1. GIRIS

Gidalardaki mikrobiyal patojenler ve biyotoksinler nedenleriyle ortaya ¢ikabilecek
hastaliklar insan saglhigi icin ciddi tehlikeler olusturmaktadir. Son yillarda
meydana gelen gida kaynakli hastalik salginlari, gida kaynakli vakalarin gegmiste
hi¢ olmadig: kadar artan bir ilgiyle izlenmesine neden olmustur. Salginlar, eskiye
gore ¢ok daha genis alanlarda etkili olmakta ve daha uzun siireli sorunlar
olusturmaktadir. Diger yandan gida kaynakli hastaliklar sadece kisilerin sagligini
etkilemekle kalmayip, ailelerin gelirine olan etkisi, is yiikii kaybi, {ilkelerin saglik
sistemlerine olusturdugu yiik ve ekonomik verimlilige etkileri nedeniyle daha
genis kapsamli sonuglar da dogurmaktadir. Giiniimiizde yaklasik 250 farkli gida
kaynakli hastalik tanimlanmistir ve bakteri kaynakli zehirlenmeler bu sayinin
yaklagik olarak ligte birini olusturmaktadir (Adigiizel, 2008).

Gidalarin tiretim ve tiiketimleri arasindaki basamaklarda hijyenik kosullar
saglanmadiginda, gida kaynakli hastalik ve zehirlenmeler yoniinde bir riskle
kargilagilmasi kagmilmazdir. Bu nedenle prensipte gida maddelerinin giivenligi,
iyl iiretim uygulamalari, kritik kontrol noktalar1 gibi daha ¢ok mikrobiyolojik
bulagsmay1 6nleyici bir yaklasimla saglanmaktadir. Ayn1 zamanda, kontrollii iiretim
ve sterilizasyon yontemleri ile patojen mikroorganizmalarin gidalardan tamamen
arindiritlmast ~ zorunludur. Bu  amagla  gidalarin  indikatér  patojen
mikroorganizmalar, koliform grubu bakteriler ve toplam mezofilik aerobik bakteri
sayilar gibi temel mikrobiyolojik analizler ile hijyenik durumlarinin belirlenmesi
gerekmektedir. Degerlendirme sonucunda bir risk s6z konusu ise acil onlemlerin

alimmasi1 saglanmalidir.

Gida hijyenindeki diizenlemeler, iilkelerin kiiltiir diizeylerinin yiikselmesi, saglik
kosullarini etkileyen ilerlemeler ve bu yonlerde yapilan arastirmalara ragmen, gida
zehirlenmeleri diinya iizerinde oldugu gibi {ilkemizde de halen goriilmektedir
(Aran, 2010). Gida zehirlenmeleri, toplu beslenmenin yapildig1 yerlerde ortaya
cikmaktadir ve %90-99’u mikrobiyal kokenlidir. Bu tip zehirlenmeler gida
enfeksiyon ve intoksikasyonlari seklinde goriilmektedir (Kitai ve Shimizu, 2005).

Gida enfeksiyonlart patojen mikroorganizmalari igeren besin maddelerinin
insanlar tarafindan tiiketilmesiyle olusmaktadir. Salmonella, Clostridium

perfringens ve enteropatojen Escherichia coli’nin gidalar vasitasiyla insanlar



tarafindan alinmasi sonucu olusan hastaliklar birer enfektif gida zehirlenmesidir
(Sengdz, 2004).

Gida  intoksikasyonlarinda  ise, gida maddesi igerisinde  bulunan
mikroorganizmalarin  olusturdugu toksin insanlar tarafindan alimmaktadir.
Staphylococcus aureus, Clostridium botulinum, Bacillus cereus ve mikotoksin
olusturan mantarlar gida intoksikasyonlarina sebep olmaktadir (Seng6z, 2004).

Gida kaynakli hastalik olaylarinda, gidalardaki toplam bakteri sayilarinin
10°%kob/g’dan fazla oldugu goriilmektedir. Ancak bazi bakterilerin virulansi
kuvvetlidir ve birka¢ tanesi dahi enfeksiyona neden olabilmektedir. Ornegin
Salmonella tiirleri gida kaynakli hastaliklar yoniinden genellikle diger
bakterilerden  daha  diisik enfeksiyon dozlarmmda  (<10°kob/g)  risk
olusturabilmektedir. Direnci diisiik kisilerde ise 1-10kob/g oranlarinda dahi risk
teskil edebilmektedir (Doyle ve Cliver, 1990; Cox, 1999).

Patojen mikroorganizmalarin hastalik olusturmalarinda bakterilerin virulansindan
baska; kisinin direnci, yasi, bagisiklik mekanizmasi gibi degisik faktorlerin etkisi
de s6z konusudur. Ancak her toplumda toplumun gida tiiketim aligkanliklar1 ve
gidalarin  mikrobiyolojik  &zelliklerine bagli  olarak  gelisen bagisiklik
mekanizmasinda farklilik vardir. Gelismis iilkelerde genellikle giinliik gidalar
kanaliyla alinan mikroorganizma sayilart ve tiplerinin en aza indirilmesine
gosterilen 6zen sonucunda bagisikligin distiigli ve bu durumun iilke disina
cikildiginda, gida kaynakli hastaliklar yoniinden daha fazla risk olusturdugu
belirtilmektedir. Fakat her patojen mikroorganizma igin gidalar kanaliyla bir
bagisiklik kazanilmasmin s6z konusu olmayacagi goz Oniine alinarak tiiketici

saglig1 acisindan hijyenik kurallara uyulmasi gerekmektedir (Ekici vd., 2008).

Gida giivenligi konusunda yeni yaklasimlar, mikroorganizmalarin kiiltiirel analiz
yontemlerinde bir seri degisikligi de beraberinde getirmistir. Buna bagh olarak,
laboratuvarlarda otomasyon, kalibrasyon, akreditasyon, ydntemlerin gecerli
kilinmasi (validasyon), standart yontemlerin dogru uygulanmasi (verifikasyon),
ol¢lim belirsizligi gibi matematiksel uygulamalar agirlik kazanmaya baslamis ve
genetik-serolojik esasli analizler laboratuvarlarda giderek yaygimlasmistir.
Tiirkiye'de bu tip uygulamalar ¢ok yeni degildir. Ozellikle akademik ¢aligmalarda
ve gida sanayisinin kaliteye onem verilen kuruluslarinda olduk¢a uzun bir

zamandan beri uygulanmaktadir.



Yeni gelistirilen ve kimi yerde modern kimi yerde ise yeni olarak tanimlanan bu
yaklasimlarin gegerliligi standart yontemlerle kiyaslanarak simanmaktadir. Bir
baska deyisle, yeni bir analiz yaklagiminin, uluslararasi platformda gegerli olarak
taninmasi i¢in en azindan standart yontemlere esdeger performans gdstermesi

zorunludur.

Bu durumda klasik yontemler hala gegerlidir ve FDA ile ISO gibi kuruluslar bu
yontemleri esas almaktadirlar. Ancak modern yontemlerin de gecerliligi kabul
edilmelidir. Kisa bir siire sonra ozellikle molekiiler-serolojik esasli testlerin
standart analiz yontemi olarak gecebilecegi diisliniilmektedir.

Mikroorganizmalarin yap1 ve fonksiyonlarinin belirlenmesi, tanimlanmasi ve
smiflandirilmasi i¢in kullanilan teknikler, kiiltiirel yontemler ve molekiiler
yontemler olmak iizere ikiye ayrilmaktadir.

1.1. Kiiltiirel Yontemler

Kiiltiirel sayimda temel yontem, petri kutusunda yayma yontemi ile yapilan
kiiltiirel sayimdir. Gidada aranacak mikroorganizma sayist 1000kob/ml ya da
10000kob/g diizeyinde ve daha fazla ise yayma kiiltiirel sayim yontemi uygundur.
Sayi, 100kob/ml ya da 1000kob/g diizeyinde ise dokme kiiltiirel sayim, bu
degerlerden az ise EMS (En Muhtemel Say1) yontemi ya da analiz edilecek gida
uygun ise membran filtrasyon yontemi kullanilir. Kiiltiirel analizlerde selektif
olmayan bir genel besiyerinde 0On zenginlestirme, selektif besiyerinde
zenginlestirme, selektif kat1 besiyerine gecis, tipik kolonilerin izolasyonu ve
tanimlanmasi yapilir. (Orlab On-Line Mikrobiyoloji Dergisi, 2006)

Salmonella, Listeria monocytogenes, E. coli O157:H7 serotipi gibi gida kaynaklh
birincil patojenlerin gidalarda bulunmasina izin verilmez. Bu nedenle bu tiir
patojenler i¢in genellikle var/yok testleri uygulanir. Cogu uluslararasi standartta
analiz edilecek gida miktar1 25g ya da 25ml olarak verilmektedir ve yasal olarak
analiz edilecek gida miktarini ifade eder. (Orlab On-Line Mikrobiyoloji Dergisi,
2006)

Bakteri popiilasyonlarmin sayis1 ve gesitliligi kdiltiirel yontemler ile tahmin
edilebilmektedir. Fakat bazi bakterilerin kiiltiir ortaminda gelistirilmesi
olanaksizdir ve bu tiir organizmalar gelismeye bagli metotlarla karakterize
edilemezler. Ayrica, bircok tiir igin en uygun biliylime ortamlari heniiz



bilinmemektedir. Ayn1 zamanda kiiltirel yontemlerde, aranan bakteriye O6zgii
besiyerleri, katki maddeleri, indikatdr boyalar ve besiyerine secici 0Ozellik
kazandiran bilesenlerin kullanimin gerekmesi nedeniyle zahmetli hazirlik
asamalaria ve uzun inkiibasyon siirelerine ihtiya¢ duyulmaktadir (Kell vd., 1998).
Karigtk mikroorganizma gruplarmin  geleneksel kiiltiirel yontemler ile
belirlenmesinin giivenilirligi de oldukg¢a sinirlidir (Wagner ve Amann, 1997).
Benzer sekilde kiiltiirel yontemlerin, hiicrelerin bir araya toplanmasi veya komsu
hiicrelerin inhibisyon etkileri gibi teknik zorluklar1 da bulunmaktadir (Kell vd.,
1998).

Bu nedenlerle gida ve sularda biiylik énem tasiyan bazi mikroorganizmalarin
giivenilir saymm i¢in kullanilan kiiltlirel teknikler zaman zaman yetersiz
kalmaktadir.

Mikroorganizmalarin sayiminda EMS yontemi de siklikla kullanilan yontemlerden
biridir. EMS yodntemi, mikroorganizmalarin konsantrasyonu hakkinda net bir bilgi
vermezken bu konsantrasyonu istatistiki bir yaklasimla belirlemektedir
(Tchobanoglaus ve Burton, 1991). Canli hiicrelerin en muhtemel sayilar esit
hacimdeki ¢ok tekrarli testler sonucunda elde edilen negatif ve pozitif sonug
sayilarinin analizi ile elde edilmektedir. EMS yontemi ile Legionella gibi kiiltiir
ortaminda zor gelisen bakterilerin sayiminin yapilmasi, segici besiyerlerinin
kullaniminin gerekliligi ve uzun inkiibasyon siirelerine ihtiyactan dolay1 oldukga
zordur (Bartie vd., 2000).

FA (Floresans antikor) teknigi EMS yonteminin bu zorluklarin1 yenmek amaciyla
gelistirilmis bir tekniktir (Abeliovich, 1992). Bu teknik hedef organizma igin
antikor tretilmesini gerektirmektedir. Bu teknigin de smirlandigi bazi noktalar
bulunmaktadir. Ilk olarak, kiiltiirii yapilamayan bakterilerin, antikor iiretimi i¢in
saf kiiltiire olan ihtiya¢ nedeniyle incelenememektedirler. Antikorlarin spesifik
olmayan baglanmalar1 arka plan floresansina neden olmaktadir (Wagner ve
Amann, 1997).

Gida ve su Orneklerinin analizleri, giinimiiz gida endiistrisinde gerekli bir
basamak olmakla beraber, ¢cok sayida standarda uyulmasi gerekmektedir. Ornegin
Salmonella izolasyonu ve belirlenmesi i¢in uygulanan kiiltiirel metotlarda hassas
bir laboratuar ¢aligmasina ve zamana ihtiya¢ duyulmaktadir. Salmonella aranmasi
icin kullanilan standart kiiltiirel yontem (AOAC-Assoc. Official Analytical



Chemists/BAM-Bacteriological Analytical Manual, 1990; FDA-Food and Drug
Administration, 1984) ile negatif 6rneklerin belirlenmesi en az 4 giin siirmektedir
ve eger slipheli koloniler tespit edilirse dogrulama amaciyla yapilan ¢aligmalarla
bu siire 2-3 giin daha uzamaktadir. Bu nedenle, Salmonella aranmasi1 amaciyla
hizli tekniklerin gelistirilmesi gida endiistrisinde gelismekte olan ve de ihtiyag
duyulan bir islemdir.

Direkt mikroskobik sayimlar ile canli hiicre sayimlarina gore daha fazla say1 elde
edildigi siklikla rapor edilmistir (Amann vd., 1995). Cogu bakteriyel hiicre canli
halde, mikroskobik olarak goriintiilenebilmekte fakat besi yerlerinde koloni
olusturmamaktadir. Bu sessiz ama aktif olan hiicreler iki nedenden dolay1
belirlenememektedir: i) Bilinen tiirler olup uygun kiiltiir kosullar1 uygulanmamistir
veya kiiltiire edilemeyen tiirlerdir. ii) Bilinmeyen tiirlerdir ve heniiz uygun kiiltiirel
yontemler ile {iretilememislerdir. Bu durum Salmonella enteritidis, Vibrio
cholerae, ve V. vulnificus gibi patojenler ile yapilan calismalarda ayrintili bir
sekilde gosterilmistir. Bu bakteri tiirleri, tuzlu sular veya diisiik sicakliklar gibi
uygunsuz ortam kosullarinda hizli bir sekilde kiiltiire edilemeyen bir duruma
gegebilirler (Amann vd., 1995).

1.2. Molekiiler Yontemler

Farkl1 suslarin belirlenmesi, kiiltiirel metotlarin hata paylarinin azaltilmasi ve kisa
siirede sonu¢ alinmasi amaglaniyorsa molekiiler araclarin kullanilmasi mutlaka
gereklidir.

Ortalama 1500 niikleotidden olusan bir bakteri 16S rRNA (ribozomal RNA),
giivenilir bir filogenetik analiz i¢in yeterli bilgiyi tasimaktadir (Amann vd., 1995)
ve rRNA tiim organizmalarda bulunmaktadir. Evrimin ilk baslarindan beri
fonksiyonu degigsmemistir ve bu nedenle niikleotid sekanslar1 ve sekonder yapilari
yiiksek derecede korunmustur. rfRNA ayni zamanda organizmalar arasindaki
evrimsel iligkileri etkileyen degisken bolgeler de icermektedir. Degisken bolgeler,
PCR (Polimeraz Zincir Reaksiyonu) igin primerlerin veya hibridizasyon
problarinin hedefleri i¢in uygun bolgeler olarak kullanilabilmektedir. Problarin ve
primerlerin, ribozomun kii¢iik alt biriminin 16S/18S rRNA’ larina veya biiyiik alt
biriminin 23S/28S rRNA’ larina hedeflenmesi i¢in diger nedenler ise; lateral gen
aktariminin azligi; 16S ic¢in yaklasik 1500 niikleotid ve 18S igin yaklasik 3000
niikleotid olmak iizere olduk¢a uzun niikleotid dizilerine sahip olmalari;



kargilagtirmali sekans analizi yapilabilmesi i¢in genis rRNA veri tabanlarinin
bulunmasidir (Maidak vd., 1999; Van de Peer vd., 1999).

1993’ de Deutsche Forschungsgemeinschaft (DFG) ‘Structure/function analysis of
natural microbial communities’ baslikl1 6zel bir aragtirma programi baglattigindan
beri rRNA hedefli niikleik asit problar molekiiler biyologlar i¢in siklikla kullanilan
Ozellesmis bir ara¢ haline gelmistir. Bu yaklagim son 20 yilda hibridizasyon
tekniklerinin kullanilmasina ve oldukga ilging bulgulara ulasilmasina neden olmus
ve yeni arastirma programlarinin baglatilmasina itici gii¢ olmustur (Amann ve
Ludwig, 2000).

Son yirmi yildir, immunoassay veya DNAH (DNA hibridizasyonu) gibi hizl
yontemler gelistirilmistir (Flowers vd., 1987; Izat vd., 1989; Curiale vd., 1990;
Cano vd., 1992; Aabo vd., 1993). DNAH yontemleri, 1989 yilinda AOAC ve FDA
tarafindan kabul gérmiistiir (Flowers vd., 1987; Curiale vd., 1990).

SSU (Kiigiik Alt Birim) rDNA (ribozomal DNA) amplifikasyonu, klonlanmasi ve
sekanslanmasi; DGGE (denature jel gradient elektroforezi) ve TRFLP (terminal
restriksiyon fragment uzunluk polimorfizmi) gibi bir¢ok molekiiler teknik
mikrobiyal ¢esitliligin arastirilmasinda kullanilmistir (Rusch vd., 2003; Xu vd.,
2005; Schwartz vd., 2007). DGGE, RFLP (restriksiyon fragment uzunluk
polimorfizmi), PCR gibi 16S rRNA temelli yontemlerin mikrobiyal cesitliligi
belirlemekte giliclii yontemler olmasma ragmen, farkli hiicrelerdeki farkli
miktarlardaki rRNA igerigi nedeniyle, toplam hiicre sayilarinin belirlenmesinde
yeterli netligi saglayamamaktadir (Amann ve Ludwig, 2000).

Bakterilerin 16S rRNA’ sma hedefli floresans igaretli oligoniikleotid problar ile
gerceklestirilen Fluorescence In  Situ Hybridization (FISH) teknigi, dogal
cevrelerdeki bakterilerin belirlenmesi i¢in uzun yillardir kullanilmaktadir (Bottari
vd., 2006).

1.2.1. Hibridizasyona Dayah Teknikler

Niikleik asit problari enzimatik veya kimyasal olarak sentezlenebilirler. Floresans
boya ile veya radyoaktif olarak isaretlenen rRNA hedefli oligoniikleotid problar
tek zincirli sekansin komplementeri olarak c¢ift zincirli niikleik asiti elde etmek
amactyla kullanilirlar. Bu isleme hibridizasyon islemi adi verilmektedir.
Hibridizasyon teknikleri ile ¢evresel drneklerin karakterizasyonu amaciyla rRNA



hedefli niikleik asit problarmm kullanimini gosteren akig semasi: Sekil 2.1.° de

verilmisgtir.

Oligonukleotid ve hedef RNA arasinda hibrid olusumundan sonra, farkli belirleme
teknikleri kullanilmaktadir. Bunlardan en yaygin olarak kullanilanlari, radyoaktif
ve floresans isaretli problardir. Hiicre hibridizasyonu i¢in kullanilan
oligonukleotid problar genellikle, FITC (Fluorescein isothiocyanate), CY3
(Cyanine 3) veya CY5 (Cyanine 5) gibi floresans belirtegler ile isaretlenirler.
Hibritlesme olan bolgelerde, bu boyalarin verdigi sinyaller, epifloresan
mikroskobu ve konfokal lazer tarayict elektron mikroskobu yardimiyla

incelenebilirler.

In situ Hibridizasyonu-Cevresel
Ornek

Tam hiicre Hibridizasyonu-
Hiicrelerin zenginlestirilmesi

Kantitatif Dot Blot- Niikleik
asitlerin ekstraksiyonu

/ Southern blot- rDNA ve ¢ DNA

Prob Niikleik asit probu Dot Bloth/Koloni-rDNA klonlari

sentezi \

Prob
dizayni1

A 4

rDNA sekanslari

rDNA veri tabani

Sekil 2.1. Hibridizasyon teknikleri ile ¢evresel oOrneklerin karakterizasyonu
amactyla rRNA hedefli niikleik asit problarin kullanimin1 gosteren akis semast



Hibridizasyona dayali1 tekniklerin 6nemli avantajlar1 bulunmaktadir;

a.16S rRNA sekanslar1 organizmalar arasinda filogenetik bilgi saglarlar ve
aktivitelerine bagli kalmadan farkli popiilasyonlar1 birbirinden ayirabilirler.
(Coskuner, 2002)

b.Aynm1 ornekte farkli floresans boyalarla isaretli ¢oklu problarin kullanimina
olanak saglarlar (Eyice, 2004).

c.DNA veya RNA amplifikasyonu olmadan hiicrelerin mikroskobik olarak
incelenmesine olanak saglarlar (Coskuner, 2002).

d.Yiiksek o6zgiilliikte ve hizli sonug verirler (Coskuner, 2002).

e. Kiiltiir ortaminda gelistirilemeyen organizmalarin ortamlarinda

goriintiilenmesine olanak saglarlar (Coskuner, 2002).

1.2.1.1. Floresans in situ hibridizasyon (FISH) teknigi

Mikroorganizmalarin in sifu (yerinde) tanimlanmalar1 ve sayimlari, morfolojik
yapist bozulmamis hiicrelerin i¢indeki rRNA’ larin 6zel bir yontemle floresans
olarak gozlenmesi esasina dayanarak yapilmaktadir. Daha sik kullanilan bir terim
olan ‘yerinde hibritlesme’ hiicrelerin kendi habitatlarinda belirlenmesi anlamina
gelmektedir (Amann vd., 1995).

FISH tekniginin temel basamaklari
Tipik bir FISH protokoliinde 4 ana basamak bulunmaktadir. Bunlar;

a.Fiksasyon ve gecirgenlestirme: Ornek igindeki hiicreler, fiksasyon islemi ile
morfolojik biitiinliikleri korunarak gecirgenlestirilirler. Bu amagcla alkol ve
aldehitler kullanilir.

b.Hibridizasyon: Ornekler floresans isaretli oligoniikleotid prob iceren
hibridizasyon tamponu i¢inde inkiibe edilirler.

c.Yikama: Ornekler yikama tamponu ile yikanarak baglanmamis problar

uzaklagtirilir.



d.Inceleme: Ornekler lam iizerine alinarak epifloresans mikroskop veya CSLM
(Confocal Scanning Laser Mikroskop) altinda incelenir.

FISH tekniginde dikkat edilmesi gereken noktalar

FISH yonteminin en O6nemli noktalarindan biri her bir prob igin optimum
hibridizasyon kosullarinin belirlenmesidir. Optimal hibridizasyon sicaklig:
problarin yanlis rRNA sekanslarina baglanmalarini engellemek amaciyla mutlaka
belirlenmelidir (Head vd., 1998).

Yikama tamponlarindaki NaCl (sodyum kloriir) konsantrasyonu da
hibridizasyonun  dayanikliligi i¢in 6nemli faktdrlerden  biridir. NaCl
konsantrasyonunun artmasi hibridizasyonun 6zgilliigiinii azaltirken, farklt NaCl

konsantrasyonlar1 6zgiil olmayan baglanmalari elimine etmektedir.

Tm (erime sicaklig1) degeri de hibridizasyonu etkilemektedir. Tm degeri DNA’nin
%50’ sinin eridigi sicakliktir ve oligoniikleotid problarin ayrisma sicakligi (Td) ile
iligkilidir. Yiiksek GC igerigi, guanin ve sitozin baz ¢iftleri arasindaki baglarin
(tiglii hidrojen bagi) adenin-timin baz ciftleri arasindaki baglardan daha giiclii
olmasi1 nedeniyle daha yiiksek erime sicakliklarina neden olur (Madigan vd.,
1997).

1.2.1.2. FISH yonteminde karsilasilan sorunlar

Hiicre ve sinyalin yoklugu

Tam hiicre hibridizasyonu tek bir hiicreyi tamimlamakta kullanilabilir fakat bu
hiicreyi mikroskobik alana tagiyabilmek zaman zaman zor olmaktadir (Amann vd.,
1995).

Diisiik sinyal yogunlugu

Diisiik sinyal yogunlugu da diger bir énemli sorun olarak karsimiza ¢ikmaktadir.
Eger problarla ilgili bir sorun yoksa bu problem sadece hiicre sayisinin azligindan
veya hedef rRNA larin hiicre igine yetersiz girisinden kaynaklanabilir (Amann
vd., 1995).
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Gelisme hi1z1 ve hiicresel rRNA iceriginin iliskisi

rRNA igerigi ve bakterilerin geligme oranlar1 arasinda dogrudan bir iliski
bulunmaktadir. Buna gore, yavas gelisen hiicreleri belirlemek diisiik hiicresel
rRNA igerikleri nedeniyle zor olmaktadir. Bu sayede probun olusturdugu floresans
miktar1, hiicrelerin gelisme yetenegi hakkinda fikir vermektedir (Amann vd.,
1995).

Hiicre gecirgenligi

Hiicre hibridizasyonunda asilmasi gereken en 6nemli sorun, probun hiicre igine
girisidir. Bu, alkol gibi denaturantlar veya formaldehit veya paraformaldehit gibi
capraz baglayict ajanlar tarafindan saglanmaktadir. Bu fiksasyon yoOntemleri
sadece hiicre gegcirgenligini degil aynm1 zamanda hiicrelerin hibridizasyon
sirasindaki morfolojik biitiinliiklerini korumaya da yaramaktadir (Head vd., 1998).

Hedefin ulasilabilirligi

Yiiksek rRNA igerigine sahip, hizli gelisen bir kiiltiir diisiik sinyal yogunlugu
gosterdigi zaman, rRNA hedefli problarin fikse edilmis hiicreler i¢ine olan sinirlt
difiizyonu veya ribozomlardaki RNA-RNA ve RNA-protein gibi iist diizey
yapilarin prob hibridizasyonunu engellemesi gibi sorunlar olabilecegi akla
gelmektedir (Amann vd., 1995). Bu nedenlerden hangisinin bu soruna neden
oldugunun bulunmasi, evrensel bir probun kullanilmasi ile ayirt edilebilir.
Evrensel bir prob kullanildiginda yiiksek sinyal elde edilmesine karsin diger bir
probun kullanilmasi diigiik sinyale neden oluyorsa sorunun hedef bdlgenin
ulagilabilirliginin yetersizliginden kaynaklandig1 anlagilir (Head vd., 1998).

Hassasiyet

Hibridizasyonun hassasiyeti karsilasilabilecek sorunlardan biridir. Genellikle,
sadece aktif ve yiiksek miktarda ribozom ve hedef rRNA igeren hiicreler, tek bir
floresans boya ile isaretli problar ile gii¢lii sinyal vermektedirler. Hibridizasyonun
hassasiyetini artirmak i¢in, ¢oklu floresans isaretli ve enzim-bagli problar veya
sinyal artirllmasina yonelik sistemler gelistirilmistir. Bunlara ek olarak, yiiksek
hassasiyetli goriintiileme sistemleri de hibridizasyon ¢aligmalarinin hassasiyetini

artirmak amaciyla gelistirilen tekniklerdendir (Head vd., 1998).



11

Arka plan floresansi

Yiiksek miktarda arka plan floresansi da sik karsilasilan diger bir problemdir.
Archeae gibi bazi mikroorganizmalar isaretli olanlardan daha fazla sinyal
gosterebilirler. Bu sorun, ¢oklu floresans oligoniikleotid problarin kombine olarak
kullanilmalar1 veya emisyon dalga boylar1 oto floresansla ayni dalga boyuna denk
gelmeyen floresans boyalarin kullanimi ile ¢oziilebilir (Delong vd., 1989). Bu
problemin etkilerinden korunmak i¢in mutlaka pozitif ve negatif kontroller

kullanilmalidir.

1.3. indikator Bakteriler

Indikatér mikroorganizmalar gida sanayiinde kurallara uygun olarak iiretim
yapilip yapilmadiginin gostergesi olarak degerlendirilir. Hammadde, iiretim
teknolojisi, 1iyi ve dogru iretim uygulamasi konularinda indikator
mikroorganizmalar bilgi verir. Indikatér mikroorganizmalar gidalarin kalitesinin

gostergesidir (Anonim, 2010).

Indikator mikroorganizmalar ile patojenler birbirinden tamamen farkli
degerlendirilmelidir. Gida kalitesi hakkinda fikir elde etmek igin kullanilan
indikator mikroorganizmalar toplam bakteri, toplam maya ve kiif, toplam
koliformlar, fekal koliformlar gibi mikroorganizma gruplaridir. Toplam bakteri
icinde siklikla patojen bakteriler bulunmakla birlikte, analiz yontemi uyarinca bu
bakteriler sadece toplam bakteri olarak degerlendirilir. Aksine olarak bir gida
maddesinin iretiminde kullanildig1 icin yararli olarak degerlendirilen bir
mikroorganizma (Ornegin, rokfor peyniri yapiminda kullanilan Penicillium
roqueforti) baska bir gidaya bulasirsa yine indikator mikroorganizma olarak
toplam maya ve kiif analizinde standartlarin {izerinde kiife rastlanacagi i¢in o iiriin
bozulmus olarak kabul edilir (Anonim, 2010).

Gida isletmeleri kendi kalite programlar1 ger¢evesinde hammaddeden baglayarak
farklt mikroorganizmalar1 indikator olarak belirleyebilir. Ayrica, kamu kontrol
kuruluslar1 tarafindan belirlenen indikatdr mikroorganizmalar da bulunur. Gida
endiistrisinde indikatér olarak secilen mikroorganizmalarin belirli 6zellikler
tasimas1 gerekmektedir. Oncelikle gidalarda mikrobiyal kalite ile iliskili bu
mikroorganizmalarin varligi kolaylikla ve hizla belirlenebilmeli ve sayilabilmeli,

diger mikroorganizmalardan ayrilabilmeli, gidada bulunan dogal flora tarafindan
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bu mikroorganizmalarn gelismesi engellenmemelidir. Iliskili olarak, toplam
bakteri, toplam maya ve kiif, toplam ozmofilik ve ozmotolerant mayalar, kserofil
kiifler, toplam proteolitik bakteriler, toplam koliformlar gibi farkli
mikroorganizmalar farkli gidalarin  kalitesinin  belirlenmesinde indikator
mikroorganizma olarak kullanilmaktadir. Indikatér mikroorganizmalar olarak en
onemli grup fekal kontaminasyon indeksi bakterilerdir. Fekal kontaminasyon
indeksini olusturan bakteriler, gidaya hammaddeden baslayip gidanin taginmasina
kadar bir ya da daha fazla asamada dogrudan ya da dolayli olarak diski
bulastigimin gostergesidir. Fekal koliformlar, enterokoklar ve Clostridium
perfringens tipik fekal kontaminasyon indeksidirler. Fekal koliformlar yerine
yaygin olarak E.coli kullanilir. Bunlardan enterokoklar sularda fekal
kontaminasyon belirlenmesi i¢in digerlerine gore daha iyi bir gosterge olarak
kabul edilir. Analiz edilen materyalde bagirsak kokenli olan bu bakterilerin
varliklarinin gosterilmesi o materyalde bagirsak kokenli her bakterinin bulundugu
anlammma gelmemekte, sadece bir potansiyel tehlikenin olduguna isaret
edilmektedir. Insanin da dahil oldugu, herhangi bir sicak kanli hayvanin
bagirsaginda basta E.coli olmak iizere diger fekal koliformlar da mutlaka vardir,
ancak o bireyde Salmonella ve Shigella gibi yine bagirsak kokenli patojenler
bulunmaz (Anonim, 2010).

Fekal kontaminasyon indeksini olusturan bakterilerin analiz edilen materyalde
bulunmast bir hijyen eksikligidir. Fekal kontaminasyon indeksini olusturan
bakterilerin aranmasinda standart mikrobiyolojik analiz yontemleri kullanilmakla
birlikte, gida maddesinin tiirline gore farkli besiyerleri kullanilmaktadir.
Koliformlar ve enterokoklarin aranmasinda, patojen bakterilerin aranmasinda
kullanilan besiyerlerine yapilan ekimlerin, fekal koliform ve enterokoklarin tireme
ve gelisme sicakligi olan 44,5°C’de inkiibasyonu en sik kullanilan ydntemdir.
Yine fekal koliformlar ve enterokoklar icin gelistirilmis ticari besiyerleri de
bulunmaktadir (Anonim, 2010).

Gida maddeleri kadar, sularda da fekal kontaminasyon 6nemlidir. Sularda aranan
fekal kontaminasyon indeksi bakteriler agirlikli olarak enterokoklar ve fekal
streptokoklardir. Diger taraftan su sistemlerinde yerlesen Onemli patojen
bakterilerin en bilineni ve bugiine kadar yasanan salginlarin nedeni Legionella
pneumophila dir (Bartie vd., 2000).
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1.3.1. Escherichia coli

Ilk defa 1885’te Dr. Theodor Escheric (Holt vd., 1994) tarafindan tanimlanan
Escherichia coli, 1950 yilima kadar insan ve hayvanlarin bagirsak sisteminde
normal florada bulunan, patojen olmayan bir mikroorganizma olarak kabul
edilmistir. Gida hijyeninde indikatér mikroorganizma olarak kabul edilen ve fekal
kontaminasyonun bir gostergesi olarak degerlendirilen E. coli; bazi serotiplerinin
hastaliklara neden oldugunun ortaya g¢ikmasiyla potansiyel bir patojen olarak
tanmimlanmistir (Doyle ve Cliver, 1990).

E. coli, Enterobacteriaceae familyasina ait, gram negatif, ¢ubuk seklinde,
fakiiltatif anaerob, spor olusturmayan, peritratik flagellasi ile hareketli bir bakteri
olup insan ve ¢ogu sicakkanli hayvanlarin dogal bagirsak florasinda
bulunmaktadir (Unliitirk ve Turantas, 1998). Ortalama 1,1-1,5x2,0-6,0pm
boyutlarindadir. Laktozu fermente ederler. Optimum iireme sicakligi 37°C olup 7-
46°C’ ler arasinda iireme goriiliir. pH 4,4 ile pH 9,0 degerlerinde canliligim
koruyabilmektedir. Minimum aw (su aktivitesi) degeri 0,95 degerindedir. Genetik
olarak Shigella ile benzerlik gosterir. £ coli diger Enterobacteriaceae iiyelerinden
pek cok sekeri fermente etme 6zelligi ve diger biyokimyasal testlerle ayrilmaktadir
(Adams ve Moss, 1995). E.coli ve 6zellikle E.coli O157:H7 diisiik pH (pH 3,6’nin
altinda) degerlerindeki ortamlarda gelisim gosterebilmektedir. Ayrica aside maruz
kalma durumunda asit toleransinin arttig1 kaydedilmistir (Lake vd., 2002). Aside
dayanikli oldugundan dolay1 pH’ s1 1-2 olan midede yaklagik 3sa siiren sindirime
dayanmakta ve ince bagirsaklara gegebilmektedir. Donma ve asiditeye karsi da
son derece dayanikli olan E.coli 0157:H7’den korunmak i¢cin ABD’de kirmizi
etlerin 1sinlanmasma izin verilmistir (Park vd., 1999). Patojenitesi,
mikroorganizmanin insanlarin bagirsak epitellerine baglanip, verotoksin olarak da
bilinen Shiga toksini liretmesine baglhdir (Duffy vd., 2006). Shiga toksini iireten
E.coli (STEC) ¢ok diisiik miktarda bile olsa, hastalik olusturmaya yeterli oldugu
bilinmektedir (Karch vd., 1999).

E.coli genel olarak 6zellikle cocuklarda diyare, hemorojik kolit, dizanteri, bobrek
ve mesane enfeksiyonlari, cerrahi yara enfeksiyonlari, septisemi, hemolitik iiremik
sendrom, zatiirree, menenjit ve bu hastaliklardan bazilarinin sonucu &liim
vakalarina neden olabilmektedir (Coia, 1998; Bell ve Kyriakides, 2002). Bu
bakterinin insanlar igin patojen olanlart 6 grupta toplanmaktadir. Bunlar;
Enteropatojenik E.coli (EPEC), Enteroinvaziv E.coli (EIEC), Enterotoksijenik
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E.coli (ETEC), Enterohemorajik FE.coli (EHEC), Enteroaggregatif F.coli
(EaggEC), Diffuz adeziv E.coli (DAEC) olarak siralanabilir (Erol, 1999). E.coli
O157:H7, en ¢ok izole edilen ve en yiiksek virulans 6zellik gosteren Stx (shiga
toksin iireten) iireten E.coli’ dir. Diger nemli EHEC serotipleri, 026: H11, O103:
H2, O111: NM ve O113:H21’dir. E.coli her ne kadar gida kaynakli salginlara
neden oldugu uzun yillardir kabul edilse de gida endiistrisi agisindan son
zamanlarda 6zellikle verotoksin iireten E.coli (Vero sitotoksijenik E.coli: VTEC)
esas tehlike olarak goriilmektedir. Ingiltere ve ABD’nin de iginde bulundugu pek
¢ok iilkede basta E.coli O157:H7 olmak fizere, E.coli 026, 0103, O111, 118 ve
0145 VTEC’ in pek ¢ok enfeksiyona veya hastaliga neden oldugu rapor edilmigtir
(Bell ve Kyriakides, 2002). Insanlarda gériilen E.coli 0157:H7 enfeksiyonlar1 daha
cok pismemis et ve siitlerden kaynaklandigi bilinmekle (Armstrong vd., 1996)
beraber digkiyla kontamine olmus et ve diger gidalarda bu susun esas kaynagi
olarak belirtilmektedir (Jo vd., 2004) . E.coli varligin1 belirlemek i¢in daha ¢ok
ELISA, PCR-ELISA (Enzim bagli immiinosorbent assay), PCR-elektroforez, Real
time PCR gibi metotlar kullanilmaktadir (Lazcka vd., 2007).

1.3.2. Salmonella spp.

Salmonella, Enterobacteriaceae ailesindeki Salmonellae kabilesinin tek cinsidir
(Cox, 1999). 1885 yilinda Amerikali bakteriyolog D.E. Salmon ilk anda bu
mikroorganizmay1 Bacterium suipestifer olarak adlandirmis ve domuz vebasina
neden olan domuz kolera Bacillus seklinde karakterize etmistir (Bell ve
Kyriakides, 2002).

Salmonella’ lar, fakiiltatif anaerob, gram negatif, ¢ubuk seklinde, S.gallinarum
hareketsiz, S.pullorum ¢ogunlukla hareketsiz, diger tiirleri ise hareketli olan bir
bakteri olarak bilinmektedir. Ancak hareketli tiirlerin bazi mutantlar1 da
hareketsizdir. Salmonella® lar, 0,7-1,5x2-5um boyutlarinda kemoorganotrof
beslenme sekli gosteren, basta glikoz olmak {izere arabinoz, maltoz, ramnoz,
sorbitol ve ksiloz gibi karbonhidratlar1 ve polihidroksi alkolii fermente ederek asit
ya da asitle birlikte gaz olusturur. Ancak S.typhi gaz iiretmez. Spor ve kapsiil
olusturmamakla birlikte, mikrokapsiilleri mevcuttur (Tunail ve Halkman, 2000;
Bell ve Kyriakides, 2002; Carli, 2003)

Son arastirmalara goére 2300-2500 oldugu bildirilen Salmonella serotiplerinin
hepsi iki tiir i¢cine girmektedir. Bu serotiplerin tiimii patojenite gostermekle
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beraber, su an i¢in 150 tanesinin insan hastaliklartyla ilgili oldugu belirtilmektedir.
Serotiplerin agirhikli boliimii giiniimiizde S.enterica tiirlii iginde toplanmustir.
Insandan ve sicakkanli hayvanlardan en ¢ok izole edileni S.enterica subspecies
enterica’ dir. Diger S.enterica alt tirleri ve S.bongori genellikle daha ¢ok ¢evreden
ve sicakkanli hayvanlardan gelmektedir ve daha diisiik patojeniteye sahiptirler
(Doyle ve Cliver, 1990; Popoff vd., 1998; D’ Aoust, 2000).

Salmonella’ lar mezofilik bakteriler olup, minimum ireme sicakligit 7°C
maksimum tlireme sicakligi 50°C’ dir. Optimum tireme sicakligi ise 35-37°C
olarak belirtilmektedir (ICMSF-International Commission on Microbiological
Specifications for Foods, 1996; D’Aoust, 2000). Salmonella’ larin minimum
iireme pH degeri 3,8, optimum 7-7,5, maksimum 9,5’dir. Doyle ve Cliver (1990)
pH 3,7 degerinde iiremenin ¢ok nadir goriilebilecegini belirtmislerdir. Minimum
ireme pH degeri sicaklik, asit varligi, nitrit varligi gibi bir¢ok faktdrlerden
etkilenmektedir. Optimal pH degerinde inaktivasyon, sicaklik ve asit tipi igerigi
gibi pek cok faktdre bagli oldugu bilinmektedir. Su aktivitesi degeri diistiik¢e
gelisime izin veren pH degeri yiikselmektedir (Doyle ve Cliver, 1990).
Salmonella’ lar i¢in minimum tireme aw degeri 0,94, optimum 0,99’dur (Lake vd.,
2002). Salmonella’ lar genellikle % 3-4 tuz varliginda inhibe olmalarina ragmen
tuza kars1 toleranslart 10-30°C’ lerde sicaklik yiikseldikge artis gostermektedir.
Yiiksek tuz konsantrasyonu gidadaki mikro floranin gelisimini durdurarak raf
omrinii uzatmaktadir. Tuz ilavesiyle birlikte bakterinin dliimiine neden olan
bakteriyostatik etki su aktivitesi degerindeki azalmadan kaynaklanmaktadir (Ayres
vd., 1990).

Genel olarak Salmonella’ larin neden oldugu hastaliklar salmonellozis olarak
adlandirilmaktadir (Doyle ve Cliver, 1990). Sa/monella enfeksiyonlari, insanlarda
i¢ farkli sendroma yol agmaktadir. Bunlardan ilki S.#yphi’nin neden oldugu tifo,
en ciddi sendromdur (Haimovich ve Venkatesan, 2006). Ikinci grupta enterik
hastaliklar yer almaktadir. Ugiincii grupta ise salmonellozisin en yaygin tipi olarak
bilinen gastroenteritis gida zehirlenmeleri yer almaktadir (Doyle ve Cliver, 1990).

Salmonella’ lar i¢in minimal enfeksiyon dozu (MID), serotipe bagli oldugu kadar,
kisinin yas1, direnci ve iginde bulundugu gidanin tiirii gibi diger faktorlerden de
etkilenmektedir. Cocuklarda, yashlarda, agir hastalik ge¢irmis, radyoterapi,
kemoterapi gormils kisilerde enfeksiyon dozunun 10°kob/g' a kadar indigi
goriilmektedir (Doyle ve Cliver, 1990; Cox, 1999). Bergey’s Manual of
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Systematic Bacteriology (Holts vd., 1994)’ de hastaliga neden olan doz 10%
10°kob/g seklinde belirtilmisse de Doyle ve Cliver (1990), daha diisik sayida
hastalik yaptiklarmi ve kural olarak 10°kob/g iizerindeki Salmonella sayisinin
hastaliga neden oldugunu bildirmislerdir. Bu enfeksiyon dozu genel olarak dogru
olsa da, cikolata gibi mide pH simi yiikselten ve Salmonella’nin mide asiditesinden
korunmasini saglayan gidalar icin 10°kob/g kadar diisik dozlarin bile hastalik
olusturabildigi gézlenmistir (Hayes, 1995).

Kiimes hayvanlariin Sa/monella enfeksiyonlarinin yayilmasinda dnemli bir yeri
vardir. Gegmiste kanatlilar ve yumurta bir Salmonella kaynagi olarak goriilmiistiir.
Bazi aragtiricilar Salmonella ile kanatlilarin 6zel bir iligki iginde oldugunu ileri
sirmiislerdir (Goktan, 1990). Capita vd. (2002) salmonellozisin diinyada en
yaygin goriilen gida zehirlenmelerinden biri oldugunu belirtmis, kanatli etleri ve
bunlardan hazirlanan triinlerin Salmonella’ larm en 6nemli rezervuart oldugunu
bildirmislerdir. En 6nemli bulas1 kaynaklarimin kontamine et tiriinleri ile yumurta
oldugu da belirtilmektedir (Erol, 1999; Mutluer, 1991). Huis in’t Veld vd. (1994),
salmonellozise yol acan gidalar arasinda ilk siralarda yer alan tavuk eti ve kirmizi
etin Salmonella’ lar ile kontaminasyonu genellikle mezbahada kesim, i¢ organlarin
cikarilmasi ve par¢alama asamalarinda meydana geldigini belirtmiglerdir.
Salmonella’ nin bu hayvanlarda hastaliga neden olmadig1 belirtilmektedir (Butaye
vd., 2006). ELISA, sandwich ELISA, PCR-ELISA yontemleri Salmonella’ larin
belirlenmesinde kullanilan teknikler arasinda yer almaktadir (Lazcka vd., 2007).

1.3.3. Staphylococcus aureus

Staphylococcus ilk kez 1882 yilinda Alexander Ogston adli bir cerrah tarafindan
insanlarda piyogenik enfeksiyonlara neden oldugu belirtilerek ortaya c¢ikmustir
(Adams ve Moss, 1995). Staphylococcus spp. Micrococcaceae familyasinda yer
alan gram pozitif, kok seklinde, aerob ya da fakiiltatif anaerob bir
mikroorganizmadir. Sivi besiyerlerinden yapilan mikrobiyolojik muayenelerde
lizim formunda goriiliir. Hareketsiz olup spor olusturmaz fakat geng hiicrelerde
kapsiil goriilmektedir. Triptik soy agar gibi se¢ici olmayan besiyerlerinde beyaz-
krem renkte ya da parlak turuncu renkte renk pigmentasyonu yapar. 0,5-1,5 pm
boyutlarinda olup, tek, ¢ift, dortlii, kisa zincir olusturacak sekilde veya diizensiz
kiimeler seklinde goriilebilmektedir. Mannitol ve ¢esitli sekerleri fermente ederek
asit olusturur ancak gaz olusturmaz. Kanli agarda beta-hemoliz yapma 6zelligine
sahiptir ( Sutherland ve Varnam, 2002).
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Staphylococcus katalaz pozitif oksidaz negatiftir. Optimum gelisme sicakligi 37°C
de olup, 7-48°C sicaklik araliginda gelisim goriilmektedir. Optimum pH degeri 6-
7' dir. Gelisimin goriildiigli minimum pH degeri 4 maksimum 9,8-10 dur. %5-7
tuzlu ortamda gelisim gosterir. Bazi tiirlerin %20’ lik tuz konsantrasyonuna kadar
gelisebildigi belirtilmigtir. Diisiik aw degerine sahip ortamlarda yasayabilmektedir.
0,83-0,99 aw araliginda gelisim gosterirken S. aureus, enterotoksin iiretmesi igin
minimum 0,86 aw degerine ihtiya¢ duyar. Optimum aw degeri ise 0,99-0,99 dur.
Uziim salkimina benzeyen bir sekle sahip olmasindan dolayr Staphylococcus
olarak adlandirilmistir (Adams ve Moss, 1995; Erol, 1999; Martin ve Iandolo,
1999).

Stafilokoklar, sporsuz bakteriler iginde ¢evre sartlarina ve dezenfektanlara en gok
dayanan, kiiltiirlerde 40°C’ de 2-3 ay, -200°C’ de 3-6 ay dayanma siiresine sahip
mikroorganizmalardir. Stafilokoklar ayn1 zamanda antimikrobiyal ajanlara karst
gelistirdikleri diren¢ mekanizmalari ile 6nem kazanmiglardir. Penisilinin tedaviye
girdigi 1945 yilindan itibaren S.aureus suslarinda beta-laktamaza bagli penisilin
direnci hizla artmistir. 1960 yilinda penisilinaza dayanikli semisentetik bir
penisilin olan metisilinin kullanima girmesiyle birlikte bir yil icinde metisiline
direncli S.aureus (MRSA) suslar1 Avrupa’da saptanmaya baslanmustir. Ilk
“epidemik MRSA” susu 1980’de Ingiltere’de tanimlanmis ve ardindan farkli
cografik bolgelerden de direngli suslar bildirilmeye baglanmistir. Giiniimiizde
MRSA tiim diinyada hastane infeksiyonu etkenleri arasinda énemli bir sorun
olarak karsimiza ¢ikmaktadir (Sengéz vd., 2004). Pesavento vd. (2007) tarafindan
yapilan bir ¢alismada kanath eti, domuz eti ve sigir etinden olusan 176 drnekten
42 adet S.aureus izole edilmis ve bunlarin %30,95” inin en az 3 antibiyotige kars1
direng gosterdigi belirtilmisgtir.

Biitlin diinyada siklikla rastlanan bakteriyel kaynakli gida zehirlenmesi olgular
arasinda ilk siralarda yer alan Staphylococcus intoksikasyonlari, sindirim sistemi
iizerine etkili enterotoksinler tarafindan meydana getirilirler. Bazen diger
stafilokok tiirleri de stafilokokal enterotoksin iiretseler de toksinler hemen hemen
yalnizca S.aureus tarafindan olusturulurlar (Erol, 1999). S.aureus disinda
S.intermedius, S.hyicus ve S.epidermidis tirleri de enterotoksin olusturma
ozelligine sahiptir (Bukowski vd., 2010).

Staphylococcus cinsi i¢inde en Onemli iki tiir S.aureus ve S.epidermidis’ tir.
Birgok S.aureus susu koagulaz pozitiftir. S.epidermidis ise koagulaz negatiftir. Her
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iki tiir de patojen olmakla birlikte 6zellikle S.aureus insan ve hayvanlarda apseli
enfeksiyonlara ve hayvanlarda mastitise neden olmaktadir. Staphylococcus
tiirlerine insanlarin agiz, burun, el ve derilerinde normal veya gegici flora olarak
her zaman rastlanmaktadir. Bu bakteriler 6zellikle derideki sivilce ve yaralarda
yaygin olarak bulunmaktadir.

Staphylococcus tiirleri patojen ve patojen olmayan olarak iki gruba ayrilmaktadir.
Patojen olanlar olmayanlardan koagulaz iiretimleri, mannitolii fermente etmeleri,
termostabil DNaz testlerinde pozitif sonu¢ vermeleri ve kanl agar besiyerlerinde
kolonilerin etrafinda berrak zonlu hemoliz olusturmalariyla ayrilmaktadir.
Staphylococcus’ un en Onemli kontaminasyon kaynagi hijyen ve sanitasyon
kurallarina uymayan gida isletmeleridir. Gidalardaki tehlike smir1 10° kob/g olarak
kabul edilmektedir (Unliitiirk ve Turantas, 1998).

S.aureus basta 1s1l islem olmak tizere mikroorganizmalarin indirgenmesine yonelik
tim uygulamalara kars1 yiiksek diizeyde duyarlilik gdstermektedir. Dolayisiyla
gidalarda ve/veya islem ekipmanlarinda bu mikroorganizma ve/veya toksinlerine
rastlanmasi zayif bir sanitasyon gostergesi olarak kabul edilmektedir.

Is1 uygulamasi ile birlikte Staphylococcus tiirlerinin ¢ogu inaktive edilebilmektedir
(Erol, 1999; Sutherland ve Varnam, 2002). Gidalarin ¢ogunda Staphylococcus
tiirleri pH degerleri 5,5-6,6 arasinda enterotoksin iiretirken, pH degeri 5’ in altinda
olan ortamlarda genelde toksin olusturamadiklar: bildirilmektedir. Diger taraftan,
ozellikle S.aureus en ¢ok %20 tuz konsantrasyonunda iireyebilmekte ve en ¢ok
%10 tuz konsantrasyonunda toksin olugturmaktadir (Erol, 1999).

Staphylococcus’ lar karigik kiiltiirlerde diger mikroorganizmalar tarafindan
kolayca baskilanir. Enterococcus, Lactococcus, Leuconostoc 6nemli baskilayict
bakteriler olarak bildirilmektedir. Bunun yaninda E.coli, Pseudomonas, Serratia
ve Aerobacter, S.aureus’ un gelisimi tlizerine baskilayic1 etki gosterirler (Erol,
1999).

Stafilokok’larin salgiladiklar1 toksinler ekzotoksin ve enterotoksin olarak ikiye
ayrilmaktadirlar (Leloglu, 1997). Ekzotoksinler, hemolizinler, l6kosidinler, 16kosit
sitotoksinler, eksfoliyatif toksin, pirojenik ekzotoksin ve toksik sok sendromu
toksin 1’den olugsmaktadir (Arbuthnott vd., 1990).
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S.aureus 4sa gibi kisa bir inkiibasyon periyoduna sahiptir. Bulanti, kusma, mide
krampi, halsizlik ve diyare goriilen belirtilerdir. S.aureus, A, B, C1, C2, C33, D ve
E olmak {izere 7 tane protein yapida ekzotoksin iiretmektedir. Daha 6nce F tipi
olarak adlandirilan toksinin, enterotoksin olmadiginin anlagilmasi iizerine Toksik
Sok Sendrom Toksin 1 olarak adlandirilmistir. A ve D toksinleri tek baslarina
veya kompozisyon halinde salgmlarin biiylik bir ¢cogunluguna neden olmaktadir
(Adams ve Moss, 1995; Erol, 1999; Sutherland ve Varnam, 2002).

Staphylococcus enterotoksinleri (SE) genel olarak tekli polipeptid zincirlerden
olusur ve molekiil agirliklar1 25000-30000 dalton arasinda degisir (Erol, 1999).
Tiirlerin  toksin  olusturma oram1  biiyime orani ve ortamdaki hiicre
konsantrasyonuyla iligkili olarak gelisir. Optimum biiyiime 37-40°C civarindadir.
Optimum sartlar altinda yaklasik 4sa i¢inde gramda birka¢ milyon hiicre ve toksin
olusur (Ray, 1996).

Staphylococcus’ lar toprakta, suda, insan ve hayvanlar ile temas edebilecek her
tiirli ortamda bulunabilmektedir. Ancak esas kaynagi insanlar ve hayvanlar
olusturmaktadir. Gidalarin bu patojenlerle kontamine olmasinda en biiyiik rolii
insanlari oynamasina karsin, basta mastitisli hayvanlardan saglanan siitler olmak
iizere kontamine hayvanlar biiyiik 6Snem tasimaktadir. insan ve hayvanlarin normal
deri ve mukoza florasini olustururlar. Staphylococcus intoksikasyonlarinda siklikla
rastlanilan gidalar arasinda kontamine siit ve siit Uriinleri ilk siralarda yer
almaktadir. Et {iriinlerin icerisinde 6zellikle 1s1l islem gormiis et iirlinleri iceren
sandvi¢ vb. lirilinler, starter kiiltiir icermeyen ve uygunsuz kosullarda hazirlanan
sucuklar riskli gidalar grubunda yer almaktadir. Bu patojen ile kontamine gidalarin
goriiniim, koku ve lezzetinde anormal bir degisiklik olmamaktadir. Bu nedenle
organoleptik olarak saptanmalar1 miimkiin degildir (Erol, 1999).

1.3.4. Legionella spp.

Legionella genusuna ait bakteriler, sulu ¢evrelerde potansiyel saglik riski olugturan
onemli bir bakteri grubudur. Ilk izole edildigi tarih olan 1976’ dan giiniimiize
bircok Legionelloz vakas: belirlenmistir (Lye vd., 1997). ilk olarak etken patojen,
salgindan 6 ay kadar sonra CDC (Center of Disease Control) tarafindan 6lenlerin
akciger otopsilerinden tespit edilmis olup, taksonomik olarak; Legionellaceae
ailesine ait Legionella pneumophila adi verilmistir (McDade vd., 1977). Salginin
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incelenmesi sayesinde; hastaligin bulagsma yollari, prognozu, inkiibasyon periyodu
ve bakterinin temel 6zellikleri hakkinda genis bilgiler elde edilmistir.

1947 yilinda, atesli akciger infeksiyonuna yakalanan bir hastanin kani denek
hayvanina (Guinea pig) inokiile edilmis ve saklanmigtir. Riketsiye benzeri bakteri
olarak tanimlanan ajan patojenin L.pneumophila oldugu anlagilmis ve ilk izole

edilen Legionella bakterisi olarak tanimlanmigtir (McDade vd., 1979).

1974 yilinin Eyliil ayinda, bir grup toplantisinda pndmoni salgint meydana gelmis,
o giin i¢in etken tesbit edilememistir, yillar boyunca saklanan serum Ornekleriyle
yapilan ¢aligmalar neticesi, etkenin Legionella oldugu tesbit edilmistir (Terranova
vd., 1978).

Bilinen ilk Lejyonella epidemisi ise; 1965 yilinda, Washington DC’de psikiyatri
hastanesinde (Elizabeth Hospital) 51 kisinin atesli akciger hastaligina yakalanmasi
ve 15 kisinin &lmesi ile meydana gelmistir. 12 yil sonra yapilan geriye doniik
caligmalar sonucu hastalarin %85’inde etkenin L.pneumophila oldugu anlagilmigtir
(Thacker vd., 1978).

Avrupa’da meydana gelen en biiyiik salgin Madrid’e yaklasik 25km mesafede
bulunan, Alcala de Henares adli bir Ispanyol sehrinde meydana gelmistir. 11
Eyliil’de baslayip, 18 Ekim 1996 tarihlerinde sona eren salginda etken
L.pneumophila Tip 1 olup, kaynak ¢evredeki sogutma kuleleridir. Bir¢ok vaka
Pontiac atesi seklinde hastaligi gecirirken, 197 kisi pndomoniye yakalanmis, 11
vaka Oliimle sonuc¢lanmigtir. Pndmoniye yakalananlarin 2/3’i 60 yas ve iizerinde
olup, yas ortalamas1 68’dir. Vakalarin 2/3’ii erkektir. 1985 yilinda Ingiltere’de bir
hastanede (Statford General Hospital) salgin meydana gelmis, hastane kaynakli
pnoémoniye yakalanan 68 vakanin 22’si oliimle sonug¢lanmistir (Dondero vd.,
1980).

Lejyoner hastaliginda en onemli klinik bulgu pndmonidir. Hafif oksiiriik ve
atesten, komaya kadar gidebilen ve bircok organ yetmezligi ile kendisini gdsteren,
genis bir yelpazeye sahiptir. Inkiibasyon periyodu 2-10 giindiir, immunosiipressif
kisilerde siire genellikle kisa olmakla birlikte 20 giline kadar uzayabilmektedir.
Hastalik ilk olarak, ates, halsizlik, adale agrilari, istahsizlik ve bas agris1 gibi basit
bulgularla baglar. Norolojik semptomlar; sirasiyla bas agrist ve ileri agamada
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ensefalopatidir.  Mental durumdaki  degisiklikler, genellikle noérolojik
anormalliklere baglidir (Janet vd., 1997).

Legionella’larin neden oldugu diger hastalik Pontiac atesi dir. Pontiac atesi, akut
seyreden, antibiyotik tedavisi uygulanmasa bile kendi kendine iyilesen, grip
benzeri bulgular gosteren, pndmoni ile seyretmeyen tiiriidiir. Inkiibasyon periyodu;
24-48 saattir. Legionelloz enfeksiyonlar: igerisinde goriilme sikligi 9%90-95 ve
hatta tlizerindedir. En sik semptomlar; halsizlik, adale agrilari, ates, lisiime, titreme
ve basagrisidir. Ayrica balgamsiz Oksiiriikk, bag donmesi, mide bulantis1 diger
sikdyetlerdir. Akciger filminde patolojik bulgu yoktur. Bir hafta igerisinde
kendiliginden iyilesir (Tiirk Toraks Dernegi, 2009).

Legionella enfeksiyonlari sonucu gozlenen diger bir hastalik ekstrapulmoner
infeksiyonlardir. Olduk¢a nadir goriilen, akciger harici infeksiyonlar, genellikle
bagisiklik sistemi ¢ok zayif kisilerde; zatiirrenin yayilimer komplikasyonu sonucu
ortaya g¢ikar. Siniizit, perirektal abse, perikardit, piyelonefrit, peritonit, pankreatit,
prostetik kapak endokarditi ile yanik infeksiyonlari ¢esitli arastirmacilar tarafindan
bildirilmistir. Legionella ile kontamine su ile temizlik sonucu goriilebilir (Tiirk
Toraks Dernegi, 2009).

Legionellaceae familyasi {iyesi olup; Gr (-) zorunlu aerobik basiller, 0,3-0,9mm
eninde ve 2-20mm boyundadir. Hareketsiz, sporsuz, kapsiilsiiz, kuyruklu
bakterilerdir. Doku ve klinik numunelerde kokobasil seklinde 1-2mm boyunda
gortiliirler. Gimenez boyasi ile Gram boyama’ya gore daha iyi boyanirlar.
Legionella bakterisi standart besiyerlerinde iiremez. Ureyebilmesi igin 6zel
kosullar ve besiyerlerine ihtiya¢ vardir. Charcoal yeast ekstrakt (pH 6,9) liremesi
icin primer besiyeri olup, besiyeri icerisine ¢esitli nutrientler, antibiyotikler ve
mineraller eklenmelidir. Legionella bakterisi uygun ortam saglandigi takdirde
besiyerinde, makroskobik olarak 3-5 giinde goriilebilir hale gelir.

Legionellaceae ailesinin morfolojik karekteristigi ile ilgili olarak; jelatini
sivilastirmasi, hippurat hidrolizi, oksidaz reaksiyonu, B-laktamaz aktivitesi,
bromokrezol ve brom timol igeren besiyerinde mavi koloni olusumuna neden

olmasidir.

Legionellaceae ailesinin genel biyokimyasal 6zellikleri: Hareketli olmalari, tireaz

ve nitrataz enzimlerine sahip olmamalar1 ve katalaz (+) olmalari olarak sayilabilir.
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Legionella’ ya baghh infeksiyonlarin, yaklagik %71-85” inde etkenin
L.pneumophila oldugu bildirilmistir (Janet vd., 1997). Bu durum lejyoner
hastaliginin 6nemini ve uygun arama yontemlerinin gelistirilmesi konusunu agikg¢a
belirtmektedir. Legionella belirlenmesi ile ilgili glinlimiizdeki birgok gelismeye
karsin, yontemler hala sorunlu ve zahmetlidir. RIA (Radioimmunoassay), ELISA,
agliitinasyon testleri ve PCR teknikleri son yillarda Legionella belirlenmesi igin
gelistirilen tekniklerdir (Mahbubani vd., 1990; Lye vd., 1997). Bu ydntemlerin
bazilarinin kiiltiirel yontemlere gore daha basarili oldugu sdylenebilirse de kiiltiirel
yontemler halen gegerliligini korumaktadir. Fakat kiiltiirel yontemlerin zaman alict
olmasi, kiiltlir ortamlarmin 6zel, segici ve katkilar igermesi ve teknigin
uygulanmasi i¢in yiiksek diizeyde profesyonellik gerekmesi gibi dezavantajlar
yliziinden kiiltiirel yontemlere alternatif yontemler aranmaya devam edilmektedir.

Saglikli gida ve su tiiketimine ihtiya¢ duyulan giiniimiizde gida ve sularin
mikrobiyolojik olarak analiz edilmesi ve kalite kriterlerinin belirlenmesi
gerekmektedir. Gida ve sularda bulunan mikroorganizmalarin sayisi kiiltiirel
mikrobiyolojik yoOntemler ile belirlenebilmektedir, fakat kiiltiire edilemeyen
tiirlerin belirlenebilmesi ve daha hizli sonug alinabilmesi i¢in farkli yontemlerin
kullanimina ihtiyag vardir. Arastirmamizda, gida ve sulardaki Escherichia coli,
Staphylococcus aureus, Salmonella ve Legionella’ nin belirlenmesi ve sayimi
amaciyla ‘Floresans in situ hibridizasyon’ tekniginin optimizasyonunun yapilmasi
ve kullanilmasi; Aydm Ili’ ndeki biiyiikk bir alisveris merkezinden ve halk
pazarlarindan toplanan et ornekleri ve Aydm Ili’ ne kullanim suyu saglayan su
depolarindan alman su Orneklerinin, ‘FISH’ ve ‘kiiltiirel mikrobiyolojik
yontemler’ ile analizi ve elde edilen sonuclarin karsilagtirilmasi, FISH tekniginin
etkinliginin, gilivenilirliginin ve uygulanabilirliginin incelenmesi ve bu teknikle

bakteri sayimi i¢in gerekli olan en kisa siirenin belirlenmesi amaglanmustir.
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2. KAYNAK OZETLERI

Bakterilerin dogal ortamlarindaki kompozisyonlar1 ve sayilart rRNA hedefli
oligoniikleotid problar yardimiyla direkt olarak belirlenebilmektedir. rRNA gen
fragmentleri ilk olarak 1989’ da (Delong vd., 1989) filogenetik isaret olarak
kullanilmigtir. 1989° dan itibaren Floresans /n Situ Hibridizasyon teknigi bakteri
hiicrelerinin tanimlanmasinda siklikla kullanilmigtir (Amann vd., 2001).

Gidalarda rRNA’y1 hedef alan problar, birgok Enterococcus tiirii (Betzl vd., 1990),
Listeria monocytogenes (Wang vd., 1991) ve Bacillus licheniformis (Tatzel vd.,
1994) i¢in dizayn edilmistir.

FISH teknigi, Legionellaceae familyasmin tiyeleri gibi, sulardaki yavas gelisen
bakterilerin belirlenmesinde de kullanilmaktadir (Manz vd., 1995). Amann vd.
(1995), Juretschko vd. (1998), Wagner vd. (1998), rRNA yaklagimi ile biitiin
cevresel ve birgok klinik 6rnekte heniiz kiiltiire edilemeyen bakteri ve Archae’

lerin bol miktarda bulundugunu ortaya koymustur.

FISH teknigi sadece filogenetik gruplarin belirlenmesini degil ayni zamanda
mikroorganizmalarin dogal ortamlarindaki sayilarimin  belirlenmesini  de
saglamaktadir. FISH teknigi, denizler, sulama kanallar1 gibi birgok farkli alanda
mikrobiyal ¢esitliligin ¢aligilmasinda uygulanmstir (Llobet- Brossa vd., 1998).

Gilintimiizde, RNA hedefli niikleik asit problar1 olarak genellikle oligoniikleotidler
kullanilmaktadir. Poliniikleotid problarin m1 yoksa oligoniikleotid problarin mi1
daha kullanigh oldugu 1990’larin bagindan beri cevaplanamamig temel bir sorudur.
Bu sorunun cevabi poliniikleotid problarin okyanuslardaki planktonik Archae ve
bakterilerin FISH ile goriintiilenmesi ve sayilmasindan sonra farkli bir boyut
kazanmigtir (Delong vd., 1999). Delong vd. (1999) tarafindan yapilan ¢alismada
florokrom isaretli poliriboniikleotid problar denizlerdeki planktonik bakterilerin
sayiminda kullanilmistir. Bu calismada FISH teknigi ile, 3400m okyanus
derinligindeki planktonik hiicrelerin tanimlanmasi ve sayimi yapilmistir. Sonucta,
DAPI ile boyanarak belirlenmis toplam hiicre sayisinin, bakteriyal ve arkeal
problar kullanilarak uygulanan FISH teknigi sayesinde %90-%100 oraninda
belirlenebildigi gdsterilmistir.
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Daims vd. (1999; 2001), dijital goriintii analizleri ile mikrobiyal 6rneklerin
kompozisyonlarini, isaretli problarin hedefi olan bakterilerin sayilarin1 ve
ribozomal igeriklerini belirlemislerdir. Diger taraftan FISH yontemi ayni anda
farkli boyalarla isaretli problarla da uygulanmistir (Stender vd., 2001). Bu yontem,
E.coli, S.aureus, Salmonella spp., ve Pseudomonas aeruginosa gibi indikator
bakterilerle ¢alisilmistir.

FISH yonteminin, bakterilerin 16S rRNA’ larindaki 6zel bolgeleri hedef alan
oligoniikleotid problarin kullanildigi, ¢ok cesitli ¢evrelere uyarlanabilen, yeni,
hizli ve hassas tekniklerden biri oldugu ve kiiltiirel yontemlere gdre olan bazi
avantajlari, Amann vd., (1995), Glockner vd., (1996), Lin ve Tsen, (1999),
Regnault vd. (2000), Amann vd., (2001), Pernthaler vd., (2002), Ercolini vd.,
(2003), Blasco vd., (2003), Fang vd., (2003), Sekar vd., (2003), Bottari vd., (2006)
ve Bertaux vd., (2007) tarafindan agiklanmistir.

FISH tekniginin gida ve su Orneklerinde kullanimi, o&zellikle gida kaynakli
patojenlerden olan Staphylococcus (Gory vd. 1999), E.coli (Regnault vd. 2000),
Salmonella (Fang vd. 2003) genuslari lizerinde yogunlagsmistir.

Oliveira ve Bernardo’nun 2002 yilinda siit 6rneklerinde ve Blasco vd. nin 2003
yilinda sarap orneklerinde yaptiklari ¢alismalarda, FISH teknigi ile Salmonella
aranmasinda 7 saatin yeterli oldugu belirtilmistir.

Gunasekera vd. (2003) 16S rRNA sekanslarini Pseudomonas genusuna 0zgii
oligoniikleotid prob gelistirilmesi i¢in analiz etmiglerdir. 20 farkli Pseudomonas
spp. ve 23 farkli genusa ait bakteri tiirii (negatif kontrol olarak) kullanilmigtir. Test
edilen tim Pseudomonas spp. pozitif FISH reaksiyonu vermekle beraber ¢ok zayif
bir reaksiyon sinyali veren Burkholderia cepacia disinda higbir negatif kontrol
FISH reaksiyonu vermemistir. Sonug olarak, farkli bakteri tiirlerinin bir karisimini
iceren siitteki Pseudomonas’ m, FISH teknigi ile kolayca belirlenebildigi
bildirilmistir. Ayni1 zamanda bu islemin minimum 48 saatte sonu¢ alinabilen
kiiltiirel yontemlere karsin 2sa iginde tamamlandigi da belirtilmistir.

Ootsubo vd. (2003)’ nin Enterobacteriaceae familyasina 6zgii prob ile yaptigi
FISH c¢aligsmasinda, su ve ¢evresel drneklerde 24sa igerisinde sayim yapilabilecegi
bildirilmistir. Bu ¢calismada FISH tekniginin siiresinin kisaltilmasi amaciyla herbir
basamak FE.coli kiiltiirii kullanmilarak yeniden degerlendirilmistir. Sonugta, 5dk
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fiksasyon ve 5dk hibridizasyon sonunda FISH veriminin %100’ e ulastigi ve
toplam 1 saatin E.coli sayimi i¢in yeterli oldugu agiklanmigtir. Fakat FISH
yonteminin diisiik sayida hiicreyi belirlemesindeki zorluklar nedeniyle 0,45um por
capindaki filtrelerin kullanimi, bakteriyel tayin limitinin artirillmasi amaciyla
arastirilmigtir. Bu amagla, filtre ile toplanan hiicreler 6sa triptik soy agar iceren
petrilerde 37°C’ de inkiibe edilmis ve ardindan hibridizasyon ger¢eklestirilmistir.
Bu durumda toplam analiz siiresinin 7sa oldugu ve bakteriyal tayin limitinin >100
hiicre/g oldugu bildirilmistir.

Oliveira vd. tarafindan 2004 yilinda yapilan bir diger ¢alismada, FITC isaretli
Salmonella’ ya 6zgii prob ve rhodamin isaretli L.monocytogenes’ e 6zgii prob
kullanilarak, siit 6rneklerinde Salmonella spp. ve L.monocytogenes aranmistir ve
FISH tekniginin ilgili bakteri tiirlerinde ortalama 5 giin iginde sonu¢ almay1
saglayan kiiltiirel yontemlere gore avantajlart agiklanmigtir.

FISH teknigi ile belirlenebilen bakteri hiicresi sayisi ile ilgili Waar vd. (2005)
tarafindan yapilan ¢aligmada, 20 yetigkin feces 6rnegi kullanilmig ve FISH teknigi
ile belirlenebilen maksimum enterokok limiti 10’hiicre/g olarak belirtilmistir.
Benzer diger bir calismada FISH tekniginin kiiltiirel yontemlere gore 10 kat fazla
hiicre belirleyebildigi belirtilmistir (Bjergback ve Roslev, 2005).

Wilks ve Keevil (2006) tarafindan yapilan calismada biyofilmlerde Legionella
genusu calisilarak Legionella genusuna ve L.pneumophila tiriine 6zgl iki tane
16S rRNA hedefli prob dizayn edilmistir. Legionella’ nin 47 farkli susu analiz
edilmistir ve tim denemelerde Legionella spp. ve L.pneumophila basari ile
belirlenebilmistir. Aym ¢aligmada kiiltiirel metodun L. pneumophila sayismin
ancak %10’ unu saptayabildigi belirtilmistir. Bu da kiiltiire edilmesi zor olan
tirlerin FISH teknigi ile kompleks ¢evrelerde dahi uygulanabildigini
gostermektedir.

Vieira-Pinto vd. (2007) tarafindan yapilan ¢alismada Sal3 probu ile uygulanan
FISH teknigi ile domuz karkaslarinin i¢ yiizeyinden alinan swablarda Salmonella
aranmistir. FISH tekniginin etkinliginin belirlenmesi amaciyla 235 tane dogal
kontamine drnek, ISO 6579, VIDAS (Vitek Immuno Diagnostic Assay System)-
SLM (Salmonella) sistemi ve FISH teknigi ile test edilmistir. Kiiltiirel metodla 39
ornekte pozitif sonu¢ bulunmustur. Ayn1 6rneklerde VIDAS ile sadece 23 pozitif
ornek saptanirken FISH yontemi ile 115 tane pozitif 6rnek bulunmustur. Bu farkin
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cok yiiksek (P<0,001) oldugu belirtilmistir. Pozitif 6rneklerin 32 tanesi ayrica
kiiltirel yontem ile dogrulanmistir. Sonuclarin FISH tekniginin Salmonella
aranmasinda oldukca etkili ve hizli bir ydntem oldugu belirtilmistir. Ayni
calismada FISH yontemi, kiltiirel yontemlerle pozitif oldugu belirlenen 7 tane
ornegi belirlemekte yetersiz kalmistir. Caligmada, birka¢ oOrnekte oOzellikle
Salmonella gibi az sayida bulunan mikroorganizmalarin goriintiilenmesini
engelleyebilecek olan arka plan floresansi gézlenmistir. Bu nedenle, daha sonraki
caligmalarda 6rnegin fiksasyonundan dnce hafif bir santrifiijleme veya filtrasyon
basamagi eklenmesi onerilmistir. Bu sayede arka plan floresansini etkileyen temel
partikiillerin ortadan kaldirilmas1 amaglanmaistir.

Vieira-Pinto vd. (2008) tarafindan yapilan diger bir g¢aligmada, Sal3 probu
kullanilan 23S rRNA-FISH metodu Salmonella sp. aranmasinda kullanilmis ve
domuz etlerinden alinan 6rnekler ayni zamanda ISO 6579:2002 kiiltiirel metodu
ile de test edilerek karsilastirma yapilmistir. FISH yontemi, hem dogal 6rnekler
hem de On-zenginlestirme isleminden gegirilmis Orneklere uygulanmistir. Bu
sekilde On-zenginlestirme isleminin FISH tekniginin performansindaki énemi de
degerlendirilmistir. Sonugta, 235 tane Ornegin 39 tanesinden ISO 6579:2002
kiiltiirel yontemi ile Salmonella izole edilmistir. Buna karsin, 103 dogal 6rnekte ve
115 6n-zenginlestirme isleminden gegirilmis 6rnekte FISH pozitif sonuglar elde
edilmistir. Sonuglar, FISH tekniginin domuz eti 6rneklerinde 7sa igerisinde pozitif
Salmonella sonucu verebildigi ve teknigin performansinin On-zenginlestirme
islemi ile arttig1 seklinde degerlendirilmistir.

Larsson vd., (2009)’ nin su Orneklerinde yaptigi ¢alismada, FISH yontemi ile
belirlenebilen minimum hiicre sayisinin 5hﬁcre/21nl ye kadar diistiigli, toplam hiicre
belirleme araligmin ise 1,105-8,83hiicre/cm oldugunu gosterilmistir. Ayni
calismada, belirlenebilen E.coli diizeyinin FISH yontemi ile kiiltlirel yonteme gore
100 kat fazla oldugu belirtilmistir.
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3. MATERYAL ve YONTEM

3.1. Materyal

3.1.1. Besiyerleri

Gida ve sulardaki Salmonella, Staphylococcus, E.coli ve Legionella cinslerine ait
bakterilerin belirlenmesi igin gerekli olan besiyerleri ve kimyasal maddeler
ayrintilari ile agiklanmustir.

3.1.1.1. Rappaport Vassiliadis (RVS) broth (Merck)

Salmonella aranmasinda segici zenginlestirme amaciyla kullanilmistir.

Bilesimi: Soya Peptonu 4,5g/1; Magnezyum klorid hekzahidrat 28,6g/1; NaCl
7,2g/1; K,HPO, 1,26g/1; KH,PO, 0,18g/1; malasit yesili 0,036g/1

Etki sekli: Besiyeri bilesiminde bulunan malasit yesili ve magnezyum kloriir
konsantrasyonlari, benzeri diger besiyerlerine gore daha azdir. Bu
konsantrasyonlar, Salmonella 'min 43°C' deki inkiibasyon sirasinda gelismesini
artiracak diizeyde tutulmustur. Ayni amacla besiyeri bilesiminde soya peptonu
bulunmaktadir. pH' sinin 5,2 olmasi bu besiyerinin segici Ozelligini artirir.
Besiyerine 40mg/l olacak sekilde novobiosin katilmasiin segiciligi artiracagi
belirtilmektedir. Novobiosin filtre ile sterilize edilip, 45°C' ye sogutulmus
besiyerine ilave edilir.

Hazirlanmasi: Dehidre besiyeri 41,8g/1 olacak sekilde damutik su iginde gerekirse
hafifce 1sitilarak ¢oziiliir, standart deney tiiplerine 10" ar ml dagitilir ve otoklavda
115°C' de 15 dk sterilize edilir. Otoklav sonrast 25°C' de pH 5,2+0,2' dir.

Hazirlanmig besiyeri berrak ve koyu mavi renklidir.

3.1.1.2. Muller — Kauffmann tetrathionate broth (MKTTn) (Merck)

Salmonella aranmasinda se¢ici zenginlestirme amaciyla kullaniimistir.

Bilesimi: Et ekstrakti 0,9g/1; et peptonu 4,5g/1; maya ekstrakt1 1,8g/1; NaCl 4,5g/1;
CaCO;25g/1; sodyum tiosiilfat 40,7g/1; okiiz safras1 4,75g/1
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Etki sekli: Tetratiyonat, besiyerindeki tiosiilfattan iyot ilavesi sonunda olusur.
Tetratiyonat koliform ve diger pek ¢ok enterik bakterinin gelismesini baskilarken,
Salmonella, Proteus ve diger bazi bakteriler tetratiyonati indirgeyerek olumsuz
etkisinden kurtulurlar. Besiyerinin bilesiminde bulunan kalsiyum karbonat,
tetratiyonatin indirgenmesi sirasinda ortaya c¢ikan siilfiirik asidi notralize eder.
Safra tuzlar1 Salmonella' nin gelismesini tesvik ederken ozellikle Gram pozitif
refakatci floranin gelisimini engeller.

Hazirlanmasi: Dehidre bazal besiyeri 82g/1 olacak sekilde distile su i¢inde eritilir,
yavasca 1sitilarak kaynama noktasina getirilir ve hizla sogutulur. Kullanimdan
once 20ml/l olacak sekilde iodine/potasyum iodid ¢ozeltisi ve %0,1 'lik brilliant
green ¢ozeltisinden 10ml/l olacak sekilde ilave edilip karistirilir, steril tiiplere ya
da erlenlere dagitilir. Katkilar1 ilave edilmis besiyeri ayni giin kullanilmalidir.
fodine/potasyum iodid ¢ozeltisi hazirlanmasi igin 20ml distile su icinde 5g
potasyum iodid ve 4g iyot eritilir. Hazirlanmis besiyeri bulanik ve yesil olup,
25°C" de pH' s1 7,6+0,2' dir.

3.1.1.3. XD agar (Ksiloz Lizin Deoksikolat Agar) (Merck)

Salmonella aranmasinda segici ve ayirdedici kati besiyeri olarak kullanilmistir.

Bilesimi: Maya ekstrakt1 3,0g/1; NaCl 5,0g/l; D(+) Ksiloz 3,75g/1; Laktoz 7,5g/1;
Sukroz 7,5g/1; L(+) lizin 5,0g/l; Sodyum deoksikolat 1,0g/l; Sodyum tiosiilfat
6,8g/; Amonyum demir (III) sitrat 0,8g/l; Fenol kirmizisi 0,08g/l; Agar-agar
14,5g/1

Etki sekli: Besiyeri bilesiminde bulunan tiosiilfat ve demir tuzu ile hidrojen siilfiir
olusumu, ksiloz ve/veya laktoz ve/veya sakkarozun kullanimi pH indikatorii olan
fenol kirmizisi ile belirlenir. Lizinin dekarboksilasyonu ile kadeverin (C{H4N;)
olusmasi1 koloni etrafindaki pH yiikselmesine bagli olarak menekse renkli bir zon
ile goriiliir. Bu besiyerinin refakatg¢i flora ilizerinde zayif bir inhibitor etkisi vardir.
Salmonella kolonileri besiyeri ile ayn1 renkte, yar1 saydam, bazen siyah merkezli
olurlar. Shigella, Providencia, Pseudomonas kolonileri de besiyeri ile ayn1 renkte
ve yar1 saydamdir ancak bunlarda siyah merkez olusmaz. Sar1 ve sar1 zonlu
koloniler koliform grup bakteriler, Aeromonas, Citrobacter, Proteus ve Hafnia
kolonileridir. Ksiloz pozitif olan Salmonella typhosa bu besiyerinde portakal rengi
ve hafif opak koloniler olusturur.
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Hazirlanmasi: 50ml damitik su igine 55,0g/1 dehidre besiyeri ilave edilir,
karigtirihir ve tizerine 950ml damitik su eklenir. Karistirilir ve agar eriyinceye
kadar kaynar su banyosunda tutulur, hizla 45-50°C' ye sogutulup steril petri
kutularina 12,5' er ml dokiiliir. Bu besiyeri otoklavlanmaz. Sterilizasyon kaynar su
banyosunda besiyerini eritirken yapilmig olur. Asir1 isitmadan kaginilmalidir.

Hazirlanmis besiyeri berrak ve kirmizi renklidir, 25°C' de pH' s1 7,4+0,2'dir.

3.1.1.4. Bizmut siilfit agar (BSA) (Merck)

Salmonella aranmasinda segici ve ayirdedici kati besiyeri olarak kullanilmistir.

Bilesimi: Et ekstrakti 5,0g/1; Et peptonu 10,0g/l; D(+) Glikoz 5,0g/l; Na,HPO,
4,0g/1; Demir(Ill) siilfat 0,3g/1; Brilliant green 0,025g/1; Bizmut siilfit indikatorii
8,0g/1; Agar-agar 15,0g/1

Etki sekli: Bilesimde bulunan brilliant green ve bizmut refakat¢i floranin
gelisimini baskilarken bizmut iyonlarinin metalik bizmuta indirgenmesi koloni
etrafinda metalik bir parlaklik olusturur. Siyah merkezli etrafinda metalik bir
parlaklik olan siyah c¢okiintiilii zon bulunan koloniler tipik Salmonella
kolonileridir. Kiigiik, yesil-kahverengi, bazen mukoid olanlar ise koliform grup
bakteriler ve Serratia ile Proteus kolonileridir. BSA kullanilmadan 1 giin Once
hazirlanmali ve karanlikta saklanmalidir.

Hazirlanmasi: Dehidre besiyeri 47,5g/1 olacak sekilde damitik su i¢inde tiimiiyle
coziiliinceye kadar kaynar su banyosunda karistirillarak eritilir ve steril Petri
kutularma 25' er ml olacak sekilde kalin bir tabaka halinde dokiiliir. Bu besiyeri
otoklavlanmaz. Sterilizasyon kaynar su banyosunda besiyerini eritirken yapilmis
olur. Hazirlanmis besiyeri bulanik ve yesil renklidir. pH' s1 25°C” de 7,6+0,2'dir.
Taze hazirlanmalidir.

3.1.1.5. Baird-Parker agar (BPA) (Merck)

Staphylococcus aureus igin segici ve ayirt edici besiyeri olarak kullanilmstir.

Bilesimi: Kazein pepton 10,0g/l; Et ekstrakti 5,0g/l; Maya ekstrakti 1,0g/1;
Sodyum piruvat 10,0g/1; Glisin 12,0g/1; Lityum klorid 5,0g/1; Agar-agar 15,0g/1
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Etki sekli: Siyah merkezli etrafinda metalik bir parlaklik olan siyah ¢okiintiilii zon
bulunan koloniler tipik Salmonella kolonileridir. Kiigiik, yesil-kahverengi, bazen
mukoid olanlar ise koliform grup bakteriler ve Serratia ile Proteus kolonileridir.
Bununla beraber Proteus kolonileri siklikla Salmonella kolonileri ile
karigtirilmaktadir. Bilesimde bulunan brilliant green ve bizmut refakatgi floranin
gelisimini baskilarken bizmut iyonlarinin metalik bizmuta indirgenmesi koloni
etrafinda metalik bir parlaklik olusturur. Taze hazirlanmis besiyeri refakatgi flora
lizerinde yogun inhibisyon etkisi gosterirken Salmonella kolonileri etrafinda
metalik parlaklik 48sa inkiibasyondan sonra olusur. BPA kullanilmadan 1 giin

once hazirlanmali ve karanlikta saklanmalidir.

Hazirlanmasi: 58,0g dehidre besiyeri 950ml damitik su i¢inde 1-2 dk kaynatilarak
tiimiiyle ¢ozlindiiriiliir ve otoklavda 121°C’ de 15dk sterilize edilir. Bazal besiyeri
45°C’ ye sogutulur ve manyetik karistiricida yavasga karigtirilirken tizerine
onceden oda sicakligina getirilmis 50ml yumurta sarisi-tellurit emiilsiyonu
eklenip, steril Petri kutularma 12,5' er ml dokiiliir. Hazirlanmis besiyeri
yanardoner sarimsi-kahve renkte olup 25°C” de pH 6,8+0,2' dir. Petri kutulari streg
filmle sarilarak buzdolabinda 1 ay depolanabilir.

3.1.1.6. Brain heart infusion (BHI) broth (Merck)

S. aureus kanitlama testlerinde genel sivi besiyeri olarak kullanilmustir.

Bilesimi: Nutrient Substrat1 (beyin ekstrakti, kalp ekstrakti ve peptonlar) 27,5g/1;
D(+) Glukoz 2,0g/1; NaCl 5,0g/1; Na,HPO, 2,5¢g/1

Hazirlanmasi: Dehidre besiyeri, 37,0g/1 olacak sekilde damutik su iginde gerekirse
wsitilarak eritilip, amaca uygun kaplara (tiip, erlen vb.) dagitilir ve otoklavda
121°C' de 15dk sterilize edilir. Sterilizasyon sonrasi 25°C' de pH 7,4+0,2' dir.
Hazirlanmis besiyeri berrak ve kahverengidir.

3.1.1.7. Lauril siilfat triptoz (L.ST) broth (Merck)

E.coli nin EMS vyontemi ile sayilmasi i¢in selektif sivi besiyeri olarak

kullanilmgtr.
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Bilesimi: Triptoz 20,0g/1; Laktoz 5,0g/1; NaCl 5,0g/1; Sodyum Lauril siilfat 0,1g/1;

Etki sekli: Besiyeri bilesiminde bulunan lauril siilfat refakat¢i floranin gelisimini
baskilarken yliksek diizeyde bulunan besin maddeleri ve fosfat tampon "laktozu
yavas kullanan" koliform bakterilerin dahi hizli gelisimini ve fazla miktarda gaz
cikisini saglar. Inkiibasyon sonunda gelisme saptanan tiiplerde gaz ¢ikis1t Durham
tiiplerinde gaz birikmesi ile belirlenir. Koliform grup bakterilerin analizi ile ilgili
uluslararas1 standartlara gore, inkiibasyon sonunda gaz goriilen tliplerden

dogrulama icin Brilliant Green 2% Bile Broth besiyerine ekim yapilmasi gerekir.

Hazirlanmasi: Dehidre besiyeri 35,6g/litre olacak sekilde damitik su iginde eritilir,
icinde Durham tiipii bulunan tiiplere 10' ar ml dagitilip otoklavda 121°C' de 15dk
sterilize edilir. Sterilizasyon sonras1 25°C' de pH 6,8+0,2'dir. Hazirlanmis besiyeri

berrak ve sarimsi renktedir.

3.1.1.8. E. coli (EC) broth (Merck)

E. coli igin selektif s1v1 besiyeri olarak kullanilmustir.

Bilesimi: Kazein pepton 20,0g/1; Laktoz 5,0g/1; Safra tuzlari karigimi 1,5g/1; NaCl

Etki sekli: Bilesimdeki safra tuzlari, basta Gram pozitif bakteriler olmak {izere
refakat¢i florayr baskilar. Yiiksek inkiibasyon sicakliginda sadece fekal
koliformlar laktozdan gaz olusturtabilir.

Hazirlanmasi: Dehidre besiyeri 37,0g/1 konsantrasyonda olacak sekilde damitik su
icinde eritilir, icinde Durham tiipii bulunan deney tiiplerine 10' ar ml dagitilip
otoklavda 121°C' de 15dk sterilize edilir. Sterilizasyon sonrasi 25°C' de pH
6,9+0,2'dir. Hazirlanmis besiyeri berrak ve sarimsi-kahve renktedir. 44,5-45,5°C'
de 24sa (gerekirse 48sa) siire ile inkiibe edilir. Bu siirenin sonunda gelisme ve
Durham tiiplerinde gaz goriilen tiipler pozitif olarak isaretlenir ve standart EMS
cizelgesinden ornekteki fekal koliform sayisi hesaplanir.

3.1.1.9. Tripton water (TW) (Merck)

Siipheli E.coli kolonilerinin kanitlamasi i¢in yapilan indol testi i¢in kullanilmustir.
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Bilesimi: Kazein pepton 10,0g/1; NaCl 5g/1

Etki sekli: Bilesimde buluna kazein peptonu (tripton) yiiksek miktarda triptofan
igerir. Triptofan, indol pozitif mikroorganizmalar tarafindan pargalanir ve ortaya
cikan indol, Kovaks ayiraci ile belirlenir.

Hazirlanmasi: Dehidre besiyeri, 15,0g/1 olacak sekilde damitik su iginde ¢oziiliir,
tiiplere 10' ar ml dagitilip otoklavda 121°C' de 15dk sterilize edilir. Hazirlanmig
besiyeri berrak ve sarimsidir, 25°C' de pH's1 7,3+0,2'dir.

3.1.1.10. Legionella GVPC agar (Oxoid)

Legionella gelisimi i¢in kullaniimistir.

Bilesimi ve hazirlanmasi: 1 paket dehidre besiyeri bazi (aktif komiir 3,0g/1; maya
ekstrakt1 9,0g/1; agar 13,0g/1) 440ml distile su icinde eritilip otoklavda 121°C' de
15dk sterilize edilip 50°C' ye sogutulur. 1 sise BCYE (Buffered Charcoal Yeast
Extract) ve gelisme katkis1 (ACES tamponu 5,0g; ferik pirofosfat 0,125g; sistein-
HCI 0,2g; a-ketoglutarat 0,5g) 50ml steril distile su icinde eritilir. 1 sise GVPC
(glisin 1,5g; vankomisin-HCI 0,5g; Polimiksin B-siilfat 39.600 L.E.; siklohekzimid
40mg) selektif katkis1 10ml steril distile suda eritilir. GVPC agar besiyeri yapmak
icin hazirlanan besi yerleri karistirilir, Petri kutularina dokiiliir. inkiibasyon
mikroaerofilik kosullarda yapilir. Hazirlanmis besiyerinin pH' s1 25°C' de 6,9+0,2'
dir.

3.1.2. Kimyasal Malzemeler ve Cozeltiler
3.1.2.1. Hibridizasyon tamponlari

Manz vd., (1992)’ ne gore hazirlanan hibridizasyon tamponlarimin final iyon
konsantrasyonlari; 0,9M NaCl, 20mM Tris-HCI ve %0.01 SDS dir.

3.1.2.2. Yikama tamponu

Manz vd., (1992)° ne gore hazirlanan yikama tamponunun final iyon
konsantrasyonlari; 4,5M NaCl, 0,5M EDTA, 200mM Tris-HCI (Ph: 7,2) ve %10
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SDS’ dir. Baglanmayan veya 0zgiil olmadan baglanan problarin

uzaklastirilmasinda kullanilmistir.

3.1.2.3. Diisiik konsantrasyonlu TE (Tris-EDTA) tamponu

Final iyon konsantrasyonu, 10mM Tris; 0,lmM EDTA (pH: 8)’ dir. Problarin

¢oziilmesi ve stok soliisyonlarin hazirlanmasinda kullanilmastir.
3.1.2.4. Lizozim soliisyonu

Lizozim (Fermentas) soliisyonu, Tris-HCI tamponu (10mM Tris; ImM EDTA
(pH: 6,5)) igerisinde, 10mg/ml konsantrasyonda olmak iizere hazirlanarak bakteri
hiicre duvarinin gegirgenlestirilmesi amactyla kullanilmistir.

3.1.2.5. PBS (Tamponlanmus fizyolojik tuzlu su)

Final iyon konsantrasyonu; 137mM NaCl, 8,1mM Na,HPO4.12H,0, 2,68mM
KCl, 1,47mM KH,PO, (pH: 7,4) olan PBS hiicrelerin yikanmasinda kullanilmustir.

3.1.2.6. Paraformaldehit (PFA) soliisyonu

Pernthaler vd. (2001)’ e gore hazirlanan %4 konsantrasyondaki paraformaldehit
soliisyonu, 0,4g paraformaldehitin (Oxoid) 10ml PBS ig¢inde ¢6ziilmesi ile taze
olarak hazirlanmigtir. Hiicrelerin fikse edilmesinde kullanilmigtir.

3.1.2.7. DAPI (4, 6-diamino-2-fenillindol) soliisyonu

DAPI (Molecular Probes) stok soliisyonu (5mg/ml veya 14,3mM) DMF
(dimetilformamid) igerisinde hazirlanmig ve -20°C’ de saklanmigtir. DAPI ¢aligma
soliisyonlar1 ise PBS icerisinde 1mg/ml konsantrasyonda taze olarak hazirlanmis

ve alliminyum folyoya saril1 bir sekilde +4°C’ de saklanmustir.

3.1.2.8. EDTA’ h liyofilize tavsan plazmasi (BD)

Siipheli S.aureus kolonilerinin kanitlanmasi amaciyla kullanilmustir,
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3.1.2.9. PoliA-I ve Vi antiserumlari (Difco)

Siipheli Salmonella kolonilerinin kanitlanmasi amaciyla kullanilmistir.

3.1.3. Referans Bakteri Kiiltiirleri ve Floresans isaretli Oligoniikleotid
Problar

3.1.3.1. Referans bakteri kiiltiirleri

Adnan Menderes Universitesi Biyoloji Boliimii Mikrobiyoloji Laboratuvari ve
Safe Spice Gida Analiz Laboratuvar Kiiltiir Koleksiyonundan saglanan referans
bakteri kiiltlirleri kullanilmastr.

a) Salmonella typhimirium ATCC 14028

b) Staphylococcus aureus ATCC 25923

c) E.coli ATCC 35218

d) Micrococcus luteus ATCC 9341

e) Bacillus mycoides ATCC 10206

f) Legionella pneumophila 5854

Referans bakteri kiiltiirlerinin kullanilmasi ve saklanmasi

Referans sustan tek alt kiiltiir yapilarak referans stok kiiltiir elde edilmistir.
Referans stoklarin birden fazla sayida siv1 kiiltiiri hazirlanarak bu kiiltiirler derin
dondurucuda (-70°C) ve liyofilize edilerek korunmustur. Referans stoktan ¢alisma
kiiltiirleri hazirlanmigtir. Calisma kiiltiirlerinden alt kiiltiir yapilmamistir. Bununla
beraber, calisma kiiltiirleri uygun depolama kosullarinda bir haftadan daha uzun
olmamak kaydi ile saklanmis ve g¢apraz kontaminasyonlara ve nitelik kaybina
neden olmayacak sekilde kullanilmugtir.
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3.1.3.2. Floresans isaretli oligoniikleotid problar

Floresans isaretli oligoniikleotid problar ProbeBase veritabani kullanilarak
secilmis ve Genosys Biotechnologies, Inc.” den saglanmustir. Floresans isaretli
oligoniikleotid problarin 6zellikleri Ek 2 de verilmistir.

Floresans isaretli oligoniikleotidlerin kullanilmasi ve saklanmasi

Uretici firma, floresans isaretli oligoniikleotid problari, HPLC (Yiiksek Basingh
Sivi Kromotografisi) safliginda ve liyofilize halde saglamistir. Problarin tamami
FITC floresans boyasiyla isaretlenmistir. FITC, DNA’ nm ¢ift sarmalin
boyayarak, 494nm eksitasyon ve 517nm emisyon dalga boyuna sahip 1s1k altinda
yesil sinyal vermektedir.

Problar 500ng/ml stok konsantrasyonunu saglamak amaciyla, diisiik
konsantrasyonlu TE tamponu iginde ¢oziilmiistiir. Coziilen problar, kiiglik
miktarlara ayrilarak, -20°C’ de ve karanlikta son kullanma tarihine kadar

saklanmigtir. Problar kullanilmadan 6nce oda sicakliginda ¢ozdiiriilmiistiir.

Tim FISH caligmalarinda tiniversal EUB338 probu, tiim bakterileri hibridize
etmek icin, hibridizasyon deneylerinin pozitif kontrolii olarak kullanilmigtir. Hig
bir bakterinin rRNA’ s1 ile hibridize olmayan NonEUB338 probu spesifik olmayan
baglanmalarin kontrolii i¢in ve prob igermeyen kontrol otofloresansin kontrolii
icin olmak {izere hibridizasyon deneylerinin negatif kontrolleri olarak

kullanilmagtir.

3.1.3.3. Floresans sabitleyici ortam (Vectashield)

Uretici firma tarafindan gliserol bazli olarak saglanan ortam, mikroskobik
incelemeler sirasinda floresansin ¢abuk yok olmasini engellemek ve goriintii
netligini artirmak amacryla kullanilmigtir. Bu sayede, hazirlanan preparatlar
haftalarca saklanabilmistir. Daha uzun siireli saklamalar i¢in ise lamellerin etrafi

tirnak cilasi ile kapatilmigtir.
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3.1.3.4. Polikarbonat membran filtre (Sartorius Stedim Biotech)

Filtre bazli FISH yonteminin 4 farkli uygulamasi bulunmaktadir. Ayrintilar
3.2.2.2. de verilen bu uygulamalarda, 13mm c¢apinda, 0,45um por capinda
standart filtreler ve yiiksek safliktaki polikarbonattan yapilmig, 25mm capinda ve
0,20pm por ¢apinda membran filtreler kullanilmistir. Filtreler otoklavlanarak steril
edilmistir.

3.1.3.5. Filtre tutucu aparat (Sartorius Stedim Biotech)

Polikarbonat membran filtreler i¢in 6zel olarak tasarlanan ve otoklavlanarak steril

edilebilen polikarbonat filtre tutucu filtrasyon islemlerinde kullanilmistir.

3.1.4. Arastirma Materyalleri

Bu caligmada arastirma materyali olarak, Aydm ili’ nde bulunan biiyiik bir
aligveris merkezi marketinden ve Aydin’ daki halk pazarlarindan alinan tavuk ve
dana eti drnekleri ile Aydin I’ inde Aytepe, Nazirlar, Askeriye ve Aydm atik su
aritma tesisleri, Kemer mevkii, Mimar Sinan Mahallesi su depolar1 ve Izmir Ege
Serbest Bolge’ sindeki su dagitim sebekelerinden alman ¢ikis suyu Ornekleri
kullanilmigtir Ek 1’ de arastirma materyallerinin 6rnekleme tarihleri, alindiklari
yerler ve kullanilan kodlarin agiklamalar1 verilmistir. Her bir 6rnekte aranan
bakteri gruplari, kullanilan problar ve incelenen 6rnek sayilari ise Cizelge 3.1.” de
belirtilmistir.

Ornek toplama ve izolasyon iglemleri 1 yillik bir zaman periyoduna yayilmistir.
Ornekler aseptik kosullar altinda laboratuvara getirilmis ve izolasyon islemine
gecilmistir.  Almman Ornekler 6sa ig¢inde laboratuara ulastirilarak ekimleri
yapilmustir.
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Cizelge 3.1. Incelenen &rnekler, drnek sayisi, aranan bakteriler ve kullamlan
problar

Arastirma Inf elenen Aranan Kullanilan isaretli
. ornek . s .
materyali bakteri oligoniikleotid prob
sayisl
Sal;;wnella Sal3 (Nordentoft vd., 1997)
Tavuk 50 PP
etleri E.coli ECO1167 (Neef vd., 1995)
Et S.aureus Sau (Kempf vd., 2000)
iirlinleri
Salmonella Sal3 (Nordentoft vd., 1997)
Dana pp-
50
kiyma E.coli ECO1167 (Neef vd., 1995)
S.aureus Sau (Kempf vd., 2000)
Legionella Leg 705 (Manz vd., 1995)
Su Su spp-
depolar1 100
E.coli ECO1167 (Neef vd., 1995)

3.2. Yontem

3.2.1. Gida ve Su Orneklerinin Hazirlanmasi

Arastirma materyallerinin floresans isaretli problarla yapilan in situ hibridizasyon
analizleri sonucunda olusabilecek arka plan floresansin Onlenmesi amaciyla,

ornekler 6n temizleme isleminden gegirilmistir.

3.2.1.1. Gida orneklerinin hazirlanmasi

Gida oOrneklerinden 25’ er gram alinarak, 225ml 1X PBS icinde karistiricida
homojenize edilmistir. Daha sonra suspansiyon diisiik hizda (1000g, 1dk)
santrifiijjlenerek kati parcaciklardan ayrilmistir. Elde edilen siipernatant kurutma
kagidindan gecirerek siiziilmiis ve supernatant santrifiijlenmistir (10 000g, 10dk).
Pelletler bir araya toplanarak tekrar santrifiijlenmistir (10 000g, 10dk).
Siipernatant atilarak, pellet 10ml 1X PBS iginde ¢oziilmiistiir. Hazirlanan 6rnekler
fikse edilerek —20°C’ de saklanmustir.
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3.2.1.2. Su orneklerinin hazirlanmasi

Tang vd., (2005)’ ne gore, sularda Legionella genusuna ait bakteriler aranirken,
analizin hassasiyetini artirmak i¢in su 6rnekleri yogunlagtirilmistir. Bu amagla su
ornekleri filtreden gecirilerek siiziilmiistiir. Filtratlar daha sonra 4000g’ de 15dk
santrifiijlenmistir. Pellet, 10ml 1X PBS i¢inde tekrar siispande edilmis ve
santrifiijlenmistir (10 000g, 10dk). Pellet 5ml PBS iginde tekrar suspande
edilmistir. Hazirlanan 6rnekler fikse edilerek —20°C’ de saklanmugtir.

3.2.2. FISH Yonteminin Optimizasyon Calismalari

3.2.2.1. FISH yonteminin uygulanmasi

FISH yontemi prosediirinde 3.2.3° de ayrintilar1 agiklanan alti ana basamak
bulunmaktadir. Bunlar;  Hiicrelerin  toplanmasi, fiksasyon, hiicrelerin

gecirgenlestirilmesi, hibridizasyon, yikama ve mikroskobik incelemedir.
3.2.2.2. FISH yonteminin farkh uygulamalarinin karsilastirilmasi

FISH tekniginin farkli uygulamalari bulunmaktadir. Bu uygulamalarin birbirlerine
gore avantaj ve dezavantajlar1 bulunmaktadir. Bu yontemlerin karsilastirilmasi
amaciyla, S.typhimirium ATCC 14028, E.coli ATCC 35218 ve S.aureus ATCC
25923 bakteri suslarinin NA (nutrient agar) da saf kiiltiirleri hazirlanmistir. Bu
kiiltiirlerden 6ze ile alinarak PBS igerisinde suspande edilmis ve karigim Mc
Farland 0,5° e gore ayarlanarak 10’-10°kob/ml canli bakteri hiicresi elde edilmistir.
Bu siispansiyon 10 ya kadar seyreltilmistir ve sayim i¢in 10’ lik seyreltme
kullanilmigtir.  Literatiirlerden (Pernthaler vd., 2001; Kenzaka wvd., 1998;
Joachimsthal vd., 2003) elde ettigimiz hibridizasyon sicakliklarina bagl kalarak,
S.typhi i¢in 37°C’ de, E.coli i¢in 47°C’ de ve S.aureus igin 43°C’ de hibridizasyon
sonunda sayim yapilmistir. Elde edilen saymm, 10’-10*kob/ml’ ye yakinligma
gore yorum yapilmistir.

Lam iizerinde FISH

Manz vd. (1992) tarafindan gelistirilen lam {izerinde FISH tekniginde, 1/3
oraninda fiksatif (%4 paraformaldehit) kullanilir. Karigim +4°C’ de, 3sa,



39

karanlikta inkiibe edilir ve 5000g” de fiksatifi uzaklagtirmak amaciyla
santrifiijlenir. Hiicreler 1X PBS ile yikanir, suspande edilir ve 2 kez santrifiijlenir.
Fiksasyonun tamamlanmasi i¢in 1 hacim (v/v) 70%’ lik soguk etanol eklenir. Daha
sonra fikse edilmis hiicrelerden 10ul. alinarak lama yayilir, gece boyunca
kurutulur ve 50%, 80%, ve 96% etanol serileri i¢inde 3’ er dk tutularak dehidre
edilir. Hibridizasyon i¢in, 9uL hibridizasyon tamponu, 1uL prob (25ng/ul) ile
karigtirilarak lamlara eklenir. Lamlar, 2-18 sa uygun sicaklikta hibritlestirildikten
sonra yikama tamponu ile yikanir. Yikama isleminde lamlar, 50ml yikama
tamponu i¢inde, bakteriye uygun hibridizasyon sicakliginda, 20dk boyunca
bekletilir. Daha sonra lamlar kisa bir siire steril deiyonize su iginde bekletilir.
Yikanan lamlar karanlik ortamda kurutulur ve 1uL floresans koruyucu ortam
eklenerek mikroskop altinda incelenir.

Filtre iizerinde FISH
a. Filtre lizerinde hibridizasyon

Tortorello ve Reineke, (2000)’ ye gore yapilan denemede 6rnek Once soliisyon
icinde fikse edilmis ve daha sonra materyali filtrenin ylizeyinde toplamak ve
yogunlastirmak amaciyla 13mm capli, 0,45um por ¢aph filtreden gegcirilmistir.
Fiksasyon sirasinda lam iizerinde FISH protokoliinde kullanilan santrifugasyon
islemi bu protokolde filtrasyonla yer degistirmistir. PBS ve deiyonize su fazla
fiksatifi temizlemek amaciyla filtreden gecirilmistir. 150ul, 10ng/ul
konsantrasyonda prob igeren hibridizasyon tamponu filtreye eklenip ve filtre
46°C’ de 2-18 sa inkiibe edildikten sonra TE tamponu ile yikanmig ve havada
kurutulup ve mikroskop altinda incelenmistir.

b. Filtre lizerinde fiksasyon ve hibridizasyon

Glockner vd., (1996)’ ne gore yapilan denemede 6rnek direkt olarak 13mm gapli,
0,45um por ¢apli filtreden gegirilmis ve filtre %4 fiksatif ile kaplanarak 30dk oda
sicakliginda inkiibe edilmistir. Fiksatif vakum ile uzaklastirilmig ve 3ml PBS ve
deiyonize su filtreden gecirilerek tiim fiksatifin uzaklastirilmasi saglanmigtir.
Havada kurutulan filtreler bir lama koyularak 50ng prob iceren hibridizasyon
tamponu ile kaplanmistir. 46°C° de 90dk nemli ve daha Onceden 1sitilmis
inklibator ic¢inde hibritlestirilen lam t{izerindeki ornekler, 50ml daha Onceden
isitilmis  yikama tamponu i¢ine daldirilmig ve 48°C° de 15dk beklenerek
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yikanmugtir. Filtre kagitlart Whatman 3M (Whatman Ltd., Maidstone, UK) kagidi
iizerinde kurutulup floresans koruyucu ortam ile lamlar iizerine sabitlenerek
floresans mikroskop altinda incelenmistir.

c. Filtre tizerinde fiksasyon, hibridizasyon ve yikama

Glockner vd., (1996) ’ ne gore yapilan denemede Ornegin tim islemleri filtre
iizerinde gergeklestirilmis, filtre sadece goriintiileme sirasinda lamin {izerine
koyulmustur. Ornek 13mm ¢apli, 0,45um por ¢aph filtreden gegirilip filtre %4
fiksatif ile kaplanarak 30dk oda sicakliginda bekletilmistir. Fiksatif vakum ile
uzaklastirilip, 3ml PBS ve deiyonize su filtreden gegirilerek tiim fiksatifin
uzaklastirilmast saglanmigtir. Filtre 50ng prob igeren hibridizasyon tamponu ile
kaplanmis ve 46°C de 90dk boyunca, nemli ve daha dnceden 1sitilmig inkiibator
icinde hibritlestirilmistir. Filtreye daha o©nceden 1sitilmis yikama tamponu
eklenmis ve 48°C’ de 15dk beklenerek yikanmistir. Filtre 3ml PBS ve deiyonize
su ile vakum altinda yikanip havada kurutulmus ve floresans koruyucu ortam ile
lamlar iizerine sabitlenerek floresans mikroskop altinda incelenmistir.

d. Soliisyon igerisinde fiksasyon, hibridizasyon ve filtre {izerinde konsantrasyon

Heidelberg vd., (1993)’ ne gore yapilan denemede, %4 konsantrasyonda
paraformaldehit soliisyonu ile 6rnekler fikse edilmistir. Karigim +4°C’ de 3sa
inkiibe edilip 100ul lizozim ¢dzeltisi (10mg/ml) eklenerek oda sicakliginda 30dk
inkiibe edilmistir. Hiicreler yikanarak 10ul hiicre soliisyonu almmis ve bir mikro
santrifiij tliplinde hibridizasyon tamponu ve prob ile karistirilarak uygun sicaklikta
2-18sa hibritlestirilmistir. Hibridize olmus 6rnek tizerine PBS eklenmis ve 25mm
capinda ve 0,20pm por ¢apinda olan polikarbonat filtreden gecirilerek yikanmis ve
floresans koruyucu ortam eklenerek floresans mikroskopta incelenmistir.

3.2.2.3. Floresans  isaretli  problarin  hibridizasyon  sicakhiklarinin
optimizasyonu

3.2.2.2. de agiklanan bes farkli FISH uygulamasi arasinda, 6rnegin soliisyon
icerisinde fikse ve hibridize edildigi ve filtre iizerinde konsantre edildigi,
Heidelberg vd. (1993)’ nin uyguladig: teknigin en uygun yontem olduguna karar
verilip aragtirmamizin diger asamalarinda bu uygulama kullanilmigtir. Bu
uygulamanin bazi basamaklari literatiir ¢aligmalarina gore degistirilmistir. FISH
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yontemi protokolii 3.2.3.” de ayrintilari ile agiklanmustir. Problarin hibridizasyon
sicakliklarinin optimizasyonu amaciyla daha dnce yapilmis ¢alismalara (Pernthaler
vd., 2001; Kenzaka vd., 1998; Joachimsthal vd., 2003) bagli olarak 12 farkli
hibridizasyon sicakligi (25°C, 27°C, 30°C, 35 °C, 37 °C, 39 °C, 40°C, 41 °C, 43
°C, 45 °C, 47 °C, 50 °C) denenmistir. Mikroskobik incelemeler sonucunda
floresans sinyalin gorsel siddetine goére problarin hibridizasyon sicakliklari
belirlenmistir. Belirlenen hibridizasyon sicakliklar Cizelge 4.1.” de verilmistir.

3.2.2.4. Floresans isaretli problarin ozgiilliiklerinin arastirilmasi
Floresans sinyalin incelenmesi ile problarin ézgiilliiklerin arastirilmast

Problarin hedef rRNA sekanslarina uygun olarak secilen, karigik bakteri kiiltiirleri
hazirlanmigtir. FISH uygulanmasi sonucunda, floresans sinyalin varligi/yoklugu
ve sinyalin kullanilan bakteriye olan 0zgiilliigii incelenmistir. Bu amagla
hazirlanan bakteri kiiltiirleri Cizelge 4.2.” de ve bu Kkiiltirlerle yapilan
hibridizasyon sonucunda epifloresans mikroskopta elde edilen fotograflar, Sekil
4.5., Sekil 4.6., Sekil 4.7., Sekil 4.8., Sekil 4.9., Sekil 4.10., Sekil 4.11., Sekil
4.12., Sekil 4.13., Sekil 4.14., Sekil 4.15., Sekil 4.16.” da verilmistir.

Bakteri sayumu ile problarin ézgiilliiklerin arastiridmas

Bu amagla, S.typhimirium ATCC 14028, S.aureus ATCC 25923 ve B.mycoides
ATCC 10206 in NA’ da L.pneumophila 5854 iin ise BCYE agarda saf kiiltiirleri
hazirlanmistir. Bu kiiltiirlerden 6ze ile alinarak PBS igerisinde suspande edilmis ve
karistm Mc Farland 0.5’ e gore ayarlanarak 10’-10° kob/ml canli bakteri hiicresi
elde edilmistir. Bu siispansiyon 10%’ya kadar seyreltilmis ve saymm igin 107 lik
seyreltme kullanilmistir. Optimizasyon ¢alismalar ile elde edilen uygun sicaklikta
hibridizasyon sonunda sayim yapilmustir. Elde edilen sayinmn, 10’-10° kob/ml’ ye
yakinligina gére yorum yapilmistir. Bakteri sayimi ile problarmn o6zgiilliiklerin
arastirilmasi amaciyla hazirlanan siispansiyonlarin igerdigi hiicre sayilar1 ve FISH

teknigi ile elde edilen ortalama sayim sonuclar1 Cizelge 4.3.” de verilmistir.

3.2.3. FISH Yontemi Protokolii

a- Hiicrelerin toplanmasi: 10ml 1X PBS iginde ¢oziilerek hazirlanan 6rnekler
10 000g de 10dk santrifujlenerek, hiicreler toplanmugtir (Heidelberg vd., 1993).
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b- Fiksasyon: Pernthaler vd., (2001) tarafindan 6nerilen yonteme gore, 250pul
ornek 13 000g’ de 3dk santrifiijlenmis ve list faz atilmistir. PBS eklenerek 6rnek
karistirilmus ve karisim tekrar 13 000g” de 3dk santrifiijlenmistir. Ust faz atildiktan
sonra 3 hacim %4 PFA soliisyonu eklenmis ve karisim en az 3sa, +4°C’ de
inkiibasyona birakilmigtir.

c- Hiicrelerin gecirgenlestirilmesi: Fikse edilen ornekler santrifiijlendikten
sonra 100ul lizozim ¢ozeltisi (10mg/ml) eklenerek oda sicakliginda 30dk inkiibe
edilmistir. Tespit ve gecirgenlestirmeden sonra hiicreler yikanmig ve orneklere
PBS ve etanol (1:1, v/v) karisimi eklenerek karistirilmistir (Furukava vd., 2006).

d- Hibridizasyon: Hiicreler tekrar yikanmis ve 10ul hiicre alinarak steril
eppendorf tliplerine aktarilmistir. Her tiipe icerisinde 0,5pmol/ul prob igeren
hibridizasyon tamponundan 100’er pl eklenerek uygun sicaklikta 2-18 sa,
karanlikta inkiibe edilmistir (Manz vd., 1992).

e- Yikama: Yikama amaci ile Ornekler steril tliplere aktarilmis, {izerlerine
yikama tamponu eklenmis ve Ornekler pipetaj yapilarak karistirilip uygun
hibridizasyon sicakliginda 30dk inkiibe edilmistir. Steril polikarbonat membran
filtreler, steril filtre tutucuya yerlestirilerek Ornekler filtrelerden gegirilmistir.
Filtreler, tizerlerinde 1 damla floresans koruyucu ortam bulunan lamlar iizerine
koyulmustur. Birer damla daha floresans koruyucu ortam damlatilarak lamlar
havada ve karanlikta kurumaya birakilmistir (Manz vd., 1992).

f- Mikroskobik inceleme: Calismamizda ADU Bilim ve Teknoloji Arastirma ve
Uygulama Merkezi’nde bulunan Olympus BX50 model floresans mikroskop ve bu
mikroskoba ait iki adet floresans filtre ( U-MWU2 ve U-MWIB2) kullanilmustir.
Her bir 6rnek i¢in 2 tekrarli analiz yapilmistir. Sayimlar, Breed yontemi (Jay vd.,
2005) ile yapilmustir.

Sekil 3.1. FISH tekniginde yikama basamagi
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3.2.4. FISH Yontemi ile Gida ve Su Orneklerinde E.coli, S aureus, Salmonella
ve Legionella Aranmasi

Tez materyalleri, 3.2.3” de verilen FISH protokoliine gore analiz edilmis ve Tiirk
Gida Kodeksi et iirlinleri i¢in mikrobiyolojik kriterler tebligine (Cizelge 3.2.) gore

incelenmistir.

Cizelge 3.2. Et iirlinleri i¢in mikrobiyolojik kriterler (6.02.2009/say1 27133/ teblig
no: 2009/4, 2009/6) (http://www.kkgm.gov.tr/TGK/Teblig/2000-4.html)

n c m M
\Escherichia coli (kob/g) 5 1 5x 10 1x10°
[Escherichia coli (kob/g)* 5 0 Bulunmamali
E. coli O157: H7(kob/g) 5 0 Bulunmamali
Staphylococcus aureus (kob/g) 5 1 5x10° 5x10°
Clostridium perfringens (kob/g)| 5 2 1x10' 1 x 10
Salmonella (kob) 5 0 25 g’da bulunmamali
Listeria monocytogenes (kob) 5 0 25 g’da bulunmamali
Maya, kiif (kob/g) 5 2 1x 10 | 1x10°

* Is1 uygulamasi gormiis iiriinlerde

n: deney numune sayisi

c: m ile M arasindaki sayida mikroorganizma ihtiva eden kabul edilebilir en fazla
deney numune sayisint

m: (n-c) sayidaki deney numunesinin 1 graminda bulunabilecek kabul edilebilir en
fazla mikroorganizma sayist

M: ¢ sayidaki deney numunesinin 1 graminda bulunabilecek kabul edilebilir en

fazla mikroorganizma sayist

FISH yontemi ile analiz edilen 100 gida Srneginden elde edilen E.coli sayilari
kiiltiirel yontemler sonucunda elde edilen sonuglarla beraber Cizelge 4.4’ de
verilmistir. Ayrica, Sekil 4.17.> de Aydin Ili halk pazarindan alinan pili¢ butu
(PB5) orneginden izole edilen E.coli’ nin ECO probu ile hibridizasyonu sonucu

epifloresans mikroskoptaki goriintiisii verilmistir.

Analiz edilen 100 gida 6rneginde elde edilen S.aureus sayilar kiiltiirel yontemler
sonucunda elde edilen sonuglarla beraber Cizelge 4.7’ de verilmistir. Ayrica, Sekil
4.20.> de Aydin Ili halk pazarindan alman pili¢ butu (PB6) érneginden izole edilen
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S.aureus’ un Sau probu ile hibridizasyonu sonucu epifloresans mikroskoptaki

gOriintiisli verilmistir.

FISH yontemi ile analiz edilen 100 gida 6rneginde Salmonella spp. saptanan
ornekler Cizelge 4.10. da verilmistir. Sekil 4.23.” de Aydin ili halk pazarindan
alman pili¢ butu (PB1) 6rneginden izole edilen Salmonella’ nin Sal3 probu ile
hibridizasyonu sonucu epifloresans mikroskoptaki goriintiisii verilmistir.

FISH yontemi ile analiz edilen 100 su drneginde Legionella saptanmamistir. Bu
nedenle Legionella pneumophila’nin saf kiiltiiri eklenerek FISH analizleri
yapilmistir. Bu analizler sonucunda elde edilen fotograflar Sekil 4.4a, Sekil 4.4b;
Sekil 4.14 ve Sekil 4.26° da verilmistir.

3.2.5. Kiiltiirel Mikrobiyolojik Yéntemler ile Gida ve Su Orneklerinde

E.coli, S.aureus, Salmonella ve Legionella Aranmasi

Bu c¢aligmada iki tekrarli yapilan kiiltiirel mikrobiyolojik yontemlerle, gida
orneklerinde E.coli, S.aureus ve Salmonella spp., su 6rneklerinde ise Legionella ve
E.coli analizleri yapilmistir. Her iki yontemle elde edilen sonuglar eslestirilmis t-
testine gore karsilastirilmigtir. Tez materyalleri kiiltiirel mikrobiyolojik yontemler
ile FDA/BAM ve ISO standartlarina bagli kalinarak analiz edilmistir. Buna gore
25g ornek, 225ml 1XPBS igerisinde seyreltildikten sonra uygun seyreltme serileri
hazirlanmig ve kiiltiirel mikrobiyolojik yontemler uygulanmistir. Stvi 6rnekler i¢in

seyreltme uygulanmamastir.
3.2.5.1. E.coli aranmasi ve sayimi (TS 6063/ISO 7251)

E.coli aranmasmin yapildigi analiz yonteminde, 6rnek hazirlanip diliisyonlar
yapildiktan sonra, ardigik 5 diliisyondan 3' er adet LST besiyerine 1' er ml ekim
yapilmis ve tiipler 37°C' de 24sa (gerekirse 48sa) inkiibasyona birakilmistir.
Burada pozitif sonug veren tiiplerden, su banyosunda 44,5°C' de tutulan EC Broth
besiyerlerine ekim yapilmis ve gaz olusumu i¢in yine 44,5°C' de 24sa (gerekirse
48sa) inkiibe edilmistir. Bu silirenin sonunda gaz olusumu goriilen tiipler fekal
koliform olarak degerlendirilmistir. Testin devaminda EC Broth besiyerinde
pozitif sonug veren tiiplerden 44,5°C' deki Tripton Water (TW) besiyerine ekim
yapilmis ve ayni derecede 48sa inkiibasyona birakildiktan sonra indol testi
yapilmigtir. Bu testin sonunda indol pozitif reaksiyon veren tiipler E.coli, negatif
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reaksiyon verenler ise FE.coli disindaki diger fekal koliformlar olarak
degerlendirilmistir.

Kiiltiirel yontemle elde edilen E.coli sayilar1 FISH yontemi ile elde edilen
sonuglarla beraber Cizelge 4.4." de verilmistir. Ayrica, Aydin ili halk pazarindan
aliman pilic butu (PB5) o6rneginden izole edilen E.coli’ nin EC brothda gaz
olusturmasi Sekil 4.18.” de, indol testi ile kanitlanmasi sirasinda ortaya ¢ikan indol
halkasinin goriintiisii ise Sekil 4.19.” da verilmistir.

3.2.5.2. S.aureus aranmasi ve sayimi (BAM, 2001)

Uygun sekilde seyreltilen 6rneklerden toplam 1ml alinarak 3 petri Baird Parker
agara (0,3ml, 0,3ml, 0,4ml) ekilmis ve petriler 45-48sa 35°C’ de inkiibe edilmistir.
20-200 arasinda koloni igeren ve siipheli S.aureus kolonileri igeren petriler
secgilerek sayim yapilmistir. Stipheli S.aureus kolonileri alinarak 0,2-0,3ml BHI
brotha aktarilmistir. BHI siispansiyonu 18-24sa 35°C’ de inkiibe edilmistir. 0,5ml
EDTA’ I koagulaz plazmasi, BHI kiiltiiriine eklenerek karistirilmis ve 35°C” de
inkiibe edilerek pihtilasma incelenmistir. Pihtilasma pozitif olan koloniler

Staphylococcus aureus olarak tanilanmustir.

Kiltiirel yontemle elde edilen S.aureus sayilari FISH yontemi ile elde edilen
sonuglarla beraber Cizelge 4.7. de verilmistir. Ayrica, Aydin Ili halk pazarindan
alinan pili¢ butu (PB6) 6rneginden izole edilen S.aureus’ un BPA’ da olusturdugu
kolonilerin goriintiisii Sekil 4.21.” de, pozitif koagiilaz testi goriintiisii ise Sekil
4.22.” de verilmistir.

3.2.5.3. Salmonella spp. aranmasi (ISO 6579:2002)

On zenginlestirme: 25g 6rnek 225ml laktoz broth ile veya tamponlanmis peptonlu
su ile seyreltilerek karistiricida karistirllmigtir. Homojen kiiltiir steril bir kapakli
siseye (500ml) aktarilarak 18+2sa 37°C’ de inkiibe edilmistir.

Secici zenginlestirme: Karisimdan 0,1ml alinarak 10ml RV broth ortamina ve 1ml
alinarak 10ml MKTTn brotha aktarilarak karistirilmistir. RV broth 42°C’ de
24+2sa, MKTTn broth ise 43°C’ de 24+2sa inkiibe edilmistir.
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Inkiibe edilmis s1v1 ortamlardan 10pul (3 6ze dolusu) alinarak, BSA ve XLD agara
ekim yapilarak 35°C* de 24sa inkiibe edilmistir. Siipheli koloniler serolojik
(PoliA-I ve Vi antiserumlari) testler ile analiz edilerek kanitlanmustir.

Kiltiirel yontem ile Salmonella spp. saptanan oOrnekler Cizelge 4.10° da,
Salmonella spp. nin XLD agarda olusturdugu kolonilerin goriintiisii Sekil 4.24.” de
ve siipheli kolonilerin kanitlanmasinda kullanilan agliitinasyon reaksiyonu
gorilintlisii Sekil 4.25.” de verilmigtir.

3.2.5.4. Legionella aranmasi

McDade vd., (1977) ye gore yapilan analizde, su Ornekleri 10 000g’ de
santrifujlenerek yogunlastirilmis ve presipitattan 100ul alinarak BCYE agara
yayma ekimi yapilmistir. 10 giin, 36+2°C’ de inkiibe edilen petrilerde iireyen tipik
Legionella kolonileri incelenmistir.

Kiiltiirel yontem ile analiz edilen 100 su 6rneginde Legionella saptanmamistir. Bu
nedenle L.pneumophila’nin saf kiiltiirii uygun besiyerinde gelistirilmistir.
L.pneumophila 5854 Kkiiltiiriinin BCYE agardaki goriintiisii = Sekil 4.27." de

verilmisgtir.

3.2.6. Siipheli Kolonileri Kanitlama Testleri
3.2.6.1. Serolojik testler

Siipheli Salmonella kolonilerinin kanitlanmasi amaciyla kullanilmistir. 1 damla
Salmonella Poly A-1&Vi Antiserumu temiz bir lama damlatilmigstir. Uzerine
siipheli koloniden o6ze ile alinarak antiserum ile karistirilmistir. Lamlar 1dk
boyunca ters diiz edilerek karigtirilmis ve agliitinasyon yorumlanmastir.

3.2.6.2. Koagulaz testi

Stipheli S.aureus kolonilerinin kanitlanmasi amaciyla kullanilmistir. %0,15 EDTA
ve %0,85 NaCl igeren liyofilize tavsan plazmasindan 0,5ml alinmis, BHI
kiiltiiriine eklenerek karistirilmig ve 35°C° de inkiibe edilerek 6sa boyunca
pihtilagma incelenmistir. Pihtilasma pozitif olan koloniler Staphylococcus aureus

olarak tanilanmaistir.
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3.2.6.3. indol testi

E.coli kanitlamasi amaciyla kullanilmigtir. TW besiyerinde 37°C’ de 24sa
inkiibasyona birakilmig mikroorganizmalar {izerine Kovaks ayiracindan 0,5ml
ilave edilip karistirtlmistir. Tlplerin Gist kisminda 1-2dk iginde kirmizi bir halkanin
olusmasi pozitif reaksiyon (indol olusumu) sarimsi halka olusumu ise negatif
reaksiyon olarak degerlendirilmistir.

3.2.7. FISH ve Kiiltiirel Yontemlerin Karsilastirilmasi

Bu calismada iki tekrarli yapilan FISH ve kiiltiirel mikrobiyolojik yontemlerle,
gida orneklerinde E.coli, S.aureus sayimlar1 yapilmis ve Salmonella spp. varligi
aragtirllmistir. Su Orneklerinde ise Legionella ve E.coli varhigi arastirilmistir,
Sayimlar, floresans mikroskopta, 60X’ lik objektifte, fotograflar1 g¢ekilen 10
mikroskop alan1 esas alinarak mikrometrik okiiler kullanilarak Breed yontemi (Jay
vd, 2005) ile yapilmistir. Her iki yontemle elde edilen sonuglar eslestirilmis t-
testine gore karsilastirilmistir. Buna gore, kiiltlirel yontemler ve FISH yontemi ile
elde edilen sonuglarin istatistiki karsilagtirmalart E.coli sayim sonuglari ig¢in
Cizelge 4.5. ve Cizelge 4.6. da; S.aureus sayim sonuclari i¢in Cizelge 4.8. ve
Cizelge 4.9.” da verilmistir.

3.2.8. FISH Tekniginin Veriminin Belirlenmesi

FITC isaretli problarla hibridizasyon sonunda Sau probu ile hibridize edilmis 16
ornek ve ECO1167 probu ile hibridize edilmis 10 6rnek DAPI (1mg/ml) ile
boyanarak uygulanan FISH tekniginin verimi belirlenmistir. DAPI genellikle
cevre, gida ve klinik mikrobiyolojide mikroorganizma sayimi amaciyla kullanilan,
niikleik asitleri boyama yetenegine sahip tiire veya genusa 6zgli olmayan evrensel
bir floresans boyadir. DAPI ile boyanmis hiicreler 365nm dalga boyunda 151k
altinda parlak mavi renkte gozlenirler.

DAPI ile boyama prosediirii Kobabe vd. (2004)’ ne gore yapilmistir. Bu yonteme
gore hibridize edilen oOrneklerin iizerine 2ul DAPI eklenmis ve 15dk inkiibe
edilmistir. Daha sonra hiicreler PBS ile 3 kez 20’ ser dk yikanarak oOrnekler
polikarbonat membran filtrelerden gecirilmistir. Filtreler alinmis ve tlizerlerinde 1
damla floresans koruyucu ortam bulunan lamlar iizerine koyulmustur. Uzerlerine
birer damla daha floresans koruyucu ortam damlatilarak lamlar havada ve



48

karanlikta kurumaya birakildiktan sonra mikroskopta incelenerek sayim
yapilmustir.

Omekler FISH ve boyama islemlerinden sonra epifloresan mikroskopta
incelenirken, U-MWU2 (330-385nm/420nm)ve U-MVIB2 (460-490nm/510nm)
olmak tzere iki farkli filtre kullanilmistir. Hazirlanan 6rnekler 6nce U-MWIB2
filtresi ile goriintiilendikten, hiicreler netlestirildikten ve fotograflandiktan sonra
U-MWU?2 filtresi ile incelemeye gegilmis ve fotograflanmistir (Sekil 4.28., Sekil
4.29.). Elde edilen sayim sonuglari, (FITC ile boyanan hiicre sayis1 / DAPI ile
boyanan hiicre sayisi) x 100 formiiliinde yerine koyularak FISH verimi (%)
hesaplanmigtir. ECO1167 probu ile incelenen drneklerin hibridizasyon verimleri
Cizelge 4.11." de; Sau probu ile incelenen 6rneklerin hibridizasyon verimleri ise
Cizelge 4.12.” de verilmistir.

3.2.9. FISH Tekniginin Uygulanma Siiresinin Kisaltilmasi

FISH tekniginde gerekli zamanin azaltilmasi amaciyla her bir basamak yeniden
degerlendirmeye alinmistir. Bu amagla ECO1167 probu kullanilarak E.coli
hiicreleri ile ¢aligilmigtir. Calismamizin basindan itibaren fiksasyon basamagi en
az 3sa olarak uygulanmistir. Calismanin bu kisminda, fiksasyon basamagi i¢in 15
dakikadan 1 saate kadar degisen siireler denenerek, 18sa hibridizasyon
uygulanmis, hiicreler DAPI ile boyanmis ve FISH verimi (%) hesaplanmisgtir.

Caligmanin  bu kisminda hibridizasyon siiresinin  kisaltilmasimna yonelik
arastirmalar da yapilmistir. Bu calismalarda, PFA muamelesi 1sa olarak
uygulanmig ve hibridizasyon i¢in 30dk ile 3sa arasinda degisen siireler

denenmistir.
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4. BULGULAR

4.1. Floresans Isaretli Problarin Hibridizasyon Sicakliklar

Denenen 12 farkli hibridizasyon sicakliginda (25°C, 27°C, 30°C, 35 °C, 37 °C, 39
°C, 40°C, 41 °C, 43 °C, 45 °C, 47 °C, 50 °C) yapilan mikroskobik incelemeler
sonucunda floresans sinyalin siddetine gore gorsel bir ayrim yapilarak problarin
hibridizasyon sicakliklar1 Cizelge 4.1.” deki gibi belirlenmistir. Denenen diger
sicakliklar floresans sinyalin ¢ok fazla olmasiyla bakteri hiicreleri ayirt

edilemediginden ¢aligsmanin ilerleyen asamalarinda kullanilmamustir.

Cizelge 4.1. Problarin hibridizasyon sicakliklar

Tm Secilen
Prob o Denenen hibridizasyon sicakliklar Hibridizasyon
0 51 (5
sicakligi (°C)
EUB338 644 | 35|37 |39 |41 |43 |45 |47 | 50 43
NonEUB338 | 64.4 | 35 | 37 | 39 | 41 | 43 | 45 | 47 | 50 43
ECO1167 703 | 35|37 |39 |41 |43 |45 |47 | 50 47
Sau 65.1 | 35|37 |39 |41 |43 |45 |47 | 50 43
Sal3 53.0 25|27 |30 | 35|37 |40 | 43 | 45 37
Leg705 60.7 | 35 | 37 | 39 | 41 | 43 | 45 | 47 | 50 45

Problarin maksimum ve minimum floresans sinyal gosterdikleri hibridizasyon
sicakliklar1 sonunda elde edilen fotograflar Sekil 4.1., Sekil 4.2., Sekil 4.3. ve
Sekil 4.4.” de verilmistir.
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EUB338 ve Sau problarmin floresans sinyal olusturmasi 43°C’ de maksimuma
ulagsmistir. Sekil 4.1.” de EUB338 ile hibridize edilen S.aureus ATCC 25923
kiiltiirlerinin a)35°C’ de hibridizasyon sonucu b)43°C’ de hibridizasyonu sonucu

floresans goriintiileri verilmistir.

Sekil 4.1a. EUB338 ile hibridize edilen S.aureus ATCC 25923 Kkiiltiiriiniin 35°C’
de hibridizasyon sonucu olusan floresans goriintiisii

Sekil 4.1b. EUB338 ile hibridize edilen S.aureus ATCC 25923 kiiltiiriiniin 43°C’
de hibridizasyon sonucu olusan floresans goriintiisii
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ECO1167 probunun floresans sinyal olusturmasi 47°C’ de maksimuma ulagmaistir.
Sekil 4.2.> de ECO1167 ile hibridize edilen E.coli ATCC 35218 Kkiiltiirlerinin
a)35°C’ de hibridizasyon sonucu b)47°C’ de hibridizasyonu sonucu floresans

goriintiileri verilmistir.

Sekil 4.2a. ECO1167 ile hibridize edilen E.coli ATCC 35218kiiltiiriiniin 35°C” de

hibridizasyon sonucu olusan floresans goriintiisii

Sekil 4.2b. ECO1167 ile hibridize edilen E.coli ATCC 35218 kiiltiiriiniin 47°C” de
hibridizasyon sonucu olusan floresans goriintiisii
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Sal3 probunun floresans sinyal olusturmasi 37°C’ de maksimuma ulagmistir. Sekil
4.3.” de Sal3 ile hibridize edilen S.typhimirium ATCC 14028 kiiltiirlerinin a)25°C’
de hibridizasyon sonucu b)37°C’ de hibridizasyonu sonucu floresans goriintiileri

verilmistir.

Sekil 4.3a. Sal3 ile hibridize edilen S.typhimirium ATCC 14028 kiiltiiriiniin 25°C’
de hibridizasyon sonucu olusan floresans goriintiisii

Sekil 4.3b. Sal3 ile hibridize edilen S.typhimirium ATCC 14028 kiiltiiriiniin 37°C’
de hibridizasyon sonucu olusan floresans goriintiisii
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LEG705 probunun floresans sinyal olusturmasi 45°C’ de maksimuma ulagmuistir.
Sekil 4.4.> de LEG705 ile hibridize edilen L.pneumophila 5854 Xkiiltlirlerinin
a)35°C’ de hibridizasyon sonucu b)45°C’ de hibridizasyonu sonucu floresans

gorilintiileri verilmigtir.

Sekil 4.4a. LEG705 ile hibridize edilen L.pneumophila 5854 kiiltiirliniin 35°C’ de

hibridizasyon sonucu olusan floresans goriintiisii

Sekil 4.4b. LEG705 ile hibridize edilen L.pneumophila 5854 kiiltiiriiniin 45°C’ de
hibridizasyon sonucu olusan floresans goriintiisii
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4.2. Problarm Ozgiilliiklerinin Arastiriimasi

Caligmamizda kullandigimiz problarin dizayn edildikleri tiire olan 6zgiilliikklerinin

incelenmesi i¢in herbir prob i¢in karisik bakteri kiiltiirleri hazirlanmistir. Tiire

0zgii problarin karisik kiiltiir igerisinden ilgili bakteri tiiriinii se¢ip secemedikleri,

olusturduklan floresans sinyal incelenerek arastirilmistir. Bu amacla hazirlanan

bakteri kiiltiirleri ve karigimlar1 Cizelge 4.2.” de verilmistir. Bu kiiltiirlerle yapilan

hibridizasyon sonucunda epifloresans mikroskopta elde edilen fotograflar (Sekil
4.5., Sekil 4.6., Sekil 4.7., Sekil 4.8., Sekil 4.9., Sekil 4.10., Sekil 4.11., Sekil
4.12., Sekil 4.13., Sekil 4.14., Sekil 4.15., Sekil 4.16.) verilmistir.

Cizelge 4.2. Problarin ozgiilliikklerinin arastirilmasi i¢in hazirlanan bakteri

kiiltiirleri ve karigimlari

Sau ECO1167 Sal3
S.aureus ATCC 25923 E.coli ATCC 35218 5 ’yphi”ﬂggg ATCC
M. luteus ATCC 9341 M. luteus ATCC 9341 E coli ATCC 35218
E.coli ATCC 35218 B.mycoides ATCC 10206 S aureus ATCC 25923
S.aureus ATCC 25923 E.coli ATCC 35218 5 ’yph"”ﬂggg ATCC
EUB338 NonEUB338
E.coli ATCC 35218 E.coli ATCC 35218
B.mycoides ATCC 10206 B.mycoides ATCC 10206
M. luteus ATCC 9341 M. luteus ATCC 9341

B.mycoides ATCC 10206

B.mycoides ATCC 10206

M. luteus ATCC 9341

M. luteus ATCC 9341

S.aureus ATCC 25923

S.aureus ATCC 25923

E.coli ATCC 35218

E.coli ATCC 35218
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Sekil 4.5. S.aureus ATCC 25923 kiiltiiriiniin Sau probu ile hibridizasyonu sonucu
epifloresans mikroskoptaki goriintiisii (60X)

Sekil 4.6. S.aureus ATCC 25923, M.luteus ATCC 9341 ve E.coli ATCC 35218
bakteri karistminin  Sau probu ile hibridizasyonu sonucu epifloresans
mikroskoptaki goriintiisii (40X)
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Sekil 4.7. E.coli ATCC 35218 bakteri Kkiiltiiriiniin ECO1167 probu ile
hibridizasyonu sonucu epifloresans mikroskoptaki goriintiisii (100X)

Sekil 4.8. E.coli ATCC 35218, M.luteus ATCC 9341, B.mycoides ATCC 10206
bakteri kiiltiirii karisimimnin ECO1167 probu ile hibridizasyonu sonucu epifloresans
mikroskoptaki goriintiisii (60X)
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Sekil 4.9. S.typhimirium ATCC 14028 bakteri kiiltlirliniin Sal3 probu ile
hibridizasyonu sonucu epifloresans mikroskoptaki goriintiisii (100X)

Sekil 4.10. S.typhimirium ATCC 14028, E.coli ATCC 35218, S.aureus ATCC
25923 bakteri kiltiirii karigiminin  Sal3 probu ile hibridizasyonu sonucu
epifloresans mikroskoptaki goriintiisii (60X)
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Sekil 4.11. E.coli ATCC 35218, B.mycoides ATCC 10206, M.luteus ATCC 9341
bakteri kiiltliri karisimimin EUB338 probu ile hibridizasyonu sonucu epifloresans
mikroskoptaki goriintiisii (40X)

Sekil 4.12. B.mycoides ATCC 10206 bakteri kiiltliriiniin EUB338 probu ile
hibridizasyonu sonucu epifloresans mikroskoptaki goriintiisii (100X)
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Sekil 4.13. M.luteus ATCC 9341 bakteri kiiltiiriniin EUB338 probu ile
hibridizasyonu sonucu epifloresans mikroskoptaki goriintiisii (100X)

Sekil 4.14. L.pneumophila 5854 susunun Leg705 probu ile hibridizasyonu sonucu
epifloresans mikroskoptaki goriintiisii (60X)
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Sekil 4.15. L.pneumophila 5854, B.mycoides ATCC 10206 ve E.coli ATCC 35218
bakteri kiiltiirii karistminin EUB338 probu ile hibridizasyonu sonucu epifloresans
mikroskoptaki goriintiisii (40X)

Sekil 4.16. E.coli ATCC 35218, M. luteus ATCC 49732, B. mycoides ATCC
10206 bakteri kiiltlirii karisitminin NonEUB338 probu ile hibridizasyonu sonucu
epifloresans mikroskoptaki goriintiisii (60X)
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4.3. Hazirlanmis Bakteri Kiiltiirlerinin Floresans isaretli Problar ile
Sayimi

Calismamizda kullandigimiz problarin dizayn edildikleri tiire olan 6zgiilliiklerinin
incelenmesi igin 107-10°kob/ml bakteri iceren, S.typhimirium ATCC 14028,
S.aureus ATCC 25923 ve B.mycoides ATCC 10206 kiiltiirleri hazirlanmistir.
Bakteri saymmi ile problarin ozgiilliiklerin aragtirilmasi amaciyla hazirlanan
siispansiyonlarin i¢erdigi hiicre sayilar1 ve FISH ve kiiltlirel yontemler ile elde

edilen ortalama sayim sonuglar1 Cizelge 4.3.” de verilmistir.

Cizelge 4.3. Bilinen sayida bakteri hiicresi igeren kiiltiir ile FISH ve kiiltiirel
yontemlerin karsilastiriimasi

Sayim sonuclari
— Sayimlar
Prob Bakteri FISH Kiiltirel | aragindaki
.. yontem fark
(hiicre/ml) (kob/ml)
EUB338 B.mycoides ATCC 8,2x10’ 7,6x10° 1 log
10206
NonEUB338 f(-)'%goides ATCC <100000 | <100000 0
LEG705 L.pneumophila 5854 3,8x10° 2,7x10’ 1 log
S.typhimirium ATCC 7 6
Sal3 14028 2,1x10 1,8x10 1 log
Sau S.aureus ATCC 25923 3,9x107 3,1x107 0

4.4. FISH ve Kiiltiirel Yontemlerle Elde Edilen Sayim Sonuclari

Bu boliimde, tez materyallerindeki E.coli ve S. aureus sayim sonuglari, floresans
mikroskop fotograflari, Salmonella spp. saptanan tez materyalleri ve
L.pneumophila’nin saf kiiltiirli ile yapilan FISH analizleri sonucunda elde edilen
fotograflar, ayrica FISH ve kiiltiirel yontemlerle elde edilen sayim sonuglarinin

istatistiki degerlendirme sonuglar1 verilmistir.

4.4.1. Gida Orneklerindeki E.coli Sayim Sonuglari

E.coli sayim sonuglar1 Cizelge 4.4.” de verilmistir. Tiirk Gida Kodeksi Et Uriinleri
icin Mikrobiyolojik Kriterler tebligine (Cizelge 3.5.) gore et ve et {irlinlerinde
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bulunabilecek smir E.coli sayis1 1x10* kob/g dir. Calismamizda 100 et drneginin
84 tanesinde sinir degerin tizerinde (Cizelge 4.4.” de, sinir degerin {izerinde E.coli
iceren Ornekler ‘*’ igareti ile gosterilmistir.) E.coli hiicresine rastlanmistir. Gida
orneklerinden (PBS5) izole edilen bir E.coli susunun EC brothda gaz olusturmasi
Sekil 4.17° de ve E.coli kanitlama testlerinden olan Indol testi sonucunda olusan
indol halkas1 Sekil 4.18.” de gosterilmistir.

Sekil 4.17. PB5 o6rnegindeki E.coli’ nin ECO probu ile hibridizasyonu sonucu
epifloresans mikroskoptaki (100X) goriintiisii

Sekil 4.18. PB5 &rnegindeki E.coli’ Sekil 4.19. PB5 6rnegindeki E.coli’
nin EC brothda olusturdugu gaz nin  indol  testi  sonucunda
kabarciklari olusturdugu indol halkasi



Cizelge 4.4. Gida 6rneklerinde, FISH ve kiiltlirel yontemlerle elde edilen E.coli sayilari
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) FISH sonugclari Kﬁltsiir;ll;;rlltem ?(I(;Iziik FISH sonugclari Kﬁlg%rsigfr?tem
Omek (hiicre/ml) (kob/ml) (hiicre/ml) (kob/ml)
1.tekrar 2.tekrar 1.tekrar 2 tekrar 1.tekrar 2. tekrar 1.tekrar 2. tekrar
PB2’ 3,4x10 4,3x10 4,5x10° 4,3x10 PP3’ 6,3x10” 5,9x10° 5,9x10” 7,1x107
PB3’ 3,5x10° 5,4x10° 5,0x10° 5,6x10° PP4’ 4,8x10° 6,2x10° 6,1x10° 6,9x10°
PB4 5,7x10° 6,8x10° 6,7x10° 5,9 10° PP5’ 7,0x10° 7,4x10° 7,1x10° 7,9x10°
PB5 7,8x10 5,9x10° 2,3x10° 3,4x10° PP6 7,9x10° 8,1x10° 7,6x10° 8,2x10°
PB6 8,0x10° 7,8x10° 7,0x10 7,6x 10° PP7 7,7x10° 7,6x10° 6,3x10° 7,3x10°
PB7 8,8x10° 9,4x10” 2,3x10 2,8x10 TC?2 6,3x10” 7,0x10 6,1x10 6,4x10
PBS’ 4,5x10° 3,9x10” 5,6x10° 7,8x10” TC3 4,4x10° 4,1x10° 4,3x10° 3,5x10°
PB9’ 3,0x10° 3,5x10° 4,9x10° 4,5x10° TC4" 3,6x10° 3,5x10 5,1x107 5,3x10”
PB10° | 7,5x10° 7,6x10° 9,5x 10° 9,8x 10’ TC5 3,9x10° 3,9x10 4,5x10° 4,8x10°
PB11° | 83x10° 6,7x10° 8,9x10° 9,6x10° TC6 8,4x10’ 8,1x10’ 8,3x 10° 9,1x10°
PB12" | 8,4x10° 7,6x10° 7,4x10 5,6x10° TC7 5,3x10° 4,6x10° 4,8x107 5,4x10°
PB13" | 79x10° 6,8x10° 4,9x10° 4,6x10° TCS 7,7x10° 4,6x10° 7,6x10° 4,8x107




64

FISH sonuglari Kiiltiirel Yontem . Kiiltiirel Yontem
} 1 Ornek FISH sonuglar 1
Ornek (hticre/ml) sonuglari sonuglari
kodu (hiicre/ml)

kodu (kob/ml) (kob/ml)
1.tekrar 2.tekrar 1.tekrar 2.tekrar 1.tekrar 2. tekrar 1.tekrar 2. tekrar
PB14° 6,3x10° 5,9x10° 5,9x10° 7,1x10° TCY9 10,4x10* 8,4x10* 4,0x10* 8,9x10*
PB15° 6,8x10° 6,2x10° 6,1x10° 6,9x10° TC10 5,0x10° 5,9x10° 6,9x10" 7,8x10"
PB16 6,4x10° 4,7x107 7,1x10° 7,9x10° TC11" 5,4x10° 4,9x10° 8,9x10* 9,1x10"
BPP2 6,0x10' 10,4x10' 7,5x10" 6,0x10' TPK3" 6,3x10* 11,4x10* 8.4x10* 6,9x10"
BPP3 2.3x10" 11,4x10' 8,8 x10' 2,4x10' TPK1 5,0x10* 11,4x10* 7,4x10* 7,8x10%
TPK2 | 6,4x10° 7,4x10* 4,6x10° 3,9x10° DK4" 7,0x10° 8,2x10° 4,7x10° 8,9x10°
TPK3 | 10,4x10* 9,3x10" 42x10° 2,9x10° DK5' 6,2 x10* 4,5x10* 3,5x10° 3,3x10°
TPK4 | 6,9x10* 6,2 x10* 2,8x10* 5,4x10" DK6 6,2 x10* 6,6x10" 6,7x10" 2,3x10*
TPK5S | 5,4x10° 43 x10* 5,3x10* 4.9x10* DK7 3,7x10* 3,5x10% 4.4x10* 2,3x10*
TPK6 | 5,4x10° 5,6x10° 7,2x10* 8,6x10* DKS8’ 1,3x10* 1,8x10* 2.2x10* 2,3x10°
TPK7 | 4,9x10° 3,8x10° 8,7x10* 9,4x10" DK9 3,6x10' 4,1x10" 2,6x10" 3,6x10'
TPKS | 7,0x10* 8,2x10* 4,7x10* 8,9x10* DK10 5,4x10' 5,0x10' 5,8x10' 4.8x10"
TPK9 | 6,9 x10* 4,9x10* 2,5x10° 4,3x10° DK11 2,3x10" 2,6x10" 1,9x10" 2,0x10"
TPK10 | 9.2 x10* 8,6x10* 6,7x10" 2,3x10* DK12 5,0x 10" 6,3x10' 4,6 x10" 4,6 x10"
TPK11 | 3,7x10* 3,2x10* 42x10* 43x10* DK13" 2,4x10° 4,6x10° 2,0 x10° 1,8 x10°
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FISH sonuglart Kiiltiirel Yontem Ormek FISH sonuglar: Kiltiirel Yontem

Ornek N sonugclari rodu e sonuclari

kodu (hiicre/ml) (kob/ml) (hitcre/ml) (kob/ml)
1.tekrar 2.tekrar 1.tekrar 2.tekrar 1.tekrar 2 .tekrar 1.tekrar 2.tekrar
TPK12 | 1,2x10* 1,9x10* 2,2x10* 2,3x10* DK14" 1,8x10° 1,4x10° 1,6 x10° 1,7 x10°
TPK13 | 2,6x10' 4,1 x10' 2,4x10' 3,6 x10' DK15 5,0x10° 5,6x10° 4,6 x10° 7,2 x10?
BPP4 | 5.2x 10 4,0x10' 6,3 x10' 4,8 x10' DK16 6,6x10* 6,1x10* 7,0 x10* 5,8 x10*
BPP5 2,7x10" 2,6x10' 1,8 x10' 2.1 x10" DK17" 7,4x10* 5,3x10* 4,9x10* 4,9x10*
PP1 5,0x 10" 6,1x10' 4.5x10" 4,6x10' DK18" 9,3x10* 7,2x10* 8,6x10* 8,6x10*
PP2’ 2,3x10° 4,5x10° 2,1 x10° 1,8 x10° DK19" 7,9 x10* 8,7x10* 9,4x10" 8.4x10*
DK1’ 1,7x10° 1,9x10° 1,6 x10° 1,7 x10° DK20" 43 x10* 4,7x10* 8,9x10* 8,9x10*
DK2" 5,0x10? 5,6x10° 4,6 x107 7,2 x10° DK21 5,6x10° 4,5x10° 4,3x10° 4,3x10°
DK3’ 6,9x10" 6,1x10* 7,1 x10* 5,8 x10* DK22" 3,8x10* 6,7x10" 2,3x10* 2,3x10*
DK23" | 7,0x10* 3,2x10* 6,7x10" 3,5x10* DK37 6,1x 10? 12,9 x 10° 6,9x 10° 3,6x10°
DK24 | 6,9x10* 1,9x10* 4.2x10* 1,8x10* DK38" 1,5x 10 7.4 x10° 8,4x 107 7,2 x10?
DK25 | 9,2x10* 4,1 x10* 2,2x10* 4,1x10* DK39" 5,3x10" 4.9x10* 5,3 x10* 2.8x10*
DK26 3,7x10" 4,0x10* 2,4x10* 4,0x10* DK40" 7,2x10" 8,6x10" 2,2x10* 4,1x10*
DK27" | 2.2x10* 2,6x10* 2,6x10* 2,0x10* DK41" 8,7x10* 9,4x10* 2,6x10* 6,3x10*
DK28" 1,3x10* 1,8x10* 2,3x10° 1,6 x10° DK42" 4,7x10* 8,9x10* 6,8x10" 4,6x10*
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FISH sonuclart Kiiltiirel Yontem FISH sonuglar: Kiltiirel Yontem
- sonugclari 2 sonuclari
Ornek (hiicre/ml) Ornek (hiicre/ml)
kodu (kob/ml) kodu (kob/ml)
1.tekrar 2.tekrar 1.tekrar 2.tekrar 1.tekrar 2.tekrar 1.tekrar 2.tekrar
DK29 3,6x10" 4,1x10" 3,6x10" 4,6 x10' DK43" 2,5x10° 43x10° 1,9x10° 1,4x10°
DK30 5,4x10' 4,0x10" 4.8x10" 7,0 x10' DKd44 7,4x10" 4,1x10' 4,6 x10' 5,6x10'
DK31 2,3x10" 2,6x10' 2,0x10' 1,8 x10' DK45" 9,3x10" 8,2x10* 4,7x10* 6,1x10"
DK32 | 5,0x 10 6,3x10' 4.6 x10" 1,7 x10" DK46" 6,2 x10* 4,9x10* 2,5x10° 1,6 x10°
DK33" | 24x10° 4,6x10° 49x10° 1,3x10° DK47" 43 x10* 8,6x10* 6,7x10" 4,6x10*
DK34" 1,8x10° 1,4x10° 1,6x10° 1,2x10° DK48" 5,6x10° 3,2x10° 42x10° 7,0 x10°
DK35 | 5,0x10? 5,6x10° 9,4x10° 7,2 x10? DK49" 4.3x10° 1,9x10° 2.2x10° 1,8 x10°
DK36 | 6,6x10* 6,1x10" 8,9x10* 5,8 x10* DK50° 4,9 x10* 8,6x10* 2,4x10* 4,6x10*

* ~ . .. . .. ..
Siir degerin iizerinde E.coli igeren drnekler
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4.4.1.1. E. coli sayim ortalamalarinin istatistiki verileri

Bu galigmada analiz edilen 100 gida drneginden FISH ve kiiltiirel yontem ile elde
edilen E.coli sayim ortalamalar1 eslestirilmis t-testi ile analiz edilmis ve
yontemlerin sayim sonuglarinda farklilik yaratip yaratmadigi degerlendirilmistir
Cizelge 4.5.” de E.coli sayimlarma ait tanimlayici istatistikler, Cizelge 4.6.” da ise
E.coli sayimlarmin eslestirilmis t-testi sonuglar1 verilmistir. Buna gore, tavuk ve
dana eti Ornekleri iizerinde denenen iki yontemden FISH yontemi, kiiltiirel
yonteme gore sayim ortalamalarinda istatistiksel olarak onemli derecede farkl
bulunmustur. Bu farklar FISH yontemi lehinedir (Tavuk materyali i¢in FISH-
Kiltiir: t=2,471; df: 49; P<0.05; Dana materyali i¢in FISH-Kiiltiir: t=3,114; df:49;
P<0.01). Tavuk ve dana eti Orneklerini birlikte degerlendirdigimizde FISH
yonteminin daha basarili oldugu goriilmektedir (Tavuk ve dana materyalleri i¢in
FISH-Kiiltiir: t= 2,838; df: 99; P<0.01).

Cizelge 4.5. E. coli sayimlarina ait tanimlayici istatistikler

Materyal Yontem Ortalama | N* SD* SE*
FISH-TAVUK 58693,74 | 50 | 138891,07 | 19642,16
Tavuk eti
KULTUR-TAVUK 15898,58 | 50 | 26937,52 | 3809,54
FISH-DANA 31497,61 | 50 | 31538,16 | 4460,17
Dana eti
KULTUR-DANA 23899,32 | 50 | 27767,08 | 3926,85
FISH-DANA 45095,67 {100 101128,71 | 10112,87
Toplam
KULTUR-DANA 19898,95 |100| 27512,29 | 2751,22

*N: Ornek sayis1 *SD: Standart sapma *SE: Ortalamanin standart hatasi
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Cizelge 4.6. E. coli sayimlarmin eglestirilmis t-testi sonuglari

Eslestirilmis
. gruplara ait
Materyall  Yontem SD* SE* t* |df¥ P*
farklarin
ortalamasi
FISH-TAVUK/
Tavuk .. ..
" KULTUR- 42795,16 122472,69/17320,2512,471|49(0,017,
e
' TAVUK
FISH-DANA/
Dana eti| KULTUR- 7598,29 17251,78|2439,76 [3,114/49(0,003
DANA
FISH-TAVUK/
Toplam KULTUR- 25196,73 88792,8318879,28 12,838/99(0,006
TAVUK

*N: Ornek sayis1 *SD: Standart sapma *SE: Ortalamanin standart hatasi *df: Serbestlik

derecesi *P: Onem diizeyi *t: Belirli bir anlamhlik diizeyinde, t tablosuna gore bulunan

teorik deger
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4.4.2. Gida Orneklerindeki S.aureus Sayim Sonuglar

Tiirk Gida Kodeksi et iiriinleri i¢in mikrobiyolojik kriterler tebligine gore (Cizelge
3.2.) et ve et iriinlerinde bulunabilecek smir S.aureus sayist 5x10°kob/ml dir.
Caligmamizda 100 et Orneginin higbirisinde sinir degerin iizerinde S.aureus
hiicresine rastlanmamuistir. S.aureus sayim sonuglar1 Cizelge 4.7.” de verilmistir.
Gida orneklerinden izole edilen bir E.coli susunun EC brothda gaz olusturmasi
Sekil 4.17° de ve E.coli kanitlama testlerinden olan Indol testi sonucunda olusan
indol halkas1 Sekil 4.18.” de gdsterilmistir.

Sekil 4.20. PB6 ornegindeki S.aureus’ un Sau probu ile hibridizasyonu sonucu
epifloresans mikroskoptaki goriintiisii

Sekil 4.21. PB6 ornegindeki S.aureus’ un Baird Parker agardaki goriintiisii

Sekil 4.22. PB6 6rnegindeki S.aureus’ un (+) koagiilaz reaksiyonu
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Cizelge 4.7. Gida 6rneklerinde, FISH ve kiiltiirel yontemlerle elde edilen S. aureus sayilar

FISH sonuglari Kﬁltsiir;ll;;rlltem Srnek kodu FISH sonuglari Kﬁltsif)r;lll;{frr;tem
Ornek kodu (hiicre/ml) (kob/ml) (hiicre/ml) (kob/ml)

1.tekrar 2.tekrar 1.tekrar 2.tekrar 1.tekrar 2. tekrar 1.tekrar 2. tekrar
PB2 9,0x10* | 7,9x10 9,1x10* | 8,7x10° PP3 5,8 x107 6,7 x10° 4,6x10° | 5,4x10
PB3 2,6x10° | 3,4x10° 4,1x10* | 3,6x10° PP4 3,4 x10° 4,9 x10° 2,9x10° | 3,6 x10
PB4 4,0x10* | 3,6x10° 4,5x10° | 3,7x107 PP5 3,7x10° 5,6 x107 57x10° | 4,7x10°
PB5 58x10° | 4,7x10* | 6,8x10* | 6,3x10’ PP6 6,5 x10° 8,7 x10° 4,8x10* | 7,3x10°
PB6 4,1x10> | 3,6x10*° | 5,8x10* | 5,7x10’ PP7 9,2 x10° 8,5 x10° 7,4x10* | 84x10°
PB7 7,4x10* | 8.4x10° 8,0x10” | 8,2x10° TC2 6,1 x10” 6,7 x10° 59x10* | 5,3x10°
PBS 8,7x10* | 83x10*> | 9,1x10* | 9,3x10° TC3 3,8 x10° 4,9x10° 3,2x10° | 3,1x10°
PB9 3,6x10° | 4,5x10° | 5.8x10* | 5,1x10° TC4 3,7x10° 5,6 x107 3,5x10° | 4,8x10
PB10 1,7x10° | 2,4x10° | 3,2x10% | 3,4x10° TC5 7,8 x10° 3,6 x107 4,5x10° | 5,6 x10
PB11 49x10* | 4,8x10* | 4,5x10° | 4,9 x10 TC6 2,7x10? 1,7 x10 7.4x10* | 6,7x10°
PB12 7,8x10° | 6,9x10° | 7.4x10° | 6,9x10° TC7 3,8x10” 8,0x10° 4,8x10° | 6,3 x10
PB13 2,7x10* | 3,7x10° | 2,9x10° | 4,2x10° TCS 8,3x10° 9,1 x10’ 6,9 x10* | 82x10’
PB14 57x10° | 58x10° | 49x10° | 5,9x10° TC9 4,5x10° 5,8x10° 3,7x10° | 2,9 x10
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FISH sonuglar Kiiltiirel Yontem . FISH 1 Kiiltiirel Yontem

Ornek (hiicre/ml) sonuglart Ornek sonuetatt sonuglart

kodu (kob/ml) kodu (hicre/ml) (kob/ml)
1.tekrar 2.tekrar 1.tekrar 2.tekrar 1.tekrar 2. tekrar 1.tekrar 2. tekrar
PB15 | 5,3x10’ 5,9 x10° 5,8x10” 6,7 x10° TC10 2,4 x10° 3,2x10° 5,8 x10° 4,9 x10°
PB16 | 8,3x10’ 9,6 x10° 8,8 x10 9,8x10 TC11 4,8 x10° 4,5x10 3,6 x10° 4,1 x10°
BPP2 | 7,3x10° 8,7 x10° 8,7x10° 6,7x10? TPK3 6,9 x10° 7,4 x10° 6,4 x10° 5,8 x10°
BPP3 | 9,3x10” | 9,7x10° | 7,8x10’ 6,9x10° TPK1 6,9 x10° 7,4 x10° 5,7 x10° 7,4 x10*
TPK2 | 9,6x10* | 109x10° | 59x10 4,8x10° DK4 3,7 x10° 5,6 x10° 5,4 x10° 4,3 x10°
TPK3 | 43x10° 4.4x10° 3,9 x10° 1,0x10° DK5 6,8x10° | 7,7x10° 6,8 x10° 7,3 x107
TPK4 | 5g8x10° 7.6x10° | 6.9x10° | 50x10° DK6 1,2x10* | 3,4x10° 3,2 x10° 2,4 x10°
TPK5 | §9x10° 7.6x107 8,9x10° | 6,3x10° DK7 42x10* | 4.8x10° 3,5x10° 4,0 x10°
TPK6 | 59x10° 5.8x107 54x10° | 4,7x10° DKS8 6,8x10° | 6,4x10° 7,4 x10° 6,9 x10°
TPK7 | §3x10° 7.9x107 6,9x10° | 7,7x10 DK9 2,7x10* | 3,5x10° 2,9 x107 4,3 x10°
TPK8 | g 5x10° 9,8x107 9,4x10° | 6,0x107 DK10 8,3x10° | 9,6x10 8,2 x10° 9,8x10
TPK9 | 6 6x10° 72x10° | 6.9x10° | 73x10° DK11 73x10° | 88x10° 5,6x10° 6,7x10°
TPK10 | 3 34]0? 3.5x10° | 3:2x10° | 2,3x107 DKI12 | 93x10° | 9,7x10° 7,8 x10° 6,9x10°
TPKI11 | 7 0x10? 1,5x10? 1,0x10° | 1,4x10° DK13 3,6x10° 8,0x10° 5,6 x10° 3,4x107
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FISH sonugclari

Kiilturel Yontem

Ornek

FISH sonuclari

Kiiltirel Yontem

Ornek sonuglari rod sonuglart
. odu .

Kodu (hiicre/ml) (kob/ml) (hiicre/ml) (kob/mI)
1.tekrar 2.tekrar 1.tekrar 2.tekrar 1.tekrar 2. tekrar 1.tekrar 2. tekrar
TPK12 | 2,6x 10 2,8 x10' 1,5x10' 2,5x10' DK14 8,4x10° 9,1 x10? 3,6 x10? 3,6x10°
TPK13 | 5,2x 10 2,7x10" 3,1x10' 2,9x10' DK15 8,3x10° 5,8x10° 1,7 x10? 4,7x10?
BPP4 | 2,7x10' 3,8x10' 3,8x10' 4.8 x10' DK16 9,8x10° 3,2 x10? 8,0x10° 3,6x10°
BPP5 | 5,0x 10 6,3x10" 5,2x10" 6,9 x10" DK17 6,7x10° 7,9x10° 9,1x10° 8.4x10°
PP1 1,3x10* | 2,5x10° | 42x10' 1,4 x10' DK18 6,9x10° 3,4x10° 4,1x10° 3.5x107
PP2 | 3,Ix10° | 24x10° | 2 6x10? 2.3x107 DK19 8,0x10 3,6x10° 4,5x10° 1,5x107
DK1 | 3,6x10° | 48x10° | 434102 5.5%10° DK20 6,9x10° 4,7x10° 6,8x10° 2,8 x10
DK2 | 52x10° 6.9x10* | 509x10° 6,6x10° DK21 6,9x10° 3,6x10° 5,8x10° 2,7x107
DK3 | 7,.2x10° 6.9x10* | 5gx10° 3,3x107 DK22 6,1 x10° | 7.8x10 4,4x10° 4,7x10°
DK23 | 5gx10° 6,9x10° 79x10° | 4,0x107 DK37 43x10° 4.4x10° 3,9x10° 1,0x107
DK24 | 6,7x10° 5,8 x10? 5,4x10° 4.4x10° DK38 9,8x10° 7,2 x10? 8,0x10° 3,6x10°
DK25 | 509x10> | 6.1x10° | 54x10° | 4,7x10° DK39 5,8x10° 6,7 x10° 4,9 x10° 5,9 x10°
DK26 | 42 x10° 9,6 x10? 3,5x10° 4,0x10° DK40 8,7x10° 6,7x10° 8,7 x10° 6,8x10°
DK27 | 7,7x10° 8,7x10° | 78x10° | 6,9x107 DK41 8.9x10° 7.6x10? 5,9 x10° 6,3x107
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FISH sonugclari

Kilturel Yontem

Ornek

FISH sonuclari

Kiiltirel Yontem

Ornek sonuglart sonuglari
todu (hiicre/ml) (kob/ml) kodu (hiicre/ml) (kob/ml)
1.tekrar 2.tekrar 1.tekrar 2.tekrar 1.tekrar 2. tekrar 1.tekrar 2. tekrar
DK28 | 9,8x10° 9,7 x10° 8,0x10° 3,6x107 DK42 5.8x10° 54x10° 3,9x10° 4,9 x10°
DK29 | 43x10° | 2,5x10° | 3,2x10' 1,4 x10' DK43 7.9x10? 6,6 x10° 6,8 x10° 5,6 x10°
DK30 | 57x10° | 914102 8,3x10° | 3,7x10° DK44 9,8x10? 9,4 x10 52x10° 4,2x10°
DK31 | 53x10° | 9,1x10° 4,5x10° 6,3x10° DK45 7.2x10? 6,9 x10° 3,5x10° 2.6x107
DK32 | 69x10° | 4,1x10° 3,8x10° | 4,8x10° DK46 3,5x107 3,2x10° 2,4x10° 3,9x10°
DK33 | 7,3x10° 9,8x10? 3,8x10° | 6,0x107 DK47 3,5x10? 3,0 x10° 2,9 x10° 1,6x107
DK34 | 93x10° | 87x10° | 57x10° | 83x10 DK48 2,8 x10' 1,5x10' 1,0 x10' 1,4 x10'
DK35 | 9,1x10° 7,6x10° | 3,7x10° | 4,5x10° DK49 7,3 x10° 9,8x10 3,8 x10° 5,8x10°
DK36 | g3x10° 7.9x10? 8,0x10° 5,8x10° DK50 8,3 x10° 9,1x10° 4,5x10° 3,6x10
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4.4.2.1. S.aureus sayim ortalamalarinin istatistiki verileri

Bu galigmada analiz edilen 100 gida drneginden FISH ve kiiltiirel yontem ile elde
edilen S.aureus sayim sonug ortalamalari eslestirilmis t-testi ile analiz edilmis ve
yontemlerin sayim sonuglarinda farklilik yaratip yaratmadigi degerlendirilmistir
Cizelge 4.6.” da S aureus sayimlarina ait tanmimlayici istatistikler, Cizelge 4.7.” de
ise S.aureus sayimlarmin eslestirilmis t-testi sonuclari verilmistir. Buna gore,
tavuk ve dana eti Ornekleri iizerinde denenen iki yontemden FISH yontemi,
kiiltiirel yonteme gore sayim ortalamalarinda istatistiksel olarak dnemli derecede
farkli bulunmustur. Bu farklar, dana eti i¢in FISH yontemi lehine, tavuk eti i¢in ise
sinirdadir. (Tavuk eti igin FISH-Kiiltir: t=1,966; df: 49; P>0.05; Dana eti i¢in
FISH-Kiiltiir: t=7,180; df: 49; P<0.01). Tavuk ve dana eti Orneklerini birlikte
degerlendirdigimizde FISH yonteminin daha basarili oldugu goriilmektedir (Tavuk
ve Dana materyalleri igin FISH-Kiiltiir: t=6,267; df: 99; P<0.01).

Cizelge 4.8. S. aureus sayimlarina ait tanimlayici istatistikler

Materyal Yontem Ortalama | N* SD* SE*

FISH-TAVUK 541,1100 | 50 | 268,83293 | 38,01872

Tavuk eti
KULTUR-TAVUK 503,9300 | 50 | 243,50108 | 34,43625

FISH-DANA 657,2300 | 50 | 208,61050 | 29,50198

Dana eti
KULTUR-DANA 491,5000 | 50 | 184,53530 | 26,09723
FISH-DANA 599,1700 [100| 246,40406 | 24,64041

Toplam

KULTUR-DANA 497,7150 |100| 215,03627 | 21,50363

*N: Ornek sayis1 *SD: Standart sapma *SE: Ortalamanin standart hatasi



Cizelge 4.9. S. aureus sayimlarmin eglestirilmis t-testi sonuglart
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Eslestirilmis
. gruplara ait
Materyall  Yontem SD* SE* t* |df¥ P*
farklarin
ortalamasi
FISH-TAVUK/
Tavuk N
" KULTUR- 37,1800 133,74640/18,91460[1,966/4910,055
eti
TAVUK
FISH-DANA/
Danaetii KULTUR- 165,7300 163,2081223,08111{7,180[49 (0,000
DANA
FISH-TAVUK/
Toplam | KULTUR- 101,45 161,89 | 16,18 16,267/99/0,000
TAVUK

*N: Ornek sayis1 *SD: Standart sapma *SE: Ortalamanin standart hatasi *df: Serbestlik

derecesi *P: Onem diizeyi *t: Belirli bir anlamhlik diizeyinde, t tablosuna gore bulunan

teorik deger
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4.4.3. Gida Orneklerindeki Salmonella spp. Bulgular

Gidalarda patojen mikroorganizmalarin kesinlikle bulunmasina izin verilmemesi
nedeniyle bu caligmada gidalarda Salmonella spp. sayimi degil sadece saptamasi
yapilmistir. Incelenen 100 &rnegin 18’ inde (Cizelge 4.10.) Salmonella spp. ye
rastlanmistir. Bu 6rneklerin 6 tanesinin pili¢ budu, geri kalan 12 tanesinin ise dana
kiyma oldugu belirlenmistir. Ayn1 zamanda Salmonella pozitif olan 18 6rnegin
sadece 3 tanesinin Aydin’ da bulunan biiyiik bir alisveris merkezi marketinden,
geri kalan 15 tanesinin halk pazarindan alindigi goriilmiistiir. Bu pozitif FISH
sonuglarmin yam sira, kiiltiirel yontemler ile Salmonella sp. agisindan negatif
oldugu saptanan 12 6rnekte Salmonella spp’ ye rastlanmustir.

Cizelge 4.10. Gida orneklerinde Salmonella spp. saptanan 6rnekler

Ornekler FISH Kiiltirel Yontem
PB2 + +

PB4

PB9

PB10
PB13
PB15

DK32

DK33

DK38
DK41

DK46

DK50

DK11

DK12
DK14

DKI15

DK23

o T o o I I I O e A o I o o I I I B
1

DK25
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Sekil 4.23. PB1 o6rnegindeki Salmonella spp. nin Sal3 probu ile hibridizasyonu
sonucu epifloresans mikroskoptaki (60X) goriintiisii

Sekil 4.25. PB1 6rnegindeki Salmonella spp. nin agliitinasyon reaksiyonu
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4.4.4. Su Orneklerindeki Legionella Bulgular

Sularda Legionella ve E.coli ’nin bulunmasina kesinlikle izin verilmemesi
nedeniyle calismamizda bu bakterilerin su Orneklerindeki varligi/yoklugu
aragtirilmistir. Aydin i1’ inde Aytepe, Nazirlar, Askeriye, Aydin atik su aritma
tesisi, Kemer, Mimar Sinan Mahallesi su depolar1 ve Izmir/Gaziemir Ege Serbest
Bolgesi igerisindeki yesil alan sulama deposundan alinan 100 6rnekte Legionella’
ya rastlanmamistir. Bu nedenle hibridizasyon ¢alismalar1 referans kiiltiir
L.pneumophila 5854 ile surdirilmistiir. Sekil 4.26. da L.prneumophila 5854
susunun Leg705 probu ile hibridizasyonu sonucu epifloresans mikroskoptaki

gOriintlisii goriilmektedir.

Sekil 4.26. L.pneumophila 5854 susunun Leg705 probu ile hibridizasyonu sonucu
epifloresans mikroskoptaki goriintiisii (60X)

Sekil 4.27. L.pneumophila 5854 tiiriiniin BCYE agardaki goriintiisii
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4.4.5. Su Orneklerindeki E.coli Bulgular

Aydin 11’ inde Aytepe, Nazirlar, Askeriye, Aydin atik su aritma tesisi, Kemer,
Mimar Sinan Mahallesi su depolar1 ve Izmir/Gaziemir Ege Serbest Bolgesi
icerisindeki yesil alan sulama deposundan alinan 100 &rnekte FE.coli’ ye

rastlanmamugtir.

4.5. FISH Tekniginin Verimi

FITC isaretli problarla hibridizasyon sonunda Sau probu ile hibridize edilmis 16
ornek ve ECO1167 probu ile hibridize edilmis 10 6rnek DAPI (Img/ml) ile
boyanarak floresans mikroskopta incelenmis, fotograflanmis (Sekil 4.28., Sekil
4.29., Sekil 4.30.) ve saymmlar yapilarak FISH tekniginin verimi hesaplanmustir.
ECO1167 probu ile incelenen 6rneklerin hibridizasyon verimleri Cizelge 4.11.°
de; Sau probu ile incelenen 6rneklerin hibridizasyon verimleri ise Cizelge 4.12.”

de verilmistir.

Sekil 4.28. E.coli hiicrelerinin FITC isaretli ECO1167 probu ile
hibridizasyonundan sonra a) DAPI filtre b) FITC filtre ile olusan goriintiileri c)
Non EUB 338 probu ile hibridizasyon sonrasinda olusan goriintii

Sekil 4.29. S.aureus hiicrelerinin FITC isaretli Sau probu ile hibridizasyonundan
sonra a) DAPI filtre b) FITC filtre ile olusan goriintiileri c) NonEUB probu ile
hibridizasyon sonrasinda olusan goriintii
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Sekil 4.30. E.coli hiicrelerinin DAPI ile boyanmasi sonucunda DAPI filtre
altindaki goriintiisii

Cizelge 4.11. ECO1167 probu ile incelenen orneklerin hibridizasyon verimleri

Ornek FITC filtredeki sayim DAPI filtredeki sayim Verim
kodu sonucu (hiicre/ml) sonucu (hiicre/ml) (%)
DK37 6,1x 10° 79x 10° 772
DK38 1,8x 10° 2,4x 10° 75.0
DK39 4,3x10* 4,9x10* 87.8
DK40 8,2x10" 8,6x10" 95,3
DK41 8,7x10" 9,4x10* 92.6
DK42 7,7x10* 8,9x10* 86,5
DK43 3,9x10° 4,3x10° 90,7
DK44 6,4x10' 6,5 x10' 98,5
DK45 8,3x10* 8,3x10°* 100,0
DK46 5,9 x10* 6,0x10* 98,3
ORTALAMA VERIM 90,1
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Cizelge 4.12. Sau probu ile incelenen 6rneklerin hibridizasyon verimleri

Ornek FITC filtredeki sayim DAPI filtredeki sayim Verim
kodu sonucu (hiicre/ml) sonucu (hiicre/ml) (%)
PB2 5,9x10° 6,9x10° 85.5
PB3 2,6x10° 3,4x10° 76.5
PB4 4,5x10° 4,6x10° 97.8
PBS 5,8x10° 6,7x10° 86.6
PB6 4,1x10° 4,6x10° 89.1
PB7 7,4x10° 8,4x10° 88.1
PBS 8,7 x107 8,9x10° 97.8
PB9 3,6 x10° 4,5 x107 80.0
PB10 2,7x10° 2,8 x10 96.4
PBI1 4,9 x107 4,8 x10° 08
PB12 7,8 x10° 7,9 x10° 98,7
PB13 2,7 x107 3,7 x10 73.0
PB14 5,7 x10° 5,8 x10 98,3
PB15 53 x10° 5,9 x10° 89.8
PB16 8,3 x107 9,6 x10° 86.5
BPP2 7,3 x10° 6,7 x10 91.8
BPP3 9,3 x10” 9,7 x10 95.9

ORTALAMA VERIM 90,0

4.6. FISH Tekniginin Uygulanma Siiresi

Calisamamizda FISH teknigi i¢in uygulanan her basamak tek tek
degerlendirildiginde; Orneklerin hazirlanmast i¢in 20dk, hiicrelerin
toplanmasi icin 10dk, fiksasyon icin 3,5sa, gecirgenlestirme i¢in 30dk,
hibridizasyon i¢in 18sa, yikama i¢in 30dk ve mikroskobik inceleme i¢in
15dk olmak iizere toplam maksimum 24 saatte incelenen gidalardaki E.coli
ve S.aureus sayilarinin belirlendigi gosterilmistir.
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4.7. FISH Tekniginin En Kisa Uygulanma Siiresi

FISH tekniginin uygulanma siiresinin kisaltilmas1 amaciyla ECO1167 probu
kullanilarak 6x10*%kob/ml E.coli ATCC 35218 iceren kiiltir ile calistlmustir.
Fiksasyon basamagi i¢in 15 dakikadan 1 saate kadar degisen siireler denenerek,
18sa hibridizasyon uygulanmis, tiim hiicreler DAPI ile boyanmis ve FISH verimi
(FITC ile boyanan hiicre sayis1 / DAPI ile boyanan hiicre sayis1) x 100 formiilii ile
hesaplanmigtir. 15dk sonundaki ortalama FISH verimi %73 iken lsa sonundaki
ortalama verimin % 98¢ ulastig1 goriilmiistiir (Cizelge 4.13.).

Cizelge 4.13. Fiksasyon siirelerine goére FISH verimi

Fiksasyon | i1 filtredeki E.coli DAPI filtredeki E.coli | Verim
S(udrlf)s ! sayim sonucu (hiicre/ml) | sayim sonucu (hiicre/ml) (%)
15 3,5x10* 4,8x10> 73
20 3,6x107 4,9x10° 73
2 3,1x10? 4,3x10 72
30 3,3x10? 4,5x10 73
35 3,8x10? 5,0x10? 76
40 4.2x107 5,5x10? 76
4 4,6x10° 5,5x10? 84
>0 5,0x10? 5,6x10° 89
> 5,4x10? 5,6x10° 96
60 5,9x10* 6,0x10” 98

Hibridizasyon siiresinin kisaltilmasina yonelik yaptigimiz arastirmalarda ise,
fiksasyon basamagi lsa olarak uygulanarak, hibridizasyon i¢in 30dk ile 3sa
arasinda degisen siireler denenmistir. 50dk sonunda FISH verimi %0 iken lsa
sonunda FISH verimi artmaya baglamigs ve 3sa sonunda %97’ ye ulagmigtir
(Cizelge 4.14.).

Elde edilen verilere dayanarak, fiksasyon i¢in 1 saatin, hibridizasyon i¢in ise 3

saatin yeterli oldugu bulunmustur. Bu durumda, FISH teknigi ile £.coli sayimi i¢in
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gerekli olan en az siirenin, hiicrelerin toplanmasi, yikama ve mikroskobik sayim

gibi agamalarin da dikkate alinmasiyla en az 8 saat oldugu belirlenmistir.

Cizelge 4.14. Hibridizasyon siirelerine gére FISH verimi

Hibridizasyon | FITC filtredeki sayim DAPI filtredeki sayim | Verim

Siiresi (dk) sonucu (hiicre/ml) sonucu (hiicre/ml) (%)
30 0 4,0x10° 0
40 0 4,5x10° 0
>0 0 43x10° 0
60 1x10' 5,2x10° 2
70 3x10' 5,0x10° 6
80 1x10° 5,0x10° 20
20 2x10? 5,1x10° 39
100 3,5x107 5,8x107 60
10 3,8x107 5.4x10° 70
120 4,0x10° 5,9x10° 68
130 4,2x10° 6,0x10 70
140 4,5x10° 590 x10? 76
150 4,8x10° 6,1x10? 79
160 5,0x10” 6,0x10” 83
170 5,6x10° 6,0x10 93
180 5,7x10° 5,9x10° 97
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5. TARTISMA ve SONUC

Bu aragtirmada ilk olarak, FISH tekniginin bes farkli uygulamasinin birbirlerine
gore avantaj ve dezavantajlar1 degerlendirilmistir. Bu yontemlerin karsilagtiriimasi
amactyla, bilinen sayida hiicre igeren bakteri siispansiyonlar1 hazirlanarak FISH
teknigi ile sayimlar1 yapilmistir. Sayim sonucunun, ger¢ek degere yakinligina,
yontemin uygulanis kolayligina ve kirliliklerin azligina goére yorum yapilarak

calismanin ileriki agamalarinda uygulanacak yonteme karar verilmistir.

Manz vd. (1992) tarafindan gelistirilen lam {izerinde FISH tekniginde,
gorlintiileme asamalarinda bir¢ok kirlilikle kargilasilmis ve bu durum sayim

yapilmasini gli¢lestirmistir. Bu nedenle bu ¢alismada kullanilmamustir.

Heidelberg vd. (1993) tarafindan ve 6rnegin soliisyon igerisinde fikse ve hibridize
edildigi ve membran filtrede konsantre edildigi FISH tekniginde, arka plan
floresansinin olmamasi, prob tiiketiminin azli§i ve yontemin kullaniminin
kolaylig1 gibi avantajlar gozlenmistir. Ayni1 zamanda bilinen sayida bakteri iceren
kiiltiirlerin FISH yontemi ile sayimlari sonucunda bu uygulama ile gergek degere
en yakin sonuglar elde edilmistir. Bu nedenlerden dolayi calismanin ilerleyen
asamalarinda Heidelberg vd. (1993)’ nin gelistirdigi uygulama siras1 kullanilmig
fakat FISH protokoliinde (3.2.3.) bulunan; 6rneklerin hazirlanmasi, fiksasyon,
gecirgenlestirme ve hibridizasyon basamaklar1 daha onceden yapilmis ¢aligmalar
(Manz vd., 1992; Pernthaler vd., 2001; Furukava vd., 2006) gbz Oniinde
bulundurularak degistirilmistir.

Caligmada Heidelberg vd. (1993)’ nin 6nerdigi filtre lizerinde FISH teknigine ek
olarak, dort farkli uygulama daha denenmistir. Bunlardan ilki, Tortorello ve
Reineke (2000) tarafindan gelistirilen ve drnegin sadece hibridizasyonunun filtre
iizerinde gerceklestirildigi teknikte, arka plan floresansinin problem olusturdugu
ve prob tiikketiminin fazla oldugu gdzlenmistir. Glockner vd., (1996) tarafindan
gelistirilen ve 6rnegin fiksasyonunun ve hibridizasyonunun polikarbonat membran
filtreler tizerinde gergeklestirildigi bir diger uygulamada, yikama, durulama ve
hibridizasyon tamponunun ve probun eklenmesi asamalarinda filtrelere siklikla
temas edilmesi nedeniyle kirliliklerin arttigi gozlenmistir. Yine Glockner vd.
(1996) tarafindan gelistirilen ve Ornegin fiksasyonunun, hibridizasyonunun ve

yikama igleminin filtre lizerinde gerceklestirildigi diger bir uygulamanin, arka plan
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floresans1 problemi ve her bir 6rnek igin ayri bir filtre tnitesi kullanilmasi

gerekmesiyle kullanigh olmadigina karar verilmistir.

Bu calismada gida ve sularda bulunmasina kesinlikle izin verilmeyen
mikroorganizmalardan olan Salmonella spp. ve Legionella spp’ nin ve gidalarda
bulunma sayisina smirlandirmalarin getirildigi E.coli ve S. aureus’ un standart
kiiltiirel yontemler ve FISH teknigi ile belirlenmesi ve sayimi ve ydntemlerin
istatistiki olarak kargilastirilmasi yapilmisgtir.

FISH teknigi daha once, denizler, sulama kanallar1 gibi bir¢ok farkli alanda
mikrobiyal cesitliligin ¢alisilmasinda uygulanmistir (Llobet- Brossa vd., 1998).
FISH tekniginin gida ve su Orneklerinde kullanimi, &zellikle gida kaynakli
patojenlerden olan Staphylococcus (Gory vd. 1999), E.coli (Regnault vd. 2000),
Salmonella (Fang vd. 2003) genuslar iizerinde yogunlasmistir. Diger taraftan,
FISH tekniginin en sik kullanim alaninin, siit (Oliveira ve Bernardo, 2002), sarap
(Blasco vd. 2003) gibi s1v1 gidalardaki bakteriyal floranin belirlenmesine yonelik
oldugu goriilmiistiir.

FISH teknigi, kat1 ve kompleks gidalarda ¢aligmamizda kullanilanlara benzer
bakterilerin tespiti i¢in daha 6nceden kullanilsa da (Huis in’t Veld vd., 1994; Gory
vd., 1999; Lake vd., 2002; Kitai ve Shimizu, 2005; Duffy vd., 2006; Pesavento
vd., 2007), arastirmamiz ile beraber Tirkiye’ de ilk defa et iiriinlerinde FE.coli,
Salmonella ve S.aureus gibi i 6nemli bakterinin aranmasi i¢in FISH teknigi

kullanilmustir.

Bu arastirmada alt1 farkli prob i¢in denenen 12 farkli hibridizasyon sicakliginda
(25°C, 27°C, 30°C, 35 °C, 37 °C, 39 °C, 40°C, 41 °C, 43 °C, 45 °C, 47 °C, 50 °C)
yapilan mikroskobik incelemeler sonucunda floresans sinyalin siddetine gore
gorsel bir ayrim yapilarak problarin hibridizasyon sicakliklart EUB338,
NonEUB338 ve Sau i¢in 43°C, ECO1167 igin 47°C, Sal3 i¢in 37°C ve Leg705
i¢cin 45°C olarak belirlenmigtir (Cizelge 4.1.). Bu sonug, kullanilan oligoniikleotid
problarin sinyal siddetlerinin 25°C-35°C arasinda minimum diizeyde oldugunu ve
35°C’ den sonra arttigim gostermektedir. Benzer sekilde Tay vd. (2001) nin
yaptig1 calismada, hibridizasyon sicakligi artirildik¢a isaretli problarin hedef
bolgeye baglanarak floresans sinyal yayma oranlarinin arttigi goriilmiistiir. Ayni
calismada, EUB338’in floresans sinyal yogunlugu floresans spektrofotometri
teknigi ile Ol¢lilmiis ve hibridizasyon 10-30°C’ ler arasinda yapildiginda sinyal
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siddetinin minimum seviyede oldugu, 30-45°C araliklarinda yapildiginda ise

maksimum diizeye ulastig1 belirlenmistir.

Kullanilan problarin dizayn edildikleri tiire olan ozgiilliiklerinin incelenmesi
amacityla herbir prob i¢in karigik bakteri kiiltlirleri hazirlanmistir (Cizelge 4.2.).
Tiire 0zgii problarin karisik kiiltiir igerisinden ilgili bakteri tlirlinii segip
segemedikleri, olusturduklar1 floresans sinyal (Sekil 4.5., Sekil 4.6., Sekil 4.7.,
Sekil 4.8., Sekil 4.9., Sekil 4.10. Sekil 4.11., Sekil 4.12., Sekil 4.13.) incelenerek
gdzlenmistir. Bu arastirmada Sau, ECO1167 ve Sal3 problarinin, kendilerine 6zgii
olmayan ikiser mikroorganizmanin daha bulundugu karisik bakteriyel flora
igerisinden hedeflendikleri tiirii kolayca segebildikleri gdsterilmistir. Bu durum et
iiriinlerinde bulunmasi muhtemel Bacillus ve Micrococcus gibi bakterilerin
icerisinden Salmonella, E.coli ve S.aureus gibi gidalarda istenmeyen oOnemli

bakterilerin belirlenmesi agisindan 6énemlidir.

Bu galigmada, bilinen sayida bakteri hiicresi i¢eren kiiltiirlerin FISH ve kiiltiirel
yontemlerle yapilan sayimlar1 sonucunda, EUB 338, LEG 705 ve Sal 3 problart ile
uygulanan FISH yonteminde kiiltiirel yonteme gore 1 logaritma daha fazla; Sau
probu ile ise kiiltiirel yontemlerle aym sayida hiicre belirlendigi gézlenmistir
(Cizelge 4.3.). Bjergback ve Roslev (2005)’ in yaptigi bir ¢alismada, FISH
tekniginin kiiltlirel yontemlere gore 10 kat fazla hiicre belirleyebildigi
belirtilmistir. Larsson vd., (2009)’ nin su Orneklerinde yaptig1 benzer bir
calismada, belirlenebilen E.coli diizeyinin FISH yontemi ile kiiltiirel yonteme gore
100 kat fazla oldugu belirtilmistir.

Arastirmada elde edilen E.coli sayim sonuglarina gore (Cizelge 4.4.); sinir degerin
(Cizelge 3.2.) lizerinde E.coli hiicresi igeren 84 drnekten 42 tanesinin agikta satilan
et tirtinleri (Ek 1) oldugu gbézlenmistir. Bu durum, gida giivenligi ve kalite kontrol
sistemlerinin benimsendigi isletmelerin yaygin olmasinin gerekliligini ortaya
koymaktadir. Bu aragtirmada 100 et 6rneginin higbirisinde simir degerin (Cizelge
3.2.) tzerinde S.aureus hiicresine rastlanmamistir (Cizelge 4.7). Bu durumun
S.aureus’ un Tirk Gida Kodeksine gore gidalarda bulunabilecek sinir degerinin
E.coli’ ye gore daha yiiksek olmasi, S.aureus’ un mikroorganizmalarin
indirgenmesine yonelik tiim hijyen uygulamalarina kars1 yiiksek diizeyde
duyarhilik gostermesi ve karisik kiiltiirlerde 6zellikle E.coli gibi koliform grup
bakteriler tarafindan kolayca baskilanmasi (Erol, 1999) ile iliskili olabilecegi

diistiniilmistiir.
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Aragtirmada, FISH ve kiiltiirel sayim yontemleri ile 100 et 6rneginde ¢ift tekrarli
olarak E.coli ve S.aureus sayimi yapilmigtir. Sonuglar eslestirilmis t-testi ile
degerlendirilmistir. E.coli sayim ortalamalari arasinda elde edilen istatistiki
sonuclara gore (Cizelge 4.5., Cizelge 4.6.), tavuk ve dana eti drnekleri lizerinde
denenen iki ydntemden FISH yonteminin kiiltiirel yoOnteme gdre sayim
ortalamalarinda istatistiksel olarak 6énemli derecede farklilik bulunmustur. Tavuk
ve dana eti Oorneklerini istatistiki olarak birlikte degerlendirdigimizde yine FISH
yonteminin daha bagarili oldugu goriilmektedir (P<0,01).

Vieira-Pinto vd. (2007)’ nin aragtirmamiza benzer yaptig1 bir ¢alismada, kiiltiirel
metodla 39 ornekte Salmonella pozitif sonu¢ bulunurken, FISH yontemi ile 115
tane Salmonella pozitif 6rnek bulunmustur. Bu farkin istatiksel olarak ¢ok yiiksek
(P<0,001) oldugu belirtilmistir.

Bu ¢alismada incelenen 100 et 6rneginde FISH ile yapilan sayimlara gére en az
E.coli sayisimin DK31 6rneginde (2,3x10'hiicre/ml), en fazla E.coli sayisinin ise
TPK6 &rneginde (5,4x10hiicre/ml); kiiltiirel mikrobiyolojik yontemle yapilan
sayimlara gore, en az E.coli sayisiin DK32 érneginde (1,7x10'kob/ml), en fazla
E.coli sayisinin ise TC11 érneginde (9,1x10*kob/ml) oldugu saptanmustir (Cizelge
4.4.). Tez materyallerinin i¢erdigi E.coli sayilari; FISH analizlerinde elde edilen
sonuclarda 2,3x10'hiicre/ml-5,4x10°hiicre/ml araliginda, kiiltiirel mikrobiyolojik
analizlerde elde edilen sonuglarda 1,7x10'kob/ml-9,1x10%kob/ml araliginda
seyretmektedir. Orneklerin igerdigi E.coli sayilarmin genis araliklarda seyretmesi
E.coli sayimlarina ait istatistiksel hesaplamalarin (Cizelge 4.5., Cizelge 4.6.)
standart sapmasini yiikseltmistir, fakat bu durumun analizin giivenilirligi ile bir

iligkisi olmadig diistiniilmiistiir.

Benzer sekilde, eslestirilmis t-testi ile S.aureus sayim ortalamalari arasinda elde
edilen sonuglara gore (Cizelge 4.8., Cizelge 4.9.), tavuk ve dana eti ornekleri
iizerinde denenen iki yontemden FISH yoOnteminin kiiltiirel yonteme gore sayim
ortalamalarinda istatistiksel olarak onemli derecede farklilik bulunmustur. Tavuk
ve dana eti Orneklerini istatistiki olarak birlikte degerlendirdigimizde FISH
yonteminin daha basarili oldugu goriilmektedir (P<0,01).

Incelenen 100 et 6rneginde FISH ile yapilan sayimlara gore en az S.aureus
sayisinin TPK12 orneginde (2,6x10'hiicre/ml), en fazla S.aureus sayismin ise
TPK2 &rneginde (10,9x10%hiicre/ml); kiiltiirel mikrobiyolojik yontemle yapilan
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sayimlara gore, en az S.aureus sayismn DK48 orneginde (1,0x10'kob/ml), en
fazla S.aureus sayismm ise DK10 6rneginde (9,8x10%kob/ml) oldugu saptanmistir
(Cizelge 4.7.). Tez materyallerinin igerdigi S.aureus sayilari; FISH analizlerinde
elde edilen sonuglarda 2,6x10'hiicre/ml-10,9x10%hiicre/ml araliginda, kiiltiirel
mikrobiyolojik analizlerde elde edilen sonuglarda 1,0x10'kob/mI-9,8x10*kob/ml
araliginda seyretmektedir. Orneklerin icerdigi S.aureus sayilarinin dar araliklarda
seyretmesi  S.aureus sayimlarina ait istatistiksel hesaplamalarin standart
sapmalarinin (Cizelge 4.8., Cizelge 4.9.) E.coli sayimlarina ait standart sapmadan
diisiik olmasina neden olmustur.

Incelenen 100 et drneginin 18’ inde Salmonella sp. saptanmustir (Cizelge 4.10).
Dikkat ¢ekici olarak, Salmonella pozitif olan 18 6rnegin 6 tanesinin pili¢ budu,
geri kalan 12 tanesinin ise dana kiyma oldugu goézlenmis ve sadece 3 tanesinin
Aydin’ da bulunan biiyiik bir aligveris merkezi marketinden, geri kalan 15
tanesinin Aydin halk pazarlarindan alindig1 gorilmistiir (Ek 1). Bu pozitif FISH
sonuglariin yam sira, kiiltiirel yontemler ile Salmonella sp. agisindan negatif
oldugu saptanan 12 &rnekte Salmonella sp.” ye rastlanmistir. Kiiltiirel yonteme
gore pozitif FISH sonuclarm daha yiiksek ¢ikmasinin nedeni De Medici vd.
(1998)’ nin de belirttigi gibi Salmonella izolasyonunu engelleyen rekabet¢i bir
bakterinin ortamda bulunma olasilig ile iliskilendirilebilir. Diger taraftan, kiiltiirel
yontemler ile saptanamayan Orneklerde FISH yontemi ile Salmonella varliginin
saptanmasi, FISH teknigi gibi mikroskobik sayim yontemlerinin, kiiltiirel
yontemlere olan avantajlarindan biri olan canli ve cansiz tim hiicrelerin

goriintiilenebilmesi avantajini vurgulamaktadir (Bottari vd., 2006).

7 farkli depodan alinan 100 su 6rneginde FISH ve kiiltiirel yontem ile E.coli ve
Legionella aranmigtir. Alinan 100 su Orneginin higbirisinde her iki ydntemle de
E.coli ve Legionella saptanamamistir. Bu durum su depolarinda, duvarlarinin suyu
sizdirmayacak sekilde sivanmasi, bakim ve temizlik i¢in bulundurulan kapak ve
havalandirma deliginin ¢ok iyi korunmasi, i¢ine kuslarin, siiriingen kemirici sinek
ve boceklerin girmesine olanak saglanmamasi, deponun kapagimin sizdirmaz
materyalden yapilmis olmast ve kilitli tutulmasi, boru baglantilarinin sizdirmayi1
Onleyecek sekilde yapilmasi, deponun bakim ve onarimlarinin konunun uzmant
kisilerce ve periyodik olarak yapilmasinin bakteri kontaminasyonu onledigini
diislindiirmiigtiir. Calismamizda, Legionella pneumophila saf kiiltiirii ile ¢alisilarak
FISH teknigi ile goriintiileme ve sayim yapilmistir. Wilks ve Keevil (2006), Manz
vd. (1995), Amann vd. (1995), Juretschko vd. (1998) ve Wagner vd. (1998)
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tarafindan yapilan c¢aligmalarda farkli habitatlarda Legionella spp. ve Legionella
pneumophila aranmigtir ve FISH teknigi ile basari ile belirlenebilmistir. Bu da
kiiltiire edilmesi zor olan tiirlerin FISH teknigi ile, kompleks g¢evrelerde dahi
belirlenebildigini gostermektedir.

Bu arastirmada, ECO1167 probu ile incelenen 10 6rnegin ortalama hibridizasyon
verimleri %90,1 (Cizelge 4.11.), Sau probu ile incelenen 17 6rnegin ortalama
hibridizasyon verimleri %90 (Cizelge 4.12.) olarak belirlenmistir. Delong vd.
(1999) tarafindan yapilan ¢alismada bu arastirmaya benzer sekilde FISH teknigi
ile planktonik hiicrelerin tanimlanmasi ve sayimi yapilmistir. Sonugta, DAPI ile
boyanarak belirlenmis toplam hiicre sayisinin, bakteriyal ve arkeal problar
kullanilarak uygulanan FISH teknigi sayesinde %90-100 oraninda belirlenebildigi
gosterilmistir.

Bu ¢alismada, Tiirk Gida Kodeksi’ ne (Cizelge 3.2.) gore gidalarda bulunmasina
izin verilmeyen, analizlerinde negatif o6rneklerin belirlenmesi i¢in en az 3 giin
gereken Salmonella analizinin dahi en fazla 24 saat gibi kisa bir siirede
yapilabildigi ortaya koyulmustur (4.6.). Benzer olarak Oliveira vd. tarafindan 2004
yilinda yapilan bir ¢alismada, FITC isaretli Salmonella’ ya 6zgii prob ve thodamin
isaretli L.monocytogenes’ ¢ 0zgii prob kullanilarak, siit 6rneklerinde Salmonella
spp. ve L.monocytogenes aranmistir ve FISH tekniginin ilgili bakteri tiirlerinde
ortalama 5 giin i¢inde sonug¢ almay1 saglayan kiiltiirel yontemlere gore avantajlar

agiklanmustir.

FISH tekniginde gerekli zamanin azaltilmasi amaciyla her bir basamak yeniden
degerlendirmeye alinmistir. Bu amagla E.coli hiicreleri ile ¢alisilmistir. 15dk PFA
fiksasyonu uygulamasi sonunda FE.coli hiicrelerinin belirlenmesindeki ortalama
FISH verimi %73 iken 1sa fiksasyon sonundaki ortalama verimin % 98’e ulastigi
gorlilmistiir (Cizelge 4.13.). Bu sonu¢ FE.coli hiicrelerinin FISH ile analizinde
fiksasyon icin 1 saatin yeterli oldugunu gostermektedir. Caligmamizin diger bir
kisminda hibridizasyon siiresinin kisaltilmasina yonelik arastirmalar yapilmistir.
30dk sonunda FISH verimi %0 iken 1sa sonunda FISH verimi artmaya baglamig
ve 3sa sonunda %97 ye ulagsmistir (Cizelge 4.14.). Bu sonug E.coli hiicrelerinin
FISH ile analizinde 3 saatin hibridizasyon i¢in gerekli minimum siire oldugunu

gostermektedir.
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Bu aragtirmada, orneklerin hazirlanmasi, hiicrelerin toplanmasi ve goriintiileme
asamalartyla beraber toplam 8 saatin FISH yontemi ile E.coli sayimi igin yeterli
oldugu belirlenmistir. Her islenmis gidada bulunmasina sinirlamalarin getirildigi,
fekal kontaminasyonun en énemli belirte¢lerinden olan ve EMS ydntemiyle en az
3 giinde belirlenen E.coli’ nin, FISH yontemi ile 8sa igerisinde sayilmasi gida
gilivenligi uygulamalar i¢in 6nemlidir. Ootsubo vd. (2003)’ nin E.coli kiiltiiri ile
yaptig1 benzer ¢alismaya gore fiksasyon i¢in 5dk ve hibridizasyon i¢in 5dk olmak
iizere diger asamalarla beraber toplam 1 saatin analiz i¢in yeterli oldugu
aciklanmistir. Fakat hiicre sayisinin az olmasi nedeniyle 0,4pum por ¢apindaki filtre
ile toplanan hiicreler 6sa triptik soy agar igeren petrilerde 37°C’ de inkiibe edilmis
ve ardindan hibridizasyon gergeklestirilmistir. Bu durumda toplam analiz siiresinin
7sa oldugu bildirilmistir. Benzer sekilde, Oliveira ve Bernardo (2002) ve Blasco
vd. (2003)’ nin ¢alismalarina gore, FISH teknigi ile 7 saatte Salmonella analizi
yapilabildigi gosterilmistir. Bu sonuglar arastirmamizi dogrular niteliktedir.

Yapilan bu arastirmada, FISH teknigi tek bir floresans boya (FITC) ile
uygulanmigtir.  Calismanin  ilerideki asamalarinda ¢oklu FISH yontemi
uygulanarak ayni anda birden fazla boya ile isaretli problarin kullanilmasiyla
birden fazla bakterinin belirlenmesi ayrica gidalar g¢esitlendirilerek FISH
tekniginin uygulanmasi amaglanmaktadir. Daha 6nce yapilan ¢aligmalarda, FISH
yontemi ayni anda farkli boyalarla isaretli problarla uygulanmistir (Stender vd.,
2001). Bu yontem genellikle, E.coli, S.aureus, Salmonella spp., ve Pseudomonas
aeruginosa gibi indikator bakterilerle ¢aligilmigtir.

Patojen ve indikator mikroorganizmalarm belirlenmesi ve sayimm i¢in kullanilan
teknikler kiiresel gida tedariginin giivenligini saglamaya yardimci olmaktadir.
Giliniimiiziin gida iiretimi, iglemesi ve dagitimi, gida patojenlerinin hizli ve etkili
bir sekilde belirlenmesine ihtiya¢ duymaktadir. Uygun metodlarm bulunmasi
iirlinlerin geri cagirilmasini ve salginlarin ortaya ¢ikmasini engellemek acisindan
oldukga oOnemlidir. Klinik yonden, hizli belirleme tekniklerinin kullanilmasi
hastaligin teshisinin daha c¢abuk yapilmasina ve maliyet azalisina olanak
saglayacaktir. Giiniimiizde kullanilan hizli tekniklerden olan immunolojik testler
Ozgiilliik ve hassasiyet agisindan, PCR gibi niikleik asit amplifikasyonu teknikleri
ise Omekten kaynaklanan inhibisyon etkileri nedeni ile yetersiz kalmaktadir.
Niikleik asit bazli tekniklerin 6zgiilliigiinii ve immunolojik testlerin 6rnekten
bagimsizlik, giivenilirlik, hizlilik ve basitlik gibi 6zelliklerini beraber barindiran
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FISH tekniginin kullanilmast hem gida hem de saglik sektorleri igin ¢ok
degerlidir.

Arastirmanin katma degeri; E.coli, S.aureus, Salmonella ve Legionella gibi halk
sagligi acisindan Onemli bakterilerin giivenilir, uygulamasi kolay ve kiiltiirel
yontemlere gore daha kisa siirede sonug veren bir teknikle sayimi ve belirlenmesi
olarak nitelendirilebilir. Ayn1 zamanda FISH ydnteminin hizli bir goriintiileme
sistemi olarak gida sektoriinde kullanilmasi siipheli pozitif sonuglarin kanitlanmasi
icin harcanan zaman kaybimin 6nlenmesi ve tiiketicilerin mikrobiyolojik risklerden

hizli bir sekilde korunmasi agisindan avantajhidir.
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EK 1. Aragtirma materyallerinin drnekleme tarihleri ve kullanilan kodlarin agiklamalart

Ornek Ornekleme | Ornegin Alindig1 | Ornek Ornekleme | Ornegin Ahndig

Kodu Aciklama tarihi Yer Kodu Aciklama tarihi Yer
PB2* Pili¢ butu 17.12.2008 Halk pazari PP3* Pili¢ butu 05.02.2009 Halk pazari
PB3* Pili¢ butu 17.12.2008 Halk pazari PP4* Pili¢ butu 05.02.2009 Halk pazari
PB4* Pili¢ butu 17.12.2008 Halk pazari PP5* Pili¢ butu 05.02.2009 Market
PB5* Pili¢ butu 17.12.2008 Halk pazar1 PP6* Pili¢ butu 05.02.2009 Market
PBo6* Pili¢ butu 25.12.2008 Halk pazari PP7* Pili¢ butu 11.02.2009 Market
PB7* Pili¢ butu 04.01.2009 Market TC2* Tavuk cigeri | 11.02.2009 Market
PB&* Pili¢ butu 04.01.2009 Market TC3* Tavuk cigeri | 11.02.2009 Market
PB9* Pili¢ butu 04.01.2009 Halk pazar1 TC4* Tavuk cigeri | 15.02.2009 Market
PB10* Pili¢ butu 04.01.2009 Halk pazar1 TC5* Tavuk cigeri | 15.02.2009 Market
PB11* Pili¢ butu 17.01.2009 Market TC6* Tavuk cigeri | 15.02.2009 Market
PB12* Pili¢ butu 17.01.2009 Market TC7* Tavuk cigeri | 15.02.2009 Market
PB13* Pili¢ butu 17.01.2009 Halk pazari TC8* Tavuk cigeri | 15.02.2009 Halk pazari
PB14* Pili¢ butu 24.01.2009 Market TC9* Tavuk cigeri | 21.02.2009 Market

*Sinir degerin lizerinde E.coli igeren drnekler; Mavi: Salmonella spp. saptanan ornekler
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Ornek Ornekleme |Ornegin Ahndigi| Ornek Ornekleme | Ornegin Alindig

Kodu Aciklama tarihi Yer Kodu Aciklama tarihi Yer
PB15* Pili¢ butu 28.01.2009 Halk pazari TC10* Tavuk cigeri 21.02.2009 Halk pazari
PB16* |Pili¢ butu 28.01.2009 | Market TC11* | Tavuk cigeri 21.022009 | Halk pazan
BPP2 Pili¢ butu 28.01.2009 | Market TPK3* | Tabakta pilic kanat |26.02.2009 | Halk pazari
BPP3 Pili¢ butu 05.02.2009 Halk pazar TPK1* Tabakta pili¢ kanat | 26.02.2009 Halk pazarn
TPK2* Tabakta pili¢ kanat | 26.02.2009 Halk pazar DK4* Dana kiyma 17.12.2008 Halk pazan
TPK3 Tabakta pili¢ kanat | 05.03.2009 Halk pazar DK5* Dana kiyma 25.12.2008 Market
TPK4* | Tabakta pili¢ kanat | 05.03.2009 Halk pazart DK6* Dana kiyma 04.01.2009 Market
TPK5* | Tabakta pili¢ kanat | 05.03.2009 Halk pazart DK7* Dana kiyma 04.01.2009 Market
TPK6* | Tabakta pili¢ kanat | 12.03.2009 Halk pazar DK&8&* Dana kiyma 04.01.2009 Market
TPK7* Tabakta pili¢ kanat | 12.03.2009 Halk pazari DK9 Dana kiyma 17.01.2009 Halk pazari
TPK8* Tabakta pili¢ kanat | 12.03.2009 Market DK10 Dana kiyma 17.01.2009 Halk pazari
TPK9* Tabakta pili¢ kanat | 12.03.2009 Halk pazari DK11 Dana kiyma 17.01.2009 Halk pazari
TPK10* | Tabakta pili¢ kanat | 09.04.2009 Halk pazari DK12 Dana kiyma 24.01.2009 Halk pazari
TPK11* | Tabakta pili¢ kanat | 09.04.2009 Halk pazari DK13* | Danakiyma 28.01.2009 Market

*Smir degerin lizerinde E.coli igeren drnekler; Mavi: Salmonella spp. saptanan 6rnekler
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Ornek Ornekleme | Ornegin Alindig1 | Ornek Ornekleme | Ornegin Ahndig
Kodu Aciklama tarihi Yer Kodu Aciklama tarihi Yer
TPK12* | Tabakta pili¢ kanat 09.09.2009 Market DK14* Dana kiyma | 05.02.2009 Halk pazari
TPK13 Tabakta pili¢ kanat | 09.09.2009 Market DKI15* Dana kiyma | 05.02.2009 Halk pazari
Boyunsuz posetli
BPP4 pili¢ 15.03.2010 Market DK16* Dana kiyma | 05.02.2009 Market
Boyunsuz posetli
BPP5 pili¢ 15.03.2010 Market DK17* Dana kiyma | 05.02.2009 Market
PP1 Posetli pili¢ 15.03.2010 Halk pazari DK18* Dana kiyma | 05.02.2009 Market
PpP2* Posetli pili¢ 15.03.2010 Halk pazari DK19* Dana kiyma | 11.02.2009 Halk pazari
DK1* Dana kiyma 17.12.2008 Market DK20* Dana kiyma | 11.02.2009 Halk pazari
DK2* Dana kiyma 17.12.2008 Market DK21* Dana kiyma | 11.02.2009 Halk pazari
DK3* Dana kiyma 17.12.2008 Market DK22* Dana kiyma | 15.02.2009 Halk pazar1
DK23* Dana kiyma 15.02.2009 Halk pazari DK37* Dana kiyma | 09.04.2009 Halk pazar1
DK24* Dana kiyma 15.02.2009 Halk pazar DK38* Dana kiyma | 09.04.2009 Halk pazar
DK25%* Dana kiyma 21.02.2009 Halk pazar DK39* Dana kiyma | 01.09.2009 Market
DK26 Dana kiyma 21.02.2009 Halk pazar DKA40* Dana kiyma [ 01.09.2009 Market
DK27* Dana kiyma 21.02.2009 Halk pazari DK41* Dana kiyma | 01.09.2009 Market

*Sinir degerin lizerinde E.coli igeren drnekler; Mavi: Salmonella spp. saptanan drnekler
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Ornek Ornekleme | Ornegin Alndig1 | Ornek Ornekleme | Ornegin Alindig

Kodu Aciklama tarihi Yer Kodu Aciklama tarihi Yer
DK28* Dana kiyma 26.02.2009 Market DK42* Dana kiyma | 13.01.2010 Pazar
DK29 Dana kiyma 26.02.2009 Market DK43* Dana kiyma | 13.01.2010 Pazar
DK30 Dana kiyma 26.02.2009 Market DK44 Dana kiyma | 13.01.2010 Halk pazarn
DK31 Dana kiyma 26.02.2009 Market DKA45%* Dana kiyma | 13.01.2010 Halk pazarn
DK32 Dana kiyma 05.03.2009 Halk pazar DK46* Dana kiyma | 15.03.2010 Market
DK33* Dana kiyma 05.03.2009 Halk pazari DKA47* Dana kiyma | 15.03.2010 Market
DK34* Dana kiyma 05.03.2009 Market DK48* Dana kiyma | 15.03.2010 Market
DK35%* Dana kiyma 05.03.2009 Market DK49* Dana kiyma | 15.03.2010 Market
DK36* Dana kiyma 05.03.2009 Market DK50* Dana kiyma | 15.03.2010 Market

*Smir degerin lizerinde E.coli igeren drnekler; Mavi: Salmonella spp. saptanan 6rnekler
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EK 2. Floresans isaretli oligoniikleotid problarmn 6zellikleri

. Uzunluk
Oligo. Kons. | My, | Tm | GC% Hfdef Hedef Referans Sekans (5' — 3)
Adi (bp) Bolge
EUB 18 0.05 | 6061 | 64.4 | %67 | 16SIRNA | Bacteria | 2™ R b GCTGCCTCCCGTAGGAGT
338 vd., 1990
Non o Anlamsiz
EUB 18 0.05 | 6079 | 64.4 | %67 ; orob Neef A. FIcACTCCTACGGGAGGCAGC
vd., 1995
ECO 18 0.05 | 6070 | 70.3 | %67 | 23SIRNA | E.coli Neef A. FIcGCATAAGCGTCGCTGCCG
1167 vd., 1995
Lf;;g 18 | 0.05 | 6002|60.7| %56 | 16S(RNA | Legionella lv\fianf;;’s' FIcCTGGTGTTCCTTCCGATC
Sau Kempf
19 0.05 | 6358 | 65.1 | %58 | 16StRNA | S.aureus | V.A.vd., | FlcGAAGCAAGCTTCTCGTCCG
2000
Sal3
19 0.05 | 5988 | 53.0 | %44 168 | Salmonella | Nordentoft | )\ \ 1A CTTCACCTACGTG
rRNA spp. vd., 1997
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