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BAZI PATOJEN BAKTERILERIN MOLEKULER YONTEMLER iLE
TANIMLANMASI

OZET

Tipta tiim tani laboratuari disiplinlerinde amag, en uygun testi uygulamaktir.
Ozellikle enfeksiyon hastaliklarmin tanisinda etkenin kisa siirede tespit edilmesi, bir
defada ¢ok sayida mikroorganizmanin saptanabilmesi,birden fazla hastanin aymi anda
caligilabilmesi ve tedavisine olabildigince erken baslanilabilmesi gittik¢e daha fazla 6nem
kazanmaktadir. Bu etkenlerin kisa siirede tanimlanmasi, hem mortaliteyi ve bulag riskini
azaltmakta, hemde kontrolsiiz ilag kullanimin1 azaltarak maliyeti diistirmektedir. Bu
calismada molekiiler yontemlerden biri olan multiplex PCR kullanilarak Streptococcus
pyogenes, Staphylococcus aureus, Escherichia coli ve Pseudomonas aeruginosa

bakterilerinin kisa siire de tanimlanmalar1 amaglanmastir.

PCR ile birden fazla hedef dizinin birlikte ¢ogaltilmasi ¢oklu (multipleks) PCR
olarak adlandirilir. Multiplex PCR Klasik PCR ile ayn1 basamaklarda gergeklesir.Fakat
her reaksiyonda ¢oklu primer setleri kullanilir. Caligmamizda laboratuvarimizda Vitek II
cihaziyla tamimladigimiz Streptococcus pyogenes, Staphylococcus aureus, Escherichia coli
ve Pseudomonas aeruginosa bakterileri kullanilmistir. Multipleks PCR'da bu bakterilerin
16 S RNA gen bolgesinden biiyiikliigii sirasiyla 407,400, 254 ve 249 bp arasinda degisen

parcalar1 amplifiye eden spy1258, mecA, aggR ve oprl spesifik primerleri kullanilmigtir.

Bu bolgedeki genler amplifiye edildikten sonra goriintiilenmistir. Bunun sonucunda
konvansiyonel yontemlerle laboratuar tanist zaman alict ve zahmetli olan Streptococcus
pyogenes, Staphylococcus aureus, Escherichia coli ve Pseudomonas aeruginosa gibi
mikroorganizmalarin  ¢esitli biyolojik sivilardan kisa siirede tanimlamak icin elverisli
oldugu gosterilmistir. Gelecekte maliyetlerin azaltilmasi ve teknolojinin gelismesiyle
birlikte, molekiiler yontemlerin kullanim alanlarinin artacagin1 ve konvansiyonel

yontemlerin bir¢ogunun yerini alacagini diisiiniiyoruz.

Anahtar Kelimeler: Molekiiler metotlar, Streptococcus pyogenes, Staphylococcus aureus,
Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa,Multipleks PCR



SOME PATHOGENIC BACTERIA WITH IDENTIFICATION OF MOLECULAR
METHODS

SUMMARY

In purposes of all disciplines diagnostic laboratory medicine, the most appropriate
test to apply. Especially, factor in the diagnosis of infectious diseases to be detected as
soon as possible, at a time, detection of a large number of microorganisms, can be run
more than one patient at the same time and begin treatment as early as possible is
becoming more and more important. Identification of these factors, the short period of
time, both mortality and reducing the risk of transmission and by reducing the uncontrolled
use of drugs lowers costs. In this study, which is one of the molecular methods using
multiplex PCR of Streptococcus pyogenes, Staphylococcus aureus, Escherichia coli and

Pseudomonas aeruginosa bacteria in a short period of time is intended to describe.

With the reproduction of more than one target sequence by PCR, multiplex PCR
is called. Multiplex PCR with conventional PCR performed the same steps However,
multiple primer sets used in each reaction. In our study we were used, defined to
Streptococcus pyogenes, Staphylococcus aureus, Escherichia coli and Pseudomonas
aeruginosa bacteria by Vitek II device in our laboratory. For Multiplex PCR, respectively,
the size of these bacteria 407.400 16 S RNA gene region, which amplified fragments of
254 and 249 bp, spy1258, mecA, and oprl AggR specific primers were used

After amplification of the genes in this region is viewed. As a result, laboratory
diagnosis of conventional methods which are time-consuming and laborious,
microorganisms such as Streptococcus pyogenes, Staphylococcus aureus, Escherichia
coli and Pseudomonas aeruginosa, from various biological fluids, aimed to demonstrate
that convenient to define in a short period of time. with the reduction of costs and the
development of technology in the future, we think, will increase of uses areas of molecular

methods and take replace of the many conventional methods.

Key words: Molecular methods, Streptococcus pyogenes, Staphylococcus aureus,

Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa,Multiplex PCR
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GIRIS

Klinikte, daha 6nce adi konamamis enfeksiyon hastaliklarinin ortaya ¢ikmasi veya
tanimlanan enfeksiyon hastaliklarinin insanlarda tekrardan hastalik olusturmasiyla beraber
toplum sagligmin olumsuz yonde etkilenmesi 6nemli sikintilar olusturur. Bakterilerin
tanimlanmalar1 genellikle kiiltiir ortamlarinda {retilmeleriyle yapilmaktadir. Kiiltiir
ortamlarinda ¢ogalan bakterilerin koloni morfolojileri ve biyokimyasal ozellikleri gibi
fenotipik karakterleri bakterilerin belirli bir tiir veya cins diizeyinde tanisina olanak
vermektedir. Patojen bakterilerin kiiltiir ortaminda iiretilememesi ya da tretilmesinde
zorlanma, patojen mikroorganizmalarin kiiltiirde iiretilmesinin uzun zaman almasi tedavi
siirecini olumsuz yonde etkilemektedir. Ayrica bir organizmaya ait bazi fenotipik
karakterlerin laboratuar kosullarina bagli olarak degisebilmesi ya da belirli bir fenotipik
karakterin birgok degisken gen tarafindan olusturulmasi1 ve de genetik olarak farkli
organizmalar tek bir mikroorganizma olarak tanimlanabilmesi karsilasilan diger

zorluklardir (Relman ve Persing, 1996).

Fenotipik tanida ortaya ¢ikan bu sorunlar insanlar1 daha gilivenilir bir yontem olan
PCR’ ve daha bir¢ok molekiiler yontemi mikrobiyolojide kullanmaya tesvik etmistir. PCR
teknolojisinin mikrobiyolojide yaygin olarak kullanildigi alanlar; antibiyotik almis olan
hastalarda veya stoklanmis orneklerde tani koyma, antimikrobiyal direncin saptanmasi,
bulasict patojenlerin ve kiiltiirii yapilamayan bakterilerin erken tanisi,genotiplendirme ve
direnglilik ile bakterilerin toksijenik suslarimin ayirt edilmesin seklinde Ozetlenebilir.
Ozellikle klinik 6rneklerde PCR metodunun duyarliligi bulasici bakteri hiicrelerinin
sayisinin ¢ok diisiik olabildigi, materyallerin ¢ogu tiirlinde bakteriyel iirlinleri veya
bakterinin diisiik konsantrasyonlarinin dogrudan bulunmasint saglar. Bu sebeple
patojenlerin molekiiler izlenmesi, organizmalarin bulunmasi ve de belirlenebilmesi i¢in

hizl1 ve giivenilir bir metot olan PCR ’a gereksinim duyulmaktadir.

Bakteriler zamanla antibiyotiklere kars1 direng gelistirmekte, bu durum, hem hasta
hem de hekim agisindan bazi sorunlari beraberinde getirmektedir. Antimikrobiyal
direngteki artis, kisilerin tedavi siiresini ve hastanede yatig siiresini uzatarak, mortalite
oranlarini artirmakta, genis spektrumlu ve daha pahali olan antibiyotik kullanimina neden
olmaktadir (Murray, 1991; Jacoby, 1991). Komplikasyon ve mortalite oranlar1 yiiksek

olan boyle direngli enfeksiyonlarda mortalite orani, tani konulduktan sonra uygun



antibiyotiklerle tedavi edilmesiyle azalmaktadir. Bu enfeksiyonlara uygun tedavi kisa
stirede verilmeye baglanmadiginda mortalite orani artmakta, hastane yatis siiresi uzamakta
ve buna paralel olarak ta maliyet ylikselmektedir. Bu yiizden enfeksiyon etkeninin kisa

siirede identifiye edilmesi 6nem kazanmaktadir.

Bu galismada Multiplex PCR yonteminin ¢ok daha kisa siirede birden fazla bakterinin
(Streptococcus pyogenes, Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Pseudomonas
aeruginosa) identifiye edilmesine olanak sagladigi gosterilmistir. Bu yontem kullanilarak
mortalitenin, hastanedeki  yatis siliresinin ve maliyetin azaltilabilecegini gostermek

amaglanmstir.

1.1. Streptococcus pyogenes

Ik kez 1874°te Billroth yara ve erizepel lezyonlarinin cerahatli eksudalarinda zincir
yaparak iireyen koklar1 tanimlamis ve streptococcus adini vermistir. 1879'da Pasteur
tarafindan puerperal sepsisli bir hastanin kanindan elde edilmistir. Ogston tarafindan
1881'de cerahat etkeni oldugu agiklanmistir. Bakteriyi 1882-1883' de ilk kez saf kiiltiir
olarak Fehleisen iiretmis daha sonra 1884'te Rosenbach *‘Streptococcus pyogenes’
isimlendirmesini yapmistir. 1919'da Brown, kanli agardaki hemolitik aktivitelerine gore
streptokoklar1 alfa, beta, ve gama olarak ayirmistir. Rebecca Lancefield, presipitasyon ve
Griffith ise agliitinasyon yontemleriyle streptokoklarin immunolojisini incelemigler ve
Lancefield 1933'de patojen streptokoklari, hiicre duvarinda bulunan karbonhidrat

antijenlerine gore serolojik gruplara ayirmistir (Ustagelebi,1999).

Grup A antijeni tasiyan ¢ogu streptokok Streptococcus pyogenes’tir. S. pyogenes
(Streptococcus pyogenes) onemli bir insan patojenidir. S. pyogenes lokal veya sistemik
invazyon yapan ve poststreptotoksik immiinolojik bozukluklara yol agan major bir insan
patojenidir. Tipik olarak 0.5 mm ¢apli kolonilerinin etrafinda biiyiik (1 cm ¢apli) bir beta
hemoliz zonu vardir (Sekil 1.1.). PYR ( L- pirolidonil- 2-naftilamit hidrolizi) pozitiftir ve

basitrasine duyarlidir. Kiiresel veya oval olan hiicreler zincir seklinde dizilir.



Sekil 1.1. Kanl besiyerinde Streptococcus pyogenes

Streptokoklar gram pozitif olmakla birlikte kiiltiirleri eskidik¢e ve bakteri
hiicreleri 6ldiigiinde Gram negatif gibi gortilebilirler. Bu durum bazi streptokoklarda bir
gecelik inkiibasyon sonrasinda bile olabilir. Grup A suslarinin ¢ogu hiyaluronik asit igeren
kapsiil yapmakta ve bu kapsiil fagositozu onlemektedir. S. pyogenes hiicre duvarinda
proteinler (M, R, T antijenler), karbonhidratlar (gruba 06zgiil) ve peptidoglikan igerir.
Pilluslar grup A streptokokun kapsiiliinden disariya dogru uzanir; kismen M proteininden
olusur ve lipoteikoik asit ile ortiiliidiir. Lipoteikoik asit streptokokun epitelyum hiicrelerine
tutunmasinda &nemlidir. Ureme ve hemoliz %10 CO2’li ortamda artar. Cogu patojen
hemolitik streptokok en iyi 37° C’de iirer. Genelde fakiiltatif anaeropturlar ve hem aerop,
hem de anaerop ortamda iireyebilirler. Peptostreptokoklar zorunlu anaeropturlar. S.
pyogenes invazyonuna bagli hastaliklar erizepel, seliilit, nekrotizan fasiit (streptokoksik
gangren), logusa atesi ve sepsis‘tir. S. pyogenes tarafindan 20’den fazla ekstraseliiler
madde salinir. Bunlar arasinda en onemlileri streptokinaz, streptodornaz, hiyalurinidaz,
pirojenik ekzotoksinler, difosforidin niikleotidaz ve hemolizinlerdir. S. pyogenes suslarinin
tiimii penisiline, ¢ogu eritromisine duyarlidir. Bazilar tetrasikline direngli olabilir. Ote
yandan, akut streptokok enfeksiyonunda bakterileri hizla eradike etmek, antijenik uyariy1

kesmek ve post streptotoksik hastaliklar1 dnlemek i¢in her tiir ¢aba harcanmalidir. 10 giin



boyunca etkin doku diizeyleri saglandig1 takdirde penisilin veya eritromisin ile bu

basarilabilir (Karadenizli, 2003).

S. pyogenes (A grubu beta hemolitik streptokok) enfeksiyonlarinin tedavisinde
ilk secilmesi gereken ila¢ penisilindir. Ciinkii hem ucuz, hem giivenilirdir. Ayrica bugiline
kadar penisiline direngli S. pyogenes kokeni bildirilmemistir. Penisilin alerjisi olanlarda
ikinci segenek olarak eritromisin kullanilmaktadir. Ancak basta Avrupa iilkeleri olmak
lizere birgok iilkede eritromisin ve diger makrolitlere karsi yiiksek oranda direng
bildirilmektedir (Kobayashi, 2005). Fusidik asitin kesfinden sonra Gram pozitif bakterilere
etkinligi olan bircok antibakteriyel ilacin kesfedilmesi, fusidik asite olan ilgiyi azaltmigtir.
Ayrica eritromisine direngli ilk S.pyogenes izolati1 1959 yilinda tespit edilmis ve her gegen

yil direngli sus sayisinda artig gozlenmistir (Karadenizli, 2003).

Romatizmal ates hastasinda grup A beta hemolitik streptokokla (GABHS)
reenfeksiyonun &nlenmesinde de antibiyotiklerin yarar biiyiiktiir. insanda S. pyogenes’in
nazofarinkste veya perinede asemptomatik tasiyiciligi olabildigi halde, kiiltiir veya diger
bir yontemle S. pyogenes saptandigi zaman patojen muamelesi gérmelidir. GABHS' un
temel kaynagi bu mikroorganizmayi tasiyan insandir. Kaynak durumundaki insan klinik
veya subklinik enfeksiyon seklinde ya da tasiyici olarak solunum sisteminden ya da
derisinden yayilan damlaciklar yoluyla diger insanlara bulastirirlar. Diger birgok
streptokok (viridans streptokok, enterokok, vb) insan normal florasinin elemanlaridir.
Normalde bulunmalar1 gereken yerin disindaki bir bolgeye gectikleri zaman hastalik
yapabilirler. Bunu 6nlemek i¢in 6zellikle solunum sistemi, gastrointestinal sistem ve
uriner sistem cerrahi girisimlerinde gegici bakteriyemi olugma riskine karsi, kalp kapak
deformitesi veya protez kapagi ya da eklem protezi olan kisilere profilaktik anbiyotik

uygulanmalidir (Karadenizli, 2003).

GABHS i¢in dogal kaynak insandir. Ayrica, kisiden kisiye bulag solunum
yoluyla olur. Bu bakteriler Streptokokal faranjitin en sik nedenidirler. Cogu olgu okul ¢ag1
cocuklarinda 5-15 yas arasinda goriiliir ve inkiibasyon periyodu 2—4 giindiir. Genellikle
ates, bogaz ve bas agrisi, halsizlik ve karin agrisi ile ani olarak baglar. GABHS faranjitinin
peritonsiller ve retrofarigeal abse, siipiiratif servikal adenit, otitis media, siniizit, mastitit ve
bakteremi gibi siipiiratif ya da akut ya da kronik romatizmal ates, glomerulonefrit gibi non-

stipiiratif komplikasyonlari olabilir (Winn, 2006).



GABHS’larin farinksdeki kolonizasyonlar1 aktif enfeksiyona neden olabilecegi
gibi, asemptomatik tasiyicilikla da sonuglanabilir. Mikroorganizmanin virulans faktorleri
invaziv hastalik olusmasinda énemlidir. Bununla beraber tasiyiciliga neden olan 6zellikler
tam olarak aciklanamamistir. Ancak genel olarak GABHS tonsillofaranjiti geciren kisilerin
diisiik miktarda doz ve/veya yetersiz siire tedavi almasi, bogaz florasi bakterileri
tarafindan beta-laktamaz salgilanmasi sonucunda tedavi i¢in verilen penisilinlerin

parcalanmasi, antibiyotige tolerans gelismesi gibi sebepler sayilmaktadir (Arda, 2003).

Tasiyicilarda akut romatizmal ates gelisimi ve enfeksiyonun baska bir kisiye
bulasma riski diisiik orandadir. GABHS ile tonsillofaranjit geciren kisilerle temasi olanlara
bogaz kiiltiirii yapilmasi ve tedavi verilmesi Onerilmemektedir. Ancak sik enfeksiyon
gecirenler ve nonsiipiiratif komplikasyon riskinin yiiksek oldugu kisiler bunun digindadir
(Arda, 2003; Martin, 2004). Bununla birlikte, literatiirde, tasiyiciligin viral enfeksiyon
olasiligimi arttirdig1 ve streptokokkal tonsillofarenjit salginlarina yol agabilecegini bildiren
ve tedavi edilmesi gerektigini savunan ¢alismalar da mevcuttur (Pichichero, 1999; Martin,
2004).

1.2. Staphylococcus aureus

Ilk kez 1880 de Staphylococcus adi Ogston tarafindan kullanilmustir.
Staphylococcus Yunanca “lziim salkimi” anlamina gelen “staphyle” teriminden
gelmektedir (Murray ve ark., 1998). Daha sonra ilk kez Rosenbach (1884) tarafindan

hastalik 6rneklerinden izole edilmistir (Bilgehan, 1990; Kloos and Bannerman, 1995).

Onemli bir enfeksiyon etkeni olan Staphylococcus cinsi bakteriler
Micrococcaceae ailesine aittir. Insanda en sik enfeksiyon etkeni olarak izole edilen
Stafilokoklar; Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis ve Staphylococcus
saprophyticus’dur. Bu tiirler igerisinde Staphylococcus aureus en fazla enfeksiyon sebebi
olan bakteridir. Klinik 6nemi olan bu ii¢ bakterinin ayriminda koagiilaz enzimi olusturma
Ozelliginin yan1 sira; hemoliz 6zelligi, mannitol fermentasyonu ile asit olusumu, DNaz
varligi, anaerobik ortamda iireme ve pigment olusumu gibi bazi biyokimyasal testler

yapilmaktadir.

S. aureus (Staphylococcus aureus) stafilokoklar arasindaki en patojen tiirdiir ve pek

cok klinik tablodan sorumlu olabilir. Toplum veya hastane kaynakli olusuna gore klinik
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formu, morbidite ve mortalitesi yoniinden farklilik gosterir. Deri ve yumusak doku
enfeksiyonlari, septik artrit, yara enfeksiyonu, osteomyelit pndmoni, ampiyem, endokardit,
bakteriyeminin yanisira, toksin etkisi ile besin zehirlenmesinden toksik sok sendromuna

kadar degisebilen hastalik tablolaria yol agabilir ( Waldvogel, 2000; Unal, 2004)

Stafilokoklar iiremeleri esnasinda boliinebilme 6zelliklerinden dolayr mikroskopta
cogunlukla diizensiz kiimeler halinde goriiliirler. Kiime goriintiisii bu bakterilerin kati
besiyerlerinde iiremesi sonucu mikroskobik olarak gozlemlenebilir. Morfolojik 6zellikleri
piiriilan materyal icerisinde, infekte viicut sivilarinda veya sivi besiyerlerinde degisebilir.
Genel ozellikleri yuvarlak, 0.5 - 1.5 um ¢apinda, gram pozitif, katalaz pozitif, fakiiltatif
anaerop (yalmiz S. saccharolyticus anaerop) fakat genellikle aerop iiremeyi seven,
hareketsiz, % 10 NaCl* li ortamda ve 18 - 40° C ler arasinda iireme 6zelligine sahip kok
formunda mikroorganizmalardir (Sekil 1.2). S.aureus Koagiilaz pozitif tek stafilokoktur.
Diger stafilokoklar “koagiilaz negatif stafilokoklar (KNS)” olarak gruplandirilir (Bilgehan,
1990; Kloos ve Bannerman, 1995; Koneman ve ark., 1997; Wilkinson, 1997).

Fakiiltatif anaerop bir bakteri olan S. aureus basit besiyerleri dahil bir ¢ok
besiyerinde iireyebilmelerine karsin kanli besiyerlerinde daha iyi ¢ogalirlar. En iyi 37°
C’de ve pH 7,4’de iirerler. Cogu susu koyun, at ve insan kan1 bulunan agar besiyerinde 24-
36 saatlik inkiibasyon sonunda tam hemoliz olusturur. Kanli agarda altin sarisi renginde,
yuvarlak, 1-3 mm c¢apinda diizgiin kenarli koloniler olusturur. Kolonilere altin sarisi

rengini veren karotenoid pigmentlerdir (Bilgehan,1990; Tiinger ve ark., 2003).

Mannitol tuz agar yiiksek tuz konsantrasyonu igerdiginden stafilokoklar igin segicidir.
Mannitol fermantasyonuyla olusan asit, ph gostergesi fenol kirmizisinin kirmizi (alkalin)

ve sariya (asit) donmesine neden olur (Sekil 1.2.).



Sekil 1.2. S. aureus mannitol fermantasyonu

S. aureus cesitli disakkaritleri, heksozlari, pentozlari seker alkollerini fermente
ederek bol miktarda laktik asit olusturur. S. aureus i¢in Mannitol’iin fermantasyonu ayirt
edici bir Ozelliktir, bir ¢ok karbonhidrati enerji kaynagi olarak kullanabilir ve aerop
kosullarda daha iyi iirer. Karbondioksit ve asetat aerobik glikoz kullanimai ile ortaya ¢ikan
iriinlerdir. % 10 ve daha az NaCl igeren ortamlarda iyi, % 15 NaCl ‘li ortamda zayif
irerler (Bilgehan, 1990).

Hiicre duvari, mikoplazmalar disindaki tiim prokaryotlarda bulunur. Bakteriye sekil
veren ve hiicre i¢i osmotik basinca karsi1 hiicreyi koruyan saglam bir yapidir (Davis ve ark.,
1990). Biitiin gram olumlu bakterilerdeki gibi stafilokoklarinda hiicre duvar teikoik asit ve
peptidoglikan igerir. Hiicre duvarmin esas yapisini olusturan Peptidoglikan, hem gram
olumlu hem de gram olumsuz bakterilerde bulunan karmasik bir makro molekiildiir.
Yapisinin temel taglar1 olan glikan zincirleri, n-asetil glukozamin ve n-asetil miiramik asit
birimlerinin dontistimlii bir sekilde siralanmalari ile olusan disakkarit zincirleridir. Bu
zincir lizerinde, miiramik asidin laktil grubuna bagli tetrapeptid yapisi bulunmaktadir.
Tetrapeptidin dordiincii pozisyonundaki D-Alanin ile {iglincii pozisyonundaki diaminoasit
arasinda capraz baglar olusur ve tiirler arasinda bu baglarin yapilart farklilik gosterir.

Capraz baglar hiicre duvarmin saglamhig: ile iliskili olup, S. aureus’da ¢apraz baglanti
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orani yiiksektir ve bakterinin lizozim enzimine karst direngli olmasini saglar (Wilkinson,

1997).

Teikoik asit fosfodiester baglariyla bagli ribitol birimlerinden olusan suda
coziilebilen bir polimerdir. Yalnizca gram olumlu bakterilerin hiicre duvarinda bulunan bu
yapt hiicre yilizeyine negatif yiik vererek c¢esitli metal iyonlarinin, katyonlarin
lokalizasyonunda ve otolitik enzimlerin aktivasyonunda rol oynar (Wilkinson, 1997).
Peptidoglikan yapiya kovalent baglarla bagli olan teikoik asitler “duvar teikoik asitleri”
diye adlandirilmaktadir. Bir kismi ise hiicre membraninda bulunan lipitlerle kovalent
baglar yapmistir ve “membran teikoik asitleri” olarak adlandirilir. Teikoik asitler,
stafilokoklarin tiire 6zgii antijenleridir ve ribitol teikoik asit S.aureus i¢in Ozgiildiir

(Kingsbury ve Wagner, 1992).

Protein A, S.aureus susunda peptidoglikana baglanan bir yiizey proteinidir.Bu
proteinin en O6nemli 6zelligi bazi immiinglobulin G (IgG) alt simiflarinin (IgG1, 1gG2,
IgG4) Fc reseptorleri ile ozgiil olmayan etkilesimidir (normalde antikorlar 06zgiin
antijenleri ile Fab boliimlerinden baglanirlar). Immiinglobulinlerin Fc reseptdrlerine
baglanan Protein A bakteriyi antikora bagli fagositozdan korur. Ayrica hiicre disina
salgilanan Protein A ayni reseptorlere baglanarak komplemanin tiikketimine sebep olur ve
boylece bakteri komplemanin litik etkisinden korunmus olur. Protein A, ayn1 zamanda
baz1 enfeksiyon hastaliklarinda in vitro deneylerde tani amaciyla kullaniimaktadir.
Stafilokoklar bu deneylerde IgG antikorlariyla kaplanmaktadir. Antikorlarin Fc kisimlar
ile bakteriyel Protein A baglandiginda 6zgiil baglanma bdlgeleri olan Fab boliimleri serbest
kalir. Gozlenen Ornekte aranan antijen var ise stafilokoksik Protein A-antikor-antijen
kompleksi olusmakta ve agliitinasyon gozle goriilir hale gelmektedir. Buna da

koagliitinasyon deneyleri ad1 verilir (Tiinger ve ark., 2003).

Staphylococcus aureus viriilans etkeni olarak salgiladigi bircok ekstraseliiler enzim

ve toksin sunlardir:

Katalaz : Tim stafilokoklar tarafindan tiretilen bu enzim, fagositik hiicreler

tarafindan stafilokoklarin yutulmasindan sonra olusturulan toksik hidrojen peroksit’i



yikarak su (H,O) ve oksijene (O;) doniisiimiinii katalizler. Bu sayede bakteri fagositoz

sonrasi da yasamini siirdiiriir (Koneman ve ark., 1997).

Lipaz : Tum S.aureus’lar ve bazi koagiilaz negatif stafilokoklar tarafindan
salgilanan bu enzim dokuda bulunan lipit yapiy1 pargalayarak bakterinin deri ve deri alt1

bolgelerde yayilmasini saglar (Tiinger ve ark., 2003).

Koagiilaz : S. aureus tarafindan {iretilen bir plazma pihtilastirma proteini olan
koagiilaz iki tiptir. Bunlar serbest koagiilaz ve bagli koagiilaz (clumping factor) dir. Serbest
koagiilaz plazmada ‘“coagulase-reaction factor (CRF)” ile birleserek trombine benzer
yapidaki “stafilotrombin”i meydana getirir. Stafilotrombin de fibrinojeni fibrine
dontistiirmeyi katalizler. Bagli koagiilaz ise hiicre duvarinda bulunur ve dogrudan
fibrinojene baglanarak fibrine doniistiirebilir. Ayrica stafilokoklarin kiimelesmesine neden
olur ve bdylece bakteri hiicresinin etrafi fibrinle sarilir. Fibrinden olusan bu yap1 bakteriyi
fagositoza kars1 direngli hale getirir (Murray ve ark., 1998; Diindar ve Diindar, 2002;
Tiinger ve ark., 2003 ).

Hyaliironidaz: S. aureus’larin % 90’1 tarafindan iretilir. Bag dokunun yapisinda
bulunan  hyaliironik asidi hidrolize ederek, enfeksiyonun yayilmasini kolaylastirir
(Bilgehan, 1990; Tiinger ve ark., 2003).

Deoksiriboniikleaz (DNase): Bircok S.aureus tarafindan iiretilen Dnase DNA’y1
hidroliz eder (Bilgehan, 1990).

Fibrinolizin (Staphylokinase): Plazmada bulunan plazminojen veya profibronizin
isimli maddenin aktivasyonuyla plazmin (fibrinolizin) olusturur. Bu madde araciligiyla

fibrinolitik etki olusur ve fibrini pargalayarak organizmanin yayilmasina neden olur
(Bilgehan, 1990).

B-laktamaz: B -laktam antibiyotiklere karsi olusan direncin 6nemli kismindan
sorumlu olan enzimlerdir. B -laktam halkasindaki amid bagin1 parcalayarak antibiyotigi
inaktive ederler. Stafilokokal B-laktamazlar baslica penisilinleri hidrolize ederler. Genetik

tastyicilari plazmid ve transpozonlardir (Wilkinson 1997, Murray ve ark., 1998).

Hemolizinler : S.aureus antijenik 6zellik bakimmdan farkli dort tip (o, f, 7, 9)

hemolizin (ekzotoksin) iiretir. Bu hemolizinler antijen farkliliklar1 disinda ¢esitli hayvan

9



eritrositleri tizerinde hemolitik etki yapip yapmamalarina, hemoliz i¢in gerekli 1siya ve

zamana, toksisite derecelerine bagli olarak farkliliklar gésterirler (Bilgehan, 1990).

1.3. Escherichia coli

Ik kez 1855 yilinda Eschericha adinda bir arastirmaci tarafindan infantlarin
diskisindan izole edilen Escherichia coli Bacterium coli olarak adlandirilmis, sonralari
izole eden kisinin adi verilmis ve Escherichia coli olarak tanimlanmistir ( Baron, 1994;

Bilgehan, 1992).

E. coli (Escherichia coli), 2-6 um boyunda, 1-1.5 pm eninde, diiz, uglar1 yuvarlak
Enterobacteriaceae familyasi igerisinde yer alan gram negatif basildir. Kuslarin ve
memelilerin normal barsak florasinda bulunur. Hareketleri etraflarinda bulunan kirpikleri
araciligiyla olmakla beraber yavastir ve bazi suslarinda kapsiil veya mikrokapsiil

bulunmaktadir (Baron, 1994; Bilgehan 1992).

E.coli fakiiltatif anaerob bir bakteridir. 15-45 °C lerde iireyebilmekle birlikte
optimal iireme 1silar1 37 °C’ dir ve ortalama pH 7-7.2°de, buyyon ve jeloz gibi genel
besiyerlerinde kolayca tirerler. Homojen bulaniklik olustururlar. Agarda genellikle 2-3 mm
capinda diizgiin kenarli, konveks, parlak, gri-beyaz renkte S tipi koloniler yaparlar.
Tekrarlanan pasajlarda ise R tipi koloniler olustururlar. Ozellikle idrar yolu
enfeksiyonlarindan izole edilen sugslar1 kanli agarda hemoliz yapabilirler. Kapsiilli
bakteriler ise mukoid koloniler olusturabilirler. Karbonhidratlar1 pargalayarak asit ve gaz
olustururlar. Laktoza parcalayip gaz olusturmalariyla diger barsak bakterilerinden 6zellikle
shigella ve salmonella’lardan ayirirminda 6nemli bir 6zelliktir. Bu nedenle pratikte iginde
laktoz ve bir ayira¢ bulunan ¢esitli besiyerleri kullanilarak laktoz negatif bakterilerden
ayirt edilmesi saglanir. McConkey ve Salmonella-Shigella (SS) agarda kirmizi koloniler
olustururlar. iginde laktoz, sodyum siilfit,diyament fiiksin iceren Endo agarda ve icinde
laktoz ve eozin metilen mavisi bulunan EMB agarda mavi- siyah yesilimsi parlaklik veren
koloniler olustururlar (Sekil 1.3.). (Bilgehan, 1992; Baron, 1994; Ryan, 1994).
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Sekil 1.3. Escherichia coli' nin EMB agarda metalik rofle veren goriintiisii

E. coli bakterileri biyokimyasal olarak triptofandan indol olustururlar, Metil
kirmizis1 testleri pozitiftir, Voges Proskauer testleri negatif, sitrati kullanimlar1 negatiftir
(gizelge 1.1). Kisaca IMVIC ( + + — -) olarak gosterilir ve ayrica oksidaz negatif Katalaz
pozitif olup, tireyi pargalayamazlar ve potasyum siyaniir testi olumsuzdur. Bazi suslari
hari¢ Hidrojen siilfiir olusturamazlar ancak sisteinli besiyerinde az miktarda H,S
yaptiklari tespit edilmistir (Bilgehan, 1992; Baron, 1994).

11



Cizelge 1.1 . Escherichia coli biyokimyasal 6zellikleri

Biyokimyasal Testler E. coli

indol +
Metil red +
Voges Proskauer -
Sitrat -
Lizin dekarboksilaz +
Arjinin dihidrolaz \Y
ONPG \%
Fermantasyon

Laktoz +
Sorbitol +*
Mannitol +
Adonitol )
Sellobioz -
Sar1 Pigment -

* E. coli O157 suslar1 sorbitol negatiftir. V:Suslarin %11-%89’unda pozitiftir

E. coli’nin patojenik suslari, ishale yol acgan enfeksiyonlar, idrar yollar
enfeksiyonlari, menenjit, septisemi gibi ¢esitli hastaliklara neden olabilmektedir. Endemik
ve epidemik ishal diinyada morbidite ve mortalitenin 3 dnemli nedeninden biridir ve her yil
5 yasin altinda bes milyon ¢ocugun 6liimiine sebep olmaktadir. WHO raporlarina gore
Latin Amerika’da ¢ocuk dliimlerinin % 20’si ishal sonucudur. Patojenik E. coli suslarinin
da ishal vakalarinda onemli bir yer tuttugu belirtilmektedir (Franzolin ve ark. 2005,
Orlandi ve ark. 2006).

Ishale yol acan E. coli suslari, olusturduklar1 enfeksiyon ve serolojik farkliliklari
g0z Oniine alinarak bes gruba ayrilmaktadir. Bu gruplar; enterotoksijenik E. coli (ETEC),
enteropatojenik E. coli (EPEC), enteroinvaziv E. coli (EIEC), entero-agregativ E. coli
(EAQQEC) ve enterohemorajik E. coli (EHEC)’dir (Cigek, 2008)(cizelge 1.2). Ayrica bazi
aragtirmacilar sigatoksijenik E. coli’yi de (STEC) bu gruplara dahil etmektedir (Franzolin
ve ark. 2005).
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Cizelge 1.2. Escherichia coli suslarinin klasifikasyonu

Diyarejenik E.coli Kisaltmalar Infeksiyonlarin temel
suslariin klasifikasyonu semptomlari
Enterotoksijenik E. coli ETEC Diyare, ileitis
enteropatojenik E. coli EPEC Diyare
Enteroinvaziv E. coli EIEC Kanli diyare
Enteroagregatif E. coli EAgQgEC Diyare
Enterohemorajik E. coli EHEC Diyare, HC, HUS, TTP

Hemorajik kolit(HC), Hemorajik Uremik Sendrom (HUS), Trombositik Trombositopenik
Purpura (TTP)

1.4. Pseudomonas aeruginosa

Bu bakteri 1850'de Sedillot tarafindan cerrahi yara pansumanlarinda mavi renk
degisikligi yapan bir ajan olarak tanimlanmis 6nce Bacillus pyocyaneus ve daha sonra
Pseudomonas pyocyanea olarak adlandirilmistir. 1862'de Piyosiyanin izolasyonu Lucke

tarafindan yapilmistir (Aydimn, 2001).

1882'de Fransiz eczact Carle Gessard, yara akintilarindaki mavi ve yesil
pigmentlere Pasteur'un Kkiiltiir yontemlerini uygulayarak P. aeruginosa (Pseudomonas
aeruginosa)'y1 saf olarak izole etmistir. 1886 yilinda Finkelstein adli arastirict antemortem
bir ¢ocukta, 1889 yilinda da Brill ve Libman adli arastiricilar yetiskin kanindan P.
aeruginosa'yr enfeksiyon etkeni olarak izole etmigslerdir. 1897'de Hitschman ve Kreibich,
1917'de Frenkel ve 1925'de Osler patojen bir bakteri olarak tanimlamislardir.ilerleyen
yillarda Bakteri hastane enfeksiyonlarinda giderek 6nem kazanmaya ve risk olusturmaya
baslamistir (Bilgehan, 1995; Aydin, 2001).

P. aeruginosa'y:, hastane enfeksiyonlarinin 6nde gelen etkenlerinden biri olup,
gram negatif, hareketli, aerop basillerdir. Konak savunmasi olan hastalarda enfeksiyon
olusturur ve onemli bir nozokomial patojendir P. aeruginosa, dogada yaygin olarak
bulunur ve hastanelerde nemli ortamlarda bulunmaktadir. Bir¢ok antibiyotige dogal olarak

direncli olmasmin yani sira, tedavi sirasinda da direng gelisebilmesi nedeni ile
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P.aeruginosa ile olusan enfeksiyonlarin tedavisinde sorunlarla karsilagilmaktadir (Pier,
2005). Pseudomonaslar toprak ve suda yaygindirlar. Diger Pseudomonaslar nadiren
hastalik olusturmaktadirlar. Normal insanlar1 kolonize edebilirler ve bunlarda saprofittir.
Anormal konak savunmasi olan insanlarda hastalik olusturmaktadirlar. P. aeruginosa
0,6x2 mikrometre boyutundadir. Gram negatiftir ve tek basina, ikili veya bazen kisa

zincirler halinde bulunabilirler. P. aeruginosa bir ¢ok kiiltiir besiyerinde kolayca {irer,

bazen tatli ya da tiziim benzeri veya misir benzeri koku olusturur (Sekil 1.4.).

Sekil 1.4. Pseudomonas aeruginosa'nin besiyerlerindeki goriintiisii (a: EMB besiyeri b:
Kanli besiyeri).

P. aeruginosa 37-42 °C’da iyi iiremektedir; 42°C'de iiremesi onu floresan
grubundaki diger Pseudomonas tiirlerinden ayirt etmede yardimcidir. Oksidaz pozitiftir. P.
aeruginosa yara ve yaniklarda enfeksiyon olusturarak mavi yesil renkte cerahat
olugsmasina, lomber ponksiyon yoluyla menenjite, Kkateter veya cihazlar ya da yikama
cozeltileriyle viicuda girdiginde iiriner sistem enfeksiyonuna neden olmaktadir. Ozellikle
kontamine solunum cihazlarindan solunum yoluna ge¢mesi, nekrotizan pndémoniye yol
acar. Bakteri, yiiziiciilerdeki hafif dig kulak iltihabinda sik bulunur. Diyabetik hastalarda
malign dis kulak iltihabina yol acar. Gozde hizla harabiyete yol agabilirler. Kan dolasimina
gecerek oldiriicli sepsise yol acabilirler. Klinik olarak tek ilagla tedavi edilmemelidir.

Ciinkii tek ilag kullanildiginda bakterinin kolayca direng gelistirmesine bagli olarak
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tedavide basari orami disiiktiir. P. aeruginosa enfeksiyonlarinda, kliniklerde tedavi
secenekleri arasinda, kinolonlar, aminoglikozidler, karbapenemler ve sefalosporinler en
¢ok kullanilan antibiyotikler arasindadir (Pulluk¢u ve ark. 2006). P. aeruginosa’ ya karsi
etkili bir penisilin-tikarsilin veya piperasilin bir aminoglikolizid ile, genellikle
torbapisilinle, kombine edilmelidir. P. aeruginosa ‘ ya karst etkili diger antibiyotikler
aztreonam, imipenem, ve siprofloksasin de dahil, yeni kinolonlardir. Yeni

sefalosporinlerden seftazidim ve sefoperazon P. aeruginosa ‘ya karsi etkilidirler.

P. aeruginosa oncelikle bir nozokomiyal bir patojendir ve enfeksiyon kontrol
yontemleri diger nozokomiyal patojenler icin olanlara benzerlik gostermektedir.
Pseudomonas aeruginosa, ozellikle savunma mekanizmalarinin zayifladigi immun
yetmezlik durumlarinda, malign ve metabolik hastalifi bulunanlarda, uzun sureli
kemoterapi ve radyoterapi alanlarda, yaslilarda ve agir yanik durumlarinda hastalik
olusturan ve daha ¢ok hastane enfeksiyonlarina neden olabilen 6nemli bir patojendir.
pseudomonas enfeksiyonlarinda antimikrobiyal ajanlara direncin g¢abuk gelismesi ve
yiiksek oranda bulunmast 6nemli bir sorundur. Coklu direng gosteren izolatlarin sayisi
uygun olmayan antibakteriyel ajanlarin kullanimi nedeniyle giderek artmaktadir ve olusan

enfeksiyonlarin tedavisi ciddi problemler olusturmaktadir.

Klinikte en sik karsilagilan direng beta-laktamaz enzimleri araciligiyla olmaktadir.
Bu direng pseudomonas enfeksiyonlarinda sik kullanilan ajanlardan olan beta-laktam
antibiyotiklerin etkinliginin azalmasina yol agmaktadir. Bu nedenle yaygin kullanima bagli
olarak bu enzimlerle olusan direncin tedavi 6ncesi rutin laboratuarlarda belirlenmesi 6nem
tasimaktadir (Nordmann, 1998). B-laktamazlar hidrolitik spektrumlari, inhibitorlere
duyarhiliklari, kromozom veya plazmid kontroliinde olmalar1 o6zelligine gore farkli
sekillerde siniflandirilmiglardir (Gur, 1997). Bush tarafindan 6nerilen siniflandirmaya gore;
Grup I’de kromozomal beta-laktamaz grubundan "indiiklenebilir beta-laktamaz"; Grup 1I’
de plazmid kontroliindeki "genis spektrumlu p-laktamaz" ve Grup III’de ‘metallo-f-

laktamazlar’ yer almaktadir (Yorgancigil, 1999).

Bunlar arasinda metallo-beta-laktamazlar son zamanlarda yayilmaya baslayarak,
pseudomonas ve diger Gram negatif nozokomiyal patojenlerde genis spektrumlu beta-
laktam direncine neden olmaktadir (Migliavacca ve ark., 2002). Bu enzimlerin rutin
laboratuarlarda antibiyogram sonuglarina gore degerlendirilerek klinisyene bildirilmesi ve

ileri testlerin yapilacagi antibiyotiklerin belirlenmesi gerekmektedir (Gur, 1997).
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2. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR)

Molekiiler yontemler, kiiltiir tabanli yontemlerden duyarlilik ve mikroskopi, ve
Ozgiillik acisindan daha avantajli olmalar1 sebebiyle son yillarda yaygin popiiler bir
kullanim alan1 bulmuslardir. Ik kez 1985 de PCR, ABD’de Cetus Corporatiun’da ¢alisan
Erlich, Kery Mulli Henry A.S, ve Randall K. Saiki tarafindan gelistirilerek bilim diinyasina
sunulmustur. Buradaki amag izole edilen veya patolojik materyallerde bulunan hedef
genetik materyallerin DNA veya RNA primerler yardimi ile enzimatik olarak in vitro
kosullarda sayica cogaltilmasi islemidir. Cok az sayida bulunan DNA’y1, Olgiilebilecek
miktarda ¢ogaltabilen bir sistemdir. Hiicrelerde DNA dogal olarak, replikasyon ile ¢ogalir.
DNA ¢ift sarmalinda birbirinden ayrilan ipliklerin tamamlayicilar1 sentezlenerek bir DNA
molekiiliinden onunla ayni1 olan iki yavru molekiil meydana gelir. Bu sekilde hiicre
boliinmesiyle yeni olugan hiicrelere tiim genler aynen gecerler. PCR’ da hedef DNA’y1, her
1s1 dongiisiinde iki katina ¢ikarabilecek 1s1ya dayanikli bir DNA polimeraz kullanilmaktadir
(Sekil 2.1.).

4th cvele
wanted gene < = : : :
—_— hovele T —— Exponential amplification

— ¢ Indcycle
" Istayele -emeemneeo- e 351h cyele
template DM A < Sl

2= 7= < < y

4 copics Beopies  |6copies 32 copies 2 =68 billion copies
{Andy Vierstracte 199%)

Sekil 2.1. DNA’nin Replikasyonu

DNA replikasyonu icin bir ¢ok protein gorev yapar. DNA’nin yiiksek 1siya
dayanikli bir molekiil olmas1 nedeniyle replikasyonda goérev alan bir ¢ok proteinin yerine

1s1 gibi fiziksel etmenler kullanilir. Ornegin replikasyonun baslayabilmesi icin gerekli olan
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iki DNA zincirinin birbirinden ayrilmasi ortamin 94° C’* ye dek isitilmasi ve boylece iki
zincir arasindaki hidrojen baglarinin kirilmasiyla saglanir. Oysa, bir hiicre denatiirasyon
adinm1 verdigimiz zincir ayrilmasini, 37° C de basarmak zorundadir. Bu yiizden “tek zincir
baglayan protein® gibi yardimci proteinlere gereksinim duyar. Replikasyonun
baslamasinda bir baska Onemli olay “primaz” denen enzim tarafindan genellikle 12
niikleotid uzunlugunda, replikasyonun baglayacagi bolgede bir RNA primerinin
yapilmasidir. DNA polimeraz bu primere baglanip, 3' ucuna niikleotidleri ekleyerek DNA

sentezi yapar.

PCR’ da ise replikasyonun baslatilacagi bolgeye 6zgiin olarak baglanan primerler
tepkime karisiminin igerisine onceden konur. Bu metot hiicre i¢inde gerceklesen dogal
DNA replikasyonunun laboratuar ortaminda in vitro kosullarinda (tiip igerisinde) taklit
edilmesi esasina dayanir. Bu sekilde laboratuar ortaminda niikleik asitlerin analiz
edilmelerini saglamaktadir (Mc Kane ve Kandel, 1996; Prescott ve ark., 1999). DNA,
replikasyon ile gogalir. Her yeni hiicre jenerasyonunda genlerin kopya sayilarinin iki katina
cikmasi nedeniyle jenerasyonlar boyunca DNA miktar1 baslangica gore iissel olarak artar.
In vitro kosullarda istenilen bir genin ya da 6zgiin bir DNA dizisinin ¢ok sayida kopyasinin
elde edilmesi i¢in rekombinant DNA yontemleri ile DNA klonlamasina ek olarak, 1980’li
yillardan itibaren Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR) da kullanilmaya baslanmis ve
hizlica yayilmistir. Bu yontemle teknolojinin bu kadar yayilmasinin baslica sebebi insan
genomik DNA’s1 gibi kompleks DNA kaliplarindan spesifik DNA parcalarinin sentezini
birkag saat i¢inde gerceklestirebilmesidir (Dikmen ve Ozgiinen, 2004).

2.1. PCR’ da DNA Replikasyonu:

PCR ii¢ degisik sicaklikta calisan basamaklarin bir dongii halinde tekrarlanmasi ile
gerceklestirilir. PCR’ da DNA replikasyonu 3 asamada gerceklesir. Bunlar;

2.1.1. Denatiirasyon

Ik basamak denatiirasyondur. Cogaltilacak DNA’nimn ¢ift zincirlerinin yiiksek
sicaklikta birbirinden ayrilarak tek zincir haline gelmesi durumudur. 94° C ye dek 1sitilan
DNA nin iki zinciri birbirinden ayrilmasi esasina dayanmaktadir. DNA replikasyonunun
baslayabilmesi i¢in ¢ift iplikli DNA =zinciri arasindaki hidrojen baglarmin kirilarak

zincirlerin birbirinden ayrilmasi gerekir. Hidrojen baglarinin birbirinden ayilmasi i¢in de
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yiiksek sicaklik gerekir. DNA molekiiliiniin yiiksek sicaklikla saglanarak (94°C-98°C) cift
ipliklerin birbirinden ayrilmasi olayina denatiirasyon denir. 37°C’de yasamina siirdiiren
hiicrede denatiirasyon bir kism1 enzim yapisinda olan yardimci proteinlerle gerceklesir.
PCR’ da ise zincir ayrilmast DNA molekiillerinin yiiksek sicakliga dayanikli olmasi

nedeniyle ortamin 94°C-98°C’ye kadar 1sitilmasiyla gerceklesmektedir (Dutton, 1998).

2.1.2. Annealing: (Hibridizasyon: Primer Baglanmasi- Birlesme safhasi)

Sicaklhigin diisiiriilmesi ile primerler g¢ogaltilacak bolgenin uglarinda yer alan
kendilerine 6zgil dizileri taniyarak hidrojen baglariyla baglanmasidir. Yiiksek sicaklikta
kalip DNA molekiilii denatiire edildikten sonra tek iplikli DNA molekiilleri iizerinde
kendilerine tamamlayici olan bolgelere sentetik oligoniikleotidlerin baglanmasidir. PCR
da, replikasyonu yapilacak bdlgenin iki ucuna 6zgili olan baz dizilerini bu bolgedeki
tanimlayict sentetik oligoniikleotid primerler tepkime karisgiminin igerisine Onceden

konulur. Burada reaksiyon 37°C—65°C’de gergeklesmektedir (Dutton, 1998).

2.1.3. Polimerizasyon: Extension (Cift Iplikli DNA Sentezi- Uzama safhasi)

Karistm DNA polimerazin calistigi optimum sicakliga getirildiginde primerlere
baglanmis olan enzim molekiilleri, bunlarin 3' ucuna kalip DNA ya uygun niikleotidleri
ekleyerek DNA sentezi yaparlar. DNA’ya spesifik kisa zincirli oligoniikleotid primerler
eklenerek zincirin uzamasi saglanir (Sekil 2.2.). Bu islem 72°C’de gergeklesir (Dutton,
1998).
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Sekil 2.2. Primerlerin Kéhp DNA’gIa baglanmast (Anonim, 20—125. :
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Cogaltilan DNA pargalar1 bir ¢ok degisik yontemlerle belirlenebilir. En yaygin
olarak kullanilan1 agaroz jel elektroforezidir. PCR yontemiyle elde edilen {irlinler agaroz
jel kullanilarak elektroforezle ayristirilir. Bundan sonra DNA zincirleri etidyum bromiir ile
boyanarak ultraviyole 1sik kaynaginda goriintiilenir. Elektroforez sirasinda bir DNA
molekiil agirlik standardi kullanilmasi ve PCR iiriinlerinin biiyiikliigii, 6nceden bilinen
DNA molekiilleri ile karsilagtirilmast sonucu bulunur (Kocagdz, 1996). PCR fiiriinleri
molekiil agirliklarina ile agaroz jel elektroforezine gore ayrilir. Boylece DNAnin varligi
gosterilebilir. Olusan bantlarin 6zgiinliigi UV altinda degerlendirilir. Bununla birlikte

PCR’1n 6zglinligii ve duyarliligini etkileyen faktorler bulunmaktadir.

2.1.4. Polimeraz Zincir Tepkimesinin Bilesenleri

Polimeraz zincir tepkimesinin kosullar1 ve dongiliniin her bir basamaginin zamant,
ornek, amplifiye olacak primerlerin dizisi ve bdlgenin uzunlugu tarafindan belirlenir.
Tepkime kosullar1 degisken olup en yiiksek duyarlilik i¢in dikkatlice yonetilmeye ve en
verimli hale getirilmeye gereksinim duyar. Bu nedenle en uygun kosullar agagidaki PCR

bilesenlerinde yapilacak diizenlemeler ile saglanir (Eroglu, 2008).

¢ Enzim (Taq DNA polimeraz )

¢ Deoksiniikleotit Trifosfatlar (INTP)
¢ Magnezyum Derigimi

+«» Tampon

¢ Oligoniikleotit (primer)

% Hedef Diziler

¢ Isilar ve Dongli Sayisi

< PCR Engelleyicileri (Inhibitérleri) ve Artiricilart
2.14.1. Enzim

Tag DNA polimeraz enzimi; Thermus aquaticus bakterisinden elde edilen isiya
dayanikli bir DNA polimeraz enzimidir. Bu enzimin degisik rekombinant tipleri
tretilmistir. DNA polimeraz enzimleri, kalip iplige tamamlayici bir DNA ipligi meydana

getirmek lizere, orijinal kalip iplikteki baz bilgisini kullanarak dort gesit
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deoksiriboniikleozid trifosfattan uzun poliniikleotid zincirin sentezini kataliz ederler.
Termostabil (sicakliga dayanikll) DNA polimeraz enziminin PCR’ da kullanilmaya
baslanmasi arastirma ve klinik laboratuarlarinda rutin olarak yapilan deneylere teknolojik
olarak biiyiik bir avantaj saglamistir. Ayrica, bu enzim 5°-3’ polimerizasyona bagimli
ekzoniikleaz etkisi tasirken 3°- 5° ekzoniikleaz etkisi yoktur. PCR tepkimesinde diger
degiskenlerin elverisli oldugu kosullarda bu enzimin 6nerilen derisim araligi, 100 pl’lik
tepkimede 1-5 iinite arasindadir. Eger, Taq polimeraz enzim derisimi yiiksek ise jel
gorlntiisiinde 6zgiil olmayan arka plan triinler olusabildigi gibi diisiik oldugu durumlarda

istenilen PCR tepkime {iriinleri elde edilemez (Innis ve ark., 1990; White, 1993).

2.1.4.2. Deoksiniikleotit Trifosfatlar:

Deoksiriboniikleozid trifosfatlar (AATP, dGTP, dTTP, dCTP) yiiksek saflikta ya tek
tek ya da dortlii karisim halinde ticari olarak saglanir. PCR tepkimesinde hedef dizinin
bilesimi ve uzunlugu i¢in uygun en diisiik ANTP derisiminde karar kilinmalidir. Bununla
birlikte, optimal dNTP konsantrasyonu MgCI2 ve primer konsantrasyonuma, reaksiyon
kosullarina, ¢gogaltilmis iiriin boyuna ve de PCR dongii sayisina baglidir. Her bir ANTP’nin
20-200 pM arasindaki derisimi verim, 6zgiilliik ve dogruluk arasindaki en iyi denge ile
sonuglanmaktadir. PCR’nin hem 06zgiilliigli hemde dogrulugu diisiik dNTP derisimleri
kullanilarak artirilir. Diigiik ANTP derisimleri hedef olmayan ydrelerde hatali kullanimi en

aza indirger ve hatali birlesmis niikleotidlerin uzama olasilig1 azaltir (Eroglu, 2008).

2.1.4.3. Magnezyum Derisimi

Magnezyum derisimi, PCR tepkimesinde primer yapigmasini, hem kalip hem de
PCR fdirlinlinlin zincir ayrigsma 1silarini, primer-dimer kalintilarinin olusumu, {iriin
ozgulligiini ile enzim etkinligini ve dogrulugunu etkileyebilmektedir. Taq DNA polimeraz
kalip DNA, primerler ve dNTP’ler ile baglanmisin {izerinde serbest magnezyum
gerektirmektedir. Bundan dolay1 PCR’ ler toplam dNTP derisiminin iizerinde 0.5-0.25
mM magnezyum igermelidir (Innis ve ark., 1990; White, 1993). Ayrica, diisik Mg*?
konsantrasyonu, enzim etkinligini diistirerek {iriin olusumunda azalmaya, yiiksek Mg+2
konsantrasyonu ise yanlis birlesmeleri destekleyerek spesifik olmayan {iriin birikimine yol

acar.
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2.1.4.4. Tampon Icerigi

PCR i¢in 6nerilen tampon 10-50 mM derisimdeki 20 0C’de PH 8,3- 8,8 arasindaki
Tris HCI’dir. Ayrica, tamponun igerisine potasyum kloriir (KCl) veya sodyum kloriir
(NaCl) primer yapigsmasint kolaylagtirdigr i¢in eklenebilmektedir. NaCl ve KCI 50 mM
tizerindeki derisimlerde Taq polimeraz enziminin etkisini engellemektedir. Jelatin ve
Bovin serum albumin (BSA, 100 pg/ml) ve Tween 20 veya Laureth 12 (%0.05-0.1) gibi
iyonik olmayan deterjanlar enzimi karali kilmada yardimci olurlar (White, 1993., Eroglu,
2008).

2.1.4.5. Oligoniikleotidler (Primer)

Gen ¢ogaltilmas1 dahil PCR’m bir¢ok uygulamasi i¢in kalip DNA’ya tamamen
tamamlayici olan primerlere gereksinim vardir. Bir PCR’de basarili bir amplifikasyon igin
oligoniikleotidler (primerler) dogru tasarlanmalidir. Bu secilmis primer dizilimi PCR
Uriinliniin  bliylikliigii ve yerini belirlemesi yaninda {iriin veriminde 6nemli oldugu
gosterilmis bir fiziksel degisken olan amplifiye {iriiniin primer yapisma sicakligini (Tm)
tanimlar. En elverisli olan primerin derigimi 0.1-0.5 uM arasinda olanidir. Yiiksek primer

derisimleri hatal1 dizilimlemeye neden olabilmektedir (White, 1993., Eroglu, 2008).

Genelde primerler %50-60 Guanin+Sitosin (G+C) bilesimine sahip 18-28 baz
uzunlugundaki niikleotitlerdir. Ayrica, bir primer ¢iftinin hesaplanmis primer yapigsma
sicakligr (Tm) dengelenmis olmalidir. Bu amagla pratik olarak Adenin (A) veya Timin (T)
i¢in 2 °C, Guanin (G) veya Sitosin (C) i¢in 4 °C’lik hesaplama kullanilabilir. Calismaya
bagl olarak 55 °C ile 80 °C arasinda Tm istenilir. Ayrica primerlerin 3’ uglarinda C ve
G’lerin serbestce kullanimi (3 ya da daha fazla) G+C’den zengin dizilerde hatali

dizilimlemeler olusturulabilir.
2.1.4.6. Hedef Diziler

Hedef diziler dogrusal DNA’lardan ¢ok kapali dairesel DNA’lar1 da tasidigindan
belirgin sekilde daha az etkin olarak amplifiye edilir. Bu yiizden, polimeraz zincir
tepkimesinde kalip olarak kullanilmadan 6nce plazmid DNA lar1 dogrusal hale getirmek
istenir. Ayrica, kalip DNA’daki hedef dizilerin derisimi belirgin olarak kosullara gore
degisir ve siklikla deneycinin kontrolii altinda degildir (Eroglu, 2008).
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2.1.4.7. Isilar ve Dongii Sayisi

Genel denatiirasyon kosullar1 95°C de 30 saniye veya 97°C de 15 saniyedir. Zincir
ayrigsma 1sisinda (Tss) DNA’y1 denatiire etmek yalnizca birkag¢ saniye almakla birlikte geri
kalan tepkime tiipliniin i¢ kenarinin Tss’ye ulasma zamanidir. Primer yapismasi igin
gerekli zaman uzunlugu ve 1sis1 amplifikasyon primerlerinin baz derisimine, uzunluguna
ve igerigine baglidir. Ayrica, uygulanabilir yapisma 1sist1 amplifikasyon primerlerinin
ger¢ek Tm ’nin 50 OC altindadir. Taq DNA polimeraz 1silarin sinir araliklari iizerinde etkin
oldugundan primer uzamasi yapisma basamagini da kapsayan diislik 1silarda olusacaktir
(Eroglu, F.,2008, Newton ve ark.,1989). Polimeraz zincir tepkimesinde diger degiskenlerin
en elverisli oldugu kosullarda dongii sayisi, hedef DNA’nin baslangi¢ derisimlerine bagh
olacaktir. Bir tek kopya geni amplifiye etmek amaciyla 40 dongiiden daha fazla dongii
yapiliyor ise PCR ile ilgili bazi ciddi hatalar vardir (White, 1993).

2.1.4.8. PCR Engelleyicileri (Inhibitérleri) ve Artiricilar

PCR c¢esitli maddelerin kullanimiyla inaktive edilebilir. DNA kaynagi, herhangi bir
kisinin ortama dagilmis olan deri yada sa¢ hiicreleri, laboratuardaki gesitli yiizeyler yada
ortam havasi tarafindan kontamine olabilir. Bunlarin disinda PCR’da kullanilan
bilesenlerin hemen tamami hatta DNA polimeraz bile, kontaminasyon kaynagi olabilir.
Yani birgok faktor PCR reaksiyonunun inhibe olmasina yol agar. Burada sadece
optimizasyon c¢aligmalar1 i¢in genellikle kullanilan inhibe edicilerden s6z edilecektir. Cok
sayida degisik biyolojik materyal (hayvan dokular1 ve viicut sivilari, bakteri 6rnekleri, adli

ve arkeolojik materyaller) PCR’de DNA kaynagi olarak kullanilir.

PCR’ da insan DNA’s1; plasenta sa¢ kokiinden, biyopsi materyallerinden, koriyonik
villusdan, amniyon sivisindan ve serebrospinal sivi gibi degisik biyolojik kaynaklardan
izole edilir. Bu dogal kaynaklar ¢ok ¢esitli reaksiyonlar1 olumsuz yonde etkileyebilir. Bu

nedenle inhibisyonun olmadigina iliskin olarak PCR kontrolleri yapilmasi1 gerekmektedir.
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2.2. PCR’da Kontaminasyondan Korumak icin Alinabilecek Onlemler

- Kaliteli pipetler ve koruyucu pipet uglar tercih edilmelidir.

- Arastirmacilarin eldiven, onliik, koruyucu gozliikk vb. kullanmalari.

- Kullanilacak malzeme ve materyallerin, ¢ozeltilerin steril edilmeleri.

- PCR c¢aligsmasinin steril bir kabin yada 6zel bir laboratuarda yapilmasi.

- Kullanilacak malzemeler ve bilesenlerin genel laboratuar donanimindan ve
ozellikle PCR iiriinlerinin analizinde kullanilacak olan bilesenlerden ayrilmalar: gibi

onlemler alinarak kontaminasyondan korunma saglanabilir.

2.3.  PCR Uriinlerinin Belirlenmesi ve Analizi

PCR iiriinleri (amplikonlar) boylar1 primerlerle sinirlandirilmis DNA parcasi ya da

parcalar1’dir. PCR firiinlerinin analizi :

1. Baslangic materyali olarak kullanilan DNA ya da RNA’nin kabaca ya da kesin
miktariin belirlenmesi i¢in ¢ogaltilmig PCR iiriiniinlin miktarinin 6l¢iilmesi

2. Dizi analizi

3.Hedef DNA dizisinin varhigmin ve tasidigi varyasyonun belirlenmesi, PCR

tamamlandiktan sonra tiriin kalitesi kontrol edilmelidir.

- Bazi durumlarda {iriin olugmustur fakat ¢ogaltilacak gen uzunlugunda degildir. Bu gibi
durumlarda primerlerden birisi diger primere yakin bir bolgeye yerlesmistir veya primerler
yanliglikla tamamen farkli bir geni tanimis da olabilir bundan 6tiirii jelde birden fazla bant

gbzlemlenebilir.

- Primerlerin bazis1 dogru yerlere yerlesmistir, ancak bazilar1 yanls yerleserek,

farkl1 dizilerin ¢ogaltilmasina neden olmustur olabilir (Iscan, 2003).

- Fragmante edilmis DNA molekiillerinin ayristirilmasinda, tanimlanmasinda ve
saflastirilmasinda yaygin olarak kullanilan yOntemler agaroz jel elektroforezi ve
poliakrilamid (PAGE) elektroforezleridir. Bu metotlarin ilkesi; yapisindaki fosfat grubu
nedeniyle negatif yiiklere sahip olan DNA molekiillerinin elektriksel alanda pozitif

elektroda dogru hareket etmesidir.

- Bu islemde jel porlari nedeniyle kiigiik DNA molekiilleri daha hizli hareket

ederler. Yontem basit olmasi, kisa zamanda yapilabilmesi ve yogunluk gradienti gibi diger
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yontemlerle ayristirllamayan fragmanlarin analizine olanak saglamasi bakimindan
molekiiler biyolojide siklikla kullanilmaktadir. Standart agaroz jeller genellikle PCR
tirtinlerinin (200 bg-50 kb biiyiikliigiindeki DNA molekiillerinin) analizi i¢in yeterli ayirma
giiciine sahiptir. Poliakrilamid jeller ise daha c¢ok 5-500 bg¢ biiyilikliigiindeki DNA

molekiillerinin analizlerinde kullanilmaktadir (Topgu, 2007).

Agaroz ya da poliakrilamid jellerde, bir flouresan boya olan ve DNA zincirlerinin
arasma giren, etidyum bromiir (EtBr) boyamasi ile iirlinler goriiliir. Boyamadan sonra
DNA, jelde bir UV transiliiminatérden yararlanilarak goriilebilir hale gelir. Jelin kalict
goriinimii fotograflanarak elde edilir. Boyutu bilinen isaret DNA’lar ve kontrol PCR
tiriinleri de ayn1 elektroforez jeline uygulanir, boylece ¢cogaltilmis iirliniin boyutu hakkinda

fikir edinilir (Temizkan ve Arda, 2004).

2.4. PCR Optimizasyonu ve PCR ile Dogru Uriiniin Cogaltilmasi

PCR’nin etkinligi ve 6zgiinliigiinde etkili olan ¢esitli faktorler vardir. Bunlardan
kalip DNA’nin kalitesi, primer tasarimi, MgCl, konsantrasyonu, DNA polimeraz ve

tampon kosullar1 6zellikle 6nemli olanlardir (Grunewald, 2003).

2.4.1. Magnezyum Iyonlari

Magnezyum iyon konsantrasyonu PCR spesifitesi agisindan onemlidir. dNTPMgJ'2
kompleksleri niikleik asitlerin seker-fosfat omurgasi ile etkilesir ve Taq DNA polimeraz
aktivitesini etkiler. Bu yiizden MgCl, konsantrasyonunun degisimi ayni sartlar altinda bir
digerinden 6nemli Olclide farkli davranan bir primer/template ¢iftine yol agabilir. Mg+2
iyon konsantrasyonunun etkisini analiz etmek igin genel strateji, standart tamponu
ayarlamaktir ki MgCl; konsantrasyonu genellikle 0.5 ya da ImM’lik asamalarla 0.5 ve
SmM arasinda degisir. Genelde konsantrasyonlardan biri, 6nemli 6l¢iide artmig PCR f{iriin
Oornegi gosterecektir. Reaksiyonda dNTP’lerin konsantrasyonu degistirildiginde MgJ'2

konsantrasyonunun degistirilmesi gerektigi hatirlanmalidir (McPherson ve Moller, 2007).

Enzimatik DNA sentezi i¢in optimal Mg+2 konsantrasyonu kullanilan DNA
polimerazin &zellikleri tarafindan belirlenir. Ornegin Taq ve Klentag DNA polimerazlar
icin optimal Mg*? konsantrasyonu sirasiyla 1,5-2 ve 3-4 mM’dir. Bu nedenle kullamlan
DNA polimeraza bagli olarak PCR karisiminda dogru Mng2 konsantrasyonunun

kullanildigindan emin olmak gerekir. Cok ytiksek Mg+2 konsantrasyonu, DNA polimerazin

24



aktivitesini artirarak DNA sentezinin verimini artirirken non-spesifik iriinlerin
amplifikasyonuna yol acabilir. Cok diisik Mg konsantrasyonu ise PCR spesifitesini

artirirken amplifikasyon veriminin diismesine neden olacaktir (Ignatov ve ark., 2002).

2.4.2. Tag DNA polimeraz konsantrasyonu

Eger hi¢ iiriin band1 elde edilemediyse ya da zayif bandlar elde edildiyse ¢ok az
Taq DNA polimeraz kullanilmis olabilir. Taq DNA polimerazin farkli versiyonlart ¢esitli
spesifik aktivite ve konsantrasyonlarda saglanabilir. Termostabil proofreading DNA
polimerazlar Taq DNA polimerazdan daha diisiik processivitiye sahip olabilir ve bu
nedenle basarili amplifikasyon i¢in daha fazla enzime ihtiya¢ duyulabilir. Termostabil
polimerazlarin yiiksek sicakliklarda inaktive olacagimi hatirlamak da onemlidir ¢linkii
polimerazlarin inaktivasyonu {iriin miktarinin azalmasina yol agabilir. Miimkiin oldugunca
diisiik denatlirasyon sicakligi kullanarak 90°C’nin lizerinde enzimin gegirecegi zamani
sinirlandirmaya ¢alismak 6nemlidir. Ornegin birgok protokolde tavsiye edilen 94°C” den
ziyade 90°C ya da 92° C’ lik bir sicaklik da ¢alismak ve/ya da denatiirasyon agamasi i¢in

stireyi azaltmak 6nemlidir (McPherson ve Moller, 2007).

2.5. Multiplex PCR

Bir PCR ile birden fazla hedef dizinin birlikte ¢ogaltilmasi ¢oklu (multipleks) PCR
olarak adlandirilir. Multipleks PCR islemi kalip DNA yada DNA’larda birden fazla
bolgeye baglanan ¢ok sayidaki primer ¢iftlerinin kullanimi ile gerceklestirilir. Bu PCR gen
delesyonlarinin  haritalanmasi, kiiclik delesyonlarin, ¢erceve kaymasi ve nokta
mutasyonlarinin analizinde kullanilan bir yontem oldugundan “Duchenne Muscular
Dystrophy” (DMD) ve kistik fibrozis gibi genetik hastaliklarin tanisinda kullanilmaktadir
(Temizkan ve Arda, 2004).

Klasik veya Real-time PCR ‘nin modifikasyonuyla iki veya daha fazla farkli PCR
amplifikasyonunun ayni reaksiyonda gergeklestirilmesine dayanmakta olan Multiplex PCR
Klasik PCR ile ayn1 basamaklarda gercgeklesir yalniz her reaksiyonda c¢oklu primer setleri
kullanilir. Multiplex PCR da tek bir reaksiyonda daha ¢ok hedef bolge amplifikasyonu ile
daha az zaman, arag ve gereg tasarrufu saglanabilmektir ki bu 6zelliginden dolay1 kullanislt
ve tercih edilen bir yontemdir. Yalniz bu ¢alismalardan dogru sonuglar alabilmek ig¢in

onemli Glgiide optimizasyon gerekmektedir. Farkli hedeflerin aynmi reaksiyon sartlarinda
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amplifikasyonunu saglamak i¢in kullanilacak primerlerin dikkatli bir sekilde secilmesi,
birbirileriyle dimerizasyona girmemeleri ve annealing 1silarinin birbirlerine uygun olmasi
gibi baz1 6nemli Olgiitlerin uyumlu olmasi saglanmalidir ki elde edilen sonuglar anlam
ifade edebilsin. Birbirinden farkli primer ¢iftlerinin non spesifik amplifikasyonlarin 6niine
gegilebilmesi ve en iyi konsantrasyonlarin se¢imi i¢in birgok deneme gerektirir (Temizkan

ve Arda, 2004).

2.6. PCR katki maddeleri

Cesitli "enhancer" bilesiklerin PCR’in spesifitesini ve etkinligini artirdigt
bilinmektedir. Bunlar reaksiyonun etkin annealing sicakligini artiran kimyasallari, DNA
baglayic1 proteinleri ve ticari olarak elde edilebilir reagentlar1 icerir. Boyle katki
maddeleri, primer annealing spesifitesini artirmak, primerlerin baglanma olasiligini
artirmak, Ozellikle GC’ce zengin diziler gibi zor kaliplar s6z konusu oldugunda PCR
verimini artirmak, {irlin uzunlugunu artirmak, {riin spesifitesini artirmak, enzim

stabilitesine katkida bulunmak i¢in PCR’lara ilave edilebilir.

Ayrica enhancerlar siklikla PCR’m ticari optimizasyon ve enhancer Kkitlerinin
bilesenleri olarak kullanilirlar. Baz eslesmesinin destabilizasyonuna yol agan katki
maddeleri 6zellikle GC’ce zengin diziler gibi zor kaliplar s6z konusu oldugunda PCR’
artirabilir ve yanlis eslesen primer-kalip komplekslerinin goéreceli olarak daha fazla
destabilize olmasini saglayarak spesifiteyi de artirabilir. Bu bilesikler optimal olmayan
PCR sartlarimi iyilestirmek icin bazi durumlarda yararli olabilmesine ragmen bazilari,
kaliplarin ve primer kombinasyonlarinin genis bir araligina uygulanamaz. Her PCR’da
basariy1 kesinlestirecek olan ‘bir katki maddesi yoktur ve annealing sicakligi gibi farklh
sartlar altinda farkli katki maddelerini test etmek gerekli olabilir. Farkli annealing
sicakliklarmin otomatik testine izin veren bir gradient termal dongili cihazi kullanimu ile

boyle bir test kolaylastirilir (McPherson ve Moller, 2007).
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3. ONCEKI CALISMALAR

Thong ve ark. (2011) yaptiklar1 ¢alismada ikisi S. aureus'a ait alt1 adet primer
kullanarak multipleks PCR ile metisilin direngli S. aureus, Acinetobacter baumannii,
E.coli, Klebsiella pneumoniae ve P. aeruginosa bakterilerini tanimlamiglardir.
Calismalarinda bakterileri saf kiiltiirlerden almislardir. Yontemin ¢ok hizli ve duyarl
oldugunu belirtmisler bununla birlikte direk klinik 6rneklerden calisabilmek icin daha ¢ok

calisma gerektigini bildirmislerdir.

Bugarel ve ark. (2011) yaptiklar ¢alismada yiiksek verimli PCR kullanarak shiga
toksin {ireten EPEC ve viriilan olmayan E. coli O26 suslarini izole etmeye ¢alismislardir.
Yontem E. coli 026 suslarinda ¢ok iyi sonu¢ vermesine ragmen EPEC suslarinda basarili

olamamustir.

Sasaki ve ark. (2010) yaptiklar1 ¢aligmada gesitli hayvanlardan aldiklar koagiilaz
pozitif Staphylococcus (CoPS) tiirlerini  multipleks PCR kullanarak ayirmaya
calismislardir. Calismalarinin sunucunda yedi farkli CoPS tiiriinii birbirinden ayirt etmeyi

basarmiglardir.

Maheux ve ark. (2011) yaptiklar ¢alismada igme sularinda kiiltiirde zenginlestirme
yapmadan ¢ok az sayida E. coli ve shigella bakterilerini az miktarda suda real-time Pcr

kullanarak yiiksek spesifite oraniyla belirlemislerdir.

Dong Hyuck ve ark. (2010) yaptiklari ¢alismada konak hiicre DNA 'sindaki E. coli
kalintilarindan tedavi amagli iiretilen rekombinant protein iriinleri real-time PCR ile
belirlemis ve bunlar1 blot yontemler ile kiyaslamiglardir. Sonug olarak bu yontemin diger

yontemlere gore daha kolay, tekrarlanabilir ve kesin oldugunu belirtmislerdir.

Jeong ve ark. (2011) yaptiklart ¢alismada laboratuvar hayvanlarinda triplex Pcr
kullanarak P. aeruginosa, Helicobacter hepaticus ve Salmonella typhimurum bakterilerini
eszamanli olarak belirlemislerdir. Yontem kolay, hizli ve spesifik sonu¢ vermistir.
Boylelikle laboratuvar hayvanlarinda bakterileri kisa siirede belirlemek ve eradike etmek
kolaylagmistir.  Dolayisiyla  laboratuvar  hayvanlarinda  kalite  kontrol amach

kullanilabilmektedir.
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Amagliani ve ark. (2011) yaptiklari ¢aligmada real-time PCR kullanarak havuz
sularinda P. aeruginosa izole etmilerdir. Calismalarinda P. aeruginosa disinda 22 gesit
bakteri daha arasgtirmiglardir. Bulgular1 referans kiiltiir metotlariyla korelasyon

gostermistir.

Eshoo ve ark. (2009) yaptiklari ¢alismada PCR ve Electrospray lonization Mass
Spectrometry (PCR/ESI-MS) kullanarak kan oOrneklerinde bakteriyel kene kaynakl

Ehrlichia tiirlerini saptamislardir.

Coimbra ve ark. (2011) bir hastanin yara enfeksiyonundan konvensiyonel
yontemlerle elde ettikleri koagulaz negatif stafilokok bakterilerine PCR ile dizi analizi

yaparak Staphylococcus sciuri oldugunu gostermislerdir.

Fosheim ve ark. (2011) yaptiklar1 ¢alismada bir salgin veya gézetim calismalari
gibi ¢ok sayida hastanin oldugu durumlarda multiplex real-Time Pcr kullanarak metisilin
direncli S. aureus ile toksik sok sendromu toksini ve Panton-Valentine l6kosidin' i

kodlayan genleri kisa siirede belirlemislerdir.

Hirotaki ve ark. (2011) yaptiklar1 ¢caligmada Staphylococcus sciuri hari¢ insanlarla
iligkili yirmi dort stafilokok tiiriinii multiplex Pcr kullanarak 100% dogrulukla identifiye

etmeyi bagarmislardir. Buda klinik arastirmalarda bize ¢ok yardimci olacaktir.

Nandi ve ark. (2008) yaptiklar1 ¢alismada GABS' lar1 tanimlamak i¢in bir¢ok
molekiiler yontem kullanmiglardir. Yaygin olarak kullanilan emm tiplendirme kadar
random amplification of polymorphic DNA (RAPD) yontemininde etkili oldugu sonucuna

varmiglardir.

28



4. MATERYAL VE METOT

4.1. Kimyasallar

Tez calismasinin PCR béliimii Kahramanmaras Siit¢ii imam Universitesi, USKIM
Laboratuarinda yapilmistir. Calismanin temel kimyasallari, Merck (Almanya) ve Sigma
(Almanya) grubundan; molekiiler biyoloji sarf malzemeleri Fermentas (USA), Promega

(UK) ve Favorgen’den (Tayvan) temin edilmistir

4.2. Bakteriler

Bu tez ¢alismasinda kullanilan (S. pyogenes, S. aureus, E. coli ve P. aeruginosa)
bakteri suslari, Kahramanmaras Arastirma ve Uygulama Hastanesinde ¢esitli kliniklerde ve
yogun bakim iinitelerinden Mikrobiyoloji ve Klinik Mikrobiyoloji Anabilim Dali
Laboratuarina gonderilen kan, idrar ve yara gibi Orneklerden izole edilerek stoklanan

kiiltiir koleksiyonundan temin edilmistir.

4.3. Metot

Gelen Ornekler rutin besiyerlerine ekilmistir. Ertesi giin iireme olanlardan gram
boyama yapildi. Gram (+), kok morfolojisinde goriilen izolatlara katalaz ve koagulaz
testleri yapildi. Katalaz testi pozitif olan bakteriler stafilokok olarak kabul edildi ve
koagiilaz testi uygulandi. Koagiilaz pozitif ise s6z konusu bakteriler S. aureus olarak
tanimlandi. Katalaz negatif olan bakteriler streptokok olarak tanimlandi ve grup tayinine
gecildi. Grup tayini i¢in lateks agliitinasyon testi yapildi ve gruplar belirlendi. Gram
negatif bakterileri otomatize vitek I cihazina yiiklenerek 8-16 saat igerisinde alinan

sonuglar degerlendirilerek P.aeruginosa ve E.coli identifiye edildi.

Gram boyama : Ureyen kolonilerden temiz bir lam iizerine bir damla serum fizyolojik ile
preparat hazirlandi. Kuruduktan sonra alevden gegirilerek bakteriler tespit edildi. Preparat
daha sonra Kristal viyole, lugol, alkol ve son olarak bazik fuksin ile boyanip yikanip
kurumaya birakildi. Daha sonra preparat 151k mikroskobunun x 100 ’liikk objektifinde

immersiyon yag ile incelendi.

29



Katalaz testi : Siipheli stafilokok kolonisinden temiz bir lam {izerine 6ze ile bir
miktar bakteri konup, tizerine H,O, damlatildi. Hava kabarciklarinin olusumu katalaz

pozitif olarak degerlendirildi .

Tiipte plazma koagiilaz testi : Kanli agardan alinan bir stafilokok kolonisi 1/5
oraninda diliie edilmis insan plazmasinin 1 ml’si {izerine ilave edildi ve 37° C de inkiibe
edildi. 1, 3, 6. ve 24. saatlerde pihtilasma olup olmadigina bakilarak izolatlar
degerlendirildi .

PCR : Belirlenmis olan bakterilerin molekiiler olarak tanimlanmasi; primerlerin

tasarlanmasi ve multiplex PCR (polimeraz zincir reaksiyonu) islemini kapsamaktadir.

4.4. Primerler

Izole edilen S. aureus, S. pyogenes, E. coli ve P. aeruginosa bakterilerinin
kolonileri, 16S rRNA’y1 kodlayan DNA bolgesi lizerinden tasarlanmis primerler ile
yapilan PCR ile de teyit edilmistir. Staphylococcus aureus i¢in Cuny ve Witte (2005)
yaptiklar1 ¢aligma, Streptococcus pyogenes icin Liu ve arkadaslarmin (2005) yaptiklart
caligma, Escherichia coli i¢in toma ve arkadaslarimin (2003) yaptiklari c¢alisma,
Pseudomonas aeruginosa i¢in Qin ve arkadaslarinin (2003) yaptiklar1 ¢alisma referans
alinmigtir. Cizelge 3.1’te ¢alismada kullanilan primerlerin dizilimleri (5°—3’) ve bant

uzunluklar1 verilmistir.

Cizelge 4.1. Staphylococcus aureus, Streptococcus pyogenes, Escherichia coli ve
Pseudomonas aeruginosa bakterilerinin  tanimlanmasi i¢in tasarlanan primerlerin
niikleotid dizileri.

Beklenen
_ _ _ Hedef
Mikroorganizma Primerler| Dizilim (5°—3°) G bant
en
adi uzunlugu
Staphylococcus | Sa-F TATGATATGCTTCTCC A
mec
aureus Sa-R AACGTTTAGGCCCATACACCA 400 bp
Streptococcus SpP-F |IAAAGACCGCCTTAACCACCT 1258
S
pyogenes Sp-R TGGCAAGGTAAACTTCTAAAGCA b 407 bp
o ~ |Ec-F GTATACACAAAAGAAGGAAGC
Escherichia coli aggR
Ec-R ACAGAATCGTCAGCATCAGC 254 bp
Pseudomonas Pa-F ATGAACAACGTTCTGAAATTCTCTG |
opr
aeruginosa Pa-R CTTGCGGCTEHCTTTTTCCAG P 249 bp




4.5. Multipleks PCR:

Multipleks PCR (mPCR) primer olarak S. pyogenes, S. aureus, E. coli ve P.
aeruginosa bakterilerin 16 S RNA gen bdlgesinden biyiikligi 407,400, 254 ve 249 bp
arasinda degisen pargalar1 amplifiye eden spy1258, mecA, aggR ve oprl spesifik primerler
kullanildi. Reaksiyon karisimi final konsantrasyonu 40 pl olacak sekilde hazirlandi.
Reaksiyon karigimi; 30.5 pul dH,0, 1’er pl ileri ve geri primerlerden, 4 pl 10X tampon, 0.5
M 1 ul ANTP, 0,5 pul Tag DNA polimeraz (5 U/ml) karistirilarak hazirlanmistir. DNA
olarak 10 ul dH,0O’da ¢ozdiiriilen koloniden 1 pl kullanilmistir. PCR islemi 95 °C’de 4 dk.
ilk ayristirma ile baglatilmis daha sonra 35 dongii olmak iizere 94 °C’de 1 dk.
denatlirasyon, primerler i¢in uygun yapisma sicakligi (60 °C)’inda 1 dk. ve 72 °C’de uygun
sentez zamani boyunca gergeklestirilmistir. PCR {irlinleri % 1’lik jel hazirlanarak,
elektroforeze yiliklenmis PCR ile c¢ogaltilan bdolgeler UV 1s1ginda gdzlenmis ve

fotograflanmistir.

4.6. DNA’nin Jel Elektroforezi

Agaroz jel hazirlamak iizere; %1 oraninda agaroz, 1X Tris, Borik asit, EDTA
(TBE) tampon ¢ozeltisine alindi [1000 ml TBE (1X) tampon ¢ozeltisi hazirlamak i¢in; 5,5
g Borik asit, 10,8 g Trizma base ve EDTA (500 mM) ¢ozeltisinden 4 ml eklenerek 12000 ml
saf su ile karistirtlir ve mikrodalga firinda hafif kaynatilip agarozun tamamen ¢oziinmesi

saglandi (Sekil 3.1.).

Sekil 4.1. Agarozun hassas terazide tartimi ve mikrodalga firinda eritilmesi

31



Erlenmayer diizenli olarak karistirilarak g¢epere yapisan taneciklerin ¢ozeltiye
katilmas1 saglandi. Elektroforez diizenegi kurulduktan sonra, agaroz c¢ozeltisi taragin
disleri arasinda ya da altinda hava kabarciklar1 olmamasina dikkat edilerek kalibin igerisine
dokiildii (Sekil 3.2.). Agarozun tampon iginde ¢Oziindiikten sonra elle tutulabilecek
sicakliga diistiiglinde jel tabakasina dokiildi ve kuyucuklarin olusmasi icin jel sistemine
tarak yerlestirilerek donmasi beklendi. Donma gergeklestikten sonra tarak olusan
kuyucuklara zarar vermeyecek sekilde ortamdan dikkatlice uzaklastirildi ve jel elektroforez
tankina yerlestirildi. Tanka 1 X TBE tamponu jelin iizerini tamamen ortecek sekilde
aktarildi.  Analiz edilecek DNA oOrnekleri 1/5 (loading buffer/DNA) oraninda yiikleme
soliisyonu [10 ml DNA loading buffer i¢in; 0,025 mg bromophenol blue, %40 siikroz ve
2,5 ml EDTA (100 mM) (pH 8,0)] eklenerek yiiklemeye hazirlandi ve mikro pipetler
yardimi ile dikkatlice jele yiiklendi. A DNA 100 baz ¢iftlik ya da 1000 baz ¢iftlik DNA
markorleri (Favorgen) kullanildi (Sekil 3.3.).
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Sekil 4.2. Reaksiyon karigiminin hazirlanmasi

Marker DNA pargalarinin uzunlugu bilindiginden pargaciklarin jelde gocii 6lgiit
alinarak orneklerdeki DNA parcaciklarinin uzunlugu saptanabilmektedir. Ornegimizden
elde edilen DNA bandi kendi hizasindaki markoriin DNA bandi ile karsilastirilarak bant
hedef DNA ile ayni uzunlukta bulundugunda bunun o mikroorganizmaya ait oldugu
diisiiniiliir. Elektroforez tankinda (ATTO Corporation), jel 100 V ve 500 mA (Biolab; PS
503) altinda kosturuldu. Kosturulan agaroz jel Et-Br (0,5 pg/ml) ile 20 dakika boyand1 ve
DNA o6rnekleri UV 15181 (312 nm) altinda goriintiilenmis ve fotograflanmistir.
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Sekil 4.4. Yatay agaroz jel elektroforezi diizenegi
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5. BULGULAR

Calismada, mPCR reaksiyonu sonucunda yapilan agaroz jel elektroforezinde S.
pyogenes igin 407 bp, S. aureus igin 400 bp (base pair), E. Coli igin ise 254 bp, P.
aeruginosa i¢in 249 biiyiikliigiinde bandlarin olusumu beklendi.PCR {iriinlerinin agaroz

jelde UV Transiliiminatorden elde edilen goriintiileri asagida belirtildi (Sekil 4.1. - 4.5.).

bp

600
500
400

300
200

100

Sekil 5.1. S. pyogenes DNA’s1 kullanilarak yapilan Multiplex PCR firiinlerinin %1°lik
agoroz jel elektrofotezi sonrast UV Transiliminatérden elde edilen goriintiisii (Kuyucuk
14- 30). Kuyucuklar SpP-F ve Sp-R primerleri kullanilarak yapilan PCR ile hedeflenen
407 bp bant goriintiisiinii vermektedir.
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Sekil 5.2. S. aureus DNA’s1 kullanilarak yapilan Multiplex PCR iiriinlerinin %1°lik
agoroz jel elektrofotezi sonrast UV Transiliiminatérden elde edilen goriintiisii (Kuyucuk
31-40). Kuyucuklar Sa-F ve Sa-R primerleri kullanilarak yapilan PCR ile hedeflenen 400
bp bant goriintiisiinii vermektedir.
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Sekil 5.3. S. aureus igin 400 bp (1.ve 2. ), E. Coli i¢gin ise 254 bp(4.), P. aeruginosa igin
249 biiyiikliigiinde(3.) olusan bandlarin goriintiisii

400
200

100

Sekil 5.4. 12. ve 13. kuyucuklar Sa-F ve Sa-R primerleri kullanilarak S. aureus icin
hedeflenen 400 bp bant goriintiisiinii vermektedir. 14., 15. ve 17. kuyucuklar SpP-F ve
Sp-R primerleri kullanilarak S. pyogenes icin hedeflenen 407 bp bant goriintiisiinii
vermektedir . 16. ve 18. kuyucuklar Ec-F ve Ec-R primerleri kullanilarak E. coli igin
hedeflenen 254 bp bant goriintiisiinii vermektedir . 19. ve 20. kuyucuklar Pa-F ve Pa-R
primerleri kullanilarak P. aeruginosa igin hedeflenen 249  bp bant goriintiisiini
vermektedir.
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Sekil 5.5. ilk 4 kuyucuk Ec-F ve Ec-R primerleri kullanilarak yapilan PCR ile E.
coli igin hedeflenen 254 bp bant goriintiisiinii vermektedir. Son 4 kuyucuk Pa-F ve
Pa-R primerleri kullanilarak yapilan PCR ile P. aeruginosa i¢in hedeflenen 249 bp
bant goriintiisiinii vermektedir
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6. SONUC VE ONERILER

1990’larin sonlar1 ve 2000’lerin baslarinda biyoteknolojide yasanan gelismeler,
Ozellikle enfeksiyoz hastaliklarin tanisinda kullanilan modern tekniklerin gelismesi ve
belirgin Olclide hassaslastirilmast ile sonu¢ bulmustur. Modern teknikler molekiiler
biyolojinin vazgecilmezleri arasindadir ki diinya genelinde hastaliklarin tanisinin
konulmasinda, antimikrobiyal tedavinin belirlenebilmesinde ve hastane enfeksiyon
kontrolii i¢in klinik laboratuarlarda rutin olarak kullanabilmektedirler (Pfaller, 2001; Wolk,
2001; Raoult, 2004).

Enfeksiyon hastaliklarinda taninin konulmasi, tedavide nasil bir yol izlenebilecegi
agisindan oldukg¢a énemlidir. Ornegin kisilerde ya da toplumda var olan bir enfeksiyonun
hizli gilivenilir bir gekilde tamimlandiginda ve Ozellikle enfeksiyona neden olan
organizmanin herhangi bir direncinin olup olmadig1 da tespit edildigi takdirde tedavinin
hangi ila¢ ile baslanacagina karar verilmesi olduk¢a dnemlidir. Hastanin ya da salginin
tedavisine ve bu tedavi siirecinin nasil iglenecegine ne kadar kisa siirede karar kilinirsa
hastaliga sebep olan etmenler hizli bir sekilde giderilip iyilesme siirecine g¢abucak
ulagilabilir. Molekiiler diizeylerde yapilan analizlerin bakterilerin belirlenebilmesi i¢in
oldukga giivenilir sonuglar ortaya koyduklari arastiricilar tarafindan belirtilmistir (Laguerre
ve ark., 1994; Lavenir ve ark., 2007).

PCR yontemi, enfeksiyonal hastaliklara veya salginlara neden olan
mikroorganizmalar1 ve varsa direnglerinin belirlenebilmesini hizli ve gilivenilir bir sekilde
yapabildigi i¢in giliniimiizde yaygin olarak kullanilmaya baslanmistir. Son yillarda
kullanilan PCR ydntemi hastalik etkeninin bulunmasinda daha pahali ve kontaminasyona
elverigli bir yontem olmasina ragmen yasami tehdit eden vakalarda etkenin
belirlenmesinde konvansiyonel yontemlere gore daha hizli, daha hassas ve dogru sonug
verdigi i¢in konvansiyonel bakteriyolojik yontemlerden daha fazla tercih edilmektedir.
PCR reaksiyonunda kullanilan primerler ¢aligilan her bir bakterinin (S. aureus, S.
pyogenes, E. coli ve P. aeruginosa ) genine Ozgiin oldugu i¢in PCR teknigi ile
mikroorganizmalar1 kesin olarak identifiye edebilmekteyiz ki bu sayede hastaliklarin ya da
salginlarin tan1 ve tedavi silirecini olumlu yonde etkileyerek hastalarin yasam kalitelerine

tekrardan kavusabilmelerini kisa bir siirede saglanabilecektir.
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Maliyetlerin azaltilmasi ve de daha hizli bir sekilde giivenilir sonuglar elde
edilebilmesi igin ¢esitli drneklerden S. aureus, S. pyogenes, E. coli ve P.aeruginosa gibi
yasami tehdit eden mikroorganizmalar direk genomik DNA saflastirmasi yapilmadan
teshis edilmek istenilen mikroorganizma genlerine 6zgiin yapilan literatlir ¢calismalarinda
genel olarak mikroorganizmalarin tanisinda konvansiyonel yontemlerden faydalanilmis
yada DNA saflagtirma islemine gidilerek tani konulmaya c¢alisilmistir. Bizim yaptigimiz
calismada ise diger c¢alismalardan farkli olarak S. aureus, S.pyogenes, E. coli ve P.
aeruginosa mikroorganizmalar1 i¢in DNA saflastirma islemine gidilmeksizin dogrudan
koloni PCR ile mikroorganizmalar1 identifiye etmekti. Bu gibi ¢alismalarda tan1 genomik
DNA saflagtirarak yapildig: taktirde tani koymadaki siire¢ konvansiyonel bakteriyolojik
tan1 yontemleri i¢in gereken siire ve de maliyet acisindan pek fazla anlam ifade
etmeyecekti. Ayrica ¢oklu primerler kullanilip bu gen parcalart amplifiye edilerek

tanimlanmalar1 saglanmistir.

Glinlimiizde hizli ilerlemeler gosteren molekiiler tekniklerin, klinik mikrobiyoloji
caligmalarinda mikroorganizmalarin DNA analizlerinin yapilabilmesi i¢in konvansiyonel
yontemlere alternatif olarak kullanimi yayginlasmaya baslamistir. DNA analiz
calismalarinda da genel olarak son zamanlarda yaygin olarak kullanilan ve ¢ok hassas
molekiiler bir yontem oldugu kabul goriilen PCR kullanilmaktadir (Vandamme ve ark.,
1994; Van Pelt ve ark., 1999).

PCR tekniginde kullanilan materyal ¢cok az miktarda bile olsa ¢ogaltilabilmekte ve
kolaylikla tanimlanabilmektedir. Oysa klasik yontemlerde kullanilan materyalin miktari
onemlidir ve az miktardaki numune yapilan g¢aligmalarda istenilen sonuca saglikli bir
sekilde ulasmaya ciddi bir engel teskil etmektedir. Bu nedenle PCR teknigi mikrobiyolojik
caligmalarin  vazgecilmezi olmustur ve kullamim alam1  giderek artmaktadir
(Mahenthiralingam ve ark., 1996). Kan serumu, doku yada hiicre gibi kullanilan
materyallerin yanisira eski zamanlara ait olan kurutulmus orneklerden de (antropolojik
calismalar) niikleik asitler ekstrate edilebildiginden ve hedef DNA’nin ¢ok kiiciik
konsantrasyonlarinin dahi yeterli olabilmesi nedeniyle oldukg¢a pratik bir yontem kabul

edilmektedir.

PCR tekniginin avantajlarindan biri de birden cok numunenin bir arada test
edilebilmesidir ki, buda arastiricilart bu teknigi kullanmalar1 yoniinde tesvik etmistir.

Boylelikle bir defada birden fazla numunenin analizine firsat vererek zaman ve maliyetten
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kazang saglanir. Klasik yontemlerde ise her bir numune i¢in tek tek analiz yapilmasi
gerekir. Buda zaman kaybina ve maddi kiilfete neden olmaktadir. Bilimsel ¢aligmalarda
Ozellikle zaman ve maliyetin 6nemi ve bununla beraber giivenilir sonuglar1 elde edecek
olmak pcr tekniginin vazgecilmez alternatifler arasinda yer almasini saglamistir. Ayrica
PCR ile testlerin istenildigi anda tekrarlanabilir olmasi PCR ¢alismalarinin giivenilirligini
gostermektedir. Buna karsin konvansiyonel yontemlerle yapilan ¢aligmalarda herhangi bir
basamakta meydana gelen hatada analiz tekrar en basa doniilerek yapilmasi gerektiginden
zaman alic1 zahmetlidir. PCR’da ise 6rnegin Elektroforez basamaginda meydana gelen bir
hata elektroforezin tekrariyla ¢oziimlenebilir. Bu durumda ¢ok fazla zaman kaybina

sebebiyet vermemektedir (Vandamme ve ark., 1994; Van Pelt ve ark., 1999).
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