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01. Genel Bilgiler

Uzerinde bulunduklar1 gidalarin tiiketilmesi sonucu viicuda girerek hastaliklara neden olan
viriislerden bazilari;; Hepatit A virlisi (HAV), Norwalk ve Norwalk benzeri virisler,
polioviriisler, echoviriisler, astroviriisler, caliciviriisler, enterik adenoviriisler, parvoviriisler ve
rotaviriislerdir. Enterik virlisler intestinal sistemde cogalabilmekte ve diski ile kontamine
olmus gidalarin tliketilmesi sonucu viicuda girerek hastaliga neden olabilmektedir.

Viral kaynakli gida enfeksiyonlarindan en yaygin olanlar1 hepatit A (hepatit enfeksiyonu) ve
akut gastroenteritistir. 1943 yilindan bu yana 150 den fazla gida kaynakli hepatit A salgini
meydana gelmistir. Hepatit A, genellikle orta siddette bir hastalik olup 15-50 giin inkiibasyon
stiresinden sonra, ates, halsizlik, bulanti, istahsizlik, mide ve bagirsak sisteminde hafif agrilar,
deride ve oOzellikle gbz akinda meydana gelen sararmalar ve psikolojik depresyon seklinde
ortaya c¢ikmaktadir. Ozellikle ¢ocuklarda ve yaslilarda belirtilerin uzun siire devam etmesi
bazen 6liimlere neden olabilmektedir.

Hepatit A virlisii (HAV), Picornaviridae familyasina ait olan enteroviriis grubunun 70
iiyesinden birisidir. Bu viriisler asitlere karsi dayanikli, tek iplik¢ikli RNA igeren ve 27 nm
biiytikliigiinde partikiillerdir. Baslangigta gastrointestinal sistemde cogalan HAV buradan
karacigere dogru yayilarak, hepatosit ve Kupffer hiicrelerine bulagmaktadir.

Gida kaynakli akut viral gastroenteritis belirtileri hepatit A ile benzer olup, ayrica bas agrisi
ve nezle benzeri belirtiler de gosterebilmektedir. Hastalik belirtileri gida tiiketildikten 20 - 50
saat sonra ortaya ¢cikmakta ve 1 - 8 giin sonra sona ermektedir.

Ozellikle ¢ocuklarda ve yashlarda gastroenteritise neden olan bir diger viriis grubu
rotaviriislerdir. Grup A ve Grup B olmak {izere iki gruba ayrilmig olan rotaviriisler 70 nm
partikiil blyiikliigiinde olup, ¢ift iplik¢ikli RNA igermektedirler. Bunlardan Grup B 'ye dahil
olan rotaviriisler gidalarla oldugu kadar su ile de bulagabilmektedir. B gurubu rotaviriislerin
neden oldugu enfeksiyonlardan birisi 1983 yilinda Cin'de meydana gelmis ve bu olayda
20000 'den fazla kisi su kaynakli gastroenteritise yakalanmustir.
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Gastroenteritise neden olan diger viriisler, astroviriisler, caliciviriisler ve enterik
adenoviriislerdir. Astroviriisler ve caliciviriisler genetik materyal olarak tek iplik¢ikli RNA
icerirken, enterik adenoviriisler ¢ift iplik¢ikli DNA icermektedirler ve partikiil biiytikliikleri
strastyla; 28-30 nm, 30-38 nm ve 70-90 nm 'dir. Cok sik rastlanmamakla birlikte, echoviriis 4,
polioviriisler ve coxsackieviriisler de gidalarla bulasan viral hastalik sebepleri arasinda
gosterilmektedir.

Viriislerin tasinmasinda araci olan gidalar arasinda, midye ve diger deniz iirlinleri, igme sulari,
salatalar, dondurma, siit, ekmek ve diger firin {riinleri ile ¢ig olarak tiiketilen veya
pisirildikten sonra elle islem goren gidalar bulunmaktadir. ABD 'nin New York eyaletinde
1982 yilindan bu yana meydana gelen 100 ayr1 salgin olayinda 1017 kiside tiiketmis olduklari
midye ve diger deniz iirlinleri nedeniyle gastroenteritis tespit edilmistir.

02. Gida Orneklerinden Viriis Izolasyonu

Gidalarda virlis aranmast konusunda resmi olarak onaylanmis bir analiz yOntemi
bulunmamaktadir. Her gidanin yapisina bagh olarak farkli uygulamalar s6z konusu olmakla
birlikte virlis aranmasi baslica; Orneklerden viriis ekstraksiyonu, hiicre kiiltlirlerine
inokiilasyon ve viriis tanimlamasi agsamalarindan olusmaktadir.

02.01. Viriis Ekstraksiyonu

Gida oOrneklerinden virlis ekstraksiyonunda kullanilan yontemleri iki yaklagim altinda
toplamak miimkiindiir. Bunlardan birisi elusyon-presipitasyon yontemi, digeri ise
adsorbsiyon-elusyon-presipitasyon yontemidir.

Elusyon-presipitasyon yontemin prensibi; gida 6rnegini alkali pH da sivilagtirdiktan sonra
berraklastirma islemi ile c¢oziilmeyen partikiilleri uzaklastirma ve silispansiyon fazini
konsantre hale getirerek hiicre kiiltiirii lizerinde inokiile etmek esasina dayanmaktadir. Bu
yonteme gore ; 100 g gida 6rnegi tartilir. 500 ml 0,09 M glisin-NaOH ¢ozeltisi i¢inde (pH 8,8
-9,5),0 -4 °C'da 1-2 dakika siire ile homojenize edilir. % 0,1 - 0,5 berraklastirma ¢6zeltisi
(Cat-Floc) ilave edilerek 20 dakika beklendikten sonra 9000 g 'de 15 dakika santrifiij edilir.
Stipernatant steril bir kaba alinarak %3 - 6 oraninda beef extract ilave edilir. Daha sonra
yavasca karigtirilarak 0,05 M glisin-HCl ( pH 1,5) ¢ozeltisi ilave edilerek pH 3,5 - 4,5
ayarlanir ve 9000 g 'de 15 dakika santrifiij edilir. Stipernatant uzaklastirildiktan sonra geride
kalan pelet tizerine 15 ml 0,15 M Na,HPO4 (pH 9,0) ¢6zeltisi ilave edilerek pH 7,2 - 7,4 'e
ayarlanir. Karigima antibiyotik ilave edildikten sonra hiicre kiiltiirii testine gegilir.

Cig olarak tiiketilen meyve ve sebze Orneklerinde virlis aranmasinda modifiye elusyon-
presipitasyon yontemi kullanilmaktadir. Bu tiir 6rneklerde homojenizasyon islemine gerek
kalmadan, sadece ylizeyden viriis izolasyonunun yapilmasi 6nerilmektedir. Bu yonteme gore ;
25 g gida 6rnegi almir. Uzerine 100 ml 0,09 M glisin (pH 8,8) ve 2 ml % 1 Cat-Floc ilave
edilerek manyetik karistirict ile 5 dakika kanstirilir. 15 dakika bekletildikten sonra vakum
uygulanarak 6nce 11 cm Whatman GF/F filitresinden ardindan 47 mm, 0,2 um por ¢aph
filitreden gegcirilir. Ultrafilitrasyon ile 20 kat konsantre edilen filtrat tizerine 0,1 hacim 10 x
gelistirme besiyeri ilave edilerek hiicre kiiltiirii testine gegilir.



Adsorbsiyon-elusyon-presipitasyon yonteminin prensibi ise; gida Orneginde bulunan
viriislerin asit pH 'da sivilastirma asamasinda once ¢oziilmeyen gida bilesenlerine adsorbe
edilmesi, daha sonra berraklastirma asamasinda viriislerin ¢oziilmeyen bilesenlerden ayrilarak
siispansiyon fazina gecirilmesi, sonra da konsantre edilip hiicre kiiltlirii iizerine inokiile
edilmesidir. Bu yonteme gore ; 100 g gida 6rnegi alinarak, 700 ml destile su i¢inde 0 - 4 °C
'da 1-2 dakika homojenize edilir. pH 4,5 - 5,0 'e ayarlanir ve iletkenligin <2 g/l NaCl olmas1
saglanarak 2000 g 'de 15 dakika santrifiij edilir. Siipernatant uzaklastirildiktan sonra pelet 700
ml 0,09 M glisin, 0,14 M NaCl (pH 7,5-9,5) ile tekrar karistirilip 2000 g 'de 15 dakika
santrifiij edilir. Bu asamada pelet atildiktan sonra 1 N HCl ile pH 4,5 'e ayarlanir ve 15 dakika
karistirildiktan sonra tekrar 2000 g 'de 15 dakika santrifiij edilir. Siipernatant atildiktan sonra
pelet tizerine 15 ml 0,15 M Na,HPOy ilave edilir. 1 N HClI ile pH 7,2 - 7,5 'e ayarlandiktan
sonra, %0,1 - 0,5 oraninda berraklastirma ¢dzeltisi (Cat-Floc) ilave edilip 2000 g 'de 15
dakika santrifiij edilir. Pelet alinarak antibiyotik ilave edildikten sonra, viriis hiicre kiiltiirii
testine gegilir.

Virlis ekstraksiyonu yapilirken, sivilagtirma agamasinda 6rnegin 1sitnmamasina dikkat edilmesi
gerekmektedir. Bu asama, islem gormemis gida orneklerinde alternatif olarak Ornegin
ogiitiilmesi, mikserle pargalanmasi, steril bicaklarla kesilerek yiizey alaninin arttirilmasi veya
manyetik karistirict ile karigtirllmasi  seklinde de yapilabilmektedir. Berraklastirma
asamasinda genellikle santrifiij veya kaba filitrasyon diizenekleri kullanilmaktadir. Ancak
gidanin karakterine ve igerdigi virlis miktarina bagli olarak berraklagtirmanin etkinligini
arttirmak icin polikatyon aritma maddeleri (Cat-Flok; Calgon Corp.) kullanilmasi
onerilmektedir.

Konsantrasyon agamasinin amaci drnek miktarini azaltarak olasi viriis miktarini arttirmak,
boylece daha sonraki hiicre kiiltiirii asamasinda kolaylik saglamaktir. Konsantrasyon asit
presipitasyonu veya organik flokulasyon yontemleri ile yapilabilmektedir. Bu asamada virtis
partikiilleri asit pH 'da ¢oziilmiis gida proteinlerine adsorbe olmakta (asit presipitasyonu) ya
da ilave edilen beef ekstrakt veya yagsiz siit tozu proteinlerine tutunmaktadir (organik
flokulasyon). Ayrica konsantrasyon amaciyla ultrasantrifiij veya ultrafiltrasyon sistemleri de
kullanilabilmektedir. Konsantrasyon islemi dializ membranlar1 ve polietilen glikol gibi
hidrofilik polimerlerle de yapilabilmekte ancak, gerek zaman kaybi gerekse polietilen
glikolun hiicre kiiltiirii izerine toksik etkisinden dolay1 pek tercih edilmemektedir.

Hiicre kiiltliri uygulamadan Once son yapilmasi gereken mikrobiyel kontaminasyonlarin
uzaklastirilmasi iglemidir. Bunun i¢in 0,2 - 0,45 um por ¢apinda membran filitreler
kullanilabilecegi gibi, yiiksek diizeylerde antibiyotik, eter veya kloroform cozeltileri de
kullanilabilmektedir. Burada membran filitrelerin ¢ok etkin olmalarina karsin bazen viriisleri
adsorbe ettikleri ve bdylece saymin azalmasina neden olabilecekleri unutulmamalidir. Bu
durum Ozellikle sayim yapilmasi gereken durumlarda oOnemli olup, mikrobiyel
kontaminasyonlarin dnlenmesinde antibiyotik kullanimi 6nerilmektedir.

02.02. Hiicre Kiiltiirleri Uzerine Inokiilasyon

Gida oOrneklerinden elde edilen viriislerin gogaltilmasinda kullanilacak hiicre kiiltiiriiniin
se¢ilmesi gida 6rneginin tipinden ¢ok, aranan viriisiin tipine baghdir. Kullanilan hiicre kiiltiirti
bir¢ok viriis ¢esidinin gelismesine uygun olmali, gidanin bilesiminde bulunan maddelerden
toksikolojik olarak etkilenmemeli, kolay temin edilebilir olmali ve laboratuvarda uygulanmasi
kolay olmalidir. Bu amaglara en uygun olan hiicre kiiltiirleri insan embriyosu bobrek kiiltiirii



ve Afrika yesil maymunu veya rhesus maymunu bobrek kiiltlirleridir. Bu iki hiicre kiiltiirii
morfolojik ve biyokimyasal ac¢idan birbirine benzemekte olup, birgok enteroviriis tiirliniin ve
reoviriislerin ¢ogaltilmasina uygun olmakla birlikte, adenoviriisler ve coxsackieviriisler igin
iyl bir gelistirme ortami degildirler. Bu hiicre tiirlerine alternatif olarak, daha ucuz olan
Buffalo yesil maymun bobrek hiicresi (BGM), rhesus maymunlarindan alinarak olusturulan
MA-104 hiicre kiiltiirleri ve insan rhabdomysarkoma hiicrelerinin bir hattt olan RD hiicre
kiilttirleri 6nerilmektedir.

Virlis ekstaktlarinin hiicre kiiltiirlerine uygulanmasinda iki yaklagim vardir. Bunlardan birinci
yaklagima gore var/yok seklinde sonug verilirken, ikinci yaklasima gore viriis sayisi
belirlenebilmektedir. Birinci yaklasimda enfekte olmus hiicre partikiilii sayis1 6nemli degildir,
ancak ikinci yaklagimda diliisyon yapilmakta ve sonu¢ TCIDsy degeri (%50 'den fazla
sitopatik etki gozlenen doku kiiltiirii enfeksiyon dozu) olarak verilmektedir. Sayim amaciyla
kullanilabilen diger yontemler; en muhtemel sayr yontemi, plak yontemi ve
radioimmunofocus assay yontemleridir. Plak yontemi ile enfeksiyona neden olan viriis sayist
belirlenebilmektedir ancak, deney kosullar1 6rnekte bulunan bazi viriislerin digerlerine karsi
daha baskin olmasina neden olabilmektedir. Bu nedenle daha ¢ok birinci yaklasim
Onerilmektedir.

Hiicre kiiltiirleri standart doku kiiltiirii tekniklerine gore hazirlanmaktadir. Gelistirme ortami
olarak antibiyotik ilaveli minimal gelistirme besiyeri (Minimum Essential Medium; MEM)
kullanilmaktadir.

Gida ekstraktlarinda bulunan viriislerin hiicre kiiltiirlerine adsorbe olmalar1 37 °C 'da 1-2
saatte gerceklesmektedir. Ekstraktin besiyeri iizerine yayilmasi elle yapilabilecegi gibi, bu
amac ic¢in gelistirilmis cihazlar da kullanilabilmektedir. Hiicre kiiltiirii iizerine inokiile
edilecek ekstrakt hacmi, adsorbsiyon periyodunun uzunluguna gore degismekte olup, tek
katmanli inokiilasyonlar i¢in en uygun olan adsorbsiyon hacmi 2 saatte <0,02 ml/cm” 'dir.
Gida ekstraktinin  konsantrasyonu asamasi adsorbsiyon periyodu ile birlestirilerek
kullanildiginda, 1,4 ml/em® inokiilim hacmi daha etkili sonu¢ vermektedir. Viriis
izolasyonunda kullanilan hiicre kiiltiiriiniin yas1 da ¢ok énemli bir etken olup, MEM iizerinde
en fazla 5 - 10 gilin sonra hiicreler hizla degisime ugramaktadir. Viriislerin bir ¢ogu yeni
hazirlanmis hiicre kiiltiirleri {izerinde gelisirken, baz1 enteroviriislerin birka¢ giinliikk hiicre
kiiltiirleri {izerinde de rahatga gelistikleri bilinmektedir. Sonug verilirken kullanilan hiicre
kiiltiirtintin yas1 mutlaka belirtilmelidir. Adsorbsiyon isleminden sonra, gerek var/yok
testlerinde gerekse sayim yapilmasi gereken durumlarda % 0,75 agar ve % 0,0015 neutral red
iceren MEM besiyeri ikinci bir tabaka olarak dokiilmelidir.

Inokiile edilen kiiltlirler s1v1 besiyeri kullanilmis ise 2 giinde bir 6rnek alinarak mikroskopta
incelenir ve sitopatik etki goriilen kiiltiirler muhtemel viriis olarak kaydedilir. Tek tabaka
ekimde 2-4 hafta inkiibasyondan sonra % 75 veya daha fazla sitopatik etki goriilen tiipler —70
°C 'da dondurulup sivilagtirilarak diisiik devirde santrifiij edildikten sonra, ikinci pasaj kontrol
inokiilasyonlar1 yapilir.

Neutral red igeren kati besiyeri kullanildiginda petri kutulan ters gevrilmeden karanlik bir
ortamda inkiibe edilerek 2 hafta boyunca kontrol edilir ve sivilasma goriilen alanlar (plak)
isaretlenir. Dort hafta inkiibasyondan sonra plak olusumu goriilen ve goriilmeyen (negatif
kontrol) bolgelerden alman 6rnekler —70 °C 'da dondurularak sivilastirildiktan sonra tekrar
inokiilasyon yapilarak viriis varlig1 kontrol edilir.



Gidalarin bilesiminde bulunan bazi maddelerin hiicre kiiltiirleri iizerine toksik etki yapmalari
bazen yanlis negatif sonuclar alinmasina neden olmaktadir. Bunu 6nlemek i¢in kontamine
olmamig ve 1sil islem uygulanmis gida Ornekleri kontrol amaciyla ayni sartlarda analiz
edilmelidir. Toksik etki adsorbsiyon siiresinin kisaltilmasi veya inokiilim miktarinin
azaltilmasi ile 6nlenebilmektedir.

03. Viris Tanimlamasi

Hangi yoOntemle izole edilmis olursa olsun, virlis tanimlamasina ge¢meden Once
konsantrasyonunun yiikseltilmesi gerekmektedir. Bunun i¢in izolasyon asamasinda kullanilan
hiicre kiiltiirleri lizerine tekrar inokiilasyonlar1 yapilarak yeterli yogunluga ulasilabilmektedir.
Virlis tanimlamasinda gida kaynakli enfeksiyonun epidemiyolojik ve fizikokimyasal
ozellikleri de dikkate alinarak, uygulanacak serolojik testlere karar verilmektedir. Bu
ozeliklerden bazilar1 gidanin alinmasindan sonra hastaligin ortaya ¢ikma stiresi, tipik hastalik
belirtileri, inkiibasyon ve iyilesme siiresidir.

Viriis tantmlamada kullanilan testlerden bazilari; niikleik asit tipi, viriisiin sekli ve biiyiikligi,
serolojik testler, eter ve asit duyarhilik testleridir. Niikleik asit belirleme testlerinde agaroz
elektroforezi, sekil ve biylikliik testlerinde ise elektron mikroskobu kullanilmaktadir.
Serolojik immunoassay testleri konak¢inin viriislere karsi olusturdugu antikorlarin viral etkiyi
inhibe etmesi prensibine dayanmaktadir. Bu amaca uygun olarak gelistirilmis antiserumlar
hazir kitler seklinde temin edilebilmektedir. Klinik 6rneklerde viriis belirlemede kullanilan en
eski yontem immun elektron mikroskopi yoOntemidir. Spesifik antiserumlarin
gelistirilmesinden sonra bu yontem gida 6rneklerinde de kullanilmaya baslanmistir.

04. Viriis Aranmasinda Kullanilan Hizli Yontemler

Virilis izolasyonunda ve oOzellikle tanimlanmasinda hibridizasyon teknikleri ve PCR
yontemlerinin kullanilmaya baslamasi ile analiz siiresi birka¢ haftadan birka¢ giine kadar
kisaltilmistir. FDA/BAM AOAC tarafindan deniz iirlinlerinde HAV aranmasinda ve
sayiminda PCR yontemi standart analiz yontemi olarak onerilmektedir. HAV hiicre kiiltiirleri
tizerinde ¢cok zor gelismesi nedeniyle sitopatik etki veya plak olusumunun tespit edilmesinde
giiclikler yasanmaktadir. Bu nedenle niikleik asit hibridizasyonu veya RT-PCR (Reverse
Transcription-Polymerase Chain Reaction) teknikleri 6nerilmektedir. RT-PCR teknigine gore
virlis aranmasinda in vitro olarak sentezlenmis pHAVA6 plazmidi kullanilmaktadir.
Plazmidin saflastirilmasinda ve RNA 'nin sentezlenmesinde Qiagen Plazmid Kit'i ve ECORI
kullanilmaktadir. PCR yontemi ile genom sekans dizileri bilinen Norwalk viriislerinin de
tespit edilmesi miimkiindiir. Bu amag icin gelistirilmis olan spesifik hibridizasyon problar1 ve
PCR primerleri mevcut olup ticari olarak temin edilebilmektedir.

Tanimlamada kullanilan diger bazi1 yontemler; floresan boyalarla (immunofloresanassay),
radyoaktif maddelerle (radioimmunoassay ve (radiofocusimmunoassay) ve enzimlerle
(immunoenzymatic assay) isaretlenmis antikorlarin kullanildig1 serolojik testlerdir. Bu testler
daha cok klinik izolatlar i¢in gelistirilmis olmakla birlikte, birka¢ kez ¢ogaltma isleminden
sonra gida Orneklerinden izole edilen viriislerin tanimlanmasinda da basar1 ile
kullanilabilmektedir.
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