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Klinik Orneklerden izole Edilen Staphylococcus aureus Suslarindan Elde Edilen
Bakteriyofajlarda Bulunan SCIN, CHIPS, SEI, SEK Toksin Genlerinin Varhgimn
PZR ve Southern Blot Yontemi ile Kiyaslanmasi

OZET

Bakteriyofajlar, tagidiklar1 toksin genleri sayesinde bakterilere farkli fenotipik ozellikler
kazandirirlar. Bu ozelliklerin tespit edilmesi ve arastirilmasi, mikrobiyal biyoteknoloji
caligmalar1 acisindan 6nemlidir. Bu amagla cesitli molekiiler yontemler gelistirilmistir.
Staphylococcus aureus, hastane ve toplum kaynakli enfeksiyonlara sebep olan en 6nemli
patojenlerden biridir. Bu calismada, S. aureus suslarindan elde edilen fajlarda bulunan
SCIN, CHIPS, SEI, SEK toksin genlerinin varligr PZR ile tespit edilmistir. Southern Blot
hibridizasyon yontemi ile bu toksin genlerinin varligi dogrulanmistir. Bu iki yontem
duyarhilik ve 6zgiilliik acisindan karsilastirilmistir. Son yillarda bulunan bu toksin genleri
ile ilgili az sayida caligma bulunmaktadir. Analizler sonucunda; PZR yonteminde daha az
konsantrasyonda DNA’ya ihtiya¢ duyulurken, Southern Blot hibridizasyon yonteminde
daha fazla konsantrasyonda DNA’ya ihtiya¢ oldugu goriilmiistiir. PZR ve Southern Blot
Hibridizasyon yontemlerinin 0zgiilliik acisindan benzer oldugu tespit edilmigtir.

Anahtar kelimeler: Stafilokokal Kompleman Inhibitor Protein ( SCIN), Stafilokokal
Kemotaksis Inhibitor Protein (CHIPS), Stafilokokal Enterotoksin I (SEI), Stafilokokal
Enterotoksin K (SEK), Lizojenik faj, Virulans faktorleri



Comparison of PCR and Southern Blot methods for detection of the presence of toxin
genes including SCIN, CHIPS, SEI, SEK in bacteriophages obtained from
Staphylococcus aureus strains isolated from clinical samples

ABSTRACT

Bacteriophages provide different phenotypic features for bacteria with toxin genes. The
detection and investigation of these features are important for studies of microbial
biotechnology. For these purpose, several molecular methods have been developed.
Staphylococcus aureus is one of the most important pathogen which is caused infection by
community and nasocomial. In this study, presence of toxin genes including SCIN, CHIPS,
SEI, SEK in bacteriophages obtained from S. aureus strains were detected by PCR.
Presence of this toxin genes were confirmed by Southern Blot hybridization method. This
methods were compared for sensitivity and specificity. There are few studies about these
toxin genes. According to our results, while PCR method need less concentration of DNA,
Southern Blot hybridization method needs more concentration of DNA. Southern Blot
hybridization and PCR analysis have similar specificities.

Key words; Staphylococcal Complement Inhibitory Protein (SCIN), Staphylococcal
Chemotaxis Inhibitory Protein (CHIPS), Staphylococcal Enterotoxin I ( SEI),
Staphylococcal Enterotoksin K (SEK), Lysogenic phage, Virulence factors
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1. GIRIS

Tiirkiye’de ve tiim diinyada stafilokoklar en yaygin hastane enfeksiyon etkenlerindendir.
Staphylococcus aureus cok yonli, insan ve hayvan saghiginda onemli Gr (+) bir patojendir

(McCarthy 2010). Saglikli insanlarin %20’sinde burunda kolonize oldugu tespit edilmistir.

Staphylococcus aureus birgok virulans faktorii tasidig icin cesitli enfeksiyonlara neden
olmaktadir. Yumusak doku enfeksiyonlarinin %70’e yakinindan sorumludur (Meislin ve
ark 1977). Kemik ve eklem enfeksiyonlarinda da c¢ok sik rastlanir (Livermore ve ark
2000). Hastane disinda gelisen tiim bakteriyel pnomonilerin % 5’inden sorumludurlar.

Hastane kaynakli pnomoni enfeksiyonlarda ise bu oran % 19 olarak tespit edilmistir.

Giintimiizde bilingsizce kullanilan antibiyotikler sebebi ile bir¢ok bakteri, tedavilere karsi
diren¢ mekanizmas1 gelistirmistir. Staphylococcus aureus suslari da antibiyotiklere karsi
kazandig1 diren¢ mekanizmalar1 yiliziinden hastane enfeksiyonlarinda biiylik sorunlar
yaratmaktadir (Ishiyama ve ark. 1991). Bu yiizden patojen etkenli bakterilerin kaynaginin

tespiti ve ortadan kaldirilmasinin 6nemi biiyiiktiir.

Bakteri enfeksiyonlarinda; yiizey proteinleri, kapsiiler polisakkaritler, sitotoksinler,
siiperantijenler ve enzimler gibi virulans faktorlerinin rolii vardir. Immiin sistemi modiile
edici cesitli proteinler sentezlenir (McCarthy 2010). Bu faktorlerin tespiti ve kaynaklarini

belirlemek, bakteri enfeksiyonlari ile miicadelede atilacak 6nemli bir adimdir.

Staphylococcus aureus’un virulans faktorleri; plazmidler, bakteriyofajlar, patojenite
adaciklari, transpozanlar, insersiyon sekanslar1 ve kromozomal kaset tarafindan kodlanir.
Bunlardan oOzellikle bakteriyofajlar ve patojenite adaciklar1 6nemli bir kismini kapsar
(Novick 2003). Bakteriyofajlardan lizojenik fajlar, bulundugu bakterinin DNA’s1 ile
entegre olurlar ve bakteriye c¢esitli virulans oOzellikleri kazandirirlar. Bu o6zellikler
giinimiizde c¢esitli yontemler ile tespit edilebilmektedir. Bu c¢alismada, S. aureus‘un
virulans faktorlerinden siiperantijenler ve immiin sistemi modiile edici protein ailesinden
secilen SEK (Stafilokokal Enterotoksin K), SEI (Stafilokokal Enterotoksin I)
enterotoksinleri ve SCIN (Stafilokokal Kompleman Inhibitér Protein), CHIPS
(Stafilokokal Kemotaksis Inhibitor Protein) inhibitor proteinlerinin PZR ve Southern Blot

hibridizasyon yontemleri ile bakteriyofajlarda arastirilmasi ve hangi yontemin daha etkin



oldugunun tespit edilmesi amaclanmistir. Bu virulans faktorlerinin bakteriyofajlarda

tasinma orani, fajin bakteriyel patojenitesindeki roliinii arastirmada onemlidir.



2. KURAMSAL YONTEMLER

Micrococcaceae ailesinin iiyesi olan stafilokoklar, deri ve mukozada kolonize olabilen,
degisik tiirleri olan, hastalik yapict Gram pozitif bir bakteri cinsidir. Staphylococcus

aureus, cesitli doku ve organlarda agir enfeksiyonlara sebep olan en 6nemli tiirtidiir.

2.1. Tarihce

Stafilokoklar1 ilk kez Robert Koch, 1878’de 151k mikroskobu ile tanimlamistir. 1880°de
Pasteur, sivi besiyerinde iiretmis ve 1881°de Alexander Ogston fare ve kobaylar igin
patojen oldugunu gostermistir. Bu organizmalara; iiremeleri sirasinda birbirlerinden
ayrilmayip, iiziim salkimi seklini aldiklart i¢in *’Staphylococcus’® adini vermistir
(Staphyle; iiztim salkimi). 1884°de ilk kez insandan izole eden bilim adam ise; Rosenbach
olmustur. Von Daranyi, 1925 yilinda Staphylococcus aureus’un koagiile edici 6zelligini
tespit etmis ve bu testin S. aureus’un identifikasyonunda onemli oldugunu gostermistir.
Alexander Fleming’in 1928’de penisilini bulmasi ve 1940’da Florey ve Chain tarafindan
penisilin iiretiminin baglamas: ile stafilokok enfeksiyonlarinin tedavisinde onemli bir
asama kaydedilmistir. S. aureus suslarinda penisilin direnci 1944’de Kirby tarafindan

tanimlanmistir.

2.2. Morfoloji

Staphylococcus aureus; 0,5-1,5 pm capinda, Gram pozitif, yuvarlak, hareketsiz, sporsuz,

fakiiltatif mikroorganizmalardir ( Bannerman 2003).

2.3. Ureme ve Kiiltiir Ozellikleri

Kanli agar, nutrient agar, triptik soy agar veya beyin kalp inflizyon agar gibi
besiyerlerinden izole edilen stafilokok tiirlerinin ¢ogunlugu 30-37°C’de 18-24 saat i¢inde
1-3 mm capinda koloni olustururlar. Staphylococcus aureus 18-24 saatte pigmente (krem
rengi, sari-portakal rengi), S tipi, yuvarlak, hafif kabarik ve ¢cogunlugu kanl agarda beta
hemoliz olusturur. Ancak kanli besiyerinde kiiciik, pigmentsiz, hemoliz olusturmayan

varyantlar1 da tanimlanmistir.



2.4. Genom Yapisi

Genomu yaklagik 2000-3000 kbp bir kromozom ile profajlar, plazmidler ve
transpozonlardan olusur. Stafilokoklarin DNA’larindaki G+C oram1 %30-39 mol diir.
Staphylococcus aureus genomu ise, 2500’e yakin geni kodladigi diisiiniilen 2800 kbp

uzunlugunda tek bir kromozomdan olusur.

2.4.1. Virulans Faktorleri ve Patojeniteleri

Bakterilerin hastalik yapici 6zelliklerine patojenite faktorii veya virulans faktorii denir.
Staphylococcus aureus’da enfeksiyon etkenleri; bakterinin yiizey proteinleri, kapsiiller
polisakkarit, sitotoksinler, siiperantijenler ve enzimler gibi bir ¢ok virulans faktorii
belirlenmistir ( Bohach ve Foster 2000, Novick 2000, van Wamel ve ark. 2006). Ayrica

immiin sistemi modiile eden proteinler de sentezlenir.

Virulans faktorleri plazmidler, bakteriyofajlar, patojenite adaciklari, transpozanlar,
insersiyon sekanslart ve kromozomal kaset tarafindan kodlanir (Baba ve ark. 2002).
Ozellikle bakteriyofajlarin bircok virulans faktorlerini kodladig: bilinmektedir ( Novick
2003).

2.4.1.1. Kapsiil

S. aureus’un Ozellikle mukoid tiirlerinde polisakkarid yapida bir mikrokapsiil

bulunmaktadir. Bu yap1 bakteriyi fagositozdan korur ( Tiinger 2004).

2.4.1.2. Hiicre Duvari

2.4.1.2.1. Peptidoglikan Yap1

Stafilokoklarda kuru agirligin yaklasik %50-60 ‘ni olusturur. Bu yapi capraz baglar ile

baglanmis ve bakterinin lizozim enzimlerine karsi korunmasini saglar.



2.4.1.2.2. Teikoik Asit

Sadece Gram pozitif bakterilerinin hiicre duvarinda bulunur ve hiicre yiizeyine negatif yiik
vererek, c¢esitli metal iyonlarinin, katyonlarinin lokalizayonunda ve otolitik enzimlerinin

aktivasyonunda rol alir.

2.4.1.2.3. Yiizey Proteinleri

Protein A, fibronektin baglayan proteinler, kiimelesme faktorii (clumping faktorii);
kimyasal yapilar1 ve hiicre duvart yerlesim yerleri bakimindan birbirine benzeyen
stafilokokal proteinlerdir. Bu proteinler, bakterinin konak hiicreye lokalize olmasina
yardimcidir. Protein A, bakteriyi fagositoza kars1 korumada, kompleman aktivasyonunda,

opsanizasyon inhibisyonunda rol oynar (Forsgren ve Gnetie 1983).

2.4.1.3. Toksinler

2.4.1.3.1. Sitolitik Toksinler

Stafilokoklar, konak hiicre morfolojisini ve fonksiyonunu etkileyen c¢ok sayida
ekstraselliiler toksin iiretirler. Bu toksinler sayesinde stafilokoklar yogun inflamatuar yanit

olan bolgelerde tiremelerini siirdiirebilirler.

2.4.1.3.1.1. Hemolizinler

Cesitli hayvan eritrositleri iizerinde hemolitik etki yapip yapmamalarina, hemoliz i¢in

gerekli 1s1 derecesi ve zamana, toksisite derecelerine gore farkliliklar gosterir.

1. Alfa-Hemolizin; En giicli membran hasar proteini olup, 33 kDa agirligindadir.
Okaryotik hiicreleri eritebilme yetenegindedir (Gouaux ve ark. 1994). Insan
makrofaj ve trombosit hiicreleri iizerinde litik etkiye sahiptir. Kromozomda hla
geni tarafindan kodlanir (Gray ve Kehoe 1984).

2. Beta-Hemolizin; Beta-Hemolizin, 35 kDa agirligindadir. Eritrositleri lizise ugratir.

Kromozomda hlb geni tarafindan kodlanir (Projan 1989).



3. Gama-Hemolizin; Eritrositlere ve Iokositlere stolitik etki yapar (Fackrell ve ark.
1976). Kromozomlardaki hlgA ve hlgB genleri tarafindan kodlanir (Cooney 1988).
4. Delta-Hemolizin; Hiicre membran biitiinliigiinii bozar ve adenilat siklazi aktive
ederek cAMP salimimina neden olur. Ozellikle eritrositler iizerinde etkilidir.

Kromozomda hld geni tarafindan kodlanir (Peng ve ark. 1988).

2.4.1.3.1.2. Panton-Valentin Lokosidi (PVL)

Bir ekzotoksindir. Birbirlerini sinerjik olarak etkileyen F (fast) ve S (slow) adinda iki
protein komponentinden olusur. Her birinden ayr1 toksoid olusturulur. Toksin aktivitesi
icin bu iki alt birim de gereklidir. Toksin, hiicre zarinda potasyum ve diger katyonlara kars1
gecirgenligi artirict gozeneklerin agilmasini saglayarak etkili olur. PVL, lizojenik fajlar

tarafindan kodlanir (Kaneko ve ark. 1998).

2.4.1.3.2. Stafilokokal Enterotoksinler ( SE)

Isiya direngli, polipeptid yapida toksinlerdir. Ozellikle besin zehirlenmesine neden olurlar.
Ayrica toksik sok benzeri sendrom, alerjik reaksiyonlarina ve otoimmun hastaliklara neden
olurlar. SEA, SEB, SEC, SED, SEE gibi klasik tiplerinin yan sira son yillarda tespit edilen
SEG, SEH, SEI, SEJ, SEK, SEL, SEM, SEN, SEO, SEP, SEQ, SER, SEU gibi tipleri de
mevcuttur. S.aureus suslarinin %35-50’sinin bu toksinleri olusturabildigi saptanmigtir

(Moreillon 2005).

Stafilokokal enterotoksinlerinin olusturulmasinda, bakteri hiicresinin bulundugu gelisme
fazi onemlidir. SEA, hiicrenin logaritmik fazinda, SEB, SEC, SED ise gec logaritmik faz
ya da erken duraklama fazinda olusturulur (Bergdoll 1989). S. aureus’un virulans
faktorlerinin diizenlenmesinde agr geninin rolii biiyiiktiir. SE’ler, makrofaj ve yardimer T
hiicrelerinden siras1 ile IL-1 VE IL-2 salinimini uyararak sindirim kanalinda bir siiper
antijen olarak davranirlar. Bakteriyel kromozom, plazmidler ve bakteriyofajlar tarafindan

kodlanirlar (Ren ve ark. 1994).



2.4.1.3.3. Eksfoliyatif Toksin (Eksfoliyatin-ET)

Epidermolitik bir toksindir. Serolojik olarak iki tipi mevcuttur. ETA; 1siya duyarli ve
plazmid orjinli, ETB; 1s1ya direncli ve yapisal geni kromozomaldir (Yamaguchi ve ark.
2000, Lee ve ark. 1987). Her ikisi de yapisal olarak farklilik gosterir ancak benzer aktivite
gosterirler. Stafilokoksik haslanmis deri sendromundan (SSSS) sorumludurlar. ET, serin
proteaz aktivitesine sahiptir ve desmoglein 1’1 (Dsgl) parcalayarak eksfoliasyon etki

gosterir. Dsgl {ist epidermisdeki hiicre-hiicre adezyon molekiiliidiir.

2.4.1.3.4. Toksik Sok Sendromu Toksini (TSST)

Bir yardimc1 T-hiicresini etkinlestiren klasik antijenin aksine, TSST antijeni ¢ok sayida
yardimci T-hiicresini etkinlestirir (Choi 1989). Bol miktarda monokininler ve lenfokinler
salgilanir (Murray ve ark. 1996). TSST, kromozomdaki stafilokoksik patojenik adaciklar

tarafindan kodlanir (Blomster-Hautamaa ve ark. 1986).

2.4.1.4. Enzimler

2.4.1.4.1. Katalaz

Tim stafilokoklar (S. saccharolyticus ve S. aureus subsp. anaerobius hari¢) tarafindan
tiretilen toksik hidrojen peroksidi, toksik olmayan oksijen ve hidrojene ayristiran enzimdir.
Bakteriler bu enzim sayesinde fagositlerin icinde toksik oksijen radikalleri tarafindan

oldiirtilmeye direng¢ kazanirlar (Alen 2006).

2.4.1.4.2. Koagiilaz

Stafilokoklar tarafindan iiretilen bir plazma pihtilasma proteinidir. Koagiilaz pozitif
bakteriler {izerinde olusan kalin fibrin tabakasinin, mikroorganizmay1 fagositozlardan
koruyarak patojenitesini arttirdig1 diisiiniilmektedir (Tunger 2004). Koagiilaz enzimi,

kromozomun coa geni tarafindan kodlanir (Phonimdaeng 1990).



2.4.1.4.3. Lipaz

Lipitleri hidrolize ederek, bakterinin deri ve deri alti dokulara girmesini ve yayilmasini
saglar (Alen 2006). Lipaz enzimi, kromozomun geh geni tarafindan kodlanir (Gotz ve ark.

1985). S. aureus suslarinin tiimiinde salgilanir.

2.4.1.4.4. Hiyaliironidaz

Konak  hiicrenin bag dokusunda bulunan hiyaliironik asidi  pargalayarak
mikroorganizmanin kolayca yayilmasini saglar. Antijenik Ozellige sahip bir enzimdir.

Kromozomda hysA geni tarafindan kodlanir (Farell ve ark. 1995).

2.4.1.4.5. Stafilokinaz

Stafilokinaz, plazminojene baglanarak aktif plazmin olusmasina yol acar. Plazmin,
proteolitik enzim oOzelligine sahip oldugu icin bakteriyel enfeksiyonun dokulara
yayilmasina neden olur (Christner ve ark. 1996). Stafilokinazlar insan notrofil peptitlerine
baglanarak bakteriyi fagositoza kars1 korur. Lizojenik fajlar tarafindan kodlanirlar (Novick

2000).

2.4.1.4.6. Fosfatidilinozitol- Spesifik Fosfolipaz C

Ozellikle eriskin tip solunum zorlugu sendromu ve dissemine intravaskiiler koagiilasyon
bulunan hastalardan izole edilen suglarda saptanan bir enzimdir. Bu suslar antimikrobiyal
ajanlara 6zellikle de penisiline kars1 direnclidir (Alen 2006).

2.4.1.4.7. Deoksiriboniikleaz

Endo ve ekzoniikleaz aktivitesine sahip, niikleik asitleri 3’- fosfomononiikleotidlere

parcalayan enzimdir. S. aureus suslarinin %90’dan fazlasinda bulunur. Isiya direnglidir

(Alen 2006). Bakteriyel kromozomun nuc geni tarafindan kodlanir (Shortle 1983).



2.4.1.4.8. Beta-laktamaz

Stafilokoklar salgiladiklar1 beta-laktamaz enzimi ile penisilin grubu antibiyotiklerdeki
beta-laktam halkasinin hidroksil grubunu parcalayarak etkisizlestirir. Genetik tasinma

genelde plazmid ve transpozanlarla olur (Bannerman 2003).

2.4.1.5. immiin Sistemi Modiile Edici Proteinler

2.4.1.5.1. Stafilokokal Kompleman Inhibitor Protein (SCIN)

Stafilokokal kompleman inhibitor proteini, C3 konvertazi inihibe ederek bakteri yiizeyinde
C3b olusumunu engeller. Boylece bakteri, notrofillerin  fagositozundan korunur
(Rooijakkers ve ark. 2005b). SCIN proteini, 9,8 kDa agirligindadir ve insana 6zgii ii¢ tane
homolog proteini vardir; SCIN-B, SCIN-C ve SCIN-D. Bunlardan B ve C formlari
inihibisyonda rol oynarken D formunun inhibe edici rolii heniiz tespit edilememistir
(Rooijakkers ve ark. 2010). SCIN, lizojenik bakteriyofajlar tarafindan kodlanir (van
Wamel ve ark. 2006). Klinik 6rneklerin %90 ninda bulunur. insan immiin sistemine kars1

onemli bir proteindir.

2.4.1.5.2. Stafilokokal Kemotaksis Inhibitor Protein (CHIPS)

Stafilokokal kemotaksis inhibitdr proteini, nétrofillerin iyilestirilmesini saglayan ozellikle
C5a reseptorlerini inhibe ederek bakteriyi insan immiin sistemine kars1 korur (Rooijakkers
ve ark. 2005). CHIPS, 14 kDa agirliginda ve klinik o6rneklerin %60’1inda tespit edilmistir
(De Hass 2004). Lizojenik bakteriyofajlar tarafindan kodlanir (van Wamel ve ark. 2006).

2.5. Epidemiyolojisi

Staphylococcus aureus’lar dogumdan itibaren gobek, perine ve deriye kolonize olurlar.
Cocukluk doneminde genelde nazofarenkslere yerlesirken, yetiskinlerde daha ¢cok burunda
tespit edilir. Eriskinlerde burun tasiyiciligi oraninin %20-40 arasinda oldugu tahmin
edilmektedir. Dogurgan yastaki kadinlarda ise; vajinaya yerlestigi de tespit edilmistir

(Dundar 2008, Klytmas 1997). Baz1 gruplar Staphylococcus aureus ile kolonize olmaya



egilimlidir. Ornegin doktorlar %50 ve hemsireler %70 orani ile %33 orana sahip olan genel

populasyona gore daha fazla risk altindadirlar.

2.6. Tam

Stafilokoklarin laboratuar tanisinda koloni morfolojisi, boyanma, pigment iiretimi,
hemoliz, mannitol fermantasyonu, yiiksek tuz konsantrasyonunda iireme gibi 6zelliklerinde
yararlanilir. En tipik iiredikleri besiyeri; kanli agardir. Kolonileri yuvarlak, diizgiin, kabarik
S tipinde, cogunda sar1 pigment ve B hemoliz goriiliir. 37°C’de ve ph 7,4°de iyi iirerler.

Aerob ve fakiiltatif aeropturlar.

2.6.1. Stafilokoklarin Tespitinde Kullanilan Biyokimyasal Testler

1) Katalaz Testi

2) Koagiilaz Testi

3) Novobiosine Direnglilik Testi
4) Mannitol Hidroliz Testi

5) Mannoz Hidroliz Testi

6) Maltoz Hidroliz Testi

7) Siikroz Testi

8) Pigment Testi

9) Termoniikleaz Testi

2.6.2. Stafilokoklarin Tespitinde Kullanilan Molekiiler Yontemler

Stafilokoklarin molekiiler epidemiyolojileri, DNA temelli yontemlerin de kullanilarak,
etkenin biyokimyasal ve molekiiler seviyede de tanimlanmasina olanak saglamistir.
Enfeksiyon hastaliklarinin tanisi ve patogenezden sorumlu genlerin saptanmasi, molekiiler

epidemiyoloji ¢calismalarina biiyiik 6lciide kolaylik saglamistir (Tompkins 1998).
Molekiiler  tekniklerin esas avantajlarindan  biristi de  hastaligin  fenotipini

degerlendirmeksizin doku analizine ve taniya ulasmayr saglar. Ciinkii DNA ve RNA

tizerindeki anormallikleri tespit ettigi i¢in hassas ve 6zeldir (Ergin 2004).
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Bakterilerin tanimlanmasinda bircok molekiiler yontemler kullanilmaktadir. Bazilar

sunlardir;

2.6.2.1. DNA Problari ve Hibridizasyon Yontemleri

Prob spesifik DNA baz ciftlerine baglanan ve tipik olarak 6-18 baz c¢ifti uzunlukta olan
kiiciik bir DNA parcasidir. Problar, radyoaktif izotop veya bir boya ile etiketlenerek direkt
olarak spesifik baz dizilerinin tespitinde kullanilmaktadir (Ozerol 1997).

DNA problari; insitu hibridizasyon, kati faz ve sivi1 faz olarak ii¢ kategoride kullanilirlar.

2.6.2.1.1. in situ Hibridizasyon Yéntemleri

Genellikle parafine gomiilii formalinle fikse edilmis doku kesitleri kullanilir. Bu yontemde
probla reaksiyona girebilmesi i¢cin doku kesitlerindeki hedef DNA, denatiire edilmeli ancak

hiicre yapilar1 korunmalidir. Hassasiyeti diisiik bir yontemdir.

2.6.2.1.2. Kat1 Faz Hibridizasyon Yontemleri

Baslica kullanilan kat1 faz hibridizasyon yontemleri; Slot Blot, Dot Blot, Southern Blot,

Northern Blot olarak siniflandirilir.

2.6.2.1.2.1. Slot ve Dot Blot Yontemleri

Slot ve Dot Blot yontemleri, sadece arastirma amacli bazi laboratuarlarda kullanilir. Bu
yontemlerde dnce saglam hiicre parcalanir, DNA denatiire edilir, dot veya slot formunda
vakum altinda naylon membrandan gegirilerek tespit edilir. Bu membran DNA’y1 gosteren
prob kapsayan hibridizasyon solusyonuna daldirilir. Baglanmayan problar yikanir ve
baglanan problar tespit edilir. Bu iki yontemin avantajlari; multipl 6rneklerin bir defada

calisilarak bir tek filtrede taninabilmesidir.

11



2.6.2.1.2.2. Southern Blot Yontemi

Southern Blot yontemi, ilk olarak Southern tarafindan 1975 yilinda kullanilmaya baslanmis
ve ilk yillar jel transferi olarak adlandirilmistir. Daha sonraki yillarda da RNA’nin

tespitinde kullanilan Northern Blot yontemi gelistirilmistir.

Southern veya Northern Blot yontemleri, raportor problara baglanan DNA fagmanlarinin
capinin tespit edilmesini saglayan kati faz hibridizasyon yontemleridir. Northern Blot,
Southern Blot yonteminin bir varyasyonu olup, DNA yerine RNA’y1 tespit etmektedir. Bu
yontemler icin DNA ve RNA’y1 saflastirmak gerekir (Ozerol 1997).

Southern Blot yontemi i¢in Oncelikle, calisilacak DNA’nin izolasyonu ve restriksiyon
enzimleri (RE) tarafindan kesimi gerceklestirilmelidir. Bu islemi takiben, olusan DNA
parcalari, elektriksel ortamda agaroz jel iizerinde uzunluklarina gore gog ettirilirler. Daha
sonra jeldeki DNA’lar nitroselilloz membran gibi bir destek membrana aktarilmakta ve en
son olarak 0zgiill DNA dizilimlerinin yeri isaretli DNA problar1 kullanilarak

belirlenmektedir.

2.6.2.1.3. Siv1 Faz Hibridizasyon Yontemleri

Niikleik asit ve problarin, siv1 ortamda hibridizasyonu saglanir. Sivi fazda hibridizasyon
hiz1 artmaktadir. Kullanilan prob tek zincirli DNA’dir (ssDNA). Solusyonda olusan
hibritlerin miktari, sSDNA’nin S1 niikleaz ile sindirilmesi ve arta kalan ¢ift zincirli raportor
prob hibridlerin triklorasetik asitle presipitasyondan veya direkt olarak cift zincirli

hibritlerin hidroksiapatid kolonlarina spesifik olarak baglanmasindan sonra belirlenir.

Prob temelli yontemlerin avantajlari; kiiltiiri  veya tanmimlanmast zor olan
mikroorganizmalarin genomlarini tespit edebilmesi ve tanimlayabilmesidir. Bunun yani
sira bazi dezavantajlar1 da vardir; bir defada test edilen mikroorganizma sayisinin az

olmasi, test siiresinin uzun olmasi ve nadir patojenler ile caligilmasidir.
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2.6.2.2. Niikleik asit Amplifikasyon Yontemleri

2.6.2.2.1. DNA Amplifikasyon Yontemleri

2.6.2.2.1.1. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR)

1985 yilinda, Mullis ve ark. tarafindan ortaya atilmis ve avantajlar1 nedeniyle molekiiler

biyoloji, tip, arkeoloji gibi degisik alanlarda kullanilabilen bir yontem olmustur.

Ozellikle fenotipik tan1 yontemlerinde karsilasilan zorluklara karsi polimeraz zincir
reaksiyonu ¢ok sik kullanilan bir yontemdir. Niikleik asit hibridizasyonu, niikleik asitlerin
son derece Ozgiin olmalar1 ve son derece stabil molekiiller olusturabilmeleri gibi
avantajlara sahiptir (Walker 1989, Wolcott 1992). Cok az miktardaki materyalden bile 24

saat gibi kisa siirede giivenilir sonuglar almay1 saglamistir.

PZR bakteri, virus, mantar, parazit, protozoon gibi hastalik etkenlerine ait hedef niikleik
asit zincirlerinin primer adi verilen spesifik komplementer oligoniikleotidler ve 1siya
dayanikli polimeraz enzimleri (Taq) kullanarak in vitro olarak cogaltilmasini saglar (Saiki

ve ark. 1988, Schochetman 1988).

PZR’mn temel bilesenleri; kalip DNA, primerler, polimeraz enzimi, Deoksiniikleotid-

Trifosfat ve tampon soliisyonlar seklinde aciklanabilir.

PZR, 3 temel asamada gerceklesir;

1) Ayrisma (Denatiirasyon) : Cogaltilmasi istenen c¢ift sarmal DNA’nin, hidrojen
baglarmin ayrilmasi saglanir. Ortamda tampon, dNTPs, hedef DNA’ya spesifik
olan primerler ve 1s1tya dayanakli Taq polimeraz enzimi bulunur. Bu asamada 1s1,
91-94 °C olup 1-2 dakika siirer.

2) Baglanma (Annealing) : Birinci asama sonucu tek iplik¢ikli hale doniisen DNA
sekanslarimin her birinin 3’- uglarindaki niikleotidlere uygun sicaklikta primerlerin
baglanmas: gerceklesir. Deney ortaminin 1s1s1 40-60 °C olup, reaksiyon 3-4 dakika

suirer.
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3) Uzama (Extension) : Baglanma asamasindan sonra, primer hibritlestigi DNA’nin
karsiligin1 sentezler. Bu sentez i¢in, Thermus aqueaticus bakterisinden elde edilen
Taq polimeraz enzimi, niikleotidleri orijinal DNA ipligine komplementer olacak

bigimde primere ekler ve uzatir. Bu asamada ortam 1s1s1 70-72 °C’dir.

Bahsettigimiz ii¢ asama bir dongii olarak kabul edilir. 3-5 dakika siirer. Bu olay 20-40 kez

tekrarlanir. Bu siirecin sonunda 1 milyon DNA kopyasi elde edilir.

PZR’1n uygulanabilmesi i¢in, kesin olarak dogru bir baz dizisi bilgisine ihtiyacimiz vardir.
Son derece duyarl olmasi nedeniyle ¢ok kiiciik miktarlardaki kontaminasyonlar bile yanlig

sonuglara neden olur.

%:|-|I|-|||||||||-||%:dSDNI:'L
l Drenatiirasyon: mmncirler aynlr
Y3 ssDHA
3.I|l|l|l||ll|||l|l|5. sz A
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Y
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%:WIIIIIIIIIIIIIIIIS.
Elcstansiyon: nikleotidlenn
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2.6.3. Bakteriyofajlar

Virulans faktorleri plazmidler, bakteriyofajlar, patojenite adaciklari, transpozanlar,
insersiyon sekanslar1 ve kromozomal kaset tarafindan kodlanir (Baba ve ark. 2002).
Ozellikle bakteriyofajlar 6nemli bir kismmm kapsar (Novick 2003). Bakteriyofajlar, faj
tiplendirmesinde hastane enfeksiyonlarinin epidemiyolojisini izlemek i¢in kullanilan

onemli bir aragtir.

Bakteri viriisleri olarak da bilinen bakteriyofajlar, bakterilerin zorunlu parazitleri olup,
yalmizca canli bakteri hiicreleri i¢inde cogalabilirler. Bakteri ve Yunanca yeme anlamina

gelen ‘Phagein’ kelimelerinden olusan bakteri enfekte eden anlamina gelir

Bakteriyofajlarla ile 1ilgili ilk gozlemler, 1896 yilinda Ernest Hankin tarafindan
Hindistan’da yapilmistir. Vibrio cholorae’ ye kars1 antibakteriyel etkili oldugunu gézlemis

ve etkenin filtreden gegebildigini, kaynatildiktan sonra harab oldugunu belirtmis.
Frederik Twort (1915) ve Felix d’ Herelle (1917), birbirinden bagimsiz olarak, bakteri

hiicresini enfekte eden virusu tanimlamiglardir. d’Herelle bu etkeni bakteriyofaj olarak

adlandirmastar.
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2.6.3.1. Bakteriyofajlarin Yapisi

Cesitli tipte ve goriiniimde fajlar bulunmakta olup, kompleks bir fajda; bas, boyun, kuyruk

fibrilleri bulunmaktadir.
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Sekil 2.2. Bir Bakteriyofajin Elektron Mikroskobu ile Gériintiisii

Fajlarin biiyiik bir kismi1 dsDNA icermektedir. Az kismi ise; ssDNA, ssSRNA veya dsRNA
icerir. Bas kisminin ortasinda genellikle dsSDNA’dan olusan faj genomu bulunur. Genomun
etrafinda ise yine viruslerde oldugu gibi kapsit protein kilif bulunur. Niikleikasit ve
kapsitden olusan bu yapiya niikleokapsid ad1 verilir. Fajlarda bas kisimini kuyruk kismina
baglayan kisa bir boyun yapisi vardir. Bu yap1 bakteriyofaj cesitlerine gore farklilik
gosterir (Ackermann 2003, Bilgehan 2005).

2.6.3.2. Bakteriyofajlarda Enfeksiyon Tipleri

Fajlar, duyarl bakterilerde genellikle 2 tip enfeksiyona sebep olurlar.

2.6.3.2.1. Litik Enfeksiyon

Bu tiir ¢cogalmada bakteri hiicresi genellikle erir yani lize olur. Litik enfeksiyonlarda
bakteri hiicresinin erimesi ve fajlarin serbest hale ge¢mesinde faj genomunda kodlanan
spesifik litik enzimlerinin 6nemli fonksiyonlar1 vardir. Bu enzim sayesinde fajlar belirli
saytya ulastiktan sonra hiicre duvarini eriterek serbest hale gelirler. Her bir litik dongiide

300-400 yeni faj olusur.
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2.6.3.2.2. Lizojenik Enfeksiyon

Lizojenik enfeksiyonlarda bakteriler lizis olmaz. Bakteri canliligin1 kaybetmez. Bu yiizden
bu tiir fajlara ilimh fajlar da denir. Faj bakteri hiicresi icine girdikten sonra bakteri
DNA'’sia entegre olur ve bu sekildeki bakteriye lizojen bakteri denir. Baglanan faja da
profaj denir. Olgun fajlar hiicre i¢inde gelisimini tamamladiktan sonra hiicre duvarindan

disar1 c¢ikarlar. Lizojenik durum, fajlardaki repressor genler sayesinde kontrol edilir.

Lizojenik fajlar, nokta mutasyon, konjugasyon, transformasyon mekanizmalar1 ile
mikroorganizma patojenitesinde ©nemli rol oynar. Ozellikle lateral gen transferinin
patojenik mikroorganizmalarin gelismesinde biiylik rolii vardir (Morschhauser ve ark.

2000).

Bakteriyofajlar, lateral gen transferinde onemli ara¢ olarak kabul edilmektedir. Sekans

analizlerine gore bakteriyel genomun %20’si faj DNA’s1 tagiyabilmektedir (Casjens 2003).

S. aureus suslarinda, bakteriyel genomun %]17’sinin profaj genomundan olustugu

gosterilmistir (Fitzgerald ve ark. 2001).

% Lysogenic
T

+ INtegration

=)

Sekil 2.3. Bakteriyofajlarda Litik ve Lizojenik Enfeksiyon
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2.6.3.2.2.1. Transdiiksiyon

Bir hiicreden diger hiicreye faj vektor araciligi ile olusan, hiicre-hiicre iliskisi
gerektirmeyen gen aktarimidir. Viral DNA, konak hiicre kromozomu ile birlesmektedir.
Viral niikleik asid bu birlesik hali ile fonksiyon gormeye devam etmektedir. Bu
enfeksiyonlardan en Onemlilerinden biri c¢esitli ekzotoksinlerin bakteri icersinde
sentezlenmesidir. Birlesen viral DNA, hiicre DNA’s1 ile birlikte ¢ogalacagi icin, yavru

hiicreler de yeni 6zelligi kazanacaktir.

Fajlar transdiiksiyon ile gen aktarimi sonucunda, bakteriye cesitli virulans ozellikler
kazandirirlar. Fajlar, ekzotoksin gibi onemli virulans faktorlerin kodlamakla beraber,
bakteriyel adezyon, kolonizasyon ve invazyonu etkilemekte; immiin modiilator
molekiillerini tagiyarak bakterilerin antibiyotiklere karsi direnclerini artirmaktadir (Wagner

ve ark. 2002).

Faj tarafindan kodlanan virulans fanktorler | Referans

SAK Novick ve ark. 2000
SEA Betley ve ark. 1985

SEP Kuroda ve ark. 2001
SEG Baba ve ark. 2002

SEK Baba ve ark. 2002

SEI Omeoe ve ark. 2001
PVL Kaneko ve ark. 1998
SCIN van Wamel ve ark. 2006
CHIPS van Wamel ve ark. 2006

Cizelge 2.1. S. aureus’ta Lizojenik Fajlar Tarafindan Kodlanan Virulans Faktorler
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3. MATERYAL ve YONTEM

3.1. Materyal

3.1.1. Staphylococcus aureus Suslari

Staphylococcus aureus suslarindan 36 adet ornek Istanbul’daki bir hastaneden, 9 adet
ornek de ayni hastanenin polikliniklerinin klinik mikrobiyoloji laboratuarlarindan
toplanmustir. Ornekler; trakeal aspirat, apse, kan, periton sivisi, balgam, idrar, iiretral
akinti, BOS, eklem s1visi kiiltiirlerinden izole edilmistir. Bu kiiltiirlerin hepsi biyokimyasal

ozelliklerine gore S.aureus olarak saptanmistir (Bannerman 2003).

3.2. Yontem

3.2.1. Staphylococcus aureus Suslarinin Uretilmesi

Mikroorganizmalar, -20°C’de mikrobank tiipleri icerisinde saklanmaktadir. Her bir drnek
icin 3ml BHB siv1 besiyeri iceren tiiplere 1’er boncuk alinarak ekim yapildi ve 37°C’lik
etiivde inkiibe edildi. 24 saat sonra her 6rnekten kanli besiyerine 6ze yardimui ile tek koloni

diisecek sekilde tekrar ekim yapildi. 37°C etiivde 18-20 saat inkiibe edildi.

3.2.2. Lizojenik Fajlarin Eldesi

Kaneko yontemi bazi degisiklikler yapilarak, bu calismamizda lizojenik fajlarin eldesinde

kullanildi.

1. Kanl besiyerinde iireyen mikroorganizma kolonilerinden en iyi olanlarindan 1 tanesi
alindi. Cam balon igerisindeki 50 ml BHB besiyerine ekildi. 3-4 saat 37°C’de ¢alkalayici
etiivde bakteriler logaritmik faza ulasincaya kadar iiretildi.

2. Bakteriler logaritmik iireme fazina geldiginde 20 ul mitomisin C eklendi.

3. Bakteriler sabaha kadar bu sekilde tiremeye birakildi.

4. Ertesi sabah indiiklenen bakteriler 50 ml’lik santrifiij tiiplerine aktarildi ve 5000 rpm’de
40 dakika ¢evrildi. Santrifiij sonunda olusan siipernatant baska bir tiipe aktarildi.

5. Siipernatant iizerine 1/10 oraninda sulandirilmis DNase I’den 10 pl eklendi.
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6. Oda sicakliginda 1 saat kadar inkiibe edildi.

7. Siipernatant 0,2 um’lik filtrelerden 2 defa filtre edildi.

8. 40 ml siipernatant iizerine 10 ml PEG solusyonu eklendi ve +4°’de tekrar sabaha kadar
bekletildi.

9. Ertesi giin siipernatant ve PEG karisimi olan tiipleri 5000 rpm’de 1 saat santrifiij edildi.

10. Bu ¢evirmenin sonunda bakteriyofaj tiipiin dibinde pelet olarak ¢oktii.

3.2.3. Lizojenik Fajlardan DNA Ekstraksiyonu

Proteinaz K DNA ekstrasyon yontemi kullanildi.

1. Pelet iizerine 500 pul dd H,O konuldu, birka¢c defa pipetaj yapilarak ependorflara
aktarildi.

2. Coziilen pelet iizerine 100 pl 1 M TRIS (pH 8,0 ) ; 100 ul 0,5 M EDTA (pH 8,0) ; 60 ul
% 10 SDS ve 4 pl Proteinaz K eklendi. 55°C’de 1sitic1 blokta 4-5 saat siire ile inkiibe
edildi.

3. Siirenin sonunda, iizerine 700 pl fenol/kloroform soliisyonu eklendi. 10000 rpm’de 3
dakika santrifiij edildi.

4. Siipernatant yeni ependorf tiipiine aktarildi.

3.2.4. Lizojenik Faj DNA’larinin Konsantre Edilmesi ve Temizlenmesi

GENEMARK DNA Purifikation Kit protokoliine gore DNA temizleme islemi yapildi.

1. Elde edilen 400-500 pl DNA iizerine esit miktarda baglayici solusyon konuldu, iyice
vortekslendi.

2. Kolektor tiipiin i¢ine spin kolon yerlestirildi.

3. DNA ve baglayici solusyon iceren karisim, spin kolona aktarildi ve 12000 rpm’de 1
dakika santrifiij edildi.

4. Kollektor tiip igindeki s1v1 atildi. Uzerine 700 ul yikama solusyonu konuldu ve 12000
rpm’de 1 dakika santrifiij edildi. Kolektor tiipteki s1v1 atildi. ( 2 defa tekrar edildi)

5. Bosaltilan kollektor tiip, spin kolon ile birlikte 12000 rpm’de 3 dakika santrifiij edildi.

6. Spin kolon kollektor tiipten cikarilarak, ependorf i¢ine konuldu ve iizerine 100 pl
eliisyon solusyon eklendi. 2-3 dakika oda sicakliginda bekledikten sonra 12000 rpm’de 1
dakika cevrildi.
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7. Spin kolon, eependorftan ¢ikarildi ve atildi. Ependorf tiipiinde saf DNA kaldi.

3.2.5. Polimeraz Zincir Reaksiyonu

3.2.5.1. Orneklerin Hazirlanmasi

Elde edilen lizojenik faj DNA’lar1 1/10 oraninda sulandirildi. PZR reaksiyonunda
kullanildi.

3.2.5.2. Primerlerin Secimi

Bu calismada kullanilan primerler http.//www.ebi.ac.uk/clustalw sekans programi

kullanilarak tasarlandu.

Viriilans Faktorii Primer Sekansi PZR iriiniiniin
biiyiikliigii (bc)
SEK 5’CTC CTA TAG CTA ATC AAC TAC-3’ 315

5’TGT ATT CTT CTT GAA GGT AC-3’

SEI 5'CTG ATA TCC ATA TTC CTG AC-3’ 335
5'TCT ACT TCT CAT CAA TTA GAG-3’
SCIN 5'AGC ACA AGC TTG CCA ACA TGC-3' 225

5"TTA ATA TTT ACT TTT TAG TGC-3’

CHIPS 5'TCA GCA AGT GGT GTA TTC AG-3’ 250
5’ACA CAC CAT CAT TCA GCG AAA G-3'

Cizelge 3.1. PZR’da Kullanilan Primerler

3.2.5.3. DNA Amplifikasyonu

Lizojenik fajlarin virulans faktorlerini tasiyip tasimadiklarini arastirmak icin, elde edilen
faj DNA’larindan PZR yapildi. Bunun i¢in PZR karisimi hazirlandi: 10X PZR tamponu (1
X 10 mM TRIS-HCI (pH 8.,8); 50 mM KCI; % 0,1 TRITON X-100); 2,5 U Tag DNA
Polimeraz; 1,5 mM MgCl,; her bir dNTP’den 200 puM; her bir primerden 25 pmol
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kullanarak son hacim 50 pl olacak sekilde hazirlandi. Ornekler; 1s1 dongii cihazinda
(thermalcycler); ilk denatiirasyon icin 94°C’de 2 dakika, daha sonra 40 siklus (94°C’de
0,45 saniye, 58°C’de 0,45 saniye, 72°C’de 0,45 saniye) olacak sekilde calistirildi. Son
olarak, 72°C’de 7 dakika bekletilerek PZR sonlandirildi. Negatif kontrol olarak steril dd
H,0 kullanlda.

3.2.5.4. PZR Uriinlerinin Gériintiilenmesi

PZR iiriinlerinin goriintiilenmesi amaciyla 10 pl PZR iiriintintin TBE tampon ile hazirlanan
%1,5’lik agarozda jel elektroforezi yapildi. Agaroz jelde yiiriitilen DNA’lar etidyum
bromiir ile isaretlendi ve UV transliiminator ile incelendi. PZR {iriinlerinin biiyiikliikleri
DNA molekiiler belirtecinin bantlar1 ile karsilagtirilarak dogrulandi ve jel goriintiileri dijital
fotograf makinesi ile goriintiilendi ve bilgisayar ortamina aktarildi.

3.2.6. Southern Blot Yontemi

Southern blot yonteminin Dog¢. Dr. Fikret Sahin tarafindan modifiye edilmis sekli
kullanild1 (hibridizasyon islemi DNA’nin agaroz jelden membrana transfer edilmeden 6nce
yapildr).

3.2.6.1. Prob isaretleme Islemi

Prob isaretleme islemi PIERCE protokoliine gore yapildi.

1. TdT reaksyon buffer 10 ul
Biotin-N4-CTR 5 u
Oligo Primer 5 ul
Sulandirilmig TdT stok soliisyon 5 ul
ddH,O 25 ul

2. Bu hazirlanan prob karisim 37°C’de 35 dakika 1sitict blokta bekletildi, sonra +4°C’ye
kaldirildi.
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3. Fajlar Hinf I enzimi ile kesildi (toplam voliim 25 pl).

Bakteriyofaj DNA 15 ul
dd H,O Sul
Buffer 3ul
Hinf I enzim 2ul

Hind 11, EcoRI, EcoRV, BamHI ve Hinf I enzimleri ile yapilan denemeler sonucunda
en iyi kesimin Hinf I enzimi ile tek bant verecek sekilde elde edildigi goriildii.

4. Hinf I enzimi ile kesilen fajlara, 3 pl isaretlenmis prob karisimi eklendi ve 94°C’de 3-4
dakika bekletildi, sonra 48°C’ye kadar sogutuldu (Isitict blogun iistiine buz koyuldu).

5. Isitic1 blok 48°C’ye gelince, faj ile prob karisimi iceren eppendorf tiipii buza koyuldu.

6. Onceden hazirlanmis %1 agaroz jele, hazirlanan karisim hemen yiiklendi ve 170 Voltta

1,5 saat yiiriitiildii (agaroz jele etidyum bromiir koyulmadi).

3.2.6.2. DNA Transferi

PIERCE protokoliine gore uygulandi:

1. Transfer blokun iizerine, sirasiyla 1 X TBE 1slatilmis western blot k&gid1, onun iizerine
naylon membrani, membranin iizerine yiiriitiilmiis agaroz jel koyuldu, son olarak da
western blot kagidi ile kapatildi. Transfer blogun kapag yerlestirildi ve 120 amper’de 2
saat transfer islemi yapildi.

2. Transfer isleminden sonra naylon membran 10 dakika UV altinda tutularak, DNA’nin

immobilizasyonu saglandi.

3.2.6.3. Naylon Membranin Bloklama ve Yikama Islemleri

Naylon membranin bloklama ve yikama islemleri PIERCE protokoliine gore yapildi:

1. Naylon membran iizerine 20 ml bloke edici buffer konuldu ve 15 dakika karistiricida
yavasca calkalandi.

2. Bloke edici buffer dokiildiikten sonra, membran iizerine 20 ml konjugat/bloke edici
buffer konuldu ve ayni1 sekilde 15 dakika yavasca calkalandi.

3. Konjugat/bloke edici buffer dokiildii, membran iizerine 20 ml 1 X yikama soliisyonu

koyuldu ve 5 dakika calkalandi, bu islem 3 defa tekrarlandi.
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4. Yikama islemi bittikten sonra, membran iizerine 10 ml substrat ekilibrasyon buffer

koyuldu, 5 dakika calkalanda.

3.2.6.4. Naylon Membramin Kemiliiminisent Soliisyonlarla islemi ve Sonucunun

Goriuntillenmesi

PIERCE Protokoliine gore uygulandi:

1. Membranin iizerine, 1:1 oraninda hazirlanmis liminol/enhanser ve stabilize peroksid
soliisyonlarin karisimi dokiildii, 5 dakika oda 1s1sinda bekletildi.

2. Membran film kaseti icine yerlestirildi. Sonraki islemler karanlik odada
gerceklestirildi.

3. Karanlik odada film kaseti agildi, membranin iizerine CL-X film konuldu, film kaseti
kapatildi ve bu sekilde 30 dakika bekletildi.

4. Film alind1 ve hemen developer soliisyon icinde 20-30 saniye bekletildi, sonra 20-30
saniye suda yikandi ve fikser soliisyona 20-30 saniye konuldu. Son asamada iyice su
icinde yikandu.

5. Boylece Southern blot sonucu filme gecirildi, fotografi ¢ekildi ve bilgisayara aktarildi.

24



4. ARASTIRMA BULGULARI

Bu calismada toplam 45 klinik sus kullanildi. Orneklerin 36°s1 (%80) hastane kaynakli, 9’u

(%20) polikliniklere bagvuran hastalardan alinan 6rneklerdir.

42 ornekte (%93) virulans faktor saptanmustir, 3 Ornekte (%7) ise virulans faktor

saptanamamistir.

4.1. Lizojenik Faj Genomik DNA’sinin PZR Yontemi ile Test Edilmesi

Elde edilen lizojenik faj DNA’s1 ile materyal ve metotta belirtildigi gibi PZR yapildi.

Aragtirilan virulans faktor genlerine spesifik primerler kullanildi.
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300 be 250 be

200 be

M 25262728 29303132 3334353637 38 39404142434445N

Sekil 4.1. Lizojenik Fajlarda CHIPS primeri ile PZR iiriinii (%1.5 agaroz jelde
yiiriitiilmiis ve UV altinda goriintiilenmistir.)

M- Marker, 1-3, 2-31, 3-143, 4-201, 5-302, 6-318, 7-328, 8-345, 9-350, 10-368, 11-370,
12-376, 13-385, 14-389, 15-391, 16-410, 17-412, 18-413, 19-416, 20-421, 21-437, 22-444,
23-459, 24-464, 25-475, 26-477, 27-479, 28-481, 29-487, 30-715, 31-807, 32-895, 33-971,
34-1003, 35-1046, 36-1057, 37-P3, 38-P9, 39-P15, 40-P33, 41-P46, 42-P54, 43-P66, 44-
P90, 45-P91, N- Negatif Kontrol

26



M123456789 101112 1314151617 18192021 222324

L
-
=
-
—
400 be -
300 be - 5 b
200 be ¢
¥
el
-
—
400 be P
300 be - 225 be
200 bc

M 252627282930313233343536373839404142434445N

Sekil 4.2. Lizojenik Fajlarda SCIN primeri ile PZR iiriinii (%1.5 agaroz jelde
yiiriitiilmiis ve UV altinda goriintiilenmistir.)

M- Marker, 1-3, 2-31, 3-143, 4-201, 5-302, 6-318, 7-328, 8-345, 9-350, 10-368, 11-370,
12-376, 13-385, 14-389, 15-391, 16-410, 17-412, 18-413, 19-416, 20-421, 21-437, 22-444,
23-459, 24-464, 25-475, 26-477, 27-479, 28-481, 29-487, 30-715, 31-807, 32-895, 33-971,
34-1003, 35-1046, 36-1057, 37-P3, 38-P9, 39-P15, 40-P33, 41-P46, 42-P54, 43-P66, 44-
P90, 45-P91, N-Negatif Kontrol
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Sekil 4.3. Lizojenik Fajlarda SEI primeri ile PZR iiriinii (%1.5 agaroz jelde
yiiriitiilmiis ve UV altinda goriintiilenmistir.)

M- Marker, 1-3, 2-31, 3-143, 4-201, 5-302, 6-318, 7-328, 8-345, 9-350, 10-368, 11-370,
12-376, 13-385, 14-389, 15-391, 16-410, 17-412, 18-413, 19-416, 20-421, 21-437, 22-444,
23-459, 24-464, 25-475, 26-477, 27-479, 28-481, 29-487, 30-715, 31-807, 32-895, 33-971,
34-1003, 35-1046, 36-1057, 37-P3, 38-P9, 39-P15, 40-P33, 41-P46, 42-P54, 43-P66, 44-
P90, 45-P91, N-Negatif Kontrol
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Sekil 4.4. Lizojenik Fajlarda SEK primeri ile PZR iiriinii (%1.5 agaroz jelde
yiiriitiilmiis ve UV altinda goriintiilenmistir.)

M- Marker, 1-3, 2-31, 3-143, 4-201, 5-302, 6-318, 7-328, 8-345, 9-350, 10-368, 11-370,
12-376, 13-385, 14-389, 15-391, 16-410, 17-412, 18-413, 19-416, 20-421, 21-437, 22-444,
23-459, 24-464, 25-475, 26-477, 27-479, 28-481, 29-487, 30-715, 31-807, 32-895, 33-971,
34-1003, 35-1046, 36-1057, 37-P3, 38-P9, 39-P15, 40-P33, 41-P46, 42-P54, 43-P66, 44-
P90, 45-P91, N-Negatif Kontrol
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Lizojenik fajlardan elde edilen genomik DNA ile yapilan PZR sonuglari, her bir virulans

faktor i¢in goriintiilenmistir.

CHIPS faktorii i¢in yapilan PZR testine gore; 2 tane hastane kaynakli, 5 tane poliklinik
kaynakli olmak iizere toplam 7 6rnekte (%15) pozitif sonu¢ alinmustir (Sekil 4.1).

SCIN faktorii icin yapilan PZR testine gore; 15 tane hastane kaynakli, 6 tane poliklinik
kaynakli olmak iizere toplam 21 ornekte (%46) pozitif sonu¢ alinmistir (Sekil 4.2.).

SEI faktorii icin yapilan PZR testine gore; 29 tane hastane kaynakli, 1 tane poliklinik
kaynakli olmak iizere toplam 30 ornekte (%67) pozitif sonu¢ alinmistir (Sekil 4.3.).

SEK faktorii i¢in yapilan PZR testine gore; hepsi hastane kaynakli olmak iizere toplam 32
tane (%71) pozitif sonu¢ alinmistir (Sekil 4.4.).
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4.2. Lizojenik Faj Genomlarmm Southern Blot Yontemi Ile Test Edilmesi

Southern Blot yontemi i¢in; PZR’da kullanilan sens primerlerini biotin ile isaretleyerek ve
bunu hibridizasyon probu olarak kullanip faj genomlarindaki virulans faktorlerinin varlig

arastirilmagtir.

Sekil 4.5. Lizojenik Fajlarda CHIPS geninin Southern Blot Yontemi ile Arastirilmasi

1- Lizojenik fajda PZR yontemi ile CHIPS (+) ornek, 2- 31, 3-416, 4-P15, 5-P46, 6-P54,
7-P90, 8-P91, N-1046 (PZR negatif 6rnek alinmistir).
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Sekil 4.6. Lizojenik Fajlarda SCIN geninin Southern Blot Yontemi ile Arastiriimasi

1- Lizojenik fajlada PZR yontemi ile SCIN (+) ornek, 2-31, 3-201, 4-302, 5-328, 6-376,
7-P9, N-437 (PZR negatif 6rnek alinmistir).
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Sekil 4.7. Lizojenik fajlarda SEI geninin Southern Blot Yontemi ile Arastirilmasi

1- Lizojenik fajlarda PZR yontemi ile SEI (+) 6rnek, 2-318, 3-477, 4-479, 5-715, 6-807,
7-895, 8-1057, 9-P3, N-P46 (PZR negatif ornek alinmistir).
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1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 N

Sekil 4.8. Lizojenik fajlarda SEK geninin Southern Blot Yontemi ile Arastiriimasi

1- Lizojenik fajlarda PZR yontemi ile SEK (+) 6rnek, 2-3, 3-143, 4-345, 5-368, 6-370,
7-385, 8-389, 9-391, 10-412, 11-413, N-410 (PZR negatif ornek alinmistir).
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Lizojenik fajlardan elde edilen DNA ile yapilan Southern Blot sonuclari, her bir virulans

faktor i¢in goriintiilenmistir.

CHIPS faktorii i¢in yapilan testte; PZR sonucglarina gore pozitif olan o6rneklerin (7 tane)
tamam1 Southern Blot yontemine alinmistir. PZR (+) olan 6rneklerde, Southern Blot (+)

sonu¢ alinmistir. PZR (-) drnekte ise sonug negatiftir (Sekil 4.5).

SCIN faktorii icin yapilan testte; PZR sonuglarina gore pozitif olan 6 ornek se¢ilmis ve
Southern Blot yontemi uygulanmistir. PZR (+) olan orneklerde, Southern Blot (+) sonug

alinmistir. PZR (-) drnekte ise sonug negatiftir (Sekil 4.6.).

SEI faktorii i¢in yapilan testte; PZR sonuglarina gore pozitif olan 8 6rnek secilmis ve
Southern Blot yontemi uygulanmistir. PZR (+) olan drneklerde, Southern Blot (+) sonug

alinmistir. PZR (-) drnekte ise sonug negatiftir (Sekil 4.7.).
SEK faktorii i¢in yapilan testte; PZR sonuclarina gore pozitif olan 10 ornek sec¢ilmis ve

Southern Blot yontemi uygulanmistir. PZR (+) olan orneklerde, Southern Blot (+) sonug

alinmistir. PZR (-) drnekte ise sonug negatiftir (Sekil 4.8.).
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5. TARTISMA ve SONUC

Bilingsizce kullanilan antibiyotikler sebebi ile bir¢ok bakteri, tedavilere karsi direng
gostermektedir. Patojenitesi yiiksek bakterilerin ortamdan izolasyonu ve molekiiler
tekniklere dayali tespitinin Onemi biiyiiktiir. Staphylococcus aureus, hastane
enfeksiyonlarinin en Onemli etkenlerinden biridir. Virulans faktor olarak adlandirilan
bircok hastalik etkeni tasimaktadirlar. Virulans faktorleri ve tasinma oranlarinin tespiti ise

klinik mikrobiyoloji ve mikrobiyal biyoteknoloji calismalarinda 6nem arz etmektedir.

Calismamizda Staphylococcus aureus drneklerinden izole edilen bakteriyofajlarda; CHIPS,
SCIN, SEK, SEI toksin genlerinin varliginin PZR ve Southern Blot yontemleri ile tespiti
ve kiyaslanmas1 amaclanmistir. S. aureus un virulans faktorleri, plazmidler, transpozonlar,
patojenite adaciklari ve bakteriyofajlar tarafindan kodlanmaktadir. Bu c¢alismamizda

lizojenik fajlar kullanilmistir.

Oncelikle, mitomicin C ile indiiklenen S. aureus’lardan bakteriyofajlar izole edilmis, daha

sonra elde edilen bakteriyofaj DNA’s1 ile PZR yapilmistir.

Stafilokokal Kemotaksis Inhibitor Protein (CHIPS) icin, 45 6rnekte toplam 7 ornekten
(%15) pozitif sonu¢ alinmistir. Bu oran yapilan diger caligmalarda %60 oraninda tespit

edilmistir (De Hass ve ark. 2004).

Stafilokokal Kompleman Inhibitor Protein (SCIN) icin, 45 6rnekte toplam 21 ornekten
(%46) pozitif sonu¢ alinmistir. Bu oran diger ¢alismalarda % 90 oranlarinda tespit edildigi

goriilmiistiir (Dong-Liang 2008).

Stafilokokal Enterotoksin I ( SEI) igin, 45 ornekte toplam 30 6rnekten (%67) pozitif sonug
alinmistir. Bu oran yapilan diger calismalarda % 22 olarak tespit edilmistir (Peacock ve

ark. 2002).
Stafilokokal Enterotoksin K (SEK) i¢in, 45 Ornekte toplam 32 Ornekten (%71) pozitif

sonu¢ alinmistir. Bu oran yapilan diger calismalarda % 38 olarak goriilmiistiir (Orwin ve

ark. 2001).
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PZR’da pozitif ¢ikan sonuglart dogrulamak amaci ile Southern Blot hibridizasyonu
yapilmistir. PZR yonteminde ortamdaki kontaminant DNA’dan dolay1 yalanci pozitif

sonuglarin elde edilmesi s6z konusu olabilir.

[Ik olarak CHIPS faktorii ile baslanarak Southern Blot yonteminin duyarliligina
bakilmistir. PZR sonucu pozitif olarak elde edilen 7 6rnegin tamami ve PZR negatif olan 1
ornek ile Southern Blot yapilmistir. PZR’da pozitif ¢ikan Orneklerin tamami Southern

Blot’da da pozitif olarak elde edilmistir. Marker olarak da PZR pozitif iiriin kullanilmstir.

SCIN faktorii i¢in de PZR pozitif olan 6rneklerden 6 tanesi ve PZR negatif orneklerden 1
tanesi ile Southern Blot yapilmistir. PZR’da pozitif olan Orneklerin tamami Southern

Blot’da da pozitif olarak elde edilmistir. Marker olarak da PZR pozitif iiriin kullanilmstir.

SEI faktorii icin de PZR pozitif olan 6rneklerden 8 tanesi ve PZR negatif 6rneklerden 1
tanesi ile Southern Blot yapilmistir. PZR’da pozitif olan oOrneklerin tamami Southern

Blot’da da pozitif olarak elde edilmistir. Marker olarak da PZR pozitif iiriin kullanilmstir.

SEK faktorii icin de PZR pozitif olan drneklerden 10 tanesi ve PZR negatif 6rneklerden 1
tanesi ile Southern Blot yontemi yapilmistir. PZR’da pozitif olan oOrneklerin tamami
Southern Blot’da da pozitif olarak elde edilmistir. Marker olarak da PZR pozitif iiriin

kullanilmistir.

Calismamizda, PZR ve Southern Blot yontemleri karsilastirildiginda sonuglarin uyumlu
ciktig1 goriilmiistiir. Elde edilen lizojenik faj DNA’s1 her iki yontemde de benzer sonuglar

vermistir.

PZR yontemi, hizli ve oldukc¢a spesifik caligir, toksin olusturan etkenlerin ve bakteri alt
tiplerinin teshisinde kolaylik saglar. Canli 6rnekler ile ¢alisilabilindigi gibi, cansiz ornekler

de kullanilir.

PZR yonteminin, bircok avantaji oldugu gibi bazi dezavantajlar1 da bulunmaktadir.
Ortamdaki kontaminant DNA ile kullanilan primerler arasinda ortak baz dizisi bulunmasi
halinde; yalanci pozitif sonug¢ olusacaktir. Bu durumu 6nlemek icin laboratuar ortaminda

cesitli onlemler alinmalidir.
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Southern Blot yonteminde ise, PZR’1n aksine yiiksek konsantrasyonda DNA’ya ihtiyag
vardir. Maliyeti yiiksek ve zaman agisindan uzun siirer. Ancak kiiltiirii ve tanimlanmasi zor
olan mikroorganizmalarin genomlarin1 tespit edebilmesi veya bu organizmalari

tantyabilmesi acisindan arastirmalarda 6nem tasir.

Sonu¢ olarak bu caligmada, hastane enfeksiyonlar1 acisindan ©nemli etkenlerden
Staphylococcus aureus’un lizojenik fajlar tarafindan tasinan virulans faktorleri, PZR ve
Southern Blot yontemleri ile tespit edilmis ve karsilastirilmistir. Her iki yontemin benzer
ozgiilliikklere sahip oldugu goriilmiistiir. PZR yonteminin daha hassas oldugu belirlenmistir.
Klinik mikrobiyoloji ve mikrobiyal biyoteknoloji ¢aligmalarinda bu iki yonteme ek olarak
farkli molekiiler yontemler de c¢alisilarak karsilastirilmali, elde edilen sonuclar 6zgiilliik ve

duyarlhilik acisindan degerlendirilmelidir. Boylece en etkin yontem tespit edilmelidir.

38



6. KAYNAKLAR

Acermann, H.W. 2003. Bacteriophage observations and evoluation. Res. Mikrobiol. (154);
245-251.

Alen, S., Koneman, E., Janda, W., Schreckenberger, P., Winn, W., Woods, G., Procop, G.
2006. Eds. Color atlas and tesxtbook of diagnoctic microbiology. (5); 539-576.

Arda, M. 1995. Biyoteknoloji (Bazi Temel Kavramlar). Kiikem Dernegi Bilimsel
Yayinlari, (12); 376-384.

Baba, T., Takeuchi, F., Kuroda, M., Yuzawa, H., Aoki, K., Oguchii, A., Nagai, Y., Iwama,
N., Asano, K., Naimi, T., Kuroda, H., Cui, L., Yamamoto, K., Hiramatsu, K. 2002.

Gemome and virulence determinants of high virulence community-acquired MRSA.
Lanset, (359); 1819-1827.

Backman, K. 1992. Ligase chain reaction Diagnoctic tecnology for fort he 1990s. Clinical
Chemistry, (38); 8-457.

Bannerman, T.L. 2003. Staphylococcus, Micrococcus and catalase-positive cocci that grow
aerobically. Manual of Clinical Microbiology, (8); 384-404.

Bergdoll, M.S. 1989. Staphylococcus aureus. Foodborne Bacterial Pathogens, MP Doyle,
(13); 463-523.

Bilgehan, H. 2005. Mikroorganizma genetigi. Temel Mikrobiyoloji ve Bagisiklik Bilimi,
(11); 122-152.

Blomster- Hautamaa, D.A., Kreiswirth, B.N., Kornblum, J.S., Novick, R.P., Schlievert,
P.M. 1986. The niicleotid and partial amino acid sequence of toxic shock syndrome
toxin-1. J, Biol. Chem., (261); 15783-15786.

Bohach, G.A., Foster, T.J. 2000. Staphylococcus aureus exotoxins. Gram-Positive
Pathogenes, ASM Press Washington, (52); 367-278.

Casjens, A.L., Lambert, P.A., Elliott, T.S.J. 2007. Prophages and bacterial genomics. What
have we Mol. Microbiology, (49); 277-300.

Chambers, H.F. 1997. Methicillin resistans in staphylococci: Moleculer and biochemical
basis and clinical implications. Clinical Microbiology Rev., (10); 91-781.

Cakir, I, Cakmakct M.L. 2005. Gidalarda Patojen Mikroorganizma Aranmasinda
Kullanilan Molekiiler Genetik Yontemler. Mikrobiyoloji Dergisi, 3(12); 1-7.

Choi, Y.W., Kotzin. B., Herroni L., Callahan, J., Marrack, P., Kappler, J. 1989. Intreaction

of Staphylococcus aureus toxin superantiganns with human T cell. Proc. Natl. Acad.
Sci. USA, (86); 8941-8945.

39



Christer, R.B., Boyle, M.D. 1996. Role of staphylokinase in the acquisition of
plasminogen- dependent enzymatic activity by staphylococci. J. Infect. Dis., (173);
104-112.

CLSI. 2008. Performans standards of antimicrobial susceptibilitiy testing. 19.
Informational Supplement CLSI Document Pennsylvania, (28); 110-114.

Cooney, J., Mulvey, M., Arbuthnott, J.P., Foster, T.J. 1988. Moleculer cloning and genetic
analysis of the determinant for gamma-lysin, a two-component tokxin of
staphylococcus aureus. J. Gen. Microbiology, (134); 2179-2188.

De Hass, C.J.C., Veldkamp, K.E., Peschela, A., Weerkamp, F., van Wamel, W.J.B.,
Heezius, E.C.J.M., Popelier, M.J.J.G., van Kessel, K.P.M., van Strijp, J.A.G. 2004.
Chemotaxis inhibitory protein of Staphylococcus aureus, a bacterial
antiinflammatory agent. J. Exp. Medical, (199); 687-695.

Dong-Liang, H., Katsuhiko, O., Fumio, I., Takesi, K., Minoru, Y., Kunihiro, S., Akio, N.
2008. Comparative prevelence of superantigenic toxin genes in meticillin-resistant
and meiticillin-susceptible Staphylococcus aureus isolates. Journal of Medical
Microbiology, (57); 1106-1112.

Dundar, V., Dundar D.O. Stafilokok infeksiyonlari. Enfeksiyon Hastaliklar1t ve
Mikrobiyolojisi, (28); 2065-2077.

Ergin, M. 2004. Molekiiler Patoloji. Aegean Pathology Journal, (1); 103-107.

Fackrell, H.B., Wiseman, G.M. 1976. Properties of the gamma haemolysin of
Staphylococcus aureus. Journal Gen. Microbiology, (92); 11-24.

Fahrlander, P.D., Klausner, A. 1988. Amplifying DNA probe signals. A christmas tree
aproach. Bio/Tecnology. (6); 1165.

Farrell, A.M., Taylor, D., Holland, K.T., 1195. Cloning, suquencing and expression of the
hylalurunate lyase gene of Staphylococcus aureus. FEMS Micobiology Lett., (130);
81-85.

Fitzgerald, J.R., Sturdevant, D.E., Mackie, S.M., Gill, S.R., Musser, J.M. 2001.
Evolutionary gonomics of Staphylococcus aureus insights in to the origin of

methicillin-resistans strains and the toxic shock syndrome epidemic. Proc. Natl.
Acad. Sci. USA, (98); 8821-8826.

Froussard, P. 1993. r PCR: a powerful tool for random amplifacation of whole RNA
sequence. PCR Meth. Applic., (2); 185.

Forsgren, A., Ghetie, V. 1983. Protein A and its exploitation- Staphylococcal infection.
Academic Pressi London, (12); 429-480.

Gotz, F., Poopp, F., Korn, E., Schleifer, K.H. 1985. Complete nucleotide sequence of the

lipase gene from Staphylococus hyicus cloned in Staphylococcus carnosus. Nucleic.
Acids. Res., (13); 5895-5906.

40



Gouaux, J.E., Braha, M.R., Hobaugh, L., Song, S., Cheley, C., Shustak, C., Bayley, H.
1994. Subunit stoichiometry of staphlococcal alpha-hemolysin in crystals and on
membrans. Proc. Natl. Acad. Sci. USA, (91); 12828-12831.

Gray, G.S. Kehoe, M. 1984. Primary sequence of the a- toksin gene from Staphylococcus
aureus. Wood Infection Immun., (46); 615-618.

Guerrero, E., Daniel, R.-W., Bosch, F.X., Castellsague, X., Munoz, N., Gili, M., Viladiu, P.,
Navarro, C., Zubiri, M.L., Ascunce, N., Gonzalez, L.C., Tafur, L., Izarzugaza, 1.,
Shah, K.V. 1992. Comparison of ViraPap, Southern Blot hybridization, and
polymerase chain reaction methods for human papillomavirus identification in an

epidemiological investigation of cervical cancer, Journal of Clinical Microbiology,
(30); 2951-2959.

Gur, D. 2008. Bakterilerde antibiyotiklere karsi diren¢. Enfeksiyon hastaliklar1 ve
Mikrobiyolojisi- Istanbul; 227-243.

Hanssen, A.M., Ericson S.J.U. 2006. SCCmec in staphylococci genes on yhe move. FEMS
Immunol Med. Microbilogy, 46(1); 8-20.

Hiramatsu, K., Cui, L., Kuroda, M., Ito, T. 2001. The emergence and evolution of
methicillin-resistant Staphylococuus aureus. Trends Microbilogy, (9); 93-486.

Hiramatsu, K., Katayama, Y., Yazawa, H. et all. 2002. Molecular genetics of methicillin
resistant Staphylococcus aureus. Int. J. Med. Microbiology, (292); 67-74.

Ichiyama, S., Ohta, M., Shimokata, K., Kato N., Akeuchi, J. 1991. Genomics DNA
fingerprinting by pulsed-field gel electrophoresis as an epidemiological marker for
study of nosocomial infections caused by methicllion-resistant Staphylococcus
aureus. Journal Clinical Microbiology, (29); 2690-2695.

Jongerius, 1., Puister, M., Wu, J., Ruyken, M., Rooijakkers, S.H. 2010. Staphylococcal
coplement inhibitor modulates phagocyte response by dimerizations of convertases.
The Journal of Immunology, (184); 420-425.

Jorgense, J.H., Turnidge, J.D. 2003. Susceptibility testing methods. Manual of Clinical
Microbiology, (8); 27-1108.

Kaneko, J., Kimura, T., Narita, S., Tomita, T., Kamio, Y. 1998. Complete nucleotide
sequence and molecular characterization of the temperate staphylococcal
bacteriophage PV carring Panton-Valentine leukocidin genes. Gene, (215); 1055-
1067.

Kluytmants, J., van Belkum, A., Verbrugh, H. 1997. Epidemiology of underlying
mechanisms and associated risks. Clinical Microbiology Rev., (10); 505-520.

Kwoh, D.Y., Davis, G.R., Whitfield, K.M. 1989. Transcription- based amplifacition

system and detection and amplifield human immunodeficiency virus type 1 with a
bead-based sandiwich hybridization format. Proc Natl Acad Sci USA, (86); 7-1173.

41



Landergen, U., Kaiser, R., Sanders, J., Hood, L. Aligase mediated gene detection
technique. Science, (241); 1077.

Lee, J.C., Schmidt, J.J., Johnson-Winegar, A.D., Spero, L., landolo, J.J. 1987. Sequence
determination and comparision of the exfoliative tokxin A an B genes from
Staphylococcus aureus. Infections Immun., (55); 1853-1858.

Livermore, D. 2000. Antibiotic resistance in staphylococci. Int. J. Antimicrob. Agent.,
(16); 3-10.

Lizardi, P., Guerra, C., Lomeli., H. 1988. Exponential amplifaciton of recombinant RNA
hybridization probes. Biotecnology, (6); 202-1197.

Lovseth, A., Loncarevic, S., Berdal, K.G. 2004. Modified Multiblex PCR Method for
Detection of Pyrogenic Exotoxin Genes in Staphylococcal Isolates. Journal of
Clinical Microbiology, (42); 3869-3872.

Martins, A., Cunha, M.R.S. 2007. Epidemiological and molecular aspects. Microbiol
Immunology, (9); 787-795.

Ma XX et al., Ito, T., Okuma, K. 2003. Insights on antibiotic resistance of Staphylococcus
aureus from its whole genom. Drug Resistant Update, (6); 41-52.

McCarthy, A.J., Lindsay, J.A. 2010. Genetic variation in Staphylococcus aureus surface
and immune evasion genes is lineage associated: implications for vaccine design and
host-pathogen interactions. BMC Microbiolgy, (10); 173-188.

Meislin, F.A., Lerner, S.A., Graves, M.H., McGehee, M.D., Kocka, F.E., Morello, J.A.
Rosen, R. 1977. Anaerobic and aerobic bacteriology and out patient management.
Ann. Intern. Medi., (87); 145-149.

Moreillon, P., Que, Y., Glauser, M.P. 2005. Principles of Infections Diseases, (6); 2321-
2351.

Morschauser, J., Kohler, G., Ziebuhr, W., Blum-Oehler, G., Dobrindt, U., Hacker, J. 2000.
Evoluation of microbial pathogenes. R.Soc. Lond., (355); 695-704.

Moore, P.C.L., Lindsay, J.A. 2001. Genetic variation among hospital 1solates of
methicillin-sensitive Staphylococcus aureus: Evidence for horizontal Transfer of
Virulence genes. Journal of Clinical Microbiology, (39); 2760-2767.

Murray, D.L., Earhart, C.A. Mitchell, D.T. Ohlendorf, D.H. Novick, R.P. Schlievert, P.M.
1996. Localization of biologically important regions on toxic shock syndrome toxin-

1. Infeciton Immun., (64); 371-374.

Novick, R.P. 2000. Pathogenicity factors and their regulation. Gram-Positive Pathogens,
392-407.

Novick, R.P. 2003. Mobile genetic elements and bacterial toxinnoses. Plasmid, (49); 93-
105.

42



Omeo, K., Ishikawa, M., Shimoda, Y., Hu, D.L., Ueda, S., Shinagawa, K. 2002. Detection
of seg, seh and sei genes in Staphylococcus aureus 1solates and determination of the
enterotoxin productivities of Staphylococcus aureus 1solates harboring seg, seh or sei
genes. Journal of Clinical Microbiology, (40); 857-862.

Orwin, P.M., Leung, D.Y.M., Donahue, H.L., Novick, R.P., Schlievert, P.M. 2001.
Biochemical and biological properties of staphylococcal enteretoxin K. Infect.
Immun., (69); 360-366.

Ozerol, H.,I. 1997. 1nfeksiy0n hastaliklarinin tanisinda kullanilan DNA problaro ve
niikleik asid cogaltma (amplifikasyon) yontemleri. Journal of Turgut Ozal Medical
Center, (3) 329-342.

Peacock, S.J., Moore, C.E., Justice, A., Kantzanou, M., Story, L., Mackie, K., O’neill, G.,
Day, N.P.J. 2002. Virulent combinations of adhesin and tokxin genes in naturel
populations of Staphylococcus aureus. Infect. Immun., (70); 4987-4996.

Peng, H.L., Novick, R.P., Kreiswirth, B., Kornblum, J., Schlievert, P. 1988. Cloning,
characterization and sequencing of an accessory gene regulator (agr) in
Staphylococcus aureus. J. Bacteriology, (170); 4365-4372.

Phonimdaeng, G., O’reilly, M., Nowlan, P., Bramley, A.Y., Foster, T.Y. 1990. The
coagulase of Staphylococcus aureus. Sequence analysis and virulence of site-spesific
coagulase-deficient mutants. Molecular Microbiology, (4); 393-404.

Prichard, C.G., Stefano, J.E., 1990. Amplifield detection of viral nucleic asid at
subattomole level using Q beta replicase. Ann Biol Chem, (48); 7-492.

Projan, S.J., Kornblum, J., Kreiswirth, B., Moghazeh, S.L., Eisner, W., Novicki R.P. 1989.
Nucleotide sequence: the B-hemolysin gene of Staphylococcus aureus. Nucleic Acids
Res., (17); 3305.

Renn, K., Banan, J.D., Pancholi, V., Cheung, A.L., Robbins, J.C. Fischetti, V.A.,
Zabriskiye, J.B. 1994. Characterization and biolgical properties of new
staphylococcal exotoxin. J. Exp. Med., (180); 1875-1683.

Rooijakkers, S.H., van Wamel, W.J.B., Ruykeni M., van Kessel K.P., van Strijp, J.A.
2005. Anti-opsonic properties of staphylokinase. Microbes Infecitons, (7); 475-484.

Rooijakkers, S.H., Milder, F.J., Bardoel, B.W., Ruyken, M., van Strijp J.A., Gros, P. 2010.
Staphylococcal comlement inhibitor: Structure and active sites. The Journal of
Immunology, (179); 2989-2998.

Saiki, K.R., Gelfand, H.D., Stoffi, S., Scharf, J.S., Higuchi, R., Horn, T.G. 1988. Primer-
directed enzymatic amplification of DNA with a thermostable DNA polymerase.

Science, (158); 1154-1157.

Sambrook, J., Fritsch, E.F., Maniatis, T. 1989. Molecular cloning: a laboratory manual,
(10); 51-70.

43



Schochetman G., Jones, K.W. 1988. Polymerase Chain Reaction. Journal Infecitons Dls.,
(120); 1121-1133.

Shortle, D. 1983. A genetic system for analysis of staphylococcal nuclease. Gene, (22);
181-189.

Taylor, M., Cieslak, M., Gwen, S.R., Oojagger, A., Leith, C., Bristow, C., Tawn, E.J.,
Winther, J.F., Boice, J.D. 2010. Comparison of germ line minisatellite mutation
detection et the CEB1 locus by Southern Blot and PCR amplification, Advance
Access Publication, (25); 343-349.

Tunger, A. 2004. Gram-pozitif bakteri enfeksiyonlari. Ankara, Bilimsel Tip Yayinevi, 9-
68.

Turkyilmaz, S., Esendal, O.M. 2000. Polimeraz zincir reaksiyonu ve mikrobiyolojide
kullanimlar1. Kafkas Uni. Vet. Fak. Dergisi, 8(1); 71-76.

Turnidge, J.D., Ferraro, M.J., Jorgensen, J.H. 2003. Susceptibility testing methods: General
considerations. Manual of Clinical Microbiology, (8); 1102-1107.

Tompkins L.C. 1998. Molecular epidemiology in infectious diseases. Infecitons Diseases,
(2); 28-35.

Unal, S. 2004. Staphylococcus aureus diren¢ mekanizmalari. Gram-pozitif bakteri
infeksiyonlari, Ankara Bilimsel Tip Yayinevleri, 23-38.

Urdea, M.S., Fultz, T., Anderson, T.J. 1991. Branched amplifaciton multimers fort he
sensitiv, direct detection of human hepatitis viruses. Nucleic Acids Symp Ser., (24);
197-200.

Wagner, A., Martin-Bourgon, C., Saez-Nieto, J.A. 1987. Characterization of nontypable
strains of Staphylococcus aureus from cases of hospital infections. Epidemiology
Infections, (99); 191-200.

Walker, J., Douan, G. 1989. A new role in diagnostic microbiology. Journal Appl.
Microbiology, (67); 229-230.

Walker, G.T., Little, M.C., Nadeau J.G., Shank D.D. 1992. Isothermal invitro
amplification of DNA by a restriction enzyme/DNA polymerase system.Proc Natl
Acad Sci USA, (89); 392.

Van Wamel, W.J.B., Rooijakkers, S.H.M., Ruyken, M., van Kessel, K.P.M., van Strijp,
J.A.G. 2006. The innate immune modulators Staphylococcus aureus are located on
on B-hemolysin-converting bacteriophages. J.Bacteriology, (188); 1310-1315.

Wiedbrauk, D.L. 1992. Molecular methods for virus detecitons. Lab Med., (23); 42-737.

Wolcott J.M. 1992. Advances in nucleic acid-based detections methods. Clinical
Microbiology Rev., (5); 370-386.

44



Yamaguchi, J., McCormick, J.M., Paustian, M.L., Orwin, R.M., Kapur, V., Schlievert,
P.M. 2002. Characterization and Express,on analysis of Staphylococcus aureus
pathogenicity island 3. Implications fort he evolotions of staphylococcal
pathogenicity island. Journal Biol. Chem., (277); 13138-13147.

45



EK

Besiyerleri

1) Brain Heart Broth Besiyeri (BHB)

1) Toz halindeki besiyerinden 37 gr tartildi. 1000 ml distile suda ¢oziildii.
2) 121 °C’de 15 dakika sterilize edildi.

3) Besiyeri soguduktan sonra +4 °C’de buzdolabinda saklandi.

2) Blood Agar Base (Kanh Agar ) Besiyeri

1) Toz halindeki besiyerinden 40 gr tartild1 ve 1000 ml distile suda ¢oziildii.

2) 121 °C’de 15 dakika sterilize edildi.

3) Besiyeri 40-50 °C’ye kadar sogutuldu.

4) 50 ml defibrine koyun kani besiyeri iizerine konuldu. Iyice karistirildiktan sonra petri
kutularina aktarildi.

5) Besiyeri katilagtiktan sonra +4°C buzdolabinda saklandi.

Lizojenik Fajlarin indiiklenmesinde Kullanilan Madde

Toz halindeki Mitomicin C ‘den 2 mg alinarak, 1 ml su icerisinde eritildi.

Lizojenik Fajlarin Elde Edilmesinde Kullanilan Soliisyon (PEG)

1) Steril balon igerisinde toz halindeki PEG-6000’den 50 gr tartildi. 3gr NaCl de tartilarak
tizerine eklendi. Toplam hacim 125 ml olacak sekilde distile su konularak karisim
hazirlandi.

2) 121°C’de 15 dakika sterilize edildi.

3) Soliisyon soguduktan sonra pH’ 7.2 olacak sekilde ayarlandi.
4) Oda 1s1sinda saklandi.
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Lizojenik Fajlarin DNA Ekstraksiyon Soliisyonlari

1) DNA Lizis Buffer

Hazirlanmasi

1 M TRIS base (pH 8,0) stok
0,5 M EDTA (pH 8,0) stok
%10 SDS

Proteinaz K

ddH,O

2) Fenol- Kloroform

Hazirlanmasi:
Fenol
Kloroform
[zoamil alkol

TE tampon

3) TE Buffer

Hazirlanmasi:
1 M TRIS-HCI (pH 7,5) stok
0,5 M EDTA (pH 8,0) stok

Jel Elektroforez Isleminde Kullanilan Soliisyonlar

1) Agaroz Jel (%1.7)

Hazirlanmasi:
Agar
TBE X 1

Etidyum bromiir

47

100 wl
100 wl
60 ul
4 ul
500 wl

100 g
96 ml
4 ml

20 ml

10 mM
1mM

222 ¢
130 ml
7,5 ul



2) TBE X § Tamponu

Hazirlanmasi:

TRIS base 54 ¢
Borik asid

0,5 M EDTA (pH 8,0)
dd H,O

3) TBE X 1 Tamponu
Hazirlanmasi:

TBE X 5
dd H,O

275¢g
20 ml
980 ml

200 ml
800 ml

Southern Blot Yonteminde Kullanilan Primerler ve Soliisyonlar

1) Oligo Primerler (sens primer kullanildi)

Hazirlanmasi:
100 mM primer stok
ddH,O

2) TdT Stok Soliisyonu
Hazirlanmasi:

TdT stok soliisyonu
TdT buffer

ddH,O

3) Konjugat/Bloke Edici Soliisyonu
Hazirlanmasz:
Bloke edici soliisyon

Stabilize streptavidin-HRP konjugat
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Sul
500 l

1ul
2l
7l

10 ml
34 ul



4) Fikzatif Soliisyonu

Hazirlanmasi:

H,O 2,51
A soliisyon 1,251
B soliisyon 125 ml
H,O 1,1251

5) Developer Soliisyonu

Hazirlanmas::

H,O 2,51
A soliisyon 1,251
H,O 1,251

Kimyasallar ve Reaktifler

10mM MgCl, (FERMENTAS, 37)

10 X PZR buffer (FERMENTAS, 37)

Agaroz (VIVANTIS, AG6330)

Biotin 3’ end DNA Labeling Kit (5 X TdT Reaksyon buffer, Biotin-N4-CTP, TdT stok
soliisyon, Biotin-kontrol oligo, Isaretlenmemis-kontrol oligo) (PIERCE, 89818)

Borik asid (LABKIM, 111000)

Chemiluminescent Nucleic Asid Detection Module (Bloke edici buffer, 4 X Yikama
soliisyon, Substrat ekilibrasyon buffer, Stabilize streptavidin-HRP  konjugat,
Liiminol/Enhanser soliisyon, Stabilize peroksid soliisyon) (PIERCE, 89880)

CL-X Film (PIERCE, 34089)

DNase (ROCHE, 13314400)

DNA molekiiler belirteci (GeneRuler 100 bp DNA Ladder- FERMENTANS)

DNA Purification Kit (Baglayici soliisyon, Yikama soliisyon, Eliisiyon soliisyon, DNA
Spin kolon ve Kollektor tiip) (GENEMARK, F00623)

dNTP (FERMENTAS, 37)

EDTA (MERCK, 70156890)

Etidyum bromiir (APPLICHEM, 1239458)

Fenol (MERCK A, 550101 451)

49



Isoamil alkol (MERCK, K33548279 438)

Fenol (MERCK A, 550101 451)

Mitomisin C (GERBU, 1920)

Naylon Membrani (PIERCE, 77016)

PEG-6000 (MERCK, S434329153E)

Primerler (IDT)

Proteinaz K (FYNNZYMES, 90)

Rontgen Filmi Elbanyosu Developeri (A soliisyon) (DEFIKS, D202)
Rontgen Filmi Elbanyosu Fikseri (A ve B soliisyon) (DEFIKS, F202)
SDS (RIEDEL-de HAEN, 03150)

Sodyum Hidroksit (Merck, 050700)

Sodyum Kloriir MERCK K, 28713500104)

Tag DNA Polimeraz (FERMENTAS, 37)

TRIS base (AMRESCO, 2266B020)

TRIS-Cl (AMRESCO, 0015B033)

Western Blot Kagidi (PIERCE, 88600)

Sarf Malzeme

20 ml’lik Enjektor (AYSET, Tiirkiye)

Enjektorlii filtre (por ¢ap1 0,2 um) (ORANGE SCIENTIFIC, Belgika)
Film Kaseti (AMERSHAM, Inglitere)

Mikrobank mikroorganizma saklama tiipii (ABTEK, Ingiltere)

Steril 1,5’lik eppendorf (ORANGE SCIENTIFIC, Belgika)

Steril PZR tiipii (ORANGE SCIENTIFIC, Belcika)

Cihazlar

Calkalayic1 (HVD, Avusturya)

Calkalayic1 Inkiibator (SHEL LAB, ABD)

Elektroforez Tanki (SUNRISE, ABD)

Fotograf Makinas1 (CANON POWER SHOT G35, Kanada)
Gii¢ Kaynagi1 (BIO-RAD, ABD)

Inkiibator (HERAEUS, Almanya)
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Kuru Isitici Blok (HVD, Avusturya)

Otoklav (NUVE, Tiirkiye)

Otomatik Pipetler (EPPENDORF, Almanya)

Santrifiij biiyiik (HEROLAB, Almanya)

Santrifiij kiiciik (EPPENDORF, Almanya)

Transfer Blok (BIOMETRA, Almanya)

UV transliiminatér (VIBER-LOURMAT TFX- 20 M, Fransa)
Vorteks (HVD, Avusturya)
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OZGECMIS

Ad1 Soyadi : Zeynep Burcin CAVUSOGLU
Dogum Yeri : Nigde
Dogum Tarihi : 13.09.1985
Medeni Hali : Bekar
Yabanci Dili  : Ingilizce
Egitim Durumu
Lise :Nigde Anadolu Lisesi (1999-2003)
Lisans : Ankara Universitesi Fen Fakiiltesi Biyoloji Boliimii (2004-2008)
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