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Bacillus anthracis 6zellikle otcul hayvanlari etkileyen ancak tim memelilerde etkili
olan sarbon hastalig1 etmenidir. B. anthracis’in patojenik 6zelligi pXO1ve pXO2 olmak iizere
iki plazmid tizerinde taginan viriilans genlerine dayanmaktadir. pXO1 antraks toksin genlerini
tizerinde tasirken pXO2 plazmidi ise bakterinin dis ylizeyinde bulunan ve konak canlinin
immiin sisteminden kagmasini saglayan bir kapsiil sentezinden sorumlu gen operonunu
tasimaktadir. B. anthracis, B. cereus grubu igerisinde yer alan ve ¢ok yiiksek monomorfik
Ozellik gosteren bir tiirdiir. Bugiine kadar gelistirilmis birgok B. anthracis polimeraz zincir
reaksiyonu (PCR) temelli tani kiti, viriilans plazmidleri izerindeki markor genlerinin tespitine
dayanmakta, B anthracis’in B. cereus grubu igerisindeki diger tiirlere kromozomal DNA
diizeyinde yiiksek benzerlik gostermesi sebebiyle cok azi kit igerisine kromozomal DNA
markorlerini dahil etmektedir. Ancak son yillarda B. anthracis pXO1 plazmidini tasiyan B.
cereus suslar kesfedilmis ve hem pXO1 hem de pXO2 plazmidlerini tastyan B. cereus suslari
Afrika’da biiyiik insanst maymunlardan izole edilmistir. Ayrica pXO2 kapsiil genlerini
tastyan B. thuringiensis suslari da mevcuttur. Bu yiizden pXO1l ve pXO2’nin varligi B.
anthracis’i diger basil tiirlerinden ayirmakta yetersiz kalmaktadir. Bu ¢alismada, pXO1 ve
pXO2 plazmidleri tizerinde yer alan viriilans genlerinin yani sira, B. anthracis’e 6zgii
kromozomal lambdoid profaj bolgesi de hedeflenerek iki farkli multipleks gergek zamanli
PCR kiti gelistirilmistir. Bu kitlerden biri tamamen bu caligmaya 6zgiin olup, saf DNA
orneklerinin yani sira sahadan elde edilen 6rneklerde de basarili bir sekilde kullanilabilecek,
yiiksek hassasiyete sahip ¢ift asamali baglanma 6zelliginde bir prob ile kromozomal bdlgenin
tespiti saglanmaktadir. Ikinci kit ise literatiirde var olan primer ve prob setlerinin bu
calismaya adapte edilmesiyle olusturulmus, alternatif olarak kullanilabilecek bir tani kitidir.
Ayrica her iki kit i¢in de yanlis negatif sonuglarin degerlendirmesinin yapilabilmesi i¢in
internal kontrol fragmentleri tasarlanmistir. Bu ¢aligma ile iki kitin de optimizasyonu yapilmis
ve basarili bir sekilde dortlii multipleks diizende ¢alisabilirligi gosterilmistir. Ayn1 zamanda
B. anthracis’e genetik olarak ¢ok yakin basil tiirlerinden olusan bir panel kullanilarak kitlerin
ozgulligii test edilmistir.

Anahtar kelimeler: Sarbon, Bacillus anthracis, ger¢ek zamanli PCR, multipleks, tan1 kiti
2019, 117 sayfa



ABSTRACT

MSc. Thesis

DEVELOPMENT OF PCR BASED MOLECULAR DIAGNOSIS KIT FOR RAPID
DETECTION OF ANIMAL DISEASES: A MODEL STUDY

Esin ISCAN VARAN

Tekirdag Namik Kemal University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Agricultural Biotechnology

Supervisor: Prof. Dr. Sezen ARAT
II. Supervisor: Dr. Esin AKCAEL

B. anthracis is the causative agent of anthrax, which is primarily affecting herbivores
but can be seen in all mammalians. Pathogenicity of B. anthracis is based on the virulence
genes carried on two plasmids, namely pXO1 and pXO2. While pXOZl1contains anthrax toxin
genes, pXO2 plasmid carries the gene operon responsible for the synthesis of a capsule which
enables the bacteria to evade the immune system of the host organism. B. anthracis is a
member of the B. cereus group and shows a highly monomorphic lineage. Many B. anthracis
polymerase chain reaction (PCR) based diagnosis kits developed up to now rely on the
detection of marker genes carried on the virulence plasmids, relatively few assays incorporate
chromosomal DNA markers due to high similarity of the B. anthracis to other B. cereus group
members at the chromosomal DNA level. However, in recent years, B cereus strains that carry
pXO1 plasmid were discovered and strains with both pXO1 and pXO2 have been isolated
from African great apes. Besides there are B. thuringiensis strains harboring pXO2 capsule
genes. Therefore, presence of pXO1 and pXO2 is insufficient in discriminating B. anthracis
from other Bacilli. In this study, two different multiplex PCR Kits targeting B. anthracis-
specific chromosomal lambdoid prophage region besides the virulence genes on the pXO1
and pXO02 plasmids were developed. One of these kits is completely specific to this study and
provides the detection of the chromosomal region with a dual-stage binding probe, which can
be used for the environmental samples as successfully as pure DNA samples. As for the
second kit, it is a diagnosis kit that can be used alternatively and formed by adapting primer
and probe sets existing in the literature. Furthermore, internal control fragments were
designed in order to evaluate false-negative results. With this study, optimization of the two
Kits presented here was performed and their ability to work successfully in a quadruple
multiplex setting was shown. At the same time, exclusivity of the kits were tested by using a
panel of Bacillus species genetically very close to B. anthracis.

Keywords: Anthrax, Bacillus anthracis, real-time PCR, multiplex, diagnosis kit
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SIMGELER VE KISALTMALAR DiZiNi

°C : Santigrat derece

ATCC : American Type Culture Collection

be : Baz gifti

BHQ1 : Black Hole Quencher 1

BLAST : Basic Local Alignment Search Tool

CO, : Karbon dioksit

Ct : Threshold cycle, probdan alinan floresans sinyalinin esik

degerin lizerine ¢iktig1 dongli numarasi

cya : Odem faktorii geni

dk : Dakika

DNA : Deoksiriboniikleik asit
dNTP : Deoksiniikleotid trifosfat
dUuTP : Deoksiurasil trifosfat
EDTA : Etilendiamin tetraasetik asit
EEO : Elektroendoosmoz

EF : Odem faktérii

Y : Gama

ar : Gram

HCI : Hidroklorik asit

HPLC : High Performance Liquid Chromatograhy
ICD . Internal Control Design
ICL - Internal Control Literature
kb : Kilobaz

L - Litre

LB : Luria Bertani s1v1 besi yeri
lef : Lethal faktor geni

LF : Lethal Faktor

M : Molar



MA : Molektiler agirlik

Mbp : Megabaz cifti

MgCl, : Magnezyum klorir

mm : Milimetre

ml : Mililitre

mM : Milimolar

MP : Mustang Purple

NaCl : Sodyum kloriir

NCBI : National Center for Biotechnology Information
ng : Nanogram

nm : Nanometre

NT : Non template

PA : Protektif antijen

pag : Protektif antijen geni
PEG9 : Polietilen glikol 9

PCR : Polimerase Chain Reaction
rDNA : Ribozomal DNA

RFU ‘Relative Fluorescence Units
rpm : Revolution per minute
TAE : Tris asetat EDTA

TBE : Tris borat EDTA

TE : TrisEDTA

Tm : Erime sicaklig

UNG : Urasil N-glikozilaz

uv : Ultraviole

\V/ : Volt

uL : Mikrolitre

um : Mikrometre
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1. GIRIS

Sarbon, otcul hayvanlarda akut enfeksiyona sebep olan ve insanlara da bulasabilen,
antik literatlirde bile tanimina rastlanan, insanlik tarihi boyunca énemli olmus bir hastaliktir.
Bilinen en eski sarbon tanimina Yaratilis Kitabi’nda (Book of Genesis), milattan 6nce 15.
yiizyilda Antik Misir’da biiylikbas hayvanlar1 6ldiiren 5. salgin olarak rastlanir (Hart ve
Beeching 2002). Antik Roma Imparatorlugu doéneminde Homer’in Ilyada’sinda ve
Hipokrat’in yazilarinda sarbon salginlarindan bahsedilmektedir. Daha sonraki donemlerde
Hindu, Yunan ve Cin edebiyatinda hem hayvanlarda hem de insanlarda sarbon vakalarinin
oldugu bahsi gegmektedir (Klemm ve Klemm 1959, Dirckx 1981). 17. yiizyil baslarinda
giiney Avrupa’da baglayan biiylik bir sarbon salgin1 60.000 insanin Sliimiine sebep olmus,
hastaliga kara lanet (black bane) adi verilmistir (Klemm ve Klemm 1959). Hastaligin deride
sebep oldugu siyah renkli piistiil sebebiyle bu hastaliga Fransizlar sarbon (charbon: kdmiir),
Ingilizler antraks (anthrax, Yunanca’da koémiir) adim vermislerdir. Sigirlarda gériilen
hastaliga “kiran” (murrain) adi verilmektedir (Eski Fransizca’daki moraine ve Latince’de

6lmek anlamindaki morire s6zciigiinden tiiretilmistir) (Hart ve Beeching 2002).

Louis Pasteur ve Robert Koch 1877’de, sarbon hastaliginin sebebinin basil formundaki
bakteriler oldugunu gostermis ve bakterinin yasam dongiisiinii karakterize etmiglerdir. Louis
Pasteur canli atteniie sarbon asis1 gelistirerek hayvanlarin sarbona karst asilanmasini
saglamistir. Sarbonun sebebi olan Bacillus anthracis, 1896’da Robert Koch tarafindan in vitro
kiiltiire alinmis ve saglikli hayvanlara kiiltiir bakterisinin transferiyle hastaligin bulastigini

gostererek Koch postulatlarinin kanitlanmasina temel olusturmustur (Hart ve Beeching 2002).

Max Sterne tarafindan 1937°de etkili bir hayvan asis1 gelistirilmesi (Sterne 1937),
penisilin  tedavisinin basarili sekilde uygulanmasi (Knudson 1986) ve Kkarantina
regililasyonlarinin hayata gecirilmesi ile birlikte diinyadaki bir¢ok iilkede besi hayvanlarinda
sarbonun goriilme sikliginda ciddi bir diisiis yasanmistir. Fakat yine de giiniimiizde sarbon
diinyanin bir¢ok bolgesinde endemik olarak goriillmeye devam etmektedir. Temelde hayvan
hastalig1 olarak kabul edilmekle birlikte, endemik olarak goriildiigli yerlerde insanlarda da
sarbon vakalarina siklikla rastlanmaktadir. Ayrica hayvanlardan elde edilen deri, yiin gibi
triinlerin islendigi meslekler de sarbona yakalanma tehlikesi agisindan riskli meslek
gruplaridir (Beyer ve Turnbull 2009). Daha ¢ok gelismekte olan iilkelerde sarbon problem

olmaya devam ettiginden, bu lilkelerden ihra¢ edilen hayvan iirlinleri de risk teskil etmektedir.



Hayvanlarda sarbon hastaliginin kontrol edildigi ve herhangi bir hastalik durumunda miimkiin
oldugunca hizli miidahale edilebildigi ekonomik olarak gelismis iilkelerde ise insanlarda
sarbona rastlanmasi1 pek olas1 goriilen bir durum degildir. Ancak son yillarda sarbonun
biyoterdr ajani olarak da kullanilma potansiyeli iizerinde durulmaktadir. Amerika’da 11 Eyliil
2001°de Diinya Ticaret Merkezi’ne yapilan saldirinin kisa bir siire ardindan ¢esitli medya
kurulusglarina ve politikacilara sarbon sporlari igeren mektuplar gonderilmis ve bunun sonucu
olarak pulmoner sarbona yakalanan 11 kisiden 5’i kurtarilamamistir (Jernigan ve ark. 2002).

Bu durum, modern diinyada tekrar sarbon hastaligina dikkatleri ¢gekmistir.

Bu ¢alismada Bacillus anthracis’in tiim suslarinin diger benzer Bacillus tiirlerinden
ayirt edilmesine olanak saglayacak ve saha drneklerinden elde edilecek izolatlarda da basarili
bir sekilde kullanilabilecek bir multipleks ger¢cek zamanli PCR (Polimeraz zincir reaksiyonu)

tani kiti olugturulmasi amaglanmaktadir.



2. KURAMSAL TEMELLER

2.1. Etiyoloji

Bacillus anthracis sarbon hastaliginin etmeni olan ve Bacillus cereus grubuna ait,
gram pozitif, aerobik ve cubuk sekilli bir bakteridir. Ayn1 zamanda hareketsiz, y fajina
duyarl, fosfolipaz C negatif ve kanli agarda hemoliz olusturmayan bir tirdiir. B. anthracis
aclikla veya baska cevresel stres faktorleriyle karsilastiginda spor olusturur ve bu sporlar
kuraklik, sicaklik, ¢esitli kimyasallar ve ultraviyole 1s18a karsi direnglidir (Watson ve Keir
1994). Bu sebeple ¢ok uzun siireler toprakta dormansi halinde kalabilirler. Ozellikle yaz
donemi sicakliklarin zirveye ulastigi donemlerde sigir, koyun, kec¢i gibi toynakli hayvanlar
otlama sirasinda antraks sporlari ile kontamine olmus topraktan soluma veya sporlar1 yutma
yoluyla hastaliga yakalanirlar. Konak organizma igine giren sporlar kisa siirede vejetatif

forma gegerek gogalirlar ve hastaliga sebep olan toksinleri iiretmeye baslarlar. (Sekil 2.1)

Cogalma 4= Germinasyon

@ Toksinler
Kapsiil
] S tabakasi
Stres faktorleri

Sporlanma
-

)
R0 °°° e B ® Toprak
0 05°. o

Sporlar
Sekil 2.1. B.anthracis yasam dongiisti (Mock ve Fouet 2001)

Antraks sporlar1 konak canlinin viicuduna girdikten sonra 3-7 giin icerisinde hastalik
belirtileri goriiliir ve genellikle belirtiler goriilmeye basladiktan sonra en geg 2 giin icerisinde
ani hayvan Olimleri meydana gelir (Schlingman ve ark. 1956). Cogu zaman 2-3 saat
oncesinde goriiniiste normal goziiken hayvanlar aniden kétiilesir ve oliir. Bazi hayvanlarda

6lmeden Once titreme, yiiksek ates, nefes almada giicliik, kasilmalar ve koma hali goriilebilir.



Oliimden sonra hayvanin kami pihtilasmayabilir ve genellikle burundan, agizdan ve viicudun
diger dogal agikliklarindan kiigiik miktarlarda kan sizintis1 goriiliir (Sterne 1959, 1966). Bu
durum hastaligin yayilmasini ve 6len hayvandan yayilan sarbon sporlarinin topragi kontamine
etmesini de beraberinde getirir. Topraga bulasan sarbon sporlar1 ¢ok direngli olduklari i¢in, bu
hastaliktan 6len hayvanin gomiildiigii yerde veya kaninin damladig1 yerde yillar sonra bile
canli kalip hastaliga sebep olabilir. Kontamine olan bolge yillar icerisinde yagislarla veya
topragin tarim amagh siiriilmesiyle daha da genisleyebilir. Topragin dekontaminasyonu
formalin, formaldehit veya klorin gibi aymi zamanda ¢evreye de zararli kimyasallarin
kullanilmasimi gerektirmektedir ve olduk¢a zahmetlidir (Manchee ve ark. 1983, Turnbull
2008). Bu durum, bir sarbon salgini durumunda olusacak hayvan kayiplariin yarattigi
ekonomik zararin yaninda, uzun siireli karantina uygulama zorunlulugu ve kontamine

topragin kullanilamaz hale gelmesiyle olusan zarar1 katlamaktadir.
2.2. Patojenez

Insanlarda sarbonun cilt enfeksiyonu, gastrointestinal enfeksiyon ve solunum yoluyla
enfeksiyon olmak iizere iic ana klinik formu bulunmaktadir. Antibiyotik ile tedavisi
zorunludur ve tedavi edilmezse veya tedavide gec kalinirsa sarbonun tiim klinik formlari
septisemi ve 6liime yol acabilir (Lakshmi ve Kumar 1992, Henry 2001, Bartlett ve ark. 2002,
Brook 2002).
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Sekil 2.2. Sarbon patofizyolojisi (Dixon ve ark. 1999)

Sarbon patofizyolojisinde viicuda deri iizerindeki c¢atlaklardan, yutma yoluyla veya
solunum yoluyla giren endosporlar makrofajlar tarafindan fagosite edilerek bolgesel lenf
diiglimlerine tasmirlar. Endosporlar makrofajlarin iginde geliserek vejetatif bakteri formuna
gecerler. Daha sonra vejetatif bakteriler makrofajlardan salinip lenfatik sistemde c¢ogalarak
dolasim sistemine girer. Kanda yogunluklari 107-10® hiicre/mL seviyesine kadar ulagabilir ve
agir septisemiye yol acarlar. Makrofajlardan salinmalarindan sonra vejetatif bakterilere kars1
herhangi bir immiin yanit olustuguna dair kanit bulunmamaktadir. Sonucunda gelisen
sistemik toksemi konak canlinin 6liimiine sebep olur (Sekil 2.2) (Ross 1957, Dixon ve ark.
1999, Guidi-Rontani ve ark. 1999)



2.3. Mikrobiyoloji

B. anthracis bakterisinin tanimlanmasi mikrobiyolojik, molekiiler ve serolojik
teknikler kullanilarak gerceklestirilebilir (Broussard 2001). B. anthracis vejetatif hiicreleri
yaklasik olarak 4 ym x 1 pum, spor formu da 2 uym x 1 pm boyutlara sahiptir. 37°C’de kan
veya agar besi yerlerinde, aerobik kosullarda hizla biiyiiyerek genis, diiz, beyazdan griye
degisen renklerde, yapiskan ve medusa basi olarak bilinen tipik bir morfolojide koloniler
olustururlar (Sekil 2.3, Sekil 2.4). Bu bakteriler ayn1 zamanda katalaz pozitiftir ve endospor

olustururlar fakat CO; yoklugunda kati medyum tiizerinde kapsiil olusturmazlar.

Sekil 2.3. B. anthracis kolonilerinin kanli agar tizerindeki tipik goriiniimii (Doganay ve
Demiraslan 2015)

Sekil 2.4. B. anthracis koloni marjinlerinin medusa basi denilen tipik goériintiisii (Anonim
2019a)



Antraks ile enfekte olmus lezyon veya dokulardan alinan Orneklerin mikroskobik
incelemesinde bakteriler tek basina veya kisa zincirler halinde ve kapsiillii olarak goriiniirler.
Kapsiillerin goriintiilenmesinde McFadyean Reaksiyonu olarak bilinen, polikromatik metilen
blue boyamasi kullanilir (Sekil 2.5). Bu boyamada bakteriler mavi renk goziikiirken
bakterilerin ¢evresinde pembe veya mor renkte bir tabaka goriiliir. Bu tabaka kapsiildiir (Sekil
2.6).

Laboratuvarda biiyiitiilen antraks kiiltiirlerinde bakteriler uzun zincirler halinde ve
uclar1 kare seklinde (box-car shaped) goriiliirler (Sekil 2.7). Eger vejetatif bakteriler kiiltiir
ortaminda 24-48 saat boyunca biiyiitiiliirlerse mevcut besinleri tiiketirler ve sonug olarak her
bir hiicrenin icinde elipsoid sekilli spor olustururlar. Bu sporlar vejetatif hiicrede genellikle
hiicre ortasinda veya ucuna yakin (subterminal) bulunurlar. Spor olusturduktan sonra
sicakliga, basinca, ultraviyole ve iyonlastirict radyasyona, kimyasal ajanlara ve

dezenfektanlara kars1 yliksek direngli hale gelirler.

Sekil 2.5. McFadyean Reaksiyonu. Polikrom metilen blue boyamasi ile boyanmis lezyondan
alinmig antraks siiriintiisiiniin mikroskop goriintiisii (Anonim 2019b)
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Sekil 2.6. Kapsiilli B. anthracis, fare akciger dokusu 6rnegi, McFadyean reaksiyonu
(Doganay ve Demiraslan 2015)

Sekil 2.7. Laboratuvar kiiltiirinde biiyiitilmiis B. anthracis. Uzun zincirler halinde box-car
veya bambu ¢ubugu denilen, uclar1 kare sekilli tipik goriinlim. Hiicre iglerinde
merkezi konumlu endosporlar goriilmekte ve sporlar boyamaya karsi yiiksek
direngli ve 15181 kiran yapida (Anonim 2019c)

B. anthracis, kanli agarda hemoliz olusturmayan, penisiline ve gamma fajina duyarli,
hareketsiz bir bakteridir ve mikrobiyolojik tanisinda bu 6zelliklerinden faydalanilir (Turnbull
ve ark. 1992). Ancak mikrobiyolojik yontemlerden sonug alinabilmesi i¢in 2 giinliik analiz
stiresi vardir ve ¢oklu analiz yapilmasi daha da uzun zaman almaktadir. Bakterinin daha erken

tespiti i¢in hizli ve dogru sonu¢ alabilecek molekiiler biyoloji yontemleri



kullanilabilmektedir. Bunlarin basinda, polimeraz zincir reaksiyonuna dayali ydntemler
gelmektedir. Bu yontemler kapsaminda klasik PCR’in yami sira gercek zamanli PCR ve
multipleks PCR da kullanilabilmektedir. Bu yontemle yapilan testler ¢ok yiiksek dogruluk
oraninda, giivenilir ve mikrobiyolojik testlerden daha hizli sonuglar vermektedir (Edwards ve
ark. 2006). Ozellikle multipleks PCR ydnteminde ayni reaksiyon igerisinde birden fazla hedef
gen bolgesinin tespiti yapilabildigi i¢in en hizli sonuglar bu yontemle alinmakta ve bu da

hastaligin zamaninda teshisi ve tedavisine olanak saglamaktadir.
2.4. B. anthracis Viriilans Faktorleri

B. anthracis’in patojenik 6zelligi pXO1 (Dixon ve ark. 1999, Okinaka ve ark. 1999a)
ve pXO2 (Okinaka ve ark. 1999b) olmak iizere iki plazmid flizerinde tasinan viriilans
genlerine dayanmaktadir. pXO1 antraks toksin elemanlar1 olan pag (koruyucu antijen geni,
PA), lef (lethal faktor, LF) ve cya (6dem faktorii, EF) genlerini 44.8 kb boyutundaki bir
patojenisite adacigi lizerinde tagimaktadir. Her bir toksin elemani tek basina toksik degildir
ancak sinerjistik olarak etkilesimde bulunurlar. Koruyucu antijen hiicre yiizey reseptorlerine
baglanabilme kapasitesine sahiptir ve EF ile LF’nin hiicre sitoplazmasina aktarilmasinda rol
oynamaktadir (Bradley ve Young 2003). PA ve EF kombinasyonu 6dem toksinini olusturarak
o6deme neden olur ve polimorfoniiklear nétrofil fonksiyonunda azalmaya yol acarak konak
canlimin B. anthracis enfeksiyonuna daha duyarli hale gelmesine sebep oldugu
diisiiniilmektedir (Brossier ve ark. 2000, Mourez ve ark. 2002). Ote yandan PA ve LF
kombinasyonu lethal toksini olusturur ve konak organizma iizerinde 6liimciil etkiye sahiptir

(Brossier ve ark. 1998).

pXO2 plazmidi ise bakterinin dis yilizeyinde bulunan poly-y-D glutamil (poliglutamat)
kapsiilii sentezinden sorumlu 5-gen operonunu (capBCADE) tasimaktadir. Bu kapsiil yapisi
sayesinde B. anthracis hiicreleri konak canlinin makrofajlari tarafindan fagosite edilememekte
ve immiin sistemden kagabilmektedir (Makino ve ark. 2002, Candela ve ark. 2005, Drysdale
ve ark. 2005).

Baz1 B. anthracis suslar1 pXO1 ve/veya pXO2 plazmidini kaybetmistir. Bu suslar
asilama amaciyla tretilmis olup dliimciil hastaliga sebep olmayan suslardir. Dolayisiyla B.
anthracis 4 farkli viriilans potansiyeline sahip grubu igerisinde barindirmaktadir: Tam viriilent
suslar (pXO1+ / pXO2+), tek viriilans plazmidini tagiyan suslar (pXO1+ / pXO2- veya pXO1-
/ pXO2+) ve avirlilent suglar (pXO1- / pXO2-).



B. anthracis tanis1 i¢in viriilans faktor genleri B. anthracis’in B. cereus grubu
icerisindeki diger tiirlerden ayriminda markor olarak kullanilmaktadir. B. cereus grubu
birbirine genetik olarak yakin 6 tiirii icermektedir: B. cereus, B. anthracis, B. thuringiensis, B.
mycoides, B. weihenstephanensis ve B. pseudomycoides. Ancak B. anthracis, B. cereus
(potansiyel olarak gida zehirlenmesine sebep olan patojen) ve B. thuringiensis (bocek
patojeni) arasinda o kadar yiiksek derece genetik homoloji bulunmaktadir ki bazi
arastirmacilar bunlarin tek bir tiir olarak kabul edilmesini 6ngérmektedir (Helgason ve ark.
2000). Dahasi, antraks pXO plazmidlerine benzer plazmidlerin bazi B. cereus suslarinda
bulundugu ve hatta pulmoner sarbona benzer bir hastalifa sebep oldugu anlasilmistir
(Turnbull ve ark. 1992, Pannucci ve ark. 2002a, Hoffmaster ve ark. 2004, Klee ve ark. 20063,
Klee ve ark. 2010). Ayn1 zamanda bazi1 B. thuringiensis suslariin pXO?2 iizerinde taginan 5
kapsiil virlilans genlerinden (capBCADE) bir kismint veya tamaminmi tasidigi goriilmiistiir
(Hoffmaster ve ark. 2004, Cachat ve ark. 2008). Tiim bu bulgular B. anthracis’in dogru tanisi
icin yalmizca pXO plazmidleri {izerinde tasinan viriilans genlerinin determinant olarak
kullanilmasinin yetersiz kaldigini, bu nedenle B. anthracis’e 6zgii kromozomal bir bolgenin

de tanida kullanilmasinin gerekli oldugunu gostermektedir.
2.5. Bacilli ve Bacillus cereus Grubu Arasindaki Filogenetik iliski

Basil tiirleri (Bacilli), 16S rRNA filojenisi ve GC igerigi agisindan yiiksek derecede
degisken (%33 — %78), heterojen tiirlerdir. Bu durum, Kolste ve ark. (2009) tarafindan
olusturulan, 57 tiir basil arasindaki iliskiyi goOsteren filogenetik aga¢c semas: ile de

gosterilmektedir (Sekil 2.8a).

Bacillus cereus grubu birbiriyle yakin B. cereus, B. anthracis, B. thuringiensis, B.
mycoides, B. weihenstephanensis ve B. pseudomycoides olmak iizere 6 tiirden olusan Bacilli
alt grubudur. Tk 3 tiir bocekler veya memeliler igin firsatg1 veya patojenik bakteri tiirleridir.
Son 3 tiir ise genel olarak hastalik yapmayan tiirler olarak kabul edilirler. Tiim bu basil tiirleri
cesitli toprak tipleri, toprakta yasayan omurgasizlarin sindirim sistemi, bitki rizosferi ve insan
eliyle olusturulmus gida tiretim fabrikalar1 gibi ortamlar olmak iizere ¢ok genis bir habitatta
bulunabilirler (Jensen ve ark. 2003). Bacillus cereus grubu fenotipik ve genotipik olarak
heterojen olmasina ragmen ayni tiiriin suslar1 ve daha da dikkat cekici olarak farkli tiirlerin
suslar1 yakin akraba olabilir ve filogenetik olarak kromozomal seviyede birbirine karigmis
olabilir (Sekil 2.8b). B. cereus grubu iiyeleri genel olarak kompleks genomlara sahip olup
cogu sus gesitli say1 (1- >12) ve boyutta (2-600 kb; siklikla >80 kb) plazmid tagimaktadir.
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Ayrica kromozoma dagilmis benzersiz sekans tekrarlar1 veya kromozoma profaj olarak
entegre olmus bakteriyofajlar icermektedirler (Rasko ve ark. 2005, Tourasse ve ark. 2006,
Kolste ve ark. 2009). Tiirlerin filogenetik olarak birbirinin i¢ine karigmis olmasi ve ana
fenotipik Ozelliklerinin tasidiklari plazmidlerce kodlaniyor olmasi, B. cereus grubu
icerisindeki tiir isimlendirmeleri konusunda bilim diinyasinda tartismalara yol a¢maktadir.

(Helgason ve ark. 2000, Rasko ve ark. 2005).
a) Bacilli
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b) B. cereus grubu
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xxx” Genom sekansi meveut
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Bacilli ve Bacillus cereus grubu bakterileri arasindaki filogenetik iliski. 57 Bacillus

tiriintin 16S ribozomal DNA (rDNA) sekanslarina dayanilarak filogenetik agac
cikarilmigtir (Kolste ve ark. 2009)

Yukaridaki filogenetik agagta goriildiigli iizere (Sekil 2.8c), bazi B. cereus ve B.

thuringiensis tiirleri B. anthracis kiimesi ile yakindan iliskilidir. Ayrica kimi B. cereus ve B.

thuringiensis tiirlerinin pXO1 ve pXO02’ye benzer plazmidler tasidigi gorilmektedir.

Bunlardan B. c._group_CI ve B.c._group CA, B. anthracis’in viriilans genlerini tasiyan

pBCXO1 ve pXO2 plazmidini bulundurmakta ve sarbon hastaligina sebep olmaktadir (Klee

ve ark. 2006b).

Kromozomal DNA agisindan

incelendiginde B. anthracis

yiiksek derecede

monomorfik bir popiilasyon yapisina sahiptir ve suslari arasinda ¢ok az genetik varyasyon
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gostermektedir. Ancak B. anthracis’e 6zgii sekanslar yalnizca 4 kromozomal lambdoid profaj

bolgesi lizerinde bulunmaktadir (Sekil 2.9). (Sozhamannan ve ark. 2006).
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Sekil 2.9. 4 lambdoid profaj bélgesinin genomik pozisyonlar1 (Ames ancestor susu, Genbank

erisim numarasi: AE017334) (Sozhamannan ve ark. 2006)
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2.6. B. anthracis Kromozomu ile Diger Bacillus Tiirlerinin Coklu Sekans Siralamasi

B. anthracis
kromozomu
5.2 Mbp

lambda02
1,500,000

lambda01

B. anthracis

B. cereus grubu

Diger basil tirlert

Sekil 2.10. Bacillus anthracis ve diger basil tiirlerinin tiim-genom karsilagtirmasi. (Kolste ve
ark. 2009).

Sekil 2.10’da da goriildiigi tizere, B. anthracis kromozomu ile B. cereus grubu tiirlerin
kromozomu ¢ok yiiksek oranda benzerlik gosterirken, yalnizca 4 lambda profaj bolgesinin
ortolog sekansi bulunmamakta ve B. anthracis’e 6zgii 6zellik gostermektedir. Bir ¢alismada
bazi lambdoid profaj bolgelerinin B. anthracis disinda bagka Bacillus tiirlerinde de mevcut
oldugu gosterilmistir. LambdaBa01 profaj bolgesi B. cereus E33L ve B. weihenstephanensis
KBAB4 susunda, LambdaBa02 profaja 6zgii sekanslar da birgok B. anthracis harici B. cereus

grubu iiyelerinde gozlemlenmistir. Ancak incelenen 108 ayri1 B. anthracis harici izolatin
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higbirinde 4 profaj bdlgesinin tiimiine birden rastlanmamaktadir (Sozhamannan ve ark. 2006).
Ote yandan B. anthracis ve 19 B. cereus ve B. thuringiensis tiirlerinin karsilastirmali genom
hibridizasyonu gostermistir ki %66-%92 oraninda B. anthracis kromozomal geni herhangi bir
B. cereus veya B. thuringiensis susunda bulunmaktadir (Read ve ark. 2003).

2.7. pXO ve pXO Benzeri Plazmidlerin Coklu Sekans Siralamasi

B. anthracis
PAI pXO1 plazmidi
181,7 kbp

Diger basil tiirlert

B anthracis Bacillus cereus grubu

pXOl plazmidi ~ B-cereus 9241 susunun
pBCXO1 plazmidi
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b) 90,000 !

B. anthracis
pXO2 plazmidi L

acpA 94,8/96,2 kbp

capBCADE

acpB

Diger basil tirler
B. anthracis pXO2
plazmidi B. cereus grubu

Anahtar:
B. anthracis protein kodlayan genleri

I Kromozomal profaj bolgeleri, antraks toksin genleri,
kapsil bivosentezi genleri ve ilgili regtilatorler

l Aminoasit sekans1 %40 ve tizeri benzerlik gosteren
ortologlar

Aminoasit sekans1 %04 0’tan az benzerlik gosteren
ortologlar

Sekil 2.11. B. anthracis viriilans plazmidleri ¢oklu sekans karsilastirmasi a) pXO1
plazmidi b) pXO2 plazmidi (Kolste ve ark. 2009).

Son yillarda antraks toksin genleri ve onlarin regiilatorleri de dahil olmak {izere tiim
pXO1 plazmidini tagiyan 3 adet B. cereus susu tespit edilmistir (Hoffmaster ve ark. 2004,
2006). Bu suslar (G9241, 03BB87 ve 03BB102), Teksas ve Luisiana’daki metal is¢ilerinde
goriilen ciddi ve Sliimciil pndmoniden sorumlu ve klinik olarak inhalasyonal antraksa ¢ok

benzer seyreden hastaligin etmeni olarak bulunmuslardir. Karsilagtirmali pXO1 sekans
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analizi, B. anthracis pXO1 plazmidi ile B. cereus G9241’de bulunan pBCXO1 plazmidinin
yiikksek oranda homoloji ile tiim virlilans genleri ve onlarin regiilatdrleri olan genlerin

ortologlarin1 bulundurdugunu ortaya koymaktadir (Sekil 2.11a).

pXO2 kapsiil gen operonu (capBCADE) ve onun regiilatér bolgeleri acpA ve acpB,
diger B. cereus grup iiyeleri ile de paylasilmaktadir ve B. anthracis’e 6zgii degildir (Sekil
2.11b). Farkli kaynaklardan izole edilen 5 adet B. cereus ve B. thuringiensis susunun, pX0O2
kapsiil biyosentezinden sorumlu capBCADE operonundaki 5 genden en az 3’inii kodladig:
anlagilmistir (Cachat ve ark. 2008, Hoffmaster ve ark. 2008). Tim 5 kapsiil geni, B.
anthracis’e filogenetik olarak yakin B. thuringiensis var. monterrey 4AJ1 susunda
bulunmaktadir. Buna ek olarak, tiim kapsiil operonu ve replikasyon genleri dahil olmak tizere
10 gen sekansinin tamamen ayni oldugu plazmidler B. circulans ve B. acidiceler tiirlerinde

tespit edilmistir (Luna ve ark. 2006).
2.8. Mevcut B. anthracis PCR Kitleri ve Giincel Cahsmanmn Ozgiinliigii

Bugiine kadar B. anthracis tanisi i¢in birgok PCR temelli test gelistirilmistir. Bunlarin
cogu pXO1l ve pXO2 viriilans genlerine dayanan caligmalar olmakla beraber, ¢cok azi
kromozomal DNA markorlerini de teste dahil etmistir. Kromozomal DNA markdrleri arasinda
farkli genler kullanilmis ve bunlarin bircogu antraksla yakindan alakali B. cereus ve B.
thuringiensis suslar ile ¢apraz reaksiyonlar vermistir. Bir arastirmada, 35 PCR temelli B.
anthracis tani kiti incelenmis ve bunlarin yalnizca 4’{intin B. anthracis kromozomu igin %100
spesifik oldugu goriilmiistiir. Bu testler daha sonra 90 Bacillus susu kullanilarak
degerlendirildiginde kitlerden 3’iiniin yanls pozitif ve yanlis negatif sonuclar vermedigi rapor

edilmistir (Agren ve ark. 2013).

Bakteriyel ajan tanisinda kullanilan gergek zamanli PCR kitlerinin en biiyiik
handikaplarindan biri, 6zellikle B. anthracis igin gegerli olan, birbirine ¢ok yakin genetik
Ozellikte tiirlerle ¢apraz reaksiyon verme ihtimalidir. Bu durum hedef DNA
konsantrasyonunun ve kaynagmin kesin olarak bilindigi laboratuvarda yapilan test
analizlerinde ortaya c¢ikmayabilir ancak igerdigi DNA ¢esitliligi ve safligi bilinmeyen
orneklerde (saha ornekleri) PCR reaksiyonunun inhibe olmasi veya test dizayninda kullanilan
problarin 6zgiinliigiiniin kaybedilmesi durumlar1 ile karsilasilmaktadir (Satterfield ve ark.
2007a). Bu problemin {istesinden gelebilmek amaciyla, standart kok-dongii (stem-loop)

yapisina sahip problara kiyasla arttirilmis baglanma kinetigine sahip ve ¢ift asamali baglanma
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semasiyla tasarlanan, hassasiyetten kayip vermeden 6zgiin olarak baglanabilen yeni nesil

problar (Tentacle prob) gelistirilmistir (Satterfield ve ark. 2007Db).

Bu calismada, pXO1 ve pXO2 plazmidleri iizerinde yer alan viriilans genlerinin yani
sira, B. anthracis’e 6zgii kromozomal lambdoid profaj bolgesi de hedeflenerek gercek
zamanli bir PCR kiti gelistirilmesi amaglanmakta ve ayrica, saf DNA 6rneklerinde oldugu
kadar sahadan elde edilen drneklerde de ek bir saflastirmaya ihtiyag¢ kalmadan direk ve hizli
kullanim i¢in kromozomal bolgenin Tentacle prob ile tespit edilmesi planlanmaktadir. Gergek
zamanli PCR kitinin yanlig-negatif sonu¢ verip vermediginin kontrolii i¢in kit igerisinde
mevcut primer setlerinden biriyle cogaltilabilen, ancak farkli bir boya ile isaretli probun
yardimiyla varligi tespit edilebilen bir internal kontrol DNA pargasi da tasarlanmistir. Internal
kontrol DNA pargasinin kit igerisine dahil edilmesiyle, PCR inhibitorlerinin varligi veya PCR
reaksiyonunun tamamen basarisiz olmasi durumlarinda aliman negatif sonuglarin dogru

degerlendirilmesi yapilabilecektir.
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3. MATERYAL ve YONTEM
3.1. Bacillus anthracis’e Ozgii Sekanslarin Belirlenmesi

Daha onceki ¢alismalarda B. anthracis’in kromozomal DNA diizeyinde B. cereus
grubu tiirlerine yiiksek oranda benzerlik gosterdigi, B. anthracis’e 6zgii sekanslarin 4 ayri
lambdoid profaj bolgesi (LambdaBa01-04) tizerinde oldugu gosterilmistir (Read ve ark. 2003,
Sozhamannan ve ark. 2006, Kolste ve ark. 2009). Genomik DNA {izerinde B. anthracis’e
0zgii sekanslarin belirlenmesi ve se¢imi i¢in B. anthracis Ames Ancestor susunun genomu
(GenBank erisim numarasi: AE017334) baz alinmistir. Buna gore lambdoid profaj
bolgelerinin bulunduklar1 niikleotit pozisyonlar1 LambdaBa0l i¢in 3456563-3506982,
LambdaBa02 i¢in 3745614-3789709, LambdaBa03 igin 4841817-4858382 ve LambdaBa04
icin 447295-484652 baz araligindadir. Bu bolgelerin B. anthracis’e 6zgiinligii, NCBI
Nucleotide BLAST bilgisayar veri taban1 yardimiyla Bacillus cereus grup tiirleri ile ¢oklu
sekans siralamasi yapilarak kontrol edilmistir. Buna gore, hedef kromozomal bolge olarak
LambdaBa03 bolgesi secilmistir. pXO1 ve pXO2 plazmidleri tizerindeki hedef bolge
seciminde ise sarbon viriilans genleri goz Oniine alinarak hedef bdlge tayini yapilmistir. Bu
sayede gelistirilecek kit ile yalnizca B. anthracis’in tespiti yapilmakla kalmayip ayni zamanda
teste tabi tutulan susun virlilent veya aviriilent oldugunun da ayrimi yapilabilecektir.
Dolayisiyla, pXO1 hedef bolgesi olarak pag geni (B. anthracis Sterne susu, GenBank erigim
numarasi: AY700758.1) ve pXO2 hedef bolgesi olarak ise capB geni (GenBank erisim

numarast M24150.1) lizerinde bolgeler secilmistir.
3.2.  Primer Sec¢imi, Tasarim ve Bilgisayar Ortaminda Analizler

Hedef bolgeler iizerinde olasi primer ¢iftleri NCBI Primer BLAST ve Primer3
cevrimigi araglart kullanilarak belirlenmistir. Alternatif primer ciftleri arasindan multipleks
calisma icin en uygun olanlar1 DINAMelt ve OligoAnalyzer kullanilarak, Tm degerleri,
homo- ve hetero-dimer olusumlari, ikincil yapilari, 3’ tiizerine katlanma durumlari vb.
parametreler géz Oniinde bulundurularak seg¢ilmistir. Ayn1 zamanda, se¢ilen primer ¢iftinin
kromozom {iizerinde baska bir bolgeye veya B. anthracis harici bagka bir organizma genomu
tizerinde bir bolgeye baglanip baglanmayacagi NCBI Nucleotide BLAST ile kontrol
edilmistir.

Dizayn edilen primer setleriyle gelistirilecek multipleks PCR kitinin yani sira,

alternatif bir kit olusturmak amaciyla literatiirde yer alan, yiiksek 6zgiinliik gosterdigi daha
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onceki calismalarda verilen primer ciftleri tespit edilerek ayr1 bir multipleks set
olusturulmustur. Kromozomal bolge i¢in LambdaBaOl profaj bolgesinde bulunan ve
kromozomal bir belirteg olan E4 bolgesini hedef alan primerler (Bassy ve ark. 2017), pXO1
ve pXO2 plazmid bolgelerinde sirasiyla 6dem faktoriinii kodlayan cya geni (AY997301) ve
kapsiil olusumundan sorumlu capB genini (M24150) hedefleyen primerler secilmistir
(Wielinga ve ark. 2011). Bu primerlerin multipleks olarak ¢alisip ¢alismadiklarinin kontrolii

bilgsayar ortaminda analizlerle yapilmuistir.

Hem literatiirden adapte edilen primer setinde hem de yeni tasarlanan primer setinde
pXO2 tespiti icin capB geni hedeflenmistir. Bu primerler capB iizerinde farkli bolgeleri
hedeflemektedir. Karisiklig1 6nlemek adina yeni dizayn edilen set icerisindeki capB primerleri
DCapB, literatiirden adapte edilen set igerisindeki capB primerleri ise LCapB olarak

adlandirilmgtir.

Her iki set i¢in olusturulan internal kontrol fragmentleri, bulundugu set igerisindeki
kromozomal bolge primerleriyle ¢ogaltilabilir sekilde tasarlanmistir. Bu sayede multipleks
reaksiyon igerisinde bulunacak primer sayisi azaltilarak ¢oklu reaksiyon yapisini daha da

karmagik hale getirmekten kagimnilmaistir.

Primerler Sentromer firmasi tarafindan sentezlenmistir.

Dizayn seti (Cizelge 3.1) ve literatiir seti (Cizelge 3.2) i¢inde yer alan primerler

asagida verilmistir. Primerlerin bilgisayar iizerinde analizleri EK 1°de yer almaktadir.

Cizelge 3.1. Dizayn seti igerisinde yer alan primerler

Primer-Prob Setinin | Gen Bélgesinin Oligo ismi Primer ve Prob Sekanslar:
Adi Ad1
LambdaBa03-F TCGCTGGACAACCTCTCAAC
LambdaBa03
LambdaBa03-R ATGTGGCGTTTCACTGTTGC
Pag-F CCTTGTGGCAGCTTATCCGA
Pag
Dizayn Seti Pag-R TAGATTGGAGCCGTCCCAG
DCapB-F TGCTTTAGCGGTAGCAGAGG
DCapB
DCapB-R AGTACGATCAACGCGGTCAG
LambdaBa03-F TCGCTGGACAACCTCTCAAC
internal Kontrol
LambdaBa03-R ATGTGGCGTTTCACTGTTGC
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Cizelge 3.2. Literatiir seti i¢erisinde yer alan primerler

Primer-Prob Gen Oligo ismi Primer Sekanslari Literatiir
Setinin Ad1 | Bolgesinin
Ad1
E4-F AGCAAAAGCTAACTGCTCGGG (Bassy ve
E4 ark. 2017)
E4-R TCTACCCCTTCAGGATTAGCG (Bassy ve
ark. 2017)
CyaF  |AGGTAGATTTATAGAAAAAAACATTACGGG (\gf"zngf‘l‘)’e
Cya : -I
Wielinga ve
Cya-R GCTGACGTAGGGATGGTATT ark. 2011)
Literatiir Seti o
LCapB-F  |AGCAAATGTTGGAGTGATTGTAAATG (\;\if“zngf‘l\)’e
LCapB . : .
LCapB-R  |AAAGTAATCCAAGTATTCACTTTCAATAG (Wielinga ve
ark. 2011)
. E4-F AGCAAAAGCTAACTGCTCGGG (Bassy ve
Internal ark. 2017)
Kontrol
E4-R TCTACCCCTTCAGGATTAGCG (Bassy ve
ark. 2017)

3.3. Prob Tasarimi ve Uygun Floroforlarin Se¢imi

Dizayn seti igerisinde yer alan pXOl ve pXO2 hedef bolgelerine 6zgii TagMan
problar manuel olarak tasarlanmistir. Problarin ikincil yapilart ve Tm degerleri OligoAnalyzer
ve DINAMelt ¢evrimigi araglar1 kullanilarak kontrol edilmistir. LambdaBa03 kromozomal
hedef bolgesi iginse yeni nesil bir prob ¢esidi olan ve ozellikle saha kullaniminda diger
problara gore iistiin hassasiyet ve dzgiinliik saglayan “Tentacle Prob” gelistirilmistir. Tentacle
problar yakalama ve deteksiyon bdlgesi olmak iizere iki ayr1 bolgeden olusan ve Once
yakalama, sonra deteksiyon bolgesinin hedefe baglanmasi amacglanan iki asamali problardir.
Bu yiizden yakalama bolgesi linear DNA zinciri yapisinda, deteksiyon bolgesi florofor ve
susturucu igeren bir “kok-dongli” (stem-loop) yapisindadir. Tentacle probun tasariminda
Satterfield ve ark.(2007)’nin yaymladigi c¢alismada bahsedilen prensipler gbéz Oniine
alinmigtir. Yakalama ve deteksiyon bolgesi arasinda baglayict molekiil olarak polietilen glikol
9 (PEGY), isaretleyici olarak da FAM floroforu kullanilmis ve probda kok-dongii yapisinin
olugsmast i¢in 9 niikleotit uzunlugunda, deteksiyon bolgesi ile palindromik bir sekans

eklenmistir (Sekil 3.1). Prob gdvdesi, yakalama bolgesi-hedef bolge dupleks form ve
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deteksiyon bolgesi-hedef bolge dupleks formun erime sicakliklart DINAMelt ¢evrimigi araci

kullanilarak hesaplanmustir.

Tentacle Prob : ATTAAATATGATGCCAAACAA-PEGY FAM- acgttgtaa-TTAGGAATTTCATTACAACGT-BHQO1
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Sekil 3.1. Tentacle probun 2 boyutlu sa¢ tokasi yapisi. Yakalama bolgesi Tm degeri 54,8°C,
deteksiyon bolgesi Tm degeri 56,1°C, prob govdesi Tm degeri 66,0°C

Tasarlanan Tentacle probun yani sira alternatif olarak kullanilmak iizere yine
LambdaBa03 bdlgesini hedefleyen, 3 ayr1 Rapid prob (yeni nesil Tentacle prob) sekansi Co-
Diagnostics Inc. firmasindan alinarak sentezlettirilmistir (LGC Biosearch Tech.). Bu problarin
Tentacle probdan farklar1 yakalama boélgelerinin daha kisa olusu sebebiyle daha hizh

baglanma kinetigine sahip olmalaridir (Sekil 3.2).
Rapid prob 1: FAM-ACAAGCTTTCTGGAGCATTAATCGCAGAAAGC-BHQ1

Rapid prob 2: FAM-TGGAGTGACGGTTTTAAAAGATGTTGCACCAACCGTCA-
BHQ1

Rapid prob 3: FAM-CTGAACTGTTAGAAGTTCGTACAGGGGTTCTAACAG-
BHQ1
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Sekil 3.2. Calismada kullanilan Rapid problarin ikincil yapisin1 gosteren diagram. a) Rapid
prob 1, Tm 67,6°C, prob govdesi 64,1°C b) Rapid prob 2, Tm 68,2°C, prob
govdesi 65,5°C c) Rapid prob 3, Tm 66,1°C, prob govdesi 64,2°C

Literatiir multipleks seti igindeki problar, ilgili primerlerin alindigr caligmalarda
kullanilan TagMan prob sekanslaridir (Wielinga ve ark. 2011, Bassy ve ark. 2017). Kullanilan
problarin multipleks diizende ¢alismaya uygunluklart OligoAnalyzer ve DINAMelt ¢evrimigi

araglar1 yardimiyla analiz edilmistir. Problara bagli olan floroforlar bu ¢aligmaya uygun

olacak sekilde degistirilmistir.
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Problarda kullanilacak floroforlarin  se¢iminde, belirli bir hedef bdlgenin
deteksiyonunun dogru yapilabilmesi i¢in reaksiyon igerisindeki diger hedeflerden alinacak
florofor sinyallerinin birbirinden bagimsiz olarak ayirt edilebilir olmasi prensibi gbz 6niinde
bulundurulmustur. Bunun i¢in multipleks diizende kullanilacak floroforlarin emisyon
spektralarnin miimkiin oldugunca birbirinden ayri olmasi gerekmektedir. Ayni zamanda
kullanilacak olan gercek zamanli PCR cihazinin her florofor i¢in o floroforun emisyon yaptigi
dalga boyunu tespit edebilen ayri optik filtresinin olmasi gerekmektedir. Tiim bu sebeplerden
dolay1, multipleks calisma icin FAM, JOE ABY ve JUN boyalarmin kullanilmasi uygun
goriilmistiir. Referans boya olarak kullanilmak tizere ise Mustang Purple (MP) boyasi

secilmistir (Sekil 3.3).

Dalga boyu
(nm)
Emisyon \
spektrasi 3 .
Boyalar ~517 nm ~548 nm ~580 nm ~617 nm ~654 nm

FAM™ JOE™ ABY™ JUN™ Mp™

Sekil 3.3. Secilen floroforlarin emisyon spektralari. Kullanilan ger¢ek zamanli PCR
cihazindaki optik filtrelerin tespit ettigi dalga boyu araliklar1 1’den 6’ya
numaralandirilmis olarak sekil lizerinde gosterilmektedir.

Floroforlarin problarda kullaniminda dikkat edilmesi gereken bir nokta da hedef olarak
secilen bolgenin sayica azlig1 veya coklugudur. Her floroforun verdigi floresans yogunlugu
farklidir. Bu sebeple sayica az olan hedeflerin tespitinde en parlak 151k yayan boyalar, en ¢ok
bulunan hedeflerin tespitinde ise floresans siddeti az olan boyalar secilmelidir. Segilen
floroforlardan FAM en parlak floresans sinyal verirken, 151k parlakligi JOE, ABY ve JUN
boyalarinda verilen sirada gitgide azalmaktadir (Thermofisher Scientific, TagMan Multiplex
PCR Optimization User Guide). Dolayisiyla genomik hedef bolgeleri icin FAM, pXO1 hedef
bolgeleri igin ABY, pXO2 hedef bolgeleri i¢in JOE ve internal kontrol i¢inse JUN boyast

tercih edilmistir.
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FAM ve JOE boyalarinin eklendigi problar i¢in susturucu molekiil olarak BHQI
(Black Hole Quencher 1) kullanilmistir. ABY ve JUN floroforlart Thermo-Fisher markasina
ait boyalardir ve bu problar QSY™ susturucular ile sentezlenmektedir. Bu sebeple, pXO1 ve
internal kontrol problar1 Thermo-Fisher Scientific firmasindan ticari olarak temin edilmistir.

Tentacle Prob ve Rapid problar LGC BioSearch firmasindan, geriye kalan E4 ve pXO2

problari ise Sentromer firmasindan satin alinmustir.

Calismada kullanilan problar ve sekanslar1 Cizelge 3.3 te verilmistir.

Cizelge 3.3. Calismada kullanilan problar (*Internal kontrol i¢in bknz. B6liim 3.4.)

Dizayn Seti Literatiir Seti
LambdaBa03 E4
Tentacle Prob: FAM-
ATTAAATATGATGCCAAACAA- AGGAAGAGAATGAGTAAAGTAAT
PEG9_FAM- TGAAGGAC-BHQ1
ACGTTGTAATTAGGAATTTCATTACAAC
GT-BHQ1
Alternatif Rapid problar:
Genomik 1) FAM-
Bolge ACAAGCTTTCTGGAGCATTAATCGC
AGAAAGC-BHQ1
2) FAM-
TGGAGTGACGGTTTTAAAAGATGTT
GCACCAACCGTCA-BHQ1
3) FAM-
CTGAACTGTTAGAAGTTCGTACAGG
GGTTCTAACAG-BHQ1
Pag cya
ABY- ABY-
px01 ACGACGCATGCACTTCTGCATTTCCA- CCACTCAATATAAGCTTTATTACC
QSYy AGGAGC-QSY
DCapB LCapB
JOE- JOE-
px02 CTCATTGCTCCTGGATCCGGATGAGCA- AGGTCCCATAACATCCATATGATC
BHQ1 TTCTAA-BHQ1
Internal JUN- JUN-
. AAGTTAGCGGCGGACGGGTGAGTAAC- AAGTTAGCGGCGGACGGGTGAGT
Kontrol 0sY AAC-QSY
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3.4. Internal Kontrol Tasarim ve Transformasyon ile Cogaltilmasi

3.4.1. internal kontrol DNA fragmentlerinin tasarlanmasi

Her iki primer-prob seti i¢in farkli internal kontrol fragmenti dizayn edildi. Dizayn seti

i¢in olusturulan kontrol ICD, literatiir seti i¢in olusturulan kontrol ICL olarak adlandirilmistir.

Internal kontrol fragmentleri, bulunduklar set i¢indeki genomik DNA hedef bolgesi
almip iginden bir kisim sekans silinerek yerine B. anthracis Ames 16S rDNA sekansi
(KU500026) eklenerek olusturulmustur. Bu sayede internal kontrol fragmentleri i¢in ayr1 bir
primer ¢ifti dizayn edilmesine gerek kalmamakla birlikte bu fragmentlerin varligi da genomik

hedef bolgesi i¢in tasarlanan primer ¢iftiyle tespit edilebilmektedir.

Internal kontrol fragmentleri pUC57 vektorii igerisine klonlanmus sekilde ticari olarak
temin edilmistir (GenScript). pUC57 vektorii ampisilin direng geni tasimaktadir ve bu vektori
kesen restriksiyon enzimleri vektor haritasinda gosterilmektedir (Sekil 3.4) ICD fragmentinin
klonlanmasi igin vektér EcoRIl ve Sphl enzimleriyle, ICL iginse EcoRI ve Hindlll

enzimleriyle kesilmistir.

(2653) Eco01091

Pfol (4€)
2645) Aatll NdeI (184)
2643) Zral BStAPI (185)
2527) Sspl KasI (235)
Narl (236)
Sfol (237)
PlUTI (239)

Apol - EcoRI (23%6)
Eco53kI (404)
Sacl (406)
Acc65I (408)
KpnI (412)
Nrul (416)
BsmI - Nsil (424)
Xbal (425)
EcoRV (431)
BamHI (435)
Aval - BsoBI - TspMI - Xmal (439)
BmeT110I (440)
Smal (441)
PspOMI (442)
Apal (445)
Sall (448)
Accl (443)
HincII (450)
pucs7 Pstl (457)
2710 bp Stul (461)
Sphl (463)
HindIII (471)

BspQI - Sapl (714)

(2322) XmnI

2203) Scal

(2122) Tsol

1871) NmeAIIl AfIIII - Pcil (820)

1802) BsrFI
(1793) Bpml
1784) Bsal

1723) AhdI

BseYI (1134)
PspFI (1138)

AlwNI (1246)

Sekil 3.4. pUCS57 vektorii haritast
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ICD ve ICL fragmentlerini vektorden kesebilmek igin her ikisinde de DNA dizisinin
basina Hpal (KspAl), sonuna da Stul (Eco1471) enzimleri kesim bolgesi eklendi. Bu enzimler

kiit uglu kesim yapan restriksiyon enzimleridir.

Kontrol fragmentlerinin, klonlamada ve vektorden kesip ¢ikarmada kullanilan
restriksiyon enzimleri ile kesilmedigi Webcutter cevrimici aract

(http://heimanlab.com/cut2.html) ile kontrol edilmistir.
ICD ve ICL fragmentlerinin sekanslar1t EK-2’de yer almaktadir.
3.4.2. linternal kontrol DNA fragmentlerinin E.coli BL21 hattina transformasyonu

3.4.2.1 Kullamilan cihazlar

Elektroporasyon cihazi (Eporator-Eppendorf)
Calkalamali inkiibator (N-BioTek NB-205L)
Spektrofotometre (Biochrom Libra S22)
Santrifiij (Eppendorf 5415 R)

Buz makinesi (Scotsman AF100)

Sinif 11 biyogiivenlik kabini (Heracus LaminAir)

3.4.2.2 Kullanilan malzemeler

Petri kaplar1 (Isolab Laborgerdte GmbH)

Steril 6ze (Ansa)

Steril santrifiij tipleri (15 mL, 50 mL) (TPP)

Mikropipetler (10 pL, 100 uL, 1000 uL) (Eppendorf Research Plus)
Steril mikropipet Uglart (10 pL, 100 pL, 1000 pL) (Eppendorf)
Steril mikrosantrifiij tiipleri (0,2 mL, 0,6 mL, 1,5 mL, 2 mL) (Axygen)
Elektroporasyon kiivetleri (1 mm) (Cellprojects)

Kriyotiipler (2 mL) (Corning)

LB Lennox besi yeri (Sigma)

Agar (Sigma)

Ampisilin (Roche)

Parafilm M (Sigma)
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3.4.2.3 Protokol
Internal kontrol fragmentlerinin bulundugu pUC57 plazmidlerinin ¢ogaltilmas: icin

E.coli BL21 hiicre hatti se¢ilmistir. Bunun i¢in dncelikle E.coli BL21 hiicrelerinin kompetant
haline getirilmesi gerekmektedir. Bu amagla, E.coli BL21 hiicreleri LB agar besiyeri igeren
petrilerde ¢izgi ekimi yapilarak gece boyu 37°C’de inkiibe edilmistir. Ertesi giin petriden tek
koloni se¢imi yapilarak sivi LB besiyerine inokiile edilmis ve kiiltiirler 18 saat boyunca
37°C’de 220 rpm galkalama hizinda gelistirilmistir. Ertesi giin 5 mL bakteri kiiltiirii 50 mL
LB besiyerine eklenerek yaklasik 2 saat boyunca ODggg degeri 0,5-0,8 araligina ulasana dek
37°C’de 220 rpm’de ¢alkalanarak inkiibe edilmistir. ODgoo degeri istenen araliga ulasan kiiltiir
santrifiij tliplerine aktarilarak 4100 rpm’de 7 dakika (dk) +4°C’de santrifiijlenmistir.
Supernatant uzaklastirilarak elde edilen pellet 15 mL 0,1 M steril CaCl,’de ¢6ziilmiis ve buz
istiinde 15 dakika bekletilmistir. Ardindan, 4100 rpm’de 7 dk +4°C’de santrifiij islemi
tekrarlanmigtir. Supernatant uzaklastirilarak pellet 0,1 M steril CaCl, + %215 gliserol

¢ozeltisinde ¢oziilmiis ve steril kriyotiiplere 100’er pl dagitilarak -80°C’de saklanmustir.

Transformasyon igin, -80°C’den alinan kriyotiipler buz tizerinde bekletilerek bakteriler
¢ozdirilmistir. Daha sonra 50 pL bakteri kiltiirii 1 milimetre (mm) elektroporasyon
kiivetlerine transfer edilmis ve her bir kiivete 1-2 pL ICD veya ICL iceren pUC57 6rnekleri
eklenerek elektroporasyon yapilmistir. Elektroporasyon sonrasi her 6rnege hizli bir sekilde 1
mL LB besiyeri eklenmis ve hiicreler 37°C’de 220 rpm’de 2 saat inkiibe edilmistir. Onceden
oda sicakligia getirilen 100 pg/mL ampisilin igeren nutrient agar petrilerine transforme
edilen 100 pL E.coli BL21 hiicreleri yayilarak 37°C’de gece boyu inkiibasyona birakilmistir.
Antibiyotikli agar iceren petrilerde iireyebilen bakteriler, plazmidin transformasyonu
sonucunda ampisilin direncini kazanan bakterilerdir. Basarili bir sekilde transforme olmus
kolonilerden sivi LB besiyerine aktarilan bakteriler, 37°C’de 220 rpm’de ¢alkalanarak 18 saat

boyunca inkiibe edilmis ve ardindan plazmid izolasyonu yapilmistir.
3.5. B.anthracis ve Kontrol Suslarimin Kiiltiirii ve DNA izolasyonu
3.5.1. Kullamlan cihazlar

Smif II biyogiivenlik kabini (Esco Class II BSC, Heraeus LaminAir)
Santrifiij (Eppendorf 5415 R)

Calkalamali inkiibator (N-BioTek NB-205L)

Isitma blogu (Benchmark Digital Heat Block)

Tezgah iistii santrifiij (LMS Harmony MCF-2360)
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Vorteks (IsoLab Laborgerite GmbH)
Nanodrop (ThermoScientific Nanodrop 8000)
pH metre (Mettler-Toledo)

Hassas terazi (Precisa Gravimetrics AG)
Manyetik karistirict (VELP Scientifica)
Otoklav (Sistek)

3.5.2. Kullanilan malzemeler

Petri kaplar1 (Isolab Laborgeridte GmbH)

Steril 6ze (Ansa)

Steril santrifiij tiipleri (15 mL, 50 mL) (TPP)

Mikropipetler (10uL, 100 pL, 1000 uL) (Eppendorf Research Plus)
Steril mikropipet Uglart (10 pL, 100 pL, 1000 pL) (Eppendorf)
Steril mikrosantrifiij tiipleri (0,2 mL, 0,6 mL, 1,5 mL, 2 mL) (Axygen)
Sise (500 mL, 1000 mL) (Schott)

Dereceli silindir (Isolab Laborgerdte GmbH)

QiaAmp DNA Mini Kit (Qiagen)

Genejet Plasmid Mini Prep Kit (ThermoFisher)

LB Lennox besi yeri (Sigma)

Pepton (from meat) (VWR Chemicals)

Maya 6ziitii (Sigma)

Sodyum kloriir (NaCl) (Sigma)

Agar (Sigma)

Ampisilin (Roche)

Parafilm M (Sigma)

3.5.3. Hazirlanan soliisyonlar

Luria-Bertani (LB) siv1 besivyeri:

1 litre distile su igerisine 20 gram LB Lennox tartilarak manyetik karigtirict yardimiyla

eritilmis, soliisyon kullanimdan 6nce 121°C’de 15 dakika otoklavlanmuistir.

Nutrient agar:

Distile su igerisine %0,5 pepton, %0,3 maya o6ziitii, %0,5 NaCl ve %1,5 agar eklenerek

karigtirilmis, soliisyonun pH’1 7,4’e ayarlandiktan sonra otoklavlanip sogumaya birakilmistir.
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Nutrient agar soliisyonuna ampisilin eklenecegi zaman, soliisyon sicakligi agarin katilagma
sicakligi olan 36-37°C’nin biraz lstlinde iken eklenmistir. Agar soliisyonu katilagsmaya
baslamadan once petrilere dagitilarak agarin petrilerde donmasi i¢in petri kapaklar1 yarim
kapatilarak beklenmistir. Agar tamamen Kkatilagtiktan sonra petri kapaklari kapatilarak

kenarlar1 parafilm ile sarilmis ve +4°C’de saklanmuistir.

3.5.4. Protokol
Genomik bolge primerlerinin test edilmesinde ve optimizasyonunda B. anthracis
Sterne as1 susundan elde edilen DNA kullanilmustir.
B. anthracis tam viriilent suslarin DNA’s1 Kafkas Universitesi’nden temin edilmistir.
Primerlerin 6zgilinligiinii test etmek amaciyla capraz reaksiyon testlerinde kullanilmak

lizere asagida belirtilen Bacillus suslari ¢esitli kaynaklardan elde edilmistir:

> B. cereus ATCC 14579 (TUBITAK MAM Gida Enstitiisii)
> B. cereus ATCC 10876 (Ankara Etlik Veteriner Kontrol Merkezi Arastirma
Enstitiisii)
> . cereus ATCC 33019 (Yeditepe Universitesi)
. cereus ATCC 11778 (Uludag Universitesi)
. cereus DSM 4312 (Gebze Teknik Universitesi)
. cereus (Ankara Universitesi, yabanil tip)
. cereus (Istanbul Universitesi, yabanil tip)
. thuringiensis (Namik Kemal Universitesi, yabanil tip)

B
B
B
B
B
B
B. thuringiensis ssp. kurstaki (Yeditepe Universitesi)
B

vV VV V V V V

. thuringiensis ssp. israelensis ATCC 35646 (Gebze Teknik Universitesi)

> B. subtilis 41 (IMD 75165) (TUBITAK MAM Gen Miihendisligi ve
Biyoteknoloji Enstitiisii)

> B. subtilis ATCC 6633 (Ankara Etlik Veteriner Kontrol Merkezi Arastirma
Enstitiisii)

> BGSC-4AJ1 B. thuringiensis serovar monterrey (Bacillus Genetic Stock
Center (BGSC))

> BGSC-4BALl B. thuringiensis serovar pondicheriensis (BGSC)

> BGSC-4CC1 B. thuringiensis serovar pulsiensis (BGSC)

> BGSC-4AY1 B. thuringiensis serovar brasilensis (BGSC)

> BGSC-4Y1 B. thuringiensis serovar tochigiensis (BGSC)
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BGSC-4AW1 B.thuringiensis serovar andalousiensis (BGSC)
BGSC-4BD1 B. thuringiensis serovar huazhongensis (BGSC)
BGSC-4ABL1 B. thuringiensis serovar morrisori (BGSC)
BGSC-4A3 B. thuringiensis serovar thuringiensis (BGSC)
BGSC-6E1 B. cereus (BGSC)

BGSC-6A5 B. cereus (BGSC)

BGSC-6A10 B. cereus (BGSC)

BGSC-6A15 B. cereus (BGSC)

BGSC-6A18 B. cereus (yabanil tip izolat1) (BGSC)
BGSC-7A16 B. megaterium (BGSC)

BGSC-10A5 B. subtilis ssp. subtilis (BGSC)

BGSC-6A19 B. mycoides (BGSC)

BGSC-6A20 B. mycoides (BGSC)

BGSC-6A49 B. pseudomycoides (BGSC)

BGSC-6A46 B. weihenstephanensis (BGSC)

vV V V V V V V V YV V VYV YV VYV

Capraz reaksiyonlar i¢in elde edilen tiim suslar steril LB Lennox s1vi besiyerine ekilip
calkalamali inkiibatorde 30°C’de 220 rpm’de 18 saat boyunca gelistirilmistir. Daha sonra
nutrient agar petrilerine ¢izgi kiiltliri yapilarak tek koloni izolasyonu yapilmistir. Segilen saf
koloniler tekrar LB sivi besiyeri igerisine inokiile edilerek 18 saat boyunca biiyliimeye
birakilmistir. Aktif kiiltiirlerden kit araciligiyla iretici firmanin direktifleri dogrultusunda
DNA izolasyonu yapilmistir (QiaAmp DNA Mini Kit, katalog no:51306). DNA
izolasyonunda {ireticinin sagladigi talimatlar izlenmistir. izole edilen DNA konsantrasyonlari
Nanodrop spektrofotometre kullanilarak 6l¢iilmiistiir.

Ayrica, ICD ve ICL fragmentlerini i¢ceren pUCS57 plazmidleri ile transforme edilmis
E.coli BL21 hiicrelerinden plazmid izolasyonu yapilarak kontrol DNA fragmentleri
cogaltilmistir. Plazmid DNA izolasyonu i¢in GeneJet Plasmid Mini Prep Kit (Thermo-Fisher)

kullanilmis ve {ireticinin plazmid DNA izolasyon talimatlar1 izlenmistir.
3.6. Konvansiyonel PCR ve Optimizasyonu
3.6.1. Kullamilan cihazlar

Smuf II Biyogiivenlik Kabini (Esco)
PCR cihaz1 (BioRad C1000 Touch Thermal Cycler)
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3.6.2.

3.6.3.

Santrifiij (ThermoScientific SL8R)

Mini masaiistii santrifiij (LMS Harmony)
Vorteks (IsoLab Laborgerdte GmbH)
Buz makinesi (Scotsman AF100)

Kullanilan malzemeler

Primerler (B6liim 2.2.’ye bknz.)

10X PCR Buffer Il (Applied Biosystems)

dNTP karisimi (10 mM) (ThermoScientific)

MgClI; (ThermoScientific)

AmpliTaq Gold 360 DNA Polymerase (Applied Biosystems)

Molekiiler biyoloji derecesi saf su (Invitrogen™ UltraPure™- ThermoFisher)
Mikropipetler (2 uL, 20 pL, 200 uL, 1000 uL) (Eppendorf Reasearch Plus II)
Pipet uglar1 (20 pL, 200 pL, 1000 puL) (Eppendorf Dualfilter)

Strip tiipler ve kapaklar1 (Axygen)

Mikrosantrifiyj tiipleri (0,2 mL, 0,6 mL, 1,5 mL, 2 mL) (Axygen)

Parafilm M (Sigma)

Trizma bazi (Sigma)

Etilendiamin tetraasetik asit (EDTA) disodyum tuzu (Sigma)

Hazirlanan soliisyonlar

Tris-EDTA (TE) Tamponu:

TE tamponu 10 mM Tris ve 1 mM EDTA karisimdan olusmaktadir. TE tamponu

hazirlamak igin 6nce 1 M Tris ve 0,5 M EDTA soliisyonlar1 hazirlanmistir.

distile su igerisinde ¢oziilmis ve hidroklorik asit (HCI) kullanilarak pH 8,0’a ayarlanmistir.

1 M Tris i¢in 60,57 gram Trizma baz1 (Molekiiler agirlik (MA): 121,4 gr) 400 mL

Ardindan soliisyon hacmi distile su ile 500 mL’e tamamlanmustir.

tartilarak 80 mL distile su igerisine eklenmistir. Sodyum hidroksit pelleti kullanilarak

soliisyon pH’1 8,0’e ayarlanmig ve soliisyon hacmi distile su ile 100 mL’ye tamamlanmustir.

0,5 M EDTA soliisyonu i¢in 18,6 gram EDTA disodyum tuzu (MA: 372,2 gr)

500 mL steril TE tamponu i¢in 5 mL 1 M Tris (pH 8,0), 1 mL 0,5 M EDTA (pH 8,0)

ve 494 mL distile su ile karistirilak otoklavlanmustir.
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Liyofilize primer ve problarin ¢oziilmesinde TE tamponu kullanilmistir.

3.6.4. Protokol

Tim primer ¢iftlerinin optimal baglanma kosullar1 konvansiyonel PCR ile ayr1 ayri
belirlenmistir. Bunun igin her bir primer ¢ifti icin magnezyum ve sicaklik gradyanlari
olusturularak PCR reaksiyonlar yiiriitiilmistiir. Hedef DNA olarak genomik bolge primerleri
icin B. anthracis Sterne genomik DNA’s1, plazmid primerleri igin yabanil tip B. anthracis
plazmid DNA’s1 ve kontrol grubu icin B. cereus ATCC 14579 DNA’s1 kullanilmustir.
Optimizasyon deney semalart kromozomal bolge primerleri, pXO1 primerleri ve pXO2

primerleri i¢in sirasiyla Cizelge 3.4, Cizelge 3.5 ve Cizelge 3.6’da gosterilmektedir.

Cizelge 3.4. Genomik bolge primerleri ile MgJ'2 konsantrasyonu ve sicaklik optimizasyonu
deney semast. Ust satir Mg™ konsantrasyonunu, sag siitun ise sicaklik
degerlerini gosterir. (NT (Non-template): DNA icermeyen negatif kontrol

ornekleri)
2mM 3 mM 3.5 mM 4 mM
L. E4 L. E4 | B.cereus | B.cereus | NT(-) NT(-) L. |E4| L |E4
Ba03 Ba03 L.Ba03 E4 kontrol | kontrol | Ba03 Ba03
L.Ba03 E4

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10| 11 | 12

65°C A

64,6 B

°C

63,7 C

°C

62,1 D

°C

60,2 E

°’C

58,6 F

°’C

57,5 G

°’C

57°C H
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Cizelge 3.5. pX0O1 prlmerlerl ile Mg*? konsantrasyonu ve sicaklik optimizasyonu deney

semasi. Ust satir Mg" konsantrasyonunu sag slitun ise sicaklik degerlerini gosterir.

1,5mM 2 mM 3 mM 3.5mM 4 mM
pag | cya | pag | cya | B. cereus pag B. pag | cya | pag | cya pag cya
cereus
cya
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
65°C A
64,6 °C B
63,7 °C C
62,1 °C D
60,2 °C E
58,6 °C F
57,5°C G
57°C H

Cizelge 3.6. pXO2 primerleri ile Mg*? konsantrasyonu ve sicaklik optimizasyonu deney

semast. Ust satir Mg+2 konsantrasyonunu, sag siitun ise sicaklik degerlerini gosterir.

1,5mM 2mM 3mM 3.5mM | 4mM

D L D L B. B. D L D L D L

CapB | CapB | CapB | CapB | cereus | cereus | CapB | CapB | CapB | CapB | CapB | Cap

DCapB | LCapB B

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
65°C A
64,6°C | B
63,7°C | C
62,1°C | D
60,2°C | E
58,6 °C | F
575°C | G
57°C H
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Her bir PCR reaksiyonu i¢in kullanilan malzeme miktarlar1 asagida verilmistir.

1 reaksiyon i¢in:

0,3 uM ileri primer

0,3 uM geri primer

200 uM dNTP

30 ng DNA

1,25 birim Taqg Polimeraz
1X PCR Tamponu

Toplam reaksiyon hacmi: 10 pL

Her Mg2+ konsantrasyonu igin reaksiyon karisimi hazirlanip reaksiyon tiiplerine esit
olarak paylastirilmistir. Ardindan her reaksiyon i¢in 30 ng olacak sekilde hedef DNA eklenip
reaksiyon icerigi vorteks kullanilarak kisaca karistirilmistir. Reaksiyon tiipleri 1200 rpm’de 2
dakika santrifiij edildikten sonra PCR cihazina yerlestirilerek asagida verilen reaksiyon

kosullar1 uygulanmistir.

95°C 10 dk.

95°C 1 dk.

57-65°C 30 sn. X35
72°C 1 dk.

72°C 5 dk.

4°C 0

3.7. Agaroz Jel Elektroforezi

3.7.1. Kullanilan cihazlar

Agaroz jel elektroforez gii¢ kaynagi (BioRad 3000X1)
Jel goriintiileme cihaz1 (BioRad Molecular Imager Gel Doc™ XR+)
Ceker ocak

Hassas terazi (Precisa Gravimetrics AG)
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3.7.2.

3.7.3.

distile suyun igerisine eklenmistir. EDTA, pH derecesi 8,0’a yaklagsmadan

¢oziinmeyeceginden, sodyum hidroksit pelletleri kullanilarak pH 8,0’a ayarlanmustir.

Manyetik karistirict (VELP Scientifica)
pHmetre (Mettler Toledo)

Mikrodalga firin (Argelik)

Buz makinesi (Scotsman AF100)

Kullanilan malzemeler

Agaroz (Diistik elektroendoosmoz (EEO)) (AppliChem)

Etidyum bromdir (EtBr) (Invitrogen)

6X jel yiikkleme boyas1 (New England Biolabs (NEB))

50 baz gifti (b¢) DNA markdrii (GeneRuler) (ThermoFisher)

100 b¢ DNA markorii (NEB)

1 kilobaz (kb) DNA markdrii (NEB)

Saf su (DNaz, RNaz igermeyen) (Invitrogen™ UltraPure™ ThermoFisher)
Trizma bazi (Sigma)

EDTA disodyum tuzu (Sigma)

Borik asit (Sigma)

Asetik asit (Merck)

Sodyum hidroksit pellet (Merck)

Dereceli silindir (100 mL, 500 mL, 1 L) (Isolab Laborgerite GmbH)
Erlenmayer (Bomex)

Mikrosantrifiyj tiipleri (0,2 mL, 0,6 mL, 1,5 mL, 2 mL) (Axygen)
Mikropipetler (10 uL, 100 uL, 1000 uL) (Eppendorf Research Plus)
Mikropipet uglar1 (10 pL, 100 uL, 1000 pL) (Eppendorf)

Jel tepsisi, taragi, kaseti ve tanki (BioRad)

Hazirlanan soliisyonlar

Tris-Borat-EDTA (TBE) Tamponu

Oncelikle 0,5 M EDTA soliisyonu hazirlanmalidir. 500 mL 0,5 M EDTA stogu icin
93,05 gram EDTA disodyum tuzu (Molekiiler agirlhik (MA): 372,2 gr) tartilarak 400 mL

Sonrasinda soliisyon hacmi distile su ile 500 mL’ye tamamlanmaistir.

gram borik asit (MA: 61,83 gr) tartilarak 900 mL distile su igerisinde ¢oziilmiistiir. Ardindan

10X TBE stok soliisyonu hazirlamak i¢in 108 gram Trizma baz1 (MA:121,14 gr) ve 55
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40 mL 0,5 M EDTA soliisyonu eklenmis ve soliisyon hacmi distile su ile 1 litreye

tamamlanmustir.
Kullanimdan 6nce istenen miktar 10X TBE tamponunun konsantrasyonu distile su ile

1:9 oraninda seyreltilerek 1X konsantrasyona ayarlanmstir.

Tris-Asetat-EDTA (TAE) Tamponu
10X TAE stok soliisyonu hazirlamak i¢in 48,4 gram Trizma bazi (MA:121,14 gr)

tartilarak 900 mL distile su igerisinde ¢oziilmiistiir. Ardindan 11,42 mL asetik asit ve 20 mL
0,5 M EDTA (pH:8,0) eklenmis ve soliisyonun hacmi distile su ile 1 litreye tamamlanmustir.
1X konsantrasyonunda TAE tamponu elde etmek i¢in 1:9 oraninda distile su ile

seyreltilerek kullanilmistir.

3.7.4. Protokol

PCR iiriinlerinin elektroforezi i¢in %1,5 agaroz jel kullanilmistir. 1,5 gram diisiik EEO
agaroz 100 mL 1X TBE igeren bir erlenmayere konularak mikrodalga firinda isitilarak
¢cozdiiriilmiis ve sogumaya birakilmistir. Erimis haldeki jelin sicakligi agarozun donma
sicakligr olan 36-37°C’ye yaklastiginda igerisine DNA fragmentlerini goriintiileyebilmek igin
10 mg/mL EtBr soliisyonundan 5 pL ilave edilmistir. Hizlica karistirilip EtBr’nin homojen
dagilimi saglandiktan sonra 6nceden hazirlanmis jel kaseti igerisine dokiilerek agaroz jelin
polimerlesmesi beklenmistir. Jel polimerize olduktan sonra tarak dikkatlice ¢ikarilarak, agaroz
jel tepsisi ile beraber jel tanki igerisine yerlestirilmis ve tankin i¢i jelin {istiinii tamamen

ortecek sekilde 1X TBE tamponu ile doldurulmustur.

PCR firiinleri kuyulara yiiklenmeden oOnce 6X yiikleme boyasi ve saf su ile
karigtirllmistir. Bunun i¢in 4 pL PCR iriinii, 2 uL 6X yiikleme boyast ve 6 uL saf su
karistirtlarak son hacimde yiikleme boyasinin konsantrasyonu 1X’e getirilmistir. DNA
markorii olarak 100 b¢ (NEB) veya 50 bg¢ (GeneRuler, ThermoFisher) markorler
kullanilmistir. Benzer sekilde, jele yiiklenmeden 6nce 1 L DNA markdrii 1 pL 6X yiikleme
boyasi ve 4 uL saf su ile karigtirilmistir. Hazirlanan PCR 6rnekleri ve DNA markorii sirayla
kuyucuklara yiiklendikten sonra anot ve katot uglart glic kaynagma baglanmistir. PCR
rtinleri agaroz jelde 120 Volt (V)’ta 45 dakika yiiritildiikten sonra jel goriintiileme

cihazinda UV 1s1k altinda goriintiilenerek fotografi alinmistir.

Genomik ve plazmid DNA’larinin izolasyondan sonra konfirmasyon amacl
goriintiilenmesi i¢in ve internal kontrol fragmentlerinin transformasyon sonrasi izolasyon

kontrolii i¢in de agaroz jel elektroforez yontemi kullanilmigtir. PCR {iriinlerinin
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elektroforezinden farkli olarak %0,8 agaroz jel kullanilmis, jel hazirlanmasinda ve kosu
tamponu olarak da 1X TAE tamponu kullanilmistir. Ayrica, goriintiilenen DNA 6rneklerinin
boyutlarinin biiylik olmasi sebebi ile 1 kb DNA markdrii (NEB) kullanilmistir. Yukarda
bahsedilen amaglarla hazirlanan agaroz jeller, 80 V’ta yaklasik 1,5 saat yiiriitiilerek UV 151k

altinda goriintiilenmistir.

3.8. Gerc¢ek Zamanh (Real-Time) PCR
3.8.1. Kullanilan cihazlar

Real-Time PCR cihazi (Applied Biosystems ViiA7 qRT-PCR, BioRad CFX96)
Sinif 11 Biyogiivenlik Kabini (Esco)

Santrifiij (ThermoScientific SLER)

Mini masaiistii santrifiij (LMS Harmony)

Vorteks (IsoLab Laborgerdte GmbH)

Buz makinesi (Scotsman AF100)

3.8.2. Kullanilan malzemeler

Primerler (B6liim 3.2."ye bknz.)

Problar (Boliim 3.3.”e bknz.)

TagPath ProAmp Multiplex Master Mix (Thermo-Fisher)

MicroAmp Optical Fast-96 kuyucuklu reaksiyon plaklari (Thermo-Fisher)

MicroAmp Optical yapiskan filmler (Thermo-Fisher)

Background ve Region of Interest (ROI) spektral kalibrasyon plagi (Thermo-Fisher)

JUN boyasi multipleks PCR igin spektral kalibrasyon plagi (Thermo-Fisher)

ABY boyasi multipleks PCR i¢in spektral kalibrasyon plagi (Thermo-Fisher)

Mustang Purple boyasi multipleks PCR i¢in spektral kalibrasyon plagi (Thermo-
Fisher)

FAM boyas1 multipleks PCR igin spektral kalibrasyon plagi (Thermo-Fisher)

JOE-TTTTTTTTTT fragmenti (Sentromer)

10X PCR Buffer Il (Applied Biosystems)

dNTP karisimi (10 mM) (ThermoScientific)

MgClI; (ThermoScientific)

AmpliTag Gold 360 DNA Polymerase (Applied Biosystems)

Molekiiler biyoloji derecesi saf su (Invitrogen™ UltraPure™- ThermoFisher)

Mikropipetler (2 uL, 20 uL, 200 uL, 1000 uL) (Eppendorf Reasearch Plus II)
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Pipet uglar1 (20 pL, 200 uL, 1000 uL) (Eppendorf Dualfilter)
Mikrosantrifiyj tiipleri (0,2 mL, 0,6 mL, 1,5 mL, 2 mL) (Axygen)
Parafilm M (Sigma)

3.8.3. Protokol
Primer ve problarin test edilmesinde ABI Viia7 ve BioRad CFX96 olmak iizere 2

farkli gergek zamanli PCR cihazi kullanilmistir.

ABI Viia7 gergek zamanli PCR cihazinin arka fon, ilgi alani (region of interest),
uniformite, normalizasyon kalibrasyonlar1 ve kullanilan tiim floroforlar i¢in kalibrasyonu

iireticinin talimatlar1 dogrultusunda yapilmistir (Applied Biosystems). JOE boyasinin

kalibrasyonu i¢in JOE-TTTTTTTTTT fragmenti kullanilarak manuel bir kalibrasyon plagi

hazirlanmastir.

ABI Viia7 ile ger¢cek zamanli PCR deneylerinde referans boya olarak Mustang Purple
kullanilacagindan, bu boyayi igeren TagPath ProAmp Multiplex Master Mix (ThermoFisher)
kullanimi tercih edilmistir. Bu karisimin igerisinde sicaklik ile aktive edilen (hot-start) Dual-
Lock™ Taq Polimeraz enzimi bulunmaktadir. Ayrica, tasima (carry-over) kontaminasyonunu
engellemek amaciyla sicakliga duyarli urasil-N-glikozilaz (UNG) enzimi ve deoksi-urasil
trifosfat (dUTP) da icermektedir.

Her iki cihazda da yiriitilen calismalarda birim reaksiyon i¢in kullanilan

malzemelerin miktar1 Cizelge 3.7°de verilmistir.

Cizelge 3.7. Ger¢ek zamanli PCR testlerinde birim reaksiyon i¢in kullanilan malzemeler ve
miktarlari

Bilesen ABI Viia7 BioRad CFX96
TagPath ProAmp Multiplex
. 5uL 10 uL
Master Mix
Hedef DNA 30 ng 30 ng—-210ng
Primer 0,3 uM 0,3 uM
Prob 0,15 uM 0,15 uM
. Hacmi 10 pL’ye Hacmi 20 pL’ye
Niikleaz igermeyen su
tamamlayacak kadar tamamlayacak kadar
Total hacim 10 pL 20 pL
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Cizelge 3.7’ye gore DNA harici tiim bilesenler gerekli reaksiyon sayisinin %10
fazlasina yetecek miktarda karistirildiktan sonra 96 kuyucuklu reaksiyon plaklarina uygun
hacimde dagitilmistir. Her bir kuyucuga gerekli hedef DNA eklendikten sonra yapiskan film
ile plagin {stii kapatilmistir. Kuyucuklarin igeriginin duvarlarda kalmamasi ve hava
kabarciklariin elimine edilmesi i¢in plak kisaca santrifiijlenerek gercek zamanli PCR
cihazina yerlestirilmistir. Daha 6nce konvansiyonel PCR ile optimizasyon ¢alismalarinda da
uygulanan reaksiyon kosullari, TagMan problarinin test edilmesinde de uygulanmis ancak
daha sonraki denemelerde dongii sayisinin 35°ten 45’°e ¢ikarilmasi uygun goriilmiistiir. Buna

gore, uygulanan reaksiyon kosullart asagidaki gibidir:

95°C 10 dk.

95°C 1 dk.

60°C 30 sn. X 45
72°C 1 dk.

72°C 5 dk.

4°C 00
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4. ARASTIRMA BULGULARI ve TARTISMA

4.1. Primer Ciftleri Cahsma Kosullarinin Konvansiyonel PCR ile Optimizasyonu
4.1.1. Genomik bolge primerleri

Her iki set igerisinde yer alan primerler i¢in (her primer ¢ifti i¢in ayr1 ayr1 olmak
tizere) uygun baglanma sicakligi ve magnezyum konsantrasyonu degerleri, bu parametreler
icin gradyan olusturularak (Bknz. Cizelge 3.4) tespit edilmistir. Elde edilen PCR {irlinleri

%1,5 agaroz jelde yiiriitiildiikten sonra alinan sonuglar asagida gosterilmektedir.

2 mM Mg* - B. anthracis Sterne DNA
LambdaBa03 E4
= =
i o1 I A B R i S I B R S
é%ﬁhﬁ@\qngéa@l\.dwonﬁ
S(elo|S[S|S[R[R[[=°|T|S|E|B|R|A]

235 bg

Sekil 4.1. 2 MM MgCI; varliginda genomik bolge primerleri i¢in gradyan PCR ¢alismasi.
(Markdor: NEB, 100 b¢ DNA markorti)

2 mM MgCl, konsantrasyonunda LambdaBa03 primerlerinin ¢alismadigi, E4
primerlerinin ise ¢alistigi gozlemlendi (Sekil 4.1). 235 be¢ biiyiikliigiinde, E4 hedef bolgesi
elde edildi. Multipleks PCR kosullari, tek hedef bolgeye yonelik reaksiyonlara kiyasla ¢ok
daha yiiksek magnezyum konsantrasyonlari gerektirmektedir. Bu nedenle LambdaBa03
primerleri 5 mM magnezyum konsantrasyonunda 60°C’de hedef bolgeye optimal olarak
baglanacak sekilde tasarlanmistir. Reaksiyon icersindeki magnezyum miktar1 azaldikca
primerlerin Tm degeri de diislis gostermektedir. Dolayisiyla, 2 mM magnezyum varliginda bu
primerlerin iiriin olusturmayisi, belirlenen sicaklik degerleri araliginin bu primerler i¢in uygun

baglanma kosullarini saglamadigini diistindiirmektedir.

41



3 mM Mg? - B. anthracis Sterne DNA
LambdaBa03 E4
= =
5 ololu|o|o]o 5 olololulu]o
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Sekil 4.2. 3 MM MgCI; varliginda genomik bolge primerleri i¢in gradyan PCR ¢alismasi.
(Markor: NEB, 100 b¢ DNA markorti)

3 mM MgCI, konsantrasyonunda 678 bg biiyiikliginde LambdaBa03 ve 235 bg
biiyiikliigiinde E4 hedef bolgeleri elde edildi (Sekil 4.2). LambdaBa03 primerlerinin 65°C ve
57°C’de firlin olusturmadig1 gozlemlenmektedir. 2 mM magnezyum varliginda yapilan PCR
sonuglarindan da gorildiigi tizere, LambdaBa03 primerleri magnezyum konsanstrasyonuna
daha duyarli olarak baglanma gerceklestirmektedir. 3 mM magnezyum varliginda 57°C
primerlerin baglanmasi igin yetersiz kalirken, 57,5°C’de baglanma meydana gelmektedir. Ote
yandan, yiiksek sicakliklarda primerler termodinamik agidan kararsiz hale gelip erir (Rychlik
ve ark. 1990). Bu yiizden yiiksek sicakliklar primerlerin hedef bolgeye baglanmasini
engellemektedir. Reaksiyon ortamindaki magnezyum miktari ise primerlerin erime sicakligini
yikselterek onlar1 daha kararli hale getirmektedir (Owczarzy ve ark. 2008). Bu iki
parametrenin etkilesimi sonrasinda 3 mM magnezyum konsantrasyonunda 65°C’de

LambdaBa03 primerlerinin hedef bolgeye baglanamadigi goriilmektedir.
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3.5 mM Mg®" - B. anthracis Sterne DNA
LambdaBa03 E4
B AEEREEREREEEEEEE
S8 |eldlglz]n]~[S]4]2]d|d]|glz]|n]"

678 be

=
=
-

235 bg

Sekil 4.3. 3,5 MM MgCI; varliginda genomik bolge primerleri i¢in gradyan PCR ¢aligmasi.
(Markdr: NEB, 100 b¢ DNA markorti)

3,5 mM magnezyum konsantrasyonunda hem LambdaBa03 hem de E4 primerleri test
edilen tim sicaklik derecelerinde basarili bir sekilde iiriin olusturmustur. Sekil 4.3’te
goriildiigi lizere 678 bg uzunlugunda LambdaBa03 hedef bolgesi ve 235 bg uzunlugunda E4

hedef bolgesi agaroz jelde goriintiilenmektedir.
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4 mM Mg?* - B. anthracis Sterne DNA
LambdaBa03 E4
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Sekil 4.4. 4 mM MgCI; varliginda genomik bolge primerleri i¢in gradyan PCR ¢alismasi.
(Markdr: NEB, 100 b¢ DNA markorti)

4 mM magnezyum iceren reaksiyonlarda da hem LambdaBa03 hem de E4
primerlerinin hedef bolgelere baglandigi gozlemlenmektedir (Sekil 4.4) Ancak, bant
Kalinliklarina bakildiginda E4 primerlerinin daha ince ve az 1sik yogunlugunda bantlar
olusturdugu goriilmektedir. Agaroz jelde goriintiilenen bant kalinliklar1 6rnegin igcerdigi DNA
miktar1 ile dogru orantilidir. PCR sonucu olusan DNA miktar1 ise primerlerin belirtilen
kosullarda hedef bolgeye baglanma etkinliginin 6l¢iitii olarak kullanilir (Booth ve ark. 2010).
Dolayisiyla denenen tiim magnezyum konsantrasyonlariyla karsilagtirma yapildiginda E4
primerlerinin en etkili sekilde hedef bolgeye baglandigi durum 3 mM magnezyum
konsantrasyonu olarak belirlenmistir. LambdaBa03 primerleri i¢inse en kalin ve 1s1k

yogunlugu fazla bantlar 4 mM magnezyum konsantrasyonunda elde edilmistir.
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3 mM Mg* - B. cereus DNA
LambdaBa03 E4
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Sekil 4.5. Bacillus cereus ATCC 14579 genomik DNA’s1 ve B. anthracis genomik bolge
primerleri kullanilarak ytiriitiilen gradyan PCR caligsmasi. (Markor: NEB, 100 bg
DNA markérii)

LambdaBa03 ve E4 primerlerinin B. anthracis’e 6zgiinligiinii gostermek amaciyla ilk
etapta Bacillus cereus standart susu olan ATCC 14579 susu genomik DNA’s1 kullanilarak
PCR caligsmas1 yiiriitiilmiistiir. Bunun sonucunda her iki primerin de B. cereus DNA kaynagi

olarak kullanildiginda hig bir bolgeye baglanmadigi gosterilmistir (Sekil 4.5)
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3 mM Mg?* - NT Kontrol
LambdaBa03 E4
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Sekil 4.6. Negatif kontrol amagli, DNA 6rnegi icermeyen PCR ¢alismasi. (Markor: NEB, 100
b¢ DNA markorii) (NT: “Non-template”, DNA 6rnegi igermeyen)

PCR deneylerinde, DNA haricinde kullanilan tiim reaksiyon bilesenlerinin bir 6nceki
PCR reaksiyon {iriinleri ile veya yabanci DNA ile kontamine olmamis olmasi, elde edilen
DNA bantlarinin dogrudan yapilmis PCR ¢alismasi sonucu olustugunu gostermesi agisindan
onemlidir. Bu sebeple, DNA 6rnegi eklenmemis reaksiyonlar DNA kontaminasyonu varligini
test etmek amaciyla her calismada yiirtitiilmektedir. Sekil 4.6’da gosterilen sonug, kullanilan

PCR bilesenlerinde DNA kontaminasyonu olmadigin1 kanitlamaktadir.

4.1.2. pXO1 primerleri

Hem literatiir hem de dizayn seti igerisindeki pXO1 plazmidi iizerindeki bolgeleri
hedefleyen primerler sicaklik ve magnezyum gradyani olusturularak PCR ile test edildi
(Bknz. Cizelge 3.5). PCR sonucunda elde edilen iriinler %1,5 agaroz jelde yiiriitiilerek

asagidaki sonuglar elde edilmistir.

Sirastyla Sekil 4.7 — Sekil 4.11’e kadar sonuglar incelendiginde artan magnezyum
konsantrasyonlarinda tiim reaksiyon sicakliklarinda Pag ve Cya primerlerinin hedef
bolgelerine baglanarak beklenen uzunluklarda (Pag primerleri hedef bolge uzunlugu: 364 bg,
Cya primerleri hedef bolge uzunlugu: 150 bg) iiriin olusturdugu goriillmektedir. Magnezyum

konsantrasyonlar1 arttikca optimal reaksiyon sicakliginin genel olarak yiikselme egiliminde
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oldugu, elde edilen bant kalinliklarindan ¢ikarilabilir olsa da bu durum anlamli bir fark

olusturmamaktadir.
1,5 mM Mg®" - B. anthracis plazmid DNA
Pag Cya
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Sekil 4.7. 1,5 mM MgCI; varliginda pXO1 primerleri igin gradyan PCR ¢alismasi. (Markor:
Thermofisher Generuler 50 b¢ DNA markorii)

2 mM Mg?* - B. anthracis plazmid DNA
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Sekil 4.8. 2 MM M(CI; varliginda pXO1 primerleri i¢in gradyan PCR calismasi. (Markor:
Thermofisher Generuler 50 b¢ DNA markorii)
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3 mM Mg?* - B. anthracis plazmid DNA

Pag Cya
1A EE R E R
s|e(3|e||S|s|5[|Se|g|e|d|S|s]| 5]

364 be

Sekil 4.9. 3 MM MgCI; varliginda pXO1 primerleri igin gradyan PCR ¢aligmasi. (Markor:

364 be

Thermofisher Generuler 50 b¢ DNA markorii)

3,5 mM Mg?* - B. anthracis plazmid DNA
Pag Cya
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Sekil 4.10. 3,5 mM MgCl; varliginda pXO1 primerleri i¢in gradyan PCR ¢alismasi. (Markor:

Thermofisher Generuler 50 b¢ DNA markorti)
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4 mM Mg?* - B. anthracis plazmid DNA
Pag Cya
= > g
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Sekil 4.11. 4 mM MgCl; varliginda pXO1 primerleri i¢in gradyan PCR ¢alismasi. (Markor:
Thermofisher Generuler 50 b¢ DNA markorii)

4.1.3. pXO2 primerleri
Genomik bolge ve pXO1 primerlerinin optimizasyonunda kullanilan metodoloji pXO2
primerleri i¢in de izlenmistir. Sicaklik ve magnezyum gradyani semas:t Cizelge 3.6’da

gosterilmektedir. Yiritiilen PCR ¢alismasi sonuglar1 %1,5 agaroz jelde goriintiilenmistir.

1,5 mM Mg®* - B. anthracis plazmid DNA
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Sekil 4.12. 1,5 mM MgCl; varliginda pXO2 primerleri i¢in gradyan PCR ¢alismasi. (Markor:
Thermofisher Generuler 50 b¢ DNA markorti)

1,5 mM magnezyum iceren reaksiyonlara bakildiginda LCapB primerlerinin test

edilen tiim sicaklik degerlerinde hedef DNA’ya baglanarak 148 b¢ uzunlugunda DNA
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fragmentleri trettigi goriiliirken, DCapB primerlerinin 57°C ve 65°C’de verimli bir sekilde

baglanma gergeklestiremedigi bu sicaklik degerlerinde yiiriitiillen reaksiyonlardan silik

goriiniimlii DNA bantlar1 elde edilmesinden anlasiimaktadir (Sekil 4.12).

259 be

2 mM Mg* - B. anthracis plazmid DNA

DCapB LCapB
S olu|lo|o]ulo S vlv|o|lolo|o
A RN R RN EI RN R B
@ [+
Al o RN RSl Rl R B I Il Il Rl V-3 IV RO Il -l BN g

148 be

Sekil 4.13. 2 mM MgCI2 varliginda pXO2 primerleri i¢in gradyan PCR calismasi. (Markor:

Thermofisher Generuler 50 b¢ DNA markorii)

2mM magnezyum konsantrasyonunda DCapB ve LCapB primerleri beklenen DNA

riinlerini olusturmakta, ancak 57°C’de DCapB primerlerinin hedef DNA’ya baglanma

veriminin ¢ok diisiik oldugu goriilmektedir (Sekil 4.13).

259 be

3 mM Mg®" - B. anthracis plazmid DNA
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Sekil 4.14. 3 mM MgCIl2 varliginda pXO2 primerleri i¢in gradyan PCR calismasi. (Markor:
Thermofisher Generuler 50 b¢ DNA markorti)
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Magnezyum konsantrasyonu 3 mM’a ¢ikarildiginda hem DCapB, hem de LCapB
primerlerinin tiim reaksiyon sicakliklarinda hedef bolgelerine etkili bir sekilde baglandig:
gorilmektedir. Ancak artan magnezyum konsantrasyonu sonucu DCapB primerlerinin kismi
oranda 0Ozgiin olmayan baglanma da gergeklestirdigi asil PCR iirlinii olan 259 bg
uzunlugundaki DNA bantlarinin altinda goriilen silik bant goriinimiinden anlasilmaktadir

(Sekil 4.14)

3,5mM Mg”* - B. anthracis plazmid DNA
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Sekil 4.15. 3,5 mM MgCl; varliginda pXO2 primerleri i¢in gradyan PCR ¢alismasi. (Markor:
Thermofisher Generuler 50 b¢ DNA markorti)

4 mM Mg®" - B. anthracis plazmid DNA

259 be

148 bg

Sekil 4.16. 4 mM MgCl;, varliginda pXO2 primerleri i¢in gradyan PCR ¢alismasi. (Markor:
Thermofisher Generuler 50 b¢ DNA markorti)
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3,5 mM (Sekil 4.15) ve 4 mM (Sekil 4.16) magnezyum igeren reaksiyon sonuglarina
bakildiginda DCapB primerlerinde hedef bolgeye baglanmanin yaninda 6zglin olmayan
baglanma sonucu olusan DNA bantlar1 goriilmeye devam etmektedir. Bu durum yiiksek
magnezyum miktarinin spesifik olmayan baglanmalara sebep olmasi ile agiklanabilir (Lorenz
2012). Ancak, hedef bolgeye baglanmanin yiiksek verimle gerceklesiyor olmasi ve multipleks
diizende PCR yiritiildiigli zaman diger primer c¢iftlerinin de ortamdaki magnezyumu
kullanacak olmast sebebiyle 0zgiin olmayan baglanmanin Oniline gecilebilecegi

distiniilmektedir.

LCapB primerlerinin 3,5 mM magnezyum Kkonsantrasyonunda tiim sicaklik
degerlerinde beklenen 148 bg¢ boyutundaki DNA firiinlerini olusturdugu, ancak 4 mM
magnezyum konsantrasyonuna c¢ikildiginda 57°C ve 65°C reaksiyon sicakliklarinda hedef
bolgeye baglanmada basarisiz oldugu goriilmektedir (Sekil 4.16). Yine yiikksek magnezyum
miktarmin primerlerin stabilitesini ylikseltmesi sebebiyle (Owczarzy ve ark. 2008) 57°C’de
baglanmay1 engellemesi ve 65°C sicakligin primer ve hedef DNA boélgesindeki bazlarin
arasinda  hidrojen baglart kurulmasini  engellemesi sebebiyle iiriin  olusmadigi

distiniilmektedir.

Sonu¢ olarak, dizayn grubu primerlerinden olusan multipleks PCR kiti igin,
kromozomal primerlerin en iyi sonu¢ verdigi 4 mM magnezyum degerinde pXO1 ve pXO2
primerlerinin de verimli baglanma gerceklestirmesi sebebiyle, multipleks PCR reaksiyonu
denemesi i¢in bu deger se¢ilmistir. Ayni sekilde literatiir grubu primerlerinin oldugu kit icin
ise bu gruptaki kromozomal (E4) primerlerinin en verimli baglanma gergeklestirdigi 3 mM
magnezyum konsantrasyonu degeri se¢ilmistir. Her iki multipleks kit i¢in de reaksiyon
sicakligi olarak tiim primer ¢iftlerinin iiriin olusturdugu ortalama bir sicaklik degeri olan 60°C

degeri secilmistir.
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4.2. Konvansiyonel PCR ile Olusturulan Multipleks PCR Kitlerinin Test Edilmesi

LambdaBa03, Pag ve DCapB primerlerinden olusan dizayn seti ve E4, Cya ve LCapB
primerlerinden olusan literatiir seti ile 3’1 multipleks diizende PCR yiiriitiilmiis, hedef DNA
ornegi olarak Kafkas Universitesi Veterinerlik Fakiiltesi’nden elde edilen, tam viriilent B.
anthracis kiiltiiriinden izole edilmis genomik DNA ve plazmid DNA’s1 kullanilmistir. Dizayn
Seti icin magnezyum konsantrasyonu 4 mM, literatlir seti iginse 3 mM olacak sekilde
ayarlanmigtir. Reaksiyon baglanma sicakligi 60°C’dir. PCR sonuglar1 %]1,5 agaroz jelde
yiritilmistir. Sekil 4.17°de goriilen jel sonuglarina gore her iki multipleks PCR Kiti de
beklenen DNA bantlarini iireterek basariyla tiim hedef bolgelerini tanimaktadir. Literatiir
setinde yer alan Cya ve LCapB primerlerinin olusturduklar iiriinler (sirastyla 150 bg ve 148

b¢) arasinda c¢ok kiicik uzunluk farki olmasi sebebiyle agaroz jelde ayrimlari

saglanamamaktadir.
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Sekil 4.17. Multipleks PCR kitlerinin konvansiyonel PCR ile testi (Markor: Thermofisher
Generuler 50 b¢ DNA markorii)
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4.3. Primerlerin Ozgiinliigiiniin Konvansiyonel PCR ile Test Edilmesi

Tiim primer giftlerinin yalnizca B. anthracis’e 6zgii oldugunun gosterilmesi amactyla
her bir primer ¢ifti ayr1 ayri olarak 8 farkli B. cereus grubu susu iizerinde denenmis, alinan
sonuglar Sekil 4.18, 4.19 ve 4.20°de gosterilmektedir. Beklendigi tlizere hi¢ bir primer g¢ifti

farkl1 basil tiirlerinden elde edilen DNA Orneklerine baglanarak capraz reaksiyon

gostermemistir.
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Sekil 4.18. LambdaBa03 ve Pag primerlerinin Bacillus grubu tiirleriyle ¢apraz baglanma
kontrolii
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Sekil 4.20. Cya ve LCapB primerlerinin Bacillus grubu tiirleriyle capraz baglanma kontrolii
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4.4. Internal Kontrol Fragmentlerinin E.coli BL21 Susuna Aktarilarak Cogaltilmasi

ICD ve ICL fragmentlerini igeren pUC57 vektorlerini ¢ogaltmak i¢in E. coli BL21
hattina elektroporasyon yoluyla transformasyon yapilmistir. pUC57 vektori ampisilin direng
geni icerdiginden yalnizca basarili bir sekilde transforme olmus E. coli hiicreleri ampisilinli
LB agarda biiyiiyebilmektedir. Bu sayede pUCS57 ile basarili sekilde transforme olmus
bakteriler ampisilin iceren LB agar iizerinde segilebilmektedir. Daha sonra elde edilen
kolonilerden plazmid izolasyonu yapilarak agaroz jel elektroforezi ile ticari Grneklerle
karsilagtirilmistir (Sekil 4.21). Buna gore E.coli BL21 hattindan transformasyon sonrasi izole
edilen plazmid Ornekleri, ticari ICD ve ICL fragmentlerini i¢eren pUCS57 vektorleri ile

uyumluluk gdstermektedir.
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Sekil 4.21. Transformasyon sonrasi izole edilen plazmid 6rnekleri, ticari olarak alinan ICD
ve ICL igeren pUC57 plazmidleriyle karsilagtirilmasi. (Markor: NEB 1 kb DNA
markorii)
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Gergek zamanli PCR kitlerinde kontrol olarak belirli bir hedef bolgesi igeren
plazmidleri kullanmak, kitin yanlis negatif sonu¢ verdigi durumlarin tespiti i¢in gereklidir.
Reaksiyondan alinan negatif sonug, teste tabi tutulan 6rnek igerisinde hedef organizmanin
bulunmamast durumunun yaninda, reaksiyonun inhibe oldugu veya baska sebeplerle
gerceklesmedigi durumlarda da alinmaktadir. Bu yilizden kit i¢i kontrol fragmenti
kullanilmadiginda alinan negatif sonuglarin dogrulugundan emin olunamaz. Ozellikle
patojenik 6zelligi yiiksek organizmalarin tespiti i¢in kullanilan ger¢ek zamanli PCR Kitlerinde
gozden kacirilan yanlis negatif sonuglar, hem saglik i¢in biiyiik risk olusturacak, hem de
ekonomik boyutta ciddi sonuglara sebep olacaktir. Saha Grneklerinde bulunabilecek PCR
inhibitdrlerinin varliginda veya herhangi bir sebeple reaksiyonun bagarisiz olmasi durumunda
kontrol olarak kite dahil edilen DNA fragmentinden de ¢ogaltim olmayacagi igin yanlig

negatif sonuclarin ayrimi yapilabilmektedir.

Kit ici kontrolii olarak plazmid DNA kullanmak, DNA manipiilasyonunun ve
cogaltiminin kolay olmasi sebebiyle yaygin olarak kullanilan bir yontemdir. Ancak plazmid
DNA’nin stiperkivrimli sekilde bulunmasi polimeraz reaksiyonunda primerlerin ve polimeraz
enziminin baglanmasini engelleyebilmektedir (Chen ve ark. 2007, Hou ve ark. 2010, Lin ve
ark. 2011). Plazmidler linearize edildiklerinde ise konformasyon degistirerek siiperkivrimli
formdan cikarlar. Bu yiizden PCR’de kullanilacak kontrol plazmidlerinin linearize edilmesi
onerilmektedir. Bu sebeple, dizayn edilen ICD ve ICL fragmentlerinin bir ucuna KspAl, diger
ucuna da Ecol47I enzimlerinin tanima bolgeleri eklenmistir. Bu sayede ICD ve ICL igeren
pUCS57 vektorleri linearize edilebilecek veya gerekirse ¢ift kesim ile kontrol fragmentleri
izole edilebilecektir. Bu amag i¢in segilen restriksiyon enzimlerinin kiit uglu kesim yapan
enzimler olmasi, DNA fragmentlerinin multipleks ger¢ek zamanli PCR i¢inde ¢ok sayida
bulunan primer ve problarla yapiskan uclar yoluyla baglanmasi ihtimalinin 6niine ge¢mek i¢in
tercih edilmistir. Ayn1 zamanda segilen restriksiyon enzimlerinin ayni tampon (Tampon B,
ThermoFisher) icerisinde %100 verimle ¢alisiyor olmasi, ¢ift kesim islemini kolaylastiran bir

faktor oldugu i¢in bu sekilde ¢caligmaya uygun enzimler secilmistir.

KspAl enziminin tanima bdlgesi, bakteriyel metilaz enzimleri Dam ve Dcm
aktivitesinden etkilenmemektedir. Ecol471 enzimi tanima bdlgesi ise, Dam proteininden
etkilenmemekte ancak Dcm tarafindan metile edilmektedir. Tanima boélgeleri metilasyona
ugradiginda  ilgili restriksiyon enzimi bu bolgeye baglanamamakta ve kesim

gerceklesmemektedir (Arber 1965, McClelland 1981). Bu sebeple ICD ve ICL
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fragmentlerinin ¢ogaltimi i¢in dam(+)/dcm(-) genotipine sahip E. coli BL21 susu konak

organizma olarak seg¢ilmistir.

pUCS57 vektorii 2710 baz cifti uzunlugunda, E.coli’de klonlama i¢in yaygin olarak
kullanilan bir vektordiir (Anonim 2019d). ICD fragmentinin klonlanmasi sirasinda vektor
EcoRI ve Sphl enzimleri ile kesilerek ¢oklu klonlama bdlgesinden 63 bg¢ uzunlugunda bir
parga ¢ikarilmigtir. ICL fragmenti i¢inse EcoRI ve HindIIl enzimleri kullanildig: i¢in kesilen
par¢a 69 b¢ uzunlugundadir. Kontrol fragmentleri vektor icine klonlandiginda ICD dizisini
tastyan vektor 3547 bg, ICL dizisini tagiyan vektor ise 3028 bg¢ uzunluguna ulagmaktadir.
KspAl (Hpal) ve Ecol471 (Stul) enzimleriyle ¢ift kesim yapildiginda enzimlerin tanima
bolgelerinden gelen toplamda 6 b¢ uzunluk vektor lizerinde kalmakta, ICD fragmenti 894 be,
ICL fragmenti ise 381 b¢ uzunlugunda olmaktadir. Cift kesim sonrast geriye kalan bos ICD
ve ICL vektorlerinin uzunlugu yaklasik olarak aynidir (ICD vektorii 2653 bg, ICL vektori
2647 bg). (Sekil 4.22)
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Sekil 4.22. ICD ve ICL fragmentlerini iceren pUCS57 vektorlerinin KspAl ve Ecol1471 enzimleriyle
kesimi sonrasi elde edilen agaroz jel elektroforez goriintiisii
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4.5. Primer ve Problarin Ger¢ek Zamanh PCR Kullanilarak Test Edilmesi
45.1. TaqMan problarimn ve ilgili primerlerin test edilmesi

Dizayn seti igerisinde yer alan Pag, DCapB ve ICD problan ile literatiir seti
icerisindeki E4, cya, LCapB ve ICL problarinin ¢alisabilirligi, her bir hedef bolge igin farkl
reaksiyonlar olusturularak test edilmistir. Hedef bolgesi kromozomal DNA olan primer ve
problar i¢in yabanil tip B. anthracis genomik DNA’s1, plazmid bolgelerini hedefleyen primer
ve problar iginse yabanil tip B. anthracis plazmid DNA izolasyonu 6rnegi kullanilmistir. Bu

calismadan elde edilen amplifikasyon grafikleri Sekil 4.23’te gdsterilmektedir.

DCapB, E4, LCapB, ICD ve ICL problarinin amplifikasyon egrilerine bakildiginda
4’lii tekrar olarak yliriitilen reaksiyonlarin birbiri ile st iiste kiimelenmis olarak sonug
verdigi ve negatif kontrolden tamamen ayrildigi goriilmektedir (Sekil 4.23). Bu durum
problarin basari ile ilgili sekansa baglandiklarini ve tekrarli 6rnekler arasinda hedef DNAnin

ve reaksiyon elemanlarinin homojen dagildigini géstermektedir.
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TagMan problarinin gercek zamanli PCR ile test edilmesi. a) Dizayn seti
icerisinde yer alan problarin amplifikasyon egrileri b) Literatiir seti icerisinde yer

alan problarin amplifikasyon egrileri

Pag ve cya problarinin amplifikasyon egrilerine bakildiginda ise test grubunun negatif

kontrol 6rneginden ancak 33.-34. dongiide ayrismaya basladigi fakat reaksiyonun tamaminin

35 dongiiden olusmasi sebebi ile bu ayrigsmanin net olarak goriintiilenemedigi goriilmektedir

(Sekil 4.23). Bu iki prob igin ¢ok bilesenli floresans artis grafigine bakildiginda, deney

gruplarinin negatif kontrol 6rneginden reaksiyonun son dongiilerinde farklilasmaya basladigi

daha agik bir sekilde goriilebilir (Sekil 4.24). Cok bilesenli grafiklerde Mustang Purple

referans boyasindan alinan floresans degeri de ayr1 olarak gosterilmektedir.
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Sekil 4.24. Pag ve cya problarinin ¢ok bilesenli grafikleri

Bu durum, reaksiyonda kullanilan plazmid DNA 6rneginde Pag ve cya problarinin
hedefledigi pXO1 plazmidinin pXO2 plazmidine kiyasla ¢ok daha az miktarda bulundugunu
diistindiirmektedir. Bu sebeple baslangictaki DNA miktari arttirilarak (30 ng = 210 ng) ve
reaksiyonda dongii sayis1 45°e ¢ikarilarak deney tekrarlanmistir. Bunun sonucunda Pag ve cya
problarinin hedef bolgelerine basari ile baglandiklar1 ve 18. dongiide esik degeri astiklari
gorilmiistir (Sekil 4.25).

61



Pag Amplifikasyon Grafigi

10
o} —
8 4
7 4
F
S L
- 5
~
= 4
=
g 3
24
' — NTK
o+
0 10 20 30 40
Daongii sayisi
cya Amplifikasyon Grafigi
10 F Tt Tttt tes Tttt e ToT T nes T
93 e mc—
T T T
7 3
~~
n 6
<
S s
S’
= 44
=
3
2 3
13
— NTK
04

Sekil 4.25. Pag ve cya problarinin 210 ng baslangi¢ hedef DNA miktar1 ve 45
dongiiliik gergcek zamanli PCR ile testi

4.5.2. Tentacle prob ve Rapid problarin test edilmesi

Birbirlerine alternatif olarak tasarlanan tentacle prob ve rapid problarin test
edilmesinde hem ABI Viia7 hem de BioRad CFX96 gercek zamanli PCR cihazi
kullanilmistir. Bu problarin hepsi LambdaBa03 hedef bolgesi lizerinde farkli lokasyonlari
hedeflemektedir. Dolayisiyla iclerinden en verimli baglanmay1 gergeklestiren prob
LambdaBa03 bolgesi i¢in kit i¢erisinde kullanilacaktir. Tiim denemelerde 30 ng B. anthracis
genomik DNA’s1 hedef DNA olarak kullanilmstir.

Sekil 4.26 ve Sekil 4.27°de goriildiigii lizere her 3 rapid prob da hedef bolgeye
baglanmakta ancak baglanma verimliligi agisindan birbirlerinden ayrilmaktadirlar. BioRad
CFX 96 cihaz1 ile yapilan denemede tiim problarin Ct (Threshold cycle; probdan alinan
floresans sinyalinin esik degerin {izerine ¢iktigt dongii numaras1) degerleri daha diisiik

olmakla beraber sonuclar problarin baglanma verimliligi agisindan paralellik gostermektedir.

62



R1 Amplifikasyon Egrisi R2 Amplifikasyon Egrisi

Amplification Plot Amplification Plot

100

10 -

e
g
b4

o1 é 4 NTK NTK
00

Dongti sayist Dongti sayisi
R3 Amplifikasyon Egrisi

Amplification Plot

NTK

ARn

001
2 4 & & W w 14 w w w 2 M ¥ 2w 20 | M B %N

Dongt sayist

Sekil 4.26. R1, R2 ve R3 Rapid problarinin ABI Viia7 ile alinan amplifikasyon grafigi
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Sekil 4.27. R1, R2 ve R3 Rapid problarinin Bio-Rad CFX96 ile alinan amplifikasyon egrileri
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Cizelge 4.1’¢ bakildiginda en diisiik Ct degerinin R2 probu ile elde edildigi
goriilmektedir. Tiim Orneklerde ayni primer ¢ifti ve es miktar baglangic DNA’s1 kullanildig:
i¢in, alan floresans degerinin esik degerini erken dongii sayisinda ge¢mesi, o reaksiyonlarda

kullanilan probun hedefe baglanma verimliliginin yiiksek oldugunun gostergesidir.

Cizelge 4.1. Rapid problarin 30 ng hedef DNA ile reaksiyonunda alinan Ct degerleri

Ortalama Ct Degerleri
.. BioRad
ABI Viia7 CEX96
R1 23 22
R2 20 15
R3 29 30

Tentacle probun test edilmesinde diger problarda oldugu gibi, baglanma sicaklig
olarak d6nceden de optimal oldugu belirlenmis 60°C segilerek polimeraz zincir reaksiyonu
yirlitilmiis ancak bu sicaklik degerinde probun hedef bolgeye baglanmadigi gorilmiistiir
(Sekil 4.28). Bunun iizerine, tentacle probun hedef sekansa baglanabildigi sicaklig1 belirlemek
amactyla sicaklik gradyani olusturularak yeni bir reaksiyon yiiriitiilmistir. Denenen
baglanma sicakliklar sirasiyla 68°C, 67,5°C, 66,4°C, 64,4°C, 62°C, 60°C, 58,7°C ve 58°C’dir.
Sekil 4.29°da goriildiigl tizere, bu sicakliklarin hi¢ birinde baglanmanin gerceklesmedigi ve
floresans degerinin ylikselise gectigi birka¢ 6rnekte kaydedilen artisin probun baglanmasindan
degil, yapisal bir kirilmadan 6tiirii FAM floroforunun BHQ1 susturucusundan uzaklasmasi
sebebiyle oldugu degerlendirilmistir. Bunun gibi probun yapisinda kirtlma durumlarinda
amplifikasyon egrisinde taban cizgisinden iissel artisa geciste ani egim degisiklikleri ve

zikzak seklinde degisimler goriilebilecegi diisiiniilmektedir.

Tentacle Prob Amplifikasyon Egrisi
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Sekil 4.28. Tentacle prob amplifikasyon egrisi, baglanma sicaklig1 60 °C.
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Sekil 4.29. Tentacle prob ile 58°C-68°C arasinda degisen baglanma sicakliklarinda
yiiriitiilen gradyan ger¢ek zamanli PCR sonucu elde edilen amplifikasyon
grafikleri
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Daha once yapilan bir ¢calismada Tentacle problarin TagMan problara kiyasla yakin
akraba tiirlerin ayriminda ve sahadan alinan 6rneklerde yanlis pozitif sonuglar vermemesi
acisindan daha tistiin oldugu bildirilmistir (Satterfield ve ark. 2007a). Tentacle problar yapisal
acidan “molekiiler fener” (Molecular beacon) problara benzeyen bir sa¢ tokasi yapisi
icermekte ve bu 0Ozelligi sayesinde arttirilmis Ozgilinliik kazanmaktadir. Bunun yaninda
yakalama probunun eklenmesiyle daha yiiksek afinite ve yiiksek baglanma kinetigine sahiptir.
Benzer govdeye sahip molekiiler fener problarla karsilastirildiginda kinetik oran sabitlerinin
200 kata kadar daha yiiksek oldugu bildirilmektedir (Satterfield ve ark. 2007b). Bu sebeple
Tentacle problarin hassasiyetten ddiin vermeden 6zgiin bir sekilde hedef bolgeye baglandigi
ve sahadan alinan Orneklerde oldugu gibi analit miktarinin belli olmadigi, analitin saf
olmadig1 durumlarda bile yanlis pozitif ve yanlis negatif sonuglar vermedigi rapor edilmistir
(Satterfield ve ark. 2007a). Bu sebeplerle bu ¢alisgmada B. anthracis’in tanisinda kromozomal
hedef bdlgenin tespiti icin Tentacle probun ve onlarin {ist nesli olan Rapid problarin dizayn
kiti igerisine dahil edilmesi uygun goriilmiistiir. Tentacle/Rapid problarin multipleks gercek
zamanli PCR tan1 kiti igerisine dahil edilmesi, bugiine kadar yayimlanmig B. anthracis i¢in
PCR tabanli tani kiti gelistirilmesine yonelik caligsmalar icerisinde bir ilk teskil etmektedir.

Bu calismada kullanilan Tentacle probun 58°C-68°C arasinda degisen baglanma
sicakliklarinin hi¢ birinde hedef sekansa baglanmayip 6zellikle yiiksek sicakliklarda yiiriitiilen
reaksiyonlarda kirilmaya ugramasina sebep olarak bu probun kompleks yapis1 gosterilebilir.
Tentacle prob, yakalama bolgesi ve deteksiyon bolgesi arasinda PEG9 baglayict molekiiliinii
ve FAM floroforunu tagimaktadir. Dolayist ile probun yapisindaki bu farkli elemanlarin
arasinda olusabilecek herhangi bir kirilma probun dogru calismasini engellemis olacaktir.
Ayrica tentacle probun kompleks yapist sentezini de zorlastiran bir etmendir. Prob sentezi
sirasinda olusabilecek hatalar probun hedef sekansa baglanma kinetigini etkilemis olabilir.
Bunlarin haricinde, probun sa¢ tokas: yapisinin erime sicakligi her ne kadar kullanilan online
araglar ile 66°C olarak belirlenmisse de, gercek reaksiyon kosullarinda bu yapimin erime
sicaklig1 daha yiiksek olup probun agilmasini engelliyor olabilir. Tiim bu ihtimaller goz 6niine
alinarak tentacle probun PEGY9 molekiiliine ihtiya¢ kalmadan ve floroforun probun orta
kisminda degil de u¢ kisminda yer alacag: sekilde yapist modifiye edilip sadelestirilebilir.

Dizayn seti icerisinde genomik hedef bolgesi icin birbirine alternatif 4 farkli prob
bulundugundan, test sonuclarina gére bunlarin arasindan baglanma verimliligi en yiliksek olan

R2 probu kit igerisine dahil edilmek {izere se¢ilmistir.
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4.5.3. Dizayn ve literatiir Kitlerinin gercek zamanh PCR ile multipleks olarak

calisabilirliginin kontrol edilmesi

Olusturulan B. anthracis tani kitlerinin dortlii multipleks diizende ¢alisabilirligi ger¢ek
zamanli PCR ile kontrol edilmistir. Bunun igin, hedef DNA olarak B. anthracis genomik
DNA’st ve plazmid DNA’s1 esit oranda karistirilarak kullanilmistir. Ayrica reaksiyon
icerisine dizayn kiti i¢in ICD fragmenti, literatiir seti i¢in ise ICL fragmenti eklenmistir. Bu
kontrol fragmentleri reaksiyonda genomik hedef bolgesi ile ayni primer ¢iftlerini
kullandigindan, primerler iki farkli hedef DNA’ya baglanma konusunda yarigimli olarak
calisacaktir. Bu sebeple, reaksiyona dahil edilecek kontrol fragmenti konsantrasyonu dnem
tagimaktadir. Eklenen kontrol fragmentinin fazla olmasi durumunda reaksiyon igerisindeki
ilgili primerler genomik hedef bolgesine kiyasla yiiksek oranda kontrol fragmentine
baglanarak bu DNA pargasinin ¢ogaltimini saglarlar. Bunun gerceklesmesi durumunda
genomik hedef bolgesi igin elde edilen Ct degeri yiikselerek yaniltici sonug verebilir. Ayrica
kontrol fragmentinin ¢ok fazla oldugu durumlarda ortamdaki dNTP ve serbest polimeraz
enzimi miktar: da azalarak diger hedef bolgelerin ¢ogaltiminda kisitlayici faktor olabilirler.
Bu sebeplerle reaksiyona eklenecek kontrol fragmentinin miktar1 optimize edilmelidir. Bunun
icin ICD ve ICL fragmentleri ile seri diliisyonlar yapilarak 40 ng, 0,04 ng, 4x10 ng ve 4x107

ng olmak iizere 4 farkli konsantrasyonda multipleks reaksiyona eklenmistir.
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Sekil 4.30. Dizayn setinden olusan B. anthracis tan1 kitinin 4’lii multipleks olarak farkli ICD

konsantrasyonlartyla gercek zamanli PCR ile test edilmesi
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Sekil 4.30°da goriildiigi tizere, ICD miktarindaki farklilik, LambdaBa03 hedef
bolgesinin  ¢ogaltimint  onemli Olgiide etkilememekte ve bu bolgeden elde edilen
amplifikasyon egrileri birbirine yakin kiimelenmektedir. Ancak, ICD fragmentinin
amplifikasyon egrisine bakildiginda en yiiksek ICD konsantrasyonu igeren reaksiyonun en
biiyiik Ct degerini vermis olmasi, yarisimli primerlerin daha ¢ok LambdaBa03 bolgesine
baglanarak ICD ¢ogaltimini olumsuz etkilediginin gostergesidir. ICD amplikonunun 888 bg
uzunluk ile en uzun hedef bélge olmasi, yarisimli primerler ile ¢ogaltiminda bu bolgenin daha
dezavantajli olabilecegini diisiindiirmektedir. 0,04 ng ICD igeren reaksiyonlarda Ct degerleri
arasindaki fark reaksiyon iceriginin kuyucuklara yiiklenmesi esnasinda homojen olarak
karigmamis olmasi veya pipetleme hatalar1 sebebiyledir. Pag ve DCapB bdlgelerinin
amplifikasyon egrilerinde ise beklendigi iizere tiim reaksiyonlar birbiri ile ¢akisan egriler
olusturmaktadir. Primer ve problarin 4’lii multipleks diizende basari ile calistigi, internal
kontrol fragmenti ICD’nin miktarmin genomik hedef bolgesinin ve diger hedef bolgelerin
cogaltimmi onemli Olgiide etkilemedigi ancak yiiksek ICD miktarmin kendi ¢ogaltimini
negatif yonde etkiledigi bu test ile goriilmiistiir.

Literatiir setinden olusan B. anthracis tani kitinin 4’lii multipleks diizende gergek
zamanli PCR ile testinde ise yiliksek ICL miktarinin hem genomik hedef boélgesi E4’iin hem
de pXO1 hedef bolgesi cya’nin g¢ogaltimmi inhibe ettigi goriilmektedir (Sekil 4.31). Ote
yandan 4x10® ng ICL fragmenti iceren reaksiyonlar negatif kontrol 6rneginden daha yiiksek
Ct degerinde sonug verdigi i¢in negatif sayilmaktadir. 0,04 ng ICL miktar1 E4 hedef bolgesi
en kiigik Ct degerlerini vermektedir. Dolayisiyla ICL fragmenti ile ortak primer
kullanimindan test edilen diger ICL konsantrasyonlarinda oldugu kadar c¢ogalimi

baskilanmamaktadir.
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Sekil 4.31. Literatiir setinden olusan B. anthracis tani kitinin degisen ICL konsantrasyonlari ile
4’14 multipleks diizende gergek zamanli PCR ile test edilmesi

Sonug olarak, literatiir setinin de 4’lii multipleks diizende ger¢ek zamanli PCR ile
basar1 ile ¢alistig1 ve kit icerisine eklenecek ICL fragmenti i¢in en uygun miktarin 0,04 ng

oldugu goriilmektedir.

4.5.4. Olusturulan 2 farkh gercek zamanh multipleks PCR kitinin Bacillus anthracis’e

filogenetik olarak yakin diger Bacilli suslari ile test edilmesi

B. anthracis multipleks ger¢ek zamanli tani kitlerinin ¢ogu B. cereus grubu tiirlerinden
olusan 20 farkl sus ile c¢apraz reaksiyon testleri ger¢ek zamanli PCR ile yiirlitilmistir.
Pozitif kontrol i¢in B. anthracis genomik DNA’si ile plazmid DNA’s1 karistirilarak

kullanilmistir. Elde edilen sonuclar Cizelge 4.2°de gosterilmistir.
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Cizelge 4.2. B.anthracis tani kitlerinin 20 farkli basil susu ile ¢apraz reaksiyon kontrolii

Sus kodu Gergek zamanli PCR sonucu
Dizayn Kiti Literatiir kiti
LambdaBa03 Pag DCapB E4 cya LCapB
(Genomik bolge) | (pXO1) | (pXO02) | (Genomik bolge) | (pXO1) | (pXO2)
4A3 Negatif Negatif | Negatif Negatif Negatif | Negatif
4AB1 Negatif Negatif | Negatif Negatif Negatif | Negatif
4AJ1 Negatif Negatif | Pozitif Pozitif Negatif | Negatif
4AW1 Negatif Negatif | Pozitif Negatif Negatif | Negatif
4AY1 Negatif Negatif | Negatif Negatif Negatif | Negatif
4BA1 Negatif Negatif | Negatif Negatif Negatif | Negatif
4BD1 Negatif Negatif | Negatif Negatif Negatif | Negatif
4CC1 Negatif Negatif | Negatif Negatif Negatif | Negatif
4Y1 Negatif Negatif | Negatif Negatif Negatif | Negatif
6A5 Negatif Negatif | Negatif Negatif Negatif | Negatif
6A10 Negatif Negatif | Negatif Negatif Negatif | Negatif
6A15 Negatif Negatif | Negatif Negatif Negatif | Negatif
6A18 Negatif Negatif | Negatif Negatif Negatif | Pozitif
6A19 Negatif Negatif | Negatif Negatif Negatif | Negatif
6A20 Negatif Negatif | Negatif Negatif Negatif | Negatif
6A46 Negatif Negatif | Negatif Negatif Negatif | Negatif
6A49 Negatif Negatif | Negatif Negatif Negatif | Negatif
6E1 Negatif Negatif | Negatif Negatif Negatif | Pozitif
7A16 Negatif Negatif | Negatif Negatif Negatif | Negatif
10A5 Negatif Negatif | Negatif Negatif Negatif | Negatif
Pozitif
control Pozitif Pozitif | Pozitif Pozitif Pozitif | Pozitif
Negatif
control Negatif Negatif | Negatif Negatif Negatif | Negatif
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Capraz reaksiyon testinde kullanilan suslarin listesi agagida verilmistir.

BGSC-4A3 B. thuringiensis serovar thuringiensis
BGSC-4ABL1 B. thuringiensis serovar morrisori
BGSC-4AJ1 B. thuringiensis serovar monterrey
BGSC-4AW1 B.thuringiensis serovar andalousiensis
BGSC-4AY1 B. thuringiensis serovar brasilensis
BGSC-4BALl B. thuringiensis serovar pondicheriensis
BGSC-4BD1 B. thuringiensis serovar huazhongensis
BGSC-4CC1 B. thuringiensis serovar pulsiensis
BGSC-4Y1 B. thuringiensis serovar tochigiensis
BGSC-6A5 B. cereus

BGSC-6A10 B. cereus

BGSC-6A15 B. cereus

BGSC-6A18 B. cereus (yabanil tip izolat1)
BGSC-6A19 B. mycoides

BGSC-6A20 B. mycoides

BGSC-6A46 B. weihenstephanensis

BGSC-6A49 B. pseudomycoides

BGSC-6E1 B. cereus

BGSC-7A16 B. megaterium

BGSC-10A5 B. subtilis ssp. subtilis

vV V VV V V VYV VYV V V VYV YV VYV VYV VY

Dizayn kitinin verdigi sonuglar incelendiginde 4AJ1-B. thuringiensis serovar
monterrey ve 4AW1-B. thuringiensis serovar andalousiensis suslari i¢in CapB bdlgesi pozitif
sonu¢ vermektedir. B. thuringiensis 4AJ1 susunun B. anthracis kapsiil genlerinin tamamini
tasidigr ve benzer bir poliglutamat kapsiil olusturdugu bilinmektedir (Cachat ve ark. 2008).
Bu susun B. anthracis’e filogenetik olarak en yakin suslardan oldugu daha Onceki
calismalarda gosterilmistir (Valjevac ve ark. 2005, Marston ve ark. 2006, Cachat ve ark.
2008). B. thuringiensis 4AW1 susu da B. thuringiensis 4AJ1 susu ile ¢ok yakin akraba bir
sustur (Zwick ve ark. 2012, Wang ve Ash 2015). Dizayn kiti capB geninin her iki susta da var
oldugunu gostermekteyken literatiir kiti ayn1 geni hedeflemesine ragmen farkli primer ¢iftini

icerdiginden negatif sonu¢ vermektedir.
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Literatiir setinden olusan kit ile alinan sonuglarda, E4 genomik bdlgesi icin B.
thuringiensis 4AJ1 susunda, ve LCapB bolgesi i¢in B. cereus 6A18 ve 6E1 suslarinda pozitif
yanit alinmistir. E4 sekans1 LambdaBa01 profaj bolgesinde yer almaktadir ve B. anthracis’e
0zgii bir sekans oldugu bildirilmektedir (Dwyer ve ark. 2004, Bassy ve ark. 2017). Ancak E4
bolgesi i¢in bildirilen primer ¢iftinin daha 6nce yukarida verilen suslar ile ¢apraz reaksiyon
verip vermedigi kontrol edilmemistir (Bassy ve ark. 2017). Ayn1 durum LCapB boélgesi igin
kullanilan primer ¢ifti i¢in de gegerlidir (Wielinga ve ark. 2011).

Bugiine kadar B. anthracis’in tanisi igin PCR temelli bir¢ok kit gelistirilmistir. Bu
kitlerin bazilar1 B. anthracis’in tespiti i¢in pXO1 ve pXO2 viriilans plazmidlerinin varligini
test etmeye dayanmaktadir. Ancak son 10 yilda elde edilen bulgular B. cereus grubu tiirlerinin
pXO-benzeri virlilans plazmidleri igerdigini, g¢evresel Bacillus izolatlarmin pXO2 gen
homologlarini tasidigini hatta pXO1 ve pXO2 plazmidlerinin her ikisini de bulunduran B.
cereus suslarmin varhigini gostermektedir (Turnbull ve ark. 1992, Pannucci ve ark. 2002a,
2002b, Hoffmaster ve ark. 2004, Klee ve ark. 2006, 2010). Bu sebeple B. anthracis’in dogru
tespiti i¢in bu tiire 6zgli kromozomal bdlgelerin kit igerisine dahil edilmesi gerekmektedir

(Agren ve ark. 2013).

Onciil calismalarda kullanilan B. anthracis DNA imza sekanslari arasinda vrrA
markorii (Andersen ve ark. 1996, Jackson ve ark. 1998, Keim ve ark. 2000), AC390 geni
(Cherif ve ark. 2002) ve SG-850/749 fragmenti (Daffonchio ve ark. 1999) bulunmaktaydi.
Fakat bu genetik markorler kisith 6zgiinliik saglamaktaydi. Tanida kullanilabilecek potansiyel
DNA hedef bolgeleri arasinda BA813 (Ramisse ve ark. 1996,1999, Cheun ve ark. 2001, Luna
ve ark. 2003) ve BA5510 (Olsen ve ark. 2007) bolgeleri, bclB (Leski ve ark. 2009), sap (Ryu
ve ark. 2003), saspB (Hoffmaster ve ark. 2002), sspE (Kim ve ark. 2005, Janse ve ark. 2010)
genleri ve profaj bolgeleri iizerinde bulunan BAS5345 (Antwerpen ve ark. 2008), BA5357
(Létant ve ark. 2011) ve PL3 (Wielinga ve ark. 2011) lokuslari aragtirilmistir. Bu boélgelerin
cogunun antraksa 6zgili oldugu iddia edilse de, baz1 B. cereus suslari ile yanlis-pozitif sonuglar

verdikleri goriilmiistiir (Edwards ve ark. 2006, Rao ve ark. 2010, Irenge ve Gala 2012).

Bu c¢aligmada ise daha 6nce denenmemis ve B. anthracis’e 6zgii oldugu bilinen
lambda profaj 3 bolgesine ait bir bolge kromozomal hedef bdlgesi olarak dizayn Kiti igerisinde
yer almistir. Bunun yaninda yine bu ¢alismaya 6zgii olan Pag ve CapB bdlgelerini hedefleyen
primer ve problar kullanmilmistir. Alternatif olarak, yalnizca kromozomal E4 bolgesini

hedefleyen bir ¢alismadan (Bassy ve ark. 2017) almman primerler ve ilgili prob ile B.
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anthracis’in tanisi igin gelistirilen baska bir multipleks PCR ¢aligmasinda yer alan Cya ve
CapB primerleri ve problart (Wielinga ve ark. 2011) birlestirilerek yeni bir kit
olusturulmustur. Literatiirden alinan bu primer ve prob sekanslari, her ne kadar daha 6nce
etkinlikleri gosterilmis olsa da, daha Once bir araya getirilip multipleks diizende
calisabilirlikleri gosterilmemistir. Bu sebeple, bu ¢alisma ile olusturulan literatiir seti de bu

acidan 6zgiinliik tagimaktadir.

Sonug itibariyla, dizayn setinden olusan kit ve literatiir setinden olusan kit ile yapilan
capraz reaksiyon testlerinde, dizayn kiti CapB bolgesini i¢erdigi bilinen B. thuringiensis 4AJ1
susu icin pozitif sonug verirken, literatiir kiti bu bolgenin varlifim1 yakalayamamaktadir.
Ayrica literatiir kiti B. anthracis’e filogenetik olarak ¢ok yakin B. thuringiensis 4AJ1 susunda
genomik bolge i¢in, B.cereus 6A18 ve 6E1 suslarinda LCapB bdlgesi i¢in ¢apraz reaksiyon
gostermekte ve yanlis pozitif sonuglara sebebiyet vermektedir. Bu sebeple, dizayn kitinin

literatiir kitine kiyasla daha giivenilir sonuglar verdigi gortilmiistiir.

75



5. SONUC ve ONERILER

Bu calismada B. anthracis’in hizli tespiti i¢in ger¢ek zamanli multipleks PCR tabanli 2
farkli tani kiti olusturulmustur. Kitlerden biri tamamen 6zgiin olarak dizayn edilmis, ikinci
kitin olusturulmasinda literatiirde var olan B. anthracis tanisinda kullanilan primer ve problar
bir araya getirilmistir. Bu iki kitin multipleks diizende ¢alisabilirligi hem konvansiyonel PCR
hem de gergek zamanli PCR kullanilarak gosterilmis, B.anthracis’e filogenetik olarak ¢ok
yakin suslar ile capraz reaksiyon testleri yapilarak performanslart karsilastirilmis ve literatiir
kitinin bazi B. cereus grubu susarinda yanlis pozitif sonuglar verdigi, dizayn kitinin ise daha
giivenilir oldugu sonucuna varilmistir. Bu asamadan sonra daha fazla sus ile ¢apraz reaksiyon
testleri yapilarak kitlerin giivenilirliginin ortaya konmasi faydali olacaktir. Ayrica kitlerin
hassasiyetini belirlemek i¢in her hedef bdlgesi i¢in standartlar olusturulmali ve kitlerin
deteksiyon limiti standartlarla karsilastirmali olarak belirlenmelidir. Bu sayede kitlerin tespit
edebilecegi en diisiik bakteri sayisi tespit edilebilir. Son olarak, farkli ¢evresel drneklerde
kitlerin denenmesi, kitlerin basar1 ile kullanilabilecegi ortamlar1 belirlemede ve

gelistirilmesinde 6nemli rol oynayacaktir.
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EKLER

EK 1 — Dizayn ve Literatiir Setleri Icerisinde Yer Alan Primerlerin in-silico Analizleri
Kromozomal Bélge Primerleri- Dizayn Seti

> LambdaBa03 ileri Primer: 5- TCGCTGGACAACCTCTCAAC-3’
Baslangi¢ niikleotit pozisyonu: 4847460

Bitis: 4847479

Tm sicakhigi: 59,97°C

GC %: 55

Kendi iizerine esleniklik: 2, 00

3’ {lizerine esleniklik: 0,00

ikincil AS
Yap1 Goriiniim AG(kcalmol™) T,(°C) AH(kcal.mol®)  (cal.K*mol™)
1 > -0.73 34.3 -24.1 -78.39

¢n

WL

h-C-u-.'r\c

¢ 1

1 ¢

& j'ﬂ

7 g

s? 3

» LambdaBa03 Geri Primer: 5’- ATGTGGCGTTTCACTGTTGC-3’
Baslangig¢ niikleotit pozisyonu: 4848137

Bitis: 4848118

Tm: 59,97°C

GC%: 50

Kendi iizerine esleniklik: 3,00

3’ {izerine esleniklik: 2,00
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Ikincil
Yap1

Gériiniim AG (kcal.mol’) Tn,(°C) AH (kcal.mol™)
et -0.22 27.8 -23.7
67
é“G‘T‘c
\G:T:g
.
1
s’) ‘i'G
3’

Hetero-Dimer Analizi

Homo-

LambdaBa03 ileri primer: 5'- TCGCTGGACAACCTCTCAAC -3
LambdaBa03 geri primer: 5- ATGTGGCGTTTCACTGTTGC -3'
Maksimum Delta G: -38.58 kcal/mol
Delta G: -6.75 kcal/mol Baz cifti: 3

5 TCGCTGGACAACCTCTCAAC

| 1] :
3'CGTTGTCACTTTGCGGTGTA

Dimer Analizi

Tleri Primer
Dimer Sekansi: 5'- TCGCTGGACAACCTCTCAAC -3'
Maksimum Delta G: -37.76 kcal/mol
Delta G: -3.61 kcal/mol Baz cifti: 2
5 TCGCTGGACAACCTCTCAAC

| |
3' CAACTCTCCAACAGGTCGCT

Geri Primer
Dimer Sekansi: 5'- ATGTGGCGTTTCACTGTTGC -3
Maksimum Delta G: -38.58 kcal/mol

Delta G: -3.61 kcal/mol Baz cifti: 2
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5 ATGTGGCGTTTCACTGTTGC
s || s
3'CGTTGTCACTTTGCGGTGT

pXO1 Primerleri- Dizayn Seti
> Pag Ileri Primer: 5>- CCTTGTGGCAGCTTATCCGA-3’

Baslangic niikleotit pozisyonu: 781
Bitis: 800

Tm sicakhigi: 60,11°C

GC %: 55

Kendi iizerine esleniklik: 4, 00

3’ {lizerine esleniklik: 3,00

Ikincil AG AH AS
Yapt  Goriiniim (kcal.mol™)  Tn(°C)  (kcal.mol™®)  (cal.K™*mol™)
1 0.48 14.8 -13.5 -46.89

2 “’\We-c\ 0.97 8.1 -16.2 -57.59

3 B F 1.33 0 -14.5 -53.08
!
G
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4 RN 1.4 -3.2 -13.4 -49.63
c

. T;T
5, A
G/.CH—T’
‘
G""'TIG’
.
Tb(i 3
5,

» Pag Geri Primer: 5’- GTAGATTGGAGCCGTCCCAG-3’
Baslangic niikleotit pozisyonu: 1144

Bitis: 1125

Tm sicakligi: 59,89°C

GC %: 60

Kendi iizerine esleniklik: 4,00

3’ lizerine esleniklik: 2,00

Ikincil AG AH AS
Yapt  Gériiniim (kcal.mol™)  Tm(°C)  (kcal.mol™®)  (cal.K*mol™)
1 1§70 -0.91 36.2 -25 -80.81
TR, G
g’ T
T"T_Gf'c.’c
i 4
G s
h i
f == G\
[ %
5?
2 T 0.09 23.8 -22.8 -76.78
| 8
e
£ c
'S
a ¢
Mg My
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Hetero-Dimer Analizi
Pag ileri primer: 5'- CCTTGTGGCAGCTTATCCGA -3

Pag geri primer: 5- GTAGATTGGAGCCGTCCCAG -3'

Maksimum Delta G: -40.57 kcal/mol

Delta G: -6.21 kcal/mol Baz cifti: 3
5'CCTTGTGGCAGCTTATCCGA

|1
3' GACCCTGCCGAGGTTAGATG

Homo-Dimer Analizi

Ileri Primer:

Dimer Sekanst: 5'- CCTTGTGGCAGCTTATCCGA -3'
Maksimum Delta G: -40.57 kcal/mol

Delta G: -6.34 kcal/mol Baz cifti: 4
5'CCTTGTGGCAGCTTATCCGA

Do [ ] ]| Do
3' AGCCTATTCGACGGTGTTCC

Geri Primer:

Dimer Sekansi: 5'- GTAGATTGGAGCCGTCCCAG -3'
Maksimum Delta G: -39.52 kcal/mol

Delta G: -5.02 kcal/mol Baz cifti: 3

5' GTAGATTGGAGCCGTCCCAG

[ ]| Coon
3' GACCCTGCCGAGGTTAGATG

pXO2 Primerleri- Dizayn Seti
> DCapB lleri Primer: 5°- TGCTTTAGCGGTAGCAGAGG-3’
Baslangig¢ niikleotit pozisyonu: 932

Bitis: 951
Tm: 59,82°C

GC %: 55
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Kendi tizerine esleniklik: 4,00

3’ iizerine esleniklik: 0,00

Ikincil
Yapt  Goriiniim AG(kcal.mol™)
1 e -1.39
feg”
ﬁ _,.;-G lc{
g
? ;
&\G /Gf‘
T
5 LE
2 G;“ -1.12
e
) T
b A
\CIG\C i
\G' Rh
s”"TI ..G’ﬁ
§
3’
3 10 -0.92
C "Gf\
g G
A :,r
T\TH_T:R:G
c\G.‘c\n
L
57 o
Pal
3’
4 -0.64
10 -T-A
/ o
o éh
' N _a
Tu-r.-’c > “Gﬁz
A
3,
>

Tm(°C)

42.9

36.2

34.3

34.6

AH(kcal.mol ™)

-24.5

-30.7

-30.3

-20.7

DCapB Geri Primer: 5’- AGTACGATCAACGCGGTCAG-3’

Niikleotit baslangi¢ pozisyonu: 1190
Bitis: 1171

Tm: 60°C
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(cal.K*mol™)

-77.52

-99.22

-98.55

-67.27



GC%: 55
Kendi tizerine esleniklik: 4,00

3’ lizerine esleniklik:2,00

Ikincil AG AH AS
Yapi  Gériiniim (kcal.mol™)  Tm(°C) (kcal.mol™®)  (cal.K*mol™)
1 3t -1.26 42.1 -23.1 -73.26
'
\G.;;c.h__c
{ %
Tb ,C'
}n A
o
2 ¥ -0.35 29.3 -24.2 -80
A
Tl
A /h
\G-Q
LaG
e %
1 ¢
5 ﬁ'
Ll

Hetero-Dimer Analizi:
DCapB ileri primer: 5'- AGTACGATCAACGCGGTCAG -3'

DCapB geri primer: 5- TGCTTTAGCGGTAGCAGAGG -3'
Maksimum Delta G: -39.8 kcal/mol
Delta G: -6.75 kcal/mol Baz Cifti:3
5' AGTACGATCAACGCGGTCAG

: N
3' GGAGACGATGGCGATTTCGT

Homo-Dimer Analizi

ileri Primer:
Dimer sekansi: 5'- TGCTTTAGCGGTAGCAGAGG -3'
Maksimum Delta G: -39.8 kcal/mol

Delta G: -6.69 kcal/mol Baz Cifti: 4
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5' TGCTTTAGCGGTAGCAGAGG
¥ GOAGACGATGGCGATTICGT
Geri Primer:
Dimer Sekansi:5'- AGTACGATCAACGCGGTCAG -3
Maksimum Delta G: -38.62 kcal/mol
Delta G: -10.36 kcal/mol Baz Cifti: 4
5' AGTACGATCAACGCGGTCAG

S N
3' GACTGGCGCAACTAGCATGA

Kromozomal Bolge Primerleri — Literatiir Seti
> E4 lleri Primer: 5°- AGCAAAAGCTAACTGCTCGGG-3
Niikleotit baslangi¢ pozisyonu: 460713

Bitis: 460733

Tm: 61,22°C

GC%: 52,38

Kendi iizerine esleniklik: 4,00

3’ {izerine esleniklik: 2,00
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ikincil AG AH AS

Yapt  Goriiniim (kcal.mol™)  Tm(°C) (kcal.mol™)  (cal.K'mol™)

1 1Ay -1.49 48.4 -20.5 -63.76

2 15: -0.86 34.4 -28.1 -91.36
A

3 15: -0.86 35.7 -24.8 -80.3
c-T-A

» E4 Geri Primer: 5>-TCTACCCCTTCAGGATTAGCG-3’
Niikleotit baslangic pozisyonu: 460947

Bitis: 460927

Tm: 58,68°C

GC%: 52,38

Kendi iizerine esleniklik: 6,00

3’ {izerine esleniklik: 2,00
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ikincil AG AH AS

Yapt  Gériiniim (kcal.mol™®)  Tw(°C) (kcal.mol™®)  (cal.K*mol™)

1 “’\T 2 -0.89 38.5 -20.5 -65.78

2 1§r . -0.75 38.8 -16.9 -54.18

3 15: -0.57 34.3 -18.8 -61.14
C

Hetero-Dimer Analizi
E4 ileri primer sekansi: 5'- AGCAAAAGCTAACTGCTCGGG -3

E4 geri primer sekansi: 5'- TCTACCCCTTCAGGATTAGCG -3'
Maksimum Delta G: -42.72 kcal/mol

Delta G: -7.64 kcal/mol Baz Cifti: 5

5' AGCAAAAGCTAACTGCTCGGG

[T %
3' GCGATTAGGACTTCCCCATCT
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Homo-Dimer Analizi

Ileri Primer:
Dimer sekansi: 5'- AGCAAAAGCTAACTGCTCGGG -3
Maksimum Delta G: -42.72 kcal/mol
Delta G: -6.69 kcal/mol Baz Cifti: 4
5' AGCAAAAGCTAACTGCTCGGG

| 1] SE
3' GGGCTCGTCAATCGAAAACGA

Geri Primer:
Dimer sekansi: 5'- TCTACCCCTTCAGGATTAGCG -3
Maksimum Delta G: -40.73 kcal/mol
Delta G: -4.67 kcal/mol Baz Cifti: 3
5' TCTACCCCTTCAGGATTAGCG

Do [
3' GCGATTAGGACTTCCCCATCT

pXO1 Primerleri- Literatiir Seti
> Cya lleri Primer: 5’- AGGTAGATTTATAGAAAAAAACATTACGGG - 3
Niikleotit baslangi¢ pozisyonu: 1833

Bitis: 1862

Tm: 58,74°C

GC%: 30,00

Kendi iizerine esleniklik: 6,00

3’ {izerine esleniklik: 0,00
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ikincil AG AH AS

Yapt  Goriiniim (kcal.mol™)  Tn(°C)  (kcal.mol™®)  (cal.K*mol™)

1 T:*GB 0.32 20.1 -19.2 -65.46

2 EFG 0.51 21.5 -42.6 -144.59

3 » 0.93 -1.8 -9.4 -34.64

25 1.28 6.4 -19.2 -68.69
A

» Cya Geri Primer: 5’- GCTGACGTAGGGATGGTATT-3’
Niikleotit baslangi¢ pozisyonu: 1982

Bitis: 1963
Tm: 56,80°C

GC%: 50,00
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Kendi tizerine esleniklik: 4,00

3’ iizerine esleniklik: 1,00

Ikincil AG AH AS
Yapt  Gériiniim (kcal.mol™)  Tm(°C)  (kcal.mol™®)  (cal.K*mol™)
1 0.26 20.9 -19.1 -64.95
-A.
ch-T‘?-g}sﬁ T\:h
hﬁrT":?) :f’
A
57 TT
J,
2 ‘“we-eh 0.55 9.5 -10.1 -35.73
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¢’ G
A &
§ T
'r A
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a e
£ h
! T
Nug
i oy
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Hetero-Dimer Analizi
Cya ileri primer sekansi: 5'- AGGTAGATTTATAGAAAAAAACATTACGGG-3'

Cya geri primer sekansi: 5'- GCTGACGTAGGGATGGTATT -3'
Maksimum Delta G: -52.51 kcal/mol

Delta G: -5.91 kcal/mol Baz Cifti: 4
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5" AGGTAGATTTATAGAAAAAAACATTACGGG

Do Do | ] ]
3' TTATGGTAGGGATGCAGTCG

Homo-Dimer Analizi

Ileri Primer:
Dimer sekanst: 5'- AGGTAGATTTATAGAAAAAAACATTACGGG -3'
Maksimum Delta G: -52.51 kcal/mol
Delta G: -3.89 kcal/mol Baz Cifti: 3
5' AGGTAGATTTATAGAAAAAAACATTACGGG

[ 1] 0 I
3' GGGCATTACAAAAAAAGATATTTAGATGGA

Geri Primer:

Dimer sekanst: 5'- GCTGACGTAGGGATGGTATT -3'
Maksimum Delta G: -37.05 kcal/mol

Delta G: -6.3 kcal/mol Baz Cifti: 4

5' GCTGACGTAGGGATGGTATT

SN
3' TTATGGTAGGGATGCAGTCG

pXO2 Primerleri- Literatiir Seti

> LCapB lleri Primer: 5°- AGCAAATGTTGGAGTGATTGTAAATG-3’
Niikleotit baslangi¢ pozisyonu: 671

Bitis: 696

Tm: 59,13°C

GC%: 34,62

Kendi iizerine esleniklik: 4,00

3’ {izerine esleniklik: 2,00

97



ikincil AG AH AS

Yapt  Goriiniim (kcal.mol™)  Tn(°C)  (kcal.mol™®)  (cal.K*mol™)
1 -0.42 30.6 -22.5 -74.07
ﬁ-T-G.g
ng“ ; (
o
5 j,rq
2 -0.37 28 -36.9 -122.51
10 gAST
o e
ﬁ-n} ‘t:z %}JJ\;GI}
3 0.03 24.6 -23.2 -77.91
10 “s.mﬂ‘rr
(
oo

4 ™ 0.13 23.7 -29.1 -98.03

» LCapB Geri Primer: 5°- AAAGTAATCCAAGTATTCACTTTCAATAG-3’
Niikleotit baslangi¢ pozisyonu: 818

Bitis: 790
Tm: 56,91°C
GC%: 27,59
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Kendi iizerine esleniklik: 10,00

3’ lizerine esleniklik: 3,00

Ikincil AG AH AS
Yapt  Gériiniim (kcal.mol™)  Tm(°C)  (kcal.mol™®)  (cal.K*mol™)
1 A% -0.73 35.7 -21 -67.99
g«a
10_“:?*-20
e'Tp K
Voo
Gn\n G{g,
13
2 -0.39 28.7 -32.4 -107.35
Al TR
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Hetero-Dimer Analizi
LCapB ileri primer sekansi: 5'- AGCAAATGTTGGAGTGATTGTAAATG -3'

LCapB geri primer sekansi: 5'- AAAGTAATCCAAGTATTCACTTTCAATAG -3
Maksimum Delta G: -46.94 kcal/mol
Delta G: -8.54 kcal/mol Baz Cifti: 5

5' AGCAAATGTTGGAGTGATTGTAAATG

- [1]]] : s
3'GATAACTTTCACTTATGAACCTAATGAAA

Homo-Dimer Analizi

ileri Primer:
Dimer sekansi: 5'- AGCAAATGTTGGAGTGATTGTAAATG -3

Maksimum Delta G: -45.36 kcal/mol
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Delta G: -3.9 kcal/mol Baz Cifti: 3
5'AGCAAATGTTGGAGTGATTGTAAATG

| ]| Do
3 GTAAATGTTAGTGAGGTTGTAAACGA

Geri Primer:
Dimer sekansi: 5'- AAAGTAATCCAAGTATTCACTTTCAATAG -3'
Maksimum Delta G: -46.94 kcal/mol
Delta G: -6.83 kcal/mol Baz Cifti: 5
5" AAAGTAATCCAAGTATTCACTTTCAATAG

[T Dol
3'GATAACTTTCACTTATGAACCTAATGAAA
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EK 2 - ICD ve ICL Fragmentlerinin Sekanslari

ICD sekanst:
GTTAACTCGCTGGACAACCTCTCAACCTTTTTTCCAGCCATTGCCTTACATTTTGC
AACGGTCACAATAAAATGAGTATGTAAACCTTATAGAAATGGAGACATGCCAAA
TGGGAGATAAAAAACGAATTTTCAAAGTTAAAGTAGTCAATTTTTTATTAAAACA
TGGAGCTGAACTGTTAGAAGTTCGTACAGGGGAAGTGGAAAACGACCCAAAAGC
TTGCACATTTTTATTTGCTAACGATGACAAGCTTTCTGGAGCATTAATCGCATTAA
AAGAATACAAC

CTTGA
GCCAAAAGAAAATGGAGTGACGGTTTTAAAAGATGTTGCACCTAAAACAAACGA
ACTCAAAAGAAACGATTTAAAAAACATCGAATTGATTCTTAAAGCTGTATTGATT
GATAATGTGTTACCAATGCCAGAAGAAATTTCTAAAAGCATCGGAAAAAGTGAA
GCAACAGTGAAACGCCACATAGGCCT
ICL sekansi:
GTTAACAGCAAAAGCTAACTGCTCGGGTAATGGAATATGGTTCGAAATGGGTTGT
CTACAGTATTGACGGAATATT

GA
GTTTTATTCAGGGGAGGAAGAGAATGAGTAAAGTAATTGAAGGACAAGAAGTTT
ATGTAAGCACAAGTGGTGGATGGGTAGGTAAGTCAGAACCTAATTTAAGAAAAT
ACATCGTTGTCAGAGCTAATAAAACAAGTTTTTACGCTAATCCTGAAGGGGTAGA
AGGCCT

. Hpal tanima bolgesi
. Stul tanima bolgesi
|:| B. anthracis Ames 16S rDNA sekansi

. ICD i¢in LambdaBa03 hedef bolgesi, ICL i¢in E4 hedef bolgesi kisimlar

101



