BOLUM 7

Ette Mikrobiyolojik Analizler

Seyda SAHIN'

7.1. Giris

Gidalarin iretimi, islenmesi ve muhafazasi alaninda kaydedilen hijyenik ve
teknolojik gelismeler ve tiiketici bilincinin yiikselmesine ragmen, gidalardan
kaynaklanan enfeksiyonlar hem gelismis hem de gelismekte olan tiilkelerde
halk saglig1 sorunu olarak 6nemini korumaktadir (Erol, 2022). Gidalar farkl
kaynaklardan mikrobiyolojik, fiziksel ve kimyasal tehlikelere maruz kalabil-
mektedir. Bu tehlikeler arasinda mikrobiyolojik tehlikeler 6nemli bir halk sag-
lig1 sorunu olusturmaktadir. Gidalarda bulunan patojen mikroorganizmalar
(bakteriler, mantarlar, parazitler ve viriisler) veya bunlarin toksik metabolitleri
gidalarin tiiketimine bagl olarak insanlarda 6nemli saglik sorunlarina neden
olabilmektedir (Erkmen, 2010; Yoriik, 2021). Gida kaynakli enfeksiyon veya
intoksikasyonlarin ¢ogu bakteri (Salmonella enterica, Escherichia coli O157:H7,
Staphylococcus aureus, Listeria monocytogenes, Campylobacter jejuni, Bacillus
cereus, diger Shiga-toksin tireten E. coli suslari, Brucella spp., Yersinia enteroco-
litica, Clostridium perfringens, Clostridium botulinum, Vibrio parahaemolyticus
ve Vibrio vulnificus) ile kontamine gidalarin titketilmesi sonucunda olugmak-
tadir (Dwivedi ve Jaykus, 2011). Gida kaynakli enfeksiyon etkenleri arasinda
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bakteriler olusan vakalarin, salginlarin ve 6liimlerin biiyiik ¢ogunlugundan
sorumlu tutulmaktadir. Gida kaynakli enfeksiyon ve intoksikasyonlarinin
goriilme sikligindaki artisin sebebi olarak iiretim hatasi, muhafaza ve soguk
zincir kogullarina iligkin hatalar, hijyen eksikligi, enfekte insanlar tarafindan
bulastirma, pisirme-isitma hatalari, paketleme ve nakil hatalar1 seklinde sirala-
nabilmektedir (Erol, 2022). Ayrica, hayvan ve hayvansal iiriin ticaretinin kiire-
sellesmesi, insanlarin yasam tarzi ve yemek aliskanliklarinin degismesi, ulusla-
rarasi seyahatler, yeni gida iiretim teknolojileri, cevre kirliligi, iklim degisikligi
ve dogal afetler, mikroorganizmalarin mutasyona ugramasinin yani sira anti-
bakteriyel direng gelisimi gibi faktorlerle iligkili bulunmaktadir (Velusamy ve
ark., 2012). Gida kaynakli enfeksiyonlarin ve intoksikasyonlarin kiiresel ¢apta
halk sagligini tehdit eden bir sorun haline gelmesi nedeniyle gida giivenliginin
saglanmasi i¢in gida tiretim zincirinin ciftlikten sofraya kadar olan her asa-
masinda daha fazla kontrole ihtiyaci vardir (Zhao ve ark., 2014). Giivenli gida
saglanmasinda gida kaynakli enfeksiyon ve intoksikasyonlarin olusumunu en
aza indirmek igin et ve et Giriinlerinin de patojen bakteriler yoniinden analiz
edilmesi esastir (Law ve ark., 2015; Sahin ve ark., 2020a).

Hayvansal kaynakli gidalar icerisinde et ve et {irtinleri yeterli ve dengeli
beslenmede ¢ok dnemli bir yere sahiptir. Tiirk Gida Kodeksi Et ve Et Uriinleri
Tebligine gore; “Et; sig1r, manda, koyun, kegi gibi biiyiik ve kii¢iikbag hayvan-
lar; tavuk, hindi, kaz, 6rdek, be¢ tavugu gibi evcil kanatli hayvanlar ile tavsan
ve domuzdan elde edilen, insan tiiketimine uygun olan tiim parcalar” olarak
tanimlanmaktadir. Genel anlamda ise “Yeterli olgunluga erismis saglikli hay-
vanlardan (biiytikbas, kiiglikbas, kanatli ve su hayvanlari) teknigine uygun
sekilde elde edilen yenilebilir hayvansal dokular” olarak tanimlanmaktadir
(TGK, 2012). Hayvansal kokenli gidalar igerisinde et ve et {iriinleri biyolojik
degeri yiiksek proteinler, esansiyel amino asitler, B grubu vitaminler ile demir,
kalsiyum, fosfor, ¢inko ve bakir gibi mineralleri igeren lezzetli, doyurucu ve
istah artiran 6nemli bir besin maddesidir. Viicut tarafindan sentezlenemeyen
esansiyel aminoasitleri yeterli ve dengeli oranda igerdikleri i¢in insan beslen-
mesinde vazgecilmez bir 6neme sahiptir. Tavuk eti de ince lifli, bag doku ve
yag orani daha az, daha gevrek, kolay ¢ignenebilir ve sindirilebilir nitelikte,
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distik kalorili, B grubu vitaminleri, esansiyel amino asit ve doymamus yag asit-
leri bakimindan zengin bir besindir. Yine balik eti de esansiyel aminoasit baki-
mindan zengin olmasi, yiiksek oranda doymamuis yag asidi icermesi nedeniyle,
mineral (fosfor, kalsiyum ve magnezyum) maddeler yoniinden zengin olma-
sinin yani sira A ve D vitamin igerigi nedeniyle 6nemli bir hayvansal gidadir
(Arslan, 2020). Ancak, etin bu stiin nitelikleri, bilesiminde bulunan yiiksek
su aktivitesi, pH’s1 ile patojen ve bozulmaya neden olan mikroorganizmalarin
kolayca bulasabilecegi ve hizla iireyip ¢ogalabilecegi uygun bir ortam olustur-
maktadir (Oztiirk ve ark., 2006; Aydin ve ark., 2011; Sahin ve ark., 2020a; Sa-
hin ve ark., 2020b). Etin mikrobiyolojik kalitesi, hayvanin kesimdeki fizyolojik
durumuna, kesim ve isleme sirasinda kontaminasyona, depolama sicaklig1 ve
dagitim kosullarina bagli olup hijyen kurallar1 goz ard1 edilerek iiretilen et ve
et diriinlerinde zoonotik etkenler bakimindan risk olusturabilmektedir. Et ve
et iirtinlerinde yer alan 6nemli gida kaynakl patojen bakterilerden bazilar: L.
monocytogenes, Salmonella spp. ve E. coli O157dir. Bu bakteriler gida kaynakli
hastaliklarda 6nem arz etmekte ve halk saglig1 sorunlarina yol agabilmektedir
(Sahin ve ark., 2020a; Acar6z ve Arslan Acardz, 2021).

Gida giivenliginin saglanmasi i¢in gidalarin kalite kontroliinde kullanilan
mikrobiyolojik kriterler, gidanin mikrobiyolojik 6zelliklerini belirleyen limit-
ler olarak tanimlanmaktadir. Mikrobiyolojik kriterlerin belirlenebilmesi i¢in
gidadaki mikroorganizmalarin ve/veya toksinlerin bilinmesi, mikroorganiz-
malarin ve/veya toksinlerin aranmasi ve sayimlarin yapilmasi i¢in analitik
yontemlerin gelistirilmesi, 6rnekleme alaninin saptanmasi, gida i¢in uygun
oldugu diisiiniilen mikrobiyolojik limitlerin tespit edilmesi, saptanan limitle-
ri saglayacak 6rnek iinite oranlarinin belirlenmesi gerekmektedir (Oztiirk ve
ark., 2006). Et ve et tirtinlerinde kullanilan mikrobiyolojik kriterlerle; et ve et
triinlerinde olugabilecek patojen bakteri riskini kontrol etmek, kontaminas-
yonu 6nlemek ve raf émiirlerini belirlemek esastir. Bu baglamda, gida giiveni-
lirligi kriterlerine gore Tiirk Gida Kodeksi Mikrobiyolojik Kriterler Tebligin-
de, et ve et triinlerinde risk olusturabilecek bakteriler Tablo 1'de verilmistir
(TGK, 2011).
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Tablo 1. Et ve Et Uriinlerinde Analiz Edilen Bakteriler ve Limitleri

Gida Mikroorganizmalar Numune Limitler? Referans
1 i i
8 Alma Plant' | (kob/g-mL) Metod
Et ve Et Uriinleri n G m M
Aerobik koloni
cropik Kot 5 | 2 |5x10°|5x10° | 1SO 4833
sayisl
Kiyma
Salmonella 5 0/25 g-mL | EN/ISO 6579
E. coli 0157 5 0/25 g-mL ISO 16654
Cig kirmizi et Salmonella 5 0/25 g-mL | EN/ISO 6579
ve hazirlanmig
kirmizi et E. coli 0157 5 0 0/25 g-mL ISO 16654
karigimlari
ig i Sal 1l
Gigkanatheti | Satmonella 5 | 0 | 0/25gmL | EN/ISO 6579
ve hazirlanmig Typhimurium
kanatl eti Salmonella
. 5 0 0/25 g-mL | EN/ISO 6579
karigimlari Enteritidis
Mekanik olarak | Aerobik koloni
5 2 5x10° | 5x10° ISO 4833
ayrilmis kirmizi | sayist
etvemekanik | Salmonella 5 0 0/25 g-mL | EN/ISO 6579
olarak ayrilmis
k . E. coli 0157 5 0 0/25 g-mL ISO 16654
anatl eti
) ; Koagulaz pozitif 5 5 10° 10¢ EN/ISO 6888-
St e stafilokoklar 1 veya 2
kurutulmus Stlfit indi
tilfit indirgeyen
pastirma, vb. geye 5 | 2 | 100 | 100 | 1507937
o anaerob bakteri
arinler
Salmonella 5 0/25 g-mL | EN/ISO 6579
Salmonella 5 0/25 g-mL | EN/ISO 6579
Fermente sucuk EN/ISO
L L. monocytogenes 5 0 0/25 g-mL
vb. triinler 11290-1
E. coli 0157 5 0/25 g-mL ISO 16654
Isil islem gormiis | Salmonella 5 0/25 g-mL | EN/ISO 6579
et irtinleri (sosis,
salam, kavurma, i 5 @ 0/25 0 EN/ISO
déner, kofte, jole | L monocytogenes g-m s
iskembe vb.)
Salmonella 5 0 0/25 g-mL | EN/ISO 6579
Baliklar EN/ISO
L. monocytogenes 5 0 0/25 g-mL
11290-1

(1) n: Numune sayisi; c: m ile M limiti arasinda degere sahip olmasina izin verilen numune sayis

(2) kob: Koloni olusturan birim
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Gida maddelerinde tiriin ¢esidine bagl olarak ve iiriinle ilgili yasal kriterler
dikkate alinarak mikrobiyolojik analizler gergeklestirilmektedir. Bu baglamda
gidalarda aerobik bakteri, Enterobacteriaceae, koliform bakteriler, E. coli, bazi
patojen mikroorganizmalar, maya ve kiifler yoniinden analizler yapilmaktadir
(Aran ve Koseoglu, 2010; TGK, 2011; Sahin ve ark., 2017).

Gidalarin mikrobiyolojik analizi kiiltiir yontemine dayali geleneksel veya
kiiltiir temelli yontemler ve hizli yontemler olmak iizere ikiye ayrilmaktadir.
Gidada bulunan mikroorganizmalari tespit etmek icin kiiltiir temelli gelenek-
sel yontemlerde mikroorganizmalarin agar plaklar1 tizerinde iiretilmesi, bi-
yokimyasal ve serolojik testlerle dogrulanmasina dayanmaktadir (Mandal ve
ark., 2011). Kiiltiir temelli yontemler canli mikroorganizmalarin incelenme-
sine olanak sagladigindan dolay1 halen altin standart olarak kabul edilmek-
tedir (Dwivedi ve Jaykus, 2011). Ancak, kiiltiir temelli yontemlerle mikroor-
ganizmalarin tanimlanabilmesi i¢in 6n zenginlestirme, segici zenginlestirme
ve secici agar kullanimi gibi farkli ortamlara gereksinim vardir. Bu da analiz
stiresini uzatmaktadir. Kiiltiir temelli yontemlerde 6n zenginlestirme i¢in 2 ila
3 giin, patojen mikroorganizmalarin dogrulanmasi i¢in ise bir haftadan fazla
stire gerekebilmektedir. Geleneksel yontemlerde besiyerlerinin hazirlanmasi,
agar plaklarina ekim ve koloni sayim agamalar1 bulunmakta olup hem zahmet-
li hem de yogun is giicii gerektirmektedir (Halkman, 2013; Zhao ve ark., 2014).
Ayrica, et ve et lirtinleri gibi raf 6mrii kisa olan gidalarin geleneksel yontemler-
le yapilan mikrobiyolojik analizleri siirerken bu gidalar tiiketilebilmekte ya da
raf 6mrii tamamlanabilmektir (Yalgin, 2016).

Geleneksel kiiltiir yontemlerinin gidadaki diisiik diizeyde mikroorganizma
bulunmasi, yavas gelisen veya strese maruz kalan mikroorganizmalarin bu-
lunmast durumunda duyarliliklar: sinirli olabilmektedir (Lee ve ark., 2014).
Geleneksel yontemde kullanilan besiyeri, sicaklik ve nem gibi laboratuvar ko-
sullar1 secici bir ortam meydana getirmek suretiyle, daha farkli kosullarda ge-
lisebilen mikroorganizmalarin tespitini engellemektedir (Yelboga ve Karagii-
ler, 2010). Nitekim, kiiltiire edilemeyen patojen mikroorganizmalar nedeniyle
yanlis negatif sonuglar alinabilir. Geleneksel mikrobiyolojik analiz yontemleri
ile kiiltiire edilemeyen patojen mikroorganizmalarin bityiik ¢ogunlugunun
tiretilemedikleri belirtilmektedir (Amann ve ark., 1995). Yine, gida kaynakli
patojen mikroorganizmalarin tespit edilememesi patojenlerin bulagma riskini
artirabilmektedir (Law ve ark., 2015).
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7.2. Hizli ve Yeni Mikrobiyolojik Teknikler

Hizli ve yeni yontemlere ilk olarak 1960’11 yillarin ortalarinda ilgi baslamistir.
Onceden klinik mikrobiyolojide ilgi géren hizli ve yeni yontemler, gida mik-
robiyologlarinin ise 1990’Iu yillardan sonra dikkatlerini gekmeye baslamistir.
Hizli ve yeni olarak tanimlanan bu yontemlerin en 6nemli 6zelligi kisa siirede
sonug alinabilmesidir (Fung, 2002; Aras, 2011; Halkman, 2013) (Tablo 2).

Tablo 2. Hizli ve Yeni Tekniklerin Yillara Gore Gelisimi

Yil Hizl1 ve Yeni Teknikler
1965 - 1975 | Minyatiirize biyokimyasal identifikasyon yontemlerinin gelisimi

1975 - 1985 | Immunolojik testlerin gelisimi

Molekiiler yontemlerin ve polimeraz zincir reaksiyonunun (PZR)

1985 - 1995
uygulanmasi

1995 - ... Biyosensor ve DNA mikrodizi gibi yontemlerin gelisimi

Son yillarda, gida kaynakli patojen mikroorganizmalarin izolasyon ve iden-
tifikasyonlarinda duyarliliklari, 6zgitinliigti ve kisa siirede sonug alinabilme-
si nedeniyle hizli yontemler gelistirilmistir. Hizli yontemler; gida, klinik ve
gevresel orneklerde bulunan mikroorganizmalar ile onlara ait metabolitlerin
izolasyonu, identifikasyonu, erken tanisi, sayimi ve bakterilerin antibiyotiklere
olan duyarliliklarinin belirlenmesinde yaygin olarak kullanilmaktadir (Aydin
ve Sudagidan, 2016). Hizli yontemler, gida endiistrisinde ¢ig ve islenmis gida-
lardaki patojenlerin varligini aninda tespit edebildikleri igin 6nemlidir. Ayrica,
hizli yontemler gidalarda diisiik sayida bulunan patojen mikroorganizmalari
tespit edecek kadar hassastir. Hizli yontemlerle saglanan ilerlemelerle mali-
yetler diismekte, insan hatalar1 en aza inmekte, is yiikii azalmakta ve kisa sii-
rede analizler tamamlanmaktadir (Mandal ve ark., 2011). Et ve et {iriinlerinin
mikrobiyolojik analizinde molekiiler (PZR, mPZR ve DNA mikrodizi), im-
miinolojik (ELISA, LFA) ve biyosensor temelli yontemler hizli, hassas ve 6zgiil
olmalarindan dolay1 gida giivenliginin saglanmasi1 amaciyla kullanilabilmekte-
dir (Zhao ve ark., 2014; Giiven ve Azizoglu, 2022).

7.3. Molekuler (Nukleik Asit Esasli) Yontemler

Niikleik asit esasli yontemler DNA (Deoksiriboniikleik asit) veya RNA (Ribo-
niikleik asit)’nin in vitro ogaltilmasi (amplifikasyonlar1) sonucu gida kaynakli
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patojenlerin tespitinde kullanilan yontemler arasinda yer almaktadir. Niikle-
ik asit esasli yontemlerde, hedef patojen mikroorganizmaya 6zgiit DNA veya
RNA dizilerinin tespiti amaglanmaktadir (Zhao ve ark., 2014). Giiniimiizde
mikrobiyolojik analizlerde, klasik veya geleneksel polimeraz zincir reaksiyo-
nu (PZR), ¢oklu (multipleks) polimeraz zincir reaksiyonu (mPZR), gercek
zamanl veya kantitatif polimeraz zincir reaksiyonu (qQPZR), niikleik asit dizi
bazli ¢cogaltma (NASBA), ilmige dayali izotermal ¢ogaltma (LAMP) ve DNA
mikrodizi teknolojisi gibi molekiiler yéntemler kullanilmaktadir.

7.3.1. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR)

Son yillarda, gida kaynakli patojenlerin ve toksin genlerinin tespiti i¢in en yay-
gin kullanilan molekiiler tabanli yontemlerden biri polimeraz zincir reaksiyo-
nu (PZR)dur. Bu yontem Amerika Birlesik Devletlerinde 1983 yilinda Kary
Mullis tarafindan gelistirilmistir. PZR yontemini gelistirmesindeki bu ¢alisma-
larindan dolayr Dr. Kary Mullis 1993 yilinda Nobel Kimya 6diiliinii almaya
hak kazanmistir. PZR, DNAnin belirli bir béliimiiniin in vitro ortamda 1siya
dayanikli enzimler ile ¢ok sayida gogaltilmasina yonelik bir teknik olup yeni
cihazlarin gelistirilmesiyle birlikte kisa stirede gergeklestirilmektedir (Bartlett
ve Stirling, 2003). Gida kaynakl bakteriyel enfeksiyonlara neden olan patojen
mikroorganizmalarin PZR ile tanimlanmas, saf kiiltiirler veya 6n zenginles-
tirme yada segici besiyerlerinde gelistirilen bakterilerin analiz edilmesi veya
dogrudan gida maddesinden, hedef patojen mikroorganizma DNA’sinin eks-
traksiyon yontemleri ile izole edilmesi ve devaminda amplifikasyonu seklinde
gerceklesmektedir (Aydin ve Sudagidan, 2016).

Gidalarda bulunan bakterilerin PZR yontemi ile saptanabilmesi i¢in uygun
ornek hazirlama metodlarina gerek vardir. Ornek hazirlama asamalari, bakte-
rinin izolasyon ve identifikasyonu, DNAnin ekstraksiyonu ve PZR reaksiyo-
nunu engelleyecek bilesenlerin ortamdan uzaklagtirilmasi seklindedir (Ozatay,
2012). DNAnin ekstraksiyonu i¢in fenol/kloroform, ticari DNA izolasyon kiti,
CTAB (Cetyl Trimethyl Ammonium Bromide) ve DTAB (Dodecyle Trimethyl
Ammonium Bromide) gibi gesitli metodlar kullanilmaktadir (Ozsensoy ve Sa-
hin, 2016). DNA ekstraksiyonu, mikroorganizmanin mekanik veya kimyasal
yollarla par¢alanmasi, niikleik asit disindaki maddelerin (proteinler, polisak-
karitler) uzaklastirilmasi ve niikleik asitlerin ¢oktiirtilerek ayrilmasi islemi-
dir. DNAnin bakteri hiicresinden ¢ikarilmasi amaciyla lizozim ve proteinaz
K gibi enzimler kullanilabilmekte, su veya denatiirasyon ¢ozeltisi i¢inde kay-
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natma veya 1sitma yapilabilmektedir (Beneduce ve ark., 2007; Ozatay, 2012).
Gidalarda PZR analizlerinin gerceklestirilmesi sirasinda DNAnin hedef bol-
gesinin hasar gérmemesi analizin dogru sonug¢lanmasi agisindan biiyiik 6nem
tasimaktadir. Gida kaynakli patojen mikroorganizmalarin PZR teknikleri ile
saptanmasinda 16S rDNAnin hedef gen bolgesi olarak secilmesi basarili so-
nuglar elde edilmesini saglamaktadir (Beneduce ve ark., 2007). Ornegin, PZR
ile Salmonella enterica tespitinde hedef gen olarak invA, L. monocytogenes igin
hlyA, prfA ve E. coli igin ise uspA gibi bakteri tiiriine 6zgii genler basariyla
kullanilmaktadir (Chen ve Griffiths, 1998; Aznar ve Alarcon, 2003; Malorny
ve ark., 2003; D’Agostino ve ark., 2004).

PZR’1n galigma prensibi oldukea basittir. PZR reaksiyonunda, izole edilen
hedef genetik materyallerin (DNA veya RNA) belirli bir kismi, spesifik kisa
zincirli oligonukleotid primerler yardimi ile, enzimatik yolla sayisal olarak ¢o-
galtilmaktadir. Bu hedef genetik materyal ¢ok az sayida, bir¢ok ilgisiz DNAlar
arasinda olsa bile ¢ogaltilabilir, homojen bir DNA materyali haline getirilebilir
ve kolayca da identifiye edilebilmektedir (Arda, 2000). PZR yontemi isteni-
len sayida tekrarlanabilen 1s1l dongiilerden olusmaktadir. Bir PZR dongiisii ii¢
asamada gergeklestirilmektedir. Bu agsamalar ise su sekildedir: Ik asama, cift
sarmallt DNA iplikgilerinin yiiksek sicaklikta birbirlerinden ayrilmasi (dena-
tiirasyon), ikinci agama; ¢ogaltilmasi istenen hedef DNA boélgesine spesifik 20-
35 baz uzunlugunda iki ayr1 oligoniikleotidlerin uygun sicaklikta baglanmalar:
(annealing), tigiincii adim ise yeni ¢ift zincirli DNA uzamasi (polimerizasyon)
seklindedir. Bu ii¢ agama bir PZR dongiisiinii olustururken, her asama fark-
l1 sicakliklar da gerceklestirilmektedir. Birinci asama yaklasik 94-98°C; ikinci
asama 37-65°C, Uiglincii agsama ise yaklasik 70-72°Cde gergeklesmektedir. Bu
tic asama standart bir PZR reaksiyonunda yaklasik 30-35 kez tekrar edilerek
yeni sentezlenen DNA miktar1 her ti¢ adimli dongiiden sonra bir 6nceki don-
gliye gore 2n formiiliine gore artmaktadir. PZRdan sonra amplifiye edilmis
triinler etidyum bromiir ile boyanarak agaroz jel tizerinde elektroforez islemi-
ne tabi tutulmakta ve jel tizerindeki olusan bantlar ultraviyole 151§1nda goriin-
tillenmektedir (Yelboga ve Karagiiler, 2010). Et ve et tirtinlerinden PZR y6n-
temi ile tiiketici sagligin1 riske atabilecek Salmonella spp., L. monocytogenes,
E. coli, C. jejuni, Y. enterecolitica, B. cereus, Shigella sp. ve S. aureus gibi gida
kaynakl1 birgok patojen mikroorganizma hizli, giivenilir ve hassas bir sekilde
tespit edilebilmektedir (Alves ve ark., 2012; Zhou ve ark., 2013; Lee ve ark.,,
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2014; Kocaman ve Sarimehmetoglu, 2017; Sahin ve ark., 2019; Sahin ve ark.,
2020a; Sahin ve ark., 2020b; Sahin, 2020).

7.3.2. Multipleks Polimeraz Zincir Reaksiyonu (mPZR)

Coklu veya multipleks polimeraz zincir reaksiyonu (mPZR), birden fazla hedef
gen dizisinin eszamanli ¢ogaltilmasi ile geleneksel PZR yontemine gore daha
hizli tespit olanag1 sunmaktadir. Multipleks PZR'1n temel ¢alisma prensibi ge-
leneksel PZRa benzemektedir. Ancak, mPZR yonteminde birden fazla hedef
bolgeye baglanan ¢ok sayida primer gifti kullanilirken, geleneksel PZRda ise
sadece bir primer seti kullanilmaktadir (Temizkan ve Arda, 2004). Multipleks
PZRda tek bir reaksiyonda daha ¢ok hedef bélge ¢ogaltilmasi ile daha az za-
man, is glicti ve sarf malzeme tasarrufu saglanabilmektir. Bu 6zelliginden dola-
y1 kullanishi ve tercih edilen bir yontemdir. Ancak, mPZR y6nteminden dogru
sonuglar almak i¢cin metodun iyi optimize edilmesi gerekmektedir. Farkli pri-
merlerin ayni1 reaksiyon kosullarinda gogalmasini saglamak igin kullanilacak
primerlerin dikkatli bir sekilde se¢ilmesi, baglanma sicakliginin uygun olmasi
ve primer konsantrasyonunun iyi ayarlamasi da olduk¢a 6nemlidir (Temizkan
ve Arda, 2004; Zhao ve ark., 2014). Basarili mPZR i¢in gereken diger faktorler
ise; primer, tampon, magnezyum kloriir ve deoksiniikleotid konsantrasyonlar1
arasindaki denge; kalip DNA ve Taq DNA polimeraz miktar: ile dongii sicak-
liklaridir (Markoulatos ve ark., 2002; Sahin ve ark., 2020b). Baslangicta, mPZR
sadece iki yada ii¢ patojen mikroorganizmay1 tespit etmek i¢in kullanilirken,
simdilerde ise ayn1 anda bes veya daha fazla patojen mikroorganizmayi belir-
leme olanag1 sunmaktadir. Nitekim, Ryu ve ark. (2013) tarafindan yapilan bir
¢alismada islenmis et diriinlerinden izole edilen Listeria spp.yi yiiksek dogru-
lukla tespit edebilen ve ayirt edebilen yeni bir mPZR yontemi gelistirilmistir.
Caligma kapsaminda mPZR ile tek bir tiipte ayn1 anda identifiye edilen Lis-
teria turleri; L. monocytogenes, L. grayi, L. ivanovii, L. innocua, L. welshimeri
ve L. seeligeri olarak tanimlanmustir. Sahin ve ark. (2020b) tarafindan yapilan
baska bir ¢aligmada ise farkli hayvan tiirlerine (koyun, kegi, sigir ve tavuk) ait
etlerden elde edilen S. aureus izolatlarinda multipleks PZR yontemi ile seg, sei,
seh, sea, seb, sej ve sed stafilokokal enterotoksin (SE) gen varlig1 belirlenmistir.
Arastirmacilar, gida kaynakli salgin veya vakalarda stipheli gida 6rneklerinden
elde edilen izolatlarda multipleks PZR ile S. aureus toksin genlerinin hizli ve
giivenilir bir seklide tanimlanabilecegini belirtmislerdir.
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7.3.3. Gercek Zamanli veya Kantitatif Polimeraz Zincir
Reaksiyonu (GZ-PZR; qPZR)

Gergek zamanli veya kantitatif PZRda elektroforez islemine gerek duyulmadan
klasik PZR yontemine gore hedef genetik materyalin tespiti son derece hizli,
hassas ve giivenilir bir sekilde gergeklestirilmektedir. Bu yontemde, reaksiyona
baslangi¢ta konulan hedef DNAnin gogalma (amplifikasyon) derecesine bagli
olarak olusan floresan parlamaya gore es zamanli amplifikasyon ve tespit asa-
mas1 ekrandan takip edilebilmektedir. Tespit edilen floresan yogunlugu amp-
likonlarin miktar ile dogru orantilidir. Giiniimiizde, GZ-PZR gidadaki pato-
jen mikroorganizmalarin varlig1, kontaminasyon diizeyinin tespiti, mutasyon
analizi, gen ekspresyonu ve mikrobiyota analizi gibi bircok farkli amag igin
kullanilabilmektedir (Giirsoy ve Otlu, 2017).

Gergek zamanli PZR teknolojisinde, DNA ¢ogalmasini tespit edebilmek
i¢in 151ma yapan floresan isaretli molekiiller kullanilmaktadir. Bu molekiiller
hedef diziye 6zgii floresan isaretli oligoniikleotidler (TagMan Prob) ve hedef
diziye 6zgii olmayan boyalar (SYBER green) seklinde iki gruba ayrilabilmekte-
dir (Tutar ve ark., 2015). Onceki ¢alismalarda GZ-PZR testlerinde SYBR green
boyalar yaygin olarak kullanilirken, son zamanlarda ise daha spesifik saptama
ve miktar tayini sagladiklar i¢in floresan problarin daha sik kullanildig: belir-
tilmektedir (Kralik ve Ricchi, 2017).

TaqMan prob teknolojisi ¢ogaltilmak istenilen DNAya 6zgii floresanla isa-
retlenmis tek zincirli ntikleotid dizisi icermektedir (Holland ve ark., 1991).
Floresan isaretli probun 5" ucunda raportor molekiil, 3’ ucunda ise baskilayici
molekiil bulunmaktadir. Baskilayici boya (3’ ugta) raportor boyanin (5 ugta)
floresan 151ma olusturmasini engellemektedir (Levin, 2004). DNAnin ¢ogaltil-
masi sirasinda hedef niikleik asit dizisi tizerine primerlerin baglanma bolgeleri
arasina TagMan problar baglanmaktadir. Bu sekilde, primerlerin baglanmasi-
nin ardindan yeni DNA zinciri olusmaya baslamaktadir. Probun bagli oldugu
bolgeye gelindiginde Tag DNA polimeraz ile prob pargalanarak floresan boya
serbest hale ge¢mekte ve belirli dalga boyunda 1s1ma gerceklesmektedir. Her
bir dongiide PZR iiriin miktari arttikca floresan 1s1manin yogunlugu da artma-
ya devam etmektedir (Espy ve ark., 2006).

Gergek zamanli PZR yonteminde floresan tespit sistemleri arasinda yer
alan SYBR green teknolojisi TagMan problarina veya molekiiler boncuklara
kiyasla basit, diisiik maliyetli ve daha giiglii floresan sinyal olusturmaktadir.
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Ancak, yontemin bazi dezavantajlar1 da bulunmaktadir. SYBR green tim gift
zincirli DNA molekiillerine baglandig1 i¢in her zaman istenilen DNA bolge-
sinin ¢ogaldigina isaret etmeyebilir, yanlis pozitif sonu¢ almak da mimkiin-
diir. Gergek zamanli PZRda ortamda spesifik olmayan iirtinler ve primerlerin
birbiri ile baglanmalar1 sonucunda “primer dimer” olarak adlandirilan ve gift
zincirli kisa DNA bolgelerinin olusumu neticesinde de floresan 1s1ma gozle-
nebilmektedir. Cogaltilan DNAnin istenilen hedef bolge olup olmadigini an-
layabilmek i¢in DNA’larin erime egrisi analizlerinin yapilmasi gerekmektedir
(Lewin, 2004; Eischeid, 2011). TagMan problar1 ve molekiiler boncuklar ise
DNA dizisine 6zgii problardir ve sadece hedef DNA dizilerine baglanmakta-
dir (Levin, 2004). SYBR green teknolojisi ile karsilastirildiginda TagMan prob
teknolojisinin daha pahali ve hedef bolgeye 6zgii oldugundan daha hassas bir
metod oldugu belirtilmektedir (Espy ve ark., 2006).

Gergek zamanli PZRda triinlerin analizi amplifikasyon sirasinda yapil-
maktadir. Bu nedenle klasik PZR tekniginde ihtiya¢ duyulan agaroz jel elekt-
roforezi ve DNA bantlarinin ultra viole 151k altinda goriintiilenmesi gibi is-
lemlerin uygulanmasina gerek kalmamaktadir. Bu yontem sayesinde DNA ve
RNA o6rnekleri kalitatif ve kantitatif olarak kisa siirede analiz edilebilmekte,
¢ok sayida 6rnek kontaminasyona kapali otomatize cihazlar ile giivenle ¢aligi-
labilmektedir (Fricker ve ark., 2007).

Barbau-Piednoir ve ark. (2013) Listeria spp., L. monocytogenes ayirimi ve
tanimlanmasi amaciyla SYBR Green boya teknolojisi kullanarak gercek za-
manli PZR'la yeni bir metod gelistirmis ve bu metodun validasyonunu (dog-
rulama) saglamislardir. Ayrica, segilen primerler optimum PZR verimi elde
etmek i¢in kisa bolgeleri (60 ile 103 bg) ¢ogaltabilecek sekilde tasarlanmustir.
Yontemin dogrulugu Listeria tiirleri igin %98.08 ve L. monocytogenes igin ise
%100 olarak saptanmustir.

Gida kaynakli patojen bakterilerin saptanmasi ve miktarinin belirlenmesi
icin multipleks GZ-PZR testi de gelistirilmistir. Ornegin; Hu ve ark. (2014)
gercek zamanli PZR yontemi ile sekiz farkli gida kaynakli patojeni (Salmonella
enterica subsp. enterica, Listeria monocytogenes, Escherichia coli 0157, Vibrio
parahaemolyticus, V. vulnificus, Campylobacter jejuni, Enterobacter sakazakii
ve Shigella spp.) es zamanli olarak tanimlamak i¢in yeni bir multipleks GZ-
PZR protokolii gelistirmislerdir. Caligmada patojenlere 6zgii hedef gen bolgesi
olarak (ssaR, hlyA, rfbE, toxR, vvh, gyrA, 16STRNA ve ipaH) kullanilmistir.
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Modifiye edilmis molekiiler boncuk belirleme teknolojisi ile bu patojenlerin
orneklerden saptama limiti 1,3x10° kob/g ile 1,6x10* kob/g araliginda bulun-
mustur. Geleneksel kiiltiir temelli yontemlerle karsilastirildiginda gelistirilen
bu yontemin %100 hassasiyet ve %99 6zgiilliik ile gida 6rneklerinde patojen
mikroorganizmalarin belirlenmesinde hizli ve giivenilir bir metod olarak kul-
lanilabilecegi belirtilmistir. Ayrica, GZ-PZR yontemi ile 90'dan fazla numune-
nin ¢ saat i¢inde analiz edilebilecegi de bildirilmistir.

Gergek zamanli PZR yonteminde gida patojenlerini tanimlamada 6rnek
hazirlama yontemleri ayr1 bir 6nem tagimaktadir. Gida 6rneklerinin homojen
olmamasi, bakteri sayisinin az olmasi gibi zorluklar analiz 6ncesi 6rneklere
on zenginlestirme yapilarak hedef organizmanin yogunlugunun artirilmasi ile
Onlenebilmektedir (Hanna ve ark., 2005; Fratamico ve Kawasaki, 2008). Bu
teknolojide kisa bir zenginlestirme uygulanarak 1 kob/ga kadar tespit limiti
diisebilmekte ve 6zellikle gidalarda bulunan E. coli O157:H7 ve L. monocytoge-
nes gibi sifir toleransa sahip gida kaynakli patojen bakterileri belirlemede bile
yiiksek bir hassasiyet sunabilmektedir (Hanna ve ark., 2005). Nitekim, Garri-
do-Maestu ve ark. (2018) tavuk, sigir eti, midye, sardalya ve ton balig1 6rnekle-
rinde canli L. monocytogens’i tespit etmek i¢in 6n zenginlestirme ve filtrasyon
esasli multipleks GZ-PZR yontemi gelistirmislerdir. L. monocytogens’in tespit
limiti 9.5 kob/25 g bulunmustur. Yontemin %96.4 hassasiyet, %100 6zgilliik
ve %97.4 dogruluk ile gida 6rneklerinde kiiltiir temelli yontemlere alternatif
olarak kullanilabilecegi belirtilmistir.

Bagka bir caliymada ise Maurischat ve ark. (2015) tarafindan kanatli boyun
derisi ve taze et 6rneklerinde S. Enteritidis ve S. Typhimurium'u belirlemek
i¢cin TagMan prob ile multipleks GZ-PZR yontemi gelistirilmis ve yontemin
validasyonu gergeklestirilmistir. Yontemin dogrulanmas: amaciyla 60 adet de-
neysel ve 31 adet dogal olarak kontamine tavuk boyun derisi 6rneginde Sal-
monella spp., taramas1 yapilmistir. Gelistirilen multipleks GZ-PZR protokolii
ile S. Typhimurium i¢in 3 kob/25 g ve S. Enteritidis i¢in 5 kob/25 g sirasiyla
saptama limitine ulagilmistir. Yontemin hassasiyet, 6zgiilliik ve dogrulugunun
%100 oldugu belirtilmistir. Ayrica, arastirmacilar GZ-PZR y6nteminin vali-
dasyon ¢aligmalari ile Salmonella spp., tespitinde kullanilan geleneksel kiiltiir
yontemi olan ISO 6579:2002’ye alternatif oldugunu, dolayisiyla Salmonella
spp., izleme programlari igin teshis laboratuvarlarina etkin, giivenilir, duyarli-
l1g1 ve 6zgiilliigii yiiksek bir yontem sunduklarini bildirmislerdir.
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7.3.4. IImige Dayali izotermal Cogaltma (Loop Mediated
Isothermal Amplification-LAMP) Metodu

[lmige dayali izotermal gogaltma (LAMP) metodu DNA temelli aragtirmalara
farkl1 bir boyut kazandiran yeni bir yaklasimdir. LAMP metodu Notomi ve
ark. (2000) tarafindan gelistirilen, gogaltilmasi istenen hedef gen bolgelerinin
izotermal kosullar (60-65°C) altinda, iplik¢ik yer degistirmesi esasina dayan-
maktadir. Diger niikleik asit esasli yontemlerden farkli olarak, LAMP tekni-
ginin duyarlilig1 yiiksek, etkin, hizli ve diisiik maliyetli olmasi gibi avantajlar:
bulunmaktadir. LAMP metodunda komplike cihazlara gereksinim olmaksizin
su banyosu veya standart 1sitic1 blok sayesinde amplifikasyon islemi kolayca
gerceklestirilebilmektedir (Notomi ve ark., 2000).

LAMP metodunda, hedef gen tizerindeki alt1 farkli bolgeyi taniyabilen dort
adet primer kullanilmaktadir. Bu nedenle yontem yiiksek hassasiyet ve 6zgiil-
liige sahiptir. Iplikcik yer degistirme aktivitesi olan DNA polimeraz (Bst- Ba-
cillus steareothermophilus) ve 6zel tasarimli primerler sayesinde amplifikasyon
tek agamada ve sabit bir sicaklikta gerceklesmektedir. Boylece ¢ok kisa siireler-
de yiiksek miktarlarda reaksiyon tiriinii elde edilebilmektedir (Notomi ve ark.,
2015). Klasik PZR ile karsilastirildiginda biitiin reaksiyonun 60 dakikadan
daha kisa siirede ger¢eklestigi ve PZRdan 10-100 kat daha hassas oldugu da
belirtilmektedir (Wang ve ark., 2008; Wang ve ark., 2015a). LAMP sonucun-
da olusan amplifikasyon {iriinleri agaroz jel elektroforez, bulaniklik ve/veya
DNAYya baglanan SYBER green gibi floresan boyalar ile tespit edilebilmektedir
(Zende ve ark., 2017).

LAMP metodunda, primer tasarimi olduk¢a 6nemlidir. LAMP metodun-
da, hedef gen tizerinde alt1 farkl1 bolgeyi tantyan, iki adet ig, iki adet dig olmak
tizere toplam dort primer bulunmaktadir. Bu primerler, ileri i¢ primer (FIP),
ileri dig primer (F3), geri i¢ primer (BIP) ve geri dis primer (B3) olarak adlan-
dirilmaktadir. FIP primeri Flc ve F2 olarak iki kisimdan olugsmaktadir. F2 kis-
mi1 hedef DNAda bulunan F2¢ kisminin tamamlayicisidir ve genelde 22-24 baz
boyutlarindadir. Benzer sekilde BIP primeri de Blc ve B2 olarak iki kisimdan
olusmaktadir. B2 kism1 hedef DNAda bulunan B2c¢ kisminin tamamlayicisidir.
Dis primer F3, hedef gen tizerinde bulunan F3¢ kisminin tamamlayicisi iken,
dis primer B3 ise B3¢ kisminin tamamlayicisidir (Notomi ve ark., 2000).

Gida kaynakli patojen bakteri saptanmasinda; Maruyama ve ark. (2003) ta-
rafindan E. coli O157:H7 stxA2 geninin belirlenebilmesi amacryla LAMP me-
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todu ilk kez kullanilmistir. Son yillarda LAMP metodunun; basit, hizli, 6zgiil,
hassas ve diisiik maliyetli olmas1 nedeniyle bazi gida kaynakli patojenlerin tes-
pitinde basariyla kullanildig: bildirilmektedir (Garrido-Maestu ve ark., 2017;
Zende ve ark., 2017; Telli ve Dogruer, 2019; Dogruer ve Telli, 2020). LAMP
yonteminin gida kaynakl1 patojenlerin tespiti igin PZR testlerine kiyasla daha
ozgiil ve hassas oldugu da kanitlanmistir (Yamazaki ve ark., 2008; Chen ve ark.,
2015; Dogruer ve Telli, 2020). Chen ve ark. (2015) LAMP metoduyla gidalarda
yaygin olarak bulunan bazi Salmonella serotiplerini belirlemislerdir. S. Chole-
raesuis, S. Enteritidis ve S. Typhimurium bu yontem ile identifiye edilmistir.
LAMP ile Salmonella tespit limiti 2.0x10" kob/mL iken, PZR ile 2.33 x 10° kob/
mL oldugu bildirilmistir. Calisma sonucunda LAMP yénteminin PZR%a gore
hizli, 6zgiil ve hassas oldugu; bu sebeple gidalardan Salmonella spp.,nin kisa
stirede belirlenmesi i¢in kullanilabilecegi rapor edilmistir. Garrido-Maestu ve
ark. (2017) S. Enteritidis ve S. Typhimurium analizi i¢in sistematik LAMP me-
todu gelistirmislerdir. Gida 6rneklerinde (tavuk gogiis eti, hindi gogiis eti) <10
kob/25 g diizeyini LAMP yontemi ile tespit edilmistir. Arastirmacilar, LAMP
metodunun, klasik kiiltiir yontemi ve qPZR ile kiyaslandiginda ytiksek dogru-
luk gosterdigi sonucuna varmislardir.

Dogruer ve Telli, (2020) deniz tirtinlerinde V. parahaemolyticus varliginin
direkt kiiltiir yontemi ve foxR bazli kantitatif ilmige dayali izotermal ¢ogaltma
(qQLAMP) ve canli-6li hiicre ayrimi igin propidium monoazide (PMA)-qLAMP
yoluyla belirlemislerdir. Direkt kiiltiir yontemi, QLAMP ve PMA- qLAMP
yontemleri ile sirastyla 6rneklerde %4, %6 ve %6 oraninda V. parahaemolyticus
tespit edilmistir. Arastirmacilar, foxR bazli PMA-qLAMP yonteminin, deniz
triinlerinde canli V. Parahaemolyticus’un kantitatif tespitinde daha yaygin ve
etkin kullanilabilecek alternatif bir yontem olabilecegini vurgulamiglardur.

Yiiksel ve ark. (2022) tarafindan yapilan bir ¢calismada ise; tavuk etlerinden
(kanat, gogiis ve baget) L. monocytogenes’in tespitinde kolorimetrik LAMP
metodunun performans: degerlendirilmistir. Bu amagla, tavuk etlerine 10°-
10* kob/25 g L. monocytogenes inokiile edilmigtir. On zenginlestirme sonra-
s1 ornekler geleneksel kiiltiir, GZ-PZR ve LAMP metodu kullanilarak analiz
edilmistir. Analizlerin sonucunda dogal olarak kontamine olmus 150 érne-
gin 9’unda (%6) L. monocytogenes varligini tespit etmislerdir. LAMP, gPCR ve
klasik metod ile dogal ve yapay yolla kontamine edilen 6rneklerden L. mono-
cytgones igin ayni tespit performansini gosterdigini ancak izotermal kosullar
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altinda L. monocytogenese hassas, 6zgiil, basit ve diisiik maliyet gibi 6zelliklere
sahip olan kolorimetrik LAMP yonteminin kisithi imkanlara sahip laboratu-
varlarda PZRa alternatif hizli bir tespit metodu olarak kullanilabilecegini be-
lirtmislerdir.

Gida kaynakli patojenlerin tespiti i¢in farkl: tipte ilmige dayali izotermal
cogaltma (LAMP) yontemleri de gelistirilmistir. Ornegin; multipleks LAMP
(mLAMP), reverse transkripsiyon LAMP (RT-LAMP), gercek zamanli LAMP
(GZ-LAMP) ve in situ LAMP bu yontemlerden bazilaridir (Han ve Ge, 2010;
Shao ve ark., 2011; Ye ve ark., 2011, Wang ve ark., 2015b). Gida giivenligi ag1-
sindan et ve et tirtinlerinin mikrobiyolojik analizlerinde kullanilan yontemle-
rin daha hizli, hassas ve giivenilir olmasi bir gerekliliktir. LAMP metodunun,
gida kaynakli patojen bakterilerin hizli amplifikasyonu, yontemin 6zgiinlii-
gliniin ytiksek olmasi ve daha kisa stirede sonug alinabilmesi nedeniyle gida
laboratuvarlarinin rutin izleme programlarinda, salgin hastaliklarin erken ta-
nisinda ve epidemi risklerini azaltmada potansiyel bir uygulama saglayacag:
da distiniilmektedir.

7.3.5. Nukleik Asit Dizi Temelli Cogaltma (Nucleic Acid
Sequence Based Amplification-NASBA) Metodu

Compton tarafindan 1991 yilinda kesfedilen niikleik asit dizi temelli ¢ogaltma
(NASBA) metodu yaygin olarak RNA fragmanlarinin secici amplifikasyonu
i¢in kullanilmaktadir. NASBA metodu izotermal kosullar altinda niikleik asit
ya da RNA esdegerlerinin ¢ogaltilmasi esasina dayanmaktadir. Bu yontemde
41°C sicaklikta izotermal kosullarda, ti¢ farkli enzim ve primer kullanilarak
amplifikasyon gerceklestirilmektedir (Compton, 1991). Cogaltma isleminde
karisima RNAdan DNA sentezini saglayan kanatli Myeloblastosis viriisiine
(AVM) ait ters transkriptaz (RT), RNA-DNA hibridi olustugunda bu iplik¢ik-
teki RNAYy1 parcalayan E. coli RnazH ve DNAdan RNA sentezi saglayan faj
kokenli RNA polimeraz (T7 RNA polimeraz) olmak {izere ti¢ farkli enzim ve
ayrica iki primer ilave edilmektedir (Hahm ve ark., 2006). NASBA metodun-
da amplifikasyon triinleri jel elektroforez, enzime bagli immiinosorbent testi
(ELISA), enzime bagli jel testi, elektrokemiliiminesan (ECL) ve molekiiler bon-
cuklarin es zamanli izlenmesi yontemleri ile saptanabilir (Moon ve ark., 2022).
NASBA yonteminin diger niikleik asit esasl1 yontemlere gore hizli olmasi, izo-
termal kosullarda ¢aligmasi ve tek zincirli RNAy1 ¢ogaltabilmesi, denatiirasyo-
na gerek duyulmadan problarin baglanabilmesi gibi avantajlar1 bulunmaktadir
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(Bohmer ve ark., 2009). Ayrica, NASBA metodunun amplifikasyon i¢in termal
siklus cihazina bagimli olmamasi ve laboratuvar cihaz donaniminin kisitl ol-
dugu durumlarda potansiyel teshis laboratuvarlarinin isleyisini kolaylastirma-
s1 nedeniyle klasik PZR veya ger¢ek zamanli PZR gibi diger tespit metodlarina
gore avantajlar1 bulunmaktadir.

NASBA, RNA viriislerinin saptanmasi i¢in daha yaygin olarak kullanilsa da
gida ve gevre orneklerinde, 6rnegin Campylobacter spp., L. monocytogenes, V.
cholerae ve E. coli gibi patojen bakteriler de saptanabilmektedir (Fykse ve ark.,
2007). mRNA molekiilleri genellikle daha kisa yar1 6mre sahip olduklarindan,
canlilik tespiti icin DNA tabanli tespit yontemlerine gore tercih edilmektedir.
NASBA, bir RNA fragmanini amplifiye edebilmekte, bu nedenle canli hiicre
tespitinde degerli bir yontem olarak kabul gérmektedir (Zhai ve ark., 2019).

NASBA metodu gida, klinik ve gevresel 6rneklerdeki patojen mikroorganiz-
malarin tespitinde genis bir uygulama alani bulmaktadir (Min ve Baeumner,
2002; Churruca ve ark., 2007; Zhao ve ark., 2014). NASBA metodu L. monocy-
togenes 16S rRNA ve cesitli mRNA dizileri hedef alinarak canli hiicrelerin tespiti-
ne imkén saglamistir. NASBA metodu ile hedef gen olarak hlyA mRNA kullanila-
rak et veya deniz tirtinlerinde canli L. monocytogenes’in tespiti bagarili bir sekilde
gerceklestirilmistir (Uyttendaele ve ark., 1995; Cook, 2003; Liu ve ark., 2008).

NASBA metodu ile et 6rneklerinden Salmonella spp.,ye 6zgii primerler ta-
sarlanarak mRNA dizilerinin ¢ogaltilmasi hedeflenmistir. Zhai ve ark. (2019)
tarafindan yapilan bir ¢alismada gida orneklerinde gercek zamanli NASBA
teknigi ile 12 saatlik 6n zenginlestirmeden sonra Salmonella spp.,nin 7x10!
kob/mL diizeyinde tespit edilebildigini belirtmislerdir. Arastirmacilar, yonte-
min hassasiyetinin yiiksek oldugunu ve canli hiicrelerin de tespit edilebilece-
gini bildirmislerdir. Ayrica, farkli gida matrislerinde de (domuz eti, sigir eti
gibi) Salmonella spp., tespitinde basariyla kullanildigini ve tespit limitinin 10
kob/25 g/mL oldugunu da rapor etmislerdir (Zhai ve ark., 2019). Bu ¢aligmada
gelistirilen gercek zamanli NASBA metodu sayesinde hayvansal kaynakli gida-
lardan Salmonella spp.,nin hizli, 6zgiil ve hassas bir sekilde tespitinin yapilabi-
lecegi de vurgulanmuistir.

7.3.6 DNA Mikrodizi (DNA Microarray) Teknolojisi

DNA mikrodizi teknolojisi belirli gen bélgelerine 6zgii niikleotid dizi problar1
kullanilarak, bilgisayar tarafindan sinyal sistemiyle taninmasi temeline daya-
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nan bir yontemdir. Bu teknolojide bakteriyel tani i¢in gyrA, parE, 16S rRNA
gibi DNAYya 6zgii korunmus ve 6zel gen bolgelerini hedef alan problar kulla-
nilmaktadir (Tekintas ve Hosgor Limoncu, 2018). Oligoniikleotid ¢ipleri, oli-
goniikleotid dizi ve tamamlayict DNA (complementary DNA-cDNA) diziler
olmak {tizere farkli mikrodiziler bulundugu belirtilmektedir. Oligoniikleotid
diziler, oligoniikleotid problar1 igeren cam slaytlardan veya ¢iplerden olusmak-
tadir ve bu problar 25 ile 80 bg araliginda kimyasal olarak sentezlenen kisa di-
zilerdir (Severgnini ve ark., 2011). DNA mikrodizi teknolojisi genel olarak gen
ekspresyon ¢alismalarinda kullanilsa da oligoniikleotid dizilerin gida kaynakli
patojen tespiti alaninda da yaygin olarak kullanildig: belirtilmektedir (Law ve
ark., 2015). Bu metodla, 6rnege ait niikleik asit pargalar1 (DNA, mRNA veya
cDNA) floresan boya ile isaretlenmekte ve sonrasinda tek zincirli sekle do-
nismesi i¢cin denatiire edilmektedir. Bu parcalar ilgili oligoniikleotid problara
baglanarak hibridize olmaktadir. Sonuglar prob 6rnek kompleksinden yayilan
floresan sinyalin tespiti ile gorsel olarak degerlendirilmektedir. Floresan boya
yogunlugu her bir isaretli niikleik asit parcasinin konsantrasyonu ile dogru
orantilidir (Lauri ve Mariani, 2009).

Oligoniikleotid DNA mikrodizi teknolojisi kullanarak Shigella ve E. colinin
15 farkli serotipi basariyla tespit edilebilmistir (Li ve ark., 2006). Wang ve ark.
(2007) tarafindan yapilan bir ¢alismada oligontikleotid dizi teknolojisi kullani-
larak 22 gida kaynakli patojen mikroorganizmanin tanimlandig bildirilmistir.
Bu tiirlerden bazilari ise; L. monocytogenes, S. aureus, C. jejuni, V. parahaemol-
yticus, V. cholerae, Y. enterocolitica, B. cereus, Cl. perfringens, Shigella spp., ve
Salmonella sppdir. Aragtirmacilar, yontemin 6zgilliigiiniin yiiksek ve hassasi-
yetinin ise 10 kob/mL diizeyinde oldugunu da belirtmislerdir. Oligontikleotid
mikrodizi teknigi, gida kaynakli patojenlerin tespiti ve tanimlanmasinda hizls,
yari-kantitatif ve ¢ok farkli gen bolgelerinin taranmasina izin vermektedir. Bu
sayede bir uygulama ile ¢ok sayida gida kaynakli patojen tanimlanabilmektedir
(Wang ve ark., 2007). Ancak, bu verimli teknolojinin pahali olmasi, hibridizas-
yon ve etiketlemede yasanan sorunlar, farkli ¢iplerin ayn1 hassasiyette olmamasi
ve sonuglarin yorumlanmasinda biyoinformatik destege gereksinim duyulmas:
gibi dezavantajlarinin da bulundugu belirtilmektedir (Bal ve Budak, 2012).

Niikleik asit esash yontemlerin gida kaynakli patojenlerin tespitinde bazi
avantaj ve kisitli yonleri Tablo 3’te 6zetlenmistir (Zhao ve ark., 2014; Law ve
ark., 2015).
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Tablo 3. Niikleik Asit Esasli Yontemlerin Baz1 Avantaj ve Dezavantajlar:

Tespit
Y;i;ptlemi Avantaj Dezavantajlar1
PZR inhibitorlerinden etkilenir
DNA fl
Hassas, giivenilir ve 6zgiildiir i sa astirmasint
PZR e gerektirir
Otomatizedir . ]
Canli ve 6lii hiicreleri ayirt
etmek zordur
PZR inhibitorlerinden etkilenir
DNA fl
. Hassas, giivenilir ve 6zgiildir i sa astirmasint
Multipleks oo gerektirir
Otomatizedir L .
PZR Goklu patojen tespit edilebilir Canli ve ol hiicreleri ayirt
pato) P etmek zordur
Primer dizayni ¢ok 6nemlidir
Hassas, 6zgiil, hizly, Cihaz ve malzemeleri pahalidir
tekrarlanabilir PZR inhibitorlerinden etkilenir
Gercek Amplifikasyon sonrasi Canli ve ol hiicreleri ayirt
zamilnll PZR trtinlerin jelde etmek zordur
gorintillenmesine gerek yoktur | Deneyimli personel gerektirir
Islem aninda PZR Capraz kontaminasyon
amplifikasyon Girtinleri izlenir | meydana gelebilir
H ozeiil ve diisiik . .
m:f;jﬂ?jigru R Canli mikroorganizmalar
I gerektirir
T 1d h
NASBA g:;g::irr;:zgu s RNAnin islenmesinde
dclikler]
Canli mikroorganizmalari gugrer’e .
ettt karsilagilabilmektedir
Duvyarls, 6z¢iil ve diisiik .
m:ﬁaz:lifou ve dust Primer tasarimi karmagiktir
Vi o
Bil
LAMP Kullanimi kolaydir Lmmeyen veya o
Termal déneii cihaz: sekanslanmamis hedef dizileri
gerektirmezg tespit etmek zordur
Maliyeti yiiksekti
Hassas, 6zgiil ve verimlidir Caanll}lie el Z;lu fﬁic;Zleri -
A\
Birden fazla patojenin tespit etmek zordur 4
DNA etme olanag saglar Deneyimli personel gerektirir
Mikrodizi Serotip tespit etme olanag: Y p &

saglar
I giicii digiiktiir

Oligoniikleotid problar1 ve
hedef genlerin isaretlenmesini
gerektirir
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7.4. immunolojik Temelli Yontemler

Gida kaynakli mikroorganizmalarin veya toksinlerinin belirlenmesi ve ka-
rakterizasyonunda antijen-antikor esasina dayali immiinolojik yontemler de
kullanilmaktadir (Fung, 2009). Bu yontemler, diisiik molekiiler agirliga sahip
mikotoksin, pestisit veya veteriner ilag kalintilar1 gibi gida kontaminantlarinin
belirlenmesi amaciyla da tercih edilmektedir (Aras, 2011; Demir ve Agaoglu,
2021). Immiinolojik temelli yéntemler antikorun antijene 6zel olarak baglan-
mas1 esasina dayanmaktadir. Gida kaynakli patojen mikroorganizmalarin veya
toksinlerinin analizinde ¢ok ¢esitli antikorlar kullanilmaktadir. Bir immiinolo-
jik yontemin hassasiyetini biiyiik 6l¢tide kullanilan antikorun 6zelligi belirle-
mektedir (Zhao ve ark., 2014). Gida mikrobiyolojisi alaninda hem poliklonal
ve hem de monoklonal antikorlar yaygin olarak kullanilmaktadir. Antijen ve
antikor reaksiyonlarini uygulamanin birgok yontemi vardir ancak bu testler
icerisinde en yaygini Enzime Bagli Immunosorbent Deneyi (Enzyme Linked
Immunosorbant Assay-ELISA), Yanal Akis Immuno Testi (Lateral Flow Im-
munoassay-LFA) ve Immuno Manyetik Ayirma (Immunomagnetic Separati-
on-IMS)dir (Fung, 2009; Law ve ark., 2015).

7.4.1. Enzime Bagli Immunosorbent Deneyi (Enzyme Linked
Immunosorbent Assay-ELISA)

Enzime bagli immunosorbent deneyi (ELISA) gida kaynakli patojen mikro-
organizmalarin gidalardan tespitinde yaygin olarak kullanilmaktadir (Zhao
ve ark., 2014). Bu yontemde, antijen ya da antikor bir enzimle isaretlenmek-
te olup immunolojik reaksiyon enzimatik bir aktivite sonucu 6l¢tilmektedir.
ELISA testinin direkt, indirekt ve sandvi¢ ELISA gibi farkl: sekilleri olmasina
ragmen en sik kullanilani ise sandvi¢ ELISA yontemidir (Fung, 2009). Sandvi¢
ELISAda ayni antijene baglanabilen yakalama ve enzim isaretli tespit antiko-
ru olmak tizere iki farkli antikor bulunmaktadir (Fung, 2009; Zhao ve ark.,
2014). Sandvi¢ ELISAda yonteminin prensibi su sekildedir: kuyucuk tabani
antikorla kaplanmaktadir. Antijeni igeren 6rnek daha sonra ilave edilmektedir
ve antijen-antikor kompleksinin olusmasi beklenmektedir. Antijene baglanan
yakalama antikoru ilave edilmektedir. Yakalama antikoruna 6zgii enzime bagh
ikinci tespit antikoru ilave edilmektedir ve enzimi goriilebilir sekle dontstiir-
mek i¢in ise substrat konulmaktadir. Reaksiyondaki renk degisimi ise spekt-
rofotometrik cihazlar ile 6l¢iilmektedir (Yal¢in, 2016). Sandvig ELISA yontemi
hem hassas hem de oldukga stabildir (Zhao ve ark., 2014). Son yillarda ise
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nanoteknoloji alanindaki gelismelerle paralel olarak, 6rneklerden patojenlerin
immiino-manyetik olarak ayrilmasi gibi ELISA testlerinde de farkl1 yaklagim-
lar gergeklestirilmektedir. Bu gibi yontemlerin ise testin duyarliligini ve 6zgiil-
lugiini artirdig1 da belirtilmektedir (Giiven ve Azizoglu, 2022).

Gida kaynakli patojen mikroorganizmalarin hizli tespiti icin sandvig ELI-
SA kullanilarak bir¢ok caligma yapilmistir. Ornegin; Zhu ve ark. (2016) et
orneklerinde gida patojenlerinden B. cereus varligini sandvi¢ ELISA ile tespit
etmislerdir. Bu analizdeki B. cereus’un tespit limiti 0.9x10° hiicre/mL olarak
bulunmustur. B. cereusun et 6rneklerinden geri kazanim orani ise %94.9 ile
%98.4 arasinda degismistir. Bu sonuglar, sandvi¢ ELISAnin gida 6rneklerinde
B. cereus tespitinde etkili oldugunu gostermistir. Benzer sekilde sandvi¢ ELISA
ile et ve et tirtinlerinde Salmonella spp., Campylobacter spp., ve L. monocytoge-
nes gibi 6nemli gida kaynakli patojen mikroorganizmalarin tespit edildigi de
bildirilmistir (Lilja ve Hanninen, 2001; Taha ve ark., 2010; Coutu ve ark., 2014).
Ayrica, ELISA yonteminin S. aureus enteroksinleri (A, B, C, D ve E) Clostri-
dium perfringens (a, B ve ¢€), Clostridium botulinum norotoksini (BonT/A ve
BonT/B) ve E. coli Stx1 ve Stx2 gibi et ve et tiriinlerinde (s1g1r, tavuk, koyun eti
ve sigir kiyma) bulunan toksinlerin tespiti i¢in de yaygin olarak kullanildig:
bildirilmektedir (Cheng ve Stanker, 2013; Khan ve ark., 2015; He ve ark., 2016;
Kahya ve ark., 2016).

Baz1 ELISA testleri 6rnegin Vitek Immuno Diagnostic Assay Sistem (VI-
DAS), Enzyme Immuno Assay (EIA) ve Transia gibi tamamen otomatik hale
getirilmistir (Glynn ve ark., 2006). Bu otomatize sistemler sayesinde L. mo-
nocytogenes, Salmonella spp., E. coli O157:H7, Stafilokokkal enterotoksinleri
ve Campylobacter spp., gibi gida kaynakli patojenlerin veya toksinlerin kisa
stirede saptanabilecegi belirtilmektedir (Yal¢in, 2016).

VIDAS, Enzyme Bagli Immunosorbent Deneyi (ELISA) ile kombine edil-
mis immiino enzimatik bir yontemdir. ELISA’ya benzer sekilde enzim baglan-
til1 floresan analiz (ELFA) prensibi kullanilmakta olup sonuglarin degerlendi-
rilmesinde testin daha duyarli oldugu belirtilmektedir. Genellikle, test kitine
gore degismekle birlikte 6z zenginlestirme sonrasi hedef mikroorganizmanin
45 dakika ile 2 saat arasinda tespit edildigi testler bulunmaktadir (Yal¢in, 2016).
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VIDAS sisteminde cihazin kati faz haznesi (Solid Phase Receptacle-SPR)
analiz siiresince reaktiflerin tasinmasi ve 6rnekleme icin pipet gorevi gérmek-
tedir. SPRnin i¢ ytizeyi hedef antijenleri tutmak i¢in test edilecek patojen veya
toksine ait antikorlar ile kaplanmistir. Testlerde kullanilan antikorlar monok-
lonal antikorlardir. Analizin reaktifleri, kapali reaktif seritleri icerisinde kul-
lanima hazir ve 6nceden dagitilmis durumdadir. Deney igin 6zel hazirlanan
protokol bilgisayar sistemi tarafindan son asamaya kadar yiritilmektedir.
Analizin son agamasinda ise substrat floresans veren iriinlere hidrolize ol-
makta ve bu floresans spektrometrik olarak olgiilerek cihaz tarafindan sonug
pozitif veya negatif seklinde kalitatif olarak alinmaktadir (Vaz-Velho ve ark,,
2000; Yal¢in, 2016).

Meyer ve ark. (2010) et ve et triinlerinde Salmonella spp., aranmasinda
VIDAS ve klasik kiiltiir yéntemini kiyasladiginda VIDAS yénteminde iki kat
daha fazla pozitif 6rnek tespit edilebildigini bildirmistir. Ozellikle analiz siire-
sinin kisaltilmasi sayesinde et ve et iiriinlerinde Salmonella tespitinde VIDAS
sisteminin verimli bir tarama yontemi oldugu da gosterilmistir (Meyer ve ark.,
2010). Nitekim, klasik kiilttir teknikleriyle tespiti zaman alan gida kaynakli pa-
tojen (L. monocytogenes, Salmonella spp., E. coli O157:H7 ve Campylobacter
spp., gibi) analizlerinde, VIDAS sistemi ile analiz siirelerinin 25-48 saate indi-
rilebilecegi belirtilmistir (Yal¢in, 2016).

VIDAS sisteminin etkinliginin belirlenmesi i¢in yapilan bir ¢aliymada
Sewell ve ark. (2003) 324 adet dogal olarak kontamine gida 6érneginde VIDAS
ve klasik kiiltiir yontemi ile Listeria spp. varligini arastirmiglardir. VIDAS ci-
hazinin etkinligi %97.5 olarak bulunurken hassasiyet %98.1, 6zgiilliik ise %97
bulunmustur. Kevenk ve Koluman (2022) sigir kiymalarinda L. monocytogenes
varligini VIDAS ve ISO 11290:1 klasik kiiltiir yontemi karsilastirarak arastir-
muslardir. Caligmadan elde edilen verilere gore VIDAS yontemi ISO 11290-1
metodu ile karsilastirildiginda duyarlilik, 6zgiilliik ve dogruluk orani sirasiy-
la %99.2, %73.6 ve %90 olarak bulunmustur. Arastirmacilar, her iki yontem
arasinda anlaml bir fark saptanmamasina ragmen, VIDAS1n analiz siiresi
agisindan degerlendirildiginde daha {istiin oldugunu belirtmislerdir. Gida en-
feksiyon ve zehirlenmelerinde hizli ve giivenilir taninin ¢ok 6nemli oldugu bi-
lindiginden, analiz siiresinin kisa olmasindan dolay1 VIDAS y6nteminin daha
ok tercih edilebilecegini de vurgulamislardir.
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7.4.2. Yanal Akis Immuno Testi (Lateral Flow
Immunoassay-LFA)

Immiinolojik tespit yontemlerinden biri de yanal akis immuno veya immuno
kromatografik kart testinin kullanilmasidir. Testin hizli sonug vermesi, diisitk
maliyetli, kullaniminin kolay, yliksek duyarlilik ve segicilige sahip olmas1 ne-
deniyle yaygin olarak kullanilan testlerdir (Sahn ve ark., 2014; Zhao ve ark.,
2014). Bu testlerin kaset sekilleri disinda kullanim amacina bagli olarak ge-
listirilmis farkli tasarimlar1 (daldirma vs) da bulunmaktadir. LFA testinde de
antijenlerin tespiti sandvi¢ ELISA’ya benzemektedir. Testte kullanilan renklen-
dirici madde ise altin nanopartikiilleri veya kolloidal altin olup LFA membrani
tizerindeki test bolgesindeki renk olusumunu saglamaktadir (Ching ve ark.,
2015).

Yanal akis immuno testi cesitli adimlardan olusmaktadir. {1k olarak, memb-
ran iizerinde iki anti-immiinoglobulin G antikoru sabitlenir. ikinci olarak,
membran iizerinde protein baglama yetenegine sahip olan serbest bolge,
membranda spesifik olmayan antikor veya antijenin etkilesimini azaltmak i¢in
kimyasallar tarafindan bloke edilir. Uc;iincii olarak, ornek seride birakilir ve
numune membranin sonuna dogru hareket eder. Sonug olarak, iki antikor-
la etkilesime giren 6rnek membran tizerinde gozle goriilir ¢izgiler olusturur.
Bir immiinokromatografik seridin performansi, bir numunenin hareketine ve
antikor-antijen arasindaki etkilesime baglidir (Bahadir ve Sezgintiirk, 2016).

Yanal akig immuno (LFA) test kitinde ti¢ reaksiyon bolgesi bulunmaktadir.
Birinci kuyucuk hedef antijenle reaksiyona girecek antikorlar1 icermekte ve bu
antikorlar renk partikiilleri ile baglanmaktadir. On zenginlestirmesi yapilan
gida drnegi bu kuyucuga eklenmekte ve 6rnekte aranan mikroorganizma var-
sa antikorlarla reaksiyona girmektedir. Olusan antijen-antikor kompleksleri
ikinci bolgede toplanmaktadir. Tkinci bolge, hedef antijen ile reaksiyona gire-
bilecek sekilde diizenlenmis ikinci bir antikor grubunu icermektedir. Mikro-
organizma gida drneginde varsa test ¢izgisine gelen antijen-antikor kompleksi
test gizgisine sabitlenmis antikorlara da baglanarak, test ¢izgisi alaninda gozle
goriilebilen renkli bir ¢izgi olusmaktadir. Fazla antikorlar ise tiglincii bolgede
yigilmaya devam etmektedir. Ugiincii bolge ilk antikorlar ile reaksiyona gire-
bilen diger bir iigiincii gesit antikora sahiptir. Boylece tigiincii bolgede ikinci
bir renk daha olugsmaktadir ki bu ¢izgiye de “kontrol” ¢izgisi denilmektedir. Bu
da testin calistigini gostermekte olup tiim bu asamalar yalnizca on dakikada
gerceklesmektedir (Aras, 2011).
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Gida kaynakli patojen bakterileri tespit etmek i¢in yanal akis testinin du-
yarliligini artirmak i¢in uygulanabilecek yeni stratejiler sunulmaktadir. Bu
stratejiler arasinda yeni etiket uygulamalarinin gelistirilmesi, yanal akis im-
muno test bigimlerinin tasarlanmasi, diger yontemlerle birlestirilmesi ve sin-
yal amplifikasyon sistemleri gelistirilmesi seklindedir (Sahn ve ark., 2014). Ya-
pilan calismalarda gidalarda LFA teknigi ile E. coli O157:H7’nin 2.3x10° kob/
mL, Listeria monocytogens’in 95 kob/mL, S. aureus’un 3 kob/mL, shiga toksin
tireten E. coli'nin ise 10*kob/mL ve Salmonella spp., 10*kob/mL hassasiyetinde
tespit edilebildigini bildirilmektedir (Zhao ve ark., 2010; Cho ve Irudayaraj,
2013; Liu ve ark., 2013; Yonekita ve ark., 2013; Chen ve ark., 2014).

7.4.3. Inmuno Manyetik Ayirma (Immunomagnetic
Separation-IMS) Teknigi

Immuno manyetik ayirma (IMS) teknigi gida érneklerinden mikroorganiz-
malarin aranmast i¢in kullanilan hizly, yiiksek duyarliliga sahip ve uygulanma-
s1 kolay bir yontemdir. Bu yontemin prensibi ise 6zel antikorlarla kaplanmis
manyetik boncuk veya nanopartikiil gibi paramanyetik parcaciklar sayesinde
gida numunesinden hazirlanan stispansiyondaki hedef mikroorganizmala-
r1 yakalamak i¢in kullanilmaktadir. Gidalarin 6n zenginlestirme agamasinda
umut veren bir gelisme oldugu da bildirilmektedir (Wang et al., 2020a). IMS
teknigi hedef bakterinin kontamine ortamdan alinarak kii¢iik hacimlerde kon-
santre edilmesine olanak saglamaktadir. IMS tekniginin kullanildig: ¢alisma-
larda analiz siiresinin kisalmasinin yani sira mikroorganizmalarin tespitinde
galismanin hassasiyetini arttirdig1 da belirtilmektedir (Bi ve ark., 2020). Ginii-
miizde, IMS teknigi bir¢ok saptama yontemiyle (6rnegin; immiinolojik esash
yontemler, niikleik asit esasli yontemler, floresan yontemler ve biyosensorler
gibi) hedef mikroorganizmalarin kisa zamanda, etkili ve hizli teshisi i¢in bir-
lestirildigi belirtilmektedir (Wang et al., 2020a). Yapilan bir ¢alismada, IMS-
LAMP yontemi ile sigir etlerindeki E. coli O157:H7’nin etkin olarak kullanila-
bilecegi ortaya konmustur. Bu yontem ile E. coli O157:H7nin et 6rneklerinden
saptanmasinda 4 saatlik bir 6n zenginlestirme isleminden sonra 6 saat i¢inde
3x10" kob/mL diizeyinde tespit edilebildigi belirtilmistir (Qin ve ark., 2018).

Immiinolojik esasl yéntemlerin gida kaynakli patojenlerin tespitinde baz1
avantaj ve kisitli yonleri Tablo 4’te 6zetlenmistir (Zhao ve ark., 2014; Law ve
ark., 2015).
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Tablo 4. immiinolojik Esasli Yontemlerin Baz1 Avantaj ve Dezavantajlar1

Tespit . )
. ) Avantaj Dezavantajlar1
Yontemi
Bl Hassasiyeti (.1u§uktur
AT Yanlis negatif sonuglar
Zaman ve is¢ilikten -
. . almabilir
tasarruf saglamak icin AT ool
st A Yakin iligkili antijenlerle capraz
ELISA reaksiyona neden olabilir

Bakteri toksinlerin tespit
edilmesine olanak saglar
Cok sayida numuneyi
islenebilir

On zenginlegtirme gereklidir
Deneyimli personel gerektirir
Antikorlarin veya antijenlerin
isaretlenmesini gerektirir

Hassas, giivenilir ve 6zgiildir
Yanal Akis Maliyeti diigiiktiir

Immuno Kullanimi kolaydir

Testi Bakteri toksinlerin tespit
edilmesine olanak saglar

Antikorlarin veya antijenlerin
isaretlenmesini gerektirir

Hassas ve 6zgiildir
Diger testlerle birlikte

Immuno kullanilabilmektedir
Manyetik Kontamine drneklerden hedef | Maliyeti yiiksektir
Ayirma mikroorganizmanin izole

edilebilmesi kolaydir

Analiz siiresini kisaltmaktadir

7.5. Biyosensor Temelli Yontemler

Biyosensorlerin, farkli uygulama alanlari (Tip, eczacilik, tarim ve savunma sa-
nayi gibi) olmasina ragmen gida giivenligi ve kalite kontroliiniin saglanmasi
amaciyla da kullanilmaktadir. Biyonsensorler mikrobiyolojik, kimyasal kon-
taminantlar, alerjen maddeler, toksinler, isleme esnasinda ortaya ¢ikan konta-
minantlarin tespitinde ve gida bilesen analizlerinde kullanilabilmektedir (Bas
ve Deniz, 2015).

Biyosensorler, biyobilesenlerin (reseptor) ve fiziksel bilesenlerin (trans-
diiser) bir araya getirilmesi sonucu ortaya ¢ikmustir. Biyosensorler, biyoalgi-
lama (biyoreseptor) ve doniistiirticti (transdiiser) olmak tizere iki béliimden
olugsmaktadir. Biyosensoriin, algilama kismi biyolojik molekiillere dayanir-
ken, dontstiiriicii kismi ise fizikokimyasal reaksiyonu 6lgebilir sekle doniis-
tiirmektedir (Muti Istek ve Bulca, 2021). Biyosensérlerin gelisiminde anahtar
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rol oynayan biyoreseptorler, analiz edilecek madde ile segici olarak etkilesime
girebilen olduk¢a duyarli biyolojik yapilardir. Bu yapilarda, biyolojik molekiil-
ler (antikor, enzim, protein ve niikleik asitler gibi) veya biyolojik materyaller
(mikroorganizmalar, hiicre ve doku gibi) kullanilabilmektedir (Ttylek, 2017;
Wu ve ark., 2019).

Biyosensorlerin c¢alisma prensibi ise; ¢ozelti igerisindeki hedef analitin
(analiz edilecek madde), reseptor yiizeyine enjekte edilmesi ile baglamaktadir.
Hedef analit reseptor yiizeyinde bulunan taniyict molekiillere tutunmaktadir.
Tutunma islemine baglh olarak, olgiilebilir biyokimyasal tepkime olusmakta-
dir. Bu sinyal analitin yogunlugu ile dogru orantilidir (Yilmaz, 2021). Olusan
bu biyokimyasal tepkime; elektrokimyasal, optik, piezoelektrik, kalorimetrik
ve manyetik biyosensorler ile enerjiyi bagka bir enerji bigimine doniistiiren sis-
temler ile gergeklestirilmektedir (Xiu ve Ying, 2011; Tiiylek, 2017). Farkl1 6zel-
liklerde doniistiiriicii sistemlerinin kullanilabilmesine karsin, siklikla kullani-
lan doniistiirtictilerin elektrokimyasal, optik sinyal isleme ve 6l¢me sistemleri
oldugu da belirtilmektedir (Bas ve Deniz, 2015; Wang ve ark., 2020b). Nitekim,
elektrokimyasal biyosensorler, sagladiklar: tistiin 6zellikler ile geleneksel yon-
temlerin bir alternatifi haline gelmistir. Bu ytizden elektrokimyasal biyosen-
sorlerin, gida kaynakli patojen analizleri basta olmak tizere glintimiizde bir¢ok
analiz i¢in kullanim alani buldugu da bildirilmektedir (Muti Istek ve Bulca,
2021; Mei ve ark., 2022). Elektrokimyasal biyosensorlerin 6zellikle mikroorga-
nizma tespit limitinin diisiik olmasi, basit, hizli, ekonomik olma gibi 6zellikleri
sebebiyle de kalintilarin hem tekli hem de ¢oklu tayininde tercih edildigi de
belirtilmektedir (Wu ve ark., 2019; Silva ve ark., 2020; Wang ve ark., 2020b;
Muti Istek ve Bulca, 2021; Mei ve ark., 2022).

Wang ve ark. (2020b) tarafindan yapilan bir ¢alisgmada gida kaynakl: pato-
jen olan E. coli O157:H7nin kalitatif ve kantitatif tespiti i¢in manyetik boncuk
temelli elektrokimyasal immiinolojik test yontemi gelistirilmistir. Bu ¢calisma-
da, E. coli O157:H7’nin yiiksek duyarlilikta tespiti, algilama elemanlar1 olarak
birbirine bagl altin elektrotlar1 kullanan homojen bir manyetik tanecik tabanl
elektrokimyasal empedans sistemi ile gerceklestirilmistir. Sistem icin elektrot
modifikasyonundan ve 6rnek matrisi adsorpsiyonundan kaginilmistir ve algi-
lama duyarlilig: biytik 6lgiide iyilestirilmistir. Bu yontemde E. coli O157:H7
i¢in tespit limiti 10> kob/mL olarak saptanmigtir. Ayrica yontem geleneksel
ELISA metodu ile kiyaslandiginda tespit limitinin {i¢ kat daha disiik oldugu
da rapor edilmistir (Wang ve ark., 2020b).
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Bagka bir ¢aligmada ise tavuk et 6rneklerinden E. coli tespiti i¢in elektro-
kimyasal biyosensor tasarlanmistir. Dondurulmus tavuk etinde E. coli K12,
elektrokimyasal empedans spektroskopisi ve yiizey plazmon rezonans goriin-
tilleme teknikleriyle incelenmistir. Calismada anti-E. coli antikoru ilk olarak
tiziksel sorpsiyon teknigi ile altin yiizeyi tizerine sabitlenmistir. Calismada,
E. coli K12’nin tespit limitinin 10° kob/mL olarak saptandig: bildirilmistir. Bu
tespit limitinin, ELISA teknigiyle elde edilen sonuglardan daha iyi oldugu da
belirtilmistir. Ayrica, biyosensor teknolojisinin dondurulmus tavuk etinde E.
coli K12'nin tespitinde basari ile kullanilabilecegi de rapor edilmistir (Helali ve
ark., 2018).

S. aureus’un enterotoksijenik suglari tarafindan salgilanan seb’in gida zehir-
lenmesine neden olan bakteriyel bir toksin olarak tespiti biiyitk 6nem tagimak-
tadir. Nodoushan ve ark. (2019)'1n yaptiklar1 ¢aligmada indirgenmis grafen ok-
sit (rGO) ve altin nano kestaneler (AuNU’lar) ile modifiye edilmis bir perde
baskil: elektrot kullanarak seb tayini i¢in elektrokimyasal aptasensor gelistir-
mislerdir. Caligmada 5,0 ila 500,0 M arasinda genis bir dogrusal aralik elde
edilmis, tespit limiti 0,21 fM olarak hesaplanmistir. Arastirmacilar, aptasenso-
riin segicilik ve tekrarlanabilirlik diizeyinin yeterli oldugunu, ELISA kitleriyle
kiyaslandiginda ise performansin daha yiiksek oldugunu belirtmislerdir (No-
doushan ve ark., 2019). Benzer bir ¢alismada ise altin nanoparcacik (AuNPs@
MIL-101) floresan ve yiizeyi gelistirilmis raman sagilmas1 (SERS) sinyalleri-
ne dayanarak, gidalarda bulunan S. aureus seb’in 1-500 pg/mL ve 1-750 pg/
mL diizeyinde olgiilebilecegi belirtilmistir. Testin tespit limitinin 0,5-0,2 pg/
mL diizeyinde oldukga diisiik olabilecegi rapor edilmistir. Ayrica, gelistirilen
aptasensoriin gida matrisinin karmagik yapisinda toksin varligini belirlemede
yiiksek bir segicilige sahip oldugu da gosterilmistir (Wang ve ark., 2022).

Ohk ve ark. (2013) tarafindan yapilan bir galismada tiiketime hazir sigir,
tavuk ve hindi etlerinden E. coli O157:H7, L. monocytogenes ve S. Enteritidis
tespiti i¢in fiber optik biyosensor gelistirilmistir. Gida 6rnekleri 18 saat 6n zen-
ginlestirmeden sonra optik biyosensor ile patojenler tespit edilmistir. Optik
biyosensoriin tespit limiti <10° kob/mL olarak bulunmugstur. Caliymada, optik
biyosensor ile 6n zenginlestirilmis et 6rneklerinden 24 saatten daha kisa bir
stirede her bir patojenin basariyla tespit edildigi belirtilmistir. Arastirmacilar,
multipleks fiber optik sensor sayesinde ayni1 et érneginden birden fazla tekli
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patojen algilama sensor kullanimini ortadan kaldirarak ti¢ patojenin de ayni
anda saptanabilecegini belirtmislerdir.

Biyosensorlerin; basit, hizli, gercek zamanli, otomasyona uygun ve taginabi-
lir olma 6zelligi oldugu belirtilmektedir. Bu 6zelliklerin yani sira, biyosensor-
ler ¢aligma prensiplerinin geregi olarak hedef molekiiliin analizinde biyolojik
etkilesimlerin kullanilmasindan dolayz segiciligi ve dogrulugu yiiksek olan sis-
temlerdir. Biyosensorler, laboratuvardan bagimsiz olarak analiz yapilabilmesi
nedeniyle giiniimiiz tiretim ve denetim siireglerinin gergeklestirilmesi agama-
sinda 6nemli kolayliklar saglamaktadir. Kiigitk hacimlerde analiz gergekles-
tirilmesi ile daha az 6rnek ve kimyasala ihtiya¢ duyulmakta, boylece analiz
maliyeti 6nemli 6lgiide azaltilmaktadir. Kullanim kolaylig1 veya otomasyona
uyarlanabilmesi nedeniyle uzman personel gereksinimini azaltarak isletme ve
analiz maliyetini diigiirdigii de belirtilmektedir. Gida matrisinin karmagik ya-
pist ve tekstiirel 6zellikler nedeniyle analiz performansinda diistis olabilecegi
belirtilirken, bu dezavantajli durumun sadece saha analizleri agisindan 6nemli
oldugu ancak laboratuvarlar agisindan bakildiginda pargalama, filtreleme ve
santrifiij gibi temel ekipmanlarin varliginda bunun bir dezavantaj olarak kabul
edilmemesi gerektigi de belirtilmektedir (Muta Istek ve Bulca, 2015).

Biyosensor esashi yontemlerin gida kaynakli patojenlerin tespitinde bazi
avantaj ve kisitli yonleri Tablo 5’te 6zetlenmistir (Zhao ve ark., 2014; Law ve
ark., 2015).

Tablo 5. Biyosensor Esasli Yontemlerin Bazi Avantaj ve Dezavantajlari

Tespit Yontemi | Avantaj Dezavantajlar:
Ozgiilliigi distiktiir
Cok sayida numuneyi Diisiik miktarda mikroorganizma
Elektrokimyasal | isleyebilir iceren numuneleri analiz etmek
biyosensor Otomatizedir i¢in uygun degildir

Etiketlemeye gerek yoktur | Gidanin yapisi analizi etkileyebilir
Yikama agamasi ¢oktur

Hassasiyeti yiiksektir
Gergek zamanli veya
gercek zamanliya yakin Maliyeti yiiksektir
tespit saglar

Etiketlemeye gerek yoktur

Optik
biyosensor
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7.6. Sonucg

Et ve et drtinlerinin mikrobiyolojik kalitesinin belirlenmesinde klasik kiiltiir
teknikleri hala altin standart olarak 6nemini korusa da bu yontemlerin uzun
stirmesi, maliyetli olmas1 ve yogun is giicli gerektirmesi gibi dezavantajlar1 bu-
lunmaktadir. Dolayisiyla, geleneksel yontemlerin kisitli yanlarinin giderilmesi;
gida kaynakli patojenlerin kisa siirede tespit edilebilmesi i¢cin daha yeni ve hizli
tan1 yontemlerin aragtirilmasina ve gelistirilmesine yonelik ¢aligmalara ihtiyag
vardir. Giiniimiizde, hizli ve yeni yontemler ile et ve et iirlinlerindeki patojen
mikroorganizmalardan kaynaklanan enfeksiyon ve intoksikasyonlar1 6nlemek
amaciyla kisa siirede sonug alinabilen, duyarl, segici, kolay ve ekonomik tek-
nikler ile bu etkenlerin tanimlanmasi 6n plana ¢ikmaktadir.

Niikleik asit esashi yontemler (PZR, mPZR ve GZ-PZR gibi) gida kaynakli
patojenlerin ve toksinlerinin tespiti i¢in klasik kiiltiir tekniklerine gore ytiksek
duyarlilik, 6zgiillitk ve daha kisa analiz siiresi sunmaktadir. Ancak, bu teknik-
lerin ¢ogu deneyimli personel ve 6zel cihazlar da gerektirmektedir. NASBA
ve LAMP gibi alternatif niikleik asit esasli yontemler gida kaynakli patojen ve
toksinlerin tespitine olanak saglamaktadir. Gida kaynakli patojenlerin ve tok-
sinlerinin tespiti i¢cin ELISA, yanal akis testi gibi immiinolojik temelli yontem-
ler de siklikla kullanilmaktadir. Ayrica, son zamanlarda ¢ok sayida biyosensor
tabanli yontem hizli ve basit olmasi nedeniyle et ve et tiriinlerinden kaynakli
patojen veya toksin tespiti amaciyla kullanilmaya baslanmistir. Gida kaynakli
patojen bakterilerin saptanmasi i¢in birka¢ hizli yontemin kombinasyonu da
miimkiindiir, ¢iinkii sadece bir yonteminin kullanilmas: tespit edilen patojeni
dogrulamak i¢in yeterli olmayabilir. Bu amagla, gida kaynakli patojen mikro-
organizmalarin saptanmast i¢in hizli ve yeni yontemlerin farkli kombinasyon-
larinin etkilerini ortaya koyan yeni ¢aligmalara ihtiyag vardir.

Sonug olarak, gida mikrobiyolojisi alaninda yasanan bu gelismelere para-
lel olarak, gida giivenliginin saglanmasi amaciyla, et ve et tirtinlerinin mik-
robiyolojik kalitesinin belirlenmesinde kullanilacak yeni ve hizli yontemlerin
standardize edilmesi, validasyonlarinin yapilmasi, kullanimin daha basit hale
getirilmesi ile hizli ve giivenilir sonuglara ulagilmasi miimkiin olabilecektir.



Ette Mikrobiyolojik Analizler 279 IR

Kaynaklar

Acardz, U, Arslan Acaroz, D. (2021). Et ve et tirtinleri mikrobiyolojisi. Hecer C, Editor. Et ve Et
Uriinleri. 1. Baski. Ankara: Tiirkiye Klinikleri; s.75-78.

Alves, J., Marques, V.V,, Pereira, L.EP,, Hirooka, E.Y., De Oliveira, T.C.R.M. (2012). Multiplex
PCR for the detection of Campylobacter spp. and Salmonella spp. in chicken meat. Journal
of Food Safety, 32(3), 345-350.

Amann, R. L, Ludwig, W., Schleifer, K. H. (1995). Phylogenetic identification and in situ detec-
tion of individual microbial cells without cultivation. Microbiological Reviews, 59(1), 143-
169.

Aran, N., Késeoglu V.K. (2010). Gida Mikrobiyolojisi. Aran N, Editor. Gida Biyoteknolojisi 1.
Baski. Ankara: Nobel Yayin ve Dagitim; s. 1-17.

Aras, Z. (2011). Mikrobiyolojide kullanilan hizli tan1 yontemleri. Tiirk Hijyen ve Deneysel Biyo-
loji Dergisi, 68(2), 97-104.

Arda, M. (2000). Nukleik Asitlerin In Vitro Amplifikasyon Yontemleri In: Temel Mikrobiyoloji.
2. Baski, Medisan Yayinlari, Ankara.

Arslan, A. (2020). Et Muayenesi ve Et Uriinleri Teknolojisi. 3. Baski, Medipress Yayincilik, Ma-
latya.

Aydin, A., Sudagidan, M., Muratoglu, K. (2011). Prevalence of staphylococcal enterotoxins,
toxin genes and genetic-relatedness of foodborne Staphylococcus aureus strains isolated in
the Marmara Region of Turkey. International Journal of Food Microbiology, 148(2), 99-106.

Aydin, A, Sudagidan, M. (2016). Gida mikrobiyolojisinde molekiiler biyolojik tekniklerin kulla-
nimu ve tiplendirme yéntemleri. Tiirkiye Klinikleri Gida Hijyeni ve Teknolojisi Ozel Dergisi,
2(1), 1-9.

Aznar, R., Alarcén, B. (2003). PCR detection of Listeria monocytogenes: a study of multiple fac-
tors affecting sensitivity. Journal of Applied Microbiology, 95(5), 958-966.

Bahadir, E. B., Sezgintiirk, M. K. (2016). Lateral flow assays: Principles, designs and labels. TrAC
Trends in Analytical Chemistry, 82, 286-306.

Bal, S.H., Budak, E. (2012). Mikroarray teknolojisi. Uludag Universitesi Tip Fakiiltesi Dergisi,
38(3), 227-233.

Barbau-Piednoir, E., Botteldoorn, N., Yde, M., Mahillon, J., & Roosens, N. H. (2013). Develop-
ment and validation of qualitative SYBR® Green real-time PCR for detection and discrimi-
nation of Listeria spp. and Listeria monocytogenes. Applied Microbiology and Biotechnology,
97(9), 4021-4037.

Bartlett, ].M.S., Stirling, D. (2003). A Short History of the Polymerase Chain Reaction. In: Bart-
lett J.M.S, Stirling D. Editors, PCR Protocols. Methods in Molecular Biology, Vol; 226. Hu-
mana Press, pp. 3-6.

Bas, D., Deniz, E. (2015). Gida giivenligi ve kalite kontroliinde biyosensorler. Gida, 40(4), 225-
232.

Beneduce, L., Fiocco, D., Spano, G. (2007). Development of PCR-based molecular tools for the
detection of emerging food-ad water-borne pathogenic bacteria. Méndez-Vilas A, Editor,
Communicating Current Research and Educational Topics and Trends in Applied Microbio-
logy, p. 569-576.

Bi, Y., Shu, M., Zhong, C,, Li, S. Y, Li, Y. K,, Yang, H. H., Wu, G. P. (2020). A novel SDS rinse
and immunomagnetic beads separation combined with real-time loop-mediated isother-
mal amplification for rapid and sensitive detection of Salmonella in ready-to-eat duck meat.
Food Analytical Methods, 13(5), 1166-1175.



I 280 TUm Yonleriyle Et Analizleri

Bohmer, A., Schildgen, V., Lisebrink, J., Ziegler, S., Tillmann, R. L., Kleines, M., Schildgen, O.
(2009). Novel application for isothermal nucleic acid sequence-based amplification (NAS-
BA). Journal of Virological Methods, 158(1-2), 199-201.

Cheng, L. W,, Stanker, L. H. (2013). Detection of botulinum neurotoxin serotypes A and B using
a chemiluminescent versus electrochemiluminescent immunoassay in food and serum.
Journal of Agricultural and Food Chemistry, 61(3), 755-760.

Chen, J., Griffiths, M.W. 1998. PCR differentiation of Escherichia coli from other Gram-negative
bacteria using primers derived from the nucleotide sequences flanking the gene encoding
the universal stress protein. Letters in Applied Microbiology, 27(6), 369-371.

Chen, X., Gan, M., Xu, H., Chen, E, Ming, X., Xu, H,, Liu, C. (2014). Development of a rapid
and sensitive quantum dot-based immunochromatographic strip by double labeling PCR
products for detection of Staphylococcus aureus in food. Food Control, 46, 225-232.

Chen, Z., Zhang, K., Yin, H., Li, Q., Wang, L., Liu, Z. (2015). Detection of Salmonella and several
common Salmonella serotypes in food by loop-mediated isothermal amplification method.
Food Science and Human Wellness, 4(2), 75-79.

Ching, K. H., He, X,, Stanker, L. H., Lin, A. V., McGarvey, J. A., Hnasko, R. (2015). Detection of
shiga toxins by lateral flow assay. Toxins, 7(4), 1163-1173.

Cho, I. H., Irudayaraj, J. (2013). Lateral-flow enzyme immunoconcentration for rapid detection
of Listeria monocytogenes. Analytical and Bioanalytical Chemistry, 405(10), 3313-3319.

Churruca, E., Girbau, C., Martinez, 1., Mateo, E., Alonso, R., Fernandez-Astorga, A. (2007).
Detection of Campylobacter jejuni and Campylobacter coli in chicken meat samples by re-
al-time nucleic acid sequence-based amplification with molecular beacons. International
Journal of Food Microbiology, 117(1), 85-90.

Compton, J. (1991). Nucleic acid sequence-based amplification. Nature, 350, 91-92.

Cook, N. (2003). The use of NASBA for the detection of microbial pathogens in food and envi-
ronmental

Samples. Journal of Microbiological Methods, 53(2), 165-174.

Coutu, J., Morissette, C., D’auria, S., Lacroix, M. (2014). Development of a highly specific san-
dwich ELISA for the detection of Listeria monocytogenes, an important foodborne pat-
hogen. Microbiology Research International, 2(4), 46-52.

D’agostino, M., Wagner, M., Vazquez-Boland, J. A., Kuchta, T., Karpiskova, R., Hoorfar, J., ...
Cook, N. (2004). A validated PCR-based method to detect Listeria monocytogenes using
raw milk as a food model towards an international standard. Journal of Food Protection,
67(8), 1646-1655.

Demir, T., Agaoglu, S. (2021). Presence of tetracycline-group of antibiotics in the eggs coded
according to the cultivation method. Firat Universitesi Saghk Bilimleri Enstitiisii Dergisi,
35(1), 43-47.

Dogruer, Y., Telli, A.E. (2020). Determination of Vibrio parahaemolyticus in seafoods using di-
rect plate counting, quantitative loop-mediated isothermal amplification and propidium
monoazide-qLAMP. Ankara Universitesi Veteriner Fakiiltesi Dergisi, 67(4), 349-355.

Dwivedi, H. P,, & Jaykus, L. A. (2011). Detection of pathogens in foods: the current state-of-the-
art and future directions. Critical Reviews in Microbiology, 37(1), 40-63.

Eischeid, A.C. (2011). SYTO dyes and EvaGreen outperform SYBR Green in real-time PCR.
BMC Research Notes, 4(1), 1-5.

Erkmen, O. (2010). Gida kaynakl tehlikeler ve giivenli gida tiretimi. Cocuk Saglig: ve Hastalik-
lar1 Dergisi, 53(3), 220-235.

Erol, I. (2022). Gida Kaynakl1 Patojenlerin Epidemiyolojisi. In: Gida Hijyeni ve Mikrobiyolojisi.
Genigletilmis 2. Baski, Ankara Nobel Tip Kitapevleri, Ankara, s. 53-74.



Ette Mikrobiyolojik Analizler «281 IR

Espy, M. ]., Uhl, J. R,, Sloan, L. M., Buckwalter, S. P, Jones, M. E, Vetter, E. A., ... Smith, T. (2006).
Real-time PCR in clinical microbiology: applications for routine laboratory testing. Clinical
Microbiology Reviews, 19(1), 165-256.

Fratamico, PM., Kawasaki, S. (2008). Applications of the polymerase chain reaction for detecti-
on, identification, and typing of foodborne microorganisms. In: Microbial Food Contami-
nation, Wilson, C.L. Editor, CRC Press Publishers, New York, p. 213-254.

Fricker, M., Messelhdufer, U., Busch, U,, Scherer, S., Ehling-Schulz, M. (2007). Diagnostic re-
al-time PCR assays for the detection of emetic Bacillus cereus strains in foods and recent
food-borne outbreaks. Applied and Environmental Microbiology, 73(6), 1892-1898.

Fung, D.Y.C. (2002). Rapid methods and automation in microbiology. Comprehensive Reviews
in Food Science and Food Safety, 1(1), 3-22.

Fung, D. (2009). Rapid methods and automation in food microbiology: 25 years of development
and predictions. In: Global Issues in Food Science and Technology, Academic Press, p. 165-
176.

Fykse, E. M., Skogan, G., Davies, W,, Olsen, J. S., Blatny, J. M. (2007). Detection of Vibrio cho-
lerae by real-time nucleic acid sequence-based amplification. Applied and Environmental
Microbiology, 73(5), 1457-1466.

Garrido-Maestu, A., Fuciios, P.,, Azinheiro, S., Carvalho, J., & Prado, M. (2017). Systematic lo-
op-mediated isothermal amplification assays for rapid detection and characterization of
Salmonella spp., Enteritidis and Typhimurium in food samples. Food Control, 80, 297-306.

Garrido-Maestu, A., Azinheiro, S., Carvalho, J., Prado, M. (2018). Rapid and sensitive detection
of viable Listeria monocytogenes in food products by a filtration-based protocol and qPCR.
Food Microbiology, 73, 254-263.

Glynn, B., Lahiff, S., Wernecke, M., Barry, T., Smith, T. J., Maher, M. (2006). Current and emer-
ging molecular diagnostic technologies applicable to bacterial food safety. International
Journal of Dairy Technology, 59(2), 126-139.

Giirsoy, N.C., Baris, O. (2017). Mikrobiyota ¢alismalarinda molekiiler tan1 yontemleri. Journal
of Biotechnology and Strategic Health Research, 1, 56-67.

Giiven, E., Azizoglu, R.O. (2022). The recent original perspectives on nonculture-based bacteria
detection methods: A comprehensive review. Foodborne Pathogens and Disease. http://doi.
0rg/10.1089/fpd.2021.0078.

Hahm BK, Bhunia AK. 2006. Effect of environmental stresses on antibody-based detection of
Escherichia coli O157:H7, Salmonella enterica serotype Enteritidis and Listeria monocytoge-
nes. Journal of Applied Microbiology, 100: 1017-1027.

Halkman, A.K. (2013). Gida Mikrobiyolojisi II ders notlar1. Ankara Universitesi, Mithendislik
Fakiiltesi, Gida Mithendisligi Boliimii, Ankara, s. 89.

Han, E, Ge, B. (2010). Quantitative detection of Vibrio vulnificus in raw oysters by real-time
loop-mediated isothermal amplification. International Journal of Food Microbiology, 142(1-
2), 60-66.

Hanna, S.E., Connor, C.J., Wang, H.H. (2005). Real-time polymerase chain reaction for the food
microbiologist: technologies, applications, and limitations. Journal of Food Science, 70(3),
R49-R53.

He, X., Kong, Q., Patfield, S., Skinner, C., Rasooly, R. (2016). A new immunoassay for detecting
all subtypes of Shiga toxins produced by Shiga toxin-producing E. coli in ground beef. PloS
one, 11(1), e0148092.

Helali, S., Sawelem Eid Alatawi, A., Abdelghani, A. (2018). Pathogenic Escherichia coli biosensor
detection on chicken food samples. Journal of Food Safety, 38(5), e12510.



I 282 ¢« TUm Yonleriyle Et Analizleri

Holland, P. M., Abramson, R. D., Watson, R., Gelfand, D. H. (1991). Detection of specific pol-
ymerase chain reaction product by utilizing the 5’----3exonuclease activity of Thermus
aquaticus DNA polymerase. Proceedings of the National Academy of Sciences, 88(16), 7276-
7280.

Hu, Q. Lyu, D, Shi, X,, Jiang, Y,, Lin, Y., Li, Y,, ... Li, Q. (2014). A modified molecular bea-
cons-based multiplex real-time PCR assay for simultaneous detection of eight foodborne
pathogens in a single reaction and its application. Foodborne Pathogens and Disease, 11(3),
207-214.

Kahya Demirbilek, S., Guran, H., Yilmaz, O. (2016). PCR and ELISA for staphylococcal entero-
toxins and detection of some exotoxins from Staphylococcus spp. strains by PCR. Medycyna
Weterynaryjna-Veterinary Medicine-Science and Practice, 72 (1), 28-33.

Kevenk, T.O., Koluman, A. (2022). Method validation and prevalence of L. monocytogenes
contamination in ground beef with VIDAS: as an alternative method compared with ISO
11290. Fresenius Environmental Bulletin, 31(2), 2305-2311.

Khan, M., Nazir, J., Anjum, A. A., Nawaz, M., & Shabbir, M. Z. (2015). Toxinotyping and an-
timicrobial susceptibility of enterotoxigenic Clostridium perfringens isolates from mutton,
beef and chicken meat. Journal of Food Science and Technology, 52(8), 5323-5328.

Kocaman, N., Sarimehmetoglu, B. (2017). Kuzu etlerinden Listeria monocytogenes izolasyonu ve
antibiyotik direngliliklerinin belirlenmesi. Ankara Universitesi Veteriner Fakiiltesi Dergisi,
64(4), 273-279.

Kralik, P, Ricchi, M. (2017). A basic guide to real time PCR in microbial diagnostics: definiti-
ons, parameters, and everything. Frontiers in Microbiology, 8, 108.

Lauri, A., Mariani, P.O. (2009). Potentials and limitations of molecular diagnostic methods in
food safety. Genes & Nutrition, 4(1), 1-12.

Law, J. W. E, Ab Mutalib, N. S., Chan, K. G., Lee, L. H. (2015). Rapid methods for the detecti-
on of foodborne bacterial pathogens: principles, applications, advantages and limitations.
Frontiers in Microbiology, 5(770), 1-19.

Lee, N., Kwon, K\Y,, Oh, S. K., Chang, H.J., Chun, H. S., Choi, S.W. (2014). A multiplex PCR
assay for simultaneous detection of Escherichia coli O157: H7, Bacillus cereus, Vibrio para-
haemolyticus, Salmonella spp., Listeria monocytogenes, and Staphylococcus aureus in Korean
ready-to-eat food. Foodborne Pathogens and Disease, 11(7), 574-580.

Levin, R.E. (2004). The application of real-time PCR to food and agricultural systems. A review.
Food Biotechnology, 18(1), 97-133.

Li, Y, Liu, D., Cao, B., Han, W,, Liu, Y,, Liu, E, ... & Wang, L. (2006). Development of a seroty-
pe-specific DNA microarray for identification of some Shigella and pathogenic Escherichia
coli strains. Journal of Clinical Microbiology, 44(12), 4376-4383.

Lilja, L., Hanninen, M. L. (2001). Evaluation of a commercial automated ELISA and PCR-met-
hod for rapid detection and identification of Campylobacter jejuni and C. coli in poultry
products. Food Microbiology, 18(2), 205-209.

Liu, D., Lawrence, M.L., Ainsworth, A.J. Austin, EW. (2008). Genotypic Identification. In:
Handbook of Listeria monocytogenes, Liu D, Editor, CRC Press, New York, USA, p. 169-203.

Liu, C.C., Yeung, C.Y., Chen, P. H,, Yeh, M.K,, Hou, S.Y. (2013). Salmonella detection using 16S
ribosomal DNA/RNA probe-gold nanoparticles and lateral flow immunoassay. Food Che-
mistry, 141(3), 2526-2532.

Malorny, B., Hoorfar, J., Bunge, C., Helmuth, R. (2003). Multicenter validation of the analytical
accuracy of Salmonella PCR: towards an international standard. Applied and environmental
microbiology, 69(1), 290-296.

Mandal, PK., Biswas, A.K., Choi, K., Pal, UK. (2011). Methods for rapid detection of foodborne
pathogens: an overview. American Journal of Food Technology, 6(2), 87-102.

Markoulatos, P., Siafakas, N., Moncany, M. (2002). Multiplex polymerase chain reaction: a pra-
ctical approach. Journal of Clinical Laboratory Analysis, 16(1), 47-51.



Ette Mikrobiyolojik Analizler «283 IR

Maruyama, E, Kenzaka, T., Yamaguchi, N., Tani, K., Nasu, M. (2003). Detection of bacteria
carrying the stx 2 gene by in situ loop-mediated isothermal amplification. Applied and En-
vironmental Microbiology, 69(8), 5023-5028.

Maurischat, S., Baumann, B., Martin, A., Malorny, B. (2015). Rapid detection and specific dif-
ferentiation of Salmonella enterica subsp. enterica Enteritidis, Typhimurium and its mo-
nophasic variant 4,[5], 12: i:— by real-time multiplex PCR. International Journal of Food
Microbiology, 193, 8-14.

Mei, Y., He, C., Zeng, W,, Luo, Y,, Liu, C., Yang, M.,....Huang, Q. (2022). Electrochemical bio-
sensors for foodborne pathogens detection based on carbon nanomaterials: recent advan-
ces and challenges. Food and Bioprocess Technology, 1-16.

Meyer, C., Thiel, S., Ullrich, U., Stolle, A. (2010). Salmonella in raw meat and by-products from
pork and beef. Journal of Food Protection, 73(10), 1780-1784.

Min, J., Baeumner, A. J. (2002). Highly sensitive and specific detection of viable Escherichia coli
in drinking water. Analytical Biochemistry, 303(2), 186-193.

Moon, Y. ], Lee, S. Y., Oh, S. W. (2022). A review of isothermal amplification methods and fo-
od-origin inhibitors against detecting food borne pathogens. Foods, 11(3), 322, 2-15.

Muti Istek, M., Bulca, S. (2021). Gida kontaminantlarinin analizine yonelik elektrokimyasal
biyosensér uygulamalari. Mehmet Akif Ersoy Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii Dergisi,
12(Ek (Suppl.) 1), 532-544.

Nagamine, K., Kuzuhara, Y. and Notomi, T. (2002). Isolation of single-stranded DNA from
loop-mediated isothermal amplification products. Biochemical and Biophysical Research
Communications, 290 (4), 1195-1198.

Nodoushan, S. M., Nasirizadeh, N., Amani, J., Halabian, R., Fooladi, A.A.L. (2019). An electroc-
hemical aptasensor for staphylococcal enterotoxin B detection based on reduced graphene
oxide and gold nano-urchins. Biosensors and Bioelectronics, 127, 221-228.

Notomi, T., Okayama, H., Masubuchi, H., Yonekawa, T., Watanabe, K., Amino, N., Hase, T.
(2000). Loop-mediated isothermal amplification of DNA. Nucleic Acids Research, 28 (12),
€63.

Notomi, T., Mori, Y., Tomita, N., Kanda, H. (2015). Loop-mediated isothermal amplification
(LAMP): principle, features, and future prospects. Journal of Microbiology, 53(1), 1-5.
Ohk, S.H., Bhunia, A.K. (2013). Multiplex fiber optic biosensor for detection of Listeria monocy-
togenes, Escherichia coli O157: H7 and Salmonella enterica from ready-to-eat meat samples.

Food Microbiology, 33(2), 166-171.

Ozatay, §. (2012). Molekuler metodlarin gida kontrollerindeki uygulama alanlari. Tiirk Bilimsel
Derlemeler Dergisi, 5(1), 75-81.

Ozsensoy, Y., Sahin, S. (2016). Comparison of different DNA isolation methods and use of dode-
cyle trimethyl ammonium bromide (DTAB) for the isolation of DNA from meat products.
Journal of Advanced Veterinary and Animal Research, 3, 368-374.

Oztiirk, U, Giirbiiz, U., Calim, H. D. (2006). Et ve et iiriinlerinde mikrobiyolojik kriterler ve
halk saglig1 agisindan énemi. Tiirkiye 9. Gida Kongresi, 24-26 Mayzs, Bolu.

Ryu, J., Park, S. H., Yeom, Y. S., Shrivastav, A., Lee, S. H., Kim, Y. R, & Kim, H. Y. (2013). Simul-
taneous detection of Listeria species isolated from meat processed foods using multiplex
PCR. Food Control, 32(2), 659-664.

Qin, Y., Puthiyakunnon, S., Zhang, Y., Wu, X., Boddu, S., Luo, B., Fan, H. (2018). Rapid and
specific detection of Escherichia coli O157: H7 in ground beef using immunomagnetic se-
paration combined with loop-mediated isothermal amplification. Polish Journal of Food
and Nutrition Sciences, 68(2), 115-123.

Sahin, S., Kalin, R., Mogulkoc, M.N. (2019). Distribution of serotypes of Listeria monocytogenes
in chicken meats in Turkey. Journal of the Hellenic Veterinary Medical Society, 70(4), 1859-
1864.


Seyda
Vurgu


I 284 ¢ TUm Yonleriyle Et Analizleri

Sahin, S., Mogulkoc, M. N., Kalin, R., Karahan, M. (2020b). Determination of the important
toxin genes of Staphylococcus aureus isolated from meat samples, food handlers and food
processing surfaces in Turkey. Israel Journal of Veterinary Medicine, 75(2), 42-49.

Sahin, S. (2020). Determination of the ciprofloxacin-resistant Escherichia coli isolated from chi-
cken meat in Turkey. Journal of the Hellenic Veterinary Medical Society, 71(3), 2291-2300.

Severgnini, M., Cremonesi, P., Consolandi, C., De Bellis, G., Castiglioni, B. (2011). Advances in
DNA microarray technology for the detection of foodborne pathogens. Food and Biopro-
cess Technology, 4(6), 936-953.

Sewell, A. M., Warburton, D. W,, Boville, A., Daley, E. E, Mullen, K. (2003). The development of
an efficient and rapid enzyme linked fluorescent assay method for the detection of Listeria
spp. from foods. International Journal of Food Microbiology, 81(2), 123-129.

Shan, S., Lai, W, Xiong, Y., Wei, H., Xu, H. (2015). Novel strategies to enhance lateral flow im-
munoassay sensitivity for detecting foodborne pathogens. Journal of Agricultural and Food
Chemistry, 63(3), 745-753.

Shao, Y., Zhu, S., Jin, C., Chen, E (2011). Development of multiplex loop-mediated isothermal
amplification-RFLP (mLAMP-RFLP) to detect Salmonella spp. and Shigella spp. in milk.
International journal of Food Microbiology, 148(2), 75-79.

Silva, N. E, Neves, M. M., Magalhaes, J. M., Freire, C., Delerue-Matos, C. (2020). Emerging ele-
ctrochemical biosensing approaches for detection of Listeria monocytogenes in food samp-
les: An overview. Trends in Food Science Technology, 99, 621-633.

Sahin, S., Kalin, R., Arslanbas, E., Mogulkog, M.N. (2017). Satisa sunulan tavuk etlerinde bazi
bakteri ve indikat6r mikroorganizmalarin belirlenmesi. Manas Journal of Agriculture Vete-
rinary and Life Sciences, 7(1), 47-56.

Sahin, S., Mogulkog, M.N., Kalin, R. (2020a). Prevalence and serotype distribution of Listeria
monocytogenes 1solated from retail raw meats. Erciyes Universitesi Veteriner Fakiiltesi Der-
gisi, 17(1), 22-27.

Taha, E.G., Mohamed, A., Srivastava, K.K., Reddy, P.G. (2010). Rapid detection of Salmonella
in chicken meat using immunomagnetic separation, CHROMagar, ELISA and real-time
polymerase chain reaction (RT-PCR). International Journal of Poultry Science, 9(831), e835.

Tekintas, Y., Hosgor-Limoncu, M. (2018). Bakteriyoloji alaninda kullanilan modern tani y6n-
temleri: hizli ve etkili. Klimik Dergisi, 31(3), 176-80.

Telli, A. E., Dogruer, Y. (2019). Discrimination of viable and dead Vibrio parahaemolyticus sub-
jected to low temperatures using propidium monoazide-quantitative loop mediated isot-
hermal amplification (PMA-qLAMP) and PMA-qPCR. Microbial Pathogenesis, 132, 109-
116.

Temizkan, G., Arda, N. (2004). Molekiiler Biyolojide Kullanilan Yontemler, Nobel Tip Kitapev-
leri, Genisletilmis 2. Baski, [stanbul.

TGK (2011). Tirk Gida Kodeksi, Mikrobiyolojik Kriterler Tebligi, Say1: 28145, Tarih: 29 Aralik
2011, Resmi Gazete, Bagbakanlik Basimevi, Ankara.

TGK (2012). Tiirk Gida Kodeksi Et ve Et Uriinleri Tebligi. Say1: 28488, Tarih: 5 Aralik 2012,
Resmi Gazete, Bagbakanlik Basimevi, Ankara.

Tutar, E., Koksalan, E., Akyol, 1. (2015). Gidalarda bulunan mikrobiyal patojenlerin karakteri-
zasyonunda real time PCR teknolojisi. KSU Doga Bilimleri Dergisi, 18(4), 26-39.

Tiiylek, Z. (2017). Biyosensérler ve nanoteknolojik etkilesim. Bitlis Eren Universitesi Fen Bilim-
leri Dergisi, 6(2), 71-80.

Uyttendaele, M., Schukkink, R., Van Gemen, B., Debevere, J. (1995). Development of NASBA®,
a nucleic acid amplification system, for identification of Listeria monocytogenes and com-
parison to ELISA and a modified FDA method. International Journal of Food Microbiology,
27(1), 77-89.


Seyda
Vurgu

Seyda
Vurgu


Ette Mikrobiyolojik Analizler «285 IR

Vaz-Velho, M., Duarte, G., Gibbs, P. (2000). Evaluation of mini-VIDAS rapid test for detection
of Listeria monocytogenes from production lines of fresh to cold-smoked fish. Journal of
Microbiological Methods, 40(2), 147-151.

Velusamy, V., Arshak. K., Korostynka, O., Vaseashta, A., Adley C. (2012). Real time detection of
foodborne pathogens for food quality monitoring biosecurity. In: Vaseashta AT, Braman E,
Susmann P, eds. Technological innovations in sensing and detection of chemical, biological
terrorism. Dordrecht: Springer Publishing; p.149-58.

Wang, X. W,, Zhang, L., Jin, L. Q,, Jin, M., Shen, Z. Q,, An, S., ... Li, J. W. (2007). Development
and application of an oligonucleotide microarray for the detection of food-borne bacterial
pathogens. Applied Microbiology and Biotechnology, 76(1), 225-233.

Wang, L., Shi, L., Alam, M. J., Geng, Y., Li, L. (2008). Specific and rapid detection of foodborne
Salmonella by loop-mediated isothermal amplification method. Food Research Internatio-
nal, 41(1), 69-74.

Wang, D. G., Brewster, J. D., Paul, M., Tomasula, P. M. (2015b). Two methods for increased spe-
cificity and sensitivity in loop-mediated isothermal amplification. Molecules, 20(4), 6048-
6059.

Wang, Y., Wang, Y., Ma, A,, Li, D, Luo, L., Liu, D, ... Ye, C. (2015b). The novel multiple inner
primers-loop-mediated isothermal amplification (MIP-LAMP) for rapid detection and dif-
ferentiation of Listeria monocytogenes. Molecules, 20(12), 21515-21531.

Wang, Z., Cai, R., Gao, Z., Yuan, Y., & Yue, T. (2020a). Inmunomagnetic separation: An effective
pretreatment technology for isolation and enrichment in food microorganisms detection.
Comprehensive Reviews in Food Science and Food Safety, 19(6), 3802-3824.

Wang, S., Sun, C., Hu, Q, Li, S., Wang, C., Wang, P., & Zhou, L. (2020b). A homogeneous mag-
netic bead-based impedance immunosensor for highly sensitive detection of Escherichia
coli 0157: H7. Biochemical Engineering Journal, 156, 107513.

Wang, Y., He, D., Du, Z., Xu, E., Jin, Z., Wu, Z., Cui, B. (2022). Ultrasensitive detection of Stap-
hylococcal Enterotoxin B with an AuNPs@ MIL-101 nanohybrid-based dual-modal apta-
sensor. Food Analytical Methods, 1-9.

Wu, Q., Zhang, Y., Yang, Q., Yuan, N., & Zhang, W. (2019). Review of electrochemical DNA
biosensors for detecting food borne pathogens. Sensors, 19(22), 4916.

Xu, X., Ying, Y. (2011). Microbial biosensors for environmental monitoring and food analysis.
Food Reviews International, 27(3), 300-329.

Yal¢in, H. (2016). Gida analizlerinde immiinoassay (VIDAS, TEMPO, VITEK) ve ELISA y6n-
temlerinin kullanimu. Tiirkiye Klinikleri Gida Hijyeni ve Teknolojisi Ozel Dergisi, 2(1): 10-22.

Yamazaki, W.,, Ishibashi, M., Kawahara, R., Inoue, K. (2008). Development of a loop-mediated
isothermal amplification assay for sensitive and rapid detection of Vibrio parahaemolyticus.
BMC Microbiology, 8(1), 1-7.

Ye, Y., Wang, B., Huang, E, Song, Y., Yan, H., Alam, M. ], ... Shi, L. (2011). Application of in situ
loop-mediated isothermal amplification method for detection of Salmonella in foods. Food
Control, 22(3-4), 438-444.

Yelboga, E., Karagiiler, N.G. (2010). Molekiiler biyolojik yontemler. Aran N, Editér. Gida Biyo-
teknolojisi. 1. Baski Ankara: Nobel Yaym Dagitim; p. 49-69.

Yilmaz, T. (2021). Gida tiriinlerinde mikrobiyal bozulmaya neden olan Pseudeomonas spp. bak-
terisinin yiizey plazmon rezonans (SPR) temelli biyosensor kullanilarak belirlenmesi (Ha-
cettepe Universitesi Biyomithendislik Alani, Yiiksek Lisans Tezi), Ankara, s. 111.

Yonekita, T., Ohtsuki, R., Hojo, E., Morishita, N., Matsumoto, T., Aizawa, T., Morimatsu, F
(2013). Development of a novel multiplex lateral flow assay using an antimicrobial peptide
for the detection of Shiga toxin-producing Escherichia coli. Journal of Microbiological Met-
hods, 93(3), 251-256.



I 286 TUmM Yonleriyle Et Analizleri

Yoriik., N.G. (2021). Gida Giivenligi ve Mikrobiyel Risk Faktorleri. In: Gida Giivenligi ve Giincel
Uygulamalar. Giiner, A. Editér. Sidas Medya, {zmir. s.1-36

Yiiksel, M., Sert, S., Kavaz Yiiksel, A., Cetin, B., Giirses, M. (2022). Kolorimetrik loop-mediated
izotermal amplifikasyon metodu ile Listeria monocytogenes’in tavuk etlerinde hizli tespiti.
Gida, 47(1), 121-135.

Zende, R.J., Kshirsagar, D.P, Vaidya, V.M., Waghamare, R.N., Todankar, R.P, Shirke, A.H.
(2017). Loop-Mediated Isothermal Amplification assay (LAMP): a rapid tool for diagnosis
of food borne and zoonotic pathogens: a review. International Journal of Livestock Research,
7(5), 23-35.

Zhou, B., Xiao, J., Liu, S., Yang, J., Wang, Y., Nie, E, ... Zhao, G. (2013). Simultaneous detection
of six food-borne pathogens by multiplex PCR with a GeXP analyzer. Food Control, 32(1),
198-204.

Zhao, X., He, X, Li, W,, Liu, Y., Yang, L., Wang, J. (2010). Development and evaluation of col-
loidal gold immunochromatographic strip for detection of Escherichia coli O157. African
Journal of Microbiology Research, 4(9), 663-670.

Zhao, X., Lin, C. W,, Wang, J., Oh, D. H. (2014). Advances in rapid detection methods for food-
borne pathogens. Journal of microbiology and biotechnology, 24(3), 297-312.

Zhai, L., Liu, H., Chen, Q, Lu, Z., Zhang, C., Lv, E, Bie, X. (2019). Development of a real-time
nucleic acid sequence-based amplification assay for the rapid detection of Salmonella spp.
from food. Brazilian Journal of Microbiology, 50(1), 255-261.

Zhu, L., He, J., Cao, X., Huang, K., Luo, Y., Xu, W. (2016). Development of a double-antibody
sandwich ELISA for rapid detection of Bacillus cereus in food. Scientific Reports, 6(1), 1-10.



