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OZET

Doktora Tezi

TAVUK ETLERINDE Salmonella spp. VE Campylobacter spp.’NIN STANDART
KULTUREL YONTEM, iILMiGE DAYALI iZOTERMAL AMPLIFIKASYON (LAMP)
VE REAL-TIME PCR iLE BELIRLENMESi VE DOGRULANMASI

Mehmet YUKSEL

Atatiirk Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Gida Miihendisligi Anabilim Dali

Danigman: Prof. Dr. Selahattin SERT

Bu c¢alismanin amaci standart kiiltiirel method, ilmige dayali izotermal amplifikasyon (LAMP)
ve Real-Time PCR (gPCR) kullanarak Salmonella spp. ve Campylobacter spp. varliginin tavuk
etlerinde belirlenmesi ve izolatlarin bu molekiiler yontemlerle dogrulanmasidir. Temel amac,
ozellikle LAMP metodunun spesifiklik ve hizlilik agisindan tavuk etlerinde hedef patojenlerin
tespitinde kullanilabilirliginin arastirilmasidir. Bu amagla esit sayida baget, kanat ve gogiis
etinden olusan toplam 126 adet Ornegin On zenginlestirme kiiltiirleri LAMP, qPCR ve
gelencksel kiiltiirel metot kullanilarak analiz edilmistir. Caligma boyunca klasik kiiltiirel
yontemlerle elde edilen Salmonella ve Campylobacter izolatlar1 biyokimyasal testler, LAMP ve
gPCR ile dogrulanmustir. Ayrica tavuk etleri mezofilik ve psikrotrofik bakteri, koliform ve fekal
koliform, maya-kiif, Listeria spp., Staphylococcus aureus gibi mikrobiyolojik &zellikleri
acisindan da incelenmistir. Bununla birlikte; izolatlarin 12 farkli antibiyotige kars1 duyarliliklar
disk difiizyon metodu ile belirlenmistir. Calismada Salmonella spp. ve Campylobacter spp.
Klasik kiiltiirel yontem, LAMP ve gqPCR ile tespit edilmis ve her ii¢ metodla da ayni1 hassasiyet
ve spesifiklik sonucuna ulasilmistir. Salmonella ve Campylobacter i¢in pozitif 6rnek dagilimi
¢ yontemle de sirasiyla 44/126 (%35) ve 32/126 (%25) olarak bulunmustur. Analizi
gergeklestirilen  Orneklerde mezofilik ve psikrotrofik bakteri, koliform, maya-kiif,
Staphylococcus aureus sayist sirast ile 5-6, 5-7, 2-4, 3-4, 1-3 Log kob/g arasinda bulunmustur.
Orneklerin 24’iinde (%19) Listeria spp. tespit edilmistir. Elde edilen tiim izolatlarm ¢oklu
antibiyotik direncine sahip oldugu belirlenmistir. Tiim izolatlar {izerinde Meropenem ve
ertapenem en yiiksek duyarlilik etkisine sahipken; ampisilin, kanamisin ve nalidiksik asid’in ise
en fazla direng gosterilen antibiyotikler oldugu tespit edilmistir. Sonug olarak; LAMP’1n, Klasik
ve molekiiler metodlarla gosterdigi uyum nedeni ile tavuk etlerinde Salmonella ve
Campylobacter’in hizl1 tespitinde kullanilabilecegi goriilmiistiir. Ozellikle LAMP metodu hizli,
spesifik, hassas ve diisiik maliyet gibi Ozellikleriyle kisith imkanlara sahip laboratuvarlarda
uyugulanabilecegi gosterilmistir.

2018, 136 sayfa

Anahtar Kelimeler: Ilmige dayali izotermal amplifikasyon (LAMP), real-time PCR,
Campylobacter, Salmonella, hidroksinaftol mavisi (HNB), tavuk eti



ABSTRACT

Ph.D. Thesis

DETERMINATION AND IDENTIFICATION of Salmonella spp. AND Campylobacter
spp. BY STANDARD CULTURE METHOD, LOOP-MEDIATED ISOTHERMAL
AMPLIFICATION AND REAL-TIME PCR IN CHICKEN MEATS

Mehmet YUKSEL

Atatiirk University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Food Engineering

Supervisor: Prof. Dr. Selahattin SERT

The aim of this study is to determine using the standard culture method, loop-mediated
isothermal amplification (LAMP) and Real-Time PCR (gPCR) methods for detection the
presence of Salmonella spp. and Campylobacter spp. in chicken meats, identificate of the
obtained isolates with the molecular methods. The main objective of our study was to assess
availability of LAMP in terms of rapidity and specificity, for detection of the target pathogens
in chicken meats. For this purpose, pre-enrichment broth cultures a total of 126 consisting of
equal number of baguettes, wings and chests of were analysed by using the LAMP, PCR and
conventional culture methods. The isolates of Salmonella spp. and Campylobacter spp. obtained
using conventional cultural methods were confirmed by both assays (LAMP, gqPCR) and
biochemical tests. Also, the samples were examined for microbiological properties in terms of
mesophiles, psychrotrophs, coliforms and fecal coliforms, yeast-moulds, Listeria spp.,
Staphylococcus aureus. Moreover, susceptibility of the isolates against to the twelve different
antibitoics were determined by the disk diffusion method. In the study, compared to isolation of
targets by conventional culture testing, the LAMP and PCR assays showed 100% sensitivity and
specificity. The positive sample ratios for the two targets were respectively found 44/126 (35%)
and 32/126 (25%) by three methods. In examined samples, the counts of mesophiles,
psychrotrophs, coliforms, yeast-moulds, S. aureus were found in the range of 5-6, 5-7, 2-4, 3-4,
1-3 Log CFU/g, respectively. Listeria spp. were determined in 19% (24/126) of the samples.
All isolates were found to be multiply antibiotic resistant. The carried out antibiotic
susceptibility test results indicated that all isolates showed susceptibility to meropenem,
ertapenem at the highest level, while their resistance to ampicilin, kanamycine ve nalidixic acid
were at the highly level. In conclusion, LAMP can be used for the rapid diagnosis of Salmonella
and Campylobacter in the chicken meats, due to its compatible with standard culture method
and gPCR. Especially, this study has shown that LAMP assay can be utilized with features, such
as rapid, specific, sensitive and cost-effective in resource-limited laboratories.

2018, 136 pages

Keywords: Loop-mediated isothermal amplification, Real-time PCR, Salmonella,
Campylobacter, Hydroxynaphthol blue (HNB), chicken meat
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CMOS : Complementary metal-oxide semiconductor
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mCCDA : Modifiye Charcoal Cephoperazone Desoxycholate Agar
mPCR : Multipleks PCR

NaOH : Sodyum hidroksit

ORFV : Orf viriis

OTA : Ochratoxin A

PCR : Polymerase Chain Reaction
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aw: : Water activity-Su aktivitesi
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1. GIRIS

Son yillarda, gida kaynakli patojen bakterilere ait niikleik asit sekanslarinin
belirlenmesinde artis goriilmektedir. Bu veriler, spesifik tani icin DNA ve RNA
amplifikasyon tekniklerinin kullanimima imkan saglamaktadir. Niikleik asit temelli
molekiiler tan1 metotlarindan Polymerase Chain Reaction (PCR) bu alanda onciiliiglinii
devam ettirmektedir. Sekanslara 6zgii izotermal niikleik asit amplifikasyon teknikleri;
termal dongii (thermal cycler) cihazina ihtiyag duyulmadan ve tipik olarak hizl
molekiiler tan1 uygulamalar1 i¢in idealdir. En ¢ok kullanilan izotermal tekniklerden
birisi Loop-mediated Isothermal Amplification (LAMP) olarak bilinen uygulamadir.
Klasik PCR reaksiyonlarinda ger¢eklesen amplifikasyonlari belirlemek ve yorumlamak
icin termal dongiiyii saglayan cihazlarin yanisira goriintiilleme ekipmanlarina da ihtiyag
vardir. Bununla birlikte; hem amplifikasyon isleminin hem de olusan {iriinlerin (varligi
ve miktar1) es zamanli olarak belirlendigi Real-Time PCR uygulamalar1 gelistirilmistir.
Bu yontem gercek zamanli PCR, homojen PCR, kantitatif PCR (qPCR) olarak da
adlandirilmaktadir (Tanner and Evans 2014).

Gida kaynakli patojenlerin yol acgtig1 enfeksiyonlar insan saglig1 agisindan son derece
onemlidir. Salmonella ve Campylobacter; bu patojenlerden en 6nemlileridir. Kontamine
olmus kiimes hayvanlarinin, 6zellikle tavuk etlerinin islenmesi veya tiiketilmesi; bu iki
onemli patojenin insanlara gegis kaynagini olusturmaktadir. Enfeksiyonlardan dolay:
gelisen rahatsizliklar, klinik maliyet, 6liim vakalar1 hem saglik agisindan hem de
sosyoekonomik manada sorun teskil etmektedir. Belirtilen bu risklerin minimuma
indirilmesi i¢in kontaminasyon kaynaginin ve etmeninin dogru, hizli, ekonomik, kolay

uygulanabilir ve 6zgiin teshisi gida glivenligi agisindan 6nem arz etmektedir.

Konunun 6nemine binaen genel olarak gida patojenlerinin arastirildigi caligmalar
mevcuttur. Bununla beraber, son yillarda yiiksek hassasiyet ve spesifiklikleri nedeni ile
LAMP ve Real-time PCR yonteminin uygulandigi arastirmalar da goriilmektedir.

Rodri’guez-La’zaro et al. (2003) agarli besiyerinde koloni olusturan Salmonella’lari



dogrudan tanimalamak icin hizli, gercek zamanli ve TagMan temelli qPCR
kullanmiglardir. Bu PCR sisteminde Salmonella’ya ait invA geni hedef alinarak 2 farkli
laborutavarda validasyon igin 4 tekrarli analizler gergeklestirilmistir. Salmonella cinsine
ait 5 tirden 50 farkli alttiir ve 30 Salmonella dis1 kiiltiiriin incelenmesiyle gPCR'in
hassasiyet ve etkinligi incelenmistir. Sonug¢ olarak; kapsayicilik ve miinhasirlik
acisindan yontemin %100 dogruluk gosterdigi, optimize edilmis TagMan qPCR
sistemlerinin Salmonella spp. belirlenmesinde ve tiir ayriminda rutin, hizl, basit ve

spesifik sekilde kullanilabilecegi vurgulanmistir.

Malorny et al. (2004) yaptiklar1 bir ¢alismada 110 Salmonella ve 87 Salmonella
olmayan kiiltiirlerle gPCR sistemini test etmislerdir. Biitiin kiltiirlerin dogru sekilde
tanimlandig1r ¢alismada yontemin belirlenme limitleri de bulunmustur. Siispansiyon
ortaminda 10° kob/mL seviyesinde kiiltiir oldugunda belirlenme orammnin %70, 10*
kob/mL bulundugunda ise %100 oldugu vurgulanmistir. Tavuk etleri, kiyma, balik ve
¢ig siitte 6n zenginlestirme sonrast DNA ekstraksiyonu ve qPCR protokoliiyle 24 saat,
geleneksel kiiltiirel yontemle 4-5 giin icinde sonu¢ alindigr vurgulanmistir.
Arastirmacilar bu sebeple yontemin hizli oldugu ve metodolojiye katkilar sagladig

sonucuna varmiglardir.

Hara-Kudo et al. (2005) Salmonella’nin hizli belirlenmesi i¢in LAMP yonteminin test
edildigi ilk c¢alismalardan birini gergeklestirmislerdir. Salmonella’ya ait 220 sus ve
ozgiilligiin belirlenmesi i¢in Salmonella disinda 62 sus’un genomik ekstraktlart LAMP
icin kullanilmigtir. Hassasiyetin reaksiyon bagina 2.2 kob/test tiipii olarak tespit edildigi
calismada yontemin PCR ile aym oOzgilligi sergiledigi bildirilmistir. Fakat;
hassasiyetin PCR yonteminden daha yiiksek oldugu da vurgulanmistir. Ayni ¢alismada
S. Enteritidis kiiltliriiniin yumurta sivisina inokiile edildigi ve yontem ile 2.8 kob/test
tiipli diizeyinde pozitif sonug; bunun yaninda PCR ile negatif sonug¢ alindig1 da rapor

edilmistir.

Hein et al. (2006) gida orneklerinde Salmonella spp.’nin belirlenmesi igin real-time

PCR yontemini klasik PCR yontemine alternatif bir yontem olarak degerlendirmislerdir



Arastirmacilar; yapay olarak kontamine ettigi gidalar1 16 saatlik bir 6n zenginlestirmeye
tabi tuttuktan sonra, tavuk etleri ve ¢ig siitlerden 5 kob/25 mL, kiymalardan 2.5 kob/mL
seviyesinde tespit gerceklestirebildiklerini vurguladiklar1 ¢alismada qPCR'in TagMan

problar ile klasik PCR’a alternatif olabilecegi sonucuna varmiglardir.

Malorny et al. (2007) tiiketime sunulan yumurtalarda ve kiimes hayvanlar1 etlerinde
Salmonella Enteritidis’in belirlenmesi igin real-time PCR kullanmiglardir. S. Enteritidis
icin spesifik 60-kb viriilans plazmit’de prot6e gen hedef alinarak hazirlanan TagMan
prob ve primerler kullanilarak gergeklestirilen analizde 79 S. Enteritidis susu %95
dogrulukla tanimlanmigtir. PCR yoOnteminin hassasiyet ve ozgiilliigiiniin kiiltiirel

yontemle kiyaslandigi ¢aligmada %100 performans ve uyum alindig rapor edilmistir.

Okamura et al. (2008) tavuklarda Salmonella serogrup O9’un hizli, spesifik ve hassas
olarak belirlenmesi icin LAMP uygulamasini kullanmislardir. Kiimes hayvanlar1 ve
tavuklardan elde edilen izolatlarin kullanildig1 ¢alismada LAMP ve PCR i¢in belirlenme
limitinin sirastyla 10% ve 10° kob/mL oldugu bulunmustur. LAMP i¢in nihai sonug 30
dakika stirerken; PCR’da toplam 120 dakika siirmiistiir. Ayrica klasik kiiltiir
yonteminde iki basamakli zenginlestirme islemi gerekirken, LAMP i¢in 06n
zenginlestirme basamaginin yeterli oldugu da vurgulanmistir. Calismada izolatlarin
birbirinden ayrimi (serogrup O9) ve identifikasyonu basari ile gerceklestirildigi rapor

edilmistir.

Wang et al. (2008) gida kaynakli Salmonella’nin hizli tespiti igin LAMP ydntemini
gelistirmis ve degerlendirmislerdir. Literatiirde bu tarz calismalarda genellikle
(developed ve evaluated) gelistirme ve degerlendirme kavramlari kullanilmaktadir.
Salmonella’ya ait invA genin 6 farkli bolgelerinden 2 i¢ (Forward inner, Backward
inner) ve 2 dis (Forward outer, Backward outer) primer dizayn edilerek LAMP
uygulanmstir. Izotermal kosullar altinda 65°C 60 dakika inkiibasyondan sonra LAMP
driinlerinin  belirlenmesi  %2’lik agaroz jel ortaminda ethidium bromide ile
elektroforezde gergeklestirilmistir. LAMP analizinin hassasiyetinin reaksiyon hacminde

100 fg DNA oldugu belirlenmistir. PCR isleminde ise 1 pg DNA konsantrasyonunda



sonug verdigi rapor edilmistir. Ayn1 yontemde 100 ng seviyesinde Salmonella disinda
genomik DNA ve 1 pg Salmonella DNA’smin oldugu reaksiyon ortaminda, yabanci
genomik maddenin amplifikasyon etkinligine yan etki yapmadigr vurgulanarak
yontemin spesifikligi ve hassasiyeti aciklanmistir. Ayrica; izotermal kosullarin
saglanmasi i¢in su banyosu veya blok 1siticinin yeterli oldugu ve analizin diizenli bir

laboratuvarda rahatlikla uygulanabilecegi rapor edilmistir.

Li et al. (2009) gidalarda Salmonella’nin spesifik tespiti i¢in LAMP testi gelistirmis ve
gegerlilik i¢cin phoP genine 6zgii primerler dizayn etmislerdir. Bu primerlerin LAMP’da
kullanilmasiyla 66 Salmonella susu dogrulanmistir. Yontemin seciciligini test etmek
amaciyla Salmonella disinda 77 tiir test edilmistir. Bu gen Salmonella’larin makrofaj
saldirilarina kars1 gelistirilen sistemi diizenlemekte ve viriilans ile iligkili genlerin
ekspresyonunu  diizenlemektedir. 101 kob/mL  Salmonella  hiicresi iceren
siispansiyonlardan elde edilen genomik izolatlarin %100 belirlendigi bildirilmistir.
Calismada, LAMP metodu i¢in 6rnek hazirlama protokoliinde tamponlanmig peptonlu
suda 6n zenginlestirme ve ardindan etkili bir DNA ekstraksiyon yontemi uygulanmistir.
Bu amagla Salmonella iceren 85 adet kiyma ve siit 6rnegi analize alinmistir. Analiz
sonucunda klasik kiiltiirel ydntemle aym belirleme orami elde edilmistir. On
zenginlestirme sonrast 35 kob/250 mL seviyesinde Salmonella igeren gidalardan
kolaylikla belirlenme yapildig1 vurgulanmustir. Klasik kiiltiirel yontem identifikasyon
dahil 5 giin siirerken, 6n zenginlestirme ve genomik ekstraksiyon dahil LAMP 24 saat
gibi kisa bir siire icerisinde sonu¢ vermektedir. Arastirmacilar sonug olarak; LAMP
yonteminin rutin laboratuvarlarda uygulanan Salmonella analizine alternatif

olabilecegini belirtmislerdir.

Lofstrom et al. (2010) arastirmacilar tarafindan Salmonella’nin kiimes hayvanlarina ait
diskilardan belirlenmesi i¢in toplam 20 saat siiren bir qPCR prtokolii gelistirilmistir. Bu
tip ¢alismalarda genellikle materyalin 6n zenginlestirmesinden sonra etkili bir DNA
saflastirma islemiyle PCR islemine gecildigi goriilmektedir. Calismada 6rnek bazinda
25-33 kob seviyesinde belirlenme yapilabildigi bildirilmistir. 1-10 kob Salmonella

igeren Orneklerin yanlis negatif sonuglara sebep olabilecegi ve 10-100 kob igerikli



orneklerin teshisinde %100 uygunluk, dogrulama derecesi elde edildigi rapor edilmistir.
Sonu¢ olarak; buna benzer calismalarin yapilmasiyla yontemin validasyonunun

desteklenecegi kanaatine varilmistir.

Techathuvanan et al. (2010) Salmonella’nin et ve et {irinlerinden analizi i¢in hizli, basit
ve yeni molekiiler metot olan LAMP protokolii olusturmuslardir. 25 gram materyallere
iki farkli seviyede inokiilasyon yapilarak hem geleneksel yontem hem de LAMP
yontemi ile belirlenme yapilmistir. Materyallerden 10 saatlik 6n zenginlestirme islemi
ile 10% kob/25 g, 6n zenginlestirme olmadan 10° kob/25 g seviyesinde belirlenme
yapilabildigi belirtilmistir. Bu analizin yaklasik olarak 1 giin siirdiigii ve klasik yonteme
gore ¢ok hizli sonug verdigi, bu sebeple rutin laboratuvarlarda kullanma potansiyelinin

yiiksek oldugu sonucuna varilmistir.

Shao et al. (2011) tarafindan Salmonella spp. ve Shigella spp.’nin siitlerden es zamanli
olarak belirlenmesi i¢in LAMP yontemi gelistirilmistir. Bu sistemde iki farkli tasarimla
her patojen i¢in 6 adet primer dizayn edilmistir. Salmonella spp.’de invA, Shigella spp.
icin ipaH genlerinden tasarlanan primerler yiiksek spesifiklikte sonu¢ verdigi
goriilmistiir. Multiplex loop-mediated isothermal amplification-RFLP (MLAMP-RFLP)
kullanilan sistemde amplifikasyon i¢in 100 fg DNA’nin reaksiyon ortaminda olmasi
yeterli iken; multiplex PCR’da 1 pg DNA olmasi1 gerekmektedir. Sonug olarak;
mLAMP yonteminin 5 kob/10 mL inokiilasyon seviyesinde sonug ile hassas, hizli, etkili

ve spesifik oldugu rapor edilmistir.

Ye et al. (2011) gidalarda Salmonella’nin belirlenmesi i¢in in situ LAMP yontemini
gelistirmis ve test etmislerdir. Arastirmacilar; yapay olarak kontamine ettikleri yumurta
kabuklarinda, belirlenme limitinin (detection limit) yaklasik olarak 1 kob/cm? kabuk
olduklarini belirlemislerdir. In situ bir ¢aligma olarak alaninda ilk olma 6zelligi tagiyan
arastirmanin klasik kiiltiirel ve PCR’a gore daha hizli, kolay oldugu ve yiiksek

spesifiklik gosterdigi vurgulanmistir.

Ravan and Yazdanparast (2012) insanlarda gastrointestinal rahatsizliklara sebep olan



Salmonella serogroup D patojenlerinin belirlenmesinde ELISA (enzyme-linked
immunosorbent assay) ve LAMP yontemini birlikte kullanarak yeni bir protokol
olusturmuslardir. Calismada; ELISA prensip olarak PCR ve LAMP amplikonlarinin
goriilmesinde kullanilmistir. Calisma nihayetinde; ELISA-LAMP yonteminin ELISA-
PCR yontemine gore, 10 kat daha hassas oldugu ve alternatif bir uygulama olarak

kullanilabilecegi sonucuna varilmaistir.

Zhang et al. (2012) tarafindan Salmonella’nin gidalardan hizli teshisi i¢in fimY (fimbrial
regulatory protein FimY) geni gézoniine alinarak LAMP i¢in primerler tasarlanmis ve
amplifikasyonun goriintiilenmesi es zamanli bir bulaniklik 6lcer platform ile
gerceklestirilmigtir.  Salmonella  kiiltiirlerinden 13  kob/mL  seviyesinde teshis
gerceklestirildigi ve bu degerin PCR’dan 10 kat daha hassas oldugu bildirilmistir.
Calismada; diisiik konsantrasyonda Salmonella ile kontamine olmus gidalarin 3 saatlik
bir 6n zenginlestirme sonras1 LAMP ile teshis edilebildigi vurgulanarak yontemin etkili,

hizl1 ve hassas oldugu sonucuna varilmstir.

Soli et al. (2013) Shigella, Salmonella ve Vibrio cholerae i¢in LAMP yonteminin
uygulanabilirligini degerlendirmek i¢in qPCR metoduyla kiyaslamalar yapmislardir.
HNB ve SYBR green I kolorimetrik boyalarla hazirladiklar1 LAMP uygulamalarinin
tirbidite ve goriintilemeye dayali yoOntemlere kiyasla hassasiyeti arttirdigi
vurgulanmistir. Calismada; klinik kaynakli patojenlerin tespitinde LAMP uygulamalar
icin DNA ekstraksiyon metotlarinin ve kolorimetrik boyalarin optimizasyonunun

onemine de deginilmistir.

Delibato et al. (2014) Avrupa birliginde Salmonella analizinde kullanilan klasik
yonteme alternatif olarak real-time PCR yonteminin validasyonunu gerceklestirmek
amactyla kapsamli bir ¢alisma gerceklestirmislerdir. 33 kisilik bir ekip tarafindan
yirlitiilen c¢aligmada et Ornekleri materayal olarak kullamilmis ve yapay
kontaminasyonla 37°C+1, 1842 saatlik inkiibasyon sonrasi klasik kiiltiirel yontem ve
qPCR protokolleri uygulanmistir. Elde edilen sonuglara bakildiginda PCR ile 10 kob/25

g seviyesinde belirlenme gerceklestirildigi, %100 dogruluk oranina sahip oldugu



goriilmektedir. Real-time PCR ydnteminin hizli ve maliyeti diisiik oldugu; bu sebeple
bu platformlarin laboratuvarlarda kullanilabilecegi ve ISO standard 16140:2003’e gore
valide oldugu bildirilmistir. Avrupa genelinde 13 laboratuvarda yiiriitiilen ¢alismada
yontemin validasyonu i¢in giliclii bir sonu¢ elde edilmis ve gida orneklerine gore

validasyon c¢aligmalarinin ytiriitiilmesi gerektigi vurgulanmistir.

Chen et al. (2015) LAMP uygulamasiyla gidalarda yaygin olarak bulunan bazi
Salmonella serotiplerini belirlemislerdir. S. Choleraesuis, S. Enteritidis ve S.
Typhimurium tiirlerinin 10 farkli susu bu yontem ile identifiye edilmistir. Kiiltiirler i¢in
belirlenme limitinin 1,33x10* kob/mL, materyal olarak kullanilan et icin ise 2.0x10%
kob/mL oldugu bildirilmistir. Caligma sonucunda LAMP yonteminin hizli, spesifik ve
hassas oldugu; bu sebeple gidalardan Salmonella’nin hizli belirlenmesi i¢in

kullanilabilecegi rapor edilmistir.

Wu et al. (2015) tarafindan maruldan 6n zenginlestirme olmaksizin diisiik sayidaki
Salmonella’nin belirlenmesi igin kaplanmis aktif karbon (coated activated carbon) ve
LAMP yontemi kombine edilmistir. LAMP’1n sonug verebilmesi i¢in en diisiik DNA
seviyesinin 0.5 kob/g inokiilasyondan saglandigi belirtilmektedir. Midori green
boyasinin floresan ajan olarak kullanildigi ¢calismada sonuglar Real Time Cycler ile elde
edilmistir. Aktif karbonun DNA amplifikasyon inhibitorlerinin elemine edilmesinde
etkili oldugu ve bu sebeple kullanildig1 agiklanmistir. Sonug olarak bu metodun marul
gibi diger sebze ve gidalardan Salmonella aranmasinda basarili sonu¢ verecegi

gorilmektedir.

Wu et al. (2015) Salmonella enterica ser. Enteritidis’in canli ve o6li hiicrelerini
birbirinden ayirt etmek amaciyla ethidium bromide monoazide (EMA) ve LAMP
yontemini kombine ederek hizli ve etkin bir protokol olusturmuslardir. Yaptiklar:
calismada 8.0 pg/mL konsantrasyonda EMA’nin DNA amplifikasyonunu inhibe
etmedigi bildirilmistir. EMA; 1s1 uygulamasi ile hiicre duvarlar1 zedelenen hiicrelere
penetre olarak DNA ile kovalent bag olusturdugu i¢in PCR ve LAMP gibi yontemlerde

niikleik asitler amplifiye olamamaktadir. Bu prensiple amplifikasyon gerceklesen



hiicrelerin canli, digerlerinin cansiz oldugu tespit edilmektedir. Calisma sonucunda
EMA-LAMP yonteminin, EMA-PCR yonteminden daha hizli oldugu da

vurgulanmaktadir.

Abirami et al. (2016) bir arastirmalarinda Salmonella ile dogal olarak kontamine olmus
tavuk karkasi ve etleri ile iiretim c¢evresinden Salmonella teshisi i¢in kullanima hazir
plak sistemi ve LAMP temelli bir kitin degerlendirmesini yapmislardir. Arastirma
sonucunda, 3M Petrifilm SALX System ve 3M MDA ticari sistemlerin 1SO 6579:2002
referans metod kadar hassas, spesifik ve dogru oldugu, bu sistemlerin alternatif

olabilecegi sonucuna varilmistir.

Li et al. (2016) gidalardan Salmonella spp.’nin aranmasinda hizli ve hassas bir LAMP
analizi gelistirdiklerini bildirdikleri ¢alismada; Kong et al. (2013) tarafindan ortaya
cikarilan Salmonella spp.’ye ait oldukca spesifik bir gen dizilimi (gene62181533) hedef
alinarak 6 LAMP primeri dizayn edilmistir. Yontemin hassasiyetini ve 6zgiilliigiinii test
etmek amaciyla 32 Salmonella tiiriiniin 0,81 kob/mL seviyesinde inokiile edildigi siit
ornekleri 12 saat 6n zenginlestirmeden sonra kullanilmistir. Bunun yaninda toplamda
100 adet, dogal mikrobiyotaya sahip ve Salmonella inokiile edilmemis gida (sigir, tavuk
ve ¢esitli etler) kullamilmistir. Calisma sonucunda 100 gida 6rneginden Salmonella
klasik kiiltirel, PCR ve LAMP yontemleriyle aymi seviyede (%11) tespit
gergeklestirilmisti. LAMP sonucunun goriilmesi icin Mn*? iyonlar1 ve kalsein
reaksiyon ortamina ilave edilmistir. Bu ilave edilen reajantlar sayesinde reaksiyon
ortaminda meydana gelen bulaniklik ve renk degisimi amplifikasyonun pozitif oldugunu

gostermektedir (Sekil 1.1).

Sekil 1.1. Mn*2, kalsein (A) ve agaroz jel (B) ortaminda LAMP sonucunun goriilmesi
(Li et al. 2016).



Mashooq et al. (2016) Salmonella i¢in prob temelli real-time LAMP uygulamasi
gelistirdikleri ve bu yontemi degerlendirdikleri ¢aligmalarinda DNA amplifikasyon
tespitinde yeni bir yol bulduklarini vurgulamiglardir. Arastirmacilar olusturduklar1 prob
temelli primerleri LAMP’da kullanarak amplifikasyon sonuclarini real-time cihazinda,
SYBR green boyasiyla UV 15181 altinda floresana ve bulanikliga bakarak
belirlemislerdir (Sekil 1.2). Ayrica; gelistirilen yontemin TagMan prob temelli gPCR'a
gore 10 kat daha hassas oldugu vurgulanmstir.

Real-time LAM UV 151§1 SYBR green

Sekil 1.2. LAMP sonucunun tespit yontemleri (Mashooq et al. 2016)

Garrido-Maestu (2017) Salmonella spp., Enteritidis ve Typhimurium analizi igin
sistematik LAMP yontemi gelistirmislerdir. Gida orneklerinde (tavuk gogsii, hindi
filetosu, yumurta ve yumurta {riinleri) <10 kob/25 g diizeyinde belirleme icin LAMP
basarili olmaktadir. LAMP klasik kiiltiirel yontem ve qPCR ile kiyaslandiginda yiiksek

dogruluk gosterdigi sonucuna varilmaistir.

Yan et al. (2017) gidalarda yaygin olarak izole edilen V. parahaemolyticus, E. coli, P.
aeruginosa, Salmonella ve L. monocytogenes patojenleri i¢in LAMP uygulamasini test

etmiglerdir. 116 standart susun kullanildigi c¢alismada 25 pL reaksiyon hacminde



10

amplifikasyon i¢in 65°C 45 dakika islem uygulamistir. Arastirmada; her reaksiyon igin
102, 10%, 10% 10° kob bakteri kiiltiirii kullanilarak yontemin belirlenme limiti tespit
edilmistir. Kullanilan biitiin suslar yiiksek hassasiyetle dogrulanmis ve yanlis pozitif

sonuglarin olmadigi belirtilmistir.

Wang et al. (2017) gida kaynakli patojenlerin tespitinde LAMP protokoliine HNB ilave
ederek reaksiyon ortaminda amplifikasyonun olusup olusmadigint ve amplifikasyonun
kantitatif sonucunu Dbelirlemek amaciyla CMOS (complementary metal-oxide
semiconductor) goriintii sensoriiyle tasarlanan bir platform dizayn etmislerdir (Sekil

1.3).

Designed heating block integrated
with upper LED element

Disposable CMOS image >
sensor module

-
-
-

Digital outpu
data

Target DNA
Primers
Enzyme
Buffer

DI water

Reader and connecter:
Control and convert digital LAMP sample
output

Sekil 1.3. CMOS sensor entegre edilmis LAMP sistemi (Wang et al. 2017).

Platform tizerinde sensdriin reaksiyonun meydana geldigi tiiplerdeki renk degisimini
algilayip bir ¢evirici sayesinde okunabilir dijital veriler olarak sundugu belirtilmistir. Bu
sistemde E. coli O157 kantitatif analiz i¢in kullanilmig ve sistemin etkinligini belirmede
S. aureus ve Salmonella enterica ile karsilastirma yapilmistir. Kantitatif analiz i¢in E.
coli’ye ait ¢esitli konsantrasyondaki DNA’nin (10 fg/ul) en disiik seviyede bile
belirlenebildigi rapor edilmisti. LAMP reaksiyon ortaminda HNB boyasinin
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kolorimetrik amacla kullanildigi ve baslangicta reaksiyon karisiminin mor menekse
renginde oldugu belirtilmistir. Amplifikasyonun gergeklesmesiyle, reaksiyon boyunca
ortamda yan iiriin olarak olusan pirofosfatlarn HNB+Mg*? kompleksinden Mg*?
iyonlarin1 uzaklastirarak ortam pH'sinda degisiklik meydana getirdigi i¢in rengin
gokmavisine (sky blue) doniistiigii belirtilmistir. Sonu¢ olarak CMOS sensor entegre
edilmis ve kolorimetrik amacla HNB kullanilan LAMP platformun DNA’nin kantitatif
analizlerinde basarili sekilde kullanilabilece8i gdsterilmistir. Bu arastirmanin yenilikg¢i
bir yaklasim oldugu ve multidisipliner sekilde gelistirildiginde verimli bir yontem

olacagi aciktir.

Yang et al. (2003) tarafindan insanlarda gida kaynakli rahatsizlara sebep olan
patojenlerin basinda gelen C. jejuni’nin kiimes, siit ve ¢evresel drneklerden belirlenmesi
icin real-time PCR uygulamas: gelistirilmistir. Orneklerde zenginlestirme asamasi
atlanarak yiriitiilen ¢alismada yaklasik olarak 1 kob seviyesinde, 60 dakika siirede
sonu¢ alinmistir. Materyal olarak 300 dondurulmus tavuk eti, 300 siit 6rnegi ve 300 su
ornegi incelenmeye alinmustir. C. jejuni varligina 6rneklerde sirasiyla %30.6 (92/300),
%27.3 (82/300) ve %13.6 (41/300) oraninda rastlanmistir. Aragtirma sonucunda; real-
time PCR sisteminin hizli, spesifik, hassas bir metot oldugu ve incelenen orneklerin
siklikla kontaminasyona maruz kaldigi vurgulanmistir. Bu sebeple tiiketiciler i¢in risk
potansiyeli tastyan bu kontaminasyonun dnlenmesi i¢in hijyenik kosullara ve iiretim

tekniklerine dikkat edilmesi gerektigi bildirilmistir.

Yamazaki et al. (2009) Campylobacter fetus’un hizli belirlenmesi igin LAMP analizi
kullanmiglardir. Gelistirdikleri yontemin PCR ve geleneksel biyokimyasal metotlara
gore daha hizli ve basit oldugu bildirilmistir. Yontem ile 60 C. fetus susu, 55 non-fetus
Campylobacter ve 30 Campylobacter disi tiiriin belirlenmesi dogrulukla yapilmistir.
Yontemin hassasiyetinin materyallere gore degisebilecegi ve PCR ile ayn1 veya yiiksek

hassasiyet sergiledigi belirlenmistir.

Yamazaki (2013) LAMP ile tavuk etlerinden Campylobacter jejuni ve Campylobacter

coli’nin hizli ve hassas aranmasinda kapsamlica bir protokol hazirlamistir. Protokolde
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LAMP i¢in spesifik primerlerin hazirlanmasi, DNA ekstraksiyonu ve dikkat edilmesi
gereken konular detaylica izah edilmistir. Tavuk etlerinde 6n zenginlestirme sonrasinda
DNA ekstraksiyonundan itibaren sonucun 50 ile 90 dakika arasinda alindigi rapor

edilmistir.

Sabike et al. (2017) piliglerin intestinal igeriklerinden Campylobacter jejuni ve C.
coli’nin klasik kiiltiirel ve LAMP yontemle belirlenmesini degerlendirmislerdir. Toplam
131 Ornegin incelendigi ¢alismada patojenlerin prevelanst %29 (38/131) olarak
bulunmustur. Klasik kiiltirel yontemde Campylobacter yiikii 6.4-9.0 Log kob/g
arasinda tespit edilmistir. Calisma verilerine bakildiginda; bagirsak 6rneklerinden 90
dakika siireyle hizli bir sekilde diisiik maliyetle (1 USD) belirlendigi ve yontemin

performansinin klasik kiiltiirel yontemle ayni oldugu sonucuna varilmistir.

Zang et al. (2017) gesitli 6rneklerden Campylobacter jejuni belirlemek i¢in gorsel
olarak sonucu goriilebilen LAMP yontemi gelistirmis ve degerlendirmislerdir. Gida
ornekleri olarak perakende satisa sunulan toplamda 308 adet cesitli gidayr (tavuk eti,
deniz liriinleri, sebze, meyve ve yenebilir mantarlar), 73 c¢evresel maddeyi ve 94 fekal
Ornegi materyal olarak belirlemislerdir. 475 farkli 6rnek {izerinde PCR ile %14.9, klasik
kiltir yontemiyle %12.7, LAMP metoduyla %16.6 oraninda Campylobacter jejuni
tespit etmislerdir. Calismada LAMP’1n etkinliginin en yliksek oldugu goriilmiistiir.
Ayrica arastirmacilar LAMP yonteminin diger bakterilere karsi %100 hassasiyet
gosterdigini aciklamiglardir. Sonu¢ olarak LAMP yonteminin PCR alternatifi
olabilecegi rapor edilmistir. Bununla birlikte sonucun belirlenmesi amaciyla reaksiyon
gerceklestirildikten sonra ortama SYBR green gibi boyalarin ilavesinin kontaminasyon
riski olusturabilecegi, HNB gibi metal indikatorii boyalarin baglangigta ilavesiyle
risklerin azaltilabilecegi, HNB boyasinin amplifikasyonun etkinligini inhibe etmedigi ve
dogrudan gorsel sonuca imkan verdigi c¢ikarimina varilmistir. Bu ¢ikarimlar ile gida
ornekleri ve c¢evresel kaynaklardan C. jejuni’nin yiiksek hassasiyette tespitinin

basarilabilecegi dile getirilmistir.
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Haas et al. (2017) tarafindan pilig siiriilerinde Campylobacter jejuni ve Campylobacter
coli patojenlerinin izlenmesinde qPCR yaklasimini degerlendirmislerdir. Altin standart
olarak kabul edilen klasik yontemle qPCR arasinda dogru bir korelasyon oldugu; hizli,
spesifik olan bu yontemin gida zinciri boyunca O&nlemler ve uygulamalarin

belirlenmesinde yol gosterici olduguna deginilmistir.

Cardoso et al. (2010) kiimes hayvanlarinda enterik enfeksiyonlara sebep olarak
Oliimlere yol agan Coronavirus tespitinde LAMP yonteminin uygulanabilirligini
arastirmiglardir. Sonug¢ olarak tek tiipde, tek adimda kisa bir siire igerisinde
amplifikasyonu HNB ile belirlemislerdir. RT-PCR’1n bu alanda sonu¢ vermesi i¢in en
az 2 saate ihtiya¢ duyuldugunu; LAMP yonteminde ise 45 dakika gibi bir siirenin
gerektigini belirtmislerdir.

Venkatesan et al. (2015) kegi ve koyunlarda yaralar yapan Orf viriis (ORFV) etkenini
hizl1 belirlemede sonucu gozle goriilebilen LAMP reaksiyonunu optimize etmek ve
degerlendirmek amaciyla bir ¢alisma yiiriitmislerdir. Klinik orneklerden belirleme
oranlarinin PCR, qPCR ve LAMP i¢in sirastyla %67.9, %91.1 ve %89.3 oldugunu rapor
etmislerdir. Amplifikasyon sonuglarinin gorsel olarak goézlenmesi amaciyla SYBR
Green [ ve HNB boyasi kullanilan ¢alismada optimum reaksiyon kosullarinin 65°C, 60
dakika inkiibasyon oldugu gosterilmistir. Ayrica calismada amplifikasyonlarin
belirlenmesi amaciyla HNB kullanimin SYBR Green I, Pico green gibi ¢ift zincirli
DNA’ya 6zgii boyalarla ayn1 sonucu verdigini ve bu boyalara kiyasla ekonomik oldugu
da vurgulanmistir. Arastirmacilar LAMP  yonteminin  Orf enfeksiyonlarinin
epidemiyolojik incelemelerinde ve klinik olarak tanimlanmasinda PCR tekniginde

kullanilan ekipmanlara ihtiya¢ duyulmadan yapilabilecegi sonucuna varmislardir.

Dugan et al. (2012) Bacillus anthracis ve sporlarini belirlemek amaciyla ilk kez bir
LAMP protokolii uygulamiglardir. HNB boyasiyla gelistirdikleri bu protokol ile
germinasyonu saglanan sporlardan ve aktiflestirimis kiiltiirlerden amplifikasyon
basardiklarini bildirmislerdir. Amplifikasyon sayesinde patojenik ve patojenik olmayan

Bacillus suslarin ayriminin da yapilabilecegi belirtilmistir.
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Goto et al. (2010) Pseudomonas aeruginosa’a ait outer membrane lipoprotein (oprL)
gen bolgesine 0zgii primerler hazirlayarak HNB ile kolorimetrik LAMP analizi
gerceklestirmislerdir. Calismada; metodun serogrup ve diger bakterilere karst %100
Ozgiillik gosterdigi rapor edilmistir. Yani; hedefe 06zgli tasarlanan primerlerle
amplifikasyon igslemi HNB ile gozlemlenmis ve diger bakterilere ait DNA 6rneklerine
karsi amplifikasyon goriillmemistir. Calisma sonucunda aragtirmacilar LAMP
yonteminin Pseudomonas aeruginosa aranmasinda PCR ve klasik kiiltiire]l yonteme
alternatif olabilecegini ve bu yoOntemlere kiyasla daha uygulanabilir oldugunu

bildirmislerdir.

Mao et al. (2012) baliklar i¢in patojen bakteri olaran Pseudomonas putida tespiti i¢in
LAMP reaksiyonuna 6zgli 4 primer dizayn ederek calisma ylriitmiislerdir. LAMP
reaksiyon kosullarinin optimizasyonundan sonra, yontemin reaksiyon basina 4.8 kob
seviyesinde belirleme limitine sahip oldugu ve bu limitin klasik PCR’a gore 10 kat daha
hassas oldugu rapor edilmistir. Calismada yontemin hassasiyetinin belirlenmesi
amaciyla 9 farkli Gram pozitif bakteri kullanilmis ve biitiin P. putida izolatlarinin
yiiksek hassasiyette belirlendigi bildirilmistir. Caligmada sonucun gorsel olarak tespiti
icin SYBR green boyas1 mikrokristal mumsu bir yap1 ile kaplandiktan sonra reaksiyona
ilave edilmistir. Bu kullanimimin capraz kontaminasyonlar1 o6nledigi ve boyanin
kaplama materyalinin 85°C’de eridikten sonra ortama yayilip amplikonlara baglandig:
One siiriilmiisiir. Sonug olarak etken patojenin baliklardan hizli belirlenmesinde yiiksek
duyarlhilik  gosterdigi, ekonomik oldugu ve gorsel LAMP  yOnteminin

uygulanabilirliginin basarili oldugu gosterilmistir.

Chen et al. (2014) Q (Query) fever veya Q hummasi olarak bilinen enfeksiyona sebep
olan Coxiella burnetii’nin belirlenmesi i¢in LAMP analizi gelistirmislerdir. Filogenetik
olarak yakin olan Orientia tsutsugamushi, Rickettsia typhi, Rickettsia conorii ve
Rickettsia rickettsi mikroorganizmalarin genomlar1 yontemin 6zgilligiini (specificity)
tanimlamak amaciyla kullanilmistir. Amplifikasyonlarin goériintiilenmesi i¢in %2 agaroz
jel ortaminda GelRed ile elektroforez isleminden sonra UV 1sik altinda belirlemenin

yanisira HNB ile gorsel tespit gerceklestirilmistir. Bu alternatif metodun prensibi
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arastirmacilar tarafindan su sekilde izah edilmistir: Metal iyon indikatérii HNB boyast
sayesinde Mg*? iyon konsantrasyonunun azalmasina takiben reaksiyon karisiminda renk
degisimi meydana gelmektedir. Bunun yaninda SYBR green boyasi; ¢ift zincirli LAMP
iirtinleriyle etkileserek UV veya giin 15181 altinda floresan 6zellik sergilemektedir (Sekil
1.4).

#

Sekil 1.4. Reaksiyon ortaminda SYBR green ve HNB ile LAMP iiriinlerinin
belirlenmesi (Chen et al. 2014).

Arastirmacilar ¢alisma sonucunda LAMP yontemiyle siit, kan ve hayvansal
kaynaklardan C. burnetii analizinin yapilabilecegi ve bu sekilde hizli bir belirlemenin

gerceklesecegini bildirmislerdir.

Niessen et al. (2013) bakteriyel patojen ve fungal kontaminantlarin analizlerinde LAMP
uygulamalarin1 genis kapsamli bir derleme ile gostermislerdir. Arastirmacilar 2000’11
yillardan itibaren bu yontem ile ¢aligmalarin arttifin1 ve PCR gibi niikleik asit bazli
yontemlere alternatif oldugunu vurgulamislardir. Ozellikle PCR yonteminde kullanilan
bazi ekipmanlarin LAMP uygulamasinda zorunlu olmamasi bir avantaj olarak
goriinmektedir. Genomik Orneklerin yiiksek saflikta hazirlanmast ve inhibitor
icermemesi PCR i¢in ¢ok 6nem arz ederken; LAMP yoOnteminin inhibitorlere karsi
diisiik duyarlilikta oldugu da izah edilmistir. Gida mikrobiyolojisi alaninda yiiksek
kaliteli yaymlarin yer aldigi bir dergide yayimlanan calismada sonu¢ olarak; LAMP
yonteminin otomasyon ve yeni dizaynlarla gelismeye agik oldugu ve gida analizlerinde

daha da etkili olacag bildirilmistir.
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Ferrara et al. (2015) yaptiklar1 bir ¢alismada gida giivenligi agisindan gida kaynakli
kiiflerin hizli, diisiik maliyetli, basit bir yontemle belirlenmesinin dnemine deginerek
Penicillium nordicum kiifiiniin teshisi igin LAMP yontemi gelistirmislerdir. P.
nordicum ozellikle kurutulmus et tiriinleri gibi yiiksek proteinli gidalarda ochratoxin A
(OTA) fiiretebilmektedir. Calismada; LAMP reaksiyonu boyunca amplifikasyonun
dogrudan tlip igerisinde HNB boyasinin mor menekse renginden mavi renge

doniistimiiyle ¢iplak gézle goriilebilecegi rapor edilmistir (Sekil 1.5).

a - “ - W v

Sekil 1.5. Penicillium nordicum kiifiine ait LAMP reaksiyon iiriinlerinin HNB ile tespiti
(Ferrara et al. 2015)

Arastirmacilar; Sekil 1.5°de gortldigi tlizere 4-6 tiiplere P. nordicum ITEM 9634
kiiltiirii inokiile edilmis kurutulmus et {irlinlerinde 5 giin inkiibasyondan sonra DNA
ekstraksiyonu gerceklestirmiglerdir. 1-3 tiiplere ise herhangi bir inokiilasyon
yapilmamistir. Mor menekse rengin degismemesi amplifikasyonun negatif, mavi renge
doniisiim ise amplifikasyonun pozitif oldugunu gostermektedir. Analiz yonteminin kiife
ait 100 fg genomik DNA veya 10% konidium seviyesinde belirleme gergeklestirdigi
bildirilmistir. Sonug olarak; kurutulmus et tiriinlerinde P. nordicum’un belirlenmesi ve
tanimlanmasinda hizli bir DNA ekstraksiyon metoduyla LAMP y6nteminin uygun

olacag1 gosterilmistir.

Mohon et al. (2014) Symptomatic Falciparum Malaria (semptomatik sitma) hastaligina

sebep olan Plasmodium falciparum’un hizli, ekonomik ve etkin belirlenmesi amaciyla
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LAMP reaksiyon karistminda 120 uM Hydroxynaphthol Blue (HNB) boyasi kullanarak
yeni bir LAMP metodu gelistirmislerdir. Bu yeni yontem ile kan orneklerinden 5
parazit/uL seviyesinde 35 dakikada sonu¢ alinmistir. Ayrica, LAMP yontemini qPCR
ile karsilagtirmis ve %98.1 oraninda hassasiyet gosterdigini belirlemislerdir. Bunun
birlikte arastirmacilar, LAMP yonteminin genis Ol¢iide kullanimi ve gelistirilmesiyle

PCR gibi molekiiler yontemlere alternatif olabilecegi sonucuna varmislardir.

Kumar and Mondal (2015) LAMP ile siit ve meyve sularinda Escherichia coli’nin
gorsel belirlenmesi igin bir ¢alisma yiiriitmiiglerdir. HNB boyasi kullanarak E. coli’nin
dogrudan tespitinde belirlenme limiti 10'-10* kob/mL, PCR’da ise 10%-10° kob/mL
olarak bulunmusgtur. DNA ekstraksiyonunda NaOH ortaminda kaynatma metodunun siit
ve meyve suyundan gelen asitlikleri notiirledigi i¢in verimi arttirdi§i vurgulanmastir.
Calisma igerigine bakildiginda LAMP uygulamas: icin sicaklik derecesi, Mg*?, Betain
ve dNTP konsantrasyonlarinin etkileri detaylica incelenmistir. Ayrica; LAMP
tiriinlerinin HNB boyasi ile belirlenmesinin, agaroz jel ortaminda goriintiilleme gibi

gecerli oldugu rapor edilmistir.

Liu et al. (2015) tarafindan Listeria monocytogenes’in gidalarda aranmasinda LAMP
yonteminin hassasiyeti ve spesifikligi arastirilmistir. Yontemin hassasiyetinin 1.7
kob/reaksiyon oldugu ve PCR’a gore 147 kat (251 kob/reaksiyon) daha hassasiyet
sergiledigi goriilmiistiir. Yontemin kiiltiirel teknige gore %100 performans gosterdigi ve

PCR yonteminin pozitif 6rneklerden 1 tanesini negatif olarak belirledigi bildirilmistir.

Zhong et al. (2016) gida kaynakli 6nemli bir patojen olan Vibrio parahaemolyticus ’un
belirlenmesi i¢in propidium monoazide (PMA) boyas: ile kombine edilmis LAMP
yontemini gelistirmis ve yontemin uygulanabilirligini degerlendirmislerdir. Bu
kombinasyonun secilmesindeki sebebin hedef patojenin canli fakat standart
besiyerlerinde kiiltiirli yapilamayan (viable but non-culturable, VBNC) formunun tespiti
oldugu bildirilmistir. Calismaya baktigimizda; bu formda olan bakteriler kiiltiirel

yontemlerle belirlenemedigi i¢cin bu yontemin secilmesinin Onemli oldugu
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goriilmektedir. Bu ¢alisma VBNC formundaki bakterilerin belirlenmesi agisindan yol

gostericidir.

Hong (2017) tarafindan gidalarda enterotoksijenik Clostridium perfringens’in hizli
tespiti icin LAMP metodu kullanilmistir. Calisma kapsaminda yapay olarak kontamine
edilmis gidalardan DNA ekstraksiyon metotlar1 da (kaynatma, NaOH uygulamasi,
manyetik ayirma) incelenmistir. C. perfringens’e ait 15, farkli bakterilerden 30 sus
kiltiriic LAMP hassasiyetinin belirlenmesi i¢in gidalara kontamine edilmistir. 15 adet
hedef susun yontem ile dogrulandig1 ve DNA ekstraksiyonu i¢in manyetik partikiillerle

ayirma yonteminin yiiksek verimlilik gosterdigi bildirilmistir.

Yukarida bazi ¢aligmalara ait sonuglar ¢ikarimlarla birlikte verilmistir. Bu c¢alismalar
genellikle materyallerin  mikrobiyolojik  kalitesinin  belirlenmesinin  yanisira;
yontemlerin bu belirlemede validasyonu, hizi, spesifikligi, hassasiyeti gibi 6zelliklerinin

tespit edilmesi hedeflenmistir.

Bu arastirmada;

1. Oncelikle Salmonella ve Campylobacter belirlenmesine yonelik niikleik asit
amplifikasyonuna dayali metotlarin (LAMP ve qPCR) kullanilmas: ve altin standart
olarak kabul edilen geleneksel kiiltiirel metotlara alternatifliginin arastirilmast,

2. Bilimsel c¢alismalarda siklikla kullanilan qPCR ve LAMP metotlarinin
iistlinliiklerinin  kiyaslanmasi, yiiksek maliyetli cihazlara gereksinim duyan PCR
yontemine alternatif olarak LAMP uygulamasinin kullanilip kullanilamayacaginin
belirlenmesi,

3. Bununla birlikte; hem geleneksel hem de bu niikleik asit temelli yontemlerle teshis
edilecek ve tanimlanacak patojenlerin prevelansinin belirlenmesi, tavuk etlerinin genel
mikrobiyolojik kalitesinin arastirilmast gerceklestirilecektir. Ayrica; Salmonella,
Campylobacter, S. aureus, Listeria spp. belirlendigi takdirde antibiyotik

duyarhiliklarinin tespiti amaglanmaktadir.
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Real-time temelli metodlar kantitatif bilginin yaninda kalitatif verilerde sunmaktadir.
Klasik PCR’dan farkli olarak goriintiileme cihazina ihtiyag duyulmadan
amplifikasyonun florometrik olarak takip edildigi bu yontemde sonug¢ daha kisa siirede

alinabildiginden tavuk etlerinde etkenlerin teshisi hizli bir sekilde yapilabilecektir.

LAMP yontemini segmemizin en temel sebebleri; lilkemizde gida alaninda bu metot ile
gerceklestirilen yeterli sayida ¢alismanin mevcut olmamasi, diger molekiiler metotlara
alternatif olup olamayacaginin arastiritlmamis olmasidir. Ayrica LAMP reaksiyonunun
sonucunun belirlenmesi amaciyla dogrudan ortama HNB ilavesinin uygun, saglikli ve

ekonomik bir yontem olma durumu incelenecektir.
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2. KURAMSAL TEMELLER

2.1. Tavuk Eti ve Mikrobiyolojisi

Tavuk etleri, kavramsal olarak Gallus gallus tiirlerinin tiim karkasini, par¢alanmis
kemikli kisimlarmi veya karkasin bir kismimi temsil eder. Tavuk etleri, tiiketiciler
arasinda son 30 yilda popiiler hale gelmistir. Gerek fiyati, kolay bulunabilirligi,
besleyici degerlerinin yliksek olmasi, sindirilebilirligi (protein kalitesi) gibi
ozelliklerden dolay1 tercih sebebi olmustur. Kisaca; duyusal ozellikleri ve
besleyiciliginin yanisira diisiik maliyetinden dolayr popiiler hale gelmistir. Ayrica, son
ceyrek yiizyilda kiimes hayvanlar1 isletmeciliginin teknolojik yeniliklere ayak
uydurmasiyla tiiketicilere daha giivenli ve kaliteli {iriin ulastirmak kolay hale gelmistir.
Bu avantajlariyla tavuk etleri her biitgeden insanlara hitap etmektedir. Tavuk etlerinde
kalite, makro ve mikro besin igeriginin yanisira mikrobiyolojik degerlerle birlikte ele
almir. Tiketicinin saglhigmi etkileyecek patojen mikroorganizma bulagsmamis ve
mikroorganizmalar tarafindan arzu edilmeyen biyokimyasal degisimlere maruz
kalmamus tavuk etleri saglikli ve kaliteli olarak degerlendirilebilir (Mead 1995; Bhaisare
et al. 2014).

Tavuk etleri yiiksek su icerigi, azotlu bilesenleri, vitamin ve mineral gibi diger biiyiime
faktorleriyle bakteriyel iireme i¢in ideal bir ortamdir. Ayrica, pH ve su aktivitesi (aw)
(0.98-0.99) iireme icin de uygundur. Tavuk etlerinin pH degeri 6.2-6.4 arasindadir.
Tavuk etlerin gerek su aktivitesi, gerek pH degeriyle ¢esitli mikroorganizmalar i¢in

uygun bir gogalma ortami olarak kabul edilebilir (Cetin 2006).

Tavuk etlerinin mikrobiyolojisi, islenmemis iirlinlerin depolama boyunca hem raf émrii
hem de gida kaynakli patojenlerin sebep olabilecegi hastaliklar agisindan 6nemlidir.
Tiiketicilerin bu tehlikelere karst bilinglenmesi, yetkili otoritelerin denetim ve

standartlar1 bu iki 6nemli hususun kontrolii i¢in dncelik teskil etmektedir.
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Pazarlama ve iiretim asamasinda tavuk etlerinin mikrobiyolojik yiikii temelde siire,
sicaklik ve baslangictaki mikrobiyal yiik gibi ii¢ faktére baghdir. Islenmemis tavuk
etlerinin depolama sicakliginin 0°C’de olmas1 mikroorganizmalarin ¢ogalmasini kontrol
altina almak icin yeterlidir. Diisiik mikrobiyal yiik ve uygun sicaklik degerleri {iriiniin
raf Odmriinli uzatabilir. Sicaklik kosullarinin 5°C’den 0°C’ye getirilmesiyle raf dmriinde
tic giinliik bir uzama s6z konusu olmaktadir. Tavuk etlerinin mikroorganizma yiikii ile
bozulma arasinda bir korelosyon oldugu yapilan arastirmalar neticesinde goriilmiistiir.
Eksimsi bir kokunun olusmasi; mikrobiyal ylikiin milyon, slimiiksii bir bozulmanin
goriilmesi ise 100 milyon seviyesinde mikrobiyel bir yiikiin oldugunu gostermektedir

(Wabeck 2002).

Bozucu mikroorganizmalar yag ve proteinleri par¢alama neticesinde, diger
biyokimyasal degisimlerle arzu edilmeyen tat ve kokuya sebep olurlar. Pseudomonas
cinsi bakteriler ¢ig tavuk etlerinde bozulmanin en biiyiik etkenidir. Bu cins bakteriler
mikrobiyal yiik igerisinde diisiik seviyede olsa bile igleme sirasinda, 6zellikle sogukta
depolama agamasinda hizli bir sekilde ¢ogalmaktadir. Bu bakteriler, kuvvetli proteolitik
enzimleri sayesinde, tavuk etlerine 6zgii mikrobiyal bozulma belirtisi olan kokunun

yanisira, UV 15181 altinda goriilebilen yesil renkli pigmentlerin sebebidir (Mead 2004b).

Koliform grubu bakteriler, dncelikle Escherichia ve Enterobacter cinsi bakteriler tavuk
etlerinde hijyen kosullarinin ve patojenik bakterilerin varliginin bir indikatorii olarak
goriilmektedir.  Escherichia coli  baskin  tiir olarak  bulunmaktadir. Bu
mikroorganizmalar, hayvanin bagirsak sistemlerinden, isleme sirasinda temizlik
kurallarina uymayan personelden {iriine gegebilmektedir. Bu mikroorganizmalarin
seviyesi, igletmede dezenfeksiyon ve sanitasyon uygulamalarinin bir 6l¢iitli, isleme
boyunca kontaminasyon ve/ya ¢apraz kontaminasyonun derecesini gosteren bir faktor
olarak degerlendirilir. Genellikle sicaklik kosullarinin  <4.4°C oldugunda bu

mikroorganizmalarin ¢ogalmasi durmaktadir (Wabeck 2002; Khalafalla et al. 2015).

Tiiketim i¢in islenmeye hazir tavuk etlerinde diisiik sayida koliform grubu varligs,

toplam Dbakteriyel saymin diiglikliglinii gostermenin yanisira ilave muhafaza
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yontemlerinin uygulandiginin gostergesi de olabilir. Clinkii; koliform grubu bakteriler
fakiiltatif anerob Ozellige sahiptirler ve karbondioksit veya azot iceren atmosferik
ortamlarda muhafaza edilen tavuk etlerinde psikrofil kosulda bile ¢ogalabilirler. Bu
mikroorganizmalarin hijyen ve sanitasyon uygulamalariyla kontrol altinda tutulmasi

onem arz etmektedir (Wabeck 2002).

2.2. Tavuk Etlerinde Patojen Mikroorganizmalar

Gida patojenlerinden kaynaklanan bir¢ok rahatsizlik kontamine olmus tavuk etlerinin
tiketimiyle iligkilidir. Bu iliski ¢ig drlinlin patojen mikroorganizmalarla
kontaminasyondan sonra ¢apraz kontaminasyona yol acabilmesiyle yorumlanmaktadir.
Kontamine olmus ¢ig iiriinden islenmis iirline, iiriin hazirlama alet-ekipmanlarina (tahta,
bicak gibi) patojenler tasindiginda risk ortaya ¢ikmaktadir. Ayrica, liriinler yetersiz 1s1l
isleme tabi tutuldugunda patojen mikroorganizmalar inhibe olmadiklarindan uygun

kosullarda gogalarak tiiketiciye tasinabilir (Yiiksel vd 2013).

Tavuk etleri; Salmonella, Campylobacter, S. aureus, E. coli ve Listeria gibi patojenik
mikroorgamizlarla kontamine olabilmektedir. Bazi durumlarda da Yersinia
enterocolitica, Aeromonas spp. ve Cl. perfringens potansiyel olarak bulunabilmektedir.
Ancak, Salmonella, Campylobacter, az oranda Listeria kanatli etlerinde en 6nemli gida
kaynakli patojenler olarak kabul edilmektedir. Normalde saglikli tavuklarin etlerinde
patojen mikroorganizma bulunmaz. Fakat kesim esnasinda fekal maddelerden karkas
yiizeylerine bulagsma ve isleme siirecinde gevre, alet-ekipman, personel gibi etkenlerden

dolay1 ¢apraz kontaminasyon olabilmektedir (Bhaisare et al. 2014).

Yukarda bahsedilen patojenlerin ¢cogu gastroenterit (mide ve bagirsak) rahatsizliklara
sebep olmaktadir. Elde edilmis veri ve istatistiklere bakildiginda Salmonella spp. bu tip
rahatsizlara Onciilik etmektedir. Campylobacter spp. ise bakteriyel gastroenterit
vakalarinin ¢ogunlugundan sorumlu olmasina ragmen, vakalarla bakteri arasinda iligki
izolasyon ve belirlemenin zorlugu veya hatali tanilardan dolay1 tam kurulamamaktadir

(Satin 2002; Ellerbroek 2004).
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2.2.1. Campylobacter spp. ve kampilobakteriyozis

2.2.1.a. Genel ozellikleri

Campylobacter cinsi bakteriler 0.2-0.8umx0.5-5um boyutlarinda Gram negatif,
mikroskobik olarak ince spiral kivrik goriiniimlii, iki veya daha fazla hiicrenin birbiriyle
S veya V seklinde grup olusturma ozelligindedirler. Tiirlerin ¢ogu sarmal olarak

kivrilan tipten hareket kabiliyetine sahiptir (Giiltekin Debruyne ;2008et al. 2008).

Campylobacter cinsi; 2010 yilindaki veriler itibariyle 32 tiir (species) ve 13 alt tiir
(subspecies) igermektedir. Bazi tiirlerin insan ve hayvan sagligi icin tehlikeli oldugu
bilinmektedir. Gida kaynakli rahatsizliklara bakildiginda termofilik tiirlerin 6n plana
ciktigi, bunlar arasinda C. jejuni, C. coli, C. lari ve C. upsaliensis tiirlerin yer aldig
belirtilmektedir (Euzéby 2010; EFSA 2013; Euzéby 2014; Frasao et al. 2017).

C. gracilis haricindeki tiirler oksidaz aktivitesi gosterirler. Karbonhidratlari okside
edemez ve fermentasyona ugratmazlar, bunun yerine amino asitlerden veya
trikarboksilik asit dongiisii ara maddelerinden enerji saglarlar. Campylobacter jejuni

hippiirat1 ve indoksil asetat1 hidrolize eder, nitratlar1 rediikleyebilir (Vandamme 2000).

Bu bakteriler olumsuz ¢evre sartlarinda VBNC formuna gegerler (Portner et al. 2007).
Cappelier (1997) tavuk ciftliklerinin g¢evresindeki topraklardan bu bakterileri VBNC
formda gozlemlemistir. Bu formdaki bakteriler tavuklarin intestinal sistemine transfer

edildiginde ¢ogaltilip kiiltiire edilebildigi bildirilmistir (Cappelier 1997).

Campylobacter spp. obligat mikroaerofiliktir ve genellikle 37°C’de ¢ogalabilirler.
Ancak C. jejuni, C. coli, C. lari ve C. upsaliensis gibi tiirler 42°C’de de tireyebilirler.
Bu mikroorganizmalara termofilik Campylobacter tiirleri denilmektedir. Termofilikler
icerisinde en sik karsilasilan C. jejuni ve C. coli’nin tespitinde bu 6zellikten faydalanilir.

42°C’de C. jejuni ve C. coli hizli iirer, bunun yaninda diger fekal kaynakli bakterilerinin
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tiremeleri baskilanir (Erdem vd 1999).

Termofilik Campylobacter tiirleri 37-42°C arasinda, optimum 41,5°C ¢ogalabilirler.
30°C’nin altindaki sicakliklarda ise ¢ogalamazlar. Ciinkii diisiik sicakliklara uyumu
saglayan soguk sok protein geni yoktur. Levin (2007) bu mikroorganizmalar 55°C ve
tizerinde termofilik oOzellik tasimadigindan literatirde termotolerant olarak refere
etmektedir. Bu tiirler su aktivitesi (aw) 0,987’nin altinda olan ¢evre sartlarinda
cogalamazlar ve NaCl konsantrasyonu %?2’nin iizerinde oldugu kosullara karsi da

hassastirlar.

Dondurma-¢oziindiirme (Freezing—thawing) islemlerine karst ¢ok hassas olan bu
bakterilerin popiilasyonu zamanla azalir. Saf kiiltiirlerle yapilan deneysel ¢alismalarda,
Campylobacter spp. -15°C’de 3 giin gibi bir siirede inaktif hale gelmektedir. Ancak
kontamine olmus gidalarda dondurma islemi bu patojeni tamamen elemine etmez (Stern
and Kotula 1982; Lee et al. 1998). Hazeleger et al. (1995) yaptiklari ¢alismalarda C.
Jjejuni’nin 4°C’de daha uzun dayandiklarin1 belirlemislerdir. Campylobacter spp. pH
4,9’un altinda, 9,0’un stlinde ¢ogalamazlar. En uygun pH degeri 6,5-7,5’tir.

Spor olusturmayan, besiyeri agisindan segici ve hassas olan (fastidious) bu bakteriler
genelde mikroaerofiliklerdir. Oksijen bakimindan en iyi gelisme, oksijenin diisiik

oranda (%5 Oz, %10 CO2 ve %85 N2) oldugu ortamlardir (Garénaux et al. 2008).

Kampilobakteriyozis salginlarinin sayisi diisiik olmasina ragmen, Campylobacter spp.
gastroenterit rahatsizliklarin basta gelen sebeplerinden biri olarak diisiiniilmektedir. C.
jejuni ise klinik vakalarda en sik rastlanan tiirdiir. Kanada, Ingiltere ve daha bircok
iilkede Kampilobakteriyozis vakalarinin salmonellozis ve sigellozis vakalarindan daha
cok oldugu bildirilmektedir. Kampilobakteriyozis genellikle yaz aylarinda meydana
gelmekte ishal, kanli ishal, ates, karin agrilari, mide kramplarinin yanisira reaktif artrit
(ReA), pankreas iltihabi, menenjit, kalp i¢ zari iltihabi, Guillain—Barré syndrome gibi
rahatsizliklarla kendini gostermektedir. Guillain—Barré syndrome, bir periferik sinir

sistemi rahatsizlig1 olup, otoimmun sistemini etkilediginden dolay:1 akut sarkik felg ile
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sonlanmaktadir. Ozellikle bu rahatsizliklarinin ¢ogunun klinik olarak C. jejuni iliskili
enfeksiyonlarla ortaya ¢iktigi diisiiniilmektedir (Chan et al. 2001; Gilbert and Slavik
2004; Yan et al. 2005; Ray and Bhunia 2008).

Cig, islenmemis ve yetersiz 1sil islemle hazirlanan tavuk etleri Campylobacter
enfeksiyonlarinin oncelikli kaynaklaridir. Tavuk etlerinin biiylik oranda bu patojen ile
kontamine  oldugu  disiiniilmektedir. ~ Epidemiyolojik  ¢aligmalar  sporadik
kampilobakteriyozis vakalarinin yaklasik yarisinin tavuk etlerinin islenmesi esnasinda
veya tliketilmesiyle gerceklestigini gostermektedir. Ticari olarak yetistirilen tiiketime
hazir kiimes hayvanlar1 etlerinin ¢ogunlugu Campylobacter tiirleri ile kontamine
olabilmektedir. Ayrica bu hayvanlarin digki ve salgilariyla toprak ve su kaynaklar
kirlenebilmektedir. Bu enfeksiyon, kontamine olmus gida ve i¢gme suyu tiiketimi ile de
gerceklesmektedir. Bununla birlikte ¢ogu vaka raporlarinda ¢ig ve/veya az pismis
kiimes hayvanlar1 etleri Campylobacter enteriti ile iligskili bulunmustur (Meng and
Doyle 1998; Chan et al. 2001; Inglis et al. 2004).

Literatiire onemli veriler saglayan Mead (2004a) kampilobakteriyozis vakalarinin
zamanla azalmasini veya sporadik olarak gerceklesmesini, kiimes hayvanlari iiretim ve
isleme tesislerine yonelik yasal diizenlemelerin ve kontrol dnlemlerinin etkili oldugunu

rapor etmistir.

Campylobacter tavuklarda sinirli sayida enfeksiyona sebep olmakta veya hastaligin
klinik belirtileri goriilmemektedir. Bdylece uzun bir siirecte (43 giin) intestinal
sistemden atilan fekal igerikler tavuk karkaslarinin kontamine olma riskini artirmaktadir
(Sahin et al. 2001; Inglis et al. 2004). Bu mikroorganizmalarin kiiltiire edilmesi zor
oldugundan, Campylobacter salginlarinin sebebi dogru olarak yorumlanamamistir. C.
jejuni sogutma ve dondurma kosullarinda canli kalma kabiliyetine sahiptir. Diger
mikroorganizmalar gibi C. jejuni stres proteinleri iiretir ve bdylece olumsuz cevre
sartlarma karsi daha dayanikli hale gelir. Ozellikle tavuk etlerinin soguk zincirle

muhafaza edildigi disiiniildiiglinde bu mikroorganizmanin halk saghg ve gida
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giivenligi acisindan onemi ortaya ¢ikmaktadir (Chan et al. 2001; Gilbert and Slavik
2004).

2.2.1.b. Antibiyotik direncleri

Campylobacter spp. florokinolon tipi antibiyotiklere karsi edinilmis ve ¢apraz dirence
sahiptir. Insan kaynakli izolatlarin yaklasik %40’nin siprofloksasin’e karsi direngli
oldugu rapor edilmistir (Olah et al. 2006). Kiimes hayvanlar1 kaynakli izolatlarin ise
tetrasiklin’lere direncli, siprofloksasin’e karsi daha diisiikk oranda diren¢li oldugu
bildirilmistir. Tavuk etlerinde Campylobacter spp.’nin boyle diren¢ gostermesi 6zel bir
oneme sahiptir (Ursinitsch et al. 2004). Direncin hizli bir sekilde ortaya ¢ikmasi, kiimes
hayvanlarinda kullanilan ilaglara baglanmaktadir. Ayrica, direnclilik kazanan tiirler
olumsuz ¢evre kosullarina kars1 daha uyumlu hale gelmektedir (Mead 2004; Yan et al.
2005). Bu antimikrobiyal direncin mekanizmasi bakteriye multi-drug efflux pumps
(coklu ilag disa akig pompasi) ile izah edilmektedir. Bu mekanizma ile antimikrobiyal

maddeler bakteri hiicresinden uzaklastiritlmaktadir (Olah et al. 2006).

2.2.1.c. Campylobacter spp. izolasyonu, belirlenmesi ve tanimlanmasi

Campylobacter spp. oksijen ve okside edici radikallere karsi hassas oldugundan
analizler i¢in birkag secici besiyeri gelistirilmistir. Bu besiyerleri defibrine edilmis kan,
demir (Fe*?), piruvat gibi oksijen indirgeyiciler ve c¢esitli kimyasallar (dzellikle
antibiyotikler) igerir. Gelistirilmis metotlarin ¢ogunda oOncelikle sivi besiyerinde 6n
zenginlestirme igleminin ardindan selektif kati besiyerlerine ekim yapilir. Bu
metodolojinin prensipleri 1SO (International Organization for Standardization,
Uluslararas1 Standartlar Tegkilati) tarafindan sunulan standart metot yonergelerinde izah

edilmistir (ISO 2006).

Gida orneklerinde zarar gdrmiis bakterilerin geri kazanimi i¢in bazal sivi besiyerlerine

kimyasallar ilave edilmeden 6ncelikle 37°C, sonrasinda 41,5°C’de inkiibasyon yapilir.
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Ancak; bu uygulama sivi besiyerlerinde tavuk etlerinden maksimum sayida izolasyon

i¢in tek basina yeterli degildir (Mason et al. 1999).

On zenginlestirme amaciyla Bolton brot (BB), Campylobacter enrichment brot (CEB)
ve Preston brot (PB) gibi segici besiyerleri gelistirilmistir. Bu besiyerleri genellikle
Oxyrase denen ve sivi ortamlarda ¢ozlinmemis oksijeni gideren enzim igerirler. Bu
enzim Ozellikle dogal olarak kontamine olmus &rneklerden Campylobacter spp.’nin
izolasyonunu gelistirmekte ve oksijenin seviyesini etkili bir sekilde indirgemektedir.
Ancak kan ilavesi yapilmis sivi besiyerlerinde bu enzim gerekmeksizin, 6zel olmayan
atmosferik kosullarda izolasyon yeterli sekilde yapilmaktadir. Segici kati besiyerlerinde
izolasyon i¢in Preston, charchoal cefoperazone deoxycholate (CCDA) ve Butzler agar
gibi besiyerleri gelistirilmistir. Bu besiyerlerinin performans agisindan birbirleriyle esit
oldugu bildirilmektedir. CCDA besiyerinde inkiibasyon 37°C’den ziyade 42°C’de
yapilmast  Onerilmektedir. Bu sicaklik degerinde izolasyon oran1 arttifi
vurgulanmaktadir (Zanetti et al. 1996; Abeyta et al. 1997; Tran 1998; Baylis et al.
2000).

ISO standartlarinda en giincel kiiltirel metodolojide Campylobacter spp.’nin hem
izolasyon hem de sayiminda mCCDA kullanimi tavsiye edilmektedir. Bolton brot 6n
zenginlestirme asamasinda kullanildiginda mikroaerofilik ortamda 37°C’de 4-6 saat,
42°C’de 40-48 saat inkiibasyondan sonra mCCDA ve diger kati besiyerlerine ekim
yapilir. Bu metot prensipte kolay olsa da rutin laboratuvar ortamlarinda hem kiiltiirleri

izole etmek hem de referans kiiltirleri muhafaza etmek zordur.

Campylobacter spp. belirlenmesinde yukarda bahsedilen metodoloji altin standart
olarak kabul edilmekle birlikte kisa siire igerisinde tiir diizeyinde tanimlamaya imkan
saglayan, yiiksek duyarliliga sahip molekiiler teknikler kullanilmaya baslanmigtir. Daha
hizli sonu¢ veren bu tekniklerde, en c¢ok real-time PCR ve multipleks PCR
kullanilmaktadir (Persson et al. 2005; Schuurman et al. 2007). Bu metotlarin yaninda
fluorescence in situ hybridization (FISH), latex agglutination, fiziksel zenginlestirme

(filtrasyon) gibi birka¢ metot gelistirilmistir. C. coli ve C. jejuni ayrimi i¢in yapilan
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hipiirat hidroliz testini okumak ve yorumlamak bazen fenotipik reaksiyonlardan dolay1
zorlagmaktadir. Bu sebeple bu metotlar igerisinde en etkili olan1 PCR’dir. PCR metotu
immunomanyetik separasyon ile kombine edildiginde 6 saat gibi kisa bir siire igerisinde
diisiik seviyede kontaminasyon olan Orneklerde bile hizli belirleme yapilabilmektedir

(Docherty et al. 1996; Waller and Ogata 2000).

Gida orneklerinden real-time PCR ile tavuk etlerinden 1 kob seviyesinde, 2 saatten kisa
stirede belirleme yapildigr bildirilmistir (Debretsion et al. 2007). Epidemiyolojik
calismalarda da molekiiler tipleme amaciyla PCR, random amplification of polymorphic
DNA (RAPD) ve pulsed field gel electrophoresis (PFGE) gibi tekniklerden

yararlanilmaktadir.

2.2.2. Salmonella spp. ve salmonellozis

2.2.2.a. Genel ozellikleri

Salmonella spp. Enterobacteriaceae familyasi i¢inde yer alan Gram negatif, ¢ubuk
seklinde, spor olusturmayan fakiiltatif anaerob bakterilerdir. S. Pullorum ve S.
Gallinarum hari¢ tiim Salmonella tiirleri peritrik flagellalar: ile hareket kabiliyetine
sahiptirler (Tindall et al. 2005).

Salmonella bakterisinin sebep oldugu salmonellozis salgminin ilk defa laboratuvarda
dogrulanmasi, 1888 yilinda Gaertner tarafindan sigirdan ve bu hayvanin etini tiiketen
bir insanin intestinal organlarindan Bacterium enteritidis’in (S. Enteritidis) izole

edilmesiyle gerceklesmistir (Bell and Kyriakides 2002).

Salmonella’nin iireme ve gelisimi sicaklik, pH, su aktivitesi, nutrientler gibi birgok
faktore baglidir. Salmonella’larin gelisimi igin gereken optimal aw 0,99 olmasina
ragmen, biyiik bir kismmnin 0,93 gibi disik aw degerinde canliliklarmi

stirdlirebilmektedir. Gelisim icin optimal pH degeri 6,5-7,5 arasindadir; ancak 4,5-9,9



29

pH araliginda iireme yetenegine sahiptir. Yapilan bir c¢aligmada S. Pullorum, S.
Oranienburg ve S. Senftenberg’in sivi yumurta albiimini i¢indeki gelisiminin pH degeri
8’e yaklastikca ilerleyen bir sekilde azaldigi, pH degeri 9,5’in iizerinde oldugunda
gelisemedigi bildirilmistir. Salmonella spp. 5-47°C arasinda tireyebilmekte, optimum
tireme sicakligi 37°C’dir (Yiiksel 2013).

Salmonella bakterisi, son yiizyilda epidemiyolojik olgularin istatistiksel olarak detayli
sekilde kayda alinmasindan sonra, bir¢ok iilkede gida zehirlenmelerinin birincil ve en
yaygin sebeplerinden birisi olarak tespit edilmistir. Salmonellozisi 6nlemeye yonelik iyi
hazirlanmis talimat ve yonergelere ragmen, Salmonella ile iligkili olgularin insidensi ve

siddeti bazen artis gosterebilmektedir (Alakomi and Saarela 2009; Lee et al. 2015).

Salmonellozis vakalarinin ¢ogunlugu (%80) self-limiting (kendiliginden gegen) olarak
adlandirilan olgulardir. Yani bu zehirlenmeye ait belirtiler goriildiikten sonra iyilesme
olabilmektedir. Siiflandirmaya gore 2616 Salmonella serotipi olmakla birlikte, Avrupa
iilkelerinde ve Amerika Birlesik Devletleri’nde insanlarda zehirlenme vakalarinda
Salmonella enterica serovar Typhimurium (S. Typhimurium) ve S. enterica serovar
Enteritidis (S. Enteritidis) en yogun karsilagilan serotiplerdir (Guibourdenche et al.
2010; Lee et al. 2015; Ryan et al. 2017).

2.2.2.b. Antibiyotik direnci

U.S. Food and Drug Administration’a gére 2003 yilindan beri Salmonella spp.’nin
yanisira diger bakterilerde ortaya ¢ikan antimikrobiyal direng halk sagligi i¢in global bir
tehdit olarak degerlendirilmektedir. Coklu antimikrobiyal diren¢ kazanmis hayvan
kokenli Salmonella serovarlarimin insanlara tasinmasi bu durumu daha Onemli hale
getirmektedir. Tetrasiklin, ampisillin, kloromfenikol, streptomysin, nalidiksik asid,
trimetoprim gibi antibiyotiklere kars1 direnglilik tavuk etlerinden izole edilen

serovarlarda siklikla goriilmektedir (Mouttotou et al. 2017).
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2.2.2.c. Salmonella spp. izolasyonu, belirlenmesi ve tanimlanmasi

1. Geleneksel Kkiiltiirel metot

Salmonella tiirlerinin ¢ogu insan i¢in Gliimciil olarak diistiniilmemekle birlikte, 6lim
orani az olsa bile tehlikeli boyutlarda gida zehirlenmelerine sebep olabilmektedir. Bu
sebeple bir Ornekte bir hiicrenin tespitini yapabilecek kadar hassas, etkili, spesifik

metotlarin gelistirilmesine yonelik ¢alismalar devam etmektedir (Lee et al. 2015).

Salmonella gozetim ve izleme prosediirleri etkili ve giivenilir belirleme yontemlerine
dayandirilmaktadir. Boylece, gida giivenligini gelistirmeye yardimei olunmaktadir. Bu
gbzetim ve izleme siireci; kontaminasyona sebep olan kaynagin tespitiyle baslamakta ve
gida zincirinin timinii kapsamaktadir (Rodriguez-Lazaro et al. 2007; Alakomi and
Saarela 2009).

Uluslararas1 6lgiitte Salmonella analizi, gozetim ve izleme g¢alismalar1 standart hale
getirilmistir. International Organization for Standardization (ISO) tarafindan ISO
6579:2002 kodlu diizenleme uzun siire yiirtirlilkte kaldiktan sonra, 2017 yilinda ISO
6579-1:2017 Microbiology of the food chain (Horizontal method for the detection,
enumeration and serotyping of Salmonella -- Part 1. Detection of Salmonella spp.)
olarak revize edilmigstir (ISO 2017).

Geleneksel olarak Salmonella spp. izolasyonu; belirli hacim veya agirliktaki Grnegin
selektif olmayan On zenginlestirme, selektif zenginlestirme, selektif agarlara ekim,
stipheli kolonilerin biyokimyasal ve serolojik tanimlamalarin1 igermektedir. Analizin
zenginlestirme basamagi International Organization for Standardization (1SO),
Association of Official Analytical Chemists (AOAC), U.S. Food and Drug
Administration (FDA) ve Food Safety and Inspection Service (FSIS) gibi uluslararasi
kuruluslar tarafindan standart hale getirilmistir. On zenginlestirme amaciyla buffered

peptone water (BPW), selektif zenginlestirme asamasinda ise Rappaport-Vassiliadis
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(RVS) ve Muller-Kauffmann Tetrathionate-Novobiocin (MKTTn) kullanilmaktadir
(Sekil 2.1).

On Zenginlestirme
25g Mumune + 225 mL Buffered Peptone Water (1:9)

35 £ 1°C, 18-24 saat

|
Selektif Zenginlestirme Selektif Zenginlestirme
0.1 mL &n zenginlestirme kansimi + 10 mL 1 mL &n zenginlestirme kansirn + 9 mbL (MKTTn)
Rappaport-Vassiliadis (RV) Enrichment Broth Muller-Kauffmann Tetrathionate-Movobiocin Broth
42 +1°C, 24 £ 3 saat 37°C +1°C. 24 + 3 saat

v

izolasyon (Selektif agara cizme)
Xylose Lysine Deoxycholate Agar (XLD)
Xylose Lactose Tergitol 4 Agar (XLT-4)
35-37°C, 18-24 saat

4

iipheli kolonilerin tespiti
Triple Sugar Iron agar (TSl) ve Lysine lron agar (LIA)
Yatik agarlara ekim ve reaksiyon gizleme
Yozeyde kirmizi, dipte san ve/veya yogun siyah renk,
gaz olugumu ve yanklar tipik azelliklerdir.

1
Biyokimyasal dogrulama Serolojik tamimlama

Glikoz, HzS, Indol, Voges-Proskauer Paolivalent flagellar ve somatik antijenler

Lysine Dekarboksilasyonu, Ureaz, API20 E test kiti

Sekil 2.1. Geleneksel kiiltiirel yontemle Salmonella spp. izolasyonu (Lee et al. 2015)

Genel olarak 6n zenginlestirmede kullanilan siv1 besiyerleri segici olmayip, drneklerde
zarar goren hiicrelerin onarimini saglamaktadir. Karisik mikrobiyotada rekabetci
mikroorganizmalar1 inhibe etmek amaciyla selektif zenginlestirmede besiyerlerine
brilliant green, thiosulphate, deoxycholate, malachite green, novobiocin, tetrathionate,
cycloheximide, nitrofurantoin, ve sulphacetamide gibi maddeler de katilabilir. Selektif
zenginlestirme basamaginda kullanilan bu maddeler rekabetgi mikrobiyotay: inhibe
ederek, izolasyonun etkinligini ve segiciligini artirmaktadir. Bu sekilde selektif
zenginlestirme besiyerlerinde yaklasik olarak 10* kob/mL seviyesinde bulunan

mikroorganizma selektif agarlarda izole edilebilmektedir.
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Izole edilen siipheli koloniler triple sugar iron agar (TSI) and lysine iron agar (LIA) ile
hazirlanmis yatik agarlara usuliine gore ekildikten sonra tipik reaksiyonlar gézlemlenir.
Salmonella spp.’ye 06zgili reaksiyonlar belirdikten sonra siipheli kolonilere diger
biyokimyasal testler uygulanir. Bu biyokimyasal testlerin minyatiirize edilmis hali olan
API20 E test kiti kolaylik saglamaktadir (Serensen et al. 2004).

2. Real-time PCR (gqPCR) metodu ve Salmonella belirlenmesinde kullanim

1990’11 yilardan beri, tek bir asamada Ds-DNA’lara 6zgii floresan boyalarin veya DNA
problarinin  kullanimiyla belirlemenin yapildig1 ikinci nesil PCR teknolojileri
gelistirilmistir. Bu yeni teknoloji real-time PCR olarak literatiirlere ge¢mis ve klasik
PCR reaksiyonlarindan farkli olarak tiim asamalarin kapali bir tiip igerisinde, yanlig
pozitif tanimlara sebep olan kontaminasyon risklerinden uzak bir yontem olarak
uygulanmaktadir. Real-time PCR’da veriler, PCR reaksiyonun sonundan ziyade, islem
stiresince toplanmaktadir. Bu veri toplama miiddetince hedef sekansin varligiyla birlikte
miktarmin  dogru bir sekilde oOl¢iilmesi hedeflenmektedir. Real-time PCR’da
amplifikasyonun belirlenmesi, reaksiyon boyunca floresansin dl¢limiiyle ilgilidir. Sonug
temelde iki kategoride yorumlanir: ds-DNA boyalarinin interkalasyonu (boyanin ¢ift
zincirli DNA’lara etkilesmesi) ve sekansa ©6zgii hibridizasyon problarinin floresan
rezonans enerji transferi (FRET) yontemleridir. En ¢ok kullanilan boya SYBR Green
boyas1 kullanilmaktadir. Bu boya orijinal olarak floresan 6zellikte olmayip, DNA’nin
cogalmasiyla interkalasyon gergeklestiginde floresan 1sima vermektedir (Wittwer et al.

1997; Dastan 2006).

SYBR Green boyasi biitiin ds-DNA’lara baglandig: icin 6zgiinliige sahip degildir. Bu
sebeple amplifikasyon gerceklestikten sonra spesifik ve spesifik olmayan PCR
riinlerinin ayriminda erime egrisi analizi (melting curve analysis) kullanilir. Eger
yiiksek hassasiyette bir PCR analizi isteniyorsa FRET problar1 kullanilmalidir. Bu
manada genellikle TagMan veya hidroliz ve hibridizasyon problar1 kullanilmaktadir
(Livak et al. 1995; Wittwer et al. 1997). Hidroliz problarinda (TagMan), 5’ ucunda

raportdr ve 3’ ucunda Quencher (engelleyici) iki floresan boya ile 20-30 oligoniikleotid
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baz c¢ifti kullanilir. DNA polimeraz 5’ niikleaz aktivitesiyle hedef amplifikasyon
tirtinlerine prob baglarini hidroliz eder. Salinan raportér boyalar engellenemediginden

kolayca belirlenebilir (Sekil 2.2).

[1] Raportor Engelleyici [2] Floresan
5 (F D TagMan D F q p J
A Orward orwar
Prob A& || 7R N o
=l —
- — Reverse
3' (Reverse)

Sekil 2.2. Real-time PCR TagqMan (Hidroliz veya Universal) prob yontemi (Dall'Olio
and Tizzoni 2017).

Gidalardan Salmonella’nin belirlenmesine yonelik qPCR yontemi ilk olarak 1997
yilinda literatiire kazandirilmistir (Chen et al. 1997a). Chen et al. (1997a) Salmonella
saf kiiltiirleriyle, Salmonella olmayan saf kiiltiilerler ve Salmonella ile dogal olarak
kontamine olmus tavuk yikama suyu, et ve siit gibi gidalardan qPCR metoduyla yiiksek
secicilikte, dogru olarak tespit gergeklestirmis ve validasyon almiglardir (Chen et al.
1997a; Chen et al. 1997b). Bu yillarda primer ve prob sekanslari yaymlanmadigindan,
heniiz uygulamalar ilerleyememistir. Daha sonralar1 invA (Salmonella Invasion Gene A)
kullanilarak primer ve problar gelistirilmistir. invA kullanilarak Roche Diagnostics
tarafindan gelistirilen Light Cycler Technology’nin FRET hibridizasyon ile
kombinasyonundan yiiksek seg¢icilik ve hassasiyette ¢ig siit, sigir kiymasi ve baliklarda
yapilan analizlerle sonuglarin mitkemmel oldugu belirtilmistir (Perelle et al. 2004).
Tartavarthy ve Cannons (2010) tarafindan ompF (outer membrane porin F gene)
kullanilarak TaqMan problar1 gelistirilmistir. Buna benzer olarak Salmonella

enterotoxin (stn) geni ile caligmalar genisletilmistir (Moore and Feist 2007).

Internal amplification control (IAC) ile fimC (fimbrial chaperone protein) (Piknova et
al. 2005; Krascsenicsova et al. 2008), ssrA (pathogenicity gene) (McGuinness et al.
2009), ssaN (Secretion system apparatus) (Chen et al. 2010), hilA (hyperinvasive locus
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A) (McCabe et al. 2010; McCabe et al. 2011; Prendergast et al. 2012) genlerine gore
problar hazirlanmig ve analizlerde gegerlilik alinmistir. En ¢ok validasyonun alindigi
gen hilA olup, laboratuvar arastirmalarinda diger genlere yonelik ¢alismalar devam

etmektedir.

2.2.3. S. aureus ve stafilokokal enterotoksinler

Staphylococcus aureus yaygin ve firsat¢1 bir patojen olup, potansiyel olarak oliimciil,
invazif enfeksiyonlardan, ciddi ylizeysel cilt hastaliklarina kadar genis bir aralikta
rahatsizliklara sebep olabilir (Lowy 1998). Yaygin olarak gidalarin kontaminasyonu ile
insanlara taginan bu patojen, toksin kaynakli viriilens, invaziflik ve antibiyotik direng

ozelliklerinden dolay1 6nem arz etmektedir.

Bu mikroorganizma hem hastane kdkenli hem de toplum tarafindan bulasan 6nemli bir
patojen olarak ortaya ¢ikmistir. S. aureus spor formuna sahip degildir. Gida isleme ve
tiretim silirecinde gidalara kontamine olabilmektedir. Genis bir sicaklik (7-48.5°C;
optimum 35-37°C) ve pH (4.2-9.3; optimum 7-7.5) araliginda, %15 tuz
konsantrasyonuna kadar gogalabilmektedir (Le Loir et al. 2003; Bhatia and Zahoor
2007).

S. aureus; Gram pozitif, kok seklinde ve fakiiltatif anaerobiktir. Ancak; optimum
cogalma i¢in anaerobik kosullardan ziyade aerobik kosullar gerekmektedir (Roberts and

Greenwood 2002).

Insan burnu, cildi, agik yaralar, giysi ve yiizeyler gibi kuru ortamlarda hayatta kalabilme
yetenegindedir ve kurulugu tolere edebilmektedir (Chaibenjawong and Foster 2011). Bu
Ozellikler ¢esitli gidalarda ¢ogalma imkani vermektedir. Ayrica, S. aureus ilk
kontaminasyonun gergeklestigi eller ve yiizeylerde uzun siire canli kalabilmektedir

(Scott and Bloomfield 1990; Jacxsens et al. 2011; Kadariya et al. 2014).
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Baz1 S. aureus suslari bir veya birden fazla stafilokokal enterotoksin {iretme
kabiliyetindedirler. Bu enterotoksinler insanlarda gida zehirlenmelerine sebep
olabilmektedir. Bir kisim gida zehirlenme vakalar1 kiimes hayvanlarinin toksin tiretilmis
etlerinin tiiketimiyle iliskili oldugu bildirilmistir (Kérouanton et al. 2007). Bu ¢esitli
toksinler 1s1 uygulamalarinda ve rutin sterilizasyon kosullarinda bile stabil kaldigi
goriilmiistiir (Bhatia and Zahoor 2007). Bu mikroorganizma ve toksinlerinin tavuk
etlerinde bulunmasindaki en biiyiik sorun, bakterilerin methicillin-resistant (MR)
Ozellikte olabilmeleridir. Ciinkii bu sorun sadece klinik kaynakli bir sorun olmaktan
cikmig toplum kokenli hale gelmistir. Bazi et ve et tiriinleri, kiimes hayvanlar etleri, siit
ve siit iriinlerinde belirlenmeleri, aminoglycosides, macrolides, chloramphenicol
tetracycline gibi antibiyotiklere kars1 direnc¢li olmalar1 gida giivenligi acisindan tehlike
arz etme potansiyelinde oldugunu gostermektedir (Kitai et al. 2005; Kwon et al. 2006;
Pesavento et al. 2007; Normanno et al. 2007; De Boer et al. 2009).

2.2.4. Listeria spp.

Listeria spp. genomik ve fenotipik veriler ile 6 tiirden (Listeria monocytogenes, L.
ivanovii, L. seeligeri, L. innocua, L. welshimeri, L. grayi) olugsmaktadir. L.
monocytogenes 'in dahil oldugu bu 6 tirden farkli 6zellik sergileyen 11 yeni tiir ile
birlikte tiir sayist 17 olarak kabul goérmektedir (Gasanov et al. 2005; Orsi and
Wiedmann 2016). Bu tiirlerden L. monocytogenes insan patojeni olarak tanimlanmuistir.
Bu tiir fakiiltatif anaerobik, Gram pozitif ve spor olusturmayan, konak hiicre icerisinde
cogalabilen, gida kaynakli patojenler arasinda viriilent &zelligi yiiksek olan
bakterilerden bir tanesidir. Nadir de olsa L. seeligeri ve L. ivanovii insanlarda hastaliga
sebep olabilmektedir. L. monocytogenes yaygin olarak kisaca Listeria olarak bilinir ve
insanlara genellikle kontamine olmus gidalarla tasinmaktadir (Chodorowska and
Kuklinska 2002). Diger gida patojenlerinden farkli olarak bu bakteri buzdolab1 sicakligi
gibi diisiik sicakliklarda ¢ogalabilmektedir (Huss et al. 2000). Nitekim bu 6zelliginden
dolayr ilk izolasyon c¢aligmalarinda soguk On zenginlestirme islemi uygulanmigtir.

Yayildig1 ¢evre ortamlarina ornek olarak tarim alanlari, sebzeler, hayvanlar ve gida
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hazirlama ekipmanlart ve satis yerleri, mutfak yiizeyleri, yemeye hazir gidalar

verilebilir.

Insanlarda listeriozis vakalar1 genellikle pastorize edilmemis siit ve iiriinleri, yumusak
tip peynirlerin tiiketimiyle iliskilendirilmektedir. Bunun yaninda yetersiz 1s1l isleme tabi
tutulmus kiimes hayvanlart ve kiiglikbas hayvanlarin etleri de kontaminasyonun
goriildiigli kaynaklardir. Bu bakterinin izolasyonu ilk olarak coleslaw olarak bilinen
lahana salatasinda farkedilmistir. Gida zehirlenmesi siiphesiyle hastanede tedavi altina
alinan bir hastanin buzdolabinda bulunan lahana salatasindan izole edilen Listeria’nin
insanlarda hastaliga sebep oldugu epidemik olarak gosterilmistir (Schelech et al. 1983).
Bu farkindalik; bakteriyi tasiyan hayvanlarin intestinal atiklarinin bulastigi sularla

sulanan topraklarda yetisen sebzelerin kontaminasyona maruz kaldigin1 gostermistir.

Listeria tiirlerinin izolasyonu insan ve hayvan digkilarinda, ¢iiriiyen artik sebzelerde,
cesitli siit iiriinlerinde, toprak ve sularda yapilmistir. Fakat, izolasyon en yogun olarak
sigir ve koyunlarin yeni dogmus, diisiik veya Oliimle sonuglanan yavrularinda

goriilmistiir (Chand and Sadana 1999).

Tavuk etlerine genellikle isletmelerde kontamine olmus bir kaynaktan diger kaynaklara
bulagsma seklinde bir durum s6z konusu oldugu diisiiniilmektedir. Ayrica isletmelerde
kullanilan ekipman, tahta ylizeylerine biofilm olusturarak yasam dongiisiinii uzatan

listeria bu sekilde kontaminasyonunu devam ettirebilmektedir.

Listeria spp. ve L. monocytogenes izolasyonu ve identifikasyonu i¢in bir¢ok kurum
tarafindan metotlar 6nerilmistir. Geleneksel metotlarin temelinde gida orneklerinin sivi
besiyerinde ©n zenginlestirilmesi, selektif ikincil bir zenginlestirme ve agarl
besiyerinde tespitten sonra biyokimyasal dogrulama ve tiir ayrmmi vardir. On
zenginlestirme agamasinda besiyerine ilave edilen antibiyotikler Listeria spp. disinda

Gram negatif, Gram pozitif bakterileri, maya ve kiifleri inhibe etmektedir.
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Listeria spp. biyokimyasal olarak tanimlanmasi katalaz pozitif, oksidaz negatif, glikoz
fermantatif, nitratlar1 nitrite indirgeyememe, laktik asit tiretme gibi 6zelliklere bakilirak
yapilmaktadir. Tiirlerin ayriminda ise basit olarak karbonhidrat kullanimi dikkate

alinmaktadir (Cizelge 2.1) (Moura et al. 2016).

Cizelge 2.1. Listeria spp. biyokimyasal 6zellikleri (Gasanov et al. 2005; Pagotto et al.
2006)

L. monocytogenes | L.innocua | L.ivanovii | L.seeligeri | L.welshimeri | L.grayi

B- hemoliz + - + + - -
Katalaz + + + + + +
Oksidaz - - - - - -

Ramnoz + +/- - - +/- +/-
-
1
< | Mannitol - - - - - +
=
S Ksiloz - - + + + -
=
< | Dekstroz + + + + + +

2.3. Niikleik Asit Amplifikasyonu

Niikleik asit amplifikasyonu, hem enfeksiyon rahatsizliklarinin tanimlanmasinda hem
de ileri genetik arastirmalarda kullanilan en 6nemli metotlardan biridir. Polymerase
chain reaction (PCR), bu kapsamda biyoteknoloji ve medikal laboratuvar ortamlarinda
en c¢ok kullanilan giivenilir ve yiiksek duyarlikli bir tanimalama aracidir. Fakat, yiiksek
ticretli termal cihazlara, goriintiileme ekipmanlarina ihtiya¢ duyuldugundan PCR rutin
laboratuvar ortamlarinda diger yontemler kadar kendine yer bulamamistir. Zamanla
niikleik asit sekanslarmma bagli olarak farkli amplifikasyon yontemleri gelistirilmis
ve/veya modifiye edilmistir. Bunlardan birisi de, strand displacement amplification
(SDA) olarak bilinen iplik¢ik yer degistirme amplifikasyonudur. Modifiye edilen
ve/veya gelistirilen bu yontemlerde farkli zamanlarda, farkli sicaklikta denatilirasyon
gerekmediginden yiiksek ticretli termal cihaz ihtiyacit ortadan kalkmaktadir. Bunun
yerine bir su banyosunda, bir 1sitict metal blok iizerinde izotermal amplifikasyon

reaksiyonu kolaylikla ger¢eklestirilebilmektedir.
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2.3.1. 1lmige dayal izotermal amplifikasyon (Loop-mediated isothermal
amplification, LAMP)

Loop-mediated isothermal amplification (LAMP), ¢ogaltilmasi arzu edilen DNA
kisimlarimi yiiksek duyarlilik ve etkinlikte, izotermal kosullarda (63-65°C), iplikcik yer
degistirmesi esasina dayanarak ¢ogaltabilen niikleik asit temelli bir yontemdir (Notomi
et al. 2000). Iplikgik yer degistirme reaksiyonu, DNA sentezi sirasinda akis asagi
tiretilen DNA iplikg¢iklerini yer degistirme 6zelligine sahiptir (Walker et al. 1992).

Sekil 2.3’te LAMP yonteminin kavramsal olarak incelenmesi goriilmektedir. Boylece

bu kavramin Tiirk¢e kullanimindaki terim ve metodolojik esaslar gosterilmistir.

LOOP-MEDIATED ISOTHERMAL AMPLIFICATION

ILMIGE DAYALI iZOTERMAL AMPLIFIKASYON (LAMP)

—) LOOP-MEDIATED

LAMP primerlerinin hedef sekanslari gogaltmasiyla olugan ilmikli
yaplya refere edilmektedir.

AN\ ) ISOTHERMAL
LAMP reaksiyonu tek bir sicaklik (termal denge) derecesinde

gerceklestirilmektedir.

——) AMPLIFICATION

Yiiksek verimli BST polimeraz (Bacillus stearothermophilus DNA

Polymerase) enziminin kullanimiyla 6rnekte bulunan ¢ok az miktardaki
DNA sekansinin milyonlarca kopyasi dretilir.

Sekil 2.3. LAMP teknolojisi (Anonymous 2018b).

LAMP metodu, ¢ogaltilmasi istenen DNA’da alt1 farkli bolgeden tanimlanip 6zel olarak
dizayn edilen 4 veya 6 primer esliginde DNA polimeraz sayesinde gergeklestirilir. Bu

sekilde LAMP, izotermal olarak inkiibe edilmis reaksiyon ortaminda spesifik bir gen
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bolgesini ¢ogaltip belirleyebilir (Notomi et al. 2000; Nagamine et al. 2002a).

Diger niikleik asit amplifikasyon yontemlerinden farkli olarak, LAMP basitliginin
yanisira iyi amplifikasyon etkinligi gibi avantajlara sahiptir. LAMP i¢in bir termal
dongii cihazi olmaksizin bir su banyosu veya standart bir 1sitic1 blok ile amplifikasyon
islemi basarilabilir. Ayrica, amplifikasyonun kontroliinde gel elektroforezi ve
goriintiileme ekipmani da gerekmez (Tomlinson and Boonham 2008). LAMP reaksiyon
sonucu, interkalator 6zellige sahip PicoGreen, SYBR Green I, ethidium bromide gibi
0zel boyalarla veya Hydroxynaphthol blue (HNB), Malachite green (MG), Calsein gibi
metal indikatorlerle gortilebilir (Paridaet al. 2008).

2.3.1.a. LAMP prensipleri ve primerlerin dizayni

LAMP’m prensibi; siirekli dongiilii iplikgik yer degistirme isleminde Bst (Bacillus
stearothermophilus) DNA polimeraz enzimi sayesinde DNA sentezlenmesine
dayanmaktadir. Bu DNA sentezinde 4-6 primer kullanilir. Bu primerlerden dort tanesi
zorunlu, diger ikisi ise amplifikasyonu hizlandirict ilmik primerleridir. I¢ primerler
olarak forward inner primer (FIP) ve backward inner primer (BIP), dis primerler ise F3
(forward outer) ve B3 (Backward outer), ilmik primerler ise LoopF (loop forward) ve
LoopB (loop backward) olarak tanimlanir. [lmik primerler i¢ iki primer tarafindan
ulasilamayan ilave bolgelere baglanarak amplifikasyon islemini hizlandirir (Nagamine

et al. 2002a; Nagamine et al. 2002b).

F3 ve B3 primerler iplik¢ik yer degistirme isleminde 6nemli isleve sahiptir. FIP ve BIP
primerler ise ilmik olusumunda fonksiyonel rol oynar (Parida et al. 2008). Bu iki primer
High Performance Liquid Chromatography (HPLC) safliginda olmalidir. Primerlerin
dizayn1 gen iizerinde sekiz hedef bolgeye gore yapilir: F3c, F2c, Flc ve FLP primer
kisimlar 3' yoniinde, B1, B2, B3 ve BLP primer kisimlar1 ise 5° yoniinden segilir (Sekil
2.4).
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Sekil 2.4. LAMP i¢in primerlerin se¢imi (Anonymous 2018c)

I¢c ve ilmik primerler farkli mekanizmalarla harekete gecer. Ayrica, ilmik primerler
LAMP reaksiyonunu kolaylastirir ve hizlandirir. Orijinal LAMP metodunda 1 saat siire
ile sonug¢ alinirken, ilmik primerler sayesinde 30-45 dakikada sonug¢ alinabilir. Bu
dongiisel primerler reaksiyona dahil edildiginde kisa siire igerisinde yiiksek miktarda

DNA kopyasi iiretilir (Nagamine et al. 2002b).

LAMP i¢in primerler dizayn edilirken bellirli kriterler g6z 6niine alinir (Dhama et al.
2014):

1. Ig¢ primerlerin sekanst AT (Adenin-Timin) (AT-rich sequence) agisindan zengin
olmamalidir.

2. GC (Guanine-Cytosine) igerigi %50-60 araliginda olmalidir.

3. GC acisindan zengin sekans secildiginde erime sicakligi (Melting Temprature)
%60-65, AT agisindan zengin sekans segildiginde ise %55-60 olmalidir.

4. Dizayn edilen primerler, ikincil bir ilmik olugacak sekilde yap1 igermemelidir.

2.3.1.b. LAMP reaksiyonunda kullanilan enzim (Bst DNA Polimeraz)

LAMP reaksiyonunun 0Ozgiil bir yam1 olan DNA polimeraz enzimi klasik PCR
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protokollerinde kullanilan enzimden farkli Ozelliklere sahiptir. Bu enzim DNA’y1
polimerize etmenin yanisira, LAMP dongiistinde iplik¢ik yer degistirme kabiliyetine de
sahiptir. Polimerizasyon amaciyla Bst polimeraz ve Bsm polimeraz adinda iki enzim
kullanilir. Bst polimeraz enzimi Bacillus stearothermophilus termofilik bakterisinden,
Bsm polimeraz ise Bacillus smithii’den izole edilmistir. Her iki enzim 5°-3” DNA
polimerizasyonunu katalizleyebilir. Fakat; bu enzimler 5’-3 ekzoniikleaz aktivitesi

sergilemez. Her iki enzime ait genel ozellikler Cizelge 2.2°de 6zetlenmistir.

Cizelge 2.2. LAMP i¢in polimeraz enzimleri ve 6zellikleri

Enzim Kaynak Rekombinant | Calisma Aktivite
kaynak sicakhigl
Bst DNA | Bacillus Escherichia 30-65°C | Strand displacement
olimeraz i i iplikci
p stearothermophilus | coli Optimum ; w(lphkglk yer
65°C eglst_lrme_) ve DNA
polimerizasyon
Bsm DNA | Bacillus smithii E. coli 30-63°C, | strand displacement
polimeraz : (iplik¢ik yer
O%t(l)TCu m degistirme) ve DNA
polimerizasyon

Her iki enzim genetik calismalarda kullanilmak iizere rekombinant olarak elde
edilmektedir. Bst enzimi Bacillus stearothermophilus’a ait DNA polimeraz genin E. coli
bakterisinin maltoz baglayan protein (maltose binding protein) (MBP) genine
kodlanmasiyla rekombine edilmistir. Bsm enzimi ise genellikle Bacillus smithii’den
polA geninin E. coli’ye klonlanmasi sonucu rekombinant olarak iiretilir. Her iki enzim
80°C’de 10 dk siireyle inaktif hale gelmektedir. Enzimler ekzoniikleaz aktivitesi
gostermez ve bu sebeple PCR islemlerinde kullanilamaz (Chander et al. 2014;
Fischbach et al. 2015).

2.3.1.c. LAMP reaksiyonunun gerceklesme asamalari

LAMP teknolojisi Notomi et al. (2000) tarafindan gelistirilen ve daha sonra patenti

Eiken Chemical Co., Ltd.”ye (Japonya) devredilen etkin, hassas ve kolay molekiiler bir
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yontemdir. Yontemin prensibi belirtilen ilk arastirmacilar ve patent sahibi firma

tarafindan Sekil 2.5’te belirtilmistir. Prensibin detaylart EK 1’de sunulmustur.

3I-F3[t E ii" ! B *Hﬂ :Ba ) 5
5
\? Forward internal
primer (FIP) J

5 ey wf2e  F1 ‘sBies  BRey  B3ay 5
3'*_5 ‘_: E3 5,

Backward internal

J' primer (BIP)
3w Fi ipﬁ ‘ B1 *&—"h‘ 5

Flpgl N 5‘2-31' !5
”!9, -

5 _ AR =\
4@* ,..Q o |
FIF T\

Expnnential amplification
{Ustel amplifikasyon)

Sekil 2.5. LAMP reaksiyonu (Anonymous 2018c)

Dumbel benzeri iirlinlin olusumu izotermal amplifikasyonu gergeklestirmede LAMP
icin temeldir (Sekil 2.6). Ciinkii; ilmik yapilar1 genellikle tek iplikgiktir ve temelde
BIP/FIP tarafindan yap1 olusturulur. Bu sekilde ilmik yapilarinin olusum mekanizmasi
farki denatiirasyon basamaklarini ortadan kaldirir. Oysaki farkli denatiirasyon sicaklik
uygulamalar1 PCR isleminde tek iplik¢ikli DNA elde etmek icin gerekli bir islemdir
(Notomi et al. 2000).
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Sekil 2.6. Cesitli boyutlarda LAMP amplikonlari (Anonymous 2018b)

Ilk dumbel benzeri yap: olustuktan sonra, déngii dumbel benzeri yap: ve tamamlayici
triinler arasinda i¢ primerlerle gerceklesmektedir. Elde edilen son firiinler, farkl
uzunlukta temel ilmiklerden ve temel ilmik DNA yapisinda unsurlardan, c¢oklu

ilmiklerle birlikte karnabahar (cauliflower) benzeri yapilardan olusur.

Amplifikasyon gerceklestiginde, LAMP yiiksek miktarda hedef DNA’nin ¢oklu
kopyalarini igeren DNA iplikgikleri olusturur. Bu reaksiyon siiresince, bulanik ¢ozelti
seklinde presipitat olusturan magnezyum pirofosfat meydana gelir ve reaksiyon
sonlandirildiginda bu sonug¢ gozle goriilebilir hale gelirr. LAMP sonucunda
amplifikasyonun gerceklesip gergeklesmedigini anlamak i¢in birgok yontem vardir.

Asagida bu yontemler sirasiyla belirtilmistir (2.3.1.d).

2.3.1.d. LAMP iiriinlerinin belirlenmesi

LAMP iiriinlerinin dogrudan ve dolayli olarak belirlenmesi i¢in birgcok metot mevcuttur.
Amplifikasyon sonucu dogrudan veya direkt olarak belirlenebilmektedir. Geleneksel jel
elektroforez, ELISA (Enzyme-linked immunosorbent assay), molekiiler floresansa
dayali teshis dogrudan; bulaniklik (turbidity), DNA interkalasyon boyalari (DNA-
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intercalating dyes), elektrokimyasal liiminesans ve metal iyon indikatorleri temelli

teknikler ise dolayl belirleme yontemleridir (Kumar et al. 2017).

1. Bulanikhik (Turbidity)

DNA polimeraz tarafindan DNA polimerizasyonunda bir yan iirlin olarak dNTP
(Deoxynucleotide)’lerden pirofosfatlar yayilir [1]. Bu pirofosfat iyonlar1 yiiksek
miktarda tiretildigi zaman, LAMP tamponu igerisinde bulunan Magnezyum iyonlariyla
tepkimeye girerek bir ¢okelti olusturur [2]. Bu ¢okelti ¢iplak gozle goriilebildigi gibi,
bulaniklik 6lgen cihazlarla spektroskobik olarak da belirlenebilir (Sekil 2.7).

LAMP reaksiyonunda beyaz ¢okelti olusumu asagidaki formiille ifade edilebilir (Mori
et al. 2001; Mori and Notomi, 2009):

[1] (DNA),_, + ANTP — (DNA),, + P,0%-
[2] P03 + 2Mg?** — Mg,P,0,

Bircok ¢alismada bu mekanizmada DNA amplifikasyonun pozitif oldugunun gostergesi
olarak bulanikligin olusumu kabul edilmistir (Notomi et al. 2000; Yoshida et al. 2005;
Parida et al. 2008). Bulanikliga bagli olusan beyaz ¢okeltinin goriilebilmesi ortamda
amplifikasyonun varligina isarettir. Ayrica; Parida et al. (2008) bu beyaz ¢okeltinin
goriilebilmesi i¢in 4pg’dan fazla DNA’nin reaksiyon ortaminda olmasi gerektigini

bildirmistir.

Magnezyum pirofosfat (MgP207) suda ¢6ziinmedigi igin reaksiyon ortaminda ¢oeklti
olusturur. Bu ¢okelti 15181 absorbe ederek insan gdziiniin gorebildigi seviyede beyazlik

olusturur. Boylece herhangi bir cihaza ihtiya¢ duyulmadan sonu¢ yorumlanabilir.
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Positive Negative

+

template

Sekil 2.7. Magnezyum pirofosfat olusumundan dolay: bulanikliga bagl olarak LAMP
sonucunun gozlenmesi (Zhang et al. 2010; Huang et al. 2017)

2. Calcein (Kalsein) ve MnClz2 (Manganese(l1) chloride)

Kalsein, fluorexon olarak da bilinen floresan bir boyadir. Bu boya 495 nanometre (nm)
dalga boyunda uyarilir ve 515 nm’de ise yayilim verir. Kalsein alkali pH derecesinde
Ca*?, Mg'? iyonlarmin indikatorii olabilir. Notr pH’da ise ozellikle Fe** ve Mn?
iyonlarmin yamsira Co?*, Ni?*, Cu?" iyonlarla kuvvetli tepkimeye girer ve kalsein bu
iyonlar tarafindan bastirilir. Kalsein Dimethyl sulfoxide (DMSO) ve Dimethyl
formamide (DMF) polar ¢oziiciilerde iyi ¢oziiniir ve sudaki ¢oziinlirliigii ¢cok diistiktiir
Kalsein 1s18a ve 1s1ya karsi ¢ok duyarhidir ve +4°C’de karanlikta muhafaza edilmektedir
(Zhang et al. 2012; Zhang et al. 2014).

Kalsein sadece nétral tampon ortamlarinda giiglii floresan sinyal verir (Yu et al. 2008).
Bu sebeple notral pH’da DNA amplifikasyonunun gergeklestirildigi tekniklerde iyi bir

indikator olarak kullanilabilir.

Kalsein magnezyum tarafindan sondiiriilebilir veya bastirilabilir. LAMP reaksiyonu
gerceklestiginde, pirofosfat iyonlari, polimerizasyonun yan {irlinii olarak ortama verilir.
Salinan bu iyonlar manganez pirofosfat denen kompleksi olusturur ve pirofosfat iyonlari
kalseinden daha kuvvetli oldugu i¢in kalsein’den managanez iyonlarini ayirir. Sonug
olarak Kalsein magnezyum iyonlariyla birlesir ve UV 151k altinda parlak floresan yayar.

Bu sekilde hedef DNA’nin varliginin gostergesi olarak bu 1sima kabul edilir (Sekil 2.8).
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Sekil 2.8. Floresan metal indikatorii (Kalsein) kullanarak LAMP belirleme prensibi
(Tomita et al. 2008).

3.SYBR Green |

Floresan spektroskopisi, niikleik asitler ve proteinler gibi makromolekiil ve
komplekslerinin  goriintiilenmesi, dinamik interaksiyonlarmin  arastirilmasinda
kullanilan bir tekniktir. Bu teknik bir¢ok analitik alanda karsimiza ¢ikmaktadir. Farkli
floresan 0Ozellige sahip problarin kullanimima dayanan yontemde, floreproblar
makromolekiillerle (6zellikle RNA, DNA) tepkimeye girdiginde 151k siddetinde artig
gorlilebilir. Bu o6zellik sayesinde DNA-protein interaksiyonlarinin arastirilmasi,
kromozomlarin boyanmasi, DNA’nin nitel ve nicel olarak belirlenmesi gibi konular
lizerinde kolaylikla arastirmalar yapilabilmektedir. Ornegin; ethidium bromide (EB)
boyast DNA baz ciftleriyle interaksiyona girer. Acridine Orange hem DNA hem de
RNA ile etkilesebilen diger bir boyadir. Bu gibi klasik boyalar 100 kat’tan daha az
seyreltik olduklarinda niikleik asitlerle tepkimeye girebilmektedir. Fakat; son
zamanlarda farkli genetik caligmalarda kullanilan SYBR Green I (SG) ve PicoGreen
(PG) gibi boyalar 1000 kat’tan fazla seyreltilse dahi etkinlik gosterebilmektedir. Yani;
¢ift zincirli DNA (Double-Stranded DNA- dsDNA) ile 1s1ma yapabilme 6zelligine
sahiptirler (Hill et al. 2008; Dragan et al. 2012).
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LAMP reaksiyonlarinin sonuglarmin yorumlanabilmesi i¢in kullanilan boyalardan bir
tanesi de SYBR Green I’dir. Reaksiyon ortaminda amplifikasyonun pozitif oldugunu
1000 kat seyreltilmis boyanin floresan yesil 1s1ma vermesi ile anlasilir. Eger 1s1ma rengi
orijinal tucuncu olarak kalirsa reaksiyon negatif seklinde yorumlanir. Bu renk degisimi

ciplak gozle goriilebildigi gibi UV 151k altinda da gézlemlenebilir (Sekil 2.9).

t

Pozj_tif Negatif Pozitif Negatif

Sekil 2.9. LAMP sonucunun SYBR Green | ile belirlenmesi (Nie et al. 2012)

A) LAMP reaksiyonu bittikten sonra ortama normal giin 15181 altinda seyreltilmis SG’den eklendikten
sonra meydana gelen yesil renk pozitif sonug, turuncu renk ise negatif olarak tanimlanir. B) Ayni tiiplerin
UV 151k altinda gzlemlenmesi sonucu 1s1ma veren tiip pozitif olarak yorumlanir.

4. Hydroxynaphthol Blue (HNB)

HNB kolorimetrik bir indikatdr olarak, pH 10°da Mg*2 pH 13’te ise Ca*? iyonlarmin
tirasyonunda kullanilabilecegi bildirilmistir (Ito and Ueno 1970). Goto et al. (2009)
niikleik asit arastirmalarinda kullanilan ve yukarda bahsedilen boyalardan farkli olarak
HNB’nin LAMP sonuclarinin yorumlanmasinda kullanilabilecegini gostermislerdir.
Arastirmacilar HNB’nin, Alkali sartlarda (pH 8.8, 25°C) Bst DNA polimeraz’in DNA
sentezlemesi sonucu Mg*? iyonlarinin konsantrasyonundaki degisimi gozlemlemek igin
yeni bir indikator olabilecegini gostermistir. HNB’de renk degisimi reaksiyon ortaminin
pH’sina baghdir. Cozelti igerisinde dNTP olmaksizin 8 mM Mg*? konsantrasyonu
oldugunda pH 8.6-9.0 arasinda renk magenta (morumsu kirmizi), pH 8.4’te ise mor
meneksedir. Bu ¢ozelti ortaminda 1.4 mM konsantrasyonda dNTP eklendiginde ise

pH’dan bagimsiz olarak HNB’nin magentadan mor menekseye dondiigi
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gbzlemlenmistir. Renkteki bu degisim dNTP’ler tarafindan Mg*? iyonlarmin

celatlanmasindan kaynaklanmaktadir.

Bu hipotez cergevesinde, ¢ozelti ortaminda 6 mM ve daha fazla Mg+2 konsantrasyonu
varsa HNB mor renkte gortinecektir. Fakat; Bst DNA polimeraz ile DNA kopyalarinin
cogaltilmasi isleminde Mg*? yogunlugu azalir ve bu siiregte 6 mM seviyesinin altina
diiser. Boylece HNB’nin rengi gok mavisine doner ve amplifikasyonun pozitif oldugu

bu sekilde gozlemlenir (Sekil 2.10) (Goto et al. 2009; Lau et al. 2015).

Sekil 2.10. LAMP sonucunun HNB ilavesiyle gozlemlenmesi (Lau et al. 2015)
A-G: Gok mavi (pozitif), H-K: Mor menekse (Negatif)

5. PicoGreen (PG)

PicoGreen boyasi, ¢ift zincirli DNA’ya baglandiginda floresan 6zellik kazanan bir
yaptya sahiptir. Genel 6zellikleri SG ile benzerdir. En yliksek 480 nm dalga boyunda
uyartlir ve 520 nm’de emisyon en yiiksektir. Dragan et al. (2010) PG’nin dsDNA’ya
baglandiginda yiiksek miktarda 1s1ma yaptiklarini bildirmislerdir.

PG amplifikasyonun gergeklestirildigi ortama Tris—=EDTA (TE) ile 1:200 oraninda
seyreltilerek ilave edilir. Reaksiyon ortamina ilave edildikten sonra UV 1s1k altinda veya
giinigiginda incelenir. SG boyasinda oldugu gibi, normal 151k kosullarinda turuncu bir
renk negatif reaksiyonu, yesil renk ise pozitif reaksiyonu temsil eder. UV 151k altinda ise

parlak yesil renk pozitiftir (Sekil 2.11).
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Sekil 2.11. PicoGreen kullanilarak LAMP sonucunun UV ve giin 1s18inda pozitif ve
negatif oldugunu gosteren drnekler (Ward and Harper 2012; Carnevale et al. 2015).

2.4. Lateral Akis Testi (LAT-Lateral Flow Immunochromatographic Assay)

Tek platform flizerinde kisa silire igerisinde c¢iplak gozle bir tanimlama sonucunu
gorebilmek icin birgok ticari kit gelistirilmistir. Bu yeni teknolojiler, identifikasyon
caligmalarinda hiz, basitlik, ucuzluk gibi avantajlar1 beraberinde getirmektedir. Lateral
akis testinin ilk Ornegi, gebelik testlerinde koryonik asit’in tespitiyle gelistirilmistir.
Sonucun ¢iplak gozle goriilerek yorumlanmasi, kullanimin basit ve ucuz olmasi bu test

platformunu kullanigl hale getirmistir (Ngom et al. 2010).

LAT Kkitleri 4 temel bilesenden olusmaktadir (Sekil 2.12):

1. Destek plakasi iizerinde nitroseliiloz mebran 2. Ornek veya drnek uygulama plakasi

3. Eslestirme plakasi 4. Absorbent (emici) plaka
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Test seridindeki bu dort bilesen sivi akisini diizenlemek icin birbiriyle uyumlu sekilde
plastik strip icerisinde konumlandirilir. Absorbent plaka veya emici tampon denen
bilesen stribin yiiriitiicii kismidir. G6zenekli nitroseliilloz membran ise reaksiyon ig¢in
zemin olusturdugundan en 6nemli bilesendir. Yakalayic1 problar denen niikleik asit
veya antikorlar, bu nitroseliiloz membrana immobilize edilerek kontrol ve test seritleri
hazirlanir. Yakalayici plaka konjuge edilmis partikiiller igerir ve bu igerik hedefe 6zgii

boyanmis antikor gibi yapilardan olusur.

Absorbent

Ornek plakasl — — — — g — Eslestirme Plakasi (Emici) plaka

|
|
|
|
|
N
|
|
|

@
® o

|

| | |

: Akis yonii | |

I I

| | |

| I |

| Test gizgisSi == |

| I

| I

' |
_I

PVC plaka — — — Kontrol gizgisi = = L Nitroselilloz membran

Sekil 2.12. Lateral akis tanimlama test kitinin genel yapisi (Xi et al. 2013).

Gida patojenlerinin belirlenmesinde ve tamimlanmasinda pratik sekilde kullanilan
immiinokromatografik lateral akis (lateral flow) testi, Sandwich ELISA sistemi ile
caligmaktadir. Bu testte antijen, kit igindeki altinla isaretlenmis (gold-labelled) ve
antikor emdirilmis bir konjugat plakadaki antikorla etkilesir ve bu antijen-antikor
kompleksi konjugat plakadan yiirtitiicii plaka araciligiyla diger uctaki emici (absorbent)
plakaya dogru hareket eder. Yiriitiicli plaka test (6rnek) seridi (T) ve i¢ kontrol seridi
(C) olmak tizere iki adet yakalayici antikor seridi icermektedir. T seridine gelen antikor-
antijen kompleksi burada reaksiyona girer ve hareket sonlanir. Yeterli miktarda altinla

kaplanmis antikor-antijen kompleksi yakalayici antikorlara baglaninca 20 dakika gibi
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stirede gozle goriilebilir bir kirmizi serit olusur. Eger 6rnekte hedef patojen yoksa (T)
seridinde kirmizi renk meydana gelmez. Test kitinin ¢alisip ¢alismadigini kontrol etmek
amaciyla Ornekte hedef patojen olsun veya olmasin, altinla isaretlenmis antikorlarin
fazlas1 (T) seridinden akisa devam ederek (C) seridine gelir ve buradaki antikorlarla
baglanarak kirmizi serit rengi olusturur. Bu test kitlerinde genellikle patojene ait flagella

antijenlerinin varliginin belirlenmesi prensibi gecerlidir (Kog¢an ve Halkman; 2010).

Bu test kitinin kullaniminda, kiigiik hacimlerde sivi1 6rnek veya homojenize edilmis kati
orneklerin sivi halleri kullanilir. Test kitinin performansinin olumsuz etkilenmemesi

igin tamponlarla pH ayarlamasi onerilmektedir (Posthuma-Trumpie et al. 2009).

LAT’in kullanimi kolaydir ve egitilmis personele ihtiyagc duyulmadan basit bir
prosediirle uygulanabilmektedir. Ornek hazirlama asamasindan sonucun okunmasina
kadar gecen siire 30 dakika gibi kisadir. LAT kitleri metalik nanopartikiiller (altin ve
giimiig), silika, karbon, kuantum parcaciklart ve hassasiyeti artirmak i¢in enzimlerle
olusturulmaktadir. Yani hedeflenen patojende bulunan antijene 06zgii antikorlar bu
partikiillere kodlanmaktadir. Bunlar igerisinde sekil, biiyiikliik, ylizey modifikasyonuna
uygunluk, homojenite gibi avantajlardan dolayr nanopartikiiller en c¢ok tercih
edilenlerdir. LAT wuygulamalar1 i¢in en ¢ok kullanilan nanopartikiill ise altin
partikiillerdir (Gold nanoparticles-AuUNPs) (Sekil 2.13). Altin ve tiol molekiilleri
arasinda olusan gii¢lii kovalent yapida, tiol molekiillerine karsi altinin afinitesinin
saglam olmasi bu kullanim1 6n plana c¢ikarmaktadir. Bu Ozellikten dolayr altin
nonapartikiillerinin ylizey kimyas1 kolayca kontrol edilebilmekte ve tiol gruplari

antikor, niikleik asit gibi yapilarla konjuge edilebilmektedir (Kaittanis et al. 2010).



Sekil 2.13. Thiol gruplariyla stabilize edilmis altin nanopartikiilleri (Roy and Pericas
2009)

LAT sistemlerinde altin nanopartikiillerinin kullaniminin avantajlar1 sunlardir (Parolo et

al. 2013):

1. Giglii kirmizi renginden dolayi diisiik konsantrasyonlarda bile belirlenebilir.
2. Diisiik maliyet

3. Uretim kolayligi

4. Biyouyumluluk

2.5. Antibiyotik Duyarhlik Testleri

Mikroorganizmalarin antibiyotiklere karsi diren¢ ve duyarliliklarin saptanmasinda
cesitli yontemler kullanilmaktadir. In vitro antibiyotik direnglilik ve duyarlilik
analizleri, izole edilen patojenin tedavi esnasinda ulasilan in vivo diizeyinin uygun veya
yeterli olup olmadiginin degerlendirilmesi amaciyla yapilmaktadir. Genel olarak

mikrobiyoloji laboratuvarlarinda bu amagla uygulanan yontemler;

1. Kati veya sivi besiyerlerinde seyreltme metodu (Minimum Inhibitér

Konsantrasyon)
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2. Disk difiizyon (Kirby-Baurer) yontemi

Disk difiizyon (Kirby-Bauer) yonteminde; belirli bir konsantrasyon ve miktarda
antibiyotik ajan emdirilmis kagit diskler, patojen bakterinin taze kolonilerinden
hazirlanan standart (0,5 McFarland) siispansiyonun kati besiyeri yiizeyine yayilimi
yapildiktan sonra yerlestirilir ve uygun kosullarda inkiibe edilir. Bu sekilde kagit
disklerde bulunan antibiyotikler azalan miktarlarda difiize olur ve patojen iizerinde etkili
oldugu seviyelerde ¢ogalmay1 durdurur. Boylece disk etrafinda patojenin iireyemedigi
bir alan olusur ve bu alan dairesel bir inhibisyon zon olarak tabir edilir (Sekil disk1). Bu
zonun ¢ap1 Ol¢iiliir ve bu deger dogrudan patojenin duyarliligr ile iliskilendirilir. Kagit
disk etrafinda inhibisyon zonun olugsmamasi, bakterinin antibiyotik ajana karsi direngli

oldugunu gosterir (Sekil 2.14) (Jorgensen and Turnidge 2007).

COGALMADAN ONCE COGALMADAN SONRA

inhibisyon zonu

Bakteri siispansiyonu (Duyarh)

Antibiyotik diskler yayilmis kati besiyeri

Bakteriyel ¢ogalma

Sekil 2.14. Disk difiizyon (Kirby-Baurer) yonteminin esast (Anonymous 2018a)

Bu calismanin amaci; klasik kiiltlirel yontem, ilmige dayali izotermal amplifikasyon
(LAMP), Real-Time PCR kullanarak tavuk etlerinden Salmonella ve Campylobacter
tespiti, bunun yanisira 6rneklerin bazi mikrobiyolojik 6zelliklerinin arastirilmasi ve bazi

patojenlerin antibiyotik duyarliliklarin 6l¢iilmesi olarak belirlenmistir.
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3. MATERYAL ve YONTEM

3.1. Materyal

3.1.1. Tavuk etleri

Erzurum’da bulunan yerel marketlerden temin edilen 126 adet taze, dondurulmamais
tavuk eti (42 kanat, 42 kemiksiz goOgiis, 42 baget) arastirma materyali olarak
kullanilmistir. Tavuk etleri daha 6nceden karkastan kesilip parcalar halinde polietilen
ambalajlarda ve stre¢ film ile kaplanmis sekilde satisa sunuldugu goriilmiistiir.
Materyalin temin edildigi satis yerlerinde muhafaza sicakligi 8+2°C olup, raf
Omiirlerine en az bir hafta kadar siire olan materyaller sicakligin korunmasi icin buz
akiileri iceren strafor kutu igerisinde tasinmis ve analizlere kadar sicakligi 4°C
ayarlanmis sogutucuda muhafaza edilmistir. Ornekler laboratuvara ulastirildiktan sonra
en ge¢ 30 dakika icerisinde analizlere alinmistir. 2017 yilinin Ocak-Subat-Mart aylari
icerisinde her ay herbir numune ¢esidinden 14’er adet olacak sekilde toplam 42 6rnek

mikrobiyolojik analizlere tabi tutulmustur.

3.1.2. Kontrol (referans) suslar

Bu arastirmada, mikrobiyolojik ve/veya molekiiler genetik analizlerde referans suglar
olarak L. monocytogenes (ATCC 7644), Salmonella Typhimurium (RSHMB 95091),
Campylobacter jejuni (ATCC 33560), Campylobacter coli (ATCC 33559),
Staphylococcus aureus (ATCC 25923) kullanilmistir. Bu suslar Atatiirk Universitesi,
Ziraat Fakiiltesi, Gida Miihendisligi Boliimii kiiltiir koleksiyonundan temin edilmistir.
Muhafaza edilen kiiltiirlerin (-80°C) aktiflestirilmesi Trypticase Soy Yeast Extract
(TSYE) brot besiyerinde yapilmigtir. C. jejuni ve C. coli i¢in TSYE besiyerine %5

oraninda defibrine at kani ilave edilmistir.
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3.2. Yontem

Bu arastirmada belirtilen materyallerden; 1) oncelikle Campylobacter spp. ve
Salmonella spp.’nin geleneksel metot, PCR ve LAMP yontemleriyle belirlenmesi, ii)
Bununla birlikte mikrobiyolojik analizler kisminda (3. 2. 1) aerobik mezofilik bakteri,
psikrofilik bakteri, maya-kiif, S. aureus, Listeria spp., koliform sayim1 ve tespiti iii)
Ayrica, Kkiltiirel yontemlerle izole edilen ve dogrulanan Campylobacter spp.,
Salmonella spp., Listeria spp., S. aureus izolatlarinin antibiyotik duyarliliklar:
saptanmast amaclanmistir. Calisma kapsaminda gergeklestirilen analizlerin yontemleri

asagida belirtildigi gibidir.

3.2.1. Mikrobiyolojik analizler

3.2.1.a. Materyallerin yikanmasi (rinsing) ve diliisyon hazirlama

Materyaller agirliklarina goére 200-400 mL steril Buffered Peptone Water
(Tamponlanmig Peptonlu Su, TPS) ile filtreli stomacher poseti igerisinde 5 dk siireyle
yikama (rinsing) islemine tabi tutulmustur. Bu yikama suyundan 25’er mL Salmonella
spp. ve Campylobacter spp., 10 mL Listeria spp. i¢in kullanilmistir. Mikrobiyolojik
analizler i¢in diliisyonlar Peptonlu Fizyolojik Tuzlu Su (MRD- Maximum Recovery
Diluents) ile hazirlanmistir. 500 mL kapasiteli otoklava dayanikli cam siselere 10 gram
(20 gram/L) TPS (Oxoid, CMO0509) tartilip 121°C’de 15 dakika sterilizasyon
yapilmistir. MRD i¢in 1 litre saf suya %0,85 NaCl+%0,1 pepton ¢oziindiiriiliip test

tiiplerine 9’ar mL dagitilmis ve sterilize edilmistir.

3.2.1.b. Toplam aerobik mezofilik bakteri (TAMB) sayim

TAMB sayiminda Plate Count Agar (Merck, 1.05463) uygulama yoOnergesine gore
hazirlanmis ve petri plaklarina dokiilmiistiir. Plaklara yayma kiiltiir yontemiyle

hazirlanan dillisyonlardan ekim yapilmistir. Petri kutulari 35+1°C’de 48+2 saat
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inkiibasyona tabi tutulmustur. Sayim islemleri diliisyon faktorii ve koloni sayisi dikkate

alinarak Log kob/g seklinde verilmistir (Maturin and Peeler 2001).

3.2.1.c. Psikrotrofik bakteri sayim

Psikrotrofik bakteri sayimi TAMB sayiminda (3.2.1.b) izah edildigi gibi PCA’a ekim
yapildiktan sonra petri kutular1 7°C sicaklikta 10 giin inkiibasyona birakilmigtir. Sayim
islemleri diliisyon faktorii ve koloni sayist dikkate alinarak Log kob/g seklinde
verilmistir (Maturin and Peeler 2001).

3.2.1.d. Maya-kiif sayimi

Maya-kiif sayimi i¢in Dichloran Rose Bengal Chloramphenicol Agar (Merck, 1.00466)
yonergeye gore hazirlandiktan sonra uygun diliisyonlardan ekip yapilmistir. Isiksiz
ortamda en fazla 3 petri kutusu istiflenmesiyle 25°C’de 7 giin siireyle inkiibasyondan
sonra sayim yapilmistir. Sayim islemleri diliisyon faktorii ve koloni sayis1 dikkate

alinarak Log lob/g seklinde verilmistir (Tournas et al. 2001).

3.2.1.e. Koliform sayimi ve fekal koliform tespiti

Toplam koliform saymmi i¢in Violet Red Bile Agar (VRBA) (Merck, 1.01406)
kullanmilmistir. Besiyeri kaynatilarak steril edilip bir su banyosunda 48+2°C’ye
sogutulur. Petri kutularina aseptik sartlarda diliisyonlardan 1’er mL konulur ve iizerine
sogutulan besiyerinden 8-10 mL ilave edilir ve homojen olacak sekilde karistirilir.
Besiyeri katilastiktan sonra 5-6 mL besiyeri ikinci kez aktarilir ve katilagtiktan sonra
35°C’de 18-24 saat inkiibasyona birakilir. Dokme kiiltlir yontemine gore tipik koloniler
dikkate alinarak sayim sonucu hesaplanir (Feng et al. 2002; Cetin 2006).

Fekal koliform (E. coli) tespiti i¢in ise brom krezol moru (Bromocresol Purple, Merck)

ilave edilerek hazirlanan EC Brot (Merck, 1.10765) kullanilmistir. Brot durham tiipii



57

iceren test tiiplerine 9’ar mL dagitilip steril edildikten sonra materyallere ait yikama
(rinsing) sularindan tiiplere 1 mL aktarilmig ve 44,5°C’de inkiibe edilmistir. Test
tiiplerinde mor renkten sar1 renge donilisiim ve durham tiiplerinde gaz olusumu pozitif
reaksiyon olarak kabul edilmistir. Pozitif tiiplerden bir 6ze dolusu alinarak Eosin
Methylene Blue Agar’a (Merck, 1.01342) siirme yapilmig ve metalik yesil parlak renk

olusturan koloniler E. coli olarak tespit edilmistir.

3.2.1.f. Staphylococcus aureus sayimi

Baird-Parker Agar Base (Merck, 1.05406) besiyeri 58 g/950 mL saf suda ¢oziindiiriiliip
sterilizi edilmistir. 48-50°C sogutulan besi yerine 50 mL yumurta sarisi-tellurit
emiilsiyonu (Merck, 1.03785) ilave edilerek petri plaklarina dokiilmiistiir. Hazirlanan
her bir diliisyondan 1 mL diliient 0.3, 0.3, 0.4 oraninda 3 petri plagina yayma ekim
yapilmistir. Petri plaklar1 ters c¢evrilmeden diliientleri absorbe etmesi i¢in 1 saat
inkiibatorde bekletilmis ve ¢evirilen plaklar 45-48 saat 35-37°C sicaklikta inkiibasyonu
birakilmistir. Plaklarda 1,5-2,5 mm ¢apinda siyah, parlak konveks ve zonlu, igne ile
alindiginda zamks: kivamda olan koloniler S. aureus silipheli koloniler olarak
belirlenmistir. Ardindan siipheli koloniler 0,2-0,3 mL Brain Heart Infusion (BHI) brot
(Merck 1.10493) igeren tiiplere aktarilmis ve 18-24 saat 35-37°C’de inkiibe edilmistir.
Gelisen kiiltiirler Tryptic Soy (TSA) agar (Merck, 105458) besiyerine ¢izilmis ve 18-24
saat 35-37°C’de gelistirilmistir. Yardimer test olarak TSA’da iireyen kiiltiire katalaz
testi uygulanmis ve aktivite gosteren kiiltiirler koagiilaz testine tabi tutulmustur. Katalaz
aktivite testi i¢in %3’liikk H202 kolonilere damlatilmis ve gaz ¢ikist koloniler Katalaz
pozitif olarak kabul edilmistir. Liyofilize tavsan plazmasi (Bactident coagulase; Merck
1.13306) 3 mL steril saf su ile ¢oziindiiriiltiikten sonra plazmadan 0.2-0.3 mL BHI’deki
kiiltiirlere ilave edilmistir. 35-37°C’de inkiibasyona birakilan tiipler periyodik olarak 6
saatte bir kontrol edilmis ve tiip ters-diiz edildiginde yerinden oynamayan, pihti

olusturanlar koagiilaz pozitif olarak kabul edilmistir (Bennett and Lancette 2016).
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3.2.1.g. Listeria spp. analizi

Listeria spp. tespitinde on zenginlestirme, selektif zenginlestirme, biyokimyasal
dogrulama basamaklar1 takip edilmistir. On zenginlestirme amaciyla steril kavanoz
igerisinde 10 mL tavuk yikama suyuna 90 mL Half Fraser Brot eklenmis ve 30°C’de
aerob kosullarda 24 saat inkiibasyona birakilmistir. On zenginlestirme islemine tabi
tutulan her bir 6rnekten 1 mL homojenizat alinip 9 mL Fraser Brot iceren tiiplere
aktarilip aymi kosullarda inkiibe edilmistir. Zeytin yesili-siyah renk veren o6rneklerden
birer 6ze dolusu Chromocult Listeria Selective Agar (Merck 1.00427), Oxford Listeria
Selective Agar (Merck 1.07004) ve PALCAM Agar (Merck 1.11755) besiyerlerine
¢izim yapilmistir. Besiyerlerinde iireyen yaklasik 1 mm ¢apli tipik kolonilerden 1-5 adet
secilerek biyokimyasal ve diger testler yapilmak iizere, TSA-YE’ye (Tryptic Soy Agar-
Yeast Extract; Oxoid CM 131) aktarildiktan sonra 30°C’de 1 giin inkiibasyona
birakilmistir. Ureyen kolonilere sirasi ile; Gram boyama, katalaz (%3’liik H.0> ile),
oksidaz (Bactident oxidase, Merck 113300) testleri yapildi. Biyokimyasal dogrulama
amaciyla API Listeria (bioMerieux), tiir ayrimi igin ise seker fermantasyon testleri

uygulanmustir (Hitchins et al. 2017).

Seker fermantasyon testleri igin tiiplerde 9’ar mL hazirlanan Purple Brot Base’lere
(PBB), %5 konsantrasyonda hazirlanan ve 0,20 pum’lik milipor filtrelerden (Sartorius
Minisart) siiziilen L-Rhamnose (Merck 7361), D-Xylose (Merck 8689), Mannitol
(Merck 5980) soliisyonlarindan 1’er ml eklenmistir. TSB-YE’da 30°C’de 24 saatlik
inkiibasyonla aktiflestirilmis Listera spp. siipheli kolonilerden bir 6ze dolusu alinarak,
seker eklenen PBB’e inokule edilerek 37°C’de 5 giin inkiibasyona birakilmistir.
Inkiibasyon siiresi sonunda, PBB’lerin mor renginin sartya dénmesi pozitif, renkte bir

degisikligin olmamasi negatif reaksiyon olarak degerlendirilmistir.

Izole edilen kiiltiirlerin hizl1 bir sekilde L. monocytogenes olup olmadig1 Singlepath
L'mono (Merck, 104148) immiinokromatografik lateral akis test kitiyle tespit edilmistir.
Bu amagla siipheli koloniler bir 6ze yardimiyla alimip bir tiipte 1-2 mL steril suda

¢oziindiiriiliip 15 dk kaynar su banyosunda tutulmustur. Oda sicakligina sogutulan bu
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ornekten 160 pL test kitinin yiiriitlicii kismina aktarilmis ve 15-20 dakika icerisinde

sonug kit yonergesine gore tespit edilmistir (Kogan ve Halkman 2010).

3.2.1.h. Salmonella spp. izolasyonu

Tamponlanmis peptonlu su ile muamele edilen orneklerin yikama sular1 aerobik
kosullarda 35-37°C’de 18-24 saat 6n zenginlestirme amaciyla inkiibe edilmistir. inkiibe
edilen 6rneklerden 0,1 mL karigim alinarak tiiplerde hazirlanmis steril 10 mL Rappaport
Vassiliadis (RVS) Brot’a (Merck 1.07700), tiplerde 9 mL Muller-Kauffmann
Tetrathionate-Novobiocin Brot’a (MKTTn) 1 mL karisim ilave edilerek sirasiyla 43°C,
35°C’de 18-24 saat selektif zenginlestirme amaciyla inkiibe edilmistir. RVS ve MKTTn
besiyerlerinden 6ze dolusu alinarak Xylose Lysine Deoxycholate Agar (XLD) Agar
(Merck 1.05287), XLT4 Agar Supplement (Merck 1.08981) ilave edilmis XLT4 Agar
(Merck 1.13919) besiyerlerine ¢izim yontemiyle ekim gergeklestirilmistir. Her iKi
besiyerinde 35-37°C'de 18-24 saat inkiibasyondan sonra Salmonella spp. siipheli
kolonileri hidrojen siilfiir olusumuna bagli olarak siyah renkli goriiliir. Tipik koloniler
Triple Sugar Iron Agar (Merck 1.03915), Lysine Iron Agar (Merck 1.11640) yatik
besiyerine igne ile ekilmis ve 35-37°C'de inkiibasyondan sonra tipik biyokimyasal
ozellikleri gozlemlenen koloniler ayrica API 20E Salmonella test kitiyle dogrulanmistir
(Wallace et al. 2016).

3.2.1.i. Campylobacter spp. izolasyonu

Campylobacter spp. analizi i¢in segici zenginlestirme ve kat1 besiyerine ekim, siipheli
kolonilerin dogrulanmasi ve tanimlanmasina yonelik yontemler uygulanmistir. Numune
yikama sularindan 25 mL alinarak, antibiyotik igeren suplement ve %5 oraninda Laked
Horse Blood (Oxoid, SR0048) ile hazirlanmis 225 mL Bolton Brot (Oxoid, CM0983)
zenginlestirme sivisina aktarilmigtir. Vidali cam siseler igerisinde Oncelike 4 saat 35-
37°C, ardindan 42°C sicaklikta 24-48 saat inkiibasyon yapilmistir. Selektif kati
besiyerleri olarak Campylobacter Blood-Free Selective Agar (mCCDA, Modified

charcoal-cefoperazone-deoxycholate agar), Campylobacter Selective Agar (Skirrow)
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(Oxoid, CM0331+ SR0069) se¢ilmis ve zenginlestirme sivilarindan 1 mL alnip 1:10
oraninda seyreltme yapildiktan sonra ¢izim yapilmistir. Cizim yapilan petri plaklar
mikroaerofilik kosullar altinda sirasiyla 35-37°C ve 42°C’de 24-48 saat inkiibe
edilmistir (Hunt et al. 2001).

Mikroaerofilik kosullar Oxoid tarafindan 6nerilen yonteme gore saglanmistir. Anaerojar
icerisine CampyGen petri kutulariyla birlikte ilave edilip inkiibasyon islemleri
yapilmigtir. CampyGen 2,5 L kapasiteli Anaerojar ortaminda mikroaerofilik kosullar
saglamaktadir. Selektif besiyerlerinde iireyen tipik koloniler Columbia Blood Agar
(Oxoid, CM0331 + SR0051) besiyerine alinip 42°C’de yeniden ¢ogaltilmigtir. Cogalan
koloniler Oxidaz aktivitesi yoniinden test edilir ve pozitif olan koloniler dogrulanmak

amaciyla Columbia Blood Agar’da muhafaza edilmistir.

3.2.1.j. Antibiyotik duyarhlik testi

Antibiyotik duyarliliklarin ve direnglerin belirlenmesi i¢in Disk Difiizyon Y o6ntemi
uygulanmistir. Bu yontemle ilgili uygulanan metod ve kisaltmalar EUCAST (European
Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing) tarafindan olusturulan kaynaklar
dikkate alinarak kullanilmistir. Kullanilan antibiyotik diskleri Cizelge 3.1°de belirtildigi
gibidir.

Cizelge 3.1. Calismada kullanilan antibiyotikler ve konsantrasyonlar1 (pg/disk)

Antibiyotik Kisaltma Disk icerigi (ug)
Ciprofloxacin CIP 5
Sulfamethoxazole/Trimethoprim | SXT 5
Chloramphenicol C 30
Streptomycin S 10
Ampicillin AMP 10
Gentamicin CN 10
Kanamycin K 30
Nalidixic acid NA 30
Trimethoprim W 5
Tetracycline TE 30
Meropenem MEM 10

Ertapenem ETP 10
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Campylobacter spp. ve Listeria spp. izolatlar1 igin Mueller-Hinton (MH) agar’a %5
oraninda defibrine edilmis at kan1 ve 20 mg/L seviyesinde B-Nicotinamide adenine
dinucleotide ilave edilmistir. Salmonella spp. ve S. aureus igin ise Mueller-Hinton agar
kullamlmistir.  Izolatlar selektif olmayan besiyerlerinde c¢ogaltilmis ve 18-24
(Campylobacter spp. igin 24-48) saatlik kolonilerden alinarak McFarland 0.5
referansina gore inokulumlar hazirlanmistir. Hazirlanan inokulumlardan steril bir
ekiivyon yardimiyla alinarak agar yiizeylerine yayilmamis bolge kalmadan dagitilmistir.
Campylobacter spp. i¢in kullanilan plaklar 35-37°C 15 dakika etiivde bekletilmistir.
Boylece inokulumlerin emdirilmesi kontrollii sekilde saglanmistir. Inokulumlar
yapildiktan sonra her plak i¢in en fazla 5 antibiyotik diski aralarinda en az 24 mm
mesafe olacak sekilde yerlestirilmistir. Campylobacter spp. i¢in mikroaerofilik kosullar
3.2.1.h.’de belirtildigi gibi saglanmis ve 41+1°C 24 saat, diger izolatlar ise 35+1°C, 18-
24 saat inkiibasyon yapilmistir (EUCAST 2017).

3.3. LAMP ve PCR Uygulamalari

Bu tez ¢alismasinda LAMP ve PCR uygulamalari i¢in 6n iglemler ve reaksiyonlar igin

gerekli kosullar asagida izah edilmistir (Sekil 3.1).

MATERYAL (25 g-mL)

1:10 Tamponlanmis Peptony wp"nlanmls peptonu su
24 saat inkiibasyon i i 24 saat inkiibasyon

0.1 mL/\ 0.1mL l o
RVS MKTTn
24 saat inkiibasyon
! )

3 Adimda santrifiijleme ve Alkali (NaOH)
kaynatma metodu ile qPCR ve LAMP igin

DNA ekstraksiyonu
it QOO® | s o
XLD lXLT4 /f

et TSI+LIA ve API20E

Sekil 3.1. Hedef patojenlerin belirlenmesi i¢in geleneksel kiiltiirel yontem ve niikleik
asit amplifikasyon teknikleri (Domesle et al. 2018’den uyarlanmstir).
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3.3.1. DNA ekstraksiyonu

3.2.2.h ve 3.2.1.i. bolimlerinde belirtilen yontemlerle elde edilen Salmonella spp. ve
Campylobacter spp. izolatlarim1 dogrulamak, zenginlestirmeye tabi tutulmus
materyallerden hedef patojeni LAMP ve qPCR ile belirlemek amaciyla DNA
ekstraksiyonu 3 kademeli santrifiijleme ve alkali ortamda kaynatma metoduyla

gerceklestirilmistir.

3.3.1.a. izolatlardan DNA ekstraksiyonu

Izolatlardan DNA ekstraksiyonu Campylobacter spp. i¢in Blood Agar, Salmonella spp.
icin ise Nutrient Agar besiyerinde ¢ogalan taze kiiltiir kolonileri kullanilmistir. Bu
amagcla steril plastik bir 6ze (1 pL) yardimiyla alinan bir adet koloni 50 uLL NaOH (25
mM) iceren 1.5 mL mikrosantrifiij tliplere aktarilmistir. Bu karisima bir blok 1siticida
95-100°C’de 10 dakika siireyle kaynatma islemi uygulanmistir. Kaynatma sonrasinda
karisimi notralize etmek amaciyla 4 plL Tris-HCI buffer (1 M, pH 7.5) ilave edilmistir.
Bu karisim 20.000 x g ve 4°C’de 5 dakika santrifiijlenmistir. Siipernatant LAMP ve
PCR islemleri i¢in DNA template olarak kullanilmistir.

3.3.1.b. Materyalden DNA izolasyonu

On zenginlestirmeye tabi tutulmus homojenizatlardan 1 mL almarak mikrosantrifiij
tiiplere transfer edilmis ve sirasiyla; 1) 900 % g, 1 dakika santrifiijleme, ii) siipernatant
yeni bir mikrosantrifiij tiipe alinmis ve 10.000 x g, 5 dakika santrifiijleme, iii)
stipernatant elemine edildikten sonra geriye kalan pelet iizerine 50 uL NaOH ilave
edilmis ve karisim 95-100°C’de 10 dakika kaynatilmistir. Kaynatma sonrasinda
karigimi nétralize etmek amaciyla 4 pLL Tris-HCI buffer (1 M, pH 7.5) ilave edilmistir.
Bu karigim 20.000 x g ve 4°C’de 5 dakika santrifiijlenmistir. Siipernatant LAMP ve
PCR islemleri icin DNA template olarak kullanilmistir (Cizelge 3.2).



Cizelge 3.2. On zenginlestirme sivilarindan DNA ekstraksiyonu

On zenginlestirme karisimi 900 x g, 1 dakika santrifiijleme

Stipernatant 10,000 x g, 5 dakika santrifiijleme
Pellet 50 uL NaOH (25 mmol/L) igerisinde 95°C, 5-10 dakika kaynatma
4 uL Tris-HCI buffer (1 mol/L, pH 7.5) Nétralizasyon

20,000 x g, 5 dakika santrifiijleme
2 uL Siipernatant DNA 6rnegi

3.3.1.c. DNA safliginin belirlenmesi

Alkali kaynatma metoduyla hem izolat hem de materyallerden DNA 6rnekleri Epoch
Microplate Spectrophotometer (BioTek, USA) cihazinda Take3 Micro-Volume Plate
kullanilarak gergeklestirilmistir. Cihaza 6zgii olan Gen5 DNA Quantification yazilimi
kullanilarak sonuglar degerlendirilmistir. Oncelikle Take3 plate mikro kuyucuklar
molekiiler saf su ile kalibre edilmis ve kalibrasyon degerleri optimize edildikten sonra
DNA ekstraksiyon orneklerinden 1 puL alinarak kuyucuklara yerlestirmis ve yazilim ile

Olgtimler alinmistir. Aze0/A2g0 orant 1.8 — 2.0 araliginda safliklar yorumlanmistir.

3.3.2. LAMP uygulamasi

3.3.2.a. Primerler ve primer karisimin hazirlanmasi

Izole edilen Salmonella spp. ve Campylobacter spp. izolatlarmi dogrulamak, tavuk
etlerinden bu patojenleri LAMP ile belirlemek i¢in asagidaki primerler (Integrated DNA
Technologies, IDT, Leuven, Belgika) temin edilmistir (Cizelge 3.3). Pimerler liyofilize

halde HPLC safliginda olup iireticinin yonergesine gore ultra saf su ile hazirlanmistir.
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Cizelge 3.3. Calismada LAMP igin kullanilan primerler

C. jejuni FIP ACAGCACCGCCACCTATAGT-
AGAAGCTTTTTTAAACTAGGGC (Flc-F2)
BIP AGGCAGCAGAACTTACGCATT-
Yamazaki (2013)? GAGTTTGAAAAAACATTCTACCTCT (B1-B2c)
F3 GCAAGACAATATTATTGATCGC (F3)
B3 CTTTCACAGGCTGCACTT (B3c)
LF CTAGCTGCTACTACAGAACCAC (LFc)
LB CATCAAGCTTCACAAGGAAA (LB)
C. coli FIP AAGAGATAAACACCATGATCCCAG-
TCATGAATGAGCTTACTTTAGC (Flc-F2)
BIP GCGGCAAAGACTTATGATAAAGC-
Yamazaki (2013)? TACCGCCATTCCTAAAACAAG (B1-B2c)
F3 TGGGAGCGTTTTTGATCT (F3)
B3 AATCAAACTCACCGCCAT (B3c)
LF CCACTACAGCAAAGGTGATG (LFc)
LB CCACGATAGCCTTTATGGA (LB)
Salmonella spp. FIP GCGCGGCATCCGCATCAATA-
TGCCCGGTAAACAGATGAGT (Flc-F2)
Chenetal. (2011)°  BIP GCGAACGGCGAAGCGTACTG-
TCGCACCGTCAAAGGAAC (B1-B2c)
F3 CGGCCCGATTTTCTCTGG (F3)
B3 CGGCAATAGCGTCACCTT (B3c)
LF GGCCTTCAAATCGGCATCAAT (LFc)
LB GAAAGGGAAAGCCAGCTTTACG (LB)

2C. jejuni igin GenBank Erisim Numarast (GEN): AL111168.1 (Campylobacter jejuni subsp. jejuni
NCTC 11168); (C. coli i¢gin GEN: AAFL01000003 (Campylobacter coli RM2228)

bSamonella spp. icin GEN: M90846.1 (Salmonella serovar Typhimurium invA gene)

°F3: forward internal primer; B3: backward inward primer; FIP: forward inner primer; BIP: backward
inner primer; LF: loop forward primer; LB: loop backward primer

LAMP uygulamasinda kullanilmak {izere her bir reaksiyonda primer karisimi Cizelge
3.4’te belirtilmistir. Toplam reaksiyon hacminde (25 pL) primer konsantrasyonu
optimize edilmistir. Ayni reaksiyon hacminde C. coli ve C. jejuni igin (1.3 pL+ 1.3 pL)
2.6 pL primer karigimi kullanilmaigtir.
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Cizelge 3.4. LAMP reaksiyonu i¢in primer karigim oranlari

Primer | Hacim (pL) Hazirlama
FIP 0.4
BIP 0.4
(100 pmol/L) konsantrasyondaki her bir primerden
LoopF 0.2
belirtilen hacimlerde alimip LAMP reaksiyon basina
LoopB 0.2 ' o
toplamda 1.3 pL olacak sekilde optimizasyon
F3 0.05
yapilmustir.
B3 0.05

Toplam: | 1.3 pL

3.3.2.b. Hydroxynaphthol Blue (HNB) boyasinin hazirlanmasi

Hydroxynaphthol Blue (HNB) (Sigma Aldrich, 33936-10G) toz halinde temin
edilmistir. Molekiiler agirligi: 620,47 g/mol olan boyadan 0,02325 g 10 mL saf su
igerisinde ¢Oziindiiriilmiis ve karanlik bir ortamda muhafaza edilmistir. 25 pL LAMP
reaksiyon hacminde 1 pL ilave edildiginde konsantrasyonu 150 pM olarak

ayarlanmistir.

3.3.2.c. LAMP reaksiyonu

LAMP reaksiyonu i¢in Bst 3.0 DNA Polimeraz ve bu enzimin optimum aktivite
gosterdigi ortami saglayan Isothermal Amplification Buffer 1l Pack (New England
Biolabs), dNTP (Sigma Aldrich), LAMP Primer karisimi, sonucun gozlenmesi igin
HNB ve reaksiyon hacmini tamamlamak icin molekiiler saf su kullanilmistir.
Reaksiyonda kullanilan bilesenler ve miktar/konsantrasyonlart Cizelge 3.5’te

gosterildigi gibidir.
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Cizelge 3.5. LAMP protokolii kullanilan bilesen ve miktar/konsantrasyonlari

Bilesen Hacim (25 pL/Reaksiyon)
10X Isothermal Amplification Buffer Il | 2.5 uL
10 mM dNTPs 3.5 uL (1.4 mM final)
100 mM MgSO4 1.5 uL (6 mM+2 mM buffer=8 mM final)

1.3 pL (1.6 pM FIP/BIP, 0.2 uM F3/B3,

Primerler 0.8 uM LoopF/B)

Bst 3.0 (8,000 U/mL) 1 uL (0.32 U/uL)

DNA template 2 uL (50 pg/mL)

HNB 1 uL (150 uM)

H20 Saf su ile 25 pL’ye tamamlanmistir.

1. 0.2 mL PCR tiiplerinde LAMP reaksiyonu

Cizelge 3.5’te belirtilen reajantlar uygun hacimlerde alinarak toplamda 25 pL reaksiyon
karistmi 0,2 mL PCR tiiplerinde 1sitict blokta 63-65°C sicaklikta 1 saat siireyle
tutulmustur. Bu siire sonunda reaksiyonu sonlandirmak amaciyla 80-82°C’de 10 dakika
daha 1sitma yapilmistir. Bu islemler sonucunda tiipler bir beyaz zeminde

konumlandirilmis ve 10 dk i¢erisinde HNB renk degisimi gézlemlenmistir.

2. 96-kuyucuklu plate’de (96-well plate) LAMP reaksiyonu

LAMP reaksiyon karisimi1 50 pL/reaksiyon olacak sekilde hazirlandiktan sonra her bir
kuyucuga karisim dagitilmistir. Mikroplate, polietilen bir film ile kaplandiktan sonra bir
inkiibatorde 63-65°C 1sitilmig ve bu sicaklikta 1 saat inkiibe edilmistir. Sonrasinda
plateler oda sicakligina sogutulmus (5 dakika) ve film cikarildiktan sonra plate
okuyucuda (Epoch Microplate Spectrophotometer) absorbans 6l¢iimii yapilmistir. Cihaz
750 nm dalga boyunda saf su ile sifirlandiktan sonra 350-750 nm arasinda 1 nm aralikla
Olgtimler alinmistir. HNB etkisiyle gergeklesen renk degisimi absorbans dlgtimleriyle

degerlendirilmis ve amplifikasyonlar belirlenmistir (Goto et al. 2009).



3.3.3. qPCR uygulamasi

Real-time PCR uygulamasinda Salmonella spp. ve Campylobacter spp.’nin gidalarda
belirlenmesi i¢in 6zel olarak dizayn edilen mericon Salmonella spp Kit (QIAGEN, Cat
No./ID: 290015), mericon Campylobacter spp Kit (QIAGEN, Cat No./ID: 290035)
kullanilmistir. Kit igeriginde Internal Control (i¢ kontrol), Positive Control (pozitif
kontrol), Multiplex PCR Master Mix, QuantiTect Nucleic Acid Dilution Buffer, RNase-
free water mevcuttur. Ureticinin reaksiyon hazirlama yonergesine uyularak PCR
reaksiyonu PCR cihazinda (Rotor-Gene Q, Qiagen, US) Cizelge 3.6 ve Cizelge 3.7
belirtilen kosullara gore gergeklestirilmistir. Amplifikasyon sonuglari Rotor-Gene Q
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2.3.1.49 (QIAGEN) yazilim1 kullanilarak belirlenmistir.

Cizelge 3.6. Ornek ve kontrol reaksiyon hacimleri

Bilesen Ornek PCR Pozitif PCR Negatif PCR kontrol
kontrol
Sulandirilmig mericon
PCR karigimui 10 pL 10 pL 10 pL
Ornek DNA template 10 uL - -
Coziindiiriilmiis pozitif i 10 i
Kontrol DNA
QuantiTect Nucleic
Acid Dilution Buffer - - 10 uL
VVeya RNase-free water
Toplam Hacim 20 pL. 20 pL. 20 pL.
Cizelge 3.7. Rotor-Gene Q i¢in PCR protokolii
Adim Siire Sicakhik Aciklama
Baslangic PCR . o HotStarTaq
aktivasyonu 5 dakika 95°C Plus DNA polimeraz aktivasyonu
3 asamah Dongii
Denatiirasyon 15 saniye 95°C
Baglanma ) . 40 cycles (Dongii)
15 saniye 60°C 60°C’de veri toplama
Uzatma 10 saniye 72°C
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4. ARASTIRMA BULGULARI ve TARTISMA

4.1. Tavuk Etlerinin Mikrobiyolojik Ozellikleri

Genel mikrobiyolojik kalitenin yorumlanmasi amaciyla TAMB, psikrotrofik, koliform
grubu bakteriler, fekal koliform (E. coli) ve maya-kiif sayimi yapilmistir. Bu sonuglar
tavuk etlerinin hem raf dmriiniin hem de hazirlama, dagitim, muhafaza gibi sartlarinin
aciklanmasi agisindan 6nem arz etmektedir (Sharaf and Sabra 2012). Elde edilen

sonuclar Cizelge 4.1°de verilmistir.

Toplam aerobik mezofilik bakteri sayisinin yiiksek seviyede oldugu ¢ig tavuk etlerinin

hijyenik sartlarda iiretilmedigi ve muhafaza edilmedigi kabul edilmektedir.

Cizelge 4.1°de gorildigl tlizere biitiin materyallerde TAMB sayis1 5-6 Log kob/g
seviyesinde tespit edilmistir. Bu seviyenin biitiin Orneklerde birbirine yakin olmasi
genel olarak tavuk etlerinde siklikla rastlanmaktadir. Fakat, hazirlama ve satisa kadar
olan muhafaza sartlarinin degiskenlik gostermesinden dolayr aymi isletmeden ¢ikan
etlerin raf omiirlerinin farklilik gostermesi beklenen bir sonuctur. TAMB sayimminin 7
Log kob/g seviyelerinde goriilmesi genelde tavuk etlerinde hizli bir bozulmanin
gostergesi olarak kabul gérmektedir (Rouger et al. 2017). Calismamizda en yiiksek
degerin 6 Log kob/g ¢ikmasi Tiirk Gida Kodeksi’nin vermis oldugu degerlere uygunluk

gostermektedir.

Cetin (20006), tavuk etlerinde yaptiklari ¢alismada 6-7 Log kob/g seviyesinde mikrobiyal
yiik tespit etmistir. Yine Efe (2005) yaptig1 calismada tavuk butlarinda Toplam aerobik
mezofilik bakteri sayisini; en diisiik 2 Log kob/g, en yiiksek 7,81 Log kob/g oldugunu
bildirmigtir. Yildirim ve Siingii (2011) tarafindan Antalya’da cesitli satis yerlerinden
toplamda 45 adet tavuk eti ile yaptiklar1 bir ¢alismada; toplam mezofilik aerobik bakteri
5-7 Log kob/g, koliform bakteri sayisint ise 1-4 Log kob/g seviyesinde tespit

etmislerdir.
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Cizelge 4.1. Tavut etlerinin mikrobiyolojik 6zellikleri (Log kob/g)

Ornek GOGUS ETi BAGET KANAT

Analiz |[TAMB|PS MK |KL |TAMB|PS MK |[KL TAMB |[PS MK |KL
1 5,64 595 13,84 (453 |5,71 6,21 4,10 (3,96 (6,12 6,32 (3,56 [3,96
2 5,55 5,67 |3,65 (4,48 |5,86 5,96 (4,42 |4,10 6,20 5,67 (3,64 |[3,56
3 5,22 512 (3,48 |3,98 |6,10 6,01 (4,36 |3,82 |6,01 6,24 (4,10 (4,10
4 5,02 547 (2,86 |3,84 |6,22 6,38 (3,98 |4,60 6,30 586 (4,12 |3,28
5 5,14 524 13,24 (445 |5,84 540 (3,72 |4,12 (6,42 5,88 (3,86 [2,98
6 6,18 598 3,36 (3,58 |6,32 578 (3,84 |3,63 |5,96 5,98 (3,98 (2,74
7 5,32 5,48 2,98 (3,68 |5,78 5,63 (3,38 3,80 |5,98 6,10 (3,42 [3,22
8 5,36 528 |3,12 (4,12 |5,42 5,82 (3,45 |4,21 (6,24 6,28 (4,12 [3,46
9 5,45 5,32 |3,40 |4,25 |6,24 6,23 (3,65 |4,24 16,10 596 [3,82 |3,76
10 5,82 574 13,48 (4,36 |6,56 6,58 |3,86 (4,28 (5,96 6,01 (4,20 [3,42
11 5,69 5,46 |3,68 (4,38 |6,74 6,01 (4,01 (4,36 (5,80 6,20 (4,02 [3,91
12 6,58 6,12 (3,22 |4,10 |6,12 6,24 (4,15 |3,32 |5,72 6,05 (3,45 |3,16
13 6,24 6,18 (3,42 |4,24 |6,40 6,30 (3,69 |3,65 6,32 6,12 3,86 |3,44
14 6,70 6,48 (3,68 |4,36 |5,98 565 (3,74 (4,12 6,48 593 (4,02 |4,31
15 6,24 6,32 |3,26 (4,20 |6,62 5,63 (4,10 |3,90 (6,82 6,01 (4,16 (4,10
16 6,35 6,66 |3,52 (3,98 |6,53 6,24 (4,20 (3,84 (6,10 558 (3,86 [2,86
17 5,69 6,01 (3,58 |3,86 |6,45 580 (4,52 (4,20 |6,20 598 (3,82 |3,55
18 5,78 598 3,64 |3,65 [6,20 566 (4,58 (3,84 (6,30 6,14 (4,45 |3,24
19 5,48 574 3,42 (3,45 |6,42 5,99 (3,98 |4,10 |6,24 6,78 (3,96 [2,32
20 6,32 6,18 |3,86 (3,42 |6,68 5,87 (4,65 |4,03 6,02 596 (4,44 |3,10
21 6,47 6,48 3,86 (3,28 |5,96 6,11 (4,12 3,55 5,96 576 (4,12 [3,22
22 6,58 594 (3,28 |3,64 |5,35 6,23 (4,36 |3,75 |5,80 7,22 3,45 |2,96
23 6,05 5,76 |3,62 |4,12 |5,99 6,54 (4,01 |4,28 6,12 6,36 (4,06 |2,92
24 5,98 5,72 13,68 (4,20 |6,05 568 4,20 (4,16 (6,50 6,42 (4,15 [3,26
25 5,74 5,69 |3,36 (4,02 |5,86 6,01 (4,24 3,45 16,30 5,69 (3,76 |[3,65
26 5,68 5,86 |3,68 |3,36 |5,69 6,32 (4,32 |4,42 6,42 7,14 4,11 |2,48
27 5,38 586 (3,81 |3,28 |5,75 545 (3,96 (3,75 5,95 6,05 (4,02 |3,54
28 6,22 6,76 |3,98 |3,64 |6,01 589 (3,36 (4,10 6,38 698 (3,80 |3,69
29 6,28 6,48 |3,36 (3,84 |6,05 599 |3,78 (4,20 6,23 589 (3,65 [3,87
30 6,38 598 |3,21 (4,12 |6,12 6,05 |3,72 4,32 (6,42 6,28 (4,28 [2,78
31 6,25 5,98 (3,24 4,32 |6,23 5,67 (3,98 (3,86 |[5,90 6,54 |3,57 |3,15
32 5,96 5,64 |3,65 |3,54 |5,88 6,32 (4,12 |4,14 6,38 578 (4,36 |3,16
33 5,82 558 3,36 (3,66 |6,02 6,24 4,22 |3,72 6,68 6,40 (4,20 [3,28
34 6,24 6,48 |3,69 (3,27 |6,41 587 3,96 [4,18 |[5,74 7,02 (3,95 [2,67
35 6,32 6,24 |3,48 (4,16 |6,33 6,12 |3,86 (3,81 (594 6,14 (4,12 (2,44
36 6,46 6,14 (3,48 |4,02 |5,96 6,01 (3,84 |4,01 |6,52 586 (4,36 |2,61
37 5,96 5,44 |3,24 4,17 |6,10 598 (3,74 (3,42 |6,11 6,23 (3,48 |3,41
38 5,48 571 13,39 (3,21 |6,26 6,15 |3,80 (4,22 (6,35 6,78 [3,56 [2,73
39 6,24 6,12 3,32 (3,65 |6,01 6,21 |4,16 |3,88 |[5,88 598 (4,14 |3,37
40 6,78 6,54 (3,24 |3,45 |6,54 568 (3,94 (4,12 |6,24 6,16 (4,18 |4,10
41 6,24 6,10 (3,20 |3,94 |5,94 6,12 (4,02 |4,16 |6,67 5,74 4,38 |3,62
42 5,92 574 (3,30 |3,68 |6,15 6,02 (3,58 |3,94 |5,73 6,45 (3,94 |3,73

TAMB: Toplam Aerobik Mezofilik, PS: Psikrotrofik, MK: Maya-Kiif, KL: Koliform
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Piyasadan elde ettigimiz materyaller 8+2°C sicaklik araliginda muhafaza edildigi
goriilmistiir. Diisiik sicakliklarda tavuk etlerinde gelisebilen psikrotrof 6zellikli ¢oklu
bakteri cinsleri gelisme gosterebimektedir. Bu bakteriler tavuk etlerinde ¢esitli ugucu
bilesenler ve ekzopolisakkaritler iireterek istenmeyen tat, koku, renk, tekstiire sebep

olmaktadir (Hinton et al. 2004).

Calismamizda incelenen tavuk eti Orneklerinde psikrotrof bakteri sayim sonucu

degerlendirildiginde 5-7 Log kob/g seviyesinde bir mikrobiyal yiik gortilmektedir.

Tespit edilen degerlere bakildiginda 6 Log kob/g seviyesindeki psikrotrof bakteri sayisi
tirtiniin 8-10°C’de muhafazasi sirasinda mikrobiyal bozulmanin en 6énemli etkenlerinden
biri oldugu goriilmiistiir. Cetin (2006), yaptig1 calismada bagetlerde psikrotrof bakteri
sayisin1 en diisiik 6,12 Log kob/g, en yiliksek 7 Log kob/g bulmustur. Yine aym
calisgmada depolamanin ilerleyen giinlerde sonuglarin 10 Log kob/g seviyelerine
yiikseldigi  bildirilmistir.  Calismada kullandigimiz  materyallerden bir  kismi
buzdolabinda muhafaza edilmistir. Ilerleyen siirec igerisinde etlerin yiizeyinde goriilen
renk degisimi ve yapiskanlik, istenmeyen koku, bozulmanin belirtisi olarak

gorilmiistiir.

Bu degerlerin genellikle iist sinirlarda olmasi depolama kosullarinin uygun olmadigi
veya degisken oldugunu gostermektedir. Uretim asamasindan satisa kadar gecen siireg
icerisinde  kosullarin ~ degismesiyle Dbirlikte tavuk etleri arasinda farkliliklar
olabilmektedir. Ayrica, ilk mikrobiyal yiikiin yiliksek olmasi iirlinlerin mikrobiyal
bozulmasini hizlandirmaktadir. Soguk depolama kosullarinda cins bazinda ¢esitlilik

azalsa da, bozulmaya sebep olan bazi tiirler 6n plana ¢ikmaktadir (Chaillou et al. 2015).

Bu calismada ortalama koliform sayist en diisiik 2,32 Log kob/g, en yiiksek 4,53 Log
kob/g olarak bulunmustur. Standartlara bakildiginda 56 (%44) ornekte limitleri asan
koliform varligi mevcuttur. Test edilen 6rneklerde fekal koliform varligr 48 (%38)

ornekte tespit edilmistir (Cizelge 4.2).
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Cizelge 4.2. Tavuk etlerinde toplam koliform sayilar1 ve fekal koliform varlig:

Koliform (Min-Max), Limiti asan | Fekal Koliform (Var/Yok)
Standart Limit | 3,70 Log kob/g 3,70 Log kob/g
Sonug¢ 2,32-4,53 Log kob/g, 56 (%44) 48 (%38)

Gokalp vd (1987), yaptiklar1 bir arastirmada tavuk gdgiis ve but etlerinde ortalama
koliform bakteri sayisim, sirasiyla 4,1 Log kob/g ve 5,23 Log kob/g olarak
bulmuslardir. Anar vd (1992), tavuk butlar1 {izerine yaptiklar1 bir arastirmada koliform
grubu bakteri sayisini en diistik 1,77 Log kob/g, en yiiksek 5,47 Log kob/g, ortalama
5,27 Log kob/g bulmuslar ve orneklerin %82,5’inde koliform grubu bakteriye
rastladiklarini bildirmislerdir. Sagun vd (1996)’nin, inceledikleri 20’ser but ve pili¢
gbgiis numunesinde koliform grubu mikroorganizma sayisini sirasiyla ortalama 2,98
Log kob/g ve 3,14 Log kob/g olarak saptamislardir. Incelenen but &rneklerinin
%45’inde ve gogiis Orneklerinin %80’inde standartlarin tizerinde koliform grubu
mikroorganizma bulundugu ortaya konulmustur. Calisma sonuglarimiz bu ¢alismalarla
karsilastirildiginda benzerlik ve farkliliklar goriilmektedir. Bu benzerlik ve farkliliklarin
sebepleri materyallerin elde edildigi hayvanlarin yetistirildigi yerden baslayarak kesim,
yikama, parcalama, paketleme, depolama, tasima gibi islemlerin biitiin olarak yer aldig1
zincir igerisindeki uygulamalardan kaynaklandigi distiniilmektedir. Koliform grup
bakterilere pek ¢ok gida hammaddesinde rastlanmaktadir. Tavuk etlerinde koliformlarin
bulunmasi, kotii sanitasyon kosullarin ve hayvana ait intestinal igerigin etlere
bulastiginin gostergesi olarak kabul edilmektedir (Erol 1999; Tunail 1999; Shar et al.
2010). Materyallerde fekal koliform varligi (48/126, %38); diski kaynakli
kontaminasyon varliginin gostergesidir. Bu durum tavuklara ait enterik icerigin karkasa
bulastigin1 veya materyalin pargalanmasi, hazirlanmasi agamasinda hijyen kurallarma

uymayan personelden bulasma olabilecegi ihtimalini géstermektedir.

Kiifler ve mayalar tavuk etinin bozulmasinda etkili olan diger bir mikroorganizma
grubudur. Maya ve kiifler, olduk¢a genis pH araliginda (pH 2-9), depolama sicakliginda
(10-35°C) ve su aktivitesinde (0,85>) iireyebilmektedirler. Ayrica pektin ve diger
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kompleks karbonhidratlari, organik asitleri, proteinleri ve lipitleri kullanabilmektedirler.
Sayim sonuglart incelendiginde maya-kiif sayis1 ¢alismamizda 3-4 Log kob/g arasinda
belirlenmistir. Tavuk etlerinde maya-kiif varlig1 genellikle bakteriyel popiilasyona
kiyasla diisiik seviyede goriilmektedir (Saikia and Joshi 2010). Cetin (2006), tavuk
etinde yaptigi analizler sonucunda maya-kiif sayisimi ilk giinde 5-6 Log kob/g
seviyesinde tespit etmistir. Ayni ¢alismada 10.giinde maya-kiif sayis1 8-10 Log kob/g
seviyesinde oldugu bildirilmistir. Bu bulgulardan anlasilacag: tizere yiiksek kiif-maya
kontaminasyonu goriilen tavuk etlerinin raf Oomrii depolama boyunca daha kisa

olacaktir.

4.2. Tavuk Etlerinden izole Edilen Patojen Bakterilerin Varhgi ve Bazi Ozellikeri

4.2.1. Tavuk etlerinde Listeria spp. varhgi ve izolatlarin antibiyotik duyarhliklar:

Arastirmada analize alinan 126 adet tavuk eti 6rneginin 24’tinde (%19) Listeria spp.
tespit edilmistir (Cizelge 4.3). Dogrulanan bu izolatlarin 6’s1 L. monocytogenes (%25),
8’1 L. innocua (%33,4), 6’s1 L. grayi (%25), 2’si L. welshimeri (%8,3), 2’si Listeria
ivanovii (%8,3) olarak bulunmustur. Tiirlerin birbirinden ayrimi seker fermantasyon
testleri ve APl Listeria test kiti ile yapilmistir. Bu analizlerden sonra L.
monocytogenes’in dogrulanmasinda ayrica lateral akis testi Singlepath L'mono
kullanilmustir (Sekil 4.1, Sekil 4.2 ve Sekil 4.3).

Sekil 4.1. Palcam ve ChromoCult kat1 besiyerlerinde L. monocytogenes kolonileri
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Sekil 4.2. API Listeria test kitinin pozitif ve negatif goriiniimleri
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Sekil 4.3. Singlepath L’MONO lateral akis testiyle L. monocytogenes tespiti
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Cizelge 4.3. Tavuk etlerinde hedef patojenlere ait var/yok durumu ve S. aureus sayisi

Ornek GOGUS ETI BAGET KANAT
MO Sal | Camp | List | Staph? | Sal | Camp | List | Staph | Sal | Camp | List | Staph
- - 3,56 - - + - - - + -
- + - - + - 262 | - - - -

- - 2,60 - - + - + - - -
- - - 3,20
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Sal: Salmonella spp., Camp: Campylobacter spp., List: Listeria spp., Staph: Staphylococcus aureus, 2Log
kob/g, +: Var, -: Yok, MO: Mikroorganizma
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Kontaminasyon oranmin yiiksek olmasi ve Listeria spp.’nin buzdolabi sicakliginda
canli kalma, iireyebilme 0Ozelligi diisiiniildiigiinde bu durumun hassasiyet tasidigi
gorilmektedir. Ciinkii, tavuk etlerinin raf Omrii boyunca canli kalabilen bu
mikroorganizmalar ¢apraz kontaminasyona sebep olabilmekte veya yetersiz 1sil islem

uygulanmis etlerle insanlara taginabilmektedir.

Ulkemizde yapilan ¢alismalarin izolasyon oranlari genellikle farklilik gdstermektedir.
Bu farkliliga tavuk etlerinin ¢iftlikten mutfaga gelene kadar gegen siire¢ igerisindeki
kosullar sebep olabilmektedir. Ozellikle enterik icerikleri Listeria spp. tasiyan
tavuklarin yikama sularinin diger tavuk karkas ve etlerine bulagsmasi ¢evreye yayilimi
arttirmaktadir. Ayrica, kontamine olmus bir tavuk etinin; etken agisindan temiz olan
diger tavuk etlerine capraz kontaminasyonla gectigi de diisliniilmektedir. Bu baglamda

pargalamada kullanilan kesici aletlerin, yiizeylerin ve personelin de etkisi vardir.

Giiven ve Patir (1998) yilinda Elazig ilinde yaptiklari bir ¢aligmada 100 adet tavuk etini
Listeria spp. yoniinden incelemis ve 64 materyalde etkeni pozitif olarak tespit
etmislerdir. Calismamizde elde edilen izolasyon oranindan (%19) yiiksek bir oranin
belirtildigi calismada farkliik g6z Oniine alindiginda hijyenik kurallara ve

kontaminasyonu 6nleme prosediirlerine uyulmadig: diistiniilmektedir.

Calismamizda Listeria spp. izolatlarin %25’i L. monocytogenes olarak tanimlanmustir.
Ozmen ve Kilig (2006) yaptiklari calismada 100 adet tavuk karkasinda (%76) yiiksek
oranda Listeria spp. tespit etmislerdir. Bu arastirmacilar identifikasyon ve tiir ayrimi
sonucunda 24 izolatin (%31) L. monocytogenes olarak tespit edildigini rapor
etmislerdir. Bu ¢alismaya benzer olarak elde ettigimiz bulgular1 goz 6niine aldigimizda;
tavuk eti tiiketiminin artmasi ve fast-food aligkanliginin yayginlagmasi nedeniyle,
kanatli hayvanlarin yetistirme asamasindan kesimhanelere ve paketleme, sogukta
muhafaza Unitelerinden tiiketiminin yapildig1 yerlere kadar olan zincirde hijyenik

kosullarin yerine getirilmesinin biiylik onem tasidigin1 sdylemek miimkiindiir.

Ozmen ve Kili¢ (2006) yine aymi calismada tavuklara ait enterik icerikten 12 (%12) adet
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Listeria spp. tespit etmislerdir. Fakat tavuk etlerinde %76 oraninda pozitif bir sonucun
cikmasi; yetersiz hijyen uygulamalarin ve kontaminasyonlarin yiiksek oldugu kanaatini
olusturmustur. Bu ¢ikarimlar1 destekleyici olarak bagka bir ¢alismada Ceylan vd (2008)
116 tavuk eti Orneginde 38 (%33) L. monocytogenes bulmus ve izolatlar
tanimlamiglardir.  Calismada, hijyenik kural ve uygulamalarinin yetersizligi

vurgulanmigtir.

Praakle et al. (2006) tavuk ayaklarinda yaptiklari ¢alismalarda 240 adet Grnegin
169’nun (%70) L. monocytogenes tasidigini bulmuslardir. Bu veri dar bir alanda
yetistirilen tavuklarin, fekal materyal ile kontamine olmus ortamda kolaylikla etkeni
tagiyabilecegini  gostermektedir. Bu  sekilde hayvanin  viicuduna  bulasan

mikroorganizmanin kesim ve isleme sirasinda karkasa bulagsma riski de artmaktadir.

Bir¢ok antimikrobiyal madde tavuk yetistiriciliginde yemlerine ve i¢gme sularina tedavi
amagli, enfeksiyondan koruyucu veya gelismeyi etkileyici faktdr olarak ilave
edilmektedir. Kiimes hayvanlar1 ve tavuk etlerinden izole edilen Listeria spp.’lerin
antibiyotiklere ¢oklu direng gostermelerinin sebebi farkli konsantrasyonlarda antibiyotik

kullanimi oldugu belirtilmektedir.

Kiiltiire edilen 24 adet Listeria spp. izolatin 12 farkli antibiyotige karsi duyarliliklar
tespit edilmistir. Biitiin izolatlarin nalidiksik asid’e (NA) kars1 direngli oldugu
goriilmistiir. Listeria spp. genel olarak bu antibiyotige karsi direngli olarak tespit
edilmektedir. Nitekim nalidiksik asit antibiyotigi Listeria spp. izolasyonunda kullanilan
On zenginlestirme siv1 besiyerlerine ilave edilmektedir. Antibiyotik Listeria spp. disinda
diger mikrobiyotay1 bu sekilde inhibe etmektedir. Bunun yaninda S antibiyotigine karsi
orta direnglilik tespit edilmistir. Karpabenem smifi (MEM ve ETP) antibiyotikler,
siprofloksasin  (CIP), ampisilin  (AMP), Trimetoprim-Sulfametoksazol (SXT),
kloromfenikol (C), tetrasiklin (TE) Listeria spp. inhibisyonunda en etkili olanlardir
(Cizelge 4.4).
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Cizelge 4.4. Listeria spp. izolatlarina ait antibiyotik zon ¢aplari (mm)

izolat Antibiyotik ve zon caplari
MEM | ETP| CIP K S W TE | CN | AMP| NA C | SXT

1 18 19 16 0 0 0 8 10 24 0 14 0
2 26 25 20 21 12 30 25 19 30 0 26 28
3 21 20 29 0 0 0 0 12 24 0 20 0
4 26 30 24 20 14 30 29 20 30 0 24 30
5 28 28 23 20 15 33 32 21 30 0 32 30
6 32 30 26 21 15 30 24 20 34 0 24 25
7 30 32 30 30 16 36 30 23 30 0 30 31
8 27 26 23 21 13 30 29 17 27 0 25 30
9 28 25 26 28 27 29 25 19 28 0 16 27
10 . 30 27 24 20 15 32 28 21 29 0 31 28
11 S 29 29 29 26 20 30 30 12 27 0 24 28
12 _g 27 30 28 24 14 30 28 14 33 0 32 27
13 § 30 32 29 20 16 30 26 20 29 0 25 0
14 3 25 27 25 22 15 29 25 19 27 0 30 30
15 30 27 24 25 14 29 27 18 24 0 32 32
16 30 29 25 27 14 31 28 21 30 0 26 26
17 31 28 25 26 13 33 24 22 28 0 25 30
18 28 30 29 24 15 32 25 25 30 0 30 28
19 27 24 26 23 17 30 29 20 32 0 31 24
20 30 28 29 24 15 28 27 21 26 0 28 26
21 25 27 27 24 15 28 30 23 28 0 28 30
22 29 27 27 25 16 29 28 22 28 0 24 27
23 30 29 28 21 17 32 25 24 30 0 32 27
24 26 30 27 22 15 30 27 25 27 0 32 31
Minumum | 18 19 16 0 0 0 0 10 24 0 14 0
Maksimum 32 32 30 30 27 36 32 25 34 0 32 32

Ortalama 27 27 25 20 14 27 24 19 28 0 26 24

4.2.2. Tavuk etlerinde S. aureus varhg ve izolatlarin antibiyotik duyarhhklar:

S. aureus’un gidalardan izolasyonu ve identifikasyonu bir¢ok faktore baglidir. Bu
faktorler arasinda 6rnekleme teknigi, kullanilan besiyerlerinin ¢esidi basta gelmektedir.
Ayrica besiyerinde gelisen siipheli kolonilerin dogrulanmasi amaciyla yapilan testler de
onemlidir. Bu calismada, tavuk etlerinin homojenizasyonu ve yikanmasiyla (rinsing)
hazirlanan diliientlerden S. aureus aranmistir. Analiz edilen 126 materyalden 19 (%15)
S. aureus tespit edilmistir. Bu izolatlarin insanlarda risk olusturmasini degerlendirmek

icin tavuk etlerinde kontaminasyon seviyesine (kob/g) bakmak yeterlidir. Yani; S.
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aureus varliginin yanisira sayist géz oniine alinarak degerlendirme yapilmaktadir.

Calismamizda S. aureus icin %15’°lik kontaminasyon orant igerisinde en yliksek sayida
3,56 Log kob/g, en diisik 1,47 Log kob/g belirlenmistir. Cig kanathi etleri i¢in
mikrobiyolojik kriterler tebligine baktigimizda numunenin 1 graminda bulunabilecek
kabul edilebilir en fazla S. aureus sayist 5,0x10% kob/g (3,70 Log kob/g) olarak
belirtilmistir. Caligmamizda kullanilan tavuk etlerinin higbirinde bu limiti asan say1

tespit edilememistir (Cizelge 4.3).

Sekil 4.4. S. aureus’un Baird-Parker Agar besiyerinde goriiniimii ve koagiilaz 6zelligi

Tavuklarda S. aureus genellikle deri ve burun bosluklarinda veya saglikli tavuklarin
intestinal igeriklerinde kolonize olabilmektedir. Hayvan veya insan kaynakli
biyotiplerin  belirlenmesiyle = kontaminasyon kaynagma ulasmak daha da
kolaylasmaktadir. Insan biyotipi tespit edildiginde; ¢ig tavuk karkaslarinin
parcalanmasi, etlerin islenmesi sirasinda g¢alisan personelden materyallere bulagma
oldugu disiiniilmektedir. S. aureus ve enterotoksijenik S. aureus suslarmin tavuk
isletmelerinde c¢alisanlarin ellerinden tespit edildigi bir¢ok arastirmaci tarafindan

bildirilmistir (Saitoh et al. 1994; Arai et al. 2004).

Enterotoksijenik ozellige sahip S. aureus suslarmin gidalarda 10° kob/g veya daha
yiiksek sayiya ulastiginda bir ekzotoksin olan enterotoksinler gida zehirlenmesine sebep

olabilmektedir. Gidalarda enterotoksinin ¢ok diisiik seviyelerde bile (0.5-0.75 ng/mL)
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gida zehirlenmesine yol agtig1 bildirilmektedir (Unliitiirk ve Turantas 2003). Bu sebeple

S. aureus’un kendisinin yanisira {irettikleri metobolitler de 6nem arz etmektedir.

Cig tavuk etlerinde S. aureus varligi ve kontaminasyon seviyesi ile ilgili {ilkemizde
bircok ¢alisma mevcuttur. Calismamizda 6rneklerde S. aureus tespit edilmesine ragmen
limitleri asan bir sayr goriilmemistir. Sonuglarimizdan farkli olarak Kogyigit (2002)
tavuk ve hindi etlerinde S. aureus varligini arastirmis ve 42 materyalin hepsinin
kontamine oldugunu tespit etmistir. Sayim sonuglarina gore 4 Ornekte limit sinirlar
iistiinde (5x10° kob/g) kontaminasyon saptanmustir. Etkenin varliginin yanisira sayisinin

da dikkati alindig: diisiiniiliirse kontaminasyonun énemli oldugu goriilmektedir.

Calismamizda en yiiksek S. aureus sayisi 3,56 Log kob/g olarak tespit edilmistir. Efe ve
Gilimiigsoy (2005) 50 adet dondurulmus tavuk karkasina ait deri, but ve gogiis
kisimlarini S. aureus agisindan incelemis ve en yiiksek kontaminasyon seviyesinin 4,78
Log kob/g oldugunu bildirmislerdir. Dondurularak muhafaza edilen bu tavuk etlerinin
cok yiiksek oranda etken ile kontamine olusu; bu etlerin parcalanmasi agamasinda
capraz kontaminasyona ugradigi ve yetersiz pisirme durumunda ve toksin ihtimalinden
dolay1 risk olusturabilecegi sonucuna varilmistir. Bizim ¢alismamizda kullanilan taze ve
dondurulmamis tavuk etlerinden farkli olarak dondurulmus bir iirlinde izin verilen

limitleri asan bir kontaminasyonun olmas1 gida glivenligi agisindan bir risktir.

Bu ¢alismada S. aureus izolatlar1 (19/126, %15) ertapenem (ETP), meropenem (MEM),
ampisilin (AMP) antibiyotiklerine kars1 yiiksek duyarlilik sergilemistir (Cizelge 4.5).
Bu antibiyotiklerin diisiik konsantrasyonlarda bile etkeni inhibe edecegi goriilmektedir.
Nalidiksik asit, kanamisin, streptomisin ve trimetorpim antibiyotiklerine kars1 direng
goriilmiistiir. Ayrica, bakterilerin cogalmasin yliksek seviyede engelleyici etki gosteren
ETP ve MEM antibiyotikleri benzer zon ¢aplar1 olusturarak ayni seviyede inhibisyon

saglamiglardir.
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Cizelge 4.5. S. auerus izolatlarina ait antibiyotik zon caplar1

izolat Antibiyotik ve zon ¢aplari (mm)
MEM | ETP| CIP K S W TE | CN | AMP| NA C | SXT

1 30 36 22 15 13 0 10 20 30 12 23 0
2 29 32 20 16 12 0 8 20 31 0 9 0
3 31 32 20 14 11 21 24 18 34 0 23 21
4 29 30 20 16 11 20 30 18 33 0 26 24
5 30 32 20 16 13 22 25 18 32 0 22 22
6 30 28 25 11 15 20 10 20 35 0 25 20
7 29 34 20 23 17 0 8 24 32 0 8 0
8 " 27 30 28 19 14 20 28 20 31 12 25 24
9 2 32 30 24 16 12 20 25 18 32 0 20 20
10 % 29 33 24 16 12 20 30 20 30 0 28 25
11 N 30 30 25 16 14 19 28 24 31 0 24 20
12 25 31 25 18 14 20 30 18 32 0 25 21
13 29 30 22 18 12 19 26 19 29 0 24 22
14 36 29 21 16 14 18 28 18 28 0 21 20
15 30 28 24 18 13 20 30 19 30 0 20 23
16 32 30 22 14 16 20 26 20 33 0 23 22
17 27 27 24 16 12 20 28 18 34 0 25 22
18 29 30 22 16 13 22 18 18 30 10 22 23
19 30 34 20 15 14 0 8 18 31 12 24 19
Minimum 25 27 20 11 11 0 8 18 28 0 8 0
Maksimum 36 36 28 23 17 22 30 24 35 12 28 25

Ortalama 29 30 | 22 | 16 | 13 | 15 | 21 | 19 31 | 27| 21 | 17

4.2.3. Tavuk etlerinde Salmonella spp. varhgi ve izolatlarin antibiyotik

duyarhhiklar:

Salmonella spp. varligmin tespiti i¢in materyallerin on zenginlestirme, selektif

zenginlestirme islemleri sonrasinda secici kati besiyerlerinde koloni 0Ozelliklerinin

gozlemlenmesi gerceklestirilmis ve silipheli koloniler klasik biyokimyasal testlerin

yanisira API 20E test kiti ile identifiye edilmistir (Cizelge 4.6). Identifikasyon

sonucunda 44 ornekte Salmonella spp. (%35) varligr saptanmistir (Cizelge 4.3).
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Cizelge 4.6. Salmonella spp. i¢in biyokimyasal testler ve API 20E sonucu

TSI Agar | LI Agar API 20E
44 izolat + + %98,8-99,9 (Salmonella spp.)

Capita et al. (2003), Ispanya’da kanatl eti ve iiriinlerinde Salmonella’nin varligini
arastirmak amaciyla tavuk karkasi, tavuk pargalari ve i¢ organlar1 (kanat, but, karaciger
ve yiirek) ve islenmis tavuk {iriinleri (sosis, hamburger koftesi) lizerine yaptiklar
caligmada o6rneklerde ortalama %49 oraninda Salmonella spp. belirlemislerdir. Erol vd
(2004), tavuk karkaslarinda Salmonella spp. varligini arastirmak igin yapmis olduklari
calismada (61/68) %88,4 oraninda izolasyon saglamislardir. Calisma sonuglarimizla
kiyaslandiginda bu sonuglarin yiiksek oldugu goriilmektedir. Belirlenme oranlari
iilkeden iilkeye degistigi gibi, iilke igerisinde de farklilik gosterebilmektedir. Bu

farkliliklara genel olarak tavuk eti iiretim zincirinde hijyen ve sanitasyon uygulamalari

sebep olabilmektedir.

Bizim ¢alismamizda go6giis etlerinde %42 (18/42), bagetlerde %33 (14/42), kanatlarda
%28 (12/42) oraninda Salmonella spp. tespit edilmistir. Efe (2005), Ankara
Garnizonunda tliketime sunulan tavuk etlerinde yaptig1 analizler sonucunda tavuk
butlarinda %18, tavuk derisinde %26, tavuk gogsiinde %16 seviyesinde Salmonella spp.
izole etmistir. Tavuk etlerinin farkli oranlarda kontaminasyon gostermesi yikama veya

parcalama iglemleri sirasinda Salmonella spp.nin yiizeylere yayilimi ile agiklanabilir.

Calisma sonucumuzdan farkl1 olarak Unlii (2011), Ankara, Bolu ve Balikesir'deki tavuk
isletmelerinden elde edilen 721 tavuk karkas oOrneginin 100 adedinin (%13,8)
Salmonella spp. ile bulasmis oldugunu tespit etmistir. Calismamiz ile kiyaslandiginda

diisiik bir kontaminasyon seviyesi goriilmektedir.

Calismamizda Salmonella spp. kontaminasyon seviyesinden (%35) fazla goriilen
calismalar da mevcuttur. Tiirk (2012), 2008 ve 2009 yillarinda Samsun piyasasinda

satisa sunulan 150 tavuk materyalini (75 karkas ve 75 parca eti) Salmonella spp. varlig:
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acisindan geleneksel yontem kullanarak analiz etmistir. Sonug olarak toplamda 150

ornegin 67’sinin (%45) Salmonella spp. ile kontamine oldugunu rapor etmistir.

Salmonella spp. kontaminasyon sonuglarinin birbirinden farkli olmasi1 dncelikle etlerin
elde edildigi hayvanlarin mikrobiyotasiyla alakalidir. Bu mikrobiyota temelde hayvanin
beslenme ve barinma kosullar gibi bir¢ok sebepten etkilenmektedir. Kontamine olmus
yem ve sularla beslenen hayvanlarin intestinal igeriklerinden gevreye bulasan etken
diger hayvanlar1 da risk altina koymaktadir. Salmonella spp. ile kontamine olmus bu
hayvanlarin intestinal yapilar ¢ikarilirken karkasa ve etlere bulasma olabilmektedir. Bu
kontaminasyon oranin yiiksek olmasi; {iriinii parcalama ve hazirlama asamasinda ¢apraz
kontaminasyonla veya yetersiz 1sil islem ile dogrudan insan sagligi igin risk
olusturabilmektedir. Her ne kadar mikroorganizmanin belli bir sayida enfeksiyona sebep
oldugu bilinse de; risk gruplarinda (immiin zayi1flig1 olan bireyler, yaslilar ve ¢ocuklar)
tehlikeli boyutlarla karsilasmak miimkiindiir. Bununla birlikte 1 adet Salmonella

hiicresinin bile rahatsizliklara sebep olabilecegi bildirilmistir (Cetin 2006).

Bu caligmada disk difiizyon yontemiyle, 35-37°C’de 24 saat inkubasyondan sonra
olusan zon caplarinin Olgiilmesiyle antibiyotik duyarlilik ve direnglilik belirlenen
Salmonella izolatlarinin (44 adet) ertapenem (ETP), meropenem (MEM)
antibiyotiklerine %2100 (44/44), siprofloksasin antibiyotigine %81 (36/44) oraninda
duyarli; trimetoprim (W), tetrasiklin (TE), nalidiksik asit (NA), trimetoprim-
sulfametoksazol (SXT) antibiyotiklerine %93 oraninda direngli oldugu tespit edilmistir
(Cizelge 4.7).
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Cizelge 4.7. Salmonella spp. izolatlarina ait antibiyotik zon ¢aplar1

. Antibiyotik ve zon caplar:
Lzolat P TEwPl ciP] K] S| W] TE] cN] AMP] NAT C | sxT
1 29 | 30 | 13| 15| 9 | 24| 0 | 9 0 0 | 25| 25
2 30 | 30| 17 ] 0| 9| o | o | 16| 18] 0 | 20| o
3 31 | 26| 19 0| 9| 0| o | 13| 19| 0 | 24 o0
4 28 | 27 ] 19| 15| 13| 0 | 0o | 17| 20 | 0 | 22| 20
5 29 | 30| 19| 13| 12| 23] 0 | 15| 21 | 0 | 25| 20
6 28 | 30 ] 30| 19| 9| 0 | o | 16| 20 | 22| 21| o
7 27 | 30| 27 ] 0| 9] o] o | 16| 21 | 0 | 20| o
8 30 | 29| 19 0| 9| o] o | 19| 20| o | 19| o
9 32 | 28] 20| 0| 8] 0| o | 19| 20| 0 | 20| o
10 30 | 30| 20| 18| 12| 0 | 20| 18 | O 0| 20| o0
11 31 | 30| 20| 14| 9| 0] 0| 19| o 0o o] o
12 30 | 29| 20| 16| 10| 0| 0o | 19| 20| 0 | 0 | o
13 30 | 20| 26| 16| 13| 0 | 0 | 18| O 0| 18] 0
14 31 | 28] 12| 18| 12| 0 | 0 | 19| o 0] 0] o
15 32 | 27| 20| 17| 9| 0o | o | 18| 12 ] 0 | 0| o
16 27 | 28| 20| 16| 9 | 22| 21| 16| 16 | 0 | 26| o0
17 26 | 30 | 22| 17| 9 | 28| 20| 15| 20 | 0 | 21| o
18 28 | 27 ] 20 0| 8| 0| o | 17| 0 | 24| 25| o
19 27 | 29 ] 20| 0| 8| 0| o | 17| 20 | 0 | 24| o
20 s 28 [ 319 0 9 o[ 0182 o0of2a]o
21 e[ 20 | 31| 18| 16 | 10| 0 | 0 | 19| 17 | 0 | 20| 0©
22 | = | 29 | 30| 18| 16| 10| 0 | 0o | 14| 16 | 0 | 18] 0
23 S| 28 | 28| 19| 16| 12| o0 | 0 | 15| 20 | o | 18 | o©
24 | E|"30 [ 28 21| 16| 12 0] 0| 17| 19| 0 | 18] 0
2% | S 31 | 29| 22| 15| 12| o | 0 | 18] 18 | 0 | 21| 0
26 31 | 27| 20| 15| 8 | 0| o | 18| 17 | 0 | 20| o
27 32 | 27| 27| 17| 7| o0 | o | 18| 20 | 0 | 24| o
28 30 | 26| 20| 17| 7| 0 | o | 17| 16 | 0 | 21| o
29 29 | 29| 19| 15| 13| 0 | 0 | 16| 12 | 0 | 25| o
30 28 | 30| 18] 16| 9| 0 | o0 | 19| 19| 0 | 12| o
31 27 | 28] 17| 18| 12| 0 | o | 18| 18 | 0 | 16| o0
32 27 | 29| 20| 14| 12| 0 | 0o | 18| 20 | 0 | 26| o0
33 29 | 27| 22| 15| 9| o | o | 16| 21 | o0 | 19| o
34 29 | 30| 20| 19| 12| 0 | o | 17| 20 | o | 18] o
35 29 | 30| 22| 18| 7| o | o | 18| 19 | 0 | 20| o
36 27 | 31| 21| 18| 8 | 0 | o | 14| 21 | 0 | 20| o
37 31 | 30| 19| 15| 11| 0 | o | 18| 19 | 0 | 21| o
38 31 | 30| 18| 15| 10| 0| 0| 16| 20 | 0 | 18] o0
39 30 | 27| 17| o | 10| o | o | 16| 18 | 0 | 17| o0
40 30 | 29| 18] 0| 12| 0 | o | 15| 18 | 0 | 20| o
41 30 | 28] 19| 16| 12| 0 | 0 | 17| 19 | 0 | 25| o
42 29 | 29| 20| 16| 8 | 0 | o | 18| 20 | 0 | 26| o
43 27 | 29| 21| 17| 8 | 0 | o | 17| 16| 0 | 0 | o
44 28 | 30| 19| 16| 9| 0| o | 16| 12 | 0 | 21| o
Minumum 26 26 12 0 7 0 0 9 0 0 0 0
Maksimum | 32 | 32 | 30 | 19 | 13 | 28 | 21 | 19 | 21 | 24 | 26 | 25
Ortalama 29 | 28| 19| 12| 10| 27| 17| 16 | 15 | 15| 18 | 2
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Boynukara ve Aydin (1990), tavuklarda tespit ettikleri ve dogruladiklari 33 adet
Salmonella spp.’nin farkli antibiyotiklere kars1 duyarlilik ve direngliliklerini arastirmis
ve izolatlarin gentamisine %100, ampisiline %42, tetrasikline %39 ve streptomisine
%30 oraninda duyarli; penisilin G ve eritromisine %100 direngli olduklarini tespit
etmiglerdir. Benzer sonuglarin bizim aragtirmamizda da ortaya koyuldugu

goriilmektedir.

Calismamiza benzer olarak bircok c¢alismada, kiimes hayvanlarindan izole edilen
Salmonella spp’lerin tetrasiklin, nalidiksik asit ve ampisiline kars1 diren¢ gelistirdigi
rapor edilmistir (Chen et al. 2004; Yazicioglu vd 2005; Zhao et al. 2007).

Calisma sonuglarimiza benzer olarak Antunes et al. (2002), kiimes hayvanlaridan olan
tavuk ve hindi karkaslarindan izole ettikleri Salmonella spp.’lerin nalidiksik asit %50
(18/36), streptomisine %39 (14/36) ve tetrasikline %36 (13/36) direnglilik; amoksisilin

ve gentamisine ise tiim izolatlarin duyarlilik gdsterdiklerini bildirmislerdir.

Ozgan (2015) yaptig1 calismada 160 tavuk 6rneginden izole ettigi 94 Salmonella spp.
izolatinin antibiyotiklere direngliliklerini arastirmis ve 79’unun (%84,1) ampisiline,
76’smin (%80,8) nalidiksik asite, 74’lnilin (%78,7) tetrasikline, 39’unun (%41,5)
streptomisine, 36’sinin (%38,3) kloramfenikole, 18’inin (%19,1) kanamisine, 13’{iniin
(%13,8) siprofloksasine, 12’sinin (%12,7) trimetoprim/siilfometoksazole direngli
oldugunu bildirmistir. Yaptigimiz calismada tetrasiklin, nalidiksik asit direnclikleri;

streptomisin, siprofloksasin duyarlilig1 benzerlik gostermektedir.

Ta et al. (2014) ¢ig tavuk etlerinden izole ettikleri Salmonella spp. izolatlarinin
antibiyotik direncliliklerini arastirmislardir. Kullanilan antibiyotiklere karsi en c¢ok
direng tetrasiklin  (%59,1), ampisilin antibiyotiklerinde (%41,6) goriilmiistiir.

Calismamizda da tetrasiklin ve ampisiline kars1 direng tespit edilmistir.

Calismada elde ettigimiz bulgulara benzer olarak ampisilin, nalidiksik asit ve tetrasiklin
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antibiyotiklerine karsi Salmonella izolatlarinin benzer seviyelerde direng gosterdigi
calismalar goriilmektedir. Abd-Elghany et al. (2015) yaptiklari arastirmada materyal
olarak kullandigi 200 tavuk Orneginden Salmonella spp. varligmi tespit etmeye
calismistir. 50 karkas 6rneginden (%16), 50 tavuk budu 6rneginden (%28), 50 karaciger
orneginden (%32) ve 50 tashik Orneginden %60 izolasyon gerceklestirilmistir. Bu
calismada ayrica izole edilen izolatlarin antibiyotik direnglilik profilleri belirlenmistir.
Antibiyotik direnclilik sonuglarina bakildiginda eritromisine, penisiline ve amoksisiline
%100, nalidiksik asite %98,8, siilfametoksazole %96,4, oksitetrasikline %95,2 ve
ampisiline %91,6 direnclilik tespit edilmistir. Bu sebeple bu tarz antibiyotiklerin rast

gele ve yiiksek dozlarda kullanilmasinin dogru olmayacagi sonucuna varilabilir.

Salmonella spp.’lerde meydana gelen antibiyotik direnglilik insan ve hayvan sagligi igin
bir problem olarak artis gostermektedir. Tavuk etlerinde tespit edilen Salmonella spp.
izolatlarin antibiyotige direncli olmasinin ve bu direncin yayginlagmasinin nedeninin;
biiylitme faktorii olarak yemlere antibiyotik ilavesi, hastalik tedavilerinde yliksek
dozlarda ve rastgele kullanilmasi olabilecegi ve bu nedenle antibiyotik tedavilerinden
once antibiyotik duyarlilik testi yapilarak uygun antibiyotigin seg¢ilmesinin ve secilen

antibiyotigin uygun dozlarda kullanilmasi 6nerilmektedir (Hur et al. 2012).

4.2.4. Tavuk etlerinde Campylobacter spp. varhigi ve izolatlarin antibiyotik

duyarhhklar:

Bu ¢alismada incelemeye alinan 126 materyalden 32 adet (%25) Campylobacter spp.
kiiltire edilmistir (Cizelge 4.3). Bu belirleme termofilik tiirlere (C. jejuni ve C. coli)
yonelik oldugu i¢in geleneksel izolasyondan sonra kiiltiirler Campylobacter spp. RT-
PCR metoduyla dogrulanmistir. Bu izolatlar mCCDA ve Skirrow besi yerlerinde

spesifik olarak goriilmistiir (Sekil 4.5).
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Sekil 4.5. mCCDA ve Skirrow besiyerlerinde Campylobacter spp. kolonileri

Campylobacter spp. insanlarda ishal vakalarinin 6nemli sebeplerindendir ve diinya
genelinde izolasyon orani degisebilmektedir. Kontamine olmus tavuk etlerinde; patojen
bakteriler arasinda insanlarda diyareye sebep olan Campylobacter spp. diger
etkenlerden daha yiliksek siklikla tespit edilmektedir. Bu patojenlerin kiimes
hayvanlarinin bagirsaklarina adaptasyonu daha iyi oldugundan izolasyon oraninin

yiiksek olmas1 buna baglanmaktadir.

Calismamizda %25 oraninda Campylobacter spp. tespiti yapilmistir. Yildiz ve Diker
(1992) tavuk karkaslarina ait gogiis, boyun, kanat ve butlarindan Campylobacter spp.
izolasyonu i¢in yaptiklar1 ¢alismada %90 {izerinde bir izolasyon orani belirtmislerdir.
Materyallerde izolasyon oraninin birbirine yakin oldugu vurgulanmistir. Dizgah (1995)
satisa sunulan 50 adet tiim tavuk etlerinin 48’inde termofilik Campylobacter spp.
kiiltiire ettiklerini rapor etmislerdir. Benzer olarak Akan vd (2000), etlik piliglerde C.
jejuni varhigmi yiiksek seviyede (%90-100) olarak bildirmislerdir. Bu ¢alismalarin
sonuglara bakildiginda ¢ok yiiksek bir oran goriilmektedir. Kontamine olmus tavuk
karkasinin ~ parcalanmasiyla etkenin  biitlin  pargalara  yayilabildigi  sonucu
cikarilmaktadir. Ozellikle tavuk karkaslarinin parcalanmasi ve islenmesi sirasinda

kontaminasyon artmakta ve ¢apraz kontaminasyon da olabilmektedir.

Yildirim (1995) paketlenmek lizere hazirlanan kuru yolum karkaslarda %84, 1slak

yolum karkaslarda ise %100 seviyesinde C. jejuni tespit etmislerdir. Bu calismada
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suyun patojenin yayilmasinda etkili oldugu disiiniilmektedir. Ayrica; biitiin tavuk
karkaslarinda ayni suyun tekrar tekrar kullanilmasi kontaminasyonu kaginilmaz

kilmaktadir.

Baska bir calismada Ozer vd (1999) istanbul’da perakende olarak satilan ¢ig ve 1s1l
islem gormiis 250 adet tavuk materyalini C. jejuni agisindan incelemis ve 50 adet ¢ig
tavuk karkasinda %96 (48/50), islenmis 40 adet ¢ig ornekte %65 (26/40) ve 60 adet
tavuk donerde %5 (3/60) oraninda izolasyon gergeklestirmislerdir. Aydin vd (2007) 300
adet tavuk karkasindan %56 (168/300) oraninda bir izolasyon yaptiklarini
bildirmislerdir. Giingen (2004) Bursa il merkezi’nde satisa sunulan tavuk eti ve
tirtinlerinde termotolerant Campylobacter tiirlerinin varligin1 arastirdigi ¢alismasinda
toplam 450 adet tavuk eti ve lriinliine ait Ornegin 188 (%41.78)’1 termotolerant
Campylobacter tiirleri yoniinden pozitif olarak belirlendigini rapor etmistir. Sonug
olarak, Bursa piyasasini temsilen ¢esitli kasap ve siipermarketlerden alinan tavuk eti ve
rtinlerinin termotolerant Campylobacter tiirleri ile ©6nemli derecede kontamine
olduklarmi ve halk saghg acisindan risk olusturduklart kanisina varildig
vurgulanmistir. Elde ettigimiz veriler genel olarak bu tarz ¢aligmalarin sonuglariyla
benzerlik gostermektedir. Campylobacter spp. izolasyon oranlarmin farklilig
mevsimsel degisebildigi gibi kesim yOntemi, 6rnek alma, depolama kosullart ve
izolasyon tekniginin bagarimina bagl oldugu goriilmektedir. Bu tiir patojenlerin zorlu
cevre kosullarinda VBNC forma doniistiigii diisiiniildiigiinde bu durumun daha 6nemli

oldugu anlasilmaktadir.

Bu ¢alismada Campylobacter spp. izolatlarinda %50 (16/32) oraninda nalidiksik aside,
%40 (13/32) oraninda siprofloksasin ve tetrasikline, %25 (8/32) oraninda trimetorfime
karst direncli olduklar1 tespit edilmistir (Cizelge 4.8). Izolatlar Meropenem ve

ertapenem antibiyotiklerine karsi en yiiksek seviyede duyarlilik gostermislerdir.
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Cizelge 4.8. Campylobacter spp. izolatlarina ait antibiyotik zon ¢aplari

izolat Antibiyotik ve zon ¢aplari
MEM | ETP| CIP K S W TE | CN | AMP| NA C | SXT
1 28 31 24 23 19 18 20 24 24 9 20 24
2 30 25 12 24 22 19 19 24 23 7 21 27
3 24 24 24 24 25 20 21 25 22 8 19 22
4 27 26 25 20 24 15 26 28 22 7 17 28
5 22 30 22 20 20 19 21 24 20 8 20 26
6 28 24 23 21 21 21 20 24 26 10 23 20
7 26 28 27 19 19 21 14 25 27 11 20 23
8 30 27 23 17 23 17 12 23 19 11 23 26
9 24 26 13 20 24 19 19 27 22 10 26 22
10 26 27 12 23 23 20 13 26 21 9 22 25
11 28 30 10 26 22 10 22 25 23 18 25 24
12 23 30 24 22 22 12 11 26 21 9 24 22
13 -, 29 31 22 25 20 21 9 19 19 10 22 20
14 Q 27 24 26 24 23 23 24 20 24 15 20 19
15 E) 31 27 13 22 20 11 11 24 24 18 24 17
16 § 30 28 24 20 19 19 28 26 20 20 24 20
17 o 28 27 10 20 20 10 29 27 20 21 25 23
18 g 26 30 25 21 24 20 22 19 21 15 23 20
19 8 24 27 23 19 26 22 24 22 19 7 27 20
20 26 29 22 22 27 24 14 21 17 17 22 21
21 29 30 11 24 19 22 26 23 22 7 20 19
22 25 24 10 24 22 20 12 21 21 20 23 22
23 27 22 23 25 21 11 27 19 23 8 26 24
24 27 24 27 28 23 14 23 24 21 21 22 24
25 28 27 14 24 21 13 11 24 19 19 25 25
26 24 29 21 24 19 22 24 21 24 18 24 28
27 26 30 11 25 24 24 25 25 22 9 22 20
28 30 31 23 23 24 24 24 22 24 17 20 20
29 32 25 10 27 21 23 9 24 22 19 24 21
30 31 30 22 26 25 26 26 27 26 18 24 19
31 28 24 12 25 21 22 8 29 23 20 25 22
32 29 27 9 26 19 20 10 22 19 21 23 24
Minumum 22 22 9 17 19 10 8 19 17 7 17 17
Maksimum 32 31 27 28 27 26 29 29 27 21 27 28
Ortalama 27 27 18 23 22 18 19 24 22 14 22 22

Antibiyotik maddeler olduk¢a yaygm bir sekilde kiimes hayvanlari isletmelerinde
kullanilmaktadir. Diinya genelinde antibiyotikler zootekni alaninda tedavi amacl
olmaktan c¢ok hayvan beslemede biiyiimeyi artirici faktor olarak kullanildig:

bildirilmektedir. Bu amagla farkli konsantrasyonlarda kullanilan antibiyotik ajanlara
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kars1 bakteriler direnglilik kazanmaktadir. Bu sebeple cogu isletmede kullanima
simirlandirma  getirilmekte veya yasaklanmaktadir. Buna ragmen antibiyotiklerin
yemlere eklenmesi devam etmektedir (Taylor and Tracz 2005; Aarestrup et al. 2008;
Bester and Essack 2008; lovine 2013).

Bu alanda yapilan bir ¢alismada kanatlilardan izole edilen C. jejuni’lerin tamaminda
tetrasiklin direncinin bulundugu bildirilmistir. 1980’11 yillardan itibaren bu antibiyotigin

siklikla kullanilmasiyla direngliligin arttig1 gozlemlenmistir (Lee et al. 1995).

Cakmak (2009), hindi karkaslarina ait etlerden (but, gégiis ve kusbasi) izole edilen C.
jejuni izolatlarmin 19’unun (%17) siprofloksasine, 10’unun (%9) nalidiksik aside
direngli oldugunu rapor etmistir. Abay et al. (2014), insan ve kanatlilardan izole edilen
C. jejuni izolatlarinin nalidiksik asit, siprofloksasin antibiyotiklerine direnglerini

sirasiyla %84-95, %81-93 ve %85-88 oranlarinda degistigini tespit etmislerdir.

Calismamizda 126 6rnegin 32’sinde tespit edilen izolatlardan %50 (16/32) oraninda
nalidiksik aside, %40 (13/32) oraninda siprofloksasin ve tetrasikline, %25 (8/32)
oraninda trimetorfime karsi direngli olduklar1 tespit edilmistir. Benzer direnglilik
tespitleri Han et al. (2009) tarafindan da belirtilmistir. Han et al. (2009) Lozan
perakende piyasasinda satisa sunulan tavuklarda Campylobacter spp.’nin prevelansi ve
antimikrobiyal direnci iizerine yaptiklar1 c¢alismada 194 Ornegin 165’inde
Campylobacter spp. izole etmislerdir. C. jejuni’nin baskin tiir olarak belirlendigi
(%66.7) ve izolatlarin tetrasiklin (%31.5) ve siprofloksasin (%6.1) antibiyotiklerine

kars1 direncin en yogun oldugu bildirilmistir.

Calismamizda Campylobacter spp. izolatlarinda ¢oklu antibiyotik direng goriilmiistiir.
Ma et al. (2017) Cin’in merkez sehirlerinden biri olan Tianjin piyasasinda perakende
satilan 227 adet tavuk etini (kanat, gogiis, baget) Campylobacter spp. kontaminasyonu
acisindan analize almistir. Analizler sonucunda 42 6rnekte pozitif sonug elde etmis ve
pozitif o6rneklerin 31’inde C. jejuni oldugu belirlenmistir. Biitiin izolatlarin

siprofloksasin ve nalidiksik asit antibiyotiklerine kars1 direngli oldugu ve bunu takiben
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tetrasiklin, gentamisin, kloromfenikol gibi antibiyotiklere kars1 da farkli oranda direng
gosterdigi belirtilmistir. Dikkate deger bir sekilde izolatlarin yarisinda ¢oklu antibiyotik

direng oldugu da vurgulanmistir.

Biiyiikiinal (2017) Istanbul’da satisa sunulan pili¢ etlerinde termotolerant
Campylobacter spp. prevalansi ve antibiyotik direngliligini arastirdigi ¢aligmasinda
toplamda 176 ornek incelemeye alimmistir. Calismada C. coli, C. jejuni ve C. lari
prevalanslar1 sirasiyla %15,34, %8,52 ve %]1,7 olarak tespit edilmistir. izolatlarin
cogunlugu nalidiksik asit (%78,57), ofloksasin (%14,29), norfloksasin (%10,71) ve
ampisiline (%10,71) direngli bulunmusglardir. En yiiksek diren¢ orani ise nalidiksik asite
%90,91 kars1 gosterildigi vurgulanmistir. Bizim ¢aligmamizda da izolatlarin %50’sinin
nalidiksik asite kars1 direnclilik gosterdigi tespit edilmistir. Bu sonuglardan genel olarak

nalidiksik asitin inhibisyon iizerine etkili olmadig1 kanaatine varilmaktadir.

Genel olarak siprofloksasin, trimetorfim, nalidiksik asit gibi antibiyotiklere kars1 direng
goriildiigli birgok c¢alismada belirtilmistir. Bizim yaptigimiz ¢alismada da benzer
sonuglar elde edilmistir. Bundan dolayr bu tip antibiyotiklerin kullaniminin

yasaklanmasi veya siirlandirilmasi gerektigi kanaatine varilmigtir.

4.3. Niikleik Asit Amplifikasyon Bulgular

4.3.1. DNA ekstraksiyonu ve safligin belirlenmesi

Saf kiiltiirlerden alkali ortamda kaynatma metoduyla DNA ekstraksiyonu yapilmis ve
saflik oranlar tespit edilmistir (Sekil 4.6). Saflik 6l¢iim spektrum degerlerinin standarda
yakin ¢ikmasi (Sekil 4.9) bu yontemin kiiltiirlerden genomik ekstraksiyon safliginda
yiiksek derecede etkili olabilecegini goOstermistir. Sonuglarin yiiksek hassasiyette
cikmas1 protein gibi safsizliklarin diisiik seviyede oldugunu gostermektedir. Bu
safsizliklarin diisiik seviyede olmasi; PCR ve LAMP reaksiyonlarinda inhibisyon

riskinin elemine edilmesi agisindan 6nemlidir.
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1. Olgiim 2. Olgiim__ [well 1D 1. Olgiim 2. Olgiim _ |well D
A /\ /\ Spectrum B /\ /\ Spectrum
1,808 1,814  |260280 1,776 1,744 |2601280
843,647 862,162  [ng/uL 158,603 158,763 ng/uL

Sekil 4.6. Saf kiiltiirlerden izole edilen DNA’lara ait spektrumlar ve saflik degerleri
A Salmonella Typhimurium (RSHMB 95091), B Campylobacter jejuni (ATCC 33560)

Izole edilen Salmonella spp., Campylobacter spp. kiiltiirlerinden ve materyallerden 3

asamal1 santrifiij yontemiyle ekstrakte edilen niikleik asit safliklar1 saf kiiltiilerden elde

edilen sonuclarla parallelik gostermistir (Sekil 4.7 ve Sekil 4.8).

1. Olgiim 2. Olgiim
SPL1 SPL3 Well ID
. /\ Spectrum
S Izolat 1 x
1,711 1,807 260/280
138,484 140,257  |ng/uL
SPL2 SPL4 Well ID
. s
S Izolat 2 /\ /\ pectrum
1,797 1,784 260/280
100,695 99,283 ng/uL

1. Olgiim 2. Olgiim
SPL1 SPL3 well ID
/_\ Spectrum

SMizolat 1 /\

1,885 1,904 260/280

361,605 375,887 |ng/uL

SPL2 SPL4 well ID

s

SMizlat2| . /\ pectrum

1,865 1,89 260/280

259,028 270,817  |ng/uL

Sekil 4.7. Baz1 Salmonella spp. izolatlarina ve materyalden direkt ekstraksiyona ait

DNA safliklari
SSalmonella spp. izolatlari, SMMateryalden direkt DNA ekstraksiyonu

1. Olgiim 2. Olgiim
SPL1 SPL6
Cizolat 1 /\ /\
1,883 1,846
576,033 468,255
SPL2 SPL7
Cizolat2| =~ /\
1,858 1,854
301,624 440,387

Well ID

Spectrum

260/280
ng/uL
Well ID

Spectrum

260/280

ng/uL

1. Olgiim 2. Olciim
SPL3 SPL8 Well ID
S
CMizlatl| /\ pectrum
1,888 1,887 260/280
327,537 372,647 [ng/nL
SPL4 SPL9 Well ID
S
CMizolat2| | e [T
1,869 1,861 260/280
408,974 406,851  |ng/uL

Sekil 4.8. Baz1 Campylobacter spp. izolatlarina ve materyalden direkt ekstraksiyona ait

DNA safliklar1
CCampylobacter spp. izolatlar1, “MMateryalden direkt DNA ekstraksiyonu
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Niikleik asit orneklerinin hizli bir sekilde safliginin belirlenmesinde yaygin olarak
kullanilan en temel yontemlerden birisi 6rneklerin 260 nm ve 280 nm spektrofotometrik
absorbans Ol¢iimlerinin oranidir.
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Sekil 4.9. DNA, protein ve DNA/protein karigimlarina ait standart spektrumlar (BioTek
2017)

Sekil 4.9°da goriildiigii gibi absorbans oranin 1.8-2.0 seviyelerinde goriilmesi DNA

safliginin ytliksek seviyede oldugunun gostergesidir.

Bakteri hiicrelerinden yiiksek saflikta DNA elde etmek; niikleik asit amplifikasyonlar:
icin biiylik bir 6neme sahiptir. Amplifikasyon inhibitérlerinden armndirilmis DNA
ornekleri PCR ve LAMP protokollerinin dogru sonu¢ vermesini saglamaktadir (Van
Tongeren et al. 2011; Yamazaki 2013). Calismamizda 1,7-1,8 araliginda absorbans
Ol¢iim oranlart hem PCR hem de LAMP icin yiiksek saflikta DNA elde edildigini

gostermektedir.

LAMP ve qPCR metodlarinin basarisinda kullanilan DNA ekstraksiyon yontemi,
dolayis1 ile DNA safligi 6zel 6neme sahiptir. Distile saf su kullanarak kaynatma

metoduyla DNA izolasyonu sonucunda amplifikasyon islemlerinde yanlis negatif
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sonuglara rastlanabilmektedir. Bu sebeple NaOH-1s1 muamalesi potansiyel olarak
hiicreleri lize etmekte, birden ¢ok inhibitorii inaktif hale getirebilmektedir. Calismada
kullandigimiz alkali ortamda termal lizasyon yontemi yiiksek verimlilikte sonuglar
vermistir. Ozellikle 6n zenginlestirme brotlarinda ¢ogalan hedef bakterilerden DNA
izolasyonunda 3 asamali santrifiij yontemi brotdan ve tavuk etlerinden gelen

inhibitorlerin elemine edilmesinde etkili oldugu goriilmiistiir.

4.3.2. LAMP ile Salmonella spp. ve Campylobacter spp. identifikasyon ve

belirlenme sonuclari

Geleneksel yontemlerle izole edilen a) 44 adet Salmonella spp. ve 32 adet
Campylobacter spp. izolati i¢in dogrulama (identification) islemleri, b) materyallerin 6n
zenginlestirme brotunda ¢ogalan hedef patojenlerden DNA ekstraksiyonu yapildiktan
sonra belirleme (detection) islemleri gergeklestirilmistir. Toplamda 126 adet 6rnege ait
on zenginlestirme kiiltiirlerinden elde edilen sonuglarin hem LAMP yontemi hem de
klasik kiiltiirel yontemle ayni oldugu goriilmistiir. Yani klasik kiiltiirel yontemin hedefi

belirledigi 6rnekte, LAMP uygulamasi da pozitif sonu¢ vermistir (Cizelge 4.9).
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Cizelge 4.9. LAMP, qPCR ve klasik kiiltiirel metot ile 6rneklerde hedef patojenlerin
dagilimi

Ornek GOGUS ETi BAGET KANAT
YONTEM | KLASIK | gPCR | LAMP | KLASIK | LAMP | gPCR | KLASIK | gPCR | LAMP
S C S|C|S |C]S C S|C|S|C]S |C S|C|S |C
2 + - +| -] + - - + - + - |+ - - - - - -
3 + N I I - - SO I S R - +| - +] -
4 - - - - - - + - + - + | - - - - - - -
5 - + -+ - + + - + - + | - - - - - - -
6 — - + -+ -]+ - - - - - -1 + - +| - +| -
7 Bl o+ -1+ -1+]-1+] -1+ - N [ R (I [ R
8 3:4 + - +| - | + - - - - - - - - o -
9 P - - - - - = - + - + | - | +] - - - - -
10 - + -+ -]+ E + T N T + -+ -]+
11 + -+ -]+ - + - + -+ -] - + N
12 + = +| - | +| - - - - - - - - o -
13 + - +| - | +| - - S - = - - - o
14 - - -1 -0-1 -1 -0 -1-1T-1T-1-1-1-"1-1-1-1-
15 - + -+ -+ + + | + +H o+ +| + - +| - +] -
16 = + -+ - + + = + = + | - 3 - - - - -
17 + - + | - +| - + - + | - +] - - - -l - - -
18 + = +| - | +| - - - - - S - - S o -
19 - - - - - - + + + | + | +| +] + o +| - +| -
20 ~ + - +| - +]| - - - I T e + +| +| +| +
21 = -1 + 1 -]+] -7 +] - N N N N I N S N R
22 Eé + + |+ + |+ 4+ - + -+ -+ - - -0 - -
23 R - - T - + - + | -] +| - - - N -
24 - - - - - - - - -] - -]+ + |+ +| + ]+
25 + - +| - +| - + - + | - +]| - - + -+ -]+
26 - + S O I - + -+ -+ O+ - +| - +] -
28 + - +| - | + - - - - - - - - - - - - -
29 + - +| - +| - + - + | -]+ -] + + + | +| +| +
30 + - +| - | +| - - - - - - - - + -+ -]+
32 - + | -]+ - +]| + + |+ |+ + | +] - - - -
33 + - + | - +| - - + -+ -] 4] - - o -
34 en |+ N S R -l -+ -]+ - - - -] - -
35 | = | + | -+l -1 - + -1+ -1+ +] + | +]+]+] +
36 Eé - + -+ - + - - - - - - - - -] - - -
37 R - - T - + - + | -] +| - - - - -1 - -
38 - - T - - - - - - -] + - +| - +| -
39 + + |+ +| + ]| + - - - - - - - - -0 -1 - -
40 - - - - - - - -1 -1T-1-1 -1-1-71-
41 - - - -] -1 - + - +| - +] - - + -+ +
42 - - T - - + -0+ - +] - - - -1 - -

S: Salmonella spp., C: Campylobacter spp., +: Var (pozitif), -: Yok (negatif)
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Cizelge 4.9°da goriildiigii tizere arastirmada uygunluklari arastirilan her i¢ metodunda

(klasik, LAMP ve qPCR) birbiri ile mutlak uyum igerisinde oldugu belirlenmistir.

LAMP sonuglart HNB boyas1 kullanilarak ¢iplak gozle yorumlanmistir. Sekil 4.10°da
1. tiip reaksiyon karisimina DNA 6rnegi ilave edilmemis ve bu sekilde negatif kontrol
elde edilmistir. Diger 3 tiipte ise sirasiyla farkli konsantrasyonlarda (1:100; 1:10; 1:1)

DNA 6rnegi ilavesiyle amplifikasyon sonuglari goriilmektedir.

Sekil 4.10. Salmonella Typhimurium (RSHMB 95091) kiiltiriinin LAMP ile
dogrulanmas1

LAMP sonuglarinin gbzlemlenmesi i¢in HNB boyasi indikator olarak reaksiyon
ortamina ilave edilmistir. HNB boyast mor-menekse bir renge sahiptir. LAMP
reaksiyon ortaminda amplifikasyonun ger¢eklesmesiyle birlikte bu renk gk mavisine
donmektedir. Bu sekilde hedef patojene ait DNA sekanslarinin ¢ogaltildigi anlasilmakta
ve reaksiyon pozitif olarak yorumlanmaktadir (Sekil 4.10 ve Sekil 4.11).

Pozitif-

Sekil 4.11. HNB kullanarak LAMP reaksiyon sonucunun belirlenmesinde kullanilan
renk skalas1 (Mohon et al. 2014)
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HNB ile LAMP sonuglarinin yorumlanmasi i¢in 6ncelikle bilinen kiiltiirler ile deneme
calismalan yiiritiilmiistiir. Sekil 4.12°de ise C. jejuni ve C. coli kiiltiirlerine ait LAMP

sonuglar1 gorsel olarak tespit edilmistir.

Sekil 4.12. Campylobacter jejuni (ATCC 33560) ve Campylobacter coli (ATCC 33559)
icin LAMP amplifikasyon sonuglari

Sekil 4.12°de soldan 1. Tiip negatif kontrol (mor menekse), 2. tiip Campylobacter jejuni

(mavi), 3. tiip Campylobacter coli (mavi) drneklerine aittir.

Sekil 4.13’de ise izole edilen bazi Salmonella ve Campylobacter kiiltiirlerine ait

amplifikasyon sonuglar1 goriilmektedir.
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Sekil 4.13. Materyallerden izole edilen baz1 Salmonella spp. ve Campylobacter spp.
kiiltiirlerine ait LAMP sonuglart
SSalmonella spp., “Campylobacter spp.

Yaptigimiz calismada 65°C sicaklik 40 dakika siire kombinasyonu uygulanmistir.
LAMP sicaklik degerleri agisindan ¢alismamiza benzer olarak Pavan Kumar et al.
(2014) optimum 64°C’de sonug¢ aldiklarini bildirmislerdir. Bu deger, enzimin (Bst 3.0
DNA Polymerase; BioLabs) temin edildigi iretici firma tarafindan optimum 65°C
olarak belirlenmistir. Hara-Kudo et al. (2005), Salmonella’nin LAMP ile belirlenmesi
icin yaymladiklar1 protokolde 65°C izotermal kosullar olusturmuslardir. Cogu
aragtirmaci tarafindan optimal sicaklik genel olarak 60-65°C araliginda uygulanmistir
(Varga and James 2006; Li et al. 2009; Chen and Ge 2010). Bu optimal deger hem

kullanilan enzime hem de hedeflenen sekansa baglidir.

LAMP ile yapilan ilk ¢aligmalarda amplifikasyon siiresi 1 saat olarak kabul edilmistir.
Bu siire igerisinde  biriken amplikonlar  %2-3  agaroz jel ortaminda
goriintiilenebilmektedir. Bizim c¢alismamizda agaroz jelde goriintlemeden farkli olarak
LAMP fdiriinleri veya sonu¢ dolayli HNB’nin renk degisimiyle gorsel olarak

belirlenmistir.

Bu calismada negatif ve pozitif sonug¢larin ayriminda HNB boyasinin reaksiyon
hacminde konsantrasyonu 150 pM olarak optimizasyonu gergeklestirilmistir. Bu
konsantrasyon ¢iplak gozle sonucun goriilmesi ve absorbans Ol¢iimleri igin uygun
olarak gériilmiistiir. Mohon et al. (2014) gelistirdikleri LAMP protokoliinde 120 uM
Hydroxynaphthol Blue (HNB) boyasi1 kullaniklarini bildirmislerdir. Calismamiza benzer
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olarak Ghosh et al. (2015) yaptiklar1 ¢alismada 150 uM konsantrasyonun pozitif ve
negatif amplifikasyonlarin ayriminda uygun oldugunu bildirmislerdir. Calismamizda ve
bu calismalarda HNB boyasi ile hazirlanan LAMP protokoliiniin amplifikasyonun
yorumlanmasinda basit ve maliyeti diisiik, saglikli bir metot olarak kabul edildigi

goriilmektedir.

LAMP i¢in primer dizayninda temelde ikiser dis ve i¢ primer secilmektedir. Fakat; bir
¢ift Loop primerin ilavesiyle amplikonlar daha kisa siire igerisinde iiretilmektedir.
Yirittiigiimiiz ¢alismada; Salmonella’nin LAMP ile spesifik olarak belirlenmesinde
Salmonella invA gen sekansi kullanilarak 6 adet primer (F3, B3, FIP, BIP, Loop-F,
Loop-B) olusturulmustur. Salmonella i¢in molekiiler yontemlerde invA geninin hedef
alarak primer olusturulmasi literatiirde siklikla goriilmiistiir. Ayrica; olusturulan

primerler daha Onceki calismalarda da arastirmacilar tarafindan dizayn edilmis ve

kullanilmistir (Rahn et al. 1992; Cheng 2005; Cheng et al. 2008).

Calismamizda LAMP yontemi icin kullandigimiz primerler spesifiklik yoniinden hatali
sonugara sebep olmamustir. Salmonella invA genine gore dizayn edilen primerlerin
bazi LAMP c¢alismalarinda yiiksek spesifiklige sahip oldugu bildirilmistir (Hara-Kudo
et al. 2005; Yamazaki et al. 2008a; Yamazaki et al. 2008b; Okamura et al. 2009;
Yamazaki et al. 2009; Li et al. 2009).

Yamazaki et al. (2009) tavuk etlerinde LAMP ile Campylobacter jejuni ve
Campylobacter coli tespiti i¢in yaptiklar ¢alismada, klasik kiiltiirel yontem ve LAMP
sonuglart agisinda istatistiki bir fark goremediklerini, her iki yontemin hassasiyet ve
spesifikliginin benzer oldugunu rapor etmislerdir. Bizim ¢aligmamiza materyal ve metot
olarak benzerlik gosteren arastirmada benzer sonuglar elde edilmistir. Arastirmacilar
tarafindan klasik kiiltiirel yontemin zaman alict oldugu ve LAMP yonteminin bu
sebeple hizl1 bir yontem olabilecegi vurgulanmistir. Bizim ¢alismamizda klasik kiiltiirel
yontemle teshis igin en az 96 saate (4 giin) ihtiya¢ varken, LAMP ile 25-26 saatlik (1
giin) bir siireg ile teshis sonucu elde edilmistir. Bu yoniiyle LAMP yonteminin en az

klasik kiiltiirel yontem kadar giivenli ve sonucun kisa siirede elde edilmesiyle daha hizl



99

oldugu goriilmektedir. Benzer sonug ve ¢ikarimlar Pavan Kumar et al. (2014) tarafindan
da belirtilmistir.

Ulkemizde LAMP ydnteminin uygulandig arastirma sayis1 sinirlidir. Bu alanda 6 adet
lisans Ustii tez, 1 adet derleme (parazitoloji, 2 arastirma makalesi (parazitoloji), 1 adet
kongre bildirisi (klinik alanda) tespit edilebilmistir. Salmonella ve Campylobacter’in
tavuk etlerinden tespitiyle ilgili bu yOntemin uygulandigi herhangi bir arastirmaya
rastlanilmamistir. Kadiroglu (2013) Tiirk beyaz peynirlerinden S. aureus tespiti i¢in
LAMP yontemini kullandiklar1 ¢aligmada, etkinlik degerinin diisiik bulundugunu ve
sonugclar arasinda tutarsizlik gézlemlendigini bildirmistir. Farkli bir bakteri ile ¢alisiimig
olsa da yonteme ait optimizasyon ¢aligsmalarinin yapilmamasi, uygun primerlerin dizayn
ve se¢iminde hatalarin olmasi etkinligin diisiik olmasina sebep olabilmektedir. Bizim
calismamizda kullanilan primerlerin daha oOnceki g¢aligmalarda yiiksek hassasiyette
sonuglar verdigi vurgulanmistir. Bu sebeple gecerliligi kabul edilmis primerlerin

kullanilmasi 6nem arz etmektedir.

Demirel (2014) Toxoplasma gondii nin sulardan tespitinde LAMP ve PCR metotlarini
kullandiklar1 c¢alismada, her iki metodun giivenilir ve hassas sonuglar verdigini
belirtmistir. Ozellikle ¢evresel kaynakli 6rneklerde ¢ok fazla miktarda PCR islemini
inhibe edecek ajanlarin bulundugu vurgulanmistir. Fakat LAMP metodunun inhibisyon
faktorlerinden fazla etkilenmedigi bu sebeple PCR yerine kullanilabilecegi
bildirilmistir. Bu ¢ikarima benzer olarak bizim c¢alismamizda kullandigimiz tavuk
etlerinden hem PCR hem de LAMP i¢in bir¢ok inhibisyon ajani olabilmektedir.
Sonuglarin giivenilir ve daha hassas olmasinda inhibisyon faktorlerinin ortadan
kaldirilmasi 6nem arz etmektedir. Bunun i¢in ¢alismamizda NaOH ortaminda kaynatma
ve 3 adimda santrifiij uygulamasi uygun olarak goriilmiistiir. Boylelikle yiiksek
maliyetli ticari ekstraksiyon Kitlerine gerek olmadan Salmonella ve Campylobacter i¢in

yiiksek saflikta DNA elde edilebilecegi calismamizda gdsterilmistir.

Bilgic vd (2017) Theileria annulata DNA’smin LAMP ile c¢ogaltilmasini

gerceklestirdikleri calismada hedefe 6zgii primerlerin dizayn ve se¢iminin dogru
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yapilmasi gerektigine, reaksiyon optimizasyonunun Onemli olduguna deginmislerdir.
LAMP tekniginin saha sartlarinda kullanilabilecek yiiksek o6zgiillikkte bir test oldugu
bildirilmekle birlikte, gelistirilmeye ve standart hale getirilmeye c¢alisilan bir metot
oldugundan dolay1 saha sartlarinda daha fazla c¢alismaya ihtiya¢ duyuldugu da
vurgulanmigtir. Farkli bir alanda yontem uygulanmis olsa da {ilkemizde zamanla LAMP
calismalarinin sayisi artmaktadir. Giintimiizde daha ¢ok parazitoloji alaninda ¢aligsmalar
yogunlagmaktadir. Calismamizda Salmonella ve Campylobacter tespiti ig¢in
uyguladigimiz LAMP protokoliinde kullanilan primerler ve optimizasyon kosullari,

ileride yapilacak caligmalara 6rnek teskil edebilecektir.

96’lik platelerde LAMP sonucunun absorbansa bagli olarak belirlenmesi i¢in yaptigimiz
Olciimlerde HNB’nin mor menekse renginden gok mavisi rengine doniisiimiinde
absorbans degeri 650 nm dalga boyunda pik yapmustir (Sekil 4.14). Metod kisminda
verilen “3.3.2.c. LAMP reaksiyonu” bashginda anlatildigi iizere Epoch
spectrophotometer cihazi 750 nm dalga boyunda saf su ile sifirlandiktan sonra 350-750
nm arasinda 1 nm aralikla dl¢limler gerceklestirerek maksimum absorbsiyonun oldugu
dalga boyunu belirleyebilmektedir. Calismada HNB etkisiyle gerceklesen renk degisimi
absorbans oOl¢iimleriyle degerlendirilmis maksimum absorbsiyonun oldugu dalga boyu

Sekil 4.14’te de goriildiigii tizere 650 nm olarak tespit edilmistir.

Absorbans

0.0 it 4 4 ¢
400 500 600 700
Dalga boyu (nm)

Sekil 4.14. LAMP reaksiyon ortaminda HNB varligimin farkli dalga boylarinda
absorbans degisimi
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Plate okuyucuda 630-670 nm dalga boylar1 arasindaki 6lgiimlerin saglikli oldugu fakat;
650 nm dalga boyunda 6l¢iimiin daha tutarli ve optimum sonug¢ verdigi goriilmiistiir.
HNB’deki renk degisiminin insan goziine bagli olmaksizin enstriimental olarak
degerlendirilmesinin daha uygun olacag diisiiniildiigiinde bu 6l¢iim degerinin plate
okuyucu cihazlarda kullanilmasi Onerilebilir. HNB konsantrasyonuna bagli olarak
absorbans degerlerinin degisebilecegi goz Oniine alinirsa farkli ¢aligmalarda muhakkak
farkli dalga boylarinda dl¢iim yapilmasi ve pikin tespit edilmesi 6nem arz etmektedir.
Bununla birlikte Goto et al. (2009) yaptiklar1 ¢alismada 3-3.5 absorbans ve 630-670 nm
dalga boylarinda uyumlu bir korelasyon elde ettiklerini bildirmislerdir. Arastirmacilar,
650 nm dalga boyunda absorbans 6l¢iimlerinin optimum pik verdigini vurgulamislardir.

Calismamizda elde ettigimiz sonucar bu ¢alismayla uyum gostermektedir.

LAMP reaksiyon karisiminin kuyucuklarda inkiibasyon Oncesi ve sonrasi absorbans

degerleri Cizelge 4.10°da goriildiigii gibidir.

Cizelge 4.10. Materyallerden elde edilen bazi Salmonella spp. izolatlarinin
dogrulanmasinda LAMP sonuglarinin absorbans degerleri

Inkiibasyon 6ncesi

N: Negatif kontrol, P: Pozitif kontrol, I01 ve 102: inkiibasyon 6ncesi reaksiyon ortam absorbans
degerleri (paralel 6l¢iim), IS1 ve IS2: Inkiibasyon sonrasi reaksiyon ortam absorbans degerleri (paralel
o6l¢tim), 1-10: Salmonella spp. izolatlari

Cizelge 4.10°da goriildiigli iizere inkiibasyon oOncesi negatif kontrol i¢in absorbans
degerleri, inkiibasyon sonrasi absorbans degerlerine gore fazla degisiklilik
gostermemistir. Pozitif kontrol ve diger Salmonella spp. izolatlarindan elde edilen
DNA’lar ile hazirlanan reaksiyon ortamlarinda, inkiibasyon sonrasi pozitif olarak kabul

edilen absorbans degerleri 6l¢iilmistiir. Gortildigii tizere 650 nm’de pozitif ve 1-10 ile
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kodlanan diger Salmonella izolatlarinin absorbans degerleri inkiibasyon sonrasi belirgin

bir sekilde artig gostermistir.

4.3.3. Real-time PCR sonuglari ve yontemlere gore pozitif ornek dagilimi

Real-time PCR sonuglarinin yorumlanmasi ve degerlendirilmesi kit {ireticisi (Qiagen)
firmanm sunmus oldugu prosediir goz oniine alinarak yapilmistir. Hedef patojene ait
DNA’nin varligi veya yoklugu; kullanilan real-time PCR cihazina 6zgii olan yazilim

tarafindan saglanan verilerle belirlenmistir (Cizelge 4.11).

Cizelge 4.11 Real-time PCR i¢in muhtemel sonuglar

IC (internal control) icin  Ornek icin amplifikasyon Sonug¢
amplifikasyon
+ + Var (+)
+ - Yok (-)
- - PCR hatasi

Yellow channel (internal control) ic¢in amplifikasyon egrilerinin olusumu PCR
protokoliimiiziin ~ ¢alistiginin  gostergesidir.  Green  channel i¢in  egrilerin
goriilmemesinden sonucun negatif oldugu anlasilmaktadir. Yani; test edilen gida

orneginde hedef patojenin yoklugu anlasilmaktadir (Sekil 4.15).
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Sekil 4.15. Ornek icin negatif qPCR sonucu
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Yellow channel ve Green channel’in birlikte egri vermesi; hedef patojenin varliginin

gostergesidir (Sekil 4.16).

“| Green channel | Yellow channel

Normalized fluorescence
Normalized fluorescence

Cycle ‘ ‘ éyclo ‘

Sekil 4.16. Ornek i¢in pozitif qPCR sonucu

Real-time PCR protokoliiyle 44 adet Salmonella spp. izolat1 ve 32 adet Campylobacter
spp. (C. jejuni ve C. coli) dogrudan materyallere ait 6n zenginlestirme brotlarindan
belirlenmistir. Klasik kiiltiirel yontemle izole edilen kiiltiirler ayn1 sekilde qPCR ile
dogrulanmistir. Dogrulama sonuglar1 klasik kiiltiirel yontem ve LAMP ile
karsilagtirildiginda hatali pozitif sonug goriilmemistir. Klasik kiiltiirel yontem, LAMP
ve PCR uygulamalar1 bu sebeple birbirine alternatif olarak goriilebilecek yontemlerdir.
Ozellikle kiiltiirel ~ydntemlerin zaman alict  oldugu ve siipheli izolatlarin
identifikasyonunda bazen negatif sonuglarin alindigi diisiiniildiigiinde; niikleik asit
temelli amplifikasyon uygulamalarinin hiz, hassasiyet gibi avantajlart 6n plana

cikmaktadir.

Real-time PCR amplifikasyon sonucu cihaza ait yazilimla bilgisayar ekraninda takip
edilmistir. Bazi Salmonella spp. ve Campylobacter spp.’ye ait PCR amplifikasyon

egrileri Sekil 4.17 ve 4.18°de gosterilmistir.
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Salmonella spp.
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Sekil 4.17. Baz1 Salmonella spp. izolatlar1 i¢in PCR amplifikasyon egrileri

Moliikiiler ¢alismalarda qPCR genellikle kantitatif analizlerde kullanilmaktadir. Fakat,
protokolde kullanilan boya veya proba gore de kalitatif sonuglarin alimmmasi da
miimkiindiir. Bu sebeple Sekil 4.17 ve Sekil 4.18’de floresansa bagl olarak belirli
sikluslarda plato olusumu DNA ¢ogalmasimin bir gostergesidir. Buna bagli olarak
kiiltiire] metotla elde edilen izolatlardan ve Orneklere ait zenginlestirme brotlarindan
DNA ekstraksiyonu ile PCR islemlerinde farkli sikluslarda floresans degisimi

gbzlemlenmistir.
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Campylobacter spp.

Green channel

Campylobacter spp.

Yellow channel

Fluorescence

Sekil 4.18. Campylobacter spp. i¢cin PCR amplifikasyon egrileri

Sekil 4.18’de ¢alismada elde edilen 7 adet Campylobacter izolatina ait qPCR
amplifikasyon egrileri goriilmektedir. Sonuclar reaksiyon ortaminda kullanilan farkli
florasan 6zellikteki maddeler nedeni ile iki farkli renk kanali kullanilarak belirlenmistir.

Her iki kanal sonug¢lariin uyumu pozitif sonucu gostermektedir.

Belirtildigi tizere ¢alismada {i¢ farkli metodla tani islemi gergeklestirilmistir. Hedef
patojenlerin tespitinde kullanilan her li¢ yontemle de ayni 6rneklerde pozitif sonuglar
alinmigtir. Pozitif 6rneklerin yontemlere gore dagilimi ve molekiiler yontemlerin DNA

konsantrasyonuna gore belirleme limitleri Cizelge 4.12°de verilmistir.



Cizelge 4.12. Pozitif 6rneklerin yontemlere gore dagilimi
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Yontem Kiiltiir LAMP gPCR

Hedef Camp | Sal Camp Sal Camp Sal

Oran 32 44 32 44 32 44
(%25) | (%35) (%25) (%35) (%25) (%35)

Belirleme - - 5> kob 3> kob 5> kob 3> kob

limitleri 2ng/25 ul. | 2ng/25 uL | 25ng/20 uL. | 25 ng/20 uL.

Real-time PCR teknigi kiimes hayvanlarinda patojenlerin izlenmesinde hizli, spesifik
sonuclar verdigi ic¢in siklikla kullanilmaktadir. TagMan problar kullanilarak yapilan
diger ¢aligmalarda da Salmonella spp. yliksek hassasiyetle belirlenmistir (Malorny et al.
2007). Bizim g¢alismamizda TagMan PCR ve klasik kiiltiirel metot ayni sonuglari
vermistir. Kimura et al. (1999) Tokyo piyasasinda perakende olarak satilan toplam 100
adet et ve tavuk materyalini kiiltiirel ve TagMan PCR yontemiyle Salmonella spp.
analizleri yaptiklari calismada; geleneksel kiiltiirel yontemle 10 adet materyalde
Salmonella spp. (%10) belirlenirken, PCR ile 11 (%11) pozitif sonug tespit edildigini

rapor etmislerdir.

Kawasaki et al. (2001) gesitli kirmiz1 et ve tavuk etlerinden olusan 98 adet islenmemis
¢ig materyallerden kiiltiirel yontemle 37 (%38), real-time PCR teknigiyle ise 42 (%42)
oraninda Salmonella spp. belirlediklerini bildirmislerdir. Bizim ¢alismamizda bu
calismadan farkli olarak her iki ydntemle ayni izolasyon orani belirlenmistir. Bu
farkliligin sebebi genel olarak soyle izah edilmektedir: Karigik bir mikrobiyotaya sahip
olan tavuk etlerinin 6n zenginlestirmesi sonrasinda iireyen birgok bakteri cinsi selektif
zenginlestirme basamaginda ylik olarak azaltilsa da selektif kat1 besiyerlerinde ¢ogalip
ekzopolisakkarit iiretereck bazen Salmonella spp. izolasyonunu zorlastirmaktadir. Bu
durum klasik yontemde izolasyon oranini diisirmektedir. Fakat; ortamda diisiik sayida
Salmonella hiicresine ait DNA &rnegi bile real-time PCR ile tespit edilebilmektedir.
Calismamizda materyallerin yeterli siirede (18-24 saat) On zenginlestirmeye tabi
tutulmast sonucunda zarar goren Salmonella hiicrelerinin yeniden ¢ogalma yetenegi

kazandig1 ve ¢ogaldig1 diisiiniilmektedir. Gerek canli gerek cansiz hiicrelere ait DNA
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ekstrakte edilip PCR ile tespit yapilmasi bazen farkli seviyerlerde sonuglara sebep

olabilmektedir.

Materyal olarak kullanilan 99 hindi etinin 49'unda (%50) pozitif sonug elde edildigi bir
calismada; Salmonella spp. teshisinde geleneksel yontemle mukayese edildiginde
kullandig1 RapidCheck ve iQ-Check real-time PCR metodlarinin daha az pozitif sonug
elde ettigi rapor edilmistir. Aragtirmacilar 6n zenginlestirme isleminin molekiiler temelli
metodlarin dogrulugunu artirmak igin gerekli oldugunu bildirmislerdir (Fakhr et al.
2006). Bu calismaya kiyasla, 6n zenginlestirme islemi yaptigimiz bu aragtimamizda
geleneksel kiiltiirel ve PCR temelli yontemler ile yanlis pozitif sonuclar alinmamaistir.
Bu sebeple klasik kiiltiirel metotlarin hala giivenirligini korudugu ve molekiiler
metotlarin 6n zenginlestirme ihtiva edecek sekilde performansinin degerlendirilmesi

gerektigi sonucuna varilabilir.

Malorny et al. (2007), bir arastirmalarinda tavuk etlerinden geleneksel kiiltiirel
yontemle izole ettikleri Salmonella spp.’nin tamaminin Real-time PCR ile pozitif olarak
belirlendigi ve kiiltiirel teknikte 20 negatif sonucun Real-time PCR ile de negatif
sonuclandigint bildirmislerdir. Calisma sonuglarimiz bu arastirma ile uyusmaktadir.
Ayrica, bu tez ¢alismasinda LAMP ve Kiiltiirel teknik ile alinan sonuglarin Real-time

PCR ile tam bir uyumluluk gosterdigi goriilmiistiir.

Nde et al. (2008) hindi etlerinde Salmonella spp. belirlenmesini kiiltiirel ve Real-time
PCR ile gergeklestirdikleri bir c¢alismada her iki yontemin duyarhiliklarin
karsilastirmislardir. Real-time PCR''n Salmonella spp. tespitinde daha verimli bir
yontem oldugunu vurgulamiglardir. Bizim g¢alismamizda ise her iki yontemin ayni
orneklerde hedefi saptayabildikleri belirlenmistir. Bu sebeple iki ydntemin dogru
sonucu bulmada birbirine istiinliikleri goriilmezken, PCR yonteminin zamandan kazang

saglamasi bir avantaj olarak goriilebilir.

O'Regan et al. (2008) tarafindan tavuk eti orneklerinde EN ISO 6579:2002 standart

metot ile real-time PCR karsilastirilmistir. Orneklerde 18 saat 6n zenginlestirme (BPW,
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37°C), 6 saat selektif zenginlestirme (RVS, 41,5°C) sonrasinda DNA ekstraksiyonu ve
PCR islemiyle analiz siiresinin kisaltildigi  gosterilmistir. Caligmamizda o6n
zenginlestirme sonrasi selektif zenginlestirme yapilmadan DNA ekstraksiyonu yapilmis
ve PCR islemleri gergeklestirilmistir. Bu c¢alismadan farkli olarak selektif

zenginlestirme asamasi ge¢ilmis ve sonug 6 saat daha erken elde edilmistir.

Oscar et al. (2014) tavuk parcalarinda Salmonella teshisi ve sayimi ig¢in 06n
zenginlestirme (400 mL tamponlanmis peptonlu su, 8 saat, 80 rpm, 37°C) sonrasi real-
time PCR islemi uygulamislardir. Her iki yontemle ayni oranda belirlenme yapildig:
bildirilmigtir. Benzer olarak calismamizda da iki yontemle ayni seviyede tespit
gerceklestirilmistir. Birgok c¢alismada hem klasik kiiltiirel hem de molekiiler mototlar
i¢in drneklerde 6n zenginlestirme onerilmektedir. On zenginlestirmeyle zarar gérmiis
veya baskilanmig Salmonella hiicreleri onarilmakta ve tekrardan gogalma yetenegi

kazanmaktadir.

Bizim yaptigimiz ¢aligma toplam analiz siiresi agisindan degerlendirildiginde; 24 saatlik
zenginlestirme sonrasinda DNA ekstraksiyon ve PCR islemleri igin ilave 3-4 saat daha
stire gerektirmektedir. Pozitif sonug¢ i¢in klasik kiiltirel yontemde en az 4 giin
gerekirken, real-time PCR ile 1 giin kadar siire yeterli olmaktadir. Hyeon et al. (2017)
¢ig tavuk gogiis etlerinde Salmonella’nin hizli tespiti i¢in immunomanyetik separasyon
(IMS) ve real-time PCR kombinasyonunu kullandiklar1 ¢aligmada, ~10 kob/g
seviyesinde kiiltiirel zenginlestirme islemi yapilmadan bu yodntemle pozitif sonug
alindigmi vurgulamiglardir. Ayrica; ~0.1 kob/g seviyesinde Salmonella enterica
Serotype Enteritidis ile kontamine edilmis soguk kosullarda depolanan materyallerde 4
saatlik zenginlestirme sonrasinda sonug alindig1 gosterilmistir. Giin asir1 zenginlestirme
ile 4 saatlik zenginlestirme arasinda istatistiki olarak higbir farkin olmadigi, bu

yontemde kisa siire i¢erisinde sonug alindig1 vurgulanmistir.

Calismamizda 38 siklusa kadar C. coli ve C. jejuni i¢in amplifikasyon tespit edilmistir.
Vondrakova et al. (2014) Campylobacter jejuni, C. coli ve C. lari tiirlerinin gida

matrikslerinden belirlenmesi ve dogrulanmasi amaciyla spesifik primer ve hidroliz
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problar1 kullanmiglardir. Biitiin tiirler icin PCR reaksiyonunda >%90 etkinlik tespit
etmiglerdir. Belirtilen ¢alismada da 38 siklusa kadar Campylobacter jejuni, C. coli ve C.

lari hedef tiirlerinin belirlendigi bildirilmistir.

Kisaca tavuk etlerinde Campylobacter spp. tespitinde PCR yontemi siklikla
kullanilmaktadir. Genel olarak 6n zenginlestirme isleminden sonra C. coli ve C. jejuni
icin Ozellikle multiplex PCR uygun bir yontem olarak goriilmektedir. Birgok farkli
calismada bu yontem laboratuvarlarda arastirmacilar tarafindan uygulanmis ve valide
edilmistir (Linton et al. 1997; Cloak and Fratamico 2002; Oyarzabal et al. 2005;
Persson and Olsen 2005; Oyarzabal et al. 2007; Zhou et al. 2011; Oyarzabal et al.
2013). Birgok arastirmaci tarafindan tavuk etlerinde Campylobacter spp. teshisinde real-
time PCR protokollerinin en iyi tercih oldugu vurgulanmaktadir. Fakat; maliyet
bakimindan klasik PCR’a gore bir dezavantaja sahip oldugu da belirtilmistir (Rivera et
al. 2011; Silva et al. 2014; Zumbado-Gutiérrez et al. 2014).

Gergeklestirdigimiz bu ¢alismada tavuk etlerinden Real-time PCR ile Campylobacter
spp. teshisi igin Oncelikle kiiltiirel bir 6n zenginlestirme islemi yapilmistir. Blood-free
Campylobacter enrichment brot gerek antibiyotik igerigi gerekse mikroaerofilik
kosullar1 saglayan igerigiyle hedef patojenin gelisimini ve diger mikrobiyotadan
izolasyonunu kolaylastirmaktadir. Calismamiza benzer olarak Sails et al. (2003) hem
dogal kontamine olmus hem de yapay kontamine edilmis tavuk etlerinin de materyal
olarak kullanildig1 bir ¢alismada 6n zenginlestirme islemi sonrasi hizli bakteriyel DNA
izolasyonuyla PCR’da dogrulama yapmistir. Calismada 6n zenginlestirmeden sonra
Klasik yontemde selektif agarlarda izolasyonun 48 saat, DNA izolasyon ve PCR
islemlerinin ise 3 saat siirdiigii diisliniilirse zamandan kazang¢ oldugu vurgulanmistir.
Bunun yaninda izole edilen siipheli kolonilerin fenotipik dogrulanmasi ayrica bir siireg
gerektirmektedir. Calismamizda Real-time PCR ile elde edilen sonuglarin diger gida

patojenlerinin tespitinde toplam siirenin azaltilmasi agisindan model olabilecegi agiktir.

Jribi et al. (2017) yaptiklar1 bir caligmada piyasadan topladiklar: 250 adet tavuk ve hindi

etlerinde Campylobacter jejuni and Campylobacter coli prevelansini belirleme ve
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izolatlar1 dogrulamada real-time PCR ve ISO tarafindan 6nerilen (ISO 10272-1, 2006)
klasik kiiltiirel yontem kullanilmistir. Es zamanli olarak her iki yontemle %25.6
(64/250) oraninda izolasyon gerceklestirildigi ve en yliksek prevelansin (%26.8) tavuk
etlerinde oldugu bildirilmistir. izole edilen ve tanimlanan 64 termofilik Campylobacter
spp. igerisinde C. jejuni tiriiniin g¢ogunlukta oldugu (%59.7) vurgulanmistir.
Calismamizda PCR ve ISO yontemlerinin performanst belirtilen calisma ile
uyusmaktadir. Yani hem Kkiiltiirel yontem hem de PCR uygulamasi birbirine alternatif
gorilmistir. Fakat, PCR uygulamasinin kisa siirede sonuc¢ vermesi klasik kiiltiirel

yonteme gore bir avantajdir.

4.3.4. qPCR ve LAMP icin maliyet karsilastirmasi

LAMP teknolojisinin laboratuvar ortaminda kullanilmasi i¢in komplike cihazlara
ithtiya¢ yoktur. Yaptigimiz calismada LAMP reaksiyonu icin izotermal kosullar 1sitic
blok ile saglanmigtir. Bunun yaninda qPCR ig¢in termal dongiiyli saglayan ve ayni
zamanda floresans degisimi okuyabilen komplike cihaza ihtiya¢ duyulmustur. Bu cihaz

maliyet bakimindan laboratuvarlar i¢in baglangigta biiyiik bir yiik gerektirmektedir.

PCR ve LAMP reaksiyonlari i¢in kullanmis oldugumuz sarf malzemelere gore

maliyetler Cizelge 4.13 ve Cizelge 4.14’de goriilmektedir.

Cizelge 4.13. LAMP i¢in sarf bazinda maliyet

Bilesen Tedarikg¢i Miktar Fiyat (TL)
Bst 3.0 DNA Polymerase NEB 8,000 birim/mL | 450
Isothermal Amplification Buffer Il Pack | NEB 6 mL 300
Primerler (6 adet) IDT 100 uM 200
HNB SigmaAldrich | 1 g 100
TOPLAM FIYAT 1050
REAKSIYON BASINA 11
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Cizelge 4.14. gPCR i¢in sarf bazinda maliyet

Bilesen Tedarikci Miktar Fiyat (TL)
Mericon gPCR kit Qiagen 96 reaksiyon/1 kit | 4500
TOPLAM FIYAT 4500
REAKSIYON BASINA 48

LAMP igin reaksiyon basmna sarf bazinda 11 TL, qPCR igin 48 TL maliyet
gerekmektedir. Tavuk etlerinden Salmonella ve Campylobacter tespitinde LAMP,
gPCR’a kiyasla 4,4 kat daha az maliyet gerektirmektedir. LAMP ve PCR i¢in maliyet
kiyaslamasinin yapildig bir calismada LAMP i¢in reaksiyon basina 0,7 dolar, PCR i¢in
ise 5 dolar maliyet gerektigi belirtilmistir (Saharan et al. 2014).
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5. SONUC

Kanatli hayvanlarin, 6zellikle tavuk etlerinin Salmonella ve Campylobacter gibi 6nemli
patojenlerle kontamine olmasi; ¢apraz kontaminasyon ve uygun olmayan gida hazirlama
kosullarindan dolay1 insanlarin saglhigini tehdit edecek boyuta gelebilmektedir. Tavuk
etlerinin bakteriyolojik kontrolinde bu patojenlerin belirlenme ve tani siireleri
geleneksel kiiltiirel yontemlerde oldukca uzundur. Bu sebeple standardize edilmis ve
validasyonu gerceklestirilmis bir bakteriyolojik kiiltiirel yontem kadar giivenilir, ancak
kisa siire icerisinde hizli sonu¢ veren metotlarin varligi 6nem arz etmektedir. Bu amacla
Niikleik asit (DNA, RNA) amplifikasyon yontemlerinden PCR ve LAMP gida kaynakl

patojenlerin tespiti ve tant uygulamalarinda siklikla kullanilmaktadir.

Bu arastirmada kullanilan PCR ve LAMP analizlerinde temel olarak Salmonella spp. ve
Campylobacter spp. patojenlerine ait spesifik DNA sekanslar1 aranmis ve bu

bakterilerin var/yok durumu yorumlanmaistir.

Calismamizda elde edilen bulgular 1s18inda sonuglar ve oOneriler asagida kisaca

Ozetlenmistir:

1. Bu calismanin oncelikli amaci olan LAMP ve Real-time PCR ile tavuk etlerinde
Salmonella spp. ve Campylobacter spp. varliginin yiiksek dogrulukta, hizli ve hassas
bir sekilde belirlenmesi gergeklestirilmistir. Klasik kiiltiirel yontem, qPCR ve LAMP
uygulamalariyla 126 adet 6rnekten toplam 44 (%35) Salmonella spp. ve 32 (%25)
Campylobacter spp. varligi tespit edilmistir. Her ii¢ yontemle ayni Orneklerden
pozitif sonuglar alinmistir. Bu sebeple ii¢ yontemin performansi aynidir. Fakat;
Klasik kiiltiirel yontemlerin zaman alici olmasi, izolatlarin dogrulanmasi igin birgok
biyokimyasal dogrulama islemine ihtiyag duyulmasi ve sarf malzeme
gereksiniminden dolayr maliyetin artmasi, LAMP ve qPCR yontemlerini daha 6n

plana ¢ikarmaktadir.
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2. LAMP ve PCR uygulamalarinda hedef patojenlere ait spesifik sekanslarin tespiti i¢in
gerekli olan DNA orneklerinin elde edilmesinde alkali ortamda (NaOH) kaynatma
metodu her iki patojen i¢in uygun bulunmustur. Boylece gerek klasik kiiltiirel
yontemle tespit edilen izolatlardan, gerekse On zenginlestirilmeye tabi tutulan
materyallere ait kiiltlir ortamindan bakteriyel DNA ekstraksiyonu i¢in spesifik
metotlara ve ticari Kitlere ihtiyag duyulmadan yiiksek saflikta basari saglanmistir.
Ozellikle 6n zenginlestirme kiiltiirlerinden 3 adimda santrifiij ve alkali ortamda
kaynatma metodu PCR ve LAMP uygulamasi i¢in inhibitor etki yapabilecek

kontaminantlarin elemine edilmesinde etkili olmustur.

3. Aragtirma bulgular1 dikkate alindiginda; LAMP ve PCR yoOntemlerinin birbirine
alternatif olabilecegi sonucuna varilmistir. LAMP uygulamasi i¢in yiiksek maliyetli
termal siklus cihazina ihtiya¢c duyulmamasi, amplifikasyon iiriinlerinin tespitinde
HNB boyasinin indikatdr olarak kullanilmasi ve sonucun ¢iplak gozle bile goriilerek
yorumlanmasi Ve uygun olmasi gibi avantajlar LAMP’in PCR yontemine alternatif

olabilecegini kanitlar niteliktedir.

4. Bu c¢alismada LAMP uygulamasinin tavuk etlerinden Salmonella ve Campylobacter
tespiti i¢in uygulanabilecegi gosterilmistir. Hedefe 6zgii primerler ile yiiksek saflikta
ekstrakte edilen DNA ile amplifikasyonun gerceklestirildigi goriilmiistiir. Bu sebeple
uygun primer se¢imi ve etkili bir DNA ekstraksiyon ile diger patojen bakterilerin

tespitinde de uygun olabilecegi sdylenebilir.

5. LAMP sonucunun yorumlanmasinda HNB boyasinda meydana gelen renk
degisiminin goriilmesi dikkate alinsa da, absorbansa dayali 6l¢iimiin daha nicel
olacagr gorlilmiistiir. Uygun sicaklik ve siirede LAMP reaksiyonunun
gerceklesmesinden sonra kuyucuklarda absorbans o6l¢iimlerinin 650 nm dalga

boyunda yapilmasinin uygun olacagi sonucuna varilmistir.

6. Materyallere ait genel mikrobiyolojik analizlerin bulgularina bakildiginda; limitleri

asan koliform 56 (%44) ve fekal koliform varlig1 48 (%38) ornekte tespit edilmistir.



114

Yine S. aureus (19/126) %15 oraninda tespit edilmesine ragmen limitleri asan bir
sayima rastlanmamigtir. 126 adet materyal’in 24’iinde (%19) Listeria spp. tespit
edilmistir. Bu izolatlardan 6 (%25) tanesinin L. monocytogenes oldugu belirlenmistir.
Tavuk etlerinin sogukta saklanmasi ve bu patojenin soguk kosullara dayanikli oldugu

g0z online alindiginda kontaminasyonun 6nemli oldugu goriilmektedir.

7. S. aureus, Listeria spp., Salmonella spp., Campylobacter spp. izolatlarinin 12 adet
antibiyotige kars1 direng test sonuglar1 degerlendirildiginde izolatlarda ¢oklu direng
tespit edilmistir. Biitiin izolatlar {lizerinde meropenem, ertapenem antibiyotikleri
yiiksek inhibisyon etkisi gOstermistir. Bunun yaninda nalidiksik asit, kanamisin ve
trimetorfim antibiyotiklerine karsi genel olarak bir direng s6z konusudur. Bu sebeple
rastgele yiiksek dozlarda antibiyotik kullaniminin Oniine gecilmesi i¢in dnlemlerin

alinmasi Onerilmektedir.

Sonug olarak; bu arastirmanin temelde amaci olan LAMP yo6nteminin tavuk etlerinde
Salmonella ve Campylobacter aranmasinda hizli, spesifik bir metot oldugu goriilmiistiir.
Calismamizda LAMP yonteminin Real-time PCR’a alternatif olabilecegi sonucuna
varilmigtir. Ayrica sunulan literatiir taramasiyla LAMP i¢in 6nemli teorik ve pratik
bilgiler de literatiire kazandirilmaya ¢alisilmistir. Boylece elde edilen bilgi ve bulgularin

bu alanda yapilacak benzer caligmalara 1s1k tutmasi miimkiin olacaktir.
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