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OZET

Ekin IH, “Siitte Escherichia coli O157:H7 Canlh Hiicrelerinin Belirlenmesinde Kiiltiir Yontemi ile
Real-Time PCR Yoéntemlerinin Karsilastirilmas1”, Van Yiiziincii Y1l Universitesi, Saghk Bilimleri
Enstitiisii, Besin Hiyjeni ve Teknolojisi (Veteriner) Anabilim Dal, Doktora Tezi, Van, 2022. Bu
caligmada, canli E. coli O157:H7 hiicrelerinin konvansiyonel kiiltir yontemi ve gqPCR teknigi ile
belirlenmesi ve karsilastirilmas: amaglandi. Bunun igin PBS ve siit ortamlarinda canli E. coli O157:H7
stispansiyonlaria 55°C’de 10, 20 ve 30 dk. siireyle 1s1l islem uygulandi. PBS ve siit ortamlarindaki canli
hiicre sayilar1 konvansiyonel kiiltiir yontemiyle elde edilen sonuglar ile direkt gPCR, EMA+qPCR ve
PMA+gPCR yontemlerinden elde edilen sonuglar ayr1 ayri karsilastirildi. Hazirlanan test siispansiyonunun
kiiltiirel sayim sonucu ile direkt qPCR sayim sonucu arasindaki fark istatistiki agidan dnemsiz (p<0.05)
bulundu. Tiim uygulamalarda farkli siirelerde yapilan 1sil iglem sonrasi kiiltiirel sayim ile direk gPCR
sayimlari arasindaki fark onemli (p<0.05) bulundu. Farkli konsantrasyonlarda EMA ve PMA uygulanan
orneklerde kiiltiir ve qPCR sayimlarinin ortalama degerleri arasindaki fark énemsiz bulunurken kiiltiir
sayimina en yakin EMA konsantrasyonunun 7 pg/ml, PMA konsantrasyonunun ise 30 uM/ml oldugu
belirlendi. PBS ve siit ortamlarinda farkli konsantrasyonlarda EMA ve PMA uygulamalari sonrasi yapilan
gPCR sayimlarinda elde edilen degerler, kiiltiirel sayimlarda elde edilen degerlerle karsilastirildiginda
aralarindaki fark istatistiksel olarak 6nemli olmamakla birlikte qPCR sayimlar1 daha yiiksek ¢ikti. Isil
islem sonrast PBS ortamindaki canli E coli O157:H7 sayisi, siit ortamindaki uygulama ile
karsilagtirildiginda daha diisiik bulundu. Sonug olarak bu ¢alismada EMA ve PMA uygulamalar1 sonrasi
elde edilen gPCR sonuglarinin kiiltiir ydntemi ile elde edilen sonuglara direkt gPCR’dan daha yakin oldugu
tespit edildi. Konvansiyonel kiiltiir yontemleri ile tespit edilemeyen canli fakat kiiltiire edilemeyen
hiicrelerin (VBNC) tespiti ve miktar tayini bakimindan EMA + gPCR veya PMA + gPCR gibi yeni
tekniklerin uygulanmasinin 6nemli oldugu, halk saglig1 agisindan énemli risk olusturan E coli O157:H7’nin
EMA + gPCR veya PMA + gqPCR teknikleri ile kantitatif analizlerinde daha giivenilir sonuglarin alinmasi
ve optimizasyonu i¢in yeni alternatif kimyasallarin gelistirilmesi ve ileri diizey ¢alismalarin devam etmesi
gerektigi kanaatine varild.

Anahtar kelimeler: E. coli 0157:H7, gPCR, EMA, PMA, Canli, Olii, PBS, Siit



ABSTRACT

Ekin IH, Comparison of Culture and Real-Time PCR Methods for the Determination of Escherichia
coli O157: H7 Live Cells in Milk, Van Yuzuncu Yil University, Health Sciences Institute, Department
of Food Hygiene and Technology (Veterinary Programme), PhD Thesis, Van, Turkey, 2022. In this
study, it was aimed to determine and compare live E. coli O157:H7 cells with conventional culture method
and gPCR technique. For this purpose, heat treatment was applied to live E. coli O157:H7 suspensions in
PBS and milk at 55 °C for 10, 20 and 30 minutes. The viable cell counts obtained by conventional culture
method in PBS and milk were separately compared with the results obtained from direct gqPCR,
EMA+gPCR and PMA+gPCR methods. The difference between the cultural count result and the direct
gPCR count result of the prepared test suspension was found to be statistically insignificant (p<0.05). After
the heat treatment at different times in all applications, the difference between cultural and direct qPCR
counts was significant (p<0.05). While the difference between the mean values of culture and qPCR counts
in the samples treated with different EMA and PMA concentrations was insignificant, it was determined
that 7 mg/ml of EMA concentration and 30 mM/ml of PMA concentration that used for g°PCR were found
closest results to the culture counts. Although the difference between the results obtained with EMA and
PMA applications at different concentrations in PBS and milk is not statistically significant, the gPCR
counts was found to be higher. After heat treatment, the number of viable E coli 0157:H7 in PBS was found
to be lower compared to the application in milk. As a result, in this study, it was determined that the gPCR
results obtained after EMA and PMA applications were closer to the culture method than direct gPCR. It
has been observed that the application of new techniques such as EMA + qPCR or PMA + gPCR is
important for the detection and quantification of viable but non-culturable cells (VBNC) that cannot be
detected by conventional culture methods. It was concluded that new alternative chemicals should be
developed and advanced studies should be continued in order to obtain more reliable results and
optimization with EMA + gPCR or PMA + gPCR techniques in the quantitative analysis of E coli 0157:H7,
which poses a significant risk to public health.

Keywords: E. coli 0157:H7, gPCR, EMA, PMA, Viable, Dead, PBS, Milk
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1. GIRIS

Insan saghg acisindan gida kokenli patojen Kkarakterli mikroorganizmalar
hastalik, olim ve Onemli ckonomik kayiplara sebep olmakla birlikte, gidalarin
tiretiminden tiikketimine kadar gegen siireglerde uygulanan islemlerin herhangi bir
asamasinda gidalara bulagmak suretiyle ciddi epidemilere varabilen halk sagligi
problemleri meydana getirebilmektedir (Tutar ve ark., 2015).

Gida kaynakl1 zehirlenme olgularina neden olan mikroorganizmalar, insan sagligi
acisindan onemli tehlike olustururken, aynm1 zamanda bazi kayda deger ekonomik
kayiplara da neden olmaktadir. Gida tiiketim aliskanliklarinda her gegen giin goriilen
degisim yaninda toplu gida iiretimlerindeki artis ve uluslararasi gida ticaretinin
yayginlagmasi ile birlikte, diinyanin bir¢ok bolgesinde bazi patojen bakterilerin neden

oldugu gida zehirlenmesi vakalarinda artislar goriildiigii bildirilmistir (Ozbas, 2002).

Gidalarda mikroorganizmalarin tespiti ve sayilarinin belirlenmesi halk saghigi ve
gida giivenligi bakimindan biiylik 6nem tasir. Gidalarda bulunabilen canli patojen
mikroorganizmalar 6zellikle halk sagligini biiyiik dlclide tehdit ettigi i¢in sadece canli
hiicreleri saptayabilen ve miktarlarini da belirleyen yeni yontemlerin gelistirilmesi ayrica

Onem arz etmektedir (Taskin, 2017).

Gida kaynakli bakteriyel hastaliklart kontrol altina almada en Onemli islem,
etkenin gida maddesinden c¢ok kisa siirede izolasyonu, identifikasyonu ve miktarinin
dogru bigimde tespit edilebilmesidir. Minimal infektif dozu 6zellikle 10 bakteri ve altina
diisebilen patojen mikroorganizmalarin dogru, tekrarlanabilir ve giivenilir yontemlerle

identifikasyonu son derece 6nemlidir (Tutar ve ark., 2015).

Gidalarda mikrobiyolojik analizlerin rutin olarak uygulanmaya basladigi giinden
bu yana bilim insanlari, incelemelerde kullanilan teknikleri daha kolay ve uygulanabilir
duruma getirmek veya daha hizli yontemler gelistirmek igin siirekli caligmalar
yapmaktadirlar. Konvansiyonel yontemlere nazaran daha duyarh, spesifik, dogru ve
elverigli sonuglarin alinabilecegi hizli, giivenilir ve otomasyon sistemlerine uygun

metotlara yonelik ilgi giderek artmaktadir (Ozbas, 2002).



Gidalarda 6zellikle patojen bakterilerin canli olarak bulunmasi biiyiikk 6nem arz
etmektedir. Orneklerde canli bakterilerin varligmin belirlenmesi konvansiyonel olarak
kiiltiir yontemi ile yapilmaktadir. Bu yontem giivenilir olmakla birlikte izolasyon, sayim
ve identifikasyon islemleri uzun zaman almakta, bazen bu islem 3-10 giin stirmektedir.
Cesitli gidalarin  iiretimi asamalarinda farkli teknolojik uygulamalar ve gidanin
bilesimindeki maddeler bakterisid etki gosterebilmekte ancak, inaktive olan bakteri
hiicresinin DNA’lar1 belirli bir siire gida {iriiniiniin i¢erisinde bulunmakta ve varliklarini
korumaktadir.  Gidalardaki ol bakteri hiicre DNA’lari, PCR tekniginin
uygulanabilirligini yanlis sayida pozitiflik tespiti agisindan sikintiya sokmaktadir (Tutar
ve ark., 2015).

Klasik kiiltiirel teknikler ile gidalarda patojen mikroorganizmalarin saptanmasi,
genellikle 6n zenginlestirme, selektif zenginlestirme, selektif besiyerleri biyokimyasal
identifikasyon ve serolojik teshis gibi zaman alict asamalar1 icermektedir. Bu sekilde,
patojenlerin gidalardan izolasyonu uzun zaman almakta, yogun bir i giicii ve deneyim
gerektirmektedir. Vakanin aciliyeti ve gidalarin ¢ogunun raf émiirlerinin sinirli olmasi
nedeni ile klasik yoOntemlerle izolasyon islemi tamamlanamadan, bu gidalarin
tiketildikleri veya raf omiirlerini tamamladiklar1 goriilmektedir. Bu nedenle, gidalarda
bulunan mikroorganizmalarin daha kisa siirede ve daha giivenilir teknikler ile tespit

edilebilmesi igin yapilan calismalar giderek artmaktadir (Ozbas, 2002).

Molekiiler analiz ve teshis teknikleri, gelisen teknolojinin mikrobiyoloji alaninda
kazandirdigi onemli yeniliklerdir. Gida mikrobiyolojisi yaninda ¢ok ¢esitli alanlarda
yaygin kullanim alani bulan bu yontemler, gidalarda bulunabilen mikroorganizmalarin
tespitinde olduk¢a giivenli bir alternatif yontem olarak giderek onem kazanmustir.
Bununla birlikte, mikroorganizma sayisinin tespiti ile izolasyon ve identifikasyonundaki
spesifite ve kisa siire iginde sonug¢ alinabilmesi gibi 6zelliklerinden dolay1, molekiiler
biyolojik tekniklerin 6nemi her gegen giin giderek artmaktadir (Yelboga ve Karagiiler,
2012). Molekiiler yontemlerin heniiz gelistirilmedigi zamanlarda aragtirmacilar, gida
orneklerinde cesitli patojen bakterilerin var oldugunu, canli olduklarini ama cesitli
nedenlerle iiretilemediklerini (Viable but Non-Culturable Cells - VBNC) belirtmislerdir
(Higgins ve ark., 2007; Qi ve ark., 2007).



VBNC bakteriler canli olduklart ve diisikk diizeyde metabolik aktivite
gosterdikleri halde nedeni bilinmeyen bir sekilde in vitro ortamlarda tiretilememektedir
(Darcan, 2018). Cogu arastirmact bu durumu stres kosullarina cevap olarak bakterilerin
hayatta kalma stratejisi olarak yorumlamaktadir. Bu durumdaki bakteri tiirlerinin sayisi
da kiigtimsenmeyecek diizeydedir. Bunlar arasinda E. coli, Campylobacter spp., Listeria
monocytogenes, Legionella pneumophila, Mycobacterium tuberculosis, Helicobacter
pylori, Pseudomonas aeruginosa, bazi Salmonella tiirleri, Shigella tiirleri ve bazi
patojenik Vibrio tiirleri yer almaktadir (Gauthier, 2000; Coutard ve ark., 2007; Du ve ark.,
2007).

Benzer sekilde, yapilan bazi ¢alismalarda dogada mevcut mikroorganizmalarin
onemli bir kisminin klasik kiiltiirel yontemler ile iiretilemedikleri ifade edilmektedir

(Amann, 1995).

Gidalarda canli-6li bakterilerin PCR yontemi ile ayriminda DNA izolasyonu
oncesi Boya bazli yontemlerde, 6lii hiicrelerden veya serbest ortamdan gelen DNA
molekilleri diskalifiye edilmektedir. Bu boyalardan EMA ve PMA™ bu alternatif
stratejilerde en yaygin kullanilanlardir (Nocker ve ark., 2006; Nocker ve Camper 2006;
Wagner ve ark., 2008; Bae ve Wuertz, 2009; Tantikachornkiat ve ark., 2016; Takahashi
ve ark., 2017).

Bu ¢alismada, gidalarda Real-Time PCR teknigi ile canli bakteri varligi ve
miktarmin belirlenebilmesi i¢in farkli yontemlerin karsilastirilmasi amaglandi. Deneysel
1s1l islem sonucunda ortamda canli kalan hiicrelerin tespiti i¢in konvansiyonel kiiltiir
yontemi ile kantitatif Real-Time PCR yontemi, PMA ve EMA uygulamalari ile ayri ayri
karsilastirildi.



2. GENEL BILGILER

Mikroorganizmalar dogada canli veya olii bitki ve hayvan dokularinda cesitli
organik ve inorganik bilesik igermeleri nedeniyle bol miktarda bulunabilmektedir. Cesitli
kontaminasyon kaynaklarindan dolayr bu mikroorganizmalar kimi zaman bulastiklari
gidada ¢esitli sekillerdeki bozulmalara sebep olurken kimi zaman da kontamine giday1
tiikketen canlilarda 6nemli saglik riskleri olusturabilmektedir. Insan ve hayvan saglig
acisindan degerlendirildiginde gidalarda bulunan mikroorganizmanin 6ncelikle aktif
(canl1) olusu dikkate alinmaktadir. Inaktif (6lii) bakteriler ise kiiltiire edilemedigi icin
genellikle degerlendirme dig1 birakilmaktadir. Toksin sentezleyen mikroorganizmalarin
toksinleri ise ayrica degerlendirilmektedir. Bu durumda insan ve hayvan sagligi agisindan
gidalarda canli bakterilerin varligi, hijyen ve halk sagligi agisindan énemlidir (Darcan,
2018).

2.1. Gidalarda Canh Bakterilerin Tespiti

Gida maddelerinin karmasik yapida olmasi (dogal mikrobiyal arka plan, besin
bilesenleri, pH ve su aktivitesi gibi) nedeniyle patojen mikroorganizmalarin gidalardaki
varliginin tespiti genellikle zordur. Gidalarda bakterilerin izolasyon ve identifikasyonu

i¢in giinlimiize kadar birgok teknik gelistirilmistir (Liu, 2013).

Gidalarda ve sularda canli bakterilerin kesin olarak saptanmasi ve sayilmasi,
gidalarin giivenligi, igme sularinin kalite kontrolii ve tibbi teshis gibi bir¢ok uygulama
alam igin hayati oneme sahiptir. Ideal bir tespit yonteminin, hassas, hizli ve
uygulamasinin kolay olmasi 6nemlidir. Bu amagla halihazirda kullanilan yontemler;
konvansiyonel kiiltiir yontemleri, mikroskobik ve immunolojik tespit yontemleri ve

niikleik asit bazl tespit yontemleri olmak tizere ii¢ boliimde ele alinabilir (Taskin, 2017).

2.1.1. Kiiltiir yontemleri

Bu yontemler gida 6rneklerinde canli bakterilerin tespiti agisindan standart tespit
yontemi olarak kabul edilmektedir. Gida iriinlerinde bakterilerin izolasyon ve
identifikasyonu i¢in yaklasik yiiz yildan fazla bir siiredir konvansiyonel kiiltiir yontemleri

kullanilmaktadir. Belirli bakteri tiirleri i¢in gelistirilen selektif ve diferansiyel 6zellikteki



ortamlar kullanilarak izolasyon ve identifikasyon islemleri gergeklestirilmektedir (FDA,
2020).

Kiiltiire dayali konvansiyonel yontemler spesifik olup emegi ¢ok, zaman alic1 ve
maliyeti yiiksektir. Bu yontemde, nihai sonuglarin alinabilmesi i¢in bakteri tiiriine gore
degismekle birlikte yaklasik 4-5 giin siiren 6n zenginlestirme, izolasyon ve identifikasyon
stiregleri de yer almaktadir. Zenginlestirme, bakterinin hiicre sayisinin saptanabilir
seviyelere kadar ¢ogalmasina olanak saglayan bir adimdir. Bu tiir ortamlar besin ve
antibiyotiklerin yardimiyla genellikle selektif ve diferansiyel 6zellikte olup incelenen
bakteri, numunelerde bulunan diger bakterilerden daha fazla tireme firsati bulmaktadir
(FDA, 2020).

Konvansiyonel kiiltiir yontemlerinin bazi dezavantajlari da bulunmaktadir.
Mikroorganizmalarin tespiti amaciyla en yaygin kullanilan bu giivenilir ve spesifik tespit
yontemlerinde sonuglarin 5-7 giin iginde alinmasi, karakterizasyon igin gesitli serolojik
ve biyokimyasal testlerin gerekliligi, onemli dezavantajlardir. Bunun yaninda, kullanilan
besiyerleri ile nem ve sicaklik gibi laboratuvar kosullarinin, selektif bir ortam meydana
getirmesi nedeniyle, farkli ortamlarda iireyebilen mikroorganizmalarin tespitinde bazi
sorunlar yasanabilmektedir (Yelboga ve Karagiiler, 2012). Diger taraftan, incelenen
ornekte strese maruz kalan ya da diisiik sayida olup hasar gormiis bakterilerin bulunmasi
durumunda ortamdaki mikroorganizmalar secgici besiyerlerinde c¢ogunlukla tespit
edilememektedir (Hugenholtz ve ark., 1998). Ornegin, Campylobacter igeren drneklerde
izolasyon ve identifikasyon islemleri yaklagik iki haftay1 bulabilmektedir (Lazcka ve ark.,
2007). Ote yandan, bazi1 bakteriler canli oldugu halde invitro ortamlarda iireyemedigi
(VBNC) igin kiiltiir yontemleri ile tespit edilememektedir (Taskin, 2017).
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Sekil 1. Kiiltir yonteminin sematize gorlinimii  (www.megep.meb.gov.tr/
mte_program_modul/moduller/Kiiltiirel%20Sayim.pdf)

2.1.2. Membran filtrasyon yontemi

Membran filtrasyon teknikleri, 6zellikle igme sulart ve berrak meyve sulari gibi
cok az sayida mikroorganizma iceren ve filtrasyonu yapilabilen drnekler igin tercih edilen
ideal bir teknik olarak tercih edilmektedir. Bu teknikle suda tam olarak eriyebilme
Ozelligine sahip tuz ve seker gibi gida maddelerinin mikrobiyolojik analizinde de
rahatlikla kullanilmaktadir. Filtrasyon islemi sonrasi kullanilan membran filtre,

kullanilacak kati besiyeri iizerine yerlestirilerek kiiltiire edilmektedir (Halkman, 2005).
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Sekil 2. Membran filtrasyon yonteminin sematize gorinimi (Www.megep.meb.gov.tr/
mte_program_modul/moduller/Kiiltiirel%20Sayim.pdf)

2.1.3. Mikroskobik yontemler

Son zamanlarda bakterilerin hem canlilik tespiti hem de Gram boyama islevi
gorebilen ¢esitli boyama kitleri gelistirilmistir. Bu Kitler, bakteri hiicre duvarimin segici
gecirgenligi baz alinarak bir drnekteki canli ve 6li hiicreler arasinda bir ayrim yapmak

icin kullanilmaktadir (Taskin, 2017).

Bu kitlerden BacLight™ kiti, SYTO9 ve propidium iyodiir olarak bilinen niikleik
asitlere baglanabilme 6zelligine sahip iki farkli boya icermekte ve canli - 6lii hiicreler
arasinda ayrim yapmak i¢in kullanilmaktadir. SYTO9 canli bakteri membranlarina
penetre olmakta ve bakteriyi boyayarak yesil renkli fliioresans 1sik vermektedir (Boulos
ve ark., 1999). Ote yandan, propidium iyodiir ise sadece hasar gérmiis hiicre duvarma
sahip bakterilerin i¢ine girebilmekte ve kirmizi fliloresans 1s1k vermektedir. Bu teknikte,
ornekler oda sicakliginda karanlik ortamda 15 - 20 dk. muamele edilerek toplam (kirmizi
+ yesil) ve canli (yesil) hiicreler ayni anda sayilabilmektedir (Hoefel ve ark., 2003; Berney
ve ark., 2007).

Bir diger kit ise Bacterial Viability and Gram Stain Kit (Biotium™ 32001) olarak
adlandirilmaktadir. Bu kitte Gram negatif ve Gram pozitiflik tespiti yaninda canli ve 6li

bakterileri ayirt etmek icin islev goren CF®488A-WGA, DAPI ve EthD-III olmak iizere



lic cozelti bulunmaktadir. Fliioresan etiketli bugday tohumu agliitini (CF*488A-WGA),
Gram-pozitif bakterilerin peptidoglikan tabakasinin N-asetilglukosamin’ine spesifik
olarak baglanir. Testin bakteriyel canlilik bileseni, hiicre zariin biitiinliigline dayanir.
EthD-III, niikleik asit baglayici bir boya olup segici olarak hasar géren plazma
membranlarina sahip hiicreleri boyamaktadir. Tiim hiicreler membran gecirgen DNA

boyast DAPI ile mavi renk alir (Sizemore ve ark., 1990).

Sekil 3. BacLight™ viability kit fliioresan mikroskop gériintiisii (LIVE/DEAD®
BacLight™ Bacterial Viability Kit http://www.thermofisher.com)

2.1.4. immunomagnetik separasyon

Gidalarin  hizli mikrobiyolojik analizleri i¢in gelistirilen mikrobiyal ayirma
tekniklerinden birisi de immunomagnetik separasyon (IMS) yontemidir. IMS, hedeflenen
mikroorganizmayi gida igeriginden dogrudan ayirarak yogunlastiran ve hizli sekilde izole
edebilen, kisa siirede tamamlanabilen secici bir zenginlestirme teknigi olarak da

tanimlanmaktadir (Ozbas, 2002).

Bu yontemde, antikorlar metalik partikiiller ile baglanmakta ve bu antikorlar

stipheli sivi oOrnege ilave edilmektedir. Yaklasik bir saat siireyle Ornegin



karistirllmasindan sonra partikiillerde bulunan antikorlar ornekte varsa spesifik
antijenlere baglanir. Siire¢ sonunda 6rnek tiipii bir manyetik gii¢ kaynagina yerlestirilir
ve  partikiilli  antijen-antikor ~ kompleksi  miknatis  araciligiyla  tiipten
uzaklastirilabilmektedir (Aras, 2011). izole edilen bakteri partikiil kompleksi uygun
tiretme ortamina aktarilmadan veya diger belirleme sistemlerine gegmeden dnce uygun
tampon ¢ozelti ile yikama islemi gergeklestirilir (Safarik ve ark., 1995; Cudjoe, 1999).
Tiim bu islemlerin sonrasinda metal partikiillere bagli olan mikroorganizmalar, segici besi
yerleri ile saf kiiltiir olarak iiretilebilirler. Bu yontem, gidalarda patojenlerin tespitinde 6n

zenginlestirme ve zenginlestirme asamalarinda en az bir giin avantaj saglamaktadir (Aras,

' - 245,
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Sekil 4. Immunomagnetik separasyon (IMS) siirecleri (Setterington ve Alocilja, 2012)

Hiicrelerin manyetik ayrimi genellikle kesintili olarak gerceklestirilmektedir.
Kromatografik ve elektromigrasyon yontemleri agisindan bakildiginda, manyetik ayirma

yontemleri bir 6n ayirma islemi olarak tanimlanabilmektedir (Safarik ve Safarikova,

1999).

IMS, E. coli O157:H7'nin saptanmasimi kolaylastirmak igin basariyla
kullanilmistir. Wang ve ark. (2007), IMS ile Real Time PCR birlestirildiginde, kiymada



E. coli O157:H7 saptama smmrmin 10° kob/g'dan 10% kob/g'a diisiiriilebildigini
bildirmislerdir.

2.1.5. Akis sitometrisi

Sitometri, biyolojik partikiillerin veya hiicrelerin kimyasal ya da fiziksel
karakterlerinin ol¢iilmesidir. Akis sitometrisi ise, akmakta olan bir sividaki hiicrelerin
veya binlerce partikiiliin fiziksel ve kimyasal 6zelliklerinin lazer i¢cinden gegerken analiz
edebilen otomatik mikroskopi olarak da tanimlanabilir (Veal ve ark., 2000). Flow
sitometrideki temel yaklasim; hiicrelerin sekil, boyut, DNA ve RNA igerikleri ile
sitoplazmalarindaki graniil yogunlugunun incelenmesidir. Bu amagla incelenecek hiicre
ya da yapi, oncelikle bir fliioresan 151k veren bir madde ile isaretlenen antikor veya
spesifik bir boya (propidium iodide) ile isaretlenir. Bu teknik, mikroorganizmalarin
identifikasyonunu, canliligini, sayisini ve bazi antimikrobiyel ajanlara kars1 duyarliliginin
tespitinde de kullanilmaktadir (Kanev ve Muranli, 2016). Ancak bakteri sayimindaki
basar1 diizeyinin diisiik olmast ve bazi tiirlerin belirlenememesi gibi dezavantajlari

nedeniyle pek basarili sonuglar vermemistir (Nocker ve Camper, 2006).

Hizli olan bu teknikte ile tek hiicreli fliloresan 6zellige sahip canlilar ¢ok kisa
zamanda cok duyarli olarak sayilabilmekte ve saniyede binlerce partikiil sayimi
yapilabilmektedir. Her bir dalga boyu ya da her bir partikiil boyutunun yiiksek
duyarlilikla ayr1 ayr1 analizi miimkiindiir. Fliioresan dlglimleri igin varyasyon sabiti ve
tek tip mikro kiireciklerin 151k sagilim1 (CV=standart sapma/ortalama) %1’den kiiciiktiir.
Akis sitometrisinin kendisine 6zgii Ve en giiclii avantaj1, herhangi bir optik karakteristik
veya bunlarin kombinasyonlari ile incelenen hiicreleri fiziki a¢idan birbirlerinden ayirt
edebilmesidir. Bu yontemle, daha ileri teknikler uygulanarak spesifik hiicrelerin saf

orneklerini ayirmak miimkiin olabilmektedir (Azkur ve Aslan, 2012).
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Sekil 5. Flow sitometrinin galisma prensibi (Depince-Berger ve ark., 2016)
2.1.6. Serolojik tespit yontemleri

Bakterilerin tespiti ve saymmi i¢in ¢ok sayida serolojik tespit yontemi
gelistirilmistir. Bunlarin tiimii, hedefleri yakalamak i¢in monoklonal veya poliklonal
antikorlarm kullanimina dayanmaktadir. Isaretli antikorlar daha sik kullanilirken,
isaretlenmemis antikorlar diisiikk sensitivite nedeniyle daha az kullanilmaktadir (Aras,

2011).

Tokarskyy ve Marshall (2008), E. coli O157:H7’nin serolojik tespiti igin
yaptiklari ¢alismada, antikor isaretlemede enzimler, 151ma veren bilesikler, floroforlar ve
iletken polimerler kullanmislardir. Bu sekilde isaretlenmis antikorlarin yardimiyla,
reaksiyon iiriinleri floresan, kimyasal 1s1ma veya elektrokimyasal 6zellikler dlgiilerek E.

coli O157:H7’nin tanimlanabildigini bildirmislerdir.

Enzyme-linked-immunosorbent-assay ~ (ELISA), ozgilligi, basitligi ve
duyarliligi nedeniyle gida kaynakli patojenlerin saptanmasinda tiim serolojik yontemler
arasinda en yaygin kullanilan teknik olmustur. Gidalardaki patojenleri tespit etmek igin
kullanilan sandvi¢ ELISA, c¢ok fazla antikorla kaplanmis bir kat1 faz ile gergeklestirilir.
Orneklerde bulunan antijenler, inkiibasyon sirasinda antikorlarla reaksiyona girer.
Yikandiktan sonra, bagli antijenler, nicel sinyaller iiretmesine neden olan enzim etiketli
antikorlarla isleme tabi tutulur. Ardindan bir kromojenik veya florojenik substrat ile

saptanir (Crowther, 2008).
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2.1.7. Niikleik asit bazh tespit yontemleri

Niikleik asit bazli molekiiler teshis yontemleri, her gegen giin gelisen teknolojinin
mikrobiyoloji alanina kazandirmis oldugu en 6nemli yenilikler arasindadir. Molekiiler
teshis yontemlerine siirekli olarak bir yenisinin eklenmesi, farkli amaglarla yapilan ¢esitli
bilimsel arastirmalara onemli katkilar saglamaktadir. Tiim diinyada yaygin olarak
kullanilan bu teknikler, uygulandiklart alanlara gére bazi avantaj ve dezavantajlara sahip
olabilmektedir (Cetinkaya ve Ayhan, 2012).

Niikleik asit bazli tespit yontemleri ¢ok hassas olup farkli pimerler kullanilarak
incelenecek gen bolgeleri ¢ok spesifik hale getirilebilir. Gida analizinde nispeten yeni
uygulanmalarma ragmen, niikleik asit bazli yontemler gida kaynakli patojenlerin tespit
etkinligini 6nemli olglide iyilestirmistir. Gidalardaki patojenlerin saptanmasi i¢in gok

sayida niikleik asit tabanli yontem gelistirilmistir (Liu, 2013).

Gida kokenli enfeksiyonlara neden olan patojen mikroorganizmalarin molekiiler
yontemlerle tanimlanmasinda kullanilan materyal; saf kiiltiir, 6n zenginlestirme ya da
secici besiyerlerinde {iretilen bakteriler veya dogrudan gida maddesinin kendisi
olabilmektedir. Bu yontemde ana materyal olarak kullanilacak hedef mikroorganizmanin
DNA’s1 spesifik DNA ekstraksiyon kitleri ile izole edilmektedir (Aydin ve Sudagidan,
2016).

Ayrica, gida kaynakli mikroorganizmalarin molekiiler yontemlerle tespitinde
dogru 16S rRNA hedef gen bolgesinin segimi ¢ok dnemlidir. Yiiksek derecede korunakli
olan bu bdlgenin farkli mikroorganizmalarda kayda deger dlciide sekans cesitliligi ile
birbirinden farkli 9 hiper degisken bolgeye sahip olmasi, bu bolgenin hedef olarak
secilmesinde 6nemli bir gerekgedir (Beneduce ve ark., 2007).

Gidalarin  hazirlanmas1 veya flretimi esnasinda bagvurulan bazi teknolojik
islemler, gidalarda bulunan mikroorganizmalarin inaktivasyonuna neden olabilirken,
onlarin DNA’lar tizerinde etkisiz olabilmektedir. Bu siirecte DNA’nin hiicre inaktive
olduktan sonra bile ortamda bulunmasi, molekiiler yontemlerde canli hiicrelerin tespiti
acisindan yanlis pozitif sonuglara sebep olabilmektedir. Bu olumsuz durumu en aza

indirmek amaciyla yapilan ¢alismalar, daha gok ekstraksiyon oncesi, ortamdaki inaktive
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olmus hiicrelere ait DNA’nin elimine edilmesi lizerinde yogunlagmistir. Hiicre duvarinin
biitiinligii, canli hiicreler ile 6nemli diizeyde hasar gormiis hiicrelerin ayiriminda en
onemli kriterdir. Niikleik asit bazli molekiiler yontemler arasinda canli-6lii bakterileri
ayirmada Spesifik Boyali Quantitative PCR (qPCR) y6ntemi son zamanlarda 6n plana
¢ikmaktadir (Kesmen ve Aslan, 2017).

Molekiiler biyolojik tekniklerdeki en énemli zorluk DNA izolasyonu sonrasinda
canli ve Oli hiicre DNA’lariin birbirinden ayrilamamasidir. Bu sorunlarin ¢éziimii
amactyla son zamanlarda, yeni ve gelecek vaat eden DNA tabanli bazi stratejiler
gelistirilmistir. Bu yontemlerin amaci, DNA izolasyonu veya PCR reaksiyonlari sirasinda
0lu hiicrelerden veya serbest ortamdan gelen DNA molekiillerini diskalifiye etmektir. Bu
amagla, niikleik asitlere baglanabilen foto-indiiklenebilir boyalar kademeli olarak
kullanim alani bulmustur. Ethidium monoazide (EMA) ve propidium monoazide
(PMA™) boyalar1 bu alternatif stratejilerde en yaygin kullanilanlardir (Nocker ve
Camper, 2006; Nocker ve ark., 2006; Wagner ve ark., 2008; Bae ve Wuertz 2009;
Tantikachornkiat ve ark., 2016; Takahashi ve ark., 2017).

EMA ve PMA boyalari canli bakterilerin hiicre duvarindan gegememektedir.
Bunlarin en onemli 6zelligi hiicre duvar1 zarar gérmiis ve zarar gérmemis olan Oli
bakterilerin hiicre duvarindan gegebilmeleridir. Bu boyalar, herhangi bir DNA'ya
baglandiginda, DNA fotoliz yoluyla kalici olarak modifiye edilir. Sonug olarak, bu boya
molekiilleri tarafindan ¢evrelenen DNA dizileri amplifiye olamaz. EMA ile
kiyaslandiginda PMA™’nin, yiiksek pozitif yiikii nedeniyle canli hiicreleri G6li
hiicrelerden ayirabilen daha etkili bir boya oldugu bildirilmistir (Nocker ve ark., 2006).

EMA’nin segici olarak hasarli hiicrelere girdigi ve fotokimyasal olarak hiicrelerin
DNA’smna baglanmak suretiyle o6li  hiicrelerin  DNA’larindan  kaynakli PCR
amplifikasyonunu azalttig1 ifade edilmistir (Nogva ve ark., 2003). Ancak segiciliginin
yetersiz olmasi ve sinirli sayida mikroorganizma tiirlerinde uygulanabilmesi nedeniyle
EMA’ya alternatif olarak PMA™ boyas1 gelistirilmistir.  PMA’nin  yapisinda
fotoaktivasyon sonrasi DNA’ya kovalent baglanmay1 saglayan bir azide yap1
bulunmaktadir. PMA’nin bu 6zelligi nedeniyle EMA ile Karsilastirildiginda, ¢ok farkli
hiicre tiirtinde olumlu sonuglar verdigi ve selektivitesinin daha yiiksek oldugu ortaya

konulmustur (Nocker ve ark., 2006).
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Nocker ve ark. (2006), canli-6lii hiicrelerin bulundugu ortamlarda EMA ile
karsilagtirildiginda PMA’nin Gram-pozitif ve Gram-negatif canli bakterilerin hiicre
duvarlarindan daha az gegtigini saptamiglardir. Bu durum, canli hiicrelerin DNA’larinin
selektif amplifikasyonunda PMA’nin EMA’dan daha basarili sonuglar verdigini
gostermektedir (Cawthorn ve Witthuhn 2008). Gidalarda bulunan canli patojen
mikroorganizmalarin tespitinde PMA ile birlestirilen gPCR metodunun basarili sonuglar

verdigi bildirilmistir (Kesmen ve Aslan, 2017).

Gida kaynakli intoksikasyonlar ve mikrobiyal enfeksiyonlar, kiiresel boyutlarda
potansiyel riske sahip, onemli saglik problemlerine neden olabilecek ve ekonomik
kayiplara yol acabilecek sikintilara neden olmaktadir. Bu yiizden, s6z konusu
hastaliklarin 6nlenmesi amaciyla, giiniimiizde kisa siirede, yiiksek duyarlilik ve 6zgiilliige
sahip teknikler ile etkenlerin identifikasyonunun yapilabilmesi biiyiik 6nem tasimaktadir
(Aydin ve Sudagidan, 2016).

Mikroorganizmalarin ve Ozellikle cesitli Orneklerden gelen bakterilerin
belirlenmesi ve karakterizasyonu igin bir¢ok strateji gelistirilmistir. Geleneksel
yontemler, kiiltiire edilebilir mikroorganizmalarin karbon ve/veya diger enerji kaynaklari
iceren uygun bir ortamda iiretilebilmesi i¢in tasarlanmistir. Bununla birlikte, bu
geleneksel kiiltiir temelli yontemlerin gesitli dezavantajlar1 da vardir. Zaman alic1 ve
zahmetli olmalar1 yaninda tiim bakterileri, 6zellikle de zarar gorenler veya canli fakat
kiiltiire edilemeyen (Viable But Nonculturable-VBNC) bakteriler tespit edilememektedir.
Kiiltiirden bagimsiz yontemler bu kisitlamalar1 ortadan kaldirmakla beraber incelenen
hedef bakterilerin tespiti, identifikasyonu ve miktar tayini i¢in de yeni araglar

saglamaktadir (Hazen ve ark., 2013).

Orneklerin incelenme amaci, kantitatif analizden ziyade sadece tespit ve
identifikasyon ise kullanilan yontem sayis1 daha fazladir. En yaygin olarak kullanilan
niikleik asit amplifikasyon yontemleri konvansiyonel PCR ve multipleks PCR’dir. Bunun
yaninda Amplified fragment length polymorphism, Restriction Fragment Length
Polymorphism, Pulsed Field Gel Electrophoresis ve Denaturing Gradient Gel
Electrophoresis gibi farkli fingerprint yontemleri ¢esitli érneklerdeki mikroorganizma
varligin1 analiz etmek i¢in kullanilmaktadir (Wagner ve ark., 2015). Bununla birlikte,

gidalarda tiim bu molekiiler yontemlerin dogrulugu, niikleik asitlerin dogru kaynaklardan
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ekstraksiyonuna baglidir. Dolayisiyla 6lii hiicrelerden veya serbest DNA molekiillerinden

alinan veriler, yanlis pozitif sonuglar verebilmektedir (Smith ve Osborn, 2009).

Ortamda bulunan 6li hiicreler ve hiicre disindaki serbest DNA’lar, ¢ogu zaman
DNA ekstraksiyon islemlerinde handikapa neden olur. Bu istenmeyen faktorler, 6zellikle
olii hiicrelerin DNA’larmin incelenen 6rnekte bulunmasi, olast mikrobiyal riskin fazla
tahmin edilmesine neden olabilmektedir. Ayrica, mRNA molekiillerinin hiicre
6limiinden birkag saat sonra bile tespit edilebilir bir bigimde var olabilecegi belirtilmistir

(Keer ve Birch, 2003).

Yeni molekiiler bazli yontemlere yonelik diger bir 6nemli ihtiya¢c da ortamda
VBNC bakterilerin de bulunmasidir. Ayrapetyan ve Oliver (2016), yapilan birgcok
arastirmada, ¢esitli VBNC patojenlerinin viriilens faktorii tiretmeye devam edebildigini
ve bu nedenle daha etkili tespit yontemlerinin kullanilmasimin gerekli oldugunun

vurgulandigini belirtmislerdir.

Olii ve canli hiicreleri dogru sekilde ayirt etmek icin ekstraksiyondan ve gPCR'dan
once hiicre duvarindan gegebilen niikleik asit baglayici boyalarin kullanimi giderek daha

fazla uygulama alani bulmaktadir (Nocker ve ark., 2006).

Yontem geregi yapilan yogun 151k uygulamasinda (fotoaktivasyon) bu boya, cift
sarmallt DNA ile etkilesime girerek geri doniislimsliz modifikasyona neden olan bir
kovalent bag olusturmakta ve bu DNA PCR ile amplifiye olamamaktadir. Bu 6zelik, canli
hiicrelerin segici degerlendirmesinde boyay1 ¢ok tercih edilebilir kilmaktadir. PMA™,
Gram pozitif ve Gram negatif bakterileri (Nocker ve Camper, 2006, Bae ve Wuertz, 2012,
Taylor ve ark., 2014), viriisleri (Sanchez ve ark., 2012), sporlar1 (Rawsthorne ve ark.,
2009), mantarlar1 (Vesper ve ark., 2008), archaea (Heise ve ark., 2016)’lar1 ve

protozoalari (Alonso ve ark., 2014) kapsayan ¢esitli calismalarda basariyla uygulanmstir.

Ortamda VBNC hiicrelerin varligi ve artisi, halk sagligi riskini arttirir. Bu
mikroorganizmalarin bir Ornekte tespiti ve kantitatif analizi i¢in standart yontemler
yetersiz kalmaktadir. Arastirmacilar yeni yontemler gelistirmeye baslamis olmakla
birlikte bu alandaki ¢alismalar halen devam etmektedir. Ayrica, farkli ortamlarda var

olduklar1 bilinen VBNC’ler gizemlerini korumaya devam etmektedir. Bu nedenle,
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tiretilemeyen canli hiicrelerin tespitine yonelik gelismis metotlarin bulunmasi sadece halk
saglig1 i¢in yararli olmakla kalmayacagi, ayn1 zamanda mikrobiyoloji alaninda da biiytik

kesiflere yol acabilecegi bildirilmistir (Taskin, 2017).

Bu alanda konvansiyonel kiiltiir yontemleri ile teshiste karsilasilan sorunlar,
giinlimiizde gelisimi siirekli devam eden farkli molekiiler analiz teknikleri ile ¢6ziilme
yoluna basvurulmaktadir. Bu teknikler ile gerek toplum sagligi, gerek endiistriyel ve
gerekse bilimsel agidan anlanmli kabul edilen gelismeler olabildigi gibi analiz
tekniklerinde hizli ve dogru sonug alinmasi miimkiin olacagindan, bu yontemlerin olumlu
ve olumsuz yonleri arastirilarak farkli tekniklerle uygulanabilirliklerinin ve
optimizasyonlarinin saglanmasinin biiyiik 6nem tasidigi ifade edilmektedir (Cetinkaya ve
Ayhan, 2012).

Polimeraz zincir reaksiyonu

Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR), Kary Mullis tarafindan ilk olarak 1985'te
icat edildi ve o glinden bu yana niikleik asit bazl tespit teknikleri arasinda en popiiler
yontem olmaya devam etmektedir. Halihazirda gida, diski ve gevresel orneklerdeki
patojenleri tespit etmek i¢in yaygin olarak kullanilmaktadir (Saiki ve ark., 1985; Mullis
ve ark., 1986; Liu, 2013).

Konvansiyonel PCR

PCR, tekrarlanan sicaklik dongiileri sirasinda DNA polimeraz enzimi ve
tasarlanmis oligoniikleotit primerler kullanilarak hedef DNA'min spesifik bolgelerini
cogaltma esasina dayanan in vitro bir yontemdir (Levin, 2009). PCR kullanilarak gida
kaynakli patojen mikroorganizmalarin tespitinde virulensle iliskili genler ve ribozomal
RNA, birincil hedeflerdir (Swaminathan ve Feng, 1994). Reaksiyon reaktifleri, bir
termostabil polimeraz enzimi, deoksiriboniikleosit trifosfatlar (dNTP'ler), DNA'nin
belirli bolgelerini hedefleyen bir cift tasarlanmis primer, magnezyum kloriir ve

incelenecek DNA'dan olugsmaktadir (Gorski ve Csordas, 2009).

Tipik bir PCR termal dongiisii denatiirasyon, baglanma ve uzama olmak iizere {i¢

adimdan olusur. Denatiirasyon asamasinda, c¢ift sarmalli DNA 95°C sicaklikta tek
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iplik¢ige ayrilir. Baglanma adimi sirasinda, iki spesifik primerin, hedef DNA'nin tek
iplikciklerinde tamamlayict dizilerine baglanmasini saglamak icin sicaklik diistiriiliir.
Uzatma adiminda sicaklik 72°C'ye yiikseltilir. Bu adimda DNA polimeraz, iki primerin
3' uclarma dNTP'ler ekleyerek DNA sablon zincirine komplementer olan yeni bir DNA
zincirini sentezler. Dongiiler, tipik bir PCR reaksiyonunda 30-40 kez tekrarlanir ve 60 ila
120 dk. siirer. PCR reaksiyonunda hedef kopya sayis1 her asamada katlamali1 olarak artar.
PCR'm hedef DNA bdélgesini ¢ogaltip cogaltmadigini kontrol etmek ve PCR {irlinlerini
boyutlaria gore ayirmak i¢in genellikle agaroz jel elektroforezi kullanilir (Swaminathan

ve Feng, 1994).

Real Time PCR

Konvansiyonel PCR, DNA iiriinlerinin amplifikasyonu ve amplifiye iriinlerin
degerlendirilmesi i¢in ayr1 donanimlar gerektirir (Gorski ve Csordas, 2009). Real Time
PCR teknigi ise PCR iiriinlerinin amplifikasyonunu ve kantitatif analizini anlik olarak tek
adimda birlestirir. Real Time PCR'da bir dizi floresan okuma sistemi kullanilmaktadir.
Bu sistemde fliioresan 1s1k ile okuma yapilabilmesi i¢in 1s1ma yapabilen boyalar
kullanilmaktadir. Bu boyalardan SYBR Green, Real Time PCR'da yaygin olarak
kullanilan spesifik olmayan ¢ift sarmalli DNA'min kii¢iik oluklarina baglanan ve
baglandiginda floresan 1s1ma veren termostabil bir boyadir (Gorski ve Csordas, 2009).
Sicakligr yavasga yiikselterek tiriinlerin 6zgitlliigiinii dogrulamak i¢in PCR'dan sonra ek
bir 1sitma asamasi eklenir. Cift sarmalli DNA eridik¢e ve SYBR Green ayristikga floresan
azalr. Erime sicakligi, ¢ift sarmalli DNA'nin yarisinin tek sarmalli DNA'ya ayrildigi
sicakliktir. Farkli dizilimleri ve uzunluklari nedeniyle her iiriiniin kendine 6zgii erime
sicaklig1 oldugundan, bu sayede iiriinler birbirinden ayirt edilebilir (Fratamico ve Bayles,
2005).

Real Time PCR reaksiyonunda, {iiretilen floresan sinyaller, bir bilgisayar
tarafindan kolayca kaydedilip analiz edilebilmektedir. Floresan yogunlugu, Real Time
PCR reaksiyonunda PCR iiriinlerinin miktariyla dogru orantili olarak artar. Dongii esigi
(Cycle treshold - Ct), bir floresan sinyalinin belirli bir esigi gegmesi i¢in gereken dongii
sayist olarak tanimlanir. Ct, numunelerde bulunan hedef DNA konsantrasyonunun bir

belirtecidir. Baslangi¢c konsantrasyonu ne kadar yiiksek olursa, Ct degeri o kadar kiiciik
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olur. Floresansin dongii sayisina gore ¢izilmesi, reaksiyon sirasinda PCR iiriinlerinin
birikimini temsil eden bir egri olusturur (Sekil 6). Kopya sayist bilinen DNA
konsantrasyonlarina karsilik gelen Ct degerlerine gore yapilacak ¢izimle standart bir egri
olusturulabilir. Béylece, incelenen numunelerdeki hedef DNA miktari, Ct degerlerinin
standart egri ile kiyaslanmasi suretiyle hesaplanabilir. Bu sekilde, Real Time PCR ile

orneklerdeki DNA’nin miktar tayini gergeklestirilebilir (Gorski ve Csordas, 2009).
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Sekil 6. Real Time PCR reaksiyonu ve kantitatif analiz

Multipleks PCR

Gergekte, bir gida maddesi ayni anda g¢esitli patojen bakteriler tarafindan
kontamine olabilir. Birden fazla siipheli patojenin ayni1 anda analiz edilebilmesi 6nemli
bir avantajdir. Multipleks PCR tekniginde, tek bir reaksiyonda birden fazla primer ¢ifti
kullanilarak birden fazla hedefin eszamanli amplifikasyonu gerceklestirilebilir. Bu
sekilde, multipleks PCR testleri ¢ok is¢ilik, zaman ve maliyet tasarrufu saglamaya
yardimci olabilir. Bununla birlikte, baglanma sicaklig1 ve reaktif konsantrasyonlar1 gibi
reaksiyon parametrelerinin optimizasyonu, multipleks PCR i¢in ¢ok Onemlidir.
Konvansiyonel multipleks PCR'da farkli boyutlardaki hedefleri ayirt etmek icin jel
elektroforezi kullanilir. Multipleks Real Time PCR'da ise spesifik olmayan ¢ift sarmalli
DNA baglayic1 boyalar kullanilmakta ve hedef diziler farkli erime sicakliklara sahip

olacak sekilde tasarlanmaktadir. Bu boyalardan giiniimiizde kullanilanlar; SYBR Green,
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Eva Green, ActB, ERBB2, Atto425, 6-FAM, TET, VIC, JOE, Yakima Yellow, HEX,
Cy3, TAMRA, ROX, Texas Red, Cy5 ve Quasar 705 sayilabilir (Anonim 1; Wang ve
ark., 2007).

Hibridizasyon

1980'lerin  basinda  gelistirilen  hibridizasyon, gida kaynakli patojen
mikroorganizmalar: tespit etmek i¢in kullanilan ilk niikleik asit bazli yontemdir (Hill,
1981). Tamamlayici isaretli niikleik asit problar1 kullanarak DNA veya RNA hedeflerini
tespit eder. Gida kaynakl1 patojenleri saptamak icin hibridizasyon deneylerinde yaygin
olarak viriilensle iligkili genler ve 16S rRNA gen bolgeleri hedeflenir. Hibridizasyonun
kat1 faz hibridizasyonu (koloni hibridizasyonu) ve s1v1 faz hibridizasyonu olmak tizere iki
formati vardir. Kati faz hibridizasyonu, bir birincil izolasyon plakasi iizerindeki
kolonilerin nitroselliilloz veya naylon membranlar gibi kat1 bir destege transferini igerir.
Swv1 fazli hibridizasyonda, hibridizasyon iiriinleri ¢ozelti i¢inde olusturulabilir ve
dogrudan reaksiyon tiipiinde saptanabilir. Hibridizasyon testinin kullanim kolaylig1 ve
prob etiketleri i¢in birgok segenegin olmasi gibi gesitli avantajlart bulunmasina ragmen,
en biiylik dezavantaji zaman alic1 olmasidir. Hibridizasyon deneylerinin, pozitif bir sonug
verebilmesi icin 10* ila 10° bakteri hiicresi gerekir. Bu nedenle zenginlestirme igin
genellikle 18 ila 48 saat sonrasi birkag¢ saat da hibridizasyon islemi siirer (Swaminathan

ve Feng, 1994).

Izothermal amplifikasyon teknigi

Izotermal amplifikasyon teknikleri, termal dongii icin karmasik ekipman
gerektirmez ve basit bir su banyosu ile ¢alisabilirler. Hedef dizilerin amplifikasyonunu
gerceklestirmek icin bir izotermal amplifikasyon analizinde yer alan birka¢ enzim ve
birden fazla primer seti vardir. Loop Mediated Amplification (Dongii aracili
amplifikasyon) ve Nucleic Acid Sequence Based Amplification (niikleik asit sekans
tabanli amplifikasyon) gibi bir¢ok izotermal amplifikasyon analizi gelistirilmistir (Hara-
Kudo ve ark., 2007).

Hara-Kudo ve ark. (2007), kiymada E. coli O157:H7’nin tespiti i¢in 18 saatlik bir
zenginlestirmeden sonra saptanabilen bir Loop Mediated Amplification teknigi
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gelistirmiglerdir. Bu teknigin 25g kiyma i¢indeki dokuz kob/ml E. coli O157:H7 hiicresini
tespit edebilme sensitivitesinin geleneksel bir PCR'inkinden 100 kat daha yiiksek
oldugunu ortaya koymuslardir. Won ve ark. (2010), kiymada E. coli O157:H7'nin
saptanmasi i¢in bir sa¢ ilmek tipi raporlama probu kullanan bir Nucleic Acid Sequence
Based Amplification analiz teknigini kullanmislar ve bu teknik ile 1 g sigir etinde 100
kob/ml kadar diisiik E. coli O157:H7 hiicresinin tespit edilebildigini bildirmislerdir.

2.1. Canl, Fakat Kiiltiire Edilemeyen Bakteriler

Gidalarda bakteriyel etkenlerin varligi geleneksel olarak kiiltiir yontemleri ile
aragtirtlmaktadir. Canli organizmalarin varlig1 ve sayisi gida ile ilgili olarak halk saglig
bakimindan ciddi 6nem arz etmektedir. Ancak gidalarda canli olup da kiiltiire edilemeyen
bakteriler de bulunmaktadir. Arastiricilar, geg¢miste yaptiklari caligmalarda gida
orneklerinde cesitli patojen bakterilerin var oldugunu, canli olduklarini ama g¢esitli
nedenlerle iiretilemediklerini (Viable but Non-Culturable Cells - VBNC) belirtmislerdir.
Bu durumdaki bakteriler canli olduklar1 ve diisiik diizeyde metabolik aktivite
gosterdikleri halde nedeni bilinmeyen bir sekilde in vitro ortamlarda iiretilememektedir

(Higgins ve ark., 2007; Qi ve ark., 2007).

Cevresel stres faktorleri, antitoksinlerin bozulmasina ve bakteri toksinlerinin
serbest birakilmasina neden olan bazi hiicresel siirecleri indiikler. Bu durum, hiicresel
metabolizmay1 ve sonug olarak tiremeyi etkilemektedir. Uyusuklugun ilk asamalarinda,
stres faktorleri giderildigi takdirde hizla yeniden canlanabilen, tireyebilen hiicreler (1sinan
hiicreler) gelisir. Aktive olan veya aktif hiicreler nispeten diisiik diizeyde sentezlenen
serbest toksin seviyelerine sahip oldugundan besiyerinde ¢ogalabilirler. Ote yandan, eger
hiicreler uzun siireli strese maruz birakilirsa, serbest toksin birikimi artacagindan uykuda
kalma stiresi de artar ve metabolik aktivite giderek azalir. Boylelikle canli ancak kiiltiire
edilemeyen (VBNC) hiicreler olusur. Bu bakterileri yeniden aktif hale getirmek i¢in daha
fazla zaman gerekir. VBNC bakterileri, indiikleyici stresin kaldirilmasindan sonra
yeniden inkiibasyona birakildiginda metabolik aktiviteleri giderek artarken, serbest toksin
seviyeleri de yavas yavas diiser. Ortamdaki serbest toksin belli bir esiginin altina diistiigii
takdirde, once persiste ve ardindan aktif hiicre formlarina dontisebilirler. Her iki asamada

da besiyerlerinde tretilebilmeleri miimkiin olmaktadir (Ayrapetyan ve ark., 2015). Bu
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bakteriler hala bircok sektorde tehdit olusturdugundan incelenecek Orneklerde

tiretilebilmeleri ve teshis edilebilmeleri biiyiik onem tagimaktadir (Oliver, 2010).

Konvansiyonel kiiltiir yontemlerinin, bakterilerin {iremesi i¢in gercken siireden
nispeten daha uzun siirede tireyen ve canli olup da kiiltiire edilemeyen hiicrelere (VBNC)
iliskin duyarlilik eksikligi de dahil olmak {izere baz1 dezavantajlari1 vardir. Bu nedenle,
hizli ve dogru tespit yontemleri kullanilarak yapilan etken analizi, gida endistrisi i¢in

biiyiik 6nem arz etmektedir (Kramer ve ark., 2009).

2.2.1. Gidalarda canh ve Kkiiltiire edilemeyen bakterilerin tespiti

Gidalarda canli bakteri varligini tespit etmek amaciyla genellikle konvansiyonel
kiiltiir yontemi kullanilmaktadir. Bu yontemin bir handikabi canli olup kiiltiire
edilemeyen (VBNC) bakterileri tespit edememesidir (Roszak ve Colwell, 1987). VBNC
hiicreleri, zaman i¢inde metabolik aktivitelerini yeniden kazanabilmekte ve uygun
kosullar altinda patojenik etkilerini gosterebilmektedirler. Bu durum tiiketici saglig1 igin
risk olusturmaktadir (Asakura ve ark., 2008). E. coli O157:H7'nin VBNC durumuna
girebildigi ve bir konak¢iya bulastiktan sonra yeniden aktif patojen ve bulasici bir forma
doniisebildigi bildirilmistir (Rivers ve Steck, 2001). Ayrica, besin igerikleri, dogal
mikrobiyal yiikk, pH ve su aktivitesi gibi gida matrikslerinin karmasiklig1 nedeniyle
kiiltiire dayali yontemlerin kullaniminda bazen giigliikler yasanmaktadir. Bu nedenle,
sadece canli hiicrelerin tespiti i¢in yeni ve daha hizli yontemlerin gelistirilmesine yonelik

calismalar her gecen giin artmaktadir (Liu, 2013).

Boya bazh yontemler

Canli hiicreleri 6l hiicrelerden mikroskobik incelemede ayirt etmek igin bazi
boyama Kitleri gelistirilmistir. Bu kitlerden biri BacLight™ kiti (Boulos ve ark., 1999),
bir digeri ise Bacterial Viability and Gram Stain Kiti (Biotium™ 32001)’dir. Ancak
hiicreleri mikroskop altinda incelemek ve saymak emek yogun ve zaman alic1 bir
yontemdir. Bu teknigin tek belirgin eksikligi, bir floresan mikroskobu gerekliligidir

(Sizemore ve ark., 1990).
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Boya bazli tespit yontemlerinin biri de akis sitometrisi teknigi olup, hizli sonug
alinmasi bakimindan 6nemli bir yontemdir. Bu teknikte hiicreler, sivi ortamda cihazdaki
bir 151k huzmesi icinden gecer. Her hiicrenin 1sinla etkilesimi otomatik olarak
kaydedilebilir. Kullanilan boyalara bagli olarak, her bir hiicrenin yapisi ve islevleri gibi
coklu hiicresel parametreleri, akis sitometrisi ile ayni anda 6lgiilebilmektedir (Comas-Riu

ve Rius, 2009).

PCR tabanh yéntemler

Real Time PCR

Real Time PCR teknigi ile, konvansiyonel PCR &zelliklerine ilaveten kantitatif
analiz de vyapilabilmektedir. Bu bakimdan bir Ornekteki hiicre sayist da
belirlenebilmektedir. Bu anlamda, kantitatif Real Time PCR (qPCR), patojen
mikroorganizmalarin spesifik olarak tespitine ve miktar tayinine imkan veren hizli,
hassas, yiiksek verimli ve otomatik bir teknik oldugu, gida analizleri i¢in ¢ok uygun bir
tan1 yontemi oldugu bildirilmistir (MacKay, 2004; McKillip ve Drake, 2004).

Ethidium monoazid bromide bazhh PCR

Ethidium monoazide bromide (phenanthridium, 3-amino-8-azido-5-ethyl-6-
phenyl bromide - EMA), fotoafinite etiketine sahip bir floresan niikleik asit boyasidir.
Boya, fotoaktivasyondan sonra niikleik asitlere kovalent olarak baglanir. Bu 6zellikleri
ile DNA iizerindeki ilag baglanma yerlerinin izini siirmek, plazmid DNA'y1 modifiye
etmek ve 10kosit fagositoz analizleri i¢in maya hiicrelerini etiketlemek amaciyla kullanim
alan1 bulmustur. Bu boyanin bir diger 6nemli 6zelligi de birbirleri ile karisik canli ve 6lii
hiicre populasyonundaki 6li hiicreleri isaretleyebilmesidir. Canli hiicrelerin duvarindan
nispeten gecemeyen EMA, 6li hiicrelerin duvarindan gecerek DNA’ya selektif olarak
baglanabilmektedir. Baglanma sonrasi uygulanan fotoaktivasyon ise boyanin 6lii hiicre
DNA’sina kovalent olarak baglanmasini ve isaretlenmesini saglar. Bu agama sonrasinda
mikroskopi, flow sitometri teknigi veya qPCR teknigi ile analizler yapilabilmektedir.
EMA uygulamasinin en biiyiik avantaji, canli patojen organizmalar ile ilgili kapsamli
aragtirmalara olanak saglayabilmesidir. Ozellikle de EMA + gPCR ile canli ve 6lii

bakterileri ayirt etmek i¢in kullanim alan1 bulmustur (Anonim 2).
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Sekil 7. EMA’nin kimyasal yapist (Biottum product information -
http://www.biotium.com/)

Propidium monoazid bazh PCR

Propidium Monoazide (phenanthridium, 3-amino-8-azido-5 [3-(diethylmethylammonio)
propyl]-6phenyl dichloride - PMA), bakteri ve diger organizmalarin 6lii / canli ayiriminin
qPCR ile tespiti icin gelistirilen yiiksek afiniteli bir fotoreaktif DNA baglayic1 boyadir.
Boya, canli hiicrelerin duvarindan gegememekte, yalnizca 6li hiicrelerin hasar goren
hiicre duvarindan gegerek hiicre icine girmekte veya ortamdaki serbest halde bulunan
DNA’lara tutunmaktadir. Boya kendi bagina zay1f floresan 6zellikte olup niikleik asitlere
baglandiktan sonra kuvvetli floresan hale gelir. Ozellikle ¢ift iplikcikli DNA’ya yiiksek
afinite ile baglanmaktadir. Yiiksek siddetli 151k uygulamasi (fotoaktivasyon) sonrasi bu
boya, DNA ile kovalent olarak reaksiyona girerek kalict DNA modifikasyonuna neden
olur (Anonim 3). PMA’nin yapisinda bulunan azide grubu yapi, fotoaktivasyon ile
oldukga reaktif karaktere sahip olan nitren radikaline doniistiigii ve bu radikal, DNA’nin
yapisinda bulunan C atomu ile birlesip karbon-azot yapisindaki kovalent bag1 olusturdugu
icin DNA’nin yapisin1t modifiye ettigi ve bdylece PCR analizi esnasinda DNA’nin
amplifikasyonunu Onleyebildigi ifade edilmistir (Nocker ve ark., 2006; Nocker ve
Camper, 2006, Cenciarini ve ark., 2009). Boylelikle PMA uygulamasi sayesinde 6li ve
canlt hiicrelerin bir arada bulundugu bir populasyonda qPCR ile yiiksek segicilikte bir
ayrim yapilabilmektedir (Telli, 2016).
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Sekil 8. PMA’nin kimyasal yapist (Biotium  product information
http://www.biotium.com/)

EMA ve PMA, yalnizca zarar gérmiis hiicre duvarlarina sahip 6lii hiicrelere niifuz
edebilen ancak hiicre duvarlar1 saglam olan canli hiicrelere niifuz etmeyen boyalar olarak
bilinmektedir. Yiiksek siddetli 1sikla fotoaktivasyonu takiben, EMA veya PMA, DNA ile
kovalent bir bag olusturan bir nitren iiretebilir. Bu kovalent bag, sarmal DNA'yi
¢Oziinmez hale getirmekte ve ardindan PCR sirasinda DNA'nin 6lii hiicrelerden
amplifikasyonunu inhibe etmektedir. Ayni zamanda, baglanmamis fazla EMA veya PMA
molekiilleri su ile reaksiyona girerek yapisi degistiginden bozulmamis hiicrelerden
ekstrakte edilen DNA ile baglanamamaktadir. EMA-PCR ve PMA-PCR, E. coli
0157:H7, Salmonella spp., Listeria monocytogenes, Campylobacter spp. ve Cronobacter
sakazakii gibi canli gida kaynakli bakteriyel patojenlerin tespiti i¢in kullanilmistir (Pan
ve Breidt, 2007, Wang ve ark., 2009, Liang ve ark., 2011, Banihashemi ve ark., 2012,

Minami ve ark., 2012).
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Sekil 9. qPCR ile canli ve 6lii bakteri ayiriminda canli bakteri miktarinin belirlenmesi
icin  PMA’nin  modifiye edici etkisi  (Biotium  product information
http://www.biotium.com/)
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Ote yandan hem EMA hem de PMA'nin bazi avantaj ve dezavantajlar1 vardir.
EMA ile ilgili en biiyiik endise, canli hiicreler tizerindeki toksisitesi olmustur. EMA'nin
ayrica bazi bakteri tiirlerinin canli hiicrelerine niifuz edebilecegi ve sonraki PCR igin
kismi DNA kaybina neden olabilecegi bildirilmistir (Nocker ve ark., 2006). Ayrica, bazi
calismalar EMA + (PCR kullanilarak oOlii hiicre sinyalinin eksik baskilandigini
gostermistir (Flekna ve ark., 2007; Wagner ve ark., 2008; Kobayashi ve ark., 2009). EMA
ile karsilastirildiginda, PMA'nin canli hiicreler i¢in daha az toksik oldugu gosterilmis ve
bunun esas olarak PMA'nin EMA'dan daha yiiksek pozitif yiikiinden kaynaklanabilecegi
ifade edilmistir (Nocker ve ark., 2006). Bununla birlikte, PMA ile ilgili en biiyiik endise,
PMA’nin o6li hiicrelerden tiim sinyalleri ortadan kaldirmak igin yeterince etkili
olmamasindan dolay1 yanlis pozitif sonucglar vermesi olmustur (Pan ve Breidt, 2007,

Kralik ve ark., 2010; Lovdal ve ark., 2011).

EMA ve PMA, uzun yillar boyunca canli ve 6lii hiicreleri mikroskobik olarak ayirt
etmek amaciyla boya olarak kullanilmistir. Real Time PCR ile birlestirilmis EMA veya
PMA nin, canli ve 6lii hiicreleri ayirt etmek i¢in bir tan1 yontemi olarak kullanima ile ilgili
arastirmalarin sayisi gittikge artmaktadir (Nogva ve ark., 2003; Nocker ve ark., 2006;
Nocker ve Camper, 2006).

Konu ile ilgili yapilan ¢alismalarda, bir DNA interkalasyon reaktifi (PMA) ile 6n
islem sonrast DNA izolasyonunun ardindan 6lii ve canli hiicrelerin qPCR ile ayirt
edilebildigi ortaya konulmustur. Bu yontemin, tamamen bakteri hiicrelerinin biitlinliigiine
dayandigi vurgulanmistir (Nocker ve Camper, 2006, Nocker ve ark., 2006, Nocker ve
ark., 2009).

Diger bazi ¢alismalarda da qPCR analizinde hiicre siispansiyonlar1 ve sebzelerde
canli E. coli O157:H7’nin varlig1 ve sayisin1 belirlemede PMA ile numune 6n isleminin
basartyla kullanildigi ifade edilmistir (Elizaquivel ve ark., 2012a, 2012b, 2012c; Nocker
ve ark., 2009).
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2.2. Escherichia coli O157:H7

E. coli, Enterobacteriaceae familyasinin bir iiyesi olup Gram negatif, fakiiltatif
anaerobik, comak seklinde ve spor olusturmayan bir bakteridir. E. coli’nin somatik (O),
kapstiler (K) ve flagellar (H) antijenlerine gore ¢ok sayida serotipi bulunmaktadir (Feng,
2001). Cogu E. coli susu insan ve hayvanlarin normal bagirsak mikroflorasinda bulunup
zararsiz olsa da bu bakterinin virulensi farkli olan bes grubu tanimlanmistir. Bunlar;
Enterohemorajik, Enteroinvaziv, Enteropatojenik, Enterotoksijenik ve Enteroagregatif E.
coli suslaridir (Levine, 1987). Enterohemorajik E. coli suslari, kanli ishal ve hemolitik
tiremik sendrom (HUS) dahil olmak tizere insanlarda ciddi hastaliklara neden olan bir
gruptur. Enterohemorajik E. coli grubunda ¢ok sayida alt serotip bulunmaktadir.
Bunlardan E. coli O157:H7 serotipi, tiim Enterohemorajik E. coli serotipleri arasinda,
ABD'de Enterohemorajik E. coli enfeksiyonlarinda en sik rastlanan serotiptir (Rasmussen
ve Casey, 2001).

E. coli O157:H7 ilk olarak 1982'de Michigan ve Oregon'da 47 kisinin kontamine
hamburgerleri tiikkettikten sonra kanli ishale neden oldugu zaman insanlar i¢in patojen bir

serotip olarak kabul edilmistir (Riley ve ark., 1983).

2.3.1. Escherichia coli O157:H7'nin karakteristik ozellikleri

E. coli O157:H7 sorbitol negatif olup onu diger E. coli suslarindan ayiran en
onemli 6zelligi glukuronidaz negatif olusudur. Cogu E. coli susundan farkli olarak,
O157:H7 serotipi 44.5°C'de tirecyemez, 5°C'de 35 giin canli kalabilir (Weagant ve ark.,
1994). E. coli O157:H7'nin D-degerleri hindi etinde 55°C'de 19.05, 70°C'de 0.038 dk.,
sigir etinde ise 55°C'de 21.56, 70°C'de 0.055 dk. olarak belirlenmis olup organizmanin
1stya pek dayanikli olmadig ifade edilmistir (Murphy ve ark., 2004). E. coli O157:H7
suslar1, pH 3.6 ila 4.0 arasinda iireyebilen asitlige direngli suslardir. Ote yandan yiiksek
tuz konsantrasyonlar1 (>%8.5), E. coli O157:H7'nin liremesi tizerinde engelleyici bir etki

gosterir (Jay, 2000).
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2.3.2. Escherichia coli O157:H7’nin virulens ve patojenite 6zellikleri

E. coli O157:H7'nin infeksiyon mekanizmasinda ¢esitli virulens ve patojente
faktorleri yer almaktadir. Minimal Infektif Dozu c¢ok diisiik olup 100 hiicreden azdir
(Karmali, 2004).

E. coli O157:H7'nin viriilens genleri arasinda, Shiga toksin genleri (stx1, stx2),
intimin (eae), transloke intimin reseptorii (tir), enterohemolizin (ehly) ve uzun polar
fimbria (Ipf) yer alirken hastalik olusturma mekanizmalarinda diger patojenik genler de
rol oynamaktadir. Viriilens faktorleri arasinda Shiga toksinlerinin (stx1, stx2) ciddi klinik
semptomlarin gelismesinde kritik bir rol oynadigina inanilmaktadir. HUS'lu hastalardan
izole edilen E. coli O157:H7 suslar1 genellikle hem stx1 hem de stx2 veya sadece stx2

genlerini tasimaktadir (Rasmussen ve Casey, 2001).

Enterohemorajik E. coli ve 6zellikle O157:H7 serotipi, ishale neden olan en iyi
belgelenmis ve iyi bilinen E. coli serotipidir. Enterohemorajik E. coli’nin 6nemi,
hastaligin siddetinde yatmaktadir. Binlerce insanin enfekte oldugu salginlar, kanli ishal
ve HUS seklinde ciddi hastalik tablosuna neden olmakta ve hatta Oliimle

sonuclanabilmektedir (Chattaway ve ark., 2011).

E. coli O157:H7 infeksiyonlarinda diyare, hemorajik kolit, HUS ve &nemli
morbidite ve mortaliteye yol acan trombotik trombositopenik purpura gibi klinik belirtiler
gozlenebilmekle birlikte asemptomatik tasiyicilik da goriilebilmektedir (Su ve Brandt
1995). E. coli O157:H7 ozellikle kiigiik ¢ocuklari, yaslilar1 ve bagisikligi baskilanmis
bireyleri etkiler. E. coli O157:H7 ile enfekte olan hastalarin yaklasik %10 ila 15'inde HUS
gelisirken (Tarr ve ark., 2005; Scheiring ve ark., 2008), HUS'lu hastalarin yaklasik
%40"'nda uzun stireli bobrek fonksiyon bozuklugu gelismekte ve hastalarin yaklasik %3
ila 5'1 akut fazda hayatim1 kaybetmektedir (Fitzpatrick ve ark., 1991; Siegler ve ark.,
1991).

2.3.3. Escherichia coli O157:H7'nin gidalarda bulunusu

Dogadaki kaynaklar1 hakkinda gesitli goriisler ileri siiriilse de E. coli O157:H7
serotipinin bulasmas: ve yayilmasinda basta siit inekleri olmak {izere, sigirlarin énemli

rol oynadigi bilinmektedir (Turgut, 2021). Tiikketime sunulan sigir etlerinde normalde bu
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E. coli O157:H7’ye rastlanmazken, etkenin bulundugu bagirsak igerigi ile kontamine ette
etkenin ¢ogalmasi ve halk sagligini tehdit edebilecek diizeye ulasmasi, dnemli bir risk
olusmaktadir. E. coli O157:H7 kaynakli infeksiyonlarla ilgili olarak oncelikli risk
grubunda sigirlar gosterilmektedir (Anonim 4; Chapman ve ark., 1993). Insanlarda tespit
edilen infeksiyonlarin ¢ogunun nedeninin iyi pisirilmeyen et ve et Uriinleri yaninda
pastorize edilmeyen siitten kaynaklanabildigi bildirilmektedir (Campbell ve Mutharasan,
2004, Abdul-Raouf ve ark., 1996, Conedera ve ark., 2004). E. coli O157:H7 kaynakli
infeksiyonlarin prevalansi degerlendirildiginde cografi konum, hayvanin tiirii, cinsi ve
yast ile mevsimlerin etkili olabildigi bildirilmis, ayrica yaz aylarinda infeksiyon

prevalansimin daha yiiksek olduguna dikkat ¢ekilmistir (Chapman ve ark., 2001).

Bitkisel gida kaynakli infeksiyonlarin kaynag arastirildiginda 6zellikle iiretimin
yapildigi tarlalarin civarinda bulunan sigir giftliklerinin oldugu dikkati ¢ekmistir (Hilborn
ve ark., 1999). Ote yandan tiiketilecek sebzelerin kesilmesi veya dogranmas: siirecinde
ozellikle ev ortamlarinda kullanilan ekipmanlarin ¢apraz kontaminasyon riskini artirdigi

ifade edilmistir (Zilelidou ve ark., 2015).

2.3.4. Escherichia coli O157:H7'nin bulasma ve yayilmasi

E. coli O157:H7'nin dogal rezervuarlari hayvanlar olup, o6zellikle sigir basta
olmak {izere diger ruminantlarin bagirsaklarinda bulunmaktadir. E. coli O157:H7 igin en
yaygin bulasma yolu basta et iriinleri olmak iizere gidalardir (Rangel ve ark., 2005).
Diger bulagma yollar ise su, kisiden kisiye temas ve hayvanlarla dogrudan temastir
(Aruscavage ve ark., 2006). Gida kaynakli E. coli O157:H7 infeksiyonlarinda baslica
iriin, ruminant digkistyla kontamine olmus kiyma olup ayrica ¢ig siit ve ¢ig siitten yapilan
irlinler (peynir, tereyagi vb.), yogurt, elma sarabi ve sebzeler de diger Onemli

kaynaklardir (Beuchat, 2002; Rangel ve ark., 2005).

E. coli O157:H7 infeksiyonlar: tipik olarak yumurta, et ve siit {irlinleri gibi
hayvansal gidalar ile iligkilendirilmesine ragmen, pisirilmemis taze sebze, meyve, salata
ve meyve sularin da bu patojen i¢in 6nemli bir arag olarak kabul edildigi bildirilmistir.
ABD’de gida kaynakli salginlardaki artigin taze meyve ve sebze tiiketiminin artmasina
bagli oldugu bildirilmistir (Centers for Disease Control, Prevention, 2006).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Gereg

3.1.1. Referans Kiiltiir

Arastirmada, deneysel olarak Escherichia coli O157:H7’nin canli/6lii hiicrelerinin
konvansiyonel kiiltiir ve kantitatif Real-Time PCR (qPCR) teknigi ile karsilastirmali
ayrimin1 yapmak amaciyla referans sus olarak Microbiologics firmasindan olarak temin

edilen Escherichia coli 0157:H7 (ATCC 43895) referans susu kullanildi.

3.1.2. Deneysel uygulama ortamlar

Aragtirmanin deneysel uygulama ortamlarinin hazirlanmasit amaciyla Oxoid™
Phosphate Buffered Saline (PBS) Tablet (BR0014 - 0.01 M pH 7.2) ve yagsiz (%0.1
yagli) UHT siit kullanildi. PBS, iiretici firmanin 6nerdigi sekilde mavi kapakli siselerde
hazirlandi1 ve otoklavda sterilize edildi. Calismada kullanilacak UHT siitte antibiyotik
kalint1 (betalaktam ve tetrasiklin grubu) varligmin analizi amaciyla TwinSensor®’
(Kit085-DA-001, Belgika) ticari antibiyotik test stripleri kullanildi. Analizler, kit
protokoliine uygun olarak gerceklestirildi. Kalint1 analizinde UHT siitiin negatif sonug

verdigi tespit edildikten sonra ¢aligmada kullanildi.

3.1.3. Primer dizayni

Arastirmanin molekiiler analizlerinde kullanilacak oligolar, 16S ve/veya 23S
rRNA genlerini kodlayan DNA’nin spesifik bolgeleri baz alinarak GenBank veritabani
ile dogrulanip dizayn edildi. Oligo dizisi, Escherichia coli O157:H7’nin molekiiler teshisi
icin spesifik bir genetik isaretleyici olarak tanimlanan Z3276-ORF Escherichia coli
O157:H7 primer kullanildi ve Forward (F): 5-GCACTAAAAGCTTGGAGCAGTTC-3';
Reverse (R): 5'-AACAATGGGTCAGCGGTAAGGCTA-3' formiilasyonunda sentez
ettirildi (Anonim 5).
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3.1.4. Ethidium monoazide bromide c¢ozeltisinin hazirlanmasi

Isil islem uygulamasi sonrasinda qPCR asamasi i¢in DNA izolasyonu Oncesi
fotoafinite etiketine sahip bir niikleik asit boyasi olarak kullanilacak EMA ¢ozeltisinin
kullanim soliisyonu, iiretici firmanm (Biotium EMA™ - 40015) onerdigi sekilde
hazirlandi ve dogrudan kullanildi. Bu amagla uygulanacak tiipteki 500 ul’lik
stispansiyonda final konsantrasyon 5 ug/ml (12 uM), 6 pg/ml (14 uM) ve 7 ug/ml (16
uM) olacak sekilde uygulanmak iizere %20 dimetilsiilfoksit (DMSO, Merck, Almanya)

ile 3 farkli konsantrasyon hazirlandi (Anonim 2, Anonim 6).

3.1.5. Propidium monoazide ¢ozeltisinin hazirlanmasi

Isil islem uygulamasi sonrasinda qPCR asamasi i¢in DNA izolasyonu Oncesi
fotoafinite etiketine sahip bir niikleik asit boyas1 olarak kullanilacak PMA ¢o6zeltisinin
calisma soliisyonu, iiretici firmanin (Biotium PMAxx™ - 40069) 6nerdigi iizere 20 mM
konsantrasyonda olan ana PMA soliisyonundan, %20 dimetilsiilfoksit ile 2.5 mM caligsma
soliisyonu hazirlandi. Ardindan 500 pl’lik 3 seri bakteri siispansiyonunda, final
konsantrasyon 20 uM, 25 uM ve 30 uM olacak sekilde ¢alisma soliisyonundan ilave
edildi (Anonim 3).

3.1.6. Besiyerleri

Calismada bakterilerin tiretilmesi ve canli bakteri sayimi amaciyla Brain Heart
Infusion Broth (Merck-110493), Tryptic Soy Agar (Merck-105458), Sorbitol
MacConkey Agar (Oxoid CMO0813) kullanild1 (TSE, 2003; TSE, 2017; USDA/FSIS,
2012).

3.2. Yontem

3.2.1. Standart hazirlanmasi

Calismada referans E. coli O157:H7 kiltiiri, 100 mI’lik Brain Heart Infusion
(BHI) Broth igerisinde 37°C’de sik sik ¢alkalamak suretiyle, 18-24 saat inkiibe edildikten
sonra kiiltiir 50 mI’lik steril falkon tiiplerine aktarilarak 7000 x g’de 5 dk. santrifiije edildi.
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Ardindan siipernatant atilip bakteri peleti steril PBS ile yikandiktan sonra bakteri kiiltiirii
ayni PBS ile yeniden siispanse edildi ve steril tiip igerisinde McFarland dansitometresi
(Den-1B) ile steril PBS kullanilarak McFarland - 2 (6 x 10® kob/ml) yogunluguna
ayarlandi. Siispansiyonun hazirlanan desimal diliisyonlarindan Sorbitol MacConkey
Agara yayma yontemi ile ekimler yapilarak mevcut canli bakteri sayisi (kob/ml) tespit
edildi (UMS, 2015).

Stispansiyondan 1 ml almarak ticari DNA izolasyon kiti (Thermo GeneJET
Genomic DNA Purification Kit — K0722) ile ekstraksiyon yapildi ve elde edilen saf
DNA’nin elution buffer ile 2 kath diliisyonlarindan 5 adet hazirlandi. Diliisyonlar,
3.1.3.’te belirtildigi sekilde sentezlenen spesifik primerler kullanilarak Real Time PCR
(Corbett Research QIAGEN Rotor-gene Real-time PCR Cycler Rg-6000) cihazi ile
kantitatif analize tabi tutuldu. Elde edilen fliioresan isima degerleri kullanilarak Real-
Time PCR standart grafigi elde edildi. Grafikte otomatik Ct esik degeri Rotor Gene Q
yazilimi ile olusturuldu (Sekil 10).

Real-Time PCR standart grafik sonuglarinin (Sekil 10) dogrulanmasi amaciyla
fliioresan 1s1ma testi gergeklestirildi. Bu sonuglar dogrultusunda %99 oraninda giivenilir
sonu¢ alindigi goriildii. Grafigin otomatik esik degeri Rotor Gene Q yazilimi ile
olusturuldu (Sekil 11).

Real-Time PCR standartlarinin = olusturdugu egim acilart ile bunlarin
konsantrasyon degerlerinden elde edilen standart curvenin analizi neticesinde R?
degerinin 0.99177 olarak belirlendigi ve bu degerin giivenilir sonug araliginda oldugu
goriildii. Bu egri arastirmanin kantitatif analizlerinde standart olarak kullanildi. Real-
Time PCR standartlarinin konsantrasyon (A) ve standart curve analiz sonuglar1 (B) Sekil

12’de sunuldu.
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3.2.2. Calisma Kiiltiiriiniin hazirlanmasi

Calismada referans E. coli O157:H7 kiiltiirti, 300 ml’lik BHI Broth igerisinde
37°C’de sik sik ¢alkalamak suretiyle, 18-24 saat inkiibe edildikten sonra kiiltiir, 50 ml’lik
steril falkon tiiplerine aktarilarak 7000 x g’de 5 dK. santrifiije edildi. Ardindan siipernatant
atilip bakteri peleti steril PBS ile yikandiktan sonra bakteri kiiltiirii mavi kapakl steril
cam sise igerisinde McFarland dansitometresi ile steril PBS kullanilarak McFarland-2 (6
x 10%) yogunluguna ayarlandi ve yaklastk 100 ml hacimde hazirlanan bu kiiltiir,
calismanin PBS ortaminda ¢alisilacak ana kiiltiirii olarak kullanildi (UMS, 2015). Ayrica
bu kiiltirden hazirlanan desimal dilisyonlardan Sorbitol MacConkey Agara ekim

yapilarak mevcut canli bakteri sayisi (kob/ml) tespit edildi.

Siispansiyondan 1 ml alinarak ticari DNA izolasyon Kiti ile ekstraksiyon yapildi

ve elde edilen saf DNA ile spesifik primerler kullanilarak gPCR analizi yapildi.
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3.2.3. Is1l islem uygulamasi
PBS ortaminda 1s1l islem uygulamasi

E. coli O157:H7 kiiltiriiniin 3.2.2.°de belirtildigi sekilde hazirlanan PBS
ortamindaki ve manyetik karistirici ile siirekli karistirllmakta olan ana siispansiyonundan
(ana kiiltiir) 2 m1’lik steril eppendorf tiiplere 1’er ml olacak sekilde 50 adet porsiyonlandi.
Bunlarin 4 tanesi baslangi¢ kiiltiir sayim1 ve 2 tanesi de baslangi¢ qPCR analizi i¢in
ayrildi. Siispansiyondan hazirlanan desimal diliisyonlardan Sorbitol MacConkey Agara
ikili paralel ekim yapilarak mevcut canli bakteri sayis1 (kob/ml) tespit edildi. Ayrica
siispansiyondan 2 ml’lik steril eppendorf tiiplere 1’er ml olacak sekilde 2 tiip ayrildi ve
ticari kit ile DNA izolasyonlar1 yapildiktan sonra daha 6nce 3.2.1°de belirtilen Standart
Egri kullanilarak qPCR analizi yapildi.

Tiiplerin 6 tanesi, negatif kontrol amaciyla 95 °C’de 5 dk. tutuldu ve 1s1l islem

bittikten sonra tlipler +4 °C’de bekletildi.

Calismanin deneysel asamasinda ayr1 tiiplerde PBS ortamindaki bakteri
stispansiyonlarina 10 dk., 20 dk. ve 30 dk. olmak tizere 3 farkli siirede 55 °C’lik 1s1l islem
uygulandi. Her bir siire uygulamasi i¢in iki tekerriir ve iki paralel olacak sekilde PBS
ortamindaki ana siispansiyonu iceren 4’er adet eppendorf tiipii kullanildi. Bunlarin 2’si
kiiltiirel analiz, diger ikisi de qPCR analizi igin kullanildi. Her bir 1s1l igslem bitiminde
eppendorf tiip, kuru banyodan ¢ikarilip hizli bir sekilde sogumasi igin sogutma bloklarina
konuldu. Ardindan kiiltiirel analiz, EMA ve PMA uygulamalar1 ve DNA izolasyonu
protokolleri uygulanincaya kadar kisa siire +4 °C’de bekletildi.

Siit ortaminda 1s1l islem uygulamasi

Arastirmada siit ortaminda 1s1l islem uygulamasi i¢in 3.2.2.’de belirtildigi sekilde
hazirlanan 100 ml’lik E. coli O157:H7 kiiltiirii, 7000 x g’de 5 dk. santrifiij edildikten
sonra st s1v1 atildi ve yeniden ayn1 miktarda yagsiz (%0.1 yagli) UHT siit ilave edildi.
Siispansiyondan hazirlanan desimal diliisyonlardan Sorbitol MacConkey Agara iKili
paralel ekim yapilarak mevcut canli bakteri sayisi (kob/ml) tespit edildi. Ayrica

stispansiyondan 2 ml’lik steril eppendorf tiiplere 1’er ml olacak sekilde 2 tiip ayrildi ve
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ticari kit ile DNA izolasyonlar1 yapildiktan sonra daha dnce 3.2.1°de belirtilen Standart
Egri kullanilarak gPCR analizi yapild:.

E. coli O157:H7 kiiltiiriiniin manyetik balik ile siirekli karisir durumda olan siit
igerisindeki ana siispansiyonu, 2 ml’lik steril eppendorf tiiplere 1’er ml olacak sekilde 50

adet porsiyonlandi.

Tiiplerin 6 tanesi, negatif kontrol amaciyla 95 °C’de 5 dk. tutuldu ve 1s1l islem
bittikten sonra tiipler +4°C’de bekletildi.

Calismanin deneysel asamasinda ayri tliplerde siit ortamindaki bakteri
stispansiyonlarina 10 dk., 20 dk. ve 30 dk. olmak tizere 3 farkli siirede 55 °C’lik 1s1l islem
uygulandi. Her bir siire uygulamasi i¢in iki tekerriir ve iki paralel olacak sekilde siit
ortamindaki ana siispansiyonu iceren 4’er adet eppendorf tiipii kullanildi. Bunlarin 2’si
kiiltiirel analiz, diger iKisi de gPCR analizi i¢in kullanildi. Her bir 1s1l islem bitiminde
eppendorf tiip, kuru banyodan ¢ikarilip hizli bir sekilde sogumasi i¢in sogutma bloklarina
konuldu. Ardindan kiiltiirel analiz, EMA ve PMA uygulamalar1 ve DNA izolasyonu
protokolleri uygulanincaya kadar kisa siire +4 °C’de bekletildi.

Kiiltiirel analizler

PBS ve siit ortaminda ayr1 ayr1 uygulanan 1s1l islemler sonrasi, 6rneklerdeki canli
mikroorganizma sayisini belirlemek amaciyla her bir 6rnegin cam tiiplerde steril FTS ile
6-9 seri diliisyonlar1 yapildi ve her bir diliisyondan iki paralel olarak Sorbitol MacConkey
Agara yayma yontemiyle ekim yapildi. 37°C’de 18-24 saatlik inkiibasyon sonrasi sorbitol
negatif kolonilerin sayimlari yapildi ve her bir uygulamadaki canli bakteri sayisi (kob/ml)
tespit edildi (TSE, 2003; TSE, 2017).

Ethidium monoazide uygulamasi

Eppendorf tiiplerinde 1s1l islem uygulanan bakteri siispansiyonlarinin her birinin
tizerine final konsantrasyonu 5 pg/ml (12 uM), 6 pg/ml (14 uM) ve 7 pg/ml (16 uM)
olacak sekilde 3 farkli konsantrasyonda ayri ayr1 3.1.4’te belirtildigi sekilde hazirlanan
EMA kullanim soliisyonundan ilave edildi. Arada bir karistirmak suretiyle karanlik
ortamda 10 dk.’lik inkiibasyonun ardindan eppendorf tiipleri termal olarak stabil ve sabit

bir 151k siddeti saglayan fotoaktivasyon cihazina (Led-Active-Blue, Applied Science,
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Ispanya) yerlestirildi ve 15 dk. siireyle fotoaktivasyon uygulanarak kovalent baglanma
gerceklestirildi. Fotoaktivasyonu takiben DNA izolasyonu igin tiipler 10.000 x g’de 10
dk. santrifiij edildi ve daha sonra siipernatant atilarak ticari DNA izolasyon kit protokolii

uygulandi1 (Nogva ve ark., 2003).
Propidium monoazide uygulamasi

Isil islem uygulanan test ortamlarinin her birine ayr1 ayr1 final konsantrasyonu 20
uM, 25 uM ve 30 uM olacak sekilde 3 farkli konsantrasyonda 3.1.5’te belirtildigi sekilde
hazirlanan PMA soliisyonundan ilave edildi. Arada bir karistirmak suretiyle karanlik
ortamda 10 dk.’lik bir inkiibasyonun ardindan eppendorf tiipleri fotoaktivasyon cihazina
yerlestirildi ve 15 dk. siireyle fotoaktivasyon uygulanarak kovalent baglanma
gerceklestirildi. Fotoaktivasyonu takiben DNA izolasyonu i¢in tiipler 10.000 x g’de 10
dk. santrifiij edildi ve daha sonra siipernatant atilarak ticari DNA izolasyon kit protokolii
uygulandi (Liu ve Mustapha, 2014).

DNA izolasyonu

EMA ve PMA uygulamasi sonrasinda kiiltiir siispansiyonlarinin DNA izolasyonu
yapildi. Bu amagla ticari DNA izolasyon kitlerinden (Thermo GeneJET Genomic DNA
Purification Kit — KO0722) yararlanildi ve protokol, firmanin Onerdigi sekilde
gerceklestirildi (Anonim, 7).

Pelet {lizerine kitte bulunan lysis soliisyondan 200 upl ve proteinase K
soliisyonundan da 20 pl eklendi ve karistirilarak homojenize edildi. Cozelti, ¢alkalamali
kuru banyoda 56 °C’de yaklasik 30 dk. bekletilerek hiicrelerin tamamen pargalanmasi
saglandi. Cozelti lizerine kitte bulunan 400 pl %50°lik etanol eklenerek iyice homojenize
olmasi saglandi. Karigimin tamami, koleksiyon tiipleri i¢inde bulunan ve numaralanan
steril spin kolonlara aktarilip 6000g’de 1 dk. santrifiij edildikten sonra spin kolonlar
cikarilarak yeni bir koleksiyon tiipline aktarildi. Spin kolonlara kitte bulunan etanol ilave
edilmis Wash Buffer I’ den 500 pl eklenerek 8000g’de 1 dk. santrifiij edildi ve spin
kolonlar tekrar yeni bir koleksiyon tiipline yerlestirildi. Benzer sekilde tizerine Wash
Buffer II’den 500 ul eklenerek, 12000g’de 3 dk. santrifiij edildi ve spin kolonlar

numaralandirilmis steril eppendorf tiiplerine yerlestirildi. Son olarak spin kolonlarin
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tizerine Elution Buffer’dan filtrenin tam ortasina gelecek sekilde 200 ul eklenerek oda
1isisinda 2 dk. beklendi ve 8000g’de 1 dk. santrifiij edildi. Bu sekilde izole edilen DNA
eppendorf tiiplerine aktarildi ve spin kolonlar ¢ikarilip atildi (Anonim, 7).

Kantitatif real-time PCR (gPCR) analizi

gPCR analizi, E. coli O157:H7 i¢in spesifik Z3276-ORF oligolar kullanilarak
gerceklestirildi. Toplam 25 ul reaksiyon hacmi igin, 12 pul ticari real-time PCR
mastermiks, 5 ul DNA, 1’er ul Forward ve Reverse (0.2 uM) primerler ve 6 ul de PCR
grade water kullanildi. Termal cycler (Corbett research RG-6000, Austria)’da 95°C’de
10 dk. ilk denatiirasyonun ardindan, 95°C’de 45 sn denatiirasyon, 52°C’de 45 sn
baglanma ve 72°C’de 45 sn de uzama olacak sekilde 40 siklusluk protokol uygulandi.
Final uzama islemi 95°C’de 10 dk. uygulandi. PCR islemi sonrasinda kantitatif analiz
icin 3.2.1.°de belirtildigi sekilde hazirlanan standart egri kullanildi. Her bir 6rnegin
kantitatif analizinde Ct degeri baz alind1 ve standart egri (s) kullanilarak E=10019-1
esitligi ile kantitatif analiz yapildi1 (Wang ve ark., 2009; Kesmen ve Aslan, 2017).

3.2.4. istatistiksel analizler

Arastirma  kapsaminda, 1sil  islem sonras1i ortamda canli  kalan
mikroorganizmalarin tespitinde kullanilan konvansiyonel kiiltiir yontemi ile EMA +
gPCR ve PMA + gPCR yontemleri arasindaki farki karsilastirmak i¢in, SAS (ver 9.4)
istatistiksel analiz programi kullanildi. Kiiltiir ve qPCR arasindaki farklarin analizi igin
Mann-Whitney U testi, kiiltiir ve qPCR arasindaki farkin azalma orani i¢in de oran testi

(2 sample proportion test) uygulandi (SAS, 2005).
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4. BULGULAR

Calismada kullanilan UHT siitte TwinSensor®™ (Kit085-DA-001, Belgika)
antibiyotik test stripleri ile yapilan antibiyotik kalint1 analizi sonucunda UHT siitte

antibiyotik kalintis1 bulunmadigi belirlendi.

4.1. Isil islem Uygulamalar

Negatif kontrol amaciyla PBS ve siit ortamlarinda 10® kob/ml E. coli O157:H7
canli bakteri siispansiyonlarma 95°C’de 5 dk.’lik 1s1 uygulamasi yapildi. Islem
sonrasinda E. coli O157:H7 canli bakteri sayisinin kiiltiir yontemi ve farkli
konsantrasyonlardaki EMA ve PMA uygulamalar: sonras1 qPCR ile kantitatif analizler
yapildi. Elde edilen sonuglar karsilastirildiginda her iki analiz yonteminde canli bakteri
tespit edilemedi. Kiiltir yontemi ile EMA+QPCR ve kiiltiir yontemi ile PMA+gPCR

analiz sonuclarinin birbirleri ile uyumlu oldugu gorildii.

4.1.1. PBS ortaminda 1s1l islem uygulamasina ait bulgular

PBS ortaminda 55°C’de farkli siirelerde tutulan E. coli O157:H7 canli bakteri
stispansiyonlarmin farkli konsantrasyonlardaki EMA ile muamele sonrasi yapilan qPCR
analizinde flouresan 1s1ma degerleri ile standart egri kullanilarak 6rneklerin curve egrisi
grafigi olusturuldu. Grafikte Ct esik degeri otomatik olarak Rotor Gene Q yazilimi ile
belirlendi (Sekil 13).

PBS ortaminda 55°C’de farkli siirelerde tutulan E. coli O157:H7 canli bakteri
slispansiyonlarinin farkli konsantrasyonlardaki PMA ile muamele sonrasi yapilan qPCR
analizinde flouresan 1s1ma degerleri ile standart egri kullanilarak drneklerin curve egrisi
grafigi olusturuldu. Grafikte Ct esik degeri otomatik olarak Rotor Gene Q yazilimi ile
belirlendi (Sekil 15).

Calismanin PBS ortaminda 55 °C’de farkli siirelerde 1s1l isleme maruz birakilan
ve farkli konsantrasyonlarda EMA ve PMA uygulanan E. coli O157:H7 kiiltiirlerinin
3.2.1.”de belirtilen standart kullanilarak ayr1 ayr1 yapilan qPCR ile kantitatif analizlerinde

standartlarin olusturdugu egim agis1 ve konsantrasyon sonuglarindan elde edilen standart
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curve analizi neticesinde EMA 6rneklerinin R? degerinin 0.00000 (Sekil 14) ve PMA

orneklerinin ise R? degerinin 0.99996 (Sekil 16) degerinde ve giivenilir sonug araliginda

oldugu goriildi.
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04 Threshod

Sekil 15. 55 °C’de farkli siirede 1s1 uygulamasi sonrasinda PMA 6rneklerinin gPCR analiz
grafigi
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Sekil 16. 55 °C’de farkli siirede 1s1 uygulamasi sonrasinda PMA 6rneklerinin Standart
kullanilarak elde edilen Curve egrisi

PBS ortaminda hazirlanan test siispansiyonunun kiiltiirel sayim

sonucu

8.5140.120 logio kob/ml ve gPCR sayim sonucu ise 8.90+0.021 logio kopya/ml olarak

belirlendi. Iki deger arasindaki fark 0.39 logio olup, bu fark istatistiksel olarak 6nemsiz
(p<0.05) bulundu (Tablo 1).
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Tablo 1. PBS ortaminda 55°C’de farkli siirelerde tutulan E. coli O157:H7 canli bakteri
sayisinin kiiltiir yontemi ve farkli EMA Kkonsantrasyonlari uygulamasi sonrasi qPCR
yontemi ile karsilastirmali yapilan kantitatif analiz sonuglarinin ortalama degerleri

Kiiltiir - qPCR

o 19 Sies Kl Sy ) GPCR Savmt L
' (ng/ml) Fark logio
PPK 0 8.51+0.120 0 8.90+0.021 0.39 0.093
PX 10 7.50+0.028 0 8.89+0.021 1.39 0.000
PA 10 7.48+0.212 5 7.85+0.007 0.37 0.022
PB 10 7.52+0.021 6 7.83+0.014 0.31 0.034
PC 10 7.50+0.035 7 7.81+0.042 0.31 0.083
PY 20 6.47+0.035 0 8.88+0.021 241 0.000
PD 20 6.40+0.099 5 6.93+0.021 0.53 0.051
PE 20 6.51+0.113 6 6.89+0.028 0.38 0.098
PF 20 6.49+0.056 7 6.80+0.056 0.31 0.116
PZ 30 6.17+0.056 0 8.87+0.007 2.70 0.000
PG 30 6.25+0.191 5 6.75+0.014 0.50 0.090
PH 30 6.09+0.056 6 6.57+0.077 0.48 0.125
Pl 30 6.16+0.707 7 6.47+0.106 0.31 0.219

*: Degerler arasindaki fark, istatistiksel agidan p<0.05 diizeyinde degerlendirilmistir.

PPK: PBS Pozitif Kontrol, PX: 10 dk. 1s1 + Oug/ml EMA, PA: 10 dk. 1s1 + 5pg/ml EMA, PB: 10 dk. 1s1 +
6ug/ml EMA, PC: 10 dk. 1s1 + 7pug/ml EMA, PD: 20 dk. 1s1 + Spg/ml EMA, PE: 20 dk. 1s1 + 6pg/ml EMA,
PF: 20 dk. 1s1 + 7pug/ml EMA, PG: 30 dk. 1s1 + 5ug/ml EMA, PH: 30 dk. 1s1 + 6pg/ml EMA, PI: 30 dk. 1s1
+ 7ug/ml EMA

PBS ortaminda 55°C’de farkli siirelerde tutulan E. coli O157:H7 canli bakteri
sayisinin kiiltiir yontemi ve farkli EMA konsantrasyonlar1 uygulamasi sonrast qPCR
yontemi ile karsilastirmali yapilan kantitatif analiz sonuglarinin ortalama degerleri Tablo
1’de sunuldu. 10 dk.’lik 1s1 uygulamasi sonrasinda EMA uygulanmayan direkt gqPCR
grubu (0 ug/ml) ile 5 ve 6 pg/ml konsantrasyonda EMA uygulamasi yapilan 6rneklerde
kiiltiir ve qPCR sayimlar1 arasindaki fark p<0.005 diizeyinde 6nemli bulunurken 7 pg/ml

konsantrasyonda EMA uygulamasi yapilan 6rneklerde ise kiiltiir ve qPCR sayimlari

42



arasindaki fark p<0.005 diizeyinde 6nemsiz bulundu. 20 ve 30 dk.’lik 1s1 uygulamasi
sonrasinda ise EMA uygulanmayan direkt gPCR grubunun kiiltiir ve qPCR sayimlari
arasindaki fark p<0.005 diizeyinde 6nemli bulunurken 5, 6 ve 7 ug/ml konsantrasyonda
EMA uygulamasi yapilan 6rneklerde kiiltiir ve qPCR sayimlart arasindaki fark p<0.005

diizeyinde 6nemsiz bulundu (Tablo 1).

PBS ortaminda 55°C’de farkli siirelerde tutulan E. coli O157:H7 canli bakteri
sayisinin kiltiir yontemi ve farkli EMA konsantrasyonlari uygulamasi sonrast qPCR
yontemi ile yapilan kantitatif analiz sonuglarinin istatistiksel analizi Tablo 2, Sekil 17 ve
18’de sunuldu.

Tablo 2. PBS ortaminda 55°C’de farkli siirelerde tutulan E. coli O157:H7 canli bakteri
sayisinin kiiltiir yontemi ve farkli EMA konsantrasyonlar1 uygulamasi sonrast qPCR
yontemi ile yapilan kantitatif analiz sonuglarinin istatistiksel analizi

Kiiltiir EMA Final Konsantrasyonuna gore
Is1 Siiresi qPCR Kopya Sayis1

(dk.) Sayimm

(logrokob/ml) g \o/mix 5 pugimi 6 pg/ml 7 ug/ml

0 8.51+0.120"% 8.90+0.021”% 8.90+0.0217% 8.90+0.021”% 8.90+0.02172
10 7.50+0.02452  8.89+0.021A° 7.85+0.007B° 7.83+0.0148¢ 7.81+0.042Bd%
20 6.47+0.087°% 8.88+0.021°° 6.93+0.021°4 6.89+0.028%% 6.80+0.056¢

30 6.17+0.112°2  8.87+0.007”° 6.75+0.014°° 6.57+0.077°% 6.47+0.106°¢

Ortalama 6.71° 8.88° 7.182 7.10° 7.03?

*: qPCR analizinde EMA uygulanmamustir.
a,b,c,d,e: Aym satirda harfler arasindaki fark, istatistiksel agidan p<0.05 diizeyinde 6nemlidir.
A,B,C,D: Ayni siitunda harfler arasindaki fark, istatistiksel agidan p<0.05 diizeyinde 6nemlidir.
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PBS Ortaminda EMA Uygulamast
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Sekil 17. PBS ortaminda 55°C’de farkli siirelerde tutulan E. coli O157:H7 canli bakteri
sayisinin kiiltiir yontemi ve farkli EMA konsantrasyonlar1 uygulamasi sonrast qPCR
yontemi ile yapilan logaritmik kantitatif analiz sonuglarinin grafiksel goriintiisii
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Sekil 18. PBS ortaminda farkli konsantrasyonlarda EMA uygulamasi yapilan E. coli
O157:H7 canl1 bakteri sayilarinin kiiltiir ydntemi ve qPCR yOntemi ile yapilan logaritmik
kantitatif analiz sonuglarinin grafiksel goriintiisii
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Tablo 3. PBS ortaminda 55°C’de farkli siirelerde tutulan E. coli O157:H7 canli bakteri
sayisinin kiiltiir yontemi ve farkli PMA konsantrasyonlari uygulamasi sonrasi qPCR
yontemi ile karsilastirmali yapilan kantitatif analiz sonuglarinin ortalama degerleri

Is1 - PMA Kiiltiir - gPCR
Kodu Siiresi Kiltir Sayim Dozu qPCR Sayum Sayimi Arasindaki P*

(dk.) (logio kob/ml) (uM/ml) (logio kopya/ml) Fark logo

PPK 0 8.62+0.035 0 8.95:+0.028 0.33 0.067
PX 10 7.63+0.017 0 8.94+0.037 1.31 0.001
PA 10 7.55+0.063 20 7.93+0.014 0.38 0.056
PB 10 7.69+0.028 25 7.93+0.056 0.24 0.143
PC 10 7.64+0.028 30 7.87+0.063 0.23 0.161
PY 20 6.69+0.005 0 8.94+0.019 2.25 0.000
PD 20 6.69+0.035 20 6.92+0.014 0.23 0.061
PE 20 6.65:+0.099 25 6.89+0.035 0.24 0.154
PF 20 6.72+0.035 30 6.88+0.048 0.16 0.196
PX 30 6.13+0.004 0 8.93+0.024 2.80 0.001
PG 30 6.17+0.014 20 6.48+0.042 0.31 0.079
PH 30 6.18+0.014 25 6.47+0.084 0.29 0.181
PI 30 6.06+0.014 30 6.39+0.170 0.33 0.309

*: Degerler arasindaki fark, istatistiksel agidan p<0.05 diizeyinde degerlendirilmistir.

PPK: PBS Pozitif Kontrol, PX: 10 dk. 1s1 + Opg/ml PMA, PA: 10 dk. 1s1 + 20ug/ml PMA, PB: 10 dk. 1s1 +
25pg/ml PMA, PC: 10 dk. 1s1 + 30uM/ml PMA, PD: 20 dk. 1s1 + 20uM/ml PMA, PE: 20 dk. 1s1 + 25puM/ml
PMA, PF: 20 dk. 1s1 + 30uM/ml PMA, PG: 30 dk. 1s1 + 20uM/ml PMA, PH: 30 dk. 1s1 + 25uM/ml PMA,
Pl: 30 dk. 1s1 + 30uM/ml PMA

PBS ortaminda hazirlanan test siispansiyonunun kiiltiirel sayim sonucu
8.62+0.035 logio kob/ml ve gPCR sayim sonucu ise 8.95+0.028 logio kopya/ml olarak
belirlenmistir. iki deger arasindaki fark 0.33 logio olup, bu fark istatistiksel olarak

onemsiz (p<0.05) bulunmustur (Tablo 3).

PBS ortaminda 55°C’de farkli surelerde tutulan E. coli O157:H7 canli bakteri

sayisinin kiiltiir yontemi ve farkli PMA konsantrasyonlar1 uygulamasi sonrasi qPCR
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yontemi ile karsilastirmali yapilan kantitatif analiz sonuglarinin ortalama degerleri Tablo
3’te sunuldu. 10, 20 ve 30 dk.’lik 1s1 uygulamasi sonrasinda PMA uygulanmayan qPCR
gruplarinin (0 uM/ml) kiiltir ve qPCR sayimlar1 arasindaki fark p<0.005 diizeyinde
onemli bulunurken 20, 25 ve 30 uM/ml konsantrasyonda PMA uygulamasi yapilan

orneklerde kiiltiir ve PCR sayimlari arasindaki fark p<0.005 diizeyinde 6nemsiz bulundu
(Tablo 3).

PBS ortaminda 55°C’de farkli siirelerde tutulan E. coli O157:H7 canli bakteri
sayisinin kiiltiir yontemi ve farkli PMA konsantrasyonlart uygulamasi sonrast qPCR
yontemi ile yapilan kantitatif analiz sonuglarinin istatistiksel analizi Tablo 4 ve Sekil 19

ve 20’de sunuldu.

Tablo 4. PBS ortaminda 55°C’de farkl: siirelerde tutulan E. coli O157:H7 canli bakteri
sayisinin kiiltiir yontemi ve farkli PMA konsantrasyonlari uygulamasi sonrast qPCR
yontemi ile yapilan kantitatif analiz sonuglarinin istatistiksel analizi

Kiiltiir PMA Final Konsantrasyonuna gore
Is1 Siiresi Sayimi qPCR Kopya Sayisi
(dk.)
(logio kob/ml) 0 pM* 20 pM 25 UM 30 pM

0 8.62+0.035"% 8.95+(0.028"% 8.95+0.028"2 8.95:+(0.028"2 8.95+(.028"2
10 7.63+0.07482  8.94+0.037A° 7.93+0.014B¢ 7.93+0.056B8%¢ 7.87+0.063B¢¢
20 6.69:+0.057%%  8.94+0.019”" 6.92+0.014°° 6.89+0.035¢¢ 6.88+0.049Cce

30 6.14+0.060°%  8.93+0.024"" 6.48+0.042°° 6.47+0.084P% 6.39:£0.170°%

Ortalama 6.822 8.940 7.112 7.102 7.052

*: qPCR analizinde PMA uygulanmamistir
a,b,c,d,e: Aym satirda harfler arasindaki fark, istatistiksel agidan p<0.005 diizeyinde 6nemlidir.
A,B,C,D: Ay siitunda harfler arasindaki fark, istatistiksel agidan p<0.05 diizeyinde 6nemlidir.
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PBS Ortaminda PMA Uygulamasi
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Sekil 19. PBS ortaminda 55°C’de farkl: siirelerde tutulan E. coli O157:H7 canli bakteri
sayisinin kiiltiir yontemi ve farkli PMA konsantrasyonlari uygulamasi sonrasi gPCR
yontemi ile yapilan logaritmik kantitatif analiz sonuglarinin grafiksel goriintiisii

PBS Ortaminda PMA Uygulamasi
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Sekil 20. PBS ortaminda farkli konsantrasyonlarda PMA uygulamasi yapilan E. coli

0157:H7 canli bakteri sayilarinin kiiltiir yontemi ve qPCR yontemi ile yapilan logaritmik
kantitatif analiz sonuglarinin grafiksel gortintiisii
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4.1.2. Siit ortaminda 1s1l islem uygulamasina ait bulgular

Siit ortaminda hazirlanan test siispansiyonunun kiiltiirel sayim sonucu 8.67+0.035

logio kob/ml ve qPCR sayim sonucu ise 8.95+0.035 logio kopya/ml olarak belirlenmistir.

Iki deger arasindaki fark 0.28 logio olup, bu fark istatistiksel olarak énemsiz (p<0.05)

bulunmustur (Tablo 5).

Tablo 5. Siit ortaminda 55°C’de farkli siirelerde tutulan E. coli O157:H7 canli bakteri
sayisinin kiiltiir yontemi ve farkli EMA konsantrasyonlar1 uygulamasi sonrast qPCR
yontemi ile karsilastirmali yapilan kantitatif analiz sonuglarinin ortalama degerleri

Is1

Kiiltir Sayimi

EM
Dozu

qPCR Saymm

Kiiltiir - gPCR

Kodu S(‘é{f;‘ (Iogzo kob/mi) 9% (logao kopya/mi) Saymm ;?(ﬁj‘)gﬂ)daki P
SPK 0  867:0035 0  895:0.035 0.28 0.077
SX 10 85450077 0  8.930.026 0.39 0.001
SA 10  858£0077 5  8.94£0.014 0.36 0.062
SB 10  854:0091 6  8.92:0.049 0.38 0.117
SC 10  850:0063 7  879:0.049 0.29 0.128
SY 20 74580077 0 8.930.017 148 0.000
SO 20 75140077 5 7.92:0.028 0.41 0.068
SE 20 7400042 6  7.840.070 0.44 0.121
SE 20 74350106 7 7.72+0.070 0.29 0.184
SZ 30 6630071 0 8930011 230 0.000
SG 30 66740056 5  6.970.028 0.30 0.080
SH 30  650£0.148 6  6.88£0.014 0.29 0.156
SI 30  6.62:0148 7  6.82£0.063 0.20 0.282

*: Degerler arasindaki fark, istatistiksel agidan p<0.05 diizeyinde degerlendirilmistir.
SPK: PBS Pozitif Kontrol, SX: 10 dk. 1s1 + Opg/ml EMA, SA: 10 dk. 1s1 + 5pug/ml EMA, SB: 10 dk. 1s1 +
6ug/ml EMA, SC: 10 dk. 1s1 + 7pug/ml EMA, SD: 20 dk. 1s1 + Spg/ml EMA, SE: 20 dk. 1s1 + 6pg/ml EMA,
SF: 20 dk. 1s1 + 7ug/ml EMA, SG: 30 dk. 1s1 + 5pg/ml EMA, SH: 30 dk. 1s1 + 6pg/ml EMA, SI: 30 dk. 1s1

+ 7ng/ml EMA
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Siit ortaminda 55°C’de farkli siirelerde tutulan E. coli O157:H7 canli bakteri
sayisinin kiiltiir yontemi ve farkli EMA konsantrasyonlart uygulamasi sonrast qPCR
yontemi ile karsilagtirmali yapilan kantitatif analiz sonuglarinin ortalama degerleri Tablo
5’te sunuldu. 10, 20 ve 30 dk.’lik 1s1 uygulamasi sonrasinda PMA uygulanmayan direkt
gPCR gruplarinin kiiltiir ve qPCR sayimlar1 arasindaki fark p<0.005 diizeyinde 6nemli
bulunurken 5, 6 ve 7 ng/ml konsantrasyonda PMA uygulamasi yapilan 6rneklerde kiiltiir
ve gPCR sayimlar1 arasindaki fark p<0.005 diizeyinde 6nemsiz bulundu (Tablo 5).

Siit ortaminda 55°C’de farkli siirelerde tutulan E. coli O157:H7 canli bakteri
sayisinin kiiltiir yontemi ve farkli EMA konsantrasyonlari uygulamasi sonrast qPCR
yontemi ile yapilan kantitatif analiz sonuglarinin istatistiksel analizi Tablo 6 ve Sekil 21
ve 22’de sunuldu.

Tablo 6. Siit ortaminda 55°C’de farkli siirelerde tutulan E. coli O157:H7 canli bakteri
sayisinin kiiltiir yontemi ve farkli EMA konsantrasyonlar1 uygulamasi sonrast qPCR
yontemi ile yapilan kantitatif analiz sonuglarinin istatistiksel analizi

Kiiltiir EMA Final Konsantrasyonuna gore

Is1(§ilir)esi Sayim qPCR Kopya Sayis1

(logo/ml) g jyg/mi* 5 pg/ml 6 ng/ml 7 ug/ml

0 8.67+0.035"8 8.95+0.035"% 8.95+(0.035%% 8.95+0.035"% 8.95+(.035”2
10 8.54+0.070"8 8.93+0.026"° 8.94:+0.014”° 8.92+0.049/% 8.79+0.0498¢
20 7.45+0.07852 8.94+0.017A° 7.92+0.028B¢ 7.84+0.070B8% 7.72+0.070°¢

30 6.63+0.107°% 8.93+0.0117° 6.97+0.028°° 6.88+0.014%¢ 6.82+0.063Pd

Ortalama 7.548 8.03¢ 7.948 7.88% 7.78%

*: qPCR analizinde EMA uygulanmamistir
a,b,c,d,e: Ayni satirda harfler arasindaki fark, istatistiksel agidan p<0.05 diizeyinde énemlidir.
A,B,C,D: Ayni siitunda harfler arasindaki fark, istatistiksel agidan p<0.05 diizeyinde 6nemlidir.
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Siit Ortaminda EMA Uygulamast
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Sekil 21. Siit ortaminda 55°C’de farkli siirelerde tutulan E. coli O157:H7 canli bakteri
sayisinin kiiltiir yontemi ve farkli EMA konsantrasyonlar1 uygulamasi sonrast qPCR
yontemi ile yapilan logaritmik kantitatif analiz sonuglarinin grafiksel goriintiisii

Siit Ortaminda EMA Uygulamasi
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Sekil 22. Siit ortaminda farkli konsantrasyonlarda EMA uygulamasi yapilan E. coli

O157:H7 canli bakteri sayilariin kiiltiir yontemi ve qPCR yontemi ile yapilan logaritmik
kantitatif analiz sonuglarinin grafiksel gortintiisii
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Tablo 7. Siit ortaminda 55°C’de farkli siirelerde tutulan E. coli O157:H7 canli bakteri
sayisinin kiiltiir yontemi ve farkli PMA konsantrasyonlari uygulamasi sonrasi qPCR
yontemi ile karsilagtirmali yapilan kantitatif analiz sonuglarinin ortalama degerleri

Is1 R PMA Kiiltiir - gPCR
Kodu Siiresi Kiltir Sayimu Dozu qPCR Sayim Saymm Arasindaki P*

(dk) (log1o kob/ml) (uM/ml) (logio kopya/ml) Fark logio

SPK 0 9.25+0.021 0 9.72+0.063 0.47 0.103
SX 10 8.73+0.034 0 9.69+0.058 0.96 0.004
SA 10 8.79+0.021 20 8.99+0.000 0.20 0.054
SB 10 8.71+0.028 25 8.98+0.028 0.27 0.060
SC 10 8.68+0.056 30 8.92+0.014 0.24 0.091
SY 20 7.48+0.063 0 9.67+0.068 2.19 0.004
SD 20 7.53+0.070 20 7.90+0.028 0.37 0.073
SE 20 7.51+0.056 25 7.88+0.042 0.37 0.087
SF 20 7.40+0.063 30 7.75+0.063 0.35 0.123
Sz 30 6.42+0.038 0 9.67+0.059 3.25 0.003
SG 30 6.45+0.056 20 6.70+0.021 0.25 0.093
SH 30 6.41+0.021 25 6.62+0.063 0.21 0.175
Sl 30 6.39+0.070 30 6.60+0.120 0.21 0.320

*: Degerler arasindaki fark, istatistiksel agidan p<0.05 diizeyinde degerlendirilmistir.

SPK: PBS Pozitif Kontrol, SX: 10 dk. 1s1 + OuM/ml PMA, SA: 10 dk. 1s1 + 20uM/ml PMA, SB: 10 dk. 1s1
+ 25uM/ml PMA, SC: 10 dk. 1s1 + 30uM/ml PMA, SD: 20 dk. 1s1 + 20uM/ml PMA, SE: 20 dk. 1s1 +
25uM/ml PMA, SF: 20 dk. 151+ 30uM/mlI PMA, SG: 30 dk. 1s1 + 20uM/ml PMA, SH: 30 dk. 1s1 + 25uM/ml
PMA, SI: 30 dk. 1s1 + 30uM/ml PMA

Siit ortaminda hazirlanan test stispansiyonunun kiiltiirel sayim sonucu 9.25+0.021
logio kob/ml ve qPCR sayim sonucu ise 9.72+0.063 logio kopya/ml olarak belirlenmistir.
Iki deger arasindaki fark 0.47 logio olup, bu fark istatistiksel olarak énemsiz (p<0.05)
bulunmustur (Tablo 7).

Siit ortaminda 55°C’de farkli siirelerde tutulan E. coli O157:H7 canli bakteri
sayisinin kiiltiir yontemi ve farkli PMA konsantrasyonlari uygulamasi sonrasi qPCR

yontemi ile karsilastirmali yapilan kantitatif analiz sonuglarinin ortalama degerleri Tablo
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7°de sunuldu. 10, 20 ve 30 dk.’lik 1s1 uygulamasi sonrasinda PMA uygulanmayan gPCR
gruplarinin (0 uM/ml) kiiltir ve qPCR sayimlar1 arasindaki fark p<0.005 diizeyinde
onemli bulunurken 20, 25 ve 30 uM/ml konsantrasyonda PMA uygulamasi yapilan

orneklerde kiiltiir ve PCR sayimlari arasindaki fark p<0.005 diizeyinde 6énemsiz bulundu
(Tablo 8).

Siit ortaminda 55°C’de farkli siirelerde tutulan E. coli O157:H7 canli bakteri
sayisinin kiiltiir yontemi ve farkli PMA konsantrasyonlar1 uygulamasi sonrasi qPCR
yontemi ile yapilan kantitatif analiz sonuglarinin istatistiksel analizi Tablo 8, Sekil 23 ve

24’te sunuldu.

Tablo 8. Siit ortaminda 55°C’de farkli siirelerde tutulan E. coli O157:H7 canli bakteri
sayisinin kiiltiir yontemi ve farkli PMA Kkonsantrasyonlart uygulamasi sonrast qPCR
yontemi ile yapilan kantitatif analiz sonug¢larinin istatistiksel analizi

PMA Final Konsantrasyonuna gore

Is1 Siiresi S;lylt;l:; gPCR Kopya Sayisi
(dk.)
(logo kob/ml) g = 20 uM 25 uM 30 uM

0 9.25+0.021%%  9.72+0.063"2 9.72+0.063”% 9.72+0.063” 9.72+0.063"2
10 8.73+0.05652  9.69+0.058"" 8.99+0.0005¢ 8.98+0.0288%¢ 8.92+0.0145¢
20 7.48+0.079%@  9.67+0.068"" 7.90+0.028C¢ 7.88+0.042¢ 7.75+0.063C¢

30 6.42+0.052°%  9.67+0.059”" 6.70:+0.021°¢ 6.62+0.063°¢ 6.60+0.120°%

Ortalama 7.548 9.68° 7.868 7.83¢8 7.768

*: qPCR analizinde PMA uygulanmamistir
a,b,c,d,e: Ayni satirda harfler arasindaki fark, istatistiksel agidan p<0.05 diizeyinde énemlidir.
A,B,C,D: Ay siitunda harfler arasindaki fark, istatistiksel agidan p<0.05 diizeyinde 6nemlidir.
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Siit Ortaminda PMA Uygulamasi
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Sekil 23. Siit ortaminda 55°C’de farkli siirelerde tutulan E. coli O157:H7 canli bakteri
sayisinin kiiltiir yontemi ve farkli PMA konsantrasyonlart uygulamasi sonrast qPCR
yontemi ile yapilan logaritmik kantitatif analiz sonuglarinin grafiksel goriintiisti

Siit Ortaminda PMA Uygulamasi
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Sekil 24. Siit ortaminda farkli konsantrasyonlarda PMA uygulamasi yapilan E. coli

O157:H7 canl1 bakteri sayilarmin kiiltiir yontemi ve qPCR ydntemi ile yapilan logaritmik
kantitatif analiz sonuglarinin grafiksel goriintiisii
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5. TARTISMA VE SONUC

E. coli O157:H7, insanlarda diyare, hemorajik kolit, HUS gibi Oliimle
sonuglanabilen 6nemli infeksiyonlara neden olan bir patojendir (Su ve Brandt, 1995;
Chattaway ve ark., 2011). Etkenin insana bulagsmasinda E. coli O157:H7 bulunan
bagirsak igerigi ile kontamine ette etkenin ¢cogalmasi ve halk sagligini tehdit edebilecek
diizeye ulasmasi, 6nemli bir risk olusturmaktadir. Insanlardaki enfeksiyonlarin
cogunlukla iyi pisirilmemis et ve et lrlinleri ile pastorize edilmeyen siit ve siit
tirtinlerinden kaynaklandigi bildirilmistir (Condera ve ark., 2004). Bu patojenin etkilerini

gosterebilmesi, viicuda canli olarak alinmasina bagldir.

Gidalarda canli bakterilerin tespitinde konvansiyonel kiiltiir yontemleri
kullanilmaktadir. Bir gold standart olarak kabul edilen bu yontemin; emek yogun, zaman
alici, maliyetinin yiiksek olmasi, sonuglarin elde edilmesinin 5-7 gilinii bulmasi,
identifikasyon icin bir¢cok biyokimyasal ve serolojik testlere ihtiya¢ duyulmasi gibi
dezavantajlart ile birlikte bir¢ok bakteri tiiriiniin VBNC formuna girebilmesi ve kiiltiir
ortaminda {iretilememesi nedeniyle, canli bakterilerin tespiti i¢in hassas, hizli ve
uygulanmasi kolay analiz metotlarina ihtiya¢ duyulmasina neden olmustur (Hugenholtz

ve ark., 1998; FDA, 2020; Taskin, 2017; Yelboga ve Karagiiler, 2012).

Gidalarda bakterilerin tespiti amaciyla kullanilan niikleik asit bazli molekiiler
yontemler, her gegen gilin gelistirilmektedir. Bu tekniklerdeki en onemli zorluk DNA
izolasyonu sonrasinda canli ve 6lii hiicre DNA’larinin birbirinden ayirt edilememesidir.
Ozellikle canli-6lii bakterileri ayirmada boya bazli gPCR ydntemleri son zamanlarda 6n
plana ¢ikmaktadir (Kesmen ve Aslan, 2017). Boya bazli yontemlerde, 6lii hiicrelerden
veya serbest ortamdan gelen DNA molekiilleri diskalifiye edilmektedir. Bu amagla,
niikleik asitlere baglanabilen foto-indiiklenebilir boyalar kademeli olarak kullanim alani
bulmustur. Bu boyalardan EMA ve PMA™ boyalar1 bu alternatif stratejilerde en yaygin
olarak kullanilanlardir (Nocker ve ark., 2006; Nocker ve Camper, 2006; Wagner ve ark.,
2008; Bae ve Wuertz 2009; Tantikachornkiat ve ark., 2016; Takahashi ve ark., 2017).

Bu ¢alismada, canli E. coli O157:H7 hiicrelerinin varligi ve miktari1 qPCR
teknigi ile belirlemek ve konvansiyonel kiiltiir yontemiyle karsilastirmak amaciyla, PBS

ve siit ortamlarinda farkli siirelerde 1s1l islem uygulanan E. coli O157:H7 siispansiyonlari
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konvansiyonel kiiltiir yontemi, farkli EMA ve PMA konsantrasyonlarinin uygulanmasi
sonrasinda yapilan qPCR teknigi ile kantitatif analizleri yapildi. Arastirmada qPCR
analizlerinde kullanilan E. coli O157:H7 tiir spesifik primerler 227 bp’lik bolgeyi
hedeflemekte olup Wang ve ark.’nin (2007 ve 2009) bildirdigi sekilde kullanildi.

Calismada E. coli O157:H7 kiiltiriiniin PBS ve siit ortaminda ayri ayri
stispansiyonlar1 hazirlanarak kiiltiir ve qPCR sayimlar1 yapildi. Siispansiyonlardan
hazirlanan porsiyonlara 55°C’de ayr1 ayr1 10, 20 ve 30 dk. 1s1l islem uygulandi. Ardindan
her bir 1s1l islem uygulanmis porsiyonda ayr1 ayri olacak sekilde konvansiyonel kiiltiir
yontemiyle canli bakteri sayimlari ile EMA ve PMA uygulamalar1 sonrast DNA
izolasyonlar1 yapilip qPCR yontemiyle kantitatif analizleri yapildu.

Liu ve Mustapha (2014), Real-Time PCR tekniginin, konvansiyonel PCR'dan
daha hassas oldugunu ve gidalarda patojen bakterilerin 6zellikle kantitatif analizinde
kullanilabilecegini, igerigi bilinmeyen bir ornekteki hiicre sayisina bagli olarak elde
edilen ct degerinin standart egri ile karsilagtirilmasi suretiyle, 6rnekteki canli E. coli

0157:H7 konsantrasyonununun tespit edilebildigini ifade etmislerdir.

Bu arastirmada, EMA’nin 55°C’de 10, 20 ve 30 dk. siirelerde 1s1l islem uygulanan
PBS ve siit ortamindaki canli-6li E. coli O157:H7 hiicrelerini qPCR yontemi ile
ayirmadaki etkinligini belirlemek amaciyla 5, 6 ve 7 pg/ml konsantrasyonlarinda EMA
boyast kullanildi. Elde edilen kantitatif analiz sonuglar kiiltlir yontemi ile karsilastirildi

(Tablo 1 ve 5).

PBS ortaminda 55°C’de farkli siirelerde tutulan E. coli O157:H7 hiicrelerinin
kiltirel yontem ve qPCR yontemleri ile tespit edilen analiz sonuglar
degerlendirildiginde; PBS ortaminda yapilan analizlerde kiiltiirel sayim sonucu
(8.51£0.120 logio kob/ml) ile EMA uygulanmayan direkt qPCR grubu (0 png/ml) gPCR
sayim sonucu (8.90+£0.021 logio kopya/ml) arasindaki fark énemsiz (p<0.05) bulundu
(Tablo 1). Isil islemin farkl: siirelerinde elde edilen sonuglara gore 10, 20 ve 30 dk. 1s1
uygulanan orneklerde kiiltir sayimi ile 0, 5, 6 ve 7 ug/ml konsantrasyonda EMA
uygulamasi yapilan Orneklerde qPCR sayimlari arasindaki fark o6nemli (p<0.005)
bulundu. 10, 20 ve 30 dk. 1s1 uygulanan 6rneklerde O ile 5, 6 ve 7 ug/ml konsantrasyonda
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EMA uygulamasi yapilan drneklerde qPCR sayimlari arasindaki fark énemli (p<0.005)
bulundu (Tablo 2, Sekil 18).

10 dk. 1s1 uygulanan 6rneklerde EMA konsantrasyonlar: arasinda 5 pg/ml ile 6
ug/ml konsantrasyonlari arasindaki fark énemli bulunurken, 5 pg/ml ile 7 ug/ml ve 6
ug/ml ile 7 ng/ml konsantrasyonlari arasindaki fark 6nemsiz (p<0.005) bulundu. 20 dk.
1s1 uygulanan orneklerde EMA konsantrasyonlari arasinda 5 ug/ml ile 6 pg/ml ve 6 ug/ml
ile 7 ug/ml konsantrasyonlar1 arasindaki fark 6nemsiz bulunurken, 5 ug/ml ile 7 pg/ml
konsantrasyonlari arasindaki fark 6nemli (p<0.005) bulundu. 30 dk. 1s1 uygulanan
orneklerde EMA konsantrasyonlari arasinda 5, 6 ve 7 ug/ml konsantrasyonlari arasindaki
fark onemli bulunurken 6 ug/ml ile 7 pg/ml konsantrasyonlar: arasindaki fark 6nemsiz

(p<0.005) bulundu (Tablo 2, Sekil 18).

PBS ortaminda kiiltiirel sayim sonuclari degerlendirildiginde, 1si1l islem
uygulanmayan direkt gPCR grubu (0 ug/ml) ile 55°C’de ayr1 ayr1 10, 20 ve 30 dk. 1sil
islem uygulanan 6rneklerde kiiltiirel sayimlar arasindaki fark 6nemli (p<0.005) bulundu.
gPCR sayim sonuglari degerlendirildiginde de 1s1l iglem ve EMA uygulanmayan direkt
gPCR grubu (0 pg/ml) ile 55°C’de ayr1 ayr1 10, 20 ve 30 dk. 1s1l islem uygulanan ve EMA
uygulanmayan 6rneklerde qPCR sayimlari arasindaki fark 6nemsiz (p<0.005) bulundu.
Isil igslem ve EMA uygulanmayan direkt g°PCR grubu (0 png/ml) ile 55°C’de ayr1 ayr1 10,
20 ve 30 dk. si1l islem uygulandiktan sonra 5, 6 ve 7 pg/ml EMA konsantrasyonlari
uygulanan tiim gruplarda qPCR sayimlari arasindaki fark onemli (p<0.005) bulundu
(Tablo 2, Sekil 17).

Cesitli arastirmacilar (Nogva ve ark., 2003; Nocker ve ark., 2006; Pan ve Breidt
2007; Cawthorn ve Witthuhn, 2008; Nam ve ark.,, 2005) tarafindan farkli
mikroorganizmalarin canli ve 6l hiicre ayiriminda EMA+qPCR teknigi ile uygulanan
calismalar yapilmistir. Wang ve ark. (2009) yaptiklar1 bir ¢caligmada E. coli O157:H7
hiicrelerinin canli 6lii ayirnminda etkinligini belirlemek ic¢in farkli konsantrasyonlarda
kullandiklart EMA boyast i¢in canli 6lii hiicre ayirmminda 10 pM/ml (5 pg/ml)
konsantrasyonun 108 kob/ml 6lii E. coli O157:H7 hiicre DNA’smin amplifikasyonunu
engellemek icin yeterli oldugunu bildirmislerdir. Benzer sekilde bu ¢calismada da PBS ve

siit ortamlarmda 108 kob/ml E. coli O157:H7 canli bakteri siispansiyonlara 95°C’de 5
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dk.’lik 1s1 uygulamasi sonrasinda 5, 6 ve 7 pg/ml konsantrasyonlarinda EMA
uygulamalarinin ardindan qPCR yontemi ile canli bakteri tespit edilemedi. Liu ve
Mustapha (2014) ise yaptiklari bir calismada 10® kob/ml 6li E. coli O157:H7
hiicrelerinden elde edilen DNA’y1 baglamak ve PCR amplifikasyonunu 6nlemek igin
optimum EMA konsantrasyonunun 25 uM (yaklasik 12 pg/ml) oldugunu bildirmislerdir.
Bu calismada PBS ve siit ortamlarinda yapilan uygulamalarda kullanilan EMA
konsantrasyonlari arasinda kiiltiir sayimima en yakin qPCR sayimmin 7 ug/ml EMA

uygulamasi ile elde edildigi goriildii (Tablo 2 ve 6).

Siit ortaminda 55°C’de farkli siirelerde tutulan E. coli O157:H7 hiicrelerinin
kiiltirel yontem ve qPCR yontemleri ile tespit edilen analiz sonuglar
degerlendirildiginde; siit ortaminda yapilan analizlerde kiiltiirel sayim sonucu
(8.67+£0.035 logio kob/ml) ile EMA uygulanmayan direkt qPCR grubu (0 png/ml) gPCR
sayim sonucu (8.95+0.035 logio kopya/ml) arasindaki fark énemsiz (p<0.05) bulundu
(Tablo 5, Sekil 22). Nocker ve Camper (2006), yaptiklari ¢aligmada farkli DNA
konsantrasyonlarinin ct degerlerinin logaritmik analizi amaciyla hazirladiklar: 0.9829'Tuk
bir R? degerine sahip standart egri ile 6l¢iim sonucuna gére, higbir muamele yapilmayan

DNA'nin tamaminin amplifiye edilebilir oldugunu belirtmislerdir.

Lee ve Levin (2006), balik filetolarinda flora bakterileri ile yaptiklar1 bir
calismada 1s1 ile 6ldiirdiikleri hiicrelerden elde edilen hedef DNA'nin amplifikasyonunun,
bu tiir hiicrelerin 0.8 pg/ml veya daha yiiksek bir konsantrasyonda EMA ile isleme tabi
tutulmast durumunda tamamen inhibe edildigini bildirmislerdir. Is1 ile oldirilmis
hiicrelerden DNA amplifikasyonunu inhibe eden bu EMA konsantrasyonunun, canli
hiicrelerden tiiretilen DNA amplifikasyonunun dahi inhibisyonu ile sonuglanan 20 pg/ml

seviyesinin oldukg¢a altinda oldugunu ifade etmislerdir.

Bu arastirmada siit ortaminda 10, 20 ve 30 dk. 1s1 uygulanan 6rneklerde kiiltiir
sayimmi ile 0, 5, 6 ve 7 ng/ml konsantrasyonda EMA uygulamasi yapilan 6rneklerin qPCR
sayimlar1 arasindaki fark onemli (p<0.005) bulundu (Tablo 6, Sekil 22). Nocker ve
Camper (2006) EMA’nin, canli/6lii karisik kiiltiirlerde uygulanabildigini ve dolayisiyla
metabolik olarak aktif fraksiyonun incelemesine izin verebildigini, canli bakterilerden

elde edilen kiiltiirel sayim sonuglarinin, toplam (canli ve 6lii) hiicrelerin analizlerinden
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elde edilen qPCR sayim sonuglarindan onemli Olgiide farkli olabilecegini ifade

etmislerdir.

Siit ortaminda 10 dk. 1s1 uygulanan 6rneklerde O ile 5 ve 6 ug/ml konsantrasyonda
EMA uygulamasi yapilan 6rneklerde qPCR sayimlari arasindaki fark 6nemsiz (p<0.005)
bulunurken, 0 ile 7 pg/ml konsantrasyonda EMA uygulamasi yapilan 6rneklerde qPCR
sayimlari arasindaki fark 6nemli bulundu. 20 ve 30 dKk. 1s1 uygulanan 6rneklerde ise O ile
5, 6 ve 7 ug/ml konsantrasyonda EMA uygulamasi yapilan 6rneklerde qPCR sayimlari
arasindaki fark 6nemli (p<0.005) bulundu. 10 ve 20 dKk. 1s1 uygulanan 6rneklerde qPCR
sayimlar1 agisindan 5 ve 6 ug/ml EMA konsantrasyonlari arasindaki fark onemsiz
(p<0.005) bulunurken, 5 ile 7 ug/ml ve 6 ile 7 ug/ml EMA konsantrasyonlar: arasindaki
fark 6nemli (p<0.005) bulundu. 30 dk. 1s1 uygulanan 6rneklerde ise qPCR sayimlari
acisindan 5 pg/mlile 6 ve 7 ug/ml konsantrasyonda EMA uygulamasi yapilan 6rneklerde
gPCR sayimlar1 arasindaki fark onemli (p<0.005) bulunurken, 6 ile 7 pug/ml EMA
konsantrasyonlar: arasindaki fark 6nemsiz (p<0.005) bulundu (Tablo 6, Sekil 22).

Nocker ve Camper (2006), yaptiklart bir ¢alismada E. coli O157:H7 ile
Salmonella enterica Serovar Typhimurium kiiltiirlerinin canli ve 6li siispansiyonlarindan
%350 oraninda karigimlar hazirlamiglardir. EMA ile muamele edilmis ve EMA ile
muamele edilmemis numunelerin qPCR analizinde, EMA ile muamele edilmis
numunelerin DNA konsantrasyonlari, hiicrelerin yarisinin canli olmadig1 gercegi goz
oniine alindiginda EMA ile muamele edilmemis numunelere gore daha diisiik sayida
bulundugunu gozlemislerdir. EMA ile muamele edilmis numunelerin tiir spesifik PCR
amplifikasyonunun, 1siyla Oldiiriilen hiicrelerin orani arttikca azalan bir sinyalle
sonuglandigini tespit etmislerdir. Bu aragtirmada da benzer sekilde EMA uygulanmayan
direkt qPCR grubu orneklerin qPCR analizlerinde elde edilen sonuglar, farkli
konsantrasyonlarda EMA uygulanan 6rneklerin qPCR analizlerine gore daha yiiksek ve
elde edilen sonuglar arasindaki fark da 6nemli (p<0.005) bulundu. Ayrica uygulanan 1s1
stiresi arttikca Oli hiicre sayis1 da arttifindan EMA uygulanan o6rneklerin qPCR
analizlerinde elde edilen ct degerlerinde de azalmalar tespit edildi (Tablo 6, Sekil 22).

Siit ortaminda kiiltiirel sayim sonuglar1 degerlendirildiginde; 1s1l islem

uygulanmayan direkt gPCR grubu (0 ug/ml) ile 55°C’de 10 dk. 1s1l islem uygulanan
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orneklerde kiiltiirel sayimlar arasindaki fark 6nemsiz (p<0.005) bulunurken, 20 ve 30 dk.
stireyle 1s1l islem uygulanan 6rneklerde kiiltiirel sayimlar arasindaki fark 6nemli bulundu
(Tablo 6, Sekil 21). gPCR sayim sonuglar1 degerlendirildiginde de 1s1l islem ve EMA
uygulanmayan direkt gPCR grubu (0 pug/ml) ile 55°C’de ayr1 ayr1 10, 20 ve 30 dk. 1s1l
islem uygulanan ve EMA uygulanmayan orneklerde qPCR sayimlar1 arasindaki fark
onemsiz (p<0.005) bulundu (Tablo 6, Sekil 21). Bunun nedeni, direkt g°PCR grubunda (0
ng/ml) EMA boyasi kullanilmadigi i¢in standart gPCR yonteminde canli ve 6li hiicre
ayirimi yapilamamasindan kaynaklanmis olabilir. Bu hususun bakteriyel teshiste standart
gPCR analizlerinin, canli hiicrelerin oldugundan fazla tahmin edilmesinden ve hatta
yanlis pozitif sonuglara yol agtigindan direkt gPCR teknigin su ve gidalarin
mikrobiyolojik analizinin glivenilirligini sinirladigi bildirilmistir (Lemarchand ve ark.,

2004; Rompre ve ark., 2002).

Isil islem ve EMA uygulanmayan direkt qPCR grubu (0 png/ml) ile 55°C’de 10 dk.
1s1l islem uygulamasi sonrasi 5 ve 6 ug/ml EMA konsantrasyonlari uygulanan gruplarda
qPCR sayimlari arasindaki fark 6nemsiz (p<0.005) bulunurken, 20 ve 30 dk. siireyle 1s1l
islem uygulandiktan sonra 5 ve 6 pg/ml EMA konsantrasyonlari uygulanan gruplarda
gPCR sayimlari arasindaki fark 6nemli bulundu. Isil islem ve EMA uygulanmayan direkt
gPCR grubu (0 pg/ml) ile 55°C’de ayr1 ayr1 10, 20 ve 30 dk. 1s1l islem uygulandiktan
sonra 7 ug/ml EMA konsantrasyonu uygulanan grupta ise qPCR sayimlari arasindaki fark
onemli (p<0.005) bulundu (Tablo 6). Lee ve Levin (2006), yaptiklar1 ¢alismada canli
hiicreleri, 10 pg/ml veya daha diisiik bir konsantrasyonda EMA ile muamele ettiklerinde,
EMA + Real-Time PCR yonteminde canli hiicrelerden elde edilen hedef DNA'nin
amplifikasyonunda onemli bir inhibisyon meydana gelmedigini gozlemislerdir. EMA
konsantrasyonunun 10 pg/ml'nin iizerine ¢ikmasi durumunda ise canli hiicrelerden hedef
DNA'nin amplifikasyonunda istatistiksel olarak anlamli (p<0.01) azalmalar meydana
geldigini, EMA konsantrasyonu 50 pg/ml oldugunda ise belirgin bir amplifikasyon
inhibisyonu meydana geldigini bildirmislerdir. Yapilan bu arastirmada kullanilan EMA
konsantrasyonlar1 10 pg/ml’nin altinda olup kiiltiirel sayimlarla karsilastirildiginda canl

hiicrelerde belirgin bir amplifikasyon inhibisyonunu gézlenmedi.

EMA kullanilarak yapilan bazi ¢alismalarda (Nogva ve ark., 2003; Lee ve Levin
2006; Nocker ve Camper 2006; Pan ve Breidt 2007; Cawthorn ve Witthuhn, 2008; Nam

59



ve ark., 2005) cesitli arastiricilar tarafindan farkli sonuglar bildirilmistir. Bu durum,
caligmalarda  kullanilan materyallerin, mikroorganizmalarin ve EMA

konsantrasyonlarinin farkliligindan kaynaklanabilir.

Ote yandan konu ile ilgili Nocker ve ark. (2006), DNA baglayict EMA ve PMA
boyalarinin segici olarak 6lii hiicrelerin zarar gérmiis hiicre duvarlarindan gecebildigini
ve hasarli hiicre duvarini gectikten sonra DNA'ya baglandigini, ancak canli hiicrelerin
biitiinliigi  bozulmamis  hiicre duvarlarindan  gegemedigini  vurgulamislardir.
Arastirmacilar, yiiksek konsantrasyonlarda kullanilan EMA nin canli hiicrelere de niifuz
edebildigini ve yanlis negatif PCR sonuglarina yol agabildigini de ifade etmisglerdir.
Yapilan bu calismada ise 10 pg/ml'nin altinda olmakla birlikte artan EMA
konsantrasyonlarinin konvansiyonel kiiltiir sayimlart ile EMA+qPCR sayimlarinimn
birbirlerine yaklastigi ve aralarindaki farkin artan konsantrasyonlarda onemsiz hale
geldigi gozlenmis olup s6z konusu arastirmacilarin sonuglart ve EMA’nin canli hiicre
duvarlarindan gegmedigi prensibi ile uyumlu bulunmustur. Yapilan ¢aligmalarda her ne
kadar 10 pg/ml'nin tistiinde olup artan EMA konsantrasyonlarinin 6lii bakteriler yaninda
canl1 bakterilerin de DNA’lariin amplifikasyonunu engelledigi ifade edilse de, bu durum

EMA’nin se¢ici gegirgenlik ilkesi ile ¢elismektedir.

Bu durumun, EMA’nin genel olarak membran gegirimsiz olarak kabul
edilemeyeceginin altini1 ¢izmekle beraber sadece 6lii veya hasarli hiicrelere niifuz ettigi
bildirilmis olmasina ragmen yalnizca kisa maruz kalma stirelerine sahip secilmis bakteri

tiirleri igin gegerli olabilecegi ifade edilmistir (Nogva ve ark., 2003; Rudi ve ark., 2005).

PMA’nin son zamanlarda gidalarda canli ve Olii hiicrelerin ayiriminda artan
oranlarda kullanim alan1 buldugu bildirilmistir (Nocker ve ark., 2006; Nam ve ark., 2005;
Elizaquivel ve ark., 2012c; Slimani ve ark., 2012; Telli, 2016).

Is1l islemin uygulandigi gidalarda bulunan canli bakteri sayisinin tespitinde 1sil
islemin derecesi ve siiresi, PMA+qPCR tekniginin etkinligine tesir eden en 6nemli
faktorlerdir (Lee ve Levin, 2009). Ortamda bakteri yogunlugunun fazla olmasi
durumunda PMA 6lii hiicrelere niifuz edebilmesine ragmen ortamdaki diger hiicrelerin
kismen fotoaktivasyonu engelleyebildigi ve bu nedenle gPCR ile canli hiicrelerin

ayriminda yanlis pozitif sonuglarin goriilebilecegi ifade edilmistir. Hiicre yogunlugu
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azaldikga kiiltiir ile PMA+qPCR sonuglar1 arasindaki uyum giderek artmaktadir (Levdal
ve ark., 2011, Wagner ve ark., 2008, Aslan, 2016).

Canli ve olii hiicrelerin ayirimi amaciyla PMA’nin ilk kez uygulandigi bir
calismada (Nocker ve ark., 2006), arastirmacilar PMA’nin EMA ile karsilastirildiginda
daha yiiksek segicilikte olmasindan dolay1 daha avantajli oldugunu ileri stiirmiislerdir.
Bunun nedenini ise, EMA’nin baz1 bakteri tiirlerinde canli hiicrelere de penetre olmasi ile
iligkilendirmislerdir. Her ne kadar canli hiicrelerdeki metabolik aktivite yardimiyla
transport pompalart EMA’y1 hiicre disina ¢ikarsa da bu durum, rezidiiel EMA nin biiyiik
Ol¢iide DNA kaybina neden olmasiyla sonuclandigi ifade edilmistir. PMA’nin azide
grubunun EMA ’ya gore daha fazla ylike sahip olmasi nedeniyle saglam olan membrandan

gecememesinin DNA kaybini engelleyici bir etki sagladigi belirtilmistir.

Telli (2016), 1spanak ve karigik salatalara inokule edilen mikroorganizmalarda
canlilik tespiti i¢in kullanilacak optimum PMA konsantrasyonunu 50 puM olarak
belirlemis ve PMA qPCR yonteminin taze sebzelerde bulunan canli mikroorganizma

sayilarinin belirlenmesinde uygun bir yontem oldugunu ifade etmistir.

Bu arastirmada PMA’nin 55°C’de 10, 20 ve 30 dk. siirelerde 1s1l igslem uygulanan
PBS ve siit ortamindaki canli-6lii E. coli O157:H7 hiicrelerini qPCR yontemi ile
ayirmadaki etkinligini belirlemek amaciyla 20, 25 ve 30 uM/ml konsantrasyonlarinda
PMA boyas1 kullanildi. Elde edilen kantitatif analiz sonuglari kiiltiir yontemi ile
karsilastirildi (Tablo 3 ve 7).

PBS ortaminda 55°C’de farkli siirelerde tutulan E. coli O157:H7 hiicrelerinin
kiiltiirel yontem ve qPCR yontemleri ile tespit edilen analiz sonuglar
degerlendirildiginde; PBS ortaminda yapilan analizlerde kiiltiirel sayim sonucu
(8.62+0.035 logio kob/ml) ile PMA uygulanmayan direkt gPCR grubu (0 png/ml) gPCR

saymm sonucu (8.95+0.028 logio kopya/ml) arasindaki fark énemsiz (p<0.05) bulundu
(Tablo 3).

PBS ortaminda 10 ve 20 dk. 1s1 uygulanan grupta kiiltiir sayimui ile 0, 20, 25 ve 30
uM/ml konsantrasyonda PMA uygulamasi yapilan 6rneklerin qPCR sayimlari arasindaki

fark 6nemli (p<0.005) bulundu. 30 dk. 1s1 uygulanan grupta ise kiiltiir sayimu ile 0, 20 ve
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25 uM/ml konsantrasyonda PMA uygulamasi yapilan orneklerin qPCR sayimlari
arasindaki fark oOnemli (p<0.005) bulunurken, kiltir saymm ile 30 pM/ml

konsantrasyonda PMA uygulamasi yapilan 6rneklerin qPCR sayimlar1 arasindaki fark
O6nemsiz bulundu (Tablo 4, Sekil 20).

10, 20 ve 30 dk. 1s1 uygulanan gruplarda 0 ile 20, 25 ve 30 uM/ml
konsantrasyonda PMA uygulamasi yapilan 6rneklerde qPCR sayimlari arasindaki fark
onemli (p<0.005) bulunurken, tiim gruplarda qPCR sayimlarinda ise 20, 25 ve 30 uM/ml
PMA konsantrasyonlar: arasindaki fark 6nemsiz bulundu (Tablo 4, Sekil 20).

Li ve ark. (2017) canli ve oli hiicre ayiriminda kullanilacak boya
konsantrasyonlarinin farkli yogunluktaki canli ve 6lii mikroorganizma sayilarina ve

mikroorganizma tiirlerine gore degisebildigini bildirmislerdir.

Liu ve Mustapha (2014), yaptiklar1 ¢alismada, 108 kob/ml 6lii E. coli O157:H7
hiicrelerinden DNA amplifikasyonunu tamamen Onlemek i¢in 25 pM PMA
konsantrasyonunun etkili oldugunu tespit etmislerdir. Benzer sekilde bu c¢aligmada da
PBS ve siit ortamlarinda 108 kob/ml E. coli O157:H7 canli bakteri siispansiyonlarina
95°C’de 5 dk.’lik 1s1 uygulamasi sonrasinda 20, 25 ve 30 uM/ml konsantrasyonlarinda

PMA uygulamalarinin ardindan qPCR yontemi ile canli bakteri tespit edilemedi.

Slimani ve ark. (2012) canli ve 6lii Legionella pneumophila hiicrelerinden olusan
siispansiyonda (10° kob/ml) 6.25-50 uM aras1 konsantrasyonda PMA+qPCR yontemiyle
canli hiicreleri saptamaya ¢alismiglar, PMA konsantrasyonlarindan 6.25 uM
uygulamasimin optimum oldugunu, daha yiiksek konsantrasyonlardaki PMA
konsantrasyonlarinin canli hiicrelerin DNA’larinin amplifikasyonunu engelledigini ifade
etmislerdir. Banihashemi ve ark. (2012), 10-15 pM/ml gibi nispeten diisiik PMA
konsantrasyonlari kullandiklarini, bu konsantrasyonlarda 6lii hiicre amplifikasyonunda
maksimum bir azalma elde edildigini ve daha yiiksek konsantrasyonlarda daha iyi bir
sonug alimamadigini belirtmislerdir. Bazi arastiricilar ise (Nocker ve ark., 2007; Pan ve
Breidt 2007; Lovdal ve ark., 2011; Nam ve ark., 2005; Elizaquivel ve ark., 2012c; Telli,
2016) canli ve Olii hiicre ayiriminda optimun PMA konsantrasyonunun 50 puM/ml
oldugunu ileri stirmiislerdir. Goriildiigii tizere optimal PMA konsantrasyonu konusunda

arastirmacilar arasinda farkli goriisler bulunmaktadir. Bu calismada PBS ve siit
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ortamlarinda yapilan uygulamalarda kullanilan PMA konsantrasyonlari arasinda 20 ve 25
uM/ml konsantrasyonlardaki uygulamalarda istatistiksel olarak fark olmamakla birlikte
kiltiir sayimina en yakin qPCR sayim sonucunun 30 uM/ml PMA uygulamasi ile elde
edildigi goriildii (Tablo 4 ve 8).

PBS ortamindaki kiiltiirel sayim sonuglari degerlendirildiginde; 1s1l islem
uygulanmayan direkt gPCR grubu (0 ug/ml) ile 55°C’de ayr1 ayr1 10, 20 ve 30 dk. 1sil
islem uygulanan 6rneklerde kiiltiirel sayimlar arasindaki fark 6nemli (p<0.005) bulundu
(Tablo4, Sekil 19). qPCR sayim sonuglar1 degerlendirildiginde ise 151l islem ve PMA
uygulanmayan direkt gqPCR grubu (0 uM/ml) ile 55°C’de ayr1 ayr1 10, 20 ve 30 dk. 1s1l
islem uygulanan ve PMA uygulanmayan Orneklerde qPCR sayimlar1 arasindaki fark
onemsiz (p<0.005) bulundu (Sekil 19). Isil islem ve PMA uygulanmayan direkt gPCR
grubu (0 uM/ml) ile 55°C’de ayr1 ayr1 10, 20 ve 30 dk. 1s1l islem uygulandiktan sonra 20,
25 ve 30 uM/ml PMA konsantrasyonlari uygulanan tiim gruplarda qPCR sayimlari
arasindaki fark 6nemli (p<0.005) bulundu (Tablo 4, Sekil 20).

Siit ortaminda 55°C’de farkli siirelerde tutulan E. coli O157:H7 hiicrelerinin
kiltirel yontem ve qPCR yontemleri ile tespit edilen analiz sonuglari
degerlendirildiginde; Kiiltiirel sayim sonucu (9.25+0.021 logio kob/ml) ile PMA
uygulanmayan direkt qPCR grubu (0 pg/ml) gPCR sayim sonucu (9.72+0.063 logio
kopya/ml) arasindaki fark 6nemsiz (p<0.05) bulundu (Tablo 7).

Elizaquivel ve ark. (2011), yaptiklar1 ¢aligmada, hiicre yogunlugu artttkca PMA
uygulamasindaki etkinligin azaldigin1 gézlemisler ve yliksek hiicre konsantrasyonlarinin,
PMA-gPCR yonteminin canli - 6li hiicreleri birbirinden ayirt etme becerisine olumsuz
katki yaptigini tespit etmislerdir. Bu sorunu ¢6zmek ve gida kaynakli patojenlerin
gidalarda daha diisiik seviyelerde bulundugunu varsayarak, 10* kob/ml kiiltiirlere PMA-
gPCR uyguladiklarini ifade etmislerdir

Calismada siit ortaminda 10 ve 20 dKk. 1s1 uygulanan 6rneklerde kiiltiir sayimu ile
0, 20, 25 ve 30 uM/ml konsantrasyonda PMA uygulamasi yapilan 6rneklerin qPCR
sayimlar1 arasindaki fark onemli (p<0.005) bulundu. 30 dk. 1s1 uygulanan grupta ise

kiltir saymm ile 0, 20 ve 25 uM/ml konsantrasyonda PMA uygulamasi yapilan
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orneklerin qPCR sayimlari arasindaki fark dnemli (p<0.005) bulunurken, kiiltiir sayim1
ile 30 uM/ml konsantrasyonda PMA uygulamasi yapilan 6rneklerin qPCR sayimlari
arasindaki fark 6nemsiz bulundu (Tablo 8, Sekil 24). 10, 20 ve 30 dk. 1s1 uygulanan
orneklerde 0 ile 20, 25 ve 30 uM/ml konsantrasyonda PMA uygulamasi yapilan
orneklerde qPCR sayimlari arasindaki fark énemli (p<0.005) bulundu. 10 ve 20 dk. 1s1
uygulanan orneklerde qPCR sayimlarinda 20 ile 25 uM/ml PMA konsantrasyonlari
arasindaki fark énemsiz, 20 ile 30 uM/ml ve 25 ile 30 uM/ml PMA konsantrasyonlari
arasindaki fark ise 6nemli (p<<0.005) bulundu. 30 dk. 1s1 uygulanan 6rneklerde ise gPCR
sayimlarinda ise 20, 25 ve 30 uM/ml PMA konsantrasyonlari arasindaki fark dnemsiz
bulundu (Tablo 8, Sekil 24).

Liu ve Mustapha (2014), gesitli konsantrasyonlarda PMA uygulamalarinda,
minimum 25 pM/ml PMA'nin, 10® kob/ml 6li E. coli O157:H7 DNA'sinin
amplifikasyonunu real-time PCR ile tamamen engelleyebildigini gostermislerdir.
Aragtiricilar, yaptiklar ¢alismada 25 pM/ml PMA konsantrasyonunun, canli hiicrelerden
DNA amplifikasyonunu etkilemeden, 6lii hiicrelerden DNA'nin Real-Time PCR ile

amplifikasyonunu tamamen engelleyebilecegini vurgulamiglaridir.

Banihashemi ve ark. (2012), yaptiklar1 ¢alismada 50 pmol PMA kullanan diger
arastirmacilara (Nocker ve ark., 2007a; Pan ve Breidt, 2007) kiyasla 10-15 pmol gibi
nispeten diisitk PMA konsantrasyonlar1 kullandiklarini, bu konsantrasyonlarda 6l hiicre
amplifikasyonunda maksimum bir azalma elde edildigini ve daha yiiksek

konsantrasyonlarda daha iyi bir sonu¢ alinamadigini belirtmislerdir.

Bu arastirmada kiiltirel sayim sonuglart degerlendirildiginde; 1s1l islem
uygulanmayan direkt gPCR grubu (0 ug/ml) ile 55°C’de ayr1 ayr1 10, 20 ve 30 dk. 1s1l
islem uygulanan orneklerde kiiltiirel sayimlar arasindaki fark 6nemli (p<0.005) bulundu.
gPCR sayim sonuglar1 degerlendirildiginde; 1sil islem ve PMA uygulanmayan direkt
gPCR grubu (0 uM/ml) ile 55°C’de ayr1 ayr1 10, 20 ve 30 dk. 1s1l islem uygulanan ve
PMA uygulanmayan orneklerde qPCR sayimlari arasindaki fark onemsiz (p<0.005)
bulundu. Isil islem ve PMA uygulanmayan direkt gPCR grubu (0 uM/ml) ile 55°C’de
ayr1 ayr1 10, 20 ve 30 dk. 1s1l islem uygulandiktan sonra 20, 25 ve 30 uM/ml PMA

konsantrasyonlari uygulanan tiim gruplarda qPCR sayimlart arasindaki fark onemli
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(p<0.005) bulundu (Tablo 8, Sekil 24). Kesmen ve Aslan (2017), S. Typhimurium
inokule ettikleri siit 6rneklerine uyguladiklari 1s1l islem sonrasinda canli hiicrelerin tespiti
icin, JPCR teknigi ile kombine edilen PMA uygulamasinin, qPCR tekniginin bagarisini
belli bir diizeye kadar artirdigini bildirmislerdir. Yapilan bu c¢alismada da PMA
uygulamasi sonrasi yapilan qPCR analizlerinde, PMA kullanilmadan yapilan qPCR
analiz sonuglarina nazaran kiiltiir sayim sonuglarina daha yakin sonuglar elde edildi

(Tablo 8).

Calismada PBS ortaminda hazirlanan baslangi¢ kiiltlirine 55 °C’de farkh
slirelerde uygulanan 1s1l iglem sonrasi yapilan kiiltiirel sayim sonuglarina gére uygulanan
1s1l iglem siiresi arttikga canli bakteri sayisinin giderek azaldigi (Tablo 1 ve 3) ve
aralarindaki farkin istatistiksel olarak 6nemli (p<0.05) oldugu tespit edildi (Tablo 2 ve 4).
Bu durum 1s1 ile muamele siiresinin artmasina bagli olarak bakterilerin inaktive
oldugunun bir gostergesi olarak degerlendirilebilir. Benzer durum, siit ortamindaki
uygulamalarda da go6zlendi (Tablo 3, 4, 5 ve 6). PBS ortaminda hazirlanan baslangic
kiiltiiriine 55 °C’de farkli siirelerde uygulanan 1s1l islem sonrasi yapilan direkt gPCR
sayim sonuglarina gore tespit edilen kopya sayisinda onemli (p<0.05) bir degisiklik
olmadigi gozlendi (Tablo 2 ve 4). Elizaquivel ve ark. (2012b) da PMA uygulanmayan
direkt qPCR analizlerine kiyasla PMA-qPCR uyguladiklar1 6rneklerde kiiltiir ve qPCR
sayimmlart arasindaki farkin daha da azaldigini ifade etmislerdir. Bu durum, 1s1 ile
muamele siiresinin artmasina bagli olarak bakteriler inaktive olmakla birlikte hasar
gormiis hiicrelerin DNA’larin1 baglayan boyalar (EMA ve PMA) bu grupta (Direkt g°PCR
grubu — 0 pg/ml) kullanilmadigr i¢in canli ve 6li tiim bakterilerin DNA’larinin birlikte
direkt qPCR ile sayilmis olmasindan kaynaklanabilir. Benzer durum, siit ortamindaki

uygulamalarda da g6zlendi (Tablo 6 ve 8).

PBS ortaminda 55 °C’de farkl siirelerde uygulanan 1s1l islem sonrasi yapilan
EMA uygulamalarinda 5, 6, 7 pg/ml konsantrasyonlarinda EMA uygulamasi sonrasi
yapilan qPCR analizlerinden elde degerler, direkt qPCR grubundan (0 pg/ml) daha diisiik
cikmistir (p<0.05) (Tablo 2). Nocker ve Camper (2006), yaptiklar1 ¢alismada E. coli
O157:H7 ile Salmonella enterica Serovar Typhimurium kiiltiirlerinin canli ve o6li
siispansiyonlarindan %50 oraninda karisimlar hazirlamislardir. EMA ile muamele

edilmis ve EMA ile muamele edilmemis numunelerin qPCR analizinde, EMA ile
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muamele edilmis numunelerin DNA konsantrasyonlarinin, daha diisiik diizeyde
bulduklarini, 1siyla oldiiriilen hiicrelerin orani1 arttikca EMA ile muamele edilen
numunelerin PCR amplifikasyonunda da bir azalma oldugunu tespit etmislerdir. Nocker
ve Camper (2006)’in bildirdigi sekilde bu ¢alismada da direkt g°PCR grubunda canli ve
olii bakteriler direkt qPCR analizinde birlikte tespit edilirken, farkli konsantrasyonlarda
EMA uygulanan gruplarda kullanilan EMA boyasimin sadece 6lii bakteri DNA’lar ile

reaksiyona girerek amplifiye olmasini engellemesinden kaynaklanmis olabilir.

PBS ve siit ortaminda 1s1 muamelesi sonrasi1 farkli konsantrasyonlarda EMA
uygulanan gruplar arasinda birbirinden farkli sonuglar elde edildi. Tablo 2’de sunulan
PBS ortamindaki ortalama degerler dikkate alindiginda, kiiltiir sayimi ile EMA direkt
gPCR grubu (0 ug/ml) arasinda istatistiksel olarak bir fark (p<0.05) olmakla birlikte 5, 6
ve 7 ug/ml konsantrasyonlarda bir fark olmadigi goriilmektedir. Siit ortamindaki ortalama
degerler dikkate alindiginda; kiiltiir sayimi, direkt g°PCR grubu (0 ug/ml) ve 5, 6 ve 7
ug/ml konsantrasyonlarda EMA uygulandiktan sonra yapilan qPCR sayimlar1 arasinda
istatistiksel olarak bir fark olmadig: goriillmektedir (Tablo 6). Wang ve ark. (2009) canli
oli E. coli O157:H7 hiicrelerinin ayiriminda 10 uM/ml (5 ug/ml) konsantrasyonun yeterli
oldugunu bildirmislerdir. Lee ve Levin (2006) ise yaptiklari bir ¢aligmada canli hiicreleri,
10 pg/ml veya daha diisiik bir konsantrasyonda EMA ile muamele ettiklerinde, EMA +
gPCR yonteminde canli hiicrelerden elde edilen hedef DNA'nin amplifikasyonunda
onemli bir inhibisyon meydana gelmedigini ifade etmislerdir. Bu ¢alismada da hem PBS
hem de siit ortamlarinda yapilan uygulamalardan elde edilen ortalama degerler dikkate
alindiginda kiiltiir sayimi ile 5, 6 ve 7 ug/ml konsantrasyonlarda EMA uygulanan gruplar
arasinda istatistiksel olarak dnemli bir fark olmamakla birlikte, kiiltiir sayimina en yakin

deger 7 ng/ml konsantrasyonda EMA uygulanan grupta elde edildi (Tablo 2 ve 6).

Bu calismada PBS ortaminda 1s1 muamelesi sonrasi farkli konsantrasyonlarda
PMA uygulanan gruplar arasinda benzer sonuglar elde edildi. Tablo 4’te sunulan ortalama
degerler dikkate alindiginda, kiiltiir sayimi ile PMA direkt g°PCR grubu (0 puM/ml)
arasinda istatistiksel olarak bir fark oldugu goriilmektedir. Ancak kiiltiir sayimu ile 20, 25
ve30 uM/ml konsantrasyonlarda PMA uygulanan gruplar arasinda istatistiksel olarak

onemli bir fark olmamakla birlikte, kiiltiir sayimina en yakin degerin 30 pM/ml
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konsantrasyonda PMA uygulanan grupta elde edildigi goriilmektedir. Tablo 8’de sunulan
ortalama degerler dikkate alindiginda; kiiltiir sayimi ile PMA direkt gPCR grubu (0
uM/ml), 20, 25 ve 30 uM/ml konsantrasyonlarda PMA uygulanan gruplar arasinda
istatistiksel olarak onemli bir fark olmamakla birlikte, kiiltlir sayimina en yakin degerin
30 uM/ml konsantrasyonda PMA uygulanan grupta elde edildigi goriilmektedir. Isil
islemin uygulandig1 gidalarda bulunan canli bakteri sayisinin tespitinde 1s1l islemin
derecesi ve siiresi, PMA+qPCR tekniginin etkinligine tesir eden en 6nemli faktorlerdir
(Lee ve Levin, 2009). Ortamda bakteri yogunlugunun fazla olmasi durumunda PMA 6lii
hiicrelere niifuz edebilmesine karsin ortamdaki diger hiicrelerin fotoaktivasyonu kismen
engelleyebilecegi ve bu nedenle gPCR ile canli hiicrelerin ayriminda yanlis pozitif
sonuclarin goriilebilecegi ifade edilmistir. Hiicre yogunlugu azaldik¢a kiiltiir ile
PMA+qPCR sonuglar1 arasindaki uyum giderek artmaktadir (Levdal ve ark., 2011,
Wagner ve ark., 2008, Aslan, 2016). Telli (2016), yaptig1 calismada 50 uM/ml PMA
konsantrasyonuyla gergeklestirdigi PCR reaksiyonunda 6lii hiicre oraninin %100 oldugu
orneklerde amplifikasyonun tamamen engellendigini, canli hiicre oraninin sirastyla
%100, %75, %50, %25 ve %0 oldugu 6rneklerde ise bant yogunlugunun kademeli olarak
azaldigini, ¢alismada canli-6lii hiicre ayriminda optimum PMA konsantrasyonunun ise
50 uM/ml olarak belirlendigini belirtmistir. Benzer sekilde diger arastirmacilar da farkli
bakteri tiirlerinde yaptiklar1 ¢alismalarda optimum PMA konsantrasyonunu 50 pM/ml
olarak belirlediklerini ifade etmislerdir (Elizaquivel ve ark., 2012c; Lovdal ve ark., 2011).
Ote yandan Slimani ve ark. (2012), canli ve 6lii Legionella pneumophila hiicrelerinden
olusan siispansiyonda (10 kob/ml) PMA+qPCR y&ntemiyle canli ve &lii hiicreleri
saptamak amaciyla yaptiklari bir c¢aligmada farkli (6.25-50 uM arasi) PMA
konsantrasyonlarindan 6.25 uM/ml uygulamasinin optimum oldugunu tespit etmislerdir.
Bununla birlikte daha yiiksek PMA konsantrasyonlariin canli hiicrelerin DNA’larimin
amplifikasyonunu engelledigini de ifade etmislerdir. Bu arastirmada kiiltiir sayimina en
yakin qPCR analiz sonucu 30 pM/ml konsantrasyonda yapilan PMA uygulamasindan
elde edildi. Elde edilen sonuglar Slimani ve ark. (2012)’nin bildirdigi konsantrasyondan

yiiksek ancak diger arastiricilarin bildirdigi konsantrasyondan diistiktiir.

PBS ve Siit ortamlarinda farkli konsantrasyonlarda EMA ve PMA uygulamalari
sonras1 yapilan qPCR sayimlarinda elde edilen degerler, kiiltiirel sayimlarda elde edilen

degerlerle karsilastirildiginda aralarindaki fark istatistiksel olarak 6nemli olmamakla
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birlikte qPCR sayimlar1 daha yiiksek ¢ikti. Bu durum, 55 °C’de farkli siirelerde
uygulanan 1s1l islem sonrasi yapilan kiiltiirel analizlerde tespit edilebilen canli hiicre
sayilarinin sadece Kkiiltiire edilebilen hiicrelerden olustugu, canli olup da Kkiiltiire
edilemeyen hiicrelerin (VBNC) ise iireyememeleri nedeniyle sayillamamasindan
kaynaklanmig olabilir. 55 °C’de farkli siirelerde uygulanan 1sil islem sonrasi farkli
konsantrasyonlarda EMA ve PMA uygulamalari sonrasi yapilan qPCR analizlerinde elde
edilen sonuglarin kiiltiirel incelemelerden elde edilen sonucglardan fazla ¢ikmaktadir.
Bunun sebebi 1sidan etkilenen ancak hiicre duvari hasar gérmeyen E. coli O157:H7
hiicrelerinin (VBNC) kiiltiirel analizde iireyememesine karsin, qPCR analizinde
kullanilan boyalarin bu durumdaki hiicrelerin duvarindan gegememesi nedeniyle qPCR

yonteminde bu hiicrelerin canli olarak degerlendirilmesinden de kaynaklanmis olabilir

(Tablo 2, 4, 6, 8).

Bu ¢alismada 1s1l iglem siiresinin artmasi ile birlikte PBS ve siit ortamlarinda
farkli konsantrasyonlarda EMA ve PMA uygulamalar1 sonrasi yapilan qPCR
sayimlarinda elde edilen degerler ile kiiltiirel sayimlardan elde edilen degerler arasindaki
farkin giderek azaldigi gozlendi. Gida, cevresel ve klinik orneklerde patojen
mikroorganizmalarin miktarinin belirlenmesi, halk sagligina etkilerini belirlemek i¢in
onemlidir. Patojenlerin neden oldugu saglik riski, 6zellikle canli hiicreleri tespit etmek
acisindan giivenilir ve hassas tespit yontemleri gerektirir. Klasik kiiltiir yontemleri, canli
hiicre sayisin1 mevcut sayinin altinda tespit edebilir. Bir¢cok bakteri tiirii VBNC formuna
girebildiginden kiiltiir ortaminda iireyemez, ancak bu tip hiicreler metabolik aktivitelerini
koruyabildiginden tekrar viriilent bir duruma gelebilmektedir (Colwell ve Grimes, 2000;
Banihashemi ve ark., 2012). Bu durumun 1s1l iglem siiresinin artmasina bagli olarak
VBNC’lerin kademeli sekilde azaldigi, boylelikle canli ve 6li hiicre sayilarinin daha

giivenilir sekilde tespit edilebildigi seklinde miitalaa edildi.

PBS ortamindaki E coli O157:H7 siispansiyonuna uygulanan 55 °C’lik 1s1 sonrasi
tespit edilen canli bakteri sayisi, siit ortamindaki uygulama ile karsilastirildiginda daha
diisiik bulundu. Bu durum, siit ortaminin E coli O157:H7’nin belli bir siireye kadar kismi

korunmasi igin bir ortam saglamis olabilecegini akla getirmektedir.
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Bu arastirma ile qPCR tekniginin gidalarda patojen bakterilerin varlig1 ve dzellikle
kantitatif analizinde kullanilabilecegi, icerigi bilinmeyen bir ornekteki hiicre sayisina
bagli elde edilen Ct degerinin standart egri ile karsilastirilmasi suretiyle, 6rnekteki canli

E. coli O157:H7 sayisinin tespit edilebildigi kanaati olusmustur.

Isil islemin uygulandig: gidalarda canli mikroorganizma sayisinin PMA+qPCR
teknigi ile tespitinde giivenilirligine etki eden bir diger faktor de uygulanan 1sinin derecesi
ve siiresidir. Uygulanan 1s1l igslemin derecesi ve siiresinin artmasina paralel olarak hiicre
duvarinda olusan hasar da artis gostermekte ve dolayisiyla 6lii hiicrelere PMA daha rahat
niifuz edebilmektedir (Lee ve Levin, 2009). Ote yandan hiicre sayisinin fazla olabildigi
ortamlarda PMA, 6lmiis hiicrelerin duvarindan gegebildigi ve niifuz edebildigi halde
ortamdaki diger hiicrelerin fotoaktivasyonu kismen engelleyebildigi, dolayisiyla gPCR
ile canli hiicrelerin tespitinde yanlis pozitif sonuglarin elde edilebilecegi ifade edilmistir

(Wagner ve ark., 2008, Lovdal ve ark., 2011)

Bu aragtirmada, PBS ve Siit ortaminda 55°C’lik 1s1] islem uygulamalarinda siire
arttikca kiiltiirel sayimda tespit edilen canli E. coli O157:H7 bakteri sayisinin giderek
azaldig1 goriildii. Buna paralel olarak EMA+qPCR ve PMA+qPCR uygulamalarinda da

tespit edilen canli bakteri sayisinda azalmalar goriildii.

Nocker ve ark. (2006), artan segicilik agisindan PMA’ nin EMA'ya gore avantaja
sahip oldugunu vurgulamiglardir. Bu arastirmada 1sil islem siiresi arttikga hiicre
duvarinda olusan hasar da giderek arttigindan, Lee ve Levin (2009)’in ifadelerine paralel
olarak, EMA/PMA boyalar1 6lii hiicrelere daha iyi niifuz ettiginden dolayi, kiiltiir
yontemiyle yapilan sayim sonuclari ile EMA+qPCR ve PMA+qPCR uygulamalari
sonras1 yapilan qPCR sayiminda elde edilen sonuglarin birbirlerine olan yakinliklarinin

giderek arttig1 goriildii.

Sonug olarak;

1. Bu calisma ile Nam ve ark. (2005)’nin da belirtigi iizere EMA veya PMA
kullanilarak yapilacak qPCR yontemi ile canli bakteri DNA’sinin segici tespiti igin
uygulama kosullarinin, ozellikle konsantrasyonlarin optimize edilmesinin 6nem

tasidig ortaya konulmustur.

69



Bu ¢alismada EMA + qPCR ve PMA + qPCR tekniklerinin gidalarda canli E coli
O157:H7'nin tespiti i¢in hizli, secici ve hassas tespit yontemleri olarak kullanilma

potansiyeline sahip oldugu goriilmiistiir.

Bilinen sayida E coli O157:H7 canli hiicrelerinden saglanan DNA diliisyonlari
kullanilarak elde edilen standart egri ile, PBS veya siit gibi bir gida ortamindaki

bakteri miktarinin teorik olarak hesaplamanin miimkiin olabilecegi teyit edildi.

Gida kaynakli mikrobiyal enfeksiyonlar ve toksikasyonlarda 6nemli bir yere sahip
olan E coli O157:H7’nin yliksek sensitivite ve spesifiteye sahip PCR teknigi ile kisa
stirede identifikasyonunun ve canli hiicre miktarlarinin EMA + gPCR veya PMA +

gPCR teknikleri ile tespitinin miimkiin olabilecegi ortaya konulmaya ¢alisildi.

Geleneksel kiiltlir temelli yontemler ile tespit edilmesi miimkiin olamayan ancak
varliklar: risk tasiyan ve viriilens faktorii iretmeye devam edebilen VBNC’lerin
tespiti ve miktar tayini bakimindan EMA + gPCR veya PMA + gPCR gibi yeni

tekniklerin gelistirilmesinin 6nemi bir kez daha ortaya konuldu.

Orneklerin incelenme amacinin, Kantitatif analizden ziyade sadece tespit ve
identifikasyonu oldugunda kullanilan yontem sayis1 fazladir (Wagner ve ark. 2015).
En yaygin olarak kullanilan niikleik asit amplifikasyon yontemlerinin dogrulugu,
niikleik asitlerin dogru kaynaklardan ekstraksiyonun temeline dayanir. Ozellikle
gPCR yontemleri ile yapilan analizlerde 6lii hiicre veya serbest DNA kaynakli ve
mikrobiyal risklerin fazla tanmin edilmesine neden olan yanlis pozitif sonuglarin bu
tir yontemlerin handikab1 (Smith ve Osborn, 2009) olabileceginin dikkate

alimmasinin gerekliligi ortaya konuldu.

Sonug olarak; klasik kiiltiirel yontemler ile identifikasyonlarda karsilasilan
problemlerin, giinlimiizde gelistirilmeye devam eden birgok molekiiler yontem ile
¢ozililme arayislari devam etmektedir. Bu teknikler ile gerek toplum sagligi, gerek
endiistriyel ve gerekse de bilimsel agisindan 6nemli olacak gelismeler saglanmakla
birlikte s6z konusu analizlerle hizli ve dogru sonug alinacagindan, halk saglig:
acisindan 6nemli risk olusturan E coli O157:H7’nin EMA + gPCR veya PMA +

gPCR teknikleri ile kantitatif analizlerinde daha giivenilir sonuglarin alinmasi ve
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optimizasyonu i¢in yeni kimyasallarin gelistirilmesi ve ileri diizey calismalarin

devam etmesi gerektigi kanaatine varildi.
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EKLER
Ek 1. Tez Orijinallik Raporu

T.C.
VAN YUZUNCU YIL UNIVERSITESI
Saglik Bilimleri Enstitiisii

G19 -TEZ ORIJINALLIK RAPORU

Siitte Escherichia coli O157:H7 Canh Hiicrelerinin
Belirlenmesinde Kiiltiir Yontemi ile Real-Time PCR
Yontemlerinin Karsilastirilmasi

Tez Bashgi /
Konusu

Intihal taramasi yapilan béliimler ve sayfa sayilari

Kapak sayfasi Giris Ana boliimler  Sonug boliimleri ~ Toplam sayfa
sayi1sl
1 10 50 18 79

Intihal taramas1 yapilan program  Taramanin yapildig1 tarih Benzerlik oran1 %
Turnitin 2711212022 %5
*Uygulanan filtreler asagida verilmistir:
- Kabul ve onay sayfasi harig, - Gereg ve yontemler haric,
- Tesekklir haric, - Kaynakgca harig,
- I¢indekiler harig, - Alintilar harig,
- Simge ve kisaltmalar harig, -Tezden ¢ikan yaymlar harig,
- 7 kelimeden daha az 6rtiisme igeren metin kisimlari harig

Van Yiiziincii Y1l Universitesi Lisansiistii Tez Orijinallik Raporu Alinmasi ve
Kullanilmasma Iliskin Y&nergeyi inceledim ve bu ydnergede belirtilen azami benzerlik
oranlaria gore tez ¢alismamin herhangi bir intihal icermedigini; aksinin tespit edilecegi
muhtemel durumda dogabilecek her tiirlii hukuki sorumlulugu kabul ettigimi ve yukarida
vermis oldugum bilgilerin dogru oldugunu beyan ederim.

Geregini bilgilerinize arz ederim.

Ismail Hakki EKIN
Ogrencinin Adi1 Soyadi | Ismail Hakki EKIN
Anabilim Dah Besin Hijyeni ve Teknolojisi
Ogrenci No 11930220005
Program [ ] Yiiksek Lisans  [X] Doktora
DANISMAN ONAYI ENSTITU ONAYI
UYGUNDUR UYGUNDUR
Prof. Dr. Emrullah SAGUN (Unvan, Ad Soyad, imza)
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