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OZET

Klinik a¢cidan 6nemli bakteriyel ve fungal patojenlerin DNA’sinin tayinine

yonelik nano polimeraz zincir
reaksiyonu (Nano-PCR) temelli yontemlerin gelistirilmesi
ASLAN, Kiibra
Yiiksek Lisans Bitirme Tezi, Biyokimya Boliimii
Tez Danmismani: Dog. Dr. Serap EVRAN
2023, 121 Sayfa

Enfeksiyonel hastaliklarda dogru tedavilerin zamaninda uygulanabilmesi
icin hastaliga neden olan patojen mikroorganizmalarin erken ve dogru bir sekilde
tanimlanmast  oldukga  kritiktir.  Genotipik  6zelliklerden  faydalanilarak
mikroorganizmalar tiir diizeyinde hassas, dogru ve hizli bir sekilde tanimlamaya
olanak saglayan PCR (Polimeraz Zincir Reaksiyonu) teknigi modern tip
laboratuvarlarimin ve klinik mikrobiyolojinin vazgecilmez bir araci haline
gelmistir.

PCR tekniginde kalip DNA’ya erisimin smirli, kalibin yiiksek guanin-
sitozin oranina sahip olmasi, reaksiyon igerisinde sekonder yapilasma gibi
yontemin verimini ve spesifikligini etkileyen birtakim zorluklar vardir. Bu
zorluklari asmak i¢cin PCR programinda modifikasyonlar uygulanmas,
bilesenlerine ekler yapilmis fakat bu sorunlara evrensel uygulamaya sahip bir
¢Ozlim tretilememistir. Son yillarda giiclii adsorban ve termal iletkenlik gibi
ozelliklere sahip nanomalzemeler ile PCR’1n performansini diisiiren bu sorunlarin

asilabilecegi yoniinde iddialar 6ne siiriilmiistiir.

Bu tez ¢alismasinda, klinik agidan 6neme sahip patojenlerin tespiti i¢in
geleneksel mikrobiyal tayin yontemlerine kiyasla daha spesifik, hassas, hizli ve
bunun yaninda coklu analize imkan taniyan bir PCR yontemi gelistirildi.

Patojenlerin genomlarinda korunmus bolgelerin amplifikasyonu ile birbiri yaninda



viil

analizi hedeflenirken, nanomalzemelerin ¢oklu amplifikasyonun gerceklestigi

ortamda reaksiyon verimi iizerine etkisi arastirildi.

Anahtar kelimeler: Multipleks PCR, Nano-PCR, Patojen tayini,
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ABSTRACT

Development of nanoparticle-polymerase chain reaction (Nano-PCR) based

methods for the detection of clinically important bacterial and fungal

pathogen’s DNA

ASLAN, Kiibra
Msc Thesis, Biochemistry Department
Supervisor: Dog. Dr. Serap EVRAN
2023, 121 Pages

Early and precise identification of pathogen microorganisms those causing
the disease is very crucial in infectious diseases. By providing sensitive, accurate
and fast identification of the microorganism in species level through genotypic
characteristics, polymerase chain reaction (PCR) technique has became essential

tool in modern medicine laboratories and clinical microbiology.

PCR faces certain challenges those affecting PCR effiency and specificity
including limited availability of template, high guanin-cytosine content, secondary
structure formation. Even though, PCR program modification have been adapted
and additives have been used, a solution being universally applicable have not
been introduced to overcome these challenges. In recent years, claims have been
raised that nanomaterials adhering properties including strong adsorbance and
thermal conductivity could be used to overcome these challenges causing decrease

in PCR performance.

In this thesis study, a PCR technique have been developed which is more
spesific, sensitive, faster than conventional microbial identification method and is
also offering multiple analysis for the detection of clinically important pathogens.

Simultaneous detection of pathogen have been aimed through amplification of



conserved region in pathogen’s genome, whereas the effect of nanomaterials on

the reaction efficiency in multiple amplification setting have been investigated.

Keywords: Multipleks PCR, Nano-PCR, Pathogen detection
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ONSOZ

Mikrobiyal gesitliligin giderek arttig1 gliniimiiz ekolojisinde mikrobiyal tani
gibi onemli bir alanda siiregelen gereksinimlerin ve problemlerin incelendigi bu
tez caligmast mikrobiyolojik, molekiiler biyolojik ve biyokimyasal prensipleri
derinlemesine inceleme ve gerek teorik gerekse de deneysel becerilerimi
gelistirme firsatt buldugum, her asamasinda yeni bakis agilar1 kazandigim keyifli
bir yolculuk oldu benim i¢in. Tibbi bilimlere ve molekiiler biyolojik gelismelere
duydugum ilgi ile basladigim bu c¢alisma, danigmanlarimin da ilgi ve uzmanlik
alanlariyla sekillendi. Bu siiregte ben de modern ¢agimizin popiiler tekniklerinin
1980’11 yillardan giiniimiize kadar ulasan ve hala tazelegini koruyan yonlerini
O0zltimsemeye ve bu yonleri birikimlerimiz ve arastirmalarimizla birlikte eksiksiz
ve sade bir sekilde aktarmaya, glinlimiiz teknolojisindeki konumlarini art1 ve eksi

yonleriyle inceleyerek vurgulamaya gayret ettim.

[ZMIR
.1../2023

Kiibra ASLAN
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1. GIRIS

Enfeksiyonlar, modern tipta genis spektrumlu antimikrobiyal ajanlarin
varligma ragmen hala 6liimciildiir. Diinya Saglik Orgiitii’niin 2020 yilinda
yayinladig1 bir rapora gore diinya ¢apindaki ilk on 6liim sebebi arasinda bulasici
enfeksiyon hastaliklar1 dordiincii sirada yer almaktadir. Yine aynmi raporda,
siralama {ilkelerin gelir diizeyine yapilmis, tlkelerin milli gelir diizeyleri
azaldikca bulasic1 enfeksiyon hastaliklarinin listede {ist siralara yiikseldigi

bildirilmistir (World Health Organisation, 2020).

Bir¢ok hastalikta benzer semptomlarin ve klinik bulgularin gézlenmesi,
hastaligin kaynagina ulasmayr zaman alici kilabilir ve tedavi siirecini
karmasiklastirabilir. Deneysel tedavide, tipik bir enfeksiyona neden olan
patojenlerin tespitinden sonra bu patojenleri elimine etmek icin genel olarak genis
spektrumlu ve ¢ogunlukla pahali olan antimikrobiyal ajanlar kullanilmaktadir.
Enfeksiyonun erken evrelerinde siklikla gerekli olmasina ragmen, patojen
tanimlamasindan sonra genis spektrumlu antimikrobiyal ajanlarin kullanimi
onerilmemektedir. Bu uygulama, antimikrobiyal dirence katkida bulunmaktadir ve
maliyetlidir. Bu nedenle, antimikrobiyal terapiye paralel bir sekilde enfeksiyona
neden olan mikrobiyal patojenlerin hizli ve hassas bir sekilde belirlenmesi
onemlidir. Bu sayede, genis spektrumlu antimikrobiyal ajan kullanilmasindan
ziyade hedeflenmis bir tedaviye olanak saglanarak maliyetlerin azaltilmasi

hedeflenmektedir.

Enfeksiyona neden olan patojenlerin hizli ve hassas tayini sayesinde deneysel
tedavinin uygunlugunun saglanmasinin yani sira antimikrobiyal direng olasig1 da
en aza indirgenmis olur. Omegin, Candida albicans enfeksiyonlarinda genis
spektrumlu antibiyotik kullanimi etkili olmayacaktir (Drummond et al., 2022).
Enterecoccus faecium tiirlerinin vancomisin direncleri ile bilinmeleri nedeni ile
Enterecoccus  faecium  enfeksiyonunda vancomisin  genis  spektrumlu
antibiyotiginin kullanilmas1 uygun olmayacaktir (Markwart et al., 2019). izolatin
Pseudomonas olarak tanimlanmasi durumunda, diger genis spektrumlu gram

negatif ajanlar yerine antipseudomonal bir antibiyotik olan sefalosporin ve



penisilin tercih edilmesi hem dogru tedavinin izlenmesi hem de maliyet agisindan

onemlidir (Shahab Qureshi, 2023).

Mikrobiyolojik tani yontemlerinin ana hedefi, enfeksiyon kaynag ile ilgili
yeterli bilgiyi miimkiin olan en kisa siirede ve dogru sekilde tanimlayarak tedavi
siirecinin baslamasina olanak saglamaktir. Ideal bir tan1 ydntemi hassas, spesifik,
hizli, kolay, yaygin, ucuz, ¢oklu analize imkan taniyan bir yontem olmalidir ve

elde edilen veri kolay yorumlanabilmelidir.

Giiniimilizde enfeksiyonel hastaliklarin tanisi, kiiltiir temelli ve molekiiler
biyolojik yontemlerle gergeklestirilebilmektedir. Kiiltiir temelli yontemler, rutin
tamya iyl  adapte  edilmis, fenotipik  Ozelliklerden = faydalanarak
mikroorganizmalarin hem kalitatif hem de kantitatif analiz edilmesine imkan
saglayan yontemlerdir. Mikroorganizmalar, tekrarli kiiltivasyon adimlarindan
gecerek izole edilirler ve daha sonra mikrobiyolojik analiz, biyokimyasal testler
gibi yontemlerle karakterize edilirler. Sonuclarin ¢ikmasi 7-14 giin arasinda
degismekte olup bazi mikroorganizmalarin kiiltive edilemedigi kosullarda daha

uzun siirebilmektedir (Vazquez-Pertejo, 2023a).

Molekiiler biyolojik yontemler, enfeksiyona sebep olan mikroorganizmayi
genomlarinda korunmus gen bolgelerinden (‘house-keeping‘genleri olarak
adlandirilir) ya da genomun rastgele pargalarini tarayarak karakterize eden hizli,
spesifik ve etkin yontemlerdir. Mikroorganizmalar bu yontemlerle, kiiltiir temelli
yontemlerde oldugu gibi degisen fenotipik Ozelliklerinden degil, genotipik
ozelliklerinden yararlanilarak karakterize edilirler (Mothershed & Whitney, 2006).

Giliniimilizde rutin taniya en i1yi adapte edilmis molekiiler biyolojik teknik
1985’te Amerika’da Henry A. Erlich, Kary Mullis ve Randall K. Saiki tarafindan
gelistirilen ve 1986’da Nobel 6diilii kazanan polimeraz zincir reaksiyonu (PCR)

teknigidir (Mullis, 1990).

Herhangi bir numunede varolan DNA parcasinin tekrarli termal 1sitma ve
sogutma islemleriyle milyonlarca kopyasmin olusturulmasina dayanan PCR
yontemi, geleneksel kiiltiir temelli yontemlere iyi bir alternatif olusturmaktadir.
Fakat, PCR ile amplifikasyonda kalip DNA’ya erigimin sinirli oldugu veya kalibin

yiiksek guanin-sitozin igerigine sahip oldugu durumlarda diisiik reaksiyon



verimliligi ve spesifikligi gibi kisitlamalar1 vardir. Bunun yaninda, bazi DNA
fragmentlerinin amplifiye edilmesi DNA’nin sekonder yap1 olusturmasi ve yiiksek
erime sicakliklar1 gereksinimlerinden dolay1 oldukca zordur. Bu konuda ilk atilim
Thermus aquatus isimli, yiiksek sicakliklarda ¢alisabilmeyi saglayan 7ag DNA
polimerazin kesfidir (Brock & Freeze, 1969). Daha sonra, ‘hot-start (sicak-
basglatma)’ gibi enzim modifikasyonlarina dayanan yaklagimlar ortaya ¢ikmistir
(Lebedev et al., 2008; Stevens et al., 2016). Baz1 amplifikasyon problemleri, PCR
programinda degisiklikler yaparak giderilmeye calisilmistir. Bu dogrultuda,
touch-down PCR, nested PCR, slow-down PCR gibi PCR spesifikligini artiran
cesitli yaklagimlar uygulanmistir (Frey et al., 2008; Green & Sambrook, 2019;
Hecker & Roux, 1996). Tiim bu caligmalar sayesinde PCR’1n hassasiyeti 6nemli
Olclide artirllsa da bu c¢alismalarla, PCR’in spesifikligi hassasiyeti kadar
artirllamamistir. Iyi diizeyde optimize edilmis kosullarda bile spesifik olmayan
amplifikasyonlar, primer dimerizasyonu gibi PCR verimini diigiiren sonugclarla

karsilasilabilmektedir.

GC igerigi yliksek kalip molekiil varliginda, diisiik kopyali segmentlerin
amplifikasyonunda ya da uzun PCR’lar gibi bazi1 6zel durumlarda amplifikasyon
gergeklesmez ya da zayif PCR diriinleri gozlenir. Bu spesifite sorunlarinin
iistesinden gelebilmek i¢in hem endiistride hem akademide biiyiik cabalar
sarfedilmis, reaksiyona bazi reaktifler eklenmistir. Bu reaktifler arasinda betain,
dimetil siilfoksid (DMSO), formamid, gliserol, non-iyonik deterjanlar, sigir serum
albumin (BSA), tek zincirli DNA baglayicit protein (SSBP) gibi ajanlar PCR
enhanserleri olarak kullanilmistir (Chevet et al., 1995; Farell & Alexandre, 2012;
Hardjasa et al., 2010; Perales et al., 2003; Yuce et al., 2014). Ayrica primer-dimer
olusumunu engellemek i¢in ¢esitli calismalar yapilmistir. Fakat PCR spesifikligi

ile ilgili sorunlar hala devam etmektedir.

1.1 Enfeksiyonel Hastahklar

Enfeksiyonel hastaliklar bakteri, viriis, fungus, parazit gibi genellikle
mikroskopik boyutlardaki organizmalarin sebep oldugu hastaliklardir. Yaygin
olarak goriilen soguk alginligi, grip, Covid-19, mide gribi, hepatit gibi hastaliklara
virisler, Helicobacter pylori, Tiiberkiiloz, Klamidya, Neisseria gonorrhoeae ve

diger cinsel yolla bulasan hastaliklara bakteriler, vajinal kandida enfeksiyonlari,



Cryptosporidiosis, Tinea versicolorgibi hastaliklara ise funguslar neden olur (Cole

& Kramer, 2016).

Enfeksiyonel hastaliklar, diinya capinda o6zellikle de gelir diizeyi diisiik
iilkelerde ©nde gelen Olim sebeplerindendir. 2019°da alt solunum yollari
enfeksiyonlar1 ve ishal hastaliginin dahil oldugu iki bulasici hastalik Diinya Saglik
Orgiitii tarafindan belirlenen ilk on 6liim sebebi arasinda 6n siralara yerlesmistir
(World Health Organisation, 2020) (Tablo 1.1). Olim nedenleri iilkelerin
gelismiglik diizeyleriyle iliskilendirildiginde ve siralama yeniden yapildiginda
gelismislik diizeyi azaldik¢a enfeksiyonel hastaliklarin bu listede daha {ist siralara

yerlestigi goriilmiustiir.

Tablo 1. 1 Ulkeler genelinde gelir diizeyine gore ilk on 6liim nedeni siralamalari (World
Health Organisation, 2020; modifiye edilmistir).

Diisiik gelir diizeyine Yiiksek gelir diizeyine sahip

Siralama Diinya capinda
sahip iilkeler iilkeler
1 Kalp hastaliklar1 Yenidogan sartlar1 Kalp hastaliklar1
Alt solunum yolu )
2 Felc Alzheimer hastaligi
enfeksiyonlari
Kronik obstriiktif
3 . Kalp Hastaliklar Felg
akciger hastalig1
Alt solunum yolu ) )
4 Felg Akciger kanseri
enfeksiyonlari
5 Yenidogan sartlari Ishal hastaliklar1 Kronik obstriiktif akciger hastaligi
6 Akciger kanseri Sitma Alt solunum yolu enfeksiyonlar:
7 Alzheimer Trafik Yaralanmalari Kolon kanseri
8 Ishal hastaliklar Tiiberkiiloz Bobrek hastaliklar
9 Diyabet HIV/AIDS Hipertansiyon hastaliklar
10 Bobrek hastaliklari Karaciger sirozu Diyabet

Enfeksiyonel hastaliklar yetersiz beslenme ve hijyen uygulamalar1 eksikligi
gibi durumlarda ortaya ¢ikabildigi gibi bagisiklik sistemi baskilanmis, kronik
hastaliklardan muzdarip, asir1 geng ya da yaslt bireylerin fizyolojik durumlarindan
kaynaklanabilir. Bu hastaliklar, gerekli tedavi ve Onleyici faaliyetlerle
iyilestirilmediginde direkt temas veya indirekt temas yollariyla bulagabilir. Direkt

temasta enfeksiyonlar, aerosol partikiilleri veya hava damlaciklar1 (soguk



alginlig, oOksiiriik) kan, tiikliriik benzeri viicut sivilart (HIV, hepatitis), deri
(konjuktivit, sucicegi ) ve mukoz membranlar ya da cinsel temas yoluyla (bel
soguklugu, frengi) insandan insana bulasan enfeksiyonlardir. Indirekt temas ile
bulasan enfeksiyonlar, hava ya da ¢evresel materyallerde bulunan
mikroorganizmalar aracilifiyla saglikli bir bireyin enfekte olmasidir. Kontamine
olmus materyaller (frengi, soguk alginligl), hava (grip, kizamik), yiyecek veya
igme suyu (kolera, ishal kan emen bocekler (berelyoz, sitma ) ya da enfeksiyonlu
kuzu, kopek kemirgen hayvanlar (sarbon, kuduz) ya da toprak, su, ve hava gibi
enfekte edici ajan barindiran gevresel kosullar (lejyoner ve kancalikurt hastaligi )
indirekt enfeksiyonlara neden olur (Department Health et al., 2006). Hastane
kaynakl1 enfeksiyonlar gibi bazi enfeksiyon tipleri birden fazla yolla bulasabilir.

Enfeksiyonel hastaliklarla c¢esitli hijyenik uygulamalar, antimikrobiyal
terapi, saglikli beslenme gibi uygulamalarla miicadele edilmektedir. Bu
uygulamalarla hastalik semptomlar1 giderilebilir ve enfeksiyon tedavi edilebilir.
Fakat ¢cagimizin en biiyiik problemlerinden olan antimikrobiyal direng gelistiginde
hastaligin kaynagina ulagsmak ve onu tedavi etmek zor, maliyetli bazen imkansiz

olabilmektedir.

Antimikrobiyal direng, enfeksiyona neden olan patojenin zamanla
degismesi ve antimikrobiyal terapiye cevap vermemesidir. Antimikrobiyal
direncin temel nedeni antimikrobiyal ajanlarin yanlis ya da gereginden fazla
kullanilmasidir. Bir¢ok enfeksiyonda tedavinin ilk asamasinda genis spektrumlu
antibiyotik kullanim1 da antimikrobiyal dirence katki saglamaktadir (Cizman and
Srovin, 2018). Bu, hastaligin kaynaginin tam olarak tespit edilemedigi durumlarda
gecerlidir. Tespit edilse bile bu tespit yontemlerinin zaman alic1 ve kesin olmayan
yontemler olmasi enfeksiyona zamaninda miidahele edememe, yanlis miidahele
etme gibi istenmeyen uygulamalar1 beraberinde getirebilir hatta hastane kaynakli
(HKE ya da nozokomiyal) yeni enfeksiyonlarin gelismesine sebebiyet verebilir

(X. Yang et al., 2021).



Tiirkiye'de Hastane Kaynakli Enfeksiyonlarda Antimikrobiyal Direng¢ Oranlar
(TC Saglik Bakanligi, 2021)
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Mikroorganizma Tiirleri
Sekil 1. 1 Tirkiye geneli hastane kaynakli enfeksiyonlarda karsilasilan MDR ya da PDR

organizmalar ve goriilme yiizdeleri (T.C Saglik Bakanligi, USHIESA Ozet Raporu, 2021.)

T.C Saghk Bakanlhig 2021 yilinda yaymladigi, egitim arastirma
hastaneleri, Universite hastaneleri, devlet hastaneleri ve 0zel hastanelerden
topladig1 verilerle Tiirkiye geneli hastane enfeksiyonlarinda karsilagilan ve
antimikrobiyal diren¢ gelistiren bakterileri Ulusal Saglik Hizmeti Iliskili
Enfeksiyonlar Siirveyans Ag (USHIESA) raporunda 6zetlemistir (7.C Saglik
Bakanligi, 2021) (Sekil 1.1). Bu raporda antimikrobiyal direng gosteren
mikroorganizmalardan Acinetobacter baumanni, Pseudomonas aeruginosa ve
Escherichia coli ¢oklu ilag direnci gosteren organizmalardir veya gram negatif
bakterileri tedavi etmek i¢in kullanilan penisilin, sefalosporin, karpenem,
monolaktam, kinolonlar, aminoglikozitler, tetrasilinler ve polimiksinler gibi
yaygin antibiyotik  gruplariyla tedavi edilemeyen pan-drug direncli
organizmalardir (Fischbach & Walsh, 2009; T.C Saglik Bakanligi, 2021).



1.1.1 Hastane kaynakh enfeksiyonlar

Nozokomiyal ya da hastane kaynakli enfeksiyonlar (HKE, Hospitally
acquired infections-HAI), hastane ya da tibbi miidahelelerin yapildigi saglik
kuruluglarindaki hastalarda hastaneye yatistan sonra 48 saat ile 30 giin icerisinde
gozlenen enfeksiyonlardir (Maurici et al., 2022; Szabo et al., 2022; Yilmaz Aydin
ve Aydin, 2022). Bu enfeksiyonlar, kateter veya ventilator gibi tibbi cihazlardan,
dogru olmayan antibiyotik kullanimi ya da Amerikan Hastalik Onleme ve Kontrol
Merkezi (CDC) tarafindan belirlenen enfeksiyon kontrol prosediirlerinin dogru
uygulanmadigi durumlarda ortaya c¢ikar ve hastanin hastaneye yatma sebebi olan
hastalikla iligkili degildir (CDC, 2022). Ozellikle yash, ameliyat gecirmis, organ
nakli olmus, yogun bakim iinitelerinde kalan, diyabet hastasi, kronik akciger
rahatsizligina sahip, bobrek yetmezligi c¢eken hastalar icin nozokomiyal
enfeksiyonlar biiyiik risk teskil etmektedir. Bu enfeksiyonlar artan hastane yatis
stirelerinin uzamasi, bakim ve tedavi masraflarinin, hastalik ve/ya O6lim

oranlarinin artmasi ile sonuglanir.

Nozokomiyal enfeksiyonlara bakteri, virlis ve fungus gibi
mikroorganizmalar neden olur. Hastanelerde veya saglik kuruluslarinda
kontamine olmus ekipman, ara¢ ya da bilesen kullanimi, kateter veya ventilator
gibi ekipmanlarin yanhs kullanimi ya da bakimlarinin aksatilmasi, saglik
personeli ve hasta temasi, kontamine klima sistemleri, ¢alisan sayisinin yetersiz
olmasi, niifus yogunlugunun fazla oldugu hastaneler, yetersiz sterilizasyon ve
sanitasyon prosediirleri, siringa ve igne gibi tek kullanimlik malzemelerin birden
fazla kere kullanilmasi gibi durumlar nozokomiyal enfeksiyonlara sebebiyet veren

unsurlardir (Dadi et al., 2021; Szabo et al., 2022 ).

CDC’ye gore hastane kaynakli enfeksiyon tipleri; santral kateter iligkili
kan dolasimi enfeksiyonu (SKI-KDE, CLABSI), kateter iliskili idrar yolu
enfeksiyonu (Ki-IYE, CAUTI), ventilator iliskili pnomoni (VIP, VAP) ve cerrahi
alan enfeksiyonlart (CAE, SSI)’dir. Clostridium diffile enfeksiyonlar1 (CDI)
enfeksiyonlari da hastane kaynakli enfeksiyonlar arasindadir (CDC, 2014).
Hastanelerde en sik gozlenen HAI;, CAUTI, daha sonra VAP, SSI, CLABSI ve
CDI’dir. Akut hastanelerde ise bu siralama pndmoni, gastroinstestinal

enfeksiyonlar, SSI ve UTI’dir. Metisilin direncli Staphylococcus aureus (MRSA),



Amerika’daki hastanelerde en c¢ok izole edilen ve ¢oklu ilag direncine (MDR)
sahip tiir olarak belirlenmistir. Bu belirlemelere gore %50°den fazla CLABSI'nin,
yaklasik %60 CAUTD’nin, %50 VAP’in ve %40’tan fazla SSI’nin nedeni
MRSA’dir. Avrupa Birligi ve Avrupa Ekonomik Alaninda bu durum farkh
olmakla birlikte en sik izole edilen organizmalar sirastyla E. coli (% 16,1), S.
aureus (% 11,6), Klebsiella spp. (% 10,4), Enterococcus spp. (% 9,7), P.
aeruginosa (% 8,0), C. difficile (% 7,3), koagulaz-negatif Staphylococci (% 7,1),
Enterobacter spp. (% 4,4) ve Proteus spp. (% 3,8) (Sekil 1.2) olarak belirlenmistir
(Szabé et al., 2022). Dicle Universitesinin {i¢ yili kapsayan retrospektif ¢aligmasi
sonucunda da USHIESA raporundaki MDR/PDR organizmalarina benzer
sonuclar elde edilmis ve enfeksiyonlardan elde edilen patojenler 4. baumanni (%
32), K. pneumoniae (% 18.9), Enterecoccus spp. (% 13,1), P. aeruginosa (% 12),
Candida spp. (% 9.1), E. coli (% 6,3), S. aureus (% 1,7) ve diger gram negatif
mikroorganizmalar olarak rapor edilmistir (Yilmaz Aydin ve Aydin, 2022).
Aspergillus spp. tiirleri (A. flavus, A. famigatus), Candida spp. tiirleri (C. albicans,
C. glabrata, C. parapsilosis), Trichosporon spp, Cryptococcus neoformans,
Mucorales, Fusarium spp, Scedosporum prolificans, Pneumocystis jirovecii gibi
tiirler de hastanede ¢evresel kosullardan kaynaklanan nozokomiyal enfeksiyonlara
sebebiyet veren mikroorganizmalardir. Hepatit B ve Hepatit C gibi viriisler de
nozokomiyal enfeksiyonlara neden olan viral tiirler arasindadir (Perlroth et al.,

2007; Suleyman & Alangaden, 2021).



Hastane kaynakh enfeksiyonlarda en yaygin
gozlenen mikroorganizma tiirleri
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Sekil 1. 2 Avrupa’da  hastane kaynakli  enfeksiyonlarda en yaygin gdzlenen

mikroorganizma tiirleri (Szabé et al., 2022, modifiye edilmistir.).

Nozokomiyal enfeksiyonlar tedavi kalitesini diisiiriirken, tedavi igin
gereken maliyeti de artirmakta, tedavi veya teshis edilemedigi durumlarda ise
sepsis, pneumenia gibi ciddi komplikasyonlara ve hatta O6liime sebebiyet
vermektedir. Hastane kaynakli enfeksiyonlar, Amerika Birlesik Devleri’nde
yatakli hastalarinin % 3,2’sinde, Avrupa Birligi ve Avrupa Ekonomik Alaninda %
6,5’inde ve tiim diinya ¢apinda % 10’unda goriilmektedir (Szabo et al., 2022).
Gelismemis ve gelismekte olan iilkelerde bu oranlarin, gelismis iilkelere kiyasla 2
ile 25 kat daha fazla oldugu rapor edilmistir. Dogu Akdeniz ve Giineydogu Asya
Bolgelerindeki hastanelerden bildirilen hastane kaynakli enfeksiyon gelistirme
yiizdesi sirasiyla %11, 8 ve %10,0'dur (Szabd et al., 2022). CDC’ye gore
Amerika’da yillik hastane kaynakli enfeksiyon geciren 1,7 milyon hastanin 99
bini 6lim ile sonuglanmaktadir ve bu 6liimlerin 23 binine ¢oklu ilag direncine
(MDR) sahip organizmalar sebebiyet vermektedir (Alothman et al., 2020; Shahida
et al., 2016). Hastane kaynakli enfeksiyonlarin Amerika’da maliyeti yillik 20
milyar US$’dir. Avrupa’da ise 3 milyon enfeksiyonlu hastadan 37 bini MDR
nedeniyle yasamini yitirmektedir (Szabo et al., 2022).

Son yapilan arastirmalar, %50 oranda HAI'nin Onlenebilecegini

gostermektedir. Alinabilecek dnlemlerle hasta tedavi kalitesinin artmasi, hastane
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yatig stirelerinin kisalmasi, saglik kuruluslari ve hasta {izerindeki finansal yiikiin
azalmasi ve Oliimlerin azalmasi saglanabilir. Alinabilecek bu onlemler, kisisel ve
cevresel hijyen kurallarimin belirlenmesi ve uygulanmasi, sterilizasyon ve
sanitasyon uygulamalarinin gelistirilmesi, ¢apraz kontaminasyona sebep olacak
hasta-saglik ¢alisani-hasta temaslarinin engellenmesi, antibiyotik kullanimi
yonetimi, kateter vb. tibbi gereclerin  profesyonellerce  kullaniminin
yayginlagtirilmasini igermektedir (Szabo et al.,, 2022). Enfeksiyon tipine gore
almabilecek bu onlemler, Diinya Saglk Orgiitii’niin 2002 yilinda yaymladig
“Hastane Kaynakli Enfeksiyonlarmn Onlenmesi ve Kontroliine iliskin Kilavuz
llkeler” adli kilavuzda yer almaktadir. Bu kilavuza gore alinabilecek tiim
onlemlerin merkezinde mikrobiyoloji laboratuvar1 tarafindan saglanacak,
patojenin tiir diizeyinde tanimi, antimikrobiyal terapi i¢in Onerileri, numune alma
ve saklama kosullar, periyodik enfeksiyon verilerinin olusturulmast ve
yorumlanmasi, uygun sterilizasyon ve sanitasyon prosediirlerinin belirlenmesi gibi
aksiyonlar yer almaktadir (World Health Organisation, 2002). Tiim bu aksiyonlar
temelde, enfeksiyona neden olabilecek patojenlerin uygun ve giivenli bir sekilde
tanimlanmas1 ve bu tanimlamaya gore epidemiyolojik 6énemlerini ortaya koymay1
gerektirmektedir. Bu nedenle, patojen tayin yOntemleri mikrobiyoloji ve tip

laboratuvarlari i¢in olduk¢a 6nemli bir konudur.

1.2 Enfeksiyonel Hastaliklarda Tani

Enfeksiyonlara neden olan patojenlerin hizli ve giivenilir bir sekilde
tanimlanmasi, mikrobiyolojik tanida olduk¢a onemlidir. Mikrobiyolojik taninin
primer gorevi enfeksiyon kaynaginin ve bu kaynagin antimikrobiyal direncinin
optimum siirede belirlenmesidir. Patojen tanimlamada ve beraberinde gereken
tedavi baslangicinda meydana gelebilecek en ufak bir gecikme hastalifin gidisati

iizerinde rolii bliytiktiir.

Giliniimiizde enfeksiyonel hastalia neden olan patojenlerin tespitinde bu
patojenlerin fenotipik ve genotipik 6zelliklerinden yararlanilir. Enfeksiyon teshisi
koyulan bir hastadan kan, idrar, tiikiiriik ya da diger biyolojik sivilar ya da dokular
gibi numuneler alinir. Bu numuneler, ¢esitli boyama yontemleriyle boyanip
mikroskop altinda incelenebilirler, kiiltive edilebilirler, bagisiklik sistemi yaniti

olan antikorlara ya da wviriilans faktorii olabilecek bir antijene karsi test
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edilebilirler. Son olarak, organizmanin genetik materyalinden faydalanilarak
spesifik bir patojen varligi icin test edilebilirler (Vazquez-Pertejo, 2023a). Her bir
yontem kendi igerisinde uygulanan birden fazla tanimlama ydntemi ve bunlarin

kombinasyonunu igerebilir (Sekil 1.3).

Kan, idrar, tiikiiriik gibi biyolojik
swilar ya da doku pargasi

— O\

Kiiltiir ve Koloni Molekiiler Tekniklerle
temelli mikrobiyal Mikrobiyal Tanimlama

tanimlama
yontemleri
¥ v *

 — Mikrosk Riyokimyasal o . .
Kiiltivasyon Mikroskop Fenotipleme Antikor veya Patojenin genetik
altinda antijenlere varhgmi materyalinden
inceleme saptamaya yonelik faydalanilarak tanimlama
AT testler
*  Segici Kiiltivasyon ‘
+ Diferansiyel ‘
Kiiltivasyon Boyama ya da * Hedef
o Zenginlestirilmis irale i . .
ﬁgﬂx:ﬁ};sey?g:lm@ direk inceleme Aglllltl_l_lasyon Amplifikasyonu (
7 . I\"I.anuel Testler1, PCR, RT-PCR,
yontemler *  Komplement transkripsivon
« Gram Boyama « Otomatize fiksasyon testi . psty
+ Floresan boyama, sistemler. . Enzi ? amplifikasyonu),
« India ink Boyama o Kromatografik Enzim » Sinyal
(Karb(_)n kollaidal), Yontemler. :lmtlllu.l'l‘);i:ly Amplifikasyonu
+ Warthin-Starry ve . Kiitle estleri (EIA)  Prob amplifikasyonu
Dieterle stain, Spektroskopisi || * ELISA «  Amplifikasyon
+ Trikrom ve demir P P ¢ Coktiirme p { 1
hemotoksilin boyama, Testleri sonrast analizle (
+ Wright and Giemsa We sekanslama,
. estern- P lers
boyast Blotlama mikroarray analizleri,
real-Time PCR
Sekil 1. 3 Enfeksiyonel hastaliklarda tani ig¢in kullanilabilecek ydntemler (Vazquez-

Pertejo, 2023a, 2023b, 2023c, Spyrou et al., 2022, Chandler et al., 2016; Ravea et al., 2019)

Kiiltir temelli yoOntemler, rutin taniya iyi adapte edilmis, fenotipik
ozelliklerden faydalanarak mikroorganizmalarin hem kalitatif hem de kantitatif
analiz edilmesine imkan saglayan yontemlerdir. Mikroorganizmalar, tekrarli
kiiltivasyon adimlarindan gegerek izole edilirler ve daha sonra mikrobiyolojik

analiz, biyokimyasal testler gibi yontemlerle karakterize edilirler.

1.2.1 Kiiltiir ve koloni temelli yontemler

Kiiltiir temelli yontemlerde enfeksiyonun kaynagi olan bolgeden swap
benzeri araglarla alinan biyolojik numunelerdeki patojenler genellikle kanli agar,
cikolota agar gibi zenginlestirilmis ortamlarda kiiltive edilirler. Fakat bu

besiyerleri, ¢ogu patojenin iireyebilecegi nitelikte besinler igermelerinden dolay1
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spesifik tanimlama icin mutlaka ikinci bir asamaya ihtiya¢ duyulmaktadir. Bu
amagla patojenlerin yapisal ya da biyokimyasal olarak gosterdikleri 6zelliklerden

faydalanilarak patojenler tanimlanirlar.

Patojenler, spesifik antibiyotiklere karsi hassas oluslari, bazi reaktiflerle
olusturduklar1 reaksiyonlar, pH-ozmotik basing gibi degiskenlere verdikleri
yanitlar ile karakterize edilebilirler. Bu karakterizasyon, spesifik secici ya da ayirt
edici besiyerinde kiiltive etmeyle yapilabilir. Ornegin; anaerop ve endospor
olusturmayan, gram negatif ¢ubuk sekilli bakteroidler, dis eti enfeksiyonlarin
kistik fibroza kadar ¢esitli hastaliklara neden olan bir grup bakteri tiiriidiir.
Kanamisin ve vancomisin igeren kanli agar ortaminda hem secici hem de
diferansiyel olarak izole edilerek tanimlanabilirler. Burada kanamisin ve
vankomisin, sirastyla fakiiltatif anaerop bakterilerin ve gram pozitif bakterin
biiyiimesini inhibe ederken, kan icerisinde yer alan K vitamini ve hemin molekiilii
ile spesifik pigment tretimi tesvik edilir (Vazquez-Pertejo, 2023a, 2023b).
Boylece, bekteroidlerin kismi olarak tanimlamalar1 yapilabilir. Tablo 1.2°de bazi
mikroorganizma tiirlerini tanimlama kullanilacak secici ve diferansiyel

besiyerlerine drnekler verilmistir.

Benzer  sekilde, Sefsulodin-Irgasan-novobisin ~ (CIN)  agar’da
antibiyotiklerle secici inhibisyon saglanirken, mannitol fermantasyonu ile pH
diisiisiine paralel bir sekilde besiyerinde kirmizi kolonilerin olusmasi ile Yersinia
tiirlerinin ayirt edici sekilde tanimlanmasi saglanabilir (Devenish & Schiemann,
1981; Spyrou et al.,, 2022; Vazquez-Pertejo, 2023a). Yersinia tiirleri, veba
hastaliginin bubonik, pndmonik ve septisemik tiim tiirlerine sebep olmalariyla ve
“Kara 6lim” pandemisi (1347-1353) gibi hastaliklara sebep olmalariyla bilinirler
(Spyrou et al., 2022).

Mikroskopik incelemeler, analizi gergeklestiren analiste ve analizde
kullanilan ekipmana gore hizli ve kesin olabilirler. Analist, olasi patojeni tayin
etmek i¢in biyolojik numuneyi ayirt edici boyalarla boyayabilir ya da direkt
olarak boyamadan mikroskop altinda inceleyebilir, fakat bu islemlerden once
10°/mL hiicre sayis1 elde edecek kadar hiicreyi konsantre etmesi gerekir. Bu da
biyolojik numunenin ancak kiiltivasyon sonrasi tanimlanabilecegi anlamina

gelmektedir.



Tablo 1. 2
Pertejo, 2023a).

Patojenlerin tespitinde kullanilabilecek segici ve ayirt edici besiyerleri (Vazquez-

Organizma Tercih edilen besiyeri Organizma Tercih edilen besiyeri
) Kanamisin-vancomisin Francisella Kan veya ¢ikolata-sistin
Bakteroidler L
lake edilmis kanli agar tularensis agar
) | Bakteroides safra Eskiilin Legionella Tamponlanmis komiirlii
Bacterides fragilis )
Agar tiirleri maya ekstrakti ortami
Tavsan serumlu Fletcher
Metisilinli ve )
Bordetella o Leptospira ya da Stuart Ortami, BSA-
cephaleksinli ) ) ]
pertussis tiirleri Tween80 igeren Leptospira
Bordet-Gengou agar
ortami
Neisseria
gonorrhoea Modifiye Thayer, Martin
Burkholderia ] .
Burkholderia cepacia agar veya Agar
cepacia )
Neisseria New York City Agar
Menengitis
MacConkey agar, eosin
Camphylobacter Sefoperazon-vancomisin Salmonella ve methylene blue,
Jjejuni agar Shigella tiirleri Salmonella-shigella agar,
selenitli broth
Tinsdale agar
Corynebacterium sistin-telliiriir kanl1 agar ] Tiyosiilfat sitrat safra
Vibrio tiirleri
diphtheriae Loffler koagiile serum tuzlari stikroz agar

ortami

Escherichia coli

MaCConkey-Sorbitol
Agar

Yersinia Tirleri

Sefsulodin-Irgasan

novobiosin agar

Pseudomonas

aeruginosa

Cetrimide agar

Klebsiella

pneumenia

ChromoSelective agar

Gram boyama teknigi ile lama 1s1 ile fiksasyonu sonrasi sirastyla kristal

viyole, iyodin, renk giderici ve safranin gibi boyalara maruz birakilarak patojenin

gram durumu (pozitif veya negatif), hiicre morfolojisi (basil ya da kok), veya

hiicre diizeni (kiimeli, zincirli ya da diploid) hakkinda bilgi sahibi olunabilir.

Fakat bu sekilde gergeklestirilen bir tanimlama tedaviye baslamak i¢in yetersizdir.
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Hiicre ozellikleri ve morfolojisi hakkinda bilgiler saglansa da gram boyama
tekniginde birden fazla morfoloji ya da oOzellik gostergesi kontaminasyon
gostergesi olabilecegi gibi polimikrobiyal enfeksiyonun da gostergesi olabilir

(Vazquez-Pertejo, 2023c).

Asit-hasliglt boyama teknigiyle, Mycobacterium, Nocardia, Rhodoccoccus,
Cryoptosporidum gibi tiirler tayin edilebilir. Fakat bu yontemde tayin edilmesi
beklenen organizmalar biyolojik numunelerde kisitli miktarlarda bulunurlar.
Tekrarli kiiltivasyona ihtiya¢ duyulmasindan dolayr hassasiyetleri oldukca
diisiiktiir. Akridin-turuncusu, auramin-rodamin ve auramin O boyasi, kalkoflor
beyazi gibi floresan boyalarla biyolojik numunelerdeki patojen antikorlari
hedeflenerek Legionella, Mycobacterium ve dermofitler gibi gibi patojenler
tanimlanabilir. Fakat bu yontemlerde sonuglar1 okumak ve yorumlamak oldukc¢a
zordur. CDC tarafindan yayimlanan bir raporda asit-hashigi testi ve floresans
boyama sonucunda tiikiirikten elde edilen bir numunedeki patojenin
Mycobacterium tuberculosis oldugu saptanmistir (Vazquez-Pertejo, 2023a). Iki
yontemin birlestirilmesiyle elde edilen bu yontem ise ‘Smithwick’ yontemidir.

Istk mikroskopu ile analizlenen ve goriintlisii elde edilen Mycobacterium

tuberculosis Sekil 1.4’te gosterilmistir.

Sekil 1. 4 Smitwick yontemi ile tanimlanan Mycobacterium tuberculosis (Halk Saghg
Resim Kiitiiphanesi (PHIL), CDC, 1971).



15

Dieterla ve Warthin-Starry boyast ile Helycobacter pylori, Microsporidia,
Spirochetes ve Bartonella henselae (kedi ¢izigi hastaligi) gibi organizmalar
tanimlanabilir. Giemsa ve Wright boyalar1 ile kanda bulunabilecek parazitler,
fagosit ve dokularda Histoplasma capsulatum ve bazi hiicre i¢i patojen bakteriler
tespit edilebilir. Trikrom boyasi ve demir hemotoksisilin boyast Crytosporidium
gibi bazi mikrosporlar ve bagirsak protozoalarimin tanimlanmast i¢in
kullanilabilir. India ink boyasi ile akciger enfeksiyonlari ve menengit gibi
hastaliklara neden olan Crytocococcus neoformans tanimlamasi yapilabilir

(Vazquez-Pertejo, 2023c).

Biyokimyasal fenotipleme yoOntemlerinde ise temelde kiiltiir ve koloni
temelli yontemler ile secici/ ayirt edici kiiltivasyon tekniklerinin bazilarini ya da
kombinasyonunu kullanilarak spesifik tiirlerin karakterizasyonu i¢in kullanilan
veritabanindan yararlanilir. Belirli yapisal 6zellikler ve reaksiyon profilleri ile
olusturulan veritaban1 ile analizlenen organizmanin gosterdigi o6zellikler
kiyaslanarak patojen tanimlamasi yapilabilir. BacTec (Becton Dickinson, Franklin
Golleri, NJ, ABD), BacT / Alert (bioMérieux, Marcy’Etoile, Fransa), VITEK
(bioMérieux), PHOENIX (Becton Dickinson) veya Microscan WalkAway
(Siemens Healthcare Diagnostics, Miinih, Almanya) gibi cihazlar endiistride
mikrobiyal tanimlama i¢in kullanilan mevcut otomatize cihazlardir (Chandler et
al., 2016; Ravea et al., 2019). Kromatografik ve spektroskopik (MALDI-TOF-
MS) yontemlerle benzer sekilde mikroorganizmanin trettigi spesifik bir
metabolitin tayin edilip veri tabani ile kiyaslanmasina dayanan yontemlerdir.
Biyokimyasal fenotipleme yontemleriyle ¢alisirken 6n analiz olarak mikroskopik
analiz ve boyama ile karakterizasyona, ayrica ek kiiltivasyon adimina ihtiyag

duyulur.

Kiiltiir temelli yontemler, hassas, kolay adapte edilebilir, pahali olmayan
ve klinik numunedeki popiilasyon hakkinda hem kalitatif hem de kantitatif veri
saglayabilen yontemlerdir. Fakat, tipik bir numune patojenlere ek normal flora
organizmalarin1 da igerir. Cogu durumda, izolasyon prosediirleri saf kiiltiir elde
etmek i¢cin gergeklestirilmelidir. Bu da, ek kiiltivasyon gerektirir. Bu yiizden,

kiiltiir temelli yontemler, yogun emek gerektiren ve zaman alict yontemlerdir.
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Kiiltiir ortaminin hazirlanmasi, agar plakalara inokulasyon ve tiir tayini i¢in ¢oklu

izolasyon adimu tayin i¢in gereken siireyi uzatmaktadir.

Kiiltiir ve koloni temelli yontemlerde sonuglarin ¢ikmasi 1-3 giin arasinda
degismekte ve bazi mikroorganizmalarin kiiltive edilemedigi kosullarda daha
uzun siirebilmektedir. Bdylece, patojen tanimlamasi i¢in gegen siire giinler bazen
haftalar1 bulabilir. Bu, yontemlerin diisiik hassasiyette olmasiin bir sonucudur.
Fenotipik ozelliklerin mikroorganizma tiirleri arasinda benzerlik gostermesi bu

yontemlerin spesifikligini diistiren etkenlerdendir.

1.2.2 Molekiiler teknikler

Immiinolojik ve niikleik asit temelli teknikler gibi molekiiler yontemler
mikrobiyal taniyr O6nemli Olciide gelistirmistir. Geleneksel kiiltiir temelli
yontemlere kiyasla molekiiler tekniklerin bazi avantajlar1 vardir. Molekiiler
teknikler, geleneksel teknikler gibi degisebilen fenotipik 6zelliklerden degil, daha
stabil olan genotipik 6zelliklerden yararlanirlar.

Immuno-tayin ydntemleri mikrobiyal tamida kiiltivasyon gerektirmeden
hizli tan1 ve karakterizasyon saglayan teknikler olduklar1 i¢in molekiiler tani
tekniklerinde oncii niteliginde yontemlerdir. Immiinolojik tekniklerin prensibi
antikorlarin spesifik antijenleri tanimasina dayanir. Hastalik esnasinda hasta
bireyin bagisiklik sistemi yanitlar1 ya da semptomlarin gozlenmesine neden olan

viriilans faktor antijenleri ve antikorlar1 bu yontemlerin hedefi olabilir.

Aglutinasyon testlerinde, lateks boncuk, jelatin partikiiller ya da bakteriler,
bir antikor ya da antijen ile eslestirilirler. Bu partikiil kompleksleri daha sonra
numune (serum, beyin-omirilik sivisi) ile karistirilir. Eger hedeflenen antijen ya
da antikor numunede bulunuyorsa dlgiilebilir agliitinasyon gergeklesir.
Agliitinasyon testleri hizlidir fakat diger tiim yontemlere kiyasla daha az hassastir.
Bobrek yetmezligine ve akcigerlerde ciddi kanamalarla “agir pulmoner hemoraji
sendromuna yol agmalariyla bilinen spiroketler simifindan Leprospirosis tiirleri
klinikte aglutinasyon testleri ile tanimlanabilmektedir. Bunun yaninda,
hayvanlardan insanlara gegen hastaliklardan biri olan Bruselloz’a neden olan
Brusella melitensis, B. abortus, B. suis, B. canis, B. ovis gibi tiirlerin de klinikte

tayini i¢in agliitinasyon testlerinden faydalanilir. Fakat tani, kiiltiir temelli ve
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molekiiler tekniklerle kombine edilmelidir (OtaSevi¢ et al., 2018; Vazquez-

Pertejo, 2023a).

Komplement fiksasyon testleri (CFT), ozellikle viral ve fungal tiirlerin
tanimlanmasinda kullanilir. Numunenin bilinen komplement ve antijen ile inkiibe
edilmesi sonucu olusan etkilesimlerden yola ¢ikilarak hedef antikorun
Olclilmesine dayanir. Bu yontem olduk¢a pahali ve c¢ok fazla i¢ kontrol
gerektirmektedir. Spiroketler sinifindan Treponema pallidum ve alt tiirleri olan 7.
pallidum spp endemicum, T. pallidum ssp pertenue, T. carateum)
organizmalarinin neden oldugu ve cinsel yolla bulagan bir hastalik olan “Sifilis”
hastaliginin tanisinda komplement fiksasyon testi temelli bir yontem olan
“Kardiyolipin ~ Wasserman”  testi  kullanmilmaktadir.  Coxiella  burnetii
enfeksiyonunda ortaya c¢ikan ve endokardit, akut solunum sikintisi sendromu gibi
belirtileri olan Q hummasi enfeksiyonunun tanisinda komplement fiksasyon
testleri kullanilmaktadir. Fakat, bu testlerde. Legionella micdadei (%34) ve
Bartonella (%50) gibi organizmalarla capraz reaksiyon goriildiigii rapor edilmistir

(Musso & Raoult, 1997).

Coktiirme testleri, antikor-antijen komplekslerinin agaroz jel gibi bir
matrikste goriiniir bir sekilde ¢oktiiriilmesine dayanan yontemdir. Farkli ¢oktiirme
testleri mevcuttur fakat ¢cok fazla antikor ya da antijen gereksiniminden dolay1 bu
yontemlerin hassasiyeti diisiiktiir. Bu da kullanimi olduk¢a smirlandirmaktadir.
Haemophilus influenzae, Streptococcus pneumoniae, Neisseria meningitidis gibi
organizmalarin birlikte sebep oldugu akut piyojenik menenjit gibi polimikrobial
enfeksiyonlarda tercih  edilmektedir (Vazquez-Pertejo, 2023b). Enzim
immunotayin yontemleri, patojenlere ait antijenleri tespit etmek icin antikorlar1 ya
da hastada gelisen bagisiklik sistemi antikorlarini tespit etmek i¢in antijenleri

kullanan tekniklerdir.

Basit bir kat1 faz enzim immunotayin yontemlerinde, viriis ile enfekte
olmus hiicreler, hiicre lizatlari, saflastirilmis ya da kismi saflagtirilmais,
rekombinant viral antijenler ya da sentetik peptitler, genellikle mikrokuyucuklu
cam ya da plastik plaka olabilen bir kat1 faza immobilize edilir. Hasta serumu,
antijenle ve bagl antikorla inkiibe edilir, yitkama adimindan sonra isaretlenmis

antiimmunoglobulin konjugatlar goriintiilenir (Sekil 1.5). Eger kullanilan isaret bir
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enzim ise, test enzim immunotayin (EIA) ya da enzim aracili immunosorbent
tayin (ELISA) olarak adlandirilir. Eger floresan bir isaret kullaniliyorsa
immunofloresan test (IFT) olarak adlandirilir. Test sonunda baglanan antikor,
enzime bagli olarak analizlenir. Bu amagla genellikle horseradish peroksidaz
(HRP) ya da alkalin fosfataz (AP) enzimi kullanilir. HRP-EIA testlerinde
ortofenildiamin (OPD) renksiz kromojeni ve substrat olarak hidrojen peroksit
kullanilir. Eger HRP-konjugati antikor-antijen kompleksine baglanirsa renksiz
kromojen sariya doner ve reaksiyon iiriinii spektrofotometrik olarak 490-492
nm’de analizlenir. Bu sayede bir hasta numunesinde herhangi spesifik bir

antikorun bulunup bulunmadigi belirlenir (Vazquez-Pertejo, 2023c).

B

Renksiz Substrat | [ ] Renksiz Substrat | l
*I l?;.enk d.cghimi I Renli. Degisimi
Enzim baglh
antiimmuneglobulin Enzim baglh antijen
antikoru (konjugat) spesifik antikor
"
Viriis spesifilk
antikorlar: iceren Viriis Anrijenini
hasta serumu iceren luslu
Begusmien | | ki
ks fux: yhieys Kan far viizevi
Sekil 1. 5 ELISA ya da EIA testlerinin genel prensibi (Vainionpad et al., 2015; modifiye

edilmistir).

ELISA testleri ¢ok genis skalada enfeksiyon hastaliklarinin tespiti igin
gelistirebilmektedir. HIV Tip 1 ve Tip 2, Salmonella typhi, Herpex simplex 1 ve
2, insan adonovirus, Bordotella pertussis, Brucella, Chikugunya, Clamydia
Trachomatis, Cytomegalovirus, Epstein barr virlsli, Hepatit C, Hepatit D,
Helicobacter pylori, Influenza, Covid-19, M. tuberculosis, Rubella, Treponema
Palladum, Toxoplasma gondii gibi gesitli enfeksiyonlar icin gelistilen ELISA

kitleri ticari olarak mevcuttur.
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ELISA testlerinin yiiksek kapasiteli, hizli, nispeten diisiik maliyetli, hassas
ve kantitatif veri sunan bir yontem olusu klinik tanida 6nemli bir avantajdir. Fakat
hastanin yasi, mikrobiyal serotip, hastaligin asamasi gibi birgok faktorden
etkilendigi i¢in hassasiyeti durumdan duruma farklilik gostermekle birlikte

cogunlukla diisiiktiir (Vainionpia et al., 2015; Vazquez-Pertejo, 2023a).

Western-blot testleri, blotlama ile numunedeki antimikrobial antikorlarin
hedef antijen ile hibridizasyonu sonucu olusan kompleksi blotlama ile baska bir
membrana tagiyarak tayin etmeye dayanan bir yontemdir. Western-blot testlerinin
hassasiyeti ELISA testlerinden daha diisiiktiir, genellikle ELISA tarama testi

sonucunda pozitif olarak elde edilen sonucu dogrulamak icin kullanilir.

Niikleik asit temelli tan1 yontemleri ya da niikleik asit temelli testler (NAT),
DNA ve RNA’lar1 kullanarak gelistirilen teknolojilerdir. Ttim niikleik asit temelli
yontemlerin ana karakteristigi patojenleri tanimlamada kullanilacak bir genetik
sekans se¢imidir. Genelde patojen tanimlamasi, ilgili organizmanin genomunda
korunmus ‘house-keeping’olarak adlandirilan gen bdlgelerinin secimi ya da
genomlarinin rastgele kisimlarinin taranmasi yoluyla yapilir (Mothershed &
Whitney, 2006; Otasevi¢ et al., 2018). Direnclilik ya da viriilans faktorleri
sentezlemede kullanilan gen bolgelerinin  hedeflenilmesi de mikrobiyal

patojenitenin anlagilmasinda ve bu patojenleri tanimlamada olduk¢a dnemlidir.

Ideal olarak, mikrobiyal karakterizasyonda kullanilan bir gen bolgesi, her
tiire 6zgili olan bolgeler igermelidir. Bakteri, arkea ve okaryotlar gibi yasamin her
formunda bulunan ribozomal RNA (rRNA) molekiillerini kodlayan gen bdlgeleri
yasayan tiim organizmalarin gercek kimliklerinin saptanmasinda ve onlarin

taksonomik yakinliginin incelenmesinde kullanilmaktadir.

Ribozomlar, proteinler ve rRNA’dan olusan hiicre i¢i partikiillerdir.
Ribozomun biiyiikliigii, ultrasantrifiijle partikiillerin ¢6kme hizinin bir 6l¢iisii olan
Svedburg (S) birimi ile belirtilir. Bakteriyel ve arkeal hiicreler 30 S ve 50 S alt
birimlerden olusan 70S ribozomlara sahiptir. 30 S alt birimi yaklasik 1540
niikleotid iceren 16s rRNA molekiiliinii igerir. 50S alt birimi, 2900 niikleotid
igeren 23S rRNA bolgesini igerir (Sekil 1.6a). Funguslar, 40S ve 60S olmak {izere
iki alt birimden olusan 80S ribozom igeriler. 40S rRNA, 18S rRNA ve biiyiik 60S
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altbirimi 25S rRNA ve 5.8S rRNA i¢ermektedir (Sekil 1.6b) (Siqueira & Rogas,
2005).

Biiytik alt birim (23S ve 25S rRNA) ve kiigiik alt birim genleri (16S ve 18S
rRNA) mikrobiyal kimlik saptama, karakterizasyon ve siniflandirmada siklikla
kullanilirlar. 16S rRNA geninin amplifikasyonu, bakterilerin tiir diizeyinde
tanimlanabilmesi i¢in son derece hassas bir yontemdir (Al-jailawi et al., 2014).
Kiigiik alt birim genleri, tiim yasayan sistemlerde evrimsel siirecte en fazla
korunan makromolekiillerdir. Kiiglik altbirimleri kullanmanin avantaji tiim
organizmalarda bulunmasi, yeterli bilgiyi saglayacak kadar uzun, kolayca

sekanslanabilecek kadar kisa olmasidir.

Prokaryotik Ribozom Okaryotik Ribozom

A 70S B 80S

S50 S Alt
Birim

23S RNA
30 S Alt

Birim 16S RNA
———— e

rrrrrr

400-800 bp

Sekil 1. 6 Niikleik asit temelli yontemlerde tan1 i¢in baz alinan ribozomal RNA yapilarinin
sematik gosterim a) prokaryorik hiicreler igin b) dkaryotik hiicreler igin c) okaryotik hiicrelerin
ribozom alt birimlerinin yerlesimi (Champney, 2020).

2012 yilinda Uluslararas1 Fungal Barkodlama Konsorsiyumu resmi olarak
niiklear ribozomal RNA’daki ITS (internal transcribed spacer) bolgelerinin fungal
barkodlamada kullanilabilecegini 6nermislerdir. Funguslarda tiim ITS boélgeleri,
yaklasik 400-900 bp uzunlugundadir ve iki bosluk igeririr. Bu bosluk, 5.8 S rRNA
ile ayrilan ITS1 ve ITS2 bolgeleridir. ITS bolgesi, ITS1’in 5° ucunda 18 rRNA
geni vardir ve ve ITS2 nin 3’ucunda 28 rRNA birimi vardir (Sekil 1.6¢) (Lebonah
et al., 2014).
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Amerikan Gida ve Ila¢ Dairesi (FDA) tarafindan kabul edilen ilk niikleik
asit temelli test, Chlamydia ve Gonococci tayini i¢in gelistirilmistir. Polimeraz
zincir reaksiyonunun 1983’te kesfi ile birlikte niikleik asit temelli tam
yontemlerinde ¢igir agilmistir (Mullis, 1990). Bu dogrultuda bir patojenin
spesifik ve tek basina tayininden birden fazla organizmanin birlikte tayinine kadar

cesitli yontemler gelistirilmistir.

Geleneksel PCR, Real-time PCR, Revers-trankriptaz PCR (RT-PCR), Ligaz
Zincir Reaksiyonu (LCR), niikleik asit sekansi temelli amplifikasyon (NASBA),
transkripsiyon aracili amplifikasyon (TMA), iplik¢ik yer degistirme
amplifikasyonu (SDA), donen daire amplifikasyonu (RCA), donen prob
teknolojisi (CPT), hibrid yakalama amplifikasyonu gibi teknikler spesifik tek bir
patojeni tanimlamak icin kullanilan niikleik asitlerin amplifikasyonuna dayali
tekniklerdir. Bu yontemler hedefledikleri molekiiliin yapilarina ya da yontemde
uygulanan amplifikasyonun bi¢imine gore farklanirlar. Ornegin; geleneksel PCR
ve real-time PCR, hedef olarak DNA’y1 hedeflerken RT-PCR, NASBA gibi
teknikler RNA’y1 hedefler. Yine NASBA, SDA, TMA, RCA gibi izotermal
amplifikasyon teknikleri ise izotermal amplifikasyon ile termal dongii cihazi
gereksinimini ortadan kaldirir. Hibrit yakalama teknolojisinde hedef DNA/RNA
hibritlerinin kolorimetrik olarak AP enzimi ile tayin edilmesi hedeflenir

(Mothershed & Whitney, 2006).

Izotermal ya da dongii amplikasyonuna dayali yontemler birbirlerinden
metodun uygulanisi, hassasiyeti, spesifikligi, kontaminasyona duyarlilig1i gibi
yonlerden farklansalar da temelde organizmalarin genomlarinda korunmus

bolgelerin hedeflenerek ¢ogaltilip tayin edilmesini saglayan tekniklerdir.

Tek organizma tayininin dezavantajli oldugu durumlar ic¢in ¢oklu analize
imkan veren multipleks PCR, microarray ya da broad-range (16 S PCR) gibi
teknikler gelistirilmistir. Multipleks PCR, iki ya da daha fazla hedef DNA
sekansiinin birden fazla primer cifti varhginda tek bir reaksiyonda amplifiye

edildigi PCR teknigidir (Sekil 1.7) (Markoulatos et al., 2002).
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Sekil 1.7 Multipleks PCR ile tiir tayini sematik gosterimi (Acharya Tankeshwar, 2022).

Enfeksiyonel hastaliklar alaninda multipleks PCR, viriislerin bakterilerin ve
parazitlerin kimlik saptanmasinda kiymetli bir yontem haline gelmistir
(Lucignano et al., 2011). Multipleks PCR tek bir organizmanin genomunda farkli
bolgelerin ayn1 anda hedeflenmesi i¢in kullanilabilecegi gibi ayni anda farkli
organizmalarin hedeflenmesi i¢in de kullanilabilir. Ticari olarak, klinik ve gida
basta olmak {izere bir¢ok alanda kullanilmak {izere tasarlanmis multipleks PCR
kitleri mevcuttur. Ornegin; solunum yolu patojenleri ¢oklu tani test kiti ile,
Influenza A ve B, Solunum sinsityal viriisii, Adenovirlis, Mycoplasma
pneumomia, insan rhinoviriisii ayn1 anda tespit edilebilmektedir (Sansure,
S3066E-6RP, China). Benzer olarak el, ayak ve agiz hastaliklarina neden olan
patojenler olan Coxsachie virus, Rubella virls, insan enterovirus gibi patojenlerin

birlikte tayin edildigi multipleks PCR ¢esitleri vardir.

Niikleik asit temelli yontemler daha hassas, spesifik ve genelde daha hizli
veriler sagladiklar1 i¢in rutin analizler i¢in daha uygundur. Bu tekniklerde elde
edilen verilerin yorumlanabilmesi herhangi bir taksonomik uzmanlik gerekmez.
Ayrica bu sonuglar, herhangi bir kiiltivasyon adimi gerektirmeden dogrudan
mikroorganizmalardan  ekstraksiyon sonucu tayin edilebilen molekiiller

araciligiyla elde edilir.

Niikleik asit temelli yontemlerin kiiltiir koloni temelli ve immiinolojik

testler lizerinde avantajlar1 birtakim avantajlar1 vardir (Mothershed and Whitney,
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2006; Nikiforova et al., 2015; OtaSevi¢ et al., 2018; Sousa and Pereira, 2013;
Vainionpéi et al., 2015). Bunlar;

v' Sadece kiiltive edilebilen degil, kiiltive edilemeyen organizmalarda tayin
edilebilir,

v' Klinik  Orneklerde  kiiltivasyon ~ adimi  gerekmeksizin  tayin
gergeklestirilebilir,

v' Numune alma ve tasima sirasinda dikkatli bir sekilde kontrol edilen
anaerobik kosullar gerektirmezler (anaerobik bakteriler ve diger kirilgan
mikroorganizmalar transit sirasinda canlilifi kaybedebilir, bu durum
niikleik asit temelli yontemler icin bir dezavantaj degildir),

v Immunolojik yontemlerden daha spesifik ve Kkiiltir koloni temelli
yontemlerden daha hizlidirlar.

v' Kiiltiir ve koloni temelli ve yontemlerden daha hassastirlar.

Bu c¢alismada, nozokomiyal enfeksiyonlarda siklikla karsilan bakteri ve
mantar patojenlerin tespitinde kullanilmak {izere polimeraz zincir reaksiyonu
temelli yontemlerin gelistirilmesi {izerine calisildi. Bu amag¢ dogrultusunda,
Boliim 1.3°’de PCR yontemi, temel prensibi ve bilesenleri gibi konular iizerinde

duruldu, PCR tasarlanirken dikkat edilecek unsurlara deginildi.

1.3 Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR)

Belirli bir gen bdlgesinin bir ve birden fazla kopyasi baz alinarak istenilen
bliyiiklik ve sayida kopyalarinin elde edilmesine olanak saglayan molekiiler
biyolojik teknik polimeraz zincir reaksiyonu (PZR ya da PCR) olarak
adlandirilmigtir (Mullis, 1990).

Polimeraz zincir reaksiyonu, kesfinden itibaren akademide ve endiistride
kiymetli bir arag¢ olarak kullanilmaktadir (Sekil 1.8). Baslica klinik arastirmalar ve
medikal taninin ayrilmaz bir parcasi olan PCR, bilim diinyasinda vazgeg¢ilmez bir
teknik haline gelmistir. Geleneksel PCR tekniginde ¢esitli modifikasyonlar

yapilarak kullanim alan1 artirilmistir.

Genetik aragtirmalarda, PCR ¢ok az numune ile bile DNA pargalarinin hizl
bir sekilde amplifiye edilmesini saglayarak Southern- ve Nothern-blot gibi

hibridizasyon tekniklerinin gelismesine katki saglamistir. Hiicre ve dokularin
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spesifik ekspresyon diizeylerinin arastirildigi ¢alismalar PCR’in diger yaygin
kullanim1 arasindadir. Burada floresan bir boya yardimiyla PCR iirlinlerinin
kantitatif olarak analizlendigi Real-Time PCR’dan faydalanilir (Agne et al., 2009;
Mothershed & Whitney, 2006).

PCR ayrica, genetik mutasyonlarin ve sonuglarinin arastirildig: sekanslama
caligmalarina da katki saglar. Insan genom projesinde, bir klondaki spesifik bir
genomun varligir PCR ile tespit edilir. Bu sayede klonlar hakkinda daha detayli
bilgiler edinmeye olanak taninir. Ayrica kromozomal analiz teknikleriyle kalitsal
hastaliklarin erken tanis1 kolaylasir. Geleneksel klonlama tekniginde kiigiik DNA
parcalart bir vektore aktarilmadan 6nce PCR ile ¢ogaltilir (Agne et al., 2009).

Cevre Bilimi
*  Clrlkcll tespiti
(biyoremediasyon)
* Patojen tespiti

Protein
Miuhendisligi

* Mutagenez ¢aligmalan

Molekiiler Tani
* Patojen tespiti

* Kanser ve ndrodejeneratif
hastaliklarin tansi

Adli Tip

= Parmak izi kontrolleri,
= Babalk testi

Polimeraz Zincir
Reaksiyonu

Ziraat

= Bitki patojenlerinin
tespiti,

= GMO analizleri

Genetik Arastirmalar

* Gen mutasyon analizleri,

= Ekspresyon galismalan

* Rekombinasyon,

* Kromozomal tani analizleri

Discilik
* Maksofaksivel (agiz ile
ilgili) enfeksiyonlarin
tayini

Sekil 1. 8 Polimeraz zincir reaksiyonu kullanim alanlar1 ( Agne et al., 2009 )

3'-ekzoniikleaz aktivitesinden yoksun polimeraz enzimi kullanilmasi ya da
PCR bilesenlerinin olmasi gereken o6zellikler diginda kullanilmasiyla uygulanan
hata egilimli PCR (Error-prone PCR) ve gen bdlgeleri igerisinden belirli bir gen
dizisini ekleme ya da ¢ikarmak icin Ortlisme uzatma (Overlap Extension PCR)
gibi teknikler protein miihendisligi i¢in modifiye edilen kiymetli PCR
tekniklerindendir. Bu tekniklerin kullanildigi mutagenez g¢alismalariyla genetik

hastaliklarin tedavisine yonelik caligmalar gergeklestirilir ve endiistride kullanilan



25

katma degeri yiiksek makromolekiilleriin etkinligini ve performansi artirilabilir

(Agne et al., 2009).

Tipta bobrek, beyin, akcigerleri gibi ¢esitli organlarda enfeksiyona neden
olan bir patojen olan M. tuberculosis gibi organizmalarin genotiplenerek erken
tan1 ve tedavisinde PCR Oonemli bir aragtir. N6tropeni hastalarinda Aspergillus
spp. tiirlerinin erken tanisinda oldukga 6nemlidir fakat kiiltiir temelli yontemler bu
patojen tespitinde yetersizdir. Burada PCR ile spesifik tani yapilabilir. Timor
hiicreleri tarafindan iiretilen ve kanser biyobelirteci olarak degerlendirilen mRNA,
reverse transkriptaz enzimi ile DNA’ya donistiiriilerek Revers-transkriptaz PCR
(qPCR) ile spesifik kanserlerin tanisinda kullanilabilir (Agne et al., 2009). Yine
kanser ve norodejeneretif hastaliklarin anlasilmasinda biiylik 6nem tasiyan
metilasyon spesifik PCR (MS-PCR), spesifik bir genin metillenme durumunun
arastirilmasinda kullanilir (Mothershed & Whitney, 2006).

Virolojide, viriislerin ve niikleik asitlerin karakterize edilerek enfeksiyon
esnasinda viral davranisin belirlenmesinde etkin rol oynamaktadir. Bu sayede
klinik tedavinin ve daha ileri aragtirmalarin ilerletilmesine yardimci olmaktadir.
Ornegin; qPCR, daha antikorlar olusmadan Influenza A, retroviriis HIV ve SARS-
CoV-2 gibi enfeksiyonlariin erken tanisinda kullanilmaktadir. Bu 6zellikle bagis
yapilan kan numunelerinin analizi i¢in ve hastalifin prognozisi yani seyrinin

tahmini i¢in oldukca 6nemlidir.

Discilikte PCR teknigi sayesinde yiiz ve g¢ene ile ilgili enfeksiyonlarin
erken tanisi yapilabilir. Bu sayede, peridontal hastaliklarin, ciirliklerin, oral
kanserin ve endodontal enfeksiyonlar gibi hastaliklarin tedavisinde etkin

miidahele saglanabilir (Agne et al., 2009).

Adli tipta parmak izi kontrolilyle, olay yerinden izole edilen kiiciik bir
DNA pargast PCR ile c¢ogaltilarak suglularin DNA’larinin bulundugu bir
veritabaniyla kiyaslanir. Ayrica DNA parmak izi kontroliiyle babalik testi de
yapilabilmektedir. Bu yontemde olasi ¢ocuk, kardes ve ebeveynler bir DNA

numunesi ile kiyaslanir (Agne et al., 2009).

Cevre mikrobiyolojisinde, toksik atiklardaki c¢iiriik¢lil mikroorganizmalar

tespit edilerek kirli bolgelerde biyoremediasyon ¢aligmalar1 yapilabilir. Gen-prob
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temelli PCR ile aragtirmacilar, su kaynaklarinda bulunan koliform gibi zararl
organizmalar1 erken tespit edebilirler. Ek olarak, kamu saglig1 icin risk teskil eden

mikrobiyal patojenlerin tespitinde ve izlemesinde kullanilir (Agne et al., 2009).

Ziraatte gida patojenlerinin tayini, bitki 1slahinda genotipleme ve genetigi
degistirilmis  organizma (GMO) analizlerinde de PCR’dan  siklikla
faydanilmaktadir (Agne et al., 2009).

1.3.1 PCR’mn temel prensibi

Cogaltilmasi hedeflenen DNA’nin, polimeraz enzimi katalizi ve hedef
DNA’ya 6zgiil komplementer primerler varliginda bir dizi reaktifin yardimiyla
istenilen uzunlukta ¢ogaltilmasina yarayan bu teknik temelde DNA fragmentinin
tekrarlanan 1sitma ve sogutma iglemleriyle termal degisime maruz birakilmasidir

(Kadri, 2019).

Her PCR analizi kalip DNA, primerler, niikleotidler ve DNA polimeraza
gereksinim duyar. DNA polimeraz enzimi bireysel niikeotidleri fosfodiester
bagiyla birbirine baglayarak PCR zincirini uzatir. Reaksiyondaki primerler,

amlifiye edilecek DNA {iriiniinii spesifiklestirir (Bittar & Bittar, 1996).

Reaksiyon soliisyonu ilk once hedef ya da kalip DNA’ya ait iki
komplementer zincirinin erime noktasina kadar isitilir. Cogaltilmak istenen gen
bolgesi kalip DNA olarak ifade edilmektedir. Bu islem, polimeraz zincir
reaksiyonundaki iki ipligin birbirinden ayrilmasint saglayan denatiirasyon (1)
asamasidir. Genellikle bu sicaklik, 90-95°C arasindadir. Tipik bir PCR
reaksiyonunda biri baslangi¢ biri ise dongli denatiirasyonu olmak iizere iki tip
denatiirasyon uygulanmaktadir. Bu iki tip denatiirasyonu birbirinden ayiran temel
ozellik zamandir. Baglangic denatiirasyonu 5-10 dk arasindayken, dongi
denatiirasyonunda bu siire 30 sn ile 1 dk arasindadir. Baglangi¢ denatiirasyonunun
uzun olmasmin sebebi biitin DNA zincirlerinin birbirlerinden ayrilmalarini

saglamaktir (Bittar & Bittar, 1996)

Primerler, tek zincirli niikleik asit dizilerinden olusan kisa DNA dizileridir.
Kalip DNA’nin iki zincirine komplementer yani tamamlayici olacak sekilde
dizayn edildikten sonra sentetik olarak sentezlenirler (Bittar & Bittar, 1996).

Temelde ileri ve geri olmak iizere iki tip primer kullanilmaktadir.
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Primerlerin, kalip DNA iplikliklerine baglanmasi ya da baglanmasi i¢in
reaksiyonun belirli bir sicaklikta olmasi gerekmektedir. Bu, primer baglanma
sicakligt (T,,) olarak adlandirilmaktadir. Primer baglanma sicakligi primer
dizisinin uzunlugu ve bu dizinin % G-C (Guanin-Sitozin) icerigi ile iligkilidir.
Ortalama 55-65 °C olan primer baglanma sicakliklar asagidaki formiil ile de

hesaplanabilir.

Tm= 4°C (G/C niikleotitleri sayis1) + 2°C (A/T niikleotitleri sayisi)

Denatiirasyon evresiyle ikiye ayrilan kalip DNA zincirlerine, sicaklik-
spesifik primerlerin baglanmasi i¢in reaksiyon sicaklhigi diisiiriilir. Bu evreye

primer baglanma evresi (2) ya da hibridizasyon ad1 verilmektedir.

Sicaklik yeniden yiikseltilerek DNA polimerazin DNA ipligini uzatilmasin
sagladig1 uzama evresine (3) gecilir. Bu adimda reaksiyona substrat olarak
eklenen dort niikteotid (adenin (A), guanin (G), sitozin (C), timin (T)) ile
primerler, kalip dizisine gore DNA polimeraz enzimi ile fosfodiester bagiyla
baglanirlar (Sekil 1.9). Ayni denatiirasyon evresinde oldugu gibi birbirlerinden
siire acisindan farklanan dongii uzamasi ve son uzama evresi olmak iizere iki
uzama evresi vardir. DOngili uzamasi, tipik olarak 30 sn ile 1 dk arasindayken son

uzama evresi 5 ile 10 dk arasindadir.
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Denatirasyon
Hibridizasyon Déngi Sayisi
yvada Primer Pl P 4
Oturmasi
e Uzama
Sekil 1. 9 Bir dongii icerisinde DNA’nin amplifikasyonu; temelde {i¢ asamadan olusuur.

Cift iplikli DNA zincirlerinin ayrildigi denatiirasyon, dizilere komplementer primerlerin kalip
DNA ile eslestigi primer baglanma evresi ve polimerizasyonun gerceklestigi uzama evresi (Khan
Academy, 2016)

PCR ile DNA’nin istenilen miktarda amplifikasyonu i¢in denatiirasyon,
hibridizasyon ve uzama evrelerinin tekrar etmesi gerekmektedir. Buna dongii adi
verilmektedir. Her bir dongiide reaksiyonun basinda varolan DNA sayis1 ikiye
katlanir (2" sayida kalip sayisina ulasilir, n; dongii sayisimi ifade eder) (Sekil
1.10). Reaksiyon sonucunda amplifiye olan DNA’lardan olusan PCR iiriinii elde

edilir.

Déngi sayis e

Sekil 1. 10 Temel olarak bir kalip, ilgili kaliba spesifik primer ve DNA Taq polimeraz varliginda
gen parcasinin tekrarli olarak termal dongiiye sokularak birgok kopyasinin elde edildigi yontemdir
(Khan Academy, 2016)
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PCR fiiriinti, tanimlanmis uzunlukta bir DNA pargasi olmalidir. Amplifiye
edilen iirlinii analizlemek i¢in agaroz/poliakrilamid jel elektroforezi, blotlama,
restriksiyon endoniikleaz kesimi, direk sekanslama, elektrokemiliiminesans,
yiiksek performansli sivi kromatografisi gibi ¢esitli teknikler kullanilir. En basit
ve yaygin olarak kullanilan teknik elektroforez teknigi ve genellikle floresans bir

boya olan etidyum bromiir ile boyanmig DNA’nin goriintiilenmesidir.

Yiikleme boyasi ile jele yiiklenen ve daha sonra jelde uygulanan elektriksel
glic ile go¢c eden PCR firiinii olan DNA, yik ve boyutuna gore agaroz jel
elektroforez teknigi ile birbirinden ayrilir. Bu matrikste, kisa ya da kiigiik
molekiiller daha uzaga ilerlerken biiyiik ya da uzun molekiiller daha geride kalir
(Sekil 1.11 a). Elektroforez tamamlandiktan sonra agaroz porlarinda boyutlarina
gore ayrilmis DNA molekiilleri, etidyum bromiir (EtBr) boyasi ile goriiniir hale
getirilir. Molekiil agirlig1 bilinen DNA isaretleyici (marker) varliginda analizlenen

DNA’ya ait boyut analizi de yapilabilir (Sigma Aldrich, 2000).

Giig Kaynagi PCR Sonucu

a b

e ) &= DNA Marken

L

Tampon Soliisyonu
(Elektrolit)

600 op
HOO bp
300 bp

200 bp

Numune kuyucuklan

100 ‘OP

Sekil 1. 11 a) Agaroz jel elektroforez goriintiisii; b) Jelin 1. kuyucugunda yer alan DNA
marker1 ile DNA numuneleri boyutlarina gore analizlenmektedir (Bittar & Bittar, 1996; PCR
Product Analysis, 2000.; modifiye edilmistir).

1.3.2 PCR’mn etkinligini ve spesifikligini etkileyen parametreler

Spesifik DNA parcasin1 amplifiye etme 6zelligi sayesinde bir¢ok alanda
saglam ve giivenilir bir yontem olan PCR’1n uygulamada dikkat edilmesi gereken

engelleri vardir. Spesifik uygulamada PCR degiskenleri arasinda kalip DNA
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miktar1 ve kalitesi, niikleozit trifosfat ve magnezyum konsantrasyonu, dongii
parametreleri gibi etkenler PCR’1n etkinligini ve uygunlugunu etkilemektedir. Bu

nedenle reaksiyon kosullari uygulama esnasinda optimize edilmelidir.

Ozellikle adli ve klinik uygulamalarda olmak {izere kontaminasyona karsi
onlemler alinmasi  gerekmektedir. Mikroorganizma  kontaminasyonunu
engellemek i¢in 6rnek hazirlama, reaksiyon hazirlama, termal dongii cihazi ve
analiz alan1 gibi uygulama asamalarinda aseptik calisma kurallar1 takip
edilmelidir. Ekipmanlarin, ¢aligma alanlarininin ultraviyole 151k ve kimyasal
dekontaminasyon prosediirlerine ile steril edilmesi ve temizlenmesi de

uygulanacak 6nlemlerdendir.

1.3.2.1 DNA polimeraz enzimi ve konsantrasyonu

Bircok DNA polimeraz enzimi birbirinden termal stabilite, ekzoniikleaz
aktivitesi, iglenebilirligi, revers trankskriptaz aktivitesi gibi gibi ozellikleri ile
birbirinden ayrilmaktadir. Yiiksek sicakliklara dayanikli olmasi ve genis pH
araliklarinda optimum aktivite gostermesi ile Taq DNA polimeraz en yaygin
kullanilan DNA polimeraz enzimidir (Bittar & Bittar, 1996; Kadri, 2020). Tavsiye
edilen Tag DNA polimeraz konsantrasyonu, reaksiyon basina 1-2,5 unit/mL’dir.
Enzim gereksinimi, hedef DNA’ya, primere ve tedarik¢iye gore degisebilir. Farkli
marka {irtinler, farkli formiilasyona, gereksinim duydugu calisma kosullarina ve
‘unit’ tammmlaniria gore farkl aktivite gosterebilirler. Eger enzim konsantrasyonu
cok fazla olursa (>4 unit/mL), PCR’da non spesifik baglanmalar gozlenebilir, ¢ok

az olursa yetersiz PCR f{iriinii ile sonuglanabilir.

Her termostab