BAKTERIYOLOJIDE MOLEKULER
YONTEMLERIN YERI
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Klinik mikrobiyolojide cins ve tur seviyesinde tanimlama
morfolojik fizyolojik ve biyokimyasal ozellikleri test eden
yontemlere dayalidir.
Morfolojik ozellikler

Hucre sekli

Spor

Kirpik
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|‘I “ 1 ﬁ Biyokimyasal Testler

Hareket 37 °C
Sari pigment
Kirmizi pigment
MacConkey
Katalaz

Nitrat reduksiyonu
Sitrat

Ureaz

Gelatin hidrolizi

Dulsitol, Gliserol, Inositol, Laktoz,
Maltoz Mannitol, Raffinoz,

Rhamnoz, Salisin, Sorbitol,
Sukroz

Trehaloz, Xyloz Nisasta,
VP

Indole

KCN

H,S Uretimi

Glukonat

Malonat

ONPG

PPA

Arjinin dihidrolaz

Lizin dekarboksilaz
Ornitin dekarboksilaz
Glukozdan asit olusumu
Glukozdan gaz olusumu
%0.4 selenit

Kasein hidrolizi

DNase

Adonitol, Arabinoz, Sellobioz




Biyokimyasal testler icin harcanan surenin uzun olmasi,
sonuglarin zaman alici veya yanilticli olmasi ve diger
dezavantajlar fenotipe dayali testlerin standart hale
getiriimesinde sorunlara neden olmaktadir

Genetik tiplendirmenin bu yontemlere gore en onemli
ustunlugu kesin ve hizli olmasidir.

Burada identifikasyon dogrudan dogruya canlinin
genomu baz alinarak yapildigindan fenotipik ozeliklerde
gordugumuz cevresel sartlardan (beslenme, isi, kultur
yasl, fizyolojik durum gibi) etkilenme s6z konusu olmaz.




SINIFLANDIRMADA
GENOTIPIK YONTEMLER

DNA-DNA hibridizasyon yontemleri

(farkl bakterilerden iki DNA ipligi ne derece
hibritlesebiliyor)

Guanin+Sitozin molar yuzdesi (%G+C degeri)

rRNA benzerlikleri

DNA fingerprinting

Amplified-fragment length polymorphism (AFLP)
MLST

MLEA




 DNA Dizi analizi arastirmasi; yeni bulunan bir
dizinin veritabanlarinda bilinen tum diger
dizilerle karsilastiriimasi

* Bu yontemle, dizi; benzerlikler ve protein
kodlama potansiyeli yonunden arastirilarak
genler belirlenir, gendeki mutasyonlar saptanir




16S rRNA cok iyi korunmus diziler icerir, hem de her ture gore degisen
dizilere sahiptir.

Bu degisken dizilerin PCR ile gogaltiimasi sayesinde tur tayini mumkun
olabilmektedir.

ideali bakterinin kromozom DNA’sinin tamaminin sekansini
karsilastirmaktir

Her sus icin milyonlarca nukleotidin sekansinin ¢ikariimasi

gerekmektedir.

DNA dizi farkhligi gosteren bolgeler ise izolatlari cins veya tur
duzeyinde siniflandiracak dizi polimorfizmleri tasir.

Ancak 16S rRNA molekulindeki dizi farklilik derecesi, bazi ¢cok yakin
iligkili turleri birbirinden ayirmaya yeterli olmayabilir.

Bu durumda 23S rDNA 16S+23S rDNA, ITS (internal transcribed
sequences) ve groE1, rpoB, recA ve gyrB gibi surekli olarak transkribe
olan diziler gibi diger molekuler hedeflerde cins veya tur duzeyinde
siniflandirmada kullaniimaktadir.




Streptococcus spp turlerinde ise 16S yerine 23S
rRNA daha fazla kullaniimistir.

Bazi bakteri turlerini spesifik olarak ayirmada rRNA
genlerlnden daha Iyi seceneklerde vardir.

Orn. Mycobacteria’da 65kDa luk bir 1si-soku
proteinini kodlayan gen;

Bartonella ve Rickettsia’'da sitrat sentetaz geni

kullaniimistir.

Ancak taksonomik gruplandirma yapabilmek i¢in
hicbir gen 16S rRNA kadar etkin degil.

Ozellikle amag hig bilinmeyen bir organizmayi
tanimlamak ise ilk asamada ribozomal RNA genleri
uygun bir secim olacaktir.




1.

2.

DNA TESPIT VE COGALTMA
YONTEMLERI

Nukleik asit prob hibridizasyon
yontemleri

Nukleik asit amplifikasyon yontemleri

Hedef (target) amplifikasyon sistemleri
(PCR)

Prob amplifikasyon sistemleri
Sinyal amplifikasyonu



Nukleik asit prob hibridizasyon yontemleri (1)

Molekuler yontemlerin en eski ve basit olanidir

Ornekteki hedef niikleik asit dizisi,
komplementeri olan isaretli bir prob ile
hibritlenmekte ve tani konulmaktadir

Problar, 30-40 nukletitten olusmus ve hedef
dizinin karsiti olarak laboratuvarda
sentezlenmis, siklikla bir dedektor molekulle
iIsaretlenmis oligonukletidlerdir.

DNA molekulu yeteri kadar isitilirsa ¢ift iplikli
heliks yapiyi tutan hidrojen baglari tahrip olur
ve molekul tek sarmalli yapiya denature olur
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POLIMERAZ ZINCIR
REAKSIYONU (PCR) nedir?

 PCR, nukleik asitlerin in-vitro olarak, uygun
kosullar altinda ¢ogaltiilmasina dayanmaktadir.

 DNA molekulunun milyonlarca hatta milyarlarca

kopyasini kisa zamanda yapan bir tekniktir.




Denaturasyon:

llk asamada DNA molekiliinin gift zincirli yapis| yUkek IS|
birbirinden ayrilir.

Cogunlukla 94°C- 97°C arasinda 15-60 sn suresince uygulanir.
(Ilk denaturasyon tek siklus olarak 15 dakikaya kadar uygulanir)

Annealing (Baglanma)

Denaturasyonu takiben daha dusuk isilarda oligonukleotid primerler,
ayriimig olan tek zincirli DNA uUzerinde kendi eglenikleri olan bolgelere
baglanirlar.

47°C- 60°C arasinda 30-60 sn ‘de gerceklesir.

(G/C orani yuksek olan bolgelerde baglanma isisi 68°C’ye kadar
arttirilabilir)

Elongasyon (uzama)

Son asamada isi1 72°C’ye kadar arttirilarak DNA polimeraz enziminin
tamamlayici DNA zincirini uzatmasi saglanir.

Elongasyon basamaginin suresi kullanilan polimerazin cinsine ve
amplifiye edilecek DNA'nin uzunluguna gore 30 sn ile 3 dakika arasinda
degisir.




Termal i1s1 déngii cihazinin bu iic basamag! her tekrarinda DNA miktB&
teorik olarak iki katina ¢ikar.

Olusan urun; ilk koyulan DNA miktari ve siklus sayisina baglidir. 25-40
siklus uygulanir.

Klasik PCR normalde sayisal (kantitatif) bir degerlendirme olcusu
degildir

Add Lysis Solution
to Tissue Sample

j

Incubate at 65°C
for 10 min

) - -
!I } Parental strands

Add Meutralization Solution helt
Set up PCR with a portion

L

Perform PCR

Gel electrophoresis







Revers-transkriptaz PCR

In situ PCR

Demirlenmig (anchore PCR)
Hot start PCR

Multipleks PCR

Yuvalanmis (Nested) PCR
Touch-down PCR
Consensus PCR
Real-time PCR

Immuno PCR




REAL-TIME PCR

PCR reaksiyonlarinda sicaklik dongulerini
saglamak icin kullanilan cihazlarin (thermocycler)
hassas olgum aletleriyle birlestiriimesi, real-time
PCR olarak adlandirilan yeni bir yontemi
olusturmustur.

DNA ve RNA ornekleri kalitatif ve kantitatif olarak
Kisa surede analiz edilebilmektedir.

Real-time PCR’'da urunlerin analizi reaksiyon
sirasinda yapilmaktadir.

Klinik uygulamalari giderek artan real-time PCR
sistemleri, infeksiyon hastaliklarinin tanisinda ve
nokta mutasyonlarinin belirlenmesinde sagladigi

ustunlukler nedeniyle tercih edilmektedir.




PCR Yonteminin Bakteriyolojide Yaygin
kullanildigi Alanlar

1.

Tanida sureyi kisaltmak veya kulturu yapilamayan bakterilerin
olusturdugu infeksiyonlari tanimlamak

Antibiyotik almis olan hastalarda veya stoklanmig orneklerde tani
koyma

Bakterilerin toksijenik suslarinin ayirt edilmesi

Invaziv olmayan metotlar kullanarak erken tani koyma
Bulasici 6zelligi fazla olan patojenlerin arastiriimasi
Antimikrobiyal direncin saptanmasi

Patojen bakterilerin bulagsma sekillerinin ve kaynaklarinin
incelenmesinde




1-Tanida sureyi kisaltmak veya kulturu yapilamayan
bakterilerin olusturdugu infeksiyonlari tanimlamak

*Mycobacterium leprae
*M.tuberculosis

* [reponema pallidum
*Chlamydia trachomatis




infekSiyOn

Incelenen 6rnek

Mikroorganizma

Atipik pnomoni

Yeni doganlarda
nazofaringeal
yikanti

Balgam

C.burnetti

L.pneumophila

Genital Klamidya
inf.

Servikal ve
uretral suruntu

C.trachomatis

Erlisiyoz

Kan

Ehrlichia

Kedi i1singi
Hastalig

Doku biyopsisi

Bartonella |
henselae




Infeksiyon

Incelenen 6rnek

Mikroorganizma

Menenijit

BOS

N.meningitidis

M.tuberculosis

Serum

N.meningitidis

Tuberkuloz

Balgam

M.tuberculosis

Diger solunum
yolu ornekleri

Perikardiyal
efuzyon

BOS

Idrar

Doku biyopsisi

M.leprae




2-Antibiyotik almis olan hastalarda veya
stoklanmis orneklerde tani koyma (1)

- Infeksiyon hastaliklarinin cogunda hasta antibiyotik
almaya basladiktan sonra etkenin Uretilerek tani
konulmasi zorlagsmaktadir.

PCR yontemiyle etkene ait genetik materyel
arastirilarak klinik taniya yardimci olunabilmektedir.
Meningokokal sepsis veya menenjitde hasta antibiyotik
almis ise kulturde etken uretilemez.

Ancak, BOS veya kan orneklerinde PCR ile bakteriye ait
genetik materyal gosterilerek tani konulabilir.




2-Antibiyotik almis olan hastalarda veya
stoklanmis orneklerde tani koyma (2)

* Antituberkuloz ila¢ alan hastalarin balgamindan
yapilan kulturler negatif oldugu halde, PCR
yontemleriyle pozitif sonuclar alinabilmektedir

Saklanmis olan

orneklerde bakteriyel genetik

materyal PCR ile arastirilarak retrospektif
calismalar yapilabilmektedir

Tuberkuloz sup
parafinize doku

neli veya kesin tanili hastalara ait

tuberkuloz basi
olabilmektedir

ara uygulanan PCR yontemiyle
lerini gostermek mumkun




3-Bakterilerin toksijenik suslarinin ayirt
edilmesi (1)

Vibrio cholerae suslarinda toksin uretimi hucre kulturu ve
iImmunolojik

yontemler gibi klasik metotlarla arastirilabildigi gibi toksinin A alt
unitesini kodlayan gen bolgesini amplifiye eden PCR yontemiyle de

yapilabilmektedir

Patojenik E. colr'ler
ETEC tarafindan olusturulan Istya dayanikh ( ST | ve ST II) ve
Istya dayaniksiz toksin (LT I, LT lla, LT lib),

EHEC Escherichia coli O157:H7 serotipi, tarafindan olusturulan
Verotoksin (VT1, VT2 ve VT2e) ve diger virtlans faktorlerinin
tamamini (sitotoksik nekrotizan faktor,

Verotoksin Ureten E. coli" (VTEC) veya daha ender olarak

"Shiga-benzeri Toksin Ureten E. coli" (STEC) adlari onun toksin
uretme yetenegine deginir.




Ishal yapan E. coli kokenlerini tanimlamak icin kullanilan
DNA problari

Escherichia coli
fenotipi

Ozgul oldugu yap!

Ozgul oldugu yap!

EAEC

AA plazmidi

pCVD432 (1 kb EcoRI-Pstl)

EPEC

eae geni

pCVD434 (1 kb Sall-Kpnl)

DAEC (difuz
aderans yapan)

EAF plazmidi

pJPN16 (1 kb BamHI-Sall)

EIEC

daaC geni

PLSM852 (390 bp Pstl)

ETEC

invazyon

pPS2.5 (2.5 kb Hindlll)

EHEC

LT enterotoksini

pCVD403 (1.2.kb BamH1)

STp enterotoksini

pCVD426 (157 bp Pstl)




3-Bakterilerin toksijenik suslarinin ayirt
edilmesi (2)

* Corynebacterium diphtheriae ve
o Clostridium difficile’nin arastirilmasinda,

sitotoksin ve serolojik testler yaninda PCR
yontemi de yaygin olarak

kullaniimaktadir

« S. aureus’larin patogenezinde etkili olan
Enterotoksin,

Eksfoliyatif toksin ve
Toksik sok sendrom toksini-1’in
gosterilmesi de mumkun olabilmektedir




4-Invaziv olmayan metotlar kullanarak erken
tani koyma

Herpes simpleks ensefalitinde beyin

biyopsisine gerek kalmadan BOS’ dan
etken arastirilabilmektedir




5-Bulasici ozelligi fazla olan patojenlerin
arastiriimasi

* Brucella ve Francisella tularensis gibi
bulasiciligl fazla olan infeksiyonlarda, canli
bakterilerle galismayi gerektiren kultur
yontemlerinde laboratuvar personelinin

infeksiyonu alma riski olduk¢a yuksektir.

* Molekuler yontemler, olu bakterilerle
calisildigi icin bulasma riski ortadan
kalkmaktadir




6-Antimikrobiyal direncin saptanmasi

M. tuberculosis rifampisin direncinin saptanmasi

Rifampisin, RNA polimeraz enziminin a alt Unitesine baglanarak
transkripsiyon ve RNA'nin uzamasini engellemektedir.

Mikobakterilerdeki  rifampisin direncinin rpoa geni tarafindan
kodlanan sinirli sayida amino asitte meydana gelen degisime bagl
oldugu anlagiimistir.

PZR c¢alismalarinda rpoa geninin Rifyi kodlayan bolgesinin
amplifikasyonu ve sonra dizi analizi ile amino asit degisiklikleri
gosterilebilmekte ve boylece 2-3 gun igerisinde

rifampisine direng belirlenebilmektedir

M.tuberculosis suglarindaki katG geni ve inhA lokusu veya
regulator bolgesindeki nukleotit degisikliklerinin gosterilmesi ile
izoniazid direnci




Stafiokoklarda metisilin
direncinin arastiriimasi

* Metisilin direncinin en yaygin mekanizmasi

mecA geninin bulunmasidir.

* mecA geni yeni bir penisilin baglayan
protein olan PBP2A veya 2'(PBP 2')
uretmekte ve beta laktam antibiyotiklerin
bu proteine baglanma affinitesinin dusuk
olmasi dirence neden olmaktadir.




Direncin saptanmasinda PCR
testleri

« “"Multiplex” PCR: mecA, gyrA, nuc, 16S
rRNAs genlerinin saptanmasi

* Duyarlihk ve ozgulluk %100

« Zhang K et al. J Clin Microbiol 2004; 42 (11): 4947-55.




Enterokoklarda vankomisin direnci

» Ozgul Ligaz genleri
VanA
VanB
VanC
VanD
Vank




Beta Laktam Antibiyotikler I¢in Direnc
Mekanizmalari

« Hicre i¢indeki Beta-laktam antibiyotigin konsantrasyon

VAEN
— Porin kaybi
— Pompa sistemi
» Hedef bolgesindeki PBP degisimi
— Mevcut PBP degisimi
Beta-laktam antibiyotigin par¢alanmasi

— Beta-laktamaz liretiminin artis1

Antibiyatik Antibiyotik
direng genleri 7 efflux A

pompasi

b
7 W
Antibiyotik %
iy Antibiyotigi / Plazmit ;é
_etkisizlestiren N &

GQ Q 7 enzim =, 7""'4,,,“,,“4*4

egistiren |  Bntibiyotik

enzim

* ¥ Antibiyotik
v

/" Kromozom

" Bakteri hiicresi

— Mevcut Beta-laktamaz yapisinda mutasyon gelisimi

— Farkli spektrumda yeni Beta-laktamaz genlerini kazanilmasi




E.Coli ve K.pneumoniae’da Beta-Laktamazlar

Jacoby GA, et al. N Engl J Med, 2005; 352: 380-91

Beta-
Laktamaz

Ornek

Antibiyotikler

Klavulanata
yanit

Genis
spektrumlu

TEM-1, TEM-2, SHV-1

OXA

Penisilinler, SS (dar
spektrum)

Oksasilin..

e

GSBL

TEM, SHV

CTX-M

OXA

Diger (BES-1, VEB-1..)

Pen, Monobaktam,
SS..

Sefepim

Amp C

ACC-1, ACT-1, CFE-1,
CMY..

GSBL + sefamisinler

Karbapenemaz

IMP, VIM, GIM-1,
SPM-1(MBL)
KPC-1,2, 3
OXA-23, 24, 25..

GSBL + sefamisinler
+ karbapenem




GSBL'lerin saptanmasinda kullanilan
molekuler yontemler (1)

Test Avantajlar Dezavantajlar

DNA problari Gen ailesine ozgul Emek yogun, GSBL
(TEM, SHV) olanlar ve olmayanlari
ayirdetmez, TEM,SHV

turevlerini ayirdetmez

Kolay, gen ailesine GSBL olanlar ve
ozgul olmayanlari
ayirdetmez, TEM,SHV

turevlerini ayirdetmez

Oligotiplendirme Ozgll TEM Ozglil oligonlikleotid
turevlerini problari gerekir, emek
saptayabilir yogun, yeni turevleri




GSBL'lerin saptanmasinda kullanilan
molekuler yontemler (2)

Avantajlar

Dezavantajlar

PZR-RFLP

Kolay, ozgul nukleotid
degisiliklerini saptayabilir

Nukleotid degisiliklerinin
saptanabilmesi icgin
restriksiyon bolgesinde
degisiklik olmasi gerekir

Dizi analizi

Altin standart, tum
turevleri saptayabilir

Emek-yogun, teknik olarak
oyalayicli, yorum gug¢
olabilir




PEPTIDE NUCLEIC ACID , PNAFISH: RAPIDTESTING
FLUORESCENT IN SITU | e '
HYBRIDIZATION (PNA-FISH)

s. aureus PNA Fish

Gram-positive cocci in clusters S. aureus

Peptit nukleik asitler, floresan reporter molekullerle
birlestirildiklerinde hizli, 6zgul ve guclu affinite gosteren
hibridizasyon kinetiklerine sahiptirler

PNA problar DNA problarinin taklitleridir, notral bir
omurgaya sahiptirler, bu nedenle de Dbiyostabildirler.

PNA'nin DNA'ya gore goreceli hidrofobik ozelligi,

standart yayma preparatlarinda hidrofobik hucre
duvarini penetre etme yetenegi kazandirir

Hedef genellikle rRNA'dIr



E. coli/P. aeruginosa PNA FISH

E. colilP. aeruginosa PNA FISH
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E. colf P asrugmosa
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Call to Physician




7-Epidemiyolojik tiplendirme

Epidemiyolojik olarak iligkili izolatlarin

genetik olarak da iligkili olup olmadiklarini
belirlemek amacina yoneliktir

Tiplendirme yetenedi

Yinelenebilme yeteneqi

Ayirt etme gucu

Uygulanma kolayligi

Genis mikroorganizma grubunda kullanilabilir
Yorumlanabillirligi

Maliyeti (zaman ve para olarak)




Fenotipik Tiplendirme Yontemleri

Biyotiplendirme
Serotiplendirme
Bakteriyosin tiplendirmesi
Faj Tiplendirmesi
Antibiyotik duyarlilik testleri
Immunblot profil analizi

Poliakrilamid jel elektroforezi ile yapisal
proteinlerin belirlenmesi (PAGE)

Multilokus enzim analizi




Genotipik Tiplendirme
Yontemleri

Hibridizasyona dayali yontemler
(ribotipleme)
Plazmit profil analizi
Pulsed-field gel electrophoresis (PFGE)
PCR’ye dayali tipleme yontemleri (RAPD)
Restriksiyon endonukleaz analizi
Nukleotit sekansa dayali tipleme
yontemleri




RIBO TIPLENDIRME
(RIBOTYPING)

*Agaroz jel elektroforezinde ayrilmis DNA

fragmanlari nitroselltloz bir membran uzerine
aktarilir (blotted)

Isaretli, homolog DNA pargcalari ile hibridizasyon
uygulanarak (Southern blotting) hedeflenen

genetik elemanlar aranir.

Siklikla rRNA hedef alinir (Ribotyping)
Ayirt edici gucu PFGE ve PCR kokenli
yontemlerden dusuktur




Sakteriler arasinda DNA
mekanizmalari

Bakteriyofaj

Plazmit Transpozon

TR
gy,

l l,,,.,u;’_tn‘,‘
/\. \ 3, ;* W *

5 - i,_ H:.‘ /
i IR il /] 3 b/
i Plazmit

N

S

-
)
5F

L

A S )
ool
PATATS h-?.— st
o
eyt

SRRy

oo,
L -
R
..

L

Kromozom

(Levy SB, Marshall B: 2004)




Plazmid analizi ve Plazmid Restriksiyon
analizi

* En eski molekiiler
tiplendirme yontemidir

- Tium bakterilerde
bulunmayabilir.

* Plazmidler alinip
kaybedilebilir: stabilite
disuk

* Gabuk uygulanabilir.

- Oz. Salmonella
tiplendirilmesinde yarari




Degisimli alan elektroforezi
(Pulsed field gel electrophoresis:;

GE)

* Kisa sireli iligkileri (6rnegin hastane salginlart)
incelemek i¢in "altin standart”

* Farkli tirler, 6karyotik mikroorganizmalarda
kullanilabilir

* DNA agaroz igerisinde ekstrakte edilir ve
kesilir.

* DNA'ye seyrek araliklarla kesen bir enzim
kullanilir. (10-800 kb; 10-25 parga)

- Ozel elektroforez cihazi sayesinde biiyiik
DNA pargalar: ayrilir.
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Lokal epidemiyolojik calismalarda




PFGE

/
Enzimle kesilir
/
-~ Elektroforez
/
| |
Bakteri kromozomu

Nadir restriksiyon bolgeleri DNA Makrorestriksiyo
Paterni




Savelkoul et al J Clin Microbiol 1999;37:3083
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FIG. 2. Example of fluorescently labeled AFLP patterns and dendrogram for 11 different Klebsiella isolates. Patterns are the result of amplification of templates
"".."'IL'I"I[LIJ after restriction and ligation as shown in Fig. 1. The fragments were analyzed on an automated Vistra sequencer {Amersham-Pharmacia Biotech). The
.I_I'Il.| OEram was constructed ullh Ciel Compar ,.".|‘.|‘||l_. Maths) software by using the Pearson correlation an d cluster an; ysis by the unweighted pair group method
using A rithmetic avera iges. Percentages of similarity and molecular sizes (in base |‘~ iirs) are shown above the dendrogram. Lanes 1 to 8, identical Klebsi la prieumoniae
isolates; lanes 9 and 10, different K prewmonise strains: lane 11, a Klebsiella covtoca strain, Within the AFLP patterns from Klebsiella, for instance, three windows of
similarity may be applicable on the basis of the described experimental conditions: window L, 90 to W% homology, identical strains; window L1, &0 to 905 homology,
different strains, same species (e.£., Klehsiella prctenondae); window 1L 40 to 6IF5 homology, different species of the same genus; window IV, less than 40%% homology,
species from different genera.




PFGE paternlerinin yorumu

Bant farki Genetik Genetik iliski | Epidemiyolojik
(sayr) farkhilik sayisi Yorum

Yok 0 Ayni sus Salginin pargasi

1-3 Yakin iligkili Biiyiik olasilikla
salginin pargasi

Olasilikla iligkili Salgina ait
olabilir

3 veya fazla Farkli klon Salgina ait degil

Tenover ICHE 1997;18:426




RASTGELE COGALTILMIS POLIMORFIK DNA (RAPD

RAPD nukleotid dizilimi rasgele secilmis primerler

kullanilarak yapilan polimeraz zincir reaksiyonu olup,

nukleotid dizi bilgisine sahip olmaksizin polimorfizimin
belirlenmesini saglar.

* Polimorfizimin belirlenmesi genetik isaretlerin  (marker)
elde edilmesinde ve genetik harita yapiminda kullanilir,
RAPD’ nin temeli yaklasik 10 nukleotidlik ve nukleotid
dizilimi rasgele secilmis tek cesit primerlerin kullanima

dayantr.




RAPD-PCR (K.pneumoniae)

Figure 1. RAPD profiles of K. pneumoniae 1solates (n = M)
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Lane M: OX 174 DNA Haelll size marker.




Kromozomal DNA’nin
Restriksiyon analizi

Krozomal DNA ‘ \ ¥ 1
« /

Sik kesen enzim Nadir kesen

Klasik Pulsed Field
Elektroforez Elektroforez




NUKLEOTIT SEKANSINA
DAYALI ANALIZLER

DNA ornegindeki nukleotidlerin tam dizisinin belirlendigi bir
yontemdir.

Bu amag icin gunumuzde uygulanan yontem dideoxy metodudur.

DNA, dort ¢cesit deoksinukleotid trifosfatla sentezlenir. Her bir
nukleotid 3' -OH ucundan bir sonraki nukleotide baglanir.

Dideoksi metoduyla sentetik oligonukleotid sentezinde 3' -OH
molekulu kritik rol oynar.

Sentez sirasinda zincire bir dideoksinukleotid eklenmesi zincir
uzamasini sonlandirir. Cinku 3. karbon atomundaki 3" -OH
molekulunun oksijen atomu bulundurmamasi zincirin uzamasina izin
vermez.

Bu nedenle metod ayni zamanda zincir sonlandirma (chain
termination method ) olarak da adlandirilir.
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Reaksiyon sonrasinda elektrokinetik
enjeksiyon sistemiyle ¢alisan cihazlarda
fragmentler, kisadan uzuna dogru
ayrilirlar.Bu ayrim kapiller denilen ince
borucuklarin igerisinde o kadar hassas
yapilir ki, birer nukleotid uzunluk farkiyla
birbirlerini izlerler.Sonlandirildiklari noktada
dideoxynukleotid tagidiklari icin her bir
fragment dort cesit dideoxynukleotidten
birine ait flouresan boyada
bulundurmaktadir.

Kapillerde bulunan kiuguk cam pencerenin
onunden gecgerken cihazin lazer sistemi
flouresan boyalari uyararak her birinin
kendine 6zgu dalga boyunda 1sima
yapmasini saglar.Yine cihaza entegre bir
kamera sistemiyle bu isimalar kaydedilir
,Slraya konup degisik bilgisayar
degerlendirmeleri ve filtrasyon iglemlerinden
gecirildikten sonra DNA dizi bilgisi
(sequence) olarak bize ulasir.




NUKLEOTIT SEKANSINA
DAYALI ANALIZLER

 SLST (single-locus sequence typing).

Ayni tur icindeki farkli suslardaki 6zgul bir gen
lokusu (virulans, patojenite ya da direng

geni vb) tek nukleotit polimorfizmlerine

sahiptir

 MLST (multi-locus sequence typing):

SLST'ye gore genomun daha buyuk bir
bolumunu temsil eder ve genomu temsil
yetenegi daha buyuktur




Glucose-6-phosphate
dehydrogenase

Glyceraldehydes-3-phosphate
dehydrogenase

Phosphate ATP binding cassette
transporter

Glucokinase
Shikimate-5-dehydrogenase

Xanthine
phosphoribosyltransferase

Acetyl-CoA acetyltransferase

www.mist.net

Homan WL,JCM 2002;40(6):1963-71
Genetics 2007;175, 1251-1266
BMC Bioinformatics 2009;10, 152




Sik gorilen nozokomiyal patojenler igin
uygunlugu kanitlanmis yontemler

Bakteri

»  Staphylococcus aureus
» Enterococci

» Clostridium difficile

» Acinetobacter baumannii
 Klebsiella, Enterobacter
* Pseudomonas aeruginosa
» Legionella

Yontemler

PFGE, rep-PCR, binary probe
PFGE, AFLP

PCR-ribotyping, rep-PCR
PFGE, RAPD, AFLP

PFGE, rep-PCR, AFLP
Serotype, PFGE, RAPD, AFLP
PFGE, AFLP, RAPD




DNA Chip teknoloijisi

Yuzlerce veya binlerce oligonukleotidin sert bir zemine baglanmasi ile
matriks hibridizasyon sistemi gelistirilmistir.

DNA Mikrocip (DNA Microarray) 'DNA ¢ip', ‘gen ¢ip’, ‘genom ¢ip’, veya gen-
dizi

Genellikle herbiri bir geni temsil eden, ayri ayri kiguk kati ylzeye kovalent
baglarla sabitlenmis binlerce DNA parcaciklari toplulugudur.

Nicel veya nitel olgumler zorlayici sartlar altinda secgici DNA-DNA veya
DNA-RNA etkilesimi ve florofor tabanl algilama esaslarina dayanmaktadir.

DNA mikrogip teknolojisi cogunlukla gen ifadesi profilini gikarmada, yani
ayni anda cok sayida genin ifade ( expression) duzeyinin
gozlemlenmesinde veya karsilastirmali genomik hibridizasyon
calismalarinda kullaniimaktadir.




DNA Mikroarray cip yapimi. PCR urunleri; geni veya genin bir bolumunt temsil eder.

Cam slayt Uzerine yerlestirilip sabitlenirler.

Sonucta tek zincirli DNA fragmentleri, komplementleri ( karsi zincirleri)

ile baglanabilir ve isaretlenebilirler.

Ganomic D
g:ﬂl"u—l i or cDMA % anﬂ 3

|
Gene ozyii prlmerlerle PCR amplifikasyonu

v v v
== | e—— | | i
PCR iiriiniiniin polizin kaph cam
slayt iizerine yerlegtirilmesi

DNAMn kurutulmasi UV crosslink ile
sahitlenmesi ve denatiirasyonla tek
zincirli hale getirilmesi

Mikrodizin cihazi ile; yaklasik
1.8%1.8 cm ebatlarindaki bir cam
uzerinde (dizi veya array )
neredeyse tum bir genomu tek bir
seferde yuksek hassasiyette
inceleme olanagi mevcuttur.

Baska bir deyisle ayni anda
binlerce genin birbirleriyle olan
iligkisi hakkinda gorsel ve
matematiksel sonuclar elde etmek
mumkuanddr.

Iki temel uygulama alanindan
Yeni gen dizilerinin belirlenmesi,

Genlerin mRNA duzeyinde
ifadelerinin saptanmasi ve
karsilastiriilmasidir.




Hibridizasyon ve post-hibridizasyon surecleri sonrasinda
mukrofluidik ¢ipi gosteren floresan tarama goruntusu




Tesekkdrler....




DNA Chip teknoloijisi

(a) 1.Biyime Ortam 2. Buyume Ortamn  (p)
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Gen ekspresyonlari arasindaki farkin, iki RNA ornegi kullanilarak mikroarrayda
belirlenmesi: (a)1 nolu ortamdacogalan hucrelerden izole edilen RNA, oligo-dT
primerler kullanilarak cDNA ya donusturulmuis ve yesil floresan boya ile isaretlenmistir
(Cy3). Benzer sekilde; 2 nolu ortamda ¢cogalan hucrelerden izole edilen RNA, oligo-
dT primerler kullanilarak cDNA ya donusturtlmuas ve kirmizi floresan boya ile
isaretlenmistir (Cy5). cDNA ornekleri esit oranlarda karistirilarak mikroarray ile
hibridize edilmistir. Mikroarrayin floresan mikroskop gorunttsu renkli noktaciklardan
olusur.Yesil renkli noktacik ilgili genin sadece 1 nolu buyime ortaminda
ekspresyonunun oldugunu; kirmizi renkli noktacik ise genin sadece 2 nolu bayume
ortaminda ekspresyonunun oldugunu gosterir. 1 ve 2 nolu ortamlardan esit miktarda
cDNA , mikroarrayin tek zincir DNA sina baglanirsa esit miktarlardaki kirmizi ve
yesilin karigimini ifade eden sari renkli 1Isinim ortaya c¢ikar. (b) Fare gen dizilerinden
tiretilmis gen ekspresyonlarini ifade eden farkli RNA orneklerinin bir mikroarray
goruntisu

Ornegin; Sekil-2'de goéruldugi gibi eger 1 nolu ortamdaki hiicrelerde bir genin
ekspresyonu yapliliyor, 2 nolu ortamda yapilmiyorsa karistirilan cDNA'da sadece Cy3
isaretli cDNA'nin tamamlayicisi olan, mikroarrayda yesil 1Isinim yapan noktaciktaki
cDNA ile hibridize olacaktir.

Benzer sekilde, bir gen sadece 2 nolu ortamda ifade ediliyorsa mikroarrada kirmizi
renkte 1sinim yapacaktir. Genler her iki ortamda da esit sekilde ifade ediliyorsa
Isinim, renklerin karisimi olan sari renkte olacaktir.

Mikroarrayin, her bir 6rnegin mRNA dizeylerine gore kesin kalibrasyonu onemilidir.
Yesil ve kirmizi floresan sinyaller arasindaki oran, genomik DNA iceren degisik
noktaciklarda (spot) hesaplanmalidir. Floresan dedektori, bilesenlerin olgulen bagil
yogunluk yuzdesi 1.0 olacak sekilde kalibre edilebilir. Ye§|I ve kirmizi sinyallerin relatif
yogunlugu, her bir 6rnekteki spesifik mMRNA ‘nin relatif yogunlugu ile kiyaslanarak
hesaplanir. Bu durum gelecekte, DNA mikroarrayla tim genomu kapsayacak sekilde
gen ekspresyonunu analiz edebilecegimiz (Transkript Profili) anlamina gelmektedir.




« Hastaliga yatkinligin onceden belirlenmesi
- Kisiye ozel ilag tasarimlarinin yapilabilmesi.
- Gen tedavisi ve gene ozgu ilag uretimi
- Yeni enerji kaynaklarinin bulunmasi

- Adli tip calismalarinda kullaniimasi
- Genetik testlerde kullaniimasi
- Tarimda saglikli ve ¢cok daha verimli ¢iftlik

hayvanlarinin gelistiriimesi
- Besin degeri yuksek urunler gelistiriimesi

- |Islah calismalarinda zaman kazanilmasi vb.
bircok uygulama alani vardir.




