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PCR bir ¢esit in vitro replikasyondur ve bu yiizden genis uygulama alani olan bu teknik
Molekiiler biyoloji alaninda ©onemli yer tutar. PCR o6zellikle diger molekiiler
metotlardan farkli olarak tasidigi yiiksek potansiyel nedeniyle kullanimi daha yaygindir.
PCR gibi Molekiiler yontemler genellikle mikroskopi ile goriilmesi, kiiltiirde tiretilmesi
uzun zaman alan zor veya olanaksiz mikroorganizmalarin saptanmasinda
kullanildigindan yapilan bu c¢alismada geleneksel yontemlerle laboratuar tanisi zaman
alict ve zahmetli olan Genis spektrumlu beta-laktamaz (GSBL) pozitif Klebsiella
pneumonia mikroorganizmalarinin ¢esitli biyolojik sivilardan tanisin1 yaparken PCR
teknigi kullanildi. Calismanin amaci, insanlarda hastalifa sebep olan GSBL pozitif
mikroorganizmalar1 tanimlamak i¢in, PCR metodunun etkinliginden, gilivenirliliginden
ve veriminden yararlanilarak uygulanacak tedavinin belirlenebilmesine 1s1k tutmaktir.
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ABSTRACT
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IDENTIFICATION OF ESBL POZITIVE Kliebsiella pneumonia
MICROORGANISMS USING PCR

Giilden NASUHBEYOGLU
Gaziosmanpasa University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
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Supervisor: Prof. Dr. Isa GOKCE

PCR is a kind of in vitro replication and therefore it has a very wide application and also
it is a very important method in molecular biology. PCR is a more common method
than the other molecular methods because it carries especially a very high potential.
Molecular methods such as PCR generally used to detect the micro organisms that can
not be seen easily with microscope and that also require long time to grow in culture.
Therefore, in this study Extended-spectrum beta-lactamase (ESBL) positive Klebsiella
pneumonia micro organisms were taken from a variety of biological liquids and
cultured in the medium. ESBL positive Klebsiella pneumonia micro organism was
diagnosed by PCR directly without DNA purification. As a result, PCR was used for
detection of these definite ESBL positive micro organisms that cause a lot of human
diseases at a very short time.
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1. GIRIS

Klinik aragtirmalarda bas1 c¢eken konular, daha o©nce bilinmeyen enfeksiyon
hastaliklarinin ortaya ¢ikmasi veya daha dnceden tanimlanan enfeksiyon hastaliklarinin
insanlarda tekrardan tanimlanmasiyla beraber toplumun sagligini olumsuz yonde
etkilenebileceginin diisliniilmesi ile baslar. Bakterilerin tanimlanmalar1 genellikle kiiltiir
ortamlarinda {iretilmeleriyle yapilmaktadir. Kiiltiir ortamlarinda ¢ogalan bakterilerin
koloni morfolojileri ve biyokimyasal 6zellikleri gibi fenotipik karakterleri bakterilerin
belirli bir tiir veya cins diizeyinde tanisin1 yapabilmektedir yalniz patojen bakteri kiiltiir
ortaminda {iiretilememesi ya da iiretilmesinde zorlanma, patojen mikroorganizmalarin
kiiltiire dayatilmanisinin uzun zaman almasi tedavi siirecini olumsuz yonde etkilemesi,
bir organizmaya ait bazi fenotipik karakterlerin laboratuvar kosullarina bagl olarak
degisebilmesi ya da belirli bir fenotipik karakterin bir¢ok degisken gen tarafindan
olusturulmasi vede genetik olarak farkli organizmalar tek bir mikroorganizma olarak
tanimlanabilmesi ¢aligsmalar1 olumsuz yonde etkilemektedir (Relman ve Persing, 1996).
Fenotipik tanida ortaya ¢ikan bu sorunlar insanlar1 daha gilivenilir bir yontem olan

PCR’1 ve daha bir¢ok molekiiler yontemi mikrobiyolojide kullanmaya sevk etmistir.

PCR teknolojisinin bakteriyolojide yaygin olarak kullanildig: alanlar sunlardir:

e Antimikrobiyal direncin saptanmast

e Antibiyotik almis olan hastalarda veya stoklanmis 6rneklerde tan1 koyma
e Bakterilerin toksinojik suglarmin ayirt edilmesinde

e Bulasici 6zelligi fazla olan patojenlerin arastirilmasi

e Invaziv olmayan metotlar kullanilarak erken tan1 koymada

e PCR’ n tiplendirmede kullanilmasi

e Tanida siireyi kisaltmak ve kiiltiirli yapilamayan bakterilerin olusturdugu

enfeksiyonlar: tanimlamak.



Hastalik yapan mikroorganizmalari ¢abucak belirlenmek olduk¢a zordur (Morshed ve
ark., 2007). Ayrica mikroorganizmalarin = tanmimlanmasi i¢in hizli ve gilivenilir
yontemlere gereksinim duyulmustur (Palomares ve ark., 2003). Hizli ve gilivenilir
yontemlerin basinda molekiiler metotlar gelmektedir. Molekiiler metotlar, bulasici
mikroorganizmalarin  tanimlanmast  ve  belirlenmesi i¢in  kullanilir.  Klinik
laboratuvarlarda kullanilan en giivenilir molekiiler tan1 yontemlerinden biri PCR’ dir
(Morshed ve ark., 2007). Geleneksel teshis metotlar1 baglama materyalinin miktarindan
dolayr yanlhs sonuglar verebilir. Ilk molekiiler metotlar klinik mikrobiyoloji
laboratuarlarinda kullanilan polimeraz zincir reaksiyonlaridir (Buckingham ve Flaws,
2007). Mikroorganizmalarin hizli ve spesifik belirlenmesi i¢in tan1 laboratuarlarinda
PCR'!n kullanimi ¢ok onemlidir ve genis kullanim alani bulmaktadir (Cremonesi ve
ark., 2005). Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR), spesifik bir DNA parcasinin
kopyalarinin primerler tarafindan yonlendirilerek, enzimatik olarak sentezlenmesi
seklinde tanimlanan in vitro (tlip i¢inde) bir yontemdir. Genis uygulama alani olan
PCR’da metot basitge tiipte niikleik asitlerin uygun kosullarda ¢ogaltilmasidir.
Molekiiler biyoloji alaninda o6nemli yer tutan PCR 1980’li yillarin ortalarinda
gelistirilmesinin ardindan temel molekiiler biyolojik aragtirmalarinda (klonlama, dizi
analizi ve DNA haritalanmas1 gibi) ve bir¢ok hastaligin (ortak hiicre analizi, kistik
fibroz, ‘fragile X sendromu, AIDS, 16semi vs.) DNA temeline dayali tanisi ile insan
genomik DNA’s1 gibi kompleks DNA kaliplarindan spesifik DNA parcgalarinin sentezi
birka¢ saat icinde gergeklestirilebilir yani PCR ile istenilen genlerin yada DNA
dizilerinin  jenerasyonlara  bagli  replikasyonu  hizlandirilmis  bir  sekilde
gergeklestirilebildiginden bu teknolojinin olduk¢a yaygilasmistir. PCR, DNA’nin

istenilen bir dizisini cogaltmada duyarl, secici ve son derece hizli bir yol saglar.

PCR’1n Kullanim Alanlar

e Adli tip 6rneklerinin genetik tiplendirilmesinde;
e Allelik dizi varyasyonlarinin gosterilebilmesi ile doku transplantasyonu i¢in doku
tipinin belirlenmesinde;

e Arkeolojik 6rnekler kullanilarak evrimin incelenmesi alanlarinda;



e DNA dizi analizinde, biiylikk miktarda DNA oOrneklerinin olusturulmasinda;
Dogadaki ¢esitli canli tlirlerinin  tanisi, tiirler arasindaki polimorfizmin
belirlenmesinde;

e Kalitsal hastaliklarda tagiyicinin ve hastanin tanisinda;

e Kilinik 6rneklerde patojen organizmalarin saptanmasinda;

e Orak hiicre anemisi, AIDS, 16semi vb. bir¢ok hastaligin DNA ve RNA temeline
dayali tanis1 i¢in klinik tipta;

e Probe'larin olusturulmasinda / klonlamada / gen expresyon arastirmalarinda;

e Tarimda tohum safliginin belirlenmesinde kullanilabilir.

PCR metodunun duyarlilig1 bulasici bakteri hiicrelerinin sayisinin ¢ok diisiik olabildigi
yerlerde, ozellikle de klinik 6rneklerde, materyallerin ¢ogu tiiriinde bakteriyel {irtinleri
veya bakterinin diisiik konsantrasyonlarinin dogrudan bulunmasini saglar. Bu yiizden
patojenlerin molekiiler izlenmesi, klinik ve epidemiyolojik ©nemi, organizmalarin
bulunmasi ve belirlenmesi i¢in hizli ve giivenilir bir metot olan PCR’a gereksinim
duyulmaktadir. Klasik yontemlerle mikroorganizmalarin tanilar1 tam standardize
edilememis olmalari, bazilarinin duyarliliginin diisiik olmasi, bazilarinin da pahali ya da
uygulanmasi zor yontemler olmasi1 nedeniyle, kisileri mikroorganizmalar1 tanimlamak
icin daha kolay, ucuz, gilivenilir ve standart bir yontem arayisina itmistir (Livermore
1995). Son zamanlarda PCR’la daha hizli ve giivenilir sonuclarin elde edilmesiyle ilgili
calismalar yapilmaktadir. Biz de ¢alismamizda Genis spektrumlu beta-laktamaz (GSBL)
pozitif mikroorganizmalar1 tanimlamak i¢in molekiiler biyolojide ve genetikte oldukga
fazla kullanilan ¢ok hassas PCR tekniginden yararlanilarak GSBL pozitif
mikroorganizmalarin daha hizli, giivenilir ve diisiik bir maliyetle teshis edilerek tedavi
stirecini olumlu yonde etkileyebilmektedir. Bu nedenle biz de bu ¢alismamizda in vitro
kosullarda giivenilir ve hizli sonuglar veren PCR teknigini kullanarak insanlarda
hastaliklara sebep olan, klasik yontemlerle tanisi zaman alici ve zahmetli olan GSBL
pozitif klebsiella mikroorganizmalarinin biyolojik materyallerden hizli, giivenilir ve
daha diisiik bir maliyetle belirlenilmesi saglayarak tedavi siirecine olumlu ivme

kazandirmay1 amagliyoruz.



2. KURAMSAL TEMELLER

2.1. Genislemis Spektrumlu Beta-Laktamazlar (GSBL)

Betalaktamaz enzimi iireten Gram-negatif bakterilerin, penisilinleri ve birinci kusak
sefalosporinleri aktif bir bicimde pargaladiklart halde sefotaksim, seftazidim ve
aztreonam gibi genis spektrumlu beta-laktam ajanlara etkisi yetersizdir. Fakat 1980’11
yillardan baglayarak genis spektrumlu beta-laktam ajanlarin kliniklerde yaygin
kullanimlar1 sonucunda, bu ana enzimleri kodlayan genlerdeki nokta mutasyonlarina
bagli yeni enzimler tiiremistir. Bu enzimler “genislemis spektrumlu beta-laktamazlar

(GSBL) olarak adlandirilmaktadir (Delialioglu ve ark., 2005).

Genislemis spektrumlu beta-laktamazlar genis spektrumlu penisilinazlarin tiirevleridir
ve ¢cogu TEM ya da SHV enzimlerinden kdken almaktadir. Fakat son zamanlarda amino
asit dizileme calismalar1 sonucunda GSBL dokuz farkli yapisal ya da gelisimsel grup
icinde arastirilmaktadir. Bunlar TEM, SHV, CTX-M, OXA, PER, VEB, GES, TLA ve
BES aileleridir. Bunlarda kendi iginde alt tiplere ayrilmaktadir. Ornegin; yaklasik 90’1n
tizerinde TEM-tipi ve 25’in ilizerinde SHV-tipi beta-laktamaz enzimi bulunmaktadir

(Dolapgi, 2005).

Ozellikle Klebsiella tiirleri ve Escherichia coli basta olmak iizere, GSBL {iretimi ve
patojen bakteriler arasinda hizla yayilmasi son yillarda ciddi sorunlar olusturmaktadir.
GSBL fireten kokenlerde enfeksiyon riski; uzun siire hastanede yatig, yogun bakim
tinitesinde bulunma, idrar, vendz kateter vb. uygulamalar gibi ¢esitli girisimler ve genis
spektrumlu beta-laktam antibiyotik kullanimi gibi bazi faktorlerle artmaktadir. Hastane
infeksiyonu etkeni olarak goriilme sikligir giderek artmakta ve genellikle c¢oklu ilag
direncine sahip olduklarindan tedavide giigliiklere yol a¢gmaktadir (Procop ve ark.,

2003).

2.1.1. SHV Grubu GSBL’ ler

SHV grubu GSBL’ler bu grup enzimlerin Onclisii olan SHV-1 enzimi en sik K.
pneumoniae’da bulunmaktadir. Genellikle de kromozomal bir enzimdir. Ampisilin,
tikarsilin ve piperasiline diren¢ olusturmaktadir. SHV tiirii enzimlerin ilk tiirevi 1983

yilinda bulunmus ve SHV-2 olarak tanimlanmistir. TEM grubu GSBL’lere kiyasla SHV-



1’den koken alan enzim sayisi ve aminoasit degisikligi olan pozisyonlar daha azdir.
Bunlarda karakteristik degisiklik 238. pozisyonda glisin yerine serin girmesidir. SHV
grubu enzimler K .pneumoniae’dan baska Citrobacter diversus, E. coli ve P.

aeuroginosa’da bildirilmistir (Delialioglu ve ark., 2005).

2.1.2. TEM Grubu GSBL’ler

TEM grubu GSBL’ler GSBL fenotipi gosteren ilk TEM tiirevi TEM-3’tiir ve 1987
yilinda bildirilmistir. TEM grubu beta laktamazlar E. coli ve K. pneumoniae basta olmak
lizere Enterobacter aerogenes, Morganella morganii, Proteus mirabilis ve Salmonella
spp. gibi Enterobacteriaceae Tlyelerinde sik bulunmaktadir. Nadir de olsa P.
aeuruginosa’'da da bildirilmistir. Buna karsin TEM-4, TEM-21, TEM-24 ve TEM-42 P.
aeuroginosa’da, TEM-17 Capnocytophaga ochracea’da bildirilmistir (Delialioglu ve
ark., 2005) .

Genislemis spektrumlu beta-laktamazlar en sik Klebsiella tiirleri ve Escherichia coli’de
goriiliir (Kagmaz ve ark. 2005). Klebsiella cinsi adint 19. yiizyilin sonlarinda yagamis
mikrobiyolog Edwin Klebs'ten almistir. Enterobacteriaceae ailesinin Klebsielleae

kabilesinde siniflandirilan Enterobacter, Hafnia ve Serratia ile birlikte yer alir (Erdem,

1999) .

2.1.3. VEB Grubu GSBL’ler

Ik olarak Vietnam’da bir E. coli susunda gdsterilmis daha sonrada Tayland’ da P.
aeruginosa’da bulunmustur. Bunlar i¢inde PER-1, PER-2, VEB-1, CME-1 ve TLA-1
birbirleriyle iligkili olup, yaklasik %40-50 civarinda homoloji gdsterirler. Hepsi
oksiimino sefalosporinlere, Ozellikle de seftazidime ve aztreonama karsi direng

gelisimini saglarlar.

2.1.4. CTX Grubu GSBL’ler

Bu enzimler 6zellikle sefotaksimi substrat olarak tercih eden 6zellige sahiptirler. Baslica
Salmonella typhimurium ve E. coli’de tanimlanmis olmakla birlikte diger bazi1 enterik
gram negatif bakterilerde de gosterilmislerdir. Otuzdan fazla degisik tipi bulunan bu

enzimler, TEM ve SHV kokenli enzimlerle en fazla %40 civarinda benzerlik



gostermektedirler ve farkli olarak toplum kokenli enfeksiyonlardaki izolatlarda sik izole
edilirler. CTX-M tiiri enzimler yakin zamanda iilkemizde de gosterilmistir. Bu
enzimlerin onemli bir 6zelligi de; bunlara karsi tazobaktamin inhibitér etkisinin
klavulanik aside ve sulbaktama gore daha fazla olmasidir. Glinlimiizde CTX-M ailesinde
40 enzim bulunmaktadir ve CTX-M-1, CTX-M-2, CTX-M-8, CTX-M-9 ve CTX-M-25

olarak tanimlanan 5 gruba ayrilmistir.

2.2. GSBL Tam Yontemleri

GSBL’ler, genellikle seftazidim ve /veya sefotaksim MIK degerlerinde orta derecede bir
artisa yol acarlar ve tanimlanma gii¢liikkleri ortaya cikarirlar. GSBL iiretimi normal
duyarlilik testleriyle saptanamayabilir. Etkilenen antibiyotiklere azalmis duyarlilik bir
gosterge olabilir. Antibiyogramlarda indikator antibiyotiklerin tamami bulunmalidir. Bir
izolatin GSBL {irettigi saptandiginda beta laktamaz inhibitér kombinasyonlar1 ve
sefamisinler hari¢ tiim sefalosporinler, penisilinler ve monobaktamlara direngli kabul

edilirler.

GSBL fiireten suglar bakteri sayisinin yiiksek oldugu durumlarda direng diizeylerinde
artmasiyla acgiklanan inokulum etkisi gosterirler. Bu durum in vitro testlerde duyarh
goriilseler bile beta-laktam grubu kullanilmamasi gerekliligini ortaya koyar.
Laboratuarda etkilenen antibiyotiklerde azalmis duyarlilik GSBL gostergesi kabul
edilir. Coklu direng 6zelligi (gentamisin ve SX7) GSBL i¢in ipucu olabilir (Giilay,
2004).

2.3. Klebsiella pneumonia

Klebsiella cinsi adin1 19. yiizyiln sonlarinda yasamis mikrobiyolog Edwin
Klebs'tenalmistir. Enterobacteriaceae ailesinin Klebsielleae smifinda Enterobacter,

Hafniave Serratia ile birlikte yer alir.



Sekil 2.1. Klebsiella pneumonia mikroorganizmasinin elektron mikroskopisinden alinan

fotografi

2.3. 1. Klebsiella pneumonia Mikroorganizmasimin Ozellikleri

Klebsiella cinsi bakteriler kuruluga direncli olup 1s1ya duyarhdirlar. Nemli 1sida 55C' de
yarim saatte Oliirler. Kemoterapotiklere oldukea direng gosterirler. K. pneumonia major
antibiyotiklere dirence yol acan plamid kaynakli genler i¢in rezarvuar gorevi yaparlar.
Klebsiella cinsi bakterileri arasinda beta-laktam direnci siklikla beta-laktamazlara
baghdir. TEM 1, TEM 2 gibi plazmid kaynakli beta-laktamazlar olabilecegi gibi,
genislemis spektrumlu beta-laktamazlara (GSBL) bagli diren¢ de sik rastlanir. Hastane
ortaminda izole edilenler direnclilik yliksek oranda iken, solunum yollarindan izole

edilenlerde direng¢ daha diisiiktiir (Erdem, 1999).

Sekil 2.2. Klebsiella pneumoni nin yetistirildigi besi ortami



2.3. 2. Klebsiella pneumonia Mikroorganizmasinin Laboratuvar Tanisi

Klebsiella tiirleri enzim iretimi rutin antibiyogramlarda goézden kagmaktadir
(Yavuzdemir ve ark., 2001). Bu nedenle Klebsiella tiirleri 1982’den beri GSBL yapan
suglarin giderek aran oranda soyutlanmasi ile sorun olusturan bakteri olma 6zelligini
siirdiirmektedir (Jacoby ve ark., 1996). Genisletilmis spektrumlu beta-laktamaz iireten
kokenlerin klinik olarak penisilinler, sefalosporinler ve aztreonama da direngli
olabilmeleri, rutin antibiyogramda duyarli bulunabilen bu antibiyotiklerin tedavide
kullanilmalar1 sonucu tedavi sorunlariyla karsilagilmasina neden oldugundan dolay1 da
GSBL iireten mikroorganizmalarla olusan enfeksiyonlar son zamanlarda oldukga biiyiik
bir problem oluslturmaktadir (Zaoutis ve ark., 2005). Bu nedenle de GSBL iireten
kokenlerin saptanmasinin bir gereklilik oldugu bildirilmektedir. Ancak, bu amag icin
gelistirilen bazi yontemlerin tam olarak standardize edilememis olmasi, bazilarinin
duyarliligmin diisiik olmasi, bazilarinin da pahali ya da uygulanmasi zor yontemler
olmasi nedeniyle, kisileri glivenilir ve standart bir yontem arayisina itmistir (Livermore,

1995).

Sekil 2.3. Klebsiella pneumonia Bakterisi



2.3.3. Klebsiella pneumonia’nin Sebep Oldugu Hastahklar

Klebsiella pneumoniae kan akimi enfeksiyonuna neden olan etken olup hastanede yatan
hastalarda solunum yolundan izole edilen bir patojendir. Siklikla pek ¢cok antimikrobiyal
ajana direng gosterirler. Ozellikle beta laktam inhibitorii igeren tiim penisilinlere ve
sefalosporinlere direnclidirler ve ayrica GSBL iireten mikroorganizmalara bagli ciddi
enfeksiyonlarin tedavisinin gii¢ oldugu bildirilmektedir. Dogada, insan barsaklarinda
olduk¢a yaygindir. Genellikle diski ve nazofarekste floranin gegici iiyeleri olarak kabul

edilirler.

2. 4. Tanisal Uygulamalar

Molekiiler Tekniklerin ¢ok farkli alanlarda genis calisma ve arastirma alanlari
buldurmaktadir. Bu c¢alisma alanlarinin basinda enfeksiyon hastaliklar1 geldiginden
molekiiler teknikler enfeksiyon hastaliklarinin tanisinda, hastalik yapan etkenin
belirlenmesinde yaygin kullanilir yani genellikle mikroskopi ile goriilmesi, kiiltiirde
tiretilmesi uzun zaman alan zor veya olanaksiz mikroorganizmalarin saptanmasi i¢in

kullanilmaktadir.
Molekiiler teknikler enfeksiyon hastaliklarinda;

e Antiviral tedavinin takibinde

e Bakteri akrabaliginin arastirilmasinda

e Bulasici kaynaklardaki bakteriyel patojenlerin belirlenmesinde

e Enfeksiyon ajanlarinin hizli tanisinda

e FEtkeni belirlenmemis hastaliklarla, enfeksiyon ajanlar1 arasinda iliski
kurulmasinda

e Mikroorganizmalarin diren¢ genlerinin belirlenmesinde

e Mikroorganizmalarin dokuda yerlesimlerinin belirlenmesinde

¢ Yeni enfeksiyon ajanlarinin bulunmasinda kullanilmaktadir (Akar, 1999).

Klinik laboratuvar yontemleri geleneksel olarak hastalik tanisi i¢in gereken dogru ve

Ozgin bilgiyi saglarlar. Niikleik asit analizlerinde laboratuarin rolii tedaviyi
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yonlendirecek sekilde gelistirecek potansiyelde olmasidir. Molekiiler tekniklerin
uygulanmas1 belirli bir hastalik veya duruma iliskin 1yi kurgulanmis klinik siiphe
gerektirir. Enfeksiyon ajanlarin saptanmasi ve tanisinda geleneksel yaklasim; uygun
boyalarin kullanilmas: ve direkt inceleme, Kkiiltir ve izolasyon veya konaktaki
antikorlarin saptanmasidir. Ancak organizmalarin ¢ogu boyama ile kolayca taninamaz,
kiiltiir zahmetlidir ve uzun inkiibasyon zamanlar1 gerektirir. Baz1 organizmalar pahali
kiltliir ortamlar1 gerektirirler veya hi¢ kiiltiir edilemezler. Oysa Niikleik asit problari
numunedeki patojenin genetik bilgisini saptama potansiyelindedir. Reaktif, cihaz ve
egitilmis eleman maliyetleri nedeni ile, enfeksiyon ajanlarin molekiiler ¢aligmalar
yalniz klinik olarak, uygun zaman aralifinda tanimlanmasi zor olan organizmalarla
caligmaktadirlar. Amplifikasyon yontemlerinin klinik laboratuara ilk girisi enfeksiyon

hastalik uygulamalarinda olmustur (Burtis ve Ark, 2005).

Niikleik asit ¢ogaltma yontemleri klinik 6rneklerde bulunabilecek etkenin kisa siirede
gosterilmesi, c¢abuk belirlenmesi, molekiiler tiplendirilmesi ve ila¢ direncinin
saptanmasinda kullanilmaktadir. PCR yontemine dayali erken tanida, klinik 6rneklerde
direkt olarak bakteriler arastirilmaktadir. Enfeksiyon hastaliklarinin ¢ogunda hasta
antibiyotik almaya basladiktan sonra etkenin iiretilerek tan1 konulmasi zorlasmaktadir.
Bu durumda PCR yontemiyle etkene ait genetik materyal arastirilarak klinik taniya
yardimci olunabilir. Biyokimyasal yontemlerle ¢ogunlukla tiir diizeyinde tanimlanan
suglarin birbirleriyle iligkileri tam olarak anlagilamamaktadir. Epidemiyolojik ¢alismalar
icin gerekli olan alt tiir diizeyinde tiplendirmede biyotipleme faj tiplemesi, serotipleme
ve antibiyotipleme gibi fenotipik yontemler 6n bilgiler vermektedir yalniz ¢ogunlukla
kesin ayrim i¢in molekiiler yontemlere gereksinim duyulmaktadir (Kdksal, 1999; De La

Puente-Redondo ve ark., 2000).

2.5. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR)

Ik kez 1985°de ABD’de Cetus Corporatiun’da ¢alisan Erlich, Kery Mulli Henry A.s,
ve Randall K. Saiki tarafindan gelistirilerek bilim diinyasina sunulan PCR, izole edilen
veya patolojik materyallerde bulunan hedef genetik materyallerin (DNA veya RNA)
(spesifik kisa zincirli oligoniikleotid) primerler yardimi ile enzimatik olarak in vitro

kosullarda sayica cogaltilmasidir. Kisaca hiicre iginde gerceklesen dogal DNA
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replikasyonunun laboratuvar ortaminda in vitro kosullarinda (tiip igerisinde ) taklit
edilmesi esasina dayanir yani laboratuvar da niikleik asitlerin in vitro kosullarda analiz
edilmelerini saglamaktadir (Mc Kane ve Kandel, 1996; Prescott ve ark., 1999).
Hiicrelerde DNA dogal olarak, replikasyon ile cogalir. DNA ¢ift sarmalinda birbirinden
ayrilan ipliklerin tamamlayicilart sentezlenerek bir DNA molekiiliinden onunla ayni
olan iki yavru molekiill meydana gelir. Boylece hiicre boliinmesiyle yeni olusan
hiicrelere tiim genler aynen gecerler. Her yeni hiicre jenerasyonunda genlerin kopya
sayilariin iki katina ¢ikmasi nedeniyle jenerasyonlar boyunca DNA miktar1 baslangica
gore iissel olarak artar. Ornegin 35 jenerasyon sonra hiicre ve gen sayisinda milyarlarca
kez artis olur. In vitro kosullarda istenilen bir genin ya da 6zgiin bir DNA dizisinin ¢ok
sayida kopyasmin elde edilmesi icin rekombinant DNA yontemleri ile DNA
klonlamasina ek olarak, 1980’1 yillardan itibaren Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR)
da kullanilmaya baslanmistir, PCR’da da hiicre jenerasyonu issel olarak (2")
artmaktadir. Ornegin 4 jenerasyon sonunda gen sayis1 16’a ¢ikmaktadir. 1980°1i yillarin
ortalarinda gelistirilmesinin ardindan temel molekiiler biyolojik arastirmalarda
(klonlama, dizi analizi, ve DNA Haritalamasi1 gibi ) bir ¢ok hastaligin (ortak hiicre
analizi, kistik fibroz, ‘fragile X’ sendromu, Aids, 16semi vb.) DNA temeline dayali
tanis1 i¢in de klinik tipta hizla kullanilmaya baslanmistir. Bu teknolojinin bu kadar
yayillmasinin baslica sebebi insan genomik DNA’s1 gibi kompleks DNA kaliplarindan
spesifik DNA pargalarinin sentezini birkag saat i¢cinde gergeklestirebilmesidir (Dikmen

ve Ozgiinen, 2004).

4th cycle

wanted gene —

—< 3t cwué:‘i_
<—<L{:§

Exponential amplification

2nd cvele

1 Istoycle ---=--------- = 35th cyele
template DN A ———L
- <= .
4 copics B copies 16 copies 32 copies 27 = 68 billion copies

{Andy Vierstracte 199%)

Sekil 2.4. DNA’nin Replikasyonu
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2.5.1. PCR’da DNA replikasyonu
PCR’da DNA replikasyonu 3 asamada gerceklesir.

1- Denatiirasyon: DNA replikasyonunun baglayabilmesi i¢in ¢ift iplikli DNA zinciri
arasindaki hidrojen baglarinin kirilarak zincirlerin birbirinden ayrilmasi gerekir.
Hidrojen baglarini birbirinden ayilmasi i¢in de yiiksek sicaklik gerekir. Yiiksek sicaklik
ortami saglanarak (94°C-98°C) ¢ift iplikli bir DNA molekiiliinlin birbirinden ayrilmasi
olayma da denatlirasyon denir. Yagamin1 37°C’de siirdiiren hiicrede denatiirasyon adi
verilen zincir ayrilmasi, bir kismi enzim yapisinda olan yardimci proteinlerle
gerceklesir. PCR’da ise zincir ayrilmasit DNA molekiillerinin yiiksek sicakliga dayanikli
olmast nedeniyle ortamin 94°C-98°C’ye kadar isitilmasiyla miimkiin olmaktadir

(Dutton, 1998).

2-Annealing: (Hibridizasyon: Primer Baglanmasi): Kalip DNA molekiilii ytiksek
sicaklikta denatiire edildikten sonra tek iplikli DNA molekiilleri {izerinde kendilerine
tamamlayicit olan bolgelere Sentetik oligoniikleotidlerin baglanmasidir. PCR isleminde
replikasyonu yapilacak bolgenin iki ucuna 6zgii olan baz dizilerini bu bolgedeki
tanimlayici sentetik oligoniikleotid primerler tepkime karigiminin igerisine Onceden

konulur. Reaksiyon 37°C—65°C’de gerceklesir (Dutton, 1998).

3-Polimerizasyon: Extension (Cift Iplikli DNA Sentezi): Spesifik kisa zincirli
oligoniikleotid primerler DNA’ya eklenerek zincirin uzamasi saglanir. Bu reaksiyon

72°C’de gergeklesir (Dutton, 1998).
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Sekll 2 5. Primerlerin Kahp DNA’ya baglanmasi
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PCR firiinleri agaroz jel elektroforezi ile molekiil agirliklarina gore ayrilarak, DNA’nin
varlig1 gosterilebilir. Olusan bantlarin 6zgilinliigii UV altinda degerlendirilir. Bununla
beraber PCR’1in 6zgiinligii ve duyarliligini etkileyen faktdrler bulunmaktadir. Bunlar
kalip DNA, primerlerin uzunlugu, kullanilan 1s1 ve reaktiflerin konsantrasyonu gibi
parametrelerdir. Yine enzim ve primer konsantrasyonlar1 da PCR’in basariyla
yapilmasimi etkilemektedir. Analiz esnasinda ise reaksiyon sonrasi istenmeyen
amplifikasyonlar analizin yanlis degerlendirilmesine yol agabilir. Elde edilen sonucun
degerlendirilmesi i¢in mutlaka PCR icinde kullanilan maddelerin ¢ok uygun
konsantrasyonda ve dongiilerin uygun sayida olmasi gerekmektedir. Fazla miktarda
hedef DNA konmasi istenmeyen amplifikasyona sebep olabilir. Kontaminasyonu
engellemek i¢in de kullanilan tiip ya da pipet uclarinin tek kullanimlik olmas1 oneriler

arasindadir (Lyncnh ve Brown, 1990; Taylor, 1993).

2.6. PCR’1n Temel Bilesenleri
Kalip olarak kullanilan DNA molekiilii

DNA polimeraz enzimi,

Primerler,

dNTP karigima,

e Tampon ve MgCl, diir.

2.6.1. Kalip DNA

PCR’da genomik DNA’lar, plazmid ve faj DNAlar, ¢esitli genler ve hatta herhangi bir
DNA pargas1 kalip olarak kullanilabilir. Bu kalip DNA molekiilleri amaca gore cDNA,
genomik DNA, genom kitapliklar1 halinde olabilir. PCR’da kalip olarak tek yada cift
iplikli DNA’nin yam1 sira RNA’da kullanilabilir. Kalip DNA’lar ya arastirma
laboratuarlar1 ve kliniklerden ya da ticari olarak elde edilir (Temizkan ve Arda, 2004).

En iyi kaliplar, DNA sentezini durdurabilen ya da niikelotid bazlarinin yanlis
birlesmesine neden olabilen centikler, kiriklar ve kontamine edici proteinler icermeyen
kaliplardir. Yiiksek GC muhtevasina ve sekonder yapiya sahip kaliplarin
amplifikasyonunu optimize etmek olduk¢a zordur (Buckingham ve Flaws, 2007). Kalip

olarak kullanilacak DNA temiz olmak zorunda degildir. Kurumus kan veya semen gibi
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adli tip ornekleri, tek bir sag teli, uzun siire saklanmis tibbi 6rnekler, mumya kalintilari
ve fosil gibi degisik kaynaklardan, genomik DNA elde edilebilir (iscan, 2003). PCR’da
Kalip olarak yiiksek molekiil agirlikli genomik DNA kalip olarak kullanilacaksa, DNA
kismi kesim yapan Not#/ ya da Sfil gibi restriksiyon enzimleriyle kesildikten sonra
kullanilmalidir.  Genellikle kalip DNA’da  hedef dizinin konsantrasyonu
bilinmediginden, PCR’in pozitif kontrol DNA ile optimizasyonu faydahdir.
Optimizasyon caligmalarinda normalde klonlanmis bir DNA pargasi i¢in nanogram,
genomik DNA icin ise mikrogram diizeyindeki miktarlar kullanilir. Eger RNA
kullamlacaksa total RNA ya da poli (A)" RNA’dan &nce klasik yolla cDNA elde edilir
ya da Thermus thermophilus kaynakli rekombinant 7th DNA polimeraz enzimi
kullanimiyla ayni tiipte RNA’dan DNA iirliniiniin elde edilmesi tek kademeli olarak

yapilabilir (Temizkan ve Arda, 2004).

Eger ¢ogaltilacak kalip DNA dizisi hakkinda bilgi mevcut degilse, bu durumda
gelisigiizel baslatilmis (Arbitrarily Primed PCR (AP-PCR)) veya gelisigiizel ¢ogaltilmis
polimorfik DNA (Random Amplified Polymorphic DNA (RAPD)) yoOntemleri
kullanilarak genomik parmak izleri ¢ikartilabilir (Iscan, 2003).

2.6.2. Polimerazlar

DNA polimeraz enzimleri, kalip iplige tamamlayici bir DNA ipligi meydana getirmek
izere, orijinal kalip iplikteki baz bilgisini kullanarak dort cesit deoksiriboniikleozid
trifosfattan uzun poliniikleotid zincirin sentezini kataliz ederler. Bu enzimler, sentezi
baslatmak icin kalip molekiildeki tamamlayici diziye baglanan kisa DNA parcalarina
(primerlere) gerek duyarlar. Sentezin yonii 5’ uctan 3’ uca dogru olup, primerin serbest
3’OH (hidroksil) ucuna ortamdaki dNTP’lerin niikleofilik etki yapmalanyla,
fosfodiester baglarmin katalizi ve yeni DNA ipliginin polimerizasyonu saglanir.
Termostabil (sicaklia dayanikli) DNA polimeraz enziminin PCR’da kullanilmaya
baslanmas1 arastirma ve klinik laboratuarlarinda rutin olarak yapilan deneylere
teknolojik olarak biiyiik bir avantaj saglamistir. Termositabil DNA polimerazlardan
PCR’da en yaygin olarak kullanilan Thermus aquaticus’dan elde edilen Taq DNA
polimerazdir (Temizkan ve Arda, 2004).
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Giliniimiizde PCR’de yaygin bir sekilde kullanilan bazi termostabil DNA polimeraz
enzimlerin adlar1 ve kaynaklar1 Tablo 2,1°de, Tablo 2.2° de de PCR’da siklikla

kullanilan DNA polimerazlarin 6zellikleri verilmistir.

Tablo 2,1.Termostabil DNA polimerazlar ve kaynaklar

DNA polimeraz Dogal/Rekombinant Kaynak

Taq Dogal Thermus aquaticus
Amplitag® Rekombinant T. aquaticus

Hot Tub™ Dogal Thermus flavis

Vent™ Rekombinant Thermococcus litoralis
Deep Vent™ Rekombinant Pyrococcus GB-D

Tth Rekombinant Thermus thermophilus
Pfu Dogal Pyrococcus furiosus

Tablo 2.2. PCR’da siklikla kullanilan DNA polimerazlarin 6zellikleri

Taq/ Stoftel Vent'™ | Pfu | Tth UITma™
Amplitag | Fragment
®
Termostabilite- 40 80 400 >120 | 20 >50*
95°C’deki yarilanma
omrii (dakika)
5°—3’ ekzoniikleaz | Var Yok Yok Yok | Var Yok
aktivitesi
3’—-5 ekzoniikleaz | Yok Yok Var Var | Yok Var
aktivitesi
Processivity * % 50-60 5-10 7 ®EE 3040 | K H*
Kalibit uzatma oram | 75 >50 >80 60 >33 * ok ok
(Niikleotid/saniye)

*97,5 °C’de Olclilmiistiir.

* * Enzimin DNA kalibindan ayrilmaksizin kaliba ekledigi
ortalama niikleotid sayisi. * * *Bilgi bulunmamaktadir.




16

2.6.3. Primerler

Gen c¢ogaltilmas1 dahil PCR’mn birgok uygulamasi i¢in kalip DNA’ya tamamen
tamamlayici olan primerlere gereksinim vardir. Genel olarak kullanilan kalip ile yiiksek
oranda baglanma saglamak iizere primerler 20-30 niikleotid uzunlugundadir.
Oligoniikleotid primerler, primer sentezi yapan laboratuarlardan ya da ticari olarak elde
edilebilirler. Primer tasarimi yapilirken ¢ogaltilmasi istenen DNA dizisinin iki ucundaki
dizisi bilinen kisimlar dikkate alinir. Bu bolgelere tamamlayici olan primerler tasarlanir.
Primer tasarimi yapmak icin bilgisayar programlar1 da gelistirilmis olmakla beraber,
cogu zaman arastiricilar ilgilendikleri genleri ya da DNA pargalarini ¢ogaltmak icin
kendileri primer tasarimi yapmak durumundadirlar. Tasarim yapilirken miimkiin
oldugunca dort bazin esit sayida kullanimina dikkat edilir. Primerin Tm (erime
sicakligl) degeri, amplifikasyon reaksiyonunun spesifitesi i¢in kritik bir agsama olan en
uygun annealing sicakliginin belirlenmesi i¢in baglangi¢ noktasi olarak kullanilabilir.
Dolayisiyla forward ve revers primerler benzer Tm degerine sahip olacak sekilde
tasarlanmalidir ki her ikisi de ayni annealing sicakliginda optimal olarak hibridize
olabilsin. Tm primerlerin uzunluklari arttirilarak ya da kalip iizerinde daha c¢ok ya da
daha az G ve C’lere sahip bolgelere yerlestirilerek ayarlanabilir (Buckingham ve Flaws,

2007).

Sonucu olumsuz yonde etkilemesi istenmeyen olusumlart minimize etmek i¢in 6nem

verilmesi gereken bazi noktalar:

e Primerlerin polipiiriin, poliprimidin ya da tekrarli bolgeler icermemesi,

e Primer ciftlerinin 3’ uglarinin birbirine ya da primer igindeki bir bolgeye
tamamlayict olmamasi (Temizkan ve Arda, 2004),

e Primerin dimer olusturmasimi engellemek icin 3’ucunda G ve C’ler

bulunmamasidir (Iscan, 2003).
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2.6.4. ANTP

Deoksiriboniikleozid trifosfatlar (dAATP, dGTP, dTTP, dCTP) yiiksek saflikta ya tek tek
ya da dortli karisim halinde ticari olarak saglanir. Optimal dNTP konsantrasyonu
MgCl, ve primer konsantirasyonuma, reaksiyon kosullarina, ¢ogaltilmis iiriin boyuna
vede PCR dongli sayisma baghdir. Taqg DNA polimeraz diisik dNTP
konsantrasyonlarinda (10-100uM) kaliba uygun, dogru bazlar1 se¢gmede daha basarili
olmakla birlikte, normal kosullarda PCR 100 uM dNTP konsantrasyonu ile
gergeklestirilir. Yapilacak PCR i¢in en uygun dNTP konsantrasyonu deneysel olarak
belirlenmelidir (Temizkan ve Arda, 2004).

2.6.5. Tamponlar ve MgCl,

PCR tamponlar1 enzim aktivitesi i¢in optimal sartlar saglar. Mg iyonlar1 INTP’ler ile
¢cOziinebilir kompleksler olustururlar, polimeraz aktivitesini uyarirlar ve ¢ift iplikli
DNA’nin Tm degerini artirirlar, ayrica primer/kalip etkilesimini saglarlar. Bu nedenle
MgCly’tin PCR’1n 6zgiinligii ve iirlin verimi iizerinde ¢ok onemli bir etkisi vardir.
Genellikle optimum MgCl, konsantrasyonu olarak 1,0-1,5 mM’lik degerler tercih edilir.
Diisiik Mg™ konsantrasyonu, enzim etkinligini diisiirerek iiriin olusumunda azalmaya,
yiiksek Mg™ konsantrasyonu ise yanhs birlesmeleri destekleyerek spesifik olmayan
iriin birikimine yol agar. KCl (20-100mM), amonyum stilfat (15-30 mM) ya da tek
degerli katyonlarin diger tuzlari1 6nemli tampon bilesenleridir. Bu tuzlar DNA’nin
denatiirasyon ve annealing sicakliklarin1 ve enzim aktivitesini etkiler. Tampon/tuz
sartlariin etkisi farkli primerler ve kaliplar i¢in degisiklik gosterir. PCR’da kullanilan
cesitli tamponlar arasinda en c¢ok kullanilam1 Tag/Amplitaq enzimlerine 6zgii olan
tampondur. Diger enzimler i¢in de benzeri tamponlar bulunmakta ve bunlar ¢cogunlukla
satin alinan enzimle birlikte 10xkonsantrasyonda saglanabilmektedir. MgCl, igeren
tamponlar kullaniliyorsa, ayrica MgCl, kullanimina gerek yoktur (Temizkan ve Arda,

2004).
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2.7. PCR Engelleyicileri (Inhibitorleri) ve Artiricilar

PCR c¢esitli maddeler ile aktive olabilecegi gibi aym1 zamanda bazi maddelerin
kullanimiyla inaktivedebilir. Bir 6rnek verecek olursak klinik 6rnekler kullanildiginda
orneklerin toplanmasi ve saklanmasi i¢in uygun yontem ve meteryal se¢imi onemlidir.
DNA kaynagi, herhangi bir kisinin ortama dagilmis olan deri yada sa¢ hiicreleri,
laboratuardaki g¢esitli ylizeyler yada ortam havasi tarafindan kontamine olabilir.
Bunlarin disinda PCR’da kullanilan bilesenlerin hemen tamami hatta DNA polimeraz
bile, kontaminasyon kaynag1 olabilir. Yani bir¢cok faktor PCR reaksiyonunun inhibe
olmasia yol acar. Burada sadece optimizasyon caligmalar1 i¢in genellikle kullanilan
inhibe edicilerden s6z edilecektir. Cesitli maddelerin PCR reaksiyonunu olumsuz
etkilemesi PCR’de kullanilan biyolojik orneklerin  ¢esitliliginden ve DNA
izolasyonunda kullanilan yontem ve maddelerden kaynaklanmaktadir. Cok sayida
degisik biyolojik metaryal (hayvan dokular1 ve viicut sivilari, bakteri 6rnekleri, adli ve

arkeolojik materyaller) PCR’de DNA kaynagi olarak kullanilir.
PCR’ da insan DNA’s1,

e amniyon sivisindan,

e biyopsi materyallerinden,

e hiicre dokiintiilerinden,

e idrardan,

e koriyonik villusdan

e periferal kan hiicrelerinden,

e plasenta sa¢ kokiinden,

e semenden,

e serebrospinal s1vi gibi
degisik biyolojik kaynaklardan izole edilir. Bu dogal kaynaklar ¢ok cesitli reaksiyonlari
olumsuz yonde etkileyebir. Bu nedenle inhibisyonun olmadigina iligskin olarak PCR
kontrolleri yapilmalidir. DNA izolasyonu i¢in en sik kullanilan materyallerden biri kan
oldugu i¢in kanm pihtilasmasini engellemek i¢cin EDTA’Ih ya da heparinli tiipler
kullanilir. Heparin de PCR ig¢in potansiyel bir inhibitérdiir. Heparinin disinda kanda

bulunan porfirin gibi diger maddeler de DNA izolasyonu sirasinda lizis ve santrifiijleme
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asamalarinda uzaklastirilirlar ¢linkii PCR igin kuvvetli inhibitdr etki gosterirler

(Temizkan ve Arda, 2004).
PCR’da Kontaminasyondan Korumak icin Alinabilecek Onlemler

e Aragtirmacilarin eldiven, 6nliik, koruyucu gozliik vb. kullanmalari.

e Kaliteli pipetler ve koruyucu pipet uglari tercih edilmelidir.

e Kullanilacak malzeme ve metaryallerin, ¢ozeltilerin steril edilmeleri.

e Kullanilacak malzemeler ve bilesenlerin genel laboratuvar donanimindan ve
Ozellikle PCR {iriinlerinin analizinde kullanilacak olan bilesenlerden ayrilmalari.

e PCR calismasinin steril bir kabin yada 6zel bir laboratuarda yapilmasi.

e dNTP’ler ve tamponlar PCR bilesenlerinin stok ¢dzeltilerden kaynaklanabilecek
kontaminasyonu engelleyebilmek i¢in uygun miktarda saklanabilecek sekilde

hazirlanmali (Temizkan ve Arda, 2004).

1%-10%’luk konsantrasyonlarda ilave edilen dimetil siilfoksit, gliserol ve triton X-100
gibi katotropik ajanlar (chaotropic agents) sekonder yapilar1 azaltabilir bdylece zor
bolgeler boyunca polimerazin zinciri uzatmasina imkan verir. Bu ajanlar bir de enzim
stabilitesine katkida bulunurlar (Buckingham ve Flaws, 2007). Bu arttirict maddelerin
kullanimindaki en 6nemli gii¢liik, basarili bir sonu¢ almak i¢in hangi maddenin hangi
tip PCR’de kullanilacaginin belirli olmamasidir. Artiricilar belirli bir konsantrasyonda
kullanildiklarinda PCR’1 olumlu olarak etkilerler, ama ayn1 kosullar bir baska PCR’da
aymi etkiyi  goOstermeyebilirler. PCR  artiricilarinin -~ (enhancerlarin)  yiiksek
konsantrasyonlarinin Taq DNA polimerazi inhibe ettigi diisiintildii§linden optimum

konsantrasyonlar1 deneysel olarak belirlenmelidir (Temizkan ve Arda, 2004).
2.8. PCR’n isleyisi
Termostabil DNA polimerazlarin farkli sicaklik derecelerini istenilen siireler icin

otomatik olarak ayarlanabilen PCR aletlerinin (thermal cycler) kullanima sunulmasi,

PCR’nin verimi ve kullaniminda 6nemli gelismelere yol agmistir. Verimli bir PCR i¢in;

e Denatiirasyon,

e Primerlerin baglanmasi,
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e Primerlerin uzamasi,
e Dongili sayisi,
e PCR makinesinin sicaklik inis ve ¢ikis siireleri onemlidir (Temizkan ve Arda,
2004).
Polimeraz zincir reaksiyonu mikrotiiplerde gerceklestirilir. Amaca gore farkli PCR
tipleri ve degisik sicaklik dereceleri kullanilabilir. PCR’de bir dongiiyii olusturan

asamalarin sicaklik degerleri ile siireleri Sekil 2.6.’da verilmistir.

PCR : Polymerase Chain Reaction
30 - 40 cycles of 3 steps :

Step 1 : denaturation
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Sekil 2.6. Polimeraz Zincir Reaksiyonu

PCR ift zincirli DNA ile baslar. Ilk 6nce denatiirasyon asamasinda ¢ift iplikli DNA
replike edilebilmesi i¢in iki tek zincire denatiire edilir. Bu kaliba bagli olarak birkag
saniyeden birka¢ dakikaya kadar 94-96°C’de ornek 1sitilarak gergeklestirilir. Baslangic
denatiirasyon asamasi genomik ya da diger biliyilk DNA kalip fragmentleri icin
uzatilabilir. Sonraki denatlirasyonlar daha kisa olabilir. Bir sonraki asama PCR’m
spesifitesi acisindan ¢ok biliylik 6nem tasiyan annealing (hibridizasyon) asamasidir.
Annealing sicaklifinin primerler ve reaksiyon sartlari ile optimize edilmesi énemlidir.

Annealing sicakliklar1 50-70°C arasinda olup genellikle deneysel olarak belirlenir.
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Baglangi¢ noktas1 primer dizilerinin Tm’si kullanilarak belirlenebilir. Reaksiyon
sartlari, tuz konsantrasyonu, yanlis eslesmeler, kalip durumu ve sekonder yapi
reaksiyondaki primerlerin ger¢ek Tm’sini etkileyecektir. Primerlerin Tm degerinin
hesaplanmasi i¢in ¢esitli formiiller ve bilgisayar programlart kullanilmaktadir. Cogu
zaman hesaplanan Tm degerinin 3-5°C altindaki sicakliklar baglanma sicaklig1 olarak
secilir ve daha sonra optimum sicaklik degeri denenerek saptanir (Temizkan ve Arda,
2004).

Primerlerin uzamasi1 asamasinda genellikle Taqg/Amplitag DNA polimerazlarin
polimerizasyon aktivitesi i¢in en uygun sicaklik derecesi olan 72°C kullanilir. Uzama
asamasl i¢in ¢cogu zaman iki dakika yeterli olmakla birlikte, eger uzun amplikonlar
(PCR ile g¢ogaltilan DNA pargasi) ¢ogaltiliyorsa siire artirilir. PCR iirlinii olan tiim
molekiillerde reaksiyonun tamamlanmasini garanti altina almak i¢in son dongiiniin
uzama siiresi ¢cogunlukla uzun (10-15 dakika) tutulur. Toplam dongii sayis1 genellikle
25-35 arasindadir. Dongii sayisinin artirilmasi halinde istenmeyen iiriinler fazlalasirken,
istenen tirtinlerde herhangi bir artis meydana gelmez. Bu yiizden 40’dan fazla sayida
dongiiden olusan PCR reaksiyonlar1 genellikle basarili sonuglar vermez (Temizkan ve

Arda, 2004).

2.9. PCR Uriinlerinin Belirlenmesi ve Analizi

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

parcalari’dir. PCR iiriinlerinin analizi ile genellikle {i¢ ¢esit bilgi edinilebilir:

(1) Baslangic materyali olarak kullanilan DNA ya da RNA’nin kabaca ya da kesin

miktarinin belirlenmesi i¢in ¢ogaltilmig PCR iiriiniinlin miktarinin 6l¢iilmesi
(2) Dizi analizi
(3) Hedef DNA dizisinin varliginin ve tasidig1 varyasyonun belirlenmesi

PCR tamamlandiktan sonra iiriinler baska bir asamada kullanilmadan 6nce, iiriin kalitesi
kontrol edilmelidir. Ciinkii PCR bazen ¢esitli nedenlerden dolay1 basarili olmayabilir.

Bu durumun nedeni asagida saydiklarimizdan kaynaklanmis olabilir.
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. Kullanilan DNA kaliteli olmayabilir.

. Secilen primerler uygun olmayabilir veya birden fazla tanima dizisi olmayabilir.

e Uriin dogru boyutlarda olmayabilir.

o Bazen iirlin olusmustur ancak ¢ogaltilacak gen uzunlugunda degildir. Bu durumda
primerlerden birisi diger primere yakin bir bolgeye yerlesmistir ya da primerler
yanlislikla tamamen farkli bir geni tanimis da olabilir bundan o6tiirii Jelde birden
fazla bant gozlemlenebilir.

. Primerlerin bazis1 dogru yerlere yerlesmistir, ancak bazilar1 yanlis yerleserek,

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

Fragmante edilmis DNA molekiillerinin ayristirilmasinda, tanimlanmasinda ve
saflagtirllmasinda yaygin olarak kullanilan yontemler agaroz jel elektroforezi ve
poliakrilamid (PAGE) elektroforezleridir. Bu metodlarin ilkesi; yapisindaki fosfat
grubu nedeniyle negatif yiiklere sahip olan DNA molekiillerinin elektriksel alanda
pozitif elektroda dogru hareket etmesidir. Bu islemde jel porlar1 nedeniyle kiigilk DNA
molekiilleri daha hizli hareket ederler. Yontem basit olmasi, kisa zamanda yapilabilmesi
ve yogunluk gradienti gibi diger yontemlerle ayristirilamayan fragmanlarin analizine
olanak saglamasi bakimimdan molekiiler biyolojide siklikla kullanilmaktadir. Standart
agaroz jeller genellikle PCR iiriinlerinin (200 bg¢-50 kb biiyiikliigiindeki DNA
molekiillerinin) analizi i¢in yeterli ayirma giiciine sahiptir. Poliakrilamid jeller ise daha
cok 5-500 bg¢ biiyiikliigiindeki DNA molekiillerinin analizlerinde kullanilmaktadir
(Topgu, 2007). Agaroz ya da poliakrilamid jellerde, bir flouresan boya olan ve DNA
zincirlerinin arasina giren, etidyum bromiir (EtBr) boyamasi ile {iriinler goriliir.
Boyamadan sonra DNA, jelde bir UV transiliiminatdrden yararlanilarak goriilebilir hale
gelir. Jelin kalic1 goriiniimii fotograflanarak elde edilir. Boyutu bilinen isaret DNA’lar
ve kontrol PCR iiriinleri de aymi elektroforez jeline uygulanir, béylece cogaltilimis

liriiniin boyutu hakkinda fikir edinilir (Temizkan ve Arda, 2004).
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2.10. PCR Optimizasyonu ve PCR ile Dogru Uriiniin Cogaltilmasi

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

kosullar 6zellikle 6nemli olanlardir (Grunewald, 2003).

2.10.1. Magnezyum Iyonlan

Magnezyum iyon konsantrasyonu PCR spesifitesi acisindan oOnemlidir. dNTP-
Mg kompleksleri niikleik asitlerin seker-fosfat omurgasi ile etkilesir ve Tag DNA
polimeraz aktivitesini etkiler. Bu yiizden MgCl, konsantrasyonunun degisimi ayni
sartlar altinda bir digerinden 6nemli Ol¢lide farkli davranan bir primer/template ¢iftine
yol acabilir. Mg*" iyon konsantrasyonunun etkisini analiz etmek icin genel strateji,
standart tamponu ayarlamaktir ki MgCl, konsantrasyonu genellikle 0.5 ya da 1mM’lik
asamalarla 0.5 ve 5mM arasinda degisir. Genelde konsantrasyonlardan biri, énemli
Olclide artmig PCR firiin 6rnegi gosterecektir. Reaksiyonda dNTP’lerin konsantrasyonu
degistirildiginde Mg®" konsantrasyonunun degistirilmesi gerektigi hatirlanmalidir
(McPherson ve Moller, 2007). Ayrica enzimatik DNA sentezi i¢in optimal Mg
konsantrasyonu kullanilan DNA polimerazin 6zellikleri tarafindan belirlenir. Ornegin
Taq ve Klentag DNA polimerazlar i¢in optimal Mg konsantrasyonu sirastyla 1,5-2 ve
3-4 mM’dir. Bu nedenle kullanilan DNA polimeraza bagh olarak PCR karisiminda
dogru Mg ™ konsantrasyonunun kullanildigindan emin olmak gerekir. Cok yiiksek Mg*™
konsantrasyonu, DNA polimerazin aktivitesini artirarak DNA sentezinin verimini
artirrken non-spesifik @riinlerin amplifikasyonuna yol acabilir. Cok diisik Mg*"
konsantrasyonu ise PCR spesifitesini artirirken amplifikasyon veriminin diismesine

neden olacaktir (Ignatov ve ark., 2002).
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2.10.2. Taq DNA polimeraz konsantrasyonu

Eger hig iiriin band1 elde edilemediyse ya da zayif bandlar elde edildiyse ¢cok az Taq
DNA polimeraz kullanilmis olabilir. Taq DNA polimerazin farkli versiyonlar ¢esitli
spesifik aktivite ve konsantrasyonlarda saglanabilir. Termostabil proofreading DNA
polimerazlar Taq DNA polimerazdan daha diisiik processivitiye sahip olabilir ve bu
nedenle basarili amplifikasyon i¢in daha fazla enzime ihtiya¢ duyulabilir. Termostabil
polimerazlarin yiiksek sicakliklarda inaktive olacagini hatirlamak da énemlidir ¢linkii
polimerazlarin inaktivasyonu {irlin miktarinin azalmasimna yol acabilir. Miimkiin
oldugunca diisiik denatlirasyon sicakligi kullanarak 90°C’nin {izerinde enzimin
gecirecegi zamani smirlandirmaya ¢alismak &nemlidir. Ornegin birgok protokolde
tavsiye edilen 94°C’den ziyade 90°C ya da 92°C’lik bir sicaklikda ¢alismak ve/ya da

denatiirasyon asamasi i¢in siireyi azaltmak 6nemlidir (McPherson ve Moller, 2007).

2.10.3. Sicakhklar
Denatiirasyon

PCR icin tek zincirli kaliplar1 saglamak i¢in kalibin etkin olarak denatiire edilmesi
onemlidir. Eger bu asama verimsiz olursa kismen denatiire olmus dupleks molekiiller,
etkin primer baglanmasini ve DNA’nin uzatilmasini dnleyecek bicimde hizla yeniden
birlesecektir. Her bir sikliisiin baglangicinda kisa bir denatiirasyon asamasi vardir.
Bir¢ok protokol bu asamada 94°C’lik bir sicaklik kullanirken GC’ce zengin olanlar
daha yiiksek sicakliklara ihtiya¢ duyabilmelerine ragmen bir¢ok kalip i¢in 90-92°C’lik
bir sicaklik kullanmak yeterli olabilir. Reaksiyonda en yiikksek DNA polimeraz
aktivitesini kaybetmemek i¢in etkin en kisa siire i¢in en diisiikk etkin sicaklik

kullanmaya c¢aligmak yararlidir (McPherson ve Moller, 2007).
Annealing

PCR’1n basaris1 siddetle spesifiteye baghdir ki bu, primerin yalnizca hedef dizisine
baglanmas1 anlamina gelir bu nedenle bu molekiiler etkilesimi optimize etmek
onemlidir. Primerin yalmizca kalibin miikemmel komplementerine baglanip

baglanmadig1 6nemli Olc¢lide annealing sicakligima baghdir. Genellikle daha yiiksek
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annealing sicakligi primerin kalip lizerindeki komplementer dizisine daha spesifik
baglanmasin1 saglar ve bdylece yalnizca hedef dizi amplifikasyonu daha biiyiik bir
olasilikla gerceklesir. Daha diisiik sicaklik, kalip ve primer arasinda daha fazla yanlis
eslesmelere neden olabilir ki bu, hedef olmayan dizilerin amplifikasyonunun artmasina
neden olur. Pratikte annealing asamasina 55°C gibi bir sicaklikta baslamak genellikle
uygundur. Eger {iriiniin zay1f kazanimi ve nonspesifik iirlinlerin amplifiyesi s6z konusu
olursa optimal annealing sicakliginin deneysel olarak belirlenmesi gerekli olabilir
ayrica bu durum MgCl, konsantrasyonunun optimizasyonu ile iliskilendirilebilir.
Annealing icin genellikle yaklagik 30-60s’lik bir siire Onerilir ve daha kisasi daha
iyidir. Polimeraz, annealing sicakliginda kismi aktiviteye sahip olacagindan bu
sicaklikda reaksiyonun daha uzun tutulmasi nonspesifik iiriinlerin amplifikasyon riskini

artiracaktir (McPherson ve Moller, 2007).

2.10.4. Touchdown PCR

Touchdown PCR, baslangigta primerlerin Tm’sinden daha yiiksek annealing sicakligi
ile baglar ve ondan sonra PCR’1n ilk sikliisleri siiresince annealing sicakligi Tm’nin
altina kademeli olarak diisliriiliir. Bu, herhangi bir nonspesifik annealing olay1
gerceklesmeksizin  primerlerin  yalnizca dogru hedef dizilerine spesifik olarak
baglanmalarin1 saglar. Boylece elde edilen ilk iiriinler spesifik oldugundan PCR’1n ilk
sikliislerinde dogru hedef dizilerin konsantrasyonu artar. Don ve ark. tarafindan
tanimlanan “thumb” kuralina gore yaklasik 20 niikleotit uzunlugunda primerler
kullanildiginda ilk 20 sikliis annealing sicakligi her iki sikiisde bir 1°C diistiriiliir.
Ondan sonra reaksiyon 55°C’lik bir annealing sicakliginda bir 10 sikliis daha
gerceklestirilerek tamamlanir (McPherson ve Moller, 2007). Ya da baslangig
sikliisiinde annealing sicakligi, primerlerin Tm degerine esit ya da 2-5°C altinda bir
sicakliga ulasincaya kadar 1-2°C/sikliisliik asamalarla diistirtiliir. Touchdown PCR,
baslangi¢c primer-kalip cift zincir olusumunun spesifitesini ve bodylece final PCR

irlinliniin spesifitesi artirir (Anonim, 2006).
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2.10.5. Multiplex PCR

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

2.10.6. PCR katki maddeleri

Cesitli ‘enhancer’ bilesiklerin PCR’1n spesifitesini ve etkinligini artirdig1 bilinmektedir.
Bunlar reaksiyonun etkin annealing sicakligimni artiran kimyasallari, DNA baglayici
proteinleri ve ticari olarak elde edilebilir reagentlart igerir. Boyle katki maddeleri,
primer annealing spesifitesini artirmak, primerlerin baglanma olasiligini artirmak,
ozellikle GC’ce zengin diziler gibi zor kaliplar s6z konusu oldugunda PCR verimini
artirmak, iirlin uzunlugunu artirmak, {iriin spesifitesini artirmak, enzim stabilitesine
katkida bulunmak i¢in PCR’lara ilave edilebilir. Ayrica enhancerlar siklikla PCR’1n
ticari optimizasyon ve enhancer Kkitlerinin bilesenleri olarak kullanilirlar. Baz
eslesmesinin destabilizasyonuna yol acan katki maddeleri 6zellikle GC’ce zengin
diziler gibi zor kaliplar s6z konusu oldugunda PCR’1 artirabilir ve yanlis eslesen
primer-kalip komplekslerinin goreceli olarak daha fazla destabilize olmasini saglayarak
spesifiteyi de artirabilir. Bu bilesikler optimal olmayan PCR sartlarini iyilestirmek igin
bazi durumlarda yararli olabilmesine ragmen bazilari, kaliplarin ve primer
kombinasyonlarinin  genis bir araligima uygulanamaz. Her PCR’da basariy1
kesinlestirecek olan ‘biiyiilii’ bir katki maddesi yoktur ve annealing sicaklig1 gibi farkli
sartlar altinda farkli katki maddelerini test etmek gerekli olabilir. Farkli annealing
sicakliklarinin otomatik testine izin veren bir gradient termal dongii cithazi kullanima ile

boyle bir test kolaylastirilir (McPherson ve Moller, 2007).
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3. MATERYAL ve YONTEM

3.1. Materyal

3.1.1. Kullamlan Malzemeler ve Kimyasal Maddeler

Agaroz (amResco), Agar (Bacto'™ Agar, BD), Betaine monohidrat (Fluka),
Bromophenol blue (Panreac), Buffer Q (Qiagen), BSA (Promega), CaCl,.2H,0O
(Merck), dNTP (BIORON), Dimetil siilfoksit (DMSO) (Merc), Dimetil formamit
(DMF) (Fluka), Etidium bromiir (amResco), Gliserol (EUROMEDEX), GoTaq" DNA
polimeraz (Promega), GoTaq" Flexi Buffer (Promega), Xylene cyanol (Sigma), Primer
(Iontek), Primer (Metabion international), Precipitation solution (Fermantas), NaCl
solution (Fermantas), Na,EDTA.2H,0 (amResco); NaOH (Aldrich), Kloroform, KCl
(Sigma), KCH;COO (Merck), Lysis solution (Fermantas), Lystophin, (Sigma), MgCl,
cozeltisi (Promega),SDS (Merck), Sulfolane (Fluka),Template DNA, Triton X-100
(Sigma Aldrich), Tween 20 (Merc), Trisma base (Sigma), A/Ecor I Hind III markor
(Iontek), 1kb DNA Ladder (Promega), 2-Pyrolidon (Fluka), Invitrogen™ LB Broth
Base (Lennoxl Broth Base), Falkon Tiipii Erlen, Beher, Cam Siseler (100 ml, 250ml,
500 ml, 1000 ml’ lik), Meziir, Petri kaplar1 (Isolab), Pipet uglar1 (Isolab, Gilson),
Mikrosantrifiij (CLP) ve PCR tiipleri (BBI) ile diger laboratuvar malzemeleri kullanildi.

3.1.2. Cihazlar

20 ve -80 °C’deki buzdolaplart (Arcelik, Arcelik, Hettich), Etiv (TERMAL®
Laboratuar ALETLERI), Gii¢ kaynagi (BIORAD Power PAC 300), Hassas terazi
(VIBRA), Otomatik pipetler (Gilson, ependorf), Otoklav (Hiclave),Manyetik karistirict
(IKA® RH basic 2), Mikrodalga firin (Argelik), PH metre (Sartorius Professional meter
pp 15), Thermal cycler (BioRad), Saf su cihazlari (YOUNGLIN INSTRUMENT),
Santrifiij (MIKRO22R Hettich), Shaker-Inkiibatér (BIOSAN) , UV transilliiminator
(Syngene and Kodak), Vorteks (FALC), Buz makinesi (Scotsman, Vision), Yatay
elektroforez (BIORAD) kullanildi. Mikrosantrifiij (CLP) ve PCR tiipleri (BBI) ile diger

laboratuvar malzemeleri kullanildi.



28

3.1.3. Cozeltilerin Hazirlamisi

3.1.3.1. 6X Bromofenol Mavisi

15 ml gliserol, 0,25 g bromophenol blue ile 0,25 g Xylene cyanol, 100 ml deiyonize

su icerisinde tamamen ¢oziinlinceye kadar karistirilarak hazirlandi.

3.1.3.2. 0,5 M EDTA Cozeltisi

18,61 g Na,EDTA.2H,O’nun 70 ml deiyonize suda manyetik karistirict yardimi ile

karnistirilarak ve pH metre ile pH kontrolii yapilarak 10 M NaOH ilavesiyle tamamen

¢oziinmesi saglandi. Ardindan 10 M NaOH ile pH:8.0’e ayarlandiktan sonra toplam

hacim deiyonize suyla 100 ml.’ye tamamlandi.

3.1.3.3.EMB/ Kanh agar

Pepton ....ooviiii 10g
Laktoz...ooouviii i, S5g
Sakkaroz.........coovviiiiiiiiiii e, S5¢g

Di potasyum hidrojen fosfat................... 2g pH=7.2+0.2
Eosin Y..ooooiii 0.4

Metilen mavisi..........ccoeveviiiiiiiiiinnnnn.n 0.065 g

AT . i 135¢g

Saf Su.. ..o 11t

Hazir karistimdan 36 gr tartildi ve 1 It saf su eklenip, agar eriyene kadar kaynar su

banyosunda tutuldu. pH’1 ayarlandi. Otoklavda 121° C’ de 15 dakika sterilize edildi.

Besiyeri 60° C’ lere diisiiriildii. Sterilizasyon sirasinda 1s1 etkisiyle metilen mavisi

indirgendiginden besi yeri turuncu renge doniistii. Metilen mavisi okside olup kendi

mavi-mor renge donmesi i¢in besi yeri ¢alkalanip, steril petri kutularina 15-20 ml kadar

bosaltildi.
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3.1.3.4. Etidium Bromiir

10 mg Etidium bromiir, 10 ml deiyonize su icerinde ¢o6ziildii ve +4°C’de muhafaza

edildi.

3.1.3.5. 25 mM’hk dANTP Karisiminin Hazirlanisi
dGTP 25 pl (100 mM)

dATP 25 pl (100 mM)

dCTP 25 pl (100 mM)

dTTP 25 pul (100 mM)

100 pl (25 mM)

900 pl ddH,0

1000 pl (10 mM) dNTP mix

Yukarida verildigi gibi dGTP, dATP, dCTP, dTTP’nin her birinden 25’er pl alinip
steril ependorf tiiplinde karistirildi. Hazirlanan 100 pl 25 mM’lik bu ANTP mixin
tizerine 900 pl ddH,O ilave edilerek karistirildi. Elde edilen 10 mM’lik ANTP mix
250 pl’lik hacimler halinde steril ependorf tiiplerine konuldu ve -80°C’de muhafaza
edildi.

3.1.3.6. FSB (Frozen Storage Buffer)

100 mM KCl1 (3,7250 g/0,5 L), 50 mM CaCl, (2,7750 g/0,5 L), 10% (w/v) gliserol
(50 g), 10 mM KCH;COO (pH’s1 7,5 olan 1 M’lik ¢ozeltisinin 5 ml’si) bir miktar
suda ¢oziildi, pH , 1M HCI ile 6,2’ye ayarland1 ve toplam hacim deiyonize su ile

500 ml’ye tamamlanarak otoklavlandi.

3.1.3.7. LB ve LB Agar

20 g InvitrogenTM LB Broth Base (Lennox 1 Broth Base, %1 (w/v) Tripton, %0,5
(w/v) Yeast extrakt ve %0,5 (w/v) NaCl) alind1 ve 1 litre deiyonize suda ¢oziildii.

Hazirlanan bu LB besiyeri 50 ml’si her birine 5’er ml olmak {izere 10 adet deney
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tiipline dagitildi, deney tiiplerinin agzi aliiminyum folyoyla kapatilarak otoklavlandi.
Kati besi yeri i¢in ise litrede %1,5 (w/v) agar igerecek sekilde 1 litrelik LB besi yeri

ihtivasina extraktan 15 gram kati1 agar ilave edildi.

3.1.3.8. TE (10mM Tris, ImM EDTA) Tamponu
Trisma-base  1,21g

Na,EDTA 0,372¢g

Distile su 900ml

Son hacim 1000ml

Maddeler iyice ¢oziindiikten sonra pH : 8.0’ e ayarland1 ve distile su ile 11t ye

tamamlandi.

3.1.3.9. 50XTris Asetat EDTA (TAE) Tamponu

242 g Trisma-base, 57,1 ml Glasiyal asetik asit ve 100 ml 0,5 M EDTA (pH:8) ilave
edilerek manyetik karistirict yardimiyla tamamen ¢dziiniinceye kadar karigtirildi.
Hazirlanan ¢ozeltinin pH’1 glasiyal asetik asitle 8,5°e¢ ayarlandi ve toplam hacim

deiyonize su ile 1 L’ye tamamlandi.

3.1.3.10. 1X Tris Asetat EDTA (TAE) Tamponu

10 ml 50X TAE Tamponu alindi toplam hacim deiyonize suyla 500 ml’ye

tamamlandi.
3.1.3.11. Xylene Cyanol

250 mg Xylene cyanol, 4 ml gliserol toplam hacimde 5x TAE tamponu ile 10 ml’ ye

tamamlandi.



31

3.1.3.12. Primerlerin Hazirlamsi

PCR islemi GSBL Pozitif Klebsiella pneumonia bakterisi i¢in 100 pM olarak

hazirladigimiz primer ¢ozeltilerini SuM seyreltip hedef gen bolgeleri ¢ogaltilmaya

calisiimistir.

Tablo 3.1. Klebsiella pneumonia igin spesifik olan primer dizileri

Hedef

Primerin ad1 Buyiuklik

Oligoniikleotid dizisi Twm (°C)
PAesbl TEMA ATAAAATTCTTGAAGAC 626 40.7
PAesbl TEMB TTACCAATGCTTAATCA 697 43.1
PAesbl SHVFO TGGTTATGCGTTATATTC 708 55.9
R GCC
PAesbl SHVRE GCTTAGCGTTGCCAGTGC 625 58.8
A% T
PAesbl CTXM9 ATGGTGACAAAGAGAGT 589 553
F GCA
PAesbl CTXM9 CCCTTCGGCGTAGATTCT 685 58.8
R C
PAesbl VEBFO CGACTTCCATTTCCCGAT 616 59.4
R GC
PAesbl VEBRE GGACTCTGCAACAAATA 603 57.3
A% CGC
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PCR islemi esnasinda her bir numune i¢in primerlerin son kalip DNA molekiilii
yliksek sicaklik derecelerinde denatiire edildikten sonra, tek iplikli DNA molekiilleri

tizerinde kendilerine tamamlayici olan bolgeleri taniyarak baglanmislardir.

3.1.3.13. Kalipp DNA’nin Hazirlanisi

Klebsiella kanli agar plag: lizerinde 37°C’de bir gece boyunca inkiibe edildi. Yani
ekimi yapilip ¢ogalmasi icin beklemeye birakilan bakteriler ¢ogaldiktan sanra DNA

izolasyonu yapilmaksizin dogrudan kalip olarak kullanildi.

3.2. Yontem

Oncelikle yapilan optimizasyon calismalar1 ile Touch Down ve Multiplex PCR’da
kullanilacak enhancer konsantrasyonlarma ve annealing sicakliklarma karar verildi.
Gergeklestirilen PCR’larda kullanilan primerlerin hesaplanan annealing sicakliklari
(Tm’ler1); TEMA ve TEMB i¢in 58°C olarak belirlendi. SHVFOR ve SHVREYV i¢in ise
62°C olarak belirlendi. CTXM9F ve CTXMO9R i¢in ise de 62°C olarak belirlendi.
VEBFOR ve VEBREYV i¢in ise 60°C olarak belirlendi. Polimeraz zincir reaksiyonlari,
Touch Down PCR ve Multiplex PCR prosediirii kullanilarak 62°C’den baslanarak
annealing sicaklig1 her bir sikliisde 0,5°C diisecek sekilde 14 sikliis ve bu 14 sikliisiin

ardindan 55°C’lik sabit bir annealing sicakliginda 20 sikliis olmak {izere gerceklestirildi.

Kontrol deneylerinden sonra gerceklestirilen Polimeraz Zincir Reaksiyonlarinda kalip
olarak, DNA saflastirilmaksizin dogrudan GSBL pozitif Klebsiella pneumonia

mikroorganizmasi kullanildi.

3.2.1. Bakteri Kkiiltiirii

Bakteri kiltiir eldesi;

1. GSBL pozitif Klebsiella pneumonia kanli agar plagi lizerinde, sicakligi 37°C’ye
ayarlanmis inkiibatére konularak bir gece boyunca (yaklasik 24 saat) inkiibe edildi.

2. Ekimi yapilip ¢ogaltilan bakterilerden birer koloni 6zenle alinarak PCR tiiplerine

konuldu.
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3.2.2. Kahp DNA’nin Uretimi ve izolasyonu

Gergeklestirilen polimeraz zincir reaksiyonlarinda kalip olarak dogrudan GSBL pozitif

Klebsiella pneumonia kullanildu.

3.2.3. Polimeraz Zincir Reaksiyonlari

1. PCR toplam reaksiyon hacmi 50 pl olacak sekilde, asagidaki bilesenler sirasiyla
bir PCR tiipiine konuldu.

PCR tiipiine konan bilesenlerin iyice karigmasi saglandi.

200 pl’lik thin walled tiipler PCR aletine (thermal cycler) yerlestirildi.
Belirlenen program secilerek reaksiyon baslatildi.

PCR sonras1 Agoroz Jel elektoroforezi yapildi.

AU S o

Elekroforez fotograflar1 UV 15181 altinda incelendi.

3.2.3.1. Thermal Cyler’ in Program Ayari

Touch Down PCR ve Multiplex PCR i¢in thermal cycler’in programi; ilk zincirin
ayrilmasimin tamamlandigindan emin olmak i¢in 94°C’de 5 dk’lik bir sikliis,
denatiirasyon i¢in 94°C’de 1 dk, anealing i¢in 65°C-50°C’de (65°C’lik bir sicakliktan
baslatilarak 58°C’lik bir sicakliga ulasilana kadar sicaklik her bir sikliisde 0,5°C
diisiiriildii) 1 dk, extension i¢in 72°C’de 1 dk olmak {izere 14 sikliis, denatiirasyon icin
94°C’de 1 dk, annealing i¢in 50-65°C’de 1 dk, extension i¢in 72°C’de 1 dk olmak iizere
20 sikliis ve final extension i¢in 72°C’de 5 dk, 4°C’de for ever olacak sekilde ayarlandi.
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4°C’de 1 dakika
94°C’de 5 dakika
94°C’de 1 dakika

65°C’de 1 dakika
14 dongi

-0,5°C her bir dongii icin
72°C’de 1 dakika

94 °C’de 1 dakika N
20 dong

58°C’de 1 dakika
72°C’de 1 dakika
72°C’de 5 dakika

4°C’de for ever

3.2.4. Agaroz Jel Elektroforezi

PCR islemi yapildiktan sonra olusan PCR iiriinleri asagida agiklandigi sekilde %]1°lik
agaroz jelde ylriitiilmiis ve goriintiilenmistir. 1 gr agaroz 100 ml 1 X TAE tamponu
icine alind1 ve mikrodalga firinda hafif hafif kaynatilip karistirilarak agarozun tamamen
cOziinmesi saglandi. Agoroz tompon i¢inde c¢oziindiikten sonra elle tutulabilecek
sicakliga diistiiginde 20 pl etidyum bromiir ilave edildi, elde edilen bu homojen
karisim jel tabakasina dokiildii ve kuyucuklarin olugmasi icin jel sistemine tarak
yerlestirilerek donmasi beklendi. Donma gerceklestikten sonra tarak olusan kuyucuklara
zarar vermiyecek sekilde ortmdan dikkatlice uzaklastirildi ve jel elektroforez tankina
yerlestirildi. Tanka 1 X TAE tamponu jelin {izerini tamamen ortiinceye kadar aktarildi.
Touch Down PCR sonrasi 15’er pl’lik numuneler, Multiplex PCR sonras1 ise 10’ar
ul’lik numuneler mikropipet yardimiyla dikkatlice jele yiiklendi. Orta boydaki jellerde
(10 X 20 cm) 90 mA’lik bir akimda 1 saat, kiiciik jellerde ise (8 X 10 cm) 90 mA’de 30



35

dakika siireyle DNA’lar yiritildi ve son olarak jel bir UV transilliiminator
kullanilararak goriintiilendi ve fotograflandi. Marker olarak 1kb (0.5mg DNA/ml 0.05
mg, A/ Ecor 1 Hind III) DNA ladder kullanildi. Marker DNA parg¢alarinin uzunlugu
bilindiginden parcgagiklarin jelde gocii dlgiit alinarak orneklerdeki DNA pargaciklarinin
uzunlugu saptanabilmektedir. Ornegimizden elde edilen DNA bandi kendi hizasindaki
markoériin  DNA bandi ile karsilagtirilarak bant hedef DNA ile aymi uzunlukta

bulundugun da bunu o mikroorganizmaya ait oldugu diisiiniiliir.
GSBL Pozitif Klebsialla bakterisinden Genomik DNA izolasyonu

DNA izolasyon islemi icin Fermentas firmasinin Genomik DNA saflastirma kiti

kullanild1 ve kitin prosediirii asagidaki basamaklar seklinde takip edildi.

e 5 ml’lik LB besiyerine GSBL pozitif Klebsiella pneumoniae inokiile edildi ve
37°C’de gece boyunca bekletildi.

e 1,5 ml’lik ependorf tiipiine aktarilan bakteri (3 ml) 15.000 rpm’de 2dk santrifiij
edilerek toplandi.

e Bakteri 200 pl’lik TE tamponunda ( pH: 8, 10 mM Tris, | mM EDTA )
stispansiye edildi.

e Lizis ¢ozeltisinin 400 pl’si ile 6rnegin 200 pul’si karistirtlip 5 dk 65° C’de inkiibe
edildi.

e Kloroformdan 600 pl eklenir, yavas¢a (3-5 kez) emdiilsiyon haline getirildi ve 2
dk 15.000 rpm’ de 6rnek santrifiij edildi.

e Saglamis oldugumuz konsantre ¢ozeltinin 80ul’ si ile sterilize de iyonize suyun
720ul’ sini karistirilarak ¢oken bir ¢ozelti hazirlandi.

e Yeni bir tiipe DNA igeren iist sulu faz transfer edilir ve hazirlanmis ¢oken
cozeltinin 800 pl’ si eklendi. 1-2 dk oda sicakliginda farkli degisimler
gozlenerek karigtirildi. 2 dk 15.000 rpm’ de santrifiij edildi.

e Siipernatant kisim tamamiyle ¢ikarild1 ve yavasca vortekslenerek 1,2 M NaCl
cozeltisinin 100 pl’sinde DNA pelleti ¢oziildi. Pelletin  tamamiyle
¢Oziindiigiinden emin olundu.

o Soguk %100 etanolden 300 pl eklenir, DNA ¢okeltisinin olusmasi saglandi (20°
C’de min. 30 dk). 10 dk 15.000 rpm’de dondiiriildii. Pellet % 70°lik 650 pl
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soguk etanol ile yikandi ve yavasca vortekslenerek sterilize de iyonize suyun
100 pl’sinde DNA ¢oziildii.
e Elde Edilen Genomik DNA PCR islemlerinde kullanilmak iizere-20 C de

saklandi.

1. Touch Down PCR i¢in

e Buffer 10,0ul (5x GoTaq® Flexi Buffer)

e MgCl, 4ul (25 mM MgCl,)

e dNTPmix 3ul (her biri 2,5 mM)

e Primer rev 2.5ul (10 uM)

e Primer for 2.50ul (10 uM)

e Template DNA 2 ul (200ng)

e DNA polimeraz 0,2ul (5 U/ul Go Taq® DNA polimeraz)
e PCR enhancer (Q ¢ozeltisi) 20 pl

e Deiyonize H,O 5.8 ul

e Toplam Hacim; 50,0 pul
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4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1 Bulgular

Sekil 4.1. GSBL pozitif Klebsiella pneumoniae genomik DNA s1 kullanilarak yapilan
Touch Down PCR fdriinlerinin % 1 lik agaroz jel elektroforezi sonrast UV
Transiliiminatdrden elde edilen goriintiisii. 1. kuyucuk CTX primerleriyle yapilan PCR
870 bpiiriin vermektedir, 2. kuyucuk SHV primerleriyle yapilan PCR 867 bpiiriin
vermektedir, 3. kuyucuk A/ HindIII-EcoRI DNA Markor

PCR iiriinlerinin agaroz jel elektroforezi sonrast UV transiliiminatdrden elde edilen
gorlintiisiidiir. Bu goriintii “‘Thermal Cycler’ i Program Ayari’” 3.2.3.1. boliimde
tanimlanan bir Touch Down PCR prosediirii takip edilerek gerceklestirilmistir. Bu
goriintlide ki PCR iirlinleri genomik DNA saflastirilarak kalip olarak kullanilmistir.
Yukarida, jele ait bu fotograf incelenerek PCR’ da kullanilan enhancer

kombinasyonlarinin amplifikasyon iizerine etkileri degerlendirilmistir.
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2. Touch Down PCR

e Q solution 20pl (5x GoTaq® Flexi Buffer)

e MgCl, 3ul (25 mM MgCly)

e dNTPmix 3ul (her biri 2,5 mM)

e Primer 1 3ul (10 uM)

e Primer 2 3ul (10 uM)

e Template DNA (kalip DNA) 3ul

e DNA polimeraz 0,5ul (5 U/ul Go Taq® DNA polimeraz)
e Tampon (10X) Sl

e Deiyonize H,O 19.5 ul

Toplam Hacim 50,0 pl
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Sekil 4.2. GSBL Pozitif Klebsiella pneumoniae DNA’s1 kullanilarak yapilan Touch
Down PCR iirlinlerinin %1°lik agoroz jel elektrofotezi sonrast UV Transiliiminatérden

eldedilen goriintiisii. 1.kuyucuk CT7X primerleriyle yapilan PCR 870 bp iiriin
vermektedir, 2. kuyucuk SHV primerleriyle yapilan PCR 867 bp iiriin vermektedir, 3.
kuyucuk A/ HindIII-EcoRI DNA Markér, 4. kuyucuk 7EM kuyucuk primerleriyle
yapilan PCR 1075 bp iiriin vermektedir, 5. Kuyucuk VEB primerleriyle yapilan PCR
642 bp tirtin vermektedir.

3. Serumdan direk olarak Touch Down PCR ile ESBL pozitif Klebsialla’nin

tanis1 (PCR)
e Buffer(Q solution ) 10,0ul (5x GoTaq® Flexi Buffer)
e MgCl, 3ul (25 mM MgCl,)
e dNTPmix 3ul (her biri 2,5 mM)
e Primer 1 sense 3ul (10 uM)
e Primer 2 reverse 3ul (10 uM)

e Template DNA (kalip DNA)

Seumdan alinan 3ul
e DNA polimeraz 0,5ul (5 U/ul Go Taq"” DNA polimeraz)
e Tampon (10X) Sul

e Deiyonize H,O 19.5
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e Toplam Hacim 50,0 pl

Sekil 4.3. Klebsiella pneumoniae’nin serumdan direk tanisi i¢in yapilan Touch Down
PCR firiinlerinin agaroz jel elektroforezi sonrast UV Trans-illiiminatdrden elde edilen
goriintiisi. 1. kuyucuk petrideki koloniden, 2. kuyucuk sivi serumdan C7X primerleriyle
yapilan PCR 870 bp iiriin vermektedir, 3. kuyucu petrideki koloniden, 4. kuyucuk sivi
serumdan SHV primerleriyle yapilan PCR 867 bp iiriin vermektedir, 5. kuyucuk; A/
HindIII-EcoRI DNA Markér, 6.kuyucuk petrideki koloniden, 7. kuyucuk sivi serumdan
TEM primerleriyle yapilan PCR 1075 bp iiriin vermektedir, 8. kuyucuk petrideki
koloniden 9. kuyucuk sivi serumdan VEB primerleriyle yapilan PCR 642 bp iiriin
vermektedir.
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Multiplex PCR ig¢in;

Multiplex PCR islemini yapmak i¢in asagidaki PCR karigimlari hazirlandi ve touch

down PCR programi kullanilarak islem tamamlandi.

e PCRMix1

e Enhancer/Enhancer mix+ ddH,O 20 pl

Buffer 10 pl (5x GoTaq" Flexi Buffer)
MgCl, 4 ul (25 mM MgCl,)

Template DNA 2 ul (biyolojik s1v1)

dNTPmix 3 ul (her biri 2,5 mM)
Deiyonize H,O 0.8 ul

Primer CTXF 2.5 ul

Primer CTXR 2.5 ul

Primer TEMA 2.5l

Primer TEMB 2.5 ul

DNA polimeraz

Toplam Hacim

0.2 (5 U/ul Go Taq® DNA polimeraz)

50,0 pl
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PCR Mix 2

e Enhancer/Enhancer mix+ ddH,O 20 pl

e Buffer 10 pul (5x GoTaq® Flexi Buffer)
e MgCl, 4 ul (25 mM MgCl,)

e Template DNA 2 pl (biyolojik s1v1)

e dNTPmix 3 ul (her biri 2,5 mM)

e Deiyonize H,O 0.8 ul

e Primer VEBFOR 2.5 ul

e Primer VEBREV 2.5l

e Primer SHVFOR 2.5 ul

e Primer SHVREV 2.5l

e DNA polimeraz 0.2 (5 U/ul Go Taq” DNA polimeraz)
e Toplam Hacim 50,0 pul

Thermal Cycler’ mn Program Ayar1’” 3.2.3.1. bdliimde tanimlanan bir Touch Down
PCR prosediirii takip edilerek gerceklestirilen Multiplex PCR iiriinleri %1’ lik agaroz jel

elektroforezi sonras1 UV transiliiminatorle bakilarak sonuglar analiz edildi.
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Sekil 4. 4. GSBL Pozitif Klebsiella pneumoniae DNA’s1 kullanilarak yapilan Multiplex
PCR iiriinlerinin %1’lik  agoroz jel elektrofotezi sonrast UV Transiliiminatérden
eldedilen goriintiisii. 1.kuyucuk CTX primeriyle, 2. kuyucuk SHV prrimeriyle,
3.kuyucuk markér 4. kuyucuk TEM primeriyle, 5. kuyucuk ise VEB primeiryle yapilan
PCR iiriinlerini gostermektedir. CTX ve TEM primerleriyle yapilan PCR 500 bp den
daha diisiik spesifik olmayan bir iirlin vermektedir, SHV primerleriyle yapilan PCR 867
bp iirtin vermektedir, SHV ve VEB kuyucuk primerleriyle yapilan PCR 1075 bp iirlin
vermektedir, VEB primerleriyle yapilan PCR 642 bp iiriin vermektedir.

4.2 Tartisma

Molekiiler tekniklerde giliniimiizde hizla ilerlemeler meydana gelmektedir.
Mikroorganizmalarin DNA analizlerinin yapilabilmesi i¢in de klinik mikrobiyoloji
calismalarinda klasik kiiltiir yOntemlerine karsi alternatif olarak bazi molekiiler
tekniklerin kullanimin1 yayginlasmaya baglamistir. Klebsiella pneumonia kompleks
DNA analiz ¢alismalarinda da genel olarak son zamanlarda yaygin olarak kullanilan ve
cok hassas molekiiler bir yontem oldugu belirlenen PCR kullanilmaktadir (Van Pelt ve

ark., 1999; Vandamme ve ark., 1994).

PCR teknigi kullanilarak yapilan laboratuvar tanilarinda biiylik bir hiz ve kesinlik
kazandirilmigtir. PCR tekniginde kullanilan genetik materyal ¢ok az miktarda bile olsa

cogaltilabilir ve kolaylikla tanimlanabilir. Oysa klasik yontemlerle ¢alistigimiz zaman
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kullanilan metaryalin miktar1 6nemlidir az miktardaki numuneyle yapilan caligmalarla
istenilen sonuca saglikli bir sekilde ulasilamayabilir. Bu nedenle PCR teknikgi,

mikrobiyolojik ¢caligmalarin vazge¢ilmezi olmustur (Mahenthiralingam ve ark., 1996).

PCR gibi molekiiler tekniklerde birden ¢cok numunenin bir arada test edilmesi bu
teknigin avantajlarinin basinda gelir. Klasik yontemlerde ise her bir numune igin tek tek
analiz yapilmas1 gerekir. PCR’la yaptigmiz calismada ise bir defada birden fazla
numunenin analizine firsat vererek oldukca fazla zaman ve maliyetten kazang saglanir.
Yani PCR’mn bir kez g¢alismasiyla arastirmaya kazandirdigi maliyet ve hiz oldukca
fazladir. Ayrica PCR ile testlerin istenildigi anda tekrarlanibilir olmasi PCR
caligmalarinin giivenilirligini gostermektedir. Klasik yontemlerle yapilan ¢alismalarda
herhangi bir basamakta meydana gelen hatada analiz tekrar en basa doniilerek
yapilmalidir. PCR’da ise ornegin Elektroforez basamaginda meydana gelen bir hata
elektroforezin tekrariyla ¢oziimlenebilir. Bu durumda da ¢ok fazla zaman kayb1 olmaz.

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

[k 6nce PCR optimizasyonu ¢alismalari yapilarak elimizde olan bakterilerin tan1 amaglh
yaptigimiz PCR’larda DNA izolasyonu yapmadan herhangi bir biyolojik siviy1
dogrudan kullanabilmemizi saglayan karistim kombinasyonlari  olusturmamizi
saglamistir. Calismamizda Klebsiella pneumoniae bakterileri pipet ucuyla koloniden
alinarak PCR reaksiyon karisitmina direk katildigindan reaksiyonlarin gerceklestirildigi
her bir PCR tiiplindeki kalip miktar1 birbirinden farkli olabilir ancak burada
calismamizda onemli olan nokta mikrobiyolojik tani amacgli olup olmadigidir yani
Kalitatif tan1 yapilmaya calisildi. Touch Down PCR sonrasi elde edilen iiriinlerinin
agaroz jel elektroforezi yapildiktan sonra jeller UV transiliiminatorden goriintiilenerek
fotograflandi1 ve amplifikasyon sonuglart degerlendirildi. Calismamizda kontrol yapmak
icin ilk 6nce genomik DNA kalip olarak kullanilarak elimizdeki mikroorganizmanin
GSBL Pozitif olup olmadin1 anlamak i¢in genomik DNA izalasyonu yapildi sonra PCR
islemi yapildi. Sekil 4.1’de GSBL pozitif Klebsiella pneumoniae genomik DNA’s1
kullanilarak yapilan Touch Down PCR iiriinlerinin % 1 lik agaroz jel elektroforezi
sonras1t UV Transiliiminatorden elde edilen goriintlisii 1. Kuyucukta CTX primerleriyle
yapilan PCR 870 bpiiriin vermektedir, 2. kuyucukta SHV primerleriyle yapilan PCR 867
bpiiriin vermektedir, 3. kuyucuk A/ HindIII-EcoRI DNA Markoér vardir. Aradigimiz
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genlere bu sekile bakarak ulasabildik ve mikroorganizmalarimizin GSBL Pozitif

olduguna karar verdik.

Genomik DNA izolasyonu yaparak bu genlere ulasabildik fakat bizim amacimiz
genomik DNA izolasyonu yapmaksizin koloniden direk tam1 koymaya caligsmakti.
Genomik DNA saflastirmasi yapilarak bu teshis konulmaya ¢alisilsa klasik yontemlerle
yapilan teshislere gore bir istiinliik saglanamayacakti. Klasik tani1 ydntemlerini
kullanarak yapilan teshisler hem zaman hem de maliyet a¢isindan direk koloniden PCR
ile yapilan teshise gore iistiinliigli bulunmamaktadir. Genomik DNA izolasyonu i¢in
Klasik teshis yontenlerini yapmak i¢in zaman gerekir. Aym sekilde genomik DNA
izolasyonu i¢in inkiibasyon siiresi gerektiginden bu sekildeki teshiste zaman kayiplarina
yol agmaktadir. Oysaki genomik DNA izolasyonu yapilmaksizin koloniden direk
yapilan teshisler slire ve maliyet acisindan olduk¢a avantaj saglamaktadirlar.
Teknolojinin gelismesiyle de klasik yontemle yapilan teshisler zamanla rafa kalkarak

yerini PCR gibi gelismis teknolojilere birakacag: diistintilmektedir.

Sekil 4.2. de GSBL Pozitif Klebsiella pneumoniae DNA’s1 kullanilarak yapilan Touch
Down PCR firiinlerinin =~ %1°’lik  agoroz jel elektrofotezi sonrast UV
Transiliiminatdrdeneldedilen goriintiisiidiir. Ulagilmak istenen genler 1. Kuyucukta CTX
primerleriyle yapilan PCR 870 bp {iriin vermistir, 2. kuyucukta SHV primerleriyle
yapilan PCR 867 bp iiriin vermektedir, 3. kuyucuk A/ HindIII-EcoRI DNA Markor
bulunmaktadir, 4. kuyucukta T7EM primerleriyle yapilan PCR 1075 bp iiriin
vermektedir, 5.kuyucukta VEB primerleriyle yapilan PCR 642 bp {irlin vermektedir.

Sekil 4.3.” de de Klebsiella pneumoniae’nin serumdan direk tanisi i¢in yapilan Touch
Down PCR iirlinlerinin agaroz jel elektroforezi sonrast UV Trans-illiiminatérden elde
edilen goriintiistidiir. 1. kuyucuk petrideki koloniden, 2. kuyucuk sivi serumdan CTX
primerleriyle yapilan PCR 870 bp iiriin vermistir, 3. Kuyucu petrideki koloniden, 4. sivi
serumdan SHV primerleriyle yapilan PCR 867 bp {irlin vermistir, 5. kuyucuk; A/
HindIII-EcoRI DNA Markor, 6.kuyucuk petrideki koloniden, 7. kuyucuk sivi serumdan
TEM primerleriyle yapilan PCR 1075 bp {iriin vermistir, 8. kuyucuk petrideki koloniden
9. kuyucuk sivi serumdan VEB primerleriyle yapilan PCR 642 bp iirlin vermistir.

Boylece genomik DNA saflastirmasi yapmaksizin istenilen genlere ulasilabilmistir.
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Sekil 4.4 de ise GSBL Pozitif Klebsiella pneumoniae DNA’s1 kullanilarak yapilan
Multiplex PCR iiriinlerinin = %1°lik agoroz jel elektrofotezi sonrast UV
Transiliiminatérden eldedilen goriintiisii. 1.kuyucuk CTX primeriyle, 2. kuyucuk SHV
prrimeriyle, 3.kuyucuk markér 4. Kuyucuk TEM primeriyle, 5. Kuyucuk ise VEB
primeiryle yapilan PCR f{iriinlerini gostermektedir. CTX ve TEM primerleriyle yapilan
PCR 500 bp den daha diisiik spesifik olmayan bir iiriin vermektedir, SHV primerleriyle
yapilan PCR 867 bp iiriin vermektedir, SHV ve VEB kuyucuk primerleriyle yapilan
PCR 1075 bp iiriin vermektedir, VEB primerleriyle yapilan PCR 642 bp iiriin
vermektedir. Multiplex PCR islemlerinde elimizdeki primerlerle yapilan PCR mixler ve
sonuglarinda tanimlanmak istenilen birden fazla iiriin meydana gelmemistir, sonug
olarak genelde iiriinlerden sadece birisi meydana gelirken bazi denemelerde de bu tek

iirlin oldukc¢a az miktarda elde edilmistir.

5. SONUC

Enfeksiyon hastaliklariin belirlenebilmesi, tedaviye nasil yon verilecegi agisindan
olduk¢a 6nemlidir. Ornegin kisilerde var olan bir enfeksiyon hizli ve giivenilir bir
sekilde tanimlandiginda ve Ozellikle organizmanin herhangi bir direncinin varligi da
tespit edildigi takdirde tedaviye hangi ila¢ ile baglanacagina karar verilmesi agisindan
cok onemlidir. Hastanin tedavisine siirecinin nasil isleyecegine ne kadar hizli karar
verilirse hastaligt meydana getiren etmenler cabucak ortadan kaldirilarak iyilesme
siirecine c¢abucak ulagilabilir. Arastiricilar molekiiler diizeylerde yapilan analizlerin
bakterilerin belirlenmesi i¢in daha giivenilir sonuglar verecegini belirtmislerdir

(Laguerre ve ark., 1994, Lavenir ve ark., 2007).

PCR yontemi enfekiyonal hastaliklara sebep olan mikroorganizmalart ve varsa
direnglerinin belirlenebilmesini hizli ve giivenilir bir sekilde yapabildigi i¢in PCR
yontemini yaygin olarak kullanilmaya baslanmistir. PCR yontemi etkenin bulunmasinda
diger yontemlere gore goreceli olarak daha pahali ve de kontaminasyona acgik bir
yontem olmasina ragmen yagsamsal dnemi olan vakalarda etkenin gosterilmesinde klasik

tan1 yontemlerine gore daha ¢abuk, daha diisiik maliyetli, daha hassas ve daha 6zgiin



47

bir sekilde yapilabilir bu nedenle klasik bakteriyolojik yontemlerden daha fazla tercih
edilmektedir. Ayrica PCR reaksiyonunda kullanilan primerler GSBL Pozitif Klebsiella
pneumoniae nin genine 6zgiin oldugu icin PCR teknigi ile mikroorganizmanin GSBL
Pozitif Klebsiella pneumoniae olup olmadigi da kesin olarak ayrilabilmemizi
saglamaktadir. Kesin olarak yapabilecegimiz bu ayirimlarla da hastalarin tedavi
siireclerini olumlu yonde etkileyerek yasam kalitelerine tekrardan kavusabilmelerini

daha kisa birgekilde saglanabilecektir.

Yaptigimiz literatiir calismalarinda genel olarak mikroorganizmalarin tanisinda ya
klasik yontemlerden faydalanilmigs yada DNA saflagtirma islemine gidilerek tani
konulmaya calisilmistir. Bizim ¢alismamiz da ise diger calismalardan farkli olarak
GSBL Pozitif Klebsiella pneumoniae mikroorganizmasi i¢in DNA saflastirma islemine
gidilmeksizin dogrudan koloni PCR ile mikroorganizmanin GSBL pozitif olup
olmadigimin tanisinin  konulmasiydi. Bu gibi c¢alismalarda tan1 genomik DNA
saflagtirarak yapilirsa tan1 koymadaki siire¢ klasik bakteriyolojik tan1 yontemleri igin
gereken silire ve de maliyet agisindan pek fazla bir farki olmayacaktir. Ayrica GSBL
Pozitif genleri Klebsiella pneumoniae mikroorganizmalarinda yaygin goriildiigiinden
insan saghigi agisindan bu mikroorganizmalar daha fazla tehtid olustururlar. Bu
nedenlede teshis edilmeleri 6nem arzetmektedir. Bizim calismamizda da genomik DNA
saflagtirmas1 yapmaksizin direk koloni analiz yapilarak klinik tanida siirenin kisaltilmasi

saglar.

Maliyetlerin azaltilmasi ve de daha hizli bir gekilde giivenilir sonuglar elde edilmesi gibi
amaglara c¢alismamizda bir viicut sivist olan kan serumunda GSBL Pozitif Klebsiella
pneumoniae mikroorganizmalarini direk genomik DNA saflagtirmasi yapilmadan teshis
edilmek istenilen Beta laktamaz genlerine 6zgiin primerler kullanilip bu gen parcalar

amplifiye edilerek GSBL pozitif mikroorganizmalarin tanimlanmasi saglanmaistir.
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