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ONSOZ

Gergeklestinilen proje’de Salmonella’nin teshis ve tamimlanmasinda RAPD-PCR
tekniginin kullanimimin gelistinilmesi amaglanmistir. Bu dogrultuda 14 Salmonella ve 16
Salmonella disindaki bakterinin toplam hicre ekstraktlan 10 adet 8-10 baz uzunlugunda
rastgele dizayn edilmis oligonilikleotit primere karsi PCR’da kullanilmistir. Denenen
primerlerden biri teshis, diger ikisi de tammlama primeri olarak kullanilmak {izere olumlu
sonuglar vermistir. Yapilan ¢alismalar sonucunda Salmonella-spesifik bir DNA marker’1 elde
edilememekle birlikte RAPD-PCR teknigi standardize edilmis ve arastirmalann sitirdiiriilmesi
halinde bu yéntemin rutin gida ve izolat analizlerinde kullanilabilecegini gdsteren bazi énemli
sonuglar elde edilmistir. Bunlardan bazilan dzetle §dyledir; secilen teshis primeri, en sik
rastlanan S enteritidis, S. typhimurium, S. typhi ve S. paratvphi olmak izere, test edilen
Salmonella serotiplerinin %80 ninde spesifik ve tek bir amplifikasyon bandi vermistir. Aym
pnmer Salmonella ve Citrobacter’ etkin bir sekilde ayird edebilmis ve ayni zamanda C.
perfringens’da diger tim suslardan farkhi bir amplifikasyon bandi vermistir. Secilen
tamimlama primerlerinden binsi S typhimurium, S.typhi, Salmonella D group ve Salmonella
paratyphi B i¢in diger Salmonella suslanndan ayird edilebilecek amplifikasyon profilleri
vermistir. Denenen diger bir primer ile ise olasi Salmonella typhimurium-spesifik bir DNA
marker’1 elde edilmistir.
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Bu caligmada, RAPD-PCR tekniginin Salmonells serotiplerinin  teshis ve
tamimlanmasinda  uygulanmas: arastinlmistir. 8-10 bp biyikliginde 10 farkh rastgele
secilmis oligoniikleotit primer 14 Salmonella serotipi ve Salmonella disindaki 16 sus ile
birlikte arastirmanin cesitli asamalannda kullanilmistiz. Primerlerin teshis ve tammlama
ybniinden. etkinliklerinin analiz edilmesi amac ile baslangoeta 10 primer S.typhimw'ium ile

birlikte PCR’da kullamlmistur. Bu primerlerin {i¢ tanesi (primer 7,primer 3 ve primer 6)

istikrarlt ve ayirt edilebilir PCR iiriinleri vermeleri nedeni ile secilmis ve ¢ahsmalarn ileri
asamalannda Salmonella ve diger mikroorganizmalarla RAPD-PCR’ da kullamilmisur.

Buna gore S. zyphzmurzum ve primer 7 ile 550 bp biyiklifinde giicli bir
amphﬁkasyon irini eldc edilmis ve bu primerin teshis amaci ile kullamminm denenmesine
karar verilmistir. Denenen 14 serotipinden 11’ i aymi giicli amplifikasyon bzmd;z:n vermis
ancak 2 serotip farkli biyukliikte bandlar vermistir. Buna karsihk Salmonella disindaki baz
suslarda da ayni primerle 550 bp’lik bir amplifikasyon band: elde edilmistir.

Diger yandan, Salmonella diémdaki kontrol suslart arasindan bazilar, érﬁf:'gin
Citrobacter 550 bplik amplifikasyon fragmanimi vermemistir. Citrobacter ve Salmonella
tirlenni immunolojik metotfaﬂa ayirt etmek olduke¢a zor oldugundan primer 7 nin bu iki
tiran aywt edilmesinde kullamlma olasihgi ortaya cikmistir. Primer 7 ile yapilan
amplifikasyonlarda Clostridium perfringens’in diger tiim suslardan farkh, tek ve spesifik bir
band verdigi de gdzlenmistir.

Primer 3 ve 6’'mm PCR’da kullanim sonucunda her iki primeﬁn de diger Salmonella
serotipleri ile farkh amplifikasyon sekilleri verdikleri ortaya c;;i(ih@tm Ancak primerler
sadece bazi Salmonella serotipleni ile ikna edici bandlar vermislerdir. Diger yandan, genotip
dizeyinde bile farkli serotiplerden farkli amplifikasyon sekilleri elde edilebildigi icin RAPD-
PCR Salmonella’ nin teshis ve tanmimlamasinda kullénﬂabiiecck vararli bir teknik olarak

~degerlendinilmstir.
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Primer 3 S.typhimurium ile diger serotiplerden kolavlikla ayint edilebilir amplifikasyon

bandlan vermistir. Bu bakimdan bu primer daha sonra 1| farkh § yphimurium izolauna karst
test edilmistir. Bitin izolatlar ,bu primenin S.oyphimurium spesifik marker olarak kullanilmas: |

olasih@im isaret edecek bicimde aymi amplifikasyon seklini vermistr.



ABSTRACT

In this study, a research has been done on the application of RAPD-PCR for the
detection and identification of Salmonelia serotypes. 10 different random oligonucleotide
primers, 8-10bp in size, were used in RAPD—PCR with 14 Salmonella serotypes and 16 non-

Salmonella strains that were used at different stages of the research. At first 10 random

primers were used in RAPD-PCR against S. tphimurium in order to anaiyze the effectiveness

of these primers in yielding distinct bands or band patterns that could be used in the detection

and identification of Salmonella serotypes in general. Three of these primers (primer 7,

primer 3 and primer 6) were sel

ected based on their ability to produce consistent and

distinguishable fragment patterns and were used in RAPD-PCR with other Salmonella and

non-Salmonella serotypes. Accordingly,

a 550bp strong amplification product was obtained

from S. typhimurium and primer 7. It was decided to test this primer as a putative detection

primer against the other Salmonella serotypes. 11 out of 14 serotypes produced the same

550bp strong amplification product and 2
Al

serotypes gave somewhat smaller products.

though some of the non-Salmonella strins have also produced a distinct 550 bp

amplification product with the same primer, others including,

a Civobacter species, have

generated  different products of possible use in detection and

identification studies.

Furthermore, Clostridium perfringens has generated a unique and specific amplification

product with primer 7, which can be of possible future use for the detection of this organism.

Primers 3 and 6 have been selected as putative identification or classification primers

because they have produced several

distinct bands of different size with S. typhimurium

DNA. Both primers vielded different amplification patterns witl

1 the other Salmonella
serotypes. The primers, however,

gave convincing band patterns with only some of the

Salmonella serotypes but not all of them. Nevertheless, since different amplification patterns

can be obtained from different serotypes and even at the level of genotypes, it appears that




RAPD-PCR is a useful technique in the identification and classiﬁc'ation of Salmonella
serotypes if not with the 10 primers that have been tested. ’

S.tvphimurium® gave a distinguishable ampliﬁcatibn pattern with primer 3 and was
further tested against 11 different S.typhimurium isolates. All of the isolates gave the same
amplification pattern, indicating the possibility of the use of this primer as a S.typhimurium-

specific marker.



PROJE ANA METNI
Giris

Gida maddelen afacxigx ile insan Vvﬁcuduna tasinan ve cesitli zehirlenmelere, hatta
Slimlere neden olan bazi mikroorganizmalann yol acuig: Saghk sorunlan giniimizde hala
onemini korumaktadir. Bu sorun fictinticit diinya tilkelerini oldugu kadar, temizlige ¢ok daha
fazla épem verilen Avrupa ve Arﬁcrika’yz da ilgilendirmﬁkic (Hill & Keasler, 1991) ve
yalmzea tiiketiciyi degil ayn zamanda gida endistrisini, saglik teskilatlanmi ve bazi ybnteim
binmlenini de etkilemektedir. Son yillarda ézzda maddelerinin tiketimi sonucu‘ artan saghk

soruniannin nedeni, insanlann yiyecek aix%zmhidanmn dsg@mcm topiu vzvecek uretmn ve

artan uluslaras: gida nakliyatina baglanmaktadir (Dafta }990},

Zararh mikroorganizmalann gida maddeleri icindeki varhginm erken teshisi stiphesiz
hastalik ve 6lim vakalannim azaltilmasi veya engeilenmesi acisindan f;ok biyik 6nem
tagimaktadir. Gida maddelerindeki mikroorganizmalarin cabuk ve kesin teshisi hem gida
sanayii'min envanter harcamalanim azaltir, hem de herhangi bir kontaminasyon durumunda
ahimacak tedbirlern hizlandinr. Bu alanda kullanilacak j,/éniemirer ayni sekilde enfeksiyon
sonrasi hastaliga neden olan canlimin erken teshisi amaci ile de kullanilabilir ki, t1bbi acidan,
erken teshis, tedavinin bir an 6nce baslatilmasi bakimindan bilyiik 6neme sahiptir. Tim
bunlara karsihik, érnegin Salmonella min teshisi klasik yontemlerle f:n az 3-4 gin, hatta 5-7
gln gibi uzun bir sire gerektirmekte (Flowers, 1987). dolayis1 ile yiyeceklerin karantina’'da
bu sire dahilinde tutulmasi veya sorunun gbrmezlikten gelinmesi gibi iireticiye veya
tiiketiciye zarar verebilecek sonuclar dogurabilmektedir.

Mikroorganizmalann teshis ve tanimlanmas: amac ile kullanilan pekeok yéntem vardir
ve her gegen giin, konunun Gnemi itiban ile, bunlara yenileri eklenmektedir. Bunlardan
bazilan antikor teknigi, antibiyotik veya virtise kars direnc ve izoenzim karsilastrmalanidir.

Genetik yontemler, yani DNA hibridizasyon teknikleri ve PCR’a dayanan stratejiler ise son
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yillarda Snem kazanmay# baslarnisur. Genetik yOntemler genel olarak daha etkin ve kesin
sonug vermeleni bakimindan ve, 6zellikle PCR’a dayanan tekniklerin kuliammmdaé bir giin
gibi kisa bir siirede som;q vcrebilmcfcri bniummdanravantaj saglamaktadirlar.

Ilgili proje kapsaminda gerceklestirilen calisma PCR teknifinden yararlanarak
mikroorganizmalarda teshis ve tanimlama amaci ile kullamlabilecek, DNA markerlerinin
ortaya ¢ikartilmasini saglayacak bir yontermin gelistirilmesini ve Salmonella baz alimarak
uygulanmasin:  igermektedir. Salmonellae dogada yayglﬁ olarak bulunan ve bashea
konakcilar insanlar ve bayvanlar olan mikroorganizmalardir. Salmonellae, S. enterica, olarak
tek bir cins altinda toplanmasma ragmen antijenik 6zelliklerine gére yaklasik 2200 serotip
igermektedir. Buna karsihk Salmonella zehirlenmelerinde en sik rastlanan serotipler
Avrupa’da S. enteritidis, Tiirkiye’de ise S. typhimurium dur. Bunlann dxé%nda S. typhi ve S,
paratyphi de sadece insanlan enfekte etmeleni ve tifo ve paratifo gibi ciddi hastahklara neden
olmalan agisindan biiyiik 6nem tasimaktadirlar (Jay, 1992). Salmonella gida zehirlenmeleri
gida aracihigy ile canli hilcrenin viicuda girmesi sonucu ortaya cikmaktadir. Bir tek Salmonella
hiicresinin bile hastahiga neden olabilecefi bilinmektedir. 7 Gastroentenitidis kdiye anilan
bagirsak rabatsizhiklarina neden olan Salmonella vakasina Amernika’da Eer yil 740,000 ila
5,300,000 (Flowers, 1992) varan bir sayida rastlanmaktadir. Bu sayinin Tirkiye'de cok daha
onemnli boyutlarda oldu@u tabmin edilmektedir. '

Daha odnce belirtilen teknikler yamisira Polimeraz Zincir Reaksiyonunun (PCR)
Salmonella’nin teshist amact ile kullanimina dair literatiirde bazi arastirmalar daha énce yer
almisur (Widjojoatmodjo et al. 1991, Aabo et al. 1993, Cano ¢t al. 1993, Jones et al. 1993,
Luk et.al. 1993, Way et al. 1993, Bej et al. 1994). Ancak bu ¢alismalarda kullamilan PCR
primerleri daha 6nce klonlanmis bazi genler baz ahnarak tasarlanmistir. Gen izolasyonu,
DNA baz diziliminin belirlenmesi ve yalmzca ilgili mikroorganizmada bulunan bolgelerin
tespiti olduke¢a fazla zaman alan yorucu bir 6n ¢alisma r;itelig“;indcdir. Alternatif bir yaklasim,
yine PCR kullammint igeren ancak DNA bazinda herhangi bir 6n bilgi gerektirmeven
yontemlerin kullanimidir. Bu yvontemler RAPD (Williams er ol 1990), AP-PCR (Welsh &
McClelland 1990) ve DAF (Caetano-Anolles ef al. 1991) kisaltilmis adlan ile litaratiirde yer
almiglardir. Digerleninde oldugu gibi RAPD-PCR teknifinde de (Random Amplified
Polévmorphic DNA) bashca yaklasim kisa ve gelisigizel scc;ilmig primerlennn PCR da

kullanrmidir. Bu primerler hedef mikroorganizma’nin DNA’sinda Snceden belirlenmemis
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bolgelere badlanarak amplifikasyona neden olmakia ve béy}ciiléle bazi DNA profillent ortaya

¢ikarabilmektedir. Bu DNA 'proﬁllcri aracihg ile mik:{}organiimalann karsxlastmlmasz, hatta
spesifik bélgelerin bulunmasi miimkiin oiabi}méktedir. Calismalar belli bir hedefe sahip
olmadi@ i¢in etkin DNA markerlerinin ortaya cikartilmas: olabildigince ¢ok sayida pﬁmgﬁn '
¢ok sayida mikroorganizmaya kars: taranmasint gercktinﬁaktcdir. RAPD-PCR teknigi bugiine
kadar ozellikle tanimlama amac ile taksonomik ¢alismalarda kullamilmigtir.  Listeria
monocvtogenes (Lawrence et al. 1993), B. subtilis, T. littoralis (Meunier & Grimont 1993) ve
F. graminearum (Ouellet & Seifert IA993).b11 ¢alismalara ornek olarak verilebilir. RAPD-PCR
Haloferax mediterranei adli mikroorganizma’da teshis amaci ile kullanilabilecek bir probun
hazirlanmasinda da kullanilmistir (Marfinez—Murcia & Rodriguez-Valera 1994).

Asagida detaylan yer aiaﬁ proje’nin icerdigi calismalar ozetle Salmondla hiicre
ekstraktlannin ve 10 adet primerin RAPD-PCR’da kullanimini ve ortaya ¢ikan sonuglarn

olasi DNA markerlerinin elde edilmesi yoniinde degerlendinilmesini icermektedir.




R R

Gelisme

1. DNA Izolasyonu

DNA izolasyonunda J. Marmur tarafindan géligirﬂcn yontem kullanilmistr (Marmur,
1961). Onceleri kiigiik miktarlarda, 10 ml k’ﬁi‘tﬁrdanNA 1zole edilmistir. Bunda basanh
sonu¢ alindigs i¢in tim serotiplerden PCR'da kullamimak tizere bu sekilde DNA
hazirlanmistir. Buna karsilik PCR calismalarinda pamnﬁctréicriﬁ denenmesi asamasinda bu
DNA'lann ¢ogu bharcanmustir. Bu noktada amac yontemi gé‘iimrerck daha fazla miktarda
DNA'y1 tek seferde elde etmek olmustur, ancak kﬁgﬁkréigelﬁen bliyiik dlcege ge;?érken {scale-
up) pek ¢ok sorunla karsilagilmistir. Omegin kiicik Sleekte SDS ile hiicreler basan ile

parcalanmasina ragmen biiyik 6lgekte jeliméi bir yap: olusmus-ve bu yapi kloroform

ckstraksiyonu sirasinda faz aynsimini engellemistir. Bu sorunlan engellemek amaci incelenen
parametreler sirast ile soyledir; farkhh SDS konsantrasyonlarinin denemesi, proteinase K
kullanilmasi, fenol kullanilmasi, hiicre konsantrasyonunun optimizasyonu (hiicre biiyiime

egnlennin ¢izilmesi ve jel olusumunun basladif: hiicre konsantrasyonunun belirlenmesi).

2. Saf Kromozomal DNA ile RAPD-PCR

10 adet RAPD-PCR primer'i tasarlanmis ve bu primerler ile (Tablo 1) calismalara
baslanmistir. 7 7

Uygulanan RAPD-PCR kosullanmda amplifikasyon elde edilmistir. Oncelikle farkl
DNA konsantrasyonlarinda optimizasyon yapilmistir (Sekil 1). Buna gére kullanilacak DNA
miktan 30 ng/reaksiyon olarak belirlenmistir. Daha sonra primerler bu DNA miktar baz
almarak denenmistir. Daha Snceden clde edilen Fusarium spp. genomik DNA's: ile primerler
olumlu sonu¢ vermustir, ancak Salmonella DNA's: ile ayni derecede tutarli sonuclar elde

edilememistir. Buna gére PCR tekniginin ¢alismakta oldugu ancak, daha énce de belirtildid




gibi, Salmonella’dan émomik DNA izolasyonunda yeterli safhia ulasilamadi: sooucuna

varilmastr.

Tablo 1 RAPD-PCR’dx kullanilan primerlerin baz siralamas:

Primcf siralamasi Nuc‘k:otit siralamas:
Primer 1(8mer) 5°-GCC GAG CG-3°

Primer 2(8mer) 3'-CTG AGC GC-3°

Primer 3(Smer) 5’-CGT GCA CGC-3’
Primer 4(9mer) 5-GAC GCC GTG-37
Primer 5(9mer) 5'-CAG TCA GCG-3’

Primer 6(9mer) =~ - 5’-GCA NGT CGC-3’

Primer 7(10mer) 5’-TCA CGA TGC A-3°
Primer 8(10mer) 5'-ACT GAT CAG G-3°
Primer 9(10mer) 5°-GCA NIG CGC T-3
Primer 10(10mer) 5-CGG ICA GIC C-3°

N; A, C, G, yada T olabilir.

Sekil 1. Marker DNA (A) 25 ng/ reaksiyon Salmonella DNA (B) 50 ng/ reaksiyon
Salmonella DNA (C) 100 ng/ reaksiyon Salmonella DNA (D) 150 ng/ reaksivon Salmonella
DNA (E). PCR déngisii: 95°C, 5 dk; 40X(95°C, 1 dk; 35°C, 1 dk; 72°C, 2 dk); 55°C, 3 dk.




Marmur'un DNA izolasyonu yénteminde (Marmur,1961) karsilasilan sorunlar

sonucunda hiicre kgns:mtrasyonﬁnan fazla olabilecegi diislincesi ile ekim miktan ve
inkiibasyon  siiresi azaltilmistir. Hiereler %0.1 inokulumda ve 37°C de 14-15 saat
inkubasyona birakildiktan sonra santrifiijle toplanip DNA izolasyonu yapilmistir. Bunun
yaninda hiicreleri pargalamak i¢in kullanilan SDS miktan optimize edilmistir. Ancak her iki

kosulda da istenilen dﬁzéydc DNA izole edilememistir. Daha sonraki calismalarda hiicreleri

pargalamak i¢in SDS’e ek olarak lizozim kullanimi denenmistir. Ancak lizoziminde olumlu
bir = etkisi gérﬁlmcmisti?. Son olarak kloroform/izoamilalkol ekstraksiyonu yerine
fenol/kloroform/izoamilalkol ekstraksiyonu yapilms, aj,fhca bir baska denemede de proteinaz
K (100pg/ml) kuliaxiﬂmxs:ar. Fenol ektraksiyonunda Marmur’un ydntemi aynen kullanmilmistir
yalnizea kloroform/ izoamilalkol yerine femoi/klorofonn/iéaamﬁa]kol (25:24:1) oraminda
cklenmistir. Proteinaz K ise SDS asamasindan sonra 100pg/ml olacak bigimde cklenmis ve

37°C de 4

saat bekletildikten sonra DNA  izolasyonuma devam edilmistir,
Fenol/kloroform/izoamilalkol ekstraksiyonu ve Proteinaz K ile oldukca fazla miktarda DNA
clde edilmistir (Sekil 2).

A B L D

Sekil 295 SDS + proteinaz K + klopoform izoamil alkol (A), 1% SDS + proteinaz K + fenol/
kloroform izoamil alkol (B), 19 SDS + Fenol/ kloroform izoamil allso} (C). 2% 518 + fenol/

kloroform 1zoamil alkol (D).




DNA safiigs spektrofotometre ile 260 ve 280 nm lerde absorbans réigﬁmﬁ yapilarak
belirlenmistir ve bu sonuglar Tablo 2’de sunulmustur. OD260/ OD230 oranmmn 1.8’den

yiiksek oldugu durumlarda DNA saflifmin yeterli oldugu sonucuna vanimistr.

Tablo 2 DNA saflik sonucian

OCD260 |OD280 [0D260/

KAP.K 0,07 0,03
F+%1SDS (0,11 0.06
FIK/H/P.K 0,07 0,03

K:kloroform, liizoamilalkol, P.K: Proteinaz K, F:fenol

SDS: sodyurn dodesil siilfat

Elde edilen DNA yeterli safifa sahip oldufu halde RAPD-PCR amplifikasyonundan -
olumlu sonuglar elde edilememistir. Bu sorunu ortadan kaldirmak amaci ile cesith
vaklasimlar denenmigtir. Bunlarin baginda izolasyon sirasinda SDS sonrasi cklenen yiiksek
Konsantrasyonda tuzun (sodyum asetat) DNA ile mg,mabiif:ccgirve Taq paﬁmeraz aktivitesini
olumsuz yonde ~c:tkilczye:bileccgi g0z Opuunde bulundurulmustur. Aynica RNA lanm fazla
olusunun etkist ve bunlarn Rnase kullamlarak yok edilmesi, PCR’da 1sinma ve soguma
hizlarnnin ~ degistinilmesi  gibi  yaklasimlardan olumlu sonuclar ahmamamistir. Burada
belirtilmesi gereken bir husus SDS sonrasinda eklenen sodyum asetaim eklenmemesinin
ashinda degerlendirmesinin tam yapilamamis olmasidir, ¢iinkii bu dumrﬁda DNA izolasyvonu
olumsuz yonde etkilenmistir.

Tecriibelere dayanarak PCR’da karsilagilan sorunun hiicre kaynakh olmasmdan zivade
1zolasyon yonteminde kullanilan bazi kimyasallardan kaynaklandig 5ﬁ$ﬁnﬁimﬁ§s ve bunu test

etmek i¢in dogrudan hiicre ekstraktlaninin PCR’da kullanilmasina karar verilmistir.
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3. Hiicre Ekstraktt Eldesi ve PCR’da Kullanilmas:

Hiicre ekstrakn iki ayn yéntem ile elde edilmistir. Bunlardan birincisi hiicrelenn

toplanarak kaynatilmas: ve ikincisi sonikasyon ixygulanmasxdxr.

3.1 Kaynatma ile hiicre par¢alanmasn: | , . ,

Salmonella 10 ml nutrient broth’da 37°C de biuyitildikten sonra <yak1a$1k 4-5 ml’den
toplanan hicreler bir eppendorf iginde to;;Ianm1§ ve 50l saf steril su iginde ¢ozilmustir.
Hiicreler daha somra kaynayan suda 12 dakika bekletilmis ve olusan hiicre debrisi 5 dk
santrifiijlenerek Ustteki sivi fazdan aynlmistir. Oiu§an hiicre ekstrakti belirli miktarlarda
PCR’da kullanilmmistir. Denenen miktarlar §5yiedir: 1,2 ve 5 ul dogrudan hitcre ekstraktindan
ve 1 ul 50 x seyreltilmisg hiicre cksimktmdanr cesitli zamanlarda reaksiyona eklenmisur.

3.2 Sonikasyon ile hiicre parcalanmasi:

Salmonella 100 ml nutrieht broth icinde 37°C de biyutildikten sonra hiicreler
toplanmus, 8 ml saf sterﬂ su icinde ;6z§1mﬁ§ ve 150 saniye Sanyo soniprep de sonikasyonar
tabi tutulmustur. Elde edilen ﬁﬁcre ekstraktindan 5007 gl bir eppendorf tipline akt&nimxs. Ve
santrifiijlenerek hiicre debrisinden aynbmistir. Ustieki sivi fazdan bir miktar abmp PCR da

kullanildi. Kullanilan miktarlar kaynatma ydntemindeki gibidir.
4. Toplam Hiicre Ekstrakti ile RAPD-PCR

Kaynatma ve sonikasyon yontemi ile hiicre ekstrakti elde edilmesi ve bunun dogrudan
PCR'da kullanilmasi oldukga basanli sonuglar vermistir. Buna ragmen cahsmalarda
sonikasyon yerine kaynatma vontemine afirhk verilmistic. Bunun nedeni sonikasyon
uygulamasinin sonikatér alimimi gerektirmesi buna karsilik kaynatmamﬁ her laboratuvarda
uygulanabilecegi disincesidir. Bu vaklagimlarla yapilan bir dizi deneyin ilki asagida

sunulmustur (Sekil 3). Bu deneyde S.typhimurium ve kontrol olarak E.coli den kaynatma ve
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sonikasyonla hucre ekstrakti elde edilmis ve yukanda anlatilan ydnteme uygun olarak RAPD-

PCR yaptimisur. .

Kaynatma yontem: ile siirdiirilen RAPD-PCR ¢alismalan sirasinda dogal olarak yine
¢esith sorunlarla karsilasilmis ancak bunlann hepsi ¢ézimlenmistir. Omegin ilk deneylerde
clde edilen basanh sonuglar daha sonralan elde edilememis bunun nedeninin hiicrelerin gec
durma fazinda toplanmasi oldugu tespit edilmistir. Bu asamada bilylime egrileri belirlenmis
ve buna gére inokulasyon ve biyiime siireleri optimize edilmistir (Ek 1). Bunun yanisira uzun
suredir kullanilan Taq polimeraz enziminin inaktive olusu, gesitli elektrik kesintileri, PCR
makinesinin Kalibrasyonunun bozulmasi ve yeniden biitin sistemin elden gecirilmesi, aletin
¢alisir hale getinlmesi gibi. teknik sorunlar da yaklasik 1.5 aylik bir siire calismalan

aksatmisur.

ABCDEFGHI JKLMY

Sekil 3 (1) E.colitkaynatma) Sul + RAPD 92, (2) E.coli(kaypatma) 1ul + RAPD 93, (3)
E.colitkaynatma) Sul + RAPD 93, (4) S.nphimurium (kaynatma) lul + Williams, (5)
S.vphimurium (Kaynatma) Sul + Williams, (6) S.typhimurium (kaynatma) 1pl-+RAPD 93, (7)
S.vphimurium (Kaynatma) Spl + RAPD 93, (8) E.coli (sonikasyon) Sul + RAPD 93, (9)
S.vphimuwrium (sonikasyon) Sul + Williams, (10) £.coli (sonikasyon) 2ul = RAPD 93, (1 1)
S.vphinuotum (sonikasyon) 2ul + Williams, (13) pXL + 623/625 (+) kontrol (ayrica resimde
gordlmeyen 1ki avn (-) kontrol kullamilmistir. PCR déngiisii: 95°C, 5 dk; 40X(95°C. | dk:
35VC, 1 dk; 72°C. 2 dk); 55°C, 3 dk.



4.1. RAPD-PCR 'optimizasyc;n ve standardizasyonu
PCR’da kullamlan hiicre ekstraktlan logaritmik fazin sopunda ya da duragap fazin
baginda toplanilan hicrelerden hazirlanmistir. Bu amagla bliylime efrisi hazulanmisur ve
optik yogunluk (OD) &lctimleri 420um de 1.3 ve 2.0 arasindakiler PCR’da kullamlmistir.

' Hiicre ekstraktlanmm kaynatma yontemi ile elde edilmesinden dolayi, kaynatma zamam
dikkate alimmasi gcrckcﬁ bir parametre olarak incelenmistir. Yapilan galismalarda dort farkls
kaynatma zamaninda elde edilen S.ophimurium hiicre ekstraktlan pn'mcﬁ (Tablo 1) ile
RAPD-PCR’da kullaniloms, bunun yamsira farkls iktarlards hiere etk cllenorek en
uyg:m miktar tespit edilmeye cahsilmistir. Sonuc i’iiban ile en uygun kosullar 15 dakika

kaynatma zamani ve | pl hilere ekstrakti kullanimi olarak beiirleﬁmi:;tir (Sckil 4).

abcd efghi}kl mnpgqgrs

Sekil 4 (A) Sul S.typhimurium hiicre ekstrakt, 12 dak. i{a}*naﬁma, {B} 3;& S.typhimurium | 12
dak. kaynatma, (C) lul S.oyphimurium , 12 dak. kaynatma, (D) G.Sp.l S.typhimurium , 12 dak.
kaynatma, (E) 1:3 seyreltme S.yphimurium |, 12 dak Igéyﬁatmﬁ, (F) 71:5 seyreltme
S.wphimurium , 12 dak. kaynatma, (G) 1:10 seyreltme S.typhimurium , 12 dak. kaynatma, (H)
DNA size markerl (Ek 2), (1) 3ul S.eyphimurium | 15 dak. kaynatma, (}) l ul S.oyphimurium |
I3 dak. kaypatma, (K) 1:3 seyreltme S.pphimurium , 15 dak. kaynatma, (L) 3ul
S.yphimurium | 10 dak. kaynatma, (M) 1 ul S.zfyphz‘murz’um' ,10 dak. kaypatma, (N) 13
seyreltme S.ovphimurium (10 dak. kaynatma, (P) 3 ul S.Zyp}zimuﬁum , 5 dak. kaynatma, (Q) |
wl S.oyphimurium 5 dak. kaynatma, (R) 1:3 seyreltme S.yphimurium 3 dak. kaynaima, (S)
negatf konwrol (DNA vok.primer7). Bitiin reaksiyonlarda primer7 kullanilmistir. PCR

déngiisi: 95°C, § dak; 35X(95°C, | dak; 35°C, | dak; 72°C, 2 dak): 55°C. 3 dak.




RAPD-PCR sonuglarina gére Salmonella 10° cfu/ml diizeyinde teshis cdilebzlmektcdlr :
Literatiirde 1-10 Salmonella hiicresinin PCR'’la teshis edilebildigi aciklanmistir ancak burada
yapilan cabigmalar hassasiyeti artirmak icin 6n zenginlestirmenin gerekliligini ortaya
koymaktadir. Bu sonuca vanimasinda uygulanan yéntemde Salmonella hicre sayimi yapilmis
ve PCR’da kullanilan hiicre ekstrakt: 10cfu/ml’ye ka&ar seyreltilmisitr. Amplifikasyon
yalmizea, 9 saatlik bir 6nzenginlestirme sonunda ulwllabzlmcn 10° cfu/ml dizeyinde elde

edilebilmistir.

4.2 Primerlerin RAPD-PCR’daki verimliliklerinin arastirilmast

Amplifikasyonlarm  standardizasyonunu takiben, S.syphimurium hiere ekstraktlan
RAPD-PCR’da kullamlmak {izere Tablo 1’de listelenen 10 farkl primere kargi df:ncnmx;;mr

Primerlerin tasariminda dikkat edilen noktalar %G+C nin % 50-70 civannda olmasi ve

palindromik sekanslann bulunmamasidir. Bunun disinda dizilimler tamamen rastgele

belirlenmistir.

RAPD-PCR  amplifikasyonunun sonuclant Sekil 5’te gésterilmistir. S &p}zzmurzum
primer7 ile bir spesifik amplifikasyon bandi vermistir. Primerd ve primer3>  hichir
amnplifikasyon {irini vermezken, diger primerler farkh biiyiikliiklerde amplifikasyon bandlan

vermislerdir. Buna gére primer3, 9 ve 6 ayirt edilebilir fragmanlar verdiklerinden dolayi

putatif tanimlama ve simiflandirma primeri olarak secilmis ayrica primer7 tek ve spesifik bir

amplifikasyon bandi verdii icin putatif teshis primeri olarak denenmesine karar verilmistir.

3. Salmonella serotiplerinin primer 7’ye karsi taranmas;

Bu arastirmada kullanilan Salmonella izolatlar Tablo 3’de sunulmalktadir. Bu izolatlar
Kullantlarak primer7 ile vapilan RAPD-PCR amplifikasyonunun sonuclan sekil 6'da
doriiimektedir. Buna gére kullanilan 14 farkh Salmonella serotipinden 11 tanesi 550 bp
civaninda spesifik bir amplifikasyon bandi vermistir. S.haildon hicbir sonu¢ vermezken
Salmonella B group ve S.bahrenfeld farkh biiyiiklikte amp iﬁkasyon bantlar vermislerdir.

Sonu¢ olarak test edilen Salmonella serotiplerinin yaklasik %80’ 550 bp civannda aym
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sekilde tek ve spesifik amplifikasyon {irind vermislerdir. Hernekadar tiim Salmonellalar avm

sopucu vermediyse de sonu¢ olduke¢a olumlu sayilabilmektedir.

-

ABCDEEBGHTIT JgKT

Sekil 5 1ul S.typhimurium hiicre ekstratt ve (A) primerl, (B) primer2, (C) primer3, (D)
primer4, (E) primer3, (F) primer6; (G) DNA size marker!l (Ek 2), (H) primer7, (1) primerg,
(J) primer9, (K) primer10, (L) pozitif kontrol pBO.9+315/316. PCR déngitsii: 90°C, 5 dak;
40X(89°C, 1 dak; 32°C, 1 dak; 70°C, 2 dak); 50°C, 3 dak.

Tablo 3 RAPD-PCR"da kullamilan Salmonella serotipleri
Kaynak -
Salmonella tvphimurium Hifzissihha Enstitiisii, Ankara
Salmonella enteritidis Hifzissihha Enstitiisi, Ankara
Salmonella typhi Ankara Universitesi Ziraat Fak.
Salmonella paratvphi B Hifzissihha Enstitiisi, Ankara
Salmonella rissen Hifzissihha Enstitiisii, Ankara
Salmonella baildon Hifzissihha Enstitiisti, Ankara
Salmonella anatum (exconj) ODTU Biyoloji Bsliimii

Sabnonella anatum (rif) Hifzissihba Ensntiisi, Ankara
Salmonella D group Hifzissihha Enstitiisii, Ankara
Salmoneila B group Hitzissihha Enstitisi, Ankara
Salmonella orion Hifzissihha Enstitiisii; Ankara
Saimonella glostrup Hifzissihha Enstitlisli, Ankara
Salmonella strasbourg Hifzissihha Enstitiisli, Ankara
Salmonella bahrenfeld Hifzissthha Enstitiisii, Ankara’




4.4 Salmonella dzsmdéki suslarla ve primer 7 ile RAPD-PCR amplifikasyonlar:
Primer7’nin Salmonella disindaki suslarla da benzer 550 bp lik amplifikasyon band:
verip vermedigini test etmek amaciyla Salmonella disindaki suslann hiicre ekstraktlan
primer7 ile birlikte RAPD-PCR analizinde kullamlmistir. Bu ¢alismada kullanilan Salmonella
disindaki suslar Tablo 4’de gésterilmektedir. RAPD-PCR sonuglan sekil 7’de sunulmustur.

abcdef ghijkl mnpgr

Sekil 6 (A) S.ovphimurium, (B) S.typhi, (C) S.enteritidis, (D) S.anatum (exconj), (E) S.anatum
(rif), (F) S.strasbourg, (G) S.glostrup, (H) S.orion, (1) Salmonella D group, (J) S.paratyphi B,
(K) S.rissen, (L) S.bahrenfeld, (M) Salmonella B group, (N} S.baildon , and primer7, (P)
negatif kontrol (DNA yok, primer7), (Q) pozitif kontrol pBO.9+315/316. Her reaksiyonda
Lul biicre ekstrakti kullamildi. PCR déngiisii: 90°C, 5 dak; 35X(89°C, 1 dak; 32°C, | dak;
70°C, 1.5 dak); 50°C, 3 dak. |

Elde edilen sonuglar 6zetlenecek olursa P.fluorescence, P.vulgaris, L.monocviogenes ve
L.bulgaricus S.typhimurium dan elde edilen 550 bp lik banda benzer amplifikasyon tiriinlen
ortaya eikarmuslardir. Buna karsihk FE.coli, Y.enterocolitica, C.ballerup, Cl.perfringens,
Shoydii ve  Kpneumoniae farkli  amplifikasyon bandlan  vermislerdir.  S.aureus.
S.thermophilus, B.subtilis ve S.marcescens ’te amplifikasyon gozlenmemistir. Buna gore
primer7 kullamilarak elde edilen amplifikasyon boélgesinin biiylik olasiikla Salmonella
digindaki diger organizmalarda da bulundugu gérilmektedir. En azindan bu sonuca gore
primer7'nin tek basina PCR da Salmonella teshisinde marker olarak kullaniiamayacagi ortaya

¢ikmaktadir. Buna karsihik akla gelen bir diger uygulama ayni sonucu vermeyen E. coli ve.
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serolojik ve biyokimyasal yéntémlcric Salmonella’dan ayird edilmesi gii¢ olan, Citrobacter

aibi suslardan Salmonella 'nm-ayird edilmesinde primer7’nin kullanimidir (Finegold, 1978).
Yine goriilmektedirki primer7 denenen biitiin suslarda olmamakla beraber pekgok bakteriyel
sus’da polimorfik bblgeleri ortaya ¢ikarabilmektedir. Aynica CL perfringens tiim Salmonella
serotiplerinden ve Salmonella-harici suslardan farkhr bir amplifikasyon Urini ortaya
¢ikarmistir. Buna gére primer 7’nin Cl. perfringens- spesifik bir DNA marker’i olusturup

olusturamayacagi yéniinde ileride bir arastuma yapilmasi olasihig: ortaya ¢ikmistir.

Tablo 4 RAPD-PCR da kullanilap diger kiiltiirler

Kaynak
Escherichia coli ODTU Gida Miih. Boliimi
Klebsiella pneumoniae ODTU Gida Miih. Bélimt
Shigella boydii Hifzissihha Enstitiisi, Ankara
Enterobacter aerogenes ODTU Gida Miih. Béliimii
Bacillus subtilis ODTU Gida Miih. Bélimii
Proteus vulgaris ODTU Gida Mith. Bolimit

Lacrobacillus bulgaricus ODTU Gida Miih. Bélimii
Streptococcus thermophilus ODTU Gida Mith. Bélimi
Pseudomonas fluorescence ODTU Gida Mith. Béliimii
Clostridium perfringens Hifzissihha Enstitiisii, Ankara

Citrobacter ballerup Hifzissthha Enstitiisti, Ankara
Yersinia enterocolitica Hifzissihha Enstitiisii, Ankara
Listeria monocytogenes ODTU Gida Miih. Béliimi
Serratia marcescens Hifzissibha Enstitiisti, Ankara
Staphvlococcus aurcus ODTU Gida Mith. Bslimi

4.5 Salmonella serotipleri ve primer 3 & primer 6 ile RAPD-PCR amplifikasyonlari
Dejenere (redundant) primer 6 ve 9 yanisira primer3 daha Once belirtildigi gibi olasi
tanimlama  primerleri  olarak  seg¢ilmislerdir. Belirli pozisyonlara her 4 nikleotitin
cklenmesiyle olusturulan dejenere primerler RAPDfPCR’da olusturulan band sayisimi
artirmak olasithigini test etmek i¢in tasarlanmistir. Baslangig:ta primer 6 S.oyphi, S.paratvphi B.
S.enteritidis ve Salmonella D group serotipleri ile kullanilmis ve olumlu sonugler vermisur.
DigZer yandan, primer9 avirt edilebilir amplifikasyon bantlari vermemistic. Bu nedenle.
primer6’nin diger Salmonella serotipleri ile de PCR’da kullanilmasina karar veritmistir.
Primer 6 amplifikasyonlannin sonuglarina gére S.glostrup, S.baildon ve S.anatum(rif)

disindaki Salmonella serotiplert amplifike olmustur (Sekil 8). S.typhi, Sabmonella D group ve
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Sonug

RAPD-PCR Salmonella scroti;ﬁlcn'nin birbirinden polimorfik DNA’nmin amplifike
cdilmesi ile aynimasmda olumlu sonuglar vermistir. Buna ragmen bu galismada Salmonella
serotipleri ancak 3 farkli primerin profillerinin birlikte kullanilmas ile ayirt edilebilmistir.
Daha fazla primeri taramak ve test edilen tiim Salmonella serotipleri igin farkl: ve belirgin
profilleri ortaya gikaracak bir primer bulunmasi bu ¢aligmada standardize edilen yontemin
uygulanmas: ile miimkin olabilir.

Bu calismada test edilen farkli bir yaklasim da organizmanm DNA’sinin genus, tir ya
da sus spesifik bélgelerinin rastgele amplifikasyonlarla ortaya ¢ikarilmasidir. RAPD-PCR ile
rastgele amplifike edilen 550 bplik DNA fragmam test edilen Salmonella serotipleri
arasindan. insan enfeksiyonlarinda gériilen en Onemli serotipleri de igererek, %80 ninde
primer 7'ye karst gézlemlenmistir. Salmonella’nm 550 bplik gili¢li amplifikasyon trini 16
Salmonella-harici mikroorganizmaya karsihk genus-spesifik marker olarak test edilmistir.
Buna gére, Salmonella dismmdaki mikroorganizmalar arasimda Citrobacter ballerup.
Escherichia coli ve Enterobacteriaceae familyasindan diger organizmalar, onemli patojenler
Listeria monocytogenes ve Clostridium perfringens farkli ve ayirt edilebilir amplifikasyon
profilleri  vermislerdir. 550 bplik fragman yalmizea Pseudomonas fluorescence ve
Lactobacillus bulgaricus’da gdzlenmistir. Ozellikle CL pefringens ile elde edilen farkh sonug
primer 7 nin bu mikroorganizma’mn PCR ile hizli bir sekilde teshis edilmesi yonunde dmit
vericidir.

Primer 3 ve dejenere primer 6 olasi tanimlama primeri olacak bigimde amplifikasyon
firinleri vermistir. Primer 6 S.rvphi, Salmonella D grup ve S.paratyphi B’ye karsi avirt
dilebilir amplifikasyon sekilleri olusturmustur. Bunlann disindaki Salmonella serotiplers
farkh voGunluklarda tek bir DNA band: vermiglerdir. Sonuglara gére, PCR bandlarmin sayis
RAPD-PCR’da dejenere primer kullanilarak istenilen dl¢lide artinlamamisur. RAPD-PCR

sonuclar mikroorganizmalanin antijenik olarak simiflandirildig Kauffmann ve White semasi
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Sekil 7 (A) S.typhimurium, (B) Y.enterocolitica, (C) C.ballerup, (D) Cl.perfringens, (E)
P fluorescence, (F) P.vulgaris, (G) E.coli, (H) L.monocytogenes (1) S.boydii, (1) L.bulgaricus,
(K) DNA size marker2 (Ek 2), (L) E.aerogenes, (M) K.pneumoniae, (N) S.aureus, (P)
S.thermophilus, (Q) B.subtilis, (R)S.marcescens, and primer7.Her reaksiyonda lpl hiicre

ekstrakti kullanildi. PCR déngiisii: 90°C, 5 dak: 35X(89°C, 1 dak; 32°C, 1 dak; 70°C, 1.5

dak): 50°C, 3 dak.

S. pararvphi B ayirt edilebilir amplifikasyon sekilleri vermislerdir. S.typhi’nin amplifikasyon
sekli bazi noktalarda Salmonella D grub’unkine benzemektedir. Ancak S.typhi diger
Salmonella serotiplerinden glukozda gaz treterek ayirt edilebilir (Lennette,1974). Bunlara ek
olarak, S.anatum(exconyj), S.bahrenfeld, Salmonella B group, S.rissen, S.orion ve S.strasbourg
415 bp blyikliginde tek ve spesifik band vermiglerdir. Buna karsilik, bu serotiplerin
Kauffmann ve White (Krieg,1984) semasinda farkl antijenic gruplar altinda bulunduZu
corulmustur.

PCR’da tek pnmer kullanimmin venmliligi konusunda olusan siipheler karsisinda tarkls
primer kombinasyonlart ile e¢lde edilecek iki primer kullanmminin depenmesine karar
verilmistir. Bu uygulamanin amplifikasyon bandlannim sayisimt artinp artiramayacagini

cormek 1¢in, primer kombinasvonlart PCR'da S.typhimurium hiicre ekstraktlan ile birlikte

kullandmisur (Sekal 9).
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Sekil 8 (A) S.anatum (exconj), (B) S.bahrenfeld, (C) Salmonella B group, (D) S.rissen, (E)
S.orion, (F) S.strasbourg, (G) S.enteritidis, (H) S.typhimurium, (1) DNA size marker2 (Ek 2),
(1) S.evphi, (K) Salmonella D group, (L) S.paratyphi B, (M) S.glostrup, (N) S.baildon, (P)
S.anatum (rif), ve primer6 , (Q) negatif kontrol (DNA yok+primer6), (R)pozitif kontrol,
pBO.9+315/316. Her reaksiyonda 1ul hiicre ekstrakti kullanildi. PCR déngiisii: 90°C, 5 dak;
35X(89°C, 1 dak; 32°C, 1 dak; 70°C, 1.5 dak); 50°C, 3 dak.

Beklenen sonucun tersine, 5 primer ¢ifti arasindan yalnizea primer3 ve 6 kombinasyonu
500 bp civarnda tek bir DNA bandi vermistir. Dolayisi ile elde edilen sonuglar primer
kombinasyonu kullamiminin band sayisimi arttirmayip tersine azalttigin Vortaya koymustur.
Buna gore iki primerin varh@inda tek primer ile clde edilen amplifikasyonlann ¢ogunun
engellendigi gériilmekle birlikte bu konuda bir agiklama yapmak oldukga giigtiir. Elde edilen
amplifikasyon bandi S.eyphimurium ve primer6 amplifikasyonunda elde edilen kigik
bandlardan biri ile aymi buyikliktedir. Aynca iki primerli PCR’da gdzlenen kigik
amplifikasyon bandi primer6 da ortaya cikan biyiik fragmanin kaybolmasim da beraberinde
cetirmistir. Buna gére, daba kiclk fragmanlanin amplifikasyonu daha biyiik fragmanlann
sentezine baskin gelmis olabilir. Diger bir deyigle PCR sirasinda primerler ve baglanma

bolgeleri arasindaki bir ¢ekismenin varhigi bu sonucu dogurmus olabilir (Lankhorst, 1991).

td
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A

sekil 9 1ul S.phimurium and (A) primer2/4, (B) primer3/6, (C) primer2/8, (D) primer6/9,
(E) pnimer3/10, (F) primer7, (G) negatif kontrol (primcr yok, DNA), (H) pozitif kontrol
pBO.9+315/316. PCR déngiisii: 90°C, 5 dak; 35X(89°C, 1 dak# 32°C, 1 dak; 70°C, 1.5 dak);
50°C, 3 dak. :

Primer 3 aym sekilde tiim Salmonella serotiplerine karsi RAPD-PCR’da kullanilmstir.
Sonuglar $ekil 10’da sunulmustur.

Sekil 10°da goérilen amplifikasyon sonuglan iki gruba aynlabilmektedir. S.bahrenfeld,
S.glostrup, Salmonella D group ve S.orion 831 bp civarmda spesifik armnplifikasyon bands
vermiglerdir ve S.anatum (exconj), S.anatum (rif), Salmonella B group, S.bahrenfeld,
S.strasbourg ve S.glostrup 195 bp civarinda spesifik amplifikasyon band: vermislerdir. 831 ve
195 bplik amplifikasyon bandlannin her ikisi de S.anamum (exconj), S.bahrenfeld,
S.strasbourg ve S.glostrup reaksiyonlannda  gériilmiistir. S.typh, S.paratyphi B ve
S.enteritidis herhangi bir segilir amplifikasyon bandi vermemislerdir. Buna gore 950 ve 300
bp lik amplifikasyon bandlarmi veren bdlgelerin polimorfik oldugu gériiimektedir. Ayrica bu
amplifikasyonlar Salmonella disinda test edilen (Sekil 10) suslarda gozlenmemistir. Bu
fragmanlarin avni DNA bélgeleri olup olmadiklan Southern hibridizasyonu ile test edilebilir

ve gerekirse bu bolgelenn klonlama ve sekans analizi yapilabilir. Ancak aroplifikasyonlarin

plazmid ya da kromosomal DNA kaynakli olabilecedi unutulmamalidir.
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Sekil 9 1ul S.oyphimurium and (A) primer2/4, (B) primer3/6, (C) primer2/8, (D) primer6/9,

(E) primer3/10, (F) primer7, (G) negatif kontrol (pr'imcr vok, DNA), (H) pozitif kontrol
pBO.9+315/316. PCR déngisii: 90°C, 5 dak; 35X(89°C, 1 dak: 32°C, 1 dak; 70°C, 1.5 dak);
50°C, 3 dak. '

Primer 3 aym sekilde tiim Salmonella serotiplerine karst RAPD-PCR’da kullanilmistir.
Sonugclar Sekil 10°da sunulmustur.

Sekil 10°da gorilen amplifikasyon sonuglan iki gruba aynlabilmektedir. S.bahrenfeld,
S.glostrup, Salmonella D group ve S.orion 831 bp civannda spesifik amplifikasyon band;
vermislerdir ve S.anatum (exconj), S.anatum (rif), Salmonella B group, S.bahrenfeld,
S.strasbourg ve S.glostrup 195 bp civannda spesifik amplifikasyon bandt vermislerdir. 831 ve
95 bplik amplifikasyon bandlannm her ikisi de S.anatum fexconj), S.bahrenfeld,
S.strashourg  ve  S.glostrup  reaksiyonlarmda  gdriilmiistiir. S.typhi, S.paratyphi B ve
S.enteritidis herhangi bir seilir amplifikasyon bandi vermenaiglerdir. Buna gére 950 ve 300
bp lik amplifikasyon bandlanni veren bélgelerin polimorfik oldugu goritlmektedir. Aynica bu
amplifikasyonlar Salmonella disinda test edilen (Sekil 10) suslarda gozlenmemistir. Bu
fragmanlann avni DNA bélgeleri olup olmadiklan Southern hibridizasyonu ile test edilebilir
ve gerekirse bu bolgelerin klonlama ve sekans analizi yapilabilir. Ancak amplifikasyonlarin

plazmid ya da kromosomal DNA kaynakl olabileced unutulmamatidir.
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Sonuclara gére S.typhimurium primer 3 ile diger Salmonella serotiplerinde gorilmeyen

degisik bir amplifikasyon profili ortaya ¢ikarrmstir. Buna gére primer 3’in S.typhimurium-
spesifik bir DNA marken gikarmak amaci ile kullamlabilme olasihigi ortaya ¢ikmaktadir. Bu
hipotezi test etmek igin, primer 3 11 farkli S.typhimurium klinik izolatina karsi PCR’da
kullamlmistir (Sekil 11). Bu 11 izolatm her biri isal ve ates sikayeti ile gelen farkh
hastalardan Sn. Dr. Taner Yildirmak tarafindan elde edilmis ve alti tanesi Ankara Numune
hastanesinden olmak tizere, iki tanesi Hacettepe Universitesi Cocuk hastanesinden, iki tanesi
Dr. Sami Ulus Cocuk hastanesinden ve bir tanesi de A.U. Tip Fakiiltesinden temin edilmistir.
Bu 11 izolatin aynca antibiyogramlar ve plazmid profilleri de Dr. Taner Yildirmak’in
(Ankara Numune Hastanesi) yuriitiiciiliigiinde gergeklestirilen ayn bir TUBITAK projesinin
kapsaminda belirlenmistir.

Sekil 11°de gorildiigi gibi, denenen tiim izolatlar ayni amplifikasyon seklini vermistir.
Ozellikle 831 ve 725 bplik amplifikasyon bandlar tim 11 farkh S.typhimurium izolatinda
gbzlenmistir. 935, 909 ve 195 bplik diger amplifikasyon bandlari ise farkh yogunluklarda
olusmuslardir. Burada belirtilmesi gereken bir diger husus S.fyphimurium izolatlanmn farkh
plazmid profillerine sahip olmalarina kargin (sonuglar burada gésterilmemigtir) tiimiiniin ayni
amplifikasyon profillerini vermeleridir. Buna gére elde edilen amplifikasyon bandlarmim
plazmid kaynakli olmadigr olasihgi kuvvet kazanmaktadir. S.fyphimurium’un teshis ve
tammlanmasmda primer 3 ve RAPD-PCR yerine, 725 bp’lik bandin spesifik olarak
kullanilma olasiligs gbz ontinde bulundurulabilir. Hernekadar benzer boyutta ¢ok silik bir
band S. enteritidis, S. bahrenfeld ve S. strashourg’ da da gérﬁlfnﬁs, olsa da (Sekil 10) bu
bandlarin disiik yogunluklan itibar ile tek yonlii bir amphifikasyon trini olmalan, hatta
spesifik olmama olasiliklant olduk¢a yiiksektir. Bu baglamda 725 bplik band jelden
¢ikartilabilir ve klonlamp, DNA sekans analizi yapilarak daha detayli incelenebilir. Bu
bilgilerin 1s1@inda, daha spesifik primerler tasarlanip PCR’da kullanilabilir.

Sonuclara gore S.typhimurium PCR’da primer3 ile diger Salmonella serotiplerinden
tamamen farkli amplifikasyon uriinleri vermistir ve bu kayda deger bir sonug olarak ileri
asamalarda degerlendirilebilir. Ozet olarak primer3 test edilen primerler arasinda en olumiu
sonuclan vermistir. Yinede denen tim Salmonellalar istenilen diizeyde, yani yeterli sayida ve

-

ayird edilebilir, DNA bandlar vermemigtir. Ancak bu sonuglar, hernekadar bu calhigmada
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abcde fghij klmnpgrst

Sekil 10 (A) S.oyphimurium, (B) S.typhi, (C) S.pararyphi B, (D) S.enteritidis, (E) E.coli, (F)
S.anatum (exconj), (G) S.anatum (rif), (H) Salmonella B groilp, @ s béhfenfeld, (J) DNA
size. marker2 (Ek 2) , (K) Sstrasbourg, (L) Kpneumaniae, (M) pozitif kontrol
pBO.9+315/316, (N) S.glostrup, (P) S.orion, (Q) S.baildon, (R)Salmonella D group, (S)
P fluorescence, (T) S.rissen, ve primer3, (U) negatif kontrol (DNA yok, primer3).Her

reaksiyonda 1 pl hiicre ekstrakti kullanildi. PCR déngisii: 90°C, 5 dak; 35X(89°C, 1 dak;
32°C, 1 dak; 70°C, 1.5 dak); 50°C, 3 dak.

abcde fghij k] mn p

Sekil 11 Tul S.eyphimurium izolatlannin hicre ekstrakti; (a) S.typhimurium, (b) izolat 4. (c¢)
izolat 5. (d) izolat 6, (e) izolat 10, (f) izolat 13, (g) izolat 18, (h) DNA size marker2 (Ek 23,
(i) 1zolat 28, (j) izolat 29, (k) izolat 31, (l) izolat 45, (m) izolat 50, ve primer 3, (n) negatif
kontrol,( primer 3 ve DNA yok), (p) pozitif kontrol (pXL ve primers 682/683). PCR
dénglsi: 90°C, 5 dak; 35X(89°C, 1 dak; 32°C, 1 dak; 70°C, 1.5 dak); 50°C, 3 dak.



denen 10 primer ile olmasada, bir dizi daha farkh primerin denenmesi ile olumlu sonuglara

pekala ulasilabilecegi konusunda umut vericidir.

5. DNA Hibridizasyon Cahsmalari

Koloni blotting ve hibridizasyon primer7 ile 11 farkli Salmonella serotipinde amplifike olan
550 bplik bolgenin Salmonella digmdaki suslarda da korunmus bir bdlge olup olmadigmi
gormek amaciyla yapilmistir. Sonugta probun S.aureus digindaki tim suslarla hibridize
oldugu gorilmiistir (sonuglar burada gosterilmemistir). Bu somug 550 bp’lik PCR
amplifikasyon bélgesinin Salmonella digimdaki suslardan da elde edilmesi ile uyumludur.

Buna goére 550 bp lik bdlgenin Salmonella’ya spesifik olmadigi bir kez daha ortaya gikmugtir.
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Sonug¢

RAPD-PCR  Salmonella serotiplerinin birbirinden polimorfik DNA’nin amplifike
cdilmesi ile aynlmasmda olumlu sonuglar vermistir. Buna ragmen bu calismada Salmonella
serotipleri ancak 3 farkli primerin profillerinin birlikte kullanilmas: ile ayirt edilebilmistir.
Daha fazla primeri taramak ve test edilen tiim Salmonella serotipleri icin farkh ve belirgin
profilleri ortaya ¢ikaracak bir primer bulunmasi bu ¢alismada standardize edilen yéntemin
uygulanmas: ile miimkiin olabilir. |

Bu ¢ahismada test edilen farkh bir yaklasim da organizmanm DNA’smn genus, tir ya
da sus spesifik bolgelerinin rastgele amplifikasyonlarla ortaya gikanimasidir. RAPD-PCR ile
rastgele amplifike edilen 550 bplik DNA fragmam test edilen Salmonella serotipleri
arasindan, insan enfeksiyonlaninda gérilen en onemli serbtiiil'éfi'aé"fq'éferék, %80 ninde
primer 7'ye Kkarsi gozlemlenmistir. Salmonella’nin 550 bplik giiclii amplifikasyon {iriinii 16
Salmonella-harici mikroorganizmaya karsilik genus-spesifik marker olarak test edilmistir.
Buna gére, Salmonella disindaki mikroorganizmalar arasinda  Citrobacter ballerup,
Escherichia coli ve Enterobacteriaceae familyasindan diger organizmalar, énemli patojenler
Listeria monocytogenes ve Clostridium perfringens farkh ve ayirt edilebilir amplifikasyon
profilleri  vermiglerdir. 550 bplik fragman yalnizca Pseudomonas fluorescence ve
Lactobacillus bulgaricus’da gozlenmistir. Ozellikle Cl. pefringens ile elde edilen farkli sonug
primer 7'nin bu mikroorganizma’min PCR ile hizh bir gekilde teshis edilmesi yéniinde imit
vericidir.

Primer 3 ve dejenere primer 6 olasi tamimlama primeri olacak bicimde amplifikasyon
urlinleri vermistir. Primer 6 S.typhi, Salmonella D grup ve Sparatyphi B'ye karsi ayirt
edilebilir amplifikasyon sekilleri olusturmustur. Bunlann disindaki Salmonella serotipleri
farkh yogunluklarda tek bir DNA band1 vermislerdir. Sonuclara gére, PCR bandlanmn sayisi
RAPD-PCR’da dejenere primer kullanilarak istenilen dl¢iide artimlamamistir. RAPD-PCR

sonuglart mikroorganizmalann antijenik olarak siniflandinldifi Kauffmann ve White semast
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(Krieg, 1984) ile karsilastinldigmda, antijenik smxﬂzmdun;a ve RAPD-PCR sonuclan arsinda
bir korelasyon bulun§.mamx$nr.

Primer3, test edilen primerler arasinda, en olumlu sonuglan vermistir. S.nphimurium
primer 3’e karsi 6zéllikle 725 bp’de-spesifik ve tiimilyle ayirt edilebilir bir band sekli
verdiginden dolay1 spesifik olarak tanimlanabilir. Ayni sonuc 11 farkh S.typhimurium izolati
i¢in de elde edilmistir. Buna gére primer 3'iin veya elde edilen 725 bp’lik bandin PCR ile
S.typhimurium-spesifik bir DNA marken elde edilmesinde kullanilabilecegi olasilg: ortaya
¢ikmaktadir.

Teshisin hassasiyeti 9 saatlik 6nzenginlestirmeden sonra ulagilan 10° cfwml olarak
bulunmusuﬁ. Buna gére Salmonella’nin teshis ve tanzmianmasz i¢in RAPD-PCR’da hiicre
ckstrakti kullanilmas: ile gerekli olan toplam siire 1 gindir. Bu durumda 3-4 giin siiren
konvensiyonel kiiltir metotlarina gére  Salmonella’nim teshisinde oldukca zaman
kazaniimistir.

RAPD-PCR’da hiicre ekstrakti yerine saf kromozomal DNA kullamimi iizerine
gidilebilir. Kromozomal DNA’nm saflastinlmasi hem PCR’m etkinligini artirabilir, hem de
stabil olmayan plazmidlerde karsilasilacak sorunlan engelleyebilir. Buna karsilik, hiicre
ekstrakti kullamimi calismalart hizlandirmas: agisindan yine de tercih edilebilir, zira elde
edilebilecek, ticari éneme sahip bir DNA markerinin kromozomal veya plazmid kaynakh
olup olmadigi ileriki asamalarda da  incelenebilir. Bu sekilde plazmid kaynakl
amplifikasyonlar elenebilir.

Elde edilen sonuglara gére, RAPD-PCR tekniginin, dikkatlice standardize edildifi
takdirde, DNA markerlerinin ortaya ¢ikartilmasinda kullanilabilecek etkin ve hizli (én
zenginlestirme dabil 1 giin) bir yéntem oldugu gérilmistir. Buna karsihk, bu tir bir
¢alismada denenen primer sayisimin ve mikroorganizma ¢esitlilifinin arunlmas: gerekliligi
ortaya ¢ikmaktadir. Sa/monella 'nm ele alindifi bu calismada yéntem standardize edilmis ve

ileriye yénelik ilging arastirma konular ortaya ¢ikmistir.
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EK2-Molekiiler Boyut Standartlari

DNA size marker!] (bp) DNA size marker? (A Hind III + Eco RI) (bp)

1,186 21,226
800 5,148
644 4973
349 4,268

267 3,530
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1,353
1,078
872
603
310
281
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EKB-CGzeiﬁler ‘
1. DNA Izolasyonunda kullandan Cozeltiler
Saline-EDTA(EthvleneDiamineTetraAcetate)
0.1M NaCl
25mM TrisCl (pH 8. 0)
10mM EDTA (pH 8.0)

Tns-EDTA(TE)
10mM TnisCl (pH 8.0)
ImM EDTA (pH 8.0)

2. Jel Elektroforez Cozeltileri

Tns-Acetate (TAE)
0.04M Tns-acetate
0.00IMEDTA

Gel-loading Buffer(6X)

0.25% bromophenol blue

40% (w/v) sucrose in water

3. Southern Hibridizasyonunda Kullanilan Cizeltiler

20XSSC
3M NaCl

0.3M Naacitrate

Denaturing solution
0.5M NaOH

1.3M Na(l
0.1%SDS
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Neutralizing solution
IM TrisCl (pH 7.5)
1.5M NaCl o

Maleic acid buffer (pH 7.5)
0.1M maleic acid
0.15M NaCl

Blockine stock solution{10Xconcentrate)

10%(w/v) blocking reagent in maleic acid buffer

Standard hybridization buffer
5XSSC

N-lauroylsarcosine 0.1% (w/v)
SDS 0.02% (W/v)

Blocking reagent 1%

Detection buffer(pH 9.5)
0.1M TrisCl

0.1M NaCl

S50mM MgCl,




Neutralizing solution
IM TrisCl (pH 7.5)
1.5M Na(l

Maleic acid buffer (pH 7.5)
0.1M maleic acid
0.15M NaC(Cl

Blocking stock solution(10Xconcentrate)

10%{w/v) blocking reagent in maleic acid buffer

Standard hybndization buffer
5XSSC

N-lauroyisarcosine 0.1% (w/v)
SDS 0.02% (w/v)

" Blocking reagent 1%

Detection buffer(pH 9.5)
0.1M TrisCl

0.1M Na(Cl

50mM MgCl
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Bu calismada, RAPD-PCR tekniFinin Salmonella serotiplerinin teshis ve tanimlanmasinda uygulanmas
arastinlmustir. 8-10 bp bityiikliigiinde 10 farkh primer 14 salmonella ve 16 Salmonella-harici sug ile birlikte
arastirmanin cesitli asamalannda kullanilmustir. S. fyphimurium baz almarak denénen primerlerden iic tanest
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primeri olarak diZer serotipler ve Salmonella olmayan suslar iizerinde denenmistir. Sonuclar prirner 7’nin
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mikroorganizmalarda da gériildiigiing ortaya koymustur. Buna karsiik P. fluorescence ve L. bulgaricus
baricindeki titm mikroorganizmalar tirettikler farkhh DNA profilleri ile Salmonella’dan ayird edilebilmislerdir.
Denenen tamumlama primerleri arasindan en basanh sonuglar primer 3 ile elde edilmis ve bu primer aynica

S.typhimurium-spesifik bir marker ortaya gikarmustir. RAPD-PCR teknigi’nin genel olarak etkin ve hizl bir
ybntem oldugu sonucuna vanlmistir.
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