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Ozet

Gida endiistrisinde 6zellikle gida giivenliginin kontrol edilebilmesi i¢in hizli yontemlere ihtiyag duyulmaktadir. Hizli metotlara ihtiyag

duyulmasiyla birlikte ¢cok sayida tespit ve tanimlama sistemleri gelistirilmistir. Molekiiler alanda yasanan gelismeler sayesinde bu ihtiyaca cevap
verebilecek nitelikte teknikler gida mithendisliginde uygulama alani bulmaya baslamistir. Basta mikrobiyolojik analizler olmak iizere genetigi
degistirilmis triinlerin, gida bilesen ve kontaminantlarmim da tespitinde bu metotlardan yararlanilmaktadir. Molekiiler metotlarin duyarliligt

sayesinde geleneksel metotlarda rastlanan metodolojik hata olasiliklarinin da 6niine gegilmeye baglanmistir.
Anahtar kelimeler: Gida kontrolii, molekiiler teknikler, PZR (polimeraz zincir reaksiyonu)

Abstract

Rapid methods are needed for controling of food safety in the food industry. A large number of systems were developed with require of rapid
detection and identification methods. The techniques started to find applications in food engineering area to provide this need by thanks to advances
in the molecular field. At first microbiological analysis, genetically modified products, food ingredients and contaminants are also detected by these
methods. The common methodological error probabilities in traditional methods have also been prevented by sensitivity of molecular methods.

Key words: Food control, molecular techniques, PCR (polymerase chain reaction).

GIRIS

Son yillarda g¢esitli molekiiler metotlarin gelistirilmesi
ile birlikte bu metotlardan gida kontrollerinde siklikla
yararlanilmaya baglanmistir. Son iiriinde bulunma olasiligi
olan bitkisel veya hayvansal kaynakli alerjen maddelerin, belli
bagli gida bilesenlerinin ve kontaminantlarin molekiiler bazli
metotlar ile tespiti miimkiin olabilmektedir [12, 22]. Genetik
kelimesinin gidalarla birlikte anilmaya baslamasi ilk olarak
genetigi degistirilmis gidalar ile olmustur. Bu gidalarin tespit
edilmesinde yine molekiiler metotlara bagvurulmaktadir. Buna
paralel olarak gidalardave sulardabulunanmikroorganizmalarin,
ornegin patojen bakterilerin tespitinde de molekiiler metotlardan
yararlanilmaktadir [3]. Bu molekiiler metotlardan en ¢ok bilinen
ve kullanilan1 Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR, Polimerase
Chain Reaction=PCR)’dur. PZR hizli ve giivenilir bir tespit

yontemidir. Molekiiler metotlarin biiyiik cogunlugu DNA bazl
metotlardir. DNA stabil bir molekiil olmasi, bazi viruslar hari¢
tim canlilarda bulunarak genetik bilgiyi icermesi agisindan
oldukca ideal bir markordir [3]. mRNAnin kullanildigr ve
giiniimiizde rRNA’dan yararlanilan metotlar da bulunmaktadir
[24]. DGGE (Denaturing Gradient Gel Electrophoresis) ve
FISH (Fluorescence in situ Hybridisation) gibi molekiiler
saptama ve tanimlama yontemleri de kullanilan molekiiler
metotlar arasindadir [8,26,29]. DNA bazli metotlarin gidalarda
kullanilmasinda DNA’nin  ekstraksiyonu, purifikasyonu
ve ayrica PZR’nu inhibe edebilecek bilesenlerin ortamdan
uzaklagtirllmas: olduk¢a Onem teskil etmektedir [22, 27].
Ornek alma, drnek hazirlama, deteksiyon agamalari ve protokol
secimi sirasinda dikkat edilmesi gereken hususlar s6z konusu
olmaktadir [12, 22,24].
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Tablo 1. DNA Ekstraksiyonu Oncesinde Gida Orneklerine Uygulanan On Islemler ve Homojenizasyon Prosediirleri [27]

yontemdir.

Prosediir Metot Kullanimy/Sonuclar: Avantajlar Dezavantajlar
Soya fasiilyesi ve
Stomacher un. protein »to.Zk.lrl’ Eofu veya soya Kontaminasyon riski yoktur. misir Smeklerinde .
soslarl i¢in iyi bir yontemdir. karistirmada yetersiz
kalabilir.
Homojenizasyon ) Soya, musir ve dgiitiilecek tahullar | . o
Havan/Ogiitiicii gibi partikiillii ornekler igin iyi bir | Iyi bir karistirma saglar. Kontaminasyon riski

vardir.

Karistirma/Calkalama yontemdir.

Sv1 6rnekler i¢in iyi bir

Sadece sivilarda

Kontaminasyon riski yoktur. Kullandlabilir.

NaOH ile Muamele

Asidik 6rneklerin nétralizasyonu.

Soya soslari, ketcap veya
meyve sularinda ekstraksiyon
verimini arttirmaktadir.

On Islemler Hekzan ile Muamele

Ornekten yaglar1 uzaklastirir,

Kati ve s1v1 yaglarn ve
yag igeren drneklerde
ekstraksiyon verimini
arttirmaktadir.

Protokole ilave bir
basamaktir.

Termamil ile Muamele
pargalar.

S1vi tamponda dagilan nisastay1

Nisasta igeren drneklerde
ekstraksiyon verimini
arttirmaktadir.

Ornak Alma Ve Ornek Hazirlama

Ornek Alma (Sampling)

Uygun oOrnek alma planmin belirlenmesinde analiz
edilecek materyalin tiirii olduk¢a Onem teskil etmektedir.
Incelenecek 6rnegin hammadde veya islenmis son iiriin olup
olmadig1 6rnek planinin karar verilmesinde en belirleyici faktor
olmaktadir. Heterojenitenin seviyesi de uygun &rnekleme
planinin olusturulmasinda &nemli bir kriterdir [12]. Analiz
icin alinan parganin analiz edilecek 6rnegi veya hedef kismi
temsil edebilecek miktarda olmasmna dikkat edilmelidir.
Homojen oOrneklerde (6rnegin bir tohum veya tek bilesenli
bir gida maddesinde) numunenin biitiinii alman temsili
miktar olarak kabul edilmektedir. Temsili test porsiyonunun
elde edilmesinde sivi 6rnekler yeterli miktarda karistirilarak
veya calkalanarak homojenize edilmelidir. Kati 6rneklerin
ise Tablo 1°de belirtilen yontemler ile homojenize edilmesi
gerekmektedir. Kontaminasyona neden olan &giitme ve
ezme tekniklerinden mimkiin oldugunca uzak durulmalidir.
“Stomach blender” olarak bilinen homojenizasyon teknigi ise
kontaminasyonu azaltmaktadir, ancak soya fasiilyesi ve misir
gibi iriinlerin karistirilmasinda yetersiz kalabilmektedir [27].
DNA amlifikasyonunun verimliligini arttirabilmek igin drnek
alma sirasinda numunenin steril ve siyah renkte posetler i¢ine
alinarak dondurulmasi onerilen drnek alma sekillerindendir. En
dogru bulunan ise 6rnek alinmasindan birkag saat sonra DNA
ckstraksiyonuna baslanmasidir [3].

Ornek Hazirlama

Hammadde durumundaki bilesenler disindaki birgok gida
ornegi fiziksel, kimyasal ve enzimatik islemlerden ge¢mis
ve dolayisiyla igerigindeki DNA ve proteinler degrede veya
modifiye olmus durumdadir. Uzun siireli 1sisal islem DNA
ve protein degredasyonuna sebep oldugu gibi diisik pH’da
DNA’nin hidrolizine yol agabilmektedir [22, 27]. Gidalarda
bulunan bakterilerin PZR bazli metotlar ile tespit edilebilmesi
icin uygun 6rnek hazirlama metotlarina ihtiyag duyulmaktadir.
Uygun Ornek hazirlama basamaklari, bakterinin konsantre

edilmesi, DNA’nin ekstraksiyonu ve reaksiyonu inhibe
edecek bilesenlerin ortamdan uzaklastirilmas1 seklindedir.
Gidalardan veya analiz icin zenginlestirilmis ortamlardan
DNA’nin ekstraksiyonu igin ¢esitli metotlar gelistirilmistir.
DNA’nin bakteri hiicresinden c¢ikartlmasi amaciyla lizozim
ve/veya proteinaz K gibi enzimler kullanilabilmekte, su
veya denatiirasyon ¢ozeltisi iginde kaynatma veya isitma
yapilabilmektedir. Bakteri hiicresinden g¢ikarilmig DNA’nin
PZR’nu inhibe eden maddelerden uzaklastirilmast cam
boncuklarla, afinite kolonlariyla veya Glassmilk gibi ticari
matrikslerle olabilmektedir [21,27]. Cogaltilabilir miktarda
DNA’nin elde edilebilmesi ve yanlis-negatif sonuglarin
onlenebilmesi igin 6rnek miktarinin yeterli miktarda olmasi

Test Edilecek Numune Goz sniinde bulundurulmasi gereken: Partikiil boyutu ve miktaridir.

Tgili Kisthin Almmasi Ornek: Firmlanmis ekmegin i¢ kismi.

Kontaminantlarin Tuz, seker ve soslarin uzaklastirilmast i¢in yikama yapilmast gibi.
Uzaklastirilmast

Homojenizasyon Karistirma yapilmast ve kontaminasyon riskinin minimize edilmesi

* onemlidir.
On Islem Titrasyon-NaOH nétralizasyonu ile.

Yag alimi-Hekzan muamelesi ile.
Nisastanin parcalanmast-Termamil ile.
Liziz Kimyasal tamponlar: CTAB, Guanidiniyum. HCI, SDS

Seperasyon/Purifikasyon RNaz, proteaz, niikleaz, CTAB, RNA,

Polisakkarit. Protein fenol/kloroform, DEAE, silica gibi.
PZR inhibitdrlerinin
Uzaklastirilmast

'

DNA Analizi PZR vb.

Sekil 1. PZR’na kadar geceklestirilen asamalari akim semas [27];
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6nemlidir. Rutin analizlerde genellikle uygun test porsiyonunun
miktar1 1-5 gram civarinda olmaktadir [27]. Fakat genellikle
yiiksek duyarlilikta PZR i¢in DNA ekstraksiyonunda 100 mg ve
350 mg bitkisel materyal yeterli olabilmektedir [12].

Kisaca DNA ekstraksiyonu, organizmanin mekanik
veya kimyasal yollarla parcalanmasi, niikleik asit digindaki
maddelerin  (proteinler, polisakkaritler vb.) ¢oktiiriilmesi
ve uzaklastirilmast ve niikleik asitlerin  ¢oktiiriilerek
uzaklastirtlmasi seklinde agiklanabilir [3]. Elde edilen DNA
molekiiler analizler i¢in kullanilabilir durumdadir. Eger
calismada RNA molekiilinden yararlanilacak ise yine benzer
fakat RNA’nin hassashigindan kaynakli daha 6zel yontemlere
bagvurulmasi gerekmektedir [29].

Molekiiler Teknikler

Polimeraz zincir reaksiyon tekniginin gelistirilmesiyle
birlikte bu teknik hibridizasyon temelli yontemlerin yerini
almaya baglamisti. Hibridizasyon temelli yontemlerin
dezavantaji, dogru sonuglarin elde edilebilmesi igin ¢ok
fazla sayida hedef mikroorganizma hiicresine (yaklasik
10*10%) ihtiya¢ duyulmasidir. ilk olarak 1980’li yillarda
in vitro teknikler ile DNA polimeraz enzimi, hedef niikleik
asit sekanslar1 ve primerler kullanilarak amplifikasyon
denemeleri gergeklestirilmistir. Bakteriyel gida patojenlerinin
PZR bazli metotlar ile tespiti ise ilk defa 1990’11 yillarda
gergeklestirilmistir [8]. PZR reaksiyonunun temel mantig cift
zincirli DNA molekiiliine 1s1l islem uygulandiginda iki zinciri
birbirine bagl tutan hidrojen baglarinin kopmasi prensibine
dayanmaktadir. Reaksiyonun mekanizmasi incelendiginde her
PZR’nun istenilen sayida tekrarlanabilen dongiilerden olustugu
goriilmektedir. Bir PZR dongiisii ii¢ adimdan olusmaktadir.
ilk adim, ¢ift sarmalli DNA iplik¢iklerinin yiiksek sicaklikta
birbirlerinden  ayrildiklar1  denatiirasyon, ikinci adim;
cogaltilmasi istenen hedef DNA bdlgesinin iki ucuna spesifik
20-30 baz uzunluguna sahip ayr iki niikleotidin yine uygun
sicaklikta hedef DNA’ya yapismalari, iclincti adim ise yeni cift
zincirli DNA’lar seklinde uzamasidir. Bu adimlardan her birinin
gergeklesmesi igin farkli sicakliklar gerekmektedir. Bu ii¢ adim
standart bir PZR reaksiyonunda yaklasik 30-35 kez tekrar
edilerek polimerizasyon {irlinii her {i¢ adimli dongiiden sonra bir
onceki dongiiye gore iki kat artar. PZR’nun en 6nemli 6zelligi
ise ¢ok az miktarda DNA ile ¢aligmaya olanak saglamasidir
[21,26].

Konvansiyonel PZR yonteminden sonra PZR bazli yeni
metotlar gelistirilmistir. Konvansiyonel PZR’nun hem canli
hem cansiz hiicrelerin varligini birlikte tespit etmesinden
dolay1 dezavantajli yonii de bulunmaktadir. Yani tiim hiicrelere
ait niikleik asitleri tespit etmektedir. Bu durum 6zellikle canli
mikroorganizmalarin tespit edilmesinde olduk¢a Onemli bir
ayrintidir. Bu durumda, DNA bazli tespitin yani sira RNA bazli
yontemler daha ¢ok tercih edilmektedir. Bu yontemlerden RT
(reverse transcriptase)-PZR bakterilerin RNA bazli tespitinde
kullanilacak en uygun tekniklerdir [9,26]. RNA molekdilii
PZR ile ¢ogaltilamadigindan PZR asamasindan &nce RNA
ters transkriptaz (reverse transcriptase) enzimi kullanilarak
cDNA (komplementer DNA)’ya cevrilir. Ardindan DNA,
PZR ile c¢ogaltilir. Bu sentezler asamast RT-PZR olarak
adlandirilmaktadir [4,21,26].

Konvansiyonel =~ PZR  tekniginin  yetersizliklerinin
giderilebilmesi i¢in Ger¢ek Zamanli Polimeraz Zincir
Reaksiyonu (GZ-PZR) gelistirilmis ve yaygin bir sekilde
kullanilmaya baglanmistir. PZR yonteminde verimin diismesi,

reaksiyon sirasinda kimyasallarin azalmasindan, amplikonlar
arasinda primerler i¢in rekabetin olusmasindan ve dongii say1st
artttkga polimeraz enziminin aktivitesini kaybetmesinden
kaynaklanmaktadir. GZ-PZR bu dezavantajlarin ortadan
kaldirilmasina olanak saglamasiyla birlikte, diisiik hiicre
konsantrasyonunda kantitatif saptama olanagi saglamaktadir
[8,11,26]. GZ-PZR ydntemi her bir amplifikasyon dongiisiinde
Olciilebilir floresans saglamasi sonucunda, artan floresans
miktarini grafik haline getirerek miktarin tayin edilmesi esasina
dayanmaktadir. Bu sayede GZ-PZR sonucunda elde edilen
DNA fragmentleri PZR islemi sirasinda analiz edilebilmektedir.
PZR yonteminde DNA miktari tayini icin kullanilan zorunlu
agaroz jel elektroforezi ve UV 1sik altinda goriintiilenmesi
adimlarina GZ-PZR yonteminde gerek duyulmamakta ve islem
son derece hizli ve giivenilir bir sekilde gergeklesmektedir
[8]. GZ-PZR’nun en bilylk avantaji ¢ok hizli olmasidir [4,
12]. Olusan PZR dirlinlerinin miktar1 sinyallerdeki artis ile
orantilidir [24]. Ayrica sonucun ne oldugunu gérmek igin tiim
dongiilerin tamamlanmasma kadar beklemeye gerek yoktur
[4]. Sinyallerdeki artis her dongiide goriintiilenebilmektedir.
PZR’nundaki kantitatif bilgiler DNA miktarmm logaritmik
olarak artis gosterdigi dongiilerden elde edilmektedir. Genellikle,
egrinin logaritmik lineer kisminda 30-40 dongiiden sadece 4-5
dongii bu araliga diismektedir [24]. Bu yontemle sonuglar
saatler veya giinler degil dakikalar i¢inde alinabilmektedir [4].

Multipleks PZR teknigi farkli bir PZR amplifikasyonuna
sahip bir yontemdir. Ayni hedef bdlge tizerinde farkli bélgelerin
primer giftleriyle tek bir tiip i¢inde ¢oklu amplifikasyon yaparak
tespite izin veren bir yontemdir. Bu yontemin en biiyiik avantaji
daha az kimyasal bilesen ile birka¢ reaksiyonun ayni anda
gerceklestirilebilmesidir [4].

Denatiire Gradyent Jel Elektroforezi (DGJE) (Denaturing
Gradient Gel Electrophoresis: DGGE), ayniuzunlukta fakat farkls
dizilimde olan DNA pargalarinin denatiirant iire ve formamid
gradyenti olusturulmus poliakrilamid jel {izerinde elektriksel
alanda hareketi prensibine dayali bir ayirma yontemidir. Gida
mikrobiyolojisinde ve gida ile iliskili ekosistemlerde DGJE
yonteminin bir¢ok uygulamasi bulunmaktadir. Gidalardan izole
edilen laktik asit bakterileri 16S rDNA bolgeleri ¢ogaltilarak
DGIE yoéntemi ile belirlenmistir. Bugday ekmeginden izole
edilen Bacillus cinsi mikroorganizmalar PZR-DGJE ydntemi
ile tir diizeyinde tanimlanabilmistir. Fermente riinlerde ve
fermentasyon siiresince bakteriyel degisimi takip edebilmek
icin DGJE yontemi kullanilmistir [1,9,18].

FISH (Fluorescence in situ Hybridisation), ilgilenilen
mikroorganizmanin sahip oldugu 16S ve 23S Riboozamal
RNA (rRNA) molekiillerine spesifik oligoniikleotid problarin
kullanilmastile, hizlive oldukcaetkinbirsekilde mikroorganizma
sayilarinin saptanmasinit saglamaktadir. FISH teknigi molekiiler
genetigin duyarliligini, mikroskobun sagladig1 gérsel avantaj ile
birlestirerek her bir mikroorganizmanin kendi dogal ortaminda
goriintiilenmesini ve tanimlanmasini saglamaktadir [17,29]. Bu
amagla hibridizasyon temelli veya PZR bazl ticari kitler de
piyasada mevcut bulunmaktadir [24].

Kontaminasyon, inhibisyon ve Ahnmasi Gerekli
Onlemler
Ekstrakte edilen DNA’nin safliginin  arttirilabilmesi

icin DNA’nin bulundugu matrikse (gida materyali) uygun
ekstraksiyon prosediiriiniin uygulanmasi gerekmektedir. Yaglar,
polisakkaritler, polifenoller ve diger sekonder bilesikler PZR
analizinde en ¢ok sorun yaratan inhibitér maddelerdir. Kompleks
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Tablo 2. Potansiyel PZR Inhibitérleri ve Onleyici Faaliyetler [27]

inhibitor Maddelerin Kaynaklar inhibitor Onleyici Faaliyet
Protein SDS, CTAB, Guanidiniyum tamponlari, Proteinaz K
Polisakkarit Depolimeraz(amilaz), CTAB tamponu, kloroform ekstraksiyonu
Yag Lipaz veya hekzan muamelesi, kloroform ekstraksiyonu
Matriks (Gida Materyali)
Fenolikler PVP, PVP/amonyum asetat
Tuz Yikama (silica veya DEAE ve %70’lik alkolle yikama)
Asit Ekstraksiyon 6ncesi NaOH ile notralizasyon
Tuz Silica veya DEAE ve %70’lik alkolle ytkama
EDTA DEAE saflagtirmasi
Ekstraksiyon prosediirii Organik Kalintilar %70’lik alkolle yikama
izopropanol Pellet kurutulur ve tekrar siispansiyon haline getirilir
SDS/CTAB/Guanidiniyum Silica veya DEAE ve %70’lik alkolle yikama

gida matrikslerinden DNA izolasyonunda farkli varyasyonlari
ile iki ¢esit DNA izolasyon metodu tercih edilmektedir.
Birincisi CTAB metodu, digeri ise ticari olarak satilan DNA-
binding silika kolonlart ile izolasyon metodudur. Bu iki protokol
karsiliginda CTAB gibi deterjan bazli metotlarla elde edilen
DNA’nin veriminin yiiksek oldugu ancak DNA kalitesinin
silika kolonlu metotlardan elde edilene gére daha diisiik oldugu
ve daha zaman alict metotlar olduklar1 tespit edilmistir [12,
22]. Zenginlestirilmis ortamdan alman Ornege uygulanilan
PZR ortamdan ve gida bilesenlerinden etkilenebilmektedir.
Genellikle santrifiij, filtrasyon ve yikama basamaklarindan
olusan oOrnek hazirlama yontemi bu tip inhibisyonlarin
onlenmesinde etkili ve hatta yeterli olabilmektedir [22,24].

Ozellikle gida patojenlerinin tespitinde PZR bazl metotlarm
kullanilmas1 sirasinda reaksiyonun kontaminasyonu veya
6l bakterilerin tespit edilmesine bagli olarak yanlis pozitif
reaksiyonlarin goriilmesi gibi birgok problem olabilmektedir.
Yeterli miktarda numune ile &rnek hazirlama ve PZR
reaksiyonunun optimizasyonu ile bu tip problemlerin Oniine
gecilebilmektedir [24].

Tekrar edebilir ve gilivenilir amplifikasyon i¢in mililitre
ornek bagina yaklagik 10° bakteri yeterli olmaktadir. Ancak,
gida Ornegindeki bilesenler, biiylime ortami1 ve DNA
ekstraksiyon ¢ozeltisi PZR nun hassasiyetini azaltabilmektedir.
Ornegin, siitte bulunan proteinaz enzimi Taq DNA polimeraz
enzimini degrede ederek reaksiyonu inhibe edebilmektedir.
Yine siitte bulunan kalsiyum iyonlar1 PZR’nun inhibisyonuna
neden olan en Onemli etmenlerden biridir. Bu durum
reaksiyondaki magnezyum konsantrasyonunun arttirilmasi
ile dnlenebilmektedir. Ornegin seyreltilmesi de inhibisyonun
oniine gegmek i¢in etkin olabilecek en kolay yollardan birisidir.
Fakat bu durumda PZR’nun hassasiyetinin de etkilenebilecegi
g0z ard1 edilmemelidir. PZR’ndan 6nce uygulanan kisa stireli
bir zenginlestirme basamagi gidada bulunan bakterilerin
cogaltilmasini saglarken PZR inhibitorlerinin de seyrelmesine
yardimci olmaktadir. Ancak, kullanilan bazi zenginlestirilmis
ortamlar PZR amplifikasyonunu inhibe edebilmektedir [23,24].

PZR sirasinda yanlig pozitif veya yanlis negatif sonuglar
goriilebilmektedir. Bu sonuglardan kurtulabilmek i¢in metodun
icinde kontrollerin kullanilmasina ihtiyag duyulmaktadir.
Yanlis negatif sonuclar1 6nleyebilmek icin internal standartlar
kullanarak inhibitdrlerin bulunmadigini kanitlayan bir kontrol

PZR yapilmas: gerekmektedir. Genellikle analiz edilecek
iriiniin i¢inde bulunan hedef sekans kullanilarak ayr1 bir PZR
ile DNA kalitesi kontrol edilebilir. Yanlis negatif sonuclar, PZR
ajanlarmin inaktivasyonu sonucunda da meydana gelebilir. PZR
ajanlarinin kalitesinin kontrol edilebilmesi amaciyla pozitif
kontroller kullanilir. Bu islem, saf hedef DNA ile yapilacak
deteksiyon limitleri yakin bir PZR gergeklestirerek, PZR
ajanlarinin kalitesinin test edilmesiyle seklinde yapilmaktadir.
PZR ajanlarmin ve laboratuarin kontaminasyonu sonucu olan
yanlis negatif sonuglar ise reaksiyon ortaminda DNA olmadan
PZR’nun gergeklestirilmesi ile test edilebilir [12].

Yanlis pozitif reaksiyonlar, &rneklerin birbirleriyle
kontaminasyonu sonucu meydana gelebilmektedir fakat en
onemli kontaminasyon kaynagi ayni hedefe ait bir Onceki
amplifikasyondan kalan DNA olmaktadir. Bu nedenle, PZR nda
kullanilan tiim ajanlarin hazirlanip alikotlara ayrildiktan sonra
PZR amplifiye {iriinlerinden ayr1 bir alanda saklanmalari

gerekmektedir [24].
Yanlis pozitif reaksiyonlarin 6nlenebilmesi i¢in PZR’nun
gerceklestirildigi ~ laboratuarlarda  anti  kontaminasyon

onlemlerinin alinmasi gerekmektedir. PZR Oncesi yapilacak
sterilizasyon islemi bu acidan olduk¢a Onem tasimaktadir.
Laboratuar yiizeylerinin, raklarin ve pipetlerin sterilizasyonu
oldukga 6nemlidir. Bunun i¢in ¢ogunlukla kisa dalga boylu UV
irradiasyon yonteminden yararlanilabilmektedir. Tiim bunlar ile
birlikte aeresol pipet uclarinin, steril plastiklerin ve cam kaplarin
kullanilmas1 da dikkat edilmesi gereken 6nemli noktalardan
biridir. Ayrica 1sitma bashgi olan PZR makinelerinde
calisilirken ¢ok hassas bir reaksiyonun gergeklestirilebilmesi
icin reaksiyon karigiminin iizerine bir tabaka mineral yaginin
kullanilmasi da kontaminasyon problemini azaltacak yontemler
arasinda bulunmaktadir. Sodyum hipokloritlerin kullanilmasi
hem niikleik asitlere hem de bakterilere zarar verebilmektedir.
Ancak, etanol ve dettol gibi dezenfektanlar sadece bakterilerin
kendilerine etki ederken niikleik asitlerine zarar vermezler [24].

GDO Analizi

Genetik modifiye gidalarin tespiti i¢in PZR temelli
metotlar, ticari kitler, biyosensorler ve mikrogipler ve diger
farkli metotlar bulunmaktadir [19]. Genellikle iki farkli tipte
genetigi degistirilmis gida bulunmaktadir: genetigi degistirilmis
islenmemis gidalar ve az miktarda genetigi degistirilmis {iriin
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iceren islenmis gidalar. Amerika’daki marketlerde genetigi
degistirilmis islenmemis gidalar, genis ¢esitlilik gostermektedir.
Elma, kuskonmaz, arpa, pancar, havug, tizim, kivi, muisir,
kavun, papaya, biber, patates, kanola, piring, soya, yerfistigi,
seker kamisi, domates ve bugday bu gidalar arasindadir. Diinya
genelinde tretimi yapilan soya ve musir bitkileri, oldukca
bliyiikk oranlarda genetik modifikasyonlar sonucunda elde
edilmektedir. Genetigi degistirilmis soya igeren islenmis gida
ornekleri; ekmek, sekerlemeler, eriste, unlu mamiil bilesenleri,
biskiiviler, tahillar, dondurma, ¢ikolata tirinleridir. Misir, soya
fasulyesi kadar genis alanda kullanilan bir {iriin degildir, ancak,
islenmis musir bir¢ok {irlinlin iginde bulunabilmektedir [7].
GDO’lu trtinlerin tespit edilmesinde hedef DNA olarak kabul
edilen promotor ve terminator genleri markor gen olarak gorev
almaktadir. Baglangigta GDO’lu iirlinlerin tespit edilmesinde
genellikle ticari olarak kullanilan karnabahar mozaik viriisiine
ait 35S promotoru ve Agrobacterium’a ait NOS terminatdriinden
yararlanilmistir.  Genel taramada bu genetik elementler
hedef sekans olarak kullanilmiglardir [15]. PZR sonunda bu
amplifikasyon tirlinlerine rastlanmamasi transgenik sekanslarin
tirtin i¢inde bulunmadiginin yani iriiniin GDO’suz oldugunun
gostergesi olmustur. Bu genetik materyallere rastlanmasi ise
iriiniin GDO’lu oldugunu ya da {irliniin karnabahar mozaik
viriisli veya Agrobacterium tarafindan kontamine oldugunu
gostermektedir [14]. Bu hedef bolgelerin bulunmadigi
tirinlerde GDO’nun tespit edilmesi zorlagmakta hatta imkansiz
olabilmektedir. Ciinkii, bu durumda aktarilan bolgeye veya yeni
bdlgenin entegre oldugu yakin bolgelerin sekanslarina ihtiyag
duyulmaktadir. Bu bilginin de bulunmadigi durumlarda GDO
varliginin tespit edilmesi imkansiz olmaktadir [12,16].

Avrupa Birligi kapsaminda getirilen bazi kisitlamalar
ile driinlerin iginde % 0.9’luk bir GDO miktarima izin
verilmektedir. Bu dogrultuda genetik materyalin kantitatif
olarak tespit edilmesi ihtiyact olusmustur. Kantitasyon amaciyla
gelistirilen Gergek Zamanli PZR ile GDO varliginin tespit
edilmesi ve kantitasyonu etkin bir sekilde yapilabilmektedir.
Bu yontem ile bir ¢ok tarimsal ve gida {riiniinde GDO
varligt analiz edilebilmektedir. Metodun dogruluk derecesi,
GDO’nun cinsine, gidanin yapisina ve gegirdigi proseslere gore
degisiklik gostermektedir. Ayrica, drneklerde diisiik miktarda
GDO’nun bulunmasi hatali sonuglarin elde edilmesine neden
olabilmektedir [12,16].

Mikroorganizmalarin Tespit Edilmesi

Gida  kaynaklt  hastaliklar,  gidalarin  patojenik
mikroorganizmalar ile kontamine olmasiyla ortaya c¢ikan
ozellikle gida hijyeninin zayif oldugu {ilkelerde Onemli
problemlerden biridir. Molekiiler metotlar ile tiketicilerin
sagligini riske atabilecek C.jejuni, Y.enterecolitica, Salmonella,
L.monocytogenes, E.coli, B.cereus, Shigella sp. ve S.aureus
gibi mikrobiyal kontaminantlardan hizli bir sekilde tespit
edilebilmektedir. Bu gida patojenlerinin klasik metotlar ile
tespit edilmesi oldukga zaman alicidir. izolasyon, biyokimyasal
tanimlama ve serolojik testlere ihtiyag duyulabilmektedir.
Bu nedenle, son yillarda molekiiller metotlar tercih
edilmeye baslanmigtir. 1990 yilinda ilk kez bakteriyel gida
patojenlerinin PZR bazli metotlarla tespiti gerceklestirilmistir.
Bu amagla piyasada ticari olarak bulunan birgok hizli tespit
kiti bulunmaktadir. Bu testler, antikor bagli aglutinasyon
metotlarindan, DNA amplifikasyon metotlarina kadar degisim
gosteren metot ¢esitleridir. ELISA hizli yontemler arasinda
sayilan bir metot iken PZR bazli metotlarin gelistirilmesiyle

daha hizli olmalarindan dolayr ELISA ydnteminin yerini
almaya baglamiglardir. Dogal olarak bulunan mikroorganizma
ile test mikroorganizmalart arasindaki yarisma seviyesi
kullanilan ortamin segiciligine bagli olmaktadir [2]. Salmonella
bakterisinin PZR ile tespit edilebilecek sayiya ulasabilmesi
icin inkiibasyon siiresinin 16-20 saat olmast yeterlidir,
ancak L.monocytogenes igin klasik yontemde yapildig
gibi inkiibasyon siiresinin kisaltilmast her Ornek tipinde
onerilmemektedir, 6zellikle de yumusak peynir grubunda bu
sekilde olmaktadir [2,12]. Gida kaynakli hastaliklara neden olan
ii¢c bakteriden biri olan Staphylococcus aureus bakterilerine ait
enterotoksin genlerinin belirlenmesi {izerine ¢cok fazla sayida
caligma yapilmis olup serolojik yontemlere gore daha yiiksek
basart elde edilmistir [2,10,13]. Bacillus cereus bakterileri de
S.aureus gibi enterotosijeniktir. Bu toksinlerin iiretiminden
sorumlu genlerin tespit edilmesi {izerine bircok c¢aligma
yapilmis olup fakli PZR yontemleri denenmistir [5,6]. Romero
ve ark. (1995) yaptiklari ¢alismada gram negatif aerobik bir
bakteri olan, insan ve hayvanlarda enfeksiyona neden olan
Brucella tiirlerinin PZR ile hizli olarak tespit edilebilmesi i¢in
farkli primer kombinasyonlarini deneyerek uygun olanlarimi
belirlemeye ¢alismiglardir [25].

Gidalardaki bakteriyel patojenler PZR ile direkt olarak
tespit edilebilmektedir ancak hassas bir yontemin kullanilmast
gerekmektedir. Bu sekilde gosterilen hassasiyetler 6zellikle
bliyiik  laboratuarlarda  kontaminasyondan  kaynaklanan
problemlerin 6nlenmesini saglamaktadir [24].

Kiiltiirlerin konfirmasyonunda PZR tanimlayici bir arag
olarak kullanilmaktadir. Ayrica, karigik kiiltiirleri igeren segici
agar ortaminda veya On zenginlestirme yapilmig ortamlarin
kullanilmast da gida {rlinlerinde bulunan bakterilerin
konvensiyonel yontemlere gore daha kisa siire de tespit
edilmesini saglamaktadir. Tekrar eden genetik elementler
spesifik PZR’larinda hedef olarak kullanilmaktadir. Ornegin,
Brucella tirlerinde IS711 ve Salmonella tiirlerinde 1S200
bolgeleri gibi. Flagellin genleri de Campylobacter tiirleri igin
hedef bolge olarak kullanilabilmektedir [8]. Bakterilerin tespit
edilmesinde 16S rDNA’nin hedef gen olarak se¢ilmesi basarili
sonuglar elde edilmesini saglamaktadir. Birgok bakteride ¢ok
sayida bulunmasi ve uzunlugu (yaklasik 1500 bp) nedeniyle
16S rDNA ¢ogunlukla hedef gen olarak secilmektedir [3].

Gidalar ve hayvan yemleri fungal organizmalar tarafindan
kontamine olabilmektedir. Hayvan yemi ve gida kaynakli
filamentli kiifler bir veya daha fazla mikotoksin iiretme
kapasitesindedirler. Bu kiifler hem insanlar hem de hayvanlar
iizerinde toksik ve karsinojenik etkiye sahiptir. Bu nedenle hizli
ve spesifik metotlara ihtiya¢ duyulmaktadir. Mikotoksinler
degisim gosterebilen farkli kimyasal yapilara sahiptirler. Bu
nedenle tek bir metotla tiim mikotoksinlerin tespit edilmesi
mimkiin degildir. Mikotoksinlerin molekiiler metotlar ile
tespit edilmesi son yillarda en ¢ok tercih edilen teknikler
arasindadir. Ornegin, aflatoksin, patulin, okratoksin, trikotisin
ve fiimosin PZR metodu ile tespit edilebilmektedir. Ancak,
mikotoksinler PZR bazli metotlar ile direk olarak tespit
edilememektedirler. Mikotoksinlerin biyosentez yolakinda yer
alan genlerin belirlenmesi ile dogru ve hizli bir sekilde tespitleri
gerceklestirilebilmektedir. Negatif sonuclarin elde edilmesi
analiz edilen iiriinde her hangi bir mikotoksinin bulunmadigini
gosterir. Bu durumda, sadece pozitif sonu¢ elde edilen
orneklerde analiz fizikokimyasal metotlarn kullanilmasiyla
neticelendirilmelidir. Son yillarda sensor yiizeyine immobilize
edilmis spesifik antikorlar kullanilarak mikotoksinlerin veya
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mikotoksijenik fungilerin tespit edilmesine c¢alisilmaktadir.
Ozellikle dokuz farkl1 tipteki toksinin ayni anda tespit edilmesi
iizerine ¢aligmalar siirdiiriilmektedir [27,28,29].

Tiirlerin, Gida Bilesenlerinin ve Kontaminantlarin
Tanimlanmasi

Birgok tilkede farkl: tiirlere ait etlerin birbirine karistiritlmasi
durumuna rastlanabilmektedir. Ozellikle, ucuz etler ile yapilms
olgunlagtirma veya dini agidan olusan spesifikasyonlarin
(Ornegin, Yahudiler igin koser, Miisliimanlar icin helal
durumu gibi) tespit edilmesi 6nemli konular arasindadir. Bu
nedenle bu tip gidalarda tiirlerin hizli ve giivenilir bir sekilde
tespit edilebilmesine ihtiya¢ duyulabilmektedir. Tiirlerin
aydinlatilmasinda kullanilan protein bazli metotlar spesifik
ve hassaslardir ancak ¢ok yakin tiirlerin ¢apraz reaksiyonu
nedeniyle kesin sonuglar elde edilememektedir. Ayrica, etlerin
1s1sal islem gérmesi sonucunda proteinlerin denatiire olmasi da
protein bazli metotlar ile tespiti gili¢lestirmektedir. Bu nedenle
giiniimiizde PZR bazli metotlarin kullanim1 yayginlasmaya
baglamustir. Genellikle iki farkli yaklagimdan yola ¢ikilmaktadir.
Birincisi tiire spesifik primerlerin kullanilmasiyla, ikincisi
ise tiim tiirlerde bulunan korunmus bolgeyi tespit edecek
primerlerin kullanilmasi ile aranan tiirlin tespit edilmesi
seklinde olabilmektedir. PZR bazli metotlar degisik cesitte
hayvan tiirlerine ait et iiriinlerinin tanimlanmasinda giivenilir
sekilde kullanilmaktadir [12,21,27].

PZR bazli metotlar gida bilesenlerinin de tespit edilmesinde
kullanilmaya baslanmistir. Ornegin, et {iriinlerinde soyanin,
bugdaydan elde edilmeyen fiiriinlerde bugday varliginin veya
alerjenlerin tespit edilmesi bu kapsamda sayilabilir. Tespit
amaciyla arastirilan tlire spesifik primerler kullanilmaktadir.
Alerjen maddelerin tespit edilmesinde ELISA metodu halen
tercih edilen bir metot konumundadir. Ancak, bazi durumlarda
bu immiinolojik testler hassaslik ve spesifiklik agisindan
yeterli olamayabilmektedir. Bu durumda PZR bazli metotlara
bagvurulmaktadir [11,20,27].

SONUC

Gida mihendisliginin neredeyse hemen her alaninda
uygulanma noktast bulan molekiiler metotlar bazi1 klasik
metotlarin  yerini almaya baslamistir. Hizli olmalar
acisindan biiyiik kazang saglarlarken ayni zamanda klasik
yontemlere gére daha hassastirlar. Boylelikle tespit sirasinda
olusabilecek hatalarinda Oniine gegilmesi saglanmaktadir.
Molekiiler tekniklerin &zellikle tip alaninda uzun zamandir
kullanilmalarindan dolay1 birgok mikroorganizmanin tespit
metodu molekiiler bazda gelistirilmis durumdadir. Bu durum
gidalarda bulunan benzer mikroorganizmalarinda tespitinin
kolaylastirilmasini saglamistir.

Ayrica giimriiklerde denetimlerin arttirilmasi ile birlikte bir
gida {irliniiniin serbest dolagima gegmeden 6nce bir¢ok analize
tabii tutulmasi gerekmektedir. Ozellikle diinya genelinde bazi
salgin hastaliklardaki artis ve GDO’lu firtinler ile ilgili yasal
diizenlemeler glimriiklerde bu kontrollerin sikilagmasina neden
olmustur. Bu dogrultuda yurt disindan gelen gida {riiniiniin
uzun siire beklemeden gerekli analizlerinin hizli bir sekilde
yapilabilmesi i¢in hizli molekiiler teknikler kullanilmaya
baslanmistir. Tim bu uygulamalar molekiiler metotlarin
gida kontrollerinde genis bir uygulama alani buldugunu ve
Ontimiizdeki yillarda da konu ile ilgili bir¢ok ¢alismanin ortaya
konulacagini gostermektedir.
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