ULUSAL
MOLEKULERVE
TANISAL MiKROBIYOLOJI

KONGRESI
4 - 7 Haziran 2014

' Swiss Otel, Ankara

Bivo
2%
4
-
* 1965
ANKARA MiKRQI?iYOI.O.Ii HACETTEPE i.i_l!i\lER_SiTESi
DERNEG TIP FAKULTEST

Bi MIKROBIYOLOJi
AAAAAAAAAAAA

TIP FAKULTEST v
TiBBI MIKROBIYOLOJI MiKROBIYOLOJi ANABILiM DALI
ANABILIM DALI

E Ee&';'f f°"§2“éi!.‘£f?ﬁ°§i§? P .RO G R.A.IIVI V E :
BILDIRI OZET KITABI




8. ULUSAL
MOLEKULER VE TANISAL
MIKROBIYOLOJI
KONGRESI

4-7 Haziran 2014
Swissotel, Ankara

PROGRAM VE BILDIRI OZET KITABI

Editor
Prof. Dr. Diirdal US



1881 - 00



BiLIMSEL SEKRETERYA

Prof. Dr. Banu Sancak Yrd. Dog. Dr. H. Kaan Miistak
Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi Ankara Universitesi Veteriner Fakiiltesi
Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali Mikrobiyoloji Anabilim Dal
06100 Sihhiye / Ankara 06110 Diskapi / Ankara
Tel: +90 312305 15 62 Tel: 49031231703 15
e-posta: banusancak@yahoo.com e-posta: kaanmustak@gmail.com
KONGRE SEKRETERYASI

= =
SERENAS

SERENAS Uluslararasi Turizm Kongre Organizasyon A.S.
Hilal Mahallesi, Cezayir Cad. No:13, 06550
Yildiz, Cankaya - ANKARA / TURKIVE
Tel: 49031244050 11
Fax:+90312 44145 64

YAYIN HiZMETLERI

#bayt

BAYT Bilimsel Arastirmalar Basin Yayin ve Tanitim Ltd. Sti.
Ziya Gokalp Cad. 30/31, Kizilay, Ankara
Tel : 03124313062
Faks: 031243136 02
E-mail : info@bayt.com.tr



KUFUIIAK ...ttt et e e st e e e st e e et e e asteeeseeeenteeeanseeeeenneeaseeens \Y
GENEIBIIGIIEK .........o ettt et et e e nae e aeenneennee s Vi
T o 0T =T RSSO PPUP Vil
KONQGIE PrOGFAMIL..... ..ottt e e e et e e e e e e e e e e e e eeeeeas IX
KONFERANSLAR ...ttt et ettt e e e e st e e me e e te e e seeemee e teesneeanteeaseeaneeenteennee e 1
1. Genleri degistirmek hig bu kadar kolay olmamigti...........cccccoreierciieeeeee e 2
2 [0 ) 1 I 0 . o T 4
3. Mikrobiyolojik tanida eski sorunlar ve yeni yaklagimlar.............cccooeeiiineinenncece e 6
5. Immiin sistemin yaslanmasi Ve agilara Yanitl ...............coc.oovueeeeuceereeeeeeeeeeeeeeeeeeseeee e eeeeseeenseeeans 8

MiINi KONFERANS

Mantar-konak iligkisinin sekillenmesinde molekiiler genetik yaklagimlar.............c.cccocvovnireriininnee. 13
PANELLER...........oo ittt ettt et e s e te e st e e st e nbeeneeeseeeeeneesteeneeeneeeneensneenneens 15
1. Mikrobiyota: Dost mu, dUgman MI?...........coieee e 16
2. Molekiiler testlerin kullaniminda kalite nasil saglanir ve izlenir?..........c.cocoeoveiieiiciccieee. 25
3. Transplant hastalarinda CMV ve BKV enfeksiyonlarinin molekiiler ve immiinolojik izlemi.............. 31
4. Antibiyotik direnci saptamada YeniliKIer..............coc.oovouieimiicieeeeeee e 38
5. Mikolojik tani ve tanimlamada giincel yaklagimlar ..............ccooo e 44
6. TUberkUlozda YENIIKIEr .............oouoeeeeeeeeeeee et 51
7. Veteriner hekimlik alaninda molekiiler testlerin kullanimi ... 58
8. ViIral gastrOBNTEIILIEN..........ccveeeeeeeeee ettt ae e ae e 62
9. immiin siipresif hastalar igin nem tasiyan bazi etkenlerin mikrobiyolojik tanist..............cccco........ 69

Yuvarlak masa (interaktif): Tanisal mikrobiyolojide hizli/hasta basi testleri: degeri ve uygulanabilirligi ... 78

SOZEL BILDIRILER ......o.oooeee oo e e e, 85
POSTER BILDIRILER .....o.ooeooeeeeeeee oo e e 90
YAZAR INDEK S ..o e e, 147

KONGREYE DESTEK VEREN KURULUSLAR ... 152



KURULLAR

DUZENLEME KURULU BiLIMSEL KURUL *

Onursal Bagkan Hakan Abacioglu
Ayfer GUNALP Yurdanur Akgiin
Alpaslan Alp
Baskan _ Sevtap Arikan-Akdagh
Giilsen HASCELIK Faruk Aydin
Baskan Yardimcisi Fua't Aydin
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H. Kaan Miistak Sibel Ergiiven
) Berrin Esen
Uyeler ) Meral Giiltekin
Cumhur Ozkuyumcu Ayse Kalkanci
Burgin Sener Z. Ceren Karahan
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*Soyadlara gére alfabetik sira ile yazilmistir.
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GENEL BILGILER

Kongre Oncesi Kurs ve Tarihi
“Tanisal Molekiiler Mikrobiyoloji Kursu-Temel PCR Teknikleri ve Uygulama Alanlan” 03 - 04 Haziran 2014

Kurs Merkezi
Gazi Universitesi Tip Fakiiltesi, Dekanlik 2. Kat Mikrobiyoloji Laboratuvari — Besevler, Ankara

Kongre Tarihi
04-07 Haziran 2014

Kongre Merkezi

Swissotel Ankara

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

Kongre Dili
Kongre resmi dili Tiirkge' dir.

Kongrenin Web Adresi
www.molekulermikro2014.org

Kredilendirme

8. Ulusal Molekiiler ve Tanisal Mikrobiyoloji Kongresi, Tiirk Tabipler Birligi “Surekli Tip Egitimi (STE)”
Kredilendirme Kurulu tarafindan “19,5” TTB-STE kredi puani ile kredilendirilmistir.

Not: Kurul tarafindan kredilendirilen kongremiz tip doktorlarini kapsamaktadir.

Kongre Danigma ve Kayit Masasi Calisma Saatleri

Kayit ve Danisma Masasi, 04 Haziran 2014 gliniinden itibaren saat 08.30-18.00 arasi hizmet verecektir.
Kayit yaptirmamis olan katilimcilar Swissétel Ankara'da kurulacak kongre kayit masasinda kayitlarini
yaptirabilirler.

Sergi Alanlari
Sergi alani, 04 Haziran 2014 tarihinde, saat 14.00'da acgilacaktir. 05-07 Haziran 2014 tarihleri arasinda,
08.30-18.30 saatleri arasinda, Anatolia 1 toplanti salonunda agik olacaktir.

Yaka Kartlari

Tidm katihmc, refakatgi ve ticari firma temsilcilerine, kategorilerine uygun yaka karti dagitimi, kongre ka-
yit masasinda gergeklestirilecektir. Yaka karti bulunmayan katihmcilarin kongre aktivitelerine katilimlari
mimkiin olamayacaktir. Yaka kartlarinin kongre boyunca tiim bilimsel ve sosyal aktivitelerde takilmasi
rica edilmektedir.

Katilim Sertifikasi
Tidm katihmcilar kongre katilim sertifikalarini 05 Haziran 2014 tarihinden itibaren kongre kayit masasin-
dan alabileceklerdir.

Teknik Destek

Kongredeki tiim sunum sahiplerinin, sunumlarini taginabilir bellek ya da CD’ye “Microsoft Office” altinda
calisan programlarda kaydedilmis olarak kongre merkezinde bulunan “Sunum Kontrol Merkezi"ne tes-
lim etmesi rica olunur. Herhangi bir sikintinin yasanmamasi i¢in konusma sunumlarinin yedeklerinin de
bulundurulmasi 6nerilir. Sunumlarinda kendilerine ait diziisti bilgisayarini kullanmak isteyen konugma-
cilarimiz, sunum yapacaklari salonda mutlaka 6nceden cihazlarini kontrol ettirmelidir.

i 8. Ulusal Molekiiler ve Tanisal Mikrobiyoloji Kongresi



Poster Bildiri ve Tartigmalan

Posterlerin 04 Haziran 2014 Gargsamba giini saat 14.00 — 18.00 arasi asilmis
olmasi ve kongre siiresince poster alaninda asili kalmasi gerekmektedir. Pos-
ter tartismalan asagidaki glin ve saatlerde, poster basinda yapilacaktir. Poster
sahibi katilimcilarin, poster tartismalarina katilmak tizere, poster alaninda hazir
olmasi onemle rica edilir.

5 Haziran 2014, Persembe 12:30 - 13:30
Konu Poster No
Bakteriyoloji PP 001 — PP 052

6 Haziran 2014, Cuma 12:30- 13:30

Konu Poster No

Bakteriyoloji PP 053 — PP 083
immiinoloji PP 084 — PP 092
Mikoloji PP 093 — PP 099

7 Haziran 2014, Cumartesi 12:30 - 13:30

Konu Poster No

Parazitoloji PP 100 — PP 102
Viroloji PP 103 — PP 143
Diger PP 144 — PP 147

Genel Mikrobiyoloji PP 148 — PP 155

4-7 Haziran 2014, Swissotel, Ankara
Vil



KURS PROGRAMI

TANISAL MOLEKULER MIKROBIYOLOJI KURSU
TEMEL PCR TEKNIKLERI VE UYGULAMA ALANLARI

Kurs Yeri : Gazi Universitesi Tip Fakaiiltesi, Dekanlik 2. Kat Mikrobiyoloji Laboratuvari — Besevler

3 Haziran 2014, Sali

09.00 - 09.15 Kursun Tanitimi
Meltem YALINAY CIRAK

09.15-10.15 Molekiiler Yontemlerin Mikrobiyolojide Kullanim Alanlar
Meltem YALINAY CIRAK

10.15-10.30 Kahve Arasi

10.30-11.15 Niikleik Asit izolasyon Yontemleri
Canan KULAH

11.15-12.00 PCR Yonteminin Temel Basamaklari ve Temel PCR Yontemleri
Baris OTLU

12.00-13.00 Ogle Yemegi

13.00- 15.00 Uygulama: Niikleik Asit izolasyonu
Canan KULAH
Fenol-kloroform-izoamil alkol yontemi
Spin-kolon yontemi
Elde edilen niikleik asidin safliginin kontrolii

15.00 - 15.15 Kahve Arasi

15.15-16.30 Uygulama: In-House PCR
Baris OTLU
PCR reaksiyonun komponentleri ve optimizasyonu
K. pneumoniae’da OXA-48 ve KPC genlerinin tespiti

16.30 - 18.00 Uygulama: Amplifikasyon Uriinlerinin Goriintiilenmesi
Burce YALGIN
Agaroz jel elektroforez yonteminin ozellikleri
TBE tamponunun hazirlanmasi
Agaroz jelin hazirlanmasi
Amplifikasyon urinlerinin jele yiiklenmesi
Elektroforez kosullarinin amplikon gégiine etkisinin tartisiimasi

4 Haziran 2014, Carsamba

09.00- 11.00 Gergek Zamanh PCR Yontemleri
Doruk ENGIN
Florojenik boyalarla hedef DNA'nin tespiti
Melting-curve analizi
K. pneumoniae’da OXA-48 ve KPC genlerinin tespiti
Sekans-spesifik florojenik oligoniikleotid problarla bakteri DNA'sinin TagMan prob
kullanilarak gosterilmesi

11.00-11.15 Kahve Arasi

11.15-12.00 PCR Uygulamalarinda Karsilasilabilecek Sorunlar
Ceren KARAHAN

12.00-12.30 Degerlendirme Toplantisi ve Sertifika Dagitimi
Meltem YALINAY CIRAK

vin 8. Ulusal Molekiiler ve Tanisal Mikrobiyoloji Kongresi



KONGRE PROGRAMI

4 Haziran 2014, Carsamba

14.00-14.30 Acilis
14.30-15.30  Konferans 1: Genleri Degistirmek Hig Bu Kadar Kolay Olmamisti
Oturum Baskani: Nezahat GURLER
Konusmaci: Tanil KOCAGOZ
15.30-15.45 Kahve Arasi
15.45-16.45 Konferans 2: Notrofil Tuzag
Oturum Baskani: Faruk AYDIN
Konusmaci: Gliner SOYLETIR
16.45-17.15  Paramedikal Konferans: Bir Tiirk Markasi: Lokum
Belin CELEBI
17.15-17.45  Lokum ve Kahve ikrami
MEHMET EFENDI
5 Haziran 2014, Persembe
08.30-09.00  Sozlii Sunumlar - Viroloji B )
Oturum Baskanlari: Riichan SERTOZ - Koray ERGUNAY
09.00-10.00 Konferans 3: Mikrobiyolojik Tanida Eski Sorunlar ve Yeni Yaklagimlar
Oturum Baskanu: Diirdal US
Konusmaci: Hakan ABACIOGLU
10.00-10.30  Kahve Arasi
10.30-12.30  Panel 1: Mikrobiyota: Dost mu, Diigman mi?
Oturum Baskanlari: Cumhur OZKUYUMCU - Nedim SULTAN _ o
e Cocuklarda Intestinal Mikrobiyota Ener Cagri DINLEYICI
e Eriskinlerde Mikrobiyota Tarkan KARAKAN
e Mikrobiyota ve Epigenetik Meltem YALINAY CIRAK
e Mikrobiyotanin En Etkili Analizi: Yeni Nesil Dizileme Sistemleri Baris OTLU
12.30-13.30  Ogle Yemegi
13.30-14.30 Konferans 4: The Abbott Solution for Molecular Testing Abbott
(Destekleyen Firma: ABBOTT) Molecular
Oturum Baskani: Giilsen HASCELIK
Konusmaci: Birgit HERZIG
14.30-15.00 Kahve Arasi
15.00-16.15  Panel 2: Molekiiler Testlerin Kullaniminda Kalite Nasil Saglanir ve izlenir?

4-7 Haziran 2014, Swissotel, Ankara

Oturum Baskanlari: Arzu SAYINER - Ahmet PINAR

e Molekiiler Testlerde Yontem Gegerliliginin Kanitlanmasi
e Molekiiler Testlerde i¢ Kalite Kontrolii

e Molekiiler Testlerde Dig Kalite Kontrolii

Arzu SAYII_\!EB
Aydan OZKUTUK
Nuran ESEN

IX



16.15-17.30

17.30-18.30

18.30-19.30

Yuvarlak Masa (interaktif): Tanisal Mikrobiyolojide Hizli-Hasta Basi Testleri:
Degeri ve Uygulanabilirligi
Oturum Baskani: Selda ERENSQOY
Konusmacilar. Selda ERENSOY
Riichan SERTOZ
Abdullah KILIG

Paramedikal Konferans: Hipnoz
Konusmaci: Alp ARDIG

Grup La Minor Miizik Performansi

6 Haziran 2014, Cuma

08.30-09.00

09.00-10.15

10.15-10.45

10.45-11.30

11.30-12.30

12.30-13.30

13.30-14.30

14.30-15.00

15.00-16:30

16.30-17.00

17.00-18.00

18.00-18.30

Sozlii Sunumlar - Bakteriyoloji
Oturum Baskanlari: Deniz GUR - Ozgen ESER

Panel 3: Transplant Hastalarinda CMV ve BKV Enfeksiyonlarinin Molekiiler ve immiinolojik izlemi
Oturum Baskanlari: Meral GULTEKIN - Hakan ABACIOGLU
e CMV Molekiiler Tanisi ve izlemi

e BKV Molekiiler Tanisi ve izlemi

e immiinolojik izlem

Dilek COLAK
Derya MUTLU
Meral GULTEKIN

Kahve Arasi

Konferans 5: immiin Sistemin Yaglanmasi ve Asilara Yaniti
Oturum Baskani: Diirdal US
Konusmaci: Selim BADUR

Konferans 6: Molecular Diagnostics: The Future of &',

Clinical Microbiology \\o// BD
(Destekleyen Firma: BECTON DICKINSON) Helping all people
Oturum Baskani: Deniz GUR e
Konusmaci: Patrick R. MURRAY

Ogle Yemegi

Panel 4: Antibiyotik Direnci Saptamada Yenilikler

Oturum Baskanlar: Ferda TUNGKANAT - Mehmet BAYSALLAR

e Antibiyotik Direnci Saptamada Kiiltiire Dayal Yontemler ve Direncte
Antibakteriyel Tedavi Yaklasimlari

e Antibiyotik Direnci Saptamada Molekiiler Tani Testleri

Sesin KOCAGOZ
Ozgen ESER

Kahve Arasi

Panel 5: Mikolojik Tani ve Tanimlamada Giincel Yaklasimlar

Oturum Baskanlari: Semra KUSTIMUR - Sevtap ARIKAN AKDAGLI

e DNA Barkodlama

e Galaktomannan ve Beta-Glukan Testleri icin Klinik Ornek Secimi:
Serum mu, Bagka Ornek(ler) mi?

e Mikolojide MALDI-TOF Uygulamalar

Cagr ERGIN

Gokhan METAN
Isin AKYAR

Mini Konferans: Mantar-Konak iligkisinin Sekillenmesinde Molekiiler Genetik Yaklagimlar
Oturum Baskani: Giilsan SUCAK
Konusmaci: Ayse KALKANCI

Paramedikal Konferans: Elestirel ve Yaratici Diigiinme
Konusmaci: Meltem YALINAY CIRAK

Serenas Gok Sesli Korosu

8. Ulusal Molekiiler ve Tanisal Mikrobiyoloji Kongresi



7 Haziran 2014, Cumartesi

08.30-09.00

09.00-10.15

10.15-10.45

10.45-11.30

11.30-12.30

12.30-13.30

13.30-14.45

14.45-15.15

15.15-17.15

17.15-18.00

18.00-18.30

4-7 Haziran 2014, Swissotel, Ankara

Sozlii Sunumlar - Mikoloji / Parazitoloji / immiinoloji
Oturum Baskanlari: Ayse KALKANCI - Yakut AKYON YILMAZ

Panel 6: Tiiberkiilozda Yenilikler 3
Oturum Baskanlari: Yurdanur AKGUN - Siiheyla SURUCUOGLU

e Tiiberkiiloz Tanisinda Yeni Molekiiler Testler Cengiz CAVUSOGLU
e Tiiberkiiloz Tanisinda Biyobelirtegler Zeynep SARIBAS
e ikinci Sira ilag Direncinin Molekiiler Yontemlerle
Saptanmasi Nuri 0ZKUTUK
e Mycobacterium tuberculosis
Pekin Susunun Tiirkiye'de Yayginligi Orhan Kaya KOKSALAN
Kahve Arasi

Panel 7: Veteriner Hekimlik Alaninda Molekiiler Testlerin Kullanimi
Oturum Baskanlari: Serdar DIKER - Banu SANCAK
e Molekdiler Tani Rutin Veteriner Mikrobiyolojide

Neleri Degistirdi? Serdar DIKER
e Molekiiler Yontemler Tiirkiye'de Kanatlilarda
Salmonella Kontroliine Nasil Katki Saglhyor? Mehmet AKAN

Konferans 7: Norolojide Laboratuvar Testleri; TR
Otoimmiin Ensefalitler, Demans Hastaliklari ve Alzheimer EUROIMMUN Labordagnosit

(Destekleyen Firma: EUROIMMUN)
Oturum Baskani: Burgin SENER
Konusmaci: Tutku TASKINOGLU

Ogle Yemegi
Panel 8: Viral Gastroenteritler

Oturum Baskanlari: Riza DURMAZ - Murat AKSOY
e Tiirkiye'de Rotaviruslarin Genotipleri: TUROSA Verileri Isiginda

Asilarin Kapsayiciligi Riza DURMAZ
* Viral Gastroenteritlerin Laboratuvar Tanisinda Glincel Durum Gulendam BOZDAYI
e Viral Gastroenteritlerin Ulkemiz ve Diinyadaki Giincel Durumu Gilay KORUKLUOGLU
Kahve Arasi

Panel 9: immiin Siipresif Hastalar igin Onem Tagiyan Bazi Etkenlerin Mikrobiyolojik Tanisi
Oturum Baskanlari: Sibel ERGUVEN - Yiiksel GURUZ

e Toxoplasma gondii Yiiksel GURUZ
® Pneumocystis jirovecii Mert DOSKAYA
e Microsporidium spp. Ayse CANER
e Cryptosporidium spp. Hiiseyin CAN
e Strongyloides stercoralis Esra ATALAY

Paramedikal Konferans: Fotograf Teknikleri Uzerine Sohbetler ve Yarigma Sonuglan
Moderator. Glilendam BOZDAY!

Konusmacilar: Atilla UNLUEVCEK Fotograf Sanatgisi AFSAD
Ibrahim YUCEL Fotograf Sanatgisi AFSAD
Yavuz ILDIZ Fotograf Sanatgisi AFSAD

Bildiri Odiillerinin Verilmesi ve Kapanis Konugmalar

Xi



SOSYAL PROGRAM

4 Haziran 2014, Carsamba

ST
SN

17.45-18.15  Lokum ve Kahve ikrami

MEHMET EFENDI

Bl M. Belin CELEBI
. ik, orta ve lise 6greniminin ardindan 2000 yilinda Gazi Universitesi |. I. B.
F. Isletme bélimiinden mezun oldu. 2003 yilinda Baskent Universitesi Iglet-
me Yonetimi Yiiksek Lisans Programini (MBA) tamamladi. 2003-2004 yillari
arasinda Ankara Universitesi Avrupa Topluluklar Arastirma ve Uygulama
Merkezi tarafindan verilen Avrupa Birligi Uzmanligi ve Uluslararasi iligkiler
Uzmanligi Egitimlerini aldi. Cesitli reklam ajanslarinda kisa siireli galigtiktan
sonra 2004 yilinda Kanal B'de program yapimcisi ve sunucu olarak galisma-
ya basladi. Diinya Mutfaklari, Tiirk ve Flizyon mutfagi tizerine bir gogu canli
olmak (izere 400U askin sayida programin yapimciligini ve sunuculugunu
Ustlendi. Kanal B'de galigtigi siire igerisinde es zamanli olarak Ankara MAG
dergisinde yemek izerine yazilar yazdi. 2009 yilinda Kanal B'de ki gorevinden
ayrildi. 2012 yilindan itibaren serbest zamanli olarak yapimci ve sunuculuk
yapmakta olan M. Belin GCELEBI, biiyiik ve orta dlgekli bircok organizasyonda
profesyonel olarak sunuculuk yapmaktadir.

5 Haziran 2014, Persembe

17.30-18.30 Paramedikal Konferans: Hipnoz

Psikolog ALP ARDIC

Ankara'da dogdum. ilk ve Orta 6grenimimi Ankara Ari Koleji’ nde tamamla-
dim. Ankara Universitesi'nde basladigim egitimimi Dicle Universitesi’ nde de-
vam ettirdim. Universite hayatimin ardindan dzel basari bursu ile University
of Westminster (London) BSc Honours Cognitive Science master egitimine
kabul edildim. 3 yil ADA Grup Hastane ve Ozel Rehabilitasyon merkezinde
calistim. Ankara Universitesi’ nde egitim vermeye basladiktan sonra, ¢alis-
ma hayatima kurum mudurliigi ile devam ettim. Askerlik egitimimi Malatya
Askeri Hastanesi Psikiyatri Kliniginde 1 yil siire ile ¢alistiktan sonra tamam-
ladim. Malatya Ozel Anka Psikiyatri Dal merkezinde yari zamanli Klinik Psi-
kolog olarak ¢alistim. Psikometrik 6l¢lim ve analiz gelistirme projeleri {ize-
rine 1 yil galistim. Saglik Bakanligi Psikolojinin Tibbi Uygulamalari yeterlilik
dnvanini ve uzmanlk yeterliligini tamamladim. 2009 yilindan itibaren Devlet
ve Vakif Universiteleri’ nde Fahri Egitmenlik yapmaya basladim. Ayni Dénem-
de (2009) Psikofiz Psikolojik Danismanlik Merkezini kurdum. St. Clements
Universitesinde 3. uzmanhgimi siirdiirmekteyim. Halen kurumumda ve bazi
0zel saglk Unitelerinde gorev yapmaktayim. Ankara’da Psikofiz Psikolojik
Danismanlik Merkezi' nde galismalarima devam etmekteyim.

X 8. Ulusal Molekiiler ve Tanisal Mikrobiyoloji Kongresi



18.30 - 19.30 Miizik Performansi

Grup La Minor

Bazilan eski dostlardi, ama yeni dostluklara da g6-
niil kapilari agikti. i¢lerindeki sanat ruhunun disa
yansimasi once ikili sohbetlerde dile geldi. Gru-
bun akil hocasi Bay Z'nin (Ziya Anadol) de 6ncii-
[igu ile baglayan kiigiik ve keyifli toplantilar yeni
meslektaslarin da katihmiyla 10 kisilik bir mev-
cuda ulastl. Ne zaman kurulduk ve adimiz ne za-
man La Minor oldu hatirlamiyoruz, zira not almayi
unutmusuz! Grubun ismi konusunda ¢ok siki tar-
tismalar yasadigimizi hatirliyoruz ama! Serde he-
kimlik ve akademisyenlik de olunca, antrum'dan
chord vocal'e, fallopian’dan trigeminal'e ugustu
kelimeler. Ne var ki her birinde Bay Z'nin, 6ne ¢I-
karilan doktor kimligimizle ilgili elestirilerine ma-
ruz kaldik. Daha miizikal olsun diye, Do major de-
dik maskdilen oldu, Sol major ise siyasi. Sonugta
Ankara'li bir grup olarak La minor'de karar kildik!

Ayni fakiiltede farkli branslarda ¢alisan 10 akademisyenden olugsan Grup La Mindr, yogun ve tempolu akademik ve
hekimlik yagsaminin igerisindeki atomik bosluklarin kaliteli degerlendirilmesinin glizel bir 6rnegi olarak karginiza
cikiyor.

Sevgiyle ve dostlukla bir araya gelmis 10 arkadas: Ziya Anadol, Elvan Anadol, Meltem Yalinay Cirak, Zeynep Aktas,
Gigdem Elmas, Levent Oktar, Asburge Olgag, Serdar Kula, Ahmet Berkiz Turp, Aykut Ozek

6 Haziran 2014, Cuma

17.00-18.00 Paramedikal Konferans: Elestirel ve Yaratici Diigsiinme

Meltem YALINAY CIRAK

Ankara Universitesi Tip Fakiiltesi'ni bitirdikten sonra Gazi Universitesi Tip
Fakiiltesi'nde Mikrobiyoloji ve Klinik Mikrobiyoloji uzmanlik, Tibbi Biyoloji ve
Genetik doktora egitimlerini tamamlamigtir. Molekiiler Mikrobiyoloji ile ilgilen-
mektedir. Klimud Tanisal Molekiiler Mikrobiyoloji Calisma Grubu Baskanligini
surdiirmektedir. Gazi Universitesi Tip Fakiiltesi'nde 2005 yilindan beri tip fakiil-
tesi yerlesik egitim programinda Elestirel Diisiinme ve Yaratici Problem Cozme
derslerini vermektedir ve Elegtirel Diiglinme ve Sanat Kurul Bagkanligi yapmak-
tadir. Diisiinme terapisi tizerine egitimler almistir. Halen Gazi Universitesi Tip
Fakiiltesi'nde ogretim liyesi olarak galismakta ve uluslararasi bir programda
Klinik Psikoloji doktorasi yapmaktadir.

4-7 Haziran 2014, Swissotel, Ankara
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18.00 - 18.30 Miizik Performansi

SERENAS GOK SESLi GENGLIK
KOROSU

1983 yilinda Opera Cocuk Korosu adi
altinda kurulmus olup, 1990 yilinda Kiil-
tiir Bakanhgi biinyesine gegmistir. Koro;
Prof. Saadettin UNAL, Sevim UNAL ve
Mustafa ERDOGAN ile calismis; kaset
ve CD kayitlar yapmis; Otello, La Bohe-
me operalarinda, Findikkiran Balesinde
ve Senfoni Orkestralarinin konserlerinde
gorevler alarak basarili galismalara imza
atmistir.

2014 Subat ayi itibariyle Serenas’ In
sosyal sorumluluk projesi destedi ile ¢a-
lismalarina Serenas Gok Sesli Genclik
Korosu olarak devam etmektedir. Ulusla-
rarasi alanda birgcok édiil kazanan koro Bu sene Bulgaristan' in Varna kentinde diizenlenen 35. International May
Choir Competition yarismasinda da ikincilik 6diiliine layik goriilmistir. Koro, lilkemizi uluslararasi platformlarin-
da basariyla temsil eden Kiiltlir ve Turizm Bakanhgi Sanatgisi Sef Dog. Dr. Ahter DESTAN ile galismaktadir.

Serenas Cok Sesli Genglik Korosu'nun misyonu; Tiirkiye'deki gengleri ses kaliteleri ve diinya standartlarindaki
seckin repertuarlari ile Tirkiye'ye ve diinyaya tanitmak, yurt i¢cinde ve diginda konserler verip, yarigsmalara katilarak
diinyadaki en iyi genglik korolarinin seviyelerine ulagmaktir. Kaynagindan yeni figkiran bir irmak gibi Tiirkiye'de
genglik koro miizigi alaninda hizh ve koklii bir geligme gostererek sasirtici bir gelisim saglamayi hedefleyen koro,
bu amag dogrultusunda ¢aligmalarini siirdiirmektedir.

7 Haziran 2014, Cumartesi

17.15-18.00 Paramedikal Konferans: Fotograf Teknikleri Uzerine Sohbetler ve Yarisma Sonuglar

Atilla UNLUEVCEK Fotograf Sanatgisi AFSAD
Fotograf ile ugrasim ortaokul doneminde bir karne hediye-
si ile bagladi. Zaman igerisinde doga fotograf¢iligi ve sahne
fotografcilig lizerine uzmanlasma adina galismalara basla-
dim. AFSAD (Ankara Fotograf Sanatgilari Dernegi) Gyesiyim.
Bir donem AFSAD yonetiminde ydnetim kurulu lyesi olarak
bulundum. Bir gok karma sergilere katildim, yurt ici ve yurt
disinda fotograf sunumlari yaparak insanlarin fotografa ba-
kisin, ilgi ve begenilerini saglayarak algi diizeylerinin gelis-
melerine katkida bulundum. Degisik fotograf projelerinde ¢a-
listim. Su anda 2 ayri konuda kapsamli fotograf projelerinde
yiriitlicl olarak galigmaktayim. Son dort senedir fotografi
sevdirmek ve katilimcilarin fotograf adina kaliteli fotograflar
Uretebilmesi igin egitimler vermekteyim. Egitim amagh bir-
cok seminerler diizenledim. Halen ODTU Mezunlar Dernegi
ve Tirkiye Barolar Birligi'nde fotograf egitimleri veriyorum.

XV 8. Ulusal Molekiiler ve Tanisal Mikrobiyoloji Kongresi
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Ibrahim YUCEL Fotograf Sanatgisi AFSAD

16 Mart 1976, Malatya dogumluyum. ilkégrenimimi Malatya’da, ortaokul
ve lise egitimimi Ankara’da tamamladim. 1993 yilinda kayit yaptirdigim
Ankara Universitesi Fen Fakiiltesi Biyoloji Béliimii lisans egitimimi 5 yilin
sonunda yarim birakmak durumunda kaldim. 2000 yilinda, 6zel yetenek
sinavi ile alim yapan Hacettepe Universitesi Giizel Sanatlar Fakiiltesi i¢
Mimarlik ve Cevre Tasarimi Boliimiini kazandim ve 2005 yilinda buradan
mezun oldum. 2005 yilindan itibaren meslegimi icra ediyorum. Ozellikle
mimari gorsellestirme alaninda kendimi gelistirmeye ¢aligtim.

2001 yinda aldigim, temel diizeyde fotograf ve karanlk oda egitimini
kapsayan dersi, fotografla ilk baglantim olarak sayiyorum. 2011 yilindan
itibaren de AFSAD (Ankara Fotograf Sanatgilari Dernegi) biinyesindeki
cesitli seminer ve atolyelere katilarak, fotografa biraz daha zaman ve
emek ayirmaya galistim. Ozellikle doga ve makro fotograf alanlari ilgimi
gektigi i¢in, ekipmanlarimi bu yonde olusturmaya ve galismalarimi agir-
ikl olarak bu alanlarda yapmaya c¢alisiyorum. Fotografla bagimi biraz
daha giiglendirebilmek beklentisiyle, 2012 yilinda AFSAD’a iiye oldum.
Halen, yogun ve monoton is hayatindan bulabilabildigim firsatlarda do-
gaya cikip fotograf liretmeye caligiyorum.

R. Yavuz ILDIZ Fotograf Sanatgisi AFSAD
Fotografa goniil verme ve bilingli olarak fotograf cekmemle birlikte ka-
ranlik oda calismalarina baglamam ortaokul siralarinda basladi, 1979-
1980 yillarinda AFSAD 'da kendi karanlik oda imkanlarimla fotografa go-
niil verenlere karanlk oda egitimleri verdim. AFSAD 2009-2011 dénemi
yonetim kurulu tyeliginde bulundum. Kisisel ve karma sergilerim degisik
zamanlarda ve salonlarda yer aldi. Yurt ici ve yurt disi ¢esitli fotograf ya-
rismalarinda degisik kategorilerde odiillere sahibim. Simdiler de; yurt ici
ve yurt disinda olmak lizere fotograf projeleri lizerinde ¢aligmaktayim.
Pek ¢ok kurulus ve derneklerde fotograf egitim ve isleme seminerleri ver-
mekteyim.
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GENLERI DEGISTIRMEK HiG BU KADAR KOLAY OLMAMISTI

Prof. Dr. Tanil KOCAGOZ

Acibadem Universitesi Tip Fakiiltesi, Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Daly, [stanbul

larin baginda genetik hastaliklar gelmektedir. Ge-

netik hastaliklarin kesin tedavisi, ancak hatali
genin yerine dogru dizileri iceren bir genin konmasi veya
hatali genin diizeltilmesi ile yapilabilir. Gen tedavisi ad1
verilen bu yontemlerin ilki teknik olarak daha kolay ol-
dugu icin yillardir 6ncelikle bu uygulanmaya caligilirken,
son yillarda gen diizeltme yontemlerinin hizla gelismesi
ve kolaylagsmas: dikkatleri bu yone ¢ekmistir. Ciinki gen
diizeltmek olanakli oldugunda, sonug¢larinin tam olarak
ne olacag bilinmeyen, fazladan bir genin hiicrelere akta-
rilmasina gereksinim ortadan kalkmaktadir (1,2).

G intmiizde kesin tedavisi yapilamayan hastalik-

Biyoteknolojiye dayal: tiretim, Herbert Boyer ve Stan-
ley Cohen’in 1973 yilinda insan insiilin genini bakteriye
klonlamasi ve bu bakterinin kiiltiiri ile instilin tretmesi
ile baglamigtir. Jaenisch 1974 yilinda viral vektor kulla-
narak ilk transgenik fareyi iiretmistir. Ilk gelistirilen bu
teknikler ile, genlerin hiicre genomuna 6zgil bir hedef go-
zetmeden rastgele eklenmesi s6z konusudur ve yillarca bu
konuda bir ilerleme saglanamamaigtir. Ancak 1996 yilinda
ilk ¢inko parmak (zinc finger) niikkleazlar hazirlandiginda
genomda istenen hedef DNA dizisini kesmek ve degistir-
mek olanakli hale gelmistir (1,2).

Gen diizeltme yontemleri giintimiizde hatali tek bir
niikleotidi degistirecek kadar 6zgiil hale gelmistir. Tanim-
lanan yontemlerin 6nemli bir kismi, hatali bolgenin 6zel
olarak tasarlanmig endontikleazlar tarafindan kesildikten
sonra hiicrenin dogal rekombinasyon mekanizmalarinin
kullanilarak duzeltilmesine dayanmaktadir (3). Dlizeltme
icin kesilen bolgeye yeni bir DNA dizisinin eklenmesi,
bir kisim DNA dizisinin ¢ikartilmasi ya da degistirilmesi
gerceklestirilmektedir. Gen diizeltmede en 6nemli nokta,
duizeltilecek bolgenin ¢ok 6zgiil bir sekilde hedef alinmas,
genomun bagka bolgelerine zarar vermeden hatali genin
duzeltilmesidir. Bu 6zgulligi saglamak icin hedef bol-
genin 0zgil olarak endontikleazlar tarafindan kesilmesi
gerekmektedir.

Hatal1 gen bolgesinin 6zgul olarak kesilmesi icin ge-
ligtirilen ilk yaklagim meganiikleazlar ile kesim yapil-
masidir. Ozgiil endoniikleazlar (restriction endonuclease)
0zgul bir DNA dizisini taniyarak ¢ift zincirli DNA’y1 kesen
enzimlerdir. Ozgiil endoniikleazlarin bakterileri bakteri-
yofajlara kars1 korumak i¢in evrimlestigi digtintiilmektedir
(4). Bugiine dek bakterilerde yiizlerce farkli DNA dizisine
ozgil binlerce 6zgill endoniikleaz saptanmistir. Ozgiil
endoniikleazlarin biytik bir kismi, genelde 4-6 niikleotid
gibi kisa DNA dizilerini taniyarak keserler. Dogal olarak
bu kadar kisa diziler bakterilerin kendi genomlarinda
da ¢ok kez tekrarlanan dizilerdir. Bu nedenle bakteriler

bakteriyofaj DNA’sin1 keserken kendi DNA’larinin zarar
gérmemesi icin, kendi DNA’lar1 kopyalandikea, tasidiklar:
0zgil endoniikleaz bolgelerine metil grubu takarak, bu
bolgeleri endoniikleazlardan korurlar. Metillemeyi 6zgil
metilazlar yapar ve hiicrede bulunan her 6zgiil endonik-
leaz icin bu enzimin Kkestigi diziyi metilleyen 6zgil bir
metilaz bulunur. Ozgiil endoniikleazlar insan genomu gibi
biytik bir DNA’y1 ¢ok sayida yerden kestigi icin gen dii-
zeltme amaciyla yapilacak kesimlerde kullanilamazlar. Bu
nedenle sadece hatali gen bolgesini kesecek endoniikleaz-
lar bulunmus, ya da genetik mithendisligi ile tasarlanmig
ve uretilmigtir (5).

Sadece bir gen bolgesini kesebilecek meganiikleaz adi
verilen 6zgiil endonitikleazlar, gen diizeltme i¢in kullani-
lan ilk enzimler arasinda yer almigtir. Meganiikleazlarin
DNA’y1 tanidig1l bolge 12-40 bazcifti uzunluktadir. Bu
tiir bir dizi genellikle genomda sadece bir yerde bulunur.
Ozellikleri en ayrintili olarak ¢ikartilmis meganiikleazlar
Saccharomyces cerevisiae mitokondrisinden izole edilen,
I-Scel enzimi gibi LAGLIDADG ailesine ait olanlardir.
Bu aile ismi DNA’ya baglanan aminoasit motifinden gel-
mektedir. Bu motifin baglandigi DNA dizisi bilindigi i¢in
her aminoasidin baglandig1 niikleotidlerle iligkisi ortaya
¢ikartilabilmistir. Bu motifteki aminoasit dizisi degistiri-
lerek enzimin baglandig1 niikleotid dizisi de degistirile-
bilmektedir. Boylece degistirilmek istenen gen bdlgesini
0zgitl olarak taniyan bir enzim elde edilmektedir. Sadece
bir DNA dizisinin kesilmesi i¢in rekombinant DNA tekno-
lojisi ile boylesine bir enzim hazirlamanin zorlugu ortada-
dir. Bununla birlikte ¢ok fazla kisiyi etkileyen tek hatali
niikleotide bagli, orak hiicreli anemi gibi bir hastaligin
tedavisinde kullanilabilecek bir gen diizeltme enziminin,
yaygin olarak ve etkin bir gekilde kullanilabilecegi dngo-
riilebilir (5).

Istenen DNA dizisini taniyan meganiikleazlar1 tasar-
lamak zor oldugu icin, DNA dizilerini taniyan protein
motiflerinden yararlanilmasi dagintilmistir. Bunlardan
ilk akla gelen transkripsiyon faktorleridir. Bu proteinler,
belli genlerden mRNA yapimini baglatmak ya da dur-
durmak icin 6zgil DNA dizilerini taniyarak baglanan
proteinlerdir. Bu proteinlerin bircogunda ¢inko parmak
denilen yapilar bulunur. Cinko parmaklar; tabaninda iki
sistein, iki de histidin bulunan ve bir ¢inko atomu ile bu
aminoasitlerin birbirine baglandig1 parmak seklinde bir
kivrimdan olusan polipeptid yapilardir. Icerdikleri ami-
noasit dizilerine gore DNA’da farkli ntikleotid dizilerine
baglanirlar. Her parmagin 3 farkli niikleotide baglandig
belirlenmistir. Hangi yapidaki ¢inko parmagin hangi 3
niikleotide baglandig1 da bilinmektedir. Birbirini izleyen
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6 ¢inko parmak 18 niikleotidi taniyan bir polipeptit olus-
turur ki, bu uzunluktaki dizi genelde genomda bir yerde
bulunur. Alt1 ¢inko parmak ve FokI enziminin DNA’y1
kesen bolgesi birlestirilerek istenen DNA dizisini taniyip
kesen ¢inko parmak niikleazlar rekombinant DNA tekno-
lojisi ile uretilmistir. Fokl enziminin 5 niikleotidlik bir
DNA’y1 tanima bolgesi bulunur. DNA’y1 bu tanima bolge-
sinden, bir zincirde 9 diger zincirde 13 niikleotid sonrasin-
dan keser. Enzimin sadece kesim yapan C-terminalindeki
kisim, ¢inko parmaklar ile birlestirilerek ¢inko parmak
niikleazlar elde edilmistir (6-9).

Benzer bir yaklasim TALEN (Transcription Activation
Like EndoNuclease) ad1 verilen proteinler ile ilk kez 2010
yilinda gerceklestirilmigtir. Bu biyomiihendislik drini
proteinlerin DNA’ya baglanan TAL kisimlari, orijinal
olarak Xantomonas tiirlerinden elde edilmis, 33-34 tane,
biyiik oranda dizisi korunmus aminoasitten olusan bir
proteindir. DNA’ya baglanarak transkripsiyonu baslatma
Ozelligi olan bu proteinlerin sadece 12 ve 13. aminoasitleri
biiytik oranda degiskenlik gosterir. Bu aminoasitler pro-
teinin hangi DNA dizisine baglanacagini belirler. istenen
diziye baglanacak aminoasitler yerlestirilmis TAL bolgesi,
¢inko parmak niikleazlarda oldugu gibi, Fokl enzimi-
nin DNA’y1 kesen kismui ile birlestirilerek TALEN yani
transkripsiyon aktivasyonuna benzer, baglanarak c¢aligan
endoniikleazlar elde edilmigtir. Cinko parmak niikleazla-
rin hazirlanmasina goére TALEN’lerin hazirlanmas: daha
kolaydir. Kesilecek DNA dizisini tanima 6zgilligintn
artirilmas: i¢in, TALEN’ler dizinin iki tarafina simetrik
olarak baglanacak sekilde tasarlanir. Yani uygun yerden
her iki DNA zincirinin kesilmesi i¢in iki farkli TALEN’in
kullanilmas: gereklidir (10,11).

Meganiikleaz, ¢inko parmak endoniikleaz veya TA-
LEN ile gen diizeltme amaciyla kesim yapildiktan sonra,
istenen DNA dizilerinin kesilen bolgeye katilmasi ic¢in
hiicrenin homolog rekombinasyon mekanizmalarindan
yararlanilir. Kesilen bolgeye homoloji gosteren ve istenen
dogru diziyi tasiyan bir ¢ift zincirli DNA molekiili orta-
ma konursa, hiicre homolog rekombinasyon ile bu diziyi
kesilen bolgeye ekleyerek DNA’y1 tamir eder. Anlasilacag:
gibi, bu sistemlerin tiimiinde 6zgiil kesim yapan olusumun
onceden emek gerektiren bir caligma ile hazirlanmas:
gerekmektedir. Oysa 2012 yilinda gelistirilen CRISPR/Cas
sistemi bu 6n hazirlik agamalarini ortadan kaldiran, uygu-
lamasi ¢ok daha kolay, evrensel bir gen diizeltme yontemi
olarak karsimiza ¢ikmistir (1,12).

CRISPR (Clustered Regularly Interspaced Short Palind-
romic Repeats), gruplagmis diizenli araliklarla tekrarlayan
kisa palindromik dizilerdir. Palindrom, “geriye dogru
tekrarlayan” anlamina gelir; belli bir DNA dizisi i¢in kul-
lanildiginda, bastaki kisim dizinin ortasindan sonra geriye
dogru ters yonde dizi okunacak sekilde ileriye devam eder.
Bu diziler bakterileri bakteriyofajlardan korumak icin
evrimlesmis dizilerdir ve bakteriyofaj niikleik asitlerine
homoloji gosterirler. Bakteriyofaj DNA’s1 bakteri hiicresi-
ne girdiginde, CRISPR’den sentezlenen kisa RNA’lar “Cas”
(Crispr Associated) niikkleaz denilen bir enzime baglanir.
Bu enzim, baglanan RNA’y1 rehber olarak kullanarak bu-
nun homoloji gdsterdigi DNA dizisini bir noktadan keser
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ve o noktadaki niikleotidi rehber RNA’daki niikleotide uy-
gun olacak sekilde degistirir. Bakterilerde viruslara karsi
bir koruma sistemi olan CRISPR/Cas sisteminin 2013’de
insan hiicrelerinde de etkili bir sekilde gen diizeltme ya-
pabildigi gosterilmistir (12,13).

CRISPR/Cas sisteminin gelismesi ile yakin gelecekte
gen diizeltme yontemleri, bir¢cok genetik hastaligin kesin
tedavisinde, giinliikk basit uygulamalar haline gelebilir.
Hatta bir defada birden fazla gen diizeltme yapilabilir. Ge-
netik hastaliklar disinda gen degistirme, kanser gibi has-
taliklarin olusmasinda rol oynayan 6nemli proteinlerin
yapimini bozarak tedavi saglayabilir. Bugiin kesin tedavisi
olmayan enfeksiyon hastaliklarina yeni bir tedavi yaklasi-
mu getirebilir. Gen degistirme yontemlerinin kolaylagsmasi
ve yayginlagmasi yeni etik sorunlari da dogurabilir (14).
Bitki, hayvan ve insan genlerinde yapilacak degisiklikler
ile genetigi degistirilmis yeni nesiller ortaya ¢ikartilabilir.
Bu degisiklikler hastaliklara direngli nesiller olusturmak
gibi iyi uygulamalarin yan: sira, diinyadaki ekolojik den-
geyi bozacak uygulamalar da olabilir. Bu nedenle genetik
degistirmenin etik yonitinii bugiinden tartigmaya bagla-
makta yarar vardir.
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Dogal Bagisiklik Sisteminin iki Ucu Keskin Kilici

1880’1i yillarda Ilya Ilyich Mechnikov’un nétrofillerin
dogal bagisiklik sistemindeki yasamsal rollerini kesfinden
bu yana, bu hiicrelerin enfeksiyonla miicadelede patojen
mikroorganizmalar1 ortadan kaldirmak tizere gercekles-
tirdikleri fagositoz ve degraniilasyon araciligi ile hiicre
ici 6ldiirmeye yonelik iglevleri hakkinda oldukc¢a detayl
bilgilere ulagmig durumdayiz. Son yillarda bu hiicrelerin
basarisinin sadece fagositoz ve degraniilasyonla sinirh kal-
madigini ortaya koyan caligmalar, nétrofillerin ayni za-
manda hiicre digina 6rtimcek agina benzer fibriler yapilar
salarak yabanciy: 6ldiirme fonksiyonlarini hiicre diginda
da gerceklestirdiklerini gostermistir. ilk kez 2004 yilinda
tanimlanan ve notrofil ekstraseliller tuzagl (Neutrophil
Extracellular Traps; NET) ad1 verilen bu ag benzeri yapilar,
bir yandan boyutlar1 gorece kiiciik mikroorganizmalarin
yok edilmesinde fagositoza ek bir 6ldiirme fonksiyonunu
yerine getirirken, diger yandan mantar hifleri gibi fago-
sitozlar1 zor olan biyik yapilarin bertaraf edilmesinde
onemli rol oynamaktadirlar. Bu fonksiyon, NET’lerin
enfeksiyonla miicadelede olumlu katkilarini goéz oniine
sermekle birlikte, hiicre disina saldiklar1 ag benzeri yapilar
icinde yer alan cesitli molekiillerin inflamatuvar yaniti
artirmak ve hatta otoimmiiniteye yol agmak gibi olumsuz
yanlarinin da irdelenmesi gerekir.

NET ve NEToz

Enfeksiyon bolgesindeki mikroorganizmanin ortadan
kaldirilmasinda, notrofillerin fagositoz ve degraniilas-
yondan sonraki son silah1 NET olusumu ve bu olusumun
hiicre disina salinimidir. Interleukin-8, lipopolisakkarit
gibi uyarici molekiillerin hiicre yiizeyindeki reseptorlere
baglanmasi ile aktive notrofillerde dramatik diizeyde
morfolojik degisiklikler meydana gelmektedir. Hiicre
cekirdegi lobtiler yapisini kaybetmekte, kromatinde gev-
seme (dekondansasyon) meydana gelmekte, i¢c ve dis
niikleer membranlar birbirinden ayrilmakta; es zamanh
olarak icinde cesitli antimikrobiyal etkili molekiiller
tasiyan graniillerin de parcalanmasi ile bu iki olusum bir
araya gelerek hiicre icinde homojen bir kitle yapisina do-
niismektedir. Sonucta yuvarlaklasan ve kontraksiyonlar
sonucu sitoplazmik zari yirtilan hiicreden, bu icerigin
tamami hiicre digina NET olarak salinmaktadir. Dogaldir
ki NET olusumu ile sonuc¢lanan bu asamadan sonra NE-
Toz (‘NETosis’) ad1 verilen hiicre 6limu gerceklesmekte-
dir. Hiicre digina ¢ikan ve iceriginde granitillerden ac¢iga
cikan elastaz ve myeloperoksidaz basta olmak tizere
cesitli antimikrobiyal etkili molekiiller yer almakla bir-
likte, NET’in temel iskeletini kromatin olusturmaktadir.

Kromatinin primer proteini olan histonlarin da grantl
icerigi antimikrobiyal molekiillerden 100 kat daha fazla
antimikrobiyal etkiye sahip olduklari géz oniine alin-
diginda, heniiz fagosite edilmemis ya da fagosite edile-
miyecek kadar biiyiik olan patojenlerin (mantar hifleri,
prozoonlar, vb) ortadan kaldirilmasinda NET olusumu-
nun oldukc¢a 6nemli bir bir fonksiyona sahip oldugu
goriilmektedir.

NET ve Olumsuz Sonuglan

NET, yukarida bahsedildigi gibi enfeksiyonla miicade-
lede 6nemli katkilar saglamaktadir. Ancak; NET’in bizzat
kendisi bazi hastaliklarin olusumuna neden olabilir. Diger
bir deyisle hastalikla savagmak ya da hastaliga neden ol-
mak ikileminde 6nemli olan, NET’in dogru yerde, dogru
zamanda ve dogru miktarda olugmasidir. NET’in rol oy-
nadigl bazi patolojik durumlardan asagida kisaca bahse-
dilmektedir.

Kistik fibrozlu hastalarin balgam 6rneklerinde inatgi
ve agir1 yogun bir sekilde notrofil varligi s6z konusudur.
Son yillarda bu hastalarin balgamlarinda NET’in varlif
gosterilmis olup, bunun temel iskeletini olugturan kroma-
tinin balgamin asir1 viskdz yapisinda énemli roli oldugu
ortaya konmustur. Diger yandan NET icerigindeki elastaz
da bu hastalardaki akciger hasarinda rol oynamaktadir.

Otoimmiin hastaliklarda, kisinin kendi antijenlerine
karg1 immiin yanit olusturdugu bilinen bir durumdur.
Ozellikle sistemik lupus eritematozus (SLE)da olusan
antikorlar; DNA, histon ve nétrofil proteinlerine (ANCA:
Anti-Neutrophil Cytoplasmic Antibody) karsidir ki, tim
bu yapilar NET’in temel icerigini olusturmaktadir. Hem
bu baglanti, hem de SLE ataklarinin dzellikle enfeksiyon-
larla induklendigi dikkate alinarak, SLE etiyolojisinde
NET’in rolii olabilecegi iddia edilmektedir. Nitekim, ya-
pilan caligmalarda SLE hastalarindaki ndétrofillerin NET
olusturmaya daha yatkin olduklari ve bu hastalarin, olu-
san NET’lerin viicuttan temizlenmesinde yetersiz kaldik-
lar1 gosterilmistir. Dolayisiyla bu hastalarin stirekli NET
iceriklerine maruz kalmalari, bir yandan dogrudan doku
hasarina neden olurken, diger yandan ortamda siirekli var
olan otoantijenler nedeniyle otoimmiin yanitin artmasina
yol agmaktadir.

Olusan patolojileri NET ile iligkilendirilen diger hasta-
liklar arasinda periodontit, preeklempsi, gut artriti, derin
ven trombozu ve kanser sayilabilir.

Sonug olarak, ilk kez tanimlandigl 2004 yilindan bu
yana tizerinde ¢aligmalarin yapildig notrofil ekstraseliiler
tuzagy, gerek enfeksiyonlarin tani ve prognozu agisindan
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laboratuvar ve klinisyene ne olanaklar saglayabilecegi,
gerekse patogenezlerinde bizzat kendisinin roli olabi-
leceginin dustinildugt hastaliklarda tedavi stratejisinin
onemli bir parcas1 olup olmayacagi konularinda yapilacak
aragtirmalar acisindan bilim insanlarinin yogun ilgisini
cekmeye devam edecek gibi goriinmektedir.
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nedenleri arasindadir. Diinya Saglik Orgiitii (DSO)

2011 yihi verilerine gore tim diinyada alt solunum
yolu enfeksiyonlari, ishal ve HIV/AIDS o6lim nedenleri
arasinda ilk 10 sirayr almaktadir ve 2011 yilinda bu en-
feksiyonlardan 7.7 milyon kigi 6lmiigtiir. Bu ti¢c enfeksiyon
toplam olimlerin sirasiyla %6.7, %4.7 ve %3’inden so-
rumludur. Daha 6nce ilk 10 arasinda yer alan tiiberkiiloz
2011°de 15. siraya gerilese de 1 milyon kisinin 6limiine
neden olmustur (1). Tirkiye Istatistik Kurumu (TUIK) ve-
rilerine gore Tirkiye’de 2013 yilindaki 320.967 6limiin
5.366%s1 (~%1.7) enfeksiyonlara baglidir (2).

Diger yandan, son 30 y1l i¢cinde neredeyse her yil en az
bir yeni tanimlanan enfeksiyon ortaya ¢ikmistir (3). Ame-
rikan Ulusal Bilimler Akademisi tarafindan tanimlanan
1.461 insan enfeksiyonunun yaklasik %601 zoonotiktir
(4). Iklim degisiklikleri ve ekosistemin tahrip edilmesi
yeni zoonotik ve vektor aracilikli enfeksiyonlarin baglica
nedenleridir (5). Yeni zoonozlarin olusturdugu tehdit,
insan, hayvan ve ekosistem saglig1 alanlarinda isbirliginin
gerekliligini ortaya ¢ikarmis ve bu igbirligi alami “tek sag-
lik” kavrami altinda tanimlanmaistir (6). Tarim, hayvanci-
ik, gida giivenligi ve yaban yasami tek saglik kavraminin
ayrilmaz parcalaridir (7). Zoonotik tehditler tek yonlii
degildir. Son yillarda insanlardan hayvanlara gecen ve
aralarinda MRSA, influenza A, Cryptosporodium parvum
ve Ascaris lumbricoidesin bulundugu ¢ok sayida patojen
bildirilmistir (8). Bu durum zooantroponoz veya tersine
zoonoz olarak adlandirilmaktadir (8).

E nfeksiyon hastaliklar1 diinyada hala baglica 6lim

Turk Tabipleri Birligi ve Tirk Veteriner Hekimleri
Birligi 2009 yilinda “Tek Dtinya Tek Saglik” baglikli ortak
bir deklarasyon yayinlayarak Saglik Bakanlig ile Tarim
Bakanligr’min tek saglik kavramina uygun bir sistem olusg-
turmalari, Veteriner Halk Sagligy Birimi kurulmasi, zoo-
nozlara yonelik epidemiyolojik c¢aligmalarin artirilmasi
ve entegre bir veri tabani olugturulmasi ile tip, veteriner
fakiilteleri ve aragtirma enstitiileri arasinda isgbirligi yapil-
masi istenmigtir (9).

Zoonozlar ve diger halk saghigi tehditlerinin erken
doénemde fark edilmesi tehditin biiyiimeden sinirlandiril-
masini saglar. Bu nedenle DSO 2005 yilinda yayinladig:
Uluslararas: Saglik Tuzugu (UST) ile halk saglig1 tehditle-
rinin erken dénemde saptanmasi ve kontrol altina alin-
masini saglamaya yonelik erken uyari ve yanit sistemleri
(EUYS) kurulmasini zorunlu kilmigtir. UST, mikrobiyoloji
laboratuvarlarina bulasici hastaliklarin erken dénemde
saptanmasina yonelik 6zel bir 6nem atfetmigtir. Labora-
tuvarlarin bu iglevlerini etkin bicimde yerine getirmesi
dogru, yinelenebilir ve zamaninda sonug vermesi ile ilig-

kilidir. Bu baglamda, kiltiir-temelli yontemlerin dogasi
geregi gec sonu¢ vermesi yeni ve hizli tani yontemlerini
giindeme getirmistir.

Bu konugma, bilinen ve yeni mikrobiyolojik tehdit-
lere yonelik yaklagimlar ii¢ diizeyde ele almaktadir. flk
diizey, enfeksiyonlarin tanisi ve kontrolunda “tek saglik”
yaklagimina iliskindir. ikinci diizey, mikrobiyoloji labora-
tuvarlarinin erken uyar: ve salgin yonetimindeki yeri ile
iliskilidir. Uciincii diizey ise, ilk iki diizey baglaminda yeni
ve hizli tan1 yontemlerinin yerine iligkindir. Burada tarti-
silanlarin yazarin kigisel goriiglerini yansittigl ve deneme
niteliginde oldugu gozden kacgirilmamalidir.

Ik diizeye iligkin zoonozlar ve vektér kokenli enfeksi-
yonlarda konakg¢1 hayvanlar ve vektorlere yonelik entegre
siirveyans programlarinin 6neminden soz edilecek ve
ornekler verilecektir (10). Ikinci diizeye iligkin olarak ise
iki yaklagimdan s6z edilecektir. Bunlardan ilki sendromik
algoritmalarin kullanimidir. Bu yaklagim, klasik hastalik
belirtileri olmayan hastalarda tanisal siirecin mikrobiyo-
loji laboratuvari tarafindan yiriitiillecek algoritmalarla
belirlenmesine dayanmaktadir. Ikinci yaklasim olarak ise,
mikrobiyoloji laboratuvarlarinin erken uyari ve siirveyans
sistemlerine katkisini artirmaya yonelik elektronik labo-
ratuvar bildirim sistemi ve sistem icinde klinisyenlerin
rolleri tartigilacaktir (11). Uclincii diizeye yonelik olarak
ise, tanisal siirecleri hizlandiracak yeni teknolojilerin 6ne-
mi ve yerinden s6z edilecektir (12).
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dis “dtismanlara” karsi farkli yollar1 kullanarak di-

renmeye, diger bir tanimlamayla “hastalanmamaya”
calisir. Teknolojik ilerlemeye paralel olarak séz konusu
diren¢ mekanizmasinin ayrintilar1 ve karmagikligi giin
gectikce daha iyi anlasilmaktadir. Nitekim savunma me-
kanizmalarindan biri ya da digerinin, yabanci etkenin tii-
riine ve yerlesim bolgesine gore daha agirlikli olarak dev-
reye girdigi; 6rnegin genel anlamda, hiicre dis1 bakterilere
kars: fagositoz mekanizmasi ya da hiimoral yanit etkili
olurken, hiicre i¢i parazitler olarak tanimlayabilecegimiz
viruslarla savasta sitotokik T hiicrelerinin (Tc) 6n plana
gectikleri belirlenmistir. Bir virus enfeksiyonunu 6rnek
alirsak, ttim olup biten, viicuda giren etkenin hedef aldig:
hiicreyi taniyip ona baglanmasi ve icine stiztilerek uygun
bolgesine yerlesmesi ile baglar. Burada virusun genomu
translasyon, transkripsiyon ve replikasyon agamalarindan
gecer ve sonucta olusacak yeni virus partikilleri etrafa
yayilarak baska hticreleri enfekte etmeye caligirlar. Konak
savunma sistemi ise bir an 6nce bu istenmeyen yabanciy1
algilayip, virusun 6zelliklerine gore farkli yollar1 kullana-
rak s6z konusu “digmani” stiratle yikima ugratmak icin
¢aba gosterir.

® . . "
I nsan vicudu, mikroorganizmalar basta olmak tizere

Klasik olarak savunma sistemi, dogal ve edinsel bagi-
siklik olarak tanimlanan iki agamada ele alinir; ancak bu
ayirim tamamen kuramsal bir yaklagimdir ve aslinda her
iki mekanizma birbirleriyle i¢ ice, dayanigma gostererek
caligirlar. Ornegin dogal bagisikligin énemli yapitaglarin-
dan olan dogal dldiiriicii (Natural Killer; NK) hiicreler ve
makrofajlar, salgiladiklar sitokinler ile edinsel bagisikliga
ait B ve T lenfositlerinin aktivasyonunda rol oynarken; hii-
moral yanitin yapitaglar: olan antikorlar, opsonizasyona
katkida bulunarak dogal bagisikligin etkili bir parametresi
olan fagositoza destek olurlar.

Genel Anlamda immiin Sistemin Yapilanmasi

Yas ilerledikce immiin sistemde olusan degisikleri
irdeleyebilmek ic¢in 6ncelikle normal fonksiyonlarini ha-
tirmak gerekir. Bu boliimde savunma sistemi, yabanciya
kars: oncelikle etkili olan dogal bagisiklik mekanizmalar:
ve sonra edinsel bagigikligin 6zellikleri dikkate alinarak
Ozetlenmistir.

1- Dogal bagisikhik genel anlamda bellek oOzelligi
bulunmayan, etkene 6zgiillik gostermeyen ve erken sa-
vunma sistemini olugturan bir dizi yapitagindan olusur.
Mikroorganizmalarin bir¢ogu, bu ilk engele takilirlar ve
boylece viicuda girmeleri engellenmis olur. Bu savunma
sinirini agabilen yabancilar, bu kez etkene 6zgiil edinsel
bagisiklik yapitaslarini karsilarinda bulurlar. Dogal ba-

gisikligin ilk agamasini, bitinligi bozulmamig deri ve
mukoza tabakasi olusturur; nitekim saglam bir deriden,
kuduz virusu gibi bircok 6nemli enfeksiyon etkeninin
gecmedigi bilinmektedir. Ikinci sirada bir dizi hiicre bu-
lunmaktadir; viral enfeksiyonlar 6rnegini alirsak 6zellikle
edinsel bagisikligin devreye girmedigi erken donemde bu
hiicrelerden NK’larin 6nemi son yillarda ayrintili olarak
ortaya konmustur (1). Enfekte hiicreler ile NK’lar arasinda-
ki iligki aktivator ve inhibitor reseptorlerce diizenlenir ve
hedef hiicre, perforin ve granzimlerin rol oynadiklar: gra-
niil eksositozu ile ve Fas-FasL reaksiyonu sonucu gelisen
apoptotik mekanizma ile yok edilir. Ayrica sitotoksik T
lenfositlerinden farkli olarak, NK’larin “antikora bagimh
hiicresel sitotoksisite” uyarinca da hedeflerini imha et-
tikleri bilinmektedir. Ancak NK’larin savunmadaki rolleri
sadece enfekte hiicre lizisi ile sinirli kalmaz; bu hiicreler
antiviral etkinlige sahip inflamatuvar sitokinler (6rnegin
IFN-y) treterek de savunmada rol oynarlar (2). Son yil-
larda, NK’larin sitolitik 6zellikleri kadar, bu hiicrelerin
irettikleri IFN-y ya da TNF-q, gibi sitokinlerin antiviral
miicadelede aktif rol oynadiklari; basta CMV ve HSV gibi
DNA viruslari ile, influenza ya da Coxsackievirus gibi RNA
viruslarina kars: sitokine bagimli NK aktivitesinin 6nemi-
ne dikkatler ¢ekilmektedir. NK hiicrelerinin ytizeylerinde
yer alan reseptorlerden bazilari (CD 16, CD 2, NKR-P1, CD
28, Ly 6,CD 69 gibi) sitoliz ve sitokin iiretimini uyarirken,
diger bir grup reseptor (Ly 49, KIRs, CD 94/NKG?2 gibi) be-
lirtilen iglevleri baskilama gorevini tistlenmislerdir.

Dogal bagisiklik yapitaglar1 grubunda yer alan grani-
lositler, NKT hiicreleri, makrofajlar ve dendritik hiicreler
(DC) de, o6zellikle salgiladiklar1 immiinoregiilator sitokin-
ler ya da nitrik oksit (NO) gibi maddeler araciligy ile an-
tiviral yanita katkida bulunurlar (3). Ornegin nétrofiller,
irettikleri TNF-¢; ve NO ile akcigerlerdeki RSV, kornea-
daki HSV enfeksiyonlarini baskilamakta; eozinofiller ise
RSV ye kars: sentezledikleri graniil riboniikleazlar: (EDN/
RNaz 2 ve 3) ile etkili olmaktadirlar. Ayrica eozinofiller ve
bazofiller, TNF-q, IL-1, IL-3, IL-4, IL-5, IL-6, IL-8 ve GM-
CSF gibi antiviral ve immiinoregiilator 6zellikte sitokinler
uretmektedirler. Benzer sekilde, DC’lerin IFN-o/[3, TNF-q,
IL-1, IL-6, IL-12 ve IL-18 sentezledikleri; makrofajlarin
ise IL-1 ve TNF-, ile HSV’ye, IL-12 ile de HBV’ye etkili
olduklari, kemokinler salgilayarak inflamatuvar hiicreleri
¢ekebildikleri belirlenmistir.

Kompleman sistemi dogal diren¢ kapsaminda ele ala-
cak oldugumuz ve antiviral savunmada 6énemli rolii olan
bir diger parametredir. Ug farkli yoldan (klasik, alterne
ve lektin aktivasyon yollar1) aktive olabilen ve 30 kadar
inaktif yapitasindan olusan kompleman sistemi harekete
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gectiginde, dolasima bir dizi efektér madde (C3b, C5b,
C4b, C5a, C3a gibi) salinir. Bu molekiillerin opsonizasyon,
inflamasyon, anafilaktik sok gibi énemli reaksiyonlarda
gorevleri vardir. Sistemin igleyisini, bir dizi regulator
protein (CR1, MCP, H, I, P, CD59 gibi) ve salgilanan komp-
leman ara tirtinlerinin hedef hiicrelere baglanmalarini sag-
layan 6zel reseptorler (CR1-4 gibi) denetler. Kompleman
kaskadinin c¢aligmasi, yapigtiklar1 hedef hiicre ytizeyinde
“membran zedeleyen yap1” (membrane attack complex;
MAQC) olarak tanimlanan bir deligin olusumu ve hiicre-
nin yikimi ile sonlanir. Ancak MAC olusumu ile enfekte
hiicrelerin yok edilmesi, pratikte biiytik 6nem tagimaz ve
kompleman sisteminin 6nemi, ¢caligmaya basladiginda ara
irin olarak ortaya cikan efektdr molekiiller aracilig: ile
gerceklesir. Bu arada kompleman sisteminin aktivasyonu
sadece dogal diren¢ kapsaminda ele alinacak etkinlikler ile
kisitli degildir; sistemin ¢aligmasi ile 6zgiil bagigikligin ve
ozellikle B ve T lenfosit yanitinin diizenlenmesi de gercek-
legir. Bu nedenle kompleman sisteminin dogal direng¢ ve
ozgul bagisiklik iligkisini diizenlemede de rol oynadiginm
soylemek yanlis olmaz (4).

Dogal diren¢ konusunu tamamlamak i¢in sitokin din-
yasina goz atmamiz gerekir. Ornegin enfekte hiicrelerden
salinan ve heniiz etken ile karsilagsmamis komsu hiicre-
lerin enfekte olmalarini engelleyen interferonlarin (IFN)
antiviral etkileri 1950°1i yillardan beri bilinmektedir.
JAK-STAT yoluyla uyarilan IFN sentezi, etki ettikleri hiic-
relerde virus replikasyonunu bozan protein kinaz, 2°,5’-oli-
goadenilat sentetaz, adenozin deaminaz ve Mx proteinleri
gibi maddelerin sentezini uyarir. Ayrica IFN’lar 6zel bir
tir NO sentazin (iNOS2) ve MHC-I ve -II molekiillerinin
sentezini uyararak enfeksiyonlara karsi yanitta ¢ok yon-
la roller istlenmektedirler (5). Viral immiinopatogenez
konusu ele alindiginda sitokinlerin ve 6zellikle kemokin-
lerin ne denli 6nemli gorevler tistlendikleri giin gectikce
daha iyi anlagilmaktadir. Ornegin dogal diren¢ kapsamin-
da ele alinan NK’larin ya da eozinofillerin antiviral etkin-
ligi konusunda CC-kemokinlerin uyarici rolleri oldugu;
ozgil bagisiklik kapsaminda ise CD4* ve CD8" hiicrelerin
aktive olmalarinda kemokinlerin gerekliligi cesitli virus
modellerinde gosterilmistir (6). Yukarida, antiviral etkiye
sahip sitokin iireten hiicrelere ait 6rnekler verilmistir. Son
yillarda dogal diren¢ kapsaminda ele alinan defensinler
gibi bir dizi anti-mikrobiyal peptidin de 6nemli roller
iistlendikleri anlagilmistir.

Kisacas: bir dizi hiicre ve ¢dziinmiis madde dogal di-
rencin yapitaslar1 olarak karsimiza c¢ikarlar ve bunlardan
bazilar1 yabanciya karsi ¢ok etkindir. Bu yapitaglarinin
ortak bazi 6zellikleri bulunur. Ornegin, insan organizmasi
icin “yabanci” olarak sayilan viruslari ve enfekte ettikleri,
bir bagka tanimlamayla “farklilagsmis” hiicreleri tanima
ozelligine sahip olmalarina karsin, mikroorganizmalar
disindaki maddeleri algilayamazlar. Ayrica “yabanciy1”
tanimak icin kullandiklar reseptorler, sadece mikroorga-
nizmalara 6zgl yapilar1 “goriirler”, konak hiicreye 6zgu
yapilar1 algilayamazlar. Dogal bagisikligin yapitaslari,
cesitli bakteri, virus veya mantarlar1 tanima ozelligine
sahiptirler. Ornegin fagositik hiicreler, bircok bakteri hiic-
resinde ortak olarak bulunan ancak memeli hiicrelerinde
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rastlanmayan lipopolisakkarid molekiillerini (LPS veya
endotoksin) taniyan reseptorler tasirlar; ayni hiicreler
bakteri glikoproteinlerinin terminal bolgesinde yer alan
mannoz molekiiliini taniyan reseptorlere sahiptirler. Vi-
ruslarin taninmasina gelince, 6rnegin fagositik hiicreler
bu mikroorganizmalarin replikasyon dongiisiinin belirli
bir asamasinda ortaya ¢ikan, memeli hiicrelerinin sahip
olmadigy, cift zincirli RNA (dsRNA) yapisini tanimakta-
dirlar. Ayrica ytizeylerinde tagidiklari alisilagelenin di-
sindaki polimer yapilar ya da memeli hiicrelerinde bu-
lunmayan farkli yiizey molekiilleri de viruslar: ele veren
diger yapilardir. Sonu¢ olarak dogal direncin yapitaslari
mikroorganizmalarin ortak olarak tasidiklari, ancak me-
meli hiicrelerinde bulunmayan yapilar1 tanimaktadirlar
ve bu ortak yapilara molekiiler orgiiler ya da kaliplar
(pathogen-associated molecular patterns; PAMPs) ad1 ve-
rilir. Genis anlamda orgiileri taniyan reseptorler (pattern
recognition receptors, PRRs) olarak isimlendirilen dogal
dirence ait reseptorlerin [6rnegin; Toll benzeri reseptorler
(TLR), N-formil metionil reseptdr, mannoz reseptori, NOD
benzeri reseptorler (NLR), RIG-I-benzeri reseptorler] tani-
dig1 bu ortak yapilarin bir diger ilgin¢ ve 6nemli 6zelligi,
bu bolgelerin mikroorganizmalar i¢cin yasamsal 6neme
sahip bolgeler olmalaridir. Yani dogal direng, mikroor-
ganizmalardaki olmazsa-olmaz bolgeleri algilamaktadir.
Bu durum pratikte biiyiik 6nem tasir; zira bilindigi gibi
viruslar mutasyona egilimlidir; yani su ya da bu nedenle,
ama Ozellikle kendilerine kars: olusan saldirilardan kaca-
bilmek i¢cin kullandiklari, “degisime ugrayabilme” yetisine
sahiptirler. Buna karsin yukarida belirtildigi gibi, dogal di-
rencin tanidig1 bolgeler degisime kapali, sabit bolgelerdir.
Iste bu nedenle, mutasyonlarla sekil degistirerek, birazdan
bahsedilecek olan 6zgil bagisikligin etkisinden kendile-
rini koruyabilseler de, dogal direncin sabit, degismeyen
yapilar tanima 6zelliginden 6tiirii, mutasyonlara ragmen
immiin sistemden kacamazlar.

2- Edinsel bagisik yanit ise, dogal bagigikligin yuka-
rida belirtilen cesitli parametreleri viral enfeksiyonu alt
etmede basarisiz kaldiginda devreye girmektedir. Bu tiir
yanitin harekete ge¢mesi i¢in her seyden énce CD4" T len-
fositlerinin (yardimci T lenfositleri; Th) aktive olmalari
ve salgilayacaklar: sitokinler aracilig1 ile hiimoral ve/veya
hiicresel yaniti uyarmalar1 gerekir. Ancak herhangi bir
virusun direkt olarak Th hiicrelerini harekete gec¢irmesi
mimkiin degildir ve 6ncelikle yabanci antijenin profes-
yonel bir antijen sunan hiicre (ASH) tarafindan alinarak
ogutiilmesi; daha sonra ytizeyindeki MHC-II molekiliinin
olugunda bu yabanci antijeni Th hiicrelerine sunmasi
gerekir. DC’ler ve makrofajlar gibi profesyonel ASH’ler
ekzojen antijenleri iclerine alarak bir dizi igleme tabi tu-
tarlar ve endoplazmik retikulumlarinda sentezledikleri
MHC-II molekiilleri ile vezikiillerde birlesirler; sonucta
MHC-IPler oluklarina yerlestirdikleri ¢giitiilmiis antijeni,
Th hiicrelerine sunarak onlarin aktive olmalarini saglar
(7). Bu asamada uyar1y: alan Th’ler ortamdaki sitokinlerin
ve uyarlyl yapan antijenin 6zelliklerine gore Th-1 veya
Th-2 seklinde tanimlanan ve degisik sitokin gruplari
ireten hiicre tiplerine farklilagirlar. Olusan bu iki farkl
Th alt grubu, daha sonra geligecek yanitin hiicresel ya da
hiitmoral yénde yogunlagmasini belirler.




Hiicresel bagisiklik, viruslarca istila edilmis olan en-
fekte hiicrelerin yikimini saglayan mekanizmalar icer-
mektedir. Th hiicrelerden aldiklar1 uyarinin da katkisiyla,
bu kez T lenfositlerinin bir diger tipinin, CD8" T hiicreleri
ozelligindeki Tc’lerin, virus iiretim fabrikalar: gibi ¢aligan
enfekte hiicreleri lizise ugratmalar: s6z konusudur. Noron-
lar disindaki tiim cekirdekli hticreler, ylizeylerinde MHC-I
molekiilid tagirlar; iste bu tip bir hiicre viruslar tarafindan
enfekte edildiginde, endojen antijenin proteazoma bagim-
I1 parcalanmasi gerceklesir ve parcalanma iriinleri olan
peptitler, MHC-I oluguna yerleserek hiicre ytizeyine ¢ikip,
Tc’leri harekete gecirirler. Bu uyar1 sonrast Tc’ler, hem si-
totoksisite yaparak, hem de TNF, IFN-y gibi bir dizi sitokin
salgilayarak antiviral yanita katilirlar (8). Son yillarda hem
CD4"hem de CD8" T hiicrelerinin antiviral yanita katkilar1
tzerinde 6nemle durulmaktadir. Tc’lerin sentezledikleri
TNF-¢ veya IFN-o/3’nin HBV’nin gen ekspresyonunu in-
hibe ettikleri; Th’larin ise transgenik farelerde gosterildigi
sekliyle yine sitokinler aracilig1 ile HBV enfeksiyonunu
baskiladiklar1 saptanmagtar.

Edinsel bagisikligin ikinci kolunu hiimoral yamt
olusturur. Bu kez devrede olan, aktif olarak antikor sen-
tezleyen B lenfositleridir. Th-2 grubu sitokinlerin katkisi
ile, antijen uyaris1 sonunda B lenfositlerinin bir bolimi
antikor treten plazmositlere dontstirler; sonucgta sen-
tezlenecek noétralizan antikorlar hem viruslarin hedef
hiicrelerine baglanmalarini bloke ederek, hem de antikora
bagimli hiicresel sitotoksisite ya da opsonizasyon veya
kompleman sisteminin aktivasyonu gibi roller tistlenerek,
indirekt yoldan antiviral etkinlik géstermig olurlar.

Farkli Asi Antijenlerine Karsi Gelisen Primer Antikor
Yaniti

Antikor iiretecek B hiicrelerinin aktivasyonu, ana hat-
larniyla iki farkli bicimde gerceklesmektedir. Protein ya-
pisindaki antijenler sz konusu ise B ve Th hiicrelerinin
aktive olmalari; B lenfositlerinin ikincil lenfoid organla-
rin germinal merkezlerinde (GM) ¢ogalmalar1 ve antikor
iireten plazma hiicreleri ile bellekli B hiicrelerine farkli-
lagmalar: gerceklesir. Polisakkarid yapidaki antijenler ise
T hiicreleri uyarmaksizin, GM diginda daha kisa stireli ve
daha disiik titrede antikor yanitina yol acarlar. Ayrica bu
modelde bellek 6zelliginin saglanmasi s6z konusu degildir
(9). Bu iki farkli uyar1 mekanizmasinin ayrintilari asagida
Ozetlenmigtir.

a) Protein yapisindaki agilara kars1 TD

(T-Dependent) 6zellikte yanat:

Bu tip bir uyari, hem ekstrafolikiiler alanda, hem de
GM’lerde gerceklesir. Kemik iliginden kaynaklanan B hiic-
releri kargilagtiklar: antijeni IgM yapisindaki yiizey resep-
torleri araciligl ile yakalarlar; antijenin baglanmasi sonucu
uyarilan B lenfositi aktive olur ve yiizeyindeki kemokin
reseptorii (CCR7) sayis: artar. Bu reseptor, aktive hiicrenin
ikincil lenfoid dokulardaki T hiicre bolgelerine dogru
yonlenmesinde rol oynar. Burada antijene 6zgii B hiicresi,
uyar1 aldiklan i¢in B’lerin gereksinimi olan aktivasyon
sinyallerini gonderecek dendritik hiicreler ve T hiicreleri
ile iligki kurar. Sonugcta B hiicrelerinin, diisiik afiniteye sa-

hip antikor sentezleyecek kisa 6miirli plazma hiicrelerine
dontigiimleri gerceklesir (Ekstrafolikiiler reaksiyon) (10).

Immiinoglobulin (Ig) izotip déniisimi (IgM’lerden
IgG, IgA veya IgE’ye dontisiim), aktivasyonu uyaran
deaminaz enziminin (activation-induced deaminidase
enzyme; AID) etkisiyle B hiicre farklilagmasi agamasinda
gerceklesir. Ekstrafolikiiler alanda gerceklesen bu donii-
siitmde Th1 ve Th2 tipi CD4" hiicrelerin katkisi vardir ve
CD40L’leri ile B hiicrelerinin CD40 yiizey molekiilleri-
nin etkilesimi farkli izotip ve alt siniftan Ig’lerin {ire-
timini saglar. Ekstrafolikiiler reaksiyon siiratle gelisen
bir olaydir ve bagisiklamay: izleyen birka¢ giin icinde
IgM’ler ile az sayida IgG ortaya ¢ikar. Ancak bu asama-
da sentezlenen antikorlar hipermutasyona ugramazlar,
kisa omirlidiirler ve stiratle apoptoz uyarinca yikima
ugradiklarindan aginin etkinliginde 6nemli bir rolleri
yoktur. Bu arada bir grup B lenfositi GM’de antijene
0zgi T hiicrelerinden yardim alarak ¢ogalir ve plazma
hiicrelerine donftsiirler. Bu yerlesim alanina gocen az
sayidaki B lenfositinin ytizeyinde CXCR5 ekspresyonu
artmigtir ve CXCL13 tasiyan folikiiler dendritik hiicre
(fDH)’ler tarafindan B hiicre folikiilleri ad1 verilen alanda
yogunlasirlar. fDH’ler antijeni uzun siire i¢lerinde barin-
dirmalari ve antijene 6zgii B/T lenfositlerini kendilerine
cekebilme 6zellikleri ile B hiicre yanitinda 6nemli rol oy-
narlar. fDH’lerin yani sira Tth hiicrelerinden de gerekli
sinyalleri alan B lenfositleri yogun klonal proliferasyona
ugrarlar. Bu gelisme sonunda Ig izotip dontisimi ve B
hiicrelerinin 6zgiil antijenlerine karg1 afinite olgunlasg-
masi gerceklesir. Bu hiicreler fDH’lerin yiizeyindeki as1
antijenlerine baglanirlar, antijeni i¢lerine alip isleyerek
onlar1 kiicik peptidlere ayirirlar ve MHC-II molekiil-
leri esliginde yiizeylerine tasirlar. Artik B hiicrelerince
PMHC-II kompleksinin 6zel bir CD4" T hiicre grubuna
sunum asamasina gelinmistir. Reseptorleri, transkripsi-
yon faktorleri ve tirettikleri interldkinler agisindan Thl
ve Th2 hiicrelerinden ayr1 bir grup hiicre olan Tfh’ler,
sahip olduklar: yapisal 6zellikler uyarinca (CD40L, ICOS,
IL-10 ve IL-21 tasimalari/iiretmeleri gibi) asil gorevleri
olan B lenfositlerini uyarma iglevini gii¢lii bicimde ger-
ceklestirirler (11). Sonucta; GM’de yer alan antijene 6zgi
B lenfositlerinin, antijeni tasiyan fDH’ler ve antijene
6zgu Tth hiicrelerinin igbirligi ile yliksek afiniteye sahip
B lenfositlerinin etkin hale ge¢meleri; antikor ireten
plazma hiicreleri ve bellek hiicrelerine farklilagmalari
s0z konusu olacaktir. GM’deki tiim bu gelismeler birkag
haftalik stire gerektirir ve protein yapisindaki as1 anti-
jenlerine yiiksek afinite gosteren IgG sinifi antikorlar,
uyaridan 10-14 giin sonra kanda belirirler. Antijene 6zgi
plazma hiicrelerinin yeterince tiretilmelerini takiben, ilk
uyaridan 3-6 hafta sonra GM’deki gelismeler son bulur;
boylece primer bagigiklamanin 4-6. haftasinda asinin
olusturdugu IgG sinifi antikorlar en ytiksek diizeylerine
erisir.

b) Polisakkarid yapisindaki agilara karsi TI

(T-Independent) 6zellikte yanit:

S.pneumoniae, N.meningitidis, H.influenzae gibi bak-
terilerin polisakkarid (PS) antijenleri s6z konusu oldu-
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gunda, dolasim yoluyla dalak ve lenf nodiillerinin makro-
fajlarca zengin marjinal bolgelerine ulasan antijenler, bu
bolgede B lenfositleri ile iligki kurarlar. Yinelenen yapi-
taglar1 araciligi ile B hiicre reseptdr (BHR)lerine tutunan
bu yapilar, ekstrafolikiiler bolgede B hiicre aktivasyonuna
yol acip, bagisiklamay1 izleyen bir hafta icinde bu hiicre-
lerin plazma hiicrelerine dontisiimlerine neden olurlar.
Boylece kismi izotip doniisimi ve dustik afiniteye sahip
antikor tretimi gerceklesir (10). Sonucta PS yapisindaki
antijenlere 6zgu, dustk titrede ve bellek 6zelligi bulunma-
yan TI tipi yanit ortaya ¢ikmig olur. Genel olarak somatik
mutasyonlarin GM’de gerceklestigi kabul edildiginden,
PS agilamasinda mutasyona ugramis antikor iiretimi s6z
konusu olmaz; ancak ayni antijenler bir sekilde protein
molekiillerine baglanmais iseler, bu durumda GM yanitinin
gerceklesmesi ve bellekli hiicrelerin sentezi mimkiin olur.
Bu gelismede, PS uyaris: sonunda ortaya ¢ikan IgM*, IgD"
CD27* bellekli B hiicrelerinin, dalagin marjinal bolgesinde
belirip dolagima katilmisg B hiicrelerinden kaynaklandig:
distintilmektedir (12).

Ekstrafolikiiler ortamdaki farklilagmalarini takiben
PS’e 6zgiil plazma hiicreleri dalagin kirmizi pulpasina ge-
cer, kisa bir siire burada kalir ve apoptoz uyarinca yikima
ugrarlar. Belirtilen bu 6zellik, dalak marjinal bolgeleri
heniiz olgunlagsmamis olan ¢ocuklarda bakteri PS asila-
rinin yeterince immiinojen olmamasini agiklamaktadir.
Sonugcta bu tip bir uyari ile olusacak antikorlarin, ancak
aylarla ifade edilen kisa bir zaman diliminde varliklarini
siirdiirmeleri s6z konusu olmaktadir ve GM asamasini
yagamayan PS antijenlerinin bellek uyaris1 yapmadik-
lar1 kabul edilir (9). iste bu nedenle, ayn1 PS antijeni ile
yinelenen uyarilarda ilk kez asilanmis naif bireylerde
gozlenen primer yanit tipi bir gelisme gozlenmektedir.
Saf bakteri PS’leri ile protein konjugelerinin yanit farki
ekstrafolikiiller ve GM reaksiyonlarinin olusup olusma-
masindan kaynaklanmaktadir. Tasiyici protein mole-
kuline baglanan PS modelinde 6zgil B hiicreleri GM
agamasindan gecip, tasiyiciya spesifik Tfh hiicre yardimi
alirlar ve yiiksek afiniteli antikor tiretimi ile karakterize
uzun 6mirld plazma hiicreleri ve bellek hiicrelerine do-
nitgtrler.

Yaslanma Siirecinde immiin Sistem

Buraya dek, bir viral enfeksiyon drneginden hareketle,
immiin sistemin ana hatlarindan bahsedilmistir. Peki tiim
canlilar i¢in ka¢inilmaz bir gelisme olan “yas alma” siire-
cinde, immiun sistemde herhangi bir degisiklik olmakta
midir? Ve hangi parametreler bu farklilagmay: gostermek-
tedir?

Yillar i¢cinde memelilerin immiin sistemlerinde goz-
lenen “fonksiyon azalma” olgusu, ¢ocukluk ve genclik
doénemleri ile kiyaslandiginda, ileri yaslarda asilara yanit
oranindaki azalma ve enfeksiyon hastaliklarina duyar-
liligin artmasi ile kendini gosterir (13). Bu ger¢egin an-
lasilmasindan sonra, ileri yaglarda hangi immiin meka-
nizmalarda ve ne oranda bir “yipranmanin” s6z konusu
oldugu incelenmeye baglanmigtir. Bu konudaki bulgu-
lara, dogal diren¢ parametreleri ile baglayalim: Ornegin
dogal direncin harekete ge¢mesi icin gerekli olan TLR
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tizerinden sinyal iletim giicti ve proinflamatuvar sitokin
ve kemokin molekiillerinin iiretim duzeyi ileri yaslarda
azalmaktadir (14). Bu durum sadece ilk savunma hatti-
nin zayiflamasina yol agmamakta; ayrica 6zgul yanitin
uyaricisi ve yonlendiricisi olan dogal bagisikligin aksa-
masi1 sonunda, B ve 6zellikle T lenfositlerinin iglevlerin-
de de gii¢siizliikler ortaya ¢ikmaktadir (15). Bu arada naif
B ve T hiicrelerinin tiretim oranlari ve bellekli hiicrelerin
iglevsel Ozellikleri de zaman icinde azalmaktadir (16).
Tleri yaslarda NK hiicre fonksiyonlar1 incelendiginde ise,
bu hiicrelerin hem sitotoksisite kapasitelerinin, hem de
sitokin tretme ozelliklerinin; buna bagli olarak diger
immiunokompetan hiicrelerin aktivasyonunun gii¢siiz-
lestigi saptanmustir (17). Ileri yaslarda B lenfositlerinin
etkinliklerindeki zayiflamanin nedenleri arastirildigin-
da ise, intrinsek faktorlerin ve mikro ¢evrenin degisimi-
ne paralel olarak, plazmosit tiretiminde kantitatif azalma
oldugu; germinal merkezlerinin gii¢csiizlesmesine bagh
olarak immitinoglobiilin tretiminin yavagladigi, afinite-
lerinin degistigi saptanmagtir (18).

Bu gelismelerin olabildigince dnlenebilmesi i¢in, bir
¢ok aragtirma ekibi hayvan modelleri ile c¢aligmalar
gerceklestirmigler ve cesitli uygulamalarin etki oranini
incelemislerdir. Ornegin kemik iligi nakli, IL-17 tedavisi,
timus transplantasyonu gibi uygulamalar ile, zayiflayan
6zgil yanitin ne oranda onarilabilecegi arastirilmistir.
Ayrica noroendokrin sistemi iizerine etki icin ¢inko ya
da seks steroidleri tedavilerinin yararlari incelenmis;
ve nihayet gen tedavisinin etkinligi aragtirilmagtir (19).
Disardan verilecek cesitli maddeler ile dogal siireci kis-
men de olsa geciktirmenin mimkin olup olmadigini
arastiran bir dizi bilim insani, genel olarak “hormetin-
ler” adin1 verdikleri bir dizi molekilliin immiin sistem
izerine etkilerini arastirmiglardir. Vitaminlerden anti-
oksidanlara; eser elementlerden minerallere; ve nihayet
sarimsaktan bir dizi tropikal meyveye (Serenoa repens,
Ginkgo biloba, Chamomilla recutita gibi) kadar ¢ok cesit-
li maddenin immiin sistemi gii¢lendirici etkisi incelen-
mis ve incelenmektedir. Ozellikle geleneksel Cin tibbu ile
Hindistan kokenli “ayurveda” temelli uygulamalar son
yillarda ilgi odag1 olmustur. 1990’1 yillarin sonunda ise
fitoestrogenler, “D-tox” diyetleri gibi farkli yaklagimlarin
adeta “moda” olduklar: goriilmektedir. Ancak ginimiiz-
de bu caligmalarin sonuclarina bakarak bir genelleme
yapmak oldukc¢a zordur ve konu ile ilgili son s6ziin he-
niiz soylenmedigi kabul edilmektedir (20). Bu gercegi goz
ardi etmeksizin, digiik kalorili beslenme diyetlerine ek
olarak taze meyve ve sebze tiiketiminin, diizenli ve kont-
rollii spor yapmanin, temiz bir ¢evrede ve olabildigince
stressiz bir ortamda yasamanin, kisaca “saglikli yasam”
uygulamalarinin, “yas alma “ stirecinde zayiflama egilimi
gosteren immiin sistemimiz i¢in de kanitlanmis yarari
olan uygulamalar oldugu unutulmamalidir.

Belirtilen gelismeler dogrultusunda, yaslanma ile asi-
lara yamitin da azaldigy; 6zellikle ileri yaslarda sorun ya-
ratabilen enfeksiyon etkenlerine kars: geligtirilen asilarin
bir yandan kullanimlari 6nerilirken, 6te yandan yaslilarda
bu asilara karsi olusacak yanitin, saglikli geng erigkinler
diizeyinde gerceklesmedigi bilinmektedir.
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MOLEKULER GENETIK YAKLASIMLAR
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antar enfeksiyonlarinin gelismesi i¢in gerekli
M konak faktorleri bagigiklik bilimi-immiinoloji

altinda incelenmektedir. Bagisiklik bilimi genel
kavramlar kadar kigiye 6zel kavramlari, faktorleri de ince-
lemektedir. Son yillarda “kisiye 6zel tedavi” kavraminin
tartisilmaya baglanmasinda en 6nemli etkenlerden biri
bagisik sistemdeki bu kisisel farkliliklardir. Sadece mantar
enfeksiyonlar1 i¢in degil, belki de bitin hastaliklar icin
“hastalik yoktur, hasta vardir” soylemini dogrular sekilde,
bircok kisisel faktor hastaliklarin gelisimini etkilemek-
tedir. Elimizde fazla tedavi secenegi bulunmayan hasta-
liklarda kisisel faktorler ¢ok daha fazla one ¢ikmaktadir.
Invazif mantar hastaliklarinin gelistigi hasta gruplarinda
hastanin altta yatan hastaligi, bagigiklik sisteminin duru-
mu ve aldig1 diger tedaviler antifungal tedavinin sonugla-
rin1 dogrudan etkilemektedir. Bir nedenle bagisiklik siste-
mi baskilanmig bu hastalarda ¢ogu kez antifungal tedaviye
ragmen hastalar kaybedilmektedir.

Genetik bilimi ve aslinda immiino-genetik bilimi i¢in-
de yasanan hizli geligsmeler, biitiin hastaliklar icin kigisel
risk faktorlerinin varligini 6nceden gosterebilme iizerinde
yogunlagmistir. Biitiin genetik yapinizi ortaya ¢ikaran “ti-
cari” yaklagimlar ile, saglik acisindan geleceginizi, hasta-
liklara yatkinliginizi ortaya ¢ikardigini iddia eden testler
yapilmaktadir.

“Yiizeyel bir mantar hastalig1 olan onikomikoza gene-
tik bir yatkinlik var midir?” sorusuna ilk kez yanit arayan
Zaitz ve arkadaslari, 1996 yilinda yaptiklari ¢aligmada,
onikomikozlu hasta grubunda HLA-DR52 bulundugunu,
onikomikoz olmayan kontrol grubunda ise aksine bulun-
madigin gostermislerdir. Bu arastiricilar ayrica, saglikli
grupta HLA-DR53 varligini saptadiklarini belirtmiglerdir
(1). Caligma yapilan grup Brezilyal1 Eskenazi Yahudileri
olarak secildiginden, bu farkin secilen etnik grup ile mi
iligkili oldugu, yoksa devaminda onikomikoz i¢in bir bag-
ka genetik yatkinligin tanimlanip tanimlanmadigl konu-
su literatiirde heniiz agiklik kazanmamigtir. Hastaliklar
sadece genetik faktorlerin degil, etnik farkliliklarin, cev-
resel, sosyal, kiiltiirel ve ekonomik olaylarin da etkiledigi
epigenetik kavramindaki gelismelerden izlenmektedir.
Sonraki yillarda onikomikoz ile ilgili bagka genetik fak-
torler, bagka gruplarda incelenmistir. Gupta ve arkadaglar1
2014 yilinda kisa bir derlemede, onikomikoz ile birlik-
teligi olan genetik faktorleri degerlendirmislerdir (2). Bu
aragtiricilar, dogal immiin yanit icinde yer alan Dektin-1
yolag1 tizerinde meydana gelen herhangi bir mutasyon
veya polimorfizmin, kiitan6z kandidoz riskini artirdigimi
gosteren yayinlari derlemiglerdir. Ayni derlemede dogal
immiinitenin bir bagka elemani olan interseliiler adezyon

4-7 Haziran 2014, Swissotel, Ankara

molekild -1 (ICAM-1) ile kronik tirnak kandidozu arasin-
da bir iligki oldugu aciklanmigtir. Bes kusaginda da el ve
ayak kandidozu olan Sicilyali bir ailede diisik diizeyde
ICAM-1 serum konsantrasyonlarinin gosterilmesi de il-
ging bir bulgudur (2).

Tek niikleotid polimorfizmi (SNP) insan genomunda
sik goriillen varyasyonlardandir. Bireyler kendi DNA di-
zilerinde sadece bir tek niikleotidde degisiklik gosterebi-
lirler. Baz1 SNP tipleri, ekzonlar tizerinde olduklarindan
aminoasit dizilerini etkilemezler; ancak digerleri, prote-
inlerin degismesine neden olabilir. En bilineninde oldugu
gibi, beta-globin geninin altinct kodonunda GTG yerine
GAG gecerse, valin yerine glutamik asit kodlanir. Bu de-
gisiklik beta-globin zincirini etkiler ve oksijen tagima ka-
pasitesi degisir. Niikleotid farkliligl hangi immin sistem
elemaninda degisiklik yapmig ise, sonuglari bu immiin
sistem elemanin gorevlerini etkileyecektir. Toll benzeri
reseptorler (TLR) evrimsel olarak korunmus patojen tani-
yan molekiiler yapilar (PAMPs) olarak bilinirler. Ornegin
TLR2 peptidoglikan i¢in iyi bilinen bir reseptordiir. TLR2
ve TLR4 mantarlarin taninmasinda gorev alirlar. TLR
yap1 veya fonksiyonunda degisiklik olusturan SNP’lerinin,
Aspergillus fumigatus konidyalarinin yakalanmasini et-
kiledigi gosterilmistir. Mannan baglayan lektin (MBL)
ve surfaktan proteinlerindeki polimorfizmler sonucunda
A.fumigatus enfeksiyonlarina duyarlilik artmigstir. Fare-
lerde tanimlanmig olan (r$36203921,1011 A/G) SNP ile
allerjik bronkopulmoner aspergilloz (ABPA) arasindaki
iligki tanimlanmagtir. Sitokinlerin yapisini degistiren SNP
de aspergilloz riskini artirmaktadir. Interlokin 1-beta icin
tamimlanmig olan 6zel SNP’nin invazif pulmoner asper-
gilloz (IPA) ile iligkisi gosterilmistir. Bagisiklik sistemi
baskilanmamaig kigilerde de aspergilloza yatkinlig) artiran
genetik degisiklikler tanimlanmigtir (3).

Literatiirde ¢ok sayida monogenetik hastalik tanim-
lanmigtir. CARD9 genindeki homozigot bir mutasyon
sonucunda Dektin-1 proteininin kodlanmasi bozulmak-
tadir. Bunun sonucunda invazif Candida enfeksiyonlarina
yatkinlik gosterilmistir. Hiper-IgE Sendromu (HIES) tek-
rarlayan mukozal C.albicans enfeksiyonlar ile birliktedir.
HIES ile birlikte goriillen bagka mutasyonlarin, IL-17 ve
IL-23 ifadesini degistirdigi ve mukoza kandidozu riskini
artirdig1 gosterilmistir (4).

Biitiin bu genetik merakin tek bir sebebi bulunmakta-
dir; invazif mantar hastaliklarini 6nceden tahmin edebilir
ve buna karg1 énlem alabilir miyiz? Bu sorunun cevabini
“evet” yoniine cevirecek kanitlarin sayisi her gecen giin
artmaktadir (5). Bireysel genetik eksiklikler telafi edilebi-
lirse, teorik olarak mantar enfeksiyonlarinin da dniine ge-
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cilebilir. Cok sayida yayin bu konuda kanitlar sunmaktay-
sa da, bu kanitlarin tekrar tekrar dogrulandig: ¢aligmalarin
15181nda, daha gercekei ve kesin sonuclara ihtiyacimiz
oldugu acgiktir.
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protozoonlardan olusan kompleks bir yapidir. Bakte-

riler intestinal mikrobiyotanin DNA icerigi ve hiicre
sayis1 yoniinden buytik bolimiini olusturmaktadir. Mik-
robiyota tizerine yapilan son c¢aligmalarda bakteriler tiim
mikrobiyotanin %99’n1 olusturmakta olup, 1500°den fazla
farkli tir tanimlanmigtir. Bakteri yogunlugunun biytk
bolumuni; Actinobacteria, Bacteriodetes, Firmucutes ve
Proteobacteria olmak tizere dort temel aile olusturmak-
tadir. Cocuklarda yiiriitillen son ¢aligmada, viicudun 18
farkli anatomik bolgesinde 30 farkli bakteri ailesinin bu-
lundugu gosterilmistir. Mikrobiyota kompozisyonunun,
vicudun farkli anatomik boliimlerinde degiskenlik gos-
terdigi, benzer bakterilerin viicudun farkli boliimlerinde
farkl fonksiyonlar gosterdigi bildirilmektedir.

L . . . .
I nsan mikrobiyotas: bakteriler, viruslar, mantarlar ve

Intestinal mikrobiyotanin ¢ocuklarda degerlendirildigi
caligmalarda, mikrobiota iizerine bircok farkli faktoériin
etkili oldugu ve mikrobiyotadaki degisiklikler ile uzun
ve kisa vadede bir¢ok hastalik arasinda iligki oldugu gos-
terilmigtir. Cok yakin zamana kadar anne karninda steril
oldugu distiniilen fetus ve anne siitii de dahil olmak tizere
bakterilerin yer aldig1 belirlenmistir. Yenidogan bebekler-
de mikrobiyota tizerine en etkili faktorlerden biri dogum
seklidir. Normal vajinal yol ile dogan bebeklerin, ilk olarak
annenin mikrobiyotasi ile karsilagtig1 ve laktobasillerden
zengin bir mikrobiyota yapisi kazandigl saptanmigtir.
Aksine sezeryan ile dogan bebeklerde, bebekte laktobasil
kolonizasyonu olmadig1 gosterilmistir.

Bebeklerde intestinal mikrobiyota iizerine etkili bir
diger faktor beslenme seklidir. Yalniz anne siiti ile bes-
lenen bebeklerin, dogumu takip eden giinler igerisinde
bagirsaklarinda Bifidobacterium agirlikli bir kolonizasyon
olurken, formiil mama ile beslenen ¢ocuklarda Bifido-
bacterium yogunlugunun disiik oldugu ve Bacteriodetes
agirlikli bir kolonizasyon oldugu gosterilmistir. Cocukluk
caginda, yas ilerledik¢ce mikrobiyota icerisindeki bakteri
degigkenligi artmaktadir. Bu donemde intestinal mikro-
biyota tizerine etkili en 6nemli faktor antibiyotik kulla-
nimidir. Ulkemizde de dahil olmak iizere, yaygin genis
spektrumlu antibiyotiklerin kullanilmasinin, ¢ocuklarda
mikrobiyota kompozisyonunda degisikliklere neden ol-
dugu saptanmigtir. Antibiyotik kullanimini takip eden
40 glin icerisinde, basta ishal olmak tizere gastrointestinal
sisteme ait komplikasyonlar goriiliirken, erken ¢ocukluk
doneminde sik antibiyotik kullanimi olan g¢ocuklarda
uzun vadede obesite ve inflamatuvar bagirsak hastalif
siklig1 artmaktadir. Intestinal mikrobiyotanin, bagirsak-
larda tanimlanan M hiicresi araciligl ile immin sistem ile
direkt iligkisinin oldugunun gosterilmesi sonrasi, intesti-

nal mikrobiyota degisikliklerinin sik enfeksiyon ge¢irme
ile iligkisi oldugunu destekleyen bir¢ok ¢aligma yayinlan-
mustir. Cocuklarda akut enfeksiydz ishal, antibiyotik ile
iligkili ishal, nekrotizan enterokolit, infantil kolik, irritabl
bagirsak sendromu basta olmak tizere bircok hastalikta,
mikrobiyota kompozisyonunda kisa ya da uzun siireli de-
gisiklikler oldugu gosterilmistir.

Cocuklarda, bagta akut enfeksiydz ishallerde olmak
iizere probiyotiklerin kullanilmasinin olumlu etkileri
oldugu belirlenmistir. Ulkemizde prospektif, randomize
kontrollii cok merkezli PROBAGE c¢aligmasi kapsaminda,
1500’e yakin ¢ocukta probiyotiklerin akut enfeksiydz is-
haldeki etkinligi degerlendirilmis ve icerdigi sus ve dozu
belirlenmig probiyotiklerin ishal siiresinde ve hastanede
yatig stiresinde kisalma sagladigy gosterilmistir. ESPID/
ESPGHAN 2014 rehberi, Amerikan Pediatri Akademisi ve
Yale Probiotics Working Group, ¢ocuklarda akut enfeksi-
yoz ishallerde hastaligin erken tedavisinde uygulanacak
probiyotik tedavisinin (Lactobacillus GG, Saccharomyces
boulardii, Lactobacillus reuteri DSM 17938) ishal siire-
sinde kisalma sagladigini aciklamiglardir. Benzer sekilde,
antibiyotik tedavisi ile ayni anda baglanilan probiyotik
tedavisinin, antibiyotik ile iligkili ishal sikliginda belirgin
azalma sagladig1 bildirilmektedir. Infantil kolik olgularin-
da Lactobacillus reuteri kullanimi ile aglama epizodlari-
nin kisaldig1 gdsterilmistir. Bu bulguyu destekler bicimde,
dogar dogmaz Lactobacillus reuteri DSM 17938 baglanan
yenidoganlarda, plasebo tedavisi alan gruba gore infantil
kolik siklig1 belirgin olarak azalmaktadir.

Cocuklarda probiyotik kullaniminin, ¢ocukluk c¢agi
st solunum yolu enfeksiyonlarinin sikliginda da azalma
sagladigini gosteren timit verici ¢aligmalar bulunmaktadir.
Cocukluk ¢ag1 alerjik hastaliklar: ve astimu ile ilgili probi-
yotiklerin etkisi ile bir¢cok ¢aligma yapilmis; caligmalarda
probiyotiklerin etkili ya da etkisiz oldugunu gosteren fark-
L1 sonuglar elde edilmistir.

Sonug olarak, intestinal mikrobiyota ve probiyotiklerin
¢ocukluk cagindaki etkileri ile ilgili ¢ok sayida caligma
yayinlanmis olup, bircok yeni alanda ¢aligmalara devam
edilmektedir. Ulkemizde probiyotiklerin etkileri ile ilgili
yapilan klinik ¢aligmalarin yani sira, intestinal mikro-
biyota kompozisyonun degerlendirildigi caligmalar yol
gosterici olacaktir.
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¢a degisken bir mikrobiyal topluluk bulunmaktadir.

Barsaklarimizda 1000 bakteriyel sug ve insandaki gen
sayisinin 100 kat1 gen bulunur. Ayrica insan viicudundaki
hiicre sayisinin 10 kat1 bakteri barsaklarimizda bulun-
maktadir. Bu nedenle barsak mikrobiyotasina “gizli me-
tabolik organ” denilebilir. Bu kadar biytik bir metabolik
toplulugun (metabolizmanin) konak¢inin (insan) saglik ve
hastaligina etkisi son dekada kadar pek arasgtirilmamagtir.
Gelisen molekiiler tanisal yontemler sayesinde her gecen
glin bu alanda yeni kesifler yapilmaktadir.

o
I nsan gastrointestinal sisteminde kompleks ve olduk-

Erigkin mikrobiyotasi ¢ocuklardan farkli olarak cok
fazla degisiklik gostermez. Ancak hastalik durumlarin-
da dominant bakteri topluluklar1 degigebilir ve 6zellikle
“degiskenligi” azalabilir. Saglikli mikrobiyotanin ne ol-
dugu heniiz tartisma konusu olmakla beraber, saglikli
kontrollerle yapilan c¢aligmalarda hastalik durumunda
olusan “sagliksiz” mikrobiyotaya “disbiyozis” terminolo-
jisi kullanilmaya baglanmigtir. Saglikli mikrobiyotaya ise
“Obiyozis” denilmektedir. Barsak mikrobiyotas: iizerinde
degisiklik yapmay1 hedefleyen tedaviler ise “bakteriyote-
rapi” veya “barsak mikrobiyota modiilasyonu” adini al-
maktadir. Bu amagla kullanilan yéntemler; probiyotikler,
prebiyotikler, antibiyotikler ve son yillarda gelismekte
olan “fekal mikrobiyota transplantasyonu”dur.

Disbiyozis oldugu bilimsel olarak kanitlanmig klinik
durumlar ise; allerjik ve atopik hastaliklar, ¢6lyak hasta-
181, kolon kanseri, HIV enfeksiyonu, inflamatuvar barsak
hastaligy, irritabl barsak sendromu, obezite, romatoid art-
rit, diyabetes mellitus Tip 1 ve 2, nekrotizan enterokolit ve
otizm olarak sayilabilir. Bu hastaliklara her giin bir yenisi
eklenmektedir.

Disbiyozis ve barsak mikrobiyota modiilasyonu heniiz
emekleme doneminde olan klinik durumlardir. Ancak
potansiyel olarak, gelecekte hem tanisal (hastaliklarin
tanis1 ve prognozunu tayin etmekte) hem de tedavide
kullanilacagl tahmin edilmektedir. Fekal mikrobiyota
transplantasyonu ise FDA tarafindan “ila¢” kategorisinde
ele alinmaya baslanmig ve faz ¢aligmalar1 yapilmasi zo-
runlulugu getirilmistir. Amerika Birlesik Devletleri'nde
artifisiyel mikrobiyota siispansiyonlar: iiretme proje ¢alig-
malar1 devam etmektedir.

Giintimiizde mikrobiyota ile ilgili cevaplanmasi gere-
ken bircok soru vardir. Bunlardan bazilar1 agagidaki gibi
siralanabilir:

e Saglikli mikrobiyotanin tanimi nedir?
e Bakterilerin tiirii ve sayis1 mi, yoksa fonksiyonlari (me-
tabolomiks) daha énemlidir?

e Bakteriyoterapide hangi bakteri kombinasyonlar1 ide-
aldir? Bakteri-bakteri etkilesimi nasildir?

e Bakteri digindaki virus ve mantar topluluklarinin rold
nedir?

e Bakteriyoterapi stirekli mi yoksa birka¢ seans m1 yapil-
malidir?

e Toplumsal, kiltiirel, cografik farkliliklar mikrobiyota-
y1 etkilemekte midir?

Gelecekte kronik inflamatuvar hastaliklar basta olmak
izere bircok alanda mikrobiyota adindan sdz ettirecek
gibi goriinmektedir. En ilging alanlardan biri de muhte-
melen psikiyatrik hastaliklarla (kognitif iglevler, panik
atak, anksiyete, depresyon, vb) mikrobiyota iligkisi olacak-
tir (barsak-beyin ekseni). Bu alanda daha ¢ok ¢aligmaya
ihtiya¢ bulunmaktadar.
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S nsan mikrobiyotasi, biiyiik ¢ogunlugu bakteriler ol-
I mak iizere 10'* kadar mikroorganizmadan olusmak-
tadir. Bagirsak mikrobiyotas ise bunun %70 kadarini
olusturmaktadir. Bagirsak mikrobiyotasindaki digiik mo-
lekiler agirlikli bircok madde, insan genomunun tekrar
programlanmas1 ve post-translasyonel modifikasyonlar-
dan sorumlu epigenomik mekanizmalarda aktif olarak
yer almaktadir. Bircok biyojenik ve abiyojenik etken ve
faktoriin neden oldugu bagirsak mikroekolojik dengesiz-
likleri, farkli epigenetik anomalilere ve iligkili metabolik
hastaliklarin baglamasi ve ilerlemesine yol acar (1).

Epigenetik DNA’nin niikleotid dizilerindeki degi-
siklikleri icermez. Epigenomik etkiler, farkli kimyasal
gruplarin DNA, kromatin, histonlar ve diger proteinlere
post-translasyon doneminde kovalent baglanmalar: ile
iligkilidir. Bunlar, DNA ve histon metilasyonu, asetilasyon,
fosforilasyon, ADP ribozilasyon, tekrarlayan indiikleyen
gen susturma, miRNA interferensleri, genomik imprinting
gibi etkilerdir (2). insan epigenetigi cesitli monogenik ve
multifaktoriyel hastaliklarin (metabolik sendrom, tip II
diyabet, sizofreni, otoimmiin hastaliklar, kanser, otizm
gibi) baz1 6zelliklerini agiklayabilir. Epigenetik kod kisisel
oldugu gibi doku ve hiicreye 6zgiil olabilir ve yaslanma,
hastalik, gevresel faktorler ve etkenlerle degisebilir. Uzun
yillar hastalik ve sagligin kazanilmis genetik degisiklikler
sonucu oldugu distnilmustiir. Gintimiizde fenotipin,
genotip, epigenom ve cevresel iligkilerin kompleks sonucu
oldugu aciga ¢cikmaktadir (3-5).

Epigenetik belirli genlerin ne zaman ve nasil acilip
kapandiginin regiile edildigi tizerine odaklanirken, epige-
nomik hiicre ve organizmadaki bir¢ok gendeki epigenetik
degisiklikleri analiz eder. Modern tipta epigenetik merkez
issti gibi algilanmaktadir, ¢tinkii kisi genotipi ve cevre
iligkilerini aciklamaya yardimc1 olur ve epigenetik meka-
nizmalardaki karisiklik cesitli saghik degisikliklerine yol
acmaktadir.

Yiiksek 6karyotik organizmalarda (gen ekspresyon re-
gililasyonu, hiicre proliferasyonu, hiicresel stres olaylari,
yaglanma ve DNA onarimi, yasam boyu dongiisel degisik-
likler, mitoz ve apopitoz arasi denge, bakteriyel ve konak
hiicre haberlesme gibi) hiicre genomunun epigenomik
tekrar programlanmas1 ve gen ekspresyonlarinin post-
translasyonel modifikasyonlar1 gelisme, rejenerasyon ve
post-natal yasam icin esansiyel mekanizmalardir (3,4).
Bakterilerde de hersey (gen regiilasyonu, insan ve hayvan
patojenlerindeki viriilans, DNA replikasyon zamanlamasi,
DNA tamiri gibi) ayni 6karyotlardaki gibidir (5).

Epigenetik DNA ve kromatin degisiklikleri, bir hiicre
bolinmesinden digerine kadar kalici olup bir¢ok hiicre
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jenerasyonunda gortilebilir. Hiicre sivilarinda epigenomik
stireclerle iligkili metillenmis DNA, asetillenmis protein-
ler, miRNA, 6zgiil substratlar, kofaktorler, biyokimyasal
reaksiyonlarda yer alan enzimler bazi metabolik hastalik-
larin saptanmasinda biyobelirleyici olabilir (3,6).

Gilintimiizde bir¢ok yiyecek icerigi, ilaglar, cevre kirli-
ligine yol acan madde, gen triinlerinin post-translasyonel
modifikasyonu ve epigenomik gen regiilasyonuna katilir
(3,8). Belirli enfeksiyoz etkenler de (Epstein-Barr virus,
Hepatit B ve C virusu, insan papilloma viruslari, polyo-
mavirus, Streptococcus bovis, Chlamydia pneumoniae,
Campylobacter rectus, Helicobacter pylori gibi) bazi meta-
bolizma ile iligkili hastaliklarda, 6zellikle kanser baglangic
ve progresyonunda konaktaki epigenetik degisikliklere
katkida bulunmaktadir (8). Bagirsak mikrobiyotasinin
epigenetik modifiye edici faktor rolii, metabolik sendrom
veya iligkili hastaliklarda gozlenmektedir (9). Biyotik ve
abiyotik sinyaller etki azaldiktan sonra gen ekspresyonun-
da degisiklikler olusturabilir.

Simbiyotik mikroflorayla iligkili post-translasyonel
molekiiler mekanizmalar ve epigenomik tekrar program-
lama tam anlasilmamigtir. Farkli mikrobiyal molekiillerin
analizi, bagirsak endojen mikrobiyotasinin epigenomik
mekanizmalar ve iligkili metabolik hastaliklarin baslama-
s1 ve geligmesindeki epigenetik anormallikler ve bagirsak
mikroekolojik dengesizlik sonuclarindaki rolini deger-
lendirmemize yardimai olacaktir (10).

Gilintimiizde “omik” esasli ¢aligmalar, endojen mikro-
biyotanin (probiyotikler dahil) gastrointestinal sistemde
cevreye adaptasyon, gen ekspresyonunun regiilasyonu, son
irtinlerdeki genlerde saptanan post-translasyonel modifi-
kasyonlarin anlagilmasina olanak saglamaktadir. Endojen
mikrobiyotanin viicutta hizlica yayilarak farkli hicre,
doku, organ hedefleri ile etkilesen bir¢ok diigiik molekiiler
agirlikli madde iirettigi bilinmektedir. Bunlarin ¢ogu ko-
nak metabolizmasinda genomik ve epigenomik siireclere
karigabilmektedir. Bu mikrobiyal diigiik molekil agirlikli
molekiillerin bazilari, yasam boyu insan genlerinin eks-
presyonunu regiile eden endojen ¢evresel anahtar faktor-
lerdendir (11).

Konak epigenomik degisiklikleri tizerine etkili bazi
bagirsak kaynakli diisiik molekiil agirlikli molekiiller (1)
asagida belirtilmigtir:

- Proteinler, peptidler, polisakkaridler, endotoksinler,
lektinler
- Basit biyokimyasal gruplar (metil-, asetil), bilesikler

(biotin, betain, metiyonin, lizin, arjinin, serin, treonin,

asetat, butirat, proionat, adenozin, sitozin)
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- Cesitli enzimler (metiltransferazlar, asetiltransferazlar,
BirA ligaz, fosfotransferaz, kinazlar, sentetazlar)

- Ko-faktorler (folik asit, B12, B6, B2, kolin, nikotinik
asit, NAD, koenzimA) ve sinyal molekiilleri (hormon
benzeri maddeler, inositol trifosfat)

- Epigenomik diizenlenmede rol alan enzimlerin aktiva-
tor ve inhibitorleri (butirat, propionat, spermidin, sul-
forafan sistein)

Mikrobiyal sinyalin yogunlugu ve iligkili gen yaniti,
belirli endojen intestinal mikroorganizmalarin sayisi ve
kompozisyonu ile degisir. Yetersiz diyet ve/veya mikroor-
ganizma metil grubu ve kofaktdr saglama tek-karbon me-
tabolizmasini degistirir ve bircok dnemli epigenomik ilig-
kili yolakta hipometilasyona yol agar. Bu degisiklik DNA
metilasyonunu bozar ve plazma homosistein konsantras-
yonlarinda ytikselmeye, S-adenozin metiyonin igeriginde
azalmaya neden olur; tim bu metabolik degisiklikler de
cesitli koroner, serebral, hepatik, vaskiiler hastaliklar ve
kanser riskinin artigina yol acar (12-16).

Biitirat ve propionat, histon deasetilaz enzimlerini in-
hibe eder ve 6zgil genlerin ekspresyonunu NAD-bagimlh
protein deasetilazin aktif kisminda konformasyonel de-
gisiklikler olusturarak degistirir (17,18). Mikroorganiz-
ma kaynakl bitirat, fizyolojik konsantrasyonlarda hiicre
dongtisinii durdurarak apoptozisi tetikler ve konak gen
ekspresyonunda kolonik epitel NAD-bagimli protein de-
asetilaz inhibisyonu yapar veya miRNA ekspresyonunu
azaltir (19). Bu sonuglar bagirsak homeostazi ve karsinoge-
nez mekanizmalarinin anlasilmasi i¢in 6nemlidir (17,18).

Hamile kadinlarda endojen bagirsak ve vajen mikro-
biyotasindan tretilen bir¢ok diigiik molekiiler agirlikl
metabolitler ve sinyal molekiilleri, plasenta yoluyla fetusa
gecerek kognitif fonksiyonlar, metabolizma ve programla-
ma geligimi tizerine natal ve postnatal donemlerde yagam
boyu genlerin epigenomik aktivasyonu veya baskilanmasi-
na neden olur. Hamilelik déneminde probiyotik prebiyo-
tiklerle bagirsak mikrobiyota restorasyonu énem tagir (20).

Mikrobiyota-bagirsak-beyin aksi ise son yillarda tze-
rinde yogun olarak caligilan bir konudur. Otizm ve bagir-
sak mikrobiyomundaki degisiklikler dikkat cekicidir. Otis-
tik bireylerde gastrointestinal distres yayginlig: bu baglan-
tiy1 destekler goztikmektedir. Bagirsak bakterisi icermeyen
farelerdeki sosyal defektler ve tekrarlayan davraniglar otis-
tik kigilerdekine benzerlik gostermektedir. Bunu 6tesinde
farelere in utero 6zgil bir probiyotik verilmesi, farelerde
gozlenen bazi davranis degisikliklerinin geri donmesine
yol agmaktadir. Bagirsak mikroorganizmalar: tarafindan
tretilen kimyasallarin beyindeki epigenetik regiilasyonu
etkiledigi ve bu degisikliklerin noronal gen ekspresyonu-
na neden oldugu dustiniillmektedir. Bu epigenetik meka-
nizmalar1 hedefleyen probiyotik esasli tedavilerin beyin
fonksiyonlarini etkileyebilecegi yeni bir yaklagim olarak
karsimiza ¢ikmaktadir (21).

‘Insan Bagirsak Mikrobiyotasi ve Epigenomik’ uluslara-
ras1 projesini olusturmanin gerekliligini vurgulayan bilim
insanlari, insan mikrobiyal ekolojisi, beslenme, metage-
nomik, epigenomik ve metabolomik arastirmalarin yam
sira hastaliklarin 6nlenmesi ve tedavi edilmesine iligkin
interdisipliner yaklagimlarin dnemi tizerinde durmakta-

dir. Omik teknolojiler ve gnotobiyotik yaklagimlar: insan
epigenomiklerinde simbiyotik mikrobiyotanin kii¢iik me-
tabolik ve sinyal molekiillerinin roliniin tanimlandig:
yeni bir ¢agin acilabilecegini ortaya koymaktadair.
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PANEL1

MIKROBIYOTA: DOST MU, DUSMAN MI?

MIKROBIYOTANIN EN ETKILI ANALIZi: YENI NESIL DIZILEME

SISTEMLERI

Dog. Dr. Barig OTLU

inénii Universitesi Tip Fakiltesi, Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali, Malatya

olekiiler biyolojik tekniklerdeki gelismeler, ge-
Mleneksel mikrobiyoloji uygulamalarinda kokli

degisikliklere yol acmistir. Ozellikle 16S rRNA
dizileme, tiim genom dizilemesi ve metagenomik ¢aligma-
larin baglamasi ile mikroorganizmalarin olaganiisti cegit-
liligi ve onlarin genis genomik repertuvarlar: incelenmeye
baglanmigtir. 16S rRNA dizileme insan mikrobiotasini
aragtirmak icin kullanilan ilk molekiiler tekniktir. Ancak
kompleks biyolojik bir yagam sistemindeki her bir can-
Iinin tanimlamas: ve miktarlarinin belirlenebilmesi i¢in
yeterli degildir. Bu sekildeki metagenomik ¢aligmalara im-
kan saglayan anahtar teknolojilerin basinda, daha uzun ve
daha dogru DNA dizi analizi tekniklerinin geligtirilmesi
gelmektedir. Ik deneysel DNA dizileme ¢aligmalari, Wat-
son ve Crick tarafindan DNA’nin ¢ift zincirli yapisinin
ortaya konmasindan yaklasik 15 yil sonra (1968) basla-
mustir. Mikrobiyota ¢aligmalarinin hizlanmasi i¢in gerekli
olan, tiim genom, “shotgun” ve “de nova” dizilemenin ge-
listirilmesi i¢in ise 50 y1l daha beklenmesi gerekmistir. Bu
gecikmenin nedenlerinin baginda, tim genom dizilemesi-
nin ve metagenomik c¢aligmalarin yaklasilamaz bir hedef
olarak distniilmesi gelmektedir. Ancak mikroelektronik
ve yazilim alanindaki gelismelerle birlikte insan genom
projesinin baglamasi bu alandaki itici gii¢ olmustur.

Tim genom dizileme ¢aligmalarina oldukca kisa olan
bakteriyofaj genomlarinin dizilemesi ile baglanmistir. ilk
kez 1995 yilinda Craig Venter ve “Institute for Genomic
Research” (TIGR) tarafindan Haemophilus influenzae ve
Mycoplasma genitaliunrun tim genom dizilemesinin ya-
pildig1 duyurulmustur. Bu dizileri elde etmek i¢in yapilan
caligmalar, metagenomik caligmalara temel olusturacak
bazi yeni biyolojik yaklagimlarin gelistirilmesini sagla-
mustir. Bunlardan biri; H.influenzae'nin tim genom dizi-
lemesi sirasinda, sonradan olduk¢a 6énemli olacak “whole
genome shotgun” (tim genom sa¢ma yontemi) dizileme
yonteminin tanitilmasidir. Bu ismin verilmesinin nedeni,
av tifeginden ¢ikan sagma parcalar1 gibi, tim genomun
Once parcalara ayrilmasi ve ardindan her birinin tek tek
dizilenmesidir. Ancak tesadiifi olarak olusturulan bu her
bir DNA par¢asinin, birbirinden ayr1 bir sekilde dizilene-
bilmesi icin secilebilmesi gerekmektedir. Bu yiizden de
dizilenecek DNA parcasinin bir plazmide aktarilarak bir
alic1 hiicreye (6rnegin; E.coli’ye) klonlanmasina ihtiyag
duyulmustur. Bu asgamadan sonra, klonlardaki kisa DNA
parcalarinin dizilenmesi ve okunan dizilerin bilgisayar
programi yardimiyla birbirini tamamlayacak sekilde hi-
zalanarak, tim genom dizisi biraraya getirilmistir. Sanger
ve arkadaglar1 bu yontemi daha 6nce (1982) bir lambda
fajinin (48.5 kb) dizilemesini yaparken kullanmiglar, an-
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cak H.influenzae genomu gibi biiytikk bir DNA’nin (1.83
Mb) dizilmesinde ilk kez uygulamiglardir. Bu ¢aligmalarin
diger bir 6nemli ¢iktis: da, TIGR tarafindan gelistirilen ve
okunan kisa DNA dizilerini hizalayarak birlestiren, ilk
derleyici bilgisayar programinin (TIGR Assembler) tanitil-
masi olmustur.

Tim bu gelismeler 6nciilligiinde, hastaliklarin gene-
tik temelini anlamak ve genomdan bir taslak dizisi elde
etmek amaciyla, 1990 yilinda insan genom projesine basg-
lanmistir. insan genom projesi ile birlikte, bu biiyiikliikte
bir genomu dizileyebilecek uygun teknolojilerin gelistiril-
mesinde biiyiik bir ivme yasanmistir. flk otomatize dizile-
me cihaz1 ABI Prism 310, 1996 yilinda Celera tarafindan
tanitilmigtir. Ancak gelistirilen en kritik sistem, yeniden
kullanilabilir kapilleri bulunan ve 96 numuneyi 3 saatte
caligabilen ABI Prism 3700 otomatik dizileme cihazidir.
Her biri giinde 650.000 baz ¢ifti dizileyebilme kapasite-
sine sahip bu cihazlar su an i¢in Sanger’in dizileme yon-
temini kullanan ve otomatik floresan dizileme 6zelligine
sahip bircok cihaz igerisinde 6ne ¢ikmis bir sistemdir. Bu
projenin tamamlanmasi postgenomik alanin baglangicini
olusturmus ve sistem biyolojisi yaklagiminda yeni ¢igirlar
a¢mistir. Tiim bunlarin yaninda, dizileme teknolojileri ile
ilgili yeni yaklagimlara ihtiya¢ oldugunun fark edilmesine
ve bir¢ok yeni fikrin dogmasina da neden olmustur. Diisiik
masrafli ve daha uzun DNA dizilemesi yapan yontemlere
olan ihtiyac, “ytiksek hacimli dizileme” (massive parallel
sequencing) teknolojilerinin gelistirilmesine yol agcmigtir.
Dizileme siirecinin paralellestirilerek, binlerce hatta mil-
yonlarca dizinin ayni anda tiretildigi bu sistemler, “yeni
nesil dizileme teknolojileri” (next generation sequencing)
olarak adlandirilmaktadir. Bu dizileme sistemleriyle yiik-
sek dogrulukta ve hizda dizileme yapilabilmektedir. Ozel-
likle tim genom dizileme icin gelistirilen bu sistemler
2005 yilindan itibaren giderek popiiler olmaya baslamis-
lardir. Bu sistemlerin sagladigl en énemli avantajlardan
biri de genomu bilinmeyen bir canlinin genom dizisinin
ortaya ¢ikarilabilmesidir (De Nova dizileme).

ilk yeni nesil dizileme cihazlan

Yeni nesil dizileme cihazlarimi ticari olarak ireten
ilk firma su an Roche Applied Science’a bagl olan 454
Life Sciences firmasidir. Bu sistemde, Sanger dizileme
yonteminden farkli olarak 1996 yilinda Mostafa Ronag-
hi and Pal Nyrén tarafindan tanitilan “pirodizileme”
(pyrosequencing) reaksiyonu kullanmaktadir. Pirodizi-
leme, DNA polimeraz aktivitesinin kemiliiminesan bir
enzim olan lisiferaz aracilifiyla tespitine dayanmaktadair.
Bu yeni yontemde bir yag soliisyonu icindeki su damlacik-

21



Ornek DNA Dizileme Analiz
izolasyonu
> [ 16S rRNA PCR ] » | 16S rRNA dizileme

Mikroorganizmanin

- "\

—>»

izolasyonu

> Tium genom dizileme

- v

- ™

P |Metagenomik dizileme

. J

Sekil. 16S rRNA, tim genom ve metagenomik dizilemenin basamaklari (10 no’lu kaynaktan uyarlanmistir).

larinda yer alan DNA, yag damlaciklari i¢cindeki boncuklar
iizerinde c¢ogaltilir (emiilsiyon PCR). Her damlacikta tek
bir primer kapli boncuga baglanmis tek bir DNA kalib1
vardir ve her bir damlacik ¢ogalma sonucu klonal bir ko-
loni olugturur. Cogalan DNA bolgesi ile birlikte bulunan
boncuklar santrifiij ile plak tabanina ¢okturilir. Pikrolit
plaktan yeni sentezlenen DNA ayrilir. Boncuk bagli PCR
drinta ile gerceklestirilen dizileme yodntemi pirosekans-
lama olarak adlandirilir. Bu tarz dizileme yonteminde
DNA polimeraz ile ¢ogalan DNA ipligine eklenen her bir
baz 151k sagmaktadir. Bu sac¢ilan 1giklar1 hassas bir kamera
kaydetmektedir. Hedef DNA, pikrolit plak kuyucugunda
sinirli oldugundan bir seferde tek baz eklenmesine bagh
olarak kuyucuklarda ¢ikan 15181 iligkilendirmek kolaydair.
Bu, daha sonra her bir konumda 151k emisyonu arasinda
bir model elde etmek i¢in bir¢ok kez tekrarlanir. Sonra
bir bilgisayar bu verileri okuyup 6zel dizileme bilgilerine
dontsttrir. Orijinal 454 dizi analizéri her okumada 200
baz ya da her 12 saatlik ¢aligma basina toplamda 20 me-
gabaz olacak gekilde 100.000 baz ciftinden fazla okuma
yapabilmektedir. Bu sistemin 2007’de tanitiminin yapil-
masindan sonra cihazda sagirtici yenilikler yapilmistir.
Bu yeniliklerden biri, kuyucuk sayisi artirilmig pikotitre
plaklariyla 500 baza kadar okuma yapilabilmesidir. Yeni
bir cihaz olan Genome Sequencer FLX (GS FLX) Titanium,
8 saatlik tek okumada 500 milyon baz dizileyebilmek-
tedir. Sistemin eksik 6zelligi ise uzun homopolimerlerle
karsilagtiginda (segment DNA’da ayni bazin c¢aligmasi)
hatal1 okuma yapmasidir.

Ticari olarak gelistirilen ikinci yeni nesil dizileme
cihazi, 2006 yilinda Solexa (Illumina tarafindan 2007
yilinda satin alinmigtir) tarafindan gelistirilen Genome
Analyzer (GA) sistemidir. Bu sistemde yiiksek hacimli
DNA dizilemesi i¢in tamamen farkl bir strateji kullanilir.
Tam reaksiyon mikroskop slaytina benzer kat1 bir fazda

gerceklestirilir. Oncelikle DNA fragmentleri, kat1 yiizey
izerine sabitlenmis primerlere baglanip ¢ogaltilir. Kiime
olarak adlandirilan ¢ogalmis fragmanlar iceren slayt, GA
cihazina yiiklenir ve tekrarlayan dongiiler i¢cinde 4 farkl
niikleotid tek seferde slayt iizerine eklenir. Bu reaksiyonda
da kullanilan ntikleotidlerin 3’ OH uglar1 kimyasal olarak
kapatilmig oldugundan zincir sonlanmasina neden olur.
Pirodizilemeden farkl olarak, DNA her seferinde bir niik-
leotid uzar ve ardindan baglanmayan ntikleotidler yikama
ile ortamdan uzaklastirilir. Floresan isaretli niikleotidler
hassas bir kamera aracilifiyla tespit edildikten sonra niik-
leotidlerin 3’ ucundaki sonlandirici, kimyasal bir reaksi-
yon ile uzaklastirilir ve sonraki siklus baslatilir. Bu sekilde
kat1 ylizeyden yukar1 dogru olarak niikleotidler teker teker
dizilenir. Sonlandirici molekiiller, iki ardisik bazin ayni
reaktif dongiisiine eklenemeyecek gekilde tasarlanmigtir.
Bu yontem, GS FLX dizileme platformunda karsilasilan
homopolimer problemini ortadan kaldirmaktadair.

ik nesil GA sistemi, toplam bir gigabaz DNA dizisini
olusturmak i¢in 40-50 milyon dizi igeren slaytla 3-4 giin-
de analiz yapabilmekteydi. Genome Analyzer dizileme
analizériinde iki ana sinirlama mevcuttur. Bunlar cihazin
yavag olmasi ve dizileyebilme uzunlugunun 35 baz ¢iftin-
den kisa olmasidir. Sistemdeki diger bir problem ise bu
dizileme platformu i¢in hata oraninin GS FLX dizileme
platformundan daha yiiksek olmasi ve hatali okuma sikli-
ginin DNA dizi sonlarina dogru artmasidir. Bu platformda
Ozellikle referans genomda uygun boélgeye kisa dizileri
eslestirmek daha zor oldugundan kisa okuma stiresi uyum
sorunu daha karmasik hal almigtir.

Ilumina tarafindan gelistirilen yeni nesil dizileme
platformlarinin en yenisi ise Hiseq 2000’dir. Bu sistem
GA’1n yerini almigtir ve 2010 yilinin ikinci baharinda ti-
cari olarak satisa sunulmustur. Ticari olarak kullanilabilen
tctincii dizileme platformu, 2008 yilinda Applied Biosci-
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ences/Life Technologies tarafindan iretilen SOLID siste-
midir. Ornegin hazirlik asamalari, hedefin klonal (kiime)
olarak cogaltilmas1 ve emiilsiyon PCR basamaklar1 454
sistemine oldukca benzerlik gostermektedir. Bu yontem-
de de, adaptor bagli DNA parcalari, boncuklar tizerinde
yakalanarak dizileme primerleri kullanilarak emiilsiyon
PCR ile ¢ogaltilir. Bu dizileme yonteminde digerlerinden
farkl olarak, ¢cogalmig DNA, boncuklardan saflastirilarak
slayt yiizeyine kovalent olarak baglanir. Sentezlemeyle
dizileme prosediuiriine sahip bu sistemin bir diger 6nem-
li bir farki da, dizilime sirasinda DNA ligaz enziminin
kullanilmasidir. Bu yontemde floresan isaretli oligoniik-
leotidler, hedef DNA molekiiliine baglanir ve DNA ligaz
enzimi tarafindan zincire dahil edilir. Bu eklenen probun
5-P ucunda floresan isaretli kismi yapidan ayrilir ve
kendinden sonra gelecek igaretli probun baglanmasi i¢in
hazir hale gelir. Bu teknolojideki en yeni yontem ise prob
baglanma isleminin iki oligontikleotid tarafindan kontrol
edilmesidir. Bu metod, sentezleyerek dizileme yaklasi-
mina gore belirleyici sekilde yiiksek 6zgiillik ve ytiksek
dogruluk gostermektedir.

Life Technologies firmas1 yaptig1 yeniliklerle emiilsi-
yon PCR asamasini otomatize hale getiren ve kisa stirede
bitmesini saglayan tg¢ kiiciik cihaz piyasaya sunmustur.
2010 yilinda yeni gelistirilen SOLID 4hq cihaz1 14 giin-
de 300 gigabaz okuma yapabilmektedir ve tek genom
maliyeti yaklagik 3000 dolardir. Sonraki arastirmalarda
slaytlardaki boncuk yogunlugu ve dizi okuma uzunluklari
artirilarak daha etkili dizileme saglanacaktur.

Herhangi bir optik okuma veya floresan 1s1manin yer
almadig1 bir sistem olan “lon Torrent” 2010 yilinda tani-
tilmus, digerlerinden oldukea farkli bir sistemdir. fyon yar
iletken dizilemesine dayali bu dizileme yontemi, DNA’nin
polimerizasyonu sirasinda a¢iga ¢ikan hidrojen iyonlari-
nin tespitine dayalidir. Dizilenecek bir kalip DNA ipligini
iceren bir mikro kuyucuk her seferinde tek bir niikleotid
ile reaksiyona sokulur. Eger eklenen niikleotid uzayan
zincire dahil edilebiliyorsa bu bir hidrojen iyonunun sa-
linmasina yol agar ve bu da ¢ok hassas bir iyon sensorini
uyarir. Eger kalip dizide ayni homopolimer tekrarlar var-
sa, bir dongiide daha fazla niikleotid zincire katilacaktir.
Bu durum, daha ¢ok sayida hidrojen iyonu salinmasina ve
orantili olarak daha yiiksek bir elektronik sinyal elde edil-
mesine neden olur. Sirasiyla eklenen her bir niikleotidin
olusturdugu sinyallere gore okuma gerceklestirilmektedir.
Cihazin en 6nemli bilegeni kimyasal degisimleri tespit
etmek amaciyla kullanilan yari iletken ¢iplerdir. Cihazin
Iyon Proton II ¢ipine sahip modeli, 660 milyon ¢ipten
olugmakta ve tiim insan genomunun dizilenmesi i¢cin kul-
lanilabilmektedir.

Ikinci yeni nesil dizileme cihazlan: Tek molekiil
dizileyicileri

Ik yeni nesil dizileme sistemleri, maliyeti digiik yik-
sek hacimli dizileme yapabilme kabiliyetine sahiptiler.
Ancak tim bu platformlarda, PCR ile hedef DNA’nin ¢o-
galtilmasina ihtiya¢ duyuluyordu. Yontem iki dezavantaja
sahipti. Bunlardan ilki PCR’in pahali ve zaman alic1 bir
iglem olmasi; digeri ise bu agamada hatali bazlarin ¢ogal-
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tilmasiydi. Cogaltilan tiriinlerde meydana gelen hata DNA
dizi analizini de etkilemekteydi. Bu iki problemi ¢6zmek
icin, “ikinci yeni nesil” ya da “Gc¢tincti nesil” (otomatize
Sanger temelli cihazlar ilk nesil olarak kabul edildiginde)
olarak adlandirilan dizileme platformlar1 gelistirilmistir.
Bu sistemlerde PCR asamasina gerek kalmadan tek DNA
molekild ile dizi analizi yapilabilmektedir.

ilk tek molekiil dizileme cihazi Helicos Genetic Analy-
sis tarafindan gelistirilmistir. Bu sistemde, poly(dA) (deok-
siadenin nitikleotidleri ve timin ntikleotidleri ile elde edi-
len polideoksiribontikleotid) kuyrugu eklenen DNA parca-
lari, kat1 ytizeye baglanmig oligo(dT) (oligodeoksitimidin
¢imeni adi verilir) primerleri ile yakalanir. Daha sonra
dort bazin her biri sirasiyla eklenerek olusan floresans
1s1ma oOlciliir. Cihaz ¢ok kisa okuma dizileri tiretmekte,
ancak her caligmada milyonlarca okuma yapabilmektedir.
Cihazin ytiksek maliyetli (1.3 milyon dolar) ve ¢ok fazla
hata orani olmasi ve ¢ok kisa okumalar yapmasindan do-
lay1 popiilaritesi sinirhidar.

Diger tek ntikleotid dizileyicisi ise yakin zamanda Pa-
cific Biosciences tarafindan gelistirilmistir. Bu dizileme
platformunda, “sifir mod dalga alani1” (zero-mode wavegu-
ide ZMW) olarak adlandirilan, optik kuyucuk tabanina tek
bir DNA polimeraz baglanmigtir. Bu kuyucuk icinde, DNA
polimeraz ile eklenen tek bir niikleotidi tespit edebilecek
yeterli 1s1ma elde edilebilmektedir. Cihazin okuma kapa-
sitesi birkag ytiz bazdur. Ilk ticari Pacific Biosciences cihazi
80.000 ZMW icermekte ve 10 dakika icerisinde 80 megabaz
okuma yapabilmektedir. Bu cihaz, test basi maliyetinin
dugiik olmasi ve hizli dizileme 6zelliklerinden dolay: klinik
laboratuvarlarda ideal ara¢ olma potansiyeline sahiptir.

Yeni nesil DNA dizileme sistemlerinin kullanim alanlari
oldukga genistir. Diinya Saghik Orgiitii (DSO), antimikrobi-
yal ila¢ direncinin global yayilimi ve patojenlerin evrimi
gibi konularin insan saghgin ilgilendiren en énemli teh-
ditlerden oldugunu vurgulamaktadir. Yeni nesil dizileme
sistemlerinin mikrobiyoloji alaninda potansiyel kullanim;
patojenlerin tespiti, tanimlanmasi, antimikrobiyal duyarlilik
ve epidemiyoloji olmak tizere dort ana baghik altinda deger-
lendirilebilir. Bunlarin hepsi de DSO’niin koydugu hedefleri
karsilayacak alanlardir. Ancak bu sistemlerin, rutin mikro-
biyoloji laboratuvarlarinda yerini almasi i¢in hentiz erken
donemlerde oldugumuz sdylenebilir. Nobel kimya ¢duliini
iki kez almis tek arastirmaci olan Frederick Sanger’in dizi
analizi yontemini tanitmasindan sonra bu alandaki gelis-
meler biiyik bir ivmeyle gelismeye devam edecektir. Amag,
daha hizli ve ucuz dizileme yontemlerinin gelistirilmesidir.
Mikrobiyolojik tani laboratuvarinda yaygin olarak kullanila-
bilmesinin 6niindeki en 6nemli engel, bu sistemlerin heniiz
yeteri kadar maliyet-etkin olmamalaridir.
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ozgiillukte hizli tani saglayabilmeleri, genotip ve

antimikrobiyal direng gibi bilgileri hizla saptaya-
bilmeleri nedeniyle mikrobiyolojide giderek artan oran-
da rutin tani ve izlemde kullanilmaktadir. Bu amagla
ticari olarak iretilmis ve bazilar1 FDA onay ve/veya CE
belgesi gibi bir degerlendirme siirecini ge¢mis testler kul-
lanilabilecegi gibi, laboratuvar tarafindan ihtiyaca gore
testler de gelistirilebilir. Tiim laboratuvar testlerinde ol-
dugu gibi, ntikleik asit testlerinde de sonug¢larin dogru ve
glvenilir oldugunun gosterilmesi gereklidir. Rutin kulla-
nmima girmeden once ve girdikten sonra kaliteyi sitnamak
ve kanitlamak amaciyla izlenecek yontemler farklilik
gostermektedir. Klinik gecerliligi gosterilmis ve laboratu-
varda kullanilmak tizere secilmis (veya gelistirilmis) test
icin yontem gecerliliginin gosterilmesi gereklidir. Amag,
ireticinin belirledigi performansin laboratuvarda kulla-
nic1 tarafindan da saglandigini kanitlamaktir. Ancak bu
kosularda, test rutin kullanima sokulabilir. Bu amagcla
kontrol edilmesi gereken oOzellikler, testin dogrulugu,
test-ici ve testler-arasi kesinligi ve kantitatif bir test ise
bunlara ek olarak dogrusalligidir. Laboratuvar-yapimi
testlerde, kullaniciya daha fazla sorumluluk diiser. Bu
durumda incelenmesi gereken parametrelere, testin ana-
litik duyarhiligy ve analitik 6zgulligi de eklenir. Be-
lirtilen o6zellikler, kaliteyi incelemek i¢in minimum
gerekliliklerdir. Parametreler gereksinimlere gore artiri-
labilir. Ornegin viral yiik saptama testlerinde, kantitas-
yonun virusun genotipine gore farklilik géstermediginin
de kanitlanmasi gerekebilir. Ticari testlerde, kullanim
amacinda veya test prosediiriinde kullanici tarafindan
yapilacak her degisiklik, yontem gecerliliginin yeniden
incelenmesini gerektirir. Tiim parametreler yeniden de-
gerlendirilebilecegi gibi, yapilan degisiklige baglh olarak
sadece etkilenmesi olas1 6zellikler incelenebilir.

Nl‘ikleik asit testleri (NAT), ytiksek duyarlilik ve

Yontem onayinda, niikleik asit ekstraksiyonundan,
sonucun degerlendirilmesine kadar teste ait tiim basa-
maklar birlikte degerlendirilmelidir. Incelenecek para-
metreler zetle sunlardir:

- Analitik duyarhilik (Saptama alt sinir1): Testin, %95
olasilikla saptayabildigi en dusik analit miktaridir.
Analit iceren Orneklerin diltisyon serilerinin c¢aligil-
masl ve probit analizi ile saptanir.

- Analitik 6zgulluk: Test, mikroorganizmanin mim-
kiin olan tiim tipleri ve farkl: izolatlan ile ¢aligilma-
lidir. Ayrica, genetik agidan benzer etkenlerin ve Or-
nekte bulunabilecek diger mikroorganizmalarin test
edilmesi ve yalanci reaksiyona yol a¢madiklarinin
gOsterilmesi gerekir.
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- Dogruluk: Bilinen pozitif ve negatif drneklerin (refe-
rans Orneklerin) yeni test ile ¢aligilmasi seklinde yapi-
labilir. Bir diger yontem, klinik érneklerin incelenen
test ve altin standart yontem ile ¢aligilmasi ve sonug-
larin karsilastirilmasidir.

- Kesinlik (Test ici ve testler arasi): Ayni orneKk ile tek-
rarlanan testlerde elde edilen sonuclarin birbirine ya-
kinlig1 veya uzakligidir. Standart sapma ve varyasyon
katsayis1 olarak degerlendirilir. Amag, gercek ¢alisma
kosullarinda test sonuclarinda saptanabilecek degis-
kenligin belirlenmesidir.

- Dogrusallik: Kantitatif testlerde, kantitasyon aralig:
icinde kalmak kosulu ile analit miktarindaki degisik-
lik ile test sonucu arasindaki dogrusal iligkiyi aras-
tirir. Uygun istatistiksel yontem (6rnegin regresyon
analizi) ile degerlendirilir.

DNA sekanslama yontemine dayali testlerde, primer-
ler ve PCR i¢in yapilacak optimizasyondan sonra, anali-
tik yontem gecerliligi belirlenmelidir. Dogruluk analizi,
sekansi bilinen referans 6rnekler (mutasyon tasiyan ve
tagimayan) kullanilarak gerceklestirilebilir. Alternatif
olarak, test sonucu, farkli bir primer seti ile elde edilecek
sekanslama sonucu veya klonlama ve sonrasinda ¢ok sa-
yida klonun sekanslama sonuglar: ile karsilagtirilabilir.
Dizi analizinde yalanci negatiflik ve pozitiflik olmamasi
istenir. Sorun saptanirsa yontemde gerekli degisiklikler
yapilmalidir. Kesinlik analizi i¢in birden ¢ok 6rnegin
ayni caligmada ti¢ kez ve farkli giinlerde en az i¢ kez
caligilmasi ile elde edilen sonuglarin karsilastirilmasi
Onerilir. Burada, sekansin kalitesi, her bir niikleotid i¢in
elde edilen sinyal giicii, sinyal/fon giiriiltiisi orani (%20
’yi agmamalidir), kalite skoru (QV), belli bir kalite skoru
(6rn: 20) izerinde elde edilen bazlarin orani (%QV20+,
%80’nin tizerinde olmalidir) gibi gostergelerle izlenir.
Analitik duyarlilik, testin saptayabildigi mutasyon ige-
ren DNA’'nin konsantrasyonu olarak belirlenir. Sanger
yontemi icin bu oranin %10-20 civarinda olmasi beklenir.
Mutasyon iceren DNA’nin mutasyon icermeyen DNA ile
dilisyonlar: hazirlanarak belirlenebilir. Analitik 6zgiil-
liik, yalanci pozitifligin orani olarak da ifade edilebilir.
Primerlerin ve elde edilen sekansin BLAST incelemesi ve
PCR sonrasi jel elektroforezinde 6zgiil olmayan bantlarin
arastirilmasi ile 6zgiilliik incelenebilir. Testte interferens
yapabilecek faktorler (lipid, hemoglobin, heparin, vb) de
ozgullik analizinde incelenmelidir.

Yontem gecerliliginde incelenecek parametreler ko-
nusunda, hemen tim kurumlarin yaklasgimi benzer ol-
makla birlikte, her bir parametrenin nasil degerlendiri-
lecegi konusunda farkliliklar ve belirsizlikler bulunmak-
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tadir. Bu alandaki rehberler ve yayinlar giderek artmak-
tadir. Ancak, testle iligkili mikroorganizmanin toplumda
goriilme sikligy, farkli genotiplere ulagma imkani, ilgili
mikroorganizma i¢in uluslararasi standartlarin varligi,
yontemin Ozellikleri gibi nedenlerle, 6neriler her za-
man uygulanamayabilir. Laboratuvar sorumlularinin, bu
alandaki gelismeleri izlemesi ve giincel bilimsel gerekli-
likler dogrultusunda karar vermeleri 6nerilmektedir.
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dogru, yinelenebilir ve zamaninda sonug verilmesi,

kalite yonetim sistemleri ile saglanmaktadir. La-
boratuvarin testlere yonelik siirecleri; analiz dncesi (pre-
analitik), analitik ve analiz sonrasi (post-analitik) olarak
ele alindiginda, her siirecin performansinin sistematik
olarak izlenmesi ve Kkalite glivencesinin olusturulmasi
gereklidir.

lebi laboratuvarlarda standartlar dogrultusunda

Kalite kontrol ¢aligmalari, bir test sisteminin giivenilir
sonuglar vermesini saglamak i¢in performans: denetleyen
iglemlerden meydana gelir. Kalite kontroliniin amaci,
hastanin sonuglar: rapor edilmeden 6nce test sistemindeki
basarisizliga, cevresel kosullara veya teknisyen performan-
sina bagh olusabilecek hatalari bulmak, 6l¢mek ve dii-
zeltmektir. ISO 15189 Tibbi Laboratuvarlar icin kalite ve
yeterlilik sartlarini tanimlayan standardin 5.6 numaral
baslig1 analitik siirecin kalitesinin temini ile ilgili gerekli-
likleri tanimlamigtir. Buna gore;

- Laboratuvarda istenen kaliteyi stirdiirebilmek i¢in tiim
testlere i¢ kalite kontrol (IKK) uygulanmali ve IKK is-
lemlerinin nasil, ne siklikla yapilacag1 ve sonuglarin
nasil yorumlanacag1 belgelerde ayrintili olarak tanim-
lanmalidir.

Laboratuvarlar dis kalite degerlendirme (DKD) prog-
ramlarina katilmahidir.

IKK ve DKD programlarinda elde edilen sonuglarda
hata varsa diizeltici/onleyici iglemler yapilmalidir.
Laboratuvarda testler icin 6l¢iim belirsizlikleri tanim-
lanmalidir. Bu gereklilik mikrobiyolojik testlerde kali-
te kontrollerle ve diizenli aralarla yapilan pipet kalib-
rasyonlar1 ve bunun gibi faaliyetlerle saglanir.
Laboratuvarda yeni bir cihaz, sistem ya da kit kulla-
nilmaya baglamadan 6nce yontemin gecerliligi kanit-
lanmaly, ayni testin farkl cihaz, yer ya da personel ile
¢alisilmas1 durumunda da gegerlilik ¢aligmalar: tekrar
edilmelidir.

Testlerin kalitesinin saglanabilmesi i¢in her laboratu-
varin bir IKK sistemine sahip olmas: gereklidir. Bu sistem,
test sonuclarinin dogru ve kesin (tekrarlanabilir) olmasina,
hizli bir gekilde elde edilmesine ve klinik yararlaniminin
yiksek olmasina olanak saglar. Laboratuvar sorumlusu,
IKK i¢in uygulanacak yéntemi, yapilacaklar1 ve degerlen-
dirme kurallarini yazili olarak belirlemelidir. IKK ¢aligma-
lar1 yonetim tarafindan veya bu konuda gorevlendirilmis
yetkili bir kisi tarafindan izlenmeli ve kayitlar1 tutulmali-
dur. IKK kriterleri tam olarak yerine getirilemedigi durum-
larda diizeltici faaliyetlerde bulunulmalidar.

Basarili bir IKK uygulamasini etkileyecek ¢ok sayida
bilesen bulunmaktadir. Klinik 6rnege ait bircok 6zellik
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kontrol sonuglarini etkiler. Ornegin alindig1 yer, 6rnek
hacmi, alinma yontemi, 6rnegin taginmasi ve saklan-
ma kosullar: test sonuclarini degistirebilmekte, alinan
orneklerin ayrilmadan uzun stire bekletilmesi ve tek-
rarlayan dondurma-¢dzme islemleri ornegin kalitesini
bozmaktadar.

Ornek tipi test tasariminda 6énemli bir yer tutmakta-
dir. Alinacak drnek, aranan hedef mikroorganizmanin
yasam dongiisiine uygun olmalidir. Aranan etken hiicre
dis1 bir mikroorganizma ise plazma ya da serum, tam kan
Ornegine gore daha uygun orneklerdir (HBV-DNA ya da
HCV-RNA gibi). Ornek hacmi ve uygunlugu diger 6nemli
ozelliklerdendir. Molekiiler testlerde genellikle 200 mik-
rolitre ya da daha diusiik 6rnek hacimleri kullanilmak-
tadir. Ozellikle organizma yiikiiniin az oldugu durum-
larda bu diisiik hacimler, saptama zorlugu oldugu kadar
pipetleme hatalar1 nedeniyle de sonuglarin basarisini
diigiirebilmektedir. Ornek yeterliligini degerlendirmek
icin baz1 Ornek tipleri i¢in insan beta-globin, beta-aktin
genleri gibi “house keeping” genlere ait primerlerin teste
eklenmesi ve amplifikasyon iglemi sirasinda genlerin
varliginin arastirilmasi, baslangictaki 6rnegin yeterliligi
hakkinda fikir verebilir.

Ornek hazirlama teknikleri test sonuclarini biiyik
Olctide etkiler. Molekiiler testlerde niikleik asit hede-
finin butinliginin korunmasi, inhibitoérlerin ortam-
dan uzaklastirilmasi, canli organizmalardan hedefin
serbestlestirilerek kiictik hacimlerde yogunlastirilmasi
ve amplifikasyonu ya da diger molekiiler testlerin ca-
Ligilabilmesi i¢in uygun bir sivi ortama yerlestirilmesi
gerekmektedir. Bircok ornek hazirlama yontemi teknik
beceri gerektiren, emek yogun ve ¢apraz kontaminasyo-
na acik yontemlerdir. Bu nedenle, bu asamalar i¢in ayr1
alanlarin kullanimi 6nerilmektedir. Siklikla kullanilan
ekstraksiyon yontemleri alkali pH, dondurma ve eritme
dongiileri, sonikasyon, 1s1, deterjan ya da cesitli enzim-
lerle niikleik asitlerin ayrigtirilmasini icerir. Gintimiizde
bu basamaktaki sorunlari ¢ozmeye yonelik érnek hazir-
Iig1 ve ekstraksiyon basamagini iceren otomatize yeni
sistemler devreye girdiyse de, bu sistemler ne yazik ki
inhibitdr sorununa ¢6ztiim getirememisglerdir.

Orneklerde bulunan inhibitérlerler ile birlikte inter-
ferens yapan maddeler de molekiiler yontemlerin 6nemli
sinirhiliklar1 arasindadir. Analitik duyarlilifi etkileyen
ve yalanci negatif sonuglara neden olan bu maddeler or-
neklerin icerisinde olabilecegi gibi islemler esnasinda dig
kaynaklardan da bulasabilmektedir. Bilirubin, hematin,
hemoglobin, heparin, yaglar ve cesitli ilaglar inhibitor
etki gosterebilirler. Cesitli metaller ortamdaki enzimatik
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substratlar1 etkileyebilirler. Molekiiler testlerde ozellikle
yalanci negatiflik olmak tizere bu hatalarin fark edilebil-
mesi amaciyla cesitli standartlar, referans materyaller ve
ic amplifikasyon kontrol (IAK) érnekleri kullanilmakta-
dir. ideal bir IAK’4, hedef dizi ile ayn1 primer baglanma
bolgesine sahip, benzer uzunluk ve baz kompozisyonu
iceren, prob baglanma bolgesi ayr1 olan, tam kantifiye
edilmis ve test saptama sinirindan 4-5 kat yiiksek kon-
santrasyonda olan DNA sekans: ya da RNA hedefi i¢in in
vitro transkriptlerdir. IAK’leri ekstraksiyon asamasindan
once ornege eklenmektedir. Kontroltiin hedefle ayni ya da
benzer ekstraksiyon ve amplifikasyon verimliligine sahip
olmas: gereklidir. Plazmidler ve “house keeping” genler
kontrol amaciyla kullanilabilirler. Testlerde kullanilan
kontrol konsantrasyonu ile hedef konsantrasyonunun uy-
gun ayarlanmasi 6nemlidir. Ctinkd hedef miktarinin ¢ok
yogun oldugu durumlarda da IAK’leri kompetetif olarak
inhibe olabilmektedir. Ayrica bu kontroller ile olugan son
sinyal, her test drnegi i¢in tek noktali bir standart egriye
dontstirilirek buradan baslangictaki niikleik asit mikta-
1 da hesaplanabilmektedir.

Kontrol materyalleri testin dogrulugu ve/veya kesinli-
gine yonelik bilgi veren ve 6l¢iimii yapilan analiti iceren
maddeler olup, kontrol materyali olarak dnerilen bagimsiz
kontrollerdir (“external run control”). Kite ait kontroller
ise testin c¢aligmasini saglamak icin tasarlanmig ve tire-
tilmistir; bagimsiz kontrol olarak kullanimi oénerilmez.
Kalibratorler de cihazlari kalibre etmek i¢in kullanilirlar.
Cihazlarin ayarlanmasi amaciyla kullanilan kalibratdrler
kontrol olarak kullanilamazlar. Bagimsiz kontroller ticari
veya laboratuvar yapimi olabilir. Analit miktar: iyi ta-
nimlanmis, klinik olarak anlamli sinirlar icinde ve ¢oklu
analit icerebilirler. Kontroller hasta dérnegine benzer (ayni
matriks), stabil ve homojen yapida olmalidirlar. Ticari ise,
en az bir y1llik izlemde ayni lot numarali iirtintin kullanil-
masi, saklanirken de kii¢tik alikotlar halinde uygun 1sida
saklanmasi 6nerilir.

IKK uygulamalar iki sekilde yapilmaktadir. ilk yon-
temde, 6rnek hazirligindan sonucun raporlanmasina ka-
dar tiim siirecin takibi yapilir. Ikinci yontemde ise testin
analiz basamaginda sadece uygulama olur. ilk yontem
rutin 6rneklerin ikiye bolinmesi veya eski ve uygun kosul-
larda saklanmis 6rneklerin yeniden test edilmesi seklinde
yapilabilir. Hasta 6rnegi ikiye boliiniir ve biri hasta 6rnegi
olarak calisilirken ikinci 6rnek bir IKK numarasi ile ¢ali-
silir ve test sonuclar kargilagtirilir. Ornek sayisinin %0.5-
1’in tekrari 6nerilir. Sonuclar aylik olarak tiim laboratuvar
caligsanlari ile birlikte gdzden gegirilir. Farkl ¢ikan sonug-
lar degerlendirilmeli, gerekiyorsa testler tekrarlanmaly,
sorun kaynaklar: tartigilmali ve ¢ozim iretilmelidir. Bu
yontemin dezavantaji, testte sistematik bir hata varsa her
iki sonug¢ ayn1 olsa da sonucun dogru olmayabilmesidir.
Ikinci yontemde bagimsiz kontrol 6rnekleri hasta 6rnek-
leri ile ayni kosullarda ¢ogaltilarak siire¢ izlenmektedir.
Bagimsiz kontrol olarak DSO ve cesitli ticari tireticilerin
(www.nibsc.ac.uk, www.biocontrol.com, www.bio-rad.com,
www.qnostics.com) sertifikali kontrolleri kullanilabilece-
gi gibi, laboratuvar yapimi kontroller de kullanilabilir.
Secilen kontrol 6rnegi 20 ayr testte caligilarak ortalama

deger ve standart sapma belirlenir. Veriler “Shewart/
Levey-Jennings” grafiklerine iglenir ve ¢aligmanin gecerli-
ligi “Westgard” kurallari ile belirlenir. Kantitatif testlerde
IKK olarak her calismada en az iki farkli diizeyde (diisiik
pozitif, pozitif) kontrol materyalinin kullanilmasi 6neril-
mektedir ve testlerin IKK sonuglar1 Westgard kurallarina
gore degerlendirilir.

Test sonuclarinda dogal bir varyasyon (kullanici, ¢evre-
sel kosullar ve testin 6zellikleri sebebiyle) olabilmektedir.
“Levey-Jennings” grafigi kullanilarak, hatadan kaynakla-
nan degiskenligi normal dagilimdan ayirt etmek mimkin
olabilir. Ideal olarak kontroliin 6l¢iim sonuclar1 ortalama-
nin i¢inde/etrafinda (+2 SD) kalmali, yukari-agagl kayma-
lar minimum olmalidir. Yukar1 ve asag1 agir1 oynamalar
genellikle teknik hatayi, tek yone kayma egilimi (yukar1
veya asagl) ise genellikle yontem degisikligini gdstermek-
tedir. Once hatanin kaynag arastirilir; bunlar iyi standar-
dize edilmemis teknik, reaktif sorunu, cihaz sorunu ve
insan hatasi olabilir. Saptanmaig olan hata kaynagi ortadan
kaldirilir. Test, hasta 6rnekleri ve kontrol ile birlikte tekrar
edilir. Kontrol sonucu diizgiin ¢ikmadan hasta sonuglari
verilmez. Ayrica egitimin validasyonu ve devamlilig1 sag-
lanir ve gerekiyorsa test rehberleri gincellenir.

Ticari testlerde kontrol materyallerinin hazirlanma
ve depolanmasi, ireticinin talimatlar1 dogrultusunda ya-
pilmaly, alikotlar halinde saklanmalidir. Liyofilize kont-
rollerin dilisyonu i¢in tek bir pipet kullanilmalidir. Ana-
litin pipet duvarina yapigmasi ile yasanabilecek kayiplar
minimumda tutulmalidir. Dondurucu ve sogutucularin
sicakliklar stirekli izlenmelidir.

Orneklere ait 6zellikler ve kontrol materyallerinin
yani sira laboratuvar suyunun Kkalitesi, PCR tiiplerinde
kullanilan plastigin kalitesi, pipet ve diger cihaz ve ekip-
manlarin kalibrasyon ve kontrollerinin yapilmis olmasi,
laboratuvarda uygulamaya konmadan tiim testlerin yon-
tem gecerliliginin kanitlanmis olmasi, personel yetkinli-
ginin diizenli olarak kontrol edilmesi ve klinik bulgularla
korelasyon, molekiiler mikrobiyoloji laboratuvarlarinda
kalite giivencesi i¢in 6nemli unsurlardir.

Molekiiler mikrobiyoloji laboratuvarlarinda dogru ve
giivenilir test sonugclar i¢in kalite kontrol uygulamalar:
¢ok gereklidir. Ancak laboratuvarlarin ayni zamanda et-
kin bir kaynak yonetimine (insan ve malzeme), yerlesim
ve ortam kosullarini diizenleyen bir yapiya, bilgi yonetim
sistemine, denetim mekanizmalarina, kayit ve belgelerini
izleyecek bir sisteme ve hatalar1 fark ederek diizeltici,
onleyici etkinlikler diizenleyebilecek dinamik bir yapiya
yani bir kalite yonetim sistemine gereksinimi oldugu,
kalite kontroliintin de bu sistemin bir parcasi oldugu unu-
tulmamalidir.
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PANEL 2

MOLEKULER TESTLERIN KULLANIMINDA KALITE NASIL SAGLANIR VE iZLENIR?

MOLEKULER TESTLERDE DIS KALITE KONTROL

Prof. Dr. Nuran ESEN

Dokuz Eyliil Universitesi Tip Fakiiltesi, Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali, zmir

alite, bir tirtin veya hizmetin, beklenti ve gereksi-
I( nimleri karsilama yetenegidir. Laboratuvarda kali-

te glivencesi; analiz 6ncesi, analiz ve analiz sonrasi
tium siireclerdeki performanslarin sistematik olarak izlen-
mesidir. Kalite giivencesinin bir parcasi olan kalite kontrol
ise sadece analitik siirecin dogruluk ve yinelenebilirligini
denetleyerek kaliteyi saglamay1 hedefler. i¢c kalite kont-
roliin amac: caligilan testte olusabilecek hatalari, hasta
sonuclar1 rapor edilmeden saptamak ve diizeltmektir. Dig
kalite degerlendirme ise laboratuvarin performansini di-
ger merkezlerle kargilagtirir, olasi sistematik hatalarin 6n-
ceden saptanmasini saglar. Test sonuclarinin giivenilirligi
icin y1lda en az bir kez dis kalite degerlendirme program-
larina katilim ¢ok 6nemli bir gostergedir. Uygun olmayan
sonuclarda egitim ve iyilestirmeler icin firsatlar saglar.

Dis Kkalite degerlendirme programlarinin se¢iminde
dikkat edilmesi gereken bir¢ok 6zellik bulunmaktadir.
Program saglayicinin ISO 17043 akreditasyon belgesine
sahip olmasi, programin teknik danigmanlari, katilima
sayis, gonderilen drneklerin laboratuvara gelen klinik 6r-
neklere benzer olmasi, 6rnek miktarinin ¢aligilan yontem
icin yeterli olmasi, analit konsantrasyonunun c¢alisilan
yontemin duyarlilig1 ve kantitasyon aralig ile uyumlu ol-
mas, testlerin sonuc¢lanmasi i¢in yeterli siirenin verilmis
olmasi, sonu¢ raporlarinin kullaniciya kisa stirede ulasti-
rilmas1 ve programin ticreti dikkatle degerlendirilmelidir.

Dig kalite degerlendirme (DKD), en yaygin olarak
yeterlilik testleri ile uygulanmaktadir. Laboratuvarlarin
kayit yaptirdiklar: yeterlilik testi program saglayicilar;
hazirladiklar1 6rnekleri katilimcilara gonderir. Katilima
laboratuvarlar ise program saglayicilar tarafindan gon-
derilen oOrnekleri, rutin Ornekleri caligan personel ve
rutinde kullanilan yontemle calisip sonuglari belirlenen
stire i¢inde bildirir. Program saglayicilar, tim laboratuvar-
lardan gelen sonugclarin istatistiksel analizlerini yapar, her
laboratuvara sonuglarini diger laboratuvar sonuglariyla
karsilagtirarak bildirir. Laboratuvar, istatistiksel analizler
sonucunda uygun olmayan sonuglar i¢in dizeltici faaliyet-
ler diizenlemelidir.

Yurdumuzda DKD programlarina kayit, genellikle ti-
cari testlerin ihale sartnamesine eklenerek yapilmaktadir.
Bu nedenle zaman zaman istenmeyen programlara kayit
edilme ve ihale zamanlarinda programin kesintiye ugra-

mas1 gibi sorunlarla karsilagilmaktadir. DKD program-
larinin kurum yonetimlerince ayrica satin alinmasi bu
sikintilar1 azaltacaktir.

Ulkemizde laboratuvarlarin DKD programlarina kati-
Iimi son yillarda giderek artmaktadir. Saglik Bakanligr’nin
hazirladig1 “Hastane Hizmet Kalite Standartlar1” (HKS) da
bu katilima katkida bulunmustur. Hentiz HKS’de dig kali-
te programlarina sadece katilim zorunlu tutulsa da, uzun
yillardir uygulandigi Amerika Birlesik Devletleri’lnde DKD
programlarindan elde edilen sonuglar i¢in de kurallar
olusturulmustur.

Dis kalite degerlendirmeleri, laboratuvar sonuglarinin
giivenilirligini destekler. Kalite kontrol caligmalar1 ve
diizeltici faaliyet uygulamalarina yonelik tiim adimlar, ha-
zirlanacak belgelerde yazili hale getirilmelidir. Kalite uy-
gulama verileri laboratuvar sorumlusu tarafindan goézden
gecirilmelidir. Uygunsuz sonuglarin nedenleri stire¢ goz
Ontine alinarak irdelenmeli, diizeltici faaliyetler uygulan-
mali ve egitimler diizenlenerek iyilestirmeler icin firsatlar
yaratilmalidir. Kalite kontrol ¢aligmalarindaki hatalar,
caligsanlarin yani sira ¢gesitli cevresel faktorlere de bagl ola-
bilir. Laboratuvarda sonuglar etkileyecek tim degiskenler
dikkatle degerlendirilmelidir. Kullanilan ekipmanlarin
bakimi ve izlemi diizenli olarak yapilmalidir. Ayrica 181 ve
nem gibi cevresel faktorler de uygun hale getirilmelidir.

Laboratuvarlar kalite yonetim sistemini 6ziimsemeli,
uygulamalar1 kaliteyi yiikseltmek amaciyla gerceklestir-
melidirler. Kalite kontrol siirecleri i¢in harcanan kaynak-
lar, ancak ytiksek kalite hedefi benimsendiginde amacina
ulagacaktir.
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PANEL 3 TRANSPLANT HASTALARINDA CMV VE BKV ENFEKSIYONLARININ MOLEKULER VE iMMUNOLOJIK iZLEMi

SITOMEGALOVIRUS (CMV) MOLEKULER TANISI VE iZLEMI

Prof. Dr. Dilek COLAK

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

dae ailesi, Betaherpesvirinae alt ailesi i¢cinde bulu-

nan, bilinen en biytik insan viruslarindan birisidir.
Primer enfeksiyonun ardindan virus viicutta latent olarak
kalmaktadir. Immiin sistemi normal konakta genellikle
asemptomatik ya da kendiliginden iyilesen iyi seyirli en-
feksiyonlara yol acarken; transplant alicilari gibi immiin
sistemi zayiflamig ya da gelismemis konaklarda 6nemli
hastalik ve 6liim nedeni olarak karsimiza ¢ikmaktadir.

S itomegalovirus (Cytomegalovirus; CMV) Herpesviri-

CMV, bobrek transplantasyonu yapilan hastalarda
en sik gorilen viral patojendir. Enfeksiyon asempto-
matik seyredebilecegi gibi, atesli hastalik veya organ
tutulumu ile de kargimiza ¢ikabilir. CMV enfeksiyonu ve
hastaliklarinin ortaya ¢ikiginda verici (V) ve alicinin (A)
transplantasyon 6ncesi CMV serolojileri ¢ok énemlidir.
Verici CMV seropozitif, alict CMV seronegatif (V+/A-) ise
risk en yiiksek diizeydedir; V+/A+ ve V-/A+ ise orta riskli,
V-/A- ise en diigtik riskli kabul edilmektedir. Diger yan-
dan CMV enfeksiyonu ve hastaliklarinin ortaya ¢ikiginda
transplantasyon sonrasinda uygulanan immin sipresif
tedavi de 6nemli rol oynamaktadir; immiin siipresyon
derecesi arttikca CMV enfeksiyonu ortaya ¢ikisi ve sidde-
ti de artmaktadir.

CMV enfeksiyonlar: transplantasyondan sonraki ilk ti¢
ayda siktir. CMV’nin direkt ve indirekt etkileri ile klinik
tablo geligir. Direkt etkilerde organ tutulumu s6z konusu-
dur ve ytiksek CMV viral ytki ile iligkilidir. Ateroskleroz,
rejeksiyon, firsatci enfeksiyonlar, diabetes mellitus ve
immiin stipresyon ise indirekt etkiler olarak siralanabilir.
Herhangi bir klinik bulgu olmaksizin virusun klinik 6r-
neklerde saptanmasi CMV enfeksiyonu olarak tanimlan-
maktadir. Klinik 6rneklerde CMV saptanmasina ilaveten;
ates, halsizlik, 16kopeni ve siklikla trombositopeni varlif
CMV sendromu, 6zgiil organ tutulumu varligi ise CMV
hastalig1 olarak ifade edilmektedir. CMV’nin allograft ve
hasta sagkalimi tizerine ciddi etkileri vardir; bu nedenle
her transplant alicisinda transplantasyon sonrasi donem-
de CMV etkilerinin 6dnlenmesi anahtar rol oynamaktadair.
CMV etkilerinin 6nlenmesinde; antiviral profilaksi, pre-
emptif tedavi veya ikisinin birlikte oldugu hibrid uygula-
malar yapilabilir. Antiviral profilakside, risk durumu go-
zetilmeden tiim hastalara antiviral ajanlarla (gansiklovir,
valgansiklovir, valasiklovir) 3-6 ay profilaksi yapilmak-
tadir. Preemptif tedavide ise, CMV hastalif1 gelisebilecek
hastalar dnceden belirlenerek bu hastalara antiviral tedavi
uygulanir ve viral ytikiin negatiflesmesi saglanmaya cali-
silir. Antiviral profilaksi ile CMV’nin indirekt etkileri de
onlenmektedir, ancak profilaksi sonrasinda dzellikle V+/A-
alicilarda ge¢ CMV hastalig gelisebilmektedir.
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Transplantasyon sonrasi donemde CMV enfeksiyon-
larimin tanisinda kantitatif sonu¢ veren testler tercih
edilmektedir. Ayrica bu testlerle hastalarda CMV viral yiik
takibi de yapilmaktadir. Transplantasyon sonrasinda CMV
viral yiik takibi preemptif tedavi uygulamasi icin bir ge-
reklilik iken, bugiin profilaksi uygulayan bazi merkezlerde
de tercih edilmektedir. Kantitatif sonug veren testler; pp65
antijenemi testi ve niikleik asit tayinine yonelik testlerdir.
Son yillarda, gerekli altyapinin bulundugu laboratuvar-
larda ntikleik asit testleri (NAT), 6zellikle de gercek za-
manli polimeraz zincir reaksiyonu (Rt-PCR) testleri tercih
edilmektedir. Ger¢ek zamanli PCR testlerinde en 6nemli
sorun standardizasyonun (farkli ekstraksiyon yontemleri,
farkli hedef dizileri, farklit PCR kosullari, farkli matriks
kullanimi gibi) olmamasidir. Ticari olarak; DNA ekstrak-
siyonu, amplifikasyon ve saptama iglemlerini otomatik
olarak yapan sistemlerle hem kontaminasyon en aza indir-
genmekte ve hem de testin kendi bitinligi icinde stan-
dardizasyonu saglanmaktadir. Ancak farkl ticari kitleri ya
da kendi tasarladiklar1 Rt-PCR testlerini kullanan labora-
tuvarlarda ayni drnekler c¢alisildiginda sonuclar arasinda
onemli (3 logl0’a kadar) farkliliklar oldugu saptanmaigtir.
Bugiine kadar transplantasyon yapilan merkezlerde CMV
Rt-PCR testlerinde tani ve antiviral tedavi i¢in cesitli esik
degerleri bildirilmistir. Ancak yukarida belirtilen stan-
dardizasyon sorunundan dolay: bildirilen esik degerler
arasinda bir birliktelik bulunmamaktadir. Bu nedenle bir
merkez tarafindan bildirilen esik deger, diger bir merkez
icin bir anlam ifade etmeyebilmektedir. Diinya Saglik Or-
giitti farkls NAT kullanan laboratuvarlardan rapor edilen
sonugclarin standardizasyonu i¢in 2012 yilinda “Uluslara-
ras1 CMV Kantitasyon Standardi” gelistirerek kullanima
sunmustur. Bu standartla NAT testlerinin gelistirilmesi
ya da kalibre edilmesi ile farkli laboratuvarlardan verilen
sonuglarda bir standardizasyon saglanacag diistinilmek-
tedir. Ancak farkli DNA ekstraksiyon sistemleri ve farkl
Ornek matriksleri sonuclara etki edebilir. Bu durumda,
kabul edilebilir bir standardizasyon saglanana kadar has-
talarin mumkiinse hep ayni testle ve ayni 6rnekle takip
edilmesi en dogru yaklasim olacaktir.

Transplant alicilarinda CMV enfeksiyonlarinin tani
ve izleminde CMV Rt-PCR testi plazma veya tam kan
orneklerinde ¢alisilabilir. Kanda mononiikleer hiicrelerde
latent CMV olabilecegi i¢in plazma ornegi tercih edil-
mektedir. CMV seropozitif alicilarda dustk viral yik di-
zeylerinin klinik anlami olmayabilir. Hentiz uluslararasi
standart kullanilarak kalibre edilmis testlere gore klinik
anlami olan bir esik deger belirlenmedigine gore, bobrek
transplant alicilarinda hangi viral yiik dizeyi 6énemlidir?
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Saptanan tek bir degerin 6nemi tartigmalidir; hastalarin
monitorize edilmesi gereklidir. Viral yiikteki artig 6nemli
olup; ne kadar hizli artiyorsa, hastalik gelisme riskinin o
kadar fazla oldugu soylenebilir. CMV viral ytikid <1000
kopya/mL oldugunda, diizeyde <5 (0.7 1ogl0) kat artigin
klinik anlami olmadigi; CMV viral yiiki »1000 kopya/mL
ise x3 kat ve daha fazla artiglarin klinik 6nemi oldugu
belirtilmektedir. Bunlara ek olarak, CMV viral ytikiindeki
artis ve azalmalarin klinik 6nemini degerlendirmede,
virusun in vivo replikasyon dinamiklerini bilmekte fayda
vardir. CMV DNA’sinin in vivo ortamda iki katina ¢ikma
siiresi 1 gtindir. Tedavi sirasinda CMV DNA’nin yari-
lanma 6mri ise 3-8 giin olarak bildirilmistir. Antiviral
tedavi baglandig1 ginki CMV viral yik dizeyi mutlaka
bilinmelidir. Tedavinin ilk haftasinda viral ytik artabilir,
bu direncle iligkili degildir, ancak tedavi bitiminde viral
yukiin negatiflesmesi, en azindan c¢ok diisiik degerlere
inmesi beklenir. Tedavi sirasinda viral yikin artmaya

devam etmesi, ya da basta bir miktar azaldiktan sonra tek-
rar yiikselmeye baslamasi ila¢ direncini akla getirmelidir.
Viral yiik dizeyleri CMV seronegatif alicilarda seropozi-
tiflere gore daha yuksektir.
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virus (BKV) ilk kez 1971 yilinda, bobrek
B I( transplantasyonu yapilan bir hastanin id-
rarindan izole edilmis ve hastanin ad ve

soyadinin bag harfleri kullanilarak adlandirilmigtir (1).
Yaklagik 25 yillik stirecte ¢ok fazla arastirilmayan BKV,
Pittsburgh Universitesi'nde, 1995 yilinda bir hastadan
yapilan renal allograft biyopsisinde interstisyel nefropati
tanimlanmasi ve hastanin 6rneklerinin histolojik ve mo-
lekiiler incelemeleri sonucunda BKV’nin saptanmasiyla,
yeniden 6nem kazanmistir (2). Bu ilk olgunun ardindan
diinyadaki pek ¢ok bobrek transplantasyon merkezi tara-
findan BKYV ile iligkili interstisyel nefropati rapor edilmis-
tir (3). Isvigre’de yapilan arastirmada, 1985-1995 yillar
arasinda gelen renal allograft biyopsi 6rneklerinin retros-
pektif taramasinda BKV’nin saptanmamasi, BKV enfeksi-
yonlarinin, gercekten de 1995 yihi ile birlikte goriilmeye
basladigini kesinlegtirmisgtir. Daha sonraki donemde BKV
nefropatisinde artig gézlenmis ve bu durumun takrolimus,
mikofenolat mofetil ve sirolimus gibi immiin stipresif ilag-
larin kullaniminin artmasi ile paralellik gostermesi, orta-
ya ¢ikmasinda en 6nemli etkenin gii¢lii immiin siipresifler
oldugunu digtindirmistir (4).

BKV'nin Genel Ozellikleri ve Epidemiyolojisi

Polyomaviridae ailesi Polyomavirus cinsi icinde si-
niflandirilan BKV, ikozahedral kapsidli, zarfsiz, 40 nm
capinda kiicik bir virustur. Kapsidinde, virusun replikas-
yonu sirasinda ge¢ donemde ortaya ¢ikan ve VP1, VP2 ve
VP3 olarak adlandirilan ti¢ farkli protein bulunmaktadir.
Yaklagik 5kb biiytkligindeki genomu, ¢ift iplikli cember-
sel DNA’dan olusur ve erken, ge¢ ve kodlama yapmayan
kontrol bolgesi (non-coding control region; NCCR) olmak
iizere 1i¢ gen bolgesi icerir (5).

BKV’nin kesin gecig yolu hentiz tam olarak bilinme-
mektedir; ancak 5-9 yas cocukluk doneminde %65-90’a
varan seropozitiflik orani ve tonsiller dokuda viral DNA
varligl, insandan insana solunum veya oral yolla bulag:
distindirmektedir (5). Dis ortamda canhiligini uzun stire
siirdiirebilmesi ve insan atiklariyla kirlenmis sularda sap-
tanmasi, fekal-oral ve tirino-oral bulagin da kuvvetle olas1
oldugunu digindirmektedir (6). Kordon kani 6érneklerin-
de BKV IgM’nin, fetal ve plasental dokularda polimeraz
zincir reaksiyonu (PCR) ile BKV DNA’nin saptanmasi
transplasental gecisin de olabilecegini diistindiirse de he-
niiz bulgular celigkilidir (5).

Genellikle erken c¢ocukluk doneminde rastlanan pri-
mer enfeksiyonlar ¢cogu zaman asemptomatik olup, bazen
de hafif solunum yolu hastalig1 seklinde seyredebilir (7).
Primer enfeksiyonlar sonrasinda bagta tirotelyal hiicreler

4-7 Haziran 2014, Swissotel, Ankara

olmak tizere bir¢ok hiicrede latent sekilde varligini stir-
dirmektedir (4). BKV reaktivasyonu ile siklikla karsilagil-
makta; reaktivasyon siklig1 gebelikte, yaglilikta ve diabetik
hastalarda %25’lere dek ulagabilmektedir (4).

BKV, immiin siipresif bireylerde reaktive oldugunda
olimle ya da transplante edilen organin yitirilmesi ile
sonug¢lanabilen ciddi klinik tablolar olusturabilmektedir.
Bunlar arasinda, renal transplant hastalarinda goriilen
BKYV ile iligkili nefropati (BKVN) ve kemik iligi transplant
(KIT) hastalarinda goriilen ge¢ baglangicli hemorajik sistit
(HS) en s1k karsilagilanlardir.

BKV-Iligkili Nefropati (BKVN)

Renal transplantasyondan sonra BKV reaktivasyonu
olustugunda ilk olarak virtiri gozlenir. Yiiksek dizey vi-
riri (BKV yuki > 7 log, , genom ekivalan (geq)/ml) renal
transplant hastalarinin yaklagik ticte birinde viremiye ve
BKVN’ye dontigtir. Viremi, viriirinin ardindan yaklasik
bir ay sonra geligir ve viremi 6ncesinde her zaman virtri
vardir. Virtiri ve viremi birlikteligi genellikle erigkinde
de, cocukta da BKVN’ye onciilik etmektedir (8). Erigkin
renal transplant alicilari i¢in 6énemli bir sorun olan BKV
enfeksiyonlari, pediyatrik grupta, primer enfeksiyon ola-
siliginin daha fazla olmasi sebebiyle, BKVN’ye daha sik
sebep olmaktadir (9). Merkezimizde 142 pediyatrik renal
transplant hastasinda yapilan bir calismada, %80.3 ve
%59.6 sikliklarinda sirasiyla virtiri ve viremiye rastlanir-
ken, %19.7 sikliginda BKVN ile kargilagilmig ve hastalarin
%1.4’4 BKVN nedeniyle bobreklerini kaybetmisglerdir (10).

Transplantasyon sonrasinda uygulanan immiin sip-
resyon BKVN olusumunda temel risk faktérii olarak
kabul edilmektedir. Ancak bunun yani sira, hastaya ait
risk faktorleri; ileri yas, beyaz irk, erkek cinsiyet, trans-
plantasyon oncesinde BKV seronegatifligi veya BKV’ye
0zgil antikor diizeyinde dusiikliik, diabet ve daha 6n-
ceden BKVN’ye bagli greft kaybi olarak sayilabilir (5).
Risk olusturdugu distiniilen greft 6zellikleri ise donoriin
seropozitif olmasi veya antikor titresinin yiiksek olmasi,
HLA uyumsuzluk diizeyi, HLA-C7 eksikligi, soguk iskemi
siiresinin uzunlugu, intrarenal inflamasyon ve greftin
kadavradan olmasidir (5).

Hemorajik Sistit (HS)

BKV’ye bagli HS, KIT hastalarinda %5-60 arasinda de-
gisen oranlarda rastlanan bir durumdur. Transplantasyon-
dan sonraki 2 haftada gelisir ve ge¢ baslangicli HS olarak
isimlendirilir. Hastaligin en agir seyirli kliniklerinde obs-
triktif nefropatiye bagh renal yetmezlik gorilmektedir
(11). Merkezimizde 130 pediyatrik kok hiicre alicisinda
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yapilan bir caligmada, hematiiri goriilen hastalarda, go-
rillmeyenlere kiyasla, istatistiksel olarak anlamh diizeyde
BKYV viremisine daha sik rastlanmigtir (12).

BKV Enfeksiyonlarinin Tanisinda Kullanilan Yontemler

Renal transplantasyon yapilan hastalarda BKVN’yi
engellemenin tek yolu, transplantasyon sonrasinda BKV
enfeksiyonlarinin ¢ok yakin takibi ve BKVN gelistiren
hastalarin erken donemde taninip etkin bi¢cimde tedavi
edilmeleridir. Virusun hiicre kultiiriinde ¢ok yavas iirtiyor
olmasi, hiicre kiltiirii yonteminin pratikte uygulanma-
sina izin vermemektedir. Ayrica, ¢ok yaygin gorilme-
sinden dolay: serolojik testler, aktif enfeksiyon varligim
gostermede ise yaramamaktadirlar. idrar orneklerinde,
viral inklizyonlar iceren renal tiibiiler epitel hiicrelerinin
(Decoy hiicreleri) varligi, BKVN icin ¢ok yiiksek pozitif
prediktif degere sahip olsa da, negatif prediktif degerinin
¢ok diigiik olugu ve tecriibeli personele ihtiya¢ duyulmasi
nedeniyle pratikte kendine yer bulamamaktadir. Plazma
ve idrar 6rneklerinde virusun DNA’sinin molekiiler yon-
temlerle gosterilmesi, bobrek ve kok hiicre nakli yapilan
hastalarda, nakil sonrasi aktif enfeksiyonlarin saptanmasi
ve tedavi izleminde 6nerilen yontemdir. Bununla birlikte
renal transplant hastalarinda, renal biyopsi 6rneklerinin
sitogenetik yontemlerle BKVN acisindan degerlendirilme-
si, tan1 algoritmalarinda kullanilan bir testtir. Hirsch ve
arkadaglar, renal transplant hastalarinin BKV enfeksiyon-
lar acisindan takibine yonelik bir algoritma olusturmus-
lardir (Sekil) (13). Bu algoritmada takip sirasinda viriri
arastirilmakta, virtiri varlifinda viremi arastirilmakta,
taninin dogrulanmasi i¢in biyopsi 6érneklerine bagvurulsa
da BKVN acisindan negatif bulunan biyopsilerde bile olas1
BKVN diglanamadigindan tedavi segenekleri uygulana-
bilmektedir. Dolayisiyla bobrek ve kemik iligi transplan-
tagsyonu yapilan hastalarda ciddi enfeksiyonlar olusturan
BKYV, transplant merkezlerinde 6nlem alinmasi gereken
Onemli bir enfeksiydz ajandir.
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Tarama

¢ 1-3ayda bir veya
e Allograft
disfonksiyonunda

Negatif

Negatifse ya da
yapiimadiysa

“Olasi BKVN”

o Allograft biyopsisi e
alindiginda hiicreleri)
k ¢ drardaelektron mikroskopi
~ o idrar BKV yiki
~ (>107kopya/ml)
~
~
~

Diger:

idrar sitolojisi (Decoy

~ & Pozitif
Sa
Plazma BKV yiikii (>10%kopya/ml)
Pozitif

Ayiricitani

o Akutrejeksiyon

o ilag toksisitesi

e Tekrarlayan hastalik

Allograft
biyopsisi

Pozitif
“BKVN"

m Paternin evrelenmesi

& e Kalsinorin inhibitorlerini azalt
e Antiproliferatifilaglari azalt
| immin sipresyonu e Yardimci tedavi
azalt -Cidofovir ekle?
-Leflunomid’e degistir?

-intravenézimminoglobulin (IVIG) ekle?

Takip

o Hf'da bir serumkreatinin

e 1-2 hf'da bir plazma BKV yuki
(8-36 hf'da temizlenme)

e Allograft biyopsisi?

¢ immin sipresyonuarttir?

BKV viremisi

Negatif
iyilesmis BKVN

Sekil. BKVN saptanmasina yonelik tarama programi (13 no’lu kaynaktan uyarlanmistir).
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tanisi ve tedavinin izleminde hekim, asagida belir-

tilen ii¢ temel dayanak noktasindan hareket ederek
“organin reddedilmedigi, enfeksiyon hastaliginin olusma-
dig1 denge durumunu” stirdiirmek ister:

1. Etkenin ozellikleri: Tanis1 , miktari, viriilansi, vb.

2. Immiin siipresif tedavi: Protokoli, diizeyi, vb.

3. Konumuzun igerigi olan konagin immiin yaniti: CMV
ve BKV enfeksiyonlarinda konak hiimoral yaniti, esas
olarak virusla temas edip etmedigimizi belirlediginden
transplantasyon oncesi alici ve vericinin serolojik 6zel-
liklerinin saptanmasinda yararl ve gereklidir. immii-
nolojik izlem baghig: altinda ele aldigimiz ise, konagin
viruslara -CMYV ve BKV -gosterdigi hiicresel bagisik ya-
mitin izlemidir.

Transplant hastalarinda enfeksiyon hastaligi riski,

ELISPOT (Enzyme-Linked Immunospot Assay)

Yoéntemin esas1 IFN-y sentezleyen 6zgil T hiicrelerinin
arastirilmasidir. Ilk kez Czerkinsky tarafindan (1983) an-
tijene 6zgiil antikor salgilayan B hiicrelerin él¢timiinde ve
hemen ardindan (1988) sitokin salgilayan T hiicrelerinin
ol¢iimiinde kullanilmistir (1). Oncelikle heparinli tiiplere
alman kan Orneginden dansite gradient santrifiigasyon
yontemi ile mononiikleer hiicre izolasyonu yapilir. Oto-
matik olarak veya hemositometre ile sayilan hiicreler
belli yogunlukta ayarlanarak ELISPOT deneyine alinir.
Sitokine 6zgiil monoklonal antikorlar kati bir faz iizerinde
immobilize edilmistir. IFN-y ile kapli bu plaklara hiicreler
inokiile edilerek, antijen veya mitojen varliginda olusacak
sitokin salinimi IFN-y monoklonal antikor tarafindan
yakalanir ve klasik EIA basamaklari uygulanmaya basla-
nir. Yikamalarla hiicrelerin uzaklastirilmasindan sonra
biotinlenmis veya enzimle konjuge antisitokin antikorlar
eklenir, ardindan substrat eklenmesiyle olusan renkli
6zgil spot olusturan IFN-y sentezleyen T hiicreleri bir
diseksiyon mikroskobu altinda veya ELISPOT okuyucu
ile sayilir. Sonug “Spot Forming Colonies (SFC) ya da Spot
Forming Unit (SFU)/ 100.000 ya da 200.000 mononitikleer
hiicre” olarak verilir.

Abate ve arkadaslari (2), kalp transplantasyonu yapilan
hastalarda nakil sonrasi 100. giinde 50/200.000 SFU de-
gerini CMV reaktivasyonunu 6ngoérme acisindan anlamli
bir esik deger olarak belirlemiglerdir. Transplantasyonun
birinci yilinda CMV’ye 6zgiil T hiicre yanitin1 ortalama
“171 SFC/200.000 lenfosit” olarak bulurken, bu sayinin
transplant oncesi “326 SFC/200.000 lenfosit” oldugunu,
dolayisiyla antiviral T hiicre yanitinin transplantasyon
Oncesi diizeye gelebilmesi icin bir yildan fazla zamana
gereksinim oldugunu vurgulamiglardir.

Merkezimizde yapilan BKV immiin yanit aragtirmasin-
da, bobrek nakli sonras: hastalarin 6 aylik izlem stiresince
immin yanitlarindaki degisikliklerin bireysel farkliliklar
gosterdigi, kesitsel olarak degerlendirmenin yapilamaya-
cag1 ve izlemin gerektigi belirtilmistir (3). Ornek olarak,
nakil sonrasi 7. ayda BKV reaktivasyonu saptanan olgu-
nun, reaktivasyon sonrasi 2. hafta, 1. ay, 2. ay ve 4. aylarda
BKV’ye 6zgiil T hiicre yanit1 degerlendirildiginde, 2. hafta,
1. ay ve 2. ay plazma BKV yiiklerinde diistis gortiliirken,
BKV’ye 0zgiil immiin yanitta artigin eslik etmedigi, tersine
distis oldugu gozlenmis, 2. aydan sonra hastanin plazma
BKV yuku tekrar yikselmis, ancak beraberinde immiin
yanitin da artmaya basladig1 gortilmistiir. 4. ayda immiin
yanitta artis devam etmis ve nihayetinde plazma BKV
yuki azalmgtir (3).

Quantiferon

Bu yontemde tam kan, virusu uyaran peptid epitoplari
ile muamele edilerek T lenfositleri uyarilir ve sentezlenen
interferon-gama (IFN-y) ELISA yontemiyle dl¢tilerek kan-
titatif sonug verilir. Hiicresel immiin yanit izlemlerinde
esas amag¢ bir egik degerin belirlenmesidir. Bu sekilde
hastanin immiin yanitinin, viral reaktivasyonu oOnleye-
bilecek diizeyde olup olmadigi ve bu diizeyin ne oldugu
aragtirilir. Cantisan ve arkadaglari (4), 55 akciger ve bobrek
transplant hastasini degerlendirmigler ve IFN-y diizeyi
nakil dncesi 0.2 IU/mIL’den az ise nakil sonras1 donemde
CMV reaktivasyon riskinin diger gruba gore 10 kez fazla
oldugunu saptamiglardir. Kumar ve arkadaslar (5), solid
organ transplant hastalarini nakil sonras1 0, 1, 2, 3. aylarda
CMV hiicresel immiinite agisindan Quantiferon-CMV testi
ile izlemisler ve saptanabilir IFN-y (cut-off: 0.1 IU/mL)
yanit1 olan hastalarin %5.3’tinde CMV hastalig1 gelistigini,
bu oranin IFN-y saptanamayan grupta anlamli dizeyde
yiiksek (%22.9) oldugunu vurgulamislardir.

Akim (Flow) Sitometri

Hiicresel yanitin arastirilmasinda en yaygin kullanilan
yontemlerden biri, peptid-MHC sinif 1 tetramerleri ile
CMV’ye 6zgiil CD8+ T lenfositlerinin saptandig tetramer
bazli akim sitometri yontemidir. Bu teknigin temeli,
antijene 6zgil T lenfositlerinin, MHC-peptid kompleksi-
tetramerik molekil ile dogrudan boyanmasidir. Gratama
ve arkadaglar (6), 2001 yilinda kok hiicre alicilarinda tet-
ramer CD8+ T hiicre sayisinin 10 hiicre/pl tizerinde olmasi
durumunda CMV hastaligina karsi koruyucu hiicresel
immiiniteden s6z edilebilecegini bildirmiglerdir. Aym
merkezden 2010 yilinda yayinlanan caligmada, 83 kok
hiicre alicisinda transplantasyon sonrasi CMV’ye 6zgiil
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CD8+ T lenfosit yaniti bir yil izlenmis ve post-transplant
65 glin icerisinde CMV’ye 06zgiil CD8+ T lenfosit sayi-
sinin 7 hiicre/u’den az olmasi durumunda, bu degerin
CMV ile iligkili komplikasyon gelisimini belirledigi ifade
edilmigtir (7). Hiicresel immiinitenin daha ge¢ gelistigi
grupta, hiicresel immiinitesi gelismis hastalara gore CMV
enfeksiyonu gelisme riski 2.6 kez, CMV hastalig1 gelisme
riski 6.4 kez, fatal komplikasyon gelisme riski ise 2.4 kez
daha fazla bulunmustur. Tetramer bazli akim sitometrisi
HLA’ya 6zgil olup, kullanilan MHC peptid-tetramer pa-
neli yaniti belirlemede yeterli olmayabilir. Sitokin akim
sitometri (CFC) metodolojisinde ise, mononiikleer hiicreler
sentetik CMV peptid epitoplar1 ya da viral lizat ile uyaril-
diktan sonra, sitokin sentezleyen CMV’ye 6zgiil T lenfo-
sitleri hiicre i¢i sitokin boyamasi ile gosterilir ve sayisal
deger olarak ifade edilir T lenfositleri, fonksiyonlarinin
son asamasinda -sitokin sentez agamasi- gosterildiginden
daha duyarl ve 6zguldiir. Bizim merkezimizde de, bobrek
nakli yapilan 20 hastanin, nakil 6ncesi ve sonras1 1, 3 ve 6.
aylarda IFN-y sentezleyen CMV’ye 6zgiil T lenfosit sayilar1
CFC ile degerlendirilmis; kontrol ve hasta grubunda (CMV
seropozitif) nakil 6ncesi CMV’ye 6zgiil T lenfosit sayilar
bakimindan fark saptanmamigtir. Ancak hastalarin izle-
minde, IFN-y sentezleyen CMV’ye 6zgiill CD4+ ve CD8+
T lenfosit sayilarinin 3. ayda 1. aydakinden daha diustik
oldugu belirlenmistir (8).

Hiicre Igi ATP Olgiimii

Bu yontem, T hiicre bazli bir yontem degildir ancak
dolayli olarak konagin hiicresel immiin yanitina iligkin
bilgi vermektedir. ImmuKnow yontemi (Cylex), 2002 y1-
linda, FDA tarafindan immiin siipresif bireylerde hiicresel
immiin yanit 6l¢imiinde kullanilmak iizere onaylanmais-
tir. Bu yontem, 6zgiil olmayan yolla lenfosit stimiilasyo-
nunun ardindan manyetik seperasyon yoluyla ayrilan
CD4+ T hiicrelerin par¢alanmasi sonucu agiga ¢ikan hiic-
re ici ATPnin liminometrik olarak o6l¢iimiine dayanir.
Degerlendirme viral etkene 06zgill degildir. Transplant
hastalarinda enfeksiyon ya da akut rejeksiyon i¢in tanisal
degildir. Sadece enfeksiyon/rejeksiyon riskini belirlemede
kullanilmasi 6nerilmektedir (9).

Bugiin i¢in tlkemizde, transplantasyon merkezlerinde
CMV tanisina yonelik testler ve proflaksi basar ile uygu-
lanmakta olup, bu alanda 6nemli yol alinmasina karsin,
konagin yanit1 hentiz rutin olarak izlenmemektedir. CMV
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imminite testlerinin uygulanmasi agagidaki sorulara ya-
nit bulmamizda yardimci olacaktir (8):

e Transplantasyon sonrasi anti-viral proflaksi alan hasta-
larda ge¢ donem CMYV enfeksiyonu riski nedir?

e Dustik diizeyde viremisi olan hastalarda vireminin
kendiliginden diizelmesi ya da hastalik gelisme riski
nedir? Diisiik diizey vireminin izlem protokold nasil
olmalidir?

e CMV hastaliginin tedavisi tamamlandiktan sonra tek-
rarlayan viremi riski nedir?

Transplant olgularinda BKV tanisi ve izlemi, CMV ile
karsilagtirildiginda yontemler daha da kisith kalmaktadir.
Hastada enfeksiyonun klinigi ve prognozu ile ilgili olarak
sadece BKV DNA yiikiniin arastirilmas: yeterli degildir.
Enfeksiyondan nefropatiye giden siireci onleyebilmede
ve tedavinin izleminde konagin 6zgiil hiicresel yanitinin
degerlendirilmesi kritik bir 6nem tagimaktadir(3).
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timikrobiyaller hekimin klinik deneyimine gore

kullanilmakta iken, antimikrobiyallerin sayilari-
nin artmasina ragmen, glintiimizde gelisen direncli etken-
lerin ¢coklugu nedeniyle tedavi secenekleri kisitli olmaya
baglamistir. Bu durumda en giivenilir yol, uygun drnekten
calisilmig kilttrlerin tani ve duyarlilik sonuclarinin vakit
kaybetmeden elde edilme ihtiyacidir. Ozellikle agir veya
¢ok ilaca direncli enfeksiyonlarda, immiin yetmezligi ya
da genel durum bozuklugu olan hastalarda, gerek mor-
talite gerekse hastanede yatig siiresi ve maliyetlerde artis
oldugu bilinmektedir. Mortalite ve/veya sekel geligsme
oranini artiran ana faktorlerden biri, kiltiir ve duyarlilik
sonuclar ¢ikincaya kadar ortalama 48-72 saatlik bir stire-
nin ge¢mesi ve bu nedenle etkin tedavinin erkenden bas-
lanamamasindan kaynaklanmaktadir. Bu durum ayrica,
hasta i¢in uygun izolasyon 6nlemlerinin zamaninda ali-
namamasina, dolayisiyla kurum ve toplum i¢inde yayilim
riskinin artmasina yol agmaktadir. Bu grup etken ile kolo-
nize hastalarin da, erken tanimlarinin yapilarak yayilimin
erkenden Onlenebilmesi i¢in hemen izole edilmeleri ¢ok
onemlidir. Cilt ve kolon bolgeleri, ¢cok ilaca direngli mik-
roorganizmalar i¢in uygun alanlar1 olusturmaktadir. Cok
sayida Ornegin caligildig1 laboratuvarlarin otomatize sis-
temleri kullanmasi nedeniyle de, tedavisi sorun olabilecek
ESBL veya KPC gibi direnclerin atlanabilme riski endigesi
mevcuttur. Bu nedenle bu gibi tedavide sorun tegkil edecek
etkenlerin kontroli gii¢ olmaktadir.

G ecmigte enfeksiyon hastaliklarinin tedavisinde an-

Etkin bir enfeksiyon kontrol programinin yiriitile-
bilmesi i¢in, dncelikle diizgiin ve giincel bir veri toplama
sistemi bulunmali, enfeksiyonlardan stiphelenildigi do-
nemlerde uygun siire ve kosullarda alinmig kiiltiirlerin
sonug¢lar1 kolayca tanimlanabilmelidir. Kaltiir ile sonug
alinmasinin gecikebilecegi yasamsal durumlarda, bekle-
me siirelerini kisaltmak ihtiyaci 6n plandadir. Ek olarak
enfeksiyon kontrol programlarinda yaygin olarak kulla-
nilabilmesi i¢in, tan1 yontemlerinin ucuz, kolay, hizli ve
gilivenilir olmalar1 gerekmektedir. Ozellikle biitgesi kisitl
merkezlerde bu tiir taramalarin maliyet/yarar oranlari
iyi degerlendirilmelidir. Bu testlerin igletilebilmesi i¢in,
hastane laboratuvarlarina kurulum maliyeti ve kullanacak
personelin egitimi dikkate alinmalidir.

Cok ilaca direncli mikroorganizmalarin aktif siirveyansi,
etkenlerin hasta 6rneklerinden hizlica tanimlanip direngle-
rinin saptanmasinda, hizli tani yontemlerinin kullanilmas:
¢ok 6nemlidir. Bu tanimlamalar ile, kolonize hastalar hizla
izole edilebilir ve uygun dekolonizasyon ile ortam temizlik-
lerinin uygulanmasi sonucu enfekte veya kolonize olmayan
hastalara ¢apraz bulagin engellenebilmesi saglanabilir.

Kiiltir yontemi, mikroorganizmalarin tanimlanmasin-
da ve antibakteriyel duyarhilik sonuclarinin elde edilme-
sinde halen altin standarttir. Bu amagcla kullanilan gele-
neksel kiiltiir yontemlerinin yavas kalmasi s6z konusudur.
Klasik kiiltiir yontemlerinin ortalama tamamlanma stiresi
3-4 giindir. Ancak rutin bir bakteriyel etkenin tanimlama
ve antibiyotik duyarhiliginin sonu¢lanmasinda en énemli
olumsuzluk, giinler ile ifade edilen siirelerdir. Ozellikle
ornek yikii fazla olan mikrobiyoloji laboratuvarlarinda
kullanilmak tizere gelistirilen otomatize ve/veya “uzman”
(expert) sistemler ile, tanimlama ve diren¢ paternlerinin
saptanmasinda hizli ve etkin bir performans hedeflen-
mektedir.

Tanimlama siirenin kisaltilmasi amaciyla gelistirilen
kaltar yontemleri arasinda, kromojenik bazli besiyerleri-
nin kullanimi 6n plana ¢ikmaktadir. Ozellikle flora bakte-
rileri arasinda aranan etkenin hizlica saptanabilmesi i¢cin
0zgin renkli koloniler olusturmalar: hedeflenen tipleri-
nin yani sira, heniiz koloni olusturmadan ortamda meyda-
na gelen kimyasal reaksiyonun saptanmasi i¢in besiyerine
konulan bir indikatér yardimi ile renk degisiminin saatler
icinde izlenebilecegi besiyerleri gelistirilmigtir. Kiiltir
bazli bu yontemler, rutin kiltiir ydntemini kullanan la-
boratuvar personelinin, ek bilgi-beceri ihtiyaci olmadan
rahatlikla uygulayabilmesine olanak saglamaktadir.

Kiltiir bazli teknikler ile birlikte es ve tamamlayici
olarak kullanilmaya baglanan MALDI-TOF (Matrix assis-
ted laser desorption ionisation time of flight) kiitle spekt-
roskopi ve biyosensor sistemlerin, ig birligi ile tanimlama
ve antibiyotik duyarlilik sonu¢lanma stireleri 1-2 saat gibi
kisa stirelere inebilir olmustur. Bu amagla ek olarak, akim
sitometrisi (Flow cytometric) yontemleri umut vermekte-
dir. Ozellikle direkt bogaz kiiltiirii gibi siiriintii 6rnekleri
veya pozitif sinyal veren kan kultiiri sigesi, 2-3 saatlik
kisa bir inkiibasyondan sonra uygun konsantrasyonlarda
antibiyotikler ile karigtirilip birkag saat inkiibe edilmesi
ile, duyarlilik sonuglar: saatler ile ifade edilebilecek siirede
alinabilmektedir.

Direngli patojenlerin ortaya ¢ikigi, elimizde giivenli
kullanim1 olan kisithh sayidaki antibiyotigin, ilerleyen
zaman icerisinde, enfeksiyonlarin kontrolindeki etkinlik-
lerinde biiytik sorunlara yol acacak gibi goriinmektedir. Bu
bilgiler 15181nda, az sayida da olsa yoneticiler ile halk sagli-
81 gorevlileri uzman hekimler ile igbirligi yaparak antibi-
yotik direncini en aza indirecek kullanim yollarini tanim-
lamak ve etkin kullanim kilavuzlari gelistirmek i¢in ugras
vermektedirler. Ozellikle recetelere gereksiz antibiyotik
yazilmasinin en aza indirgenebilmesi ile, antibiyotiklerin
secici baskisinin azaltilmasi hedeflenmektedir. Her ko-
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sulda, 6zellikle hastaneden izole edilen ¢ok ilaca direncli
bakterilere karsi yeni antibiyotiklerin gelistirilmesine ih-
tiya¢ duyulmaktadir. Halihazirda 6zellikle Pseudomonas
ve Acinetobacter turleri, bircok etkin antibiyotige direnc
gelistirmis durumdadir. Enterik bakterilerde ise karbape-
nemler hari¢ tiim gruplara kars: direncli suslarin yaninda
karbapenemaz tlreten tirler gozlenmektedir. Bunun yani
sira tiberkiiloz, gonore ve idrar yolu enfeksiyonlar1 gibi
toplumda sik goriilen enfeksiyonlarin etkin tedavileri i¢in
de yeni ajanlarin gelistirilmesine ihtiya¢ vardir. Yakin za-
mana kadar etkin antibiyotikler gelistirilemez ise, tedavi
edilemez (antibiyotik 6ncesi donem) enfeksiyonlar biiyiik
sorunlar olarak karsimiza ¢ikacaktir.
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bakteriyel kaynakli olan enfeksiyon hastaliklarin-

dan 6lmektedir. Bakteriyel enfeksiyonlarin kont-
roli klinik mikrobiyoloji laboratuvarinda etyolojik ajanin
saptanma yetenegine baghdir. Bakteriyel enfeksiyonlarda
uygun tedavi kararinin verilmesi, bakteriyel patojenin sap-
tanmasi, tanimlanmasi ve antibiyotik duyarlilik testlerinin
yapilmasina baghdir. Ancak, tim bu yOntemler zaman
alic1 olmalari ve ytiksek oranda manuel iglem gerektirme-
leri nedeniyle patojen temeline dayali hasta yonetimini
geciktirmektedir. Bu nedenle, bakteri tiirlerini hizli ve
dogru tanimlayacak yeni tanisal testlere gereksinim vardir.
Klinik mikrobiyoloji laboratuvar tani testleri i¢inde enfek-
siyon hastaliklar1 tanisinda kullanilmakta olan molekiiler
tan1 yontemleri ve 6zellikle ntikleik asit temelli yontem-
ler, en hizli ilerleme gdsteren alani olusturmaktadir. Bu
testler zaman icerisinde mikrobiyoloji laboratuvarlarinda
kultir-temelli, biyokimyasal veya immiinolojik yontem-
leri tamamlama veya yerini alma roliinii tistlenmektedir.
Nitekim ilk kusak niikleik asit yontemleri tipki konvansi-
yonel tan1 yontemleri gibi tek bir test sonucu vermekteydi.
Teknolojide gerceklesen ilerleme ve yeni yaklagimlar, “mic-
roarray”, multipleks niikleik asit amplifikasyon teknikleri
veya kiitle spektrofotometri gibi ayn1 anda bir¢ok paramet-
reye ait sonuc¢ verebilen yontemlere olanak saglanmigtir.
Bununla birlikte, bu yontemler kapali tiip sistemlerini de
kullanima sokarak hizli mikrobiyal taninin yani sira, kon-
taminasyon riskinde azalmay: da beraberinde getirmistir.
Baslangicta molekiiler yontemler mikrobiyal patojenlerin
saptanmas! ve tanimlanmasinda rol almis olsa da, yeni
teknolojilerle birlikte bu yontemler beraberinde c¢oklu
antibiyotik direncini belirleyen parametreleri saptama ve
genetik diizeyde mikrobiyal epidemiyoloji ve stirveyansi
takip etme olanagina da zemin hazirlamaktadir.

D tinyada her yil 17 milyondan fazla insan, bircogu

Klinik 6rnegin direkt mikroskopik incelemesi, insana
patojen mikroorganizmalarin saptanmasinda en eski ve
ayn1 zamanda en dnemli yontemler arasinda yer almak-
tadir. Direkt mikroskopi, etkenin tanimlanmasi i¢in en
erken mikrobiyolojik 6n taninin belirlenmesinde anahtar
rol oynamasina ragmen, bakterinin tiir diizeyinde tanisini
koymak icin mutlaka 6érnegin uygun besiyerine ekimi ve
sonrasinda etkenin tiretilmesi gerekmektedir. BacTec (Bec-
ton Dickinson, ABD), Vitek (bioMerieux, Fransa), Phoenix
(Becton Dickinson, ABD) gibi otomatize sistemlerin dev-
reye girmesi ile yontemlerin standardizasyonu, kalite ve
etkinliginde artis saglanmasina ragmen, hig biri saf kiltiir
elde edilme ihtiyacini ortadan kaldiramamaistir.

Molekiiler teknikler, bakterinin tiire 6zgil korun-
mus gen bolgelerini tanimlayarak bakteriye ait genotipik

ozellikleri net olarak vermektedir. Niikleik asit amplifi-
kasyon yontemlerinin kesfi, kiiltiire gerek kalmaksizin
mikroorganizmalar1 hizli, 6zgil ve duyarli olarak sapta-
ma, tanmimlama ve diren¢ durumlarini belirleme imkani
saglamigtir. Polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) ntikleik
asit tanisinda en sik kullanilan yontemlerden biridir. PCR,
DNA varligini saptamaya yonelik bir yontem olmas: ne-
deniyle hem canli hem 6li hiicreden kaynaklanan pozitif
test sonucu verebilmektedir. Niikleik asit amplifikasyon
yontemlerinde niikleik asit kalitesinin yeterli olmamasi
0zgil olmayan primer birlesmesine neden olarak sonucun
yanlig degerlendirilmesine yol acabilmektedir. Bu nedenle,
yeni amplifikasyon temelli yontemler, ¢ogaltilacak hedef
molekiilii 6zgiil olarak saptamak ve tanimlamak amaciyla
0zgtl hibridizasyon problarini kullanmaktadir.

Mikrobiyoloji laboratuvarinda molekiiler yontemlerin
gelismesi, yeni bir ¢agin baglamasina ve yani sira ekono-
mik tasarrufa neden olan, akilci antibiyotik tedavisinin or-
taya c¢ikigini saglayan, hizli patojen saptanmasina olanak
saglamasina ragmen, 6zgiil duyarlilik sonuglarini vereme-
meleri, maliyetlerinin yiiksek olusu ve fenotipik testlerle
olan uyumsuzluklar1 bu yontemlerin klinik kullanimini
kisitlamaktadir.

Antibiyotik Direncini Saptamada Molekiiler Testler

Multipleks ve gergek zamanl (real-time)
PCR temelli yontemler

Floresan isaretli problarin kullanildig1 gercek zamanli
PCR (Rt-PCR), molekiiler yontemlerin Oniinti agmigtir.
Bu yontem, onceleri ayni test icinde tek ntikleotid po-
limorfizmleri gibi genetik varyasyonlari bir seri 6zgil
prob kullanimu ile kantite etme ve genotipleme imkani
veren tek parametreli testler olarak uygulamaya girmistir.
Cok parametreye dayali PCR yontemleri ise, ilk defa kan
yolu enfeksiyonlarinin tanisinda ortaya ¢ikmis, 40 farkl
bakteri ve mantar patojeninin dogrudan kan drneginden
tamimlanmasini saglamigtir. Boylece, tanisal olarak diisiik
duyarlilik ve ozgullige sahip kan kiltirii yonteminin
yerini alarak daha duyarli, daha 6zgiil ve daha kisa siirede
Ornekten dogrudan mikrobiyal patojenin tanisina olanak
dogurmustur. Bu yontemler her bir patojen ic¢in 6zgul
primer setinin kullanimi sonucu farkli hedeflerin bir tiip
icerisinde ayni anda amplifikasyonuna dayali multipleks
PCR prensibine dayanmaktadir. LOOXTER/VYOO (Sirs-
Lab, Almanya) ve Septi-Test Blood (Molzyme, Almanya)
sistemleri “microarray” ile hibridizasyon veya agaroz jel
elektroforez ile 6zgiil PCR iriinlerinin sirayla tanimlan-
masini saglayan konvansiyonel multipleks PCR yontem-
leridir. Floresan ve erime egrisi analizi ile Rt-PCR LightC-

40

8. Ulusal Molekiiler ve Tanisal Mikrobiyoloji Kongresi



ycler teknolojisine dayali Septi-Fast (Roche Diagnostics,
Almanya) sistemi ise, bakteri tanimlamasini tiir veya cins
diizeyinde gerceklestirmektedir. Her ti¢ yontem de dogru-
dan kan 6rneginden analiz yapma imkan1 sunmaktadir.

GeneXpert

GeneXPert MDRO Assay (Cepheid, ABD), multipleks
Rt-PCR temelli bir sistemdir. Rektal stirtiintii 6rneklerinde
karbapenemaz tiretimini saptamakta; KPC, NDM ve VIM
karbapenemaz genlerini tespit etmektedir. Ayni sekilde,
Xpert vanA testi rektal stiriintii 6rneklerinde vankomisine
direncli enterokok aragtirmaktadir. Xpert MRSA/SA, Xpert
MRDA/SSTI, Xpert MRSA/BC (Cepheid, ABD) ise burun
tagiyiciligy, pozitif kan kiltiirtinde ve deri yumusak doku
enfeksiyonlarinda MRSA varliginin belirlenmesi i¢in ge-
listirilen yontemlerdir. Xpert MRSA/SA SSTI spa, mecA ve
kromozomdaki attB bolgesi olmak iizere ii¢ bolgeyi cogal-
tir. Test siiresi 50 dakikadir.

GeneOhm StaphSR

Rt-PCR yontemiyle DNA amplifikasyon prensibine
dayali bu yontemde S.aureus suslarina 6zgi bir gen olan
ortX geni ile SCCmec (Staphylococcus cassette chromoso-
me) tasinabilir elemaninin birlestigi bolgeden bir DNA
bolgesi cogaltilir. MRSA saptanmasinda %95 duyarlilik ve
ozgulluge sahiptir.

LightCycler Septi-Fast MGRADE test

Septi-Fast (Roche Diagnostics, Almanya), 10 farkli bak-
teriyi tiir diizeyinde, yedisini cins diizeyinde, yani sira bes
Candida tirt ile Aspergillus fumigatus'u tanimlayan kan-
titatif olmayan Rt-PCR yontemidir. Bu yontem 6zellikle
sepsisten %90 iizerinde sorumlu olan ve kiltiiri yapilabi-
len 25 mikroorganizmay1 tanimlayabilmektedir. Bunlar
arasinda yer alan gram-negatif bakteriler Escherichia
coli, Klebsiella pneumoniae, Klebsiella oxytoca, Serratia
marcescens, Enterobacter cloacae, Enterobacter aerogenes,
Proteus mirabilis, Pseudomonas aeruginosa, Acinetobacter
baumannii ve Stenotrophomonas maltophilia’dir. Kil-
tird yapilamayan veya zor iireyen mikroorganizmalari
tanimlama 6zelligi yoktur. Septi-Fast, 1.5 ml tam kandan
seramik boncuklarla mekanik ekstraksiyon yaparak spin-
kolon temelli niikleik asit saflagtirma yontemi kullan-
maktadir. Bu yontemde, insan DNA’s1 patojen DNA’s1 ile
birlikte izole edilmektedir. Septi-Fast, kan diginda plevral
s1v1 ve periton sivis1 gibi 6rneklerde gram-negatif bakteri-
lere bagli pyojenik enfeksiyonlarin tanisini koymada hizli
ve duyarli bir yontem olarak karsimiza ¢ikmaktadir.

Septi-Fast, istatistiksel olarak anlamli sekilde antibiyo-
tik tedavisi alan hastalarda kan kiiltiir sonucuna gore daha
yuksek pozitiflik gostermektedir. Diger yandan, Septi-
Fast’in saptayamadigl mikroorganizmalarin kiiltiirde sap-
tanmasi da s6z konusu olabilmektedir. Bunun nedeni, kan
kultiriinde ¢ok daha yiiksek kan hacminin kullanimina
bagli izolasyon oraninin artmasi ve Septi-Fast yontemi ile
saptanamayan sepsise neden olan bazi bakteri tiirlerinin
kan kiltira ile tanimlanabilmesidir. Septi-Fast 3-30 cfu/
ml gibi dustk sinir mikroorganizma tanimlama imkani
saglamaktadir. Septi-Fast yontemi 6 saat gibi kisa stirede
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analize olanak saglamakla birlikte, 6rnek naklinden test
sonucuna kadar gecen siire 27 saati bulmaktadir. Buna
ragmen, kan kiltiriine gore daha hizli sonu¢ vermektedir.
Septi-Fast ayrica, kan kiltiirtine gore daha az kontaminas-
yon oranina sahiptir.

SeptiTest

Insan DNA’sinin patojen DNA’s1 ile birlikte izole edil-
mesi PCR i¢in inhibitor etki gostermektedir. MolZym tirii-
nii olan Septi-Test, insan DNA’sin1 ortadan kaldirmak i¢in
DNaz ile muamele etmektedir. Yontem, mikroorganizma
tanisinda 16S ribozomal DNA amplifikasyonu ve dizi
analizi kullanmaktadir. Septi-Test 50 cfu/ml’e kadar kanda
mikroorganizma varligini saptayabilmektedir. Yontemin
bir dezavantaji, hiicre i¢i yerlesimli bakterilerin insan
16kosit DNA’s1 yikim ile kaybi s6z konusudur. Septi-Test,
114 farkl gram-negatif bakteri tiirtini tanimlayabilmek-
tedir. Bunlar arasinda Acinetobacter, E.coli, Enterobacter,
Klebsiella, Pseudomonas, Proteus, Salmonella ve Vibrio
tirleri bulunmaktadir. Test i¢in 6rnegin laboratuvara ula-
simi ile sonug verilmesi arasindaki stire 8-12 saat kadardair.
Sonu¢ verme siiresinin uzun olmas1 ve yanlig pozitiflik
oranlarinin yiiksek olusu hizli tani i¢in klinik yararliligini
distiren ozelliklerdir.

Cepheid Hyplex

Hyplex BloodScreen (BAG, Almanya) hem gram-pozitif
hem gram-negatif paneli ile 10 farkli bakteri tirina ta-
mimlayabilmektedir. Bu yontemde bakteriyel DNA’nin
multipleks PCR ile amplifikasyonunu takiben, ELISA’ya
benzer bir bicimde 6zgiil oligontikleotid problari ile kapl1
mikroplak cukurlarina PCR ftrtninin hibridizasyonu
gerceklesmektedir. Bu yontem, pozitif kan kiiltiirlerinde
uygulanmakta olup test siiresi 3 saat civarindadir. Gram-
negatif panelde E.coli, P.aeruginosa, E.aerogenes, Kleb-
siella spp. bulunmaktadir. Farkli bakteri tirlerinde %
96.6-100 arasinda degisen duyarlilik, % 92.5-100 arasinda
degisen ozgilliik gostermektedir. Hyplex, ayni test teme-
line dayali olarak gelistirilmis, genislemis spektrumlu
beta-laktamaz, metallo-beta-laktamaz, oxa-karbapenemaz
ireten bakterilerin tanimlanmasinda ve Clostridium dif-
ficile tanisinda kullanilan ayr trtin yelpazesine sahiptir.
Hyplex CarbOxalD dogrudan kan kultiiriinde blayy A3,
blayy, s¢ genlerini, HyplexESBL GSBL genlerini
bla bla

blagy a 40,
ve Hyplex SuperBugID blay,,,, IMP wpe. Plagya ag
blayp,,,, genlerini saptamaktadir. Hyplex EnteroResist
ise, tarama kiltiirlerinde enterokoklarda vanA, vanB
genlerini saptamaktadir. Hyplex StaphyloResist, MRSA
tespitini mecA geni tespiti ile yapmaktadir. Test stiresi

4.5-6 saattir.

Curetis Unyvero

Multipleks PCR ve prob hibridizasyon sonrasi memb-
ran tzerine aktarma teknigine dayanmaktadir. Bu yon-
tem solunum yolu o6rneklerine uygulanmakta olup, 17
bakteri ve 22 antibiyotik diren¢ genini saptayabilmekte-
dir. Beta-laktamazlar disinda makrolid diren¢ genlerini,
florokinolon diren¢ mutasyonlarini ve integronlari tespit
edebilmektedir.
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FilmArray

FilmArray (BioFire, ABD), gram-negatif kan kiiltiir
testi olup “nested” multipleks PCR amplifikasyonu tekni-
gine dayanmaktadir. Toplam 27 patojeni ve (¢ antibiyotik
diren¢ genini saptayabilmektedir. Bu yontemle bIaKPC,
vanA ve vanB, mecA direng genleri belirlenebilmektedir.
Yontemin sonug verme siiresi 1 saattir.

“Microarray” yontemleri

Ozgiil hibridizasyon problarinin kat1 bir faza tutturula-
rak isaretli hedef molekiilleri saptamaya yonelik olan kat1
faz hibridizasyon yontemi, ilk kullanildiginda mikroplak
¢ukurlarinda immobilize edilen 6zgil problarin tek bir
parametreyi saptama ve tanimlamasina yonelik olarak
gelistirilmigtir. Daha sonra ¢oklu problarin nitroseliiléz
veya naylon membranlara tutturulmasi ile “macroarray”
yontemleri ortaya c¢ikmistir. “Microarray”lerin 200-300
nm c¢apindan daha kiigiik noktalar halinde hazirlanmasi
ile bakteriyel menenjit, solunum sistemi enfeksiyonu ve
endokardit gibi hastaliklarin tanisinda hizli, duyarli ve
ozgil tan1 imkan1 dogmustur.

LOOXTER/VYOO

SIRS-Lab trini olan LOOXTER/VYOO, insan DNA’s1
ile bakteri DNA’s1 arasindaki metilasyon farki nedeniyle
afinite kromatografi teknigi ile patojen DNA’sin1 yogun-
lagtirarak 16S rDNA amplifikasyonu yapan bir yontemdir.
Yontem, %90 oraninda o6karyotik DNA’y1 uzaklastirma
imkani saglar. Amplifikasyonu takiben uygulanan “mic-
roarray” yontemi PCR sonuclarini okuyarak patojenleri
tir diizeyinde tanimlamaktadir. Test icin kullanilan kan
ornek hacmi 5 ml olan LOOXTER/VYOO, 34 farkli bakteri,
alt1 Candida turini, Aspergillus fumigatus ile bes farkl
antibiyotik diren¢ determinantini tanimlayabilmektedir.
Yontemin tanimladigl gram-negatif bakteriler arasinda
A.baumannii, Bacteriodes fragilis, Burkholderia fragilis,
E.aerogenes, E.cloacae, E.coli, Haemophilus influenzae,
K.oxytoca, K.pneumoniae, Morganella morganii, Neisse-
ria meningitidis, P.mirabilis, P.aeruginosa, S.marcescens,
S.maltophilia, Prevotella buccae, Prevotella intermedia ve
Prevotella melaninogenica bulunmaktadir. Yontem 8 saat
gibi kisa bir stirede sonu¢ verebilmekte ve drnekte 3-30
cfu/ml diizeyinde bulunan patojeni tanimlama duyarlilig
gostermektedir. Bu test ayni zamanda, SHV tipi genisle-
mis spektrumlu beta-laktamazlarl, mecA, vanA ve vanB
genlerini saptayarak antibiyotik direnci hakkinda bilgi
verebilmektedir.

Prove-it Sepsis

Prove-it Sepsis (Mobidiag, Finlandiya), multipleks PCR
ve “microarray” temeline dayali olan yontem 60 bakteri,
13 mantar tiiri ile mecA-vanA/B direng genlerini tanimla-
ma Ozelligine sahiptir. Tanimlamada gram-negatif bakte-
riler arasinda A.baumannii, E.aerogenes, E.cloacae, E.coli,
H.influenzae, Kingella kingae, K.oxytoca, K.pneumoniae,
N.meningitidis, P.mirabilis, Proteus vulgaris, P.aeruginosa,
Salmonella enterica, S.marcescens, S.maltophilia, B.fragilis
ve Campylobacter jejuni yer almaktadir. Klinik olarak siip-
heli sepsis tanisi olan 3318 hastada yapilan bir arastirma-

da, Prove-it Sepsis % 94.7 duyarlilik, % 95.7 6zgullige sahip
bulunmustur. Bu yontem pozitif kan kiiltiir 6rneklerinde
analiz yapma imkani sunmaktadir. Yontemin sonug ver-
me siiresi 3.5 saattir.

Verigene

Verigene (Nanosphere, ABD), PCR amplifikasyonunu
takiben altin nanopartikiil ile konjuge problara hibridi-
zasyon teknigine dayanmaktadir. Yontem 20’den fazla
bakteriyi ve alt1 farkli antibiyotik diren¢ genini saptaya-
bilmektedir. Yontemin sonug verme stiresi 2.5 saattir.

Proteomik temelli teknolojiler

MALDI-TOF MS (Matrix-Associated Laser Desorption
Ionization Time Of Flight Mass Spectrometry), bakterile-
ri proteomik profillerini belirleyerek tanimlamaktadir.
Bunun yani sira, bakteri virtilans faktorleri veya antibi-
yotik direncini de tanimlayabilme ozelligine sahiptir.
Birka¢ dakika icinde izole edilen mikroorganizmanin
tanimlanmas: veya tiplendirmesi gerceklesebilmektedir.
Kiltir sonrasi bakteri tanimlanmasinda %95.4 oranin-
da duyarlilik gostermektedir. Kisitlayici o6zelligi, dog-
rudan klinik orneklere uygulanamamasi ve analiz icin
bakterinin kiltirine ihtiya¢ duyulmasidir. Son derece
pahali olmasi rutin kullanimini engellemektedir. Ancak
kiitle spektrofotometrik teknikler, niikleik asit temelli
yontemler ile birlikte kullanilarak amplikonlarin hizlh
dizi analizi sonucuna ulagilmasini saglayabilmektedir.
MALDI-MS veya ESI-MS (Electrospray Ionization Mass
Spectrophometry) bu amagcla kullanima girmeyi vadeden
yontemlerdir. MALDIBiotyper/Sepsityper (Bruker, Finlan-
diya) benzer sekilde, gram-pozitif bakterilerin yani sira
non-fermentatif bakteriler, Enterobacteriaecae ve diger
gram-negatif bakterilerin tanimlanmasinda kullanilan
yeni, hizli, duyarli ve ekonomik yeni molekiiler rutin ta-
mimlama yontemidir.

Amplifikasyona dayali olmayan niikleik asit temelli
yontemler

Kiltir pozitifligi sonrasinda, bakterinin konvansiyo-
nel fenotipik testlerden daha hizli bir sekilde tanimlan-
masini saglayacak molekiiler yontemlerden biri de peptid
ve/veya niikleik asit problari ile tanisinin konulmasidir.
“Fluorescent-labeled peptide nucleic acid fluorescent in
situ hybridization” (PNA-FISH) (AdvanDx, ABD), DNA’y1
taklit eden floresan ile isaretli peptid niikleik asit mole-
killerinin kullanilmas: ile bakterilerin rRNA genlerini
hedefleyen problardan olugmaktadir. Bu problar klasik
DNA problarina gore daha giiclii hibridizasyon 6zelligi
gostermektedir. Konvansiyonel FISH yontemine benzer
sekilde amplifikasyon basamagini atlayarak mikroorga-
nizmalar1 rRNA genlerini tespit ederek saptayabilmek-
tedir. Gram-negatif bakteriler icin E.coli ve P.aeruginosa
gibi siirli sayida bakteriyi tanimlayan floresan in situ
hibridizasyon temelli yontem, 3 saat gibi kisa siirede test
sonucu verebilmektedir.

Sonug olarak, hizl1 molekiiler tekniklerin rutin bakte-
riyoloji laboratuvarinda kullanimi, bu yontemlerin dog-
rudan klinik 6rnekten bakteriyel patojenin saptanmasina
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yonelik hizli ve duyarl sonug vermeleri nedeniyle, yeni bir
¢agin baglamasina yol agmistir. Ancak, antimikrobiyal di-
renci yansitan bu testlerin sayisi olduk¢a azdir. Ginimiiz
kosullarinda rutin klinik mikrobiyoloji laboratuvarlarinda
mevcut sistemlerin kullanimi, yiiksek maliyetleri, gercek
patojeni tespit edebilme giicliikleri, fenotipik ve genotipik
diren¢ uyumsuzluklari nedenleri ile kisithdir.
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PANEL 5

MIKOLOJIK TANI VE TANIMLAMADA GUNCEL YAKLASIMLAR

DNA BARKODLAMA

Prof. Dr. Gagri ERGIN

Pamukkale Universitesi Tip Fakiiltesi, Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali, Denizli

nolojiye bagh olarak daha kolay, daha hizli ve daha

ucuz veri elde edilebilmektedir. Bilgisayarlarin kar-
magik veri analizlerinde kullanimi ile sistematigi sagla-
namayan biyolojik problemler ve saglik ile ilgili konular
aragtirilmaktadir. Bu konudaki en belirgin 6rneklerden
birisi, ekosistem ve biyolojik cesitlilik géz oniine alindi-
ginda DNA barkodlamadar.

Cogunlugu bakteri, arkea ve tek hiicreli 6karyot olan
mikrobiyal dinyanin %99’unun cesitliligi hakkinda ye-
terince bilgimiz bulunmamaktadir. Klasik yontemler ile
tirler arasindaki farkliliklarin ortaya konmas: imkansiz
iken, DNA genomunu temel alarak analiz yapan yontem-
ler, 6zellikle de DNA dizi verilerini iceren barkodlama ile
hiz kazanmigtir. Mikrobiyolojik incelemelerde tiirler ara-
sindaki iligkinin ortaya konmasinda karsilagilan zorluklar
yeni uygulamaya giren yontemler ile (metagenomiks, me-
tatranskriptomiks, metametabolomiks, metaproteomiks
ve tek hiicre sekanslama-barkod) ile agilmaya baglanmigtir.
DNA barkodlama ile yapilan mikrobiyolojik arastirmalar
son 10 yil icinde hizla artmigtir. Mikrobiyolojide DNA
barkodlama diger yontemlere gore daha maliyet-etkin ve
yeni aragtirmalara daha agiktir.

S on yillarda biyolojik bilimlerde hizl ilerleyen tek-

Genetik cesitlilik cinsler arasinda degiskendir. Mik-
roorganizmalarin belirlenmis kisa DNA dizileri (bunlar
genellikle bir gene 0zgiildiir) mikrobun barkodu olarak
kullanilir. Bu gen, hayvanlar i¢in COI geni (mitokondriyal
sitokrom c alt-tinite 1, yaklagik 650 baz¢ifti uzunlugunda)
iken bitkilerdeki plastid belirleyici genlerdir. Teorik olarak
400-800 bazcifti (b¢) uzunlugundaki standardize edilmis
DNA dizisi, diinyadaki tiim canlilarin tanimlanmasina ye-
terlidir. Bununla birlikte, genel olarak DNA barkodlamada
ana hedef alinan yapinin genellikle tek bir mitokondriyal
DNA gen bolgesi olmasi, gen transferleri, tamamlanmayan
gen dizilimleri, gen se¢imi, psddogenler, dublikasyon ve
delesyonlar gibi farklilagmaya neden olan degisimlerin
sik gorilmesi ile 6nemli bir sorun olusturmaktadir. Bi-
yolojik degiskenligin ¢ok oldugu canlilar aleminde hentiz
veri tabani olusturma calismalar1 devam etmektedir. Bu
sorunlarin bilinmesine ragmen aragtirmalar bu teknikte
hizla ilerlemis, analitik ve istatistiksel yontemler ile bu
sorunlar asilmaya calisilmigtir. Sonu¢ olarak uluslararasi
konsorsiyumlarda kabul edilen barkodlar olusturulmaya
baglanmistir. Tek bir gen tizerinde yer alan degismeyen
ve tekrarlayan bolgelerin molekiiler tanimlamada siklikla
kullanilmasi intraspesifik varyasyonlardan, interspesifik
farkliliklari ayirmada yetersiz kalabilmektedir. COI bolge-
sinin 50 ucundan baglayan bolge bircok canlida farkl pri-
merler ile c¢ogaltilabildiginden barkod uygulamalarinda

hedef sec¢ilmistir. Ancak, tiir seviyesinde belirgin genetik
ve varyasyon seviyesine sahip olan, tniversal primerler
gelistirmeye uygun korunmus ug¢ bolgeleri bulunan ve eks-
traksiyon ile PCR sirasinda sorun olusturmayacak kadar
kisa dizi uzunluguna sahip bolgeler de hedef secilebilir.

DNA barkodlamanin efektif kullanimi, kullanilan y6n-
tem ve eslestirilen veritabani temellerine baghdir. Elde
edilen verilerin analizinde farkli yontemler kullanilmakla
birlikte (NJ-bazli, uzaklik-bazli, eslestirme, vb) heniiz tiir-
lerin ic¢indeki tanimlamalarin veritabani ile eglestirileme-
mesi sorunu bulunmaktadir. Veritabaninin yetersizligi,
algoritmada ideal esik seviyesinin saptanamamasi ile ge-
leneksel ve yeni yontemler arasinda taksonomik birlikte-
ligin bulunmadigl durumlar DNA barkodlamanin bugiin
icin ana sorunlaridir. Genel olarak algoritmalar GenBank
ve BOLD (Barcode of Life Database) veritabanlarini kul-
lanmaktadar.

DNA, son iki dekat i¢inde bakteriyolojik taksonomide
kullanilmaktadir. Morfoloji, genom veya DNA temelli ¢a-
Ligmalar genetik ve ekolojik degiskenligin anlagilmasinda
onemli katkilar saglamistir. DNA-DNA hibridizasyonu
bakteri tanimlamada, genoma yonelik teknikler ise yeni
tirlerin tamimlanmasinda kullanilmistir. Ancak bakteri-
yel filogeni ve taksonomi arastirmalarina 16S rRNA geni
tamimlamada daha 6n plandadir. Bu gen hemen hemen
tim bakterilerde bulunur. Ayni zamanda bu genin fonk-
siyonu genellikle degisken degildir ve gen informatik ca-
ligmalara yetecek kadar (1500 b¢) uzundur. Saperonin-60
(GroEL, Hsp60) ve rpoB genleri de bakteriyal barkod olabi-
lecek diger yapilardir. Tir seviyesinde ITS1, ITS2, 18S RNA
ve 285 RNA gibi molekiiler belirleyicilerin de barkodla-
mada kullanilabilecegi bildirilmistir. Bakteriyel ortamda
biyocesitlenmenin yagamin siirekliliginin geregi olmasi
nedeniyle, cesitlilik bulundurmayan genlerin saptanmasi
zordur. COI temelli bakteriyel DNA barkodlamada 20’den
fazla patojen icin barkodlama yapilabilmistir. Aymi za-
manda antimikrobiyal tedaviyi yonlendirecek barkod ge-
ligtirilmesi yontinde de aragtirmalar bulunmaktadir.

Viruslarda molekiiler ¢esitlili§in ve dinamizmin dogal
bir siire¢ olmasi, barkod arastirmalarini zorlastirmakta-
dir. Caligmalar 6zellikle insan patojeni viruslar tizerine
yogunlagmigsa da, bugiin i¢in 6zgiil bir belirleyici bolge
saptanmamustir. Insan enterovirusu, hayvanlarda ekono-
mik 6neme sahip mavidil virusu ve avian influenza virusu
biyolojik diger belirteclerle birlikte (biobarkod amplifikas-
yonu, floresans DNA barkod immiin 6l¢iim, vb) tanimlan-
maya ¢aligilmaktadir.

Mikolojik etkenlerin tiir esasinda tanimlanmasinda
DNA barkodlamada COI (grup 1 intron iceren bolgesi),
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SSU rRNA, ITS dizileri (ribozomal sistron i¢inde), LSU (28S
LSU rDNA gibi), rRNA, ribozomal polimeraz 1 (RPB1) ve
RPB2 ve RuBisCO geni kullanimi onerilmigtir. Patojen
mantarlarin cesitliligini, ekolojik rollerini ve cografi dagi-
limini anlayabilmek icin DNA barkodlama ¢aligmalarinin
¢ok onemli oldugu dustinilmektedir.

Protozoonlar i¢cinde amipler gibi basit morfolojik 6zel-
liklerin bulunmasi ve buna bagh tanimlamalarda takso-
nomik cesitlilige gidilememesi 6nemli bir sorun olarak
bulunurken, DNA barkodlamanin bu sorunu ¢dzmede
yardimci olabilecegi diistiniilmiistiir. COL 18S rRNA, 28S
rRNA ve ITS genleri bugiin i¢in barkodlamada kullanilabi-
lecegi duistintilen genlerdir.

DNA barkodlamanin kisa siire i¢cinde hizla ilerlemesi-
ne ragmen, asagida belirtilen bazi kisithliklar: da bulun-
maktadir:

1. Barkod belirleyici olarak secilen dizi bolgeleri, tiirler
arasinda veya cins icinde tanimlama esnasinda ortiigen
(overlap) veri bolgelerine sahip olabilmektedir.

2. Uygun DNA belirleyici bolgenin se¢imi ve karsilagtiri-
lacag veritabani karmasiktir; ayni tir icin farkli DNA
belirleyiciler tanimlanmaktadir. Hangi bolgenin bar-
kod olarak uygun olduguna karar verilememektedir.

3. Morfolojik tanimlama sorunlar1 nedeniyle tiir olarak
ayni gruba dahil edilen bazi mikroorganizmalar ha-
yat dongtileri esnasinda farkhiliklar gostermektedir.
Cevresel veya flora gibi karisim halinde bulunmalar:
durumunda siniflandirilamamaktadir. Bu durumlarda
incelenen mikroorganizma tiir i¢inde siniflandirilabi-
lirken barkod ile karsiligina karar verilememistir.

4-7 Haziran 2014, Swissotel, Ankara

Sonu¢ olarak DNA barkodlama, taksonomik ¢aligma-
larda, popiilasyon genetiginde, filogenetikte ve veri analizi
ile teorik yontemlerin birlesimine dayali uygulamali geli-
simini iceren “computational” biyoloji i¢in kullanilabile-
cektir. Bilimsel toplantilarda karsit gorislerin varlig ile
birlikte barkodlama ¢aligmalarinin devam etmesi gerekti-
gine dair yaklagimlar 6ne cikmaktadair.
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lojik maligniteli hastalar olmak tizere kok hiicre

ve solid organ transplantasyonu yapilan hastalarda
artan siklikla karsilagilan, yiiksek mortalite ve morbidite
oranlari ile seyreden bir klinik tablodur. Ginimiizde
IME’nin erken ve dogru tamisi icin iizerinde calismala-
rin en yogun olarak siirdigii yontemler, galaktomannan
(GM) antijen testi ve 1,3 3-D glukan (BDG) testleridir. GM,
Aspergillusun hticre duvarina 6zgii bir polisakkariddir.
Yapisy, alfa-mannoz rezidiilerinden olusan bir temel zin-
cir ve kisa [3(1,5)-galaktofuranoz rezidilerinden olugan
yan zincirlerden olusmaktadir. Aspergillus enfeksiyonlar1
nétropenik hastalarda invazif seyreder. Ozellikle damarsal
yapilara kars1 afinitesi vardir ve cevre damarlari invaze
etmesiyle birlikte tiredigi ortama GM antijeni salinir. GM
antijeni saptanmasinda ilk yillarda lateks agliitiinasyon
testi kullanilmis, fakat distik duyarlilify nedeniyle ilerle-
yen yillarda yerini tamamen enzim temelli immiinolojik
yontemlere (ELISA) birakmistir. BDG ise Mucorales ve
Cryptococcus neoformans digindaki bir¢ok patojenik maya
ve filamentoz mantarlarin hiicre duvarinda yer almakta-
dir. BDG saptanmasinda kullanilan g ticari kit; Fungitell
(Associates of Cape Cod Inc., ABD), FungiTec G (Seikagaku
Kogyo Corporation, Tokyo) ve tirbimetrik test Wako-

o .
I nvazif mantar enfeksiyonlar1 (IME), basta hemato-

WB003 (Waco Pure Chemical Industries, Osaka) olup, bun-
larin test prensibi birbirine benzerdir. Testlerin timiinin
yaygin 6zelligi BDG’nin ‘horseshoe crab’ (atnali yengeci)
hemolenfinden kaynaklanan amebositlerde koagiilasyon
kaskadini aktive etme yetenegidir. ‘Horseshoe crab’ lizat
ilk kez limulus testi kullanilarak endotoksin saptamak
icin kullanilmig ve ‘horseshoe crab’in bir tipi Limulus
polyphemus olarak adlandirilmigtir. Endotoksin, faktor
C olarak adlandirilan bir serin proteaz zimojen yoluyla
koagiilasyon kaskadini eyleme gecirir. Sonradan BDG
ikinci bir serin proteaz enzimi olan faktor G aracilifiyla
faktor Cden bagimsiz olarak koagiilasyon kaskadini aktive
eder. Testlerin farklilig1 biiylik oranda kullanilan at nah
yengecindeki farkhiliktir. Bat1 diinyasinda yaygin olarak
kullanilan test Fungitell testidir. GM ve BDG testlerinin
temel ozellikleri tabloda 6zetlenmistir.

GM testinin ftretici firma Onerileri incelendiginde
testin serum, brong lavaji ve bronkoalveolar lavaj (BAL) s1-
vilarinda yapilmas: 6nerilirken, bircok merkezde GM tes-
tinin plazma 6rneklerinden yapildig: dikkat cekmektedir.
Testin serum ve plazmadaki performansini karsilagtiran
¢aligma sayisi ¢ok azdir. Santral sinir sistemi aspergillozu
olgularinda beyin omurilik sivisi (BOSynda GM antijen

Tablo. Galaktomannan ve 1,3-beta-D-glukan testlerinin temel ozellikleri

Galaktomanan

(1,3)-B-D-glukan

Tani kapsami Aspergillus? Panfungal®

Yontem Sandvig ELISA Kalorimetrik
Lateks agliitinasyon

Ticari kit Bio-Rad (Fransa) Fungitell (ABD)

Pastorex Aspergillus (Fransa)

Fungitec-G MK (Japonya)
Wako (Japonya)
Maruha (Japonya)

Sinir deger (serum) 0.5-1.5 indeks Fungitell 80 pg/mL
BAL 0.5-1 indeks Digerleri 11-20 pg/mL
Erken tani 5-8 giin 3-10 giin
Serum, plazma

* Duyarlilik (D) %29-100 %47-98

« Ozgiilliik (0) %20-100 %86-98
BAL (D,0) %56-100, %76-100 ?
Uygulama siiresi Ayni giin Ayni giin
Tedavi izleminde kullanilabilme + 0

Maliyet

+

++

PMucorales ve C.neoformans harig

aPenicillium, Histoplasma capsulatum ve Fusariuma bagl pozitif sonuglara dikkat edilmeli
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testi ile basarili sonuglar bildirilmistir. Idrar 6rnekleri
gorece olarak daha ytiksek oranda yalanci pozitif sonug
vermesi nedeniyle klinik kullanimda tercih edilmemistir.

BDG (Fungitell) icin tiretici 6nerisi serum Ornegidir.
Son yillarda BAL sivisi, periton mayii ve BOS’da gerek
invazif aspergilloz gerekse invazif kandidiyaz tanisinda
etkin olduguna dair olgu o6rnekleri veya olgu serileri ya-
yimlanmistir. Bu sunumada testlerin farkl klinik érnekler-
de IME tanisindaki etkinligi tartigilacaktir.
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MALDI-TOF Yontemi ile Mantarlarin Cins ve Tiir
Diizeyinde Tanimlanmasi

Firsatc1 patojenlere bagl invazif fungal enfeksiyonlar
O6nemli morbidite ve mortalite nedenleridir. Son yillarda
fungal enfeksiyonlardaki artig, genis spektrumlu anti-
bakteriyel ajanlarin yaygin kullanimina, yogun bakim
hastalarinin uzun siire hastanede kalmalarina ve bagi-
siklik sistemi baskilanmig kisilerin sayilarinin artmasi
ile baglantilidir. Ticari mikolojik tanimlamalarin bazi
dezavantajlar1 bulunmaktadir. Mantarlarin dogru tanim-
lanmas1 makroskopik ve mikroskopik olmak iizere yapisal
ozelliklerine dayanarak siklikla yavas, zaman zaman ¢ok
fazla giivenilirligi olmayan ve ciddi deneyim gerektiren
yontemlerdir. Ayrica, ticari bazi biyokimyasal test sistem-
leri siklikla izole edilen mayalarin kesin tanisini koya-
bilmekte, ancak nadir rastlanan tiirlerin tanisinda sorun
yasanmakta; tan1 konamamakta ya da yanlhis tanimlama
yapilabilmektedir.

Dikkat edilecek bir diger konu da bu testler i¢in 6rnek-
lerin 1-3 giin siire ile inkiibe edilmesi gerektigidir. Biyo-
kimyasal tanimlama yontemlerinin uyumsuzluklarinin
iistesinden gelebilmek amaciyla niikleik asit bazli testler
gelistirilmigtir. Bu testlerde rRNA genleri veya “internal
transcribed spacer” (ITS) bolgesi gibi hedef bir geni ¢ogal-
tip dizileme islemi yapilir. Bazi tiirler yalnizca DNA dizi
analizi ile tanimlanabilmekte, yapisal olarak birbirlerin-
den ayird edilememektedir. Bu nedenle multilokus DNA
dizi incelemesi, bu mikroorganizmalarin kesin olarak
tanimlanmasinda 6nerilen bir yaklagimi simgelemektedir.
Bununla birlikte, filamentoz yapili mantarlarda DNA dizi
analizine dayali tanimlamalar asagida belirtilen paramet-
reler ile kisithdir:

e Kiif hiicrelerinin erimeleri zor oldugu i¢in DNA saflag-
tirma isleminin diistk diizeyde olmasi,

o PCR inhibitorlerinin varligi,

e DNA dizi veritabanlarinda tanimlanmamis dizilerin
varligy,

e Dizi analizi i¢in gereken maliyet ve zaman yetersizligi.

Yalnizca bazi klinik laboratuvarlar mikroorganizma
tanimlamalarinda rutin olarak dogrudan maliyet ve uy-
gulama sartlarinin uygunlugunu gerektiren molekiiler bir
yol izlemektedirler. Biyokimyasal ve genom-bazli tani ge-
malarina alternatif olarak, kiitle spektrumunun proteomik
olarak incelemesi bir¢ok mikroorganizmanin tiir tanim-
lamasinda kullanilabilir. Son zamanlarda klinik mikrobi-
yolojide “Matrix-assisted laser desorption ionization-time
of flight mass spectrometry” (MALDI-TOF) yontemi ile
mikroorganizma tanimlamalari biyiik 6nem kazanmaigtir.
MALDI-TOF MS gram-pozitif ve gram-negatif bakteriler,

mikobakteriler, kiif ve maya tiirlerinin tanimlanmasinda
hizli ve kesin tani saglayan bir yontem olarak karsimiza
¢ikmaktadir. Bu yontem, kullanimi kolay, hizli, maliyet-
etkin ve hergiin uygulanabilen bir yontemdir. Tekrarla-
nabilen, tiire-6zgii spektrum kaliplarini icermektedir. Bu
yontem basta ribosomal proteinler olmak tizere mikroor-
ganizma igerigini incelemek ve mikroorganizmanin par-
mak izi olarak anilan bir spektrum olusturmak amaciyla
kullanilmaktadir. MALDI-TOF MS yontemi ile bir mik-
roorganizmanin tanimlanmasi bu mikroorganizmaya ait
spektrumun spektra referans kitiiphanesindeki verilerle
karsilagtirilarak ve karsiliginin bulunarak tanimlanmasi
esasina dayanmaktadir. Mikoloji alaninda MALDI-TOF
MS deneyimleri ¢cok fazla olmamakla birlikte, yapilan bazi
caligmalarda 6zellikle de agar plaklarinda tireyen mantar
kolonilerinin tanimlanmasinda bakteri tanimlanmasina
benzer bir yarar saglayabilecegi gosterilmistir. Mikrobiyal
tanimlama amaglar i¢in bir referans kiitiphane kurulma-
s1 sirasinda bircok aragtirmaci bir 6rnegin bircok sayida
calisilmig bireysel spektralarini iceren ve zaman zaman
“metaspektra” zaman zaman da “siiperspektra” olarak ad-
landirilan referans kiitle spektras: kullanmistir.

Klinik 6rneklerle yapilan bazi ¢aligmalarda, maya ve
kuf klinik 6rnekleri MALDI-TOF MS ve ticari yontemlerle
incelenerek karsilastirilmis, tiir ya da cinsler arasinda ta-
mimlamada farkliliklar yasandiginda varyasyonlari ayrin-
til1 gésterebilen ITS-2 dizi analizi ¢aligilmigtir. Bu ¢aligma-
larda ticari maya tanimlama yoéntemleri ile MALDI-TOF
MS arasindaki korelasyon oldukg¢a ytiksek bulunmustur
(%100 cins ve % 99.2 tiir diizeyinde). Bulunan az sayida
farklilik ITS-2 dizi analizi ¢aligilarak kontrol edilmis ve
MALDI-TOF tanimlamasini dogrulamistir. Kiiflerdeki ko-
relasyon mayalardaki kadar bagarili degildir. Yapilan bir
caligmada izolatlarin %68.7’si cins diizeyinde, %40.6’s1 ise
tiir diizeyinde korelasyon gostermistir. Bu nedenle, fungal
tanmimlamada konvensiyonel yontemler ile MALDI-TOF
MS arasindaki korelasyon, biitiiniiyle degerlendirildiginde
tir diizeyinde %87, cins diizeyinde de %93.5 olarak sap-
tanmigtir. MALDI-TOF yontemi ile mantar tanimlamalari,
kisa siirede sonuclanmakta, 6zellikle mayalarda yiiksek
glivenilirlik saglamakta, ayrica hem biyokimyasal tanim-
lama sistemlerine hem de Sabouraud agar gibi ¢ok sik kul-
lanilan besiyerlerine gore oldukc¢a pahali olan kromojenik
agar besiyerlerine gereksinim gostermemektedir.

Maya Tiirlerinde MALDI-TOF Yoéntemi ile Yapilan
Tamimlama Caligmalari

Candida tiirleri hastane ile iligkili dolagim yolu enfek-
siyonlarinin dérdiincii en sik nedenidir ve Cryptococcus

48

8. Ulusal Molekiiler ve Tanisal Mikrobiyoloji Kongresi



neoformans da HIV ile enfekte hastalarin mantarla ilig-
kili en sik 6lim nedenidir. Candida albicans hala tim
Candida-iligkili dolasim yolu enfeksiyonlarinin yarisin-
dan fazlasimi olusturmakla birlikte C. albicans dis1 Can-
dida, Rhodotorula, Trichosporon ve Malassezia tiirlerinin
sayilarinda artig saptanmaktadir. Amfoterisin B ile sagal-
tim bu organizmalar icin uygun, digerleri icin yetersiz
olabilmektedir. Bircok Candida ttru flukonazole duyarh
olmakla birlikte, C.glabrata, C.krusei, Rhodotorula spp. ve
baz1 Trichosporon tiirleri gibi daha direncli organizmalar:
ayirdetmek onemlidir. Ayrica, Rhodotorula tiirlerinin
vorikonazole dogal bir direnci bulunmaktadir ve Tric-
hosporon, Cryptococcus ve Rhodotorula ekinokandinlere
intrinsik olarak direnclidir. Bu organizmalarin yalnizca
tedavileri degil, laboratuvarda kullanilan standart tanim-
lama yontemleri de bazi zorluklar gostermektedir.

MALDI-TOF MS ile yapilan caligmalarda, 12 farkl
tiirde maya tanimlamalarinda herhangi bir biiytik hata
olmaksizin %85 oraninda dogruluk oldugu gosterilmistir.
Uygun spektra elde edilebilmesi i¢in, inceleme 6ncesin-
de bir saflagtirma yontemi kullaniminin gerekli oldugu
saptanmigtir. Toplam 10-40 dakika igerisinde mayalarin
biytik bir ¢cogunluguna bu yoéntem ile hizli, giivenilir,
maliyet-etkin tani konulabilmektedir. C.albicans ile C.
dubliniensis; C.guilliermondii ile C. kefyr; C.metapsilosis,
C.orthopsilosis ile C.parapsilosis gibi birbirine ¢ok yakin
olan tirlerin ayirimi yapilabilmektedir. Artrokonidiyal
maya tanimlamalarinda da MALDI-TOF MS yo6ntemi
%98 oraninda basarili olmustur. Yapilan bir ¢aligmada
askomicetdz (n=72; Galactomyces, Geotrichum, Saproc-
haete ve Magnusiomyces spp.) ve basidomicetdéz mayalar
(n=147; Trichosporon ve Guehomyces spp.) tiir diizeyinde
saptanmigtir. Suslarin ¢cogu iyi skor ile (>2) okunmustur.
MALDI-TOF MS ile yapilan karsilastirma ¢aligmalar: ticari
sistem tanimlamalar: ile karsilastirildiginda basarili bu-
lunmustur. Genigletilmisg veritabani olan MS cihazlarinda
tanimlama orani %100’e kadar ¢ikabilmistir.

Kiif Tiirlerinde MALDI-TOF Yontemi ile Yapilan
Tanimlama Caligmalari

Kiifler, ozellikle de Aspergillus tirleri, yukarida be-
lirtilen risk grubunda daha sik rastlanir hale gelmistir.
Kiiflerin klinik laboratuvarda tanimlanmalari kolonilerin
mantar besiyerlerinde makroskopik ve mikroskopik ince-
lenmesi esasina dayanmaktadir. Cok deneyimli mikolog-
larin varligina gereksinim gosteren yavas ve kompleks bir
isleyistir; deneyimli referans laboratuvarlarinda bile yan-
Iis tamimlamalar olabilmektedir. T.rubrum gibi Trychoph-
yton cinsi icerisinde yer alan bazi tiirlerde MALDI-TOF
MS tiim izolatlar1 cins diizeyinde tanimlayabilmektedir.
Bununla birlikte, T.tonsurans gibi ayni cins icerisinde bu-
lunan diger tiirlerin protein profilleri ¢ok zayif olarak sap-
tanabilmektedir ve bu nedenle tanimlama sonuglar1 ¢ok
diisiik skorlar gostermektedir. Bu da cins diizeyinde bile
giivenilir sonugclar elde edilmesini engelleyebilmektedir.
T.rubrum ile yapilan ¢aligmalar daha iyi sonuglar vermek-
le birlikte T.tonsurans ile yapilan ¢aligmalarda kiyaslama
yapmak daha zor olmustur. Ayni cins icerisinde bile olsa
bu heterojenite, kiiflerin karmasik protein profilleri ile
iligkilidir. Bu nedenle, tiim bu olasiliklar1 sunabilen daha
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genis veritabanlar: iceren sistemler, biytik bir olasilikla
tanimlamanin etkinligini artiracaktir. Daha iyi sonug elde
edebilmek icin ayrica, kullanilan saflagtirma yontemle-
rinin daha etkin hale getirilmesi ve optimize edilmesi
gerekmektedir. Bununla birlikte, eger tanimlama skoru
cins ya da tir diizeyinde 1.7’nin tizerinde ise, tim olgu-
larda tanimlama dogru olarak kabul edilmektedir. Ayrica,
MALDI-TOF MS yonteminin bir bagka avantaji da plak
tizerinde koloniler gortiniir hale gelir gelmez tanimlama
agisindan uygun olmasidir. Oysa ticari yontemler icin
yapisal karakteristiklere ulagmis olgun koloniler kullanil-
mas1 gerekmektedir; bu da dogal olarak tanimlama icin
gereken stireyi uzatmaktadir. Yapilan bazi ¢aligmalarda,
MS’in klinik 6rneklerde Fusarium tiirleri ve dermatofitler
gibi bazi filament6z mantarlarin tanimlanmasinda kulla-
nilabilecegi gosterilmistir. Aspergillus ve Pseudallescheria/
Scedosporium; endustri alaninda daha anlaml olan Pe-
nicillium, Verticillium ve Trichoderma turleri ve bir¢cok
filamentoz fungal kontaminantlar klinik laboratuvarlarda
siklikla izole edilmektedir. Filament6z mantarlarin yapi-
sal fenotiplerinin heterojen olmasi tanimlama iglemleri-
ni etkilemektedir. Yapilan bazi ¢alismalarda filamentoz
mantarlarin MALDI-TOF MS zeminli tanimlama yéntemi
etkinliginin hem referans metaspektra (RMS) hem de her
bir RMS’i olusturmak icin kullanilan ¢aligma sayisinin
artirilarak cogaltilabilecegi distintilmiis ve farkli referans
spektra kiitiiphane yapilarinin etkinliginin test edilmesi
hedeflenmistir. Caligmalar sonucunda, a) teknik olarak
yapilan tekrar caligmalarinin, yani; RMS olugturmak icin
bir kiltirden elde edilip incelenen spotlarin; b) biyolojik
tekrar sayilarinin, yani; her bir sus i¢in alinan farkli pasaj
kultirlerinden elde edilen RMS sayilarinin ve c) kiitiipha-
neyi olusturmak i¢in kullanilan bir tirin farkh sus sayi-
larinin ytiksek olmasinin tanimlama iizerinde olumlu et-
kileri oldugu gozlenmistir. Bu bulgular gézontine alinarak
klinik laboratuvarlar i¢in daha etkili bir RMS kiitiiphanesi
olusturulabilir. MALDI-TOF MS tanimlama sisteminin
standardize hale getirilip klinikle iligkili kif 6rneklerinin
saptanmasinda kullanimi ile bu alanda ilerlemeler kay-
dedilebilir; fenotipik yontemlerle tanimlanmasi gii¢ olan
Orneklerin daha kolay ve kesin tanimlanmasi saglanabilir.

MALDI-TOF Yontemi ile Antifungal Direncin
Saptanmasi

MALDI-TOF MS yontemi kullanilarak yapilan protein
profil incelemeleri, baz1 tir/ila¢ kombinasyonlar1 agisin-
dan yeni bir yontem olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Maya
kokenlerinin hizli tanimlanmas: bazi maya kokenlerinin
tahmin edilebilir diren¢ profillerine dayanarak ampirik
antifungal tedavi se¢ilmesine yardimai olabilir. Bununla
birlikte, degisken duyarlilik kaliplarina sahip olan koken-
ler i¢in, antifungal duyarlilik testi kesin bir sonug elde
edilebilmesi i¢cin mutlaka yapilmalidir. Su anda gegerli
olan CLSI ve EUCAST rehberi MiK olusturabilmek icin
“s1ivi mikrodiliisyon yontemi” (BMD) kullanimini 6ner-
mektedir. Bu yontem siklikla kullanilmaktadir, ancak so-
nuglar, mantar tiremelerinin gozlenmesine dayandig i¢in
subjektif olabilir ve ayrica sonuclarin verilebilmesi i¢cin en
az 24-72 saate gereksinim gosterebilir.
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Azol ve Ekinokandin Direnci

Flukonazoliin de i¢inde bulundugu azol sinifi ilaglara
direng, hedef [11 ergosterol (ERG11) biyosentezi] degi-
sikligi ya da disa atim pompa mekanizmasi ile gercekles-
mektedir. Genel olarak ¢ok ilaca diren¢ (MDR) pompa
ekspresyonunda bir artis flukonazol direncine 6zgii olarak
saptanmaktadir. Oysa Candida ila¢ direnci (CDR) pompa-
lar1 ekspresyonunda bir artig veya EGR11 hedefinde bir
degisiklik genis capta bir dirence igsaret etmektedir. Benzer
sekilde ekinokandinlere diren¢ de bu sinif ila¢larin hedefi
olan 1,3 D-glukan sentaz1 kodlayan genlerdeki mutasyon-
larla gelismektedir. MALDI-TOF MS yontemi, proteinlerin
spektral profillerinin incelenmesine dayandig: i¢in, belirli
proteinlerin ekspresyonundaki farkliliklar zaman zaman
ham verilerin goz ile dikkatli incelenmesi, bilgisayarli
hale getirilmis algoritmalar veya gercek jel incelemesi ile
saptanabilir. Bu yontemin etkili olabilmesi i¢in, protein
ekspresyonundaki farkliligin dramatik olmasi gerekmek-
tedir veya protein modifikasyonu durumunda, protein ¢ok
fazla olmali ve her bir hiicrede eksprese edilen “arkaplan”
proteinlerinden ayirt edilebilmelidir.

Kaspofungin Direnci

Kaspofunginin artan konsantrasyonlarina karsi gelisen
yanitta MALDI-TOF MS‘in C.albicans, C.glabrata, C.krusei
ve C.parapsilosis protein profillerindeki farkliliklari sapta-
maktaki basarisi degerlendirilmis ve MALDI-TOF ydntemi
ve CLSIin 6nerdigi sivi mikrodiliisyon -BMD yoéntemleri
arasinda %94 uyum oldugu gosterilmistir. Bu ¢aligmalar
MALDI-TOF MSin mayalarin antifungal duyarhilik test-
lerinde kullaniminin standart sivi mikrodiliisyon-BMD
yontemine alternatif olabilecegini diisindirmektedir. En
Onemli avantajlar1 arasinda sivi mikrodiliisyon ydntemi
sonuclarinin degerlendirilmesindeki subjektiviteden kur-
tulmak ve gecerli sonuglarin elde edilmesi i¢in gereken
inkiibasyon siiresinin en az 15 saat (15-24) azalmasidir.
Bununla birlikte, bu yontemin etkinlik ve tekrarlanabi-
lirligini degerlendirebilmek icin ¢ok fazla érnegi ve farkla
maya tiirleri ile degisik antifungalleri de iceren ek ¢aligma-
lar yapilmalidir.

Standart protokollerle kiyaslandiginda MALDI proto-
kolii, ortalama 1.45 giin daha erken tanimlama saglamak-
tadir (p<0.001). Antifungal duyarlilik testleri ic¢in ticari
CLSI veya EUCAST zeminli yontemlerle kiyaslandiginda,
rutin laboratuvarda klinik kokenlerden elde edilen mik-
roorganizmalarin tanimlanmalari icin MALDI-TOF MS’in
kullanildigy laboratuvarlar icin kesinlikle maliyet-etkin
oldugu saptanmaistir.

Ozet olarak, mantar tiirlerinin tanimlanmasi ve an-
tifungal duyarlilik testlerinin MALDI-TOF MS zeminli
teknoloji ile caligilmasinin giivenilir ve tekrarlanabilir
oldugu gosterilmigtir.
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rumlarda veya tedaviye yaniti belirlemede kulla-

nilabilecek, objektif o6zelliklerdir. Biyobelirtecler,
Klinik 6rnekte olctilebilen statik bir deger olabildigi gibi,
bir siire¢ veya uyarinin degerlendirildigi dinamik 6l¢tim-
ler de olabilir. Giiniimiizde malign, kronik inflamatuvar
ve enfeksiydz hastaliklarin tanisinda kullanilanilabilecek
biyobelirtecler belirlenmeye c¢aligilmaktadir. Biyobelirtec-
ler, hastalik tanisinin yani sira hastaligin seyrini ve tedavi
yanitini da belirlemede kullanilabilir.

B iyobelirtecler, biyolojik siireclerde, patolojik du-

Tuberkiilozda, hastaligin tanisi, aktif tiberkiiloz te-
davisinin izlenmesi, latent tiiberkiiloz reaktivasyonu ve
as1 ile gelisen immiin yanit1 belirlemek amaciyla ¢ok
sayida caligma yapilmakta ve biyobelirtecler tanimlan-
maya caligilmaktadir. Giniimiizde tiiberkiiloz tanisinda
kullanilan mikroskobik incelemede aside direncli basilin
goriilmesi, yaygin olarak kullanilan bir biyobelirtectir, an-
cak duyarlilig1 yiiksek degildir. Tiiberkiiloz tani ve tedavi
takibinde kullanilmak iizere balgam, serum, idrar, nefes
gibi 6rnekler kullanilarak ¢ok sayida ¢aligma yapilmakta
ve biyobelirtecler tanimlanmaya caligilmaktadir. Biyobe-
lirte¢ olarak ¢aligmaya alinan ve aday olabilecek baslica
molekiiller, bakteriye ait ve konagin immiin yanitinda etki
gosteren molekiiller olarak ikiye ayrilabilir (1-5).

Mycobacterium tuberculosis antijenleri 6ncelikle aras-
tirilan biyobelirte¢ adaylar1 olmustur (6). M.tuberculosis
Ag85 kompleks en ¢ok arastirilan antijenlerden biridir.
Ag85 kompleksi, 30-32 kDa agirliginda ti¢ proteinden
olugmaktadir. Bu kompleks, mikobakteri hiicre duvarinda
yer alan trehaloz dimikolatin sentezinde rol oynar. Ag85
proteinleri sekrete edildiklerinden mikobakteri hiicre du-
var1 disinda, fagozomda, kanda, balgamda bulunabilir.
Yapilan caligmalarda izoniazidin Ag85 kompleks ekp-
sresyonunu indiikledigi gosterilmistir. izoniazid tedavisi
verilen Kkisilerde, balgamda, 14. giindeki Ag85 kompleks
yuksekligi 90. giinden sonra goriilen persistans ile iligki-
lendirilmistir (6-8).

Mpt64, M.tuberculosis komplekse yiiksek o6zgillik
gosteren, M.tuberculosis kompleks’in erken tireme do-
neminde salgilanan, yaklasik 23-24 kDa agirliginda bir
protein olup, immiinojenik ézelliktedir. Ozellikle enfek-
siyonun erken déneminde T hiicre proliferasyonunu ve
IFN-y salimimini stimule etmektedir. Bu nedenle tiiberkii-
loz tanisi i¢in deri testi ¢aligmalarinda kullanilmaktadir.
Ayrica tek olarak veya ESAT-6 antijeniyle birlikte as1
olarak da kullanilmas: amaciyla ¢caligmalar yapilmaktadir.
Mpt64 antijeninin, anti-apoptotik etkiyle mikobakterinin
makrofaj icinde persistan kalmasinda etkili oldugu ileri
siiriilmektedir. Mpt64 antijeninin kullanildigl deri testi

gelistirilmistir. Yama geklinde uygulanan bu testin yiiksek
duyarlilik ve 6zgiilliige sahip oldugu bildirilmektedir. Deri
testinin yani sira Mpt64 antijeni ile immiinokromatog-
rafik, immiinohistokimyasal, ELISA ve kantitatif gercek-
zamanli PCR’a dayali testler gelistirilmigtir. Ozellikle
immiunokromatografik testler M.tuberculosis ile tiiberkii-
loz dis1 mikobakterileri ayirmada yaygin kullanim alam
bulmustur (6,9).

Tiiberkiiloz tanisinda kullanilabilecek bir diger antijen
ise lipoarabinomannan (LAM)’dir. idrarda LAM saptayan
testler gelistirilmistir. Duyarliligy yiiksek olmamakla bir-
likte 6zellikle HIV pozitif kisilerde kullanilabilir (6,10).

Tiberkiiloz tanisi i¢in konagin immiin yanitina baglh
biyobelirtecler da arastirilmaktadir. Ozellikle aktif ve la-
tent tiiberkiiloz ayriminda kullanilabilecek biyobelirtecler
tamimlanmaya ¢alisilmaktadir. IFN-y salimim testleriyle
(IGST), M.tuberculosis enfeksiyonu saptanabilmekte, ancak
aktif ve latent tiiberkiiloz ayrimi yapilamamaktadir. IP-10,
IFNy’ya alternatif olabilecek en 6nemli biyobelirte¢ adayla-
rindan biridir. IP-10 baslica aktive antijen sunucu hiicreler
tarafindan eksprese edilen bir kemokindir. IFN-y’dan daha
yliksek diizeyde sekrete edilmesi nedeniyle kiiciik hacim-
deki ornekler yeterli olabilmektedir. IP-10’un tam kan
orneklerinde stabil kalmasi, bu kemokinin hasta bas: testi
gelistirme caligmalarinda da kullanmilmasini saglamigtir
(11-13). IP-10’nin yani sira IL-4, IL-4352, TNF-¢, MCP-1,
MCP-2, MIG, IL-15,IL-17 vb. sitokinlerin 6zellikle latent ve
aktif tiberkiiloz ayriminda biyobelirtec¢ olarak kullanilma-
sina yonelik caligmalar bulunmaktadir (11,14).

Son yillarda, tiiberkiiloz biyobelirteci olarak mikroRNA
(miRNA)lar ¢caligilmaya baglanmigtir. miRNA’lar, endojen,
kodlamayan, 19-22 niikleotid uzunlugunda RNA’lardir.
Transkripsiyon sonrasi gen ekspresyonunda gorev ala-
rak, hiicre metabolizmasi, proliferasyonu, farklilagmasi
ve immiin yanmiti diizenlerler. Viriillan olan ve olmayan
mikobakteri tiirleri hiicre duvari bilegsenlerinin, makro-
fajlarda farkli miRNA’larin ekspresyonuna neden oldugu
gosterilmigtir. Aktif ve latent tiiberkiiloz hastalarinin peri-
feral kan mononiikleer hiicre drneklerinde miRNA 223’in
ekspresyonu arastirilmig ve aktif tiiberkiilozlu hastalarda
bu miRNA’nin daha yiiksek diizeyde eksprese oldugu sap-
tanmgtir (15-19).

Tiberkiiloz tanisi, 6zellikle de latent ve aktif tiiberkii-
loz ayiriminda kullanilabilecek pek ¢ok biyobelirtec aday1
calisilmaktadir. Birden fazla biyobelirtecin birlikte kulla-
mim1 tanida ve latent tiiberkiilozdan aktif tiiberkiiloza ge-
¢isi belirlemede yararl olabilir. Tiiberkiiloza kars: gelisen
immiin yanit bugiin genel olarak acikliga kavusturulmus
olsa da, daha ayrintili ¢aligmalarla yeni belirlenecek im-
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miin biyobelirtecler, hasta basi testlerin gelistirilmesine
ve dolayisiyla tiiberkiiloz tanisinin kolay ve kisa siirede
konmasini saglayacaktir (1-5).
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ajanlardan izoniazid ve rifampisine diren¢ du-

rumu olarak tamimlanan ¢ok ilaca direncgli TB
(CID-TB), kiiresel TB kontrolii i¢in ciddi bir tehdittir. Son
zamanlarda, CID-TB’ye ek olarak en énemli ikinci sira
ilaglardan florokinolonlar ile amikasin, kanamisin ve
kapreomisin’den en az birine diren¢ olarak tanimlanan,
yaygin ilaca direncli TB (YID-TB) son derece kotii tedavi
sonugclar1 nedeniyle kiiresel TB kontroli ile ilgili endige-
lerin daha da artmasina neden olmustur. Her yil diinyada
yaklasik 500.000 CID-TB olgusu goriilmekte ve bunlarin
%5-10’u YID-TB olgularindan olusmaktadir. Sonug olarak,
ikinci sira anti-TB ilaglarin duyarlilik testlerinin 6nemi
giderek artmaktadir.

T iiberkiiloz (TB) tedavisinde en 6nemli birinci sira

Ttberkiilloz ve TB’da ilag¢ direncinin erken ve dogru
tanisy, hastaligin kontroliinde kiiresel bir 6nceliktir. Bu ne-
denle her hasta i¢in kiiltiirde izole edilen ilk M.tuberculosis
izolatina birinci sira ilag¢ duyarlilik testi (IDT) uygulanma-
sinin gerektigi kabul edilmektedir. Klinik ve Laboratuvar
Standartlar1 Enstitiisit (CLSI), son klavuzunda klinisyen-
lere ila¢ tedavisine iligkin kapsamli bilgi sunulmasini
saglamak icin, baglangicta birinci sira ilaglarin timiinin
[izoniazid (INH), rifampisin (RMP) etambutol (EMB) ve
pirazinamid (PZA)] test edilmesini 6nermektedir.

Mycobacterium tuberculosis izolat1 RIF’e veya birinci
sira ilaglarin herhangi ikisine direncli olarak saptanirsa
izolatin ikinci sira ilaglara duyarliligy test edilmelidir.
Sadece INH’a diren¢ saptanmig, fakat klinisyen tedavi
rejimine bir ikinci sira ila¢ (6rn. florokinolon) eklemeyi
planliyorsa yine ikinci sira ajanlar test edilmelidir. Ayri-
ca hizly, ticari bir kiltiir sistemi ile diren¢ saptanmis ve
sonucun dogrulanmas icin test tekrari planlaniyorsa da
zaman kazanmak ic¢in ikinci sira ilaglar eszamanli test
edilmelidir. Benzer sekilde molekiiler bir yéntem ile CiD-
TB iligkili mutasyon saptandiginda, fenotipik yontem ile
sonucun dogrulanmasi icin test tekrari yapilirken, ikinci
sira ilaclar da eszamanl test edilmelidir.

Ikinci sira IDT endike oldugunda, en az bir floroki-
nolon ve enjektabl ilaglardan amikasin, kanamisin ve
kapreomisin test edilmelidir. Test edilecek florokinolon,
tedavide en ¢ok kullanilan ila¢ olmalidir. Duyarlilik test
sonuclarinda amikasin, kanamisin ve kapreomisin arasin-
da capraz direncg her zaman goriilmediginden bu ajanlarin
timiiniin test edilmesi 6nerilmektedir.

Birinci sira ilaglar icin 6nerilen fenotipik duyarlilik
testleri, test edilmesi Onerilen florokinolonlar ve paren-
teral ilacglar icin de glivenilir sonuclar vermektedir. An-
cak bu yontemler diger ikinci sira ilaglar icin yeterince
standardize edilmemistir. Hizl1 ticari kultiir sistemleri

kullanilsa bile, kiltiir izolatlarindan c¢aligilmas: 6nerilen
fenotipik yontemler ge¢ sonu¢ vermektedir. Birinci sira
IDT sonuglarina goére ikinci sira IDT endikasyonunun
belirlendigi basamakli uygulamada, ikinci sira ilaglar icin
sonuglar daha da ge¢ alinmaktadir. Genel olarak ikinci
sira IDT’ler birinci sira IDT’ler kadar kolay degildir. Ayrica
ticari kultiir sistemlerinde genellikle ikinci sira ilaglar i¢in
hazir ticari test kitleri bulunmadigindan, seyrek olarak
ikinci sira IDT yapmasi gereken ve yeterli deneyimi ol-
mayan laboratuvarlarin, bu testler i¢in izolat: referans bir
laboratuvara gondermeleri dnerilmekte, bu durum sonug-
larin alinmasini daha da geciktirebilmektedir.

Molekiiler ¢aligmalardaki ilerlemeler, mikobakteriler-
deki ila¢ direncinin ana mekanizmalar: ile ilgili bilgi-
lerimizi de artirmigtir. Bu bilgiler, ila¢ direncinin hizh
saptanmasi i¢in yeni tekniklerin gelistirilmesini kolaylasg-
tirmaktadir. Mikobakterilerde kazanilmig ila¢ direncinin
ana nedeni kromozomal gendeki spontan mutasyonlardir.
Ikinci sira ilaglardan florokinolonlar, DNA girazi inhibe
ederek etki etmektedirler. Florokinolonlara direng, sik-
Iikla DNA girazin A unitesini kodlayan gyrA geninde
“kinolon direncini belirleyen bdlge” (quinolone resistance-
determining-region, QRDR)’deki mutasyonlar sonucunda
gelismektedir. Daha seyrek olarak gyrB genindeki mutas-
yonlar da florokinolonlara direng ile iligkili olabilmekte-
dir. Kanamisin, amikasin ve kapreomisin i¢in en yaygin
diren¢ mekanizmasi1 16S RNA kodlayan rrs genindeki
mutasyonlardir. Daha seyrek olarak, aminoglikozid ase-
tiltranferaz1 kodlayan eis geni promotor bolgesindeki
mutasyonlar da aminoglikozid direncinden sorumlu ola-
bilmektedir. Kapreomisin direncinde 2’-O-metilasyonu
icin 6zgill rRNA metiltransferazi kodlayan tlyA genindeki
mutasyonlar da rol oynayabilmektedir.

M.tuberculosis’in ilag¢ direncinin belirlenmesinde kul-
lanilan molekiiler yontemler ilag direnci ile iligkili mutas-
yonlarin saptanmasina yoneliktir. Molekiiler yontemlerin
¢ok hizli sonu¢ vermeleri ve laboratuvar giivenligi aci-
sindan daha az risk olusturmalar: gibi 6nemli avantajlari
vardir. Molekiiler bir yontemle direkt klinik 6érnekten ilag
direncini gostermek 1-2 giinde mimkiin olabilmektedir.
M.tuberculosis’in ikinci sira ilaglara direncini belirlemede
kullanilan baglica molekiiler yontemler arasinda; DNA
dizi analizi, ters hibridizasyon testleri (Line prob assay;
LPA) ve DNA mikroarray sayilabilir.

DNA dizi analizi, ilag direnci ile iligkili mutasyonlarin
saptanmasinda referans molekiiler yontem olarak kabul
edilmektedir. Ancak bu teknoloji (klasik Sanger yontemi),
oldukea zahmetli ve rutin uygulamada kullanim i¢in tam
olarak standardize degildir. Pirosekanslama, kisa genomik
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DNA segmentlerinin dizi analizinde kullanilan, yari-
otomatik, gercek zamanli, alternatif bir DNA dizi analizi
yontemidir. Yontem biotin isaretli primerler kullanilarak
PCR ile ¢ogaltilan direncle iliskili genlerin uzayan zin-
cirine komplementer niikleotid eklenmesi ile tetiklenen
kimyasal 151k olugmasi temeline dayanir. Son zamanlarda
yapilan ¢alismalar, klinik 6rneklerde ve izolatlarda direnc-
le iligkili mutasyonlarin saptanmasinda, bir is giintinde
basarili sonuglar veren bu yontemin, tanisal ve halk sagl-
&1 laboratuvarlarinda kullanilabilecegini gostermektedir.
Ancak kapsamli ekipman gerektirmesi rutin kullanimi-
m kisitlamaktadir. Bilinmeyen veya yeni mutasyonlar:
saptamada ya da fenotipik ve genotipik tabanli sonuglar
arasindaki uyumsuzluklarda DNA dizi analizi yonteminin
kullanilmasi uygun olabilir.

Ticari molekiiler testlerin ¢ogu, birinci sira ilaglarin
direncini saptamaya yonelik testleridir. ikinci sira ilag
direncini saptamaya yonelik olarak 2009’da piyasaya
siiriilen ticari bir LPA olan GenoType MTBDRs! (Hain
Lifescience, Germany) giiniimiizde bu amagla rutin uygu-
lamada en yaygin kullanilan molekiiler testtir. GenoType
MTBDRsI, hem klinik 6rnekte hem de izolatta, gyrA, rrs
ve embB genlerindeki mutasyonlar1 saptayarak, floroki-
nolon, kanamisin, amikasin, kapreomisin, ethambutol ve
streptomisin direncini hizli olarak gosterebilmektedir.
Test prosediirii; a) mikobakteriyel DNA’nin ekstraksi-
yonu, b) direncle iligkili belirli gen bolgelerinin biotin
eklenmis primerler kullanilarak PCR ile amplifikasyonu
ve ¢) PCR irintniin 6zgiil oligoniikleotid prob immobi-
lize edilmis bir strip tizerine ters hibridizasyonu olmak
tizere ¢ basamaktan olugmaktadir. Hibridizasyon son-
ras1 alkalen fosfatazla isaretlenmis streptavidin ilavesi
ile renk degisimi sonucu olusan bant paternleri gorsel
olarak degerlendirilir.

DSO tarafindan, 2013 yilinda yayinlanan uzman
grubu toplanti raporunda, GenoType MTBDRs! testi ile
ilgili yayinlar analiz edilmistir. Bu raporda GenoType
MTBDRs! testinin florokinolon ve ikinci sira enjektabl
ilaglara direncin saptanmasinda yiiksek 6zgullik goster-
digi, ancak duyarliliginin ytiksek olmamasi nedeniyle
negatif sonuclarin direnci giivenilir sekilde ekarte ede-
meyecegi sonucuna varilmisgtir. Uzman grubu, testin
geleneksel fenotipik ila¢ duyarlilik testi yerine kulla-
nilamayacagini, daha fazla veri elde edilinceye kadar,
fenotipik testlerin YID-TB tanisi i¢in referans standart
kalmasi gerektigini belirtmigtir. Bu raporda alinan kara-
ra gore; (1) GenoType MTBDRsl, YID-TB i¢in bir tarama
testi (ekarte etmek i¢in degil) olarak kullanilabilir, ancak
siirveyans amagli YID-TB’yi tanimlamak i¢in kullanila-
maz, (2) ikinci sira enjektabl ilaglar arasinda her zaman
capraz direnc¢ olmadig icin, bu test tedavi icin kullanila-
cak olan ilaci belirlemek i¢in kullanilamaz, (3) geleneksel
fenotipik testlerden dogrulayici sonuglar beklenirken
enfeksiyon kontrol 6nlemlerine yol gostermesi icin bu
test kullanilabilir.

DNA mikroarray testleri de ticari olarak umut vade-
den molekiiler testlerdir. Son zamanlarda yayinlanan bir
caligmada gyrA, rrs ve eis gen bolgelerindeki mutasyonu
saptayarak florokinolon ve enjektabl ikinci sira ila¢lara
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direnci saptamak i¢in tasarlanmig bir mikroarray testi
degerlendirilmis ve testin PCR deneyimi olan herhangi
bir klinik laboratuvarda kolaylikla uygulanabilecek, gii-
venilir bir test oldugu iddia edilmistir. Ancak bu tekno-
lojinin hentiz olduk¢a pahali olmas: yaygin kullanimini
kisitlamaktadir.

Ikinci sira ilaglara direnci belirlemede gergek-zamanli
PCR yontemleri de gelistirilme asamasindadir. Caligmalar,
yakin gelecekte bu yontemlerin ticari olarak piyasaya si-
rildiigtinde, RIF direncini saptamaya yo6nelik olan Xpert
MTB/RIF testi (Cepheid, USA) gibi ikinci sira ilaclara
direncin erken saptanmasinda oldukca yararli ve kolay
testler olacagini diistindiirmektedir.

fla¢ direncinin belirlenmesinde kullanilan molekiiler
yontemlerde en o6nemli kisithilik, hedef bolgedeki mu-
tasyonlarin fenotipik direncin ne kadarindan sorumlu
oldugudur. Ozellikle ikinci sira ila¢ direnci icin elde edi-
len sonuclar, molekiiler testlerin duyarlilifinin %$100’e
ulagmasinin zor olacagini gostermektedir. Bu durum,
bilinen molekiiler testlerin hi¢ birinin, direncte rol oyna-
mas1 muhtemel tim genleri veya mekanizmalar: (bazilar1
hentiiz tanimlanmamis olan) hedeflememesinden ve dola-
yisiyla ila¢ direncine yol acan, bilinmeyen mutasyonlar1
saptayamamasindan kaynaklanmaktadir. Ustelik tiim ta-
mmlanmis genetik degisikliklerin, direnc ile iliskili bir
mutasyon mu, yoksa sadece bir polimorfizm mi oldugu da
hentiz agiklik kazanmis degildir. Sessiz mutasyonlar yan-
lig direng sonuclarina neden olabilir. Sus toplulugundaki
mutasyonlarin siklig1 da bolgeye gore degisebilir. Molekii-
ler bir test belirli bir yerde uygulanmadan 6nce, farkli cog-
rafi bolgelerde diren¢ mutasyonlarini tespit etmek icin gii-
venilirligi kanitlanmig olmalidir. Molekiiler testlerin diger
bir dogal kisitliligy, direncli ve duyarl suslarin bir karigimi
olarak tanimlanan heterorezistansin giivenilir olarak sap-
tanamamasidir. Vahsi tip ve mutant DNA karigimi i¢inde
mutant DNA’nin saptanma limiti yaklagik %10’dur. Bir
izolattaki direncli hiicrelerin orani bu miktardan daha az
ise molekiiler yontemlerle zor tespit edilecektir, oysa ki
klasik duyarlilik testi bu gibi durumlarda daha duyarl: bir
test sonucu verebilir.

LPA’lar ile ilgili olarak, diger bir kisitlilik, tek bir test ile
sinirli sayida mutasyonun saptanabilir olmasidir. LPA’lar
sadece dirence en sik yol acan mutasyonlarin saptanmasi-
m saglamaktadir. Hedeflenen bolge disinda mutasyonlar
oldugunda, vahsi tip bant paternleri goriintiilenir ve bu
durum yanlis duyarli sonuglara yol agacaktir. Mutasyon-
lar vahsi tip bantlarindaki eksiklik ile gdsterildiginde ise,
0zgil mutasyon bilgisi eksik kalacaktir. Molekiiler yon-
temlerin dezavantajlari arasinda maliyet, ileri altyap1 ve
deneyimli personel gereksinimi de sayilabilir.

Sonu¢ olarak, guniimiizde degil fakat belki de ge-
lecekte, mikobakterilerdeki ila¢ direncinin molekiiler
mekanizmalar ile ilgili bilgilerimiz arttik¢a ve molekii-
ler tam1 teknolojileri gelistikce, direkt klinik ornekten
hem M.tuberculosisin hem de birinci ve ikinci sira ilag
direncinin eszamanli, bir giinde saptanmasi mumkin
olabilecektir.
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PANEL 6

TUBERKULOZDA YENILIKLER

MYCOBACTERIUM TUBERCULOSIS PEKIN GENOTIPININ

TURKIYE'DE YAYGINLIGI

Dog. Dr. Orhan Kaya KOKSALAN

istanbul Universitesi, Deneysel Tip Arastirma Enstitiisi, stanbul

.tuberculosis klonal yayilimi genel olarak alti
Mana soydan gelmekte ve her soy belirli cogra-

fik kisitlamalar gostermektedir. Her soy, kendi
cografyasinda bulunan insan popiilasyonlarini daha kolay
hasta edebilmekte (simpatrik popiilasyon), diger cograf-
yalardaki insan popiilasyonlarini (allopatrik popiilasyon)
daha giic hastalandirabilmektedir. Her M.tuberculosis
soyunun allopatrik popiilasyonlarda hastalik olusturabil-
mesi, bityiik oranda gocler vasitasiyla olabilmektedir. An-
cak gogler de tek bagina yeterli degildir; popiilasyonlarin
kaynagmas1 ve yakin iligki icine girmesi gerekmektedir
(demic diffusion).

Pekin genotipi Cin’den orijin almakla beraber, tarih bo-
yunca stiren goglerle Rusya’ya ve bagka bolgelere sicramis-
tir. Pekin genotipine ait suglarin tilkemize Rusya ve eski
Sovyetler Birligi tilkelerinden geldiginin en iyi kanitlar
epidemiyoljik taramalar ve saptanan suslarin M2 ve B0/
W148 alt gruplarina ait oldugunun belirlenmis olmasidir.

Ulkemizde ilk kez 2002-2005 déneminde Pekin ge-
notipine ait suslar %1.1 oraninda gorilmustiir. Bu donem
icinde, laboratuvarimizda elde edilen MDR (multidrug-
resistant) susglar1 arasinda goriilme siklig1 %5-6 arasinda
bulunmustur. Bugiin ise bu oran %30 civarindadir. Bu
suslarin yarisina yakini yabanci hastalardan (Azeri, Kirgiz,
Ozbek, vb) izole edilmistir.

Tleriye baktigimizda, direncle iligkili bir soy olan Pekin
genotipinin tilkemizde yayilip yayilmayacag: kayg: uyan-
diricidir.
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PANEL 7

VETERINER HEKIMLiK ALANINDA MOLEKULER TESTLERIN KULLANIMI

MOLEKULER TANI RUTIN VETERINER MIKROBIYOLOJIDE

NELERIi DEGIiSTIRDIi?

Prof. Dr. Kadir Serdar DIKER

Ankara Universitesi Veteriner Fakiiltesi, Mikrobiyoloji Anabilim Dali, Ankara

ve araclarina ragmen, enfeksiy6z hastaliklar halen

hayvan sagligini tehdit eden en yaygin ve dnemli
hastalik grubunu olusturmaktadir.Enfeksiyoz hastalikla-
rin bu 6nemi, neden olduklar: dliimler ve ekonomik kayip-
tan kaynaklanmaktadir. Ayrica enfeksiyonlarin ¢ogunun
zoonotik karakter tagimasi nedeniyle insan sagligi icin
olusturdugu risk, konunun diger 6nemli bir boyutunu
olusturmaktadir. Bu yiizden, hayvan enfeksiyonlar: ile
dogru ve etkili bir gekilde savasabilmek icin, oncelikle
bunlar1 dogru ve hizl olarak teghis edilebilmek gerekmek-
tedir.

G eligtirilen tiim kontrol ve miicadele yontemlerine

Klasik/Konvansiyonel Yontemlere
Alternatif Yontemler Neden Gerekli?

Enfeksiyonlarin laboratuvar tanisinda bakteriyolojik
ve serolojik tabanli klasik yontemler halen kullanilmak-
tadir. Bu yontemleri ve alternatiflerini sorgularken goz
oniinde tutulmasi gereken cesitli unsurlar vardir. Bunlar,
dogruluk-gecerlilik, siire, zorluk, kapasite, i gici ve
maliyet olarak degerlendirilebilir. Ayrica, bu yontemle-
ri irdelerken, her bir enfeksiyon veya mikroorganizma
grubu icin ayr1 degerlendirme yapmak gerektigi aciktir.
Klasik yontemler bazi enfeksiyonlarin tanisinda halen
gecerliligini korurken, bazilarinda yetersiz kalmaktadir.
Ornegin, anaeroblar, spiroketler, riketsiyalar, klamidya-
lar, mikoplazmalar ve mikobakterilerin bakteriyolojik
tanisi1 her zaman sorunlu olmustur. Bu mikroorganiz-
malarin 6zel iireme ortami ve kosullarina gereksinim
gostermesi ve neredeyse her biri i¢cin ayr1 uzmanlik veya
deneyim gerekmesi ilk ve en 6nemli sorunu olusturmak-
tadir. Ureme ortamlarinin hazir tutulmasi, ézel tireme
kosullarinin saglanmasi i¢in yapilan harcamalar, yogun
ig giicii ve kapasite kullanimi klasik yontemlerin ma-
liyetini ciddi diizeyde artirmaktadir. Tim bu unsurlar
karsilansa bile, klasik tan1 yontemlerinin dogrulugu veya
gecerliligi tartismaya a¢ik olmaktadir. Cinkd, tani1 ma-
teryalinin alindigl anda, mikroorganizmanin viicuttaki
dagilimy, klinik érnekteki bakteri sayis1 ve canlilify gibi
her bir enfeksiyona 6zel durumlar, dzellikle negatif tani
sonucunu sorgulamaya acgik hale getirmektir. Tim bun-
lara ek olarak, bakteriyolojik tani i¢in gereken siirenin
uzunlugu, 6zellikle kritik veya acil durumlarda olumsuz
diger bir unsurdur; ¢iinkii konvansiyonel yontemlerle ta-
mimlamada, dogru sonug¢ uzun siire ile dogru orantilidir.
Sonug olarak, mikrobiyal taninin her agsamasinda, kon-
vansiyonel tani ydntemlerinin aciklarinin kapatilmasi
ve desteklenmesi icin alternatif tan1 yontemlerine gerek
oldugu goriilmektedir.

Klasik/Konvansiyonel Yontemlere Kars!
Molekiiler Tani1 Yontemleri

Molekiiler biyoloji ve mithendislik alanindaki teknolo-
jik gelismeler, 10 y1l 6nce hayal bile edilemeyecek yontem-
lerin kullanilmasina olanak saglamigtir. Basta arastirma-
lar olmak tizere mikrobiyolojinin her alaninda yer bulan
bu yontemlerin en biytik firsatlar sundugu alan ise mo-
lekiiler tanidir. Son yillarda tani amagl kullanilabilecek
¢ok sayida molekiiler yontem gelistirilmistir ve bunlarin
konvansiyonel yontemlerin olumsuz yonlerine alternatif
olabilecek ozellikleri vardir. Ozellikle gii¢ iireyen veya
0zel ortam gerektiren mikroorganizmalar, cogu genel olan
sarflar ve basit cihazlar kullanilarak saptanabilir. Kigiik
hacimlerde ve seri olarak gerceklestirilen reaksiyonlar az
ig glicii gerektirir ve test bag1 maliyeti diigtiktiir; dolayisiyla
gerekli kontrol ve temel sarflara sahip tiim laboratuvarlar
taniy1 gerceklestirebilir. Her enfeksiyonun kendine has
ozelliklerine bagli olmak kosuluyla, molekiiler tan1 ge-
nellikle daha az sayida mikroorganizmayi, hatta cansiz
olanlari, daha ¢ok klinik 6rnekte, hatta kontamine olan-
larda saptayabilir. Tim bunlarin yaninda klasik taninin
en 6nemli eksikligi olan stire, molekiiler taninin en giicli
yonudir; enfeksiyon tipine bagh olarak siirede onlarca kat
avantaj saglayabilir. Yukaridaki degerlendirmelerin timii-
niin konvansiyonel yontemlerin yetersiz kaldig1 durumlar
icin yapildig1 unutulmamalidir. Ornegin; siitte stafilokok
tanisi i¢in yapilan kiiltiire veya kanda antraks tanisi icin
yapilan boyamaya alternatif aramak gereksizdir. Boyle
durumlarda molekiiler tan1 ancak 6zel amagclar i¢in bir
alternatif olabilir.

Molekiiler Tani1 Yontemlerinin
Veteriner Mikrobiyolojiye Kazandirdiklan

Veteriner mikrobiyolojinin énemli 6zelliklerinden bi-
risi tibbi mikrobiyolojiye gore daha fazla sayida mikro-
organizma ile ugragmasidir. Ctinka insan1 bir tiir olarak
degerlendirecek olursak, tim hayvanlar c¢oksayida tiir
demektir. Cogu birim ici gelistirilen veya optimize edilen
molekiiler tan1 yontemleri ile elde edilen kazanimlar ve
Ornekler asagida siralanmistir.

a. Klasik tani listesinde olmayan enfeksiyonlar molekiiler
tani listesine girmistir. Ornegin; pahali besiyeri gerek-
tigi icin leptospiralar ve mikoplazmalar, 6zel sistem
gerektigi icin anaeroblar, doku kiiltiiri gerektigi icin
klamidya ve riketsiyalar tani listesinde yer almazken,
molekiiler tan1 sayesinde rutin tani listesine girmisler-
dir.

b. Daha hassas ve kesin tani gerceklesmistir. Optimizas-
yon calismalar1 ve kontrolli saha testleri, saptama
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limitinin konvansiyonel kiiltiirden daha diisiik oldu-
gunu gostermistir. Izole edilen bakterilerin tiir ve sus
ayirimi fenotipik yontemlere gore ¢ok daha kesin ol-
mustur.

c. Kontamine orneklerden tani gerceklestirilebilmistir.
Selektif besiyeri ile bile gii¢liik yasanan kokusmus nek-
ropsi ornekleri, digks, giibre, altlik, atik su ve toprak gibi
kontamine veya cok karigik floraya sahip materyaller-
de 6zgiil etkenlerin aranmasi mimkiin hale gelmistir.
Gereken is glicii ve tan1 maliyeti azalmis, laboratuvar
kapasitesi artmigtir. Klasik yontemlerde besiyeri ve
test ayiraclarinin hazirlanmasi, malzemenin sterili-
zasyonu, izolasyon ve tanimlama i¢in gereken yogun
ig glicli, molekiiler yontem ile azaltilarak bir birim is
giicti ile daha ¢ok sayida 6rnek incelenmigtir. Ttm gir-
diler ve israf edilen malzemeler goz ontine alindigin-
da 6rnek basina maliyet klasik yonteme gore disiiril-
mustur.

e. Tani stiresi kisaltilmistir. Enfeksiyonun 6zelligine gore
klasik yontemle ve diisiik dogruluk orani ile en erken
48 saatte gerceklestirilebilen tani, yliksek dogruluk ora-
n1 ile birkag saatte gerceklestirilebilir hale gelmistir.

f. Daha kesin tiir ayrimi ve tiplendirme mimkiin olmus-
tur. Tir ayrimi %100 dogrulukla yapilir hale gelmistir.
Amaca gore yapilan tiplendirme ile bir¢ok olguda kay-
nak takibi mimkiin olmus ve bu sayede epidemiyolojik
analiz yapilabilmistir.

g- Tibbi atik miktar1 azaltilmigtir. Konvansiyonel yon-
temlerde kullanilan besiyerleri, toksik kimyasallar ve
boya maddelerinin sarfi, dolayisiyla atik miktar1 azal-
tilmagtir.

h. Enfeksiyonlar ve olgular hakkindaki bilgiler artmistir.
Ttam etkenlerin yiiksek dogruluk orani ile saptanabi-
lir hale gelmesi, baz1 enfeksiyonlar hakkindaki klasik
bilgilerin degismesine veya yeni bilgiler eklenmesine
neden olmustur.

s

Hangi Molekiiler Yontemler:
Uygulama Yollari ve Ornekleri

Veteriner mikrobiyolojide molekiiler tani yontem-
lerinden yararlanmanin baslica iki yolu vardir. Bunlar-
dan birisi, molekiiler taninin belirli asamalarinda veya
timiinde ticari kitlerden yararlanmak, digeri ise lokal
kosullar1 goz dniine alarak in-house yontemler gelistirip
kullanmaktir. Ankara Veteriner Mikrobiyoloji bolimit
olarak tercih edilen daha ¢ok ikinci yoldur. Ciinkd, Tiirki-
ye kosullarinda goriilen hayvan hastaliklarinin spektrumu
genelde kitlerin gelistirildigi tilkelerden genis ve bazen
farklidir. Ayrica gecmis deneyimler, belli hastalik gruplar:
icin ticari olarak mevcut olmayan test icerikleri kullanil-
mas1 gerektigini gostermistir. Ornegin; s1g1r-koyun abort-
larinda kullanilan 3x3 multipleks PCR Kkiti, Tirkiye’de
en sik goriillen abortus etkenlerinin saptanmasi i¢in 6zel
olarak optimize edilmigtir ve diinyada bagka 6rnegi yok-
tur. Adi gecen birimde en sik kullanilan molekiiler tam
yontemleri ve bunun optimizasyonu i¢in izlenen yollar
asagida belirtilmigtir.

1. DNA konsantrasyonu ve ekstraksiyonu: Laboratuvarda
molekiiler tani dncesi en ¢ok 6énem verilen iglemdir.

Farkli klinik materyallerde mikroorganizmay1 veya

DNA’sin1 konsantre etmek i¢in in-house olarak gelisti-
rilen, filtrasyon, santrifiij ve/veya manyetik zenginles-
tirme agamalarini iceren yontemler kullanilmaktadir.
Bu asamalar sirasinda ticari kitlerden de yararlanil-
maktadir.

2. Tekli veya ¢coklu PCR: En s1k goriilen enfeksiyonlar i¢in
klinik materyalden direkt tani veya izolatlarin kon-
firmasyonu i¢in laboratuvarda gelistirilen PCR Kkitleri
kullanilmaktadir. Bu kitlerin tami spektrumu gereksi-
nime gore tasarlanmaktadir.

3. Tekli veya coklu gercek zamanl (real-time) PCR: Kon-
vansiyonel PCR ile ayn1 amacla kullanilmakta ve tasar-
lanmaktadir. Bu yontem daha fazla sayida 6rnegin in-
celendigi durumlarda ve kiltiirii yapilmis bakterilerde
uygulanmaktadir.

4. DNA sekans analizi: Bakterilerin tanimlanmasi veya
toksin tretimi gibi kritik Ozelliklerinin saptanma-
s1 icin kullanilmaktadir. Tanimlamada daha ¢ok 16S
rDNA sekansindan yararlanilmaktadir.

5. Direkt 16S rDNA analizi: Bu yontem tek tip mikroorga-
nizma icerdigi dustiniilen klinik 6rneklerde direkt ola-
rak 16S rRNA genlerine yonelik PCR ve sekans agsama-
larindan olugmaktadir. Bu yontem ile ¢ok kisa stirede
¢ok olumlu sonuglar alinmaktadir. Ayni yontemin, ka-
rigik mikroorganizma iceren 6rneklerde uygulamasina
yonelik arastirmalar halen devam etmektedir.

6. Erime egrisi (Melting curve) analizi: Belirli hastalik
gruplarinda, 6rnegin atlarin solunum sistemi enfek-
siyonlarinda 8-10 adet mikroorganizmay: saptamak
veya ayirt etmek icin in-house gelistirilen RT-PCR ta-
banli yontem kullanilmaktadir.

7. Ribotiplendirme: izole edilmis bakterilerin tanimlan-
mas! i¢cin bakterinin rRNA operonunu inceleyen ticari
bir sistem kullanilmaktadir. Bu sistemle >%99 tiir ayr1-
mi yaninda, epidemiyolojik amach tiplendirme ve kay-
nak takibi yapilabilmektedir.

8. Diger teknikler: Baz1 bakteri gruplarinin ve kanatli
viruslarinin analizi i¢in RFLP vb tabanl tiplendirme
yontemleri kullanilmaktadir.

Sonug olarak molekiiler yontemler, iyi tasarlandiklari,
optimize edildikleri ve uygulandiklar1 takdirde veteriner
mikrobiyolojide rutin taniya énemli katkilar yapacak ve
klasik yontemleri destekleyeceklerdir.
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PANEL 7

VETERINER HEKIMLiK ALANINDA MOLEKULER TESTLERIN KULLANIMI

MOLEKULER YONTEMLER TURKIYE'DE KANATLILARDA
SALMONELLA KONTROLUNE NASIL KATKI SAGLIYOR?

Prof. Dr. Mehmet AKAN

Ankara Universitesi Veteriner Fakiiltesi, Mikrobiyoloji Anabilim Dali, Ankara

Onemi son yillarda artmaktadir. Bu 6nem artigi

ozellikle insanlardaki gida kaynakli Salmonella
enfeksiyonlarindaki artiga paraleldir. Geligmis ilkelerde
zoonotik enfeksiyonlarin kontrolii, gida giivenligi kapsa-
minda degerlendirilmekte ve 6zellikle enterik patojenle-
rin epidemiyolojileri ve hayvansal tiretiminde kontroli
icin biytk c¢aba sarf edilmektedir. Bu enfeksiyonlarin en
onemlileri arasinda da Salmonella enfeksiyonlar1 bulun-
maktadir.

V eteriner Hekimlikte Salmonella enfeksiyonlarinin

Salmonella spp. enfeksiyonlari, hem yumurta hem de
et icin tretilen kanatli hayvanlarda yaygindir. Kanath
hayvanlarda bu hastaliklar nedeniyle olusan performans
kayiplarinin, teghis/izleme ve kontrol programlarinin eko-
nomik maliyeti olduke¢a yiiksektir (1,2). Kanatlilarda en-
feksiyona neden olan bazi Salmonella serotipleri, yumurta
ve kanath eti ile insan gida zincirine dahil olmaktadair.
Insanlarda goriilen Salmonella enfeksiyonlarinda bulasma
kaynaginin énemli bir bélimiinden kanath triinlerinin
sorumlu tutulmasi, gelismis iilkelerde kanatl hayvanlara
yonelik tilkesel Salmonella kontrol programlarinin yirii-
tillmesini zorunlu kilmigtir (2). Ulkemizde kanatl: tireti-
minin tavuk ile sinirli olmasi nedeniyle, sadece tavuklarda
Salmonella enfeksiyonlar1 hakkinda bilgi verilmigtir.

Tavuklarda Salmonella enfeksiyonlarina neden olan se-
rotipler, konakeiya 6zgil (S.Gallinarum, S.Pullorum) ve ko-
nakeiya 6zgiil olmayanlar (Paratifo etkenleri: S.Enteritidis,
S.Typhimurium, S.Infantis, S.Hadar, S.Virchow gibi) olmak
tizere iki temel bolimde incelenmektedir. Konak¢iya 6z-
gl olan serotipler sadece kanatlilarda enfeksiyona neden
olurken, konakg¢iya 6zgiil olmayan Salmonella serotipleri,
genis bir konak¢1 dagilimina sahiptirler.

Konak¢iya 6zgil Salmonella serotipleri (Salmonella
enterica subsp. enterica serovar Pullorum ve Salmonella
enterica subsp. enterica serovar Gallinarum), pullorum
hastalig1 ve tavuk tifosuna neden olmaktadir. Pullorum
hastalig1 (S.Pullorum) ve tavuk tifosunda (S.Gallinarum),
bulagma kaynagini genellikle enfekte kanatlilar olustur-
maktadir ve bu enfeksiyonlar vertikal yolla da bulasabil-
mektedir. Tavuklarda pullorum ve tavuk tifosu, bildirimi
zorunlu hastaliklar arasinda bulunmaktadir. Halk saglig
acisindan disiik 6neme sahiptir (3).

Konakgiya 6zgil olmayan Salmonella enfeksiyonla-
r1, paratifo enfeksiyonlar1 olarak tanimlanir. Tavuklarda
paratifo, cok sayida Salmonella serotipi tarafindan olustu-
rulmaktadir. Bu serotipler arasinda S. Enteritidis, S. Typhi-
murium, S. Infantis, S. Virchow, S. Hadar, S. Heidelberg,
S. Newport, S. Agona, S. Stanley, S. Derby ve S. Thomson
sayilabilir. Konak¢giya 6zgil olmadiklarindan epidemi-

yolojileri, tavuk tifosuna gore daha karmagiktir ve insan
gida zincirine kesimhanede digki-karkas, yumurtalarda
ise digki-yumurta kabugu bulagmas: ile dahil olmaktadair.
Tavuklara bulagmada temel olarak yem, su, damizlik, ta-
vuk digindaki hayvanlar ve cevresel kaynaklar etkilidir.
Endistriyel tavuk tretiminin yapisi distntldigiinde,
Salmonella bulagmasini kontrol etmek oldukea gilictiir ve
detayl1 bir calisma yapilmasini gerektirir. Uretimin her-
hangi bir agsamasinda tavuk bagirsaklarina kolonize olan
salmonellalar, yumurta ve karkasa bulasarak insanlarda
potansiyel saglik riskleri olusturur. Ayrica kiimeslerde
kullanilan althik ve digki da cevresel bulagmalar icin bir
kaynak olusturmaktadir (1,2).

Insanlarda goriilen Salmonella enfeksiyonlarinda bas-
lica bulagma kaynagini, hayvansal kaynakli gidalar olusg-
turmaktadir. Salmonella ile bulagik gidalarin uygun ol-
mayan sekilde ttiketilmesi, gastrointestinal problemlere
neden olmaktadir. Ayrica bir diger 6énemli problem ise,
ozellikle S. Typhimurium basta olmak tizere S. Infantis
ve diger Salmonella serotiplerinde antibiyotiklere karsi
¢oklu direncliliktir (4). Tirkiye’de son yillarda broiler
digk: drneklerinden izole edilen Salmonella suslarinin se-
rotiplendirilmesi sonrasinda, dominant serotip S. Infantis
bulunurken, izolatlar arasinda S. Typhimurium serotipine
rastlanmamigtir (yayinlanmig veri). Bu bulgu, 6zellikle
insanlardaki serotip dagilimlarn ile ilgili epidemiyolojik
caligmalara veri saglama agisindan 6nemlidir.

Hayvanlarda enterik Salmonella enfeksiyonlarinin
laboratuvar teshisinde, zenginlestirme yontemi kulla-
nmilmaktadir. Bu amagla alinan materyaller (digki, yem,
cevresel drnekler, hayvansal gidalar) uluslararas: standart
metotla (ISO 6579:2002) incelenmektedir. Yaygin kullani-
lan bu yontem, 6n zenginlestirme, selektif zenginlestirme,
selektif-diferansiyel agarda izolasyon, tanimlama ve sero-
tiplendirme basamaklarindan olusmaktadir (5). Bu stireg,
serotiplendirme asamas1 hari¢ olmak tizere ortalama 4-7
glin stirmektedir. Klasik yonteme ilave olarak teshiste faj
tiplendirme, serolojik testler ve molekiiler teknikler de
kullanilmaktadir.

Hayvan digkilarindan, cevresel drneklerden, yem ve
gidalardan Salmonella izolasyon ve tanimlamasinin uzun
zaman almasi, hizli sonug¢ veren molekiiler yontemlerin
kullanimini artirmigtir. Bu yontemler arasinda, direkt
taniya yonelik immiinomanyetik separasyon (IMS), serotip
ve cinse Ozgiil tekli/coklu konvansiyonel ve gercek za-
manli PCR sayilabilir. Bu yontemlerde teghis siiresi 24-48
saattir ve ayn1 mekanizma ile ¢aligan otomatize sistemler
de gelistirilmigtir. Ayrica tiplendirme amaciyla da mole-
kiiller yontemlerden yararlanilmaktadir. Salmonella izo-
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latlarinin molekiiler yontemlerle tiplendirilmesi iglemi,
suslar arasindaki benzerliklerin/farkliliklarin daha ayrin-
til1 belirlenmesi ve suglarin birbirinden ayirt edilmesinde
yarar saglamaktadir. Bu yontemler, viriillans 6zellikleri
ve antibiyotik direnclilikleri gibi 6zel genleri saptamada
da kullanilmaktadir. Molekiiler tiplendirme yontemleri
arasinda PFGE (Pulsed-field gel electrophoresis) tiplendir-
me, MLST (Multilocus sequence typing) ile belirli genlerin
amplifikasyonu, MLVA (Multiple-locus variable-number
tandem repeat analysis), ribotiplendirme ve dizi analizi
sayilabilir (6,7).

Ulkemizde tavuk tiretiminin, tavuk trinlerinin ti-
ketiminin ve uluslararasi ticaretin artmasi, tiretim asa-
masinda ve tavuk drinlerinde Salmonella varliginin be-
lirlenmesine yonelik caligmalara ilgiyi artirmigtir. Cok
sayida materyalin hizli ve dogru tanisinda, molekiiler
yontemler ve ozellikle otomatize sistemler kullanilmaya
baslamis ve hizli bir artis gostermistir. Ayni entegrasyon
icinde bulagma kaynaklarinin aragtirilmasi ve insan sagl-
81 acisindan 6nem arz eden serotiplerin belirlenmesi i¢in
molekiiler tiplendirme yontemleri kullanilmaktadir. Son
olarak antibiyotik diren¢ genlerinin arastirilmasinda PCR
temelli tekniklerinin kullanimina baslanmistir. Molekiiler
tekniklerin kullanimu ile elde edilen bilgiler, tavuklarda

4-7 Haziran 2014, Swissotel, Ankara

Salmonella enfeksiyonlarinin molekiiler epidemiyolojile-
rinin aydinlatilmasina ve kontrol programlarinin belir-
lenmesine 6nemli katki yapmaktadair.
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VIiRAL GASTROENTERITLER

TURKIYE'DE ROTAVIRUSLARIN GENOTIPLERI: ,
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yagin altindaki c¢ocuklarda goriilen akut gastro-

enteritlerin en 6nemli etkenleridir. RV diyareleri
yilda 453.000 ¢ocugun Olimiine sebep olmaktadir. Bes
yas altindaki ¢ocuklarda goriilen diyareye bagl 6liimlerin
ticte birinden, tiim 6limlerin ise %5’inden RV sorumludur
(1). Gelismis ve gelismekte olan tilkelerde diyare nedeniyle
hastaneye yatirilan ¢ocuklarin %25-50’sinde RV saptan-
maktadir (2,3). Rotaviruslara bagh gastroenterit olgulari,
gelismis ve gelismekte olan tlkelerde benzer siklikla
gorilmekle birlikte; gelismekte olan tilkelerde mortalite
daha ytiksektir. Diinyada genelinde RV’a bagl goriilen
cocuk dlimlerinin 80%’i gelismekte olan tilkelerde goril-
mektedir (4).

RV’ar, zarfsiz ve cift iplikcikli 11 segmentli RNA
viruslaridir. Viral RNA Kkor, i¢ ve dis kapsid olmak tizere
ti¢ katl1 bir kapsid ile cevrilidir. I¢ kapsid proteini olan
VPé6’nin antijenik ve genetik 6zelliklerine gore yedi major
RV grubu (A-G) belirlenmistir. insan rotaviruslarinin bi-
yuk bir cogunlugu grup A’da yer almaktadir. Dig kapsidde-
ki iki yapisal proteinden VP7 (glikoprotein) ve VP4 (prote-
aza duyarh protein), sirasiyla virusun G ve P genotiplerini
belirlemektedir (5,6). Bu proteinler koruyucu, serotipe
0zgill ve serotipler arasi ¢apraz reaktif notralizan antikor
olusumunu saglayan epitoplar: tagimaktadir (7). VP7 ve
VP4 proteinleri konak 6zgiilliigiinde, viriilansta, notrali-
zan antikorlarin olusturulmasinda ve siniflandirmada da
onemli rol oynamaktadirlar (5,8). Viral RNA’nin segmentli
ozelliginden dolayi suslar aras1 genomik segment degisim-
leri goriilmekte ve bunun sonucu olarak ¢ok sayida G ve
P genotipleri ortaya ¢ikabilmektedir (8,9). Giincel olarak
27 G (G1-G27) ve 35 P (P[1]-P[35]) tipi tesbit edilmistir (5).

Diinya genelinde sirkiile olan RV genotiplerinin pre-
valansi yillar ve bolgelere gore degigsmektedir (7). Ancak,
hastane orijinli epidemiyolojik ¢caligmalar son 20 yil i¢cinde
diinyada G1P[8], G2P[4], G3P[8], G4P[8] ve GI[P8] tipleri-
nin ¢ocuklarda en yaygin olarak hastaliga sebep oldugu-
nu gostermistir (10,11). Ozellikle G1P[8] devaml1 olarak

Rotavirus (RVY)lar, tim diinyada ve tilkemizde bes

glincelligini korumakta olup, Amerika Birlesik Devletleri,
Ingiltere ve Avustralya gibi gelismis ilkelerde goriilen
genotiplerin »70% fazlasini olusturmaktadir (7). G12 ise
diinyada yeni ortaya c¢ikan bir genotip olarak tanimlan-
maktadir (5).

VP4 ve VP7 ylizey proteinleri noétralizan antikorlarin
olusumuna yol agtiklarindan dolayi, as1 gelistirme calis-
malarinda bu iki protein hedef alinmaktadir. Rotavirus
gastroenteritlerinden korunmak amaciyla gelistirilmis,
2006 yilindan itibaren bircok tilkede lisans almig ve kulla-
nima girmis iki oral atteniie RV asis1 [Rotarix™ (GlaxoS-
mithKline, Belgium) ve RotaTeq™ (Merck & Co. Inc., USA)]
mevcuttur. Rotarix™ monovalan bir as1 olup, insan RV
89-12 susunu (G1[P8]) igcermektedir (12). Asida bulunan
G1 diinyada yaygin serotiptir. P[8] genotipi ise klinik 6ne-
me sahip olan G3, G4 ve G9 serotipleriyle ortak antijenler
bulundurmaktadir (13). Rotarix (R1) as1s1 G1, G3, G4 ve G9
tipleri tarafindan olusturulan RV gastroenteritlerine karsi
yliksek oranlarda koruma saglamasina karsin, G2 tipine
karst koruyuculugu diisiiktiir (13). Latin Amerika tilkele-
rinde G2[P4Te kars1 %39-42 (14,15), Avrupa iilkelerinde
ise %75 oranlarda ¢apraz koruyuculuk elde edilmistir (13).
Rotarix agisinin akut gastroenteritleri 6nlemedeki etkinli-
gi tilkelere gore de degisim gostermektedir. Asinin koruma
oranlari, Gliney Afrika’da %70, Malawi’de %49, Hong Kong,
Tayvan ve Singapur’da %96, Avrupa tilkelerinde ise %87-96
olarak bildirilmektedir (16,17). RotaTeq™ ise pentava-
lan, canli-attentie, insan-s1g1r reasortman asisidir. RotaTeq
asisinda iskeleti olusturan bir sigir virus tipi (WC3) ile
insan rotaviruslarinin en yaygin G (G1, G2, G3, G4) veya
P (P1A[8]) tiplerinin yiizey proteinleri bulunmaktadir
(17,18). Ug doz halinde uygulanan bu as1 ile G1-G4 ve G9
serotiplerine karsi ytiksek oranlarda (%82-95) koruma sag-
lanabilmektedir (19-21). Yapilan kapsamli bir derlemede
asilarin etkinlikleri soyle 6zetlenmistir: Rotarix biitiin RV
diyarelerinde %70, agir rotavirus diyarelerinde %80 koru-
ma saglamigtir. Benzer sekilde RotaTeq i¢in bu degerler
sirayla %73 ve %77°dir. Her iki ag1 hastaneye yatis1 gerek-
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tiren RV diyarelerini %80 oraninda onlemistir (22). Diger
bir derlemede, her iki RV agisinin kapsamlarinda olmayan
genotiplere karsi da ¢capraz koruyuculuk sagladiklar belir-
tilmistir. Derlemede, Afrika’da yapilan c¢aligmalarda Ro-
tarix asisinin diger genotiplere karsi ¢apraz koruyuculuk
oraninin %60-64; Avustralya, Avrupa ve Amerika’da yapi-
lan caligmalarda ise her iki aginin kapsamlarinda olmayan
genotiplere kars1 ¢capraz koruyuculuk oranlarinin %71-95
oldugu rapor edilmistir (17).

Rotavirus agilar1 tilkemizde bulunmaktadir; ancak
ulusal asilama programina alinmamigtir. Ulusal agilama
Oncesi donemde; iilkemizde degisik iller ve farkl yillarda
yapilan ¢aligmalarda, 2000-2010 yillarinda RV genotiple-
rinin biytik bir cogunlugunun G1-G4 icerisinde yer aldif
gosterilmistir (23-27). Ankara’da yapilmis olan iki calis-
mada G9P[8] prevalansinda artig oldugu ve P2A[6] ve P[5]
gibi yeni genotiplerin ortaya ¢iktigina dikkat cekilmistir
(24, 28).

Rotavirus genotiplerinde yillara ve ¢aligma gruplarina
bagh olarak énemli dalgalanmalar gozlenmesi nedeniyle
asl Oncesi ve sonrasi donemde bircok tilkede RV susla-
rinin genotipik karakterizasyonu ve hastalik ytukiintin
izlenmesi amaciyla stirveyans programlari ytritilmekte-
dir. Ulusal agilama programina alinmadan 6nceki donem-
de iilkemizde sirkiile olan RV genotiplerini belirlemek ve
asillamanin genotiplerin prevalansinda olusturabilecegi
olas: etkileri izlemek amaciyla, ¢ok sayida il ve merkezi
kapsayan sentinel Tiirkiye Rotavirus Siirveyans Ag1 (TU-
ROSA) kurulmustur. Bu sunumda, TUROSA kapsaminda,
2013 yilinda ¢aligilmig olan 6rneklerin sonugclar: 6zetlen-
mistir.

TUROSA Verileri

TUROSA ¢aigmasi, 20 ilden toplam 27 merkezin kati-
himiyla yurtatilmistir. Caligmaya katilan merkezler, akut
gastroenterit nedeniyle hastaneye yatirilan veya acilde
gozetim altinda tutulan 0-59 aylik ¢ocuklardan aldikla-
r1 gaita orneklerinde, rotavirus antijeni arastirmiglardir.
Antijen pozitif drnekler, genotiplendirme ¢aligmalarinin
yapilacag Tirkiye Halk Sagligi Kurumu (THSK)na gon-
derilmistir. THSK Ulusal Viroloji Referans Merkez Labo-
ratuarinda RNA ekstraksiyonu, Ulusal Molekiiler Mikro-
biyoloji Referans Merkez Laboratuvarinda ise rotavirus
G ve P genotiplendirme ¢aligmalar1 yapilmistir. Genotip
belirlemek icin ilk agamada G ve P genlerinde bulunan
ve mevcut genotiplerin hepsinde ortak olan bolgeleri
hedefleyen primerlerle ters transkriptaz-polimeraz zincir
reaksiyonu (RT-PCR) yapilmistir. ikinci asamada; birinci
asamadan elde edilen DNA amplikonlar: kalip olarak kul-
lanilarak herbir genotip icin 6zgiil primerler yardimiyla
“semi-nested” multipleks PCR yontemiyle P ve G genotip-
leri belirlenmistir (8,29). PCR ile genotipi belirlenemeyen
Ornek icin dizi analizi uygulanmistir.

Bir yillik stirede RV antijeni pozitif olan 1419 o6r-
nek incelenmistir. incelemeye alinan érneklerin 220
(%15.5)’sinde antijen pozitif oldugu halde, RT-PCR yo6n-
temiyle rotavirus RNA saptanamamigtir. Rotavirus RNA
pozitif olarak saptanan 1199 6rnekten alt1 tanesi kismen
tiplendirilebilmistir. Dort 6rnekte G genotipi belirlendigi
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halde P genotipi belirlenememis, iki 6rnekte ise tersi ol-
mugstur. Toplam sekiz G, alt1 P ve 42 farkli1 G-P kombinas-
yonu saptanmistir. G9 (n=605, %50.5) 6rneklerin yarisinda
saptanan yaygin genotip olup, bunu sirasiyla G1 (n=301,
%25.1), G2 (n=108, %15), G3 (=55, %4.6), G4 (n= 42, %3.5),
G12 (n=13, %1), G8 (n=10, %0.8) ve G10 (n=4, %0.3) genotip-
leri izlemektedir. P[8] baskin genotip olup 6rneklerin 1003
(%83.6)inde saptanmistir. Diger P genotipleri ise P[4]
(n=201, %16.8), P[9] (n=3), P [6] (n=5), P[11] (n=2) ve P[10]
(n=1) olarak belirlenmistir. Bes yaygin G genotipi (G1-G4
ve G9) ve iki yaygin P tipi (P[8], P[4]) sirasiyla 6rneklerin
%98.7 ve %99’unda saptanmigtir. En yaygin G ve P kom-
binasyonu G9P[8] olup suslarin 509 (%42,5)unda tespit
edilmigtir. Bunu sirasiyla G1P[8] (265 sus, %22), G2P[8]
(100 sus, %8.4), G2P[4] (72 sus, %6), G3P[8] (44 sus, %3.7) ve
G4P[8] (36 sus, %3) genotipleri izlemistir. Bu alt1 yaygin
genotip suslarin %85.7’sini icermektedir. Geriye kalan 139
sus (%11.7) ender goriilen 21 farkli genotip kombinasyonu
icerisinde yer almistir. Karigik genotip saptanan suslarin
orani %2.75 (n=33) olarak bulunmustur.

Yaygin olan genotiplerin bolgeler arasindaki dagilimi-
na bakildiginda; G9[P8] genotipi i¢c Anadolu (%61.8), Kara-
deniz (%50), Marmara (%56.7) ve Ege (%61.9) bolgelerinde
baskin durumda iken; bu genotip Dogu ve Gilineydogu
Anadolu bolgelerinde G1[P8]’den sonra ikinci sirada yer
almaktadir. Dogu Anadolu bolgesinde G1[P8Jin oranmi
%40.5, GI[P8Jinki %33.3; Glineydogu Anadolu bolgesinde
G1[P8Jin orani %32.8, G9[P8Jinki %28.5 olarak saptan-
migtir.

Sonu¢ olarak mevcut RV agilarinin tilkemizde sapta-
nan genotipleri kapsayicilik oranlarinin olduke¢a ytiksek
oldugu soylenebilir. Dogrudan asilarin kapsaminda olan
genotipler dikkate alindiginda; Rotarix agisinin kapsayici-
Iik (G1P[8], G3P[8], G4P[8], G9P[8]) oran1 %71.36, RotaTeq
asisinin ise (G1P[8], G2P[8], G3P[8], G4P[8], G9P[8]) %79.71
olarak bulunmustur. Her iki asidaki G veya P genotip-
lerden herhangi birinin, saptanan G-P genotip kombi-
nasyonlarinda bulunmasina bagh olarak olusacak ¢apraz
koruyuculuk dikkate alindiginda ise; Rotarix agisinin kap-
sayiciligl %.3, RotaTeq’inki %99.3%e ¢cikmaktadir.
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lar, insan Kkalisiviruslar1 (Calicivirus), astrovirus,

koronaviruslar, toroviruslar, Aichi virus ve pikobir-
naviruslar tarafindan olusturulur. Son yillarda, tlkemizde
salginlara yol acan norovirus (NoV) da giindemi oldukea
mesgul etmektedir. Bu etkenlerden 6zellikle rotavirus ve
NoV c¢ocukluk ¢aginda siklikla kargimiza ¢ikan ve morbi-
dite, mortalite oran1 oldukea yiiksek olan viral etkenlerdir.

Viral gastroenteritler; rotavirus, enterik adenovirus-

Rotavirus, diinya genelinde 5 yas alt1 ¢ocuklarda gorii-
len akut gastroenteritlerin en 6nde gelen etiyolojik ajani-
dir. Siddetli rotavirus diyareleri sebebiyle %85’i gelismekte
olan tiilkelerde olmak tizere diinya ¢apinda her y1l 611.000
¢ocuk hayatini kaybetmektedir (1). Bes yas altindaki ¢ocuk-
larda akut gastroenterit nedeniyle hastane yatiglarinin or-
talama %39’undan (%25-58) rotaviruslar sorumludur (2,3).
Diinyada en sik goriillen 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) cocuklardaki rotavirus diyarelerinin
%88.5’inden sorumlu tutulmaktadir (4). Cocuklarda rota-
virus enfeksiyonlarinin klinik spektrumu, asemptomatik
enfeksiyondan dehidratasyon ile seyreden ciddi diyare
ve oliilme kadar degismektedir. Inkiibasyon periyodu 1-4
glindiir. Rotaviruslar esas olarak fekal-oral yolla bulas-
maktadir. Ancak rotavirus oda 1sisinda uzun siire stabil
kaldigindan kontamine yiizeye temas ile kontamine su ve
yiyeceklerle de bulagabilmektedir (5). Hastaliktan korunma
esas olarak bagirsak liimenindeki antikorlarla, 6zellikle IgA
ile saglanmaktadir. flk olarak bir hafta sonra duodenum
s1vis1 ve serumda 6zgiil IgG cevabi olusmakta, 1-4 ay kadar
sonra duodenum s1visi ve serumda 6zgil IgG ve IgA cevabi
gelismektedir. Bir yi1l sonra serumda 6zgiil IgG cevabi de-
vam etmekte ancak IgA saptanmamaktadir (6).

Son yillarda yapilan c¢aligmalar NoV’un diinyada ve
iilkemizde sporadik veya salginlara sebep olacak sekilde
gastroenteritlere neden oldugunu gostermektedir. NoV sal-
ginlar saglik sistemlerinde, turizm ve yemek endiistrisinde
biiyiik ekonomik sikinti ortaya ¢ikarmakta ve ciddi is giici
kayiplarina neden olmaktadir. Ozellikle 5 yas alt1 cocuklar-
da ve yaglilarda daha yaygin olarak gortilmektedir. En sik
karsilagilan genogrup GII ve onun genotipi GIL.4’tir. Gida
ve su kaynakli viral gastroenteritlerin icerisinde 6nemli
bir yeri vardir. Oldukea bulasici ve bircok cevresel etkene
kars: direncli olmasi sayesinde kisa siirede biiytik popiilas-
yonlar etkileyebilmesi nedeniyle hizli laboratuvar tanisi
onemlidir. Bu hizli tanida daha ¢ok ELISA ve immiinok-
romatografi gibi yontemler kullanilmaktadir. Ancak, tam
yontemlerinin karsilastirildigi bazi ¢aligmalarda RT-PCR
gibi molekiiler yontemler kullamildifi zaman, ELISA’ya
gore daha yiiksek oranda pozitiflik saptanmaktadir. Ayrica,

laboratuvar tarafindan NoV tamis1 konulmas: hastalarin
gereksiz antibiyotik kullanmasini da engellemis olacaktir.

Viral gastroenteritlerin tanisinda kullanilan testler
asagida listelenmis ve 6zellikleri tabloda belirtilmigtir.

Immiinokromatografik test: Striplerin kullanildig vi-
ral antijen testleridir. Kullanim basit, hizli ve ucuzdur. Tek
olgularin ¢alisilmasi i¢in uygundur. Duyarliligy lateks agg-
litinasyon testine gore yiiksek, ELISA testine benzer veya
biraz digtikdir. Negatif sonuclar PCR ile dogrulanmalidir.

ELISA: Antijen testidir. Tek olgularin tanisi i¢in 6ne-
rilmez. Rutin tan1 ve tarama icin standart test olup ¢ok
sayida Ornek caligilabilir. PCR testine gore duyarliligi
dugtiktiir, 6zgulligi ise benzerdir. Salginlarda uygun tani
testidir, ancak negatif sonu¢ RT-PCR ile dogrulanmalidir.

Lateks agliitinasyon testi: Antijen testidir. Duyarhili-
ginin ELISA testinden oldukca diisiik olmasi dezavantaj-
dir. Tarama testi olarak kullanimi 6nerilmez.

PCR: Enterik viruslar i¢in altin standart kabul edilir.
Multipleks PCR testleri mevcuttur (7,8).

Real-time PCR: Konvansiyonel RT-PCR’a gore 1-4 log
daha duyarl oldugu bildirilmistir (7,8).

Genotipleme: Epidemiyolojik amaglar i¢cin NoV genog-
rup tespiti konvansiyonel RT-PCR iiriinlerinin dizi analizi
ile, rotavirus G ve P genotiplerinin tanisi ise konsensus
PCR sonrasi genotipe 6zgiill multipleks PCR testleri ve dizi
analizi kullanilarak referans laboratuvarinda yapilir.
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Tablo. Viral gastroenterit tanisinda kulanilan testlerin 6zellikleri

Test (Siiresi) Hedef virus Kitin adi Duyarhilik (%) Ozgiilliik (%) Kaynak no
immiinokromatografik test (15-20 dk) Norovirus RIDA®QUICK 61.4-83.3 87.5-100 18-22
SD Bioline 54-62 67-98.6 18,23
Rotavirus RIDA®QUICK 88.8 100 24
CombiStrip (Coris) 76.5 68 25
Dipstick Eiken 95.8 93.3 26
ROTAstrip (Coris) 99 96 27
Adenovirus RIDA®QUICK 28.6 100 24
ELISA antijen testi (1-3 saat) Norovirus IDEIA Norovirus 58.9-78.9 93.9-100 28,29
RIDASCREEN 40-78.3 83.3-97 21,24,29-31
(R-Biopharm)
Rotavirus RIDASCREEN 82.1 100 27
IDEIA (Dako) 96 99 33
Premier Rotaclone 98.1 97.5 32
VIDAS (bioMerieux) 76.8 100 20,34
Astrovirus RIDASCREEN 100 93-100 35
Adenovirus Novitec 85
Lateks aggliitinasyon testi (2-5 dk) Rotavirus Slidex (bioMerieux) 85.7 100 33
MUREX (Abbott) 68 99 27
Pastorex (Biorad) 85.9 97.7 36
Adenovirus Adenolex 46 99 37
PCR testi (1-2 giin) Norovirus Argene 92.8 100 29
Cepheid 91.2 100
Gergek zamanlik PCR testi (1-2 giin) Rotavirus Seeplex 100 100
Adenovirus Seeplex 100 100 %
Norovirus Seeplex 97 99.4
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tilkelerde 6nemli bir mortalite ve morbidite nede-

nidir. Etkenler viral, bakteriyel ve paraziter veya
¢oklu ajanlar olabilir (1). Ozellikle son yillarda tanisal
mikrobiyoloji alaninda ortaya c¢ikan yeni metodojiler,
gastroenterit salginlarinin etiyolojisinin tanimlanmasin-
da, herbir ajanin oynadig: roliin belirlenmesinde, farkl
gecis yollarinin saptanmasinda ve kontrol yontemlerinin
belirlenmesinde ciddi kazanimlar saglanmasina neden
olmustur. 1970°li yillardan once gastroenterit ataklari-
nin %80’inin etyolojik tanisini yapmak mimkiin olma-
migtir. Ancak 1972 yilinda ishali olan hasta drneklerinin
elektron mikroskobunda incelenmeye baslanmasiyla,
norwalk virus, rotavirus, astrovirus, enterik adenovirus
ve sapovirus gibi yeni enterik viruslar tanimlanmig ve
bunlarla ilgili olarak tim diinyada elektron mikrosko-
piden farkli tani yontemleri ve korunma konularinda
genis aragtirmalar baslatilmistir. Ozellikle 1990’1arda
viral etkenlerin genetik sekanslarinin belirlenmesi ile
yeni molekiiler yontemler tiim diinyada yaygin olarak
kullanilmaya baglanmistir (2). Tanisal kapasitedeki bu
artisa bagli olarak, dinyada yapilan salgin inceleme-
lerinin sayisi giderek artmig ve enfeksiyoz ishallerde
viruslarin %30-70’lere varan oranlarla ilk siray: aldiklar:
bildirilmigtir (3).

Diinyada ciddi bir halk saglig1 sorunu olarak izlenen
viral kaynakli gastroenterit enfeksiyonlari ciddi bir has-
talik yiikiine de neden olmaktadir. Etkenin hizli tanisi,
etkin bir enfeksiyon kontroli ve olgu/salgin yodnetimi
imkani vermekte, ayrica epidemiyolojik caligmalarda
Onemli bir temel olusturmaktadir. Fekal kaynakli1 bakte-
riyel, viral ve/veya paraziter patojenler su kaynaklarini
kontamine ederek salginlari baglatabilirler. Patojenik
ajanin su kaynakli yayilimi; etkenin sudaki canliligini
koruyabilmesine ve duyarli bireylerde hastalik olustur-
mak icin gerekli enfeksiyoz yiike baglidir. Enfeksiyoz
yik ve cevresel sartlarda canlilik siiresi, patojenlere gore
farklilik gosterdigi icin salgin etkenlerinin laboratuvar
tanis1 dnemlidir. Olas1 gastroenterit etkenlerinin tanisi-
nin hizli ve dogru olarak yapilmasi etkin tedavi olanag:
saglayacak, viral kaynakli gastroenteritlerde gereksiz
antibiyotik kullanimini engelleyecek, ayrica antimik-
robiyal tedavi gerektiren durumlarda dogru antibiyotik
secimi i¢in yol gosterici olacaktir.

q kut gastroenteritler, 6zellikle gelismekte olan

Ulkemizde bir ¢ok merkezdeki hastanelerde, enterit
tanisiyla yatan hastalarla ilgili yapilan ¢ok sayida ¢alisma
mevcuttur. Ancak 2009 yilindan itibaren tilke genelinde
farkli zamanlarda toplumu etkileyen, 6zellikle gida ve su
kaynakli salgin incelemelerine ait 6rnekler laboratuvari-
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miza gonderilmektedir. 2010 yilinda Refik Saydam Hif-
zissthha Merkezi Bagkanlig tarafindan hazirlanmig olan
“Gida ve Su Kaynakli Salginlarda Gonderilecek Ornekler
Icin 11 Saghik Midirligi Saha Rehberi” esas alinarak
olusturulmus bir 6rnek yonetim algoritmasi mevcuttur.
Bu kapsamda 2009-2011 yillar1 arasinda laboratuvari-
mizda Tirkiye’nin cesitli illerinden génderilen toplam
561 ornek incelenmigken, 2012-2014 Mayis arasinda
bu say1 1847°dir. Bu artig, hem salgin ve drnek yonetimi
algoritmasinin artan oranda kullanilmaya baglanmasi,
hem de viral ajanlar nedeniyle olusan salginlarin tanisi-
nin kisa stirede yapilmasi nedeniyledir. Son iki yilda ge-
len 6rneklerin %11.1’i norovirus, %5.6’s1 rotavirus, %2.2°si
adenovirus ve %1’i astrovirus olarak tanimlanmistir. Bu
oranlar viral kaynakli enterit etkenleri acisindan diinya-
da yapilan arastirmalarla uyumludur (4,5). Ozellikle son
yillarda molekiiler yontemlerin yayginlagmasi nedeniy-
le, tm diinyadan bildirilen gastroenterit etkeni olarak
viral ajanlara ait arastirmalarin sayisinda ciddi bir artig
gortiilmektedir (6-9). Diinya genelinde yapilan aragtirma-
lar incelendiginde, norovirus ve rotavirus, en sik karsi-
lagilan enterit etkenleri olarak karsimiza ¢ikmaktadir
ve her iki etkenle ilgili aragtirmalarin sayisi1 da giderek
artmaktadir. Rotavirus enfeksiyonlarinin 6zellikle co-
cukluk ¢ag: ishallerinin ve ishale bagli 6lim nedenleri
arasinda ilk siray1 aldigr distinildaginde, bu konuda
yapilan aragtirmalarin degeri artmaktadir. Bu konudaki
en onemli gelisme ise, rotavirusa karsi gelistirilen asidir
ve diinya genelinde bu asgiyla hastalik yiikiinde ve 6liim
oraninda ciddi bir dusis saglanmastir (10). Norovirus ile
ilgili yapilan arastirmalarda ise, salginlara neden olan
yeni genotipleri ve “histoblood grup antijenleri”yle ilis-
kili olan genetik duyarliligin saptanmasi gibi virusun
epidemiyolojisini, gecis yollarini ve fizyopatolojisini
agiklayacak onemli bilgilere ulasilmistir (5,11,12). Ancak
tim bu basarili caligmalara ragmen, yine de her iki ajanla
ve digerleriyle ilgili olarak, viruslara bagl salginlarda
6lim oranlarinin ve diinya genelinde hastalik ytkintn
azaltilmasi i¢in aragtirmalarin artarak devam etmesi ge-
rekmektedir (13).

Kaynaklar

1. Ferreira MS, Xavier Mda P, Tinga AC, et al. Assessment of gastroenteric
viruses frequency in a children’s day care center in Rio De Janeiro,
Brazil: a fifteen year study (1994-2008). PLoS One 2012; 7(3):e33754.

2. Glass RI. Beyond discovering the viral agents of acute gastroenteritis.
Emerg Infect Dis 2013; 19(8):1190-1.

3. Rovida F, Campanini G, Piralla A, et al. Molecular detection of
gastrointestinal viral infections in hospitalized patients. Diagn Microbiol
Infect Dis 2013; 77(3):231-5.

67



. Chen SY, Chiu CH. Worldwide molecular epidemiology of norovirus

infection. Paediatr Int Child Health 2012; 32(3):128-31.

. Hoffmann D, Mauroy A, Seebach J, et al. New norovirus classified as a

recombinant GIL.g/GII.1 causes an extended foodborne outbreak at a
university hospital in Munich. J Clin Virol 2013; 58(1):24-30.

. Bereciartu A, Bok K, Gémez J. Identification of viral agents causing

gastroenteritis among children in Buenos Aires, Argentina. ] Clin Virol
2002; 25(2):197-203.

. Al-Rashidi A, Chehadeh W, Sziics GG, Albert MJ. Different norovirus

genotypes in patients with gastroenteritis in Kuwait. ] Med Virol 2013;
85(9):1611-8.

. Sai L, Wang G, Shao L, et al. Clinical and molecular epidemiology of

norovirus infection in adults with acute gastroenteritis in Jinan, China.
Arch Virol 2013; 158(11):2315-22.

9.

10.

11.

12.

13.

Gonzilez GG, Liprandi F, Ludert JE. Molecular epidemiology of enteric
viruses in children with sporadic gastroenteritis in Valencia, Venezuela.
] Med Virol 2011; 83(11):1972-82.

World Health Organization. Generic protocol for monitoring impact of
rotavirus vaccination on gastroenteritis disease burden and viral strains.
http://www.who.int/immunization/documents/WHO_IVB_08.16/en/

van Beek J, Ambert-Balay K, Botteldoorn N, et al. Indications for
worldwide increased norovirus activity associated with emergence of a
new variant of genotype IL.4, late 2012. Euro Surveill 2013; 18(1):8-9.
Ruvoén N, Le Pendu J. Genetic susceptibility to norovirus infection.
Pathol Biol (Paris) 2013; 61(1):28-35.

Karve S, Krishnarajah G, Korsnes JS, Cassidy A, Candrilli SD. Burden

of acute gastroenteritis, norovirus and rotavirus in a managed care
population. Hum Vaccin Immunother 2014; 10(6). [Epub ahead of print]

68

8. Ulusal Molekiiler ve Tanisal Mikrobiyoloji Kongresi



PANEL 9

IMMUN SUPRESIF HASTALAR iCIN ONEM TASIYAN BAZI ETKENLERIN MiKROBiYOLOJIK TANISI

TOXOPLASMA GONDII

Prof. Dr. A. Yiiksel GURUZ

Ege Universitesi Tip Fakiiltesi, Parazitoloji Anabilim Dali, izmir

genisg bir konak yelpazesi olan ve medikal 6nemi

yiksek bir protozoon parazit olarak kabul edil-
mektedir. T. gondii enfeksiyonu immiin sistemi saglam
kisilerde genellikle selim seyirli iken 6zellikle AIDS ve
immiin baskilayici tedavi alan hastalarda (organ ve ke-
mik iligi transplantasyonu, kanser kemoterapisi) ytiksek
morbidite ve mortalite gostermektedir (1,2). Giintimiizde
gerceklestirilen 6zel teknik ve ileri donanimlarla artik
pek cok organ ile dokunun transplantasyonu ve kemote-
rapi basariyla yapilmaktadir. insanlara yeniden yagama
imkani taniyan transplantasyonlarin sonrasinda da tok-
soplazmozis hayati tehdit eden bir nitelik kazanabilmek-
tedir. Immiin sistemi baskilanmig olan hastalarda klinik
tablo genelde kronik latent enfeksiyonun reaktivasyonu,
nadiren de akut akkiz enfeksiyon seklinde gelismekte, te-
davi edilmeyen olgularin %99’unun 6limle sonuclandig:
bildirilmektedir (1-5).

T.gondii enfeksiyonun primer tanisi, 0zgil anti-
toksoplazma antikorlarin gosterildigi serolojik testler ile
yapilir. Ayrica akut toksoplazmozis tanisi IgG ve IgM anti-
korlarinin gosterilmesi ile saglanmaktadir. IgG antikorla-
rinin saptanmasinda Sabin Feldman Dye testi, indirekt flo-
resan antikor testi (IFAT), agliitinasyon testleri, ELISA ve
IgG avidite testleri kullanilmaktadir. IgM immunosorbent
agglutination assay (ISAGA) ve IgM ELISA-capture testleri
de IgM antikorlarinin tespiti i¢in kullanilmaktadir. Bu-
nun yaninda bu serolojik testler ile enfeksiyonun baglama
zamani tam olarak tespit edilememektedir. Bazen enfeksi-
yon baglangicindan sonra da IgM varliginin ve/veya disik
IgG avidite oraninin uzun siire devam etmesi nedeniyle
enfeksiyonun yorumlanmasi zor olmaktadir (1,2,6).

Toxop]asma gondii, insanlarin da dahil oldugu

Immiin sistemi baskilanmis hastalarin toksoplazmozis
tanisinda anti-toksoplazma IgM seropozitifliginin One-
mi iizerinde durulmaktadir (7). Ozellikle seronegatif bir
hastada transplantasyon sonrasinda 6zgil antikorlarin
saptanmasi veya seropozitif bir hastada IgM antikorunun
saptanmas1 tanisal acidan kiymetli kabul edilmektedir.
Immiin sistemi baskilanmis hastalarda, uygulanan agir
immiinstipresyon nedeniyle kanda antikor seviyelerinde
artigin gosterilmesi zorlagmaktadir. Bazen IgM’nin olus-
madigl, IgG antikorlarinda diizensiz sonugclar alindify
veya erken donemlerde hi¢ antikor yaniti saptanmadi-
g1 gosterilmistir (8-14). Bunun yaninda serolojik testler
transplantasyon hastalarinda risk grubunun belirlenme-
sinde 0zgil antikorlarin saptanmasi agisindan kiymetli
kabul edilmektedir (14,15).

Immiin sistemi baskilanmig hastalarda kesin tani, doku
biopsilerinde veya viicut sivisi Orneklerinden T.gondii

takizoit izolasyonu, biyopsi materyalinde histolojik yon-
temlerle takizoit ve doku Kkistlerinin veya polimeraz zin-
cir reaksiyonu (PCR) ile parazit DNA’sinin gosterildigi
yontemlerle konulmaktadir. Birka¢ merkezde T.gondii
izolasyonunda fare peritonuna ve hicre killtiriine inoki-
lasyon yontemi kullanilmasina ragmen, bu yontemlerin
0zel donanimli laboratuvar gerektirmesi ve zaman alici
olmas: nedeniyle fazla tercih edilmedigi belirtilmektedir
(1,2,6,16).

Son yillarda degisik ve ¢ok kiiciik miktarlardaki tani
materyallerinde parazitin tespiti icin ytiksek duyarlikli
PCR teknikleri gelistirilmistir (14,15,17). Parazitin PCR
ile gosterilmesinin kiiltiir ve mikroskobiye gore daha du-
yarli ve 6zgiil oldugu iddia edilmektedir (13,18). Cesitli
hasta 6rneklerinde (BOS, humor akéz, BAL, balgam, kan,
amnion s1vy, biyopsi 6rnegi) aktif T.gondii enfeksiyonun
tanist i¢cin PCR teknikleri basari ile uygulanmaktadir.
PR ile erken tani konulmasi sonucu erken tedaviye bas-
lanmakta, elde edilen iyi sonuglar prognozu da olumlu
etkilemektedir (16,19). Ayrica gercek zamanl PCR, im-
miin sistemi baskilanmig olan hastalarda parazit sayisini
gosterebilmesi acgisindan oldukc¢a o6nemlidir. Bu grup
hastalarin tedavisi, parazit sayisinin digmesi ile takip
edilebilmektedir. Molekiiler tani, serolojik ve kultir
yontemleri ile kolay tani alamayan bu grup hastalarda
onemli bir avantaj olusturmaktadir. Ege Universitesi Tip
Fakiiltesi Parazitoloji Anabilim Dali Molekiiler Parazi-
toloji laboratuvarinda gercek zamanli PCR ile toksop-
lazmozis rutin molekiiler tanisinda RE geni hedef bolge
olarak kullanilmaktadir (GenBank no: AF146527). RE
geninin her bir sugta yaklagik 200-300 kez tekrar ettigi,
T.gondirnin DNA arastirmalari i¢in 6zgiin bir gen oldu-
gu bildirilmigtir (20). Ger¢ek zamanli PCR ile hibridizas-
yon problar: kullanilarak tek basamakta ve yaklagik 50
dakikalik bir siire icinde 134 bp biiyiikliginde bir gen
bolgesinin amplifikasyonu saglanmaktadir.
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hastaliklarin molekiiler tanisinda panel uygulama ih-

tiyac1 her gecen giin artmaktadir. Hastalardan invazif
yontemlerle alinan 6rneklerde [bronkoalveoler lavaj (BAL)
gibi] birden fazla parazitin (Pneumocystis jirovecii, Toxop-
lasma gondii, Cryptosporidium spp., Microsporidium spp.,
Strongyloides stercoralis) tanisi gerceklestirilebilmektedir.
Bu parazitler hastalarda benzer klinik bulgular verebildi-
ginden hastaya ait DNA 6rneginde ayn1 anda aragtirilabil-
mektedir. Bu parazitler icinde Pjirovecii molekiiler tanisi
Ege Universitesi Parazitoloji Anabilim Dali Molekiiler
Parazitoloji Laboratuvarinda (MolParLab) gercek zamanlh
polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) yontemi ile 2011 yilin-
dan bu yana basariyla gerceklestirilmektedir.

@
I mmiun sipresif hastalarda goriilebilecek parazitolojik

Pjirovecii, 6zellikle AIDS’li hastalarda ve bunun yani
sira kanser, transplantasyon veya immiin sistem bozuk-
luklar: i¢in uzun siireli immiin sistemi baskilayic tedavi
alanlarda siklikla Pneumocystis pnémonisi (PcP)’ne sebep
olmaktadir (1,2). Glintiimiizde en sik olarak, HIV pozitif
olduklarini bilmeyen veya kombine anti-retroviral tedavi
almayan (cART) hastalarda goriilmektedir (1,3). Bu mik-
roorganizmanin kualtird yapilamadigindan, PcP tanisi
genelde solunum Orneklerinden hazirlanan yaymalarin
cesitli boyalarla boyanarak mikroskopik incelenmesi, di-
rekt floresan antikor yontemleri veya PCR yontemleri ile
saptanmas1 sonucu konulmaktadir. 1990’larin sonunda
boyama ve immiinofloresan yontemlere gore daha yiiksek
duyarlilik ve 6zgiilliige sahip PCR ydnteminin kullanimi-
na baslanilmas: ile PcP tanisi kolaylagsmistir (4,5).

PcP’nin molekiiler tanisinda Pjirovecinin bir¢ok geni
aragtirilmaktadir. Bunlar arasinda; major surface glycop-
rotein (MSG), dihydropteroate synthase (DHPS), dihydrofo-
late reductase (DHFR), internal transcribed spacer regions
of the rRNA (ITS), mitochondrial large subunit rRNA
(mtLSUrRNA), mitochondrial small subunit rRNA (mtSSU
rRNA), 58 rRNA, 18S rRNA, 28S rRNA, HSP70, I-tubulin,
thymidylate synthase, Kex-1 ve cdc2 sayilabilir (3,5,6-15).
Son yillarda gercek zamanli PCR (Rt-PCR) platformlarinin
gelistirilmesi, capraz kontaminasyonu azaltarak 6zgulligi
artirmig, hedef gen sayisinin belirlenebilmesini ve hizli
sonug¢ verilebilmesini saglamigtir.

MolParLab biinyesinde 2011 yilindan bu yana gercek-
lestirilen Pjirovecii tanisinda Rt-PCR yontemi ile cdc2
geni aragtirilmaktadir (4). PCR ydntemlerinin duyarlilik
ve 0zgulligini azaltan énemli faktorlerden birisi de PCR
inhibisyonudur (16,17). Yanlis negatif sonug verilmesinin
oniine gecebilmek icin neredeyse biitiin tanisal Pjirovecii
molekiiler yontemlerinde internal inhibisyon kontroller
kullanilmaktadir. Internal inhibisyon kontroller olarak

insan geni veya hedef geni iceren plazmid kontroller, hasta
Ornegine eklenerek hasta 6rnegi ile es zamanl ¢alisilmak-
tadir.

MolParLab biinyesinde gerceklestirilen P.jirovecii ta-
nisina yonelik Rt-PCR yontemi daha 6ceden tarif edil-
digi gibi gerceklestirilmektedir (4,18). Kisaca; 166 baz
¢iftlik cdc2 gen parcasinin (GENBANK No: AF026546)
amplifiye edilecegi reaksiyonda primerler [5’-AGG-
TAGGAGAAGGTAAGAAA-3’ (20 nt, ileri primer) ve
5-GCTGTGCTTGGAACCC-3’ (16 nt, geri primer)] ve prob-
lar [5-LC-TTAAAAAAATCCGGCTAGAAGCAGAAG-3’
(27 nt) ve 5- GATCTTGAAAATGGCACAATAGTAG-FL-3’
(25 nt)] kullanilmaktadir. Her 20 nl reaksiyon 5 nl hasta
DNA’s1 veya kontroller, 1x FastStart karigimi (Roche),
4 mM MgClL,, 0.4 utM LC ve 0.2 pM FL problar ve 0.5
1M primerler icermektedir. Reaksiyon Rt-PCR cihazinda,
95°C’de 10 dk baslangi¢ denatiirasyonu sonrasi, 10 sn 95°C,
15 sn 55°C ve 15 sn 72°Clik 45 dongi ile olusturulmak-
tadir (4,18). P. jirovecii cdc2 genini igeren pozitif kontrol
plasmidi TOPO klonlama Kkiti ile tarif edildigi gibi hazir-
lanmustir (4). Pozitif kontroller mikrolitrede 6x10°-6 adet
cdc2 kopya plazmid iceren 10 kat sulandirilmig érnekler-
den olusmaktadir. Eksternal kontrol olarak, daha dnceden
mikroskopi ve PCR ile Pjirovecii saptanmig solunum 0Or-
nekleri kullanilmaktadir. Her reaksiyonda distile su, DNA
ile yer degistirilecek negatif kontrol olarak kullanilmigtir.
Analiz LightCycler 1.2 cihazi ve LightCycler yazilimi (Roc-
he) ile gerceklestirilmektedir.
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icrosporidium, omurgali ve omurgasiz genis
Myelpazede konak seciciligi gosteren, kiiciik, spor

olusturan, zorunlu hiicre i¢i parazitidir. Prokar-
yotlardan okaryotlara gecis paraziti olarak da tanimlanan
Microsporidium daha ¢ok tipik okaryotik karakterler
tagimaktadir (1-5). Gliniimiizde 160 cins icinde 1300 tirt
tanimlamig olup, 14 tirtin insanlar i¢in patojen oldugu
bildirilmistir. Bunlardan insanda en fazla Enterocytozo-
on bieneusi ve Encephalitozoon intestinalisin hastaliga
sebep oldugu yayinlanmigtir (6). Enfeksiyonun insanlara
bulas yollar1 tam olarak acgik degildir. Digki, idrar ve solu-
num yollar: sekresyonlarinda bulunan sporlar enfeksiyon
kaynag1 olarak belirtilmigtir. Bulag kisiden Kkigiye direkt
oldugu gibi, su, sit, yiyecek, homoseksiiel iligki, yiizme
havuzlarindaki sular, hayvan ve vektorler aracilig ile de
olabildigi gosterilmistir (1,5,7,8).

Microsporidium, bagisiklik sistemi saglam kisilerde cid-
di bir hastaliga neden olmadig1 icin, hem gelismis hem de
gelisgmekte olan iilkelerde firsatci enfekiyon etkeni olarak
kabul edilmektedir. Ancak mikrosporidiozisin, immiino-
lojik problemi olmayan kisilerde de siklikla gastroenterit,
solunum yolu enfeksiyonlari, hatta korlige yol agtigina
dair yaymlar bulunmaktadir (9,10). Immiin sistemi bas-
kilanmis hastalarda Microsporidium larin siklikla inatci,
yagsam1 tehdit eden gastrointestinal semptomlara neden
olmasinin yani sira goz, beyin, solunum yollari, karaciger ve
safra yollarini da tutabildigi bildirilmistir (1,5,8). HIV/AIDS
hastalarinda siklikla E bieneusrnin tespit edildigi ve en ¢ok
goriilen klinik tablonun diyare oldugu belirtilmis, enfeksi-
yonun yogunlugu ile klinigi arasindaki iligkinin hastanin
immin durumu ile yakindan ilgili oldugu bildirilmistir
(1,11). Microsporidium son yillarda immiin baskilayici teda-
vi alan organ transplantli hastalarinda, malign hastaliklarda
ve diyabetes mellitus hastalarinda firsatci parazit olarak sik
gorilmeye baglanmistir (1,5,6,12). Microsporidium tani-
sinda digky, bronkoalveoler lavaj sivisi (BAL), balgam, idrar,
akoz s1vi, periton sivisi ve safra drnekleri gibi cesitli viicut
Ornekleri kullanilmaktadir. Kiigiik ve hiicre i¢i yerlesimli
olmalari, ayrica zor boyanmalar: nedeniyle geleneksel tani
yontemlerinin kullanilmasinda zorluklar yaganmaktadir.
Gilintimiizde Microsporidium tanisinda mikroskopi, kiiltiir,
antijen veya antikor arama, transmisyon elektron mikros-
kobu (TEM) ve niikleik asit saptama teknikleri kullanilmak-
tadir (2,5,6,13,14).

Modifiye edilmis trikrom boyamanin diger boyama
tekniklerine oranla daha yararli oldugu bildirilmistir
(1,9,15). Son yillarda kullanilan kalkoflor beyazi, uviteks
2B ve fungiflor gibi floresan boyama yontemlerinin Mic-
rosporidium sporlarinin aranmasinda modifiye trikrom
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boyama yonteminden daha duyarli ve 6zgil oldugu goz-
lemlenmistir (5,16). Bu boyama yontemleri ile Micros-
poridium sporlarinin, mantar hiicrelerinden ayriminda
yasanan zorluklar1 agsmak ve duyarhiligy artirmak amaciy-
la, poliklonal ve monoklonal antikorlar kullanilarak ger-
ceklestirilen immiinofloresans (IFA) yontemi kullanima
girmistir (13,16). Serolojik testler, immiin sistemi baskilan-
mis hasta grubunda immiuinolojik yanitin zayiflamasi ile
kanda bulunan antikor miktarinin azalmasi, tiirlere 6zgi
antijenlerin kolay iiretilememesi ve ¢apraz reaksiyon olus-
turmas1 nedeniyle tanida ¢ok yararli olamamaktadir (7).
TEM’nin digki ve viicut sivisi 6rneklerinde 6zgilliiginin
yiksek, duyarliliginin diisiik olmasi, uzun zaman almasi
ve pahali olmasi nedeniyle kullanim alaninin oldukca
kisith oldugu bildirilmistir (1,8,9,16).

Microsporidium’un molekiiler tanisi i¢in, en ¢ok SSU
ve LSU rRNA genlerinin farkli boélgeleri kullanilmakta-
dir. Bunun yaninda ITS boélgesinin de hem tani hem de
Microsporidium tirlerinin ayiriminda kullanildig: bildi-
rilmigtir (1,17,18). Microsporidiunrun spor duvarlarindan
DNA izolasyonu zor ve oldukc¢a 6nemli bir basamaktir.
Bunun i¢in klasik DNA izolasyon yollarinin yaninda mo-
difiye yontemler de kullanilmaktadir. Son yillarda bazi
aragtirmacilar tarafindan, cam boncuklar ile olusturulan
mekanik parcalamanin veya kaynatmanin izolasyonda
daha etkili oldugu ifade edilmisgtir. Ayrica molekiiler
¢aligmalarda 6nemli bir sorun, alinan dérneklerde bulu-
nan bazi maddelerin PCR’da inhibitor etki gostermesidir.
Dolayisiyla inhibisyonu 6nlemek i¢in, sigir serum albu-
mini, immiinomanyetik ayirma (IMS) ve sakroz flotasyon
yontemi kullanilmaktadir (1,5). Molekiiler c¢aligmalarin
hem Kklinik, hem de ¢evreden alinan 6rneklerde kullanilan
diger mikroskobik yontemlerden daha duyarli ve 6zgiil
oldugu gosterilmigtir (5,17). Gelistirilen multipleks gercek
zamanli PCR teknikleri ile digki 6rneklerinde E.bieneusi
ve Encephalitozoon spp.’un tanisinda %100 ozgullik ve
duyarlhilik saptandig1 yayimnlanmistir (18). Ozellikle mik-
rosporidiozisin epidemiyolojik ¢aligmalarinda ve immiin
sistemi baskilanmig hastalarin erken tanisinda gercek
zamanli PCR (Rt-PCR)'1n hizli ve giivenilir bir molekiiler
yontem oldugu bildirilmigtir (5,17,18).

Ege Universitesi Tip Fakiiltesi Parazitoloji Anabilim Dal1
Molekiiler Parazitoloji laboratuvarinda, Rt-PCR ile E.bieneusi
ve Encephalitozoon spp. rutin molekiiler tanisinda sirasiyla
ITS ve SSU rRNA genleri hedef bolge olarak kullanilmaktadir
(GenBank no: AF101198, U09929) (18). Rt-PCR ile hidroliz
problar: kullanilarak tek basamakta ve yaklagik 45 dakikalik
bir stire icinde 103 bp ve 214 bp biiyiikliginde gen bolgele-
rinin amplifikasyonu saglanmaktadir.
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rointestinal sistem ve solunum yollarinda yer-

lesen, Apicomplexa subesinde yer alan hiicre ici
parazitlerdendir. Cryptosporidiunrlar insanlar, c¢iftlik
hayvanlari, kuslar, siiriingenler, baliklar gibi pek ¢ok
hayvan tirini enfekte edebilmektedir (1-4). Klinik bul-
gular konagin yasi, genel saglik durumu ve alinan parazit
sayisina bagli olarak degisiklik gostermektedir. Kriptospo-
ridiozis sirasinda hastada uzun stire seyreden ishal ataklari
olugabilir, immiin sistemi baskilanmisg kisilerde ishal daha
da siddetlenip hastalik yayginlasabilmektedir. Enfeksiyon
sirasinda Cryptosporidium ooKkistlerinin yogunlugu hasta-
Iigin giddeti ile paralel degisim gostermektedir. Bu sebeple
hastalara ait drneklerde parazit yiikiiniin belirlenmesinin
onemli oldugu belirtilmektedir (2,5 6).

Cryptosporidium ile bulag sporozoit i¢ceren ookistlerin,
su veya yiyeceklerle agiz yoluyla alinmasi sonucunda
meydana gelmektedir. Baz1 ookistler konag1 tekrar enfekte
edebilirken, digerleri digki yoluyla viicuttan atilmaktadair.
Cryptosporidium lar insandan insana, insandan hayvana,
hayvandan insana ve hayvandan hayvana bulagabilmekte-
dir (5,7-9). Kriptosporidiozis prevalansi 6zellikle su park-
larinda, nehir, gol ve ylizme havuzlarinin kullaniminin
arttig1 yaz aylarinda artig gostermektedir (10).

C ryptosporidium ttrleri, insan ve hayvanlarda gast-

Cryptosporidium tanisi digki, balgam ve safra 6rnekle-
rinde ¢esitli yontemlerden yararlanilarak yapilir. Bunlar
mikroskopi, kiiltir, antijen arama, akim sitometrisi, kon-
santrasyon yontemleri ve niikleik asit saptama teknikleri
olarak belirtilmektedir (6,11,12). Cesitli 6rneklerdeki oo-
kistler geleneksel etil-asetat ve yiizdiirme yontemleri ile
yogunlastirilabilmektedir. Cryptosporidium ooKistlerinin
saptanmasinda 6zel boyalar kullanilmaktadir. Modifiye
edilmis Ziehl-Neelsen aside direncli boyama yontemi
disiik maliyeti, kullanim kolayligi, 6zel mikroskoba ge-
rek duyulmamasi ve ayni preparatta diger patojenlerin
aragtirilmasina olanak vermesi nedeniyle en sik kullani-
lan yontem olarak gosterilmektedir (6,11). Son yillarda
Cryptosporidiunrlarin tanisi imminofloresans yontemi
ile yapilmakta, immiinomanyetik yakalama yontemi ile
birlestirildiginde duyarhiliginin arttigi bildirilmektedir
(13,14).

Cryptosporidiunr’un molekiiler tanisi ve tiir ayirimin-
da, hedef olarak ¢ok cesitli genler tercih edilmektedir. Bun-
lar icinde, ookist duvar proteini (COWP) ve small-subunit
rRNA genleri polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) teknikle-
rinde en ¢ok hedef alinan bélgelerdir (15,16). Molekiiler
caligmalarda, digki 6rneklerinde bulunan bazi maddele-
rin PCR reaksiyonlarinda inhibitér etki olusturmasinin
O6nemli bir sorun oldugu bilinmektedir. Bunun i¢in kulla-
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nilan immiinomanyetik ayirma (IMS), akim sitometrisi ve
sakroz flotasyon yontemleri ile yapilan DNA ekstraksiyon-
larinda hem inhibitdr etki azalmakta hem de daha 6zgiul
olarak ookist toplanmaktadir (6,17). Ayrica molekiiler
yontemlerden yararlanilarak Cryptosporidium un zoono-
tik yolla bulagip bulagsmadiginin anlagilmasinda 6énemli
ilerleme kaydedildigi bildirilmektedir (18-20). Hem klinik
hem de c¢evreden alinan o6rneklerde PCR ¢aligmalarinin,
diger mikroskobik yontemlerden daha duyarhi ve 6zgil
oldugu gosterilmistir (6,16,17).

Son yillarda gelistirilen gercek zamanli PCR (Rt-PCR)
yonteminin duyarlilik ve 6zgulliginin diger PCR yon-
temleri ile ayn1 olmasi ve bu iglemlerin ¢ok kisa bir siirede
gerceklesmesi acisindan oldukca énemlidir. Ozellikle krip-
tosporidiozisin epidemiyolojik ¢aligmalarinda, su kaynakl
biiytik salginlarda ve immiin sistemi baskilanmig hastala-
rin erken tanisinda PCR alternatif olarak hizli ve giivenilir
bir molekiiler yontemdir (6,17,21-23).

Ege Universitesi Tip Fakiiltesi Parazitoloji Anabilim
Dali Molekiiler Parazitoloji laboratuvarinda Rt-PCR ile
Cryptosporidum spp. rutin molekiiler tanisinda oocyst
wall protein (COWP) geni hedef bolge olarak kullanil-
maktadir (GenBank no: AF248743.1) (24). DNA Orne-
ginden 151 bp biyukligindeki DNA parcast COWP-
P702F (5-CAAATTGATACCGTTTGTCCTTCTG-3’) ile
COWP-P702R  (5-GGCATGTCGATTCTAATTCAGCT-3’)
primerleri ve COWP-P702 hidroliz probu (FAM-5-
TGCCATACATTGTTGTCCTGACAAATTGAAT-3’-BHQ)
kullanilarak Rt-PCR ile tanimlanmaktadir. Rt-PCR ile hid-
roliz probu kullanilarak tek basamakta ve yaklasik 40
dakikalik bir siire i¢inde bu gen bolgesinin amplifikasyonu
saglanmaktadir.
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transplantasyonu tedavilerinde immiin sistemi bas-

kilayan ilaglarin kullanimindaki artiga bagli olarak
firsatq1 parazitlerin olusturdugu enfeksiyonlarin siklif
da artmaktadir. Ayrica bunun yaninda AIDS gibi immiin
sistem yetmezligi olan hastalarda da parazitik hastalik-
larin arttigl gozlemlenmistir (1-5). Bu firsat¢1 parazitler
arasinda yer alan Strongyloides stercoralis; immiin sistemi
baskilanmig veya immiin yetmezligi olan hastalarda ciddi,
yaygin enfeksiyonlarin olusmasina neden olmaktadir (6).

S on yillarda kanser, kortikosteroid tedavisi ve organ

Strongyloides stercoralis enfektif larvalari; kedi, kopek
veya insan gibi canlilarin derisinden girerek kan dolagimai-
na katilir ve buradan ince bagirsaga yerleserek eriskin di-
siyi olusturur. Olusturdugu enfeksiyon ¢cogunlukla asemp-
tomatik ilerler. Immiin sistemi yetersiz ya da baskilanmis
olan hastalarda ise otoenfeksiyon, hiperenfeksiyon veya
yaygin strongiloidozise neden olarak %80 oraninda mor-
taliteyle sonugclanir (7).

S.stercoralis’in tanisi, karakteristik enfektif larvalarin
digkida mikroskobik yontemler kullanilarak direkt in-
celenmesiyle ya da agar plak kiltiriinde gosterilmesiyle
yapilir. Ancak larvalarin gozlemlenebilmesi icin siddetli
diyare durumunun olmas: gerekir. Bu nedenle mikrosko-
bik inceleme yonteminin duyarliligi dustiktir. Agar plak
kultiiri ise duyarlilify %100’e ulasan yontemlerden biridir;
ancak en iyi sonug icin yedi ginlik kialtir takibi gerek-
mektedir. Hastaligin tanisinda kullanilan serolojik testler
ise, immiin sistemi yetersiz/baskilanmig olan hastalarda
antikor yanitlarindaki diigmeye bagh olarak ¢apraz reak-
siyonlar ya da yanlig negatif sonuclar verebilmektedir (7).
Bu nedenle asemptomatik ilerleyen, immiin sistemi baski-
lanmig ya da immiin yetmezligi olan hastalarda erken tam
icin molekiiler yontemlerden polimeraz zincir reaksiyonu
(PCR) 6n plana ¢ikmaktadir.

Son yillarda siklikla kullanilan gercek zamanli PCR (Rt-
PCR) yontemi ise, yliksek duyarlilik ve 6zgiilliik ile immiin
sistemi baskilanmig ya da immiin yetmezligi olan hasta-
larda hizli ve erken tani i¢in en etkin yontem olarak kabul
edilmektedir (7,8). Ege Universitesi T1ip Fakiiltesi Parazito-
loji Anabilim Dali1 Molekiiler Parazitoloji laboratuvarinda
S.stercoralise ait 18S rRNA (GENBANK No: AF279916)
geninin 101 bp’lik kismi Rt-PCR ydntemi ile 6nceden tarif
edildigi sekilde cogaltilmaktadir (8,9). Digki 6rneklerinden
DNA izolasyonu, zirkonya ve cam tanecikleri kullanilarak
modifiye yontemle yapilmakta ve dérneklerde S.stercoralis

18S rRNA geni 5-GAATTCCAAGTAAACGTAAGTCAT-
TAGC-3’ (28 nt, Stro18S-1530F) ve 5-TGCCTCTGGA-
TATTGCTCAGTTC-3’ (23 nt, Stro18S-1630R) primerleri
ile FAM-5-ACACACCGGCCGTCGCTGC-3>-BHQ (25 nt,
Stro18S-1586P) hidroliz probu kullanilarak Rt-PCR ile
aragtirilmaktadir. Reaksiyonda negatif kontrol olarak dis-
tile su, pozitif kontrol olarak ise strongiloidozisli hastadan
elde edilen DNA 6rnegi ve ayrica 111 bp’lik sentetik DNA
trtind kullanilmaktadar.

Gilintimiizde immiin sistemi baskilanmig ya da immiin
yetmezligi olan hastalarin firsat¢1 parazitlerle enfeksi-
yonlarinda, tani i¢in duyarlilig yiiksek olan yontemlerin
kullanilmasi biyik 6nem tagimaktadir. Bu hastalarda
Ozellikle erken tani ve duyarlilikta kargilagilan problemler
oldukea fazladir. Anabilim Dalimizda yapilan ¢aligmada,
immiin sistemi yetersiz/baskilanmig olan hastalarda ciddi
klinik tablolara yol agan S.stercoralisin erken tanisinin,
yuksek duyarlilik saglayan Rt-PCR yontemiyle gerceklesti-
rilebilecegi gosterilmigtir.
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ve salginlarin kontrold i¢cin mikrobiyal ajanin hizl

ve dogru tanimlanmasi esastir. Mikrobiyolojide ta-
niya yonelik teknolojilerde biiyiik gelismeler saglanmistir.
Ancak, laboratuvar taninin yerinde ve dogru kullaniminin
yayginlagtirilmas: i¢in c¢aba gerekmektedir. Bu konuda,
laboratuvarlar kadar klinisyenler ve endiistrinin de tegvik
edilmesi 6nemlidir. Laboratuvarlarda sonucu alinmayan
bircok test bulunmaktadir. Hizl1 sonu¢ verme 1-2 saat
icinde gerceklestiginde laboratuvar taninmin kullanimi da
artmaktadir. Hastalarin kolay drnek vermesi ve 6rnegin
ulasgtirilmasinin kolay olmasi da ayni derecede énemlidir.
Oncelikle gereksinimin ve mevcut durumun saptanmasi,
buna gore strateji gelistirilmesi gereklidir. Bu testlerin
dogrulugu, duyarlilify ve o6zgilligu giivenilir olmalidir.
Prevalansa gore pozitif ve negatif prediktif degerler de-
gisecegi icin testin uygulanacagl popiilasyonun o6zelligi
dikkate alinmalidir.

E nfeksiyon hastaliklarinda hastanin etkin ydnetimi

Hizli/hasta basi testler; a) ge¢ veya yanlig taninin
maliyetinin yiiksek oldugu, b) yanlig tedavinin hastaya
zarar verdigi, c) uygulanmakta olan klinik érnek toplama
seklinin riskli oldugu, d) kullanilmakta olan ydntemin
pahali veya 6zel kosullar gerektirdigi, e) kullanilmakta
olan testin duyarlilik ve 6zgulliginiin disik oldugu, f) ge-
reksiz tedavi olasiliginin yiiksek oldugu, g) tan1 konmadig
zaman toplum saghginin riske girdigi ve h) erken taninin
korunmada 6nemli rol oynayabilecegi durumlarda an-
lamhdir; kullaniminin ve gelistirilmesinin artirilmasina
¢alisiimalidar.

Kapsam ve tanimlar

v/ Hizli testler: Hastanin yonetimine karar verilmesi i¢in
1-2 saat i¢inde sonug verilmesi.

v/ Hasta basi testler (HBT): Hastanin bulundugu ortamda,
hasta ayrilmadan testin yapilmasi ve sonuglandirilma-
SL

v/ Basit testler: Testin uygulanmasi i¢in komplike iglem-
lerin ve 6zellesmis personelin gerekmemesi; kullanilan
reaktiflerin saklanma kosullarinin kolay karsilanabil-
mesi (sicaga dayanikly); raf dmriintin uzun olmas is-
lemleri kolaylastirir.

v" Ornekler: Ornek aliminin kolay olmasy; invazif islem-
lerin gerekmemesi (ag1z stirtintiisi, tikrik, idrar gibi).

Hizli/HBT'in gereksinim durumlan

O Klinik 6rneklerden hizli tam1 (HBV, HCV, HIV, HSV-
1/2, VZV, enterovirus, parechovirus, influenza, RSV,
Streptococcus pyogenes, EBV gibi)

0 Klinik izolatin hizli tanimlanmasi (bakteri, virus, man-
tar, mikobakteri ayrimi gibi)

O Hasta baginda tani (solunum yolu enfeksiyonlar - bak-
teri/virus ayrimi, menenjit gibi)

O Sendromik test (sepsis, pnoémoni, menejit, ishal gibi)

O Enfeksiyonun ayirt edilmesi (enfeksiyon varligi, bakte-
riyel/viral ayrimi gibi)

O Kaynaklarin sinirh oldugu ortamlar (HIV, tiiberkiiloz,
sitmanin yaygin oldugu toplumlar)

O Ulasilmas: zor topluluklar (HIV enfeksiyonu gibi)

O Enfeksiyon kontroli (hastane enfeksiyonlari, salgin de-
gerlendirmeleri, coklu ilag¢ direncinin aragtirilmasi gibi)

O Yeni patojenlerin tanimlanmasi (MERS CoV, influenza
H5N7 gibi)

Hizh/HBT igin kullanilabilecek yontemler ve
yeni teknolojiler

O Antijen, antikor testleri (membran ELISA, lateral akim)
O Tek basamakl1 kartuslu molekiiler testler
O Coklu (multipleks) tek basamakli kartuslu molekiiler
testler
O Mikro-yongalar
O Biyosensorler
0 MALDI-TOF MS (matriks tizerinden lazer desorpsiyon/
iyonizasyon u¢ma zamani kiitle spektrometersi), ESI-
TOF (iyonlarin elektro-sagilma zamani)
O Taginabilir kiiciik cihazlar iizerinde molekiiler testler
(LAMP)
O Mikro-elektro-mekanik sistemler, optik sistemler, vb.
Bu oturumda; hizli/HBT’in kapsami, uygulama 6rnek-
leri, etkin kullanimi, maliyet etkinligi ve yeni teknolojik
uygulamalar ile gelecekteki durum tartigilacaktir. Tartig-
malar, kolaylastiricilarin yonlendirmeleri ile katilimcilar-
la birlikte stiirdiriilecektir.
Oturum plam
" Hizli/HBT’in ihtiya¢ nedenleri
® Bakteriyolojide hizli/HBT’in uygulamaya girmesi
ve 6rnekler
® Virolojide hizli/HBT’in uygulamaya girmesi ve or-
nekler

Niikleik asit testleri hasta bag1 olabilir mi? Yeni tek-
nolojik uygulamalarla gelecek

" Hizli/HBT’de kalite giivencesinin saglanmasi
® Avantaj ve dezavantajlarin 6zeti - Coztim oOnerileri
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Kalite giivencesinin saglanmasi

O Hasta basi testlerde kalite kontrolii ¢ok kritiktir ve tes-
tin kendisi gibi kalite kontrolii de ayn1 anda yapilma-
Iidir. Kalite kontroli sistemin i¢ine entegre edilmeli,
hatali sonuglar ve sorunlar bildirilmelidir.

O Reaktiflerin gecerliligi, 6rnegin kalitesi ve miktar1
kontrol edilmelidir. insana baghi hatalar kaginilmaz
oldugundan, test basamaklari olabildigince basit olma-
ladar. I¢ kontroller kadar dis kontrollerin kullanimi da
gozetilmelidir.

O Kalite kontrol basamaklarindan hicbirinin atlanma-
mas1 icin 6nlem alinmali, aksi durumda sistem sinyal
vermelidir.

O Testin maliyeti hesaplanirken (maddi ve zaman agisin-
dan) kalite kontrol dahil edilmelidir.

O Testin uygulanmasi i¢in gerekli egitim materyali ¢ok
iyi ve pratik olarak tasarlanmalidir. Uygulanabilirligi
test edilmelidir.

O Gilivenlik egitimine 6zen gosterilmelidir. Sonuglarin
degerlendirilmesi ve yorumlanmasinda danigmanlik
saglanmali ve garanti edilmelidir.

4-7 Haziran 2014, Swissotel, Ankara

Kaynaklar

o American Academy of Microbiology. Bringing the lab to the patient.
Developing point-of-care diagnostics for resource limited settings. 2012,
American Society for Microbiology, Washington, DC. http://academy.
asm.org/images/stories/documents/pointofcarediagnostics.pdf

e Banoo S, Bell D, Bossuyt P, et al; TDR Diagnostics Evaluation Expert
Panel (WHO/TDR) 2006. Evaluation of diagnostic tests for infectious
diseases: general principles. Nat Rev Microbiol 2006; 4(9 Suppl):S21-31.

o Caliendo AM, Gilbert DN, Ginocchio CC, et al. Better tests, better
care: improved diagnostics for infectious diseases. Clin Infect Dis 2013;
57(Suppl 3):S139-70.

e Foudeh AM, Didar TF, Veres T, Tabrizian M. Microfluidic designs and
techniques using lab-on-a-chip devices for pathogen detection for point-
of-care diagnostics. Lab Chip 2012; 12:3249-66.

e Pai NP, Vadnais C, Denkinger C, Engel N, Pai M. Point-of-care testing
for infectious diseases: diversity, complexity, and barriers in low- and
middle-income countries. PLOS Med 2012; 9:1-7.

e Park S, Zhang Y, Lin S, Wang TH, Yang S. Advances in microfluidic
PCR for point-of-care infectious disease diagnostics. Biotechnol Adv
2011; 29:830-9.

e Peeling RW, Mabey D. Point-of-care tests for diagnosing infections in
the developing world. Clin Microbiol Infect 2010; 16:1062-9.

o Roskos K, Hickerson AI, Lu HW, et al. Simple system for isothermal
DNA amplification coupled to lateral flow detection.PLoS One 2013;
8(7):€69355.

o St John A, Price CP. Economic evidence and point-of-care testing. Clin
Biochem Rev 2013; 34:61-74.

o Zhu H, Isikman SO, Mudanyali O, Greenbaum A, Ozcan A. Optical
imaging techniques for point-of-care diagnostics. Lab Chip 2013; 13:51-67.

79



YUVARLAK MASA (INTERAKTIF) TANISAL MiKROBIYOLOJIDE HIZLI/HASTA BASI TESTLERI: DEGERI VE UYGULANABILIRLIGH

HIZLI/HASTA BASI TESTLERIN VIROLOJIDE KULLANIMI

Prof. Dr. Riighan YAZAN SERT0Z

Ege Universitesi Tip Fakiiltesi, Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali, lzmir

nedenleri arasindadir. Hizli ve dogru tani, hasta-

ligin tedavisinin erken baglatilmasi veya ampirik
tedavinin dogru yonlendirilmesi, salginlar ve biyolojik sal-
dirilar agisindan 6nlemlerin hizla alinmasi, gereksiz test-
lerin yapilmasinin 6nlenmesi ve antiviral kullaniminin
ve gereksiz hastane yatiglarinin azalmasi agisindan ¢ok
onemlidir. Gelisen teknolojinin de destegiyle, son yillarda
viral hastaliklarinin hizli tanis: i¢in ¢ok sayida ve farkl
teknolojilerde hizli/hasta basi testler (HHBT) kullanima
girmistir ve girmeye devam edecektir.

Virus hastaliklari, 6nemli mortalite ve morbidite

Viral hastaliklarinin hizli tanisinda virusa ait antijen-
ler, 6zgill antikorlar ya da virusun molekiiler yapisi arasti-
rilabilmektedir. Viruslar1 saptamada kullanilan, iizerinde
caligilan ve kullanilabilecek olan olasi pekc¢ok teknoloji
vardir. Membran EIA, lateral akim, tek basamakli molekii-
ler testler, mikro-yongalar, nanoteknoloji ve biyosensorler,
MALDI-TOF ve LAMP bunlardan bazilaridir. Mevcut
teknolojilerin HHBT’lere uyarlanabilmesi ve yeni tekno-
lojilerle gelecekte ayni anda birkag virusu saptayabilecek
panel testler HHBT’ler i¢inde yerini alabilecektir.

Diinya Saglik Orgiitii (DSO) ideal bir tani testinin;
ekonomik, duyarli, 6zgiil, kullanici dostu, hizl1 ve saglam,
miimkiinse minimal ekipman gereksinimi gosteren ve son
kullaniciya ulastirilabilir olmasi gerektigini vurgular (AS-
SURED). Ayrica ideal bir HHBT’nin hizli sonug verebildigi
gibi, dogruluk orani yiiksek, tekrarlanabilir, kullanim ve
yorumu kolay, depolanmasi kolay, saklanma siiresi uzun
ve ortam sartlarindan mtmkin oldugunca etkilenmeyen
ve maliyet etkin olmas: istenir. Bunlarin hepsi aslinda
ideal bir HHBT’yi de aciklar.

Mevcut HHBT’ler maliyet etkinlik acisindan deger-
lendirildiginde tani masraflarin1 %2 artirirken, tedavi

kararinda %60-70 etkili oldugu anlagilmaktadir. Maliyeti
azaltmak ic¢in ayrica sendromik yaklagim yerine uygun
secilmis HHBT’ler kullanilabilir.

Testlerin laboratuvar enformasyon sistemlerinde izle-
nebilirligi, kayitlarin kontrolii ve kalite kontrol dnemlidir.
Bu nedenle klinik mikrobiyologun ve laboratuvarin dene-
timi altinda olmalidur.

Ulkeler, kullamima giren HHBTler ve teknolojilerini
dinamik bir sekilde degerlendirerek imkanlari ve hastalik-
larin goralme sikliklar ile iligkili olarak tani ve dogrula-
ma algoritmalarini belirlemelidir. Gintimiizde rotavirus,
adenovirus, HBV, HCV, HIV, HSV-1/2, VZV, enterovirus,
parechovirus, influenza, RSV ve EBV gibi pekc¢ok virus
icin HHBT’ler bulunmaktadir. Bu test grubu ayrica burun,
nazofarengeal ve bogaz stirtintiisii, balgam, idrar, digk: ve
kan ornegi gibi farkli klinik 6rneklerden c¢aligilmaya im-
kan saglamaktadir.

Bu bolimde farkli viruslar, farkli klinik 6rnekler, mev-
cut uygulamalar ve gelecek interaktif olarak tartigilacaktir.
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men, enfeksiyon hastaliklari, yillik tahmini 15

milyonun tizerinde 6lim nedeniyle hala dnemini
korumaktadir. Ozellikle gelismekte olan iilkelerde ¢ocuk
ve gen¢ Olimlerinin en 6nemli nedenlerinden birisi en-
feksiyon hastaliklaridir. Bu bolgelerdeki hastalarin ¢ogu
laboratuvar testi yapilmadan enfeksiyonun semptomla-
rina gore tedavi edilmektedir. Kirsal bolgelerde hastalar
saatlerce yuriiyerek kliniklere ulagmaktadir. Test yapil-
diktan sonra sonuglar bir giin veya bir hafta sonra sonug-
lanmakta, fakat hastalarin bir¢ogu test sonuglar: icin geri
donmemektedirler. Bu bolgelerde hizli/hasta basi testler
(HBT) buiyiik 6nem tagimaktadir. Hizl tani testlerinin ye-
tersizliginden dolay:1 Diinya Saglik Orgiitii (DSO) ézellikle
gelismekte olan tilkelerde kirsal bolgelerde yasayan hasta-
lar i¢in sendromik yaklagimina gore tedavi dnermektedir.
Ornegin ates, 6ksiiriik ve hizl1 nefes alma sikayetleri olan
cocuklara bakteriyel pndmoni tanisi konularak herhangi
bir test yapilmadan antibiyotik tedavisi verilmektedir (1).

T 1p alaninda son yillardaki dnemli ilerlemelere rag-

Enfeksiyon hastaliklarinin, mikroorganizmalarin do-
gasi, yayillma Ozelligi ve hayati tehdit eden konak reaksi-
yonundan dolay:r kronik hastaliklar ve ¢ogu genetik has-
taliklardan acik olarak ayrilmasi gerekmektedir. Hastaya
hizli olarak miidahale edebilmek icin, ilk kritik birkag
saat icinde mikroorganizmayi tanimlamak, antibiyotik
duyarlilik profili veya toksin tiretim profilini uygun tedavi
secimi icin tanimlanmak ve kigisel tedavi se¢imi a¢isindan
ila¢ metabolizmasi ve enfeksiyona duyarlilif1 test etmek
gerekmektedir. Sepsis gibi hayat: tehdit eden hastaliklarda
uygun miidahale icin kritik siire alt1 saattir. Septik sok
agamasinin ilk alt1 saati icerisinde antibiyotik tedavisinin
gecikmesi hastanin yagama oranini her saat i¢in %7.6 ora-
ninda digirmektedir. Hizli tani ile hastanin hastanede ya-
t1§ siiresi azalacak ve buna bagli olarak da hasta maliyetleri
onemli oranda diigecektir (2).

Hasta bas testleri “test sonuclarini hastay: takip eden
kisiye hemen veya kisa siire i¢cinde vermek icin hasta ya-
kininda yapilan testler” olarak tanimlanmaktadir (3). Bu
tanim son dénemlerde biraz daha genisletilerek “hastanin
durumunu direkt olarak etkilemedigi zaman bile merkezi
laboratuvar cevresi diginda (ev testlerini icerir) hizli olarak
yapilan testler” olarak tanimlanmagtir (4).

Hasta bagi testlerinin ideal karakteristik 6zellikleri,
reaktiflerin kullanima hazir olmasi, nerede kullanilirsa
kullanilsin hatasiz sonu¢ vermesi, testlerde kullanilan
soliisyonlarin uzun siire oda 1sisinda saklanabilir olmasi,
taginabilir olmasy, testin yapilmasi icin minimum teknik
yetenek gerektirmesi, testin hizli, duyarh ve 6zgiil sonug-
lar vermesi, test kapasitesinin talebe gore olmasi, az yer
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kaplamasi, diigiik maliyetli veya hasta bakimi icin fiyat
etkinliginin diistik olmasi ve genis bir klinik érnek ¢caligma
araliginin olmasidir. Klinik Laboratuvarlar Iyilestirme
Diizeltme Kurulusu [Clinical Laboratory Improvement
Amendments (CLIA)], hasta bas1 testlerini kompleks ol-
mayan, orta derece kompleks ve ileri kompleks olarak ti¢
gruba ayirmistir. HBT’lerin hemen hemen hepsi ilk gruba
girmektedir. Bu testlerin listesi CLIA internet sayfasinda
yayimlamaktadir (http://www.cms.hhs.gov/CLIA/downlo-
ads/waivetbl.pdf) (5). Ayrica HBT’ler, ucuz ve ekipman
gerektirmeyenler birinci nesil, kart temelli NAAT gibi
teknolojileri kullanan ikinci nesil ve cep telefonlar: gibi
elde taginan cihazlarin kullanilmas: ile yapilan dc¢tnci
nesil olarak siniflandirilmaktadir. Yeni nesil testler diger-
leri ile karsilastirildiginda hem pahalidir hem de ekipman
gerektirmektedir (6).

Geligmis tilkelerde saglik hizmetlerinde kullanilan
testler merkezi laboratuvar veya komiteler tarafindan ko-
ordine edilmektedir. Test ulastiktan bir iki saat i¢inde so-
nucunun verilmesi uygun olarak goriilmektedir (5). Cogu
HBT’ler bu zaman dilimi i¢inde sonug¢ verebilmektedir
(4). HBT’ler ameliyathane, yogun bakim finiteleri, acil bo-
limler, 6zel ayaktan hasta klinikleri, merkezi laboratuvari
olmayan hastanelerde ve bazi hastanelerde laboratuvar
caligma saati disindaki zamanlarda kullanilmaktadirlar.
Hastane diginda ise tibbi uygulamalar, ev ziyaretleri, acil
durumlar ve hastane dig1 yagh bakim durumlarinda kul-
lanilmaktadir. Ayrica askeri, sivil savunma ve spor hekim-
ligi gibi 6zel alanlarda da kullanilmaktadir (7). Bu amagla
acil merkezlerine yakin olarak konuslandirilmig ve 7/24
¢aligan laboratuvarlar mevcuttur (4).

Mikroskopi ve Gram boyama enfeksiyon hastalikla-
rinin tanisi icin segilecek ilk tanisal yontemdir ve hala
etkin olarak kullanilmaktadir. Ayrica 6zgil immiinolojik
ve peptid ntikleik asit problar, mikroskobik temelli tani
sistemlerinde kullanilmaktadir. Bakteriyel kiiltiir veya
hiicre kiltiirti yontemleri tanida kullanilmakta, tireyen
mikroorganizmadan duyarlilik testi yapilmakta ve sonu¢
verilmektedir (5). Ancak pahali olmasi, uzun zaman gerek-
tirmesi ve taginma esnasinda 6rnekteki mikroorganizma
canliliginin korunmasinda sorunlar olmasi, stirekli elekt-
rik kaynag ve reaktif gerektirmesi ve deneyimli teknisyen
gerektirmesinden dolay: hasta basi testi olarak tercih edil-
memektedir. Son yillarda antijen ve antikor tespit eden
enzim temelli immiinolojik yontemler (EIA) gelistirilmisg-
tir. Bu yontemler nispeten basit ekipmanlar ile orta diizey
laboratuvarlarda ve 6zel 6rnek transport durumu gerek-
tirmeden yapilabilmektedir (8). HBT olarak en sik lateral
akim immiinokromatografik testler (IKT) gelistirilmis ve
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kullanilmaktadir. Bu yontemde, plastik veya kartondan
yapilmis bir kaset alanina yerlestirilmis, mikroorganizma
partikiilleri veya antijenleri iceren nitroselliiloz memb-
ran vardir. Sivi hasta 6rnegi nitroselliiloz membran ile
iligkili kuru alana damlatilmakta ve 10-15 dakika icinde
renk degisikligi goz ile goriilebilmektedir. Bu testlerdeki
en onemli sorun sonuglarin degerlendirilmesidir (2). Bu
testler istenildigi zaman hemen uygulanabilmekte, hizli
sonu¢ vermekte, minimum hazirlama zamam ve tecriibe
gerektirmektedir. Ancak bu tiir testlerin ¢ogunun kapa-
sitesi dugtiktiir ve sadece bir testin yapilmasina olanak
saglamaktadir (5).

Duyarliligr ve ozgulligi artirmak icin ntikleik asit
amplifikasyon teknolojisi temelli (NAAT) testler gelis-
tirilmistir. Bu testlerde niikleik asit ekstraksiyonu ve
amplifikasyon basamaklarinin, hem kontaminasyonun
onlenmesi hem de is ytikiintin azaltilmas: i¢in kullanici
miidahalesi disinda yapilmasi tercih edilmektedir (8). Cep-
heid GeneXpert (Sunnyvale, CA, ABD) market lideri olarak
goriilmektedir. Influenza, metisiline direncli Staphylococ-
cus aureus ve Clostridium difficile i¢in kullanilan sistem-
leri vardir. Rifampisin direnci ile birlikte Mycobacterium
tuberculosisi tespit eden GeneXpert sistemi, DSO tarafin-
dan kaynag fakir bolgeler icin tavsiye edilen ilk HBT’dir
(4). Nanoteknoloji HBT’leri son zamanlarda kullanilmaya
baglanmigtir. Nanopartikiillerin kullanildig: niikleik asit
temelli FDA onay:1 almig Verigene (Nanosphere, http:/
www.nanosphere.us) bu sisteme verilecek 6rneklerden bi-
ridir (2). Son dénemlerde, silikondan yapilmis mikrogipler
ile kontrol edilen cep telefonlar: ve kigisel bilgisayarlar
icin gelistirilmis nanoteknoloji temelli mikroelektronik
sistemler gelistirilmistir (8).

Gilintimtizde etkene veya sendroma yonelik testler
bulunmaktadir. Piyasada bakteriyel vajinozis, Borrelia
burgdorferi, Candida vulvovajiniti, Chlamydia trachoma-
tis, Clostridium difficile, Cryptosporidium parvum, ishalli
hastaliklar, Entamoeba histolytica/dispar, lenfatik filari-
azis, Giardia intestinalis, insan immiin yetmezlik virusu
(HLV), insan papillomavirus (HPV), Helicobacter pylori,
influenza A/B virus, alt solunum yolu enfeksiyonlari,
malaria, Neisseria gonorrhoeae, Streptococcus agalactiae,
Streptococcus pyogenes, Treponema pallidum ve Tricho-
monas vaginalis i¢in testler mevcuttur (2).

A grubu streptokoklar igin HBT'ler

Tonsillofarenjit, aile hekimleri ve ¢ocuk hastaliklari
uzmanlarinin ayaktan muayene ettikleri hasta grubunun
basinda gelmektedir. Cogu olgularin nedeni viral etken-
lerdir. A grubu beta hemolitik streptokoklar (AGBHS)
akut bakteriyel tonsillofarenjitin en 6nemli etkenidir ve
erigkin olgularinin %5-10’undan, pediyatrik olgularin ise
%30’undan sorumludur. Tanida Centor klinik skorlamasi,
muhtemel streptokok enfeksiyonunun tahmininde kul-
lanilmasina ragmen klinik skorlama viral ve bakteriyel
enfeksiyonu ayirt edemediginden mikrobiyolojik yon-
temlere gerek duyulmaktadir. Altin standart kanli agara
yapilan bogaz kiltiirtidir. 1980 yilindan beri gesitli hizli
testler Streptococcus pyogenes'in hiicre duvar yapisin-
daki Grup A karbohidrat antijenini (C-antijen) tespit et-

mek icin gelistirilmistir. flk olarak agliitinasyon yontemi
kullanilmasina ragmen, yerini EIA ve sonunda IKT’lere
birakmistir. Yapilis sekli olarak nispeten basit olmasina
ragmen, duyarliligl, yapan kisinin deneyimi ile iligkilidir
(9). Kiltar ile karsilagtirildiginda 6zgulligi %95’in tze-
rindedir. Bu durum, yanlis pozitif test sonuc¢larinin nadir
olabilecegini ve kiiltiir yapmadan antibiyotik tedavisine
baglanabilecegini gostermektedir. Testlerin duyarliliklar:
ise %90 civarinda degismektedir. Bu durum da, yanlig ne-
gatif sonuclarin 6zellikle ¢cocuklarda kiltiir ile dogrulmasi
gerektigini gostermektedir (10).

B grubu streptokoklar i¢in HBT'ler

B grubu streptokok (BGS), Streptococcus agalactiae,
annenin rektal ve/veya vajinal bolgesinde kolonize ola-
rak vertikal gecis ile yenidoganlarda 6nemli mortalite ve
morbiditeye neden olmaktadir. Erken baslayan yenidogan
hastalig1 her 2000 dogumun 1 veya 2’sinde goriilmekte
ve intrapartum antibiyotik tedavisi ile 6nlenebilmektedir
(11). Amerika Hastalik Kontrol ve Onleme Merkezi (CDC)
hamileligin son periyodunda (35-37 hafta) sistematik ola-
rak tarama yapilmasini dnermektedir (9). Altin standart
yontem, alinan 6rnegin selektif besiyerinde inkiibe edil-
mesi ve kanli agara pasajinin yapilmasidir. Bu yontemin
duyarliligi %54-87 arasinda degismekte ve 36-72 saatte
sonu¢ alinmaktadir (12). Gelistirilen hizli testler arasinda
ise; gercek zamanli PCR (Rt-PCR), EIA, optikal immiinolo-
jik yontem (OIA), DNA hibridizasyon ve lateks agliitinas-
yonu sayilabilir. Bunlarin i¢inde 6zellikle Rt-PCR ve OIA
yontemlerin yenidogan erken baslangicl hastalik riskini
azaltacak antibiyotik ihtiyacini tespit eden hizli test 6zel-
ligine sahip oldugu tespit edilmistir. Rt-PCR’1n OIA’ye
gore dogrulugun daha ytiksek oldugu gorilmistiir (11). Rt-
PCR yontemi olarak su an kullanilan Xpert BGS (Cepheid)
yontemidir. Japonya’da arastirmacilar yeni BGS i¢in ytizey
imminojenik proteini tespit eden immiinokromatografik
test gelistirmiglerdir. Bu testin duyarliliginin %93.1, 6zgi-
lagtnin ise % 99.6 oldugu bildirilmektedir (13).

Streptococcus pneumonae igin idrar antijen testi

Toplum kaynakli pnomoniler (TKP), tiim diinyada
O6nemli mortalite ve morbidite nedenleri arasinda yer alir.
AXkila antibiyotik kullanimi, etken patojene uygun tedavi
veya dar ampirik tedavi yaklasimi maliyeti, ilacin muhte-
mel yan etkilerini ve direnc gelisme tehdidini azaltacaktir.
Uygun ve iyi kalitede balgam almanin zor olmasi, kan
kultarinin duyarliliginin disik olmasi, bazi hastalarin
Ornek alim oOncesi antibiyotik tedavisi almig olmasi1 ve
transport zamaninin uzun olmasindan dolayi, gelenek-
sel kiltir yontemleri ile etkeni tespit etmek giictiir (14).
S.pneumoniae tremesi icin 24-48 saat beklenmesi gerek-
mektedir ve kan akimi enfeksiyonu olsa bile etken, pno-
mokokal pnomonili hastalarin ancak %40-50’sinin balgam
kultiriinden izole edilebilmektedir (15). 1999 yilinda ABD
Gida ve Ila¢ Yonetimi (FDA) tiim pnémokoklarin hiicre
duvar yapisinda bulunan C-polisakkariti tespit eden 15
dakikada yapilan IKT teste onay vermistir (9). Amerikan
Enfeksiyon Hastaliklar1 Cemiyeti, antibiyotik duyarlilik
testi yapmasa da, klinik ve tibbi hikayesi ytiksek olasilikli
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pnoémokokal pnémoni veya siddetli pnémonisi olan hasta-
lar icin 6nermektedir (16). Testin duyarliligs kan kiltira
ve alt solunum sistemi drneklerinin mikrobiyolojik kiil-
ttrleri ile aragtirilmig ve %66-70 arasinda bulunmus, fakat
siddetli bakteriyemik/pnomonili hastalarda bu oran %80-
94’%¢ cikmustir (9). Ozgilliik oranlar1 %90-100 oraninda
bildirilmis olmasina ragmen, 6zellikle 12 aydan kii¢tik ¢o-
cuklarda ve tagiyicilarda olusan ve Streptococcus mitis ve
Streptococcus oralis ile S.pneumoniae C-polisakkaritinin
benzer olmasindan dolay1 olusan yalanci pozitiflik 6nemli
sorun olusturmaktadir (17).

Legionella pneumophila idrar antijen testi

Lejyoner hastaligl, siddetli TKP ve hastane kaynakli
pnoémonilerin en 6nemli nedenlerinden olup, Kuzey Ame-
rika ve Avrupa’da tiim hastane kaynakli pnémoni olgulari-
nin %1-5’ini olugturmaktadir (18). Lejyoner hastaligi olan
olgularin %90’ 1ndan fazlasinda etken L.pneumophila’dir ve
%70-80’1 daha 6zgil olarak L.pneumophila serogrup 1’dir
(19). Zor tireyen mikroorganizma olan L.pneumophila’nin
kultira 2-7 gin almakta ve serokonversiyon haftalar
icinde olugmaktadir. Bu nedenle, idrarda L.pneumophila
hiicre duvar: lipopolisakkarit antijenini tespit eden tam
testleri 1970°1i yillarda gelistirilmistir. Konsantre edilmis
idrar o6rneklerinde daha iyi sonu¢ vermektedir. Radyo-
immiinolojik yontem, EIA ve IKT kitleri bulunmaktadar.
Bunlar i¢inde IKT hizli, yapilis1 kolay ve ilave cihaz gerek-
tirmemektedir (20). Hizli test ile olgular erken tespit edil-
mekte, dzellikle salginlara erken miidahale edilebilmekte
ve onlemler erken alinmaktadir. flave olgularin olusmas:
onlenmekte ve hastalara 6zgiin tedavi uygulanabilmekte-
dir (18). CDC, Legionella i¢in idrar testini, yogun bakimda
yatan pnomonili hastalar, immiin sistemi baskilanmig
hastalar, beta-laktam ve sefalosporin tedavisi etkili olma-
yan hastalar ve iki hafta icinde seyahat hikayesi olan has-
talar i¢in 6nermektedir (21). 2009 yilinda yayinlanan bir
meta-analizde, 26 ticari kit ile 14 laboratuvarda yapilmis
Legionella idrar testi sonuglar1 degerlendirilmis; duyarh-
ik %74, 6zgillik ise %99.1 olarak bulunmus; tiriner anti-
jen testlerinin %26 oraninda yalanci negatif sonug verdigi
belirtilmistir (22). idrar testleri L.pneumophila serogrup
1’i tespit ettiginden, diger serogruplarin neden oldugu
enfeksiyonlarin tanimlanmasi mumkin olmamaktadir.

Clostridium difficile i¢in hizh hasta bas: testleri
Clostridium difficile, antibiyotik ile iliskili ishal (AI)
ve enterokolitlerin en 6nemli nedeni olan gram-pozitif,
spor olusturan anaerobik bir bakteridir. C.difficilenin
viriilansindan sorumlu yapilar toksin A (enterotoksin) ve
toksin B (sitotoksinydir. C.difficile, hastanede Al gelisen
hastalarin neredeyse %30’undan sorumludur ve tani testi
yapmadan ampirik tedavi uygulanmasi dogru degildir.
C.difficile enfeksiyonunun (CDE) tanisinda esas faktor
disk: 6rneklerinde C.difficile toksin A ve/veya B’nin tespit
edilmesidir. Tanida, hiicre kiltiirii sitotoksisite ve toksije-
nik kaltir yontemleri altin standart kabul edilmektedir.
Ancak yontemlerin yapilmasi giictiir, zaman alicidir ve
uzman personel gerektirmektedir. Bu ytizden, ¢cogu mikro-
biyoloji laboratuvarinda daha az zaman gerektiren ve hizli
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olan EIA, IKT ve Rt-PCR yontemleri kullanilmaktadir (23).
EIA yontemleri referans yontem ile karsilagtirildiklarinda
hizli, teknik olarak kolay ve diisiik maliyetli olduklari i¢in
ABD’ndeki laboratuvarlarin neredeyse %90’dan fazlasi
tarafindan kullanilmaktadir. EIA tetleri ile bircok ¢aligma
yapilmis ve referans yontem ile karsilagtirildiginda du-
yarliliginin disik ve 6zgulliginin duyarliligindan daha
yuksek oldugu gorillmiugtiir. Crobach ve arkadaglary, 13
farkl ticari EIA ile toksin A ve/veya B tespit eden 34 farkl
¢alismay1 gozden gecirmisler ve testlerin duyarhiliklarinin
%31-99, ozgilliklerinin ise %65-100 arasinda oldugunu
bildirmiglerdir (24). Toksin tespitinin yani sira, hem tok-
sin olusturan, hem de olusturmayan C.difficile izolatlar1
tarafindan olusturulan metabolik bir enzim olan glutamat
dehidrojenazi (GDH) tespit eden IKT’ler de vardir. Cogu
laboratuvar, ilk basamaginda GDH testi olan iki basamakl1
algoritmay1 kullanmaktadirlar. Bu algoritmada ilk 6nce
GDH testi yapilmakta, eger negatif ise ileri test yapilma-
maktadir. Eger pozitif ise takibinde toksin testi yapilmasi
gerekmektedir. GDH testi pozitif, toksin testi negatif ise,
hasta ya toksijenik olmayan bir C.difficile tasimakta ya
da toksin testinin yalanci negatif sonu¢ verdigi dustntl-
mektedir. Her iki test de pozitif ve hasta da semptomatik
ise CDE tanisi konulmaktadir. Su an piyasada hem GDH,
hem de toksini tespit eden ve 30 dakikada sonug veren C.
Diff Quick Chek Complete (Techlab, ABD) kiti mevcut-
tur. Vasoo ve arkadaglari, 192 digki ornegi ile yaptiklar:
¢alismada C. Diff Quick Chek Complete testinin GDH
komponentinin duyarhilik ve 6zgtlliiginiu sirasiyla %95.8
ve %89.6, toksin komponentinin duyarlilik ve 6zgullugu-
ni ise sirasiyla %79.2 ve %100 olarak bulmuslardir (25).
NAAT’ler C.difficile tanisinda son donemlerde sik olarak
kullanilmaya baglanmistir. Su anda PCR ve loop-mediated
izotermal amplifikasyon (LAMP) temelli yontemler kul-
lanilmaktadir. BD-GeneOhm Cdiff, Prodesse ProGastro
Cd, Cepheid GeneXpert C.difficile ve illumigene C.difficile
yontemleri icin FDA onay1 mevcuttur. Bunlarin i¢cinde tek
tam otomatize olan Cepheid GeneExpert yontemidir. Bir
silgec¢ ile alinan digki 6rnegi 6nce tampon iceren siseye
konmakta, vortekslenmekte ve buradan alinarak kartusta-
ki 6rnek bolumiine aktarilmaktadir. DNA ekstraksiyonu,
PCR ve tespit iglemlerinin hepsi kartus icinde gercekles-
mektedir. Kartus cihaza koyulduktan yaklasik 29 dakika
sonra sonuglar elde edilebilmektedir. Yapilan ¢aligmalar,
duyarliligin %94-100, 6zgulligin ise %93-99 oldugunu
gostermektedir (26).

Helicobacter pylori i¢in hizli hasta basi testleri

Helicobacter pylori gastrit, tilser ve mide kanserini
icini alan st gastrointestinal hastaliklar ile iligkili ola-
rak bilinmektedir. H.pylori prevalansi %10-80 arasinda
degismekle birlikte, tiim diinyada c¢ocuk yas grubunun
%50’sini etkilemektedir (27). Tanisinda invazif olan ve
olmayan cesitli testler kullanilmaktadir. invazif testler
kiltiir, histoloji, hizl1 iireaz testi ve PCR’dur. invazif olma-
yanlar ise iire nefes testi, serolojik testler, EIA veya IKT ile
digkida antjen testleridir. Invazif testler gastroendoskopi
ile yapildigindan invazif olmayan testler daha ¢ok tercih
edilmektedir. Serolojik testlerde, H.pylori’ye karsi olusan
antikorlar uzun stire kanda bulundugundan, gecirilmekte
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olan ya da onceden gecirilmis enfeksiyonlarin ayirimi ya-
pilamamaktadir. Ure nefes testi diger bir duyarli ve 6zgiil
yontemdir; ancak pahalidir, deneyimli personel gerektirir
ve kompleks cihazlara ihtiya¢ duyar. Bu ytizden digki an-
tijen testleri 6nemli bir alternatif saglamaktadir. Bu test-
lerin en 6nemli avantajlar1 hizli olmalar1 ve maliyetinin
ozellikle tire nefes testiyle kiyaslandiginda ucuz olmasidir.
Ayrica ilave pahali bir ekipman gerektirmediginden her
laboratuvarda yapilabilmektedir. Ozellikle IKT, laboratu-
var diginda ofis ortaminda dakikalar i¢inde yapilabilmek-
tedir (28). Bu testlerde kullanilan antikorlarin poliklonal
veya monoklonal olmasi sonuglar: etkilemekte; monoklo-
nal antikorlarin kullanildig: test sistemlerinde duyarlilik
yiikselmektedir. Piyasada ¢ok cesitli IKT Kkitleri vardir.
Bunlar i¢inde en sik kullanilani ImmunoCard STAT HpSA
(Meridian Bioscience) testidir. Yapilan cesitli caligmalarda,
erigkinlerde duyarlilifn %60-94.5, 6zgulligi ise %88.5-100
arasinda bulunmustur. Cocuklarda ise bazi ¢aligmalarda
%86.2-88.1 gibi dustik duyarlilikta, bazilarinda da %90.6-
100 gibi yiiksek duyarhilikta sonuglar vermistir (29). Bes
yas alti ¢ocuklarda ise, diisiik diizey kolonizasyondan
dolay1 digk: ile atilan antijen miktarinin az olmasindan
kaynaklanan duyarlhilikta diismeler olabilmektedir.
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OP - 001

Tiirkiye'de 2012-2013 Yillari Salgin Siirecinde
Kizamik Viruslarinin Molekiiler Analizi: Genotip D8
Viruslarinin Ulkemizde ilk Kez Goriilmesi

Atila Taner Kalaycioglu', Sultan Yolbakan?, Dilek Giildemir?,
Giilay Korukluoglu?, Aslihan Cogkun® Yasemin Cosgun?,
Mehmet Ali Torunoglu’, Riza Durmaz®

'Tiirkiye Halk Sagiigir Kurumu, Molekiiler Mikrobiyoloji Arastirma ve Uygulama Laboratuvari, Ankara;
Karadeniz Teknik Universitesi Eczacilik Fakiiltesi Temel Eczacilik Bilimleri Boliimi, Trabzon

“Tiirkiye Halk Saghgi Kurumu, Viroloji Referans Laboratuvar, Ankara

Tiirkiye Halk Saghigi Kurumu, Molekdiler Mikrobiyoloji Arastirma ve Uygulama Laboratuvari, Ankara
“Tilirkiye Halk Saglici Kurumu, Asi ile Onlenebilir Hastaliklar Daire Baskanlidj, Ankara

“Tiirkiye Halk Saghgi Kurumu, Bulasic Hastaliklar Kontrol Programlari, Ankara

OTiirkiye Halk Saghigi Kurumu, Molekdiler Mikrobiyoloji Arastirma ve Uygulama Laboratuvari, Ankara,
Yildinm Beyazit Universitesi Tip Fakiiltesi, Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dall, Ankara

Kizamik viruslarinin epidemiyolojik verilerle birlikte molekiiler ana-
lizi, slirveyans programlari ve bulagma zincirinin belirlenmesi agi-
sindan kritik 6neme sahiptir. Galismamizda, 2012-2013 yillarinda
75 olgudan izole edilen viruslarin molekdiler analizi yapilmistir. Bu
amagcla viral niikleoproteini kodlayan genin 450 niikleotid uzunlu-
gundaki karboksil u¢ (COOH-terminal) bolgesi sekanslanmistir. Se-
kans verileri MeaNS (Measles Nucleotide Survelliance) veri tabani
ile analiz edilerek viruslarin genotipleri belirlenmistir.

Sekans verilerinin Diinya Saglik Orgiitii (DSO) kizamik referans vi-
ruslari ve GenBank veritabanindan elde edilen viruslara ait sekans
verileri ile yapilan filogenetik analizinde; 59 olgudan elde edilen vi-
ruslarin D8 genotipinde, 11 virusun B3 genotipinde, 1 virusun D4
genotipinde ve 4 virusun as! ile iligkili olarak A genotipinde oldugu
belirlenmigtir. D8 genotipindeki viruslar tilkemizde ilk kez bir salgin
slirecinde tesbit edilmistir. Genotip D8 viruslar, Romanya, Fransa,
ispanya, ingiltere, Bulgaristan gibi Avrupa tilkeleri ve ABD, Kanada,
Libnan gibi Ulkelerde saptanan viruslar ile %100 sekans homolo-
jisi gostermistir. Epidemiyolojik verilerin 1s1ginda salginin baslan-
gicinda muhtemel kaynagin Romanya'dan gelen turistler oldugu
belirlenmigtir. On bir olgudan elde edilen genotip B3 ve bir olgudan
elde edilen genotip D4 viruslarinin epidemiyolojik veriler 1s1§inda
importe olgular ile iligkili oldugu diistintilmektedir.

Bu ¢alisma, DSO Avrupa bélgesi olarak 2015 yili kizamik eliminas-
yonu hedefini amaglayan (ilkemizde duyarl topluluklarin varhgini
gostermistir. Eliminasyon hedefi siirecinde siirveyans c¢alismala-
rinin ve epidemiyolojik veriler 1s1ginda viruslarin molekiiler anali-
zinin yapilmasi, etkenin eliminasyonu amaciyla yapilan asilama
programlarinin etkinliginin degerlendirimesi agisindan kritik 6ne-
me sahiptir.

Anahtar sozciikler: Kizamik virusu, genotiplendirme

OP - 002

Ankara'da 0-5 Yas Arasi Cocuklarda Nested RT-PCR
Yontemi ile Rotavirus Genotiplerinin Belirlenmesi ve
Elektroferotiplendirilmesi

Giilendam Bozday', Aylin Altay’, Yildiz Dallar I_3_i|ge2, Buket Dalgig?,
Melda Meral*, Bedia Ding®, Bora Dogan®, Segil Ozkan’,
Kamruddin Ahmed?

'Gazi Universitesi Tip Fakiiltesi, Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dall, Ankara

28.B. Ankara Egitim Arastirma Hastanesi, ocuk Sagligi ve Hastaliklari Anabilim Dall, Ankara
3Gazi Universitesi Tip Fakiiltesi, Pediatrik Gastroenteroloji Anabilim Dali, Ankara

“Cukurova Universitesi Tip Fakiiltesi, Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dall, Adana

5Sadlik Bakanlidi Tiirkiye Yiiksek ihtisas Hastanes, Mikrobiyoloji Lab. Ankara

%Alanya Devlet Hastanesi, Mikrobiyoloji Laboratuvari, Alanya

"Gazi Universitesi Tip Fakiiltesi, Halk Sagiligi Anabilim Dal, Ankara

¢Research Promotion Project, Oita University, Yufu, Oita, Japonya

Amag: Bu calismada, Ankara'da Gazi Universitesi ve Ankara Egitim
Arastirma Hastanelerine bagvuran 0-5 yas arasi akut gastroente-

ritli gocuklarda rotavirus prevalansi, genotipleri ve elektroferotip-
lerinin belirlenmesi ile dizi analizlerinin yapilarak epidemiyolojik
verilerin elde edilmesi amaglanmistir.

Gereg ve Yontem: Calismaya,Ocak 2006-Temmuz 2011 tarihleri
arasinda gastroenterit sikayeti ile bagvuran 889 olgu dahil edilmis-
tir. Olgulardan toplanan digki 6rneklerinde rotavirus antijeni, ELISA
(Rotaclone®, Meridian Diagnostics, ABD) yontemi ile saptanmis
ve ELISA pozitif orneklerden fenol-kloroform-izoamilalkol yontemi
ile RNA elde edilmistir.G genotiplerinin belirlenmesi i¢in Beg9 ve
End9, P genatiplerinin belirlenmesi igin Con2 ve Con3 primerleri
kullanilmistir. PCR uriinleri %2'lik agaroz jelde; RNA Qrtinleri ise di-
key elektroforez ile poliakrilamid jelde yiiriitlilmistr.

Bulgular: Orneklerin %27.1'inde ELISA ile rotavirus antijeni pozitif
bulunmustur. Rotavirus pozitifligi; yaslara gore en sik 12-23 aylik
cocuklarda (%34.8), yillara gore 2006 yilinda (%35.3) ve aylara gore
en sik Mart ayinda (%39.2) saptanmistir. Antijen pozitif 6rneklerin
PCR ile %76.3'linde G, %79.6'sinda P tipleri saptanmistir. G tip-
lerinin %26.8'i G1, %30'u G2, %5.9'u G3, %2.7'si G4, %32.27'si G9,
%0.45'i G1+G9 ve %0.45'i G2+G9 olarak tanimlanmis; %1.36'sinin G
tipi tanimlanamamistir. P tiplerinin %22.6's1 P4, %4.98'i P6, %68.78'i
P8, %0.45'i P9 ve %2.26's1 P4+P8 olarak tanimlanmis; %1.36'sinin
P tipi belirlenememistir. G9P[8] tiplerinin ardindan G1P[8] tipleri en
sik karsilasilan tipler olmustur. Tiplendirilemeyen 6rneklerin (%3.3)
dizi analizi yapilmistir. Toplam 241 6rnek PAGE'de yiriitilmis;
116 (%48.1) 6rnekte 11 segment goriilmiis, bu 6rneklerde, 21 farkh
elektroferotip tanimlanmistir (Sekil).

Sonug: Galismanin verilerine gore, G9 ve P8 tipinde yillar iginde ar-
tis oldugu dikkati gekmektedir. Yillara gore rotavirus sikligi deger-
lendirildiginde; 2006 yilindan sonra asinin iilkemize girisi ile ishalli
hastalarda rotavirus goriilme oraninin azalmaya basladigi ve en sik
gorilen genotip olarak da G9 lehine degisiklik oldugu gozlenmistir.
Anahtar sozciikler: Rotavirus, genotiplendirme

Sekil. PAGE'de yiiriitiilmiis 11 segmentli rotavirus RNA drnekleri (Elektroferotip
1-5)
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OP - 004

Ani Beklenmedik Bebek Oliimii (SUDI) Olgularinda
Parafine Gomiilii Dokularda Gergek Zamanh PCR
ile Sitomegalovirus (CMV) Enfeksiyonlarinin
Postmortem Tanisi

Giilhan Yagmur', Nihan Ziyade', Neval Elgérmiis’, Taner Dasg?,
Muhammed Feyzi Sahin®, Muzaffer Yildinm?, Ayse Ozgiin?,
Arzu Akgay?, Ferah Karayel?, Sermet Kog?

! [stanbulAdl/ Tip Kurumu, Postmortem Mikrobiyoloji Laboratuvar, Istanbul
*Istanbul Adli Tip Kurumu, Histopatoloji Unitesi, Istanbul
SIstanbul Adli Tip Kurumu, Otopsi Unitesi, Istanbul

Amag: CMV prematiire ve yenidogan gibi immiin sistemi yetersiz
bireylerde ciddi hastaliklara neden olan, mortalitesi yiiksek firsatgi
bir patojendir. Bu calismada istanbul Adli Tip Kurumuna otopsi igin
gonderilmis olan “ani beklenmedik bebek 6limi” (Sudden Unex-
pected Death in Infancy; SUDI) olgularinda klinik ve histopatolojik
bulgularla CMV enfeksiyonu olabilecegi diisliniilen bebeklerin do-
kularinda gergek zamanl PCR (Rt-PCR) ile CMV-DNA'nin gosteril-
mesi amaglanmistir.

Gereg ve Yontem: Tikriik bezi dokularinin postmortem histopa-
tolojik incelemesinde ‘baykus g6z’ goriinimi (Sekil) saptanan
olgularda, CMV sialadenitine eslik eden interstisyel pnémoni,
miyokardit, menenjit, hepatit, kolit veya tiibilointersitisyel nefrit
bulgulari gdsteren 31 bebegdin 72 doku &rnegi isleme alinmistir.
CMV-DNA izolasyonu QIAsymphony DSP Virus/Pathogen Midi Kit
(Qiagen, ABD) ile QIAsymphony cihazinda, DNA'nin amplifikasyon
islemi Artus kiti (Qiagen) kullanilarak Rt-PCR yontemiyle Rotor Ge-
neQ (Qiagen) cihazinda yapilmistir.

Bulgular: istanbul Adli Tip Kurumunda Ocak 2013-Mayis 2014 ta-
rihleri arasinda toplam 178 bebek otopsisi yapilmistir. Bebeklerin
parafine gomiilii dokularindan yapilan Rt-PCR'da 15 bebegdin hem
tlikriik bezi hem de akciger dokusunda CMV-DNA pozitif bulun-
mus; 13 bebegin tiikriik bezinde CMV-DNA pozitif iken, akciger do-
kusunda CMV-DNA negatif olarak saptanmistir. Bebeklerde eslik
eden viral ve bakteriyel enfeksiyonlar da tespit edilmistir. Bir be-
begin ise hem tonsil hem de beyin dokusunda CMV-DNA pozitifligi
belirlenmistir.

Sonug: CMV, immiin siipresif bir bebekte sialadenite eslik eden ve
fatal seyreden primer ve sekonder enfeksiyonlarlara neden olabi-
lir CMV enfeksiyonu disiiniilen SUDI olgularinda CMV-DNA'nin
gosterilmesi, klinik ve histopatolojik degerlendirmeyle birlikte eti-
yolojinin belirlenmesine katkida bulunacaktir. CMV'nin dogumsal
ve perinatal gegisi dnlenememesine ragmen, seropozitif annelerin
bebeklerinin CMV enfeksiyonlari agisindan degerlendiriimesi ve
tanilarinin konularak gereken tedavinin yapilmasi, CMV enfeksi-
yonlarina bagli meydana gelen bebek dliimlerini 6nemli 6lglide
azaltacaktir.

Anahtar sozciikler: Postmortem, sitomegalovirus

RS

Sekil: Tiikriik bezi dokusunda baykus gozii goriiniimii (HEx20)

Stafilokoklarin Direkt Olarak Pozitif Kan Kiiltiir
Siselerinden Matrix-Assisted Laser Desorption
lonization Time-of-Flight Mass Spectrometry Sistemi
Kullanilarak Tanimlanmasi

Abdullah Kilig, Mehmet Baysallar

Glilhane Askeri Tip Akademisi, Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali, Ankara

Kan akimi enfeksiyonlar tiim diinyada énemli bir morbidite ve
mortalite nedenidir. Stafilokok tirleri klinik mikrobiyoloji labora-
tuvarlarinda kan kiiltiirii 6rneklerinden en sik olarak izole edilen
mikroorganizmalardir. Matrix-Assisted Laser Desorption/lonization
time-of-flight Mass Spectrometry (MALDI-TOF MS) sistemi, pozitif
kan kiiltiir siselerinden direkt olarak bakteri tanimlamasina imkan
saglamaktadir.

Galismamizin amaci, Gram boyamada gram-pozitif kok goriinen
pozitif kan kiiltiir sigelerinden direkt olarak stafilokok tanimlanma-
sinda MALDI-TOF MS sisteminin performansini degerlendirmektir.
Galismada rutin tanimlama islemleri igin BD Phoenix otomatize
sistemi kullaniimig ve gergek zamanl (Rt)-PCR yontemi ile elde
edilen sonuglar referans olarak kabul edilmistir. Aralik 2013 - Su-
bat 2014 tarihleri arasindaki li¢ aylik donem igerisinde, 69 hastaya
ait 96 gram-pozitif kok gorilmiis pozitif kan kiiltir siseleri deger-
lendirilmigtir.

Rt-PCRile karsilastirldiginda MALDI TOF MS sisteminin S.aureus'u
%100 cins ve tur diizeyinde, koagiilaz negatif stafilokok (KNS)'lari
%100 cins %96.6 tiir diizeyinde tanimladigi tespit edilmistir. Sonug
olarak, MALDI TOF MS sisteminin klinik mikrobiyoloji laboratuvar-
larinda kullanilan rutin yontemler ile karsilastirildiginda, direkt kan
kiiltiir siselerinden S.aureus ve KNS'lari hizli ve etkili bir bigimde
tanimlama imkani saglayacadi diistintilmustir.

Anahtar sozciikler. Kan akimi enfeksiyonlari, Staphylococcus au-
reus; MALDI TOF MS

OP - 005

Bulgaristan ve Tiirkiye'deki Gok ilaca Direngli
(CID) Mycobacterium tuberculosis Suslari Arasinda
Molekiiler Biyofarkhlik

Riza Durmaz’, Stefan Panaiotov?, Alper Karag6z®,
Elizabeta Bachiyska?, Victoria Levterova? Nadia Brankova?,
Stanislava Yordonova? Juliana Atanasova? Todor Kantardjiev?

"Yildinm Beyazit Universitesi Tip Fakiiltesi, Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali; Tiirkiye Halk Sachgi
Kurumu Molekiiler Mikrobiyoloji Arastirma ve Uygulama Laboratuvari, Ankara

2Ulusal Infeksiyéiz ve Paraziter Hastaliklar Merkezi, Sofya, Bulgaristan

Tiirkiye Halk Sagihgir Kurumu, Molekdiler Mikrobiyoloji Arastirma ve Uygulama Laboratuvari, Ankara

Amag: Cok ilaca direngli (GID) tiiberkiiloz sorunu diinyada giderek
yayginlagmasi nedeniyle tiiberkiilozun epidemiyolojisi ve kontrol
programlari ¢ok daha biiyiik dnem kazanmistir. GID-TB suslarin-
daki molekiiler degisimin analizi, dominant genotiplerin orijini ve
sirkiilasyonu hakkinda faydal bilgiler saglamaktadir. Bu galisma-
da, Bulgaristan ve Tiirkiye gibi iki komsu iilkede izole edilmis olan
CiD-TB suslar arasindaki filogenetik benzerliklerin irdelenmesi ve
ozellikle “LAM7-TUR” spoligo familyasinin iki tilkedeki durumunun
karsilastirlmasi amaglanmistir.

Gereg ve Yontem: Caligsmanin yapildigi merkezler, her iki lkede
de, tiim ilkeden izole edilen suslarin gonderildigi ve dogrulandigi
referans merkezlerdir. Caligmada, Bulgaristan'da 2007-2013 yillari
arasinda tanimlanmig 218, Tiirkiye'de ise 2003-2012 yillari arasin-
da tanimlanmis 177 GID-TB susunun spoligotiplendirme verileri
degerlendirilmistir.

Bulgular. Bulgaristan verilerine gére; CID-TB suslarinin 13 kiime
icerisinde toplandidi, en genis kiimenin 103 sus igerdigi ve Lam7-
TUR (Spoligo-International Type=SIT41) spoligo familyasina men-
sup oldugu izlenmistir. Bulgaristan'da SIT41 genotipini gosteren

4-7 Haziran 2014, Swissotel, Ankara
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GID-TB olgulari, 2007-2011 yillan arasinda %45 (188/418) iken,
2012-2013 yillar arasinda %60'a (30/50) yukselmistir. SIT 53
(%14.2), SIT 284 (%7.7) ve SIT 1 (%3) ise diger tipler olarak belirlen-
mistir. Trkiye'de tanimlanan SIT'ler ve karsilik gelen familyalari;
SIT41 (%28.2, LAM7-TUR), SIT53 (%35, T siiperfamilyasi), SIT50
(%11.8, Haarlem 3), SIT1261 (%1, LAM7-TUR), SIT 47 (%0.5, Ha-
arlem 1), SIT284, (%1); GID-TB familyalarinin global dagihmi ise, T
(%29), LAM (%33.5), Haarlem (%14), S (%3) ve Beijing (%1.3) sek-
lindedir.

Sonug: Ulkemiz ve Bulgaristan'dan bildirilen bulgular karsilagtiril-
diginda “Turkish Family=LAM7-TUR" ve T1 (SIT53) her iki tlkede
de sik¢a saptanan SIT'ler arasinda yer almaktadir. ilging olarak, iil-
kemize 6zgii olarak tanimlanan “Turkish Family” filogenetik grup,
komsu Balkan (ilkesinde Ui¢ kat daha yiiksek prevelansa sahiptir.
Bulgular her iki tlkedeki tiiberkiiloz basillerinin ortak filogenetik
ozellikte olduklarini gostermektedir.

Anahtar sozciikler: Gok ilaca Direngli (GiD) Mycobacterium tubercu-
losis, spoligotiplendirme

OP - 006

2002-2013 yillari arasinda Ankara Universitesi

Tip Fakiiltesi ibni Sina Hastanesinde izole Edilen
Metisiline Direngli Staphylococcus aureus Suslarinda
sasX Geni Varliginin Arastiriimasi

Alper Tekeli', Duygu Ocal', Biigra Betiil Ozmen’, ismail Muaz Alay',
Zeynep Ceren Karahan?, Istar Dolapg!’

'Ankara Qn/'vers/tes/ Tip Fakiiltesi, Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dal, Ankara
’Ankara Universitesi Tip Fakdiltesi, Ibni Sina Hastanesi Merkez Mikrobiyoloji Laboratuvari, Ankara

Amag: Bu galismada 2002-2013 yillari arasinda Ankara Universi-
tesi Tip Fakiiltesi, ibni Sina Hastanesinde yatan hastalarin klinik
ornekleri ile saglikli bireylerin burun kiltirlerinden izole edilen me-
tisiline direngli Staphylococcus aureus (MRSA) suslarinda, dnemli
bir viriilans ve kolonizasyon faktori olarak yeni tanimlanan sasX
geni varliginin arastiriimasi ve molekiiler 6zelliklerinin belirlenmesi
hedeflenmistir.

Gereg ve Yontem: Calismaya, 134U kan, 80'i trakeal aspirat, 113'U
apse ve 61'i burun (21 yatan hasta, 40 saglikl birey) izolati olan
toplam 388 MRSA susu alinmistir. sasX geni varligi standart poli-
meraz zincir reaksiyonu (PCR); SCCmec, agr tipleri ve toksin genleri
ise multipleks-PCR ile ¢alisiimis; suslarin klonal iligkisi Pulsed-fi-
eld jel elektroforezi (PFGE) ve Multi-Locus Sequence Typing (MLST)
yontemleriyle arastiriimistir.

Bulgular: Ugii trakeal aspirat, biri apse izolati olan dért (%1.03) sus-
ta sasX geni tespit edilmistir. Trakeal aspirat izolatlarinin biri Ma-
yI1s-2007, diger ikisi Mayis-2008'de, apse izolati ise Haziran-2005'te
izole edilmistir. sasX-pozitif izolatlarin hepsi SCCmec tip Il ve ente-
rotoksin genleri A ve D olarak saptanmis; agr tipi, tip-1 bulunmustur.
PFGE analizinde, sasX gen pozitif suslarin tek patern olusturdugu
ve MLST tipinin ST239 oldugu belirlenmistir.

Sonug: Hastanemizde 11 yillik siireg igerisinde hastane kaynakli
kan, trakeal aspirat, apse ve burun kdilturleri ile saglikl bireylerin
burunlarindan izole edilen MRSA suslarinin sasX gen pozitifligi
ve genotipik ozellikleri ortaya konulmus; sasX geninin izolatlarin
sadece %1.03'linde bulundugu, bu geni tasiyan tiim izolatlarin klo-
nal dzellik gosterdigi (ST239) tespit edilmistir. Bolgesel ve Tirkiye
capinda sasX pozitifliginin arastiriimasi, molekdiler 6zelliklerinin
viriilans faktorleri ile birlikteliginin ortaya konulmasi ve muhtemel
degisimlerin izlenebilmesi igin genis ¢apli ve cok merkezli galisma-
lara ihtiyag vardir.

Anahtar sozciikler. Metisiline direngli Staphylococcus aureus
(MRSA), sasX geni

OP - 007

Sanhurfa'da Plasmodium vivax Alt Tiirleri
ve Circumsporozoit Protein Geni Varliginin
Arastiriimasi

Nebiye Yentiir Doni', Adnan Seyrek?, Fadile Yildiz Zeyrek®,
Resat Dikme?, Giilcan Giirses'

'Harran Universitesi Saglik Hizmetleri Meslek Yiiksekokulu, Tibbi Laboratuvar Programy, Sanliurfa
*Firat Universitesi Tip Fakiiltesi, Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dall, Elazig
*Harran Universitesi Tip Fakdiltesi, Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dall, Sanlurfa

Amag: Endemik bolgelerde sitma tiirlerinin ve polimorfizmin belir-
lenmesinde en sik kullanilan gen Plasmodium vivax circumsporozoi-
te protein geni (Pvesp)'dir. Pvcsp, rekombinant sitma asisi galisma-
larinin da baslica hedefidir. Bu ¢aligmada, Sanhurfa'da goriilen ve
nested PCR ile tespit edilen 14 Pvivax olgusunda circumsporozoit
protein (CSP) gen bolgesinin arastiriimasi hedeflenmisgtir.

Gereg ve Yontem: CSP'yi kodlayan Pvcs gen bolgesi kullanilarak
Pvivax'in polimorfik genotiplemesi yapilmistir. Pvivax parazitlerinin
genotiplendiriimesinde Pvcs gen bdlgesini hedefleyen primerler,
VCS-OF (5-ATG TAG ATC TGT CCA AGG CCA TAA A-3') ve VCS-OR
(5'-TAA TTG AAT AAT GCT AGG ACT AAC AAT ATG-3') kullanilarak
nested-1 amplifikasyonu yapilmistir. Nested-1 PCR sonucu elde
edilen PCR driiniinden 1.5 pl alinarak nested-2 PCR amplifikasyo-
nu VCS-NF (5'-GCA GAA CCA AAA AAT CCA CGT GAA AAT AAG-3')
ve VCS-NR (5-CCA ACG GTA GCT CTA ACT TTA TCT AGG TAT-3))
primerleri kullanilarak yapilmistir. PCR-Restriction Fragment Length
Polymorphism (PCR-RFLP) yontemi ile Pvivax'ta tekrarlanan iki gen
bolgesini (VK210 ve VK247) ayirt etmek igin nested-2 PCR iriinleri,
Alul ve Bst NI (Mva I) enzimleri ile kesilmistir. Elektroforeze tabi
tutulan DNA fragmanlan etidyum bromiirde 30 dakika boyandiktan
sonra ultraviyole transiliiminator ile goriintiilenmistir.

Bulgular: PCR-RFLP sonuglarina gore, Sanliurfa'da goriilen Pvivax
suslarinin 2'si (%14.3) VK210, 12'si (%85.7) VK247 olarak tanimlan-
mistir. Orneklerin hicbirinde kanisik tipe rastlanmamistir.

Sonug: Sitmanin kontrolii ve eradikasyonu igin, ilag direnci gelisti-
ren suslarin ve mutasyon gdsteren alt tiirlerin belirlenmesinin, CSP
bazl asi deneme calismalari ve sitmanin endemik oldugu tilkemiz
icin yararl olabilecegi diistintilmistdir.

Anahtar sozciikler: Plasmodium Pvcsp, VK210-VK247

OP - 008

Dermatofit Tiirlerinin Tanimlanmasinda Matrix-
Assisted Laser Desorption lonization Time-of-
Flight Mass Spectrometry (MALDI-TOF) Kiitle
Spektrometrisi Yonteminin Standart Tani Yontemi
ile Kargilagtirmali Degerlendirilmesi

Nilgiin Karabigak', Onur Karatuna?, Macit ilkit?, Isin Akyar?

"Tiirkiye Halk Saghgi Kurumu, Mikoloji Referans Laboratuvari, Ankara

*Acibadem Universitesi Tip Fakiiltesi, Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dal, Istanbul: Acibadem Labmed
Klinik Laboratuvarlar, Istanbul

SCukurova Universitesi Tip Fakiiltesi, Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dall, Adana

Amag: Bu calismada, tanisi uzun siire ve deneyim gerektiren der-
matofit tirlerinin dogru ve hizli tanimlanmasinda son zamanlarda
mikroorganizma tanimlamalarinda rutin olarak kullanimi yaygin-
lasan MALDI-TOF MS sistemi ile geleneksel fenotipik tanimlama
yontemlerinin kargilastirmali degerlendirilmesi amaglanmistir.

Gereg ve Yontem: Caligmaya, Tiirkiye Halk Saghgi Kurumu Mikoloji
Referans Laboratuvarina, gesitli hastanelerin dermatoloji klinikle-
rinden gonderilen ve dermatofitoz 6n tanisi almig hastalarin deri,
sag, tirnak drneklerinden elde edilmis ve mikro-makro morfolojik
ve fizyolojik 6zelliklerine gére tanimlanmis 115 klinik izolat (3 cins,
5 tir) ve 21 referans tiir (3 cins, 12 tiir) dahil edilmistir. MALDI-TOF
MS calismalar Acibadem Universitesi afiliye laboratuvari olan
Acibadem Labmed Klinik Laboratuvarlarinda gergeklestirilmistir.
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Calismada Bruker Autoflex 3 MALDI-TOF MS (Bruker Daltonics, Al-
manya) cihazi kullaniimistir. Dermatofit turlerinin incelenmesi igin
gerekli olan destek kiitliphanesi “Bruker Daltonics MALDI BioTy-
per Software” yardimi ile 10 referans dermatofit tiiriine 6zgii elde
edilen spektrumlarinin kaydedilmesi ile olusturulmustur. Ardindan
126 dermatofit tiirli [115 klinik izolat (3 cins, 5 tiir) ve 11 referans
tur (3 cins, 9 tur)] ile test edilmistir. Cins ve tiir diizeyinde tanimla-
ma igin Ureticinin dnerdigi skor degerleri ve galisma kapsaminda
degerlendirilen skor degerleri kullanilmistir.

Bulgular: Degerlendirilen 126 dermatofit tuirliniin, 109'una (%86.5)
MALDI-TOF MS yontemi ile glivenilir tani konulabilmigtir. On bes
dermatofit [13 T.rubrum ve 2 T.violaceum (%11.9)] fenotipik yontem-
ler ile ayni tiir olarak tanimlanmasina ragmen, saptama skoru gi-
venilir diizeyde bulunmamistir. MALDI-TOF MS ile standart tani 2
tur (%1.6) igin uyumsuz bulunmustur.

Sonug: MALDI-TOF MS sistemi, dermatofitlerin tanimlanmasinda
dogru, hizli, tekrar edilebilir ve maliyet-etkin bir yontem olarak de-
gerlendirilmistir.

Anahtar sozciikler: Dermatofit, MALDI TOF-MS

OP - 009

Helicobacter pylorinin cagPAI Genleri ve Bunlarin
AGS Kanser Hiicre Morfolojisi Ile IL-8 Salinimina
Olan Etkisi

Barik Salih', Ahmet Giiner', Ahu Karademir', Merve Uslu’,
Duygu Yazici', Mehmet Akif Ovali?, Bora Kazim Bolek?®,
Soykan Arikan*

'Fatih Universitesi Fen-Edebiyat Fakiiltesi, Biyoloji Bélimij, istanbul

20nsekiz Mart Universites, Saglik Bilimleri Enstitiisti, Fizyoloji Anabilim Dal, Canakkale
SIstanbul Esenyurt Universitesi, Sagiik Hizmetleri Meslek Yiiksekokulu, [stanbul
“[stanbul Egiitim ve Arastirma Hastanesi, Cerrahi Béliimi, Istanbul

Helicobacter pylori'nin cag patojenik adasi (cagPAl) genleri, hastalik
etmeninde biiyiik bir rol oynamakta; ancak Tiirk hastalarindan izo-
le edilen bu genlerin fonksiyonlari hakkinda yeterince bilgi bulun-
mamaktadir. Bu galigsmanin amaci, H.pylorinin cagPAl bolgesinde
bulunan cagT, cagM, cagE, cagA genleri ve cagA EPIYA motiflerinin
AGS (insan gastrik kanser hiicre kdilturd) hiicrelerinin morfolojik
degisimi ile IL-8 salinimi {izerine olan etkisini arastirmaktir.
Galismaya alinan 53 hastanin 38'inde H.pylori varligi hizli {ireaz
testi, kiiltlir ve PCR yontemiyle tespit edilmistir. cagPAI genlerinin
PCR ile amplifikasyonu, bu genlerin %42.1'inin biitiin, %39.5'inin
kismi delesyonlu ve %18.4'tinlin de tamamen delesyonlu oldugu-
nu gostermistir. Gastrit, duodenum ve mide dlseri hastalarindan
izole edilen H.pylori suslarindan biitiin ve kismi delesyonlu cagPA/
genleri igerenlerin, tamamen delesyonlu olanlara gére IL-8 salini-
mini daha fazla artirdigi belirlenmistir. Gastrit hastalarindan izole
edilen H.pylori suslarinda cagT ve cagM delesyon sikligi diger iki
genden daha fazladir. AGS hiicrelerinin, biitiin cagPAl genlerine ve
EPIYA-ABC motiflerine sahip olan izolatlar ile enfeksiyonu sonucu
hiicre morfolojisi degisimi ve hummingbird (hiicrelerde uzama ve
yayilma) fenotipi olugsumu saptanmistir. cagA pozitif izolatlar, cagA
negatif olanlara gore hiicrelerden daha fazla IL-8 salgilanmasina
neden olmustur. Duodenum ilseri olan hastalarindan elde edilen
ve birden fazla EPIYA-C motifine sahip izolatlar da, EPIYA-ABC mo-
tifine sahip olanlara gore daha yiiksek diizeyde IL-8 salgilanmasini
indiiklemistir.

Sonug olarak, hastalardan izole ettigimiz cagPAI genlerinin biitlin
olma durumlar korunmamistir. Verilerimize gore, biitlin cagPA/
genlerinin, gastrit ve mide Ulseri harig, duodenum {ilserinin pato-
genezinde oldukga 6nemli bir rol oynadigi diistiniilmuistiir. cagPA/
genlerinden sadece cagA geni, IL-8 salinimi ve AGS hiicrelerinin
morfolojik degisimleri ile iligkilidir. cagA geninin EPIYA-C motif sa-
yisindaki artig, hummingbird fenotipinin olusumunda belirgin 6l¢i-
de etkilidir.

Anahtar sozciikler: Helicobacter pylori, cagPAl genleri
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PP - 001

Beyin Apsesine Neden Olan Nadir Bir Etken:
Prevotella denticola

Salih Magin', Ahmet Gagkan inkaya?, Ozlem Dogan Aygik’,
Gokhan Bozkurt?, Yesim Getinkaya Sardan®, Yakut Akyon Yilmaz'

'Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi, Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dall, Ankara
Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi, infeksiyon Hastaliklari Anabilim Dall, Ankara
SHacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi, Beyin ve Sinir Cerrahisi Anabilim Dall, Ankara
“Ozel Ankara Giiven Hastanesi, Ankara

Beyin apsesi nadir gériilen ancak hayati tehdit eden bir durumdur.
Mikroorganizmalarin beyin parankimine yerlesmesiyle baslar ve iyi
vaskiilerize bir kapsiille ¢evrili pily koleksiyonu gelisir. Gelismis l-
kelerde tim intrakranial lezyonlar arasinda beyin apsesi insidansi
%1-2 iken gelismekte olan lilkelerde %8'e kadar ¢ikmaktadir. Beyin
apsesinin fizyopatolojisinde siklikla goriilen, beyine komsu bir
odaktan enfeksiyonun yayilmasidir. Maksiller siniizit ve dis enfek-
siyonlari, orta kulak enfeksiyonlari ve menenjit beyin apselerine yol
acabilir. Genellikle travma veya cerrahi miidahale sonrasi ortaya
cikar. Bu raporda, nadir goriilen bir beyin absesi etkeni olan Pre-
votella denticola nedeniyle kronik orta kulak enfeksiyonu sonrasi
gelisen bir olgu sunulmaktadir.

Otitis media nedeniyle yapilan beyin goriintiilemesinde temporal
lopta apse saptandidi igin hastanemize sevk edilen 27 yasinda-
ki erkek hasta tetkik ve takip amaciyla hastanemize yatiriimistir.
Yatisinin ikinci glinlinde mastoidektomi ve temporal apse drena-
jI yapilmis; apse materyelinden yapilan yaymalarin mikroskopik
incelemesinde gram-negatif kokobasiller goriilmistiir. Apse ma-
teryelinden hem aerobik hem de anaerobik ekimler ayni anda ya-
pilmistir. Aerobik kiltiirlerde herhangi bir ireme g6zlenmemistir.
Schaedler agara ekilen ve anaerop kosullarda 37°C'de 48 saat in-
kiibe edilen kiiltirlerde ise esmer renkte pigment olusturan koloni-
ler saptanmistir. Kiiltiirden yapilan Gram boyamalarin mikroskopik
incelemesinde soluk boyanan, kiiglik gram-negatif kokobasiller
gorllmistir. Yari otomatize sistem (BBL Crystal, Becton Dickin-
son, ABD) ile izolat Prevotella spp. olarak belirlenmistir. Bunun lize-
rine 16S RNA analizi yaptinimis ve analiz sonucunda Prevotella
denticola olarak tanimlanmistir.

Anaerobik bakterilerle olusan beyin apsesi enfeksiyonlari erken
tani ve uygun tedavi ile genellikle tedavi edilebilir enfeksiyonlardir.
Dolayisiyla hastanin anamnezinin detayli sorgusu ve fizik muaye-
ne bulgular erken tani koymada biiyiik 5nem tasimaktadir.
Anahtar sozciikler: Beyin apsesi, Prevotella denticola

PP - 002

Hacettepe Universitesi Hastanelerine Bagvuran
Hastalardan izole Edilen Helicobacter pylori
Suslarinda Klaritromisin Direncinin Fenotip ve
Genotipinin Belirlenmesi

Salih Magin', Koray Ergiinay’, Giilin Hizal’, Ozben Ozden’,
Gokhan Baysoy?, Halis S$imsek?, Hasan Ozen?, Sibel Ergiiven’,
Yakut Akyon Yilmaz'

"Hacettepe Qn/vers/tesi Tip Fakiiltesi, Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dal, Ankara
“Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi, l¢ Hastaliklari Anabilim Dal, Ankara
SHacettepe Universitesi Tip Fakdiltesi Cocuk Sagligii ve Hastaliklari Anabilim Dall, Ankara

Bu calismada, Hacettepe Universitesi ihsan Dogramaci Cocuk
Hastanesi ve Erigkin Hastanesi Gastroenteroloji bilim dallarina
basvuran ve endoskopi yapilan hastalarin biyopsi érneklerinden
izole edilen Helicobacter pylori suslarinda, klaritromisin direncinin
fenotipik olarak konsantrasyon gradiyent (E-test) yontemi, geno-
tipik olarak ise DNA dizi analizi yontemiyle arastirnimasi amaglan-
mistir.

Antibiyotik duyarlilik testi E-test ile ¢alisilmis, klaritromisine direng-
li 59 izolat saptanmistir. Bu izolatlarin hangi hastalardan izole edil-
digi belirlenmistir. Hasta bilgilerinden, daha 6nce H.pylori tedavisi
almamis olan 15 hasta tespit edilmistir. Bu hastalarin 9'u gocuk
grubundadir. Onbes hasta izolati dizi analizi ile degerlendirilmistir.
Dizi analizinde, Cy5.5 dye terminator cycle sequencing kit (Amers-
ham Biosciences, ingiltere) reticinin dnerileri dogrultusunda
kullanilarak PTC-200 “Gradient Thermal Cycler"da (MJ Research,
ABD) sekans reaksiyonu gergeklestirilmistir. Elde edilen ham ve-
riler Gen Bankasi ile karsilagtinimis, ayrica klaritromisin direnci ile
iligkili bolgelerde mutasyonlar arastirilmistir. Hem dizi analizi hem
de antibiyotik duyarlilik testi igin H.pylori NCTC 11637 standart
susu kontrol olarak kullaniimistir.

Dizi analizine alinan 15 izolatin hepsinde A2142G mutasyonu
saptanmistir. A2143G mutasyonu 1 izolat hari¢ diger 14 izolatta
saptanmistir. T2289C mutasyonu 2 erigkin hastanin izolatinda ay-
rica saptanmistir. Bir erigkin izolatinda, iki ana mutasyon disinda,
G2141A, G2224A ve T2182C mutasyonlar da saptanmistir. Bek-
lenildigi gibi H.pylori NCTC 11637 standart susunda herhangi bir
mutasyon saptanmamistir.

A2142G, A2143G mutasyonlari en sik rastlanan ve Avrupa iilkele-
rinde tespit edilen ana mutasyonlardir. Diger mutasyonlar siklikla
Kuzeydodu iilkelerinden ve Gin'den bildirilen mutasyonlardir. Ulke-
mizdeki klaritromisin direncine neden olan mutasyonlarin paterni-
ni gosterebilmek igin daha fazla sayida izolat ile galigma yapilmasi
gereklidir.

Anahtar sozciikler: Helicobacter pylori, klaritromisin direnci

PP - 003

Vankomisine Direngli Enterokoklarin Siirveyansinda
PCR (Gene Xpert™ vanA/vanB) ile Kiiltiir Yonteminin
Karsilastiriimasi

Hatice Uludag Altun’, Gigdem Ataman Hatipoglu?, Cemal Bulut?,
Sami Kinikh?, Ali Pekcan Demir6z?

"Turgut Ozal Universitesi Tip Fakiiltesi, Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dall; Ankara Egiitim ve Arastirma
Hastanesi, Enfeksiyon Hastaliklari ve Klinik Mikrobiyoloji Klinigi, Ankara
?Ankara Egitim ve Arastirma Hastanesi, Enfeksiyon Hastaliklari ve Klinik Mikrobiyoloji Klinidii, Ankara

Amag: Vankomisine direngli enterokoklar (VRE) énemli hastane
enfeksiyonu etkenidirler. Bu ¢alismanin amaci, VRE kolonizasyo-
nun tespitinde PCR ile kiiltlir yonteminin karsilastinimasidir.
Gereg ve Yontem: Ocak-Eyliil 2013 tarihleri arasinda hastanemizin
yogun bakim iinitelerinde yatmakta olan hastalardan Amies trans-
port besiyeri kullanilarak alinan 210 perirektal siirlintli 6rnegi ayni
zamanda PCR ve kdiltiir yontemi ile degerlendirilmistir. PCR yonte-
mi igin Gene Xpert™ vanA/vanB (Cepheid, CA) cihazi kullanilmistir.
Kdiltlir icin 6rnekler enterokokosel agara ekilerek 3 giin boyunca
degerlendirilmistir. Ureyen koloniler konvansiyonel yontemler ve
otomatize Vitek 2.0 sistemi (BioMérieux, Fransa) kullanilarak ta-
nimlanmistir. Ureyen enterokoklarin direng durumu E-test ile dog-
rulanmistir.

Bulgular: PCR y6ntemi ile 6rneklerin 76'sinda (%36.1) VRE saptan-
mis; 70'i vanA, 2'si vanB, 4'li vanA+vanB olarak tespit edilmistir. Kil-
tur yontemi ile ayni 6rneklerin 71'inde (%33.8) VRE saptanmistir.
PCR ile vanB olarak tespit edilen iki 6rnek, kiiltiirde treyen koloni-
lerin Vitek cihazi ile degerlendirilmesi sonucu VSE olarak tanimlan-
mistir. Ancak bu 6rnekler E-test ile VRE olarak dogrulanmis ve PCR
ile alinan sonucun dogru olduguna karar verilmistir. PCR ile iki kez
caligilmasina ragmen gegersiz (invalid) sonug veren bir 6rnek, kiil-
tiir ile negatif olarak saptanmistir (Tablo). Gene-expert vanA/vanB
assay PCR cihazinin duyarlilik, 6zgtilliik, pozitif ve negatif prediktif
degerleri sirasiyla %97.4, %98.4, %97.4 ve %97.4 olarak belirlenmis-
tir. Kultliriin duyarlilk, 6zgiilliik, pozitif ve negatif prediktif degerleri
ise sirasiyla %91, %100, %100 ve %94.9 olarak saptanmistir.

4-7 Haziran 2014, Swissotel, Ankara
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Sonug: Gene-expert vanA/vanB assay yontemi kisa siirede sonug
alinabilmesi sebebiyle killtiir yontemlerine gore giderek daha cazip
goriinmekle birlikte, maliyet agisindan kiiltiire gore daha pahalidir.
Bu nedenle her laboratuvarin kendi imkanlarina gore en uygun yon-
temi segmesi gerektigini diisinmekteyiz.

Anahtar sozciikler: VRE, GeneXpert

Tablo. Perirektal siiriintii 6rneklerinin PCR ve kiiltiir sonuglar

miyolojik olarak izlenmesi direngli patojenlerin takibinde énemlidir.
Merkezimizden bildirilen bu verilerin direncli Klebsiella izolatlarinin
yayihminin kontroliinde faydali olacagi kanaatindeyiz.

Anahtar sozciikler: Karbapeneme direncli Klebsiella pneumoniae,
molekiiler epidemiyoloji

PP - 005

Ornek sayis1  PCR Sonucu  Kiiltiir Sonucu

128 -

65 vanA +
4 vanA+vanB +
5 vanA
2 vanB
2 Yanlis negatif + Vankomisin direnci E-test ile

dogrulandi
2 Yanlig pozitif Tekrarlanan rnekte PCR
negatif saptandi
1 Gegersiz
PP - 004

Karbapeneme Direngli Klebsiella pneumoniae
izolatlarinda OXA-48 Geninin ve Klonal iligkinin
Arastinlmasi

Giilfem Ece', Emine Tung?, Baris Otlu?, Deniz Aslan3, Cem Ece*

"[zmir Universitesi Tip Fakdiltesi, Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dall, [zmir

2inéinii Universitesi Tip Fakiltesi, Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dall, Malatya

SIzmir Universitesi Tip Fakiiltesi, Anesteziyoloji ve Reanimasyon Anabilim Dall, [zmir
“Menemen Devlet Hastanesi, Anesteziyoloji ve Reanimasyon Klinigi, [zmir

Amag: Klebsiella pneumoniae &zellikle yogun bakim ve pediatri
biriminde morbidite olusturan nozokomiyal patojendir. GSBL ve
karbapenemaz lreten suslar salgin yapabilir. Calismamizda has-
tanemizin farkli kliniklerden izole edilen karbapeneme direngli
K.pneumoniae suslarinda OXA-48 geni ve klonal iligkinin saptan-
masl amaglanmistir.

Gereg ve Yontem: Calismaya, 1 Nisan-30 Haziran 2013 arasinda
anestezi yogun bakim, iiroloji ve hematoloji kliniklerinden gonderi-
len 6rneklerden izole edilen karbapeneme direngli 41 K.pneumoniae
izolati alinmistir. izolatlarin 7'si trakeal aspirat, 4G kan, 1'i idrar,
1'i yara ve 1'i balgamdan {iretilmistir. izolatlarin tanimlamasi ve
anitbiyotik duyarlliklari otomatize Vitek2 Compact (BioMerieux,
Fransa) sisteminde galisiimistir. Karbapenemaz (retimi modifiye
Hodge testi ile taranmig, E-test ile dogrulanmigtir. izolatlarda OXA
genlerinin varligi in-house PCR yontemiyle arastiriimistir. Suslar
arasindaki klonal yakinlik, pulsed-field gel electrophoresis (PFGE) ve
otomatize repetitive extragenic palindromic PCR (Rep-PCR, Diversi-
Lab sistemi, BioMerieux, Fransa) yontemleri ile gosterilmistir.
Bulgular: izolatlarin tiimii karbapeneme direngli, gentamisin ve ko-
listine duyarlidir. Suslarin timiinde modifiye Hodge testi pozitif bu-
lunmustur ve hepsinde OXA-48 geni saptanmistir. Genotiplendir-
mede 8 izolat hem Rep-PCR (benzerlik siniri >=%95) hem de PFGE
(Tennover kritelerine gore) ile ayni kiime igerisinde yer almistir.
Diger izolatlar her iki yontemle de herhangi bir kiime igerisinde yer
almamistir. Ayni kiime icerisinde yer alan suslarin tamami aneste-
zi yogun bakim {initesindeki hastalardan ti¢ aylik bir donem igeri-
sinde izole edilmigtir. Suslarin kiimelesme orani her iki yontemle
de %57'dir.

Sonug: Galismamizda dederlendirile tim suslarda OXA-48 geni
saptanmistir. Anestezi yogun bakimda, yayilimin klonal oldugu
gosterilmistir. Hastane enfeksiyonu etkenlerinin molekiiler epide-

Vankomisine Direngli Enterokoklarin Direng ve
Viriilans Faktorlerinin Molekiiler Epidemiyolojisi

Mehtap Unlii S6giit’, Sule Kirca Yilmaz2, Selma Uludag Keles?,
Gokgen Tosun*, Timur Giilhan®, Alper Giftci®

'0ndokuz Mayis Universitesi, Sagilik Yiiksekokulu, Samsun

2Giresun Universitesi, Sagilik Bilimleri Fakiiltes, Giresun

“Giresun Devlet Hastanesi, Giresun

“Erciyes Universitesi Tip Fakiiltesi, Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dal, Kayseri
5Ondokuz Mayis Universitesi Veteriner Fakiltesi, Mikrobiyoloji Anabilim Dali, Samsun

Guniimizde tim diinyada nozokomiyal enfeksiyon etkenleri ara-
sinda ilk siralarda yer alan enterokok suslarinin artan goklu anti-
mikrobiyal direng geligimi, 6zellikle viriilans faktorleri gibi birgok
ozelliklerinin daha ayrintili incelenmesi gerektigini ortaya koymus-
tur. Bu calismada, gesitli klinik érneklerden izole edilen vankomi-
sine direngli enterokoklarin virlilansinda rol oynayan faktdrlerin,
direng genlerinin ve genotipik olarak benzerliklerinin incelenmesi
amaclanmistir.

Galisma kapsaminda Giresun Devlet Hastanesi Mikrobiyoloji La-
boratuvarinda Ekim 2012-Nisan 2013 tarihleri arasinda gesitli kli-
nik drneklerden (kan,idrar, aspirasyon ve perirektal siirlintdi) izole
edilmis olan ve fenotipik olarak vankomisine direngli bulunan 37
adet Enterococcus faecium izolatlar incelenmistir. Calisma kap-
saminda incelenen izolatlarin biyofilm uretimleri, fenotipik olarak
Kongo Red Agar (CRA) yontemi ile arastirimis ve tiim izolatlar s/i-
me faktor pozitif olarak degerlendirilmistir. Vankomisine direnglilik
durumlari fenotipik ve genotipik olarak incelenmistir. Vankomisin
ve teikoplanin antibiyotikleri kullanilarak yapilan sivi mikrodils-
yon testinde, izolatlarin tiimi vankomisin ve teikoplanine direngli
olarak bulunmustur. izolatlarin genotipik dzelliklerinin belirlenmesi
icin PCR ile vanA, vanB, esp, gelE, hyl, cylA ve asal genleri arasti-
nlmistir. E.faecium izolatlarinin vanA, esp, gelE ve hyl genlerini
sirasiyla %100, %62.2, %2.7 ve %27 oranlarinda icerdigi belirlen-
mistir. izolatlarda vanB, asal ve cylA genleri ise saptanamamigtir.
E.faecium izolatlarinin molekdiler tiplendirilmesinde rastgele ¢ogal-
tilmis polimorfik DNA (RAPD) ydntemi kullaniimistir. Genotiplen-
dirme sonucunda izolatlarin 10 farkli RAPD profiline sahip oldugu
belirlenmistir.

Sonug olarak, gesitli enfeksiyonlardan sorumlu olan vankomisine
direngli E.faecium suslarinin fenotipik ve genotipik olarak gesitlilik
gosterdigi ve bu enfeksiyonlara karsi alinacak 6nlemlerde bu fark-
liklarin g6z 6niine alinmasi gerektigi kanisina varilmistir.

Anahtar sozciikler: Vankomisine direngli enterokok, molekiiler epi-
demiyoloji

PP - 006

UPEC Suslarinda insiilin ve Glukozun usp, sfa/foc,
cnf 1 Genlerinin Ekspresyonu Uzerine Etkileri

Defne Giimiig', Giilsen Uz, Neslinur Ozgelik?, ilkay Civelek?,
Yunus Emre Elma?, Sabahattin Ekin?, Sevde Hasanoglu?,
Aysegiil Topal Sarikaya?, Mine Ang Kiigiiker'

Yeni Yiizyl Universitesi Tip Fakiltesi, Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dal, Istanbul ‘
2Yeni Yiizyil Universitesi Fen-Edebiyat Fakiiltesi, Molekiiler Biyoloji ve Genetik Bolimd, Istanbul

Amag: Mikroorganizmalarda, genlerin ekspresyonlarinin cevresel
kosullarla iliskili olduklari bilinmektedir. Bu arastirmada, liropa-
tojen E.coli (UPEC) suslarinda saptanmis olan sfa/foc (S ve F1C
fimbria), cnf 1 (cytotoxic necrotizing factor) ve usp (uropathogen-
specific protein) genlerinin, insiilin ve glukoz igceren ve igermeyen
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ortamlardaki ekspresyon diizeylerindeki olasi degisimlerin incelen-
mesi amaclanmistir.

Gereg ve Yontem: Bu ii¢ virlilans genini tasiyan g farkh UPEC
susu ve bir kontrol UPEC susu (C7) galismada kullanilmistir. Sug-
lar, glukoz ve instilinin farkli konsantrasyonlarini (%0.1 glukoz, 20
pU insdlin, 200 pU instilin ve %0.1 glukoz+200 pU insdilin) igeren ve
icermeyen triptik soy buyyon (TSB) besiyerlerinde Uretilmislerdir.
Suslardan, total RNA izolasyonu yapilmis ve genlerin ekspresyon
diizeylerinin belirlenmesi amaciyla, 6zgil primerler kullanilarak,
kantitatif RT-PCR ydntemi uygulanmistir. Genlerin ekspresyon
diizeyleri, 16S rRNA'ya oranlanarak pfaffl denklemi araciligiyla he-
saplanmistir. Sonuglar istatistiksel olarak one-way ANOVA testi ile
degerlendirilmistir.

Bulgular. Ureme ortamina eklenen insiilin ve glukozun, ii¢ virii-
lans geninde de ekspresyonu artirdigi ve denenen suslarda 20 pU
insdlin ve 200 pU insdlin igeren ortamlarin her {i¢ genin ekspres-
yonu iizerine etkisinin ayni oldugu bulunmustur. Ureme ortamlari
kiyaslandiginda, gen ekspresyon diizeyinde en fazla artisin %0.1
glukoz+200 pU insiilin iceren ortamda ortaya ¢iktigi saptanmistir.
Sonug: In vivo kosullarin, viriilans genlerinin ekspresyon kosullari-
ni etkileyerek enfeksiyon hastaliklarinin patogenezinde belirleyici
bir unsur olabilecedi; idrar yolu enfeksiyonlar ve etkenleri agisin-
dan bir 6rnek olusturdugu kanisina varilmistir.

Tesekkiir RT-PCR deneyleri icin Hibrigen laboratuvarinin olanak-
larini kullanmamizi saglayan MSc. Umut Biiyiik'e tesekkiir ederiz.
Bu galisma TUBITAK'In 2209 no'lu programi tarafindan desteklen-
mistir.

Anahtar sozciikler: Uropatojenik E.coli, viriilans

PP - 007

Staphylococcus aureus ve Koagiilaz Negatif
Stafilokoklarin Ayriminda 1,2-Dinitro-4,5-bis
(2-kloretoksi) Benzen Etkinliginin Arastiriimasi

Cadri Ergin’, Yasar Gok?, ilknur Kaleli', Nilgiin Kabay?,
Orgun Zorbozan', Osman Acar’, Ozgiin Kirig Satilmisg’,
Yiiksel Akkaya'

'Pamukkale Qnivers/tes/ Tip Fakdiltesi Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali, Denizli
’Pamukkale Universitesi Fen-Edebiyat Fakiiltesi, Kimya Baliimii, Denizli

Amag: Hayati tehdit eden enfeksiyon etkeni Staphylococcus
aureus'un koagiilaz negatif stafilokok (KNS)'lardan ayrimi gerekli-
dir. Manuel galisilan koagiilaz testinin yerini alabilecek, otomatize
sistemlere uygun kimyasallar, laboratuvarlarin daha efektif ve hizli
sonug vermesini saglayacaktir. Sunulan calismada, kimya bolu-
miinde sentezlenen 1,2-dinitro-4,5-bis (2-kloretoksi) benzen bilesi-
ginin hizl ayrimda kullanimi arastiriimistir.

Gereg ve Yontem: Arastirmada, Kloos ve Schleifer akim semasi ile
tanimlanan 462 KNS, 242 S.aureus ve 10 standart koken kullanil-
mistir. Optimizasyon sonrasi reaksiyonlar ti¢ farkli yontemle deger-
lendirilmistir: (i) disk diflizyon ydntemi (DDY) ile olusan rengin gor-
sel degerlendirilmesi (n=244); (ii) tlip testi yontemi (TTY) ile olusan
rengin gorsel degerlendirilmesi (n=205); (iii) tlp testi ile olusan ren-
gin spektrofotometrik degerlendirilmesi yontemi (SFMY) (n=714).
Gorsel degerlendirmeler alti farkli bagimsiz arastirici tarafindan
yuritllmustr.

Bulgular: DDY ve TTY gruplarinin her birinde farkli birer arastirici
(%16.6) dogru sonugclara ulasabilmistir. SFMY ile KNS kokenleri ara-
sinda S.capitis, S.caprae, S.cohnii, S.lugduniensis, S.saprophyticus,
S.schleiferi, S.simulans ve S.xylosus kokenleri S.aureus kokenlerine
yakin degerler verirken, S.epidermidis, S.haemolyticus, S.hominis ve
S.warneri kokenlerine ait degerler istatistiksel farkhlik gostermistir.
Bu verilere gore, SFMY ile S.aureus kokenleri (ug deder veren KNS
kokenleri harig) ayrilabilmektedir (p<0.01).

Sonug: 1,2-dinitro-4,5-bis (2-kloretoksi) benzen bilesigi S.aureus’'un
sik goriilen KNS etkenlerinden ayriminda (SFMY ile) hizl test ola-
rak kullanilabilir. Olusan reaksiyonun mekanizmasi heniiz bilinme-
mektedir. Bu sonucun gegerli olabilmesi igin, klinik mikrobiyoloji

laboratuvarlar arasinda esglidiimli arastirmalar planlanmalidir.
Sunulan arastirma TUBITAK (No:211T113) tarafindan desteklen-
mistir.
Anahtar sozciikler: Staphylococcus aureus, koagiilaz negatif stafi-
lokok

PP - 008

Enterokok Suslarinin Pulsed-Field Jel Elektroforezi
(PFGE) Yontemiyle Molekiiler Tiplendirilmesi

Dilek Giildemir', Alper Karag6z', Tuba Dal? Alicem Tekin?,
Riza Durmaz’

'Tiirkiye Halk Saghgi Kurumu, Ulusal Molekdiler Mikrobiyoloji Referans Merkez Laboratuvar, Ankara
“Dicle Universitesi, Tip Fakiiltesi, Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali, Diyarbakir

Amag: Enterokoklar nozokomiyal Uriner sistem ve yara enfek-
siyonlarinin ikinci, bakteriyemilerin ise Ucilincii en sik nedenidir.
Guniimuzde, 6zellikle vankomisine direngli enterokoklar (VRE) no-
zokomiyal enfeksiyonlarin 6nemli etkenleri arasinda yer almakta
olup, VRE salginlarini kontrol altina almak gereklidir. Pulsed-field jel
elektroforezi (PFGE), enterokokal enfeksiyonlarin epidemiyolojik
analizinde “altin standart” kabul edilmektedir. Bu ¢alismanin ama-
c1; hastane kaynakli Enterococcus spp. izolatlarinin PFGE profilleri
(pulsotip) arasindaki klonal iligkiyi belirlemek ve olasi gapraz bula-
sl ortaya koymaktir.

Gereg ve Yontem: Calismaya, Kasim 2010-Haziran 2012 tarihleri
arasinda Dicle Universitesi Hastanelerinin cesitli kliniklerinde ya-
tan hastalardan izole edilen 36 enterokok susu dahil edilmistir.
Otuz alti susun 18'i idrar, 6's1 kan, 5'i bronkoalveolar lavaj, 5'i yara,
1'i vajinal siriintd, 1'i ise kateterden izole edilmis olup, 9'u VRE
olarak tanimlanmistir. izolasyon ve tanimlama, Dicle Universitesi
Tip Fakiiltesi Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali Laboratuvarlarinda,
PFGE ¢aligsmasi ise Tirkiye Halk Saghigi Kurumu, Ulusal Molekiiler
Mikrobiyoloji Referans Merkez Laboratuvarinda gergeklestirilmis-
tir.

Bulgular. PFGE yontemiyle izolatlarin DNA paternleri elde edilmis
ve bu paternlerin dendogrami yapilmigtir. DNA paternlerinin birebir
karsilastinlmasi sonucu 27 izolatin, %97 benzerlikle ortak bir kii-
mede yer aldiklari goriilmistir. Otuz alti susun 7 kiime ve 2 ana
grup olusturdugu saptanmistir. Kiimelesme orani %75 (27/36)
olup, kiimelerin 2-14 arasinda sus igerdigi belirlenmistir.

Sonug: Bu calismada, Dicle Universitesi Tip Fakiiltesi Hastane-
sinde Kasim 2010-Haziran 2012 tarihleri arasinda nozokomiyal
enfeksiyona neden olan enterokok suslar arasinda gapraz bulas
oraninin yiiksek oldugu gosterilmistir. Bu veriler, enfeksiyon kon-
trol programlarinin daha etkin bicimde uygulanmasinin 6nemini
ortaya koymustur.

Anahtar sozciikler: Enterokok, pulsed-field jel elektroforezi (PFGE)

PP - 009

Karbapeneme Direngli Paeruginosa izolatlarinda
oprD Porin Protein Diizeylerinin Incelenmesi

Hiiseyin Agah Terzi', Canan Kiilah?, Ali Riza Atasoy’,
ihsan Hakki Giftci'

'Sakarya Un/'ve[sitesf Egitim ve Arastirma Hastanesi, Tibbi Mikrobiyoloji Laboratuvari, Sakarya
“Blilent Ecevit Universitesi Tip Fakiltesi, Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim dali, Zonguldak

Pseudomonas aeruginosa'daki dig membran proteini oprD'nin kay-
biyla karbapenemlere duyarlilik azalabilmektedir. Bu ¢alismada,
karbapeneme direngli klinik Paeruginosa izolatlarinda oprD porin
proteininin dirence etkisinin arastiriimasi ve molekiiler yontemlerle
oprD ekspresyon diizeylerinin belirlenmesi amaglanmistir.

Galismaya dahil edilen 18 Paeruginosa klinik izolatinin antibiyotik
duyarlilik testleri CLSI 6nerileri dogrultusunda, Kirby-Bauer disk
diflizyon yontemi ile yapilmistir. Galismada coklu ilag direngli
(GID) ve izole karbapenem direncli (IKD) olmak iizere 2 farkh grup

4-7 Haziran 2014, Swissotel, Ankara
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olusturulmustur. Minimal inhibitor konsantrasyon (MiK) degerleri,
otomatize Vitek 2 sistemi (bioMerieux, Fransa) kullanilarak belir-
lenmistir. oprD’nin transkripsiyon Urlin diizeyleri LightCycler ciha-
ziI (Roche, Almanya) kullanilarak gergek zamanli polimeraz zincir
reaksiyonu (qPCR) yontemiyle saptanmistir. Suslar arasindaki
genotipik benzerlik iligkisini gostermek icin arbitrarily primed PCR
(AP-PCR) yontemi kullanilmistir.

Galismamizdaki oprD diizeylerindeki azalma imipeneme direng-
li 18 Paeruginosa klinik izolatinin 13'linde anlamli bulunmustur.
oprD'de anlamli azalma gésteren suslarin 9'u birinci gruptaki GiD
izolatlarda gériilmiis ve diger grupla (iKD) karsilastinldiginda birin-
ci grubun istatistiksel olarak anlamli farklilik gésterdigi saptanmis-
tir (p=0.001). ikinci gruptaki iKD izolatlarinda oprD diizeyleri 9 izo-
latin 4'tinde anlamli sekilde diisiik bulunmustur. Suslar arasindaki
benzerlikler, AP-PCR yéntemiyle degerlendirildiginde 7 farkli patern
tespit edilmistir.

Elde edilen veriler, imipenem direnciyle ilgili temel mekanizmanin
dis membran proteini oprD'nin kaybi olabilecegini desteklese de,
oprD'nin roliinii tam olarak agiklamamakta ve baska mekanizma-
larin da rolii oldugunu diisiindiirmektedir. Ayrica, GiD suslardaki
oprD miktarinda goriilen bu anlamli azalma, oprD'nin karbapenem
grubu disindaki antibiyotiklere direng gelisiminde de rol oynadigi-
na isaret etmektedir.

Anahtar sozciikler: Paeruginosa OprD porin proteini, oprD ekspres-
yonu

PP - 010

Farkli Direng Fenotiplerindeki Pseudomonas
aeruginosa izolatlarimin AmpC B-laktamaz
Ekspresyon Diizeyleri

Hiiseyin Agah Terzi', Canan Kiilah?, ihsan Hakki Ciftci'

'Sakarya Unive[s/tes/ Egitim ve Arastirma Hastanesi, Tibbi Mikrobiyoloji Laboratuvari, Sakarya
“Blilent Ecevit Universitesi Tip Fakiltesi, Tibbi Mikrobiyoloji Bolimd, Zonguldak

Amag: Pseudomonas aeruginosa'daki AmpC iiretimi anlamli derece-
de arttiginda, karbapenemler haric biitlin B-laktamlara direng gelis-
mektedir. Bu ¢alismada farkl direng fenotiplerindeki Paeruginosa
izolatlarinin ampC ekspresyon diizeyleri ve AmpC B-laktamaz enzi-
minin dirence etkisi incelenmisgtir.

Gereg ve Yontem: Calismaya dahil edilen 49 Paeruginosa klinik izo-
latinin antibiyotik duyarlilik testleri, CLSI onerileri dogrultusunda,
disk difiizyon yontemi ile yapilmistir. Minimal inhibitor konsantras-
yonlan (MiK) otomatize Vitek 2 sistemi (bioMerieux, Fransa) kulla-
nilarak belirlenmistir. izolatlar dért farkli gruba ayrilmistir: 1. Grup,
coklu ilag direncli (GID); 2.Grup, izole karbapenem direncli (iKD);
3.Grup, hem karbapenem hem de kinolon direngli ve 4. Grup, izole
kinolon direngli izolatlar. ampC bdlgesinin transkripsiyon Uriin sevi-
yesi, gercek zamanli polimeraz zincir reaksiyonu (qPCR) yontemiy-
le LightCycler cihazi (Roche, Almanya) kullanilarak belirlenmistir.
Bulgular: Galismamizdaki 49 klinik izolatin 23'linde (%47) ampC
asiri ekspresyonu tespit edilmistir. Grup 1, 2, 3 ve 4 igin ortala-
ma ekspresyon degerleri sirasiyla 3717.66+4344.20, 6.96113.52,
1.2641.31 ve 0.54+0.30 olarak belirlenmistir. Asiri ekspresyon gos-
teren suslarin 21'i (%91) GID izolatlar igeren birinci grupta goriil-
mis ve diger gruplarla karsilastirildiginda birinci grubun istatistik-
sel olarak anlamli farklilik gdsterdigi saptanmigtir (p=0.001). iKD
izolatlarin ikisinde (%22) asirn ekspresyon tespit edilmistir. 3. ve 4.
grupta ise AmpC asiri Uretimi goriilmemistir.

Sonug: AmpC asir Uretimi Paeruginosa’'nin karbapenem direncine
tek basina etki etmemekte, ilave diren¢ mekanizmalari birlikte-
liginde dirence katki saglayabilmektedir. GiD ve iKD izolatlarinin
ampC ekspresyon diizeyleri karsilastirldiginda; B-laktamaza daha
direngli gibi gériinen karbapenemlerin antipsédomonal olarak kul-
lanimi 6nerilebilir.

Anahtar sozciikler. Paeruginosa AmpC beta-laktamaz asiri tiretimi,
ampC ekspresyonu

PP - 011

Mycobacterium tuberculosis Tanisinda Farkl
Yontemlerin Karsilastiriimasi

ihsan Hakki Giftci', Engin Karakege', Sinem Hizal', Yusuf Aydemir?,
Hiseyin Agah Terzi'

'Sakarya QN/'vers/tes/ Egitim ve Arastirma Hastanesi, Tibbi Mikrobiyoloji Laboratuvari, Sakarya
2Sakarya Universitesi EGitim ve Arastirma Hastanes, Gaiis Hastaliklari Anabilim Dali, Sakarya

Amag: Bu calismada, klinik 6rneklerden Mycobacterium tubercu-
losis kompleks (MTK) suslarinin tanimlanmasi ve izolasyonu igin
kullanilan yéntemlerin irdelenmesi ve tiiberkiiloz digi mikobakteri
(TDM) suslarinin hsp65 fragmanlarinin analizleri ile tiplendirilmesi
amagclanmistir.

Gereg ve Yontem: Homojenizasyon ve dekontaminasyon sonrasi
ornekler Ehrlich-Zielh-Neelsen (EZN) teknigi ve Auromine-Rhodamin
(AUR) ile boyanarak, aside direncli basil (ARB) varligi agisindan in-
celenmistir. Ardindan Léwenstein-Jensen (LJ) ve Middlebrook 7H9
tliplerine kiltlir ekimleri yapilmistir. hsp65geni igin yapilacak poli-
meraz zincir reaksiyonunda (PCR) Tb11 ve Tb12 primerleri kullanil-
mistir. PCR {riinleri RFLP analizleri igcin BsuRI ve Eco911 enzimleri
ile muamele edilmis gercek zamanli elektroforez uygulanmistir.
Elde edilen bantlar biiyiikliiklerine gore analiz edilmistir.

Bulgular: Calismada 1866 (%95.5) balgam, 29 (%1.5) aspirasyon
sivisi, 36 (%1.8) bronkoalveoler lavaj, 24 (%1.2) idrar olmak {izere
685 hastaya ait toplam 1975 6rnek incelenmistir. Orneklerin ARB,
AUR, LJ ve MGIT igin pozitiflik oranlan sirasiyla; %7.1 (141), %8.2
(162), %9.6 (190) ve %11.2 (221) olarak belirlenmistir. LJ ve/veya
MGIT pozitifligi ise %11.8 (234) olarak saptanmistir. MGIT 960 oto-
matize sistemiyle pozitif bulunan 221 6rnek 81 hastaya ait olup,
bunlardan 71'i (%87.7) MTK olarak tanimlanmistir. Tanimlama
galismalarinda MTK olarak tanimlanamayan kdiltiir pozitiflikleri-
nin 10'unda (%12.3) hsp65 gen golgesi cogaltiimistir. Gen bdlgesi
gogaltilan izolatlarin enzimlerle gergeklestirilen kesim sonrasi ya-
pilan analizlerde; 4’ M.intracellulare, 2'si M.gordonae I/M.xenopi, 1'i
M.peregrinum, 1'i M.peregrinum/M.scrofulaceum, 1'i M.szulgai/My-
cobacterium spp. ve 1'i Mycobacterium spp. olarak tanimlanmistir.
Sonug: MTK igin ortaya konan pozitiflik oranlari, TDM orani ve TDM
dagiimi literatiirle benzer olup, tliberkiiloz sikligi bakimindan ilk si-
ralarda yer alan Sakarya'dan bildirilen ilk veriler olmasi nedeniyle
onemlidir.

Anahtar sozciikler: Tiberkiiloz, molekiiler tani

PP - 012

Sigirlarda Enfeksiyona Neden Olan Yedi Patojen
Bakterinin Goklu ve Gergek Zamanli Goklu PCR Ile
Tanisi

Hamit Kaan Miistak, Yoriik Divanoglu, Ebru Torun, Ozlem Sahan,
Hakan Yardimci, Mehmet Akan, Kadir Serdar Diker

Ankara Universitesi Veteriner Fakiiltesi, Mikrobiyoloji Anabilim Dali, Ankara

Bu calismada, insan sagligini da olumsuz etkileyen basta Mycoba-
cterium tuberculosis olmak lizere sigirlarda Mycobacterium paratu-
berculosis; genital sistem enfeksiyonlarina neden olan Mycoplas-
ma bovis ve Histophilus somni; solunum sisteminde problemlere
neden olan Mannheimia haemolytica, M.bovis, H.somni ve Pasteurel-
la multocida enfeksiyonlari ve buzadi kayiplarinin en 6nemli nede-
ni olan buzadi ishallerinden sorumlu Salmonella tirlerinin hizli ve
dogru tanisini gergeklestirmek icin ¢oklu ve gergek zamanli goklu
PCR yontemleri gelistirilmistir. Bu amagla arastirma kapsamindaki
tlirlere 6zgli gen bolgeleri segilerek oligoniikleotid primer setleri
tasarlanmistir. Gergek zamanl ¢goklu PCR ydnteminde SYBR Green
boyasi kullaniimistir. Biitlin reaksiyonlar optimize edilerek 6zgiilliik
ve duyarlliklari belirlenmistir.

Galismamizin sonucunda, her bir bakteri tiirline 6zg(i tekli, goklu ve
gercek zamanli goklu PCR ydntemleri gelistirilmistir. Bu galismada
gelistirilen optimize edilmis kitlerle, sigir yetistiriciliginde dnemli
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ekonomik kayiplara neden olan enfeksiyoz bakteriyel hastaliklarin
tanisinin hizli ve dogru bir sekilde gergeklestirilmesi saglanmistir.
Anahtar sozciikler. PCR, sigir

PP - 013

Stafilokoklari Dogru Tanimliyor muyuz?

Ozqge Kilingel, Nida Kilig, Fatma Avcioglu, Cihadiye Elif Oztiirk,
Siikrii Oksiiz, Idris Sahin

Diizce Universitesi Tip Fakiiltesi, Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dal, Diizce

Stafilokoklarin dogru ve ¢cabuk tanimlanmasi, etken oldugu hasta-
ligin prognozu agisindan dnemlidir. Bu calismada, stafilokoklarin
tanimlanmasinda tam otomatize sistem, tiipte koagiilaz (TK) ve
lamda koagiilaz (LK) yontemlerinin kullanimlari degerlendirilmigtir.
Calismaya, hastanemizin mikrobiyoloji laboratuvarinda Mayis
2013 — Mart 2014 arasinda klinik drneklerden Uretilen 236 stafi-
lokok susu dahil edilmistir. Ayrica mikrobiyoloji uzmanlarina anket
uygulanarak stafilokok tanisinda kullandiklari tani yontemi sorul-
mustur.

VITEK 2 (bioMerieux, Fransa) sistemiyle S.aureus olarak tanimla-
nan biitlin izolatlarda TK testi pozitif iken, S.aureus disinda kalan
191 susun hepsinde negatif bulunmustur. Buna gore VITEK 2 refe-
rans yontem olarak kabul edildiginde TK testinin duyarlilik, 6zgdil-
Itk, pozitif prediktif deger (PPD) ve negatif prediktif degeri (NPD)
%100 olarak saptanmistir. LK testi sonuclar degerlendirildiginde;
236 susun 123'U pozitif, 113U ise negatif bulunmustur. Buna gore
LK testinin duyarlilik, 6zgdilliik, PPD ve NPD sirasiyla %100, %59,
%36.5 ve %100 olarak hesaplanmistir. Otuz sekiz mikrobiyoloji uz-
maniyla yapilan anketin sonuglarina gore; 13'inlin (%34.2) sadece
LK testini, 17’sinin (%44.7) sadece TK testini, 8'inin (%21.1) ise her
iki testi birlikte kullandigi 6grenilmistir.

Calismamizda, S.aureus ile koagiilaz negatif stafilokoklarin (KNS)
ayriminda LK testinin negatifligi degerli bulunmusken, pozitifliginin
TK testi gibi ek bir test yontemiyle mutlaka dogrulanmasi gerektigi
sonucuna varilmistir. Ayrica S.aureus'da %15 oraninda LK testinin
negatif bulunabilecegiyle ilgili yayinlar da vardir. Anket sonuglarina
gore sadece lam testini kullanan mikrobiyoloji uzmanlarinin orani
%34.2 olduguna gore, S.aureus olarak izole ettikleri suslarin biyiik
bir bélimiiniin KNS olabilecegi goz onlinde bulundurulmalidir.
Tanimlamada her iki testin birlikte yapilarak degerlendirilmesinin
gerekli oldugu diistinilmustar.

Anahtar sozciikler: Stafilokok, koagiilaz testi

Tablo. Stafilokok suglarinin dagilimi ve test sonuglari

VITEK 2 ile tammlanan ~ Sus LK Testi Pozitif TK Testi Pozitif

izolatlar Sayisi n (%) n (%)
S.aureus 45 45 (100) 45 (100)
S.epidermidis 79 55 (69.6) 0
S.hominis ssp. hominis 58 29 (50) 0
S.haemolytticus 31 24 (77.4) 0
S.capitis 13 11 (84.6) 0
Diger* 10 4 (40) 0
Toplam 236 168 (71) 45

*S.caprae, S.xylosus, S.auricularis, S.cohnii, S.intermedius, S.sciuri, S.simulans, S.warneri

PP - 014

Klinik Orneklerden Uretilen E.coli Suslarinin
Antibiyotik Duyarhhiklarinin Belirlenmesi ve Pulsed-
Field Jel Elektroforezi ile Genotipik Profillerinin
Arastiriimasi

Alper Karagoz', Mahmut Siinnetgioglu?, Mehmet Resat Ceylan?,
Yasemin Bayram?, Nadir Kogak*, Ahmet Andag®

'Tiirkiye Halk Saghig Kurumu, Ulusal Molekdiler Mikrobiyoloji Referans Merkez Laboratuvar, Ankara
?Yiiziincd Vil Universitesi Tip Fakiiltesi, Enfeksiyon Hastaliklari ve Klinik Mikrobiyoloji Anabilim Dall,
Van

*Yiiziined Vil Universitesi Tip Fakiiltesi, Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dal, Van

“Selguk Universitesi Tip Fakdiltesi, Tibbi Genetik Anabilim Dal, Konya

*Meviana Universitesi Tip Fakiltesi, Farmakoloji Anabilim Dali, Konya

Girig: Antibiyotik direnci, gerek toplum gerekse hastane kokenli
enfeksiyonlarin tedavisinde basarisizliga yol agmakta ve giderek
biiyliyen bir sorun olarak karsimiza ¢gikmaktadir. Bakterilerin antibi-
yotiklere karsi gelistirdikleri direng mekanizmalari arasinda en sik
gorilenlerden biri, sentezlenen enzimlerle ilacin inaktive edilmesi-
dir. Beta-laktam grubu antibiyotikleri hidroliz eden beta-laktamaz
enzimleri bu tip dirence en iyi 6rnektir. Bu galismada, gesitli ser-
vislerden laboratuvarimiza gonderilen klinik 6rneklerden izole edi-
len E.coli suslarinin direng profilleri ve Pulsed-field jel elektroforezi
(PFGE) yontemiyle yapilan genotipik profilleri kargilagtiriimigtir.
Gereg ve Yontem: 2009-2012 yillarn arasinda laboratuvarimizda
gesitli klinik 6rneklerden konvansiyonel yontemlerle izole edilen
34 E.coli susunun disk diflizyon ydntemiyle antibiyogramlari yapil-
mistir. CLSI kriterlerine gore antibiyotik duyarlilik paneli belirlenen
suslarin PFGE yontemiyle DNA bant profilleri olusturulmus ve Gel
Compar Il Software v.3.0 (Applied Maths, Belgika) yazilim sistemi
ile dendogram yapilmistir.

Bulgular: Calismamizda toplam 34 adet E.coli susu fenotipik ve
genotipik olarak incelenerek birbirleriyle karsilagtinlmistir. izolat-
lar 21 farkl antibiyotige duyarliliklan agisindan degerlendirilmistir.
izolatlarin antibiyotik duyarlilik tablolarina gére doért farkl antimik-
robiyal direng paterni saptanmistir. Xbal enzimiyle gergeklestirilen
restriksiyon islemi sonunda yapilan PFGE analizinde ise 2 major
PFGE profili elde edilmistir.

Sonug: Bu galismalile, salginlarin 6niine gegilebilmesiigin E.coli'nin
genotip profillerinin belirlenmesi, siirveyans galismalarinin yapil-
masi ve saglik personelinin egitilmesinin gerekli oldugu bir kez
daha vurgulanmistir. Ayrica E.coli enfeksiyonu tanisi konuldugu
durumlarda, siki enfeksiyon kontrol dnlemlerinin alinmasi igin mo-
lekiiler tiplendirme yontemlerinin 6nemi ortaya konulmustur.
Anahtar sozciikler: E.coli, molekiiler tiplendirme

PP - 015

Gogul ilag Direngli Acinetobacter baumannii
Izolatlarinin Pulsed-Field Jel Elektroforezi lle Klonal
lligkisinin Arastiriimasi

Mehmet Resat Ceylan', Mustafa Kasim Karahocagil',

Alper Karagoz?, Aytekin Gikman?, Riza Durmaz?

WYiiziincii Vil Universitesi Tip Fakiiltesi, Enfeksiyon Hastaliklari ve Klinik Mikrobiyoloji Anabilim Dal)
Van

?Tiirkiye Halk Saghgi Kurumu, Ulusal Molekdiler Mikrobiyoloji Referans Merkez Laboratuvari, Ankara
°Erzincan Menglicek Gazi EGitim ve Arastirma Hastanesi, Mikrobiyoloji Bélim(, Erzincan

Girig: Bu calisma ile, yogun bakim Unitelerinde yatan hastalardan
izole edilen A.baumannii suglarinin antibiyotiklere direng¢ oraninin
saptanmasi ve hastane enfeksiyonu etkeni ¢oklu ilag direncine sa-
hip izolatlarin klonal iligkisinin, pulsed-field jel elektroforez (PFGE)
yontemi kullanilarak gosterilmesi amaglanmistir.

Gereg ve Yontem: Galismaya, Yiiziincii Yil Universitesi Tip Fakiilte-
si Hastanesi, Anesteziyoloji ve Reanimasyon (A-R), Goglis Hasta-
liklari ve Pediatri yogun bakim iiniteleri (YBU)’'nde Ocak 2010-Ekim
2011; ayrica A-R yogun bakim iinitesinde Temmuz-Kasim 2012

4-7 Haziran 2014, Swissotel, Ankara
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tarihleri arasinda takip edilen, ventilatér ile iliskili pnémoni (ViP)
tanisi alan 63 ve primer kan dolasimi enfeksiyonu (PKDE) tanisi
alan 6 hasta olmak lizere toplam 69 hastaya ait izolat alinmistir.
izolatlarin antibiyotik duyarliliklari, imipenem, kolistin ve tigesiklin
icin E-test, diger antibiyotikler i¢in disk diflizyon yontemiyle aras-
tinlmistir.

Bulgular: Tiim suslar igin en etkili antibiyotikler, kolistin (%98.6) ve
tigesiklin (%97.1) olarak saptanmigtir. Suslarin tamami seftriak-
son, piperasilin/tazobaktam, sefotaksim, meropenem ve imipene-
me direngli bulunmustur. A.baumannii izolatlarinin Apal enzimi ile
kesilen genomik DNA’sina yapilan PFGE analizi ile, 69 A.baumannii
susunun 62 (%89.9)'sinin kiime iginde oldugu belirlenmistir. Bu
suslar 16 kiime iginde yer almaktadir. Suslarin 7'si (%10.1) 6zgdil
PFGE profili gostermis ve suslar arasinda 23 pulsotip saptanmistir.
Sonug: Gogdul ilag direncgli A.baumannii izolatlarinin kiimelesme
oraninin yiiksek bulunmasi ve benzer genotipteki izolatlarin farkli
initelerdeki hastalardan izole edilmesi, bu bakterinin hastanemiz
YBU'nde endemik duruma gectiginin gdstergesidir. Onlem alin-
madigi takdirde A.baumannii uzun yillar boyunca hastanelerde
kalabilmekte ve hastalar arasinda kolaylikla bulas olabilmektedir.
Ozellikle capraz bulasin dnlenmesi igin, enfeksiyon kontrol prog-
ramlarinin gerekliligi ve 6neminin bir kez daha vurgulanmasinin
uygun olacagi diigliniilmuistdir.

(Bu ¢ahsma Yiiziincii Yil Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Bag-
kanligi tarafindan 2012-TF-U037 numarali proje olarak desteklenmistir,)

Anahtar sozciikler: A.baumannii, PFGE

PP - 016

Acinetobacter baumannii izolatlarinda Karbapenem
Direnci ve Atim Pompa iligkisi

Hiiseyin Agah Terzi', Ali Riza Atasoy’, Engin Karakege', Giilsah Asik?,
ihsan Hakki Giftci'

1Sakarya Univers/{gs/ Egitim ve Arastirma Hastanesi, Tibbi Mikrobiyoloji Laboratuvari, Sakarya
’Afyon Kocatepe Universitesi, Tip Fakdiltesi, Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali, Afyon

Acinetobacter baumannii izolatlarinda karbapenem direncinden; dis
membran gegirgenligi, penisilin baglayan protein degisiklikleri ve
karbapenemaz {retimi basta olmak lizere birgok mekanizma so-
rumlu tutulmaktadir. Bu galismada, farkli OXA tipi karbapenemaz-
lara sahip A.baumannii izolatlarinda AdeR ve AdeS atim pompa
sistemleri arastinimistir.

A.baumannii izolatlarinin antibiyotik duyarllik testleri Vitek2 oto-
matize sistemi (bioMerieux, Fransa) ile yapilmis; blaOXA-51, bla-
OXA-23, ve blaOXA-58 genlerinin varligi gercek zamanl polimeraz
zincir reaksiyonu (qPCR) ile arastiriimistir. adeR ve adeS genlerinin
transkripsiyon iiriin diizeyleri Fluorion cihazi (lontek, Turkiye) kul-
lanilarak qPCR yontemiyle belirlenmistir. Karbapenem direnci ve
blaOXA iceren izolatlardan 5 farkli grup olusturulmustur. Gruplar;
karbapeneme duyarli blaOXA-51 pozitif (. grup), karbapeneme di-
rengli blaOXA-51 pozitif (Il. grup), karbapeneme direngli blaOXA-51
ve blaOXA-23 pozitif (Ill. grup), karbapeneme direngli blaOXA-51 ve
blaOXA-58 pozitif (IV. grup) ve karbapeneme direngli blaOXA-51, bla-
OXA-23 ve blaOXA-58 pozitif (V. grup) seklindedir.

Calismamizda incelenen izolatlarin 27'sinde (%90) adeR ve adeS
atim pompa genlerinin varligi saptanmistir. Sadece V. grupta yer
alan 3 izolatta adeR ve adeS atim pompa genlerinin varligi, kulla-
nilan primer giftleri ile saptanamamustir. Gruplar igin adeR ortala-
ma ekspresyon diizeyleri sirasiyla 4,25.109, 1,48.109, 2,47.109,
3,17.109 ve 6,20.109; adeS ortalama ekspresyon diizeyleri ise
siraslyla 3,95.109, 1,94.108, 2,25.108, 4,47.108 ve 8,07.108 olarak
belirlenmisgtir.

Elde ettigimiz veriler A.baumannii izolatlarinda karbapenem diren-
ciyle ilgili temel mekanizmanin blaOXA genlerinin varhid olabile-
cegini desteklese de, bu enzimlere ilave direng mekanizmalarinin
da karbapenem direncine katki saglayabilecegi sdylenebilir. Atim
pompa sistemlerinden adeR ve adeS genlerinin tespit edilemedigi

izolatlarin blaOXA-51, blaOXA-23 ve blaOXA-58 pozitif bulunmasi
dikkat ¢ekicidir.

Anahtar sozciikler: A.baumannii adeR ve adeS atim pompa sistem-
leri, OXA tipi karbapenemazlar

PP - 017

Mycobacterium tuberculosis'de izoniazide Karsi
Nokta Mutasyon ile Olusan ilag Direncinin Yeni Bir
Yontem Kullanarak Tespiti

Ayhan Kubar, Abdullah Kilig, Mehmet Ali Saracli, Ali Albay

GATA, Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali, Ankara

Bu galismanin amaci, PCR reaksiyonunun 6zgiil olarak bloklanma-
sini saglayan peptid niikleik asit (PNA) oligoniikleotidlerinin kulla-
nildigi bir test sisteminin uygulanmasi ile, izoniazid ilag direncinde
en sik olarak karsilasilan katG375 nokta mutasyonunun prototip
secilerek yeni bir tani kitinin gelistirilmesidir. Projede uygulanan
yeni (PNA) mutasyon analiz sistemi PCR temelli olup, primer ola-
rak kullanilacak oligoniikleotidlerin herhangi bir modifikasyonu
bulunmamaktadir. Yapilan 6n ¢calismalar, prop olarak dizayn edilen
oligo modifikasyonunun 6zgiil mutasyon bdlgesini icermesi nede-
niyle, niikleotid degisimlerinin, yani nokta mutasyonlarinin anali-
zinde kullanilabilecegini ve PNA oligolari ile de mutasyona 6zgdil
PCR testlerinin yapilabilecegini gostermistir.

Yaptigimiz 6n calismalar ile, yeni gelistirilen mutasyon analiz
sisteminin M.tuberculosis bakterisinde karsilastigimiz katG315
nokta mutasyonlarini tespit etmede basarili oldugu belirlense de,
sistemin rutin uygulamaya girebilmesi igin, 6zellikle yalanci pozi-
tiflik durumu ve duyarli oldugu mutant bakteri sayisi gibi bir dizi
arastirmaya daha ihtiyaci oldugu gérilmiistiir. Diger yandan, proje
ile gelistirilen bu uygulamanin, izoniazid direncinde ortaya ¢ikan
katG315 mutasyonu ve rifampisin direncinde de rpoB gen bolgesin-
de olusan diger nokta mutasyonlarinin analizinde bir biitlin olarak
kullanilip/kullanilamayacadi da arastiriimalidir. E§er sistem izoni-
azid ve rifampisin ilag direncinde nokta gen mutasyonunu birlikte
basaril olarak tespit edebilirse, ayni metodun séz konusu bakteri-
nin diger ilaglara direncine neden olan farkli gen mutasyonlarina
da daha sonra basari ile uygulanmasi miimkiin olacaktir.

Anahtar sozciikler: Peptid niikleik asit, Mycobacterium tuberculosis

PP- 018

Vankomisine Direngli Enterokok Suslarinin Klonal
Analizinde Rep-PCR DiversiLab ile Pulsed-Field Jel
Elektroforezi Yonteminin Karsilagtinimasi

Giilsen Hazirolan', Dilek Giildemir?, Neriman Aksu', Irmak Baran’,
Ipek Mumcuoglu’, Seyit Ahmet Bayik', Alper Karag6z?, Riza Durmaz?

'Ankara Numune Egitim ve Arastirma Hastanesi, Tibbi Mikrobiyoloji Laboratuvari, Ankara

?Tiirkiye Halk Sagihgi Kurumu, Ulusal Molekdiler Mikrobiyoloji Referans Merkez Laboratuvari, Ankara
*Tiirkiye Halk Sagihgi Kurumu, Ulusal Molekdiler Mikrobiyoloji Referans Merkez Laboratuvari, Yildinm
Beyazit Universitesi, Tip Fakiiltesi, Tibbi Mikrobiyoloji Ana Bilim Dali, Ankara

Amag: Son yillarda, rep-PCR DiversiLab sistemi mikroorganizma-
larin daha kolay ve hizla tiplendirilmesini saglayan bir cihaz ola-
rak kullanilmaktadir. Bu galigsmada, siirveyans amagli alinan rektal
slirlintl, cevre kiiltiirleri ve gesitli klinik drneklerden izole edilen
vankomisine direngli enterokok (VRE) suslarinin epidemiyolojik
yakinliklarinin incelenmesinde rep-PCR DiversiLab ile Pulsed-field
jel elketroforezi (PFGE) sonuglari arasindaki uyumun arastiriimasi
amaglanmistir.

Gereg ve Yontem: Bu ¢alismaya, 09 Kasim 2011 - 14 Aralik 2011
tarihleri arasinda hastanemizde yatan hastalardan alinan rektal
sliriintt 6rneklerinden, gevre kiiltirlerinden ve klinik materyaller-
den izole edilen 48 VRE susu alinmistir. Suglarin molekiiler epide-
miyolojik tiplendirilmesi amaciyla otomatize repPCR DiversiLab

96

8. Ulusal Molekiiler ve Tanisal Mikrobiyoloji Kongresi



(bioMérieux, Fransa) ve PFGE yontemi kullanilmistir. Suslar, Bio-
numerics (version 6.01; Applied Maths, Belgika) yazilim sistemi ile
analiz edilmistir.

Bulgular: Rep-PCR DiversiLab ile parmak izi analizi sonrasi yapilan
degerlendirmede toplam 4 klon belirlenmistir. A, B, C, D klonlarinda
sirayla 2, 2, 35, 3 VRE susu bulunmakta olup, 6 izolat ise higbir klo-
na ait degildir. Tenover ve arkadaslarinin kriterine gore, toplam 48
susun DNA paternlerinin birebir karsilastirlmasi sonucu 6 genotip
belirlenmistir. Bu suslar 1 6zgiil profil, 5 kiimeden olusmaktadir.
Kiime igerisindeki sus sayisi 4-25 arasinda degisiklik gostermis-
tir. Kiime icerisindeki sus sayisi 47, kiimelegsme orani ise %97.9
(47/48) olarak belirlenmistir. PFGE yontemi ile benzerlik orani %85
ve (izeri alindiginda suslarin %97.9'u birbiriyle klonal yonden iliskili
bulunmustur.

Sonug: PFGE'in Diversilab Rep-PCR'den daha yiiksek ayirm gii-
cline sahip oldugu gozlenmistir. Diversilab rep-PCR, PFGE'ye gdre
daha hizli (3-4 giine karsi 4 saat) ve uygulamasi kolay yari otoma-
tize bir sistem olmasindan dolayl VRE tiplendirmesinde PFGE'e
alternatif olabilecegi sonucuna varilmistir.

Anahtar sozciikler: Vankomisine direngli enterokok (VRE), molekii-
ler subtiplendirme

PP - 019

Kan Orneklerinden izole Edilen Acinetobacter
baumannii Suglarinda Klonal lligki ve Karbapenem
Direncinin Molekiiler Yontemlerle Aragtirilmasi

Aysegiil Gozalan', Ozlem Unaldi?, Tuba Miiderris', Fisun Kirca',
Riza Durmaz?®, Ziya Cibali A¢ikgoz®

TAtatiirk EGitim Arastirma Hastanesi, Tibbi Mikrobiyoloji Laboratuvari, Ankara
“Tiirkiye Halk Saghdr Kurumu, Ulusal Molekdler Mikrobiyoloji Referans Merkez Laboratuvar, Ankara
*Yildinm Beyazit Universitesi Tip Fakdiltesi, Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dall, Ankara

Amag: Acinetobacter baumannii, zellikle yogun bakim {initesi has-
talarinda yiiksek mortalite hizina sahip ciddi enfeksiyonlara sebep
olabilen bir mikroorganizmadir. Son yillarda intrinsik ve kazanilmis
antibiyotik direncine sahip A.baumannii salgin sikhiginda artis goz-
lenmektedir. A.baumannii karbapenem direncinden siklikla OXA
tipi karbapenemazlar ve metallo-beta-laktamazlar sorumludur. Bu
calismada, kan ornegi kaynakli A. baumannii izolatlari arasindaki
olasi klonal iligkilerin ve son yillarda saptanma orani gittikge artan
karbapenem direng genlerinin arastirilmasi amaglanmistir.

Gereg ve Yontem: Galismamizda, yogun bakim unitelerinde tedavi
goren hastalarin kan 6rneklerinden Uretilen karbapeneme direngli
46 izolat degerlendirilmistir. Suslarin izolasyon ve tanimlama is-
lemleri standart yontemlerle yapilmis; karbapenem direngleri disk
diflizyon yontemiyle gosterilmistir. Suslar arasindaki klonal iligkiyi
belirlemek igin Pulsed-field jel elketroforezi (PFGE) yontemi kulla-
nilmistir. Karbapenem direng genlerinin (OXA23, NDM1, KPC, VIM,
IMP ve 0XA58) varligi polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) ile aras-
tinlmistir.

Bulgular: Tiplendiriimeye alinan 46 A.baumannii susunda 21 farkli
pulsotip saptanmistir. Pulsotiplerden 9'u birbiriyle ayirt edilemez
profili gésteren >=2 sus icermektedir. Kiimelerin genisgligi 2-11 sus
arasinda degismektedir. Kimelesme orani %74 olarak hesaplan-
mistir. Pulsotipler arasindaki benzerlik orani >=%85 alindiginda,
yalnizca 5 susun epidemiyolojik olarak ilintisiz olduklari, 41 (%89)
susun ise dort epidemiyolojik grup igerisinde toplandiklari kayde-
dilmistir. Suslarin tamaminda OXA-23 karbapenemaz geni saptan-
mistir.

Sonug: A.baumannii suslari arasinda saptanmis olan klonal iligki ve
ortak karbapenem direng geni varlidi, hastalar arasi ¢apraz bulas
bulundugunu diisiindiirmektedir.

Anahtar sozciikler: A. baumannii, hastane enfeksiyonlari

PP - 020

Cronobacter sakazakii’nin Tanimlanmasinda
Kullanilan Yontemler

Suzan Oztiirk Yilmaz', Engin Karakege?, Mehmet Kéroglu?,
Ilhsan Hakki Giftci?

'Sakarya QN/'vers/tes/ Miihendislik Fakdiltesi, Gida Miihendisligi Bolimd, Sakarya
2Sakarya Universitesi Tip Fakiiltesi, Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali, Sakarya

Enterobacter sakazakii, insan ve hayvanlarin gastrointestinal sis-
tem florasinda bulunabilen 6nemli bakterilerden biridir. Bu bak-
teri yeni adlandirma ile Cronobacter spp. olmus ve Enterobacter
sakazakilnin alttrleri Cronobacter sakazakiinin alt tiirleri olarak
degistirilmistir. Bu galismada, farkli gida 6rneklerinde C.sakazakii
varligi ve otomatize tanimlama ydntemlerinin bakteriyi tanimlama-
daki verimliliginin arastinlmasi amacglanmistir.

Bu galisma Sakarya Universitesi Miihendislik Fakiiltesi Gida B&-
limii ve Sakarya Universitesi Egitim Aragtirma Hastanesi Tibbi
Mikrobiyoloji birimlerinde gergeklestirilmistir. Calismamizda, 55
gida 6rnegdi incelenmis, konvansiyonel bakteriyolojik ¢alismalari
takiben otomatize sistem (Vitek 2, BioMerieux, France) ile tanim-
lama ve antibiyotik duyarliik galismalari yapilmistir. Molekiler ta-
nimlama igin sekans cihazi (ABI 3100, Applied Biosystems, ABD)
ile DNA dizi analizi yapilmistir. Elde edilen niikleik asit dizileri NSBI
(National Center for Biotechnology Information) veri bankasi tize-
rinden analiz edilmistir.

Calismaya dahil edilen 55 6rnegdin 3'tinde (%5.5) C.sakazakii sap-
tanmistir. Tim izolatlarin sefazolin, sefuroksim, sefuroksim akse-
til ve sefoksitine direngli oldugu saptanmistir. Orneklerden elde
edilen izolatlarin niikleik asit dizileri NCBI veri tabaninda bulunan
C.sakazakii 16S rRNA (KJ123710.1) gen bolgesi ile %99 uyumlu
bulunmustur.

Ozellikle immiin yanit yetersizliklerinde enfeksiyon etkeni olarak
karsimiza cikabilen C.sakazakii tanimlamasinda, konvansiyonel
yontemlere kiyasla hizla tanimlamaya imkan veren otomatize sis-
temler kullanilabilir. Zira konvansiyonel yontemlerle 72 saate ka-
dar uzayabilen tanimlama iglemleri 6-12 saat gibi kisa bir siirede
yapilabilmektedir. Galismada irdelenen C.sakazakii izolatlan igin
saptanan birinci ve ikinci kusak sefolosporin direnci dikkat gekici
bulunmustur.

Anahtar sozciikler: Cronobacter sakazakii, gida 6rnegi

PP - 021

Genis Spektrumlu Beta-Laktamaz Pozitif
Escherichia coli ve Klebsiella pneumoniae
izolatlarinda Plazmid Aracili Kinolon Direncinin
Arastirilmasi

Giil Bayram Abiha’, Nuran Delialioglu?, Giirol Emekdas?,
Candan Oztiirk?, Mehmet Sami Serin®

"Mersin L]n/'versitesi, Sadlik Hizmetleri Meslek Yiiksekokulu, Mersin
“Mersin Universitesi Tip Fakiiltesi, Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dal, Mersin
Mersin Universitesi Eczacilik Fakdiltesi, Farmasctik Mikrobiyoloji Anabilim Dall, Mersin

Kinolonlar bakterisidal etkili kemoteropétik ajanlar olup hem gram-
pozitif hem gram-negatif bakterilere etkilidirler. Genis spektrumlu
beta-laktamaz (GSBL) (reten bakterilerde florokinolonlara karsi
yiiksek direng oranlar bildirilmektedir. Son yillarda yapilan galis-
malarda, kinolon direncinde goriilen artisin, plazmide bagli direng
genlerinin aktarimina bagl olabilecegi gosterilmistir. Bu galismada
GSBL pozitif ve kinolon grubu antimikrobiyallere direngli E.coli ve
K.pneumoniae klinik izolatlarinda direngten sorumlu gnr (gnrA, gnrB,
qnrS, gnrC), gepA ve aac(6')-Ib-cr gen bdlgelerinin varliginin arastiril-
masl amaglanmistir.

Ocak 2010-Aralik 2011 tarihleri arasinda Tibbi Mikrobiyoloji Ana-
bilim Dali Laboratuvarina gonderilen gesitli 6rneklerden (idrar, kan
doku, abse ve yara) izole edilen GSBL pozitif ve kinolon grubu an-
timikrobiyallere (siprofloksasin, ofloksasin ve levofloksasin ) di-
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rengli olan 59 E.coli ve 15 K.pneumoniae izolatinda polimeraz zicir
reaksiyonu ile gnr (qnrA, gnrB, qnrS, qnrC), gepA ve aac(6’)-lb-cr gen
bdlgeleri arastiriimistir.

Calismamizda, aac(6)-Ib-cr gen bolgesi 59 E.colive 15 K.pneumoniae
susunda pozitif olarak tespit edilmistir. Bu gen bdlgesine ek olarak,
{ic E.coli ve bir K.pneumonaie izolatinda gnrS, bir K.pneumoniae'da
qnrB, bir E.colide gepA geni pozitif olarak saptanmistir. izolatlarin
hicbirinde gnrC ve gnrA gen bélgelerinin varligi bulunamamistir.
Sonug olarak kinolon direncinin, izolatlarin hepsinde pozitif olarak
bulunan aac(6')-Ib-cr plazmid direng genine bagl oldugu saptan-
mistir. Ulkemizde kinolon direncinden sorumlu gen bélgelerinin
tespiti igin molekdler ve epidemiyolojik galigmalara ihtiyag duyul-
maktadir.

Anahtar sozciikler: Genis spektrumlu beta-laktamaz (GSBL), kino-
lon direnci

PP - 022

Yogun Bakim Unitelerinden izole Edilen
Karbapeneme Direngli Klebsiella pneumoniae
Suslarinda 0XA-48 Geninin ve izolatlar Arasindaki
Klonal iligkinin Aragtirimasi

Tuba Kayman', Elif Kaya?, Biilent Bozdogan?, Emine Tung?,
Ahmet Godekmerdan®, Baris Otlu*

1Sigl Hamidlye Etfal Eitim ve Aragtirma Hastanesi, Tibbi Mikrobiyoloji Kiinidi, Istanbul
2Adnan Menderes Universitesi, BILTEM, Aydin

%Adnan Menderes Universitesi Tip Fakiiltesi, Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dall, Aydin
“Indnii Universitesi Tip Fakiltesi, Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dall, Malatya

SYildinm Beyazit Universitesi, Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali, Ankara

Amag: Bu calismada, yogun bakim Unitelerinden izole edilmis
K.pneumoniae susglarinda OXA-48 direng geninin varligi ve izolatlar
arasindaki klonal iliskinin arastinlmasi amaclanmistir.

Gere¢ ve Yontem: Calismaya, Mayis 2011-Mayis 2012 tarihleri
arasinda Kayseri Egitim ve Arastirma Hastanesi, Tibbi Mikrobiyo-
loji Laboratuvarina yogun bakim tinitelerinden gonderilmis, her biri
farkli hastaya ait olan ve 12'si idrar, 5'i kan, 2'si yara, 2'si de tra-
keal aspirat 6rneginden izole edilen 21 K.pneumoniae izolati dahil
edilmistir. izolatlarin tanimlama ve antibiyotik duyarliliklar Vitek
2 otomatize tanimlama sistemiyle (bioMerieux, ABD) gergekles-
tirilmistir. ESBL pozitif ve karbapeneme direngli olarak belirlenen
suslarin tiimiinde Modifiye Hodge testi ile karbapenemaz varligi
gosterilmistir. 0XA-48 gen varligi, in house PCR yontemiyle arasti-
nimigtir. izolatlar arasindaki klonal yakinligin belirlenmesi igin ise
pulsed-field jel elektroforezi (PFGE) yontemi kullaniimistir.
Bulgular: Test edilen K.pneumoniae suslarinin tiimiinde OXA-48
geni pozitif olarak saptanmistir. PFGE ydntemiyle Dice benzerlik
katsayisi kullanilarak yapilan UPGMA kiimelesme analizinde 13
farkli bant profili elde edilmistir. Tennover kritelerine gore yapilan
degerlendirmede 21 izolat yedi farkli kiime igerisinde yer alirken,
K- (11 izolat igeren) ve K-1l genotipi (5 izolat igeren) olmak tizere iki
biiyuk kiime olugsmustur. Her iki kiime icerisinde yer alan suslarin
tamami anestezi yogun bakim nitelerinden, bir yillik siire igerisin-
de izole edilmistir.

Sonug: Calismamizda, hastanemiz yogun bakim Unitelerinden izo-
le edilen K.pneumoniae suslari arasinda OXA-48'in yaygin oldugu
saptanmis ve yayihmin klonal oldugu ortaya konmustur. Direngli
suslarin molekiiler epidemiyolojik yontemlerle takip edilmesi, bu
izolatlara bagl enfeksiyonlarin klonal yayilimin énlenmesi igin ge-
rekli stratejilerin gelistiriimesini saglayacaktir.

Anahtar sozciikler: Karbapenem direnci, Klebsiella pneumoniae
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Goklu ilag Direngli Acinetobacter baumannii
izolatlarinda Oksasilinaz Genlerinin Arastirimasi
Nida Ozcan, Tuba Dal, Siikran Can, Alicem Tekin, Kadri Giil

Dicle Universitesi Tip Fakiiltesi, Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dal, Diyarbakir

Amag: Son yillarda karbapenemlerin de dahil oldugu ¢oklu ilag di-
renci, Acinetobacter baumannii'ye bagli enfeksiyonlarin tedavisini
oldukga zorlastirmistir. Galismamizin amaci, A.baumanniide kar-
bapenem direncinin en 6nemli nedeni olan OXA tipi beta-laktamaz-
oksasilinaz- genlerinin varligini aragtirmaktir.

Gereg ve Yontem: Dicle Universitesi Hastanelerinin yogun bakim
initelerinde tedavi gérmekte olan hastalarin, Ekim 2012- Subat
2013 tarihleri arasinda gonderilen klinik drneklerinden izole edi-
len, BD PhoenixTM 100 (Becton Dickinson, ABD) otomatize sis-
temi ile A.baumannii olarak tanimlanan ve geleneksel yontemlerle
A.baumannii oldugu dogrulanan, ¢oklu ilag direngli 80 izolat calis-
maya dahil edilmistir. Karbapeneme direngli izolatlarda multipleks
polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) ydntemiyle blaOXA-51-benzeri,
blaOXA-23-benzeri, blaOXA-58-benzeri ve blaOXA-40-benzeri gen
gruplarinin varlidi arastinlmistir. Molekiiler ydntem olarak hyplex®
CarbOxa ID (Amplex, Almanya) test sistemi kullanilmistir. ilgili gen
kiimelerinin PCR ile amplifikasyonu ve elde edilen amplifikasyon
trlinlerinin ELISA temelli bir sistemde 6zgiil oligoniikleotid prob-
larla hibridizasyonu saglanmistir.

Bulgular: Calismaya dahil edilen 80 izolatin, 46 (%57.5)'sI erkek,
34 (%42.5)li kadin hastalara aittir. izolatlarin 32 (%40)'si trakeal
aspirat, 21 (%26.25)'i kan, 11 (%13.75)'i yara, 10 (%12.5)'u kate-
ter, 5 (%6.25)'i idrar, 1 (%1.25)'i dren orneginden izole edilmistir.
A.baumannii'ye 6zgii yapisal bir gen grubu olan blaOXA-51-benzeri
gen grubuy, izolatlarin 77 (%96.25)'sinde saptanmistir. BlaOXA-23-
benzeri gen grubu ise, izolatlarin 48 (%60)'inde mevcuttur. izolat-
larin 12 (%15)'sinde blaOXA-58-benzeri, 8 (%10)'inde blaOXA-40-
benzeri gen grubu tespit edilmistir. izolatlarin 65 (%81.25)'inde;
blaOXA-23-benzeri, blaOXA-58-benzeri veya blaOXA-40-benzeri gen-
lerinden en az birisi mevcuttur. Oksasilinaz genlerinin yogun bakim
tinitelerine gore dagilimi tabloda gosterilmistir.

Sonug: Galismamizda, hastanemizin yogun bakim {nitelerinde
yatan hastalardan izole edilen A.baumannii suslarinda oksasilinaz
gen varligi oraninin yiiksek olmasi, tedavi basarisizligi ve mortalite
igin biiyuik risk olusturmaktadir.

Anahtar sozciikler: Acinetobacter baumannii, oksasilinaz

Tablo. Oksasilinaz genlerinin yogun bakim iinitelerine gdre dagilimi

Yogun Bakim blaOXA-23 bla0OXA-58 blaOXA-40
Uniteleri -benzeri -benzeri -benzeri
Dahiliye 12 1 2
Noroloji 8 3

Gogiis 7 -

Hastaliklari

Gocuk 5 1 3
Hastaliklari

Genel Cerrahi 3 1

Anestezi ve 1 - 3
Reanimasyon

Kardiyoloji 3 -

Yanik Unitesi 1 2

Beyin Cerrahisi 2 1

Diger Klinikler 6 3

Toplam 48 12 8
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Bir Yogun Bakim Unitesinde Hasta ve Gevre
Orneklerinden izole Edilen Klebsiella pneumoniae
izolatlarinin Fenotipik ve Genotipik Olarak
Degerlendirilmesi

Bayhan Bektdre', M. Burak Selek’, Tugba Kula Atik’, Umit Karakasg’,
Orhan Baylan', Oral Onciil?, Mustafa Ozyurt’

IGATA Haydarpasa EGiitim Hastanesi, Tibbi Mikrobiyoloji Servisi, istanbul )
2GATA Haydarpasa Egitim Hastanesi, Enfeksiyon Hastaliklari ve Klinik Mikrobiyoloji Servisi, Istanbul

Amag: Bu ¢alismada, yogun bakim iinitesinde yatmakta olan bir
hastanin klinik orneklerinden ve siirveyans kiiltiirlerinden izole
edilen Klebsiella pneumoniae izolatlarinda karbapenem direncinin
arastinlmasi ve Arbitrarily Primed (AP)-PCR ile izolatlar arasi gene-
tik iliskinin ortaya konulmasi amaglanmistir.

Gereg ve Yontem: GCalismaya, bir yogun bakim hastasinin solunum
yolu ve kan drneklerinden izole edilen iki invazif K. pneumoniae izo-
latina ek olarak, siirveyans kiiltiirleri sonucu elde edilen ayni hasta-
nin kasik ve rektal siirlintli izolatlari, baska bir hastaya ait kasik ve
koltuk alti izolati ve bir yatak basi siirlintii izolati alinmistir. Karba-
penem direncinin genotipik olarak arastiriimasi amaciyla OXA-48
primerleri kullanilarak PCR uygulanmustir. izolatlar arasi genetik
iligkinin gdsterilmesi amaciyla M13 primerinin kullanildigi AP-PCR
yontemi kullanilmistir.

Bulgular: Yatak basi harig, dort gevresel izolat ve invazif iki izola-
tin fenotipik olarak benzer antibiyotik duyarllik paternlerine sahip
oldugu tespit edilmis ve disk diflizyon yontemi ile test edilen tim
antibiyotiklere (ampisilin, amoksisilin-klavulanik asit, aztreonam,
sefazolin, sefuroksim, sefepim, sefotaksim, seftriakson, seftazi-
dim, siprofloksasin, gentamisin, amikasin, tobramisin, merope-
nem, piperasilin-tazobaktam) direngli olarak bulunmustur. Yatak
basl harig, toplam 6 izolat OXA-48 pozitiftir ve AP-PCR yontemiyle
benzer bant paternlerine sahip olduklari goriilmiistdir.

Sonuglar: Bir karbapenemaz geni olan OXA-48 iilkemizde siklikla
goriilmekte ve ciddi sorunlara yol agmaktadir. OXA-48 tasiyan bak-
teriler ilag duyarllik testlerinde zaman zaman karbapenemlere du-
yarli olarak goriilse de, bu ajanlarla yapilan tedavilerde basarisizlik
goriilebilmektedir. AP-PCR gibi amplifikasyona dayali bir yontemin,
ayinm giicii ve standardizasyonu altin standart kabul edilen PFGE
kadar yiiksek ve iyi olmasa da, mikrobiyoloji laboratuvarlarinda
ucuz ve hizli sonug alinabilir olmasi ve gelismis teknik altyapi ge-
rektirmemesi gibi nedenlerle tercih edilebilecek bir yontem oldugu-
nu diisiinmekteyiz.

Anahtar sozciikler: AP-PCR, OXA-48

PP - 025

immiin Sistemi Baskilanmig Bir Hastada Listeria
monocytogenes Menenijiti

Serpil Olmez’, Nesibe Nur Aydin', Deniz Can Giiven?,
Ahmet Cagkan Inkaya?, Sehnaz Ozyavuz Alp?, Sibel Ascioglu?,
Yakut Akyon Yilmaz'

"Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi, Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dal, Ankara
*Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi, Enfeksiyon Hastaliklar Anabilim Dall, Ankara
°Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi, I¢ Hastaliklar Anabilim Dall, Ankara

Listeria monocytogenes kontamine siit, peynir, az pismis et ve seb-
zelerle bulasabilen bir zoonoz etkenidir. Gebelerde, yenidoganlar-
da, yaslhlarda ve immiin siipresif hastalarda ciddi tablolara neden
olabilmektedir. Bu raporda, kullandidi ilag nedeniyle hiicresel im-
miin sistemi baskilanmig bir hastada geligsen L.monocytogenes me-
nenjiti olgusu sunulmustur.

Altmis dort yasinda erkek hasta bas adrisi, biling bulanikh@i ve
ates sikayetleri ile acil servise bagvurmustur. Oykiisiinden, gliob-
lastoma multiforme teshisiyle temozolomid ve IMRT (Intensity
Modulated Radiotherapy) tedavileri aldigi anlasiimigtir. IMRT tedavi-
sinin 23. gliniinde sikayetlerinin baglamasi lizerine acil servisimi-

ze getirilen hastanin fizik muayenesinde, ense sertligi ve meninks
irritasyon bulgulari saptanmisti. Tam kan sayiminda lenfopeni
mevcuttur. Beyin BT'de akut patoloji goériilmeyen hastaya LP ya-
ptimigtir. BOS'un piiriilan goriinimde olmasi ve hiicre sayiminda
100 adet beyaz kiire goriilmesi tizerine, empirik olarak meropenem
baslanmistir. Laboratuvara gelen BOS &rneginden yapilan yayma-
da bakteri goriilmemistir. Ertesi giin, kiltiirde Ureyen bakterinin
gram-pozitif basil olmasi ve kanli agarda dar hemolizlerinin olmasi
lizerine L.monocytogenes olabilecedi diisiiniilmiistir. izolat, MALDI
TOF-MS (bioMerieux, Fransa) sistemi ile L.monocytogenes olarak
tanimlanmistir. Bunun lizerine meropenem tedavisi kesilerek gen-
tamisin ve ampisilin baslanmistir. MALDI TOF-MS ile 24 saatten
kisa bir slirede bakteri tanimlanarak, hastanin uygun tedavi almasi
saglandi. Hastaya 21 giin intravaskiiler antibiyoterapi planlanmis-
tir. Tedavinin 10. giiniinde kendi istegiyle hastaneden ayrilan ol-
gunun, taburculuktan {i¢ ay sonra, telefonla durumunun iyi oldugu
ogrenilmistir.

L.monocytogenes menenijitinin klinik bulgulari, BOS bulgulari, teda-
visi ve prognozu diger tip menenijitlerden farklidir. Ozellikle temo-
zolamid gibi immiin siipresif ila¢ alanlarda menenijit etkeni olabi-
lecegi diislinlilmelidir. Hastaligin prognozu agisindan erken tani ve
tedavi son derece 6nemlidir.

Anahtar sozciikler: L.monocytogenes, menenjit
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Uropatojenik Escherichia coli izolatlarinda Viriilans
Faktorleri ile Genislemis Spektrumlu Beta-Laktamaz
(GSBL) Varhiginin ve Antimikrobiyal Duyarliliginin
Belirlenmesi

Kerem Yilmaz', Safak Ermertcan’, Hiiseyin Tagl', Semra Kurutepe?

'Ege Univers/{esﬂ Eczacilik Fakiiltesi, Farmasdtik Mikrobiyoloji Anabilim Dall, [zmir
?Celal Bayar Universitesi, Tip Fakiiltesi, Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dall, Manisa

Amag: idrar yolu enfeksiyonu (IYE) cocuklarda ve yetiskinlerde sik
rastlanilan bakteriyel enfeksiyonlardandir. Akut IYE'nda Escheric-
hia coli en sik izole edilen mikroorganizmadir.

Bu calismada pediatrik ve yetiskin hastalardan izole edilen iropa-
tojenik E.coli kokenlerinde virlilans faktorleri ile genislemis spek-
trumlu beta-laktamaz (GSBL) varliginin arastirilmasi ve bu kdken-
lerin antibiyotik duyarhliklarinin belirlenmesi amaglanmistir.

Gereg ve Yontem: Celal Bayar Universitesi Tip Fakiiltesi Hastane-
si Tibbi Mikrobiyoloji Laboratuvarinda IYE olan hastalardan (45
gocuk, 38 yetiskin) izole edilmis 83 liropatojenik E.coli kbkeninin
in-vitro antibiyotik duyarliliklar Clinical Laboratory Standards Ins-
titute Onerileri dogrultusunda modifiye Kirby-Bauer disk difiizyon
yontemi ile, GSBL varligi ise kombine disk diflizyon yontemiyle
arastinlmistir. Virlilans faktorlerinden, siderofor Uretimiyle ilgili
genlerden aer, adezin kodlayan genlerden pap ve sfa, toksin kodla-
yan genlerden cnf-1 ve hly'nin saptanmasi igin multipleks polime-
raz zincir reaksiyonu uygulanmistir.

Bulgular: Antibiyotik duyarlilik sonuglar incelendiginde (Tablo 1),
eriskin hastalardan izole edilen kdkenlerin direng oranlarinin, pe-
diatrik hastalardan izole edilenlere gore daha yiiksek oldugu goriil-
mektedir. GSBL (ireten kokenlerin orani pediatrik hastalardan elde
edilen izolatlarda %42, yetiskin hastalardan elde edilen izolatlarda
ise %63 olarak saptanmistir. Arastirilan viriilans faktérlerinden pap
geni her iki hasta grubunda da yiiksek oranda saptanirken, sfa ve
cnf-1 genlerinin erigkin hastalardan izole edilen kékenlerde daha
yiiksek oranda bulundugu tespit edilmistir (Tablo I1).

Sonug: GCalismamizda, pap geni tasiyan kokenlerde antibiyotik
direng oranlarinin ve GSBL Uretim oranlarinin yiiksek olmasi dik-
kat gekici bulunmustur. Gelecekte, IYE patogenezinde &nemli rolii
olan pap gibi virlilans faktorlerinin olusumunu veya etkisini inhibe
edecek ilaglarin gelistiriimesinin, IYE tedavisinde yeni bir alternatif
olabilecegi diistintliistir.

Anahtar sozciikler: Antimikrobiyal duyarlilik, E. coli viriilans faktorleri
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Tablo I. Uropatojenik E.coli kokenlerinin antibiyotik duyarlilik sonuglar

Pediatrik hasta Yetigkin hasta

Antibiyotik Direngli sus sayisi (%) Direngli sus sayisi (%)
AMC 19 (42) 20 (52)
CXM 25 (55) 30(78)
KF 23 (51) 28 (73)
cIP 11 (24) 24 (63)
CN 16 (35) 21 (55)
SXT 30 (66) 24 (63)
CTX 18 (40) 24 (63)
CAZ 7(15) 16 (42)
IPM 1(2) 2(5)

ATM 14 (31) 16 (42)
SAM 29 (64) 26 (68)

Tablo I1. Uropatojenik E.coli kokenlerinde viriilans genlerinin bulunma
oranlan

Pediatrik hasta Yetigkin hasta

Gen Sayi (%) Sayi (%)
pap 29 (64) 24 (63)

sfa 7(15) 11 (28)

cnf-1 9 (20) 12 (31)

aer 25 (55) 17 (44)

hly 8(17) 8(21)

PP - 027

!nsqn ve Hayvan Aeromonas izolatlarinda Viriilans
lle lligkili Genlerin Arastiriimasi

Hanifi Korkoca', Yusuf Alan?, Sedat Bozari®, Mustafa Berktas?,
Yasar G6z°

"Mus Alparslan Qn/'versitesi Sadilik Yiiksekokulu, Hemsirelik Boliimii, Mug

“Mus Alparslan Universitesi Fen Edebiyat Fakiltesi, Biyoloji Blimd, Mug

Mus Alparslan Universitesi Egitim Fakdiltesi, Fen Bilgisi Anabilim Dali, Mus

“Lokman Hekim Van Hastanesi, Mikrobiyoloji Laboratuvar, Van
SYiiziined Yil Universitesi Sagiik Yiiksekokulu, Hemsirelik Boliimii, Van

Aeromonas'lar gida ve su ile bulasan bakterilerdir. Ayrica, bu bakte-
rilerin zoonotik insan patotenleri oldugu diistinilmektedir. Bu ¢a-
lismada, insan ve hayvan Aeromonas suslarinda viriilans ile iligkili
genlerin varliginin arastirnimasi ve hayvan suslarinin insan enfek-
siyonlari agisindan potansiyel 6nemlerinin belirlenmesi amaglan-
mistir.

Calismada, insanlardan izole edilen 16 ve hayvanlardan izole edi-
len 24 (11 marti, 7 balik, 3 koyun, 2 sigir ve 1 tavuk izolatr) olmak
izere toplam 40 Aeromonas susunda viriilans ile iligkili aerA, hlyA,
alt, ast, laf, ascF-G, stx1 ve stx2 genlerinin varligi polimeraz zincir
reaksiyonu (PCR) ile arastirlmistir (Sekil). Agaroz jelde beklenen
biyukliikte tespit edilen DNA fragmanlar saflastinlmis ve dizi
analizleri yapilmistir. Amplifiye Grlinleri dogrulamak amaciyla
NCBI BLAST kullanilmistir. Arastirma sonucunda, hlyA, alt, ascF-G,
laf, stx2 ve stx1 genleri insan suslarinda sirasiyla %6.25, %50, %0,
%6.25, %0, %0 oraninda; hayvan suslarinda ise sirasiyla %58.3, %20

.83, %33.3, %20.83, %8.33 ve %4.17 oraninda tespit edilmistir. izo-
latlarin higbirisinde aerA ve ast genleri bulunmamistir. Yedi insan
(%43.75) (6 klinik, 1 klinik olmayan izolat) ve 8 hayvan susunda
(%33.3) calismada arastirilan sekiz virlilans geninden hicbiri sap-
tanmamistir. Hayvan tiirleri dikkate alindiginda, koyun ve sigir izo-
latlarinda sekiz viriilans geninden higbirine rastlanmamis; tavuk
izolatinda yalnizca hlyA geni tespit edilirken, balik izolatlarinda
hlyA (%71.43), alt (%57.14), ascF-G(%71.43) ve laf (%28.57) genleri
tespit edilmistir. Ayni genlerin pozitiflik oranlari marti izolatlarinda
siraslyla %72.73, %9.09, %27.27 ve %27.27 olarak belirlenmistir.
Sonug olarak, virilans gen varliginin marti Aeromonas izolatlarinda
ilk defa arastinldigi bu galismada, 6zellikle balik ve marti izolatla-
rinda virilans gen varliginin insan izolatlarina gére énemli oranda
yiiksek olmasi, bu hayvanlarin insan Aeromonas enfeksiyonlari agi-
sindan potansiyel onemlerini ortaya koymaktadir.

Anahtar sozciikler: Aeromonas spp., viriilans geni

Sekil. Temsilci Aeromonas izolatlarinda viriilans genlerinin jel elektroforez
goriintiileri [Kolon 1: stx7 geni; Kolon 2-6: Sirasiyla stx2, alt, laf, hlyA ve ascF-G
genleri; Kolon M: Molekiiler agirlik standardi (VC 100bp Plus DNA Ladder)].
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Acinetobacter baumanniide Kolistine Direng
Gelisiminin Antibiyotik Duyarlilik Profili Uzerine
Etkisi

Mehmet Ramazan Ayas, Burak Aksu, Zeynep Arzu ilki,
Ufuk Hasdemir

Marmara Universitesi Tip Fakiiltesi, Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dall, istanbul

Acinetobacter baumannii 6zellikle yogun bakimda yatan hasta-
larda gelisen enfeksiyonlarda ilk sirada yer alan bir patojendir.
A.baumannii dis ortama dayanikliligi ve ¢oklu ilag direnci sebebiyle
ciddi mortalite ve morbidite nedenidir. 2012 yilinda, T.C.S.B. Mar-
mara Universitesi Pendik Egitim ve Arastirma Hastanesi yogun
bakim tinitelerinde yatan 210 farkl hastadan elde edilen 464 izolat
ile A.baumannii en sik izole edilen mikroorganizmalarin arasinda
yer almistir. Bu izolatlarin %81'i karbapeneme direnglidir. Kolistin,
karbapenem grubu dahil ¢oklu ilag direnci gosteren A.baumannii
izolatlarinin tedavisinde kullanilabilecek son segenek ilaglardan
birisidir. Bu calismada, A.baumannii'de kolistine direng gelisiminin
antibiyotik duyarlilk profili tizerine etkisinin arastirilmasi amaglan-
mistir.

Caligmaya, rutin antibiyogram testleriyle (E-test) kolistine di-
rengli A.baumannii liremesi saptanan 20 hastadan elde edilen 57
A.baumannii izolati dahil edilmis; kolistin MiK degerleri mikrodiliis-
yon yontemi ile belirlenmistir. Kékenlerin %66's1 (n: 38) kolistine
direngli, %33'U (n: 19) kolistine duyarli bulunmustur. Kolistine du-
yarli ve direncli koken izole edilen 10 hastaya ait toplam 37 izolatta
Rep-PCR ile genetik tiplendirme yapilmistir. Elde edilen Rep-PCR
profillerinin degerlendirilmesiyle 5 majér genotip saptanmistir. En
yaygin olan genotip, 10 kdkende gozlenmistir. Sekiz hastada ayni
genotipe ait olan duyarli ve direngli kdkenler tespit edilmis; 5 has-
tada tedavi sirasinda kolistine duyarli kokenlerin direng kazandig,
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3'linde ise kolistin direncinin ortadan kalktigi belirlenmistir. Tedavi
sirasinda kolistin direnci gelistiren 5 izolatin ve kolistine direngli
iken duyarli hale gegen 3 izolatin diger antibiyotiklere ait zon ¢ap-
larindaki degisimler tabloda gdsterilmistir.

Sonuglarimiz, kolistine direng gelisimi ile iligkili bakteri hiicre yi-
zey yapisi degisiminin, diger antibiyotiklere olan duyarlilik profilini
etkiledigini géstermektedir. Bu veriler, A.baumannii enfeksiyonlarin-
da son segenek ilaglardan olan kolistine karsi direng gelisimi s6z
konusu oldugunda, farkli bir antibiyotik ile tedavide basari saglana-
bilecegini desteklemektedir.

Anahtar sozciikler: Acinetobacter baumannii, kolistin

Tablo. Antibiyogram profilinde degisim gozlenen kdkenlere ait
milimetrik degisimler*

e o =

== E ¥ =

EE S5 RZEEREEeE =z

1 8 CvB DIA S 6R 6R 6R 1R 8R 6R 6R 20S
99 CYB Pleera R 9R 155 8R 151 1R 9R 8R 218§

9 2 DYB BA S 8R 9R 198
309 DYB BA R TR 8R 148

3 284 DYB Doku S S8R 8R 7R 12R TR 9R 8R 16 S
347 DYB Kan R 7R 6R 6R 6R 8R 8R 10R 138

4 178 DYB DTA S 6R 6R 6R 6R 198 198
198 DYB DTA R 158 7R 151 8R 208 208

5 280 DYB Kanl S 138
292 DYB Kan1 R 128

6 236 DB Kan R 6R 6R 6R 6R 6R 218
248 DYB Balgam S 10R 8R 12R 4R TR 28

7 224 DYB DIA R 12R 12R 218 228 218
298 DYB DTA S 6R 6R 19S 13R 18S

g 515 DYB DTA R 6R TR ©6R 198
524 DYB Kan S TR 6R OR 8 R

*Sadece antibiyogram profilinde degisim gozlenen kokenlere ait milimetrik degerler verilmistir.

BA: Batin igi apse; CYB: Cerrahi yogun bakim Unitesi; DYB: Dahiliye yogun bakim Gnitesi;

DTA: Derin trakeal aspirat; TZP: Piperasilin/Tazobaktam; SAM: Ampisilin/Sulbaktam; CAZ: Seftazidim;
CTX: Sefotaksim; FEP: Sefepim; IMP: imipenem; MP: Meropenem; GEN: Gentamisin; AN: Amikasin;
NN: Tobramisin; R: Direngli; I: Orta duyarli; S: Duyarli
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Yogun Bakim Unitesinde Hastane Enfeksiyon Etkeni
Olan Paeruginosa and A.baumannii izolatlarinin
Antibiyotiklere Diren¢ ve Gapraz Bulag Derecelerinin
incelenmesi

Zehra Yiiriiken', Latife iseri?, Ozlem Unaldi3, Riza Durmaz*

"Halk Saghdi Laboratuvari, Bursa

Kirikkale Universitesi Tip Fakiiltesi, Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dall, Kirikkale

*Tiirkiye Halk Sagihgi Kurumu, Ulusal Molekdiler Mikrobiyoloji Referans Merkez Laboratuvari, Ankara
Yildinm Beyazit Universitesi Tip Fakiiltesi, Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dal, Ankara

Pseudomonas aeruginosa ve Acinetobacter baumannii suslari, anti-
biyotiklere yiiksek oranda diren¢ gostermeleri ve gevresel ortam-
larda uzun siire canli kalabilmeleri nedeniyle yogun bakim Gnitele-
rinde yatan hastalar igin dnemli hastane enfeksiyonu etkenleridir.

4-7 Haziran 2014, Swissotel, Ankara

Bu calismanin amaci, sekiz ay boyunca, yogun bakim Unitesi has-
talarindan enfeksiyon etkeni olarak izole edilen Paeruginosa ve
A.baumannii suslarinin gapraz bulas ve antibiyotiklere direng oran-
larini belirlemektir.

Calismamizda, suslar arasindaki klonal iliskiler pulsed-field jel
elektroforezi (PFGE) yontemiyle; amikasin, seftazidim, gentami-
sin, imipenem, sefepim, piperasilin/tazobaktam, aztreonam ve
meropeneme direng ise Clinical and Laboratory Standards Insti-
tute standartlarina gore, disk difiizyon yontemiyle arastirilmistir.
Yirmi alti hastadan izole edilen 33 Paeruginosa susu 18 pulsotip
olusturmustur. izolatlarin %50'si kiime icerisinde yer almistir. Ug
veya daha az bant farki kriterine gore gapraz bulas orani %63.6
olarak saptanmistir. Kirk bir hastadan izole edilen 48 A.baumannii
susu 13 pulsotip olusturmustur. Kiimelesme orani %85.4 olarak
bulunmustur. Kirk {i¢ (%89.5) izolat epidemiyolojik olarak iliskili-
dir. Paeruginosa izolatlarinin antibiyotiklere direng oranlari %27 ile
%39, A.baumannii izolatlarinin %73 ile %92 oranlari arasinda bulun-
mustur.

Bu galisma, yiiz elli yatakl bir hastanenin, hastane kokenli enfek-
siyon etkenleri arasindaki direng ve yiiksek ¢apraz bulas oranlarini
gostermekte, uygulanan enfeksiyon kontrol programlarinin yeni-
den ele alinmasinin gerekliligine dikkat gekmektedir.

Anahtar sozciikler: A.baumannii, Paeruginosa
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Eski ve Yeni Kullanima Giren iki Hastanenin Yogun
Bakimlarindan Izole Edilen A.baumannii Izolatlari
Arasindaki Klonal Iligki

Latife iseri', Umit Alanbayi?, Tuba Atalay’, Ozlem Unalds,
Riza Durmaz*

'Kirikkale Universitesi Tip Fakiiltesi, Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dal, Kirkkale

?T.C. Saglik Bakanldi, Siirt Devlet Hastanesi, Siirt

*Tiirkiye Halk Saghgi Kurumu, Ulusal Molekdiler Mikrobiyoloji Referans Merkez Laboratuvari, Ankara
*Yildinm Beyazit Universitesi Tip Fakdiltes, Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali, Ankara

Tim diinyada goriilen hastane enfeksiyonlan etkenleri iginde
Acinetobacter baumannii dnemli bir yere sahiptir. Bu ¢alismanin
amaci, yeni binaya tasinan Kirikkale Universitesi Tip Fakiiltesi
Hastanesinde, iki binanin yogun bakim tnitelerinden izole edilen
A.baumannii suslari arasindaki iliskinin incelenmesidir. Her iki bina-
nin yogun bakimlardan izole edilen A.baumannii suslari arasindaki
iliski pulsed-field jel elektroforezi (PFGE) yontemiyle arastinimistir.
Calismaya, eski binaya ait 14, yeni binaya ait 31 olmak lizere
toplam 45 A.baumannii susu dahil edilmistir. Toplam 22 pulsotip
saptanmis olup, bunlardan 8'i kiime olusturan suslari icermekte-
dir. Eski bina suslari 6 pulsotip olusturmustur. On bir sus (%78.5)
ti¢ farkh kiimede yer almistir. Bir sus bu kiimelerin biri ile yakin
baglantilidir; iki sus ise 6zgiil PFGE profili gostermistir. Yeni bina
suslarinin %64.5'u (n: 20) bir kiimede yer almis, 19 pulsotip sap-
tanmistir. Dort (%12.9) susun eski bina izolatlari ile ayni kiimede
yer aldigi belirlenmistir. On alti sus (%51.6) onlarla yakin baglantili
bulunmustur. Sekiz sus kendi aralarinda yakin, bir sus uzak bag-
lantili (5, 6 bant farki; %82 benzerlik) bulunmustur. Bir sus 6zgdl
pulsotipe sahiptir.

Yeni binadaki yenidogan yogun bakim (YDYB) biriminden izole edi-
len 5 sustan 4'U genel yogun bakim (GYB) kokenlidir. Birisi eski,
digeri yeni bina suslarinin kiimelerinde yer almistir. ikisi bunlarla
yakin baglantil bulunmustur. Yeni binada GYB ile YDYB girisleri ve
personel giyinme odasi ortaktir.

Bu calisma, hastane tasinirken esya gétiiriilmese bile, hasta ve
personel ile etken tagsinmasina dikkat gekmekte, GYB'lar ve ayri bir
oneme sahip YDYB'larin ortak noktasi olmamasi gerektigini ortaya
koymaktadir.

Anahtar sozciikler: Acinetobacter baumannii, hastane enfeksiyonu
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Klebsiella spp. izolatlarinin Matrix-Assisted
Laser Desorption/lonization Time-of-Flight Mass
Spectrometry (MALDI-TOF MS) Yontemi ile
Karakterizasyonu ve Antimikrobiyal Direnglerinin
VITEK 2 Advanced Expert Sistem (AES) ile
Belirlenmesi

Alper Karagoz', Stimeyra Acar’, Hanifi Korkoca?

"Tuirkiye Halk Saghi Kurumu, Molekdler Mikrobiyoloji Referans ve Arastirma Merkezi, Ankara
Mus Alparslan Universitesi Saglik Yiiksekokulu, Hemsirelik Bolimi, Mug

Bu calismada, insan ve hayvan orneklerinden ve igme sularindan
izole edilen Klebsiella spp. izolatlar VITEK/MALDI-TOF MS (BioMe-
rieux, Fransa) ile tanimlanmis ve VITEK 2 AES otomatize sistemi
(BioMerieux, Fransa) ile antimikrobiyal direng paternleri belirlen-
mistir. Elde edilen sonuglar konvansiyonel yontemlerle karsilasti-
rilmigtir. Konvansiyonel yontem ve MALDI-TOF MS ile tanimlama
sonuglari farkli gikan izolatlar, ayrica 16S rRNA gen dizi analizi ile
tanimlanmistir. 16S rRNA gen dizi analizi ile tanimlama sonuglar
VITEK MS ile elde edilen tanimlama sonuglari ile uyumlu bulun-
mustur. Konvansiyonel yontemle iki izolatin K.oxytoca olarak yanlis
tanimlandigi tespit edilmistir. VITEK 2 AST-N261 kart ile izolatla-
rn %16.3'linde, ¢ift disk sinerji yontemi ile izolatlarin %4.08'inde
B-laktamaz uretimi saptanmistir.

Sonug olarak, MALDI-TOF MS ydnteminin Klebsiella tiirlerinin ka-
rakterizasyonunda hassas ve hizli bir ydntem oldugu belirlenmis-
tir. Bununla birlikte BioMerieux AES otomatize sisteminin Klebsiella
izolatlarinda direng paternini tespit etmede disk difiizyon yonte-
mine gore daha hassas bir laboratuvar yontemi oldugu sonucuna
varilmistir.

Anahtar sozciikler: Klebsiella, MALDI-TOF MS
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Karbapenemlere Direncli Klebsiella pneumoniae
Izolatlarinda Direng Genlerinin Arastinimasi

Nuran Delialioglu', Giil Bayram Abiha?, Elif Vural Tagdemir’,
Giirol Emekdas’

"Mersin Qn/versitesi Tip Fakiltesi, Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dall, Mersin
Mersin Universitesi Saglik Hizmetleri Meslek Yiiksekokulu, Mersin

Enterobacteriaceae tirlerinde karbapenem direncinde artis bildiril-
mektedir. Karbapenemler tedavide son segenek antibiyotiklerdir
ve nozokomiyal enfeksiyonlarin tedavisinde yaygin olarak kullanil-
maktadir. Direncin temel mekanizmasi karbapenemazlarin olusu-
mudur. Karbapenemazlar; Ambler class A (KPC, GES ve SME), B
(metallo-beta-laktamazlar) ve D (OXA-23, OXA-24-48, OXA-48, OXA-
58) grubunda bulunan enzimleri icermektedir. Bu galismada, kar-
bapenemlere direngli K. pneumoniae izolatlarinda OXA-48 ve GES
tipi karbapenemazlarin arastirlmasi amaglanmistir.

Galismaya, Ocak 2013-Nisan 2014 tarihleri arasinda Tibbi Mikrobi-
yoloji Anabilim Dali Laboratuvarinda gesitli klinik 6rneklerden izole
edilen karbapenemlere direngli 23 K.pneumoniae izolati alinmistir.
izolatlarin tanimlanmasi klasik biyokimyasal testler ve otomatize
bakteri tanimlama cihazinda (VITEK-2, bioMerieux, Fransa) ya-
piimistir. Antibiyotik duyarlilik testleri; Kirby-Bauer disk difiizyon
testi ve otomatize sistem (VITEK-2, bioMerieux, Fransa) kullanila-
rak yapilmigtir. Suglara CLSI tarafindan 6nerilen fenotipik yontem
modifiye Hodge testi uygulanmis ve OXA-48, GES1-9 ve GES-11 gen
bélgeleri multipleks PCR yontemi ile arastiriimistir.

Bu donemde toplam 512 hastadan 672 K.pneumoniae susu izole
edilmistir. Bunlarin 618'i (%.91.9) imipenem ve meropeneme du-
yarli, 6'si imipeneme ve 5'i meropeneme orta duyarli, 48'i (%7.1)
imipeneme ve 49'u (%7.2) meropenem ve ertapeneme direngli ola-
rak tespit edilmistir. Calismaya alinan 23 K.pneumoniae izolatinin
modifiye Hodge testi ve 0XA-48 gen bdlgesi pozitif olarak bulun-

mustur. Bu izolatlarda GEST-9 ve GES-11 gen bdlgelerinin varligi
saptanmamistir.

Sonug olarak, karbapeneme direncli K.pneumoniae izolatlarinda
OXA-48 pozitifligi saptanmistir. Enterobactericeae turlerinde artan
karbapenem direnci ciddi klinik bir problemdir. Molekdiler ¢alisma-
larla diren¢ mekanizmalarinin izlenmesi ve uygun enfeksiyon kon-
trol 6nlemlerinin alinmasi gerekmektedir.

Anahtar sozciikler: Karbapenem direnci, K. pneumoniae
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AIDS'li Hasta Balgamindan izole Edilen ve
MALDI-TOF MS ile Tanis1 Konan Bordetella
bronchiseptica Trakeobronsiti

Salih Magin', Fatma Nur Akdogan', Ahmet Gagkan inkaya?,
Sehnaz Ozyavuz Alp? Serhat Unal?, Yakut Akyon Yilmaz'

"Hacettepe Qnivers/les/ Tip Fakdiltesi, Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali, Ankara
Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi, Enfeksiyon Hastaliklari ve Klinik Mikrobiyoloji Anabilim Dall,
Ankara

Bordetella bronchiseptica, zorunlu aerop, gram-negatif pleomorfik
bir kokobasildir. Kedi, kopek ve domuz gibi memeli hayvanlarda
enfeksiyona neden oldugu belirlenmistir. insanlarda ise zellikle
kiiclik cocuklarda, altta yatan hastaligi bulunanlarda ve immiin
sistemi baskilanmig HIV ile enfekte bireylerde B.bronchiseptica en-
feksiyonu, saglikli bireylere gére daha agir seyretmektedir. Bu has-
talarda B.bronchiseptica’nin disemine enfeksiyon, kaviter pndmoni
ve nadiren de fatal trakeobronsit veya septisemiye neden oldugu
belirtilmistir.

On bes yildir klinigimizde akkiz immiin yetmezlik sendromu nede-
niyle takip edilen 47 yasinda erkek hasta, 4 haftadir devam eden
oksiirlik sikayetiyle bagvurmustur. Fizik muayenesinde viicut si-
cakhdi 37°C, nabiz: 100/dk, mukozalar soluk, sag pupilde katarakt,
maksiller bélgede lipodistrofik degisiklikler saptanmistir. Solunum
sesleri kaba bulunmustur. Lokopenik olan hasta febril nétropeni
olarak kabul edilmistir. Ampirik tedavi olarak meropenem baslan-
mis ve hastanin kronik 6ksiiriik sikayeti diizelmistir. Servise yatigi-
ni takiben atesi yiikselen hastanin ates odagi arastiriimis; kan ve
idrar kiiltiriinde ireme saptanmamistir. Alinan bogaz kuiltliri %5
koyun kanli agara ekilip 37°C'de 24 saat inkiibe edilmistir. Mikros-
kobik incelemede gram-negatif kokobasiller gériilmiistiir. Ureyen
koloniler MALDI-TOF VITEK MS (bioMérieux, Fransa) sistemi ile
degerlendirilmis ve izolat B.bronchiseptica olarak tanimlanmistir.
Hastanin ates kontrolii saglanmis, meropenem tedavisi 7. giinde
kesilerek oral klaritromisine gegilmistir.

B.bronchiseptica enfeksiyonu HIV ile enfekte bireylerde kronik 6k-
siiriik ve trakeobronsite neden olabilmektedir. Tanisi ve antibiyo-
tik duyarhih@ yapilmadiginda fatal olabilmektedir. Kdiltiir ve direkt
immiinofloresans (DFA) yontemlerinin duyarlihdi diisiik, PCR'In
ise duyarliligi yiiksek fakat maliyetli olmasi nedeniyle, HIV hastala-
rinda firsatgi bir patojen olan B.bronchiseptica’nin saptanmasinda
MALDI-TOF VITEK MS yonteminin basarili oldugu ve patojenin er-
ken tanisini sagladigr kanisina varlmistir.

Anahtar sozciikler. Bordetella bronchiseptica, AIDS
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Acinetobacter baumannii Suslarinin Pulsed Field Jel
Elektroforezi (PFGE) lle Tiplendirilmesi
Sengiil Ozkan’, Dilek Giildemir?, Alper Karagdz?, Riza Durmaz?

'Dr. Sami Ulus Kadlin Dogum ve Gocuk Saglidi ve Hastaliklar Egitim ve Arastirma Hastanesi, Ankara
?Tiirkiye Halk Saghgi Kurumu, Ulusal Molekdiler Mikrobiyololi Referans Merkezi Laboratuvari, Ankara
3Tiirkiye Halk Sagihgi Kurumu, Ulusal Molekdiler Mikrobiyoloji Referans Merkez Laboratuari; Yildirim
Beyazit Universitesi Tip Fakiiltesi, Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dall, Ankara

Amag: Acinetobacter baumannii hastanelerde 6zellikle de yogun ba-
kim Unitelerinde mortalite ve morbiditeyi artiran, hastane kaynakli
enfeksiyonlarin dnemli bir nedenidir. Bu mikroorganizma, pnémoni,
bakteriyemi, idrar yolu enfeksiyonu, yara enfeksiyonu ve menenijit
gibi firsatci enfeksiyonlardan izole edilebilir. Bu galigmanin amaci;
Ankara Dr. Sami Ulus Kadin Dogum Cocuk Sagligi ve Hastaliklan
Egitim ve Arastirma Hastanesi klinik mikrobiyoloji laboratuvarinda
2012 yilinda incelenen 7 A.baumannii izolatinin, klonal iliskilerini ve
epidemiyolojik 6zelliklerini degerlendirmektir.

Gereg ve Yontem: A.baumannii izolatlarinin tanimlanmasi ve antibi-
yotik paternleri Vitek 2 (bioMérieux, Fransa) sistemi ile yapilmistir.
Bu galismada antimikrobiyal ajan olarak Vitek 2 nonfermenter kart
kullaniimistir. izolatlar arasindaki klonal iliski PFGE yontemi ile be-
lirlenmisgtir.

Bulgular: Tim A.baumannii izolatlari kolistine duyarli bulunmus ve
kolistin, en etkili antimikrobiyal ajan olarak saptanmistir. Bununla
birlikte, tiim izolatlarin amikasin ve sefoperazon/sulbaktama orta
duyarli-duyarli olmasi disinda, test edilen diger antibiyotiklere di-
rengli olduklar belirlenmistir. A.baumannii izolatlarinin Apal enzimi
ile kesilen genomik DNA'sina yapilan PFGE yontemi ile ortak tek bir
klon saptanmistir.

Sonug: Verilerimiz, A.baumannii izolatlarinin hastanemizde olduk-
¢a yaygin oldugunu gdstermis, bu bakterinin neden oldugu gevre-
sel kaynakli gapraz bulas molekiiler yontemler ile dogrulanmistir.
Anahtar sozciikler: Acinetobacter baumannii, pulsed field jel elektro-
forezi
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Ulkemizde imal Edilen Hazir Besiyerlerinin
Bakterilerin izolasyonu, Tanimlanmasi ve
Antibiyogrami Yoniinden Kalite Degerlendirilmesi
Sengiil Ozkan, Yasemin Biizkaya

Dr. Sami Ulus Kadin Dogium, Cocuk Sagligit ve Hastaliklar EGitim ve Arastirma Hastanes,
Mikrobiyoloji Laboratuvari, Ankara

Enfeksiyon hastaliklarinin tanisinda iyi ¢alisan bir mikrobiyoloji la-
boratuvari biiyiik rol oynar. Daha kaliteli sonuglar verilebilmesi igin,
kullanilan besiyerlerinin performansi biiyiik Snem tagimaktadir. Bu
calismada, bakterilerin izolasyonu, tanimlanmasi ve antibiyogrami
icin degisik firmalar tarafindan Tirkiye'de imal edilen hazir besiyer-
lerinin karsilastirilmasi amaglanmistir.

Galismamizda, Salubris (Salubris A.S, istanbul), Hymedia (Kudret
Kimya A.S, istanbul), Or-Bak (Alkim Ltd.Sti) ve GBL (Giil Biyoloji
Laboratuvari, istanbul) markalarina ait hazir besiyerleri kalite kon-
trol suslari ile test edilmistir. Ulkemizde imal edilen Mueller-Hinton
(MH) besiyerlerinin kalite kontrol degerlendiriimesinde, karsilagtir-
mak igin HETA (Heta Diagnostik, Ankara) marka hazir MH besiyeri
ve BD (Becton, Dickinson and Company, ABD) marka antibiyotik
diskleri kullanilmistir. Tiipte hazirlanmis olan hazir besiyerlerinin
kalite degerlendirilmesi ise, hastanemizde BD marka toz besiyerin-
den hazirlanan besiyerleri kullanilarak yapilmistir.

Galismamizin verileri, Salubris marka hazir koyun kanli ve EMB be-
siyerinin daha uygun oldugunu; GBL marka koyun kanl besiyerin-
de streptokoklarin hemolizlerinin yeterince olugsmadigini; Hymedia
marka toz ile hazirlanan besiyerlerinin ise koloni morfolojisi yoniin-
den istenilen verimi saglayamadigini gostermistir. Bu bulgular ve

diger besiyerlerinin kalite kontrol degerlendirilmesi ile ilgili ayrintili
aciklamalar posterde yer almaktadir.

Sonug olarak, enfeksiyon etkenlerinin dogru tani ve uygun tedavi-
sinde, mikrobiyoloji laboratuvarinin kritik Sneme sahip oldugu unu-
tulmamalidir. Dolayisiyla, diisiik maliyet dikkate alinarak, amaca
yonelik olmayan ya da iyi performans gostermeyen besiyerlerinin
kullanimindan vazgecilmesi, besiyeri {ireten firmalari daha kaliteli
truinler sunmaya tesvik edecektir.

Anahtar sozciikler: Hazir besiyeri, kalite kontrol
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Kan Kiiltiirlerinden izole Edilen Escherichia coli
Suslarinin Filo-Gruplandiriimasi

Hamit Kaan Miistak’, inci Basak Kaya', Merve Ozdal', Niiket Bilgen?,
Ayse Giilsen Hascelik®, Kadir Serdar Diker'

"Ankara anversitesi Veteriner Fakiiltesi, Mikrobiyoloji Anabilim Dali, Ankara
“Ankara Universitesi Veeteriner Fakilltesi, Genetik Anabilim Dal, Ankara
°Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi, Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali, Ankara

insan ve hayvan badirsak florasinda kommensal olarak bulunan
Escherichia coli, bagirsak ve bagirsak disi enfeksiyonlara neden
olabilmektedir. E.coli suslari arpA, chuA, yjaA ve bir DNA fragmani
TspE4.C2'nin kombinasyonlarina gore ekolojik ézellikleri, virtilans
faktorleri ve antibiyotik direng profilleri agisindan farklilik gosteren
7 (A, B1,B2, C, D, E ve F) filogruba ayrilmaktadir. Bu ¢alismada kan
kiiltirlerinden izole edilen E.coli susglarinin filo-gruplandiriimasi
amaglanmistir. Kan kiiltiirlerinden etken olarak izole edilen 162
E.coli susunun filo-gruplandirmasi kuadrupleks-PCR y&ntemiyle
yapilmistir. Filo-gruplandirilamayan suslarin 16S rRNA genleri se-
kanslanarak filogenetik analizleri gergeklestirilmistir.
Filo-gruplandirma sonucunda, en fazla B2 (n: 36; %22.22) ve F (n:
30; %18.57) filo-gruplar bulunurken, bunu A (n: 3; %1.85) ve B1 (n:
1; %0.61) filo-gruplari izlemistir. Bunun yani sira 39 (%24.07) sus
Clade | veya Il olarak gruplandirilirken, 53 (%32.71) sus gruplandiri-
lamamistir. Gruplandirilamayan bu suslarin 16S rRNA gen sekans-
larinin istatistiksel analizi ve bootstrap (1500) temelli filogenetik
analizleri belirgin olmayan dallanma topolojisi gostermistir. Bu
nedenle, 16S rRNA'nin filo-gruplandirilamayan E.col/'lerin gruplan-
dinimasinda yetersiz oldugu anlasiimistir. Elde edilen sonuclara
gore izolatlarin gogunun badirsak disi patojenik E.colflerin grup-
landinldigi B2 ve F (B2'nin kardes grubu) gruplarina dahil oldugu
belirlenmistir.

Escherichia coli kan izolatlarinin gogunlukla bagirsak digi suslar
icerdigi diistintildigtinde, filo-gruplandirmanin dogru ve valide bir
yontem oldugu, E.coli suslarinin kdkeni ve epidemiyolojisinin anla-
sllmasinda etkin olarak kullanilabilecegi saptanmistir.

Anahtar sozciikler: Escherichia coli, filogrup

PP - 037

Yayma Negatif Orneklerde Tiiberkiiloz Tanisinda
Gergek Zamanli PCR Yonteminin Performansinin
Degerlendirilmesi

Ayse Aynali', Tuba Oztiirk’, Buket Cicioglu Aridogan',
Emel Sesli Cetin', Siileyman Onal’, Esra Ciftci', Selguk Kaya?

'Stileyman Demirel .Universfzes/ Tip Fakiltesi, Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dal, Isparta
*lzmir Katip Celebi Universitesi, Atatiirk Egitim ve Arastirma Hastanesi, Tibbi Mikrobiyoloji
Laboratuvari, lzmir

Amag: Ciddi bir enfeksiyon hastaligi olan tiiberkiilozun kesin tanisi
bakteriyolojik yontemlerle konulmaktadir. Bu ¢alismada, mikobak-
teri kiiltlirG altin standart kabul edilerek, yayma negatif 6rneklerde
gercek zamanl (Rt)-PCR yonteminin Mycobacterium tuberculosis
kompleks (MTBC) saptayabilme performansinin degerlendirilmesi
amaglanmistir.

4-7 Haziran 2014, Swissotel, Ankara
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Gereg ve Yontem: Calismada, Haziran 2010-Aralik 2013 tarihleri
arasinda, tiiberkiiloz 6n tanisiyla laboratuvarimiza gonderilen ge-
sitli 6rneklerden elde edilen sonuglar retrospektif olarak incelen-
mistir. Yaymalar Erlich-Ziehl-Neelsen (EZN) yontemiyle boyanarak
degerlendirilmis; tlim ornekler Lowenstein-Jensen ve BACTEC
MGIT 960 (BD, ABD) besiyerlerine ekilmistir. Orneklerde MTBC var-
g1, ayrica Rt-PCR yontemiyle arastiriimistir.

Bulgular: Galismamizda, 780 mide aglik sivisi, 258 balgam, 60 idrar,
23 plevra sivisi, 16 periton sivisi, 12 abse, 7 doku, 5 BOS, 4 BAL, 3
perikard sivisi, 2 eklem sivisi ve 5 diger olmak {izere toplam 1.175
érnek degerlendirilmistir. Orneklerin 1.094'ti (%93.1) gocuk, 81'i
(%6.9) yetiskin (56 erkek, 25 kadin) hastalardan alinmistir. Yayma
negatif bulunan drneklerden kiiltlir yéntemi ile 12 (%1) MTBC izole
edilmistir. Ug (%0.2) 6rnegin sonucu kiiltiir ve PCR pozitif; 9 (%0.8)
ornegin sonucu kultlir pozitif, PCR negatif olarak saptanmistir.
Kiiltiir referans yontem olarak alindiginda Rt-PCR yonteminin du-
yarllik, 6zguilliik, pozitif ve negatif pediktif degerleri sirasiyla %25,
%100, %100, %99.2 olarak hesaplanmistir.

Sonug: Rt-PCR ydnteminin yayma negatif drneklerde tiiberkiiloz
tanisinda duyarlih@inin istenilen diizeyde olmamasi ile birlikte, kli-
nik orneklerde tiiberkiilozun hizli tanisinda yararli bir test olarak
kullanilabileceginin de g6z ardi edilmemesi gerektigi sonucuna
varilmistir.

Anahtar sozciikler: Gergek zamanli PCR, tiiberkiiloz

PP - 038

Saha Orneklerinden Direkt Salmonella Tanisinda
Gergek Zamanl PCR Sisteminin (BAX®) Ozgiilliik ve
Duyarliliginin Degerlendirilmesi

Ozlem Sahan, Ebru Torun, Sebnem Mete, Hamit Kaan Miistak,
Mehmet Akan, Kadir Serdar Diker

Ankara Universitesi Veteriner Fakiltesi, Mikrobiyoloji Anabilim Dali, Ankara

insan ve hayvanlarda ©6nemli enfeksiyonlara neden olan
Salmonella'larin teghisinde konvansiyonel yontemlere alternatif
olabilecek hizli ve ucuz molekdiler tani yéntemleri bulunmaktadir.
Bu calismada, Tirkiye'de kanatlilarda sik goriilen ve/veya epide-
miyolojik agidan dnem tasiyan Salmonella serotiplerinin teshi-
sinde, BAX® (DuPont), otomatize gergek zamanh PCR (Rt-PCR)
sisteminin 6zgullik ve duyarliigi Salmonella spp. kiti kullanilarak
arastinlmigtir. Calismada, Rt-PCR BAX® sisteminin 0zgilligiini
belirlemek amaciyla, Kauffmann-White-Le Minor semasina gore
serotiplendirilmesi yapilmis, Salmonella serotiplerinin beyin-kalp
inflizyon buyyonu (BHIB)'nda kiilturleri hazirlanmig ve 37°C'de 24
saat inkiibe edilmistir. inkiibasyon sonunda kit prosediiriine gdre
ornekler sisteme yiiklenmistir. Stire sonunda RT-PCR BAX® siste-
mi, S. Typhimurium, S. Infantis, S. Enteritidis, S. Liverpool, S. Mban-
daka, S. Anatum, S. Agona, S. Heidelberg, S. Rissen, S. Stuttgart,
S. Papuana ve S. Tenessee serotiplerini, Salmonella spp. olarak
saptamistir. Sistemin duyarliigini belirlemek igin, segilen Salmo-
nella serotiplerinin on kath seri sulandiriimalan (107-10® cfu/ml)
hazirlanarak, her bir sulandirim 25 gr kiimes althigiyla kanstinilmis
ve altligin 6n zenginlestirilmesi yapilarak 37°C'de 24 saat inkiibas-
yona birakilmistir. Her 6rnegin 6n zenginlestirme sivisindan 10 pl
alinip 500 pl BHIB'na eklenerek 2-3 saat 37°C'de inkiibe edilmis-
tir. inkiibasyon sonrasinda érnekler sisteme yiiklenmistir. Sistem,
slire sonunda kontamine altlik materyalinde, 9 cfu/g Salmonella'yi
tespit etmistir. Sonug olarak, Rt-PCR BAX® sisteminin kontamine
saha orneklerinde Salmonella tanisinda kullanilabilecegi kanisina
varilmistir.

Anahtar sozciikler: Gergek zamanli PCR, Salmonella

PP - 039

Kiyma Orneklerinden izole Edilen Koliform Grubu
Bakterilerin Antibiyotik Direnci ve integraz Gen
Varliginin Saptanmasi

Ceren Yavuz', Tuba Yildinm', Belgin Siriken?, Tugge Saat’

"Amasya Univers{{es/ Fen Edebiyat Fakiiltesi, Biyoloji Bolimu, Amasya
2Ondokuz Mayis Universitesi Veteriner Fakiiltesi, Su Urtinleri Hastaliklari Anabilim Dali, Samsun

Girig: Antibiyotiklerin tarimda, hayvan yetistiriciliginde ve klinik
olarak uygunsuz kullanimi birgok bakterinin antimikrobiyal mad-
delere diren¢ kazanmasina neden olmakta ve bu direngli genlerin
transpozon, plazmid ve integron gibi hareketli genetik elementlerle
hayvanlardan insanlara gegisinde hayvansal kokenli gidalar olduk-
¢a 6nemli rol oynamaktadir. integronlar, icerdikleri gen kasetleri
yoluyla hareket edebilme yetenegdine sahip olurlar. Koliform grubu
bakteriler gidalarda hijyen indikatorii olmalarn nedeniyle 6nem ta-
simaktadir.

Gereg ve Yontem: Calismada, Amasya ilinde tiiketime sunulan 50
adet kiyma orneginden, 6zel bir besiyerinde (Violet Red Bilee La-
ctose Agar) izole edilen 50 koliform (E.coli, Klebsiella, Citrobacter,
Enterobacter spp) izolati degerlendirilmistir. izolatlarin antibiyotik
direnci (ampisilin, sefotaksim, seftriakson, kloramfenikol, gentami-
sin, nalidiksik asit, streptomisin, tetrasiklin) disk difiizyon yonte-
miyle, integraz (Intl) gen varligi ise PCR yontemiyle aragtinlmistir.
Bulgular: Koliform izolatlarinda antibiyotik direng oraninin %76
(38/50) oldugu ve ampisilin (%64), streptomisin (%58) ve tetrasik-
lin (%50) antibiyotiklerine karsi yiiksek direng gosterdikleri sap-
tanmistir. Ayrica 15 (%30) izolatin da 4-7 adet antibiyotige karsi
coklu direng gdsterdikleri belirlenmistir. integraz geni izolatlarin
%34.21'inde (13/38) tespit edilmistir. Bu gen, %10.52 (4/38) orani
ile bes antibiyotige (ampisilin, kloramfenikol, gentamisin, strepto-
misin ve tetrasiklin) en yiiksek direng gosteren bakterilerde sap-
tanmistir.

Sonug: Gidalarin koliform bakteriler ile yiiksek oranda kontamine
olmasi, o Urliniin hijyenik kalitesinin kot oldugunu ve bu gidalarin
insanlar tarafindan tiiketiminin risk olusturabilecegini gostermek-
tedir. Galismamizin verileri, kiyma 6rneklerinin antibiyotiklere di-
rencli koliform bakteriler ile kontamine oldugunu ve mobil genetik
elementlerden integrona sahip olabilme potansiyelini ortaya koy-
mus; antibiyotik direng¢ genlerinin, bu bakterileri igceren gidalarla
insanlara ve gevreye yayilabilecegini ve halk sagligini bu yoniiyle
de tehdit edebilecegini diistindlirmiistir.

Anahtar sozciikler: Koliform, antibiyotik direng, integraz

PP - 040

Bir Ugiincii Basamak Egitim Hastanesi Klinik
Staphylococcus aureus izolatlarinda Mupirosin ve
Fusidik Asit Direng Prevalansi

Tudgrul Hosbul, Bayhan Bektére, Mustafa Ozyurt

GATA Haydarpasa Egitim Hastanesi, Tibbi Mikrobiyoloji Servisi, istanbul

Amag: Mupirosin ve fusidik asit, stafilokokal cilt enfeksiyonlarinin
tedavisinde ve Staphylococcus aureus’un burun tasiyiciiginin orta-
dan kaldirnimasinda siklikla kullanilmaktadir. S.aureus suslarinda
fusidik asit ve mupirosin direncinin sikhd makul bir diizeydedir.
Ancak diinya genelinde mupirosin ve fusidik asit direng oranlar
degismektedir. Bu galismanin amaci, bir {iglincli basamak egitim
hastanesinde klinik S.aureus izolatlarina karsi mupirosin ve fusidik
asidin in vitro aktivitesini saptamaktir.

Gereg ve Yontem: Ocak 2006-Aralik 2010 tarihleri arasinda bir
iclincli basamak egitim hastanesinde izole edilen 162'si metisiline
direngli S.aureus (MRSA), 231'i metisiline duyarh S.aureus (MSSA)
olmak (izere toplam 393 S.aureus susu ¢aligmaya dahil edilmistir.
izolatlar yiiksek diizey mupirosin direnci igin CLSI rehberliginde
200 pg’lik mupirosin diski ile ve fusidik asit direnci igin Europe-
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an Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing kriterlerine
gore 10 pg'lik disk ile test edilmistir. Yiiksek diizey mupirosin diren-
ci ayrica ileS2 genine yonelik PCR ile dogrulanmistir (Sekil).
Bulgular: Galismamizda mupirosin ve fusidik asit direnci sirasiy-
la %2.3 (9/393) ve %3.1 (12/393) olarak bulunmustur. Mupirosin
direncinin prevalansi MRSA igin %4.9 (8/162), MSSA igin %0.4
(1/231) olarak saptanmistir. Fusidik asit direng oranlari MRSA igin
%6.2 (10/162), MSSA igin %0.9 (2/231) seklinde belirlenmistir.
Sonug: Hastanemiz S. aureus suslarinda, mupirosin ve fusidik asi-
de kars! direncte diisiik prevalans degerleri saptanmistir. Mupiro-
sin direnci igin 200 pg'lik diskin kullanildigi disk diflizyon metodu
PCR sonuglari ile iyi korelasyon gdstermistir. Diisiik direng oranla-
rinin sirdirilmesi igin S.aureus duyarllik paternlerinin sik izlemi
ve akiler antibiyotik kullaniminin dahil oldugu enfeksiyon kontrol
onlemlerinin uygulanmasinin énemli oldugu kanisindayiz.
Anahtar sozciikler: Staphylococcus aureus, yiiksek diizey mupiro-
sin direnci

Sekil. ileS2 direng geni igin jel goriintiisii (M: Molekiiler biyiikliik belirteci;
NK: Negatif kontrol).

PP - 041

Kirgehir ilinde izole Edilen Genislemis Spektrumlu
Beta-Laktamaz Olusturan Klebsiella pneumoniae,
Escherichia coli, Enterobacter spp. ve Pseudomonas
spp- Suslarinda TEM, SHV, CTXM, OXA ve IBC
Enzim Genlerinin Polimeraz Zincir Reaksiyonu ile
Tanimlanmasi

Giilnur Tarhan', Tiilin Demir?, Serdar Tuncer®, Miimtaz Dadalr*,
Ozkan Gorgiilii*

'Adiyaman Universitesi Tip Fakiiltesi, Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dall, Adiyaman

2T.C. Sagiik Bakanligi, Kirsehir lli Kamu Hastaneler Birligi, Ahi Evran Universitesi Egitim ve Aragtirma
Hastanesi, Mikrobiyoloji Laboratuvari, Kirsehir

*Metis Biyoteknoloji ve Dis Ticaret Ltd.Stj, Ankara

*Ahi Evran Universitesi Tip Fakiiltesi, Kirsehir

Galismamizda Ocak 2009-Aralik 2011 tarihleri arasinda Kirsehir ili
Kamu Hastaneler Birligi Ahi Evran Universitesi Egitim ve Aragtirma
Hastanesinin Mikrobiyoloji Laboratuvarinda, poliklinik ve farkli tini-
telerinde yatan hastalarin gesitli klinik 6rneklerinden izole edilmis
ve fenotipik yontemler (gift disk sinerji, E test) ile genis spektrum-
lu beta-laktam antibiyotiklere direngli oldugu saptanan 300 E.coli,

130 Klebsiella (88 K.pneumoniae, 42 K.oxytoca), 100 Paeruginosa ve
23 Enterobacter (20 E.cloacae, 3 E.aerogenes) olmak lizere toplam
553 adet GSBL pozitif izolatta polimeraz zincir reaksiyonu (PCR)
yontemi ile TEM, SHV, CTXM, OXA ve IBC beta-laktamaz genleri-
nin varligi ve raman mikrospektroskopi yéntemi ile GSBL alt tip-
leri ve epidemiyolojik iligkileri incelenmistir. PCR sonularina gore,
tim izolatlarda blaTEM (%49.36 ) ve blaCTX-M (%52.62) geni yiik-
sek oranda bulunurken, blalBC saptanmamistir. Bakteri kokenleri-
ne gore yapilan degerlendirmede, en yiiksek blaTEM (%69.33) ve
blaCTX-M (%79.33) orani E.coli izolatlarinda saptanirken, en diistik
oran Paeruginosa izolatlarinda (%1) tespit edilmistir. Paeruginosa
izolatlarinin hig birinde b/laOXA geni saptanmamistir. En yiiksek
blaSHV geni orani ise K. pneumoniae (%57.95) kdkenlerinde bulun-
mustur. Paeruginosa izolatlarinda bu gen igin pozitiflik orani %1'dir.
E.cloacae ve E.aerogenes kokenlerinde blaTEM orani sirasiyla; %20
(4/20) ve %66.66 (2/3) iken, bu kbkenlerde blaSHV, blaCTX-M ve bla-
OXA gen bolgesi saptanmamistir. Galismamiza 165 E.coli izolatin-
da blaTEM ve bla CTX-M genlerinin her ikisi de pozitiftir. Seksen se-
kiz K.pneumoniae kékeninin 1'inde idort 4 gen bolgesi de (bla SHVY,
blaTEM, blaCTX-M, blaOXA) pozitif bulunmustur.

Anahtar sozciikler: Geniglemis spektrumlu beta-laktamaz, PCR

PP - 042

Nocardia Tiirlerinin Tanimlanmasinda Konvansiyonel
Biyokimyasal ve Molekiiler Yontemlerin
Karsilastinlmasi

Mahmut Celalettin Uner’, Ayse Giilsen Hascelik’,
Hamit Kaan Miistak?

'Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dall, Ankara
?Ankara Universitesi Veterinerlik Fakiiltesi Mikrobiyoloji Anabilim Dali, Ankara

Nocardia tiirleri dogada saprofit olarak bulunan, insanlarda ve hay-
vanlarda lokal ve yaygin enfeksiyonlara neden olan gram-pozitif,
dallanan basillerdir. Nocardia tiirlerinin konvansiyonel biyokimya-
sal tanimlanmasinda adenin, kazein, tirozin, ksantin ve hipoksan-
tin, aril siilfataz varligi, ramnozdan asit olusturma gibi testler kul-
laniimaktadir. Son yillarda giderek artan yeni tirlerin eklenmesi ve
¢ogu tiirlerin non-reaktif olmalari nedeniyle biyokimyasal testlerin
tek basina giivenilir olmadigi, giinlimiizde Nocardia tiirlerinin dog-
ru ve kesin tanisinda molekiiler yéntemlerin kullanilmasi gerektigi
belirtilmektedir. Bu galismada Nocardia tiirlerinin tanimlanmasinda
konvansiyonel biyokimyasal yontemler ile molekiler yontemlerin
karsilastinlmasi amaglanmistir.

Calismada, 2002-2011 yillan arasinda Hacettepe Universitesi Tip
Fakiiltesi Erigkin Hastanesi Klinik Patoloji Laboratuvarina gelen
orneklerden izole edilen 45 Nocardia izolati kullanilmisgtir. Biyokim-
yasal tanimlamada; lizozim direnci, kazein, ksantin, hipoksantin
tirozin hidrolizi, aril stilfataz varligi ve karbonhidrat kullanim test-
leri uygulanmistir. Tir diizeyinde tanimlama 16S rRNA dizi analizi
ile gerceklestirilmistir. Biyokimyasal tanimlama sonrasi, 45 izolat
igerisinde 12 izolat N.farcinica 4 izolat N.otitidiscaviarum olarak ta-
nimlanmistir. Bunun disinda kalan 29 izolatin tiir ayrimi yapilama-
mis, ancak N.brevicatena, N.paucivorans, N.asteroides Tip | veya Tip
VI olabilecegi sonucuna varilmistir. Molekdiler yontem ile 26 izolat
N.cyriacigeorgica, 12 izolat N.farcinica, 4 izolat N.otitidiscaviarum, 2
izolat N.asteroides ve 1 izolat N.abscessus olarak tanimlanmistir.
Sonug olarak, Nocardia tiirlerinin tanimlanmasi igin konvansiyonel
biyokimyasal testlerin yeterli olmadigi, bazi tiirleri yanlis tanimla-
yabildigi, kesin tani igin molekiiler testlerle ayirm yapilmasi gerek-
tigi anlasiimistir.

Anahtar sozciikler: Nocardia, tiir tanimlamasi

4-7 Haziran 2014, Swissotel, Ankara
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PP - 043

Gevresel Kaynakl Bir Acinetobacter izolatinda
Ampisilin veya Kadmiyum Varliginda Meydana Gelen
Makromolekiiler Degisiklikler

Tugba Kanat, Ayse Giil Gozen, Feride Severcan

0DTU, Biyolojik Bilimler, Ankara

Amag: Acinetobacter tirleri dogada yaygin olarak bulunan gram-
negatif bakterilerdir. Bu firsatgl patojenler ¢ok yonli yapilarindan
dolayi biyo-iyilestirme, agir metallerin biyosorpsiyon ¢alismalari ve
otrofikasyonun kontrol altina alinmasi gibi farkli alanlarda kullani-
lirlar. Bu galismada, gevresel kaynakli bir Acinetobacter izolatinda,
yaygin olarak kullanilan B-laktam grubu antibiyotiklerden ampisi-
lin (Amp) ve yiiksek toksisiteye sahip agir metallerden kadmiyum
(Cd) etkisi altinda ortaya gikan makromolekiiler degisikliklerin be-
lirlenmesi amaglanmistir.

Gereg ve Yontem: Cevresel Acinetobacter izolatinin Amp ve Cd igin
minimum inhibisyon konsantrasyon (MiK) degerleri bulunmustur.
Bu MIK degerlerinin altindaki Amp veya Cd degerlerinde (<MiK) iire-
tilen bakteriler, kontrol susu ile karsilastirilarak canli bakteri hiicre-
sinde gergeklesen makromolekiiler degisiklikler, toplam yansimasi
azaltilmis-Fourier déniisiimlii kizildtesi (ATR-FTIR) spektroskopisi
kullanilarak saptanmistir. Deney ve kontrol suslarinin herbirisi igin
10 ayri replika kullanilmistir. Elde edilen ATR-FTIR verileri tek yon-
It varyans analizi ve Tukey ¢oklu karsilastirma testi kullanilarak
analiz edilmis ve p<0.05 olan sonuglar istatistiksel olarak anlamli
kabul edilmistir.

Bulgular: Cevresel Acinetobacter izolatinin Amp ve Cd igin MiK de-
gerleri sirasiyla 600 pg/ml ve 15.6 ug/ml olarak bulunmustur. ATR-
FTIR analiz sonuglarina gére, 500 pg/ml Amp varliginda 6zellikle
hiicresel proteinlerde istatistiksel olarak anlamli yapisal degisiklik-
ler tespit edilirken; 7.8 pg/ml Cd varliginda Uretilenlerde 6zellikle
hiicre zan lipidlerinin dagiiminda anlamli degisiklikler bulunmus-
tur. Bunun yani sira kapsiil ve hiicre duvari yapisinda olusan degi-
simler her iki grupta da 6ne ¢ikmistir.

Sonug: Bu galismada, gevresel Acinetobacter izolatinda Amp ve
Cd'a karsi degisik direng mekanizmalarinin gelistirilmesi ile sonug-
lanan farkli hiicresel degisimlerin meydana geldigi belirlenmistir.
Anahtar sozciikler. Acinetobacter, ATR-FTIR spektroskopisi

PP - 044

Bir Gocuk Hastada BCG Asisina Bagh Gelisen
Sternal Sislik

Soner Sertan Kara', Meltem Polat’, Yasemin Isik Kog?, Anil Tapisiz',
Arzu Okur?, Hasan Tezer', Meltem Yalinay Cirak? GCagri Damar?,
Erolcan Sayar’, Cengiz Gavusoglu®, Sedat Demircan’

'Gazi Universitesi Tip Fakiiltesi, ocuk Enfeksiyon Hastaliklar Bilim Dall, Ankara
2Gazi Universitesi Tip Fakiiltesi, Mikrobiyoloji Anabilim Dal, Ankara

3Gazi Universitesi Tip Fakiiltesii Gocuk Onkoloji Bilim Dall, Ankara

“Gazi Universitesi Tip Fakiiltesi, Radyoloji Anabilim Dall, Ankara

5Gazi Universitesi Tip Fakiiltesi, Patoloji Anabilim Dall, Ankara

SEge Universitesi Tip Fakiiltesi, Mikrobiyoloji Anabilim Dall, [zmir

"Gazi Universitesi Tip Fakiiltes, Gadiis Cerrahisi Anabilim Dall, Ankara

Tiberkiloz (TB), Bacille-Calmette-Guérin (BCG) asisiyla 6nlene-
bilen bir hastaliktir. BCG asisI nadiren tedavi gerektiren, ciddi yan
etkilere yol acabilmektedir. Bu raporda sunulan olgu, 16 aylk bir
erkek hasta olup, gdgiis 6n duvarinda 2 aydir olan sislik nedeniyle
hastanemize getirilmistir. Olgumuz, zamaninda, 3600 gr dogmus,
2 aylikken BCG asisi yapilmistir. Fizik incelemede sternum istiin-
de sert, fikse, 3x3 cm sislik saptanmigtir (Resim). Bulastiricilik
durumu bilinmeyen bir TB hastasiyla 2-3 dakika temasi oldugu
ogrenilmistir. Olgunun tiiberkdilin cilt testi negatiftir. Toraks tomog-
rafisinde TB bulgusu mevcut degildir. Manyetik rezonans goriinti-
lemede (MRG) manubrium sterni tizerinde, 40x25x25 mm, 6n me-
diastene uzanan destriiktif kitle saptanmistir. insizyonel biyopsi
ile alinan Grnekte asido-rezistan basil (ARB) pozitif, kiltlir negatif

olarak saptanmis; gergcek zamanli (Rt)-PCR ile Mycobacterium tu-
berculosis kompleks (MTC) pozitifligi tespit edilmistir. Histopato-
lojik incelemede mikobakteriyel enfeksiyon bulgulari olan hastaya
dortli anti-TB tedavi (izoniazid, rifampin, pirazinamid, etambutol)
baslanmistir. Bir ay sonraki degerlendirmede lezyonun biyidigi
izlenmistir. Kontrol MRG'de lezyonun 6n mediastene, cilt alti doku-
ya ve sag kostokondral bileskeye ilerledigi goriilmistiir. Tedaviye
streptomisin eklenmis ve hasta tekrar opere edilmistir. Sar renk-
li, 4.5x3.5x4 cm ¢aph doku ve destriikte olmus manubrium sterni
cikanlmistir. Doku 6rneginde ARB pozitif, kiiltlir negatif ve histo-
patolojik inceleme bulgulari mikobakteriyel osteomiyelitle uyumlu
bulunmustur. Rt-PCR ile MTC pozitiflgi saptanmistir. Alttip ana-
lizinde DNA dizileme ve Hainlife Science Genotype MTBC kitiyle
BCG bovis icin tanimlayici olan 1,2, 3,4,7,9, 10 ve 13 no'lu bantlar
pozitif olarak tespit edilmistir. Hastanin tedavisi, 2. ayin sonunda
izoniazid ve rifampin olarak diizenlenmistir. Kontrol muayenele-
rinde aktif sikayeti olmayan, yara iyilesmesi devam eden hastanin
tedavisinin toplam 1 yila tamamlanmasi planlanmistir.

Sonug olarak, BCG asisina bagh sternal osteomyelitin goriilebile-
cegi akilda tutulmali ve TB hastaligi tanisi siipheli oldugunda, asi-
lanmig hastalarda ileri alt tiplendirme yapilmalidir.

Anahtar sozciikler: BCG, Mycobacterium bovis

Resimler. Lezyonun bagvuru sirasindaki goriintiisii.
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Yara Yerinden izole Edilen Staphylococcus aureus
Suslarinda Biyofilm Olusumunun Konvansiyonel ve
Molekiiler Yontemlerle incelenmesi

Tiirkan Ozdemir, Meltem Yalinay Cirak

Gazi Universitesi Tip Fakiiltesi, Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali, Ankara

Bu calismada, yara yerinden izole edilen 50 Staphylococcus aureus
susunun fenotipik olarak biyofilm yapma ve genotipik olarak biyo-
film olusumunun ilk basamaginda gérev yapan yiizey proteinleri
genlerinin varhigi (fnbA, clfA ve ebpS), ikinci basamak hiicre adezyo-
nunda gorev alan icaA ve icaD genlerin varliginin arastirilmasi ile bu
yontemlerin kargilagtirilmasi amaglanmistir.

Biyofilm olusumu fenotipik olarak, kongo kirmizili agar besiyeri
(KKAB) ve mikrotitrasyon plak yontemi (MPY) kullanilarak karsi-
lastirimisti. KKAB degerlendirmesinde 16 susta biyofilm olusu-
mu negatif, 34 susta pozitiftir. MPY'de ise suslarin 17'sinde zayif,
21'inde orta derece ve 12'sinde gli¢lii biyofilm olusumu saptanmis-
tir. Yontemler istatistiksel olarak uyumlu bulunmamistir (p>0.05).
Biyofilm olusumunun molekiiler olarak degerlendirmesinde, 50
susun 44’inde fnbA ve clfA geni saptanirken 6'sinda saptanma-
mistir. ebpS geni 23 susta pozitif, 17'sinde negatiftir. KKAB biyo-
film olusumu ile fnbA, cIfA genleri arasinda normal-orta derecede
iliski (p<0.001), ebpS geni ile zayif bir iliski (p>0.001) bulunmustur.
MPY ile fnbA geni arasinda zayif derecede (p>0.001), c/fA geni zayif
(p>0.001) ve ebpS geni ile negatif yonli zayif (p>0.001) bir iligki
saptanmistir. Suslarin 42'sinde icaA ve icaD genlerinin ikisi de sap-
tanirken, 7'sinde icaA ve icaD genleri bulunmamistir. Bir susta icaA
pozitif, icaD ise negatiftir. KKAB degerlendirmesi ile icaA ve icaD
genleri arasinda normal-orta derecede iligski, MPY ile zayif bir kore-
lasyon saptanmistir.

Sonug olarak, S.aureus biyofilm degerlendirilmesinde kullanilan fe-
notipik yontemler arasinda standardizasyon saptanmamistir. Mo-
lekiiler degerlendirme, S.aureus'da biyofilm olusumu igin sorumlu
tutulan (fnbA, clfA, icaA ve icaD) genlerle pozitif iligskinin oldugunu
ve ebpS ile negatif yonli bir iliskinin bulundugunu, ancak biyofilm
olusumunun tek basina genotipik ozelliklere bagh olmayip, gev-
resel ve susa ait 6zelliklerin de biyofilm olusum mekanizmalarini
etkiledigini diistindlirmigtiir.

Anahtar sozciikler: Biyofilm, S.aureus

PP - 046

Kistik Fibrozlu Hastalarin Solunum Yolu
Orneklerinde Metisiline Duyarh Staphylococcus
aureus ve Metisiline Direngli Staphylococcus aureus
Prevalanslan ve Antibiyotik Duyarliliklan

Nagehan Pakasticali', Gamze Kaya?, Oner Kipritgi', Zeynep Tamay?,
Nermin Giiler?, Hasan Nazik'

'istanbul Universitesi Istanbul Tip Fakiiltes Tibbi Mikiobiyoloji Anabilim Dall Istanbul
2[stanbul Universitesi Istanbul Tip Fakdiltesi, Cocuk Sagligi ve Hastaliklari Anabilim Dall, Istanbul

Amag: Bu galismada, hastanemize bagvuran kistik fibroz (KF)'lu
hastalarinin solunum yolu 6rneklerinde metisiline duyarli (MSSA)
ve direngli Staphylococcus aureus (MRSA) prevalansi ve antibiyotik
duyarhliklari incelenmistir.

Gereg ve Yontem: Galismada, 15 Nisan 2013 — 15 Nisan 2014 ta-
rihleri arasinda 97 KF hastasindan alinan 371 solunum yolu &rnegi
incelenmistir. Ornekler %5 koyun kanli Columbia agar, Chapman ve
CHROMagar MRSA (Becton Dickinson, ABD) besiyerlerine ekilmis,
Chapman ve CHROMagar MRSA'daki tiremeler igin DNaz testi ya-
piimisti. Chapman ve CHROMagar MRSA besiyerlerinde (reyen
ve sefoksitin direnci saptanan suslarin mec gen bdlgesi, femB
(tanimlama)-mecA-mecC multipleks PCR yontemi ile arastiriimig-
tir. MSSA ve MRSA izolatlarinin penisilin G, gentamisin, levoflok-
sasin, trimetoprim-siilfametoksazol (SXT), sefoksitin, teikoplanin,

eritromisin, klindamisin, telitromisin, linezolid ve tetrasikline duyar-
lihklan disk diftizyon yontemi ile belirflenmistir.

Bulgular: Calismamizda, 97 hastanin 67'sinden (%69) MSSA, 11'in-
den (%11.3) ise MRSA izole edilmistir. On bir hastadan izole edilen
toplam 15 MRSA susunun timi mecA pozitif, mecC negatif bulun-
mustur. 119 MSSA izolatinin %85'i penisiline, %24.4't eritromisine,
%14.3'U tetrasikline, %15'i klindamisine, %0.1'i telitromisine, %1'i
SXT'ye, %2.5'i gentamisin ve levofloksasine direngli bulunmustur.
Teikoplanin ve linezolide direng saptanmamistir. MRSA suslarinin
tamami penisiline, %53.3' tetrasikline, %33.3'l eritromisin, klinda-
misin ve levofloksasine, %47'si gentamisine, %27'si telitromisine
direngli bulunmustur. Teikoplanin, linezolid ve SXT'ye direng sap-
tanmamistir.

Sonug: KF'lu hastalarda antibiyotiklere daha direngli olmalari ve
mortalite oranlarini artirmalari nedeniyle MRSA'nin hizli/dogru ta-
nisi ve tedavisi biiyiik 5nem tagimaktadir.

Anahtar sozciikler: Kistik fibroz, metisiline direngli Staphylococcus
aureus

PP - 047

Mycobacterium tuberculosis Tanisinda iki Farkli
Gergek Zamanli PCR Yonteminin Degerlendirilmesi

Demet Timur, Omiir Mustafa Parkan, Hiiseyin Kilig,
Mustafa Altay Atalay, Fatma Filiz Tekingen, Ayse Nedret Kog

Erciyes Universitesi Tip Fakdiltesi, Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dal, Kayseri

Amag: Mycobacterium tuberculosis tanisinda Ehrlich-Ziehl Neelsen
(EZN) gibi aside direngli boyama yontemleri hizli ve uygulamasi
kolay yontemler olmasina ragmen kesin sonug vermemektedir.
Kiltlir yontemleri altin standart olarak kabul edilmesine ragmen
zaman alici yontemlerdir. Niikleik asit amplifikasyon testleri ise
kisa siirede sonug vermeleri nedeniyle tiiberkiilozun hizl tanisinda
yaygin olarak kullanilmaktadir. Bu ¢alismada, tiiberkiiloz siipheli
klinik orneklerde Xpert MTB/RIF (Cepheid GeneXpert® System,
CA) yontemi ile M.tuberculosis RG PCR (QIAGEN GmbH; Almanya)
yoénteminin degerlendirilmesi amaglanmistir.

Gereg ve Yontem: Erciyes Universitesi Tip Fakiiltesi, Tibbi Mik-
robiyoloji Anabilim Dali Mikobakteriyoloji Laboratuvarina Ocak
2013-Aralik 2013 tarihleri arasinda gonderilen 407 hastaya ait top-
lam 432 klinik 8rnek EZN yntemiyle boyanmistir. Ornekler N-asetil
L-sistein-sodyum hidroksit (NALC-NaOH) yontemiyle homojenize
ve dekontamine edildikten sonra, BACTEC MGIT 960 kiiltiir siseleri
ile es zamanli olarak Léwenstein-Jensen (LJ) besiyerlerine ekim
yapilmistir. Niikleik asit amplifikasyon testi olarak 432 klinik 6rne-
gin 196'sinda Xpert MTB/RIF yontemi, 236'sinda da M.tuberculosis
RG PCR yontemi kullaniimistir.

Bulgular: Toplam 432 klinik 6rnegin 8'i (%1.9) EZN yontemi ile, 27'si
(%6.3) kltlir yontemleri ile pozitif olarak bulunmustur. Kdiltiir yon-
teminin altin standart kabul edildigi bu ¢alismada, EZN boyama
yonteminin duyarliigi %55.5, 6zgllligl %99.2 iken; M.tuberculosis
RG PCR ve Xpert MTB/RIF yontemlerinin duyarlihidi sirasiyla %53.8
ve %85.7; 6zguillligu sirasiyla %99.1 ve %97.9 olarak saptanmistir.
Sonug: Xpert MTB/RIF yontemi ile M.tuberculosis RG PCR yonte-
minin tiberkiloz tanisinda yaklasik olarak benzer 6zgiilliige sahip
olmasina ragmen, Xpert MTB/RIF yonteminin yiiksek duyarliligi
dikkati gekmektedir. imkanlar dahilinde ydntemlerin es zamanli
olarak karsilastinimasinin daha objektif sonuglar verecegini di-
slinmekteyiz.

Anahtar sozciikler. Mycobacterium tuberculosis, molekdiler yontemler

4-7 Haziran 2014, Swissotel, Ankara
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PP - 049

Karbapeneme Direncli Escherichia coli ve Klebsiella
spp. Suslarinda EUCAST Fenotipik Karbapenemaz
Dogrulama Testinin Genotipik Test Sonuglari ile
Uyumu

Onur Karatuna', Isin Akyar', Sinem Oktem Okullu', Nihan Uniibol’,
Deniz Ece Kaya', Eda Giingoriirler’, Sesin Kocag6z?, Tanil Kocagoz'

'Acibadem Qn/'versitesi Tip Fakiiltesi, Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dall, Istanbul
?Acibadem Universitesi Tip Fakiiltesi, Enfeksiyon Hastaliklari ve Klinik Mikrobiyoloji Anabilim Dall,
[stanbul

Amag: Avrupa Antimikrobik Duyarlilik Testleri Komitesi (EUCAST)
karbapenemaz tireten kdkenlerin saptanmasini enfeksiyon kontro-
It ve halk saghgi agisindan 6nemli kabul etmekte ve bu kdkenlerin
saptanmasi igin fenotipik testlere dayall bir yontem onermekte-
dir. Galismamizda genotipik yontemlerle karbapenemaz genleri
belirlenmis Escherichia coli ve Klebsiella tiirlerinde karbapenemaz
iretiminin saptanmasi igin EUCAST Onerileri ile alinan sonuglarin
genotipik test sonuglari ile uyumu arastirilmistir.

Gereg ve Yontem: Eyliil 2011-Mart 2014 doneminde klinik 6rnek-
lerden Uretilen ve EUCAST tarama olgiitlerine gore karbapenemaz
tretimi slipheli olan 144 kdken (28 E.coli, 115 K.pneumoniae, 1
K.oxytoca) karbapenemaz tiretiminin dogrulanmasi igin EUCAST'In
onerdigi yontemle test edilmistir. Bu amagla, 10 ug meropenem
diski tek basina ve ayrica EDTA, dipikolinik asit, aminofenilboro-
nik asit ve kloksasilin eklenerek test edilmistir. Kokenler IMR VIM,
NDM-1, KPC ve OXA-48 genleri icin tasarlanan multipleks polimeraz
zincirleme tepkimesi (PCR) testi ile arastinimistir.

Bulgular: Multipleks PCR test sonuglarina gore 0XA-48 geni 6
K.pneumoniae kokeninde bir metallo-beta-laktamaz (MBL) geni ile
birlikte bulunmustur. Bu 6 kdken MBL fenotipi gdstermistir. Sa-
dece OXA-48 geni tasidigi gosterilen 101 kokenin 97'sinde (%96)
direngten sorumlu beta-laktamaz OXA-48 veya GSBL+porin kay-
bi olarak bulunmustur. MBL geni igeren 25 kokenin (24 NDM-T1, 1
VIM) tiimi MBL fenotipi géstermis, KPC geni igeren bir koken KPC
fenotipi gostermistir (Tablo).

Sonug: EUCAST onerileri, galisma kdkenlerimiz igin yiiksek dere-
cede uyum gostermigse de, testin OXA-48 ve GSBL+porin kaybi
fenotipi gosteren kdkenleri birbirinden ayiramamasi, testin karba-
penemaz lretimi dogrulama testi olarak kabul edilmesini giicles-
tirmektedir. Ancak test ettigimiz MBL ve KPC iireten kdkenlerde
fenotipik ve genotipik test sonuglari arasinda %100 uyum saptan-
mistir.

Anahtar sozciikler. EUCAST, karbapenemaz

Tablo. EUCAST fenotipik karbapenemaz dogrulama testinin genotipik test
sonuglari ile uyumu

Genotip

Fenotip Negatif O0XA-48 NDM-1  VIM KPC

(n:17) (:107) (:24) (n:1)  (n:7)
Negatif 9 1 0 0 0
0XA-48/GSBL+porin kaybi 4 97 0 0 0
MBL 3 8 24 1 0
KPC 0 0 0 0 1
AmpC+porin kaybi 1 1 0 0 0

GSBL: Geniglemis spektrumlu beta-laktamaz; MBL: Metallo-beta-laktamaz

Gesitli Hayvan Tiirlerinden izole Edilen Vankomisine
Direngli Enterokok izolatlarinda vanA, vanB,vanC1 ve
vanC2 Genlerinin Molekiiler Yontemle Arastiriimasi
Devrim Sarigiizel', Segil Abay? Harun Hizlisoy? Fuat Aydin?

'1. Komando Tugay,, B Tipi Gida Kontrol Miifreze Komutanligi, Kayser.
2Erciyes Universitesi Veteriner Fakiiltesi, Mikrobiyoloji Anabilim Dali, Kayseri

Amag: Bu galismada, Kayseri bolgesindeki gesitli hayvan tiirlerinin
digki 6rneklerinde vankomisine direngli Enterococccus spp. varli-
ginin incelenmesi, elde edilen izolatlarin antibiyotik direnglerinin
saptanmasi ve izolatlarda vanA, vanB, vanC1 ve vanC2 genlerinin
molekiiler ydntemle arastirilmasi amacglanmistir.

Gereg ve Yontem: Mayis-Agustos 2010 tarihleri arasinda her bi-
rinden 100'er adet olmak iizere sigir, broyler, yumurtaci tavuk ve
kopege ait diski ornekleri galismada materyal olarak kullaniimistir.
Orneklerden izolasyon ve tanimlam islemi sonucu elde edilen ente-
rokok suslarinin, disk difiizyon ve E-test yontemi ile antibiyotik du-
yarlliklari ve glikopeptid direnci belirlenmistir. vanA, vanB, vanC1 ve
vanC2 genlerinin varligi multipleks PCR (mPCR) ile aragtinlmistir.
Bulgular: Orneklerden elde edilen 68 izolatin 63l (%92.6)
E.faecium, 3'ti (%4.4) E.gallinarum ve 2'si (%2.9) E.casseliflavus ola-
rak tanimlanmistir. Disk difiizyon yontemiyle izolatlarin 64'Gi (%94)
quinupristin/dalfopristine, 16's1 (%23.5) eritromisine, 16'si (%23.5)
tetrasikline, 9'u (%13.3) siprofloksasine, 7'si (%10.2) streptomisi-
ne, 10'u (%14.7) vankomisine ve 5'i (%7.3) teikoplanine direngli
bulunmustur. Disk diflizyon testi ile vankomisine direncli bulunan
10 adet izolat ile teikoplanine direngli 5 adet izolatin MiK degerleri
E-test yontemi ile belirlenmistir. izolatlarin 32'sinin (%47) ¢ogul ilag
direncine sahip oldugu belirlenmistir. mPCR ile hicbir izolatin vanA
ve vanB geni tagimadigi saptanmis, ancak 3 izolatta vanC1 ve 2
izolatta vanC2 geninin varligi gésterilmistir.

Sonug: Tirkiye'de giftlik hayvanlarinda avoparsin kullaniminin ya-
saklanmasindan sonra enterokoklarda glikopeptid direncinin di-
siik seviyede de olsa devam ettigi sonucuna variimistir.

Anahtar sozciikler: Antibiyotik direnci, Enterococcus spp.

PP - 050

Yogun Bakim Hastalarinin Kan Kiiltiirlerinden izole
Edilen Enterococcus spp. izolatlarinin Multipleks
PCR ile Tanimlanmasi ve Viriilans Genlerinin
Arastirilmasi

Tuba Kayman', Secil Abay?, Biilent Bozdogan®, Harun Hizlisoy?,
Fuat Aydin?, Ahmet Godekmerdan®, Baris Otlu®

1Sisli Hamidiye Etfal Egiitim ve Arastirma Hastanesi, Tibbi Mikrobiyoloji Klinigi, [stanbul
*Erciyes Universitesi Veteriner Fakiiltesi Mikrobiyoloji Anabilim Dal, Kayseri

%Adnan Menderes Universitesi Tip Fakiiltesi, Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dall, Aydin
*Yildinm Beyazit Universitesi Tip Fakiiltesi, Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali, Ankara
Sinéindi Universitesi Tip Fakiiltesi, Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali, Malatya

Bu ¢alismada, yogun bakim {initelerinde tedavi gdren hastalarin
kan kiilttirlerinden izole edilen Enterococcus spp. izolatlarinin mo-
lekiiler diizeyde tanimlanmasi ve bazi viriilans faktorlerinin arasti-
rilmasi amaglanmistir.

Calismaya Mart 2012-Mart 2013 tarihleri arasinda Kayseri Egitim
Arastirma Hastanesi Tibbi Mikrobiyoloji Laboratuvarinda, yogun
bakim (nitelerinde yatan hastalara ait kan kiiltiirlerinden Uretilen
149 adet Enterococcus spp. izolati dahil edilmistir. izolatlar konvan-
siyonel yontemler ve otomatize Vitek 2 (bioMerieux, Fransa) ile ta-
nimlanmistir. Tir diizeyinde tanimlama i¢gin ayrica multipleks PCR
yonteminden yararlanilmistir. Yine, izolatlarin, aggregation substan-
ce (asa), collagen-binding protein (ace), cytolysin (cyl), Enterococ-
cus faecalis endocarditis antigen (efa), enterococcal surface protein
(esp), gelatinase (gel), ve hyaluronidase (hyl) virtilans faktorlerinin
varligi multipleks PCR ile arastinimistir.
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izolatlarin 77'si E.fecalis ve 72'si E.faecium olarak tanimlanmistir.
E.fecalis izolatlarinin 52'sinde (%67.5) asa, 74'inde (%96.1) ace,
31'inde (%40.3) cyl, 74'inde (%96.1) efa, 54'tinde (%70.1) esp,
69'unda (%89.6) gel ve 3'linde (%3.9) hyl viriilans genlerinin varligi
saptanmistir. E.faecium izolatlarinin ise 14'i (%19.4) asa, 4'li (%5.6)
ace, 5'i (%6.9) cyl, 8'i (%11.1) efa, 51'i (%70.8) esp, 41'i (%56.9) gel
ve 26's1 (%36.1)1 hyl virlilans genleri yoniinden pozitif bulunmustur.
Test edilen virililans genlerinin pozitiflik oranlar, genel olarak
E.faecalis izolatlarinda daha yiiksek gozlenirken, antibiyotik direng
genlerinin aktariminda rol oynayan plazmidlerin transferini kolay-
lastirdigi diistiniilen esp gen varhlg, her iki tire ait izolatlarda da
yakin degerlerde bulunmustur.

Anahtar sozciikler. Enterococcus spp., viriilans genleri

PP - 051

Salmonella Infantis Tanisinda Serotiplendirme ve

16S rRNA Dizi Analizi

Yoriik Divanoglu, Ozlem Sahan, Hamit Kaan Miistak,
Nurdan Karacan, Kadir Serdar Diker

Ankara Universitesi Veteriner Fakiiltesi, Mikrobiyoloji Anabilim Dali, Ankara

Salmonellozis, tiim diinyada ve llkemizde oldukga yaygin olarak
goriilen zoonotik bir hastaliktir. Bu hastaliga neden olan Salmonel-
la tiirlerinin ve serovarlarinin ¢abuk ve dogru teshisi hastaliklarin
tedavisi ve epidemiyolojilerini anlamak i¢in oldukga dnemlidir. Sal-
monella teshisinde kullanilan konvansiyonel yontemlerin 7-9 giin
slirmesi, izolasyonun ardindan biyokimyasal testlere ve serotip-
lendirmeye ihtiya¢ duyulmasi, Salmonella teshisinde hizli tani yon-
temlerinin gelistirilmesi gerekliligini ortaya koymustur. 16S rRNA
dizi analizi uzun yillardir bakteriyel nomenklatiirde kullanilan temel
yontemlerden biridir. Tirkiye'de kanatli hayvanlardan en sik izole
edilen Salmonella serovarinin Salmonella Infantis oldugu bilinmek-
tedir. Bu galismada, kanath hayvan altiklarindan izole edilen Sal-
monella Infantis'in tanisinda “altin standart” olan serotiplendirme
ile 16S rRNA dizi analizi yontemlerinin karsilastirlmasi amaglan-
mistir.

GCalismamizda, ISO6579'a gore izole edilen ve Kauffmann-White-Le
Minor semasina gére serotiplendirilen 42 Salmonella Infantis izo-
latinin dizi analizi, 16S rRNA operonuna 6zgiil Uiniversal primerler
(357F-1492R) kullanilarak yapilmistir. Dizi analizi sonucunda, 42
izolata ait yaklasik 1.100 bp'lik 16S rRNA dizisi, Gen Bankasindaki
dizilerle karsilagtirilarak Salmonella Infantis oldugu belirlenmistir.
Gen Bankasindaki diziler ile yapilan karsilastirma sonucu mak-
simum ve total skorlarin birbirine esit, “E-value” degerlerinin sifir
oldugu tespit edilmistir. Elde edilen sonuglara gore 16S rRNA dizi
analizinin serotiplendirmeye alternatif, hizli ve glivenilir bir yontem
oldugu kanisina varilmistir.

Anahtar sozciikler: Dizi analizi, Salmonella

PP - 052

Veterim_ar Klinik Orneklerde Direkt 16S rRNA Dizi
Analizi lle Bakteriyel Tani

inci Basak Kaya, Nurdan Karacan, Merve Ozdal, Sebnem Mete,
Kadir Serdar Diker

Ankara Universitesi Veteriner Fakiiltesi, Mikrobiyoloji Anabilim Dali, Ankara

Konvansiyonel bakteriyolojik kiiltliriin zaman alici olmasi ve iretil-
mesi zor olan bakterilerin yarattigi gligltikler nedeniyle, son yillarda
molekdiler tani yontemleri 6n plana ¢ikmistir. Bakteri siniflandirma-
si ve adlandirmasi igin kullanilan molekdler tani ydntemleri arasin-
da bulunan, bakteri kiltliriinden 16S rRNA dizi analizi en gegerli
yontemdir. Ancak izolasyonda karsilasilan guigliikler ve zaman fak-
tord, klinik materyalden direkt 16S rRNA dizi analizinin kullanimini
giindeme getirmistir. Bu ¢alismada, steril olan ve olmayan farkli
hayvan klinik materyallerinden (eklem sivisi, sperma, peritoneal

sivi, meme ici sivisi, karaciger, akciger, nazal siirlintd, idrar) sinirl
sayida 6rnek alinarak direkt 16S rRNA dizi analizi ile 6n arastirma
yapilmasi amaglanmistir.

Calismamizda, dizi analizi igin 357F ve 1492R 16S rRNA'ya 6z-
gll primerler kullaniimistir. Calisma sonunda elde edilen yaklasik
1100 bp'lik 16S rRNA operonuna ait dizi Gen Bankasindaki dizi-
ler ile karsilagtinimistir. Steril 6rneklerde; Mannhemia haemolytica,
Fusobacterium necrophorum, Morganella morganii, Neisseria canis,
Morexella canis, Enterococcus faecium, Histophilus somni, Pseudo-
monas fluorescens ve Pseudomonas cedrina gibi bakteri tiirlerinin
varligi saptanmistir. Steril olmadigi diigliniilen 6rneklerin bazila-
rinda tek bir bakteri tiirli bulunurken, bazilarinda da karigik bakteri
olasiligi nedeniyle sekans sonucu alinamamistir. Bu bulgular, di-
rekt 16S rRNA analizinin, kontamine olmayan klinik materyalden
kisa siirede sonug vermesi nedeniyle bir tani yontemi olarak deger
taslyabilecegini gostermistir.

Anahtar sozciikler: Direkt 16S rRNA dizi analizi, klinik materyal
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Gok ilaca Direngli M.tuberculosis izolatlarinin
Genotiplendirilmesi

Umit Alanbayi’, Ahmet Arslantiirk?, Alper Karagoz3, Hiilya Simsek?,
Giilnur Tarhan?, Riza Durmaz®

1Siirt Devlet Hastanesi, Tibbi Mikrobiyoloji Laboratuvari, Siirt

“Tiirkiye Halk Saghgi Kurumu, Mikrobiyoloji Referans Laboratuvarlar Daire Baskanligi, Tiiberkiiloz
Referans ve Arastirma Laboratuvar, Ankara

*Tiirkiye Halk Saghgi Kurumu Mikrobiyoloji Referans Laboratuvarlan Daire Baskanligi Molekdiler
Mikrobiyoloji Arastirma ve Uygulama Laboratuvari, Ankara

“Ahievran Universitesi, Sagilik Yiiksekokulu, Kirsehir

5Yildinm Beyazit Universitesi Tip Fakiiltesi, Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dall, Ankara; Tiirkiye Halk
Sagiligi Kurumu, Mikrobiyoloji Referans Laboratuvarlan Daire Baskanldi, Molekiiler Mikrobiyoloji
Aragtirma ve Uygulama Laboratuvan, Ankara

Amag: Gok ilaca direncli (GID) tiiberkiiloz sorunu diinyada gide-
rek yayginlasmaktadir. Tiiberkiilozda enfeksiyon zincirini kirmak
ve kaynak ve bulas yollarini saptamak icin en degerli yontemler
molekiiler tiplendirme yéntemleridir. Bu ¢alismanin amaci, GID
M.tuberculosis suslar arasindaki klonal iligkinin molekiiler tiplen-
dirme ydntemleriyle belirlenmesi, tilkemizdeki GID M.tuberculosis
susglarinin epidemiyolojik 6zelliklerinin saptanmasi ve uygulanan
tuiberkiloz tedavi kontrol programlarinin etkinligi hakkinda labora-
tuvara dayali verileri ortaya koymaktir.

Gereg ve Yontem: Galismaya 52 GiD M.tuberculosis susu alinmistir.
M.tuberculosis suglan Tirkiye'nin farkli merkezlerinden 2008-2010
yillari arasinda toplanmis ve Tirkiye Halk Saghgi Kurumu Mik-
robiyoloji Referans Laboratuvarlari Daire Baskanligi Tiiberkiloz
Arastirma ve Uygulama Laboratuvari stoklarinda bulunan izolatlar
arasindan segcilmistir. Suslar arasindaki filogenetik iligski spoligo-
tiplendirme yontemiyle belirlenmistir. Capraz bulagi ortaya koyma-
da 24 lokuslu Mycobacterial Intersperspersed Repetitive Unit—Vari-
able Number Tandem Repeats (MIRU-VNTR) yontemi kullaniimistir.
Bulgular: Spoligotipleme profilleri gikarilan suslar, on bes farkli
spoligotipi sergilemis olup bunlardan 11 tanesi kiime olusturan
suslari bulundurmaktadir. Toplam 48 sus (%92.3) kiime igerisinde
yer almistir. MIRU-VNTR yontemiyle tiplendirmesi yapilan 52 M.
tuberculosis susundan 49 farkli genotip saptanmistir. Bu genotip-
lerden {i¢ tanesi kiime olusturan suslari icermektedir. Toplam 6
(%11.5) sus kiime icerisinde yer almistir.

Sonug: Calisilan suslar arasindaki ¢apraz bulas orani diisiktdir.
Spoligotiplendirme verilerine gore lilkemizde heterojen tiiberkiiloz
basil popiilasyonu vardir. Bir taraftan tiim diinyada yaygin olarak
gozlenen SIT53 ve yalnizca lilkemiz ve komsularimizda gozlenen
SIT41 bulunurken, diger taraftan suslarin %5'den fazlasi diinya veri
bankasinda bulunmayan 6zgii profiller sergilemektedir.

Anahtar sozciikler: Gapraz bulas, filogenetik iligki

4-7 Haziran 2014, Swissotel, Ankara
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Rifampisin ve izoniazid Direncine Yol Agan
Mutasyonlarin Karakterizasyonu

Umit Alanbayi', Ahmet Arslantiirk?, Alper Karag6z?, Hiilya Simsek?,
Giilnur Tarhan*, Riza Durmaz®

1Siirt Devlet Hastanesi, Tibbi Mikrobiyoloji Laboratuvar, Siirt

?Tiirkiye Halk Saglgi Kurumu, Mikrobiyoloji Referans Laboratuvarlar Daire Baskanlgii Tiiberkiiloz
Referans ve Arastirma Laboratuvar, Ankara

*Tiirkiye Halk Sagihgi Kurumu Mikrobiyoloji Referans Laboratuvarlari Daire Bagkanligi Molekiiler
Mikrobiyoloji Arastirma ve Uygulama Laboratuvari, Ankara

“Ahievran Universitesi, Sagilik Yiiksekokulu, Kirsehir

SYildinm Beyazit Universitesi Tip Fakiiltesi, Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dal, Ankara; Tiirkiye Halk
Sadiligi Kurumu, Mikrobiyoloji Referans Laboratuvarlari Daire Baskanligi Molekdiler Mikrobiyoloji
Arastirma ve Uygulama Laboratuvari, Ankara

Amag: Tiberkiilozda direng gittikge artan global bir problemdir.
Tirkiye'de Verem Savasi 2012 Raporu’'na gore ilag duyarlilik testi
yapilan 4.965 olgunun 250'sinin (%5) ¢ok ilaca direncli (CID) tiiber-
kiiloz oldugu bildirilmistir. Mycobacterium tuberculosis'de direng
mekanizmasinin molekiiler diizeyde irdelenmesi, hizli tani amaciy-
la geligtirilecek olan testlere temel bilgi olugsturmasi yaninda, diren-
cin seviyesi hakkinda dnemli bilgiler vermektedir. DNA dizi analizi
referans yontemdir. Bu yontemle bilinen mutasyonlar yaninda, 6n-
ceden bilinmeyen mutasyonlar da saptanabilmektedir. Bu galisma-
da, 52 GID M.tuberculosis susunda RIF ve INH direncinin molekiiler
mekanizmasinin belirlenmesi amaglanmistir.

Gereg ve Yontem: M.tuberculosis suglar Turkiye'nin farkli merkez-
lerinden 2008-2010 yillari arasinda toplanmis ve Tirkiye Halk Sag-
g1 Kurumu, Mikrobiyoloji Referans Laboratuvarlar Daire Bagkan-
g1 Tlberkiiloz Arastirma ve Uygulama Laboratuvari stoklarinda
bulunan izolatlar arasindan segilmistir. Segilen 52 M.tuberculosis
izolatinin rifampisin ve izoniazid direnci agar proporsiyon yonte-
miyle dogrulanmistir. incelenen izolatlarda rpoB, katG, inhA gen bél-
gelerindeki mutasyonlarin ortaya konulmasi igin DNA dizi analizi
yontemi kullanilmistir.

Bulgular: Mutasyon analizi yapilan 52 izolatin %98'inde rpoB gen
bélgesinde mutasyon saptanmistir. izolatlarin %57'sinde 531.
kodonda, %23'linde 516. kodonda, %17'sinde 526. kodonda mu-
tasyon oldugu goriilmistiir. rpoB gen bdlgesinde olusan en sik
aminoasit degisikligi Ser531Leu olarak belirlenmistir. GiD suslarin
%86.5'inde katG geninde, %28.8'inde inhA promoter gen bolgesinde
mutasyon tespit edilmis; katG geninde en sik goriilen aminoasit
degisikligi Ser315Thr olarak izlenmistir.

Sonug: Calismamizda incelenen suslarda saptanan mutasyonla-
rin, diinya genelinde yaygin olan mutasyonlar oldugu goériilmekte-
dir.

Anahtar sozciikler: Tiiberkiiloz, mutasyon
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Vankomisine Direngli Enterokoklarda Molekiiler
Epidemiyolojik Analiz

Faruk Karakegili', Burcu Dalyan Cilo? Alper Karagsz®, Halis Akalin®,
Ciineyt Ozakin?

'Erzincan Universitesi Tip Fakiiltesi, Enfeksiyon Hastaliklari ve Klinik Mikrobiyoloji Anabilim Dal
Erzincan

2Uludag Universitesi Tip Fakiiltesi, Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dall, Bursa

*Tiirkiye Halk Sagligi Kurumu, Molekiiler Mikrobiyoloji Arastirma ve Uygulama Laboratuvar,, Ankara
“Uludag Universitesi Tip Fakiiltesi, Enfeksiyon Hastaliklari ve Klinik Mikrobiyoloji Anabilim Dall, Bursa

Amag: Bu caligmada, hastanede yatan hastalardan izole edilen
vankomisine direngli enterokok (VRE) suslarinin, hastane enfeksi-
yonlari epidemiyolojisi agisindan Arbitrarily primed-PCR (AP-PCR)
ve Pulsed-field jel elektroforezi (PFGE) yontemleri kullanilarak klo-
nal iligkilerinin tespiti amaglanmistir.

Gereg ve Yontem: Calismada, 2001-2009 yillari arasinda izole edi-
len 664 VRE susu degerlendirilmistir. Her yil, tUger aylk periyotlar
halinde incelenmis ve en fazla kiimiilasyonun oldugu muhtemel 5
ayri epidemi doneminden 83 E.faecium susu segilerek ¢alismaya

dahil edilmistir. Glikopeptid direnci E-test yontemi ile dogrulanmis-
tir. Suslar arasindaki klonal iligkinin tespiti igin AP-PCR ve PFGE
yontemleri kullanilmugtir.

Bulgular: Calismaya dahil edilen 83 E.faecium susu, 10 farkl kli-
nikte yatan hastalardan 63'linlin perianal siriintli 6rneklerinden,
20'sinin ise farkli klinik materyallerinden izole edilmistir. TUm sus-
larin AP-PCR ile 15, PFGE ile 11 farkl klonal kiime iginde yer aldigi
tespit edilmistir. PFGE ydntemiyle 2001 ile 2002 yili epidemilerin-
de izole edilen birgok sus arasinda anlaml benzerlik oldugu, bu
klonun varligini uzun siire korudugu ve bu iki epidemi doneminde
baskin hale geldigi saptanmistir. Diger {i¢ epidemi doneminde izo-
le edilen suslarin kendi iginde benzedigi, ancak farkli epidemiler
arasinda anlamli bir sus benzerligi olmadigi belirlenmistir. Ozellikle
2009 yilindaki epidemide tiim suslarin tek bir klonal kiimede top-
landigi, daha once izole edilmeyen yeni bir susun tiim hastaneye
yayildigi izlenmistir (Sekil 1 ve 2).

Sonug: VRE enfeksiyonlarinin kontroliinde, bu bakteri ile kolonize
olan hastalarin erken tespiti ve nozokomiyal salgin ile iligkilerinin
gosterilmesi onemlidir. Nozokomiyal epidemiler sirasinda izole
edilen VRE suslari arasindaki klonal iligkinin tespitinde molekdler
yontemler kullaniimalidir. PFGE salgin siirveyansinda, salgin sus-
lari arasindaki iligkinin gdsterilmesi ve salgin kaynaginin tespitin-
de “altin standart” yontem olarak kabul edilmektedir.

Anahtar sozciikler. Molekiler epidemiyolojik analiz, vankomisine
direncli enterokok
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Sekil 1. 2009 yilindaki epidemi doneminde izole edilen 26 VRE susunun PFGE
ile elde edilen jel goriintiisii
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Sekil 2. 2009 yilindaki epidemi doneminde izole edilen 26 VRE susunun PFGE
ile elde edilen dendrogrami
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Su Kokenli Patojenlerin Tespitinde Kullanilan
Konvansiyonel veya Yeni Bakteriyolojik Kirlilik
indikatorlerin Duyarlihginin Molekiiler ve
Kiiltivasyon Yontemleriyle Belirlenmesi

Miijdat Ozqiir, Ece Sen

Trakya Universitesi Fen Fakiiltesi, Temel ve Endiistriyel Mikrobiyoloji Anabilim Dal, Edirne

Amag: Bu calismada, gesitli su kaynaklarinda mikrobiyal kirlilik
indikatorii bakteriler ve son yillarda yeniden énem kazanan bazi
patojenlerin saptanmasi ve kantitasyonunda, konvansiyonel
membran filtrasyon yontemi ile gergek zamanl polimeraz zincir
reaksiyonu (Q-PCR) sonuglarinin karsilastirnimasi amaglanmistir.
Gereg ve Yontem: Calismaya, Edirne ili kent merkezi ve yakinlarin-
daki siis havuzlari, nehirler, dereler ve Ergene Nehri kiyisinda bu-
lunan bir geltik tarlasi olmak lizere toplam on istasyondan alinan
su ornekleri dahil edilmistir. Membran filtrasyonu yontemi ile, 22°C
ve 36°C'de inkiibe edilen orneklerde koliformlar, Escherichia coli,
fekal enterokoklar, siilfit indirgeyen anaerop Clostridium’lar ve Aero-
monas cinsi bakterilerin izolasyonu ve toplam koloni sayimi yapil-
mistir. Q-PCR yontemiyle E.coli'nin bes patojenik tipi (EHEC, ETEC,
EPEC, EIEC ve EAEC), Enterococcus faecalis, Clostridium perfringens,
Legionella pneumophila ve Leptospira interrogans bakterilerinin var-
hgr arastinlmistir.

Bulgular: Q-PCR yontemiyle L.interrogans ve E.colnin patojenik
tiplerinden EIEC inceledigimiz su 6rneklerinde tespit edilmemistir.
Ancak bazi numunelerde, E.col’nin diger patojenik tipleri ve ayri-
ca E.faecalis, C.perfringens, L.pneumophila patojenleri saptanmistir.
Q-PCR ydntemiyle, EPEC, dikkate deger sekilde ¢ok tespit edilmis;
fekal enterokoklardan sadece E.faecalis arastirildigindan bditiin is-
tasyonlarda tespit edilmemistir. Siilfit indirgeyen Clostridium’larin
goriilmedigi sadece iki siis havuzu vardir. Q-PCR yontemiyle
L.pneumophila 5 adet istasyonda tespit edilmistir. Sadece memb-
ran filtrasyon yontemiyle caligilan Aeromonas cinsi bakteriler 7
adet istasyonda saptanmistir.

Sonug: Q-PCR ydnteminin membran filtrasyon yontemine gore so-
nug elde etme siiresinin ¢ok kisa oldugu, cok daha 6zgiin, daha az
miktarda ornekle galisabildigi ve su drneklerini kiiltiire almadan da
aranilan bakterinin tespit edilebildigi gorilmistir.

Anahtar sozciikler: Su 6rnekleri, gergek zamanli PCR
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Karbapeneme Direngli Pseudomonas spp. Suslarinda
0XA-23, 0XA-40, 0XA-58 Genlerinin Molekiiler
Yontemle Tesbiti

Fatma Esenkaya Tasbent, Mehmet Ozdemir

Necmettin Erbakan Universitesi Meram Tip Fakiiltesi, Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dal, Konya

Amag: Pseudomonas tiirleri, karbapenem direncine neden olan kar-
bapenemazlara sahiptirler. Bu ¢alismada, karbapeneme direngli
Pseudomonas spp. suslarinda, OXA tipi karbapenemaz (retimine
neden olan OXA-23, 0XA-40, 0XA-58 gen bdlgelerinin varliginin aras-
tinlmasi amaglanmistir.

Gereg ve Yontem: Calismaya, Kasim 2011 - Ekim 2013 tarihleri ara-
sinda, Necmettin Erbakan Universitesi Meram Tip Fakiiltesi Hasta-
nesi, Merkez Mikrobiyoloji Laboratuvarina gonderilen cesitli klinik
orneklerden izole edilen 184 karbapeneme direngli Pseudomonas
spp. susu dahil edilmistir. Klinik izolatlarin tiplendirilmesi ve anti-
biyotik duyarliliklari otomatize sistem ve konvansiyonel yontem-
ler ile yapilmistir. Karbapenem direnci saptanan klinik 6rneklerde,
Hyplex CarbOxa ID PCR ticari kiti (BioTrading, Hollanda) ile 0XA-23,
OXA-40 ve OXA-58 genlerinin varhigr arastinlmistir.

Bulgular: Caligmaya alinan 184 6rnekten 12'sinde (%6.5) OXA-23
pozitifligi saptanirken, birer ornekte (%0.5) olmak iizere OXA-40 ve
OXA-58 genleri tespit edilmistir.

Sonug: Karbapenem direncinde en 6nemli mekanizma, karbapene-
maz aracili enzimatik hidroliz mekanizmasidir ve bu mekanizma
Acinetobacter baumannii'de oldugu gibi Pseudomonas’larda da bu-
lunur. OXA karbapenemazlarin bazilari zayif karbapenemaz aktivi-
tesi gosterseler de, karbapenem direncinde ikincil bir mekanizma
olarak direng mekanizmasina katkida bulunabilir. Bu galisma ile,
ilimizdeki Pseudomonas suslarinda OXA grubu karbapenemaz gen
bolgelerinin ortaya konmasi, lilkemiz epidemiyolojik verilerine kat-
ki saglayacaktir.

Anahtar sozciikler: Pseudomonas, OXA-karbapenemaz
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Kistik Fibrozlu Hastalarin Solunum Yolu
Orneklerinde Staphylococcus aureus Kiigiik
Koloni Varyantlarinin Prevalansi ve Antibiyotik
Duyarhhiklan

Nagehan Pakasticali’, Gamze Kaya?, Oner Kipritci', Zeynep Tamay?,
Nermin Giiler?, Hasan Nazik'

'istanbul Universites Istanbul Tip Fakiltesi, Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dal [stanbul
?Istanbul Universitesi Istanbul Tip Fakiiltesi, Cocuk Sagligi ve Hastaliklari Anabilim Dall, Istanbul

Staphylococcus aureus kistik fibroz (KF) olgularinda solunum yolu
orneklerinden ilk izole edilen patojenlerdendir. S.aureus kiiglik
koloni varyantlari (KKV) ile enfeksiyon/kolonizasyon oranlari da
KF hastalarinda giderek artmaktadir. Bu galismada hastanemize
basvuran KF hastalarinin solunum yolu érneklerinde S.aureus KKV
prevalansinin ve antibiyotik duyarliliklarinin incelenmesi amaglan-
mistir.

Galismada, 15 Nisan 2013 — 20 Subat 2014 tarihleri arasinda 84 KF
hastasindan alinan toplam 305 solunum yolu 6rnegi incelenmistir.
% 5 koyun kanli Columbia agar ve Chapman besiyerindeki S.aureus
KKV siipheli kolonilerden Columbia kanli agar ve Schaedler agara
es zamanli ekimler yapilmistir. KKV agisindan anlamli bulunan sus-
larin tlipte koagiilaz ve S.aureus lateks agliitinasyon testleri yapil-
mis, S.aureus olduklari nucA PCR ile dogrulanmistir. S.aureus KKV
suslarinin penisilin G, sefoksitin, vankomisin, klindamisin, klaritro-
misin, tetrasiklin ve tigesikline duyarhliklari E-test ile; gentamisin,
levofloksasin, trimetoprim-siilfametoksazol (SXT) ve rifampisine
duyarliliklari ise disk diflizyon yontemi ile belirlenmistir.

Calismaya alinan 84 hastanin 60'inda (%71.4) metisiline duyarl
S.aureus (MSSA), 18'inde (%21.4) ise S.aureus KKV saptanmistir.
S.aureus KKV suslarinin %81.6's1 penisiline, %21.1'i klaritromisine,
%10.5'i tetrasiklin ve klindamisine, %15.8'i levofloksasine, %7.9'u ri-
fampisin ve gentamisine, %5.3't SXT'ye direncli bulunmustur. Van-
komisin, sefoksitin ve tigesikline direng saptanmamistir. S.aureus
KKV suslarinin gentamisin, SXT ve levofloksasine MSSA suslarin-
dan daha direngli olduklan saptanmis, levofloksasindeki direng
farki istatistiksel olarak anlaml (p<0.05) bulunmustur.

Sonug olarak, antibiyotiklere daha direncli ve persistan enfeksiyon
etkeni olabilmeleri nedeniyle, KF'lu hastalarda S.aureus kiigiik ko-
loni varyantlarinin dogru tani ve tedavisinin 6nemli oldugu diisi-
nilmistdr.

Anahtar sozciikler: Kistik fibroz, S.aureus kiigtik koloni varyantlari
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Hacettepe Universitesi Eriskin Hastanesinde
Karbapeneme Direncli Klebsiella pneumoniae
Kolonizasyonu/Enfeksiyonu Epidemiyolojisi

Pinar Zarakolu', Baris Boral?, Ozgen Késeoglu Eser?, Murat Cinel',
Volkan Atmis', Yesim Cetinkaya Sardan®, Murat Akova'

"Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi, Enfeksiyon Hastaliklari ve Klinik Mikrobiyoloji Anabilim Dall,
Ankara

*Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi, Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dall, Ankara

%0zel Ankara Giiven Hastanesi, Enfeksiyon Hastaliklar, Ankara

Bu calismada, Haziran 2009-Aralik 2011 tarihleri arasinda Hacet-
tepe Universitesi Eriskin Hastanesinde yatan hastalardan izole
edilen karbapeneme direngli Klebsiella pneumoniae (KDKP) kolo-
nizasyonu ve/veya enfeksiyonu etkeni izolatlarda, karbapenem
direncinin fenotipik ve molekiiler mekanizmalarinin saptanmasi
amaglanmistir.

Né&tropenik hastalarda baslatilan aktif slirveyans programi sonu-
cunda servis, yogun bakim {initesi veya kemik iligi transplantasyon
merkezlerinde yatan hastalardan rektal siriintli 6rnekleri haftalik
olarak ertapenem (ERT) diski igeren triptik soy buyyona alinmistir.
MacConkey besiyerinde iireyen koloniler API20E sistemi (bioMeri-
eux, ABD) ile tanimlanmistir. Karbapenem direnci ERT E-test ile be-
lirlenerek MiK degeri 0.5 pg/ml olan izolatlar KDKP olarak adlan-
dinlmistir. Geniglemis spektrumlu beta-laktamaz (GSBL), AmpC,
metallo-beta-laktamaz ve karbapenemaz iiretimini saptamak igin
farkli fenotipik testler uygulanmistir. blaNDM-1, blaKPC, blaOXA-48,
blaCTX-M, blaIMP ve blaVIM direng genlerini saptamak igin PCR
yontemi kullanilmistir. Tibbi kayitlar incelenerek kolonize ve/veya
enfekte hastalar risk faktorleri agisindan degerlendirilmistir.
Calismamizda, toplam 1.349 hastadan 2.850 perirektal siiriintii or-
negdi alinmistir. Hastalarin 126'sinda (%9.3) KDKP ile kolonizasyon,
4'inde (%0.3) klinik olarak kanitlanmig enfeksiyon saptanmistir.
Kolonizasyon saptanan 126 hastanin %48'inde immiin stipresyon,
%40'Inda son alti ay iginde hastaneye yatis oykisi oldugu belir-
lenmistir. Hastanede yatis siiresi ortalama 66 giin olup tiim has-
talarda invazif girisim mevcuttur. KDKP ile kolonize tiim hastalarin
antibiyotik tedavisi aldigi, %31'inde 6lim gergeklestigi gozlenmis-
tir. KDKP izolatlarinda, fenotipik olarak herhangi bir beta-laktamaz
enzimi Uretimi 72 (%57) izolatta saptanmistir. Fenotipik olarak; 72
izolatin 56'sinda GSBL, 30'unda FOX/Boronik asit (BA), 18'inde
IMP/EDTA ve 13'linde ERT/BA ile pozitiflik saptanmistir. Yetmis
iki izolatin 59'unda 0XA-48, 51'inde CTX-M, 34'linde VIM, 1'inde IMP
geni pozitif olarak bulunmustur.

Sonug olarak, KDKP kolonizasyonunun ve/veya enfeksiyonunun
prevalansinin merkezimizde yiiksek olmadigi g6zlenmistir. Direng
mekanizmalari iginde, en sik mekanizma blaOXA-48, ikinci meka-
nizma blaCTX-M olarak belirlenmistir.

Anahtar sozciikler: Karbapenem direnci, Klebsiella pneumoniae
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Tiirkiye'deki ilk Hem NDM-1 Hem de OXA-48
Karbapenemaz Ureten Klinik Klebsiella pneumoniae
izolati

Abdullah Kilig, Mehmet Baysallar

Giilhane Askeri Tip Akademisi, Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dall, Ankara

Enterobacteriaceae ailesi iginde, 6zellikle karbapeneme direngli Kle-
bsiella pneumoniae susglar son yillarda diinyanin birgok bolgesinde
siklikla izole edilmektedir. Calismamizin amaci, hastanemizde izo-
le edilen en az bir karbapeneme direncli Enterobacteriaceae ailesi
liyesi bakterilerde bulunabilen KPC, NDM-1 ve OXA-48 karbapene-
mazlarin gergek zamanli PCR yontemi ile tespit edilmesidir.

Galismaya, gesitli klinik 6rneklerden Haziran 2010 - Mayis 2013
tarihleri arasinda izole edilmis 887 Enterobacteriaceae izolatindan
en az bir karbapeneme (ertapenem, imipenem ve meropenem) di-

rengli 49 (%5.52) sus alinmistir. Tanimlama ve antibiyotik duyar-
llik testleri Phoenix TM 100 (Becton Dickinson, ABD) otomatize
sistemi kullanilarak yapilmistir. Calisma sonucunda 49 izolatin
48'inin OXA-48, birinin ise hem OXA-48 hem de NDM-1 pozitif ol-
dugu gériilmistir. izolat hem sekans analizi ile hem de Fransa'daki
“INSERM Research Unit” merkezine gonderilerek dogrulanmistir.
Hem OXA-48 hem de NDM-1 pozitif olan bu izolatin, Sanliurfa’dan
hastanemize siddetli solunum yetmezligi sikayetleri ile sevk edil-
mis ve (¢ giin iginde dlen bir hastanin idrar kiiltiiriinden izole edil-
digi belirlemistir. Suriye'deki i¢ savastan kacgarak Tiirkiye'ye gog
eden yaklagik 600.000 kisinin oldugu bilinmektedir. Ayrica yarali-
lar Tirkiye'nin sinir illerindeki hastanelerinde tedavi edilmektedir.
Suriye'de olgu olarak bildirilen NDM-1 taslyan izolatlarin, sinir bol-
gelerindeki illerde de yayilabilecegi g6z oniine alinarak gerekli ted-
birlerin alinmasi gerektigi diistiniilmektedir.

Anahtar sozciikler: Klebsiella pneumoniae, karbapenemaz
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Bacteroides fragilis Grubu Bakterilerde Antibiyotik
Direncinin ve Enterotoksin Yapiminin Arastirilmasi

Achille Aime Kangaba', Filiz Yarimcam Saglam?,
Hrisi Bahar Tokman', Miizeyyen Mamal Torun?

listanbul Universitesi Cerrahpasa Tip Fakiiltesi, Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dall, stanbul
Bahgesehir Universitesi Tip Fakdiltesi, Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dall, Istanbul

Bacteroides fragilis grubu (BFG) bakteriler ciddi intra-abdominal,
yara, deri ve yumusak doku enfeksiyonlarina neden olan onemli
patojenlerdir. Bazi suslar fragilizin adi verilen enterotoksin {ret-
mekte ve buna baglh olarak hem gocuklarda, hem yetiskinlerde is-
hale neden olmaktadir. Son yillarda bu bakterilerin antibiyotiklere
olan direncinde artis oldugu bildiriimektedir. Polimikrobiyal enfek-
siyon siliphesiyle gelen klinik 6rneklerde anaerop bakteriler rutin
olarak arastiriimakta, ancak antibiyotik duyarliliklarina, zor, pahali
ve zaman alici oldugu igin bakilmamaktadir. Anaerop bakterilerde
antibiyotik duyarlilik testlerinin yerel direng profilini ortaya koyup
empirik tedavinin belirlenmesi igin belirli araliklarla standart yon-
temlerle yapilmasi 6nerilmektedir.

Bu galismada, klinik 6rneklerden ve gaitadan izole edilen 50 BFG
bakteride antibiyotik direnci E-test, B-laktamaz Uretimi nitrosefin
diski, direng genleri ve enterotoksin geni multipleks PCR ile arasti-
rilmistir. Kokenlerin 41’nde ampisilin, 33'tinde klindamisin, 32'sinde
tetrasiklin, 16'sinda sefoksitin, 7'sinde amoksilin/klavulanik asit,
2'sinde imipenem ve 2'sinde metronidazol direnci, 41 kdkende de
B-laktamaz {retimi saptanmistir. Klinik ve gaita drnekleri arasinda
antibiyotik direnci agisindan anlamli bir fark bulunmamistir. Anti-
biyotiklere direng genleri erm, cfiA, nim, tetQ ve cepA sirasiyla 34, 6,
3, 35 ve 3 kokende pozitif bulunmustur. Fenotipik direng ile direng
geni varligi arasinda uyum tespit edilememistir. Enterotoksin bft
geni 10 kokende (4 klinik, 6 gaita) saptanmistir.

BFG bakterilerde gozlenen antibiyotik direncinin tek gen Griiniy-
le degil, daha kompleks mekanizmalarla olustugu goriilmektedir.
intestinal mikrobiyotayi olusturan bakterilerin oral olarak alinan
tim antibiyotiklerle karsilastiklar diistiniilerek, bakteriler arasi
gen aktariminin daha ayrintili incelenmesinin antibiyotik direncinin
kontrolii igin yeni yontemler bulunmasina imkan saglayabilecegi
ongordlebilir.

Anahtar sozciikler: Bacteroides fragilis, frajilizin
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2002-2012 Yillari Arasinda Kan Orneklerinden izole
Edilen Metisiline Direncli Staphylococcus aureus
Suslarinin Molekiiler Ozellikleri

Alper Tekeli', Duygu Ocal', Biisra Betiil Ozmen',
Zeynep Ceren Karahan?, Istar Dolapg!’

'Ankara QH/'versites/ Tip Fakiiltesi, Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dal, Ankara
2Ankara Universitesi Tip Fakdiltesi Ibni Sina Hastanesi, Merkez Mikrobiyoloji Laboratuvari, Ankara

Amag: Bu calismada, 2002-2012 yillan arasinda Ankara Universi-
tesi Tip Fakaiiltesi ibni-Sina Hastanesinde yatan hastalarin kan kiil-
tuirlerinden izole edilen metisiline direncli Staphylococcus aureus
(MRSA) izolatlarinin molekdiler 6zelliklerinin belirlenerek, tiplendi-
rilmesi hedeflenmistir.

Gereg ve Yontem: VITEK 2 Compact (bioMerieux, Fransa) ve Pho-
enix (Becton Dickinson, ABD) ile MRSA olarak tanimlanan 134
susun mecA, Panton Valentine lokosidin (PVL), sasX, Arginine Ca-
tabolic Mobile Element (ACME), icaA, icaD ve 1S256 genleri standart
polimeraz zincir reaksiyonu (PCR); SCCmec, agr tipleri ve toksin
genlerinin varligi ise multipleks PCR ile galisiimis, klonal iliskileri
pulsed-field jel elektroforezi (PFGE) ve Multi-Locus Sequence Typing
(MLST) ile arastinlmigtir. Biyofilm &zelliklerinin fenotipik olarak
degerlendiriimesinde Kongo kirmizili agar (KKA) besiyeri kullanil-
mistir.

Bulgular: Suslarin tiimii PCR ile mecA pozitif olarak bulunmustur.
Higbirisinde PVL, sasX ve ACME gen varligina rastlanmamistir.
SCCmec tipleri agisindan incelendiginde 125'i (%93.3) tip Il olarak
saptanmistir. Toksin genlerinden en sik stafilokokkal enterotok-
sin A (n:130, %97) gorilmustir. agr tipleri incelendiginde %89.5
(120/134) agr tip | saptanmigtir. izolatlarin hepsinin aragtirilan
biyofilm genlerini (icaA, icaD, 1S256) tasidigi ve KKA'da biyofilm
olusumunu gdsteren siyah koloni yaptigi goriilmistiir. PFGE so-
nuglarina gore, suslarin 9 patern olusturdugu; iki biiylik grupta top-
landigi [grup A: %51 (n:69); grup B: %39,5 (n:53)] ve bu 2 grubu tem-
sil eden izolatlarin sekans tiplerinin ST239 oldugu gorilmiistir.
Sonug: Bu galismada, hastanemizde 10 yil igerisinde kan kdiltiirle-
rinden izole edilen ve randomize olarak segilen MRSA suslarinin
genotipik 6zellikleri ortaya konulmustur. MRSA suslarinin 6zellik-
lerinin ortaya konulmasi ve olasi degisimlerin izlenebilmesi igin
genis ¢apli ve cok merkezli calismalara ihtiyag vardir.

Anahtar sozciikler: Metisiline direncli Staphylococcus aureus, kan
izolat
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Bir Yillik Siire i_(_;inde Kistik Fibrozlu Hastalarin
Solunum Yolu Orneklerinde Pseudomonas
aeruginosa Prevalansi ve Antibiyotik Duyarliliklan

Nagehan Pakasticali’, Oner Kipritci', Gamze Kaya?, Kamber Kasali?,
Zeynep Tamay?, Nermin Giiler?, Hasan Nazik'

'istanbul Universitesi Istanbul Tip Fakiiltes Tibbi Mikiobiyoloji Anabilim Dall Istanbul
*Istanbul Universitesi Istanbul Tip Fakiiltesi, Cocuk Saghdr ve Hastaliklar Anabilim Dall, Istanbul
SIstanbul Universitesi Istanbul Tip Fakdiltesi, Biyoistatistik ve Bilisim Anabilim Dall, Istanbul

Bu galismada, hastanemize bagvuran kistik fibroz (KF) hastalarinin
solunum yolu 6rneklerinden izole edilen Pseudomonas aeruginosa
prevalansi ve antibiyotik duyarliliklarinin arastinlmasi amaglanmistir.
Galismada, 2013 yilinda 103 KF hastasindan alinan 371 solunum
yolu 6rnegi incelenmistir. Ureyen koloniler, Gram boyanma, oksidaz
pozitifligi, pigment olusumu, 42°C'de lireme gibi konvansiyonel
yontemler ile tanimlanmistir. Paeruginosa izolatlarinin piperasilin,
seftazidim, gentamisin, levofloksasin, aztreonam, amikasin, pipe-
rasilin-tazobaktam, siprofloksasin, kolistin, sefepim, imipenem,
meropenem, netilmisin, tobramisin, sefoperazon-sulbaktam du-
yarhliklar disk difiizyon yontemi ile belirlenmistir.

Calismaya alinan 371 6rnegdin 132'sinden (%35.6) 210 Paeruginosa
susu izole edilmistir. Bir hastaya ait ayni direng paternine sahip

tiremeler sadece bir kez degerlendirilmistir. Caligsmaya dahil edilen
128 Paeruginosa susunun 70'inin (%55) mukoid, 58'inin (%45) non-
mukoid fenotipte oldugu saptanmistir. Mukoid suslarin, %4.3'U
piperasiline, %2.9'u piperasilin-tazobaktama, %18.5'i aztreonama,
%7.2'si seftazidime, %4.3'li sefepime, %27.1'i imipeneme, %29'u
meropeneme, %21.4'l gentamisine, %1.9'u tobramisine, %8.7'si
netilmisine, %23'li amikasine, %15'i siprofloksasine ve %33.8'i le-
vofloksasine direncli bulunmustur. Non-mukoid suslarda direng
oranlari ise; piperasilin igin %3.4, piperasilin-tazobaktam igin %3.6,
aztreonam igin %16.4, seftazidim igin %5.2, sefepim igin %5.2, imi-
penem igin %17.5, meropenem igin %10.3, gentamisin igin % 36.2,
tobramisin igin %27.6, netilmisin i¢in %24.1, amikasin igin %34.5,
levofloksasin igin %14.3 ve siprofloksasin igin %5.8 olarak tespit
edilmistir. Suslarin higbirinde kolistine direng saptanmamistir. Mu-
koid Paeruginosa suslarinin meropenem ve levofloksasine, non-
mukoid Paeruginosa suslarinin ise tobramisin ve netilmisine daha
direngli oldugu belirlenmistir (p<0.05).

Sonug olarak, KF'lu hastalarda Paeruginosa enfeksiyonlarinin mor-
taliteyi artirmalari nedeniyle, dogru tani ve uygun tedavinin énemi
bir kez daha vurgulanmistir.

Anahtar sozciikler: Kistik fibroz, Pseudomonas aeruginosa
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Kistik Fibroz Disi Kronik Akciger Hastaligi Tanisi
Olan Hastalarin Solunum Yolu Orneklerinde
Staphylococcus aureus Kiigiik Koloni Varyantlarinin
ve Metisiline Direngli S.aureus Suslarinin
Arastinlmasi

Nagehan Pakasticali', Gamze Kaya?, Oner Kipritci', Zeynep Tamay?,
Nermin Giiler?, Hasan Nazik’

'Istanbul Universitesi Istanbul Tip Fakiiltesi, Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dall, fstanbul
?Istanbul Universitesi Istanbul Tip Fakiiltesi, Cocuk Sagligii ve Hastaliklar Anabilim Dall, Istanbul

Bu calismada kronik akciger hastaligi (KAH) tanili olgularin so-
lunum yolu 6rneklerinde metisiline direngli S.aureus (MRSA) ve
S.aureus kiigiik koloni varyantlarinin (KKV) prevalanslar ve anti-
biyotik duyarliliklari incelenmistir. Calismada, 15 Nisan 2013-20
Subat 2014 arasinda 55 hastanin 77 solunum yolu 6rnegi deger-
lendirilmistir. Ornekler %5 koyun kanli Columbia, Chapman ve
CHROMagar MRSA besiyerlerine ekilmis, S.aureus KKV siipheli
kolonilerden Columbia ve Schaedler agara es zamanl ekim yapil-
mistir. Anlaml bulunan suslarin tiipte koagiilaz ve S.aureus lateks
aglitinasyon testleri yapilmis, tanimlamalari nucA PCR ile dogru-
lanmisti. CHROMagar MRSA besiyerindeki leylak renkli koloniler
icin DNaz ve MRSA lateks agliitinasyon testleri uygulanmistir. Me-
tisilin direnci sefoksitin disk diflizyon yéntemi ile arastinlmis, femB
(tanimlama)-mecA-mecC multipleks PCR ydntemi ile dogrulanmig-
tir. S.aureus KKV suslarinin penisilin G, sefoksitin, vankomisin, klin-
damisin, klaritromisin, tetrasiklin ve tigesikline duyarliliklar E-test
ile, gentamisin, levofloksasin, trimetoprim-siilfametoksazol (SXT)
ve rifampisine duyarliliklari disk diflizyon yontemi ile belirlenmistir.
Metisiline duyarh S.aureus (MSSA) ve MRSA izolatlarinin penisilin
G, gentamisin, levofloksasin, SXT, vankomisin, teikoplanin, eritro-
misin, klindamisin, telitromisin, linezolid ve tetrasikline duyarlilikla-
r disk diflizyon yontemi ile saptanmistir.

Calismamizda, 55 KAH hastasinin 24'tinden (%44) MSSA, 3'iin-
den (%5.5) MRSA ve 3'tinden (%5.5) S. aureus KKV izole edilmistir.
MRSA suslarinin tamami mecA pozitif, mecC negatif olark sap-
tanmistir. MSSA izolatlarinin ttimi (n: 29; %100) penisiline, %17'si
eritromisine, %14'G klindamisine direncli bulunmustur. S.aureus
KKV suslarinin tiimiiniin penisiline, 1'inin ek olarak klaritromisi-
ne de direncli oldugu belirlenmistir. MRSA suslarinin 1'i penisilin,
eritromisin ve klindamisine, diger ikisi sadece penisiline direngli
bulunmustur. Sonug olarak, S.aureus KKV ve MRSA'nin dogru tani
ve tedavisinin biiyiik nem tasidiginin bir kez daha vurgulanmasi
gerektigi distnilmistir.

Anahtar sozciikler: Kronik akciger hastaligi, Staphylococcus aureus
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Akut Gastroenteritli Cocuklarda Escherichia coli
0157:H7 (EHEC) Serotipinin Kromojenik Besiyeri ve
In-house PCR lle Tespiti

Emine Tung', Ash Giray Kurt?, Derya Bozkurt?, Doruk Engin®,
Ayse Selimoglu?, Barig Otlu’

'Inéinii Universitesi Tip Fakiiltesi, Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dall, Malatya

ZInéinii Universitesi Fen-Edebiyat Fakiiltesi, Molekiiler Biyoloji Ve Genetik Béliimij, Malatya
*Inéinii Universitesi Tip Fakiiltesi, Cocuk Sadligi Ve Hastaliklari Anabilim Dall, Malatya
“Ankara Universitesi Biyoteknoloji Enstitiisti, Biyoteknoloji Anabilim Dali, Ankara

Amag: Enterohemorajik E.coli (EHEC) 0157:H7 serotipi tehlikeli
gida kaynakli patojenlerin baginda gelmektedir. Tespit edilmesin-
deki zorluklar nedeniyle, iilkemizdeki oranlarla ilgili veri azdir. Bu
¢alismanin amaci, akut ishal ile hastanemiz gocuk acil birimi ve
cocuk polikliniklerine bagvuran 1-161 ay grubu ¢ocuklarda, PCR
ile direkt numuneden ve kromojenik besiyerindeki siipheli koloni-
lerden EHEC 0157:H7 serotipi sikliginin arastiriimasidir.

Gereg ve Yontem: Calismaya 01.01.2012-01.01.2013 tarihleri ara-
sinda, akut ishal sebebiyle bagvuran hastalardan alinan 240 digki
ornegdi dahil edilmistir. Bu galismada; PCR ile E.coli 0157:H7'nin
tespiti icin rfbE O antijen transporter geni ve fliC flagella antijen
genlerini 6zglil olarak gogaltacak birer ¢ift primer dizayn edilmis-
tir. Direkt digki 6rneklerinden ve kromojenik besiyerinde (chromID
0157:H7 agar, bioMerieux, Fransa) 24 saat inkiibasyondan sonra
tireyen siipheli yesil/mavi-yesil kolonilerden E.coli 0157:H7 tespiti
icin in-house PCR yapilmigtir. Diski numunelerinden QlAamp DNA
Stool Mini Kit (Qiagen, Almanya) ile kiiltiirdeki stipheli kolonilerden
ise QlAamp DNA Mini Kit (Qiagen, Almanya) ile nikleik asit izo-
lasyonu yapilmistir. Galismada pozitif kontrol olarak E.coli ATCC
35150 susu kullaniimistir.

Bulgular: Kromojenik besiyerinde toplam 240 diski kdltiiriiniin
T'sinde slipheli renkte koloni tespit edilmistir. Bu kolonilerden yapi-
lan in-house PCR ile 6rneklerin 4'tinde (%1.6) E.coli 0157:H7 DNA'sI
pozitif bulunmustur. Pozitif 6rneklerin tamami, direkt diskidan ¢ali-
silan PCR ile de pozitif olarak saptanmistir. Stipheli koloni igerme-
yen higbir 6rnegin direkt digki numunesi pozitif degildir.

Sonug: Galismamizin sonuglarina gore, bélgemizde akut gastroen-
teritli hastalarda E.coli 0157:H7 serotipi goriilmektedir. Bu etkenin
tespitinde kromojenik agar ile 6n tarama yapilip, dogrulama igin
PCR yonteminin kullanilmasinin yararl olacagini diiglinmekteyiz.
Anahtar sozciikler: E. coli (EHEC) 0157:H7, akut ishal
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Otopsi Olgularinda Postmortem Olarak Saptanan
Mikroorganizmalarin Dagilimi

Asli Cakar, Asiye Bicakeigil, Hacer Aslan, Aydan Karagiil,
Cumhur Ozkuyumcu

Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi, Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali, Ankara

Postmortem mikrobiyoloji; adli siiphesi olan 6liim olgularinda, ani
bebek 6liimi sendromunda, kuskulu besin zehirlenmeleri, nozoko-
miyal mikroorganizmalarin arastiriimasi, antemortem taninin dog-
rulanmasi, tedavinin degerlendirilmesi ve organ transplantasyonu
siirecinde kullaniimaktadir. Postmortem mikrobiyal kdiltiirler ger-
¢ek pozitiflikten, agonal yayiimdan, kontaminasyon ve postmor-
tem translokasyondan kaynaklanabilir.

Bu caligma ile 1 Ocak 2010 - 31 Aralik 2013 tarihleri arasinda
Adli Tip Kurumu Ankara Grup Baskanlginda yapilan otopsilerin
122'sinden enfeksiyon kaynakli 6liim siiphesi nedeniyle mikrobi-
yolojik tetkik istenmis ve bu olgulardan alinan 6rnekler mikrobi-
yolojik agidan degerlendirilmistir. Mikrobiyolojik degerlendirme
istenen olgulardan, olgunun dykiisiine gore en az li¢ 6rnek olmak
{izere basta kalp kani ve yani sira akciger, dalak, karaciger ve BOS
érnekleri alinmistir. Ornekler; 50 ml'lik beyin-kalp infiizyon buyyon
icerisinde 18-24 saat 37°C de etiivde inkiibe edilmis ve %5 koyun

kanli ve EMB agar besiyerlerine pasajlanmistir. Ureyen koloniler
konvansiyonel yontemlerle (Gram boyama, biyokimyasal testler)
ve otomotize sistemlerle [Vitek 2 Compact ve Vitek MS (BioMéri-
eux, Fransa)] tanimlanmistir. Ayni olguda birden fazla rnekten tek
tip mikroorganizmanin tanimlanmis olmasi, temel raporlama kri-
teri olarak alinmistir. incelenen 122 olgunun 61'inde (%50) tireme
saptanmis olup, bunlarin 50’sinde tek bir mikroorganizma, 11'inde
birden fazla mikroorganizma saptanmistir. Ureyen 73 mikroorga-
nizma ve bunlarin dagihmi sirasiyla; 18 (%25) gram-pozitif bakte-
ri, 52 (%71) gram-negatif bakteri ve li¢ (%4) maya morfolojisinde
mantar seklindedir. Bu {ic maya morfolojisinde mantar tanimlan-
diginda timiiniin Candida albicans oldugu gorilmistir. Mikrobiyo-
lojik degerlendirme istenen otopsi olgularinda tireyen bakterilerin
dagilimi tabloda goriilmektedir.

Sonug olarak; siipheli 6ltim ve hastane enfeksiyonu sonucu 6lim
slipheli olgularda mikrobiyolojik incelemeler taniya yardimei ola-
caktir.

Anahtar sozciikler: Postmortem mikrobiyoloji

Tablo. Mikrobiyolojik degerlendirme istenen otopsi olgularinda iireyen
bakterilerin dagilimi

Gram Negatif Bakteriler n  Gram Pozitif Bakteriler n
Klebsiella pneumoniae 15 Koagiilaz negatif Stafilokok 5
Acinetobacter baumannii 11 Enterococcus faecalis 3
Escherichia coli 9 Staphyloccus aureus 2
Pseudomonas aeruginosa 9 Micrococcus luteus 2
Proteus mirabilis 2 Streptococcus pneumoniae 1
Stenotrophonomas maltophilia 2 Listeria monocytogenes 1
Pantoea agglomerans 1 Streptococcus pyogenes 1
Enterobacter cloacae 1 Enterococcus faecium 1
Klebsiella oxytoca 1 Viridans streptokok 1
Citrobacter freundii 1 Kocuria cristinae 1
Toplam 52 Toplam 18
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H.pylori Patogenezinde Rol Oynayan 9 Viriilans
Faktoriiniin Goklu Polimeraz Zincir Reaksiyonu
(PCR) ile Tamimlanmasi, Viriilans Faktorleri ile
Patojenite Arasindaki iliskinin incelenmesi

Sinem Oktem Okullu’, Murat Sarug?, Arzu Tiftikgi?, Bahattin Cigek?,
Eser Vardareli®, Aysun Bozbas*, Nurdan Toziin®, Tanil Kocag6z?,
Ayca Sayi Yazgan'

stanbul Teknik Universitesi, Molekiler Biyoloji ve Genetik Bolimd, istanbul

*Acibadem Universitesi, Tip Fakiiltesi, Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dal, [stanbul

*Acibadem Universitesi Tip Fakiiltesi, ig Hastaliklari Anabilim Dal, [stanbul
“Acibadem Hastaneler Grubu, Gastroenteroloji Béliimi, Istanbul

Helicobacter pyloriile enfekte hastalarin sadece bir kisiminda, klinik
belirtilerle birlikte gastrik patolojinin gelismesi, bakterinin viriilans
ozelliklerine baglanmistir. H.pylorinin patogenezinde baslica viri-
lans faktorlerini kodlayan 9 temel gen; cagA, vacA, babA, oipA, hpaA,
ure A, ureB, dupA ve napA'dir. Bu ¢alismanin amaci, H.pylori'nin vi-
rilans faktorlerini belirleyebilmek i¢in goklu bir polimeraz zincir
reaksiyonu (PCR) gelistirilmesi ve H.pylori ile enfekte olan gastrit
ve Ulserli hastalarda patolojik belirtiler ile H.pylori viriilans faktorle-
rinin arasindaki iligkinin arastirimasidir.

Galismaya ilk defa tani konmus 80 gastrit veya ilserli hasta dahil
edilmistir. Endoskopi sirasinda midenin antrum ve korpus bdlim-
lerinden alinan iki ayrt mukozal biyopsi 6rneginden DNA saflasti-
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rilmigtir. Calismalar sonucunda 9 farkli virlilans geni, herbirinde
birkag tanesi saptanabilien 4 farkli goklu PCR ile incelenebilir hale
gelmis; vacAs1/s2 ve m1/m2 ancak tekli PCR ile incelenebilmistir.
Ulserli ve gastritli hastalardan izole edilen H.pylori suslarinin hpA
(Ulser igin %82, gastrit igin %75), vacA s1 ve m2 (llser igin %ve %52,
gastrit igin %50 ve %73) viriilans faktorlerinin yiiksek oranda pozi-
tif, 0ipA ve babA viriilans faktérleri igin negatif oldugu saptanmistir.
Gastritli hastalarda cagA pozitifliginin (%61) Ulserli hastalardan
(%56) biraz daha fazla oldugu gézlemlenmistir. Ulserli grupta dupA
pozitifligine rastlanmazken, gastritli grupta dupA pozitifligi %9 ola-
rak saptanmistir. Gastritli ve Ulserli grup karsilastirildiginda napA
pozitifliginin Ulserli grupta daha fazla (iilser igin %43, gastrit igin
%22 ) oldugu belirlenmistir.

Sonug olarak, H.pylori'ye ait 9 viriilans faktori dort farkh PCR ile
saptanabilmistir. Gastrit ve Ulserli hastalarda kolonizasyona ne-
den olan H.pylori suslarinin biiyiik oranda hpaA, vac s1/m2 pozitif
oldugu, oipA, babA negatif oldugu gdsterilmistir. H.pylori ile enfekte
olan cagA, vacAs1m2 ve hpaA pozitif olan hastalarda intestinal me-
taplazi varligi gosterilmistir.

Anahtar sozciikler: Helicobacter pylori, viriilans faktorleri

PP - 069

Karbapeneme Direncli Acinetobacter baumannii
Izolatlarinda Metallo-Beta-Laktamaz Genlerinin
Arastinimasi

Tuba Dal', Nida Ozcan?, idris Kandemir?, Neslihan Genisel?,
Alicem Tekin?, Mehmet Sinan Dal?, Tuncer Ozekinci?

"Yildinm Beyazit Universitesi Tip Fakiiltesi, Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dall, Ankara
*Dicle Universitesi Tip Faktiltesi, Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dall, Diyarbakir
°Dicle Universitesi Tip Fakiiltesi, Hematoloji Bilim Dall, Diyarbakir

Amag: Metallo-beta-laktamaz (MBL)'lar, monobaktamlar harig b-
tlin beta-laktam antibiyotiklere direng gelisiminden sorumludurlar.
Bilinen MBLlar arasinda blalMP, blaVIM ve son yillarda 6nem ka-
zanan blaNDM, Acinetobacter baumanniinin bakteriyel direncinde
onemli mekanizmalar olarak bildirilmistir. MBL enzimini kodlayan
genler sinif 1 integronlar igindeki gen kasetlerinde bulunmaktadir.
Gen kasetleri bdlgeye 6zgii rekombinasyon sistemiyle farkli integ-
ronlara tasinarak direng genlerinin bakteriler arasi yayilimina ne-
den olmaktadir. Bu ¢calismada, hastanemizdeki A.baumannii izolat-
larinda MBL genlerinin varh@inin arastirmasi amaglanmistir.

Gereg ve Yontem: Dicle Universitesi Hastanelerinin yogun bakim
Uinitelerinde yatmakta olan hastalarin, Ekim 2012- Subat 2013
tarihleri arasinda gonderilen klinik orneklerinden izole edilen,
BD PhoenixTM 100 (Becton Dickinson, ABD) mikrobiyoloji siste-
mi ile A.baumannii olarak tanimlanan ve geleneksel yontemlerle
A.baumannii oldugu dogrulanan karbapeneme direngli 80 izolat
calisilmigtir. izolatlarin MBL Uretimi Modifiye Hodge testi (MHT)
ile taranmistir. Multipleks PCR yontemi ile blaVIM, blaIMRE blaNDM
genlerinin varhgi arastinlmistir. Molekdler yontem olarak Hyplex®
CarbOxa ID (Amplex, Almanya) test sistemi kullanilmustir. ilgili gen
kiimelerinin PCR ile amplifikasyonu ve elde edilen amplifikasyon
Urlinlerinin ELISA temelli bir sitemde 6zgiil oligoniikleotid problarla
hibridizasyonunu saglanmistir.

Bulgular: Seksen izolatin, 46 (%57.5)'s! erkek, 34 (%42.5)'li kadin
hastalara aittir. izolatlarin 32'si trakeal aspirat, 21'i kan, 11'i yara,
10'u kateter, 5'i idrar, 1'i ise dren 6rneginden soyutlanmistir. On bir
izolatta (%13.75) MHT pozitifligi saptanmstir. izolatlarin higbirin-
de blaNDM saptanamazken, 13 (%16.25) izolatta blaIMP, 3 (%3.75)
izolatta blaVIM varligi tespit edilmistir. Bir izolatin (%1.25) blaIMP
ve blaVIM genlerini bir arada tasidigi gozlenmistir. MBL saptanan
tlim izolatlarda MHT pozitiftir. izolatlarin yogun bakim initelerine
gore dagihmi tabloda gosterilmistir.

Sonug: Galismamizin verileri, hastanemizde izole edilen karbape-
neme direncli A.baumannii suslarinda MBL varliginin %13.75 ora-
ninda oldugunu ve en sik (%16.25) blaIMP direng genine rastlandi-
gini gostermistir.

Anahtar sozciikler: Acinetobacter baumannii, metallo-beta-laktamaz

Tablo. MBL genlerinin yogun bakim iinitelerine gare dagilimi; n (%)

8 ) —
= — ° = = [ N
8% sE = 3 5 = %
8 85 s S ® s 2
o= (Y= X = o a <
blalMP 3 (3.75) 3(3.75) 2(2.50) 2(2.50) 2(2.50) 1(1.25)
blavViM 2 (2.50) 1(1.25)
blalMP+ 1 (1.25)
blaVIM
PP - 070

Sigir Safralarindan izole Edilen Campylobacter
spp. Suslarinin Genotiplendirilmesi ve Antibiyotik
Duyarliliklan

Secil Abay', Hamit Kaan Miistak?, Fuat Aydin’

'Erciyes Qn/versitesi Veteriner Fakiiltesi, Mikrobiyoloji Anabilim Dali, Kayseri
?Ankara Universitesi Veteriner Fakdiltesi, Mikrobiyoloji Anabilim Dali, Ankara

Amag: Bu calismada, sigir safra érneklerinde Campylobacter tiirleri-
nin prevalansinin saptanmasi, elde edilen izolatlarin genotiplerinin
degerlendirilmesi ve gesitli antibiyotiklere karsi duyarhliklarinin be-
lirlenmesi amaglanmistir.

Gereg ve Yontem: Caligmaya, Subat 2013-Nisan 2013 tarihleri ara-
sinda Kayseri ilinde mezbahalarda kesilen sigirlara ait 115 adet
safra ornegi dahil edilmigtir. Fenotipik yontemler ile Campylobac-
ter spp. olarak tanimlanan izolatlarin tiir diizeyinde tanimlanmasi
multipleks polimeraz zincir reaksiyonu (M-PCR) ile gergeklestirilir-
ken, genotipleri Enterobacterial Repetitive Intergenic Consensus-PCR
(ERIC-PCR) ile belirlenmistir. izolatlarin antibiyotik duyarhliklari
disk difiizyon yontemiyle saptanmistir.

Bulgular: incelenen 115 sigir safra drneginin 67'si (%58.26) Campy-
lobacter spp. yoniinden pozitif bulunmus ve toplam 89 Campylo-
bacter izolati elde edilmistir. izolatlarin 59'u (%66.29) C.jejuni, 28'i
(%31.46) C.fetus subsp. fetus ve 2'si (%2.24) de C.coli olarak tanim-
lanmistir. On safra 6rneginde C.jejuni ve C.fetus; bir safra 6rneginde
ise C.jejuni ve C. oli es zamanli olarak izole edilmistir. izolatlarin tri-
metoprim-siilfametoksazol, nalidiksik asit, ampisilin, siprofloksa-
sin, enrofloksasin ve tetrasikline direng oranlari sirasiyla, %92.13,
%43,82, %11.23, %6.74, %2.24 ve %1.12 olarak belirlenmistir. izolat-
larin tamami eritromisine duyarl olarak saptanmistir. Genotiplen-
dirmede, C.jejuni izolatlarinda 1 ile 7 sus igeren 33, C.fetus izolatla-
rindaise 1 ile 8 sus igceren 10 ERIC profili elde edilirken, 2 adet C.coli
izolatinin ayni genotipte oldugu goézlenmistir.

Sonug: Sigir safralarindan izole edilen Campylobacter spp. susla-
rinin gesitli antibakteriyellere duyarli olmakla birlikte, gok sayida
farkli genotiplere sahip olmalari; safralarin, kesimhanede karkas
kontaminasyonu igin dnemli bir kaynak olabilecegini diislindir-
mektedir.

Anahtar sozciikler: Campylobacter spp., ERIC-PCR

4-7 Haziran 2014, Swissotel, Ankara
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PP - 071

Ampisiline Direngli Klinik Salmonella enterica
Izolatlarinda B-laktamaz Genlerinin ve Klonal
lligkinin Arastiriimasi

Yamag Tekintas', Ferda Fethiye Yilmaz', Sohret Sabire Aydemir?,
Alper Tiinger?, Mine Hosgor Limoncu’

'Ege Qn/versitesi Eczacilik Fakiltesi, Farmasotik Mikrobiyoloji Anabilim Dal lzmir
2Ege Universitesi Tip Fakiiltesi, Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dall, Izmir

insanlarda ve hayvanlarda enfeksiyona yol agan 2600'den fazla sero-
tipi bulunan Salmonella tiirleri diinyada en sik karsilagilan enterit et-
kenlerinden biridir. Salmonella enfeksiyonlarinin tedavisinde B-laktam
antibiyotiklerin siklikla kullanilmasi, bu antibiyotiklere direngli ve ge-
nislemis spektrumlu B-laktamaz (GSBL) (ireten suslarin ortaya ¢ik-
masi agisindan risk olusturmaktadir. Salmonella tiirlerinde TEM, SHV,
CTX-M, OXA, PER, PSE ve CMY tipi GSBL enzimleri yaygin olarak sap-
tanmaktadir. Bu galismada, Salmonella kdkenlerinde ampisilin diren-
cinin arastinlmasi, ampisiline direngli kdkenlerde GSBL enzimlerinin
varliginin ve klonal gruplarin belirlenmesi amaglanmistir.

Ege Universitesi Hastanesi Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali Bak-
teriyoloji Laboratuvarinda 2010-2012 vyillarinda izole edilen 117
S.enterica kdkeni arasindan ampisiline direngli kdkenler Kirby-Ba-
uer disk difiizyon yontemiyle segilmistir. Bu kdkenlerde ampisilin
MIiK degerleri CLSI kriterlerine gore mikrodiliisyon yéntemiyle be-
lirlenmigtir. Kokenlerin klonal yakinligi ERIC-PCR ve AP-PCR yon-
temleriyle arastinlmistir. GSBL Uretimi fenotipik olarak kombine
disk diflizyon yontemiyle saptanmistir. Ayrica PCR ile blaCTX-M,
blaTEM, blaPER, blaSHV genlerinin varlidi arastiriimistir.

Disk difiizyon yontemi ile, 10 (%8.5) S.enterica kdkeninin ampisiline
direngli oldugu belirlenmistir. Bu kdkenlerin ampisilin MiK araligi
128ug/ml >=512pg/ml olarak bulunmustur. Kokenler ERIC-PCR’a
gore 6 farkl, AP-PCR’a gore 5 farkli klonal grupta toplanmistir.
Kombine disk difiizyon yontemiyle GSBL pozitif iki koken tespit
edilmistir. iki kdkende blaCTX-M, bes kékende blaTEM saptanmistir.
Higbir kokende blaPER ve blaSHV genlerine rastlanmamistir.
Galismamiz, iki yilik dénemde S.enterica kdkenlerinde ampisilin
direncinin yaygin olmadigini, GSBL genlerinin farkli epidemiyolojik
kiimelere ait kokenlerde bulundugunu, GSBL genlerinin literatiirde
belirtildigi gibi yaygin olarak bulunmadigini gostermistir.

Anahtar sozciikler: Salmonella enterica, B laktam direnci

PP - 072

Yogun Bakim Hastalarindan izole Edilen
Vankomisine Direngli Enterococcus spp. izolatlarinin
Molekiiler tanisi, Direng ve Viriilans Genlerinin
Arastiriimasi

Tuba Kayman', Secil Abay?, Biilent Bozdogan?®, Harun Hizlisoy?,
Fuat Aydin, Ahmet Godekmerdan®, Barig Otlu®

1Sigli Hamidlye Etfal Eitim ve Arastirma Hastanesi, Tibbi Mikrobiyoloji Klinidi Istanbul
*Erciyes Universitesi Veteriner Fakiiltesi, Mikrobiyoloji Anabilim Dal, Kayseri

*Adnan Menderes Universitesi Tip Fakiiltesi, Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dall, Aydin
“Yildinm Beyazit Universitesi Tip Fakiiltesi, Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dal, Ankara
Sinéinii Universitesi Tip Fakiiltesi, Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali, Malatya

Bu galismada, Kayseri Egitim ve Arastirma Hastanesi Tibbi Mikrobi-
yoloji Laboratuvarina, yogun bakim hastalarindan génderilen klinik
orneklerden (22 perianal siirintd, 9 kan, 8 idrar, 1 yara) izole edilen
toplam 40 adet vankomisine direncli enterokok (VRE) izolatinin tiir
diizeyinde tanimlanmasi, vankomisin direnci ve viriilans genlerinin
molekiiler olarak arastirlmasi amaclanmistir. izolatlarin tanimlan-
masi ve antibiyotik duyarliliklar konvansiyonel yontemler ve VITEK
2 otomatize sistemiyle yapilmistir. izolatlarin cind ve tiir diizeyinde
tanimlanmalari ve vanA, vanB ve vanC direng genlerinin arastiriimasi
multipleks PCR (mPCR) ile gergeklestirilmistir. Tlr diizeyinde tanim-
lamada, E.faecalis ve E.faecium'a dzgiil primerler kullanilmistir. izo-
latlardaki aggregation substance (asa), collagen-binding protein (ace),

cytolysin (cyl), Enterococcus faecalis endocarditis antigen (efa), entero-
coccal surface protein (esp), jelatinaz (gel) ve hiyaltironidaz (hy/) vir-
lans genlerinin varligi yine multipleks PCR ile arastiriimistir.
incelenen toplam 40 VRE 6n tanili izolatin 35'i E.faecium, 4'i
E.faecalis olarak tanimlanmistir. Ayrica mPCR'da cins pozitif an-
cak tiir diizeyinde tanimlanamayan bir izolat sekans analizi ile
E.casseliflavus olarak tanimlanmustir. izolatlarin 27'sinin vanA, bi-
rinin vanB ve birinin de vanC direng genine sahip oldugu belirlen-
mistir. izolatlarin sahip oldugu viriilans genlerinin dagilimi tabloda
gosterilmistir.

Sonug olarak, klinik yonden 6nem tasiyan VRE izolatlarinin tiir dii-
zeyinde tanimlanmasi ve antibakteriyel direng durumlarinin kesin
ve dogru olarak belirlenmesinde molekiiler yontemlerin kullaniima-
sinin yararli olacagi diistiniilmektedir.

Anahtar sozciikler: Enterococcus spp., vankomisine direngli ente-
rokok

Tablo. E.faecium ve E.faecalis izolatlarinda viriilans genlerinin dagilimi

Pozitif sug sayisi*

izolat (toplamsay) ace asa cyl efa esp gel  hyl

E.faecium (35) 2 2 1 3 30 29 6
E.faecalis (4) 4 3 1 4 4 3 0

* Suslarda birden fazla gen pozitifligi mevcuttur.

PP - 073

Klinik Orneklerden izole Edilen Bacteroides
Tiirlerinin Beta-Laktam Grubu Antibiyotiklere Direng
Durumunun Belirlenmesi ve Direngten Sorumlu
Genlerin Arastirnimasi

Nurver Ulger Toprak’, Oncii Akgiil', Pinar Giinay?, Arda Kekilli2,
Gliner Soyletir'

"Marmara anvers/tesi Tip Fakiiltesi, Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dall, [stanbul
’Marmara Universitesi Tip Fakiltesi Ogirencisi, Istanbul

Normal barsak mikrobiyotasinda bulunan Bacteroides tiirleri, ba-
tin igi apsesi, bakteriyemi gibi yasami tehdit eden enfeksiyonlara
yol acgabilirler. Bu bakteriler, anaerop enfeksiyonlardan en sik izo-
le edilen ve antibiyotiklere en fazla direng gdsteren patojenlerdir.
Beta-laktam grubu antibiyotiklere direng, gogunlukla R-laktamaz
enzimleriyle gergeklesir. En yaygin goriilen R-laktamaz, bakteri
kromozomunda bulunan cepA geni tarafindan kodlanan, 2e sini-
findan bir sefalosporinaz enzimidir; penisilin ve sefalosporinlere
direnci saglar. Ancak, sulbaktam, klavulonat ve tazobaktam ile
inhibe olur. Diger bir B-laktamaz, cfxA geni tarafindan kodlanan
ve sefoksitin direncinden sorumlu olan bir enzimdir. Karbape-
nemlere direng ise cfiA geni tarafindan kodlanan metallo-B-lak-
tamaz enzimi ile gergeklesir; genin ekspresyonu oniinde bulunan
IS elementleriyle saglanir. Bu galismada, gesitli klinik 6rneklerden
izole edilen Bacteroides tiirlerinde, R-laktam grubu antibiyotiklere
direncin ve B-laktamaz enzimlerini kodlayan genlerin arastiriima-
si hedeflenmistir.

Galismada, toplam 110 Bacteroides spp. izolatinin tiir ayirimlari
yapilmig; CLSI'nin (M11-A7) 6nerdigi agar diliisyon yontemiyle
ampisilin, sulbaktam/ampisilin, amoksisilin/klavulonat, pipera-
silin/tazobaktam, sefoksitin, meropenem ve imipeneme duyar-
liliklar belirlenmis; cepA, cfxA ve cfiA genleri ve IS elementleri
PCR y6ntemiyle arastiniimistir. izolatlarin %95.5'i ampisiline, %9'u
sefoksitin ve B-laktam/B-laktamaz inhibitér kombinasyonlarina,
%5'i ise karbapenemlere direngli bulunmustur. Bacteroides fragilis
izolatlarinin 19’'unda cfiA geni saptanmis, genin promotor bdlge-
sinde IS 1187 bulunanlar karbapenemlere ve diger antibiyotiklere
direncli bulunmustur. iki izolatta herhangi bir diren¢ geni saptan-
mazken sefoksitine direng gorilmistiir. Bu durum B-laktamaz
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aktivitesi disinda bagka bir mekanizmanin rol aldigini diistindir-
mektedir. Sonraki hedefimiz, B-laktamlara direngte rol alabilecek
penisilin baglayan proteinlerin analizi veya atim pompalari varli-
ginin arastinlmasidr.

Anahtar sozciikler: Antibiyotik direnci, Bacteroides

PP - 074

Salmonella ve Shigella izolatlarinda gnr Geni
Varliginin Belirlenmesi

Keramettin Yanik', Yeliz Tanriverdi?, Adil Karadag', Kemal Bilgin?,
Cafer Eroglu’

'0ndokuz Mayis Universitesi Tip Fakiiltesi, Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dall, Samsun
“Ankara Meslek Hastaliklar Hastanesi, Mikrobiyoloji Laboratuvar, Ankara
*Ondokuz Mayis Universitesi, Saglik Hizmetleri Meslek Yiiksekokulu, Samsun

Giris: Salmonella ve Shigella tiirleri, insanlarda siklikla besin kay-
nakli gastroenteritlere neden olmakta ve genellikle tedavilerinde
kinolonlar tercih edilmektedir. Her ne kadar bu bakterilerde kinolon
direnci yaygin olmasa da son yillarda minimum inhibitér konsan-
trasyon (MIK) degerlerinde artis gériilmektedir. Plazmid aracil ki-
nolon direnci son yillarda 6zellikle enterik gram-negatif basillerde
saptanmistir. Bu galismanin amaci, Salmonella ve Shigella bakteri-
lerinde plazmid aracili kinolon direng genlerinden gnrA, qnrB, gnrC,
qnrD ve gnrS varh@inin arastiriimasidir.

Gereg ve Yontem: GCalismaya, Ocak 2011 - Aralik 2013 tarihleri ara-
sinda hastanemizin klinik mikrobiyoloji laboratuvarina génderilen
orneklerden izole edilen, 44 Salmonella ve 6 Shigella olmak lizere
toplam 50 bakteri susu alinmistir. izolatlar, konvansiyonel yén-
temlerle ve Phoenix (Becton Dickinson, ABD) otomatize sistemi
kullanilarak tiplendirilmistir. Ayrica izolatlara serotiplendirme de
yapilmistir. Suglarin ampisilin, siprofloksasin ve trimetoprim-sil-
fametoksazol (SXT) duyarliliklari CLSI onerileri dogrultusunda
disk difiizyon yéntemi, siprofloksasin MiK'leri ise E-test yontemi
ile galisilmistir. QnrA, gnrB, gnrC, gnrD ve gnrS varligi PCR yontemi
kullanilarak arastirimistir.

Bulgular: izolatlarin 38'i (%76) Salmonella enteritidis, 6's1 (%12) Sal-
monella spp. ve 6'si (%12) Shigella spp. olarak tanimlanmistir. iki
(%4) Shigella spp. ile 1 (%2) S.enteritidis olmak tizere toplam 3 (%6)
susta gnrS agisindan pozitiflik saptanmistir. QnrS pozitif olan 3 izo-
lattan 1'i siprofloksasine duyarli, 2'si orta duyarli; hepsi ampisilin
ve SXT'e direngli olarak bulunmustur. QnrS pozitif izolatlarin E-test
yoéntemiyle siprofloksasin MiK degerlerine bakildiginda 0.06-0.5
ug/mL arasinda oldugu goriilmistir.

Sonug: Shigella ve Salmonella suslarinda, plazmidle aktarldigr dii-
siinlilen gnrS varliginin toplam %6 oraninda saptanmis olmasi, za-
man iginde kinolon direncinin hizla yayilmasina ve gelisebilecek
tedavi basarisizliklarina neden olabilecegini diistindiirmektedir.
Anahtar sozciikler: Salmonella, Shigella, gnr

PP - 075

Postmortem Tiiberkiiloz Enfeksiyonu Tanisinda
Parafine Gomiilii Dokularda Iki Farkh Gergek
Zamanh PCR Sisteminin Karsilagtinlmasi

Giilha_r_1 Yagmur', Nurhan Albayrak?, Taner Dag', Muzaffer Yildinm’,
Ayse Ozgiin', Yalgin Biiyiik'

stanbul Adli Tip Kurumu, Morg ihtisas Dairesi, Istanbul
“Tiirkiye Halk Saghgi Kurumu, Ulusal Tiiberkiiloz Referans Laboratuvari, Ankara

Amag: Tuberkiiloz (TB), diinyada halen morbidite ve mortalite-
si yiiksek olan enfeksiyonlardan biridir. Bu nedenle TB enfeksi-
yonlari sonucu kaybedilen olgularin postmortem tanimlanmasi
onemlidir. Bu ¢alismada, postmortem M.tuberculosis enfeksiyo-
nu tanisinda parafine gémiilii dokularda iki farkli gergek zamanli
PCR (Rt-PCR) sisteminin duyarhliklarinin karsilastirimasi amag-
lanmistir.

Gereg ve Yontem: Calismaya, otopsi sonrasi histopatolojik olarak
TB ile uyumlu bulgular gésteren (Resim) 37 olgunun, parafine go-
miilti 40 doku 6rnedi alinmigtir. Dokularin deparafinizasyon igle-
minden sonra DNA izolasyonu QIAsymphony DSP Virus/Pathogen
Midi kit (Qiagen, ABD) ile QIAsymphony cihazinda, DNA'nin amplifi-
kasyon iglemi Artus M.tuberculosis RG-PCR kiti kullanilarak Rt-PCR
yontemiyle Rotor-GeneQ (Qiagen, ABD) cihazinda yapilmistir. Ayni
sekilde deparafinizasyon isleminden sonra 6rneklerin izolasyon ve
Rt-PCR islemi Xpert MTB/RIF (Cepheid Inc, ABD) sistemiyle ger-
ceklestirilmistir.

Bulgular. Parafine gomili 40 doku &rnedin 16'sinda (%40)
M.tuberculosis DNA'sI her iki yontemle de negatif bulunmustur. Her
iki yontemle de pozitif bulunan 6rnek sayisi 13 (%32.5)'dir. Xpert
yontemiyle pozitif bulunan 7 (%17.5) 6rnek Qiagen sistemiyle ne-
gatif saptanirken, Qiagen sistemiyle pozitif bulunan 4 (%10) rnek
Xpert yontemiyle negatif saptanmistir. Xpert MTB/RIF yontemiyle
pozitif bulunan 20 6rnegin 15'i rifampisine duyarl bulunurken, 3
ornekte rifampisin direnci saptanmis, 2'sinde ise direng belirlene-
memistir (Tablo).

Sonug: Postmortem TB enfeksiyonu tanisinin konulmasi igin
etkin 6rnekleme ile EZN boyama ve kiiltir yapiimasi dnemlidir.
Ancak postmortem mikrobiyolojik drneklemelerin yapilamadigi
olgularda parafine gémiilti dokularda M.tuberculosis DNA'sini
gostermek, PCR sistemleri arasinda farklilik olmakla birlikte tani
koydurucudur. Parafine gomiilii dokularda calisilan Xpert siste-
mi rifampisin direncini belirlemesi, daha kisa siire iginde ve daha
fazla pozitif sonug saptamasi nedeniyle avantajh olarak goril-
mektedir.

Anahtar sozciikler: Mycobacterium tuberculosis, postmortem

Resim. Kalp dokusunda nekrotizan graniilomatoz iltihap
(Hemotoksilen eozin, 20x).

4-7 Haziran 2014, Swissotel, Ankara
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Tablo. Histopatolojik bulgular, Xpert ve Qiagen sistemi Rt-PCR
bulgularinin karsgilastiriimasr*

No Ornek Histopatoloji Qiagen Xpert MTB/RIF RIF
" Nekrotizan .
1 Akciger graniillomatoz iltihap Negatif Low S
Nekrotizan .
2 Kalp graniilomatoz iltihap Negatif very low
3 Akciger Jelatinozkazedz oo 281)  Medium R
pnomoni
- Nekrotizan - .
4 Akciger graniilomatdz iltihap Pozitif (CT: 33.2)  Very low R
" Nekrotizan . ) .
5 Akciger graniilomatdz ltihap Pozitif (CT: 34.2) Negatif
6 Akciger  Nekrotizan oo iicT:36.0)  Low R
graniilomatoz iltihap
. Nekrotizan N
7 Akciger graniilomatz itihap Pozitif (CT: 27.0)  Very low S
- Nekrotizan I '
8 Akciger grantlomatdz iltihap Pozitif (CT: 29.0) High S
- Nekrotizan I .
9 Akciger graniilomatoz ltihap Pozitif (CT: 32.5) Negatif
10 Akciger Jelatinozkazedz oo iie oT.282)  Low S
pnomoni
11 Akciger VelalnOzkazedz b i ¢1:311)  Medium S
pnomoni
12 Akciger  Nekotizan b iie(cT:342)  Low S
graniilomatoz iltihap
. Nekrotizan P
13 Akciger graniilomatoz iltihap Pozitif (CT: 36.5)  Very low S
" Nekrotizan .
14 Akciger graniilomatz ittihap Negatif Very low
Nekrotizan .
15 Kalp graniilomatsz itihap Negatif Very low S
16 Akciger Jelalinozkazedz oo e or.350)  Low S
pndmoni
. Nekrotizan .
17 Akciger graniilomatoz iitihap Negatif Very low S
" Nekrotizan .
18 Akciger graniilomatdz itihap Negatif Low S
- Nekrotizan . . .
19 Akciger graniilomatdz iltihap Pozitif (CT: 32.5) Negatif
20 Akciger Jelatindzkazedz oo e o315 Low S
pndmoni
21 Akciger  Nekrotizan oo if(CT:265)  Low S
graniilomatoz iltihap
22 Akciger Nekrotik nodiiller  Pozitif (CT: 33.0)  Very low S
" Nekrotizan .
23 Akciger graniilomatoz iltihap Negatif Very low S
24 Akciger  NeKrolizan oo e (0T-977)  Negatif

graniilomatoz iltihap

* Her iki yontemle de pozitif bulunan olgular (n:13) koyu renkle gsterilmistir.

PP - 076

Klinik Orneklerden izole Edilen Karbapeneme
Direngli Gram-Negatif Basillerde Karbapenem
Direncinin Molekiiler Analizi

Miimtaz Giiran', Farzad Haydari?, Tiilin Gliven Gokmen?,
Melda Meral?, Yildiz Kalayci?, Suna Kizilyilldinm?, Fatih Koksal?

'Yakindogu Un/'versites/ Tip Fakiiltesi, Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dal, Lefkose, Kibris
2Qukurova Universitesi Tip Fakdiltesi, Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali, Adana

Amag: Karbapenemaz enzimleri, gram-negatif bakteri enfeksiyon-
larinda bazen klinisyenlere tedavide segenek birakmayacak kadar
tehlikeli, direng spektrumu ¢ok genis olabilen enzimlerdir. Bu en-
zimleri sentezleyebilen bakteriler, glinimiizde de hastanelerde go6-
rilen, yliksek morbidite ve mortalite ile seyreden enfeksiyonlarin
en basta gelen etkenleridir. Ulkemizde ise bu problemlerin etkileri
klinikte ciddi bir sekilde hissedilmesine ragmen, giiniimiize dek
yapilan epidemiyolojik ve deneysel ¢aligsmalar sayi bakimindan ye-
tersiz, kapsam agisindan dardir. Bu ¢alismada, lokal olarak karba-
penemaz direncinin siirveyansi yapilirken, tilkemize epidemiyolojik
veriler kazandirilmasi amaglanmistir.

Gereg ve Yontem: Subat 2012 - Mart 2013 tarihleri arasindaki bir
yillik siire zarfinda, Gukurova, Bagkent ve Mustafa Kemal Universi-
teleri Tip Fakdiltesi Hastanelerinde, gesitli klinik ve polikliniklerden
gelen orneklerde karbapeneme direngli Enterobacteriaceae uyeleri
taranmis; pozitifligin tespit edildigi 168 ornekte antibiyotik duyar-
lihk testleri ile fenotipik olarak, PCR ve dizi analizi yontemleriyle
genotipik olarak karbapenemaz enzimleri arastiniimistir.

Bulgular: Calismaya dahil edilen suslar arasinda (n: 168) penisilin,
beta-laktam/beta-laktamaz inhibitorii kombinasyonlari, sefalos-
porinler, ertapenem, imipenem ve trimetoprim/siilfametoksazole
karsi direncin %80'in lizerinde oldugu; aztreonam, meropenem,
gentamisin, tetrasiklin ve florokinolonlara karsi direncin %50-70
arasinda degistigi ve kolitsin direncinin %5.2 diizeyine ulastigi
izlenmistir. Direngli suslar arasinda en sik karsilagilan karbape-
nemazlar OXA-48 ve OXA-58 gibi D grubu karbapenemazlar olup,
bunlari non-fermentatif mikroorganizmalarda goriilen GES ve PER
enzimleri ile bazi Paeruginosa ve Enterobacteriaceae tiirlerinde go6-
rilen IMP, VIM, NDM gibi enzimler izlemektedir. VIM-7 enzimini
sentezleyen sus ise lilkemizde ilk kez tanimlanmistir.

Sonug: Bolgemizdeki direncli suslarda karbapenemaz genlerinin
cesitliligi, global cesitlilige benzerlik gostermektedir. Dolayisiyla,
tilkemizin degisik bolgelerinde, daha fazla sus sayilariyla yapilacak
olan galismalara gereksinim vardir.

Anahtar sozciikler: Karbapenemaz, antibiyotik direnci

PP - 077

Kisa Donemli Acinetobacter baumannii Salgini

Beril Akgimen', Tiilin Gliven Gokmen?, Melda Meral?, Cansu Onlen?,
Tilay Kandemir?, Yildiz Kalayci?, Suna Kizilyildinm?, Fatih Koksal?

'Kadirli Devlet Hastanesi, Mikrobiyoloji Laboratuvari, Osmaniye
2Cukurova Universitesi Tip Fakdiltesi, Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali, Adana

Acinetobacter baumannii 6zellikle yogun bakim {initelerinde sag-
lik hizmeti ile iligkili enfeksiyonlara ve salginlara yol agan dnemli
bir patojendir. Karbapenem grubu antibiyotikler dahil, ¢oklu ilag
direnci gostermesi enfeksiyonlarin tedavisinde ciddi problemlere
sebep olmaktadir. Karbapenem direnci siklikla OXA tipi karbape-
nemazlarla olugmaktadir. OXA tipi enzimler 4 alt grupta (OXA5T,
OXA58, OXA23, OXA24) toplanir. Acinetobacter izolatlarinda
OXA51 alt grubundaki enzimler intrinsik olarak bulunurken, mo-
bil elementler ile kazanilan OXA58, OXA23 ve OXA24 alt grubu
enzimler de beraberinde bulunabilmektedir. Ayrica blaOXA51 ge-
ninin upstream bolgesinde yerlesen ISAbal segmenti de transk-
ripsiyonel bir promotor olarak B-laktamaz gen ekspresyonunu
indiiklemektedir.
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Bu calismada Mart 2014 tarihinde Adana-Kadirli Devlet Hastane-
sinin 10 yatakli yogun bakim Unitesinde, ventilatore bagli 3 hasta-
nin trakeal aspiratindan ve kaynak tespiti amaciyla alinan 4 gev-
resel drnekten (ventilator hortum yiizeyi, ventilator hortumu igi,
ventilator ylizeyi ve ventilator tuslari) izole edilen karbapeneme
direncli A.baumannii izolatlarinda, karbapenemaz enzimini kodla-
yan blaOXA genleri alt gruplarinin, ISAbal segmenti varliginin ve
PFGE ydntemi ile klonal iligkilerinin arastirlmasi amaglanmistir.
Calismamizda, 6zgiil primerler kullanilarak multipleks PCR ile,
blaOXA51-benzeri gen igin 353 bazgifti (bp), blaOXA58-benzeri
gen igin 599 bp, blaOXA24-benzeri gen icin 246 bp ve blaOXA23
geni i¢in 501 bp biyiikliglinde; ISAbal segmentine yonelik ola-
rak ise tek tiip PCR ile 548 bp boyutunda amplikon varhgi aras-
tinlmistir.

Calisma sonucunda, 3 hasta izolati ve 4 gevresel ornekten izole
edilen A.baumanniinin PFGE paternleri %100 iligkili bulunmustur.
izolatlarin tamaminda blaOXA51 ve blaOXA23 genleri ve ayrica ISA-
bal segmentinin varligi saptanmistir. Higbir izolatta blaOXA58-ben-
zeri ve blaOXA24-benzeri genler tespit edilmemistir. Bu sonuglar,
yogun bakim Uinitesinde goriilen kisa dénemli salginda, bulasin
cevresel kokenli oldugunu gostermistir.

Anahtar sozciikler: A.baumannii, blaOXA geni

PP - 078

Bir Yalanci Salgin Analizi

Sinem Solmaz’, Yasemin Isik Kog', Ozlem Giizel Tungcan?,
Murat Dizbay? Meltem Yalinay Girak’

'Gazi Qn/versitesi Tip Fakiiltesi, Tibbi Mikrobiyoloji Ananilim Dall, Ankara
’Gazi Universitesi Tip Fakiiltesi, Enfeksiyon Hastaliklari ve Klinik Mikrobiyoloji Anabilim Dall, Ankara

Amag: Bu calismada, kemik iligi Ginitesinde meydana gelen bir sal-
ginin tanimlanmasi ve kontrol énlemlerinin alinmasi amaglanmis-
tir.

Gereg ve Yontem: 2014 Mart ayinda bir hafta boyunca kemik iligi
initesinde yatan hastalardan rutin olarak alinan 13 adet kateter
ici kan ve kan kdiltiir ornekleri laboratuvarimiza gelmistir. Kiiltiirle-
rin degerlendirilmesinde, silik Gireyen bakterilerin gram-pozitif kok/
kokobasil morfolojisinde oldugu tespit edilmistir. Bu bakterilerin
tanimlanmasi klasik yontemlerle yapilamamistir. Kiiltlirde {ireyen
bu bakterilerin tiir tanimini yapabilmek igin 16S rDNA dizi analizi
yontemi kullaniimistir.

Bulgular: 16S rDNA dizi analizi yontemi ile tiim kdiltiirlerde Micro-
bacterium laevaniformans saptanmistir. Hastalarda herhangi bir
semptom olmamasi ve bu bakterinin rutin alinan kan kiiltirlerinde
tespit edilmesi nedeniyle enfeksiyon etkeni olarak kabul edilme-
mistir. Geriye yonelik yapilan taramada, hastalardan kan kdltiirii
alimi sirasinda uygulanan yontem hatasindan dolayi kiiltiirlerin
kontamine oldugu kabul edilmistir. Kiiltiir ahm y&nteminin degisti-
rilmesi sonucunda kan ve kateter ici kan kiiltiirlerinde herhangi bir
bakteri liremesi saptanmamistir.

Sonug: Kemik iligi Unitesinde saptanan bu kiimelenme yalanci
salgin olarak degerlendirilmistir. Klasik yontemler ile tanimlana-
mayan, tanimlanmasi zor bu tip bakterilerin adlandinimasinda 16S
rDNA dizi analizi uygun bir yontemdir. Elde edilen bulgular, tanim-
lanamayan bakterilerde 16S rDNA dizi analizi yonteminin dogru
tanidaki 6nemini ortaya koymaktadir.

Anahtar sozciikler: 16S rDNA dizi analizi, yalanci salgin analizi

PP - 079

Bir Yogun Bakim Unitesinden izole Edilen
Sphingomonas paucimobilis Suslarinin
Mikrobiyolojik Agidan Degerlendirilmesi

'[ug“ ba Kula Atik, Bayhan Bektore, Meh[pet Burak Selek,
Umit Karakas, Orhan Baylan, Mustafa Ozyurt

GATA Haydarpasa Egitim Hastanesi, Tibbi Mikrobiyoloji Servisi, istanbul

Amag: Sphingomonas paucimobilis aerobik, non-fermentatif, oksi-
daz ve katalaz pozitif gram-negatif bir basildir. Hastanelerde go6-
rilen kisa siireli salginlarda, etken mikroorganizmalar arasindaki
klonal iligkiyi belirlemek amaciyla ilk olarak basvurulan yontem
AP-PCR teknigidir. Calismamizda hastanemizin Dahiliye Yogun
Bakim Unitesinde izole edilen S.paucimobilis suslarinin mikrobiyo-
lojik agidan fenotipik ve genotipik olarak degerlendirilmesi amag-
lanmustir.

Gereg ve Yontem: Yogun bakim iinitesinde bir aylik donem iginde 3
farkli hastada S.paucimobilis Gremistir. Bulas kaynagini belirlemek
lizere cevresel 6rneklemeler yapilmistir. S.paucimobilis’in mikrobi-
yolojik tanisi konvansiyonel yontemler ve Vitek-2 otomatize tanim-
lama sistemi (bioMerieux, Fransa) ile gerceklestirilmistir. izolatla-
rin antibiyotiklere duyarliliklan Kirby-Bauer disk diflizyon yéntemi
ile arastinlmistir. DNA izolasyonu spin kolon ydntemi ile yapilmig
ve AP-PCR igin M13 primerinin kullanildigi protokol uygulanmistir.
Bulgular: Hastalarin hepsinden ve cevresel ornekler arasinda 5
oksijen haznesinden izole edilen toplam 8 izolatin antibiyotik du-
yarlik durumlan fenotipik olarak benzer bulunmustur. AP-PCR
sonucunda ise, oksijen haznelerinden izole edilen 5 izolatin kendi
aralarinda ve 3 hastanin 2'sinden izole edilen izolatlarin da kendi
aralarinda bant dizilimleri benzerlik gostermistir.

Sonug: Oksijen haznelerinden izole edilen izolatlar ile hastalardan
izole edilen izolatlar arasinda bant dizilimleri agisindan benzerlik
gorilmemistir. Benzer bant dizilimi goriilen 2 hastanin ortak 6zel-
ligi ayni yatakta birer hafta arayla yatmalaridir. Ancak yatak kenar-
larinda Greme olmadigi igin bulas kaynaginin ne oldugu tam olarak
bulunamamistir. PFGE y&ntemi, genotiplendirme yéntemleri iginde
altin standart olarak kabul edilmekle birlikte, kisa siireli salginlarin
ilk basamaginda hizlica AP-PCR c¢aligilmasi 6nerilmektedir.
Anahtar sozciikler: AP-PCR, Sphingomonas paucimobilis

PP - 080

Gesitli Klinik Orneklerden izole Edilen Vankomisine
Direncli Enterokoklarin Fenotipik ve Genotipik
Olarak incelenmesi

Sevim Ozsoy, Zeynep Arzu ilki, Giiner Soyletir

Marmara Universitesi Tip Fakiiltesi, Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dall, istanbul

Amag: Bu calismada, gesitli klinik 6rneklerden etken olarak izole
edilen vankomisine direngli enterokok (VRE)'larin retrospektif ola-
rak degerlendirilmesi ve direngten sorumlu genlerin arastirilmasi
amagclanmistir.

Gereg ve Yontem: Calismaya hastanemizde Ocak 2012-Nisan 2014
tarihleri arasinda cgesitli servislerdeki hastalarin klinik érneklerin-
den izole edilmis, vankomisine direngli oldugu belirlenmis 49 izo-
lat (idrar, kan, plevra, periton, yara suriintiist, biyopsi, derin trakeal
aspirat) dahil edilmistir. Enterokoklar, konvansiyonel yontemler ve
Maldi-TOF MS ile tiir diizeyinde tanimlanmistir. Minimum inhibitor
konsantrasyonlari (MiK) E-test ydntemiyle calisiimistir. Genotipik
incelemede ise polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) ile 6zgil primer-
ler kullanilarak VanA ve VanB direng genleri arastiriimistir.
Bulgular: Bu donemde yatan hastalarin klinik 