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Ozet

Et ve et iiriinleri, insanlarda enfeksiyon ve zehirlenmelere neden olan patojen
mikroorganizmalarin gelisebilecekleri miikemmel besin ortamlaridir. Bu tiir
problemleri Onlemek amaciyla uygulanan mikrobiyolojik kalite kontrol
programlarinda, kullanilacak analitik metotlarin hizli ve giivenilir olmasi1 oldukca
onemlidir. Bu nedenle patojen mikroorganizmalarin tespitinde son yillarda
DNA’ya dayali teknikler olduk¢a 6nem kazanmis ve dzellikle PCR teknigi klasik
yontemlerin yerini alabilecek alternatif bir metot olarak one ¢ikmistir. Diger PCR
yontemlerinin aksine amplifikasyon iiriinlerinin goriintiilenmesi i¢in elektroforez
islemine ihtiya¢ duymayan ve kantitatif sonuglar verebilen real-time PCR teknigi,
patojen mikroorganizmalarin tespitinde kullanilabilecek potansiyel bir yontem
olarak degerlendirilmektedir. Bu yontemde gida 6rnegindeki patojen bakteri tiiriine
ait hedef DNA dizileri, reaksiyon sirasinda gergeklesen floresans sinyaldeki artig
ile tespit edilebilmektedir. Real-time PCR teknigi ile, et ve et {liriinlerinde
Salmonella spp. Listeria monocytogenes, Escherichia coli O157:H7, Yersinia
enterocolitica, Staphyloccus aureus, Campylobacter jejuni gibi pek ¢ok patojen
bakterinin tanimlanmasi i¢in ¢ok sayida arastirma yapilmistir. Bu arastirmalar
sonucunda real-time PCR’in hizi, hassasiyeti, spesifitesi ve otomasyona uygun
olmasi gibi avantajlarindan dolay1 gida kaynakli patojenlerin tespitinde umut verici
bir yontem oldugu ileri siiriilmiistiir. Bu calismada, et ve et {riinlerinde
bulunabilecek patojenlerin tespitinde real-time PCR tekniginin kullanim imkénlari
ile yontemin bu alandaki gelecegi degerlendirilmistir.
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Giris

Gida kaynakli hastaliklar1 6nlemek amaciyla mikrobiyolojik kalite kontrol
programlarinin, iretimden tiiketime kadar tiim gida zincirine uygulanmasi, gittikce
onem kazanmaktadir. Ancak bu kontrol programlarinda kullamilacak analitik
metotlarin hizli ve giivenilir olmasinin yan1 sira patojenin kontaminasyon derecesi
hakkinda bilgi vermesi de 6nemlidir. Patojen bakterilerin tespitinde kiiltivasyona
dayanan geleneksel metotlarin; uzun zaman almalari, fenotipik 6zelliklerin ortaya
konmasindaki  yetersizlikler ~ve kiiltire alinamanmis canli  hiicrelerin
belirlenememesi gibi ciddi dezavantajlara sahip olmalar1 nedeniyle DNA’ya dayali
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alternatif metotlar gelistirilmeye ¢alisilmistir (1). DNA’ya dayali pek cok ydntem
bulunmakla beraber bunlardan en umut verici olani; hizi, hassasiyeti, spesifitesi,
seciciligi, hedef bakterinin kantitatif olarak belirlenebilmesi ve otomasyona uygun
olmasi gibi nedenlerle real-time PCR teknigidir. Real-time PCR tekniginde, klasik
PCR’dan farkli olarak isaretli PCR {iriinlerinin yaydigi floresans sinyali belirleyen
optik bir modiil mevcuttur. PCR’1n her bir dongiisiinde floresans sinyalin siddeti
enstriimental olarak belirlenir. Klasik PCR’1n aksine amplifikasyon {iriinleri, bir
bilgisayar yazilimi yardimiyla amplifikasyon sirasinda analiz edilir (2). Sonug
olarak bu calismada, et ve et iirlinlerinde bulunabilecek patojenlerin tespitinde real-
time PCR tekniginin kullanim imkénlar1 ile yontemin bu alandaki gelecegi kisaca
degerlendirilmistir.

Et ve Et Uriinlerinde Patojen Mikroorganizmalarin Tespitinde Real-Time
PCR: Et ve et iiriinleri, insanlara gecen gida kaynakli bircok hastalikta en riskli
gida grubudur (3). Son yillarda bu gidalarda patojen mikroorganizmalarin tespiti
i¢in real-time PCR teknigine dayali pek cok c¢alisma yapilmis ve bu calismalarda
amplifikasyon iriinlerinin tespitinde kullanilan teknikler asagida kisaca
Ozetlenmistir.

Niikleik Asit Boyalari: Bu teknikte, cift zincirli niikleik asitlere baglanan bir
boyanin olusturdugu sinyal, termal cycle iizerindeki optik okuyucu ile tespit edilir.
En yaygin kullanilan boya, SYBR Green I'dir (2). Arastirmalar, bu boya ile birden
cok patojen mikroorganizmanin eszamanl olarak tespit edilebildigini gostermistir
(4). Ornegin Jothikumar ve ark. (2003) tarafindan yapilan bir ¢alismada, 16 saatlik
bir zenginlestirme islemi ile Listeria ve Salmonella tiirleri, multipleks real-time
PCR ile 1 hiicre diizeyinde bile tespit edilebilmistir (5). Sosisler iizerinde yapilan
bir caligmada ise ayni tiir bakteriler yine zenginlestirme islemi yapilarak sirasiyla 3
ve 4 kob/g hassasiyetle belirlenmistir (6).

Molekiiler Beacon: Bu molekiil uglar birbirine yapisik yaklagik 25-35 baza sahip
sac tokasi seklinde isaretli bir oligoniikleotiddir. PCR sirasinda molekiil agilarak
komplimenter oldugu amplikona baglanir ve bu sirada 5’ ucunda bulunan boya
serbest hale gecerek floresans bir 1sin yayar. Bu teknikte, baz1 zorluklara ragmen,
diger real-time PCR teknikleriyle basarilamayan spesifik testler yapilabilmektedir
(2). Ik olarak siitte E.coli O157:H7 tespitinde kullanilan bu teknigin (7), et ve
somon baliginda L. monocytogenes’in tespitinde de basariyla uygulanabilecegi
gosterilmistir (8).

TaqMan Problari: SYBR Green I’deki giicliikler ve molekiiler beacon’daki
esneklik probleminin giderilmesi amaciyla gelistirilmistir. Bu teknikte
amplifikasyon iiriintine spesifik olarak hibridize olan isaretli bir oligoniikleotid
(TagMan problar1) polimeraz enzimi ile yikilinca, 5’ ucunda bulunan boya serbest
hale gecer ve yaydigi 151n, real-time cihazinda kaydedilir (2). TagMan problari,
real-time PCR tekniginin spesifitesini artirmistir. /nvA genine spesifik bir TagMan
probu kullanilarak yapilan bir c¢alismada Salmonella tespitinde %100 kesinlik
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saglanmistir (9). Baska bir calismada ise, ¢ig istiridyede bulunan Vibrio cholerae,
6-8 kob/g hassasiyetle tespit edilmis ve yine % 100 spesifite saglanmustir (10). Cig
et ve tofuda Yersinia enterocolitica varligt yine bu teknikle incelenmis ve
hassasiyet saf kiiltiir ve kiyilmis domuz etinde sirasiyla 10> ve 10° kob/ml olarak
belirlenmistir (11).

FRET (Floresans Resonance Energy Transfer) Problar: Bu teknikte hedef
DNA dizisi iizerinde birbirine bitisik olarak hibridize olan iki prob kullanilir.
Problardan biri PCR sirasinda harici bir 151k kaynagi tarafindan uyarilir ve enerjisi
bitisigindeki diger proba aktarilir. Bu probun amplikon miktar1 ile orantili olarak
yaydigt 1sin tespit edilir. Bu teknikle real-time PCR’1in multipleks kapasitesinin
artirtlmast  amaclanmaktadir (2, 12). Cig ve tiiketime hazir et iiriinlerinde,
geleneksel kiiltiir ve enzim immunoassay yontemi ile Salmonella i¢in 10° kob/g
olarak belirlenen deteksiyon limiti, bu teknik sayesinde 1-10 kob/g diizeyine kadar
indirilmistir (13). Bagka bir calismada ise, balik ve cesitli et {iriinlerinde L.
monocytogenes varligi, 1-10 hiicre hassasiyetle tespit edilebilmistir (14).

Sonuc¢

Bugiin gida kaynakli patojenlerin tespitinde real-time PCR’a dayali uluslararasi
standart metotlarin gelistirilmesi icin yogun ¢alismalar yapilmaktadir. Hatta bazi
patojenlerin tespitinde kullanilan ticari real-time PCR Kkitleri piyasaya sunulmustur.
Real-time PCR teknikleri, kiiltiirel yontemler ve geleneksel PCR tekniklerine
kiyasla; hizli ve multipleks o6zellie sahip olmalari, deteksiyon limitlerinin
diisiikliigi, uygulama kolaylig1 ve yiiksek spesifite gibi cok 6nemli avantajlara
sahiptir. Kismen yapilacak bir on zenginlestirme islemi ise, deteksiyon limitini
daha da diisiirmektedir. Bu durum, Salmonella gibi énemli patojenler icin gerekli
goriilmekle birlikte, bu islem deteksiyon siiresini uzatmaktadir. Diger yandan, real-
time PCR oldukca dinamik bir teknik olmanin yaninda ortamdaki canli ve olii
hiicre ayirimin1 yapmamaktadir. Bu olumsuzlugu gidermek icin uygulanan, olii
hiicre DNA’larinin PCR oncesinde uzaklastirilmasi islemi, yeni bir arastirma
konusu olup bu konuda da heniiz yeterli arastirma mevcut degildir. Real-time
PCR’1in bir diger bir dezavantaji ise pahali olmasidir. Ancak bildirilen tiim
dezavantajlarina ragmen real-time PCR, sonsuz acilimi olan ve giderek kendine
yeni kullamm alanlar1 bulan bir tekniktir. Iste patojen bakterilerin tespiti de bu
alanlardan birisidir. Dolayisiyla real-time PCR, c¢esitli gidalarda patojen
mikroorganizmalarin  tespitinde gelecek vadeden bir ydntem olarak
degerlendirilmektedir. Ancak yukarida sozii edilen dezavantajlarin giderilebilmesi
icin daha fazla ¢aligma yapilmasina ihtiya¢ duyulmaktadir.
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