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Bu calismada, sigir siitlerinden Brucella abortus ve Listeria monocytogenes suslarinin
molekiiler tanisi i¢in PCR kosullarinin optimizasyonu amaglandi. Bu amagla, siit i¢erisindeki
bilesenlerin PCR iizerine inhibitdr etkileri ve onlarin neden oldugu inhibisyonlardan koruyan
protokoller incelendi. Bu arastirma Ankara Universitesi Veteriner Fakiiltesi Molekiiler
Mikrobiyoloji Laboratuvari’nda gergeklestirildi.

Bakterilerin siitle fiziksel iligkilerini belirlemek i¢in, belli sayida bakteri ile inokule edilmig
stitlerin gesitli fraksiyonlarindan canli bakteri sayimlart yapildi. Bu deneyler, B.abortus’un
siitte homojen olarak dagildigini gosterirken, L.monocytogenes’in ¢ogunlukla siitiin yag
fraksiyonunda yogunlastigini ortaya koydu. Bakteriyel DNA ekstraksiyonunun optimizasyonu
icin, belli sayida bakteri ile inokule edilen yagh ve yagsiz siit 6rneklerinde spin-kolon teknigi
ve kaynatma yontemi kullanildi. Yaglh ve yagsiz siitlerdeki Ca iyonlarinin PCR iizerindeki
etkisi, PCR’da kademeli konsantrasyonda Mg iyonlar1 kullanilarak incelendi. Tim
reaksiyonlar, test edilen parametreler disinda, her bakteri i¢in belli bir primer seti ve belli
kosullarda gergeklestirildi.

Kaynatma ile DNA ekstraksiyon yontemi, 6zellikle yagl siitte L.monocytogenes olmak iizere,
her iki bakterinin PCR’1nda spin-kolon teknigine gore daha iyi sonug verdi. PCR da artan Mg
konsantrasyonlari ile, elektroforezde daha belirgin bantlar elde edildi. Bu sonug, siitteki Ca
iyonlarmin PCR iizerinde inhibitor etkisi oldugunu diislindiirdii. DNA kaynatma metodu ile
ekstrakte edildiginde, yagli ve yagsiz siitlerde PCR’in B.abortus i¢in minimal saptama
limitleri sirasiyla 370 ve 340 cfu/ml oldu. Ayni ekstraksiyon yontemi ile L.monocytogenes
icin yagh siitteki minimal saptama limiti 40 cfu/ml olarak bulundu. Sonu¢ olarak, farkli
bakterilerin silit fragmanlar1 ile etkilesimi farkli olabileceginden, PCR i¢in siitten
orneklemenin 6nemli oldugu diisiiniildii. Ayrica, kaynatma ile DNA ekstraksiyonu ve Ca’a
gore yliksek Mg konsantrasyonunun, siitte bakteri tanisinda PCR sonuglarimi olumlu olarak
etkiledigi anlasildi.

2010, 84 Sayfa

Anahtar Kelimeler: Siit, Brucella, Listeria, PCR, Inhibitor



ABSTRACT
Master Thesis

PCR OPTIMISATION FOR DETECTION OF BRUCELLA and LISTERIA
IN BOVINE MILK

Elif YETILMEZER

Ankara University

Biotechnology Institute

Supervisor: Prof. Dr. K. Serdar DIKER

In this study, the optimization of PCR conditions for the molecular detection of Brucella
abortus and Listeria monocytogenes from raw cow milk was aimed. For this purpose, the
inhibitory effects of milk ingradients on PCR and protocols that reverse the inhibitory effect
were investigated. This study was performed in Molecular Microbiology Laboratory of
Veterinary Faculty at Ankara University.

To detect physical interactions of bacteria with milk components, live bacterial counts were
done from several fractions of milk experimentally inoculated with given concentrations of
bacteria. These experiments showed that, while B.abortus homogenously distributed in milk,
L. monocytogenes mostly concantrated in fatty fraction of milk. For optimization of bacterial
DNA extraction, spin-colon technique and boiling methods were used for milk samples with
and without fat, inoculated with given concentrations of bacteria. Inhibitory effect of Ca ions
in milk with or without fat on PCR was investigated by using gradient concentrations of Mg
ions in PCR. All reactions were performed with a particular primer set and a given condition
for each bacteria, except tested parameters.

DNA extraction with boiling method gave better results than spin-colon technique in PCR
with both bacteria, particularly with L.monocytogenes in fatty milk. With increasing
concentrations of Mg ions in PCR, better bands were obtained after electrophoresis. This
result suggested that Ca ions in milk had inhibitory effect on PCR. When DNA was extracted
by boiling method, minimal detection limits of PCR for B.abortus in milk with and without
fat were 370 and 340 cfu/ml, respectively. Minimal detection limit for L.monocytogenes with
same extraction method was 40 cfu/ml of fatty milk. In conclusion, it was suggested that
sampling of milk for PCR is important since the different bacteria may interact with milk
fragments. In addition, DNA extraction with boiling and high Mg ion concentration relative to
Ca improve the outcome of PCR for detection of bacteria in milk.

2010, 84 Page
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1. GIRIS

Insan var oldugu siirece hayati fonksiyonlarindan biri olan beslenmesini siirdiirmeye
devam edecektir. Bu amag icin ihtiyag¢ duyduklar1 besin maddelerini ya bitkisel
kaynaklardan ya da hayvansal kaynaklardan temin etmek zorundadirlar. Bunlarin iginde
hayvansal kaynakli olan gida maddeleri biyolojik degerlerinden dolay1 daha fazla 6neme

sahiptir (Coskun 1995).

Diinya niifusunun her gecen giin hizla artmasi, sinirl olan besin kaynaklarinin daha verimli
kullanilmasini zorunlu kilmistir. Bugiin diinyada insanlarin doyurulmasi degil, aym
zamanda dengeli bir sekilde beslenmesinin de onemli oldugu anlasilmigtir. Dengeli bir
beslenme saglanabilmesi i¢in protein yoniinden zengin hayvansal gidalarin tiiketiminin

artirllmasi gerekmektedir (Kii¢iikoner ve Tarake¢1 1998).

Iyi bir besin maddesi, biinyesinde bulundurdugu protein, yag, karbonhidrat, vitamin ve
mineral gibi maddelerin varligi, miktar1, yararlilik derecesi ve kolay bulunabilmesiyle
kiymet ifade etmektedir. Siit bu 6zelliklerin tiimiinii i¢eren bir gidadir (Coskun vd 1990).
Ayrica  bilesimindeki ¢ok degerli ve komple besin maddeleri nedeniyle
mikroorganizmalarin gelisimi i¢in de uygun bir ortam olusturmaktadir. Bu nedenle ¢abuk

bozulabilen ve kolaylikla degerini kaybedebilen bir niteliktedir (Eralp 1974, Giiven 1993).

Normalde saglikli bir siit hayvaninin siitii sagim aninda steril olmasina karsin, hijyenik
olmayan sagim kosullarina bagli olarak siit, bakteriler ile kontamine olur. Saglikli olmayan
stit hayvanlari, mastitis ve subklinik mastitis gibi lokal infeksiyon etkenlerinin yani sira,
sistemik infeksiyon etkenlerinden olan Coxiella burnetii, Mycobacterium bovis ve Brucella

spp. gibi patojen mikroorganizmalari siite bulastirabilirler (Erol 2007).

Siit ve siit tirtinleri ile iligkili hastaliklarin % 90’indan ¢ogu bakteriyel kokenlidir. Tifo ve
kizil hastaliklar1 etkeni olan Salmonella Typhi ve Streptococcus pyogenes adli patojenler,
bu bakterilerin tasiyicisi olan insanlar tarafindan ¢ig siite bulastirildigindan, 1940 yilindan
once, tifo ve kizil siitten kaynaklandig1 en sik rapor edilen hastaliklar olmustur. Ikinci
Diinya Savasi boyunca Brusellozis, Salmonellozis ve Stafilokok kaynakli gida
zehirlenmeleri halk sagligini tehdit eden en 6nemli tehlikelerdendir. Listeriozis, ¢ig siitte
bulunan Listeria monocytogenes adli patojen bakteri tarafindan olusturulan ve oliimciil
olabilen bir hastaliktir (McSweeney ve Fox 2008).



Infeksiyoz hastaliklarin teshisi amaciyla genellikle direkt ve indirekt ydntemlerden
yararlanilmaktadir. Hastalik etkenlerinin izolasyon ve identifikasyonlarini amaclayan
klasik direkt yontemler ya da konvansiyonel teshis yontemleri; klinik bulgulara, otopsi
bulgularina, etken izolasyonu ve identifikasyonuna, antijenik materyallerin saptanmasina
ve serolojik yontemlere dayanmaktadir. Bu yontemler bazen basarili sonuglar vermez
ya da latent ve gizli infeksiyonlarda izolasyon bakimindan bazi olumsuzluklara yol
acarlar. Ayrica, bazi bakteriyel ve viral infeksiyonlarda, spesifik etkeni izole ve
identifiye etmek her zaman miimkiin olmamaktadir ve bazi durumlarda etkenin
identifikasyonu uzun slirmektedir. Ayrica, mikroorganizmalarin fagositik hiicreler
tarafindan endositozisi veya hastalik etkenlerinin intraseliiler bir karakter tagimasi da
konvansiyonel tekniklerle hastalik etkenlerinin izolasyonunu gii¢lestirmektedir. Bu gibi
olgularda, immiinolojik testlere dayanan indirekt teshis ydntemlerinin yani sira,
mikroorganizmaya ait genetik materyallerin (DNA ya da RNA) veya proteinlerin
saptanmasini amacglayan, spesifitesi ve sensitivitesi oldukca yiiksek olan daha cabuk,
kesin ve giivenilir sonuglar veren biyoteknolojik teshis yontemlerinin kullanilmalari

giderek yayginlik kazanmustir. (Saiki et al 1988, Bilhehan 1993).

Genetik, biyoteknoloji, molekiiler biyoloji ve biyokimya alanlarinda, genetik materyal
lizerine yapilan arastirmalarin 6n ¢alismasi olarak DNA izolasyonu, biiyiik 6neme sahip bir
asamadir. DNA yapisinin analizi, DNA hibridizasyonu, DNA sira analizi, PCR ’a
(Polimeraz Zincir Reaksiyonu) dayanan metotlarla, polimorfizm c¢aligmalari ve gen
klonlanmas1 gibi genetik arastirmalarda Oncelikle biiyilk molekiiler agirliktaki,

saflastirilmis genomik DNA nin elde edilmesi gerekmektedir (Ozdil ve Baspinar 2004).

Cesitli kaynaklardan DNA izolasyonu yapilabilmekte 6zellikle havyan materyallerinde
yaygin olarak kan hiicreleri kullanilmaktadir (Jeanpierre 1987, Ciulla ve ark. 1988, Johns
ve Paulus-Thomas 1989, Montgomery ve Sise 1990, Mullenbach ve ark. 1989). Bunun
disinda siit, sperm, kil, kemik, deri vb. hiicrelerden de DNA elde etmek miimkiindiir

(Goossens ve Kan 1981, Brown 1991).

Siit 6rneklerinin toplanmasi, diger bazi biyolojik materyallere gore kolay ve masrafsiz
oldugu i¢in, genomik DNA’nin siitten izolasyonu i¢in gelistirilmis olan yontemler daha
cok tercih edilmektedir. Ornegin kan &rneklerinin temin edilebilmesi i¢in, bu konuda
egitilmis personele ve ekipmana ihtiya¢ vardir ve kanin alinmasi hayvanlarda énemli bir

stres faktoriidiir. Bu nedenle verimlerde 6nemli dl¢lide gerilemeler saptanmustir (Lipkin ve



ark. 1993). DNA izolasyonunda kaynak olarak siit 6rneklerinin kullanilmasi ile bu sorun
biiylik dl¢lide asilabilir. Clinkii siitiin temin edilmesi giinliik islerden biridir ve egitilmis

personel, 6zel ekipman ya da yardim gerektirmemektedir (Lipkin ve ark. 1993).

Siitte yliksek ancak degisken sayida (keg¢i siitiinde yaklagik 106—107/m1; inek siitlinde 104—

107/m1) somatik hiicre bulunmaktadir. Bu sayi siitiin elde edildigi hayvanin durumuna bagh
olarak (mevsim, laktasyon donemi, hastalik vb.) farklilik gostermektedir. Siitteki somatik
hiicreler; nétrofiller, makrofajlar, lenfositler gibi 16kositlerden ve daha az oranda da (< %
2) epitel hiicrelerinden olusmaktadir (Kehrli ve Shuster 1994). Bu hiicrelerin kullanimi ile
stitten genomik DNA 6rneklerinin elde edilmesi miimkiin olmaktadir (Lipkin ve ark. 1993,

De ve ark. 2000).

Genel anlamda biitiin gida tirlinlerinde ¢esitli bakteriler bulunur. Bu bakterilerin tiirleri ve
sayilar1 gidanin 6zelligine gore ¢esitlilik gosterir. Baz1 bakteriler viicuda yararli, bazilar
ise zararlidir. Bazi bakteriler ¢ig halde bulunan gida iirliniinde insan sagligi i¢in tehdit
olusturur. Siit ve siit mamullerinde bulunabilen patojen mikroorganizmalar ciddi saglik
problemlerine yol acar. Bu saglik problemleri salgmlara ve dliimlere yol agabilir. Ornegin
1993 yilinda Fransa’da Salmonella’dan 273 kisi etkilenmis ve 1 kisi hayatin1 kaybetmistir.
1995 yilinda Malta’da Brucella patojeninden 135 kisi etkilenmis ve 1 kisi hayatini
kaybetmistir. Yine 1995 yilinda isvigre’de Salmonella patojeninden 25 kisi etkilenmis ve 5
kisi hayatini1 kaybetmistir (Baykal 2008).

Brucellozis, birgok sigir, koyun, ke¢i ve domuzu enfekte eden, liremeyi azaltan ve diisiige
neden olan yaygin bir zoonozdur. 6 Brucella tiiriiniin hepsi insanlarda patojen etkiye
sahiptir. Bunlar, Brucella abortus, B. suis, B. melitensis, B. neotomae, B. ovis ve B.
canis’dir. (Corbel et al. 1984). Insanlara bulagmasi, infekte hayvanlara dokunma veya
kontamine olmus siit ve siit lirlinlerini tiiketme ile gerceklesir. (Young 1983, Wallach et al.
1994). Birgok iilkede yok etme programlari uygulansa da, brucellozis hala bir¢ok

ekonomik soruna neden olmay1 ve halk sagligini tehdit etmeyi siirdiirtiyor.

Farkli Brucella tiirleri genetik olarak birbirine ¢ok benzer. Saf bir tiir olan B. melitensis,
Verger ve arkadaglar1 tarafindan sunulmustur. (Verger et al. 1985). Klasik bakteriyolojik
tanimlama metotlarin1 igin, Brucella organizmalarinin birka¢ hafta boyunca {iretilmesi
gerekir. Tanimlama islemi, morfolojik, biyokimyasal ve serolojik 6zelliklere dayanir. Bu

testler glivenilirligi sinirlar. Sik sik serolojik ¢apraz reaksiyonlarda Yersinia enterocoliitica



ile karigir. Bu organizmalarin yiiksek patojenitesi yiiziinden Brucella kiiltiir islemleri
miikemmel tedbirler ile ytiriitiilmelidir. PCR gibi niikleik asit’e dayali tanimlama metotlari,
gelecekte teshis icin umut vaat eden caligmalardir. Brucella tiirlerine ait membran protein
genleri (Fekete et al. 1990a, Fekete et al. 1990b, Fekete et al. 1992), 16S rRNA genleri
(Herman and Ridder 1992, Romero et al. 1998), insersiyon sekanslar1 (Bricker and Halling
1994, Rijpens et al. 1996) ve protein genleri (Baily et al 1992, ouahrabi et al. 1993)

kullanilarak, PCR ¢alismalar1 Brucella tiirlerinin tanimlanmasinda kullanilir.

Listeriosis insanda nadiren goriiliir ve en biiylik sorun hastaligin rotasinin bilinmemesidir
(Gahan and Collins 1991). Fakat, salginlar ve yapilan c¢aligmalardaki kanitlar ayrica
fastfood triinlerde Listeria spp.’nin varlig1 gosteriyor ki, gidalarla tasinma listeriozis’in
ortaya ¢ikmasinda onemli nedenlerdendir. Siit ve siit tiriinleri Listeria monocytogenes
kontaminasyonu ile ilgili olan ilk gidalardir ve bu enfeksiyon i¢in en fazla rapor edilendir
(Rocourt 1994). Listeria monocytogenes ¢ig siit drneklerinde % 2-5 civarinda bulunmustur,
bunlar ¢evresel kaynaklardan kontamine olabilir, inek diskilarinda, toprak ve samanda

bulunabilir (Bickley et al 1996).

Son birkag yilda Listeria’nin teshis yontemleri gelismesine ragmen, bunlar yogun ¢aligma
gerektirir ve kiiltiirler yavas cogalir. L. monocytogenes’in PCR ile aranmasi uzun
zenginlestirme prosediirlerini igcerse de PCR kullannmi veya diger DNA’ya dayali
yontemler prosesin hizlanmasindaki onemli yollardir (Golsteyn Thomas et al. 1991,
Rossen et al.1991; Niederhauser et al. 1992). On zenginlestirme yapilmaksizin gidalardan
direk PCR yapilmasinda sadece birkag ¢aligma problem bildirmistir (Bessesen et al. 1990,
Furrer et al. 1991, Starbuck et al. 1992). Siiphesiz PCR, gidalardan bakteriyel patojenlerin
basaril1 bir sekilde aranmasinda gerekli, oldukg¢a hassas ve spesifik bir tekniktir. (Bickley
et al 1996).

Brucella ve Listeria ciddi ekonomik kayiplara neden olan daha da énemlisi insan sagligin
tehdit eden organizmalardir. Insanlara bulagsmasi daha ¢ok siit ve siit iiriinleri ile
olmaktadir. Bu iiriinlerin insanlara ulagsmadan once gerekli kontrollerinin yapilmast ¢ok
onemlidir. Klasik tanimlama yontemleri uzun, giivenilirligi sinirlhi ve maliyeti daha
yiiksektir. Cabuk bozulan iirlinler oldugu i¢in bu testlere ayrilan zamanin kisa ve kolay

olmas1 gerekir.



Molekiiler tekniklere dayanan metotlarin baginda gelen PCR’1n son zamanlarda kullanimi
yayginlik kazanmistir. Hizli ve giivenilir sonuclar i¢in tercih edilmektedir. Fakat Listeria
ve Brucella’nin siitten PCR ile tanimlanmasinin bazi zorluklar1 vardir. Bakteriyel hedef
DNA’nin izolasyonu ve prosediir uygulamalarinda, gida bilesenlerinin inhibitor etkisi
yapilan caligmanin  gilivenilirligini  sinirlandirir.  Siitlin -~ yapisinda bulunan bazi

komponentler, PCR’a inhibitdr etkide bulunabilir.

Bu c¢alismada sigir siitiine belli konsantrasyonlarda ilave edilen Brucella abortus ve
Listeria monocytogenes’den genomik DNA elde etmek amaciyla, giiniimiizde yaygin
olarak kullanilan Spin Kolon (Qiagen ekstraksiyon) yontemi ile maliyetinin az olmasi ve
daha az is giicii gerektirmesi gibi avantajlara sahip olan kaynatma ekstraksiyon yontemi
uygulanmistir. Son yillarda gelistirilen yeni gen teknolojileri, bir¢ok alanda oldugu gibi
veteriner arastirmalarinda da biiyiik onem kazanmistir. Bu tip calismalarin ilk asamast

olarak da genetik materyalin izole edilmesi 6nem kazanmaktadir.

Bu ¢alismadaki asil amag, kompleks gida matrikslerinden direk PCR ile ilgili problemlerin
arastirilmasidir. Bu, muhtemel inhibitorlerin tanimlanmasini, PCR {izerine etkilerinin test
edilmesini ve onlarin neden oldugu inhibisyonlardan koruyan prosediirlerin planlanmasini
saglar. Oncelikle, yag icermeyen ve yagl siit drnekleri hazirlanir ve lipitlerin PCR
amplifikasyonu iizerine etkisi test edilir. Fakat 6nemli bir nokta da diger gida bilesiklerinin
PCR’1 inhibe etmesidir, mesela kalsiyum. Kalsiyum ile PCR mix’inin 6nemli bir iyonu
olan magnezyum arasindaki inhibisyon etkisini fark edebilmek ig¢in, farkli magnezyum

konsantrasyonlart denenerek PCR caligmalar1 yapilmistir.

Boylece, iki farkli ekstraksiyon metotu, farkli gram oOzelliklerine sahip bakterilerde
kullanilarak karsilasgtirma imkani saglamistir. Ayrica, PCR iizerine kalsiyum ve yagin
inhibitor etkileri degerlendirilmis ve magnezyum iyonu ile PCR optimizasyonu saglanarak

bundan sonraki ¢aligmalara yol gostermesi hedeflenmistir.



2. KURAMSAL TEMELLER
2.1. SUTUN BILESiMi ve GENEL OZELLIKLERI

Her yas grubundaki insanlarin yeterli ve dengeli beslenebilmeleri i¢in, yiiksek protein
kalitesine sahip hayvansal gidalari tiiketmeleri gerekmektedir. Oysa iilkemizde kisi basina
diisen giinliik protein ihtiyacinin ancak % 25’1 hayvansal iriinlerden saglanabilmektedir.
Gelismis iilkelerde ise bu oran oldukea yiiksektir. Ornegin Amerika Birlesik Devletlerinde
kisi bagina diisen giinliik protein miktarinin hayvansal {riinlerden saglanan kismi % 68,

Fransa’da % 65, Israil’de % 54’ tiir (Coskun 1995).

Tayar ve Sen (2007)’e gore silit organizmanin gelisebilmesi ve yasamini devam
ettirebilmesi i¢in gerekli olan besin unsurlarinin hemen hemen hepsini igerdiginden uzun
yillardir, insanlar i¢in énemli bir besin maddesi olma 6zelligini korumaktadir. Bilesimleri
acisindan ideal bir besin maddesi olarak kabul edilen siit proteinleri, yasam i¢in 6nemli

olan eksojen amino asitlerin tiimiinii igerdiginden yiiksek biyolojik degere sahiptirler.

Diinyada kisi basina yilda 97.1 kg siit diismektedir. Kisi basina yillik inek siitii tiretimi ise
Yeni Zelanda’da 2255.0 kg, Danimarka’da 921.7 kg, Hollanda’da 758.0 kg, Isvigre’de
597.7 kg ve ABD’inde 263.6 kg iken Pakistan’da 26.5 kg, Irak’da 16.3 kg, Afganistan’da
21.3 kg, Banglades’de 6.5 kg ve Hindistan’da 0.02 kg kadardir. Tiirkiye’de ise 1993
yilinda kisi basina diisen siit miktar1 154.8 kg dir (Baspinar ve Batmaz 2006).

Iegme siitii olarak ya da islenmis siit {iriinleri halinde tiiketimi, insanlarin her yastaki temel
besin ihtiyaglarina cevap vermektedir. Bunun nedeni temel besin unsurlarini diger besin
maddelerinden daha fazla ve yeterli icermesinden ileri gelmektedir. Siit 6zellikle,
kalsiyum, fosfor, riboflavin, Vitamin B12 ve yiiksek kaliteli protein kaynagi olarak

tanimlanmaktadir.

Tiim bu olumlu faktorlerin yaninda siit, havyan hastaliklarindan ve bazi ¢evresel bulagsma
faktorlerinden etkilenip bazi olumsuz sonuglar dogurmaktadir. Bu olumsuzluklar bazi
durumlarda insan saghgim etkilerken bazi durumlarda da {riin kalitesinin bozulmasina
neden olmaktadir. Sagim anindan itibaren siitiin hijyenik kalitesi ve besin degeri bozulma
riski ile kars1 karsiyadir (Cizelge 2.1). Bu nedenle sagimdan tiiketime sunulana kadar
hijyenik kurallara dikkat edilmeli, modern teknoloji ve isletme metotlar1 dikkatli ve titiz bir

sekilde uygulanmalidir.



Cizelge 2.1. Gida kaynakli infeksiyon ve intoksikasyonlarin olusum nedenleri ve oranlari

(Erol 2007)

Neden Oran (%)
Uretim hatasi 23.5
Hatali veya ¢ok uzun siire muhafaza 23.5
Hijyen eksikligi 19.7
Infekte hayvanlar tarafindan kontaminasyon 19.7
Pigirme-1sitma hatasi 6.2

Hatali ¢ig materyal 4.9
Paketleme ve nakil hatasi 0.5

2.1.1. Siitiin Tanimai:

Tayar ve Sen (2007) kitaplarinda siitii, ‘‘genelde tiim memeli hayvanlarin dogum
yapmalarindan hemen sonra yavrularini besleyebilmek i¢cin olusan ve meme bezlerinden
salgilanan biyolojik bir s1v1’’ olarak tanimlasa da, insan gidasi olarak kullanilma amaci ile

asagidaki sekillerde tarif edilebilir.

Amerika Birlesik Devletleri Tarim Bakanligr siitli; bir veya daha fazla sayida 6zel bir
sekilde beslenen ve bakima alinan saglikli ineklerin, buzagilamalarindan 15 giin 6nce ve 5
giin sonra sagilmalar1 sonucunda elde edilen tamamen temiz, taze meme salgis1 olarak

tanimlamis.

Birlesmis Milletler Halk Sagligi Teskilati siitii, bir veya daha fazla sayidaki saglikli
ineklerin tam olarak sagilmalar1 sonucu elde edilen, kolostrumdan yoksun, % 8.25 den
daha az yagsiz kuru madde ve % 3.25 den daha az siit yagi vermeyen taze meme

sekresyonu olarak tanimlamustir.



Tirk Standartlar1 (TS) ise 1018 ¢ig siit standardina gore: Siit, inek, koyun, ke¢i ve
mandalarin meme bezlerinden salgilanan, kendine 6zgii tat, koku ve kivamda olan, i¢ine
baska maddeler karistirilmamis ve i¢cinden herhangi bir maddesi alinmamis beyaz renkli bir

s1v1 olarak tanimlanmistir (Besler ve Unal 2006).

Tirk Gida Kodeksine gore: ¢ig siit; bir veya daha fazla inek, keci, koyun veya mandanin
sagilmasiyla elde edilen, 0 °C’nin iizerinde 1sitilmamis veya esdeger etkiye sahip herhangi

islem gérmemis kolostrum disindaki meme bezi salgisidir (Anonim 2000).

Genel 6zelliklerine bakilirsa, siit, beyaz, opak (saydam olmayan) kendine has bir lezzette,
bazen sagildigi hayvanin yedigi yeme gore degisik kokuda, 6,3-6,5 pH’l1 mevcut gidalarin
icinde en miikemmel besleyici degere sahip bir sividir. Siit denildiginde sadece inek siitli
anlasilir. Diger hayvan siitleri sagildig1 hayvanin tiirii ile adlandirilmaktadir (koyun siitii,
kegi siitli, manda siitli v.b.). fakat dogumdan 15 giin dnce ve 7 giin sonraya kadar sagilan
stitlerin ticari siitlerin bir nemi yoktur. Kolostrum (agiz siitii) olarak adlandirilan bu siitler

yavrularin beslenmesinde biiylik 6nem tasir (Tayar ve Sen 2007).

2.1.2. Siitiin Ozellikleri ve Yapisi:

Tayar ve Sen (2007)’e gore, siit ¢esitli tuzlar ve siit sekerinden olusan kristaleoitlerin bir
eriyigidir. Bu eriyik i¢inde kazein ve albiimin koloidal halde, yag ise emilsiyon halinde
bulunmaktadir. Siitteki su ve diger maddelerin miktarlar1 ayni olmakla birlikte protein ve
yag miktarlar1 bakim ve beslenmeye, yasa ve hayvanlarin tlirline gore degisiklikler

gostermektedir.

Damitik su normal kosullarda 0°C*‘de donmaktadir. Siit, bilesiminde gercek ¢ozelti halinde
bulunan laktoz ve minerallerden dolayi, damitik suya kiyasla daha diisiik derecede,
yaklasik -0.55°C’de donmaktadir. Siitiin donma noktasina temel olarak laktoz ve
minerallerin % 75 oraninda etkisi varken, protein ve yagin donma noktasi iizerine etkisi

Onemsiz miktardadir (Anonim 1994).

Kendi haline birakilan ¢ig siitiin iizerinde bir siire sonra bir kaymak tabakasi olusur. Bu siit
yagindan ibarettir. Kaymak tabakasi alinip, kalan kisma peynir mayas1 katildiginda
pihtilasan kisim ise siitiin azotlu kisminda bulunan kazeindir. Olusan peynir pihtisi siiziiliip

akan yesilimsi s1v1 biraz tuz ve sirke ile kaynatilirsa diigiimciik seklinde pargaciklardan
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olusan lor elde edilir. Bu da siitiin azotlu kismidir ve alblimin olarak adlandirilir. Nihayet
loru ¢ikarilmis peynir suyu koyu bir surup halini alana dek kaynatilir ve sogumaya
birakilirsa cam gibi billurcuklar elde edilir ki bu da siit sekeri laktozdur (Tayar ve Sen

2007).

2.1.3. Siitiin Bilesimi:

Fox ve McSweeney (1998) tarafindan siitlin kompozisyonu ¢izelge 2.1°deki gibi

yaymlanmustir,

Cizelge 2.2. Bazit memeli tiirlerinin siit kompozisyonu (%) (Fox ve McSweeney 1998)

Tiir Kjriril 2:(111 de Yag Protein Laktoz Kiil
Insan 12,2 3,8 1,0 7,0 0,2
Inek 12,7 3,7 3.4 4,8 0,7
Bufalo 16,8 7,4 3.8 4,8 0,8
Keci 12,3 4,5 2,9 4,1 0,8
Koyun 19,3 7,4 4,5 4,8 1,0
Domuz 18,8 6,8 4.8 5,5
At 11,2 1,9 2,5 6,2 0,5
Esek 11,7 1,4 2,0 7,4 0,5
Geyik 33,1 16,9 11,5 2,8
Tavsan 32,8 18,3 11,9 2,1 1,8
Hint Fili 31,9 11,6 4,9 4,7 0,7
Kutup Ayis1 47,6 33,1 10,9 0,3 1,4
Gri Ay1 Baligi 67,7 53,1 11,2 0,7




Tayar ve Sen (2007)’in kitaplarinda belirttigine gore ise, 1 It. siitiin agirligr 1028-1039 gr.
arasinda degismektedir. Bunun yaklasik 905 gra su, 129 gra kuru maddedir. Kuru
maddenin ise 35 gr.1 yag, 94 gr.1 yagsiz kuru maddeden olusmustur. Siitteki su miktarinin
fazla olmasi tasima ve muhafazasini zorlastirirken, suyun %96 gibi biiyiik bir boliimiiniin
serbest su halinde bulunmasi bakteri liremesi i¢in uygun ortam olusturmaktadir. 1 It. siitliin
bilesiminde ortalama, 36 gr protein, 35 gr yag, 47 gr laktoz, 650 kalori, 1500 Vitamin A,
1,2 gr kalsiyum bulunmaktadir.

2.1.4. Siitiin Yagh Maddeleri:

Siitte bulunan lipidler basit ve birlesik lipidler olmak iizere iki grup altinda incelenir. Basit
lipidler (Gliserid ve steridler), 1 It siitte 35-45 gr bulunur. Yag asitlerinin gliserin ile
yaptig1 esterlere gliseridler, sterol ile yaptig1 esterlere de steridler denilmektedir. Siitlin
total basit lipidlerinin biiyiik bir kismint gliseridler olusturmaktadirlar. Steridler siitte 0,10-
0,17 gr/lt miktarinda bulunurlar. Birlesik lipidler (lesitin ve sefalinler) ise, 1 It siitte 0,3-0,5
gr bulunur. Birlesik lipidler C,H ve O ile birlikte belli miktarlarda fosfor ve kiikiirt
igerirler. Siitte bunlardan yalnizca azotlu ve fosforlu lipidlerden olusan fosfoamino lipidler

bulunur (Tayar ve Sen 2007).

2.1.5. Siitiin Azotlu Maddeleri:

Tayar ve Sen (2007)’in kitaplarinda bildirdigine gore, 1 litre siitte bulunan azotlu maddeler

ve miktarlar1 asagidaki gibidir.

Siitiin Total Azotlu Maddeleri............coooiiiiii e 33-36 gr.
L Proteinler. .. ..o 31-34 gr.
A) KazZ@In. ... 26-29 gr.
b) Betaloktoglobulin.............oooiiiiiiii 2.5-4 gr.
¢) Alfalaktalblimin. .........ooiuiiiii i 0.8-1.5 gr.
d) Immiinglobulinler. . .............oiuiii e 0.5-0.8 gr.

10



€) Proteos-Pepton...... ... 0.8-1.5 gr.

£) MINOr Proteinler.........oooiniii e eseri

2. Protein tabiatinda olmayanlar................coooiiiiiiiiiii 0.8-1.4 gr.
a) Protidler. ... ..o 0.2-0.3 gr.
b) Protid olmayan azotlu maddeler....................co 0.6-0.9 gr

Proteinler bir¢ok aminoasit molekiiliiniin bir araya gelmesi ile olusmuslardir.
Siitiin erimis azotlu maddeleri ve miktarlar agagidaki gibidir.

1. Globiilinler (immiinglobiilinler)

a) Bugloblilin. ... ..o 0.3-0.5 gr/lt.
b) Pseudoglobiilin...........oooiiiiiii e 0.2-0.3 gr/lt.

2. Albiminler

a) Alfa Laktalblimin...........oooiiiiiiiiiiii e 0.8-1.5 gr/lt.
b) Beta Laktogloblilin............c.oooiiiii 2.5-4 gr/lt.
3. ProteoS-Pepton. ......ouii i 0.8-1.5 gr/lt.

4. Protein olmayan azotlu maddeler

a) Polipeptidler. ... ..o 0.8-1.8 gr/lt.
D) DT, e 0.2-0.3 gr/lt.
c¢) Diger organik maddeler................ooiiii i, 0.3-0.5 gr/lt.
d) AMONYAK. ...ttt e 0.3-1.0 gr/lt.
€) Kreatin. .. ...ooeii 0.03-0.05 gr/lt.

Total azotlu maddelerin yaklasik %20-24’iinii siitiin erimis azotlu maddeleri olusturur.
Bunlarin %18-20 sini de protein tabiatinda olanlar olusturmaktadir. Siitiin erimis azotlu

maddelerinin, protein fraksiyonunun esasini laktalbumin ve laktoglobulin olusturmaktadir.
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2.1.6. Siit Karbonhidratlar::

Siit karbonhidratlarinin en biiylik kismini laktoz olusturur. Siitte laktozdan baska eseri
miktarlarda glukoz, galaktoz ve diger bazi sekerler bulunmaktadir. Beslenme fizyolojisi
acisindan siit sekerinin 6nemli fonksiyonlar1 vardir. Galaktoz 6zellikle bebeklerin
barsaklarinda beta galaktosidazin etkisi ile glukoz ve laktozla birlikte olusur. Siitle alinan
laktoz kalin barsaga ulastiginda fermentasyon sonucu laktik asit meydana gelir. Olusan asit
reaksiyonu kalsiyumun rezorpsiyonu ve vitamin sentezi iizerine olumlu etkiler yapar.
Laktoz viicutta yavas parcalandigindan ve barsagin c¢alismasint olumlu yonde
etkilediginden, kan seker seviyesi ¢ok hizli yiikselmez ve boylece de ¢ok fazla kalori
depolanmaz. Bunlarin disinda siitte yine eseri miktarda arabinoz bulundugu da tespit

edilmistir (Tayar ve Sen 2007).

2.1.7. Siit Vitaminleri:

Protein tabiatinda olmayan siit vitaminleri ¢ok kii¢iik molekiil agirliklarina sahiptirler ve
stitte genelde ¢ok az miktarda bulunurlar. Siitte bulunan vitamin miktarlar1 hayvanin yedigi
yeme ve bakim sartlarina gore degisiklikler gosterir. Ornegin yesil otla beslenen (mera
besisine tutulan) siit hayvanlarinda, siit vitamin orani, kuru yemle beslenenlere gore daha
yuksektir. Siit vitaminleri iki gurup altinda incelenmektedir. Bunlar yagda eriyen
vitaminler (A,D,E,K) ve suda eriyen vitaminlerdir. (B1, B2, PP, BS, B6, B9, C, H) (Tayar
ve Sen 2007).
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2.2. BRUCELLA ve BRUSELLOZIS

Brusellozis, sigir, koyun, ke¢i, domuz ve geyik gibi hayvanlarda genital organlara
yerleserek yavru atmalara ve infertiliteye neden olan Brucella grubu bakterilerin
olusturdugu zoonoz bir hastaliktir. Evcil hayvanlarda bulasici yavru atma hastaligi olarak
bilinen bu hastaligin, cografik bdlgelere gore degisen “Akdeniz hummasi1”, “Malta
hummas1”, “Kibris hummas1”, “Dalgali humma” ve “Bang hastalig1” gibi pek ¢ok ismi
bulunmaktadir. Hastaliga neden olan Brucella cinsi i¢cinde 6 Brucella tiirliniin hepsi
insanlarda patojen etkiye sahiptir. Bunlar, Brucella abortus, B. suis, B. melitensis, B.
neotomae, B. ovis ve B. canis’dir. (Corbel et al. 1984, Anonim 2005a, Terzi 2006, Erol
2007). Insan ve hayvanlarda ‘Brusellozis’i olusturan bu etkenler, birbirlerine morfolojik,
kiiltiirel, biyokimyasal ve serolojik olarak yakin bir karaktere sahiptirler. Adlarini, ilk izole
eden arastirmaciya atfen Bruce (1887)’dan alirlar. Brucella bakterileri gram negatif,
kokoid, hareketsiz, sporsuz, c¢omakcik tarzindadir. Kapsiillii olan bazi suslar
bulunmaktadir. Genelde aerobiktirler. Besi yerinde kan, serum veya protein gibi

maddelerin katilmasiyla iyi bir tireme gosterirler. (Witter ve O’Mera 1970, Erol 2007).

Hastalig1 alan insanlarda brusellozis grip benzeri semptomlarla seyretmekte, ates, terleme
(0zellikle gece), bas agrisi, sirt agrist ve fiziksel giicslizliik sekillenmektedir. Ciddi
infeksiyonlarda merkezi sinir sistemi, kalp ve genital sistemde bozukluklar ortaya
cikmaktadir Brusellozisde semptomlar infeksiyondan 8-20 giin sonra meydana gelmekte ve

kronik vakalarda 1 yila yakin stirmektedir (Leclerc et al. 2002, Terzi 2006, Baykal 2008).

2.2.1.Hayvanlarda Hastalik Yapan Brucella Tiirleri

Kahraman vd (2007) hayvanlarda hastalik yapan Brucella tiirlerini kitaplarinda asagidaki
sekilde belirtmislerdir,

Brucella abortus: Sigirlarin brusellozis’in etkenidir. Koyun, kegi ve insanlara da bulasir.

Birbirinden farkli 9 biyotipi bulunur.

Brucella melitensis: Koyun ve kecilerde hastalik olusturur. Sigirlara da bulagir. 3 biyotipi

bulunmaktadir. insanlar i¢in ¢ok énemli bir zoonozun da nedenidir.
Brucella suis: Domuzlarda Brusellozis’in etkenidir. 4 biyotipi vardir.
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Brucella ovis: Koglarda epididimitis hastaligini olusturur.
Brucella neotomae: Agag ratlarindan izole edilmistir.

Brucella canis: Kopeklerde brusellozis etkenidir.

2.2.2. Tarihce

Brusellozis, gegen ylizyilin basindan beri bilinmektedir. Hastaligin bulasici bir karakterde
oldugu ancak 1880 yillarina dogru anlasilmis ve ortaya konulmustur. Bang ve Stribolt

(1895) fotal membranlar ile uterus sivilarindan saf Gram negatif basilleri ayirmislardir.

Yurdumuzda ilk Brusellozis olgusunun saptanmasi Hiisamettin Kural ve Mahmut Sabit
Akalin (1915) tarafindan tespit edilmistir. Hayvanlarda ise laboratuar muayenesi

sonucunda ilk Brusellozis olgusunu ortaya koyan Berke (1931) olmustur (Arda vd 1997).

2.2.3. Etiyoloji

Kiictik, kokoid, hareketsiz ve sporsuz ¢omakgiklar tarzindadir. Etkenin brownian hareketi
oldukga belirgindir. Boyutlar1 0.5 [J 1 pm kadardir (Sekil 2.1). Hastalik olgularindan yeni
izole edilen ve S karakterindeki suslarda kapsiil tespit edilmistir. En fazla kokobasil
formunda karsimiza ¢ikarlar. Gram-negatifdir ancak diizensiz boyanma gosterir.

(Ozkuyumcu 2007).
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Sekil 2.1 Brucella spp.(Anonim 2009a)
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Etken ilk izolasyonlarinda %10 CO,’e gereksinim gosterir. Bu nedenle mikroaerofilik bir
ozellige sahiptir (Kahraman vd 2007). Hiicre ic¢i sartlara uyum saglamistir. Besin
ihtiyaglar1 kompleksdir. Bazi suslar aminoasit, vitamin, tuz ve glukoz iceren besiyerlerinde
iiretilebilirler. Insan veya hayvan kaynakli taze 6rnekler Tripticase Soy Agar (TSA) veya
Kan kiiltiir besiyerlerinde iiretilirler (Ozkuyumcu 2007). Besi yerlerine glukoz, ascites
karaciger ekstresi, kan, serum veya protein katilmasi iireme {izerine olumlu etkide bulunur.
Brucella etkenlerinin kiiltiirleri i¢in, genellikle kat1 besi yerleri kullanilir. Ciinkii kat1 besi
yerleri koloni olugmasini sagladigi gibi dissosiasyonu da simirlarlar. Bazi suslar (Br.
abortus biyotip-II) zorunlu serum gerektirirler. Hemolitik degildirler. Uremeleri ancak 2
giinden sonra fark edilir ve maksimal gelisme 5-7 giinde tamamlanir. 2-3 giinliik koloniler,

yuvarlak, konveks, kenarlar1 diizgiin ve 0.5 mm c¢apindadirlar (Arda vd 1997). (Sekil 2.2).

Ve 9%
L ga &

Sekil 2.2 Kristal viyole ile boyanmis Brucella abortus

Yanstyan 1gikta hafif mavimsi-yesil bir refle verirler (S formu). 6-7 ginliikk bir siire
sonunda koloniler matlasir ve dissosiye olmaya baslarlar. R koloni formundakiler yassi,
daha biiytlik capta, mat ve graniillii bir yiizeye sahiptirler. Sivi besiyerinde yavas iirerler.

Homojen bir bulaniklik ve dipte de yumurta aki benzeri tortu yaparlar (Aydin vd 2006).

Brucella karbonhidratlar1 kullanir fakat siniflandirmada kullanilacak miktarda asit ve gaz
olusturmaz. Insanlar1 enfekte eden dort tiir de katalaz ve oksidaz yaparlar. Birgok sus H,S
olusturur. Nitratlar1 nitrite indirgerler. Brucella 1sitmaya ve asitlere orta derecede hassastir

(Ozkuyumcu 2007).
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Brucella grubu mikroorganizmalar, genellikle indol, jelatin, metil red ve VP reaksiyonlari
yoniinden negatif bir durum gostermelerine karsilik nitrat ve katalaz pozitiftir. Sekerli besi
yerlerinde gozle goriilebilecek bir asit olusumu saglayamazlar. Suslarin ¢ogunlugu oksidaz
pozitif olup, iireaz testi hepsinde pozitiftir. Sitrath besi yerlerinde lireme gostermezler

(Aydin vd 2006).

Cizelge 2.3. Brucella tiirlerinin farkli ortamlarda yasam stireleri (Kaynar 2008 )

Ortam [Yasam Siiresi
Toprakta 10 hafta

Ahir tozlarinda 6 hafta

Giines 151ks1z nemli toprakta 2 ay

Suda 10 hafta

Kontamine ¢ig siitte 1 — 8°C 180 giin

Diisiik yapmis hayvan fetusunda |75 giin

60°C 10 dakika

% 0,1 fenolde 15 dakika
Mide asidi Oldiiriir

[s1, iyonize radyasyon, Hassas
dezenfektanlara

Pastorizasyon 10-15 dakika

2.2.4. Epidemiyoloji

Hastaliga siit havyani yetistirilen hemen her iilkede sik¢a rastlanmaktadir. Hastalik yavru
atmaya, infertiliteye, genital organ infeksiyonlarina ve siit veriminin azalmasina neden olan
bu hastalikta fetiis, yavru zarlari, uterus akintilari, infekte siit ve sperma, bulasik yem ve
sular, atlarda cidago yaralari ve sigirlarda hygromalardan gelen akintilar gibi maddeler

hastaliga kaynaklik eder (Kahraman vd 2007).
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Bulasma yollari;

Infekte hayvanlardan direkt temas yoluyla,

* Pastorize edilmemis ve kontamine siit ve siit iirlinlerinin oral yoldan alinmasiyla,
* Solunum yoluyla,

» Okiiler veya oral mukozadan penetrasyonla

* Brucella asilamalari sirasinda cilt yoluyla direkt inokulasyonla.

+ Insandan insana bulasma nadirdir.

* Suile gegis gosterilememistir (Kaynar 2008).

Testisleri iltihapl olan infekte bogalar da hastaligin bulagsmasina neden olabilirler. Bogalar
infeksiyonu mekanik olarak nakletmelerinin yani1 sira kendilerinin de infekte olmasi

sonucu, infekte sperma araciligi ile saglam disilere bulastirabilirler (Arda vd 1997).

Cizelge 2.4. Insanlarda hastalik yapan Brucella tiirleri ve 6zellikleri (Ozkuyumcu 2007)

Konak CO, H,S Yapim1 | Thionine Basic
Thtiyaci Fuchsin
B.abortus Sigir + + - +
B.melitensis Koyun, - - - +
Keci
B.suis Domuz - + + -
B.canis Kopek - - -+ -

Dogal infeksiyon oOncelikle Br.melitensisden ileri gelir. Sporadik olaylarda ise
infeksiyonun etkeni Br.abortus’dur. Son yillarda, Brucella vektor ve rezervuarlari {izerinde
cesitli llkelerde yapilan arastirmalarda, degisik familyalara bagli tiirlerin hastaligin
yayillmasinda rol oynadigi ortaya koyulmustur. Hastaligin naklinde sinek, sivrisinek
tahtakurusu, kene, pire gibi artropodalarla yabani tavsan, sican, fare gibi kemiricilerin de

rolii oldugu bildirilmistir (Aydin vd 2006, Erol 2007).
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Brusellozis iilkemizde hem hayvanlarda hem de insanlarda ihbar1 mecburi bir hastaliktir.
Tiirkiye’de hayvanlarda brusellozisin prevalansini belirlemek amaciyla Tarim ve Kdyisleri
Bakanlig1 tarafindan 1998-1999 yillar1 arasinda yapilan projede hastaliin prevalansi
sigirlarda % 1.43, koyunlarda ise % 1.97 olarak bildirilmistir (Anonim 2005b, Terzi 2006)

2.2.5. Patogenesis

Brusellozis’in en 6nemli 6zelligi bir retikulo-histiositer sistem hastaligi olmasi ve belli
organ ve dokulara yerlesmesidir (Arda vd 1997). Viicuda girdikten sonra, lenfatik kanallar
ve bolgesel lenf bezleri araciligl ile ana lenf damarma (Ductus thoracicus) oradan da kan
dolasimina katilir. Kanda bakteriemi sonucu kan yoluyla parankimatéz organlara tasinir.
Lenf dokusu, karaciger, dalak, kemikiligi ve retikiiloendotelieal sistemin diger kisimlarinda
mikroorganizmalarin neden oldugu granulamatdz lezyonlar abse formlarina doniisebilir.
Brucella lezyonlarda hiicre i¢cinde bulunur (Ozkuyumcu 2007). Etken, 6zellikle memelerde,
gebe uterusta, lenf diiglimlerinde, testislerde ve seyrek olarak da eklem, tendo kiliflar1 ve

Bursalara yerlesir (Aydin vd 2006).

Endokardit sonucu 6liim ortaya ¢ikabilir, mortalite % 5 civarindadir. Kronik ndérolojik
hastaliklara neden olabilir bu ise mortal seyreder. Erkek kadin orani 5/2,3 seklindedir.

Yaslilarda kronik enfeksiyon olusur (Ozkuyumcu 2007).

2.2.6. Semptomlar

Brusellozis’in inkubasyon siiresi 10-250 giin arasinda degisir. Sigirlarda baglica klinik
bulgular yavru atma, kisirlik, mastitis ve orsitis’tir. Abortus (yavru atma) en belirgin
semptomdur. Genellikle gebeligin 6-8. aylarinda meydana gelir. Plasentanin igeride
kalmasi, 6lii dogum ve siitiin azalmas1 abortus sonunda goriilen bulgulardir (Kahraman vd

2007).

Aydin vd (2006) kitaplarinda belirttigine gore, koyun ve kecilerde, gebeligin ilerleyen
donemlerinde yavru atmalar goriiliir. Infekte hayvanlarda abortuslarm disinda mastitis,
genel diskiinliik, zayiflama, bronsite bagli kisa Oksiiriik, eklem siskinlikleri ve topallik

tespit edilebilir. Baz1 olaylarda plasenta iceride kalabilir ve septisemilere ve kisirliga yol
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agabilir. Abortusdan 6nce hastalik etkeni siit ve idrarla disar1 ¢ikar. Abortusdan sonra ise
uterus akintilar1 ile sacilir. Akut olaylarda mastitis, topallik ve higroma goriilen belirtiler

arasindadir.

Mastitis olaylarinda memelerin klinik goriiniisii normal olmasina ragmen siitiin fiziksel
yapisinda degisiklikler sekillenebilir. Siit, sagilinca kolayca pihtilasir. Siit salgis1 6nemli

Olciide azalir ve siitiin renginde de degismeler gozlenir (Arda vd 1997).

Otopside, plasenta lizerinde akut, subakut veya kronik bir yangi gozlenir. Plasentalar
kalinlagsmis ve fibrinli bir irinle ortiilmiistiir. Bazen kan lekeleri goriiliir, uterusta fibrinli bir
iltihap bulunur. Atik fotiisiin mide ve bagirsaklarinda iltihaplar gézlenir ve iginde kirli-sar1
beyaz renkte siimiiksii bir s1v1 bulunur. Dalak ve lenf bezleri siskindir. Uzerinde kiigiik
beyaz nekroz odaklar1 vardir. Erkeklerde testis, testisi saran katman ve testis kordonunda

degisik derecede nekrozlu ve irinli bir iltihap goriiliir (Aydin vd 2006).

Insanlarda, kulucka donemi 1-6 hafta arasinda degismektedir. Ates, kiriklik, halsizlik,
terleme ve agrilarla seyreden sinsi bir baglangici vardir. Ates hastalarin % 98’inde goriiliir
ve genellikle 6gleden sonra yiikselir, geceleyin elbise degistirecek derecede bir terlemeyle
diiser. Istahsizlik, sinirlilik, halsizlik, zayiflama diger énemli yakinmalardir. Kemik ve
eklem agrilar1 hastalarin % 5’inde olusur. Bas, agrisi, depresyon ve halsizlik noropsikiatrik
semptomlar arasinda sayilabilir. Karin agrisi, kabizlik, ishal, kusma goézlenir. Lenf bezi
biiyiiyebilir ve dalak palpe edilebilir. Sarilikla seyreden bir hepatit gelisebilir. Hareketler
esnasinda goriilen agri ki, Ozellikle bu agri vertebra hareketlerinde ortaya c¢ikar,
osteomiyeliti gosterir. Bu semptom ve bulgular haftalar ve aylar boyunca subklinik olarak

devam eder. Ancak lokalize lezyonlar gozlenebilir (Ozkuyumcu 2007, Erol 2007).

2.2.7. Teshis

2.2.7.1. Klinik Teshis: Hasta ineklerin klinik teshisi zor hatta miimkiin degildir. Abortusa
neden olan ¢esitli hastalik ve nedenler vardir. Yavru atimlar1 gebeligin son dénemlerine

rastlamasi sonucu brusellozdan siiphelendirir (Kahraman vd 2007).

2.2.7.2. Otopsi Bulgulari: Fotiis ve plasenta lizerinde lezyonlar teshise yardimei olur

(Arda ve ark. 1997).
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2.2.7.3. Laboratuar Muayeneleri: Kahraman vd (2007)’ye gore, hastaligin kesin teshisi,
yeni atilmis fotiislardan alinan marazi maddeler, kan, serum, siit, plasenta, sperma, vajinal
stvi, idrar ve organlarda teknigine gore uygun olarak alinan materyallerle laboratuarda

yapilacak bakteriyolojik ve serolojik muayeneler sonucu konulur.

A. Bakteriyoskopi: Otopsi materyallerinden modifiye Ziehl-Neelsen ve Koster
yontemleriyle boyanark muayene edilir (Kahraman vd 2007). Brucellalar mavi zemin
tizerinde kirmizi renkte goriiniirler. Brucella etkenlerini ayirmada Gram ve Stamp gibi

diger boyama tekniklerinden de yararlanilir (Aydin vd 2006).

B. Kiiltiir: Brusellozis’li hayvanlardan alinan ¢esitli marazi maddelerden besiyerlerine
ekimler yapilir. Genellikle kati besi yerleri kullanilir. Ciinkii kati besi yerleri koloni
olusumunu sagladig1 gibi dissosiasyonu da sinirlar. Brucella’larin izolasyonunda Serum
dekstroz veya Tween dekstroz agar ve kontaminasyondan siipheli materyalin kiiltiiriinde
ise antibiyotik katilmis besi yerleri kullanilir. Ekiminden sonra etkenin tiremesi igin petri
kutular1 % 10 COy’li etiive yerlestirilirler ve 1 hafta siire ile iiremeye birakilirlar. Ureyen
koloniler morfolojik, kiiltiirel, biyokimyasal, boya testleri, hayvan inokulasyonu ve
serolojik yonlerden muayene edilerek etkenin kesin identifikasyonu yapilir (Kahraman vd

2007).

C. Hayvan Deneyi: Elde edilen kiiltiirler ve kontaminasyon ihtimali olmayan marazi
maddeler kobaylara intraperitoneal olarak, kontamine olan materyal ise subkutan veya kas
ici olarak siringa edilirler. Siit ve idrar gibi kontamine materyaller i¢in kobay inokulasyonu

direk kiiltlir yontemine oranla daha iyi sonu¢ vermektedir (Aydin vd 2006).

D. Serolojik Testler: Arda vd (1997)’ye Brusellozis’in laboratuarda teshisi, genellikle
seroloji iizerine dayanmaktadir. En az 2 hafta araliklarla 3 serolojik metodun
uygulanmasiyla birlikte alerjik muayenelerin yapilmasinin gerektigi biitliin aragtirmacilarin
ortak gorisiidiir. Arda vd (1997)’nin kitaplarinda belirttigi gibi yapilan serolojik testler

asagidaki gibi 6zetlenmistir.

1) Agliitinasyon testleri: Kan ve kan serumu ile yapilan agliitinasyon, siit serumu ile

agliitinasyon, vaginal mukusla agliitinasyon, semina plazma ile agliitinasyon.

2) Siitle yapilan ring testi (Halka testi): Bu test i¢in hematoxylene ve Triphenyl

tetrazolium’la boyanmis iki c¢esit antijen kullanilir. Genellikle inek siitleri igin
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hematoxylene, koyun ve ke¢i siitleri i¢in ise tetrazolium’la boyanan antijenler

kullanilmaktadir.

3) Komplement fikzasyon testi: Tiipte yapilan yavas agliitinasyona oranla daha

spesifiktir.

4) Coombs (Antiglobulin) testi: Bu yontem tek reseptore sahip incomplete antikorlarin
antiglobulin serum aracilig: ile, antijenle birlesip flakonlar teskil ederek ¢okmesi esasina

dayanir.

5) Pasif hemaglutinasyon testi: Bir¢ok arastirmaciya gore bu yontem spesifik ve duyarl

bir testtir.

6) Fluoresan antikor teknigi: Spesifik ve duyarli olan bu test de, ozellikle sigir

Brusellozis’inin teshisinde son zamanlarda olduk¢a ¢ok kullanilan bir tekniktir.

7) Diger testler: Opsonocytophagic test ve Meinieke reaksiyonundan, seroring testten ve

son yillarda ELISA testinden de Brusellozis’in teshisinde yararlanilmaktadir.

E. Bakteriyofaj Testi: Giinlimiize kadar giibre, fotus, Brucella stok kiiltlirleri ve insan
kanindan cesitli arastirmacilar tarafindan ¢ok sayida faj izolasyonu yapilmistir. Fakat
Rusya’da izole edilmis olan Tibilisi veya kisaca Tb denilen faj referans olarak tip tayininde
genis ¢apta kullanilmaktadir. Ayrica Weybridge ve Berkelay fajlar1 da son zamanlarda

referans faj olarak kullanilmaktadir (Arda vd 1997).

F. Alerjik Testler: Arda vd (1997)’ye gore, bazi iilkelerde sigir, koyun, keci ve domuz
Brusellozis’ini ortaya c¢ikarmak ic¢in alerjik testler kullanilmaktadir. Bazi {ilkelerde
serolojik testler ile birlikte kullanilmaktadir. Alerjik testler koyun ve kegilerde sigirlardan

daha iyi sonug verir.

2.2.7.4. Molekiiler Teknikler: Fenotipik tiplendirme yontemleri gibi molekiiler yontemler
de suslarin tanimlanmasinda oldukc¢a Onemlidir. Molekiiler tabanli tanit y&ntemlerinin
gelismesi ile virulens ozellikler gen diizeyinde saptanmaya baslanmistir. N-terminal
aminoasit sekans analizi, DNA sequencing, Southern blot ve hibridizasyon teknikleri ile

Polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) kullanilan molekiiler teknikler arasindadir.
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2.2.8. Sagaltim

Hasta hayvanlarin sagaltimi yoluna gidilmez. Hastalar ayrilarak mezbahaya sevk edilir.

Tazminatli infeksiyonlardandir (Kahraman vd 2007).

2.2.9. Koruma

1. Siiriiye Infeksiyon Sokmamak: Disaridan kontrolsiiz ve muayenesiz herhangi bir ¢ift
tirnakli hayvani gerek siiriiye ve ahirlara veya gerekse meraya koymamak gerekir (Arda vd

1997).

2. Reaktorleri Elimine Etmek: Cesitli serolojik yontemler uygulanarak hasta hayvanlar

teshis edilir ve siirtiden ayrilir (Kahraman vd 2007).

3. Hijyenik Tedbirler: Serolojik olarak tespit edilen hayvanlar damizliktan ¢ikarilip
kasapliga sevk edildikten sonra barmaklar iyi bir dezenfeksiyona tabi tutulur. Kontamine
materyallerin yok edilmesi ve dezenfeksiyonu hijyenik tedbirlerin basinda gelir. Infekte
siitler kesinlikle kullanilmamali ve kaynatildiktan sonra gdmiilmelidir. Siit saganlar bir
hayvandan digerine gegerken ellerini dezenfektan bir soliisyon ic¢ine sokmalidir. Siit
kaplari iyice yikanmali ve dezenfekte edilmelidir. Infekte hayvanin memesinden buzagilar
emzirilmemeli ve suni olarak beslenenlere temiz ve mikropsuz siit verilmelidir (Arda vd

1997, Kahraman vd 2007).
4. Hayvanlar1 Bagisik Kilmak:

a) Agliitinojen asilar: Arda vd (1997)’nin belirttigine gore, inaktif ve canli olmak iizere 2
sekilde hazirlanmaktadir. Iyi bir immunojen giice sahip olduklari gibi uzun siire bagisiklik
da saglarlar. Fakat bu agilar, asili bir organizmada aglutinasyon veren antikorlarin

olugmasina neden olurlar. Bu durum profilaksi yoniinden sakinca yaratmaktadir.

b) Agliitinojen olmayan asilar: Genellikle cesitli fiziko-simik yontemlerle inaktive
edilmis ve R formundaki bakterilerden hazirlanmiglardir. Bu gibi asilar profilaksi
yoniinden, serolojik testleri etkileyecek aglutinasyon veren antikor olusturmadiklari i¢in

yarar saglarlar.
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2.3. LISTERIA ve LISTERIOZIS

Listeria cinsi bakteriler insan ve bir¢ok hayvan tiirleri icin patojen mikroorganizmalardir.
Dogada genis bir alana yayilmislardir; toprakta, bitkilerde, sebzelerde, hayvan yemlerinde,
su ve lagim atiklarinda, gilibrelerde, giinliik yagantimizda besin olarak kullandigimiz siit ve
siit tirtinlerinde, ¢ig veya dondurulmus besinlerde et ve deniz iirlinlerinde, otlarda, saglam
insan ve hayvanlarin atik yavrularinda, vajinal akintilarinda, f6tal membranlarda, siit, idrar,
gaitalarinda ve diger kontamine materyallerde fazlaca bulunurlar (Breer ve Schopfer 1988,

Kampelmacher 1988, Schwartz vd 1988, Uysal ve Ang 2003).

Listeria’lar Bergey’s Manual of Systematic Bacteriology’de ‘Diizgiin, spor olusturmayan,
Gram pozitif gomaklar’ seksiyonunda bulunmaktadir. Bu grup i¢inde 7 cins (Lactobacillus,
Listeria, Erysipelothrix, Brochothrix, Renibacterium, Kurthia, Caryophanon) yer
almaktadir. Listeria’lardan L. monocytogenes, zoonotik ozellige sahip bir bakteridir
(Anonim 2008).

Infekte insan ve cesitli hayvanlarin (evcil ve yabani, memeli ve kanatl) sekret, ekskret ve

dokularinda mikroorganizmay1 izole ve identifiye etmek miimkiindiir (Baykal 2008).

Listeriozis, diinyanin bir¢ok iilkesinde insan ve hayvanlarda sporadik ve endemik olarak
goriilmektedir. Septisemi, meningoensefalit ve abortusa neden olmasi, ayrica hayvanlarda
ekonomik kayiplara da yol agmasi hastalifin 6nemini attirmaktadir (Gelin ve Broome

1989, Pinner vd 1992, Oliver vd 2005, Uysal ve Ang 2003).

2.3.1. Tarihge

Arda vd (1997) tarafindan belirtildigine gore, Hiilphers (1911) Isveg¢’te tavsanlardaki
karaciger nekrozlarindan iretti§i mikroorganizmay:r Bacterium hepatitis olarak
adlandirmistir. Von Aktinson (1917) Avustralya’da ve Von Dumont Contoni (1919),
Paris’de insanlardaki meningitidis olgularindan benzer 6zellikler gosteren bakteriyi izole
ettiklerini agiklamiglardir. Murray, Webb ve Swann (1926), tavsanlarda mononiikleer
16kositozis’e yol acan generalize bir seyir izleyen bir hastaligi tanimlamislar ve infekte
hayvanlardan izole ettikleri Gram pozitif ve spor olusturmayan mikroorganizmaya da
Bacterium monocytogenes adimi vermislerdir. Gill (1931) Yeni Zelanda’da koyunlar

arasinda donme hastaliginin bulundugunu bildirerek, infekte hayvanlardan ayirdigi etkeni
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Listeria ovis olarak adlandirmistir. Ten Broech (1932) New Jersey’de tavuklardan, Jones
ve Little (1934) ayn eyalette sigirlardan, Burn (1934) Connecticut’da insanlardan, Biester
ve Schwarte (1939), lowa’da domuzlardan ve Grini (1943) Norveg¢’te atlardan L.

monocytogenes izole ve identifiye ettiklerini bildirmislerdir.

Tirkiye’de de infeksiyonun varligi yapilan bir¢ok arastirma ile ortaya konulmustur.
Ozcebe ve Doguer (1945), Ozgen (1952), lyigdren (1952, 1954), Bogriin (1959), Yilmaz
(1960), Doguer ( 1961), Yiicel (1963) ve Finci (1968) listeriozis lizerinde hastaligin cesitli
yonlerini aydinlatan degerli ¢alismalar yapmislardir. Listeriozis’e yurdumuzda, zaman

zaman sporadik olgular halinde (abortus, meningo-en-sefalitis) rastlandig1 agiklanmistir.

2.3.2. Etiyoloji

Listerialar Gram pozitif, hareketli, sporsuz, kapsiilsiiz, kiiciik, diiz veya hafif biikiilmiis
comakeik veya kokoid tarzinda mikroorganizmalardir. Kiiltiirlerde tek tek, cift, V, Y
seklinde veya kisa zincirler halinde goriiliirler. Genellikle 22-26°C de belirgin aktif hareket
vardir. Geng kiiltlirlerde gomak sekilli mikroorganizmalarin yanisira, korinebakterilere ¢ok

benzeyen kokoid formlara da sikca rastlanir (Arda vd 1997, Anonim 2009b).

Bu bakteriler kii¢iik, 0.4-2 um boy ve 0.5 um ende, hafif kivrik, uclar1 yuvarlak, uglar
bazen sis olarak goriilen tekli veya kis zincir formunda goriilen basillerdir. Sporsuz,
kapstilsiiz, Gram pozitif, kiiltiirleri eskidik¢e kokoid formdan uzun flamanl sekillere kadar
degisik sekillerde goriilebilirler. Zenginlestirilmis besiyerlerinde daha kolay ve 1-45°C gibi
genis bir sicaklikta iireyebilirler. Bu nedenle 4°C’da bekletilen kiiltiirlerden daha sonra
37°C’da inkiibe edilecek besiyerlerine ekimler pasajlaninca bakteri daha iyi tireme gdsterir.
Degisen anaerop Ozellik gosterdiklerinden % 10 CO;’li ortamda daha iyi iirerler. (Erol

2007, Anonim 2008).

Kanli agarda L. monocytogenes suslart dar bir beta-hemoliz alan1 meydana getirirler.
Serumlu glukozlu veya kanli glukozlu tryptose agar gibi kati besi yerlerinde 24-48 saat
icinde 0.5-1.0 mm capinda parlak, seffaf, yuvarlak, S-tipli koloniler meydana getirir. Eski
kiiltiirlerde ise R-formu koloniler olusturur. L. monocytogenes kiiltiirlerde trypsine duyarli,

diyalize olmayan, termolabil ve antijenik karakterde hemolizin sentezler (Anonim 2009b).
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L. monocytogenes’in biyokimyasal aktivitesi olduk¢a degisik ve ayn1 zamanda da zayiftir.
Karbonhidratlarin bazilarindan (glikoz, maltoz, mannoz, salisin, fruktoz, dekstrin, nisasta)
asit olusturur. Ancak gaz meydana getirmez. Katalaz, metil red, Voges-preskauer
reaksiyonlari, eskulin ve hippurat hidralizasyon testleri pozitif, oksidaz, iire, jelatin, kazein
ve siit hidrolizasyon testleri ise negatiftir. (Aydin vd 2006). Listerialar flagellaya sahip
olduklarindan kendilerinin de hem flagellar (H) antijeni ve hem de somatik (O) antijeni
bulunur. L. monocytogenes O ve H antijenlerine gore aglutinasyon ve aglutinasyon-
absorbsiyon testleriyle 17°den fazla sero alt gruba ayrilmigtir. L. monocytogenes, gesitli
antibiyotiklere (ampisilin, eritromisin, kloramfenikol, tetrasiklin, sulfonamid) degisik
derecede duyarli, polimiksin-B’ye idrenglidir. Ayrica, diger fiziksel ve kimyasal maddelere
de farkli derecelerde duyarlilik gostermektedir. Pastorizasyon sicakliginda (65 °C de 30-40
sn, 75 °C de 10 sn) oliirler. Toprakta 2-6 ay, siit icinde 12 ay, koyun gaitasinda 3 ay, sigir
gaitasinda 16 ay ve cesitli gida maddelerinde 5-26 ay kadar canli kaldigi belirlenmistir.
(Anonim 2009b, Aydin vd 2006).

2.3.3. Epidemiyoloji

L.monocytogenes, aslinda, ¢abuk yayilan ve epidemiler olusturan bir mikroorganizma
olmayip sporadik olgular halinde ortaya ¢ikan infeksiyonlara yol agmaktadir. Ayrica, insan
ve hayvanlarda rastlanan bir c¢cok olguda da gizli infeksiyonlar tarzinda bir seyir

gbzlenmektedir (Aydin vd 2006).

Hastaligin cikisinda daha c¢ok viicut direncini kiran predispoze faktdrler rol oynar.
Beslenme bozukluklari, viral ve paraziter infeksiyonlar hazirlayict nedenlerdir. L.
monocytogenes bircok hayvanin (koyun, sigir, ke¢i, manda, geyik, domuz, kopek, kedi,
laboratuvar hayvanlari, kiirk hayvanlari, hindi, kaz, ¢ingila, 6rdek, giivercin, tavuk, vs)
sekret ve ekskretlerinden, infekte hayvanlarin doku ve organlarindan, atik yavru ve yavru
zarlarindan, siit, gaita, idrar, vajinal akintilardan, vs), sulardan, toprak, giibre, gidalardan
izole ve identifiye edilebilmektedir. Silaj yemleri bulasmada 6nemlidir. Etken viicuda
sindirim kanalindan girerek hastalik olusturur. Inhalasyon ve konjunktival yolla da
infeksiyon almabilir. Mikroorganizma viicuttan infekte hayvanlarin siit, idrar, aborte fetus,
fotal membranlar, vajinal akintilar, burun akmntilar1 ile disarn1 ¢ikarak etrafi
bulastirmaktadir. Mikropla bulasik gida ve sular bulasmada 6nemlidir. Bulasmada kan

emici sinek ve keneler de rol oynar. (Anonim 2009b).
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2.3.4. Patogenesis

Aydin vd (2006)’ya gore, hastalik hayvan tiirleri arasindaki degisik klinik belirtilerle
ortaya c¢ikmaktadir. Soyleki, visseral listeriozis, genellikle, monogastrik hayvanlar da (at,
domuz) ve gen¢ ruminantlarda, meningo-ensefalitis ergin ruminantlarda, listerial
septisemiler ise genglerde fazla goriilmektedir. Meningo-ensefalitis genel olarak, pons,
medulla oblangata, spinal kord’da lokalize olmustur. Etkenin beyne ulastigi ve sinirsel
belirtilerle ortaya ¢ikan bozukluklara yol agtig1 bildirilmistir. Gebe hayvanlar infeksiyonun

1-4. haftalarinda yavrularini atarlar.

Listeriozis, evcil hayvanlarda meningo-ensefalitis, abortus, septisemi ve sigirlarda mastitis
ile karakterize olan bulasici, infeksiydz ve zoonotik bir infeksiyondur. Meningo-ensefalitis
sonucu durgunluk, yavas hareket, dis gicirdatma, korliikk ve sinirsel belirtiler goriiliir.
Septisemi tablosunda ates, durgunluk, istahsizlik ve diger genel sepsis bulgularina rastlanir

(Anonim 2009b).

Insanlarda Listerioz’un, klinik olarak tanisi, organizmanin kandan cerebrospinal sividan ya
da olmazsa normal steril bir bélgeden alinmasi ile olur. Listeriozun belirtileri, septisemi,
menenjit, ensefalit ve intrauterin veya gebelerde ¢ocuk diismesi (2. veya 3. ay) ya da oli
dogumlu sonuclanan servikal enfeksiyonlari igerir. Bu tlir hastaliklarin baglangicinda
siirekli ates iceren grip benzeri semptomlar gozlenir. Mide bulantisi, kusma, ishal gibi
mide bagirsak belirtileri, listeriozun daha ciddi durumlarinin basinda gelir. Agir listerioz
durumlarina dair baslangic zamani bilinmemektedir fakat bu, birka¢ giin ile 3 hafta
arasinda degisebilir. Mide bagirsak semptomlarina dair baslangic zamani da yine

bilinmemektedir fakat 12 saatten fazla oldugu diisiintiliir (FDA U.S., 2010).

L. monocytogenes 'in bulasici dozu bilinmemektedir, fakat bu dozun hastanin
hassasiyetine ve susa gore degistigine inanilir. Cig ve pastorize oldugu sanilan siitlerde
toplam organizma sayist 1000'den az bile olsa hassas insanlarda hastaliga neden olabilir. L.
monocytogenes, mide bagirsak epitel yapisina hiicum edebilir. Bakteriler, konakladigi
yerin monosayt, makrofaz ve polimorfonuklear 16kosayt yapisina girdigi an septisemi adin1
alir ve gitgide iireyebilir. Septiseminin phagocytic hiicrelerin i¢ ¢eperlerinde bulunmasi,
beyine girisine ve gebelerde fetiise dogru bir gegise izin verir. L. monocytogenes 'in
hastalik yapici1 6zelligi, hayatta kalma ve phagocyctic konak hiicrelerine merkezlidir (FDA

U.S., 2010).
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2.3.5. Semptomlar

Aydin vd (2006) tarafindan bildirildigine gore, gen¢ koyunlarda infeksiyon septisemik ve
erginlerde de meningo-ensefalitis tarzinda bir klinik tablo izler. Gebelerin bir kismi1 da
yavrularini atarlar. Hastaligin inkiibasyon siiresi, giren mikroorganizmanin giris yoluna,
miktarina, virulensine, konak¢inin duyarlilifina ve predispoze edici faktorlerin durumuna

gore degisir. Bu siire 3-4 haftaya kadar uzayabilir.

Listerial infeksiyon koyunlarda baslica 3 klinik tablo ile ortaya ¢ikmaktadir (Arda vd
1997).

1. Meningo-ensefalitis: Hastalarda durgunluk, yavas hareket, siiriiniin gerisinde kalma, bir
yere yaslanma, yemleri ¢ignememek ve agizda unutmak, boyunda sertlik, dis gicirdamasi,
agizdan salya ve burun deliklerinden mukoid bir salginin akmasi; dudaklarda titreme ve

yutma zorlugu ilk géze carpan klinik belirtilerdir.

2. Septisemi: Infeksiyonun bu tablosuna, genellikle, kuzularda ve gen¢ hayvanlarda
rastlanir. Hayvanlarda ates, durgunluk, istahsizlik, dermansizlik ve fazla susama,
goriilebilen baslica klinik belirtiler arasindadir. Bazi hayvanlarda daireye de rastlanabilir.
Hayvanlar ¢ok bitkin hale gelerek yere yatarlar ve 1-7 giin i¢cinde septisemiden 6liirler. Bu
donemde, mikroorganizma biitiin viicuda yayildigindan, organ ve dokulardan etkeni izole

etmek mumkiindur.

3. Abortus: Listeria infeksiyonlarinda ana karninda fetusun infekte olmasi sonu
abortuslara sporadik olaylar halinde rastlanir ve gebeligin 11-12. haftasindan sonra gortiliir.
Gebeligin ilk donemlerinde infekte olmasi sonu atilan yavrular, genellikle 6lii olarak
dogarlar. Ileri gebeler yavrularim canli dogurabilirler. Ancak, bu yavrular kisa bir siire

sonra septisemiden Oliirler.

Sigirlarda goriilen semptomlar Aydin vd (2007)’ye gore, silaj yemlerin biiylik bir dnemi
vardir ve ¢ok fazla silaj verilmesi hallerinde listerial hastalanmalara rastlanilir.
Infeksiyonun klinik tablosu koyunlarda oldugu gibidir. Buzagilarda septisemi, erginlerde
meningo-ensefalitis gebelerde yavru atimlarima yol agar. Etken siitle disar1 c¢ikar.
Infeksiyonda morbidite % 2-5 arasinda olmasina karsin, spontan iyilesmeler nadirdir ve

hastalik genellikle 6liimle son bulur.
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Erol (2007)’un kitabinda bildirdigine gore, insanlarda inkiibasyon periyodu 1-90 giin
arasinda degismekle birlikte, tipik inkiibasyon periyodu siklikla 1-7 giindiir. Cizelge 2.5 de
Listeria infeksiyonlarinin insanlarda goriilen baglica formlar1 verilmistir. Genel olarak
listeriozda mortalite ¢ocuklarda ve immunsupresif insanlarda %50, diger gruplarda %25

civarindadir.

Cizelge 2.5. Listeria infeksiyonlarinda insanlarda goriilen baglica formlar (Erol 2007)

Akut-septik form Yeni dogan listeriozu
MSS formu Meningit, ensefalit, ensefalomiyelit
Glandular form Lenfadenit
Lokal form Deri listeriozu, konjuktivit
Kronik-septik form Endokardit, apse vb.

2.3.6. Teshis

Listerioz, ancak kandan, cerebrospinal sividan veya digkidan kiiltiir alinmas1 ile olumlu bir

sekilde test edilebilir (FDA U.S., 2010).

Hatalikta kendiliginden iyilesmelerin ¢ok nadir olmasi ve infeksiyonun insanlara da
bulagmasi (zoonoz) nedeniyle, teshis ve erken sagaltimin ¢ok 6nemli roli vardir (Arda vd

1997).

2.3.6.1. Klinik Teshis: Arda vd (1997)’ye gore, klinik belirtilere dayanarak Listeriozis
teshisi koymak genellikle zordur. Benzer hastaliklarla da karigabilir. Bunlar arasinda,
enterofoksemi, beyin abseleri, brucellosis, vibriozis, ketozis, bradzot, loupig ill, akur gastro
enteritis, zehirleme, kuduz, viral ensefalitus, avitaminozis, coenurus cerebralis

infeksiyonlar1 sayilabilir.
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2.3.6.2. Otopsi Bulgulari: Listeriozis’de otopside goriilen makroskopik bozukluklar hi¢bir
zaman patoknomonik degildir. Histopatolojik bakida, pons, medulla ve spinal korddan
yapilan seksiyonlarda, perivaskiiler 16kosit infitrasyonuna, édemli ve hemorojik alanlara

rastlanir.

2.3.6.3. Laboratuar Muayeneleri: Hastaligin laboratuarda teshis edilmesi igin
laboratuvara kan, serum, siit, 6len hayvanlarin karaciger, dalak, pons, medulla oblongata
ve spinal kordun anteridr kismi, aborte olmus fetus, fétal membranlar ve uterus akintilari

gonderilir (Anonim 2009b).

A. Bakteriyoskopi: Marazi maddelerden hazirlanan preparatlar Gram yontemi ile boyanir
ve preparatta Gram pozitif kiiclik comakeik veya kokoid formlu mikroorganizmalar
goriilmeye calisilir. Ancak, materyaller genelde kontamine olduklar1 i¢in bakteriyoskopide

etkeni tanimlamak olanaksizdir (Anonim, 2009b).

Son yillarda marazi maddelerden yapilan frotilerde ve doku kesitlerinde fluoresan antikor
teknigi yardimiyla etkeni gérmenin kolay oldugu ortaya konulmus ve bir ¢ok laboratuarda

bu yontemden yararlanilmaktadir (Arda vd 1997).
B. Kiiltiir:

1) Kati besiyeri: Kanli agar (Merck 1.10886), serumlu glukozlu triptoz agar veya kanli
glukozlu triptoz agar (Anonim 2009b).

Laboratuvara gonderilen marazi maddelerden ayri1 ayri buyyon ic¢inde homojen bir
stispansiyon (1/10) yapilir. Bu silispansiyonlardan 6zel besi yerlerine ekimler yapildiktan
sonra siispansiyonlar buzdolabi sicakliginda (4°C) tutulurlar (soguk zenginlestirme).
Ureme oluncaya kadar bu siispansiyonlardan her giin ekimler yapilarak 37°C'de 3-4 giin

inkiibasyona birakilir (Anonim 2009b).

2) Koloni morfolojisi: Listeria'lar kat1 besiyerlerinde 0.5-1.0 mm capinda parlak, seffaf,

yuvarlak, S-tipli ve dar hemolitik koloniler meydana getirir (Anonim 2009b).

3) Spesifik besi yeri: % 0.05 Potasyum telliiritli veya % 3.75 Kalium rhodanitli serumlu
tryptose agar, thioglikolatl veya beyinli besi yeri, % 0.2 glukoz + % 0.2 talyum asetat + 40

mg/ml nalidiksik asit+1/5000 furasin i¢eren serumlu triptoz agar (Anonim 2009b).
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4) Buyyon Kkiiltiirii: Sivi besi yerlerine karaciger ekstrakti, serum, kan ve az miktarda

glukoz katilmasi iireme {lizerinde olumlu etkide bulunur. Listeria'lar buyyonda homojen bir

bulaniklik olustururlar (Anonim 2009b).

5) Identifikasyon semasi: L.monocytogenes glukoz (+), laktoz (d), ramnoz (d), maltoz
(+), sakkaroz (d), mannitol (-), salisin (+), arabinoz (-), ksiloz (-), eskiilin (+), H2S (-),
jelatin (-), VP (+), MR (+), katalaz (+), nitrat (-), iire (), indol (-), sitrat (-), oksidaz (-),
LDC (-), ODC (-), hareket (+) ve hemoliz (+) testleri ile identifiye edilir (Anonim 2009b).

C. Hayvan deneyi: Farelerde (subkutan ve intraperitoneal) ve tavsanlarda (intravendz)
deneysel Listeriozis olusturulabilir. Farelerde otopside, karacigerde multiple fokal
nekrozlara rastlanir ve etken karaciger, dalak ve kalp kanindan kolayca izole edilebilir.
Tavsanlarda otopside, karacigerde ve daha az olarak da dalak ve miyokardiumda fokal
nekrozlar bulunur. Ayrica, L. monocytogenes 'in kesin identifikasyonu i¢in tavsan géziinde
Anton testi uygulanabilir. (Arda vd 1997, Anonim 2009b).

D. Serolojik testler: Infekte hayvanlardan alinan kanla yapilan serolojik testlere fazla
giivenilmez. Ciinkii, L. monocytogenes, Stafilokok, Enterokok, E. coli ve Korinebakteri
gibi baz1 mikroorganizmalarla kros-reaksiyonlar verir. Hasta ve portér hayvanlar1 ortaya
koymada komplement fikzasyon, indirekt hemaglutinasyon ve agar jel diflizyon
testlerinden yararlanilabilir. Agliitinasyon testinde de, ancak monospesifik ve absorbe
serumlar kullamilmalidir. Gerektigi durumlarda da ELISA’dan yararlanabilir. (Arda vd

1997, Anonim 2009b)

E. Alerjik test: Hastalar1 veya infekteleri saptamada gilivenilir bir allergen madde heniiz

elde edilip pratige konamamustir. (Arda vd 1997).

F. Bakteriyofaj testi: izole edilen etkenin kolonilerini, faj tiplerine ayirmada ve suslarmn

identifikasyonunda, etkene 6zel fajlardan yararlanilabilir. (Anonim 2009b).

2.3.6.4. Molekiiler Teknikler: Fenotipik tiplendirme yontemleri gibi molekiiler yontemler
de suslarin tanimlanmasinda olduk¢a onemlidir. Molekiiler tabanli tani1 yontemlerinin
gelismesi ile virulens oOzellikler gen diizeyinde saptanmaya baglanmistir. N-terminal
aminoasit sekans analizi, DNA sequencing, Southern blot ve hibridizasyon teknikleri ile

Polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) kullanilan molekiiler teknikler arasindadir.
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2.3.7. Sagaltim

Aydin vd (2006)’ye gore, hastalar ayrilip temiz bir yere alindiktan sonra, zaman
kaybetmeden antibiyotiklerle sagaltima alinirlar. Ne kadar erken sagaltima baglanirsa
(0zellikle sinir sistemi arazlari belirmeden Once) kurtulma sansi da o oranda artar.
Hayvanlara silaj yem giderek azaltilarak wverilir veya tamamiyla kaldirilir. Birgok
antibiyotiklere duyarlhdir. Ozellikle klortetrasikin en etkili olanlar1 arasindadir. Ayni
amagla diger genis spektrumlu antibiyotikler hayvanin dayanabilecegi en yiiksek dozlarda

kullanilir. Eger varsa hayvanlara damar i¢i immun serum verilir.

2.3.8. Koruma

Hayvanlara iyi bir bakim ve beslenme uygulanir. Her tiirlii genel ve 6zel koruyucu
Onlemler alinir. Hastalar ve hastaliktan siipheli olanlar derhal ayrilir. Aktif immunizasyon
saglamak i¢in yapilan 6li ve canli agilardan heniiz iyi bir sonu¢ alinamamigtir. Hastalik
insanlara da bulastigindan hayvan bakicilarinin, veteriner hekimlerin ve diger ilgili
sahislarin ¢ok dikkatli bulunmalar1 gerekir. Infeksyon cikan yerlerde cok iyi bir
dezenfeksiyon uygulanir, altliklar yakilir, aborte olmus 6lii hayvanlar, plasenta ve uterus
akintilar1 agikta bulundurulmaz, yakilir veya gomiiliir. Disaridan igeri kontrolsiiz hayvan

sokulmaz. Infeksiyon kaynaklari ortadan kaldirilir ve portdrler ayiklanir. (Arda vd 1997).
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2.4. PCR (Polimeraz Zincir Reaksiyonu)

PCR bakteri, virus mantar, parazit, protozoon gibi hastalik etkenlerine ait hedef nukleik asit
zincirlerinin primer adi verilen spesifik komplementer oligonukleotidler ve 1siya dayanikli
polimeraz enzimleri ( Taq ya da Tth polimeraz) kullanilarak in vitro olarak ¢ogaltilmasini
(amplifikasyonunu) saglayan oldukga 6zgiil ve giivenilir molekiiler biyolojik bir tekniktir.
(Schochetman ve Jones 1988, Erlich vd 1991, Diallo vd 1998). Bu hedef genetik materyaller
cok az sayida ve hatta bircok veya sayisiz dier veya ilgisiz DNA'lar arasinda olsalar bile
cogaltilabilir, homojen bir DNA materyali haline getirilebilir ve kolayca identifiye
edilebilirler. (Schochetman ve Jones 1988, Arda 1995).

Stipheli hastalik materyallerindeki mevcut niikleik asit fragmentlerinin sayisinin artirilmasi ya
da amplifikasyonu (¢ogaltilmasi) temeline dayanan PCR "1989 yilinin en 6énemli bilimsel
gelismesi" olarak kabul edilmistir. ( Scharf vd 1986, Schochetman ve Jones 1988 ) Teknik
ilk kez, 1985 yilinda Saiki ve arkadaslar1 tarafindan hemoglobinopatilerin tanisinda
kullanilmig ve infeksiydz hastaliklarda DNA problarinin kullanilmasiyla diger genetik
hastaliklarin, infeksiydz hastaliklarin ve kanser vakalarinin teshisinde de kullanilabilecegi
bildirilmistir. Hem arastirmada hem de klinik laboratuar tanilarinda yeni bir ¢igir agmustir.
Amerika Birlesik Devletlerin'den Cetus Corporation'da ¢alisan Henry A. Erlich, Kary
Mullis ve Randall K. Saiki tarafindan gelistirilmistir. Metod basitge tiipte niikleik asitlerin
uygun kosullarda ¢ogaltilmasidir. Bu bulusundan dolay1 K. Mullis, 1993 yil1 Nobel Kimya
Odiiliine hak kazanmustir. Sonuc olarak, rekombinant DNA teknolojisindeki 6nemli
gelismeler biyolojik arastirmalara, tibbi uygulamalara yeni bir boyut kazandirarak yeni

tekniklerin kullanilmasina imkan saglamstir (Ciftgi 2004).

PCR, bir ¢esit "in vitro klonlama" yontemidir. PCR reaksiyonu, DNA'nin iki zincirinin
yiksek 1s1 ile birbirinden ayrilmasini (denatiirasyon); takiben sirasiyla sentetik
oligoniikleotidlerin hedef DNA'ya baglanmasi (hibridizasyonu), zincirin uzamasini
(polimerizasyonu) (¢ift iplik¢ikli DNA'larin sentezi) ve bu sikluslarin belirli sayida
tekrarlanmasi esasina dayanir. Bu iic adim (denatiirasyon / primer baglanmasi / DNA
sentezi) bir PCR siklusunu olusturur. Her adim farkli 1silarda gergeklestirilir (Sambrook ve

Russel 2000).

PCR teknigi ile bir DNA hedefini 10°-10'* arasinda ¢ogaltmak miimkiindiir. Yéntemin

temeli, cogaltilmak istenen bolgenin iki ucuna 6zgii, bu bodlgedeki baz dizilerine
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tamamlayict bir ¢ift sentetik oligoniikleotid primer (18-20 baz uzunlugunda) kullanilarak;
bu iki primer ile siirlandirilan genin enzimatik olarak sentezlenmesine dayanir. PCR’1n en
onemli ozelligi, 6zel bir DNA dizisi segip-¢ogaltarak istenmeyen dizilerin ortaya ¢ikmasini
onlemesidir. Bu 6zellik, sadece dizinin taninmasini kolaylastirmakla kalmaz, buna ek olarak

DNA'nin analiz edilmesini de saglar. ( Saiki vd 1988, Kwok ve Higuchi 1989).

2.4.1. PCR Kullanim Alanlan
O’Connor (2006) kitabinda PCR'in baslica kullanim alanlarini su sekilde siralamigtir:

1. Kalitsal hastaliklarda tagiyicinin ve hastanin tanisi,

2. Prenatal tanida,

3. Klinik 6rneklerde patojen organizmalarin saptanmast,

4. Adli tipta,

5. Onkogenesisin arastirilmasinda,

6. Probe'larin olusturulmasinda/klonlamada/gen expresyon aragtirmalarinda,
7. DNA dizi analizinde, biiylik miktarda DNA 6rneklerinin olusturulmasinda,
8. Bilinmeyen dizilerin tayininde,

9. Gegmis DNA'nin incelenmesi ve evrimin aydinlanmasinda,

10. Restriksiyon Fragment Length Polimorfizm Analizinde,

11. Invitro fertilizasyon yapilan tek hiicrede, implantasyon Oncesi genetik testlerin
yapilmas1 ve sonra implantasyon gergeklestirilmesi ile bebegin normal dogmasinin

saglanmasi,

12. DNA protein interaksiyonunun arastirilmasinda (footprinting) kullanilabilir.

2.4.2. Mikrobiyolojik Calismalarda PCR

1. Kiiltiiriiniin yapilmasi, izolasyonu ve identifikasyonu ¢ok zor veya yapilamayan

mikroorganizmalarin teshisinde,
2. Toksin olusturan ajanlarin, saptanmasi gii¢ olan toksinlerin ortaya konulmasinda,

3. Antimikrobiyal ilaglara kars1 direngli olan bakterilerin belirlenmesinde,
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4. Mikroorganizmalar i¢inde alt tiplerin saptanmasinda,
5. Gidalarda, sularda ve yiyeceklerde bulunan mikroorganizmalarin tanisinda,

6. Diger mikrobiyolojik arastirmalarda (molekiiler immunoloji ve epidemiyoloji,

parazitoloji, bakteriyoloji, viroloji v.s) (O’Connor 2006).

2.4.3. PCR Temel Asamalar
PCR Teknolojisi i¢in:

1. DNA 0Ornegi, genelde genomik DNA,

2. Cogaltilacak olan bolgeyi ileri ve geri ¢evreleyen bir ¢ift sentetik primer,
3. dNTP'ler (A,T,C,G),

4. Istya dayanikli DNA-Polimeraz enzimi,

5. Uygun pH ve iyon kosullarin1 (Mg ") saglayan tampon karisimi gereklidir.

Tipik bir PCR ii¢ temel basamakta ger¢eklesir:
2.4.3.1. Denatiirasyon

Test ortaminda buffer, dort tur Deoksiniikleotid Trifosfat ( dATP, dCTP, dGTP, dTTP ),
hedef DNA'ya spesifik olan sentetik tek iplik¢ikli primer olarak isimlendirilen ( 15-30
bazlik) oligoniikleotidler, 1s1ya dayanikli bir enzim olan Taq polimeraz ya da Tth polimeraz
varhiginda, 1s1 ile ¢ift iplik¢ikli kalip DNA'nin denatiirasyonu saglanir. Bu asamada 1s1
yaklasik olarak 91-94°C olup; 1-2 dakika stirmektedir. (Sekil 2.3.). DNA yapisinin zarar
gormesi halinde, PCR boyunca hatali niikleotidler ¢ogalacagindan bu da reaksiyonun
giivenilirligini olumsuz yonde etkileyeceginden, c¢ok yiliksek 1s1 uygulamalarindan
kagimilmalidir. Plazmid DNA'sinin tamamen pargalanmasinin &nlenebilmesi amaciyla bu

asama i¢in 1-2 dakika yeterlidir (Anonim 2007).
2.4.3.2. Annealing (Baglanma)

Birinci agsama sonucunda denatiire olarak tek iplik¢ikli hale donlisen DNA sekanslarinin
her birinin 3'- u¢larindaki kendi eslenikleri olan niikleotidlere uygun sicaklikta sentetik tek

iplik¢ikli oligontikleotidlerin (primerler) baglanmasi bu asamada gergeklesir. Isinin birden bire
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yaklasik 50°C dolaylarma diisiiriilmesi ile primerler DNA matrisi iizerinde yogunlasir. in
vitro olarak DNA sarmalinin sentezlenmesi de, belirli bir DNA matrisine komplementer
yaptya sahip primerlerin tek iplik¢ikli DNA'ya baglanmasi ile basglar ve bu kaynasma
sicakligr reaksiyonun segiciliginde anahtar bir degiskendir. Cogaltilacak diziye bagh
olarak zaman ve sicaklikta kullanilan enzime gore degismektedir. Baglanma reaksiyonunun
optimal 1s1s1 G + C miktar1 ile dogru orantili olup; kullanilan enzimin Taq polimeraz

olmas1 durumunda sicaklik da 58-72°C' arasindadir. (Sekil 2.3.). (Anonim 2007).
2.4.3.3. Elongasyon (Uzama)

Istya dayanikli DNA polimeraz enzimi, primerleri ve kalip olarak da tek iplik¢ikli DNA'y1
kullanarak in vitro kosullarda ¢ift iplik¢ikli DNA'nin sentezlenmesini saglar. Reaksiyon
70-72°C'de, yani Taq DNA polimeraz enzimi i¢in optimal olan sicaklikta, 2-3 dakikada
tamamlanmakta olup; polimerizasyon islemi 5 —>3 yoniinde gerceklesmektedir.
Elongasyon basamagmin siiresi kullanilan polimerazin cinsine ve amplifiye edilecek

DNA’nin uzunluguna gore 30 sn ile 3 dakika arasinda degisir. (Sekil 2.3.). (Anonim 2007).

Sentezleme isleminin tekrari i¢in birinci periyodun sonunda sicaklik tekrar yiikseltilir
(yaklasik 94-95°C); cift sarmalli DNA tekrar denature edilir, sogutulur sonunda
primerlerin baglanmasi ve polimerizasyon asamalart tamamlanir. Sentezleme isleminin
baslangicinda polimeraz, primerlerin 3' OH grubu ile komplementer deoksinukleotidlerin 5'-
fosfat gruplan arasinda fosfodiester bagi olusturur. Boylece 5' —> 3' yoniinde DNA sentezi
meydana gelir, PCR, her biri karsisindaki bir DNA boliimiiniin sarmalr ile birleserek

iki primer ile primer uzatilmasi prensibini kullanir. (Anonim 2007).
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DENATURASYON
24°C9T°C

SICAKLIK

47°C-60°C

CiFT ZNCIR DNA.
25°%

Sekil 2.3 Klasik bir PCR basamaklarinin sematik gosterimi (Anonim 2007).

Termal cyclerin bu ii¢ basamagi her tekrarinda DNA miktar1 teorik olarak iki katina ¢ikar.
Olusan {irtin; ilk koyulan DNA miktar1 ve dongii sayisina baghdir. 25-40 dongii uygulanir.
Klasik PCR normalde sayisal (quantitatif) bir degerlendirme Oolgiisii degildir fakat
quantitatife doniistiiriiliir. Jel elektroforez de iirlinler karsilastirilarak veya most probable
number (MPN) yardimiyla sonuca ulagilir. MNP yonteminde ardarda seyreltmeler ve MNP
hesaplayicisi kullanilir. Tercih edilmeyen bir yontemdir. Bir diger yontem de competitive
(karsilastirmali) PCR’dir. Karsilagtirmada delesyon veya insersiyon tasiyan orneklerle
(farkli uzunlukta bant olustururlar) elde edilen {iriin jel elektroforezde karsilastirilir.

(Anonim 2007).
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2.4.4. Magnezyum Iyonunun Etkisi

fyi bir baglanma meydana gelebilmesi icin, ortamdaki Mg™ iyon konsantrasyonunun
yeterli olmas1 gerekmektedir (Schochetman ve Jones 1988). Mg+2 konsantrasyonunun;
primer baglanmasi, denatiirasyon, irlin spesifikligi, primer-dimer olusumu ve enzim
aktivitesini etkileme gibi 6zellikleri vardir. Tiim bunlardan dolay1 reaksiyonda énemli bir
bileseni olusturur. EDTA gibi bazi kimyasallar Mg™  konsantrasyonunu degistirir
(Anonim 2007).

dNTP-Mg"™ kompleksi, niikleik asitlerde seker-fosfat bagi ile etkilesir ve DNA polimeraz
aktivitesini etkiler. Diger benzer kosullar altinda ama MgCl, konsantrasyonundaki
degisiklik ile primer/kalip ¢ifti 6nemli Olgiide farkli davranir. Magnezyum iyon
konsantrasyonunun etkisini ayarlamak i¢in uygulanan stratejide, standart bir buffer
belirlenir onun i¢in 0.5 ve SmM arasinda ¢esitli MgCl, konsantrasyonlar1 vardir, genellikle
0.5 veya 1 mM basamaklarindadir. Reaksiyonda dNTP’lerin konsantrasyonu degistirilirse,

Mg konsantrasyonunun da degistirilecegi unutulmamalidir (O’Connor 2006).

Serbest Magnezyumu etkileyen faktorler sunlardir:

1. DNA 0Ornegi

2. Ornekte ajanlarin olmasi: EDTA/Sitrat/Ca ™

3. dNTP

4. Protein

5. Fazla magnezyum, enzimin spesifikligini azaltir. Az magnezyum ise enzimin

inaktif olmasina yol acar ve muhtemelen liriinler zayif olacaktir.

Magnezyum soliisyonu, eritildikten sonra vortekslenir. Bu uniform bir soliisyon elde etmek

i¢in yapilir. Basit ama gereklidir. Ciinkii MgCl, ¢oker (O’Connor 2006).
PCR'da Magnezyum konsantrasyonunun etkiledigi komponentler sunlardir:

1.  Primer yapigmasi
PCR iiriinii ve kaliplarin dissosiasyonu (birlesip ayrilmalar1)
PCR iiriiniiniin spesifitesi

Primer-dimer artefaktlarin olugmasi

AN

Taq polimeraz enzim aktivitesi (Taqg-polimeraz enziminin c¢alisabilmesi igin

serbest magnezyum olmasi gereklidir.) (O’Connor 2006).
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2.4.5. PCR Inhibitérleri
PCR, bazi nedenlerle inhibe edilebilir. Bunlar sdyle siralanabilir:

1.  Ortamda RNA diizeyinin yiiksek olmasi (Ortama eger, RNase eklenirse, elde

edilecek PCR iiriin miktar1 artis gosterir).

2. EDTA'nin yiiksek konsantrasyonda olmasi, PCR'1 Mg™u baglamasi nedeni ile

inhibe eder.
3. Heparinin ortamda bulunmasi, PCR'1 inhibe eder.
4. Ortamda fenol kalintisinin bulunmasi1 PCR'1 inhibe eder.

5. DMSO'nun ortamda % 10 konsantrasyonda olmasiyla, PCR % 50 oraninda inhibe

olur.
6.  Urasil konsantrasyonunun yiiksek olmasi
7. Uzun siire UV 15182 maruz kalan "mineral oil", PCR'1 inhibe eder.
8. PCR komponentlerinin konuldugu tiiplerin yapis1 da PCR etkinligini etkiler.

9. Upstream nokta mutasyonlari ile DNA'da kompresyon olusabilir, bu da PCR
olusumunu engelleyebilir. Bu o6zellikle, mikro delesyon ve/veya insertionlarin

oldugu durumlarda ortaya ¢ikabilir (O’Connor 2006).

Her yeni PCR protokoliinde bilesenler optimize edilmelidir. Herhangi bir degisiklik (olan
degisimler; primer dizayni, deoksiribonukleotit bilesimi, kalip niikleik asit ve kullanilan
termostable DNA polimeraz) amplifikasyon spesifikligini etkileyebilir. Biitin PCR
icerikleri steril bir odada dondurucu iginde saklanmalidir. Steril odada reaksiyon
karisimlart  ve igeriklerinin kontaminasyondan korunmasi i¢in kesin kurallar

uygulanmalidir (Palt Verkuil 2007).

Siit kalsiyum, fosfor, magnezyum, potasyum, ¢inko gibi mineraller i¢in iyi bir kaynaktir
(McCance ve Widdoson 1988). Cizelge 2.4’de bu minerallerin miktarlar1 gosterilmistir.
Siitiin mineral igerigi hayvanin fizyolojik durumu, laktasyon durumu, ¢evresel faktorler ve
genetik faktorler, silite uygulanan bazi islemler gibi birgok durumdan etkilenmektedir

(Miller vd 2000, Baysal 2004).
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Cizelge 2.6. Inek siitiinde bulunan bazi minerallerin miktarlar1 (100 gr siit icin) (Miller vd

2000)
. _ .| Sodyum | Potasyum | Kalsiyum | Magnezyum | Fosfor | Demir | Cinko
SUT CESIDI
(mg) (mg) (mg) (mg) (mg) | (mg) | (mg)
Tam yagli,taze 50 150 120 12 95 0.05 | 0.35
Sterilize 50 140 120 12 95 0.05 | 0.35
UHT (uzun 50 140 120 12 95 | 0.05 | 035
Omiirlii)
Yagsiz, taze 180 500 380 38 270 | 0.29 1.2

Siit icerisinde yiiksek oranda bulunan mineraller, 6zellikle kalsiyum iyonu, ayrica protein
ve yag PCR caligmalarinda amplifikasyon etkisini diisiirebilir. (Rossen vd 1992, Bickley
vd 1996).

PCR inhibitorleri bir veya birka¢ mekanizma ile PCR {izerinde etkili oluyor; (Wilson 1997)

1. Hiicre liziz basamagin1 engeller.
2. Niikleik asitleri degrade eder veya tutar.

3. Isiya direngli DNA polimerazi inaktive eder.

Abu Al-Soud ve Radstrom (1998) makalelerinde, PCR inhibitérii olan belli bir kag bilesen
arasinda; safra tuzu ve diskidaki kompleks polisakkaritler (Lantz 1997, Monteiro 1997),
kandaki heme (Akane 1994), topraktaki humic maddeler (Tsai 1992), siitteki proteinaz
(Powell 1994) ve idrardaki iireyi (Khan 1991) belirtmislerdir. PCR inhibit6rlerinin
etkilerini en aza indirmek ve/veya PCR inhibitorii olan mikrorganizmalar1 ayirmak icin
birgok teknik gelistiriliyor. Ornegin, aqueous 2 fazli sistemi (Lantz 1994), kaynatma
(Olcen 1995), yiikksek hacimli santrifugasyon (Lindqvist 1997), diliisyon (Chernesky
1997), DNA ekstraksiyon metotlar1 (Klein 1997), zenginlestirme (Wernars 1991),
filtrasyon (DiMichele 1993) ve imminolojik teknikler (Fluit 1993) PCR’1 kolaylastirir.
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2.5. KAYNAK OZETLERI

Listeria ve Brucella’larin siitten PCR ile aranmasinda etkili olan inhibitorler ile ilgili az
saylida arastirma mevcuttur. Bu yiizden konuyla ilgili farkli bakteriler ile yapilan

calismalara da tarih sirasina gore yer verilmistir.

Golsteyn Thomas vd (1991) yaptiklar1 ¢alismada, Listeria monocytogenes’i siit ve sigir
etlerinden PCR ile teshis etmislerdir. Bu islem, Kkiiltiirlerin listeria enrichment broth
(LEB)’da zenginlestirilmesi sonra LEB’den alinan kiiltiirlerin petrilerdeki listeria
besiyerine aktarilmasi ve DNA ekstraksiyonu sirasi ile gergeklestirilmistir. PCR igin
listeriolysin O gene komplementer 5 oligoniikleotid kullanilmig ve uyguladiklari
protokoliin ¢ok duyarli oldugunu bulmuslardir. 10 ml siit ve 25 gr sigir etine,
L.monocytogenes’in 0 dan 10° CFU ml" /g arasinda inokule edilen konsantrasyonlar
yeterli olmus. 24 saat LEB i¢inde kiiltiirlerin zenginlestirilmesi, listeria besiyerinde iiretme
asamalarinin, 1 ml siitte veya 1 gr sigir etlerinde L.monocytogenes’in 0.1 CFU kadar az

bulunmasinda bile teshisinin yapildigini bulmuslardir.

Bickley vd (1996), Listeria monocytogenes’in siitten PCR ile teshisini yapmuslar ve siitte
bulunan bazi bilesenlerin PCR’1 inhibe ettigini gostermislerdir. PCR inhibisyonunun yagli,
yarim yagl ve yagsiz siitte de meydana geldigini, siitteki yagin inhibisyon {izerinde ¢ok da
fazla etkili olmadigim gostermislerdir. Ozellikle kalsiyum iyonunun inibisyon etkisi
lizerine ¢alisilmis ve bu etkiyi test etmek icin farkli kalsiyum klorid soliisyonlar: ile bu
etkiyi yok etmek icin farkli magnezyum konsantrasyonlari hazirlanarak optimizasyon
calismasi yapilmistir. DNA ekstraksiyonu igin ise cetyltrimethyl ammonium bromide
(CTAB) metodu kullanilmistir. Reaksiyondaki ¢esitli miktarda siit sonuglarindaki
kalsiyum/magnezyum deneyleri ile bu iki iyon arasinda ayni1 degerlikli olmalarindan dolay1
yarigmali bir etkilesim oldugu ve PCR sonuglarmin her iki iyonun konsantrasyonuna bagh

oldugu gosterilmistir.

Abu Al-Soud ve Radstrom (1998) caligmalarinda, PCR inhibitorleri varliginda
amplifikasyon i¢in 9 1siya dayanikli DNA polimeraz kullanmislardir. Kompleks biyolojik
ornekler, Thermus aquaticus’dan elde edilen 1siya dayaniklit DNA polimerazin kapasitesini
distirdiigti gortilmis. Listeria monocytogenes igin PCR’a dayali arastirmalar yapilmis, saf
kalip DNA konsantrasyonundaki artisa etkileri ¢alisilmis ve farkli konsantrasyonlardaki

inhibitér Ornekler eklenmis. Kalip DNA konsantrasyonu arttirilarak inhibitor etkinin
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iistesinden gelinmeye calisilmis, farkli konsantrasyonlrda eklenen inhibitér 6rnekleriyle 9
polimerazin amplifikasyon kapasiteleri degerlendirilmis. Kan, peynir, diski, et 6rneklerine
cesitli iyonlar gibi farkli 1siya dayanikli DNA polimeraz iceren PCR mixleri eklenmis ve
karsilagtiritlmis. Arastirma sonucunda, Thermus aquaticus’dan elde edilen AmpliTaq Gold
ve Taq DNA polimeraz %0.004 (vol/vol) kan igerisinde tamamen dururken, HotTub, Pwo,
rTth ve Tfl DNA polimeraz %20 (vol/vol) kan igerisinde DNA amplifikasyonuna devam
etmis. Thermotoga maritima’dan (Ultma) elde edilen DNA polimeraz; peynir, digki ve et
orneklerinde en hassas PCR inhibitorii olarak bulunmus. K ve Na iyonlarinin 9 polimeraz
lizerine inhibitér etkisinde, HotTub (Thermus flavus’dan) ve rTth (Thermus
thermophilus’dan)’in en dire¢li oldugu bulunmus. Yapilan c¢alismada, biyolojik
orneklerdeki belli orandaki inhibitorler, 1siya dayanikli uygun DNA polimerazlar

kullanilarak giderilecegi gosterilmistir.

Bendek vd (2002) ¢alismalarinda, sigir mastitine neden olan Streptococcus agalactiae’nin
¢ig siitten PCR ile teshisini yapmigslardir. Kanli agarda iiretilen koloniler, duyarlilig
arttirmak amaciyla 1 ml 6rnek i¢in 1 ml Strep Select Broth i¢inde tiim gece 37°C’de
inkiibasyona birakilmis. Zenginlestirme basamagindan sonra DNA ekstraksiyonuna
gecilmis ve hiicreler lizozim ve proteinaz K ile muamele edilmistir. Ekstraksiyon
basamaginin devaminda fenol, kloroform:isoamil alkol ve etanol  uygulanmustir.
Caligmanin  sonucunda, zenginlestirme basamag1 uygulanmayan farkli CFU
miktarlarindaki 6rneklerde 10%-10° cfu/ml ve daha fazla miktar1 PCR icin iyi sonug
verirken, zenginlestirme yapilan Orneklerde bu oran 1 cfu/ml’ye kadar distigi

gozlenmistir.

Wu ve Kado (2004), Escherichia coli O157:H7 bakterisinin siit érneklerinden filtrasyon
teknigi kullanilarak PCR ile analizini gergeklestirmislerdir. Bu ¢alismada, E. coli O157:H7
Luria-Bertani (LB) besiyerinde zenginlestirilmis ve por membrandan gegirilmistir.
Filtreden gecirilen membran lizis buffer ile muamele edilmis ve bakteriyel DNA serbest
kalmistir. Calisma sonucunda filtrasyon siiresinin DNA olusumu i¢in 20 dakikadan az ve

PCR tespitinde 1 ml siit i¢in bakteri sayisinin da 10 cfu kadar az oldugunu bulmuslardir.

Ozdil ve Baspinar (2005), Saanen—Kilis melezi Akkegi’lerden ve Konya—Ermenek yoresi
0zel isletmelerdeki Kil kegi’lerden temin edilen toplam 30 adet siit 6rneginden genomik
DNA izolasyonu yapmustir. Genomik DNA izolasyonu, fenol-kloroform ile Chelex® 100

ekstraksiyon yontemleri kullanilarak yapilmigtir. Her iki yontemle elde edilen genomik
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DNA’nin konsantrasyonu ve saflik derecesi, 260 ve 280 nm UV 15181 altinda absorbans
degerlerinden hesaplanmis ve karsilastirilmis. Fenol-kloroform ekstraksiyon yontemi ile

elde edilen DNA konsantrasyonu ortalama, 2406+322 pg/mL ve saflik derecesi A, /A

oraninda ortalama, 1.816+0.038 olarak bulunmus. Bu durum da fenol-kloroform
ekstraksiyon yontemiyle genomik DNA’nin saf olarak elde edildigini gdstermislerdir.
Chelex® 100 ekstraksiyon yonteminde ise DNA konsantrasyonu ortalama, 590.0+54.9
pg/mL ve elde edilen genomik DNA’nin saflik derecesi ortalama, 1.311+0.012 olarak
bulunmus. Bu sonug ile Chelex® 100 ekstraksiyonu ile elde edilen DNA &rneklerinde
protein kontaminasyonu oldugunu gostermis ve DNA’larin ¢ok saf elde edilemedigini
ifade etmislerdir. Fenol-kloroform ekstraksiyon yontemi ile elde edilen genomik DNA,
agaroz jelinde tek bant olarak, ancak Chelex® 100 ekstraksiyon yontemi ile elde edilen

DNA miktar1 az oldugu i¢in agaroz jelinde goriintii alamamislardir

Nguyen vd (2005), siit oOrneklerinden patojen Listeria monocytogenes’in  DNA
ekstraksiyonunu ve PCR caligmasini yapmislaridr. Ayrica bu g¢alismada basit DNA
ekstraksiyon metodu ve siitte bulunan PCR inhibitorlerinin  uzaklastirilmas: da
arastirmiglardir.  Listeriolysin O gene spesifik LM-F76 ve LM-R543 primerlerini
kullanmiglardir. Siitler hazir olarak marketten saglanms, igerisine 10 CFU/ml oranda olan
L.monocytogenes diliisyonlar1 katilmis ve 10* CFU/ml degere ulasabilmesi i¢in 1 gece
inkiibasyona birakilmistir. Bu asamadan sonra LEB igerisinde zenginlestirmeye alinmis ve
inkiibasyon siiresi sonunda DNA ekstraksiyonuna gecilmis. Kaynatma ve alkali lizis
prosediirleri uygulanmistir. Ayrica matriks inhibisyonunun iistesinden gelmek igin
kaynatma yontemi ile beraber katropik ajanlarla muamele edilmistir. Bunun i¢in Nal
kullanilmustir. Calismanin etkili olabilmesi i¢in 10* — 10° CFU bakterinin bulunmasi
gerektigini ve boyle kurulan deneylerde PCR’1 inhibe eden bilesenlerin etkisinin

azaltildigin1 bulmuslardir.
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3. MATERYAL ve YONTEM
3.1. Materyal

Aragtirma, Ankara Universitesi Veteriner Fakiiltesi Mikrobiyoloji Anabilim Dali
Mikrobiyoloji ve Biyoteknoloji Laboratuari’nda yiiriitiilmiistiir. Materyal olarak Ankara
Universitesi  Veteriner  Fakiiltesi Mikrobiyoloji ~ Anabilim Dali’ndan  Listeria
monocytogenes ve Brucella abortuss suslari temin edilmistir. Bir isletmeden saglanan
antibiyotik kullanmayan, saglikli sigirlardan temin edilen taze siitlerin, mikroorganizma
kontrolii yapilmistir. Ankara Universitesi Veteriner Fakiiltesi Mikrobiyoloji Anabilim
Dali’nda gelistirilen Brucella abortus ve Listeria monocytogenes primerleri bu ¢alismada

kullanilmustir.

3.2. Yontem
3.2.1. Bakterilerin Uretilmesi ve Kontrolii

a) Kullanilan besiyerleri: Listeria suslarinin, Nutrient Agar (Oxoid, Ingiltere) ve Koyun
Kanli Agar’a, Brucella suslarmin ise Koyun Kanli Agar ve Serum Dekstroz Agar’a ¢izgi
ekimi yapildi. 37°C etiive kaldirldi. 2 giinliik inkiibasyon siiresi sonunda iireyen

kolonilerin morfolojisi incelendi.
Koyun Kanli Agar hazirlanisi,

e Dehidre besiyeri 40 g/l konsantrasyonda olacak sekilde 1sitilarak damitik su i¢inde
eritildi.

e Otoklavda 121°C'da 15 dakika steril edildi.

e Otoklav ¢ikisinda 45-50°C'a sogutuldu.

e %5 oraninda defibrine koyun kani ilave edildi ve karistirildi.

e Petri kutularina 12,5'er ml dokiildi.
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Brucella i¢in Serum Dekstroz Agar hazirlanisi,

1 It olacak sekilde Nutrient Agar (Oxoid, Ingiltere) hazirland.

Otoklava girmeden once, 1 It. besiyerine 1/1000°lik kristal viyoleden (Merck,
Almanya) 1.4 ml ilave edildi.

Yine 1 It besi yeri i¢in 3 ml NaOH (S8045; Sigma, ABD) konuldu.
Besi yeri otoklavda 120°C 15 dakika sterilize edildi.

1 It vasat i¢in 60 ml % 20 glikozlu (Merck, Almanya) at serumu 56°C’de yarim saat

su banyosunda inaktif edildi.

Otoklavdan ¢ikan besiyeri 45-50°C’ye sogutuldu ve steril glikozlu at serumu ilave

edildi, karistirildu.

Ilikken petri kutularina 12,5’er ml dokiildii.

b) Biyokimyasal testler: Petri kutularinda iireyen kolonilerin oncelikle morfolojileri

incelendi. Sonra gram boyamalar1 yapilarak suslarin dogrulugu kanitlandi.

Gram boyama sonuglarindan sonra kanli agarda iireyen Listeria ve Brucella kolonilerinden

bazi1 biyokimyasal testler yapildi. Bunlar,

Oksidasyon ve/veya Fermentasyon (O/F) Testi: Taze kiiltiire batirilmig steril
igne her iki besi yerine dikine daldirilmak suretiyle ekildi. Bir tanesine
(fermentasyon i¢in) 1 cm kalinlikta olacak tarzda sivi steril parafin ilave edildi.
Tiplerin agz iyice kapatildi ve 37°C de 2 giin inkiibasyonda tutuldu. Tiiplerdeki

renk degisimi degerlendirildi.

Katalaz Testi: Kat1 besi yerinde iiremis olan mikroorganizma kolonilerinden platin
0ze yardimi ile yeterli miktarda alinarak temiz ve yagsiz bir lamin tizerine konuldu.
Sonra buna % 30 luk hidrojen peroksidden bir damla damlatildi. Kabarcik olusup

olugsmamasina gore degerlendirme yapildi.

Indol Testi: Mikroorganizmalar iginde triptofan bulunan siv1 besi yerine ekildikten
sonra 37°C de 2 giin inkubasyona birakildi. Sonra kiiltiirlerin iizerine kovacs
ayiracindan 0.5 ml ilave edildi ve iyice karigtirildi. Tiip {ist kisminda olusan kirmizi

ve sar1 halkalara gore degerlendirme yapildi.
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¢ Karbonhidrat Fermentasyon Testi: Triple Sugar Iron besiyeri kullanildi. Taze
kiiltiire batirilmis steril igne uclu 6ze tlipteki yatik besiyerine batirildi ve ¢izgi ekim
yapildi. 37°C’de 2 giin inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon sonunda laktoz, siikroz,

glikoz fermentasyonu okundu.

e Ureaz Testi: Ureli buyyon igerisine mikroorganizmalar ekildikten sonra 37°C’de 2

giin inkiibasyona birakildi. Renk degisimi degerlendirildi.

e Oksidaz Testi: Ayirag emdirilmis hazir kagitlar lizerine bakterinin taze
kiiltiirinden alinan koloniler siiriildi. 10-15 saniye sonra renk olusumuna gore

degerlendirme yapildi.

3.2.2. Bakteri Sayimi
3.2.2.1. Kiiltiirden direkt sayim:

Listeria monocytogenes i¢in, Nutrient agarda lireyen kolonilerden Mc Farland 5 tiipiline
gore bakteri siispansiyonu hazirlandi ve FTS i¢inde 10 katli sulandirmalar yapildi. Yapilan
her diliisyondan 0.1 ml alinarak nutrient agarli plaklara yayma ekim yapildi. 37°C’de 2 giin
inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon sonunda bakteri kolonileri sayildi ve sonuglar

arasindaki uyum incelendi. Sonuglar cfu (colony forming unit) cinsinden yazildi.

Brucella abortus igin; Serum dekstroz agarda iireyen kolonilerden Mc Farland 5 tiipiine
gore bakteri siispansiyonu hazirland1 ve FTS i¢inde 10 kathi sulandirmalar yapildi. Yapilan
her diliisyondan 0.1 ml alinarak serum dekstroz agarli plaklara yayma ekim yapildi. Ekimi
yapilan petriler 3 farkli ortama kaldirildi. Birincisi, 37°C lik etiive aerob sartlarda; ikincisi,
37°C lik etiive anaerob jar igine mum yakilarak; {i¢linciisii ise yine 37°C lik etiive anaerob
jar icine bu sefer gas generating kit (Oxoid) koyularak petriler kaldirildi. 5 giinliik

inkiibasyon siiresi sonunda sonuglar karsilastirildi ve cfu cinsinden yazildu.
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3.2.2.2. Siit orneklerinden sayim

a) Siit sterilizasyonu: Taze sagilan, islem gormemis sigir siitleri bekletilmeden isleme
alindi. Mikroorganizma kontrolii yapildi. Siitiin 6zelliklerinin kaybolmamas: i¢in diigiik

sicaklikta steril edildi. Bunun i¢in su banyosunda 62°C’de 30 dakika bekletildi.

b) Farkh 6n islemden gegirilen siitlerde sayimlar: Bu calismadaki amag, siit igerisine
bellirli diliisyonlarda ilave edilen bakterilerin cfu/ml cinsinden sayimini yapmak ve bu
ilave edilen bakterilerin, siit farkli ortamlarda bekletildiginde siitiin {ist kisminda mi

(yaginda) yoksa alt kisminda mi1 daha fazla toplandigini saptamakti. Bunun igin,

e Listeria ve Brucella’nin Mc Farland 5 tiipiine gore siispansiyonu hazirlandi.

e Steril edilmis siitler 9.9 ml olacak sekilde biiyiik tiiplere koyuldu.

e Bu tiiplerin yarisina Listeria siispansiyonundan 0.1 ml ilave edildi ve karistirildi.
e Diger yarisina da Brucella siispansiyonundan 0.1 ml ilave edildi ve karistirildi.

¢ Bundan sonra farkli 3 asama izlendi.

37°C de bekletme: Listeria ve Brucella iceren siit 6rnekleri 37°C etiive kaldirildi ve 4 saat
bekletildi. 4 saatin sonunda tiipler sarsmadan ¢ikarildi. Ustte biriken yagh kisimdan dibe
girmeden 0.1 ml alind1 ve FTS i¢inde 10 katli sulandirmalar hazirlandi. Sonra iistteki yagh
kisim atildi, dipten 0.1 ml alindi1 ve FTS igeren tiiplerde 10 katli sulandirmalar hazirlandi.
Listeria i¢in nutrient agarli plaklara yayma ekim yapildi ve 37°C de 2 giin, Brucella i¢in
serum dekstroz agarli plaklara yayma ekim yapildi ve 37°C’de 6 giin inkiibasyona

birakildi. Sonuglar CFU cinsinden yazildi.

4°C de bekletme: Listeria ve Brucella iceren birer siit 6rnekleri 4°C’de buzdolabina
kaldirild1 ve 4 saat bekletildi. 4 saatin sonunda tiipler sarsmadan cikarildi. Ustte biriken
yagli kisimdan dibe girmeden 0.1 ml alindi ve FTS iginde 10 kath sulandirmalar
hazirland1. Sonra tstteki yagli kisim atildi, dipten 0.1 ml alind1 ve FTS igeren tiiplerde 10
katl sulandirmalar hazirlandi. Listeria i¢in nutrient agarli plaklara ekim yapildi ve 37°C de
2 giin, Brucella i¢in serum dekstroz agarli plaklara yayma ekim yapildi ve 37°C’de 6 giin

inkiibasyona birakildi. Sonuglar CFU cinsinden yazildi.
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Oda 1sisinda bekletme ve santrifiij: Listeria ve Brucella igeren birer siit 6rnekleri oda
1s1sinda 10 dakika bekletildi ve santrifiyj tiiplerine alindi. 2000 devirde 15 dakika santrifiij
edildikten sonra tiipler sarsmadan ¢ikarildi. Ustte biriken yagli kisimdan dibe girmeden 0.1
ml alindi ve FTS iginde 10 katl sulandirmalar hazirlandi. Sonra iistteki yagl kisim atildi,
dipten 0.1 ml alind1 ve FTS igeren tiiplerde 10 kath sulandirmalar hazirlandi. Listeria i¢in
nutrient agarli plaklara ekim yapild1 ve 37°C de 2 giin, Brucella i¢in serum dekstroz agarl
plaklara yayma ekim yapildi ve 37°C’de 6 giin inkiibasyona birakildi. Sonuglar CFU

cinsinden yazildu.

Yukaridaki deneyler 4’er siit 6rnegiyle 2’ser kere tekrarlandi ve sonuglar bunun ortalamasi

olarak kaydedildi.

3.2.3. PCR Cahsmalan

PCR igin sirastyla ekstraksiyon, amplifikasyon, elektroforez ve goriintilleme islemleri

gerceklestirildi.
3.2.3.1. Bakterilerin hazirlanmasai:

a) Kiiltiirden bakterilerin hazirlanmasi: Brucella ve Listeria susunun logaritmik faz
kiiltiirinden FTS i¢inde 10 kathi sulandirmalar hazirlandi. Serum dekstroz agarda ve
nutrient agarda CFU (colony forming unit) cinsinden bakteri sayimlar1 yapildi ve sonuglar
degerlendirildi. Sonraki asamada sulandirmalar 10.000 rpm’de 10 dakika santrifiij edilerek
tistteki sivi atildi. Peletler DNA ekstraksiyon protokollerine gore farkli sivilar ile

sulandirildi. Bu asamadan sonra DNA ekstraksiyonuna geg¢ildi.

b) Siit orneklerinden bakterilerin hazirlanmasi: Calismanin asil amaci olan; siit
icerisindeki yagin PCR’a olan etkisini ve bakterilerin yaga tutunma 6zelligini anlamak igin,

birbirine paralel 2 farkli ¢alisma yapildi.

1. Deney: Steril edilmis sigir siitleri 0.9 ml olacak sekilde tiiplere boliindii. Ayri
tiiplerde FTS ile hazirlanan 10 kathi bakteri diliisyonlarindan 0.1 ml alinarak
stitlerin tlizerine pipetlendi. Hazirlanan siit-bakteri siispansiyonlar1 karistirildiktan

sonra hazirlanan bu siitlerden DNA ekstraksiyonuna gegildi.
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2. Deney: Steril edilmis sigir siitleri 0.9 ml olacak sekilde tiiplere boliindii. Ayri
tiplerde FTS ile hazirlanan 10 katli bakteri diliisyonlarindan 0.1 ml alinarak
stitlerin tlizerine pipetlendi. Hazirlanan siit-bakteri siispansiyonlar1 karistirildiktan
sonra diislik devirlerde santrifiij edilerek siitiin yag1 ayrildi. Hazirlanan yagsiz siit-
bakteri siispansiyonlar1 karigtirildiktan sonra bu siitlerden DNA ekstraksiyonuna

gecildi.

¢) Yagh ve yagsiz siitten sayim ¢alismasi: Sayim ¢alismas1 PCR’a girecek ornekler i¢in
yapildi. PCR bulgulari, yagli ve yagsiz siitten yapilan bu saymmlar ile beraber
degerlendirildi.

Oncelikle, Brucella ve Listeria susunun logaritmik faz kiiltiiriinden FTS icinde 10 katli
sulandirmalar hazirland1 (Mc Farland 5). 0.9 ml siit bulunan tiiplere 0.1 ml olarak aktarildi.

Karstirildiktan sonra,

e Her diliisyondan 0.1 ml alinarak yayma ekim yapildi. Serum dekstroz agarda ve

nutrient agarda cfu (colony forming unit) cinsinden bakteri sayimlar1 yapildi.

e Her diliisyonun diigiik devirde santrifiijlerle yagi ayrildi. Yagi ayrilan siit — bakteri
siispansiyonundan 0.1 ml alinarak yayma ekim yapildi. Serum dekstroz agarda ve

nutrient agarda cfu (colony forming unit) cinsinden bakteri sayimlar1 yapildi.

3.2.3.2. DNA ekstraksiyonu:

FTS, yagh siit ve yagsiz siit slispansiyonu icindeki bakteri kiiltiirlerinden DNA
ekstraksyonu i¢in 2 farkli protokol uygulandi.

a) Spin Kolon (Qiagen ekstraksiyon): Uretici firma tarafindan belirtilen protokole gére
yapild.

e Bakteri siispansiyonlar1 8000 rpm de 5 dakika santrifiij edildi ve iistteki siv1 atild1.

e Uzerine 200 ul resiispanse PBS ve 20 pl Proteinaz K eklendi.

e 200 pl AL buffer eklendi, vortekslendi ve 56°C’de 10 dakika inkiibe edildi.

e 200 pl etanol (% 96-100) eklendi. Mix 1iyice vortekslendi.
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Karisim 2 ml spin kolonlu koleksiyon tiipiine alindi.

8000 rpm de 1 dakika santrifiij edildi.

Spin kolumn yeni koleksiyon tiipiine alindi. 500 pl AW1 buffer eklendi.
8000 rpm’de 1 dk.santrifiij edildi. S1v1 koleksiyon tiipiine gegti.

Spin kolumn yeni koleksiyon tiiptine alindi. 500 ul AW2 buffer eklendi.
14.000 rpm’de 3 dk.santrifiij edildi. Siv1 koleksiyon tiipiine gecti.

Spin kolumn yeni mikrosantrifiij (ependorf) tiipiine alindi. 200 ul AE buffer
eklendi.

Oda sicakliginda 1 dakika inkiibe edildi.
8000 rpm’de 1 dk santrifiij edildi ve spin atildu.

Altta kalan sivi yani DNA Ornekleri amplifikasyon islemleri yapilana kadar -20°C
de template DNA olarak kullanilmak iizere saklandi.

b) Kaynatma Protokolii:

Bakteri siispansiyonlar1 10.000 rpm’de 3 dakika santrifiij edildi.
Stipernatant dokliildii ve 500 ml FTS eklendi.

12.000 rpmde 3 dakika santrifiij edildi ve tistteki siv1 atildi.

20 pl distile su eklendi.

100°C’de 10 dakika kaynatildi.

Kaynatma isleminden sonra 10 dakika -20°C’de bekletildi.

12.000 rpm’de 3 dakika santrifiij edildi ve elde edilen DNA bundan sonraki

islemlerde kullanilmak {izere -20°C’de saklandi.
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3.2.3.3. Primerler

Dog.Dr.Baris Sareyyiipoglu'nun, TUBITAK 1040237 numarali, ‘Koyunlarda abortif
Bakteriyel Infeksiyonlarm Tanisinda Multiplex-PCR Tekniklerinin Gelistirilmesi’ isimli

proje i¢in dizayn ettigi Listeria ve Brucella primerleri bu ¢alismada kullanilmistir.

3.2.3.4. PCR karisimi

PCR karisimi her bir 6rnek i¢in 25 pl’lik final hacimde olacak sekilde asagidaki gibi

hazirlandi;

e 2.,5ul 10 x PCR buffer (Fermentas, Litvanya)

e 3 ul25 mM MgCl, (Fermentas, Litvanya)

e 0,5ul 10 mM dNTP (Fermentas, Litvanya)

e (0,2 ul Tag DNA Polimeraz (Fermentas, Litvanya)

e Listeria ve Brucella mixlerine ayri ayr1 olmak {izere 1 pl Primer I ve 1 ul Primer I1

¢ Dietilpirokarbonatli su (DEPC-treated water) (Fermentas, Litvanya)

DEPC’li su ile 23 pl’lik hacme tamamlandi. Bu karisimdan her bir tiipe 23 pl konuldu ve
izerine 2 pl 6rnege ait template DNA eklenerek toplam 25 pl’lik final hacim hazirlandi.

3.2.3.5. PCR optimizasyonu i¢in hazirlanan PCR karisimi

Yukaridaki isleme ek olarak ayrica siitiin bilesimindeki bazi maddelerin PCR islemine olan
etkisini degerlendirebilmek ve optimize edebilmek igin farkli Mg™ konsantrasyonlari
iceren karigimlar deneye alindi. Yine 25 pl’lik final hacimde olacak sekilde asagidaki gibi

hazirlandi,

e 2.5ul10x PCR buffer
e 0,5ul 10 mM dNTP
e 0,2 ul Tag DNA Polimeraz
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e Listeria ve Brucella mixlerine ayr1 ayr1 olmak tizere 1 pl Primer I ve 1 pl Primer 11
e Dietilpirokarbonatli su -DEPC’li su

o MgCl,

25 mM MgCl,’den her bir karisim i¢in 8 farkli konsantrasyonda hazirlandi. Bunlar, 0.5 pl,
I wpl, 1.5 pl, 2 pl, 2.5 pl, 3 pl, 3.5 ul, 4 pul MgCl, konsantrasyonlaridir. MgCl,
konsantrasyonundaki degisime bagli olarak DEPC’li su miktar1 da her bir karigim i¢in 23
ul’ye tamamlanarak hazirlandi. Bu karigimdan her bir tiipe 23 pl konuldu ve {izerine 2 pl

ornege ait template DNA eklenerek toplam 25 pl’lik final hacim hazirlandu.

3.2.3.6. Amplifikasyon
Brucella ve Listeria suslari ile yukaridaki maddelerde belirtilen,

e FTS’den hazirlanan 6rneklerine,
e Yagli siitten hazirlanan 6rneklerine,
e Yagsiz siitten hazirlanan 6rneklerine,

e Yagl ve yagsiz siitten ekstrakte edilmis ve 8 farkli MgCl, karisimi ile hazirlanan

orneklerine,

amplifikasyon uygulandi. Amplifikasyon islemi sirasiyla 94°C’de 3 dk. 6n denatiirasyon,
94°C’de 1 dk denaturasyon, 54°C’de 1 dk primer baglanmasi, 72°C’de 1 dk ekstensiyon
asamasini igeren 30 siklustan olustu. En son asamada 72°C’de 1 dk bekletilerek reaksiyon

tamamlanda.

Bu calismada hassas terazi (Scaltec sbc41, Almanya), santrifiij (Hettich, Almanya), steril
kabin (laminar flow) (Bioair instruments, Aura 2000, Mac, italya), vorteks (Fine Vortex,

Kore) ve DNA Thermal Cycler (Biometra, Almanya) kullanildu.
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3.2.3.7. Elektroforez

PCR sonuglarinin goriintiilenmesi amaci ile amplikonlara agaroz jel elektroforez islemi
uygulandi. DNA elektroforezinde %1.5 agaroz (Prona, EU) jel kullanildi. Bunun i¢in 3 gr
agaroz 200 ml 0.5xTBE (Tris-Borate-EDTA) buffer ile karistirildiktan sonra mikrodalga
firinda eritildi. Eriyen agarozun 50°C’ye kadar sogumasi beklendikten sonra igerisine
ethidium bromid (8 pg/ml) eklenerek karistirildi. Ornek taraklari yerlestirildikten sonra jel
yatay elektroforez cihazinin yatagina dokiildii. Hazirlanan agaroz jel elektroforez tankina
yerlestirildi. Elektroforez tankina jelin ylizeyini kaplayacak sekilde 0.5xTBE buffer
konuldu. 2 pl 6x Gel Loading Dye solusyonu ile 10 pl PCR amplikon 6rnegi parafilm
tizerinde karistirilarak jeldeki gozlere konuldu. Birinci géze 3 pl 100 bp’lik DNA molekiil
agirlik standarti (Gene Ruler ™ 100 bp DNA Ladder Plus, Fermentas, Litvanya) ilave
edildi. Elektroforez cihazi gli¢ kaynagina baglanarak 180 volt 40 dk. sabit akimda jel

ebatlarina gore elektrik akimina tabi tutuldu.

3.2.3.8. Orneklerin Goriintiilenmesi

Elektroforez sonuglar1 biyo-gériintiilleme sisteminde (Gene Genius, Sygene, Ingiltere)
incelendi ve kaydedildi. Bant biiytikliikleri ve yogunluklar1 Syngene Genesnap yazilimi ile

belirlendi.

52



4. ARASTIRMA BULGULARI
4.1. BIYOKIMYASAL TEST BULGULARI

Ankara Universitesi Veteriner Fakiiltesi Mikrobiyoloji Anabilim Dali’ndan saglanan
Listeria monocytogenes ve Brucella abortus suslarinin deneye baslamadan once bazi
biyokimyasal testleri yapildi ve alinan sonuglarin dogruluguna goére bundan sonraki
asamalarda bu bakteriler kullanildi. Yapilan testler arasinda oksidasyon fermentasyon,
katalaz, indol, karbonhidrat fermentasyon testi (TSI), lireaz ve oksidaz vardir. Test

sonuclar1 Cizelge 4.1 de sunulmustur.

Cizelge 4.1. L.monocytogenes ve B.abortus suslar1 kullanilarak yapilan bazi biyokimyasal

testlerin sonuglari

Testler monzis;:;;ines Brucella abortus
O/F Fermentatif Anreaktif
Katalaz + +
Indol - _
TSI + -
Ureaz - +
Oksidaz - +
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4.2. Bakteri Sayim Bulgular
4.2.1. Kiiltiirden direkt sayim bulgulari

L. monocytogenes ve B. abortus igin, petrilerde iireyen kolonilerden Mc Farland 5 tiipii
yogunlugu referans alinarak bakteri siispansiyonu hazirlandi ve FTS iginde 10 kath
sulandirmalar yapildi. Yapilan sulandirmalardan serum dekstroz agar ve nutrient agarl
plaklara ekim yapildi. Yapilan calismalarin 10-100 aras1 bakteri kolonileri degerlendirildi

ve ortalamalar1 alindi. Sonuglar Cizelge 4.2 de gosterilmistir.

Cizelge 4.2. L.monocytogenes ve B.abortus’un kiiltiirden direkt sayimindan elde edilen

ortalama bakteri sayilar1 (2 x 4 deneyin ortalamasi)

Bakteri Inkiibasyon InkltbaS).’OIl 3 4 5
Ortam Siiresi
fotar Aerob ortam
Lister
Isteria 2 gilin 364 45 17
monocytogenes (370C)
Anaerob jar
5 glin 362 40 17
(Mum)
Anaerob jar
(Gas .
Brucella abortus . 5 giin 370 38 15
generating
kit)
Aerob ortam
5 glin 373 43 19
(37°C)

B.abortus’un 3 farkli ortamda verdigi sayim sonuglar birbirine paralel ¢ikmistir. Bundan
sonraki deney asamalarinda B.abortus igin daha pratik ve giivenilir bir ortam olan 37°C’lik

etiiv tercih edilmistir.

54



4.2.2. Farkh on islemden gegcirilen siit 6rneklerinden sayim bulgular:
a) Listeria monocytogenes

Bu caligmada McF 5 tiipii referans alinarak hazirlanan siispansiyon, siit drneklerine ilave
edildi. Sonra 3 farkli asama izlendi; 37°C ve 4°C de bekletilen siitiin alt ve tist kismindan,
santrifiij edilen siitiin de alt ve iist kismindan hazirlanan 10 kath diliisyonlarin ekimleri
yapildi. Yapilan ¢aligmalarin 10-100 aras1 bakteri kolonileri degerlendirildi ve ortalamalari

alindi. Ekim sonuglar1 Cizelge 4.3 deki gibidir.

Cizelge 4.3. L.monocytogenes’in siit 6ornekleriyle yapilan ortalama bakteri sayilart (2 x 4

deneyin ortalamasi)

Diliisyonlar 37°C 4°C Santrifiij
Alt Ust Alt Ust Alt Ust
-3 282 573 318 710 130 198
-4 24 55 33 79 17 23
-5 3 5 4 8 1 3

Ekim sonuglarinin degerlendirilmesinde, Listeria monocytogenes en fazla bakteri sayisini
stitiin Gist kisminda yani yaglh kisminda verdigi gozlendi. Yapilan galismalar ile Listeria
monocytogenes igin siitliin yagina tutunma 6zelliginin oldugu ve burada daha iyi tiredigi

saptandi.
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b) Brucella abortus

Bu c¢alismada McF 5 tiipline gbre hazirlanan siispansiyon, siit drneklerine ilave edildi.
Sonra 3 farkli asama izlendi; 37°C ve 4°C de bekletilen siitiin alt ve {ist kismindan, santrifiij
edilen siitiin alt ve st kismindan hazirlanan 10 katli diliisyonlarin ekimleri yapildi.
Yapilan caligmalarin 10-100 aras1 bakteri kolonileri degerlendirildi ve ortalamalar1 alindi.

Ekim sonuglar1 Cizelge 4.4 de sunulmustur.

Cizelge 4.4. B. abortus’un siit drnekleriyle yapilan ortalama bakteri sayilari (2 x 4 deneyin

ortalamast)
Diliisyonlar 37°C 4°C Santrifiij
Alt Ust Alt Ust Alt Ust
-3 302 289 297 219 200 196
-4 40 34 35 29 22 16
-5 5 3 5 2 4 1

Ekim sonuglarinin degerlendirilmesinde, her 3 deney i¢in degerler birbirine yakin olsada
B.abortus en fazla bakteri sayisini siitiin alt kisminda verdi ve sayim sonuglar1 3 farkl

ortamda da birbirine paralel ¢ikt.

Yapilan bu deneyler ile B.abortus’un, bekletilen ve santrifiij edilen siitte yaga tutunma

ozelliginin oldugu ama L.monocytogenes kadar ¢ok olmadigt bulundu.
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4.3. PCR Bulgulan
4.3.1. Yagh ve yagsiz siitten sayim bulgulari

Sayim calismas1 PCR’a girecek yagli ve yagsiz siit ornekleri i¢indeki Listeria ve Brucella
siispansiyonlar1 i¢in yapildi. Sonuglar cfu/ml cinsinden yazildi. PCR bulgulari, yapilan bu

sayimlar ile beraber degerlendirildi.

Cizelge 4.5. L.monocytogenes ve B.abortus’un siitten direkt sayimindan elde edilen

ortalama bakteri sayilar1 (2 x 4 deneyin ortalamasi)

Bakteri -2 -3 -4
Yagh siit 3,5x10° 350 40
Listeria
monocytogenes
Yagsiz siit 2x10° 200 13
Yagh siit 3,7x10° 370 36
Brucella
abortus
Yagsiz siit 3,4x10° 340 30

L. monocytogenes ve B. abortus ayri ayri incelendi. Sayim ¢alismasindan sonra, direkt
kiiltiirden (FTS iginde) ve yagh - yagsiz siitlerden, 2 farkli ekstraksiyon (spin kolon ve
kaynatma yontemi) ile DNA’lar elde edildi. Elde edilen DNA’larin her biri dnce standart
bir karisim ile amplifikasyona sokuldu sonra farkli Mg™ konsantrasyonlar: hazirlanarak

olusturulan 8 ayr1 karigimla amplifikasyona sokuldu.
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4.3.2. Kiiltiirden direkt elde edilen Listeria monocytogenes’in PCR sonuglari

FTS igeren tiiplerde 10 katli sulandirmalar hazirlandi. Her bir sulandirmaya spin kolon ve
kaynatma ekstraksiyon yontemi uygulandi ve iki teknigin karsilastirilmasi saglandi. (Sekil

4.1)

M12345 M12345

Sekil 4.1. FTS icindeki L.monocytogenes’in 10 katli sulandirmalarindan 2 farkli yontemle
elde edilen 132 bp DNA bantlari

M: Marker (100 bp) 1 — 5: Spin kolon yontemi ile 107 diliisyonuna kadar gézlenen
bantlar. 6 — 10: Kaynatma ekstraksiyon yontemi ile 10” diliisyonuna kadar gézlenen
bantlar

L.monocytogenes igin uygulanan kaynatma ve spin kolon ekstraksiyon yontemleri 107
diliisyonunda sayilan 17 bakteriye kadar DNA amplifikasyonunu sagladi. Her iki
tekniginde bu bakterinin FTS icerisindeki kiiltiirii i¢in uygun oldugu gozlendi.
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4.3.3. Yagh siitten elde edilen Listeria monocytogenes’in PCR sonuclari

Stit igceren tiplere, FTS igerisinde 10 kathh sulandirmalari hazirlanan bakteri

stispansiyonlar1 aktarildi. Her bir sulandirmaya spin kolon ve kaynatma ekstraksiyon

yontemi uygulandi ve karsilastirilmasi saglandi. (Sekil 4.2)

M123 M1234

Sekil 4.2. Siit i¢indeki L.monocytogenes’in 10 katli sulandirmalarindan 2 farkli yontemle
elde edilen 132 bp DNA bantlari

M: Marker (100 bp) 1 — 3: Spin kolon yontemi ile 10~ diliisyonuna kadar gozlenen
bantlar. 4 — 7: Kaynatma ekstraksiyon yontemi ile 10 diliisyonuna kadar gézlenen bantlar

Siit ierisindeki L.monocytogenes icin uygulanan spin kolon ekstraksiyon yontemleri 107
dilisyonunda sayilan 350 bakteriye kadar, kaynatma ekstraksiyon yoéntemi 107
diliisyonunda sayilan 40 bakteriye kadar DNA amplifikasyonunu sagladi. Siitlin PCR

tizerindeki inhibitdr etkisi bant sayisindaki diisme ile tespit edildi.
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4.3.4. Yagsiz siitten elde edilen Listeria monocytogenes’in PCR sonuglar

Stit igceren tiiplere, FTS igerisinde 10 kathh sulandirmalari hazirlanan bakteri
stispansiyonlar1 aktarildi. Hazirlanan siit-bakteri stispansiyonlar: diisiik devirlerde santrifiij
edilerek siitiin yag1 ayrildi. Her bir sulandirmaya spin kolon ve kaynatma ekstraksiyon

yontemi uygulandi ve karsilastirilmasi saglandi. (Sekil 4.3)

Sekil 4.3. Yagsiz siit icindeki L.monocytogenes’in 10 kath sulandirmalarindan 2 farkh
yontemle elde edilen 132 bp DNA bantlar1

M: Marker (100 bp) 1: Spin kolon yéntemi ile 10" de gézlenen bant. 2 — 4: Kaynatma
ekstraksiyon yontemi ile 107 diliisyonuna kadar gézlenen bantlar

Yagsiz siit igerisindeki L.monocytogenes ig¢in uygulanan kaynatma yontemi 107
diliisyonunda sayilan 200 bakteriye kadar, spin kolon yénteminde ise 107 diliisyonunda
saytlan 2x10* bakteriye kadar DNA amplifikasyonunu sagladi. Yagsiz siit icerisindeki
L.monocytogenes’den yapilan ekstraksiyonlar karsilastirildiginda kaynatma tekniginin spin

kolona gore daha avantajli oldugu gozlendi.

Bu c¢alismalara paralel, molekiiler asamasindan Once yapilan sayim sonuglar1 da
degerlendirildiginde L.monocytogenes’in siitiin yagina tutundugu, yagi alinmis siitte bant

netliklerinin diistiigi gozlendi.
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4.3.5. Yagh siitten elde edilen Listeria monocytogenes’in farkh MgCl,

konsantrasyonlari ile yapilan PCR sonuclar

McF 5’e gore hazirlanan bakteri siispansiyonlart seyreltme yapilmadan siit iceren tiiplere
aktarildi. Spin kolon ve kaynatma ekstraksiyon yontemi uygulanarak DNA’lar elde edildi.
Elde edilen DNA, 8 farkli MgCl, konsantrasyonu igeren karisimlarla hazirlandi ve
amplifikasyona sokuldu. Kurulan 8 farkli deney ile; siit igerisindeki Ca™ iyonunun, PCR
karisimi igindeki Mg iyonu ile etkilesimi degerlendirildi ve siitiin igerisindeki yagin ve
Ca™ iyonunun PCR fiizerine inhibitér etkisi beraber gézlendi, PCR optimizasyonu saglandi.

(Sekil 4.4 ve Sekil 4.5)

M12345067 ¢

Sekil 4.4. Yagl siitten spin kolon yontemi ile elde edilen L.monocytogenes DNA’larinin
farkl1 MgCl, karisimlari ile yapilan amplifikasyonunun elktroforezde goriiniimii

M:Marker (100 bp), 1 — 8: Spin kolon ekstraksiyon yoOntemi uygulanan DNA’larin
sirastyla, 0.5—-1—-1.5-2-2.5-3 —3.5 — 4 ul MgCl, karisimlar1 ile yapilan aplifikasyonu
sonrast gbzlenen bantlar.
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M12345678

Sekil 4.5. Yagh siitten kaynatma yontemi ile elde edilen L.monocytogenes DNA’larinin
farkl1 MgCl, karisimlari ile yapilan amplifikasyonunun elktroforezde goriiniimii

1- 8: Kaynatma ekstraksiyon yontemi uygulanan DNA’larin sirasiyla, 0.5 — 1 - 1.5 -2 —
2.5 -3 -3.5 -4 ul MgCl, karisimlar ile yapilan aplifikasyonu sonrasi gézlenen bantlar.

Yagh siitten spin kolon ve kaynatma yontemi ile elde edilen DNA’lar farkli MgCl,
konsantrasyonlarinda degerlendirildi. iki yontem iginde MgCl, konsantrasyonunun 2.5 ul

den fazla oldugu bantlarda netligin arttig1 gézlendi.

4.3.6.Yagsiz siitten elde edilen Listeria monocytogenes’in farkh MgCl,

konsantrasyonlari ile yapilan PCR sonuclar1

Siitlin yagini alma iglemi bakteri slispansiyonu katilmadan yapildi ve yagsiz siitler tiiplere
aktarildi. McF 5’e gore hazirlanan bakteri slispansiyonu seyreltme yapilmadan, yagsiz siit
iceren tiiplere eklendi. Spin kolon ve kaynatma ekstraksiyon yontemi uygulanarak
DNA’lar elde edildi. Elde edilen DNA, 8 farklt MgCl, konsantrasyonu igceren karigimlarla
hazirland1 ve amplifikasyona sokuldu. Yagsiz siit ile hazirlanan 6rneklerde siit igerisindeki
Ca™ iyonunun PCR iizerine etkisi gozlendi, PCR optimizasyonu saglandi. (Sekil 4.6 ve

Sekil 4.7)
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M123456738

Sekil 4.6. Yagsiz siitten spin kolon yontemi ile elde edilen L.monocytogenes DNA’larinin
farkl1 MgCl, karigimlari ile yapilan amplifikasyonunun elktroforezde goériiniimii

M:Marker (100 bp), 1 — 8: Spin kolon ekstraksiyon yoOntemi uygulanan DNA’larin
sirastyla, 0.5 —-1-1.5-2-2.5-3-3.5 -4 pl MgCl, karisimlari ile yapilan aplifikasyonu
sonrasi gbzlenen bantlar

M123456738

Sekil 4.7. Yagsiz siitten kaynatma yontemi ile elde edilen L.monocytogenes DNA’larinin
farkli MgCl, karigimlari ile yapilan amplifikasyonunun elktroforezde goriiniimii

M:Marker (100 bp), 1 — 8: Kaynatma ekstraksiyon yontemi uygulanan DNA’larin sirasiyla,
05-1-15-2-2.5-3-3.5-4 ul MgCl; karigimlari ile yapilan aplifikasyonu sonrasi
gbzlenen bantlar.
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Yagsiz siitten spin kolon ve kaynatma yontemi ile elde edilen DNA’lar farkli MgCl,
konsantrasyonlarinda degerlendirildi. Spin kolon yonteminde 1.5 pl den sonra bant
netliklerinin arttig1 gézlendi. Kaynatma yonteminde ise bu deger 1 ul’ye kadar diistii. Bu
calisma yagl siit ile yapilan ¢alisma ile karsilagtirildiginda; yagl siit ile gézlenen bantlar,
2.5 ul’den sonraki MgCl, konsantrasyonlarda belirginlesirken yagsiz siitte bu deger 1 ul

konsantrasyonuna kadar diistii.

4.3.7. Kiiltiirden direkt elde edilen Brucella abortus’un PCR sonuclari

FTS igeren tiiplerde 10 katli sulandirmalar hazirlandi. Her bir sulandirmaya spin kolon ve
kaynatma ekstraksiyon yontemi uygulandi ve iki teknigin karsilastirilmasi saglandi. (Sekil

4.8)

M12345 M12345

Sekil 4.8. FTS igindeki B.abortus’un 10 katli sulandirmalarindan 2 farkli yontemle elde
edilen 337 bp DNA bantlar1

M: Marker (100 bp) 1 — 5: Spin kolon yéntemi ile 10” diliisyonuna kadar gozlenen
bantlar. 6 — 10: Kaynatma ekstraksiyon yontemi ile 10” diliisyonuna kadar gézlenen
bantlar
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B.abortus icin uygulanan kaynatma ve spin kolon ekstraksiyon yontemleri 107
dilisyonunda sayilan 19 bakteriye kadar DNA amplifikasyonunu sagladi. Her iki
tekniginde bu bakterinin FTS igerisindeki kiiltiirii i¢in uygun oldugu gézlendi.

4.3.8. Yagh siitten elde edilen Brucella abortus’un PCR sonuglari

Stit igceren tiiplere, FTS igerisinde 10 kath sulandirmalari hazirlanan bakteri

siispansiyonlar1 aktarildi. Her bir sulandirmaya spin kolon ve kaynatma ekstraksiyon

yontemi uygulandi ve karsilastirilmasi saglandi. (Sekil 4.9)

M12M123

Sekil 4.9. Siit i¢indeki B.abortus’un 10 katli sulandirmalarindan 2 farkli yontemle elde
edilen 337 bp DNA bantlar1

M: Marker (100 bp) 1 — 2: Spin kolon yéntemi ile 107 diliisyonuna kadar gdzlenen
bantlar. 3 — 5: Kaynatma ekstraksiyon yontemi ile 10~ diliisyonunda gozlenen bant

Siit igerisindeki B.abortus i¢in uygulanan kaynatma yontemi 10 diliisyonunda sayilan 370
bakteriye kadar, spin kolon yonteminde ise 107 diliisyonunda sayilan 3,7x10° bakteriye
kadar DNA amplifikasyonunu sagladi. Yagli siit igerisindeki B.abortus’dan yapilan
ekstraksiyonlar karsilastirildiginda kaynatma tekniginin spin kolona gore daha avantajli

oldugu gozlendi.
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4.3.9. Yagsiz siitten elde edilen Brucella abortus’un PCR sonuglari

Stit igceren tiiplere, FTS igerisinde 10 kathh sulandirmalari hazirlanan bakteri
stispansiyonlar1 aktarildi. Hazirlanan siit-bakteri stispansiyonlar: diisiik devirlerde santrifiij

edilerek siitiin yag1 ayrildi. Her bir sulandirmaya spin kolon ve kaynatma ekstraksiyon

yontemi uygulandi ve karsilastirilmasi saglandi. (Sekil 4.10)

M12M123

Sekil 4.10. Yagsiz siit i¢indeki B.abortus’un 10 katli sulandirmalarindan 2 farkli yontemle
elde edilen 337 bp DNAbantlar1

M: Marker (100 bp) 1-2: Spin kolon yéntemi ile 107 de gdzlenen bant. 3— 5: Kaynatma
ekstraksiyon yontemi ile 10~ diliisyonuna kadar gézlenen bantlar

Yagsiz siit icerisindeki B.abortus i¢in uygulanan kaynatma yontemi 10~ diliisyonunda
sayilan 340 bakteriye kadar, spin kolon yonteminde ise 107 diliisyonunda sayilan 3,4x10°
bakteriye kadar DNA amplifikasyonunu sagladi. Yagl siit igerisindeki B.abortus’dan
yapilan ekstraksiyonlar karsilastirildiginda kaynatma tekniginin spin kolona gore daha

avantajli oldugu gozlendi.
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4.3.10. Yagh siitten elde edilen Brucella abortus’un farkli MgCl, konsantrasyonlari ile

yapilan PCR sonuclar

McF 6’ya gore hazirlanan bakteri siispansiyonlar1 seyreltme yapilmadan siit igeren tiiplere
aktarildi. Spin kolon ve kaynatma ekstraksiyon yontemi uygulanarak DNA’lar elde edildi.
Elde edilen DNA, amplifikasyon asamasinda 8 farkli MgCl, konsantrasyonu igeren
karisimlarla hazirlandi. Kurulan 8 farkli deney ile; siit igerisindeki Ca™ iyonunun, PCR
karisimi igindeki Mg iyonu ile etkilesimi degerlendirildi ve siitiin igerisindeki yagin ve
Ca™ iyonunun PCR iizerine inhibitér etkisi beraber gozlendi, PCR optimizasyonu

saglandi. (Sekil 4.11 ve Sekil 4.12)

M12345678

Sekil 4.11. Yagh siitten spin kolon yontemi ile elde edilen B.abortus DNA’larinin farkl
MgCl; karigimlar ile yapilan amplifikasyonunun elktroforezde goriinimii

M:Marker (100 bp), 1 — 8: Spin kolon ekstraksiyon yoOntemi uygulanan DNA’larin
sirastyla, 0.5 —1-1.5-2-2.5 -3 —3.5 — 4 ul MgCl, karisimlari ile yapilan aplifikasyonu
sonrasi gbzlenen bantlar
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M123456738

Sekil 4.12. Yagl siitten kaynatma yontemi ile elde edilen B.abortus DNA’larinin farkl
MgCl; karisimlar ile yapilan amplifikasyonunun elktroforezde goriintimii

M:Marker (100 bp), 1 — 8: Kaynatma ekstraksiyon yontemi uygulanan DNA’larin sirasiyla,
05-1-15-2-25-3-3.5-4 ul MgCl, karisimlar ile yapilan aplifikasyonu sonrasi
gbzlenen bantlar.

Yagh siitten spin kolon ve kaynatma yontemi ile elde edilen DNA’lar farkli MgCl,
konsantrasyonlarinda degerlendirildi. Iki yontem iginde MgCl, konsantrasyonunun 2 pl

den fazla oldugu bantlarda netligin arttig1 gézlendi.

4.3.11. Yagsiz siitten elde edilen Brucella abortus’un farkli MgCl, konsantrasyonlari

ile yapilan PCR sonuclar

Siitiin yagin1 alma islemi bakteri siispansiyonu katilmadan yapild1 ve yagsiz siitler tiiplere
aktarildi. McF 5’e gore hazirlanan bakteri slispansiyonu seyreltme yapilmadan, yagsiz siit
iceren tiiplere eklendi. Spin kolon ve kaynatma ekstraksiyon yontemi uygulanarak
DNA’lar elde edildi. Elde edilen DNA, 8 farkli MgCl, konsantrasyonu igeren karigimlarla
hazirland1 ve amplifikasyona sokuldu. Yagsiz siit ile hazirlanan 6rneklerde siit igerisindeki
Ca" iyonunun PCR fiizerine etkisi gozlendi, PCR optimizasyonu saglandi. (Sekil 4.13 ve

Sekil 4.14)
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M12345678

Sekil 4.13. Yagsiz siitten spin kolon yontemi ile elde edilen B.abortus DNA’larinin farkl
MgCl; karisimlar ile yapilan amplifikasyonunun elktroforezde goriintimii

M:Marker (100 bp), 1 — 8: Spin kolon ekstraksiyon yoOntemi uygulanan DNA’larin
sirastyla, 0.5—-1—-1.5-2—-2.5-3 —3.5 — 4 ul MgCl, karisimlar1 ile yapilan aplifikasyonu
sonrasi gbzlenen bantlar

M12345678

Sekil 4.14. Yagsiz siitten kaynatma yontemi ile elde edilen B.abortus DNA’larinin farkli
MgCl; karisimlar ile yapilan amplifikasyonunun elktroforezde gortiiniimii

M:Marker (100 bp), 1 — 8: Kaynatma ekstraksiyon yontemi uygulanan DNA’larin sirasiyla,
05-1-15-2-2.5-3-3.5-4 ul MgCl; karigimlari ile yapilan aplifikasyonu sonrasi
gozlenen bantlar
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Yagsiz siitten spin kolon ve kaynatma yontemi ile elde edilen DNA lar farkli MgCl,
konsantrasyonlarinda degerlendirildi. Iki yontem iginde MgCl, konsantrasyonunun 1 pl

den fazla oldugu bantlarda netligin arttig1 gézlendi.

Bu calisma yagh siit ile yapilan calisma ile karsilastirildiginda; yagh siit ile gdzlenen
bantlar, 2 pl’den sonraki MgCl, konsantrasyonlarda belirginlesirken yagsiz siitte bu deger

1 pl konsantrasyonuna kadar diistii.
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5. TARTISMA ve SONUC

Bircok bakteriyel patojeni identifiye edebilmek icin kullanilan geleneksel yontemler
etkenlerin selektif besiyerlerinde veya hiicre kiiltlirlerinde iiretilmeleri ve daha sonra da
fenotipik ozelliklerinin belirlenebilmesi amaciyla biyokimyasal testlerin yapilmasina
dayanmaktadir. Bu klasik yontemler, olduk¢a yavas ve zahmetlidir. Hayvanlara ait
infeksiy6z hastaliklarin 6nemi, onlarin ulusal ekonomi iizerine olan olumlu ya da olumsuz
etkilerine dayanmaktadir. Bu nedenle, mikrobiyal patojenleri identifiye edebilmek i¢in
daha duyarli, daha 6zgiil ve daha hizli yontemlerin gelistirilmesi gerekmektedir. Tam
amactyla bircok faydali nukleik asit problari ve immunolojik tani yontemleri

gelistirilmistir, ancak bu tekniklerin bir¢ok eksiklikleri mevcuttur.

Brucella ve Listeria ciddi ekonomik kayiplara neden olan daha da 6nemlisi insan sagligini
tehdit eden organizmalardir. Insanlara bulasmasi daha ¢ok siit ve siit iiriinleri ile
olmaktadir. Bu {irlinlerin insanlara ulasmadan once gerekli kontrollerinin yapilmasi ¢ok
onemlidir. Klasik tanimlama yontemleri uzun, giivenilirligi sinirli ve maliyeti daha
yiiksektir. Cabuk bozulan {iriinler oldugu i¢in bu testlere ayrilan zamanin kisa ve kolay

olmasi gerekir.

Molekiiler tekniklere dayanan metotlarin basinda gelen PCR, en iyi bilinen ve adapte
olabilen, son zamanlarda kullanimi1 yayginlik kazanmig bir tekniktir. DNA sekanslarini
biiylitme, uzunlugunu kii¢iiltme veya ¢ikarma, zenginlestirme ve mikro organizmalardan
izolasyon etmede kullanilabilir. Ayrica hizli ve giivenilir sonuglar i¢in tercih edilmektedir.
Fakat gida orneklerinin zorlugu ve igerisinde PCR inhibitorlerinin varligi teorik kurallar

sinirlar ve gida patojenlerinin aranmasinda PCR etkisini azaltir.

Listeria ve Brucella’nin siitten PCR ile tanimlanmasinin da bazi zorluklar1 vardir.
Bakteriyel hedef DNA’nin izolasyonu ve prosediir uygulamalarinda, gida bilesenlerinin
inhibitdr etkisi yapilan ¢alismanin giivenilirligini smirlandirir. Ornegin, siitte yiiksek
oranda bulunan protein, yag ve kalsiyum iyonlar1 amplifikasyon etkisini diisiirebilir.
Immiinomanyetik ayirma (Gooding and Choudary 1997; Grant et al. 200; Djonne et al.
2003), santrifiijleme (Lindqvist 1997; Hsu and Tsen 2001), proteinaz pargalanmasi
(Bickley et al. 1996; Hein et al. 2001), bakteriyel DNA’dan direk saflagtirma (Romero and
Lopez-Gonil999) gibi ¢esitli metotlar ile bakteri yogunlugu arttirilir ve PCR inhibitorleri
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uzaklagtirilir. Bu metotlar PCR i¢in etkili de olsa ¢ok zaman ve is¢ilik gerektirir. Ayrica,

spesifik reaktifler ve/veya ekipmanlara ihtiya¢ duyulur. Bu da yiiksek maliyet demektir.

Gortlinen o ki, gida kaynakli patojenlerin PCR ile teshisinde daha hizli, daha ucuz ve
giivenilir O0rnek hazirlama metotlarina ihtiyag duyulmaktadir. Bu yiizden Ankara
Universitesi  Veteriner Fakiiltesi Mikrobiyoloji ~ Anabilim Dali  Biyoteknoloji
Laboratuvarinda yiiriitiilen bu ¢alismada, siit icerisindeki PCR’a inhibit6r etkide bulunan
bilesenler saptanmis ve bu etkenlerin en aza indirilmesi arastirilmistir. Genomik DNA’nin
elde edilmesinde kolay ve kullanilir metotlar olan spin kolon ve kaynatma metotlar

karsilastirilmistir.

L.monocytogenes ve B.abortus siispansiyonlarinin siitlere aktarilmasi ve siit — bakteri
siispansiyonlarinin farkli ortamlarda bekletilmesi ve santrifiij edilmesi ile yapilan sayim
sonuglar1 degerlendirildiginde; L.monocytogenes’in siitiin yaginda en fazla sayiy1 verdigi
gozlenmistir. B.abortus’un ise siite hemen hemen homojen dagildigi ama alt kismindaki
sayimin yaga gore biraz daha fazla oldugu bulunmustur. Bu dogrultuda her iki bakteri i¢in
de siitiin yagina tutunma 6zelliginin oldugu ama L.monocytogenes i¢in bu 6zelligin daha

fazla oldugu saptanmustir.

PCR inhibitdrlerinin saptanmasinda bu c¢alisma igin, siit yagi ve Ca etkisi arastirilmistir.
Once FTS igerisindeki kiiltiirden sonra siit igerisindeki kiiltiirden yapilan PCR calismalar1
karsilastirildiginda siitiin icerisindeki bilesenlerin PCR’1 engelledigi gézlenmistir. Bunlarin
nedenlerini arastirmak i¢in yagh ve yagsiz siit orneklerinden ekstrakte edilen DNA’lar
karsilastirilmigtir. Bunun i¢in spin kolon ve kaynatma ekstraksiyon yontemleri kullanilarak

arastirma kapsami genisletilmistir.

L.monocytogenes ile yapilan PCR calismalarinda; yagl siitiin yagsiz siite gére daha fazla
bant verdigi gbzlenmistir. Mikrobiyolojik ¢aligmalarla saptanan, bakterinin yaga tutunma
ozelligi, PCR asamasinda da sonuglar1 degerlendirmede yardimci olmustur. Bickley ve
arkadaglar1 (1995), siit yagmin inhibitor etkisini arastirmislar fakat bunun i¢in marketten
aldiklar1 yagl, yarim yagh ve yagsiz siitleri kullanmislardir. Bu siitlere belirli oranlarda
aktardiklart L.monocytogenes’in PCR sonuglarini karsilastirdiklarinda yagin inhibitor
etkisinin olmadigin1 savunmuslardir. Ama market siitleri icerigindeki yag homojenize
edildigi i¢in calisma tam olarak amacina ulasmamistir. Nguyen ve arkadaslar1 (2005) da

stit orneklerinden L.monocytogenes’in DNA ekstraksiyonunu yapmislar ve PCR
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inhibitorlerini arastirmislardir. Ama siitler hazir olarak marketten saglanmis ve yag etkisi

saf dis1 birakilmistir.

Bizim c¢alismamizda bir isletmeden saglanan, islem gormemis, bekletilmeyen siitler
kullanildig1 i¢in bakterilerin yaga tutunma Ozellikleri ve yagin PCR’a olan etkileri tam
olarak saptanabilmistir. Ayn1 islem B.abortus i¢in de gerceklestirilmistir. Bu bakterinin
stitiin i¢ginde homojen dagilmasinin sonucu olarak yagl ve yagsiz siit ile yapilan PCR

calismalari arasinda ¢ok fark gézlenmemistir.

Golsteyn Thomas vd (1991) L.monocytogenes’i siit ve sigir siitlerinden teshis etmisler ve
bu islem i¢in LEB’de 6n zenginlestirme yapmislardir. Bendek vd (2002) sigir mastitine
neden olan Streptococcus agalactiae’nin ¢ig siitten PCR ile teshisini yapmuslar ve bu islem
icin Strep Select Broth iginde tiim gece inkiibasyona birakmislardir. Daha bir¢ok ¢alismada
On zenginlestirme basamagi kullanilmistir. Wu ve Kado (2004) makalelerinde: Yavas bir
zenginlestirme prosediirii siitteki baslangic miktarin1 arttirmak i¢in kullanilabilir,
dolayisiyla seyreltilmis mikroorganizmalarin se¢ilmesini arttirir. Ama gida maddelerinin
Oziindeki farklihlk ve mikroorganizma kontaminasyonu nedeniyle, bu metotun
uygulanabilir olmasi i¢in, ¢ok sayidaki gida {iriinlerinde gesitli mikrobiyel patojenlerin

aranmasinda daha fazla ¢calisma gereklidir, demistir.

Wu ve Kado (2004)’nun belirttigi gibi 6n zenginlestirme basamaginin riskli ve pratik bir
islem olmamasi nedeniyle bu calismada 6n zenginlestirme basamagi kullanilmamistir.
L.monocytogenes’in yagl siitten kaynatma yontemi ile teshisinde 40 bakteriye kadar da

saptama yapilabilmistir. Diger sonuglara bulgular kisminda ayrintili olarak yer verilmistir.

PCR’a dayali gida patojenlerinin teshisinde, 6rnek hazirlama metotlarinin en onemli
sorunu hizli ve kullaniminin kolay olmamasidir. Spin kolon ve kaynatma teknigi siit
orneklerinde Listeria ve Brucella i¢in bu sorunun iistesinden gelmistir. Spin kolon ve
kaynatma ekstraksiyon yontemlerinin karsilagtirilmasinda, kaynatma tekniginin yagh ve
yagsiz siit orneklerinin ikisinde de spin kolona gdre daha iyi bantlar verdigi gozlenmistir.
Kaynatma tekniginin hizli, kesin ve tekrarlanabilir olmasi; kullanilan ekipman ve
reaktiflerin ucuz ve kolay ulasilabilir olmasi; deneyin kisa siirmesi bu prosediirii

kolaylagtirmistir.

Bu ¢alisma da siitiin kullanilmasiyla bircok PCR inhibitorleri ile karsilasilmistir. Ornegin,

yaglar, proteinler ve iyonlar. Ayrica bazi secici zenginlestirme basamaklarinda kullanilan
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kimyasallar da PCR asamasini inhibe edebilir. (Sachse ve Frey 2003). Bu yiizden etkili bir

ekstraksiyonun yapilmasi amplifikasyon basarisi i¢in ¢ok dnemlidir.

Bickley ve arkadaslar1 (1995) siit igerisindeki kalsiyumun en biiyiilk PCR inhibitorii
oldugunu sdylemislerdir. Yaptiklar1 deneyde kalsiyumun PCR inhibisyonunu, magnezyum
miktarini arttirarak diistirmislerdir. Her iki iyonun da +2 degerlikli olmas1 yarigsmali bir
etkilesime girmelerini ve magnezyum gibi PCR’1n hayati bileseninin kalsiyum tarafindan
bastirildigim gostermislerdir. Bunun igin siite belli oranlarda aktarilan Mg™ ve Ca™
konsantrasyonlart ile karsilastirma yapilmistir. Bazi Olgililerde eklenen magnezyumun,
kalsiyum iyonlarimin inhibitor etkisini geri dondiirdiigiinii gézlemis ve bu geri doniislii

inhibisyonu siit 6rneklerinde 1spatlamislardir.

Brunner (1976)’in belirttigi lizere, siitteki toplam kalsiyum miktar1 (115 mg/100 mg), %42
kolloidal inorganik kalsiyum olarak, %27 kazeinat kalsiyum olarak, %21 ¢dziiniir kalsiyum
olarak ve %10 iyonize kalsiyum olarak bulunur. (Bickley vd 1995). Burada gosterilen PCR
inhibisyonundan da sorumludur. Kalsiyum iyonlari, polimeraz enzim ve magnezyum
iyonlar1 arasina karigir. Kalsiyum ve magnezyum iyonlarmin ikisinin de 2 degerlikli
olmasiyla reaksiyonda biri digeriyle yarigabilir. Yeterli magnezyum iyonlar1 varliginda,
enzim bu iyonlar1 basarili bir sekilde baglayabilir, boylece reaksiyon ilerler. Daha fazla
magnezyum eklenebilirse baslangic etkisi kalsiyumu yaris dis1 birakir, istenen lriinleri
yiikseltir.  Fakat, magnezyumdaki o©nemli artis, spesifik olmayan {iriinlerin
amplifikasyonuna neden olabilir. Yiiksek magnezyum konsantrasyonlarinin, spesifik
olmayan {rlin bantlarinin goriilmesinden daha 6nemli yararli etkileri vardir. Bu yiizden,
PCR’a katilan smirli konsantrasyondaki magnezyumun, inhibitér varliginda yine de

amplifikasyon sonuglarina pozitif etkisi vardir (Bickley vd 1995).

Bickley ve arkadaglari (1995)’nin izledigi yol bizim c¢alismamiz i¢in de yol gosterici
olmustur. Ca™ iyonunun etkisini azaltmak ve PCR optimizasyonu yapmak icin 8 farkli
konsantrasyonda Mg™ hazirlanmustir. Yagli ve yagsiz siitlerin her ikisinde de bu
konsantrasyonlarla hazirlanan DNA’lar amplifikasyona sokulmustur. Artan Mg ile bant
netliklerinde de artis gozlenmistir. Sonucglara bulgular kisminda ayrintili olarak yer

verilmigtir.

Innis ve arkadaslar1 (1990)’nin makalelerinde belirttigi gibi, Tag DNA polimeraz, kalip

DNA, primerler ve dNTPs serbest magnezyuma gereksinim duyar. Reaksiyondaki
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magnezyum konsantrasyonu; primerlerin baglanmasini, iiriin spesifikligini, kalip ve tiriiniin
her ikisinde de zincirleri ayr tutan sicakligi, primer-dimer etkilesimini olusturmayi, enzim
aktivitesini ve baglilig1 etkiler. Bu nedenle, reaksiyondaki iyon miktar1 amplifikasyon

sonucunu 6nemli dlgiide etkiler.

Sonug olarak bu tezde, siitten Listeri ve Brucella’nin PCR ile teshisinin kolay ve giivenilir
yontemle saptanmasi saglanmistir. Kaynatma ekstraksiyon yonteminin yaglh ve yagsiz
stitlin her ikisinde de spin kolon ekstraksiyon yontemine gore daha net sonuglar verdigi
belirlenmistir. PCR asamasindan Once yapilan mikrobiyolojik sayim calismalarinda
kurulan farkli deneyler ile her iki bakterinin de yaga tutunma o6zelliginin oldugu ama

Listeria’nin Brucella’ya gore bu 6zelliginin daha fazla oldugu gézlenmistir.

Ayrica bu tezde siit i¢erisindeki bazi bilesenlerin PCR’1 inhibe edip etmedikleri arastirilmis
ve bunun igin Ca™ ve yagm etkisi ayr1 ayr1 ve beraber degerlendirilerek karsilastirilmas:
saglanmistir. Yagin PCR iizerindeki inhibitor etkisi Brucella’da daha net saptanirken,
Listeria’nin yaga tutunma 6zelligi ile bu inhibitor etki bakteri sayisinin ¢oklugu nedeniyle
g6z ardi edilmistir. PCR iizerindeki Ca** iyonunun etkisi ise, farkli Mg konsantrasyonlari
ile bakteri DNA’larmm amplifikasyona sokulmasi ile degerlendirilmistir. Mg"™
konsantrasyonundaki artis ile bant netliklerinde de artis gdzlenmistir. Boylece Ca™

tyonunun inhibitor etkisi azaltilmis ve PCR optimizasyonu saglanmaistir.
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