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MAKALE BiLGISi OZET
Gidalarin iiretimi sirasinda uygulanan farkli teknolojik islemler bakteriler iizerinde
Arastirma Makalesi oldiiriicii etki gdstermesine ragmen, bu bakterilere ait DNA’lar belirli bir siire varliklarim
koruduklari i¢in real- time PCR teknigi ile tespit edildiklerinde yanls pozitif sonuglara
Gelis 24 Kasim 2017 neden olabilmektedirler. Real- time PCR tekniginin bu eksikligini gidermek amaciyla son
Kabul 27 Aralik 2017 yillarda DNA ekstraksiyonu oOncesinde, Oli hiicrelere ait DNA’larin Propodium

Monoazide (PMA) ile muamele edilerek ortamdan uzaklastirilmasina dayanan yeni bir
yontem gelistirilmistir. Bu calismada ise, 1s1l islem uygulanmus siit 6rneklerinde, S.

Anahtar Kelimeler: Typhimurium’un canli hiicrelerinin tespiti i¢in real-time PCR yontemi, PMA uygulamasi
Real-time PCR ile kombine edilmigtir. Bu amagla S. Typhimurium ile inokule edilen siit 6rneklerine
Propidium monoazide farkli sicaklik (60, 65, 70 ve 75°C) ve siirelerde (15, 60, 300 ve 900 sn) 1s1l islem
Canl1-5li bakteri ayrimi uygulanmig ve canli bakteri sayisi, direkt real-time PCR, PMA/real-time PCR ve klasik
gi.Typhlmurlum kiiltiire alma yontemleriyle karsilastirmali olarak belirlenmistir. Sonugta test edilen tiim
ut sicaklik derece ve siirelerinde PMA/real- time PCR yonteminin direkt real-time PCR
tekniginin aksine 6lii hiicrelerden kaynaklanan yanlis pozitif sonuclari belli bir dereceye

*Sorumlu Yazar: kadar 6nledigi ancak kiiltiirel sayim sonuglarina kiyasla daha yiiksek sonuglar verdigi
E-mail: zkesmen@erciyes.edu.tr belirlenmistir. Dolaysiyla PMA/real-time PCR yontemi ile elde edilen yiiksek pozitif

sonuglari elemine etmek i¢in, PMA uygulamasina ait kosullarin optimizasyonuna yonelik
daha ileri caligmalara ihtiya¢ oldugu sonucuna varilmistir.
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Determination of Viable Salmonella Typhimurium Cells in Heat Treated Milk By PMA/Real-Time PCR Method

ARTICLE INFO ABSTRACT
Applying different technological processes during the production of food has a lethal
Research Article effect on the bacteria but DNA of these bacterial strains may cause false positive results
when detected by real time PCR technique because they preserve their existence for a
Received 24 November 2016 certain period of time. To overcome this shortcoming of the real time PCR technique, a
Accepted 27 December 2016 new method has been developed in recent years, based on the removal of dead cell DNA

from the medium by treatment with Propodium Monoazide (PMA) before DNA
extraction. In this study, real-time PCR method was combined with PMA application for

Keywords: the detection of live cells of Salmonella Typhimurium in heat treated milk samples. For
Real-time PCR this purpose, milk samples inoculated with S. Tyhimurium were heat treated at different
Propidium monoazide . temperatures (60, 65, 70 and 75°C) and times (15, 60, 300, 900 sec) and number of live
Live-dead bacteria differentiation bacteria was determined comparatively by direct real-time PCR, PMA/real-time PCR and

S. Typhimurium

Milk conventional cultural method. As a result, unlike the direct real time PCR technique,

PMAV/real-time PCR method prevents to a certain extent of false positive results from
dead cells at all tested temperatures and times but higher results were obtained from
PMAV/real-time PCR method when compared to conventional cultural results. Therefore,
further studies should be carried out to optimize the conditions of the PMA application in
order to eliminate the high positive results detected by the PMA / real-time PCR method.
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Giris

Gida kaynakli  bakteriyel bir  patojen
Salmonella’nin  neden oldugu enfeksiyonlar,
genelinde halk saghgt igin ciddi bir tehdit
olusturmaktadir. Diinyada her yil, 155.000% Oliimle
sonuglanan 93,8 milyon Salmonella gastroenterit vakasi
goriilmekte ve bunlarin %80,3"intin de gida kaynakl
oldugu tahmin edilmektedir (Majowicz ve ark., 2010).
Salmonella’nin 2500’lin iizerinde serotipi belirlenmistir
(Andrews-Polymenis ve ark., 2010). Bunlar igerisinde
nontyphoidal gastroenterit etkeni olan Salmonella
enterica serovar Typhimurium (S. Typhimurium) ve S.
enterica serovar Enteritidis (S. Enteritidis) en yaygin
serotiplerdir (Lee ve ark., 2015).

Salmonella’nmin birincil yasam ortami insan, giftlik
hayvanlar1 ve diger memeliler ile kuslar ve boceklerin
bagirsaklaridir. Bu nedenle Salmonella enfeksiyonlarina
neden olan gidalar igerisinde hayvansal kaynakli iriinler
ilk siralarda yer almaktadir (Wang ve ark., 2016). Et, siit
ve yumurta ile bunlardan hazirlanan yeterince 1sil islem
gérmemis trtnler, Salmonella agisindan risk tasiyan
gidalardir. Gida zincirinin her asamasinda Salmonella
kontaminasyonunun kontrolii ve giivenli gida iiretiminin
saglanmasi igin serotip seviyesinde tanimlama yapabilen
hizli, hassas ve spesifik analiz ydntemlerine ihtiyag
duyulmaktadir. Salmonella tayininde kullanilan klasik
kiiltirel yontemler, vakit alict ve kiiltiire alinamayan
hiicrelerin tespitinde basarisizdir (Jiang ve ark., 2013).
Son willarda patojen mikroorganizmalarin tespitinde
klasik kiiltirel yontemlere alternatif olarak niikleik
asitlerin analizine dayali yeni teknikler gelistirilmistir
(Byrne ve ark., 2009; Velusamy ve ark., 2010; Dwivedi
ve Jaykus, 2011). Bu teknikler igerisinde hizi, hassasiyeti
ve spesifitesinin yiiksek olmasinin yaninda Kkantitatif
tayine de imkan vermesi gibi avantajlari nedeniyle real-
time PCR teknigi 6ne ¢ikmaktadir (McGuinness ve ark.,
2009). Gidalarda Salmonella’nin tespiti i¢in kullanilan
referans kiiltiirel sayim yontemi (Anonim 2004) zor ve
uzun siirede (5-6 giin) sonuglandigi igin, gida kaynakl
patojenlerin tespitine yonelik olarak yapilan real-time
PCR c¢aligmalarinda Salmonella iizerinde en yogun
calisilan mikroorganizmalardan biri olmustur (Hein ve
ark., 2006; McCabe ve ark., 2011). Salmonella spp.’nin
real-time PCR ile tespitine yonelik olarak yapilan birgok
caligmada tiire spesifik invA gen bolgesi hedef alinmig (Li
ve ark., 2016) ve deteksiyon limitini diistirmek i¢in (<10
kob/ml) 16-48 saatlik bir zenginlestirme islemi tavsiye
edilmistir (Nam ve ark., 2005; McCabe ve ark., 2011,
Malorny ve ark., 2013).

Gidalarin  hazirlanmas:  sirasinda uygulanan bazi
teknolojik islemler, mevcut mikroorganizmalarin 6lmesini
saglarken  bunlarm  DNA’lart  iizerinde  etkisiz
kalabilmektedir. Dolayisiyla hiicre canliligini kaybettikten
sonra bile DNA’nin ortamdaki varligini devam ettirmesi,
yanlis pozitif sonuglara neden olabilmektedir. Yanlis
pozitif sonuglari, minimize etmek amaciyla yapilan
arastirmalar, daha ¢ok ortamdaki 6lii hiicrelere ait kalip
DNA’nin  ekstraksiyondan o6nce elemine edilmesi
tizerinde yogunlasmistir. Geri dontisiimsiiz olarak hasar
gormiis hiicreler ile canli hiicreleri ayirmada en onemli
kriterlerden biri hiicre membraninin biitiinligiidiir. Konu
ile ilgili olarak yapilan ¢aligmalarda etidium

olan
diinya

monoazidenin (EMA) hasarli hiicrelere selektif olarak
girdigi ve DNA’ya fotokimyasal olarak baglanarak ol
hiicrelere ait DNA’dan ileri gelen PCR amplifikasyonunu
azalttigi bildirilmistir (Nogva ve ark., 2003). Ancak
EMA, segiciliginin  yetersiz  ve  uygulanabildigi
mikroorganizma tiirlerinin de sinirli olmasi nedeniyle
yerini alternatif bir kimyasal olan propidium monoazide
(PMA) birakmistir. PMA’da 1s1ga maruz kaldiginda
DNA’ya capraz baglanmay1 saglayan bir azide grup
mevcut olup EMA ile kiyaslandiginda, daha genis bir
araliktaki hiicre tiplerinde basarili sonu¢ verdigi ve
seciciliginin de olduk¢a yilksek oldugu gosterilmistir
(Nocker ve ark., 2006). Nocker ve ark. (2006), canli-6lii
hiicre karigimlarinda PMA’ nin EMA’ya kiyasla hem
Gram-negatif ve hem de Gram-pozitif bakterilerin canh
hiicrelerine karsi daha gecirimsiz oldugunu saptamistir.
Bu durum, canlh hiicrelere ait DNA’larin segici
amplifikasyonunda PMA’nin EMA’dan daha etkili
oldugunu ortaya koymaktadir (Cawthorn ve Witthuhn
2008). Real-time PCR teknigi ile birlestirilen PMA
uygulamasinin gida kaynakli patojenlere ait canh
hiicrelerin ~ tespitinde  basarili  sonuglar  verdigi
bildirilmistir (Pan ve Breidt 2007; Nocker ve ark., 2009;
Josefsen ve ark., 2010; Elizaquivel ve ark., 2012).

Sonug¢ olarak son yillarda, 6n zenginlestirme ile
kombine edilen real-time PCR yontemi, Salmonella
spp’nin hizh, hassas ve spesifik olarak tespiti i¢in tavsiye
edilen bir yaklasimdir. Ancak gidalarmn iiretimi sirasinda
uygulanan farkl teknolojik islemler bakteri iizerinde
oldiiriici etki gostermesine ragmen, DNA’s1 belirli bir
stire varligini korudugu igin yanls pozitif sonuglara neden
olabilmektedirler. Canli-6lii hiicre ayrimi igin DNA
ekstraksiyonundan 6nce PMA muamelesi hizh ve basit bir
6n islem olarak goriilmektedir. Bu nedenle bu ¢alismada
da, gida kaynakli en yaygin gastroenterit etkenlerinden
olan S. Typhimurium’un real-time PCR teknigi ile
tespitinde basit bir 6n islem olarak PMA tekniginin
uygulanabilirligi arastirilmstir.

Materyal ve Yontem

Bu c¢alismada, S. Typhimurium’un real-time PCR
teknigi ile tespitinde, canli/6lii hiicrelerin ayrimi igin
PMA muamelesinin bir 6n islem olarak uygulanabilirligi
arastinlmistir.  Uygulama  ortami  olarak  hayvansal
kaynakli bir iiriin olan siit belirlenmistir. Canli/dli hiicre
karisimlar: ise, S. Typhimurium ile kontamine edilen
UHT siit ortamina farklh sicaklik ve siireler 1s1l islem
uygulanarak elde edilmistir.

Inokulasyon Kiiltiiriiniin Hazirlanmas:

Calismada  referans  sus  olarak  kullanilan
S.Typhimurium ATCC 14028 susu inokulasyon 6ncesi -
80°C’de muhafaza edilmistir. Luriae-Bertani (LB) broth
icerisinde 37°C ve 180 rpm’e ayarli ¢alkalamali
inkiibatorde, 18-24 saat inkiibe edilerek aktiflestirilmistir.
Aktiflestirilen bakteri kiiltiirii 7000 x g’de 5 dak. santrifiij
edildikten sonra bakteri pelleti PBS (0,01 M pH 7,2) ile
yikanmis ve santrifiij yapilarak PBS uzaklastiriimistir.
Cam tiipler igerisindeki bakteri pelletinin tiirbiditesi
olgiilerek, MacFarland ile 0,5 degeri elde edilinceye kadar
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%0,85’1ik steril fizyolojik tuzlu su (FTS) eklenmistir.
Daha sonra FTS igerisinde bakterinin seri diliisyonlar1
hazirlanarak inokulasyon amaciyla kullanilmigtir. Ayni
zamanda hazirlanan diliisyonlardan  Xylose Lysine
Deoxycholate (XLD) (Merck, Almanya) agara ekim
yapilarak bakteri sayisi tespit edilmistir.

Iszl Zslem Uygulamas:

S. Typhimurium’un seri diliisyonlarindan, 50 ml’lik
kavanozlar igerisindeki UHT siit Orneklerinin bakteri
konsantrasyonlari 10% 10° 10% 10° 10° ve 10" kob/ml
olacak sekilde 6 farkli seviyede inokulasyon yapilmistir.
Daha sonra kavanozlar su banyosu igerisine yerlestirilerek
4 farkh sicakhik (60, 65, 70 ve 75°C) ve 4 farkli siirede
(15, 60, 300 ve 900 sn) 1s1l islem uygulanmustir. Isil islem
sonrasi, oOrneklerdeki canli mikroorganizma sayisini
belirlemek amaciyla, XLD agara dokme yontemiyle ekim
yapilmigtir. Is1l islem uygulanmamis 6rnekler, (0 sn) ise
kontrol 6rnekleri olarak degerlendirilmistir.

PMA Uygulamas:

1 mg PMA (phenanthridium, 3-amino-8-azido-5 [3-
(diethylmethylammonio)  propyl]-6phenyl  dichloride)
(Biotium, Inc. Hayward, ABD), %20 dimetilsiilfoksit
(DMSO, Merck, Almanya) ile ¢oziindiiriilerek 20 mM
konsantrasyonda stok PMA ¢ozelti hazirlanmistir. 1,5
ml’lik seffaf eppendorf tiiplerine siit 6rneklerinden 500
ul’lik alinarak iizerine 0,625 pl PMA (20 mM) ilave
edilip karistirilmistir. Boylece her bir tiipteki PMA
konsantrasyonu 25uM olacak sekilde ayarlanmistir. Daha
sonra tiipler oda sicakhginda karanhk bir ortamda 10
dakika (sik sik karistirilmak suretiyle) bekletilmistir. Bu
islemden sonra tiipler termal olarak stabil ve sabit bir 151k
siddeti saglayan LED lambaya (Led-Active-Blue, Applied
Science, Ispanya) yerlestirilmis ve 15 dakika siireyle 2
kez fotoaktivasyon uygulanmistir (Liu ve Mustapha,
2014).

DNA Jzolasyonu

PMA uygulanan 6rneklerden direkt DNA izolasyonu
yapiimistir. Bu amagla ependorf tliplerinin igerisindeki
ornekler 10.000g x10 dakika santrifiij (Hettich, Universal
320R, Almanya) edilerek st faz atilmistir. Tiipte kalan
pelletin tizerine 250 pl liziz ¢ozeltisi (200mM Tris-HCI
(pH 8,5), 25mM EDTA (pH 8,0), 250mM NaCl, %2
SDS) ve 20 pl Proteinaz K (20mg/ml) (Sigma, Almanya)
eklenip 56°C’ye ayarli su banyosunda, yaklasik 2 saat
inkiibasyona  birakilmigtir.  Inkubasyondan  sonra
proteinleri ¢oktiirmek amaciyla 100 pl sodyum asetat
(5M, pH 5,2) ilave edilerek -80°C’de 30 dakika
bekletilmistir. Oda sicakhginda ¢oziindiiriilen tiipler,
10.000g x 10 dakika santrifiijlendikten sonra iist faz temiz
tiiplere alinmig ve sirastyla kloroform:isoamil alkol (24:1,
Merck, Almanya) ile yikama ve soguk isopropanol
(Merck, Almanya) ile ¢oktiirme islemleri uygulanmastir.
DNA pelleti %70’lik etanol (Merck, Almanya) ile yikanip
kurutulduktan sonra 25 pl TE buffer ile sulandirilarak -
20°C’de muhafaza edilmistir.

Real-Time PCR Analizi

Real-time PCR analizi S. Typhimurium’un invA
genine spesifik primer ve TagMan prob kullanilarak
(Hein ve ark., 2006) gerceklestirilmistir. Toplam 20 pl

toplam reaksiyon hacmi igin, 5 pl ticari real-time PCR
karisimi (2X FastStart universal probe master mix, Roche,
Almanya), 50-100 ng kalip DNA (1 pl), 0,2 u M ileri (5°-
GTGAAATAATCGCCACGTCGGGCAA-3’) ve geri
primerlerden  (5’-TCATCGCACCGTCAAAGGAACC-3’)
her biri ve 0,1 uM TagMan probe (5-Texas Red-
TTATTGGCGATAGCCTGGCGGTGGGTTTTGTTG-BHQ1-
3’) kullanilmigtir. Termal déngii kosullar: (Rotor-Gene Q,
Quiagen, Almanya); 94°C’de 10 dk. ilk denatiirasyonun
ardindan, 40 dongt stiresince 94°C’de 20 s ve 60°C’de 1
dk. olarak uygulanmigtir. Kantitatif tayin igin standart
egrinin  olusturulmasinda, S. Typhimurium’un seri
diliisyonlarina (10°~10" kob/ml) ait DNA’lar kullanilmis
ve herbir diliisyon seviyesine karsilik gelen Ct (cycle
threshold) degeri tespit edilmistir. Standart egrinin egimi
(s) kullanilarak E=10"-1 esitligi ile real-time PCR’1n
etkinligi belirlenmisgtir.

Istatistiksel Analizler

Bu calisma kapsaminda, 1s1l islem sonrasi ortamda
canli kalan mikroorganizmalarin tespitinde kiiltiirel
yontem ile PMA/real-time PCR ve direkt real-time PCR
yontemleri arasindaki korelasyon Medcalc 14 (Acacialaan
22, B-8400 Ostend, Belcika) istatistiksel analiz programi
kullanilarak belirlenmistir. Ayrica, IBM SPSS Statistics
20 (SPSS, Chicago, IL, ABD) istatistik programi ile
Duncan  testi  yapilarak  gruplarin  ortalamalar
karsilastirilmistir.  Veriler %95  giiven  diizeyinde
incelenmis olup p degeri 0.05 ten kiigiik anlamli kabul
edilmistir.

Bulgular ve Tartzsma

S.Typhimurium ile 10%10" kob/ml seviyesinde
kontamine edilen siit 6rneklerinden XLD agara yapilan
ekimlerde 2,02+0,01-7,02+0,01 log kob/ml arasinda
degisen sayilarda bakterinin gelistigi gozlenmistir. Ayni
orneklerden DNA izolasyonu yapilarak real-time PCR ile
her bir inokulasyon seviyesine karsilik gelen Ct degerleri
belirlenmis ve bu degerler kullanilarak standart egri
olugturmustur (Sekil 1). Bu egriden invA genini hedef
alan real-time PCR yonteminin etkinligi, %99 ve R?
degeri ise 0,985 olarak hesaplanmistir. Ayrica siit
ortamina inokule edilen S. Typhimurium igin real-time
PCR yonteminin deteksiyon limiti 10? kob/ml olarak
belirlenmistir.

40
35
30 *

25
y¥=-3,341x+ 41,57

20 R*=0,985

Cy degeri

15 4

10

0 2 4 6 8
S. Typhimurium (log kob/ml)
Sekil 1 Siit 6rneklerinde S.Typhimurium’un inokulasyon
seviyelerine karsilik tespit edilen C; degerlerine gore
cizilen standart egri
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S. Typhimurium ile yaklasik 7 log kob/ml seviyesinde
kontamine edilen siit Orneklerinde real-time PCR
yonteminin deteksiyon limiti, 2,02 log kob/ml olarak
belirlenmigtir. Benzer sekilde, Liang ve ark. (2011), S.
Typhimurium’un peptonlu su igerisinde hazirlanan saf
kiiltiirdi i¢in real-time PCR ydnteminin deteksiyon limitini
2 log kob/ml olarak tespit etmistir. S.Typhimurium ile 8
log kob/g seviyesinde kontamine ettikleri marul
orneklerinde ise, deteksiyon limitini 3 log kob/g olarak
saptamiglardir. Gida kaynakli patojen bakterilerin real-
time PCR ile tespitinde, real-time PCR ydnteminin, 6n
zenginlestirme, filtrasyon veya immuno magnetik ayirma
(IMS) islemi gibi bir o6n islemle ile birlikte
uygulanmasina bagli olarak deteksiyon limitinin daha
distik  seviyelere indirilebilebilecegi  bildirilmistir.
Ornegin Hein ve ark. (2006), tarafindan yapilan bir
calismada, Salmonella spp. ile kontamine edilen gidalarda
16 saatlik bir zenginlestirme isleminden sonra real-time
PCR TagMan probe yontemi ile deteksiyon limiti alabalik
ve kiyma et orneklerinde 2,5 kob/25¢g, tavuk etinde 5
kob/25g, siitte ise 5 kob/25 ml olarak tespit edilmistir. Siit
ve fdiriinlerinde SYBR Green I metodu kullanarak
Salmonella spp.’nin tespitine ydnelik yapilan  bir
caligmada ise, Salmonella tiirlerine spesifik invA gen
bolgesi hedef alinmig ve 18 saatlik bir zenginlestirme
isleminden sonra deteksiyon limiti <10 kob/ml olarak
tespit edilmistir (Nam ve ark., 2005).

S.Typhimurium ile kontamine edildikten sonra fakl
sicaklik ve siirelerde 151l islem uygulanan siit 6rneklerinde
bakteri sayisi, direkt kiiltiirel sayim, real-time PCR ve
PMA-real-time PCR yontemleriyle tespit edilmistir.
60°C’de 1s1l islem uygulanan siit orneklerinin tiim
inokulasyon seviyeleri dikkate alindiginda, 1s1l islem
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=)
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stiresi uzadikga bakteri sayisinin da azaldigi, 15, 30, 60 ve
900 sn’lik 1sil iglem uygulamalarinin canli bakteri
sayisinda, yaklasik olarak sirasiyla 0,5, 1,5, 3,5 ve 5 log
kob/mI’lik bir diigiise neden oldugu gozlenmistir. 15 ve
30 sn 1sil islem uygulanmis 6rneklerin, direkt kiiltiirel
sayim ve PMA/real-time PCR yontemleri ile tespit edilen
bakteri sayilar: arasinda 6nemli bir farklilik bulunmazken
(<1 log kob/ml), 60 sn ve tizerinde 1s1l islem uygulanmis
orneklerde, PMA/real-time PCR yontemi ile tespit edilen
canli bakteri sayisinmn, kiiltiirel sayim sonuglarina kiyasla
en az 2 log kob/ml daha yiiksek oldugu belirlenmistir
(Sekil 2A).

Siit orneklerinin tim inokulasyon seviyelerinde,
65°C’de 15-900 sn arasinda degisen siirelerde 151l islem
uygulamasi, canli bakteri sayisinda yaklasik olarak 3,5-6
log kob/ml’lik bir azalmaya neden olmustur. 15 sn 1sil
islem uygulanmis Grneklerin <10* kob/m!’lik inokulasyon
seviyelerinden yapilan ekimlerde, agar plaklarda koloni
olusumu go6zlenmemistir. Yine 60 ve 300 sn 1sil islem
uygulanmis 6rneklerin <10° kob/ml ve 900 sn 1sil islem
uygulanmis orneklerin ise, <10° kob/mI’luk inokulasyon
seviyelerinden vyapilan ekimlerde koloni olusmadigt
belirlenmistir. PMAJ/real-time PCR yonteminde ise, canh
bakteri tespit edilmeyen inokulasyon seviyesi, 15 sn’lik
11l islem uygulanan Grnekler igin <10 kob/ml, 60-300 sn
uygulanan Srnekler igin <10° kob/ml ve 900 sn uygulanan
ornekler i¢in de <10* kob/ml olarak belirlenmistir.
Dolaysiyla 65°C’de 1s1l iglem uygulanmis tiim 6rneklerde,
PMA/real-time PCR yontemi ile tespit edilen canli bakteri
sayilari, direkt kiiltiirel sayim  sonuglarina kiyasla

yaklasik olarak 2-2,5 log kob/ml daha yiksek
bulunmustur (Sekil 2B).
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Sekil 2 S.Typhimurium ile kontamine edildikten sonra farkli sicaklik ve siirelerde 1s1l islem uygulanan siit drneklerinin
PMA/real-time PCR, real-time PCR ve kiiltiirel sayim sonuglar1. A: 60°C, B: 65°C, C: 70°C ve D: 75°C

70°C’de 15 sn 1si1l islem uygulamas: S. Typhimurium
sayisinda 5 log kob/ml’lik bir azalmaya neden olmus ve
bu 6rneklerin <10° kob/mI’lik inokulasyon seviyelerinden
yapilan ekimlerde koloni olusumu gézlenmemistir. Diger
taraftan aynm 6rneklerin, PMA/real-time PCR yontemi ile
tespit edilen canli bakteri sayisi, kiiltiirel sayim
sonuglarindan yaklasik olarak 2,5 log kob/ml daha yiiksek
bulunmustur. Daha uzun siireli 151l islem uygulanan (60-
900 sn), orneklerden yapilan ekimlerin higbirinde koloni
olusumu tespit edilmemistir. PMA/real-time PCR
yonteminde ise, 60-300 sn’lik 1sil iglem uygulanan
orneklerin <10° kob/ml’lik inokulasyon seviyesinde canli
bakteri tespit edilmezken, 900 sn 1sil islem uygulanan
ornekler igin bakteri tespit edilmeyen inokulasyon
seviyesi <10° kob/ml olarak bulunmustur (Sekil 2C).

S. Typhimurium ile inokule edildikten sonra 75°C’de
181l islem uygulanan siit 6rneklerinden yapilan ekimlerin
higbirinde koloni olusumu gozlenmemistir. PMA/real-
time PCR yonteminde ise, 15 ve 60 sn 1sil islem
uygulanmis orneklerin sirasiyla <10° kob/ml ve <10°
kob/mI’lik inokulasyon seviyelerinde, 300 ve 900 sn 1sil
islem uygulanmis orneklerin ise higbirinde canli bakteri
DNAs1 tespit edilmemistir. (Sekil 2D).

Diger taraftan 1s1l islem uygulanmig tim 6rneklerde,
direkt real-time PCR ile tespit edilen bakteri sayilarinin,
151l islem uygulanmamis (0 sn) 6rneklerin sonuglarina
olduk¢a yakin oldugu bulunurken, kiiltiirel sayim ve
PMA/real-time PCR yontemi ile tespit edilen degerlerden
de istatistiki olarak Onemli derecede farkli oldugu
belirlenmistir.

S.Typhimurium ile farkli inokiilasyon seviyelerinde
kontamine edildikten sonra farkli sicaklik ve siirelerde 1s1l
islem uygulanan siit orneklerinde, 11l iglemin derecesi
arttikca, kiiltiirel sayim-PMA/real-time PCR yontemleri

arasindaki korelasyonun da arttig: belirlenmistir (Cizelge 1).
Isil islem uygulanan gidalardaki canli mikroorganizma
sayisinin tespitinde, PMA-qPCR yonteminin etkinligine
tesir eden faktorlerden biri de uygulanan isil islemin
derecesidir (Lee ve Levin, 2009). Ciinkii uygulanan 1sil
islemin derecesi arttikca, hiicre zarinda olusan hasar da
artmakta ve dolaysiyla PMA o6lii hiicrelere daha iyi niifuz
edebilmektedir. Dolaysiyla S.Typhimurium ile kontamine
tim orneklerde, 1s1l islemin derecesi arttikca PMA’nin
etkinliginin arttig: tespit edilmistir.

Diger taraftan farkli seviyelerde S.Typhimurium ile
inokule edilen siit 6rneklerinde, direkt kiiltiirel sayim ve
PMA/real-time PCR yontemleri ile tespit edilen hiicre
sayilari arasindaki  korelasyon  Kkatsayilarinin  ise
inokulasyon seviyesi azaldikga arttigi tespit edilmistir
(Cizelge 2). PMA uygulamasi sirasinda, olii hiicrelere
niifuz eden PMA’nin DNA’ya baglanmasint saglayan en
6nemli asama PMA’min fotoaktivasyon asamasidir.
Fotoaktivasyon sirasinda, PMA’nin yapisinda bulunan
azide grubunun olduk¢a reaktif olan nitren radikaline
doniistiigii ve olusan nitren radikalin DNA molekiiliinde
bulunan C atomu ile karbon-azot kovalent bag olusturarak
DNA yapisint modifikasyona ugrattigi ve boylece PCR
analizi sirasinda DNA’nin amplifikasyonun o6nlendigi
bilinmektedir (Nocker ve ark., 2006). Ancak, hiicre
yogunlugunun fazla oldugu orneklerde, PMA oli
hiicrelere nufiiz etmesine ragmen, ortamdaki hiicrelerin
PMA’nin fotoaktivasyonunu engelleyebilecegi dolayisiyla,
canlt hiicrelerin qPCR ile tespitinde yanlis pozitif
sonuglara neden olabilecegi bildirilmistir (Levdal ve ark.,
2011; Wagner ve ark, 2008). Bu c¢alismada da
S.Typhimurium ile kontamine tiim 6rneklerde PMA’nin
etkinliginin ortamdaki mikroorganizma yogunlugundan
etkilendigi tespit edilmistir.
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Cizelge 1 Farkli derecelerde 1s1l islem uygulanmis siit 6rneklerinde S. Typhimurium’un tespit i¢in kullanilan farkli

yontemler arasindaki korelasyon katsayilar

Isil iglem sicaklik derecesi

Yontemler Ortalama
60°C 65°C 70°C 75°C
Kiilttirel sayim-PMA/ real-time PCR 0,72 0,76 0,78 0,93 0,82
Kiiltiirel sayim- real-time PCR 0,47 0,26 0,11 0,08 0,20

Cizelge 2 Farkli seviyelerde siit 6rneklerine inokule edilmis S. Typhimurium’un tespitinde kullanilan farkli yontemler

arasindaki korelasyon katsayilari

i Inokiilasyon seviyesi (kob/ml)
Yontemler 102 10° 10° 10° 10° 107
Kiiltiirel sayim-PMAV/ real-time PCR 0,96 0,90 0,78 0,77 0,71 0,68
Kiiltiirel sayim- real-time PCR 0,21 0,09 0,06 0,04 0,03 0,03

Sonuclar

Gidalarda S.Typhimurium varhginin belirlenmesi
amaciyla 6n zenginlestirme islemini takiben uygulanan
real-time PCR yonteminde tespit edilen bakteri sayisinin,
gidaya uygulanan 1sil islem veya diger teknolojik
uygulamalar sirasinda 6len hiicrelerinden mi yoksa, 6n
zenginlestirme asamasmda artan hiicre konsantrasyonundan
m1 ileri geldigini belirlemek miimkiin olmamaktadir.
Dolaysiyla bu c¢alismada 1sil islem uygulanmis siit
orneklerindeki 6lii hiicrelerden kaynaklanan yanlis pozitif
sonuglarmn elemine edilmesi i¢in PMA/real-time PCR
tekniginin uygulanabilirligi arastirilimastr.

Sonug¢ olarak, S.Typhimurium ile kontamine siit
orneklerine uygulanan 151l islem sonrasi canli hiicrelerin
tespitinde, real-time PCR teknigi ile kombine edilen PMA
o6n igleminin, real-time PCR tekniginin basarisini belli bir
dereceye kadar artirdigi sonucuna varilmistir. Ayrica,
uygulanan 1sil islemin derece ve siiresi ile Ornekteki
mikroorganizma konsantrasyonunun PMA’nin performansini
etkiledigi belirlenmistir. Dolaysiyla PMA/real-time PCR
yonteminin gidalardaki patojen bakterilere ait canh
hiicrelerin tespitinde, klasik kiiltiirel yontemlere alternatif
olarak kullanilabilmesi i¢in PMA 6n isleminin
optimizasyonuna yonelik daha fazla ¢aligmanin yapilmasi
gerektigi sonucuna varilmastir.
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