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ONSOz

Gida sanayiinde hammaddelerde, son Urinlerde, Uretim sirasinda proses kontroli, temizlik ve hijyen
uygulamalari sirasinda muhtemel patojen bulunma olasiligi Gzerine yeterli bilgiyi saglamak ve Uretim
sirasinda gerekli midahalelerin yapilabilmesi i¢in daha hizli ve guvenilir ydntemlere ihtiyag vardir. Son
yillarda bircok arastirma ve gelistirme caligmalari test suresini azaltabilen ve mikrobiyolojik yontemi
basitlestiren alternatif yontemler tGzerinde yogunlasmistir. Floresanli yerinde hibritleme (Fluorescent in
situ hybridization, FISH), mikroorganizmalarin nukleik asit dizilerine 6zgul, floresan isaretli DNA
problari ile hedefin isaretlenmesi ve floresan mikroskobunda géruntilenmesi prensibine dayanan bir
yontemdir. Bu ydntemle ilgili olarak surdurilen caligsmalar ¢ogunlukla klinik 6rnekler Uzerinde
yapilmakla birlikte yontemin gida mikrobiyolojisinde de kullanilabilirlii arastirmalarla saptanmaya
calisiimaktadir.

TUBITAK Tarim, Ormancilik ve Veterinerlik Aragtirma Grubu (TOVAG) grubu tarafindan desteklenen
bu calismada; Gida guvenligi ve sanitasyon indeksi olarak kullanilan indikatér mikroorganizma
(Escherichia coli) ve gida kaynakl hastaliklara neden olan patojenlerin (Salmonella ve Listeria turleri)
izmirde satisa sunulan tavuk gégiis eti, hindi gégiis eti ve kiymada saptanmasi igin floresanl yerinde
hibriteme yénteminin (FISH) kullanim olanagi aragtirilmistir. Calisma 2 asamadan olugmaktadir. ilk
asamada s6z konusu indikatdér ve patojen mikroorganizmalarin kiyma o&rnegine inokulasyonu
yapildiktan sonra geleneksel yontemlerle ve FISH teknidi ile sayim yapilmis ve ikinci asamada ise
piyasadan satin alinan érneklerde s6z konusu mikroorganizmalar geleneksel yontemlerle ve FISH
teknigi ile saptanmistir. Elde edilen sonuglar kiyaslanarak yontemin uygulanabilirligi belirlenmistir.
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OZET

Floresanli yerinde hibriteme (FISH, Fluorescent in situ hybridization), mikroorganizmalarin nukleik
asit dizilerine 6zgil, floresan isaretli DNA problari ile hedefin isaretlenmesi ve floresan mikroskobunda
goruntilenmesi prensibine dayanan bir yontemdir. Bu ¢alismada gida glivenligi ve sanitasyon indeksi
olarak kullanilan indikatdr mikroorganizma (Escherichia coli) ve gida kaynakli hastaliklara neden olan
patojenlerin (Salmonella ve Listeria) izmirde satisa sunulan tavuk goégus eti, hindi gégis eti ve
kiymada saptanmasi igin floresanli yerinde hibritteme yonteminin (FISH) kullanim olanagi
arastirimistir. Calisma 2 asamadan olusmaktadir. ilk asamada sdz konusu indikatér ve patojen
mikroorganizmalarin tavuk/hindi goégus filetolarina veya kiyma 6rnedine inokilasyonu yapildiktan
sonra geleneksel yontemlerle ve FISH teknigi ile sayim yapilmis ve ikinci asamada ise piyasadan
satin alinan Orneklerde s6z konusu mikroorganizmalar geleneksel yontemlerle ve FISH teknigi ile
saptanmistir. Elde edilen sonuglar kiyaslanarak yontemin uygulanabilirligi belirlenmisgtir.

FISH tekniginin uygulanabilirligi E. coli, Salmonella enterica serovar Typhimurium, Salmonella
enterica serovar Enteritidis, L. monocytogenes ve L. innocua kulturleri kullanilarak test edilmistir. TUm
bakteri kulturleri tire spesifik problarla pozitif hibridizasyon sinyali vermistir. TUm bakteri suslari
Eub338 ile hibridize olurken hig bir bakteri kiltirii Non338 ile hibridize olmamistir. Ent, Sal3 ve Lis637
problarinin kullanildigi 16S veya 23S rRNA FISH metodu tavuk/hindi géguis filetolarinda veya kiymada
E. coli, Salmonella ve Listeria tlrlerinin saptanmasi icin hizli bir yéntem olarak uygulanmis ve
Standart kdltirel yontemle kiyaslanmigtir. Analiz edilen 216 Ornekten Standart kiltirel yontemle 5
ornekten Salmonella izole edilirken, FISH yontemi ile 9 6rnekte Salmonella saptanmistir. Ancak,
Standart kiltirel yontemle 27 o6rnekte Listeria saptanirken FISH yOntemi ile 25 6rnekte Listeria
belirlenmistir.

Sonuglar FISH'in E. coli, Salmonella ve Listeria tirlerinin tavuk/hindi gogus filetolarinda veya kiymada
saptanmasinda ve sayiminda umut verici bir teknik oldugunu gdstermektedir.

Anahtar kelimeler: floresanli yerinde hibritleme yontemi (FISH), kiltirel yontem, E. coli, Salmonella,
Listeria, tavuk gogus eti, hindi gbgus eti, kiyma



ABSTRACT

Fluorescent in situ hybridization (FISH) is based on the principle that hybridization of a nucleic acid
sequence target of a microorganism with a specific DNA probe labeled with a fluorochrome and
imaging by a fluorescence microscope. In this study the possibility to use FISH method for detecting
an indicator microorganism (Escherichia coli) and food-borne pathogens (Salmonella and Listeria)
that used as food safety and sanitation index in ground meat in market place of Izmir was evaluated.
The work consists of two steps. In the first step specified indicator and pathogen microorganisms
were inoculated in chicken/turkey breast fillet or ground beef and the applicability of FISH method was
evaluated. In the second step the indicator and pathogen microorganisms were detected in fresh
chicken/turkey breast fillet or ground beef by conventional cultural methods and FISH method. Results
obtained were compared and applicability of FISH method in these conditions was determined.

The applicability of the FISH technique was tested against E. coli, Salmonella enterica serovar
Typhimurium, Salmonella enterica serovar Enteritidis, L. monocytogenes and L. innocua. All cultures
showed positive hybridization signal with species specific probes. All strains were able to hybridize
with Eub338, and none hybridized with Non338. 16S or 23S rRNA FISH method using Ent, Sal3 and
Lis637 was applied as a rapid method for E. coli, Salmonella and Listeria detection in chicken/turkey
breast fillet or ground beef samples and compared with Standard culture method. FISH was
performed for all fresh samples and pre-enriched samples, in order to evaluate the influence of this
step in the FISH performance. From the 216 analysed samples, Salmonella was isolated from 5
samples by Standard culture method, while FISH detected 9 pre-enriched samples. However, Listeria
was isolated from 27 samples by Standard culture method, while FISH detected 25 pre-enriched
samples.

Results show that FISH is a promising technique for the rapid detection and enumeration of E. coli,
Salmonella and Listeria species in fresh chicken/turkey breast fillet or ground beef samples.

Keywords: Fluorescent in situ hybridization (FISH), cultural method, E. coli, Salmonella, Listeria,
chicken breast meat, turkey breast meat, ground beef



GIRIS

Gidalarin mikrobiyolojik kalitesi ve guvenilirligi, dncelikle gidanin dretimi, dagitimi, depolanmasi ve
hazirlanmasi asamalarindaki kritik risk noktalarinin tanimlanmasina ve saglikl Uretim ve dagitim
kosullarinin gergeklestiriimesine baglidir. isletmelerde bu ilkeler dogrultusunda 6zellikle Gretim hatti
boyunca alinan &rneklerin ve son Urdnin mikrobiyolojik durumu degerlendiriimelidir. Bu amagla
kullanilacak mikrobiyolojik yéntemler olabildigince basit, hizli, dodru, tekrarlanabilir ve ekonomik
olmaldir. Gida guvenilirligini ve kalitesini saglamada, gidalarda bulunan indikatér, bozulma etmeni ve
patojen mikroorganizmalarin veya bu mikroorganizmalarin mikrobiyal metabolitlerinin belirlenmesi icin
gidalarin analiz edilmesi standart bir uygulamadir.

Gida sanayiinde hammaddelerde, son Urinlerde, Uretim sirasinda proses kontrolu, temizlik ve hijyen
uygulamalari sirasinda muhtemel patojen bulunma olasiligi Gzerine yeterli bilgiyi saglamak ve Uretim
sirasinda gerekli miidahalelerin yapilabilmesi igin daha hizli ve glivenilir yontemlere ihtiyag vardir. Son
yillarda birgok arastirma ve gelistirme c¢alismalari test siresini azaltabilen ve mikrobiyolojik yéntemi
basitlestiren alternatif yontemler Gzerinde yogunlagsmigtir. Alternatif ve hizli ydntemler geleneksel
yontemlerin modifiye edilmesi ve otomasyonu, biyoliiminesans, mikroskobik ydntemler, elektriksel
yontemler, immuinolojik yontemler, nikleik asit esasli yéntemler olmak tzere siniflandirilabilmektedir.

Mikrobiyolojik ¢calismalarda izolasyon ve tanimlamada ¢ogunlukla kullanilan direkt (klasik/geleneksel)
yontemler kultirel ve mikroskobik ydntemlerdir. Gidalarin mikrobiyolojik analizinde kullanilan hizli
mikrobiyolojik yontemler arasinda hidrofobik grid membran filtre teknigi, direkt epifloresan mikroskop
yontemi, ATP biyoliminesans yontemi, elektriksel ydntemler, immunolojik yontemler, polimeraz zincir
reaksiyonlari (PCR) ve DNA hibridizasyon gibi nlkleik asit esasli yontemler sayilabilir. Gidalarin
analizinde kullanilan mikrobiyolojik yéntemler; Kiiltirel yontemler, Mikroskobik yéntemler, immiinolojik
yontemler (IMA, IFA, ELISA) ve Molekiler yontemler (PCR, RT-PCR) olarak siniflandirilabilir
(BAYSAL, 2005). DNA problari ve monoklonal antikorlarin bulunusuyla gelisen, hizli ve duyarh olan
bu ybéntemler patojen mikroorganizmalarin teshisinde geleneksel mikrobiyolojik yontemlerin yerini
almaya baglamistir. GinimuUzde Salmonella ve Listeria gibi dnemli patojenler igin ticari kitler mevcut
olup, daha birgok patojen mikroorganizma i¢in DNA problari gelistiriimektedir.

Molekuler yontemler 6zellikle son yillarda patojen bakterilerin ve tlrlerinin saptanmasinda siklikla
kullanilmaya baslanmistir. Molekuler yontemler genomik DNA, RNA, proteinleri ve fosfolipit yag
asitleri hedef alan yontemler olmakla birlikte, codunlukla 16S rRNA’y1 hedeflemektedir. Tum hucreler
korunmus ve degisken bolgelerin her ikisini de iceren 16S RNA'ya sahiptir. Bu nedenle 16S
rRNA’larin  birincil  yapilarindaki  benzerlikler ve farkliliklar  filogenetik  siniflandirmada
kullanilabilmektedir. Ayrica 16S rRNA filogenetik siniflandirma igin gerekli olan bilgiyi icerecek 1500
baz uzunluguna da sahiptir. Molekdler bir teknik olan Floresanli yerinde hibritleme (FISH, Fluorescent
in situ hybridization) yonteminde de 16S rRNA hedeflenmektedir.



GENEL BILGILER

Et ve Et Uriinlerinde indikatér Mikroorganizmalar ve Patojenlerin Onemi

Ete bulasan mikroorganizmalar insanlarda hastaliJa neden olabilen patojen, indikatoér ve ette
bozulmaya neden olan saprofit mikroorganizmalar olarak gruplandirilabilir. Ette indikatdér olarak
genellikle aerobik mezofilik bakteri, Enterobacteriaceae, toplam koliform, fekal koliform ve Escherichia
coli sayilari 6nemlidir. Karkaslarda ve kiyilmis etlerdeki aerobik mezofilik bakteri sayisi genellikle
kesim ve kesim sonrasi iglemler sirasindaki sanitasyon uygulamalarinin bir gostergesi olarak kabul
edilmistir. Enterobacteriaceae, toplam koliform ve fekal koliform bakterileri ile E. coli genellikle barsak
orjinli kontaminasyon duzeyini gdstermekle birlikte, bu mikroorganizmalarin ayni zamanda hayvan
derisinde de bulunmalari ve bazilarinin ise dogada serbest halde yasayabilmeleri nedeniyle dig
cevreden gelen kontaminasyonu da ifade etmektedir. Ette bozulmaya neden olan saprofit mikroflora
ise etin depolanma ve paketlenme sekline gore farklilik gostermektedir. Sodukta saklanan etlerde
bozulma genellikle Pseudomonas, Moraxella, Acinetobacter, Alcaligenes, Flavobacterium ve
Alteromonas (Pseudomonas putrefaciens) gibi aerobik psikrotrof bakterilerin metabolik aktivitesi
sonucunda olusmaktadir (UNLUTURK ve TURANTAS, 2003).

Ete bulasan mikroorganizmalar kan, lenf kanallari ve bag doku bosluklari aracilidiyla dokulara yayilr.
Etin kiyma haline getiriimesi ise mikroorganizmalarin tim dokuya yayilmasini saglar. Hayvanin
6limunden sonra mikroorganizmalarin dokulara yayllmasina barsaktaki yuk, kesimden énce hayvanin
fizyolojik durumu, kesim ve kanatma yontemleri ve sogutma hizi gibi faktérler etki etmektedir. Taze
etlerde bozulma ylzeyde veya etin i¢ kisimlarinda mikroorganizmalarin geliserek ylksek sayilara
ula§m35| sonucu olugmaktadir. Bozulmanin belirgin hale gelmesi icin ise genel olarak ylzeyde 1
cm~‘deki mikroorganizma sayisinin 10°-10° dizeylerine ulagsmasi gerekmektedir. Sigir eti, tavuk eti ve
bazi islem gormuis etlerde bozulma belirtileri ortaya ¢iktiginda ulasilan mikroorganizma sayilarindaki
varyasyonlar mevcut mikroorganizmalarin  cinsi, tiri ve aktivitesindeki farkliliklardan
kaynaklanmaktadir (DOYLE ve DIG., 2001; JAY ve DIG., 2005; UNLUTURK ve TURANTAS, 2003).

Hayvansal kaynakh gidalar insan patojeni olan bircok mikroorganizmanin da kaynagini
olusturmaktadir. Hatta hayvansal gidalar bu tir patojen mikroorganizmalarin gelisebilmesi igin
milkemmel bir besin ortamidir. Ozellikle kiyma, bakterilerin gelismesi ve gogalmasi igin ¢ok elverigli
bir ortama sahiptir. Etin ylzeyinde bulunan mikroorganizmalar kiymanin hazirlanmasi, ézellikle gekme
ve karistirma asamalarinda tim Urline bulasarak gelismekte ve kiymanin raf émriniin azalmasina
neden olmaktadir. Kiymanin o6zellikle saglikli olmayan hayvanlara ait etlerden hijyenik olmayan
kosullarda elde edilmesi, paketlenmesi ve muhafaza edilmesi mikroorganizmalarin Uremesini
hizlandirmakta ve ayrica tuketici saglig1 acisindan da tehlike olusturmaktadir. Yine, kanatli etlerinde
Salmonella bulunmasi ve bu durumun Salmonella barsak enfeksiyonlarinin olusmasindaki roli bilinen
bir gergektir. Tavuk etlerinde Salmonella bulunma oraninin % 20’lere kadar ulastigi bildiriimektedir. Et
ve et Urlnleri ile yaklasik 30 zoonoz hastalik insanlara gegmekte ve hastaliga neden olmaktadir. Bu
hastaliklarin dnemi hastaligin epidemiyolojisine, mikroorganizmanin patojenitesine, hastaligin kontrol
altina alinmasinda uygulanan programlara, kesim sirasinda uygulanan kontrol ve sanitasyon diuzeyine
gida isleme ve hazirlama tekniklerine gore degisiklik gostermektedir. Et ve et Urlnleri ile insanlara
gegen zoonoz hastaliklarin énlenmesi igin kesimden 6nce ve sonra hayvanda bir veteriner hekim
tarafindan mutlaka klinik, patolojik, anatomik incelemenin yapilmasi ve kesimden tuketici mutfagina
kadar uzanan zincirde ette bulunan mikroorganizmalarin gelismesini ve disaridan gelebilecek
bulagmalari dnleyecek her tirli dnlemin alinmasi gerekmektedir. Hatta et uretiminde hijyen, surtude
veya ciftlikte, kesimden 6nce beslenme sirasinda zoonoz hastaliklarin kontroli ile mimkundur. Et ve
et Urdnlerinin tiketimi sonucunda insanlarda gida enfeksiyonu ve zehirlenmelere neden olan patojen
mikroorganizmalarin baginda Salmonella, Staphylococcus aureus, Clostridium perfringens, Bacillus
cereus gelmektedir (FARBER ve DIG., 1989; DOYLE ve DIG., 2001; EROL, 1999; JAY ve DIG, 2005;
UNLUTURK ve TURANTAS, 2003).

Yapilan arastirmalar, toplam gida zehirlenmelerinin % 54,7’sinin et ve et Urdnlerinin tiketiimesi ile
ortaya ¢iktigini ve bunlarin gcogunlugunun Salmonella ve Listeria nedeniyle oldugunu géstermektedir.
Gida zehirlenmelerine neden olan patojenlerin de genellikle sigir etlerinden ve kanatli etlerinden ileri
geldigi bildiriimistir. Salmonellozis, Avrupa Birligi'nde en yaygin bildirilen zoonoz hastaliklarda ikinci
sirada yer almaktadir (EFSA, 2009).
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Gida zehirlenmeleri gelismis, gelismekte olan ve geri kalmis Ulkelerde énemli bir problem olarak
ortaya ¢ikmaktadir. Gelismekte olan ve geri kalmigs Ulkelerde hijyenik kosullarin yetersizligi, Uretici ve
tlketicilerin bilingsiz olmasi; gelismis Ulkelerde ise yasam kosullarina bagli olarak hazir, yari-hazir
gida tiketimindeki artis ve yeni isleme teknikleri gida kaynakli zehirlenmelerin baslica nedenleri
arasinda yer almaktadir (UNLUTURK ve TURANTAS, 2003).

Salmonella turleri mezofilik bakteriler olup genis sicaklik araliginda aktif olarak gelisen ve ekstrem
cevre kosullarina kolay adapte olabilen mikroorganizmalardir. Ureme sicaklik araligi 2-54°C’dir ve 2-
4°C’de depolanan gidalarda geligebilmeleri nedeniyle psikrotrofik &zelliktedir (UNLUTURK ve
TURANTAS, 2003). Halk saghgi acisindan bakildidinda st sigirlari, kimes hayvanlari ve diger
hayvanlar yaninda dogal olarak enfekte kus diskilarinda, su ve atik sularda, gida isleme c¢evrelerinde,
gidalarda ve yemlerde Salmonella tirlerinin uzun sire canl kalmasi 06zellikle dikkate alinmak
zorundadir. Salmonella’nin aside direng kazanmasi sonucunda, starter kiltlr kullanilarak elde edilen
Urtinler de, Salmonella turlerinin gelisimi i¢cin uygun bir ortam olusturmustur. Gidalarda aside direngli
Salmonella tirlerinin varligi ileri asamalarda halk saghg! riskinin artmasina neden olmaktadir.
ingiltere’de gergeklestirilen bir yillik bir arastirmanin sonucunda biitiin halinde analiz edilen 884
kanatl etinin 25’inde (% 2,8) Salmonella tirlerinin bulundudu ve Orneklerin ikisinin Salmonella
enterica serovar Typhimurium igerdigi belirlenmistir (HPACI, 2006).

Listeria monocytogenes et ve et Urlnlerinin mikroflorasinda bulunan énemli patojenlerden bir digeridir.
Gida enfeksiyonlari arasinda Listeriozis, 6zellikle son yillarda bazi Ulkelerde gidalarla bulasan ve
6lumle sonuglanan birgok enfeksiyon vakasinin ortaya ¢ikmasi nedeniyle dinya gida endistrisini
yakindan ilgilendiren énemli bir sorun olusturmustur (WHO, 1988; FLEMING, 1985). Listeria cinsi
icinde yer alan 5 tirden sadece L. monocytogenes patojendir. Listeria tirleri icerisinde L.
monocytogenes insan ve hayvanlarda ciddi sporadik enfeksiyonlar olustururken, L. ivanovii sadece
hayvanlarda hastalik olusturmaktadir (MULLER, 1988; SEELIGER ve JONES, 1986; WHO, 1988;
FLEMING, 1985). Listeriozis ender rastlanan bir hastalik olmasina ragmen (3-10 vaka/bir milyon
kisi/yil) vakalarinin % 30Q’'unun 6limle sonuglanmasi bakimindan 6zel bir 6nem kazanmaktadir. L.
monocytogenes ¢ig slt, ¢i§ sebze, peynir, ¢ig ve pisiriimis etlerin tliketiminden kaynaklanan pek ¢ok
enfeksiyona neden olmustur. (BRACKET, 1988). L. monocytogenes gevrede (toprak, su, bitkiler, atik
sular, hayvansal yemler ve silaj) yaygin bir sekilde bulunan patojen bakteridir (LOVETT ve HITCHINS,
1988). Bu kaynaklardan hayvanlara ve hayvanlarin digki, kan ve sitleri ile de ¢evreye bulagmakta,
sanitasyon uygulamasi yetersiz oldugunda da gida maddeleri Uretim, tasima ve tuketim sirasinda
kontamine olabilmektedir (WHO, 1988; BRACKET, 1988). Gida kaynakli listeriozis olaylarinda
cevresel bulasmanin yani sira Listeria turlerinin psikrotrofik olmalari, Greme sicaklik araliginin genis
olmasi, besinden yoksun ortamlarda Ureyebilmeleri ve disik pH, tuz, nitrit ve disuk su aktivitesi gibi
faktorlere karsi direncli olmalari hastaligin yayilmasinda etkili oimaktadir (SEELIGER, 1988). Et, tavuk
eti, kiyma, ¢ig salam ve diger et mamulleri Listeriozis’in ortaya ¢ikmasinda énemli rol oynamaktadir.
Amerika’da nadiren gorulen Listeriosiz olaylarinin % 20’sinin sebebinin et Grtnleri oldugu, bunun
yaninda karides gibi kabuklu deniz Urdnleri, hazir salata ve mezeler, pasta ve kremalardan alinan
orneklerden de L. monocytogenes’in izole edildigi bildiriimistir (TERPLAN, 1989). Hastalik insanlarda
tanimlanmadan ©6nce hayvanlarda tanimlanmistir. Hastaligin sicakkanh hayvanlardaki seyri
insanlardakine benzemektedir. Enfeksiyona L. monocytogenes ve L. ivanovii neden olur (MARTH,
1988; MULLER, 1988; SEELIGER ve JONES, 1986). Enfeksiyon ruminantlarda 6zellikle sigir, koyun
ve kecilerde etkili ve ekonomik olarak énemlidir. Bunun yaninda bir¢ok memeli turinde, kanatllarda
ve alt sinif hayvanlarinda goruldagu bildirilmektedir. Hastaligin bulasma ve yayilmasinda aseptomatik,
infekte ve tasiyici hayvanlarin roll buyudktir. Listeria tUrleri ¢gevrede, toprakta, suda, kota kaliteli
silajlarda yaygin olmasindan dolay! buradan hayvanlara ve hayvanlarin digkilari, kan ve sutleri ile
tekrar cevreye bulasmakta ve sonugta iyi bir sanitasyonun uygulanmadigi durumlarda gida
maddelerinin Uretimi, tasinmasi ve tliketimi sirasinda Grtinler kontamine olmaktadir (BRACKET, 1988;
FENLON, 1985; WEIS ve SEELIGER, 1975; TERPLAN, 1989). Gidalardan kaynaklanan Listeriozis
olaylarinda éncelikle siit ve siit Griinleri sorumlu (FLEMING ve DIG., 1985; LINNAN ve DIiG., 1988)
tutulmugsa da yapilan calismalar et ve et Urunlerinin bu mikroorganizmalar ile daha ¢ok kontamine
oldugunu géstermistir (FARCHMIN, 1963; LEISTNER ve DIiG, 1989; NICALAS ve DIG., 1989;
SCHMIDT ve DIG., 1988; SCHONBERG ve DIG., 1989; WEISE, 1987). Listeria tiirlerinin et ve et
drtnlerinde bulunmasi ve gelismesi Uriintn gesidine, dodal mikroflorasina, pH’sina ve kontaminasyon
miktarina baghdir. En iyi gelisme pH 6 ve yukarisinda olurken, pH 5 ve altinda ¢ok az ya da hi¢
gelisme olmaz. Et ve Urlnleri isleme, taginma ve depolama sirasinda énemli élglide kontaminasyona
maruz kalmaktadir. (GLASS ve DOYLE, 1989; HARRISON ve CARPENTER, 1989). Ticari
sterilizasyon uygulanan ve sogukta saklanan drlnler, Listeria bakimindan guvenilir ise de tuketime
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hazir Griinlerde sonraki agamalarda olugan kontaminasyonlar ile etkenin mutfaga ulagmasi tehlike arz
etmektedir (HARRISON ve CARPENTER, 1989; HUDSON ve MEAD, 1989). Ayrica
mikroorganizmalarin buzdolabi isisinda Uremesi de Onemlidir. Cig etler L. monocytogenes’in
hayvanlardan insanlara gegisinde bir faktor olabilmektedir ve hastalik primer olarak gidalardan
kaynaklanmaktadir (ELISCHEROVA ve DIG., 1979).

Et ve et Urlnlerinde patojen olmayan Listeria tirleri fazlaca bulunur. L. innocua ¢ogu kere L.
monocytogenes’den daha sik izole edilmistir (BREUER ve PRANDL, 1988). Ayrica L. seeligeri, L.
welshimeride yaygin olup L. grayi ve L. murrayi de saptanmistir. Kiymalarda Listeria kontaminasyonu
karkas ya da parga etlerden daha fazladir ve kontaminasyon bigakla, bigak saplari, diger ¢alisma
materyalleri ve calisanlar araciligiyla olmaktadir. Nitekim mezbaha ve c¢evresinin et Urdnlerinin
kontamine olmasinda birinci kaynak oldugu bildirilmistir (JOHNSON ve DIG., 1990).

Literatlirde tim dinyada ve Ulkemizde tiketicilerin sagliginin korunmasi agisindan satisa sunulan et
ve et Urlnlerinin mikrobiyolojik kalitesinin belilenmesi amaciyla gergeklestiriimis ¢ok sayida galisma
mevcuttur. Genel olarak bu galismalar sonucunda et ve et Uriinlerinde patojen mikroorganizmalarin
onemli bir oranda bulundugu, ortaya ¢ikan halk saghgi sorunlarina ve ekonomik kayiplara neden olan
gida enfeksiyon ve intoksikasyonlarinin olusumunda bu gidalarin blyik 6nem tasidigi gériimektedir.

Fransa’da yapilan bir ¢calismada, 378 et Grinlinin % 29,1'inde L. monocytogenes, % 9,3'Unde L.
innocua ve % 1,9'unda da L. welshimeri saptanmistir (NICALAS ve DIG., 1989). SCHONBERG ve
DIGERLERI (1989), inceledikleri tavuk etlerinin % 85'inde L. monocytogenes, % 8'inde L. innocua ve
% T’inde L. welshimeri'yi tespit etmislerdir. Etler Gzerinde yapilan diger bir galismada, incelenen tavuk
etlerinin % 70,2’sinde L. monocytogenes izole edilmistir (ELISCHEROVA ve DIG., 1979). WEIS
(1989) tarafindan yapilan bir calismada, 8 tavuk eti 6érneginin % 62,5’'inde L. monocytogenes, %
62,5’inde de L. innocua tanimlanmistir. Yapilan bir diger arastirmada, tavuk etlerinin % 21,8’inde L.
monocytogenes saptanmistir (NITCHEVA ve DIG., 1990). FARBER ve DIGERLERI (1989),
inceledikleri tavuklarin % 56,3'iinde, L. monocytogenes’i tanimlamiglardir. KWIATEK ve DIGERLERI
(1992), tavuk etlerinin % 60’Iindan L. monocytogenes, % 10’undan ise diger Listeria turlerini izole
etmislerdir. BAILEY ve DIGERLERI (1989), tavuk etlerinin % 23’(inden L. monocytogenes, % 38'inden
diger Listeria tirlerini tespit etmislerdir. Diger taraftan TERNSTROM ve MALIN (1987), tavuk etlerinde
L. monocytogenes’i saptayamadiklarini ifade etmislerdir. Ulkemizde CIFTCIOGLU (1992) tarafindan
yapilan bir ¢alismada, 100 tavuk etinde Listeria tirleri arastiriimistir. incelenen tavuk etlerinin, %
3’inde L. monocytogenes, % 14’Unde L. innocua olmak Gzere % 17’sinde Listeria turlerinin bulundugu
bildirilmigtir. SHARIF ve TUNAIL (1995), gesitli et riinlerinden olugan toplam 200 érnegin % 43’iinde
Listeria tirlerini, % 38,6’sinda da L. monocytogenes’i saptamiglardir. Ayni arastirmacilar izolatlarin %
23,49’unun L. monocytogenes, % 58,6'sinin L. innocua, % 14,88’inin L. welshimeri, % 2,79'unun L.
grayi ve % 0,23’Gniin L. ivanovii oldugunu bildirmiglerdir. BERKTAS ve DIGERLERI (2006) tarafindan
gerceklestirilen galisma sonucunda, kiymanin % 73 (73/100)'Gnde ve parga etin % 74 (37/50)'Unde
cesitli Listeria suslari saptanmistir. Kiyma et 6rnekleri tzerinde yapilan g¢alismalara baktigimizda;
FARBER ve DIGERLERI (1989) 22 érnekte % 77,3 oraninda L. monocytogenes, saptadiklarini;
LEISTNER ve DIGERLERI (1989) % 93 oraninda Listeria susu saptadiklarini ve bunlarin % 63’iniin
L. monocytogenes oldugunu, SCHONBERG ve DIGERLERI (1989) 76 érnekte % 38 oraninda L.
monocytogenes ve % 40 oraninda L. innocua saptadiklarini, ERDLE (1988) bir ¢alismasinda 50
ornekte % 68 oraninda Listeria susu saptadidini, bunlarin % 30’unun L. monocytogenes oldugunu,
GUVEN (1999) 100 6rnekte % 35 oraninda Listeria susu saptadigini bunlarin % 13'Gniin L.
monocytogenes, % 26’sinin L .innocua ve % 4’Unde de her ikisinin birlikte bulundugunu,
CIFTCIOGLU (1992) 100 6rnekte % 34 oraninda Listeria susu saptadigini, bunlarin 11 (% 32,4)inin
L. monocytogenes, 20 (% 58,8)’sinin L. innocua, 2 (% 5,9)’sinin L. murrayi, 1 (% 2,9)inin L. seeligeri
oldugunu bildirmiglerdir.

Ulkemizde kasap ve marketlerde satilan kiymalarin mikrobiyolojik yiikii ile ilgili ok sayida galigmaya
rastlanmistir. Ankara (AKILLI, 1982-1983; TEKINSEN ve DiG., 1980; EROL, 1999), Kayseri
(GONULALAN ve KOSE, 2003), Kars (GUVEN ve DIG., 1997), Van (SANCAK ve DIG., 1993) ve
Aydin (SIRIKEN, 2004), istanbul (BASKAYA ve DIiG., 2004), illerinde satisa sunulan hazir kiymalarin
mikrobiyolojik kalitesi Uzerine yapilan calismalar sonucunda, laboratuar bulgulari hazir satilan
kiymalarin insan sagligi agisindan, ne kadar riskli bir gida grubu oldugunu gostermektedir.

Bakterilerin Saptanmasinda Kullanilan Kiiltiire Dayali ve Kiiltiirel OlImayan Yontemler

Bakterilerin gida veya diger 6rneklerde saptanmasi ve tanimlanmasinin geleneksel yolu kulturel
yontem kullanimi, sayim ve slUpheli kolonilerin daha sonra uygulanacak tanimlama testlerine tabi

12



tutulmak Uzere izolasyonuna dayanmaktadir. Gerekli oldugu durumlarda gida érnegi homojenize ve
konsantre edilmeli ve kiltirel ydntem uygulanmadan 6nce 6n zenginlestiriimelidir. Bakteri hlcreleri
gida isleme asamalari sirasinda 1s1, soguk, asit ve ozmotik sok gibi sublethal stresler nedeniyle hasar
gOrebilmekte (injured) veya canl fakat kultir edilemeyen (viable but nonculturable, VBNC) duruma
gelebilmektedir (KELL ve DIG., 1998). Bu bakteri hiicreleri gida endiistrisi ve halk saghgi agisindan
bir tehlike olmaya devam etmektedir. Bu nedenle hasar gérmuis hicrelerin saptanma seviyelerini
artirmak icin yontemler gelistiriimistir. Bununla birlikte, bu ydntemlerle bile tim bakteri hiicreleri
Ozellikle VBNC saptanamadigi durumlar olmaktadir. Bir gida o&rnegindeki bakterilerin  6n
zenginlestiriimesi segici olmayan (non-selective) veya segici (selective) sivi besiyerlerinde veya hasar
gérmus hucrelerin kendine gelmesi icin segici kati besiyerinin ylzeyinde gelistiriimesi suretiyle
gerceklestirilebilmektedir (HURST, 1977; RAY, 1986; ZHAO ve DOYLE, 2001). Canli hicrelerin
saptama seviyelerini artiran bir bagka yol da kiltiir edilmeden 6nce filtrasyon veya santrifiij edilerek
gida drneginin konsantre edilmesidir. Heterojen veya kirli drneklerden spesifik bakterilerin seleksiyonu
immunomagnetik veya metal hidroksit temelli ayirma gibi modern konsantre etme yontemileri ile
mimkin olmaktadir (GRACIAS ve McKILLIP, 2004). On bir uygulama yapilan érnekten daha sonra
secici olmayan (non-selective), segici (selective) ve ayirt edici (differential) besiyerlerine ekim
yapilabilmektedir (GRACIAS ve McKILLIP, 2004). Aerobik plak sayim ydnteminde kullanilan
besiyerleri gibi secici olmayan veya standart ydntem besiyerleri érneklerdeki bakterileri saptamak ve
miktarini belirlemek igin kullanilabilmektedir. Segici besiyeri antibiyotik, bakteriyosin, bir gelisme besin
elementi gibi spesifik mikroorganizmalarin gelismesini segici olarak engelleyen veya baskilayan bir
bilesigi icermektedir. Ayirt edici besiyeri ise gelisme sirasinda gergceklesen c¢esitli kimyasal
reaksiyonlarla bakterileri ayirt ettiren kromojenik (chromogenic) veya florojenik (fluorogenic) substrat
gibi bir indikator icermektedir. Segici bir besiyerine kromojenik veya florojenik enzim substratlarinin
ilave edilmesiyle mikroorganizmalarin tanimlanmasi ek bir kiltir etme veya biyokimyasal test
gerektirmeden dogrudan yapilabilmektedir. Bu kdltir besiyerleri substratlar igin spesifik ve tam
enzimleri Ureten bakteriler igin kullaniimaktadir. Kromojenik veya florojenik substratla enzim
tepkimeye girdiginde sirasiyla, ortamda renk degisimi veya floresan olusacaktir. Escherichia coli,
Salmonella, Clostridium perfringens, Bacillus tirleri ve S. aureus‘un sayimi ve tanimlanmasi igin
kullanilan kromojenik ve florojenik kiltir besiyerlerindeki gelismeler MANAFI (2000) tarafindan
derlenmistir. Kdltdrel ydntemler zaman alici olmasina ve ig guclu gerektirmesine ragmen
mikroorganizmalarin izolasyonu ve saflastirimasi daha sonra uygulanacak alt tiplendirmesi
(subtyping) analizi ve kiultir koleksiyonlarinda saklanmasina olanak tanimaktadir. Bakterilerin en
geleneksel alt tiplendirmesi mikroorganizmalarin fenotipik (phenotypic) o6zelliklerinin ¢aligiimasini
kapsamaktadir. Bu fenotipik ydntemler biyotiplendirme (biotyping), serotiplendirme (serotyping) ve faj
tiplendirme (phage typing) yontemlerini icermektedir (ARBEIT, 1995). Serolojik ve faj tiplendirmede
daha c¢ok bakterilerin ylzey yapilarindaki farkliliklar Gzerinde yogunlasilirken Biyotiplendirmede,
biyokimyasal gelisme ihtiyaclari, ¢cevresel kosullar (pH, sicaklik, antibiyotik direnci, bakteriyosinlere
duyarllik) ve fizyolojik (koloni ve hiicre morfolojisi, mikroskopi ile hiicre duvari bilesimi ve yag asidi
analizi ile hiicre membrani bilesimi arastiriimaktadir. (TOWNER ve COCKAYENE, 1993; VANDAMME
ve DIG., 1996). Fajlar bakterilerin alt tiplendiriimesinde faydali olmakla kalmayip gidalardan patojen
bakterilerin dogrudan saptanmasinda da kullaniimaktadir (HAGENS ve LOESSNER, 2007; KRETZER
ve DIG., 2007). Bununla birlikte bu fenotipik tiplendirme ydntemleri mikroorganizmalar cevresel
degisiklikler veya genetik mutasyonlar nedeniyle fenotipik 6zelliklerini aniden degistirebilme
yeteneg@ine sahip oldugu icin sinirli olmaktadir. Bu nedenle fenotipik yontemlerle gerceklesebilen bu
problemlerden kaginmak icin genotipik (genotypic) Ozellikler ile tanimlama gelistiriimistir. Genotipik
Ozellikler ile tanimlamanin esas alindigi yéntemler nikleik asit amplifikasyon ydntemleri (polimeraz
zincir reaksiyonu, PCR, multiplex PCR, reverse transcriptase PCR, quantitative PCR gibi cesitli
varyasyonlari), Restriction endonuclease analizi (DNA fingerprinting analizi), pulsed-field gel
electrophoresis (PFGE), amplified fragment length polymorphism (AFLP), restriction fragment length
polymorphism (RFLP), immdunolojik ydntemler (ELISA), flow cytometry, DNA microarrayleri,
biyosensorler ve spektroskopik yontemler (reflectance, fourier transform raman and kuitle
spektroskopi) gibi gesitli yontemleri icine almaktadir. Kiiltire dayal ve kdltirel olmayan mikrobiyal
yontemlerin kisaca Ozellikleri, avantaj ve dezavantajlari Tablo 1'de verilmektedir.

Kdltirel olmayan hibridizasyon ydntemi ile ilk olarak radyoaktif problarla, Xenopus oocytes’'in 28S
rRNA'lari, hiicre yapilari bozulmadan hibritleme ile tespit edilebilmistir (GALL ve PARDUE, 1969;
JOHN ve DIG., 1969). Daha sonra radyoaktif problar, bakteri tiirlerinin tespitinde kullanilmistir
(GIOVANNONI ve DIG., 1988). Floresan isaretli oligoniikleotid problarin mikrobiyal tiirlerin tespiti icin
kullaniimasi ise 1989 yilinda baglamistir.
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Tablo 1. Kiltire Dayali ve Kiltirel Olmayan Mikrobiyal Yéntemlerin Avantaj ve Dezavantajlari

Kiiltiire Dayali Yontemler Kiiltiirel olmayan Yontemler
Secici ve segici olmayan gelisme ortamlarinda Goérsel ve organoleptik &zellikler, mikroskopi,
kultivasyon biyomass, mikrobiyal metabolitler (ugucu bilesikler,

Fenotipik (fizyolojik ve biyokimyasal) Genotipik toksinler vd.), antikor teknikleri veya direkt DNA/RNA
(tr  spesifik PCR, DNA fingerprinting, yaklagsimlari (PCR, PCR-DGGE, RT-PCR, real-time

sekanslama) karakterizasyon ve tanimlama PCR), hibridizasyon (FISH), klonlama, sekanslama
ve transcriptional profiling
Avantaj Dezavantaj Avantaj Dezavantaj
Daha sonraki uygulamalar Zaman almasi Kultar edilemeyen Daha sonraki uygulamalar
icin mikroorganizma mikroorganizmalarin icin mikroorganizma
izolatinin mevcut olmasi is glicii saptanmasi izolatinin mevcut olmamasi
gerektirmesi
izolatin belirli bir tiirii Gergek ortamda genetik  Genetik bilgi gerektirmesi
temsil etmesi Bircok cesitliligi gdstermesi (sekans data)
mikroorganizmanin
Canlihgi gostermesi kiltr edilememesi  Kompleks Bircok teknigin 6lu
ekosistemlerdeki hlcreleri de saptamasi

spesifik mikroorganizma
gruplarinin saptanmasi

Aktif gamur sistemlerinde nitrifikasyondan sorumlu bakterilerin tir ve sayilarinin tespit edilmesinde,
sulfath atik sularin anerobik artiminda rol alan mikrobiyal turlerin tanimlanmasinda da FISH
yonteminden yararlaniimistir. Cevre alaninda FISH yonteminden dogal ekosistemlerde, mihendislik
tasarimi  ekosistemlerde mikroorganizmalarin saptanmasinda ve sayilarinin belirlenmesinde,
mikroorganizmalarin arasindaki simbiyotik iligkilerin incelenmesi, mikroorganizmalarin islevlerinin
belilenmesinde yararlanilabilmektedir (AMANN ve DIG., 1995, 2001). Giiniimiize degin temiz su
kaynaklari (gol, nehir), deniz kaynaklari, sedimentler, toprak, ekstrem ortamlar (termal sular, tuz
golleri v.b.), biyofilmler olmak tzere farkli dogal ekosistemlerde mikroorganizmalarin tespit edilmesi ve
sayilarinin belirlenmesi amaciyla FISH ydntemi kullanilmigtir. Tarim alaninda bitki patojenlerinin
tayininde, hayvancilik alaninda ise veterinerlik uygulamalarinda hayvan hastaliklarinin teshisinde, tip
alaninda karmasik mikrobiyal gruplarin tanimlanmasi, mantarlarin tayini, kanser ve kromozomal
anomalilerin (aykirilik) teshisinin yani sira bu yontem tipta diagnostik bir ara¢ olarak normal agiz
florasinin ve enfeksiyon sartlarindaki floranin, solunum ve gastro-intestinal yolunda kolonize olan
kompleks komdinitelerde bakterilerin tanimlanmasi igin de rutin olarak kullaniimaktadir (MOTER ve
GOBEL, 2000). Genomlarin fiziksel haritalanmasi, toksikolojik galismalar ve virislerin tespitinde de
FISH yonteminin uygulama alani bulmasi s6z konusudur. FISH, yontemi ile ilgili olarak surdirilen
calismalar ¢ogunlukla klinik érnekler Gzerinde yapilmakla birlikte yontemin gida mikrobiyolojisinde
kullanilabilirligi Uzerine arastirmalar surdurtimektedir. Gida alaninda heniiz gok yeni olan bu ydntem
arastirma konusu olmaktadir.

Gidalarda insan saghgini tehdit eden patojen bakterilerin (Enterik patojenler) tayini igin kullanim alani
bulabilecek hizl, pratik glivenilir bir ydéntem oldugu gida alani disinda birgok ¢alismada gdsterilmis bu
yéntemin gidalarda bulunan ve tayini dnemli olan mikroorganizmalarin belirlenmesinde énemli bir
potansiyele sahiptir.

Floresanh Yerinde Hibritleme (Fluorescence in situ hybridization, FISH) Yéntemi

FISH molekiler genetigin hassasiyeti ve duyarlihdi ile hiicreleri dogal gevrelerinde ve/veya gelisme
ortamlarinda tanimlanmasina ve mikroskopla goriinir hale getiriimesine olanak taniyan bir molekiler
yontemdir. Oyle ki niikleik asit sekanslari hiicrenin morfolojisini veya gesitli bélimlerinin bitinlGgin
degistirmeksizin hucrelerin icerisinde incelenebilmektedir (MOTER ve GOBEL, 2000). Floresan
isaretlenmis mikrobiyal hiicrelerin yerinde (in situ) tanimlanmasi, rRNA-hedefli oligoniikleotid problar,
filogenetik boyalar olarak adlandirilan tim canh organizmalarda bulunan ribozomlarin ve sonug olarak
¢ogu 16S ve 23S rRNA molekillerinin de oldugu gibi yiksek hicresel icerigine dayanmaktadir. rRNA
asil hedef molekuldir ¢inkl goéreceli olarak stabildir, ayrica degisken ve oldukg¢a yiksek seviyede
korunmus 16S ve 23S sekanslarinin her ikisini de igermektedir (AMANN ve DIG., 2001). FISH
yonteminde uygun reaksiyon kosullari altinda probdaki komplementer sekanslar ve hedef hicre
yapismakta (annealing) ve prob hibridizasyonunun yeri floresan mikroskop ile saptanmaktadir
(AMANN ve DIG., 1990). FISH yénteminde goreceli olarak yavas mutasyon hizi nedeniyle kullanilan
rRNA molekilinin 6zel bolgelerinin segimi tiir seviyesine kadar filogenetik spesifisiteyi mimkiin
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kilmaktadir (AMANN ve DIG., 1990). rRNA molekiilii genel olarak prokaryotik tiirlere ait suslari ayirt
edecek herhangi bir hedef bélgesi icermemektedir (WAGNER ve DIG., 1998). Bu 6zellikleri nedeniyle,
en c¢ok kullanilan FISH yontemlerinden biri olan “ribozomal RNA (rRNA)-hedefli oligoniikleotid
problarin kullanildid1 FISH yéntemi” gida mikrobiyolojisinde karisik mikrobiyal topluluklardaki spesifik
mikroorganizmalari 6n bir kiltirel iglemi gerektirmeksizin belirlemek icin kullanim alani bulmustur
(AMANN ve DIG., 1990; LANGENDIJK ve DIiG., 1995). Gida mikrobiyolojisi agisindan FISH kullanimi
peynir (KOLLOFFEL ve DIG., 1999) ve sarap (BLASCO ve DIiG., 2003) gibi fermente olmus Uriinlerde
mikroorganizmalarin belilenmesinde bir bakis agisi saglamistir. Bu ydntem toplam mikrobiyal
populasyon arasinda kultir edilebilen bakterilerin oraninin disidk oldugu érneklerde dahi birgok
bakterinin saptanmasini mimkuin kilmaktadir.

Tipik bir FISH protokolu (Sekil. 1) hiicrede bulunan 16S rRNA molekdllerinin batinlGgunidn korunmasi
amaglanan sabitleme/fiksasyon (fixation) ve &rnegin hicre duvarinin problara gegirgen hale
getirilmesi (permeabilization), Prob ve hedefledigi 16S rRNA molekullerinin birbirlerine baglanmasi
amaciyla hibridizasyon, baglanmayan probun uzaklastirmak icin yilkama (washing) ve isaretlenmis
hicrelerin mikroskop veya flow cytometry ile gorintilenmesi (imaging)/saptanmasi olmak Uzere 4
asama igermektedir (AMANN ve DIG., 2001).

Floresanh Yerinde Hibritleme (FISH)

— Yikama
Floresan boya _l

Karigik Populasyon Prob

“j-\}\.\-’
o)
4 Hibridize olmus hiicreler
e | . 30S igeren
ﬁ‘ [ 7165 rRNA |

e | FISH Analizi

Hibridizasyon na Floresan
3 S ) Mikroskop  Cytometry
| s s e AP
Floresan Oligonikleotid Problar | ERE

Sekil 1. FISH yonteminin akim semasi

FISH yénteminde hibridizasyondan dnce, bakteriler sabitlenmeli ve fluoresan problarin hiicre igerisine
penetrasyonuna izin vermek ve RNA’yl endojen RNAses enziminden korumak igin gegirgen hale
getirilmelidir (MOTER ve GOBEL, 2000). Ornek ya membran filtre (izerine yerlestirilir ve sabitleyici
ajan ile kaplanir, ya da sabitleyici ajan ile karistirilir, inkiibe edilir, santrifijlenerek sedimente edilir,
yeniden siispanse edilir, cam lamlara aktarilir ve kurutulur. Orneklerin cam lamlara daha iyi tutunmasi
icin, bazi arastirmacilar lam ylzeyine jelatin, poly-L-lysine veya silan edici maddeler gibi kaplama
ajanlari uygulamay! 6nermistir. Eger hucre suspansiyonu arastiriliyorsa, bakteriler stspansiyon
icerisinde sabitlenir, mikroskop lami Uzerine ©6rnek aktariir, havada kurutulur ve artan
konsantrasyonda ethanol ¢ozeltilerinde dehidre edilir. Bazi durumlarda, érnegin Gram-pozitif hiicreler
igin, lizozim, lysostaphin veya bir enzim karisimi ile ilave bir enzimatik uygulama peptidoglikon
tabakasini agmak igin gerekli olabilir. Hibridizasyon probun hedef sekansa diizgin bir sekilde
tutunmasi/yapigsmasi igin en uygun kosullarda gergeklestiriimelidir. FISH tekniginin bu 6nemli asamasi
icin hedef RNA'ya komplementer fluoresan igsaretli problar iceren énceden isitilmis hibridizasyon
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tamponu 6rnede uygulanmaktadir. Hibridizasyonda farkli sikilik (stringency) seviyeleri hibridizasyon
tampon bilesimi degistirilerek elde edilebilmektedir (Tablo 2).

Tablo 2. Farkh hibridizasyon sikiligi (stringency) elde etmek igin kullanilan hibridizasyon tamponu
bilesimi (DAIMS ve DIG., 2005)?
Hibridizasyon Tamponundaki %FA konsantrasyonu
%0 %5 %10 %15 %20 %25 %30 %35 %40 %45 %50

5M NaCl 180 180 180 180 180 180 180 180 180 180 180
1M Tris-HCI 20 20 20 20 20 20 20 20 20 20 20
ddH,0 799 749 699 649 599 549 499 449 399 349 299
FA 0 50 100 150 200 250 300 350 400 450 500
%10 SDS 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1

@ Hacimler pl biriminde verilmistir ve ¢ozelti son hacmi daima 1 ml olmalidir. FA=formamide, SDS=sodium dodecyl sulfate

FISH problarinin segiminde 6zgillik (specificity), hassasiyet (sensitivity) ve doku penetrasyonunun
kolayhdi g6z 6nunde bulundurulmasi gereken faktérlerdir. Problarin spesifisitesi rRNA Uzerindeki
hedeflenen bdlgeye bagli olarak degismektedir (LOY ve DIG., 2003, 2007). Sinyal yogunlugu/siddeti
hicresel rRNA igeridi ile dogrudan iligkilidir. Hibridizasyon genellikle 37-50°C arasindaki sicakliklarda
karanhk bir “humid chamber” da gerceklestirilir. Hibridizasyon suresi 30 dakika ve birka¢ saat
arasinda degismektedir. Lam Uzerindeki 6rnekler daha sonra baglanmayan probun uzaklastiriimasi
icin ylkama asamasina tabi tutulmaktadir. Yikama asamasinda farkli stringency seviyeleri yilkama
tampon bilesimi degistirilerek elde edilebilmektedir (Tablo 3). Son olarak destile su ile yikanan lamlar
bir anti-soldurucu ajan ile muamele edilerek epifloresan mikroskop veya lazer taramali konfokal
mikroskopta incelenmektedir (MOTER ve GOBEL, 2000).

Tablo 3. Farkli yikama sikiligi (stringency) elde etmek igin kullanilan yikama tamponu bilesimi (DAIMS
ve DIG., 2005)°
Yikama Tamponundaki %FA konsantrasyonu
%0 %5 %10 %15 %20 %25 %30 %35 %40 %45 %50

5M NaCl 90 630 450 318 215 149 102 070 046 030 0,18
1M Tris-HCI 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
0,5M EDTA 0 0 0 0 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5
ddH,O

? Hacimler ml biriminde ve son hacim daima 50 ml dir. FA=formamide, SDS=sodium dodecyl sulfate

FISH y6nteminde genel olarak 15-30 niikleotid igerecek uzunlukta ve tek bir floresan boyaya kovalent
olarak baglanmis oligonukleotid problar kullaniimaktadir. Fluorescein, tetramethylrhodamine, Texas
red, Cy3 or Cy5 gibi carbocyanine boyalar yaygin olarak kullanilan floresan boyalar (fluorophores)
arasinda yer almaktadir (AMANN ve DIG., 2001). Gida kaynakli mikroorganizmalarin saptanmasinda
kullanilan problar ve bazi 6zellikleri Tablo 4’te yer almaktadir.

Bakterilerin ya da incelenecek mikroorganizmanin kiltirina gerektirmeyen FISH ydnteminde hedef
zarar gérmemis, eksiksiz bir bakteri hlcresinde tespit edilirken bakteri cins ve tdrlerinin yerinde
saptanmasi ve miktarinin belirlemesi mimkundir. Molekuler analiz yéntemlerinin bazilarinda yer alan
PCR analizini gerektirmeyen bu yontem ile hiicrelerin saptanmasi, morfolojik tanimlamasi, hiicrelerin
dagiliminin ve hatta dokunun histolojik bélimlerinin incelenmesi yapilabilmektedir. Sayica baskin
bakteri tlrlerinin saptanabildigi ve sayilabildigi bu ydntemde gram pozitif bakteriler gibi bazi bakteriler
icin gereken on islemler, fazla sayida Ornek analiz edilmesi durumunda ve daha dogru sayim
sonuglari elde edilebilmesi igin otomasyon gerektirmesi ve prob spesifisitesinin sadece bilinen
bakteriler igin gecgerli olmasi bu yéntemin dezavantajlaridir.
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Tablo 4. Gida kaynaklh mikroorganizmalarin saptanmasinda kullanilan bazi problar ve 6zellikleri
%FA Referanslar

Mikroroganizma

Bakteri
Bifidobacterium
Brevibacterium
Betaproteobacteria
Gammaproteobacteria
Actinobacteria
Campylobacter
Firmicutes
Lactococcus lactis
Leuconostoc

Lactobacillus casei,
paracasei

Lactobacillus brevis
Lactobacillus plantarum
Listeria

Listeria, Brochothrix
Salmonella
Oenococcus oeni

Oenococcus oeni
Oenococcus oeni

Enterobacteriaceae
Escherichia coli

Pseudomonas spp.
Pseudomonas spp.

Streptococcus
thermophilus

Eukarya

L.

Prob

EUB338
BIF164
BRE1239
Bet42a
Gam42a
HGC69a
CAMP653
LGC354ab
LactV5
LU2

Lpara

Lbrev
LbpV3
Lis-637
Lis-1255
Sal-3
OENOS 5/1

OENOS 5/2
OENOS 5/3

ENT D
EC0O1482
Pae997
PS

Sth

EUK

@ Escherichia coli rRNA numaralandirmasina gére
® Bacillus subtilis 'RNA numaralandirmasina gbre

° Hibridizasyon tampon gézeltisindeki formamide (FA) konsantrasyonu (vol/vol)

Hedef Bolge
(rRNA
pozisyonu)

16S (338-355)?
16S (164-181)°
16S (1239-1257)°
23S (1027-1043)°
23S (1027-1043)®
23S (1901-1918)°
16S (653-670)
16S (354-371)°
16S (821-839)°
16S (221-242)°
16S (94-113)°

16S (64-83)°

16S (468-486)°
16S (288-305)°
16S (1255-1272)°
23S

5S

58
5S

16S (1251-1274)°
16S (1482-1499)°
16S (997-1014)°
16S (1284-1304)°
16S (69-87)°

188 (502-517)°

0-60
0
30
35
35
25
35
35
25
0
0

0
25
35
35
35
0

0
0

30

25
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AMANN ve DIG., 1990
LANGENDIJK ve DIG., 1995
KOLLOFFEL ve DIG., 1997
MANZ ve DIG., 1992
MANZ ve DIG., 1992
ROLLER ve DIG., 1994
SCHMID ve DIG., 2005
MEIER ve DIG., 1999
ERCOLINI ve DIG., 2003b
NISSEN ve DIG., 1994
BLASCO ve DIG., 2003

BLASCO ve DIG., 2003
ERCOLINI ve DiG., 2003b
SCHMID ve DIG., 2003
WAGNER ve DIG., 1998
VIEIRA-PINTO ve DIG., 2008

HIRSCHHAUSER ve DIG.,,
2005

HIRSCHHAUSER ve DIG.,,
2005

HIRSCHHAUSER ve DIG,,
2005

OOTSUBO ve DIG., 2002
FUCHS ve DIG., 1998
AMANN ve DIG., 1990
GUNASEKERA ve DIG., 2003
BEIMFOHR ve DIG., 1993

AMANN ve DIG., 2003
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GEREC VE YONTEM
1. GEREG

1.1. Referans Bakteri Kiilturleri

Yoéntemlerin duyarliliklarinin test edilmesi igin 3 farkll E. coli susu, 2 farkh Salmonella enterica serotipi
(S. Typhimurium ve S. Enteritidis), 2 farkli Salmonella enterica serovar Typhimurium susu, 2 farkl
Listeria turlu (Listeria innocua ve Listeria monocytogenes) ve 2 farkh L. monocytogenes susu
kullanilmistir (Tablo 5). Calismada standart geleneksel (kiltirel) yontemlerde ve yapay inokiilasyon
yapilan gidalarla ilgili denemelerde asagidaki bakteri kiltdrleri kullaniimigtir.

Tablo 5. Calismada kullanilan referans bakteri kiltirleri

Bakteri Kiilttiru ATCC No Orjin

E. coli ATCC 25922 Klinik izolat

E. coli K12 ATCC 25253 E. coli K-12’den turetilmistir

E. coliNCTC12900 ATCC 700728 serotype O157:H7, toksijenik degil

S. Typhimurium CCM 5445

S. Enteritidis ATCC 13076

S. Typhimurium ATCC 51812 insan kani

Listeria innocua Seeliger NRRL-B 33314  Hindi/jambon (ham)/peynir deli sticks (CA, USA)
Listeria monocytogenes ATCC 19111 Kanatl eti (ingiltere), serotype 1

Listeria monocytogenes ATCC 19118 Tavuk, (ingiltere)

1.2. Gida Ornekleri

Calismada bakteri kultirinden inokllasyon vyapilacak materyal olarak belirli bir semtteki
hipermarketten, inokllasyon denemelerinden 1 gin 6nce satin alinan taze kanatli etleri (tavuk
fileto/hindi fileto) ve dana eti kiymasi kullaniimistir. Materyallerde yapay inokulasyon uygulanmadan
once sO6z konusu mikroorganizmalarin varligi/yoklugu standart (geleneksel kiltirel) yéntemle
saptanmigtir.

Calismada Mart 2009-Subat 2010 arasinda izmir'in farkli semtlerindeki marketlerden (Firma A, B, C)
ve kasaplardan (Kasap D, E, F) 72 adet tavuk gogus filetosu (Firma A, B, C), 72 adet hindi gégus
filetosu (Firma A) ve 72 adet kiyma 6rnegi (Firma A, B, C; Kasap D, E, F) olmak (izere toplam 216
adet 6rnek Standart geleneksel (kiltirel) yontemler ve FISH teknigi ile analiz edilmistir. Marketlerden
tavuk, hindi ve kiyma O&rnekleri orijinal ambalajinda (tavuk g6gus fileto ve kiyma) veya
ambalajlanmamis (hindi gogus fileto ve kiyma) ornekler satin alinmistir. Kasaplardan ise satisa
sunuldugu sekilde paketlenmis ornekler (kiyma) satin alinmistir. En az 200 g kiyma veya 3 adet
tavuk/hindi gégus fileto olmak Uzere satin alinan drnekler, soguk zincirde laboratuara getirilerek ayni
gln igerisinde aseptik kosullarda analize alinmistir.

1.3. Cozelti ve Besiyerleri

FISH tekniginde kullanilan g¢ézeltilerin igerikleri ve hazirlanisi ve EK-1‘de verilmektedir. Standart
geleneksel (klltirel) yontemler ile referans kiltirlerin yapay olarak inokule edildigi ve mikroorganizma
inoklle edilmeyen piyasadan satin alinan érneklerde s6z konusu mikroorganizmalarin saptanmasinda
kullanilan ¢ézelti, ayirag ve hazir besiyerleri (Bkz. Yontem) satin alindidi firmanin direktiflerine gore
hazirlanmistir.

1.4. Bakteri Problari

FISH yoénteminde kullanilan oligonukleotid problar (Thermo Fisher Scientific, Almanya) tek zincirli, 18
bp uzunlugunda, HPLC safliginda ve 5' ucundan florokromlar (Cy3) ile isaretlenmistir. 23S rRNA'yI
hedefleyen Sal3 probu hari¢ sentezlenen diger problar 16S rRNA’yl hedef almaktadir (Tablo 6).
Hibridize edilecek her bir 6rnek igin non-sense prob (non 338, spesifik olmayan baglanmalarin
gOzlenmesi igin), universal prob (univ 1390, hicre gecirgenliginin ve rRNA seviyesinin kontrolu igin),
bakteri probu (Eub 338, Eub 338 I, Eub 338 lll), Escherichia coli probu, Enterobacteriaceae probu
(Ent), Salmonella (Sal3) ve Listeria (Lis637) problari kullaniimistir (EK-2).

18



Tablo 6. Sentezlenen problarin isimleri ve sekanslari

a

Hedef (Spesifisite)  Referans

_a AMANN ve Dié.,_1990, 1995;
MANZ ve DIG., 1993;
WALLNER ve DIG., 1993

Eubacteria AMANN ve DIG., 1990, 1995

Bakteri DAIMS ve DIG., 1999

Bakteri DAIMS ve DIG., 1999

Enterobacteriacea® KEMPF ve DIG., 2000

Salmonella VIEIRA-PINTO ve DIG., 2008

Prob 5’ Prob Sekansi 3’

ismi

NonEub ACT CCT ACG GCA GGC AGC
338

Univi390 GAC GGG CGG TGT GTA CAA
Eub338 GCT GCC TCC CGT AGG AGT
Eub338ll GCA GCC ACC CGT AGG TGT
Eub338lll GCT GCC ACC CGT AGG TGT
Ent16S CCCCCWCTT TGG TCT TGC
Sal3 AATCACTTCACCTACGTG
Lis637 CAC TCC AGT CTT CCAGTT TCC Lijsteria

SCHMID ve DIG., 2003

Prob NonEub338, Eub338'e komplementer (oligonikleotidlerin mikroorganizmalara spesifik olmayan baglanmasinin
saptanmasi igin kullanilmigtir)

b Proteus spp. harig

1.5. Epifloresan Mikroskop

. ———

2. YONTEM

2.1. Deneme Plani

Goruntl alma asamasinda floresan
atagmanli, ProgRes (Jenoptik,
Germany) dijital kamera sistemi ile
birlestiriimis Olympus BX51 mikroskobu
(Sekil 2) ve Image-Pro Plus (Media
Cybernetics, USA) Image Processing
and Analysis Software (version 6.0)
yazihmi  kullanilmistir.  Mikroskopta
yuksek basingl civa lambasi (100-watt)
Isik kaynagi bulunmaktadir.

Sekil 2. Denemle kullanilan epifloresan mikroskop

Yapay inokulasyon uygulanan (6rneklerde 10* ve 10° olacak sekilde) her bir materyal igin inokulasyon
yapilmamis 6rnekler kontrol grubunu olusturmaktadir (Tablo 7). Analizler her bir materyal i¢in (tavuk
fileto, hindi fileto ve kiyma &rneklerinin her biri icin) 3 tekrar ve 2 paralelli olarak gergeklestirilmigtir.
Calisma sonunda bir mikroorganizmanin yapay inokulasyonu uygulanan her bir materyal igin (6rnegin
tavuk fileto) 12 drnekte (2x3x2) yapilmistir. 3 farkli mikroorganizmanin yapay inokulasyonu uygulanan
ornek (tavuk fileto) icin ise toplam 36 ornekte (3x2x3x2) standart (geleneksel kiiltirel) yontem ve FISH
yontemi ile mikrobiyolojik analizler gergeklestiriimistir. (tavuk fileto+hindi filetot+kiyma &rnegi igin:
36x3=108 toplam 6rnek sayisi).

Tablo 7. Deneylerde kullanilan mikroorganizma, gida érnekleri, inokulum seviyesi ve sayim yontemleri

Bakteri kiiltiiru

E. coli ATCC 25922

E. coli K12

E. coliNCTC12900

S. Typhimurium CCM 5445

S. Enteritidis ATCC 13076

S. Typhimurium ATCC 51812

L. innocua Seeliger NRRL-B 33314
L. monocytogenes ATCC 19111

L. monocytogenes ATCC 19118

Gida Ornegi
tavuk fileto 10*
hindi fileto 10°
kiyma

inokulum seviyesi

Sayim yontemi
Standart kiltirel
FISH
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2.2. inokiilasyon Yapilmadan Once Tavuk/hindi Fileto ve Kiyma Orneklerine Uygulanan
Geleneksel (Kiiltiirel) Mikrobiyolojik Analizler

Calismada kullanilan gida érneklerinde gerceklestirilen mikrobiyolojik analizler, E. coli, Salmonella ve
Listeria varliginin arastirilmasi igin standart geleneksel kiltiirel ydontemler kullaniimistir (Tablo 8).

Tablo 8. inokiilasyon yapilmadan énce tavuk/hindi fileto ve kiyma érneklerine uygulanan geleneksel
(kulturel) mikrobiyolojik analizler
Mikrobiyolojik Analiz
Toplam Canli  Enterobacteriaceael  E. coli  Salmonella Listeria

Et Ornegi Sayimi Coliform Sayimi Sayimi  aranmasi aranmasi
Taze tavuk fileto v v v v v
Taze hindi fileto v v v v v
Taze kiyma v v v v v

2.2.1. Toplam Canli Sayimi
Toplam Canli Sayimi Standart (ISO 4833:2003) plak sayim teknigine goére gercgeklestirilmistir
(ANONYMOUS, 1989).

2.2.2. Koliform sayimi
Koliform sayimi standart (ISO 4832:2006) plak sayim teknigine gbre gerceklestiriimistir
(ANONYMOUS, 2006).

2.2.3. Enterobacteriaceae sayimi
Enterobacteriaceae sayimi Standart (ISO 21528-2) plak sayim teknidine goére gergeklestirilmistir
(ANONYMOUS, 2004).

2.2.4. E. coli aranmasi/sayimi

Tavuk fileto, hindi fileto ve kiyma 6rneklerinde (bakteri kiltirleri inokiile edilmeden 6nce) ISO 7251
standart coklu tiip (MPN) yontemine gore E. coli sayimi yapilmistir. Bu yonteme gére homojenize
edilen ornekler uygun oranda dilisyon sivisi % 0,1’lik peptonlu su (Peptone water, Difco) ile
seyreltildikten sonra her bir dilisyondan Lauryl Sulphate Tryptose Broth (LSTB, Difco) ve Durham
tipl iceren 3 tupe birer mL ekim yapilarak tipler 37°C'de 24-48 h inkibasyona birakilmistir.
inkiibasyon siiresi sonunda gaz olusumu gdzlenen tiiplerden EC Broth (EC Broth, Difco) ve Durham
tlpuU iceren test tliplere ekim yapilarak ve 44,5°C’de 24-48 h inkibe edilmistir. Gaz olusumu gézlenen
EC Broth tlplerinden Nutrient Agar (NA, Difco) besiyerlerine ¢izim ydntemiyle ekim yapilarak elde
edilen kiiltire biyokimyasal testler uygulanmistir (IMViC: indol, metil red, voges proskauer ve sitrat).
Kanitlama testlerinden sonra 6rnedin gramindaki E. coli sayisi MPN tablosundan saptanmistir
(ANONYMOUS, 2005).

2.2.5. Salmonella tirlerinin aranmasi

Tum ornekler (bakteri kilturleri inoklle edilmeden 6nce) ISO 6579 Salmonella aranmasi standart
kilturel ydnteme goére analiz edilmistir. Kisaca, bu yénteme goére 225 ml tamponlanmis peptonlu suda
(BPW, Merck 1.027228.05) homojenize edilen 25 g 6érnek 37°C for 18 + 2 h inkiibasyona birakilmigtir.
inkiibasyondan sonra soya iceren Rappaport-Vassiliadis besiyerine (RVS broth, Merck 1.0770) ve
Muller-Kauffmann tetrathionate/novobiocin broth (MKTTn broth, Merck, 1.07709) segici besiyerlerine
sirasiyla 0,1 mL ve 1 mL ekim yapilmistir. Ekim yapilan RVS broth 41,5 £+ 1°C’de 24 h; MKTTn broth
37°C’de 24 h inkiibasyona birakilmistir. Her iki segici zenginlestirme kdltirinden ayri ayri olmak lizere
Brilliant Green Phenol Red Agar (BGA, Merck 1.10747) ve Bismuth Sulphite Agar (BSA, 273300)
veya Xylose Lysine Deoxycholate Agar (XLDA, Oxoid CM469) secici ayirt edici besiyerlerine gizim
ydntemiyle ekim yapilmigtir. 37°C’de 24 h inkibasyondan sonra supheli Salmonella kolonilerinden
alinarak biyokimyasal ve serolojik testler [(oxidase test, triple sugar iron agar (TSIA, Oxoid CM277),
urea broth (Merck 1.08483), L-lysine descarboxylation medium (Difco 211363) ve serolojik
agglutination testleri (Poli A-1 & Vi antiserum (Difco 22264 1)] uygulanmistir (ANONYMOUS, 2002).

2.2.6. Listeria tiirlerinin aranmasi

Tam érnekler (bakteri kilttrleri inokule edilmeden 6nce) ISO 11290 Listeria aranmasi standart kultirel
ydnteme goére analiz edilmistir. Kisaca, bu yénteme gbre 2 Fraser Broth (Merck) homojenize edilen
ornekler 30°C’de 242 h inkiibasyona birakilmistir. inkiibasyondan sonra én zenginlestirme
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kdltirinden Oxford Listeria Slective Supplement iceren (Merck 1.07006) Oxford Agar (Merck
1.07004) ve Palcam Antimicrobic Supplement (Difco 263710) igeren Palcam Agar (Difco 263620)
segici ayirt edici besiyerlerine ¢izim yéntemiyle ekim yapilmistir. 37°C'de 24-48 h inklbasyondan
sonra elde edilen slpheli kolonilere gram boyama, katalaz testi, hareketlilik testi, API-Listeria
tanimlama kitleri (Bio-Meriéux, France) tanimlama amaciyla uygulanmistir (ANONYMOUS, 2005).

2.3. inokiilasyon Yapildiktan Sonra Tavuk/hindi Fileto ve Kiyma Orneklerine Uygulanan
Geleneksel (Kiiltiirel) Mikrobiyolojik Analizler

E. coli, Salmonella ve Listeria inokilasyonu yapilan 6rneklerde E. coli, Salmonella ve Listeria
sayimlari yapiimistir. Orneklerdeki mikroorganizmalarin sayimlari standart yéntemlere gére
yapilmistir.

2.4. inokulum Hazirlanmasi ve Gidalara inkiilasyon

E. coli, Salmonella ve Listeria kilturlerinin uygun yogunlukta (10 ve 10° cfu/g) gidalara inokilasyonu
icin inokulumun hazirlanmasi sirasinda inokulum miktarinin ayarlanmasi yodunluk dlger
(densitometre, DEN-1) kullaniimak sureti ile gerceklestiriimistir. Buna gore inokulum seviyeleri, hiicre
stspansiyonunun yogunlugu McFarland Unitesi olarak &lguldikten ve densitometerde elde edilen
Uniteye karsilik gelen hiicre yodunlugundan (Tablo 9) hesaplanarak inokulum miktari ayarlanmistir.
inokulum yapilmadan énce ayrica bakteri kiiltirlerinin mililitresindeki hiicre sayisi plak sayim yéntemi
ile de belirlenmistir.

Tablo 9. Yogunluk 6lgerde McFarland standardina karsilik gelen hiicre yogunlugu®

McFarland Bakteriyel yogunluk Teorik optik yogunluk (550 nm)
0,5 150x10° 0,125

1 300x10° 0,25

2 600x10° 0,50

3 900x10° 0,75

4 1200x10° 1,00

5 1500%10° 1,25

@Yogunluk dlctimleri 550 nm’de gergeklestirilmistir

Bakteriler 37°C’'de 18 saat TSA besiyeri ylizeyine gizim yontemiyle ekim yapilarak aktive edildikten
sonra 5000 rpm/ 5 dk /4°C de santrifujlenerek hicreler toplanmigtir. Daha sonra sivi faz (slipernatant)
atilarak hucreler (pellet) 10 ml Buffered Peptone Water ile slispanse edilmis ve hilicre sayisi segici ve
ayirt edici besiyerinde ekim yapilarak saptanmistir (BHAGWAT, 2003; HEIN ve DIG., 2005). Her bir
patojen bakteri uygun hiicre yogunlugunu elde etmek icin suyla seyreltiimistir. Elde edilen dillisyonlar
kanatli etlerini ve kiymayi kontamine etmek igin kullaniimistir.

Her bir érnekten 25 g steril stomacher torbasina tartilmis ve yapay inokulasyon denemeS| igin test
ornegi olarak kullaniimistir. Tavuk ve hindi filetolarina 18 saatlik bakteri kilturiinden (1, 5x10°-6,0x10°
cfu/ml) 0,1 mi flleto yuzeylne (25 g) yaymak, kiyma orneklerine ise 0,1 ml (10 g) karistirmak suretiyle
orneklerde 10* ve 10° cfu/g olacak sekilde inokulasyon yapilmistir. Tavuk ve hindi filetolarina
inokulasyon yapildiktan sonra 20 dakika htcrelerin tutunmasi igin beklenmistir.

2.5. FISH Yontemi

FISH yénteminde hibriteme calismalarinda AMANN ve DIG. (1990), MANZ ve DIG. (1992) ve
ERCOLINI (kisisel gorugsme, 2009) tarafindan tanimlanan protokoller temel alinmig, numune alinmasi,
saklanmasi, fikslenmesi ve hibritlemeler INCE ve DIG. (2006, 2007), KOLUKIRIK ve DIiG. (2007),
EYICE ve DIG. (2007) calismalarinda ve ERCOLINI (kisisel gériisme, 2009) belirtilen sekilde
yapilmistir. Bu projede bahsi gegen patojen organizmalari tespit etmek igin literatlirde daha 6énce
tanimlanmis olan hibritleme problari kullaniimistir (BKZ. Gere¢ ve Ydéntem). Bu nedenle hibritlemelerin
gerceklestirilecedi sicaklik, tuz ve formamit konsantrasyonlari literatirde verilen degerlerde deneyler
yapilmistir (Tablo 2 ve 3).

Elde edilen problarla FISH ydnteminin uygulanabilirligini saptamak amaciyla s6z konusu indikator ve
patojen bakterilerin (E. coli, Salmonella, Listeria) kanatl etleri (hindi/tavuk) ve kiyma o&rneklerine
inokulasyonu yaplldlktan sonra orneklerde FISH yontemi ile tespit edilmesine iliskin calismalar farkli
inokulum miktarlari (‘IO -108 CFU/g olmak Uizere) kullaniimak suretiyle denemeler gergeklestirilmistir.
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Floresanli Yerinde Hibritleme (FISH) protokoli fiksasyon, hibridizasyon ve mikroskop ile tanimlama
olmak Uzere U¢ adimdan olusmaktadir. Denemelerde kullanilan FISH ydntemi 6rnek hazirlama,
paraformaldehit (PFA) ve ethanol (ETOH) fiksasyonu, hibridizasyon, yilkama ve goérinti asamalarini
icermektedir. (Sekil 3). Bu amagla kullanilan FISH protokolu asagida belirtiimektedir.

Ornekler aseptik olarak alinmis ve buzdolabi kosullarinda laboratuara transfer edildikten sonra
Buffered Peptone Water (BPW, Merck-1.07228) ile seyreltiimis (1:10) stomacherda (Interscience) 90
sn homojenize edildikten sonra FISH protokolld uygulanmistir.

Orneklere mikroorganizmalarin inokiile edildigi durumlar icin FISH protokolinden énce 6n
zenginlestirme asamasi uygulanmamistir. Ancak piyasadan alinan 6rneklerde mikroorganizmalarin
aranmasi amaci ile yapilan denemelerde FISH protokoliinden 6nce On zenginlestirme asamasi
uygulanmistir.

Ornek
(Kiltiir)

Il

*.
Fiksasyon
@ PFA ETOH ?
FISH
(Hibridizasyon)

U

DAPI

o

Yikama

17

Mikroskobik inceleme

U

Goriintii Alma

Sekil 3. FISH ydnteminin agamalari

2.5.1. Ornek Alma
Ornekler % 50 etanol : % 50 6rnek (v:v) olacak seklide alinmistir.

2.5.2. Fiksasyon

Paraformaldehit (PFA) veya etanol (ETOH) fiksasyonu uygulanmistir. PFA ¢Ozeltisi taze olarak
hazirlanmistir. Etanol-6rnek karisimindan 1 mL cam tlplere alinmistir. TUpler 5 dk vortekslendikten
sonra 1 mL mikrof{j tipe aktariimistir. Ornek 13000 rpm’de 3 dk santrifiijlendikten sonra érnegin st
fazi atilmistir. Kalan ¢okeltinin tzerine 0,5 mL 3XPBS ilave edilmis ve ¢okelti homojenize olana dek
(50-100 kez) mikropipetle karistinimistir. PBS ile yikanan érnek 13000 rpm’de 3 dk santrifijlendikten
sonra ornegin Ust fazi atilmigtir.

2.5.2.1. PFA Fiksasyonu

Cokeltinin  Gzerine 0,25 mL 3XPBS ilave edilerek karistinlmistir (25-50 kez mikropipetle
kanistirimistir). 0,25 mL PBS karistirildiktan sonra 0,75 mL PFA ilave edilerek tekrar karistiriimistir
(25-50 kez mikropipetle karigtirimistir). Ornek PBS-PFA karigimi icerisinde gece boyu +4°C’de
bekletilmistir. Bekleme suresinin sonunda 13000 rpm’de 3 dk santrifijlenmis ve Ust fazi atilmistir.
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Orneklere 0,5 mL 3XPBS ilave edilerek karistiriimis (100 kez mikropipetle karistiriimistir). 13000
rom’de 3 dk santrifijlenmis ve Ust fazi atiimistir. 0,5 mL saf etanol + 0,5 mL 3XPBS ilave edilerek
homojenize edilmigtir.

2.5.2.2. ETOH Fiksasyonu
0,5 mL saf etanol + 0,5 mL 1XPBS eklenerek homojenize edilmistir (100 kez mikropipetle
karistiriimistir).

2.5.3. Hibridizasyon

Hibridizasyon igin etliv 46°C’ye ayarlanmigtir. 50 mL’lik tlplere % 50-% 80 ve % 96’lik etanol
hazirlanmistir. Fikse edilmis érnekler 5 dk vortekslenmis, 3 dk pipetaj yapilmis (100 pul pipet ucu ile)
daha sonra 3 dk vortekslenmistir. Fikse edilmis 6rnek mirof(ij tipe alinarak 13000 rpm’de 3 dk
santrifjlenmistir. Santrifijlenen 6rnedin st fazi atilmistir (100 uL pipet ucu ile). Daha sonra érnek
uzerine 3XPBS ilave edilerek ¢okelti homojenize edilmek icin karistirimistir (25-50 kez mikropipetle
karistirimistir). Ornek 13000 rpm’de 3 dk santrifiijlendikten sonra Ust fazi atiimis ve ¢okeltinin izerine
1XPBS ilave edilmistir. Cokelti homojenize olana dek mikropipetle karistiriimis (50-100 kez), 13000
rom’de 3 dk santrifiijlenmis ve Ust fazi atilmistir. Cokeltinin Gzerine 0,5 mL deiyonize su ilave edilmis
¢cOkelti homojenize olana karistiriimistir (50-100 kez mikropipetle karistiriimistir). 13000 rpm’de 3 dk
santrifijlendikten sonra Ust fazi atiimis ve drnek yogunluguna bagli olarak (1000 uL) deiyonize su
ilave edilmis, daha sonra (100-200 kez mikropipetle) karistinimistir. Homojenize edilen 6rneklerden
teflon kapli lam ylizeyindeki kuyularin Gzerine 20 yL koyularak 46°C’de kurutulmustur. Kuruyan lam
sirasiyla % 50, % 80, % 96 etanolde 3’er dakika bekletilerek % 96 etanolden alindiktan sonra 46°C’de
kurutulmustur. Her kuyuya 17 pL hibridizasyon tampon ¢dzeltisi 3 yL prob ilave edilmistir. Lam daha
sonra hazirlanan hibridizasyon tiipiine kuyular Ust tarafta kalacak sekilde yerlestirilmistir. En az 3 saat
(en fazla gece boyunca) 46°C’de hibridizasyona birakilmistir.

2.5.4. Yikama

Yikama tampon ¢ozeltisi hazirlanmis (2 tiip) ve 46°C’de bekletilmistir. 2 tlip 2Xbidistile su +4°C’de
bekletilmistir. Hibridizasyon suresinin sonunda kuyulara 1 pL 4',6-Diamidino-2-phenylindole
dihydrochloride (DAPI) ilave edilmis ve 46°C’de hibridizasyon tipinde 15 dk bekletilmistir. Lam 1. ve
2. yikama tampon ¢ozeltisi bulunan tlplerde sirayla 7’ser dk 46°C’de bekletilmis ve daha sonra 10 sn
suresince 4°C’deki 2Xbidistile suya daldiriimistir.

2.5.5. Goriintii Alma

Kuyularin Uzerine 5 pl anti-soldurucu ilave edilmis lamin Uzerine lamel kapatilarak/sabitlenerek
floresan mikroskopta incelenmistir. Goruntilerin elde edilmesinde B, G ve UV exitasyon filtreleri
kullanilmistir. inceleme sirasinda kullanilan probun dalga boyuna uygun filtre seti kullanilmistir.
Goruntller 6zel Image-Pro Plus (Media Cybernetics, USA) Image Processing and Analysis Software
(version 6.0) programi olan ProgRes (Jenoptik, Germany) dijital kamera ile ¢ekilmigtir.
Mikroorganizma kdltirlerinin inokllasyonu yapilan ve piyasadan satin alinan her bir 6rnek i¢in en az
20 rastgele alan goruntusindeki hiicre sayilari belirlenmis ve ortalama deger hesaplanmistir.

BULGULAR VE TARTISMA

Elde edilen problarla Floresanh Yerinde Hibriteme (FISH) ydnteminin uygulanabilirligini saptamak
amaciyla IYTE Gida Mihendisligi Bolimii laboratuarlarinda mevcut kiiltiirlerle (Escherichia coli,
Salmonella ve Listeria) denemeler gergeklestiriimistir. FISH yodnteminin gercgeklestiriimesi igin
hibritteme galigmalarinda AMANN et al. (1990), MANZ et al. (1992) ve ERCOLINI (kisisel gérisme,
2009) tarafindan tanimlanan protokoller temel alinmis, numune alinmasi, saklanmasi, fikslenmesi ve
hibritlemeler INCE et al. (2006, 2007), KOLUKIRIK et al. (2007), EYICE et al. (2007)'da ve ERCOLINI
(kisisel gorisme, 2009) belirtilen sekilde yapilmistir. Kullanilan FISH protokoli 6rnek hazirlama,
fiksasyon, paraformaldehit (PFA) ve ethanol (ETOH) fiksasyonu, hibridizasyon, yikama ve goruntu
asamalarindan olugmaktadir (Sekil 1).

S6z konusu bakterileri FISH yontemi ile tespit etmek igin literatirde daha 6nce tanimlanmis olan
hibritteme problari  kullaniimistir (BKZ. Gere¢ ve Yontem). Bu nedenle hibritlemelerin
gerceklestirilecedi sicaklik, tuz ve formamit konsantrasyonlari literatirde verilen degerlerde deneyler
yapilmistir (Tablo 2 ve 4). indikatér ve patojen bakterilerin kiltirlerinde FISH yéntemi ile tespit
edilmesine iligkin galismalar farkli seyreltme oranlari kullaniimak suretiyle gerceklestiriimistir.
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Cy3 boyasi ile isaretli problar ile hibridize olan hlcreler mikroskop gérintilerinde kirmizi igima vermis
(A kodlu fotograflar) ve aktif/canli hiicreler olarak degerlendiriimistir. DAPI ile elde edilen gorintilerde
(B kodlu fotograflar) ise hiicreler floresan mikroskobunda mavi isima vermistir. Buna goére, FISH
yontemi ile incelenen kilturlerin hepsi kirmizi isima vermis ve ortamda E. coli, S. Typhimurium ve L.
innocua varligi saptanmistir (Sekil 4-6). Spesifik olmayan baglanmalarin kontrolu amaci ile
nonspesifik olmayan probla elde edilen goriintiler Sekil 7°de verilmektedir. Epifloresan mikroskopta
inceleme sonucunda elde edilen floresan goruntilerin fotograflari dijital kamera ile gekilmistir. S6z
konusu bakteri kultirlerine ait elde edilen floresan goérintiler kullanilan protokoliin uygun oldugunu
gostermigtir. Gergeklestirilen denemelerde drneklerin 5, 10, 20 kat seyreltiimelerinin ve ETOH veya
PFA fiksasyonu uygulamalarinin her birisinin E. coli, S. Typhimurium ve L. innocua hiicrelerinin
goruntulerinin elde edilmesindeki ve isima Uzerindeki etkinligi belirlenmistir. Buna gére gram pozitif bir
bakteri olan L. innocua i¢in ETOH, gram negatif bir bakteri olan S. Typhimurium icinse PFA
fiksasyonu uygulandiginda elde edilen floresan goérintulerin daha iyi oldugu tespit edilmistir. Ancak E.
coli igin her iki fiksayon tipi uygulandiginda iyi floresan gorintii elde edildigi sdylenebilir (Sekil 4-6).

(A1)

(A2) (B2)
Sekil 4. Spesifik prob ile hibritlenen ETOH (A1 ve B1) ve PFA fiksasyonu (A2 ve B2) uygulanmis E.
coli hiicrelerinin FISH gorintuleri (20 kat seyreltme uygulanmistir)

(A1) (B1)



(A2) (B2)
- A3)- (B3)
Sekil 5. Spesifik prob ile hibrittenen ETOH (A1 ve B1) ve PFA fiksasyonu (A2 ve B2, A3 ve B3)
uygulanmis Salmonella Typhimurium hiicrelerinin FISH goruntileri

-A1)-(B1
-(A2 -(Bz

Sekil 6. Spesifik prob ile hibrittenen ETOH (A1 ve B1) ve PFA fiksasyonu (A2 ve B2) uygulanmig
Listeria innocua hucrelerinin FISH goruntulerl (20 kat seyreltme uygulanmistir)
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(A2) - (B2)

(A3) (B3)
Sekil 7. Nonspesifik prob ile hibrittenen ETOH fiksasyonu uygulanmig E. coli (A1 ve B1) ve L. innocua
(A3 ve B3), PFA fiksasyonu uygulanmis (A2 ve B2) Salmonella Typhlmunum hicrelerinin FISH
goruntdleri (20 kat seyreltme uygulanmistir)

inokiilasyon Yapilmadan Once Tavuk/hindi Fileto ve Kiyma Orneklerine Uygulanan Geleneksel
(Kiltiirel) Mikrobiyolojik Analiz Sonuglari

Calismada mikroorganizma inokulasyonu yapilmak Uzere kullanilan gida orneklerinde inokilasyon
yapilmadan 6nce gergeklestirilen standart geleneksel kiltirel toplam canli, Koliform,
Enterobacteriaceae, E. coli sayimi, Salmonella ve Listeria turlerinin aranmasi i¢in yapilan analiz
sonuglari Tablo 10°da verilmektedir. Analizi yapilan tavuk fileto, hindi fileto ve kiyma &rneklerinin
hicbirinde Salmonella ve Listeria’ya rastlaniimamistir.

Cig Kanatli Eti ve Hazirlanmis Kanath Eti Karisimlari Tebligi (ANONYMOUS, 2006a) ve Cig Kirmizi Et
ve Hazirlanmig Kirmizi Et Karigimlari Tebligi (ANONYMOUS, 2006b)' ne goére belirlenen mikrobiyolojik
kriterler Tablo 11 ve 12'de verilmistir. Bu kriterlere gore inokilasyon yapilmadan 6nce analiz edilen
tavuk fileto, hindi fileto ve kiyma 6érneklerinin mikrobiyolojik kriterlere uygun oldugu saptanmistir.
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Tablo 10. inokiilasyon Yapilmadan Once Tavuk/hindi Fileto ve Kiyma Orneklerine Uygulanan
Geleneksel (Kiiltirel) Mikrobiyolojik Analiz Sonuglari

Mikrobiyolojik Analiz

Et Ornegi® n Toplam Enterobacteriaceae E.coli Salmonella Listeria
Canli Sayisi  /Coliform Sayisi Sayisi

Taze tavuk fileto 12 1,6x10* 6,36x10'/0,7 x10" <3 025 g 0/25 g
(negatif)  (negatif)

Taze hindifileto 12 7,6x10° 3,36x10'/0,28 x10" <3 0/25 g 0/25 g
(negatif) (negatif)

Taze kiyma 12 8,96x10*  7,15x10%/58x10" <3 025 g 0/25 g
(negatif)  (negatif)

@ Sonuglar ortalama olarak verilmistir (EK-4 Tablo 1-4)

Tablo 11. Cig Kanath Etleri igin Mikrobiyolojik Kriterler (ANONYMOUS, 2006a)

N c M M
Aerobik mezofilik bakteri 5 2 5,0x 10° 5,0 x 10°
Escherichia coli 5 2 5,0 x 10 5,0 x 10°
Staphylococcus aureus 5 2 5,0 x 10° 5,0 x 10°
Pseudomonas 5 2 5,0 x 10* 5,0 x 10°
Salmonella spp. 5 0 25 g’da bulunmamali

n : Analize alinacak numune sayisi

¢ : mile M arasindaki sayida mikroorganizma ihtiva eden kabul edilebilir en fazla analize alinacak numune sayisi

m : (n—c) sayidaki analize alinacak numunenin 1 graminda bulunabilecek kabul edilebilir en fazla mikroorganizma sayisi
M : ¢ sayidaki analize alinacak numunenin 1 graminda bulunabilecek kabul edilebilir en fazla mikroorganizma sayisi

Tablo 12. Cig Kirmizi Et ve Kiyma icin Mikrobiyolojik Kriterler (Anonymous, 2006b)

N c M M
Aerobik mezofilik bakteri 5 2 5,0x10° 5,0x10°
Escherichia coli O157:H7 5 0 25 g’da bulunmamal
Staphylococcus aureus 5 2 5,0x10° 5,0x10°
Pseudomonas 5 2 5,0 x 10* 5,0x10°
Salmonella spp. 5 0 25 g’da bulunmamali

: Analize alinacak numune sayisi

: Analize alinacak numune sayisi

: mile M arasindaki sayida mikroorganizma ihtiva eden kabul edilebilir en fazla analize alinacak numune sayisi
: (n—c) sayidaki analize alinacak numunenin 1 graminda bulunabilecek kabul edilebilir en fazla mikroorganizma sayisi
: ¢ sayidaki analize alinacak numunenin 1 graminda bulunabilecek kabul edilebilir en fazla mikroorganizma sayisi

<3035

inokiilasyon Yapildiktan Sonra Tavuk/hindi Fileto ve Kiyma Orneklerine Uygulanan Geleneksel
(Kiltarel) Mikrobiyolojik Analiz ve FISH Sonuglari

E. coli inokilasyonu yapilan 6rneklerde Koliform ve E. coli sayimlari, Salmonella inokilasyonu
yapilmis orneklerde ise Enterobacteriaceae ve Salmonella sayimlari yapilmistir. inokilasyon
yapildiktan sonra tavuk fileto, hindi fileto ve kiyma érneklerinde gerceklestirilen geleneksel (Kilttrel)
mikrobiyolojik analiz ve FISH sonuglari sirasiyla Tablo 13, 14 ve 15’te verilmigtir. FISH ydntemi igin
kullanilan her bir prob ilgili hedef bakteri tirlerine ve suslarina yiksek oranda spesifik bulunmus ve
ilgili hedef tlirlere ve suslarla hibridize olmustur. E. coli ve Salmonella icin PFA, Listeria turleri igin ise
ETOH fiksasyonu uygulanmistir. Calismada FISH yonteminde kullanilan Ent, Sal3 ve Lis637 problari
E. coli, Enterobacteriacea, Salmonella ve Listeria turlerine ve suslarina yiksek oranda spesifik
bulunmus ve ilgili hedef tirlere ve suslarla hibridize olmustur. Cy3 boyasi ile isaretli problar ile
hibridize olan hucreler mikroskop gorintilerinde kirmizi 1sima vermis (A kodlu fotograflar) ve
aktif/canli hiicreler olarak degerlendirilmistir. DAPI ile elde edilen gorintilerde (B kodlu fotograflar) ise
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hicreler floresan mikroskobunda mavi 1Isima vermistir. E. coli, Salmonella ve Listeria turlerine ve

suslarina iliskin elde edilen gorintilerden bazilari EK-3’te verilmistir.

Tablo 13. inokiilasyon Yapildiktan Sonra Tavuk Fileto Orneklerine Uygulanan Geleneksel (Kiiltiirel)

Mikrobiyolojik Analiz ve FISH Sonuglari

Bakteri kiiltiirii

E. coli ATCC 25922°

E. coli K12

E. coliNCTC12900

S. Typhimurium CCM 5445
S. Enteritidis ATCC 13076
S. Typhimurium ATCC 51812

L. innocua Seeliger NRRL-B 33314
L. monocytogenes ATCC 19111
L. monocytogenes ATCC 19118

@ Sonuglar ortalama olarak (n=12) verilmistir.

TBXA

3,31x10*

1,4x10*
5,0x10*
BSA
1,6x10*
2,1x10*
2,0x10*
OA/PA

3,2x10*
1,7x10*
2,6x10*

inokulum Seviyesi (cfu/g)

10*

FISH
4,2x10*
3,3x10*
6,9x10*

FISH
1,9x10*
1,53x10*
2,6x10"

FISH

4,0x10*
1,0x10*
6,0x10*

TBXA
2,0x10®
1,1 x10®
1,6 x10°

BSA
5,1x10°
1,6x10°
3,6x10°

OA/PA

1,5x10°
0,8x10°
2,15x108

10°

FISH
1,9x10°
9,0 x10’
3,1x10°

FISH
5,78x10°
1,49x10°
4,1x10°

FISH

2,3x10°
1,5x10°
2,0x10%

TBXA: Tryptone Bile X-glucuronide Agar, BSA: Bismuth Sulphite Agar, OA: Oxford Agar, PA: Palcam Agar, FISH: Fluorescent

in situ Hybridization

Tablo 14. inokiilasyon Yapildiktan Sonra Hindi Fileto Orneklerine Uygulanan Geleneksel (Kdiltiirel)

Mikrobiyolojik Analiz ve FISH Sonuglari

Bakteri kultiri

E. coli ATCC 25922°

E. coli K12

E. coliNCTC12900

S. Typhimurium CCM 5445
S. Enteritidis ATCC 13076
S. Typhimurium ATCC 51812

L. innocua Seeliger NRRL-B 33314°
L. monocytogenes ATCC 19111
L. monocytogenes ATCC 19118

@ Sonuglar ortalama olarak (n=12) verilmistir.

TBXA
9,8x10°
8,7x10°
1,75x10*

BSA

4,1x10*
4,4x10*
1,2x10*
OA/PA

1,1x10*
1,6x10*
3,2x10*

inokulum Seviyesi (cfu/g)

10*

FISH
1,2x10*
1,0x10*
1,1x10*

FISH
9,7x10°
3,8x10*
1,5x10"

FISH
4,6x10*
3,0x10*

6,45x10"

TBXA
1,02x10°
3,3x10°
1,54x10°

BSA

6,2x10°
1,1x10°
1,6x10°
OA/PA
4,0x10°
1,2x10°
0,5x10°

10°

FISH
7,66x10°
6,0x10°
4,4x10°
FISH
9,1x10°
9,6x10’
1,6x10°
FISH
7,7x10°
1,5x10°
2,15x10°

TBXA: Tryptone Bile X-glucuronide Agar, BSA: Bismuth Sulphite Agar, OA: Oxford Agar, PA: Palcam Agar, FISH: Fluorescent

in situ Hybridization
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inokllasyon vyapildiktan sonra tavuk fileto, hindi fileto ve kiyma &rneklerinde gergeklestirilen
geleneksel (Kiiltirel) mikrobiyolojik analiz ve FISH sonuglari sirasiyla Tablo 10, 11 ve 12'de
verilmistir. Goruntilerin elde edilmesinde B, G ve UV exitasyon filtreleri kullaniimigtir. Gérintiler 6zel
Image-Pro Plus (Media Cybernetics, USA) Image Processing and Analysis Software (version 6.0)
programi olan ProgRes (Jenoptik, Germany) dijital kamera ile gekilmistir. Mikroorganizma kaltirlerinin
inokulasyonu yapilan her bir drnek icin 20 rastgele alan géruntusundeki hicre sayilari belirlenmis ve
ortalama deger hesaplanmistir.

Tablo 15. inokiilasyon Yapildiktan Sonra Kiyma Orneklerine Uygulanan Geleneksel (Kiiltiirel)
Mikrobiyolojik Analiz ve FISH Sonugclari
inokulum Seviyesi (cfu/g)

10* 10°

Bakteri kiiltiirii TBXA FISH TBXA FISH
E. coli ATCC 25922° 5,5x10* 6,61x10* 1,1x108 7,6x10°
E. coli K12 1,4x10* 9,04x10* 3,2x10° 8,54x10°
E. coli NCTC12900 3,6x10* 8,5x10* 4,53x10° 2,22x10°

BSA FISH BSA FISH
S. Typhimurium CCM 5445 4,25x10* 8,49x10° 3,1x10° 5,6x10°
S. Enteritidis ATCC 13076 1,3x10* 9,77x10° 2,2x10° 1,0x10°
S. Typhimurium ATCC 51812 1,02x10* 8,52x10°  1,55x10° 1,3x10°

OA/PA FISH OA/PA FISH
L. innocua Seeliger NRRL-B 33314° 3,0x10* 1,45x10* 3,5x10° 2,6x10°
L. monocytogenes ATCC 19111 2,1x10* 1,04x10°  1,6x10° 1,5x10°
L. monocytogenes ATCC 19118 1,6x10* 1,5x10" 2,5x10° 2,0x10°

@ Sonuglar ortalama olarak (n=12) verilmistir.
TBXA: Tryptone Bile X-glucuronide Agar , BSA: Bismuth Sulphite Agar, OA: Oxford Agar, PA: Palcam Agar, FISH:
Fluorescent in situ Hybridization

Sonug olarak bakteri inokiilasyonu yapildiktan sonra tavuk, hindi fileto ve kiyma &rneklerine FISH
yonteminin uygulanmasinin mimkin oldugu ve standart kiltiirel sayim yontemleriyle ayni derecede
sonug alinabildigi saptanmistir.

Denemelerin ilk setinde gen problarinin 6zgullugu (specificity) mikroorganizmalarin saf kulturleriyle
test edilmistir. Mikroorganizma kulturleri ve problarla bu amacla gergeklestirilen hibridizasyon
denemelerinin sonucunda 16S ve 23S rRNA hedefli FISH problarinin yiiksek oranda 6zgul (spesifik)
oldugu belirlenmigtir (Tablo 16).

Tablo 16. Denemelerde Kullanilan Bakterilere Problarin Ozguilligu (specificity)

Bakteri Kultiri Univ1390 Eub338 Ent Sal3 Lis637
E. coli ATCC 25922 + + + - -

E. coli K12 (ATCC 25253) i i + - -

E. coliNCTC12900 (ATCC 700728) i i + - -

S. enterica serovar Typhimurium CCM 5445 i il + il -

S. enterica serovar Enteritidis ATCC 13076 + + + +

S. enterica serovar Typhimurium ATCC 51812 i i + i -

L. innocua Seeliger NRRL-B 33314° + + - +

L. monocytogenes ATCC 19111 + + - +

L. monocytogenes ATCC 19118 4 4 - +
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Piyasadan Satin Alinan Orneklerde E. coli, Salmonella ve Listeria Tiirlerinin Geleneksel
Yontemlerle ve FISH Teknigi ile Saptanmasi

Calismada piyasadan satin alinan drneklerde E. coli, Salmonella ve Listeria turlerinin saptanmasinda
kullanilan FISH tekniginin deneysel bulgular ve literatir bilgisi 1s1ginda optimizasyonu sonucunda elde
edilen uygulama kosullari Tablo 17°de verilmektedir.

Genel olarak FISH ydntemi i¢in kullanilan her bir prob ilgili hedef bakteri tlrlerine ve suslarina ylksek
oranda 6zgul (spesifik) bulunmus ve ilgili hedef mikroorganizma tirleri ve suslariyla hibridize olmusgtur.
Hibridizasyon sonucunda elde edilen floresan sinyaller de sayima olanak taniyacak dlglide yeterince
gucli bulunmustur. Ayrica FISH yonteminde sayima yonelik gergeklestirilen deneme sonuglarinda
tekrarlanabilir sonuclar elde edilmistir (Sekil 8).

Tablo 17. Denemelerde Kullanilan FISH Kosullari
Saptanan Mikroorganizma

E. coli Salmonella Listeria
Kullanilan Prob Ent Sal3 Lis637
Kullanilan boya Cy3 Fluorescein Cy3
On zenginlestirme -1+ + +
Segici zenginlestirme -+ -+ -+
Fiksasyon® PFA PFA ETOH
Formamide konsantrasyonu % 39 % 10 % 35
Hibridizasyon sicakhgi 46°C 46°C 46°C
Hibridizasyon siresi 1,5h 1,5h 1,5h
Yikama sicakligi 46°C 46°C 46° C
Yikama suresi 20 dk 20 dk 20 dk

* inokiilasyon denemelerinde her bir bakteri igin her iki fiksasyon uygulanmustir.

Toplam bakteri
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E. coli

Salmonella
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Sekil 8. Ozgul problarla FISH yéntemi ile saptanan E.coli (Cy3, kirmizi), Salmonella
(Carboxyfluorescein, yesil) ve Listeria (Cy3, kirmizi), toplam bakteri (DAPI, mavi) floresan goriintileri

inokiilasyon yapildiktan sonra tavuk ve hindi gégus fileto ile kiyma &rneklerinde gergeklestirilen
geleneksel (kultirel) mikrobiyolojik analiz ve FISH sonugclarina (Tablo 10-12) gére FISH ydntemi E.
coli, Salmonella ve Listeria tirlerinin saptanmasi ve sayimi acgisindan % 100 duyarliiga sahip
bulunmustur. Yine ayni sekilde izmirdeki farkli marketlerden satin alinan toplam 216 adet kiyma ve
hindi gogus fileto 6rneginde E. coli geleneksel (kiltirel) yontem ve FISH yontemlerinin her ikisi ile de
sirasiyla 15 (% 20,8) ve 1 (% 1,4) drnekte saptanmistir (Sekil 9, A). 72 tavuk gdégus fileto érneginde
ise geleneksel (kultirel) yontem ile 6 (%8,3) 6rnekte E. coli saptanirken FISH yontemi ile érneklerin 7
(% 9,7)'sinde E. coli saptanmistir.

Calismada izmirdeki farkli marketlerden satin alinan 72 adet tavuk gégis fileto drneginde Listeria
varlidinin saptanmasi igin gerceklestirilen geleneksel (kulturel) ydontem ve FISH ydntemleri ile sirasiyla
7 (% 9,7) ve 8 (% 11,1) 6rnekte Listeria tirleri saptanmistir (Sekil 9, D). Ayni 6rneklerde FISH ydntemi
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ile Enterobacteriacea ve Salmonella igeren pozitif drnek sayisi geleneksel (kulttrel) mikrobiyolojik
analiz ile saptanan pozitif 6rnek sayisindan daha yiksek bulunmustur (Sekil 9, B ve C). Farkli
marketlerden satin alinan 72 hindi goégus fileto 6érneginin 18 (% 25)’inde geleneksel (kiltirel) yéntem
ve FISH yOntemlerinin her ikisi ile Enterobacteriacea saptanmistir.

Gergeklestirilen geleneksel (kulturel) yontem ve FISH ydntemlerinin her ikisi ile 5 hindi gégus fileto
drnegi (% 6,9) Listeria pozitif olarak belirlenirken izmirdeki farkli marketlerden satin alinan 72 adet
hindi gogus fileto érnegdinde geleneksel (kiltirel) mikrobiyolojik analiz ve FISH yontemlerinin her ikisi
ile de Salmonella turleri saptanmamistir ($ekil 4, C ve D).

Gunumize degin literatirde yayimlanan bilimsel ¢alismalarin biylk ¢odunlugunda Salmonella taze
kanatli etlerinde saptanirken (ANDO ve DIG., 2003; BAILEY ve DIG., 1998; BELI ve DIG., 2001;
BENNETT ve DIG., 2001; CAPITA ve DIG., 2003; CHEUNG ve DIG., 2004; CROCI ve DIG., 2004;
CUI ve DIG., 2005; CARLI ve DIG., 2001; CETINKAYA ve DIG., 2008; EYIGOR ve CARLI, 2003;
FLUIT ve DIG., 1993; FRATAMICO, 2003; GUNAYDIN ve DIG., 2006; JERNGKLINCHAN ve DIG.,
1994; JIN ve DIG., 2004; KANKI ve DIG., 2009; LI ve MUSTAPHA, 2002; MERCANOGLU ve AYTAC,
2002; PELKONEN ve DIG., 1994;: PLUMMER ve DIiG., 1995; RYCHLIK ve DIG., 1995; SCHLOSSER
ve DIG., 2000; UYTTENDAELE ve DIG., 1998; ZEWDE, 1999; ZHAO ve DIiG., 2001), baz
arastirmacilar tarafindan ise saptanmamistir (GOKALP ve DiG., 1987; SAGUN ve DIG., 2006;
TEKINSEN ve DIG., 1980; YUCEL, 1998).

Kanath etlerinden, insanlarda hastalia neden olan S. Enteritidis ve S. Typhimurium serovarlarindan
sonra salginlara da neden oldugu bildirilen S. Infantis serotipi ylksek oranda izole edilmistir. Bu
serovarlarin disinda ¢ig kanath etlerinden Salmonella enterica serovar Heidelberg, S. enterica serovar
Hadar, S. enterica serovar Kentucky, S. enterica serovar Agona, S. enterica serovar Seftenberg ve S.
enterica serovar Schwarzengrund de izole edilmistir (CUI ve DIG., 2005; DIECKMANN ve DIG., 1999;
FRATAMICO, 2003; PELKONEN ve DIG., 1994; SCHLOSSER ve DIiG., 2000; WEGENER ve
BAGGESEN, 1996). Yapilan ¢alismalarda Salmonella izole edilen 6rneklerin gogunlugunun yaz
aylarindaki 6rneklemelere rastlamasi, 6zellikle bu patojen bakterinin izolasyonunda mevsimsel etkinin
Onemini ortaya koymaktadir (EROL, 1999; PIETZSCH ve KAWERAU, 1984; SCHMIDT, 1989).

72 adet kiyma o6rnedinde gergeklestiriien geleneksel (kultirel) mikrobiyolojik analiz ve FISH
sonuglarina goére sirasiyla 28 (% 38,9) ve 30 (% 41,7) érnekte Enterobacteriacea ve sirasiyla 5 (%
6,9) ve 8 (% 11,1) drnekte Salmonella tirleri geleneksel (kiltirel) yéntem ve FISH yontemleri ile
saptanmistir (Sekil 4, B ve C). Ancak, gerceklestirilen geleneksel (kultiirel) mikrobiyolojik analiz ile 15
ornek (% 20,8) Listeria pozitif olarak belirlenirken FISH ydntemine gére 12 érnek (% 16,7) Listeria
pozitif olarak belirlenmistir (Sekil 4, D).

Benzer sekilde literatiirde Salmonella birgok arastirma c¢alismalarinin sonucunda kiymada % 1,25-47
arasinda saptanirken (AABO ve DIG., 1995; BACHHIL ve JAISWAL, 1988; BASKAYA ve DIiG., 2004;
CETIN ve YUCEL, 1992; DARWISH ve DIiG., 1986; DEPOURCQ, 1981; EL-LEITHY ve RASHAD,
1989; EMSWILLER-ROSE ve DIG., 1987; EROL, 1999; FRATAMICO, 2003; FRAZAK ve DIG., 1995;
FUKUSHIMA ve DIG., 1987; GOKALP ve DIG., 1982; GOKMEN ve ALISARLI, 2003; GONULALAN
ve KOSE, 2003; GUVEN ve DIG., 1997; HEREDIA ve DIG., 2001; HOGUE ve DIG., 1993; IONOVA
ve DIG., 1981; MERCANOGLU ve GRIFFITH, 2005; MREMA ve DIG., 2006; NARASHIMA ve
RAMESH, 1988; PATANO, 1980; PHILLIPS ve DIG., 2008; PIETZCH ve KLAWERAU, 1986; POETA
ve DIG., 1993; ROSE ve DIiG., 2002; SAMADPOUR ve DIG., 2006; SARIGOL, 1982; SCHEELHAAS
ve DIG., 1976; SIERRA ve DIG., 1995; SIRIKEN, 2004; SORENSEN ve DIG., 2002; STOCK ve
STOLLE, 2001; TEKINSEN ve DIiG., 1982; YUCEL ve DIiG., 1991; ZHAO ve DIG., 2001, 2002), bazi
calismalarda ise Salmonella saptanmamistir (AKILLI, 1982-1983; AKIN ve KAYA, 1988; HINTON et
al., 1998; KRAUSE ve DIG., 1972; SAGUN ve DIiG., 2006; SALTAN, 1994; SANCAK ve DIiG., 1993;
TEKINSEN ve DIG., 1980; WYATT ve GUY, 1980; YOUSSEF ve DIG., 1984; ZHAO ve DIG., 2008).

Farkli Ulkelerde ve Ulkemizde gergeklestirlen c¢alismalarda kiyma o6rneklerinden izole edilen
Salmonella enterica serotip dagihmi oldukga farkl bulunmustur ancak arastirmalarin gogunlugunda S.
enterica serovar Typhimurium’un siklikla izole edildigi gorilmektedir. S. enterica serovar Anatum, S.
enterica serovar Newport, S. enterica serovar Poona, S. enterica serovar Heidelberg, S. enterica
serovar Montevideo da siklikla izole edilmistir (BACHHIL ve JAISWAL, 1988; BOER ve DIiG., 1992;
DARWISH ve DIG., 1986; EMSWILLER-ROSE ve DIG., 1987; EROL, 1999; FUKUSHIMA ve DIG.,
1987; IONOVA ve DIG., 1981; KUPLULU, 1995; SCHEELHAAS ve DIG., 1976; SCHMIDT 1988,
1989; SIRIKEN, 2004; SORENSEN ve DIiG., 2002; STOCK ve STOLLE, 2001; ZHAO ve DIiG., 2002).
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Literatlrde Listeria kontaminasyonunun saptanmasi ile ilgili olarak yapilan ¢alismalar incelendiginde,
kiyma ve birgok et Urininin % 1-77,3 arasinda L. monocytogenes ile kontamine oldugu
gorulmektedir.

Listeria turleri literatirde ginimuze degin yapilan ¢alismalarda arastirmacilar tarafindan taze kanatli
etlerinde &nemli oranda saptanmistir (BILIR ORMANCI ve DIG., 2008; COX ve DIG., 1999;
CIFTCIOGLU ve UGUR, 1992; ELISCHEROVA ve DIG., 1979; ESTEVES ve DIG., 1996; FANTELLI
ve STEPHAN, 2001; FARBER ve DIG., 1989; GOKMEN ve ALISARLI, 2003; GUVEN, 1998 a, b;
GUVEN ve PATIR, 1998; GUVEN ve DIG., 1997; JOHNSON ve DIG., 1990; KARCHES ve TEUFEL,
1988; KAYA ve SCHMIDT, 1989; LEISTNER ve DIG., 1989; RORVIK ve DIiG., 1991; SAMELIS ve
METAXOPOULOS, 1999; SHONBERG ve DIG., 1989; WANG ve QIAO, 1994; WESLEY ve DIG.,
2002; ZIVKOVIC ve DIG., 1992).

Benzer sekilde Listeria tirleri yapilan arastirma calismalarinin hemen hemen tamaminda kiyma
Orneklerinde saptanirken (BAILEY ve DiG., 1989; BREUER ve PRANDL, 1988; BUNCIC, 1991;
CIFTCIOGLU 1992; ELISCHEROVA ve DIG., 1979; EMSWILLER-ROSE ve DIG., 1987; FANTELLI
ve DIG., 2001; FARBER, 1989; GUVEN, 1998; HEREDIA ve DIG., 2991; HOGUE ve DIG., 1993;
LEISTNER ve DIG., 1989; POETA ve DIG., 1993; ROTTERUD ve NESBAKKEN, 1992;
SCHEELHAAS ve DIG., 1976; SHARIF ve TUNAIL, 1995; SHONBERG ve DIiG., 1989; SOMADPOUR
ve DIG., 2006; WEISS, 1989; ZIVKOVIC ve DIG., 1992), yapilan literatiir taramasinda Listeria negatif
sonug elde edilen bir galismaya rastlanmamigtir.
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Sekil 9. izmirdeki farkli marketlerden satin alinan toplam 216 adet tavuk ve hindi gégis fileto ile
kiyma ornedinde E. coli (A); Enterobacteriacea (B); Salmonella (C) ve Listeria (D) turlerinin varliginin
saptanmasi igin gergeklestirilen geleneksel (kiltiirel) ve FISH y6temi sonuglari

Calismamizda elde edilen sonuglar literatiirde llkemizde ve diger birgok llkede piyasada kasap ve
marketlerde satilan kanath etleri ve kiymalarin mikrobiyolojik yuku ile ilgili gerceklestiriimis
calismalarda Salmonella ve Listeria saptanmasina iliskin elde edilen sonuclarla benzerlik
gOstermektedir. Bilimsel literatiirde konu ile ilgili daha 6nce yapilmis arastirma galismalari (survey) ile
kantitatif olarak karsilastirmak amaciyla tam bir yontem gelistirmek bu ¢alismanin kapsami digindadir.
Ancak, genel olarak Turkiye’de farkh sehirlerde gergeklestirilen calismalardaki bulgularla
kiyaslandiginda analiz edilen kanath etlerinin sz konusu patojenlerle daha dislk oranlarda
kontamine oldugu gorilmektedir. Tavuk etlerinden disik oranda Salmonella izole edilmis olmasina
karsin, galismamizda hindi filetolarinda Salmonella’ya rastlanmamistir. Benzer sekilde GUNAYDIN ve
DIGERLERI (2006) tarafindan gerceklestirilen galismada hindi etinde Salmonella saptanmadig
bildirilmistir. Literatirde az sayida da olsa kanath etlerinde Salmonella saptanmayan calismalar
mevcuttur (GOKALP ve DIG., 1987; GUNAYDIN ve DIG., 2006; SAGUN ve DIG., 2006; TEKINSEN
ve DIG., 1980; YUCEL, 1998).

Elde edilen bu farkli sonuglarda; saptamada farkh yontem kullanimi, analiz 6érnegi ve miktari, drnegin
kaynagi, bodlge ve iklim farkhhdi, érneklemenin yapildidi igletme ve personel hijyeninin durumu,
ornegin satisa sunulus sekli gibi faktorlerin etkili oldugu unutulmamasi gereken konulardir. Bu
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faktorlerin ve diger bircok faktoriin etkisi piyasadaki kanatl etleri ve kiyma gibi et ve et Grunlerinin
mikrobiyolojik kalitesinin belirlenmesi ile ilgili ¢alismalarda 6zellikle farkli mikrobiyolojik yontemler
kullanilarak ve farkli laboratuarlarda ayni calismalarin es zamanh ydurutilerek gercgeklestiriimesi ile
ortaya konulmaktadir. Ulkemizde piyasada kasap ve marketlerde satilan kanatl etleri ve kiymalarin
mikrobiyolojik yuku ile ilgili gergeklestiriimis ¢ok sayida c¢alisma satisa sunulan bu Urunlerin
mikrobiyolojik kalitesine iligkin bilgi vermekle kalmayip bu tip gidalarin halk/tiiketici sagligi agisindan
onemli derecede riskli bir gida grubunu olusturdugunu da gostermektedir.

Tablo 18-23’te Standart geleneksel (kiltirel) yontem ve FISH ydntemi ile piyasadan satin alinan
toplam 216 adet tavuk/hindi go6gus filetolari ve kiyma &rneginde gerceklestiriien E. coli,
Enterobacteriacea, Salmonella ve Listeria saptama sonuglarinin karsilastirmali analizi verilmektedir.
Elde edilen sonuglara gore FISH yontemi ile hindi gogus filetolarinda E. coli, Enterobacteriacea
Salmonella ve Listeria analizi sahte pozitif sonuglarin sifira yaklasmasi nedeniyle ylksek oranda
spesifik (% 100’e yakin) bulunmustur. Benzer sekilde kiyma orneklerinde de E. coli ve Listeria
saptanmasi icin FISH yontemi yiliksek oranda spesifik olarak belirlenmistir.

Tablo 18. Standart Kdiltirel ve FISH Yoéntemi ile Tavuk Go6gus Filetolarinda E. coli ve

Enterobacteriacea Analiz Sonugclari
FISH Sonuglari

Kultdrel E. coli Enterobacteriacea

yontem + sonug — sonug Toplam + sonug — sonug Toplam
sonuglari sayIsl sayisl sayisl sayisi

+sonug sayisl 6 o™ 6 14 o™ 14
—sonugsayisi 17" 65 66 1" 57 58
Toplam 7 65 72 15 57 72

FP Sahte negatif FP Sahte pozitif

Tablo 19. Standart Kiultirel ve FISH Yoéntemi ile Hindi Gogus Filetolarinda E. coli ve

Enterobacteriacea Analiz Sonugclari
FISH Sonugclan

Kdltdrel E. coli Enterobacteriacea

yontem + sonug — sonug Toplam + sonug — sonug Toplam
sonuglari sayisl sayisl sayisl sayisl

+sonug sayisl 1 o™ 1 18 o™ 18
—sonug sayisi 0" 71 71 o 54 54
Toplam 1 71 72 18 54 72

FP Sahte negatif FP Sahte pozitif

Elde edilen sonuglara gore tavuk ve hindi gogus filetolarinin her ikisinde E. coli, Enterobacteriacea
Salmonella ve Listeria ve kiymada E. coli, Enterobacteriacea ve Salmonella saptanmasinda FISH
yonteminin hassasiyeti % 100 oraninda bulunmustur (O sahte negatif sonug) (Tablo 18-23). Ancak
FISH ybéntemi ile kiymada Listeria saptanmasinin (% 4,2) diger drneklerdekine gére daha disuk
hassasiyete sahip oldugu gorilmustir (3 sahte negatif sonug) (Tablo 23).

Tablo 20. Standart Kiltirel ve FISH Yoéntemi ile Kiymada E. coli ve Enterobacteriacea Analiz

Sonuglari
FISH Sonuglari

Kaltarel E.coli Enterobacteriacea

yontem + sonu¢ — sonug Toplam + sonug¢ — sonug Toplam
sonuglari says saylsl saylsl saylsl

+sonug sayisi 15 o™ 15 28 o™ 28
—sonug sayisi 0" 57 57 2" 42 44
Toplam 15 57 72 30 42 72

FP Sahte negatif FP Sahte pozitif
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Yine de FISH yontemi ile elde edilen sahte pozitif ve sahte negatif sonuclarin ¢ok dusik seviyelerde
olmasi (% 0-5) bu Orneklerde FISH yénteminin séz konusu mikroorganizmalarin saptanmasinda
uygun, hassas ve spesifik oldugunu gostermektedir.

Tablo 21. Standart Kiltirel ve FISH Yoéntemi ile Tavuk Gogus Filetolarinda Salmonella ve Listeria

Analiz Sonuglari
FISH Sonuglari

Kdltrel Salmonella Listeria

yontem + sonug — sonug Toplam + sonug — sonug Toplam
sonuglari sayisl sayisl sayisl sayisi

+sonug sayisi 0 o™ 0 7 o™ 7
—sonugsayisi 17" 71 72 17 64 65
Toplam 1 71 72 8 64 72

FP Sahte negatif FP Sahte pozitif

Tablo 22. Standart Kiiltirel Yontem ve FISH Ydntemi ile Hindi Gégus Filetolarinda Salmonella ve

Listeria Analiz Sonuglari
FISH Sonuglari

Kaltarel Salmonella Listeria

yontem + sonug — sonug Toplam + sonug — sonug Toplam
sonuglari sayIsl sayisl sayisl sayisi

+sonug sayisi 0 o™ 0 5 o™ 5
—sonug sayisi 0" 72 72 o™ 67 67
Toplam 0 72 72 5 67 72

FP Sahte negatif FP Sahte pozitif

Tablo 23. Standart Kiiltlirel ve FISH Yontemi ile Kiymada Salmonella ve Listeria Analiz Sonugclari
FISH Sonuglari

Kultirel Salmonella Listeria

yéntem + sonug — sonuc Toplam + sonug — sonug Toplam
sonuglari sayisl saylsi sayisl sayisl

+sonug sayisl 5 o™ 5 12 3™ 15

— sonug sayisl 3™ 64 67 o™ 57 57
Toplam 8 64 72 12 60 72

FP Sahte negatif FP Sahte pozitif

Calismada 3000’den fazla baz iceren 23S rRNA sekanslari, alt tir seviyesinde yaklasik olarak 1500
baz iceren 16S rRNA sekanslarina gore daha iyi ayrimina (discrimination) izin verdidi icin Salmonella
tlrlerinin aranmasinda 23S rRNA hedefli prob kullaniimistir. Birgok arastirmaci da 23S rRNA hedefli
problarin turler ve alt tlrler seviyeleri Gzerinde 16S rRNA hedefli problardan daha fazla ayrim glcline
sahip oldugunu ileri siirmektedir (LICHT ve DIiG., 1996; LIN ve TSEN, 1995; NORDENTOFT ve DIG.,
1997; RONNER ve STACKEBRANDT, 1994).

FISH ybntemiyle tavuk ve hindi gégus fileto 6rneklerinde sirasiyla geleneksel (kiltirel) yontem ile
oldugundan daha fazla Salmonella ve Listeria pozitif sonug elde edilmistir.

FISH ydntemiyle Salmonella turlerinin aranmasi analizinde én zenginlestirme gerekmektedir. Yapilan
calismada FISH yontemiyle Salmonella tirlerinin saptanabildigi 6n zenginlestirme siresinin en az 16
saat olmasi gerektigi gozlenmistir. Bu sonuglar hasar gérmus bakterilerin bulumasi veya “hiicrelerin
canlihgini surdirebilmesine fakat kiltire edilememesine” (viable but non-cultivable) yol agan
koruyucular, antibiyotikler, disuk sicaklikta muhafaza ve goérindr 1s1ga maruz kalma gibi inhibe edici
faktorlerin varligi ile agiklanabilmektedir. Geleneksel (kultiirel) yontemler bu bakterileri saptamada
basarisiz olabilirken FISH ydntemi pozitif sonuclar verebilmektedir (SPRING ve DIiG., 1992). Bu
durumun nedeni hicrelerdeki metabolik aktivitenin dusuk seviyelerde olmasina karsin, floresan
problarin baglanmasi ile gérinir olabilen RNA’nin hala yeterince bol miktarda bulunmasidir.
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Hibridizasyon problarinin gida érneklerindeki 6karyotik hicrelerin pargaciklari veya nukleik asitleri ile
6zgll (spesifik) olmayan baglanmasi bazen gergeklesebilmektedir fakat bu ¢esit baglanma sinyallerin
sekilleri ve parlaklik seviyelerindeki farkliliklarina dayanarak 6zgul (spesifik) baglanmadan ayirt
edilebilmektedir.

Hucrelerin rRNA icerigi FISH tekniginin hassasiyetini belilemede énemli bir rol almaktadir (WAGNER
ve DIG., 1993). Cogu bakteri hiicreleri 10°-10° seviyesinde ribozoma ve 5S, 16S ve 23S rRNA’larin
bircok kopyasina sahiptir. Bu dogal amplifikasyon ise FISH ydénteminin bir¢ok uygulamada
kullanildiginda 6n zenginlestirme asamasi gerektirmeyecek mikemmel bir hassasiyete sahip
olmasina neden olmaktadir (AMANN ve DIG., 1995). Ancak, Salmonella tiirleri ve diger patojen
bakteriler gidalarda baslangicta sadece ¢ok duslk seviyelerde/sayilarda bulunabilmekte ve hatta
hasar gérmus ve ya dusik metabolik aktiviteye sahip bir durumda olabilmektedir. Bu hticreler dogal
olarak gok disiik miktarlarda rRNA igermektedir. On zenginlestirme islemi bu hiicrelerin metabolik
aktivitelerini yeniden saglamakta ve bdylece hatali negatif sonuclarin sayisini azaltmaktadir. Bu
nedenle calismada 16-18 saat arasinda bir 6n zenginlestirme siresi oneriimektedir. On
zenginlestirme sivi besiyerindeki daha uzun inklibasyon siresinin de 18 saat sonra bakteri
hlcrelerinin 6lmeye baslayacagi ve dolayisiyla rRNA hizla degrade olacagdi icin hatali negatif
sonuglara neden olabilecegi de g6z ardi edilmemelidir. FISH ydnteminde geleneksel (kulturel)
yontemde oldugu gibi 6n zenginlestirme asamasindan sonra segici zenginlestirme asamasinin
yapilmasi yontemin hassasiyetini artirabilir ancak bu ilave agsama geleneksel (kiiltlirel) yonteme gore
en onemli avantaji olan kisa analiz suresine ilave slre gerektirmektedir. Samonella turlerinin
saptanmasi i¢in analiz edilen piyasadan satin alinan 8 tavuk gdégus fileto ve 1 kiyma Orneginde
Salmonella saptanirken, hindi gdgus fileto érneklerinde Salmonella’ya rastlanmamistir. Genel olarak
FISH yoéntemi ile pozitif veya negatif sonug elde etmek icin gerekli olan toplam analiz siresi 1 glinden
daha az (yaklasik olarak 20 saat) slirmektedir.

Calismada Listeria turlerinin aranmasinda Listeria turlerine spesifik Lis637 probu kullaniimigtir. Lis637
probun L. grayi hari¢ tim Listeria turleri igin uygun oldugu bilinmektedir. Calismada ayrica L. grayi
probun spesifikligini test etmek i¢in kullaniimamistir. Fakat Listeria tlrlerininin saptanmasi i¢in analiz
edilen piyasadan satin alinan tavuk goégus fileto, hindi gégus fileto ve kiyma orneklerinde standart
kilturel yontemle yapilan analizler sonucunda o6rneklerin higbirisinden L. grayi izole edilmemigtir.
Piyasadan satin alinan ve Listeria analizi yapilan toplam 216 6rnekten en fazla kiyma érneklerinden
(27 Listeria pozitif 6rnek/ 72 kiyma 6rnegi) Listeria izole edilmekle birlikte, bu érneklerden Listeria
cinsine ait en fazla izole edilen tir L. innocua (17 6rnek, % 63) olmustur. Bundan baska 6 6rnekte (%
22) L. welshimeri ve 4 drnekte de (% 14,8) L. seeligeri belirlenmigtir. FISH ydntemi ile Listeria
hiicrelerini saptamak 1 ve/veya 2 gliin zenginlestirmeden sonra saptayabilmek mimkin olmustur.

rRNA hedefli nikleik asit problarinin fiksasyon uygulanmis hicrelerinin igine girisinde baslica engel
hicre duvaridir. Listeria gibi gram pozitif 6zellikteki hiicrelerin duvari gram negatif hiicre duvarindan
daha kalindir ve daha fazla miktarda teichoic asit (hiicre duvarinin %50’si kadar) icerebilmektedir
(GOTTSCHALK, 1979). Bu 0zellik nedeniyle DNA problari gibi negatif yUkli polimerlerin hiicre
duvarindan gegisini geciktirmektedir. Bu amagla alternatif (aldehit icermeyen) veya isitma ve alkol
bazli yontemleri iceren fiksasyon protokolerinin kullanimi dnerilmektedir (alcohol-based methods
(MOTER ve GOBEL, 2000; ROLLER ve DIiG., 1994; WAGNER ve DIG., 1998).

WAGNER ve DIGERLERI (1998) Lis-1255 DNA-FISH probu kullandigi ¢calismada da fiksasyon igin
ethanol kullanmistir. Bununla birlikte arastirmacilar, brain heart infusion broth da 9 saat gelistirilen L.
monocytogenes’in sadece ethanol bazli fiksasyonla saptanamadigini, probun gegisine izin vermek ve
tam olarak hicreyi gecirgen hale getirmek igin hicrelere lizozim ve proteinase K uygulamanin
gerektigini belirtmistir. Bu bulgunun aksine Lis637 probu kullandigimiz bu g¢alismada ve duragan
(stationary) fazdaki (18-24 h) hiicrelere ethanol fiksayonu uygulamakla ilave bir gegirgen hale getirme
(permeabilization) asamasi gerektirmeden etkili bir hibridizasyon saglanmistir.

Gida Urunlerinin - mikrobiyal kalitesi ve guvenilirligininden emin olmak igin sadece canli
mikroorganizmalarin sayilmasi 6nemlidir. FISH yontemi cevresel ve klinik 6rneklerdeki spesifik
mikroorganizmalarin sayilmasinda ve tanimlanmasinda genis capta kullaniimaktadir. FISH yontemi
genellikle rRNA’'nin bir hedef bdlgesine oligonukleotid probun spesifik baglanmasina dayanmaktadir.
Cunku hucrelerdeki 6nemli miktarlarda rRNA kopyalarinin bulundugu bu bélgeler ¢ok iyi korunmusgtur.
Bu yéntemde kullanilan problar nadir olarak gida érneklerindeki 61U hicrelerle hibridize olmaktadir.
Ancak, FISH yontemiyle hedef hiicreler gida partikllleri tarafindan gizlenmesi/saklanmasina bagh
olarak sahte-negatif (false-negative) sonuglar alinabildigi goértilmustir. Bu c¢alismada da kiymada
Listeria saptanmasinda ¢ok dusik de olsa sahte-negatif sonu¢ alinmistir. Sahte-negatif sonuglarin
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artis1 uygulanan yéntemin hassasiyetinin distk oldugunun bir géstergesidir. Benzer sekilde, SCHMID
ve DIGERLERI (2003) FISH yéntemini kullanarak gi§ siitte Listeria tirlerinin saptanmasi igin bakteri
hicrelerini hasat etmenin gerekli oldugunu ileri siirmektedir. Bu, FISH yénteminin gida endustrisinde
pratik kullanimina engel olan kisitlamalardan bir tanesidir. Bu kisittamayi ortadan kaldirmak igin
OOTSUBO ve DIGERLERI (2003) FISH Filter Cultivation (FISHFC) olarak adlandirilan hiicrelerin bir
membran filtre yizeyinde kiltire edilmesini ve sonra filtre ylizeyinde gelisen canli mikrokolonilerin bir
oligonukleotid probla hibridizasyonunu igceren bir yéntemin kullanimini énermistir. WAGNER ve
DIGERLERI (1998) ve SCHMID ve DIGERLERI (2003) tim Listeria tiirlerinin 16S rRNA sekanslarina
spesifik hibridizasyon igin sirasiyla Lis-1225 ve Lis-637 problarinin kullanimini énermistir. Lis-1225
yuksek oranda spesifik olmasina karsilik Listeria cinsine g¢ok yakin bir cins olan ve 16S rRNA
molekllerinin baglanma bdlgeleri tamamen benzer olan bazi Brochothrix tirlerine (B. thermosphacta
ve B. campestris) baglanabilmektedir. Diger taraftan, Lis-637 L. grayi hari¢ tim Listeria tirleri ile
spesifik olarak baglanabilmekte ve Brochothrix tiirleri ile reaksiyona girmemektedir (SCHMID ve DIG.,
2003). Son olarak, BREHM-STECHER ve DIGERLERI (2005) tiim Listeria tiirlerinin 16S rRNA
sekanslari igin peptit nikleik asit probu LisUn-11’in tasarimini yapmistir, fakat bu prob ginlik rutin
analizlerde kullaniimak igin ¢ok pahalidir. FUCHIZAWA ve DIGERLERI (2008) tarafindan yapilan
calismada ise Listeria cinsinin 23S rRNA bdlgesinden tasarimi yapilan Lis-1400 probu Listeria
turlerinin tamami ile spesifik olarak baglanmistir. Sonug elde etmek igin 5-7 giin gerektiren Kiltirel
sayim yontemleriyle (1ISO-11290-1 ve US-FDA vyontemleri) kiyaslandiginda FISH yOntemi
kullanildiginda Listeria hicreleri 2 saatte sayilabilmektedir.

Gida kaynakli patojenlerin izolasyonu ve tanimlanmasi igin konvansiyonel (kultirel) yéntemler,
geleneksel olarak “gold standard” (altin standart) olarak degerlendiriimektedir. Gidalarda Salmonella
gibi bakteriyel patojenlerin saptanmasi igin kiltlirel standart yontemler 6n ve segici zenginlestirme
asamalarindan sonra teorik olarak, gida 6rneginde 1 adet canli hicre kadar disuk seviyede hucreyi
saptama yetenegine sahiptir. Kdiltirel yéntemler, daha hizh ve daha ucuz olabilen molekuler
yontemlerin aksine Salmonella’nin serotipinin, antibiyotik direng profili kadar diger 6zelliklerinin de
belirlenebilmesine ayrica olanak tanimaktadir.

Bununla birlikte Salmonella’nin saptanmasinda kiltirel yonteme kiyasla PCR yontemlerinin daha
fazla hassasiyete sahip oldugu literatiirde bildiriimistir (BENNETT ve DIG., 1998; RYCHLIK ve DIG.,
1999; AMAVISIT ve DIG., 2001; WHYTE ve DIiG., 2002). Bu durum genel olarak PCR y&nteminin
hedef hlcrelerin gelisme potansiyelini hesaba katmaksizin hedef sekanslari saptayabilmesine
atfedilmistir. Buna ek olarak, kiltirel ydntemin hassasiyeti DNA bazli saptama yontemlerinin
hassasiyetinden daha dusuk olabilmektedir ve kismen, kiltirel ydntemlerin gidalardaki sublethal
hasar gérmus veya canl kulttr edilemeyen hicreleri saptayamamasina bagli olabilmektedir.

Benzer sekilde standart kdltiirel ydonteme kiyasla hibridizasyonla daha yilksek sayida pozitif sonug
elde edilmesi de, daha énce FLOWERS ve KLATT (1987), BOTTARI ve DIGERLERI (1995) ve FANG
ve DIGERLERI (2003) tarafindan belirtilmistir. Bu arastirmacilar bu sunuglarin 8lii veya canl fakat
kiltir edilemeyen hicrelerin saptanmasiyla, daha yiiksek rekabetci flora, veya Salmonella tirlerinden
baska diger bakterilerin saptanmasiyla (dusuk spesifiklik) iligkili olabilecedini ileri sirmustir.

Salmonella’nin gidada bulundudu durumda dahi Salmonella’nin varlidinin glvencesini veren tek bir
yéntem bulunmamaktadir. Bu nedenle bir saptama yéntemi Salmonella negatif sonug veriyorsa, bu
sonug bu bakterinin kesinlikle gidada bulunmadigi anlamina da gelmemektedir. Geleneksel (kultirel)
yontemler kullanildiginda “yanlis negatif’ sonuglarin gida 6rneklerindeki patojenlerin baslangigtaki
sayisi disik oldugunda gergeklesebilecegi belirlenmistir (FRICKER, 1987). Ozellikle analitik (initenin
blayiklagu o6nemli bir faktérdir. Kiglk analitik Unitelerinin  kullaniimasi, daha disik bulunma
(prevalence) oranlarina neden olabilir, glinkii Salmonella konsantrasyonlari diisiik oldugu durumlarda
kuiciik miktardaki drneklerin Salmonella icermesi daha az olasidir. Ornegin Japonya’'da taze tavuk
etlerinde (n=286) yapilan bir ¢alismada 25, 10 ve 1 g 0rnek Unitelerinin Salmonella analiz sonuglari
sirasiyla % 19,9; 15,7 ve 12,2 bulunma oranlari ile sonuglanmistir.

Bu calismanin sonuglarini bilimsel literatirde yayinlanmis daha oOnceki calismalarla kiyaslarken
ornekleme siresi, orjini, 6rneklerin goreceli olarak raf émri, érnekleme plani, érnekleme teknigi ve
uygulanan saptama yontemi gibi gesitli faktérler géz é6ninde bulundurulmalidir.

FISH ybntemiyle tavuk ve hindi gégus fileto érneklerinde sirasiyla geleneksel (klltirel) ydntem ile
oldugundan daha fazla Salmonella ve Listeria pozitif sonug elde edilmis olmasinin olasi nedenleri;
-FISH dislk sayidaki hiicreleri/mikroorganizmalari saptamada daha hassastir
-“background microflora” kiltirel ydntemde ortamda Salmonella’nin varligini maskelemektedir

39



-ortamda mevcut Salmonella suglari kultir edilememektedir
-FISH 6lu hiicreleri/mikroorganizmalari saptamaktadir
olarak siralanabilir.

FISH ydnteminin 06lu hdcreleri saptamasina iliskin olasilik segici (ikincil) zenginlestirme
asamasi/ortami kullanilarak elimine edilebilir. Yanlis pozitif sonuglar FISH yéntemiyle matriks-spesifik
olabilir ancak bu olasiigin da bu galismada sadece hayvansal gidalarin (tavuk, hindi ve kiyma)
kullanilmasi nedeniyle ve her iki yontemle elde edilen sonuglarin agikga yorumlanmasi mimkiin
olamamaktadir.

Sonug olarak standart kiltirel ve FISH ydnteminin birlikte uygulanmasi sonuglarin ¢ok daha dogru
degerlendiriimesine olanak taniyacaktir. Kisa siirede sonug alinabilen FISH y6ntemi kanath isleyen ya
da Uretimi yapan sirketlerin 6zellikle gida guvenligi yonetim sistemlerinin bir bileseni olarak kullanim
alani bulabilecek potansiyele sahiptir. Bundan bagska, sonuglar kiltirel yéntemden daha kisa surede
elde edilebildiginden gida endustrisi igin kritik bir 5nem tasimaktadir.
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SONUG

Bu calismada gida glvenligi ve sanitasyon indeksi olarak kullanilan indikatér mikroorganizma
(Escherichia coli) ve gida kaynakli hastaliklara neden olan patojenlerin (Salmonella ve Listeria)
izmirde satisa sunulan tavuk gégis eti, hindi gégiis eti ve kiymada saptanmasi icin floresanl yerinde
hibritleme yoénteminin (FISH) kullanim olanagi arastiniimistir. Sonug¢ olarak, s6z konusu indikatoér ve
patojen mikroorganizmalarin tavuk goégis eti, hindi gogus eti ve kiyma &rneklerine inokilasyonu
yapildiktan sonra ve piyasadan satin alinan tavuk goégus eti, hindi goégus eti ve kiyma drneklerinde
FISH teknigi ile saptanabildigi, yontemin yilksek oranda spesifik ve hassas oldugu belirlenmigtir.
Standart kdltirel ydonteme kiyasla FISH ydntemi ile daha yuksek sayida pozitif sonug elde edilmistir.
FISH yéntemiyle Salmonella ve Listeria turlerinin saptanmasinda 6n zenginlestirme gerektigi ve bu
bakterilerin saptanabildigi 6n zenginlestirme slresinin en az 16 saat olmasi gerektigi gézlenmigtir.
Genel olarak FISH yontemi ile pozitif veya negatif sonug elde etmek igin gerekli olan toplam analiz
suresi 1 ginden daha az (yaklasik olarak 20 saat) stiirmektedir. FISH yontemiyle hedef hicreler gida
partikllleri tarafindan gizlenmesi/saklanmasina bagh olarak sahte-negatif (false-negative) sonuglar
alinabildigi gérudlmastir. Bu calismada da kiymada Listeria saptanmasinda ¢ok dusik de olsa sahte-
negatif sonug alinmistir.

Gidalarda E. coli, Salmonella ve Listeria turleri i¢cin bazi hizli saptama yontemleri gelistiriimis olmasina
karsilik her bir ydntemin kendine 6zgu dezavantaji bulunmaktadir. Bakteri hicresinin DNA’sinI hedef
alan PCR ve kantitatif PCR canl ve 6li hicrelerin her ikisini de saptayabilmektedir. Ayrica reverse
transcription PCR ve ELISA yontemleri kantitatif degildir. Ancak FISH yontemi kantitatif olmakla
birlikte sadece canli hicreleri saptamaktadir. Bakterilerin ya da incelenecek mikroorganizmanin
kaltdrunG gerektirmeyen FISH ydnteminde hedef zarar gérmemis, eksiksiz bir bakteri hicresinde
tespit edilirken bakteri cins ve tirlerinin yerinde saptanmasi ve miktarinin belirlemesi mimkuindur.
Molekuler analiz yontemlerinin bazilarinda yer alan PCR analizini gerektirmeyen bu yontem ile
hicrelerin saptanmasi, morfolojik tanimlamasi, hucrelerin dagiliminin ve hatta dokunun histolojik
bélimlerinin incelenmesi yapilabilmektedir. Sayica baskin bakteri tdrlerinin saptanabildigi ve
sayilabildigi bu yéntemde gram pozitif bakteriler gibi bazi bakteriler icin gereken 6n islemler, fazla
sayida ornek analiz edilmesi durumunda ve daha dodru sayim sonuglari elde edilebilmesi icin
otomasyon gerektirmesi ve prob spesifisitesinin sadece bilinen bakteriler icin gegerli olmasi bu
yontemin dezavantajlaridir.

Mikroskobik bir yéntem olan FISH tekniginde cm?de 10° hiicreden daha az sayida hucrenin hizli ve
guvenilir olarak saptanmasi manuel mikroskop kullanimi ile pratik degildir. Ancak bu kisitlama
mikroskop otomasyonu veya scanning laser cytometry deki gelismelerle birlikte hedef huicrelerin daha
disUk seviyelerinin glvenilir olarak saptanmasinda etkili bir ara¢ olabilecektir. Rasyonel érnekleme
yaklasimlarinin kullanimi gidalardaki Salmonella ve Listeria gibi patojen bakterilerin saptanmasini
artiracagi suphesizdir. Bu nedenle kiglk bir hacimdeki birkag hiicrenin bile zenginlestirme asamasina
tabi tutulmasi hedef hicrelerin daha kolaylikla ve daha erken saptanmasini saglayacak ayrica
filtrasyon, santrifigasyon gibi ilave bir konsantre etme asamasina gerek kalmayacaktir.

Genel olarak gidalarda patojen bakterilerin saptanmasina iligkin deneysel ¢alismalar disik, orta ve
yuksek inokulum vyapildigi homojen kosullar altinda gerceklestiriimektedir. Ancak gergekgi bir
senaryoda muhtemelen ¢ok disuk sayida kontamine bakteri besin yetersizligi, is1 hasari, ozmotik sok
gibi cesitli fizyolojik streslere maruz kalmigtir. Hasar gérmuas hucreler gecikme (lag) fazi sireleri
acisindan genis capta degiskenlik gdstermektedir ve bu 6zelligin mikrobiyolojik olarak heterojen
orneklerdeki disuk sayidaki patojen bakterinin geleneksel kiiltiirel ydntemlerle saptanmasinda énemli
etkilere sahip olabilmektedir. Bu disuk seviyelerdeki kontaminasyonlarda tek bir hicre bir
populasyonun olugsmasina olanak taniyabilecek ve hatta bozulma ya da hastalia neden olabilecektir.
Bu nedenle her bir mikrobiyal hiicrenin geri kazanimi ve gelisimine iligkin faktorlerin anlasiimasi
gidanin guvenligi ve raf dmru icin riskleri en dogru sekilde tanimlamada 6nemli olmaktadir.

Calismada dusik seviyede inokulum yapilmamis (1-10 hicre/6rnek) olmasi, denemelerde kullanilan
s6z konusu bakterilerin serotiplerinin, tlrlerinin ve suglarinin sinirli sayida olmasi, bir eksikliktir.
Yoéntemlerin kiyaslanmasi acisindan daha genis kapsamli gida matriksi kullaniimasi uygun olacaktir.
Daha sonra gergeklestiriimesi duslinllen calismalarda bu noktalarin géz ardi edilmemesi
gerekmektedir.
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EK-1 Calismada Kullanilan Cozeltilerin Hazirlanisi

%4 PFA Cozeltisi 0,8 g PFA Uzerine 5-10 mL 1XPBS eklenir ve karigimin ustiine aliminyum folyo
kaplanir. PFA siticida 70-80°C’de karigtirilarak ¢o6zilir. PFA ¢6zindikten sonra buz kabinda
sogutulur. Sogutulan ¢ozelti HCI ve NaCl kullanilarak pH 7,2’ye getirilir. pH ayarindan sonra PBS ile
20 ml'ye tamamlanir. 0,2 ym’lik steril filtreden gegirilerek sterilize edilir.

50X TAE Cozeltisi 242 g 2 M Tris base, 57,1 mL 1 M glacial asetik asit ve 100 mL 0,5 M EDTA
karistirilarak dH,O ile 1 litreye, tamamlanir.

EDTA Cozeltisi 186,1 g disodyum EDTA.2H,0, 800 mL dH,O’de ¢ézulir. pH 8’e ayarlanir, 1 litreye
tamamlanir.

200 mM Tris HCI (pH 7.,2) 12,114 g Tris 350 mL dH,O’da ¢dzulir. pH 7,2’ye ayalanir. dH,0 ile 500
ml'ye tamamlanir. Hazirlanan ¢ozelti otoklavlanarak sterilize edilir ve filireden gegirilir.

0.5 M EDTA Coézeltisi 93,05 g EDTA 350 ml dH,O’da ¢ézulir. pH 8,0’a ayarlanir. dH,0 ile 500 mL’ye
tamamlanir. Hazirlanan ¢ozelti otoklavlanarak sterilize edilir ve filtreden gegirilir.

TE (Tris EDTA Buffer, pH 8) Coézeltisi 10 mM Tris HCI ( 1M stoktan 1 mL, pH 8) ve 1 mM EDTA (
0,5 M ¢ozeltiden 200 pL, pH 8) karistinlarak dH,O ile 100 mL’ye tamamlanir. Otoklavlanarak sterilize
edilir ve filtreden gegirilir.

%10 SDS (pH 8) Cozeltisi 100 g SDS 900 mL distile suda ¢ozilir. 68°C’'ye isitilir. pH 7,2'ye
ayarlanir. dH,0 ile 1 litreye tamamlanir.

4,5 M NaCl Cozeltisi 26,325 g NaCl 80 mL dH,O’da ¢ozulur. Distile su ile 100 mL’ye tamamlanir.
Cozelti otoklavlanarak sterilize edilir.

10X Phosphate Buffer Saline (PBS) 80 g NaCl, 2 g KClI, 11,5 g Na,HPO, 800 mL dH,O’da ¢ozlur.
pH 7,2’ye ayarlanir. dH,O ile 1 litreye tamamlanir ve otoklavlanir.

250 mM NaH,PO, 33,51 g NaH,PO,, 350 mL dH0 igerisinde ¢ézllir. pH 7,2’ye ayarlanir. Distile su
ile 500 mL’ye tamamlanir.

50X Denhart’s Reagent 5 g Ficoll (Type 400, Pharmacia), 5 g Polyvinylprolidone, 5 g Bovine Serum
Albumine (Fraction V, Sigma) karistinilir, dH,O ile 500 mL’ye tamamlanir. Filtreden gegirilerek -
20°C’de saklanir.

DABCO (1.4 diazobicylo [2.2.2] oktan) [D-2522] Cédzeltisi 0,233 g DABCO 800 pyL ddH,O’da
¢6zulur, 200 yL Tris HCI ( pH 7,2) ilave edilir. DABCO ¢ozeltisi bire on seyreltilerek kullanilir. FISH
lamindaki her kuyucuga 10 uL olarak eklenir.

Hibridizasyon Tamponu 200 puL NaCl (4.5 M), 100 uL Tris HCI (200 uM), 200 pL Denhart’s (10X), 10
puL EDTA (0.5 M), 10 pL SDS (%10), 50 yL NaH,PQO,4 (250 uM), X yL Formamide (1X) ve 450 pL MQ
toplam hacim 1 mL olacak sekilde karistirilarak kullanilir.

YikamaTamponu 10 mL NaCl (4.5 M), 5 mL Tris HCI (200 yM), 2.5 mL NaH,PQO, (250 uM), 100 pL
SDS (% 10), %20’lik FA'dan 500 pL (0,5 M) ve 32,5 mL MQ toplam hacim 50 mL olacak sekilde
karigtirilarak kullanilir. Cozeltide FA yoksa EDTA da eklenmez.
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EK-2 Bakteri Problari
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S ———

1 UNIV1390 ' HPLC, 260 wm .
! _ —— amat ml—, n |
5500 | Lengh 18 \o# OR250780-48 2 |1J l | i
Amount 269 nmol GGeonet 611 % Seale  Scale 0,04 2000
| i
1644 pg pre- I
— '__“_"‘ 0
Tm 522 *C A el c T Purification / Cuality Control ‘ 1]
—— HPLE o | [
Velume for 100 pmoliul 2689 pt 40 &0 30 30 Date 17.06.2008 —
— — B I S B S R S S S
Maiacular weight 61143 gimal | State Dried -
S — _—) — S -
~ —
5-GAC GGG CGG TGT GTA CAA-Z i
i
5 Cy3 - o o T -
This product certificate was generated electronically and is valid without signature. Therma Fisher Scientc

Sedansiralie 18 D - BHOTT Uim_ Gemany
Pace 1618 Ted: 442 T3 G636 79.590 Fax: +45 731 635 73.261

e e thamme oo

HPLC, 260 rm |

Ent 16S ;
e
33 0D Length 1® o OR250780-52 .
Amount 205 nmol GC content 611 % Scale Scale 0.04 zom
1208 g o
N N Yo
m L A G c T Purification | Quality Control |
— HPLC - j
edume fer 100 prolipt W54 i 65 30 80 &5 Dala 17.06.2008 o Y 8 o B N .J
—l SE— IR
Tim
Matecular welght 5682,6 gimol State Dried
§-CCC COW CTT TGG TCT TGC-3'
5% Cy3 ——— e e
. Lis-637 HPLC, 260 nm
3000,
36 0D Lergth 21 1o OR250780-53 s
Amount 17.7 nmel GC content 524 % Scale Scake 0,04 e
19,7 g 800
L N 1,200
Tm 50,3 *C A & o T Purification / Quadity Control
- HPLC o
Vhume for 100 ol 78,7 W w0 20 a0 70 Date 17.06.2008 — f\,
—_——— . - 1 H 1
Molecular weight 6777.7 gimol | State Oried
| U .
5-CAC TCC AGT CTT CCA GTT TCC-¥
50y e
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23S rRNA

22 oo Lengsh : 13 0w DRIGT458-24
Amount 115 nmel GC contant 44.4 % Scale Scale 0,04
686 v
Tm 380 G A I o T Purification § Chuakily Conliol
HPLG
olume for 100 pmoll 152 5020 60 S0 Dale 17.08.2008
Rdokecisar weight 29581 gimed \ Slate Dirigd

HPLC, 260 nm

§LAAT CAC TTC ACC TAC GTG-3

& 8-FAM

This product certificate was generated electronically and is valid without signature,

Page B4

Thasme Fisher Scniiic

Saecensvale 18 D S90T7 Uim, Germany

Tl +43 731835 TH-290 Fawn +48 731 $35 75200
E-basl: 1ales Dopolymersiinemsa com

[T e

56



EK-3 Standart Kiiltlirel Yontemlerin Sonuclan

Tablo 1. Plak sayim teknigi-ISO 4833:2003’e gbre bulunan Toplam Canli Sayisi
Ornek Toplam Canli

Kodu

T1
T2
T3
T4
T5
T6
T7
T8
T9
T10
T11
T12
Ort.

Sayisi

(log1o cfu/g)
8,0x10* (4,90)
1,3x10* (
1,0x10% (
7,1x10° (3,85)
3,1x10* (
3,3x10* (
1,6x10* (4,20)
1,0x10* (4,00)
3,3x10° (3,52)
7,8x10° (3,89)
1,56x10° (5,18)
6,31x10" (4,80)
1,6x10* (4,20)

Ornek
Kodu

H1
H2
H3
H4
H5
H6
H7
H8
H9
H10
H11
H12
Ort.

Toplam Canh
Sayisi

(log1o cfu/g)

2,44x10* (4,39)
4,2x10°  (3,62)
3,11x10* (4,49)
1,6x10"  (4,20)
1,56x10*  (4,18)
6,5x10°  (3,81)
2,8x10°  (3,45)
3,52x10° (3,55)
1,3x10°  (3,11)
4,3x10°  (3,63)
3,3x10*  (4,51)
4,4x10° (3,64)
7,6x10°  (3,88)

Ornek Toplam Canli

Tablo 2. Plak sayim teknigi- ISO 4832’ye gore bulunan Coliform Sayisi
Ornek Coliform Sayisi

Ornek Coliform Sayisi

Kodu

T1
T2
T3
T4
T5
T6
T7
T8
T9
T10
T11
T12
Ort.

(logqo cfurg)
1,0x10" (1)
<10 (0)
<10  (0)
<10 (0)
2,0x10" (1,3)
1,0x10" (1)
4,5x10" (1,65)
2,0x10" (1,3)
<10 (0)
2,5x10" (1,40)
3,2x10 (2.51)
1,0x10" (1)
0,7x10" (0,85)

Ornek
Kodu
H1
H2
H3
H4
H5
H6
H7
H8
H9
H10
H11
H12
Ort.

Coliform Sayisi
(log1o cfu/g)

1,6x10"  (1,18)
<10 (0)
<10 (0)
<10 (0)
<10 (0)
<1010 (0)
<10 (0)
1,0x10" (1)
<10 (0)

2,0x10"  (1,3)
2,5x10"  (1,40)
3x10"  (1,48)
0,28x10" (0,45)

Kodu  Sayisi
(log1o cfu/g)

K1 1,25x10° (5,097)
K2 3,36x10* (4,526)
K3 5,0x10*  (4,699)
K4 2,16x10* (5,335)
K5 6,92x10% (4,840)
K6 1,1x10°  (5,041)
K7 0,4x10°  (5,602)
K8 2,65x10% (4,423)
K9 5,6x10° (4,748)
K10 1,8x10°  (5,255)
K11 2,45x10* (4,389)
K12 3,0x10°  (5,477)
Ort. 8,96x10" (4,952)

Kodu

K1
K2
K3
K4
K5
K6
K7
K8
K9
K10
K11
K12
Ort.

(logqo cfu/g)

4,0x10% (2,60)
3,5x10" (1,54)
2,5x10" (1,40)
5,0x10" (1,70)
1,6x10" (1,18)
2,0x10" (1,3)

2,5x10 (2,40)
7,5x10" (1,87)
6,5x10" (1,81)
8,0x10% (2,9)

1,0x10" (1)

3,0x10" (1,48)
5,8x10" (1,765)

57



Tablo 3. Plak sayim teknigi- ISO 21528-2’e gbre bulunan Enterobacteriaceae Sayisi
Ornek Enterobacteriaceae = Ornek Enterobacteriaceae Ornek Enterobacteriaceae

Kodu Sayisi Kodu Sayisi Kodu Sayisi

T1 5,01x10%> (2,7) H1 1,0x10°  (2,0) K1 1,0x10°  (3,0)
T2 7,9x10"  (1,9) H2 7,9x10"  (1,9) K2 1,99x10% (2,3)
T3 <3 (0) H3 1,26x10° (2,1) K3 1,99x10% (2,3)
T4 1,41x10"  (1,15)  H4 6,3x10"  (1,8) K4 3,16x10° (3,5)
T5 1,59x10°  (2,2) H5 3,16x10° (2,5) K5 3,16x10% (2,5)
T6 7,94x10"  (1,9) H6 51x10"  (1,71) K6 2,5x10°  (3,4)
T7 1,59x102  (2,2) H7 <3 (0) K7 6,3x10°  (3,8)
T8 1,0x10°  (2,0) H8 <3 (0) K8 1,0x10°  (2,0)
T9 <3 (0) H9 1,0x10°  (2,0) K9 6,3x10"  (1,8)
T10 39x10"  (1,59) H10 <3 (0) K10  7,9x10° (3,9)

T11 3,16x10°  (3,5) H11 56x10° (2,75) K11 1,26x10% (2,1)
T12 3,16x10> (2,5) H12 3,5x10"  (1,55) K12 4,5x10°  (3,65)
Ort. 6,36x10" (1,803) Ort. 3,36x10" (1,526) Ort. 7,15x10% (2,854)

Tablo 4. MPN Yo6ntemi-ISO 7251 ile bulunan E. coli sonuglari
Ornek E.coliSayisi Ornek E.coliSayisi Ornek E.coli Sayisi

Kodu Kodu Kodu

T1 <3 (negatif) HA1 <3 (negatif) K1 3

T2 <3 (negatif) H2 <3 (negatif) K2 <3 (negatif)
T3 <3 (negatif) H3 <3 (negatif) K3 <3 (negatif)
T4 <3 (negatif) H4 <3 (negatif) K4 <3 (negatif)
T5 <3 (negatif) H5 <3 (negatif) K5 <3 (negatif)
T6 <3 (negatif) H6 <3 (negatif) K6 <3 (negatif)
T7 <3 (negatif) H7 <3 (negatif) K7 3

T8 <3 (negatif) H8 <3 (negatif) K8 <3 (negatif)
T9 <3 (negatif) H9 <3 (negatif) K9 <3 (negatif)
T10 <3 (negatif) H10 <3 (negatif) K10 3

T11 3 H11 <3 (negatif) K11 <3 (negatif)

T12 <3 (negatif) H12 <3 (negatif) K12 3
Ort. <3 (negatif) Ort. <3 (negatif) Ort. <3 (negatif)



EK-4 FISH Yontemi ile Elde Edilen Bazi Goruntuler

AC|3 B (DAP

Sekil 2.1. L. innocua — ETOH — 10*

AC|3 B (DAP

Sekil 2.2. L. monocytogenes — ETOH — 10*

AC|3 B (DAP

Sekil 2.3. L. monocytogenes — ETOH — 10*
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A (Cy3) B (DAPI)

Sekil 2.4. L. innocua — ETOH — 108
B (DAPI)

A (Cy3)

Sekil 2.5. L. monocytogenes — PFA — 10°

AC|3 B (DAP

Sekil 2.6. L. monocytogenes — PFA — 10°
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_TUBITAK
PROJE OZET BILGi FORMU

Proje No: 107 O 690

Proje Bashi: Floresanli Yerinde Hibritteme (FISH) Yéntemi ile Bazi Iindikatér ve Patojen
Bakterilerin Cig Kanath Etlerinde ve Kiymada Saptanmasi

Proje Yiirutucusu ve Arastirmacilar: Dr. Ayse Handan Baysal (Yuraticu) Arastirmaci yoktur.

Projenin Yiiriitiildiigii Kurulug ve Adresi: izmir Yiiksek Teknoloji Enstitiisii. [YTE, Miihendislik
Fakiiltesi, Gida Miihendisligi Boliimii, Giilbahge koyii, 35437, Urla, izmir

Destekleyen Kurulusg(larin) Adi ve Adresi: Destekleyen kurulus yoktur.

Projenin Baglangi¢ ve Bitig Tarihleri: 01.03.2008-01.03.2010

Oz (en gok 70 kelime)

Projede indikator/patojen mikroorganizmalarin tavuk/hindi gégus eti ve kiyma érneklerinde FISH
teknigi ile saptanabildigi, ydntemin yiksek oranda spesifik ve hassas oldugu ve Standart kiltirel
yonteme kiyasla FISH yéntemi ile daha ylksek sayida pozitif sonug elde edildigi belirlenmistir.
FISH ile Salmonella ve Listeria turlerinin saptanmasinda en az 16 saat 6n zenginlestirme gerektigi
go6zlenmistir. FISH yontemi ile sonug elde etmek igin gereken toplam analiz siresi 1 ginden daha

az (~ 20 saat) sirmektedir.

Anahtar Kelimeler: Floresanli yerinde hibritteme (FISH), kultirel yontem, E. coli, Salmonella,
Listeria, tavuk eti, hindi eti, kiyma

Fikri Uriin Bildirim Formu Sunuldu mu? Evet [] Gerekli Degil [X

Fikri Uriin Bildirim Formu’nun tesliminden sonra 3 ay icerisinde patent bagvurusu yapilmalidir.

Projeden Yapilan Yayinlar:

Uluslararasi Dergilerde Yapilan Yayinlar:
No | Indeks | Yayin Bilgileri

Baysal, A.H., Detection of Salmonella and Listeria spp. in ground beef by cultural

Y1 | SCI and FISH technique sold in retail market of Turkey. degerlendirme asamasinda
(2010).
Baysal, A.H., Prevalence of Salmonella and Listeria spp. in retail turkey and chicken
Y2 | SCI breast fillets—a comparison of standard cultural method and FISH technique for

detection. degerlendirme asamasinda (2010).

Sunulan Bildiriler: ulusal (U) ve uluslararasi (UA)
No | Sunum | Yayin Bilgileri
Tipi

(Poster Sunumu) Baysal, A.H. Floresanli yerinde hibriteme (FISH) yontemi ile
S1 | U izmirde Escherichia coli ve Salmonella varhdinin kiymada saptanmasi. 6. Gida
Muhendisligi Kongresi, Antalya, 6-9 Kasim (2009) (Tam metin basild)

(Poster Sunumu) Baysal, A.H. Floresanli yerinde hibriteme (FISH) yontemi ile

S2 |U gidalarda mikroorganizmalarin saptanmasi. 6. Gida Muhendisligi Kongresi, Antalya,
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