Karaelmas Fen ve Miithendislik Dergisi /Karaelmas Science and Engineering Journal 2 (1), 53-62, 2012

Karaelmas Science and Engineering Journal
Journal home page: http://fbd.karaelmas.edu.tr

Derleme Makale

Mikrobiyolojide Kullanilan Baz1 Molekiiler Teknikler

Esin Cetinkaya, Kamuran Ayhan”
Ankara Universitesi, Miihendislik Fakiiltesi, Gida Miihendisligi Boliimii Diskapi, Ankara 06110

Ozet

Molekiiler tekniklerin mikrobiyoloji alaninda kullanimi, her gecen giin daha da yaygmlasmaktadir. Bu derlemede
guntimiizde kullanilmakta olan molekiiler tekniklerden PFGE (Darbeli Alan Jel Elektroforezi), PZR (Polimeraz Zincir
Reaksiyonu), MLST (Coklu Lokus Dizilim Analizi), MALDI-TOF (Matriks Destekli Lazer Desorpsiyonu/Iyonizasyonu -
Ucus Stiresi) ve 165 rDNA dizilim analizi hakkinda genel bilgilere yer verilmis olup yontemlerin calisma prensipleri
acgiklanmaya calisilmistir.

Anahtar Kelimeler: Molekiiler tanimlama, PFGE, PZR, MLST, MALDI-TOF, 16S rDNA dizilim analizi

Molecular Technics Used in Microbiology

Abstract

The usage of molecular technics in molecular microbiology is getting widespread day by day. In this review general
information and principles of current methods which are PFGE (Pulsed Field Gel Electrophoresis), PCR (Polymerase Chain
Reaction), MLST (Multi Locus Sequence Typing), MALDI-TOF (Matrix Assisted Laser Desorption/Ionisation - Time of
Flight) and 165 rDNA sequence typing were mentioned.
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1. Giris
1.1 Molekiiler Tamimlama Yontemleri

Molekiiler tanimlama yontemleri, gelismekte olan
teknolojinin mikrobiyoloji alaninda sundugu en
onemli yeniliklerden biridir. Molekiiler tanimlama
tekniklerine her gecen giin bir yenisinin eklenmesi,
farkli amaglarla yiiriitillen bilimsel ¢alismalara
biiytik yarar saglamaktadir. Bu yontemlerin yaygin
olarak kullanimini etkileyen en o6nemli faktorler
maliyet ve deneyimli personel ihtiyact olsa da,
kendisine 6zgii avantajlara ve dezavantajlara sahip
olan bu yontemlerden tiim diinyada yaygin olarak
yararlanilmaktadir. Bu baglamda, son yillarda
tilkemizde de bu tir yontemlerin kullanildig
bilimsel arastirmalar hiz kazanmistir.

*Sorumlu yazarin e-mail adresi: kayhan@eng.ankara.edu.tr

Turkiye’de yapilan arastirmalarda en ¢ok kullanilan
molekiiler tanimlama yontemlerinin basinda PFGE
(Darbeli Alan Jel Elektroforezi) (Durmaz 2007, Unal
ve 1stanbulluoglu 2009, Cakir ve Giiven 2007, Akcali
vd. 2008, Durmaz vd. 2007, Us vd. 2011), PZR
(Polimeraz Zincir Reaksiyonu) (Yilmaz ve Temiz
2003, Kiran ve Osmanagaoglu 2011, Torntik vd. 2008,
Karahan 2006, Oktay ve Hepekran 2010, Koluman
2010) ve 16S rDNA dizilim analizi (Cakir ve
Cakmakgt 2003, Basbulbiil vd. 2007, Aydin
Osmanagaoglu vd. 2010, Adigiizel vd. 2011)
gelmekte olup bunlara her giin yeni bir molekiiler
teknik iceren calisma eklenmektedir.

Cronobacter universalis yeni tanimlanan bir ttirdiir ve
diinyada tanimlanan ¢ok az sayida susu
bulunmaktadir. Tiirkiye'de rezene, arpa unu, yulaf
unu ve piring unu Orneklerinden izole edilen
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Cronobacter spp. suslarindan (Cetinkaya 2011) biri,
16S rDNA dizilim analizi ve ¢oklu lokus dizilim
analizi (MLST) ile Cr. universalis olarak tanimlanmis
ve www.pubmlst.org adresli Cronobacter spp. veri
tabaninda yerini almistir. izole edilen bu susa, Cr.
universalis hakkinda bugiine kadar yazilan ilk
makalede (Joseph vd. 2011) yer verilmistir.

Bir¢cok kurum ve kurulusta molekiiler mikrobiyoloji
teknikleri tizerine egitimler dtizenlenmekte ve
boylece  molekiiler tarumlama  yontemlerinin
kullamildig: calismalarin 6nii agilmaktadir.

1.2 PFGE (Pulsed Field Gel Electrophoresis - Darbeli
Alan Jel Elektroforezi)

Geleneksel jel elektroforez yontemleri, DNA
orneklerinin  katt matrikse (agaroz ya da
poliakrilamit)  yerlestirilmesi ve jel icindeki
molekiillerin  statik  elektrik  alaninda  gog
ettirilmesidir. DNA molekiilleri bu elektrik alaminda
uzayip bir hizaya girer ve anota dogru goc eder. Bu
olaya ‘stirtinme’ denir. DNA'nin jelde gociine etki
eden bir dizi parametre vardir: jelin yogunlugu ve
icerigi, tampon ¢ozelti, sicaklik ve elektrik alaninin
voltaj farka. Standart yontemli DNA
elektroforezinde, 20kb’dan biiyiik DNA molekiilleri
elektrik alaminda aym hareketliligi gosterdiginden
DNA  molekiilleri arasindaki farki  gormek
imkansizdir. Bu biiytiik kesitleri ¢ozmeye yonelik ilk
girisimler, diisiitk yogunlukta agaroz jel ve diuisiik
voltaj farkinin kullanimidir. Bu ug kosullar altinda
bile biiyik DNA molekiillerinin  birbirinden
ayrilmasi zordur. 1984 yilinda David Schwartz yeni
bir teknik ©nermistir. Onerisine gore elektrik
alaninin yoniuinti diizenli olarak degistirmek, ilk
elektrik alanimin ortadan kalkmasindan dolay jel
icindeki DNA molekiillerini gevsemesine ve yeni
alanda uzayarak hizaya girmesine neden olacaktir
(Birren ve Eric 1993).

Darbeli alan jel elektroforezi ilk kez 1982’de islevsel
hale getirilmis ve bu tarihten itibaren biiytik DNA
molekiillerini ayirmak igin ¢oklu elektrik alanlarini
kullanan cesitli aygitlar gelistirilmistir. Tum
sistemler DNA molekiillerini ayni boyutta ayurr,
ancak ayirma hizi ve netliginde farkliliklar vardir.
Bu yontemler Sekil 1’de gosterilmektedir.
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Sekil 1. Darbeli alan jel sistemlerinin gosterimi
(http:/ /www.bio.davidson.edu 2003).

Sistemin dogru sekilde anlasilmas1 icin bazi
terimlerin bilinmesinde yarar vardir ki bunlar su
sekilde siralanabilir;

Darbeli Alan (Pulsed Field): Alternatif olarak
birden fazla elektrik alam1 kullanan herhangi
elektroforez islemi

Degisim Araligi (Switch Interval): Alternatif
alanlarin etkin oldugu zaman

Yeniden Yonlendirme Acis1 (Reorientation Angle):
1ki alternatif elektrik alani1 arasindaki dar ac1

Alan Déniisiimii (Field Inversion): Iki alternatif
alanin birbirinin karsisinda yonlendirildigi PFGE
sistemleri

Voltaj Farki (Voltage Gradient): Jele uygulanan
elektrik potansiyeli

Homojen Alan (Homogenous Field): Tum alan
boyunca tekdiize potansiyel farki olan elektrik alan
(http:/ /www.bio.davidson.edu 2003)

Buyitk DNA ¢ok kirilgandir ve  yiiksek
viskozitesinden dolayr genellikle pipetlenmesi
zordur. Bu nedenle DNA'nmin PFGE igin
hazirlanmasi, standart DNA hazirlama yontemlerine
gore biraz daha farklidir. Kromozomal DNA o6nce
agaroz dolgularin igine gomdiiliir ve bu dolgular
proteinlerin sindirilip geriye yalin DNA'nin kalmasi
icin enzimler ile muamele edilir. Bu dolgular daha
sonra belli boyutlarda kesilip restriksiyon enzimleri
ile muamele edildikten sonra jeldeki kiigiik kuyulara
aktarilir ve agaroz ile olduklar1 konuma sabitlenir
(http:/ /www.bio.davidson.edu 2003).
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Kosturulan jelde PFGE sistemi kullanilirken uygun

kurulumun saglanabilmesi icin goz oOntinde
bulundurulmas1  gereken  birka¢  parametre
bulunmaktadir. Ornegin, voltaj farki
elektroforezlenen ornegin boyutuna gore

diizenlenmis olmalidir. Daha biiyitk DNA 6rnekleri
jel tizerinde duizgiin ilerleyebilmek i¢in daha diistik
voltaj farkina ihtiya¢ duyar. Agaroz secerken de
ornek boyutunun unutulmamasi gerekir. EEO
(elektroendoozmoz) agaroz, molekiiler biyolojide 2,5
Mbg'den biiyiik molekiillerin ayrilabilmesi icin
sertifikalandirilmistir. Diger yandan, darbeli alan
agarozlarmin kosturma stiresi daha az oldugundan
buiytik molekiiller igin daha uygundur. Jelde
DNA'min hareketliligini etkileyen bir parametre de
sicakliktir. Sicakligr arttirmak daha fazla harekete yol
acar. Bu nedenle 12-15°C en ¢ok kullanilan sicaklik
araligidir. Buna ilaveten DNA'nin, iyonik gtici
diistik tampon ¢ozeltiler icinde daha hizli yol aldig:
da goz oniinde bulundurulmalidir (Birren ve Eric
1993).

1.3 PZR (Polimeraz Zincir Reaksiyonu)

Polimeraz zincir reaksiyonu; bakteri, virtis, fungus,
parazit ve protozoon gibi hastalik etkenlerine ait
hedef niikleik asit zincirlerinin, primerler (6zgiil
tamamlayic1 oligontikleotitler) ile 1siya dayanikh
enzimleri  kullanarak laboratuvar  ortaminda
cogaltilmasin1 saglayan oOzgiin ve gtivenilir bir
yontemdir. Uzerinde calisma yapilan genetik
materyal, ¢cok az sayida ve hatta bircok ilgisiz DNA
molekiillerinin arasinda olsa bile c¢ogaltilabilir,
homojen bir DNA materyali haline getirilebilir ve
boylelikle kolayca tanimlanabilir (Arda 1995;
Schochetman ve Jones 1988).

Reaksiyon polimeraz enzimi ve gerekli maddelerin
bulunmasi halinde DNA'min karsit siralari
sentezleyebilme yetenegi ile gerceklesir. Secilen
DNA dizisi ¢ogaltilirken istenmeyen diziler
baskilanabilir. Boylece DNA dizisinin tanimlanmasi
kolaylasir. (Saiki vd. 1988, Walker ve Dounan 1989).

PZR'nin temel sekilde

siralayabiliriz;

bilesenlerini ise su

Kalip DNA: Baslangicta c¢ogaltilacak olan, baz
dizisine sahip genetik materyaldir. Bu amag icin
DNA yerine RNA kullanilacaksa reaksiyondan ¢nce
ters transkriptaz kullanilarak RNA, komplementer
DNA’ya (cDNA) cevrilir. Bu cDNA daha sonra PZR
icin kalip olarak kullamilir (Arda 1995; Miwa vd.
1997; Rodriguez 1997).

Primer: 4-10 isaretlenmis niikleotitten meydana
gelen, sentezde basamak olusturan DNA’y1
¢ogalmak icin kullanilan kisa ve tek sarmalli DNA
molekiilleridir. Bunlar hedef DNA’'ya 06zgii
olduklarindan ortamdaki baska DNA’lar ile ¢apraz
reaksiyon vermezler (Arda 1995; Persing 1991;
Wolcott 1992).

Polimeraz Enzimleri: Thermus aquaticus'tan elde
edilen, sicakliga direngli DNA polimeraz enzimleri,
en yaygin kullanilan polimeraz enzimidir. Bu
enzimin diger enzimlerden daha kullanisli olmasinin
nedeni, her denatiirasyon dongtistinde ortama yeni
enzim ilavesini gerektirmemesidir. Bununla beraber
primerlerin baglanmasi, yiiksek sicaklikta daha
ozgil olmaktadir (Arda 1995; Persing 1991; Wolcott
1992).

Deoksiniikleotit-Trifosfat (dNTP) Karisimi: Yeni
DNA sarmalimin  tamamlanmasinda kullanilan;
dATP, dTTP, dGTP ve dCTP olarak bilinen 4 tip
dNTP'nin noétralize edilmis, molaritesi belirlenmig
dortlii setleridir.

DNA'min PZR ile gogaltilmasi; zaman, sicaklik ve
dongti sayist diizenlenerek asagida belirtilen
asamalarla gerceklestirilir;

Denatiirasyon: Cift iplikli kalip DNA denatiire
edilir.

Baglanma: Tek iplikli hale gelen DNA
dizilimlerinden  her  birinin, 3" uclarindaki
niikleotitlere uygun sicaklikta primer baglanr.

Uzama: Yiiksek sicakliga dayanabilen polimeraz
enzimi, primerler ve kalip DNA’y1 kullanarak yapay
ortamda cift iplikli DNA sentezler (Tiirkyilmaz ve
Esendal 2002).

PZR'mn avantajlarin1 ve dezavantajlarint Cizelge
1'deki gibi 6zetleyebiliriz:

1.4 MLST (Multi-Locus Sequence Typing - Coklu
Lokus Dizilim Tiplendirmesi)

Bakterilerin mutasyona ugramayan genlerinde
goriilen farkli yapilarin listelenmesi yaklasimi MLEE
(Multi-Locus Enzyme Electrophoresis, Coklu-Lokus
Enzim  Elektroforezi) yontemiyle saptanmistir
(Selander vd. 1986). Her ne kadar MLEE kiiresel
bakteriyel epidemiyolojide énemli bir rol tistlenmis
olsa da teknik olarak elverissizdir ve rutin
arastirmalar i¢in adapte edilememistir. Ek olarak,
farkli laboratuvarlarda elde edilmis sonuglarin
karsilastirilmasi da zordur (Enright ve Spratt 1999).



56 Cetinkaya - Ayhan / Mikrobiyolojide Kullanilan Baz1 Molekiiler Teknikler

Cizelge 1. Polimeraz zincir reaksiyonunun avantaj ve dezavantajlar1*.

Avantajlar

Dezavantajlar

e Hizli ve 6zgiildiir.

e Eskimis, kurumus, az miktarda DNA iceren
orneklere bile uygulanabilir.

e Toksin olusturan etkenlerin, saptanmas: giic
toksinlerin, bakteri alt tiplerinin, laboratuvar
kosullarinda tiretilmesi gii¢ viriislerin teshisine
uygundur.

e Antibakteriyel  direnci olan
saptanmasina uygundur.

e Babalik testinden, popiilasyon genetigi ve
epidemiyolojik calismalara varincaya genis
kullanim alam bulunmaktadir.

bakterilerin

e Ortamdaki istenmeyen DNA'nin primer ile
ortak dizilime sahip olma riski vardir.

e Deneyimli personel gerektirir.

¢ Cihaz ve malzemeleri pahalidir.

*(Schochetman vd. 1988, Walker vd. 1989, Erlich vd.
Tunchilli vd. 1996, Diallo vd. 1998)

MLST yaklasimi, korunan ¢oklu gen lokuslarindaki
farkliliklar1 hedeflemede MLEE'nin  gosterdigi
basariya dayanmaktadir. Bununla beraber bu farkin
MLST ile kesin olarak tanimlanmasi, gen
kesitlerindeki niikleotit dizilimlerinin saptanmastyla
miimkiin kilinmistir.

Niikleotit diziliminin avantaji, sonuclarinin kolayca
onaylanabilmesi, saklanabilmesi ve elektronik olarak
paylasilabilmesidir. MLST analizine verilmis olan
lokus igin tiim benzersiz dizilimler kesif siralarina
gore bir allele atanir. Bu MLEE’deki elektromorflarin
tasarimina karsilik gelmektedir. Eldeki izolatin her
bir MLST lokusunda var olan alleller, allelik profili
olusturur ve dizilim tiplendirilmesi tasarlanir ki, bu
da MLEE’deki elektroforetik tiplendirme tasarimina
karsilik gelir (Selander vd. 1986; Maiden vd. 1998).
MLST de, MLEE'ye gore daha az lokus incelenerek
benzer diizeyde aywrim yapilabilmektedir. Bu
durum, MLST'nin niikleotit dizilimlerini ayirma
glictinlin daha ytiksek oldugu anlamina gelmektedir
(Maiden vd. 1998; Enright ve Spratt 1999). izolatlar
arasindaki iliskiler allelik profillerin karsilastirilmasi
ile belirginlesir. Yakin iligkili izolatlar 6zdes dizilim
tiplendirmelerine veya birka¢ lokusta farklilik
gosteren dizilim tiplendirmelerine sahiptirler.

MLST igin gerek duyulan ornekler, uygun ambalaj
icinde olmasi kosuluyla tasinmasinda herhangi bir
problem ortaya cikarmayan DNA dizileri veya olii
hiicre stispansiyonudur. Ayrica hazirlanan érnekler,
posta yoluyla bir laboratuvardan digerine kolaylikla
gonderilebilir. Bu durum, MLST'nin diger bir
avantajidir. Protokoller ve primer dizilimleri
elektronik olarak dagitilabilir ve tercih edilen MLST
parametreleri  kolaylikla  otomatize  edilebilir
(Jefferies vd. 1993). Bu yonteme ait semalar birkag

1991, Persing 1991, Arda 1992, Wolcott 1992, Cevik 1994,

prokaryot ve bir kisim o©karyot patojen igin
yayimlanmistir. Ayrica ilave semalar da literatiirde
yer almaktadir.

MLST; korunan 7 temel gen (housekeeping gene)
icindeki belirli kisimlar kullanilarak, bakteri
izolatlarinin tanimlandig1 giivenilir bir yontemdir.
Her bir genin i¢ kisminda yaklasik 450-500 baz cifti
(bc) buytiklugundeki parcalar, otomatik DNA
dizilimleyicisi araciligiyla iki iplikcik yontinden de
dogru bir sekilde dizilimlenerek kullanilir. Bakteri
tiriindeki farkli dizilimler, her bir korunan temel
gen i¢in farkl alleller olarak atanir ve her bir izolat
icin 7 lokustaki alleller, allelik profili ya da dizilim
analizini tanimlar (www.mlst.net 2010). Turlere ait
her bir izolat korunan 7 temel gen lokusundaki
allellere karsilik gelen 7 tamsay1 serisi sayesinde
dogru bir sekilde tanimlanir (www.mlst.net 2010).

MLST’de alleller arasindaki niikleotit farkliliklarinin
sayist gozardi edilerek, bu farkliliklarin tek bir
niikleotit alaninda mi yoksa birka¢ alanda nu
meydana geldigi goz oniinde bulundurulur ve farkl
allel numaralar1 verilir. Buradaki mantik, yeni bir
allel olusumuna neden olan tek bir genetik olayin
nokta mutasyonu ya da sonradan meydana gelecek
olan allelden ¢ok orjinal allelle iligkili olan yeniden
birlesim anmindaki yer degisimi ile meydana
gelmesidir (www.mlst.net 2010).

[zolatlarin bu yontemle incelenmesi icin ©nce
polimeraz zincir reaksiyonundan faydalanilir. Sonug,
elde edilen PZR iriinlerinin ¢oklu lokus dizilim
analiziyle elde edilir (Baldwin vd. 2009).

Tum potansiyel lokuslar icin gesitli kriterler
kullanilmaktadir. Bunlar1 iceren genler, DNA
onarimi, replikasyonu ve amino asit sentezi icin


http://www.mlst.net/
http://www.mlst.net/
http://www.mlst.net/

Cetinkaya - Ayhan / Mikrobiyolojide Kullanilan Baz1 Molekiiler Teknikler 57

onemli olan temel drtinleri kapsamaktadir.
Mubhtemel virulans faktérii ve mobil elementler
olarak bulunan ya da yakma yerlesmis olan
genlerden secici evrimsel baskiya digerlerinden daha
duyarli olmalar1 nedeniyle kaginilmaktadir. Segilmis
lokuslar, her lokusun genetik farkinin saptanmasi
icin mimkiin oldugunca kromozomun karsisina
dagitilir. Her gen kesitinin, tercihen degisken olan
merkezi bir noktanin yan kisimlarinda bulunan her
bir lokusa uygun ve tiim diinyada aynen kabul
edilen primerlerin dizayninin kolaylastirilmasi
amaciyla yaklasik 500 baz ¢ifti uzunlugunda olmasi
gerekmektedir (Baldwin vd. 2009).

Yeni bir MLST sisteminin diizenlenmesinin ti¢ yolu
vardir: baslangic degerlendirmesinde kullanilacak
izolatlarin segimi, karakterize edilecek genetik
lokuslarin secimi, gen yiikseltilmesi ve niikleotit
dizilim tespiti i¢in primerlerin dizaymdir (Urwin ve
Maiden 2003).

Mevcut tiplendirme bilgilerinin veya epidemiyolojik
verilerin  temelinde  cesitli  izolatlar1  igeren
koleksiyonun toplanmasi tavsiye edilmektedir.
Gelistirilmis primerlerin miimkiin oldugunca fazla
izolat i¢in uygulanabilir olmasi ve sorgulanan
lokuslarin her birindeki gesitlilik diizeyinin tespit
edilmesi icin koleksiyonda 100 kadar izolat
olmalidir. Bununla beraber koleksiyon, bakteriyel
popiilasyonu ideal dlgiilerde temsil etmelidir (Urwin
ve Maiden 2003).

Benzer islevdeki genlerin cevrelerinden kusattig:
temel genler, MLST icin dogru hedeflerdir. Genom
diziliminin elde edilebilmesi ve aday lokusun
tanimlanmas1 son derece kolaylastirilmustir. Bir
MLST allelini tanimlayan niikleotitlerin sayisi, teknik
yetersizlik ve yiiksek maliyet, prensip olarak bir
dizilimin tek yondeki uzama reaksiyonu ile kolayca
saptanabilen  niikleotit  dizilimin uzunluguna
baghdir. MLST projesi tizerine ilk calismanin
basladig: 1996 yilinda, bu uzunluk
otomatiklestirilmis cogu niikleotit dizilim
enstrumani icin 450 bg¢ civarindaydi. Daha uzun
dizilimlerin  artik  alisilagelen  sekilde elde
edilmesinin yaninda, bazi bakteriyel tiirlerden
saglanan bulgular, temel genlerden bu uzunlukta
alman kesitlerin boyutunun uygun oldugunu
gostermektedir (Maiden vd. 1998, Enright ve Spratt
1998, Salcedo vd. 2003). Gelisme asamasinda, son
MLST sistemi icin distiniilen daha uygun lokuslar
sorgulanmaktadir. Aday olan temel genin genom

eklemelerinde islevi oldugu varsayilarak segilen
genler, beklenmedik diizeyde rekombinasyon ve
seleksiyonla denenebilir ve boylece uygunsuz
oldugu kanitlanir. Cok az lokus sorgulayan bir
sistem, allellerin iligkileri ile karmagik hale gelebilir.
Lokuslarin sayisi, ¢oziniirliigin gelistirilmesi icin
yiikseltilebilir (Urwin ve Maiden 2003).

Oligoniikleotit  primerlerinin  ve  primerlerin
yiikseltme ve dizilimleme igin dizayni, gerekli isin
cogunlugunu olusturur. Son dizilim i¢in gerekenden
daha biiyiik olan DNA kesitlerinin baslangicta
yiikseltildigi yuvalanmis stratejinin uygulanmasi
ozellikle tavisye edilir. Bu kesitlerin niikleotit
dizilimleri yiikseltilen kesitler igindeki belli dizilim
primerleri kullamilarak saptanir. Bu gibi primerler,
genellikle daha Kkaliteli nitikleotit dizilimi verisi
olusturur ve  sahte yiikseltme  Uriininin
dizilimlenme olasilig1 diisiiriiliir. Sonug olarak,
yiikseltme asamasinda daha gevsek PZR kosullari
kullamilabilir. Bu durum, primerler tarafindan
hedeflenen gen dizilimlerinde polimorfizmin
meydana gelebildigi yiiksek cesitlikteki bakteriler
i¢in bir avantajdir. Buna ilaveten ‘nesting’, bakterinin
gelistirilemedigi ~ klinik  6rneklerde dizilim
tiplenmesinin saptanmasina olanak sunan ytiksek
duyarlilig1 saglar (Enright vd. 2000; Kriz vd. 2002).
Yiikseltme ve  dizilimleme igin  reaksiyon
kosullarinin optimizasyonu o6nemli bir konudur.
Gegici bir MLST sisteminin kurulmasi, digerlerine
gore daha basittir ¢tinkii klinik laboratuvarda rutin
bir sekilde isleyen bir sistem kurmak daha zordur
(Urwin ve Maiden 2003).

1.5 16S rDNA Dizilim Analizi

Woese ve arkadaslari, bakterilerin ve diger yasam
formlarinin filogenetik iliskisinin, genetik sifrenin
degismeyen bir bolgesinin  kiyaslanmas1 ile
saptanabilir oldugunu ortaya koymustur (Woese vd.
1985, 1987).

Bakterilerdeki bu genetik alan icin uygunlugu
incelenmekte olan kisimlar 55, 16S (kiiciik alt tinite
de denir) ve 235 rDNA’y1 sifreleyen genlerden
meydana gelmektedir. Bakterilerde taksonomik
amagclar i¢cin en ¢ok kullanilan DNA pargas:t 16S
rDNA genidir (Bottger 1989, Palys vd. 1997, Kolbert
ve Persing 1999, Garrity ve Holt 2001, Tortoli 2003,
Harmsen ve Karch 2004). 165 rDNA geni sadece
bakteriler =~ arasinda  degil, aym = zamanda
arkebakterilerin 165 rDNA geni ve okaryotlarin 185
rDNA geni ile de karsilastirilabilir.



58 Cetinkaya - Ayhan / Mikrobiyolojide Kullanilan Baz1 Molekiiler Teknikler

Arkeler, bakteriler ve okaryotlar arasinda temel
yasam dallarmin bu gen dizilimine dayanan iliskisi,
sekil 2'de gosterilmektedir (Woese vd. 1985, 1987,
Pace 1997, Palys vd. 1997).
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Sekil 2. 165 rDNA gen dizilimi karsilastirmasina
dayanan evrensel filogenetik agag (Pace 1997).

1960’11 yillarda Dubnau, Bacillus spp. de 165 rDNA
gen dizilimi iliskilerinin korunmus oldugunu
belirtmistir. Bakteriyel tanimlama ve taksonomi igin
bu gen diziliminin yaygmn olarak kullanilmasi,
onemli 6zellikleri kesfeden Woese ve arkadaglarimin
oncii calismalar1 sayesindedir (Woese 1987).
Dizilimin korunmasi, 165 rDNA'nin  hiicre
fonksiyonunda ne kadar onemli oldugunu
gostermektedir. Bu genlerde meydana gelen
mutasyonlar, rfDNA gibi énemli olmayan yapilari
etkilediginden siklikla tolere edilebilir. Ornegin, bir
bakteri laktozu kullanmak i¢in gerekli enzimi
tiretecek geni tasimiyorsa enerji kaynagi olarak
baska bir seker veya proteini kullanabilir. Boylece
bazi diger genler, 165 rDNA geni olarak yiiksek
oranda korunabilir. 165 rDNA genindeki degisim
oranmi kesin olarak bilinmese de, organizmalar
arasmndaki baglantry1 ve evrimsel mesafeyi gosterir
(Kimura 1980; Pace 1997; Thorne 1998; Harmsen ve
Karch  2004). Bu degisimin nicel olarak
belirlenmesinde karsilasilan sorunlardan biri de 16S
rDNA’daki degisim oraninin tiim organizmalar i¢in
tanimlayici olmamasidir (farkli taksonomik gruplar,

farkli degisim oranlarina sahip olabilirler). Bu
oranlar evrim siireci icinde degisiklik gosterebilir ve
165 rDNA boyunca farkli kisimlarda degisiklik
gosterebilir. “Sicak noktalar’ (hot spots) denen bu
alanlarda daha biiyiik mutasyonlar meydana gelir
ancak bu mutasyonlar tiim tiirler igin ayni degildir
(Ueda vd. 1999; Tortoli 2003). Asagida yer alan
Cizelge 2'de 16S rDNA gen diziliminin nasil
yapildig1 6zetlenmistir.

Ayrica 16S rDNA geni, antimikrobiyel 6zelligi olan
cesitli kimyasallara duyarlidir. Bu gende meydana
gelen mutasyonlar, organizmanin bu kimyasallara
duyarliligini etkileyebilir ve antimikrobiyel ajanlara
fenotipik direng, 16S rDNA gen dizilimi sayesinde
fark edilir (Pfister vd. 2003a, 2003b). Bununla birlikte
bu karakteristikler, 165 rDNA gen diziliminin klinik
mikrobiyolojide  kullamildigi  gibi  bakteriyel
tanimlamada ya da cins ve tiir diizeyinde yakin
iliskilerin kararlastirilmasinda kullaniminin oniine
gecmez veya bunu etkilemez.

Ancak bu karakteristikler genetik agidan daha uzak
mesafeli iliskilerin ortaya c¢ikarilmasinda daha
biiytik etkiye sahiptir (Garrity ve Holt 2001).

Son olarak 16S rDNA geni bakterilerde ortak olarak
bulunur ve bu nedenle bakteriler arasindaki
iliskilerin belirlenmesini saglar (Woese vd. 1985,
1987).

1.6 MALDI-TOF  (Matriks  Assisted Laser
Desorption/Ionization - Time of Flight - Matriks
Destekli Lazer Desorpsiyonu/lyonizasyonu - Ugus
Stiresi)

Matriks destekli lazer desorpsiyonu/iyonizasyonu
(MALDI); proteinler, peptitler ve sekerler gibi
biyomolekiillerin ve eski iyonizasyon yontemleriyle
iyonize edildiginde kirilip parcalanmaya egilimli
olan polimerler, dendrimerler gibi biiytik organik
molekiillerin analizine olanak saglayan, kiitle
spektromektresinde kullanilan hassas bir tekniktir.
Bu yontem her ne kadar daha az yiikli iyonlarmn
meydana gelmesine neden olsa da hem hassasiyet
hem de dretilen iyonlar acisndan en c¢ok
elektrosprey iyonizasyonuna benzemektedir
(http:/ /en.wikipedia.org 2010). Lazer 1simasiyla
iyonizasyonun saglanmas: igin genellikle nitrojen
lazer kullamilir. Dogrudan lazer isimasinin
biyomolekiile  verecegi zararmn engellenmesi,
buharlasma ve iyonlasma, matriksle saglarr
(http:/ /en.wikipedia.org 2010). Sekil 3'te yer alan
¢izim ile bu teknik 6zetlenmektedir.
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Cizelge 2. Bakteriyel tanimlama i¢in 165 rDNA gen dizilimi analizinin prosediirleri ve zamanlari“.

Adim Prosediir Zaman (el) Zaman (cihazda)®
1 Hiicrelerin elde edilmesi: Organizma saf oldugu 3-5 dakika
stirece ka¢ saat/giin once aktiflestirildigine ©nem
verilmeden herhangi bir agar yiizeyinden ya da
brothdan elde edilebilir. 1-2 6ze kiiltiir yeterlidir.
2 DNA ekstraksiyonu. 30 dakika 10 dakika ve
3 dakika
3 PCR uygulamast. 30 dakika 2 saat
4 PCR iriintiniin analizi. 20 dakika 1 saat
Yiikleme, kosturma, jelin incelenmesi.
5 PCR iiriinlerinin saflastirilmasi. 1 saat
6 Dongii dizilimi. 30 dakika 3 saat
7 PCR iiriinlerinin saflagtirilmast. 1 saat
8 165 rDNA geninin dizilimlenmesi, kapiler tepsinin 1 saat 2,5 saat
yiiklenmesi ve kosturma.
9 Analiz zaman. 5-15 dakika/6rnek
10 Isimlendirme: Eger incelenen organizma, veritabania 30 dakika
daha once kaydedilmisse 1 dakika stirer. Yeni bir
organizma tizerinde calisiliyorsa cesitli veritabanlar:
arastirilmali ve dizilimler detayl1 incelenmelidir (15- 30
dakika). Bu noktada fenotipik karakterizasyon ve
klinik gosterim yapilir.
11 Sonuglarin raporlandirilmasi

a Clarridge vd. (2001).
b ABI 3100 cihazina dayanarak.

Spektrumlar mikroorganizmalarin tanimlanmasinda
kullanilmaktadir. Incelenmek istenen
mikroorganizmaya ait koloni dogrudan hedef
noktasinin {izerine yayilir ve matriksle kaplanir.
Meydana gelen kiitle spektrumlari, ilgili yazilimla
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incelendikten sonra kayitli profillerle karsilastirilir.
Tturlerin bu teknik ile tamimlanmasi, glintimiiz
standart immiinolojik ve biyokimyasal
yontemlerden daha giivenilir ve ucuz olmasindan
kaynaklanmaktadir (Seng vd. 2009).

yogunluk

ugus slresi

Sekil 3. Matriks destekli lazer iyonizasyonunun sekilsel anlatimi (http:/ /www.proteomicsnijmegen.nl 2007).
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PZR ve MALDI-TOF tavsiye edilen teknikler olsa da
Cetinkaya (2011) tarafindan yapilan arastirmada
Cronobacter spp. suslarmin PZR, PFGE, MLST,
MALDI-TOF, 165 rDNA dizilim analizi yontemleri
kullamilarak ~ yapilan tamimlama  sonuglarinin
karsilatirilmasiyla elde edilen bulgulara gore niikleik
asit dizilimlendirmesine dayanan 16 rDNA dizilim
analizi ve MLST yontemlerinin, tiir diizeyinde dogru
sonuglarin alinmas1 agisindan adi gegen diger
yontemlerden daha giivenilirdir.

Sonug olarak; klasik yontemler ile tanimlamalarda
yasanilan problemler, giintimiizde gelistirilmekte
olan c¢esitli molekiiler yontemler ile ¢oziilmeye
calisilmaktadir. Bu yontemler sayesinde gerek
bilimsel, gerek endiistriyel, gerek toplum saghg:
agisindan onemli olacak gelismeler soz konusu
olabilecegi gibi analizlerde dogru ve hizli sonug
almmas1 saglanacagindan, bu yontemlerin iyi ve
kotti  yonlerinin  arastirilarak  optimizasyonun
saglanmasi biiytik 6nem tasimaktadir.
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