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TOBITAK

ONSOz

Bu proje TUBITAK tarafindan desteklenmistir. Proje kapsaminda daha ©nce
TUBITAK tarafindan desteklenen 111T045 nolu proje kapsaminda Kirikkale il sinirlari
icerisinden gecen Kiziirmak'in 12 farkh boélgesinden 2011-2012 yillari arasinda Uger aylik
periyotlar ile alinan su drneklerinden izole edilen metisilin direncli bakterilerin tanimlanmasi,
karakterize edilmesi, mecA genlerinin varliklarinin gosteriimesi ve mecA spesifik DNA
problari hazirlanarak metisilin direncli bakterilerin daha 6nce fikse edilmis su o6rnekleri
uzerinden mevsimsel olarak takip edilerek populasyon yayilimlarinin belirlenmesidir. Boylece
mecA geninin S. aureus disinda baska bakterilerde de bulunup bulunmadigi ve mecA
spesifik prob ile metisilin direngli bakterilerin ylzey sularinda takibinin yapilmasinin
uygunlugu belirlenmistir. mecA hedefli floresan isaretli oligonlkleotid problar kullanilarak
floresan in situ hibridizasyon yontemi ile metisilin direncli bakterilerin ylzey sularinda takip
edilmesine yonelik literatirde herhangi bir calisma bulunmamaktadir. Bu bakimdan projenin
benzer konudaki ¢alismalara da 6nemli katkida bulunacagi dasinilmektedir.
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mecA Spesifik DNA Probu Kullanarak Nehir Suyunda MRSA izlenmesi

OZET

Staphylococcus aureus insan vucudu Uzerinde siklikla asemptomatik olarak tasinan
firsat¢l bir patojendir. Metisiline direngli S. aureus (MRSA) sonradan edindikleri gen
sayesinde metisilin ve genel olarak diger tim (3-laktam antibiyotiklere kargsi direnglidir. MRSA
dinyadayaygin bir patojen olup, diger S. aureus enfeksiyonlari ile karsilastiriidiginda MRSA
enfeksiyonlarinin daha yiksek oranda morbidite ve mortalite gosterdigi gorulmektedir.
Antibiyotikler ve diger ilaglarin dogal sularda ve yilzey sularinda bulunmasi, nehirler gibi
klinik olmayan ortamlarda yuksek direng gosteren bakterilerin olusmasina neden olmaktadir.
Bunlarin i¢inden insanlar ve hayvanlar tarafindan tasinan metisiline direngli stafilokoklar ve
B-laktam antibiyotiklere direng saglayan mecA geni tasiyan bakteriler 6zellikle dikkat
cekmektedir. Metisiline direngli stafilokoklarin yayilimlarindaki surekli artisa ragmen, mecA
genini tasiyan stafilokok ve diger potansiyel patojen bakterileri rezervuar olarak barindiran
dogal cevre hakkinda ¢ok az bilgi bulunmaktadir. Metisilin direngli S. aureus penisilin
baglayici protein PBP2a igermesi ile olusan hedef bdlgelerin degistirimesi nedeniyle B-
laktamlara karsi olan afinitesi azalmaktadir. Bu proteini kodlayan mecA geni mobil SCCmec
olarak adlandirilan kromozom kaseti Uzerinde yer almaktadir. Literatirde daha 6nce tarif
edilmis olan tim SCCmec kasetindeki mec kompleks genleri (mecA, mecl, ve mecR1)
genelde aynidir. Bu genler B-laktam antibiyotiklere direnci saglamaktadir. Ancak, tim mecA
klonlari metisiline direngli degdildir ve MRSA populasyonundaki tim direng seviyeleri, cesitli
kromozomal faktorler tarafindan module edilen PBP2a uretimindeki verimlilige baghdir. Bu
durum, MRSA diren¢ seviyelerinin fenotipik duyarli ile yiksek direncli arasinda degiskenlik
g0Ostermesinin nedenini agiklamaktadir. Bu kaygilara dayanarak, bu projede sehirsel ve fekal
kirlilikten etkilenen ylzey sularinda mecA tasiyan bakterilerin izole edilmesi, tanimlanmasi,
karakterizasyonu ve mecA spesifik DNA problari kullanarak mevsimsel olarak takip edilmesi
planlanmistir. Daha énce TUBITAK tarafindan desteklenen 111T045 nolu proje kapsaminda
Kirikkale il sinirlari igerisinden gegen Kizilirmak'in 12 farkli bélgesinden alinmig olan su
orneklerinden metisilin direncli bakteriler izole edilmigstir. Bu proje kapsaminda ise, 111T045
nolu proje kapsaminda izole edilen ve daha dnceden stok kalturleri hazirlanmig olan bu
bakterilerin tanimlanmasi, karakterize edilmesi, mecA genlerinin varliklarinin gdsterilmesi
planlanmis ve mecA spesifik DNA problari hazirlanarak 2011-2012 vyillari suresince Uger
aylik periyotlarla alinmis ve fikse edilmis su drneklerinde mecA igeren bakterilerin mevsimsel

olarak takip edilmesi planlanmistir. Metisilin direngli suglarin tanimlanmasi 16S rRNA dizi
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analizi ve yag asidi analizi ile yapiimistir. Fikse edilmis su 6rneklerindeki mecA geni tasiyan
suslarin populasyonlarindaki mevsimsel degisiklikler ise mecA hedefli floresan isaretli
oligonukleotid problar kullanilarak floresan in situ hibridizasyon yontemi ve goruntl analizi
mikroskopu ile takip edilmistir. Boylece mecA geninin S. aureus disinda baska bakterilerde
de bulunup bulunmadigi ve mecA spesifik prob ile metisilin direncli bakterilerin ylzey
sularinda takibinin yapilmasinin uygunlugu belirlenmistir. mecA hedefli floresan isaretli
oligonukleotid problar kullanilarak floresan in situ hibridizasyon yontemi ile metisilin direngli
bakterilerin ylzey sularinda takip edilmesine yoénelik literatirde herhangi bir calisma
bulunmamaktadir. Bu bakimdan projenin benzer konudaki ¢alismalara da dnemli katkida
bulunacagi dusunulmektedir.

Anahtar Kelimeler: Staphylococcus aureus, metisilin direngli bakteri, MRSA, mecA, PBP2a,
floresan in situ hybridization
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Monitoring MRSA in the river water by using mecA specific DNA probe

ABSTRACT

Staphylococcus aureus is an opportunistic pathogen often carried asymptomatically
on the human body. Methicillin-resistant S. aureus (MRSA) includes those strains that have
acquired a gene giving them resistance to methicillin and essentially all other B-lactam
antibiotics. MRSA is a major pathogen worldwide; MRSA infections are associated with
increased morbidity and mortality, in comparison with other S. aureus infections. The
presence of antibiotics and other pharmaceuticals in natural waters and over land runoff has
selected for highly resistant bacteria in non-clinical settings like rivers. Of particular interest
are methicillin-resistant staphylococci shed by humans and animals, as well as the gene
conferring their resistance to B-lactam antibiotics, mecA. Despite continual increases in the
community prevalence of methicillin-resistant staphylococci, there is little understanding of
the role of the natural environment as a reservoir of staphylococci and other potentially
pathogenic bacteria that harbour mecA. Methicillin resistance in S. aureus involves an
altered target site due to an acquired penicillin-binding protein (PBP2a) with decreased
affinity to B-lactams. The mecA gene encodes this protein and is located on a mobile
SCCmec cassette chromosome. In all SCCmec elements that have been described
previously in the literature, the mec complex genes (mecA, mecl, and mecR1) are almost
identical. This genetic element confers resistance to most currently available B-lactam
antibiotics. However, not all mecA clones are resistant to methicillin, and over all resistance
levels in a population of MRSA depend on efficient production of PBP2a, which is modulated
by a variety of chromosomal factors. This explains why MRSA resistance levels range from
phenotypically susceptible to highly resistant. Despite continual increases in the community
prevalence of methicillin-resistant staphylococci, there is little understanding of the role of
the natural environment as a reservoir of staphylococci and other potentially pathogenic
bacteria that harbor mecA. Based on these concerns, we will investigate the occurrence of
mecA harboring bacteria in surface waters impacted by suburban runoff and fecal pollution
by using mecA specific DNA probes. Methicillin-resistant bacteria have been already isolated
through the project 111T045 in which samples collected periodically from 12 different
stations along the river Kizilirmak in the city of Kirikkale in between 2011 and 2012. In this
study, we will identify the previously cultured bacteria and show the presence of mecA gene.
Methicillin-resistant consortium were identified by using fatty acid methyl ester analysis and
16S rRNA sequencing. The population dynamics of the mecA harboring community during
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the period of one year (in between 2011-2012) were studied by using in situ hybridization
with mecA targeted fluorescently labelled oligonucleotide probes and image-analyzed
microscopy. There is, to our knowledge, no study dealing with mecA specific probes to
monitor methicillin-resistant consortium in surface waters in the published scientific literature.
This study will open up the possibility of using mecA specific probes to monitor methicillin-
resistant consortium in surface waters as well as determining mecA harboring bacteria other
than S. aureus.

Keywords: Staphylococcus aureus, methicillin-resistant bactaria, MRSA, mecA, PBP2a,
fluorescein in situ hybridization
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TOBITAK
1. GiRIS

Gunumuzde enfeksiyon hastaliklarinin en etkili tedavi yontemi olan antibiyotik
kullaniminin, dikkatli bir sekilde uygulanmasi gerekmektedir. Bu islem normal bakteri florasi
korunarak yapilmaldir. Aksi durumlarda ise, bakterilerin antibiyotiklere karsi direng
kazandiklari gézlenmigtir. ClnklU yanlis antibiyotik kullanimi normal bakteri florasini yok
etmekte ve bakterilerin antibiyotiklere karsi diren¢ kazanmalarini saglamaktadir (Bayar vd.,
2008). insanlar icin en onemli firsatgl patojenlerin basinda stafilokoklar gelmektedir.
insanlarda gida zehirlenmelerinden sepsise kadar cok degisik hastaliklara yol actiklari
bilinmektedir (Yugueros vd., 2000). Stafilokoklar, dojada ¢ok yaygin olarak bulunan Gram
pozitif bakterilerdir. Baslica kaynaklari insandir. Fizyolojik olmayan cevre kosullarina uzun
surelerle dayanabilir, ylksek tuz ve lipid iceren ortamlarda Ureyebilirler (Howard ve
Hale,1976). Isiya direng gOsterirler ve 60°C’de 30 dakika isitiimakla inaktive olmazlar (Arda
vd., 1992). Stafilokoklarda esas sorun, son yillarda giderek artan oranlarda goérilen metisilin
direncidir. Bu bakterilerde metisilin direnci ilk kez antibiyotigin klinik kullanima girmesinden
cok kisa bir sire sonra, 1961 yilinda ingiltere’den Staphylococcus aureus susunda
bildirilmistir. 1970'lerde Avrupa Ulkelerinde 1980’lerde de Amerika Birlesik Devletlerinde
yayllmistir. Glnimuzde metisilin direngli Staphylococcus aureus (MRSA) tim dinyada
yaygin olarak goérilmekte olup, prevalansi Ulkeler arasinda oldukga farklilik géstermektedir.
Kuzey Avrupa ulkelerinde MRSA prevelansi <%1 iken, Guney Avrupa Ulkelerinde, Amerika
Birlesik Devletlerinde ve bazi Asya Ulkelerinde bu oran % 50’leri asmis durumdadir
(Appelbaum, 2007; Shorr, 2007). GlnUmizde, sadece hastane kaynakli MRSA
infeksiyonlarinin degil, ayni zamanda toplum kaynakh MRSA infeksiyonlarinin gérulme
sikhginda da o6nemli bir artis gorulmektedir (Appelbaum, 2007). Bunlarin molekuler
epidemiyolojisi hastane kaynakli MRSA’lardan oldukga farkhdir. Hastane kaynakli-MRSA'lar,
genellikle tip 1, 2 veya 3 “stafilokokkal kaset kromozom (SCCmec)” genetik elemanini
bulundururlar. Bu gen bdlgesi bakterinin tim B-laktam yapisindaki antibiyotiklere ve hatta
klindamisin, gentamisin ve florokinolon gibi diger ilaglara kargi da direng gostermesini
saglamaktadir. Toplum kaynakli MRSA izolatlarinda ise siklikla tip 4 SCCmec genetik
elemani ve bakterinin virilansinda rol oynayan bir toksini kodlayan “Panton-Valentine
leukocidin (PVL)” geni bulunmaktadir (Shorr, 2007; Appelbaum, 2006). Ulkemizde degisik
hastanelerde yapilan galismalarda S. aureus’un metisiline direnci % 16-52 arasinda tespit
edilmistir. Metisiline direngli S. aureus’larin (MRSA) tim B-laktam antibiyotiklere direncli
olduklari kabul edilmektedir (Kdksa, 1992). B-laktamaz enzimiyle hidrolize olmayan B-laktam
antibiyotiklere (metisilin, oksasilin, nafsilin, kloksasilin, dikloksasilin) karsi olan direng
metisilin direnci olarak adlandirilir (Chambers, 1988; 1997). Metisilin direnci, ayni zamanda

intrensek direng¢ olarak da tanimlanmaktadir. Bdylece direncin, antibiyotigi inaktive eden [3-
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laktamaz enzimiyle degil, kromozomal yolla oldugu anlasilir (Maranan vd., 1997; Mulligan,
vd., 1993). S. aureus suslarinda tedaviden sonra ayni suslarin hastalardan tekrar elde
edildigi goézlenmistir. MRSA suslari morbidite ve mortalitesi ylksek infeksiyonlara yol
acmalari ve bu infeksiyonlarda tedavi seceneklerinin de sinirl olmasi nedenleri ile
onemlidirler (Koksa, 1992).

S. aureus, klinik kullanimda olan antibiyotiklerin goguna direng gelistirme yeteneginde
olup tim diinyada cesitli antibiyotiklere karsi degisik direnc oranlari rapor edilmistir (Ibrahem
vd., 2009). Direng gelisiminde pek ¢cok mekanizma rol oynamaktadir. Bir ¢cok patojenik faktor;
plazmidler, bakteriyofajlar, transpozonlar ve integronlar gibi hareketli genlerin Uzerinde
konjugasyon, transdiksiyon ve transformasyon gibi mekanizmalar ile aktariimaktadir.
Horizontal gen transferi ile kazanilan hareketli gen gruplarindan biri olan SCCmec, MRSA
kromozomuna entegre DNA yapilaridir (Lindsay ve Holden, 2004; Trindade vd., 2005). SCC,
MRSA’lar tarafindan tasinmakta ve metisilin direncinden sorumlu mecA gen dizisini
icermektedir. Ayrica mecA geninden baska, diger antibiyotiklere direngten sorumlu genler,
insersiyon gen dizileri ve fonksiyonlari henidz tanimlanmamis genler yer almaktadir.
SCCmec bdlgesi virulans genlerini, bakteriyofajlarla ilgili genleri ve konjugatif gen dizisini
(tra) icermez. Metisiline duyarli S. aureus suslari SCCmec icermemektedirler. mec geni
icermeyen SCC’ler de vardir ve stafilokok tirlerinde gen aktarimi i¢in olduk¢a uygundurlar.
mecA igcermeyen SCC’ler daha ¢ok mikroorganizmanin stres durumlarinda hayatta
kalmasina yardimci olan genleri tagsimaktadirlar (Katayama vd., 2003a; 2003b).

Stafilokoklardaki metisilin direnci; kromozomal (intrinsik) direng, asiri miktarda B-
laktamaz salgilanmasi, penisilin baglayan proteinlerdeki (PBP) yapisal degisiklikler ile
gergceklesmektedir. Metisilin direncinde en ¢ok kromozomal direng mekanizmasiyla
kargilasilmaktadir. Metisilin direncinden sorumlu mecA genini tasiyan plazmid ve
transpozonlarin bulundugu gen kaseti, bakteri kromozomuna integre olmaktadir. mecA geni
MRSA suglarinda 78 kDa agirliginda olan penisilin baglayan bir protein olan PBP2a’'nin
sentezlenmesinden sorumludur (Berger-Bachi ve Rohrer, 2002). PBP2a’nin [-laktam
antibiyotiklere afinitesi duslktir. Bu nedenle metisilin direngli bir stafilokok [3-laktam
antibiyotiklerle karsilastiginda, PBP2a dusuk afinite nedeni ile B-laktam antibiyotigi
baglayamaz, hicre duvar sentez fonksiyonunu surdurir (Dowson vd., 1994). Stafilokoklarda
PBP2a sentezinin dizenlenmesinde mecR1 ve mecl adi verilen iki dizenleyici gen énemli rol
oynar. Bu genler mecA gen transkripsiyonunu duzenlemektedirler. mecR1 membrana bagl
bir sinyal tasiyici protein olan mecR71’i kodlarken mecl transkripsiyonel dizenleyici bir protein
olan mecl’yr kodlamaktadir (Timothy ve Weller, 1999).
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mecA genini tasiyan plazmid ve transpozonlar, B-laktam antibiyotiklerden bagka,
kinolonlar, makrolidler, kloramfenikol, Kklindamisin, tetrasiklinler, aminoglikozidler,
sulfametoksazol/trimetoprim, rifampin direncinden sorumlu genleri de tagimaktadirlar. Direng
genlerinin, transpozonlar ve plazmidler araciligi ile kolay ve etkin bir sekilde aktarimi ve
SCCmec gibi iyi organize olmus 6zel yapilar, MRSA suslarinin 1970’li yillardan beri gittikge
artan antibiyotik direnci ile 6nemli patojenler haline gelmesine neden olmustur. Buna bagl
olarak ciddi MRSA infeksiyonlari ve hastane salginlari sik rapor edilir oimustur (Chambers,
1997; Proctor vd., 1995). Bayar vd. (2008) tarafindan yapilan bir calismada bogaz
kultdrlerinden izole edilen 27 adet S. aureus susunun identifikasyon testleri yapiimis ve
tanimlanan bu suslarin novobiyosin, amikasin, penisilin G, amoksisilin, siprofloksasin,
oksasilin, metisilin, tetrasiklin, sefalotin, nitrofontotin, eritromisin, sefoksitin ve amfisilin
antibiyotiklerine karsi duyarlilik testleri yapilmistir. S. aureus olarak tanimlanan suslarin
siprofloksasine ve eritromisine %100 duyarli, amikasine %95 ve metisiline %90 duyarli,
penisilin G, oksasilin, basitrasine ise %100 direncli, klindamisine %95, nitrofontotine %80 ve
amfisiline %70 direngli oldugu belirlenmistir. Bir bagka ¢alismada MRSA olarak tiplendirilen
30 sus calismaya alinmis ve disk diflizyon yontemiyle antibiyotik duyarlliklari tespit edilmistir.
Suslarin 1 tanesinde kinupristin-dalfopristin direnci, 15 susta tetrasiklin direnci, 3 tanesinde
amikasin direnci ile 10 tanesinde rifampin direnci saptanmigtir. Metisilin direncli bulunan 30
susta nitrosefin diskiyle 23 susta B-laktamaz varligi tespit edilmis 30 MRSA izolatinin 10
tanesinin polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) yéontemiyle mecA geni tasidiklari belirlenmistir
(Ozel, 2011). Wu vd. (1996) 150 bagimsiz S. sciuri suslarindan izole edilen DNA’larin, mecA
probu ile hibiridize oldugunu godstermistir. DNA analizleri, sekansin metisilin direngli S.

aureus ve S. epidermidis’deki mecA ile %88 benzerlik oldugunu géstermistir.

Stafilokoklarin, kuslarin fekal materyallerinde, insanlarda nazal bosluklarda ve viicut
yuzeyinde ve ev hayvanlarinda kolonize oldugu, ayrica tath-tuzlu sulari, sahil kumlarini ve
atik sulari da kontamine ettigi bilinmektedir (Vengust vd., 2006; Lévesque vd., 2000). Bu tip
klinik olamayan ortamlarda, dogal sularda MRSA varlidini gbéstermesine ragmen, bazi
epidemik MRSA susglari irmak sularinda ve tuzlu sularda 14 glne kadar hayatta
kalabilmektedir. Bu da sucul ortamlarin bakimi ve bu patojenlerin yayillimi hakkinda endise
yaratmaktadir (Tolba vd., 2008). Enterococcus hirae’de mecA homologuna rastlanmasi
mecA geninin sadece stafilokok ile sinirli olmadigini, stafilokok digindaki turlerde de
olabilecegini diustndirmektedir. mecA’nin gevrede stafilokoklar disindaki tirler arasindaki
yayillimi hakkinda yeterince bilgi bulunmamaktadir (Hanssen ve Ericson, 2006). Kassem vd.
(2008) tarafindan yapilan g¢alismada, Ohio yakinlarindaki dogal su habitatinda antibiyotik
direncli bakterilerde mecA geni varligini belirlemek igin su drnekleri 13 farkli bélgeden izole

alinip oksasilin iceren besiyerine ekilerek toplamda 65 izole edilmis ve bu izolatlarda PZR
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kullanilarak mecA varlidina bakiimistir. 16S rRNA sekans analizi ile tanimlanmis olan
bakterilerin antibiyotik direnclilik profilleri belirlenmistir. mecA geni, izolatlar arasinda (¢
patojenik tlr olan Proteus wvulgaris, Morganella morganii ve Enterococcus faecalis
bakterilerinin de yer aldigi gértlmustir. Bu izolatlarin siprofloksasin ve trimethoprime direngli
degilken, oksasilin, amfisilin, amoksisilin, vankomisin, eritromisin ve tetrasiklin
antibiyotiklerine direncli olduklari belirlenmistir. ilk defa coklu antibiyotik direncli stafilokok
turleri disinda U¢ patojende mecA geni tespit edilmistir. Bu tlrlerdeki mecA varhgi sucul
ortamlardan izole edilen bakteriler arasinda potansiyel bir mecA gen aligveriginin oldugunu
dusundirmektedir (Kassem vd., 2008). mecA tasiyan SCC’nin stafilokok tirleri arasinda
yaygin bir sekilde lateral gen transferiyle aktarilabilecegi bilinmektedir. SCCmec’in tlrler
arasindaki gen transferi, antibiyotik baskisi ve metisilin direncli stafilokok yayiliminin artmasi
gibi nadir durumlarda gerceklesebilir. Ayrica farkli bakteri tirleri arasinda SCCmec transferi
potansiyelininde ipuglarini vermigtir. TUrler arasindaki SCCmec transferi kismen nadirdir,
ancak PBP kodlayan segmentler Haemophilus, Neisseria ve Streptococcus’u iceren direngli
bakteriler ile sonradan kazanilabilir, B-laktam antibiyotiklere direng artabilir ve artan direngle
beraber cevredeki patojen rezervuarinin da énemi artar. Daha da 6nemlisi enfekte olmus

insanlar bunun yayilimini kolaylastirmaktadir (Dowson vd., 1994).

Bu projede sehirsel ve fekal kirlilikten etkilenen ylzey sularinda mecA geni tasiyan
bakterilerin izole edilmesi, tanimlanmasi, karakterizasyonu ve mecA spesifik DNA problari
kullanarak mevsimsel olarak takip edilmesi planlanmistir. Daha énce TUBITAK tarafindan
desteklenen 111T045 nolu proje kapsaminda Kirikkale il sinirlari igerisinden gecgen
Kiziirmak’in 12 farkli bélgesinden 2011-2012 yillari arasinda tger aylik periyotlar ile alinan
su orneklerinden metisilin direngli bakteriler izole edilmis ve kultire alinmistir. Bu proje
kapsaminda ise, izole edilen bu bakterilerin tanimlanmasi, karakterize edilmesi, mecA
genlerinin varliklarinin gosteriimesi ve mecA spesifik DNA problar hazirlanarak daha
Oonceden fikse edilmis su 6rnekleri Uzerinden mevsimsel olarak takip edilmesi planlanmistir.
mecA tasiyan suglar 16S rRNA dizi analizi ve yag asidi analizi kullanilarak tanimlanmigtir.
mecA geni taslyan suglarin populasyonlarindaki mevsimsel degisiklikler ise mecA hedefli
floresan igaretli oligonukleotid problar kullanilarak floresan in situ hibridizasyon yontemi ve
goruntu analizi mikroskopu ile takip edilmigtir. Boylece yuzey sularinda mecA geninin S.
aureus disinda bagka bakterilerde de bulunup bulunmadidi ve mecA spesifik prob ile
metisilin direngli bakterilerin ylzey sularinda takibinin yapilmasinin uygunlugu belirlenmistir.
Yaptigimiz arastirma sonucu mecA hedefli floresan isaretli oligonikleotid problar kullanilarak
floresan in situ hibridizasyon yontemi ile metisilin direngli bakterilerin yluzey sularinda takip
edilmesine yonelik literatlirde herhangi bir calisma bulunamamistir. Bu bakimdan bu projenin

s6z konusu alanda bulunan bir boglugun gideriimesine katkida bulunacagi disunulmektedir.
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2. LITERATUR OZETi

2.1 Stafilokoklar

Stafilokoklar 100 yili agkin bir slredir infeksiyon etkeni olarak tip dinyasinda stz
konusu olan bir mikroorganizmadir. Stafilokoklari ilk kez 1878’de Robert Koch tanimlamis ve
1880'de Pasteur sivi besiyerinde Uretmistir. Ardindan, 1884’te Rosenbach hasta
orneklerinden bu mikroorganizmalari izole etmis ve beyaz renkli kolonileri “Staphylcoccus
albus”, sari-portakal rengi kolonileri ise “Staphylcoccus aureus” olarak isimlendirilmigstir.
Bakterinin Kraus ve Clairmont tarafindan 1900’da alfa toksini, Glenny ve Stevens tarafindan
1935'te beta toksini bulunmustur. Smith ve Price 1938'de gama toksin ve Williams ile Harper
1947’de delta toksin varligini agiklamiglardir. Todd ve arkadaslari tarafindan 1978’de yeni bir
hastalik olarak “Toksik Sok Sendromu” tanimlanmistir (Akgam vd., 2007). Fleming’in 1928
yilinda penisilini bulmasina kadar stafilokoklar agir seyirli ve hatta 6limle sonuglanabilen
tedavisi sorunlu infeksiyonlara sebep oluyordu. Stafilokok tedavisinde ilk adim, 1940 yilinda
Oxford’da Florey, Chain ve arkadaslari tarafindan penicillium kultarlerinden penisilinin
saflastiriimasiyla atilmigtir. Fakat penisilinin klinik kullanima girmesinden kisa bir slire sonra
penisiline direngli stafilokoklar gériiimeye baslanmistir (Kayaalp, 2005). ilk kez 1944 yilinda
Kirby tarafindan penisilinaz Ureten stafilokoklar tespit edilmistir. Penisilinaz Ureterek
penisiline direng kazanmis S. aureus suslari 1950’li yillarin sorunlu bakterileri olmuslardir.
Penisilinaza direngli penisilinlerin 1960’da kullanima girmesinden iki yil sonra goérilen
metisilin direnci, antimikrobiyalleri tedavi sec¢eneklerini énemli dlgide sinirlandirmigtir. S.
aureus 1980’li yillardan sonra tum dinyada hastane infeksiyonu etkenleri arasinda énemli bir
artis gOstererek adeta yeniden dogmustur. Tim beta-laktam antibiyotiklere direngli MRSA
suglari beta-laktam disI antibiyotiklerin goguna da direngli olduklarindan, bu suslarla olusan
agir infeksiyonlarin tedavisinde glikopeptit 4 antibiyotikler tek segenek haline gelmistir
(Duindar, 2000). ik kez 1995 yilinda Fransa’da vankomisine azalmis duyarlilik gdésteren S.
aureus (VISA), 1996'da Japonya’da heteroVISA ve sonunda 2002 yilinda A.B.D’de
vancomycin resistant S. aureus (VRSA) suslarinin saptanmasi ile stafilokoklarda g¢ogul
antimikrobiyal diren¢ sorunu daha da ciddi hale gelmistir (Derbentli, 2005; CDC, 2002).
Stafilokoklar Tanim  Staphylococcus cinsi  “Micrococcus”, “Stomatococcus” ve
“Planococcus’cinsleriyle birlikte “Micrococcaceae” ailesi iginde yer alir. Yunancada bir salkim
Uzum anlamina gelen staphyle (Uzim salkimi) ve coccus (tane) sdzcuklerinden turetilmistir.
Bu ylUzden Stapylococcus, bu gram pozitif koklarin Gzim tanelerinin kiimelenmesine benzer
sekildeki Uremesini ifade etmek igin kullanilir. Fakat klinik materyallerde bu mikroorganizma

tek, ¢ift veya kisa zincirler halinde de gérulebilir (Akgam vd., 2007; Muray vd., 2005).
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Stafilokoklar dis ¢evre kosullarina dayanikli bakterilerdir. Kurumus klinik materyallerden aylar
sonra bile izole edilebilir (Akgam vd., 2007).

2.2 Antibiyotik Direnci

Stafilokoklara bagl infeksiyon hastaliklari yizyillardir insanligin  6énemli saglk
sorunlarindan biri olmustur. Pensilinin kullanima girmesi umut olmakla birlikte kisa sure
sonra gelisen penisilin direnci bu umutlari bosa ¢ikarmistir. Daha sonra gelistirilen metisilinin
de kullanima girmesinden sadece bir yil sonra bu antibiyotige direncli ilk sus tanimlanmistir.
Sonraki 10 yil icinde klinik olarak ¢cok dikkat cekmeyen sporadik vakalar halinde gorilen
MRSA suglari, 1970 yillarindan sonra tim dinyada yaygin olarak goérilmeye baslamis,
bircok hastanede endemik hale gelerek ciddi bir saglik sorunu olmustur. Ozellikle hastane
kaynakli infeksiyonlarin 6nde gelen sebeplerinden biri olan MRSA, hayati tehdit eden ciddi
infeksiyonlara neden olmaktadir. Coklu antibiyotik direncine sahip bu suslar hastanede kalis
suresinin uzamasina neden olmakta ve saglik sistemine ciddi bir mali yuk getirmektedir.
Saglik kuruluslarindan baska son zamanlarda toplumda da cesitli infeksiyonlardan MRSA
suslari izole edilmeye baglanmistir. Toplum kaynakli MRSA suslari nekrotizan pnémoni gibi
ciddi infeksiyonlara neden olabilseler de, simdilik siklikla deri ve yumusak doku
infeksiyonlarindan izole edilmektedirler (Koksal, 2007; Boyle-Vavra vd., 2005). S. aureus,
klinik kullanimda olan antibiyotiklerin ¢oguna diren¢ gelistirme yeteneginde olup tim
dinyada cesitli antibiyotiklere karsi degisik direng oranlari rapor edilmistir. Direng gelisiminde
pek ¢cok mekanizma rol oynamaktadir. Bunlardan en 6nemlileri patojenite adalari ve hareketli
gen kaset gruplandir (Stafilokokkal kaset kromozom (SCC) mec Gen Grubu). Antibiyotik
direnci ve virulans mekanizmalarinin molekuler temellerinin anlagilabilmesi icin, bu genetik

yapilarin organizasyon ve fonksiyonlarinin bilinmesi gerekmektedir (Ito vd., 2008).

2.3 Safilokoklarda Metisilin Direnci, Staphylococcal Cassette Chromosome

Stafilokokkal kaset kromozom (SCC) adi verilen genetik yapinin Gzerinde bulunan
mecA (SSCmec) geni tarafindan dusuk afiniteli bir penisilin baglayan protein (PBP) olan
PBP2a’'nin sentezlenmesi sonucu ortaya c¢ikmaktadir (Ito vd., 2014). SCCmec, MRSA
kromozomuna entegre olmus bir grup hareketli DNA yapilaridir (Lindsay ve Holden, 2004;
Trindade vd., 2005). GUnumuze kadar yapilan ¢alismalarda MRSA neslinin tim
karakteristiklerinin belirlenebilmesi icin, bakterinin genetik yapisinin yaninda, mecA, SCC gibi
genetik yapilarin yapisinin da aydinlatiimasi gerektigi ortaya koyulmustur (Wannet vd., 2005;
Oliveira vd., 2002).
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Bircok patojenik faktor plazmidler, bakteriyofajlar, transpozonlar ve integronlar gibi
hareketli genlerin (zerinde konjugasyon, transdiksiyon ve transformasyon gibi
mekanizmalar ile aktarilmaktadir (Sekil 2.1).
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Sekil 2.1. Antibiyotik direng mekanzimasi (Morier, 2013)

DNA dizi analizi galismalari ile bilinen bu hareketli gen gruplarina ek olarak “Patojenite
Adalari (PA)” adi verilen ve bakteri kromozomu Uzerinde belirli bélgelerde bir araya gelmis
gen gruplarinin varligi gosterilmigtir. Patojenite Adalari insan, hayvan ve bitki patojeni birgcok
bakteride gdOsterilmis ve virulansa katkilari ispatlanmistir. Bununla birlikte patojen olmayan
bazi suglarda da PA’'nin varhgi gosterilmis ve virulansa katkisi olmasa da bakteriye gogalma,
fiziksel kogullara adaptasyon ya da bagisiklik sisteminden kacis gibi 6zellikler kazandirdigini
dugsundurmugtur. Bundan dolayr bu tdr gen gruplari "Ekolojik Adalar" olarak
tanimlanmiglardir. Ekolojik adalar bazen PA ile yliksek oranda dizi benzerligi gésterseler de
virulans o6zellikleri kazandirmamaktadirlar. Horizontal transfer ile kazanilan hareketli gen
gruplarinin hepsinin virulans ile ilgili olmadiklarinin gdsteriimesi ile birlikte, bu gen gruplar
genel olarak "Gen Adalari (GA)" olarak adlandiriimiglardir. GA bazi kaynaklarda; simbiyotik
adalar, saprofitik adalar, ekolojik adalar, direng adalari veya patojenite adalari gibi alt
gruplara ayrilarak tanimlanmaktadir (Kéksal, 2007). PA’larin bir analogu olan SCCmec,
MRSA’lar tarafindan tasinmakta ve metisilin direncinden sorumlu mecA gen dizisini
icermektedir. Ayrica bu genomik adaciklarda, mecA geninden bagka, diger antibiyotiklere

direngten sorumlu genler, insersiyon gen dizileri ve fonksiyonlari henliz tanimlanmamis
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genler yer alir. SCCmec bdlgesi virulans genlerini, bakteriyofajlarla ilgili genleri ve konjugatif
gen dizisini (tra) icermez. Metisiline duyarli S. aureus suslari SCCmec icermemektedirler.
mec geni icermeyen SCC’ler de vardir ve stafilokok turlerinde gen aktarimi i¢in oldukca
uygundurlar. mecA icermeyen SCC’ler daha ¢ok mikroorganizmanin stres durumlarinda
hayatta kalmasina yardimci olan genleri tasimaktadirlar (Katayama vd., 2003a; 2003b).
Bakterilerde antibiyotiklere karsi direng gelisimi, infeksiyon hastaliklarinin tedavisinde
basarisizliklara neden olmaktadir. Diren¢ gelisiminde en 6nemli faktorler, antibiyotiklerin
endikasyonlar disinda yaygin bir sekilde, uygun olmayan doz ve slrelerde kullanimlaridir. Bu
ilaglarin yetersiz doz ve surede kullaniimasi, bakteri kolonizasyonunu arttirmakta ve direngli
suslarin olusumuna neden olmaktadir. Bir antibiyotige karsi diren¢ gelismesi, ayni siniftan

diger ilaglarda da bu soruna yol agmakta ve ¢oklu direng problemine yol agcmaktadir.

2.4 Metisilin Direnci

Penisilin ilk defa 1940 yilinda stafilokok infeksiyonlarinin tedavisinde kullaniimaya
baslanmis ve bdylece stafilokok infeksiyonlarinin morbidite ve mortalitelerinde dramatik bir
sekilde azalma gorilmistir. ilk kez 1944 yilinda ingiltere’de penisiline direncli stafilokok
suslarl rapor edilmeye baglanmistir. Daha sonra stafilokoklarda bir ¢ok antibiyotik direnci
tanimlanmistir (Jolly vd., 1997; Deurenberg vd., 2007). Mikroorganizmalar Urettikleri -
laktamaz (penisilinaz) enzimi ile B-laktam halkasi tasiyan antibiyotiklerin etkilerini inhibe
ederler. Bu durum B-laktam halkasinin amid baginin hidrolizi yoluyla gergeklesmektedir. 3-
laktamazlarin B-laktam halkasindaki amid bagina ulagsmalarini engellemek igin benzilpenisilin
yapisindaki fenoksi grubunun vyerine metoksi grubunun eklenmesi ile metisilin (2,6-
dimetoksifenilpenisilin) sentez edilmistir. Bir penisilin tirevi olan metisilin, B-laktamaz
enzimine direnclidir ve B-laktamaz enzimine direngli antibiyotikler (metisilin, oksasilin,
nafsilin, kloksasilin, dikloksasilin) icerisinde 1959 yilinda ilk Uretilen ve klinikte ilk kullanilan
antibiyotik olmasina ragmen ciddi interstisyel nefrit yapma yan etkisinden dolay klinik
kullanimdan kaldirlmistir. Sadece laboratuvarlarda deneysel amacli kullaniimaktadir.
Metisilinin kullanima girmesinden sadece iki yil sonra Ingiltere’de ilk metisilin direngli
stafilokok rapor edilmistir. /n vitro olarak metisiline direngli bulunan stafilokok suslari, diger -
laktam antibiyotiklere de direncli kabul edilir (Kuwahara-Arai vd., 1196).

Stafilokoklardaki metisilin direnci t¢ farkli mekanizma ile gergeklesmektedir;
1) Kromozomal (intrinsik) metsilin direnci.

2) Asiri miktarda B-laktamaz salgilanmasi.

3) PBP’lerdeki yapisal degisiklikler.
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1) Kromozomal (intrinsik) Metisilin Direnci; en sik karsimiza ¢ikan mekanizmadir. Metisilin
direncinden sorumlu mecA genini tagiyan plazmid ve transpozonlarin bulundugu gen kaseti,
bakteri kromozomuna integre olmaktadir. mecA geninin etkisi ile MRSA suslarinda PBP2' ya
da PBP2a denilen yeni bir PBP sentezlenmektedir. PBP2a 78 kDa agirigindadir ve -laktam
antibiyotiklere karsi PBP’den daha dusuk afinite gostermektedir. Buna bagli olarak 3-laktam
antibiyotikler PBP2a’ya baglanmamakta, bodylece bakteri hiicre duvari icin gerekli olan
peptidoglikan sentezi devam etmektedir (Berger-Bachi ve Rohrer, 2002). Stafilokoklarda
PBP2a sentezinin dizenlenmesinde mecR1 ve mecl adi verilen iki dizenleyici gen 6nemli rol
oynar. Bu genler mecA gen transkripsiyonunu diizenlemektedirler. mecR1 membrana bagh
bir sinyal taslyici protein olan MecR1’i kodlarken mecl transkripsiyonel diizenleyici bir protein
olan Mecl’yl kodlar. MecR1 ve Mecl proteinleri, B-laktamaz tretiminin dlzenleyici proteinleri
olan BlaR1 ve Blal proteinleri ile bliyik oranda benzerlik gosterirler. BlaR1 ve Blal proteinleri
plazmid iligkili, B-laktamaz Uretiminden sorumlu bir gen olan blaZ gen sisteminin dizenleyici
proteinleri olup blaR1 ve blal genleri tarafindan kodlanmaktadirlar. BlaR1 ve Blal proteinlerini
kodlayan genlerin diizenlenmesi mecA sistemi ile ylksek oranda dizi benzerligi gdsterir. Bu
durum mecA sisteminin dizenleyici genlerinin blaZz gen sisteminden gelistigini
dusundurmektedir. Operator bolgelerin benzerligi dolayisiyla Blal proteini, PBP2a uretimini
etkileyebilmektedir (Arede vd., 2012; Zhang vd., 2001). Bu nedenle blaZ geni, BlaR1 ve Blal
proteinleri kontrolinde PBP2a uretimini indukleyebilmektedir. Bu durum bir ¢ok klinik MRSA
susunda gorulmektedir (Arede vd., 2012). B-laktamaz Uretimi induklenebilir 6zellikte
olabilmekte iken PBP2a sentezi normal regllator genlerin varliginda induklenebilir degildir
ancak baz suglarda yuksek metisilin konsantrasyonlarinda PBP2a sentezi bir miktar
induklenebilmektedir (Berger-Bachi ve Rohrer, 2002). Bunun nedeni Mecl proteininin mecA
geni Uzerine olan baskilayici etkisinin, Blal proteinin blaZ geni Uzerine olan baskilayici
etkisinden daha gugli olmasidir. Bunun bir sonucu olarak; mecA geni tasiyor olsa da mecl
ve mecR1 regullator bolgeleri saglam olan suslar, mecl’'nin mecA Uzerindeki baskilayici gen
islevini etkili olarak yapabilmesinden dolayi fenotipik olarak metisiline duyarlidir (Sekil 2.2.).
Bu MRSA izolatlari pre-MRSA olarak adlandinilirlar (Berger-Bachi ve Rohrer, 2002; Arede
vd., 2012).
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Sekil 2.2. B-laktam antibiyotikler varliginda mecR1-mecl-mecR2 tarafindan mecA geninin

indiklenme mekanizmasi (Zhang vd., 2001)

Sk veya uygunsuz antibiyotik kullanimi S. aureus suslarinda kromozomal
mutasyonlara veya mecA gen sisteminde delesyonlara neden olarak baskilayici fonksiyonun
ortadan kalkmasina ve PBP2a’nin devamli Uretilir hale gelmesine neden olabilir (Arede vd.,
2012; Salmenlinna, 2002). Bir baska deyisle; metisilin direnci igin regulatér genlerde
degisiklikler olmasi ve B-laktamaz regulator gen sistemindeki mecA’yr baskilayici genlerin
olmamasi gerekmektedir. Klinik MRSA izolatlarinda mecl ve siklikla da mecR1 bélgelerinde
delesyonlar ya da mecl veya mecA’nin promotor bdlgesinde mutasyonlar gdrilmektedir
(Merlino vd., 2002).

Metisilin direncinin dizenlenmesi; esas olarak mecA ve varsa blaZ genlerinin
dizenleyici-sinyal Uretici sistemleri ile olmaktadir. Bununla birlikte metisilin direncini etkileyen
bagka faktorler de vardir (Berger-Bachi ve Rohrer, 2002; Sancak, 2007). Bu faktorlerden bir
tanesi bakteri hicre duvarinin yapisi ile iligkilidir. PBP2a’'nin optimal etki gdsterebilmesi igin
N-asetil muramik asit (NAM); N-asetil glikozamin (NAG) yapisindaki karbonhidrat yapilarin
belirli uzunlukta olmasi gerekmektedir. PBP2a’nin transglikozidaz bdlgesindeki degisiklikler
peptidoglikan bilesimindeki karbonhidrat yapilarin gerekli uzunluga erisememesine ve
metisilin direncinde belirgin azalmaya neden olur (Sancak, 2007).
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2.5 mecA Geninin Molekiiler Yontemler ile Belirlenmesi

MRSA, hastane kaynakh infeksiyonlarin en énemli etkenlerinden biridir. MRSA’larda
tum B-laktam yapisindaki antibiyotiklere ve ayni zamanda diger grup antibiyotiklere karsi
¢oklu direng gostermektedir. Bu nedenle, metisilin direncinin en kisa slrede dogru olarak
saptanmasi, bu infeksiyonlarin kontrol altina alinmasinda ve tedavisinde dogru antibiyotigin
secilmesinde buyldk 6nem tasimaktadir. Metisilin direncinin heterojen olarak ortaya ¢ikmasi,
klinik mikrobiyoloji laboratuvarinda bu suglarin saptanmasini zorlagtirmaktadir. Bu nedenle
Klinik laboratuvarlarda S. aureus izolatlarinda metisilin direncinin saptanmasinda disk
difuzyon, oksasilin disk difuzyon yontemi, sefoksitin disk difizyon yontemi, sivi mikrodilisyon
yontemi, agar tarama, e-test yontemi, lateks aglutinasyon ve kromojenik yontemler gibi

cesitli ydontemler kullaniimaktadir (Swenson ve Tenover, 2005).

Gunumuzde erken taniya yonelik 6zel testler ve molekuler yontemler gibi modern ve
hizli tani yontemleri 6nem kazanmaktadir. Metisilin direncinin saptanmasinda mecA geninin
molekller yontemlerle saptanmasi altin standart olarak kabul edilmektedir. Ancak bu
yontemlerin klinik laboratuvarlarda uygulanmasi oldukga zor ve pahalidir. MRSA izolatlarinda
mecA geninin PZR temelli yontemlerle arastiriimasi yaygin olarak kullanilsa da mecA geni
bulunan, ancak bunu eksprese etmeyen duyarli suslarin bulunabilecedi unutulmamahdir
(Velasco vd., 2005; Elsayed ve Elbestawy, 2008). Farkli ¢evrelerde, mikrobiyal cesitliligin
identifikasyonunda molekuler tekniklerin  hizli  ve guvenililirliginin  ylksek oldugu
go6rilmektedir. Organizmalarin tanimlanmasinda, DNA veya RNA’larinin bazi benzersiz
kisimlari kesin bilgi saglamaktadir (Malik vd., 2008). Diger taraftan PZR ve 16S rRNA analizi
gibi nikleik asit teknolojisindeki son gelismeler, bakterilerin genotip analizleri i¢in yeni
metodlarin kullaniimasina yol agmistir. 16S rRNA karsilastirmali analizleri, son derece
korunmus dizilerin degisken dizi bolgeleri ile i¢ ice oldugunu gdstermektedir. Degisken
boélgelerin analizleri, filogenetik ve evrimsel iligkilerin belirlenmesine izin vermektedir (Rogers
vd., 2007). Mikroorganizmalarin tanimlanmasinda korunmus ya da degisken olan boélgeler,
PZR ile DNA amplifikasyonuna yonelik primer i¢in hedef olarak kullanilabilmektedir. Floresan
in situ hibridizasyon (FISH), floresan boyalarla isaretlenen, tamamlayici DNA'ya, bu DNA
dizilerinin yerlesimini gorebilmek igin hibridizasyona ugrayan veya baglanan tek zincirli DNA
(prob) kisa dizilerini gerektiren bir yontemdir. Belirli bir kromozomal bdlgenin veya DNA
kesiminin FISH yontemi ile gortindr hale gelebilmesi igin kullanilan problarin 5' ucu florosan
ya da sulfoindosiyanin (Cy3, Cy5) gibi fluorokrom boyalar ile isaretlenmekte ve isaretlenen
oligonukleotid problar hicrelere girerek spesifik olarak komplementer hedef sekanslar ile
hibridize olmaktadirlar. Yani eksojen olarak reaksiyona sokulan isaretli nikleotid, prob

DNA’sindaki uygun nukleotid ile yer degistirir. Prob isaretlendikten sonra lam/lamel Uzerine
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fikse edilen metafaz ve/veya interfazdaki proteinler uzaklastirlir, ¢ift sarmal halde bulunan
gerek prob gerekse hedef DNA’lar denatiirasyon ile tek zincir haline getirilir. Onceden
isaretlenmis prob ile spesifik eslesmenin olacadi uygun kosullarda genomik DNA hibridize
edilir. Floresan isaretli prop hibridize oldugu zaman kromozomlar floresan boyadan yayilan
IS1Igin belirli bir dalga boyunda absorblanmasi ile gorinir hale gelirler. Bu hibridizasyon
sinyalinin ve bu prob ile hibridize olan DNA segmentinin lokalizasyonu daha sonra
epiflooresan mikroskobu ya da konfokal lazer taramali mikroskobu (CLSM) ile belirlenir
(Sekil 2.3) (Manz vd., 1992). Bu teknik ile bakteriler dogal habitatlarinda kultlire edilmelerine
gerek kalmaksizin floresan mikroskobu kullanilarak saptanabilmektedir. Bdylece kulture
edilemeyen bakterilerin tanisina ve takibine de olanak saglamaktadir. Nukleik asit
amplifikasyon ve FISH yontemleri hizli ve guvenilir testler olup, duyarlihk ve 6zgullukleri
oldukga yuksektir. Tani igin az miktarda klinik materyal gerektirmeleri ve klinik materyallerde
bulunan inhibitér maddelerden etkilenmemeleri nedeniyle izolasyonlari, Uretiimeleri veya
identifikasyonlari ¢ok zor olan bakteriyel ve viral ajanlarin belirlenmesinde buylk yararlar
saglamaktadirlar. Ayrica bu teknikler genellikle otomotize veya yari otomotize sistemler
halinde olduklari i¢in personel hatalari ve laboratuvar enfeksiyonlarini minimal dizeye
indirgemektedir (Ibrahem vd., 2009). FISH teknigi hiicre ekstraksiyonu ve fiksasyon iglemleri
ile gerceklestiriimektedir. Hibridizasyon ve bir sonraki ylkama asamasinda optimizasyonu
saglamak icin sicaklik, NaCl ve formamid konsantrasyonlari belirlenmelidir. Bu kosullar
probtan proba degismekte olup optimal kosullar probun hedef bdlgeye baglanmayi ve
spesifik olmayan baglanmalari minimuma indirmeyi saglamaktadir (Amann ve Fuchs, 2008).
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Sekil 2.3. FISH metodu (Amann ve Fuchs, 2008)
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3. GEREG ve YONTEM

3.1 Metisilin Direngli Bakterilerin Biyokimyasal Testleri

Daha 6nce TUBITAK tarafindan desteklenen 111T045 nolu proje kapsaminda
Kirikkale il sinirlari icerisinden gegen Kizilirmak’in 12 farkli bélgesinden 2011-2012 vyillari
arasinda Ucer aylik periyotlar ile alinan su 6Orneklerinden izole edilmis metisilin direncli
bakterilerin hazirlanmig olan stok kulturleri kullanilarak biyokimyasal testleri yaplimigtir.
Oncelikle %7 koyun kanl agar, mannitol salt agar ve MacConkey agar ortamlarina ekilen
suglar 37°C’de 24-48 saat inkube edilmistir. Daha sonra Ureyen mikroorganizmalarin
makroskobik olarak koloni morfolojileri, pigment ve hemoliz 6zellikleri, Gram boyama ve
biyokimyasal 6zellikleri (API 20 NE) incelenmisgtir.

3.2 Antibiyotik Duyarlik Testleri

Kullanilan antibiyotiklerin ¢ogunluguna karsi direngten sorumlu genlerin, siklikla
disardan alinan mobil genetik elementlerle iligkili olduklari bilinmektedir. Aktarilabilir ilag
direnci ilk olarak ellili yillarin sonlarinda saptanmistir. O tarihten beri direng genlerini tasiyan
¢ok sayida plazmid ve transpozon tanimlanmistir. Plazmidlerin zerinde ¢ogunlukla bir veya
daha fazla antibiyotige direng genleri bulunmaktadir. izole edilen bakterilerin Oksasilin,
sefoksitin antibiyotik duyarlilik testleri Kirby-Bauer disk difizyon ydntemi ile muller hinton
agarda Clinical Laboratory Standarts Institute (CLSI, 2006) kriterlerine gore yapilacak ve
sonuglar CLSI  standartlarina  gbére  degerlendiriimigtir.  Antibiyogram  sonucu
mikroorganizmalar, standart antibiyotik disk tablosinde verilen inhibisyon zon ¢apina gore
antibiyotik direngli (R) veya duyarli (S) olarak siniflandiriimistir.

3.3 Bakteriyel Kiiltiirden Genomik DNA izolasyonu

izole edilen metisilin direngli bakterilerden kromozomal DNA izolasyonu Cutting ve
Horn (1990) protokoliine gére yapilmistir. 15 mL luria bertani sivi besiyerine tek koloniden
ekim yapilip 150 rpm’de 37°C’de 1 gece inkibe edilmistir. Bir gecelik bakteri kilturleri 1.5
mL’lik epondorf tiplere koyularak 10.000 rpm’de santrifijlenmistir. Ust kisim
uzaklastirildiktan sonra pelletler 567 pL TE tamponu igerisinde mikropipet yardimiyla
¢bzundurulerek Uzerlerine 30 pL SDS ve 3 pL proteinaz K c¢ozeltileri eklenerek
vortekslenmigtir. 37'C'de 1 saat bekletilen hiicrelere 100 ML NaCl ekleyerek tekrar
vortekslenmistir. 80 uL CTAB/NaCl ¢dzeltisi ekledikten sonra tlpler vortekslenip ve 65 C'de

10 dk tutulmustur. Taplerin Gzerine esit hacimde kloroform/izoamil alkol eklenerek tekrar
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vortekslenmigtir. 10.000 rpm’de 5 dk santrifijlenen taplerin st fazlari, temiz satrifij tlplerine
alip ve esit hacimde fenol/kloroform/izoamilalkol karisimindan ekleyerek vortekslenmistir.
10.000 rpm’de 5dk santrifuj edildikten sonra Ust fazlar dikkatlice temiz tiplere alinarak ve 0,6
hacim izopropanol eklenmistir. Ardindan DNA c¢oklnceye kadar tlpler vortekslenip 15.000
rom’de 10 dk santriftjlenmistir. Taplere 50 yL %70 etanol eklenerek DNA’lar yikanip tupler
hemen ters cevrilip alkol uzaklastinimistir. Tlpler agzi agik durumda oda sicakliginda bir
sure (10-15 dk) veya 60'C'de birkac dk bekletilerek alkoliin tamamen ugurulmasi
saglanmistir. Pelletlerin Gzerine 50-100 yL TE tamponu ekleyip tlplere parmakla yavasca
vurularak DNA’lar ¢ozdurilip, DNA safligi Qubit Fluorometre cihazi (Invitrogen) ile
Olcllmustar. Her jelde molekiler marker olarak Lambda DNA / EcoRI + Hind 1l kullanilp,
DNA %0.7’lik agaroz jelde (w/v) 80 voltta 3 saat boyunca elektroforezde yuratilen jel,
etidyum bromdurle boyanarak UV altinda gorunttlenmistir. Marker DNA boyutlari ile érnekler

kiyaslanarak, molekuler agirliklar hesaplanmistir.

3.4 mecA Geninin Varliginin PZR ile Tesbiti

Fenotipik yontemlerle metisilin direngli oldugu anlagilan suglarda mecA geninin varligi
PZR yontemi kullanilarak arastiriimistir. mecA geninin amplifikasyonu i¢cin mecA P4F 5'-
TCCAGATTACAACTTCACCAGG-3 ve mecA P7R 5-CCACTTCATATGTTGTAGG-3
primer ¢ifti kullaniimistir (Compernolle vd., 2007). 1.5 mM MgCl, 5X Taq buffer, 200 uM
dNTP karigsimi, 1.5 mM MgCl,, 20 pmol primer, (2.5U/uL) Tag DNA polimeraz (Fermantas),
saf su ve 5 uL (100 ng) kalip DNA (genomik DNA) eklenerek toplam 50 pL reaksiyon
karisimi hazirlanip PZR tupleri thermal cycler cihazina (Bio-Rad T-100, USA) yerlestiriimigtir.
Reaksiyon karigimina, baslangigta 92°C’de 5 dakika ve her bir dongu igin 95°C’de 30 saniye
denatlirasyon, 55°C’de 45 saniye primer baglanmasi, 72°C’de 30 saniye primer uzamasi
basamaklarini igeren 35 déngu ve 72°C’de 3 dakika son uzama basamaklari uygulanmigtir
(Buntaran vd., 2013). Tim PZR Urlnleri, %1 agaroz jele her drnekten Her bir érnek igin 5 uL
PCR dUrunlerine 1 pyL miktarinda 6x loading dye ilave edilerek elektroforezde 80 V 1 saat

boyunca yuartttlmastir.

3.5 Bakterilerde PBP2a Proteini Analizi

mecA gen varligi tespit edilen metisilin direncli bakterilerde metisilin direngliliinden
sorumlu olan PBP2a protein varliginin gosteriimesine yonelik caligmalar Kim vd. (2012)
tanimladiklari metoda gére yapiimistir. 100 mL’lik Luria Bertani (LB) sivi besiyerine mecA

pozitif bakterilerin ekimleri yapilarak 30°C’de 18-24 saat inkiibe edilmistir. inkiibasyondan
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sonra kulturler 10 dk 8000 g’de santrifijlenerek besiyeri uzaklastiriimistir. Pellet kismina 400
ML lizis buffer eklenerek pipetaj yapilmistir. 3 mL lizis buffer i¢in 30 yL PMSF, 30 uL sodyum
orthovanadate, 45 pL proteaz inhibitor koktail oranlari kullaniimistir (Protease Inhibitor
Cocktail Tablets (Invitrogen, UK.) Lizis buffer PMSF kararsiz oldugu icin falkona eklenmeden
hemen 6nce hazirlanir, 1s1ga duyarhdir. Lizis buffer icinde falkonlar 30 dk, buz ustinde,
karanlikta bekletilmistir. Her 7.5 dk’da bir kisa vorteks yapilmistir. Siire bitiminde falkondaki
¢ozelti 1.5 mL ependorf tlplere aktariip +4°C’de 10 dk 10000 g'de santriflij edilmigstir.
Slipernatant etiketlenmis tiiplere alinip -20°C’de alikotlanarak saklanmistir. Ornekler (izerine

50 uL 6rnek tamponu ekleyip elektroforezden édnce 100°C’de 5 dakika bekletilmistir.

3.5.1 Sodyum Dodesil Sulfat Poliakrilamid Jel Elektroforezi (SDS-PAGE)

izole edilen dis membran proteinlerinin konsantrasyonlari Quick Start BSA Standart Kit
(Bio-Rad, USA) ile belirlendikten sonra, analiz igin %4’lUk dengeleyici ve %12’lik ayirici jel
kullanilarak sodyum dodesil silfat poliakrilamid jel elektroforezi (Bio-rad, Mini Protean Tetra
System) yapilmistir (Achtman vd., 1983).

3.5.2 Ayirma Jelinin Hazirlanmasi

16.7 mL %30’luk akrilamid/bis akrilamid, 19.8 mL distile su, 12.5 mL 1.5 M Tris-HCI
(pH 8.6), 500 pL %10'luk APS (amonyum persdlfat), 500 pyL %10’luk SDS birbirine iyice
karistirildiktan sonra 30 uL TEMED (N,N,N’,N’-Tetrametil etilen diamin) ilave edilerek, 1 mm
araligina sahip iki jel cami arasina hizl bir sekilde dokulmustar. Jelin st kismi batanol ile

kaplanarak polimerize olmasi igin bekletilmigtir.

3.5.3 Dengeleyici Jelin Hazirlanmasi

3.4 mL %30’luk akrilamid/bis akrilamid, 13.6 mL distile su, 2.5 mL 1 M Tris-HCI (pH
6.8), 200 uL %10’luk APS ve 200 mL %10’luk SDS birbiri ile iyici karistirildiktan sonra 20 pL
TEMED ilave edilmistir. Bu karisim polimerize olan ayirma jelinin Gzerindeki butanol distile su
uzaklastirildiktan sonra ayirma jeli Uzerine dokulmustur. Tarak yerlegstiriimis ve polimerize
olmasi igin bekletilmistir. Polimerizasyonu takiben tarak g¢ikariimig, kuyucuklar elektroforez
yuritme tamponu ile yikandiktan sonra tanka sabitlenmis ve elektroforez diizenegi yuritme
tamponu ile doldurulmustur. Orneklerden 20 uL kuyucuklara yiiklenmis ve 80 mA’'de yaklasik
150 V’ta ortalama 30 dakika yuaruttilmastir. Elektroforez islemi tamamlandiktan sonra jeller
tespitleme c¢oOzeltisi icerisinde 1 gece bekletilmistir. Tespitleme isleminden sonra jeller
boyama ¢o6zeltisinde ortalama 1 guin bekletilerek boyanmistir. Daha sonra jeller distile su ile
20 dk araliklarla yikanarak, fotograflar karanlik odada isikli beyaz tabla tzerinde gekilmistir.
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Marker olarak Color Plus Prestained Protein Marker (New England BioLabs, UK), PBP2a’nin
belirlenmesinde metisilin direngli S. aureus ATCC33591 ve metisilin duyarli S. aureus

ATCC25922 suslar pozitif ve negatif kontrol olarak kullaniimistir.

3.6 Western Blot Analizi ile PBP2a’nin Belirlenmesi

PBP2a proteininin Western Blot analizi icin érnekler (30 ug) SDS-poliakrilamid jellere
yuklenerek elektroforeze tabi tutulmustur. Proteinler polivinilidin diflorir (PVDF) membrana
Trans Blot PVDF/Nitrocellulose Starter Kit (Bio-Rad, USA) kullanilarak Trans-Blot Turbo
System (Bio-Rad, USA) blotting cihazinda dretici firmanin talimatlarina gbre transfer
edilmistir. Transfer tamamlandiktan sonra membranla antikorlar arasindaki spesifik olmayan
baglanmalari en aza indirmek igin membran,% 5 bovin serum albumin igeren tris- buffer salin
¢ozeltisinde (TBS) 4°C’de 1 gece birakilarak blokaj uygulanmis ve membran % 0.05 tween
20 (TBS-T) iceren TBS ¢ozeltisi ile 3 kez yikanmistir. Ardindan PVDF membran 2 saat oda
sicakliginda 1:1000 oraninda TBS-T c¢ozeltisyle seyreltiimis rabbit anti-PBP2a primer
antibodi (RayBiotech, USA) ile inkibe edilmistir. inkiUbasyon sonrasi membran TBS-T
¢cozeltisi ile yikanarak 1:10000 oraninda TBS-T c¢oOzeltisinde seyreltiimis goat anti-rabbit
immunoglobulin G (19gG), (H+L) horseradish peroksidaz (HRP)-konjuge sekonder antibodi
(Milipore, USA) ile 2 saat oda sicakliginda inkibe edilmistir. 3 kez yikkanan membran, HRP
Conjugate Substrate Kit solusyonu (Bio-Rad, USA) ile Uretici firmanin talimatlarina goére
protein bantlari goérilene kadar bekletilmistir. Western blot analizinde Marker olarak
Precision Plus Protein WesternC Standards (Bio-Rad, USA) olarak kullaniimistir. Sonuglar
metisilin direngli S. aureus ATCC33591 ve metisilin duyarli S. aureus ATCC25922 suslari

pozitif ve negatif kontrol olarak kullanilarak degerlendirilmigtir.

3.7 16S rRNA Sekans Analizi ile identifikasyon

16S rRNA orneklerini amplifiye etmek icin standart 16S rRNA gen sekansina
(GenBank) gore sentezlenmis olan iki evrensel oligonukleotid primer cifti, 27 F forward
primer: 5'-CCGAATTCGTCGACAACAGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3’; ve 1492 R reverse
primer: 5'-CCCGGGATCCAAGCTTACGGCTACCTTGTTACGACTT-3" kullaniimigtir (Lane
vd., 1985). PZR amplifikasyonunda toplam hacmi 100 uyL PZR karigimi igin 10 pL
kromozomal DNA (100 ng), 5 yuL 16S forward primer (20 pmol), 5 yL 16S reverse primer (20
pmol), 4 yL 5 mM 4 dNTP karisimi, 4 yL 50 mM MgCl,, 10 yL 10x Taq Buffer (Tag DNA
polymerase igeren), 61.5 pL steril distile su, 0.5 pL (2.5U) Tag DNA polimeraz karistirihp
santrifijlenmigstir. TUplerin thermal cycler da 30 déngu icin izlenen prosedir su sekildedir. 5
dk 95°C de 6n isitma, 95°C'de 30 sn 30 dongu denaturasyon, 30 sn 55°C’de primerlerin
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baglanmasi, 2 dk 72°C’de uzama ve 10 dk 72°C’de zincir sentezinin gerceklestiriimesi
seklindedir. Suslarin 16S rRNA bdlgeleri PZR’da ¢ogatildiktan sonra %1’lik agaroz jelde
yuratilmastdr. 100 bp Plus DNA Ladder marker olarak kullaniimigtir. PZR UrGnleri jelde
goérintilendikten sonra sekans analizi yapilana kadar -20°C’de saklanmistir (Ramaiah ve
Vardanyan, 2008). izole edilen bakterilerin PZR ile 16S rRNA gen sekans analizi hizmet
alimi yolu ile yapilmistir. Elde edilen niikleotid sekanslari, National Center of Biotechnology
Information’in  internet  sayfasindaki  (http://www.ncbi.nim.nih.gov) Blast programi
dogrultusunda NCBI GenBank, EMBL ve Ribosomal Database Project (RDP)’de yayimlanan
sekanslarla kiyaslanmistir. izole edilen civa direngli bakterilerin filogenetik agaclari, 16S
rRNA sekans dizileri kullanilarak Mega 5.2 programinda neighbour-joining metodu ile
gizilmistir. Olusturulan soy agaclari ile izolatlarin birbiriyle yakinlk dereceleri ortaya
koyulmustur.

3.8 Yag Asiti Metil Esteri Analizi (FAME) ile identifikasyon

Bu analiz ile metisilin direncli bakteriler yine molekiler diizeyde identifiye edilmesi
amaclanmistir. izolatlarin yag asiti analizleri i¢in gerekli olan tim kimyasallar ve uygulama
prosedurleri Mikrobial Identification System (MIS) (Microbial ID Inc. Newark De) kullanma
klavuzuna goére hazirlanmistir. Prosedure uygun olarak hazirlanmig ve gerekli saflagtirma
islemlerine tabi tutulmus 6rnekler Mikrobial Identification System (MIS) (Microbial ID Inc.
Newark De) cihazina yerlestirilerek Gaz kromotografi cihazinda CLIN 50 kutuphanesi
kullanilarak analiz edilmistir (MIDI, 2001). Analize alinacak ornekler triptik soy agara ekilerek
35C'de 24 saat inkiibe edilmistir. inkiibasyondan sonra gelisen hiicreler steril cam tiiplere
O0ze ile 40 mg olacak sekilde tartilarak ilk asamada saponifikasyonla hicresel lipitlerin
parcalanip, yag asitlerinin serbest kalmasi saglanmistir. Bunun igcin 40 mg érnek bulunan
tiplerin Uzerine 1. ¢bzeltiden 1 mL ilave edip 5-10 saniye vortekslenmistir. 100°C'lik su
banyosunda 5 dakika tutulduktan sonra tekrar vortekslenip ve daha sonra tekrar 100 C'lik su
banyosunda 25 dakika tutulmustur. ikinci basamakta yag asitlerin metilasyonu saglanmis,
serbest yag asitlerine ester badlariyla metil eklenmis ve yagd asidi metil esterler elde
edilmistir. Bunun igin, 100 C'lik su banyosundan ¢ikarilan tiplere 2. ¢ozeltiden 2 mL ilave
edilip ve 5-10 saniye vortekslenerek 80 C'lik su banyosunda 10 dakika tutulmustur. Ugiincii
basamak olan saflastirma basamaginda sogutulan tiplerin Uzerine 3. ¢ozeltiden 1.25 mL
ilave edilip ve 10 dakika karistirimistir. Bu basamak sonunda tlplerde altta asidik, Ustte
organik sivi faz olmak Uzere iki faz gézlenmektedir. Tuplerdeki asidik faz pastor pipeti ile
uzaklastirihp, yag asidi metil esterleri, asidik fazdan ayrisarak organik faz bolgesinde
toplanarak organik faz muhafaza edilmistir. Son basamakta ise tuplerin Gzerine 4. ¢ozeltiden
3 mL ilave edilip ve 5 dakika karistirilmistir. Boylece serbest yag asidi metil esterlerinin saf
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olarak elde edilmesi saglanmistir. Tlplerde gbzlenen Ust faz pastor pipeti ile 2 mL’lik viallere

alinmigtir.

3.9 Floresan in situ Hibridizasyon (FISH)

FISH, hicre ekstraksiyonu ve fiksasyon islemleri ile gergeklestiriimektedir.
Hibridizasyon ve bir sonraki yikama asamasinda optimizasyonu saglamak icin sicaklik, NaCl
ve formamid konsantrasyonlari belirlenmelidir. Bu kosullar probtan proba degismekte olup
optimum kosullar probun hedef bdlgeye baglanmayi ve spesifik olmayan baglanmalari
minimuma indirmeyi saglayan bir tekniktir. Bu projede mecA geni tasiyan suglarin
populasyonlarindaki mevsimsel degisiklikler ise mecA hedefli floresan isaretli oligonukleotid
problar kullanilarak FISH yontemi ve goruntu analizi mikroskopu ile takip edilmistir. Boylece
ylzey sularinda mecA geninin S. aureus diginda baska bakterilerde de bulunup bulunmadigi
ve mecA spesifik prob ile metisilin direngli bakterilerin ylizey sularinda takibinin yapilmasinin
uygunlugu belirlenmis olacaktir. Daha énce TUBITAK tarafindan desteklenen 111T045 nolu
proje kapsaminda Kirikkale il sinirlari igerisinden gegen Kizilirmak’in 12 farkli bdlgesinden
2011-2012 yillari arasinda Uger aylik periyotlar ile alinan su ornekleri toplanmis ve % 4
paraformaldehid ile 0.13 M NaCl, 7 mM Na,HPO, ve 3 mM NaH,PO, igceren PBS
tamponunda (pH 7.2) + 4°C’de 24 saat sureyle fikse edilip, 1:1: oraninda etanol (% 100) -
PBS ile siispanse edilmistir. Ornekler etiketlenerek FISH igin -20°C’de saklanmigtir (Hoshino
vd., 2008). Fiksasyon hicrelerin morfolojisini korumak, nukleik asit kaybini énlemek ve
probun hcre icine girisini kolaylastirmak icin yapilmakta ve fikse edilen hicreler uzun stre
bozulmadan saklanabilmektedir. Fikse edilen su ornekleri kullanilarak mecA gen bdlgesi
tasiyan metisilin direncli bakteriler tespit edilmistir. In situ uygulamada hedef olan hicreler ile
hibridizasyonu gercgeklestirmek igin, pozitif kontrol EUB338, EUB338 II, EUB338 Ill problari,
negatif kontrol olarak NONEUB (NON338) probu ve metisilin direncini kodlayan mecA gen
bélgesine yonelik olarak Uhl vd. (2006) tarafindan type-l SCCmec kromozom bdlgesini
iceren S. aureus NCTC10442 (Genbank accession number AB033763) susundan dizayn
edilen mecA I-1l ve 1l problari kullaniimistir (Tablo 3.1). Bazi mikroorganizmalar
kendiliginden otofloresans vermektedir. Ayrica ortamda bulunan boya kalintilari da gergek
pozitifligin ayriminda sorun yaratabilir. FISH calismalarinda hedef bdlgeye ydnelik probu
kullanmadan 6nce pozitif ve negatif kontrol problari ile hibridizasyon ¢alismalarinin yapiimasi
da otofloresans sorununu ¢o6zebilmektedir. TUm problar 5'ucundan fluorescein
isothiocyanate (FITC) ile isaretlenmigtir (Alpha DNA, Montreal, Canada) ve Tris-Edta
¢ozeltisi ile konsantarsyonlari 50 ng/uL olacak sekilde sulandirilip —20°C’de saklanmistir.
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Tablo 3.1. FISH icin kullanilan oligonikleotid problar

Prob Hedef gen/ Sekans (5'—>3') Baz GC Tm Referans
organizma uzunlugu (%) (C°)
(bp)

mecA | mecA gene GTGGAATTGGCCAATACAGGAACAGCATA 29 76.6  84.0  Uhlvd., 2006
mecA II mecA gene GAGATAGGCATCGTTCCAAAGAATGTA 27 732 76.0  Uhlvd., 2006
mecAlll  mecA gene AGATCTTATGCAAACTTAATTGGCAAATCC 30 727 80.0  Uhlvd., 2006
EUB338 Most Bacteria GCTGCCTCCCGTAGGAGT 18 66.7 55.0 Amann vd., 1990
EUB3381l Planctomycetales GCAGCCACCCGTAGGTGT 18 66.7 550  Daimsvd.,1999
ﬁluasss Verrucomicrobials  GTCGCCACCCGTAGGTGT 18 66.7 550  Daimsvd. 1999
NONEUB  Negative control ~ ACTCCTACGGGAGGCAGC 18 66.7 550  Wallnervd.1993

Tm, erime sicaklig1

27-30 bp uzunlugunda olan mecA I-ll ve Il problari, mecA geni tasiyan
paraformaldehid ile fikse edilmis kultrler ile hibridize edilerek mecA gen spesifitesi ve
optimum hibridizayon kosulari bakimindan degerlendirilmistir. Metisilin direnci belirlenmis bir
S. aureus ATCC33591 (mecA pozitif) pozitif kontrol olarak, labaratuvarimizda var olan ve
metisilin direnci géstermeyen S. aureus ATCC25922 (mecA negatif) ve E. coli DH5a suglari
da negatif kontrol olarak kullaniimigtir. Bittin hibridizasyonlar Amann protokoli esas alinarak
yapilimistir (Amann, 1995). Fiske edilmis bakteri stispansiyonlarindan 1-3 uL lamlarin tzerine
yayllarak 45°C’de 30 dk kurutulmustur. Ardindan lamlar sirayla % 50, 80 ve 96’lik etanol
serisinden sirayla gegirilip (3’er dk sureyle) lamlar tekrar oda sicakliginda kurutulmustur. 0,9
M NacCl, 20 mM, Tris-HCI (pH 7.2), 10 mM EDTA, % 0,001 SDS ve farkl konsantrasyonlarda
formamid iceren 9 pL hibrizasyon tamponu ile 1 pL prob solisyonu (50 ng/pL) ve 1 uL DAPI
(200 ng/uL) lamlarin Gzerine yayllmistir. DAPI, DNA’ya baglanan floresan bir boyadir ve hem
canli hem de fikse 6rnekleri boyamada kullanilir. DAPI ile boyama sonucu 6rnekte bulunan
toplam hiicre sayisi belirlenebilmektedir (Amann vd., 1997). Lamlar 48°C’de 15 dk sireyle
isitilmis 50 mL yikama tamponuyla (0,9 M NaCl, 20 mM, Tris-HCI (pH 7.2), % 0,001 SDS
iceren) yikanip bidistile su ile ylkama tamponu uzaklastiriimistir. Manz ve arkadaslarina gére
hibridizasyon sikligi kademeli olarak hibridizasyon tamponuna % 5 (v/v) konsantrasyonda
formamid eklenmesiyle arttinimistir. NaCl konsantrasyonu hibridizasyon tamponunda

kullanilan formamid konsantrasyona gére ayarlanmistir (Manz vd., 1992).
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3.9.1 Floresan Goriintiileme

mecA geni tasiyan bakterileri gérintlilemek icin Leica DM 5000B model (Leica
Microsystems, Wetzlar, Germany) dijital kameralh (DFC300FX, Leica Microsystems)
floresan mikroskopu ile Leica QWin Plus bilgisayar programi kullaniimisgtir. Gérantualer CCD
dijital kamera ile 100x buyutme kullanilarak elde edilmistir. FITC ve DAPI boya sinyallerini
analiz etmek icin sirasiyla uygun optik filtre setleri 13 ve A (Leica) kullaniimistir. Yikama
isleminden sonra havada kurutulan preparatlarin Gzerine 6zel bir solisyon (citifluor veya
antifade sollisyon) damlatilarak (genellikle 1-5 pL) lamel kapatiimistir ve ardindan floresan
mikroskobunda incelenmistir. Citifluor veya antifade sollisyon kullanilan floresan boyalarin
solmasini énlemek icin kullanilmaktadir (Amann, 1995). Uc replika gerceklestiriien FISH
uygulamalarinda her preparattan cekilen 10 gérintinin DAPI ve FITC piksel alanlar ve

ortalamalari belirlenerek mecA geni tasiyan bakterilerin bakteri populasyon yogunluklari,

FITC gorintii piksel alam

mecA geni tasiyan bakterilen biyokiitlesi (%) = DAPI gorinti piksel alam:

esitliginden % biyokutle olarak hesaplanmistir (Li vd., 2007). Bu hesaplamalardan énce FISH
goruntulerinden, otofloresans ve artefaktlar ve boya kalintilarini uzaklastirmak igin negatif
kontrol probunun (NON338) piksel alanlar c¢ikariimistir. mecA geni tasiyan bakterilerin
biyokutle ylzdeleri (%) mecA problari ile alinan sinyal goruntilerine gére belirlenirken, DAPI
ile boyama sonucu elde edilen goérintilerden de alanda bulunan toplam hicre sayisi
belirlenmigtir. mecA probu icin optimum kosullar belirlendikten sonra tger aylik periyotlarla
toplanmis ve fikse edilmis olan su drnekleri kullanilarak mecA geni tasiyan bakterilerin

mevsimsel populasyon yayilim profili gikarilmistir.

3.9.2 istatistiksel Analizler

mecA geni tasiyan bakterilerin mecA problari ile optimum hibridizasyon kosullarini
belirlemek i¢in yapilan FISH uygulamalari sonucu elde edilen biyokitle yizde oranlarinin
ortalama ve standart sapma degerleri Origin Pro 8.5 programi (OriginLab
Corporation,Northampton, Massachusetts, USA) kullanilarak hesaplanmistir. Bulgular, % 95
guvenilirlik araligr ve (p<0.05 significance level) anlamhlik dizeyinde degerlendiriimis ve

p<0.05 icin sonuglar istatistiksel olarak anlaml kabul edilmigtir.
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4. BULGULAR ve TARTISMA

4.1 Metisilin Direngli Bakterilerin Biyokimyasal Testleri

Daha 6nce TUBITAK tarafindan desteklenen 111T045 nolu proje kapsaminda
Kirikkale il sinirlari icerisinden gegen Kizilirmak’in 12 farkli bélgesinden 2011-2012 vyillari
arasinda ucer aylik periyotlar ile alinan su 6rneklerinden izole edilmis bakterilerin metisilin
direncinin belirlenmesinde antibiyogram duyarlilik testi yapiimis ve sonuclar degerlendirilip
metisilin direnci olan bakterilerin stok kulturleri hazirlanmistir. Proje kapsaminda metisilin
direngli olarak belirlenen 12 sus sirasiyla Al11, Ba01, Co11, Li12, SDS6, SDS10-2, SDS10-
3, SDS8, SDS4, SDS7, SDS10 ve SDS11 olarak kodlandiktan mikrobiyolojik ve biyokimyasal
testleri yapilmistir. Oncelikle % 7 koyun kanli agar, mannitol salt agar ve MacConkey agar
ortamlarina ekilen suglar 37°C’de 24-48 saat inklbe edilmistir. Daha sonra Ureyen
mikroorganizmalarin makroskobik olarak koloni morfolojileri, pigment ve hemoliz 6zellikleri,
gram boyama ve biyokimyasal 6zellikleri APl 20NE (Biomerieux) kiti kullanilarak yapilmis ve
sonuglari Tablo 4.1’de verilmistir.

Tablo 4.1. Metisilin direncli suslarin biyokimyasal ve morfolojik 6zellikleri

Biyokimyasal

ozellikler Al11 Ba0l1 Coll Lil2 SDS6 SDS10-2 SDS10-3 SDS8 SDS4 SDS7 spbsio SDS11
Koloni rengi Sari Sari Sari Sari Beyaz Beyaz Beyaz Beyaz Beyaz - Beyaz Beyaz
Gram boyama + + + + - - - - - - - -
Hucre morfolojisi Kok Kok Kok Kok Basil Basil Basil Basil Basil Basil Basil Basil
Katalaz + + + + + + + + + + + +
Oksidaz - - - - + + + + + + + +
Kazein - - - -
Jelatin - - - - + + + + + + + "
indol - - - - - - . } - . _ .
Nisasta - - - - - - - - - - _ R
Sitrat - - - - + + + + ¥ ¥ + "
Ureaz - - + - - - B, } . . _ .
Hemoliz + + + + + + + + + + + +
Laktoz + + + + - - - - - - R
D-Glukoz + + + + + + + + + + + +
inositol - - - - - - - _ B
L-Arabinoz - - - - - - - - - - - R
D-Mannitol + + + + - - - - - - - -
Maltoz + + + + - - - - - - - -
D-Mannoz + + - + - - - - - - - -
Sukroz + + + + - - - - - - - -
L-ramnoz - + + + + + + + +
Lizin dekarboksilaz - - - - - - - - - - R .
Arjinin dihidrolaz - - - - + + + + + + + +
Beta-galaktosidaz + + + + - - - -
Ornithin - - - - - - - - - + _ R
dekarboksilaz
N-asetilglukozamin + + + + - - - - - - - -
H,S - - - -
Nitrat rediiksiyonu + + - + + + + + + + + +
Eskulin + + + + + + + + + + + +

(+); pozitif, (-); negatif
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4.2 Antibiyotik Duyarlik Testleri

izole edilen bakterilerin antibiyotik duyarlilik testi olarak Clinical and Laboratory
Standards Institute (CLSI) dnerileri dogrultusunda disk diflizyon testi kullanilmigtir. Suslarin
metisilin direngliliklerinin aranmasinda her bir susun taze kulttrlerinden 0.5 McFarland
standardina goére suspansiyon hazirlanarak steril ektivyon ile %4 NaCl iceren Mueller-Hinton
agar besiyerine ekim yapilmigtir. Petriler oda isisinda 5-10 dakika bekletildikten sonra,
besiyerinin ylzeyine 1 pg’lik oksasilin ve 30 ug’lik sefoksitin diskleri yerlestirilip 35°C’'de 24
saat inkiibe edilmistir. inkiibasyon sonrasi sonuglar, CLSI (2006) standartlarina gére
degerlendirilmistir (Tablo 4.2). Antibiyogram sonucu mikroorganizmalar, standart antibiyotik
disk tablosinde verilen inhibisyon zon c¢apina gore antibiyotik direngli (R) veya duyarl (S)
olarak siniflandiriimistir. Oksasilin inhibisyon zon ¢api 213 mm olan suslar duyarl, < 10 mm
olan susglar direncli olarak degerlendirilmistir. Sefoksitin inhibisyon zon ¢api 222 mm olan
suglar duyarli, < 21 mm olan suslar direngli olarak degerlendirilmistir. Metisilin direnci tasiyan
suslarin oksasilin ve sefoksitin antibiyotiklerine kargi minimum inhibisyon konsantrasyonlari
(MIK) agar diliisyon metoduyla belirlenmistir. Her iki antibiyotik icin MiK degeri < 2 ug mL™
ise suslar duyarli, = 6 pg mL™ ise suslar direngli kabul edilmistir (Brown vd., 2005). Butin
sonuglar, metisilin direngli S. aureus ATCC33591 ve metisilin duyarli S. aureus ATCC25922
American Type Culture Collection (ATCC) kontrol suslar kullanilarak degerlendirilmistir
(Tablo 4.2). izolatlarin FOX antibiyotik MIK degerleri 128 ve =512 pg mL™ iken OXA
antibiyotigi icin 32 ve =512 ug mL™" degerleri arasinda belirlenmistir (Tablo 4.2). FOX/OXA
antibiyotiklerine direnclilik penisilin, sephem, imipenem, B-laktam/B-laktamaz inhibitorler
kombinasyonlari ampisilin/sulbaktam, amoksasilin/klavulanik asit, piperasilin/tazobaktam ve
tikarsilin/klavulanik asit gibi antibiyotiklere de direnglilik anlamina gelmektedir (Moreillon vd.,
2005). Yuzey sularinda antibiyotik direngli bakterilerin tanimlanmasi ile ilgili birgok ¢alisma
belirtilmistir (Pruden vd., 2006).

4.3 Bakteriyel Kiiltiirden Genomik DNA izolasyonu

Metisilin direncli suglarin genomik DNA analizi yapilarak, bantlar kontrol edilmis (Sekil
4.1a, 4.1b) ve PZR amplifikasyonu galismalarinda bu suglara ait DNA’lar kalip olarak

kullaniimigtir.
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Sekil 4.1a. Metisilin direngli suslarin genomik DNA analizi; 1: Al11, 2: Ba01, 3: Co11, 4: Li12
M: Lambda DNA-Hindlll Marker, chr; Kromozomal DNA

Sekil 4.1b. Metisilin direngli suglarin genomik DNA analizi; 1: SDS6, 2: SDS10-2, 3: SDS10-
3, 4: SDS8, 5: SDS4, 6: SDS7, 7: SDS10, 8: SDS11, M: Lambda DNA-Hindlll
Marker, chr; Kromozomal DNA
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4.4 16S rRNA Sekans Analizi ile identifikasyon

Metisilin direncli suslarin 16S rRNA PZR Urlnleri elde edilip jelde géruntilendikten
sonra suslarin tanimlamasi i¢in 16S rRNA sekans analizi yapiimigtir (Sekil 4.2). Elde edilen
nikleotid sekanslari, National Center of Biotechnology Information’in internet sayfasindaki
(http://www.ncbi.nim.nih.gov) Blast programi dogrultusunda NCBI GenBank’da yayimlanan
sekanslarla kiyaslanmigtir. Sekans analizi sonucu, metisilin direngli Co11 susu %99
oraninda Staphylococcus warneri (KJ395373), Alll, Ba01 ve Li12 suslarinin %99 oraninda
Staphylococcus aureus (KJ395360, KJ395371 ve KJ395370) ile homoloji goésterdikleri
belirlenmigtir. SDS6, 10-2, 10-3, 8, 4, 10, 11 olarak kodlanan 7 sus sirasiyla Pseudomonas
fluorescens, Pseudomonas resinovorans, Pseudomonas corrugata, Pseudomonas baetica,
Pseudomonas koreensis, Pseudomonas. migulae ve Pseudomonas kilonensis, SDS7 susu
ise Aeromonas veronii olarak tanimlanmigtir. Bu suslarin % benzerlik oranlar ve gen
bankasi kayit numaralari Tablo 4.2’de verilmistir.

1500 bp —

Sekil 4.2. Metisilin direngli suslarin 16S rRNA PZR drtnleri; 1: Al11, 2: Ba01, 3: Co11, 4:
Lil2, 5: SDS6, 6: SDS10-2, 7: SDS10-3, 8: SDSS8, 9: SDS4, 10: SDS7, 11:
SDS10, 12: SDS11, M: O'RangeRuler 100 bp DNA Ladder
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Tablo 4.2. Ylzey sularindan izole edilen metisilin direncli stafilokok ve stafilokok olmayan

suslar
. Sefoksitin Oksasilin Sefoksitin  Oksasilin 16S rRNA EMBL
izolatlar Koordinatlar DD Test? DD Test® MIK® MIK® Sekans Analizi Access No
(mm) (mm) (ugmLh)  (ug mLY) ( Homoloji%)
Al 39°50'28.41”N, 6 8 128 32 Staphylococcus aureus KJ395360
33°28'02.13"E, 686 m (%99)
Ba0l KJ395371
39°22'16.39"N, 6 6 128 32 Staphylococcus aureus
33°26°'49.26”E,890 m (%99)
KJ395373
Coll 39°50'28.41”N, 10 8 2512 2512 Staphylococcus warneri
33°28'02.13"E, 686 m (%99)
Li12 39°57°22.98"N, 6 10 128 32 Staphylococcus aureus KJ395370
33°25'04.35”E, 679 m (%99)
SDS6 39°34'34.39”N, 6 6 2512 2512 Pseudomonas fluorescens KJ937670
33°26’11.61”E,763 m (%99)
SDS10-2 39°48'38.97”N, 6 6 2512 2512 Pseudomanas resinovorans KJ937675
33°29'14.57"E, 684 m (%93)
SDS10-3 39°48’38.97"N, KJ937676
33°29'14.57"E, 684 m 6 6 2512 2512 Pseudomanas corrugata
(%93)
SDS8 39°39'53.04”N, Pseudomanas baetica KJ937672
33°28'55.46"E, 852 m 6 6 2612 2512 (%99)
SDS4 39°28’39.46"N, Pseudomanas koreensis KJ937669
33°24'26.73"E, 740 m 6 6 2612 2512 (%97)
SDS7 39°37°02.34”N, Aeromonas veronii KJ937671
33926'38.26"E,773 m 6 6 2512 2512 (%97)
SDS10 39°48'38.97”N, Pseudomanas migulae KJ937673
33°29'14.57"E, 684 m 6 6 2512 2512 (%96)
o= » . )
SDS11 39°50'28.41”N, 6 6 5512 5512 Pseudomanas kilonensis KJ937677

33°28'02.13"E, 686 m

(%99)

#Sefoksitin inhibisyon zon gapi 222 mm olan suslar duyarli, < 21 mm olan suglar direngli olarak degerlendirilmis 3 tekrarli élgtimlerin ortalama
degerleri; "Oksasilin inhibisyon zon capi 213 mm olan suslar duyarli, < 10 mm olan suslar direngli olarak degerlendirilmis 3 tekrarli Slgtimlerin
ortalama degerleri; © MiK degeri < 2 ug mL™ ise suslar duyarli, > 6 pg mL™ ise suslar direngli kabul edilmis 3 tekrarli Slgiimlerin ortalama
degerleri; DD, disk diflizyon; MIK, minimal inhibitor konsantrasyonu; +, pozitif; -, negatif; 16S rRNA, 16S ribosomal RNA; EMBL, European
Molecular Biology Laboratory.

Metisilin direngli suslarin filogenetik agacglari, 16S rRNA sekans dizileri kullanilarak
komsu- baglanti agaci (neighbour-joining ) metodu ile cizilmistir (Sekil 4.3-4.14). Metisilin
direncli suglarin 16S rRNA bdlgelerine gbre siralanan dizilerin Mega 5.2 programinda uzakhk
matriksine dayali olarak “neighbour-joining tree” olusturulmustur. Olusturulan soy agacinin
dogrulugunu (agacin guvenilirligi) istatistiksel olarak belirlemek amaciyla 1000 tekrarl
“bootstrap” (seg-bagla) analizi yapilmigtir. Soyagacin da birbirlerinden en fazla uzakta yer

alan izolatlar soy agacin da evrimsel olarak birbirlerine en uzak tirler olarak belirlenmistir.
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4 Staphylococcus caprae (NR024665)
—: Staphylococcus capitis (NR036775)

ol Staphylococcus capitis(NR027519)

B Staphylococcus saccharolyticus (NR0251358)
“ Staphylococcus epidermidis (NR036904)
Staphylococcus simiae NR043146)
Staphylococcus aureus (NR036828)

20 _: Staphylococcus aureus (KJ048627)
8 Staphylococcus aureus (KF011976)

53 —— Staphylococcus pasteurt (NR024669)

88 —— Sraphylococcus warnert (NR025922)

Staphylococcus cohnit (NR037046)

47

79 _: Staphylococcus succinus (NR037033)
3 Staphylococcus saprophyticus (NR041324)
Staphylococcus lugdunensis (NR024668)
Alll (KJ395360)
01

Sekil 4.3. Al11 kodlu susa ait neighbour joining metoduyla olusturulan dendogram (0.1;

nukleotiler arasindaki farki géstermektedir.)

_gs: Staphylococcus aureus (NR036828)
8 Staphylococcus aureus (KC212022)
67 ———————— Staphylococcus simiae (NR043146)
- { Staphylococcus epidermidis (NR036904)
3 Staphylococcus saccharolyticus (NR029158)
— Staphylococcus pasteurt(NR024669)
8l—— siphyiococcus warnert (NR025922)
Staphylococcus nepalensis (NR028996)
Staphylococcus xylosus (NR026907)
Staphylococcus succinus (NR037053)
2 _: Staphylococcus equorum(NR041926)
s Staphylococcus equorum (NR027520)
Staphylococcus schieiferi (NR037009)
Staphylococcus vitulinus (NR024670)

Staphylococcus sciuri (NR041328)
Ba0l (KJ395371)

43

01

Sekil 4.4. Ba01 kodlu susa ait neighbour joining metoduyla olusturulan dendogram (0.1;

nukleotiler arasindaki farki géstermektedir.)
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Staphylococcus caprae ATCC 33338 (ABOO993S)

Staphylococcus capitis LK 499 (L37599)

Staphylococcus capinis subsp. urealyticus MAW 8436 (AB0OG9937)
Staphylococeus soceharolyticus S 1 (L37602)
Staphylococcus epidermicis Fussel (D§3363)

Staphylococcus simice CCM 7213 (AY727330)

Staphylococcus aureus subsp. ancerobius MVF.7 (D83355)
Staphylococcus warmeri AW 25 (L37603)

Staphylococeus pastewri ATCC 51129 (48009944)
Staphylococcus auricularis WK 811M (DS3358)

Staphylococeus colwit subsp. wealyticus CK27 (4B009936)
Staphylococeus xylosus KL 162 (DS3374)

Staphylococeus lugdunensiz ATCC 43809 (AB0G9941)
Staphylococcus homiris subsp. novodiosepticus GIC 1228 (48233326)
Coll (KJ395373)

Sekil 4.5. Co11 kodlu susa ait neighbour joining metoduyla olusturulan dendogram (0.1;

nukleotitler arasindaki farki gostermektedir.)

Staphylococcus aureus N315 (BA000018)

Staphylococcus aureus subsp. anaerobius MVF-7 (D§3333)
Staphylococcus simiae CCM 7213 (A¥727530)

Staphylococcus epidermidis RP624 (CPO00029)

Staphylococcus capitis subsp. urealyticus MAW 8436 (AB009937)
Staphylococcus saccharolyticus S1 (L37602)

Staphylococcus pastewi ATCC31129 (4B009944)

Staphylococeus haemolyticus JCSC1435 (AP006716)

Staphylococcus suceinus subsp. casei SB72 (4J320272)

Staphylococcus lutrae M340/94/1 (X84731)

Macrococcus caseolvticus JCSC3402 (AP009484)
Macrococcus bovicus C2F4 (Y15714)
Bacillus weihenstephanensis DSM11821 (4B021199)

— Bacillus flexus IFOI5715 (4B021185)
45— Bacillus ginsengihumi Gsoil 114 (AB245378)

Li 12 (KJ395370)

9
I
48
2 95
; i
90
85
—
45
89
| e |
01

Sekil 4.6. Li12 kodlu susa ait neighbour joining metoduyla olusturulan dendogram (0.1;

ndkleotiler arasindaki farki géstermektedir.)
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_: Pseudomonas fluorescens CCM 2115 (DQ207731)

Pseudomanas poae RE1-1-14 (CP004045)
Pseudomanas rhodesiae CIP 104664 (AF064459)

Pseudomanas extremaustralis 14-3 (AJ583501)

Pseudomanas marginalis ATTC 10844 (AB021401)
—: Pseudomanas veroni CIP 104663 (AF064460)

Pseudomanas kilonensis 520-20 (AJ292426)

Pseudomanas brassicacearum subsp. brassicacearum NFM421 (CP002585)
Pseudomanas chlorapsis subsp. aurantiaca ATCC 33663 (DQ682655)
Pseudomanas chlorapsis subsp. aureofaciens DSM 6698 (AY509898)
Pseudomanas chiorapsis subsp. chrorarapsis NBRC 3904 (AB680166)
_{: Pseudomanas chlorapsis subsp. chrorarapsis DSM 50083 (Z76673)
Pseudomanas syringae pv. phaseolicola 1448A. (CP000058)
Pseudomanas asturiensis LPPA 221 (FM865870)

SDS 6 (KJ937670)

01

Sekil 4.7. SDS6 kodlu susa ait neighbour joining metoduyla olusturulan dendogram (0.1;

nukleotiler arasindaki farki gostermektedir.)

_|-: Pseudomonas alcaligenes NBRC 14159 ( AB680567 )

Pseudomonas alcaligenes ATCC 14909 ( AF094721)
Pseudomonas resinovorans NBRC 106353 ( AP013068 )
Pseudomonas aeruginosa NBRC 12639 ( AB680318 )

—: Pseudomonas aeruginosa ATCC 10145 ( AF094713 )

[ Pseudomonas anguilliseptica S1(X99340)
I Pseudomonas pseudoalcaligenes NBRC 14167 ( AB680374 )

Pseudomonas indica NBRC 103045 ( AB681925 )
L Pseudomonas indicaIMT37 ( AF302795)

Pseudomonas beijerinckii ICMP 8673 ( AJ308319)
Pseudomonas panipatensis Esp-1 (EF424401)

—|: Pseudomonas delhiensis RLD-1 (DQ339153)

—|: Pseudomonas citronellolis NBRC 103043 ( AB681923 )
Pseudomonas citronellolis DSM 50332 ( Z76639 )

SDS 10-2 (KJ937675)

01

Sekil 4.8. SDS10-2 kodlu susa ait neighbour joining metoduyla olusturulan dendogram (0.1;
nukleotiler arasindaki farki géstermektedir.)
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Pseudomonas cannabina CFBP ( AJ492827)
Pseudomonas syringae ATCC 19310 ( AF094749)

Pseudomonas tremae TO1 ( AJ492826)

Pseudomonas caricapapavae Robbs ENA-378 (D84010)
Pseudomonas lini DLEA11J ( AY035996)

Pseudomonas corrugata Slade 939/1 (D$4012)

Pseudomonas brassicacearun subsp.neoaurantiaca CIP 109437 (EU391388 )
Pseudomonas thivervalensis SBK26 (AF100323 )
Pseudomonas panacis CG20106 ( AY87208)

Pseudomonas brenneri CFML 97-391 ( AF268968 )
Pseudomonas proteoltica CMS 64 ( AJ537603 )
Pseudomonas cuatrocienegasensis IN (EUT91281)

Pseudomonas mosselli CFML 90-83 ( AF072688 )
Pseudomonas seleniipraccipitans CAS(FI422810)

nlnine

SDS 10-3 (KJ937676)

Sekil 4.9. SDS10-3 kodlu susa ait neighbour joining metoduyla olusturulan dendogram

(0.005; nukleotiler arasindaki farki gostermektedir.)

Pseudomanas chlororapsis subsp. aurantiaca NCIB10068 (DQ682655)
—C Pseudomanas chlororapsis subsp. aureofaciens ATCC 13985 (AF094722)

Pseudomanas chlororapsts ATCC 9446 (FJ652610)
Pseudomanas brassicacearum subsp. brassicacearum NFM421 (CP002585)

| Pseudomanas frederiksbergensis DSM 13022 (FR750403)

Pseudomanas koreensis Ps 9-14 (AF468452)
Pseudomanas moraviensis 1B4 (AY970952)

Pseudomanas mandelii NBRC 103147 (AB681956)
Pseudomanas jessenii CIP 105274 (AF068259)

| Pseudomanas mohnii pA-2 (AM293567)

Pseudomanas reinekei MT1 (AM293565)
_: Pseudomanas umsongensis Ps 3-10 (AF468450)
Pseudomanas baetica 2390 (FM201274)

Pseudomanas mucidolens NBRC 103159 (AB681967)

01

SDS 8 (KJ937672)

Sekil 4.10. SDS8 kodlu susa ait neighbour joining metoduyla olusturulan dendogram (0.1;

nukleotiler arasindaki farki gostermektedir.)
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_|: Pseudomonas synxantha NBRC 3913 ( AB680171)
Pseudomonas muscidolens NRBC 103139 ( AB681967 )

Pseudomonas gessardii CIP 103469 (AF074384 )
Pseudomonas cedrina CFML 96-168 ( AF064461 )

Pseudomonas vancouverensis DhA-51 (AJ011507 )

_|: Pseudomonas jessenii CIP 105274 ( AF068239 )
Pseudomonas mohnii IpA-2 (AM293367 )

Pseudomonas reinekei MT1 ( AM293363 )
Pseudomonas umsongensis PS 3-10 ( AF468450 )

Pseudomonas migulae NBRC 103157 (AB681965 )
Pseudomonas migulae CIP 105470 ( AF0744383 )
Pseudomonas mandelii NRBC 103147 (AB681936 )

Pseudomonas tremae TO1 (AJ492826 ).

Pseudomonas koreensis Ps 9-14 (AF468452 )
SDS 4 (KJ937669 )

01

Sekil 4.11. SDS4 kodlu susa ait neighbour joining metoduyla olusturulan dendogram (0.1;

nukleotiler arasindaki farki géstermektedir.)

—I: Aeromonas salmonicida subsp. achromogenes 6263/4/5 (X60407)
Aeromonas salmonicida subsp. smithia AS20/1/1 (AJ009839 )

Aeromonas salmonicida subsp. masoucida NBRC 13784 ( AB680314)

Aeromonas salmonicida subsp. pectinolytica 34mel ( AF134065 )
Aeromonas molluscorun 348 ( AY532690)

Aeromonas media RM ( X60410)
_|: Aeromonas hydrophila subsp. hydrophila JOM 1027 ( AB26121)

Aeromonas bivalvium 868E (DQ304429)

T Aeromonas sobria 208 ( X60412)
L Acromonas sobria ICM 2139 (AB472942)

—— Aeromonas veronii ICM 7375 ( Ab472930)
L— Aeromonas Jandaei CDC0787-80 ( X60413 )

T Aeromonas caviae CECT 4221 (FR870443 )
L deromonas caviae ATCC 15468 (X74674)
SDS 7(KJ937671)

01

Sekil 4.12. SDS7 kodlu susa ait neighbour joining metoduyla olusturulan dendogram (0.1;

nukleotiler arasindaki farki géstermektedir.)
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_: Pseudomonas mandelit NBRC 103147 ( AB681956 )
Pseudomonas mandelit CIP 105273 ( AF058286 )

Pseudomonas lini DLEA11J ( AY035996)

—: Pseudomonas tremae TO1 ( AJ492826)
Pseudomonas caricapapayae Robbs ENA -378 (' D84010)

/! f
— Pseudomonas corrugata Slade 939/1 (D84012)

;Pseudomoms brassicacearum subs.p neoaurantiaca CIP 109457 (EU391388)

Thermoleophilum minutum YS-4 (HQ223108)

Pseudomonas migulae  NBRC 103157 ( AB681965 )
Pseudomonas baetica a3%0 (FM201274)

_:Pscudomoms umsongensis Ps 3-10 ( AF468450 )
Pseudomonas migulae CIP 105470 ( AF074383)

Pseudomonas mohnii IpA-2 ( AM293567 )
Pseudomonas jessenii CIP 105274 ( AF068239 )

SDS 10 (KJ937669 )

Sekil 4.13. SDS10 kodlu susa ait neighbour joining metoduyla olusturulan dendogram (0.1;

nukleotiler arasindaki farki gostermektedir.)

_‘: Pseudomonas chlororaphis subsp. chlororaphis NBRC 3904 ( AB680166 )
Pseudomonas chlororaphis ATCC 9446 ( F1652610)

Pseudomonas brassicacearum subsp. neoaurantiaca CIP 109457 (EU391388 )
Pseudomonas koreensins Ps 9-14 ( AF468452 )

_: Pseudomonas cannabina CFBP 2341 ( AJ492827)
Pseudomonas tremae TO1 ( AJ492826)

Pseudomonas migulae NBRC 103157 ( AB681965 )
Pseudomonas umsongensis Ps 3-10 ( AF468450)

— Pseudomonas mandelii CIP 105273 ( AF058286 )

L Pseudomonas mandelti NBRC 103147 ( AB681956 )
Pseudomonas kilonensis 520-20 ( AJ292426)

— Pseudomonas corrugata Slade 939/1 ( Dmll)
L Pseudomonas mohnii TpA-2 ( AM293567)

Pseudomonas jessenit CIP 105274 ( AF068259)

n

SDS 11 (KJ937677)

Sekil 4.14. SDS11 kodlu susa ait neighbour joining metoduyla olusturulan dendogram (0.1;

nukleotiler arasindaki farki géstermektedir.)
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Bizim calismalarimiz, mecA geninin sadece metisilin direngli stafilokok suslarinda
(MRS) degil stafilokok olmayan suslarda da bulundugunu géstermis olup Kassem vd. (2008),
Baba vd. (2009), Ito vd. (2012) tarafindan bu konuyla ilgili yapilan 6énceki ¢alismalari
dogrulamistir. Elde ettigimiz veri sonucunda mecA geni, ilk kez Pseudomonas ve
Aeromonas turlerinde tespit edilmistir. Pseudomonas tirleri su ve toprak kaynaklidir.
Aeromonas turleri ise, taze ve tuzlu su, kanalizasyon ve atik su gibi dogal habitatlarda
yaygindir (Araoju vd., 1991). Bu tir ylzey sularinda stafilokok diginda diger tir izolatlarda,
mecA geninin, gen aktarim yoluyla ile metisilin direngliligi gelisebilmektedir. Aslinda
metisiline duyarh olan bakteriler, metisiline maruz kalmis mecA genini tasiyan bakterilerden
bu geni alabilmektedirler. Ylzey sularinda mecA geni plazmidler, bakteriyofajlar,
transpozonlar ve integronlar gibi hareketli genlerin Uzerinde konjugasyon, transduksiyon ve
transformasyon gibi mekanizmalar ile aktarilabilmektedir (Roy, 1999). Bu nedenle ylzey
suyu izolatlari arasinda mecA geminin aktarimi mumkidn olabilmektedir. mecA geninin
aktarimi ylizey sularinda metisilin direncli bakterilerin yayginlasmasina neden olabilmektedir.
Dogal cevrede mecA’nin yaygin olarak bulundugunun tespit edilmesi, enfeksiyonlarin ve

enfekte olan insanlarla olan yayilimin takip edilmesini kolaylastiracaktir (Pertel vd., 2008).

4.5 mecA Geninin Varhiginin PZR ile Tesbiti

Metisilin direncliligi belirlenen suslarda mecA geninin varligi PZR ydntemi kullanilarak
belilenmigtir. Sekil 4.15a ve 4.15b’de goruldigu gibi PZR sonucunda elde edilen
amplikonlarin boyutlari 100 bp’lik marker ile 162 bp’lik mecA gen bdlgesi karsilastirilmigtir.
Stafilokok olan ve stafilokok olmayan tim metisilin direncli suslarda metisilin direncinden
sorumlu 162 bp’lik mecA gen bdlgesi tespit edilmistir. Batin sonuglar, metisilin direngli S.
aureus ATCC33591 ve metisilin duyarli S. aureus ATCC25922 American Type Culture
Collection (ATCC) kontrol suslari ile karsilastirma yapilarak degerlendirilmigtir.
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Sekil 4.15a. mecA geni tasiyan stafilokok izolatlari: S. aureus ATCC33591 (pozitif kontrol) 1,
S. aureus ATCC 25922 (negatif kontrol) 2, S. aureus Alll 3, S. aureus Ba0Ol 4,
S. warneri Col1 5, S. aureus Li12 6, Marker Gen Ruler (100-1000 bp).

Sekil 4.15b. mecA geni tasiyan stafilokok olmayan izolatlar: S. aureus ATCC33591 (pozitif
kontrol) 1, S. aureus ATCC 25922 (negatif kontrol) 2, P. fluorescens SDS6 3,

P. resinovorans SDS10-2 4, P. corrugate SDS10-3 5, P. baetica SDS8 6, P.

koreensis SDS4 7, A. veronii SDS7 8, P. migulae SDS10 9, P. kilonensis

SDS11 10. M, Marker Gen Ruler (100-1000 bp).
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4.6 Bakterilerde PBP2a Proteini Analizi

Metisilin direngli stafilokoklarda, mecA geni penisilin baglayan bir protein olan
PBP2a’nin sentezlenmesinden sorumludur. PBP2a’nin beta laktam antibiyotikere affinitesi
dusuktir. Bu nedenle metisilin direngli bir stafilokok beta laktam antibiyotiklerle
karsilastiginda PB2a disulk affinite nedeni ile beta laktam antibiyotigi baglayamaz, hicre
duvar sentez fonksiyonunu surdurdr (10). Sekil 4.16a, 4.16b ve 4.16c’de goruldigu gibi
SDS-PAGE analizi sonucu stafilokok olan ve stafilokok olmayan suslarda yaklasik 75 kDa
agirhginda olan PBP2a proteini varligi gdsterilmigtir. Bacillus subtilis, S. aureus,
Enterococcus faecium, Neisseria meningitides, Streptococcus pneumonia, Aquifex aeolicus,
ve Escherichia coli gibi énemli suglarda B-laktamlara direncin PBPS’lerin ekspresyonu ile
oldugu belirlenmistir (Zapun vd., 1993; Yuan vd., 2008; Sung vd., 2009).

6
je PBP2a

(a) ‘
| 5 R — ——

Sekil 4.16a. SDS-PAGE PBP2a protein analizi (a) stafilokok izolatlari: S. aureus ATCC
25922 (negatif kontrol) 1, S. aureus ATCC33591 (pozitif kontrol) 2, S. aureus
All11 3, S. aureus BaOl 4, S. warneri Coll 5, S. aureus Lil12 6, M, Colorplus
Prestained Protein Marker (7-175 kDa).

M 1 2 3 4 5
17 kDa —>
'A
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Sekil 4.16b. SDS-PAGE PBP2a protein analizi (b) stafilokok olmayan izolatlar: S. aureus
ATCC 25922 (negatif kontrol) 1, S. aureus ATCC33591 (pozitif kontrol) 2, P.
fluorescens SDS6 3, P. resinovorans SDS10-2 4, P. corrugate SDS10-3 5, P.
baetica SDS8 6, M, Colorplus Prestained Protein Marker (7-175 kDa).

175 kDa —>

80 kD
clase <— PBP2a

58 kDa —>

46 kDa —> |

30 kDa —>

Sekil 4.16c. SDS-PAGE PBP2a protein analizi (c) stafilokok olmayan izolatlar: P. koreensis
SDS4 7, A. veronii SDS7 8, P. migulae SDS10 9, P. kilonensis SDS11 10, M,
Colorplus Prestained Protein Marker (7-175 kDa).
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4.7 Western Blot Analizi ile PBP2a’nin Belirlenmesi

Metisilin direngli stafilokoklarda, PBP2a’nin ekspresyonu Western Blot Analizi yapilarak
kontrol edilmigtir. Sekil 4.17a’da Anti-PBP2a rabbit antibodi ve anti-rabbit HRP-conjugated
IgG antibodi kullanilarak PBP2a proteinlerinin lokalizasyonu gosterilmistir. Yaklasik 75 kDa
agirhginda olan PBP2a proteini sadece 4 Metisilin direngli stafilokok (MRS) susunda tespit
edilmistir. S. aureus normalde kolayca antikorlar tarafindan taninabilen bakteri hicre
duvarinin disg ylzeyine baglanabilen dort PBPs enzimi Uretir (Roth vd., 2006). Ancak Stegger
vd. (2012) homolog mec genleri arasindaki nikleotid farkhliginin derecesinin dnemli
oldugunu, PBP2a’y! tespit etmek icin gegerli tani testleri kullanildiginda olumsuz sonuglar
verebilecegini ve bu yluzden potansiyel bir halk saghgr sorunu tegkil edebilecedini
belirtmislerdir.

p- 3 K

M 1
250KDa l

150kDa —>
100kDa l .-

n
L)

<€—PBP2a

10kDa

Sekil 4.17a. Stafilokok izolatlarinda Western Blot PBP2a protein analizi: S. aureus ATCC
25922 (negatif kontrol) 1, S. aureus ATCC33591 (pozitif kontrol) 2, S. aureus
Al1l 3, S. aureus BaOl 4, S. warneri Coll 5, S. aureus Li1l2 6. M, Precision
Plus Protein WesternC Standards Marker (10-250 kDa).

Metisilin direncgli pseudomonadlarda da PBP2a’nin ekspresyonu Western Blot Analizi
yapilarak kontrol edilmistir. Sekil 4.17b’de goruldigu gibi pseudomonadlarda PBP2a spesifik
antibodi olan anti-PBP2a rabbit antibodi ile PB2a proteinleri belilenmesi mimkin
olmamistir. Bu durum ticari olarak piyasada bulunan ve kullanilan antikorlarin stafilokok
spesifik olarak Uretilmis olmalarindan dolayi stafilokok olmayan PB2a proteini tagiyicilarinin
tespitinde yetersiz kaldigini ortaya ¢ikarmistir.
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250kD2 —
150kDa —>
100kDa —

75kDa —>

S0kDa —> PBP2a

235Ky,

10 kDa —>

®)

Sekil 4.17b. SDS-PAGE PBP2a protein analizi (b) stafilokok olmayan izolatlar: S. aureus
90123 (pozitif kontrol) 1, S. aureus ATCC 25922 (negatif kontrol) 2, P.
fluorescens SDS6 3, P. resinovorans SDS10-2 4, P. corrugate SDS10-3 5, P.
baetica SDS8 6, P. koreensis SDS4 7, A. veronii SDS7 8, P. migulae SDS10
9, P. kilonensis SDS11 10, M, Colorplus Prestained Protein Marker (7-175
kDa).

4.8 Yag Asiti Metil Esteri Analizi (FAME) ile identifikasyon

Bu analiz metisilin direncli bakterileri yine molekuler dizeyde identifiye etmek icin
kullaniimigtir.

4.8.1 Al11 Kodlu Susun FAME Analizi;

Al11 kodlu susun igerdigi yag asitleri ylizde oranlar Tablo 4.3'te ve GC kromotogrami
Sekil 4.18'de verilmistir. Al11 kodlu susun yag asidi profilinin % 46.99 oraninda C;s, anteiso,
% 18.32 oraninda C,7, anteiso igerdigi belirlenmistir. Yag asidi profili temel alinarak yapilan
veri tabani analizi sonucu Al11 kodlu sus 0.271 similarity indeks (Sl) degeri ile
Staphylococcus cohnii olarak tanimlanmistir.

37



325 7
30
275 7
25
225 —
20
175 7
15 7

125

FID1A, (E13B14.580\A0042814.D)

g

1787

3095

L 4u

-——— 6457

7683

TOBITAK

oL

8.369

—— 83879

7 2.605

WG

B--=— 10.004
L 10627

Sekil 4.18. Al11 kodlu susa ait GC kromotogrami

Tablo 4.3. Al11 kodlu izolata ait yag asidi profilleri
RT  Response Ar/Ht RFact ECL Peak Name Perce  Commentl Comment2

1.678 3.796E+8 0.026 7.009 SOLVENT - | <minrt
1.787 5059 0.022 7.222 —— | <minrt
1.958 1302 0.025 7.554 - | <minrt
2.055 138 0.022 7.744 —— | <minrt
2.605 748 0.029 8.814 - | <minrt
3.095 6619 0.021 9.769
4.448 8616 0.026 ---- | 11.566
6.457 7187  0.032 ---- | 13.318
6.873 2595 0.035 0.960 13.618 14:01SO 1.17 ECL deviates -0.001 = Reference -0.002
7.018 227  0.024 - | 13.722
7.404 445 0.032 0.947  14.001 14:0 0.20 ECL deviates 0.001  Reference 0.000
8.369 11457 = 0.040 0.931 14.623 15:01SO 5.00 ECL deviates 0.000  Reference -0.001
8.510 107925 0.038 0.929 14,714 | 15:0 ANTEISO 46.99 ECL deviates 0.001 = Reference 0.000
8.879 6174  0.035 0.924  14.952 unknown 14.959 2.67 ECL deviates -0.007
10.00 6369 0.041 0.915 15.626 = 16:0 ISO 2.73 ECL deviates -0.001 = Reference -0.002
10.62 3211 0.042 0.912  15.998 16:0 1.37 ECL deviates -0.002 = Reference -0.004
11.50 5780 0.039 0.909 16.501 15:0 30H 2.46 = ECL deviates -0.002
11.72 10373  0.043 0.909 16.630 17:01SO 4.42 ECL deviates 0.000  Reference -0.002
11.88 42987  0.048 0.909 16.724 | 17:0 ANTEISO 18.32 ECL deviates 0.001  Reference -0.001
13.48 3384 0.044 0.910 17.631 18:01SO 1.44  ECL deviates -0.001 = Reference -0.003
14.13 14789 0.058 0.912 18.000 18:0 6.32 ECL deviates 0.000 = Reference -0.003
15.24 3029 0.044 0.915 18.634 19:01SO 1.30 ECL deviates 0.000 = Reference -0.003
15.41 7584  0.046 0.915 18.731 19:0 ANTEISO 3.25 ECL deviates 0.000
15.89 536 0.039 0.917  19.005 19:0 0.23 ECL deviates 0.005 Reference 0.002
16.73 5269 0.044 --—-- | 19.484
16.99 613 0.042 0.919 19.634 20:01SO 0.26 ECL deviates -0.001 = Reference -0.004
17.62 4298 0.049 0.920 19.998 20:0 1.85 ECL deviates -0.002  Reference -0.005

4.8.2 Ba01 Kodlu Susun FAME Analizi

Ba01 kodlu susun icerdigi yag asitleri ylizde oranlar Tablo 4.4'te ve GC kromotogrami
Sekil 4.19'da verilmistir. Ba01 kodlu sus % 44.84 oraninda Cis( anteiso, % 17.78 oraninda
Ci70 anteiso igermektedir. Yag asidi profili temel alinarak yapilan veri tabani analizinde Ba01

kodlu susun 0.202 Sl degeri ile Staphylococcus cohnii ile eslestigi tespit edilmistir.

38



TOBITAK

FID1A, (E13B14.580\A0052815.D)

pA %

35 —

8509

32.5 é

30 —f
275 é
25 é
225 é

20

1 g
] (=2}
17.5 ] 0 =3 i
] i 3 &
] < b
15 ©
] B as SN
] i gg &<
125 S y i
T T T
25 5 75

Sekil 4.19. Ba01 kodlu susa ait GC kromotogrami

Tablo 4.4. Ba01 kodlu susa ait yag asidi profilleri

RT Respons Ar/H RFac ECL Peak Name Perce  Commentl Comment2

1.678 3.793E+ 0.02 ---- 7.00 SOLVENT ——  <minnt

1.788 5152  0.02 - 722 ——  <minnt

1.958 1226 0.02 ---- 755 ——  <minnt

2.336 205 0.02 --- 8.28 ——  <minnt

2.606 715  0.02 --- 881 ——  <minnt

6.873 2949 0.03 096 136 14:01SO 1.17 ECL deviates Reference -0.002

7.017 265 0.02 - 137

7.402 569 0.03 094 140 140 0.22 ECL deviates Reference -0.001

8.368 12392 0.04 093 146 15.01SO 4,78 ECL deviates Reference -0.002

8.509 116359 0.03 0.92 14.7 15:0 ANTEISO 448 ECL deviates Reference 0.000

8.877 7604 0.03 0.92 14.9 unknown 2.92 ECL deviates
10.002 7380 0.04 0091 156 16:01SO 2.80 ECL deviates Reference -0.003
10.625 3555 0.04 091 159 16:0 1.34 ECL deviates Reference -0.005
11.499 6954 0.04 090 16,5 15:030H 2.62 ECL deviates
11.724 11535 0.04 090 16.6 17:01SO 4.35 ECL deviates Reference -0.002
11.887 47154 0.04 0.90 16.7 17:0 ANTEISO 17.7 ECL deviates Reference -0.002
12.367 945 0.04 090 170 170 0.36 ECL deviates Reference -0.002
13.483 4450 0.04 0.91 176 18:.01SO 1.68 ECL deviates Reference -0.004
14.136 18037 0.05 091 18.0 18:0 6.82 ECL deviates Reference -0.003
15.245 3813 0.04 0.91 18.6 19:01SO 1.45 ECL deviates Reference -0.004
15.418 9492 0.04 091 18.7 19:0 ANTEISO 3.60 ECL deviates
15.892 1000 0.04 0091 19.0 19:0 0.38 ECL deviates Reference -0.001
16.730 6326  0.04 - 194
16.990 791 0.03 0.91 19.6 20:0 I1SO 0.30 ECL deviates Reference -0.006
17.624 6723 0.04 0.92 19.9 20:0 257 ECL deviates Reference -0.006

4.8.3 Li12 Kodlu Susun Yag Asidi Analizi

Li12 kodlu susun igerdigi yag asitleri yuzde oranlari ile Tablo 4.5de ve GC
kromotogrami Sekil 4.20'de verilmistir. Li12 kodlu sus %43.59 oraninda Ciso anteiso,
%17.87 oraninda C;7, anteiso icermektedir. Yag asidi profili temel alinarak yapilan veri
tabani analizinde Li12 kodlu susun 0.183 Sl degeri ile Staphylococcus cohnii ile eglestigi
tespit edilmistir.
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Sekil 4.20. Li12 kodlu susa ait GC kromotogrami

Tablo 4.5. Li12 kodlu susa ait yag asidi profilleri

RT Respons Ar/  RFact ECL Peak Name Percen Commentl Comment2
1.678 3.805E+ 0.02 ----  7.010 SOLVENT PEAK - <minrt

1.788 5613  0.02 - 7.224 - <minrt

1.958 1213 0.02 ----  7.555 - <minrt

2.054 244 0.02 - 7.742 -—--  <minrt

2.605 710 0.02 --- 8815 -—--  <minrt

5.568 415 0.03 1.007 12,61 13:01SO 0.17 ECL deviates 0.000 Reference -0.001
5.690 509 0.04 - 1271

6.458 9911 0.03 - 1331

6.874 2813 0.03 0960 13.61 14:01SO 1.10 ECL deviates 0.000 Reference -0.001
7.013 205 0.02 0.957 13.71 14:0 ANTEISO 0.08 ECL deviates 0.012

7.401 497 0.03 0.947 13.99 14:.0 0.19 ECL deviates -0.001 Reference -0.002
8.368 14919 0.03 0931 1462 15.01SO 5.63 ECL deviates 0.000 Reference -0.002
8.511 115704 0.03 0.929 1471 15:0 ANTEISO 43.59 ECL deviates 0.002 Reference 0.000
8.879 8157 0.03 0924 14.95 unknown 14.959 3.06 ECL deviates -0.007

10.00 7113 0.04 0.915 15.62 16:0ISO 2.64 ECL deviates 0.000 Reference -0.001
10.62 3949 0.04 0.912 15.99 16:0 1.46 ECL deviates -0.001 Reference -0.003
11.50 7363 0.03 0909 16.50 15:030H 2.72 ECL deviates -0.003

11.72 13993 0.04 0909 16.63 17:01SO 5.16 ECL deviates 0.000 Reference -0.002
11.88 48472 0.04 0909 16.72 17:0 ANTEISO 17.87 ECL deviates -0.001 Reference -0.003
12.36 557 0.03 0.909 17.00 17:0 0.21 ECL deviates 0.001 Reference -0.002
13.48 4093 0.04 0910 17.63 18:01SO 1.51 ECL deviates -0.001 Reference -0.003
14.04 508 0.03 - 1794

14.13 19489 0.05 0.912 18.00 18:0 7.21 ECL deviates 0.001 Reference -0.001
15.24 4087 0.04 0915 18.63 19:01SO 1.52 ECL deviates -0.001 Reference -0.003
15.41 8540 0.04 0915 18.73 19:0 ANTEISO 3.17 ECL deviates -0.001

15.89 840 0.04 0917 19.00 19:.0 0.31 ECL deviates 0.002 Reference -0.001
16.73 6766 0.04 ----19.48

16.99 510 0.04 0.919 19.63 20:.0ISO 0.19 ECL deviates 0.001 Reference -0.002
17.62 5969 0.05 0.920 19.99 20:.0 2.23 ECL deviates -0.002 Reference -0.005

4.8.4 Co11 Kodlu Susun Yag Asidi Analizi

Co11 kodlu susun icerdigi yag asitleri yizde oranlari ile Tablo 4.6'da ve GC
kromotogrami Sekil 4.21’de verilmistir. Co11 kodlu susun yagd asidi profilinin %34.69

oraninda Cig1 W9, %15.59 oraninda Cieo Ve %5.18 oraninda Ci,q igerdigi belirlenmistir.
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%23.95 oraninda yag asidi ise tanimlanamamistir. Yag asidi profili temel alinarak yapilan

veri tabani analizi sonucunda Co11 susu cins diizeyinde dahi tespit edilememistir.
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Sekil 4.21. Co11 susuna ait GC kromotogrami
Tablo 4.6. Co11 kodlu susa ait yag asidi profilleri
RT Respons Ar/ | RFact ECL Peak Name Percen  Commentl Comment2
1.678 3.788E+ 0.02 7.009 SOLVENT PEAK -—--  <minrt
3.214 546 0.02 1232 10.00 10:0 0.33 ECL deviates 0.000 Reference 0.001
3.861 436 0.03 1.134 10.91  Sum In Feature 2 0.24 ECL deviates 0.002 12:0 ALDE ?
4.852 10108 0.03 1.045 12.00 12:0 5.18 ECL deviates 0.000 Reference -0.001
5.421 895 0.03 1.014 12.48 unknown 12.484 0.45 ECL deviates 0.005
5.696 327 @ 0.03 - 1272
6.268 3965 0.03 0978 13.18 12:020H 1.90 ECL deviates 0.005
6.655 9128 0.03 = 0.966 13.46 12:030H 4.33 ECL deviates 0.007
7.401 946 0.04 0947 1400 14:0 0.44 ECL deviates 0.000 Reference -0.002
8.141 397 0.03 0934 14.47 Sum In Feature 1 0.18 = ECL deviates -0.001 15:11SO 1/13:0 30H
8.879 8484 0.03 0.924 1495 unknown 14.959 3.85 ECL deviates -0.005
8.953 657 0.03 0923 15.00 15:0 ----  ECL deviates 0.001
9.781 5466 @ 0.04 0916 1549 Sum In Feature 2 2.46  ECL deviates 0.007 14:0 30H/16:1 I1SO |
9.880 775 0.03 0915 1555 16:0 N alcohol 0.35 ECL deviates 0.004
10.32 53483 0.04 0.913 15.82 Sum In Feature 3 23.95 ECL deviates -0.002 16:1 w7c/15 iso 20H
10.62 34870 0.04 0912 16.00 16:0 15.59 ECL deviates 0.000 Reference -0.003
11.50 7376 = 0.03 0909 16.50 15:030H 3.29 ECL deviates 0.000
12.00 2670 0.04 0909 16.79 17:1w8c 1.19 ECL deviates 0.002
12.36 1208  0.04 0909 17.00 17:0 0.54 ECL deviates 0.000 Reference -0.003
397 ----  Summed Feature 1 0.18 15:1 1SO H/13:0 30H 13:0 30H/15:1i I/IH
— - ---- 15:11SO 1/13:0 30H
5902 ----  Summed Feature 2 2.70 12:0 ALDE? unknown 10.928
— - ----  16:11SO 1/14:0 30H 14:0 30H/16:1 1SO |
-- 53483 ----  Summed Feature 3 23.95 16:1 w7c/15 iso 20H 15:0 1ISO

4.8.5 SDS3 Kodlu Susun Yag Asidi Analizi

SDS3 kodlu susun icerdigi yad asitleri yizde oranlari ile Tablo 4.7de ve GC

kromotogrami Sekil 4.22’de verilmistir. SDS3 kodlu sugunda en fazla bulunan yag asidleri %
5.51 oraninda 10:0 iso, % 3.39 oraninda 8:0 30H, % 2.82 oraninda 11:0 iso 30H ve % 2.57
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12:0 olarak belirlenmistir. Yag asidi profili temel alinarak yapilan veri tabani analizi

sonucunda SDS3 susu cins diizeyinde dahi tespit edilememistir.
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Sekil 4.22. SDS3 kodlu susa ait yag asidi profilleri

Tablo 4.7. SDS3 kodlu susa ait yag asidi profilleri

RT  Respomse Ar'Ht RFact ECL Peak Name Percent Comment] Comment2
07639 6656E+8 0016 - 66804 SOLVENT PEAXK e o EN T
09882 7029 0015 ceen 5173 sase o pman
1.0453 llay 0015 ——— 8 5477 wess  *C mmEn T2
1.0597 1542 0010 8 6426 - < D Y
1 OXK2 2252 0010 £ X298 i
11051 8490 001 8 9308 < man n
11877 7115 0013 928465
11662 3250 0007 —— 93426
1.1767 5552 0010 1114 94114 SO030OH 339 ECL deviates -0 001
12078 9097 0011 100 iso 551 ECL deviaes -0 002 Reference 0015
12221 4633 0013
] 244) 6207 0013
14428 1856 0008
1 4566 47 0007 110 055 ECL devimtes 0010 Reference -0.018
1 AASD 1637 0008 —
1 5653 2129 0008 100 3OH 121 ECL deviases 0012
1 5809 917 o012
16146 J260 0016
1 639 12273 0011
1 6574 3662 0011 seee
16748 1435 0010 120 = 1212 0%1 ECL deviates 0003
1 6957 4588 001} 120 257 ECL deviates 0018 Referemce 0.013
17198 041 0018 1.0 150 SOM 252 ECL deviates 0000
17478 7230 0010 ——
17724 2166 0014
L7919 1887 0012 ——
I 8las Lo ) 0010 11:0 30H 033 ECL deviates -0 003
1 8245 856 0013 - usicnown 12 502 = ECL deviates 000
1 8568 38 0009 1 009 130 0 021 ECL devistes O Reference -0 006
157N 581 0010
| 888} 2152 0009 -
I 9180 2 oo?
1 9350 " 00N
| 9488 399 0010 131t 12-13 033 ECL deviates 0009
| 9884 1777 001S
20687 1357 0008
20t 661 0008 -
2 09%3 1426 0012 0992 134809 12030H 077 ECL Scviates -0 002
21186 3870 0013 e 138502 ke
21324 2089 0009 ——— 135976 unksown 13 551 e ECL doviates 0007
21415 1587 0008 0989 136288 140 102 ECL devistes 0.001 Reference -0.001

4.8.6 SDS4 Kodlu Susun Yag Asidi Analizi

SDS4 kodlu susun icerdigi yag asitleri yuzde oranlari ile Tablo 4.8'de ve GC
kromotogrami Sekil 4.23’te verilmigtir. SDS4 kodlu susun yag asidi profilinin % 22.9 oraninda
16:0, % 9.93 12:0 20H, % 8.80 oraninda 12:0 30H ve % 6.00 oraninda 10:0 30H igerdigi
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belirlenmistir. % 26.9 oraninda yag asidi ise tanimlanamamistir. Yag asidi profili temel

alinarak yapilan veri tabani analizi sonucunda SDS4 susu cins dlzeyinde dahi tespit

edilememistir.
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Sekil 4.23. SDS4 kodlu susa ait yag asidi profilleri
Tablo 4.8. SDS4 kodlu susa ait yag asidi profilleri
RT | Response [ Ar/Ht| RFact| ECL Peak Name | Percent | Comment | Comment2
06927 | 342818 | 0,004 | GOT8T| [ = <minn |
07010 | 9583E+8 | 0.016| - | 6.7407 | SOLVENT PEAK | <minn__ r !
1.1653 4190000 —[101476| — I
14099 5226 | 0.009 | 1.098 | 11.4482 | 10:0 30H 6.00 | ECL deviates 0.000 ]
1.5283 4246 0,009 | 1.064 | 12.0000 | 12:0 4.73 | ECL deviates 0.000 Reference 0.000
18365 9435 0.008 | 1.006 | 132036 | 12:020H 9.93 | ECL deviates 0.000
19149 8457|0008 | 0994 | 134832 [12030H 8.80 | ECL deviates 0,000
2.0599 582 0.008 | 0976 14.0002 | 14:0 , 0,59 | ECL deviates 0.000 Reference -0.002_
| 23598 697 0.008| 0.048 | 150008 | 15:0 | | ECL deviates 0.001 e N
| 26196 27585 0009 | 0931 158360 | Sum In Feature 3 | 26,87 | ECL deviates -0.004 161 wic/lb wee |
| 26703 23493 | 0.009] 0928 ] 15.9990 | 16:0 22.82 | ECL deviates -0.001 Reference -0.005
[ 27000 720 0.012] - | 16,0939 < —
(29251 ST8| 0011 0917] 168115 | 171 whe 0.55 | ECL deviates -0.004
| 29366 2975| 0.010] 0916 169121 | 170 cyclo | 2.85| ECL deviates -0.003
| 29846 785 0010] 0915 170012 [170 | 0.75 | ECL deviates 0.001 | Reference -0.004
(32195 472| 0.008] 0909 | 17.7521 | SuminFeareS | 0.45 | ECL deviates -0.004 182 w6,9¢/18.0 ante |
[ 32476 15894 0009 0.908 | 17.8418 | Sum In Featurc § 15.10 | ECL deviates -0.006 18:1 wic e
3297 586 0.010 | 0907 17.999 | 18:0 0.56 | ECL deviates 0,000 Reference -0.007
34418 821] 0011 | 184715 -
(35075 | 5711 0010 | 18.6869 —
Ll 275851 | o —- | Summed Feature 3 26.87 | 16:1 wTe/16:1 wée 16:1 wbc/16:1 wlc
| - 472 - | o -~ | Summed Feature § 0.45 | 18:0 ante/18:2 w6, 9¢ 18:2 w6,9¢/18:0 ante
| - 15804 ol ~+ | Summed Feature § | 15,10 [ 18:1 w7 | 181 wée B

4.8.7 SDS6 Kodlu Susun Yag Asidi Analizi

SDS6 kodlu susun igerdigi yad asitleri yluzde oranlari ile Tablo 4.9'da ve GC
kromotogrami Sekil 4.24°de verilmigtir. SDS6 kodlu susunda en fazla bulunan yag asidleri %
24.2 oraninda 18:0 30H, % 19.3 oraninda 12:0, % 6.94 oraninda 10:0 iso ve % 4.90
oraninda 10:0 iso olarak belirlenmistir. Yag asidi profili temel alinarak yapilan veri tabani

analizi sonucunda SDS6 susu cins diizeyinde dahi tespit edilememisgtir.
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Sekil 4.24. SDS6 kodlu susa ait yag asidi profilleri

Tablo 4.9. SDS6 kodlu susa ait yag asidi profilleri

RFact Peak Name

Comment2
SOLVENT PEAK

Commentl
< mim 1t

< mnim Tt

90 ECL Jdcviates 0.002 Reference -0 002
8:-0 308 ECL Jdeviares -0.006
100 iso ECL deviates -0 016 Reference -0.018

100 ECL deviates 0.010 Reference 0 008

ECL devistes -0 002 Reference -0.002

12:1 sx 31-12
12:0
11:0 iso 30H

091 ECL devistes
ECL devimes

ECL Geviastes

~-0.003
0013
0 .00S

Reference 0015

ECL devames -0.001 Reference 0.002

3
3
3
3
3
4
3

150 ECL deviascs 0.001 Referemce 0.003
15:0 antciso ECL deviatcs 0005 Reforemce 0.008
15:0 ECL devimes 0000

emknown 15 669 > max arht

16:1 woc ECL devimes -0 003

Sum In Festure 3 ECL deviates -0 001 161 w7cr16:1 whc
16:1 wSc ECL deviases 0000

150 ECL deviases -0.003 Reference -0 001

150 iso 3O

ECL devistes -0.003

Sum In Feature 9 ECL deviases 0000 171 1m0 wSc
17:0 =nteiso ECL devimtes -0.013 Reference -0.012
17:0 ECL deviases -0.001 Reference 0.000
183 whc (6,9,12) ECL deviases 0001

IS:1 woSc ECL deviases 0.006

180 ECL deviases -0 001 Referemce -0 003

17:0 iso 3OH
20-0

Swmmed Festure 3
Summed Feanure 9

ECL deviases 0011
ECL deviases
= max
16:1 wWTc/16:1 whc
160 10-mectinyl

0008

Referemce 0.000

161 W 16:1 wic
171 iso woc

4.8.8 SDS7 Kodlu Susun Yag Asidi Analizi

SDS7 kodlu susun igerdigi yad asitleri yuzde oranlari ile Tablo 4.10'da ve GC
kromotogrami Sekil 4.25'te verilmigtir. SDS7 kodlu susun yag asidi profilinin % 24.2 oraninda
12:0, % 8.40 14:0 anteiso, % 6.44 oraninda 14:1w5c ve % 6.41 oraninda 11:0 20H igerdigi
belirlenmigtir. % 10.74 oraninda yag asidi ise tanimlanamamistir. Yag asidi profili temel
alinarak yapilan veri tabani analizi sonucunda SDS7 susu cins dizeyinde dahi tespit

edilememistir.
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Sekil 4.25. SDS7 kodlu susa ait GC kromotogrami
Tablo 4.10 SDS7 kodlu susa ait yag asidi profilleri
RT Respomse ArnMt R¥Fact ECL Poak Name Percent Comment] Comment2
07644 6642E+8 0016 e 66334 SOLVENT PEAN e < gman n
12067 2452 0012 -— 9 5667 wnknown 9 360 wee  ECL devisten 0007
14503 1229 0010 1063 107176 110 antcrso 392 ECL deviases 0013
1La3n2 94 0015 —es 105372
1 4683 347 0009 1053 110133 110 110 ECL deviases 0013
1 380 31 000K 1939 11433 100308 106 ECL deviates 0014
1 4543 33 009 Tozy 119966 120 2421 ECL devistes -0 003 Reference 0015
L7221 1170 0016 1027 120540 1100 3OH 358 ECL devimies -0014
1.74%3 2099 0009 1019 121926 110204 641 ECL devimes 0002
179 475 0013 - 123629
15714 422 00w — 1265877
1 8582 0 0000 1LOOT 127206 130 antenso 259 ECL devistes O 007
21508 1229 0020 —— 136472
21729 2837 0010 0988 137230 140 anteiso 540 ECL devastes 0008
21943 s34 o0o0N w13 7964 -
22196 1236 0009 - 138830 ctvo
22314 218t Q010 0988 136243 141 wse 644 ECL deviates 0.008
22564 1084 0017 0984 140053 140 311 ECL deviates 0009 Reference 0019
2 3088 470 oo — 14106598 —
23248 447 o010 0980 142316 139020H 131 ECL deviates 0.008
23374 327 0008 wess 142741 unknown 14 263 wee  ECL deviates 0011
23472 179 0012 wase 14 3207
2475 ns » 097 ”» E -
::“2.’: ‘;‘ 2' ::::: ) :: :: ~::: 150 antenso :. x..t ECL devistes 0.000 Reference 0006
27718 2439 0028 see 156736 unknown 15 669 weee = pmax ar/it
2 8047 592 0012 0965 I1S7TT80 161 wllc 1.71  ECL deviates -0 004
28251 928 0014 0964 158426 Sum Ia Feature ) 268 FECL devistes 0003 161 W/ 161 wie
E:‘:: :‘: Q013 0964 159308 161 wSe 219 ECL deviates 0002 ‘
28742 s 0012 0963 S 998 k4 5
o g 2 :ﬁ |¢.~:‘. 160 "“\; ECL deviates -0 001 Reference 0 000
2923 1069 0018 0963 161538 150 is0 JOH 308 ECL deviates -0 00K
29571 11280017 - 163572 —_
2 9989 Si4 0009 —— 163946 —
Joiss 3728 0018 0961 164481 Sum In Feature 9 1074 ECL deviates 000} 171 o wi
JOa7s 2% 001a 0961 165491 171 amtcuso woe 1. 51 ECL deviates -0 003
3.1023 TE9 0014 0960 167230 170 smsiso 227 ECL deviates -0.010 Reference -0 012
3T 653 oon 0958 176052 183 woc (69.12) 1 87 ECL deviates 0003 )
3 S0 1078 0010 0957 185005 180 3OV ECL deviates 0 006 Reforence <0 002

4.8.9 SDS8 Kodlu Susun Yag Asidi Analizi

SDS8 kodlu susun icerdigi yag asitleri yluzde oranlar ile Tablo 4.11 ve GC
kromotogrami Sekil 4.26.’de verilmistir. SDS8 kodlu susun yag asidi profilinin %23.8
oraninda 16:0, % 9.03 oraninda 12:0 20H, % 7.87 oraninda 12:0 30H igerdigi belirlenmisgtir.
% 26.2 oraninda yag asidi ise tanimlanamamigtir. Yag asidi profili temel alinarak yapilan veri
tabani analizi sonucunda SDS8 susunun 0.320 S| degeri ile Pseudomonas putida olarak

tespit edilmistir.
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Sekil 4.26. SDS8 kodlu susa ait GC kromotogrami

Tablo 4.11. SDS8 kodlu susa ait yag asidi profilleri

| RT Response | ArHt| RFact| ECL|Peak Name Percent | Comment] Comment?
06920 296252 | 0.004 —- | 66767 — | <minrt
07000 | GSISER | 0016 —- | 67358 | SOLVENT PEAK e | < min 1t
14053 5082 | 0005 | 1098 | 114491 | 10:030H 5.80 [ ECL deviates 0.001 Galai .
15277 6913 | D.009 | 10641 12,0000 | 12:0° 428 | ECL deviates 0.000 Reference -0.003
1.8360 13432 0008 | 1006 132037 | 12:0200 903 | ECL deviates 0.000 S
19147 13603 | D008 | 0934 | 154842 [ 120301 7.87 [ ECL devintes 0001 N
20555 936 | 0.009 | 0.976 | 140000 | 140 = 0.53 | ECL deviates 0.000 Reference -0.004
23554 1317 0009 | 0048 15.0005 | 150 "~ | ECL deviates 0.000 :
26192 | 48350 | 0.009 | 0.931] 153362 | Sum In Feature 3 26.18 | ECL deviates 0.004 16:1 wie/16:1 whe
26700 43108 | 0.009 0928 15999 | 1639 23 82 | ECL deviates 0.000 Reference -0.006
[ 2700 92| 0012 - | 16,0663 - —
| 29253 509 | 0.010 | 0917 168138 | 17:1 wie 0.49 | ECL devintes -0.001
29562 7791 | 0009 | 0916 169124 | 170 eycho | 415 | ECL deviates -0.003 z. -~
29838 | 1536 | 0.009 | 0815 | 17.0007 | 170 0.82 | ECL devintes 0.001 Reference -0.007
31536 346 | 0009 | 0910 17.5501 | 16:0 30H 0.18 | ECL deviates 0.002
32197 460 | 0.009 | 0909 | 17.7552 | Sum In Feature S 0.24 [ECL devistes -0.001 | 182 wh,9¢/15:0 ante
[ 3247 30459 | 0.009 | 0908 | 17.8437 | Sum in Featurc® 16.00 | ECL devintes -0.004 18: RS
| 32962 1007 [ 0010 0907[ 179557 180 0.53 | ECL deviates 0.000 -0.009 —
| 34410] 697 [ 0.011 weee | 184731 .
JN8T| 414 | 0.009 e | 18,6044 e
| 48350 wss | Sumimed Feature 3 26.18 | 16:1 w7c/16:1 wée 16:1 wic/16:1 wic
o 0] — = e | Summed Feature 5 024 [ 18:0 anoe/1822 w6 9¢ 182 w6,9¢/18:0 ante
- 0489 | -] e —=- | Summed Feature § 1609 [18:1 wic

4.8.10 SDS10 Kodlu Susun Yag Asidi Analizi

SDS10 kodlu susun icerdigi yad asitleri ylizde oranlari ile Tablo 4.12 ve GC

kromotogrami Sekil 4.27’de verilmigti. SDS10 kodlu susun yag asidi profilinin %23.1
oraninda 16:0, % 9.10 oraninda 12:0 20H, % 7.88 oraninda 12:0 30H ve % 5.90 oraninda
10:0 30H igerdigi belirlenmistir. % 27.0 oraninda yag asidi ise tanimlanamamigtir. Yag asidi

profili temel alinarak yapilan veri tabani analizi sonucunda SDS10 susunun 0.129 Sl degeri

ile Pseudomonas syringae olarak tespit edilmigtir.
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Sekil 4.27. SDS10 kodlu susa ait GC kromotogrami
Tablo 4.12. SDS10 kodlu susa ait yag asidi profilleri
RT | Response Ar/Ht RFact  ECL  Peak Name Percent | Commentl Comment2
06925 370781] 0004 | - | 66792 | <mintt
0.7008 | 9.477E+8 | 0016 - | 6.1409 | SOLVENT PEAK | <minnt =
1165 777 0010] | 101514 — =1 )
14092 | 4720 | 0009 1.098 | 11.4509 | 10:030H 5.90 | ECL deviates 0.003
1.5275 4620 [ 0.009 | 1.064 | 120005 [ 12:0 5.60 | ECL deviates 0.000 Reference -0.004 |
{18361 | 7949 [ 0.008 | 1,006 | 132041 | 12:020H 9.10 | ECL deviates 0,000 t
T 1914 6960 | 0.008 | 0.994 | 134827 [ 12:030H 7.88 | ECL deviates 0.000 |
20594 504 0,008 0976 | 13.9992 | 14:0 0.56 | ECL deviates 0.001 | Reference -0.004 ,
2.3503 660 | 0.008| 0948 | 149992 15:0 +wer | ECL deviates -0.001 | , |
26199 | 25511 0009 0931 | 15.8371 | Sum In Feature 3 27.03 | ECL deviates -0.003 [16:1 wie/l6:1 whe |
(26702 21890 0.009| 0928 159990 | 160 23.13 | ECL deviates -0.001 Reference -0.006 |
[(27008| 644 ] 0011 e | 16,0968 o it s |
29257 647 0013 0917| 168145 [17:1 whe 0,68 | ECL deviates -0.001 |
2.9566 2378 0010 0916 169131 [17:0¢yclo | 248 ECL deviates 0002 | B
2.9842 763 | 0.009 | 0915 | 170011 | 17:0 1”079 | ECL deviates 0,001 Reference -0.005
32199 631 0.011| 0909 | 17.7555 | Sum In Feature 5 | 0.65 | ECL deviates 0.000 182 w6 9¢/18:0 ante
32475 14638 | 0,009 | 0.908 | 17.8441 | Sum In Feature 8 15.13 | ECL devites -0.003 18:1 wie
| 32967 652| 0011 0907] 180015 180 "0.67 | ECL deviates 0.001 Reference -0.007
34407 830 0.012] | 184727 = -
_3.5078 627 0009 -] 18.6921] -
36015 403 | 0.010] 0902 18,9988 | 19:0 0.41 | ECL deviates -0.001 Reference -0.013
- 25511 | - - | Summed Feature 3 27.03 | 16:1 w7c/16:1 woe 16:1 wée/16:1 wle \
— 631 | o] | SummedFeatureS 0.65 | 18:0 ante/18:2 w69 18:2 w6,9¢/18:0 ante
e | 14638 | — ===~ | Summed Feature 8 1503 | I81wle 18:1 wée

4.8.11 SDS10-2 Kodlu Susun Yag Asidi Analizi

SDS10-2 kodlu susun icerdigi yag asitleri ylizde oranlari ile Tablo 4.13 ve GC
kromotogrami Sekil 4.28'de verilmistir. SDS10-2 kodlu susun yag asidi profilinin % 28.0
oraninda 12:0, % 7.28 oraninda 14:0 anteiso, % 6.80 oraninda 11:0 20H ve % 6.26
oraninda 14:1w5c icerdidi belirlenmigtir. % 8.85 oraninda yag asidi ise tanimlanamamistir.

Yag asidi profili temel alinarak yapilan veri tabani analizi sonucunda SDS10-2 susu cins

dizeyinde dahi tespit edilememisgtir.
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T FID1 A Front Signal (E14528.665\A0041088.0)

PA _
18—

17

-]

AN

i

Sekil 4.28. SDS10-2 kodlu suga ait GC kromotogrami

Tablo 4.13. SDS10-2 kodlu suga ait yag asidi profilleri

RT
0.7645 | 6.STIE+8
10334 640
1.0878 429
11058 | 1013
11774 6019
12067 2386
12239 988
12443 860
1.2800 1325
1.3123 a
13972 438
14104 1097
1.4340 801
1 5263 757
15373 472
1.5471 1148
1.5815 493
1.6137 1277
1.6406 4271
16748 341
1.6966 714
17234 904
17488 1736
1.8720 317
1 8884 688
20272 $32
21192 790
21436 73
217132 1919
21945 351
22196 929
22316 1688
23584 1001
24787 644
27721 1744
28529 501
28750 776
28967 1733
29242 841
30160 2400
31033 620
33m | 760
3.5040 1296
3.5500 458
3 5664 910
36935 1sn
42068 423

- 2400

Ar/Ht
0016

0014

0.011

0016
0012
0.013

0013
0013
0011
0.012
0010
0010
0018
0018
0007
0.013
0011
0013
0014
0.009
00089
0016
0.009
0.009
0.009
0.013
0013
0.019
0.010

0.010
0.009

0.010
0.010

0.010 |
0.028

0013
0.012
0012
0.019
0.014

0013
0012

0.011

0013

0013
0014
0011

RFact

ECL
66439
84243
87843
89034

937172

95713

9.6850

98203
10,0399
10.2083
10,6483
10.7174
10.8408
11.264]
13117
11.3542
11.5030
11.6421
117588
11,9068
11,9985
12.0997
121944
12.6606
127228

132234

13 5396
13,6236
137282
137984
13 8848

139260

14 3433
14.7261

156750

159316
16.0016
16,0705
16.1577
16 4489

C16.7286

17.6047
180034
18,1538
182078

186240

20,3358

Peak Name
SOLVENT PEAK

11:0 anteiso

12:0
11:0 is0 30H
11:0 20H

130 antesso

14.0 1s0
14:0 anteiso

14:1 wse

15.0 anterso
unknown |15 669
16:1 wsc

16:0

15:0 150 3JOH
Sum In Feature 9
170 anteiso

183 whc (6.9.12)
180

170 iso 30H
190 iso

Summed Feature 9

48

Percent

ELEELLEL

i

7.28

626
241

weee

188

287

an

476

s

58S

Comment]
<minn

_<minnt

<mnn
<minn

ECL deviates 0012

ECL deviates -0.001
ECL deviates -0 008
ECL deviates 0003

ECL deviates 0009

ECL deviates -0.004
ECL deviates 0.007

ECL deviates 0010

ECL devintes 0001
> max ar/h

ECL devintes 0,004
ECL deviates 0,002

ECL deviates -0.004
ECL deviates 0002
ECL deviates -0.007
ECL deviates 0005
ECL devistes 0.003

" ECL deviares 0.015

ECL deviates -0.014
> max n
16:0 10-methyl

Comment2

Reference 0.014

Reference 0.003

Reference 0015

Reference 0.004

Reference 0000

17:1 iso woc

Reference -0.011

Reference -0.004

171 iso w9¢
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4.8.12 SDS10-3 Kodlu Susun Yag Asidi Analizi

SDS10-3 kodlu susun icerdigi yag asitleri yuzde oranlari ile Tablo 4.14 ve GC
kromotogrami Sekil 4.29'da verilmigtir. SDS10-3 kodlu susun yag asidi profilinin % 15.0
oraninda 12:0, % 12.9 oraninda 8:0 30H, % 8.25 oraninda 10:0 iso igerdigdi belirlenmigtir.
Yag asidi profili temel alinarak yapilan veri tabani analizi sonucunda SDS10-3 susu cins
dizeyinde dahi tespit edilememistir.

FID1 A Front Signal (E14920 665\A0061062 D)

PA

28

26

¥

]

n

3

Sekil 4.29. SDS10-3 kodlu suga ait GC kromotogrami
Tablo 4.14. SDS10-3 kodlu susa ait yag asidi profilleri

RT

iy gl ot

-

Ar/Ht RFact Peak Name Percent Comment! Comment2
0.7645 0.016 —— SOLVENT PEAK e < rt
09888 0.015 -~ < mmn
1.0345 ooio —— <mann
1.0457 0010 - < nunrt
1.0597 0010 - - “< muin rt
1.0885 0009 —— wene < mun rt
1.1062 0017 -— - < mun 1t
1.1585 0.011 -
1.1775 0.012 1.120 80 30H 1297 ECL deviates 0.001
12078 0.011 1 100 150 825 ECL deviates -0.004 Reference -0 014
12234 0.013 X
12447 0012
1.2 0010 — -
1.2 0.00% - -
1.3 0013 — -
1.3 0013 - 103811 -
1.3 oon —— —
1 0011 —
1 0010 — 5 -
i 109180
1 109883 | 092 ECL deviates -0.012 Reference -0 017
1 11.0412 -_—
1 11.1573 -
1.5 11.2197 -
1S " 1 —
1.5 1 -
[ 1137 ——
[ B- 114584 10.0350H 200 ECL deviates 0.010
1.5 11.5240 -
1 —
1 —
1 —
1 121 at 11-12 1.56 ECL deviates 0.002
1 12:0 1503 ECL deviates 0.017 Reference 0014
1.7

0.013
0010
0.013
0.009
0.009
0017
0011

o010
0015
0010
0014
0013

0009
0.009
0.008
0.011

0.013
0.008
0.007
0.009
0013

11:0 w0 30H

11:0 30H
wnknown 12.502
13:1 &t 12-13 0.75

120 30H 1.21

uniknown £3.591
130 iso 1.73
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ECL deviates -0.001

ECL deviaes -0.003

- ECL devaates ~0.001

ECL deviates 0.007

ECL deviates -(

- ECL deviates O

ECL devimes -(

Reference -0.002
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4.8.13 SDS11 Kodlu Susun Yag Asidi Analizi

SDS11 kodlu susun icerdigi yad asitleri ylizde oranlari ile Tablo 4.15 ve GC
kromotogrami Sekil 4.30'da verilmigtir. SDS11 kodlu susun yag asidi profilinin % 19.9
oraninda 16:0, % 17.0 oraninda 18:1 w7c, % 5.63 oraninda 12:0 20H igerdigi belirlenmigtir.
% 38.8 oraninda yag asidi ise tanimlanamamistir. Yag asidi profili temel alinarak yapilan veri
tabani analizi sonucunda SDS11 susu cins dlizeyinde dahi tespit edilememistir.

FIC1 A, [E13514 550wW0102520 .0

* i i

40

s ]

A g

=]
25 - =
20
=
) g
5 2g -2
L] s
L) W= Y i
25 5 I5 10 12 15 17 s min
Sekil 4.30. SDS11 kodlu susa ait GC kromotogrami
Tablo 4.15. SDS11 kodlu susa ait yag asidi profilleri

ET  PFapoms= | ArH FFact ECL  PasklMNams Parcant | Comment] Commant?
1.678 | 3.B00E=E | 0.026 — 7.015 | SOLVENT PEAK —  <ming
LB3E 1157 | 0.034 — T.561 —  <ming
1333 260 | 003 — 2.250 — | <mintt
1.667 580 | D027 — B.240 — | <mintt
ER 0637 | D030 — 4774 —_
3.111 386 | 0027 1.131 L0810 0.17 | ECL deviates -0.001 Fafzrance -0.004
4518 1774 | 0.050 1089 | 11428 | 10:030H 498 | ECL gewigres  0.007
4440 10705 | 0.036 — | TL5T —
4.583 I8 | D0IE — 11724 —_
4,852 14882 | 0051 1045 | 13002 | 140 401 | ECL gawigfzs 002 Faferancs -0.001
6.268 11520 | 0.034 | 0.97F | 15181 | 1LD20H 5.65 | ECL geviapes (.005
6.458 EI01 | ©.052 — | 13.330 —
6.635 1753 | 0036 0966 | 15461 2:030H 541 | ECL dewiates . 0.007
T35 1424 | 0036 0847 0 15880 140 0.3F | ECL deviates -0.001 Faferancs -0.003
2.BRD 6635 | 0056 0.824 | 14853 | unlmown 14.930 1.538 | ECL deviates -0.004
1933 430 | 0036 | 0915 | 15000 | 150 — | ECL gewigres  .000
10,330 164002 [ 0043 0.915 | 15820 | Sum InFaatua 3 38.80 | ECL deviates -0.002 il w715 i30 30H
10,615 84533 (042 0912 | 15880 | 160 19.85 | ECL deviatss -0.001 Fafaranc= -0.003
T1.500 5805 | DU0E 0 050E | 164580 1A030H 138 | ECL d=viates -0.004
TLTTT 3038 | 0044 Qe0d | 16.BE0 ) 1T:OCYCLO 0.71 | ECL gawigrzz 0001 PBaferenga 0000
15,827 TS5 | 0040 Q011 | T7.RLS | JElwTc 17.02 | ECL devigtes (. 000
14,188 S100 | 0.045 — | 1017 —
14275 647 | 0036 | 0212 | 1B079 | 11methyl 1B ] wTc 0.15 | ECL daviates -0.002
16.751 5551 | 0045 — | 18421 —_

— 164901 — — — | Summed Faghe 3 3880 | 1&]wTo/ 15z 20H DTS00 I0HTE:IwTe

Metisilin  direngli stafilokoklar ve pseudomonadlarin yag asidi analizleri ile
tanimlanmalarina yoénelik yapilan ¢alismalar sonucunda Al11, BaO1 ve Li12 kodlu suslar
distk Sl degerleriyle Staphylococcus cohnii olarak tanimlanmistir. SDS8 ve SDS10 kodlu
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suslar yine dusik Sl degeriyle Pseudomonas putida ve Pseudomonas syringae olarak
tanimlanmislardir. Diger suslar ise FAME analizi ile cins dlizeyinde dahi tanimlanamamuistir.

FAME analiz sonuglarina goére suslarin tanimlanmasi acgisindan saglkli veriler elde
edilemediginden 16S rRNA sekans analizi dikkate alinarak metisilin direngli stafilokoklar ve

pseudomonadlar molekuler duzeyde tanimlanmistir.

4.9 Floresan in situ Hibridizasyon (FISH)

4.9.1 mecA Problarinin Optimum Hibridizasyon Kosullarinin Belirlenmesi

In situ uygulamada hedef olan mecA geni tasiyan bakterilerin hibridizasyonu
gergeklestirmek icin mecA |, 1l ve Ill problari ile S. aureus ATCC33591 pozitif kontrol susu ve
farkh formamid ve NaCl konsantrasyonlari (% 45, 50 and 55 formamid ve 0.040, 0.028 ve
0.020 M NaCl) kullanilarak optimizasyon calismasi yapiimigtir (Tablo 4.16). Hibridizasyon
sonrasi Leica QWin Plus programi kullanilarak yapilan DAPI ve FITC goéruntulerine ait piksel
alanlari (pp2) analizinde elde edilen hibridizasyon oranlari Tablo 4.16’da ve FISH gorintileri
ise Sekil 4.31, 4.32 ve 4.33.’te sirasiyla verilmigtir.

Tablo 4.16. mecA pozitif ve negatif kontrol suslari ile mecA problarinin hibridizasyon
kosullar

mecA Problari igin % Sinyal intensity

% 45 Formamid + 0.040 M NacCl

% 50 Formamid + 0.028 M NaCl

% 55 Formamid + 0.020 M NaCl

mecA |

mecA ll

mecA Il

mecA | mecA Il mecA lll

mecA | mecA Il mecA Il

S. aureus
ATCC33591
mecA*

77.1£0.98

65.9+1.63

76.4+0.79

79.3+1.51 80.9+2.18

85.7£1.05

88.9+0.15  81.6x1.71  92.1£1.57

S. aureus
ATCC25922
mecA”

1.86+0.94

2.52+1.01

2.96+1.52

2.84+0.85 3.66x1.09  3.81+0.57

2.14+0.35 2.66x0.63  3.98+0.67

E. coli
DH5a
mecA

2.04+0.57

2.50+£0.26

3.08+0.46

3.24£1.84  2.5%+0.36 3.80+1.54

1.40+0.75 1.93#0.81  2.89+0.68

+, standart sapma
mecA*, mecA-pozitif kontrol
mecA", mecA-negatif kontrol

% 55 formamid ve 0.020 M NaCl konsantrasyonunda mecA Il probu % 92.1+1.57

(p<0.05) oraninda en fazla mecA genine spesifitesi ylksek hibridizasyon gdsteren prob olarak

belirlenmigtir. Bu hibridizasyon kosullarinin ve mecA IIl probunun daha sonraki ¢aligmalarda
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mecA geni tasiyan bakterilerin takip edilmesine yonelik spesifitesinin dogrulanmasi igin mecA
geni tasimayan negatif kontrol suslari S. aureus ATCC25922 ve E. coli DH5a ile hibridizasyon
yapilmistir. S. aureus ATCC25922 (Sekil 4.34) ve E. coli DH5a (Sekil 4.35) suslari sirasiyla %
3.9810.67 (p<0.05) ve % 2.8910.68 (p<0.05) oranlariyla disuk intensity gostermistir. mecA lli
probunun sinyal yogunlugu ile hedef mecA geni arasinda dogrusal iliski R = 0.91 olarak

belirlenmigtir.

Sekil 4.31. mecA pozitif S. aureus ATCC33591 susunun % 45 formamid ve 0.040 M NaCl
(a-ay), % 50 formamid ve 0.028 M NacCl (b-b;), ve % 55 formamid ve 0.020 M
NaCl (c-c;) konsantrasyonlarinda hibridizasyon optimizasyonu. DAPI ile
boyanmis toplam hticre populasyonlari (a, b, ¢) ve bunlara karsilik gelen saf
kultarlere uygulanan mecA | probu (a;, by, ¢;). (Bar, 10um)
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Sekil 4.32. mecA pozitif S. aureus ATCC33591 susunun % 45 formamid ve 0.040 M NaCl
(a-ay), % 50 formamid ve 0.028 M NacCl (b-b,), ve % 55 formamid ve 0.020 M
NaCl (c-c;) konsantrasyonlarinda hibridizasyon optimizasyonu. DAPI ile

boyanmig toplam hicre populasyonlari (a, b, c) ve bunlara karsilik gelen saf
kiltdrlere uygulanan mecA Il probu (ay, by, ¢1). (Bar, 10um)
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Sekil 4.33. mecA pozitif S. aureus ATCC33591 susunun % 45 formamid ve 0.040 M NacCl
(a-ay), % 50 formamid ve 0.028 M NacCl (b-b,), ve % 55 formamid ve 0.020 M
NaCl (c-c;) konsantrasyonlarinda hibridizasyon optimizasyonu. DAPI ile
boyanmig toplam htcre populasyonlari (a, b, ¢) ve bunlara karsilik gelen saf
kiltdrlere uygulanan mecA lll probu (ay, by, ¢1). (Bar, 10um)
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b ;

Sekil 4.34. mecA negatif S. aureus ATCC25922 susunun % 45 formamid ve 0.040 M NaCl

(a-ay), % 50 formamid ve 0.028 M NacCl (b-b,), ve % 55 formamid ve 0.020 M
NacCl

(c-c1) konsantrasyonlarinda hibridizasyon optimizasyonu. DAPI ile

boyanmig toplam hicre populasyonlari (a, b, c) ve bunlara karsilik gelen saf
kiltdrlere uygulanan mecA lll probu (ay, by, ¢1). (Bar, 10um)
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Sekil 4.35. mecA negatif E. coli DH5a susunun % 45 formamid ve 0.040 M NacCl (a-a;), % 50
formamid ve 0.028 M NaCl (b-b;), ve % 55 formamid ve 0.020 M NacCl (c-c,)
konsantrasyonlarinda hibridizasyon optimizasyonu. DAPI ile boyanmis toplam
hicre populasyonlari (a, b, ¢) ve bunlara karsilik gelen saf kultirlere uygulanan
mecA Il probu (a;, by, ¢;). (Bar, 10um)

Optimizasyon c¢alismalari sonucunda % 55 formamid ve 0.020 M NacCl
konsantrasyonunda mecA Il probunun mecA geni tasiyan bakterilerin takip edilmesi igin
spesifitesi en yuksek prob oldugu tespit edilmigtir. Calismanin bundan sonrasindaki
asamada ise, Kizihrmaktan 2011-2012 ddénemlerinde Uger aylik periyotlarla toplanmis ve
fikse edilmis olan su &rnekleri ile belirlenen bu kosullarda hibridizasyon ¢alismalari yapilarak

mecA geni tasiyan bakterilerin mevsimsel populasyon yayilim profilleri ¢cikariimistir.



TOBITAK
4.9.2 mecA Geni Tasiyan Bakterilerin Mevsimsel Populasyon Yayilimi

Sekil 4.36 ve 4.37°de goéruldigu gibi mecA 1l probu icin belirlenen optimum kosullar
kullanilarak (% 55 formamid ve 0.020 M NaCl) 2011 Ocak-2012 Ekim arasinda toplanmis
olan su drneklerinde mecA geni tasiyan suslar takip edilmistir.

Sekil 4.36. Ocak (a-a;), Nisan (b-b;), Temmuz (c-c,), Ekim (d-d;) 2011 dénemlerinde
alinan su oOrneklerinde % 55 formamid ve 0.020 M NaCl (c-c,)
konsantrasyonlarinda gergeklesen hibridizasyon. DAPI ile boyanmis toplam
hicre populasyonlari (a, b, c,d) ve bunlara karsilik gelen saf kiltirlere
uygulanan mecA Il probu (a;, by, ¢4, d;). (Bar, 10um)
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Sekil 4.37. Ocak (a-a;), Nisan (b-b;), Temmuz (c-c,), Ekim (d-d;) 2012 dénemlerinde alinan
su orneklerinde % 55 formamid ve 0.020 M NaCl (c-c;) konsantrasyonlarinda
gerceklesen hibridizasyon. DAPI ile boyanmis toplam hicre populasyonlari (a, b,
c,d) ve bunlara karsilik gelen saf kilturlere uygulanan mecA 11l probu (a;, bs, cy,
d;). (Bar, 10um)

mecA geni tasiyan suslarin populasyon yodunlugu (%) DAPI ve mecA Ill probu ile
hibridize olan bu suglarin FITC gérintulerinin piksel alanlar (pp2) verilmistir. Piksel alanlarina
dayanarak elde edilen iki yilhk yayilim grafiginde FITC ile hibridize olan mecA geni tasiyan
suslarin biyokdtle ylUzdeleri (%) standart sapma degerleri hesaplanarak belirtilmistir (Sekil
4.38).
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Sekil 4.38. 2011-2012 yillari arasinda alinan su drneklerinde mecA geni tasiyan bakterilerin

mevsimsel populasyon yayilimi ('¥). DAPI ile boyanmis toplam biyokitlenin
piksel alani (==) ve FITC isaretli mecA Ill probu ile hibridize olan toplam mecA
geni tasiyan bakteriler (). (hata gubuklari standart sapmayi géstermektedir.)

2011 Ocak ayinda toplam bakteri populasyonu (2.67%10%+0.02x10* pp?) ve mecA
geni tasiyan bakterilerin populasyon yogunlugunun (0.49x10°+0.05x10° pp®) en disik
degerlerde oldugu belirlenmigtir. Ancak 2011 Temmuz ayinda toplam bakteri populasyonu
(5.19%10"+0.05%10" pp®) ve mecA geni tasiyan bakterilerin populasyon yogunluklarinin
(0.33%10"+0.03%10" pp?) en yiiksek degerlerde oldugu belirlenmistir.

2012 yili bakteri populayon yayilimlari bakimindan 2011 yih populasyon dagilimi ile
benzerlik  gdstermektedir. 2012 Ocak ayinda toplam bakteri  populasyonu

(1.43% 10"+0.02%10* pp®) ve mecA geni tasiyan bakterilerin populasyon yogunlugunun
(0.01%10*+0.01x10" pp?) diger aylara gére en diisiik seviyede oldugu belirlenmistir. 2012
Temmuz ayinda toplam bakteri populasyonu (6.52%10°+0.02%10" pp®) ve mecA geni
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tasiyan bakterilerin populasyon yogunluklarinin (0.54x10°+0.02x10* pp®) en yilksek

degerlerde oldugu belirlenmistir.

2011 yih mecA geni tasiyan bakterilerin ortalama yodunlugu Ocak ayinda %
4.9040.68, Nisan ayinda % 6.16+£0.63, Temmuz ayinda % 6.36+0.55 ve Ekim ayinda %
4.69+0.66 olarak belirlenmistir. Ocak, Nisan, Temmuz ve Ekim aylarinda toplam bakteri
populasyon dagihmi géz onune alindiginda mecA geni tasiyan bakterilerin populasyon
yaylhm oranlari arasinda goézlenen farkliigin istatistiksel olarak anlamli oldugu (p<0.05)

belirlenmisgtir.

2012 yih biyokUtledeki mecA geni tasiyan bakterilerin ortalama yogunlugu Ocak ayinda
% 3.8210.38, Nisan ayinda % 7.52+0.61, Temmuz ayinda % 8.24+0.34 ve Ekim ayinda %
8.58+0.36 olarak belirlenmistir. Nisan, Temmuz ve Ekim aylarinda gbzlenen ortalama mecA
geni tasiyan bakterilerin populasyon yodunluklari arasindaki artigin istatistiksel olarak

anlamh oldugu (p<0.05) belirlenmistir.

Yapilan ANOVA testi neticesinde 2011 ve 2012 yillari igerisinde Ocak, Nisan, Temmuz
ve Ekim aylarinda ortalama mecA geni tasiyan bakterileri yodunluklarinin mevsimsel
degisiklik gosterdigi belirlenmistir (p<0.001). Ayrica bu u¢ yil igin uygulanan Shapiro-Wilk
istatistiksel analiz testine gére mecA geni tasiyan bakterileri icin elde edilen verilerin normal

dagilim goésterdigi (p<0.05) tespit edilmistir.

5. SONUG

Bu ¢alismada yuzey sularinda, sehir atik sularinda metisilin direngli stafilokok ve diger
mecA tasiyan bakterilerin varligi arastirilmigtir. mecA siklikla stafilokok ile iligkili olarak rapor
edilsede stafilokok diginda Pseudomonas ve Aeromonas gibi baska patojen bakteri
turlerinde de mecA tespit edilmesi, bu genin yayllimina ve varligina yeni bir 1sik tutabilir.
Buglne kadar sulardan metisilin direncli stafilokok izole edilemese de farkli kékenden
mecA’nin gen transferi ile baska patojenlerde bu genin bulunmasi, dogal ¢evrede klinik
olarak 6neme sahip olan mecA iceren patojenlerin artmasina neden olmaktadir. Daha
Onceleri sadece stafilokok olduklari sanilan B-laktam antibiyotiklerine diren¢ saglayan mecA
genini tasiyan bu patojenler ¢oklu antibiyotik direngliligi gostermektedirler. Dogal gevrede
mecA’nin yaygin olarak bulundugunun tespit edilmesi, enfeksiyonlarin ve enfekte olan
insanlarla olan yayilimin takip edilmesini kolaylastiracaktir. Sonu¢ olarak bu patojenlerin

mecA sekansi, antibiyotik direncliligi, genetik cesitliligi ve su érneklerindeki varhgi, farkh
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biyokimyasal ve molekuiler metodlarla incelenmektedir. Ancak ylzey sularinda mecA geninin
S. aureus diginda bagka bakterilerde de bulunup bulunmadigini gésteren ve mecA hedefli
floresan igaretli oligonukleotid problar kullanilarak floresan in situ hibridizasyon yontemi ile
ylzey sularinda mecA genini tasiyan bakterilerin takip edilmesine yonelik literatlirde
herhangi bir galisma, yaptigimiz aragtirma sonucu bulunamamistir. Bu projenin 6zgin yonu
mecA spesifik prob kullanilarak metisilin direncgli bakterilerin kultire alinmasina gerek
kalmadan yuzey sularinda takiplerinin yapiimasi icin floresan in situ hibridizasyon yénteminin
kullaniimis olmasidir. Gerek klasik kultir izolasyon ve identifikasyon bazl sistemler gerekse
otomatize sistemler genellikle mikroorganizmanin uzun slrede sonu¢ verip yogun
laboratuvar calismalarina ihtiya¢ duyan, yetersiz sayida ve yorumlanmasi gl¢ ancak gen
ekspresyonuna bagh olarak dedisebilecek stabil olmayan fenotipik 6zelliklerini baz olarak
alirlar. iste bu anlamda molekiiler biyolojik yéntemler sadece izolasyonunda zorluk gekilen
patojenlerin tanisi amaci ile dedil ayni zamanda hastane infeksiyonlari ile epidemiyolojik
anlamda iligkisi dusUnulen hastane ici klinik ve ¢evresel oOrneklerle hastaneler arasi
salginlardan izole edilen suglarin tur ve tip bazinda identifikasyonuna olanak saglar. Yuzey
sularinda mecA geninin S. aureus disinda baska bakterilerde de bulunup bulunmadigi ve
mecA spesifik prob ile metisilin direngli bakterilerin kiltire alinmadan yiizey sularinda
takibinin  yapilmasinin  uygunlugu belirlenmis olmasiyla MRSA gibi en o6lumcil
supermikroplarin takip edilmesi kolaylasacaktir. Sonu¢ olarak MRSA tespitinde mecA hedefli
floresan isaretli oligonikleotid problar kullanilarak floresan in situ hibridizasyon yénteminin
alternatif bir yéntem olarak kullanilabilecegini ve bununda dnerilen bu projede oldugu gibi
konuyla ilgili daha genis calismalarin yapilmasiyla mumkun olabilecegini disunmekteyiz.
Proje sonucunda elde edilen bilgiler 1s1ginda séz konusu ydntemin tani ve teshis amaciyla
klinik labaratuvarlarda, enfeksiyonlarin epidemiyolojisi ve toplum saghdi c¢alismalarinda
kullanilabilirliigi belirlenmigtir.

6. REFERANSLAR

Achtman, N., Mercer, A., Kusecek, B., Pohl, A., Heuzenroeder, M., Aaronson, W., Sutton,
A., Silver, .RP. 1983. “Six widespread bacterial clones among Escherichia coli K isolates”,
Infection and Immunity, 39, 315-335.

Akcam, F.S., Tinaz, B.G., Kaya, O., Tigli, A., Ture, E., Hosoglu, S. 2007. “Evaluation of
methicillin resistance by cefoxitin disk diffusion and PBP2a latex agglutination test in mecA-
positive Staphylococcus aureus and comparison of mecA with femA, femB, femX

positivities”, Microbiol Res. In Press.

61



TiBiTAK
Amann, R., Gloéckner, F.O., Neef, A. 1997. “Modern methods in subsurface microbiology: in
situ identification of microorganisms with nucleic acid probes”, FEMS Microbiol. Rev., 59,
191-200.

Amann, R.l. 1995. In situ identification of microorganisms by whole cell hybridization with
rRNA-targeted nucleic acid probes. In: Akkerman ADL, van Elsas JD, de Brujin FJ (eds)
Molecular Microbial Ecology Manual, Kluwer Academic, Dordrecht, pp 1-15.

Amann, R.l., Binder, B.J., Olson, R.J., Chisholm, S.W., Devereux, R., Stahl, D.A. 1990.
“Combination of 16S rRNA-targeted oligonucleotide probes with flow cytometry for analyzing
mixed microbial populations”, Appl. Environ. Microbiol., 56, 1919-1925.

Amann, RI., Fuchs, BM. 2008. “Single-cell identification in microbial communities by
improved fluorescence in situ hybridization techniques®, Nat. Rev. Microbiol., 6, 339-348.

Appelbaum, P.C. 2006. “MRSA-the tip of the iceberg”, Clin Microbiol. Infect, 12 (2), 3-10.

Appelbaum, P.C. 2007. “Microbiology of antibiotic resistance in Staphylococcus aureus”,
Clin. Infect. Dis., 45 (3),165-170.

Araoju, R.M., Arribas, R.M. and Pares, R. 1991. “Distribution of Aeromonas species in
waters with different level of pollution”, J. Appl. Bacteriol., 71, 182-186.

Arda, M., Minbay, A., Leloglu, N., Aydin N., Akay, 0. 1992. Ozel Mikrobiyoloji. Atatirk
Universitesi Yayinlari, 741, 659.

Arede, P., Milheirico, C., de Lencastre, H., Oliveira, D.C. 2012. “The anti-repressor mecR2
promotes the proteolysis of the mecA repressor and enables optimal expression of B-lactam
resistance in MRSA®, PLOS Pathogens, 8 (7), €1002816.

Baba, T., Kuwahara-Arai, K., Uchiyama, |., Takeuchi, F., Ito, T., Hiramatsu, K. 2009.
“Complete genome sequence of Macrococcus caseolyticus strain JCSC5402, reflecting the

ancestral genome of the humanpathogenic staphylococci”, J. Bacteriol. 191, 1180-1190.

Bayar, S., Hocaoglu, Z., Digrak M. 2008. “Bogaz kdlttrlerinden izole edilen Staphylococcus
aureus suslarinin bazi fizyolojik, biyokimyasal 6zellikleri ve antibiyotik duyarhliklarinin
incelenmesi”’, KSU Fen ve Mihendislik Derg., 11 (1).

62



TOBITAK

Berger-Bachi, B., Rohrer, S. 2002. “Factors influencing methicillin resistance in
Staphylococci“, Arch. Microbiol., 178, 165-171.

Boyle-Vavra, S., Ereshefsky, B., Wang, C.C., Daum, R.S. 2005. “Successful multiresistant
community associated methicillinresistant Staphylococcus aureus lineage from Taipei,
Taiwan, that carries either the novel staphylococcal chromosome cassette mecA
(SCCmecA) type VT or SCCmecA type IV*, J Clin Microbiol., 43, 4719-4730.

Brown, D.F., Edward, D.l., Hawkey, P.M., Morrison, D., Ridgway, D.L., Towner, K.J. 2005.
“Guidelines for the laboratory diagnosis and susceptibility testing of methicillin resistant
Staphylococcus aureus”, J. Antimicrob. Chemother., 56, 1000-1018.

Buntaran, L., Hatta, M., Sultan, A.R., Dwiyanti, R., Sabir, M. 2013. “Sccmec type Il gene is
common among clinical isolates of methicillin-resistant Staphylococcus aureus in Jakarta,
Indonesia”’, BMC Res. Notes 23, 106-110.

Centers for Disease Control and Prevention (CDC). 2002. Staphylococcus aureus resistant
to vancomycin-United States, 2002. MMWR. 51 (26), 565-567.

Chambers, H.F. 1988. “Methicillin-resistant staphylococci”, Clin Microbiol Rev., 1, 173-186.

Chambers, H.F. 1997. “Methicillin resistance in staphylococci: molecular and biochemical

basis and clinical implications®, Clin Microbiol Rev., 10, 781-91.

Clinical and Laboratory Standards Institute/NCCLS Performance standards for Antimicrobial
disc diffusion tests. 2006. Approved standards. 9th ed. CLSI Document M2-M9. Wayne Pa:
Clinical and Laboratory Standards Institute.

Compernolle, V., Verschraegen, G., Claeys, G., 2007. “Combined use of Pastorex Staph-
Plus and either of two new chromogenic agars, MRSA ID and CHROMagar MRSA, for

detection of methicillin resistant Staphylococcus aureus”, J. Clin. Microbiol., 45, 154—158.

Cutting, S.M., Horn, PB. 1990. “Genetic analysis in Molecular Biological Methods for
Bacillus”, Edited by: Harwood C, Cutting S. John Wiley and Sons, Chichester, UK; p: 27-74.

63



TOBITAK

Daims, H., Brahl, A., Amann, R., Schleifer, K.H., Wagner, M. 1999. “The domain-specific
probe EUB338 is insufficient for the detection of all bacteria: Development and evaluation of

a more comprehensive probe set”, Syst. Appl. Microbiol., 22, 434-444.
Derbentli, $. 2005. “Stafilokoklarda antibiyotik direnci“, ANKEM Derg.19, 54- 60.

Deurenberg, R.H., Vink, C., Kalenic, S., Friedrich, A.W., Bruggeman, .CA., Stobberingh,
E.E. 2007. “The molecular evolution of methicillin- resistant Staphylococcus aureus®, Clin.
Microbiol. Infect., 13, 222—-235.

Dowson, G., Coffey, T.J., Spratt, B.G. 1994. “Origin and molecular epidemiology of
penicillin-binding-protein-mediated resistance to B-lactam antibiotics®, Trends Microbiol., 2,
361-365.

Dundar, V. 2000. “Metisiline direngli stafilokok infeksiyonlari“, Klimik Derg. 13, 26- 27.

Elsayed, E.H., Elbestawy, E. 2008. “Molecular characterization of soil microorganisms: Effect
of industrial pollution on distribution and biodiversity“, World J. Microbiol. Biot., 2, 215-224.

Gregory, P.D., Lewis, R.A., Curnock, S.P., Dyke, K.G. 1997. “Studies of the repressor (Blal)
of B-lactamase synthesis in Staphylococcus aureus®, Mol. Microbiol., 24,1025-1037.

Hanssen, A.M., Ericson Sollid, J.U. 2006. “SCCmec in staphylococci: genes on the move®,
FEMS Immunol. Med. Microbiol., 46, 8—20.

Hoshino, T., Yilmaz, L.S. Noguera, D.R., Daims, H., Wagner, M., 2008. “Quantification of
target molecules needed to detect microorganisms by fluorescence in situ hybridization
(FISH) and catalyzed reporter deposition-FISH”, Appl. Environ. Microbiol., 74, 5068-5077.

Howard, J. G., Hale, C. 1976. “Lack of neonatal susceptibility to induction of tolerance by

polysaccharide antigens”, Eur. J. Immunol., 6, 486—492.
Ibrahem, S., Salmenlinna, S., Virolainen, A., Kerttula, A., lyytikdinen, O., Jagerroos, H.,

Broas, M., Vuopio-varkila, J. 2009. “Carriage of methicillin- resistant staphylococci and their

SCCmec types in a long term care facility“, J Clin Microbiol., 47, 32-37.

64



TOBITAK
Ito, T., Hiramatsu, K., Tomasz, A., de Lencastre, H., Perreten, V., Holden, M.T., Coleman,
D.C., Goering, R., Giffard, P.M., Skov, R.L., Zhang, K., Westh, H., O'Brien, F., Tenover,
F.C., Oliveira, D.C., Boyle-Vavra, S., Laurent, F., Kearns, A.M., Kreiswirth, B., Ko, K.S.,
Grundmann, H., Sollid, J.E., John, J.F. Jr.,, Daum, R., Soderquist, B. and Buist, G. 2012.
“Guidelines for reporting novel mecA gene homologues”, Antimicrob. Agents Chemother., 56
(10) 4997-4999.

Ito, T., Katayama, Y., Asada, K., Mori N, Tsutsumimoto K, Tiensasitorn C, Hiramatsu K.
(2001). “Structural comparison of three types of staphylococcal cassette chromosome mec
integrated in the chromosome in methicillin-resistant Staphylococcus aureus®, Antimicrob.
Agents and Chemother., 45 (5), 1323-1336.

Ito, T., Kuwahara-Arai, K., Katayama, Y., Uehara, Y., Han, X., Kondo, Y., Hiramatsu, K.
2014. “Staphylococcal Cassette Chromosome mec (SCCmec) analysis of MRSA®, Methods
Mol. Biol., 1085, 131-148.

Jolly, L., Wu, S., van Heijenoort, J., de Lencastre, H., Mengin- Lecreulx, D., Tomasz, A.
1997. “The femR315 gene from Staphylococcus aureus, the interruption of which results in
reduced methicillin resistance, encodes a phosphoglucosamine mutase®, J. Bacteriol., 179,
5321-5325.

Kassem, I.I., Esseili, M.A., Sigler, V. 2008. “Occurrence of mecA in nonstaphylococcal
pathogens in surface waters®, J. Clin. Microbiol., 46 (11), 3868—3869.

Katayama, Y., Takeuchi, F., Ito, T., Ma, X., Ui-mizutani, Y., Kobayashi, I., Hiramatsu, K.
2003a. “ldentification in methicillin-susceptible Staphylococcus hominis of an active
primordial mobile genetic element for the staphylococcal cassette chromosome mec of

methicillin-resistant Staphylococcus aureus®, J. Bacteriol.,185, 2711-2722 .

Katayama, Y., Zhang, H. Z., Hong, D., Chambers, H. F. 2003b. “Jumping the barrier to beta-
lactam resistance in Staphylococcus aureus®, J Bacteriol.,185, 5465-547.

Kayaalp S.0. 2005. Rasyonel tedavi yéniinden tibbi tedavi yoninden tibbi farmakoloji. (11.
Baski). Ankara Hacettepe Tas Yayin Evi.

65


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Mori%20N%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11302791
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Tsutsumimoto%20K%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11302791
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Tiensasitorn%20C%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11302791
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Hiramatsu%20K%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11302791
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Kassem%20II%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18845826
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Esseili%20MA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18845826
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Sigler%20V%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18845826

TOBITAK
Kim, C., Mwangi, M., Chung, M., Milheirgo, C., de Lencastre H., Thomasz, A. 2013. “The
mechanism of heterogeneous beta-lactam resistance in MRSA:Key role of the stringent
stress response”, PLoS ONE, 8, e82814.

Kdksa, I. 1992. “Metisiline direngli stafilokoklarin epidemiyolojisi ve diger antibiyotiklere
duyarlihigr”, Ankem Dergisi, 6 (2), 292—-295.

Koksal, F. 2007. Bakteriyel Patojenite Adalar/Genomik Adalar. icinde: 1V. Uygulamali
Molekiiler Mikrobiyoloji Kursu. Durmaz R. (ed). inénii Universitesi Turgut Ozal Tip Merkezi,

Malatya.

Kuwahara-Arai, K., Kondo, N.S., Hori, Tateda-Suzuki, E., Hiramatsu, K. 1996. “Suppression
of methicillin resistance in a mecA containing pre-methicillinresistant Staphylococcus aureus
strain is caused by the meclmediated repression of PBP 2' production®, Antimicrob. Agents
Chemother., 40, 2680-2685.

Lane, D.J., Pace, B., Olsen, G.J., Stahl, D.A., Sogin, M.L., Pace, N.R. 1985. “Rapid
determination of 16S ribosomal RNA sequences for phylogenetic analyses”, Proc. Natl Acad.
Sci. USA, 82, 6955-6959.

Lévesque, B., Brousseau, P., Bernier, F., Dewailly, E. 2000. “Study of the bacterial content
of ring-billed gull droppings in relation to recreational water quality“, Water Res., 34, 1089—
1096.

Li, B., Irvin, S., Baker, B. 2007. “The variation of nitrifying bacterial population sizes in a
sequencing batch reactor (SBR) treating low/mid/high concentrated wastewater”, J. Environ.
Engin. Science, 6: 651-663.

Lindsay, J.A., Holden, M.T. 2004. “Staphylococcus aureus: superbug, super genome®,
Trends Microbiol., 12 (8), 378-385.

Malik, S., Beer, M., Megharaj, M., Naidu, R. 2008. “The use of molecular techniques to

characterize the microbial communities in contaminated soil and water®, Environ. Int., 34,
265-276.

66



TOBITAK
Manz, W., Amann, R., Ludwig, W., Wagner, M., Schleifer, K.H. 1992. “Phylogenetic
oligodeoxynucleotide probes for the major subclasses of proteobacteria: problems and
solutions®, Sjst. Appl. Microbiol., 15, 593-600.

Manz, W., Amann, R., Ludwig, W., Wagner, M., Schleifer, K.H. 1992. “Phylogenetic
oligodeoxynucleotide probes for the major subclasses of proteobacteria: problems and
solutions”, Sjst. Appl. Microbiol., 15, 593-600.

Maranan, M.C., Moreira, B., Boyle-vavra, S., Daum, R.S. 1997. “Antimicrobial resistance in
staphylococci®, Infect Dis Clin North Am., 11, 813-849.

Merlino, J., Watson, J., Rose, B., Beard-Pegler, M., Gottlieb, T., Bradbury, R., Harbour, C.
2002. “Detection and expression of methicillin/oxacillin resistance in multidrug-resistant and
non-multidrug-resistant Staphylococcus aureus in Central Sydney, Australia“, J Antimicrob.
Chemother., 49 (5), 793-801.

MIDI, Inc. Sherlock Microbial Identification System References, 2001. Microbial dentification
by Gas Chromatographic Analysis of Fatty Acid Methyl Esters (GC-FAME).

Moreillon, P., Que, Y.A., Glauser, M.P. 2005. Staphylococcus aureus (including
Staphylococcal toxic shock) in Mandell, Doughlas and Bennett's. Principles and practice of

Infectious disease, 6th edition, Churchill Livingstone, p. 2321-2351.

Morier, D. 2013. Antibiotic resistance.http://www.britannica.com/EBchecked/topic/1027479/

antibiotic-resistance, 17 Kasim 2014.

Mulligan, M.E., Murray-leisure, K.A., Standiford, H.C. 1993. “MRSA: a consessus review of
the microbiology, pathogenesis and epidemiology with implications for prevention and
management®, Am J Med., 94:313-328.

Muray, P.R., Rosenthal, K.S., Pfaller, P.A. 2005. Medical Microbiology; 4th ed. Philadelphia:
Elsevier. 203 (12), 221-236.

Oliveira, D.C., de Lencastre, H. 2002. “Multiplex PCR strategy for rapid identification of

structural types and variants of the mec element in methicillin-resistant Staphylococcus
aureus®, Antimicrob Agents Chemother., 46 (7), 2155-2161.

67


http://www.britannica.com/EBchecked/topic/1027479/

TOBITAK
Ozel, E. 2011. Metisiline direngli Staphylococcus aureus (MRSA) suslarinda mecA geninin
tespitinde evigene testi, lateks aglitinasyon testi ve PZR ydnteminin karsilastiriimasi,
(Uzmanlik Tezi), Sileyman Demirel Universitesi Enfeksiyon Hastaliklari ve Klinik
Mikrobiyoloji Anabilim Dali.

Pertel, P.E., Bernardo, P., Fogarty, C., Matthews, P., Northland, R., Benvenuto, M., Thorne,
G.M., Luperchio, S.A., Arbeit, R.D., Alder, J. 2008. “Effects of prior effective therapy on the
efficacy of daptomycin and ceftriaxone for the treatment of community-acquired pneumonia”,
Clin. Infect. Dis., 46, 1142-1151.

Proctor, R.A., Van Langevelde, P., Kristjansson, M., Maslow, J.N., Arbeit, R. D. 1995.
“Persistent and relapsing infections associated with small-colony variants of Staphylococcus
aureus®, Clin. Infect. Dis,. 20, 95-102.

Pruden, A., Pei, R., Storteboom, H. and Carlson, K.H. 2006. “Antibiotic resistance genes as
emerging contaminants: Studies in northern Colorado”, Environ. Sci. Technol., 40, 7445—
7450.

Ramaiah, D.J., Vardanyan, N.L. 2008. “Detoxification of toxic heavy metals by marine
bacteria highly resistant to mercury”, Marine Biotechnol., 10, 471-477.

Rogers, S.W., Moorman, T.B., Ong, S.K. 2007. “Fluorescent in situ hybridization and
microautoradiography applied to ecophysiology in soil“, Soil Sci. Soc. Am. J., 71, 2.

Roth, D.M., Senna, J.P., Machado, D.C. 2006. “Evaluation of the humoral immune response
in BALB/c mice immunized with a naked DNA vaccine anti-methicillin-resistant
Staphylococcus aureus”, Genet. Mol. Res., 5, 503-512.

Roy, P.H. 1999. “Horizontal transfer of genes in bacteria.” Microbiol. Today, 26, 168—170.
Salmenlinna S. 2002. Molecular epidemiology of meticillin-resistant Staphylococcus aureus
in Finland. Academic dissertation. Faculty of Medicine, University of Helsinki, Haartman
Institute. Helsinki.

Sancak, B. 2007. “Staphylococcus aureus’ta metisilin ve vankomisin direnci, Hacettepe Tip
Derg., 38, 127-134.

68



TOBITAK

Shorr, A.F. 2007. “Epidemiology of staphylococcal resistance”, Clin. Infect .Dis., 45 (3), 171—
176.

Stegger, M., Andersen, P.S., Kearns, A., Pichon, B., Holmes, M.A., Edwards, G., Laurent,
F., Teale, C., Skov, R. and Larsen, A.R. 2012. “Rapid detection, differentiation and typing of
methicillin-resistant Staphylococcus aureus harbouring either mecA or the
new mecA homologue mecA (LGA251)”, Clin. Microbiol. Infect., 18, 395—400.

Sung, M.T., Lai, Y.T., Huang, C.Y., Chou, L.Y., Shih, HW., Cheng, W.C., Wong, C.H., Ma,
C. 2009. “Crystal structure of the membrane-bound bifunctional transglycosylase PBP1b
from Escherichia coli”, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 106, 8824—-8829.

Swenson, J.M., Tenover, F.C. 2005. “Cefoxitin disk study group. Results of disk diffusion
testing with cefoxitin correlate with presence of mecA in Staphylococcus spp“, J. Clin.
Microbiol., 43, 3818—-3823.

Timothy, M., Weller, A. 1999. “The distribution of mecA, mecR1 and mecl and sequence
analysis of mecl and the mec promoter region in staphylococci expressing resistance to
methicillin“, J. Antimicrob. Chemother., 43 (1), 15-22.

Tolba, O., Loughrey, A., Goldsmith, C.E., Millar, B.C., Rooney, P.J., Moore, J.E. 2008.
“Survival of epidemic strains of healthcare (HA-MRSA) and community-associated (CA-
MRSA) meticillin-resistant Staphylococcus aureus (MRSA) in river, sea and swimming pool
water®, Int. J Hyg. Environ. Health., 211, 398-402.

Trindade, P., Pacheco, R.L., Costa, S.F., Rossi F., Barone, A.A., Mamizuka, E.M., Levin,
A.S. 2005. “Prevalence of SCCmec type IV in nosocomial bloodstream isolates of methicillin
resistant S. aureus”, J. Clin. Microbiol., 43 (7), 3435-3437.

uhl, J.R., Rochester, M.N., Franklin, R., Cockerill, Ill., and Rochester, M.N. 2006. Detection

of mecA-containing Staphylococcus spp. Patent No: US 7074599B2.

Velasco, D., Del mar Tomas, M., Cartelle, M. 2005. “Evaluation of different methods for
detecting methicillin (oxacillin) resistance in Staphylococcus aureus®, J. Antimicrob.
Chemother., 55, 379-382.

69



TOBITAK
Vengust, M., Anderson, M.E., Rousseau, J., Weese, J.S. 2006. “Methicillin-resistant
staphylococcal colonization in clinically normal dogs and horses in the community®, Lett.
Appl. Microbiol., 43, 602—606.

Wallner, G., Amann, R., Beisker, W. 1993. “Optimizing fluorescent in situ hybridization with
rRNA-targeted oligonucleotide probes for flow cytometric identification of microorganisms”,
Cytometry, 14, 136-143.

Wannet, W.J., Spalburg, E., Heck, M.E., Pluister, G.N., Tiemersma, E., Willems, R.J.,
Huijsdens, X.W., de Neeling, A.J., Etienne, J. 2005. “Emergence of virulent methicillin-
resistant Staphylococcus aureus strains carrying Panton-Valentine leucocidin genes in The
Netherlands®, J Clin Microbiol., 43 (7), 3341-3345.

Wu, S., Piscitelli, C., De Lencastre, H., Tomasz, A., 1996. “Tracking the evolutionary origin
of the methicillin resistance gene: cloning and sequencing of a homologue of mecA from a

methicillin susceptible strain of Staphylococcus sciuri“, Microb Drug Resist., 2, 435-441.

Yuan, Y., Fuse, S., Ostash, B., Sliz, P., Kahne, D., Walker, S. 2008. “Structural analysis of
the contacts anchoring moenomycin to peptidoglycan glycosyltransferases and implications
for antibiotic design®“, ACS Chem. Biol., 3, 429-436.

Yugueros, J., Temprano, A., Berzal, B., Sanchez, M., Hernanz, C., Luengo, J.M., Naharro,
G. 2000. “Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase-encoding gene as a useful
taxonomic tool for Staphylococcus spp.”, J. Clin. Microbiol,. 38, 4351-4355.

Zapun, A., Contreras-Martel, C., Vernet, T. 2008. “Penicillin-binding proteins and beta-
lactam resistance”, FEMS Microbiol. Rev., 32, 361-385.

Zhang, H.Z., Hackbarth, C.J., Chansky, K.M., Chambers, H.F. 2001. “A proteolytic

transmenbrane signalling pathway and resistance to B-lactams in staphylococci®, Science
291, 1962-1965.

70



TOBITAK

Proje Kapsaminda Yapilan Toplantilarda Sunulan Bildiriler

1- Seyedmonir E, Yilmaz F, and Icgen B, “Prevalence of mecA in surface water
contaminated with Staphylococcus”. EurAsia Waste Management Symposium, 28-30
April 2014, Istanbul, Turkey.

2- Seyedmonir E, Yilmaz F, and Icgen B, “mecA gene dissemination among staphylococcal
and non-staphylococcal isolates shed in surface waters”. International Conference on

Chemistry, Biomedical and Environment Engineering, 7—8 October 2014, Antalya, Turkey.

3- Seyedmonir E, Yilmaz F, and lIcgen B, “Methicillin-resistant surface water isolates
monitored by mecA-specific DNA probes”. The International Conference on Civil and
Environmental Engineering, 20-23 May 2015, Nevsehir, Turkey.

Proje Kapsaminda Yapilan veya Hazirlanan Yayimlar

1- Seyedmonir E, Yilmaz F, andlIcgen B (2015) mecA gene dissemination among
staphylococcal and non-staphylococcal isolates shed in surface waters. Bulletin of
Environmental Contamination and Toxicology, 95 (1), 131-138.

2- Methicillin-Resistant Bacteria Inhabiting Surface Waters Monitored by mecA-Targeted
Oligonucleotide Probes. Environmental Microbiology (Submitted to CLEAN- Soil, Air,

Water)

71



TUBITAK
PROJE OZET BILGI FORMU

Proje YUrGtlcusu:

Dog. Dr. BULENT iCGEN

Proje No: 1132198
Proje Basligi: Meca Spesifik DNA Probu Kullanarak Nehir Suyunda MRSA izlenmesi
Proje Turl: 1001 - Arastirma

Proje Siresi:

24

Arastirmacilar:

AYSUN ERGENE

Danismanlar:

Projenin Yirataldugu
Kurulus ve Adresi:

ORTA DOGU TEKNIK U. MUHENDISLIK F. CEVRE MUHENDISLIGI B.

Projenin Baslangic¢ ve Bitis Tarihleri:

01/10/2013 - 01/10/2015

Onaylanan Biitce:

231720.0

Harcanan Blitce:

211134.53

Oz:

Staphylococcus aureus insan viicudu Uzerinde siklikla asemptomatik olarak tasinan firsatgi
bir patojendir. Metisiline direngli S. aureus (MRSA) sonradan edindikleri gen sayesinde
metisilin ve genel olarak diger tim ?-laktam antibiyotiklere karsi direnglidir. MRSA
dliinyadayaygin bir patojen olup, diger S. aureus enfeksiyonlari ile karsilastirildiginda MRSA
enfeksiyonlarinin daha yuksek oranda morbidite ve mortalite gésterdigi gérilmektedir.
Antibiyotikler ve diger ilaglarin dogal sularda ve ylzey sularinda bulunmasi, nehirler gibi klinik
olmayan ortamlarda ylksek direng gosteren bakterilerin olusmasina neden olmaktadir.
Bunlarin iginden insanlar ve hayvanlar tarafindan tasinan metisiline direncli stafilokoklar ve ?-
laktam antibiyotiklere direng saglayan mecA geni tagiyan bakteriler 6zellikle dikkat
cekmektedir. Metisiline direngli stafilokoklarin yayilimlarindaki surekli artisa ragmen, mecA
genini taglyan stafilokok ve diger potansiyel patojen bakterileri rezervuar olarak barindiran
dogal ¢evre hakkinda ¢ok az bilgi bulunmaktadir. Metisilin direngli S. aureus penisilin
baglayici protein PBP2a icermesi ile olusan hedef bdlgelerin degistiriimesi nedeniyle ?-
laktamlara karsi olan afinitesi azalmaktadir. Bu proteini kodlayan mecA geni mobil SCCmec
olarak adlandirilan kromozom kaseti Gizerinde yer almaktadir. Literatiirde daha 6nce tarif
edilmis olan tim SCCmec kasetindeki mec kompleks genleri (mecA, mecl, ve mecR1)
genelde aynidir. Bu genler ?-laktam antibiyotiklere direnci saglamaktadir. Ancak, tim mecA
klonlari metisiline direngli degildir ve MRSA populasyonundaki tim direng seviyeleri, gesitli
kromozomal faktédrler tarafindan module edilen PBP2a Uretimindeki verimlilige baghdir. Bu
durum, MRSA direng seviyelerinin fenotipik duyarli ile yiksek direncli arasinda degiskenlik
go6stermesinin nedenini agiklamaktadir. Bu kaygilara dayanarak, bu projede sehirsel ve fekal
kirlilikten etkilenen ylizey sularinda mecA tasiyan bakterilerin izole edilmesi, tanimlanmasi,
karakterizasyonu ve mecA spesifik DNA problari kullanarak mevsimsel olarak takip edilmesi
planlanmigtir. Daha énce TUBITAK tarafindan desteklenen 1117045 nolu proje kapsaminda
Kirikkale il sinirlari igerisinden gegen Kizilirmak?in 12 farkh bélgesinden alinmis olan su
orneklerinden metisilin direncli bakteriler izole edilmistir. Bu proje kapsaminda ise, 1117045
nolu proje kapsaminda izole edilen ve daha 6nceden stok kdltlrleri hazirlanmis olan bu
bakterilerin tanimlanmasi, karakterize edilmesi, mecA genlerinin varliklarinin gésterilmesi
planlanmis ve mecA spesifik DNA problari hazirlanarak 2011-2012 yillar stresince uger aylik
periyotlarla alinmig ve fikse edilmis su érneklerinde mecA igeren bakterilerin mevsimsel
olarak takip edilmesi planlanmistir. Metisilin direngli suslarin tanimlanmasi 16S rRNA dizi
analizi ve yag asidi analizi ile yapilmistir. Fikse edilmis su érneklerindeki mecA geni tasiyan
suslarin populasyonlarindaki mevsimsel degisiklikler ise mecA hedefli floresan isaretli
oligonukleotid problar kullanilarak floresan in situ hibridizasyon yontemi ve goriintt analizi
mikroskopu ile takip edilmistir. Boylece mecA geninin S. aureus disinda bagka bakterilerde de
bulunup bulunmadigi ve mecA spesifik prob ile metisilin direngli bakterilerin ylizey sularinda
takibinin yapilmasinin uygunlugu belirlenmistir. mecA hedefli floresan isaretli oligonukleotid
problar kullanilarak floresan in situ hibridizasyon yéntemi ile metisilin direngli bakterilerin
ylzey sularinda takip edilmesine yonelik literatiirde herhangi bir gcalisma bulunmamaktadir.
Bu bakimdan projenin benzer konudaki ¢alismalara da 6nemli katkida bulunacagi
distnllmektedir.
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