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Gidalarda Patojen Mikroorganizma Aranmasinda
Kullanilan Molekiiler Genetik Yontemler'

ibrahim Cakir®, M. Liitfii Cakmakei®

1. Giris

Nikleik asit bazh tekniklerin en ¢ok kullanilanlari; koloni (DNA) hibridizasyon teknigi,
PCR (polimerase chain reaction) teknigi, ribotyping teknigi ve 16S rRNA teknikleridir
(1, 2). Geleneksel yéntemlerle kiyaslandiginda, nikleik asit bazli yéntemlerin en
6nemli avantajlari; kisa strede sonu¢ alinabilmesi, canli hiicre gereksinimi olmamasi
(6zellikle hijyen kontrollerinde bulasinin kaynagini gdstermek acisindan), hasar
gbérmus hacrelerin de tespit edilebilmesi ve c¢ok spesifik teknikler olduklari igin
dogruluk oranlarinin yiksek olmasidir (3, 4). Bunun yaninda bu tekniklerin bazi
dezavantajlari ise; canli mikroorganizmalarin 6lUlerden ayirt edilememesi, ¢ok
degisken bir yapiya sahip olan gida érneklerinden direkt olarak DNA izolasyonunda
karsilasilan guglUkler, herbir gida grubu icin farkli 6érnek hazirlama asamasi
gereksinimi, gidadan kaynaklanan bazi enzim, mineral vb maddelerin PCR
reaksiyonunu engelleyebilmesi ve belkide bunlardan daha énemlisi bu tekniklerin
kullanimi igin ¢cok 6zel aletlere gerek duyulmasi ve bunun da yatinm maliyetini
yUkseltmesidir (4, 5, 6) (Cizelge 1).

Cizelge 1. Gida kaynakli patojen aranmasinda nikleik asit tekniklerin geleneksel
yontemlerle karsilastiriimasi

Uygulama alani Avantajlari Dezavantajlari

Patojenlerin Mikroorganizmanin OIlU hacreler de tespit edilebilir (PCR),
gidalardan direkt gelistiriimesi gerekmiyor Kiglk test hacmi nedeniyle yliksek
tespiti (teorikte) oranda tespit edebilme,

Gida bilesenlerinden kaynaklanan
inhibisyon (PCR).

Zenginlestirme Hizli ve hassas, Koloni eldesi gerekmiyor, bunun igin
ortaminda kiltoriin | Otomatik tespit edebilme, de negatif érneklerin arama disi
dogrulanmasi Gidanin dogal florasinin birakilabilmesi mimkin

yUksek konsantrasyonlarina
karsi duyarsiz

Diger uygulamalar | Genetik yapilari dizenlenmis
organizmalarin (GMO) spesifik
olarak tespit edilebilmesi

Nikleik asit bazl ticari tekniklerden bazilar Cizelge 2'de verilmistir. Ancak burada
verilen tekniklerin hepsi FDA veya AOAC tarafindan gidalarda patojen analizinde
kullaniimak tzere onaylanmis teknikler degildir.
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Cizelge 2. Gida kaynakli patojenlerin aranmasinda kullanilan nikleik asit bazli ticari
kitlerden bazilari

Mikroorganizma Ticari adi Format | Uretici firma
Clostridium botulinum | Probelia PCR? | BioControl
Campylobacter spp. AccuProbe probe | GEN-PROBE
GENE-TRAK probe | GENE-TRAK
Escherichia coli GENE-TRAK probe | GENE-TRAK
E. coliO157:H7 BAX PCR Qualicon
Probelia PCR BioControl
Listeria spp. GENE-TRAK® probe | GENE-TRAK
AccuProbe probe | GEN-PROBE
BAX PCR Qualicon
Probelia PCR BioControl
Salmonella spp. GENE-TRAK® probe | GENE-TRAK
BAX PCR Qualicon
BIND® phage | BioControl
Probelia PCR BioControl
Staphylococcus aureus | AccuProbe probe | GEN-PROBE
GENE-TRAK probe | GENE-TRAK
Yersinia enterocolitica | GENE-TRAK probe | GENE-TRAK
@ Polymerase chain reaction
® AOAC Official First or Final Action
¢ Bacterial Ice Nucleation Diagnostics Adopted

Gida mikrobiyolojisinde kullanilan DNA bazli tekniklerin temeli DNA hibridizasyonuna
dayanmaktadir. Bu tekniklerden en yaygin olanlar; koloni (DNA) hibridizasyonu,
PCR esasli yontemler, RFLP ve Ribotyping ydntemleridir (7, 8).

2. Koloni Hibridizasyon Teknigi

Koloni hibridizasyon tekniginin ana basamaklari; gidadan toplam DNA’ nin
izolasyonu, nitrosellloz veya naylon membran Uzerine aktariimasi ve isaretlenmis
gen problari ile hibridizasyon ve membranin gérintilenmesidir.

Koloni hibridizasyon teknigi, radyoaktif izotoplarla isaretlenmis problar kullanildiginda
ylksek mikrobiyel flora varliginda kismen hassas bir teknik degildir. Hatta bu problem
selektif besiyeri kullanilarak, toplam bakteri sayisi 10” cfu/g oldugu zaman bile ortaya
cikabilmektedir (9, 10).

Koloni hibridizasyon teknigi hicbir zaman gidalardan direkt patojen mikroorganizma
izolasyonunda rutin kosullarda kullaniimamigtir. Bunun nedenlerinden biri, rutin analiz
laboratuvarlarinda radyoaktif olmayan maddelerle isaretli problar kullanildiginda elde
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edilen sinyal daha zayif olmakta ve cok zor tespit edilebilmektedir. Ayni zamanda sivi
olmayan érneklerde mikroorganizma tespit diizeyinin yeterince hassas olmamasi da
bu teknigin kullanimini sinirlayan nedenlerden biri olarak ortaya ¢ikmaktadir. Yayma
kaltdr yéntemi ile sayim yapmak amaciyla érnekten 10 kati seyreltme yapilip ekim
yapilmalidir, ancak 25 gram drnekte 1-10 cfu tespit edilmesi durumunda bu yéntem
kullanilamamaktadir (8, 10).

Bununla birlikte koloni hibridizasyon teknigi kiltir dogrulama testlerinde bir ¢cok
avantaja sahiptir. Bu avantajlardan bazilari ise, ¢ok sayida petri kutusundan izole
edilen 6rnegin bir tek filtre Gzerinde ve ayni anda test edilebilmesi, ayni hibridizasyon
¢Ozeltisinin birden fazla filtre igin kullanilabilmesidir. Bu durumda negatif sonuglarin
dogrulanmasi besiyeri kullanimini ortadan kaldirmakta, bu da analizin maliyetini
azaltmaktadir (11).

Hassasiyet ve 06zgullik agisindan kiyaslandiginda, koloni hibridizasyon testinin,
Salmonella ve Listeria monocytogenes pozitif kultlrlerinin dogrulanmasinda, serolojik
ve biyokimyasal testlerle ayni derecede iyi veya bu testlerden daha Ustin oldugu
kanitlanmistir (12).

3. PCR Teknigi

GUndmuzde kullanilan DNA bazli tekniklerin birgogu (Gen klonlama, DNA dizi analizi
ve genetigi degistirilmis mikroorganizmalarla yapilan c¢alismalar) PCR temeline
dayanmaktadir (Miesfeld 1999). PCR ile gen cogaltmada gerekli maddeler
kopyalanacak hedef DNA, deoksiribonlkleotidler (dATP, dCTP, dGTP, dTTP ve
dUTP), DNA polimeraz enzimi (Taq polimeraz), gene 6zgi veya genel primerler ve
reaksiyonun gerceklesebilmesi icin gerekli olan uygun PCR tamponudur. Teknigin
prensibi; bu maddelerin hedef DNA ile birlikte ayni ortama konularak homojen bir
sekilde karistirildiktan sonra PCR aletine yerlestirilerek hedef DNA’ nin ¢ogaltiimasi
ve olusan PCR drlnlerinin agaroz jel elektroforezi ile tespit edilip gértntilenmesidir
(3, 7).

PCR reaksiyonu U¢ asamada gerceklesmektedir. Bunlar sirasiyla; hedef DNA cift
zincirinin acilmasi (denaturation; 94 °C’de 30-90 saniye), primerin baglanmasi
(annealing; 55-60 °C’de 0.5-2 dakika) ve primerin uzamasi (extension; 72 °C’de 1
dakika) asamalaridir. Bu sicakhk dénglst 30-35 defa tekrar ettirildikten sonra
polimerizasyonun tam olarak gergeklesmesi icin son asamada 5 dakika daha
beklenerek reaksiyon tamamlanir. Bir sonraki kullanimina kadar PCR Urinleri 4-25
°C'de bekletilir. Burada her bir déngliden sonra olusan zincirler yeni déngunin hedef
zinciri olarak gérev yapmaktadir (4).

4. Patojenlerin izolasyonunda PCR Yontemi

PCR yb6ntemi ile patojen mikroorganizma aranmasi (¢ asamada gerceklestirilir.
Bunlar:

1. Ornek hazirlama
2. PCR’ da genetik materyal ¢ogaltma
3. Tespit (agaroz jelde yuritme) ve gorintileme asamalaridir (7).



PCR isleminde hedef genetik materyal genellikle DNA’ dir. Ginkii DNA, RNA’ ya
kiyasla daha stabil olup, direkt olarak gida materyalinden izolasyonu daha kolaydir.
Ancak yine de analiz edilecek Ornegin karakterine uygun olarak gida matriksinden
genetik materyalin izolasyonunda farkh islemler uygulanmaktadir. Ornegin su gibi
sivilarda 6rnek filtreden gecirilmekte, kati 6rneklerde ise gida matriksi uygun
tamponlar icinde homojenize edilerek aranan patojen mikroorganizmanin tamamen
sivi faza ge¢cmesi saglanmaktadir. Bazi durumlarda gida maddesinde bulunan
mikroorganizma sayisinin  arttirllmasi  amaciyla 6én  zenginlestirme iglemi
uygulanmaktadir. PCR isleminde kullanilacak olan DNA, yeterince saf olmalidir. Aksi
halde reaksiyon gerceklesmeyecek veya uygun miktarda DNA c¢ogaltilamayacaktir.
Bu nedenle elde edilen DNA’ nin PCR isleminden 6nce uygun miktarlarda
seyreltiimesi gerekmektedir (1, 10, 13). Sekil 1'de hamburger drneklerinden patojen
olan ve olmayan E. coli suglarinin pozitif ve negatif kontrolleri ile birlikte Multipleks-
PCR ydntemi ile aranmasi gosteriimektedir.

Hamburger 6rnekleri

Kontrol 2: Patojen
Kontrol 1: 1 (H1) 2 (H2) Koo - }42
PatOjen sus (K1) P yan sus (K2)
oD
oD oD C)
. v 1 ! !
Patojen Patojen degil
400 bg Grin 300 bg Grin
_> _»
----- N, = u o un s N = - = -
— ° ° ° ° «—
----- N = u o un s (R = - = -
L. 4 cift primerle PCR reaksiyonu —
225 bg 0riin 150 bg driin
Mrk K1 H1 H2 K2
I | | | | | |
603 bg | ——
— — 400 b
310bg | —— 300 be
281bg | =
234b¢ | =T — — 225 bg
194bg | —
138 b | = 150 bg

Sekil 1. Multipleks-PCR ydntemi ile hamburgerde E. coli aramasi

5. Molekiler Tiplendirme Yontemleri

Tarler icindeki genetik farkhhklarin belirlenmesi, tirler arasindaki farklihklarin
belirlenmesinden daha zordur. DNA dizisindeki farkliliklar ve mutasyonlar sonucu
ortaya cikan varyasyonlar her zaman fenotipe yansimayabilir. Ustelik ayni yapidaki
genler farkh fenotipik 6zelliklerin kaynagi da olabilmektedir. Bu nedenlerden dolayi
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Ozellikle ayni tarin farkli bireyleri arasindaki farkliliklar en kesin ve dogru bigcimde
molekdler tiplendirme ydntemleri kullanilarak ortaya konulabilmektedir (7).

5.1. Restriction Fragment Length Polymorphism (RFLP)

DNA dizisindeki farkliliklar belirli endonlkleaz enzimleri ile kesilerek ortaya
konulabilmektedir. Her bir restriksiyon endonlkleaz (RE) enzimi DNA’ yi belirli bir
bdlgeden kesmekte olup kesim sonucu yapiskan veya kit uclar olusturmaktadir.
Ayrica kesim sonucu olugsan DNA parcaciklarinin  blyU0kligh ve sayisi
mikroorganizmalar arasinda farkhliklar géstermektedir. iste bu farkhliklardan yola
cikilarak mikroorganizmalar RFLP ydntemi ile tanimlanabilmektedirler. Kesim eger
tim genoma uygulanirsa makrorestriksiyon analizi, spesifik genlere uygulaniyorsa
mikrorestriksiyon analizi olarak adlandiriimaktadir (2, 11).

5.2. Ribotyping

Ribotyping spesifik genlerdeki (16S rRNA genleri) farkhliklarin tim kromozomdaki
farklihgin bir gbéstergesi olmasi, prensibinden yola c¢ikilarak gelistirilmis bir tekniktir.
rDNA belirli tirlerde bazi degismeyen bdlgeler icermektedir ki bu bdlgeler, Gniversal
problar tarafindan belirlenebilmekte olup, bunlar igin her bir tire 6zgli prob
gelistirmek gerekmemektedir (6rnegin E. colide oldugu gibi). rDNA, diger birgok gene
kiyasla farkliliklari daha az tolere edebilmekte, bu nedenle de RE kalibi daha kolay
cikarilabilmektedir. rRNA  yapilarindaki  farkliliklara dayanarak bakterilerin
tanimlanmasini ve siniflandiriimasini saglayan bu yéntemin Ustlin yani; bakterilerin
cins hatta tir dizeyinde, yUksek tekrarlanabilirlik orani ve kesin fingerprint sonuglari
ile tanimlanmasini saglamasidir (2, 14).

RiboPrint identifikasyon veritabani igerisinde varsa, ribotyping yéntemi, bakteri
tanimlamada da kullanilabilmektedir. Halen veritabaninda 600’den fazla Gram pozitif
ve Gram negatif mikroorganizmanin RiboPrinter kaliplarn bulunmakta olup bu sayi
her gecen gun daha da artmaktadir. Veritabanindaki en ylksek kalip sayisi sirasiyla
Listeria, Salmonella ve Escherichia coli * ye aittir. Ancak istege bagl olarak her
mikroorganizma igin tanimlama kalibi ¢ikarilabilir (14, 15).

PCR ribotyping yontemi: PCR ribotyping isleminde énce aranan mikroorganizmaya
6zgl spesifik bolge PCR’ da c¢ogaltilir. Burada birgok rRNA operonlarinin oldugu
unutulmamahdir. Bunlardan 16S-25S arasindaki spesifik bdlgenin blyUkligla susa
gbére degismektedir. PCR ribotyping Urtnlerinin sayi ve buyukliklerindeki farkliliklar
bir susun varyeteleri arasindaki farkliliklari géstermektedir (15).

Otomatize ribotyping yontemi: Bu yontemde DNA ekstraksiyonu, restriksiyon
enzimleri ile kesim, jel elektroforezi, Southern blotting, hibridizasyon, tespit,
membrana transfer, verilerin kaydedilmesi (CCD kamera) ve ilk analizi dahil tamamen
otomatize edilmistir. Bir kisi 8 drnegdi yaklasik 1 saatte sisteme ylkleyebilmekte,
sonuclar 8 saatte alinabilmekte ve giinde 32 érnek analiz edilebilmektedir. Yonteme
gore jeldeki genetik materyal, membran Uzerine transfer edilir ve rRNA operon
bblgesi tanimlanmis prob uygulanarak rRNA gen dizisi ortaya ¢ikarilir. Bu kalip daha
sonra okuyucu tarafindan okunarak, dijital kayit formatinda veritabanina kaydedilir.
rRNA bantlarinin genetik materyal icindeki konumu ve bantlarin blyUkligu bakteriler
arasinda farklihk g6stermektedir ki bu farklilklar tanimlama ve siniflandirmada esas
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kriter olarak kullaniimaktadir. Ornegin Listeria icin 80, Salmonella igin 97, Escherichia
icin 65 ve Staphylococcus igin 252 kalip tipi tespit edilmistir. Buna ilaveten 35 farkli
tiriin RiboPrint® kaliplari tespit edilmistir. Daha ok bakterinin ripoprint kaliplari
cikarildikga bu veritabani genislemeye devam etmektedir (16).

Otomatize edilmis ribotyping yéntemlerinin en bilinen &rnedi olarak Qualicon
(DuPont’ un bir alt kurulusu) firmasi tarafindan gelistirilen RiboPrinter® mikrobiyel
karakterizasyon sistemidir. RiboPrinter® mikrobiyel karakterizasyon sistemi 6zel bir
beceri veya egitim gerektirmeden herhangi bir bakterinin genetik kalibini 8 saatten
daha kisa bir sirede otomatik olarak veren bir sistemdir. Bu sistem ile patojen,
bozulma etmeni veya starter olarak kullanilan mikroorganizmalarin genetik
kaliplarinin ¢cikariimasi ve karakterizasyonu mimkundir (16).

RiboPrinter® sistemi ile bakterilerin riboprint kaliplari restriksiyon enzim kitleri ile
belirlenebilecegi gibi tercine bagli olarak diger restriksiyon enzim Kkitleri ile de
belirlenebilir. Bu sistemin identifikasyon veritabani gin gectikce daha da
genislemekte olup, 120'den fazla cins ve 1100 tlre ait 4800 kaliptan olusmaktadir.
Bu veribankasi, gida givenligi dolayisiyla halk saghgi agisindan 6nemli olan
bakterilerin diginda, farmasotik agidan énemli olan mikroorganizmalara ve laktik asit
bakterilerine ait olan kaliplari da icermektedir. Bu sistemin ¢ok kullanish olmasinin en
6nemli iki nedeni; tekrarlanabilir olmasi ve standardizasyonudur. Ribotyping son 10-
15 yil igerisinde gelistiriimis en glvenilir siniflandirma ve tiplendirme yéntemidir (6, 7,
16).

6. Sonuclar

1. Mikroorganizmalar benzer fenotipik 6zelliklerine gbre siniflandirilabildigi gibi
genotipik 6zelliklerine gére de siniflandirnlabilmektedir.

2. PCR teknikleri otomatize edilerek rutin gida analizlerinde cok basarili bir sekilde
kullanilabilmektedir.

3. RFLP ve ribotypig, tlrleri ve alt tirleri kesin olarak tanimlamada veya genotipik
farkhliklarini ortaya koymada kullanilan ¢ok hassas tiplendirme teknikleridir.

4. Patojenlerin aranmasinda gen problari indikatér (marker) olarak kullanilabilmekte
ve Ozellikle izolatlarin dogrulanmasinda diger dogrulama ydntemlerinden daha hizh
ve kesin sonug alinabilmektedir.

5. BUtln bu olumlu yanlarina karsin 6zellikle de otomatize sistemler laboratuvarin
kurulug maliyetini arttirdid1 icin gida mikrobiyolojisinde heniiz yeterince yaygin
kullanim alani bulamamisgtir.
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