan ERIC-PCR metodu, 6zellikle enterik bakterin
genomlarindaki genetik farkliliklarin belirlenmesinde yaygin sekilde kullaniimaktadir. Bu
¢alismada, GSBL pozitif ve kinolon direngli 42 adet E.coli izolatinin genetik farkhliklarinin
ERIC-PCR yontemi ile belirlenmesi amaglanmistir. Ek olarak, 107 adet E.coli izolatinin
dahil oldugu filogenetik gruplar incelenmistir. Genetik gesitliligin belirlenmesi amaciyla
genomik DNA &rnekleri ERIC-1R ve ERIC-2 primerleri kullanilarak ¢ogaltilmistir. Bunun
yani sira izolatlar, E.coli'de dnceden tespit edilen 4 esas filogenetik grubun (A, B1, B2,
D) bulunma sikhgi yoninden de incelenmistir. Bu amagla 6énceden belirtilen multipleks
PCR yontemi ile Ug farkli primer seti kullanilmistir. Filogenetik gruplarin belirlenmesi ise
izolatlarin timiinden elde edilen hiicresel DNA 6rnekleri kullanilarak yapiimistir. ERIC
primerlerine dayali parmak izi analizleri sonucunda ERIC-1 primeri ile boylari 179 ila
7250 baz cifti arasinda degisen bantlar saptanirken, ERIC-2 primeri ile boylari 141 ila
8353 baz ¢ifti arasinda degisen bantlar (3-9) saptanmistir. Genetik iliskinin ERIC primer-
leri ile belirlenmesi sonucunda olusturulan genetik agaclarda her iki primer ile ayirt edi-
len gruplarin sayilarinda farkliliklar gézlenmistir. PCR amplifikasyon triinii gézlemlenen
107 6rnegin filogenetik gruplama sonuglari; 49 6rnegin D, 33 6rnegin B2, 24 6rnegin A
ve 1 6rnegin B1 gurubuna dahil oldugunu gostermistir. Calisma sonuglari, klinik E.coli
izolatlarinda D ve B2 filogenetik gruplarina dahil olanlarin ¢ok sik tespit edildigini, bunu
A filogenetik grubunun izledigini, B1 filogenetik grubuna dahil izolatlarin ise ¢ok nadir
diizeyde bulundugunu gostermistir. Klinik E.coli izolatlarinda ERIC primerlerine dayali
genetik farkhhklarin belirlenmesinde, ERIC-1'in ERIC-2'ye gbre daha Ustlin oldugu go-
rilmektedir.

Anahtar kelimeler: E. coli, ERIC-PCR, GSBL, Kinolon
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[PP-005]

COK MERKEZLi CALISMA: ACINETOBACTER BAUMANNII
iZOLATLARINDA PER-1 TURU GSBL SIKLIGI

Giilsah Asik!, Mehmet Ozdemir?, Muhammed Giizel Kurtoglu?, Server Yagc?,
Litfiye Oksiiz®, Mustafa Giil®, Esra Kogoglu?, Emel Sesli Cetin®, Adnan Seyrek®,
Mustafa Berktas!®, Ahmet Ayyildiz't, ihsan Hakki Ciftci®

1Afyon Kocatepe Universitesi Tip Fakiiltesi, Mikrobiyoloji Anabilim Dali, Afyonkarahisar.
2Selcuk Universitesi Tip Fakiiltesi, Mikrobiyoloji Anabilim Dali, Konya.

3Konya Egitim ve Arastirma Hastanesi Merkez Laboratuvari, Konya.

S.B. Kecidren Egitim ve Arastirma Hastanesi, Klinik Mikrobiyoloji Laboratuvari, Ankara.
Sistanbul Universitesi Tip Fakiiltesi, Mikrobiyoloji Anabilim Dali, istanbul.

¢Siitgii imam Universitesi Tip Fakiiltesi, Mikrobiyoloji Anabilim Dali, Kahramanmaras.

’Abant izzet Baysal Universitesi Tip Fakiiltesi, Mikrobiyoloji Anabilim Dali, Bolu.

ssiileyman Demirel Universitesi Tip Fakiiltesi, Mikrobiyoloji Anabilim Dali, Isparta.

Firat Universitesi Tip Fakiiltesi, Mikrobiyoloji Anabilim Dali, Elazig.

¥jiziincii Vil Universitesi Tip Fakiiltesi, Mikrobiyoloji Anabilim Dali, Van.

uAtatiirk Universitesi Tip Fakiiltesi, Mikrobiyoloji Anabilim Dali, Erzurum.

25gkarya Universitesi Tip Fakiiltesi, Mikrobiyoloji Anabilim Dali, Sakarya.

PER-1 Ureten P.aeruginosa suslar Tirkiye dahil dlinyanin gesitli cografi bolgelerinden
bildirilse de, Acinetobacter tiirlerinde daha cok Tiirkiye ve Kore’den bildirilmistir. Ulkemiz-
de A.baumannii izolatlarinda PER-1 tir{i B-laktamaz enzimi ile ilgili yapilan ¢alisma sayisi
oldukga sinirlidir. Bu galismada Turkiye'nin farkli bolgelerinden, farkli yillarda izole edilmis
A.baumannii suslarinda PER-1 enziminin sikligi ve yillar igindeki degisiminin belirlenmesi
amaglanmistir. Turkiye’nin yedi farklh cografik bolgesinde bulunan dokuz Gniversite ve iki
devlet hastanesinde, 2008-2011 yillari arasinda izole edilen toplam 763 A.baumannii susu
¢alismaya dahil edilmistir. Bakteriler konvansiyonel yontemler ve otomatize sistemlerle
tanimlanmis, disk diflizyon yontemi ile antibiyotik duyarhlklari belirlenmistir. DNA izolas-
yonunu takiben tiir spesifik OXA-51 geni varligi ile dogrulanan A.baumannii suslarinda,
PER-1 gen bolgesi real-time PCR uygulanarak arastirilmistir. izolatlarin timiiniin seftazidim
ve aztreonama direngli, sefepime %95 oraninda direngli oldugu, karbapenem ve aminog-
likozid direncinin de oldukga yiksek oldugu tespit edilmistir. Toplam 763 izolatin 188’inde
(%24.6) PER-1 geni varligi gosterilmistir. PER-1 enzimi en fazla 2008 yilinda Van’da izole
edilen suglarda (%74.2) gozlenirken bunu sirasiyla, %72.1 oraniyla Bolu 2009 yili, %46.9
oraniyla Kahramanmaras 2008 yili ve %32.3 oraniyla Konya 2009 yili izolatlarinin izledigi
gorulmustir. Anadolu’nun farkh bolgelerinde PER-1 enzimi Ureten A. baumannii izolatlar
arasindaki farkhlk istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (x2 testi, p<0.001). Calismamiz-
da PER-1 enzimi Ureten suslarin oraninda vyillar igerisinde azalma egilimi, karbapeneme
direngli suglarin oraninda da artis egilimi gérilmektedir. PER-1 tlirli GSBL Ureten suglarin
ozellikle 2008-2009 yillarinda bazi merkezlerde yiiksek oranda saptanmasi, direng profili
degisim sirecinin bir gostergesi olarak yorumlanabilir.

Anahtar kelimeler: Acinetobacter baumannii, GSBL, PER-1

7. Ulusal
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[PP-006]

SULEYMAN DEMIREL UNIVERSITESI TIP FAKULTESI HASTANESI
YOGUN BAKIM VE CERRAHI SERViS HASTALARINDAN iZOLE EDILEN
COKLU iLAC DIRENCLi ACINETOBACTER BAUMANNII iZOLATLARININ
REPETITIVE SEQUENCE BASED-PCR (REP-PCR) YONTEMI iLE
KOKENLERININ ARASTIRILMASI

Osman Kiling?, Buket Cicioglu Aridogan?, Ayse Giil Ozseven?, Selguk Kaya?,
Emel Sesli Cetin?
!Kars Devlet Hastanesi, Mikrobiyoloji Laboratuvari, Kars.

2Sijleyman Demirel Universitesi Tip Fakiiltesi, Mikrobiyoloji Anabilim Dali, Isparta.
3Kafkas Universitesi Tip Fakiiltesi, Mikrobiyoloji Anabilim Dali, Kars.

Calismamizda, Subat 2009-Haziran 2010 tarihleri arasinda Siileyman Demirel Uni-
versitesi Tip Fakultesi Hastanesi Yogun Bakim ve Cerrahi servis hastalarindan izole edi-
len, 48 ¢oklu ilag direngli A.baumannii izolatinin rep-PCR DiversiLab yontemi ile mole-
kller benzerliklerinin arastirilmasi amaglanmistir. Arastirmamizda DiversiLab rep-PCR’in
otomatik ticari kit haline getirildigi sistemi temel alinmistir. Analiz islemi DiversiLab Sof-
tware Version 3.4, Pearson korelasyon katsayisi ile yapilmis ve dendogramlar olusturu-
lurken UPGMA %1 optimizasyon ayari kullanilmistir. izolatlarin DNA patern benzerlikleri
otomatik rep-PCR yéntemi kullanan DiversilLab sistemi ile belirlenmistir. izolatlar 2009
ve 2010 yillarini igeren iki farkli gruba ayrilmistir. 2009 yilina ait 19 susun DiversiLab Sof-
tware Version 3.4 kullanilarak, Pearson korelasyon katsayisi ve UPGMA %1 optimizasyon
ayari kullanilarak ve benzerlik gizgisi %95,3 alindiginda, elde edilen dendogramlarda 4
farkh kiimede yigilmanin gozlendigi 7 farkh patern olustugu tespit edilmistir. 2010 yilina
ait 29 susun ise ayni yontemlerle elde edilen dendogramlarda 5 farkli grup ve 13 farkli
patern olustugu tespit edilmistir. Calisma sonunda, 2009 yilina ait 19 izolatin DiversiLab
sistemi ile yapilan molekuler galismasinda 7 farkli patern olusmustur (Tablo 1). 2010
yilina ait 29 izolatin analizinde ise, 13 farkli patern olusmustur. Bu paternlerin 21 tanesi
5 kiimeye ait bulunmus ve kalan 8 izolatin her biri farkli patern olusturmustur (Tablo
2). 2009 suslarinda toplam 7 farkh patern olustugu, 2010 yilina ait suslarin analizinde
ise daha daginik bir profil gozlendigi ve 13 farkli patern olusturdugu tespit edilmistir.
A.baumannii salginlarinin kaynaginin hizli ve dogru tespiti, enfeksiyonun tedavisi ve sal-
ginin kontroli agisindan énemlidir. Bu amagla molekiler temelli galismalarin daha fazla
yapilmasina ihtiyag vardir.

Anahtar kelimeler: Coklu ilag direnci, Acinetobacter baumannii, rep-PCR, DiversiLab
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Tablo 1. 2009 yilina ait suslar ile DiversiLab sisteminde olusan paternler.

Paternler Sus no. Bant farki

P14 35-36-39-41-43-46 | (Bant farki yok): Ayni 6rnek
P4 31-38-42-47 I (Bant farki yok): Ayni 6rnek
P12 32-33-34-44 | (Bant farki yok): Ayni 6rnek
P15 30-40 | (Bant farki yok): Ayni 6rnek
P2 48 D (>3 bant farki): Farkh 6rnek
P3 37 D (>3 bant farki): Farkh 6rnek
P11 45 D (>3 bant farki): Farkli 6rnek

Tablo 2. 2010 yilina ait suslar ile DiversiLab sisteminde olusan paternler.

Gruplar Paternler Sus no. Bant farki
G1 P1 1-5-6-8-9-12-16-19 | (Bant farki yok): Ayni
G2 P3 17-18 | (Bant farki yok): Ayni
G3 P2 2-3-14-15-20-26 | (Bant farki yok): Ayni
G4 P4 7-22-28 | (Bant farki yok): Ayni
G5 P5 10-23 | (Bant farki yok): Ayni
P6 11 S ( 2 bant farki): Benzer
P7 21 izolat
P8 27 S ( 2 bant farki): Benzer
P9 13 izolat
P10 24 D (>3 bant farki): Farkh
P11 25 S ( 2 bant farki): Benzer
P12 29 izolat
P13 4 D (>3 bant farki): Farkh
7. Ulusal
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[PP-007]

KLINiK ORNEKLERDEN iZOLE EDILEN COKLU iLAC DIRENGLI
ACINETOBACTER BAUMANNII KOKENLERINDE KARBAPENEM DIiRENG
MEKANIiZMALARININ ARASTIRILMASI

Deniz Giineser Merdan?, Jean Marie Pagés?, Burak Aksu?, Glner Soyletir!, M. Ufuk
Hasdemir!

Marmara Universitesi Tip Fakiiltesi, Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dall, istanbul.
2Université de la Méditerrannée — UMR MD1, UFR Médicine, Marsilya, Fransa.

Bu ¢alismada, Acinetobacter baumannii kdkenlerinin karbapenem diren¢ mekaniz-
malarinin fenotipik ve genotipik olarak saptanmasi ve karbapenem direnciyle iliskilen-
dirilen CarO porin proteininin bu dirence katkisinin arastirilmasi amaglanmistir. Coklu
ilag direnci gosteren, AdeB efluks protenini yiiksek diizey eksprese ettigi bilinen 4 klinik
koken isleme alinmis; Acinetobacter baumannii ATCC 19606 ve A.baumannii SBMoX2
referans kokenleri olarak kullanilmistir. Antibiyotik duyarliliklari sivi mikrodiltsyon tek-
nigi kullanilarak yapilmistir. Karbapenemaz varhigr Modifiye Hodge ve EDTA Disk Sinerji
Testleriyle; oxa-23, -24, -58, imp, vim genleri PCR ile arastirilmistir. CarO porin proteini,
SDS-PAGE ve Western Blot ile saptanmistir. Ayrica carO geni ¢ogaltilarak DNA dizi analizi-
ne génderilmistir. imipenem ve meropeneme direngli izolatlarimizin MiK degerleri Tablo
1’de gosterilmistir. 2 ve 9 no’lu izolatlarda fenotipik olarak karbapenemaz liretimi sap-
tanmazken; 13 ve 14 no’lu izolatlarin karbapenemaz Urettigi belirlenmistir. 9 no’lu izolat-
ta oxa-23; 13 ve 14 no’lu izolatlarda oxa-24 ve oxa-58 saptanmistir. 13 ve 14 no’lu izolat-
larda carO geninin, A.baumannii ATCC 19606 carO’suna gére onemli farkhliklar goster-
digi ortaya konmustur. Calismamiz 13 ve 14 no’lu izolatlarimizin karbapenem direncinin
hem enzimatik mekanizmalarla hem de carO genindeki mutasyonlarla iliskili oldugunu
gostermektedir. Acinetobacter baumannii ATCC 19606’nin carO protein dizisi (GenBank
Ulasim No: ACN32319) ile karsilastirildiginda, bu mutasyonlarin 13 ve 14 no’lu izolatlarin
CarO protein dizisinde 132.-160.; 200.-235. aminoasitleri arasinda dnemli degisikliklere
yol acabilecegi gorilmstir. 2 ve 9 no’lu izolatlarin fenotipik olarak karbapenemaz tret-
memesi, ayrica CarO porin ekspresyonunun A.baumannii ATCC 19606 ile benzer olmasi,
bu izolatlardaki karbapenem direncinin efluks ile iliskili olabilecegini distindlirmektedir.

Anahtar kelimeler: Acinetobacter baumannii, karbapenem, direng, carO
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Resim 1. izolatlarin SDS-PAGE gériintiileri.

Tablo 1. izolatlara ait fenotipik ve genotipik test bulgulari.

Resim 2. izolatlarin Western Blot goriintileri.

izolat No
2 L] 13 14
Imipenem 8ug/ml 8 ig/ml 64 ug/ml 32 pg/mi
MiK Defierleri
Meropenem 4pg/ml 4 pg/ml 8 pg/ml Bug/ml
Karbapenemaz ModifiyeHodge Testi
Fenotipik Testler EDTA Disk Sinerji Testi
oxa-23
oxa-24
oxa-58
Genotipik Testler
imp-1
vim-2
DNA Dizi Analizi Gen Diizeyinde
ATCC 19606 ile homoloji Protein Diizeyinde

216

%100

%100

7. Ulusal
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YENIDOGAN YOGUN BAKIM UNITESINDEN iZOLE EDILEN
ACINETOBACTER BAUMANNII iZOLATLARININ AP-PCR VE REP-PCR
TEKNiGi iLE KLONAL YAKINLIKLARININ iZLENMESi

Harun Gulbudak?, Gonul Aslan?, Seda Tezcan?, Glirol Emekdas?, Gulden Ersoz?,
Mahmut Ulger?

Mersin Universitesi Tip Fakiiltesi, Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali; 2 Enfeksiyon Hastaliklar
Anabilim Dali, Mersin.

Hastane enfeksiyonlarina sebep olan ¢oklu ilaca direngli Acinetobacter baumannii
izolatlarinin hizla yayilmasi 6nemli bir problem olmaya devam etmektedir. Calismada
yenidogan yogun bakim lnitesinden izole edilen A.baumannii izolatlarinin klonal yakin-
liklarinin AP-PCR (Arbitrarily primed polymerase chain reaction) ve rep-PCR (repetitive
sequence based PCR) yontemiyle belirlenmesi amaglanmistir. Calismaya 12.10.2011-
01.11.2011 tarihleri arasinda Mersin Universitesi Tip Fakiiltesi yenidogan yogun bakim
Unitesinde yatan hastalardan elde edilen 4 klinik 6rnek ve enfeksiyon kontrol komitesi-
nin hasta ve hasta ¢evresi taramalari sonucu elde edilen 7 hasta 6rnegi ile 3 cevre 6rnegi
olmak iizere toplam 14 izolat dahil edilmistir. izolatlarin antibiyotik direnci CLSI dnerileri
dogrultusunda disk diflizyon testi ile belirlenmistir. A.baumannii izolatlari arasindaki ge-
netik yakinligin belirlenmesinde uygulanan AP-PCR yonteminde M13 primeri; rep-PCR
icin ise Acinetobacter Diversilab DNA parmakizi kiti (Diversilab, bioMerieux, Fransa) kul-
lanilmistir. Calisilan izolatlarin biri disinda hepsinin ¢oklu ilag direncine sahip oldugu be-
lirlenmistir. izolatlar arasinda g farkli AP-PCR paterni elde edilmis; bu paternlerden biri
disinda digerleri ¢ok yakin iliskili izolatlar olarak degerlendirilmistir. rep-PCR’da galisma-
ya dahil edilen 14 izolatin 11'i bir ana klon olustururken, 3 izolatin birbirinden bagimsiz
olarak ana klondan farkli genotip dali olusturdugu belirlenmistir. 11 izolat %95 genotip
benzerligi gostererek salgin ile iliskili bulunmustur. Ayrica bu izolatlardan %97 ve lzeri
benzerlik gosteren 4’1, 3’0, 3’14 ve 1’li alt klonlar elde edilmistir. AP-PCR ve rep-PCR so-
nuclari arasinda belirgin bir farkliliga rastlanmamustir. izolatlar arasindaki klonal iliskinin
belirlenmesi, yeni enfeksiyon kontrol dnlemlerinin hizla uygulanmasinda biyik énem
tasimaktadir. Kullanilan rep-PCR tekniginin, salgina neden olabilecek izolatlarin belirlen-
mesinde oldukga kullanisli ve hizli bir yontem olabilecegi diisiinilmektedir.

Anahtar kelimeler: Acinetobacter baumannii, rep-PCR, Diversilab, klonal iliski
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[PP-009]

COK ILACA DIRENCLi PSEUDOMONAS AERUGINOSA VE
ACINETOBACTER BAUMANNII HASTANE iZOLATLARINDA QACEA1
DEZENFEKTAN DIRENG GENi VARLIGININ ARASTIRILMASI

Ceren Ozkul', Melike Ekizoglu?, Didem Kart®, Dolunay Giilmez?, Meral Ozalp*

Hacettepe Universitesi, ‘Eczacilik Fakiiltesi, Farmasétik Mikrobiyoloji Anabilim Dali; 2Tip Fakiiltesi,
Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali, Ankara.

Dezenfektanlar hastane enfeksiyonlarinin kontroliinde énemli bir role sahip olup,
uygun sekilde kullanilmadiklari zaman mikroorganizmalarin duyarliliginin azalmasina,
ozellikle de antibiyotik direncinin segilmesine yol agabilmektedirler. Kuarterner amon-
yum bilesiklerini (QAC) iceren dezenfektanlar hastane enfeksiyonlarinin 6nlenmesi ve
dezenfeksiyon amaciyla hastanelerde yaygin olarak kullaniimaktadir. Bu ¢alismanin
amaci, integron Gzerinde tasinan ve kuarterner amonyum bilesiklerine karsi direngten
sorumlu oldugu bilinen gacEA1 geninin, ¢ok ilaca direngli Pseudomonas aeruginosa ve
Acinetobacter spp. hastane izolatlarinda arastirilmasidir. Hacettepe Universitesi Hasta-
nesi Klinik Patoloji Laboratuvarinda gesitli klinik 6érneklerden izole edilen ¢ok ilaca di-
rengli A.baumannii (n=24) ve P.aeruginosa (n=11) suslari ¢alismaya alinmistir. gacEA1
varlig1 polimeraz zincir reaksiyonu ile arastiriimistir. DNA 6rnekleri fenol-kloroform-izo-
amilalkol yontemi ile ekstrakte edilmistir. gacEA1 gen bdlgesinin 300 baz iftlik kismini
¢ogaltan 5’-TAGCGAGGGCTTTACTAAGC-3’ ve 5’-ATTCAGAATGCCGAACACCG-3’ primer
dizileri kullanilmigtir. A.baumannii ve P.aeruginosa izolatlari icin gacEA1 geni pozitifligi
sirasiyla %29.2 (n=7) ve %9.1 (n=1) olarak bulunmustur (toplam %22.8). Biyosidlere kar-
st direncte rol oynayan gacEA1 geninin A.baumannii izolatlarinda daha sik bulundugu
tespit edilmistir. Calismaya dahil edilen suslarin timi ¢ok ilaca direngli olmasina ragmen
ancak %.22.8’inin gacEA1 geni tasidig belirlenmistir. Direng geni taslyan izolatlarin fe-
notipik direng yoniinden de arastiriimasi dnem tasimaktadir. Sonug olarak bu ¢alismada
az sayida bakteri izolati ile elde edilen verilere gore, antibiyotik direncinin dezenfektan
direnci ile iliskili olabilecegi konusunda bir yorum yapilabilmesi, ancak ¢ok ilaca direngli
hastane izolatlarinin dezenfektan direnciyle ilgili siirveyans g¢alismalarinin yapilmasi ile
mimkin olabilecektir.

Anahtar kelimeler: Dezenfektan direnci, qacEA1, Acinetobacter baumannii, Pseudomonas aeruginosa
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[PP-010]

AAEAH’'DE HASTANE ENFEKSIYONLARINDAN iZOLE EDILEN
ACINETOBACTER TURLERINDE AMINOGLIiKOZiD DIRENCi: FENOTIP,
GENOTIiP VE KLONAL DAGILIM ARASTIRMASI

Selda GUvenman, Hilal Balikgi, Z. Cibali Agikgoz
Atatiirk Egitim ve Arastirma Hastanesi, Tibbi Mikrobiyoloji Klinigi, Ankara.

Coklu ilag direncine sahip Acinetobacter tirleri, yliksek mortaliteli hastane enfeksi-
yonlarina (HE) yol agan énemli patojenler arasindadir. Bu tirlere bagh enfeksiyonlarin
tedavisinde beta- laktam/beta-laktamaz inhibitérleri ve karbapenemler, tek basina ya
da aminoglikozidlerle (AMG) birlikte kullanilirlar. Bu ¢alismada hastanemizde izole edi-
len 200 Acinetobacter izolatinda disk difiizyon (DD) yontemi ile 8 farkli aminoglikozidin
duyarliklarina bakilmis; sonuclara gére direng fenotipleri belirlenmistir. izolatlarin 80’ine
agar diliisyonla MiK tayini yapilmistir. Tum fenotipleri temsilen 50 izolatta, bulunmasi en
olasi 5 enzim genine (aacC1, aphA1l, aphA6, aadB, aac6’1h) multipleks PCR ile bakilmis
ve bunlarin arasinda klonal iligki varligi arastirilmistir. Gentamisin (GEN), amikasin (AK)
ve tobramisin (TOB) direng oranlari ¢alisilan donem igin sirasiyla %77.5, %88 ve %58.5;
MiK ortanca degerleri 64, 256, 8 ug/mL olarak belirlenmistir. izolatlarin 42’sinde aphA6,
birinde aphA6 ve aphA1, birinde aadB/ aac6’1h genleri ile uyumlu amplifikasyon bantla-
ri elde edilmistir. DD test sonuglarina gére 11 fenotip, ERIC-PCR sonuglarina gére 43 klon
tespit edilmistir. Baslangicta varken sonra kaybolan, baslangicta yok iken sonra ortaya
¢ikan fenotipler yaninda, tiim AMG’lere direngli ve incelenen dénem boyunca varhgini
surdiren panrezistan bir fenotipin de varligi ortaya ¢ikmistir. AMG-panrezistan fenotip-
te izolatlar hastanemizde hakim fenotip olarak en az 2006’dan beri dolasimdadir. GEN
ve TOB direnci zaman iginde azalirken AK direnci artmakta ve MiK diizeyleri de yiiksek
seyretmektedir. izolatlarimizda aphA6 geni yaygin olarak bulunmaktadir; ancak mevcut
direng fenotiplerini sadece bu enzimin varligi ile agiklamak dogru degildir. Arastiriima-
yan veya arastirildigl halde tespit edilemeyen genlerin ve mekanizmalarin var olmasi
mimkUinddr.

Anahtar kelimeler: Acinetobacter, aminoglikozid, direng, ERIC-PCR, fenotip
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[PP-011]

KLiNiK ORNEKLERDEN iZOLE EDILEN PSEUDOMONAS AERUGINOSA
iZOLATLARINDA PLAZMIiD ARACILI KINOLON DIiRENCINiN
ARASTIRILMASI

Yeliz Tanriverdi Cayci, Ahmet Yilmaz Coban, Murat Giinaydin
Ondokuz Mayis Universitesi Tip Fakiiltesi, Tibbi Mikrobiyoloji AD, Samsun.

Pseudomonas aeruginosa ciddi nozokomiyal enfeksiyonlara neden olan bir bak-
teridir. Kinolonlar ozellikle de siprofloksasin tedavide kullanilan énemli ajanlardandir.
Kinolonlara direng siklikla kromozomal mutasyonla olmaktadir. Ancak son yillarda plaz-
mid aracili kinolon direnci de saptanmistir. Bu genler gnrA, qnrB, qnrC, gnrS, gepA ve
aac(6’)-1b-cr genleri olarak bilinmektedir. Calismada, klinik 6rneklerden izole edilen 300
Paeruginosa izolatinda plazmid aracili kinolon direncine neden olan gen bdlgelerinin
arastirilmasi amaglandi. Calismada, Ondokuz Mayis Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi
Mikrobiyoloji Laboratuvari’nda izole edilen 300 P.aeruginosa izolati test edildi. QnrA,
gnrB, gnrCve qnrS genleri multipleks PCR yontemiyle, gepA ve aac(6’)-1b-cr gen bolgele-
riise tekli PCRislemiyle calisildi. Aac (6°)-Ib geni tasidigl saptanan izolatlarin aac(6’)-1b-cr
varyanti olup olmadiginin tespiti i¢in sekans islemine tabi tutuldu (Macrogen, Korea).
PCR islemleri sonucunda P.aeruginosa izolatlarinda gnr ve gepA genlerini tasiyan izolat
tespit edilmedi. Aac(6’)-1b geni taslyan 6 izolat tespit edildi. Bu izolatlarin aac(6’)-1b-cr
varyanti olup olmadiginin tespit edilmesi igin yapilan sekans islemi sonucunda izolat-
larin aac(6’)-1b-cr varyanti olmadigi goruldu. Plazmidle aktarilan kinolon direncine ne-
den olan bu genler bugiine kadar Enterobactericeae ailesine ait bircok bakteride tespit
edilmistir. Bununla birlikte, insan kokenli olmayan bir P.flourescens ve bir P.putida izo-
latinda gnrB geninin varligi gosterilmis olmasina ragmen, P.aeruginosa izolatlarinda bu
genler heniiz tespit edilememistir. Ancak Martinez ve ark.nin 1998 yilinda yaptigi bir
calismada deneysel olarak qnrAl plazmiti P.aeruginosa susuna aktarilmistir. Bu ¢alisma,
P.aeruginosa klinik izolatlarinda gnrA, qnrB, qnrC, qnrS, qepA ve aac(6’)-1b-cr determi-
nantlarinin arastirildigi Glkemizdeki ilk galismadir.

Anahtar kelimeler: P.aeruginosa, qnr, gepA, aac(6’)-1b-cr, kinolonlar
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[PP-012]

KiSTiK FIBROZIiSLi COCUKLARDAN SOYUTLANAN PSEUDOMONAS
AERUGINOSA SUSLARINDA GESITLi VIRULANS FAKTORLERININ VE
LASI/R RHLI/R GENLERININ VARLIGININ ARASTIRILMASI

Meral Karaman?, Fatih Firinci2, Ozkan Karaman?, Nevin Uzuner?, ismail Hakki
Bahar®

Dokuz Eyliil Universitesi Tip Fakiiltesi, *Multidisipliner Laboratuvari; *Cocuk Alerji Bilim Dali, *Klinik
Mikrobiyoloji Anabilim Dali, izmir.

Cevreyi algilama sistemi, bakterilerde gesitli viriilans faktorlerinin gen ekspresyonu,
spor olusumu, biyofilm olusumu gibi birgok olayin gergeklestirilmesini diizenlemektedir.
Cevreyi algilama sistemleri icinde sinyal molekilii olarak N-acil homoserin lakton mo-
lekUlleri (AHL) siklikla gérilmektedir. P.aeruginosa’da biyofilmin de iginde oldugu gesit-
li virGlans faktorlerinin tretimi AHL sinyal molekullerinden Lasl/R ve RhlI/R sisteminin
kontroll altindadir. Calismamizda gocukluk yas grubu kistik fibrozis hastalarindan so-
yutlanan P.aeruginosa suslarinda gesitli virtilans faktorlerinin ve lasl/R rhll/R genlerinin
varligr arastiriimistir. Bu ¢alismada Dokuz Eyliil Universitesi Hastanesi Cocuk Alerji Poli-
kliniginde kistik fibrozis tanili 37 hasta bir yil stiresince izlenmistir. Bu hastalardan bir yil
icinde Ug kez klinik yakinmalari nedeniyle poliklinige basvuran, akciger dinleme bulgulari
olan, derin orofaringeal sirinti 6rneklerinde 10%-10° koloni Paeruginosa treyen alti
hasta ve bu hastalara ait 18 sus calismaya dahil edilmistir. Suslarda biyofilm, pyosiyanin,
alkalen proteaz Uretimi ve lasl, rhll, lasR ve rhIR gen bolgelerinin varhgi arastiriimistir.
Bolgeye Ozgl primerler ile PCR analizi sonucunda; hastalardan dérdiinde soyutlanan
suslarda lasl, rhll, lasR ve rhIR gen boélgeleri olumlu, ikisinde ise olumsuz olarak sap-
tanmigtir. Hastalara ait Paeruginosa suslarinda biyofilm, pyosiyanin ve alkalen proteaz
sonuglari tabloda 6zetlenmistir. Hastalarin test edilen {i¢ 6rneginde, bir yillik slire icinde
koloni morfotipinde degisiklik gériilmekle birlikte, galigilan virilans faktorleri Gretimi ve
lasl, rhll, lasR ve rhiIR gen bdlgelerinin varligi agisindan bir degisiklik izlenmemistir.
Anahtar kelimeler: Kistik fibrozis, P.aeruginosa, PCR, viriilans

Tablo. izolatlarda lasl, rhll, lasR ve rhiR gen bélgelerinin varligi, biyofilm, pyosyanin ve alkalen
proteaz Uretimi sonuglari.

Hasta No lasl*  lasR*  rhlI*  rhIR*  Biyofilm** Pyosyanin*** Alkalen proteaz
1 + + + + + + -
2 + + + + - - +
3 + + + + +++ + +
4 - - - - +++ + -
5 = = = = + - +
6 + + + + ++ + +

*lasl(605 bp), lasR (730 bp), rhll(625 bp), rhiR (725 bp) ** 590 nm’de optik dansite (OD) sonuglarina gére; OD< 1 Biyofilm negatif, 1<OD<2
Zayif pozitif (+), 2<OD<3 Orta pozitif (++), 3<OD Gliglii pozitif (+++) olarak degerlendirilmistir. ***520 nm’de OD sonuglarina gére.
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[PP-013]

PSEUDOMONAS AERUGINOSA SUSLARINDA BiYOFiLM OLUSUMU iLE
iLISKiLi QUORUM SENSING GENLERININ MOLEKULER YONTEMLERLE
ARASTIRILMASI

Berna Erdal Yildirim, Meltem Yalinay Cirak
Gazi Universitesi Tip Fakiiltesi Mikrobiyoloji ve Klinik Mikrobiyoloji Anabilim Dali, Ankara.

Pseudomonas aeruginosa hastane enfeksiyonlarina yol agan firsatgl patojenlerin
basinda yer almaktadir. P.aeruginosa’ya ait bazi virllans faktorlerinin salinimi Quorum
Sensing (QS) olarak adlandirilan hiicre yogunluguna bagimli bir mekanizma ile kontrol
edilmektedir. Bu calismada; Gazi Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi Klinik Mikrobiyoloji
Laboratuvari’'nda gesitli klinik 6rneklerden izole edilen P.aeruginosa suslarinda biyofilm
yapim siddeti ile QS genleri arasinda iliski olup olmadiginin ortaya konulmasi amaglan-
mistir. Paeruginosa olarak tanimlanan 24 tane susun biyofilm yapiminin degerlendiril-
mesinde mikrotitrasyon plagi yontemi kullanilmistir. QS genleri (lasl, lasR, rhll ve rhiR)
varligini gostermek igin PCR yapilmistir. Biyofilm yapimi yoniinden ¢alismaya alinan 24
sustan 5 tanesinin zayif, 6 tanesinin orta kuvvetli, 13 tanesinin kuvvetli biyofilm yaptik-
lari saptanmistir. QS genlerinin biyofilm diizeylerine gére dagihmi tabloda gosterilmistir.
Zayif, orta kuvvetli ve kuvvetli biyofilm yapan tim suslarda (%100) rhll geni dikkat ¢ekici
olarak hepsinde saptanmistir. Bu sonuca bagh olarak rhll geninin biyofilm olusumunun
her agamasinda 6nemli bir rol aldigi séylenilebilir. Olgun biyofilmin olusumu igin gerek-
li oldugu bilinen lasl/lasR genlerinin orta kuvvetli ve kuvvetli biyofilm yapan suslarin
%100’linde saptanmis olmasi ayrica dikkat ¢ekici bir sonugtur. rh/R geninin bazi suslarda
gosterilememesi bu genin ifadelenememis olabilecegini diisiindiirmektedir. Bu izolatlar-
daki mutasyon varliginin ileri molekiler calismalarla arastiriimasi yararli olacaktir.

Anahtar kelimeler: Biyofilm, polimeraz zincir reaksiyonu, Pseudomonas aeruginosa, quorum sensing

Tablo. QS genlerinin biyofilm dizeylerine gére dagilimi.

lasl lasR rhil rhiIR
Zayif biyofilm n(%) 4 (80) 4 (80) 5 (100) 3 (60)
Orta kuvvetli biyofilm n(%) 6 (100) 6 (100) 6 (100) 4 (66.7)
Kuvvetli biyofilm n(%) 13 (100) 13 (100) 13 (100) 6 (46.2)
Toplam n(%) 23 (95.8) 23 (95.8) 24 (100) 13 (54.2)
7. Ulusal
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[PP-014]

ENTEROBACTERIACEAE KLiNiK iZOLATLARINDA BETA-LAKTAMAZ
AKTIiVITESININ FENOTIPiK VE GENOTIiPiK YONTEMLERLE
ARASTIRILMASI

Giil Bayram?, Nuran Delialioglu?, Giirol Emekdas?, Candan Oztiirk?, Mehmet Sami
Serin®

Mersin Universitesi *Saglik Hizmetleri Meslek Yiiksekokulu; *Tip Fakiiltesi, Tibbi Mikrobiyoloji
Anabilim Dali; *Eczacilik Fakiiltesi, Temel Eczacilik Bilimleri, Mersin.

Enterobacteriaceae suslarinda genis spektrumlu beta-laktamaz tretimi (GSBL) yay-
gin direng mekanizmalarindandir. Basta Escherichia coli ve Klebsiella tirleri olmak tzere
bakteriler arasinda hizla yayilmakta ve tedavide ciddi sorunlar olusturmaktadir. Bu galis-
mada, hastane enfeksiyonlarindan siklikla izole edilen E.coli ve K.pneumoniae’da beta-
laktamaz direncinin fenotipik ve genotipik yontemlerle arastiriimasi amaglandi. Calisma-
ya, Ekim 2010- Ekim 2011 tarihleri arasinda Mersin Universitesi Tip Fakiiltesi Arastirma
ve Uygulama Hastanesi, Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali Laboratuvari’'nda gesitli klinik
orneklerden izole edilen toplam 106 E. coli ve 25 K. pneumoniae susu dahil edildi. Tum
suslarda gift disk sinerji (CDST) testi ile GSBL varligi ve polimeraz zincir reaksiyonu (PCR)
ile beta-laktamaz direncinden sorumlu gen bdlgeleri TEM, SHV, OXA-1, CTX-M (grup 1,
2, 8, 9 ve 25), AmpC tipi beta-laktamaz gen bolgeleri ACC, FOX, MOX, LAT, DHA, CIT,
EBC ve karbapenem direnciden sorumlu gen bdlgeleri VEB, GES, PER, VIM, IMP, KPC,
GES ve OXA-48 arastirildi. Calismada, 106 E.coli izolatinin CDST ile 87’si GSBL pozitif ve
19’u negatif bulundu. Bu 106 izolatin 96’sinda CTX-M grup 1, ikisinde CTX-M grup 9 ve
dordiinde CTX-M grup 1 ve 9 bdlgeleri, 35’'inde TEM, 39’unda OXA ve 22’sinde her iki
gen bolgesi ve ikisinde LAT gen bolgesi, bir izolatda OXA-48, bir izolatda VIM, bir izolatda
KPC, bir izolatda PER saptandi. 25 K. pneumoniae izolatinin 18’inde CTX-M grup 1, ikisin-
de CTX-M grup 9, ikisinde CTX-M grup 1 ve CTX-M grup 9, birinde KPC geni saptandi. Tim
izolatlarda CTX-M 8 ve CTX-M 25 gen bolgeleri negatif bulundu. E.coli ve K.pneumoniae
suslarinda ylksek oranda CTX-M grup 1 ve 9 bolgeleri tespit edildi. Sonug olarak, E.coli
ve K.pneumoniae suslarinda beta-laktamaz direncinin arastiriimasi epidemiyolojik veri-
lerin elde edilmesini saglayacak ve tedavide yol gosterici olacaktir.

Anahtar kelimeler: Enterobacteriaceae, genislemis spektrumlu beta-laktamaz, polimeraz zincir
reaksiyonu
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[PP-015]

GRAM NEGATIF BAKTERILERIN MOLEKULER TiPLENDiRILMESIiNDE
BAZI PCR TABANLI YONTEMLERIN KARSILASTIRILMASI

Aynur Fidanboylu, Hiseyin Tash
Ege Universitesi Eczacilik Fakiiltesi, Farmasétik Mikrobiyoloji Anabilim Dall, izmir.

Bu calismada bakterilerin klonal yakinliklarinin belirlenmesine yénelik PCR tabanli
tiplendirme yontemlerinin karsilastirilmasi amacglanmistir. Calismaya, cesitli klinik 6r-
neklerden izole edilen 30 Escherichia coli, 30 Klebsiella pneumoniae ve 30 Pseudomo-
nas aeruginosa kokeni alindi. Bakterilerin DNA ekstraktlari “repetitive extragenic pa-
lindromic element” (REP) PCR, “enterobacterial repetitive intergenic consensus” (ERIC)
PCR ve “arbitrarily primed” (AP) PCR yontemleri ile en az iki kez incelendi. ERIC-PCR ve
REP-PCR’In hem E.coli hem de P.aeruginosa kdkenleri igin %100 tekrarlanabilir oldugu
saptandi. Uygulanan yéntemler karsilastirildiginda, E.coli kokenlerinin tiplendirmesinde
ERIC-PCR ve REP-PCR yéntemleri 27 kékeni ayni bularak %90 oraninda tutarlilk gésterdi.
P.aeruginosa kokenleri igin, bu tutarlilik %100 olarak saptandi. K.pneumoniae kékenleri-
nin tiplendirmesinde ise ERIC-PCR ve REP-PCR ydntemlerinin tutarliliginin %63’e distu-
gl goruldi. AP-PCR’da ise her U¢ bakteri tiri icin tekrarlanabilirlik gok diistik olup ¢ogu
koken igin bant profili gozlenemedi. Bu nedenlerden dolayi AP-PCR’In diger yontemler-
le karsilastirilmasi miimkdn olmadi. Bu ¢alismada REP-PCR ve ERIC-PCR yontemlerinin
gram-negatif bakterilerin ayristiriimasinda veya klonal yakinliklarinin belirlenmesinde
kullanilabilecegi, AP-PCR’in ise ERIC-PCR ve REP-PCR’a alternatif olamayacagi sonucuna
varildi.

Anahtar kelimeler: ERIC-PCR, REP-PCR, AP-PCR, molekiiler tiplendirme

7. Ulusal
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[PP-016]

iDRAR KULTURLERINDEN SOYUTLANAN BAZI ENTEROBACTERIACEAE
TURLERININ GSBL URETiMIiYLE ERTAPENEM VE DiGER
ANTIBiYOTIKLERE DIRENCI

Aytekin Cikman?, Nadire Seval Glindem?

Mengiicek Gazi Egitim ve Arastirma Hastanesi, Tibbi Mikrobiyoloji Klinigi, Erzincan.
2Erzincan Devlet Hastanesi, Tibbi Mikrobiyoloji Klinigi, Erzincan.

Enterobacteriaceae uyeleri, Uriner sistem enfeksiyonlarinda en sik izole edilen bak-
terilerdir. Calismada idrar kiltiirlerinden izole edilen Escherichia coli, Klebsiella spp.,
Proteus spp. ve Enterobacter spp. suslarinin ertapenem dahil antibiyotik duyarhliklari ve
genislemis spektrumlu beta-laktamaz (GSBL) Uretimi arastirilmistir. Laboratuvarimizda
Ocak 2012- Mart 2012 tarihleri arasinda konvansiyonel yontemlerle tanimlanan E.coli,
Klebsiella spp, Proteus spp. ve Enterobacter spp. suslarinin antibiyotik duyarliliklari
Kirby-Bauer disk diflizyon yontemi, GSBL Uretimi ise gift disk sinerji yontemi ile CLSI’'nin
Onerileri dogrultusunda arastiriimistir. Calismada 117’si E.coli, 23'U Klebsiella spp. ve
4’er Proteus spp. ile Enterobacter spp. olmak lizere toplam 148 sus izole edilmistir. E.coli
suglarinin 26’s1 (%22), Klebsiella spp. suslarinin 8’i (%35) GSBL pozitif olarak degerlendi-
rilmis; Proteus spp. ile Enterobacter spp. suslari igin GSBL (iretimi saptanmamistir. izole
edilen tim suslar ertapenem ve meropeneme duyarli bulunmustur. Piperasilin-tazobak-
tam ve amikasin Enterobacteriaceae tlrlerine en etkili diger antibiyotikler olarak bulun-
mustur. Sonug olarak, ertapenem tek doz kullanim avantaji ile, idrar kiiltirlerinden izole
edilen GSBL pozitif suslar dahil olmak Uzere, Enterobacteriaceae tiirlerine son derece
etkili bulunmus ve bu bakteriler ile olugan Uriner sistem enfeksiyonlarinin tedavisinde
iyi bir alternatif olabilecegi distintlmustir.

Anahtar kelimeler: Ertapenem, Enterobacteriaceae, GSBL, iiriner sistem enfeksiyonu
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[PP-017]

YARA KULTURLERINDE UREYEN MiKROORGANIZMALAR VE
ANTIBiYOTiK DUYARLILIKLARI

Nadire Seval Glindem?, Aytekin Cikman?

1Erzincan Devlet Hastanesi, Mikrobiyoloji ve Klinik Mikrobiyoloji, Erzincan.
2Mengiicek Gazi Egitim ve Aragstirma Hastanesi, Mikrobiyoloji ve Klinik Mikrobiyoloji, Erzincan.

Bu ¢alismada, yara yeri 6rneklerinden izole edilen patojen mikroorganizmalarin da-
gilimi ve antibiyotik duyarliliklarinin belirlenmesi amaglanmistir. Mart 2011-Subat 2012
tarihleri arasinda Erzincan Devlet Hastanesi ve Mengiicek Gazi Egitim ve Arastirma Has-
tanesi Mikrobiyoloji Laboratuvarlarina farkl kliniklerden génderilen yara yeri 6rnekle-
rinin kdltird yapilmis, kiltiirde Gireme tespit edilen mikroorganizmalar konvansiyonel
yontemlerle tanimlanmis ve Kirby-Bauer disk-diflizyon yontemiyle CLSI 6nerilerine gore
antibiyotik duyarliliklari belirlenmistir. E.coli ve Klebsiella spp. suslarinda GSBL (genisle-
tilmis spektrumlu beta-laktamaz) varligi ¢ift disk sinerji yontemiyle, stafilokok suslarinda
metisilin direnci sefoksitin ve oksasilin diskleriyle arastirilmistir. Toplam 153 yara yeri
orneginin 71’inde (%46.4) Greme saptanmistir. Bu etkenlerin 48’i (%67.6) gram-pozitif,
23’0 (%32.4) gram- negatif bakteri olarak tespit edilmistir. En sik izole edilen bakteri-
ler sirasiyla Staphylococcus aureus 23 (%32.4), koaglilaz negatif stafilokoklar (KNS) 18
(%25.3), Escherichiae coli 8 (%11.3), Klebsiella spp. 7 (%9.9) Pseudomonas aeruginosa
5 (%7), Streptococcus spp. 4 (%5.7), Streptococcus pyogenes 3 (%4.2) ve Acinetobac-
ter spp. 3 (%4.2) olarak belirlenmistir. Stafilokok ve streptokoklarda glikopeptid direnci
saptanmazken, S.aureus’larin %21.8’i ve KNS'larin %33.3’U metisiline direnclidir. Sekiz
(%11.3) E.coli susunun 4’linde (%50) ve 7 (%9.9) Klebsiella susunun 2’sinde (%28.6)
GSBL pozitifligine rastlanmistir. izole edilen gram-negatif bakteriler igin karbapenemler,
aminoglikozidler ve sefaperazon sulbaktamin en etkili antibiyotikler oldugu saptanmis-
tir. Hastanelerde belirli zaman araliklarinda yara enfeksiyonu etkeni olan mikroorganiz-
malar ve bunlarin antibiyotik duyarhliklarinin belirlenmesi ampirik tedaviye isik tutmasi
acisindan énemlidir.

Anahtar kelimeler: Antibiyotik duyarlilik, yara kiiltiri, yara yeri enfeksiyonu
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[PP-018]

KARBAPENEM DIRENCLi GRAM NEGATIF SUSLARDA NEW DELHI
METALLO-BETA-LAKTAMAZ (NDM-1) VARLIGININ MOLEKULER
YONTEMLERLE BELIRLENMESi

Keramettin Yanik, Dilek Emir, Cafer Eroglu, Adil Karadag, Akif Koray Gliney, Murat
Gunaydin
Ondokuz Mayis Universitesi Tip Fakiiltesi, Tibbi Mikrobiyoloji AD, Samsun.

Genislemis spektrumlu beta-laktamaz (GSBL) enzimi lireten hastane enfeksiyonu
etkenleri mortalite ve morbiditeyi olumsuz yonde artirmaktadir. GSBL Uireten suslar 6n-
celeri karbapenemlere duyarli iken son yillarda bu grup antibiyotiklere de direngli hale
gelmislerdir. Karbapenem direnci bu enfeksiyonlarin tedavisinde kullanilacak secenek-
leri de kisitlamaktadir. Son iki li¢ yilda karbapenemleri pargalayan New Delhi metallo-
beta-laktamaz (NDM-1) lreten suslar da birgok tlkeden bildirilmistir. NDM-1 ¢ogunluk-
la birden fazla antibiyotik sinifina direngli izolatlarda saptanmistir. Hastane ve toplum
kaynakli NDM-1 yayiliminin belirlenmesi alinacak 6nemler agisindan ¢ok 6nemlidir. Bazi
Ulkelerde NDM-1 geni taslyan bakterilerin erken tespiti icin gesitli tani yontemleri ve
strveyans sistemleri gelistirilmistir. Bu amagla biz de bélgemizdeki NDM-1 tagiyan sus-
larin varhgini molekiler yontemlerle arastirdik. Calismaya 10 Haziran-10 Ekim 2011 ta-
rihleri arasinda mikrobiyoloji laboratuvarinda Vitek2 ve Phoenix sistemleri ile karbape-
nem (imipenem, meropenem, doripenem ve ertapenem) orta derece duyarl ve direngli
saptanan 210 sus alindi. Suslara DNA ekstraksiyonu sonrasi NDM-1 gen bdlgesine ait
primerler kullanilarak PCR testi uygulandi. Calismaya alinan suslarin tir dagihmi ve kar-
bapenem duyarhliklar tabloda verildi. Calismamizda PCR yontemi ile incelenen higbir
susta NDM-1 gen bolgesi ait pozitiflik saptanmadi. Ayni anda birgok antibiyotik direncine
neden olan ve son yillarda bir¢ok tlkeye yayilan NDM-1 direng geni taslyan bakterilere
heniiz bélgemizde rastlanmadi. Calismamiz nispeten kisa bir siireyi kapsadigindan daha
genis slreyi iceren yeni suslarla NDM-1 takibine devam edilmesi uygun olacaktir. NDM-
1 tastyan suglarin varligini ve yayilimini engellemek igin yurtdisindan gelen hastalarda
izolasyon sartlari en iyi sekilde yerine getirilmelidir.

Anahtar kelimeler: Gram negatif basil, NDM-1, PCR
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Tablo. NDM-1 c¢alisilan suslarin tir dagilimi ve karbapenem duyarliliklari.

imipenem (n: 210) Meropenem (n: 210) Doripenem (n: 70)
Suslar (n) S I R S I R S I R
A.baumannii (132) 0 1 131 0 1 131 - - -
P.aeruginosa (54) 4 2 48 1 3 50 4 6 44
P.putida (5) 0 1 4 0 0 5 - - -
E.cloacae (8) 0 1 7 2 2 4 2 2 4
E.aerogenes (3) 0 2 1 2 0 1 2 0 1
K.pneumoniae (3) 0 0 3 0 0 3 0 0 3
Prettgeri (2) 0 1 1 1 0 1 1 0 1
E.coli (2) 1 1 0 0 1 1 - - -
C.freundii (1) 0 0 1 0 0 1 - - -
Toplam (210) 5 8 197 6 7 197 9 8 53

n: Sus sayisi; S: Duyarli; I: Orta duyarli; R: Direngli

7. Ulusal
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[PP-019]

KARBAPENEM DIRENGLI KLEBSIELLA PNEUMONIAE SUSLARINDA
OXA-48 VE KPC VARLIGININ ARASTIRILMASI

ihsan Hakki Ciftci?, Engin Karakege?, Giilsah Asik?, Tayfur Demiray?, Halil Er?

Sakarya Universitesi Egitim ve Arastirma Hastanesi, Mikrobiyoloji Laboratuvari, Sakarya.
2Afyon Kocatepe Universitesi Tip Fakiiltesi, Tibbi Mikrobiyoloji AD, Afyonkarahisar.

Gram-negatif bakteriler arasinda B-laktam antibiyotiklere direng gelisimi agisin-
dan klinikte sorun yaratan en 6nemli mekanizma B-laktamaz yapimidir. Farkl bakteri
turleri tarafindan sentezlenen 400’U askin B-laktamaza her gegen giin yeni tanimlanan
enzimler eklenmektedir. Calismamizda hastanemizde ilk kez karsilasilan karbapenem di-
rengli Klebsiella pneumoniae izolatinda karbapenemaz aktivitesine sahip enzimlerden
olan OXA-48 ve KPC varliginin molekiiler yontemlerle arastiriimasi amaglanmistir. Ca-
lismada iki karbapenem direngli K.pneumoniae susu incelenmistir. Tanimlama ve anti-
biyotik duyarhlk test calismalan Vitek2 otomatize sistemi ile gergeklestirilmistir. DNA
izolasyonunu takiben molekiler tanimlama i¢in K.pneumoniae 23S rRNA gen bdlgesi,
antibiyotik direncinin molekiiler profilinin belirlenmesi igcin de OXA-48 ve KPC gen bélge-
leri uygun primerler araciligi ile polimeraz zincir reaksiyonu ile arastiriimigtir. Otomatize
sistemle K.pneumoniae olarak tanimlanan suslarin 23S rRNA gen bdlgesinin gosterilme-
siyle tanimlama molekiiler olarak dogrulanmistir. Karbapenem direnciyle iliskili olarak
her iki susun da OXA-48 gen bolgesine sahip oldugu gozlenmistir. KPC gen bolgesiyle
iliskili pozitiflik saptanamamistir. Laboratuvarimizda izole edilen karbapenem direngli
K.pneumoniae suslarinin, kigiik M tipi koloni morfolojileri, zayif laktoz pozitiflikleri ve
Ureyi geg hidrolize etmeleri ile konvansiyonel ¢alismalarda farkl algilara neden olabile-
cegi gozlenmistir. Sonug olarak, Vitek2 otomatize sisteminin K.pneumoniae suslari icin
OXA ya da KPC uyarisi ve dogru tanimlanmasi olumlu bulunmustur. Benzer uyari veren
¢ok sayida izolatla yapilacak molekiler ¢alismalarin konunun netlestirilmesine katki sag-
layacagi kanisina varilmistir.

Anahtar kelimeler: Klebsiella pneumoniae, OXA-48, KPC
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[PP-020]

KAN VE DISKI ORNEKLERINDEN iZOLE EDILEN SALMONELLA VE
SHIGELLA SUSLARININ TUR DAGILIMI VE ANTiBiYOTIKLERE DIRENC
ORANLARI

Mehmet Parlak?, Yasemin Bayram?, Mustafa Berktas?

Van Bélge Egitim ve Aragstirma Hastanesi, Mikrobiyoloji Laboratuvari, Van.
2Yiiziincii Yil Universitesi Tip Fakiiltesi, Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali, Van.

Diger gram-negatif tlrlerinde oldugu gibi Salmonella ve Shigella izolatlarinin antibi-
yotik direng oranlarinda artisa dikkat ¢ekilmektedir. Calismada kan ve gaita 6rneklerin-
den soyutlanan Salmonella ve Shigella cinsi bakterilerin serotiplerinin dagilimi ve gesitli
antibiyotiklere direng durumunun belirlenmesi amaglanmistir. 2006-2011 yillari arasin-
da digki ve kan 6rneklerinden elde edilen 46 Salmonella ve 21 Shigella cinsi bakteriye ait
tanimlama ve antibiyogram sonuglari geriye donik olarak incelenmistir. Gaita 6rnekleri
selenit-F besiyerinde sekiz saat inklibasyondan sonra EMB agara ve SS agara ekilmis ve
18-24 saat ve 37°C’de kalturt yapilmistir. Kan kaltir 6rnekleri BacT/Alert (bioMérieux,
France) otomatize sistemde inkiibe edilmistir. Suslarinin tir diizeyinde tanimlanma-
st ile antibiyotik duyarlilik testlerinde BD Phoenix (Becton Dickinson, USA) otomatize
sisteminden yararlanilmistir. S6z konusu bakteriler igin antibiyotik seciminde 2010 Cli-
nical and Laboratory Standards Institute (CLSI) klavuzu esas alinmistir. Calismaya dahil
edilen Salmonella suslarinin 21’i S.typhi, 19’u Salmonella spp., 4'UG S.paratyphi A, birer
S.pullorum ve S.choleraesuis ssp. choleraesuis olarak tanimlanmistir. Shigella suslarinin
12’'si S.flexneri, 6’s1 S.boydii, 2'si S.sonnei ve biri S.dysenteriae olarak belirlenmistir. Sal-
monella ve Shigella suslarina en etkili antibiyotikler sirasiyla imipenem, meropenem,
siprofloksasin, levofloksasin, seftazidim, piperasilin-tazobaktam sefepim ve sefotaksim
olarak izlenmistir. Salmonella ve Shigella suslarinda antibiyotiklere direng oranlari tab-
loda verilmistir. Salmonella ve Shigella izolatlarinda antibiyotiklere direng oranlari di-
stk olarak bulunmustur. Ampirik antibiyotik tedavisine yon vermesi ve direngli suslarin
neden oldugu enfeksiyonlarin éniine gegebilmek igin antimikrobiyal direncin izlendigi
buna benzer calismalarin periyodik olarak bildirilmesi 6nem tasimaktadir.

Anahtar kelimeler: Antibiyotik direnci, Salmonella, Shigella, tiir dagilimi
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Tablo. Salmonella ve Shigella suslarinda antibiyotiklere direng oranlari.

Salmonella spp. (n=46)

Shigella spp. (n=21)

Direngli sug Direncli sug

Antibiyotik Grup Sayi (%) Sayi (%)
Amikasin B 46 (100) 21 (100)
Sefazolin A 46 (100) 21 (100)
Sefoksitin B 46 (100) 21 (100)
Gentamisin A 46 (100) 21 (100)
Trimetoprim-Sulfametoksazol B 20 (43) 14 (67)
Tetrasiklin C 5(11) 14 (67)
Aztreonam C 3(7) 1(5)
Sefepim B 2 (4) 1(5)
Sefotaksim B 2 (4) 1(5)
Seftazidim C 2 (4) 0
Piperasilin-Tazobaktam B 2 (4) 0
Siprofloksasin B 1(2) 1(5)
Levofloksasin B 1(2) 1(5)
imipenem B 0 0
Meropenem B 0 0
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[PP-021]

VANKOMISiN DIRENCLIi ENTEROKOKLARDA DIRENCIN MOLEKULER
YONTEMLERLE ARASTIRILMASI

Engin Karakece!?, ihsan Hakki Ciftci?, Giilsah Asik?

Sakarya Universitesi Egitim ve Aragtirma Hastanesi, Tibbi Mikrobiyoloji, Sakarya.
2Afyon Kocatepe Universitesi Tip Fakiiltesi, Tibbi Mikrobiyoloji AD, Afyonkarahisar.

Dogada yaygin olarak bulunan, insan ve hayvanlarin gastrointestinal sisteminin Gye-
si olan, siklikla kullanilan antibiyotiklere direng gelistirebilen enterokoklar, hastanede
yatan riskli hasta gruplari icin dnemli bir patojendir. Bu ¢alismada, hastanemizde yatan
riskli hastalardan izole edilen vankomisine direncli enterokoklarda (VDE) direng tipleri-
nin molekiler yontemle arastiriimasi amaglanmistir. Calismaya 417 rektal stirlinti ve 4
idrar olmak Gzere 421 6rnek dahil edilmistir. Konvansiyonel bakteriyolojik ¢alismalarin
ardindan tanimlama, antibiyotik duyarlilik ve minimal inhibitdr konsantrasyon (MiK) ve-
rileri otomatize sistemle (Vitek2) elde edilmistir. VDE suslarinda vanA ve vanB gen bol-
gesi varliginin arastirilmasinda; ‘Mag 16 Bacterial DNA Extraction Kit’ (Fluorion, lontek)
ve Fluorion VRE QLP 1.0 (lontek) gercek zamanh polimeraz zincir reaksiyonu (g-PCR)
kitleri Gretici firma onerileri dogrultusunda ¢ahsiimistir. Riskli hasta gruplarindan alina-
rak laboratuvara génderilen rektal slirlintli ve idrar érneklerinin 52 (%12.3)’sinde VDE
kolonizasyonu tespit edilmistir. VDE suslarinin 51 (%98)’inin E.faecium, birinin (%2) ise
E.faecallis oldugu belirlenmistir. izole edilen VDE suslarinin besi (%10) teikoplanine du-
yarli bulunmustur. Calisma kapsaminda incelenen 52 VDE susunun g-PCR ile molekiler
direng geni arastirmalari sonucunda, tim suslarin vanA direng tipine sahip oldugu sap-
tanmistir. TUm diinyada oldugu gibi Glkemizde de VDE yayilimi ve direng tiplerinin izlen-
mesi hastane enfeksiyonlarinin énlenmesi agisindan énemlidir. Hastanemizde yapilan
tarama galismalarinda diger ¢alismalarla uyumlu olarak, siklikla vanA tipi direng genine
sahip E.feacium izole edilmistir. Ancak suslarin klonal iliskisi henliz ortaya konamamistir.
Bu iliskinin gosterilmesi hastane enfeksiyonlarinin izlenmesi ve 6nlenmesine katki sag-
layacaktir.

Anahtar kelimeler: Enterokok, vankomisin, direng, kolonizasyon, PCR
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[PP-022]

COK MERKEZLi CALISMA: TURKIYE GENELINDE ALTI MERKEZDE
YATAN HASTALARDAN iZOLE EDILMi$ ENTEROKOK SUSLARININ
VIRULANS FAKTORLERININ ARASTIRILMASI

Yagmur Babat?, Senem Akgul?, Ugur Arslan3, Tuba Kayman?*, Esvet Mutlu®, Mustafa
Ozyurt®, Vesile Yazicr’, Biilent Bozdogan?®

1Adnan Menderes Universitesi BILTEM Epidemiyoloji Birimi, Aydin.

2Manisa Devlet Hastanesi, Mikrobiyoloji Béliimii, Manisa.

3selcuk Universitesi Tip Fakiiltesi, Tibbi Mikrobiyoloji, Konya.

“Kayseri Egitim ve Arastirma Hastanesi, Mikrobiyoloji Béliimii, Kayseri.

SAntalya Atatiirk Devlet Hastanesi, Mikrobiyoloji Béliimii Antalya.

SGATA Haydarpasa Mikrobiyoloji Bliimii, istanbul.

’Derince Egitim ve Arastirma Hastanesi, Mikrobiyoloji Béliimii, Kocaeli.

8Adnan Menderes Universitesi Tip Fakiiltesi, Tibbi Mikrobiyoloji AD; ADU BIiLTEM Epidemiyoloji
Birimi, Aydin.

Enterococcus tirleri, 6zellikle de E.faecium ve E.faecalis, hastane enfeksiyonlarinin
onemli etkenleridir. Enterokoklarin viriilansi birgok gen ile iligkilidir. Bunlardan agg geni,
Okaryotik hiicre adesyonuna katilan agregasyon proteinini; gelE geni, jelatin, kollajen,
hemoglobin ve diger biyoaktif bilesiklerin hidrolizine yol agan ekstraselller metalloen-
dopeptidazi; cylA, cylB, cylM ve cylLv-cylLs genleri sirasiyla sitolizinin aktivasyonu, trans-
portu, posttranslasyonel modifikasyonu ve sitolizin prekiirsér proteinlerini; cpd, cob, ccf,
cad genleri, insan l6kositleri i¢in kemotaktik ve konjugasyonu kolaylastirici seks fero-
monlarini; Esp geni, bagisikliktan kagmada rol alan hiicre duvari ile iliskili proteini; efa
Afs ve efa Afm genleri ise sirasiyla E.faecalis ve E.faecium’daki adezinleri kodlamaktadir.
Bu ¢alismanin amaci Tirkiye’'de alti merkezden alinan izolatlar arasinda virtilans genleri-
nin oranlarini test etmektir. Calismaya katilan merkezlerden 3 ay boyunca yatan hasta-
lardan izole edilen ve enterokok olarak tanimlanan suslar ileri analiz icin ADU BILTEM’e
gonderilmistir. Calismaya katilan alti merkezden gelen izolatlarin Instagen Matrix (Bio-
Rad) ile DNA ekstraksiyonlari yapilmig ve virlilans genlerinin varligi PCR ile arastiriimistir.
Ug aylik siire boyunca Antalya’dan 21, istanbul’dan 20, Kayseri’den 66, Kocaeli’'nden 72,
Konya’dan 43 ve Manisa’dan 44 sus izole edilmistir. Test edilen 266 izolatta en ylksek
oranda ccf (%91.4) geni varligi saptanmis; bunu sirasiyla efa Afs (%69.9), cpd (%65), esp
(%59), cob (%45.5), gelE (%39.5), cyIM (%33.8), agg (%32.7), cylA (%20.7), cylB (%20
.3) ve efa Afm (%14.7) izlemistir. Viriilans genlerinin merkezlere gére dagilimi tabloda
gosterilmistir. Tlrkiye’de 6 merkezden gelen enterokok izolatlarinda virtilans genlerinin
prevalansi yiiksek diizeyde bulunmustur. Siirveyans ¢alismalari hastalik etkeni entero-
koklar arasinda viriilans faktor dagilimini ve olasi degisiklikleri izleme olanagi verecektir.

Anahtar kelimeler: Enterokok, viriilans faktérleri, cok merkezli
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Tablo. Altt merkezden izole edilen enterokok sugslarinda viriilans faktorlerinin dagilimi.

MERKEZ ayra)

ANTALYA [21)

ISTANBUL [20)

KAYSERI (66)
AELI (72)
KONYA (43

MANISA (a4)

TOPLAM[266)

7. Ulusal
234

Tanisal ve Molekiiler Mikrobiyoloji Kongresi



[PP-023]

S.AUREUS KUCUK KOLONi VARYANTLARININ
GENOTIPLENDIRILMESINDE REP-PCR (DIVERSILAB) VE
“PULSED-FIELD GEL ELECTROPHORESIS” UYUMU?

Server Yagci!, Cemal Bulut?, Burgin Sener?, Ali Kudret Adiloglu®, Sami Kinikh?, Ali
Pekcan Demir6z?, Gulsen Hasgelik?
Ankara Egitim ve Arastirma Hastanesi, ‘Enfeksiyon Hastaliklari ve Klinik Mikrobiyoloji Klinigi;

3Mikrobiyoloji ve Klinik Mikrobiyoloji Laboratuvari, Ankara.
2Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi, Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali, Ankara.

Staphylococcus aureus suslarinin genotiplendirilmesinde “Pulsed-Field Gel Electrop-
horesis” (PFGE) altin standart yontem olarak kabul gérmektedir. Ancak pahali ve zaman
alici olan bu yéntemin uygulanmasi teknik donanim ve yogun emek gerektirmektedir.
Son yillarda, yari otomatize “repetitive-sequence-based polymerase chain reaction”
(rep-PCR) DiversiLab sistemi (DL) mikroorganizmalarin daha kolay ve hizla tiplendirilme-
sini saglayan bir cihaz olarak kullaniimaktadir. Bu calismada kistik fibrozis (KF) hastalarin-
dan izole edilen 6zellikle kigtik koloni varyantlari (KKV) olmak tizere S.aureus suslarinin
tiplendirilmesinde DL ve PFGE sonuglari arasindaki uyumun arastirilmasi amacglanmustir.
Kistik fibrozis hastalarinin solunum yolu 6rneklerinden izole edilmis 24 normal S.aureus
ve 34 S.aureus KKV, PFGE ve rep-PCR (DiversiLab, BioMerieux, France) yontemleri ile
tiplendirilmistir. DL ile galisilan suslar iki ayri zamanda, iki ayri kisi tarafindan ve farkh
laboratuvarlarda tiplendirilmistir. Referans yontem olarak alinan PFGE ile DL sonuglari-
nin uyumu degerlendirilmistir. Tum suslar her iki yéntemle de ayni, ya da farkli olarak
siniflandiriimistir. Her hastanin 6rnekleri kendi icerisinde karsilastirilmis, hastalar arasi
karsilastirma yapiimamustir (Sekil). Toplam 58 sus her iki yontemle tiplendirilmis; DL ile
yapilan ilk calismada 13 susta, ikinci calismada ise 19 susta uyumsuz sonug alindu. ilk ¢a-
lismada %77, ikinci calismada ise %66 olmak Uizere ortalama %71.9 uyum saptanmistir.
Bu ¢alismada ilk kez DL ile S.aureus KKV tiplendirilmistir. S.aureus genotipleri arasinda-
ki farkin belirlenmesinde, PFGE’de, DL'e gore daha fazla sayida bant farkinin gerekliligi,
iki yontem arasindaki uyum farkinin nedeni olarak gosterilebilir. Calismada rep-PCR ile
PFGE sonuglari arasinda orta derecede bir uyum saptanmis olmasina ragmen, teknik
acidan uygulanmasi kolay olan DL daha hizli sonug vermistir.

Anahtar kelimeler: Pulsed-field gel electrophoresis, PFGE, rep-PCR, S.aureus kliglik koloni varyanti
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Sekil. Diversilab ve PFGE sonuglarinin karsilastiriimasi (PFGE: Pulsed-Field Gel Electrophoresis; SCV:
Kiigiik koloni varyanti; NCV: Normal koloni)
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[PP-024]

METISILIN DIRENGLi STAFILOKOKLARDA SINIF 1 INTEGRON
VARLIGININ ARASTIRILMASI VE ANTIBAKTERIYEL DIRENC iLE
iLISKiSININ BELIRLENMESI

Akif Koray Gliney?, Tuba Yildirim?, Belma Durupinar!

10ndokuz Mayis Universitesi Tip Fakiiltesi, Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali, Samsun.
2Amasya Universitesi Fen-Edebiyat Fakiiltesi, Biyoloji Béliimii, Amasya.

Metisilin direncli stafilokoklar (MRS) hastanelerde izole edilen en yaygin patojen-
lerdendir. S.aureus nozokomiyal enfeksiyon etkeni olarak siklikla karsimiza gikan klasik
bir patojen iken, koagiilaz negatif stafilokoklarin nozokomiyal enfeksiyon etkeni olarak
onemi giderek artmaktadir. Metisilin direnci ve diger ek antibiyotik direngleri klinik sta-
filokok izolatlarinda tedavi seceneklerini kisitlamaktadir. integronlar antibiyotik direng
yaylliminda rol alan mobil genetik elementlerdir. Ozellikle sinif 1 integronlarin gram-
negatif bakterilerde antibiyotik direnci ile olan iliskisi irdelenmesine ragmen, stafilokok-
larin da iginde bulundugu gram-pozitif bakteriler ile ilgili yeterli veri bulunmamaktadir.
Bu galismada klinik 6rneklerden izole edilen 100 MRS izolatinda sinif 1 integron varhgi-
nin arastirilmasi amagland. izolatlarin tanimlamasi ve metisilin direnci fenotipik olarak
tespit edildikten sonra, izolatlarin tanimlanmasi ve metisilin direnci, 16S rRNA, nuc ve
mecA gen bolgelerine 6zgil primerlerin kullanildigi multipleks PCR ile genotipik olarak
dogrulandi (Sekil 1). Calismaya dahil edilen 100 MRS izolatinda sinif 1 integron varligi
intl1 gen bolgesine 6zgil primerlerin kullanildigi PCR yontemi ile arastirildi. Pozitif kont-
rol susunda int/1 gen bolgesini temsil eden 923 bp’lik bant tespit edilmesine ragmen,
higbir klinik izolatta integron 1 varligi tespit edilmedi (Sekil 2). Yaptigimiz calisma stafi-
lokoklarda ve gram-pozitif bakterilerde integron varliginin arastirildigi ilk calisma olmasi
nedeniyle tlkemiz agisindan énemlidir.

Anahtar kelimeler: Metisilin direngli stafilokok, antibiyotik direnci, integron
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M: Promega 100 hp DNA Ladder Plus, PE- 8. gurens ATCC 43300

Sekil 1. 1-17 no’lu MRS izolatlarinin multipleks PCR sonrasi 16S rRNA, nuc ve mecA gen bdlgelerinin jel
gorintisa.

923y *——

1000 bp
900 by

S00pp

100bp

Sekil 2. Int/1 varlig: tespit edilemeyen 1-16 no’lu MRS izolatlarinin PCR jel goriintiisi.

7. Ulusal
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[PP-025]

METISILINE DIRENCLI STAPHYLOCOCCUS AUREUS SUSLARINDA
KLONAL iLiSKINiN PULSED-FIELD JEL ELEKTROFOREZ YONTEM:I iLE
ARASTIRILMASI

Tugrul Hosbul®, Biilent Bozdogan?, Tunger Haznedaroglu®, Mustafa Ozyurt!

Gata Haydarpasa Egitim Hastanesi, Tibbi Mikrobiyoloji Servisi, istanbul.
2Adnan Menderes Universitesi Tip Fakiiltesi, Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali, Aydin.

Calismamizda GATA Haydarpasa Egitim Hastanesinde metisiline direngli Staphy-
lococcus aureus (MRSA) suslari arasindaki ¢apraz bulasin pulsed-field jel elektoforez
(PFGE) yontemi ile arastirilmasi amaglanmistir. Calismaya 2006—-2008 vyillari arasinda
klinik 6rneklerden izole edilen 105 tekrar icermeyen MRSA susu dahil edildi. Agaroz jel
icerisine alinan MRSA suslarinin lizis islemi gergeklestirildikten sonra lizis tamponu uzak-
lastirildi ve tiiplere, igerisinde 20 pl proteinaz K bulunan 1 ml’lik proteinaz K sollisyonu
pipetlendi. Tipler ¢alkalamali su banyosunda 50°C’de 30 dakika bekletildi. inkiibasyon
sonrasl proteinaz K sollisyonu aspire edildi ve 1 ml TE tamponu ile 37°C’deki ¢alkalamali
su banyosunda 30 dakika stire ile U¢ kez yikandi. Kromozomal DNA Smal enzimi ile kesil-
dikten sonra fragmanlar CHEF DR Il elektroforez sisteminde 0.5X TBE ile 200 V (6 V/ cm),
14°C 1sida, atim zamani 5-25 sn olacak sekilde 18 saat siire ile yurGttldi. Jel etidyum
bromir ile boyanarak, UV 15181 altinda gorintiilendi ve fotograflandi. Olusan bant pa-
ternleri birbirinin aynisi ise ayni klon, alti banda kadar bant farkliligi s6z konusu ise klonal
iliskili olarak yorumlandi ve klonal varyant olarak kabul edildi. Calismamizin sonunda
dort ayri klonun varhgi tespit edildi (Resim). Suslarin %95.2 (100/105)’sinin A klonu oldu-
gu gorildu; D klonundan 3 sus, B ve C klonlarindan ise birer sus oldugu gozlendi. A klonu
icerisinde 14 varyant saptandi, bunlardan Al (35 sus) ve A2 (25 sus) pulsotiplerinin en
yaygin pulsotip oldugu tespit edildi. A3 ve A12 ikiser sus; A4, A5 ve A7 lger sus, A6 ve
A13 dorder sus; A8 ve All sekizer sus; A9, A10 ve Al4 birer sus icermekteydi. D klonu
icerisinde ise 3 ayri pulsotipten (D1, D2 ve D3) birer sus oldugu belirlendi. Sonug olarak
hastanemizde egemen bir pulsotipin oldugu izlendi. Bu pulsotipin 14 varyantinin olmasi,
klonun hastanede uzun siiredir egemen oldugunun gostergesi olarak kabul edilebilir.

Anahtar kelimeler: Klonalite, metisiline direngli Staphylococcus aureus, pulsed-field jel elektroforezi
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Resim. Saptanan klonlar ve varyantlarina ait jel gortintust (Dért ayri klonun varligi saptanmistir)
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[PP-026]

METISILINE DIRENCLI STAPHYLOCOCCUS AUREUS SUSLARINDA
ERMA, ERMB, ERMC VE MSRA/B DIRENC GENLERINiIN DAGILIMI

Tugrul Hosbul®, Biilent Bozdogan?, Tunger Haznedaroglu®!, Mustafa Ozyurt?

Gata Haydarpasa Egitim Hastanesi, Tibbi Mikrobiyoloji Servisi, istanbul.
2Adnan Menderes Universitesi Tip Fakiiltesi, Tibbi Mikrobiyoloji Ana Bilim Dali, Aydin.

Calismamizda metisiline direngli Staphylococcus aureus (MRSA) suslarinda makro-
lid-linkozamid-streptogramin (MLS) antibiyotiklere direng gelisiminden baslica sorumlu
olan ermA, ermB ve ermC ile msrA/B direng genlerinin dagiliminin saptanmasi amaglan-
mistir. Calismaya 2006—-2008 yillari arasinda yatan hastalardan izole edilen 105 MRSA
susu dahil edildi. izolatlarin MLS grubu antibiyotiklere duyarliliklari, Clinical and Labora-
tory Standards Institute (CLSI) 6nerileri dogrultusunda Kirby-Bauer disk diflizyon yonte-
miile belirlendi. Makrolidler igin 15 pg’lk azitromisin, klaritromisin ve eritromisin; linko-
zamidler igin 2 pg’hk klindamisin; streptograminler igin 15 pg’hk kinupristin-dalfopristin
diskleri kullanildi. Suslarin tlr diizeyinde tanimlanmasi, konvansiyonel ydontemlere ilave
olarak nucA geni 6zgil primerleri kullanilarak PCR yéntemi ile yapildi. Metisilin direnci
sefoksitin diski kullanilarak belirlendi ve mecA geninin varligi PCR yontemi ile dogrulan-
di. ermA, ermB, ermC ve msrA/B direng genleri 6zgul primerler araciligiyla ayri uygula-
malarda olmak {izere PCR ydntemi ile arastirildi. Amplikonlar agaroz jel elektroforezi ile
ayrildi ve gériintilendi (Resim). izolatlarin 104’i (%99) makrolidlere direncli bulundu.
izolatlarin %59 (62/105)’ unda makrolidlere ve linkozamidlere indiiklenebilir direng, %40
(42/105) inda yapisal direng saptandi (Tablo 1). Tum izolatlar streptograminlere duyarli
bulundu. Makrolid direngli suglarin %96.2 (100/104)’sinde ermA, %35.6 (37/104)’sinda
ermA ve ermC birlikteligi ve %3.8 (4/104) inde ermB direng geni saptandi; msrA/B di-
reng geni tespit edilmedi (Tablo 2). Hastanemizde MRSA izolatlari arasinda makrolidlere
ylksek oranda direng saptanmistir. Makrolidlere direngten baslica sorumlu genin ermA
oldugunu bulunmustur. Linkozamidlere hassasiyet MRSA suglari arasinda %60 civarinda
olsa bile indiiklenebilir direng nedeniyle tedavide kullanilmalarinda direng gelisimi riski
g6z 6niinde tutulmalidir.

Anahtar kelimeler: Direng geni, makrolid-linkozamid-streptogramin direnci, metisiline direngli
Staphylococcus aureus
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Sekil. Amplikonlara ait jel gériintiileri [nucA (a, 270 bg), mecA (b, 533 bg), ermA (c, 610 bg),
ermB (c, 415 bg), ermC (d, 520 bg) ve msrA/B (d, 399 bg) gen bélgelerine ait amplikonlar]

Tablo 1. izolatlarin fenotipik direng dagilimi.

Direng Fenotipi izolat Sayisi (%)
iMLSB 62 (59)
cMLSB 42 (40)
Duyarli fenotip 1(1)

iMLSB: indiiklenebilir MLS direnci; cMLSB: yapisal MLS direnci

Tablo 2. izolatlarda tespit edilen direng genlerinin dagilimi.

Direng Genleri izolat Sayisi (%)
ermA 100 (96.2)
ermB 4(3.8)
ermC* 0
msrA/B 0
ermA+ermC 37 (35.6)

*ermC direng geni yalnizca ermA birlikteligi seklinde saptanmistir

7. Ulusal
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[PP-027]

STAPHYLOCOCCUS AUREUS iZOLATLARINDA ANTIMIKROBIYAL
DIRENG VE DIRENGC MEKANIZMALARININ ARASTIRILMASI

Ebru Sebnem Yilmaz!, Ozkan Aslantas?

Mustafa Kemal Universitesi, Fen-Edebiyat Fakiiltesi, Biyoloji B6liimii, Hatay.
2Veteriner Fakiiltesi, Mikrobiyoloji Anabilim Dali, Hatay.

Bu galismada, 97 Staphylococcus aureus klinik izolatinin 14 farkh antimikrobiyale
olan direng ve direng mekanizmalarinin arastirilmasi amaglandi. izolatlarin antimik-
robiyallere duyarliliklari disk difiizyon yontemi kullanilarak, direng genleri ise PCR ile
arastirildi. Ayrica, siprofloksasin direngli izolatlarda gr/A ve gyrA, rifampin direngli izo-
latlarda ise rpoB geninin sekans analizi yapildi. izolatlarin tamami vankomisine duyarli
bulunurken; penisilin, ampisilin, eritromisin, tetrasiklin, amoksisilin-klavulanik asid, sip-
rofloksasin, trimetoprim-siilfametoksazol, oksasilin, fusidik asid, rifampin, klindamisin,
gentamisin ve mupirosine sirasiyla %83.5, %77.3, %63.9, %16.5, %16.5, %15.5, %15.5,
%13.4, %12.4, %6.2, %6.2, %6.2 ve %5.2 oraninda direng gorildi. Penisilin direngli 81
izolatin 46’sinda blaZ geni; oksasilin direngli 13 izolatin 11’inde mecA geni belirlendi.
Eritromisin direngli 62 izolatta direng genlerinin sikhgi sirasiyla ermC (57), msrA (20),
mphC (17), ermA (12) ve ermB (4) olarak tespit edildi. Tetrasiklin direngli 16 izolatin
9’unda tetM ve 7’sinde tetK geni; gentamisin direncli 6 izolatin 3’inde aac(6’)/aph(2”)-
aph(3’)-llla, 2’sinde aac(6’)/aph(2”’) ve 1’inde de aph(3’)-Illa geni belirlendi. Klindamisin
direngli 6 izolatin 5’inde InuA geni tespit edildi. Fusidik aside direngli 12 izolatin 6’sinda
fusB, 2’sinde fusB-fusC ve 2’inde fusC geni; mupirosin direngli 5 izolatin ise sadece 1'inde
ileS-2 geni belirlendi. Siprofloksasin direngli 15 izolatta gr/A geninde siklikla Ser80Phe,
gyrA geninde ise Ser84Leu mutasyonu oldugu goériildi. Rifampin direngli izolatlarin ta-
maminda ise rpoB geninde Leu466Ser mutasyonu tespit edildi. Sonug olarak, izolatlarin
antimikrobiyallere degisen oranlarda direng gosterdigi ve bu dirence farkli genetik me-
kanizmalarin aracilik ettigi gorildi. S.aureus suslarinda klinik 5neme sahip antimikrobi-
yallere olan direncin kontrol edilmesinde direncin devamli izlenmesinin 6nemli oldugu
sonucuna varildi.

Anahtar kelimeler: Antimikrobiyal direng, genotip, Staphylococcus aureus
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[PP-028]

KLiNiK ORNEKLERDEN iZOLE EDILEN STAPHYLOCOCCUS AUREUS
SUSLARINDA MUPIROSIN DUYARLILIGI

Jale Goktepe, Burak Aksu
Marmara Universitesi Tip Fakiiltesi, Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dall, istanbul.

Staphylococcus aureus hem nozokomiyal hem de toplum kaynakli enfeksiyonlara
neden olan 6nemli bir patojendir. Mupirosin, S.aureus’un neden oldugu ylzeyel enfek-
siyonlarin tedavisinde ve bu bakterinin nazal tastyiciiginin eradikasyonunda kullanilan
topikal bir antibiyotiktir. Mupirosin kullanimi sonrasinda stafilokoklarda direng gelise-
bilmektedir.

Calismanin amaci, ¢esitli klinik tablolardan enfeksiyon etkeni olarak soyutlanan
S.aureus izolatlarinda, mupirosin duyarliliginin arastiriimasi ve direngli oldugu belirle-
nen kokenlerde direncin genetik temelinin saptanmasidir. 2006-2010 yillarini kapsayan
dénemde, M.U.Hastanesi Klinik Mikrobiyoloji Laboratuvari’nda cesitli klinik érnekler-
den soyutlanan, 70 metisiline direngli (MRSA) ve 179 metisiline duyarli (MSSA) S.aureus
izolati galismaya alinmistir. Mupirosin direngli izolatlar agar tarama yontemi ile belir-
lenmistir. Bu kékenlerde mupirosin MK tayini icin agar diliisyon ydntemi kullaniimis ve
plazmidle kodlanan mupA geni varligi PCR ile arastiriimistir. U¢ MRSA izolati (%4.29) ve
2 MSSA izolati (%1.12) agar tarama ydntemiyle mupirosine direngli olarak saptanmustir.
Direngli MRSA izolatlarinin tamaminda mupirosin MiK degeri >1024 mg/L olarak belir-
lenmistir. MSSA izolatlarinin MiK degerleri, 128 mg/L ve >1024 mg/L olarak saptanmustir.
PCR ile arastirilan mupA geni, 3 MRSA ve bir MSSA izolatinda pozitif bulunmustur. Duslk
diizey mupirosin direnci, izol6sil-tRNA sentetaz (ileS) genindeki nokta mutasyonlari ile
ortaya ¢ikmaktadir. Yiksek diizey mupirosin direnci ise farkli yapida bir ileS geni (mupA)
tastyan plazmid araciligi ile kodlanir ve kékenler arasinda aktarilabilmektedir. Yuksek di-
zey mupirosin direnci S.aureus izolatlarinin %1.6’sinda (3 MRSA ve 1 MSSA) saptanmistir.
Bu bulgular, bélgemizde mupirosinin stafilokoklara karsi kullanilabilecek alternatif bir
topikal antibiyotik olabilecegini desteklemektedir.

Anahtar kelimeler: Antibiyotik direnci, mupirosin, Staphylococcus aureus
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[PP-029]

TURKIYE’DEKI iINVAZiF STREPTOCOCCUS PNEUMONIAE
ENFEKSiYONLARININ MOLEKULER EPiDEMiYOLOIJiSi

Ozlem Unaldi, Siimeyra Acar, Selin Otgiin, Dilek Giildemir, Aysegiil Gézalan,
Mustafa Ertek, Riza Durmaz
Tiirkiye Halk Saghgi Kurumu, Ankara.

Streptococcus pneumoniae toplum kdkenli pndmoni, otitis media, sinlizit, menenijit,
ampiyem, bakteriyemi, septik artrit gibi morbiditesi ve mortalitesi yiksek cesitli enfeksi-
yonlarin en 6nemli nedenlerinden biridir. Pnémokoklarin yayilmasini kontrol etmek igin
yerel, ulusal ve uluslararasi diizeyde izolatlarin epidemiyolojik ve genetik akrabaligini
belirlemek gerekmektedir. Bu ¢alismanin amaci; Tirkiye'nin farkli bélgelerinden izole
edilmis invazif S.pneumoniae suslarinin klonal ve serotip iliskilerinin belirlenmesidir. in-
vazif pnomokok enfeksiyonu olan hastalardan izole edilmis toplam 69 S.pneumoniae
susu calismaya dahil edilmistir. izolatlari tanimlamak icin konvansiyonel testler ve se-
rotiplendirilmesi i¢in quellung reaksiyonu kullanilmistir. Suslar arasindaki klonal iligkiyi
belirlemede PFGE (pulsed field gel electrophoresis) yontemi kullaniimistir. Toplam 69
S.pneumoniae izolati arasinda 51 genotip saptanmistir. Bu genotiplerden 21’i ayirt edi-
lemez veya yakin iliskili olarak belirlenmis; 39 sus (%56.6) klonal yonden iliskili bulun-
mustur (Sekil). Geri kalan 30 genotip, 30 sus (%43.4) igerdiginden 6zgiil olarak deger-
lendirilmistir. Sonuglarimiz invazif pndmokok enfeksiyonlarinin yaridan fazlasinin tlke
¢apinda ¢apraz bulas sonucu oldugunu gdstermistir. Ayni genotip iginde farkh serotipler,
farkl genotipler icinde ayni serotipler saptanmistir. Bazi serotiplerde genetik gesitlilik
gosterilmistir. S.pneumoniae izolatlari igin tek basina serotiplemenin epidemiyolojik ha-
ritalama icin yeterli olmadigi gériilmistlr. Bu izolatlar molekiler yontemler kullanilarak
analiz edilebilir. invazif pndmokok enfeksiyonlarini énlemek igin siki kontrol programlari
kullanilmali ve enfeksiyonlar ulusal diizeyde takip edilmelidir.

Anahtar kelimeler: Molekiiler epidemiyoloji, PFGE, S.pneumoniae
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Sekil. S.pneumoniae PFGE paternleri.
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[PP-030]

STREPTOCOCCUS PYOGENES SUSLARINDA EMM GENOTIPLERININ
DAGILIMI

Ugur Arslan?, Erman Oryasin?, Zeynep Eskin?, Hatice Tiirk Dagi®, Duygu Findik?, inci
Tuncer?, Bulent Bozdogan?

1selguk Universitesi Selcuklu Tip Fakiiltesi, Tibbi Mikrobiyoloji AD, Konya.
2Adnan Menderes Universitesi, BILTEM Epidemiyoloji Birimi, Aydin.

Streptococcus pyogenes (A grubu streptokok veya AGS), tonsillofarenjitin en yaygin
bakteriyel etkenidir. Ayrica otitis media, impetigo, nekrotizan fasiit, bakteriyemi, sepsis
ve toksik sok benzeri sendrom gibi hastaliklara yol agabilmektedir. M proteinini kodla-
yan emm geni epidemiyolojik ¢alismalarda genotiplendirme amaciyla kullaniimaktadir.
Bu galismanin amaci, hastanemizde izole edilen AGS suslarinin emm tiplerinin belirlen-
mesidir. 2008-2009 yillarinda izole edilen toplam 35 sus ¢alismaya alinmustir. izolatlarin
molekiler tanisi 16S rRNA geni sekans analizi ile yapiimistir. CDC'nin emm tiplendirmesi
icin onerdigi spesifik primerler kullanilarak PCR yéntemi ile gen amplifikasyonu yapil-
mistir. 16S rRNA ve emm igin elde edilen amplikonlara sekans analizi (Macrogen, Giiney
Kore) uygulanmistir. Sonuglar CDC’nin emm sekans veri bankasi ile karsilastirilip emm
tipleri belirlenmistir. 16S rRNA sekanslari NCBI Blast programi kullanilarak gen bankasi
ile karsilastirlmistir. Calismaya alinan 35 AGS susunun 16S rRNA sekansi gen bankasiyla
karsilastirilmis ve S. pyogenes olarak tanimlanmistir. Bu 35 izolattan 23’linde emm pri-
merleri ile amplikon elde edilmis ve sekans yapilmistir. 23 izolat arasinda 15 farkh emm
genotipi saptanmistir. En yaygin emm tipleri emm1 (%22), emm89 (%13), emm18 ( %9)
ve emm19 (%9) olarak belirlenmistir. Mevcut AGS asisi 26 valanh olup 1, 1.2, 2, 3, 5, 6,
11,12, 14, 18, 19, 22, 24, 28, 29, 33, 43,59, 75, 76, 77, 89, 92, 94, 101 ve 114 emm tip-
lerini icermektedir. Sonug olarak izolatlarin emm tiplerinin %74’ 26 valanli asi susunda
bulunmaktadir. Cok merkezli ¢alismalarla Tirkiye’de sik rastlanan emm tiplerinin belir-
lenmesi tlkemiz igin etkin asinin hazirlanmasina katkida bulunacaktir.

Anahtar kelimeler: Streptococcus pyogenes, emm genotiplendirme
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[PP-031]

KLiNiK ORNEKLERDE STREPTOCOCCUS PYOGENES ARANMASI:
YENI BiR REAL-TIME PCR UYGULAMASI

Kurtulus Buruk, Giilgin Bayramoglu, Rukive islek, Nese Kaklikkaya, ilknur Tosun, Faruk Aydin
Karadeniz Teknik Universitesi Tip Fakiiltesi, Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali, Trabzon.

Klinik 6rneklerde Streptococcus pyogenes’in hizli ve dogru tanisi, hem hastanin hizl
tedavisi hem de gereksiz antibiyotik kullanimini 6nlemektedir. Konvansiyonel S.pyogenes
tanisi 2 glinllk bir stireci kapsamaktadir. Real-time PCR gesitli enfeksiyon etkenlerinin ta-
nisinda yaygin olarak kullanilmaktadir. Bununla birlikte S.pyogenes tanisinda kullanilan
molekiler bazli ¢alisma sayisi oldukga sinirlidir. Bu galismada, S.pyogenes’in tanisinda
kullanilabilecek, laboratuvar ici valide bir real-time PCR (RtPCR) dizayni planlanmistir.
RtPCR igin speB geni kullaniimis; primerler ve floresan isaretli prob konsantrasyonlari
optimize edilmistir. DNA izolasyonu kaynatma ydntemiyle yapilmistir. Pozitif kontrol ola-
rak S.pyogenes ATCC19615 susunun gesitli sulandirimlari kullaniimistir. Ayrica 12 bakteri
ve 1 maya turi standart suslar kullanilarak testin 6zgUllugu arastiriimistir. Testin klinik
suslardaki gegerliligini gbozlemek amaciyla klasik yontemlerle S.pyogenes olarak tanim-
lanmis ve -20°C’de saklanmis 37 sus ile 36 pozitif ve 30 negatif bogaz strintl 6rnegi
¢alismaya alinmistir. Her 6rnek iki kere galisiimistir.

S.pyogenes speB RtPCR ile pozitif kontrol susunun sulandirimlari test edildiginde
saptama alt siniri 2 bakteri olarak belirlenmistir. S.pyogenes disi standart suslarin ta-
mami bu yontemle negatif olarak bulunmustur. Saklamalardaki pozitif 37 susun sonucu
konvansiyonel yontemle uyumlu sekilde pozitif olarak belirlenmistir. Konvansiyonel yon-
temlerle pozitif veya negatif olarak tanimlanan 66 6rnegin sonuglari ise tabloda sunul-
mustur. Konvansiyonel yontemle pozitif olarak belirlenen 6rneklerdeki 7 negatiflik, ve 4
negatif 6rnekte karsilasilan pozitiflik geriye dontk kaltir sansi olmadigi igin dogrulana-
mamistir. Sonug olarak, duyarlilik ve 6zgulligl %80’in lGzerinde olan yaklasik 2.5 saatte
sonug alinabilen hassas bir RtPCR yontemi gelistirilmistir. Geriye donik ekim isleminin
gerceklestirilecegi ve internal kontrolii olan yeni metodoloji ile, speB RtPCR’in ileri vali-
dasyonunun yapilmasina devam edilmektedir.

Anahtar kelimeler: Streptococcus pyogenes, real-time PCR

Tablo. Bogaz siirlintii 6rneklerinde speB RtPCR ve konvansiyonel yontemin karsilastiriimasi.

Konvansiyonel Yontem

Porzitif Negatif
RT-PCR Pozitif 29 4 PPV %87.9
Negatif 7 26 NPV %78.8
Duyarlhlik %80.5 Ozgiilliik %86.6
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[PP-032]

BOLGEMIiZDE iZOLE EDILEN BRUCELLA SUSLARININ KONVANSIYONEL
VE MOLEKULER YONTEMLERLE TANIMLANMASI VE ANTIiBiYOTIiK
DUYARLILIGININ BELIRLENMESi

Mehmet Parlak?, Hiiseyin Guducloglu?, Yasemin Bayram?, Aytekin Cikman?, Selguk
Kilig*, Mustafa Berktas?

Van Bélge Egitim ve Aragstirma Hastanesi, Mikrobiyoloji Laboratuvari, Van.

2Yiiziincii Yil Universitesi Tip Fakiiltesi, Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali, Van.

3Erzincan Universitesi, Mengiicek Gazi E§itim ve Arastirma Hastanesi, Mikrobiyoloji Laboratuvari,
Erzincan.

“Tiirkiye Halk Saglhigi Kurumu, Bakteriyel Zoonozlar Referans Laboratuvari, Ankara.

Bu ¢alismada, bélgemizde izole edilen brusella suslarinin konvansiyonel ve moleki-
ler yontemlerle tanimlanmasi ve tedavide kullanilan temel ilaglara ek olarak tigesiklin
ve azitromisin igin antibiyotik duyarliliginin belirlenmesi amaglandi. Ocak 2009-Haziran
2011 tarihleri arasinda laboratuvarimizda izole edilen 75 Brucella susu ¢alismaya dahil
edildi. Tim suglarin CO, gereksinimi, H_S Gretimi, tiyonin ve bazik fuksinli besiyerlerinde
Ureme, lireaz aktivitesi, faj duyarliiginin tespiti, monospesifik A ve M antiserumlari ile
aglutinasyon 6zeliklerine gore konvansiyonel tiplendirme yapildi. Molekiler tiplendirme
icin iki agamali bir yéntem kullanild. ilk olarak Brucella genusundaki alti tiiriin ayirimina
yonelik olarak Brucella multipleks PCR kiti (FC Biotek Code: 0301, Turkiye), B.melitensis
olarak tanimlanan érnekler igin ise B.melitensis biyovar tiplendirme PCR kiti (FC-Biotek,
Code: 0302, Turkiye) kullanildi. Tim suslarin antibiyotik duyarliliklari E-test ile belirlen-
di. Konvansiyonel biyotiplendirme sonucunda suslarin 73’i B.melitensis biyovar 3, diger
ikisi B.abortus biyovar 3 olarak belirlendi. B.melitensis suslarinin molekiiler olarak tip-
lendirme sonuglarinda B.melitensis biyovar 2 olarak saptandi. Antimikrobiyal duyarhhk
testinde MiK50 ve MiK90 sonuglarina gére doksisiklin en etkili antibiyotik olarak bulun-
du. MiK90 sonuglarina gére doksisiklinden sonra sirasiyla tigesiklin, trimetoprim-siilfa-
metoksazol ve siprofloksasin en etkili bulundu. En yiiksek MiK50 ve MiK90 degerine
sirasiyla azitromisin, rifampisin ve streptomisinin sahip oldugu gorildi. Sonug olarak,
B.melitensis biyovar tayinine yonelik molekiiler yéntemin konvansiyonel biyotiplendir-
me ile uyumlu olmadigi gérilmektedir. Bruselloz tedavisinde doksisiklin, rifampisin ve
streptomisin gibi temel ilaglarin etkin oldugu bulunmus; tigesiklinin, bruselloz tedavi-
sine alternatif bir ila¢ olabilecegi, ancak azitromisinin, yiksek direng orani ile tedavide
uygun bir ajan olmadigi belirlenmistir.

Anahtar kelimeler: Antibiyotik duyarlilik, biyotiplendirme, Brucella, E-test
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[PP-033]

BURKHOLDERIA CEPACIA SUSLARININ PULSED-FIELD JEL
ELEKTROFOREZ (PFGE) iLE MOLEKULER TiPLENDIiRILMESI

Nebahat Aydogan!, Mehmet Bayraktar?, Ozlem Unaldi®, Alper Karagéz!, Riza Durmaz!

Tiirkiye Halk Saghgi Kurumu, Molekiiler Mikrobiyoloji Arastirma ve Uygulama Laboratuvari, Ankara.
2Harran iiniversitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Mikrobiyoloji AD, Sanlurfa.

Burkholderia cepacia, son yillarda yogun bakim Unitelerinde 6limcul enfeksiyonlara
neden olan énemli bir patojendir. Bagisik yanit sistemi baskilanmis veya kistik fibrozis-
li hastalarda; sepsis, menenijit, pndmoni, akciger absesi gibi enfeksiyonlara yol agarak
yasami ciddi bir sekilde etkilemektedir. Bu ¢alismanin amaci; hastane enfeksiyonu et-
keni olarak Uretilen B.cepacia suslarinin, pulsed-field jel elektroforez (PFGE) metodu
ile degerlendirilerek hastalar arasindaki bulasin yayginligini ortaya koymaktir. 2011 yi-
linda Harran Universitesi Tip Fakiltesi Hastanesinde yatan hastalarindan izole edilen
35 B.cepacia susu, Tirkiye Halk Sagligi Kurumu Molekiiler Mikrobiyoloji Arastirma ve
Uygulama Laboratuvari’nda incelenmistir. Toplam 35 susun arasindan 7 genotip belir-
lenmis; dort kiime ve Ug 6zgil profil bulunmustur (Sekil). Otuz iki sus, dort kiime iginde
degisiklik gdstermistir. Her bir kiime birbiriyle bir bant farkiyla ayrilmaktadir. Kiimeles-
me orani %91.4 (32/35) olarak hesaplanmistir. Sonug olarak, hastane ortaminda ¢apraz
bulas sonrasinda B.cepacia salginlarinin olabilecegi mutlaka diisiiniilmelidir. Ulkemizde
halen farkl hastaneler ve {initelerde B.cepacia salginlari bildirilmektedir. Onemli hasta-
ne enfeksiyonu etkeni olan bu suslarin genotipik profillerinin belirlenmesi, kontrol igin
onemli katkilar saglayacaktir.

Anahtar kelimeler: Pulsed-field jel elektroforez (PFGE), Burkholderia cepacia, hastane enfeksiyonu
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[PP-034]

KLINiK BACTEROIDES FRAGILIS KOKENLERINDE BiYOFiLM OLUSUMU
VE QUORUM SENSING GENLERINiN ARASTIRILMASI

Burak Aksu?, Giilgiin Bosgelmez Tinaz?, Nurver Toprak Ulger?, Giiner Soyletir!

Marmara Universitesi 'Tip Fakiiltesi, Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali; 2Eczacilik Fakiiltesi, Eczacilik
Temel Bilimleri Anabilim Dali, istanbul.

Gram-negatif bakteriler, konagi enfekte etmek ve hastalik olusturmak igin patoje-
niteye katkida bulunan bir seri virtilans faktoria Gretirler. Virtilans faktorlerinin tGretimini
koordine etmek i¢in ise kiiglik, diflize olabilen N-agil homoserin lakton tiirevi sinyal mo-
leklleri Ureterek, birbirleriyle haberlesirler. Quorum-sensing (QS) olarak adlandirilan
bu olay, bakteriye kendi hiicre popiilasyon yogunlugunu izleme ve buna bagh olarak
davranislarini diizenleme olanagi verir. ilk defa bir balik patojeni olan Vibrio fisheri'de
tanimlanan bu sistemin, daha sonra birgok gram-negatif patojen tarafindan; biyolimi-
nesans, antibiyotik biyosentezi, konjugasyon, viriilans faktérlerinin Gretimi ve biyofilm
olusumu gibi gesitli fizyolojik islemlerde kullanildigl kesfedilmistir. Gram-negatif aerop
bakterilerdeki QS sistemi ¢ok detayli calisiimasina ragmen anaerop bakterilerde QS ¢a-
lismalari yok denecek kadar azdir. Anaerop bakteriler normal viicut florasinin énemli bir
kismini olusturur ve firsatgi enfeksiyonlara yol agabilirler. Klinik 6rneklerden izole edilen
anaerop bakteriler arasinda Bacteroides fragilis birinci sirada yer almaktadir. Bu bakte-
rinin siklkla izole edilmesi bir takim virlilans faktorlerine sahip olmasina baglanmistir;
diger bir 6nemi ise antibiyotiklere artan oranda direng gelistirmesidir. Calismamizda,
55 klinik B.fragilis izolatinda QS genleri ve biyofilm olusumu arastiriimistir. Bu amagla
9 muhtemel /uxR homologu gen bélgesi PCR ile ¢ogaltilmistir. Ayrica izolatlarin Pseu-
domonas aeruginosa kiltiir supernatani varliginda biyofilm Uretimindeki farkliliklari
incelenmistir. Tiim izolatlarda /uxR homologu gen bdlgeleri saptanmis ve P.aeruginosa
supernatani varliginda biyofilm tretiminde anlamli bir artig gézlenmistir (p=0.0000001).
Sonuglarimiz, aerop bakterilerde 6nemli bir virlilans faktéri olan biyofilm Uretimi ve
QS sisteminin B. fragilis’de de varligini géstermektedir. Verilerimiz bu grup bakterilerde
yapilacak benzer ¢alismalara temel olusturacaktir.

Anahtar kelimeler: Bacteroides fragilis, biyofilm, quorum-sensing
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[PP-035]

HASTANEDE YATAN iSHALLi HASTALARDA BAGIRSAK FLORASININ
iNCELENMESI VE CLOSTRIDIUM DIFFICILE TOKSININiN
ARASTIRILMASI

Hande Kostul?, Nuran Delialioglu?, Elif Sahin Horasan?, Girol Emekdas?,
Candan Oztiirk?, Necdet Kuyucu?

Mersin Universitesi Tip Fakiiltesi, ‘Tibbi Mikrobiyoloji AD; *Enfeksiyon Hastaliklari ve Klinik
Mikrobiyoloji AD; *Cocuk Sagligi ve Hastaliklar1 AD, Mersin.

Clostridium difficile antibiyotikle iliskili ishal ve pseudomembranoz kolitin en 6nemli
etkenidir. Buna toksin A/B olusturan suslar sebep olmaktadir. Bu ¢alismada, hastanede
yatan ve ishal gelisen hastalarin bagirsak florasinin incelenmesi ve diskida C.difficile tok-
sin A/B varliginin arastirilmasi amaglandi. Calismaya, Mersin Universitesi Tip Fakiiltesi
Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali Laboratuvari’na Eylil 2010 - Ekim 2011 tarihleri arasin-
da farkl kliniklerde yatan ve ishal gelisen hastalardan génderilen toplam 158 diski 6r-
negi alindi. Orneklerin makroskopik, mikroskopik incelemeleri ve Salmonella ve Shigella
yonunden bakteriyolojik kultirleri yapildi. C.difficile toksin A/B, ELFA [Enzyme Linked
Fluorescent Immunoassay; Vidas, Biomerieux, Fransa] yontemiyle galisildi. C.difficile
toksin A/B yoniinden incelenen 158 diski 6rneginin 18 (%11.4)'inde toksin A/B pozitif
olarak tespit edildi. Bunlarin 16 (%88.8)’si ¢ocuk ve ikisi (%11.2) yetiskin hastalara ait
orneklerdi. Toksin pozitif olan 18 hastanin diski kiiltiirlerinde normal flora elemanlari-
nin Uredigi saptandi. Mikroskobik olarak 5 (%27.7) hastada eritrosit ve I6kosit goruld.
C.difficile toksin A/B pozitif bulunan hastalarin kullandigi antibiyotiklere bakildiginda
5’inin penisilin grubu, 3’tniin sefalosporin grubu, 3’tiniin karbapenem, 2’sinin beta-lak-
tam/beta-laktamaz inhibitord, birinin penisilin-sefalosporin ve birinin sefalosporin-kar-
bapenem kombinasyonu aldigi tespit edildi. Sonug olarak, hastanede yatan ishalli has-
talarda %11.4 oraninda C.difficile toksin A/B pozitifligi tespit edildi. Bu hastalarin biyuk
bir kisminin penisilin, sefalosporin veya karbapenem grubu antibiyotik aldigi belirlendi.
Hastanede yatan ishalli hastalarda C.difficile toksin arastiriimasinin tani ve tedavi agisin-
dan gerekli oldugu sonucuna varildi.

Anahtar kelimeler: Antibiyotik kullanimi, C.difficile toksin A/B, ishal
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[PP-036]

YUzUNCOU YIL UNIVERSITESI TIP FAKULTESi HASTANESINDE
BAKTERIYEL MENENJIT ETKENLERINiN DAGILIMI VE PREVALANSI

Bilge Giiltepe, Hiiseyin Glidliclioglu, Yasemin Bayram, Mustafa Berktas
Yiiziincii Yil Universitesi Tip Fakiiltesi, Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali, Van.

Menenijit hizli tani ve erken tedavi yapilmasi gereken, morbiditesi ve mortalitesi
yiksek bir enfeksiyon hastaligidir. Menenijitlerin ¢ogunda tedavi etiyoloji bilinmeden
baslanmaktadir. Ampirik antimikrobiyal tedavi se¢imi cografi bolgedeki yaygin olan pa-
tojenlere, hastanin yasina ve o bolgedeki patojenlerin antibiyotik duyarliliklarina gére
yapilmaktadir.

Calismamizda gesitli kliniklerden menenjit 6n tanisi ile gdnderilen toplam 100 BOS
orneginde bakteriyel menenjit etkenleri Speed-Oligo Bacterial Meningitis Test (Vir-
cell, Spain) yontemi ile arastirilmistir. Bu yontem ile, doért érnekten S.pneumoniae ve
bir 6rnekten N.meningitidis izole edilmis; H.influenzae ise belirlenmemistir. Menenjit
hastalarinda uygun ve yeterli antimikrobiyal tedavi i¢in dncelikle etkenin belirlenmesi
gerekmektedir. PCR gibi molekiler yontemlerle etkenlerin erken saptanmasi mimkin
olmaktadir. Ortamda bulunan inhibitorler, kontaminant maddeler ve DNA izolasyonun-
dan kaynaklanan hatalar ile ydontemin standardize olmamasi gibi nedenlerden kaynak-
lanan yanhs pozitif ve yanlis negatif sonuglara ragmen molekiler yéntemlerin 6nemini
korudugu distnilmektedir.

Anahtar kelimeler: Bakteriyel menenjit, Speed-Oligo bacterial meningitis test, prevalans

7. Ulusal
254 Tanisal ve Molekiiler Mikrobiyoloji Kongresi



[PP-037]

VANKOMISINE DIRENCLi ENTEROKOKLARDA TUR VE DIRENC
GENLERININ (vanA, vanB ve vanC-1) MULTIPLEKS PCR YONTEMI iLE
SAPTANMASI

Fatma Filiz Ari*, Aysegul Copur Cicek?, Zeynep Cizmeci?, Dilek Gluldemir?, Pervin
Ozlem Balcr®, Riza Durmaz!

Tiirkiye Halk Saghgi Kurumu, Molekiiler Mikrobiyoloji Aragtirma Laboratuvari, Ankara.

2Recep Tayyip Erdogan Universitesi Tip Fakiiltesi, Tibbi Mikrobiyoloji AD, Rize.

3Kegioren Egitim ve Arastirma Hastanesi, Mikrobiyoloji Laboratuvari, Ankara.

“Tokat Devlet Hastanesi, Mikrobiyoloji Laboratuvari, Tokat.

Nozokomiyal enfeksiyon etkenlerinden olan vankomisine direngli enterokok
(VRE)'larin tedavisi ciddi sorun olusturmaktadir. Enterokok tiirlerinin sebep oldugu kli-
nik olgularin %95’ini olusturan E.faecium ve E.faecalis’te vanA ve vanB direnci; daha az
gorilen E.gallinorum’da ise vanC-1 direnci yaygindir. Glinimuzde, VRE’larin tanisinda
zaman alici ve pahali konvansiyonel yontemlerin yerini molekiler teknikler almaktadir.
Bu ¢alismanin amaci, tilkemizde siklikla goriilen enterokok tiirleri ve direng tiplerinin hizli
tanisinda kullanilabilecek bir multipleks PCR protokoliiniin gelistirilmesidir. Calismada,
E.faecium, E.faecalis ve E.gallinorum (vanC-1), vanA ve vanB sekanslarini taniyan 5 ayri
primer cifti, Tag DNA polimeraz ve PCR tamponu igeren multipleks PCR miksi ile kaynat-
ma yontemiyle elde edilen kontrol suslarina ait DNA’lar, belli oranlarda karistirildiktan
sonra 6rnekler amplifiye edildi ve PCR Urinleri %3’lik nusieve agaroz jelde yurutile-
rek goruntilendi. Kontrol DNA’lar ile yapilan deneylerde, multipleks miks icerigi ve
PCR kosullari bir enterokok izolatinin tiir ve direng genlerini tek reaksiyonda amplifiye
edecek sekilde optimize edildi (Sekil 1a). Gelistirilen multipleks PCR ile 44 klinik izolat
analiz edildi (Sekil 1b). Calismamizda, konvansiyonel testler ve multipleks PCR sonug-
larinin son derece uyumlu oldugu gorildi. Multipleks PCR ile duyarl E.faecium (n=8)
ve E.faecalis (n=2) izolatlari %100 dogrulukla saptanirken, 34 vanA direngli E.faecium
izolatinin yalnizca birinde vanA geni saptanamadi (%97). Sonug olarak, ¢ok sayida klinik
izolatin E. faecium, E. faecalis ve E. gallinorum tirlerinden hangisi oldugunu ve ayrica
direng tiplerini bir gilin icersinde tespit edebilen ve ylksek duyarlilik gésteren bu PCR
protokoliiniin tarama ¢alismalarinda ve 6zellikle salgin durumunda zaman kazandiracagi
distntlmektedir.

Anahtar kelimeler: Enterococcus faecalis, multipleks PCR, vanA, vanB, vanC, vankomisin direngli enterokok
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Sekil 1. Multipleks PCR optimizasyonu ve klinik enterokok izolatlarina ait analiz sonuglari. (A) Kontrol
suslari: 1 ve 2, E. faecium (vanA); 3 ve 4, E. faecalis (vanB); 5, E. gallinarum (vanC-1). (B) Klinik izolatlar:
1-8, E.faecalis (duyarli); 9 ve 10, E.faecium (duyarli); 11-18, E.faecium (vanA). M: DNA belirtegleri.
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[PP-038]

ANKARA iLINDEKi CESITLi HASTANELERDEN iZOLE EDILEN
A.BAUMANNII SUSLARI ARASINDAKi KLONAL iLiSKININ
DEGERLENDIRILMESi

Hiinkar Sahin?, Ali Kudret Adiloglu?, Ufuk Onde?, Ayse Esra Karakog?, Ziya Cibali
Acikgdz®, Cemal Bulut?, Ummii Giil Erdem?

S.B. Ankara Egitim ve Arastirma Hastanesi, ‘Mikrobiyoloji ve Klinik Mikrobiyoloji Anabilim Dali;
2Enfeksiyon Hastaliklari ve Klinik Mikrobiyoloji Anabilim Dali, Ankara.

3S.B. Ankara Atatiirk Egitim ve Arastirma Hastanesi, Mikrobiyoloji ve Klinik Mikrobiyoloji Anabilim
Dali, Ankara.

S.B. Diskap1 Yildirrm Beyazit Egitim ve Arastirma Hastanesi, Mikrobiyoloji ve Klinik Mikrobiyoloji
Anabilim Dali, Ankara.

Bu galismaya Eyliil 2008-Ekim 2011 tarihleri arasinda S.B. Ankara Egitim ve Arastir-
ma Hastanesi, S.B. Ankara Atatiirk Egitim ve Arastirma Hastanesi ve S.B.Yildirim Beyazit
Egitim ve Arastirma Hastanesinden izole edilen toplam 100 A.baumannii susu alinmis
olup bu suslarin yari otomatize repetitif PCR (Diversilab®) yontemiyle genotiplendi-
rilmesi ve klonal iliskinin degerlendirilmesi amaglanmistir. Elde edilen izolatlarin DNA
ekstraksiyonu, amplifikasyonu ve genotiplendirilmesi firmanin énerileri dogrultusunda
yari otomatize repetitif PCR (Diversilab®) yontemiyle gergeklestirildi. Degerlendirme
icin benzerlik hesabi yapilmasinda Diversilab yazilimi Pearson korelasyonu ile rep-PCR
profilleri otomatik olarak karsilastirildi. Verilerin analizinde her bir izolat igin jel benzeri
goriintl, yuzde benzerlik oranlari, dendogram ve scatterplot raporlari olusturuldu (Sekil
1). Tum suslar benzerlik oranlarina gore 1 den 10’a kadar klonlara ayrildi (Sekil 2). Klon
icerisindeki benzerlikler %95 ve Ustl idi. En ¢ok sus kapsayan 3. ve 4. klonlar (3. klonda
51 ve 4. klonda 19 sus) arasindaki benzerlikler %92.9 idi (Dendogramda yaninda isaret
olanlar). ilk 4 klonda (1, 2, 3 ve 4. klonlar) sadece bir bant farki bulunmakta idi. Diger
klonlar arasindaki benzerlikler ise %63-92.9 arasindaydi. Calismamizda 3. ve 4. gruplarda
bulunan suslarin hem hastanemizden izole edilen suslar hem de diger hastanelerden
izole edilen suglari da kapsamasi nedeniyle, Ankara’da ¢alismaya alinan hastaneler ara-
sinda ¢apraz bulas oldugu séylenebilir. Bunun nedenlerinin; hastaneler arasinda 6zellikle
yogun bakimda yatan hastalarin hem hastane i¢i hem de hastaneler arasi transferlerinin
etkili oldugu, Unite ici yayihmin ise, calisan personelin uymasi gereken tniversal glivenlik
kurallarina riayet etmemesinden kaynaklandigi diistinilmektedir.

Anahtar kelimeler: A.baumanii, klonal iliski, rep-PCR
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[PP-039]

KAN KULTURLERINDEN iZOLE EDILEN GRAM NEGATiF BAKTERILER VE
ANTIBiYOTiK DUYARLILIKLARI

Olcay Ozcolpan, Semra Kurutepe, Hérii Gazi, Vesile Tuba Balaban Eraz
Celal Bayar Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Mikrobiyoloji AD, Manisa.

Kan dolasimi enfeksiyonlarinda etkenlerin dagilimi ve antibiyotik duyarhiliklar yillar
icinde degismektedir. Diger yandan bu enfeksiyonlarin yliksek morbidite ve mortaliteye
sahip oldugu iyi bilinmektedir. Belirli araliklarla kan kiltiirlerinden izole edilen bakterile-
rin duyarhhk profillerinin belirlenmesi, ampirik tedavi protokollerinin olusturulmasinda
ve hasta prognozu agisindan énem tasimaktadir. Bu ¢alismada, Ekim 2011-Nisan 2012
tarihleri arasinda hastanemizde yatarak tedavi géren hastalara ait kan kiltlri 6rnek-
lerinden izole edilen gram-negatif mikroorganizmalar ve antibiyotik duyarliliklari ret-
rospektif olarak degerlendirilmistir. Kan kalttri igin BACTEC 9050 (Becton-Dickinson)
sistemi kullaniimistir. Mikroorganizmalarin identifikasyonu konvansiyonel, yari ve tam
otomatize yontemlerle yapiimis olup, antibiyotik duyarliliklari CLSI Onerilerine gore
belirlenmistir. Bu sire igerisinde 1013 kan kaltlra o6rnegi degerlendirilmis olup, 297
bakteri izole edilmistir. izole edilen bakterilerin 98 (%33)’i gram negatif, 199 (%67)’'u
gram-pozitif olarak degerlendirilmistir. En sik izole edilen gram-negatif bakteri Acineto-
bacter spp. olup (%30.6), onu sirasiyla Klebsiella pneumoniae (%23.5), Escherichia coli
(%23.5), Pseudomonas spp. (%11.2), Brucella spp. (%3.1), Serratia marcencens (%2) ve
Stenotrophomonas maltophilia (%2) izlemistir. Acinetobacter spp./nin en duyarh oldu-
gu antibiyotikler kolistin ve amikasin; Klebsiella pneumoniae ve Escherichia coli‘nin en
duyarl oldugu antibiyotikler ise aminoglikozidler ve sefoperazon-sulbaktam olarak be-
lirlenmistir. Pseudomonas spp.’de ise direng oranlari genel olarak diisiik olmakla birlikte,
amikasin ve tazobaktam/piperasilin en etkili antibiyotikler olarak saptanmistir. Sonug
olarak, ozellikle Klebsiella tiirlerinde karbapenem direncinde saptanan gérece artis ne-
deniyle, hastanemizde bu grup antibiyotiklerin gereksiz kullanimlarinin kisitlanmasi ve
direng oranlarinin diizenli takibinin gerekli oldugu distntlmustir.

Anahtar kelimeler: Antibiyotik, direng, gram negatif bakteri, kan kdilttiri
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[PP-040]

YOGUN BAKIM UNITELERINDE YATAN HASTALARIN ALT SOLUNUM
YOLU ORNEKLERINDEN iZOLE EDILEN GRAM NEGATIF BAKTERILER VE
ANTIBiYOTiK DUYARLILIKLARI

Vesile Tuba Balaban Eraz, Hérii Gazi, Semra Kurutepe, Olcay Ozgolpan
Celal Bayar Universitesi Tip Fakiiltesi, Tibbi Mikrobiyoloji AD, Manisa.

Alt solunum yolu enfeksiyonlari, hastanelerde 6zellikle de yogun bakim Gnitelerinde
(YBU) yatan hastalarda 6nemli morbidite ve mortalite nedenidir. Nozokomiyal alt solu-
num yolu enfeksiyonlarina neden olan mikroorganizmalar arasinda gram-negatif bakte-
riler 6n siralarda yer almaktadirlar. Son yillarda bu bakterilerde artan antibiyotik direnci
tedavi sorunlarina neden olmaktadir. Bu galismada, Ekim 2011-Nisan 2012 tarihleri ara-
sinda Celal Bayar Universite Hastanesi Tibbi Mikrobiyoloji AD Bakteriyoloji Laboratuvari-
na, anestezi, cerrahi, néroloji, dahili ve koroner yogun bakim tnitelerinde yatmakta olan
hastalardan génderilen alt solunum yolu érneklerinin kiltlr ve antibiyogram sonuglari
retrospektif olarak degerlendirilmistir. Belirlenen siire igerisinde laboratuvarimiza 237’
endotrakeal aspirat, 27’si balgam, 11’i bronkoalveolar lavaj ve 5’i plevral mayi olmak
lizere toplam 280 6rnek gdnderilmistir. Ureyen bakterilerin tanimlanmasinda konvansi-
yonel mikrobiyolojik yontemler, yari ve tam otomatize tani kitleri kullanilmistir. Bakteri-
lerin antibiyotik duyarhliklari CLSI 6nerileri dogrultusunda belirlenmistir. Ureme sapta-
nan 123 érnegin %93.8’inden gram-negatif, %6.2’sinden gram-pozitif bakteri izolasyonu
yapilmistir. izole edilen gram-negatif bakteriler siklik sirasina gére Acinetobacter spp.
(%50.4), Pseudomonas spp. (%31.7) Stenotrophomonas maltophilia (%5.6), Klebsiella
spp. (%4), Escherichia coli (%3.2) ve Serratia marcescens (%3.2) olarak tanimlanmistir.
Non-fermentatif gram-negatif bakterilere kolistin ve amikasin, enterik gram-negatif bak-
terilere ise karbapenemler ve aminoglikozidler en etkili antibiyotikler olarak bulunmus-
tur. Sonug olarak, hastanemiz yogun bakim (initelerinde saptanan Pseudomonas spp.
izolasyon ve antibiyotik direng oranlarinda izlenen gérece artis nedeniyle hastane enfek-
siyonu kontrol dnlemlerinin 6nemine dikkat ¢ekilmistir.

Anahtar kelimeler: Alt solunum yolu, gram negatif bakteri, yogun bakim initesi
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[PP-041]

EGE BOLGESI’NDE iZOLE EDILEN MYCOBACTERIUM TUBERCULOSIS
KOKENLERINiN SPOLIGOTIPLENDIRME YONTEMIYLE
GENOTIPLENDIRILMESI

Fethiye Ferda Yilmaz K6z', Cengiz Cavusoglu?, Hiiseyin Tagh?, Mine Hosgér Limoncu?

Ege Universitesi ‘Eczacilik Fakiiltesi, Farmasétik Mikrobiyoloji AD; *Tip Fakiiltesi, Tibbi Mikrobiyoloji
AD, izmir.

Tuberkiiloz epidemiyolojisinde kullanilan spoligotiplendirme, kromozomal DR loku-
sundaki polimorfizmin gésterilmesi temeline dayanan molekdiler bir ydontemdir. Bu ¢alis-
mada Ege Bolgesi’'nde gesitli klinik drneklerden izole edilen 114 Mycobacterium tubercu-
losis kdkeninin spoligotiplendirme yontemi ile tiplendirilmesi amaglandi. M.tuberculosis
izolatlarinin kaynatma ve sonikasyon yontemiyle DNA ekstraksiyonu yapildi. Elde edilen
DNA’larin 36 bp’lik DR bolgeleri DR lokusunu hedef alan biotinle isaretlenmis primerler
kullanilarak PCR ile amplifiye edildi. Amplifikasyon sonrasi PCR {irlinii denatiire edildik-
ten sonra, farkh spacer bolgelere komplementer 43 farkli sentetik spacer oligontkleo-
tidin baglh oldugu membranla hibridize edildi. Hibridizasyon sinyalleri kemiliminesan
(ECL) kit kullanilarak X-Ray filmi ylzeyinde leke seklinde goériintiilendi. Sonuglar Oktal
kodlama anahtari kullanilarak 0-7 arasinda 15 rakamdan olusan “Oktal kod” formatina
cevrildi. Elde edilen veriler SpolDB4 veri tabanina girilerek kiimeler ve aileler belirlen-
di. Spoligotiplendirme ile elde edilen klonal grup dagiliminda; 97 kokenin (%85.1) 17
kiime igerisinde yogunlastigi, 17 kokenin (%14.9) ise SpolDB4 veri bankasindaki suslar-
la karsilagstirma sonucunda bilinen higbir kiimeye uymayan orphan suslar olduklari go-
raldi. En blylik kiimenin 50 koken (%43.9) ile T1 kiimesi oldugu, ikinci siradaki LAM7
TUR ailesinin 10 koken (%8.8) igerdigi, H3 ailesinin 9 koken (%7.9) ile bu kiimeleri takip
ettigi gorildi. Ulkemiz, tiiberkiiloz insidansinin orta diizeyde oldugu ilkeler arasinda
yer almaktadir. Diinyada, M.tuberculosis suslarinin epidemiyolojisi ile ilgili cok sayida
¢alisma bulunmasina karsin, tlkemizde yapilan ¢alismalarin sayisi oldukga sinirlidir. Bu
¢alismadan elde edilen verilerin M.tuberculosis ile ilgili yeni ¢alismalara 1sik tutacagi ve
Ulkemizdeki tiberkiloz epidemiyolojisinin karakterinin belirlenmesi igin yararl olacagi
distnilmektedir.

Anahtar kelimeler: Mycobacterium tuberculosis, spoligotiplendirme, epidemiyoloji
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[PP-042]

ULUSAL TUBERKULOZ REFERANS LABORATUVARI’NDA 2008-
2010 YILLARI ARASINDA TESPIT EDILEN COKLU iLAC DIRENGLI M.
TUBERCULOSIS SUSLARINDA BEIJING GENOTIPI

ismail Ceyhan, Hiilya Simsek, Alper Karagoz, Nurhan Albayrak, Ahmet Arslantiirk,
Figen Sezen, Gilnur Tarhan, Riza Durmaz
Tiirkiye Halk Saghgi Kurumu, Ulusal Tiiberkiiloz Referans Laboratuvari, Ankara.

Tuberkiiloz (TB) gelismekte olan Ulkelerde 6nemli bir saglik sorunudur. Mycobacte-
rium tuberculosis Beijing genotipi, diinyada tim TB olgularinin dértte birinden fazlasina
neden olan ve siklikla ilag direnci ile iligkili bir sustur. Bu ¢alismada, 2008-2010 yillari
arasinda Ulusal TUberkiloz Referans Laboratuvari (UTRL)'na ileri analiz i¢in gonderilen
coklu ilag direncli (CiD) M.tuberculosis izolatlarinin esas spoligotip ailelerini belirlemek
ve Tiirkiye’nin farkli yerlerinden génderilen CiD-TB olgularindaki Beijing genotipi sikhgini
analiz etmek amaglanmistir. Akciger tiiberkiilozuna ait toplam 51 CiD-TB izolati; 2008-
2010 yillari arasinda dérdii istanbul, biri izmir ve biri de Antalya olmak lizere 6 biiyiik TB
laboratuvarindan UTRLye génderilmistir. izolatlar spoligotiplendirme ve 24 lokus MIRU-
VNTR (Mycobacterial Interspersed Repetitive Units - Variable number of tandem repe-
at) yéntemleri ile tiplendirilmistir. Calisilan 51 CiD-TB izolati 16 farkli spoligotip paterni
sergilemistir. Bunlardan 49 izolati iceren 14 kiime oldugu, ikisinin tanimlanmis herhangi
bir kimeye uymayan orphan oldugu tespit edilmistir. T kiimesi 21 izolati (%41.1) ice-
ren predominant kiimeyi olusturmaktadir. Bunu Latin Amerikan ve Mediterranean (14
izolat; %27.4), Haarlem (5 izolat; %9.8), Beijing (4 izolat; %7.8), X (2 izolat; %3.9), S (2
izolat; %3.9) ve U (1 izolat; %1.9) kiimeleri izlemektedir. MIRU-VNTR sonuglarinin %19.6
kiimelenme orani sergiledigi saptanmistir. Bu 6n g¢alismanin sonuglari, %19.6’lik kiime-
lenme orani gosteren CiD-TB icerisinde Beijing genotipinin tilkemiz icin 6nemli bir sorun
olusturmadigini gostermektedir.

Anahtar kelimeler: Mycobacterium tuberculosis, Beijing genotipi, spoligotiplendirme, MIR-VNTR
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[PP-043]

DIRENGLI MYCOBACTERIUM TUBERCULOSIS iZOLATLARINDA
SIPROFLOKSASIN DIRENCININ SAPTANMASINDA TETRAZOLYUM
MORU VE RESAZURIN TESTLERINiN ETKiNLIGiNiN
DEGERLENDIRILMESi

Emrah Ruh, Hamdiye Yesim Ocal, Pinar Yurdakul, Zeynep Saribas, Alpaslan Alp
Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi, Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali, Ankara.

Antimikobakteriyel ajanlara karsi direncin hizli saptanmasi, tiiberkiloz hastalari-
nin tedavisi agisindan ¢ok énemlidir. Bu ¢alismada tetrazolyum moru (TM) ve resazurin
(RES) testlerinin Mycobacterium tuberculosis klinik izolatlarinin hizli tanimlanmasi ve
siprofloksasin duyarliliklarinin belirlenmesindeki etkinligi degerlendirilmistir. Bu amagla,
birinci sira ilaglardan en az birine direngli oldugu belirlenmis 30 M.tuberculosis klinik
izolatina, siprofloksasin duyarlihginin test edilmesi amaciyla TM ve RES testleri ile bir-
likte altin standart oranti (proporsiyon) yéntemi uygulanmistir. inkiibe edilmekte olan
test tlplerine TM ve RES 5, 7, 10 ve 12. giinlerde eklenmis ve testler dort set olacak
sekilde yapilmistir. TM testinde saridan koyu mora her tirli renk degisikligi mikobak-
teriyel Greme olarak degerlendirilmistir. RES testi icin ise maviden pembeye herhangi
bir renk degisikligi bakteriyel lireme olarak kaydedilmistir. Mikobakteriyel Gireme ve di-
rencin saptanmasi icin gerekli slire, 30 M.tuberculosis klinik izolatinin 25 tanesi igin 7
glin olarak tespit edilmistir. Ancak baslangi¢ inokulim miktari disiik olan 5 izolat igin
mikobakteriyel Greme degeri 10 ve 12. giinlerde saptanmistir. Siprofloksasin iceren besi-
yerlerinde renk degisikligi gozlenmesi durumunda, bu izolatlar direngli olarak kabul edil-
mistir. Calisma sonucunda, TM ve RES testleriyle uygulanan siprofloksasin duyarhlik testi
sonuglari oranti ydntemi sonuglariyla tamamen uyumlu olarak bulunmus ve bu testlerin
M.tuberculosis klinik izolatlarinin Greme ve siprofloksasin direnglerinin belirlenmesi agi-
sindan pratik ve hizli testler olarak kullanim alani bulabilecegi sonucuna varilmistir.

Anahtar kelimeler: Mycobacterium tuberculosis, resazurin, siprofloksasin, tetrazolyum moru
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[PP-044]

HATAY iLINDE MYCOBACTERIUM TUBERCULOSIS SUSLARININ
SPOLIGOTIPLENDIRME YONTEMLERI iLE GENOTIPLENDIRiLMESi

Erkan Yula®, Melek inci?, Ulkii Oral Zeytinli?, Ayse Karacali?, Fatih Kéksal?®

Mustafa Kemal Universitesi Tip Fakiiltesi, Tibbi Mikrobiyoloji AD, Hatay.
2¢ukurova Universitesi Tip Fakiiltesi, Tibbi Mikrobiyoloji AD, Adana.

Mycobacterium tuberculosis kompleksi Gyelerinin neden oldugu akciger ve akciger
disi enfeksiyonlar nemini giderek artirmaktadir. Ozellikle diisiik sosyoekonomik diizey,
kotd hijyen ve kalabalik yasam kosullarinin tiberkiloz insidansini artirdigi bildirilmek-
tedir. Tuberkiilozun toplum igerisindeki yayilimi, endemi ve epidemileri, reenfeksiyon
ve reaktivasyon ayirimi molekiler bazli epidemiyolojik yontemlerle izlem altina alina-
bilmektedir. Bu calismanin amaci, Hatay ilindeki hastalardan izole edilen M.tuberculosis
suslarinin molekiiler diizeyde tiplendirilmesidir. Calismaya, Hatay ilinde 2010 ve 2011
yillarinda tiiberkiiloz 6n tanili hastalarin gesitli klinik 6rneklerinden izole edilen 19
M.tuberculosis susu dahil edildi. Mustafa Kemal Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi
Mikrobiyoloji laboratuvarina pulmoner ve ekstrapulmoner tiiberkiloz 6n tanisi konan
hastalardan génderilen 6rnekler BacT/ALERT MP (BioMérieux, Fransa) siselerine ekildi
ve tanimlamada BacT/ALERT 3D (BioMérieux, Fransa) sistemi kullanildi. Ayni zamanda
Loéwenstein-Jensen (BioMérieux, Fransa) besiyerine ekim yapilarak 37°C’de 6-8 hafta in-
kiibe edildi. Ureme saptanan suslardan nitrat, niasin ve katalaz testleri pozitif olanlar ve
parabenzoik asitli besiyerinde Gremeyenler M.tuberculosis olarak tanimlandi. Genotip
tespiti Cukurova Universitesi Tip Fakiiltesi Mikrobiyoloji bélimiince gergeklestirildi. Sivi
besiyerinden bakteriyel DNA, Mickle doku pargalayicisi ile izole edildi. M.tuberculosis
kompleksi icinde yer alan izolatlarin genotipik 6zellikleri spoligotiplendirme yontemi ile
arastinildi. Calismaya dahil edilen 19 M.tuberculosis izolatinin spoligotiplendirme meto-
du ile tiplendirilmesi sonucu X3 genotipi 2 susta, LAM7 TUR genotipi 5 susta, T1 genotipi
7 susta, T3 genotipi 3 susta, H3 genotipi 2 susta tespit edildi. Sonug olarak bélgemize
ait egemen susun T1 ailesine ait suslar oldugu, bunu ikinci sirada LAM7 TUR ailesinin
izledigi belirlendi.

Anahtar kelimeler: Mycobacterium tuberculosis, MIRU-VNTR, spoligotiplendirme, Hatay
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[PP-045]

CUKUROVA BOLGESINDE MIRU-VNTR VE SPOLIGOTIPLENDIRME
YONTEMLERI iLE BELIRLENEN iLK MYCOBACTERIUM TUBERCULOSIS
BEIJING SUSLARI

Ulkii Oral Zevtinli?, Erkan Yula?, Ozlem Aycan Kaya®, Ayse Karacall', Fatih Kéksal

cukurova Universitesi Tip Fakiiltesi, Tibbi Mikrobiyoloji AD, Adana.
2Mustafa Kemal Universitesi Tip Fakiiltesi, Tibbi Mikrobiyoloji AD, Hatay.
3Mustafa Kemal Universitesi Tip Fakiiltesi, Tibbi Parazitoloji AD, Hatay

Beijing genotipine sahip Mycobacterium tuberculosis suslarinin ¢oklu ilag direncine
sahip olduklari ve prevalanslarinin diinya ¢apinda giderek arttigi bildirilmistir. Bu ¢alis-
manin amaci, Cukurova bolgesinde 2010 yilina kadar Beijing familyasina ait sus bulun-
mayip sadece Sanlurfa’da tespit edilirken, Aralik 2011’den sonra Gukurova bélgesinde
de bu susun yayllmaya basladigini bildirmektir. Calismaya Mersin, Adana, Osmaniye,
Kahramanmaras, Hatay, Sanliurfa ve Gaziantep illerinden Tuberkiiloz Dispanseri ve G6-
gls Hastaliklari gibi gesitli birimlerden gonderilen 623 sus dahil edildi. Pulmoner tiiber-
kllozlu hastalardan BACTEC MGIT 960 TB sivi kiltiir yontemi ile izole edilen suslarin
genomik DNA’si, Mickle doku parcalayicisi ile elde edilerek spoligotiplendirme ve 12
lokus MIRU-VNTR yéntemlerinin kombinasyonlari ile arastirildi. Beijing genotipine ait
suslarin rifampisin direnci ise BACTEC MGIT 960 TB sivi kiltir yontemi ile belirlendi.
Calismaya dahil edilen tim suslar spoligotiplendirme metodu ile tiplendirildi. Toplam
623 sus arasinda Beijing genotipi 8 (%1.28) susta tespit edildi. Ocak 2007-Haziran 2010
arasi tespit edilen 6 izolatin yalnizca tek bir ilde (Sanliurfa) oldugu bulundu. Bu tarihler
arasinda Cukurova bélgesinde Beijing genotipi tespit edilmezken, Aralik 2011 tarihinden
sonra izole edilen iki Beijing genotipi M.tuberculosis susu Adana ilinden izole edilmistir.
Adana ilinde izole edilen Beijing suslarindan bir tanesi rifampisine direngli bulunurken,
diger sus rifampisine duyarli bulunmustur. Sonug olarak bazi ¢oklu ilag direngli suslarin
(Beijing genotipi) lilkemize glineydogu illerimize komsu Irak ve Suriye ile artan sinirlar
arasi hareketlilik ve gb¢ dalgalari ile gelmis olabilecegini ve Cukurova bolgesinden de
yakin illere muhtemel gegislerin olabilecegini diislinmekteyiz.

Anahtar kelimeler: Beijing genotipi, Mycobacterium tuberculosis, spoligotiplendirme, MIRU-VNTR,
Cukurova
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[PP-046]

PERi-iIMPLANTITIS ETKENLERiININ 16S rRNA BAZLI BiR MiKROARRAY
TEKNiGi iLE INCELENMESi: RETROSPEKTIF CALISMA

Nursen Topcuoglu, Selin Yildiz, Gliven Kilekgi
istanbul Universitesi Dis Hekimligi Fakiiltesi, Mikrobiyoloji Bilim Dall, istanbul.

Son yillarda yayginlik kazanan dis implant uygulamalari ile ilgili enfeksiyonlar, genel-
likle osseointegrasyon tamamlandiktan sonra gorilirler. Hem yumusak hem sert doku-
yu etkileyen enfeksiyona peri-implantitis denir. Peri-implantitiste etken olan agiz mik-
roorganizmalarinin tanilari zor ve zaman alici anaerop teknikler gerektirdiginden, glini-
mizde kolay, hizli ve giivenilir molekiiler teknikler tanida 6n plana ¢ikmistir. Bu ¢alisma
ile laboratuvarimiza Aralik 2009-Temmuz 2011 tarihleri arasinda peri-implantitis tanisi
ile gonderilen submukozal 6rneklerin periodontal patojenler igin gelistirilen bir mikroar-
ray sistemi ile analiz sonuglarinin geriye dénik olarak degerlendirilmesi amaglanmistir.
On iki submukozal biyofilm 6rnegi ParoCheck®10 mikroarray sistemi ile incelenmistir.
Bu sisteme gore, bakterilerin 16SrRNA gen pargasini kodlayan oldukga konserve bir pri-
mer ile gogaltildigi PCR sonrasi olusan florofor (Cy5) etiketli tek iplikli DNA pargalari, gip
Uzerine fikse edilmis 10 periodontal bakteri tlirline 6zel tamamlayici dizilere hibridize
edilmistir. Baglanmis etiketli problar monokromatik isikla stimiilasyonla 6zel bir mik-
roarray tarayicida saptanmis ve sonuglar ParoCheck® analiz yazilimi ile negatif, dlsik,
orta, ylksek ve ¢ok yiiksek olarak degerlendirilmistir. Ortalama cep derinligi 5 mm olan
drnek alinan bélgelerin tiimiinde sondalamada kanama bulunmaktadir. Orneklerin ti-
miinde Treponema denticola, Tannerella forsythia ve Fusobacterium nucleatum; 11’'inde
(%92) Porphyromonas gingivalis; dokuzunda (%75) Camphylobacter rectus, Parvimonas
micra ve Actinomyces viscosus; yedisinde (%58) Prevotella intermedia; altisinda (%50)
Eikenella corrodens ve besinde (%42) Aggregatibacter actinomycetemcomitans pozitif
bulunmustur. Bakterilerin dlizeylerine gore dagilimi sekilde gosterilmistir. Rutin labora-
tuvar sonuglarinin bildirilmesi kanita dayal antibakteriyel ya da antiinflamatuvar tedavi
protokollerinin gelistirilebilmesine katki saglayacaktir.

Anahtar kelimeler: Mikroarray, peri-implantitis, anaerop bakteri
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sekil. Orneklerde bulunan bakterilerin diizeylerine gére dagilimi.

Av: Actinomyces viscosus; Ec: Eikenella corrodens; Pi: Prevotella intermedia; Pm: Parvimonas micra;
Fn: Fusobacterium nucleatum; Cr: Camphylobacter rectus; Aa: Aggregatibacter actinomycetemcomitans;
Td: Treponema denticola; Tf: Tannerella forsythia; Pg: Porphyromonas gingivalis.
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[PP-047]

AGRESiF PERIODONTITiSIN FARKLI TIiPLERINDE PERIODONTAL
PATOJENLERIN DAGILIMININ MiKROARRAY TEKNIiGi iLE
iNCELENMESI

Nursen Topcuoglu, Selin Yildiz, Gliven Kiilekgi
istanbul Universitesi Dis Hekimligi Fakiiltesi, Mikrobiyoloji Bilim Dall, istanbul.

Agresif periodontitis genellikle erken yaslarda klinik olarak belirti veren, hizli ilerle-
yen ve siddetli seyreden bir grup periodontitis olarak tanimlanabilir. Farkh klinik 6zellik-
lerine gore lokalize agresif periodontitis (LAP) ve generalize agresif periodontitis (GAP)
olarak iki tipe ayrilir. Antibiyotik tedavisinin gerekliligine karar vermek ve tedaviye yaniti
izlemek icin mikrobiyolojik inceleme esastir. Bu ¢alisma ile laboratuvarimiza Agustos
2009-Mart 2012 tarihleri arasinda agresif periodontitis tanisi ile génderilen subgingival
biyofilm 6rneklerinin periodontal patojenler igin gelistirilen bir mikroarray sistemi ile
analiz sonuglarinin geriye donuk olarak degerlendirilmesi amaglanmistir. Klinik olarak
21’i GAP ve dokuzu LAP tanisi konulmus hastalardan alinan toplam 30 subgingival bi-
yofilm érneginde 10 periodontal patojenin varligi ve diizeyleri ParoCheck’10 mikroar-
ray sistemi ile incelenmistir. incelenen érneklerin timiinde Porphyromonas gingivalis
ve Fusobacterium nucleatum belirlenmis; GAP 6rneklerinin birisi hari¢ tim 6rneklerde
Tannerella forsythia; LAP 6rneklerinden birisi hari¢ tim 6rneklede Treponema denticola
pozitif bulunmustur. Aggregatibacter actinomycetemcomitans, GAP 6rneklerinin sade-
ce %29’unda bulunmusgken; tedavi sonrasi 6rnek alinan bir hasta hari¢ LAP 6rneklerinin
timiinde pozitif bulunmustur. Bakterilerin diizeylerine gore dagilimlari Sekil 1 ve 2'de
gosterilmistir. Klinik tani ile uyumlu sonuglar veren bu mikroarray sistemi, periodontal
orneklerin incelenmesinde kolay, hizli ve glivenilir bir teknik olarak diger testlere alter-
natif olarak kullanilabilir.

Anahtar kelimeler: Agresif periodontitis, mikroarray, periodontal patojen
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Sekil 2. Generalize agresif periodontitiste bakteri dizeyleri

Av: Actinomyces viscosus; Ec: Eikenella corrodens; Pi: Prevotella intermedia; Pm: Parvimonas micra; Fn: Fusobacte-
rium nucleatum; Cr: Camphylobacter rectus; Aa: Aggregatibacter actinomycetemcomitans; Td: Treponema denticola;
Tf: Tannerella forsythia; Pg: Porphyromonas gingivalis.
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[PP-048]

YUKSEK BOR TOLERANSINA SAHIP BiR STAPHYLOCCCUS AUREUS
SUSUNUN iZOLASYONU VE FILOGENETIK ANALIZi

Bekir COl', Merve Sezer?, Esra Dibek?, Hatice Guines!, Ahmet Arslantiirk?

Mugla Universitesi Fen Fakiiltesi, Biyoloji Boliimii, Molekiiler Biyoloji Lab, Mugla.
2Tiirkiye Halk Saghdgi Kurumu, Ulusal Tiiberkiiloz Referans Lab, Ankara.

Staphylococcus aureus birgok patojenik etkiye sahip, baslica hastane enfeksiyonu
kaynaklarindan olan, gram-pozitif bir bakteridir. Ayrica, Staphylococcus cinsine ait bak-
teriler, tim diinyada rastlanan ve toprakta bulunan mikroorganizmalardir. Hastane kay-
nakli S.aureus Uzerinde 6zellikle enfeksiyon ve antibiyotik direnci agisindan bircok calis-
ma yapilmistir. Tedavi zorluguna neden olan, bu direng fenotiplerinin detayl molekiler
nedenleri sorgulanmakta ve bunun icin uygun model bakteriler kullaniimakta ve yenileri
arastiriilmaktadir. Bu galismada, bor madenlerinden toplanan 6rneklerden bor toleransi
ylksek bakterilerin izolasyonu ve molekiler karakterizasyonu sirasinda, elde edilen sus-
lardan bir tanesi, S.aureus tiri olarak karsimiza ¢ikmistir. Borik asit ile zenginlestirme
y6ntemi ile yapilan izolasyon sonrasi, saf koloniler elde edilmis, genomik DNA izolasyonu
ve PCR sonucunda 16SrRNA geni ¢cogaltiimistir. Sekanslama ve BlastN analizi sonucu, bu
genin dizisinin, S.aureus tlirlinin gen dizisine %99 benzerlik gosterdigi tespit edilmistir.
Elde edilen izolatin bor toleransi, birkag teknikle belirlenmis ve bakterinin 150 mM borik
asit iceren besiyerinde Uredigi gbzlenmistir. Karsilastirma amaciyla S.aureus ATCC 6538
susu lzerinde bor tolerans belirleme deneyleri yapilmis ve 25 mM borik asit iceren be-
siyerinde Greme gorilirken, 50 mM ve daha fazla borik asit iceren ortamda higbir tre-
me gorilmemistir. Dolayisiyla, yeni elde edilen ve 16SrRNA gen sekansina dayali olarak
tanimlanmasi ve filogenetik analizi yapilan izolat, 6 kat daha fazla miktarda bor’a direng
gosterebilmektedir. Bu izolat, direng fenotipine neden olan genlerin bulunmasi ve yeni
molekiler mekanizmalarin aydinlatilmasi igin, birgok calismada kullanilabilecek, uygun
bir model organizma adayidir.

Anahtar kelimeler: Staphylococcus aureus, 165rRNA geni, bor, direng
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[PP-049]

ACEP BOR MADENINDEN iZOLE EDILEN BOR TOLERANSI YUKSEK BAZI
BAKTERILERIN 16S rRNA GEN SEKANS ANALizi iLE TANIMLANMASI

Bekir COI', Ramazan Karakaya?, Asli Tanriseven?, Nihan Akgli¢!, Ahmet Arslantiirk?

Mugla Universitesi Fen Fakiiltesi, Biyoloji Boliimii, Molekiiler Biyoloji Lab, Mugla.
2Tiirkiye Halk Saghdgi Kurumu, Ulusal Tiiberkiiloz Referans Lab, Ankara

Diinya bor rezervlerinin %72’si lilkemizde bulunmaktadir. Bor’un kullanildig birgok
alan vardir; ancak canllar tzerine olan etkisi hakkinda yapilan galismalar goreceli olarak
yetersizdir. Son zamanlarda yapilan galismalarin sonuglarina gére, bor’un 6nemi daha
da artmistir. Ornegin bor, bazi kanserli hiicrelerin bilylimesini inhibe etmektedir; ancak
detayh molekiiler mekanizmalar heniiz agiga kavusturulmamistir. Bunun kismen nedeni,
bor ile ilgili molekiiler biyoloji ¢alismalarinin insan hiicrelerinde yapilmasinin zor olmasi
ve zaman almasidir. Bu konudaki bir yaklasim, baska organizmalari, 6rnegin bakterile-
ri kullanarak, bor’un hiicre islevleri Gzerindeki etkisini arastirmaktir. Bu agidan uygun
bakterilerin bulunmasi gerekmektedir. Bu ¢alismada, Acep Bor madeni ve gevresinden
toplanan bor’ca zengin toprak drneklerinden bakteri izolasyonu gergeklestirilmis ve bor
tolerans degerlerinin belirlenmesini takiben, 200 mM borik asit toleransina sahip olan
Uc¢ adet izolat elde edilmistir. Bu izolatlarin tiir ve en azindan cins diizeyinden tanim-
lanmalarinin yapilabilmesi igin, 16SrRNA gen sekanslari belirlenmistir. Bu izolatlarin gen
dizilerinin BlastN analizine gbre, Acinetobacter Iwoffii, Pseudomonas plecoglossicida-
putida ve Pseudomonas stutzerii tirlerine yiiksek benzerlik gosterdikleri bulunmustur.
Ayrica, bu izolatlarin 16SrRNA gen sekansina dayal filogenetik agaclari olusturularak,
s6z konusu bakterilerin bor biyolojisi calismalarinda alabilecekleri roller tartisiimistir.
Bu izolatlarin en yakin tiriniin bilinmesi, hem bor’lu ortamlardaki bakteri gesitliliginin
anlasilmasi, hem de bor ve bakteri iliskisinin mikrobiyolojik, biyokimyasal ve molekiiler
yénden incelenmesi agisindan olduk¢a 6nemlidir.

Anahtar kelimeler: Bor, tolerans, Acinetobacter, Pseudomonas, 16SrDNA
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[PP-050]

TAVUK KOKENLi SALMONELLA INFANTIS SUSLARINDA ATiPiK
RiBOPRINT PROFILLERiINiN DEGERLENDiRIiLMESi

Ozlem Sahan, Hamit Kaan Miistak, Ebru Torun, Yoriik Divanoglu, Mehmet Akan,
Kadir Serdar Diker
Ankara Universitesi Veteriner Fakiiltesi, Mikrobiyoloji Anabilim Dali, Ankara.

Salmonella Infantis Turkiye’de tavukguluk enddstrisinde gittikge artan bir 6neme
sahip olmaktadir. Bu nedenle enfeksiyon epidemiyolojisinin ayrintili olarak incelenme-
si gerekmektedir. Calismada, kanath kiimeslerinden 1SO 6579 standartlarina gore izole
edilen ve cins/tip spesifik antiserum seti ile serogruplandirilan S. Infantis suslari kulla-
nildi. incelenen 15 S. Infantis susunun ribozomal operon Pvull enzim kesimi ile tanim-
lanmasinda RiboPrint kiitliphanesinde kayith 4 kalip ile 0.85’in altinda benzerlik goster-
digi belirlendi. Bu galismada, 15 susun enzimatik kesim profillerinin kendi aralarindaki
benzerlik oranlari ve olasi ribogruplari incelendi. Onbes S. Infantis susunun tekrarlanan
serotiplendirmesinde “6,7,14:r:1,5” antijenik formullne sahip oldugu kesinlestirildi. Bu
suslar, RiboPrint kiitiphanesindeki QC_PVUII-103 6rnegi ile 0.84-0.60, DUP_PVUII-2133
ornegi ile 0.84-0.61, DUP_PVUII-1071 6rnegi ile 0.84-0.77, DUP_PVUII-1072 6rnegi ile
0.84-0.52 arasinda benzerlik gésterdi. incelenen S. Infantis suslarinin kendi icinde yapi-
lan benzerlik analizinde, 5 susun digerlerine 0.85’in altinda benzerlik gdsterdigi belirlen-
di. Bunlarin icinden en diistik benzerlik oranini 0.46-0.58 ile bir sus gosterdi. Essiz profil
gosteren 5 sus kendi aralarinda 0.12-0.20 benzerlik diizeyinde iliskili bulundu. Bunlarin
disinda kalan 10 susun iki temel profilden birine girdigi anlasildi. Sonuglar, RiboPrint’in
S. Infantis ayrimini dogru olarak gergeklestirdigini ve 6nceden belirlenmis S. Infantis ka-
liplarina ek olarak Tirkiye’de etgi tavuk popilasyonunda olasi 7 S. Infantis profilinin bu-
lundugunu gosterdi. Popilasyonda ¢ok sayida farkli S. Infantis ribotipinin bulunmasi, bu
parametrenin epidemiyolojik kaynak analizinde kullanilabilecegini gosterdi.

Anahtar kelimeler: Ribotip, Salmonella Infantis, tavuk
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[PP-051]

SALMONELLA iZOLATLARININ SALMONELLA ENTERITIDIS — SPESIFiK
PCR VE SEROGRUPLANDIRMA SONUGCLARI

Zafer Ata?, Serpil Kahya?, Evren Erkose?, Seran Temelli, Aysegul Eyigor?, Kamil
Tayfun Carli?

Uludag Universitesi Veteriner Fakiiltesi, ‘Gida Hijyeni ve Teknolojisi Boliimii;
2Mikrobiyoloji Anabilim Dali, Bursa.

Bu c¢alismada, laboratuvarimizda 2000-2011 yillari arasinda siirdiirilmis olan bazi
¢alismalardan izole edilmis olan kanath (13 tavuk diski, 3 tavuk kloakal stiriinti, 1 karga
barsak, 3 civciv barsak, 1 tavuk goz, 6 drag swab), kanatli eti (18 tavuk kanat, 6 bitiin
pilig, 11 tavuk pirzola, 3 pili¢c baget, 8 hindi boyun, 1 hindi but, 3 hindi kusbasi, 1 hindi
jambon) ve yumurta (8 yumurta ig, 5 yumurta kabuk) orijinli toplam 91 adet Salmonel-
la izolatinin Salmonella Enteritidis-spesifik PCR (SE-PCR) sonuglari ile serogruplandirma
sonuglarinin karsilastirilmasi amaglanmistir. Toplam 27 kanatli izolatinin 15i (%55.6) SE-
PCR ile pozitif ve serogruplandirmada tiimi O:9 (D1) ve bir izolat hari¢ tiim{ H antijeni
G kompleks olarak bulunmustur. 38 tavuk eti izolatinin 8'i (%21.1) SE-PCR ile pozitif ve
serogruplandirmada 0:9 (D1), H antijeni G kompleks olarak saptanmistir. 13 hindi eti
izolatinin 2’si (%15.4) SE-PCR pozitif bulunmus olup, izolatlardan biri serogrup 0:4 (B)
ve H antijeni negatif, digeri ise 0:9 (D1), H antijeni G kompleks olarak saptanmistir. 13
yumurta izolatindan 10’u (%76.9) SE-PCR pozitif ve 0:9 (D1), H antijeni G kompleks ola-
rak belirlenmistir. Bir hindi eti izolatinin SE-PCR pozitif olmasina ragmen farkl bir serog-
rup olarak belirlenmesi, izolatin halen saf olmamasindan ya da SE-PCR’in 6zglllGglnin
yetersizliginden kaynaklanabilecegi olasiliklarindan yola ¢ikarak, SE-PCR negatif olarak
bulunan bazi izolatlar rastgele secilmis ve serogruplandirmalari yapilmistir. Test edilen
izolatlarin bir yumurta izolati harig higbirinin 0:9 serogrubunda olmadiklari saptanmistir.
Sonuglar SE-PCR’In S.Enteritidis taramasinda genel olarak etkin olabilecegini gostermek-
le beraber serogruplandirma sonrasinda serotiplendirme islemleri tamamlandiginda
daha etkin olarak degerlendirilebilecektir.

Anahtar kelimeler: Salmonella Enteritidis, PCR, serotiplendirme
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[PP-052]

DAMIZLIK TAVUK KUMESLERINDE MYCOPLASMA GALLISEPTICUM
(MG) VE MYCOPLASMA SYNOVIA TESHISI iCiN LIGHT CYCLER SYBR
GREEN | REAL-TIME PCR VE MG-ELISA

Zafer Ata?, Seran Kahya?, Evren Erkose?, Seran Temelli, Aysegtil Eyigor?, Kamil
Tayfun Carli?

Uludag Universitesi Veteriner Fakiiltesi, ‘Gida Hijyeni ve Teknolojisi B6liimii; 2Mikrobiyoloji Anabilim
Dali, Bursa.

Bu calismada, Mycoplasma gallisepticum (MG) teshisi icin, 13 farkli firmanin, 77
adet damizhk kiimesindeki tavuklardan alinan 1953 adet kan ve Mycoplasma synoviae
(MS) teshisi igin de, 5 firmanin 32 damizlik kiimesindeki 935 tavuktan alinan trakeal
suruntl 6rnekleri, LightCycler SYBR Green | real-time PCR (LC SG | rPCR; Roche, ABD)
ve MG-ELISA (Nobilis, Intervet International B.V. Hollanda) yontemleri ile ¢alisiimistir.
Kanlarin, ELISA testi igin serumlari ayrilmis ve trakeal strlintli 6rnekleri, 4’14 ya da 5’li
havuz olusturularak real-time PCR (rPCR) igin DNA ekstraksiyonlari QIAMP DNA mini
kit (QIAGEN, Almanya) ile yapiimistir. rPCR sonuglarina gore, kiimes bazinda, MG igin
%23.4 (18/77) ve MS igin %6.3 (2/32) pozitiflik bulunurken, %68.8 (53/77) oraninda k-
meste ELISA ile MG-seropozitif bulunmustur. Ornek bazinda degerlendirildiginde; 444
adet MG-PCR’dan 76 adedi (%17.1), 204 adet MS-PCR’dan 12 adedi (%5.9) ve 1953 adet
MG-ELISA testinden 469 adedi (%24) pozitif bulunmustur. Calisma sonunda MG enfek-
siyonu i¢in ELISA ile taranarak seropozitif bulunan kanatli siiriilerinde, seropozitifligin
dogrulanmasi icin LC SG | rPCR yontemi uygun olarak bulunmus ve rPCR yontemi ile MS
enfeksiyonu prevalansinin da yiiksek oldugu gorilmustar.

Anahtar kelimeler: Mycoplasma gallisepticum, gergek zamanli PCR, tavuk
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[PP-053]

YUMURTACI IRK TAVUK KUMESI DRAG SWAB NUMUNELERINDE
SALMONELLA ARANMASINDA I1SO 6579 YONTEMI, LIGHT CYCLER
REAL-TIME POLIMERAZ ZiNCiR REAKSIYONU (LC-RPCR) VE DUPONT
BAX Q7-RPCR SISTEMLERININ KARSILASTIRILMASI

Serpil Kahya?!, Burcu Tug?, Zafer Ata?, Kamil Tayfun Carli*

Uludag Universitesi Veteriner Fakiiltesi, ‘Mikrobiyoloji Anabilim Dali; 2Gida Hijyeni ve Teknolojisi
Béliimii, Bursa.

Salmonella genusundaki bakterilerin olusturdugu salmonellozlar, 6nemli zoonoz
enfeksiyonlardan biridir. BUtin kanath yetistirme tipleri icin 6nemli olan bu hastalik,
vertikal bulagsma 6zelligine de sahip oldugundan, yumurtaci tavuklar igin 6zel bir 6neme
sahiptir. Gelistirildigi 2000 yilindan beri daha ¢ok gida kaynakli 6rneklerde kullaniimis
hazir kitlere dayali testlerden biri olan ve daha 6nce dogal kontamine kanatl diski 6rnek-
lerinden yayinlanmis bir ¢alismaya rastlanilamayan Dupont Bax Q7 real-time polimeraz
zincir reaksiyonu (rPCR) sistemi, tavuk drag swab 6rneklerinden Salmonella teshisi igin
ilk kez cahsilmistir. Ayni 6rnekler, daha 6nce tavuk diski 6rneklerinde basariyla calisil-
mis olan bakteriyolojik ydntem (ISO 6579/A1) ve SYBR Green | LightCycler rPCR (SG | LC
rPCR) yontemi ile de cahsilarak bitin yontemlerin sonuglari karsilagtirilmistir. Caligilan
drag swab’lar, Salmonella varlig1 yoniinden 6rnek bazinda 174 boot swab’in 11'i (%6.3),
kiimes temel alinarak degerlendirildiginde ise 58 kiimesten 4’l (%6.9), ISO 6579, SG |
LC rPCR ve Bax Q7 rPCR yontemleri ile Salmonella pozitif olarak bulunmustur. Karsilas-
tirmali galismamizin sonucunda, Salmonella tespitinde Dupont Bax Q7 sisteminin, daha
6nce ¢alistigimiz 1ISO 6579/A1 ve LC SG | rPCR sistemi kadar duyarli oldugu saptanmistir.

Anahtar kelimeler: Salmonella, LC-rPCR, Dupont Bax Q7-rPCR, tavuk
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[PP-054]

HAYVANLARDAN iZOLE EDILEN ESCHERICHIA COLI SUSLARINDA
PLASMID iLiSKiLi KINOLON DIiRENCI

Hamit Kaan Miistak®, Tuba ica?, Alper Ciftci?, Kadir Serdar Diker®

1Ankara Universitesi Veteriner Fakiiltesi, Mikrobiyoloji Anabilim Dali, Ankara.
2Dumlupinar Universitesi Fen Edebiyat Fakiiltesi, Biyoloji Béliimii, Kiitahya.
30ndokuz Mayis Universitesi Veteriner Fakiiltesi, Mikrobiyoloji Anabilim Dali, Samsun.

Hayvanlarda ve insanlarda ¢ok gesitli enfeksiyonlara neden olan Escherichia coli’lerde
kinolon direng gelisimine neden olan baslica faktorler, kromozomal mutasyonlar ve plaz-
midler ile aktarilan direng genleridir. Bu ¢alismada, toplam 259 E.coli susunun nalidiksik
asit ve siprofloksasin direnci, agar dillisyon yontemi ile; plazmid iligkili kinolon direng
belirleyicilerinden olan gnrA, gqnrB ve gnrS genlerinin varligi ise konvansiyonel polimeraz
zincir reaksiyonu yontemi kullanilarak arastirildi. Antibiyotik duyarlilik test sonuglarina
gore; 94 tavuk E.coli susundan 47 (%50)’si, 66 koyun E.coli susundan 3 (%4.5)'0, 52 sigir
E.coli susundan 5 (%9.6)"i ve 47 kdpek E.coli susundan 3 (%6.4)’U siprofloksasine direngli
bulundu. Bu ¢alismada arastirilan biitlin plazmid iliskili kinolon direng belirleyicileri ige-
risinden, izole edilen 94 E.coli tavuk susu arasinda gnrA geni, sadece 5 (%5.3) tavuk izo-
latinda saptandi. Bu galisma, Tirkiye’de E.coli hayvan izolatlarinda plazmid iliskili kinolon
direncinin degerlendirildigi tek rapordur.

Anahtar kelimeler: Escherichia coli, hayvan, kinolon direnci, plazmid iliskili
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[PP-055]

ANTINUKLEER ANTiKOR POZIiTiF SERUMLARIN RETROSPEKTIF
OLARAK DEGERLENDIRILMESi

Yasemin Derya Gilseren, Mihriban Yicel, Ali Kudret Adiloglu
S.B. Ankara Egitim ve Arastirma Hastanesi, Mikrobiyoloji Laboratuvari, Ankara.

Bu c¢alismada, 1.10.2011-11.04.2012 tarihleri arasinda Ankara Egitim ve Arastirma
Hastanesi Mikrobiyoloji Laboratuvarina kabul edilen 3872 antinikleer antikor (ANA)
tetkik sonucu retrospektif olarak degerlendirilmistir. ANA testi immunofloresan antikor
(IFA, Euroimmun) yontemi ile HEP-2 ve maymun karaciger dokulari kullanilarak 1/100
sulandirimla galisiimigtir. Hasta raporlarinda boyanma paterni ve isima seviyesi birlikte
rapor edilmistir. ANA sonucu pozitif hatalarin yas, cinsiyet, klinik, boyama paterni ve
1Isima seviyesi dagilimi yapilmistir. Olgularin 120 (%58)’si kadin, 86 (%41.7)’si erkek olup,
yas dagihmi; 11 (%5.3) 1.dekad, 27 (%13.1) 2.dekad, 30 (%14.6) 3.dekad, 54 (%26.2)
4.dekad, 51 (%24.8) 5.dekad, 16 (%7.8) 6.dekad, 7 (%3.4)’ser 7. ve 8. dekad ve 3 (%1.5)
9.dekad olarak tespit edilmistir. ANA pozitif olgularin 13 (%6.3)'U ¢ocuk hastaliklari,
73 (%35.4)'G dahili birimler, 14 (%6.8)’U cerrahi birimler, 57 (%27.7)’si dermatoloji, 24
(%11.7)’0 fizik tedavi, 19 (%9.2)’u nefroloji ve 6 (%2.9)’si diger (aile hekimligi, 6zurlller
poliklinigi, vb) boliimlere basvuran hastalardir. ANA boyanma paternleri irdelendigin-
de; 132 (%65)’sinin grandler, 24 (%11.7)’tGnlin homojen, 25 (%12.2)'inin niikleolar, 13
(%6.3)’inlin sentromer ve 6 (%2.9)’sinin periferal paternde oldugu tespit edilmistir. Isi-
ma dizeyleriise; 168 (%81.5) 6rnekte (+), 19 (%9.2) 6rnekte (++), 9 (%4.3) 6rnekte (+++)
ve 6 (%2.9) ornekte (++++) olarak belirlenmistir. Graniiler paternde ANA pozitifliginin in-
sidansi 4. ve 5. dekadda diger dekadlara gore daha yiksek bulunmustur (p<0.001). ANA
testinde pozitif sonug tek basina hastalik tanisi koymak igin yeterli olmadigi gibi, negatif
sonug da hastalik tanisini ekarte ettirmemektedir. Yash hastalarda, kronik enfeksiyon
varliginda veya bazi ilaglarin kullanildigi durumlarda yalanci ANA pozitifligi goézlenebil-
mektedir. Bu nedenle ANA degerleri hastaligin klinik bulgulariyla beraber degerlendi-
rilmelidir.

Anahtar kelimeler: ANA, immiinofloresan antikor, boyama paterni
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[PP-056]

FRANCISELLA TULARENSIS ANTIKORLARI POZIiTiF OLAN HASTA
SERUM ORNEKLERINDE BARTONELLA HENSELAE ANTiKORLARININ
ARASTIRILMASI

Cagri Ergin', Aynur Karadenizliz, Miiserref Tatman Otkun?, Yiiksel Akkaya?, Ozgiin
Kiris Satilmis?, Alper Akgali®, Hiseyin Uzuner?

1pamukkale Universitesi Tip Fakiiltesi, Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali, Denizli.

2Kocaeli Universitesi Tip Fakiiltesi, Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali, Kocaeli.

30nsekiz Mart Universitesi Tip Fakiiltesi, Mikrobiyoloji ve Klinik Mikrobiyoloji Anabilim Dali,
Canakkale.

Francisella tularensis Glkemizde son 70 yilda farkli bélgelerde salginlar meydana ge-
tiren tularemi hastaligi etkenidir. Tulareminin endemik oldugu bolgelerde tiiberkiiloz,
bartonelloz, yersinyoz ve bruselloz ayirici tanida degerlendirilmelidir. F.tularensis ve Bar-
tonella henselae benzer vektérel gegis ve cografi dagilim 6zelligi gdostermektedir. Barto-
nelloz tanisinda immunofluoresan antikor tekniginde (IFAT) duyarlihk %14-100, 6zgulliik
%0-100 arasinda bildirilmektedir. Tularemi hastalarinin serumlarinda 20 yili agan siire ile
antikor varliginin devam ettigi bilinmektedir. F.tularensis antikorlari Brucella, Bartonel-
la gibi a-proteobakterilerle ¢apraz reaksiyon vermektedir. Sunulan arastirmada tulare-
mi seropozitif orneklerde B.henselae antikorlarinin varligi IFA teknigi ile arastiriimistir.
Arastirmaya 90 serum 6rnegi (60 tularemi seropozitif, 30 seronegatif) alinmistir. Tula-
reminin serolojik degerlendirmesi ticari antijen kullanilarak mikroaglitinasyon yontemi
ile; B.henselae serolojisi antijen olarak Vero hiicrelerinde es-kiltlr yapilan ATCC 49982
(Houston-1) kékeni kullanilarak IFAT ile arastiriimistir. Calismaya alinan 60 tularemi se-
ropozitif serum 6rneginin 37’sinde (%61.7), 30 seronegatif serum 6rneginin ise 2’sinde
(%6.7) B.henselae antikorlari saptanmistir (p<0.001). Tularemi seropozitifliginin titre-
sindeki artis ile birlikte, saptanan B.henselae pozitifligi de artmaktadir (r>=0.317). Elde
edilen veriler F.tularensis antikorlarinin varliginda IFA testi ile yliksek oranda B.henselae
pozitifligi saptandigini géstermektedir. Endemik bélgelerde yapilacak bartonelloz tara-
malarinda, aktif hastalik sonrasinda tularemi seropozitifliginin uzun siire saptanabil-
digi durumlarda veya sessiz tularemi enfeksiyonu varliginda, IFA yontemi ile yapilacak
B.henselae taramalarinin yliksek oranda ¢apraz reaksiyon nedeniyle yanlis pozitif sonug-
lar verebilecegi gbz 6niinde bulundurulmahdir.

Anahtar kelimeler: Francisella tularensis, Bartonella henselae, ¢apraz reaksiyon, seroloji

7. Ulusal
278 Tanisal ve Molekiiler Mikrobiyoloji Kongresi



[PP-057]

DNA Dizi ANALIizZi iLE TANIMLANAN MUCOR CIRCINELLOIDES
KOLONiZASYONU OLGUSU

Merve Avdin', Ozlem Giizel Tungcan?, Ayse Kalkanci?, Dilek Arman?, Semra
Kustimur?
Erzincan Universitesi Tip Fakiiltesi, Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali, Erzincan.

2Gazi Universitesi Tip Fakiiltesi, Enfeksiyon Hastaliklari Anabilim Dali, Ankara.
3Gazi Universitesi Tip Fakiiltesi, Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali, Ankara.

Subat 2011’de kolon kanseri tanisi alan 49 yasindaki erkek hastada Kasim 2011'de
pnémoni gelismesi lizerine Gazi Universitesi Tip Fakiiltesi Enfeksiyon Hastaliklari servisi-
ne yatirilmistir. Hastada Mart 2011’de Tip Il diyabet gelismesi nedeniyle insilin tedavisi
baslanmistir. Hasta en son Ekim 2011’de kemoterapi almistir. Pnémoni sirasinda gelisen
diyare nedeniyle tedavisi siprofloksazin ve metronidazol olarak diizenlenmistir. Hasta
notropenik olmayip, kan sayimi 19.370 hiicre/mm?3 |6kosit ve bunlarin %96’si nétrofil
olarak belirlenmistir. Balgam ve gaita yaymasinda yogun sekilde hif saptanmasi, balgam
ve gaita kiiltirtiinde kif Gremesi nedeniyle amfoterisin B tedavisi baslanmistir. Kanda
galaktomannan antijeni negatif saptanmistir. Balgam ve gaita kiiltliriinde Uretilen kuf
mantari morfolojik olarak Mucor cinsi ile uyumlu bulunmus, tir tanimi yapilamamistir.
Akciger bilgisayarli tomografisinde metastaz ile uyumlu, fungal enfeksiyonla uyumsuz
lezyonlar saptanmistir. Paranazal sinlis tomografisinde patoloji saptanmamistir. Hasta-
nin amfoterisin B tedavisinin 7. gliniinde alinan balgam kiltlriinde Acinetobacter Ure-
mistir. Hastanin tedavisi imipenem ve kolistin olarak degistirilmis, hastada hipoksi gelis-
mesi ve sikayetlerinde artis nedeniyle elektif olarak entiibe edilmistir. Septik sok tablosu
gelisen hastaya linezolid tedavisi eklenmistir. Yatisinin 21. giinlinde hasta kaybedilmis,
otopsi yapilamamistir. Hastanin sistemik mukormikoz ile uyumlu olmamasi nedeniyle
Mucor ile yaygin kolonize olmus olgu olarak kabul edilmistir. Kiif kolonisinin tiir diizeyin-
de tanimlanmasi igin DNA dizi analizi uygulanmistir. Ribozomal DNA Gzerindeki “Internal
transcribed spacer” (ITS) bolgesi hedeflenmis, ITS1 ve ITS4 primerleri kullanilarak bolge
cogaltilmistir. “BigDye® Terminator v3.1 Cycle Sequencing” kiti ve ABI Prism 310 otoma-
tik DNA dizi analizi cihazi kullaniimistir. Diziler BLAST veri bankasi ile karsilastirildiginda
DQ118990.1 kaydi ile %99 uyumluluk bulunmustur. Kif mantari Mucor circinelloides
olarak isimlendirilmistir.

Anahtar kelimeler: Dizi analizi, ITS, immdiin siipresif hasta, Mucor circinelloides

5-8 Haziran 2012, Ankara ® Program ve Bildiri Ozet Kitabi 279
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KONTRASEPSiYON UYGULANAN KADINLARDA VULVOVAIJINA
KANDIDOZU: ANTIFUNGAL DUYARLILIK SONUCLARI VE VIRULANS
OZELLIKLERININ KARSILASTIRMASI

Ahmet Baris Giizel', Umran Kiiclikgdz Giileg!, Merve Aydin?, Ramazan Giimral?,
Ayse Kalkanci*, Macit ilkit®

1cukurova Universitesi Tip Fakiiltesi, Kadin Hastaliklari ve Dogum Anabilim Dali, Adana.
2Erzincan Universitesi Tip Fakiiltesi, Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali, Erzincan.

3Giilhane Askeri Tip Akademisi, Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali, Ankara.

4Gazi Universitesi Tip Fakiiltesi, Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali, Ankara.

SCukurova Universitesi Tip Fakiiltesi, Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali, Adana.

Dogurganligin istemli kontrollini saglayan kontrasepsiyon yontemlerinin vulvovaji-
na kandidozunu artirdig1 yoniinde bilgiler bulunmaktadir. Bu ¢alismada, Mart-Haziran
2011 tarihleri arasinda Gukurova Universitesi Kadin Hastaliklari ve Dogum Anabilim Dali
polikliniklerine basvuran ve gesitli kontrasepsiyon yontemleri kullanan 18-49 yas arasi
506 kadin, vulvovajina kandidozu varligl ydniinden muayene edilmis ve elde edilen 129
Candida koékeni in vitro ¢alismaya dahil edilmistir. 127 Candida kokeni, CHROMagar Can-
dida besiyeri, germ tiip testi, misir unu agarda klamidospor olusturma ve karbonhidrat
asimilasyonu (ID20C, ID32C) kullanilarak tanimlanirken, Kluyveromyces marxianus ve
Pichia kudriavzeii kokenleri DNA dizi analizi yontemiyle tanimlanmistir. Candida albicans
kékenlerinin tiir tanimlamalari hifal duvar proteini (HWP1) gen polimorfizmi ve 6zgiil
primerler (CR-f 5’-GCT ACC ACT TCA GAA TCA TCA TC-3’ ve CR-r 5’GCA CCT TCA GTC
GTA GAG ACG-3’) kullanilarak dogrulanmistir. C.albicans kompleksi icinde C.africana,
C.stellatoidea ve C.dubliniensis tirleri saptanmamistir. Hastalar akut vulvovajina kan-
didozu (AVVK), semptomatik rekiirren vulvovajina kandidozu (sRVVK), asemptomatik
rekiirren vulvovajina kandidozu (asRVVK) ve kontrol grubu olmak tzere dort gruba ay-
rilmistir. Antifungal duyarlilik testi igin CLSI M27-A3 mikrodiliisyon yontemi kullanilarak
flukonazol, itrakonazol, ketokonazol, mikonazol, klotrimazol ve borik asit icin MiK de-
gerleri belirlenmistir. Virtlans faktori olarak fosfolipaz, proteinaz ve hemolitik aktivite
degerlendirilmistir. AVVK ve RVVK’ll hastalardan izole edilen kdkenlerin MiK degerleri
kontrol grubuyla karsilastirildiginda anlamli bir fark bulunamamistir. AVVK ve RVVK'li
hastalardan izole edilen kékenler kontrol grubuyla karsilastirildiginda proteinaz ve fosfo-
lipaz Gretimi 6nemli lciide yiiksek bulunmustur (p<0.05). imidazol grubu antifungaller,
triazollere ve borik aside gore daha etkin bulunmustur.

Anahtar kelimeler: Candida spp., kontrasepsiyon, vulvovajina kandidozu
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[PP-059]

GEVRESEL CRYPTOCOCCUS NEOFORMANS TARAMALARINDA YENi
BiR BESIYERI OLARAK SOLANUM MELONGENA (PATLICAN) iCERIKLI
BESIYERININ PERFORMANSININ ARASTIRILMASI

Mustafa Sengil?, Cagri Ergin?, Tugba Kartal?

Pamukkale Universitesi, ‘Tip Fakiiltesi, Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali; 2Fen-Edebiyat Fakiiltesi,
Biyoloji B6liimii, Denizli.

Cryptococcus neoformans’in gevresel kolonizasyon odaklarinin saptanmasinda, en-
zim aktivisine bagli pigment olusumunun gosterildigi secici besiyerleri kullaniimaktadir.
Bu amagla dogal farkli melanin énciist kimyasallari iceren besiyerleri hazirlanmistir. Su-
nulan arastirmada tlkemizde yaygin olarak yetisen Solanum melongena (patlican) bitki-
sinden hazirlanan, ¢evresel 6rneklerden C.neoformans’in hizli ve kolay tanimlanmasina
yonelik yeni bir besiyeri sunulmaktadir. Arastirmada ilk asamada standart C.neoformans
kdkenlerinin S.melongena (SM) besiyerinde pigment olusumu incelendi. ikinci asamada,
surekli cevresel kolonizasyonun gosterildigi Gokova-Akyaka bolgesinden 19 Eucalyptus
camaldulensis agacindan 6rnekleme yapildi. Basit Staib agar (bSA), Pal agar, tutiin agar
ve SM agar besiyerine ekilen 6rnekler iki hafta siire ile oda isisinda inklbe edildi. Tum
besiyerlerinin igerigine %0.4 kloramfenikol ve %0.5 bifenil ilave edildi. S koloni seklin-
de, kahverengi pigment olusturan koloniler, Gram boyama, Dalmau agar morfolojisi,
37°C’da Greme, Uireaz aktivitesi ve kanavanin-glisin-brom timol agar reaksiyonu ile ince-
lendi. SM agarda C.neoformans’in kolaylikla pigment olusturdugu gorilda. Arastirmaya
alinan 19 E.camaldulensis 6rneginden bSA, Pal ve SM agar besiyerlerinde 11, tiitlin agar
besiyerinde 10 C.neoformans izolasyonu yapildi. Koloni sayisi ortancalari bSA, Pal agar,
thtln agar ve SM agar icin sirasiyla 34, 31, 36 ve 31 koloni/petri olarak bulunurken,
en erken koloni olusumu bSA, en ge¢ koloni olusumu SM agar besiyerlerinde gézlendi.
Tum besiyerlerinde saprofitik ¢evresel kif Gremeleri baskilanamadi. Cevresel 6rnek-
lerde C.neoformans’in varliginin taranmasinda, icerigi ticari olarak kolay bulunan, hiz-
I ve givenilir tanimlama yapilabilen besiyerleri énemlidir. Bu arastirmada test edilen
S.melongena’dan hazirlanan besiyerinin de bu arastirmalarda kullanilabilecegini diigiin-
mekteyiz.

Anahtar kelimeler: Cryptococcus neoformans, Solanum melongena, kiiltiir, pigment, patlican
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DERMATOLOJiIK ORNEKLERDEN iZOLE EDIiLEN MAYALARIN FARKLI
YONTEMLERLE TANIMLANMASI

Mine Aydin?, Ayse Demet Kaya!, Gamze Erfan?, Sule Kaya?

Namik Kemal Universitesi Tip Fakiiltesi, Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali, Tekirdag
2Namik Kemal Universitesi Tip Fakiiltesi, Deri ve Ziihrevi Hastaliklar Anabilim Dali, Tekirdag.

Dermatolojik érneklerden, dermatofitlerin yani sira maya tirleri de izole edilmek-
tedir. Maya izolatlari farkli antifungal duyarhlik patenlerine sahip oldugundan tedavi
basarisini yonlendirmede, izolatlarin tanimlanmasi énemlidir. Calismamizda dermato-
lojik 6rneklerinden izole edilen mayalarin farkli yontemlerle tanimlanmasi ve sonuglarin
karsilastirilmasi amaglanmistir. Dermatoloji polikliniginden génderilen deri ve tirnak or-
nekleri direkt mikroskopik olarak ve Sabouraud Dekstroz Agar (SDA, BD)’a ekilerek de-
gerlendirilmis, maya Gremesi saptananlar ayrilmistir. Tanimlama igin izolatlar, geleneksel
yontemlerle birlikte, kromojenik besiyerlerinden CHROMagar ve BIGGY Agar (Salubris)’a
ekim yapilarak 37°C’de 48-72 saatlik inkiibasyondan sonra renklerine gére yorumlanmis-
tir. Standart sus olarak C.albicans (ATCC 90028), C.glabrata (ATCC 90030), C.parapsilosis
(ATCC 22019) ve C.krusei (ATCC 6258) kullaniimistir. Toplam 161 dermatolojik 6rnegin 18
(%11)’inden maya izole edilmistir. Maya suslarinin izole edildigi 6rneklerden 12 (%67)’si
deri, 6 (%33)’sI tirnaktir. Mayalarin 4 (%22)’t C.glabrata, 4 (%22)’U C.tropicalis, 2 (%11)'si
C.albicans, 2 (%11)’si C.parapsilosis, 2(%11)’si Saccaromyces cerevisiae, 2 (%11)’si Rho-
dotorula spp., 1(%6)’i C.krusei ve 1 (%6)'i Trichosporon spp. olarak tanimlanmistir. Ta-
nimlamada CHROMagar’in ozellikle C.albicans, C. tropicalis, C. glabrata ve C. krusei'yi
dogru tanimladigl, ancak diger izolatlarin tanimlanmasinda yarar saglamadigi; BIGGY
agarin ise tim izolatlar igin tanimlama 6zelliginin sinirli oldugu belirlenmistir. Sonug ola-
rak, dermatolojik 6rneklerde maya izolatlarinin farkli cins ve tirlerde olmasi ve Candida
izolatlari arasinda da albicans disi tiirlerin sikligi gbz 6nline alindiginda, tir diizeyinde ta-
nimlamanin gerekli oldugu saptanmig ve kullanilacak kromojenik besiyerlerinin mutlaka
referans bir yontemle birlikte degerlendirilmesi gerektigi belirlenmistir.

Anahtar kelimeler: Candida, maya, tanimlama, kromojenik besiyeri
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iKi FARKLI YONTEM KULLANILARAK GAITA ORNEKLERINDE
DIENTAMOEBA FRAGILIS’IN ARASTIRILMASI

Zeliha Giilter Yalcin®, Umit Aksoy?, Engin Karakege!

1s.B. Sakarya Universitesi Egitim ve Arastirma Hastanesi, Tibbi Mikrobiyoloji Laboratuvari, Sakarya;
Dokuz Eyliil Universitesi Tip Fakiiltesi, Parazitoloji AD, izmir.

2Dokuz Eyliil Universitesi Tip Fakiiltesi, Parazitoloji AD, izmir.

Dientamoeba fragilis gesitli gastrointestinal yakinmalara neden olan kalin barsak
yerlesimli bir parazittir. Polimorfik trofozoit yapida olmasi, kist formunun gosterilmeme-
si, bagirsak disinda hizla pargalanmasi, salin ve iodinli preparatlarda ¢ekirdek yapisinin
gorilememesi nedeniyle tanisinda direkt baki yeterli olmamakta ve parazit kolaylikla
gbzden kagmaktadir. D.fragilis’in patognomonik olan niikleus 6zellikleri, tek ya da gift
olusuyla ve merkezinde kimelenen 4-8 kromatin halinde olan pargal karyozom yapisiile
kalict boyamali preparatlarda izlenmektedir. Bu ¢alismada, bagirsak pasaji disinda hizla
bozulan bu parazitin tanisini, fiksatif sollisyon igindeki gaita 6rnegine uygulanan demir
hematoksilen (FeH) boyama ve -20 derecede saklanan gaita 6rneklerine uygulanan kon-
vansiyonel PCR yontemleri ile gerceklestirmek ve bu yontemleri D.fragilis’in tanisi agi-
sindan karsilastirmak amaglanmistir. Calismada, 292 diyareli hastanin sodyum asetat fik-
satif (SAF) icine alinmis olan tiim gaita 6rneklerine FeH boyama yontemi uygulanmistir.
Molekdiler tanisi igin de “small subunit ribozomal” DNA gen bdlgesi ¢ogaltilmistir. Tim
olgular arasinda D.fragilis pozitifligi FeH boyama ile %$16.4 (48/292) olup, PCR yontemiy-
le %18.1 (53/292) siklikta D.fragilis saptanmistir. FeH boyama yontemi referans olarak
alindiginda, ¢alismada kullanilan PCR yonteminin duyarhhigi %85.4, segiciligi %95 olarak
tespit edilmistir. iki test arasindaki tutarlilik, (kappa degeri) 0.77°dir. Calisma sonuglari-
miz, direkt rutin incelemelerle saptanmasinin gii¢ oldugu D.fragilis’in tanisina 6nem ve-
rilmesi gerektigini gostermistir. Fiksatifli 6rneklerin boyanarak incelenmesi, hatta kronik
diyareli ve immiin yetmezlikli hastalarda PCR yénteminin kullanilmasi, ger¢ek parazit
sikhigina ve parazit hakkinda agiga ¢cikmamis bilgilere ulagilmasini saglayacaktir.

Anahtar kelimeler: Dientamoeba fragilis, fiksatif, demir hematoksilen, PCR, tani
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SALGIN ORNEKLERiINiN PARAZITOLOJIK INCELENMESINDE
MiKROSKOBIK, ANTIJEN TARAMA VE MOLEKULER YONTEMLERIN
KARSILASTIRILMASI

Selma Usluca!?, Evren Eken?, Aysegiil Taylan Ozkan!, Handan Kalaycioglu?, Cahit
Babur!
Tiirkiye Halk Saglhidgi Kurumu, *Mikrobiyoloji Referans Laboratuvarlari Daire Baskanhgi, Ulusal

Paraziter Hastaliklar Referans Laboratuvari; 2Zoonotik ve Vektérel Hastaliklar Daire Baskanligi,
Ankara.

Aralik 2011-Mart 2012 tarihlerinde Ankara, Amasya, Balikesir, Burdur, Gimishane,
istanbul, Kirklareli, Nigde, Sakarya ve Tekirdag il Saglik Midrliikleri tarafindan ishal sal-
ginlarina ait digski 6rnekleri “paraziter etken saptanmadigl” beyaniyla yalnizca bakteriyo-
lojik/virolojik tetkik talebiyle Kurumumuza génderilmistir. Bu kapsamda Salgin Koordina-
torlaglince laboratuvarimiza yonlendirilen 78 diski 6rnegi, nativ-lugol, konsantrasyon ile
mikroskobik; Cryptosporidium/Giardia direkt floresan antikor (DFA) (CelLLabs), Entamo-
eba histolytica adezin antijeni ELISA (Wampole) ile immiinolojik; ve Entamoeba histoly-
tica, Giardia intestinalis, Cryptosporidium sp. ve Dientamoeba fragilis multipleks real-ti-
me PCR (Aus diagnostic) ile molekuler yontemlerle degerlendirilmistir. Diski 6rneklerinin
40" kadin, 38'i erkek hastaya aittir. Herhangi bir yontemle, olgularin 15 (%19.2)’inde en
az bir parazit saptanmig, bunlarin tglinde ise ikiser parazit (%3.9) bulunmustur. Parazit
saptananlarin sekizi kadin (%53.3), yedisi (%46.7) erkektir. Ayrica alti hastada degisen
yogunluklarda I6kosit goriilmis, bunlarin yalnizca birinde PCR yontemi ile G.intestinalis
belirlenmistir. Saptanan parazitler arasinda Endolimax nana, Entamoeba coli, D.fragilis,
Blastocystis hominis, E.histolytica, G.intestinalis, Ascaris lumbricoides ve Cryptospori-
dium spp. bulunmaktadir. D.fragilis yalnizca molekiiler yontemlerle tespit edilebilmistir.
Cryptosporidium spp, G.intestinalis ve E.histolytica da genellikle ya imminolojik ya da
molekiler yontemlerle saptanmistir. Sonug olarak, digski 6érneklerinin uygun kosullarda
ve hizli bir sekilde tasinmamasi laboratuvar tanisini olumsuz yénde etkilemektedir. ishal
salginlarinda paraziter etkenlerin de rol alabilecegi goz ardi edilmemeli; 6zellikle ishal
yakinmasi olan olgularda etiyolojinin anlasilabilmesi icin molekiler incelemeler de dahil
olmak lizere birden fazla yontem birlikte kullaniimahdir.

Anabhtar kelimeler: ishal, multipleks real-time PCR, parazit, salgin, tani
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Tablo. Aralik 2011-Mart 2012 tarihleri arasinda il Saglik Midiirliikleri tarafindan génderilen ishal
salginindaki olgulara ait digki 6rneklerinde saptanan parazitler.

Salginin goriildiigii il Salgin Parazit saptanan Tanimlanan Tani
(gelen érnek sayisi) tarihi ornek sayisi etken(ler) yéntemi
Ankara (3) Aralik 2011 1 Endolimax nana+ Mikroskopi
Entamoeba coli
Amasya (19) Mart 2012 1 D.fragilis PCR
Balikesir (5) Aralik 2011/ 1 D.fragilis+ PCR ve
Mart 2012 Blastocystis hominis mikroskopi
Burdur (1) Mart 2012 1 E.histolytica ELISA
Glmushane (5) Ocak 2012 1 G.intestinalis PCR
istanbul (3) Subat 2012 1 E.histolytica PCR
Kirklareli (7) Subat 2012 0 - -
Nigde (11) Mart 2012 3 E.histolytica (n:2), ELISA ve
Ascaris lumbricoides mikroskopi
(n:1)
Sakarya (13) Subat/Mart 3 G.intestinalis (n:2), DFA, PCR,
2012 Blastocystis hominis mikroskopi
(n:1)
Tekirdag (11) Mart 2012 3 G.intestinalis, D.fragilis, PCR
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TURKIYE’'DEKiI PLASMODIUM VIVAX iZOLATLARINDA MSP-1 GEN
POLIMORFizMi

Fadile Yildiz Zeyrek?, Shin Ichiro Tachibana?, Fehmi Yiiksel*, Nebiye Doni?, Nirianne
Palacpac®, Nobuko Arisue3, Toshihiro Horii3, Cevayir Coban®, Kazuyuki Tanabe?

Harran Universitesi Tip Fakiiltesi, Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali, Sanlurfa.

?Laboratory of Malariology, International Research Center of Infectious Diseases, Research Institute
for Microbial Diseases, Osaka University, Japan.

3Department of Molecular Protozoology, Research Institute for Microbial Diseases, Osaka University,
Japan.

“Laboratory of Malaria Inmunology, WPl Inmunology Frontier Research Center, Osaka University,
Japan.

Plasmodium vivax merozoit ylizey proteini (PvMSP-1), 200 kDa agirliginda, merozoit
ylzeyinden salgilanan ve vivax sitmasina karsi en 6nemli kan evresi asi adaylarindan biri-
dir. Turkiye'nin Glineydogu Anadolu Bolgesi’'nde sitma uzun yillardan beri gorilmekte ve
etken olarak sadece Pvivax izole edilmektedir. Bu bdlgede dolasan suslardaki polimorfiz-
mi anlamak igin elde edilen izolatlarin MSP-1 geninin tamami (5.2-5.3 kb) ve dort mikro-
satellit lokusu (MS8, MS9, MS15 ve 3.502) sekanslanarak, diger cografik bolge suslariyla
karsilastirilmigtir. Turkiye ve diger cografik bolgelerden elde edilen sekanslarin karsilas-
tinlmal analizi sonucunda, Tlrkiye izolatlarinda sinirli polimorfizm oldugu gérilmis-
tir (Sekil 1). Diger cografik bolge 6rneklerinde 280. aminoasitte, Turkiye orneklerinde
162. aminoasitte tek niikleotid polimorfizmi (SNP) bulunmustur. Tanimlanan sekiz yeni
SNP’in sadece Tiirkiye izolatlarina 6zgii oldugu gorilmustir. Bu sekiz SNP arasinda 1706,
D/E degisikligi bir asi adayi molekuli olan C-terminal 19-kDa polipeptid tizerinde olmasi
ile oldukga kayda degerdir ve su ana kadar bu polipeptid lizerinde bildirilen tek degisiklik
olan 1709, K/E degisikliginden farklidir. PvMSP-1 poli-Q bélgesi oldukga polimorfik olan,
Pvivax genetik cesitliliginin izlenmesinde kullanilan 6nemli bir molekiler gostergedir.
Poli-Q polimorfizm analizine gore Tirkiye suslarinin tamaminin Belem subtipinde oldu-
gu gorilmustir. Sonug olarak, PvMSP-1 ve mikrosatellit analizleri Turkiye'de Pvivax po-
pilasyonunda ciddi anlamda disik genetik gesitlilik oldugunu ortaya ¢ikarmistir. Veriler
Turkiye'de son vivax parazit poptilasyonunun bir darbogazda oldugunu gostermektedir.
Bu calisma ile ortaya ¢ikan parazit poptilasyonundaki darbogazin, Tiirkiye’de yillik sitma
insidansindaki dramatik azalma ile uyumlu oldugu gérilmustir (Sekil 2.). Bu durum, son
yillarda bélgede yapilan sitma ile miicadelenin 6nemli bir sonuca ulastigini géstermek-
tedir.

Anahtar kelimeler: Plasmodium vivax, Pvmsp1, polimorfizm, Tiirkiye
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Sekil 1. Sinonim (dS) ve sinonim olmayan (dN) mutasyonlarin orani ve yerlerinin Turkiye, Tayland
ve Brezilya 6rneklerinde karsilastirilmasi (Pvmsp1 sekansi tig bolgeye ayrildi: N-terminal, sentral- ve
C-terminal bolge. C-terminal 42-kDa polipeptid bélge 33-kDa ve 19-kDa bélgelere ayrildi *p<0.05,
**p<0.01, ***p<0.001)
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Sekil 2. Sanhurfa’da Pvivax vakalarinin 1981-2009 yillari arasindaki yillik dagilimi (2004 yilindan itibaren
vaka sayilarindaki diistis belirgin olarak gorilmektedir)
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[PP-064]

AYDIN iLINDE INSANDAN iZOLE EDILEN GIARDIA INTESTINALIS
GENOTIPLERININ TANIMLANMASI: ON CALISMA

Sema Ertug?, Sercin Ozlem?, Hatice Ertabaklar’, Biilent Bozdogan?

Adnan Menderes Universitesi, 'Tip Fakiiltesi, Parazitoloji Anabilim Dali; Tip Fakiiltesi, Tibbi
Mikrobiyoloji Anabilim Dali; * Saglhik Bilimleri Enstitiisii, Biyofizik Anabilim Dali, Aydin.

Giardia intestinalis insan ve hayvanlarda diinyada yaygin olarak goriilen kamgih bir
protozoondur. Glinlim{ze kadar yapilan ¢alismalarda A, B, C, D, E, F ve G olmak lzere
yedi genotipi tanimlanmistir. Bu genotiplerden yalnizca A ve B grubunun hem insan-
da hem de ¢ok sayidaki memeli hayvanda saptandigi, diger gruplarin ise sinirl konak
0zglllGglu gosterdigi bildirilmektedir. Bu ¢alismanin amaci, Aydin’da giardiasisli olgula-
rin diskilarindan elde edilen G.intestinalis suslarinin genotiplendirilmesi ve elde edilen
sonuglarin klinik bulgular ile iligkisinin degerlendirilmesidir. Diskida mikroskobik olarak
Giardia saptanan 15 6rnekten DNA ekstraksiyonu (Macherey- Nagel. NucleoSpin Tis-
sue® Kit) yapilmis ve Giardia DNA’si hem 16srRNA geninin 292 bp’lik kismini ¢ogaltan
RH11 ve RH4 primerleri, hem de beta-giardin geninin 753 bp’lik kismini ¢ogaltan G7,
G759 primerleri kullanilarak PCR ile ¢cogaltiimistir. On 6rnekte Giardia’ya ait 6zgll bant
goriintlist elde edilmis ve PCR Urlinlerine dizi analizi uygulanmistir. Clustal programi ile
16 srRNA genine 6zgl primerler kullanilarak sonug alinabilen bes PCR Griintinin dizi
analiz sonuglari igin Gen bankasinda bulunan referans sus kullanilarak karsilastiriimistir.
Bu karsilastirmaya gore sonug alinabilen bes PCR Urlinlinden {i¢ 6rnegin Al grubu ile
uyumlu oldugu saptanmistir. Diger iki 6rnegin dizi analiz sonucu degerlendirilememistir.
Ayni program kullanilarak beta-giardin genine 6zgli primerler kullanilarak yapilan bes
PCR Grinlnin dizi analiz sonuglari referans suslar ile karsilastirilmis ve bir 6rnegin A2
grubu ile diger ikisinin ise B grubu ile uyumlu oldugu saptanmistir. Diger iki 6rnegin se-
kans sonuglari degerlendirilememistir. Yapilan 6n galismamiza gore ilimizde insanlarda
saptanan tirlerin zoonotik olabilecegi dislinlilmektedir. Bu konuda yapilacak genis kap-
samli aragtirmalara ihtiya¢ duyulmaktadir.

Anahtar kelimeler: Giardia genotip, Giardia intestinalis, PCR, Aydin
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[PP-065]

TRICHOMONAS VAGINALIS SUSLARI ITS BOLGELERININ
KARSILASTIRILARAK TUR iCi FARKLILIKLARIN VE TRICHOMONAS
VAGINALIS VIRUSUNUN VARLIGININ ARASTIRILMASI

Hatice Ertabaklar?, Sercin Ozlem?, Sema Ertug?, Biilent Bozdogan?

Adnan Menderes Universitesi, 'Tip Fakiiltesi, Parazitoloji Anabilim Dali; Tip Fakiiltesi, Tibbi
Mikrobiyoloji Anabilim Dali; 3 Saglik Bilimleri Enstitiisii, Biyofizik Anabilim Dali, Aydin.

Trichomonas vaginalis, seksiiel yolla gegen hastaliklarin viral etkenlerden sonra en
stk nedeni olan kamgili bir protozoondur. T.vaginalis suslari arasindaki genotipik farklilik-
lar ve bu farkliliklarin parazitin virllansi, tedaviye yaniti ve klinik bulgulara etkisini aras-
tiran az sayida arastirma bulunmaktadir. Ayni zamanda endobiontlarin (Mycoplasma ve
Trichomonas vaginalis virus=TVV) dagilimi ve bunlarin parazitin diger 6zellikleri Gzerine
olan etkileri de belirsizligini korumaktadir. Bu gcalismada T.vaginalis suslarinin “internal
transcribed spacer” (ITS) bolgeleri karsilastirilarak tur igi farkliliklarin ve TVV varliginin
arastirilmasi amaglanmistir. Toplam 20 sus ¢alismaya dahil edilmistir. Total DNA ekstrak-
siyonu kit kullanarak Uretici firmanin dnerileri dogrultusunda yapilmistir. Suslardaki 5.5
kb’lik ¢ift sarmalli RNA igeren TVV, izolatlardan elde edilen DNA 6rneklerinin jelde yi-
ratllmesi ile arastiriimistir. Ribozomal DNA'nin 5.8S alt {initesini igine alan ITS bolgesi
spesifik primerler kullanilarak ¢ogaltilmistir. Amplikonlarin sekans analizi yapilmis ve
sekanslar T.vaginalis Tv30:GZ susunun sekansi ile (Gen bank no AY871048) ClustalWw2
programi kullanilarak karsilastirilmistir. Elektroforez sonucu test edilen 20 sustan 5’inde
TVV varligl saptanmistir. Cogaltilan ITS bolgelerinin sekanslari karsilastirildiginda 20 sus-
tan 5’'inde yalnizca 15. bazda A insersiyonu, birinde yalnizca nokta mutasyonu (157.baz-
da sitozin yerine timin), birinde ise hem insersiyon (15.bazda A insersiyonu) hem de nok-
ta mutasyonu (157.bazda sitozin yerine timin) goriilmistir. Bu 6n ¢calismamiz ile ilk kez
Turkiye’den izole edilen T.vajinalis’te TVV'nin varhigi ve Tvajinalis’e ait tir igi farkhhklar
saptanmistir. Calismamizdan elde edilen verilerin, daha sonra yapilacak olan ¢alismalara
1sik tutacagi dustnilmektedir.

Anahtar kelimeler: Genotip, PCR, Trichomonas vaginalis, Trichomonas vajinalis virusu (TVV)
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[PP-066]

DISKIDA GIARDIA INTESTINALIS TANISINDA UC YONTEMIN
(MiKROSKOBIK iNCELEME, DIREKT FLORESAN ANTIKOR TESTI,
iIMMUNOKROMATOGRAFIK YONTEM) KARSILASTIRMALI OLARAK
DEGERLENDIRILMESi

Senem Yaman Karadam?, Sema Ertug?, Hatice Ertabaklar?

Adnan Menderes Universitesi, ‘Saglik Bilimleri Enstitiisii, Tibbi Parazitoloji Anabilim Dali; 2Tip
Fakiiltesi, Parazitoloji Anabilim Dali, Aydin.

Giardia intestinalis’in ozellikle gelismekte olan Ulkelerde ¢ocuklarda siklikla bagir-
sak enfeksiyonlarina yol agtigi bilinmektedir. Parazitin tanisinda; mikroskobik baki, bo-
yama yontemleri, direkt floresan antikor teknigi (DFA), ELISA, immiinokromatografi (IK)
ve PCR gibi yontemler kullaniimaktadir. Bu yontemlerin duyarlilik ve 6zgullGgu ile ilgili
fazla galisma bulunmamaktadir. Calismamizda G.intestinalis tanisinda mikroskobik in-
celeme, DFA ve IK yontemlerinin karsilastirmali olarak degerlendirilmesi amaglanmistir.
Calismaya diski 6rneklerinde nativ-lugol ve/veya formol-etil asetat ¢oktiirme yontemi
ile G.intestinalis saptanan 25 ve kontrol grubu olarak parazit saptanmayan 25 6rnek
alinmistir. Calismaya alinan diski 6rneklerinde DFA (Cellabs, Crypto/Giardia-Cel IF) ve
IK (RIDA QUICK, Cryptosporidium/Giardia Combi Dipstick) testleri Uretici firmalarin
onerileri dogrultusunda cahsilmistir. Calismamizda nativ-lugol ve/veya formol-etil ase-
tat ¢oktliirme yontemi ile G.intestinalis saptanan 25 diskinin tamaminda DFA ile parazit
gorilmustir. IK yontemi ile 24 drnekte parazite 6zgi bant saptanirken, bir 6rnekte sap-
tanamamistir. Kontrol grubunda 25 digkinin tamaminda hem DFA hem de IK yontemi
ile parazit tespit edilmemistir. Sonug olarak, G.intestinalis tanisinda mikroskobik baki
referans olarak alindiginda DFA’nin 6zgillik ve duyarhhginin %100, IK’in duyarliliginin
%96, 6zgulluguniin ise %100 oldugu belirlenmistir. IK ydnteminin, kolay uygulanabilme-
si, deneyimli personel ve laboratuvar alt yapisi gerektirmemesi, hizli sonug vermesi gibi
avantajli yonleri nedeniyle tani laboratuvarlarinda ve ayrica kitle taramalarinda kulla-
nilacagi distinilmistir. DFA yonteminin ise alt yapisi glicli laboratuvarlarda deneyim
gerektirmeyen personel tarafindan degerlendirebilecegi kanisina variimigtir.

Anahtar kelimeler: DFA, direkt baki, Giardia, immiinokromatografik yéntem
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[PP-067]

KUTANOZ LEISHMANIASIS TANISINDA YAYMA, KULTUR VE PCR
YONTEMLERININ KARSILASTIRMALI OLARAK DEGERLENDIiRILMESi

Hatice Ertabaklar?, Sercin Ozlem?, Erengiil Boduc?, Sema Ertug!

Adnan Menderes Universitesi, 'Tip Fakiiltesi, Parazitoloji Anabilim Dali; 2Saglik Bilimleri Enstitiisii,
Biyofizik Anabilim Dali; 3Saglik Bilimleri Enstitiisii,Tibbi Parazitoloji Anabilim Dali, Aydin.

Kutanoz leishmaniasis (KL) tropik ve subtropik tilkelerde sik gérilen bir deri hastaligi
olup Glneydogu Anadolu Bolgesi'nde endemik olarak gorlilmektedir. Son yillarda Ege
Bolgesi de dahil olmak Uizere pek ¢ok bolgeye yayilan hastalik Aydin ilinde de varhgini
surdirmektedir. Calismamizda KL stpheli olgulardan alinan érneklerde Leishmania spp.
varligi, yayma, kultlr ve PCR ydntemi ile arastirilarak, sonuglarin karsilastirmali olarak
degerlendirilmesi amaclanmistir. Adnan Menderes Universitesi Tip Fakiltesi Parazitolo-
ji Laboratuvari’na basvuran KL slipheli 21 olgu ¢alismaya dahil edilmistir. Lezyonlardan
alinan 6rnekler lama yayildiktan sonra Giemsa ile boyanarak amastigot varhigi isik mik-
roskobu ile arastiriimistir. Alinan érnekler NNN besiyerine ekilmistir. Orneklerden alinan
lam tizerindeki yaymalar -202C’de saklanmis ve bu lamlar tizerindeki yayma 6rneklerin-
den DNA ekstraksiyonu uretici firmanin 6nerilerine gore ticari bir kit (Macherey-Nagel
NucleoSpin Tissue® Kit) kullanilarak yapilmistir. Leishmania spp. kinetoplast DNA’sinin
116 bp’lik kismini cogaltan 13A ve 13B primerleri kullanilarak PCR ¢alisiimistir. Giemsa
ile boyandiktan sonra incelenen 21 olgu 6rnegine ait yaymanin 10’unda (%48) amastigot
saptanmistir. Kiiltirde 6rneklerin 12’sinde (%57) promastigot mikroskobik olarak goz-
lemlenmistir. PCR yonteminde ise yine 6rneklerin 12’sinde (%57) parazite 6zgi bant gos-
terilmistir. Her G¢ yontemden en az birinde pozitiflik saptanmasi gbz éniine alindiginda,
21 olgunun 13 (%62)’lne tani konulmustur. Kutandz leishmaniasis tanisinda en yaygin
kullanilan yéntem olan boyali yayma, incelemesi kolay ve ucuz olmakla birlikte dene-
yimli mikroskobiste ihtiyagc gostermektedir. Son yillarda pek ¢ok hastalikta oldugu gibi KL
tanisinda da molekiler yontemler kullaniimaktadir. KL tanisinda birden fazla yontemin
tani amaciyla kullanilmasinin ¢ok sayida olgunun tani almasini sagladigi diisiinilmustar.

Anahtar kelimeler: Leishmania, kiiltir, PCR, yayma, Aydin
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[PP-068]

DISKIDA BLASTOCYSTIS SPP’NIN ARASTIRILMASINDA MODIFIYE
FORMOL ETER KONSANTRASYON YONTEMi VE FECONOMICS® in
KARSILASTIRILMASI

Merve Aydin?, ilkiz Oguz?, Katren Al Bakkour?, Funda Dogruman AP, ipek
Mumcuoglu?, Semra Kustimur®

Erzincan Universitesi Tip Fakiiltesi, Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali, Erzincan.

2Gazi Universitesi Tip Fakiiltesi, Saglik Bilimleri Enstitiisii, Ankara.

3Gazi Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali, Ankara.
“Ankara Numune Egitim ve Aragstirma Hastanesi, Mikrobiyoloji Laboratuvari, Ankara.

Blastocystis spp. henliz patojenitesi tam belirlenememekle birlikte, gesitli gastro-
intestinal semptomlara neden olan, son yillarda (rtiker ve irritabl barsak sendromu ile
iliskilendirilen bir protozoondur. Dogrudan yayma ve kalici boyali preparatlar incelen-
diginde gbézden kagabilen seyrek Blastocystis kistleri, diskinin yogunlastiriimasiyla daha
kolay saptanabilmektedir. Feconomics® kullanima hazir bir ticari kit olup, igerdigi emici
boncuklar ile santrifiij ya da flotasyona gerek duyulmadan diskinin konsantre edilmesini
saglayabilmektedir. Feconomics®in etkinligini degerlendirmek amaciyla, Gazi Universi-
tesi Tip Fakltesi Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali ve Ankara Numune Egitim ve Arastir-
ma Hastanesi Laboratuvarlari’na gesitli gastrointestinal sistem sikayetleri ile gdnderilen
360 hastaya ait diski 6rnegi nativ-lugol yontemi ile incelenmis, Blastocystis spp. goriilen
38 diski 6rnegi calismaya alinmistir. Digki 6rnekleri hem rutin uygulanan modifiye for-
mol-eter konsantrasyon (MFEAK) yontemi ile hem de Feconomics® ile konsantre edil-
mistir. Nativ-lugol inceleme yapilmis ve yayma preparat hazirlanarak trikrom boyama
yapilmisir. Nativ—lugol inceleme ve kalici boyama yéntemleri protozoonlari saptama
ve protozoonlarin tipik morfolojik 6zelliklerini gostermesine gére degerlendirilmistir.
Mikroskop sahasindaki parazit yogunlugu az veya ¢ok olarak ifade edilmistir. MFEAK,
¢ok basamakli, zaman alici zahmetli bir yontem olup, mikroskop alaninda daha fazla
diski kalintisi gézlenmektedir. Feconomics®yontemi ise az basamak iceren, 3 dakikada
tamamlanan bir yontem olup, mikroskop alaninda daha az diski kalintisi gézlenmekte-
dir. Her iki konsantrasyon yéntemi sonrasinda yapilan trikrom boyamada protozoonun
morfolojisinin bozuldugu ve tipik goriinimlerinin kayboldugu izlenmistir. Sonug olarak,
Feconomics®’in nativ-lugol inceleme igin parazitoloji laboratuvarlarinda hizli ve etkili bir
konsantrasyon yontemi olarak kullanilabilecegi dislintiimektedir.

Anahtar kelimeler: Artefakt, Blastocystis, diski, konsantrasyon, trikrom boyama
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[PP-069]

SERVIKAL INTRAEPITELYAL NEOPLAZi TANILI KADINLARDA HPV TiP
DAGILIMI VE ONKOJENIK AKTiVITE VARLIGININ ARASTIRILMASI

Eylp Saban?, Nizami Duran?, Kenan Dolapgioglu?, Naciye Eryilmaz3, Gulay Gllbol
Duran3, Mehmet Kurul*

Mustafa Kemal Universitesi Tip Fakiiltesi, ‘Tibbi Mikrobiyoloji AD; *Kadin Hastaliklari ve Dogum AD,
Hatay.

3Mustafa Kemal Universitesi Saglik Yiiksekokulu, Tibbi Biyoloji ve Genetik AD, Hatay.
“Cukurova Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii, Biyoteknoloji Béliimii, Adana.

insan papillomaviruslari (HPV) servikal kanserin en dnemli etiyolojik faktorleridir.
Bu ¢alismada servikal intraepitelyal neoplazi (CIN) tanili kadinlarda HPV tiplerinin belir-
lenmesi ve yiksek riskli HPV genotiplerinde E6/E7 onkoprotein varliginin arastiriimasi
amagclanmistir. Calismaya CIN1 tanili 69, CIN2 tanili 26 ve CIN3 tanili 19 kadin olmak lize-
re toplam 114 kadin dahil edilmistir. Kadinlardan alinan servikal stirlintii 6rneklerinde
HPV DNA varligi MY09/MY11 ve GP5+/GP6+ primerleri kullanilarak tespit edilirken, frag-
ment analiz yontemiyle HPV genotiplendirilmesi yapilmis ve NASBA yontemiyle de yik-
sek riskli HPV tiplerinde E6/E7 onkoprotein varhigi arastirilmistir (Sekil 1 ve 2). Calismada
CIN evrelerine gore dagilim yapildiginda; CIN1 tanili kadinlarda %23.2 HPV-16, %15.9
HPV-45 ve %11.6 oraninda HPV-35 saptanirken; CIN2 tanili kadinlarda bu oranlar HPV-45
icin %53.8, HPV-16 icin %26.9 ve HPV-18 icin %19.2 olarak tespit edilmistir. CIN3 tani-
Il kadinlarda HPV genotip dagilimi ise; HPV-16 %57.9, HPV-45 %52.6 ve HPV-18 %15.8
olarak bulunmustur (Sekil 3). Ayrica galismada, toplam 31 kadinda birden fazla HPV ge-
notipiyle koenfeksiyon tespit edilmistir. Bunun yaninda ¢alismada yuksek riskli HPV tip-
leriyle enfekte 57 kadinin %42.1’inde E6/E7 onkoprotein varligi tespit edilmistir. E6/E7
onkoproteinleri; HPV-16 ile enfekte toplam 34 kadinin %38.2’sinde, HPV-45 ile enfekte
toplam 35 kadinin %31.4’tinde ve HPV-18 ile enfekte toplam 11 kadinin %18.2’sinde
tespit edilmistir. Calismamizda elde edilen bulgular, servikal intraepitelyal neoplazili has-
talarda gerek total HPV enfeksiyonu prevalansinin, gerekse yiksek riskli HPV tipleriyle
enfeksiyon oraninin oldukea yiksek oldugunu géstermektedir. Ayrica, ylksek riskli HPV
tipleriyle enfekte kadinlarda onkojenik aktivite orani da oldukga yliksek bulunmustur.

Anahtar kelimeler: HPV, servikal intraepitelyal neoplazi, E6/E7, onkojenik aktivite, genotip
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DMA Marker

GP 5+/6+ (143 bp)
Sekil 1. GP5+/GP6+ gen urinlerinin %2'lik agaroz jelde gérintisi.
DNA marker; 100 bp, GP5+/GP6+ (143 bp).

DNA Marker

pa— g MYQS/11 (450 bp)

Sekil 2. MYO9/MY11 gen trinlerinin %2’lik agaroz jelde gériintisu.
DNA marker; 100 bp, MYO9/MY11 (450 bp).

tip16 tip18 tip4s tip3s tip51 tip6 tip39 1ip52
—~—cNl] 16 | 3 | 1 8 7 e D
N2 7 5 1 4 3 TR 0
T R | B R T e Y T

Sekil 3. CIN evrelerine gére HPV genotiplerinin dagilimi.
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[PP-070]

PREMENOPOZAL VE MENOPOZAL DONEMDEKI KADINLARDA
SERVIKAL HPV PREVALANSI

Stumeyra Alkis Koctiirk?, Mustafa Gul?, Murat Aral?

Kahramanmaras Sehir Devlet Hastanesi, Kahramanmaras.
2Kahramanmaras Siitgii imam Universitesi Tip Fakiiltesi, Mikrobiyoloji AD, Kahramanmaras.

insan papillomavirusu (HPV) Papillomaviridae ailesi icinde yer alan zarfsiz, ¢ift sar-
malli bir DNA virusudur. Bugiin igin 200°den fazla tipi tanimlanan HPV’nin 40’tan fazlasi
anogenital sistem ve diger alanlarin epiteliyal ve mukozal ylizeylerini enfekte etmekte-
dir. HPV tipleri pratik olarak servikal kansere sebep olup olmamasina gére distik (6rne-
gin; tip 6 ve 11) ve yiksek (6rnegin; tip 16 ve 18) riskli olarak gruplandirilmaktadir. HPV
enfeksiyonlari ve servikal kanser arasinda gli¢li bir bag bulunmaktadir. Giniimuzde, ka-
dinlarda en sik gorilen ikinci kanser tlrinin servikal kanser olmasi dolayisiyla, servikal
kanser ve prekiirsor enfeksiyonlarinda, HPV DNA arastirilmasi bir zorunluluk haline gel-
mistir. Calismamizda Kahramanmaras Siit¢li imam Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi
Jinekoloji ve Menopoz polikliniklerine bagvuran ve muayeneleri yapilan 50’si menopoz
oncesi ve 50’si menapoz sonrasi hastada HPV sikligi arastirildi. Alinan endoservikal or-
nekler Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali laboratuvarina ulastirildiktan sonra HPV DNA
ekstraksiyonu yapildi. izole edilen DNA amplifiye edildi ve ardindan real-time PCR ydnte-
mi ile HPV DNA pozitif hastalarda HPV tipleri arastirildi. 100 hastanin 6’si (%6) HPV DNA
pozitif saptandi; bunlarin 4’4 (%4) postmenopozal, 2'si (%2) ise premenopozal gruptaydi
(Tablo). HPV DNA pozitif olan drnekler HPV genotipleri yoniinden arastirildi ve 6 6rne-
gin 2’si (%33.3) tip 6, 2'si (%33.3) tip 45, biri (%16.6) tip 16 ve biri (%16.6) tip 67 olarak
bulundu. Bu ¢alismada pozitif sonuglar ile premenopozal veya postmenopozal dénemde
olma arasinda istatistiksel olarak anlamh bir fark bulunamadi (p>0.05). Calismamizda
hayatin iki periyodunda HPV prevalansi ve tip dagilimi degerlendirildi ve diinya genelin-
deki oranlara benzer sonuglar bulundu. Ulkemizde farkh gruplarda ve hastane kaynakli
olmayan popdlasyonlarda sikligin belirlenmesi icin daha ileri arastirmalarin yapilmasinin
gerekli oldugu sonucuna varildi.

Anahtar kelimeler: HPV, menopoz, real-time PCR

Tablo. Yaslara gore HPV pozitifliginin dagilimi.

Yas grubu (olgu sayisi) HPV pozitif sayi (%)
20-34 (14) 0
35-48 (37) 2(2)
49-54 (33) 3(3)
>55 (16) 1(12)
Toplam (100) 6 (6)
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[PP-071]

HUMAN PAPILLOMAVIRUS VARLIGI MiDE ADENOKARSINOMU VE
HELICOBACTER PYLORI ENFEKSIYONUNDA ANLAMLI MIDIR?

Giilendam Bozdayi', Bedia Ding?, Nesrin Turhan?, Aylin Altay?, Segil Ozkan®,
Yasemin Ozin®, Birol Bostanci®

Gazi Universitesi Tip Fakiiltesi, Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali, Ankara.

25.B. Tiirkiye Yiiksek ihtisas Hastanesi, Mikrobiyoloji Laboratuari, Ankara.

35.B. Tiirkiye Yiiksek ihtisas Hastanesi, Patoloji Laboratuvari, Ankara.

‘Gazi Universitesi Tip Fakiiltesi, Halk Saglgi Anabilim Dali, Ankara.

5S.B. Tiirkiye Yiiksek ihtisas Hastanesi, Gastroenteroloji Boliimii, Ankara.

6S.B. Tiirkiye Yiiksek ihtisas Hastanesi, Gastroenteroloji Cerrahisi, Ankara.

HPV’nin servikal kanser disinda birgok kanser tirleriyle iliskisi tespit edilmis olup,
gastrik adenokarsinom ve HPV iliskisine dair gesitli yayinlar mevcuttur. Gastrit olgularin-
da Helicobacter pylori ile birgok enfeksiyon ajaninin birlikte roll oldugu diisiintilmekte-
dir. Bu galismanin amaci gastrik adenokarsinom ve H.pylori gastriti vakalarinda HPV DNA
ve HPV tip 16 DNA’sinin real-time PCR (RtPCR) yontemi ile arastiriimasi ve birliktelikle-
rinin irdelenmesidir. Calismaya alinan, 601 gastrik adenokarsinom, 46’si H.pylori gastri-
ti 6rneginin, ksilenle deparafinizasyon isleminden sonra, fenol kloroform izoamil alkol
yontemiyle DNA eldesi gergeklestirilmistir. Yiizalti 6rnek G6PDH kontrol kiti (Eurogentec,
Seraing, Belgika) ile ¢alisiimis, yeterli doku igerdigi sonucuna varilan 53 adenokarsinom
ve 43 H.pylori 6rnegi HPV DNA galismasina alinmistir. Amplifikasyonda MY09/MY11 pri-
merleri kullanilarak L1 bélgesi cogaltiimistir. Nested RtPCR icin MY09/11 triinleri GP5+/
GP6+ primerleri ve Cyanine-5 labeled HPV-16 DNA spesifik probe ile Light Cycler 2.0
(Roche Diagnostics, Almanya) cihazinda galisiimistir. Gastrik adenokarsinom 6rnekleri-
nin 14 (%26.4)'tinde HPV DNA, bes (%9.4)’inde HPV-16 pozitif ve biri (%2) miks tip olarak
belirlenmistir. H.pylori gastrit 6rneklerinin 10 (%23.3)’'unda HPV DNA, altisinda (%14)
HPV-16 pozitif, ikisinde (%4.6) miks tip belirlenmistir. Kontrol grubunun 5 (%19)’inde
yalniz HPV-16 pozitifligine rastlanmistir. Calismamizda gastrik karsinomlarda buldugu-
muz %38 HPV DNA pozitifligi literatir ile uyumlu bulunmus ve kontrol grubu ile arasinda
istatistiksel bir fark saptanmamistir. H.pylori pozitif hastalarda %42 oraninda HPV DNA
pozitifligi gosterilmis olup, kontrol grubu ile arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli
bulunmustur. Sonug olarak, H.pylori pozitif bulunan olgularda beraberinde HPV’nin de
degerlendirilmesi gerektigi gorisiindeyiz.

Anahtar kelimeler: Mide kanseri, Helicobacter pylori, HPV
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[PP-072]

SERVIKAL SURUNTU ORNEKLERINDE PCR YONTEMIYLE INSAN
PAPILLOMAVIRUS VARLIGININ ARASTIRILMASI VE TiPLENDIRILMESi

Latife Stitci Kizilkaya, Bahadir Feyzioglu, Mehmet Ozdemir, Biilent Baysal
Konya Universitesi Meram Tip Fakiiltesi, Tibbi Mikrobiyoloji AD, Konya.

Bu ¢alismada, Konya bolgesinde insan papillomavirus (HPV) prevalansi, tiplerinin
belirlenmesi ve bunlarin yayma (smear) sonuglariyla birlikte irdelenmesi amaglanmis-
tir. Calismaya Mayis 2010-Mayis 2011 tarihleri arasinda Selguk Universitesi Meram Tip
Fakiltesi Hastanesi ve Konya Dr. Faruk Stikan Dogum ve Cocuk Hastanesi Kadin Dogum
Polikliniklerine basvuran 21-81 yaslari arasindaki cinsel aktif 180 hasta dahil edildi. Has-
talardan Pap smear ve HPV DNA testi icin servikal slirlinti 6rnegi alindi. Pap smear testi
icin 6rnekler Papanicolaou boyasi ile boyanip Bethesda 2001 terminoloji sistemi ile de-
gerlendirildi. Strlintl 6rneklerinden, “High Pure Viral Nucleic Acid” kiti (Roche Diagnos-
tics, Mannheim, Almanya) ile DNA izolasyonu yapildi. INNO-LiPA HPV Genotyping Extra
Amp (Innogenetics, Belgika) kiti ile amplifikasyon yapildi. PCR amplikonlari hibridize edil-
dikten sonra INNO-LiPA HPV Genotyping Extra okuma karti ile degerlendirildi. Hastalarin
%18.9’unda (n=34) HPV DNA pozitif bulundu. En sik goriilen tipler sirasiyla tip 16 (%20
.8), tip 51 (%20.8), tip 6 (%12.6), tip 53 (%8.3) ve tip 52 (%8.3) olarak belirlendi. Smear
ile, 92 (%51.1) normal, 71 (%39.4) ASCUS (6nemi bilinmeyen atipik hiicreler), 4 (%2.2)
AGUS (atipik glanduler hicreler), 3 (%1.7) ASC-H (atipik skuaméz hiicreler), 2 (%1.1) LSIL
(dtstk derece skuamoz intraepitelyal lezyon), 2 (%1.1) HSIL (yuksek derece skuamoz
intraepitelyal lezyon) belirlenirken, artan smear derecesi ile HPV DNA pozitiflik oraninin
arttig1 gorilda. Servikal neoplazilerle yakindan iliskili olan HPV enfeksiyonlarinin tanisin-
da PCR yontemleri hizh, kolay ve glivenilir ydntemlerdir. Bu agidan risk tasiyan kisilerin
saptanmasi ve uygun klinik yaklagsimin belirlenebilmesi icin, HPV tani testleri mikrobiyo-
loji laboratuvarinda rutin olarak kullaniimahdir. HPV prevalansi ve tiplerinin dagilimini
bilmek ulusal ve uluslararasi dizeyde yapilacak asi ¢alismalarina katkida bulunacaktir.

Anahtar kelimeler: HPV, PCR, Pap smear testi
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[PP-073]

SERVIKS KANSERI iCiN RiSKi OLAN KADINLARDA HPV
TiPLENDIRMESi VE HPV SIKLIGININ RiSK FAKTORLERIi VE SERVIKAL
SMEAR ILE iLiSKiSi

Nikhet Kurultay?, Stireyya Gl Yurtsever?, Seyran Yigit?

izmir Katip Celebi Universitesi, Atatiirk Egitim ve Arastirma Hastanesi, ‘Tibbi Mikrobiyoloji AD; 2Tibbi
Patoloji AD, izmir.

Bu ¢alismada, hastanemizin Kadin Hastaliklari ve Dogum Poliklinigi’ne gesitli jineko-
lojik sikayetlerle basvuran olgularda, HPV sikligi, tipleri, HPV pozitifliginin servikal kan-
ser gelisimi icin risk faktorleri ve servikal smear ile iliskisinin arastirilmasi amaglandi.
Calismaya, serviks kanseri taramasi igin basvuran serviks kanseri igin risk faktorlerine
sahip 208 saglikh kadin dahil edildi. Revers hibridizasyon yéntemi ile HPV varligi ve en
stk gorilen 16 tipin tayini yapildi. Servikal smear érnekleri, konvansiyonel yontem ile
alindi ve patoloji laboratuvarinda 2001 Bethesda sistemi ile degerlendirildi. Olgularin
ortalama yasi 35 (yas araligi: 21-57) yil idi. Calismada olgularin 32 (%15.3)’sinde HPV
DNA pozitifligi bulundu. Servikal patoloji sonucu CIN 1-2 tanisi alan 36 olgunun 11’inde
(%30.5) HPV tip 6, 16, 18, 31, 33 ve 35; servikal patoloji sonucu normal olan 172 olgunun
21 (%12.2)’'inde tip 6, 11, 16, 42, 43 ve 44 varhgi tespit edildi. Pap smear sonucu normal
olan 48 olgunun besinde (%10.4) tip 6, 11 ve 16 pozitifligi saptandi. Atrofi smear sonug-
lu tGg¢ 6rnekte HPV DNA varligi izlenmedi. HPV tiplerine gére serviks kanseri igin ylksek
risk grubundan tip 16, %31 siklikla (n=10 ) saptandi. Risk faktorii degiskenlerinden, en
onemli risk faktoriniin sigara kullanimi oldugu bulundu (p<0.05). Sonug olarak ¢alisma-
mizda, serviks kanseri igin riskli kadinlarda onkojenik HPV tiplerinden tip 16 igin yliksek
pozitiflik orani saptandi. PCR temelli HPV’ye 6zgiil INNO-LiPA Line-Prob assay strip yon-
teminin; cinsel yolla bulasan hastalik etkeni HPV'nin yiiksek risk ve diisiik risk tiplerini
saptayabilmesi nedeniyle tarama testi olarak kullanilabilecegi diistinGld.

Anahtar kelimeler: Servikal kanser, HPV tiplendirme, servikal sitoloji, risk faktori
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[PP-074]

REAL-TIME PCR YONTEMi KULLANILARAK KOLON, REKTUM VE
REKTOSIGMOID BOLGE TUMORLERINDE HPV DNA VE HPV TiP 16
DNA’SININ ARASTIRILMASI

Aylin Altay!, ibrahim Ugur Calis', Ozgiir Ekinci?, Ayca Ozer Durmuslu?, Sezai
Leventoglu?, Ayse Dursun?, Secil Ozkan?, Giilendam Bozday!*

1Gazi Universitesi Tip Fakiiltesi, Tibbi Mikrobiyoloji AD, Ankara

2Gazi Universitesi Tip Fakiiltesi, Patoloji AD, Ankara

3Gazi Universitesi Tip Fakiiltesi, Genel Cerrahi AD, Ankara
‘Gazi Universitesi Tip Fakiiltesi, Halk Saghdi AD, Ankara.

Gilnimuzde kolon ve rektum kanseri ile HPV enfeksiyonu arasindaki iliskiyi incele-
yen cesitli yayinlar mevcuttur. Bu ¢alismada; kolon, rektum ve rektosigmoid bolgede ti-
mor gelisen dokularda HPV DNA ve HPV tip 16 DNA'sinin real-time PCR (RtPCR) yontemi
ile arastirilmasi ve kanser ile iliskisinin degerlendirilmesi amaglanmistir. Calismaya, 54
kolon, rektum ve rektosigmoid adenokanserli hasta ve kontrol grubu olarak 27 saghkli
kolon, rektum ve rektosigmoid bolgeden alinan parafinli doku 6rnekleri dahil edilmis-
tir. Ksilenle deparafinizasyon isleminden sonra, fenol kloroform izoamil alkol yéntemiy-
le DNA eldesi gergeklestirilmistir. Amplifikasyonda MY09/MY11 primerleri kullanilarak
L1 bolgesi cogaltilmistir. RtPCR, MY09/11 Urlinleri GP5+/GP6+ primerleri ve “Cyanine-5
labeled HPV 16 DNA specific probe” ile Ligth Cycler 2.0 (Roche Diagnostics, Almanya)
cihazinda gahsilmistir. Hasta 6rneklerinin %11’i HPV pozitif olarak bulunmustur. Kolon
adenokarsinom o6rneklerinin %7.4’(inde, rektum ve rektosigmoid adenokarsinom or-
neklerinin ise %3.7’sinde HPV DNA saptanmig; HPV-16 DNA’sina ise rastlanmamistir.
Yaslari 50-59 arasinda olanlarin %16.7’sinde HPV DNA'ya rastlanirken, 60 yas ve (izerin-
deki olgularin %83.3’linde HPV DNA pozitifligi saptanmistir (p>0.05). Kontrol grubunun
%22.2'sinde HPV DNA pozitif bulunmustur. Bunlarin %83.3’tinde HPV DNA pozitifligi,
%16.7’sinde ise HPV-16 pozitifligi saptanmistir. Kontrol grubunda yas ve HPV pozitiflik
dagihmi arasinda fark yoktur. Hasta ve kontrol grubu arasinda da HPV pozitifligi yon(in-
den istatistiksel bir fark tespit edilmemistir (p>0.005). Calismamizin sonucunda, kontrol
grubu ile istatistiksel bir fark bulunamamasina ragmen, kanserli hastalarda ileri yasta
HPV DNA pozitiflik oraninin arttigi izlenmistir. Ayrica, hasta ve kontrol grubu arasinda
anlaml bir farkin belirlenememis olmasi, kolon, rektum ve rektosigmoid adenokanser-
lerinin HPV ile bir iliskisi olmadigini diisiindiirmektedir.

Anahtar kelimeler: HPV, adenokanser, kolon, rektosigmoid, rektum
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[PP-075]

HPV YUKSEK RiSKLi TiP TAYiNiNDE KULLANILAN iKi FARKLI PCR
TEKNiGiNiN KARSILASTIRILMASI

Tutku Taskinoglu Tanyel, Gizem Alis Burgucu, Yahya Laleli
Diizen Laboratuvarlar Grubu, Ankara.

Bu arastirmada, insan papillomavirus (HPV) tanisinda, 2006 yilinda yayinlanan kila-
vuzlar dogrultusunda yuksek riskli HPV varhgini gostermek icin real-time PCR (RtPCR)
sistemi ile degistirdigimiz uygulamanin, mevcutta kullanmakta oldugumuz revers hibri-
dizasyon (RH) testinin 6zglllugini karsilayip karsilamadigini belirlemek amaciyla yapti-
gimiz verifikasyon galismasinin sonuglari sunulmustur. Calismada, 149 hastadan alinan
servikal/uretral striintli ve biyopsi numuneleri Gizerine HPV genotiplemesi igin RH ve
RtPCR yontemleri uygulanmistir. Ayrica, CAP (College of American Pathologist) Dis Ka-
lite Kontrol Programi kapsaminda gonderilen 5 6rnek de her iki sistemde paralel olarak
calisilmistir. RH ve RtPCR ile paralel olarak galisilan 149 hasta 6rneginin 11 tanesinden;
ikisi her iki sistemde ortak olmak lizere, 6rnek sistem tarafindan uygunsuz bulundugu
icin sonug alinamamistir. Sonug alinan 138 6rnegin (24 erkek, 114 kadin) 31’i biyopsi
ve 107’si strtintl ornegidir. 138 6rnegin her iki sistemde c¢alisiimasi sonucu cinse goére
bireysel sonuglara dayali eslestirme ile elde edilen sonuglar Tablo 1 ve 2’de sunulmus-
tur. Ek olarak, CAP dis kalite kontrole ait 5 6rnegin sonuglari, her iki sistemde de uygun
olarak nitelendirilmistir. Servikal biyopsi 6érneginde yiksek risk bulunmayan hastalarda
servikal kanser riski olmadigi kabul edilmektedir. Bu ylizden tespit edilen HPV’nin yliksek
risk grubu icinde oldugunu bilmek prognoz ve takip agisindan oldukga dnemlidir. Her iki
sistem de CAP dis kalite kontrol degerlendirmesinde uygun sonug vermistir. DUslik riskli
HPV tiplendirilmesi aranmadigi takdirde, her iki sistemle elde edilen sonuglar, sistemle-
rin analitik agidan birbirlerine karsi Gstlinliikleri olmadigini géstermektedir.

Anahtar kelimeler: HPV, revers hibridizasyon, real-time PCR

Tablo 1. Kadin olgulara ait 6rneklerin (n=114) paralel ¢aligilan real-time PCR (RtPCR) ve
revers hibridizasyon (RH) sonuglari.

RtPCR
Yiiksek risk Negatif Toplam (RH)
RH Yiiksek risk 30 4 34
Dusuk risk/Negatif 4+4* 72 80
Toplam (RtPCR) 38 76 114

*COrneklerin 4’ diisiik risk, diger 4’ii ise negatif olarak saptanmistir.
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Tablo 2. Erkek olgulara ait 6rneklerin (n=24) paralel ¢alisilan real-time PCR (RtPCR) ve revers hibridi-
zasyon (RH) sonuglari

RtPCR

Yiiksek risk Negatif Toplam (RH)

RH Yuksek risk 4 2 6
Dusuk risk/Negatif 0 18 18
Toplam (RtPCR) 4 20 24
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[PP-076]

LARINKS PRIMER SKUAMOZ HUCRELi KARSINOMLARINDA iNSAN
PAPILLOMAVIRUS (HPV) SIKLIGI

Mevliit Cetin?, Sevin Kirdar?, Gékhan Erpek?, ibrahim Meteoglu*

Devlet Hastanesi, Kulak Burun Bogaz Hastaliklari Klinigi, Usak.

2Adnan Menderes Universitesi Tip Fakiiltesi, Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali, Aydin.
3Adnan Menderes Universitesi Tip Fakiiltesi, Kulak Burun Bogaz Anabilim Dali, Aydin.
‘Adnan Menderes Universitesi Tip Fakiiltesi, Patoloji Anabilim Dali, Aydin.

Son yillarda yapilan arastirmalara gore, larinks kanserlerinin etiyopatogenezinde
insan papillomavirus (HPV) enfeksiyonunun rollniin yani sira, yliksek riskli HPV tipleri
ile iliskili oldugu dustintlmektedir. Bu galismada, larinks primer skuamoz hiicreli karsi-
nomlu hastalarda HPV DNA varliginin ve HPV tiplerinin sikliginin polimeraz zincir reaksi-
yonu (PCR) ve immiinohistokimyasal boyama yontemleri ile arastirilmasi amaglanmstir.
Larinks skuamoz hiicreli karsinom tanisi almis 47 olgunun parafilmli doku 6rnekleri ¢a-
listimigtir. HPV DNA varligi ve tiplendirilmesi igin, doku drnekleri “Hybribio HPV Geno-
array” testi (Hybribio Ltd, Hong Kong) ile ¢alisilmistir. Ksilenle parafinin uzaklastiriima
isleminden sonra 6rneklerdeki DNA izolasyonu ticari “NucleoSpin Tissue Mini Column”
(Macherey-Nagel, Duren, Germany) izolasyon kiti ile yapilmistir. HPV DNA ¢ogaltma isle-
mi, L1 bolgesinden hazirlanan primerler ile, tiplendirme hibridizasyon yontemi ile iretici
firmanin talimatlari dogrultusunda gergeklestirilmistir. immiinohistokimyasal boyamada
avidin-biyotin kompleks sistemi ile PanHPV, HPV-16 ve HPV-18 boyamalari yapilmistir.
Kanser olgularinin 46’s1 (%97.9) erkek, biri (%2.1) kadindir. Calisilan 47 doku 6rneginin
15 (%31.9)'inde HPV DNA belirlenmis; 5 (%10.6) 6rnekte HPV-16, 5 (%10.6) 6rnekte
HPV-68, bir (%0.2) drnekte HPV-31, bir (%0.2) &rnekte HPV-53, iki (%4.25) &rnekte HPV
tip 16 ve 68 birlikte, bir (%0.2) 6rnekte ise HPV tip 16 ve 52 birlikte belirlenmistir. im-
miinohistokimyasal PanHPV boyasi ile 25 (%53.2) dokuda pozitiflik, HPV-16 boyasi ile 27
(%57.4) dokuda pozitiflik bulunurken, HPV-18 boyasi ile hi¢bir dokuda pozitif sonug alin-
mamigstir. Calismamizin sonuglari, larinks primer skuaméz hicreli karsinomlu hastalarda
HPV enfeksiyonunun sik gézlendigini ve HPV tip 16’nin en fazla olmak tizere HPV tip 68,
31 ve 51 tiplerinin roli oldugunu desteklemektedir.

Anahtar kelimeler: Larinks karsinomu, insan papillomavirus, tiplendirme
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[PP-077]

SEMPTOMATIK VE ASEMPTOMATIK KADINLARDA HPV SIKLIGININ
ARASTIRILMASI VE GENOTIPLERININ BELIRLENMESI

Nizami Duran?, Burgin Ozer?, Arif Giingdren?, Melek inci', Erkan Yula®, Hayat Aslan?,

Naciye Eryilmaz?, Seyda Ozarslan®

Mustafa Kemal Universitesi, Tip Fakiiltesi, *Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali; 2Kadin Hastaliklari ve
Dogum Anabilim Dali, Hatay.

Bu galismada, Hatay bolgesinde semptomatik ve asemptomatik kadinlarda HPV
sikhgi ve tip dagiliminin arastirilmasi amaglanmistir. Calismaya, yaslari 17-61 arasinda
degisen ve genital muayenede servikal erozyonu bulunan 116 semptomatik kadin ile
yaslari 18-57 arasinda degisen genital muayenede normal serviks bulgulari olan 155 ka-
din olmak tizere toplan 271 servikal siiriintii 6rnegi alindi. Orneklerde HPV DNA varligi
MY09 ve MY11 ile GP5+ ve GP6+ primerleri kullanilarak PCR yontemiyle tespit edildi.
HPV pozitif olarak tespit edilen 6rneklerin tip tayini fragment analiz ydontemiyle gercek-
lestirildi. Toplam 155 asemptomatik (herhangi bir servikal lezyonu bulunmayan) kadinin
18 (%11.6)'inde HPV DNA'sI pozitif olarak tespit edilirken, semptomatik (servikal lez-
yonlu) 116 kadin arasinda bu oranin %55.2 (64/116) oldugu bulundu. Semptomatik ve
asemptomatik kadinlar arasinda HPV varligi agisindan istatistiksel olarak anlamli bir fark
oldugu belirlendi (p<0.001). Asemptomatik kadinlarda en yaygin HPV tipinin tip 16 ve
tip 45 oldugu tespit edilirken, semptomatik kadinlarda en yaygin tiplerin HPV tip 6 ve
tip 16 oldugu izlendi. Asemptomatik kadinlarin %38.9’u (7/18) HPV-16, %22.2’si (4/18)
HPV-45 olarak tespit edilirken, bu tipleri tiglinct sirada %16.7 (3/18)’lik oranla HPV-6'nin
takip ettigi saptandi. Servikal semptomlu kadinlarda ise en sik izole edilen HPV tipinin tip
6 (%28.1; 18/64) oldugu tespit edilirken, ikinci en sik izole edilen tipin HPV-16 (%20.3;
13/64) oldugu, bunu HPV-11'in (%10.9; 7/64)'in izledigi belirlendi. Gerek semptomatik
gerekse asemptomatik grupta yer alan kadinlarin HPV ile en sik karsilastigl yas araliginin
30-40 yas grubu oldugu tespit edildi. Sonug olarak, cinsel yonden aktif kadinlarda HPV
enfeksiyonu varhiginin incelenmesinin, 6zgillik ve duyarlihgi yiksek olan molekdler ta-
banli yontemlerle yapilmasini 6nermekteyiz.

Anahtar kelimeler: Semptomatik, asemptomatik, HPV, genital, PCR
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[PP-078]

NAiF KRONiK HEPATIT B ENFEKSIYONLARINDA DNA Dizi ANALIzi iLE
BAZAL ANTiVIRAL DIRENCIN ARASTIRILMASI: ON CALISMA

Koray Erginay?, Evrim Kahramanoglu Aksoy?, Halis Simsek?, Alpaslan Alp?, Burgin
Sener?, Gonca Tatar?, Gulsen Hascelik?

Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi, Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali, Ankara.
2Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi, i¢ Hastaliklari Anabilim Dali, Gastroenteroloji Unitesi, Ankara.

Kronik hepatit B virus (HBV) enfeksiyonu olan ve herhangi bir tedavi almamis (naif)
olgularin bir kisminda antiviral direng ile iliskili mutasyonlar saptanabilmektedir. Bu ne-
denle antiviral uygulamasi 6ncesinde yapilacak direng analizi, optimal tedavi rejiminin
secimi ve gereksiz ila¢ kullaniminin 6nlenmesi agisindan 6nemlidir. Bu ¢alismada, Hacet-
tepe Universitesi Tip Fakiiltesi, i¢ Hastaliklari Anabilim Dali Gastroenteroloji Unitesi’nde
kronik HBV enfeksiyonu tanisi ile takip edilen ve antiviral tedavi almamis 30 olguda HBV
ilag direnci mutasyonlarinin arastiriimasi hedeflenmistir. Bu amagla, HBV genomunun
polimeraz geninin bir kismi standart bir “nested” PCR protokolii ile gogaltilarak sik kul-
lanilan ilaglara karsi direng mutasyonlarinin gorildtugi yaklasik 250 niikleotidlik bdlim
DNA dizi analizi ile incelenmistir. Elde edilen diziler manuel olarak ve bilgisayar destekli
sanal fenotiplendirme arabirimi (geno2pheno.HBV, Genafor, Almanya) kullanilarak, bili-
nen ilag direng mutasyonlari agisindan degerlendirilmistir. Tim olgular genotip D olarak
saptanmis, 19’unda (%63.3) cesitli nikleotid degisiklikleri gozlenmistir. Saptanan degi-
siklikler 8 olguda (%26.6) aminoasit degisikligine neden olmayan sessiz mutasyonlar, 7
olguda ise (%23.3) 6nemi bilinmeyen mutasyonlar olarak degerlendirilmistir. Toplam
3 olguda (%10) ise antiviral direnci ile iliskili mutasyonlar saptamistir. Bu mutasyonlar
bir olguda entekavir+lamivudin (5202G, M204V, L180M, T184N), bir olguda muhtemel
lamivudin+adefovir (L180P, A181Q), bir olguda ise muhtemel tenofovir direnci (A194V)
seklindedir. Sonug olarak, hastanemizde ilk kez antiviral uygulanmayan olgularda direng-
le iligkili mutasyonlarin varligi gésterilmistir. Yeni olgularin analizleri ve mutasyon sapta-
nan olgularda ileri incelemelerimiz devam etmektedir.

Anahtar kelimeler: HBV, hepatit B, direng, kronik, naif

7. Ulusal
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[PP-079]

LAMIiVUDINE CEVAPSIZ OLGULARDA YMDD MUTASYON VARLIGININ
ARASTIRILMASI

Efe Serkan Boz, Melike Yesiller Bedir, Riza Adaleti, Naz Cobanoglu, Sebahat Aksaray
S.B. Haydarpasa Numune Egitim ve Arastirma Hastanesi, Klinik Mikrobiyoloji Laboratuvari, istanbul.

Hepatit B virusu (HBV), diinyada yaklasik iki milyar insanin karsilastig yiiksek enfek-
tiviteye sahip Hepadnaviridae ailesinde yer alan bir DNA virusudur. Genellikle akut viral
hepatite neden olan HBV, kroniklestigi zaman ileri karaciger yetmezligi ve siroz gibi ciddi
tablolara yol agmaktadir. Kronik HBV enfeksiyonu tedavisinde imminomodilatorler ve
viral polimeraz inhibitérleri kullaniimaktadir. Ancak tedavi uzadik¢a bu polimeraz inhibi-
torlerine karsi direng gelismektedir. Bu ¢alismada, lamivudin tedavisine klinik cevapsiz
kronik HBV hastalarinin serum HBV DNA viral yiik seviyelerinin ve Inno-Lipa HBV DR sis-
temi ile saptanan YMDD motifindeki mutasyonlarin karsilastirilmasi amaglanmistir. Ka-
sim 2010-Ocak 2012 tarihleri arasinda laboratuvarimiza gonderilen lamivudin tedavisine
klinik cevapsiz kronik HBV hastalarinin serum 6rneklerindeki HBV DNA viral yiik seviyesi
(Cobas Tagman48, Roche Diagnostik, Almanya) 6lglilms, izole edilen HBV’lerdeki viral
polimeraz YMDD motifindeki mutasyonlar ters hibridizasyon [InnoLipaHBVDRV2 (Inno-
genetics N.V. Belgika)] yontemi ile arastirilmistir. Calismaya dahil edilen 49 serum 6rnegi-
nin 27’sinde(%55.1) YMDD mutasyonu tespit edilmis olup bes grupta toplanmistir. HBV
viral yukleri ve direngler karsilastirildiginda, 27 hastanin dérdiinde viral yik 1.7x108 IU/
ml'nin izerinde oldugundan degerlendirme disi birakilmistir. Diger 23 hastanin direng
fenotiplerine gore viral yik ortalamalari tabloda gosterilmistir. Giinimizde, direng ge-
lisme orani daha disik antiviral ajanlarin gelistirilmesine ragmen, lamivudin ve adefovir
gibi ulusal ve uluslararasi rehberlerde ilk secenek olarak tavsiye edilen viral polimeraz
inhibitorlerinin, maliyet-etkin olmalari nedeniyle bir siire daha kullanimda olacaklari di-
siintdlmektedir. Dolayisiyla s6z konusu ilag direnglerinin ve viral yiik seviyelerinin periyo-
dik takibinin yararli olacagi kanisindayiz.

Anahtar kelimeler: HBV, kronik hepatit B, YMDD

Tablo. YMDD direng fenotiplerine gére viral yik ortalamalari.

Direng tespit edilen kodonlar Hasta sayisi Ortalama viral yiik (1u/ml)
80 veya 173 5 17788730 (+39337030,05)
204 7 11839457 (+29164546,7)

204 ve 80 4 22634008 (+44616738,45)
204 ve 180 5 18753315 (+39737449,34)
80, 204 ve 180 2 350973024 (+49631218,98)

TOPLAM 23 18535524,52 (+35017639,73)
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[PP-080]

HCV GENOTIiP DAGILIMININ HCV RNA DUZEYi VE YASLA iLiSKisi

Efe Serkan Boz, Hande Toptan, Naz Cobanoglu, Riza Adaleti, Sebahat Aksaray
S.B. Haydarpasa Numune Egitim ve Arastirma Hastanesi, Klinik Mikrobiyoloji Laboratuvari, istanbul.

Hepatit C virusu (HCV), Diinya Saghk Orgiitii verilerine gore diinya niifusunun yakla-
stk %3’Un0 enfekte etmistir. HCV enfeksiyonu seyrinin ve kullanilan ilaglara karsi yanitin
virus genotipine bagl oldugu bilinmektedir. Bu nedenle gliniimiizde HCV genotip tayini
de tedaviyi yonlendiren testlerin arasinda sayilmaktadir. Yapilan ¢alismalar tlkemizde
HCV genotip 1'in baskin oldugunu ortaya koymustur. Bununla birlikte son yillarda fark-
Il genotiplerdeki HCV’lerin izolasyon oranlarinin artis gésterdigi anlasilmaktadir. Calis-
mamizda, farkli HCV genotipleriyle enfekte hastalarin, kantitatif HCV RNA viral yikleri
ve yas gruplarina gére karsilastiriimasi amaclanmistir. Aralik 2010-Ocak 2012 tarihleri
arasinda laboratuvarimiza gonderilen kronik HCV hastalarina ait serum 6rneklerindeki
HCV RNA viral yik seviyeleri (Cobas Tagman48, Roche Diagnostik, Almanya) 6lctlmis,
¢ogaltilan HCV gen Urinleri ters hibridizasyon yontemi ile (Abanalitica, Italy) genotiplen-
dirilmistir. HCV genotiplerinin, hasta kantitatif viral yUk seviyeleri ve yaslari ile iliskileri
Kruskal Wallis testi kullanilarak karsilastiriimistir. Degerlendirmeye alinan 73 serum or-
neginin %84.9’undan HCV genotip 1, %2.7’sinden genotip 2 ve %12.3’linden genotip 3
izole edilmistir. Hastalarin yas ortalamalari 53.9 (+16.3) yil, HCV RNA viral yik ortalama-
lariise 4961340 (£7858969) IU/ml olarak saptanmustir (Tablo). HCV genotipleriile serum
HCV RNA seviyeleri arasinda anlamli istatistiksel fark bulunmamis (p>0.05), ancak hasta
yaslari ile anlamli istatistiksel fark tespit edilmistir (p<0.05). Yakin zamanda yeni tedavi
seceneklerinin glindeme gelmesi ile HCV RNA viral yiik tayini ve HCV genotiplendirme
testleri daha da 6nem kazanmistir. Sonuglarimiz genel Tirkiye verileri ile uyumlu olarak,
tedaviye direngli HCV genotipinin hakim oldugunu gostermekle birlikte, belli oranda he-
terojenite de mevcuttur. Bu nedenle bélgemizde HCV genotip tayininin tedavi protokol-
lerine katkida bulunacagi kanisindayiz.

Anahtar kelimeler: HCV, genotip, kronik hepatit C

Tablo. HCV genotiplerinin kantitatif HCV RNA viral yiikleri ve hasta yaglari ile iligkileri.

Genotip Hasta sayisi HCV viral yiik ortalamasi (1u/ml) Yas ortalamasi
1 62 4312842 (+6299600,2) 55.3 (£15.7)
2 2 12501613 (+5430155,8) 76.5 (£3.53)
3 9 7753150 (+14944738,4) 39.4 (£11.35)
7. Ulusal
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[PP-081]

HEPATOSELULER KARSINOMA (HSK)’'DA CESITLi MiKRO-RNA (miRNA)
EKSPRESYON DUZEYLERINDEKi DEGiSiKLIKLER VE ViRAL HEPATIT C
iLE iLiSKiLi HSK’DA DEGIiSiKLIK GOSTEREN EKSPRESYON PROFiLLERi
iLE OLASI iLiSKiSi

Mehmet Sami Serin?, Lulufer Tamer?, Engin Kaplan3, Lokman Ayaz3, Ali Arican?,
Gurol Emekdas®

Mersin Universitesi, Eczacilik Fakiiltesi, Farmasétik Mikrobiyoloji AD, Mersin

2Mersin Universitesi Tip Fakiiltesi, Tibbi Biyokimya AD, Mersin

3Mersin Universitesi, ileri Teknoloji Egitim Arastirma ve Uygulama Merkezi (MEITAM), Mersin
“Mersin Universitesi Tip Fakiiltesi, Onkoloji BD, Mersin

5Mersin Universitesi Tip Fakiiltesi, Tibbi Mikrobiyoloji AD, Mersin.

Son zamanlarda, hem insan hem de hayvan modellerinde yapilan galismalar, miRNA
ekspresyon profillerindeki degisikliklerin basta kanser olmak tzere diger bir¢ok hastali-
gIn etiyopatolojisinde rol oynadigini ortaya koymustur. miRNA’lar yaklasik 22 niikleotid
uzunlugundadir ve gen ekspresyonunun dizenlenmesinde rol oynamaktadirlar. Farkli
formlardaki HSK vakalarinda ve HSK hiicre dizisi calismalarinda miRNA ekspresyon pro-
fillerinin 6nemi ortaya koymus ve HSK molekiler mekanizmalarinin anlasiimasinda, tani-
sinda ve yeni terapotik hedef tasarimlarinda yeni bir ¢ag agmistir. Birgok virus tarafindan
kodlanan miRNA'lar da kesfedilmistir. Viral miRNA’larin hiicresel ortaklari ile ne gibi bir
iliskide olduklari heniliz bilinmemektedir. Ancak, miR-122, miR-let-7f, miR-155, miR-
146a, miR-296, miR-351, miR-128a, miR-141, miR-141, miR-196, miR-196a, miR-153,
miR-15b, miR-15b, miR-17, miR-106a, miR-181a, miR-29b, miR-93, miR-310, miR-30a3,
miR-30a-3p, miR-30a-5p, miR-30c, miR-24, miR-221, miR-222, miR-125a-5p, miR-199b,
miR-302c, miR-223, miR-34c, miR-29a, miR-29¢ ve miR-30b gibi ¢esitli miRNA ekspres-
yon profillerindeki degisiklikler ile kronik HCV enfeksiyonu ile iligkili HSK arasinda 6nemli
bir iliskinin oldugu bildirilmistir. Calismamizda, yukarida belirtilen 35 miRNA'nin tama-
minin ekspresyon profilleri 96.96 Dynamic Array IFC’lerin kullanildigi ylksek kapasiteli
gRT-PCR (Fluidigm, Biomark, USA) ile 4 HSK’l hasta ve 10 saglikli kisiden olusan kontrol
grubunda arastirilmistir. Hasta ve kontrol grubu ekspresyon diizeyleri karsilastirildiginda;
miR-122, miR-155, miR-146a, miR-296, miR-196a, miR-15a, miR-15b, miR-17, miR-106a
ve miR-93 ekspresyon diizeylerinde 6nemli degisiklikler oldugu tesbit edilmistir. Bu ¢alis-
mada, Cukurova Kalkinma Ajansi tarafindan desteklenen “Molekiiler Diizeyde Kanserin
Erken Tanisi Alt Yapi Projesi”nin (TR62-09-03/032) bazi erken sonuglari sunulmakta olup,
bu miRNA’larin ekspresyon profillerindeki degisiklikler ile kronik HCV enfeksiyonu ara-
sindaki olasi iliski arastirma asamasindadir.

Anahtar kelimeler: HCV, miRNA, ekspresyon, hepatoseliiler karsinoma
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[PP-082]

DUSUK DUZEY ANTIi-HCV POZITiFLiGINDE HCV-RNA VE ALT
DUZEYLERININ TANISAL KATKISI

Metin Ozdemir?, Abdullah Giivenli?, Ahmet Kozan?, Tiilay Ozdemir!

1Gazi Devlet Hastanesi, Samsun.
2Tiirkiye Halk Saghgi Kurumu, il Halk Saghdi Laboratuvari, Samsun.

Anti-HCV testlerinde yalanci pozitiflik sik rastlanilan tanisal bir sorundur. Bu calis-
mada anti-HCV’si pozitif hastalarda; anti-HCV oranlari ile HCV-RNA ve alanin amino-
transferaz (ALT) dlizeyleri arasindaki iliskilerin belirlenmesi amaglandi. Anti-HCV antikor
testi Uglincl jenerasyon, elektrokemiliminesans metod ile “Elecsys Cobas e601 anal-
yzer” (Roche Diagnostics, Germany) cihazinda, biyokimyasal testler “Modular P800”
(Roche Diagnostics, Germany) biyokimya otoanalizoriinde, real-time HCV-RNA PCR testi
“RotorGene Q” (Qiagen, Germany) cihazinda galisildi. istatistiksel analizde Ki-Kare ve
Mann-Whitney U testleri kullanildi. Anti-HCV’si pozitif (S/CO >=1.0) 352 hastanin serum
degerleri, RNA pozitifliginin anlaml derecede diistiigl sinir degerlere gore tasnif edildi.
Buna gore duslik diizey pozitif (S/CO 1-10 arasi) ve yiksek diizey pozitif (5/CO >10) ola-
rak iki grup olusturuldu. Disuk diizey pozitif grubun %89’u, ylksek diizey pozitif grubun
%58'i HCV-RNA negatif olarak tespit edildi (p<0.001) (Tablo). Anti-HCV S/CO <1 bulunan
20 hastanin higbiri HCV-RNA pozitif bulunmadi. Yiksek diizey pozitif grubun ALT diizeyi
(medyan=30) diistik dizey gruba (medyan=19) gére anlamli derecede yiksek bulundu
(p<0.001). Sonug olarak, serum anti-HCV degeri diistik diizey pozitif bulunan hastalarin,
HCV enfeksiyonunun halen devam edip etmediginin anlasilabilmesi i¢in, HCV-RNA ve
ALT dizeyleri ile birlikte degerlendirilmesinin uygun olacagi kanisina varildi.

Anahtar kelimeler: Anti-HCV, HCV-RNA, ALT

Tablo. Anti-HCV ve HCV-RNA'nIn gruplar arasi dagilim tablosu.

HCV-RNA
Anti-HCV Negatif Pozitif Toplam P degeri
Dusuik duzey (S/Co: 1-10) 137 (%89) 17 (%11) 154 0.000
Yiksek diizey (S/Co >10) 83 (%42) 115 (%58) 198
Toplam 220 132 352

7. Ulusal
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[PP-083]

SAKARYA YORESINDE SAPTANAN HCV RNA POZITiFLIKLERININ iKi
YILLIK ANALiZzi

Engin Karakece, ihsan Hakki Ciftci, Selcuk Kara
Sakarya Universitesi Egitim ve Arastirma Hastanesi, Mikrobiyoloji Laboratuvari, Sakarya.

Tum dinyada oldugu gibi Glkemizde de 6nemli bir halk sagligi sorunu olan hepatit
C virusu (HCV) kronik hepatit, siroz ve hepatoseliiler karsinomanin en énemli nedenle-
rinden birisidir. Bu calismada; Saglik Bakanligi Sakarya Universitesi Egitim ve Arastirma
Hastanesine hepatit 6n tanisiyla basvuran hastalarda HCV RNA sikhgi ve viral ylklerinin
saptanmasi amaglanmistir. Calismada, Ocak 2010-Aralik 2011 tarihleri arasinda gesitli
kliniklerden laboratuvarimiza génderilen 953 kan 6rnegi ile gerceklestirilen HCV RNA
¢alismalar sonucunda elde edilen veriler retrospektif olarak irdelenmistir. RNA eldesi
otomatize izolasyon Qiagen QlAsyphony cihazi ve gercek zamanli polimeraz zincir reak-
siyonu (g-PCR) Rotor-Gene RG-3000 (Corbet Research, Qiagen) cihazi ile Uretici firma-
nin onerileri dogrultusunda gergeklestirilmistir. Hastanemize basvuran 953 HCV sipheli
hastanin %39.1'inde HCV RNA pozitif bulunmus ve 2010 ve 2011 yillarinda bu oranin
sirasiyla %40.3 ve %38.1 oldugu gorilmustir. HCV RNA pozitifligi, kadinlar arasinda er-
keklere gére hem 2010 hem de 2011 yilinda daha yiiksek bulunmustur. Yapilan istatis-
tiksel analizde kadin ve erkekler arasinda HCV RNA pozitiflik oranlari arasinda 2010 yili
icin anlamli fark tespit edilmistir (p<0.05). Viral yiiklerin hastaligin seyrine gére degisim
gosterdigi izlenmistir. Calisma ile hastanemize hepatit 6n tanisiyla basvuran hastalarda
HCV RNA sikhgi ve viral yiik verileri ilk kez ortaya konmustur. Yillar arasinda anlamli bir
fark saptanmazken, kadin ve erkekler arasindaki siklik irdelendiginde 2010 yillarinda ka-
dinlarda istatistiksel olarak anlamli diizeyde yiksek olmasi dikkat gekici bulunmustur.

Anahtar kelimeler: Hepatit C virusu, HCV RNA, PCR
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[PP-084]

HASTANEMIZE BASVURAN HEPATIT C HASTALARINDA
HCV GENOTIP DAGILIMI

0guz Alp Giirbiiz, Umm{ Giil Erdem, Zeynep Dansuk, Meral Erol, Mustafa Cagatay

S. B. Digkapi Yildirnm Beyazit Egitim ve Arastirma Hastanesi, Ankara.

Hepatit C virusu (HCV) 1989 yilinda tanimlanmis, sonrasinda da tim diinyada 6nem-
li bir saglik sorunu olmustur. HCV enfeksiyonlari; kroniklesmesi, karaciger sirozu ve kan-
serine yol agmasi nedeniyle 6nem tasimaktadir. HCV ile enfekte hastalarin tedavisinde
genotip belirlenmesi klinik seyir ve tedaviye yanitta 6nemlidir. Bu ¢alismada, S.B Diskapi
Yildinnm Beyazit Egitim ve Arastirma Hastanesi Klinik Mikrobiyoloji Bolim laboratu-
varina, HCV genotip saptanmasi icin gonderilen anti-HCV pozitif 75 hastanin sonuglari
sunulmustur. Calismaya dahil edilen hastalarda anti-HCV Murex (Biotech S.A Ltd, Gu-
ney Afrika), HCV RNA ise Artus (Qiagen, Almanya) kitleri ile ¢alisilmistir. HCV genotip
dagilimi real-time PCR (Genome Diagnostics Pvt. Ltd, India) yontemi ile saptanmustir.
Tiplendirmede GenoSen’s HCV genotying 1/2/3/4 kiti ile HCV’'nin 1,2,3 ve 4 genotipleri
arastirilmistir. Calismaya dahil edilen 75 hastanin 64’tnin HCV RNA’sI pozitif, 11’inin ise
negatif bulunmustur. Calisma sonucunda; hastalarin 55’i (%73.3) tip 1, dérd{i (%5.3) tip
2, biri (%1.4) tip 3 olarak saptanmis; genotip 4 tespit edilmemistir. Hastalarin 15 (%20
)inde ise bu dért genotipten higbiri saptanamamistir. Ulkemizde ve diinyada HCV ge-
notip dagilimini géstermek amaciyla bircok ¢alisma yapilmistir. Ulkemizde yapilan calis-
malarda genotip tip 1b’nin en sik goruldigu (%82-96), tip 1a’nin ikinci siklikta (%3.5-14)
oldugu gosterilmistir. Bu calismada da %73.3 oraninda genotip 1 saptanmig; ancak 1b ve
1a ayrimi yapilmamistir. Kronik HCV enfeksiyonunda virusun genotipi, tedaviye cevapta
en 6nemli faktorlerden biri olup, genotip 1 ile enfekte olgularda tedaviye cevabin daha
diistk oldugu gosterilmistir. Calismamizda da tip 1 en sik saptanan genotip olmus ve bu
olgularda viral yik dizeyleri ile tedavi cevabinin ve klinik prognozun takip edilmesinin
gerekli oldugu dustntlmastar.

Anahtar kelimeler: HCV, genotip, HCV RNA

7. Ulusal
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[PP-085]

HCV GENOTIPLERINiN EPIDEMiYOLOJiSINDE DEGIiSiKLiK VAR MI?

Ozgiil Kaya', Alev Duran?, Cagla Ciftci, Tuba Kayman?, Arzu Sayiner?, Hakan
Abacioglu®

Dokuz Eyliil Universitesi Tip Fakiiltesi, Tibbi Mikrobiyoloji AD, izmir.
2Kayseri Egitim ve Arastirma Hastanesi, Tibbi Mikrobiyoloji Béliimii, Kayseri.

Turkiye'de hepatit C virus (HCV) prevalansi %1.8'dir ve genellikle saglik hizmetiyle
iliskilidir. HCV’nin 7 genotipi vardir. Ulkemizde en sik tip 1 HCV enfeksiyonlarina rast-
lanmaktadir. Genotipleme, epidemiyolojik ¢alismalar ve tedavi siiresini belirlemek igin
kullanilmaktadir. Bu ¢alismanin amaci, Dokuz Eyliil Universitesi Hastanesinde (DEUH)
iki ayri donemde elde edilen genotip ¢alismalarini karsilastirmaktir. 1995 yilindan bu
yana toplanan veriler de incelenmis ve epidemiyolojik degisikligin varligi sorgulanmistir.
DEUH’de 1995’te yapilan arastirmanin sonuglariyla 2005-2012 yillari arasinda saptanan
HCV genotiplerinin dagilimi Tablo 1'de gbsterilmistir. Genotipleme REA ile yapiimistir.
Diger verilere PubMed’te ve ulusal dizinlerde yer alan yayinlardan ulasiimistir. DEUH’de
2005-2012 yillari arasinda toplam 199 hastadan 179’unda genotip 1 %89.9 oranla ilk
siradadir, sonra sirasiyla genotip 3, 2 ve 4 gelmektedir. Ulkemizdeki tim veriler Tablo
2’de verilmistir. Genotip 1 HCV enfeksiyon sikhiginda %4.2’lik bir diisls, genotip 4 en-
feksiyonlarinda ise 5 katlik bir artis vardir. Genotip 1 HCV enfeksiyonlarinin sikhgindaki
azalma DEUH ve Turkiye verilerinde gorilmektedir. Epidemiyolojik ve fileografik veriler
tip 1 HCV epidemisinde bir platoya erisildigini gostermektedir (lilkemizde kanlarin HCV
yonlinden 1996 yilindan itibaren taranmasi ve enfeksiyon kontrol dnlemlerinin iyiles-
mesi). DEUH verilerine gére genotip 3 HCV enfeksiyonlarina 1995’te hig rastlanmazken
daha sonra %4.5 gibi bir oranda rastlanmistir. Bu hastalarin yas ortalamasi (43) diger
genotiplerin yas ortalamalarindan (genotip 1, 2, 4 igin sirasiyla 57, 52, 61 yas) daha di-
suktdr. Tip 4 HCV enfeksiyonlarindaki artis dikkat cekmektedir. Bu, 6rneklem buyukligu
ile iliskili olarak rastlantisal olabilecegi gibi, belirli cografik bolgelerde (Kayseri gibi) tip 4
HCV enfeksiyonu yonlinden bir odaga da isaret ediyor olabilir. Bu konudaki verilerimiz
ikinci olasilig1 desteklemektedir. Sonugta, HCV epidemiyolojisinin Tirkiye’de ve DEUH'de
degismekte oldugunu distinmekteyiz.

Anahtar kelimeler: Epidemiyoloji, genotip, HCV
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Tablo 1. DEU Hastanesinde 1995 yili verileri ile 2005-2012 yillari arasindaki HCV genotip verilerinin
karsilastirilmasi.

Genotip 1 Genotip 2 Genotip 3 Genotip 4 Toplam
1995 84 3 - 2 89
Hasta sayisi (%) (94.4) (3.4) (2.2)
2005-2012 179 8 9 3 199
Hasta sayisi (%) (89.9) (4.1) (4.5) (1.5)

Tablo 2. 1994-2004 ve 2005-2011 yillari arasinda yapilan genotipleme g¢alismalari.

Genotip 1 Genotip 2 Genotip 3 Genotip 4 Kanigik  Toplam

1994-2004 855 25 4 10 8 902
Hasta sayisi (%) (94.8) (2.8) (0.4) (1.1) (0.9)
2005-2011 1392 27 23 78 16 1536
Hasta sayisi (%) (90.6) (1.8) (1.5) (5.1) (1.0)
Toplam 2247 52 27 88 24 2438
(92.2) (2.1) (1.1) (3.6) (1.0)
7. Ulusal
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[PP-086]

HEPATIT C ViRUSU KOR (CORE) PROTEINiNiN PROKARYOT VE
MEMELi HUCRELERINE KLONLANIP EKSPRESE EDILMESi

Ertan Cakmak!, Zeynep Sercan?, Mehmet Ali Oktem?, Hakan Abacioglu®

Dokuz Eyliil Universitesi, Tip Fakiiltesi, Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali, izmir
2Dokuz Eyliil Universitesi, Tip Fakiiltesi, Tibbi Biyoloji ve Genetik Anabilim Dali, izmir.

Hepatit C virusu (HCV), zarfli ve genomu pozitif yonelimli olan bir RNA virusudur.
Diinya Saglik Orgiiti’niin tahminine gére diinyada 170 milyondan fazla birey bu virus ile
enfektedir. HCV enfeksiyonu, yliksek morbidite ve mortalitenin yani sira saglik ekonomi-
siicin de 6nemli bir sorundur. Kor (core) proteini virusun kapsidini olusturmaktadir. Ayri-
ca bu protein gesitli hiicresel ve immiinolojik stiregleri de etkilemektedir. Bu ¢alismanin
amaci, HCV kor proteinini prokaryot ve memeli vektorlerine klonlamak, eksprese etmek
ve saflastirmaktir. Boylece bu proteinin hiicresel ve imminolojik siireglere etkisini aras-
tirmak mimkiin olabilecektir. Kor proteinini kodlayan ilk 178 aminoasitlik dizi, polimeraz
zincir tepkimesi (PCR) ile ¢ogaltilarak pQE-30 ve pQE-40 vektoérlerine prokaryotta tek
basina, ya da dehidrofolat-redlktaz (DHFR) ile birlikte eksprese edilmek tizere klonlandi.
Eksprese edilen proteinler SDS-PAGE ile karakterize edildi. immiinojenite “western blot
(WB)” ve “enzyme immunoassay (EIA)” ile monoklonal antikor (HEP C Ag) kullanilarak
arastirildi. Kor proteinini kodlayan tim 191 aminoasitlik dizi pFLAG-CMV-3 ve pFLAG-
CMV-4 memeli vektorlerine klonlanarak HuH-7 “transient” olarak transfeksiyonu yapildi.
Prokaryotta yliksek ekspresyon ancak kor proteininin ilk 178 aminoasit DHFR ile birlikte
eksprese edildiginde gerceklesmistir. Bu proteinin, WB ve EIA ile imminolojik olarak re-
aktif oldugu gosterilmistir. Tam uzunluktaki kor proteininin HuH-7’lerde eksprese edildi-
gi WB ile gdsterilmistir. immiinolojik reaktif “kor-DHFR” proteininin ekspreyonu E.coli'de
gerceklestirilmistir. Bu proteini deneysel ve tanisal amagla kullanmak mimkindir. Tam
uzunluktaki kor proteininin HuH-7 hiicrelerine “transient” transfeksiyonu da gercgekles-
tirilmistir. Kor proteininin bu hiicrelerdeki adezyon yetenegine etkisi arastiriimaktadir.

Anahtar kelimeler: Hepatit C virusu, core, klonlama, saflastirma, transfeksiyon
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[PP-087]

KRONiK HEPATIT C HASTALARINDA HEPATIT C ViRUSU
GENOTIPLERiINiN DAGILIMI

imran Saglk, Derya Mutlu, Dilara Ogiing, Gézde Ongiit, Betil Ozhak Baysan, Meral
Gultekin, Dilek Colak
Akdeniz Universitesi Tip Fakiiltesi, Mikrobiyoloji Anabilim Dali, Antalya.

Kronik karaciger hastaliginin en 6nemli nedenlerinden biri olan hepatit C virusunun
(HCV) 6 farkh genotipi ve 50’den fazla subtipi bulunmaktadir. Hastaligin seyri ve tedavisi
genotiplere ve subtiplere gore farkhlik gostermektedir. Bu ¢alismanin amaci Akdeniz
Universitesi Hastanesi Merkez Laboratuvari Mikrobiyoloji B&limii’ne génderilen plazma
orneklerinde HCV genotiplerinin arastiriimasidir. Kronik hepatit C hastasi olan 276
hastaya ait plazma 6rnegi incelenmistir. HCV RNA ekstraksiyonu otomatize sistemde
(EZ1 Virus Mini Kit v2.0, Qiagene, Almanya) yapilmis, ardindan amplifikasyon igin
revers transkriptaz PCR (GEN-C RT-PCR, NLM, italya) gerceklestirilmistir. HCV genotip
tayini revers hibridizasyon yontemi ile nitroselliloz stripler lizerinde (GEN-C, Reverse
Hybridization Strip Assay, NLM, italya) calisilmistir. ikiylizyetmisalti hastanin 144’Q
(%52.1) erkek ve 132’si (%47.8) kadin olup, yas ortalamasi 48.1 yil (aralik: 8-78) olarak
bulunmustur. Hastalarin timiinde HCV RNA pozitiftir. ikiylizyirmidokuz (%83) hastada
genotip 1, 33 (%12) hastada genotip 3, 10 (%3.6) hastada genotip 2 ve 3 (%1.1) hastada
genotip 4 saptanmistir. Genotip 1 olarak saptanan 229 drnegin 182’sinde (% 79.4)
genotip 1b, 31’'inde (% 13.5) genotip 1a saptanmis, 16 (% 7) 6rnekte alt tiplendirme
yapilamamistir. Genotip 3 olarak saptanan 33 oOrnegin 32'sinde (% 97) genotip 3a
saptanmis, bir (%3) ornekte alt tiplendirme yapilamamistir. On genotip 2 6rneginden
2’si (% 20) genotip 2b, 2’si (% 20) genotip 2a veya 2c olarak saptanmis, 6 (%60) 6rnekte
alt tiplendirme yapilamamistir. Toplam olarak 276 6rnegin 1’inde (% 0.4) tiplendirme,
26’sinda (% 9.4) ise alt tiplendirme yapilamamistir. Sonug olarak; HCV genotiplerinden
genotip 1b en yuksek oranda (%65.9) saptanmistir. Calismamizda % 16.6 oraninda
saptanan genotip 1 disindaki genotiplerin bdlgemize gelen cok sayida turist ve/veya
bolgemize yerlesen yabanci uyruklu kisilerle ilgili olabilecegi diisinilmustir.

Anahtar kelimeler: Hepatit C virusu, kronik hepatit C, genotip
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[PP-088]

HCV TANISINDA KULLANILAN UG FARKLI YONTEMIN SONUGLARININ
YORUMLANMASINDA KARSILASILAN ZORLUKLARIN iRDELENMESI

Osman Aydin!, Keramettin Yanik?, Gozde Tag?, Cafer Eroglu?

1Sabuncuoglu Serefeddin Devlet Hastanesi Mikrobiyoloji Laboratuvari, Amasya.
20ndokuz Mayis Universitesi Tip Fakiiltesi, Tibbi Mikrobiyoloji AD, Samsun.

Hepatit C virusunun (HCV) %70’in stiinde kroniklesmesi, %80 akut fazda asemp-
tomatik olusu, dnemli klinik tablolara yol agmasi ve hastalarda olusturdugu tedirginlik
nedeniyle dogru ve hizli tanisi 6nem arz etmektedir. HCV tanisinda kullanilan serolojik
testlerde atipik profiller sik gorildigiinden, serumda anti-HCV varliginin tespiti tanida
yeterli degildir. Dogrulama testleri ise her laboratuvarda yapilamamakta; hastalar ise
supheli test sonuglari igin klinisyenden acil ve kesin bilgi beklemektedirler. Calismamizin
amaci, hastanemizde bizden acil olarak bilgi bekleyen hastalarin HCV tanisi igin istenen
dogrulama test sonuglarini yorumlarken karsilastigimiz zorluklari klinisyenlerle paylas-
mak ve bu konuda literatiire katki yapmaktir. Calismamizda, devlet hastanesinde Vitros
3600 sistemi ile anti-HCV testi pozitif saptanan 86 hastaya dogrulama amach istenen
Western blot (WB; INNO LiPA) ve HCV-RNA (Real-time PCR Reagents Kit, Qiagen) test so-
nuglariile hastalardan es zamanli istenen AST (Sinir deger: 0-42 U/L) ve ALT (Sinir deger:
0-34 U/L) degerleri yorumlandi. Calismaya alinan anti-HCV pozitif 86 hastanin 50’si ka-
din, 36’sI erkektir. 86 hastanin 5’inde (%5.8) HCV RNA pozitifligi saptandi. Bu hastalarin
sadece Uglintn ALT ve AST degerleri yiiksekti. 86 hastanin 26’sinda (%30.2) ise WB testi
pozitif saptandi. Bu hastalarin ise yalnizca dérdiinde ALT ve AST degerleri yiksekti. WB
pozitif hastalarin 5’'inde (%19.2) ve 86 hastanin 11’inde (%12.7) WB test sonucu belirsiz
¢ikmis olup, bu hastalarin HCV RNA test sonuglari negatifti. Sonug olarak HCV tanisinda
altin standart testler olsa da bu testler her yerde, her zaman galisilamamaktadir. Zaman
kaybetmeden kesin tanisinin konulmasini isteyen bazi hastalari, her testin HCV tanisinda
kendine gore sinirlamalari oldugundan dogru bilgilendirme, yonlendirme ve takiple dog-
ru taniya ulasilabilinecegi konusunda ikna etmek tek yol gibi gorinmektedir. ALT, AST
testleri ise HCV tanisinda ancak yardimci parametrelerdir.

Anahtar kelimeler: HCV tani, ELISA, Western blot, PCR
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[PP-089]

ROTAViIRUS GENOTIiP DAGILIMINDAKiIi GUNCEL DURUM:
ON CALISMA SONUCLARI

Zekiye Bakkaloglu?, Atila Taner Kalaycioglu?, Aysegtil Copur Cicek?, Ekrem Yasar®,
Erdal ince®, Bilge Aldemir Kocabas®, Haluk Giiriz®, Giilay Korukluoglu’, Tunca Atak’,
Hulya Karademirtok’, Riza Durmaz®

Tiirkiye Halk Saghgi Kurumu, Molekiiler Mikrobiyoloji Arastirma ve Uygulama Laboratuvari, Ankara.
2Tiirkiye Halk Saglhigi Kurumu, Molekiiler Mikrobiyoloji Arastirma ve Uygulama Laboratuvari, Ankara;
Kafkas Universitesi Veteriner Fakiiltesi, Mikrobiyoloji Anabilim Dali, Kars.

3Recep Tayyip Erdogan Universitesi Tip Fakiiltesi, Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dall, Rize.

“Diyarbakir Cocuk Hastaliklari Hastanesi, Mikrobiyoloji Laboratuvari, Diyarbakir.

SAnkara Universitesi Tip Fakiiltesi, Pediatrik Enfeksiyon Anabilim Dali, Ankara.

¢Ankara Universitesi Tip Fakiiltesi, Mikrobiyoloji ve Klinik Mikrobiyoloji Anabilim Dali, Ankara.
Tiirkiye Halk Saghgi Kurumu, Viroloji Referans Laboratuvari, Ankara.

8Tiirkiye Halk Saglhigi Kurumu, Molekiiler Mikrobiyoloji Arastirma ve Uygulama Laboratuvari, Ankara;
Kirikkale Universitesi Tip Fakiiltesi, Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali, Kirikkale.

Rotavirus, tim diinyada bes yas alti ¢cocuklarda goriilen akut gastroenteritin en
onemli etkenidir. Her yil siddetli rotavirus ishali nedeniyle 600.000’in izerinde ¢ocuk
hayatini kaybetmektedir. Bu ¢alismanin amaci, rotavirus ulusal agilama programina bas-
lamadan 6nce, lilkemizde sirkile olan rotaviruslarin genotip dagiliminin giincel durumu-
nu ortaya koymaktir. Rotaviruslarin G ve P genotiplendirilmesi icin konsensus primerler
ile birlikte G ve P tip spesifik primerlerin ayni anda kullanildigi ekonomik ve kisa siirede
sonug verebilen multipleks polimeraz zincir reaksiyon yontemi optimize edilmistir. Bu
yontem kullanilarak Ankara, Rize, Diyarbakir illeri agirlkli olmak tzere farkli illerden ge-
len ve rotavirus antijeni pozitif saptanmis 50 klinik 6rnek ile 6n galismalar yapilmistir.
Calismamizda en yaygin G genotipi olarak G9 (%46) bulunmustur. Diger G genotiplerinin
dagilimi ise %28 G1, %16 G4, %6 G2 ve %4 G12 olarak saptanmistir. P genotiplerinin
%86’sin1 P[8], %14’Unl P[4] olusturmaktadir. G ve P genotip kombinasyonlari; G9P[8]
(%36), G1P[8] (%28), GAP[8] (%16), GOP[4] (%10), G2P[4] (%4), G12P[8] (%4), G2P[8]
(%2) olarak belirlenmistir. Ulkemizde G12 genotipinin varligi ilk kez gésterilmis ve G12
genotipi P[8] ile birlikte saptanmistir. G9P[8] genotip kombinasyonunun arttigl ve baskin
hale geldigi belirlenmistir. Bu calismanin sonuglari, Glkemizde énceden bildirilmis calis-
malarla kiyaslandiginda G9 ve P[8] genotiplerinin baskin oldugu, G1 genotipinin ise azal-
ma egiliminde oldugu goérilmistir. G3 genotipine ise heniiz rastlanilmamistir. Rotavirus
genotip dagiliminin yillara gére degisim gostermesi nedeniyle, rotavirus asisinin ulusal
asilama programina dahil edilmesinden 6nce, tilkemizin tim bolgelerini kapsayan siir-
veyans aginin kurularak epidemiyolojik ¢alismalarin yapilmasi kritik bir &neme sahiptir.

Anahtar kelimeler: G genotip, P genotip, rotavirus
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[PP-090]

ROTAVIRUS GENOTIPLERINiIN MRT-PCR REVERSE LINE BLOT
HiBRiDiZASYON YONTEMIiYLE BELIRLENMESi

Mustafa Altindis?, Fadhil Ahsan?, Bas Van Der Veer?, Kiibra Eryegen?, Halil Er?,
Aysegil Bukulmez?, Yasin Yoldas*, Marion Koopmans®

1Afyon Kocatepe Universitesi Tip Fakiiltesi, Tibbi Mikrobiyoloji AD, Afyon.

2Department of Virology, Erasmus Medical Center, Rotterdam, Hollanda.

3Afyon Kocatepe Universitesi Tip Fakiiltesi, Cocuk Saghgi ve Hastaliklari AD, Afyon.

S.B. Ziibeyde Hanim Dogum ve Cocuk Bakimevi, Afyon.

>National Institute for Public Health and Environment (RIVM), Bilthoven, Hollanda.

Cocuklarda rotavirus enfeksiyonu, asemptomatik formdan 6lime neden olan de-
hidratasyonla seyreden ciddi diareye kadar degisir. Hizli ve dogru tanisi da tedavi ve
korunmada ilk 6Gnemli basamaktir. PCR RLB (Reverse Line Blot Hibridizasyon), ozellikle
norovirus salginlari ve sporadik olgulardaki viruslarin kolayca saptanmasini ve genotip-
lenmesini saglayan bir metoddur. Bu teknik multipleks PCR RLB hibridizasyon olarak mo-
difiye edilmis ve epidemiyolojik ¢alismalarda standart bir prosedir olarak viral tani ve
tiplendirmede genis bir kullanim alani bulmak tzeredir. Bu ¢alismada ishalli olgularda
etken olabilecek rotaviruslarin PCR RLB ile saptanmasi ve tiplendirilmesi amaglanmistir.
Klinik olarak gastroenterit tanisi konulmus 112 hastanin digski érneklerinde kiiltir yon-
temleriile patojen bakteriler ekarte edildikten sonra, imminokromatografik (IC) yontem
ile (VIKIA Rota—Adeno, BioMerieux) rota ve adenovirus antijenleri arastiriimis, ayrica or-
neklerden PCR-RLB y6ntemi ile rotavirus saptanmasi ve genotiplendirilmesi yapilmistir.
Diskidan RNA ekstraksiyonu (QlAamp Viral RNA Mini Kit, Qiagen) sonrasi PCR’da tiim
ornekler igin “Qiagen Hotstar Taq polymerase” (Qiagen) kiti kullanilmigtir. Primerlerin
5’ ucu biotinlenmis, problar da 5’ amin gruplarina sahiplerdir. RT PCR karisimi, Qiagen
Kit ve WHO manuel 6nerileri ile biotinlenmis PCR Urlnleri icin modifiye edilmistir. Ca-
lismaya dahil edilen 112 diski 6rneginin 33’linde rotavirus, 6’sinda adenovirus IC test
ile pozitif saptanmistir. PCR-RLB yontemi ile ¢alisilan 112 6rnekten 40’( rotavirus agl-
sindan pozitif bulunmus, bu suslarin alttir dagihmlari 18’i G1P8, 8’'i G4P8, 6'si G9P8 ve
4’0 G2P4 olarak saptanmistir. Dort 6rnek ise tiplendirilememistir. Konvansiyonel RT-PCR
ile karsilastirildiginda PCR-RBL'nin daha ucuz ve gilivenli oldugu bilinmektedir. Calisma-
mizda saptanan rotavirus pozitifligi ve genotip dagilimi diinyada yaygin olan genotipler
ile korele bulunmustur. Rotavirus genotip dagilimi bolgesel ve mevsimsel degisimler de
gosterebilmektedir.

Anahtar kelimeler: Rotavirus, genotip, RT PCR RLB
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[PP-091]

AKDENizZ UNiVERSITESi HASTANESi MiKROBIiYOLOIJi
LABORATUVARINA HERPES SIMPLEX ViRUS DNA’S| ARANMASI iCiN
GONDERILEN KLiNiK ORNEKLERIN DEGERLENDiRILMESi

imran Saglk, Zibeyde Eres Saritas, Derya Mutlu, Betil Ozhak Baysan, Gozde Ongiit,
Dilara Ogiing, Dilek Colak
Akdeniz Universitesi Tip Fakiiltesi, Mikrobiyoloji Anabilim Dali, Antalya.

Herpes simplex virus tip 1 ve 2 (HSV-1 ve -2) yaygin olarak gortlen, farkli organ ve
doku tutulumu ile farkh klinik bulgulara neden olabilen viral enfeksiyon etkenleridir. Bu
enfeksiyonlar genellikle asemptomatiktir. Semptomatik oldugunda genellikle agiz ve
genital bolgede lezyonlarla seyretmekle birlikte, santral sinir sisteminde tutulum oldu-
gunda viral ensefalit; gbz tutulumu oldugunda ise keratokonjunktivit gibi klinik tablolar
seklinde de karsimiza gikabilir. Bu enfeksiyonlar 6zellikle immiin diiskiin hastalarda daha
agir seyretmektedir. Bu calismanin amaci, Akdeniz Universitesi Hastanesi Merkez Labo-
ratuvari Mikrobiyoloji Bolim{’ne HSV-1 ve -2 DNA varliginin arastiriimasi i¢in génderilen
cesitli klinik 6rneklere ait sonuglarin degerlendirilmesidir. Calismaya Ocak 2011-Nisan
2012 tarihleri arasinda génderilen 199 hastadan alinan 188 BOS, 5 plazma, 2 agiz slir(in-
tlsd, 1 amniyon sivisi, 2 konjunktiva ve 1 lens 6rnegi dahil edildi. TUm 6rneklerde DNA
ekstraksiyonu EZ1 Virus Mini Kit v2.0 (Qiagene, Almanya) ile yapildiktan sonra gergek
zamanl polimeraz zincir reaksiyonu Artus HSV-1/2 RG PCR (Qiagene, Almanya) kiti ile
gerceklestirildi. Yedi (%3.7) BOS 6rneginde, 2 (%100) agiz ve 1 (%33.3) konjunktiva si-
rintUsiinde HSV-1 DNA; 1 (%0.5) BOS 6rneginde HSV-2 DNA saptandi. BOS 6rneklerin-
de HSV-1 DNA saptanan 7 olgudan 5’i (%71.4) asiklovir tedavisi sonrasi iyilesip taburcu
olurken 2’si ex oldu. BOS 6rneginde HSV-2 DNA saptanan olgu ise bakteriyel menenjit
tanisi ve tedavisi sonrasinda klinik bulgulari dizelerek taburcu edildi. Agiz stirlintlslinde
HSV-1 DNA saptanan hastalarin her ikisi de immiin diskindd, her ikisinin de dilinde ve
mukozalarinda yaygin kanamali lezyonlar vardi; izlemde hastalardan birinde HSV ensefa-
liti, digerinde ise HSV keratokonjunktiviti gelisti. Laboratuvarimizda en gok BOS (%94.5)
orneklerinde HSV-1 ve -2 DNA’sI arastirilmistir. Viral ensefalitli olgularda PCR ile erken
tani ve erken antiviral tedavi sonrasi hasta sagkalimi %71.4 olarak bulunmustur.

Anahtar kelimeler: Herpes simplex virus, PCR, viral ensefalit, keratokonjunktivit
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[PP-092]

RENAL TRANSPLANT ALICILARINDA GANSIKLOVIiR DIRENCININ
ARASTIRILMASI

Ajda Turhan?, Aysin Zeytinoglu?, Ergil Utkun?, Huseyin Toz3

Ege Universitesi Tip Fakiiltesi, 'Kan Merkezi; >Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali; *i¢ Hastaliklari,
Nefroloji Bilim Dali, izmir.

Transplant alicilarinda sorun olan sitomegalovirus (CMV) hastaliginin tedavisinde
ve profilaksisinde kullanilan gansiklovir (GCV), valgansiklovir, foskarnet ve sidofovir vi-
ral DNA polimerazi hedeflemektedir. Son zamanlarda bu grup hastalarda antiviral te-
davinin yaygin kullanimi nedeniyle bu ilaglara direngli CMV izolatlari bildirilmektedir.
Transplant alicilarinda %5-10 oraninda goriilen ve antiviral tedavinin basarisizhigina
yol agan GCV direnci, UL97 bdlgesinin sekans analizi ile saptanmaktadir. Calismada,
posttransplant donemde, CMV DNA’si pozitif saptanan renal transplant alicilarinda
UL97 bolgesinde tanimlanmis GCV direng paternleri arastirildi. Canli vericiden transp-
lantasyon yapilan ve posttransplant izlemlerinde CMV DNA pozitifligi saptanan 11
renal transplant alicisi ¢alismaya alindi. Bu hastalarin dokuzu erkek, ikisi kadindi. Bu
olgular 21-65 yas araliginda olup yas ortalamasi 37.6 yil idi. Immiin siipresif tedavile-
ri; dordiinde prednisolon+mikofenolat mofetil/sodyum+takrolimus, diger yedisinde
prednisolon+mikofenolat mofetil+siklosporin idi. Olgularin 10°unda transplantasyon
sonrasl antiviral profilakside asiviral ve birinde valgansiklovir kullanildi. Bu olgularda
kantitatif CMV DNA 21-183. glinlerinde (ortalama 62.7 glin) saptandi ve viral yukleri
1.50x10%7.33x10*1U/ml diizeylerinde (ortalama 7.45x102 IU/ml) idi. Nikleik asit izolas-
yonu (iontek-Mag 16) yapilan érneklerde kantitatif CMV DNA gercek zamanli PCR CMV
QNP 3.0 Fluorion real-time PCR kiti ile saptandi. Yapilan UL97 sekans analizinde (ABI
3130) GCV igin tanimlanan M460V, M460I, H520Q, A591V, C592G, A594V, A594T, L595S,
E596G, K599T, C603V, C607F ve C607Y mutasyonlari arastirildi. UL97 GCV mutasyonlari
aranan 11 olguda saptanmadi. Son yillarda transplant alicilarinda CMV enfeksiyonunda
kullanilan antiviral profilaksi ve tedavi, antiviral dirence neden olmaktadir. Antiviral te-
davide klinik/viral yiik izleminde yanit alinamayan olgularda UL97 mutasyonlarinin aras-
tirlmasi 6nemlidir.

Anahtar kelimeler: CMV, gansiklovir direnci, UL97 mutasyonlari
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[PP-093]

DENGUE ViRUSUNUN (DENV) VENOZ TROMBOEMBOLiIZMDE YERi
OLAN ADAMTS13 EKSiIKLIGINDEKi OLASI ROLUNUN ARASTIRILMASI
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3Mersin Universitesi Eczacilik Fakiiltesi, Farmakoloji AD, Mersin

“Mersin Universitesi Tip Fakiiltesi, Tibbi Mikrobiyoloji AD, Mersin.
SMedicana Hospital, Ankara.

Bir metalloproteinaz olan ADAMTS13, plazmadaki bliylik vVWF multimerlerinin par-
¢alanmasinda gorev almaktadir. ADAMTS13 eksikligi nedeniyle bliylik vVWF multimer-
lerinin varligl, trombotik trombositopenik purpuranin patogenezinde yer alan major
faktordir. ADAMTS13’e karsi olusan otoantikorlar 6nemli faktorlerden birisi olup, olus
nedeni net degildir. Son zamanlarda viral ve paraziter bazi etkenler ile ortaya ¢ikan pro-
inflamatuvar sitokinlerin bu olusumda rol oynayabilecegi bildirilmistir. Dengue atesi,
sivrisinekler ile bulastirilan ve diinyada artan bir insidansa sahip olan bir viral hastaliktir.
Trombositopeni DENV enfeksiyonunun bulgulardan birisidir; ancak mekanizma netles-
memistir. Son zamanlarda DENV enfeksiyonu ADAMTS13 eksikligi ile iliskilendirilmekte-
dir. Venoz trombozlu 30 hasta ve 30 kontrol ile yapmis oldugumuz bir calismada, kontrol
grubuna gore 6nemli farklihk gosteren, disiik diizeyde ADAMTS13 ve onemli dlglide
ylksek dizey gosteren VWF plazma dizeyleri saptamistik. Bu ¢alismamizda, ayni hasta
ve kontrol grubunda DENV RNA, anti-DENV IgG, ADAMTS13 otoantikorlari, IL-6 ve nitro-
tirozin dlzeylerini arastirarak hastaligin etiyolojisinde DENV’nun olasi roliini saptamayi
amagladik. 30 hasta ve 30 saglikli bireyden olusan toplam 60 kisiye ait plazma 6rnekle-
rinde anti-DENV IgG, ADAMTS13 otoantikorlari, IL-6 ve nitrotirozin diizeyleri ELISA ile,
DENV RNA ise revers transkripsiyon real-time PCR ile arastirildi. Calismada, DENV IgG
antikorlari hastalarin 13 (%43)’tinde ve kontrollerin 3 (%10)’iinde; ADAMTS13 otoanti-
korlar hastalarin 7 (%23.3)'sinde ve kontrollerin 1 (%3)’inde; IL-6 dlizeyi ise hastalarin
10 (%33.3)’'unda ve kontrollerin 3 (%10)’Ginde yiksek olarak bulunmustur. Nitrotirozin
diizeyi, hasta grubunda ortalama 12 nM ve kontrol grubunda ortalama 12.33 nM olarak
saptanmistir. DENV RNA pozitifligi ise, hasta grubunda 5 (%16.6), kontrol grubunda bir
kiside (%3.3) tespit edilmistir. Sonug olarak, hasta grubunda saptanan DENV IgG du-
zeyleri ve DENV RNA pozitifligi kontrol grubuna gére daha yiksek oranda bulunmakla
birlikte, daha genis popilasyonlarda yapilacak olan galismalar, bu iliskiyi daha net olarak
ortaya ¢ikaracaktir.

Anahtar kelimeler: DENV, venéz tromboemboli, ADAMTS13, RT-PCR
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[PP-094]

ANKARA UNIVERSITESI TIP FAKULTESI’NDE KASIM 2011 — NiSAN 2012
TARIHLERI ARASINDA AKUT SOLUNUM YOLU ENFEKSiYONU TESPIT
EDILEN COCUKLARDA SAPTANAN ViRAL ETKENLER

istar Dolapci®, Zeynep Ceren Karahan!, Adem Karbuz?, Bilge Aldemir Kocabas?,
Ergin Ciftci3, Erdal ince?, Alper Tekeli!

1Ankara Universitesi Tip Fakiiltesi, Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali, Ankara

2Ankara Universitesi Tip Fakiiltesi, Cocuk Saghdi ve Hastaliklari Anabilim Dali, Ankara.

Akut viral solunum yolu enfeksiyonlari, gocuklarda morbidite ve mortalitenin 6nemli
nedenlerindendir. Klasik tani yontemlerine kiyasla molekiler yontemler, hizlar ve ylk-
sek duyarhliklariyla viral enfeksiyonlarin tanisinda 6n plana ¢ikmaktadirlar. Bu ¢alisma-
da, Ankara Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Mikrobiyoloji AD Molekiiler Tani ve Arastirma
Laboratuvarina Ekim 2011-Nisan 2012 tarihleri arasinda Cocuk Hastaliklari Klinigi’'nden
gonderilen 269 adet solunum yolu érneginde multipleks RT-PCR yontemi ile tespit edi-
len viral etkenlerin dagilimi incelenmistir. Calismada yaslari 13 giin-18 yas arasinda de-
gisen 217 hastaya ait 269 6rnek degerlendirilmistir. Hastalardan alinan solunum yolu
orneklerinden viral DNA/RNA izolasyonunda Ribospin vRD Viral RNA/DNA ekstraksiyon
kiti (GeneAll Biotechnology, Kore), c-DNA eldesinde RevertAid First Strand cDNA Sentez
Kiti (Fermantas, Litvanya) kullaniimistir. Orneklerde, Adenovirus A-E, Coronavirus 229E/
NL63-0C43, Parainfluenza virus 1-4, Rhinovirus A/B/C, influenza A/B virus, solunum sin-
sityal virusu (RSV) A/B, Bocavirus 1-4, Metapneumovirus ve Enterovirus varligi Seeplex
RV15 (Seegene, Kore) ticari tani kiti kullanilarak multipleks RT-PCR ile tireticinin nerileri
dogrultusunda arastirilmistir. Calismada, 269 6rnegin 184’Ginde (%68.4) en az bir viral
etkene ait niikleik asit saptanmistir. Pozitif 6rneklerin 95’inde (%51.63) tek, 64’linde
(%34.78) iki, 24’Unde (%13.04) g, birinde dort viral etken bulunmustur. Pozitif 6rnekle-
rin %54.89’unda RSV A/B viruslari, %35.33’tGnde ise influenza A/B viruslari tek basina ya
da bagka etkenlerle birlikte saptanmistir. iki etken saptanan 64 drnegin %56.25’inde et-
kenlerden birinin RSV, %50’sinde ise influenza viruslari oldugu tespit edilmistir. Ug farkl
viral ajan bulunan 24 6rnegin %70.83’lUinde etkenlerden en az birinin influenza viruslari;
%45.83’tinde ise RSV viruslari oldugu bulunmustur. Tespit edilen etkenler, mevsimsel
dagihm ve klinik bulgularla uyumludur. Coklu pozitiflik orani yliksek olup, bu hastalarda
klinik taninin 6n planda tutulmasi gereklidir.

Anahtar kelimeler: RT-PCR, solunum yolu enfeksiyonu, viral enfeksiyon
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[PP-095]

BOLGEMIizZDE SOLUNUM YOLU ENFEKSIYON ETKENi VIRUSLARIN
2011-2012 SONBAHAR-KIS SEZONUNDAKi DAGILIMI

Mehmet Ozdemir, Bahadir Feyzioglu, Mehmet Emin Demircili, Mahmut Baykan,
Bilent Baysal
Konya Universitesi Meram Tip Fakiiltesi, Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali, Konya.

Akut solunum yolu enfeksiyonlari biitiin bireylerde en sik gorilen hastaliktir. Son
zamanlarda influenza, pandemi yapmasi nedeniyle 6ne ¢ikmasina ragmen diger virus-
lar da akut Ust solunum yolu enfeksiyonlarina siklikla neden olmaktadir. Bu ¢alismada,
bolgemizde akut solunum yolu enfeksiyonlarina neden olan viral patojenlerin arastiril-
masi amaglanmistir. Calismaya, 1 Kasim 2011 - 15 Mart 2012 arasinda ates, bogaz agrisi,
oksuruk, kirginhk, bas agrisi, miyalji, burun akintisi ve/veya tikanikligi olan ve gesitli kli-
niklerden génderilen hasta 6rnekleri ve laboratuvara basvuran hastalardan alinan bogaz
siirlinti 6rnekleri alindi. Toplam 273 6rnekte influenza tip A ve B, Rhinovirus, solunum
sinsityal virusu (RSV) A ve B, Parainfluenza virus (PIV) tip 1,2,3 ve 4, Adenovirus, Boca-
virus, insan Coronavirus (HCoV)-229E/NL63, HCoV-OC43, Enterovirus ve insan Metap-
neumovirus (HMPV) pozitifligi multipleks PCR yontemi ile arastirildi. Bu 6rneklerin 160
(%58.6) solunum viruslari agisindan pozitif bulundu. Bunlarin dagilimi; RSV-B 55 (%20.1),
influenza A 43 (%15.7), Rhinovirus 20 (%7.3), Parainfluenza-1 17 (%62), RSV-A 8 (%2.9),
HMPV 7 (%2.5), HCoV-229E/NL63 4 (%1.4), HCoV-0C43 3 (%1), influenza B 2 (%0.7) ve
Adenovirus 1 (%0.3) 6rnekte pozitif bulundu. Konya bélgesinde 2011-2012 sonbahar-
kis sezonunda solunum yolu enfeksiyonlarina en sik neden olan viruslarin; RSV-B, influ-
enza A ve Rhinovirus oldugu; PIV 2,3,4, Bocavirus ve enteroviruslarin arastirilan sezonda
bolgemizde patojen etken olarak izlenmedigi saptandi. Solunum yolu viruslarinin mev-
simsel ve bolgesel dagiliminin incelenmesi, viral hastaliklarin epidemiyolojisi, tanisi ve
tedavisi agisindan énemlidir. Bu nedenle viral patojenlerin bdlgesel izleminin yapilmasi
faydali olacaktir.

Anahtar kelimeler: Virus, solunum yolu, enfeksiyon, influenza, PCR
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[PP-096]

ViRAL PNOMONI TANISI ALAN HASTALARDA ETKENLERIN
MULTIPLEKS POLIMERAZ ZiNCiR REAKSIYONU (PCR) YONTEMIYLE
ARASTIRILMASI

Oya Akkaya, Bahadir Feyzioglu, Mehmet Ozdemir, Biilent Baysal
Konya Universitesi Meram Tip Fakiiltesi, Tibbi Mikrobiyoloji AD, Konya.

Akut solunum yolu enfeksiyonlari yaygin karsilasilan 6nemli bir saghk sorunudur.
Solunum viruslari olarak tanimlanan viral patojenler, akut solunum yolu enfeksiyonla-
rinin en dnemli etkenleridir. Calismamizin amaci Selguk (Konya) Universitesi Meram Tip
Fakultesi Hastanesi’'ne pndmoni nedeniyle basvuran ¢ocuk ve yetiskin hastalarda, viral
etkenlerin multipleks PCR yontemiyle tespit edilmesidir. Ekim 2010—-Nisan 2011 tarihleri
arasinda hastanemize basvuran ve pnémoni tanisi diisiiniilen 150 ¢ocuk ve 150 yetis-
kin hastadan nazofarengeal siiriintii 6rnegi alindi. Ornekler calisilincaya kadar -20°C’de
saklandi. Viral DNA/RNA ekstraksiyonu ve amplifikasyonu ticari Seeplex®RV12 (Seegene
Inc., MD) multipleks PCR kiti kullanilarak yapildi. Viral DNA/RNA amplikonlari etidyum
bromir ile boyanip %2 agaroz jelde ylritildi ve olusan bantlara gore viruslar tanim-
landi. Caligilan 6rneklerin %46.2’sinde, en az bir virus tespit edildi. Bunlarin da %45’inin
solunum sinsityal virusu (RSV) oldugu belirlendi. Saptanan diger viruslar, sirasiyla, %19.4
rinovirus, %13.6 influenza A virus, %6.5 parainfluenza virus, %4.3 influenza B virus, %3.6
adenovirus, %2.9 koronavirus ve %1.4 metapndmovirus olarak izlendi. Pozitif 139 6r-
negin 107 (%35.6)’si gocuk ve 32 (%10.6)’si yetiskin hastalardan elde edildi. Bes (%1.6)
hasta numunesinde birden fazla etken belirlendi. 0-4 yas grubunun %71’inde, 5-9 yas
grubunun ise %75’inde viral etiyoloji belirlendi. Eriskin hasta grubuna ait 6rneklerde
daha az oranda viral etken belirlenirken bu farklilik istatistiksel olarak da anlamli bu-
lundu (p>0.537). Viral pnémoni tanisi alan hasta grubumuzda, RSV en yiiksek oranda
tespit edilen virus olurken, ¢ocukluk yas grubu pnomonilerinde viruslar en 6nemli eti-
yolojik ajanlar olarak belirlendi. Bu ¢alismada kullandigimiz multipleks PCR yonteminin,
solunum yolu enfeksiyonlarinin tanisinda kullanilabilecek kolay, hizli ve glvenli bir test
oldugu sonucuna varildi.

Anahtar kelimeler: Multipleks PCR, solunum viruslari, pnémoni

5-8 Haziran 2012, Ankara ® Program ve Bildiri Ozet Kitabi 323



[PP-097]

SOLUNUM YOLU ENFEKSIiYONU NEDENiYLE HASTANEDE YATAN
iNFANTLARDA ViRAL KOENFEKSiIYONUN GORULME SIKLIGI

Sultan Yolbakan, Ayse Basak Altas, Fatma Bayrakdar, Gulay Korukluoglu
Tiirkiye Halk Saghdgi Kurumu, Viroloji Referans ve Arastirma Laboratuvari, Ankara.

Solunum yolu enfeksiyonlarinin yillik gérilme sikligi yetiskinlere oranla infantlarda
daha fazla olup, neden oldugu hastalik yiki ayni oranda artmaktadir. Hastaneye ya-
tislarin en 6nemli sebebi, goriilme sikligina gore; solunum sinsityal virusu (RSV), insan
rhinovirus (HRV) ve influenza viruslaridir. RSV enfeksiyonu siiresince adenovirus (AV)
ve HRV tesbit edilmis olmasi hastaligin seyrinde ciddi bir artisa sebep olmamaktadir.
Ancak RSV ile birlikte insan metapnémovirus (HMPV) koenfeksiyonunun varligi, infantin
yogun bakim Unitesine alinmasini gerektirmektedir. Biz bu galismada, 2010 (40. hafta) -
2012 (10. hafta) tarihleri arasinda Turkiye Halk Saghgi Kurumu Viroloji Referans ve Aras-
tirma Laboratuvari’na solunum yolu viruslari tani istemi ile Ankara’daki hastanelerden
gonderilen 566 infanta ait 6rneklerde (nazofaringeal/nazal stiriintli, bogaz sirtintusd,
trakeal aspirat, bronkoalveolar lavaj) viral koenfeksiyonlarin gorilme sikligini arastirdik.
Solunum yolu viruslari arasindaki sinerjik etkilesime; yaygin olarak birlikte enfeksiyon
olusturan viruslara da dikkat cekmek istedik. Klinik 6rneklerde solunum yolu viruslari,
multipleks RT-PCR tani sistemi ile Fast Track Diagnostics/Respiratory Pathogen 12/21
(Luxemburg) ve AusDiagnostics/Respiratory Pathogen 12 (Australia) ticari kitleri kullani-
larak; Influenza virus A (Inf.A), Inf.A/SwH1, Influenza virus B (Inf.B), Rhinovirus (RV), RSV
A/B, Parainfluenza virus (PIV) 1/2/3/4, Coronavirus OC43/ 229E/NL63/HKU1, Parechovi-
rus (PV), Enterovirus (EV), Adenovirus (AV), Human Bocavirus (HBoV) ve Human Metap-
neumovirus (hMPV) niikleik asidi varligi agisindan incelenmistir. Orneklerin %89.3’iinde
en az bir viral ajan tesbit edilmis; bunlarin da %23.5’i RSV pozitif bulunmustur. RSV pozi-
tif infantlarin %8.4’linde ise koenfeksiyon tesbit edilmistir. Calismada total koenfeksiyon
orani %11.6 olarak belirlenmistir (Sekil). Sonug olarak %11.6 oraninda tesbit edilen viral
koenfeksiyonlarin, 6zellikle RSV pozitif infantlarda biyik oranda HRV kaynakh oldugu
gorilmustir.

Anahtar kelimeler: infant, koenfeksiyon, solunum yolu viruslari
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Sekil. Ankara’da solunum yolu enfeksiyonu nedeniyle hastanede yatan infantlarda 2010 (40.hafta)

-2012 (10.hafta) arasinda viral koenfeksiyonlarin pozitiflik orani.
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[PP-098]

KEMIK iLiGi TRANSPLANTASYONU YAPILAN HASTALARDA BK ViRUS
VARLIGININ KANTITATiIF GERCEK ZAMANLI POLIMERAZ ZiNCiR
REAKSIYONU iLE GOSTERILMESI

Seyyal Rota?, Isil Fidan?, Giilsan Sucak?, Ziibeyde Lale?

Gazi Universitesi Tip Fakiiltesi, “Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali; 2Kemik iligi Transplantasyon
Unitesi, Ankara.

BK virus (BKV), Polyomaviridae ailesinden, kiiglk, zarfsiz, ikozahedral yapilh, gift iplik-
li DNA virusudur. immiin sistemi normal kisilerde subklinik enfeksiyonlar olustururken,
immun yetmezlikli hastalarda aktive olarak litik enfeksiyonlara ve gesitli klinik bulgularin
ortaya ¢ikmasina yol agabilir. Bu ¢alismada, kemik iligi transplant alicilarinda BKV varli-
g1 ve replikasyon dizeylerinin belirlenmesi amaglanmistir. Kemik iligi transplantasyon
Unitesinden laboratuvarimiza gonderilen 250 hastaya ait 415 6rnek (342 idrar, 73 kan)
¢alisma kapsamina alindi. BKV DNA’si kantitatif gercek zamanl polimeraz zincir reaksi-
yonu (qRtPCR) ile tespit edildi. Viral DNA kantitasyonu Qiagen Artus RG PCR kiti (Qiagen,
Hamburg) kullanilarak yapildi. incelenen 415 hasta érneginden 45’inde (%10.8) gRt-
PCR y&ntemi ile BKV DNA pozitif olarak bulundu. incelenen 342 idrar 6rneginin 40’inda
(%11.6), 73 kan 6rneginin 5’inde (%6.8) BKV DNA pozitif olarak tespit edildi. BKV DNA
pozitif olarak bulunan 45 6rnegin sadece ikisinde (%4.4) viral yik <500 kopya/mL iken,
diger tiim 6rneklerde (%95.5) viral yiik >500 kopya/ml olarak belirlendi. insanlarda la-
tent fazda kalip, 6zellikle immin stipresif hastalarda reaktive olarak yasami tehdit eden
komplikasyonlara yol agabilen BKV’un, kemik iligi transplantasyonu yapilan hastalarda
da 6nemli bir enfeksiyon etkeni oldugu goérilmektedir. Bu nedenle bu virusun erken do-
nemde kantitatif gercek zamanli PCR yontemi gibi glivenilir bir yontem ile hizli ve dogru
tespiti, bu hastalarda yasam siresini artirici bir faktor olarak rol oynayacaktir.

Anahtar kelimeler: BK virus, kemik iligi transplant alicisi, polimeraz zincir reaksiyonu
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[PP-099]

SAGLIKLI KAN DONORLERINDE TRANSFUZYONLA GECEN ViRUS (TTV)
SIKLIGININ ARASTIRILMASI

Seyda Ozsoy, Esra Kogoglu, Tekin Tas
Abant izzet Baysal Universitesi Tip Fakiiltesi, Tibbi Mikrobiyoloji AD, Bolu.

Transflizyonla virus enfeksiyonlarinin bulasabildigine iliskin ilk veriler 1940’1 yillara
kadar uzanmaktadir. Yapilan bircok ¢alismada, TTV (Transfusion-Transmitted Virus)'nin
de tranflizyonla gectigi bildirilmistir. Bir DNA virusu olan TTV, ilk olarak 1997 yilinda
transflizyona bagli hepatiti olan bir hastanin serumundan izole edilmistir. Bu ¢alismada
transflizyon merkezine bagvuran saglikli kan dondrleri ile hepatit B ve hepatit C has-
talarinda TTV sikliginin arastiriimasi ve TTV pozitifler arasinda ALT ve AST diizeylerinin
karsilastirilmasi amaglanmistir. Hastanemizin transflizyon merkezine Kasim 2009-2010
tarihleri arasinda basvuran, HBsAg, anti-HCV, anti-HIV ve VDRL testleri negatif, 500 go-
nalld kan donoriiniin serumu galismaya alindi. Ayrica Mikrobiyoloji Laboratuvarina he-
patit 6n tanisiyla yollanan ve PCR testleriyle kaninda viral genom tesbit edilen hepatit
B enfeksiyonlu 100 ve hepatit C enfeksiyonlu 85 hasta serumu galismaya dahil edildi.
HBsAg, anti-HCV ve anti-HIV testleri makroELISA (Architect i2000SR, Abbott Diagnostic)
yontemiyle, ALT ve AST testleri kinetik ydontem ile (Architect C8000, Abbott Diagnostic)
¢alisildi. VDRL testi (Acon) icin imminokromatografik yontemle calisan kart test kullanil-
di. Viral DNA izolasyonu igin QlAamp DNA Mini Kiti (Qiagen) kullanildi. TTV genomu, RT-
PCR yéntemi ile (Fluorion-QLS 1.0, iontek) arastirildi. Saglikh kan donérlerinde TTV DNA
pozitiflik orani %79.8 (n=399) iken, HBV DNA pozitiflerde %96 (n=96), HCV RNA pozitif-
lerde ise %83.5 (n=71) olarak bulundu. TTV DNA’sI pozitif hepatit B ve C hasta gruplari
ile saglikh kan dondrleri, ALT ve AST pozitifligi agisindan karsilastirildiginda istatistiksel
olarak anlamh fark saptandi. Ancak TTV DNA pozitif olanlarla olmayanlar arasinda ALT
ve AST pozitifligi agisindan anlamli fark bulunmadi. Bu sonuglar, TTV’nin hepatit B ile ko-
enfeksiyon olusturabilecegini, ancak karaciger hiicreleri Gzerine zarar verici bir etkisinin
olmadigini diislindiirmektedir.

Anahtar kelimeler: Transfiizyonla gegen virus, TTV, kan donérii
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[PP-100]

YUzUNCOU YIL UNIVERSITESI TIP FAKULTESi HASTANESINDE HSV’YE
BAGLI MENENJITLERIN PREVALANSI

Bilge Giiltepe, Yasemin Bayram, Hiiseyin Gldilcloglu, Mustafa Berktas
Yiiziincii Yil Universitesi Tip Fakiiltesi, Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali, Van.

Viruslar, menenjitin 6nemli etkenleri arasinda yer almaktadir. Ayrintili epidemiyo-
lojik ve mikrobiyolojik arastirmalarda hastalarin %55-70’'inde viral etken belirlenebil-
mektedir. Herpes simpleks virus (HSV) tip 1’ bagh merkezi sinir sistemi enfeksiyonlari,
tedavi edilmediginde genellikle 6liimle sonuglanan ensefalit olarak seyrederken; HSV
tip 2 menenijiti saglikh bireylerde kendiliginden iyilesebilmektedir. Calismamizda gesitli
kliniklerden (gocuk acil, pediatri, intaniye, néroloji) menenjit 6n tanisi ile génderilen 100
BOS o6rneginde HSV varlig ve tiplendirmesi kalitatif real-time PCR yontemi ile arastiril-
mistir. Calismaya alinan hastalarin yas araligi 1-49 yas arasinda degismekte olup, bun-
larin %57’sini 1 yas olgular olusturmaktadir. Hastalarin %54’u erkek, %46si ise kadindir.
Orneklerden niikleik asit izolasyonu otomatize sistem olan EZ1 cihazi (Qiagen, USA) ile
yapilmistir. Calismada kullanilan HSV I/Il Typing Real-TM kiti, tretici firmanin (Sacace,
Italy) 6nerisi dogrultusunda calisilmis ve bes BOS 6rneginde HSV pozitifligi belirlenmis-
tir. Tespit edilen HSV’lerin 3’0 tip 2 bulunmus, 2’si ise tip 1 olarak saptanmistir. Sonug
olarak menenijit; gelismekte olan Ulkelerde 6nemli bir saglik sorunu olmaya devam et-
mektedir. Bu hastalarda mortalite ve morbiditeyi azaltmak icin erken tani ve tedavi ¢ok
onemlidir. Menenjitten siiphelenilen vakalarda herhangi bir kontrendikasyon yoksa lom-
ber ponksiyon yapilarak BOS PCR gibi hizli sonug veren yontemlerle incelenmelidir.

Anahtar kelimeler: Menenjit, BOS, real-time PCR
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[PP-101]

COCUKLARDA EBV ENFEKSIYONUNUN KANTITATiF GERCEK ZAMANLI
POLIMERAZ ZINCIiR REAKSIYONU iLE SAPTANMASI

Isil Fidan, Seyyal Rota, Zibeyde Lale
Gazi Universitesi Tip Fakiiltesi, Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali, Ankara.

Epstein-Barr virusu (EBV), Herpesviridae ailesinde yer alan latent, litik ve persistan
enfeksiyonlara yol acabilen bir DNA virusudur. Bebek ve ¢ocuklarda primer EBV enfeksi-
yonu genellikle asemptomatik veya subklinik olarak seyrettiginden tanisi zordur. Primer
EBV enfeksiyonu, viral kapsid antijeni (VCA)’'ne karsi antikor (IgM ve IgG) varliginda, Eps-
tein-Barr nlkleer antijenleri (EBNA)'ne karsi antikorlarin bulunmamasi olarak tanimlanir.
Ancak, son yillarda 6zellikle gocukluk déneminde serolojik testlerdeki disiik duyarhhklar
nedeniyle EBV enfeksiyonun tanisinda, kantitatif gercek zamanli (real-time) polimeraz
zincir reaksiyonu (qRtPCR) gelistirilmistir. Calismamizda, serolojik olarak primer ve ge-
¢irilmis EBV enfeksiyonu saptanan ve EBV-seronegatiflik tespit edilen ¢ocuk hastalara
ait serum oOrneklerinde EBV DNA varliginin qRtPCR yontemi ile saptanmasi amaglan-
mistir. Calismada kullanilan serum ornekleri 3 gruba ayrildi; a) Serolojik olarak primer
EBV enfeksiyonu belirlenmis grup; b) Serolojik olarak gegirilmis EBV enfeksiyonu tespit
edilmis grup; c) EBV seronegatif grup. Serum orneklerinde EBV DNA varligi gRtPCR ile
arastirildi. Viral DNA kantitasyonu Qiagen Artus EBV RG PCR kiti (Qiagen, Hamburg) kul-
lanilarak yapildi. Serolojik olarak primer EBV enfeksiyonu belirlenen serum érneklerinin
%89.2'sinde, EBV seronegatif drneklerin %4.3’iinde EBV DNA tespit edilirken, gegirilmis
EBV enfeksiyonu bulunan serum orneklerininin higbirinde EBV DNA tespit edilemedi.
EBV seronegatif 6rneklerde EBV DNA PCR pozitifligi, ayni 6rnekten tekrar PCR galisilarak
dogrulandi. Gruplar arasinda EBV viral yikle ilgili anlamli bir fark tespit edilmedi. Sonug
olarak, real-time PCR sisteminin 6zellikle primer EBV enfeksiyonunun tanisinda kullani-
labilecek, glivenilir bir ydntem oldugu disiiniImastar.

Anahtar kelimeler: EBV enfeksiyonu, polimeraz zincir reaksiyonu
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[PP-102]

LABORATUVARIMIZDA KRONiK HEPATITLi HASTALARA AiT HBV DNA
VE HCV RNA SONUCLARI VE TAKIiPTE UYGUNSUZ TEST iSTEGI

Yasemin Bayram!, Mehmet Parlak?, Aytekin Cikman?

Yiiziincii Yil Universitesi Tip Fakiiltesi, Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali, Van.
2Van Bélge Egitim ve Arastirma Hastanesi, Mikrobiyoloji Laboratuvari, Van.
3Mengiicek Gazi Egitim ve Arastirma Hastanesi, Mikrobiyoloji Laboratuvari, Erzincan.

Bu galismada, kronik hepatit B (HBV) ve hepatit C virus (HCV) enfeksiyonu olan has-
talarinin takibinde ve tedaviye yanitin izlenmesinde énemli yer tutan HBV-DNA ve HCV-
RNA testi sonuglarinin irdelenmesi amaglanmustir. Bir yillik siire icerisinde serum érnek-
lerinde galisilan 703 HBV-DNA ve 71 HCV-RNA molekiiler testi sonuglari geriye donik
olarak incelenmistir. HBV-DNA ve HCV-RNA testleri real-time polimeraz zincir reaksiyonu
(Roche/COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® System) yontemiyle galisiimistir. Calisma-
ya alinan 703 HBV-DNA testinin 262 (%37.3)’si pozitif olup; bunlarin 208’i (%30) 10* - 107
kopya/ml arasinda, 54’t (%7) 107 kopya/ml lizerinde saptanmistir. Kopya sayisi 210%/ml
saptanan hastalarin 168’i (%64) erkek, 94’U (%36) kadin olup, yas araligi <1 - >60 ara-
sinda degismektedir. HBV-DNA icin kopya sayisi 10%°/ml ve (izeri saptanan 262 hastanin
30’unda (%11) hastada takip amaci ile test tekrar istenmistir. HBV-DNA negatif sapta-
nanlarda test tekrar orani %6 olarak bulunmugstur. HCV-RNA testi uygulanan 71 hastanin
10’unda (%14) kopya sayisi 10%/ml ve lzerinde saptanmistir. Sonug olarak, 6zellikle HBV
icin olmak tizere HCV gibi kronik enfeksiyonlarin takibinde 6nemli yer tutan nikleik asit
saptama tetkiklerinin izleminin gerektigi sekilde istenmedigi goriilmistir. Bu durumun,
negatif hastalarin izlenmesi ve pozitif hastalarin tedavi yanitinin degerlendirilmesinde
zorluklara yol acabilecegi asikardir. Bu nedenle takibinin yapilarak gerekli diizenleyici
onlemlerin alinmasi gerekmektedir.

Anahtar kelimeler: HBV DNA, HCV RNA
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AVIAN CORONAVIRUS iZOLASYONU VE GENOTIPLENDIRILMESi

Kamil Tayfun Carli*, Fethiye Coven?, Serpil Kahya?, Aysegtil Eyigor?, Zafer Ata?, Seran
Temelli

Uludag Universitesi Veteriner Fakiiltesi, ‘Mikrobiyoloji Anabilim Dali; 2 Gida Hijyeni ve Teknolojisi
Béliimii, Bursa.
3Bornova Veteriner Arastirma Enstitiisii, izmir.

Bu calismada, rutin coronavirus asilamalarina ragmen solunum yolu problemi
olan, nefrit gbzlenen ve yumurta verimi disiik olan tavuklarin ilgili bolgelerinden ali-
nan strintl (tracheal swab, cloacal swab) veya organ 6rneklerinden (akciger, bobrek,
oviduct), bir avian coronavirus olan IBV (Infectious Bronchitis Virus)'nin izolasyonu ve
genotiplendirilmesi amaglanmustir. izolatlar, bir dubleks real-time PCR (RtPCR) ydntemi
ile tanimlanmig ve IBV tanisi dogrulanan izolatlarin S1 (Spikel) ¢ok degisken bolgesi-
nin yaklasik 400 bazgiftlik bolimlne yonelik “nested” revers transkriptaz PCR (RT-PCR)
ile dizilemesi yoluyla genotiplendirilmistir. Bu baglamda yaklasik 980 farkl drnekten
olusan kodlanmis 234 adet 6rnek kullaniimig; bunlarin 76’sindan IBV izolasyonu yapil-
mistir. RtPCR ile tanimlanan 76 IBV izolatinin 13’0, RT-PCR sonucunda dizileme islemi
icin uygun amplifikasyon vermis ve izolatlarin 12’i 1IS/1494/06, birisi ise 1489/99 (M41)
olarak genotiplendirilmistir. Bu calismada, lilkemizde ilk kez natif IBV’lari izole edilerek,
genotiplendirmeleri yapilmis ve olasi koruyucu asi uygulamalarina yénelik projeksiyon-
lar icin veri saglanmigstir. Ayrica gerekli oldugunda bu natif izolatlardan asi tohumu ola-
rak yararlanilabilecektir. Bundan sonraki ¢alismalarda, elimizdeki IBV izolatlarinin tam
S1 gen bolgesi amplifikasyonlari sonucu gergeklestirilecek olan niikleotid ve aminoasit
dizi analizleri, bize natif Turkiye avian coronaviruslarinin ¢ok degisken gen bdlgelerinde
mutasyon tirleri hakkinda kapsamli bilgiler verecektir.

Anahtar kelimeler: Avian coronavirus, izolasyon, genotiplendirme
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TOBB HASTANESINDEN iZOLE EDILEN PSEUDOMONAS AERUGINOSA
SUSLARININ PULSED FIELD GEL ELECTROPHORESIS (PFGE) YONTEMI
iLE TIPLENDIRILMESi

Nader Alipour?, Alper Karag6z?, Abbas Taner?, Riza Durmaz?, Fatih Yildiz*

10DTU Gida Miihendisligi Fakiiltesi, Mikrobiyoloji, Biyoteknoloji, Biyokimya Béliimii, Ankara.
2Tiirkiye Halk Sagligi Kurumu, Molekiiler Mikrobiyoloji Arastirma ve Uygulama Laboratuvari, Ankara.
3TOBB-ETU Universitesi, TOBB Hastanesi, Tibbi Mikrobiyoloji Laboratuvari, Ankara.

Pseudomonas aeruginosa, hastane enfeksiyonlarina neden olan firsatgi bir pato-
jendir. Cesitli mekanizmalar ile Paeruginosa’nin birgcok antibiyotige direng kazanmasi
en 6nemli ozelligidir. Direngli suslar ile ortaya ¢ikan hastane salginlarinin neden ol-
dugu pek ¢ok 6lim vakalar gézlenmektedir. Bu molekiler epidemiyolojik ¢alismada,
Avrupa’dakine benzer bir salgin durumunun Ankara TOBB Hastanesi’ndeki varliginin
arastirilmasi hedeflenmistir. Bu amacla, idrar yollari, solunum yollari, kan dolasimi, ku-
lak ve goz enfeksiyonlarindan izole edilen Paeruginosa suslari arasindaki klonal iligki
PFGE (Pulsed-Field Gel Electrophoresis) yontemiyle arastirildi. Dort yillik bir ddnemde,
Uroloji, goglis hastaliklari, yogun bakim ve bronkoskopi boliimlerinde ameliyat sonrasi
gelisen Paeruginosa kaynakl enfeksiyonlar incelendi. Ayni zamanda ameliyathaneden
cevresel izolatlar da elde edildi. Calismada, 50’si hastalarin klinik 6rneklerinden, 8’i cev-
resel 6rneklerden olmak Uzere toplam 58 P. aeruginosa susu izole edildi. PFGE yonte-
miyle P.aeruginosa klinik ve gevresel izolatlari arasindaki klonal iliski belirlendi. Yapilan
dendrogram analizi sonucunda, P.aeruginosa suslarina ait 9 kiime tespit edildi. Hasta
izolatlarinin timinde (n=50) kaynagin oksijen maskesi, forseps ve bronkoskop oldugu
belirlendi. Suglarin antibiyotiklere direng¢ oranlari; gentamisin icin %55, imipenem igin
%11, meropenem igin %39, ertapenem igin %77, piperasilin icin %31, siprofloksasin
icin %10, stlfametoksazol icin %50, seftazidim icin %23, sefepim igin %6, sefoksitin icin
%16, ampisilin/sulbaktam igin %28, tobramisin igin %25 ve aztreonam igin %10 olarak
saptandi; coklu direncli izolat orani ise %33 olarak tespit edildi. Sonug olarak, salginin
kaynaginin yogun bakim lnitesindeki bronkoskop ve cihazlarin yetersiz dezenfeksiyonu
oldugu belirlendi. Sonrasinda alinan enfeksiyon kontrol dnlemleri ve personel egitimleri
ile 2011-2012 yilinda P aeruginosa enfeksiyonlarinin azaldigi izlendi.

Anahtar kelimeler: Pseudomonas aeruginosa, hastane enfeksiyonu, klonal iliski, pulsed field gel
electrophoresis
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