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Yenidogan sepsislerine neden olan baslica ii¢ bakteri tiiriiniin, hizh ve giivenilir tamsi

amaciyla es zamanh PCR teknigi gelistirilmesi.

OZET

Yenidogan sepsisi, yenidogan servislerinin giiniimiizde karsilastigi  en  biiyiik
problemlerden bir tanesidir. Bunun sebepleri arasinda yenidogan sepsisinin sik goriilmesi,
belirtilerinin 6zgiil olmamasi, yiiksek sensitivite ve yiiksek spesifiteye sahip bir tam
metodunun olmamasi, 6liim oraminin yiiksek olmasi ve tedaviye baslamadaki ufak bir

gecikmenin bile, 6liim oranin1 daha da arttirmasi gosterilebilir.

Sepsisin tanisinda altin standart kiiltiirdiir (Sankar vd 2008). Ancak kiiltiir ge¢ sonug veren
bir metottur. Bu nedenle sepsis oldugundan siiphelenilen, ancak sepsis olmayan bir
yenidoganda, sepsis hizli bir sekilde elimine edilememekte ve yerine konulamaz bir kayb1
onlemek icin vakit kaybedilmeden antibiyotik tedavisine baslanmaktadir. Ayn1 zamanda
kiiltiir metodunun yanlis negatif orani yiiksektir (Gerdes 2004). Iste bu nedenledir ki,
kiiltir sonucunun negatif ¢ikmast durumunda dahi, sepsis belirtileri kuvvetli ise, her
ihtimale karg1 antibiyotik tedavisine devam edilebilmektedir. Tanidaki bu yetersizliklerden
dolay1 bircok yenidogan, sepsis olmadigi halde sepsis tedavisi gormekte; yenidogan

servislerini isgal ederek ve gereksiz yere antibiyotik alarak maddi kayba yol agmaktadir.

Bu calismada es zamanli PCR platformunda hidroliz problar1 kullamilarak, yenidogan
sepsisinin tanisina yonelik; hizli, giivenilir ve esnek bir yaklagim gelistirilmistir. Onemli ii¢
sepsis etkeni olarak calismaya dahil edilen Escherichia coli ve Staphylococcus aureus igin
reaksiyon basina 100 bakteriden az, Enterococcus faecalis icin ise 10 bakteriden az bir

deteksiyon limitine ulasilabilmistir.

Anahtar kelimeler: Yenidogan, sepsis, es zamanlt PCR, Escherichia coli, Staphylococcus

aureus, Enterococcus faecalis



Establishment of a Real-time PCR method for rapid and reliable detection of three

main bacteria causing sepsis in neonates.

ABSTRACT

Neonatal sepsis is one of the major problems in neonatal services of the hospitals. The
reasons for this are: the high frequency of the neonatal sepsis, common non-specific
symptoms, the unavailability of a diagnostic test with high sensitivity and specificity, high
mortality rate and even further increment in the mortality rate by any delay in medical

treatment.

Golden standard in the diagnosis of sepsis is culture (Sankar vd 2008). But culturing is a
slow procedure. Therefore in the case of any suspicion of sepsis in a non-sepsis neonate,
the elimination of the possibility of disease cannot be achieved rapidly, therefore antibiotic
treatment is started immediately to avoid any possible unreplacable loss. Also the rate of
the false negative results is high in culturing (Gerdes 2004). Because of this reason, in the
case of strong sepsis symptoms, antibiotic treatment is carried on although the culture test
results are negative. As a result of these insufficiencies in the diagnosis of neonatal sepsis,
a huge number of neonates are mistreated with antibiotics and occupy neonatal intensive

care units unnecessarily, causing an economical loss.

In this study; a rapid, reliable and flexible method is developed for the diagnosis of
neonatal sepsis, using Real-time PCR platform and hydrolysis probes. As three major
sepsis agents chosen in this study; a detection limit of less than 100 bacteria for
Escherichia coli and Staphylococcus aureus, and a detection limit of less than 10 bacteria

for Enterococcus faecalis are achieved.

Key words: neonatal, sepsis, Real-time PCR, Escherichia coli, Staphylococcus aureus,

Enterococcus faecalis
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1. GIRIS

Sepsis, bir enfeksiyona karst viicudun vermis oldugu zararli sistemik tepki olarak
tanimlanabilir (Del Vecchio vd 2004). Sepsis enfeksiyon ile birlikte kana ¢ok sayida
inflamasyon ajan1 salinmasi sonucunda akut inflamasyon reaksiyonu sonucunda ortaya
cikar (Anonim 2008a). Sepsis giiniimiizde dahi 6liim oran1 yiiksek bir enfeksiyon olarak
karsimiza c¢ikmaktadir. Sepsiste kanda mutlaka sepsis ajaninin bulundugu kabul edilir
(Anonim 2008a). Ancak bazi durumlarda, sepsis ajaninin kanda az miktarda
bulunmasindan ve/veya tani metodunun bunu belirleyememesinden dolay1 sonug¢ negatif

elde edilebilmektedir (Mathur 1996).

Yenidoganlarda goriilen sepsis vakalar ise; Ozgiil belirtilere sahip olmamasi, yiiksek
duyarlilik (sensitivite) ve yliksek Ozgiinliige (spesifiteye) sahip bir tani metodunun
bulunmamast nedeniyle ve tedaviye baslamada gecikme yaratmasi sonucunda, ©liim
oranim1 daha da arttirmasi gibi sebeplerden dolayi; yenidogan servislerinin karsilastigi en

biiyiik sorunlardan biridir (Gerdes 2004; Mtitimila ve Cooke 2004).

Yenidogan sepsisi, erken yenidogan sepsisi ve ge¢ yenidogan sepsisi olarak ikiye ayrilir.
Erken yenidogan sepsisine dogum Oncesinde veya sirasinda karsilasilan bir
mikroorganizma sebep olur. Ge¢ yenidogan sepsisinde ise genellikle sepsis ajani

dogumdan sonra ¢evreden bulagir (Vergnano vd 2005).

Sepsis vakalarina sebep olan mikroorganizmalar siklikla bakterilerdir. Ancak seyrek te olsa
mantarlar ve viriisler de sepsise yol acabilirler. Bu mikroorganizmalarin dagilimi iilkenin
ekonomik durumuna ve sepsisin erken yenidogan sepsisi veya gec¢ yenidogan sepsisi
olmasina gore degisiklik gostermekle beraber, genel olarak bakterilerden Klebsiella tiirleri,
Escherichia coli, Staphylococcus aureus, CONS (koagiilaz negatif stafilokoklar), Group B
streptococcus ve Enterococci; mantarlardan Candida tiirleri ve viriislerden de HSV

(Herpes simplex viriisii) sepsis ajani olarak karsimiza cikar.

Sepsis tanisinda kiiltiir yontemi yanlis pozitif sonu¢ verme oraninin ¢ok diisiik olmasi ile
altin standart olarak kabul ediliyor olmasima ragmen, % 20’den fazla yanlis negatif sonug

verdigi goz Oniine alinarak bu testin tanida miikemmeliyeti temsil eden altin standartta



olmadig1 goz ardi edilmemelidir. (Gerdes 2004). Ayn1 zamanda 2-5 giinliik sonug siiresi
ile, zamanin son derece onemli oldugu yenidogan sepsisi i¢in bilyiik bir dezavantaj
olusturmaktadir. Bu sebeplerden dolayi, yenidogan sepsisi tanisinda kullanilmak iizere
daha giivenilir ve hizli tan1 metotlarina ihtiyac¢ vardir. Molekiiler tan1 metotlarin bu soruna

¢Oziim getirecegi diisiiniilmektedir.

Sepsis vakalarinda kullanilmak icin gelistirilecek tam sisteminde 6zellikle yanlis negatif
sonu¢ verme orani, sifir veya sifira cok yakin olmalidir. Zira sepsisin belirtilerinin 6zgiil
olmamasi sonucunda, sepsis olmayan ¢ok sayida yenidogan icin sepsisten siiphelenilmekte
ve gercek sepsis vakalari toplam siiphelenilen vakalar igerisinde azinlik olarak
kalmaktadir. Yanlis negatif orani sifir olan bir tan1 metodu ile test sonucu negatif ¢ikan
ornekler icin sepsis siiphesi ortadan kalkacak ve bu hastalarin gereksiz yere tedavi olmalar
onlenmis olacaktir. Aym1 zamanda tanida sepsis ajaninin ve varsa antibiyotik direncinin
belirlenmesi ¢cok onemlidir. Zira yenidogana verilecek antibiyotigin seciminde bu bilgiler

kritik rol oynamaktadir.

PCR (Polymerase Chain Reaction - Polimeraz Zincir Reaksiyonu) molekiiler genetikte en
sik kullanilan metotlardan birisidir. Bu yontem kisaca, kalip DNA iizerinde istenilen bir
bolgenin, canli disinda enzimatik olarak ¢ogaltilmasi olarak tanimlanabilir. Cok giiclii bir

yontem olan PCR, farkli yaklagimlarla ¢ok cesitli uygulamalarin temelini olusturmaktadir.

PCR temelli tekniklerden birisi Es Zamanli PCR’dir (Real-Time PCR). Es zamanli PCR
yaklagimlarinda floresan boyalar veya floresan isaretli kisa DNA parcalar1 (oligo)
kullanilmak sureti ile soliisyon igerisindeki kalip DNA’nin mutlak veya bagil miktar tayini

yapilabilmektedir.

Bu calismanin amaci, es zamanli PCR tekniklerini kullanarak, yenidogan sepsisinin
tanisina yonelik hizl, gilivenilir ve esnek bir yaklasim gelistirmektir. Bu calismada
yenidogan sepsisinde siklikla goriilen ii¢ bakteri olan Escherichia coli, Enterococcus
faecalis ve Staphylococcus aureus drnek organizma olarak secilmistir. Es zamanli PCR
yaklagimi olarak hidroliz problar secilmis ve yaristirmali olarak kullanilmis, bu sayede

coklu test yapilmasi (multiplex) olanagi saglanmis ve 6zgiilliik arttirllmasi1 amaglanmistir.



2. KURAMSAL TEMELLER

2.1 Sepsis

Sepsis, kana cok sayida inflamasyon ajani salinmasi sonucunda olusan sistemik belirtiler
ile birlikte ortaya ¢ikan akut inflamasyon reaksiyonun eslik ettigi bir enfeksiyondur. Akut
pankreatitis ve yaniklarin da icinde bulundugu biiyiik travmalarda da sepsis belirtileri
olusabilir. Inflamatuar reaksiyonda asagidaki belirtilerin en az ikisi goriiliir (Anonim

2008a):

Viicut sicakligi >38 °C veya <36 °C
Kalp atis1 > 90 atis/ dk
Nefes siklig1 > 20 nefes/dk veya Paco, < 32 mm Hg

YV V V V

Beyaz hiicre sayis1t > 12,000 hiicre/uL. veya <4000 hiicre/uL veya > % 10

immatur formlar

Sepsis, siddetli sepsis ve septik sokta; viicut bakteriyel, fungal veya viral (Caviness vd
2008; Anonim 2008b) enfeksiyona kars1 bir inflamatuar yanit verir. Bu yanit sonucunda
olusan bulgular arasinda titreme, ates, diisilk tansiyon, idrar miktarinda azalma, ve
konfuzyon vardir. Akciger, bobrek ve karacigerlerde akut organ yetmezlikleri olusabilir.
Tedavi metotlar1 arasinda canlandirma (resussitasyon), antibiyotik tedavisi, enfekte
dokunun cerrahi miidahale ile ¢ikartilmasi veya irinin temizlenmesi ve destekleyici bakim

sayilabilir (Anonim 2008a).

Siddetli sepsis, sepsis ile birlikte en az bir organda yetmezlik olusmasidir (Anonim 2008a).

Septik sokta ise siddetli sepsis ile beraber ilk siv1 tedavisine ¢ok az tepki veren organlarin

hipoperfuzyonu ve hipotansiyonu da gozlenir (Anonim 2008a).

Mortalitesi yliksek olan sepsis, siddetli sepsis ve septik sokun mortalite yiizdeleri ABD i¢in

stirasiyla %15, %20 ve %40 olarak verilmistir (Anonim 2008a).



Sebebi cogunlukla bakteriler olan sepsis, nadiren de olsa Candida tiirleri veya diger
mantarlar sebebi ile de olusabilmekte ve daha cok yenidoganlarda, gebelerde ve 35 yas

tizerindekilerde goriilebilmektedir (Anonim 2008a).

Bir¢ok durumda sepsise sebebiyet veren ajami tespit etmek giictiir (Mathur 1996). Bu
sebeple bireyde olasi bir enfeksiyona karsi bir sistemik tepki goriildiigii zaman, sepsis
oldugu diistiniiliir, mutlaka bakteriyemi veya viicutta enfeksiyonlu bir bolge tespit
edilmesine gerek yoktur. Ancak kan kiiltiirleri veya diger tam1 metotlar ile bakteri varlig
saptanirsa, sepsis tanist dogrulanmis ve kaynagi olan bakteri tespit edilmis olur (Mathur

1996).

Bakteriler kan dolagimina karistig1 zaman, bir takim mekanizmalar, bakterileri yok etmek
icin harekete gecer. Bakteriler genellikle monosit — makrofaj sistemi tarafindan yok
edilirler. Fakat bazen sistemik inflamatuar tepki ortaya cikip orijinal enfeksiyondan
bagimsiz olarak gelisebilir (Mathur 1996). Sistematik inflamatuar tepkinin verilmesi,
viicudun yabanci organizmayr tanimlamasina baglidir. Bu tepki her ne kadar
mikroorganizmalarin elimine edilmesine yardimci olsa da, bunun bir sonucu olarak viicut
bir miktar doku hasarina maruz kalir (Mathur 1996). Daha onceleri dokular iizerindeki
hasara bakterilerin kendisinin veya endotoksinlerinin (gram pozitifler i¢in lipoteikoik asit —
peptidoglikan kompleksleri) sebebiyet verdigi diisiiniilse de; sonraki calismalar bakteriyel
enfeksiyonlarin fizyolojik etkilerine, biiyilkk oranda, damar bolgelerinde bulunan
mikroorganizmalara tepki olarak aktive edilen pro-inflamatuar sitokinlerin sebebiyet
verdigini ortaya ¢ikarmistir. Bu sitokinler arasinda bulunan tiimér nekroz faktorii (TNF) ve
interlokin-1 (IL-1), sepsis durumunda makrofajlar, endotel hiicreler ve daha bir¢ok farkl
hiicre tarafindan hizla iiretilirler (Mathur 1996). Sepsisli ¢ocuk ve yenidoganlarda IL-1, IL-
6 ve TNF seviyelerinde artis gozlenmistir (Mathur 1996). Mast hiicrelerinden ve
bazofillerden salinan histamin, diiz kaslarin kasilmasini, kapiller gecirgenligin artmasini ve
dolayisiyla diisiik tansiyonu koriikler (Mathur 1996). Notrofiller, fagositoz ile
mikroorganizmalar1 6ldiirmeye basladiklar1 zaman aymi1 zamanda cevrelerine proteolitik
enzimler ve serbest oksijen radikallerini de salarlar. Bu da ¢evrelerindeki dokunun hasar
gormesine, siki endoteliyal hiicre baglantilarinin gevsemesine, kilcal damar sizintist

olusmasina ve sonug olarak ta septik soka sebebiyet verebilir (Mathur 1996).



2.1.1 Yenidogan Sepsisi

Yenidogan sepsisi yasamin ilk 30 — 90 giiniinde gerceklesen invaziv bakteriyel bir
enfeksiyondur. Yiiksek 6lim oranina sahiptir ve ¢ok ani olarak ortaya g¢ikar (Taskin vd
2004; Anonim 2008b). Gelismis iilkelerde goriilme siklig1 % 0,2 — 14 arasindadir (Taskin
vd 2004). Tedavi alandaki gelismelere ragmen hala oliimciilliigiinii korumaktadir (Taskin
vd 2004). Yenidogan sepsisinin tanist klinik olarak ve/veya mikrobiyolojik olarak
yapilabilir (Vergnano vd 2005). Yenidogan sepsisinin erken donemdeki belirtileri genelde
gii¢ fark edilir ve 6zgiin degildir. Sepsisi olan bir yenidoganda asagidaki bulgulardan bir ya
da birkac1 goriilebilmektedir (Gerdes 2004; Sankar vd 2008; Anonim 2008b):

Diisiik veya yiiksek ates

Letarji, zayif aglama, emme kaybi

Zayif perfiizyon, uzamis kilcal damar yeniden dolum siiresi
Hipotoni, yenidogan reflekslerinin olmamasi
Bradi/tasikardi

Solunum sikintisi, apne ve soluma giicliigii

Hipoglisemi/ Hiperglisemi

Metabolik asidoz

YV V V V V V VYV VY

Sistemlere 6zgii belirtiler (Sankar vd 2008; Anonim 2008b):

» Merkezi sinir sistemi: Kabarik 6n fontanel, bos bakis, yiiksek sesle
aglama, asin duyarlilik, sersemlik/koma, nobet, bagin1 geriye atma (bu
bulgular ayn1 zamanda menenjit stiphesini de uyandirir.)

» Kalp/ Damar: Diisiik tansiyon, zayif perfiizyon, sok

» Gastrointestinal: Yemek tahammiilsiizliigii, kusma, ishal, abdominal
sisme, paralitik ileus, nekrotizan enterokolit (NEC)

» Hepatik: Hepatomegali, direkt hiperbilirubinemi (6zellikle idrar yolu
enfeksiyonlarinda)

» Renal: Akut renal yetmezlik

» Hematolojik: Kanama, petesi, purpura

» Deri: Pistill, apse, sklerema, dokiintii, umbilikal kizariklik ve akint.
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Yenidogan sepsisi 0,5- 8/ 1000 dogum siklikla goriiliir. Diigiik dogum agirligi, solunum
bozuklugu veya konjenital anomalisi olan ve maternal perinatal risk faktorlerini tasiyan
yenidoganlarda daha sik goriiliir. Erkeklerde goriilme orani, kizlara oranla iki kat fazladir.
Bakteriyel ajan ile karsilasma dogumdan sonra olabilecegi gibi, erken membran riiptiirii
plasenta previa (plasentanin asagi yerlesimli olmasi), abruptio plasenta (erken plasenta
ayrilmasi), gebelik toksemisi, hizli dogum veya annede enfeksiyon oldugu durumlarda
(6zellikle idrar yolu veya endometriyum enfeksiyonlarina baglh atesin, dogumdan az once
veya dogum sirasinda gozlemlendigi durumlarda), dogum Oncesinde veya dogum sirasinda
da olabilir (Anonim 2008b). Erken dogumlarda goriilme orani, zamaninda dogumlara gore
daha yiiksektir (Mathur 1996). Mortalite yiizdesi % 15 ile % 40 arasindadir (Anonim
2008Db).

2.1.1.1 Erken Yenidogan Sepsisi

Literatiirde erken yenidogan sepsisinin ¢ikis zamani hakkinda celiskiler vardir; degisik
kaynaklarda belirtilen ¢ikis zamani, dogumdan sonraki ilk 48 saat ile 7 giin arasinda
degisiklik gostermektedir (Mtitimila ve Cooke 2004; Vergnano vd 2005; Sankar vd 2008;
Anonim 2008b). Bazi kaynaklarda da ilk 24 saatte ¢ikan sepsise ¢ok erken yenidogan
sepsisi, 24 saat ile 6 giin arasina erken yenidogan sepsisi ve 6. giinden sonra ¢ikan sepsise
de gec¢ yenidogan sepsisi adi verilmektedir (Vergnano vd 2005). Vakalarin yarisi
dogumdan sonraki ilk 6 saatte, biiyiikk cogunlugu ise dogumdan sonraki ilk 72 saatte ortaya
cikar (Vergnano vd 2005; Anonim 2008b). Baska bir kaynaga gore de vakalarin %
90’1nda, dogumdan sonraki ilk 24 saatte en az bir bulgu ortaya cikarken, geri kalan %
10’luk dilimde ise dogumdan sonraki ilk 48 saatte ortaya cikmaktadir (Gerdes 2004).
Genelde dogum Oncesi veya dogum sirasinda karsilasilan bir ajan sebep olur (Gerdes 2004;
Vergnano vd 2005; Anonim 2008b). Bu tiir enfeksiyon gegislerine dikey gecis denir
(Mtitimila ve Cooke 2004; Sankar vd 2008). Transplasental gecis bunlardan biridir;
bakterinin plasentadan fetiise gecmesi ile olan nadir bir olaydir. Dogum yaklastik¢a koryon
ve amniyon zarlarinin mikroorganizmalar icin bariyer dzelliklerinde azalma olur ve dikey
gecis enfeksiyonu gergeklesebilir. Bu sekilde goriilen enfeksiyonlardaki en sik goriilen
ajanlar GBS (Grup B Streptokok) ve Escherichia coli’dir (Mtitimila ve Cooke 2004;
Sankar vd 2008). Dogum sirasindaki enfeksiyonlar ise daha sik goriiliir (Sankar vd 2008)
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ve dogum esnasinda fetiis vajinal kanaldan gecerken degisik mikroorganizmalarla
karsilagsmast sonucunda olur (McCoy 2001; Vergnano vd 2005; Sankar vd 2008). Erken
yenidogan sepsisindeki riski arttiran faktorler (Gerdes 2004; Sankar vd 2008):

A\

Diisiik dogum agirligr (<2500 g.) veya prematiire dogumlar.

A\ 4

Dogumdan 2 hafta 6ncesine kadar annede bakteriyel enfeksiyon nedeniyle
goriilen ategli hastalik.

Mekonyum aspirasyonu ve mekonyum ile boyali amniyon sivisi

Uzamis membran riiptiirii >18-24 saat

Dogum sirasinda tek steril olmayan veya {icten fazla steril vajinal muayene

YV V V VY

Uzun siiren dogum (dogumun 1. ve 2. asamalarinin toplaminin 24 saatten
fazla stirmesi.

Perinatal asfiksi (Apgar skoru 1. dakikada < 4)

Koryoamniyonit/ annede ates

Annede group B Streptococcus (GBS) enfeksiyonu.

Annede idrar yolu enfeksiyonu

Erkek bebek

YV V V V V

Mekonyum aspirasyonu tek basina veya yukaridaki herhangi iic maddenin bir arada
bulunmasi, antibiyotik tedavinin baglamasi i¢in yeterlidir (Sankar vd 2008). Erken
membran riiptiirii ile beraber iki tane daha risk faktoriiniin bulunmasi sepsis riskini 25 kat
arttinir (Gerdes 2004). Group B Streptococcus (GBS) enfeksiyonu bulunan annelere

dogumdan yaklagik 4 saat kadar once antibiyotik verilmelidir (Gerdes 2004).

2.1.1.2 Gec Yenidogan Sepsisi

Literatiirde ge¢ yenidogan sepsisinin ¢ikis zaman1 hakkinda celigkili bilgiler vardir; degisik
kaynaklarda ¢ikis zamani dogumdan sonraki ilk 48 saatten sonrasi ile dogumdan sonraki
ilk 7 giinden sonrasi arasinda degisiklik gostermektedir (Mtitimila ve Cooke 2004;
Vergnano vd 2005; Sankar vd 2008; Anonim 2008b). Genelde dogum sonrasi ¢evreden

kaynaklanan enfeksiyonlarin sonucu olarak olusur (Vergnano vd 2005; Sankar vd 2008;



Anonim 2008b). Bu sekilde hastane ortamindan yenidogana bulasan enfeksiyonlar icin de

yatay gecisli enfeksiyonlar denir (McCoy 2001; Vergnano vd 2005).

Oliim oran1 gelismekte ve gelismis olan iilkeler arasinda erken ve gec yenidogan sepsisinde
farklilik gosterir; gelismis iilkelerde gec yenidogan sepsisinde koagiilaz negatif stafilokok
(CONY) siklikla goriilmektedir. Buna ek olarak CONS’un tedavisi daha kolay oldugu i¢in
gec yenidogan sepsisinin 6liim oran1 daha diisiik seyretmektedir. Gelismekte olan iilkelerde
ise durum tersidir, genelde ge¢ yenidogan sepsisindeki Oliim oram1 daha yiiksektir
(Vergnano vd 2005). Geg¢ yenidogan sepsisi icin hastane kaynakli olanlardaki riski arttiran

faktorler (Sankar vd 2008):

Diisiik dogum agirligr (<2500 g.) veya prematiire dogumlar.
Yogun bakimda yatma

Mekanik ventilasyon

Invaziv girisimler

Parenteral s1vi alimi

YV V. V V V V

Sok soliisyonlarinin kullanimi

Hastane disindan bulasan gec yenidogan sepsislerindeki riski arttiran faktorler:
» Diistik hijyen
» Kotii kordon bakimi
» Biberonla beslenme

> Prelaktal besinler

Emzirme ise enfeksiyondan korunmada yardimcidir (Sankar vd 2008).

2.1.1.3 Yenidogan Sepsisinin Onemi

Bebek oliimleri, 6zellikle gelismekte olan iilkelerin en biiyiik problemleri arasinda yer
almaktadir. Bu dliimlerin biiyiik ¢ogunlugunu yenidogan 6liimleri, yenidogan 6liimlerinin

de biiyiik cogunlugunu sepsisin de i¢inde bulundugu enfeksiyonlar olusturmaktadir (% 25-



50) (Mathur 1996; Vergnano vd 2005; Sankar vd 2008). Gelismekte olan iilkelerde
yenidogan Oliimleri 34/1000 siklikta gozlenmektedir (Vergnano vd 2005).

Yenidogan sepsisinin tam1 ve tedavisi, yenidogan {initelerinin en yogunlukla yaptig
islerdendir. Baz1 hastanelerin yenidogan yogun bakim {iinitelerinde yatan bebeklerin % 25°i
sepsis siiphesi ile yatmaktadir (Gerdes 2004). Yenidogan sepsisinde tani ve tedavi
stratejilerinin belirlenmesi asagidaki sebeplerden dolay1 zordur (Gerdes 2004; Mtitimila ve

Cooke 2004):

» Yenidogan sepsisinin belirtileri ve bulgularn hastalar arasinda degiskenlik
gosterir ve 0Ozgiin degildir, belirti ve bulgularin1 diger yenidogan
problemlerinin belirti ve bulgularindan ayirmak zordur,

Iyi tam1 metotlar1 mevcut degildir,

Oliim oran1 yiiksektir,

Yenidoganin bagisiklik sistemi yeterince gelismemistir,

YV V VYV VY

Tedaviye baslamadaki gecikme Oliim oranimi arttirdigl i¢in en ufak bir
siiphede dahi antibiyotik bazli tedaviye baslandigindan, gereksiz tedavi
yaygindir. Bu da direngli hastane enfeksiyonlarmin sikligmi arttiran

faktorlerden birisidir.

Klinik bulgulardan hareketle sepsisten siiphelenilen ve antibiyotik tedavisine baglanan her
11-23 yenidogandan yalniz birinin yenidogan sepsis teshisi kiiltiir ile dogrulanabilmektedir
(Gerdes 2004). Bu da hastalarin biiyiik bir boliimiiniin gereksiz yere tedavi oldugunu

gostermektedir.

Tanida kullanilan testlerden kiiltiir, yavastir ve duyarliligi diisiiktiir. Beyaz kiire sayim1 gibi
bir takim belirte¢ testlerinin ise pozitif tahmin oram1 maksimum % 40 kadardir (Gerdes

2004).

Ayn1 zamanda yenidogan sepsisi i¢in tani alaninda giiclii metotlar olmadigindan, uygulama
alaninda cok farkli yaklagimlar tavsiye edilmektedir; mesela klinik olarak sepsis bulgulari
tasiyan ancak kan kiiltiirii negatif olan yenidoganlar i¢in, literatiirde tavsiye edilen gozetim

siiresi, 2 glinden, 7 giine veya daha uzun bir siireye kadar degisebilmektedir (Gerdes 2004).



Yenidogan sepsisi, Asya’da her 1000 canli dogumda 7,1-38, Afrika’da her 1000 canli
dogumda 6,5-23, Giiney Amerika ve Karayipler’de ise her 1000 canli dogumda 3,5-8,9
dur. Gelismis olan iilkeler ile karsilastiracak olursak, Amerika ve Avusturalya’da her 1000
canli dogumda 6-9 civarindadir. Ozellikle gelismekte olan iilkelerde, hastane ortaminda
dogum yapmama oram yiiksek olmasi ve bildirim azligindan dolayi, istatistiklerdeki
rakamlarin ger¢ek rakamlardan yaklasik % 20 kadar diisiik ¢iktigi tahmin edilmektedir
(Vergnano vd 2005). Mortalite oranlar1 da diinya ¢apinda degisiklik gosterir ve genelde
gelismekte olan iilkelerde, gelismis iilkelere oranla daha yiiksektir; ancak gelismis
ilkelerde de diisiik degildir. (6rnek: ABD’de % 15-40; Hindistan’da %40-65 (Mathur
1996).

Diisiik dogum agirligina sahip yenidoganlarda oliim orani1 daha yiiksektir. Enfeksiyon
etkeni ajan da Oliim oramm etkileyen bir diger faktordiir (Vergnano vd 2005). Ornek
olarak; 1500 g’ altinda agirliga sahip yenidoganlar i¢cinde, Grup B Streptokok kaynakli
erken yenidogan sepsisinin mortalite orani nerdeyse % 100 ilen, aym1 oran 2500 g’in

tizerindeki yenidoganlarda %20 civarindadir (Mathur 1996).

2.1.1.4 Yenidogan Sepsisine Neden Olan Mikroorganizmalar

2.1.1.4.1 Bakteriler

Sepsisin en sik goriilen sebepleridir. Yenidogan sepsisine sebep olan bakteriler, Diinya’nin
degisik bolgelerinde degisik sikliklar ile goriilmektedir; yenidogan sepsisin tiiriine ve

ilkenin sosyo-ekonomik diizeyine gore degismektedir (Mathur 1996; Taskin vd 2004).

Gelismekte olan iilkelerde gram negatif bakteriler en biiyiik cogunlugu olusturmaktadir. Bu
bakteriler icinde en sik goriilenler ise Klebsiella, Escherichia coli, Pseudomonas ve
Salmonella’dir (Mathur 1996; Vergnano vd 2005). Gram pozitif organizmalardan ise
Staphylococcus aureus, koagiilaz negatif stafilokoklar (CONS), Streptococcus pneumoniae
ve Streptococcus pyogenes en sik goriilenleridir (Vergnano vd 2005). Group B

streptococcus ise ender olarak goriilmektedir (Mathur 1996).
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Gelismis iilkelerde ise erken yenidogan sepsisinde en stk GBS ve E. coli, ge¢ yenidogan

sepsisinde ise en stk CONS, GBS ve S. aureus goriiliir (Gerdes 2004; Vergnano vd 2005).

Tiirkiye’de yapilan bir calismada, 89 pozitif kan orneginin bakteri dagilimi ve yiizdeleri

Cizelge 2.1°deki gibidir (Taskin vd 2004):

Cizelge 2.1 Tiirkiye’de yapilan bir ¢calismada tespit edilen bakteriler

Bakteri Say1 Yiizde
S. aureus 35 39
E. coli 18 20
Coagulase (-) staphylococci 10 11
Klebsiella 10 11
Enterococci 9 10
Pseudomanas 4 5
Diger 3 4
Toplam 89 100

Bu verilere gore, yenidogan sepsisine neden olan bakteriler agisindan Tiirkiye, gelismekte

olan iilkelere daha ¢ok benzemektedir.

Transplasental gecise sahip enfeksiyonlarda en sik karsilasilan mikroorganizmalar ise
Treponema pallidum ve Listeria monocytogenes’dir (Mtitimila ve Cooke 2004; Sankar vd

2008).

2.1.1.4.2 Mantarlar

Bakterilerin sebep oldugu yenidogan sepsis vakalarina oranla daha seyrek goriilse de,
mantarlar da sepsise yol acabilmektedir. En yaygin olarak goriilen sepsis ajan1 mantarlar
Candida tiirleridir (Rao ve Ali 2005; Anonim 2008b). Hindistan’da yapilan baska bir
calismada, toplam sepsis vakalarinin %10,9’unun sebebinin Candida tiirleri oldugu ortaya
cikmistir (Kumar ve Neelagund 2006). Candida tiirleri aym zamanda diisiik dogum

agirligina sahip yenidoganlarda goriilen sepsis vakalarinin % 12-13’tinden sorumludur

11



(Rao ve Ali 2005). Candida tiirleri arasinda en sik goriilenler C. albicans ve C.
parapsilosis’ tir ve yapilan bir calismada her birinin, CONS kaynakli sepsis vakalar ile
ayn siklikta oldugu tespit edilmistir (Benjamin vd 2000). Hindistan’da yapilan diger bir
calismada ise Candida tropicalis, % 40 ile en sik gorillen Candida tiirii olarak
belirtilmistir. Bu da Candida tropicalis’in Diinyanin bazi yerlerinde daha yaygin olarak
goriildiigiinii diistindiirmektedir. Candida tiirleri i¢inde, Candida lusitaniae gibi daha nadir
goriilen sepsis ajanlar1 da vardir (Sanchez ve Cooper 1987). Bunun disinda yenidoganda
sepsise sebep olabilen ¢ok sayida mantar tiirii icinden, Torulopsis glabrata (Reich vd
1997), Hansenula anomala (Ma vd 2000), Cryptococcus laurentii (Cheng vd 2001) ve

Trichosporon asahii (Téllez-Castillo vd 2008) 6rnek olarak gosterilebilir.

2.1.1.4.3 Viriisler

Bakterilerin ve mantarlarin sebep oldugu yenidogan sepsis vakalarina oranla ¢ok daha
nadir goriilse de, virlisler de sepsise veya sepsise benzer bulgulara yol acabilmektedir.
Sepsise yol agabilen viriisler arasinda, basta Herpes simplex viriisii (HSV) olmak iizere
(Overall 1994; Caviness vd 2008), Influenza B viriisii (Yusuf vd 2007), Echovirus 6
(Ventura vd 2001), Dengue viriisiit (Phongsamart vd 2008), Parechovirus (Verboon-
Maciolek vd 2008), Enterovirus (Verboon-Maciolek vd 2008) gibi viriisler gosterilebilir.

2.1.1.4.4 Bu Calismada Secilen Tiirler

2.1.1.4.4.1 Escherichia coli

Escherichia coli, yaklagik 3 milyon niikleotitten olusan halka bigimli bir kromozoma sahip
olan c¢ubuk seklinde, gram negatif bir bakteridir (Wiley 2002). Enterobacteriaceae
familyasinin tipik bir iiyesi olarak, insan ve hayvan bagirsaklarinin normal florasimin bir
parcasidir. K, vitamini lireterek ve patojenik bakterilerin bagirsakta iiremesini engelleyerek
organizmaya fayda saglar. Fakiiltatif anaerobiktir ve spor olusturmaz (Bentley ve

Meganathan 1982; Kubitschek 1990; Sussman 1997).
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Onceleri bagirsakta yasayan ve ¢ok diisiik viriilense sahip, kommensal bir bakteri oldugu
diisiiniiliirken, zaman icinde insanda E. coli’nin baz1 suslarina bagh olarak gelisen siddetli
bagirsak enfeksiyonlarinin gozlemlenmesi sonucunda, bu diisiincede degisiklik olmustur

(Sussman 1997).

Elde edilmesi ve yetistirilmesi kolay oldugundan ve genetigi basit oldugundan iizerinde en
¢ok bilimsel calisma yapilan prokaryotik model organizmadir. Bu sebeple hakkinda en ¢ok

bilgiye sahip olunan mikroorganizma oldugu soylenebilir.

2.1.1.4.4.2 Enterococcus faecalis

Enterococcus  faecalis, insanlarin ve diger memelilerin bagirsaklarinda bulunan
kommensal, gram pozitif ve fakiiltatif anaerobiktir bir bakteridir. Ancak bu bakteri
ozellikle hastane enfeksiyonlarna neden olabilmekte ve 6liime sebebiyet verebilmektedir

(Ryan vd 2003).

1984 yilina kadar enterococci, Streptococcus cinsi i¢inde yer aliyordu ve E. faecalis,

Streptococcus faecalis olarak isimlendiriliyordu (Ludwig vd 1985).

Birgok antibiyotik tiiriine direngli suslar1 bulunabilen E. faecalis’in en ¢ok yaygin olani
vankomisine direngli olan VRE’dir (Vancomycin-resistant enterococcus) (Dixson vd 1985;

Amyes 2007).

2.1.1.4.4.3 Staphylococcus aureus

Staphylococcus aureus; fakiiltatif anaerobik, kiiresel, gram pozitif bir bakteridir. insan
viicudunun deri, burun gibi bazi yerlerinde kommensal olarak bulunabilir (Kluytmans vd
1997; Salyers ve Whitt 2002). Insanda, icinde deri enfeksiyonlari, pnémoni, menenjit,
toksik sok sendromu gibi hastaliklarin bulundugu ¢ok genis bir yelpazede hastalifa yol

acabilir.
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S. aureus, bircok gida zehirlenmesinin de sebebi olarak gosterilmistir (Dworkin ve Falkow

2006).

S. aureus diinya capinda 6nemli bir hastalik nedenidir. Antibiyotiklerin kesfinden 6nce,
genellikle sonu 6liim ile biten enfeksiyonlara sik sik neden oluyordu. Penisilinin kesfi ve
kullanimi ile hastalardaki prognoz onemli 6l¢iide azalmis olmasina ragmen birka¢ sene
icinde bakteride penisiline karsi direng goriinmeye baslanmistir. Bunun tizerine metisilin
kullanilmaya baslanmis, ancak bir miiddet sonra da MRSA (Metisiline Direngli S. aureus)
susu ortaya ¢ikmistir. Kisa zamana kadar da MRSA, hastane enfeksiyonlarinda en yaygin

goriilen ajan olarak kalmistir (Ji 2007).

2.1.2 Tan1 metotlar:

Ideal olarak, tani igin kullanilacak herhangi bir metodunun yanlis negatif ve yanlis pozitif
sonu¢ oraninin diisitk olmasi istenmektedir. Ancak yenidogan sepsisi i¢in boyle bir metot
su an icin mevcut degildir (Gerdes 2004; Mishra vd 2006); kullanilan bir¢ok ydntemin
diisiik pozitif tahmin oran1 vardir. Bunun sonucu olarak nihayetinde klinisyen, tiim klinik
bulgulari, test sonuglarini ve perinatal gecmisi Oniine koyup, sepsis mi degil mi diye karar
vermek durumunda kalmaktadir (Gerdes 2004). Yenidogan sepsisinde az veya hi¢ tedavi
edilmemenin sonuglari, ¢cok veya gereksiz tedavi edilmenin sonuglarina gore ¢ok daha
siddetli oldugu i¢in tam icin kullanilan metotlarda, yanlis pozitif oraninin diisiik oldugu
yiiksek spesifiteden ziyade, yanlis negatif oraninin diisiik oldugu yiiksek duyarlilik
aranmaktadir (Mishra vd 2006). % 100 duyarlilig1 olan bir test sepsis kuskusu olan ancak
test sonucu negatif ¢ikan yenidoganlara giiven iginde antibiyotik tedavi baslamamanin

yolunu acacaktir (Mishra vd 2006).

Tamida sepsisin varlig1 ile beraber, sepsis ajaninin ne oldugunun ve varsa antibiyotik

direncinin tespiti de, tedaviye yon verecegi i¢in ¢cok dnemlidir.
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2.1.2.1 Kiiltiir

Kan kiiltiirii steril olarak alinmis 0,5-1 ml kanin standart triptik soya buyyon kiiltiir
siselerine alinmasi ile gerceklestirilen ve tiim hastane laboratuarlarinda uygulanabilen
standart bir metottur. Kiiltiir 5 giin kadar inkiibe edilir. Ancak modern kiiltiir sistemleri
erken yenidogan sepsisine sebep olan ajanlarin cogunu 48 saat i¢inde tanimlayabilmektedir

(Gerdes 2004).

Viicut sivilarinda sepsis etkeninin izole edilmesi sepsis tanisi i¢in en 6zgiin metottur. Bu
sebeple sepsis tanisinda altin standart olarak adlandirilmaktadir (Sankar vd 2008). Ancak
en kullanigh metot olan kan kiiltiirli, ayn1 zamanda altin standart olamayacak kadar yanlis
negatif sonu¢ vermektedir (Gerdes 2004). Kan kiiltiirtiniin duyarliligt en ¢cok % 50-80
olarak verilmektedir. Bu oran otopsi ile sepsis oldugu kanitlanan yenidoganlarin, geriye
doniiliip kan kiiltiirii negatif mi pozitif mi diye arastirildigi zaman, en fazla % 80’inin
pozitif olarak tespit edilmesi ile hesaplanmistir (Gerdes 2004). Yani bakteriyel sepsiste kan
kiiltiirii negatif cikabilmektedir (Mathur 1996). Annenin antibiyotik kullanmasi ile erken
yenidogan sepsisinde bu oranin daha da azaldig diistiniilmektedir (Gerdes 2004). Kisacasi
pozitif kan kiiltiirii yenidogan sepsisini dogrularken, negatif kan kiiltiirii yenidogan sepsisi
olasiligimi ortadan kaldiramamaktadir (Gerdes 2004). Yine de kan Kkiiltiiriiniin pozitif
tahmin oram ¢ok yiiksek oldugundan ve daha iyi bir alternatifi olmadigindan, sepsis
siiphesi olan her durumda antibiyotik tedavisi baglamadan 6nce yapilmasi gerekir. Ayni
zamanda sepsis ajaminin kan kiiltiirii ile izolasyonu sayesinde, ajan ve antibiyotik
hassasiyeti/direnci hakkinda bilgi edinilip, antibiyotik tedavisine yon verilebildigi icin, kan

kiiltiiriiniin 6nemi artmaktadir.

Oneminden dolayr kan Kkiiltiirii icin kan alimrken uygun prosediiriin izlenmesi ¢ok

onemlidir (Sankar vd 2008):

» Kani alacak kisi egitimli olmali ve steril eldiven giymeli

» Kanin alinacagi 5 cm capindaki bolge, once alkol ile ve sonra povidone-
iodine ile sonra tekrar alkol ile temizlenmelidir. Povidone-iodine dairesel
olarak ve distan ice olacak sekilde uygulanmalidir.

» Deri 1 dk kadar kurumaya birakilmalidir.

» 1 ml kan yeterlidir.
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2.1.2.2 Lomber Ponksiyon

Lomber ponksiyon, beyin omurilik sivisinin (BOS) alinmasi igin, sirttan, omurgalar
arasindan omurga ignesi ile girilerek gerceklestirilen girisimsel bir metottur. Menenjit
tanist icin yaygin olarak yapilmaktadir. BOS kiiltiirii yapilarak bakteri icin pozitif olup
olmadig tespit edilir. Lomber ponksiyon ile alinan BOS’tan yapilan kiiltiir, kan kiiltiiriine
gore daha giivenilirdir. Zira menenjit vakalarinda BOS, kana gore daha yiiksek yogunlukta

bakteri igerir.

Yenidogan sepsisleri icinde menenjitin orani, % 0,3 ile % 3 arasinda verilmektedir.
Menenjit ile sepsisin belirtileri cakigsmaktadir ve baz1i durumlarda aym anda da

goriilebilmektedir (Sankar vd 2008).

Ozellikle ge¢ yenidogan sepsisinde antibiyotik baslanmadan once lomber ponksiyon
yapilmas1 gerektigi bildirilmistir. Kritik durumdaki yenidoganlarda lomber ponksiyon
yapilmasi ertelenebilir (Sankar vd 2008). Bir diger goriise gbre lomber ponksiyon
uygulamasini standart olarak yapmak verilmesi zor bir karardir. Ciinkii ¢cok sik goriilmeyen
menenjiti bir yenidoganda tespit edebilmek i¢in 1000 ila 2000 arasinda menenjit belirtisi
gosterip kan kiiltiirii negatif ¢cikan yenidogana lomber ponksiyon yapmak gerekmektedir

(Gerdes 2004).

2.1.2.3 Bakteriyel antijenleri hedef alan testler

Her ne kadar bu alanda yapilmis ilk calismalar umut vermis olsa da, sonraki ¢alismalar
LPA testinin (latex particle agglutination) sensitivitesinin % 67 kadar diisiikk oldugunu ve
pozitif tahmin oraninin %56 oldugunu gostererek, bir tani testinden beklenen kriterlerin
altinda oldugunu ortaya koymustur (Gerdes 2004). LPA testi her ne kadar tarama testi

olarak kullanilabilse de, daha diisiik maliyetli tarama testleri mevcuttur (Gerdes 2004).
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2.1.2.4 Sepsis belirtecleri

Sepsis belirtecleri, sepsis durumunda miktar1 degisen parametrelerdir. Su ana kadar cok
sayida parametre belirlenmesine ragmen, hicbiri tek basina kullanmilacak kadar yiiksek
spesifisite ve sensitiviteye sahip degildir. Ancak i¢lerinden CD11b, CD64, interlokin-6 ve

interlokin-8 gibi gelecek i¢in umut vadedenler vardir (Ng ve Lam 2006).

Sepsis belirtegleri su sekilde gruplanabilir (Ng 2004):

Kan degerleri

Akut faz proteinleri ve diger proteinler
Kompleman sistemin bilesenleri
Kemokin, sitokin ve birlestirici molekiiller

Hiicre yiizeyi belirtecleri

YV V V V V V

Diger belirtegler

Sepsis belirtegleri tek baslarina yeterli olamadiklart igin, sensitivite ve spesifisiteyi
artirmak amaci ile birlikte degerlendirilme egilimi vardir (Arnon ve Litmanovitz 2008).

Bu kombinasyonlardan biri ise Septik Tarama’dir (Septic Screen).

2.1.2.4.1 Septik Tarama

Septik tarama, sepsis vakalarinda genellikle degisim gosteren bir takim belirteglerin,
beraber degerlendirilmek {izere yenidoganda Olgiilmesidir. Sepsisten siiphelenilen
yenidoganlarda yapilmasi taniya yardimci olabilir. Septik taramada bakilan belirtecler ve

anormal degerleri Cizelge 2.2’deki gibidir (Sankar vd 2008):
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Cizelge 2.2 Septik taramada bakilan belirtegler ve anormal degerleri

Belirteg Anormal Degeri

Toplam 16kosit sayimi < 5000/mm’

Zamaninda dogan bebekler i¢cin Manroe skalasi
Mutlak nétrofil sayimi (Ng 2004) ve cok diisiik agirlikli bebekler i¢in

Mouzinho skalasi (Arnon ve Litmanovitz 2008)

Olgunlagsmamig nétrofillerin tiim

>0,2
notrofillere orani
Mikro-eritrosit sedimentasyon hizi > 1 saatte 15 mm
C reaktif protein (CRP) >1 mg/ dl

Septik taramadaki belirteclerden 2 veya daha fazlasinin anormal olmasi ile %93-100
sensitiviteye, %83 spesifiteye ulasildigi belirtildigi icin, yenidoganda 2 veya daha fazla
anormal belirte¢ olmas1 durumlarinda antibiyotik tedavisine baglanmasi siddetle tavsiye
edilmektedir. Ancak klinik olarak yiiksek sepsis siiphesi varsa, septik tarama sonuglari

aksini gosterse dahi antibiyotik baglanmalidir (Sankar vd 2008).

Bu belirtegler icinde CRP’nin pozitif tahmin orant %93-100 arasi verilmistir. Ancak
CRP'nin doruk noktasina (normalin 1000 kat1 bir degere ulasabilmektedir) ulagmasi
enfektif siire¢c veya doku hasarindan alt1 ile sekiz saat sonra ortaya ¢ikmaktadir. Bu sebeple

CRP icin yenidogan sepsisinin spesifik fakat gec belirteci denmektedir (Mishra vd 2006).

2.1.2.5 Molekiiler Genetik

Mikroorganizmalarin tiplendirilmelerinde en giiclii, etkin ve giivenilir yaklasimlardan biri
DNA temelli yontemlerdir. Yeni bakteri tiir veya izolatlarinin, tanimlanmasinda klasik
mikrobiyal tami1 yaklagimlarimin ardindan mutlaka uygulanmasi gereken yontem,

filogenidir.

Yenidogan sepsisinin tanisindaki bu zorluga, molekiiler genetik tekniklerin ¢oziim
getirecegi beklenmektedir. Golden ve digerlerinin (2004) yapmis oldugu bir calismada,

GBS genomuna 06zgii cfb geni hedef alinarak tanida % 100 spesifite ve % 100 sensitivite
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saglanabilmistir. Bu testte bakteriler, 100 kopya alt sinirina kadar kolaylikla tespit
edilebilmistir (Mishra vd 2006).

16S rRNA geni hedef alinarak yapilan PCR analizi ile, yiiksek sensitiviteli genis kapsamli
bir tan1 metodu olusturmak, klinik laboratuar uygulamalarinda zor bir olaydir. Zira 16S
rRNA bolgesi yiiksek miktarda korunmusluga sahiptir ve reaksiyonda kullanilan reaktifler
icinde bulunan, az miktarda kalinti bakteriyel DNA, pozitif sonuca sebebiyet verebilir
(Mishra vd 2006). Bu kalinti DNA, oOzellikle bakterilerden izole edilen ve PCR
reaktiflerinden olan Tagq polimerazdan kaynaklanabilmektedir (Reesink vd 2008). Bu
sebeple klasik PCR ile elde edilen tespit simrmin 10°-10* kopya/ml civarinda oldugu
belirtilirken, es zamanli PCR ile 5-50 kopya/ml tespit smirina sahip olan teknikler
gelistirilebilecegi bildirilmistir (Mishra vd 2006).

PCR reaksiyonu igerisinde bulunan kontamine bakteriyel DNA’y1 azaltmak/ yok etmek
icin metotlar gelistirilmistir. Bunlardan bir kismi, daha Onceki reaksiyonlardan
bulasabilecek amplikonlar1 elimine etmek amaclidir. Bunlar arasinda 8-metoksipsoralen ve
UV 1sik kullamimi gosterilebilir (Reesink vd 2008). Bir digeri de Kox ve ark. bildirdigi
PCR igerisinde dTTP yerine dUTP kullanip, reaksiyondan Once reaksiyon karigimini
urasil-N-glikozilaz (UNG) ile inkiibe etmektir; UNG c¢ift zincir DNA’y1 urasil niikleotidi
olan yerden kestigi i¢in, daha Onceki reaksiyonlardan kaynaklanabilecek
kontaminasyonlar1 gidermede etkilidir (Lindahl vd 1977; Reesink vd 2008). Ancak bu
metotlarin hicbiri, dzellikle diisiik kopya sayili bir tespit amaglandiginda tek basina etkili
olamamaktadir, ¢iinkii 7ag polimeraz kaynakl bakterial genom kontaminasyonunu hedef
almamaktadir. Bakteriyel genom kontaminasyonunu da hedef alan diger bir metot olan
PCR karisiminin ultrafiltrasyonu ise, diisiik kopya sayisi icin ¢ok etkili degildir (Reesink
vd 2008).

2.1.2.5.1 16S rRNA

16S rRNA geni, yaklagik 1500 baz uzunlugunda, 23S ve 5S rRNA genlerini de igeren
rRNA operonu i¢inde yer alan bakteriyel bir gendir (Sachse ve Frey 2003). Cok popiiler

olan bu gen icin, sadece GenBank® veri tabanina 33 binden fazla dizi girilmistir (Sachse ve
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Frey 2003). Popiilaritesinin bu kadar yiiksek olmasinin sebebi, bakteriler arasinda yiiksek
korunmusluk oranina sahip olmasi ve ayni zamanda kolayca dizilenecek bir uzunlukta
olmasidir. Bu sebeple bakterilerin tanimlanmasinda yaygin olarak kullanilmaktadir;
korumus bolgelerden yapilan PCR ile cogaltilan bolge icindeki korumamis bolgelerden

faydalanilarak bakteriler filogenetik olarak tanimlanabilmektedir (Sachse ve Frey 2003).

16S rRNA gen analizi, klinik ornekler icinde bulunan bakterilerin tanimlanmasi i¢in de
kullanilabilir. Bu genin bakteri genomundaki kopya sayisinin 10’dan fazla olabilmesi,
ozellikle diisiikk bakteri yogunluguna sahip olabilen klinik orneklerdeki bakteriyel
kontaminasyonun teshisini miimkiin hale getirmektedir. 1992 senesinde, hayvanlardan
insanlara gecerek enfeksiyona yol acan Yersinia enterocolitica, gelistirilen bir metotla
kirmizi kan hiicreleri iginde 5000 bakteri/ml bir hassasiyet ile tespit edilebilmistir (Reesink
vd 2008). Daha sonralar1 16S rDNA hedef alinarak ayni bakteri i¢in hassasiyet, es zamanl
PCR ile 30 CFU/ ml’ye kadar indirilebilmistir (Reesink vd 2008). Yapilan diger bir
calismada ise 5 ayr bakteri tiirliniin teshisini hedefleyen, es zamanli ¢oklu PCR metodu

ile, enfeksiyon 12-16 bakteri/ ml hassasiyette tespit edilebilmistir (Reesink vd 2008).

16S rRNA’nin bu avantajlarina ragmen, bakterileri tanimlamada dikkat edilmesi gereken
durumlar olabilir; Riemerella anatipestifer’de oldugu gibi tiir icinde heterojenite olabilir
(Sachse ve Frey 2003) veya Mycoplasma bovis/ Mycoplasma agalactiae’de veya Bacillus
anthracis/ Bacillus cereus/ Bacillus thuringiensis’te oldugu gibi, yakin ama farkh tiirlerde

goriilebilen yiiksek benzerlik, tanimlamalarda hatalara yol agabilir (Sachse ve Frey 2003).

2.2PCR

Polimeraz zincir reaksiyonu (PCR), dizisi bilinen bir DNA bdlgesinin in vitro olarak
cogaltilmasin1 saglayan ve DNA molekiiliiniin milyonlarca, hatta milyarlarca kopyasini
kisa zamanda yapmaya olanak saglayan bir tekniktir. Ik olarak Kary Mullis bu teknige
bugiinkii ismini vermis ve uygulamaya koymustur ve bu fikri ile 1993 yilinda Nobel

Kimya Odiilii’nii kazanmustir (Birben 2006).
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PCR Niikleik asit dizilerinin canli disinda, kolay bulunan bir ekipman ile, kisa bir siire
icerisinde, yiiksek miktarda ¢cogaltilmasina olanak tanir. Bu sebeple kesfinden sonra bir¢ok
uygulamanin Oniinii agmistir ve yaygin olarak kullanilmasina sebep olmustur. Molekiiler
genetikteki devrim niteligindeki buluglardan biridir. Daha once DNA c¢ogaltilmasi icin
kullanilan klonlamaya gore ¢cok daha hizli, basit ve esnektir (Mullis vd 1986; Gibbs 1990).
PCR, DNA’nin iistel olarak artmasini saglar ve teorik olarak sadece 20 dongiide 1 milyon
kez ¢ogalma saglanabilir. Isiya dayanikli DNA polimeraz enziminin kullanilmasi, PCR i¢in

otomasyonun kolayca uygulanmasini saglamistir (Syvéinen vd 1988; Lo 1998).

PCR i¢in hiicre boliinmesi sirasindaki DNA replikasyonunun basit bir seklidir denebilir.

PCR basitge ii¢ olayin bir dongii halinde tekrarlanmasindan olusur (Sekil 2.1) (Lo 1998):

» Denatiirasyon (Denaturation) (DNA’nin tek zincire ayrilmasi): Is1 ile
saglanir. Artan 151 DNA’nin iki zincirini bir arada tutan, molekiiller arasi
hidrojen baglarini kirar ve iki zincir birbirinden ayrilir.

» Primer baglanmasi (Annealing): DNA polimerazin polimerizasyon
yapabilmesi icin agik 3° OH grubu olmasi gerekmektedir. Bu da primer
denilen sentetik DNA molekiilleri tarafindan saglanir. Primerler ayni
zamanda ¢ogaltilacak yeri belirleme gorevinde de bulunurlar. Bir PCR i¢in,
farkl1 zincirlerde olacak sekilde 2 adet primer tasarlanir.

» Uzatma (Extension): DNA polimerazin polimerizasyonu gerceklestirdigi
asamadir. DNA polimeraz, soliisyonda bulunan dATP, dTTP, dCTP veya
dGTP molekiillerinden diziye gelmesi gerekeni primerden baslamak iizere

baglar.
Bu ii¢ asama 25-45 kez tekrarlanir. Her dongii sonunda teorik olarak amplikon miktar iki

kat artsa da, pratikte PCR’1n verimliligine gore bu oran daha diisiiktiir. Ancak yine de

logaritmik (iissel) bir artis goriiliir.
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Sekil 2.1 PCR’1n sekilsel gosterimi (Birben 2006). (A) Sicakhigr arttirilan DNA’nin iki
zinciri birbirinden ayrilir. (B) Sicakligin diismesi ile primerlerin baglanmasi ve uzatma
gerceklesir. (C) Yeni olusan iki zincir. (D) Bu artis iissel olarak devam eder

Polimerizasyon ile DNA miktarindaki artig, primer dizilerinin arasinda gerceklesir. Ortaya

cikan primerler ile sinirlandirilmis kiigiik DNA parcalarina ise amplikon denir.



Primer Tasariminda dikkat edilmesi gerekenler (Bartlett ve Stirling 2003):

» Konum: Primerlerin kalip DNA {izerindeki konumlari, yapilacak
uygulamaya gore secilmelidir. Ancak her durumda ¢ogaltilmak istenen yer
ileri ve ters primerlerin arasinda olmalidir.

» Amplikon Biiyiikliigi: Amplikonlar genel olarak 100 ile 1000 baz cifti
uzunlugunda olsa da, amplikon biiyiikliigii bu rakamlarla sinirh degildir.
1000 baz ciftinden biiyiikk amplikonlarda bir takim zorluklar
karsilasabilinirse de, c¢ok daha wuzun bolgelerin PCR’in1  yapmak
mimkiindiir. 100 baz ciftinden kiiciik amplikonlar olusturmak ta
miimkiindiir, gercekte kii¢iik amplikonun getirdigi bir dezavantaj olmadig
icin sadece primerlerden olusan amplikonlar olusturmak ta miimkiindiir.
Primerlerin konumu amplikonun biiyiikliigiinii  belirleyecegi icin,
amplikonlarin biiyiikliigli de yapilacak uygulamaya gore belirlenmelidir
denilebilir.

» Guanin / Sitozin icerigi: iyi primerler genel olarak %40 ile %60 arasinda
Guanin / Sitozin igerigine sahiptir. Ancak Guanin / Sitozin icerigi sadece
tercih i¢in bir avantajdir, bu oranlarin digina da ¢ikilabilir.

» Erime Sicakligi: Bir DNA dizisinin erime sicakligi, dizinin yarisinin ¢ift
zincir yarisinin tek zincir oldugu sicaklik olarak tanimlanabilir. PCR’da
kullanilacak primerlerin erime sicakligi i¢in kesin bir rakam verilememek
ile birlikte, dikkat edilmesi gereken durumlar; primerlerin DNA’ya
baglanabildigi sicaklikta DNA polimerazin aktif olmas1 ve iki primerin de
erime sicakliklarinin ayni1 veya ¢ok yakin olmasidir.

» Sag Tokalari: DNA icin sag tokasi; tek zincir DNA molekiilii icinde birbirini
tamamlayici bolgelerin olmasindan dolayi, molekiiliin kendi {izerinde
katlanarak sa¢ tokasina benzer bir yapi olusturmasidir. Primerlerin sag
tokas1 yapisi olusturmamalart gerekmektedir, ¢ilinkii bu yapidaki primerin,
kalip DNA iizerine melezlenerek (hybridization) polimerizasyonu baslatma
verimliligi diisiiktiir. Ayn1 zamanda sayet sac¢ tokasi yapisinda 3’ ucu
eslenik bolge icindeyse ve 5 ug¢ fazlalig1 varsa, polimerizasyon sag¢ tokasi
tizerinde gerceklesecegi icin primerin dizisi bozulacak ve hi¢ verim

almamayacaktir.
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> Primer-Dimer’ler: Iki primer iginde birbirini eslenik bolgelerin olmasindan
dolayi, primerlerin birbirleri iizerine melezlenerek (hybridization)
baglanmalar1 ile olusan yapilardir. Primerlerin dimer olusturmamalari
gerekmektedir, cilinkii bu yapidaki primerlerin, kalip DNA {izerine
melezlenerek (hybridization) polimerizasyonu baglatma verimliligi
diisiiktiir. Ayn1 zamanda sayet primer dimer yapisinda 3’ ucu eslenik bolge
icindeyse ve 5 ug¢ fazlaligi varsa, polimerizasyon primer dimer iizerinde
gerceklesecegi icin primerin dizisi bozulacak ve hi¢ verim alinamayacaktir.
> Ogzgiilliik: Primerler kalip DNA iizerinde sadece istenilen bolgeyi
cogaltmali, bu sebeple primerlerin 6zgiilliigii kontrol edilmelidir. Aym

zamanda uzun primerler kullanmak, primerlerin 6zgiilliglinii arttiracaktir.

PCR ile genellikle 10 kilo baz (kb) uzunluga kadar DNA bélgeleri cogaltilabilmektedir,

ancak bazi1 metotlarla bu uzunluk 40 kb’a kadar ulasabilmektedir.

PCR dort ana fazdan olusur (Sekil 2.2):

» Lineer Faz: Bu PCR’1n baglangi¢c asamasidir ve yaklasik 10-15 dongii siirer.
Bu bolimde her ne kadar reaksiyon ¢ok hizli bir sekilde ilerlese de,
cogalma miktar1 tespit sinirlarinin altinda oldugundan herhangi bir artig
gozlenmez.

> Erken Ussel Faz: Bu boliim artis miktarmin tespit sinirlari igine girdigi
boliimdiir. Artis miktar1 belirli bir esik seviyeye ulasir. Bu seviye ulasilan
dongiiye C, (Threshold Cycle-Esik Dongii) (ABI Prism® literature -
Applied Biosystems, Foster City, CA, USA) veya CP (Crossing Point-
Kesisme Noktas1) (LightCycler® literature - Roche Applied Science,
Indianapolis, IN, USA) denir (Wong ve Medrano 2005). Bu deger
reaksiyona eklenen kalip kopya sayisinin hesaplanmasinda kullanildigi igin
onemlidir (Wong ve Medrano 2005).

> Ussel Faz: Bu boliimde reaksiyon icindeki DNA miktari hizla artar.

» Plato Fazi: Bu boliimde, iissel boliimdeki artis miktar1 azalir ve reaksiyon
durmaya noktasina yaklasir (Wong ve Medrano 2005). Bunun sebebi

reaksiyon reaktiflerin azalmasi1 ve daha da 6nemlisi artan kalip yogunlugu

24



sonucunda primer-kalip baglanmasit yerine kalip-kalip baglanmasinin

artmasidir (Syvénen vd 1988).
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Sekil 2.2 PCR’1n fazlar1 (Wong ve Medrano 2005).

Primerlerin dimer veya sag tokasi olusturmasi veya kalip DNA iizerinde ¢cogalma yapilacak
yere 0zel olmamasi PCR’1mn verimliligini diislirebilecegi icin, tasarim asamasinda dikkatli
olunmas1 gerekmektedir (Chou vd 1992; Bustin 2002). Bu tip yanlis baglanma oranlarim
azaltmak icin, 1s1l aktivasyon gerektiren, 1si-stabil polimeraz enzimler iiretilmektedir

(Bustin 2002).

2.2.1 Yan-Kantitatif PCR

PCR metodu gelistirildikten kisa bir siire i¢inde bu metodun nicel olarak kullaniminin
potansiyeli goriilmiistiir. Bu metot sayesinde teorik olarak, diger teknolojilerin tespit
sinirlarinin ¢ok altindaki miktarlarda DNA’nin miktarinin belirlenebilmesinin miimkiin
oldugu diisiiniilmiistiir. Ancak PCR’da DNA’nin logaritmik olarak artmasini tiim reaksiyon

boyunca gerceklesmez, reaksiyon yavasladigi bir plato fazina ulasir. Bu sebeple reaksiyon
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sonunda cogalan DNA miktari, goreceli olarak reaksiyona koyulan kalip DNA hakkinda

fikir verse de, hassas bir 0l¢iime izin vermemektedir (Syvédnen vd 1988; Lo 1998).

Bu hassasiyet problemini agmak icin yapilan caligmalardan 1988 yilinda Syvénen ve ark.,
her 5 dongiide bir DNA miktarim 6lcerek, klasik PCR’1in tek basina nicel bir metot
olmadig1, ancak dikkatli ¢alisildig1 taktirde yar1 nicel bir metot olarak kullanilabilecegi

sonucuna varmislardir (Syvinen vd 1988).

Nicel PCR’1n ilk 6rneklerinden olan yaristirmali PCR calismalan ilk olarak 1989-1990
yillarinda arasinda yapilmaya baglanmistir. Yaristirmali PCR’da, yogunlugu bilinen ve
icerisine DNA restriksiyon enzim kesim noktast yerlestirilmis RNA veya DNA’nin seri
diliisyonlar1, bilinmeyen Ornek icine eklenir. PCR reaksiyonu gerceklesirken hem
bilinmeyen kalip, hem de icerisinde restriksiyon enzimi kesim noktasi iceren kalip
cogalacagindan, PCR sonucunda ortaya cikan {iriiniin, restriksiyon enzimi ile kesimi
sonunda, bilinmeyen Orneklerde hassas miktar tayininin miimkiin oldugu gosterilmistir
(Becker-André ve Hahlbrock 1989; Wang vd 1989; Gilliland vd 1990; Freeman vd 1999).
Ancak bu metot da mitkemmel degildir, ¢alisabilmesi bazi kosullara baghdir (Freeman vd

1999).

2.2.2 Es zamanh PCR

Higuchi ve ark. 1992 ve 1993 yilinda yapmis oldugu calismalarda, ¢ift zincir floresan
DNA boyasi ve video kamera kullanarak, PCR’1 es zamanh olarak goriintiilediklerini
bildirdiler. Boylece 6rnekleri nicel PCR’da oldugu gibi baska bir DNA ile karigtirmadan,
DNA’nin hassas ve bilyiik dinamik bir aralikta miktar tayininin miimkiin oldugunu

gosterdiler (Higuchi vd 1992; Higuchi vd 1993).
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2.2.2.1 Es zamanh PCR Tespit Yaklasimlari

2.2.2.1.1 Cift Zincir DNA Boyalan

Cift zincir DNA’ya baglandiklar1 zaman floresan 6zellik kazanan boyalardir (Sekil 2.3).
Ortamda ne kadar ¢ok c¢ift zincir DNA varsa, o kadar fazla 151k yayarlar. Bu sebeple es
zamanli PCR’da, her dongiide yeni sentezlenen amplikonlar ile birlikte toplam c¢ift zincir
DNA miktar1 artacagi i¢in, bu boyalar kullanildigi zaman her dongiide alinan floresan 151k
miktart artar. PCR icin kullanilan primerler tek zincir oldugu icin, teorik olarak primer
kaynakli bir 1s51ma gozlemlenmez (van der Velden vd 2003; Wong ve Medrano 2005).
Ancak primerlerin birbirlerine baglanarak dimer olusturmasit sonucunda bir geri plan
1s1mast olusabilir. Yiiksek geri plan 1s1masi hassasiyeti diisiireceginden, primerlerin
tasariminda buna dikkat edilmelidir. Bu boyalar diziye 6zgii olmadig1 i¢in, her uygulamada
ayn1 boyay1 kullanma gibi bir avantaj1 vardir. Ancak bu diziye 6zgii olmama durumundan
dolay1, cokluluga (multiplex) izin vermez ve Ozgiin olmayan sinyal sebebiyle yanlig
pozitiflik goriilmesine daha yatkindir (Wang vd 1989; Wong ve Medrano 2005). Bu
boyalarin genelde hassasiyeti daha diisiik olmasmma ragmen, yeni {iretilen yiiksek
hassasiyetli boyalar ile bu dezavantaji giderilmistir. Bu boyalar1 ve DNA’nin artan sicaklik
ile cift zincir yapisinin bozularak tek zincire doniismesini inceleyen erime egrisi analizini

kullanarak, hassas ¢alismalar yapilabilmektedir.

Sekil 2.3 Cift zincir DNA boyalar1 (Wong ve Medrano 2005). Boyalar soliisyon ortaminda
iken 151k yaymazken, ¢ift zincir DNA’ya baglandiklarinda floresan 6zellik kazanirlar
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2.2.2.1.2 TagMan (Hidroliz) Problar

Hidroliz problari, PCR’1n gerceklesecegi kalip iizerinde, primerlerin arasindaki bir bolgeye
tiimleyici olan, bir ucunda raportdr (reporter), diger ucunda baskilayici (quencher) olan tek
zincir DNA molekiiliidiir. Molekiil saglam halde iken baskilayici, raportorden gelen 15131
emdigi icin, floresan bir 151ma gerceklesmez. Ancak PCR sirasinda Taq polimerazin 5°->3’
hidroliz 6zelliginden dolayi, prob hidrolize olur ve raportor ve baskilayici birbirinden
ayrilir. Bu ayrnilma sonucunda baskilayici, raportoriin yaydigi 15181 arttk ememez ve
soliisyon floresan 6zellik kazanir (Sekil 2.4). PCR sirasinda her dongiide daha fazla prob,
issel olarak artan amplikon sayisina gore logaritmik olarak hidrolize olacagindan, dongii
sayist arttik¢a floresan 1s1ma buna bagh olarak artar (van der Velden vd 2003; Wong ve
Medrano 2005). Hidroliz problart pahali olmamak ile birlikte, diisiik geri plan sinyaline ve
daha genis dinamik araliga sahiptirler (Wong ve Medrano 2005; Walker 2006).

Hidroliz problari i¢in kullanilan primerlerin tasariminda dikkat edilmesi gereken hususlar

(Anonim 2008c¢).

A\

Primerler 20-24 baz uzunlugunda olmali

» Kisa amplikonlar en iyi sonucu verir, bu yiizden amplikon uzunlugu 300 baz
ciftini gecmemeli.

» GC yiizdesi 20-80 arasinda olmali (% 40-60 daha iyi).

» Ayni niikleotidin uzun tekrarlarindan kaginilmali (6zellikle guaninin
tekrarlarindan kaginilmalr).

> Erime sicakligi 55-60 °C olmali.

> lleri ve Ters primerler probun iizerine gelmemek kosuluyla miimkiin

oldugunca proba yakin olmali.

» Primerler G veya C ile bitmeli ancak 3’ten fazla G-C dizisi olmamali.

Hidroliz problarimin tasariminda dikkat edilmesi gereken hususlar (Anonim 2008c).

» Problar 20-30 baz cifti uzunlugunda olmali.
» Ayni niikleotidin uzun tekrarlarindan kacinilmali (6zellikle guaninin

tekrarlarindan kacinilmaly).
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» Probun 5’ ucu Guanin olmamali; florofora bitisik guanin, degredasyondan
sonra bile floresan sinyalin bir miktarin1 bloke eder.

> Problarin erime sicakh@ 65-67 °C olmali. Problarin erime sicakhg
primerlerden yaklasik 10 OC fazla olmal.

» Polimorfik bolge, probun ortasi ile son iigte birlik boliimiin ortasinda

arasinda olmali.

=] = ¥ L Y
i
) ! \ 4 ’ 9

Sekil 2.4 Hidroliz problar1 (Wong ve Medrano 2005). R: Raportor, B: Baskilayici, P: DNA
Polimeraz

2.2.2.1.3 Hibridizasyon (Melezleme) Problari

Bu teknikte, biri 3’ ucundan verici florokrom ile isaretlenmis, digeri ise 5’ ucundan alic1
florokrom ile isaretlenmis iki adet prob DNA vardir. Bu problar, kalip DNA iizerindeki
primerler arasinda bir bolgeye, yan yana tiimleyici olacak sekilde tasarlanmislardir. Bu iki
prob, soliisyon i¢indeyken birbirlerine uzak olduklari icin floresan 6zellik gdstermezken,
ayn1 amplikon iizerine yan yana baglandiklar1 zaman, verici florokromdan yayilan 15181
alic1 florokrom yakalayarak floresan ozellik gosterir (FRET - Fluorescence Resonance
Energy Transfer (Bustin 2002; Wong ve Medrano 2005)) (Sekil 2.5). Floresan 6zelligin
gosterilebilmesi icin alict ve verici florokromlarin 5 niikleotit uzakliktan daha yakinda

olmalar1 yeterlidir. PCR da her dongiide iissel olarak artan amplikonlar iizerine baglanan
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problarin sayisi da iissel olarak artacagindan, artan amplikon miktarinin dolayli olarak
gozlemlenmesi saglanmis olur (van der Velden vd 2003; Wong ve Medrano 2005; Walker
2006).

Sekil 2.5 Hibridizasyon problart (Wong ve Medrano 2005). A: Alici florokrom, V: Verici
florokrom

2.2.2.1.4 Molekiiler Beacons (Molekiiler isaret/Fener)

Molekiiler beacon’lar, orta kisimlarinda kaliba eslenik olan bir bolge, iki ucunda ise
birbirini tiimleyici iki DNA dizisi ile en basit sa¢ tokasi problaridir (Wong ve Medrano
2005). Raportoér ve baskilayici ise molekiiliin iki ucuna eklenmistir. Molekiil soliisyon
icinde serbest halde iken sa¢ tokasi durumundadir ve baskilayicinin etkisi ile floresan etki
goriinmez. Ortamda hedef molekiil bulundugu zaman, prob hedefe baglanir. Bu baglanma
sonucunda sa¢ tokasi agilarak, raportor ve baskilayici biribirinden ayrilir ve floresan
ozellik ortaya cikar (Sekil 2.6). Bu problarda da amplikon miktar1 kadar baglanma
olacagindan, artan amplikon miktar ile orantili olarak floresan 6zellik te artar (Wong ve

Medrano 2005; Walker 2006).
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Sekil 2.6 Molekiiler beacons (Wong ve Medrano 2005). R: Raportor, B: Baskilayict

2.2.2.1.5 Scorpions (Akrepler)

Scorpion problar, diziye Ozgii primerizasyon ve baglanmayi, molekil i¢i olaya
doniistiirmiistiir. Orijinal Scorpion tasarisinda primere eklenmis, raportdr ve baskilayict
iceren prob, sa¢ tokasi olusturmustur ve primere, ¢ogaltilamayan (bloke edici) bir ara
molekiil ile baglanmistir (hekzetilen glikol gibi). Prob sa¢ tokas1 durumunda iken raportor
ve baskilayici birbirine ¢ok yakin oldugu icin floresan 6zellik yoktur. Cogalma sirasinda
dogru primerizasyon olusursa, sa¢ tokasi yapisi, yeni olugsan molekiilde (amplikonda) daha
kararli olacak bagska bir sac tokas1 yapisina doniisecek, ve Sekil 2.7-A‘da de goriilebilecegi
gibi raportor ile baskilayici birbirinden ayrilacagi igin floresan ozellik kazanmlacaktir

(Whitcombe vd 1999; Bustin 2002; Wong ve Medrano 2005).

Orijinal Scorpion tasariminda, her ne kadar raportor ile baskilayici birbirlerinden ayrilarak
florofor floresan ozellik kazanmis olsa da, hala ayn1 molekiil icinde ve goreceli olarak
birbirlerine yakin olduklar i¢in, az da olsa floresan sinyalde bir diisiis s6z konusudur. Bu
diisiisii ortadan kaldirmak i¢in Scorpion problarina yeni bir yaklagim gelistirilmistir (Sekil
2.7-B). Bu yaklasima gore raportdr ve baskilayici, ayn1 molekiil iizerinde degil, birbirini

timleyici iki ayr1 molekiil iizerindedir. Dogru primerizasyon gergeklestigi zaman
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floroforun bagli oldugu kisim, aynm1 molekiil icerisindeki baska bir yere baglanarak sac
tokas1 durumunu tercih edecek, bu da baskilayict grubu iceren parcanin molekiilden ayrilip
soliisyon i¢inde uzaklasarak, daha verimli bir floresan 6zelligi kazanilmasini1 saglayacaktir
(Bustin 2002; Wong ve Medrano 2005).

Scorpion problarinda da artan amplikon miktar1 oraninca floresan sinyal de artig

gozlenmektedir (Bustin 2002).
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Sekil 2.7 Scorpions (Bustin 2002) A: Orijinal Scorpions tasarimi, B: Yeni Scorpions
yaklagimi1

2.3 Sepsiste Koruyucu Onlemler ve Tedavi

2.3.1 Koruyucu Onlemler

Yenidoganlar hastane enfeksiyonlarina kolay yakalanirlar. Bunun sebebi zayif bagisiklik

sistemi ve yenidoganlara yapilan girisimsel islemlerdir. Bu durum, prematiireler icin daha
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da belirgindir. Yenidogan sepsisinde enfeksiyon kaynagimi belirlemek ve buna karsi
tedbirler almak ¢ok onemlidir (Vergnano vd 2005). Yenidogana temastan once ellerin
yikanmasi ¢ok Onemlidir ve 19. yiizyildan beri sepsisi Onlemede faydasi oldugu
bilinmektedir ve bu konuda birka¢ kilavuz mevcuttur. Personelin de bu konuda siirekli

egitilmesi gerekmektedir.

Girisimsel iglemlerin azaltilmasinin hastane enfeksiyonlarim1 azalttifi gozlemlenmistir
(Vergnano vd 2005). Dogumdan 6nce dogum kanalinin antiseptik ile dezenfeksiyonu ise

daha derin arastirilmasi gereken bir konudur (Vergnano vd 2005).

2.3.2 Tedavi

Yenidogan sepsisinin tedavisinde destekleyici bakim (Gerdes 2004; Sankar vd 2008), kan
degistirme (Sankar vd 2008) ve immunoterapi (Mathur 1996) gibi yontemler kullanilsa da,

en onemli tedavi yontemi antibiyotik tedavisidir.

2.3.2.1 Antibiyotik

Tedavide kullanilacak antibiyotik veya antibiyotik karigimi, sepsis ajanina gore
belirlenmelidir. Bu sebeple sepsisin tanisi ile beraber, sepsis ajaninin da belirlenmesi,
tedavi i¢cin ¢cok onemlidir. Ancak tedavide gecikme Oliim oranimi arttirdigi icin, sepsisten
siiphelenildigi durumlarda, taniy1 beklemeksizin antibiyotik tedavisine baslamak gerekir.
Bu asamada da sepsis ajan1 daha belirlenmemis oldugu icin antibiyotik se¢imi muhtemel
ajan, toksisite, doku gecirgenligi, maliyet ve bulunabilirlik g6z 6niine alinarak yapilmals;
sepsis ajan1 tam olarak tespit edildiginde ise verilen antibiyotik veya antibiyotik karigimi
tekrar gozden gecirilmelidir (Mathur 1996; Gerdes 2004; Sankar vd 2008). Her durumda
kullanilacak evrensel bir antibiyotik karistmi bulunmamakla birlikte, antibiyotik secimi
icin kullanilan kapsamli kilavuzlar mevcuttur (Sankar vd 2008). Bat1 iilkelerinde ilk etapta

kullanilabilecek antibiyotik olarak ampisilin ve aminoglikozit karisimi tavsiye edilmektedir
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(Mathur 1996). Ancak ampisilin direnci siklikla gozlemlenebilen bir olay oldugundan
dikkatli olunmalidir (Mathur 1996).

Antibiyotik direnci global bir sorundur. Yenidogan yogun bakim {iinitelerinden bildirilen
coklu direng gosteren bakterilerin sayisi, giin gectikce artmaktadir (Mtitimila ve Cooke
2004; Vergnano vd 2005). Bircok iinitede verilen antibiyotik kombinasyonu, bir penisilin
tiirevi ve bir aminoglikozit olan gentamisin icermektedir. Bunun sonucunda bir¢cok gram
negatif bakteri, ampisilin ve kloksasiline diren¢li hale gelmis, bircogu da gentamisine
zaman ic¢inde direncli hale gelmektedir. Baz1 iilkelerde S.aureus yenidogan sepsisinde en
sik karsilagilan mikroorganizmadir ve MRSA da yaygindir (Vergnano vd 2005). MRSA
icin amikasin ile birlikte siprofloksazin veya vankomisin verilmesi onerilmektedir (Sankar

vd 2008).
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1 Materyal

3.1.1 Bakterilerin Eldesi

Bakteriler Saghik Bakanligi Ankara Egitim ve Arastirma Hastanesi Mikrobiyoloji ve

Yenidogan Boliimleri’nden, petri kabinda agar kiiltiirii olarak temin edilmistir.

3.1.2 PCR Optimizasyonu ve Es Zamanlh PCR’1in Denenmesi icin Materyal

Bakteriler agar lizerinden 6ze ile kazinarak, 1,5 ml’lik tiipteki 1 ml steril distile suyun

icerisine alinmistir. Homojen hale gelinceye kadar vortekslenmistir.

3.1.3 Kandan Bakteri Titrasyon Calismasi icin Materyal

3.1.3.1 Bakteri Yogunlugunun Tespiti

Bakteriler agar iizerinden 6ze ile kazinarak, 1,5 ml’lik tiipteki 1 ml steril distile suyun

icerisine alimigtir. Homojen hale gelinceye kadar vortekslenmistir.

Bakteri yogunlugu absorbans oOlciilerek tespit edilmistir. 600-620 nm’de 1.0 optik
yogunluk vyaklagik 1,0-0,6 10° bakteri/mlI’lik bir yogunluguna karsihk geldigi
belirtilmektedir (Bainer vd 2003; Walker 2006). Bu ¢alismada 1.0 optik yogunluk 0,8 x
10° bakteri/ml olarak kabul edilmistir. Optik  yogunluk, NanoDrop® ND-1000
Spektrofotometre’de ve cihazin kendi yazilimi olan ND-1000 V3.3.0’iin Cell Cultures

modiiliinde ve 600 nm dalga boyunda gerceklestirilmistir.
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3.1.3.2 Bakteri Yogunluk Titrasyonunun Hazirlanmasi

Yogunluklar tespit edilen bakteri siispansyonlari, 10® bakteri/ml olacak sekilde, Cizelge

3.1‘e gore standardize edilmistir. Daha sonra bu Ornekten 10’ar kat seri seyreltmeler

yapilarak 107, 10°, 10° ve 10* bakteri/ml siispansiyonlar hazirlanmistir. Bu islem ii¢ bakteri

tiirii icin de yapilmistir.

Cizelge 3.1 10® bakteri / ml yogunluktaki standart siispansiyonlarin hazirlanmasi

Bakteri Son
Alinan | Eklenen | Toplam
Optik Yogunlugu Yogunluk
Bakteri o Hacim | Distile Su | Hacim 0
Yogunluk | (10° bakteri () () () (10° bakteri
/ ml) ! ! H / ml)
E .coli 0,64 5,12 50 206 256 1
E.faecium 0,78 6,24 50 262 312 1
S.aureus 0,84 6,72 50 286 336 1

3.1.3.3 Titrasyon Orneklerinin Hazirlanmasi

Ornekler Cizelge 3.2°de gosterildigi sekilde hazirlanmistir. Kan olarak EDTA’l1 tiipe
alinmig periferik tam insan kanmi kullanilmistir. Gerekli etik kurul karari, T.C. Saglik

Bakanligi Ankara Egitim ve Arastirma Hastanesi’nden alinmugtir.

Cizelge 3.2 Bakteri yogunluk titrasyonu i¢in 6rneklerin hazirlanmasi

Ornek | Kan Miktar1 | Bakteri Yogunlugu | Eklenen Bakteri | Bakteri / 100 pl kan
No. (ul) (bakteri / ml) Miktar (pl) (adet)

1 100 0 10 0

2 100 10* 10 10°
3 100 10° 10 10°
4 100 10° 10 10*
5 100 10 10 10°
6 100 10° 10 10°
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3.2 Yontem

Bu tez, TUBITAK 1507 ArGe Baslangic Destek Programi, 7070521 nolu projesinin bir

pargasi olarak, Intergen Genetik Hastaliklar Tan1 Merkezi’nde yapilmugtir.

3.2.1 DNA izolasyonu

3.2.1.1 PCR Optimizasyonu ve Es Zamanh PCR’1in Denenmesi icin DNA izolasyonu

1 ml steril distile suyun icerisindeki bakteriler, 1sitic1 blokta (BIOSAN CH-100) 95°C’de
15 dk bekletilmis, daha sonra 13.000 RPM’de 2 dk. santrifuj edilerek (Eppendorf —
Centrifuge 5415R) supernatan alinmig ve sonraki agsamalarda PCR karigimlari icerisindeki

direkt eklenerek, kalip DNA olarak kullanilmistir.

3.2.1.2 Kan I¢inden Titrasyon Calismasi icin DNA izolasyonu

Madde 3.1.3’te hazirlanmis 6rneklerden DNA izolasyonu REALPURE SPIN KIT — REAL
kiti (Durviz, S.L.U) ile yapilmigtir. Tam kandan DNA izolasyonu icin gelistirilmis bu kit,
bakteri DNA’s1im1 da izole edebilmesi i¢in asagidaki sekilde modifiye edilmistir:

1) 1,5 ml’lik tiip igerisine 100 pl tam kan, 100 pl lizozim ¢o6zeltisi (10 mg / ml) ve 10
pl bakteri siispansiyonu eklenir.

2) 37°C’de 30 dk. inkiibe edilir.

3) 180 pl Tissue Lysis Buffer (REAL-E22) ve 20 pl proteinaz K (20 mg / ml) eklenir.

4) 55°C’de 30 dk. inkiibe edilir.

5) 200 pl Lysis / Binding Buffer (REAL-REAO1) eklenir.

6) 70°C’de 10 dk. inkiibe edilir.

7) 300 pl saf izopropanol (MP Biomedicals - No.:19400690) eklenir.
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8) Karsim toplama tiipii (REAL-R30) icerisine yerlestirilen kolon (REAL-RSCO1)
icerisine eklenir.

9) 8.000 rpm’de 60 sn. gevrilir (Eppendorf — Centrifuge 5415R).

10) Toplama tiipii atilir, kolon yeni bir toplama tiipiine yerlestirilir.

11) 500 pl Disinhibition Buffer (REAL-REAO3) eklenir.

12) 8.000 rpm’de 60 sn. cevrilir (Eppendorf — Centrifuge 5415R). Toplama tiipii atik
kabina bosaltilir.

13) 500 pl Wash Buffer (REAL-REA04) eklenir.

14) 8.000 rpm’de 60 sn. cevrilir (Eppendorf — Centrifuge 5415R).Toplama tiipii atik
kabina bosaltilir.

15) 13. ve 14. basamaklar tekrar edilir.

16) En yiiksek hizda 90 sn. cevrilir (Eppendorf — Centrifuge 5415R). Toplama tiipii
atilarak kolon 1,5 ml’lik steril tiipe yerlestirilir.

17) 700C’ye sitilmig 10 pl Elution Buffer (REAL-REAOQS) kolona eklenir. 70°C’de 60
sn. inkiibe edilir.

18) En yiiksek hizda 90 sn. ¢evrilir (Eppendorf — Centrifuge 5415R).

19) 17. ve 18. basamaklar iki defa tekrar edilir.

20) Kolon atilir. 1,5 ml’lik tiipte izole edilen DNA vardir.

3.2.2 Es zamanh PCR

3.2.2.1 16S rRNA Geni Dizilerinin Eldesi

3 tiir icin de 16S rRNA geni dizileri, online veri tabami olan “Ribosomal Database

Project

999

ten alinmistir (internet adresi: http://rdp.cme.msu.edu/hierarchy/hb_intro.jsp).

3.2.2.1.1 Escherichia coli

>S000711522 Escherichia coli 536; CP000247 (Dizinin tamami EK 1’dedir).
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3.2.2.1.2 Enterococcus faecalis

>S000001976 Enterococcus faecalis; LMG 7937; AJ301831 (Dizinin tamami EK 2’dedir).

3.2.2.1.3 Staphylococcus aureus

>S000000257 Staphylococcus aureus subsp. aureus (T); ATCC 12600; X68417 (Dizinin
tamami EK 3’tedir).

3.2.2.2 Korunmus/Korunmamis Bolgelerin Tespiti

Korunmug/Korunmamis bolgelerin tespiti i¢in online bir hizalama programi olan
“MultAlin” kullanilmistir (Corpet 1988) (internet adresi:
http://bioinfo.genotoul.fr/multalin/multalin.html). Hizalama sonuglar1 EK 4’tedir.

3.2.2.2.1 Tiir ici Heterojenitenin Kontrolii

Tiir icerisinde bulunabilecek yiiksek frekansli bir varyasyon olasiligina karsi, “Ribosomal

999

Database Project”’ten (internet adresi:

http://rdp.cme.msu.edu/hierarchy/hb_intro.jsp)

rastgele alinan aym tiire ait 10 — 12 16s rRNA dizisinin primerler ile cogaltilacak bolgeleri,
her bir bakteri i¢in ayri olacak sekilde “MultAlin” kullanilarak hizalanmistir (Corpet 1988)
(internet adresi:

http://bioinfo.genotoul.fr/multalin/multalin.html).
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3.2.2.3 Tasarim

Es zamanli PCR tasarimi, tiirler icin ortak primer cifti ve tiire 6zgii es zamanli PCR
problar1 seklinde yapilmistir (Sekil 3.1). Es zamanli PCR i¢in TagMan (Hidroliz) problari
kullanilmustir. Ug tiir icin de farkli absorption ve emission dalga boylarina sahip raportorler

kullanilmustir.

Problar Gunderson ve digerlerinin yapmis oldugu c¢alismada (Gunderson vd 2004)
kullandiklan kod ¢6zme (decoding) yontemine uygun bir sekilde tasarlanmistir. Bu sayede

metoda esneklik ve pratiklik kazandirilmistir.

Sekil 3.1 Es zamanli PCR tasarimi: Kalip DNA {izerindeki korunmus bolgeler iizerinden
(acik mavi) primerler (koyu mavi oklar), primerlerin arasindaki korunmamis bolge
tizerinden (turuncu) hidroliz problarn tasarlanmistir

3.2.2.3.1 Primerler

Primer dizaym i¢in korunmus bolgeler olan 786-843 (Ek 7.2) ve 940-1008 (Ek 7.2)
arasinda primerler se¢ilmistir. Primer tasariminda “PRIMER® — Primer Designer v.2.0
(Scientific & Educational Software)” yazilimi kullanilmistir. Primerler Metabion

International AG’ye sentezletilmistir. Primer dizileri ve tasarim raporu EK 5’tedir.
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3.2.2.3.2 Problar

Problarin dizayninda online oligo inceleme yazilimi olan, Oligo Analyzer 3.1 (Integrated
DNA Technologies, Inc.

http://eu.idtdna.com/analyzer/Applications/OligoAnalyzer/) kullanilmistir. TIB MOLBIO
Syntheselabor GmbH firmasina sentezletilmistir. Problarin dizi iizerindeki gosterimleri

Sekil 3.2, Sekil 3.3 ve Sekil 3.4’ tedir.

3.2.2.3.2.1 Escherichia coli

GGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGTCGACTT NGO CNeA
EEEEHEEEE T CcGAGCTAACGCGTTAAGTCGACCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGTTAAAACTCAAATGA
ATTGACGGGGGCCGCACAAGCGETGCACCATCTCCT T TAATTCCAT

5'- AGC CAC GCC TCA AGG GCA CAA CCT C -3'
COMPLEMENT:

5'- GAG GTT GTG CCC TTG AGG CGT GGC T -3'

LENGTH: 25
GC CONTENT: 64.0 %
MELT TEMP: 67.3 °C

Sekil 3.2 E. coli i¢in prob tasarimi ve primerler ile birlikte dizi tizerinde gosterimi; ileri
primer sari renkte, ters primer mavi renkte, prob pembe renkte gosterilmistir
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3.2.2.3.2.2 Enterococcus faecalis

GGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTCC TG CACCCes
ESEEIEEREHEE  TcCAGCARACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGACCGCAAGGTTGAAACTCARAGG
AATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGETCCACCATCTCCTTTAATTCCAR

5'- CAC TGA AGG GCG GAA ACC CTC CAA CAC TT -3'
COMPLEMENT:

5'- AAG TGT TGG AGG GTT TCC GCC CTT CAG TG -3'

LENGTH: 29
GC CONTENT: 55.2 %
MELT TEMP: 65.5 °C

Sekil 3.3 E. faecalis i¢in prob tasarimi ve primerler ile birlikte dizi iizerinde gosterimi; ileri
primer sari renkte, ters primer mavi renkte, prob pembe renkte gosterilmistir

3.2.2.3.2.3 Staphylococcus aureus

GGGGATCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTCC TG G CCes
EESEEIIAEHEE CTGCAGCTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGACCGCAAGGTTGAAACTCARAAGG
AATTGACGGGGACCCGCACAAGCGETCCAGCATCTCETTTAATTCCGAR

5'- CAC TAA GGG GCG GAA ACC CCC TAA CAC TT -3'
COMPLEMENT:

5'- AAG TGT TAG GGG GTT TCC GCC CCT TAG TG -3'

LENGTH: 29
GC CONTENT: 55.2 %
MELT TEMP: 65.0 °C

Sekil 3.4 S. aureus icin prob tasarimi ve primerler ile birlikte dizi iizerinde gosterimi; ileri
primer sari renkte, ters primer mavi renkte, prob pembe renkte gosterilmistir
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3.2.2.3.2.4 Raportor ve Baskilayicilar

Tiirlere 6zel tasarlanan problar i¢cin Cizelge ‘de gosterilen raportér ve baskilayicilar
kullanilmistir. Kullanilan raportoriin deteksiyonun hangi kanaldan yapildig1 yine Cizelge

3.3 tedir.

Cizelge 3.3 Problar icin kullanilan raportor, baskilayici ve raportoriin kanali

5'Raportor | Renk/Kanal |Prob Dizisi 3' Baskilayici
5'- AGC CAC GCC TCA AGG GCA CAA
E. coli ROX™ Turuned | 1 3 BHQ-2™
5'- CAC TGA AGG GCG GAA ACC CTC
E. faecalis FAM™ vesil CAA CAC TT -3' BHQ-1™
5'- CAC TAA GGG GCG GAA ACC ccc
S. aureus HEX™ San TAA CAC TT -3' BHQ-1™

3.2.2.4 Reaksiyon Kosullar1

3.2.2.4.1 PCR Optimizasyonu

PCR kosullarinin optimizasyonu icin primerler 55-65°C sicaklikta denenmistir. Bu amag
icin, Bolim 3.2.1.1°de tarif edildigi gibi hazirlanan S. aureus DNA’s1 kullanilmistir.
Primerler Cizelge 3.4‘teki reaksiyon kosullarinda ve Cizelge 3.5‘teki termal dondiiriicii
kosullarinda, gradient termal dongii cihazi olan Biorad MJ Mini™ cihazi kullanilarak

denenmistir.
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Cizelge 3.4 PCR optimizasyonu reaksiyon kosullar

Reaktif Miktar (ul)

Steril Distile Su (Eczacibasi-Baxter) 16,3
10x Tampon (Qiagen — 203203) 2,5
MgCl, (Qiagen — 203203) (25 mM) 1,5
Primer Ileri (5uM) 1
Primer Ters (S5uM) 1
dNTP Karisimi (her biri icin 10 mM) 0,5
Taq DNA Polimeraz (5 iinite / pl)

(HotStartTaq® / Qiagen — 203203) 02
DNA 2
Toplam Hacim 25

Cizelge 3.5 PCR optimizasyonu termal dongii kosullar

Sicaklik (OC) Siire (dk:sn) Dongii Sayist
95 12:00 1
95 00:45
55-65 1:00 35
72 00:45
72 10:00 1
4 Siiresiz 1

PCR reaksiyonu sonucunda elde edilen iiriin, % 0,1 Ethidyum Bromiir iceren % 2’lik

agaroz jelde 120 voltta 15 dk. yiiriitiildiikten sonra jel, UV transilluminatérde (KODAK —

Gel Logic 200 Imaging Systems) goriintiilenerek fotografi alinmustir.

3.2.2.4.2 PCR Optimizasyonunun Dogrulanmasi

PCR optimizasyonunda tespit edilen kosullarn, ii¢ bakteri tiirii icin de gecerli oldugu ayni
zamanda insan genomik DNA’s1 i¢in negatif oldugunun dogrulanmasi amaci ile 3 bakteri

ve insan genomik DNA’s1 Cizelge ‘deki reaksiyon kosullar ve Cizelge 3.6‘daki termal

dongii kosullarinda denenmistir.
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Cizelge 3.6 PCR optimizasyonunun dogrulanmasi i¢in termal dongii kosullart

Sicaklik ("C) Siire (dk:sn) Dongii Sayist
95 12:00 1
95 00:45
60 1:00 35
72 00:45
72 10:00 1
4 Siiresiz 1

3.2.2.4.3 Es Zamanh PCR’1n Denenmesi

Problarin calisip calismadiklarinin denenmesi i¢in PCR optimizasyonu ve es zamanl
PCR’in denenmesi i¢in izole edilen DNA’lar (Boliim 3.2.1.1) kullamilarak deneme
calismast yapilmistir. Ug bakteri icin tasarlanan problar ayr1 ayri ve iiciiniin birlikte
bulundugu bir reaksiyon olacak sekilde dort farkli reaksiyon karigimi Cizelge 3.7‘deki gibi

hazirlanmagtir.

Es zamanli PCR cihaz1 olarak Corbett Research Rotor-geneTM 6000 Model:5-plex
kullanilmis ve ayarlar1 asagidaki sekilde yapilmistir:

Rotor tipi: 36-kuyucuklu rotor
Reaksiyon hacmi: 25 pl
Aquiring (Veri Toplama): Green, Orange, Yellow (Yesil, Turuncu, Sar1)

YV V V VY

Auto-Gain Optimisation (Kendi kendine kazanim optimizasyonu): Perform
optimisation before Ist aquisition (Birinci verici alimindan Once
optimizasyon gerceklestirir)

Es zamanli PCR cihazinin kanal ayarlar Cizelge 3.8‘deki gibi yapilmistir.

Es zamanli PCR cihazinin termal dongii ayarlarn Cizelge 3.9°daki gibi yapilmistir.
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Cizelge 3.7 Es zamanli PCR’1n denenmesi icin reaksiyon kosullari

Reaktif Miktar (]
Reaksiyon 1 | Reaksiyon 2 | Reaksiyon 3 | Reaksiyon 4
Cift Distile Su 15,3 15,3 15,3 13,3
10x Tampon 2,5 2,5 2,5 2,5
MgCl, (25 mM) 1,5 1,5 L5 L5
Primer lleri (5uM) 1 1 1 1
Primer Ters (SuM) 1 1 1 1
dNTP Karisimi
(her biri i¢in 10 mM) 03 03 0 03
Prob (E. coli) (5pM) 1 - - 1
Prob (E. faecalis) (5pM) - 1 - 1
Prob (S. aureus) (S5puM) - - 1 1
Taq DNA Polimeraz
(5 tinite / ) 0,2 0,2 0,2 0,2
DNA 2 2 2 2
Toplam Hacim 25 25 25 25
Cizelge 3.8 Es zamanli1 PCR cihazinin kanal ayarlari
Ady Tiip Asgari Azami Asgari Azami
Pozisyonu Okuma Okuma Kazanim Kazanim

Green 1 SH 10F1 -10 10

Yellow 1 SHI 10F1 -10 10

Orange 1 SF1 10F1 -10 10

Cizelge 3.9 Es zamanli1 PCR cihazinin termal dongii ayarlari

Sicaklik (°C) Siire (dk:sn) Dongii Sayist
95 10:00 1
95 00:20
60 00:45 50
72 00:15
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3.2.2.4.4 Kan i¢inden Titrasyon Calismasi

Es zamanli PCR’1n denenmesinde reaksiyon kosullar olarak Cizelge 3.7‘deki Reaksiyon 4
kosullart kullanilmistir. Es zamanlt PCR cihaz1 ayarlan ve termal dongii ayarlar igin de

Boliim 3.2.2.4.3’te kullanilan ayarlarin aynisi uygulanmaistir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI

4.1 Bakteri Yogunlugu Ol¢iimii Sonuclar

Spektrofotometrik 6l¢iim sonuglan Cizelge 4.1°deki gibidir.

Cizelge 4.1 Spektrofotometrik 6l¢iim sonuglar

Sample ID | User ID Date Time | Baseline 6(/):)b:m Measure type Serial#
Default | 01.11.2008 | 10:55 0 0 Blank USB2G25492BA368
S.aureus Default | 01.11.2008 | 10:58 0 0,084 Measure USB2G25492BA368
Default | 24.11.2008 | 20:01 0 0 Blank USB2G25492BA368
E.coli Default | 24.11.2008 | 20:07 0 0,064 Measure USB2G25492BA368
Default | 25.11.2008 | 19:40 0 0 Blank USB2G25492BA368
E.faecium | Default | 25.11.2008 | 19:46 0 0,078 Measure USB2G25492BA368

Kullanilan cihaz,

1 mm’den Oolgiim yaptigindan optik yogunlugu bulmak icin

spektrofotometrik Olciimlerin cm’ye doniistiiriilmesi gerekmektedir (Anonim 2006). Bu

sebeple Ol¢iilen degerler 10 ile carpilmistir (Cizelge 4.2).

Cizelge 4.2 Bakteri siispansiyonlarinin 600 nm’deki optik yogunluklari
600 nm’deki Optik Yogunluk

E.coli 0,64
E.faecium 0,78
S.aureus 0,84

4.2 Tiir ici Heterojenite Kontrolii Sonuclar:

Tiirler icinde, problarin baglandig1 55. ve 85. niikleotidler arasindaki bolgelerde herhangi

bir heterojeniteye rastlanmamistir (Sekil 4.1, Sekil 4.2 ve Sekil 4.3).
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S000000986
S000005491
5000004313
S000711522
S000711527
S000653076
S000653074
5000653072
S000711530
5000860490
5001014511
S000860495
Consensus

5000000986
5000005491
5000004313
5000711522
5000711527
5000653076
5000653074
S000653072
S000711530
5000860490
5001014511
5000860495
Consensus

S000000986
S000005491
S000004313
S000711522
S000711527
S000653076
S000653074
5000653072
S000711530
5000860490
5001014511
S000860495
Consensus

5000000986
5000005491
5000004313
5000711522
5000711527
5000653076
5000653074
S000653072
S000711530
5000860490
5001014511
5000860495
Consensus

1

GGGGAGCAAA
GGGGAGCAAA
GGGGAGCAAA
GGGGAGCAAA
GGGGAGCAAA
GGGGAGCAAA
GGGGAGCAAA
GGGGAGCAAA
GGGGAGCAAA
GGGGAGCAAA
GGGGAGCAAA
GGGGAGCAAA
GGGGAGCAAA

51

CGACTTGGAG
CGACTTGGAG
CGACTTGGAG
CGACTTGGAG
CGACTTGGAG
CGACTTGGAG
CGACTTGGAG
CGACTTGGAG
CGACTTGGAG
CGACTTGGAG
CGACTTGGAG
CGACTTGGAG
CGACTTGGAG

101

AGTCGACCGC
AGTCGACCGC
AGTCGACCGC
AGTCGACCGC
AGTCGACCGC
AGTCGACCGC
AGTCGACCGC
AGTCGACCGC
AGTCGACCGC
AGTCGACCGC
AGTCGACCGC
AGTCGACCGC
AGTCGACCGC

151

ACGGGGGCC—
ACGGGGGCC—
ACGGGGGCC—
ACGGGGGCCC
ACGGGGGCCC
ACGGGGGCCC
ACGGGGGCCC
ACGGGGGCCC
ACGGGGGCCC
ACGGGGGCCC
ACGGGGGCCC
ACGGGGGCCC
ACGGGGGCCC

CAGGATTAGA
CAGGATTAGA
CAGGATTAGA
CAGGATTAGA
CAGGATTAGA
CAGGATTAGA
CAGGATTAGA
CAGGATTAGA
CAGGATTAGA
CAGGATTAGA
CAGGATTAGA
CAGGATTAGA
CAGGATTAGA

GTTGTGCCCT
GTTGTGCCCT
GTTGTGCCCT
GTTGTGCCCT
GTTGTGCCCT
GTTGTGCCCT
GTTGTGCCCT
GTTGTGCCCT
GTTGTGCCCT
GTTGTGCCCT
GTTGTGCCCT
GTTGTGCCCT
GTTGTGCCCT

CTGGGGAGTA
CTGGGGAGTA
CTGGGGAGTA
CTGGGGAGTA
CTGGGGAGTA
CTGGGGAGTA
CTGGGGAGTA
CTGGGGAGTA
CTGGGGAGTA
CTGGGGAGTA
CTGGGGAGTA
CTGGGGAGTA
CTGGGGAGTA

GCACAAGCGG
GCACAAGCGG
GCACAAGCGG
GCACAAGCGG
GCACAAGCGG
GCACAAGCGG
GCACAAGCGG
GCACAAGCGG
GCACAAGCGG
GCACAAGCGG
GCACAAGCGG
GCACAAGCGG
GCACAAGCGG

TACCCTGGTA
TACCCTGGTA
TACCCTGGTA
TACCCTGGTA
TACCCTGGTA
TACCCTGGTA
TACCCTGGTA
TACCCTGGTA
TACCCTGGTA
TACCCTGGTA
TACCCTGGTA
TACCCTGGTA
TACCCTGGTA

TGAGGCGTGG
TGAGGCGTGG
TGAGGCGTGG
TGAGGCGTGG
TGAGGCGTGG
TGAGGCGTGG
TGAGGCGTGG
TGAGGCGTGG
TGAGGCGTGG
TGAGGCGTGG
TGAGGCGTGG
TGAGGCGTGG
TGAGGCGTGG

CGGCCGCAAG
CGGCCGCAAG
CGGCCGCAAG
CGGCCGCAAG
CGGCCGCAAG
CGGCCGCAAG
CGGCCGCAAG
CGGCCGCAAG
CGGCCGCAAG
CGGCCGCAAG
CGGCCGCAAG
CGGCCGCAAG
CGGCCGCAAG

TGGAGCATGT
TGGAGCATGT
TGGAGCATGT
TGGAGCATGT
TGGAGCATGT
TGGAGCATGT
TGGAGCATGT
TGGAGCATGT
TGGAGCATGT
TGGAGCATGT
TGGAGCATGT
TGGAGCATGT
TGGAGCATGT

GTCCACGCCG
GTCCACGCCG
GTCCACGCCG
GTCCACGCCG
GTCCACGCCG
GTCCACGCCG
GTCCACGCCG
GTCCACGCCG
GTCCACGCCG
GTCCACGCCG
GTCCACGCCG
GTCCACGCCG
GTCCACGCCG

CTTCCGGANN
CTTCCGGANN
CTTCCGGANN
CTTCCGGAGC
CTTCCGGAGC
CTTCCGGAGC
CTTCCGGAGC
CTTCCGGAGC
CTTCCGGAGC
CTTCCGGAGC
CTTCCGGAGC
CTTCCGGAGC
CTTCCGGAgc

GTTAAAACTC
GTTAAAACTC
GTTAAAACTC
GTTAAAACTC
GTTAAAACTC
GTTAAAACTC
GTTAAAACTC
GTTAAAACTC
GTTAAAACTC
GTTAAAACTC
GTTAAAACTC
GTTAAAACTC
GTTAAAACTC

GGTTTAATTC
GGTTTAATTC
GGTTTAATTC
GGTTTAATTC
GGTTTAATTC
GGTTTAATTC
GGTTTAATTC
GGTTTAATTC
GGTTTAATTC
GGTTTAATTC
GGTTTAATTC
GGTTTAATTC
GGTTTAATTC

50
TAAACGATGT
TAAACGATGT
TAAACGATGT
TAAACGATGT
TAAACGATGT
TAAACGATGT
TAAACGATGT
TAAACGATGT
TAAACGATGT
TAAACGATGT
TAAACGATGT
TAAACGATGT
TAAACGATGT

100
TAACGCGTTA
TAACGCGTTA
TAACGCGTTA
TAACGCGTTA
TAACGCGTTA
TAACGCGTTA
TAACGCGTTA
TAACGCGTTA
TAACGCGTTA
TAACGCGTTA
TAACGCGTTA
TAACGCGTTA
TAACGCGTTA

150
AAATGAATTG
AAATGAATTG
AAATGAATTG
AAATGAATTG
AAATGAATTG
AAATGAATTG
AAATGAATTG
AAATGAATTIG
AAATGAATTG
AAATGAATTG
AAATGAATTIG
AAATGAATTG
AAATGAATTIG

193
GAT
GAT
GAT
GAT
GAT
GAT
GAT
GAT
GAT
GAT
GAT
GAT
GAT

Sekil 4.1 Tiir ici Heterojenite Kontrolii Sonuglar1 — E. coli
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S000001976
S000012997
5000127028
S000375664
5000319413
S000261697
S000134137
5000013428
5000427506
S000008133
Consensus

S000001976
S000012997
5000127028
S000375664
5000319413
5000261697
5000134137
5000013428
5000427506
S000008133
Consensus

S000001976
S000012997
5000127028
S000375664
5000319413
S000261697
S000134137
5000013428
5000427506
S000008133
Consensus

S000001976
5000012997
5000127028
S000375664
5000319413
S000261697
5000134137
5000013428
5000427506
5000008133
Consensus

1

GGGGAGCAAA
GGGGAGCAAA
GGGGAGCAAA
GGGGAGCAAA
GGGGAGCAAA
GGGGAGCAAA
GGGGAGCAAA
GGGGAGCAAA
GGGGAGCAAA
GKSATGCAAA
GgggaGCAAA
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GTGCTAAGTG
GTGCTAAGTG
GTGCTAAGTG
GTGCTAAGTG
GTGCTAAGTG
GTGCTAAGTG
GTGCTAAGTG
GTGCTAAGTG
GTGCTAAGTG
GCGCTAAGTG
GtGCTAAGTG

101

AAGCACTCCG
AAGCACTCCG
AAGCACTCCG
AAGCACTCCG
AAGCACTCCG
AAGCACTCCG
AAGCACTCCG
AAGCACTCCG
AAGCACTCCG
AAGCACTCCG
AAGCACTCCG

151

GACGGGGGCC
GACGGGGGCC
GACGGGGGCC
GACGGGGGCC
GACGGGGGCC
GACGGGGGCC
GACGGGGGCC
GACGGGGGCC
GACGGGGGCC
GACGGGGGCC
GACGGGGGCC

CAGGATTAGA
CAGGATTAGA
CAGGATTAGA
CAGGATTAGA
CAGGATTAGA
CAGGATTAGA
CAGGATTAGA
CAGGATTAGA
CAGGATTAGA
CAGGATTAGA
CAGGATTAGA

TTGGAGGGTT
TTGGAGGGTT
TTGGAGGGTT
TTGGAGGGTT
TTGGAGGGTT
TTGGAGGGTT
TTGGAGGGTT
TTGGAGGGTT
TTGGAGGGTT
TTGGAGGGTT
TTGGAGGGTT

CCTGGGGAGT
CCTGGGGAGT
CCTGGGGAGT
CCTGGGGAGT
CCTGGGGAGT
CCTGGGGAGT
CCTGGGGAGT
CCTGGGGAGT
CCTGGGGAGT
CCTGGGGAGT
CCTGGGGAGT

CGCACAAGCG
CGCACAAGCG
CGCACAAGCG
CGCACAAGCG
CGCACAAGCG
CGCACAAGCG
CGCACAAGCG
CGCACAAGCG
CG-ACAAGCG
—GCACAAGCG
cGcACAAGCG

TACCCTGGTA
TACCCTGGTA
TACCCTGGTA
TACCCTGGTA
TACCCTGGTA
TACCCTGGTA
TACCCTGGTA
TACCCTGGTA
TACCCTGGTA
TACCCTGGTA
TACCCTGGTA

TCCGCCCTTC
TCCGCCCTTC
TCCGCCCTTC
TCCGCCCTTC
TCCGCCCTTC
TCCGCCCTTC
TCCGCCCTTC
TCCGCCCTTC
TCCGCCCTTC
TCCGCCCTTC
TCCGCCCTTC

ACGACCGCAA
ACGACCGCAA
ACGACCGCAA
ACGACCGCAA
ACGACCGCAA
ACGACCGCAA
ACGACCGCAA
ACGACCGCAA
ACGACCGCAA
ACGACCGCAA
ACGACCGCAA

GTGGAGCATG
GTGGAGCATG
GTGGAGCATG
GTGGAGCATG
GTGGAGCATG
GTGGAGCATG
GTGGAGCATG
-TGGAGCATG
GTGGAGCATG
GTGGAGCATG
GTGGAGCATG

GTCCACGCCG
GTCCACGCCG
GTCCACGCCG
GTCCACGCCG
GTCCACGCCG
GTCCACGCCG
GTCCACGCCG
GTCCACGCCG
GTCCACGCCG
GTCCACGCCG
GTCCACGCCG

AGTGCTGCAG
AGTGCTGCAG
AGTGCTGCAG
AGTGCTGCAG
AGTGCTGCAG
AGTGCTGCAG
AGTGCTGCAG
AGTGCTGCAG
AGTGCTGCAG
AGTGCTGCAG
AGTGCTGCAG

GGTTGAAACT
GGTTGAAACT
GGTTGAAACT
GGTTGAAACT
GGTTGAAACT
GGTTGAAACT
GGTTGAAACT
GGTTGAAACT
GGTTGAAACT
GGTTGAAACT
GGTTGAAACT

TGGTTTAATT
TGGTTTAATT
TGGTTTAATT
TGGTTTAATT
TGGTTTAATT
TGGTTTAATT
TGGTTTAATT
TGGTTTAATT
TG-TTTAATT
TGGTTTAATT
TGgTTTAATT

50
TAAACGATGA
TAAACGATGA
TAAACGATGA
TAAACGATGA
TAAACGATGA
TAAACGATGA
TAAACGATGA
TAAACGATGA
TAAACGATGA
TAAACGATGA
TAAACGATGA

100
CAAACGCATT
CAAACGCATT
CAAACGCATT
CAAACGCATT
CAAACGCATT
CAAACGCATT
CAAACGCATT
CAAACGCATT
CAAACGCATT
CAAACGCATT
CaAACGCATT

150
CAAAGGAATT
CAAAGGAATT
CAAAGGAATT
CAAAGGAATT
CAAAGGAATT
CAAAGGAATT
CAAAGGAATT
CAAAGGAATT
CAAAGGAATT
CAAAGGAATT
CAAAGGAATT

194
CGAA
CGAA
CGAA
CGAA
CGAA
CGAA
CGAA
CGAA
CGAA
CGAA
CGAA

Sekil 4.2 Tiir ici Heterojenite Kontrolii Sonuglari — E. faecalis
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S000000257
S000387145
5000528565
S000528551
5000414711
5000413958
S000413957
5000413956
S000413955
5000413954
5000388132
Consensus

S000000257
5000387145
5000528565
5000528551
5000414711
5000413958
5000413957
5000413956
S000413955
5000413954
5000388132
Consensus

S000000257
5000387145
5S000528565
5000528551
5000414711
5000413958
S000413957
S000413956
S000413955
5000413954
S000388132
Consensus

S000000257
5000387145
S000528565
5000528551
5000414711
5000413958
5000413957
5000413956
5000413955
5000413954
S000388132
Consensus

1

GGGGATCAAA
GGGGATCAAA
GGGGATCAAA
GGGGATCAAA
GGGGATCAAA
GGGGATCAAA
GGGGATCAAA
GGGGATCAAA
GGGGATCAAA
GGGGATCAAA
GGGAATCAAA
GGGGATCAAA
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GTGCTAAGTG
GTGCTAAGTG
GTGCTAAGTG
GTGCTAAGTG
GTGCTAAGTG
GTGCTAAGTG
GTGCTAAGTG
GTGCTAAGTG
GTGCTAAGTG
GTGCTAAGTG
GTGCTAAGTG
GTGCTAAGTG

101

AAGCACTCCG
AAGCACTCCG
AAGCACTCCG
AAGCACTCCG
AAGCACTCCG
AAGCACTCCG
AAGCACTCCG
AAGCACTCCG
AAGCACTCCG
AAGCACTCCG
AAGCACTCCG
AAGCACTCCG

151

GACGGGGACC
GACGGGGACC
GACGGGGACC
GACGGGGACC
GACGGGGACC
GACGGGGACC
GACGGGGACC
GACGGGGACC
GACGGGGACC
GACGGGGACC
GACGGGGACC
GACGGGGACC

CAGGATTAGA
CAGGATTAGA
CAGGATTAGA
CAGGATTAGA
CAGGATTAGA
CAGGATTAGA
CAGGATTAGA
CAGGATTAGA
CAGGATTAGA
CAGGATTAGA
CAGGATTAGA
CAGGATTAGA

TTAGGGGGTT
TTAGGGGGTT
TTAGGGGGTT
TTAGGGGGTT
TTAGGGGGTT
TTAGGGGGTT
TTAGGGGGTT
TTAGGGGGTT
TTAGGGGGTT
TTAGGGGGTT
TTAGGGGGTT
TTAGGGGGTT

CCTGGGGAGT
CCTGGGGAGT
CCTGGGGAGT
CCTGGGGAGT
CCTGGGGAGT
CCTGGGGAGT
CCTGGGGAGT
CCTGGGGAGT
CCTGGGGAGT
CCTGGGGAGT
CCTGGGGAGT
CCTGGGGAGT

CGCACAAGCG
CGCACAAGCG
CGCACAAGCG
CGCACAAGCG
CGCACAAGCG
CGCACAAGCG
CGCACAAGCG
CGCACAAGCG
CGCACAAGCG
CGCACAAGCG
CGCACAAGCG
CGCACAAGCG

TACCCTGGTA
TACCCTGGTA
TACCCTGGTA
TACCCTGGTA
TACCCTGGTA
TACCCTGGTA
TACCCTGGTA
TACCCTGGTA
TACCCTGGTA
TACCCTGGTA
TACCCTGGTA
TACCCTGGTA

TCCGCCCCTT
TCCGCCCCTT
TCCGCCCCTT
TCCGCCCCTT
TCCGCCCCTT
TCCGCCCCTT
TCCGCCCCTT
TCCGCCCCTT
TCCGCCCCTT
TCCGCCCCTT
TCCGCCCCTT
TCCGCCCCTT

ACGACCGCAA
ACGACCGCAA
ACGACCGCAA
ACGACCGCAA
ACGACCGCAA
ACGACCGCAA
ACGACCGCAA
ACGACCGCAA
ACGACCGCAA
ACGACCGCAA
ACGACCGCAA
ACGACCGCAA

GTGGAGCATG
GTGGAGCATG
GTGGAGCATG
GTGGAGCATG
GTGGAGCATG
GTGGAGCATG
GTGGAGCATG
GTGGAGCATG
GTGGAGCATG
GTGGAGCATG
GTGGAGCATG
GTGGAGCATG

GTCCACGCCG
GTCCACGCCG
GTCCACGCCG
GTCCACGCCG
GTCCACGCCG
GTCCACGCCG
GTCCACGCCG
GTCCACGCCG
GTCCACGCCG
GTCCACGCCG
GTCCACGCCG
GTCCACGCCG

AGTGCTGCAG
AGTGCTGCAG
AGTGCTGCAG
AGTGCTGCAG
AGTGCTGCAG
AGTGCTGCAG
AGTGCTGCAG
AGTGCTGCAG
AGTGCTGCAG
AGTGCTGCAG
AGTGCTGCAG
AGTGCTGCAG

GGTTGAAACT
GGTTGAAACT
GGTTGAAACT
GGTTGAAACT
GGTTGAAACT
GGTTGAAACT
GGTTGAAACT
GGTTGAAACT
GGTTGAAACT
GGTTGAAACT
GGTTGAAACT
GGTTGAAACT

TGGTTTAATT
TGGTTTAATT
TGGTTTAATT
TGGTTTAATT
TGGTTTAATT
TGGTTTAATT
TGGTTTAATT
TGGTTTAATT
TGGTTTAATT
TGGTTTAATT
TGGTTTAATT
TGGTTTAATT

50
TAAACGATGA
TAAACGATGA
TAAACGATGA
TAAACGATGA
TAAACGATGA
TAAACGATGA
TAAACGATGA
TAAACGATGA
TAAACGATGA
TAAACGATGA
TAAACGATGA
TAAACGATGA

100
CTAACGCATT
CTAACGCATT
CTAACGCATT
CTAACGCATT
CTAACGCATT
CTAACGCATT
CTAACGCATT
CTAACGCATT
CTAACGCATT
CTAACGCATT
CTAACGCATT
CTAACGCATT

150
CAAAGGAATT
CAAAGGAATT
CAAAGGAATT
CAAAGGAATT
CAAAGGAATT
CAAAGGAATT
CAAAGGAATT
CAAAGGAATT
CAAAGGAATT
CAAAGGAATT
CAAAGGAATT
CAAAGGAATT

194
CGAA
CGAA
CGAA
CGAA
CGAA
CGAA
CGAA
CGAA
CGAA
CGAA
CGAA
CGAA

Sekil 4.3 Tiir I¢i Heterojenite Kontrolii Sonuglari — S. aureus

51




4.3 PCR Optimizasyonu Sonuglari

Yapilan gradient PCR’1n sonucunda belirtilen kosullarda ve baglanma sicakligi olarak 55-
62 °C arasinda, S.aureus i¢in primerlerin iyi calistig tespit edilmistir. Jel goriintiisii Sekil
4.4 tedir.

L -

atb C d

Sekil 4.4 PCR optimizasyonu jel goriintiisii: a: 55°C, b: 58°C, ¢: 62°C, d: 65°C, L: 100 bp
DNA boy belirteci. DNA boy belirteci ile ornekler arasinda c¢alisma dis1 Ornekler
bulundugundan, bu 6rnekler goriintiiden ¢ikartilmistir. Jel goriintiistintin asli EK 6’dadir

4.4 PCR Optimizasyonunun Dogrulanmasinin Sonuclari

PCR reaksiyonun belirtilen kosullarda ii¢ bakteri i¢in de iyi ¢alistifi, insan genomik
DNA’sinda ve negatif kontrolde ise reaksiyonun calismadigi goézlemlenmistir. Jel

goriintiisii Sekil 4.5 ‘tedir.
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Sekil 4.5 PCR optimizasyonunun dogrulanmasinin jel goriintiisii: a: E. coli, b: E. faecalis,
c: S. aureus, d: insan genomik DNA, e: negatif kontrol, L: 100 bp DNA boy belirteci

4.5 Es Zamanh PCR Denenmesinin Sonuclari

Ug bakteri icin de problarm 6zgiil oldugu, hem ii¢ bakteri icin problarin beraber bulundugu
reaksiyonda, hem de problarin tek baglarina bulundugu reaksiyonlarda, ozgiilliik
gozlenmis, herhangi bir capraz sinyalizasyon durumu ile karsilasilmamistir. Es zamanlh

PCR grafikleri Sekil 4.6, Sekil 4.7 ve Sekil 4.8‘dedir.
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Sekil 4.6 Es zamanli PCR denenmesinin sonuclari — Turuncu kanal: E. coli, a: Reaksiyon
1, b: Reaksiyon 4
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Sekil 4.7 Es zamanli PCR denenmesinin sonuglar — Yesil kanal: E. faecalis, a: Reaksiyon
2, b: Reaksiyon 4
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Sekil 4.8 Es zamanli PCR denenmesinin sonuglar1 — Sar1 kanal: S. aureus, a: Reaksiyon 3,
b: Reaksiyon 4
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4.5.1 C; Degerleri

Es zamanli PCR denemesinde elde edilen C, degerleri Cizelge 4.3 ‘te gosterilmistir.

Cizelge 4.3 Es zamanli PCR denemesinde elde edilen C; degerleri

C; degerleri (esik degeri = 0,5)
Turuncu Kanal
Reaksiyon 1 | Reaksiyon 2 | Reaksiyon 3 | Reaksiyon 4
E.coli 19,2 - - 20,1
E.faecalis - - - -
S.aureus - - - -
C; degerleri (esik degeri = 0,2)
Yesil Kanal
Reaksiyon 1 | Reaksiyon 2 | Reaksiyon 3 | Reaksiyon 4
E.coli - - - -
E.faecalis - 21,3 - 21,8
S.aureus - - - -
C; degerleri (esik degeri = 0,1)
Sar1 Kanal
Reaksiyon 1 | Reaksiyon 2 | Reaksiyon 3 | Reaksiyon 4
E.coli - - - -
E.faecalis - - - -
S.aureus - - 20,1 19,6
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4.6 Kan icinden Titrasyon Calismasinin Sonuclari

Kan icinden yapilan titrasyon ¢alismasinin es zamanli PCR grafikleri Sekil 4.9, Sekil 4.10
ve Sekil 4.11 dedir.

0,65

0,60

0,55

0,50

0,45 |

Warm. Fluoro
= =
[ =
o =

o
W
=

o
a
h

0,20

0,15

0,10 4

0,05
Threshold —_—

0,00 4

Y Y T Y Y Y Y Y Y Y
3 10 15 20 25 30 35 40 45 50
Cycle

Sekil 4.9 Kan icinden titrasyon calismasmin sonuglari (E. coli): a: 10° b: 10°, ¢: 10, d:
10%, e: 10, f: 0 bakteri / 100ul kan
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Sekil 4.10 Kan i¢inden titrasyon calismasinin sonuglar (E. faecalis): a: 10°, b: 10, ¢: 107,
d: 10°, e: 107, f: 0 bakteri / 100pl kan
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Sekil 4.11 Kan i¢inden titrasyon ¢alismasinin sonuglar (S. aureus): a: 10°, b: 10°, c: 10, d:
10%, e: 10% f: 0 bakteri / 100pl kan
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4.6.1 C; Degerleri

Kan iginden yapilan titrasyon calismasinda elde edilen C; degerleri Cizelge 4.4°‘te

gosterilmistir.

Cizelge 4.4 Kan i¢inden yapilan titrasyon ¢alismasinda elde edilen C; degerleri

) Kanallar, secilen esik degerleri ve
Omek Bakteri Yogunlugu | Bakteri Yogunlugu bakterl.ler
No- | (adet / 100l kan) | (adet/reaksiyon) | ruruncu | Yesil Sar
0,05 0,02 0,01
E. coli E. faecalis | S. aureus
1 0 0 - - -
2 10° <10 - 47,6 -
3 10° < 10? 36,6 32,3 35,1
4 10* <10° 30,7 28.8 32,6
5 10° <10 25.9 24,1 27.5
6 10° <10’ 24.5 20,6 23,3

59



5. TARTISMA VE SONUC

Bu caligmada sepsis vakalarinda kullanilmak iizere, secilen 3 bakterinin kan icerisinden
tanimlanmasina yonelik bir metot gelistirilmistir. Yaklasim olarak es zamanli PCR ile
hidroliz problart kullanilmistir. Yenidogan sepsisinin tanisindaki yetersizliklerden dolay1
bilyiik ihtiyacin oldugu bu alanda, ihtiyaci tamamen gidermek miimkiin olmasa da, bu

amag i¢in kullanilabilecek bir metot gelistirilmistir.

5.1 Tasarlanan Yaristirmah Problar Ve Ozgiilliik Performanslari

Bu caligmada tasarlanan problar yarigtirmali kullanilmak iizere tasarlanmistir; yani ayni
reaksiyon ortami icerisinde, kalip DNA’ya en uygun olanin baglanmasi sonucu sinyal
verecek sekilde tasarlanmistir. Molekiiler genetik tekniklerde oligoniikleotitlerin
yarigtirmal1 olarak kullanilmasinin 6zgiilliigii arttirdigi bilinen bir gercektir; 6zgiil olan bir
oligoniikleotidin bulundugu bir reaksiyon ortaminda, 6zgiil olmayan bir oligoniikleotidin
reaksiyona girme orani, Ozgiil olan bir oligoniikleotidin bulunmadigi bir reaksiyon
ortamina gore daha azdir. Ancak bu calismada boyle bir etki gozlenmemistir, biitiin
problar, 6zgiil probun oldugu durumlarda da olmadig1 durumlarda da son derece 6zgiil bir
performans sergilemislerdir. Bu zaten beklenen bir durumdur, ¢iinkii Sekil 5.1‘de de
goriilecegi gibi, ii¢ bakterinin de prob dizileri birbirinden oldukg¢a farklidir. Birbirine daha
cok benzeyen E. faecalis ve S. aureus’un dizilerinde bile 4 adet farkli niikleotit vardir. E.
coli’nin prob dizisi ise diger ikisinden oldukg¢a farklidir. Bu sebeple 06zgiil problarin
olmadig1 reaksiyonlarda da ozgiil olmayan sinyalin alinmamasi sasirtict degildir. Ancak
birbirine daha ¢ok benzeyen, drnek olarak bir veya iki adet farkli niikleotidi olan problarin
kullanildig1 bir reaksiyonda, yarismali problarin kullaniminin 6zgiilliigii arttirici etkisini

gozlemlemek beklenilebilir.

E. faecalis CTAAGTGTTG GAGGGTTTCC GCCCT-TCAG TGCTG
S. aureus  CTAAGTGTTA GGGGGTTTCC GCCCC-TTAG TGCTG
E. coli CTTGGAGGTT GTGCCCTT-- GAGGCGTGGC TTCCG

Sekil 5.1 Ug bakteri icin prob dizilerinin hizalanmasi, alt1 ¢izili bolgeler problarin eslenik
oldugu bolgelerdir
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Problar1 yarismali olarak kullanmak, 0zgiilligi arttirmasinin  yaninda, ¢okluluk
kapasitesini de 6nemli oranda arttirmaktadir. Yarigmali prob tasariminda tiim problar icin
primerler ortak oldugundan, ayni reaksiyon ig¢inde bagka bir &rnegin tiplendirilmesinin

yapilmasi icin, reaksiyona eklenmesi gereken tek sey, o tiire 6zgii probdur.

Problarin yaristirmali olarak kullanilmasinin C, degerlerine bir etkisi olabilir; problar ayni
bolge i¢in yaristiklarindan ortamda 6zgiil olmayan problarin bulunmasi, 6zgiil olan probun
baglanma verimliligini diisiirebilir. Bunun sonucunda C; degerlerinde bir artis gdzlenmesi
beklenebilir. Bu caligmada problar1 yarismali olarak kullanmanin C, degerlerini ¢ok
etkilemedigi gozlemlenmistir; C; degeri E.coli icin 0,9 dongii ve E.faecalis i¢in 0,5 dongii
artarken, S.aureus i¢in 0,5 dongii azalmistir (Cizelge 4.4). Buradan hareketle es zamanlh
PCR icin, diisiik ¢okluluga sahip (bu calisma icin ii¢) yarnstirmali prob icermenin, C,

degerlerini onemli Slciide etkilemedigi ¢ikarimi yapilabilir.

5.2 Deteksiyon Alt Limitleri

Sepsis vakalarinda kullanilacak tan1 yontemlerinde deteksiyon alt limiti dnemlidir. Ciinkii
sepsisi olan hastanin kaninda, belirli herhangi bir yogunlukta mikroorganizma yoktur;
yiiksek olabilecegi gibi cok diisiik te olabilir. Aslinda bir ml’lik kandan yapilan kiiltiir
sonucunda 1 — 2 koloni iiremis bile olsa, klinisyenler bu bilgiyi hastanin diger belirtilerini
de goz oniine alip degerlendirebilmektedir. Bu sebepten dolayi literatiirde kiiltiir i¢in rakam
vermek yerine genel olarak “pozitif — negatif” degerlendirmesi yapilmaktadir. Yapilan bir
caligmada sepsisli hastalarin kanindaki CONS miktarinin 100 CFU/ml kandan fazla
olabilecegi gibi 20 CFU/ml kandan az da olabilecegi bildirilmistir (St Geme vd 1990).

Bu calismada tespit edilen deteksiyon alt limitleri, E. coli ve S. aureus i¢in reaksiyon
basina 100 bakterinin altinda; E. faecalis i¢in ise reaksiyon basina 10 bakterinin altindadir.
Literatiirde ise reaksiyon basma bir CFU bakteriye kadar inilebilecegi gosterilmistir
(Mohammadi vd 2003). Ancak bunun saglanabilmesi i¢in anilan ¢alismada kontaminasyon
riskinin sifira indirilmesi i¢in birtakim Onlemler almmistir. Kontaminasyon kaynagi
cevreden, reaktiflerden veya Once calisilan 6rneklerden kaynaklanabilir. Kontaminasyon

riskini asgariye indirebilmek i¢in yapilabilecekler sdyle siralanabilir:
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» Cevreden kaynaklanan bakteri kontaminasyonunu elimine etmek igin,
caligmanin steril bir ortamda yapilmast gerekmektedir. Ancak bu
kontaminasyon kaynagi, hem onlenmesi kolay oldugundan hem de es
zamanli PCR’da organizmaya 06zgiil problarin kullanimindan ve cevreden
kaynaklanan  kontaminasyon ajaninin, kanda  bulunabilecek  bir
kontaminasyon ajani ile ayn1 olma ihtimalinin az olmasindan dolay1, 6nemli
bir kontaminasyon kaynagi degildir.

» Daha once calisiimis 6rneklerden kaynaklanabilecek kontaminasyon riskini
elimine edebilmek icin ise, PCR o6ncesi ve PCR sonrasinin fiziksel olarak
birbirinden ayrilmasi, pozitif ve negatif hava basinglan ile PCR sonrasi
boliimiinden PCR oOncesi boliimiime hava akisinin  engellenmesi
gerekmektedir. Ayn1 zamanda bu iki ayr1 boliimde kullanilan malzemelerin
ayr1 olmasi sarttir. PCR’da dTTP yerine dUTP kullanip, reaksiyondan 6nce
reaksiyon karistmini urasil-DNA-glikozilaz ile inkiibe etme veya ortama
mordtesi 151k uygulama da, onceki reaksiyonlardan kaynaklanabilecek
kontaminasyonu engellemede kullanilabilen metotlardandir (Dieffenbach ve
Dveksler 2003).

» Kontaminasyon kaynaklarindan bir digeri de, reaktiflerden gelen
kontaminasyondur. Ozellikle Taq DNA polimeraz bakterilerden elde
edildigi icin, icinde az miktarda da olsa bakteri DNA’s1 bulunabilir. Bu
kontaminasyon kaynagim elimine etmek icin PCR karisiminm Sau3Al
restriksiyon enzimi ile 37°C’ta 30 dk boyunca inkiibe edip daha sonra enzim
inaktivasyonu icin 65°C’ta 20 dk inkiibe etmek Onerilmistir. Bu metot
kullanilarak reaksiyon basina 1 CFU alt sinirina (5 fg DNA) kadar
inilebildigi bildirilmistir (Mohammadi vd 2003; Reesink vd 2008). Basaril
olan diger bir metot ise PCR karigimini silika bazli zar iceren kolondan
gecirerek, icindeki kontamine edici DNA’nin zara baglanarak karisimdan
ayrilmasini saglamaktir. Bunun da etkili bir metot oldugu gosterilmistir;
reaksiyon basina 1 CFU alt sinirinda tespit yapilabilmektedir (Reesink vd
2008).

Benzer yaklagimlar1 uygulayarak, reaksiyon basina tek kopya bakteri DNA’sinin tespit
edebilen bir metot olusturmak miimkiindiir. Ancak bir ml kandan tek kopya bakteriyi tespit

edebilmek ¢ok zordur. Bunun birkag sebebi vardir:
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> Izole edilen DNA’nin tamaminin reaksiyona eklenmesi miimkiin degildir.
DNA izolasyon metotlarinda DNA‘y1 ¢6zmek i¢in tavsiye edilen tampon
miktar1 genel olarak 50 — 200 pl arasindadir. Tek bir reaksiyona eklenen
DNA miktar1 ise genelde 25 pl reaksiyon igin 2 — 5 pl’dir. Bunun
sonucunda reaksiyona eklenen DNA miktari, izole edilen DNA’nin 1/100
ile 1/10’unu olusturmaktadir. Bu calismada, DNA konsantrasyonunu
artirmak i¢in, kullandigimiz izolasyon kitinde DNA’y1 kolondan ¢6zmek
icin tavsiye edilen 100 pl tampon yerine 30 pl tampon kullanilmistir. Ancak
¢Oziicii miktarin1 azaltinca, konsantrasyon arttirirken, izolasyon verimi
digiirmektedir. Bu sebeple daha da az miktarlarda ¢oziicii tampon
kullanmak uygun degildir.

» Aymt zamanda DNA izolasyon yontemlerinde elde edilen DNA
konsantrasyonu, kullanilan materyal ile dogru orantili degildir. Diger bir
deyisle baslangi¢c materyalini fazla alsak bile, son DNA konsantrasyonunda
o oranda bir artis olmayacagindan dolayi, reaksiyon icine eklenen DNA

miktarinda da o oranda bir artis olamayacaktir.

Biitiin bu bilgilerin 15181nda, uygun kontaminasyon nleyici tedbirler alindiktan sonra, izole
edilen kanin ve reaksiyonun hacmini arttirarak, bir ml kanda 10-15 bakteri deteksiyon
limitine ulasilabilecegini diisiinmekteyiz. Daha diisiik deteksiyon limitlerine ise ancak
marjinal bir izolasyon metodu ile erisilebilir; mesela magnetik boncuklar ve bakteriye 6zgii
yakalayici oligoniikleotidler kullanilarak bakteri DNA’sini, insan genomik DNA’sindan

ayirma ve diisiik hacimde ¢6zme veya reaksiyon karisimina bu boncuklar ekleme gibi.

Bu calismada tespit edilen 10 bakteri deteksiyon alt limiti ile yukarida bahsi gecen 1
CFU/reaksiyon deteksiyon alt limitine ulagilmis olan diger calisma (Mohammadi vd 2003)
karsilastirilirken dikkat edilmesi gereken nokta anilan calisma yalnizca yasayan bakterileri
hesaba katan bir degerlendirme yapiyor iken bu tez ¢alismasinda bakteri miktar tayininde
canli-6lii bakteri ayrimi yapilmiyor olmasidir. Buradan hareketle kontaminasyona yonelik
Ozel bir tedbir alinmamis olmasina iki caligmanin sonuglarinin karsilastirabilir oldugu ifade

edilebilir.

Kiiltiir metodunun tespitte alt sinir1 olduk¢a basarilidir; bir ml kandaki bir bakteriyi bile

baz1 olgularda tespit edebilir. Ancak bu bakterinin canli olmasi gerekmektedir. Bu noktada
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es zamanli PCR’m kiiltiir yontemine gore bir stiinliigli de vardir; kiiltiir yonteminde
sadece canli bakteriler gozlemlenirken, es zamanli PCR’da canli bakteriler ile birlikte 6li
bakterilerin de tespiti s6z konusu olabilir. Ancak boyle bir durum i¢in 6lii bakterilerin,
canli bakterilere gore ne oranda oldugunun bilinmesi gerekmektedir. Literatiirde bu cesit
bir caligmaya rastlanamamistir. Es zamanli PCR metodu ile kiiltiir metodunun, antibiyotik
tedavisi goren bir sepsis vakasindan zaman ic¢inde alinan kanlarin, her iki metot ile
calisilmasi ile 6lii bakterilerin yontemler tizerindeki etkisinin gozlemlendigi bir ¢alisma
yapilabilir. Kiiltiir i¢in 6rnek alindigi esnada antibiyotik kullaniliyor olmasi, kiiltiir
basarisim belirgin olciide azaltirken, es zamanlh PCR en azindan antibiyotik tedavisinin ilk

asamalarinda bu etkiden uzaktir.

5.3 Kod Cozme Yaklasim (Decoding)

Kod ¢6zme yaklagimi belli bir gruba ait ¢ok sayida tiirlin, hizli ve verimli olarak
tanimlanmasinda kullanilabilen genel bir yaklagimdir. Bu yaklasimin ¢ok farkli kullanim
alanlart bulunmaktadir. Kod ¢6zmenin avantaji tiim tiirlerin tiplendirilmesinin tiir
sayisindan ¢ok daha az deteksiyon asamasi ile gerceklestirilebilmesidir. Mikrodizinlerin
(microarray) yerlesimini rastgele olusturup ve dizinlerin hangi noktasinda hangi tiiriin
bulundugunu saptamada kod ¢6zme yaklagimi mikrodizin iiretiminde ciddi ekonomik
kazanimlar sagladigi i¢in kullanilmaktadir (Gunderson vd 2004). Yapilan islem kisaca, her
ornek igin farkli sinyal verecek raportorler hazirlayip, her deteksiyon asamasinda bu
raportorlerin degisik kombinasyonlarii kullanmaktir. Bu yaklagimda:

(deteksiyon say1s1)

(Tiplendirilecek toplam tiir sayis1) = (deteksiyondaki kanal sayis1)

Yukaridaki formiilden de anlasilacagi gibi, toplam tiir sayis1 deteksiyon sayisi ile iissel
olarak baglantihdir. Ornek olarak iic kanalli bir deteksiyon sistemi kullanarak iki
deteksiyon asamasi ile 3% = 9 adet tiire ait bireyin tiplendirilmesi yapilabilir. Kanallar 6rnek
olarak A, B ve C adlandirilacak olursa, Cizelge 5.1°‘deki gibi bir kod ¢6zme yaklasimi
gelistirilebilir.
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Cizelge 5.1 Ug kanally, iki deteksiyonlu 6rnek kod ¢6zme yaklagimi

Tiir No 1. Deteksiyon Asamas1 | 2. Deteksiyon Asamasi

1 A A
2 A

3 A C
4 B A
5 B B
6 B C
7 C A
8 C B
9 C C

Bu yaklagim ile 6rnek olarak; 1. deteksiyon asamasinda “B” sinyali verip, 2. deteksiyon

asamasinda “C” sinyali veren Ornek, 6. tiire ait olarak tiplendirilecektir.

Yaptigimiz ¢alisma kod ¢6zme teknigine uygun olarak tasarlanmistir, sayet bakteri paneli
genigletilmek isteniyorsa, eklenecek bakteriler icin de aym bolgelerden problar
tasarlanarak, bu calismada kullanilan 5 kanalli deteksiyona sahip bir es zamanli PCR cihazi
ile, sadece 2 reaksiyonda teorik olarak 5* = 25 adet bakterinin tiplendirilmesi yapilabilir.
Sayet problarm tasarlandigi korunmamis bolgenin heterojenitesi yeterli ise farkli
deteksiyon agamalarinda ayn1 bolgeler kullanilabilir, sayet yeterli degilse farkli deteksiyon

asamalarinda farkli bolgeler de kullanilabilir.

Kod ¢6zme tekniginin bir dezavantaji, sadece olusturulan panel igerisinde bir tiplendirme
yapabilmesidir. Bu aslinda genel bir sorundur, gerek mikrobiyoloji alaninda olsun gerek
baska alanlarda olsun kullanilan testlerin ¢ok biiyiik bir bolimi “evrensel” degildir. Bu
sebepten dolayt bu durum sadece kiiltiir metodu ile karsilastirildigi zaman bir
dezavantajdir. Kiiltir metodu da tam anlami ile “evrensel” olmasa da (kiiltiiri
yapilamayan, yapilmasi zor olan veya ©zel kosullar gerektiren bakteriler mevcuttur),

herhangi bir panelle de sinirhi degildir.
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5.4 TUBITAK Projesi ve ileri Cahsmalar

Bu tez, TUBITAK 1507 ArGe Baslangic Destek Programi, 7070521 nolu projesinin bir
parcasi olarak yapilmistir. Bu tez yazim asamasinda iken, TUBITAK projesinin ¢alismalar
devam etmekteydi. Projede yenidogan sepsislerinde sik goriilen 9 bakteri ve 3 mantar
tiiriiniin tiplendirilmesi yapilmaya calisilmaktadir. Bakterilerin tiplendirilmesi kod ¢6zme
yontemine gore yapilmaktadir. 4 kanalli deteksiyon ile 2 tiipte tiplendirme yapmak

amaclanmstir.

Proje kapsaminda denenen gercek yenidogan sepsisi vakalarinda basarili sonuglar
almmustir. Sekil 5.2, Sekil 5.3, Sekil 5.4 ve Sekil 5.5’te goriildiigii gibi, gercek bir sepsis
vakasinda Turuncu kanaldan ¢ok yiiksek bir sinyal alimirken, diger kanallardan sinyal
alinmamistir. Bu deneme yapildigi asamada kod ¢6zme yonteminin ikinci reaksiyonu igin
problar hazir olmadigindan tam bir tiplendirme yapilamamis, ancak alinan bu sonug ile
sepsis ajaminin Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae veya CONS tiirlerinden bir tanesi
oldugu tespit edilmistir. Daha sonra alman kiiltiir sonucunun CONS c¢ikmasi ise yapilan

testi dogrulamistir.
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5.5 Sonug

Yenidogan sepsisinin tanisindaki yetersizlik giiniimiizde de devam etmektedir. Bu
yetersizlige nihayi ¢oziimiin molekiiler genetik tekniklerinin getirecegi diisiiniilmektedir.
Es zamanli PCR da giiniimiizde yaygin olarak kullanilan molekiiler tekniklerden biridir.
Yaptigimiz calismada hizli, giivenilir, esnek ve diisiik maliyetli bir es zamanli PCR
yaklagimi gelistirilmis, gelistirilen bu yaklasim kiiltiir uygulamasini ortadan kaldirmamakla
beraber kiiltiir ile paralel olarak rutinde uygulanabilir bir yaklagim olarak ortaya

koyulmustur.
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EKLER

EK 1: Escherichia coli 16S rRNA Geni Dizisi

>S000711522 Escherichia coli 536; CP000247

AAATTGAAGAGTTTGATCATGGCTCAGATTGAACGCTGGCGGCAGGCCTAACA
CATGCAAGTCGAACGGTAACAGGAATCAGCTTGCTGATTCGCTGACGAGTGGC
GGACGGGTGAGTAATGTCTGGGAAACTGCCTGATGGAGGGGGATAACTACTG
GAAACGGTAGCTAATACCGCATAACGTCGCAAGACCAAAGAGGGGGACCTTC
GGGCCTCTTGCCATCGGATGTGCCCAGATGGGATTAGCTAGTAGGTGGGGTAA
AGGCTCACCTAGGCGACGATCCCTAGCTGGTCTGAGAGGATGACCAGCCACAC
TGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATT
GCACAATGGGCGCAAGCCTGATGCAGCCATGCCGCGTGTATGAAGAAGGCCTT
CGGGTTGTAAAGTACTTTCAGCGGGGAGGAAGGGAGTAAAGTTAATACCTTTG
CTCATTGACGTTACCCGCAGAAGAAGCACCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCG
CGGTAATACGGAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCAC
GCAGGCGGTTTGTTAAGTCAGATGTGAAATCCCCGGGCTCAACCTGGGAACTG
CATCTGATACTGGCAAGCTTGAGTCTCGTAGAGGGGGGTAGAATTCCAGGTGT
AGCGGTGAAATGCGTAGAGATCTGGAGGAATACCGGTGGCGAAGGCGGCCCC
CTGGACGAAGACTGACGCTCAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTA
GATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGTCGACTTGGAGGTTGTGCCCTT
GAGGCGTGGCTTCCGGAGCTAACGCGTTAAGTCGACCGCCTGGGGAGTACGGC
CGCAAGGTTAAAACTCAAATGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGC
ATGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCTGGTCTTGACATCCACG
GAAGTTTTCAGAGATGAGAATGTGCCTTCGGGAACCGTGAGACAGGTGCTGCA
TGGCTGTCGTCAGCTCGTGTTGTGAAATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCG
CAACCCTTATCCTTTGTTGCCAGCGGTCCGGCCGGGAACTCAAAGGAGACTGC
CAGTGATAAACTGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCATCATGGCCCTTAC
GACCAGGGCTACACACGTGCTACAATGGCGCATACAAAGAGAAGCGACCTCG
CGAGAGCAAGCGGACCTCATAAAGTGCGTCGTAGTCCGGATTGGAGTCTGCAA
CTCGACTCCATGAAGTCGGAATCGCTAGTAATCGTGGATCAGAATGCCACGGT
GAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGGGAGTGGGTT
GCAAAAGAAGTAGGTAGCTTAACCTTCGGGAGGGCGCTTACCACTTTGTGATT
CATGACTGGGGTGAAGTCGTAACAAGGTAACCGTAGGGGAACCTGCGGTTGG
ATCACCTCCTTA
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EK 2: Enterococcus faecalis 16S rRNA Geni Dizisi

>S000001976 Enterococcus faecalis; LMG 7937; AJ301831

AGAGTTTGATCCTGGCTCAGGACGAACGCTGGCGGCGTGCCTAATACATGCAA
GTCGAACGCTTCTTTCCTCCCGAGTGCTTGCACTCAATTGGAAAGAGGAGTGG
CGGACGGGTGAGTAACACGTGGGTAACCTACCCATCAGAGGGGGATAACACTT
GGAAACAGGTGCTAATACCGCATAACAGTTTATGCCGCATGGCATAAGAGTGA
AAGGCGCTTTCGGGTGTCGCTGATGGATGGACCCGCGGTGCATTAGCTAGTTG
GTGAGGTAACGGCTCACCAAGGCGACGATGCATAGCCGACCTGAGAGGGTGA
TCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGT
AGGGAATCTTCGGCAATGGACGAAAGTCTGACCGAGCAACGCCGCGTGAGTG
AAGAAGGTTTTCGGATCGTAAAACTCTGTTGTTAGAGAAGAACAAGGACGTTA
GTAACTGAACGTCCCCTGACGGTATCTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGT
GCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGATTTATTGGGC
GTAAAGCGAGCGCAGGCGGTTTCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCCCGGCTCAA
CCGGGNNGGGTCATTGGAAACTGGGAGACTTGAGTGCAGAAGAGGAGAGTGG
AATTCCATGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATATGGAGGAACACCAGTGGCG
AAGGCGGCTCTCTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGCTCGAAAGCGTGGGGAGCA
AACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGT
TGGAGGGTTTCCGCCCTTCAGTGCTGCAGCAAACGCATTAAGCACTCCGCCTG
GGGAGTACGACCGCAAGGTTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACA
AGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGTC
TTGACATCCTTTGACCACTCTAGAGATAGAGCTTTCCCTTCGGGGACAAAGTGA
CAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCC
GCAACGAGCGCAACCCTTATTGTTAGTTGCCATCATTTAGTTGGGCACTCTAGC
GAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCAT
GCCCCTTATGACCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGGAAGTACAACGAGTCG
CTAGACCGCGAGGTCATGCAAATCTCTTAAAGCTTCTCTCAGTTCGGATTGCAG
GCTGCAACTCGCCTGCATGAAGCCGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCACG
CCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCACGAGA
GTTTGTAACACCCGAAGTCGGTGAGGTAACCTTTTTGGAGCCAGCCGCCTAAG
GTGGGATAGATGATTGGGGTGAAGTCGTAACAAGGTAGCCGTATCGAAGGGT
GCGGCTGGATCACCTCCTTT
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EK 3: Staphylococcus aureus 16S rRNA Geni Dizisi

>S000000257 Staphylococcus aureus subsp. aureus (T); ATCC 12600; X68417

TTTTATGGAGAGTTTGATCCTGGCTCAGGATGAACGCTGGCGGCGTGCCTAAT
ACATGCAAGTCGAGCGAACGGACGAGAAGCTTGCTTCTCTGATGTTAGCGGCG
GACGGGTGAGTAACACGTGGATAACCTACCTATAAGACTGGGATAACTTCGGG
AAACCGGAGCTAATACCGGATAATATTTTGAACCGCATGGTTCAAAAGTGAAA
GACGGTCTTGCTGTCACTTATAGATGGATCCGCGCTGCATTAGCTAGTTGGTAA
GGTAACGGCTTACCAAGGCAACGATACGTAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGG
CCACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGG
AATCTTCCGCAATGGGCGAAAGCCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAGTGATGA
AGGTCTTCGGATCGTAAAACTCTGTTATTAGGGAAGAACATATGTGTAAGTAA
CTGTGCACATCTTGACGGTACCTAATCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCA
GCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTATCCGGAATTATTGGGCGTAA
AGCGCGCGTAGGCGGTTTTTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCACGGCTCAACCGT
GGAGGGTCATTGGAAACTGGAAAACTTGAGTGCAGAAGAGGAAAGTGGAATT
CCATGTGTAGCGGTGAAATGCGCAGAGATATGGAGGAACACCAGTGGCGAAG
GCGACTTTCTGGTCTGTAACTGACGCTGATGTGCGAAAGCGTGGGGATCAAAC
AGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTAG
GGGGTTTCCGCCCCTTAGTGCTGCAGCTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGG
AGTACGACCGCAAGGTTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGACCCGCACAAGC
GGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAAATCTTG
ACATCCTTTGACAACTCTAGAGATAGAGCCTTCCCCTTCGGGGGACAAAGTGA
CAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCC
GCAACGAGCGCAACCCTTAAGCTTAGTTGCCATCATTAAGTTGGGCACTCTAA
GTTGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCAT
GCCCCTTATGATTTGGGCTACACACGTGCTACAATGGACAATACAAAGGGCAG
CGAAACCGCGAGGTCAAGCAAATCCCATAAAGTTGTTCTCAGTTCGGATTGTA
GTCTGCAACTCGACTACATGAAGCTGGAATCGCTAGTAATCGTAGATCAGCAT
GCTACGGTGAATACGTTCCCGGGTATTGTACACACCGCCCGTCACACCACGAG
AGTTTGTAACACCCGAAGCCGGTGGAGTAACCTTTTAGGAGCTAGCCGTCGAA
GGTGGGACAAATGATTGGGGTGAAGTCGTAACAAGGTAGCCGTATCGGAAGG
TGCGGCTGGATCACCTCCTTTCT
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EK 4: Korunmus/Korunmamis Bolgelerin Tespiti Icin Dizi Hizalama Sonuclar

Multalin version 5.4.1
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1
AAATTGAAGA
AGA

51
ACACATGCAA
ATACATGCAA

a.acatgcaa

101
—-———GACGAG
GAAAGAGGAG

....ga.gag

151
GAGGGGGATA
GAGGGGGATA

gagggggata

201
TCGCAAGACC
CCGCATGGCA

.cgca.g.c.

251
TGCCCAGATG
GACCCGCGGT
GCT
.ccc..g.t

301

GATCCCTAGC
GATGCATAGC
GATACGTAGC
GAT.C.TAGC

351

GGTCCAGACT
GGCCCAGACT
GGTCCAGACT
GGtCCAGACT

401

CAAGCCTGAT
AAAGTCTGAC
AAAGCCTGAC
aAAGcCTGAcC

GTTTGATCAT
GTTTGATCCT

gtttgatc.t

GTCGAACGGT
GTCGAACGCT

gtcgaacg.t

TGGCGGACGG
TGGCGGACGG

tggcggacgg

ACTACTGGAA
ACACTTGGAA

ac...tggaa

AAAGAG————
TAAGAGTGAA

.aagag. ...

GGATTAGCTA
GCATTAGCTA
GCATTAGCTA
GCcATTAGCTA

TGGTCTGAGA
CGACCTGAGA
CGACCTGAGA
cGacCTGAGA

CCTACGGGAG
CCTACGGGAG
CCTACGGGAG
CCTACGGGAG

GCAGCCATGC
CGAGCAACGC
GGAGCAACGC
ggAGCaAcGC

1991,

1994,

GGCTCAGATT
GGCTCAGGAC

ggctcag. ..

AACAGGAATC
TCTTTCCTICC

GTGAGTAATG
GTGAGTAACA

gtgagtaa..

ACGGTAGCTA
ACAGGTGCTA

ac.g..gcta

GGGGACCTTC
AGGCGCTTTC

.gg..c.ttc

GTAGGTGGGG
GTTGGTGAGG
GTTGGTAAGG
GTtGGTgaGG

GGATGACCAG
GGGTGATCGG
GGGTGATCGG
GGgTGAtCgG

GCAGCAGTGG
GCAGCAGTAG
GCAGCAGTAG
GCAGCAGTaG

CGCGTGTATG
CGCGTGAGTG
CGCGTGAGTG
CGCGTGagTG

1996

GAACGCTGGC
GAACGCTGGC

gaacgctggc

AGCTTGCTGA
CGAGTGCTTG

.g..tgct..

TCTGGGAAAC
CGTGGGTAAC

..tggg.aac

ATACCGCATA
ATACCGCATA

ataccgcata

GGGCCTCTTG
GGGTGTC--G

ggg..tc..g

TAAAGGCTCA
TAACGGCTCA
TAACGGCTTA
TAACGGCTcCA

CCACACTGGA
CCACACTGGG
CCACACTGGA
CCACACTGGa

GGAATATTGC
GGAATCTTCG
GGAATCTTCC
GGAATcTTcc

AAGAAGGCCT
AAGAAGGTTT
ATGAAGGTCT
AaGAAGGtcT

50
GGCAGGCCTA
GGCGTGCCTA

ggc..gccta

100
TTCGCT————
CACTCAATTG

150
—-TGCCTGATG
CTACCCATCA

250
CCATCGGATG
CTGATGGATG

c....ggatg

300
CCTAGGCGAC
CCAAGGCGAC
CCAAGGCAAC
CCaAGGCgAC

350
ACTGAGACAC
ACTGAGACAC
ACTGAGACAC
ACTGAGACAC

400
ACAATGGGCG
GCAATGGACG
GCAATGGGCG
gCAATGGgCG

450
TCGGGTTGTA
TCGGATCGTA
TCGGATCGTA
TCGGaTcGTA
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451

AAGTACTTTC
AAACTCTGTT
AAACTCTGTT
AAactCTgTt

501

TTGACGTTAC
CTGACGGTAT
TTGACGGTAC
tTGACGgTAC

551

GGTAATACGG
GGTAATACGT
GGTAATACGT
GGTAATACGt

601

ACGCAGGCGG
GCGCAGGCGG
GCGTAGGCGG
gCGCcAGGCGG

651

AACTGCATICT
NGGGTICATTIG
AGGGTCATTIG
agggtCATtg

701

CCAGGTGTAG
CCATGTGTAG
CCATGTGTAG
CCAtGTGTAG

751

AGGCGGCCCC
AGGCGGCTICT
AGGCGACTTT
AGGCGgCtct

801

CAAACAGGAT
CAAACAGGAT
CAAACAGGAT
CAAACAGGAT

851

GGAGGTTGTG
AGTGTTGGAG
AGTGTTAGGG
aGtGtT.G.G

901

ACCGCCTGGG
TCCGCCTGGG
TCCGCCTGGG
tCCGCCTGGG

AGCGGGGAGG
GTTAGAGAAG
ATTAGGGAAG
attaGgGAaG

CCGCAGAAGA
CTAACCAGAA
CTAATCAGAA
Ctaa.cAgaA

AGGGTGCAAG
AGGTGGCAAG
AGGTGGCAAG
AGGtgGCAAG

TTTGTTAAGT
TTTCTTAAGT
TTTTTTAAGT
TTT.TTAAGT

GATACTGGCA
GAAACTGGGA
GAAACTGGAA
GAaACTGG.A

CGGTGAAATG
CGGTGAAATG
CGGTGAAATG
CGGTGAAATG

CTGGACGAAG
CTGGTCTIGTA
CTGGTCTIGTA
CTGGtCtgta

TAGATACCCT
TAGATACCCT
TAGATACCCT
TAGATACCCT

CCCTTGAGGC
GGTTTCCGCC
GGTTTCCGCC
ggtTTccGeC

GAGTACGGCC
GAGTACGACC
GAGTACGACC
GAGTACGaCC

AAGGGAGTAA
AACAAGG—--A
AACATAT--G
AAca.ag..a

AGCACCGGCT
AGCCACGGCT
AGCCACGGCT
AGCcaCGGCT

CGTTAATCGG
CGTTGTCCGG
CGTTATCCGG
CGTTatcCGG

CAGATGTGAA
CTGATGTGAA
CTGATGTGAA
CtGATGTGAA

AGCTTGAGTC
GACTTGAGTG
AACTTGAGTG
aaCTTGAGTg

CGTAGAGATC
CGTAGATATA
CGCAGAGATA
CGtAGAgATa

ACTGACGCTC
ACTGACGCIG
ACTGACGCIG
ACTGACGCTIg

GGTAGTCCAC
GGTAGTCCAC
GGTAGTCCAC
GGTAGTCCAC

GTGGCTT-CC
CTTCAGTGCT
CCTTAGTGCT
ctt.agTgCt

GCAAGGTTAA
GCAAGGTTGA
GCAAGGTTGA
GCAAGGTTgA

AGTTAATACC
CGTTAGTAAC
TGTAAGTAAC
.GTtAgTAaC

AACTCCGTGC
AACTACGTGC
AACTACGTGC
AACTaCGTGC

AATTACTGGG
ATTTATTGGG
AATTATTGGG
AaTTAtLTGGG

ATCCCCGGGC
AGCCCCCGGC
AGCCCACGGC
AgCCCccGGC

TCGTAGAGGG
CAGAAGAGGA
CAGAAGAGGA
caGaAGAGGa

TGGAGGAATA
TGGAGGAACA
TGGAGGAACA
TGGAGGAACA

AGGTGCGAAA
AGGCTCGAAA
ATGTGCGAAA
AgGtgCGAAR

GCCGTAAACG
GCCGTAAACG
GCCGTAAACG
GCCGTAAACG

GGAGCTAACG
GCAGCAAACG
GCAGCTAACG
GCcAGCtAACG

AACTCAAATG
AACTCAAAGG
AACTCAAAGG
AACTCAAAQG

500
TTTGC--TCA
TGAACGTCCC
TGTGCACATC
TgtgC...cc

550
CAGCAGCCGC
CAGCAGCCGC
CAGCAGCCGC
CAGCAGCCGC

600
CGTAAAGCGC
CGTAAAGCGA
CGTAAAGCGC
CGTAAAGCGc

650
TCAACCTGGG
TCAACCGGGN
TCAACCGTGG
TCAACCggGg

700
GGGTAGAATT
GAGTGGAATT
AAGTGGAATT
gaGTgGAATT

750
CCGGTGGCGA
CCAGTGGCGA
CCAGTGGCGA
CCaGTGGCGA

800
GCGTGGGGAG
GCGTGGGGAG
GCGTGGGGAT
GCGTGGGGAg

850
ATGTCGACTT
ATGAGTGCTA
ATGAGTGCTA
ATGagtgCTa

900
CGTTAAGTCG
CATTAAGCAC
CATTAAGCAC
CaTTAAGcac

950
AATTGACGGG
AATTGACGGG
AATTGACGGG
AATTGACGGG
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951

GGCCCGCACA
GGCCCGCACA
GACCCGCACA
GgCCCGCACA

1001

ACCTTACCTG
ACCTTACCAG
ACCTTACCAA
ACCTTACCag

1051

C-TTCGGGA-
C-TTCGGGG—
CCTTCGGGGG
C.TTCGGGg.

1101

TGTGAAATGT
CGTGAGATGT
CGTGAGATGT
cGTGAgATGT

1151

TGCCAGCGGT
TGCCATCA-T
TGCCATCA-T
TGCCAtCa.T

1201

AGGAAGGTGG
AGGAAGGTGG
AGGAAGGTGG
AGGAAGGTGG

1251

CACACGTGCT
CACACGTGCT
CACACGTGCT
CACACGTGCT

1301

GCGGACCTCA
GCAAATCTCT
GCAAATCCCA
GCaaAtCtCa

1351

TCCATGAAGT
TGCATGAAGC
TACATGAAGC
T.CATGAAGC

1401

TACGTTCCCG
TACGTTCCCG
TACGTTCCCG
TACGTTCCCG

AGCGGTGGAG
AGCGGTGGAG
AGCGGTGGAG
AGCGGTGGAG

GTCTTGACAT
GTCTTGACAT
ATCTTGACAT
gTCTTGACAT

ACCGTGAGAC
ACAAAGTGAC
ACAAAGTGAC
ACaaaGtGAC

TGGGTTAAGT
TGGGTTAAGT
TGGGTTAAGT
TGGGTTAAGT

CCGGCCGGGA
TTAGTTGGGC
TAAGTTGGGC
t.aGttGGGe

GGATGACGTC
GGATGACGTC
GGATGACGTC
GGATGACGTC

ACAATGGCGC
ACAATGGGAA
ACAATGGACA
ACAATGG. .a

TAAAGTGCGT
TAAAGCTTCT
TAAAGTTGTT
TAAAGtt..T

CGGAATCGCT
CGGAATCGCT
TGGAATCGCT
CGGAATCGCT

GGCCTTGTAC
GGCCTTGTAC
GGTATTGTAC
GGccTTGTAC

CATGTGGTTT
CATGTGGTTT
CATGTGGTTT
CATGTGGTTT

CCACGGAAGT
CCTTTGACCA
CCTTTGACAA
CCtttGAc.a

AGGTGCTGCA
AGGTGGTGCA
AGGTGGTGCA
AGGTGgTGCA

CCCGCAACGA
CCCGCAACGA
CCCGCAACGA
CCCGCAACGA

ACTCAAAGGA
ACTCTAGCGA
ACTCTAAGTT
ACTCtAagga

AAGTCATCAT
AAATCATCAT
AAATCATCAT
AAaTCATCAT

ATACAAAGAG
GTACAACGAG
ATACAAAGGG
aTACAAaGaG

CGTAGTCCGG
CTCAGTTCGG
CTCAGTTCGG
CtcAGTtCGG

AGTAATCGTG
AGTAATCGCG
AGTAATCGTA
AGTAATCGtg

ACACCGCCCG
ACACCGCCCG
ACACCGCCCG
ACACCGCCCG

AATTCGATGC
AATTCGAAGC
AATTCGAAGC
AATTCGAaGC

TTTCAGAGAT
CTCTAGAGAT
CTCTAGAGAT
cTctAGAGAT

TGGCTGTCGT
TGGTTGTICGT
TGGTTGTCGT
TGGETGTCGT

GCGCAACCCT
GCGCAACCCT
GCGCAACCCT
GCGCAACCCT

GACTGCCAGT
GACTGCCGGT
GACTGCCGGT
GACTGCCgGT

GGCCCTTACG
GCCCCTTATG
GCCCCTTATG
GcCCCTTALG

AAGCGACCTC
TCGCTAGACC
CAGCGAAACC
.aGCgA.acC

ATTGGAGTCT
ATTGCAGGCT
ATTGTAGTCT
ATTG.AGtCT

GATCAGAATG
GATCAGCACG
GATCAGCATG
GATCAGCAtLG

TCACACCATG
TCACACCACG
TCACACCACG
TCACACCACcG

1000
AACGCGAAGA
AACGCGAAGA
AACGCGAAGA
AACGCGAAGA

1050
GAGAATGTGC
AGAGCTTTCC
AGAGCCTTICC
agagcttTcC

1100
CAGCTCGTGT
CAGCTCGTGT
CAGCTCGTGT
CAGCTCGTGT

1150
TATCCTTTGT
TATTGTTAGT
TAAGCTTAGT
TAt.cTTaGT

1200
GATAAACTGG
GACAAACCGG
GACAAACCGG
GACAAACCcGG

1250
ACCAGGGCTA
ACCTGGGCTA
ATTTGGGCTA
AcctGGGCTA

1300
GCGAGAGCAA
GCGAGGTCAT
GCGAGGTCAA
GCGAGgtCAa

1350
GCAACTCGAC
GCAACTCGCC
GCAACTCGAC
GCAACTCGaC

1400
CCACGGTGAA
CCGCGGTGAA
CTACGGTGAA
CcaCGGTGAA

1450
GGAGTGGGTT
AGAGTTTGTA
AGAGTTTGTA
aGAGTttGTa
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1451

GCAAAAGAAG
ACACCCGAAG
ACACCCGAAG
aCAcccGAAG

1501

GATTCATGAC
GATAGATGAT
GACAAATGAT
GAta.ATGAt

1551

GGTTGGATCA
GGCTGGATCA
GGCTGGATCA
GGCcTGGATCA

TAGGTAGCTT
TCGGTGAGGT
CCGGTGGAGT
tcGGTgg.gT

TGGGGTGAAG
TGGGGTGAAG
TGGGGTGAAG
TGGGGTGAAG

1570
CCTICCTTA
CCTCCTTT
CCTCCTTTICT
CCTICCTTt..

AACCTTCGGG
AACCTTTTIG
AACCTTTTAG
AACCTTtt.G

TCGTAACAAG
TCGTAACAAG
TCGTAACAAG
TCGTAACAAG

AGGGC-GCTT
GAGCCAGCCG
GAGCTAGCCG
gaGccaGCcg

GTAACCGTAG
GTAGCCGTAT
GTAGCCGTAT
GTAgCCGTAt

1500
ACCACTTTIGT
CCTAAGGTGG
TCGAAGGTGG

.C.AaggTGg

1550
GGGAACCTGC
CGAAGGGTGC
CGGAAGGTGC
cGgAaggTGC
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EK 5: Primer Dizileri ve Primer Tasarim Raporu

----- PRIMER ILERI

Sequence: 5-GGGGAGCAAACAGGATTAGATACC-3'

Length: 24;
% GC:50; TmC:75; Composition: A:9 C:4 G:8 T:3

Criteria:
% GC: Min 40, Max 60; Tm C: Min 55, Max 80
Hairpin cutoff: 0.0 kcal;
Reject >= 3 matches at 3' end; >= 7 adj homol bases
Reject >= 5 base runs; >=3 G/C at 3' end
Meets criteria selected: YES

----- PRIMER TERS
Sequence: 5-ATCGAATTAAACCACATGCTCCAC-3'

Length: 24; Complementary strand
% GC:41; TmC:75; Composition: A:9 C:8 G:2 T:5

Criteria:
% GC: Min 40, Max 60; Tm C: Min 55, Max 80
Hairpin cutoff: 0.0 kcal;
Reject >= 3 matches at 3' end; >= 7 adj homol bases
Reject >= 5 base runs; >=3 G/C at 3' end
Meets criteria selected: YES

Primer Balance: -A-  -B- Comment
Length 24 24
% GC 50 41 9 % difference
Tm C 75 75

Primer Cautions:
Runs of G/C at3'end 2 1
Runs of bases (any) 4 3
Hairpins OK OK

Primer Dimers:
A:A BB AB

3'end matches 2 1 1
Any adj homol bases 2 4 6
Amplified product:

Size: 192 bps;
Melting temp: 78C
Annealing temp: 55C
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EK 6: Sekil 4.4¢‘teki Jel Goriintiisiiniin Ash

82



OZGECMIS

Ad1 Soyadi : Haldun DOGAN
Dogum Yeri : Izmit

Dogum Tarihi  :22.11.1979
Medeni Hali : Bekar

Yabanci Dili  : Ingilizce

Egitim Durumu (Kurum ve Yil)

Lise : 1994 — 1996 Ankara Fen Lisesi / ANKARA
: 1996 — 1997 Ozel Niliifer Lisesi / BURSA
Lisans : 1997 — 2002 Orta Dogu Teknik Universitesi, Fen Edebiyat

Fakiiltesi, Molekiiler Biyoloji ve Genetik Boliimii

Calistigt Kurum/Kurumlar ve Y1l
Ocak 2005 — Kasim 2007  : Montwell Ltd. Sti.
Kasim 2007 — : GenLAB Litd. Sti.

Yayinlar1 (SCI ve diger)

e FEzgu F, Hasanoglu A, Okur I, Biberoglu G, Tumer L, Eminoglu T, Dogan H. 2008.
Rapid screening of 10 common mutations in Turkish Gaucher patients using
electronic DNA microarray. Blood Cells Mol Dis, Mar-Apr;40(2):246-7. Epub
2007 Nov 26. PMID: 18035560
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