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OZET

POLIMERAZ ZINCIiR REAKSiYONU (PZR) iLE
KARS CAYI’'NDA BAKTERI TAYINI

Bu yiiksek lisans tezinde, son yillarda gelistirilmis olan PZR teknigi ile Kars ilinin
sinirlar icerisinden akmakta olan Kars Cayi’nda Salmonella, Shigella ve E. Coli
taramasi yapilmistir. Calismadan elde edilen deneysel sonuglara gore Kars Cayi’ndan
aliman sularda insansal ve hayvansal kirliligin belirtegleri olan Shigella ve E.coli
bakterilerinin varligina rastlanmistir. Bu yiizden, Kars Cay1 havzasinda bulunan diger
yerlesim yerlerine ve Kars iline kanalizasyon aritma tesislerinin kurulmasi insan sagligi

ve temiz bir doga icin gereklilik arz etmektedir.

Anahtar kelimeler; PZR, Salmonella, Shigella, E. Coli, Kars Cay1
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ABSTRACT

POLYMERASE CHAIN REACTION AND DETERMINATION OF THE
BACTERIA IN THE KARS CREEK

In this MSc thesis, Salmonella, Shigella and E. Coli were scanned through the newly
developed PCR technique in the Kars Creek, which runs through Kars province. According
to the experimental results, Shigella ve E.coli bacteria, which are considered as the
indicators of human and animal pollution, were found in the sample water taken from the
Kars Creek. Therefore, the establishment of waste treatment facilities is a must in many
allocation units located along the basin of the Kars Creek and in Kars province for human

health and clean nature.

Key Words; PCR, Salmonella, Shigella, E. Coli, River Kars
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1. GIRIS

Son yillarda hizla artan diinya niifusu, plansiz kentlesme, niikleer denemeler, tarim
ilaglar1, yapay giibreler, evsel atiklar, deterjanlar ve sanayi kuruluslarinin aritmadan
desarj ettikleri cesitli kimyasal maddeler ve 6zellikle sehir kanalizasyon atiklarinin su
kaynaklarina karigsmasi, diinyay1 énemli ol¢iide kirleterek bugiin oldugu gibi gelecekte
de en biiyilk problemlerden birisini olusturacaktir. Hijyen kurallarinin yeterince
uygulanmadigi, atik su sistemlerinin istenilen diizeyde olmadigr iilkelerde cevre
kirliliginin bir pargas: olarak; insan ve hayvan diskilariyla atilan bagirsak patojeni
mikroorganizmalar deniz, gol ve akarsulara karigmakta ve i¢inde yasayan canlilar1 da
kontamine edebilmektedir. Ozellikle besin hijyenine iliskin control mekanizmalarinin
az oldugu iilkemizde kirli sulardan ¢ikarilan midye ve balik gibi su iiriinlerinin bir¢cok
hastalik olusturacak mikroorganizmalari insanlara bulastirmada Onemli rolleri

olabilecegi agiktir.

Diger gida maddelerinde oldugu gibi su iiriinlerinde de hastalik yapici cesitli
mikrorganizmalar  gelisebilmektedir. Bunlar genellikle; Salmonella, Shigella,
Clostridium, Vibrio, ve Escherichia coli (E. Coli) gibi bakterilerdir. Salmonella insan
ve baliklarda septisemi ve gastroenteritis olusturmasi nedeniyle zoonoz karaktere
sahiptir. Kanalizasyonlarin bosaltildigi su ortamlarin1 kontamine eden bu bakterinin
ayn1 zamanda akuatik canlilar1 da enfekte etme ihtimali yiiksektir. Kirli sulardaki
patojen etkenler gerek taze ve gerekse dondurularak muhafaza edilen midyelerde uzun
siire canli kalabilmektedir. Salmonella’nin da; iyi pisirilmemis midyeler ve baliklarin
tilkketilmesiyle veya bunlarin islenmesi sirasinda agik yaralardan insanlara bulagmalari

sOz konusudur.

Gerek beseri ve gerekse veteriner hekimlikte bakteriyel hastaliklarin teshisinde kiiltiir
metodu ve biyokimyasal analizlerin yami sira, aglutinasyon, immunodifiizyon,
immunofloresans, hemaglutinasyon, radioimmun assay, enzim-bagli immunosorbent

assay (ELISA), komplement fikzasyon gibi serolojik testler, histopatolojik yontemler ve



molekiiler biyolojide biiyliik 6nem kazanan Polimeraz Zincir Reaksiyon (PZR) teknigi

de kullanilmaktadir [1-5].

Su iiriinleri igerisinde yer alan ozellikle tatlisu canlilarinin mikrobiyolojisi hakkinda
kapsamli arastirmalarin sayist azdir. Bu calismada da, son yillarda gelistirilmis olan
PZR teknigi ile Kars ilinin smirlarn igerisinden akmakta olan Kars Cayi’nda

Salmonella, Shigella ve E. Coli taramasi yapilmistir.



2. GENEL BiLGIiLER
2.1. Bakteriler

Az gelismis lilkelerde suya karisan patojen bakteriler hastalik ve oliimlerin en Onemli
nedenidir. Tifo, paratifo, cocuk ishalleri, basilli dizanteri ve diger bagirsak enfeksiyonlari
suyla bulasan baslica bakteriyel hastaliklardir. Sudaki E. coli bakterisi bilindigi gibi normal
bagirsak florasinda bulunur ve normal sartlarda hastalik etkeni degildir ama lagim sulariyla
bulagmanin giizel bir gostergesi oldugundan dolay1 diger digk: ile bulasabilecek hastaliklar
hakkinda bilgi verir. Ayn1 zamanda koliformlar yiiksek miktara ulastiklarinda kendileri de

ishalle seyreden bagirsak hastaliklarina neden olabilirler.
2.1.1. Salmonella Tipleri

Salmonella typhi (S. typhi) ve nadiren de S. Paratyphi A ve S. Schottmiilleri primer olarak
insanlarda enfeksiyonlara neden olurlar. Genellikle kontamine yiyecek ve iceceklerle
aliirlar. 10°-10° adet salmonella insanda enfeksiyon olusturmak i¢in yeterlidir. Dogada
cok yaygin olarak bulunan Salmonella etkenleri, adlarimi, Amerikali bakteriyolog
Salmon’dan almaktadir. Enterobacteriaceae familyasinin genel Ozelliklerini gosteren
Salmonella’lar 0.7-1.5x2.0-5.0 mikrometre boyutlarinda, Gram negatif ¢omak seklinde,
aerob, fakiiltatif anaerob, fekal veya oral yollarla yayilan bakterilerdir. Salmonella
aranmasinda On zenginlestirme, selektif zenginlestirme, selektif kati besiyerinde tipik
kolonilerin gosterilmesi, siipheli suslarin biyokimyasal tanisi ve aglutinasyon testleri ile

serolojik tiplendirilmesi yapilmaktadir [6-10].

Salmonella etkenlerinin kesin identifikasyonlari, biyokimyasal 6zelliklerinin ve antijenik
yapilarinin incelenmesiyle yapilmaktadir. Biyokimyasal ozelliklerine gore Salmonella
oldugu anlasilan suslar 6nce polivalan O antiserumu ile lam {izerinde agliitinasyona tabi

tutulur [11-13].



Gida maddelerinde, Salmonella belirlenmesinde Kkiiltiirel ve biyokimyasal analizlerin
yapilmast yaklasik yedi giinlik bir siireyi gerektirdiginden, hizli yontemlerin
gelistirilmesine olan gereksinim ge¢miste oldugu gibi giiniimiizde de devam etmektedir.
Bugiin kiiltiirel yontem disinda; kiiltiirel-enzimatik testler, lateks agliitinasyon testleri,
ELISA ve PZR yontemleri kullanilmaktadir. Bu yeni teknolojik metodlar; etkenlerin
genetik materyallerinin hibridizasyonu ve immunojenik substanslarin (protein, glikoprotein
vs.) saptanmasi seklinde baslica iki grup altinda toplanir. Hibridizasyon teknikleri,
genellikle materyallerde bulunabilen patojenlerin veya bu dokulara ait hiicre
DNA'’larindaki spesifik genlerin isaretli problarla ortaya konmasi ve sayisal olarak
cogaltilmas1 amaciyla kullanilmaktadir. Simdiye kadar Salmonella’larin identifikasyonu
amaciyla cok az calismada PZR teknigi kullanilmakla birlikte, bu teknik spesifitesi ve

duyarhilig1 nedeniyle diger sistemlerden daha avantajlidir [14-19].

Su {iriinlerinde Salmonella ilk olarak 1934 yilinda Dogu Kanada kiyilarinda yakalanan bir
baliktan izole edilmis, daha sonralar1 ise tatli ve tuzlu sularda yakalanan bircok balikta

farkli Salmonella tiirleri izole edilmistir [20-22].

Insan ve hayvanlarin Salmonella enfeksiyonuna yakalanmalarinda suyun enfeksiyon
kaynagi olarak rolii biiyliktiir. Prensip olarak temiz sularda Salmonella tiirleri cogalamazlar.
Fakat kirli ve bu baglamda bakteriler icin besin kaynagi iceren, uygun pH ve sicakliga

sahip sularda Salmonella cinsi bakteriler rahatlikla ¢cogalabilirler [23].

2.1.2. Shigella Tipleri

Gram negatif olan Shigella fakiiltatif anaerob olmakla birlikte en iyi aerobik olarak {irerler.
Cogu olgu 10 yasin altindaki ¢ocuklarda goriilmektedir. Orta ve Giiney Amerika’da yaygin
olarak bulunurlar. Shigella enfeksiyonlari hemen daima intestinal traktta sinirlidir, kan
yoluyla yayillim son derece nadirdir. Temel patolojik proses; mukozal epitelyumun
invazyonu, kalin bagirsak ve terminal ileumda muk6éz membranin nekrozuna yol acan

mikroabseler, ylizeysel iilserasyon, kanama ve iilserli bolgede psddomembran olusumudur.



Shigella tiirlerinin iirettigi 1stya-duyarli ekzotoksin bagirsak ve santral sinir sistemini
etkiler. Bu toksin bir enterotoksin gibi etki gostererek diyareye neden olur. Ayrica bu toksin

insanda bagirsaktan seker ve amino asit emilimini engeller.

Bir iki giin siiren inkiibasyon periyodunu takiben karin agrisi, ates ve sulu diyare baslar. Bir
giin kadar sonra enfeksiyon ileum ve kolona yayilirken defekasyon sayisi artar, sivi igerigi
azalir ama gaitada siklikla mukus ve kan bulunur. Har bagirsak hareketine karinda gerginlik
ve tenezm eslik eder. Alt kadranda karin agris1 vardir. Yetigkinlerin yarisinda ates ve diyare
2-5 giinde kendiliginden geriler, fakat yashh ve cocuklarda su ve elektrolit kaybi
dehidratasyon, asidozis ve hatta 6liime neden olabilir. Diizelme esnasinda ¢ogu hasta basili

kisa bir siire etrafa yayar, fakat ¢cok az1 kronik intestinal tagiyici olarak kalir [24].

2.1.3. Escherichia Tipleri

E.coli 1950’lerden beri iizerinde en ¢ok bilimsel aragtirma yapilan bir bakteridir. Etkenin
kisa siirede ve konvansiyonel besiyerlerinde iireyebilmesi ¢aligmalar1 kolaylastirmis ve bu
nedenle molekiiler biyolojide bir model olarak kullanilmistir. Baslangicta E.coli bir patojen
olarak diisliniilmemis ise de, daha sonraki yillarda, insanlarda ishal, dizanteri, iiriiner sistem
enfeksiyonlari, septisemi, hemolitik iiremik sendrom ve menenjit gibi hastaliklara neden

oldugu belirlenmistir [25,26].

Barsak kokenli bakterilerden Escherichia, Salmonella, Shigella memelilerin gastrointestinal
sisteminde bulunan ve en iyi bilinen fakiiltatif mikroorganizmalardir. E.coli O 157:H7
tizerinde yapilan ilk arastirmalarin baslangici, 1898 yilinda Kioshi Shiga tarafindan
Shigella dysentariae’nin epidemik bakteriyel dizanterinin etkeni olarak bulunmasiyla
baslamustir [27]. E.coli O157:H7’nin tam anlamiyla insanlar i¢in patojen oldugu ilk kez
1982 yilinda ortaya konmustur [28]. E.coli O,H ve K antijenlerine sahiptir ve O antijeni ve
DNA yoniinden Shigellaya benzemektedir. Giintimiizde yaklasik 160 tip E.coli serotipi
belirlenmistir. Bunlar arasinda patojen ve apatojen E.coli suslart bulunmaktadir [29].

Patojenite ve viriilensin belirlenmesinde serotiplerden ¢ok, bu serotiplerde bulunan adhezin



ve toksin genlerinin varliginin ortaya konmasi 6nem tagimaktadir. Hiicreye tutunma, infekte
etme ve toksin iretimi ile ilgili olan bu genler, bir E.coli susundan digerine transfer

edilebilen karakterde olup, biiyiik kromozomlar, plazmidler ve fajlarda bulunmaktadir [30].

2.2. Polimeraz Zincir Reaksiyonlar: (PZR)

PZR yontemi, bir organizma veya bir mutant gene iliskin saglam veya parcalanmis DNA
veya RNA parcasinin in vitro olarak ¢cogaltilmasini saglayan bir yontemdir. Bu yontem sag
teli ve sperm gibi degisik dokulardan elde edilen 1-2 hiicreden bile sonuca ulagilmasini

saglar.

PZR yontemi, bir gen veya DNA bdolgesinin bu bolgeye baglanan oligoniikleotid primerler
araciligl ile bir dizi replikasyon dongiisii gecirerek cogaltilmasi islemidir. PZR yonteminde
sozli edilen her replikasyon dongiisii; i) DNA’nin denatiirasyonu, ii) Primerlerin
baglanmasi ve iii) Primerlerin uzamasi, olmak iizere 3 asamadan olusur. Bu dongiiler
tekrarlanarak istenen sayida hedef DNA bolgesi elde edilir. Her dongiide olusan iiriin bir
oncekinin 2 katidir. Boylece yaklasik 20 dongiiliik bir reaksiyon sonucunda yaklasik 1
milyon DNA kopyasi elde edilir [31].

2.2.1. Polimeraz Zincir Reaksiyonlarinin Kullanim Alanlari
1-) Hedef DNA’nin ¢ogaltilmasi
2-) DNA’daki mutasyonlarin belirlenmesi

3-) Dizi analizi i¢in DNA’larin ¢cogaltilmast

4-) Laboratuar sartlarinda kontrollii mutasyon olusturulmasi

2.2.2. Polimeraz Zincir Reaksiyonlarinin Prensibi

PZR, niikleik asitlerin in vitro sartlarda replikasyonu icin gelistirilmis, bir test tiip
sistemidir. Hedef DNA/RNA’nin selektif olarak amplifikasyonuna imkan verir [32,33]. in



vivo sartlarda boliinen bir hiicrede DNA’nin replikasyonu cesitli enzimler tarafindan

diizenlenen ve genomun kopyalanmasi ile sonuclanan bir islemdir.

Bir test tiipli igerisinde gerceklestirilen PZR’da in vivo ¢ogalma Ornek olarak alimmustir.
Yalmizca DNA polimeraz enzimi yardimi ile genomun tamami degil, 6zel bolgelerin
kopyalanmas1 gerceklestirilir. Kullanilan polimeraz enzimine bagli olarak kopyalanarak
cogaltilacak olan bolgenin uzunlugu Tag DNA polimeraz i¢in 2 kb’dan kii¢iik, daha
komplike enzim veya enzim karigimlart ile 5 kb’dan daha biiyiik hatta 40-50 kb kadar
olabilmektedir [31].

In vivo sartlarda DNA replikasyonu esnasinda enzimler ilk olarak DNA’nin ¢ift zincirli
yapisini bozarak tek zincirli hale gecisini saglar. Daha sonra RNA polimeraz sentezlenir ve
replikasyon baslangic bolgesinde tek zincirli hale doniistiiriilmiis DNA zincirlerinden
birisine tamamlayict RNA’nin olusumu saglanir. Bu DNA/RNA heterodupleksi DNA
polimerazin saldiris1 i¢in bir baslatict bolge rolii oynar. Boylece DNA’nin tamamlayicisi
sentezlenir. PZR calismalarinda reaksiyonun gerceklesmesi i¢in kiiciik miktarda hedef
DNA (1-100 ng kadar) igceren 6rnek calisma soliisyonu icerisine ilave edilir. Daha sonra
ornekteki cift sarmal DNA’nin tek sarmal DNA’ya doniistiiriilmesi saglanir. Tek sarmal
DNA iplik¢iklerinin karsit1 20-30 baz ¢ifti uzunlugundaki sentetik oligoniikleotid diziler,
RNA/DNA heterodubleksini olusturmak iizere primer gibi kullanilir. Spesifik bir bolgenin
amplifikasyonu icin hedefi sinirlamak amaciyla ikinci primer kullanilir. Primerlerden birisi
tek iplikcikli DNA zincirinde baslatici bolgeyi olustururken, ikincisi de diger zincir
tizerinde sonlandirici bolgeye baglanir. Taqg DNA polimeraz enziminin yardimiyla
primerlerin baglandigi bolgeden itibaren her tek zincirli DNA zincirinin tamamlayicisi
olusturulur. Boylece iki adet cift sarmal DNA olusur. Olusan ¢ift sarmal DNA’lar yeni
amplifikasyon i¢in kalip gorevini istlenirler. Bu islem 30 siklus tekrarlandiginda birkag
saat icerisinde, hedefin milyarlarca kopyasi elde edilebilir. PZR temel olarak tekrarlayan ii¢

basamakli bir yontemdir . Bu basamaklar sirasiyla denaturasyon, baglanma ve uzamadir.



Denaturasyon

Cift iplik¢ikli DNA’nin birkag saniye 94-96 °C 1s1 ile tek iplikli DNA’ya ayrilmasidir. Bazi
calismalarda, amplifikasyon sikluslar1 baslamadan 6nce 3-5 dakikalik bir 6n denatiirasyon
isleminin, 6zellikle denatiirasyonu zor olan kalip DNA’lar i¢in yararli oldugu bildirilmistir

[34].

Baglanma

Ornek, birkac dakika 30-60 °C de tutularak, primerin (spesifik sentetik oligoniikleotidler)
tek iplikcikli DNA’daki hedef bolgelere hibridizasyonu saglanir. Bu hidrojen baglarinin
yardimi ile olur. Baglanma 1s1s1 sadece DNA/DNA eslesmesine imkan saglayacak kadar
yiksek olmalidir. Primerlerin yapis1 erime derecelerine gore hesaplanarak optimize
edilebilirse de, yaklasik olarak 20 baz ¢ifti uzunluga sahip primerlerin kullanilmas1 halinde

54 °C olarak belirlenmesi optimal sonuclari vermektedir [31].

Uzama

Polimeraz enzimi yardimu ile tek iplikcikli DNA kaliplarina baglanan primerlerin 5°> 3’
yonde uzamasidir. DNA zincirinin tamamlayicisini sentezlemesi igin 65-72 °C birkag
dakika beklenir. Taq DNA polimerazi optimal uzama isisinda yani 72-78 °C arasinda 2000
niikleotid/dakika hizinda calisir. Ancak tiim sikluslarda enzimin aym performansi
gostermesi beklenemez. Baslangi¢ sikluslarinda, dakikada bir kb uzunlugunda uzama

beklenirken, siklus sonlarina dogru uzama hizi bir miktar azalir.

Ayrica ozellikle multipleks PZR yapiliyorsa yani ayni anda birden fazla hedef bolgenin
uzatilmasi s6z konusu ise, 0 zaman enzimin tutunmasi ile niikleotidleri bularak baglanmasi
icin daha uzun siireye ihtiya¢c duyulacaktir. Bu siire iki dakika kadar olabilir. Ancak 1sinin

72 °C olmasi kiigiik uzunluktaki iiriinlerde denatiirasyon problemi yaratacagi i¢in kalip



noksanligina bagli olarak azalmaya ve 0zgiil olmayan iiriinlerin aciga ¢ikmasina neden

olacaktir. Bu nedenle 1s1 65 °C altinda tutulmalidir.

Baglanma sikluslarini takiben, orijinal DNA segmenti yeni tamamlayict DNA’lar ve yeni
kalip DNA’lar olusturur. Boylece her PZR siklusunda mevcut spesifik DNA miktart iki
katina ¢ikmaktadir.

Amlifikasyondan sonra PZR iiriinleri genellikle agoroz jel tizerindeki kuyucuklara yiiklenir
ve daha sonra elektroforeze tabi tutulur. PZR calismalarinda klasik agorozun yani sira Nu-
Sieve agar da kullanilmaktadir. Bu son agar kisa siirede 6zellikle kii¢iik amlifikasyonlarin
gosterilmesinde, klasik agarozdan daha basarili bulunmustur. Bu agarin daha saydam

olmast, jelde boyanmis bantlarin daha net goriilmesini saglamaktadir [31].

2.2.3. Polimeraz Zincir Reaksiyonunun Temel Bilesenleri

PZR’nin temel bilesenleri kalip olarak kullanilan DNA molekiilii, DNA polimeraz enzimi,
primerler, ANTP karisimi, tamponlar ve MgCl,’diir [35].

Kalip DNA

PZR’da genomik DNA’lar, plazmid ve faj DNA’lari, ¢esitli genler ve hatta herhangi bir
DNA parcast kalip olarak kullanilabilir. DNA molekiilleri amaca gére cDNA, genomik
DNA genom kitapliklar1 halinde, ya arastirma laboratuarlar1 ve kliniklerden ya da ticari

olarak elde edilebilir.

PZR’de kalip olarak tek ya da cift iplikli DNA’nin yan1 sira RNA’da kullanilabilir. Kalip
olarak RNA kullanilacaksa total RNA ya da poli(A) RNA’dan 6nce klasik yolla cDNA elde
edilir, ya da Thermus thermophilus kaynakli rekombinant TthDNA polimeraz enzimi
kullanim1 ile ayni tiipte RNA’dan DNA iiriiniiniin elde edilmesi tek kademeli olarak

yapilabilir. Eger yiiksek molekiil agirliklt genomik DNA kalip olarak kullanilacaksa, DNA



kismi kesim yapan Notl ya da Sfil gibi restriksiyon enzimleri ile kesildikten sonra
kullanilmalidir. Genellikle kalip DNA’da hedef dizinin konsantrasyonu bilinmediginden,
PZR’nin pozitif kontrol DNA ile optimizasyonu faydalidir. Optimizasyon caligmalarinda
normalde kullanilmig bir DNA parcasi i¢in nanogram, genomik DNA icin ise mikrogram

diizeyindeki miktarlar kullanilir

Polimerazlar

DNA polimeraz enzimleri, kalip iplige tamamlayici bir DNA ipligi meydana getirmek
tizere, orijinal kalip iplikteki baz bilgisini kullanarak dort cesit deoksiriboniikleozit
trifosfattan uzun poliniikleotit zincirin sentezini kataliz ederler. Bu enzimler sentezi
baslatmak icin kalip molekiildeki tamamlayic1 diziye baglanan kisa DNA parcgalarina
primerlere gerek duyarlar. Sentezin yonii 5’ uctan 3’uca dogru olup, primerin serbest 3’
hidroksil ucuna ortamdaki dNTP’lerin niikleofilik etki yapmalar1 ile, fosfodiester baglarinin

katalizi ve yeni DNA ipliginin polimerizasyonu saglanir.

Termostabil (sicakliga dayanikll) DNA polimeraz enziminin PZR’de kullanilmaya
baslanmasi arastirma ve klinik laboratuarlarinda rutin olarak yapilan deneylere teknolojik
olarak biiyiik bir avantaj saglamistir. Onceleri kullanilan Escherichia coli'nin DNA
polimeraz I enziminin klenow fragmenti sicakliga dayanikli olmadigi i¢in her PZR
dongiisiinde denatiirasyon asamasindan sonra yeniden enzim ekleme zorunlulugu
duyulmaktaydi. Ancak giiniimiizde kullanilan termostabil DNA polimerazlarla bu sorun
ortadan kalktifindan enzimin amplifikasyonun baglangicinda tiiplere konulmasi yeterli

olmaktadir.

Termostabil DNA polimerazlardan PZR’de en yaygin olarak kullamilan Thermus
aquaticus’dan elde edilen Taqg DNA polimerazdir. Taq DNA polimerazin polimerizasyon
orani (niikleotit / saniye) enzim icin en uygun sicaklik olan 70-80 °C de 35-100 diir. Bu
enzime kaliptan ayrilmaksizin kaliba ilave ettigi ortalama niikleotid sayis1 da yiiksektir. Taq

DNA polimeraz Amplitaq zincirinin uzayan ucundan niikleotidleri uzaklagtiran 5’=> 3’
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ekzoniikleaz aktivitesine sahiptir. Amplitaq, Taq DNA polimerazin E.coli’de klonlanmis ve
modifiye edilmis rekombinant formudur. Amlitaq’in 6zellikleri Taqg DNA polimerazinki ile
aynidir, ama Amplitag rekombinant oldugundan safligit Taqg DNA polimerazdan daha
fazladir ve PZR’de tercih edilir. Ancak bakteriyal DNA’larin ¢ogaltilmasinda Amplitaq
yerine Taq DNA polimeraz kullanimi daha giivenlidir. Ciinkii Amplitaq E.Coli’de
klonlandigindan bakteriye ait kontaminant DNA tasiyabilir. Bununla birlikte o6zellikle
bakteri DNA’larinin ¢ogaltilmasi amaci ile Perkin-Elmer Cetus firmasi diisiik DNA icerikli
ozel bir Amplitaq, LD iiretmistir. Yine aym firmanin irettigi rekombinant Amplitaq’in
degistirilmis bir tipi olan Stoffel fragmenti 5’ 3’ ne eksoniikleaz aktivitesi tasimaktadir;
Taq ve Amplitag’dan iki kat daha termostabil olup aynm1 zamanda magnezyum
konsantrasyonunun daha genis sinirlarinda optimum aktivite gosterir; buna bagli olarak
PZR kosullarinin optimizasyonu i¢in zaman kaybini ortadan kaldirir. Stoffel fragmenti
yiikksek termostabilitesi nedeni ile yiiksek denatiirasyon sicakliklarinin kullanilmasini
gerektiren, 6zellikle G-C ciftleri bakimindan zengin olan yada kompleks sekonder yapiya
sahip olan kalip DNA’larin ¢ogaltilmast icin tercih edilir. 5’23’ eksoniikleaz aktivitesinin
bulunmayis1 plazmid DNA’s1 gibi halkasal kaliplarin cogaltilmasinin daha etkin bir sekilde
gerceklesmesi icin Onemlidir. Taq, Amplitaq ve Amplitaq Stoffer fragmenti DNA
polimerazlar1 PZR sonunda olusan DNA iiriiniiniin 3’ ucuna bir adenin niikleotidi eklerler.

Eger PCR iiriinii klonlanacaksa bu tek baz fazlalig1 dikkate alinmalidir.

Vent™ DNA polimerazi termofilik bir arke olan Thermococcus litoralis’den izole
edilmistir. Vent'™ DNA polimeraz geni E.coli’de klonlanmustir. Ekzoniikleaz aktivitesi
tastmayan Vent (exo) ™ ve yiiksek termostabilite gdsteren diger bir tipi de (Deep Vent'™ )
gelistirilmistir. Vent'™ DNA polimerazin termostabilitesi Taq DNA polimerazdan daha
fazladir ve 8-13 kilo baz ciftlik iirlin olusturma yetenegindedir. Vent™ DNA polimeraz
hata diizeltme 6zelligi olan 3’5" eksoniikleaz aktivitesi gostermesi nedeniyle yanlis baz
eslesmelerinin olusumunu engellediginden Taq DNA polimerazdan 5-15 kat daha fazla
dogrulukta olusturur. Vent™ DNA polimeraz kiit uclu fragmentleri %95’den fazla
olusturdugundan, PZR iirlinlerinin dogrudan klonlanmalarim1 kolaylastirir. Ancak bu

enzimin 3’25’ eksoniikleaz aktivitsi nedeniyle primerlerin yok edilmesi sorun olusturur.
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Bu sorunun ortadan kaldirilmasi i¢in enzim reaksiyona en son eklenmeli ve 3’- fosforotioat

iceren primerler kullanilmalidir.

Pfu DNA polimeraz hipertermofilik bir arke olan Pyrococcus furiosus’dan izole edilmistir.
Enzim hem 5° = 3’ hem de 3’ 5’ ecksoniikleaz aktivitesine sahiptir. Pfu DNA
polimerazin dogrulugu Taq DNA polimerazdan 12 kat daha fazladir. dNTP’lerin
yoklugunda enzimin 3’-> 5’ eksoniikleaz aktivitesi kalip ve primerlerin yikimi ile
sonuclanacagindan enzim, reaksiyona Vent' ™ polimeraz gibi en son eklenmelidir. Pfu DNA
polimerazin genetik miihendisligi ile gelistirilmis tipi olan Pfu DNA polimeraz (exo )’ nun
spesifik aktivitesi Pfu DNA polimeraz’dan 10 kat daha fazla olmasina karsin, hata giderme
yetenegi olan 3’ = 5’ ekzoniikleaz aktivitesi yoktur.

Thermus thermophilus’dan izole edilen bes DNA polimerazdan ikisi PZR’de kullanilir.
Termostabil bir enzim olan ve genetik miithendisligi ile gelistirilmis Tth DNA polimeraz 70

%C dolayinda etkin bir sekilde ters transkriptaz aktivitesi gosterir.

UITma™ DNA polimerazi Termotopa maritima DNA polimerazinin degistirilmis
rekombinant tipidir. T.maritima (Tma) hipertermofilik bir bakteri olup, 90°C iistiindeki
sicakliklarda iirer. UITma™ DNA polimeraz Amplitaq DNA polimerazdan ¢ok daha
yiiksek bir termostabilite gosterir. Bu enzim 5’ 3’ ekzoniikleaz aktivitesi gostermezken,
3’> 5’ekzoniikleaz hata diizeltme aktivitesine sahiptir. Bu aktivite, enzim, primer ve
MgCly-iin bir arada bulundugu PZR kosullarinda primerin 3’ ucunu istenmeyen sekilde
degistirebilir. Bu durum reaksiyon karisimina enzim eklenmesinden once denatiirasyon i¢in
1sitma yapilarak (“Hot-start” teknigi) azaltilabilir. UITma™ DNA polimerazi ¢ogaltilan
DNA’da yiiksek diizeyde dogruluk gerektiginde kullanilmalidir [35].

Primerler
Gen cogaltilmas1 dahil PZR’nin bir c¢cok uygulamasi icin kalip DNA’ya tamamen

tamamlayici olan primerlere ihtiya¢ vardir. Genel olarak kullanilan kalip ve yiiksek oranda

baglanma saglamak iizere primerler 20-30 niikleotid uzunlugundadir. Oligoniikleotid
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primerler, primer sentezi yapan laboratuarlardan ya da ticari olarak da elde edilebilirler.
Primer tasarimi yapilirken cogaltilmasi istenen DNA dizisinin iki ucundaki dizisi bilinen

kisimlar dikkate alinir. Bu bolgelere tamamlayici olan primerler tasarlanir.
dNTP Karisim

Optimal dNTP konsantrasyonu; (1) MgCl, konsantrasyonuna, (2) reaksiyon kosullarina, (3)
primer konsantrasyonuna, (4) cogaltilmis Uriiniin boyuna , (5) PCR dongiisii sayisina
baghdir. Yapilacak PZR icin en uygun dNTP konsantrasyonu deneysel olarak

belirlenmelidir.
Tamponlar ve MgCl,

PZR’da kullanilan ¢esitli tamponlar arasinda en ¢ok kullanilan1 Tag/Amplitaq enzimlerine
0zgii olan tampondur. Diger enzimler i¢inde benzeri tamponlar bulunmakta ve bunlar
cogunlukla satin alman enzimle birlikte 10x konsantrasyonda saglanabilmektedir.
MgCl,’iin reaksiyon karisimindaki son konsantrasyonu degisebilmekle beraber genellikle
0,5-5,0 mM’hik degerler arasinda calisthir. Mg* iyonlart dNTP’ler ile ¢oziilebilir
kompleksler olustururlar, polimeraz aktivitesini stimiile ederler ve c¢ift iplikli DNA’nin Tm
degerini (Tm Degeri: Cift iplikli niikleik asit molekiillerindeki baz ciftlerinin yarisinin
ortadan kalmasina yol acan sicaklik derecesi) arttirirlar ve ayrica primer/kalip etkilesimini
saglarlar. Bu nedenle MgCl,’iin PCR’nin 6zgiilliigi ve iiriin verimi iizerinde c¢ok etkisi
vardir. Genellikle optimum MgCl, konsantrasyonu olarak 1,0-1,5 mM °‘lik degerler tercih
edilir. Diisik Mg konsantrasyonu, iirin olusumunda azalmaya , vyiiksek Mg*™
konsantrasyonu ise spesifik olmayan iiriin birikimine yol acar. MgCl, iceren tamponlar
kullaniliyorsa, ayrica MgCl, kullanimina gerek yoktur. Eger tampon MgCl, icermiyorsa,
hazir olarak elde edilen 25mM konsantrasyondaki MgCl, soliisyonu ayrica sulandirim
yapmadan final konsantrasyonu 2,5 mM olacak sekilde uygun miktarda reaksiyon

karisimina eklenir.
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2.2.4. PZR’nin Isleyisi

Termostabil DNA polimerazlar1 ve farkli sicaklik derecelerini istenilen siireler igin
otomatik olarak ayarlayabilen PZR aletlerinin (“thermal cycler”) kullanima sunulmasi,
PZR’in verimi ve kullaniminda 6nemli gelismelere yol agmistir. Verimli bir PCR ig¢in; (i)
denatiirasyon, (ii) primerlerin baglanmasi, (iii) primerlerin uzamasi, (iv) dongii sayisi, (v)
PZR makinesinin sicaklik inis ve ¢ikis siireleri onemlidir. Polimeraz zincir reaksiyonu
mikrotiiplerde gerceklesir. Amaca gore farkli PZR tiipleri ve degisik sicaklik dereceleri

kullanilabilir.

Baslangi¢ denatiirasyonu icin genomik DNA gibi kompleks kaliplarin denatiire olmasini
saglamak iizere yiiksek sicakliklar (95-100 °C) kullanilir. Ancak PZR sirasinda genellikle
en etkin denatiirasyon sicakliginin 92-95 °c oldugu saptanmistir. Denatiirasyonu ardigik
primerin baglanmasi asamasindaki Tm/baglanma sicaklifi oraninin saptanmasi, PZR
reaksiyonunun gerceklesebilmesi acisindan biiyiik bir oneme sahiptir. Bu nedenle basarili

bir PZR i¢in kullanilan cesitli formiiller arasinda en sik kullanilan1 su sekildedir.
[(A+T’lerin sayis1)x 2 °C + (G+C’ lerin sayis1)x 4OC]

Cogu zaman bu formiille hesaplanan Tm degerinin 3-5 °C altindaki sicakliklar baglanma
sicakligi olarak secilir ve daha sonra optimum sicaklik degeri denenerek saptanir. Yukarida
verilen formiil, boyu en fazla 20 niikleotid olan primerler i¢in gecerlidir. 20 niikleotitten

daha uzun olanlar i¢in gelistirilmis baska formiiller kullanilir.

Primerlerin uzamasi asamasinda genellikle Tag/Amplitagq DNA polimerazlarin
polimerizasyon aktivitesi icin ¢ogu zaman iki dakika yeterli olmakla birlikte, eger uzun
DNA parcas1 cogaltiliyorsa siire arttirilir. PZR {iriinii olan tiim molekiillerde reaksiyonun
tamamlanmasini garanti altina almak i¢in son dongiiniin uzama siiresi ¢cogunlukla uzun (10-

15 dakika) tutulur.
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Toplam dongii sayis1 25-35 arasindadir. Dongii sayisinin arttirtlmasi halinde istenmeyen
tiriinler fazlalasirken, istenilen iiriinlerde herhangi bir artis meydana gelmez. Bu yiizden

40’dan fazla dongiiden olusan PZR reaksiyonlar1 genellikle basarili sonuglar vermez [35].
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3. MATERYAL VE METODLAR

3.1. Kullanilan Arac ve Gerecler

1- Biorad-MyCycler marka PZR cihazi

2- Denver Instrument marka terazi

3- Fine Pix S 5600 model dijital fotograf makinesi ve kirmizi filtre

4- Biorad marka elektroforez gii¢ kaynagi

5- Hettich-Zetrifugen marka Micro200 model masaiistii santrifiij cihazi

6- Dahian Scientific marka Wise Clave model otoklav cihazi

7- Biohit marka hassas otomatik pipetler ve uclari

8- 200 ul , 500 ul, 1500 ul’lik ependorf tiipleri, 15 ml ve 50 ml Falkon tiipleri
9- Labart marka vorteks

10- Yellow line marka manyetik karistirici

3.2. Kullanilan Kimyasal Maddeler

1- EDTA ( CjoH14N;NayOg. 2H,0; FW: 372.24; Sigma no: E5134)
2- Tris Baz ( C4H;1NO3; FW: 121.14 ; Sigma no: T6066-)

3- Borik asit ( H3BO3; FW:61.83 ; Sigma no: B6768)

4- EtBr ( C21HpoN3.Br; FW: 394.32; Sigma no: E8751)

5- Gliserol ( CsHgO3; FW: 92.09; Sigma no: G5516)

6- Bromofenol Blue (C;9H;¢BrsOsS; FW: 669.96 Sigma no: B0126)
7- Agaroz (Sigma No: 5093)

8- ANTP (Invitrogen)

9- Primer (Operon veya Midland, Teksas, USA)

10- Tag DNA Polimeraz (Sigma)
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3.3. Kullanilan Cozelti ve Tamponlar

3.3.1. 0.5 M EDTA Hazirlams1

18.6 gr EDTA 80 ml ddH,O igerisinde ¢oziiliir ve ¢oziilmenin hizlanmasi i¢in NaOH ile

pH, 8.0’e ayarlanir ve ¢ozeltinin son hacmi 100 ml’ye tamamlanir.

3.3.2. 5X TBE Cozeltisin Hazirlamsi

-0.4 M Tris Baz

-0.4 M Borik Acid

-20 mM EDTA

1000 ml 5X TBE c¢ozeltisi hazirlamak icin

54 gr Tris Baz

27.5 gr Borik Asit

20 ml 0.5 M EDTA cozeltisi

900 mL ddH,O igerisinde karistirilir. Cozeltinin pH’1 8.0 oluncaya kadar konsantre HCl

eklenir. Son hacim 1000 ml’ye tamamlanir.

3.3.3. DNA Yiikleme Tamponu Hazirlanisi

- 400 pl gliserol,
- 300 ul 5XTBE,
- 300 pl ddH,0,
Cok az miktarda Bromofenol Blue boyasi eklenir ve yiikleme tamponunun rengi mavi

oluncaya kadar 1 M NaOH eklenir.
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3.3.4. Standart Bakterilerin Cogaltilmasi ve DNA Ektraksiyonu

E.Coli, Salmonella ve Shigella bakterilerinin tespiti i¢in pozitif kontrol olarak kullanilan
bakteriler Ankara Refik Saydam Hifzissthha Merkezi’nden temin edilmistir. Katkas
Universitesi, Fen Edebiyat Fakiiltesi, Biyoloji Boliimii, Mikrobiyoloji Anabilim Dali
Ogretim Uyesi Dog¢.Dr. Zeynep Ulukanli bu bakterileri uygun kosullarda ¢ogaltarak ve
karakterizasyonunu yaparak bizlere vermistir. Bakterilerden DNA ektraksiyonu 6 kere
dondurulup ¢oziilerek gerceklestirilmistir. Ilk once standart bakteriler ayr1 ayr tiiplerde
PZR islemine tabi tutularak standart PZR kosullari belirlenmistir. Daha sonra bu ii¢
bakteriyi tek tiipte belirleyebilmek icin Multipleks PZR uygulanmustir. Spesifik olmayan
bakteri — primer etkilesimleri incelemis fakat herhangi bir etkilesim goézlenmemistir (Data

konulmadi).

3.3.5. Ornek Toplanmasi1 ve DNA Ekstraksiyonu

Ornekler aylik olarak Mayis-Eyliil 2007 tarihleri arasinda Kars Cayr’min Kars sehri
girisinden 3 istasyon, sehir icinden 1 istasyon ve sehir ¢ikisindan 3 istasyon olmak iizere
toplam 7 istasyondan alinmistir. Bu istasyonlarin isimleri ve Resim 4.2’de verilen

numaralar su sekildedir;

1: Erzurum — Kars yolu koprii alti

2: Kafkas Universitesi, Veterinerlik Fakiiltesi - Fen Edebiyat Fakiiltesi yolu arasindaki
koprii alti

3: Kars Pasacayir1 Mahallesi, Tugay Cesmesi karsisi

4: Kars sehir ic¢i, tarthi hamamlarin yani

5: Kars Cayi sehir cikiglart, Eski tarihi koprii alti

6: Eski mezbaha 6ncesi

7: Eski mezbaha sonrasi
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Ornekler 500 mI’lik steril tek kullanimlik plastik kavanozlara su akiminin oldugu yerlerden
alindi. Ornekler aym giin laboratuvara getirilerek 10 ml’si 0.22 mikronluk filtrelerden
vakum filtrasyonu yontemiyle siiziildii (24). Filtreler iki steril cimbiz yardimiyla biikiilerek
steril 15 ml Falkon tiiplerine konuldu ve iizerlerine 1 ml steril ve filtrelenmis ddH,O
eklendi. Tiipler 1 dakika vortekslenerek filtre iizerindeki bakterilerin suya gecisleri
saglandi. 1000 rpm de 5 dakikalik bir sentrifigasyondan sonra filtreden ayrilan sulu kisim
eppendorf tiiplerine konarak analiz zamanina kadar -20 ° C’de sakland1 (24). Biitiin 6rnekler
toplandiktan sonra 6 kez dondur ¢oz yontemiyle bakteri DNA’larinin suya gecisleri

sagland1 ve bu drnekler PZR’de kullanildi (24).

3.3.6. PZR Protokolii

- 40 pl su 6rnegi

-5 ul 10 x PZR Tamponu

- 0,5 ul dNTP (10 mM)

- 1 plileri primer (10 pmol/ul)

- 1 pl geri primer (10 pmol/ul)

- 0,5 ul Taq Polimeraz enzimi (Su/ul)

- x ul ddH,O; toplam hacim 50 pl oluncaya kadar

PZR kosullart: ik denaturasyon: 94 °C 4dk, denaturasyon: 94 °C 30 sn, baglanma: 55 °C 30
sn, Uzama: 72 °C 30 sn, toplam dongii sayisi: 35. PZR iiriinleri analize kadar -20 °C de

saklandi.

3.3.7. DNA Analizleri

1,5 gr agaroz 100 ml 1xTBE ¢ozeltisi icerisinde mikrodalga firinda 1 dakika kadar 1sitilarak
cOziinmesi saglandi. Biraz sogutulduktan sonra ¢ozelti icerisine 1 ul EtBr eklendi ve

taraklan yerlestirilmis elektroforez tankina dokiildii. Yarim saat beklendikten sonra donan

jelden taraklar cekilerek uzaklastirildi ve jelin iizerini Ortecek kadar tank icerisine 1XTBE
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cozeltisi eklendi. Tarak dislerinin jel tizerinde olusturduklar1 kuyucuklara DNA’lar DNA
yiikleme tamponu ile karistirilarak yiiklendi ve 100 voltta yarim saat kosturuldu. Jel tanktan

alinarak ultraviyole 1s181nin {izerinde incelendi ve DNA bantlarinin fotograflar1 ¢ekildi.
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4. SONUC VE TARTISMA

Bu tezin amaci polimeraz zincir reaksiyonlarin1 (PZR) kullanarak Kars Cayi’nda E.Coli,
Salmonella ve Shigella bakterilerinin belirlenmesidir. Bunun i¢in Mayis-Eyliil tarihleri

arasinda aylik olarak Kars Cay1’nin 7 farkli bolgesinden su ornekleri alindi.

PZR’de kullanilacak olan bakteriler Refik Saydam Hifzissihha Merkezi’nden elde edildi.
Lifolize bakterilerin canlandirilmasi ve cogaltilmasi Biyoloji Boliimii 6gretim iiyesi
Doc.Dr. Zeynep ULUKANLI tarafindan gerceklestirildi. Bakterilere uygun primerler Dr.
Recai Ogur’un uzmanlik teziden alind1 (Tablo 4.1, 24) ve bizim laboratuvarimizdaki
kosullarda PZR gerceklestirildi ve istenilen biiylikliikte DNA bantlar1 elde edildi; E.Coli:
147 b¢, Salmonella: 526 b¢ ve Shigella: 408 b¢ (Resim 4.1.A). Daha sonra her ii¢ bakteriyi
de ayn1 anda tek tiip icerisinde bir polimeraz zincir reaksiyonu ile belirleyebilmek i¢in
multipleks PZR uygulandi (24). Bu teknikte ii¢ bakteri ve bu bakterilere 6zgiin ii¢ primer
cifti kullanilarak PZR gerceklestirildi ve ii¢ bakteriye ait 6zgiin DNA bantlar1 dogru
biiytikliiklerde gozlemlendi (Resim 4.1.B).

Tablo 4.1. Primerlerin Dizisi ve Biiyiikliigii (24)

Primer Tespit PCR iiriinii
Primer Dizisi
Adi Edilecek biiytiklugi,
Bakteri (baz cifti)
AAAACGGCAAGAAAAAGCAG
E.coli E.coli 147
ACGCGTGGTTACAGTCTTGCG
ACGGTTGTTTAGCCTGATAC
Sal Salmonella 526
CTGGATGAGATGGAAGAATG
TTGACCGCCTTTCCGATAC
Shi Shigella 408
ACTCCCGACACGCCATAGA
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Resim 4.1. Standart Bakterilerinin PZR sonuclarinin DNA agaroz gel elektroforezi.
Salmonella, Shigella ve E.Coli bakterilerine ayr ayri tiiplerde (A) veya ayni tiipte
(multiplex PZR) (B) PZR uygulandi. PZR kosullari: 94 °C 4dk, 94 °C 30 sn, 55 °C 30 sn, 72
°C 30 sn., 35 devir. DNA’lar %1.5 luk agaroz jellerinde kosturuldu. Beklenen biiyiikliikte

bantlar gézlemlendi.
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Daha sonra Kars Cayi’nin Kars sehrine giris, sehir i¢i ve sehir ¢ikist olmak tizere farkli
noktalarindan su ornekleri toplandi ve bunlar her {i¢ bakterinin de ayn1 anda saptanabilmesi
icin E.Coli, Salmonella ve Shigella bakterilerinin primerleri ile PZR’ye tabi tutuldu. Bu
deneylerin sonuclar1 Resim 4.2’de verilmistir. Bu sonuglara gore Salmonella bakterisine
orneklerin hi¢ birisinde rastlanmamustir. Shigella bakterisi ise Mayis 2007 tarihinde alinan
2 ornekte goriilmiistiir ve bu orneklerden bir tanesi sehrin girisinden digeri ise sehrin
cikisindan alinan su 6rneklerindedir. Mayis ayinda Dogu Anadolu Bolgesi’nde kar sulari
hizli bir sekilde eridigi icin Shigella bakterisinin Kars Cay1’nin havzasinda bulunan bazi
biiytik ve kiiciik 6l¢ekli yerlesim yerlerindeki evsel veya hayvansal atiklardan geldigi

diistiniilebilir.

E.coli bakterisinin goriilme siklig1 ise daha fazla olup 6zellikle Mayis ve Haziran aylarinda
bu bakteriye daha fazla rastlanmistir (Resim 4.2). Temmuz ve Agustos aylarinda ise sadece
sehrin ¢ikiglarindan alinan orneklerde goriilmiistiir. Eyliil ayinda alinan drnekler de ise bu
bakterinin tesbiti yapilamamistir (Resim 4.2). E.coli bakterisinin varlig1 insan veya hayvan
kaynakl kirliliginin bir belirtecidir. Kars Cay1’nin havzasini olusturan Dogu Anadolu
Bolgesi’ndeki yerlesim yerlerinde kanalizasyon aritma tesisi olmadigindan evsel ve
hayvansal atiklar dogrudan Kars Cay1’na verilmektedir, bu yiizden sehrin girisinde bile
bakteri tesbiti yapilabilmesi kirliligin sehrin oncesinde basladigin1 gostermektedir. Temmuz
ve Agustos aylarindaki sonuglarda kirliligin sehrin c¢ikislarinda tesbit edilmesi ise Kars ili
kaynakli kirliligin bir belirteci olarak yorumlanabilir. Eyliil ayinda bakteri tesbitinin
yapilamamasinin sebebi ise bolgenin 2007 yilinda az yagis almasi sonucu suyun i¢inde
coziinmeyen maddelerin artmasi1 ve bu maddelerin PZR’deki DNA Polimeraz’in

aktivitesini ortadan kaldirmasi olabilir.
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Resim 4.2. Kars Cay1 su drnekleri PZR sonuglarinin DNA agaroz gel elektroforezi.
Salmonella, Shigella ve E.coli bakterilerinin tespiti Multipleks PZR ile yapildi. Ornek
numaralarinin bagindaki ilk rakam o ayin numarasidir, ikici rakam ise istasyon yerini
gostermekte olup bunlar Materyal ve Metod boliimiinde verilmistir. (+) isareti bakteri
pozitif ornekleri simgelemektedir. “M” harfi DNA Belirteci anlamina gelmekte olup
belirtecin DNA bantlarinin biiyiikliigii Resim 4.1’deki gibidir. “P” harfi Pozitif kontrol
anlamina gelmektedir ve bu 6rneklerde Salmonella, Shigella ve E.coli standart bakterileri

ve bunlara spesifik primerler kullanilmistir (Tablo 4.1).
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Resim 4.2. devami. Kars Cayi su ornekleri PZR sonuglarinin DNA agaroz gel

elektroforezi.

PZR yontemi son yillarda bakteri tesbitinin de basariyla ve hizla yapildig: bir metod olarak
sikca kullanilmaya baslanmistir. Klasik bakteri belirlenmesi yontemlerine gore PZR ¢ok
daha hizli sonug¢ vermektedir ve de bu metodun hassasiyeti de daha fazladir. PZR yontemini
kullanarak Kars Cayi’ndan aldigimiz sularda yaptigimiz bu deneylerde insansal ve
hayvansal kirliligin belirtegleri olan Shigella ve E.coli bakterisine rastlanmistir. Bu yiizden,
Kars Cay1 havzasinda bulunan diger yerlesim yerlerine ve Kars iline kanalizasyon aritma

tesislerinin kurulmasi insan sagligi ve temiz bir doga icin gereklilik arz etmektedir.
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