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Ozet

Bu calismada, Ankara cesitli marketlerden toplanan kanatlhi et orneklerinden
immunomanyetik ayirma (IMA) yontemi ile izole edilen 6nemli bir gida patojeni
olan Salmonellalarin molekiiler yontemler kullanilarak belirlenmesi amaclanmuistir.
Bunun icin IMA sonrasi elde edilen Salmonella spp. izolatlarimin DNA’lar1 izole
edilmis ve PZR yontemi uygulanarak tiim Salmonella tiirlerinde bulunan invA
genine Ozgiin 284 b¢’ lik ve S. Enteritidis, S. gallinarum ve S. pullorum tiirlerinde
bulunan sefA genine 6zgiin 488 b¢’ lik boliimii cogaltilarak jel goriinteleme
yapilmistir. Calisma sonucunda denemeye alinan ve incelenen 50 adet tavuk eti
orneginin 11 tanesinde Salmonellalara 6zgiin 284 b¢’ lik bant (invA) gozlenirken,
bu 11 6rnegin 6 tanesinde ozellikle S. gallinarum ve S. pullorum’ da bulunan 488
be’ lik bant (sefA) belirlenmistir.

Giris

Salmonella gidalarda genelde diisiik sayilarda bulundugundan izolasyon sanslarini
artirmak icin Immunomanyetik Ayirma (IMA) yontemi gibi hizli ve giivenilir
teknikler gelistirilmis olup tanimlanmalarinda da PZR gibi molekiiler yontemler
kullanilmaktadir. IMA, karisik ve yogun mikroflora iceren bir gida orneginden
hedeflenen mikroorganizmay1 yakalayabilen siiperparamanyetik polisitiren
mikrokiireciklerin kullanimini icermektedir. PZR yontemi 6zgiin DNA dizilerinin,
sentetik oligoniikleotidler kullanilarak in vitro sartlarda enzimatik olarak
cogaltilmasini (amplifikasyonunu) miimkiin hale getiren bir yontemdir. Bu yontem,
belirli bir niikleotid dizisini iceren DNA bdlgesinin, sayisal olarak ¢ogaltilmasi
esasina dayanmaktadir.

929



Tirkiye 10. Gida Kongresi; 21-23 Mayis 2008, Erzurum

Materyal ve Yontem

Materyal

Kiiltiir, Tampon Cozeltiler, Boya Cozeltileri ve Besiyerleri, Deney Diizenekleri
ve Izolasyon Kiti

Calismada Salmonella Enteritidis ATCC 13076 kiiltiirii kullanilmistir. Ayrica;
Lambda tamponu, immiinomanyetik ayirma (IMA) yikama ¢ozeltisi (pH: 7.4), 10
mM tris-HCI c¢ozeltisi (pH: 8.0), 10 mg/mL lizozim cozeltisi, 0.5 M Na,EDTA
(disodyum etilendiamin tetraasetik asit) ¢ozeltisi (pH: 8.0) ve tris-borik asit-EDTA
(TBE) tamponu, (10x) 1 mg/mL etidyum bromiir ¢ozeltisi ve 6X yiikleme boya
cozeltisi, Rappaport Vassiliadis Soy (RVS) Broth (LAB M-Ingiltere), TS Broth, TS
Agar, Tamponlanmis peptonlu su (TPS), Xylose Lysine Deoxycholate (XLD) Agar
ve Rambach Agar (Merck) besiyerleri kullanilmistir.

Arastirmada Dynal® (Oslo, Norveg) firmasindan saglanan IMA yéntemi deney
diizenegi ve Dynal® (Oslo, Norve¢) firmasindan saglanan Dynabeads anti-
Salmonella partikiilleri kullamilmistir ve DNA izolasyonu i¢in Roche (Almanya)
markal1 high pure PCR template preparation kiti kullanilmistir.

PZR Deney Diizenegi, Oligoniikleotidler ve Jel Goriintiileme Diizenegi
Calismada THE-MWG (Almanya) markali Primus 96 termocycler ve yine ayni
firmadan saglanan ve invA geninin 284 bg¢’lik boliimiinii ¢ogaltan (1), 139 ileri
primeri (5°-GTG AAA TTA TCG CCA CGT TCG GGC AA-3’) ve 141 geri
primeri (5’-TCA TCG CAC CGT CAA AGG AAC C-3’) ve sefA geninin 488
bg¢’lik boliimiinii ¢ogaltan AO058 ileri primeri (5°-GAT ACT GCT GAA CGT AGA
AGG-3’) ve A01 geri primeri (5°-GCG TAA ATC AGC ATC TGC AGT AGC-3’
) kullanmilmastir (2).

Calismada Syngene (ingiltere) markali InGenius jel goriintiileme ve analiz sistemi
kullanilmustir.

Yontem

immunomanyetik Ayirma islemi Dynal® (Oslo, Norveg) belirttigi sekilde yapilmus
ve ISO’nun o6nerdigi Rambach ve Xylose Lysine Deoxycholate (XLD) Agar
(Merck) besiyerleri kullanilarak olas1 Salmonella spp. kolonileri belirlenmistir.

Optimizasyon caligmalarinda; kullanilan primer (0.5 puM), dNTPs (200 ve 260
uM), Taq polimeraz (1.25 U), MgCl, (2.2-3.0 mM) ve DNA (1.5uL) miktarlar ile
denatiirasyon (94 °C, 45 sn.), baglanma (50-64.5 °C, 45 sn.), uzatma (72 °C , 1
dak.) sicakliklar1 ve dongii sayist (35x) denenmistir. Daha sonra IMA yOntemi
kullanilarak elde edilen siipheli izolatlarin DNA izolasyonlar1 yapilmis ve
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izolatlarin hedef gen bolgelerinin PZR yontemi ile ¢ogaltilmasi saglanmis ve
%1.5’lik  agaroz jelde (v/v) (Serva, Almanya) elektroforez islemi
gerceklestirilmistir.

Sonug ve Tartisma

Calismada S. Enteritidis ve S. gallinarum saf kiiltir caligmasina ve tavuk
orneklerinden elde edilen izolatlara uygulanarak elde edilen PZR sonuclar1 Sekil-
1’de gosterilmistir.

Sekil 1’ de de giiriildiigii gibi denemeye alman 50 tavuk Orneginden IMA
uygulanarak elde edilen izolatlara PZR yontemi uygulandiginda toplam 12 drnekte
Salmonella spp. varligr (284 b¢’ lik bandlar) saptanirken bunlardan 6 tanesinde (4,
5, 8,9, 12, 13) 488 b¢’ lik sefA genine ait bandalar gdzlenmis ve bunlarin
muhiemelen bu gene sahip olan ve tavuk etlerinde bulunabilen S. gallinarum ve S.
pullorum olduklar1 sonucuna varilmustir.
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