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GIDA KAYNAKLI PATOJENLERIN KONTAMINASYON MiKTARLARINI ES
ZAMANLI PCR TEKNOLOJISi iLE BELIRLEYECEK TANI KiTLERININ
OLUSTURULMASI VE UYGULANMASI

(DOKTORA TEZI)
ESEN TUTAR
OZET

Gida patojenleri tiim diinyada hastaliklara, ekonomik kayiplara ve Gliimlere neden olan
onemli bir sorundur. Olumsuz etkilere yol acan gida kaynakli hastaliklarin onlenebilmesi icin
hastalik etmeni mikroorganizmalarin dogru teshis edilmesi ve kontaminasyon miktarlarinin
bilinmesi gerekmektedir. Konvansiyonel PCR metodu patojenlerinin tanisinda yaygin kullanilmakta
ancak uzun zaman almasi ve miktar ile ilgili sinirlt bilgi vermesinden dolayr Real Time PCR
teknolojisi ile desteklenmektedir. Real Time PCR metodu kantitatif hassasiyeti, diisiik belirleme
limiti, spesifikligi ve hiz1 gibi avantajlarindan dolay1 gida patojenlerini tanimlamada kullanilan

giivenilir bir yontemdir.

Tez ¢aligmasinda, farkli mikrobiyal gida patojenlerinin tanimlamasi igin ortologus (16S
rRNA) gen bolgesi amplifikasyonu yapilmis ve tanimlamalar niikleotid dizileme ile teyit edilmistir.
Tiir seviyesinde tamimlanmis patojen mikroorganizmalar gidalarda birlikte bulunabilirlik
oOzelliklerine gore gruplandirilarak dort farkli multipleks PCR reaksiyonu olusturulmus ve
standardizasyonu yapilmstir. Standardize edilen dort reaksiyon ile dokuz farkli patojenin multipleks
tanimlamas1 bagari ile yapilmistir. Real Time PCR amplifikasyonu ile referans mikroorganizmalari
bireysel olarak amplifiye edecek metotlar standardize edilmis ve DNA konsantrasyonu ile koloni
sayilar1 arasindaki korelasyonlar ile DNA-koloni iligkileri belirlenmistir. Tiire spesifik reaksiyonlar
birlestirilerek dort farkli Real Time PCR reaksiyonu tanimlanmustir. Bu multipleks reaksiyonlar ile
dokuz patojenin popiilasyondaki miktarlarin1 belirleyecek kitler basar ile olusturulmustur. Tez
kapsaminda gelistirilen Konvansiyonel ve Real Time PCR Kkitleri ile toplanan et, siit ve su
orneklerinde uygulanabilirligi ¢alismalar1 yapilarak bu gida triinlerinde patojen kontaminasyon
varliklar1 ve mikrobiyal yiik tasarladigimiz molekiiler kitler ile tespit edilmistir. Gelistirilen Real
Time PCR Kkitleri gida numunelerinde toplam patojen varliginin ve dinamiginin belirlenmesine

alternatif metotlar sunmaktadir.
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DEVELOPMENT AND APPLICATIONS OF DIAGNOSTIC KITS TO DETERMINE THE
CONTAMINATION LEVELS OF FOOD-BORNE PATHOGENS WITH REAL TIME PCR

(Ph.D. THESIS)

ESEN TUTAR
ABSTRACT

Food-borne pathogens are an important problem which causes financial detriments, illnesses
and deaths all over the world. In order to prevent the food-borne diseases and their adverse effects,
it is necessary to identify the casual agents and to quantify their contamination accurately.
Conventional PCR method is widely used in identification of pathogens; however, this method needs
to be confirmed by Real Time PCR due to the fact that conventional approach is time consuming and
the information it provides about the quantity of the pathogen is insufficient. Real Time PCR is a
reliable technique used in the diagnosis of food pathogens since it has the advantages of speed,

specificity, sensitive quantification, low detection limit, and a dynamic wide-range.

In this thesis, different food pathogens were identified using orthologous genes region (16S
rRNA) and the identifications were confirmed with nucleotide sequencing. Four different multiplex
PCR reactions were designed and standardized by separating the pathogen microorganisms identified
at the species level into various groups depending on their ability to coexist in food samples. The
multiplex identification of nine pathogens was successfully accomplished through four standardized
multiplex reactions. The methods to individually amplify the reference microorganisms through Real
Time PCR were standardized and the correlations between DNA concentration and colony numbers
were determined, along with the DNA-colony relationships. Four different Real Time PCR protocols
were constituted through the combination of species specific reactions. By virtue of these multiplex
reactions, kits to determine the percentage of nine pathogens in a given population were efficiently
generated. In the scope of this thesis, not only were the conventional and Real Time PCR Kkits
developed tested on collected meat, milk and water samples, but also their feasibility at determining
the presence of the contaminants and their amounts in these samples were demonstrated. Newly-
developed Real Time PCR kits offer an alternative method to ascertain the existence of pathogens
and their dynamics in food samples.

Key words: Food-borne pathogens, Conventional PCR, Real Time PCR, Molecular identification
kits
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1. GIRIS

1.1. Gida Kaynakh Hastalhiklar

Gida kaynakli mikrobiyal hastaliklar mikroorganizmalar tarafindan kontamine olmus
gidalarin tiiketilmesi sonucu ortaya ¢ikan 6nemli bir halk saglig1 sorunudur. Hastalik, 6liim
ve ciddi ekonomik kayiplara neden olan gida kaynakli mikrobiyal patojenler gidalarin
tiretilmesi, iglenmesi, taginmasi, satisa sunulmasi ve tiikketilmesi gibi herhangi bir asamada
gidalara bulasmakta ve insanlarda enfeksiyonlara neden olmaktadir. Mikrobiyal patojenlerin
genellikle zor ortam kosullarinda bile hayatta kalabilecek bir metabolik mekanizmaya sahip
olmalari, onlarin hastalik etkeni olmasindaki en 6nemli faktorler arasinda yer almaktadir.
Gida kaynakli mikrobiyal hastaliklar genellikle bitki veya hayvan kaynakli olmaktadir.
Hastalik en cok bebekler, ¢ocuklar, yaslilar ve hastalar gibi bagisiklik sistemi zayif
bireylerde goriilmekle beraber ekonomik olarak az gelismis ve gelismekte olan iilkelerde
daha sik rastlanmaktadir. Gida kaynakli hastaliklar son donemlerde 6nemli bir artig
gostermektedir. Buna neden olan faktorler arasinda gida endiistrisinin kiiresellesmesi
insanlarin yagsam ve yeme alisgkanliklarinin degismesi, ¢evre kirliligi, uluslararasi seyahat,
iklim degisiklikleri ve mikroorganizma popiilasyonlarindaki degisimler gdsterilmektedir

(Velusamy ve ark., 2012).

Kontamine olmus gidalarin tiiketilmesi sonucu, patojenin kendisi veya toksinleri
sindirim sisteminde bulunan epitel hiicrelerden gegerek, genellikle gidanin tiiketilmesinden

birkag saat sonra ishal, bulanti, kusma gibi klinik belirtiler gostermektedir.

Mikrobiyal patojenler gidalara enfeksiyon, toksikasyon ve toksienfeksiyon olarak
bilinen ii¢ farkli yolla bulagsmaktadir. Bu bulagsma yollarinda hastalik ajan1 ya patojen
mikroorganizmanin ya ta kendisi ya da irettigi toksinlerdir (Bhunia, 2008; Aytag ve ark.,
2014). Campylobacter, Salmonella, Listeria monocytogenes ve Escherichia coli O157:H7
gibi patojen mikroorganizmalar gidalara bulagmakta, gidanin tiikketilmesi ile canli viicuduna
girmekte ve buradaki varligi veya iirettigi metabolik iiriinleri ile enfeksiyon olusturmaktadir.
Bacillus cereus, Clostridium botulinum ve Staphylococcus aureus gibi mikrobiyal patojenler
ise Urettikleri toksinleri iceren kontamine gidalarin canli viicuduna alinmasi sonucu hastaliga
neden olmaktadir (Velusamy ve ark., 2012). Toksienfeksiyonda ise gidalar araciligi ile

viicuda alinan Clostridium perfringens gibi canli patojen mikroorganizmalarin tiikketilmesi



ve daha sonra bu mikroorganizmalarin viicutta sporlanma, kolonizasyon ve toksin {iretmesi

ile olugsmaktadir (Aytac ve ark., 2014).

Patojen bir mikroorganizma konakg¢inin mukoza hiicresine baglanarak hiicreye giris
yapmaktadir. Konakg1 hiicrede kolonize olmakta, takiben konakg1 organizmanin savunma
sistemini engelleyebilmekte ve hastaliga yol agma yetisi ile organizmaya zarar
verebilmektedir (Naharro ve ark., 2009).

Mikrobiyal patojenler kontamine gidalarda belirli bir mikrobiyal yiike ulastiginda
enfeksiyon olusturabilirler. Bu sayisal deger enfeksiyon dozu olarak tanimlanmaktadir.
Patojen mikroorganizmalarin bazilarinda enfeksiyon dozu yiiksek (Salmonella gibi)
bazilarinda ise diisiik (E. coli O157:H7 gibi) olabilmektedir. Dolayisiyla enfeksiyon dozu
mikroorganizmalar arasinda hatta bireyler arasinda bile farklilik gosterebilmektedir (Bhunia,
2008).

1.2. Gida Kaynakh Baz Patojen Mikroorganizmalar

1.2.1. Aeromonas hydrophila

Aeromonas hydrophila Aeromonadaceae familyasi liyeleri arasinda yer alan gram
negatif bir bakteri tiiriidiir. Genel 6zellikleri acrobik veya fakiiltatif anaerobik, cubuk veya
kokobasil seklinde, optimum gelisme sicakligi 22-28°C olan, katalaz pozitif, oksidaz pozitif,
nitratt nitrite indirgeyen, sporsuz ve kapsiilsiizdiirler. Tek bir polar flagelluma sahip

olmalarindan dolay1 hareketlidirler.

Bu tiirlin dogal habitat1 sucul ekosistemler olmakla birlikte gidalarda da
rastlanmaktadir. Su ve gidalardan bulasmasi ile 6zellikle bagisiklik sistemi zayif bireylerde
hastalik olusturabildigi i¢in potansiyel bir hastalik ajan1 olarak goriilmektedir. Insanlarda
Aeromonas enfeksiyonlar ilk olarak 1950°1i yillarda insan kas hiicrelerinde rapor edilmistir
(Hill ve ark., 1954). Aeromanas tiirleri kendilerine ait hiicre ile ilgili ve hiicre dis1 viriilans
faktorleri ile insanlarda hastalik olusturabilmektedir. Lipopolisakkaritler, dig membran
proteinleri, kapsiiller, flagellalar gibi hiicre yiizeyindeki yapilar hiicre ile ilgili viriilans
faktorler arasinda yer alirken sitotonik, sitolitik, hemolitik, enterotoksik, lipolitik ve
proteolitik proteinler ise hiicre dis1 viriilans faktorler olarak bilinmektedir (Naharro ve ark.,
2009).



S-layer proteinleri A. hydrophila patojeninde karakterize edilmis 6nemli viriilans
faktorlerden biridir. Dig membrani kusatan bu proteinlerin bakterisit serum 6zelligine karsi
koruma saglamasi, proteolizden hiicreleri korumasi, kolonizasyonda etkin olmasi gibi
gorevleri ile viriilans 6zellik gostermektedir. Lipopolisakkaritlerden olan O-antijen ise
kolonizasyon ve konakgiya baglanmada rol oynamaktadir. Aeromonas tiirlerinin {irettikleri
hiicre dis1 enzimlerden biri olan proteazlar patojenitede 6nemli derecede etkin olan enzimdir
(Naharro ve ark., 2009; Casabianca ve ark., 2015). Bunun yaninda Aeromonas tiirleri
hemolizin, sitotoksik ve sitotonik enterotoksinler gibi birkag toksin tiretmektedirler (Citterio
ve Biavasco, 2015). Hemolizin grubunda yer alan ‘aerolysin (AerA)’ toksinini kodlayan
gen molekiiler diizeyde siklikla ¢alisilmaktadir. Aerolysin kodlayan gen biitiin Aeromonas
tirlerde bulunmakta ve cevre kosullarmma gore genin ifade diizeyi degisebilmektedir

(Naharro ve ark., 2009).

Bu patojen akut gastroenterit, septisemi, menenjit, klora benzeri hastalik, hemolitik
tiremik sendrom gibi bir¢ok hastaliga neden olmaktadir. Enfeksiyon kaynagi su ve toprak
ile temas yoluyla ger¢eklesmektedir (Casabianca ve ark., 2015). Bu patojenin hastalik
olusturabilmesi icin mikrobiyal yiikiiniin (enfeksiyon dozu 10 kob/g) fazla olmasi
gerekmektedir (Naharro ve ark., 2009).

1.2.2. Bacillus cereus

Bacillus cereus tiirii Bacillaceae familyasinda yer alan, gram pozitif, aerobik bir
bakteridir. Cubuk seklinde, spor olusturan, mezofilik, flagellumlar1 sayesinde hareketlidir.
Dogal habitatlari toprak olan bu patojen en 6nemli kaynag bitkiler olup et ve et tirtinleri ile

suit ve stt urtinlerinde de rastlanmaktadir.

Bu mikroorganizmanin iki patojenite mekanizmasi ve dolayisiyla iki farkli hastalik
tipi bulunmaktadir. Birinci hastalik tipi kontamine olmus gida maddesinde bulunan, emetik
(kusturucu) suslar tarafindan tiretilmis emetik toksinin gidalar araciligr sindirilmesinden 1-
6 saat sonra klinik belirtiler gostermektedir. Diger hastalik tipi ise gidalar araciligiyla canli
hiicrelerin veya sporlarin sindirilmesinden 8-16 saat sonra B. cereus suslarinin olusturdugu
bir veya birden ¢ok toksinin neden oldugu mide bagirsak enfeksiyonlaridir (Yamaguchi ve
ark., 2013; Forghani ve ark., 2015).

Emetik toksin, emetik B. cereus suslarinda bulunan, non-ribozomal peptit sentetaz

sistemi (ces geni ile) tarafindan iretilen diisik bir molekiiler agirhiga sahip (1,2 kDa)



nonribozomal dodecadepsipeptitdir. Bu toksin yiiksek 1s1, asit ve proteaza direnglidir.
Toksinin gidalar araciligiyla viicuda alinmasindan sonra kusma basta olmak {izere karin
agrisi ishal gibi semptomlar gostermekte, bazi durumlarda ise karaciger yetmezligi ve 6liim
gibi ciddi intoksikasyonlara neden olmaktadir (Okstad ve Kolsto, 2011; Yamaguchi ve ark.,
2013).

B. cereus patojeninin enterotoksin aktivitesi tam olarak ¢dziimlenmemesine ragmen
hemolizin BL (Hbl, ti¢ komponentli toksin), hemolitik olmayan enterotoksin (Nhe, ti¢
komponentli toksin) ve cytotoxin K (CytK, B-varil por olusturucu toksin ailesinin tek
komponentli toksini) gibi yiiksek molekiiler agirlikli sitotoksinler B. cereus’un diyare
sendromunun nedeni olarak diistiniilmektedir. Bu hastalik tipinin semptomlari ise ishal basta
olmak tizere karin agrist bulanti ve nadir olarak ise kusma seklindedir (Okstad ve Kolsto,
2011).

Hastaliga neden olan gidalar sebze, piring ve makarna gibi nisastali gidalar, su, et ve
et Urlinleri, stit ve siit lrlinleri olarak belirtilmektedir. Bu mikroorganizmanin viriilans
Ozelliklerini gosterebilmesi i¢in mikrobiyal yiikiiniin fazla olmasi gereklidir. Enfeksiyon
dozu ise 10°-108 kob canl1 hiicre veya spor olarak bilinmektedir (Bhunia, 2008; Yamaguchi
ve ark., 2013).

1.2.3. Brucella melitensis

Brucella tiirleri gram negatif bakteriler olup hareketsiz, spor olugturmayan, tercihen
hiicre i¢i kokobasillerdir. % 10 karbondioksit gereksinimi ile mikroaerofilik bir bakteridir.
Brucella cinsi konak 6zgiilliigiine ve biyokimyasal 6zelliklere gore alt1 tiir ve kendi iglerinde
farkl1 sayida biyotipler igermekle birlikte B. melitensis, B. abortus ve B. suis bu cinse ait en
yaygin olarak bilinen patojen bakterilerdir. Bu bakteriler koyun, ke¢i, sigir ve kopek gibi
hayvan tiirlerinde ve insanlarda zoonotik bir enfeksiyon olan Bruselloz hastaligina neden

olmaktadir (De Santis ve ark., 2011; Capuano ve ark., 2013).

Patojen Brucella tiirleri gii¢lii doku yonelmesi gosterirler ve makrofajlarin
vakuollerinde, dendritik hiicrelerde ve plasental trofoblastlarda replike olmaktadirlar.
Bununla birlikte, patojen mikrogliyalar, fibroblastlar ve endotel hiicreleri dahil ¢ok cesitli
memeli hiicre tiplerinde replike olma yetenegine sahiptirler. Brucella’nin hiicre i¢i yagamu,
konak tabiatina maruz kalmay1 ve adaptif bagisiklik cevaplarini sinirlamakta, organizmay1

bazi antibiyotiklerin etkilerinden mahrum birakmaktadir. Enfekte olmus konak hiicrelerde



genellikle ti¢ farkli fazda patolojik ozelliklerini gostermektedirler. Bu fazlar ise klinik
semptomlar belirgin olmadan dnceki inkiibasyon fazi, patojenin konak dokusunu istila edip
yayildig1 akut fazi ve er ya da gec siddetli organ hasari ile konak organizmanin 6liimiiyle
sonuglanabilen kronik fazdir. Ateslenme, terleme, bitkinlik, istahsizlik, adale agris1 ve eklem
agrisini gibi grip benzeri semptomlar insanlarda gézlenmemektedir (Figueiredo ve ark.,
2015).

Brucella tiirleri genellikle insanlara enfekte olmus hayvanlar ile direk temas yoluyla,
bu hayvanlarin viicut sivilari ile dolayl1 olarak veya 6zellikle ¢ig siit ve pastorize olmamis
giinlik {riinler ile dolaylt olarak kontamine olmus gidalarin tiiketilmesi ile
bulasabilmektedir. Enfeksiyon genellikle insanlarda istahsizlik, halsizlik, ates, yaygin kas ve
eklem agrilar1 gibi klinik semptomlar gostermektedir (Capuano ve ark., 2013). Malta
hummas1 veya Akdeniz hummasi olarak da bilinen Bruselloz tiim diinyada rastlanmakla

birlikte 6zellikle Akdeniz iilkelerinde yaygin olarak goriilmektedir.

1.2.4. Camplylobacter jejuni

Campylobacteraceae familyasina ait Campylobacter jejuni gram negatif,
mikroaerofilik (% 85 nitrojen, % 10 karbondioksit ve % 5 oksijen), optimum biiyiime
sicakligr 42°C olan, sarmal seklinde ve hareketli bir zoonotik patojendir. Campylobacter
tiirleri evcil ve yabani hayvanlarin normal bagirsak florasinda bulundugundan dolay1 bu

hayvanlardan bulasarak enfeksiyon olusturma ihtimali yiiksektir.

C. jejuni’nin viriilans mekanizmasinin anlasilmasindaki yetersizlik ve kismen de olsa
hastalik i¢in elverisli hayvan modelinin bulunmamasindan dolayr tam olarak
anlasilamamustir. Bununla birlikte, C. jejuni patojeninin viriilans molekiiler mekanizmasi ile
ilgili son gelismeler, kolonilesme, tutunma ve istilayla iliskili 30’dan fazla proteinin N-bagl
glikozilasyonu yiiriitme yeteneginde olan essiz bir patojen oldugunu agiga ¢ikarmistir. C.
jejuni’nin sahip oldugu kamgilar sadece hareketliligi kolaylagtirmadan sorumlu degil, ayni
zamanda istilact Campylobacter antijenlerinin (Cia) salgilanmasinda da goérev almaktadir.
C. jejuni patojeni tek toksini olan sitoletal toksini hiicre dongiisii kontrolii ile konak hiicresi
apoptozisinin tetiklenmesi i¢in 6nemli goriilmektedir ve en 6nemli viriilans faktorlerden biri
olarak tanimlanmistir. Diyare yapan diger bakterilerin tersine, heniiz C. jejuni’de baska bir
virilans faktor tanimlanmamistir. Bunun yerine, konak¢i kaynakli faktorlerin insanda

Campylobacter patojenitesi i¢in onemli bir gorev aldigi gériilmektedir (Dasti ve ark., 2010).



Campylobacter tiirleri arasinda insanlarda hastaliktan sorumlu C. jejuni ve C. coli
olmak iizere iki tiir tanimlanmistir. Ama Campylobakteriyosiz hastaligina % 85 oranla C.
jejuni neden olmakta, C. coli ise sadece % 10 oranla ondan sonra gelmektedir. Hastaligin
sulu ve sik sik kanli ishal, karin agrilari, kusma ates gibi klinik belirtiler yaninda bazi
durumlarda Guillain Barre sendromu gibi ciddi kronik hastaliklara yol actig1 belirtilmistir

(He ve Chen, 2010; Gardner ve ark., 2011; Kay ve ark., 2011).

Hastalik genellikle siit ve siit tiriinleri, et ve et tiriinleri gibi gidalar ile bulasmaktadir.
Bu patojenin enfeksiyon dozu 500-10,000 hiicre oldugu diisiiniilmekte ve enfeksiyon dozu

patojen saldirisinin yogunlugu ile iligkilendirilmektedir (Bhunia, 2008).

1.2.5. Clostridium perfringens

Bacillaceae familyasina ait, gram pozitif, anaerobik, hareketsiz, sporlu ve ¢ubuk
seklinde mezofilik bir bakteridir. Clostridium tiirleri spor olusturma &zelliklerinden dolay1
insan ve hayvanlarin sindirim sistemlerinde ve ¢evrede yaygin olarak bulunmaktadir.
Urettikleri toksinler nedeniyle insan ve hayvanlarda diger bakterileri gore daha &liimciil
olabilmektedir. Clostridium tiirleri arasinda 6zellikle Clostridium perfringens ve
Clostridium botulinum gida kaynakli hastaliklardan sorumlu bakterilerdir (Jacobson ve ark.,
2011).

C. perfringens suslar tirettikleri toksinlere gére A, B, C, D ve E olarak 5 toksin tipine
ayrilmis ve toksinler ise kendi i¢inde alfa, beta, epsilon ve ioata olarak 4 gruba ayrilmiglardir.
Bu toksin tipleri bir veya birkac toksin icermektedir. Patojen 6zelligi tasiyan, alfa toksini
iceren genellikle A grubu tiirler olmakla birlikte alfa ve beta toksinleri tasiyan C grubu
tirlerde de nadir de olsa hastalik goriilebilmektedir. A ve C tipleri fenotipik olarak ayirt
edilememekte, sadece beta toksin varligindan ayirim yapilabilmektedir. A toksin tiplerinde
hastalik karin agris1 ve ishal gibi belirtiler gosterirken C toksin tiplerinde enterit nekrotikan
gibi 6liime neden olabilen ciddi hastaliklara yol acabilmektedir (Baums ve ark., 2004;
Songer, 2010).

Hastaliga neden olan gidalar 6zellikle tavuk eti ve diger et tirtinleridir. Kontamine
gidalarin tiiketilmesi ile bagirsaklarda spor olusumu ve toksin olusumu ile hastalik
patojenitesini gostermektedir (Songer, 2010). Enfeksiyon dozu ise yaklasik 107-10° kob/g
olarak belirtilmistir (Bhunia, 2008).



1.2.6. Cronobacter sakazakii

Enterobacteriaceae familyas: {iyeleri arasinda, gram negatif, fakiiltatif anaerobik,
cubuk sekilli ve hareketli firsatci bir patojen bakteridir. Onceleri sar1 pigmentli Enterobacter
cloacae olarak bilinen bu tir 1980 yilinda Enterobacter sakazakii olarak yeniden
tanimlanmis (Farmer ve ark., 1980) ve lverson ve ark. (2008) yaptiklar1 ¢aligmada yeni bir

cins (Cronobacter) tiyesi olarak yeniden siiflandirilmistir.

C. sakazakii patojenite mekanizmasi tam anlamiyla agiklanamamustir. Bununla
birlikte, yenidogan konak dokuya yapismasini ve isgalini kolaylastiran yiizey proteinlerinin
tanimlanmasi bu alana katkida bulunmustur. Fibronektin baglama proteini olan OmpA
proteinin mide bagirsak sisteminin konake1 hiicre istilasinda 6nemli gorevler iistlendigi ve
ayni zamanda istilay1 kolaylastirmadan sorumlu oldugu tespit edilmistir (Feeneyy ve ark.,
2014).

Bu patojenin kaynagi tam olarak bilinmemesine ragmen bitki materyallerinin 6nemli
bir kaynak olabilecegi diisiiniilmektedir (Healy ve ark., 2010). Bebek mamalari basta olmak
lizere siit, peynir, et, su ve sebze gibi bircok gidadan izole edilmistir (Seo ve Brackett, 2005;
Cawthorn ve ark., 2008; Baumgartner ve ark., 2009; Chen ve ark., 2010; Wang ve ark.,
2012). C. sakazakii 6zellikle yeni dogan ve bebeklerde menenjit, bakteriyemi, nekrotizan
enterokolit, septisemi ve beyin apsesi gibi farkli enfeksiyonlara neden oldugu
belirtilmektedir (Gentil ve ark., 2005; Strydom ve ark., 2012). Bu patojenin enfeksiyon dozu
ise 10% kob7g olarak belirtilmistir (Strydom ve ark., 2012).

1.2.7. Enterococcus faecalis

Enterococcaceae familyasi iiyesi olan, gram pozitif, hareketsiz, aerobik, katalaz
negatif, mezofilik bir bakteri olan Enterococcus faecalis dogal habitatlar1 olan insan ve
hayvan sindirim sisteminde ortakg¢1 bir bakteridir ve zor ¢evre kosullarinda bile uzun siire
yasamini siirdiirebilmektedir. Toprak, su, bitki ve hayvan orjinli gida iiriinlerinde yaygin
olarak bulunmaktadir (Jamet ve ark., 2012; Arris ve Murray, 2012). Bu patojen bakteri
toplum ve hastane enfeksiyonlarina neden olan 6nemli patojen mikroorganizmalar arasinda
yer alir. Giiglii bir antimikrobiyal direng mekanizmasina sahip olmasi ve viriilans 6zellikleri
ile enfeksiyona yakalanmig hastalarda ciddi problem olusturabilmektedirler (Medeiros ve
ark., 2014; Vidana ve ark., 2016).



E. faecalis viriilans faktorlerinin konak¢inin hiicre zarmma ve gevresel ylizeye
baglanmasini kolaylastirdig1 diisiiniilmektedir. Boylece hem besin kaynagi elde edebilmekte
hem de konak¢inin savunma sisteminden kurtulabilmektedir. Viriilans faktorlerden biri olan
hiicredis1 yiizey proteinleri (Esp) hiicre duvari proteinleri ile iliskilendirilmis, konakg¢ida
kolonizasyon ve direnme amacglh goérevler tistlendigi belirtilmistir. Adhezyon hiicre yiizey
proteini olan kollajen (Ace) konakg1 hiicre matriks proteinleri ile bakterinin iligkisinde
aracilik etmekte, ayn1 zamanda endokarditisde patojeniteye katkida bulunmaktadir. Jelatinaz
ve sitolizin hiicre dis1 proteinler olup viriilans 6zellik gostermektedir. Feremon tarafindan
uyarilan ylizey proteinleri olan Agregasyon maddeleri de okaryotik hiicrelere yapisma ve

konjugasyon esnasinda hiicreler arasi iletisimde gorev almaktadir (Medeiros ve ark., 2014).

Insanlarda endokarditis, septisemi, idrar yollar1 enfeksiyonu, yara enfeksiyonlari,
yeni dogan enfeksiyonlari, bakteriyemi ve menengit gibi enfeksiyonlara neden
olabilmektedirler (Jamet ve ark., 2012; Medeiros ve ark., 2014; Anderson ve ark., 2016;
Vidana ve ark., 2016). Hastaliga neden olan kontamine gidalar ise et ve et iiriinleri, siit ve
siit iiriinleri olarak belirtilebilir. Mikroorganizmanin enfeksiyon dozu ise yiiksek olup 10’

kob/g’dur.

1.2.8. Escherichia coli O157:H7

Enterobacteriaceae familyasi liyesi olmakla birlikte gram negatif, aerobik, hareketli,
sporsuz, sorbitali fermente edemeyen, ¢ubuksu, oksidaz negatif katalaz pozitif ve mezofilik
bir organizma olarak tanimlanmaktadir. E. coli normalde memeli hayvanlarin kalin
bagirsaginda bulunan faydali bir bakteri olup dis ortamlarda bulunmas1 hastalik indikatorii
olarak kabul edilmektedir. Bagirsak hastaliklarindan izole edilen E. coli suslar1 spesifik
viriilans faktor ve fenotipik Ozelliklerine gore enteropatojenik E. coli (EPEC),
enterotoksijenik E. coli (ETEC), entero invazif E. coli (EIEC), enteroagregatif E. coli
(EAECQ), difiiz aderans E. coli (DAEC) ve verotoksin iireten E. coli (VTEC) olarak 6 gruba
ayrilmaktadir. Bu alt1 grup arasinda enterohemorajik E. coli (EHEC) veya shiga benzeri
toksin iireten E. coli (STEC) olarak da tanimlanan ve verotoksin iireten E. coli grubu diger

gruplara gore gida kaynakli hastaliklarla daha ¢ok iligkilendirilmistir (Newell ve ark., 2010).

Verotoksin {ireten bu grubun en dnemli patojen serotipi E. coli O157:H7 olmasina
ragmen E. coli 026:H11, E. coli O103:H2, E. coli 0145:H28 ve E. coli O111:H8 serotipleri
de insanlarda viriilans etkiye yol agmaktadir (Lin ve ark., 2011). E. coli O157:H7 patojeni

aside direngli oldugu i¢in mideden direk gecerek ince bagirsaga uzanir ve kiiciikk bir
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enfeksiyon dozu (50-100 hiicre) ile patojenitesini gosterebilmektedir (Bhunia, 2008).
Kontamine olmus et ve taze sebzelerin tiiketimi ile insanlarda ciddi enterohemorajik
hastaliklara neden olmaktadir. Sigir ve diger ruminant hayvanlar birincil kaynak olarak
tanimlanmakla birlikte, ¢esitli gida ve c¢evresel etmenlerde uzun silire yasayabilme

kabiliyetine sahiptir (Islam ve ark., 2016).

Shiga toksini bu patojen tarafindan salgilanmakta olup birincil viriilans faktor olarak
bilinmekle, shiga toksini tip 1 (stx1l) ve shiga toksini tip 2 (stx2) olarak iki gruba
ayrilmaktadir. Bu toksinlerin endoplazmik retikuluma iletilmesi ile konak hiicredeki protein
sentezi inhibe edilmekte, ribotoksik stres yanit1 aktive edilmekte, endoplazmik retikulum
stres yanit1 olustmakta ve bazi durumlarda ise apoptasiz ile sonuglanmaktadir. Takiben ise

intoksikasyon ve hiicre 6liimii gergeklesebilmektedir (Lee ve ark., 2010).

Et, siit irinleri ve sebzeler gibi kontamine olmus gidalarla bulasan E. coli O157:H7
patojeni insanlarda hemorajik kolit veya hemolitik iiremik sendrom gibi ciddi hastaliklara
neden olabilmektedir (Yoshitomi ve ark., 2012). E. coli O157:H7 i¢in enfeksiyon dozu ise
10%-102 kob/g’dir (Bhunia, 2008).

1.2.9. Klebsiella pneumoniae

Klebsiella pneumoniae bakterisi Enterobacteriaceae familyasinda, gram negatif,
hareketsiz, spor olusturmayan, katalaz pozitif, oksidaz negatif, aerobik, 37 °C’de optimum
gelisme gosteren bir firsat¢1 patojendir. Dogal habitatlari insan bagirsaklar: olmakla birlikte

su ve toprak gibi ekolojik ¢cevrede de rastlanmaktadir.

Klebsiella kaynakli hastalik siklikla insandan insana bulagan nozokomiyal (hastane
kokenli) enfeksiyonlarin nedenlerinden biridir. Klebsiella patojeni idrar yolu enfeksiyonlari,
pnemoni, menenjit, yara enfeksiyonlari, bakteriyemi ve iltithapli apse gibi genis bir

enfeksiyon spektrumuna sahiptir (Siu ve ark., 2012).

En az 78 kapsiil (K antijeni) serotip K. pneumoniae patojeni i¢in tanimlanmistir. K1
ve K2 serotipleri basta olmak iizere bu serotiplerden birkag¢1 Kapsiil polisakkarit tiretiminin
artmast (CPS) nedeniyle essiz bir hiperviriilant 6zellik gostermektedir (Compain ve ark.,
2014; Li ve ark., 2014). CPS, K. pneumoniae’nin en dnemli viriilans faktoriidiir ve fagositoz
direncinde, erken iltihap cevabinin baskilanmasinda, antimikrobiyal peptitlere direngte,
hiicre olgunlasmasmin inhibisyonunda 6nemli gorevler iistlenmektedir. ilaveten, K.

pneumoniae lipopolisakkaritler, fimbria, dis zar proteinleri gibi viriilans faktorler



icermektedir (Li ve ark., 2014). Su ve su iiriinleri basta olmak tizere taze sebzeler ve ekimi
yapilan gida iiriinleri hastalik kaynagi olan gidalar arasinda yer almakta ve enfeksiyon dozu
ise 102 kob/g’dur.

1.2.10. Listeria monocytogenes

Listeria familyasinda bulunan Listeria monocytogenes gram pozitif, fakiiltatif
anaerobik, sporsuz ve psikotrof olmasma ragmen 37 °C’de gelisebilen bir bakteridir. Ilk
olarak Listerella olarak bilinen ve Listeria olarak tekrar tanimlanan cins L. monocytogenes,
L. innocua, L. seeligeria, L. welshimeri, L. ivanovii alttiir ivanovii, L. ivanovii alttiir
londoniensis, L. marthii, L. rocourtiae ve L. grayi olmak tizere 10 tiir icermektedir. Bu
tirlerden sadece L. monocytogenes ve L. ivanovii viriilans 6zellik tasimakta diger tiirler ise

patojenite gostermemektedir (Mraheil ve ark., 2013).

Insanlarda Listeriozis hastaligina neden olan en énemli tiir L. monocytogenes tiirii
olup bu patojenin etkili viriilans faktori listeriolizin O’dur. Listeriolizin O, -hemoliz iireten
bir hemolizindir. Patojen suslar ramnozdan asit olusturarak ve kanli agarda (-hemoliz

tireterek belirlenebilir (Jay ve ark., 2000).

Bu organizmanin konak hiicrenin bariyerlerini gegerek internalin ve cesitli salgi
sistemlerini kullanarak hiicre yiizeyinin ilerisine dogru proteinleri salgilama yetenegi vardir.
Internalin ailesi viriilans 6zellik tastyan dnemli proteinlerden olusmaktadir. Internalin A
(InlA) ve B (InIB) konakgiyr isgal etme durumunda temel bir goreve sahiptir. L.
monocytogenes 6nemli gérevleri olan Listeria patojenite adalar1 (LIPI) ve Listeria genomik
adalar1 (LGI) gibi genomik adalar igermektedir. hly, pIcAB ve actA gibi en 6nemli viriilans
genler LIPI-1 adasinda bulunmaktadir (Zhang ve ark., 2016).

Menenyjit, sepsitesi ve diger merkezi sinir sistemi enfeksiyonlar1 yaygin olarak
Listeriozis hastalarinda goriilmektedir. Ozellikle yasl, hamile, yenidogan ve bagisiklik
sistemi zayif bireylerin hastalifa yakalanma riski daha fazladir. Hamile kadinlarda bu
patojen ani diisiiklere hatta 6lii dogumlara bile neden oldugu belirtilmektedir. L.
monocytogenes siit ve siit liriinleri, et ve et iirlinleri, taze sebzeler gibi bir¢ok ¢ig ve islenmis
gidalarda bulunabilmektedir (Gandhi ve Chikindas, 2007). Bu patojenin enfeksiyon dozu
bilinmemekte fakat konagin bagisiklik sistemine bagl olarak 10-108 kob/g arasinda oldugu
tahmin edilmektedir (Bhunia, 2008).
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1.2.11. Salmonella enterica subsp. enterica

Enterobacteriaceae familyasinda yer alan Salmonella gram negatif, aerobik veya
fakiiltatif anaerobik, sporsuz, kapsiilsiiz, hareketli ve 20-40 °C’ler arasinda iireyebilen bir
bakteridir.  Salmonella, Kaufmann-White semasindaki kamg¢1 (H-antijen) ve
lipopolisakkaritlerde (O-antijen) bulunan antijenik varyasyonlara gore 2500 serotipe
ayrilmaktadir. Bu cins biyokimyasal ve serolojik 6zelikleri ile farklilik gosteren Salmonella
enterica ve Salmonella bongori olmak {izere iki tiire ayrilmaktadir. Salmonella enterica tiirii
ise S. enterica subsp. enterica (1), S. enterica subsp. salamae (1), S. enterica subsp. arizonae
(Ila), S. enterica subsp. diarizonae (111b), S. enterica subsp. indica (IV), ve S. enterica
subsp. houtenae (VI) olmak iizere alt1 alt tiir igermektedir. Bu alt tiirlerden S. enterica
subsp. enterica % 99 oranla hem insanlarda hem de hayvanlarda hastaliklardan sorumludur
(Canals ve ark., 2011).

Salmonella enfeksiyonlar1 kompleks bir patojenite gostermektedir. Patojen
kontamine olmus gidalar ile viicuda alinmakta, ¢esitli sagakli adezinler araciligiyla konakgi
hiicre ile etkilesime ge¢mektedir. Konakgi-patojen etkilesimi ilk olarak epitel hiicreler gibi
fagositoz olmayan hiicrelerin saldirisi ile baglamaktadir. Hiicre igi bir patojen oldugu igin
fagositoz ile pargalanmaz ve konak hiicrede cogalabilmektedir (Hensel, 2004). Bu
organizmanin viriilans genleri kromozom iizerinde, patojen adalar1 olarak isimlendirilen
bolgede lokalize olmuslardir. Toplamda 12 patojen ada belirlenmis, S. enterica’nin viriilans
faktorlerinin birgogu bu adalarda bulunan genler tarafindan kodlanmaktadir (Hensel, 2004;
Canals ve ark., 2011).

Salmonella’nin neden oldugu Salmonellosiz hastaliginin en 6nemli etken serotipleri
olarak Salmonella Typhi, Salmonella Paratyphi, Salmonella Typhimurium ve Salmonella
Enteritidis sayilabilir. (Mukhopadhyay ve Ramaswamy, 2012; Lungu ve ark., 2012). Bu
patojenin enfeksiyon dozu 1-10° kob/g gibi genis bir araliga sahiptir. Géniillii yetiskin
bireylerde yapilan ¢alismalarda 10°-10%° kob/g organizma araligindaki enfeksiyon dozunun
hastalik olusturmada yeterli oldugu bildirilmistir. Siv1 gidalar veya mide asidini nétralize

eden siit ve peynir gibi gidalar tiiketildiginde enfeksiyon dozu azalmaktadir (Bhunia, 2008).

Yiiksek ates, halsizlik ve karin agrisi1 gibi klinik belirtiler gosteren serotipler
Salmonella enterica serovar Typhi ve Salmonella enterica serovar Paratyphi olarak
bilinirken gastroenterit bulgular gosteren serotipler ise Salmonella enterica serovar

Typhimurium ve Salmonella enterica serovar Enteritidis’dir. Bu patojenler basta ciftlik
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hayvanlart olmak {iizere et, yumurta ve siit gibi hayvan orjinli kontamine gidalardan izole
edilmistir (Porwollik ve ark., 2004; Hadjinicolaou ve ark., 2009; Liu ve ark., 2012; Wong
ve ark., 2013).

1.2.12. Staphylococcus aureus

Staphylococcaceae familyasinda, gram pozitif, fakiiltatif anaerobik, mezofil,
sporsuz, hareketsiz, katalaz pozitif bir bakteri olup optimum 37 °C’de gelisme
gostermektedir. Staphylococcus cinsi 30°dan fazla tiir icermekte ve bunlar genellikle dogal
habitatlar1 olan memelilerin deri ve mukozasi iizerinde bulunmaktadir. Bu tiirlerin hepsi
insanlarda hastalik yapabilme Ozelligine sahip olmasima ragmen sadece S. aureus en

saldirgan ve gida zehirlenmelerinde en sik rastlanan patojen tiir olarak tanimlanmustir.

Organizmanin sahip oldugu hiicre yiizeyinde bulunan ve salgilanan viriilans faktorler
hastalikta 6nemli rol oynamaktadir. Yiizey viriilans faktorleri mukozal yiizeye yapisarak ve
fagositozise karsi direng gostererek konak organizmada kolonize olmaktadirlar. Salgilanan
virtilans faktorler ise ekzoenzim ve ekzotoksinler ile birlikte konak organizmanin immun
sistemini engelleyerek c¢evre dokulara yayilir ve konak¢i hiicreye hasar vererek besin
ihtiyacini karsilamaktadir. Salgilanan faktorler toksik sok sendrom toksin-1, enterotoksin
serotipleri (A, B, Cn, D gibi) ve enterotoksin benzeri serotipleri (J, K, L, M, N gibi)
icermektedir (Elazhari ve ark., 2011).

Gida zehirlenmesi patojenin irettigi bu enterotoksinlerden kaynaklanmaktadir.
Yaklagik 19 tane enterotoksin protein ve genleri belirlenmis ve bu enterotoksinler arasinda
en ¢ok rastlanan ise enterotoksin A oldugu belirtilmistir (Lindsay, 2011). Patojen
mikroorganizma ozellikle hemolizin ve l16kotoksin tiretmekte ve iirettigi toksinlerin ¢ogu

biyolojik membrana zarar vererek hiicre 6liimiine neden olmaktadir (Otto, 2013).

Bu patojenin hastalik olusturabilmesi i¢in 10°-102 kob/g enfeksiyon dozu yeterli
olmaktadir (Bhunia, 2008). Hastalik belirtileri bulanti, kusma ve ishal seklinde olmakta ve

hastaliga neden olan gidalar ise 6zellikle kirmizi et ve et Uiriinleridir.

1.3. Gida Kaynakh Patojen Mikroorganizmalarin Tanimlanmalari

Gida kaynakli patojen mikroorganizmalarin teshisinde en O6nemli adim hastalik
etkeni olan mikroorganizmalarin tiir olarak dogru tamimlanmasi ve mikrobiyal

popiilasyonlardaki diisiik miktarlarinin bile dogru belirlenmesidir. Gida giivenligi ve insan
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sagligi agisindan Onem tasiyan mikrobiyal patojenlerin  6niine gecgebilmek ve
potansiyellerinin belirlenebilmesi i¢in iyi tanimlanmasi gerekmektedir. Bu amacla bir¢cok
yontem gelistirilmis ve uygulanmistir. Gida kaynakli mikrobiyal patojenlerin tanimlamada
kullanilan molekiiler yontemlerden PCR yaklasimi konvansiyonel ve Real Time metodu

olarak iki grupta toplanabilir.

1.3.1. Konvansiyonel tammlama

Gida kaynakli mikrobiyal patojenlerin konvansiyonel yontemler ile tanimlanmasi
yillardan beri uygulanan yontemlerdir. insanlarda hastalik yapan bakterilerin tanimlanmasi
19. yiizyilin ortalarindan itibaren baslamis ve tanimlamada bakterilerin biiylime sartlari,
koloni morfolojileri, boyama, metabolik karakterler ve serolojik testler gibi yontemler
kullanmistir. Patojen mikroorganizmalari tanimlamada kullanilan konvansiyonel yontemler
kiltir ve koloni morfolojisi bazli yontemler, immiinolojik yontemler ve molekiiler

yontemler olarak siniflandirilabilir.

Kiiltir ve koloni bazli yontemler mikrobiyolojik laboratuvarlarda rutin olarak
kullanilan, ekonomik olmasina ragmen zaman ve emek isteyen yontemlerdir. Kiiltiir bazli
yontemlerde hedef patojenin izolasyonu ve tanimlanmasi ilk asamayi olusturmaktadir.
Takiben, segici olmayan sivi besiyerinde On zenginlestirme, segici sivi besiyerinde
zenginlestirme, ekim, teshis, sayim ve dogrulama gibi asamalardan olusmaktadir. Kiiltiirel
yontemlerde hedef mikroorganizma populasyonu artirilir, ardindan saf kiiltiir elde edilerek
kiiltiirlerin fenotipik ve metabolik karakterlerine gore tanimlama yapilmaktadir (Bai ve ark.,

2010).

Mikroorganizmalar en basit seviyede in vitro kosullarda biiylime sartlarina gore
simiflandirilmaktadir. Atmosferik kosullar ve ortam sicakligi siniflandirmada 6nem
tasimaktadir. Patojen mikroorganizmalarin ¢ogu fakiiltatif anaerobik ve ortam sicakligi 20-
40 °C arasinda degisen biiylime 6zelligindedir. Bu nedenle mikroorganizma tanimlamada
farkli yontemlere gereksinim duyulmaktadir. Mikroorganizmalarin koloni olusturma
yontemleri de onlar1 ayirt etmekte kullanilan yOntemler arasinda yer almaktadir. Agar
besiyerinde olusan kolonilerin ayr1 veya grup halinde goriilmesi, yuvarlak, ¢cubuk veya virgiil
gibi gorilinligleri veya gram boyama gibi teknikler mikroorganizma hakkinda bilgi
sunmaktadir. Ilaveten oksidaz testi, seker fermentasyon testi, indol testi, katalaz testi gibi
basit biyokimyasal testler ile mikroorganizma hakkinda daha ayrintili bilgi elde
edilebilmektedir (Boer ve Beumer, 1999; Velusamy ve ark., 2010; Nannapaneni, 2012).
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Kiiltiir ve koloni bazli yontemler uzun zaman almakta ve bakteriler her durumda ayni
fenotipik ozellikleri gdstermemektedir. Fenotipik 0Ozelliklere gore tanimlama ve
smiflandirma yapmakta olusan sorunlar ve canli hiicrelerin kiiltiire alinamamasi gibi
olumsuzluklardan dolayi alternatif tan1 yontemleri gelistirilmistir (Malorny ve ark., 2004).
Bu tan1 yontemlerinden birisi de antijen antikor iliskisine dayanan immunolojik bazli
yontemlerdir. Immunolojik bazli yontemler antijene spesifik antikor ya da antikora spesifik
antijen aranmasi prensibine dayali kalitatif ve kantitatif testleri icermektedir. Presipitasyon,
aglutinasyon ve kompleman testleri ¢okelme ve bulaniklik olusturarak antijen antikor
birlesmesinin tespit edildigi, genellikle kalitatif olan analizlerdir. Immunofloresans testler
(IFA), Enzim Bagli Immunosorbent testler (ELISA) ve Radioimmun testleri ise floresans,
radyoaktif bir madde veya bir enzimle isaretlenmis ikinci bir antikor kullanilarak antijen
antikor birlesmesini kantitatif olarak analiz edebilmektedir. Bu testler arasinda ELISA hizli,
giivenilir, hassas, insan ve c¢evreye zararl radyoaktif madde kullanilmamasi ve kantitatif
analiz yapabilme oOzelliklerinden dolayr diger testlere gore daha g¢ok kullanim alani
bulmustur. ELISA testi immiinolojik ve enzimatik analizlerinin kombine edilmesi ile olusan
biyokimyasal bir tekniktir. Bu teknikte antikor antijen birlesmesi ve ardindan ikinci bir
enzim bagli antikorun bu yapiya baglanmasi ile ortaya c¢ikan renk degisiminin
spektrofotometrik Ol¢iim sonucu ile orneklerdeki antijen varligi kantitatif olarak tespit
edilebilmektedir (Lopez-Campos ve ark., 2012). Immunolojik testlerde analizin hassasiyeti
ve gilivenilirligi acisindan antikorlarin 6zgiilliigli ve antijene olan ilgisi onem tagimaktadir.
Antikorlarin antijene olan ilgilerinin az olmasi, kontaminasyon riskinin fazla olmasi, diisiik
miktarlardaki patojenleri tespit edememesi (tespit etme limiti antikorun tipine ve antijene
ilgisine bagl olarak degismekle birlikte yaklasik 10%-10° kob/g) gibi dezavantajlarindan
dolay1 yeni tekniklerin gerekliligi ortaya ¢ikmistir (Jasson ve ark., 2010; Velusamy ve ark.,
2010).

Kiiltir ve koloni bazli yontemler ve immiinolojik yontemlerin dezavantajlarini
ortadan kaldirmak ve hassas, 0zgiil ve giivenilir bir sekilde gida patojenlerini tespit etmek
amaciyla Polimeraz Zincir Reaksiyon (PCR) bazli molekiiler yontemler kullanilmaya
baglanmistir. PCR bazli yontemler niikleik asit hibridizasyonuna dayali yontemler olmakla
birlikte diger yontemlere gore hizl, giivenilir, hassas, 6zgiil ve tekrarlanabilir olmas1 gibi
avantajlar1 ile mikrobiyal patojenlerin tanimlanmasinda kullanilmaktadir. Bu teknik
bakteriyel smiflandirmada ozellikle de fenotipik agidan atipik bakteri suslarinin

tanimlanmasinda son derece giivenilir bir tekniktir.
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Gida kaynakli patojen mikroorganizmalarin PCR ydntemi ile tanimlanmasinda saf
kiiltiirler veya on zenginlestirme ya da segici besiyerinde gelistirilen gida ornekleri
kullanilmaktadir. PCR yonteminde saf kiiltiirler kullanildiginda kontaminasyon riski
diisiikken 6n zenginlestirme besiyerinden alinan 6rneklerin analizinde kontaminasyon riski
daha ytiksek olmaktadir. Santrifiijleme, filtrasyon ve yikama asamalar1 gibi basit bir 6rnek
hazirlama islemi kontaminasyonlar1 elemine edebilir. Ayrica saf bir DNA elde etmek igin
orneklerin seyreltilmesi ve daha sonra mikroorganizmanin uygun kosullarda biiyiitiilmesi
gibi bazi 06n hazirliklar yapilabilmektedir. Bdylelikle sadece canli hiicreler
kopyalanabilmekte, diisiik sayidaki mikroorganizmalarin seviyesi artirilabilmekte ve gida
matriksinden kaynakl1 inhibe edici faktorler elemine edilebilmektedir (Hill, 1996). Ornek
hazirlama asamasinda etidyum monoazit ve propidyum monoazit gibi Kimyasal maddeler
kullanilarak o6lii ve canli hiicreler ayirt edilmekte ve yanlhs pozitif sonuglar
engellenebilmektedir (He ve Chen, 2010). PCR bazli yontemler kiiltiirel bazli yontemlerin
son asamasi veya dogrulamasi olarak kabul edilebilmekte ve kisa siirede sonug elde
edilebilmektedir. Patojen mikroorganizmalarin PCR bazli yontemler ile tanimlanabilmesi
icin amplifiye edilmesi ongdriilen, ayni tiir i¢inde degismeyen korunmus gen bolgesinin
belirlenmesi 6nem tasimaktadir. Genellikle 16S rRNA geni patojenlerin tanimlanmasinda
hedef gen bdlgesi olarak kullanilmaktadir. Yiiksek derecede korunmus olmasi, biitiin
bakterilerde ¢ok sayida kopyasinin bulunmasi ve farkli bakteriler arasinda 6nemli dlciide
dizi ¢esitliligi ile 9 hiper degisken bolge icermesi (V1-V9) gibi 6zellikleri hedef gen bolgesi
olmasinin en 6nemli nedenleri arasinda yer almaktadir (Beneduce ve ark., 2007). 16S rRNA
bolgesi cins ve tiir seviyesinde ayirim yapabilmek i¢in hedef gen bdlgesi olarak
kullanilabilmekle birlikte degisken gen bolgelerinin yiiksek derecede benzerlik gostermesi
nedeniyle bazi bakterilerin sus ve serotiplerini ayirmak i¢in yeterli olmamaktadir.
Dolayisiyla tiir alti seviyede aymrim yapabilmek i¢in kullanilan hedef gen bdlgesi ise
intergenik RNA bosluk bolgeleri olarak seg¢ilmistir. Bu kodlanmayan bolgeler evrim
stirecinde daha az baskiya maruz kaldiklarindan dolay1 degiskenlik gostermekte ve tiir alt1

seviyede taksonomik siniflandirma yapabilme imkani1 sunmaktadir (Rijpens ve ark., 2002).

PCR tekniginin gelismesi ile RT-PCR, Nested PCR, PCR-RAPD, Ligaz PCR, PCR-
RFLP ve PCR-Ribotiplendirme, AFLP ve Multipleks PCR gibi PCR bazli yontemler
gelistirilmigtir. Ters (Reverse) transkriptaz PCR (RT-PCR) teknolojisi kalip olarak DNA
yerine mRNA kullanilmakta ve g¢ogaltilmasi istenen mRNA oOncelikle ters transkriptaz

enzimleri kullanilarak tamamlayici DNA’ya (complementary DNA, cDNA) ¢evrilmekte,
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takiben PCR yontemi ile amplifiye edilmektedir. Bu teknigin ortaya ¢ikmasi PCR tekniginin
olii ve canli hiicreleri ayirt etmekteki yetersizligine dayanmaktadir. Baska bir ifade ile DNA
bazli yontemler yerine RNA bazli yontemler tercih edilmistir. RT-PCR’da tiim RNA’lar
arasinda (rRNA, tRNA ve mRNA) mRNA’nin tercih edilmesinin nedeni ise rRNA ve
tRNA’nin yarilanma omriiniin kisa olmamasi ve mRNA’ya gore daha kararli bir yapida
olmasi gibi karakteristik 6zelliklerinden kaynaklanmaktadir. DNA bazli yontemlerde hedef
gen bolgesi olarak secilen 16S rRNA bolgesi bakterilerin canliligini belirleyememekte,
ancak mRNA’nin canli ve 6l hiicre ayiriminda etkin oldugu belirtilmistir. Ancak yontem
canli bakterilerde hedef genin ifade olmamasi yanlis negatif sonuglara neden olabilmektedir.
Ayrica ortam pH’s1 ve sicakliindan etkilenen cesitli genlerin aniden ifade olmasi da bu

yontemin diger sinirlamalaridir (Rijpens ve ark., 2002).

PCR bazli diger bir teknik, ¢ogaltilan parcalarinin uzunluk polimorfizmi (AFLP)
teknigi, genomik DNA’nin endoniikleaz enzimleri ile kesilmesini, takiben bu pargaciklarin
bir adaptor ile ligasyonu ve segici PCR amplifikasyonuna dayali bir yontemdir. Jelde
yuriitilen amplifikasyon firiinlerinin  olusturduklari  polimorfizme gore sonuglar
degerlendirilmektedir. AFLP tekniginde kromozal DNA’nin tamamen parcalanmasi ve
dolayisiyla anormal bir AFLP analizine neden olmasi énemli bir sorun olusturmaktadir
(Prasad ve ark., 2009).

Multipleks PCR yontemi ise ayn1 ya da ayr1 hedef gen bolgesi igin, ayni reaksiyonda
birden ¢ok primer ¢ifti kullanilarak hedef bolge ya da bolgelerin amplikasyonu prensibine
dayali gelistirilen bir yaklagimdir. Multiplex PCR aymi anda birden fazla patojen
mikroorganizma yari kantitatif olarak tanimlanabilmektedir. Ayn1 reaksiyonda birden fazla
primer ¢iftinin bulunmasi, primerlerin yanlis baglanmasina neden olabilmekte ve dolayisiyla
yontemi sinirlamaktadir. Bununla birlikte istenilen bazi bdlgelerin amplifiye olmamasi,
sonuglarin tekrarlanabilirliginde olusan sorunlar bu yontemin dezavantajlaridir (Mothershed

ve Whitney, 2006).

Tiim PCR bazli yontemler PCR tekniginin modifiye edilmesi ile olusturulmus
yontemlerdir. Buradaki ama¢ PCR’mn sinirlamalari ortadan kaldirmak ve gida kaynakli
patojen mikroorganizmalarin tanimlanmasinda daha hassas, daha spesifik, tekrarlanabilirligi
olan, daha diisiik limitlere inebilmek gibi etmenlerdir. PCR bazli yontemler mikrobiyal
patojenleri tanimlamada 6nemli bir ara¢ olmasina ragmen genel olarak bazi sinirlamalara

sahiptir. Primerin kendi iginde esleserek sa¢ tokasi olarak isimlendirilen bir yap1 olusturmast,
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iki primerin kendi iginde esleserek primer dimer yapi olusturmasi ve dolayisiyla yanlig
eslesme ile yanlis pozitif sonuglar elde edilmesi bu sinirlamalara &rnek verilebilir. flaveten
amplifikasyon dirtinlerini goriintiilemek i¢in Etidyum Bromiir ile boya islemi hem
kontaminasyona neden olabilmekte hem de emek isteyen bir uygulama 6zelligi tasimaktadir
(Fratamico ve ark., 2008). Sonug olarak tiim bu konvansiyonel yontemler sahip olduklari
avantajlar ve dezavantajlar ile beraber en 6nemli sinirlamasi miktar ile ilgili yeterli bilgi

vermemesidir.

1.3.2. Real Time PCR yaklasim

Real Time PCR teknoloji ilk olarak Higuchi ve ark. (1992) yaptiklari bir ¢alismada
amplifikasyon iirinlerini Etidyum Bromiir ile goriintiilemek i¢in olusturduklar bir sistem
olarak ortaya ¢ikmistir. Bu teknoloji amplifikasyon iriinlerinin lineer olarak logaritmik
artisini izleyebilme ve buna bagl olarak kantitatif analiz yapabilme imkani sunmaktadir.
Real Time PCR, floresan o6zellikli boya veya problarin hedef bolgeye baglanarak
olusturduklart amplifikasyon iiriinlerinin, 1sik kaynagindan gelen i1gimalar ile uyarilmasi
sonucu 1s1ma yaymasi Ve optik bir modiil tarafindan algilanan bu 1gimalar ile izlenebilir hale
gelmesi prensibine dayanmaktadir. PCR sirasinda olusan amplifikasyon iiriinlerine bagh
olarak artan floresan 1simalar algilanarak bilgisayar yazilimi ile kaydedilmektedir. Yine
yazilim sayesinde, PCR dongiileri ve dongiilere bagl olarak artan floresan isimalar bir
amplifikasyon grafigi ile es zamanl goriintiilenebilmektedir. Ayn1 zamanda kantitatif
analizler i¢in floresan 1s1ma siddetini sayisal degerlere dontistirmektedir. Real Time PCR
teknoloji PCR tekniginin kinetik kazanmasi ile gelismis bir teknoloji olmakla birlikte PCR
sonrasi boyama goriintiileme gibi uygulamalara gerek kalmamasi, kontaminasyon riskinin

azalmasi gibi avantajlara sahiptir (Hanna ve ark., 2005).

Real Time PCR cihazi temel olarak 1s1 dongii cihazi, eksitasyon 11k kaynagi, bir
floresan algilama sistemi ve yazilim initelerinden olusmaktadir. Eksitasyon 151k kaynagi
argon-iyon lazerler, 151k yayan diyot lazerler (LED), kuartz halojen tungsten lambalar ve
ksenon lambalar olarak dort farkli gesit icermekte ve en ¢ok kullanilan 11k kaynagi ise
lambalardir (Valasek ve ark., 2005; Shipley, 2007). Isaretlenmis amplifikasyon iiriinlerinin
yaydigi floresan 1simalar floresan sistemi ile algilamakta, yazilim araciligi ile veriler
kaydedilmektedir. CCD kamera, fotomultiplikator tiipleri veya fotodedektorlerin diger
tiirlerini iceren bu sistem belirli sayilarda kanal icererek dalga boylarini sinirlayip sadece

tercih edilen dalga boylarinin dl¢iilmesine izin vermektedir (Valasek ve ark., 2005).
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Bu teknolojide floresan molekiillerin 151k kaynagindan aynalar araciligi ile lizerine
gelen belirli dalga boyundaki 1sinlar1 absorbe ederek enerji kazanip, bulunduklari temel
diizeyden uyarilmis diizeye ge¢mektedirler. Uyarilmis bu molekiiller kararsiz haldeki bu
durumdan temel diizeye ge¢me egiliminde olduklar1 i¢in fazla enerjilerini farkli dalga
boylarinda 1s1malar halinde yaymaktadir. Boylelikle floresan molekiillerin hem uyarildiklar
hem de yayildiklar iki farkli dalga boyu araliklarindaki isimalar floresan algilama sistemi
tarafindan belirlenmektedir (Shipley, 2007; Navarro ve ark., 2015). Real Time PCR
teknolojisinde kullanilan bu molekiillerin her birine 6zgili tanimlanmis farkli uyarilma ve
yayilma dalga boyu araliklar1 mevcuttur (Shipley, 2007). Giiniimiizdeki Real Time PCR
cihazlarinda floresan sinyaller farkli kanallar araciligiyla floresan algilama sistemine
iletilmektedir. Kanal sayis1 6zellikle coklu PCR calismalarinda farkli bolgeleri tanimlamak

i¢in 6nem tasimaktadir (Navarro ve ark., 2015).

Real Time PCR’da kantitatif analiz yapabilmek i¢in genellikle mutlak (absolute)
kantitasyon ve bagil (relative) kantitasyon olmak tizere iki metot kullanilmaktadir (Arya ve
ark., 2005). Mutlak kantitasyonda bir kalibrasyon egrisi olusturulmakta ve miktar tayini
yapilabilmektedir. Kalibrasyon egrisini olusturan kalibrasyon noktalar1 miktar1 bilinen ve
seyreltilerek farkli konsantrasyonlar olusturulan amplifikasyon firtinleri, DNA molekiilleri,
RNA molekiilleri, rekombinant plazmit DNA’s1 veya ticari olarak sentezlenmis
oligoniikleotitler olabilir (Pfaffl ve ark., 2001; Rasmussen 2001; Muska ve ark., 2007). Bagil
kantitasyon (relative) veya karsilagtirmali (comporative) kantitasyon ise genellikle gen ifade
analizlerinde kullanilmaktadir (Arya ve ark., 2005; Pfaffl, 2007). Bagil kantitasyon
analizlerinde referans kontrol veya kalibratorlerin ifade seviyeleri hedef genin ifade seviyesi
ile karsilagtirilarak kantitatif analiz yapilmaktadir. Kalibrator olarak tedavi gdrmemis 6rnek
veya normal dokudan elde edilen RNA kullanilabilmektedir (Pfaffl, 2007). Referans kontrol
olarak ise beta aktin, gliseraldehit 3 fosfat dehidrojenaz ve ribozamal RNA gibi korunmus

genler kullanilmaktadir (Huggett ve ark., 2006).
1.3.2.1. Real Time PCR’da kullanilan belirleme teknolojileri

Real Time PCR teknolojisinde kullanilan belirleme yontemleri floresan sinyal
olusturan floresan isaretli molekiillerin biyokimyasal 6zelliklerine dayanmaktadir. Bu
molekiiller dncelikle hedef diziye 6zgii floresan isaretli oligoniikleotitler ve hedef diziye
0zgii olmayan boyalar olarak iki grupta toplanabilir. Niikleik asit boyalar1 hedef diziye 6zgii

olmayan grupta yer alirken Tagman problar, molekiiler boncuk, akrep primerleri gibi
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teknolojiler ise hedef diziye 6zgii olan grupta bulunmaktadir. SYBR-Green boyalar ve
Tagman teknolojisi bu teknolojiler arasinda yaygin olarak kullanilmaktadir.

Hedef diziye 6zgii olmayan belirleme teknolojileri

Hedef diziye 6zgii olmayan niikleik asit boyalari, amplifikasyon sirasinda ¢ift zincirli
DNA'’ya baglanmakta ve boylelikle floresan sinyal olusturmaktadir. Olusan floresan sinyal
ise floresan algilama sistemi ile algilanmakta, yazilim ile de sayisal verilere doniismektedir.
Ayrica bu boyalarin yaydigi floresan sinyaller amplifikasyon sirasinda her dongiiniin uzama
safhasinda es zamanli olarak ol¢iilebilmektedir. Boylece amplifiye olan iiriinler kalitatif ve
kantitatif olarak belirlenmektedir. SYTO boyalar, EvaGreen ve SYBR-Green boyalar hedef
diziye 6zgii olmayan niikleik asit boyalar1 olmakla birlikte SYBR-Green en yaygin olarak
kullanilan boyadir (Fratamico ve Kawasaki, 2008). Cift zincirli DNA’nin kii¢iik oyuguna
(grove) baglanan SYBR-Green (2- [N- (3-dimethylaminopropyl)- N- propylamino]-4- [2,3-
dihydro-3-methyl- (benzo-1,3-thiazol-2-yl) -methylidene]-1- phenylquinolinium) bir
asimetrik siyanin boyadir.

SYBR-Green teknolojinin en 6nemli sinirlamasi, hedef diziye 6zgii olmamasindan
dolayr primer dimer olusturabilmesi veya yanlis eslesmis amplifikasyon {iriinlerine
baglanabilmesidir. Bu sinirlamada yanlis pozitif sonuglara sebep olabilmektedir. Bu
sinirlamay1 ortadan kaldirmak amaciyla Erime Egrisi (Melting curve) olarak tanimlanan bir
uygulama eklenmistir. Bu uygulamada amplifikasyon tamamlandiktan sonra ortamdaki tiim
cift zincirli DNA’lar i¢in yiiksek sicaklik uygulanmakta ve bu DNA’larin erime noktalari
belirlenmektedir. Boylece daha uzun ve G/C orani daha fazla olan DNA’larin erime noktalari
daha yiiksek olmasindan dolayr primer dimer ve yanlis eslesmis DNA’lar tespit
edilebilmektedir (Buh Gasparic ve ark., 2010; Eischeid, 2011).

Teknigin daha az maliyetli olmasi, daha giiclii floresan sinyal olusturmasi avantajlari
arasinda yer alirken dar dinamik araliga sahip olmasi, PCR reaksiyonlarinda yiiksek
konsantrasyonlarda inhibitor etki olusturmasi ve daha diisiik tekrar iiretilebilirlik gdstermesi
gibi sinirlamalar1 da bulunmaktadir. Tlaveten erime egrisi analizlerinin yorumlanmasi da her
zaman kolay olmamaktadir (Giglio ve ark., 2003; Eischeid, 2011). Son zamanlarda SYBR-
Green boyalara alternatif olarak iiciincii nesil boya olarak tanimlanan Eva Green boyalar
gelistirilmistir. Eva Green boyalar SYBR-Green boyalardan daha stabil, daha hassas, daha
az inhibitor etkisi sunmakta ve erime egrisi analizlerine daha uygun olmasi ile daha ¢ok

tercih edilmektedir (Wang ve ark., 2006).
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Hedef dizive 6zgii belirleme teknoloiileri

Tagman teknolojisi

Hedef diziye 6zgii belirleme teknolojilerinden en ¢ok bilinen Tagman prob teknoloji
90’1 yillarda tanimlanmistir. Tagman teknolojisinde 3. bir primer olarak da goriilebilen,
primerlere yakin bolgede bulunun niikleik asit dizilerinin komplementeri olan, yaklagik 20-
30 niikleotit (nt) uzunlugunda, floresan isaretli oligoniikleotitler (prob) kullanilmaktadir. Bu
problar Tagman teknolojisinin temelini olusturmaktadir. DNA polimerazin 5’ ekzoniikleaz
aktivitesinden dolayr hidroliz prob olarak da bilinmektedir. Floresan isaretli
oligoniikleotitler amplifikasyon sirasinda hedef dizilerine baglandiklar1 zaman olusan
floresan sinyalin algilanmasi ve yazilim ile verilere doniismesi ile Real Time PCR analizi

gerceklesmektedir.

Tagman problar1 yapisal olarak yaklasik 20-30 nt uzunlugunda niikleik asit dizisi, 5’
ucunda muhbir olarak adlandirilan floresan boyali bir molekiil ve 3’ ucunda ise 5’ ucundaki
molekiiliin floresan 1s1ma yaymasini baskilayan, sondiiriicii olarak adlandirilan floresan
ozellikli bir molekiilden olusmaktadir. Amplifikasyon sirasinda probun kendi komplement
bolgesine baglanmasi ile DNA polimeraz 5’ ekzoniikleaz aktivitesini gostererek probu
kirmaktadir. Boylece 3’ ucundaki baskilayici molekiilden uzaklasan floresan isaretli 5’
floresan molekiil 1s1ma yaparak sinyal olusturmaktadir (Mckillip ve Drake, 2004; Espy ve
ark., 2006). Bununla beraber sondiiriicii olarak kullanilan molekiiller her zaman
belirlenebilir aralikta floresan ozellik tasimayabilir. DABSYL (4-
(dimethylamino)azobenzene-4’-sulfonyl chloride) veya BHQs (black hole quenchers) gibi
sondiiriicii molekiiller muhbir floroforlar1 baskilayip floroforun yaydigi isimay1 absorbe
etmekte ama kendisi floresan 151ma yayma ozelligi gostermemektedir. Ideal bir sondiiriicii
molekiilde aranan 6zellik sondiiriicliniin absorbsiyon spektrumunun floroforun yayilma
spektrumu 1ile Ortiismesidir. Bununla beraber sondiiriicii molekiil en iyi absorbsiyon
0zelligini maksimum absorbsiyona en yakin oldugu durumlarda gostermektedir. SYBR-
Green teknoloji ile karsilastirildiginda Tagman prob teknolojisi daha pahali ve hedef bolgeye
0zgll oldugundan daha hassas bir metottur (Espy ve ark., 2006).

Molekiiler boncuk teknolojisi

Bu teknolojide Tagman prob teknoloji gibi 5’ ucunda floresan 1s1ma yapan bir muhbir
molekiil ve 3" ucunda ise bu 1s1may1 baskilayan sondiiriicii bir molekiil bulundurmaktadir. 5’

ve 3’ uc¢larin birbirinin eslenigi olmasi1 5" ucundaki molekiiliin 1s1masin1 engellemektedir.
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Tagman problar1 ile molekiiler boncuk problar1 arasinda yapisal olarak farkliliklar
bulunmaktadir. Bu teknolojide kullanilan problar 25-30 nt uzunlugunda, tek zincirli
oligontikleotitlerdir ve dizisinin 5’ ve 3’ ucu yaklasik 5-8 nt birbirinin prob iizerinde eslenigi
olmakla birlikte probun orta kismindaki dizi ise hedef DNA dizinin eslenigidir. Molekiiler
boncuk probu kendine 6zgii DNA dizisine yapistiginda sag tokasi sekli agilarak tek zincirli
hale gelmekte ve 5’ ucundaki muhbir floresan 1s1ma yaymaktadir. Boylece yayilan floresan

1s1ma ile kalitatif ve kantitatif analiz yapilabilmektedir.

Molekiiler Boncuk teknolojisinin bazi avantajlar1 ve sinirlamalar1 bulunmaktadir. En
onemli avantaji amplifikasyon sirasinda molekiiler boncuklarin yapisinin bozulmamasi ve
dolayisiyla ayni probun her dongiide hedef diziye tekrar baglanabilmesidir (Arya ve ark.,
2005; Tyagi ve ark., 2012). Bu teknolojide molekiiler boncuklar tek bir niikleotid
farkliliginda bile hedef DNA dizisine baglanmayabilir. Hem avantaj hem de dezavantaj
olarak kabul edilebilen bu 6zelligi ile SYBR-Green ve Tagman prob teknolojilerinden daha
hassas bir teknolojidir ve 6zellikle nokta mutasyonu c¢aligmalarinda tercih edilmektedir

(Abravaya ve ark., 2003).
FRET teknolojisi

Hedef diziye 6zgii belirleme teknolojilerinden bir digeri de Floresan Rezonans Enerji
Transferi (FRET) problari teknolojileridir. Light Cycler cihazlarina 6zgii olan bu teknolojide
problar hibridisazyon problart ve Light Cycler olarak da adlandirilmaktadir. FRET
teknolojisinde hedef diziye 6zgii ve birbirlerine yakin olan iki prob kullanilmaktadir. Bir
probun (verici prob) 3’ ucunda floresan boya (genellikle FAM) diger probun (alict prob) 5’
ucunda ise baska bir floresan boya (genellikle siyanin boyalar, Cy3 ve Cy5 gibi)
bulunmaktadir (Wilhelm ve ark., 2003). Problar hedef dizilere bagladiklarinda 3’ boyanin
floresan 151mas1 5’ ucundaki boya tarafindan baskilanmaktadir. Ikinci probun uyarilmast ile
ticiincli bir dalga boyunda 1s1ma yayilmakta ve bu 1s1ma algilanarak Olciilebilir degerler
haline donligmektedir. Bu teknolojide iki prob kullanildigindan hassas bir teknoloji olmakla
birlikte 6zellikle mutasyon ¢alismalarinda kullanilmaktadir. Molekiiler boncuk problarinda
oldugu gibi FRET problarida kararli bir yapiya sahip olup, PCR dongiilerinde tekrar tekrar
hedef diziye baglanabilmektedirler (Espy ve ark., 2006).

Akrep (Scorpian) primer teknolojisi

Akrep (Scorpian) primer teknolojisi; tek bir molekiilde hem primer hem de probtan

olusan, boncuk teknolojisine benzer, sa¢ tokasi seklinde gelistirilmis bir teknolojidir
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(Whitcombe ve ark., 1999). Yapisal olarak sirasiyla 5’ ucunda muhbir bir floresan molekiil,
probun 5’ sap kismi, ilmek bolgesi, 3’ sap kismi, 3’ ucunda sondiiriicii bir floresan molekiil,
engelleyici molekiil (genellikle hekzilen glikol) ve primer bulunmaktadir. 5" ve 3’ ucu
birbirine ve ilmek bolgesi ise hedef bolgeye komplementer 6zelliktedir (Arya ve ark., 2005).
Bu teknolojide primer baglandiktan sonra, Yyani uzama safhasinda prob hedef diziye
baglanmaktadir. Bdylelikle muhbir ve baskilayici molekiil birbirinden ayrilmakta ve
floresan 1s1ma olugsmaktadir. Akrep primerlerde 6nemli noktalardan biri primer ve sa¢ tokasi
yapisi arasinda bulunan PCR engelleyici bir hekzilen glikol grup igermesidir. Bu engelleyici
molekiilin goérevi akrep primerlerin sa¢ tokasi dizisinin uzamasini engellemektir
(Kaltenboeck ve ark., 2005). Akrep primerleri hem primer hem sag tokasi seklinde prob
icermelerinden dolayr daha hassas ve daha etkili analiz imkan1 sunmaktadirlar. Genellikle

de mutasyon c¢aligmalarinda kullanilmaktadir (Arya ve ark., 2005).
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2. ONCEKIi CALISMALAR

Gida kaynakli patojen mikroorganizmalarin tanimlanmasi ve mikrobiyal
potansiyellerinin belirlenmesi i¢in gliniimiize kadar yeni teknikler gelistirilmis ve
uygulanmustir. Kiiltiirel bazli, immiinolojik bazli ve PCR bazl1 gibi konvansiyonel metotlarin
yani sira son zamanlarda bir ivme kazanan Real Time PCR teknolojisi mikrobiyal patojenleri
karakterize etmek i¢in yaygin olarak kullanilmakta ve bununla ilgili pek ¢ok calisma

bulunmaktadir. Bunlardan 6nemli olan bazilar1 asagida derlenmistir.

Klebsiella pneumoniae, yenidogan ve immiin sistemi baskilanmis kisiler arasinda
siddetli morbidite ve mortaliteye neden olan firsatg1 bir patojendir. Bebek mamasinin yeni
dogan yogun bakim initesinde K. pneumoniae ile ilgili salgmlarla iliskili oldugu
diistiniilmektedir. Bu amagla Sun ve ark. (2010) bebek mamalarinda K. pneumoniae
patojenini hizli bir sekilde tespit edebilmek igin yeni bir SYBR-Green Real Time PCR
yaklasimi gelistirmiglerdir. Bu ¢alismada 142 b¢ uzunlugunda phoE geni hedef bélge olarak
secilmig, 2 K. pneumoniae susu ve 15 K. pneumoniae olmayan sus bu metotla
degerlendirilmistir. Test edilen biitiin suslar Real Time PCR analizlerinde phoE geni pozitif
olarak belirlenmistir ve K. pneumoniae disindaki suslar ¢apraz reaksiyona neden olmamustir.
Metodun belirleme limiti 1 kob/25 g olarak bulunmustur. Sonuglar bu yeni metot ile bebek
mamalarinda hassas bir sekilde K. pneumoniae mikroorganizmasinin belirlenebilecegini

gostermistir.

Tomaso ve ark. (2010) Real Time PCR teknoloji ile klinik 6rneklerde farkli ticari
DNA izolasyon kitleri kullanilarak Brucella tiirleri tespit etmeye calismiglardir. Genellikle
diisiik bir mikrobiyal yiike sahip olan Brucella tiirleri 1S711 hedef gen bdlgesinin
amplifikasyonu ile tanimlanmustir. Brucella tiirleri tanimlanirken izolasyon kitlerinin 6rnek
hacmi, elusyon hacmi ve islem siiresi gibi kriterleri dikkate alinarak degerlendirme yapilmis

ve elde edilen DNA’larin verimi ve miktarinda 6nemli farkliliklar tespit edilmistir.

Wu ve ark. (2011) C. perfringens patojenini tanimlamak i¢in Real Time PCR ve
kiiltiirel metotlar ile elde edilen sonuglar1 karsilastirmiglardir. Nekrotik enteris hastaligina
yakalanmig broiler tavuklarda iki yontemle de tespit edilen C. perfringens patojeni
tanimlamada Real Time PCR metodu olusturmus ve kiiltiirel yontemlere gore daha hassas
oldugu bulunmustur. Dogrusal regresyon analizlerinde iki metodun mikrobiyal yiik
hesaplamada r?= 0,84 katsayst ile yiiksek bir iliski saptandig1 belirtilmistir. Real Time PCR
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metodunun tavuklarin bagirsak sistemlerindeki C. perfringens miktarini belirlemede kiiltiir

yontemlerin yerini alabilecegi tespit edilmistir.

Elizaquivel ve ark. (2012) yaptiklar1 bir ¢alismada Real Time PCR teknolojisi ile
beraber ornek hazirlama isleminde kullandiklar: bilesikler ile canli E. coli O157:H7, Listeria
monocytogenes ve Salmonella patojenlerini karakterize etmeye ¢alismiglardir. Real Time
PCR teknolojinin siirlamalarindan biri olan 6lii ve canli hiicre ayiramama sorununu 6rnek
hazirlama islemin sirasinda propidyum monoazit (PMA) ve reaktif D gibi DNA’ya baglanan
molekiiller kullanarak potansiyel bir strateji gelistirmislerdir. Hiicre siispansiyonunda iki
bilesik iginde optimum konsantrasyonlar belirlenmis ve bilesikler hedef patojenler igin
benzer azalmalar gdstermistir. Ancak reaktif D bilesigi L. monocytogenes ve Salmonella
patojenleri igin toksik etkide bulunmustur. Bu nedenle bu bilesiklerin gidalarda
uygulanabilirligi PMA ile sinirlt kalmistir. 50 mM PMA ile yapay olarak kontamine edilmis
salata ve 1spanak ornekleri Real Time PCR ile analiz edilmistir. Sonuglar incelendiginde en
yiiksek konsantrasyon L. monocytogenes’de belirlenmis, inokule edilmis karisik salatalar
disindaki tiim 6l hiicre ile inokule edilmis ornekler beklenildigi gibi negatif sonuglar
olusturmustur. PMA-Real Time PCR kombine uygulamasinin sebze 6rneklerinde normal
seviyelerde bulunan canli patojenlerin var/yok ve miktar belirlemede uygun bir metot oldugu

distintilmiistiir.

Minami ve ark. (2012) bebek mamalarinda yaptiklari bir aragtirmada canli C.
sakazakii patojeni etidyum monoazit-Real Time PCR kombinasyonu ile tanimlanmaya
calisilmistir. Ornekler canli ve 6lii hiicre ayirimi i¢in analiz dncesinde etidyum monoazit ile
muamele edilmistir. Bununla birlikte 6rnekler 2012 yilinda Bakteriyolojik Analitik
Kilavuzunda yayinlanan yeni ABD Gida ve Ilag Dairesi (FDA) yontemi ile de analiz edilerek
iki metotun karsilastirilmasi yapilmigtir. Toplam 17 6rnek her iki metot ile analiz edilmis ve
negatif sonu¢ vermistir. Ama etidyum monoazit islemi uygulanmayan 5 drnekte Real Time
PCR analizlerinde C. sakazakii patojeni tespit edilmistir. Sonug olarak canli C. sakazakii
patojenlerini kisa bir siirede teshis edebilen hizli ve spesifik bir kombine metot (Etidyum
monoazit-Real Time PCR) olusturulmus, ilaveten FDA yontemi ile kiyaslandiginda ¢ok iyi

bir korelasyon sundugu bildirilmistir.

Singh ve ark. (2012) giinliik siit {iriinlerde Listeria monocytogenes ve Salmonella
tiirlerini es zamanl olarak belirlemek i¢in Real Time PCR yaklagimi ve sonrasi erime egrisi
analizlerinin  etkinligini  degerlendirmislerdir. SYBR-Green boyasinin  optimal

konsantrasyonu L. monocytogenes igin 79,90+0,39 °C ve Salmonella i¢in 86,29+ 0,13 °C
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erime sicakliginda (Tm) iki spesifik pik ile 1,6 uM olarak tespit edilmistir. Metodun yapay
kontaminasyon ile yagsiz siitlerdeki belirleme limiti 10° kob/mL ve 6 saatlik bir 6n
zenginlestirme ile de 10! kob/mL’e kadar diisebilmistir. Marketlerden alman 60 siit ve
dondurma numunesinde metot uygulanmis ve sadece 1 6rnek her iki patojen iginde pozitif
sonug olusturmustur. Gelistirilen metodun mikrobiyal kalite ve gida giivenligi agisindan
hedef patojenlerin belirlenebilmesi i¢in giinliik {irtinlerin izlenebilmesinde degerli bir

uygulama oldugu belirtilmistir.

C. jejuni insanlarda hastalik olusturan 6nemli bir zoonotik patojendir. Fenotipik
benzerlikleri ve kendilerine 6zgii biiyiime kosullar1 Campylobacter tiirlerinin izolasyon ve
tanimlanmasinda zorluklar olusturabilmektedir. Bu amagla Toplak ve ark. (2012) Multipleks
Real Time PCR teknoloji ile C. jejuni ve C. coli mikroorganizmalarini ayirmak, tanimlamak
ve gida oOrneklerinde uygulamak amaciyla yeni bir metot gelistirmislerdir. Metotta
amplifikasyon etkinligi % 108-116 araliginda bulunmustur. Metodun hassasiyeti tavuk suyu
ve musluk suyu rneklerini yapay olarak C. jejuni ile kontamine ederek belirlenmis, 102-103

kob/mL olarak belirleme limiti tespit edilmistir.

Wang ve ark. (2012) firsat¢1 bir patojen olan Cronobacter sakazakii’nin gida
orneklerinde Real Time PCR ile karakterize etmeyi amaglamiglardir. Yenidoganlarda riskli
enfeksiyonlar ile iligkilendirilmis bu patojenin Real Time PCR ile tanimlanmast MMS
operon geninin amplifikasyonu ile gerceklesmistir. Metodun spesifikligini test etmek
amaciyla toplamda 67 adet bakteri susu (sadece 4 tanesi C. sakazakii susu) analiz edilmis ve
biitiin Cronobacter suslar1 basarili bir sekilde tanimlanmistir. Toplam 92 gida numunesinin
analizinde ise sadece 2 6rnek MMS operon geninin amplifiye olmasiyla pozitif sonug
vermistir. Oysaki ayni numuneler ISO standart metodu ile analiz edildiginde sadece bir
ornekte amplifikasyon gbzlenmistir. Gelistirilen metodun yiiksek 6zgiilliige ve hassasiyete

sahip oldugu diistiniilmiistiir.

Garrido ve ark. (2013) gevresel ve gida orneklerindeki Salmonella ve Listeria
monocytogenes patojenlerini tespit etmek amaciyla gelistirdikleri Multipleks Real Time
PCR yaklasimu ile iki DNA ekstraksiyon protokoliinii karsilastirilmislardir. flaveten, her iki
patojen icin Yeni bir zenginlestirme besiyeri kullanmiglardir. Metodun amplifikasyon
etkinligi ve biitiin kalite parametreleri % 90’1n {izerinde bulunmus ve en diisiik belirleme
limiti ise 5 kob/25 g olarak tespit edilmistir. Ayrica 95 cesitli gida 6rneginde hedef

patojenlerin mikrobiyal potansiyelleri belirlenmistir.
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Garrido ve ark. (2013) Salmonella spp., Escherichia coli O157 ve Listeria
monocytogenes mikrobiyal patojenleri icin Multipleks Real Time PCR protokolii
gelistirmiglerdir. Kantitatif analizler i¢in olusturulan kalibrasyon egrisinin korelasyon
katsayilar1 hedef patojenler icin r?=0,99 degerinin iistiinde bulunmustur. Dogal ve yapay
olarak kontamine edilmis toplam 152 gida ve ¢evre 0rnekleri bu metot ile analiz edilmistir.
Sonuglar incelendiginde Salmonella igin 6 negatif sapma, L. monocytogenes i¢in 3 pozitif
ve 6 negatif sapma tespit edilmistir. E. coli O157:H7 i¢in ise farkli sonuglara

rastlanmamuistir.

Kotzekidou (2013) ticari Real Time PCR kitleri kullanarak tiiketime hazir ve ¢ig
gidalarda yine ayni hedef patojenlerin varligin1 arastirmistir. Analizlerin dogrulugu dogal
olarak kontamine olan tiiketime hazir gidalarin ve ham maddelerinin kiiltiirel metotlar ile
birlikte degerlendirilmesiyle belirlenmistir. Hedef patojenlerin var yok analizleri 25 g gida
numunesinde uygulanmistir. L. monocytogenes Real Time PCR yontemi ile 39 Ornekte
pozitif bulunmus ve kiiltiirel ydntemler ile 37 6rnek dogrulanmustir. Iki metot arasindaki fark
ise McNemar testine goére onemsiz bulunmustur. Kiiltiirel yontemler ile pozitif bulunan
higbir 6rnek Real Time PCR uygulamalarinda negatif olarak belirlenmemistir. incelenen 343
ornekten biri her iki metotta da Salmonella i¢in pozitif sonu¢ vermistir. E. coli O157:H7

patojeni ise analiz edilen 333 6rnegin higbirinde tespit edilememistir.

Jamali ve ark. (2013) yaptiklar1 ¢alismada yine tiikketime hazir gidalarda 6zellikle L.
monocytogenes olmak tizere Listeria tiirlerinin varhigini belirlemeyi ve farkli secici kiiltiir
besiyerlerinin patojeni belirlemedeki etkilerini arastirmayr amaglamislardir. Toplam 396
gida 6rnek toplanarak biyokimyasal olarak analiz edilmis ve PCR ile dogrulanmistir. Analiz
edilen gida 6rneklerinin 71 tanesinde (% 17,9) Listeria tiirleri ve 45 tanesinde (% 11,4) ise
L. monocytogenes patojeni tespit edilmistir. Incelenen gida &rnekleri arasinda salatalar ve
sebzeler L. monocytogenes varligi en yiiksek (% 14,7) bulunan gidalar olup, tavuk ve tavuk
tirtinleri (% 13,2), igecekler (% 10), yumurta ve yumurta tiriinleri (% 9,5) ve sigir ve sigir eti

tirtinleri (% 6,7) onlardan sonra gelen gida 6rnekleridir.

Barbau-Piednoir ve ark. (2013) Listeria tiirleri ve L. monocytogenes ayirimi ve
tanimlamasi amaciyla SYBR-Green belirleme teknoloji kullanarak Real Time PCR ile yeni
bir metot gelistirilmis ve valide etmislerdir. Metotta amplifiye edilecek gen bolgeleri iap,
prs ve hlyA genleri olarak belirlenmistir. Ayrica primerler iap, prs ve hlyA genleri i¢in kisa
bolgeleri (60-103 bg) amplifiye edebilecek sekilde tasarlanmistir. Metodun dogrulugu

Listeria tiirleri i¢in % 98,08 ve L. monocytogenes i¢in ise % 100 olarak tespit edilmistir.
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Hu ve ark. (2014) Real Time PCR teknoloji ile sekiz farkli gida kaynakli patojeni tek
bir analizde es zamanli olarak tanimlamak i¢in yeni bir Multipleks Real Time PCR protokolii
gelistirmiglerdir. Modifiye edilmis molekiiler boncuk belirleme teknoloji ile klinik
orneklerde metodun dedeksiyon limiti 1,3x10° kob/g -1,6x10* kob/g araliginda bulunmustur.
Gelistirilen metot % 100 hassasiyet ve % 99 spesifiklik ile gida 6rneklerinde bile patojen
mikroorganizmalar: teshis etmek i¢in hizli ve giivenilir bir metot olarak kullanilabilecegi

distinilmiistiir.

Ma ve ark. (2014) halk saghig: i¢in potansiyel bir tehdit olusturan Salmonella,
Shigella ve Staphylococcus aureus patojenlerini immuno manyetik ayirima dayanan teknik
ve Multipleks Real Time PCR teknolojisi ile kombine sekilde kullanarak taze et 6rneklerinde
karakterize etmislerdir. DNA ekstraksiyon isleminden sonra spesifik antikorlar ile kapli
manyetik boncuklar orneklerden patojenleri yakalamak ve saflastirmak amaciyla
kullanilmigtir. Ardindan spesifik primer ve problarla Multipleks Real Time PCR analizleri
uygulanmustir.  Ornekler ayn1 zamanda kiiltiirel metotlar ile analiz edilip sonuglar
karsilastirildiginda Multipleks Real Time PCR kombine metodun hedef patojenler igin

potansiyel olarak hizli ve giivenilir bir metot oldugu bildirilmistir.

Wang ve ark. (2014) immuno manyetik ayirma, propidyum monoazit, sodyum
deoksikolat ve Real Time PCR tekniklerinden olusan bir kombine metot kullanarak canli E.
coli O157:H7 mikrobiyal patojenini siit orneklerinde tanimlamaya ¢alismiglardir.
Propidyum monoazit ve sodyum deoksikolat reaktifleri 6lii ve zarar gormiis bakteri
hiicrelerini elemine etmek amaciyla kullanilmistir. Hiicre siispansiyonlari 1s1 ile muamele
gordiikten veya -20 °C’de saklanarak dondurulduktan sonra hayatta kalan bakterilerin sayimi1
plaka sayimi, Real Time PCR, propidyum monoazit-Real Time PCR ve propidyum
monoazit-sodyum deoksikolat-Real Time PCR testleri ayr1 ayr1t uygulanarak
karsilastirilmistir. Sodyum deoksikolat ile islem gormiis hiicre siispansiyonlarinda diger
uygulamalara gore daha diisiik sayida canli bakteri hiicresi belirlenmis ve sodyum
deoksikolat reaktifinin 6lii hiicre DNA’larin1 elemine ettigi tespit edilmistir. Ilaveten
propidyum monoazit-sodyum deoksikolat-Real Time PCR ve plaka sayimi metotlari

arasinda dogrudan bir iliski gozlendigi belirtilmistir.

Singh ve Mustapha (2014) yaptiklar1 bir arastirmada viriilans ve antibiyotik direng
Ozelliklerine bagli olarak ciddi enfeksiyonlara neden olan Salmonella suslarini tanimlamak
i¢in bir multipleks erime egrisi Real Time PCR protokolii gelistirmislerdir. Iki set olarak

gelistirilen metotta ilk set invasin (invA) viriilans geni ve tetracycline (tetG), streptomycin
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(aadA2) ve sulphonamide (sull) antibiyotik direng genlerinin ikinci set ise ampicillin
(blaPSE, blaTEM) ve chloramphenicol (floR) direng genlerinin amplifikasyonuna bagl
olarak gerceklestirilmistir. Floresan boya olarak ise yiiksek ¢oziiniirliiklii erime egrisi pikleri
olusturan SYTO9 boyasi kullanilmistir. Gelistirilen metot etkili bir sekilde sonuglar vermis
ve yapay olarak kontamine edilen drneklerde zenginlestirme olmadan 10* kob/g ve 6 saatlik

bir zenginlestirme ile 10 kob/g en diisiik belirleme limiti olarak tespit edilmistir.

Xiao ve ark. (2015) zenginlestirme uygulamasi olmadan canli Salmonella tiirlerini
Real Time PCR teknoloji ile belirleyen bir protokolde saf kiiltiir i¢in 36 kob/mL ve gida
orneklerinde 100 kob/g limitine kadar canli Salmonella tiirlerini teshis etmislerdir. Canli ve
6li hiicre ayirimi Propidiyum monoazit reaktifi ile ger¢eklestirilmis ve 6rneklerdeki bakteri
sayimi ayni zamanda plaka sayimi ydntemi ile de karsilastirilmistir. iki metodun canli

Salmonella tiirlerinin kantitatif analizinde uyumlu sonug olusturdugu bildirilmistir.

Brusa ve ark. (2015) SYBR-Green ve Tagman prob belirleme teknigi olmak tizere
iki farkli Multipleks Real Time PCR uygulamasi ile Shiga toksini iireten E. coli (STEC)
patojenini stx1 ve stx2 viriilans genlerinin amplifikasyonuna bagli olarak tanimlamslardir.
Metodun validasyonunda 50 STEC ve 30 STEC olmayan toplam 80 sus kullanilmis ve dogal
olarak kontamine olan 103 sigir eti 6rneginde Stx geni taramasi yapilmistir. Gelistirilen
Multipleks Real Time PCR protokolleri ile 1x10? kob/mL belirleme limitine kadar
inilebilmistir. Bununla birlikte sigir eti 6rneklerinde stx geni pozitif olarak tanimlanan 35
ornekten sadece 11 STEC susu izole edilebilmistir. Bu nedenle STEC patojen suslarin
molekiiler identifikasyonunda izolasyon asamasimin gelistirilmesinin dikkate alinmasi

gerektigi diisliniilmiistiir.

Singh ve Mustapha (2015) kanli diare ve bobrek yetmezligi gibi hastaliklara neden
olan STEC suslarin tanimlanmasi i¢in SYBR-Green yontemi ile iki farklt Multipleks Real
Time PCR protokolii gelistirmiglerdir. Birinci grup 0145, 0121, 0104 ve O157 serotiplerini
ve ikinci grup ise 026, 045, 0103 ve O111 serotiplerini tanimlamak i¢in uygulanmustir.
Gelistirilen protokoller ile hedef serotiplerin tanimlanmasi verimli bir sekilde
gerceklesmistir. Floresan prob, immuno manyetik boncuk gibi teknikler kullanilmayan bu
protokollerde 11 saatten daha az siirede 8 STEC serotipi belirlenebilecegi bildirilmistir.
Protokollerin hedef serotipler i¢in siipheli goriinen numunelerde alternatif bir metot olarak

kullanilabilir 6zellikte oldugu rapor edilmistir.
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Alves ve ark. (2016) yaptiklar1 bir arastirmada tavuk eti 6rneklerinde Multipleks Real
Time PCR ile Campylobacter ve Salmonella tiirlerini tanimlamiglardir. DNA ekstraksiyon
islemi i¢in kaynama ve fenol-kloroform yontemi kullanmiglardir. Protokol % 100 6zgiilliik
ile zenginlestirme islemi uygulanmadan Campylobacter igin 10° kob/mL ve Salmonella igin
ise 108 kob/mL limitine kadar belirleyebilmistir. 24 saatlik bir zenginlestirme uygulamasi ile

de her iki patojen i¢inde 1 kob/mL’ye kadar tanimlama yapilabilmistir.

Forghani ve ark. (2016) toksijenik B. cereus mikrobiyal patojen i¢in farkli tanisal
yollarla yeni bir Multipleks Real Time PCR protokolii gelistirilmislerdir. Protokolde es
zamanl olarak 4 enterotoksin geni (cytK, entFM, hbID, nheA) ve bir emetik geni (ces)
yiiksek ¢ozliniirliiklii erime egrisi teknigi ile tanimlanmistir. PCR triinlerinin ortalama
erime sicakliklar1 72,2 °C (ces), 74,23 °C (cytK), 76,55 °C (nheA), 78,42 °C (entFM) ve 81,9
°C (hbID) olarak tespit edilmistir. Bu ¢alismada toplamda 71 bakteri susu degerlendirilmis
ve ayrica SYBR-Green boyasi degil yiiksek ¢oziiniirlilkte erime egrisi pikleri olusturan
SYTO09 boyast kullanilmistir. Gelistirilen protokoliin enterotoksin ve emetik B. cereus

suslarin1 tanimlamada giivenilir bir ara¢ oldugu belirtilmistir.

Bu ¢alismanin amaci1 gida kaynakli hastaliklara neden olan mikrobiyal patojenlerin
kalitatif ve kantitatif olarak tanimlanmasi i¢in molekiiler yaklagimlar ile yeni yontemler
gelistirmektir. Ayrica Konvansiyonel PCR ve Real Time PCR teknolojileri kullanilarak
standardize edilen yontemlerin gida Orneklerinde uygulanabilirligini test etmek ve gida
orneklerindeki hedef patojenlerin kontaminasyon derecelerini belirlemek bu calismanin
hedefleri arasinda yer almaktadir. Gida giivenligi agisindan gida kaynakli potansiyel
tehlikelerin 6nlenmesi ve kontrol altina alinabilmesi igin etkin bir yontem sunulmasi

amagclanmistir.
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3. MATERYAL ve METOT

3.1. Kullanilan Kimyasallar

Tez calismas1 Kahramanmaras Siitcii imam Universitesi, Ziraat Fakiiltesi, Tarimsal
Biyoteknoloji Boliimii, Tarimsal Biyoteknoloji Laboratuvarinda yapilmistir. Calismanin
temel kimyasallar1 farkli firma belirtilmedik¢e, Merck (Almanya) ve Sigma (Almanya)
grubundan; molekiiler biyoloji sarf malzemeleri Vivantis (Malezya) ve Thermo Scientific

(Massachusetts, ABD) grubundan temin edilmistir.

3.2. Referans Bakteri Suslari ve Kiiltiir Ortamlari

Bu c¢alismada kullanilan Clostridium perfringens, Cronobacter sakazakii ve
Escherichia coli O157:H7 referans bakteri suslari ticari firmadan (Kwik-Stik™,
MicroBioLogics, A.S.) ve diger tiim referans suslar ise Refik Saydam Ulusal Tip Kiiltiir
Koleksiyonundan (Ankara) temin edilmistir. Referans suslar Cizelge 3.1’de belirtilen kiiltiir

ortamlari ve biiyiime kosullarinda gelistirilmistir.

3.3. Kromozomal DNA izolasyonu

Siv1 besiyerlerine ekimleri yapilmig ve gece boyunca inkube edilmis bakteri
kiiltiirlerinden DNA izolasyonu gergeklestirilmistir. Referans suslarinin DNA izolasyonu
icin Bakteriyel DNA izolasyon kiti (Vivantis) kullanilmistir. Inkube edilmis bakteri
kilttirlerinden 1 mL alinip 6000 g’de 2 dk. santrifiij edilmistir. Supernatant tamamen atilmis,
pelet Buffer R1 ile hiicreler suspanse edilmistir. Gram negatif bakteriler i¢in 10 pL, gram
pozitif bakteriler i¢in ise 20 uL lizozim (50 mg/mL) eklenmis, iyice karigtiritlmig ve 20 dk.
boyunca 37 °C'de 1sitic1 tablada inkiibe edilmistir. Siire sonunda 10000 g’de 3 dk. santrifijj
edilmis ve supernatant atilmistir. Protein denaturasyon asamasinda 180 uL Buffer R2 ile
suspanse edilmis, 20 uL Proteinaz K eklenmis ve karistirilarak 65 °C'de 20 dk. 1sitic1 tablada
inkiibasyona birakilmistir. Buffer BG’den 2 hacim ilave edilmis ve homojen bir ¢ozelti elde
edilene karistirtlmis, 65 °C'de 10 dk. inkube edilmistir. Ardindan 200 pL saf etanol (% 99 )
eklenip hemen karigtirmis, kolonlara aktarilmistir ve 1 dk. boyunca 10000 g'de santrifiy
edilmistir. Ornekler 750 uL yikama solusyonu eklenerek tekrar 10000 g'de 1 dk. santrifiij
edilmis, kolondaki sivi atilmistir. Tekrar 10000 g'de 1 dk. santrifiij edilmis, filtreler temiz

bir santrifiij tiipiine aktarilmig, 100 pL niikkleaz icermeyen steril H2O eklenerek 2 dk.
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bekletilmistir. Siire sonunda 1 dk. boyunca 10000 g'de son santrifiij yapilmistir. izole edilen
DNA’larin kalitesi ve miktarlarini belirlemek amaciyla 3 tekrarli olarak Nanodrop 2000

(Thermo Scientific) cihazinda spektrofotometrik dlgtimleri yapilmistir.

Cizelge 3.1. Calismada kullanilan referans suslar ve biliylime kosullari
Referans Sus Kiltir

Referans sus Biiylime Kosulu

Numarasi Ortami

Aeromonas hydrophila ATCC 19570 NB Aerobik ortamda

NA 30 °C de 24-48 saat
Bacillus cereus ATCC 11778 TSB Aerobik ortamda

TSA 37 °C de 24-48 saat
Brucella melitensis ATCC 23456 TSB Mikroaerofilik ortamda

TSA 37 °C’de 48 saat
Campylobacter jejuni ATCC 33560 TSB Mikroaerofilik ortamda

TSA 37 °C’de 48 saat
Clostridium perfringens ATCC 13124 TSB Anaerobik ortamda

TSA 37 °C de 24-48 saat
Cronobacter sakazakii ATCC 29544 NB Anaerobik ortamda

NA 37 °C de 48 saat
Enterococcus faecalis ATCC 29212 TSB Mikroaerofilik ortamda

TSA 37 °C de 24-48 saat
Escherichia coli O157:H7 ATCC35130 TSB Aerobik ortamda

TSA 37 °C de 24-48 saat
Klebsiella pneumoniae ATCC 700603 TSB Aerobik ortamda

TSA 37 °C de 24-48 saat

Listeria monocytogenes ATCC 15313  BHI Broth  Aerobik ortamda
BHI Agar 37 °C de 24-48 saat

Salmonella enterica subsp. NCTC 13 NB Aerobik ortamda

enterica NA 37 °C de 24-48 saat

Staphylococcus aureus ATCC 29213 TSB Aerobik ortamda
TSA 37 °C de 24 saat

TSB: Triptik Soy Broth, TSA: Triptik Soy Agar, NB: Nutrient Broth, NA: Nutrient Agar, BHI:
Brain Heart Infusion besiyerleri

3.4. Mikroorganizmalarin Sayim

Referans kiiltiirlerin kromozomal DNA miktar1 (ng/pL) ile bu DNA nin izole edildigi
besiyerinde bulunan mikroorganizma sayisi (kob/pL) arasindaki iligkiyi belirlemek amaciyla
besi ortaminda gelisen kiiltiirden 1 mL alinarak DNA izolasyonu yapilmistir. Ayn1 paralelde
alinan 1 mL hacimdeki kiiltiiriin de mikroorganizma sayist belirlenmistir. Mikroorganizma
sayis1 spektrofotometrik (ODgoo nm) koloni sayist olarak belirlenmistir. Koloni sayimi i¢in
seri diliisyonlar (107"’e kadar) yapilarak kat1 besiyerlerine 100 pL eklenenmis ve yayma

yontemi ile ekimleri ti¢ farkli petriye yapilmistir. Elde edilen koloni sayis1t ve ODgoo NM
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okumada elde edilen deger ile bunlara ait 1 mL kiiltiirden izole edilen DNA miktarlari

iliskilendirilerek birbirlerinden tahmin yapabilecek regresyon denklemleri olusturulmustur.

3.5. Orneklerinin Toplanmasi ve Toplam Mikroorganizma Izolasyonu

Tez caligmasinda Sigir eti 6rnekleri toplamda 40 adet (16 adet karaciger dokusu, 20
adet boyun bolgesi ve 4 adet ise slipheli bulunan doku) koyun eti 6rnekleri ise 41 adet olup
(14 adet karaciger dokusu, 26 adet boyun bolgesi ve 1 adet ise siipheli bulunan doku)
veteriner kontroliinde Kahramanmaras Biiyliksehir hayvan mezbahasindan temin edilmistir.
Tavuk eti (30 adet) ve siit (25 adet) drnekleri ise Kahramanmaras Siit¢ii Imam Universitesi
Hayvansal Uretim Uygulama ve Arastirma Merkezi’nden (HAYMER) toplanmistir. Tulum
peyniri (20 adet) ve Su (20 adet) 6rnekleri lokal pazarlardan toplanmistir.

Toplanan ornekler steril plastik numune posetlere alinmis ve soguk zincir takip
edilerek laboratuvara getirilip buzdolab: sartlarinda analiz edilinceye kadar ¢ok kisa siireli
saklanmistir. Par¢alanmay1 gerektiren ornekler, steril sartlarda kesilerek, her birinden 10 g
(sivilarda 10 mL) 6rnek 90 mL ringer solusyonu ile steril stomacher plastik torbalarda 2 dk.
homojenize edilmistir. Homojenizasyondan sonra 1 mL homojenat 90 mL triptik soy broth
On zenginlestirme besiyerine inokiile edilmistir. Bir gece boyunca 37 °C’de inkube edilen
orneklerden 1 mL alinarak DNA izolasyonu i¢in kullanilmistir. Ayrica her bir 6rnek icin 2
adet 10 mL homojenize edilmis 6rnek zenginlestirilmeden oOncede diger g¢alismalarda
kullanilmak iizere B numunesi olarak -20 °C’de saklanmistir. Toplanan orneklerde

mikrobiyal analiz Cizelge 3.2°de belirtilen mikroorganizma grubuna gére yapilmistir.

Cizelge 3.2. Patojen mikroorganizmalarin gida numunelerine gore gruplandirilmasi

Gida Patojen Mikroorganizma Er;ieukswon Gida Numunesi
C. perfringens 10-10°kob/g  Koyun eti
Et ve Bt Uriinleri  E. faecalis > 10 kob/g Sigir eti
S. aureus 10°-108 kob/g  Tavuk eti
C. jejuni 102-10* kob/g  Koyun eti
Et ve Et Uriinleri  E. coli O157:H7 10*-102 kob/g ~ Sigir eti
S. enterica 10°9-10° kob /g Tavuk eti
. .. B. melitensis 10'-102 kob/g .
%ﬁnleﬁve U ¢ sakazakii 108 kob/g ;’ugtlum Peyniri
L. monocytogenes 10%-10° kob/g
A. hydrophila 10% kob/g
Su B. cereus 105-10° kob/g  Su
K. pneumoniae 108 kob/g
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3.6. Mikroorganizmalarin Konvansiyonel PCR Tamimlanmasi ve Niikleotid Dizilime

ile Konfirmasyonu

Gida kaynakli patojen mikroorganizmalarin konvansiyonel PCR ile tanisi ve
Niikleotit Dizileme ile de tanimlamanin teyidi yapilmistir. Tez galismasinda konvansiyonel
PCR analizleri i¢in 16S rRNA geni hedef bolge olarak seg¢ilmistir. E. coli O157:H7 i¢in
tanimlama fliC gen bolgesi hedef bolge olarak belirlenmistir. Cizelge 3.3’de konvansiyonel
PCR c¢alismalarinda kullanilan primerlerin dizilimleri, bant uzunluklar1, hedef dizi erisim

numaralar1 ve primerlerin alindigi kaynaklar belirtilmistir.

3.6.1. Polimeraz zincir reaksiyonu

PCR isleminde kit ile izole edilen kromozomal DNA (50 ng/uL) ve koloniler (100
pL ddH20 igerisinde ¢6ziilmiis) kalip olarak (1 pL) kullanilmistir. PCR reaksiyonu toplam
40 uL hacimde (32 uL ddH20, 1 pL (10 uM) ileri primer, 1 pL (10 uM) geri primer, 4 pL
10X tampon, 1 uL ANTP (2 mM) ve 0,5 uL Tag DNA polimeraz (5 U/mL) hazirlanmistir.
Primerlerin ideal yapisma sicakliklar1 Gradient PCR yapilarak belirlenmistir. Genel PCR
amplifikasyonu 94 °C’de 2 dk. ilk ayristirma, 35 dongli olmak {izere 94 °C’de 30 sn.
denaturasyon, primerler i¢in uygun yapisma sicakliginda 30 sn. ve 72 °C’de 45 sn. ardindan
72 °C’de 4 dk. son uzama olarak gerceklestirilmistir. Farkli olan reaksiyonlar sonuglar
kisminda belirtilmistir. PCR amplifikasyon {iriinleri % 1’lik agaroz jel hazirlanarak
elektroforeze yiiklenmis ve Et-Br ile boyandiktan sonra UV 1s1k altinda goriintiilenmis ve

fotograflanmistir.

3.6.2. Niikleotid dizi analizi

PCR amplifikasyon iiriinlerinin niikleotid dizileri Universitemiz Merkez
Laboratuvarindan (USKIM) ve ticari firmadan (lontek, Istanbul) hizmet alimi yapilarak
belirlenmistir. Elde edilen diziler Clone Manager programu ile analiz edilmistir. Olusturulan
konsensiis dizi sonuglari; Blast programi ile Gen-Bank veri tabanindaki dizilerle

benzerlikleri karsilastirilmis ve tiirlerin dogrulugu teyit edilmistir.
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Cizelge 3.3. Konvansiyonel PCR igin belirlenen primer listesi

Bant

Dizi

Kit Bakteri F: iler ve R: geri primer dizisi (5’=>3") uzunlugu  Erisim No Kaynak
cmme ey v wam

sy Elmes  GOTTAICCCGCAIGCCATANGAS gy yigy  Zolie
o TSI i _owao ey

e B A wn A oL
Trkov ve

Semeria K ACGGTAACAGGAAGCAG Wy ARTER9 At

B. melitensis F:_ TGGCTCGGTTGCCAATATCAA 223 be M26034 Baily ve ark.,

R: CGCGCTTGCCTTTCAGGTCTG 1992

po  Comami  COCICIOCIONCGROTCCCE i  Lemee
L. monocytogenes E:: gﬁ%ﬁ?ééﬁé@?%ﬁ%ﬁ& 863 bg M58822 Jayﬁ?:, ;% 02
AMOPHIa o TGCT GOCAACARAGGACAG  O%0bs  Mosus ST

oy Somws  [OSCCASCACTACCONICIC n o Hy
e [ASCSICCHSCTTINGSS e S

*: Alt1 cizili niikleotidler spesifikligi yiikseltmek amaci ile bu ¢alismada primerlere eklenerek modifiye edilmistir.



3.7. TagMan Metodu ile Es-Zamanh PCR

Patojen mikroorganizmalarin tanis1 konvansiyonel metot ve niikleotid dizileme ile
teyit edildikten sonra Real Time PCR calismalar1 yapilmistir. TagMan Real Time PCR
metodunda, ileri (forward) ve geri (reverse) primerlerine ek olarak PCR iiriiniinde spesifik
bolgenin komplementeri olacak floresan oOzellige sahip problar literatiir bilgileri ile
belirlenmis ve niikleotid dizi analizi ile teyit edilmistir. TagMan problarinin 5° ve 3’ uglarina
muhbir (reporter) ve sondiiriicii (quencher) olarak adlandirilan floresan 6zellikli boyalar
grup icerisinde birbirlerinin 1simalarin1 engellemeyecek dalga boylar1 dikkate alinarak
secilmigtir. Real Time PCR caligmalarinda kullanilan primer ve problar; mikroorganizma
bilgisi, hedef amplifikasyon bolgeleri ve primerlerin dizileri, amplifikasyon uzunluklari, dizi

erisim numaralar1 ve referans bilgileri Cizelge 3.4’de gosterilmistir.

Real Time PCR analizlerinde biitiin reaksiyonlarda giivenirliligi kontrol etmek icin
hedef DNA (mikrobiyal) icermeyen negatif kontroller kullanilmistir. Ayrica elde edilen
sonuclarin tekrarlanabilir oldugunu gostermek amaciyla analizler en az 2 tekrarl olarak
yapilmistir. Reaksiyonlarda toplam mikroorganizma varliginin gostergesi olarak i¢ (internal)
kontrol (universal 16S rRNA geni ) prob ve primerleri eklenmistir. Es zamanli PCR
amplifikasyonu 3 pL buffer (10X), 3 uL ANTP (2mM), 1 pL ileri primeri (10 uM), 1 pL geri
primeri (10 uM), 1 uL prob (10 uM), 0,5 pL universal ileri primeri (10 uM), 0,5 pL universal
geri primeri (10 uM), 0,5 pL universal prob (10 uM), 1 uL DNA, 0,3 pL Tag DNA Polimeraz
(5 U/uL) eklenmis ve toplam hacim niikleaz igermeyen steril H20 ile 30 pL. tamamlanarak
yapilmigtir. Real time PCR sartlart; 95 °C’de 5 dakika ve 40 dongii, 95 °C 30 saniye ve 55
°C’de 1 dakika seklinde yapilmistir. Farkli olan reaksiyonlar sonuglar kisminda

belirtilmistir.

3.8. Kalibrasyon Egrilerinin Olusturulmasi ve Data Analizleri

Izole edilen ve konsantrasyonlar: dlgiilen (Materyal Metot 3.3’de belirtildigi gibi)
kromozomal DNA’larin 8 kat seyreltilmesi ile standart DNA dilusyonlari hazirlanmistir. Bu
DNA standartlarinin 3 tekrarli Real Time PCR analizi gergeklestirilmis ve Ct degerleri elde
edilmistir. DNA standartlarinin DNA konsantrasyonlart ve mikroorganizma sayilarinin

kalibrasyon egrisi olusturmak i¢in logaritmik degerleri hesaplanmistir.
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Cizelge 3.4. Real Time PCR analizinde kullanilacak primerlerin listesi

F: ileri ve R: geri primer dizisi 5°=>3’ Hedef Dizi Erisim

Kit  Bakteri P: prob dizisi’ 5’=>3’ Gen No Kaynak
F-TTCTATCTTGGAGAGGCTATGCACTATTTT Skanseng
C.perfringens ~ R: TTTCAAACTTAACATGTCCTGCGC plc BA000016 ve ark.,
P: FAM-TCCATATCATCCTGCTAATGTTACTGCCGTTGA-QL 2006
_ F: CGCTTCTTTCCTCCCGAGT Shannon ve
Ry E faecalis R: GCCATGCGGCATAAACTG 16SIRNA  AF335185 "7 -
P: HEX- CAATTGGAAAGAGGAGTGGCGGACG-Q1 g
N F: CGCTACTAGTTGCTTAGTGTTAACTTTAGTTG Elizaquivel
' R: TGCACTATATACTGTTGGATCTTCAGAA nuc NC_002951  ve Aznar,
P: Texas Red- TGCATCACAAACAGATAACGGCGTAAAAG -Q2 2008
C. jejuni F: TGCTAGTGAGGTTGCAAAAGAATT _ LaGier
' R: TCATTTCGCAAAAAAATCCAAA hipO 736940 ve ark.,
P: FAM-ACGATGATTAAATTCACAATTTTTTTCGCCAAA-QL 2004
E coli O157:H7 F: AGCCAAAAGCCAGACAGAGT Eratamico
ERo ' : R: CATGACGACCAAAGCCAGTA stx2 X07865 ve ark.,
P: HEX-CGCTATGCATCCGGTCAGTGGCAGTATAGCG-Q1 2010
: F: CTCACCAGGAGATTACAACATGG
S. enterica R: AGCTCAGACCAAAAGTGACCATC ttr AF282268  Malomy ve
P: Texas Red-CACCGACGGCGAGACCGACT- Q2 ark., 2004
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Cizelge 3.4’iin devami

. . F: ileri ve R: geri primer dizisi 5’=>3’ Dizi Erisim
Kit Bakteri P: prob dizisi’ 5'=>3" Hedef Gen No Kaynak
F: CCAGCTTTTGGCCTTTTCC Hinic ve
B. melitensis R: TCGCATCGGCAGTTTCAA BMEII0466 NC_003318 K. 2008
P: FAM-CCTCGGCATGGCCCGCAA-Q1 ark.,
F: GGGATATTGTCCCCTGAAACAG Seo ve
C. sakazakii R: CGAGAATAAGCCGCGCATT mms L0O1755 Brackett,
ER3 P: Texas Red-GTAGTAGTTGTAGAGGCCGTGCTTCCGAG-Q2 2005
L F: CATGGCACCACCAGCATCT R_Of;;gfg ?
' R: ATCCGCGTGTTTCTT TTCGA hly M24199
MONOCYtOgeNnes  p. ey CGCCTGCAAGTCCTAAGACGCCA-Q1 V; 5"5‘2’
F: GGCCTTGCGCGATTGTATAT Trakhna
A. hydrophila R: GTGGCGGATCATCTTCTCAGA aerA DQ455052 ve ark.,
P: HEX-CAGGTGGGATTATCTAGTTG-Q1 2009
F: CGCCGAAAGTGATTATACCAA Fricker ve
g, B cereus R: TATGCCCCGTTCTCAAACTG ces DQ360825 "0
P: FAM-GGGAAAATAACGAGAAATGCA-Q1 .
F: CCTGGATCTGACCCTGCAGTA Shannon
K.pneumoniae ~ R: CCGTCGCCGTTCTGTTTC phoE AF064793 ve ark.,
P: Texas Red-CAGGGTAAAAACGAAGGC-Q2 2007
. F: TCCTACGGGAGGCAGCAGT Nadkarni
_ Universal R: GGACTACCAGGGTATCTAATCCTGTT 16S rRNA ve ark.,
Primerler ve prob P: Cy5-CGTATTACCGCGGCTGCTGGCA-Q2 2002
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Kalibrasyon egrileri basit regresyon analizi ile ortalama Ct degerine karsi
logaritmik DNA konsantrasyonu (ng/puL) veya logaritmik mikroorganizma sayisi
(kob/mL) kullanilarak olusturulmustur. Ayrica basit regresyon analizi ile korelasyon
katsay1 (1) degerleri ve regresyon denklemleri de (y=ax+b) hesaplanmistir. Korelasyon
katsayisinin degeri kalibrasyon egrisinin hassasiyetini belirlemektedir. Regresyon
denklemi ise gida numunelerinin analizinde elde edilen Ct degerlerine (y) karsilik gelen
DNA konsantrasyonu veya mikroorganizma sayisin1i (X) belirlemek amaciyla
kullanilmistir. Data analizleri Applied Biosystems 7500 Fast Real-Time PCR System

software ve Microsoft Excel kullanilarak yapilmstir.
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4. BULGULAR ve TARTISMA

4.1. Konvansiyonel PCR Yaklasim ile Hedef Gida Patojenlerin Tanimlanmasi

Gida kaynakli patojen mikroorganizmalar gida zehirlenmesi ve gida kaynakli
enfeksiyonlara neden olan en Onemli etmenlerin basinda gelmektedir. Patojen
mikroorganizmalar gidalarin iiretimden tiikketime kadar olan siirecinin her asamasinda
gidalara bulasabilmektedir. Dolayist ile gidalarda hizla ¢ogalan patojenler iirettikleri
metabolit ve toksin gibi saglik agisindan potansiyel tehlike olusturan etmenler ile gidalarin
bozulmasina neden olmaktadir. Bu nedenle gida kaynakli patojen mikroorganizmalari dogru
tanimlamak, potansiyellerini belirlemek ve dnlem alabilmek 6nem tasimaktadir. Molekiiler
teknikler gidalarda hastalik etkeni olan mikroorganizmalarin taksonomik seviyede teshis
etmek ve mikrobiyal yiiklerini belirlemek amaciyla yaygin olarak kullanilmaktadir. Niikleik
asitlerin hibridasyonuna dayali olan bu metotlar i¢cinde en yaygin kullanilan teknik ise
yiiksek duyarliligi ve ¢ok yonliiliigii ile konvansiyonel PCR teknigidir. Teknik ayrica bir
sonraki adim olarak niikleotid dizileme teknolojinin uygulanmasina olanak saglamaktadir.

Boylelikle genom ile ilgili daha ¢ok ve daha giivenilir bilgi elde edilebilmektedir.

Calismamizin bu bdliimiinde gida kaynakli hastaliklara neden olan bazi gida
patojenlerinin (Cizelge 3.1) konvansiyonel PCR metodu ile tanimlanabilmesi igin yeni
yaklasimlar gelistirilmistir. Calisma icin gerekli referans bakteri suslari temin edilmis ve her
bir referans bakteri susu uygun kosullarda sivi ve kat1 besiyerlerinde (Cizelge 3.1) inkube
edilmis, gelisme gdsteren referans suslar proje ve daha sonraki ¢alismalar i¢in laboratuvarda
stoklart alinmig ve -20 °C’de saklanmistir. Ayrica PCR c¢aligsmalarinda kullanilmak iizere
referans suglardan kromozomal DNA izolasyonu yapilmistir. Bu kapsamda hedef gida
patojenlerinin herbirinin spesifik PCR amplifikasyonlari tekli ve multipleks reaksiyonlarda
gerceklestirilmistir. Niikleotid dizi analizi ile valide edilmis ve coklu PCR amplifikasyonlari
ile de hedef gida patojenlerini kalitatif olarak belirleyebilen yeni tam1 yontemleri

gelistirilmistir.

4.1.1. Unipleks PCR

Referans bakteri suslarinin Konvansiyonel PCR yontemi ile tanimlanabilmesi i¢in
Materyal ve Metot boliimiinde belirtildigi gibi hedef gen bolgeleri segilmis ve o bolgelere
0zgl primerler (Cizelge 3.3) ile amplifikasyon yapilmistir. PCR amplifikasyonlar1 Materyal
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ve Metot boliimiinde belirtilen PCR kosullarinda gerceklestirilmis ve her patojen i¢in tekli

amplifikasyonlarin %1’lik agaroz jel goriintiileri Sekil 4.1°de gosterilmistir.

1 2 3 4 5 1 2 3 4 5
a) b)
1000 b¢ — 1000 b¢ —
— 686 bg —784 bg
500 b¢ — 500 be—
1 2 3 4 5
C) d)
1000 bg— —852b
1000 bg — v
500 bg— 500 be
223 bg
e) f)

—

i

o

i

1000 bg 1000 bg —

500 bg — 500 b¢ — a
L

— 279 bg :

Sekil 4.1. (a-f) Referans suslarin PCR amplifikasyonu. 1: Markir (100 bg), 2-5: Yapisma
sicakligl 55-58 °C’de uygulanmig amplifikasyon sonucu. a: A. hydrophila (686
be), b: B. cereus (784 bg), c: B. melitensis (223 bg), d: C. jejuni (852 bg), e: C.

perfringens ( 279 bg), f: C. sakazakii (929 bg)
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h)

g)
1000 bg— 1000 bg—
—625 be
500 bg —
¢ 500 bg—
— 310 be
1) i),
1000 bg —
1000 bg — I
500 bg — —>308 ngOO v
k) D
1000 bg— o
— 791 bg
300 be— —403 bg

Sekil 4.1. (g-1) Referans suslarin PCR amplifikasyonu. 1: Markir (100 bg), 2-5: Yapisma
sicaklig 55-58 °C’de uygulanmis amplifikasyon sonucu. g: E. coli O157:H7 (625
be), h: E. faecalis (310 bg), i: K. pneumoniae (508 bg), j: L. monocytogenes (863

be), k: S. aureus (791 bg), I: S. enterica (403 bg)

41



PCR teknolojisi gida kaynakli patojen mikroorganizmalar: tespit edebilmek icin
mikrobiyal tanida yaygin olarak kullanilmaktadir. Bu teknoloji ile taksonomik seviyede
aymrim Yyapabilmek i¢in takson igerisindeki heterojenite ve filogenetik mesafe amplifiye
edilecek hedef bolge se¢ciminde 6nem tasimaktadir. Yiiksek derecede korunmus 16S rRNA
bolgesi taksonlar arasindaki iligkiyi belirlemek ve cins ve tiir bazinda ayirim yapabilmek i¢in
tercih edilen gen bolgeleri arasinda yer almaktadir (Rijpens ve Herman, 2002). 16S rRNA
bolgesinin uzunlugu (yaklasik 1500 bg), biitiin bakterilerde bulunan ¢oklu kopya sayisi,
bakteriler arasinda korunmus ve degisken bolgelere sahip olmasindan dolayr uygun hedef
bolge olarak diistiniilmektedir (Beneduce ve ark., 2007). Bu ¢alismada da referans suslarin
tiir bazinda identifikasyon i¢in 16S rRNA bolgesi secilmis ve bu bolgenin amplifikasyonu
ile mikrobiyal tanimlama yapilmistir. Sadece E. coli O157:H7 referans susunun tanimlamasi
flic genin amplifikasyonu ile yapilmistir. Calismamizda biitiin referans suslarin molekiiler

tanimlamasi basarili bir sekilde gergceklesmistir (Sekil 4.1).

Konvansiyonel PCR teknoloji bir¢ok gida kaynakli patojenlerin mikrobiyal
identifikasyonunda kullanilmaktadir (Baily ve ark., 1992; Cagney ve ark., 2004; Hassan ve
ark., 2007; Gierczynski ve ark., 2007; Haitao ve ark., 2011). Bu teknolojinin en dnemli
Ozelliklerinden biri patojen mikroorganizmaya 6zgii DNA veya RNA’nin varligi ile
taksonomik seviyede ayni tiire ait iki bakteri susunu bile ayirt edebilecek hassasiyete sahip
olmasidir (Nannapaneni, 2012). Ayrica hizi, tekrarlanabilirligi, spesifikligi ve ucuz olmasi
gibi avantajlarindan dolayr diger metotlara (kiiltiir ve koloni bazli metotlar, immiinolojik
metotlar gibi) gére daha avantajli bir tekniktir. Ancak ¢apraz kontaminasyon riskinin yiiksek
olmasi, primer kaynakli sorunlar ve en 6nemlisi ise miktar ile ilgili tam anlamiyla bilgi

vermemesi gibi sinirlamalara sahiptir.

4.1.2. Konvansiyonel PCR ile tammlanan mikroorganizmalarin niikleotid dizileme ile

teyit edilmesi

Tekli konvansiyonel PCR amplifikasyonu ile basarili bir sekilde tanimlanan referans
mikroorganizmalarin identifikasyonunun dogrulugunu teyit etmek amaciyla elde edilen PCR
tiriinlerinin niikleotid dizileri belirlenmistir. PCR’in bir sonraki adimi olan niikleotid
dizilemede sanger zincir sonlandirma yontemi (Sanger ve ark., 1977) olarak adlandirilan
teknik kullanilmigtir. Dizileme ileri ve geri yonde olmak tizere 3 tekrarli olarak okunmus ve
elde edilen niikleotid dizilerinden konsensus diziler olusturulmustur (Cizelge 4.1).

Konsensus diziler Blast programi kullanilarak Genbank veri tabanindaki diziler ile
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benzerlikleri

kargilastirilmis  ve  tiirlerin = dogrulugu teyit edilmistir. Patojen

mikroorganizmalara ait konsensus dizilerinin veri tabanindaki referans tiirler ile

benzerlikleri % 99-100 arasinda tespit edilmistir.

Cizelge 4.1. PCR amplifikasyonu ile elde edilen tanimlama fragmentlerinden okunan

niikleotid dizileri

Referans
sus

Niikleotid dizilim (5'=>3")

A.
hydrophila
(686 bg)

GCACAGTAATTCTCTGCRAGAGCCGGCTACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGG
GTGCAAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCACGCAGGCGGTTGGATAAGTTAG
ATGTGAAAGCCCCGGGCTCAACCTGGGAATTGCATTTAAAACTGTCCAGCTAGAGTCTTG
TAGAGGGGGGTAGAATTCCAGGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATCTGGAGGAATACCG
GTGGCGAAGGCGGCCCCCTGGACAAAGACTGACGCTCAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAA
ACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGTCGATTTGGAGGCTGTGTCC
TTGAGACGTGGCTTCCGGAGCTAACGCGTTAAATCGACCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAA
GGTTAAAACTCAAATGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATT
CGATGCAACGCGAAGAACCTTACCTGGCCTTGACATGTCTGGAATCCTGYAGAGATRCGG
GAGTGCCTTCGGGAATCAGAACACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAG
ATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCCTGTCCTTTGTGSCCAGCACGA

B. cereus
(784 bg)

GAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCAATGGACGAAAGTCTGACGGAGCAACGCCGCGTGA
GTGATGAAGGCTTTCGGGTCGTAAAACTCTGTTGTTAGGGAAGAACAAGTGCTAGTTGAA
TAAGCTGGCACCTTGACGGTACCTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCC
GCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTATCCGGAATTATTGGGCGTAAAGCGCGCGCAGGT
GGTTTCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCACGGCTCAACCGTGGAGGGTCATTGGAAACTGG
GAGACTTGAGTGCAGAAGAGGAAAGTGGAATTCCATGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGA
TATGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACTTTCTGGTCTGTAACTGACACTGAGGCGCGA
AAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGC
TAAGTGTTAGAGGGTTTCCGCCCTTTAGTGCTGAAGTTAACGCATTAAGCACTCCGCCTG
GGGAGTACGGCCGCAAGGCTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGG
AGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCCTCTGAA
AACCCTAGAGATAGGGCTTCTCCTTCGGGAGCAGAGTGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGT
CAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGATCTTAGT
TGCC

B.
melitensis
(223 bg)

GAAGGGGGGGGGGTGAGAGTCGGGCTTTTCGCAGTCAGACGTTGCCTAATTGGGCCTATA
ACGGCACCGGCCTTTATGATGGCAAGGGCAAGGTGGAAGATTTGCGCCTTCTGGCGACGC
TTTACCCGGAAACGATCCATATCGTTGCGCGTAAGGATGCAAACATCAAATCGGTCGCAG
ACCTGAAAGGCAAGCGCGA

C. jejuni
(852 be)

AATCTAATGGCTTAACCATTAAACTGCTTGGGAAACTGATAGTCNAGAGTGAGGGAGAGG
CAGATGGAANTGGTGGTGTAGGGGTAAAATCCGTAGATATCACCAAGAATACCCATTGCG
AAGGCGATCTGCTGGAACTCAACTGACGCTAAGGCGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGA
TTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCCTNAACGATGTACACTAGTTGTTGGGGTGCTAGCCA
TCTCAGTAATGCAGCTAACGCATTAAGTGTACCGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGATTAA
AACTCAAAGGAATAGACGGGGACCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGN
TACGCGAAGAACCTTACCTGGGCTTGATATCCTAAGAACCTTATAGAGATATGAGGGTGC
TAGCTTGCTAGAACTTAGAGACAGGTGCTGCACGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGAT
GTTGGGTTNAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCACGTATTTAGTTGCTAACGGTTCGGCCGA
GCACTCTAAATAGACTGCCTTCGTNAGGAGGAGGAAGGTGTGGACGACGTCAAGTCATCA
TGGCCCTTATGCCCAGGGCGACACACGTGCTACAATGGCATATACAATGAGACGCAATAC
CGCGAGGTGGAGCAAATCTATAAAATATGTCCCAGTTCGGATTGTTCTCTGCAACTCGAG
AGCATGAAGCCGGAATCGCTAGTAATCGTAGATCAGCCATGCTACGGTGAATACGTTCCC
GGGTCTTGTACTCACCGCCCGTCACACCATGGGAGTTGATTTCACTCGAAGCCGGAATAC
TAAACTAGTTAC
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Cizelge 4.1’in devami

Referans
Sus

Niikleotid dizilim (5°=>3")

C.
perfringens
(279 be)

AAAGATGGCATCATCATTCAACCAAAGGAGCAATCCGCTATGAGATGGACCCACGGCGCA
TTAGCTAGTTGGTGGGGTAACGGCCTACCAAGGCGACGATGCGTAGCCGACCTGAGAGGG
TGATCGGCCACATTGGGACTGAGACACGGCCNNAACTNNNNCGGGAGGCAGCAGTNGGGA
ATATTGCACAATGGGGGAAACCCTGATGCAGCAACGCCGCGTGAGTGATGAAGGTTTTCG
GATCGTAAAGCTCTGTCTTTGGGGAAGATAATGACGGTA

C. sakazakii
(929 bg)

GCTCTGCTGACGAGTGGCGGACGGGTGAGTAATGTCTGGGAAACTGCCTGATGGAGGGGG
ATAACTACTGGAAACGGTAGCTAATACCGCATAACGTCTACGGACCAAAGTGGGGGACCT
TCGGGCCTCATGCCATCAGATGTGCCCAGATGGGATTAGCTAGTAGGTGGGGTAACGGCT
CACCTAGGCGACGATCCCTAGCTGGTCTGAGAGGATGACCAGCCACACTGGAACTGAGAC
ACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGCGCAAGCCTG
ATGCAGCCATGCCGCGTGTATGAAGAAGGCCTTCGGGTTGTAAAGTACTTTCAGCGGGGA
GGAAGGTGTTGTGGTTAATAACCGCAGCAATTGACGTTACCCGCAGAAGAAGCACCGGCT
AACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAATTACTGGG
CGTAAAGCGCACGCAGGCGGTTGATTAAGTCAGATGTGAAATCCCCGGGCTCAACCTGGG
AACTGCATTTGAAACTGGTCAGCTTGAGTCTCGTAGAGGGGGGTAGAATTCCAGGTGTAG
CGGTGAAATGCGTAGAGATCTGGAGGAATACCGGTGGCGAAGGCGGCCCCCTGGACGAAG
ACTGACGCTCAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCAC
GCCGTAAACGATGTCGACTTGGAGGTTGTGCCCTTGAGGCGTGGCTTCCGGAGCTAACGC
GTTAAGTCGACCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGTTAAAACTCAAATGAATTGACGGGG
GCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCTGG
TCTTGACATCCAGAGAATCCTGCAGAGAT

E. coli
0O157:H7
(625 bg)

CTTTTCTTTTACAGCGCGAGGATGACGCCGCAGGTCAGGCGATTGCTAACCGTTTTACTT
CTAACATTAAAGGCCTGACTCAGGCGGCCCGTAACGCCAACGACGGTATTTCTGTTGCGC
AGACCACCGAAGGCGCGCTGTCCGAAATCAACAACAACTTACAGCGTATTCGTGAACTGA
CGGTTCAGGCCACTACAGGGACTAACTCCGATTCTGACCTGGACTCCATCCAGGACGAAA
TCAAATCTCGTCTTGATGAAATTGACCGCGTATCCGGCCAGACCCAGTTCAACGGCGTGA
ACGTGCTGGCGAAAGACGGTTCAATGAAAATTCAGGTTGGTGCGAATGACGGCGAAACCA
TCACGATCGACCTGAAAAAAATCGATTCTGATACTCTGGGTCTGAATGGCTTTAACGTAA
ATGGTAAAGGTACTATTACCAACAAAGCTGCAACGGTAAGTGATTTAACTTCTGCTGGCG
CGAAGTTAAACACCACGACAGGTCTTTATGATCTGAAAACCGAAAATACCTTGTTAACTA
CCGATGCTGCATTCGATAAATTAGGGAATGGCGATAG

E. faecalis
(310 bg)

TWCCATTSATAKTCGCTGATGGATGGACCGCGGTGCATTAGCTAGTTGGTGAGGTAACGG
CTCACCAAGGCCACSATGCATAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGGACTGAG
ACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCGGCAATGGACGAAAGTC
TGACCGAGCAACGCCGCGTGAGTGAAGAAGGTTTTCGGATCGTAAAACTCTGTTGTTAGA
GAAGAACAAGGACGTTAGTAACTGAACGTCCCCTGACGG

K.
pneumoniae
(508 bg)

GCCCCCGGGGTCCCTGCCTTCGAACTGGCAGGCTAGAGTCTTGTAGAGGGGGGTAGAATT
CCAGGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATCTGGAGGAATACCGGTGGCGAAGGCGGLCCCC
CTGGACAAAGACTGACGCTCAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCT
GGTAGTCCACGCCGTAAACGATGTCGATTTGGAGGTTGTGCCCTTGAGGCGTGGCTTCCG
GAGCTAACGCGTTAAATCGACCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGTTAAAACTCAAATGA
ATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAAGAA
CCTTACCTGGTCTTGACATCCACAGAACTTACCAGAGATGCCTTGGTGCCTTCGGGATGT
GTGTAAGAAAAA

L.
monocytogenes
(863 be)

GGATTTATTGGGCGTAAAGCGCGCGCAGGCGGTCTTTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCCCG
GCTTAACCGGGGAGGGTCATTGGAAACTGGAAGACTGGAGTGCAGAAGAGGAGAGTGGAA
TTCCACGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATGTGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACT
CTCTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGCGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACC
CTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTAGGGGGTTTCCGCCCCTTAGTG
CTGCAGCTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGACCGCAAGGTTGAAACTCAAA
GGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAA
GAACCTTACCAGGTCTTGACATCCTTTGACCACTCTGGAGACAGAGCTTTCCCTTCGGGG
ACAAAGTGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGT
CCCGCAACGAGCGCAACCCTTGATTTTAGTTGCCAGCATTTAGTTGGGCACTCTAAAGTG
ACTGCCGGTGCAAGCCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGAC
CTGGGCTACACACGTGCTACAATGGATAGTACAAAGGGTCGCGAAGCCGCGAGGTGGAGC
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Cizelge 4.1’in devami

Referans

Niikleotid dizilim (5'=>37)
sus

CGGCATATATTTTGACCGCATGGTTCAAAGTGAAGACGGTCTTGCTGTCACTTATAGATG
GATCCGCGCTGCATTAGCTAGTTGGTAAGGTAACGGCTTACCAAGGCAACGATGCATAGC
CGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGAACTGAGACACGGTCCAAACTCCTACGGGAG
GCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCAATGGGCGAAAGCCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAGTG
ATGAAGGTCTTCGGATCGTAAAACTCTGTTATTAGGGAAGAACATATGTGTAAGTAACTG
TGCACATCTTGACGGTACCTAATCAAAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGLCGG
S. aureus TAATACGTAGGTGGCAAGCGTTATCCGGAATTATTGGGCGTAAAGCGCGCGTAGGCGGTT
TTTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCACGGCTCAACCGTGGAGGGTCATTGGAAACTGGAAAA
(791b§) CTTGAGTGCAGAAGAGGAAAGTGGAATTCCATGTGTAGCGGTGAAATGCGCAGAGATATG
GAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACTTTCTGGTCTGTAACTGACGCTGATGTGCGAAAGC
GTGGGGATCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAAG
TGTTAGGTCGCCCCCCCCTATAAGAATGGCCCTCTCTCTGTGTTACGGGCGTGGACCTAC
AGGGTTTCTCAATCCTGGTTTGATCCCACCGCCTTTCGCCCATCAGCGTAAGTGCAGACA
GAAAGTCGCATCCCACTGATGTTCCTCATATCCTGGCATACGCTACACATGTATCACTTC
TCTCGAACTAAGTCCAGTCAATGACCTCCACGATTGAGACGGTG

TAAAAGGGCCGGAAGGGTGATTATGTCTGGCAACTGCCTGATGGAGGGGGATAACTACTG
GAACGGTGGCTAATACCGCATAACGTCGCAAGACCAAAGAGGGGGACCTTCGGGCCTCTT
GCCATCAGATGTGCCCAGATGGGATTAGCTTGTTGGTGAGGTAACGGCTCACCAAGGCGA

S. enterica CGATCCCTAGCTGGTCTGAGAGGATGACCAGCCACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGAC

(403b9) TCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGCGCAAGCCTGATGCAGCCATG
CCGCGTGTATGAAGAAGGCCTTCGGGTTGTAAAGTACTTTCAGCGGGGAGGAAGGTGTTG
TGGGTTAATAA

Zincir sonlandirma yaklagimi ile niikleotid dizileme teknoloji molekiiler biyolojide
yaygin olarak kullanilmig ve ilk insan genom projesi bu metot ile tamamlanarak referans
olusturmustur. Bu teknoloji sayesinde genom ile ilgili daha ¢ok ve daha giivenilir bilgi elde
edilebilmektedir. Gida kaynakli patojen mikroorganizmalar bu yaklagim ile analiz edilerek
patojenlerin genetik farkliliklarinin ortaya ¢ikmasi, viriilans ve patojenik 6zelliklerin
evrimlesmesi ve patojenlerin zor kosullarda bile hayatta kalabilme ve biiylime yetilerinin
altinda yatan genetik faktorler ortaya ¢ikabilmektedir (Gilmour ve ark., 2010). Bu ¢alismada

ise genetik farkliliklar baz alinarak tiirlerin teyidi yapilmistir.

4.1.3. Multipleks PCR

Coklu PCR (Multipleks PCR) ayni PCR amplifikasyonunda bir ya da birden ¢ok
kalip DNA ve primer ¢ifti kullanilarak hedeflenmis bolgenin cogaltilabildigi, PCR’dan
tiirevlendirilmis molekiiler bir yontemdir. Multipleks PCR analizlerinde kisa siirede ve daha
az maliyet ile istenilen PCR tepkimeleri ger¢eklestirilebilmekte ve birden fazla hedef DNA
bolgesi cogaltilabilmektedir. Bu avantajlart ile birlikte multipleks PCR yontemi gida
kaynakli patojen mikroorganizmalarin tanimlanmasi da dahil olmak iizere bir¢ok alanda
yaygin olarak kullanilan bir tekniktir. Multipleks PCR tekniginde en kritik noktalardan biri

ayni reaksiyonda kullanilacak primerlerin uyumlu tasarlanmasidir. Spesifik PCR
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amplifikasyonlar1 i¢in primer tasarlarken primerin uzunlugu, hedef bolgenin uzunlugu,
primerlerin erime sicakliklari, ileri ve geri primer arasindaki erime sicakligr farki,
primerlerin G/C niikleotid oran1 ve primerlerin 3’ ucundaki bazlarin 6zellikleri gibi
parametreler dikkate alinmaktadir (Markoulatos ve ark., 2002). Multipleks PCR’da bunlara
ilaveten kullanilan biitiin primerler arasindaki erime sicakliginin birbirlerine uyumlu olmast,
biitlin primerler arasindaki olasi primer dimerizasyonu, primerlerin &6zgilligi ve jel
elektroforezinde amplifikasyon iirlinlerinin birbirinden ayrilabilmesi 6nem tasimaktadir
(Shen ve ark., 2010). Multipleks PCR amplifikasyonlarinin optimizasyonu zor olmakla
beraber kullanilan primer sayisinin artmasit optimizasyonu daha da glic hale

getirebilmektedir (Markoulatos ve ark., 2002; Shen ve ark., 2010; Perkel, 2012).

Multipleks PCR validasyon asamasinda PCR bilesenleri ve PCR sartlar1 ¢esitli
rollere sahip faktorlerdir. Multipleks PCR reaksiyonlarinda PCR bileseni olarak kalip DNA,
primer, dNTP, tampon ¢6zelti ve DNA polimeraz enzimi kullanilmaktadir. Tek primer
ciftinin kullanildig1 PCR reaksiyonunda primer konsantrasyonu 0,05 uM ve 0,4 uM arasinda
degismekte ancak ¢oklu PCR reaksiyonlarinda primer konsantrasyonunun daha az olmasi
gerekmektedir  (Perkel, 2012). Metot validasyonu asamasinda  primerlerin
konsantrasyonunun baglangicta esit kullanilmis daha sonra PCR iiriinliniin varligr ve
yogunluguna gore degisiklik yapilmistir. Eger PCR amplifikasyonu zayif bant olusturmus
ise primer miktar1 artirilmis, yogun ise azaltilmigtir. Kullanilan kalip DNA’nin saflig1 ve
konsantrasyonu da PCR reaksiyonlarinda 6nem tasimaktadir. izole edilen toplam DNA nin
saf olmamasi ya da konsantrasyonunun yiiksek olmasi amplifikasyon reaksiyonlarinda
inhibitor etki olusturmakta ve jel goriintiisii incelendiginde ¢ok fazla miktarda eklenen kalip
DNA’lar jel iizerinde kirlilik olusturmaktadir. Primer konsantrasyonun aksine DNA
polimeraz, MgCl, ve dANTP miktarlar1 ¢oklu PCR amplifikasyonlarinda daha fazla
kullanilmistir. ANTP oran1 0,2 mM yerine 1 mM, MgCl 1,2 ve 2 mM yerine 2,5 mM ve
toplam hacmi 40 pL olan bir reaksiyon i¢in 1,25 Unite yerine 5 Unite DNA polimeraz
kullanilmistir. Ayrica Hot Start DNA polimeraz gibi 6zel olarak tasarlanmis DNA
polimerazlar, 6zellikle coklu PCR amplifikasyonlarinda diger polimerazlara oranla hedef
bolgenin cogaltilmasinda daha karakteristik Ozellik tagimakta ve tercih edilmektedir.
Reaksiyonda MgCl> miktar1t DNA polimeraz enzimine bagli olarak artirilmis ve
tepkimelerde zayif PCR {iriinlerinin daha yogun olarak goriintiilenmesi saglanmistir. Cok
sayida primer ¢iftinin kullanilmasi primerlerin 6zgiil olmayan bdlgelere baglanmasina neden

olmaktadir (Shen ve ark., 2010). dANTP ozellikle ¢oklu PCR amplifikasyonlarinda valide
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edilmesi gereken parametreler arasinda yer almaktadir (Markoulatos ve ark., 2002). PCR’1n
temel bilesenleri disinda dimetil siilfoksit (DMSQO), Bovin Serum Albumin (BSA), formamit
ve gliserol gibi kimyasallar 6zellikle G/C bakimindan zengin hedef bdlgelerin ¢ogaltilmasi
ve Multipleks PCR gibi zor tepkimelerde PCR etkinligini artirmak amaciyla kullanilmistir.
Uygun primer yapisma sicakliklarinin tespit edilmesinde gradient yapisma sicakliklari

denenerek tespit edilmistir.

Multipleks PCR yontemi ile gida kaynakli patojen mikroorganizmalarin
tanimlanmast aynt PCR amplifikasyonu ile gerceklestirilmistir. Calismamizda aym
amplifikasyon ile farkli patojen mikroorganizmalarin varligini tespit edecek yeni Multipleks
PCR protokolleri gelistirilmistir. Her bir Multipleks PCR gruplarina 6zel hedef patojenlerin
en uygun PCR kosullarini belirleyebilmek icin Oncelikle tiire 6zel PCR protokolii
olusturulmus daha sonra protokoller birlestirilerek ¢oklu PCR amplifikasyon protokolii
olusturulmustur. Multipleks protokoller olusturulurken patojenlerin enfeksiyon dozlari ve en

¢ok bulundugu gida numuneleri dikkate alinarak gruplandirma yapilmistir (Cizelge 3.2).

Yapilan Multipleks PCR amplifikasyonlarinda primerler ve konsantrasyonlar1 basta
olmak iizere PCR bilesenlerinin konsantrasyonlarinda ve PCR kosullarinda cesitli degisikler
yapilmistir. Kalip DNA olarak steril suda ¢oziinmiis koloniler ve kit kullanilarak izole edilen
kromozomal DNA’lar kullanilmis ve metot optimizasyonu ger¢eklestirilmistir. Tezin bu
boliimiinde EM1, EM2, EM3 ve EM4 olarak adlandirilan ve her birinde {i¢ farkli patojen

kullanilan Multipleks PCR kosullar1 denenmistir.

4.1.3.1. EM1 grubu i¢in multipleks amplifikasyon

EM1 olarak planlanan multipleks PCR amplifikasyonunda; C. perfringens, E.
faecalis ve S. aureus patojenlerin birlikte farkli baz ¢ifti uzunlukta amplifikasyonlari
hedeflenmistir. Bu multipleks amplifikasyonda kullanilan primerler ve 6zellikleri Cizelge
3.3°de verilmistir. EM1 grubu igin yapilan optimizasyonda 6ncelikle primerlerin grup
icerisindeki 6zglinliigii grup igindeki tiirlerin 16S rRNA dizilimleri ile primerleri Clone
Manager ve Clustal W programi kullanilarak biyoinformatik agidan kontrol edilmistir.
Literatiirde verilen C. perfringens ve S. aureus patojenlerine ait geri (R) primerlerinin grup
icerisinde sadece kendi tiiriine 6zgii olmadig1 deneysel caligmalar ile belirlenmis, dolayisi

ile Cp2R:TCAACTTAATGGTAGTAACTAACGAC ve Sa2R:CTAAGGGGCGGAAACC
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CCCTAAC primerleri tez kapsaminda tarafimizdan tasarlanarak kullanilmistir. Cp2R
primeri ile C. perfringens icin hedeflenen bolge uzunlugu 934 bg ve Sa2R primeri ile S.

aureus patojeni i¢in ise 728 bg olarak belirlenmistir.

EM1 grubu PCR islemi optimizasyon ¢alismalarinda kalip DNA olarak 100 pL steril
suda ¢Ozdiriilmiis Kkoloniler ve kit ile izolasyonu yapilan DNA’lar kalip olarak
kullanilmistir. Koloni PCR amplifikasyonlar1 ilk olarak kalip DNA ve primer (10 uM)
miktarlart 1 uL olarak toplam 40 puL hacimde gergeklestirilmistir. PCR kosullari ise 94 °C’de
2 dk. ilk ayrigtirma, 35 dongii olmak tlizere 94 °C’de 30 sn. denatiirasyon, 50-55-60 °C’de
30 sn. yapisma ve 72 °C’de 45 sn. uzamanin ardindan 72 °C’de 4 dk. son uzama olarak
diizenlenmistir. PCR amplifikasyonlar1 % 1’lik agaroz jel kosturulmus ve UV 15181 altinda

goriintiilenmistir (Sekil 4.2).

PCR amplifikasyonu C. perfringens, E. faecalis ve S. aureus patojenleri i¢in yapisma
sicakligr 50—60 °C gradient olarak test edilmistir. Ancak amplifikasyonda C. perfringens
(279 be) ve S. aureus (791 bg) 6zgii PCR amplifikasyonu goriilmesine ragmen E. faecalis
patojeni i¢in beklenen 310 bg¢ amplifikasyon goriilmemistir. Buna neden olarak C.
perfringens (279 bg) ve E. faecalis (310 bg) patojen mikroorganizmalara ait bant

uzunluklarinin birbirine yakin olmast ve %1’lik agaroz jelde PCR bantlarin birbirlerini

golgeleyebilecedi diisiintilmiistiir.
1 2 3 4 5 6 7

1000 bg—

— 791 beg
500 bg —

— 279 b¢

Sekil 4.2. EM1 grubu (C. perfringens 279 be, E. faecalis 310 b¢ ve S. aureus 791 bg)
Multipleks PCR analizi sonucu elde edilen PCR iiriinlerinin jel gortntiisii. 1:
Markir, 2-3: Yapisma sicakligi 50 °C, 4-5: Yapisma sicakligi 55 °C 6-7: Yapisma
sicaklig 60 °C

C. perfringens patojen mikroorganizmasi i¢in geri primeri tekrar tasarlanarak
(Cp2R:TCAACTTAATGGTAGTAACTAACGAC) hem daha spesifik bir primer elde

edilmis hem de ii¢ patojen mikroorganizmanin bant uzunluklari arasindaki mesafe
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birbirlerinden etkilenmemesi agisindan daha genis tutulmustur. C. perfringens patojen
mikroorganizma i¢in yeniden tasarlanan Cp2R geri primeri ile hedeflenen amplifikasyon
279 b¢ yerine hedef boélge 934 b¢ uzunlugunda ve Sa2R geri primeri
(CTAAGGGGCGGAAACCCCCTAAQC) ile S. aureus patojeni igin ise 791 bg yerine 728

b¢ uzunlugunda olacagi tahmin edilmistir.

C. perfringens, E. faecalis ve S. aureus icin kalip DNA, ileri primer ve geri primer
oranlar1 farkli miktarlarda uygulanarak 55 °C’de 45 sn. yapigsma sicakliginda yeni PCR
amplifikasyonu ile 3 patojeni belirleyebilen 3 bant (310, 728 ve 934 bg) elde edilmistir (Sekil
4.3). Ayn1 PCR kosullarinda hedef patojen mikroorganizmalar i¢in tekli amplifikasyon
(Sekil 4.3, Line 9-10-11) gerceklestirilmis, ayrica tekli amplifikasyon tiriinleri jele yiikleme
esnasinda karigtirtlarak ¢oklu amplifikasyon goriintiisti (Sekil 4.3, Line 8) elde edilmistir.
Boylece gergeklesen amplifikasyonlarin dogrulugu teyit edilmistir. Sekil 4.3, Line 2-3’de C.
perfringens, E. faecalis ve S. aureus igin DNA ve primer oranlari patojenler i¢in esit olmak
tizere sirasiyla 0,5 pL ve 5 uM olarak uygulandiginda sadece E. faecalis patojeni igin
amplifikasyonun ger¢eklesmedigi gortilmistiir. E. faecalis (DNA:1-1,5 uL ve primer: 10-15
uM) ve S. aureus (DNA:1 pL ve primer: 10 uM) i¢cin DNA ve primer oranlari artirildiginda

ise ¢oklu amplifikasyon olumsuz etkilenmistir.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11

1000 bg — - 973298b§
— 728 bg
500 bg— — 310 b

Sekil 4.3. EM1 grubu Cp2R ve Sa2R primerleri kullanilarak modifiye edilmis Multipleks
PCR amplifikasyon goriintiisii. 1: Marker, 2-7: EM1 grubu patojenlerin farkl:
kosullarda ¢oklu PCR amplifikasyonu, 8: Mutipleks PCR amplifikasyonunun jel
gortntiisii, 9: C. perfringens (939 bg) patojenin tekli amplifikasyon goriintiisi,
10: E. faecalis (310 bg) patojenin tekli amplifikasyon goriintiisii, 11: S. aureus
(728 bg) patojenin tekli amplifikasyon goriintiisii

Suda ¢oOziindiirilmiis koloniler Kalip DNA olarak kullanildiginda ¢oklu PCR
amplifikasyonu i¢in en uygun PCR kosullar1 (94 °C’de 2 dk. ilk ayristirma, 35 dongii olmak
p y ¢ yg S yrig g
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tizere 94 °C’de 30 sn. denatiirasyon, 55 °C’de 45 sn. yapisma sicakligl ve 72 °C’de 45 sn.

uzama ardindan 72 °C’de 4 dk. son uzama) belirlenmistir.

Kalip DNA olarak kit kullanarak izole edilen genomik DNA kullanildiginda ise
sadece DNA ve primer konsatrasyonlarinda degisiklikler uygulanarak C. perfringens, E.
faecalis ve S. aureus patojenlerinin ¢oklu PCR amplifikasyonu gercgeklestirilmistir (Sekil
4.4). C. perfringens (DNA konsantrasyonu 514 ng/uL ve primer konsantrasyonu 10 uM), E.
faecalis (DNA konsantrasyonu 239 ng/uL ve primer konsantrasyonu 10 uM) ve S. aureus
(DNA konsantrasyonu 303 ng/uL ve primer konsantrasyonu 5 uM) ¢oklu amplifikasyonunda
C. perfringens ve S. aureus patojenleri basarili bir sekilde amplifiye olmusken E. faecalis
patojenine Ozgli bant elde edilememistir (Sekil 4.4, Line 2-3). E. faecalis (DNA
konsantrasyonu 358,5 ng/uL ve primer konsantrasyonu 15 uM) ve S. aureus (DNA
konsantrasyonu 606 ng/uL ve primer konsantrasyonu 15 uM) patojenlerinin DNA ve primer
konsantrasyonlari arttirildiginda (Sekil 4.4, Line 6-7) ise yine beklenen ¢oklu amplifikasyon
gerceklesmemistir. DNA ve primer konsantrasyonu C. perfringens (DNA konsantrasyonu
257 ng/uL ve primer konsantrasyonu 5 uM) i¢in azaltilip E. faecalis (DNA konsantrasyonu
358,5 ng/uL ve primer konsantrasyonu 15 uM) igin artirilmis, hedef patojenlerinin ¢oklu
amplifikasyonunun gergeklestigi goriilmiis ancak E. faecalis patojeninin varligi zayif bir
bant seklinde tespit edilmistir (Sekil 4.4, Line 8-9). Sadece E. faecalis patojeninin (DNA
konsantrasyonu 358,5 ng/uL ve primer konsantrasyonu 15 uM) DNA ve primer
konsantrasyonu artirilarak gerceklesen amplifikasyon ile beklenen bant uzunluklar elde
edilmis ve ¢oklu PCR amplifikasyonu basar1 bir sekilde gerceklesmistir (Sekil 4.4, Line 4-
5). Sekil 4.4, Line 10°da bulunan ¢oklu bantlar amplifikasyonlarin dogrulugunu teyit etmek

amaciyla patojenlere ait tekli amplifikasyonlarin ¢oklu PCR goriintiistidiir.

C. perfringens, E. faecalis ve S. aureus patojen mikroorganizmalarint tek bir
reaksiyonda belirleyebilen Multipleks PCR protokolii daha 6nce tanimlanmamustir. Boylece
EM1 protokolii bu ii¢ patojen mikroorganizmay tek bir reaksiyonda tanimlayabilen &zgiin
Multipleks PCR protokolii niteligi tasimaktadir. C. perfringens patojeni i¢in yapilan
Multipleks PCR c¢alismalar1 genellikle toksin genlerini (cpa, cpb, etx, iap, cpe ve cpb2)
belirlemek amaciyla yapilmistir (Meer ve Songer, 1997; Yoo ve ark., 1997; Kanakaraj ve
ark., 1998; Garmory ve ark., 2000; Baums ve ark.,, 2004). E. faecalis patojen
mikroorganizmasi ¢esitli antibiyotiklere kars1 direng gelistirebilen olaganiistli yetenegi ile
dikkat ¢eken 6nemli bir mikroorganizmadir. Bu karakteristik 6zelligi ile Multipleks PCR
analizlerinde vankomisine diren¢ genleri (vanA, vanB, vanC1, vanC2/C3 gibi) hedef bolge
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olarak belirlenmis ve diger enterokok mikroorganizmalar ile beraber identifikasyonu
yapilmustir (Patel ve ark., 1997; Kariyama ve ark., 2000; Depardieu ve ark., 2004). ilaveten,
bu patojen i¢in 16S rRNA geni cinse 0zgii ve siiperoksit dismutaz geni (S0dA) tiire 6zgii

Multipleks PCR ile tanimlamalarda kullanilan hedef bolgeler arasinda yer almaktadir
(Jackson ve ark., 2004; Layton ve ark., 2010).
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

939 b
1000 bg — el g b:
500 b¢ — — 310bc

Sekil 4.4. EM1 grubu ¢oklu PCR amplikasyon goriintiisii. 1: Marker, 2-9: EM1 grubu

patojenlerin (C. perfringens 939 bg, E. faecalis 310 bg ve S. aureus 728 bg) farkli

DNA ve primer konsatrasyonu ile ger¢eklesen ¢oklu amplifikasyonlar, 4-5: EM1

grubu patojenlerin ii¢lii amplifikasyonu, 10: EM1 grubu patojenlerin tekli

amplifikasyon sonucu elde edilen PCR fiirlinlerinin karistirilarak jelin tek
kuyucuguna yiiklenip elde edilen ¢oklu amplifikasyon goriintiisii

Ayrica E. faecalis ve S. aureus patojenlerine 6zgii hedef genler ile es zamanlt yeni

bir Multipleks PCR protokolii gelistirilmistir (Ramos-Trujillo ve ark., 2003). S. aureus

patojen mikroorganizmast en ¢ok bilinen gida kaynakli patojenler arasindadir ve birgok

Multipleks PCR uygulamalarinda yer almaktadir.

C. perfringens ve E. faecalis patojen mikroorganizmalarinda oldugu gibi bu
patojende de genellikle Multipleks g¢alismalar tek bir tiirde ve birden fazla hedef gen
secilerek uygulanmistir. Segilen hedef genler ise yine tiire 6zgii, viriilans 6zelligi tasiyan ve
antibiyotik direng genleri gibi genler olup 16S rRNA geni ise pozitif kontrol olarak
kullanilmaktadir (Mehrotra ve ark., 2000; Pérez-Roth ve ark., 2001; Strommenger ve ark.,
2003). Bu calismada ise EM1 grubunda yer alan patojenlerin tiir bazinda ayirimi icin yeterli

Ozgiinliige sahip 16S rRNA bolgesi hedef bolge olarak amplifiye edilmistir.
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4.1.3.2. EM2 grubu i¢in multipleks amplifikasyon

EM2 reaksiyonu icin hedeflenen patojen mikroorganizmalar ve bunlar1 tanimlamada
kullanilan primer detaylar1 Cizelge 3.3’de verilmistir. C. jejuni patojen mikroorganizmasi
icin kullanilan primer ¢ifti ile multipleks reaksiyonlarda beklenen amplifikasyonlar elde
edilemedigi i¢in Dennis ve ark. (1999) tarafindan yapilan ¢alismada kullanilan primer ¢ifti
(F-ATCTAATGGCTTAACCATTAAC- R:GGACGGAACTAGTTAGTATT) kullanilmig
ve Cj2F-R olarak isimlendirilerek deneyler gergeklestirilmistir. 16S rRNA bolgesi igin
tanimlanan referans primerler ile C. jejuni ve S. enterica amplifikasyonu gergeklestirilmis,

E. coli O157:H7 patojeni ise fliC geninin amplifikasyonu ile tanimlanmustir.

C. jejuni, E. coli O157:H7 ve S. enterica patojenlerinin Multipleks PCR
amplifikasyonlari i¢in PCR sartlar1 (kalip DNA, 10 uM F ve R primer, 4 pL 10X tampon, 4
puL 2 mM dNTP, 0,3 uL Taq DNA polimeraz (5 U/mL) ve steril su ile 40 pL’ye tamamlama)
belirlenmistir. PCR kosullar1 ise 94 °C’de 2 dk. ilk ayristirma, 35 dongii olmak tizere 94
°C’de 30 sn. ayristirma, 55 °C’de 30 sn. yapisma ve 72 °C’de 45 sn. uzama ardindan 72
°C’de 4 dk. son uzama olarak gerceklestirilmistir. C. jejuni, E. coli O157:H7 ve S. enterica

patojenlerinin koloni siispansiyonlari kalip DNA olarak kullanilmistir (Sekil 4.5).
1 2 3 4 5 6 7 8 9

1000 bg —

500 bo— — 625 b

— 403 bg

Sekil 4.5. EM2 grubu patojen mikroorganizmalarin ¢oklu amplifikasyon goriintiisii.1:
Markir, 2-3: C. jejuni, E. coli O157:H7 ve S. enterica patojenleri igin DNA
miktarlar1 (1 pL) ve primer konsantrasyonlari: (10 uM) esit, 4-5: C. jejuni igin
DNA (1 pL) ve primer miktart (20 uM) artirtlmis, 6-7: DNA ve primer miktar1
C. jejuni igin artirtlmig (2 pL-20 uM) ve E. coli O157:H7 igin azaltilmig (0,5
uL-5 uM), 8-9: DNA ve primer miktar1 C. jejuni igin artirilmis (2 pL-20 pM),
E. coli O157:H7 ve S. enterica i¢in ise azaltilmig (0,5 pL-5 uM)

Ayrica 10 uM primer konsantrasyonunda ve yapisma sicakligi 55 °C’de 30 sn. olarak
uygulandigt PCR amplifikasyonlarinda; E. coli O157:H7 ve S. enterica patojen
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mikroorganizmalarina ait beklenen (625 ve 403 bg) PCR firiinleri goriiliirken C. jejuni igin
beklenen bant (878 bg) tespit edilememistir. Reaksiyon C. jejuni kalip DNA ve primer
miktar1 artirilarak tekrar ayn1  kosullarda tekrarlanmis ancak beklenen sonuglar

alinamamustir.

C. jejuni patojen mikroorganizmasinin belirlenmesi i¢in diger kosullar ayn1 kalmak
sart1 ile Cj2 primerleri kullanilarak ve yapigsma sicakligi gradient olarak (49— 60 °C arasinda
45 sn.) kullanildiginda E. coli O157:H7 ve S. enterica igin amplifikasyon {irtinleri

gozlenirken C. jejuni patojeni i¢in beklenen amplifikasyon ger¢eklesmemistir (Sekil 4.6).

Referans patojenlerden izole edilen kromozomal DNA’lar ile yapilan PCR
amplifikasyonlarinda ayni PCR sartlar1 uygulanmis ama hedeflenen ii¢lii amplifikasyon elde
edilememistir. Oncelikle kalip DNA ve primer miktarlari, yapisma sicakliklari, yapisma
slireleri, uzama stireleri degistirilmig, C. jejuni ic¢in farkli DNA konsantrasyonlar1 ve

primerler kullanilmis olmasina ragmen C. jejuni’den multipleks reaksiyonda amplifikasyon

yapilamamustir (Sekil 4.7).
1 2 3 4 5 6 7 8 9 1011 12 13

1000 b¢—

500 bg— — 625b¢

— 403 be

Sekil 4.6. EM2 grubu (C. jejuni 857 bg, E. coli O157:H7 625 bg ve S. enterica 403 bg) ¢oklu
amplifikasyon goriintiisii. 1: Markir, 2-13: 49-60 °C arasinda degisen farkli
yapisma sicakliklar

Hedeflenen ii¢lii amplifikasyon kalip DNA olarak koloni suspansiyonu ve
kromozomal DNA kullanildiginda gergeklestirilememis ve dolayis1 ile EM2 multipleks
manuel kitinden C. jejuni patojen mikroorganizmasi ¢ikarilmig, E. coli O157:H7 ve S.
enterica varligin1 yar1 kantitatif olarak tanmimlayabilecek ikili PCR amplifikasyonu
yapilmistir (Sekil 4.8). E. coli O157:H7 ve S. enterica i¢gin DNA konsantrasyonu 552,3
ng/uL ve 156,9 ng/uL, primer konsantrasyonu 10 pM olarak test edilmis ve ikili
amplifikasyondan basarili sonu¢ alinmustir (Sekil 4.8, Line 2-3). Ayrica E. coli O157:H7
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patojeninin DNA ve primer konsantrasyonu azaltildigi PCR sartlarinda yine ayni basarili
amplifikasyon gerceklesmistir (Sekil 4.8, Line 4-5). Ikili amplifikasyonun diger PCR
sartlar1; 4 uL 10X tampon, 4 uL. 2 mM dNTP, 0,3 uL. Tag DNA polimeraz (5 U/mL) ve steril
su ile 40 uL’ye tamamlama ve 94 °C’de 2 dk. ilk ayristirma, 35 dongii olmak tlizere 94 °C’de
30 sn. denatiirasyon, 50 °C’de 45 sn. ve 72 °C’de 45 sn. ardindan 72 °C’de 4 dk. son uzama

olarak belirlenmistir.

1000 bg —

500 bg — — 625 bg

— 403 b

Sekil 4.7. EM2 grubu (C. jejuni 857 bg, E. coli O157:H7 625 bg ve S. enterica 403 bg) ¢oklu
amplifikasyon goriintiisii. 1: Markar, 2-6: C. jejuni, E. coli O157:H7 ve S. enterica
icin farkli DNA ve primer konsantrasyonlari

1 2 3 4 5

1000 b¢ —
— 625 bg

500 bg — — 403 be

Sekil 4.8. EM2 grubu (E. coli O157:H7 625 bg ve S. enterica 403 bg) ¢oklu amplifikasyon
gorlintiisii. 1: Markar, 2-3: E. coli O157:H7 i¢in 552,3 ng/uL ve 10 uM ve S.
enterica i¢in ise 156,9 ng/uL ve 10 uM DNA ve primer konsantrasyonu, 4-5: E.
coli O157:H7 igin 276,15 ng/uL ve 5 uM ve S. enterica igin ise 156,9 ng/uL ve
10 uM DNA ve primer konsantrasyonu

EM2 grubu igerisinde bulunan E. coli O157:H7 ve S. enterica patojen
mikroorganizmalarin Multipleks PCR ile tanimlanmasi i¢in yeni ve giincel bir protokol

olusturulmustur. C. jejuni, E. coli O157:H7 ve S. enterica mikroorganizmalar1 es zamanli
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olarak farkli arastirmacilar tarafindan Multipleks PCR ile tanimlanmistir (Gilbert ve ark.,
2003; Park ve ark., 2011; Sjoling ve ark., 2015). EM2 Multipleks PCR protokoliinden farkl:
olarak bu Multipleks PCR uygulamalarinda ya hedef genler farklidir ya da bu patojenler

disinda yer alan mikroorganizma tanimlamasida yapilmistir.

4.1.3.3. EM3 grubu icin multipleks amplifikasyon

EM3 grubu icerisinde yer alan B. melitensis, C. sakazakii ve L. monocytogenes
patojen mikroorganizmalar1 tanimlamak i¢in belirlenen referans primerler Cizelge 4.2°de
belirtilmistir. C. sakazakii ve L. monocytogenes patojen suslar icin Multipleks ¢alismalarda

istenilen 6zgiinligii elde etmek amaciyla birden fazla primer ¢ifti (3 ¢ift) test edilmistir.

Cizelge 4.2. EM3 grubu patojen mikroorganizmalarin multipleks PCR reaksiyonunda
belirlenmesinde kullanilan primerler

Erime Bant
Bakteri Susu 5’=>3"dizisi Sicakligt  Uzunlugu Kaynak
(Tm) °C (be)
L BmF TGGCTCGGTTGCCAATATCAA 57,9 Baily ve
B. melitensis 223
BmR CGCGCTTGCCTTTCAGGTCTG 63,7 ark., 1992
Cs1F AATCCTGCAGAGATGCG 46 409 Hassan ve
CsliR GTGTGACGGGCGGTGTGTAC 56 ark., 2007
C. sakazakii Cs2F GCTCTGCTGACGAGTGGCGG 65,5 929 Lehner ve
Cs2R ATCTCTGCAGGATTCTCTGG 57,3 ark., 2004
Cs3F ACAGGGAGCAGCTTGCTGC 61 952 Hassan ve
Cs3R TCCCGCATCTCTGCAGGA 58,2 ark., 2007
LmilF CAGCAGCCGCGGTAATAC 52 409 Wang ve
LmiR  AAACTCAAAGGAATTGACGG 49 ark., 1991
L. Lm2F TTAGCTAGTTGGTAGGGT 51,4 318 Miladi ve
monocytogenes Lm2R  AATCCGGACAACGCTTGC 56 ark., 2013
Lm3F TAAGAGTAACTGCTTGTCCCT 55,9 863 Koo ve ark.,
Lm3R GAGTTGCAGCCTACAATCCGA 59,8 2002

C. sakazakii ve L. monocytogenes patojen mikroorganizmalari igin Csl ve Lml
primer ciftlerinin amplifiye edecegi bolgelerin uzunluklarmin (409 bg) ayni olacag icin
Multipleks PCR amplifikasyonlarinda kullanilmalari problemli goriilmistiir. Bm-Cs2-Lm2
primer gruplari Multipleks ¢alismalarda farkli PCR kosullarinda analiz edilmis ama basarili
bir sonug elde edilememistir. Sorunun primer kaynakli oldugu diisiiniiliip alternatif primerler
(Bm-Cs3-Lm3) ile tekrar goklu PCR tepkimeleri gergeklestirilmis ama sonug degismemistir.
C. sakazakii ve L. monocytogenes patojenlerine ait primer ¢iftleri farkli kombinasyonlar
olusturularak denenmis (Bm-Cs1-Lm2, Bm-Cs1-Lm3, Bm-Cs2-Lm1 primer gruplari gibi)

ama jel goriintiilerinde hedeflenen amplifikasyon {iriinlerinin olugmadig1 goriilmiistiir.
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C. sakazakii ve L. monocytogenes patojen mikroorganizmalarina ait Cizelge 4.2°de
listelenen primerler ve hedefledikleri 16S rRNA bolgelerinin  niikleotid dizileri
karsilastirildiginda, C. sakazakii patojenine 6zgii Cs1R geri primerinin Cs1F-Cs2F-Cs3F
ileri primerleri ile C. sakazakii 16S rRNA hedef bolgesinde farkli uzunluklarda
amplifikasyon lriinleri olusturabildigi, ayn1 zamanda L. monocytogenes patojenine 0zgii
ileri primerler (LmIF ve Lm2F) ile kullanilarak L. monocytogenes 16S rRNA hedef
bolgesinde de farkli uzunlukta bolgeleri hedefledigi belirlenmistir (Cizelge 4.3). Ayni durum
Lm1F ileri primerinde de tespit edilmis ve geri primerler ile (Lm1R-Lm3R-Cs2R-Cs3R)
kullanildiginda C. sakazakii ve L. monocytogenes mikroorganizmalarini tanimlayabilecek
farkli uzunlukta PCR iiriinleri olusturabilecegi goriilmiistiir. Dolayisiyla Cizelge 4.3’de
goriildiigii gibi hedef patojenler i¢in universal 6zellik gosteren Cs1R ve Lm1F primerleri ile

diger primerler kullanilarak multipleks PCR reaksiyonlar1 gerceklestirilmistir.

Cizelge 4.3. EM3 grubuna ait patojen mikroorganizmalar i¢in farkli primer kombinasyonlar

Beklenen bant uzunluklari (bg)

Primerler

C. sakazakii L. monocytogenes
Cs1F-Lm2F 409 1167
Cs1F-Lm3F 409 952
CsiR Cs2F-Lm2F 1324 1167
Cs2F-Lm3F 1324 952
Cs3F-Lm2F 1341 1167
Cs3F-Lm3F 1341 952
Lm1R-Cs3R 505 409
LmlF Lm3R-Cs2R 499 803
Lm3R-Cs3R 505 803

Oncelikle C. sakazakii ve L. monocytogenes patojenlerini Cizelge 4.3 de belirtilen
primer kombinasyonlar1 kullanilarak belirleyebilmek i¢in olas1 problemler elemine edilmek
istenmig ve B. melitensis PCR reaksiyonlarina dahil edilmemistir. PCR reaksiyonunda kalip
DNA olarak 1 pL koloni siispansiyonu, 10 uM ileri ve geri primer kullanilmistir. Diger PCR
bilesenleri 4 uL 10X tampon, 4 uL. dNTP (2 mM), 0,3 uL Taq DNA polimeraz (5 U/mL) ve
niikleaz icermeyen steril su ile toplam hacime (40 pL) tamamlanarak gerceklestirilmistir.
PCR kosullar1 ise 94 °C’de 2 dk. ilk ayristirma, 35 dongii olmak iizere 94 °C’de 30 sn.
denatiirasyon, 55 °C’de 30 sn. ve 72 °C’de 45 sn. ardindan 72 °C’de 4 dk. son uzama olarak
gergeklestirilmis ve PCR iirtinleri %1°lik agaroz jelde goriintiilenmistir (Sekil 4.9).

Farkli primer kombinleri ile hedef patojenler belirlenmek istenmis ve Sekil 4.9’ a

bakildiginda Line 3, 9 ve 10’da beklenen amplifikasyon {iirlinlerinin olustugu gorilmiistiir.
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Cs1R geri primeri CslF ve Lm3F ileri primerleri ile C. sakazakii (409 bg) ve L.
monocytogenes (952 bg) mikroorganizmasina ait iki hedef bolgeyi amplifiye etmistir (Sekil
4.9, Line 3). Yine ayn1 sekilde Lm1F primeri iki farkli primer kombinasyonu (Lm1F-Lm3R-
Cs2R ve Lm1F-Lm3R-Cs3R) ile hedef patojenleri belirleyen iki spesifik PCR {iriinii

olusturmustur (Sekil 4.9, Line 9-10). Diger primer kombinasyonlarinda ise beklenen
sonuglar elde edilememistir (Sekil 4.9, Line 2-4-5-6-7-8).
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

1000 bg —
500 b¢ —

Sekil 4.9. C. sakazakii (Cs) ve L. monocytogenes (Lm) mikroorganizmalari i¢in farkli primer
kobminasyonlar1 kullanilarak elde edilen amplifikasyon goriintiisii. 1: Markir, Cs
ve Lm sirast ile 2: Cs1R-Cs1F-Lm2F primer grubu ve Cs 409 b¢-Lm 1167 bg, 3:
Cs1R-Cs1F-Lm3F primer grubu ve Cs 409 b¢-Lm 952 be, 4: Cs1R-Cs2F-Lm2F
primer grubu ve Cs 1324 bg-Lm 1167 bg, 5: Cs1R-Cs2F-Lm3F primer grubu ve
Cs 1324 bg-Lm 952 bg, 6: Cs1R-Cs3F-Lm2F primer grubu ve Cs 1341 bg-Lm
1167 bg, 7: Cs1R-Cs3F-Lm3F primer grubu ve Cs 1341 bg-Lm 952 bg, 8: Lm1F-
Lm1R-Cs3R primer grubu ve Cs 505 bg-Lm 409 bg, 9: Lm1F-Lm3R-Cs2R primer
grubu ve Cs 499 bg-Lm 803 bg, 10: Lm1F-Lm3R-Cs3R primer grubu ve Cs 505

bg-Lm 803 bg uzunlugunda
Sekil 4.9, Line 3,9 ve 10’daki primer kombinasyonlarina B. melitensis patojeninin
referans primerleri eklenip, PCR kosullar1 ayn1 kalip sadece yapisma sicakligi 50-55 °C’de
30 sn. gradient olarak uygulanarak ¢oklu PCR analizi gerceklestirilmistir. B. melitensis
varlig1 sonuglar etkilememis ve hedef patojenler 3 primer kombinasyonunda da basarili bir

sekilde tamimlanmustir (Sekil 4.10 ve Sekil 4.11).

Kalip DNA olarak koloni suspansiyonlart kullanildiginda Multipleks PCR
caligmalar1 basarili bir sekilde sonuglanmistir (Sekil 4.12). Kromozomal DNA
kullanildiginda ise BmF-BmR-Cs1R-Cs1F-Lm3F primer grubu farkli PCR kosullar
denenmesine ragmen ayni sekilde sonug¢ vermemistir (Sekil 4.12, Line 2-5). Diger BmF-

BmR-Lm1F-Lm3R-Cs2R ve BmF-BmR-Lm1F-Lm3R-Cs3R primer grubunda ise koloni
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Multipleks PCR’da oldugu gibi beklenen amplifikasyon iirlinleri olugsmus ve basarili
sonuglar elde edilmistir (Sekil 4.12, Line 6-13).

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14

oo v — [T SRR ST F )= S

500 bg — JE RN Lkl L

~ oy

D D e B D e G A B B

Sekil 4.10. EM3 grubu farkli primer kombinasyonlari ile amplifikasyon goriintiisii. 1-8:
Markir, 2-7: BmF-BmR-Cs1R-Cs1F-Lm3F primer grubu ve Bm: 223, Cs:409,
Lm: 952 b¢ uzunlugunda ve 50-55 °C gradient PCR firiinleri, 9-14: BmF-BmR-
Lm1F-Lm3R-Cs2R primer grubu ve Bm: 223, Cs: 499, Lm: 803 bg
uzunlugunda ve 50-55 °C gradient PCR iiriinleri

1 2 3 4 5 6 7

1000 bg — 803k
o .
— 223 bg

Sekil 4.11. EM3 grubu amplifikasyon gériintiisii. 1: Markir, 2-7: BmF-BmR-Lm1F-Lm3R-
Cs3R primer grubu ve Bm: 223, Cs: 505, Lm: 803 b¢ uzunlugunda ve 50-55 °C
gradient PCR f{iriinleri

Gergeklesen PCR tepkimesinde, 6nceki deneyimlerde L. monocytogenes patojenini
belirlemede sorun olustugundan dolay1 bu patojenin DNA konsantrasyonu degistirilmeden
B. melitensis ve C. sakazakii mikroorganizmalari i¢in farkli DNA konsantrasyonlart (Bm:
73,1 ng/pL, Cs: 158,7 ng/uL ve Bm: 146,2 ng/uL, Cs: 317,4 ng/uL) uygulanmistir. DNA
konsantrasyonlar1 azaltildiginda amplifikasyon iiriinlerinin daha az olustugu gortilmiistiir
(Sekil 4.12, Line 2-3-6-7-10-11). PCR reaksiyonu 1’er uL. DNA, 1’er uL (10 uM) primerler,
4 pL 10X tampon, 4 pL dNTP (2 mM), 0,3 uL Tag DNA polimeraz (5 U/mL) ile 40 puL
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hacimde tamamlanmistir. PCR kosullar1 ise 94 °C’de 2 dk., 35 dongii olmak iizere 94 °C’de
30sn., 55 °C’de 30 sn. ve 72 °C’de 45 sn. ardindan 72 °C’de 4 dk. olarak gergeklestirilmistir.

PCR firiinleri % 1°lik agaroz jel goriintiilenmistir.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13

1000 bg — 803
500bg — — 505 bg
— 223b¢

Sekil 4.12. EM3 grubu amplifikasyon goriintiisii. 1:Markir, 2-5: BmF-BmR-Cs1R-Cs1F-
Lm3F primer grubu ile yapilan amplifikasyon iiriinleri, 6-9: BmF-BmR-Lm1F-
Lm3R-Cs2R primer grubu ile yapilan amplifikasyon iirtinleri, 10-13: BmF-
BmR-Lm1F-Lm3R-Cs3R primer grubu ile yapilan amplifikasyon {irtinleri.
2,3,6,7,10,11: DNA konsantrasyonlar1 Bm:73,1 ng/uL, Cs: 158,7 ng/uL, Lm:
180,3 ng/uL, 4,5,8,9,12,13: DNA konsantrasyonlarit Bm: 146,2 ng/uL, Cs:
317,4 ng/uL, Lm: 180,3 ng/puL

Sonug olarak, EM3 grubunda yer alan patojen mikroorganizmalar i¢in yeni ve giincel

Multipleks PCR protokolii olusturulmustur. Literatiir taramasinda bu patojenleri es zamanl

olarak tek bir PCR reaksiyonunda tanimlayabilen bir Multipleks PCR uygulamasina

rastlanmamustir. Bu nedenle EM3 Multipleks PCR protokolii bu hedef patojenleri Multipleks

PCR ile tanimlayabilen ilk protokoldiir. Multipleks PCR analizleri B. melitensis patojeni i¢in

genellikle Brucella tiirleri arasinda gergeklesmistir (Garcia-Yoldi ve ark., 2006; Hinic ve

ark., 2008; Kumar ve ark., 2011; Lopez-Goni ve ark., 2011). C. sakazakii patojeni igin ise

Multipleks PCR uygulamasina rastlanmamugtir. L. monocytogenes ise bu patojenler arasinda

en ¢cok Multipleks PCR uygulamalarina dahil olan patojen mikroorganizmadir (Jofre ve ark.,

2005; Liu ve ark., 2007; Germini ve ark., 2009).

4.1.3.4. EM4 grubu i¢cin multipleks amplifikasyon

A. hydrophila, B. cereus ve K. pneumoniae patojen mikroorganizmalar1 EM4 grubu
PCR amplifikasyonu ile manuel belirlenmesi amaglanmistir. Bu patojen mikroorganizmalari
tanimlayabilecek, 16S rRNA hedef bolgesinden tasarlanmis ve literatiirde bildirilen spesifik
primerler Cizelge 3.3’de belirtilmistir.
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B. cereus patojeninin tanimlanmasi i¢in literetlirde verilen BcF ve BcR primerleri
daha 0zgiin primerler elde etmek amaciyla Haitao ve ark. (2011) yaptigi ¢alismadaki
primerlere niikleotid analizi ile yeni niikleotid (alt1 ¢izili) eklemesi yapilarak modifiye
edilmistir. EM4 grubu patojenlere 6zgii 16S rRNA niikleotid dizisi ile primerlerin dizileri
karsilagtirildiginda BeR ve KpF primerlerinin bir tiir patojen i¢in yeterince spesifik olmadigi
dolayist ile bu primerlere alternatif Bc2R (AACTTAATGATGGCAACTAAGAT) ve Kp2F
(TCTGTCAAGTCGGATGTGAAAT) primerleri ¢alismamizda tasarlanmistir. BC2R
primeri ile B. cereus i¢in hedeflenen bolge uzunlugu 796 bg ve Kp2F primeri ile K.

pneumoniae patojeni i¢in ise 458 bg olarak belirlenmistir.

EM4  grubunda yer alan patojen mikroorganizmalar igin yapilan PCR
amplifikasyonlar1 kalip DNA (koloni siispansiyonu ve kromozomal DNA), ileri ve geri
primer miktarlart 1’er pL (10 uM) olarak kullanilmistir. Ayn1 PCR kosullarinda A.
hydrophila (686 bg), B. cereus (784 bg) ve K. pneumoniae (458 bg) patojenlerinin tek olarak
amplifikasyonlar1 dogrulamak icin PCR tepkimesi gerceklestirilmis ve Sekil 4.13’te
gdsterilmistir. Diger amplifikasyon gruplarinda oldugu gibi EM4 grubu icerisinde yer alan
patojen mikroorganizmalarin belirlenmesi igin alternatif primer kullanimi ve degistirilen
PCR sartlar1 ile PCR islemleri gerceklestirilmistir. Basarili sekilde gergeklestirilen tekli
(AhF-R, BcF-R ve KpF-R) amplifikasyonlar takiben, multipleks PCR amplifikasyonlari
ikili (Ah-Bc, Ah-Kp ve Bc-Kp) ve tigli (Ah-Bc-Kp) primer ¢iftleri kullanilarak

gerceklestirilmistir. Basarili olmayan, beklenenden farkli amplifikasyon bantlar1 olusan

reaksiyonlardan sonra PCR bilesenleri ve kosullarinda degisiklikler yapilmistir.
1 2 3 4 5 6 7

784 b¢
686 bg
458 be

Sekil 4.13. A. hydrophila, B. cereus ve K. pneumoniae patojenlerinin belirlenmesi. 1: Markir,
2-3: A. hydrophila; 4-5: B. cereus ve 6-7: K. pneumonia
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Yapisma sicakligi ve stiresi 50 °C’de 1 dk. ve 50 °C’de 1.30 dk. olarak
degistirildiginde, ikili PCR amplifikasyonu ile A. hydrophila - B. cereus (Sekil 4.14, Line 1-
2-7-8) ve A. hydrophila - K. pneumoniae (Sekil 4.14, Line 3-4) basarili bir amplifikasyon
gerceklesmezken B. cereus - K. pneumoniae (Sekil 4.14, Line 5-6) amplifikasyonlar1 basarili
sekilde gerceklestirilmistir. A. hydrophila - B. cereus - K. pneumoniae (Sekil 4.14, Line 7-
8) ticlii amplifikasyonu ise beklenen bantlar elde edilemediginden basarili olmamistir. Sekil
4.14, Line 9 ve 10’da ¢oklu amplifikasyonlar1 dogrulamak amaci ile tekli amplifikasyonlar

jelde ¢oklu olarak gosterilmistir.

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

1000 b 784 E@
686 be
500 be 458 b

Sekil 4.14. A. hydrophila, B. cereus ve K. pneumoniae patojenlerinin multipleks (ikili ve
ticlii) PCR sartlarinda belirlenmesi. 1,8: Markir; 2-3: Ah-Bc; 4-5: Ah-Kp; 6-7:
Bc-Kp; 9-10: Ah-Bc-Kp; 11-12: Ah-Bc-Kp (tekli PCR firlinlerinin  ¢oklu
gosterimi)

EM4 grubunu yer alan A. hydrophila, B. cereus ve K. pneumoniae patojen
mikroorganizmalar1 farkli kalip DNA (koloni siispansiyonu ve kromozomal DNA), primer
ve PCR sartlarinda amplifikasyonlar gerceklestirilmis, ancak hedeflenen ti¢lii amplikonlar
elde edilememis ikili amplikonlar elde edilmistir. Dolayis1 ile EM4 Multipleks PCR iki tiirii

tanimlayan bir protokol olarak (Bc-Kp) gelistirilmistir.

Literatiir taramasinda ise bu patojen mikroorganizmalar1 tek bir reaksiyonda es
zamanli olarak tanimlayabilen Multipleks PCR uygulamalarina rastlanmamakla birlikte
Unipleks PCR ile ilgili ¢ok fazla ¢calisma mevcut degildir (Chu ve Lu, 2005; Yang ve ark.,
2005; Panangala ve ark., 2007; Park ve ark., 2007; Thong ve ark., 2011).
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4.2. Es Zamanh PCR ile Hedef Gida Patojenlerin Kantitatif Olarak Belirlenmesi

Real Time PCR teknolojisi hedef DNA dizisine 6zgii (Tagman teknolojisi gibi) veya
amplifiye olmus DNA fragmentlerini belirleyebilen (SYBR-Green gibi) teknikleri i¢eren
giincel metotlar arasinda yer almaktadir. Bu teknolojide PCR ile amplifiye edilen hedef DNA
fragmentleri floresan isaretleyiciler ile es zamanli olarak izlenebilmekte ve bu hedef diziler
ile ¢cok diisiik miktarlarda bile kalitatif ve kantitatif olarak belirlenebilmektedir. Floresan
Ozellikte boya veya problarin olusturdugu floresan 1s1ma, PCR amplifikasyonu sirasinda
olusan amplifikasyon firiinii ile dogru orantilidir ve kantitatif analiz yapabilmeye imkani
tanimaktadir. Real Time PCR teknolojisi 6zellikle mikroorganizma dinamiginin ve gen
ekspresyon seviyelerinin belirlenmesi gibi biyolojik arastirmalarda yaygin olarak

kullanilmaktadir.

Gida kaynakli mikrobiyal patojenlerin karakterizasyonunda Real Time PCR
teknolojisi kullanimi 6nemli bir yaklasimdir. Real Time PCR tekniginin mikrobiyal yiik ile
ilgili bilgi vermesi, diisik miktarlarin bile tespit edilebilmesi, hizli bir sekilde
tanimlayabilme gibi ozellikleri ile mikrobiyal patojenlerin identifikasyonunda Snemli
ustiinliikler saglamaktadir. Bu teknolojide kisa bir zenginlestirme uygulanarak 1 kob/g
belirleme limitine kadar inilebilmekte ve 6zellikle gidalarda bulunan E. coli O157:H7 ve L.
monocytogenes gibi sifir tolerans taninan patojenleri tanimlamada bile yliksek bir hassasiyet
gostermektedir (Hanna ve ark., 2005). Real Time PCR teknolojisi ile birgok mikrobiyal
patojen tanimlanmis ve gidalardaki mikrobiyal potansiyelleri tespit edilmistir. C. jejuni, S.
enterica, L. monocytogenes, S. aureus ve E. coli O157:H7 patojenleri gibi gida kaynakli
hastaliklardan biiyiik 6l¢iide sorumlu olan mikroorganizmalar tanimlanmistir (Elizaquivel
ve ark., 2008; Cheng ve ark., 2012; Garrido ve ark., 2012; Koppel ve ark., 2013). Real Time
PCR ile mikrobiyal patojenleri tanimlamada en yaygin olarak kullanilan Real Time PCR
yaklasimlar1 SYBR-Green ve Tagman belirleme teknikleridir (Chon ve ark., 2012; Wang ve
ark., 2012; Ueda ve ark., 2013). Ayrica FRET, molekiiler boncuk, LNA (Locked Nucleic
Acid) prob, akrep primerleri kullanilarak patojen mikroorganizma identifikasyonlar
yapilmistir (O'Grady ve ark., 2008; Omiccioli ve ark., 2009; Kotzekidou, 2013).

Real Time PCR teknolojisi ile olusan amplifikasyon grafigi; i-dogrusal zemin faz, ii-
erken tissel faz, iii- tissel faz ve iv-diiz faz olarak tanimlanan dort asamadan olugsmaktadir

(Sekil 4.15). PCR amplifikasyonunun heniiz basladigi dolayisi ile floresan 1simanin heniiz

62



Ol¢iilebilir seviyede olmadigi asama dogrusal zemin fazdir. Real Time PCR analizlerinde
onemli parametrelerden biri olan Temel c¢izgi (baseline) amplifikasyonun baglangic
asamasinda (dogrusal zemin fazinda) hesaplanmaktadir. PCR amplifikasyonunun iissel
olarak artig gosterdegi ve bunu bagl olarak floresan 1isitmanin anlamli bir degere ulastigi
asama erken tiissel faz olarak tanimlanmaktadir. Erken iissel faz asamasinda amplifikasyonun
esik degeri (treshold) belirlenmektedir. Ayni zamanda esik degere karsilik gelen PCR dongii
sayis1 esik deger dongiisii olarak ifade edilmekte ve Ct ile gosterilmektedir. Ct degeri (esik
dongti degeri) kantitatif analizlerde referans bir paramatre olup amplifikasyonun
gerceklesmeye basgladigi dongii sayisi ve kalip DNA miktar ile ilgili bilgi vermektedir.
Amplifikasyonun olgiilebilir seviyeye ulagmasi (Ct degeri) kalip DNA miktarinin yiiksek
oldugu zaman daha dnceki dongiilerde gozlenmektedir. Dolayist ile kiigiik Ct degerleri PCR
amplifikasyonunun yiiksek DNA miktarindan dolay: erken basladigini ifade etmektedir
(Schmittgen ve Livak, 2008). Baska bir ifade ile Ct degeri ile DNA miktar1 arasinda ters
iligki bulunmakta ve regresyon grafikleri azalan yonde bir egilim gostermektedir. PCR
amplifikasyonu devam ederken her dongii sonunda amplifikasyon firiinleri iissel olarak
artmakta ve takiben optimum amplifikasyon periyoduna ulagsmakta ve bu faz tissel faz olarak
tanimlanmaktadir. Amplifikasyon grafiginin son asamasi olan diiz faz asamasinda ise
reaksiyon bilesenleri tlikenme noktasina gelmis ve bu asamada artan floresan yogunlugu

verilerini hesaplamak miimkiin olmamaktadir (Wong ve Medrano, 2005).
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Sekil 4.15. Real Time PCR amplifikasyon grafiginin sematik gosterimi
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Esik deger dongii sayist ABI PRISM (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA)
literatiirlerinde esik dongii degeri ‘Ct’ olarak, LightCycler literatiirlerinde (Roche Applied
Science, Indianapolis, IN, USA) ise gegis noktast ‘Cp’ olarak tanimlanmaktadir (Wong ve
Medrano, 2005). Calismamizda ABI PRISM cihazi kullanilmis ve amplifikasyonlar Ct
degeri olarak ifade edilmistir. Amplifikasyonlar Tagman problar kullanilarak Unipleks ve
Multipleks olarak yapilmistir.

4.2.1. Unipleks Real Time PCR sartlarimin standardizasyonu ve mikroorganizma

sayisina bagh amplifikasyon kalibrasyon egrilerinin olusturulmasi

Patojen mikroorganizmalar Materyal ve Metot 3.4’de belirtildigi gibi bir gece (=16
saat) inkubasyona tabi tutulmus ve gelisen kiiltirden ayrilan 1 mL bakteri kiltiirii
kromozomal DNA izolasyonunda, ayrilan ikinci 1 mL kiiltlir ise mikroorganizma sayimi
(kob/mL) i¢in kullanilmistir. Ayn1 kiiltiirden izole edilen DNA miktar1 (ng/pL) ile sayilan
koloniler (kob/mL) arasindaki iliski (r’) Real Time PCR analizlerinde DNA
konsantrasyonundan mikroorganizma sayilarini belirlemede kullanilmigtir. On iki farkli
patojen mikroorganizma igin planlanan Real Time PCR amplifikasyonunda kullanilan
primerler ile Tagman problar Cizelge 3.4’de ve Unipleks Real Time PCR bilesenleri ve

kosullar1 ise Materyal ve Metot 3.7°de belirtilmistir.

Referans patojen mikroorganizmalarin Real Time PCR amplifikasyonlari
gerceklestirilmis, ancak A. hydrophila ve B. cereus patojenleri igin teorik olarak beklenen
sonuglar deneysel olarak elde edilememistir. A. hydrophila ve B. cereus patojenlerinin Real
Time PCR ile analizlerinde primer ve problar igin referans olarak alinan g¢alismalardaki
(Fricker ve ark 2007; Trakhna ve ark., 2009) kosullar ve alternatif PCR kosullar1 denenmis
ancak basarili PCR amplifikasyonlar1 elde edilememistir. Bunun yaninda her patojen
mikroorganizma igin belirlenen hedef genleri disinda i¢ kontrol (internal) olarak kullanilan
universal 16S rRNA bolgesi de PCR analizlerine dahil edilmistir. Hedef patojen
mikroorganizmalar i¢in universal primer ve prob kullanildiginda basarili amplifikasyonlar
gerceklesmistir. Real Time PCR amplifikasyon iiriinleri kontrol amagh % 2,5’luk agaroz
jelde goriintiilenmis ve A. hydrophila patojeni hedef bolgesinin amplifiye oldugu ancak B.
cereus icin amplifikasyonun olmadigi gézlenmistir. Boylece, A. hydrophila patojeni igin
problemin prob odakli olabilecegi diisiiniilmiistiir. A. hydrophila patojeni i¢in belirlenen
prob niikleotid eklenerek modifiye edilerek AhP2 (Hex-AGTTCAAGGCC-
GATGTCAGTT-Q1) probu tasarlanmistir. B. cereus patojeni igin ise literatiirde (Lim ve
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ark., 2011) belirtilen alternatif primer ve prob setleri kullanilmistir. Yeni primer ve problar
ile de beklenilen amplifikasyonlar elde edilememistir.

Real Time PCR amplifikasyonunun kalip DNA konsantrasyonu ve koloni sayisi ile
iliskilendirilmesi gerekmektedir. On calismalarimizda fakli sayida koloni bulunduran
kiiltiirlerden izole edilen DNA miktarlart iliskilendirilmis ve arada giiglii korelasyon
(r’=0.99) ve y = 0,0728x + 0,5506 iliski denklemi bulunmustur. Dolayis1 ile DNA

konstrasyonu ile elde edilen amplifikasyonlar koloni sayisi i¢in uygulanabilir niteliktedir.

Real Time PCR amplifikasyonu ile kalip DNA konsantrasyonu arasindaki iliskiyi
tespit etmek igin patojen mikroorganizmadan izole edilen kromozomal DNA’lardan seri
seyreltmeler (1:2 oraninda) kullanilmistir. Seyreltilen DNA’lar kullanilarak elde edilen
amplifikasyon sonuglari ile standart kalibrasyon egrisi ¢izilmistir. Kalibrasyon egrileri seri
dilusyonlara ait DNA konsantrasyonu ile her bir dilusyon igin tespit edilen Ct degerleri
arasindaki logaritmik iligki belirlenerek olusturulmustur. Ayrica, izole edilen DNA’larin
mikroorganizma sayimi (kob/mL) yapildigindan mikroorganizma sayisinin logaritmik
degerine karst Ct degerleri kullanilarak kalibrasyon egrileri olusturulmus ve

mikroorganizma sayis1 ve Ct degeri arasindaki iligki belirlenmistir.

Ct degeri tahmini ve analiz sonrasi elde edilen veriler Real Time PCR cihazinin
(7500 Fast Applied Biosystems, Foster City, CA, USA) yazilimi ile yapilmistir. Ayrica
amplifikasyon verileri Excel programina aktarilmis ve iki degiskenli grafik analizleri
yaptlmistir. Calismada kullanilan patojenler i¢in tekli Real Time PCR amplifikasyonu
standardizasyonu Bulgular ve Tartisma 4.2.1.2- 4.2.1.11’de detaylandirilmistir.

4.2.1.1. Brucella melitensis miktarinin Real Time PCR ile belirlenmesi

B. melitensis referans patojen susun Real Time PCR ile analizlerinde tiire 6zgii
BMEII0466 geni hedef gen bolgesi olarak belirlenmis ve bu bolgeye spesifik primerler ve
prob Cizelge 3.4’te belirtilmistir. Bu patojen mikroorganizmadan izole edilen kromozomal
DNA’dan seri seyreltmeler ile elde edilen DNA dilusyonlari kalip DNA olarak kullanilmis
ve herbiri 3 tekrarli PCR amplifikasyonu gergeklestirilmistir. B. melitensis patojeninden
izole edilen kromozomal DNA (183,30 ng/uL) 1:2 dilusyon oraninda 8 kat seyreltilmis, her
bir seyreltilmis DNA amplifiye edilmis ve Sekil 4.16’de gosterilen Real Time amplifikasyon
grafigi elde edilmistir. DNA konsantrasyonlart 183,30-1,43-ng/ul. arasinda degisim
gosteren DNA dilusyonlarinin esik deger dongiileri (Ct) ise 19,63 ile 26,86 dongii arasinda

hesaplanmustir.
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Seyreltilmis DNA standartlarindan elde edilen Ct degerine karsilik gelen DNA
konsantrasyonu ve mikroorganizma sayilar1 belirlenmis, dogrusal bir kalibrasyon egrisi
olusturmak i¢in DNA konsantrasyonlar1 ve mikroorganizma sayilarimin logaritmalari

alimmustir (Cizelge 4.4).
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Sekil 4.16. B. melitensis referans susuna ait seyreltilmis DNA standartlarinin amplifikasyon
grafigi. DNA dilusyonlari; 1: Bm 1X, 2: Bm 1:2X, 3: Bm 1:4X, 4: Bm 1:8X, 5:

Bm 1:32X, 6: Bm 1:64X, 7:Bm 1:128X
BMEI10466 hedef geninin amplifikasyonu sonucu elde edilen Ct degerleri ile DNA
konsantrasyonu ve mikroorganizma sayilariin logaritmik degerleri kullanilarak kalibrasyon

egrileri olusturulmustur. Ct degeri ve logaritmik DNA konsantrasyonu arasindaki dogrusal

iliski belirlenmis ve korelasyon katsayisi 0,9987 olarak tespit edilmistir (Sekil 4.17).

Cizelge 4.4. B. melitensis patojeni i¢in standart DNA dilusyonlart ve amplifikasyon sonucu
elde edilen degerler

DNA Dilusyonu ~ Cr DNA Konsantrasyonu  Mikroorganizma Sayisi

ng/uL kob/mL (x10°)
Bm 1X 19,63 183,30 350
Bm 1:2X 20,84 91,65 180
Bm 1:4X 21,72 45,83 88
Bm 1:8X 22,95 22,91 44
Bm 1:32X 24,76 5,73 11
Bm 1:64X 25,78 2,86 55
Bm 1:128X 26,86 1,43 2,7

Regresyon denklemi ise “y = -3,3713x + 27,37” olarak bulunmustur. B. melitensis
patojen mikroorganizmasi i¢in Ct degeri ve logaritmik mikroorganizma sayisi arasindaki
iliski ise ayni1 korelasyon katsayisi ve “y = -3,3713x + 48,547 regresyon denklemi ile
belirlenmistir (Sekil 4.18).
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Sekil 4.17. B. melitensis BMEII0466 hedef geni icin olusturulan kalibrasyon egrisi. Esik
dongii degerine (Ct) kars1 logaritmik DNA konsantrasyonu arasindaki dogrusal

iliski
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Sekil 4.18. B. melitensis BMEII0466 hedef geni igin olusturulan kalibrasyon egrisi. Esik
dongli degerine (Ct) kars1 logaritmik mikroorganizma sayisi arasindaki
dogrusal iligki

Brucella mikroorganizmasinin Real Time PCR’da tanmimlanmasi ile ilgili diger
patojenlere gore ¢ok sayida arastirmaya rastlanmamistir. Genellikle genus bazinda Brucella
tiirlerini, B. melitensis ve B. abortus mikroorganizmalarini belirlemek amaciyla gelistirilmis

Real Time PCR protokolleri dikkat cekmektedir (Redkar ve ark., 2001; Probert ve ark., 2004;

Debeaumont ve ark., 2005; Hini¢ ve ark., 2008; Bounaadja ve ark., 2009; Tomaso ve ark.,

2010; Winchell ve ark., 2010). Real Time PCR analizlerinde bcsp31, per, 1S711, alkB,

BMEI10466 ve 1S711 gen bolgeleri amplifikasyon igin ¢ogunlukla hedeflenen bolgelerdir.
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4.2.1.2. Campylobacter jejuni miktarmin Real Time PCR ile belirlenmesi

Campylobacter jejuni’de tiire 6zgii hipO genini amplifiye eden primer ve prob
kullanilarak (Cizelge 3.4) C. jejuni referans patojeninin kuantifikasyonu Real Time PCR ile
gergeklestirilmistir. Izole edilen DNA nin 1X — 128X arasinda degisen dilusyonlar1 kalip
olarak kullanilarak amplifikasyon yapilmistir (Sekil 4.19).

400.000 |
350.000
300.000
250.000

200.000 1, /
150.000 - i

\ 7
100.000 | /%6

50.000 |\ 7

4] —— e e —— - _ T

ARN

2 & 4 B 10 12 1 W WA 2 N W MM N R NN B O QS
Dangi

Sekil 4.19. C. jejuni referans susuna ait seyreltilmis DNA standartlarinin amplifikasyon
grafigi. DNA dilusyonlart; 1: Cj 1X, 2: Cj 1:4X, 3: Cj 1:8X, 4: Cj 1:32X, 5: Cj
1:64X, 6: Cj 1:128X

Izole edilen ve konsantrasyonu 495,75 ng/uL olarak 6lciilen kromozomal DNA’nin

(Cj 1X olarak isimlendirilmis) seyreltilmis DNA standartlar1 analiz edilmis ve her birine

karsilik gelen Ct degerleri belirlenmistir (Cizelge 4.5). Ayrica DNA dilusyonlarinin

konsantrasyonlar1 ve mikroorganizma sayilarinin logaritmik degerleri hesaplanmistir.

Cizelge 4.5. C. jejuni patojeni igin standart DNA dilusyonlar1 ve amplifikasyon sonucu elde
edilen degerler

DNA Dilusyonu Ct DNA Konsantrasyonu  Mikroorganizma Sayisi

ng/uL kob/mL (x10%)
Cj1X 32,01 495,75 610
Cj 1:4X 33,29 123,94 150
Cj 1:8X 34,13 61,97 76
Cj1:32X 36,22 15,49 19
Cj 1:64X 36,74 7,75 9,5
Cj 1:128X 37,50 3,87 4,7

C. jejuni patojeninin hipO geni tespit edilen en diisiik DNA konsantrasyonu ve ona

karsilik gelen mikroorganizma sayis1 3,87 ng/uL ve 4,7x10* kob/mL olarak tespit edilmistir.
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Ct degerlerine karst DNA konsantrasyonun logaritmik egrisi 0,992 korelasyon
katsayisi ile elde edilmistir (Sekil 4.20). Ct degerine karst mikroorganizma sayisinin
logaritmik artisinin ¢izilen kalibrasyon egrisinde de ayni korelasyon katsayis1 belirlenmistir
(Sekil 4.21). Boylece C. jejuni patojen mikroorganizmasi i¢in Ct degerine karsi logaritmik
DNA konsantrasyonu ve mikroorganizma sayisi arasindaki dogrusal iliski belirlenmistir.

Olusturulan egrilerin regresyon denklemleri Sekil 4.20 ve 4.21°de belirtilmistir.
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Sekil 4.20. C. jejuni hipO hedef geni i¢in olusturulan kalibrasyon egrisi. Esik dongii degerine
(Ct) kars1 logaritmik DNA konsantrasyonu arasindaki dogrusal iligki
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Sekil 4.21. C. jejuni hipO hedef geni i¢in olusturulan kalibrasyon egrisi. Esik dongii degerine
(Ct) kars1 logaritmik mikroorganizma sayisi arasindaki dogrusal iliski

Bu ¢alismada C. jejuni patojeni i¢in hipO geninin amplifikasyonu ile identifikasyon
yapilmistir. Farkli ¢alismalarda ise 16S rRNA, ccON, cadF ve hsp60 gibi hedef genler
kullanilmistir (Park ve ark., 2011; Toplak ve ark., 2012; Alves ve ark., 2016). C. jejuni igin
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ornek zenginlestirme islemi uygulanmadan 10% kob/mL belirleme limiti ve 24 saatlik bir
zenginlestirme uygulanarak ise 1 kob/mL belirleme limiti ile tespit edilmistir (Alves ve ark.,
2016). SYBR-Green belirleme teknigi kullanilarak ise 53 kob/mL olarak en diisiik belirleme
limiti belirlenmistir (Park ve ark., 2011).

C. jejuni patojeni diisik bir mikrobiyal yiikk ile (10%-10° kob) hastalik
olusturabilmektedir. Bu nedenle Real Time PCR ile daha diisiik belirleme limitlerine

inebilmek C. jejuni gibi patojenlerin karakterizasyonu i¢in énem tagimaktadir.

4.2.1.3. Clostridium perfringens miktarimin Real Time PCR ile belirlenmesi

C. perfringens patojen mikroorganizmasi plc geninin amplifikasyonuna bagli olarak
Real Time PCR ile karakterize edilmistir. izole edilmis ve Cp1X olarak isimlendirilmis DNA
(Cp 1X: 613,76 ng/uL) seyreltilerek standart DNA dilusyonlar1 olusturulmustur. Bu kalip
DNA dilusyonlar1 ve Cizelge 3.4’te belirtilen tiire 6zgii primer ve prob kullanilarak Real
Time PCR analizleri gergeklestirilmistir. Real Time PCR analiz sonuglar1 incelendiginde,
Cp 1:X ve Cp 1:16X olarak tanimlanan DNA dilusyonlar1 disindaki standart DNA’larin
basarili bir sekilde amplifiye oldugu goriilmiis ve kantitatif analizler i¢in yapilan

hesaplamalara dahil edilmistir (Sekil 4.22).
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Sekil 4.22. C. perfringens referans susuna ait seyreltilmis DNA standartlarinin
amplifikasyon grafigi. DNA dilusyonlar; 1: Cp 1:2X, 2: Cp 1:4X, 3: Cp 1:8X,

4: Cp 1:32X, 5: Cp 1:64X, 6: Cp 1:128X
Real Time PCR analizleri 6ncesinde C. perfringens mikroorganizmast i¢in belirlenen

DNA konsantrasyonlar1 ve mikroorganizma sayilarinin logaritmik degerleri hesaplanmaistir.

Ayrica PCR analizleri sonucu DNA dilusyonlarmin Ct degerleri belirlenmistir (Cizelge 4.6).
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Cizelge 4.6. C. perfringens patojeni i¢in standart DNA dilusyonlar1 ve amplifikasyon sonucu
elde edilen degerler

DNA Dilusyonu Ct DNA Konsantrasyonu  Mikroorganizma Sayisi

ng/uL kob/mL (x10%)
Cp 1:2X 15,91 306,88 190
Cp 1:4X 16,56 153,44 95
Cp 1:8X 17,22 76,72 47
Cp 1:32X 20,24 19,18 12
Cp 1:64X 21,51 9,59 59
Cp 1:128X 22,14 4,79 3,0

Metodun belirleyebildigi en diisiik limit DNA konsantrasyonu bazinda 4,7 ng/uL ve
mikrobiyal yiik bazinda ise 4,4x10* kob/mL’dir. plc geni icin Ct degerine karsi DNA
konsantrasyonu ve toplam mikrobiyal yiik arasindaki iliski olusturulan kalibrasyon egrileri
ile belirlenmistir (Sekil 4.23 ve 4.24). Seyreltilmis DNA standartlari ile ¢izilen kalibrasyon
egrisi 6 standart noktadan olusmustur. C. perfringens patojen mikroorganizmasini plc
geninin amplifikasyonu ile kantitatif olarak tanimlayabilecek bu yeni ydntem 0,982

hassasiyete sahiptir.
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Sekil 4.23. C. perfringens plc geni i¢in olusturulan kalibrasyon egrisi. Esik dongii degerine
(Ct) kars1 logaritmik DNA konsantrasyonu arasindaki dogrusal iliski

C. perfringens ile ilgili galismalarda genellikle alfa (cpa), beta (cpb), iota (ia), epsilon

(etx), beta2 (cpb2) toksin genleri ve enterotoksin (cpe) geni tanimlama igin kullanilmistir

(Albini ve ark., 2007; Grant ve ark., 2008; Gurjar ve ark., 2008; Wang ve ark., 2010; Wu ve

ark., 2011; Jung-Whan ve ark., 2012). Bu ¢aligmada ise C. perfringens mikrobiyal patojeni

bir alfa toksin geni olan plc (cpa) geninin amplifikasyonu ile karakterize edilmistir.
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Sekil 4.24. C. perfringens plc geni i¢in olusturulan kalibrasyon egrisi. Esik dongii degerine
(Ct) kars1 logaritmik mikroorganizma sayisi arasindaki dogrusal iligki

C. perfringens mikrobiyal patojeni SYBR-Green teknolojisi kullanilarak cpe geninin

amplifikasyonu ve 0,845 hassasiyet ile tespit edilmistir (Wu ve ark., 2011). Bu ¢alismada

Tagman teknoloji kullanarak olusturdugumuz metodun daha hassas oldugu goériilmektedir.

Bu farkin belirleme teknolojilerinden kaynakli olabilecegi diisiiniilmektedir. C. perfringens

patojeni ile Real Time PCR uygulamalarinin fazla olmadig1 goriilmektedir. Dolayisi ile bu

caligma C. perfringens patojeninin tanisinda alternatif bir yontem olusturmaktadir.

4.2.1.4. Cronobacter sakazakii miktarinin Real Time PCR ile belirlenmesi

C. sakazakii patojenini Real Time PCR ile belirlemek amaciyla mms geni
amplifikasyon i¢in se¢ilmis, Cizelge 3.4’te belirtilen primer ve prob kullanilarak amplifiye
edilmistir. Referans suslardan izole edilen kromozomal DNA 1:2 oraninda 8 Xkat
seyreltilmigtir. Bu DNA dilusyonlar1 Real Time PCR ile analiz edilmis, elde edilen
amplifikasyon tirtinleri i¢in Ct degerleri belirlenmistir (Sekil 4.25). DNA konsantrasyonlari,
mikroorganizma sayilar1 ve Ct degeri arasindaki iliski ise ¢izilen kalibrasyon egrileri ifade
edilmistir. C. sakazakii mikroorganizmasi i¢in 3 tekrarli bagimsiz olarak 8 DNA dilusyonu
analiz edilmis sadece Cs 1:2X olarak isimlendirilen seyreltilmis DNA standardinin

amplifikasyonundan sonu¢ alinamamistir (Cizelge 4.7).

Cizelge 4.7°de C. sakazakii referans mikroorganizmasinin DNA konsantrasyonlari,
mikrobiyal yiikk ve Ct degerleri gosterilmistir. Bu degerler kullanilarak amplifikasyon
tirtinleri ile DNA konsantrasyonu ve mikrobiyal yiik arasindaki iliski olusturulan kalibrasyon

egrileri ile belirlenmistir (Sekil 4.26 ve 4.27).
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Sekil 4.25. C. sakazakii referans susuna ait seyreltilmis DNA standartlarinin amplifikasyon
grafigi. DNA dilusyonlari; 1: Cs 1X, 2: Cs 1:4X, 3: Cs 1:8X, 4: Cs 1:16X, 5: Cs
1:32X, 6: Cs 1:64X, 7: Cs 1:128X

mms geninin amplifiye olmasi ile elde edilen Ct degeri ile DNA konsantrasyonu
arasindaki logaritmik iliski 0,980 hassasiyet ile tespit edilmistir. Analizler sonucunda
regresyon denklemi “y =-3,2139x + 26,99 olarak bulunmustur. Kalibrasyon egrisinin DNA
konsantrasyonu bazinda dinamik aralig1 3,44-440,60 ng/uL ve mikrobiyal yiik bazinda ise

8,3x10° - 1,1x10°® kob/mL arasinda belirlenmistir.

Cizelge 4.7. C. sakazikii patojeni i¢in standart DNA dilusyonlar1 ve amplifikasyon sonucu
elde edilen degerler

DNA Dilusyonu Ct DNA Konsantrasyonu  Mikroorganizma Sayisi

ng/uL kob/mL (x10°)
Cs1X 18,36 440,60 1100
Cs 1:4X 20,19 110,15 270
Cs 1:8X 21,51 55,08 130
Cs 1:16X 22,65 27,54 67
Cs 1:32X 23,86 13,77 33
Cs 1:64X 24,23 6,88 17
Cs 1:128X 24,83 3,44 8,3

C. sakazakii i¢in 0,99 hassasiyet ve 10% kob/mL’ye belirleme limiti ile yeni bir Real
Time PCR metodu gelistirilmistir (Wang ve ark., 2012). Ayrica farkli bir Real Time PCR
metodu ile C. sakazakii patojeni ¢ok diisiik miktarda (10° kob/mL) belirlenmistir (Seo ve
Brackett, 2005). Bu mikrobiyal patojen 10°-10° kob gibi degisen belirleme limitleri ve mms,
G operon, IA operon gibi hedef bolgeler ile birgok Real Time PCR uygulamasinda
karakterize edilmistir (L1 ve ark., 2006; Hyeon ve ark., 2010; Wang ve ark., 2012). Bu tez
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calismasinda ise 0,98 hassasiyet ile mms geni ile C. sakazakii tanimlamasi yapilmis ve bu

yeni yontem giincel alternatif bir metot 6zelligi tasimaktadir.
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Sekil 4.26. C. sakazakii mms operon geni i¢in olusturulan kalibrasyon egrisi. Esik dongii
degerine (Ct) kars1 logaritmik DNA konsantrasyonu arasindaki dogrusal iliski
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Sekil 4.27. C. sakazakii mms operon geni i¢in olusturulan kalibrasyon egrisi. Esik dongii
degerine (Ct) kars1 logaritmik mikroorganizma sayisi arasindaki dogrusal iligki

4.2.1.5. Escherichia coli O157:H7 miktarimin Real Time PCR ile belirlenmesi

Shiga toksini iireten (Stx2) genin amplifikasyonu ile E. coli O157:H7 referans
patojenini karakterize edebilmek amaciyla Real Time PCR analizi gergeklestirilmistir.
Analizlerde kullanilan primer ve prob Cizelge 3.4’te belirtilmistir. Real Time PCR analizleri
icin izole edilen DNA konsantrasyonu (EcO 1X ) 806,75 ng/uL olarak Olgiilmiistiir.
Uygulanan seri dilusyonlar ile (1:2 oraninda 9 kat) seyreltilmis DNA standartlari

olusturulmustur. Real Time PCR analizleri sonrasinda DNA standartlarinin amplifikasyon
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grafikleri Sekil 4.28’de goriilmektedir. Stx2 geni biitin DNA standartlarinda basarili bir
sekilde amplifiye edilmistir.
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Sekil 4.28. E. coli O157:H7 referans susuna ait seyreltilmis DNA standartlarinin
amplifikasyon grafigi. DNA dilusyonlart; 1: EcO 1X, 2: EcO 1:2X, 3: EcO
1:4X, 4: EcO 1:8X, 5: EcO 1:16X, 6: EcO 1:32X, 7: EcO 1:64X, 8: EcO 1:128
X, 9:EcO 1:256X

E. coli O157:H7 patojeni i¢in Real Time PCR analizleri sonucu esik degeri dongii
sayilari tespit edilmistir. Yine bu patojen i¢cin DNA dilusyonlarinin DNA konsantrasyonlari
ve onlara kargilik gelen mikroorganizma sayilari hesaplanmstir (Cizelge 4.8). Ayrica DNA
konsantrayonlar1 ve mikroorganizma sayilarinin dogrusal bir kalibrasyon egrisi ¢izmek
amaciyla logaritmik degerleri alinmistir. Bu metot ile dinamik aralik kromozomal DNA igin
yaklagik 3-806 ng/uL olarak belirlenmistir. E. coli O157:H7 patojeni i¢in toplam mikrobiyal
yiik ise 3,5x10°- 9x107 kob/mL olarak tespit edilmistir.

Cizelge 4.8. E. coli O157:H7 patojeni igin standart DNA dilusyonlar1 ve amplifikasyon
sonucu elde edilen degerler

DNA Dilusyonu Ct DNA Konsantrasyonu  Mikroorganizma Sayisi

ng/pL kob/mL (x10°)
EcO 1X 17,01 806,75 900
EcO 1:2X 18,10 403,38 450
EcO 1:4X 19,21 201,69 230
EcO 1:8X 20,28 100,84 110
EcO 1:16X 21,42 50,42 56
EcO 1:32X 22,45 25,21 28
EcO 1:64X 23,53 12,61 14
EcO 1:128X 24,75 6,30 7,0
EcO 1:256X 25,99 3,15 35
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Ct degerine karsi DNA konsantrasyonu ve mikroorganizma sayisi baz alinarak

olarak bulunmustur. Kalibrasyon egrileri 9 standart noktadan olusan genis bir dinamik

araliga sahiptir (Sekil 4.29 ve 4.30).
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Sekil 4.29. E. coli O157:H7 stx2 geni igin olusturulan kalibrasyon egrisi. Esik dongi
degerine (Ct) kars1 logaritmik DNA konsantrasyonu arasindaki dogrusal iliski
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Sekil 4.30. E. coli O157:H7 stx2 geni igin olusturulan kalibrasyon egrisi. Esik dongi
degerine (Ct) karsi logaritmik mikroorganizma sayisi arasindaki dogrusal iliski

E. coli O157:H7 gida kaynakli mikroorganizmalar arasinda en yaygin olarak
calisilmig patojen olup en ¢ok amplifikasyonu gergeklesen hedef genler ise stx1, stx2, eae,
rfbE ve uidA genleridir. Bu ¢alismada da stx2 hedef gen bolgesinin amplifikasyonu ile bu
mikrobiyal patojenin tanimlamasi yapilmistir. E. coli O157:H7 ile ilgili Real Time PCR

calismalarinda 10°-10° kob arasinda degisen belirleme limitlerinde saptama yapilabilmistir.
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Bununla beraber bu ¢alismada oldugu gibi Tagman teknolojisi ile tanimlanmig ¢alismalarin
yani sira SYBR-Green, LNA prob ve Akrep primerleri gibi farkli belirleme teknolojileride
uygulanmistir (Sharma ve ark., 2000; Elizaquivel ve ark., 2008; Omiccioli ve ark., 2009;
Singh ve ark., 2009; Koppel ve ark., 2013).

4.2.1.6. Enterococcus faecalis miktarimin Real Time PCR ile belirlenmesi

16S rRNA geni hedef gen olarak belirlenerek Real Time PCR analizleri ile E. faecalis
patojen mikroorganizmasi nicel ve nitel olarak tanimlanmustir. E. faecalis i¢in izole edilen
kromozomal DNA’nin (Ef 1X: 518,4 ng/uL) 9 kat seri dilusyonlar1 ile kalibrasyon
noktalarint  belirleyen  seyreltilmis DNA  standartlarinin ~ amplifikasyonlar
gerceklestirilmistir (Sekil 4.31). E. faecalis patojen mikroorganizmasina 06zgii tiim
seyreltilmis DNA standartlarinin amplifikasyonlarinda basarili sonuglar elde edilmistir.
DNA konsantrasyonlar1 ve mikroorganizma sayilari bilinen seyreltik DNA dilusyonlarinin
analizler sonucunda Ct degerleri belirlenmistir (Cizelge 4.9). E. faecalis patojen
mikroorganizmast 16S rRNA geninin PCR ile amplifikasyonu i¢in analiz edilen seyreltilmis
kromozomal DNA’lar kullanildiginda analizi sonucu 15 ve 26. amplifikasyon dongiileri

arasinda Ct degerleri belirlenmistir.
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Sekil 4.31. E. faecalis referans susuna ait seyreltilmis DNA standartlarinin amplifikasyon
grafigi. DNA dilusyonlari; 1: Ef 1X, 2: Ef 1:2X, 3: Ef 1:4X, 4: Ef 1:8X, 5: Ef
1:16X, 6: Ef 1:32X, 7: Ef 1:64X, 8: Ef 1:128 X, 9: Ef 1:256X

Cizelge 4.9°da belirtildigi gibi 16S rRNA geni i¢in 2 ng/uL en diisiik belirlenen DNA
konsantrasyon miktar1 olmus ve mikroorganizma sayisi olarak en diisiik belirleme limiti ise

1,7x10* kob/mL olarak belirlenmistir. Ct amplifikasyon degeri ile DNA konsantrasyonu ve
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mikroorganizma sayisi arasindaki logaritmik iliski ise 0,999 olarak hesaplanmistir (Sekil

4.32 ve 4.33).

Cizelge 4.9. E. faecalis patojeni i¢in standart DNA dilusyonlar1 ve amplifikasyon sonucu
elde edilen degerler

DNA Dilusyonu Ct DNA Konsantrasyonu Mikroorganizma Sayisi

ng/ulL kob/mL(x10°)
Ef 1X 15,17 518,40 460
Ef 1:2X 16,43 259,20 230
Ef 1:4X 17,73 129,60 110
Ef 1:.8X 19,23 64,80 57
Ef 1:16X 20,54 32,40 29
Ef 1:32X 21,99 16,20 14
Ef 1:64X 23,12 8,10 7,1
Ef 1:128X 24,90 4,05 3,6
Ef 1:256X 26,35 2,03 1,8

E. faecalis patojen mikroorganizmasi i¢in Real Time PCR metodu kullanilarak
(5x10° ve 5x10° kopya/reaksiyon) 7 noktali ve 0,99 korelasyon katsayisi ile kalibrasyon
egrisi olusturulmustur. Metodun en diisiik belirleme limiti ise 5 kob/reaksiyon olarak tespit
edilmistir (He wve ark.,, 2005). Calismanin sonuglart bulgularimiz ile benzerlik

gostermektedir.
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Sekil 4.32. E. faecalis 16S rRNA geni i¢in olusturulan kalibrasyon egrisi. Esik dongii
degerine (Ct) kars1 logaritmik DNA konsantrasyonu arasindaki dogrusal iliski

Farkli bir ¢aligmada ise 16S rRNA gen bolgesinin amplifikasyonu ve SYBR-Green
teknoloji ile 0,98 hassasiyete sahip yeni bir Real Time PCR protokolii gelistirilmistir
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(Sedgley ve ark., 2005). Korelasyon katsayisinin bu ¢alismadaki bulgulara gore diisiik
olmas1 SYBR-Green belirleme teknolojinin Tagman teknolojisi kadar hassas olmamasindan

kaynakl1 olabilecegi diistiniilmiistiir.

Ef-16S rRNA
40
y =-4,633x + 50,52
30 r=0,999
&
20
10
5 6 7 8

Log Mikroorganizma Sayisi (kob/mL)

Sekil 4.33. E. faecalis 16S rRNA geni i¢in olusturulan kalibrasyon egrisi. Esik dongii
degerine (Ct) karsi logaritmik mikroorganizma sayisi arasindaki dogrusal iliski

4.2.1.7. Klebsiella pneuomannia miktarmin Real Time PCR ile belirlenmesi

phoE geni amplifikasyonu i¢in gerceklestirilen Real Time PCR tepkimeleri ile K.
pneuomannia patojen mikroorganizmast kalitatif ve kantitatif olarak belirlenmistir.
Analizlerde 8 farkli DNA dilusyonu test edilmis ve basarili amplifikasyonlar elde edilmistir
(Sekil 4. 34).
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Sekil 4.34. K. pneuomannia referans susuna ait seyreltilmis DNA standartlarinin
amplifikasyon grafigi. DNA dilusyonlari; 1: Kp 1X, 2: Kp 1:2X, 3: Kp 1:4X,
4: Kp 1:8X, 5: Kp 1:16X, 6: Kp 1:32X, 7: Kp 1:64X, 8: Kp 1:128 X
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Metodun dinamik araligi kromozomal DNA konsantrasyonu bazinda 1,6-412 ng/uL
ve toplam mikroorganizma sayis1 bakimindan ise 1,3x10°-3,4x107 kob/mL olarak tespit
edilmistir (Cizelge 4.10). DNA konsantrasyonlart ve mikroorganizmalarin logaritmik

degerleri kalibrasyon egrileri i¢in hesaplanmustir.

Cizelge 4.10. K. pneuomannia patojeni i¢in standart DNA dilusyonlar1 ve amplifikasyon
sonucu elde edilen degerler

DNA Dilusyonu Ct DNA Konsantrasyonu Mikroorganizma Sayisi

ng/pL kob/mL (x10°)
Kp 1X 16,50 412,75 340
Kp 1:2X 18,11 206,38 170
Kp 1:4X 19,13 103,19 84
Kp 1:16X 22,08 25,80 21
Kp 1:32X 23,07 12,90 11
Kp 1:64X 24,00 6,45 53
Kp 1:128X 25,20 3,22 2,6
Kp 1:256X 26,94 1,61 1,3

Hedef gen bolgesi icin ¢izilen standart egrilerin kalibrasyon noktalar1 1X (412,75
ng/uL) ile 1:256X (1,61 ng/ul) araliginda yer almaktadir. phoE hedef geninin
amplifikasyonuna bagli olarak belirlenen Ct degerine karst DNA konsantrasyonu ve
mikroorganizma sayis1 arasindaki iliski ise korelasyon katsayilar (r>=0,99) ile belirlenmistir

(Sekil 4.35 ve 4.36).
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Sekil 4.35. K. pneuomannia phoE geni i¢in olusturulan kalibrasyon egrisi. Esik dongii
degerine (Ct) karsi logaritmik DNA konsantrasyonu arasindaki dogrusal iliski
phoE genin amplifikasyonuna bagli olarak gelistirilen Real Time PCR protokoliinde
dinamik aralig1 10*-10° kopya/mL K. pneuomannia ya karsilik gelen kromozomal DNA ’lar
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ile olusturulan kalibrasyon egrisinde korelasyon katsayis1 0,998 olarak tespit edilmistir (Sun
ve ark., 2010). Bu calismanin sonuglar1 bulgularimiz ile benzerlik gostermektedir. Bu
patojen i¢in Real Time PCR ile yapilan uygulamalarda phoE geni disinda blakpc, khe, rmpA,
magA, 16S rRNA ve ntrA genleri de amplifiye edilmis ve genellikle SYBR-Green belirleme
teknolojisi kullanilarak bu patojenin identifikasyonu yapilmistir (Kurupati ve ark., 2004;
Cole ve ark., 2009; Hartman ve ark., 2009; Anbazhagan ve ark., 2011; Chen ve ark., 2012).
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Sekil 4.36. K. pneuomannia phoE geni i¢in olusturulan kalibrasyon egrisi. Esik dongii
degerine (Ct) karsi logaritmik mikroorganizma sayisi arasindaki dogrusal iliski

4.2.1.8. Listeria monocytogenes miktarmin Real Time PCR ile belirlenmesi

Listeria patojeni Real Time PCR teknoloji ile tespit etmek igin izole edilen
kromozomal DNA’nin seri dilusyonlari ile hazirlanan standart DNA’lar ile 3 paralel olarak
amplifiye edilmis 9 kalibrasyon noktasi olusturulmustur (Sekil 4.37). Real Time PCR
cihazinda analize tabi tutulan her bir standart kromozomal DNA i¢in cihazin yazilimi
kullanilarak Ct degerleri ile DNA arasindaki logaritmik iliski belirlenmis, standart egriler
cizilmigtir. Listeria i¢in tiire 6zgii hly hedef gen bdlgesi i¢in seyreltilmis kromozomal
DNA’lar ve onlara ait Ct, DNA ve mikroorganizma sayist hakkindaki bilgiler Cizelge
4.11°de belirtilmistir.

Listeria patojeninin tiire 06zgii hly geninin amplifikasyonu sonucu DNA
konsantrasyonlar1 ve mikroorganizma sayisina karsilik gelen Ct degerleri ile standart egriler
¢izilmistir. Olusturulan metodun dinamik araligi 1,17 ng/uL ile 298,30 ng/ul arasinda
degismektedir. Mikrobiyal yiik ise 4,0x10° kob/mL ile 1,0x10® kob/mL araliginda

tanimlanmistir. Kalibrasyon egrileri ¢izilerek belirlenen korelasyon katsayisi 0,998 ile bu iki
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degisken arasindaki iligki belirlenmis, metodun dogruluk ve hassasiyeti test edilmistir (Sekil

4.38 ve 4.39).

u 2 L 3 4 1d 12 14 m 2 2 2 X A XV B R B I 4

Déngi

Sekil 4.37. L. monocytogenes referans susuna ait seyreltilmis DNA standartlarinin
amplifikasyon grafigi. DNA dilusyonlari; 1: Lm 1X, 2: Lm 1:2X, 3: Lm 1:4X,
4: Lm 1:8X, 5: Lm 1:16X, 6: Lm 1:32X, 7: Lm 1:64X, 8: Lm 1:128 X, 9: Lm
1:256X

Cizelge 4.11. L. monocytogenes patojeni i¢in standart DNA dilusyonlar1 ve amplifikasyon
sonucu elde edilen degerler

DNA Dilusyonu Ct DNA Konsantrasyonu Mikroorganizma Sayisi

ng/uL kob/mL (x10°)
Lm 1X 15,60 298,30 1000
Lm 1:2X 16,40 149,15 520
Lm 1:4X 17,21 74,57 260
Lm 1:8X 18,09 37,29 130
Lm 1:16X 18,97 18,64 64
Lm 1:32X 19,94 9,32 32
Lm 1:64X 21,06 4,66 16
Lm 1:128X 21,84 2,33 8,0
Lm 1:256X 22,63 1,17 4,0

L. monocytogenes saglik agisindan yliksek risk potansiyeline sahip mikrobiyal
patojenlerden biridir. Bu patojenin mikrobiyal potansiyeli Real Time PCR teknoloji ile
belirlenmistir. Bu ¢aligmada oldugu gibi hly geninin amplikasyonuna dayanan ¢alismalarin
(Jothikumar ve ark., 2003; Singh ve ark., 2012) yani1 sira hlyA, hlyQ, prfA ve ssrA gibi hedef
genleri baz alan Real Time PCR calismalar1 da bulunmaktadir (O’Grady ve ark., 2008;
Omiccioli ve ark., 2009; Garrido ve ark., 2012; Garrido ve ark., 2013; K6ppel ve ark., 2013).
Bu ¢alismalarda belirlenen en diisiik belirleme limiti (ortalama 10° kob) bu ¢alismadaki

bulgulara gore daha diisiik bulunmustur.
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Sekil 4.38. L. monocytogenes hly geni igin olusturulan kalibrasyon egrisi. Esik dongi
degerine (Ct) kars1 logaritmik DNA konsantrasyonu arasindaki dogrusal iliski
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Sekil 4.39. L. monocytogenes hly geni igin olusturulan kalibrasyon egrisi. Esik dongii
degerine (Ct) kars1 logaritmik mikroorganizma sayis1 arasindaki dogrusal iliski

4.2.1.9. Staphylococcus aureus miktarimin Real Time PCR ile belirlenmesi

S. aureus patojen mikroorganizmasini Real Time PCR cihazi ile tanimlamak
amaciyla nuc geni amplifiye edilecek hedef gen olarak segilmistir. Bir gece inkube edilen
referans suslarmn kiiltiirlerinden kromozomal DNA’lar izole edilmis ve yine ayni kiiltiirler
kullanilarak yapilan yayma ydntemi ile toplam mikroorganizma sayimlar yapilmstir. izole
edilen DNA “Sa 1X” olarak ve seyreltilmis DNA standartlar1 ise bu baglamda seyreltme
katsayilarina gore isimlendirilmistir. Seyreltilmis DNA standartlari Real Time PCR ile
analiz edildiginde amplifikasyonlar basarili bir sekilde gergeklesmistir (Sekil 4.40).
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Sekil 4.40. S. aureus referans susuna ait seyreltilmis DNA standartlarinin amplifikasyon
grafigi. DNA dilusyonlari; 1: Sa 1X, 2: Sa 1:2X, 3: Sa 1:4X, 4: Sa 1:8X, 5: Sa

1:16X, 6: Sa 1:32X, 7: Sa 1:64X, 8: Sa 1:128 X
DNA konsantrasyonu, mikroorganizma sayilari ve bunlara karsilik gelen Ct degerleri
Cizelge 4.12°de belirtilmistir. Real Time PCR analizleri ile seyreltilmis DNA standartlar
i¢in esik degeri dongiileri belirlenmistir. Bu Ct degerleri ile DNA konsantrasyonu arasindaki
dogrusal iliski olusturulan kalibrasyon egrisi ile gosterilmistir (Sekil 4.41). Ayrica yine Ct
degeri ve bu patojenin mikrobiyal yiikii ayni sekilde kalibrasyon egrisi ile tanimlanmistir

(Sekil 4.42).

Cizelge 4.12. S. aureus patojeni i¢in standart DNA dilusyonlar1 ve amplifikasyon sonucu
elde edilen degerler

DNA Konsantrasyonu  Mikroorganizma Sayisi

DNA Dilusyonu Ct ng/uL kob/mL (x10°)
Sa 1X 17,58 191,50 720
Sa 1:2X 18,79 95,75 360
Sa 1:4X 19,73 47,88 180
Sa 1:8X 21,17 23,94 90
Sa 1:16X 22,77 11,97 45
Sa 1:32X 23,84 5,98 22
Sa 1:64X 25,25 2,99 1,1
Sa 1:128X 26,21 1,50 5,6

nuc hedef geni i¢in en diisitk DNA konsantrasyonu 1,50 ng/puL ve buna denk gelen
Ct degeri 26. dongii ve mikroorganizma sayis1 ise 5,6x10° kob/mL olarak bulunmustur.
Kalibrasyon egrilerinin korelasyon katsayilar1 ayni olup 0,997°dir ve olusturulan metodun

hassasiyetinin gdstergesi olarak diistiniilmektedir.
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Sekil 4.41. S. aureus nuc geni i¢in olusturulan kalibrasyon egrisi. Esik dongii degerine (Ct)
kars1 logaritmik DNA konsantrasyonu arasindaki dogrusal iliski

S. aureus mikrobiyal patojeni karakterize etmek i¢in bir¢ok yeni Real Time PCR
protokolleri gelistirilmistir. Bu ¢alismada gelistirilen protokolde ise nuc geninin
amplifikasyonu ile bu patojen tanimlanirken farkli ¢calismalarda SAOUHSC_02297, nuc,
htrA ve oriC gibi viriilans 6zellikli genler tanimlama igin se¢ilmistir (Hein ve ark., 2005;
Alarcon ve ark., 2006; Chiang ve ark., 2007; Elizaquivel ve ark., 2008).
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Sekil 4.42. S. aureus nuc geni i¢in olusturulan kalibrasyon egrisi. Esik dongii degerine (Ct)
kars1 logaritmik mikroorganizma sayisi arasindaki dogrusal iliski

4.2.1.10. Salmonella enterica miktarimin Real Time PCR ile belirlenmesi

ttr geni Salmonella patojenini tanimlamak amaciyla amplifiye edilecek hedef bolge
olarak segilmistir. Referans suslar ile hazirlanan seyreltilmis kromozomal DNA’lar ile Real

Time PCR tepkimeleri gerceklestirilmistir (Sekil 4.43). Seyreltilmis kromozomal DNA’lar
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kantitatif tanimlama yapabilmek

icin olusturulan standart egrilerin noktalarini

olusturmustur. izole edilen DNA (Se 1X:178,60 ng/uL) 8 kat seyreltilmis ve en diisik DNA

konsantrasyonu olarak 1,36 ng/uL tespit edilmistir (Cizelge 4.13).
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Sekil 4.43. S. enterica referans susuna ait seyreltilmis DNA standartlarinin amplifikasyon

grafigi. DNA dilusyonlari; 1: Se 1X, 2: Se 1:2X, 3: Se 1:4X, 4: Se 1:8X, 5: Se
1:16X, 6: Se 1:32X, 7: Se 1:64X, 8: Se 1:128 X

ttr geni i¢in belirlenen Ct degerleri yaklasik 15-23 dongiileri arasinda

degismektedir. Tespit edilebilen en diisiik mikroorganizma sayis1 ise 2,7x10° kob/mL’dir.

DNA konsantrasyonu ve ona karsilik gelen, analiz sonrasi belirlenen Ct degerlerine kars1

korelasyon katsayist 0,999 dir (Sekil 4.44).

Cizelge 4.13. S. enterica patojeni igin standart DNA dilusyonlar1 ve amplifikasyon sonucu

elde edilen degerler

DNA Konsantrasyonu Mikroorganizma Sayisi

DNA Dilusyonu Ct ng/uL kob/mL (x10°)
Se 1X 16,09 173,60 350
Sel:2X 16,95 86,80 180
Se 1:4X 18,06 43,40 88
Se 1:8X 19,33 21,70 44
Se 1:16X 20,30 10,85 22
Se 1:32X 21,41 5,43 11
Se 1:64X 22,70 2,71 55
Se 1:128X 23,67 1,36 2,7

Ayni zamanda mikroorganizma sayisinin logaritmast alinarak Ct degerine karsi

olusturulan kalibrasyon egrisi de yine ayn1 korelasyon katsayisi ile metodun hassasiyet ve

dogrulugunu gostermistir (Sekil 4.45). S. enterica mikrobiyal patojeni i¢in yeni bir Real
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Time PCR metodu gelistirilmistir. Iki farkli DNA ekstraksiyon metodu uygulanan bu
metodun hassasiyeti 0,99 olarak belirlenmistir (Garrido ve ark., 2013).
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Sekil 4.44. S. enterica ttr geni igin olusturulan kalibrasyon egrisi. Esik dongii degerine (Ct)
kars1 logaritmik DNA konsantrasyonu arasindaki dogrusal iligki
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Sekil 4.45. S. enterica ttr geni igin olusturulan kalibrasyon egrisi. Esik dongii degerine (Ct)
kars1 logaritmik mikroorganizma sayisi arasindaki dogrusal iliski

S. enterica mikrobiyal patojeni 3,6x10%-3,6x10® kob/mL dinamik araliginda
korelasyon katsayist 0,99 olarak tespit edilmistir (Xiao ve ark., 2015). S. enterica igin
gelistirilen baska bir yaklasimda ise invA hedef geni amplifiye edilmis ve olusturulan
kalibrasyon egrisi i¢in ise 0,98 korelasyon katsayisi hesaplanmistir (Singh ve Mustapha,
2014). Bulgularimiz ile bu ¢alismanin sonuglart karsilastirildiginda metotlarin

hassasiyetlerinin birbirine benzer olduklari goriilmiistiir.
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4.2.2. Multipleks Real Time PCR

Multipleks Real Time PCR farkli floresan 6zellik tasiyan birden fazla prob ve bu
problarin baglandig1 bolgeyi amplifiye edecek primer ciftleri kullanilarak hedeflenen DNA
ya da DNA’lar1 es zamanlh kalitatif ve kantitatif olarak belirleyebilen uygulamadir. Bu
yaklasgim gida kaynakli patojen mikroorganizmalarin belirlenmesinde yaygin olarak
kullanilmaktadir. Multipleks Real Time PCR ile bir¢gok mikrobiyal patojen ya da bir
patojenin birden fazla hedeflenen niikleik asit bolgeleri belirlenmistir (Hartman ve ark.,
2009; Singh ve ark., 2012; Wang ve ark., 2012; Garrido ve ark., 2013; Alves ve ark., 2016).

Bu teknoloji ile hedeflenen birden fazla amplikonun kalitatif ve kantitatif olarak
karakterizasyonunun yapilmasi, hizi, dogrulugu gibi ustiinlikklerinin yani sira bazi
sinirlamalart da bulunmaktadir. Bu sinirlamalardan en 6nemlisi kullanilan floresan
molekiillerin dalga boyu araliklaridir. Bir floresan molekiil uyarilma ve yayilma olarak iki
farkli dalga boyu araligina sahiptir (Shipley, 2007; Navarro ve ark., 2015). Multipleks Real
Time PCR analizlerinde floresan molekiillere ait dalga boylarinin birbirleri ile drtligmemesi
gerekmektedir. Daha onceki Real Time PCR belirleme tekniklerinde problarin 5° ve 3’
ucunda bulunan muhbir ve soéndiiriicti floresan molekiillerin her ikisi de belirli dalga boyu
araliklan ile 1s1ma yayma oOzelligine sahiptir. Belirleme teknolojisindeki gelismeler ile
sondiiriicii molekiiller floresan 6zellik tagimayan nitelikte gelistirilmis ve kullanilmaya
baslanmigtir. Dolayis ile muhbir floresan molekiiller i¢in daha genis bir dalga boyu aralig
imkan1 olusmustur (Mackay, 2004). Bu ¢alismada ise Tagman problari i¢in FAM (495 nm-
520 nm), HEX (535 nm -556 nm), Texas RED (597 nm -616 nm) ve Cy5 (646 nm -669 nm)
olarak 4 farklt muhbir floresan molekiil kullanilmistir. Sondiiriicti molekiil olarak ise
floresan 151ma yaymayan BHQ1 (480 nm-580 nm), BHQ2 (558 nm -670 nm) ve BHQ3 (670
nm -730 nm) molekiilleri kullanilmigtir. Multipleks Real Time PCR’1n diger bir sinirlamasi
ise Real Time PCR cihazinin bir 6zelligi olan farkli sayidaki kanal sayisina sahip olmasidir.
Farkl1 floresan molekiillerin 1g1malari farkli kanallar araciligi ile floresan algilama sistemine
iletilmektedir (Navarro ve ark., 2015). Analiz sirasinda her bir kanal sadece bir floresan
molekiiliin (bir probun) isimalarini iletmektedir. Bu nedenle kanal sayilart Multipleks Real

Time PCR uygulamalari i¢in hedef bolge sayilarini sinirlandirmaktadir.

Bu ¢alismada farkli sayida patojen mikroorganizmayi kalitatif ve kantitatif olarak tek
bir amplifikasyonda tanimlayabilmek igin yeni Multipleks Real Time PCR stratejileri
gelistirilmistir. Her bir Multipleks Real Time PCR gruplarina 6zel hedef patojenlerin en
uygun PCR kosullarin1 belirleyebilmek igin alternatif Real Time PCR amplifikasyon
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protokolleri denenmistir. Amplifikasyonlarda primer konsantrasyonlar1 basta olmak iizere
PCR kosullarinda gesitli degisikler yapilmis, ER1, ER2, ER3 ve ER4 olarak kodlanmis, dort
farkli Multipleks Real Time PCR gruplarina 6zgii en uygun PCR kosullar1 belirlenmistir.

4.2.2.1. ER1 grubu icin Multipleks Real Time PCR

ER1 grup iceresinde yer alan C. perfringens, E. faecalis ve S. aureus patojen
mikroorganizmalar i¢in yeni bir Multipleks Real Time PCR protokolii gelistirilmistir. Real
Time PCR analizlerinde kalip DNA olarak bir gece inkube edilmis referans kiiltiirlerden 1
mL alinarak izole edilen kromozomal DNA’lar kullanilmistir. Ayrica ayni kiiltiirden alinan
1 mL siv1 kiiltiirden ise mikroorganizma saymmi yapilmustir. izole edilen DNA’lar 1:2
oraninda 8 kat seyreltilerek DNA standartlart hazirlanmis ve ¢izilecek kalibrasyon egrisi igin
standart noktalar1 olusturmustur. Hedef patojen mikroorganizmalar i¢in kullanilan primer ve

problar ve hedefledikleri gen bolgeleri ise Cizelge 3.4’te belirtilmistir.

Yontemde, C. perfringens, E. faecalis ve S. aureus patojenlerinin her biri i¢in 1 pL
kalip DNA, 1 pL ileri primeri (10 uM), 1 puL geri primeri (10 uM), 1 pL prob (10 uM)
kullanilmigtir. Ayrica 3 pLL PCR buffer (10X), 3 uL dNTP (2 mM), 0,5 pL universal ileri
primeri (10 uM), 0,5 pL universal geri primeri (10 uM), 0,5 pL universal prob (10 uM), 0,3
puL DNA Polimeraz (5 U/uL) eklenmis ve toplam hacim niikleaz igermeyen steril ddH.O ile
30 pL hacime tamamlanarak amplifikasyon gerceklestirilmistir. PCR sartlari; 95 °C’de 5
dakika ve 40 dongii olacak sekilde 95 °C 30 saniye ve 50 °C’de 1 dakika seklinde
uygulanmistir. Metot optimizasyon asamasinda 50 °C, 55 °C ve 60 °C olarak farkli yapigma
sicakliklart denenmis ama en iyi sonug 50 °C’de elde edilmistir. Unipleks Real Time PCR
analizlerinde ise yapisma sicakligi 55 °C ve 60 °C’de iyi sonuglar gézlenmistir. Bununla
beraber DNA, primer ve prob miktarlar1 0,5-1-1,5 pL olarak farkli miktarlarda denenmis ve
grup iginde yer alan patojen mikroorganizmalar i¢in en iyi amplifikasyon sonucu 1 pL

hacimde elde edilmistir.

DNA konsantrasyonu ve mikroorganizma sayist bilinen DNA standartlarinin
dogrusal kalibrasyon egrisi olusturmak i¢in logaritmik degerleri alinmistir (Cizelge 4.14).
Seyreltilen DNA standartlar1 ER1 olarak isinlendirilmis ve seyreltme katsayisina gére ekler
almistir (ER1 1X, ER1:2X gibi).
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Cizelge 4.14. ER1 grubu igin standart DNA dilusyonlar1 ve amplifikasyon sonucu elde edilen

degerler
DNA Dilusyonu  Hedef Patojen  Ct DNA M.S. (x10%
Cp 14,00 613,75 378
Ef - - -
R
E"11X Sa ) ) )
Uni 10,95 1596,55 24800
Cp 15,94 306,88 189
Ef 13,98 295,20 4430
R . ’ y
E™1 12X Sa 16,98 196,2 7800
Uni 11,81 798,28 12400
Cp 17,09 153,44 94,5
Ef 14,74 147,60 2210
R . ’ ’
E°1 1ax Sa 17,66 98,1 3900
Uni 12,48 399,14 6210
Cp 19,25 76,72 47,3
Ef 15,92 73,80 1110
R ? ’ y
E'1 198 Sa 18,69 49,05 1950
Uni 13,34 199,57 3100
Cp 19,85 38,36 23,6
Ef - - -
R .
E"11:16% Sa - 24,52 975
Uni - 99,78 1550
Cp 20,69 19,18 11,8
Ef 18,10 18,45 277
R . ’ y
E"11:32X Sa 20,51 12,26 488
Uni 16,17 49,89 776
Cp - 9,59 5,91
Ef 18,93 9,23 138
R . ) ’
E"1 1:64X Sa 21,13 6,13 244
Uni 17,65 24,95 388
Cp 23,97 4,80 2,95
. Ef 19,47 4,61 69,1
M1 1:128X Sa 22,63 3,07 122
Uni 18,20 12,47 194
Cp 25,10 2,40 1,48
Ef 21,41 2,31 34,6
M1 1:256X Sa 23,68 1,53 60,9
Uni 19,67 6,24 97,0

-, Amplifikasyon sonucu basarili olmayan, Ct degeri elde edilemeyen DNA standardi DNA;
Olciilen Toplam DNA konsantrasyonu (ng/puL), M.S.; Hesaplanan mikroorganizma sayisi
(kob/mL)
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Multipleks Real Time PCR analizleri 3 tekrarli yapilmis, elde edilen bagimsiz Ct
degerlerinin ortalamalar1 alinarak kullanilmigtir. Bu grup icinde yer alan patojen
mikroorganizmalar i¢in hazirlanan seyreltilmis DNA standartlarinin analizlerinde 10 ile 25
amplifikasyon dongiileri arasinda Ct degerleri elde edilmistir. Ancak DNA standartlarinin
bazilarinda hedef referans patojenlerin amplifikasyonun basarili bir sekilde ger¢eklesmemis
ve esik degerine denk gelen amplifikasyon dongiileri (Ct) elde edilememistir (Cizelge 4.14).
C. perfringens, E. faecalis ve S. aureus patojenleri ve bu ii¢ patojene ait toplam
mikroorganizmalar i¢in DNA konsantrasyonlari ile Ct degerleri arasindaki iligkiyi belirleyen
kalibrasyon egrileri ¢izilmis ve regresyon denklemleri ile korelasyon katsayilari

belirlenmistir.

DNA konsantrasyonlar1 ve toplam mikroorganizma sayist esas alinarak c¢izilen
egrilerin korelasyon katsayilar1 Sekil 4.46 ve 4.47° de gosterilmistir. Bu degerler metodun
hassasiyetinin gostermektedir. Metodun dinamik araligi C. perfringens igin 2,40-613,75
ng/uL (1,48x10*-3,78x10° kob/mL), E. faecalis i¢in 2,31-295,20 ng/uL (3,46x10°-4,43x10’
kob/mL) ve S. aureus igin 1,53-196,2 ng/uL (6,09x10°-7,80x10" kob/mL) olarak tespit
edilmistir. Ayrica 6,24-1596,55 ng/uL (9,70x10°-2,48x10% kob/mL) ise toplam

mikroorganizma yiikii (Universal bdlge i¢in) i¢in belirlenen limitlerdir.

DNA konsantrasyonu bazinda regresyon denklemleri C. perfringens (y: -4,4715x +
26,907), E. faecalis (y: -3,3967x + 22,246) ve S. aureus (y: -3,1604x + 24,031) patojen
mikroorganizmalari i¢in ve universal bolge igin (y :-3,7221x + 22,475) regresyon analizleri

ile belirlenmistir.

Mikroorganizma sayisi bazinda regresyon denklemleri ise C. perfringens (y: -
4,4715x + 43,851), E. faecalis (y: -3,3967x + 39,827) ve S. aureus (y: -3,1604x + 41,728)
patojen mikroorganizmalari i¢in ve universal bolge igin (y :-3,7221x + 41,8) yine regresyon
analizleri ile tespit edilmistir. Sonug olarak ER1 grubu igerisinde yer alan C. perfringens, E.
faecalis ve S. aureus patojen mikroorganizmalart ve toplam mikroorganizma sayisini
belirleyen universal bolge ile 0,99 hassasiyete sahip, yeni, giincel, hassas ve dinamik aralig1

genis bir ER1 Multipleks Real Time PCR amplifikasyon kiti gelistirilmistir.

C. perfringens, E. faecalis ve S. aureus patojen mikroorganizmalar1 i¢in daha
onceden gelistirilmis Multipleks Real Time PCR protokollerine rastlanmamustir. ER1

metodu C. perfringens, E. faecalis ve S. aureus patojenlerini es zamanli olarak belirleyebilen
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yeni Multipleks Real Time PCR metodu ozelligi tasimaktadir. Ayrica E. faecalis igin

tanimlanmis tekli Real Time PCR protokoliide sunulmamustir.

C. perfringens patojeni i¢in yapilan ¢oklu analizlerde ise genellikle alfa (cpa veya
plc), beta (cpb), iota (ia), epsilon (etx), beta2 (cpb2) gibi toksin genleri ve enterotoksin geni
(cpe) tanimlanmustir (Albini ve ark., 2008; Grant ve ark., 2008; Gurjar ve ark., 2008; Wang
ve ark., 2011). Bu ¢alismada ise C. perfringens mikrobiyal patojeni plc (cpa) geninin

amplifikasyonu ile tanimlanmistir.

ER1
30
Cprr=0,99
Efr2=0,98
20
O
Sar2=0,99
10 _
Unir?2=0,99
0
0 1 2 3

Log DNA Konsantrasyonu (ng/puL)

Sekil 4.46. ER1 grubu icin olusturulan ¢oklu kalibrasyon egrisi. Esik dongii degerine (Ct)
kars1 logaritmik DNA konsantrasyonu arasindaki dogrusal iliski. 0: Cp, x: Ef A:
Sa, e: Uni kalibrasyon egrileri
S. aureus mikrobiyal patojeni Salmonella, Shigella, E. coli O157:H7, B. cereus ve
Vibrio parahaemolyticus gibi gida patojenleri ile birlikte es zamanli olarak karakterize
edilmistir (Elizaquivel ve Aznar, 2008; Cheng ve ark., 2012; Ma ve ark., 2014). Bu
uygulamalarda Sa422, SAOUHSC_02297 ve nuc geni tanimlamada amplifiye edilen hedef
bolgelerdir. S. aureus patojeni ig¢in yeni bir Multipleks Real Time PCR uygulamasi
gelistirilmistir (Cheng ve ark.,, 2012). Yontemde olusturulan kalibrasyon egrisinin
korelasyon katsayist (0,99) bu ¢alismanin hassasiyeti (0,99) ile ayni oldugu goriilmiistiir.
Diger Multipleks Real Time PCR uygulamalar1 ise genellikle bu mikroorganizmanin
metisiline direng geni tizerine yapilmis ¢aligmalardir (Gillespie ve Oliver, 2005; Kilic ve
ark., 2010; Fosheim ve ark., 2011).
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Sekil 4.47. ER1 grubu icin olusturulan ¢oklu kalibrasyon egrisi. Esik dongii degerine (Ct)
kars1 logaritmik mikroorganizma sayisi arasindaki dogrusal iliski. . 0: Cp, x: Ef
A : Sa, e: Uni kalibrasyon egrileri

4.2.2.2. ER2 grubu i¢in Multipleks Real Time PCR

Izole edilen referans patojen DNA’lar1 seyreltilerek DNA standartlar1 olusturulmus
ve hedef genlere spesifik primer ve problar (Cizelge 3.4) ile Real Time PCR reaksiyonlari
gerceklestirilmistir. C. jejuni patojen mikroorganizmasi i¢in Multipleks Real Time PCR
amplifikasyonlarinda istenilen sonuglar elde edilememis ve dolayisi ile ER2 grubana dahil
edilememistir. ER2 protokoliinde, E. coli 0157:H7 ve S. enterica patojenlerinin her biri igin
1 uL DNA,1 pL ileri primeri (10 uM), 1 pL geri primeri (10 uM), 1 uL prob (10 uM)
kullanilmistir. Diger PCR bilesenleri ise 3 pL PCR buffer (10X), 3 uL ANTP (2 mM), 0,5
pL universal ileri primeri (10 uM), 0,5 pL universal geri primeri (10 pM), 0,5 pL universal
prob (10 uM),1 uL DNA, 0,3 uL DNA Polimeraz (5 U/uL) igermekte ve toplam hacim
niikleaz igermeyen steril ddH20 ile 30 pL tamamlanmistir. PCR kosullari; 95 °C’de 5 dakika
ve 45 dongii, 95 °C 30 saniye ve 55 °C’de 1 dakika olarak belirlenmistir. E. coli O157:H7
ve S. enterica i¢in yeni ve giincel bir ER2 Multipleks Real Time PCR Kiti gelistirilmistir.

Metot optimizasyon asamasinda hibridizasyon sicakliklart 50 °C, 55 °C ve 60 °C
olarak farkli yapigma sicakliklari denenmis ama en optimum sonug 55°C’de elde edilmistir.
Bununla beraber DNA, primer ve prob miktarlar1 0,5-1-1,5 pL olarak farkli miktarlarda

denenmis ve 1 puL en iyl sonug¢ verdigi i¢in tercih edilmistir. Seyreltilmis DNA’larin
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belirlenen Real Time PCR kosullarinda analiz edilmesi ile elde edilen Ct degerleri ve DNA

konsantrasyonlarina karsilik gelen mikroorganizma sayilart Cizelge 4.15°de belirtilmistir.

Cizelge 4.15. ER2 grubu i¢gin standart DNA dilusyonlar1 ve amplifikasyon sonucu elde edilen

degerler
DNA Dilusyonu Hedef Patojen Ct DNA M.S. (x10°)
EcO 14,72 732,50 790
ER2 1X Se 15,97 220,00 430
Uni 10,91 952,50 1200
EcO 16,36 366,25 390
ER2 1:2X Se 16,25 110,00 220
Uni 11,74 476,25 610
EcO 16,90 183,13 200
ER2 1:4X Se 16,92 55,00 110
Uni 12,30 238,13 300
EcO 18,16 91,56 98
ER2 1:8X Se 17,81 27,50 54
Uni 12,90 119,06 150
EcO 19,10 45,78 49
ER2 1:16X Se 19,13 13,75 27
Uni 14,26 59,53 76
EcO 20,32 22,89 25
ER2 1:32X Se 20,40 6,88 14
Uni 15,33 29,77 38
EcO 21,75 11,45 12
ER2 1:64X Se 20,98 3,44 6,8
Uni 16,59 14,88 19
EcO 22,09 5,72 6,1
ER2 1:128X Se 21,82 1,72 3,4
Uni 16,66 7,44 9,5
EcO 23,26 2,86 3,1
ER2 1:256X Se 23,15 0,86 1,7
Uni 19,04 3,72 4,8

DNA; Olgiilen Toplam DNA konsantrasyonu (ng/uL), M.S.; Hesaplanan mikroorganizma sayis1
(kob/mL)

E. coli O157:H7 ve S. enterica patojen mikroorganizmalarinin DNA konsantrasyonu,
mikroorganizma sayilart ve analiz sonrasi elde edilen Ct degerleri arasindaki iligkiyi
belirlemek amaciyla iki degiskenli regresyon analizi yapilmis ve kalibrasyon egrileri
olusturulmustur (Sekil 4.48 ve 4.49). Ayni1 zamanda Real Time PCR analizlerinde bu patojen

mikroorganizmalarin hedef bolgeleri disinda universal 16S rRNA hedef bolgesi de analiz
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edilmis ve toplam mikroorganizma yiikii ve buna bagli olarak toplam mikroorganizma sayisi

ile karsilik gelen Ct degerleri arasindaki iliskide belirlenmistir.

Her ti¢ hedef bolge iginde korelasyon katsayisi ile E. coli O157:H7, S. enterica ve
mikroorganizma yiikiinii kalitatif ve kantitatif olarak tanimlayabilen yeni bir Multipleks Real
Time PCR stratejisi gelistirilmistir. Gelistirilen metodun dinamik araligi; E. coli O157:H7
icin 2,86-732,50 ng/uL (3,1x10° -7,9x10" kob/mL), S. enterica igin 1,72-220,00 ng/uL
(3,4x10°%-4,3x10" kob/mL) ve toplam mikroorganizma yiikii igin ise 3,72-952,50 ng/uL
(4,8x10°-1,2x108 kob/mL) olarak tespit edilmistir. iki hedef patojen mikroorganizmanin ve
Universal bolge icin DNA konsantrasyonu bazinda regresyon denklemleri ise; E. coli
O157:H7 igin y: -3,4994x + 24,996, S. enterica i¢in y:-3,0195x + 22,552 ve toplam
mikrobiyal yiik i¢in y: -3,227X + 20,141 seklinde hesaplanmistir. Toplam mikroorganizma
yiikii bazinda regresyon denklemleri ise; E. coli O157:H7 i¢in y: -3,4994x + 42,602, S.
enterica i¢in y:-3,0195x + 38,534 ve toplam mikrobiyal yiik i¢in y: -3,227x + 36,622

seklinde hesaplanmistir.

ER2
30
20 S
- [ ]
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10 EcO r*=0,992
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Serr=0980  pip=0972
0
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Log DNA Konsantrasyonu (ng/uL)

Sekil 4.48. ER2 grubu i¢in olusturulan ¢oklu kalibrasyon egrisi. Esik dongii degerine (Ct)
kars1 logaritmik DNA konsantrasyonu arasindaki dogrusal iligski. m: EcO, A: Se,
o: Uni kalibrasyon egrileri

E. coli O157:H7, L. monocytogenes ve S. enterica patojen mikroorganizmalari es
zamanli olarak tanimlayan yeni bir Multipleks Real Time PCR protokolii olusturulmustur.

Bu protokolde E. coli O157:H7 i¢in invA ve S. enterica igin fbE hedef genlerinin ikisi de

95



0,99 hassasiyet ile karakterize edilmistir (Suo ve ark., 2010). Bu calismada da E. coli
O157:H7 igin stx2 geni ve S. enterica igin ttr geni sirasiyla 0,99 ve 0,98 hassasiyet ile

tanimlanmistir. Calismalar birbirleri ile benzerlik gostermektedir.

E. coli O157:H7 ve S. enterica mikrobiyal patojenleri gida kaynakli patojenler
icerisinde yaygin olarak bilinen patojenlerdir. Bu patojenler bircok Multipleks Real Time
PCR uygulamalarinda tanimlanmigtir (Omiccioli ve ark., 2009; Kawasaki ve ark., 2010; Suo
ve ark., 2010; Elizaquivel ve ark., 2012). Bu ¢alismada E. coli O157:H7 ve S. enterica
patojen mikroorganizmalarin es zamanli tanimlamasi yapilmistir. Literatiir calismalarda bu
patojenlere (E. coli O157:H7 ve S. enterica) ilaveten genellikle L. monocytogenes patojeni
de karakterize edilmistir. Sadece E. coli O157:H7 ve S. enterica identifikasyonu yapilan yeni

bir protokole rastlanmamastir.
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Sekil 4.49. ER2 grubu i¢in olusturulan ¢oklu kalibrasyon egrisi. Esik dongii degerine (Ct)
kars1 logaritmik mikroorganizma sayisi arasindaki dogrusal iligki. m: EcO, A: Se,
o: Uni kalibrasyon egrileri

4.2.2.3. ER3 grubu icin Multipleks Real Time PCR

Farkli primer, DNA konsantrasyonlar1 ve PCR kosullarinda farkliliklar denenerek en
uygun konsantrasyon ve kosullar Multipleks Real Tim PCR i¢in belirlenmistir. Her bir
patojen i¢in 1’er uL. DNA,1’er pL ileri primeri (10 uM), 1’er uL geri primeri (10 pM), 1’er
uL prob (10 uM) kullanilmistir. Ayrica, 3 uL PCR buffer (10X), 3 uL dNTP (2 mM), 0,5 uL
universal ileri primeri (10 uM), 0,5 pL universal geri primeri (10 uM), 0,5 uL universal prob
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(10 uM),1 uL DNA, 0,3 pL Taq DNA Polymeraz (5 U/uL) eklenmis ve niikleaz icermeyen
steril H20 ile 30 uL tamamlanarak yapilmigtir. PCR sartlar1 ise 95 °C’de 5 dakika ve 40
dongii, 95 °C 30 saniye ve 50 °C’de 1 dakika seklinde yapilmistir. Amplifikasyonlar
sonucunda B. melitensis, C. sakazakii ve L. monocytogenes patojen bakterilerin yer aldig

ER3 grubu igin yeni bir Multipleks Real Time PCR protokolii gelistirilmistir.

ER3 grubu igerisinde yer alan patojen mikroorganizmalara ait DNA’lar1 izole edilmis
ve elde edilen DNA’dan seri dilusyonlar hazirlanmistir. Bu seyreltilmis DNA’lar ¢izilecek
kalibrasyon egrisinin noktalarini olusturmaktadir. Hazirlanan seyreltilmis DNA’lar ER3
grubu icin Dbelirlenen PCR sartlarinda analiz edilmis ve elde edilen veriler
degerlendirilmistir. ER3 grubu icerisinde yer alan patojen mikroorganizmalara ait DNA
konsantrasyonu, mikroorganizma sayilar1 ve analizler sonrasi elde edilen Ct degerleri

Cizelge 4. 16°da belirtilmistir.

Seyreltilmis DNA’larin analizi sonucunda amplifikasyonlar ve kalibrasyon egrisi
incelenmis, amplifikasyonu diizgiin olmayan ve kalibrasyon egrisinde tercih edilen alanin
disinda kalan noktalar ¢ikarilmistir. Boylece elde edilen kalibrasyon egrileri her patojen
mikroorganizma ve universal bolge i¢in farkli sayida noktalardan olusmus ve farkl
korelasyon Kkatsayilar1 ile temsil edilmistir (Sekil 4.50 ve 4.51). ER3 grubu igin gelistirilen
bu yeni metot genis dinamik araliklari sahiptir. B. melitensis 0,81-104,20 ng/uL (2,7x10° -
3,4x10% kob/mL), C. sakazakii 2,40-307,70 ng/uL (2,4x10°-3,1x10" kob/mL), L.
monocytogenes 2,27-290,20 ng/uL (7,4x10°-9,5x107 kob/mL) ve toplam mikroorganizma
yiikii icin ise 5,49-702,10 ng/uL (3,6x10°%-4,7x10® kob/mL) metodun dinamik araliklaridir.
Hedef genlerin amplifikasyonu sonucu elde edilen kalibrasyon egrilerinin regresyon
denklemleri DNA konsantrasyonu bazinda; B. melitensis (y: -4,4843x + 26,006), C.
sakazakii (y: -5,6228x + 25,988), L. monocytogenes (y: -4,461x + 25,437) ve toplam
mikroorganizma yiikii i¢in (y: -4,1728x + 22,964) belirlenmistir. Mikroorganizma sayisi
bazinda ise; B. melitensis (y: -4,4843x + 54,825), C. sakazakii (y: -5,6228x + 54,144), L.
monocytogenes (y: -4,461x + 50,03) ve toplam mikroorganizma yiikii igin (y: -4,1728Xx +
47,256) tespit edilmistir.

Sonug olarak B. melitensis, C. sakazakii ve L. monocytogenes patojenleri ve toplam
mikroorganizmalar igin DNA konsantrasyonu ve mikrobiyal yikler ile Ct degerleri
arasindaki iligki olusturulan kalibrasyon egrileri ile belirlenmistir. Korelasyon katsayilar
ER3 grubuna yer alan patojenleri karakterize etmek igin olusturulan metodun hassasiyetini
gostermistir. Boylece bu patojen mikroorganizmalar ve toplam mikroorganizmalari
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kantitatif olarak tanimlayabilen giincel, yeni, 6zgiil bir Multipleks Real Time PCR metodu

olusturulmustur.

Cizelge 4.16. ER3 grubu i¢in standart DNA dilusyonlar1 ve amplifikasyon sonucu elde edilen

degerler
DNA Dilusyonu Hedef Patojen Ct DNA M.S. (x105)
Bm 16,21 104,20 3400
Cs 11,74 307,70 310
R ) ]
E"31X Lm 14 58 290.20 950
Uni 11,10 702,10 4700
Bm 18,35 52,10 1700
Cs 13,73 153,85 160
R - ) ]
E"3 12X Lm 15,76 145,10 470
Uni 12,36 351,05 2300
Bm 19,35 26,05 850
Cs 15,32 76,93 78
R . y y
£ 3 1:58 Lm 17.19 72.55 240
Uni 13,48 175,53 1200
Bm 20,21 13,02 420
Cs 17,57 38,46 39
R . ’ y
E"31:8% Lm 18,15 36,28 120
Uni 14,70 87,76 580
Bm 22,00 6,51 210
Cs 18,74 19,23 20
R 0 ’ y
B X Lm 19,95 18,14 59
Uni 43,88 290
Bm 23,86 3,26 110
Cs 20,67 9,62 9,8
R . I ’ ’
E"31:32X Lm 21,15 9,07 30
Uni 17,85 21,94 150
Bm - 1,63 53
Cs 21.78 481 49
R . I ’ ’
E"31:64X Lm - 4,53 15
Uni 18,66 10,97 73
Bm 25,71 0,81 27
Cs 23,84 2,40 2.4
R . I ’ ’
E"3 1:128X Lm 23.92 227 74
Uni 19,60 5,49 36

-: Amplifikasyon sonucu basarilt olmayan, Ct degeri elde edilemeyen DNA standardi, DNA;
Olgiilen Toplam DNA konsantrasyonu (ng/ulL), M.S.; Hesaplanan mikroorganizma sayisi
(kob/mL)

B. melitensis, C. sakazakii ve L. monocytogenes patojen mikroorganizmalarini es
zamanli olarak tanimlayabilen herhangi bir Multipleks Real Time PCR metodu
bulunmamustir. ER3 metodu bu 6zelligi ile B. melitensis, C. sakazakii ve L. monocytogenes
mikrobiyal patojenlerini es zamanli kalitatif ve kantitatif olarak belirleyebilen ilk Multipleks
Real Time PCR metodu oldugu goriilmiistiir. B. melitensis patojeni ile ilgili Multipleks Real
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Time PCR uygulamalar sinirli olmakla birlikte genellikle klinik 6rneklerde Brucella tiirleri
arasinda uygulanmistir (Probert ve ark., 2004; Queipo-Ortuno ve ark., 2009; Sidor ve ark.,
2013). Ayni sekilde C. sakazakii mikrobiyal patojen i¢in pek fazla Multipleks Real Time
PCR metoduna rastlanmamustir. C. sakazakii ve S. enterica patojenleri internal kontrol

varliginda es zamanli olarak yeni bir Multipleks Real Time PCR metodu ile belirlenmistir.

ER3
30
20
o Bm 2 = 0,98
10 Csr> =099
Lm 12 = 0,99
Uni 12 = 0,99
0
0 1 2 3

Log DNA Konsantrasyonu (ng/pL)

Sekil 4.50. ER3 grubu i¢in olusturulan ¢oklu kalibrasyon egrisi. Esik déngii degerine (Ct)
kars1 logaritmik DNA konsantrasyonu arasindaki dogrusal iliski. m: Bm, x: Cs,
A : Lm, e: Uni kalibrasyon egrileri
C. sakazakii patojeninin kantitatif analiz i¢in olusturulan kalibrasyon egrisinin
dinamik araliklar1 103-108 kob/mL araliginda degiskenlik géstermistir (Hyeon ve ark., 2010).
Bu calismada oldugu gibi mms geninin amplifiye edilmesi ile olusturulan kalibrasyon
egrisinin korelasyon katsayis1 0,99 olarak tespit edilmistir. L. monocytogenes mikrobiyal
patojeni ise Multipleks Real Time PCR ile en ¢ok tanimlanan gida kaynakli patojen
mikroorganizmalar arasinda yer almaktadir. Genellikle S. enterica ve E. coli O157:H7
patojen mikroorganizmalari ile birlikte tanimlanan L. monocytogenes patojeninin Listeria
tiirleri ile de es zamanli olarak tanimlanmistir (Hein ve ark., 2001; Rodriguez-Lazaro ve ark.,
2004; Omiccioli ve ark., 2009; Suo ve ark., 2010; Ruiz-Rueda ve ark., 2011; Garrido ve ark.,
2013).

Bu ¢aligmada oldugu gibi bir¢ok ¢alismada hly geni amplifiye edilen hedef bolge
olarak belirlenmistir (Omiccioli ve ark., 2009; Suo ve ark., 2010; Ruiz-Rueda ve ark., 2011;
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Garrido ve ark., 2013). hly viriilans geninin amplifikasyonuna bagli olarak L.
monocyotogenes patojeninde yer aldigi yeni bir Multipleks Real Time PCR protokolii
gelistirilmistir. Bu protokolde L. monocyotogenes igin 10'-108 kob/mL dinamik araliginda
0,998 hassasiyet ile kalibrasyon egrisi olusturulmustur (Zhang ve ark., 2015). Bu ¢alismada
ise farkli dinamik araliginda 0,99 hassasiyet ile benzer sonuglar elde edilmistir. Farkli bir
calismada ise 10°-10° hiicre/reaksiyon araliginda ve 0,99 korelasyon katsayisi ile L.

monocyotogenes patojeni kantitatif olarak analiz edilmistir (Elizaquivel ve ark., 2011).

ER3
30
O 20
Bmrz=0,98
10 Cs r2=0,99
Lmr2=0,99
Uni r2=0,99
0
5 6 7 8 9

Log Mikroorganizma Sayisi (kob/mL)

Sekil 4.51. ER3 grubu i¢in olusturulan ¢oklu kalibrasyon egrisi. Esik dongii degerine (Ct)
kars1 logaritmik mikroorganizma sayisi arasindaki dogrusal iliski. m: Bm, x: Cs,
A : Lm, e: Uni kalibrasyon egrileri

4.2.2.4. ER4 grubu igin Multipleks Real Time PCR

ER4 grubunda bulunan A hydrophila, B. cereus ve K. pneumoniae patojen
mikoorganizmalari i¢in Multipleks Real Time PCR protokolii olusturmak amaglanmustir.
Ancak A. hydrophila ve B. cereus patojenleri Unipleks Real Time PCR analizleri ile
amplifiye edilememistir. Bu patojenler i¢in farkli PCR kosullar1 denenmis, farkli primer ve
problar kullanilarak analizler tekrarlanmis ama sonug degismemistir. Bu nedenle ER4 grubu
sadece K. pneumoniae mikroorganizmasini i¢ermektedir ve Bulgular ve Tartisma 4.2.1.8
kismindaki K. pneumoniae igin belirlenen Unipleks Real Time PCR protokolii ER4 grubu

icin gecerli olmaktadir.
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4.3. Olusturulan Molekiiler Metotlarin Gida Orneklerinde Uygulanabilirliginin

Arastirilmasi

Insanlarda hastaliga neden olan yiiksek risk potansiyeline sahip ¢ogu patojen
mikroorganizma gidalar araciligi ile viicuda alinmaktadir. Bitkide, hayvanda, toprakta veya
suda bulunabilen patojenler gidalarin iiretim ve isleme siirecinde gidalara bulasarak
mikrobiyal kontaminasyon olusturabilmekte ve bu gida iriinlerinin tiiketilmesi ile de
insanlarda hastaliga neden olabilmektedir. Kontamine olan gidalar et ve et {riinleri, siit ve
siit {irtinleri, deniz iirlinleri ve taze sebze ve meyveler gibi gida iiriinlerini igermektedir
(Nannapaneni, 2012). Patojenlerin zor gevre kosullarinda bile kendilerine 6zgii adaptasyon
mekanizmalarina sahip olmalari, insan popiilasyonlarindaki artis, yasam tarzindaki
degisiklikler, gida temininin kiiresellesmesi ve yeni cografik alanlara patojenlerin yayilmasi
mikrobiyal patojenlerin hastalik olusturmasina katkida bulunan en 6nemli etkenlerdir
(Oyarzabal, 2012). Gidalarda mikrobiyal patojenlerin varligi gida giivenligi ve kalitesi
yoniinden biiyiik sorun olusturdugu i¢in gida zincirinin her asamasinda potansiyel
problemlerin belirlenmesi ve 6nlemlerin alinmasi gerekmektedir. Bu nedenle gidalarin basit,
giivenilir yontemler ile analiz edilmesi ihtiyaci olusmaktadir. Ayrica mikrobiyal
kontaminasyonda filogenetik olarak yakin iliskili suslar1 ayirt edebilmek, dogru tanimlamak
ve ¢esitli patojenik suslari tespit edebilmek analiz yonteminde aranan 6zellikler arasinda yer

almaktadir (Nannapaneni, 2012).

Molekiiler teknikler gidalarda bulunan patojenleri teshis etmek ve mikrobiyal
kontaminasyon derecelerini belirleyebilmek amaciyla yaygin olarak kullanilmaktadir.
Niikleik asitlerin hibridasyonuna dayali olan bu metotlar iginde en ¢ok uygulanan teknikler
ise yiiksek duyarliligi ve ¢ok yonliiliigii ile PCR bazl tekniklerdir. Calismanin bu kisminda
gelistirilen bu protokollerin gida 6rneklerinde uygulanabilirligi aragtirilmig ve ayn1 zamanda
patojen mikroorganizmalarin gidalardaki potansiyelleri tespit edilmeye ¢alisiimistir. Bu
amagla, E1 ve E2 grubunda bulunan mikroorganizmalar i¢in gida grubu olarak et ve et
tirlinleri belirlenmis ve bu gruptan ise s1g1r, koyun ve tavuk eti 6rnekleri analiz edilmek iizere
secilmistir. E3 grubunda yer alan mikroorganizmalar igin siit ve siit tirlinleri grubundan siit
ve peynir ornekleri tercih edilmistir. E4 grubu igerisinde planlanan {i¢ mikroorganizmanin
bir tanesi (K. pneumoniae) tanimlanabildigi i¢in toplanan su Orneklerinde sadece K.
pneumoniae varlig1 ve mikrobiyal yiikii belirlenmistir. Toplanan gida drneklerinin Materyal

ve Metot 3.5’de ayrintili olarak bahsedildigi gibi izolasyonlar1 yapilmis ve izole edilen
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kromozomal DNA’lar yeni olusturulan Multipleks Konvansiyonel PCR ve Multipleks Real

Time PCR metotlari ile analiz edilmistir.

4.3.1. Et ve et iiriinlerinde patojen varhgmn gelistirilen EM1-2 ve ER1-2 protokolleri

ile belirlenmesi

EM1-2 ve ER1-2 protokolleri et ve et iiriinlerinde hedef mikrobiyal patojenleri
tanimlamak ve mikroorganizma yiikiinii belirlemek icin gelistirilmistir. Gelistirilen bu
manuel (EM1-2) ve Real Time (ER1-2) PCR metotlar1 toplanan koyun, sigir ve tavuk eti
numunelerinde kullanilarak patojen mikroorganizmalarin (C. perfringens, E. faecalis, S.
aureus, E. coli O157:H7 ve S. enterica) varlig: tespit edilmistir. Et numunelerinden alinan
laboratuvar Ornekleri (1 gr) zenginlestirilerek toplam kromozomal DNA izolasyonu
yapilmustir. Elde edilen DNA 6rnekleri kalip DNA olarak kullanilarak EM1-2 ve ER1-2 PCR
protokolleri ( Bulgular Tartisma 4.1.3.1- 4.1.3.2 ve 4.2.2.1- 4.2.2.2 belirtildigi gibi) ile
analiz edilmistir. ER1-2 Multipleks Real Time PCR analizlerinin ardindan cihazin yazilimi
araciligi ile elde edilen Ct degerleri daha once olusturulan metotlarin kalibrasyon egrileri
cizilerek elde edilen regresyon denkleminde kullanilarak mikrobiyal yiikleri belirlenmistir.
Ayrica internal kontrol olarak kullanilan universal 16S rRNA gen bdlgesinin amplifikasyonu

ile de PCR kosullarinin dogrulugu teyit edilmistir.

ER1 protokolii ile mikrobiyal yiik icin regresyon denklemleri C. perfringens y: -
4,4715x + 43,851, E. faecalis y: -3,3967x + 39,827 ve S. aureus y: -3,1604x + 41,728 olarak
tespit edilmistir. ER2 protokolii i¢in ise E. coli 0157:H7 y: -3,4994x + 42,602 ve S. enterica
y:-3,0195x + 38,534 regresyon denklemleri belirlenmistir. Analiz sonuglarindan elde edilen

Ct degerleri (y) denklemlerde yerine koyularak mikroorganizma sayilari (x) belirlenmistir.

4.3.1.1. Koyun eti numunelerinde patojen varh@min gelistirilen EM1-2 ve ER1-2

protokolleri ile belirlenmesi

EM1 ve EM2 protokolleri ile belirlenmesi

Koyun eti numunelerinde EM1 ve EM2 protokolleri ile manuel PCR analizleri
gerceklesmistir. Amplifikasyon sonuglar1 incelendiginde beklenen patojenlere 6zgii bant
uzunluklart  disinda  spesifik olmayan PCR iriinleri  gozlenmistir.  Patojen
mikroorganizmalara 6zgii primerlerin koyun eti numunelerinde 6zgiinliigiinii kontrol etmek
ve gida orneklerindeki varligini belirlemek amaciyla unipleks PCR analizleri yapilmustir.

Analiz edilen koyun eti numunelerinde C. perfringens, S. aureus (EM1 grubu) ve E. coli
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0157:H7 (EM2 grubu) patojenlerinin varlig1 unipleks reaksiyonlar ile basarili bir sekilde
tespit edilmistir (Sekil 4.52-4.53-4.54). Ancak E. faecalis (EM1 grubu) ve S. enterica (EM2
grubu) mikrobiyal patojenlerinin tekli PCR analizlerinde ¢ok sayida amplifikasyon tiriinii
gozlenmistir (Sekil 4.55-4.56). Gida Orneklerinin karistk matriksi ve E. faecalis ve S.
enterica 0zgii primerlerin yeterince Ozgiin olmamasi beklenmeyen amplifikasyon

tiriinlerinin olugsmasina sebep olabilir.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13

1000 b¢ —
500 b¢ —

— 934 bg

Sekil 4.52. C. perfringens (934 b¢) patojen mikroorganizmasinin koyun eti numunelerinde
Unipleks PCR goriintiisii. 1: Markir, 2-13: Koyun eti 6rnekleri

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 I1 12 13

1000 bg —
500 bg —

— 728 be

Sekil 4.53. S. aureus (728 bg) patojen mikroorganizmasinin Koyun eti numunelerinde
Unipleks PCR goriintiisii. 1: Markir, 2-13: Koyun eti 6rnekleri

Sonug olarak koyun eti numunelerinde EM1 ve EM2 Multipleks PCR protokollerinin
uygulanabilirligi sinirl kalmis ve hedef patojenlerin varligi (E. faecalis ve S. enterica haric)
Unipleks PCR analizleri ile belirlenmistir. Tekli PCR ile analiz edilen toplam 41 adet koyun
eti numunesinin 40 6rneginde C. perfringens patojeni, 39 dérneginde S. aureus patojeni ve 41

orneginde E. coli O157:H7 patojeni tespit edilmistir. Sonuglarin bir kism1 Sekil 4.52, Sekil
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4.53 ve Sekil 4. 54’de gosterilmistir. Koyun eti numunelerinin patojenlerin varlig ile

kontamine olmus gida iirlinii oldugu ve potansiyel tehlike olusturdugu goriilmiistiir.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13

1000 bg —

500 b — 625 be

Sekil 4.54. E. coli O157:H7 (625 bg) mikroorganizmasmin koyun eti numunelerinde
Unipleks PCR goriintiisii. 1: Markir, 2-13: Koyun eti 6rnekleri

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13

1000 bg—

500 bg —
310 bg

Sekil 4.55. E. faecalis (310 bg) patojen mikroorganizmasinin koyun eti numunelerinde
Unipleks PCR goriintiisii. 1: Markir, 2-13: Koyun eti 6rnekleri

Hedeflenen EM1 grubuna 6zgii patojenlerin Multipleks PCR ile es zamanli olarak
tanimlanmas1 ve gida numunelerinde mikrobiyal yiiklerinin belirlenmesi ile ilgili herhangi
bir ¢alismaya rastlanmamistir. C. perfringens mikrobiyal patojeni ile ilgili Multipleks
caligmalar fazla olmamakla birlikte genellikle bu patojenin toksin ve enterotoksin genleri
tizerine yapilmistir. Tavuk, tay, domuz ve kuzu gibi hayvanlardan ve insanlardan elde edilen
izolatlar ile alfa, beta, epsilon ve iota toksin genlerinin identifikasyonu yapilarak izolatlarda
toksigenik tiplendirme yapilmistir (Meer ve Songer, 1997; Yoo ve ark., 1997; Kanakaraj ve
ark., 1998; Garmory ve ark., 2000; Baums ve ark., 2004).
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E. faecalis icin yapilan Multipleks PCR c¢aligmalarinda ise genellikle klinik
izolatlarda enterokoklarin vanA, vanB, vanC1 ve vanC2/C3 gibi vankomisine direng genleri
arastirillmistir (Patel ve ark., 1997; Kartyama ve ark., 2000). Bununla birlikte klinik
izolatlarda E. faecalis, E. faecium, E. gallinarum, E. casseliflavus, E. flavescens, S. aureus
ve S. epidermidis mikroorganizmalarinin vanA, vanB, vanC, vanD, vanE, vanG, ddl ve nuc
gibi spesifik genler ile tiir seviyesinde tanimlamalar1 yapilarak glikopeptid direngli genleri

belirlenmistir (Depardieu ve ark., 2004).

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13

1000 bg—

500 b¢—

Sekil 4.56. S. enterica (403 bg¢) mikroorganizmasinin koyun eti numunelerinde Unipleks
PCR gorintiisii. 1: Markar, 2-13: Koyun eti 6rnekleri

EM2 grubunun hedef patojenleri C. jejuni, E. coli O157:H7 ve Salmonella spp.
patojen mikroorganizmalart multipleks PCR ile belirlenmistir (Gilbert ve ark., 2003; Park
ve ark., 2011; Sjoling ark., 2015). Bu hedef patojenler 159 bg (C. jejuni), 252 be (E. coli
O157:H7) ve 360 bg¢ (Salmonella spp.) uzunlugundaki amplikonlarla tglii PCR ile
tanimlanmis ve yeni bir Multipleks PCR protokolii olusturulmustur. Protokol etler (domuz,
kiyma, hindi ve pigmis tavuk gégsii dilimleri), meyveler (kavun, {iziim, karpuz ve ¢ilek),
sebzeler (marul, havug, brokoli ve mantar) ve siit liriinlerinde (siit, ¢gedar peyniri ve yogurt)
uygulanmis ve patojenlerin gidalardaki mikrobiyal potansiyeli arastirilmistir. Ayni zamanda
standart mikrobiyolojik analizler ile her bakterinin konsantrasyonu belirlenmis ve protokol
valide edilmistir. Gelistirilen protokolde farkli mikroorganizmalarin ya da gida matriksinin
analizlerde girisim olusturmadigir ve dolayisiyla yanlis sonuglara neden olmadig tespit
edilmistir (Gilbert ve ark., 2003). C. jejuni, E. coli O157:H7 ve Salmonella patojenlerinin de
icinde bulundugu ishale neden olan bazi mikrobiyal patojenler icin 3 ayr1 platformda
Multipleks PCR protokolleri gelistirilmis ve klinik 6rneklerde uygulanmistir. Kanli ishale

neden olan hedef patojenler viriilans genlerine 6zgii primerler ile ayn1 Multipleks PCR
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platformunda analiz edilmistir. Toplam 54 6rnekten 14 klinik izolat pozitif sonu¢ vermistir.
Pozitif 6rnekler genellikle bir patojenin varligi ile tespit edilmis, sadece birka¢ drnekte iki

patojen es zamanli olarak belirlenmistir (Sjoling ve ark., 2015).

Multipleks PCR tekniginin ileri derece optimize edilmesi gereken bir teknik oldugu
diisiiniilmektedir. Ozellikle 6rneklerin analizinde olas1 problemleri elemine etmek amaciyla
PCR etkinligini artirici ve inhibitorleri elemine edebilen maddelerin analizlere dahil edilmesi

basarili sonuglarin elde edilmesine olanak saglayabilir (Park ve ark., 2011).

ER1 ve ER2 protokolleri ile belirlenmesi

ER1 ve ER2 grubu igerisinde yer alan patojen mikroorganizmalar en ¢ok et ve et
tiriinlerinde rastlanmakta, belirli enfeksiyon dozunda hastalik olusturabilmektedir. Bu
patojen mikroorganizmalarin koyun eti érneklerindeki dinamigi ER1 ve ER2 Multipleks Real
Time PCR protokolleri ile tespit edilmistir. Koyun eti numunelerinde karaciger dokusu (14
adet) ve boyun bolgesi (26 adet) ve siipheli bulunan doku olarak {i¢ farkli dokuda toplam 41
adet Ornek analiz edilmistir. Numunelerden alinan laboratuvar oOrneklerinin (1 gr)
zenginlestirme islemi sonrast kromozomal DNA izolasyonlar1 yapilmis ve toplam DNA
konsantrasyonlar1 Nanodrop spektrofotometresi ile 6l¢iilmiistiir. ER1 ve ER2 protokolleri ile
Multipleks Real Time PCR analizleri gergeklestirilmistir. Analiz sonucunda elde edilen Ct
degerleri regresyon denklemlerinde yerine koyularak mikroorganizma sayilar
hesaplanmugtir. Koyun eti 6rnekleri arasinda mikroorganizma sayisi olarak genis bir dinamik
aralik gdzlenmistir. C. perfringens patojen mikroorganizmasi 2,0x10! kob/g ile K04-B1
orneginde en diisiik ve 8,6x 0° kob/g ile KO7-B1 érneginde en fazla mikrobiyal yiike sahip
oldugu goriilmiistiir. Patojenin koyun eti &rneklerinde ortalama 8,1x10* kob/g
mikroorganizma yiikiine sahip oldugu bulunmustur. Sadece bir 6rnegin (K13-K2) C.
perfringens patojeni ile kontamine olmadigi tespit edilmigtir. E. faecalis patojen
mikroorganizmasinin koyun eti 6rneklerinde potansiyeli belirlenmis ve toplam 41 6rnekten
sadece 3 Ornekte E. faecalis kontaminasyonu goriilmemistir. Bu patojenin koyun eti
orneklerinde belirlenebildigi en diisiik deger 1,5x10° kob/g ve en yiiksek deger ise 3,9x10’
kob/g olarak tespit edilmistir (Cizelge 4.17 ve 4.18).
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Cizelge 4.17. Koyun eti numunelerinin (boyun bolgeleri) ER1 ve ER2 Multipleks Real Time PCR sonuglari

Ornek DNA C. perfringens E. faecalis S. aureus E. coli O157:H7 S. enterica
Ct M.S. Ct M.S. Ct M.S. Ct M.S. Ct M.S.

K02-B1 901,95 32,01 4,5x10? - - 28,42 1,6x10* 20,34 2,3x10° 9,71 5,6x10°
K03-B1 778,75 31,39 6,1x10? - - 22,01 1,7x108 27,1 2,7x10* 30,74 6,1x10?
K03-B2 602,88 34,06 1,5x10> 15,61 1,3x107 39,02 7,2x10° 22,37 6,0x10° 22,35 3,7x10°
K04-B1 697,15 38,02 2,0x10t 19,77 8,0x10° 37,12 2,9x10! 19,44 4,1x108 9,68 5,8x10°
K04-B2 536,23 20,27 1,9x10° 16,02 1,0x107 34,14 2,5x10? 21,68 9,5x10° 8,05 2,0x10%
K05-B1 356,13 21,81 8,5x10* 29,06 1,5x10° 28,27 1,8x104 18,66 7,0x106 13,33 3,6x108
K06-B1 415,15 25,41 1,3x10* 21,21 3,0x10° 39,77 4,2x10° 20,3 2,4x10° 9,87 5,0x10°
K07-B1 796,58 17,31 8,6x10° - - 13,72 7,2x108 20,93 1,6x10%8 21,35 7,9x10°
K07-B2 873,64 23,21 4,1x104 17,92 2,8x10° 36,83 3,5x10* 20,95 1,5x108 29,72 1,3x10°
K08-B1 75493 24,56 2,1x10* 20,56 4,7x10° 29,25 8,8x10? 17,68 1,3x107 22,26 3,9x10°
K08-B2 475,60 24,58 2,0x10* 18,55 1,8x108 16,41 1,0x108 20,39 2,2x10°% 9,69 5,7x10°
K09-B1 562,80 27,84 3,8x10° 17,86 2,9x10°% 34,7 1,7x102 17,86 1,2x107 12,99 4,6x108
K09-B2 325,48 23,59 3,4x10* 19,65 8,7x10° 16,62 8,8x107 22,92 42x10° 12,16 8,7x108
K10-B1 629,33 2341 3,7x10* 19,46 9,9x10° - - 21,15 1,3x108 8,93 1,0x10%°
K10-B2 364,08 24,99 1,6x10* 15,47 1,5x107 37,28 2,5x10! 26,05 5,3x10* 9,19 8,4x10°
K11-B1 1018,15 22,69 5,4x10* 19 1,4x1068 13,68 7,4x108 20,29 2,4x108 25,02 4,8x10*
K16-B1 24748 27,04 5,8x10° 18,18 2,4x10°% 24,99 2,0x10° 20,26 2,4x10° 8,89 1,1x10%
K16-B2 299,50 27,88 3,7x10° 17,49 3,8x10° 37,33 2,5x10! 14,96 7,9x107 9,43 7,0x10°
K17-B1 777,35 18,41 49x10° 16,73 6,3x108 22,50 1,2x1068 14,94 8,0x10" 21,84 5,4x10°
K17-B2 410,53 18,41 4,9x10° 14,03 3,9x107 11,87 2,8x10° 18,61 7,2x108 21,07 9,8x10°
K18-B1 328,68 25,43 1,3x10* 19,32 1,1x108 11,10 4,9x10° 19,67 3,6x108 11,21 1,8x10°
K18-B2 471,10 19,71 2,5x10° 19,15 1,2x1068 15,65 1,8x108 20,63 1,9x108 11,41 1,5x10°
K19-B1 569,18 22,77 5,2x10* 14,35 3,2x107 26,08 8,9x10* 14,89 8,3x10” 20,50 1,5x108
K19-B2 548,25 21,29 1,1x10° 16,21 9,0x10°% 15,62 1,8x108 25,94 5,8x10* 10,71 2,6x10°
K20-B1 487,00 27,64 42x108 17,27 4,4x108 12,15 2,3x10° 23,89 2,2x10° 22,87 2,5x10°
K20-B2 614,69 29,03 2,1x10° 16,67 6,6x108 23,21 7,2x10° 30,54 2,8x10° 20,54 1,5x10°
Min. 24748 17,31 2,0x10' 14,03 1,5x10° 11,10 4,1x10° 14,89 2,8x10°8 8,05 6,1x10?
Maks. 1018,15 38,02 8,6x10° 29,06 3,9x107 39,77 4,9x10° 30,54 8,3x10” 30,74 2,0x10%0
Ort. 570,87 21,27 1,1x10° 18,24 6,8x108 2511 4,8x108 20,86 1,2x10” 15,90 3,3x10°

B; Boyun bélgesi, -; Patojen varlig1 negatif ¢ikan érnekler, DNA; Olgiilen Toplam DNA konsantrasyonu (ng/uL), M.S.; Hesaplanan mikroorganizma sayisi (kob/g)
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Cizelge 4.18. Koyun eti numunelerinin (karaciger ve siipheli doku) ER1 ve ER2 Multipleks Real Time PCR sonuglari

Ornek DNA C. perfringens E. faecalis S. aureus E. coli O157:H7 S. enterica
Ct M.S. Ct M.S. Ct M.S. Ct M.S. Ct M.S.

K01-K1 558,08 22,92 4,8x10* 19,77 8,1x10° 36,16 5,8x10! 25,23 9,2x10* 20,61 1,4x10°
KO01-K2 833,15 33,52 2,0x102 1551 1,4x10” 30,87  2,7x10° 24,79 1,2x10° 10,06 4,3x10°
K02-K1 595,68 23,43 3,7x10* 18,87 1,5x10° 26,14  8,6x10* 30,89 2,2x10° 89 1,1x10%
K05-K1 382,15 19,42 2,9x10° 21,96 1,8x10° 20,82  4,1x10° 2599 5,6x10* 10,77 2,5x10°
K06-K1 410,73 26,79 6,5x103 19,27 1,1x106 14,07 5,6x108 23,2 3,5x105 19,41 3,5x106
K12-K1 44485 24,59 2,0x10* 20,06 6,6x10° 31,42 1,8x10° 15,85 4,4x10° 8,66 1,3x10%°
K12-K2 469,50 30,43 1,0x10° 18,28 2,2x10® 3577  7,7x10! 22,83  4,5x10° 8,97 9,9x10°
K13-K1 285,28 32,36 3,7x10? 25,13 2,1x10* 24,47  2,9x10° 2455 1,4x10° 16,4 3,4x107
K13-K2 855,30 - - 18,67 1,7x10°8 9,87 1,2x10% 22,62 5/1x10° 23,04 2,2x10°
K14-K1 412,33 24,93 1,7x10* 20,57 4,7x10° - - 21,93 8,1x10° 15,31 7,9x107
K14-K2 851,13 26,19 8,9x10% 17,99 2,7x10¢ 2725  3,8x10* 13,98 1,5x108 10,44 3,2x10°
K15-K1 455,25 25,03 1,6x10* 24,16 4,1x10* 1445  4,3x108 2435 1,6x10° 25,75 2,7x10%
K15-K2 403,75 26,43 7,9x10° 19,66 8,7x10° 1156  3,5x10° 22,21 6,7x10° 11,01 2,1x10°
K21-K 480,48 31,2 6,8x10%2 21,01 3,5x10° 12,47 1,8x10° 24,82 1,2x10° 13,49 3,2x10°8
K11-U1l 267,35 26,48 7,7x103 20,04 6,7x105 19,05 1,5x107 19,25 4,7x106 8,49 1,4x1010
Min. 267,35 19,42 2,0x102 1551 2,1x10* 987 5,8x10! 13,98 2,2x10° 8,49 2,7x10%
Maks. 855,30 33,52 2,9x10° 25,13 1,4x10" 36,16 1,2x10%° 30,89 1,5x10®8 25,75  1,4x10%°
Ort. 513,67 26,69 3,3x10* 20,06 1,8x10% 22,45 1,3x10° 22,83 1,4x10° 14,09 4,0x10°

K; Karaciger dokusu, U; Bilinmeyen lezyon, -; Patojen varligi negatif ¢ikan 6rnekler, DNA; Olgiilen Toplam DNA konsantrasyonu (ng/uL), M.S.; Hesaplanan
mikroorganizma sayis1 (kob/g)
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Orneklerde S. aureus patojen mikroorganizmasi ise 9-39 esik deger (Ct) dongiileri
arasinda sonug vermistir. Bu patojenin koyun eti 6rneklerinde mikrobiyal yiik bazinda ise
4,2x10%- 1,2x10% kob/g olarak genis bir dinamik araliga sahip oldugu goriilmiistiir.
Koyun eti orneklerinde ER1 grubu C. perfringens, E. faecalis ve S. aureus patojen
mikroorganizmalarinin potansiyelleri karsilastirildiginda S. aureus patojenin 6nemli
derecede ustlinliigii fark edilmektedir. E. faecalis patojeni ise C. perfringens ile ¢ok farkli

olmamakla birlikte varlig1 en diisiik patojen olarak gézlenmistir.

ER2 protokolii ile analiz edilen koyun eti 6rneklerinde E. coli O157:H7 patojen
mikroorganizmasi toplamda 41 6rnek analiz edilmis ve tiim 6rneklerde pozitif sonug elde
edilmistir. E. coli O157:H7 i¢in Ct degerleri yaklasik 13-30 arasinda degisiklik
gostermektedir. Bu patojenin koyun eti &rneklerinde 2,2x10° - 1,5x10% kob/g
mikroorganizma sayisi ile genis bir dinamik araliga sahip oldugu goriilmiistiir. S. enterica

patojen mikroorganizmast ise 6,1x10%-2,0x10% kob/g araliginda tespit edilmistir.

Koyun eti numunelerinin 26 tanesi boyun boélgesinden, 14 tanesi karaciger
dokusundan ve 1 tanesi ise stipheli goriilen dokudan alinmis orneklerdir. C. perfringens
ve E. faecalis mikrobiyal patojenleri ortalama olarak en yiiksek boyun boélgesinde ve S.
aureus ise karaciger dokusunda tespit edilmistir. E. coli O157:H7 ve S. enterica ise her
iki dokuda da yakin mikrobiyal yiike sahip oldugu belirlenmistir. Stipheli bulunan doku
ise ortalama degerler iginde yer almis, diger dokulardan (boyun ve karaciger) aykirt bir
sonu¢ olugturmamistir. Boyun bdlgesinden alinan 6rneklerde mikrobiyal yiikiin fazla
miktarda bulunmasi hayvan kesimi sirasinda gergeklesen bir kontaminasyon sonucu
gerceklesmis olabilir. Karaciger viicutta besinlerin islendigi bir yer olup, kan yoluyla
mide bagirsak sisteminden gelen faydali molekiilleri ilgili organlara ve faydasiz
molekiilleri ise bobrege gonderen bir organdir. Bu nedenle patojen mikroorganizmalarin

karaciger dokularinda daha fazla bulunmasi beklenmektedir.

Patojen mikroorganizmalarin gidalarda hastalik olusturabilmek icin belirli
miktarlarda bulunmaktadir. Bu miktar enfeksiyon dozu olarak bilinmekte ve patojenden
patojene hatta kisiden kisiye bile degisiklik gosterebilmektedir. Enfeksiyon dozu C.
perfringens icin 10°-108 kob/g, E. faecalis icin en az 107 kob/g ve S. aureus igin ise 10’-
10° kob/g arasinda degisiklik gostermektedir. E. coli O157:H7 patojeni 10'-10? kob/g
olarak ¢ok diisiik miktarlarda hastalik olusturabilirken S. enterica patojeni ise 10°-10°

kob/g olarak genis bir enfeksiyon dozu araligina sahiptir. ER1 protokolii ile analiz edilen
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koyun eti 6rneklerinde C. perfringens patojeni en yiiksek 10° kob/g, E. faecalis patojeni
107 kob/g ve S. aureus ise 10° kob/g, olarak tespit edilmistir. ER2 protokolii ile analiz
edilen koyun eti 6rneklerinde mikroorganizma sayis ise E. coli O157:H7 patojeni 10°-
107 kob/g arasinda degismekte olup S. enterica ise ortalama 10%-10° kob/g olarak
belirlenmistir. Sonu¢ olarak analiz edilen Ornekler arasinda hedef patojenler igin
belirlenen mikroorganizma sayilariin hastalik olusturabilecek diizeyde oldugu
gorilmistir. Ayrica gida koteksinin yayinladigi mikrobiyolojik kriterler tebliginde
patojen mikroorganizmalarin gidalarda en fazla bulunabilecegi en iist limitler belirtilmis
ve C. perfringens ve S. aureus igin 10%-10* kob/g degerleri asilmas1 istenmeyen limit
degerler olarak bildirilmistir. E. coli O157:H7 ve S. enterica i¢in ise bu deger 0/25 ¢
olarak ¢ok diisiik miktarda belirlenmistir. ER1 ve ER2 protokolleri ile analiz edilen koyun

eti 6rneklerinde bu limitleri agan 6rneklerin varligi tespit edilmistir.

4.3.1.2. Sigir eti numunelerinde patojen varhgmn gelistirilen EM1-2 ve ER1-2

protokolleri ile belirlenmesi

EM1 ve EM2 protokolleri ile belirlenmesi

Sigir eti numunelerinde hedef patojen mikroorganizmalarin varlig tespit etmek
amactyla EM1 ve EM2 protokolleri ile Multipleks PCR analizleri gerceklestirilmistir.
Analiz sonuglari incelendiginde hedef patojen mikroorganizmalar sigir eti izolatlarinda
0zgilin olarak edilememistir. Multipleks PCR analizlerinde bir¢ok spesifik olmayan
amplifikasyon iirlinii olusmas1 nedeniyle Unipleks PCR analizleri yapilmistir. Tekli
analizlerde koyun eti numunelerinde oldugu gibi C. perfringens, S. aureus (EM1 grubu)
ve E. coli 0157:H7 (EM2 grubu) patojenlerinin varligi spesifik PCR iiriinleri ile
belirlenmis, ancak E. faecalis (EM1 grubu) ve S. enterica (EM2 grubu) birgok
amplifikasyon iirlinlin olugma ile basaril1 bir sekilde tespit edilememistir. Sonuglarin bir
kismi Sekil 4.57, 4.58, 4.59, 4.60 ve 4.61’de gosterilmistir. Toplam 40 adet sigir eti
numunesinden 27 numunede C. perfringens patojeninin sigir etlerini kontamine ettigi
gozlenmistir. Bununla birlikte S. aureus ve E. coli O157:H7 patojenlerinin de sigir eti

numunelerin tiimiine (40 adet) bulastigi PCR analizi sonucuyla tespit edilmistir.

EM1 tanimlanmasi planlanan ii¢ patojenden biri olan E. faecelis patojeni spesifik
olarak tespit edilememis ve bu sorunun primer kaynakli oldugu diisiiniilmiistiir. E.
faecalis ve S. aureus patojenlerinin ¢oklu PCR analizlerinde es zamanli olarak

tanimlandig1 ¢alismalar mevcuttur (Mehrotra ve ark., 2000; Ramos-Trujillo ve ark.,
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2003). Bu iki patojenin klinik izolatlarda ayni anda belirlenmesindeki amag olasi bir
genetik transfer durumunun arastirilmasi ve dolayisi ile enterokoklara 6zgii vankomisin
direng genlerinin metisiline direngli S. aureus patojeninde bulunabilme potansiyelinin
belirlenmesidir. Yine klinik izolatlarda E. faecalis patojeni ile ilgili cins ve tiir bazinda ve
S. aureus ile ilgili ise metisiline direng genlerinin identifikasyonu ile ilgili Multipleks
PCR analizleri yapilmigtir (Perez-Roth ve ark., 2001; Strommenger ve ark., 2003;
Jackson ve ark., 2004; Layton ve ark., 2009).

1 23 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13

1000 bg—
500 b¢—

934 be

Sekil 4.57. C. perfringens (934 bg) mikroorganizmasmin sigir eti numunelerinde
Unipleks PCR goriintiisii. 1: Markir, 2-13: Sigir eti 6rnekleri

1 2 34 5 6 7 8 9 10 11 12 13

1000 be—

500 bg—
— 310 be

Sekil 4.58. E. faecalis (310 bg) mikroorganizmasinin sigir eti numunelerinde Unipleks
PCR goriintiisii. 1: Markir, 2-13: Sigir eti 6rnekleri

EM2 grubunda tanimlanmasi hedeflenen C. jejuni, E. coli 0157:H7 ve Salmonella
serotipleri igin farkli Multipleks PCR ve Multipleks Real Time PCR stratejileri
gelistirilmistir. Hedef patojenler i¢in secilen primerler her iki protokolde de kullanilmus,

SYBR-Green teknolojisi ile de kantitatif analizler gergeklestirilmistir.
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1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13

1000 bg — 8o

500 bg —

Sekil 4.59. S. aureus (728 b¢) mikroorganizmasinin sigir eti numunelerinde Unipleks
PCR goriintiisii. 1: Markir, 2-13: Sigir eti 6rnekleri

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11

1000 bg

— 625 be
500 bg

Sekil 4.60. E. coli O157:H7 (625 bg¢) mikroorganizmasinin sigir eti numunelerinde
Unipleks PCR goriintiisii. 1: Markir, 2-11: Sigir eti 6rnekleri

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

1000 bg—
500 bg—

Sekil 4.61. S. enterica (403 bg¢) mikroorganizmasinin sigir eti numunelerinde Unipleks
PCR goriintiisii. 1: Markir, 2-12: Sigir eti 6rnekleri
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Su Orneklerinde protokollerin uygulanabilirligi arastirilmig, Unipleks PCR
analizlerinde her patojen spesifik olarak tanimlanabilmis ama Multipleks PCR
analizlerinde Salmonella tiirlerine 6zgii primerlerin diisitk DNA konsantrasyonda primer
dimeri olusturdugu belirlenmistir. Ayrica analizler sirasinda 6rnek matriksinden kaynakli
inhibitorleri elemine etmek amaciyla PCR etkinligini artirict maddeler (Bovin Serum
Albumin, BSA) kullanilmistir (Park ve ark., 2011). Bu ¢alismada da hem Multipleks PCR
hem de Multipleks Real Time PCR protokolleri olusturulmus, gida orneklerinde
uygulanabilirligi arastirilmis ancak E. faecalis ve S. enterica primerlerinin ve gida

matriksinin PCR verimini etkiledigi diistintilmustiir.

ER1 ve ER2 protokolleri ile belirlenmesi

Toplanan 40 farkli sigir eti numunesinden alinan Orneklerin (1 gr)
zenginlestirmesi ve DNA izolasyonu uygulamalarindan sonra toplam DNA
konsantrasyonlari dl¢iilmiis, takiben ER1 ve ER2 protokolleri ile Real Time PCR analizleri
gerceklestirilmistir. Analiz sonucunda sigir eti numunelerinin esik deger dongiileri (Ct)
elde edilmistir. Hedef patojenlerin ER1 ve ER2 protokolleri olusturulurken belirlenen
regresyon denklemlerinde (Bulgular Tartisma 4.3.1°de belirtildigi gibi) Ct degerleri (y)
kullanilmus, her bir hedef patojenin mikroorganizma sayilar1 hesaplanarak mikrobiyal

potansiyelleri belirlenmistir.

Sigir eti numuneleri boyun bélgesi (19), karaciger dokusu (17) ve siipheli bulunan
dokular (4) olarak 3 farkli dokudan toplanmistir. Gelistirilen protokoller ile numuneler
analiz edildiginde C. perfringens (12 adet) ve E. faecalis (3 adet) patojenlerinin
bulagmadigi sigir eti numunesinin oldugu tespit edilmistir. S. aureus, E. coli O157:H7 ve
S. enterica patojenlerinin biitin numunelerde varlig1 tespit edilmis ve kontaminasyon
dereceleri belirlenmistir (Cizelge 4.19 ve 4.20). Boyun, karaciger ve siipheli dokularda

hedef mikrobiyal patojenlerin kontaminasyon dereceleri karsilastirilmistir.
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Cizelge 4.19. Sigir eti numunelerinin (boyun bélgeleri) ER1 ve ER2 Multipleks Real Time PCR sonuglari

Ornek DNA C. perfringens E. faecalis S. aureus E. coli O157:H7 S. enterica
Ct M.S. Ct M.S. Ct M.S. Ct M.S. Ct M.S.

S01-B1 441,60 32,48 3,56x10° 36,79 7,8x10° 16,3  1,1x108 33,43 4,2x10° 10,33  3,5x10°
S02-B1 513,20 18,95 3,7x10° 16,68 6,6x10° 27,68 2,8x10* 17,82 1,2x107 8,3 1,7x10%°
S03-B1 536,85 30,16 1,2x10° 21,65 2,2x10° 16,77 7,8x107 13,07 2,7x108 15,38 7,5x107
S04-B1 214,00 - - 27,04 5,8x10% 20,93 3,8x10° 26,79 3,3x10* 11,91 1,1x10°
S05-B1 100,65 17,26 8,0x10° 21,18 3,1x10° 24,94 2,0x10° 25 1,1x10° 8,98 9,9x10°
S05-B2 211,40 19,12 3,4x10° 23,73 55x10* 20,37 5,7x10° 34,65 1,9x102 22,34 3,7x10°
S09-B1 231,60 20,34 1,8x10° 35,51 1,9x10' 11,53 3,6x10° 24,01 2,1x10° 32,45 1,7x10?
S10-B1 229.30 - - 2461 3,0x10* 14,76 3,4x108 11,24 9,1x108 12,74 5,6x10°8
S10-B2 300,10 20,66 1,5x10° - - 1414 53x108 9,3 3,3x10° 12,22 8,3x10°8
S11-B1 298,00 - - 28,81 1,8x10° 26,92  4,8x10* 23 4,0x10° 741  3,3x10%°
S11-B2 354,25 - - 28,18 2,7x10% 18,77 1,8x10’ 12,8 3,3x108 745  3,2x10%°
S16-B1 321,30 - - 2584 1,3x10* 33,73 3,4x10? 32,92 5,8x10° 21,66 6,2x10°
S17-B1 317,50 27,7 4,1x10° 26,88 6,5x10° 31,7 1,5x10° 12,15 5,0x108 11,83 1,1x10°
S17-B2 403,45 27,18 5,4x10% 2993 8,2x102 36,06 6,2x10! 11,57 7,4x108 28,4 3,6x10°
S18-B2 284,40 - - 22,79 1,0x10° 15,46 2,0x108 20,16 2,6x10° 11,6 1,3x10°
S19-B1 371,05 15,48 2,2x10% 24,18 4,0x10* 26,59 6,2x10% 26,97 2,9x10* 23,35 1,7x10°
S19-B2 421,35 1,45 3,0x10° 3211 1,9x10° 16,4 1,0x108 16,26  3,4x10’ 11,79 1,2x10°
S20-B1 67155 24,99 1,7x10* 25,27 1,9x10* 23,06 8,0x10° 11,02 1,1x10° 24.32 8,2x10*
S20-B2 668,60 27,36 4,9x10° 22,28 15x10° 29,12 9,7x10° 32,33 8,6x10° 9,2 8,3x10°
Min. 100,65 15,48 3,5x10% 16,68 7.8x10° 11,53 6,2x10! 9,30 1,9x102 7,41 1,7x10?
Maks. 671,55 32,48 2,2x10% 36,79 6,6x10° 36,06 3,6x10° 34,65 3,3x10° 32,45  3,3x10%
Ort. 362,64 23,47 3,5x10° 26,30 4,2x10° 22,38 2,6x108 20,76  3,7x108 15,35 5,7x10°

B; Boyun bélgesi, -; Patojen varligi negatif ¢ikan ornekler, DNA; Olgiilen Toplam DNA konsantrasyonu (ng/uL), M.S.; Hesaplanan mikroorganizma
sayis1 (kob/g)
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Cizelge 4.20. Sigir eti numunelerinin (karaciger ve siipheli doku) ER1 ve ER2 Multipleks Real Time PCR sonuglar

Ornek DNA C. perfringens E. faecalis S. aureus E. coli O157:H7 S. enterica
Ct M.S. Ct M.S. Ct M.S. Ct M.S. Ct M.S.

S01-K1 495,75 - - 29,01 15x10° 23,49  5,9x10° 21,25 1,3x10° 9,88 5,0x10°
S02-K1 250,50 20,36 1,8x10° 20,26 58x10° 22,75 1,0x10° 34,89 1,6x10° 9,87 5,0x10°
S03-K1 399,70 - - 221 1,7x10° 19,66 9,6x10° 15,24  6,6x107 17,1 2,0x10’
S06-K1 82,30 20,69 1,5x10° 39,33 1,4x10° 18,98 1,6x107 14,73 9,2x107 22,33 3,7x10°
S06-K2 166,60 20,28 1,9x10° 19 1,4x10%° 21,16 3,2x10° 15,3 6,3x10’ 10,24  3,8x10°
S07-K1 87,05 18,88 3,8x10° 27,02 5,9x10° 23,6 5,4x10° 24,13 1,9x10° 26,35 1,7x10*
S07-K2 177,30 17,52 7,7x10° 24,51 3,2x10* 17,97 3,3x10’ 27,26 2,4x10% 12,49  6,8x10°8
S08-K1 135,60 - - 16,91 56x10° 16,88 7,2x107 12,77 3,3x108 10,63 2,8x10°
S08-K2 154,00 - - - - 16,35 1,1x10°8 16,94 2,1x107 12,25 8,1x108
S09-K2 24455 17,95 6,2x10° - - 18,57 2,1x107 2454 1,4x10° 31,55 3,3x10?
S12-K1 82,65 38,36 1,7x10' 28,58 2,0x10® 32,94  6,0x10? 26,29 4,6x10% 2224  4,0x10°
S14-K1 185,25 34,6 1,2x10% 26,54 8,1x10° 28,93 1,1x10% 13,4 2,2x10° 23,27 1,8x10°
S14-K2 12550 22,15 7,1x10* 23,06 8,6x10* 24,64  25x10° 20,23 2,5x10° 10,38  3,4x10°
S15-K1 370,00 25,78 1,1x10* 17,04 51x10° 15,73 1,7x108 22,02 7,6x10° 14,74  1,2x108
S15-K2 212,35 28,2 3,2x10° 29,01 15x10° 25,92 1,0x10° 12,78 3,3x108 20,95 1,1x10°
S16-K2 345,80 - - 27,66 3,8x10° 34,94 1,4x10? 23,28 3,3x10° 28,15  4,4x10°
S18-K1 332,25 - - 234 6,9x10* 34,88 1,5x10? 33,76  3,4x10° 18,55 6,7x10°
S04-U1 223,75 19,46 29x10° 227 1,1x10° 21,16 3,2x10° 35,66 9,7x10! 10,15  4,0x10°
S12-U1l 235,40 26,87 6,3x10° 24,56 3,1x10* 25 2,0x10° 17,52 1,5x107 11,22 1,8x10°
S13-U1l 310,90 20,89 1,4x10° 28,42 23x10° 33,56 3,8x10? 23,69 2,5x10° 37,73  3,0x10°
S13-U2 473,15 - - 31,63 2,6x10° 2391  4,3x10° 17,75 1,3x107 12,65 6,0x108
Min. 82,30 17,52 1,7x10* 16,91 1,4x10° 15,73 1,4x10? 12,77 9,7x10* 9,87 3,0x10°
Maks. 495,75 38,36 7,7x10° 39,33 56x10° 34,94 1,7x10°8 35,66 3,3x108 37,73  5,0x10°
Ort. 242,40 23,71 2,0x10° 25,30 6,9x10° 23,86 2,1x107 21,59 5,5x10° 17,75 1,3x10°

K; Karaciger dokusu, U; Bilinmeyen lezyon, -; Analizlerde patojen varlig1 negatif ¢ikan 6rnekler, DNA; Olgiilen Toplam DNA konsantrasyonu (ng/uL),
M.S.; Hesaplanan mikroorganizma say1s1 (kob/g)
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Mikrobiyal kontaminasyon C. perfringens, S. aureus ve E. coli 0157:H7 patojenleri
icin boyun bolgelerinde daha fazla gozlenmigken E. faecalis ve S. enterica patojenleri 3
farkli dokuda da benzer kontaminasyon miktar1 gostermistir. ER1 protokolii ile analiz edilen
C. perfringens patojeni sigir eti 6rneklerinde 1,7x10! kob/g ve 2,2x10° kob/g ile genis bir
spektruma sahiptir. Bu patojenin mikrobiyal yiikii dokular bazinda karsilastirildiginda en
diisiik deger 1,7x10! kob/g ile karaciger dokularindan ve en yiiksek deger 3x10° kob/g ile de
boyun bélgesinden alinan si1g1r eti 6rneklerinde saptanmustir. E. faecalis patojeninin S6-K1
numunesinde 1,4x10° kob/g ile en diisiik degeri tespit edilmistir. S2-B1 numunesi ise
6,6x10° kob/g ile en yiiksek mikroorganizma potansiyeline sahip numune olarak
saptanmistir. Sonuglara bakildiginda karaciger dokusunda en diisiikk boyun bolgesinde ise en
yiksek E. faecalis mikroorganizmasi bulundugu goézlenmistir. S. aureus patojen
mikroorganizmasi sigir eti 6rneklerinde 6,2x10% ile 3,6x10° kob/g arasinda genis bir dinamik
araliga sahip oldugu belirlenmistir. Bu patojen diger dokulara kiyasla boyun bolgesinde en

diisiik ve en yiiksek miktarlarda saptanmistir.

ER2 protokolii ile analiz edilen E. coli 0157:H7 patojeninin kontaminasyon derecesi
9,7x10%- 3,3x10° kob/g araliginda tespit edilmistir. S4U1 numarali 6rnekte en diisiik ve
S10B2 numarali 6rnekte ise en yiiksek E. coli O157:H7 patojeni oldugu belirlenmistir. S.
enterica ise sigir eti orneklerinde 3,0x10° kob/g ile S13U1 numarali drnekte en diisiik
mikroorganizma sayisina sahip oldugu tespit edilmistir. S11B1 drneginin ise 3,3x10° kob/g
ile en yiiksek S. enterica patojenini bulunduran 6rnek oldugu gorilmiistir. Sigir eti
orneklerinde S. enterica patojeninin mikrobiyal kontaminasyon derecesi bakimindan genis

bir dinamik aralikta degisim gosterdigi gézlenmistir.

ER1 grubunda buluna ii¢ hedef patojeninin es zamanli olarak Multipleks Real Time
PCR teknigi ile identifikasyonunun yapilmadigi belirlenmistir. C. perfringens patojeninin
genellikle toksin genleri ile ilgili ¢aligmalarda Multipleks Real Time PCR uygulamalari
yapilmistir. E. faecalis patojeni ise herhangi bir Multipleks Real Time PCR metodunda
tanimlanmadig1 goriilmiistiir. Bu nedenle ER1 Multipleks Real Time protokoliiniin hedef
patojenleri es zamanli olarak karakterize eden ve ayni zamanda E. faecalis patojeni i¢in ilk
Multipleks Real Time PCR ¢alismasidir. S. aureus patojen mikroorganizmasi i¢in ise yaygin
olarak Multipleks Real Time PCR uygulamalarinda tammlanmis, ER1 Multipleks Real Time

protokoliinde bu patojen icin alternatif bir protokol olusturmustur.
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C. perfringens hayvan, insan ve gidalardan izole edilen 6rneklerde toksin genlerinin
karakterize edilmesiyle ¢oklu Real Time PCR analizlerinde teshis edilmis ve 6rneklerdeki
potansiyeli belirlenmistir (Albini ve ark., 2008; Grant ve ark., 2008; Gurjar ve ark., 2008;
Wang ve ark., 2011). Bu patojenin toksin tiplendirmesi i¢in insan ve hayvan izolatlarinin
analizi ile konvansiyonel ve Real Time PCR metotlar1 karsilastirilmigtir. Elde edilen
sonuglarm bu iki metot icin birbirlerine % 100 uyumlu oldugu tespit edilmistir. Ilaveten
Unipleks Real Time PCR ve Multipleks Real Time PCR analizleri yapilarak ayni
orneklerden elde edilen sonuglar karsilastirilmis, Multipleks Real Time PCR sonuglarinin
genel olarak biraz daha diisiik oldugu saptanmistir. PCR’da bireysel rekabetin sonuglarin
diisiik olmasina neden oldugu diisiiniilmiistiir (Albini ve ark., 2008). Farkli bir Multipleks
Real Time PCR protokolii ile ¢esitli hayvan ve insan izolatlarinda toksin genleri 241 pozitif
ornekten cpa (% 28,2), cpb (% 2,5), ia (% 2,5), etx (% 1,6), cpb2 (% 68) ve cpe (% 4,5)
genleri tespit edilmistir. Sonuglara bakildiginda cpb2 geni kaynakli beta2 toksin iireten
suglarin C. perfringens ile iliskili ishalle seyreden vakalarda 6nemli rol oynayabilecegi
diistiniilmiistiir (Gurjar ve ark., 2008). Bu ¢alisgmada ise C. perfringens mikrobiyal patojeni
alfa toksin geni olan plc (cpa) geninin amplifikasyonu ile tanimlanmstir. ER1 protokolii ile
analiz edilen sigir eti numunelerinde cpa geninin amplifikasyonu ile C. perfringens
patojeninin mikrobiyal potansiyeli % 70 ( 40 6rnekten 28 6rnekte pozitif sonug ile) olarak

belirlenmistir.

E. faecalis patojenin su 6rneklerinde gelistirilen Real Time PCR ile potansiyelleri
arastiritlmistir. 16S rRNA geni hedef gen bolgesi olarak secilmistir. Kalibrasyon egrisinin
dinamik araligi 10'-10° kob/reaksiyon, belirleme limiti 6 kob/reaksiyon ve korelasyon
katsayis1 ise 0,98’den biiylik bulunmustur (Domingo ve ark., 2003). Yine su 6rneklerinde
23S rRNA geninin amplifikasyonuna bagli olarak bu patojenin mikrobiyal potansiyeli
arastirilmistir (He ve ark., 2005). Gelistirilen ER1 protokoliinde ise 16S rRNA hedef bolge
olarak belirlenmis ve sigir eti 6rneklerinde E. faecalis patojeninin kontaminasyon derecesi
tespit edilmistir. Farkli 500 et 6rnegi ve 100 yumurta 6rneginde vankomisine direngli
genlerin varligr tespit edilmek istenmis ve izolatlarda 53 susun E. faecalis patojeni oldugu
belirlenmistir. Multipleks PCR ve Real Time PCR uygulamalari ile suslarda vanA ve vanB
direng genleri arastirildiginda E. faecalis patojeninde bu genin varligina rastlanmamistir
(Gousia ve ark., 2015). Gida orneklerinde viriilans genlerinin varligi ile enterokoklarin
potansiyeli aragtirllmistir. Gelistirilen Real Time PCR protokoliinde ace, esp ve gelE

viriilans genleri belirleme limiti saf kiiltiir ve et drneklerinde 102 kob/mL veya 10% kob/g ve
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peynir drneklerinde ise 103 kob/g olarak tespit edilmistir (Abouelnaga ve ark., 2016). Gida
orneklerinde E. faecalis patojeni ile ilgili Real Time PCR uygulamalarinin sinirhi sayida
oldugu goriilmiistir. ER1 protokolii E. faecalis patojeninin gidalardaki potansiyelini

arastirmak icin alternatif bir metot olusturmaktadir.

E. coli O157:H7 ve S. enterica mikrobiyal patojenleri Multipleks Real Time PCR
uygulamalarinda tanimlanan patojenler arasinda yer almaktadir. Et dirlinlerinde E. coli
0O157:H7, L. monocytogenes ve Salmonella spp. patojen mikroorganizmalarin varligi
gelistirilen Multipleks Real Time PCR metodu ile arastirllmistir. E. coli O157:H7 ve
Salmonella spp. icin 10%-10° hiicre/mL dinamik arahiginda 0,99 hassasiyete sahip
kalibrasyon egrileri olusturulmustur. ilaveten farkli domuz o6rneklerinde yapay olarak
kontaminasyon ile 20 saat zenginlestirmeden sonra 1 kob/25 g belirleme limitine kadar
inebilmislerdir (Kawasaki ve ark., 2010). Yine et iirlinlerinde farkli bir Real Time PCR
protokolii ile ayn1 hedef patojenler yapay kontaminasyonda 20 saat zenginlestirmeden sonra
2 kob/10 g en diisiik belirlenme limiti olarak tespit edilmistir. Ayrica tavuk, hindi ve
domuzunda bulundugu toplam 26 taze et iriiniinde patojenlerin mikrobiyal yiikleri
belirlenmistir. Orneklerden 15 tanesi (% 57,7) bir ya da iki patojen igin pozitif sonug
vermistir. Geri kalan 6rneklerdeki hedef patojenlerin varligi internal kontroliin amplifiye
olmasi ile birlikte negatif olarak sonuglanmistir. Pozitif 6rneklerde Salmonella % 30,8 ve
E. coli O157:H7 ise % 11,5 oranlar ile belirlenmistir. Ayrica Multipleks Real Time PCR

sonuglar1 kiiltiirel metotlar ile dogrulanmistir (Suo ve ark., 2010).

4.3.1.3. Tavuk eti numunelerinde patojen varhgmn gelistirilen EM1-2 ve ER1-2
protokolleri ile belirlenmesi

EM1 ve EM2 protokolleri ile belirlenmesi

Toplam 30 adet tavuk eti numunesi gelistirilen EM1 ve EM2 Multipleks PCR
protokolleri ile analiz edilmistir. Hedef patojen mikroorganizmalar koyun ve sigir eti
numunelerinde oldugu gibi tespit edilememistir. Unipleks PCR ile C. perfringens, S. aureus
ve E. coli 0157:H7 (EM2 grubu) tanimlanirken, E. faecalis (EM1 grubu) ve S. enterica (EM2
grubu) patojenleri bircok spesifik olmayan PCR iiriiniiniin olusmasit nedeniyle
tanimlanamamustir. Tavuk eti numuneleri i¢in Tekli PCR analiz sonuglarinin bir kismi
gosterilmistir (Sekil 4.62, 4.63, 4.64, 4.65, 4.66). Tekli PCR analizleri sonucunda tavuk eti
orneklerinde (30 adet) C. perfringens (22 adet), S. aureus (28 adet) ve E. coli O157:H7 (29

118



adet) mikrobiyal patojenlerin tespit edilmis ve patojenlerin tavuk eti numunelerini

kontamine ettigi belirlenmistir.

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

500 bg—

Sekil 4.62. C. perfringens (934 b¢) mikroorganizmasinin tavuk eti numunelerinde Unipleks
PCR goriintiisii. 1: Markar, 2-13: Tavuk eti 6rnekleri

1 2 34 5 6 7 8 9 10 11 12 13

1000 b¢ —
500 bg

Sekil 4.63. E. faecalis (310 b¢) mikroorganizmasinin tavuk eti numunelerinde Unipleks PCR
gorlintiisii. 1: Markir, 2-13: Tavuk eti 6rnekleri

Bu hedef patojenler ile ilgili yapilan Multipleks PCR ¢alismalar1 genellikle klinik
orneklerde yapilmis ve hedef genlerin identifikasyonu ile patojenler tanimlanmistir.
Calismanin bu kisminda ise klinik 6rneklere gére daha karmasik bir matrikse sahip gida
ornekleri hedef mikroorganizmalar gelistirilen EM1 ve EM2 Multipleks PCR yontemleri ile
analiz edilmis ancak tekli PCR amplifikasyonunda basarili sekilde tanimlanmistir. Bu
problemin gida matriksinden kaynakli ya da primer kaynakli oldugu sanilmaktadir. Metodun
gida Orneklerinde optimizasyonu ve gerekir ise mikroorganizmalar i¢in yeni primerlerin

belirlenmesi ya da tasarlanmasi1 gerekmektedir.
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1 23 45 6 7 8 9 10 11 12 13

1000 bg —

Sekil 4.64. S. aureus (728 b¢) mikroorganizmasinin tavuk eti numunelerinde Unipleks PCR
goriintiisii. 1: Markir, 2-13: Tavuk eti 6rnekleri

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

1000 bg —

500 be — 625 bg

Sekil 4.65. E. coli O157:H7 (625 bg) mikroorganizmasinin tavuk eti numunelerinde
Unipleks PCR goriintiisii. 1: Markir, 2-10: Tavuk eti 6rnekleri

1 2 3 4 5 6 7 8

1000 b¢ —
500 b¢ —

Sekil 4.66. S. enterica (403 b¢) mikroorganizmasinin tavuk eti numunelerinde Unipleks PCR
goriintiisti. 1: Markir, 2-8: Tavuk eti 6rnekleri
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ER1 ve ER2 protokolleri ile belirlenmesi

Gelistirilen ER1 ve ER2 protokolleri ile tavuk eti numuneleri analiz edilmis,
protokollerin uygulanabilirligi ve hedef patojen mikroorganizmalarin kontaminasyon
dereceleri arastirilmistir. Analiz edilen tavuk eti 6rneklerinde (30 adet) C. perfringens ve E.
faecalis patojenleri 8 6rnekte, S. aureus patojeni 1 6rnekte ve E. coli O157:H7 patojeni ise
3 ornekte tespit edilememistir. S. enterica patojeni ise biitiin tavuk eti rneklerinde varlig
ile kontaminasyon olusturmustur. C. perfringens patojeni ortalama 7,2x10° kob/g ile tavuk
numunelerinde en diisiik mikrobiyal yiike sahip patojen olarak tespit edilmistir. S. aureus
(3,2x10° kob/g) ve S. enterica (5,8x10° kob/g) ise en yiiksek mikroorganizma sayist ile tavuk
eti Orneklerinde varhigimi gostermistir. E. faecalis ve E. coli O157:H7 patojen
mikroorganizmalarinin kontaminasyon dereceleri ortalama olarak 10-10° kob/g arasinda
degisen genis bir spektruma sahiptir. Tavuk eti numunelerinde C. perfringens ve E. faecalis
% 73 oraninda, S. aureus % 96,6 oraninda, E. coli O157:H7 % 90 oraninda ve S. enterica %

100 oraninda pozitif sonug vermistir (Cizelge 4.21).

ER1 grubu igerisinde yer alan S. aureus diger patojenlere gore yaygin olarak bilinen
bir patojen olup bircok Multipleks Real Time uygulamalarinda diger gida patojenleri ile
beraber karakterize edilmistir. Gida 6rneklerinde E. coli, C. perfringens, S. aureus ve B.
cereus patojenleri es zamanli olarak yeni bir Multipleks Real Time PCR metodu ile
tanimlanmigtir. Tiim bakteriyel DNA’lar i¢in tek bir izolasyon adimi ve se¢ici olmayan basit
bir zenginlestirme uygulamasi ile kisa bir siire i¢inde sonuglar elde edilmis ve kiiltiirel
metotlar ile elde edilen sonuglar ile uyumlu oldugu belirlenmistir. Gida orneklerinde 35
kob/g belirleme limiti ve 0,97 korelasyon katsayisi ile metodun hassasiyeti tespit edilmistir
(Koppel ve ark., 2016). S. aureus, S. enterica, B. cereus ve Vibrio parahaemolyticus gida
patojenleri sirasi ile SAOUHSC_02297, invA, hbl ve tIhA genlerinin amplifikasyonu ile es
zamanli olarak karakterize edilmistir. Olusturulan bu yeni metotta S. aureus i¢in en diisiik
belirlenebilen limit 0,99 hassasiyette 102 kob/mL olarak tespit edilmistir (Cheng ve ark.,
2012).
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Cizelge 4.21. Tavuk eti numunelerinin ER1 ve ER2 Multipleks Real Time PCR sonuglari

Ornek DNA C. perfringens E. faecalis S. aureus E. coli O157:H7 S. enterica
Ct M.S. Ct M.S. Ct M.S. Ct M.S. Ct M.S.

TO1 141,85 27,79 3,9x10° 10,75 3,6x108 1454  4,0x10% 17,36 1,6x10’ 15,34 7,7x107
T02 92,00 - - - - 25,82 1,1x10° 38,87 1,2x10* 10,06 4,3x10°
TO3 124,45 35,52 7,3x10t 8,99 1,2x10° 34,74 1,6x10° 10,8 1,2x10° 7,75 2,5x10%°
TO4 67,00 - - 3431 4,.2x10 23,35 6,5x10° 19,53 3,9x10° 728  3,6x10%°
TO5 62,50 19,95 2,2x10° 24,48 3,3x10* 20,73  4,4x10° 28,71 9,3x10° 25,16 4,3x10%
TO6 4450 - - 20,93 3,7x10° 16,68 8,4x10’ 15,16 6,9x10’ 12,96 4,7x108
TO7 86,05 - - - - 3522 1,1x10° 15,23  6,6x107 10,14 4,1x10°
TO8 64,90 16,57 1,3x10° - - 23,06 8,0x10° 11,32 8,7x108 822 1,8x10%°
TO9 49,60 2354 3,56x10* 21,56 2,4x10° 28,72 1,3x10* 15,24  6,6x107 14,55 1,4x108
T10 5255 25,93 1,0x10% - - 2296 8,7x10° 10,81 1,2x10° 10,94 2,2x10°
T11 63,25 35,13 8,9x10' 19,16 1,2x10° 28,93 1,1x10* - - 7,64  2,7x10%°
T12 83,30 23,2 4,2x10* 30,76 4,7x10? 34,3 2,2x10? 14,98 7,8x10’ 826  1,7x10%°
T13 17850 13,05 7,7x10% 23,47 6,5x10* 32,27 9,8x10? 22,15 7,0x10° 14,78 1,2x108
T14 104,10 35,36 7,9x10! - - 3024 4,3x10° 12,76 3,4x108 9,77 5,4x10°
T15 207,80 23,42 3,7x10* 11,9 1,7x108 38,67  9,3x10° 15,06 7,4x10’ 897  9,9x10°
T16 290,95 30,41 1,0x10° 14,39 3,1x10° 16 1,4x108 12,99 2,9x108 851 1,4x10%°
T17 285,05 13,76 5,4x10° 12,64 1,0x10® 26,83 5,2x10* 23,02 3,9x10° 14,00 2,1x108
T18 177,80 20,09 2,1x10° 34,23 4,4x100 10,94  5,5x10° - - 20,88 1,1x108
T19 185,80 34,69 1,1x10%> 12,25 1,3x10°8 244 3,0x10° 10,6 1,4x10° 10,70 2,6x10°
T20 135,85 - - 13,89 4,3x10" 26,56 6,3x10% 11,37 8,4x108 14,12 2,0x108

122



Cizelge 4.21°nin devami

Ornek DNA C. perfringens E. faecalis S. aureus E. coli O157:H7 S. enterica
Ct M.S. Ct M.S. Ct M.S. Ct M.S. Ct M.S.

T21 145,20 20,19 2,0x10° 14,53 2,8x10" 14,07 56x10® 26,31 4,5x10* 28,38  3,7x10°
T22 136,40 20,08 2,1x10° 14,45 3,0x107 13,94  6,2x108 21,88 8,4x10° 21,35 7,9x10°
T23 114,45 23,61 3,4x10* 27,07 5,7x10° 15,7  1,7x108 13,33 2,3x108 10,73  2,6x10°
T24 158,65 18,8 4,0x10° 15,92 1,1x107 - - 11,23 9,2x10® 14,64  1,3x10°
T25 105,95 28,47 2,7x10° 17,41 4,0x10° 12,57  1,7x10° 26,49 4,0x10* 29,32 1,8x10°
T26 226,75 26,61 7,2x10° 7,21  8,3x10%° 20,15 2,6x10® 10,95 2,2x10°

T27 164,05 35,83 6,2x10! 35,13 2,4x10' 1536  2,2x10° - - 10,81 2,4x10°
T28 141,65 - - 31,31 3,2x10° 13,68  7,4x10®8 34,97 15x10° 22,61 3,0x10°
T29 198,20 - - - - 1576  1,6x108 17,07 2,0x107 2539  3,6x10*
T30 212,20 - - - - 2149  25x10° 10,81 1,2x10° 23,7 1,3x10°
Min. 4450 13,05 6,2x10' 8,99 24x101 7,21 9,3x10° 10,60 1,2x10! 7,28 1,8x10°
Maks. 290,95 35,83 7,7x106 35,13 1,2x10° 38,67 8,3x10*® 38,87 1,4x10° 29,32 3,6x10%Y
Ort. 136,71 25,09 7,2x10° 20,43 9,6x107 22,23  3,2x10° 18,11 3,3x10®° 14,60 5,8x10°

-; Analizlerde patojen varlig1 negatif ¢ikan drnekler, DNA; Olgiilen Toplam DNA konsantrasyonu (ng/uL), M.S.; Hesaplanan mikroorganizma sayisi
(kob/qg)
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Gelistirilen ER1 protokoliinde ise S. aureus patojeni i¢in nuc geni hedef bolge olarak
secilmistir. Ayrica S. aureus patojeni et ve et iriinlerinde Multipleks Real Time PCR
yontemi ile ¢ok fazla tanimlanmadigi ve dolayisiyla ER1 protokoliiniin yine alternatif bir
protokol oldugu goriilmiistiir. ER2 gurubunda yer alan E. coli O157:H7 ve S. enterica
patojenleri icin gelistirilen Multipleks Real Time PCR protokolii ile farkli et {iriinlerinde
mikrobiyal kontaminasyon dereceleri arastirilmistir. Toplam 152 farkli et 6rneginde yaklasik
E. coli O157:H7 patojeni % 19,07 ve Salmonella spp., i¢in ise % 34,21 ile potansiyelleri
tespit edilmistir (Garrido ve ark., 2010). Et ve et {iriinleri disinda sebze, siit ve peynir gibi
farkli gida tiriinlerinde de Multipleks Real Time PCR protokolleri gelistirilmistir (Omiccioli
ve ark., 2009; Elizaquivel ve ark., 2012; Yang ve ark., 2013; Delbeke ve ark., 2015).

4.3.2. Siit ve siit iiriinlerinde patojen varh@nn gelistirilen EM3 ve ER3 protokolleri ile

belirlenmesi

EM3 ve ER3 protokolleri siit ve siit iiriinlerinde hedef mikrobiyal patojenleri
tanimlamak ve mikroorganizma yiikiinii belirlemek igin gelistirilmistir. Gelistirilen bu
manuel (EM3) ve Real Time (ER3) PCR metotlar1 toplanan peynir ve siit numunelerinde
kullanilarak patojen mikroorganizmalarin (B. melitensis, C.sakazakii ve L. monocytogenes)
varligi tespit edilmistir. Peynir ve siit numunelerinden alinan laboratuvar 6érnekleri (1 g/ mL)
zenginlestirilerek kromozomal DNA izolasyonu yapilmis ve toplam DNA konsantrasyonlari
dliilmiistiir. Elde edilen DNA 6rnekleri kalip DNA olarak kullanilarak EM3 ve ER3 PCR
protokolleri ile analiz edilmistir. ER3 Multipleks Real Time PCR protokoliinde belirlenen
regresyon denklemleri mikroorganizma sayisi i¢in y: -4,4843x + 54,825 (B. melitensis), y: -
5,6228x + 54,144 (C. sakazakii) ve y: -4,461x + 50,03 (L. monocytogenes) olarak
bulunmustur. Esik deger dongiisii olan Ct (y) degerleri bu denklemlerde yerlerine koyularak
mikroorganizma sayilar1 (x) hesaplanmistir. Boylece hedef patojen mikroorganizmalarin

kontaminasyon dereceleri belirlenmistir.

4.3.2.1. Peynir numunelerinde patojen varh@mn gelistirilen EM3 ve ER3 protokolleri

ile belirlenmesi

EM3 protokolii ile belirlenmesi

Gelistirilen EM3 Multipleks PCR protokolii ile 20 peynir numunesi B. melitensis, C.
sakazakii ve L. monocytogenes patojen mikroorganizmalarinin varligini tespit etmek ve

metodun gida &rneklerinde uygulanabilirligini test etmek amaciyla analiz edilmistir. Uglii
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PCR analizlerinde hedef mikrobiyal patojenler spesifik olarak tespit edilememis ve tekli
PCR analizlerinde B. melitensis ve L. monocytogenes basarili bir sekilde belirlenmistir (Sekil
4.67, 4.69). C. sakazakii ise ti¢lii PCR analizlerinde tanimlanamamus, takiben tekli PCR
analizlerinde yaklasik 400 ve 500 bg¢ uzunluklarinda spesifik olmayan amplifikasyon

tirtinlerinin olustugu gézlenmistir (Sekil 4.68).
123456 789

Sekil 4.67. B. melitensis (223 bg¢) mikroorganizmasinin peynir numuneleri Unipleks PCR
gorlntiisii. 1: Markar, 2-9: Peynir 6rnekleri

123456 789

1000 bg —

500 bg — —505 bg

Sekil 4.68. C. sakazakii (505 bg¢) mikroorganizmasinin peynir numuneleri Unipleks PCR
goriintiisii. 1: Markir, 2-9: Peynir drnekleri

Sonu¢ olarak EM3 Multipleks PCR protokoliiniin  peynir 6rneklerinde
uygulanabilirligi siirli kalmigtir. Metodun gida 6rneklerinin analizi i¢in optimize edilmesi
ve ozellikle C. sakazakii 6zgii primerlerin gida drneklerinin karisik matriksi dikkate alinarak

yeniden tasarlanmasi gerekmektedir.

Gidalarda patojenlerin varligi ise Tekli PCR analizleri ile belirlenmis ve peynir
numunelerinin B. melitensis (17 adet) ve L. monocytogenes (19 adet) ile kontamine oldugu
tespit edilmistir.
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1 23 4 567 8 9

1000 b — 803 be

500 b¢ —

Sekil 4.69. L. monocytogenes (803 bg) mikroorganizmasimin peynir numuneleri Unipleks
PCR goriintiisii. 1: Markir, 2-9: Peynir 6rnekleri

EM3  Multipleks PCR metodu ile gida &rneklerinde hedef patojenlerin
tanimlanmasinin tglit PCR tepkimelerinde C. sakazakii mikroorganizmasindan kaynakli
olarak siirlandig1 goriilmiistiir. Hedef patojenleri tanimlayan baska bir ti¢lii Multipleks PCR
protokollerine rastlanmamistir. Bu calismada EM3 protokolii hedef patojenleri es zamanli
olarak tanimlayan ilk protokol olarak goriilmektedir ama gida numunelerinde
uygulanabilirligi C. sakazakii patojenine 06zgii primerlerin gida matriksinden dolay1
kisitlanmistir. Bununla beraber C. sakazakii mikrobiyal patojeni ¢oklu PCR analizlerinde
hedef organizma olarak yer almadigi goriilmiistiir. B. melitensis ise klinik izolatlarda diger
Brucella tiirleri ile ¢oklu PCR analizlerinde tanimlanmistir (Garcia-Yoldi ve ark., 2006;
Hinic ve ark., 2008; Kumar ve ark., 2011; Lopez-Goiii ve ark., 2011). [laveten ayn1 primerler
kullanilarak Brucella tiirleri i¢in konvansiyonel Multipleks PCR ve Multipleks Real Time
PCR olarak iki protokol gelistirilmistir (Hinic ve ark., 2008). Bu calismada da hedef
patojenler i¢in farkli primerler kullanilarak konvansiyonel Multipleks PCR ve Multipleks
Real Time PCR protokolii olusturulmustur. Ayrica genellikle klinik 6rneklerdeki Brucella
mikroorganizmalarinin potansiyeli belirlendigi goriilmiistiir ancak bu ¢alismada farkl: olarak

gida ornekleri analiz edilmistir.

L. monocytogenes mikrobiyal patojeninin identifikasyonu i¢in bir¢ok Multipleks
PCR metodu gelistirilmistir. Bu patojenin serovarlarini (1/2a, 1/2b, 1/2c ve 4b gibi)
ayirabilmek ve teshis etmek amaciyla ¢oklu PCR protokolleri gelistirilmis, klinik ve gida
izolatlarinda bu serovarlarin varligi arastirilmistir (Doumith ve ark., 2004; Wei ve ark., 2005;
Kerouanton ve ark., 2010; Chenal-Francisque ve ark., 2015). Bunun yani sira L.

monocytogenes cins bazinda ve tiir bazinda spesifik ve viriilans genlerin varligi ile bir¢ok
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Multipleks PCR uygulamasinda da yer almigtir (Bubert ve ark., 1999; Chen ve Knabel, 2007;
Kaur ve ark., 2007; Liu ve ark., 2007; Liu ve ark., 2015; Tao ve ark., 2016).

ER3 protokolii ile belirlenmesi

Peynir numuneleri ER3 protokolii hedef patojenlerin (B. melitensis, C. sakazakii ve
L. monocytogenes) kantitatif analizleri ger¢eklestirilmistir. Analiz sonuglarinda elde edilen
Ct degerleri kullanilarak regresyon denklemi ile patojenlerin mikroorganizma sayilar tespit
edilmistir. Toplam 20 peynir numunesinde B. melitensis ve C. sakazakii 3 6rnekte ve L.
monocytogenes 1 ornekte negatif olarak bulunmustur. Peynir numunelerinde % 85 (B.
melitensis ve C. sakazakii) ve % 95 (L. monocytogenes) oraninda hedef patojenler
mikrobiyal kontaminasyon olusturmustur. B. melitensis ortalama 4,9x10° kob/g ile peynir
numunelerinde en yliksek mikrobiyal yiike sahip mikroorganizmadir. L. monocytogenes ve
C. sakazakii ise sirasiyla 5,4x107 ve 3,1x10° kob/g ile B. melitensis patojeninden sonra en
yiiksek mikrobiyal kontaminasyon olusturmustur. L. monocytogenes 8,1x10- 8,1x10® kob/g
olarak en diisiikk ve en yiiksek mikroorganizma sayisi ile peynir 6rneklerinde genis bir

mikrobiyal aralig1 sahip oldugu gériilmiistiir (Cizelge 4.22).

B. melitensis, C. sakazakii ve L. monocytogenes patojen mikroorganizmalari en ¢ok
siit ve siit Uriinlerinde goriilmekte ve gidalarda hastalik olusturabilmesi igin gerekli
enfeksiyon dozlari 101-10° kob/g arasinda degismektedir. Tiirk Gida Koteksi yonetmeligine
gore ise sadece L. monocytogenes patojeni i¢in 0/25 g-mL olarak gidalarda bulunabilme
limiti verilmistir. ER3 protokolii ile analiz edilen peynir drneklerinde bulunan patojen

mikroorganizmalar ortalama olarak bu degerlerin iistiinde tanimlanmustir.

Multipleks Real Time PCR teknoloji ile B. melitensis, C. sakazakii ve L.
monocytogenes patojen mikroorganizmalarini es zamanli olarak tanimlayabilen bir ¢alisma
yapilmamistir. ER3 protokolii ise bu ii¢ hedef patojeni igin es zamanli tanimlayabilen ilk
Multipleks Real Time PCR metodu niteligi tasimaktadir. ER3 grubunda yer alan hedef
mikroorganizmalar ayn1 anda Multipleks Real Time PCR teknoloji ile tanimlanmasa da ayri
olarak farkli Multipleks Real Time PCR uygulamalarinda tanimlanmistir. B. melitensis
patojeni i¢in siirli sayida ¢alisma oldugu gozlenmis ve genellikle Brucella tiirleri arasinda
arastirmalar yapilmistir. Siit ve siit iiriinlerinde B. melitensis ve Brucella spp., belirlemek
amaciyla Real Time PCR metotlari olusturulmustur. S1gir ve manda siitii olmak tizere toplam
215 siit 6rnegi, 6 yogurt drnegi ve 4 krema drneginde ELISA ve Real Time PCR olmak iizere

iki farkli metotla B. melitensis patojeninin varlig1 arastirilmistir. Analiz sonuglarinda en az
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bir metot da 38 drnek pozitif ve 177 drnekte ya ELISA analizinde ya da Real Time PCR
analizinde negatif sonu¢ vermistir. Sigir siitiinde 9 ve manda siitiinde 7 drnekte Real Time

PCR protokolii ile B. melitensis patojeni tanimlanmistir (Wareth ve ark., 2014).

Cizelge 4.22. Peynir numunelerinin ER3 Multipleks Real Time PCR sonuglar1

- B. melitensis C. sakazakii L. monocytogenes
Ornek DNA M.S. Ct M.S. Ct M.S.

PO1 459,75 1226  3,1x10° 30,73 1,5x10* 39,94 1,8x10?
P02 832,70 18,6  1,2x10%8 24,06 2,2x10° 35,66 1,7x10°
P03 936,00 16,85  2,9x108 28,76  3,3x10* 34,26  3,4x10°
P04 944,05 2512  4,2x10® 23,03 3,4x10° 19,1 8,6x10°
P05 117,17 12,62  2,6x10° 2845 3,7x10% 21,85 2,1x10°
P06 402,55 11,83  3,8x10° 21,32 6,9x10° 10,31 8,1x108
PO7 555,05 92 15x10° 16,18 5,6x10° 30,79 2,1x10*
P08 923,65 16,3  3,9x10® 14,13  1,3x107 30,75 2,1x10*
P09 358,80 24,48 58x10° 17,64  3,1x10° 24,82  4,5x10°
P10 385,05 7,35 3,8x10% 255 1,2x10° 19,07 8,8x10°
P11 307,70 33,46  5,8x10* 16  6,1x10° 28,7 6,1x10*
P12 721,35 13,83  1,4x10° 13,08 2,0x10’ 29,35 4,3x10*
P13 502,10 27,96  9,8x10° - - 28,65 6,2x10*
P14 368,50 16,31  3,9x10® 32,78 6,3x10° 32,97 6,7x10°
P15 330,55 - - 26,38 8,7x10% 2481 4,5x10°
P16 577,55 1261  2,6x10° 27,09 6,5x10% . .
P17 848,75 - - 20,91 8,1x105 4153 8,1x10!
P18 474,95 . - . s 13,21  1,8x108
P19 168,40 14,55  9,5x108 - - 16,84 2,8x107
P20 452,10 13,39  1,7x10° 17,76  3,0x10° 31,14 1,7x10*
Min. 117,17 735 58x10* 13,08 6,3x10° 10,31 8,1x10*
Maks. 944,05 33,46 3,8x10° 32,78 2,0x10’ 4153 8,1x108
Ort. 533,34 16,87  4,2x10° 22,58 3,1x10° 27,04 5,4x107

-; Analizlerde patojen varlig1 negatif ¢cikan 6rnekler, DNA; Olgiilen Toplam DNA konsantrasyonu
(ng/uL), M.S.; Hesaplanan mikroorganizma sayisi (kob/g)

Yine manda siitiinde Real Time PCR ile Brucella tiirleri arastirilmistir. Bruselloz
enfeksiyonuna yakalanmis hayvanlar ve saglikli hayvanlardan toplam 109 siit 6rnegi
toplanmistir. Real Time PCR analizi sonucunda saglikli manda siitlerinin hepsi (20 adet) ve
enfeksiyona yakalanmis manda siitlerinden 20 Ornekte amplifikasyon gozlenmemistir.
Bununla birlikte enfeksiyona yakalanmis manda siitlerinden 27 siit 6rnegi analizlerde pozitif
sonug vermistir. Bu siit 6rnekleri ayn1 zamanda serolojik ve kiiltiirel metotlar ile de analiz

edilmis, en hassas sonuclar Real Time PCR ile alinmistir (Amoroso ve ark., 2011).

ER3 protokolii ile peynir numuneleri Multipleks Real Time PCR analizlerinde
patojenler i¢in pozitif sonuclar elde edilmis ve peynir numunelerinin kontamine oldugu

anlasilmistir. B. melitensis patojeni i¢in genellikle cins yada tiir bazinda, klinik izolatlarda,
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nadiren Multipleks Real Time PCR ve fazla sayida olmayan Real Time PCR protokolleri
gelistirilmistir (Probert ve ark., 2004; Hinic ve ark., 2008; Queipo-Ortuno ve ark., 2009;
Winchell ve ark., 2010; Doosti ve Dehkordi, 2011).

4.3.2.2. Siit numunelerinde patojen varhgmn gelistirilen EM3 ve ER3 protokolleri ile

belirlenmesi

EM3 protokolii ile belirlenmesi

B. melitensis, C. sakazakii ve L. monocytogenes patojenlerinin siit numunelerinde
varligin1 belirlemek i¢in EM3 Multipleks PCR protokolii ile analizler gergeklestirilmistir.
Coklu PCR analizlerinde peynir drneklerinde oldugu gibi spesifik olmayan amplifikasyon
tirtinlerinin olusmasi nedeniyle basarili sonuglar elde edilememistir. Tekli PCR analizlerinde
ise yine B. melitensis ve L. monocytogenes tespit edilmisken C. sakazakii patojeni birden
fazla PCR iiriinii ile 6zgiin olarak belirlenememistir (Sekil 4.70, 4.71, 4.72). Gida matriksi
ile yeterince spesifik olmayan C. sakazakii primerleri etkilesimi girmis ve fazla
amplifikasyon iiriinii olusumuna neden olmus olabilir. Tekli PCR analizlerinde B. melitensis
ve L. monocytogenes toplam 25 siit numunesinin 24 adedinde pozitif olarak sonu¢ vermistir.
Boylece siit numunelerine hedef patojenlerin (B. melitensis ve L. monocytogenes) bulasarak

mikrobiyal kontaminasyon olusturdugu tespit edilmistir.

E. coli O157:H7, Salmonella spp., S. aureus, Vibrio parahaemolyticus gibi gida
kaynakli mikrobiyal patojenler L. monocytogenes ile birlikte es zamanli olarak Multipleks
PCR protokolleri ile karakterize edilmis ve gidalarda patojenlerin varlig1 tespit edilmistir
(Jofre ve ark., 2005; Kawasaki ve ark., 2005; Kim ve ark., 2007; Mukhopadhyay ve
Mukhopadhyay, 2007; Germini ve ark., 2009). Yeni gelistirilen bir Multipleks PCR
metodunda E. coli O157:H7, Bacillus cereus, Vibrio parahaemolyticus, Salmonella spp., L.
monocytogenes ve S. aureus patojenleri ¢esitli tiikketime hazir gidalarda es zamanli olarak
tanimlanmistir. Mikrobiyal patojenlere 6zgii 6 ¢ift primer ile beraber toplam bakteriyel
DNA’y1 belirlemek amaciyla internal kontrol olarak 16S rRNA genine 6zgili primerler de
analizlere dahil edilmistir. Metodun hassasiyetini belirlemek amaciyla 10! -10® kob/mL
araliginda seri diliisyonlar hazirlanmigtir. Zenginlestirmeden sonra (12 s) yapay olarak
kontamine edilmis gida 6rneklerinde 10° kob/mL’ye kadar patojenler tespit edilebilmistir

(Lee ve ark., 2014).
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1 2 3 4 5 6 7 8 9

1000 bg —

500 be
223 bg

Sekil 4.70. B. melitensis (223 b¢) mikroorganizmasinin siit numuneleri Unipleks PCR
goriintiisti. 1: Markir, 2-9: Siit 6rnekleri

1 2 3 4 5 6 7

1000 bg —

500 b¢ —

Sekil 4.71. C. sakazakii (505 b¢) mikroorganizmasinin siit numuneleri Unipleks PCR
goriintiisii. 1: Markir, 2-7: Siit 6rnekleri

1 2 3 4 56 7 8 9

1000 bg— .
— ¢
500 bg—

Sekil 4.72. L. monocytogenes (803 b¢) mikroorganizmasinin siit numuneleri Unipleks PCR
goriintlisti. 1: Markar, 2-9: Siit 6rnekleri

130



Yine benzer sekilde 5 gida kaynakli patojenin (S. aureus, L. monocytogenes, E. coli
0157:H7, Salmonella spp. ve Yersinia enterocolitica) gida drneginde belirleme limiti 10°
kob/mL olarak belirlenmistir (Guan ve ark., 2013). L. monocytogenes mikrobiyal patojeni
yaygin olarak bilinen Salmonella spp., S. aureus ve E. coli O157:H7 patojenleri ile birlikte
es zamanli olarak genellikle et ve et iirlinlerinde karakterize edilmistir. Bu ¢alismada ise L.
monocytogenes patojeni C. sakazakii ve B. melitensis ile birlikte ¢oklu PCR protokolii ile
tanimlanmis, siit ve siit tirlinlerinde uygulanabilirligi arastirilmistir. Bu yoni ile diger

protokollerden farklilik gostermektedir.

ER3 protokolii ile belirlenmesi

ER3 protokolii ile 25 farkli siit numunesinden drnekler alinarak analiz edilmis ve
hedef patojenler icin Ct degerleri belirlenmistir. Elde edilen Ct degerleri kullanilarak
regresyon denklemi ile mikroorganizma sayilari hesaplanmistir. B. melitensis ve L.
monocytogenes 1 adet Ornekte negatif sonug olusturmustur. C. sakazakii ise tiim st
orneklerinde pozitif olarak belirlenmistir. B. melitensis 9,0x10° kob/mL ile en yiiksek ve C.
sakazakii ise 8,7x10* kob/mL ile en diisiik mikrobiyal yiike sahip patojen olarak tespit
edilmistir. L. monocytogenes patojeni ise yaklasik 10*-108 kob/mL ile diger patojenlere
oranla en genis dinamik araliga sahip mikroorganizmadir. Stit numunelerine mikrobiyal
kontaminasyon derecesi B. melitensis ve L. monocytogenes % 96 ve C. sakazakii ise % 100

oraninda bulunmustur (Cizelge 4.23).

ER3 grubunda yer alan C. sakazakii ile ilgili Multipleks Real Time PCR uygulamalari
arastirildiginda ¢ok fazla ¢alisma bulunmayip, bu patojenin potansiyeli genellikle bebek
mamalarinda arastiritlmistir. 2010 yilinda C. sakazakii ve Salmonella es zamanli bebek
mamasinda tanmimlanmistir. Bu iki patojen i¢in gelistirilen Multipleks Real Time PCR
metodunda yanlis negatif sonuglar1 elemine etmek amaciyla internal kontrol kullanilmistir.
Olusturulan kalibrasyon egrisinin korelasyon katsayisi 0,99 olarak bulunmus, yapay olarak
bebek mamalar1 kontamine edilerek ise metodun belirleme limiti her iki patojen iginde
zenginlestirme olmadan 10° kob/mL olarak tespit edilmistir. Bebek mamasinda patojenlerin
potansiyelleri belirlenmemistir (Hyeon ve ark., 2010). Bu calismada da benzer sekilde
internal kontrol kullanilmig ve tiim Real Time PCR analizlerinde pozitif sonug elde
edilmigtir. C. sakazakii ile ilgili Real Time PCR analizlerinde ise yeni gelistirilen

protokollerin hassasiyetini ve yapay olarak kontamine edilen bebek mamalarinda en diisiik
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belirleme limiti tespit edilmistir (Seo ve Brackett, 2005; Liu ve ark., 2006; Yi ve ark., 2010;
Soler ve ark., 2011; Jun-Ichi ve ark., 2012; Cai ve ark., 2013).

Cizelge 4.23. Siit numunelerinin ER3 Multipleks Real Time PCR sonuglari

. B. melitensis C. sakazakii L. monocytogenes
Omek DNA " MS.  Ct  MS.  Ct__ MS.
St01 304,60 12,46  2,8x10° 37,93  7,7x10? 30,07 3,0x10*
St02 389,30 10,52  7,5x10° 22,77  3,8x10° 34,48 3,1x10°
St03 499,80 7,79  3,1x10° 3555  2,0x10° 40,22 1,6x10?
St04 486,20 8,62 2,0x10° 2318  3,2x10° 22,98 1,2x10°
St 05 291,30 15,68  5,3x108 41,39  1,9x10? 37,46 6,6x102
St 06 470,10 8,61 2,0x10"° 2516 14x10° 26,83  1,6x10°
St07 502,30 8,26  2,4x10° 37,92  7,7x10? 36,46 1,1x10°
St 08 505,10 9,28 1,4x10° 3586  1,8x10° 35,89 1,5x10°
St 09 11490 20,51  4,5x10’ 29,6 2,3x10* 29,39 4,2x10*
St 10 258,23 - - 37,46 9,3x10? 34,47 3,1x10°
St1l 390,10 13,3 1,8x10° 30,41  1,7x10* 32,11 1,0x10*
St12 249,00 14,68 8,9x108 31,86  9,2x10° 16,14 4,0x107
St13 247,80 13,01  2,1x10° 42,21  1,3x10° 30,44 2,5x10*
St14 574,60 9,12 1,5x10%° 40,18  3,0x10? - -
St15 596,60 8,87 1,8x10° 2596  1,0x10° 33,84 4,3x10°
St 16 262,10 15,72  5,2x108 2593  1,0x10° 41,99 6,3x10!
St17 103,90 28,04  9,4x10° 21,96  5,3x10° 32,05 1,1x10*
St18 685,60 9,88 1,0x10%° 39,6 3,9x102 41,1 1,0x10?
St 19 88520 830 24x10° 2497 15x10° 1547  5,6x10’
St 20 410,10 12,74  2,4x10° 28,67  3,4x10* 20,68 3,8x10°
St21 208,90 28,27  8,3x10° 24,7 1,7x10° 36,97 8,5x10?
St22 696,90 8,97 1,7x10*° 2557  1,2x10° 19,23 8,0x10°
St 23 161,00 26,93  1,7x10° 27,59  5,3x10* 32,2 9,9x10°
St24 198,60 27,66  1,1x10° 37,07 1,1x10° 21,59 2,4x10°
St 25 342,70 11,89  3,7x10° 34,99  2,5x10° 13,62 1,5x108
Min. 103,90 7,79  83x10° 2196 1,3x10° 13,62  6,3x10*
Maks. 885,20 28,27 3,1x10° 42,21  5,3x10° 41,99 1,5x108
Ort. 393,40 14,13  9,0x10° 31,54  8,7x10* 29,82 1,1x10’
-; Analizlerde patojen varligi negatif ¢ikan 6rnekler, DNA; Olgiilen Toplam DNA konsantrasyonu
(ng/uL), M.S.; Hesaplanan mikroorganizma sayisi (kob/mL)

Bu c¢aligmada ise siit ve peynir numunelerinden olusan toplam 45 ornekte C.
sakazakii patojeninin potansiyeli belirlenmistir. ER3 protokolii ile analiz edilen peynir ve siit
orneklerinde sadece 3 (% 6,6) peynir 6rneginde negatif sonuc elde edilmis ve diger
orneklerde C. sakazakii patojeni % 93,3 kontaminasyon derecesi ile tespit edilmistir. C.
sakazakii siit ve peynir 6rnekleri i¢in ¢oklu Real Time PCR uygulamalarinda bu ¢alisma ile
ilk defa tespit edildigi goriilmiistiir. ER3 grubunda yer alan, gida kaynakli patojen
mikroorganizmalar arasinda yaygin olarak bilinen L. monocytogenes mikrobiyal patojeni ile

ilgili bircok Multipleks Real Time protokolii tanimlanmistir. Peynir ve siitte es zamanh
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olarak E. coli O157:H7, Salmonella spp. ve L. monocytogenes mikrobiyal patojenlerin
potansiyeli arastirilmistir. L. monocytogenes koyun siitii ve peynirinde pozitif sonug
vermemistir (Amaglian ve ark., 2016). Yine Salmonella spp. ve L. monocytogenes
patojenleri i¢in gelistirilen Multipleks Real Time PCR metodunda yapay olarak kontamine
edilmis yagsiz siitlerde 6 saat zenginlestirme islemi sonunda her iki patojen i¢inde belirleme
limiti 1x10° kob/mL’ye kadar diismiistiir (Singh ve ark., 2012). L. monocytogenes patojeni
et ve et lriinleri ve sebze gibi diger gida oOrneklerinde de ¢oklu Real Time PCR
uygulamalarinda tanimlanmustir (Elizaquivel ve ark., 2012; Garrido ve ark., 2013; Xiao ve
ark., 2014; Skerniskyte ve ark., 2015; Zhang ve ark., 2015; He ve ark., 2016). Bu ¢aligmada
ise ER3 protokolii ile analiz edilen toplam 45 6rnekten 1 siit drnegi ve 1 peynir drneginde (%
4,4) negatif sonug olusturarak 6rneklerin L. monocytogenes patojen ile kontamine olmadig1
belirlenmis ve 43 6rnekte (% 95,5) L. monocytogenes analizinde pozitif sonu¢ olusturarak

patojenin varligi tespit edilmistir.

4.3.3. Su numunelerinde patojen varh@mn gelistirilen EM4 ve ER4 protokolleri ile

belirlenmesi

EM4 ve ER4 protokolleri su numunelerinde hedef mikrobiyal patojeni tanimlamak ve
mikroorganizma yiikiinii belirlemek icin gelistirilmistir. Gelistirilen bu manuel (EM4) ve
Real Time (ER4) PCR metotlar1 toplanan su numunelerinde kullanilarak patojen
mikroorganizmanin (K. pneumoniae) varligi tespit edilmistir. Su numunelerinden alinan
laboratuvar ornekleri (1 mL) zenginlestirilerek toplam kromozomal DNA izolasyonu
yapilmistir. Elde edilen DNA &rnekleri kalip DNA olarak kullanilarak EM4 ve ER4 PCR
protokolleri ile analiz edilmistir. ER4 protokolii ile K. pneumoniae icin hedef gen
amplifikasyonu sonucu 0,995 hassasiyetle Unipleks Real Time PCR metodu uygulanmustir.
Hedef gen i¢in mikroorganizma sayist y: -3,7162x + 45,126 regresyon denklemleri ile
hesaplanmistir. Analiz sonucu elde edilen Ct degerleri (y) denklemlerde yerine koyulmus ve

orneklerdeki mikroorganizma sayilari tespit edilmistir.

4.3.3.1. EM4 protokolii ile belirlenmesi

A hydrophila, B. cereus ve K. pneumoniae EM4 grubu icerisinde yer alan patojen
mikroorganizmalardir ve PCR analizlerinde 16S rRNA hedef bolgesinin ¢ogaltilmasi ile
tanimlanmas1 amaglanmistir. Ancak EM4 grubu igin yapilan metot optimizasyon

calismalarinda primerlerin 6zgiin olmayip birbirleri ile etkilesimi girdigi diisiiniilmiis ve
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sadece K. pneumoniae patojeni i¢in Unipleks PCR metodu olusturulmustur. K. pneumoniae
patojen mikroorganizmasinin farkli bolgelerden toplanan su Orneklerinde varlig
belirlenmeye ¢alisilmistir. Yapilan Unipleks PCR analizleri sonucunda toplam 20 farkli su
numunesinde K. pneumoniae patojen mikroorganizmasi kalitatif olarak tanimlanis ve biitiin

numunelerde varligi tespit edilmistir (Sekil 4.73).

12 34 567 89 101112 131415 16 17181920

1000 bg —
500 b¢ —

Sekil 4.73. K. pneumoniae (458 bg) patojeninin su numuneleri Unipleks PCR goriintiisii. 1:
Markir, 2-19: Su 6rnekleri, 20: Referans patojen

K. pneumoniae patojeni hastane kaynakli enfeksiyonlardan sorumlu en 6nemli
patojenler arasinda yer almaktadir. Bu nedenle bu patojen ile ilgili yapilan c¢aligmalar
genellikle klinik izolatlarda 6zellikle patojenite ile iligkili kapsiil tiplerini belirlemek ve
direng genlerini tespit etmek icin yapilan PCR tanimlamalidir (Diancourt ve ark., 2005;

Leavitt ve ark., 2007; Turton ve ark., 2010).

K. pneumoniae patojeninin 16S-23S rDNA transkribe olan i¢ bosluklar (internal
transcribed spacer, ITS) bolgesinin amplifikasyonuna bagli olarak bebek mamasinda yeni
bir PCR metodu ile tanimlanmustir (Liu ve ark., 2008). Su 6rneklerinde ise ilgili caligmalara
rastlanmamis, bu nedenle K. pneumoniae mikrobiyal patojenin su 6rneklerindeki potansiyeli

ilk olarak bu calismada belirlendigi goriilmiistiir.

4.3.3.2. ER4 protokolii ile belirlenmesi

ER4 Real Time PCR metodu sadece K. pneumoniae patojenini tanimlamak iizere
gelistirilmis ve toplam 20 adet su 6rneginde 3 tekrarli olarak analizler gerceklestirilmistir.
K. pneumoniae patojeninin su orneklerindeki dinamik araligi 1,0x10%* 4,0x10° kob/mL
arasinda degisiklik gostermektedir (Cizelge 4.24). Analiz edilen su orneklerinin % 100

oranda K. pneumoniae patojeni ile kontamine oldugu tespit edilmistir.
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K. pneumoniae hastane kaynakli bir patojen olup en ¢ok klinik Orneklerde
tanimlanmistir. Bununla birlikte memelerin sindirim sistemi ve yiizey sulari, bitki ve toprak

gibi cevresel kaynaklarda bu patojenin habitatlar1 arasinda yer almaktadir (Podschun ve ark.,
2001).

Bu calismada yiizey su orneklerinde K. pneumoniae mikrobiyal patojeninin
potansiyeli Real Time PCR teknoloji ile tespit edilmistir. Yapilan Real Time PCR ve
Multipleks Real Time PCR uygulamalari incelendiginde, genellikle klinik 6rneklerde K.
pneumoniae suslarinda karbapenem direng genlerinin karakterize edildigi goriilmistiir (Cole

ve ark., 2009; Chen ve ark., 2011; Chen ve ark., 2012; Singh ve ark., 2012).

Cizelge 4.24. Su numunelerinin ER4 Real Time PCR sonuglar

K. pneumoniae

Ornek DNA Ct M.S.
Su 01 567,20 18,15 1,8x10’
Su 02 577,00 18,67 1,3x107
Su 03 233,40 28,86 2,4x10%
Su 04 761,90 10,79 1,7x10°
Su 05 503,10 17,61 2,5x107
Su 06 307,50 22,01 1,7x108
Su 07 190,30 21,62 2,1x10°
Su 08 202,00 21,47 2,3x10°
Su 09 167,10 20,22 5,0x10°
Su 10 366,90 23,10 8,4x10°
Su 11l 994,30 9,45 4,0x10°
Su 12 794,10 10,80 1,7x10°
Su 13 412,80 20,56 4,1x10°
Su 14 543,30 18,46 1,5x107
Su 15 751,90 11,57 1,1x10°
Su 16 648,30 10,79 1,7x10°
Su 17 259,80 28,19 3,6x10*
Su 18 100,20 30,19 1,0x10*
Su 19 313,30 22,34 1,4x108
Su 20 692,70 11,09 1,4x10°
Min. 100,20 9,45 1,0x10*
Maks. 994,30 30,19 4,0x10°
Ort. 476,44 18,80 5,9x10°8

DNA; Olgiilen Toplam DNA konsantrasyonu (ng/uL), M.S.; Hesaplanan mikroorganizma sayis1
(kob/mL)

K. pneumoniae mikroorganizmasinin da yer aldigi hastane kaynakli patojenleri
tanimlamak i¢in Multipleks PCR ve Multipleks Real Time PCR protokolleri gelistirilmistir.
Toplam 300 klinik 6rnek test edilmis, konvansiyonel PCR ile 46 6rnek ve Multipleks Real
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Time PCR ile 43 6rnek amplifikasyonu sonucu pozitif olarak belirlenmistir. Multipleks Real
Time PCR ile negatif sonu¢ veren diger 3 izolatin primer kaynakli olarak farklilik
olusturdugu diistiniilmiistiir. Sonuglar ise kiiltiirel yontemler ile dogrulanmistir (Anbazhagan
ve ark., 2011). Bu ¢alismada su 6rnekleri konvansiyonel PCR ve Real Time PCR ile analiz

edilmis, iki farkli uygulamadan elde edilen sonuglar birbiri ile % 100 uyumlu bulunmustur.
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5. SONUC ve ONERILER

Yaygin olarak bilinen on iki farkli gida kaynakli patojen mikroorganizmanin
(Aeromonas hydrophila, Bacillus cereus, Brucella melitensis, Campylobacter jejuni,
Clostridium perfringens, Cronobacter sakazakii, Enterococcus faecalis, Escherichia coli
0157:H7, Klebsiella pneumoniae, Listeria monocytogenes, Salmonella enterica subsp.
enterica serovar enteridis ve Staphylococcus aureus) Konvansiyonel PCR ve Real Time
PCR yaklagimlari ile karakterize edebilmek i¢in gelistirilen yontemler ve gida 6rneklerinde

bu yontemlerin uygulanabilirligi ile ilgili sonuglar asagida siralanmistir.

On iki farkli patojen mikroorganizmalara ait referans suslar temin edilmistir.
Referans patojen suslar kendilerine 06zgli inkubasyon kosullarinda biyiitiilmiis,
Konvansiyonel PCR yontemi ile tanimlanmis ve niikleotid dizileme ile tiirlerin dogrulugu

teyit edilmistir.

Konvansiyonel PCR ile tanimlamada literatiirlerden segilen tiir seviyesinde 16S
rRNA bolgesine 0zgii primerler kullanilmistir. E. coli O157:H7 referans susunun
tanimlamasi ise flic gen bolgesinin amplifikasyonu ile yapilmigtir. Tiim referans patojen
suslarin molekiiler tanimlamalar1 basarili bir sekilde gergeklesmistir. PCR tanimlamasini
takiben PCR iriinlerinin ileri ve geri yonde niikleotid dizilemesi yapilmis ve konsensus
diziler olusturulmustur. Konsensus diziler Blast programi kullanilarak Genbank veri
tabaninda yer alan diziler ile benzerlikleri karsilastirilmis ve tiirlerin dogrulugu % 99-100

benzerlik ile teyit edilmistir.

Patojen mikroorganizmalar en ¢cok bulundugu gidalar ve enfeksiyon dozlar1 dikkate
alinarak 4 grup olusturulmus ve E1, E2, E3 ve E4 olarak isimlendirilmistir. E1 grubu (C.
perfringens, E. faecalis ve S. aureus) et ve et triinlerinde yiiksek enfeksiyon dozunda
bulunan ve E2 grubu (C. jejuni, E. coli O157:H7 ve S. enterica) ise yine et ve et iirtinlerinde
diisiik dozunda bulunan patojen mikroorganizmalardir. E3 grubu (B. melitensis, C. sakazakii
ve L. monocytogenes) siit ve siit iirlinlerinde yiiksek dozda enfeksiyona neden olan
bakterilerden olusturulmustur. E4 grubu (A. hydrophila, B. cereus ve K. pneumoniae)
genellikle su ve sebzelerden bulagarak hastaliga neden olan patojenleri kapsayacak sekilde

olusturulmustur.

Bu patojen mikroorganizmalar icin gruplar baz alinarak EM1, EM2, EM3 ve EM4
olarak isimlendirilen yeni Multipleks Konvansiyonel PCR yontemleri gelistirilmistir.

Oncelikle primerlerin grup igerisinde 6zgiinliikleri biyoinformatik olarak kontrol edilmis ve
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spesifik olmayan primerlerin yerine yeni primerler (Bc2R, Cp2R, Kp2F ve SaZR)
tasarlanmistir. Bu yeni tasarlanan primerler hedef patojenler i¢in ileriki ¢aligmalarda

alternatif olarak sunulmustur.

Multipleks ~ Konvansiyonel PCR optimizasyon asamasinda primer ve
konsantrasyonlar1 basta olmak tizere PCR kosullarinda ¢esitli modifikasyonlar
uygulanmistir. Kalip DNA olarak steril suda ¢oziinmiis koloniler ve kit kullanilarak izole
edilen kromozomal DNA’lar kullanilm1s ve metot optimizasyonlar1 gergeklestirilmistir. EM1
grubu optimizasyonu sonucunda C. perfringens, E. faecalis ve S. aureus mikrobiyal

patojenleri basarili bir sekilde tanimlanmustir.

EM2 grubu optimizasyonu sonucunda E. coli O157:H7 ve S. enterica referans
patojenlerinin aymi reaksiyonda mikrobiyal tanimlamasi gerceklestirilmistir. EM2 grubu
igerisinde planlanan C. jejuni ise multipleks reaksiyonlarda tanimlanamamis ve bu nedenle

EM2 grubuna dahil edilememistir.

EM3 grubu optimizasyonu sonucunda B. melitensis, C. sakazakii ve L.
monocytogenes referans suslarinin amplifikasyonu basarili bir sekilde gerceklesmistir. EM3
yontemi Onceki ¢alismalar incelendiginde hedef patojenler i¢in ilk Multipleks PCR yontemi

oldugu goriilmiistiir.

EM4 grubu optimizasyonunda ise A. hydrophila, B. cereus ve K. pneumoniae
patojenleri i¢in tekli PCR amplifikasyonlarda ve B. cereus ve K. pneumoniae patojenleri i¢in

ikili PCR amplifikasyonlarda basarili sonuglar elde edilmistir.

Hedef patojenleri karakterize etmek i¢in Tagman belirleme teknoloji kullanilarak
Real Time PCR yontemleri gelistirilmistir. Oncelikle patojenlere dzgii viriilans genler hedef
bolge olarak secilmis ve bu bolgelere 6zgii primer ve problar belirlenmistir. Takiben hedef
patojen mikroorganizmalarin kromozomal DNA izolasyonlar1 ve mikroorganizma sayimlari
yapilmistir. Real Time PCR analizlerinden once Kalip DNA konsantrasyonu ve
mikroorganizma sayisi arasindaki korelasyon incelenmistir. Farkli sayida koloni bulunduran
kiltiirlerden izole edilen DNA miktari ile koloni sayilari iligkilendirilmis ve aralarinda giiclii
bir korelasyon (r?=0.99) tespit edilmistir. Bdylece DNA konsantrasyonu ile elde edilen
amplifikasyonlarin  mikroorganizma sayisi i¢inde uygulanabilir nitelikte oldugu

belirlenmistir.

Her bir patojen mikroorganizma i¢in uygun PCR bilesenleri ve amplifikasyon sartlar

belirlenerek Unipleks Real Time PCR amplifikasyonlar1 gergeklestirilmistir. Ilaveten
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analizlerde internal amplifikasyon kontrolii i¢in universal 16S rRNA bolgeside amplifiye

edilmistir.

Real Time PCR ile kalip DNA konsantrasyonu ve amplifikasyon arasindaki
korelasyonu tespit etmek igin izole edilen kromozomal DNA’lardan seri seyreltmeler
yapilmustir. Seyreltilen DNA dilusyonlarinin analizleri sonucunda DNA konsantrasyonu ve
esik deger dongiileri (Ct degerleri) arasindaki logaritmik iliskiyi belirleyen kalibrasyon
egrileri olusturulmustur. Ayrica, izole edilen DNA’larin mikroorganizma sayimi
yapildigindan mikroorganizma sayisinin logaritmik degerine kars1 Ct degerleri kullanilarak
kalibrasyon egrileri ¢izilmis ve mikroorganizma sayisi ile Ct degeri arasindaki iliski
belirlenmistir. Kalibrasyon egrilerinin korelasyon katsayilar1 0,98-0,99 arasinda degisiklik

gostermistir. Bu deger metodun hassasiyetini belirlemektedir.

Multipleks Real Time PCR uygulamasinda ise ER1, ER2, ER3 ve ER4 olmak iizere 4
farkli reaksiyon olusturulmasi planlanmistir. Metot optimizasyonunda primer ve prob
konsantrasyonlar1 basta olmak ilizere PCR kosullarinda farkli degisiklikler yapilmis ve
optimum kosullar belirlenmistir. Seyreltilmis DNA dilusyonlarinin analizleri ile esik deger

dongiileri belirlenmis ve kalibrasyon egrileri olusturulmustur.

ER1 protokolii optimizasyon sonucunda C. perfringens, E. faecalis ve S. aureus igin
0,98-0,99 korelasyon katsayis1 araliginda kalibrasyon egrileri olusturulmustur. ER1
protokolii hedef patojenler i¢in éncii Multipleks Real Time PCR yontemidir. ER2 protokolii
optimizasyon sonucunda E. coli O157:H7 ve S. enterica i¢in 0,98-0,99 korelasyon
katsayilarma sahip Kalibrasyon egrileri ¢izilmistir. ER3 protokolii optimizasyon sonucunda
B. melitensis, C. sakazakii ve L. monocytogenes ise 0,98-0,99 korelasyon katsayis1 araliginda
kalibrasyon egrileri olusturulmustur. ER4 protokolii optimizasyon sonucunda ise K.

pneumoniae mikrobiyal patojeni 0,99 hassasiyetle kalibrasyon egrisi olugturulmustur.

Caligma kapsaminda gelistirilen Multipleks Konvansiyonel PCR ve Multipleks Real
Time PCR yontemlerinin gida orneklerinde uygulanabilirligini test etmek ve gidalardaki
hedef patojen mikroorganizmalarin potansiyellerini belirlemek amaciyla gida ornekleri
toplanmis ve analiz edilmistir. EM1 ve EM2 protokollerini koyun, sigir ve tavuk eti
orneklerinde uygulanabilirligi incelenmistir. Protokoller ile analiz edilen et drneklerinin
tammlamas1 smrl kalmis, &rnekler Tekli PCR protokollerinde tanimlanmistir. EM3
protokoliiniin siit ve peynir Orneklerinde uygulanabilirligi test edilmistir. Gelistirilen

protokol analiz edilen drneklerde hedeflendigi gibi tiglii olarak degil tekli PCR protokolii ile
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tanimlanmustir. EM4 protokoliinde ise 20 adet su numunesinde K. pneumoniae patojen
mikroorganizmasinin tanimlanmasi yapilmistir. K. pneumoniae mikrobiyal patojeni analiz
edilen su numunelerinde pozitif sonug vermis ve bdylece analiz edilen su numunelerinin K.
pneumoniae patojeni ile kontamine oldugu belirlenmistir. Gida 6rneklerinin karisik matriksi
Ozellikle primerlerin istenilen 6zgilinlikte olmamasi ile beraber fazla amplifikasyon
{iriinlerinin olusmasima neden olmustur. Ornek hazirlama siirecinde veya PCR analizi
sirasinda inhibisyona neden olan etmenlerin elemine edilmesi gerekmektedir. PCR
etkinligini artirict maddeler (DMSO ve BSA gibi) gida matriksinden kaynakli inhibitorleri

elemine etmek i¢in ¢6ziim olusturabilir.

Gelistirilen Multipleks Real Time PCR yontemlerinde ER1 ve ER2 protokolleri igin
41 adet koyun eti, 40 adet si81r eti ve 30 adet tavuk eti numunesi, ER3 protokolii igin ise 25
adet siit numunesi ve 20 adet peynir numunesi ve ER4 protokolii i¢in ise 20 adet su numunesi
analiz edilmistir. ER1 protokolii ile analiz edilen koyun eti numunelerinde en ¢ok S. aureus
patojen mikroorganizmasi (7,7x108 kob/g) belirlenmistir. E. faecalis (4,9x10° kob/g) ve C.
perfringens (8,1x10* kob/g) daha diisiik mikrobiyal yiik ile koyun eti érneklerinde tespit
edilmistir. Sigir eti érneklerinde mikrobiyal yiik C. perfringens igin 2,7x10° kob/g, E.
faecalis icin 5,6x10° kob/g ve S. aureus icin 1,3x10® kob/g tespit edilmistir. Tavuk eti
orneklerinde ise 7,2x10° kob/g (C. perfringens), 9,6x10" kob/g (E. faecalis) ve 3,2x10° kob/g

(S. aureus) patojen mikroorganizmalar i¢in tespit edilen mikroorganizma sayilaridir.

ER2 protokolii ile analiz edilen et &rneklerinde ise E. coli O157:H7 ve S. enterica
patojen mikroorganizmalarin potansiyeli belirlenmistir. Sirasiyla, koyun eti 6rneklerinde
1,2x107 kob/g ve 3,6x10° kob/g, sigir eti drneklerinde 2,1x10® kob/g ve 3,4x10° kob/g ve
tavuk eti 6rneklerinde ise 3,3x10® kob/g ve 5,8x10° kob/g ile E. coli O157:H7 ve S. enterica
patojenlerinin gidalardaki potansiyeli tespit edilmistir. Et Orneklerinde S. enterica
patojeninin E. coli O157:H7 oranla daha yiiksek miktarda mikrobiyal yiike sahip oldugu
tespit edilmistir.

ER3 protokolii ile siit ve peynir drnekleri analiz edilmis ve B. melitensis, C. sakazakii
ve L. monocytogenes patojenleri karakterize edilmistir. Siit 6rneklerinde B. melitensis i¢in
4,2x10° kob/mL, C. sakazakii icin 3,1x10° kob/mL ve L. monocytogenes icin 5,4x10’
kob/mL mikroorganizma sayist belirlenmistir. Peynir orneklerinde ise B. melitensis igin
9,0x10° kob/g, C. sakazakii i¢in 8,7x10* kob/g ve L. monocytogenes 1,1x10" kob/g
mikrobiyal yiik ile patojenler tespit edilmistir. Siit ve peynir orneklerinde B. melitensis

patojeni diger patojenlere oranla daha yiiksek mikrobiyal potansiyele sahip oldugu
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goriilmiistiir. EM3 ve ER3 protokolleri ile siit ve peynir drneklerinde hedef patojenlerin
potansiyeli belirlenmis ve boylelikle B. melitensis ve C. sakazakii patojenlerinin farkli gida
orneklerindeki varligi da degerlendirilmis olmaktadir. ER4 protokolii ile K. pneumoniae
patojeninin su orneklerindeki mikrobiyal yiikii ise ortalama 5,9x10% kob/mL olarak

bulunmustur.

Sonug olarak bu tez ¢alismasinda hedef patojenler i¢in EM1, EM2, EM3 ve EM4 olmak
lizere dort Multipleks Konvansiyonel PCR yéntemi gelistirilmistir. EM2 ve EM4 protokolleri
hedeflenen tiglii patojen tanimlamalarin da smurli kalmas, ikili ya da tekli olarak analiz
edilmistir. Bu sinirlamanin primer kaynakli oldugu diistiniilmektedir. Gelistirilen PCR
protokollerin gida oOrneklerinde uygulanabilirligi incelenmis ve gida matriksinin

karmasiklig1 nedeniyle tekli (EM1, EM2 ve EM3) pozitif sonuglar elde edilmistir.

Calismada ayn1 zamanda hedef mikrobiyal patojenleri tanimlayabilen ve kantitatif
analiz edebilen Multipleks Real Time PCR yontemleri (ER1, ER2, ER3 ve ER4)
gelistirilmistir.  Yontemler ¢esitli  gida  Orneklerinde uygulanmig ve  patojen
mikroorganizmalarin potansiyelleri belirlenmistir. Boylece gelistirilen Multipleks Real
Time PCR yontemlerin uygulanabilirligi ve etkinligi valide edilmistir. Ayrica standardize
edilen Multipleks Konvansiyonel PCR (EM1, EM2, EM3 ve EM4) ve Multipleks Real Time
PCR yéntemler (ER1, ER2, ER3 ve ER4) hedeflenen tani kitlerinin temelini olusturmaktadir.
Optimize edilmis PCR kosullarinda gelistirilen manuel (EM1, EM2, EM3 ve EM4) ve Real
Time Tam Kitleri (ER1, ER2, ER3 ve ER4) ile izole edilen kromozomal DNA ve negatif
kontrol eklenerek kisa siirede, tek bir reaksiyonda hedef patojenlerin hem kalitatif hem de
kantitatif analizi yapilabilecektir. Boylece insan sagligi ve ekonomik agidan olumsuz etkilere
yol acan gida kaynakli hastaliklarin teshis ve tedavisinde kolaylik saglanarak gida kaynakli
hastaliklarin Oniine gecebilmek ve potansiyellerini belirlemek i¢in katkida bulunulmus
olacaktir. Ayrica gelistirilen tan1 kitleri metotlar1 gizli tutulan ticari kitlere alternatif bir
yontem olusturacaktir ve dzellikle rutin mikrobiyoloji laboratuvarlari igin hizli ve giivenilir

alternatif bir yontem niteligi tasimaktadir.
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