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Ozet

Bu calismada, Ankara cevresinde yetistirilen ¢ig tiiketilen yesil yaprakh
sebzelerden immunomanyetik ayirma (IMA) yontemi ile izole edilen 6nemli bir
gida patojeni olan L. monocytogenes izolatlarinin molekiiler yontemler kullanilarak
virulanslik 6zelliginin belirlenmesi amaclanmistir. Bunun icin IMA sonrasi,
ISO’nun 6nerdigi Palcam ve Oxford Agar (Merck) besiyerlerinden izole edilen
stipheli Listeria kolonileri Kromojenik Listeria Agar (OCLA-Oxoid) besiyerine
aktarilarak zon olusturma yetenegine gore olasi Listeria monocytogenes olarak
belirlenmis ve bu izolatlara PZR yoOntemi uygulanarak patojenik Listeria
monocytogenes’ de bulundugu bilinen bir yiizey proteini olan Listeria internalin
geni (viriilanshik geni) ¢ogaltilmistir. Bu amacla internalin geni icin spesifik olan
primer ciftleri in/A-ileri ve inlA-geri kullanilarak 250 b¢ uzunlugundaki hedef DNA
cogaltilmistir. Sonug olarak; siipheli izolatlarin internalin genindeki ¢ogaltilmasi
hedeflenen bolgeyi igerip icermedikleri, dolayisiyla da virulans olup olmadiklar jel
goriintiilerinde bantlarla belirlenerek yesil yaprakli sebzelerden izole edilen L.
monocytogenes izolatlarinin virulanslik 6zellikleri molekiiler olarak gosterilmistir.
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Giris

L. monocytogenes, Olimle sonuglanabilen gida kaynakli  hastaliklar
yapabilmektedir. Son yillarda Listeria hiicrelerinin daha hizli saptanabilmesi igin
PZR yontemi gibi niikleik asit ¢ogaltilmasi sik kullanilan ydntemlerden birisi
olmugstur (1). PZR yontemi DNA igerisinde yer alan, dizisi bilinen iki segment
arasindaki 6zgilin bir gen bolgesini enzimatik olarak cogaltmak i¢in uygulanan bir
yontemdir (2).

L. monocytogenes’e 6zgii patojeniteden sorumlu gen olarak segilen “internalin A”,
bir ylizey proteini olan ve memeli hiicrelerinin ylizeyindeki bir reseptorle
etkilesime giren ve bu sekilde hiicreye girisimi saglayan internalinin sentezinden
sorumludur (3).
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Bu calismada sebze orneklerinden IMA yontemi ile izole edilmis olast L.
monocytogenes izolatlarinin internalin genindeki cogaltilmasi hedeflenen bolgeyi
icerip icermediklerinin, dolayisiyla da virulansliklarinin PZR yontemleri ile
belirlenmesi amaglanmaktadir.

Materyal ve Yontem
Materyal

Saf Kiiltiir, Boya Cozeltileri, Tampon Cozeltiler ve Besiyerleri:

Calismada Viyana’dan temin edilen L. monocytogenes (1462) saf kiiltiirli, 1 mg/mL
etidyum bromiir ¢ozeltisi, 6X yiikleme boya cozeltisi (Roche), 100 bg’ lik
molekiiler agirlik belirteci (Gene ruler, 100bp plus), Lambda tamponu, 10 mM tris-
HCI ¢ozeltisi (pH: 8.0), 10 mg/mL lizozim ¢ozeltisi, 0.5 M Na,EDTA (disodyum
etilendiamin tetraasetik asit) cozeltisi (pH: 8.0) ve tris-borik asit-EDTA (TBE)
tamponu (10x) kullanilmistir. Besiyeri olarak TS broth, TS agar ve Palcam, Oxford
Agar (Merck) ve Kromojenik Listeria Agar (OCLA-Oxoid) kullanilmstir.

DNA izolasyon Kiti, PZR Yontemi Deney Diizenegi, Oligoniikleotidler ve Jel
Goriintiileme Deney Diizenegi:

DNA izolasyon kiti olarak Roche (Almanya) marka High Pure PCR Template
Preparation Kit, PZR cihazi olarak THE-MWG (Almanya) marka Primus 96
termocycler, oligoniikleotid olarak inlA geninin 250 b¢’lik boliimiinii (Genbankasi
cikis numarast M67471) cogaltan inlA-ileri: 5’-ACT ATC TAG TAA CAC GAT
TAG TGA-3’ ve inlA-geri: 5’-CAA ATT TGT TAA AAT CCC AAG TGG-3’
primer cifti ve Syngene (Ingiltere) InGenius jel goriintiileme sistemi kullamlmistir.

Yontem

PZR tiipli ve dongiisiindeki parametrelerin optimum degerlerinin belirlendigi saf
kiiltiir ¢alismasinda; primer (0.5 uM), 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  (30x) belirtilen araliklarda denenmis ve optimum PZR kosullar
belirlenmigtir. IMA yontemi sonrasi elde edilen siipheli izolatlarn DNA
izolasyonlarinin ardindan izolatlarin hedef gen bolgeleri PZR yontemi ile
cogaltilarak jel elektroforez yonteminde gen bolgesine ait bantlar belirlenmistir.

Bulgular, Tartisma ve Sonuc

Calismada L. monocytogenes igin bulunan optimum PZR kosullar1 kullanilarak
stipheli izolatlarin hedef gen bolgelerinin ¢cogaltilmasi saglanmis ve elde edilen jel
goriintiileri Sekil-1 ve Sekil-2’de gosterilmistir.
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Sekil-1 ve 2° de farkli sebze 6rneklerine ait 33 farkli L. monocytogenes izolatininin
virulansliktan sorumlu inlA genine sahip oldugu, gene oOzgii 250 b¢’ lik bant
goriintiileri ile belirtilmistir. Calisma esnasinda hatali-pozitif ya da beklenilmeyen
iiriin (primer-dimer) bandina rastlanmamuistir.

Sonug olarak; Ankara ve cevresinden tesadiifi olarak toplanan sebze orneklerine
uygulanan IMA islemi sonrasi, ISO’nun 6nerdigi Palcam ve Oxford Agar (Merck)
besiyerlerinden izole edilen siipheli 300 adet Listeria spp. kolonisi Kromojenik
Listeria Agar (OCLA-Oxoid) besiyerine aktarilmig, bunlarin zon olusturma
yeteneklerine gore 72 adeti olasi L. monocytogenes olarak belirlenmis ve bu 72
izolat DNA izolasyon islemine tabi tutulmustur. DNA izolasyonunu takiben
yapilan PZR ile hedef gen bolgesinin ¢ogaltilmasi ve agaroz jelde PZR iiriinlerinin
yiiriitiilmesi sonucu bu 72 izolatin 33’{iniin L. monocytogenes’in virulansligindan
sorumlu inlA geninin sec¢ilen bolgesini icerdigi gozlenmistir.
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Sekil 1 ve 2: Farkli gida 6rneklerinden izole edilen in/A geninin 250 b¢’lik
bolgesini igeren L. monocytogenes jel goriintiileri; 1,17,33,41: Molekiiler agirlik
belirteci (100bg), 2,18,34,42: Pozitif kontrol, 3,19,35,43: Negatif kontrol, 4-16, 20-
32, 36-39, 44-46: Gida orneklerinden izole edilen L. monocytogenes, 40: Yiikleme
yapilmadi.
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Tesekkiir
Bu ¢calisma TUBIAK (TOVAG 106 O 108) tarafindan desteklenmistir.
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