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Gidalarda Bulunan Mikrobiyal Patojenlerin Karakterizasyonunda
Real Time PCR Teknolojisi

Esen TUTAR', Elif KOKSALAN? ismail AKYOL®"
'KSU, Fen Bilimleri Enstitiisi, Biyomiihendislik ve Bilimleri ABD, Kahramanmaras
2KSU, Ziraat Fakiiltesi, Zootekni Bliimii, Kahramanmaras
3KSU, Ziraat Fakiiltesi, Tarimsal Biyoteknoloji Boliimii, Kahramanmaras

Gelis (Received): 30.06.2015 Kabul (Accepted): 20.09.2015

OZET: Gida kaynakli mikrobiyal patojenler tiim diinyada hastalik, 6liim ve ciddi ekonomik kayiplara neden olan
onemli bir sorundur. Olumsuz etkilere yol acan gida kaynakli hastaliklarin Oniine gegilebilmesive
potansiyellerininbelirlenebilmesii¢in hastaliga neden olan mikrobiyal etkenin ve miktarinin tamimlanmasi ve
belirlenmesi gerekmektedir. Gida kaynakli hastaliklara neden olan gida patojen mikroorganizmalarin spesifik ve
tekrarlanabilir bir metot ile tanimlanmalar1 6nem arz etmektedir. Enfeksiyon dozu yaklagik 10 bakteri hiicresine
kadar diisebilen mikrobiyal gida patojenlerinintespitihassas, tiire spesifik ve giivenilir bir metot gerektirmektedir.
Kiiltiirel, immiinolojik ve konvansiyonel PCR metotlaripatojenlerin tanisinda yaygin olarak kullanilmaktaancak
uzun zaman almasi ve miktar ile ilgili yeterli bilgi vermemesi gibi simirlamalar1 bulunmaktadir. Real Time PCR
teknolojisi hassasiyeti, diisiik miktardaki mikroorganizmalar1 belirleyebilme limiti, spesifikligi ve hizi gibi
Ozelliklerinden dolayr mikrobiyal tanimlamada giincel ve giivenilir bir yontemdir. Bu derleme ¢alismasinda, Real
Time PCR teknigi yaklagimlar: ve gida patojenlerinde ve diger mikrobiyal ¢aligmalara uygulanma potansiyelleri
detaylandirilmistir.

Anahtar Kelimeler: Gida kaynakli hastaliklar, Gida patojenleri, Real time PCR

Real time PCR Technology in Characterzitaion of Foodborne Microbial Pathogens

ABSTRACT: Foodborne microbial pathogens are major issue that gives rise to illness, death and serious economic
losses all over the world. It is necessary that microbial factors and its amount cause to disease should be well
defined to prevent foodborne diseases causing negative impact and determine its potential causes. Foodborne
microbial pathogens that cause the foodborne diseases must be identified by a specific and reproducible method.
Identification method of foodborne microbial pathogens that have infection doses as low as about 10 bacterial cells
should be sensitive, specific species and reliable. Although cultural, immunologic and conventional PCR methods
widely used in identification of microbial pathogens, they have some limitations including insufficient quantitative
information of the tested micro-organisms and longtime requirement. Real time PCR technology is an up-to-date
and reliable method in microbial identification due to its accuracy, specificity, low detection limit and rapidity. In
this review, real time PCR approaches and application potentials in foodborne microbial pathogens and other
microbial researches are emphasized.
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GIRIS hastaliklarin son dénemlerde bir ivime kazandigive buna

Gida kaynakli mikrobiyal hastaliklar patojen neden olarak ise gida endiistrisinin globallesmesi,
mikroorganizmalar  tarafindan  kontamine olmus insanlarin yagam ve yeme aligkanliklarinin degismesi,
gidalarin tiiketilmesi sonucu ortaya ¢ikan onemli bir  ¢evresel  kirlilik,  uluslararast  seyahat,  iklim
halk sagligi sorunudur. Hastalik, 6lim ve ciddi degisiklikleri ve mikroorganizma popiilasyonlarindaki
ekonomik kayiplara neden olan gida kaynakli patojenler  degisimler gibi faktorlerin etken oldugu
gidalarin  iretimden tiiketime kadar uygulanan  disiiniilmektedir (Velusamy ve ark., 2012).
islemlerin herhangi bir asamasinda gidalara bulasarak Hastalik etmeni olan mikroorganizmalargidalara
insanlarda hastaliga sebep olmaktadir. Kontamine olmus  enfeksiyon, toksikasyon ve toksienfeksiyon olarak
gidalarin tiiketilmesi sonucu, patojen veya toksinleri  bilinen ¢ farkli yollabulagmaktadir. Bu bulagma
sindirim  sisteminde bir bariyer gorevi goren Yyollarinda hastalik ajan1 ya patojen mikroorganizmanin
bagirsaklardaki epitel hiicrelerinden gecerek, genellikle  kendisiya da iirettigi toksinlerdir (Bhunia, 2008; Aytac
gidanin tiiketilmesinden 6-7 saat sonra ishal, bulanti, ve ark., 2014). Campylobacter, Salmonella,
kusma gibi klinik belirtiler gostermektedir. Gida  Listeriamonocytogenes ve Escherichiacoli O157:H7
kaynakli mikrobiyal hastaliklar genellikle bitki veya gibi patojen bakteriler gidalara bulasarak gidanin
hayvan orjinli olup en ¢ok bebekler, ¢ocuklar, yaslilar  tiikketilmesi ile canli viicuduna girmekte ve canli
ve hastalar gibi bagisiklik sistemi zayif bireylerde  viicudunda varligi veya iirettigi metabolizma {iriinleri ile
goriilmekle beraber az gelismis ve gelismekte olan  enfeksiyon olusturmaktadir. Bacilluscereus,
iilkelerde daha sik rastlanmaktadir. Gida kaynakli  Clostridiumbotulinum ve Staphylococcusaureus gibi
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bakteriler ise tirettikleri toksinleri igeren gidalarin canl
viicuduna alinmas1 sonucu hastaliga neden olmaktadir
(Velusamy ve ark., 2012). Toksienfeksiyonda ise
gidalar aracihgt ile viicuda alinan Clostridium
perfringens gibi canli patojen mikroorganizmalarin
tilketilmesi ve daha sonra bu mikroorganizmalarin
viicutta sporlanma, kolonizasyon ve toksin iiretmesi ile
olusmaktadir (Aytac ve ark., 2014). Patojen
mikroorganizmalarin  hastalik  olusturabilmesi i¢in
gidalara bulagmasi ile birlikte belirli bir sayida olmasi
gerekmektedir. Enfeksiyon dozu olarak bilinen bu deger
patojenden patojene farklilik gosterdigi gibi bireyden
bireye de farklilik gosterebilmektedir. Salmonella gibi
baz1 patojenler yiiksek enfeksiyon dozunda hastalik
olugturabilirken E. coli O157:H7 patojeni gibi bazi
patojenler ise diisiik bir enfeksiyon dozundabile hastalik
olusturabilmektedir (Bhunia, 2008).

Gida kaynakli mikrobiyal hastaliklarisinirlamada en
O6nemli adim hastalik etkeni olan gida kaynakli
mikroorganizmalarin tiir olarak dogru tanimlanmasi ve
mikrobiyal popiilasyonlardaki, diisiik miktarlarinin bile
dogru belirlenmesidir. Enfeksiyon dozu yaklagik 10
bakteri hiicresine kadar diisebilen bu
mikroorganizmalarin dogru, giincel ve tekrarlanabilir
metotlar ile tanimlanmalidir. Patojen
mikroorganizmalar1 tanimlamada kullanilan metotlar
kiiltiir ve koloni bazli metotlar, immiinolojik metotlar ve
molekiiler metotlar olarak listelemek miimkiindiir.
Kiiltir ve koloni bazli metotlarinuzun zaman almast,
bakterilerin her zaman aym fenotipik &zellikleri
gostermemesi, fenotipik ~ Ozelliklere  bakilarak
tanimlamada ve smiflandirmada ortaya ¢ikan zorluklar
gibi simirlamalaribulunmaktadir  (Malorny ve ark.,
2003). Immiinolojik metotlar ise kontaminasyon riskinin
fazla olmasi, diigiik miktarlardaki patojenleri tespit
edememesi ve antijen-antikor iliskisinde ortaya
¢ikanzorluklar nedeniyle tamimlamada dezavantajlar
vardir (Velusamy ve ark., 2010; Jasson ve ark., 2010).
Molekiiler metotlar, bu metotlara alternatif olarak
gelistirilmis DNA esasli metotlar olup diger metotlara
gore hizli, giivenilir, hassas, 0zgiil ve tekrarlanabilir

metotlar olarak gida kaynakl patojen
mikroorganizmalarin  teshisindekullanilmaktadir. Bu
metotlar  bakteriyel siniflandirmada  ozellikle de
fenotipik acidan atipik bakteri suglariin
tanimlanmasinda son derece giivenilirdir.
MIKROBIYAL TESHISTE YAYGIN

KULLANILAN MOLEKULER TEKNIKLER
Molekiiler teknikler gidalarda hastalik etkeni olan
mikroorganizmalarin taksonomik seviyede teshis etmek
ve mikrobiyal yiiklerini belirlemek amaciyla yaygin
olarak kullanilmaktadir. Niikleik asitlerin
hibridasyonuna dayali olan bu metotlar i¢inde en ¢ok
uygulanan teknik ise yiiksek duyarliligt ve c¢ok
yonliliigi ile PCR teknigidir. PCR temel olarak DNA
iizerinde belirlenen hedef bolgenin o bolgeye 0Ozgi
primerler ile ¢ok sayida kopyasinin olusturuldugu bir
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reaksiyondur. PCR sonrast iiriinlerin varligi elektroforez
teknigi ve genellikle floresans bir boya olan etidyum
bromiir ile boyanmig DNA’nin goriintiilenmesi sonucu
tespit  edilebilmektedir.  Elektroforez  tekniginde
kullanilan DNA belirtegleri ile de yar1 kantitatif sonug
alinabilmektedir. Ayrica bir sonraki adim olarak
niikleotid dizileme teknolojinin uygulanmasina olanak
saglamaktadir. Boylelikle genom ile ilgili daha ¢ok ve
daha giivenilir bilgi elde edilebilmektedir.

Gida kaynakli mikrobiyal hastaliklara neden olan
patojenlerin PCR ile tanimlanmasinda saf kiiltiirler veya
on zenginlestirme ya da segici besiyerinde gelistirilen
gida Ornekleri kullanilmaktadir. PCR tekniginde saf
kiiltiirler kullanildiginda kontaminasyon riski diisiikken
on zenginlestirme besiyerinden alinan Orneklerin
analizinde kontaminasyon riski daha yiiksek olmaktadir.
Santrifiijleme, filtrasyon ve yikama asamalar1 gibi basit
bir drnek hazirlama yontemi kontaminasyonlari elemine
etmek i¢in yararli olabilmektedir. Bununla birlikte gida
orneklerinden saf bir DNA elde etmek icin O6rneklerin
seyreltilmesi ve daha sonra mikroorganizmanin uygun
kosullarda biiyiitiilmesi gibi Oniglemler
uygulanabilmektedir. Boylece sadece canli hiicreler
kopyalanmakta, diisiik sayidaki mikroorganizmalarin
seviyesi artmakta ve gida matriksinden kaynakli
inhibitorler elemine edilebilmektedir (Hill ve ark.,1996).
Orneklerde bulunan 6lii ve canli hiicreler ornek
hazirlama asamasinda etidyum monoazit ve propidyum
monoazit gibi bilesikler kullanilarak da elemine
edilebilmekte ve yanlig pozitif sonuglar
engellenebilmektedir (He ve ark., 2010). PCR kiiltiirel
bazli metotlarin son agamasi veya dogrulanmasi olarak
kabul edilebilir ve zaman olarak da daha kisa siirede
sonug elde edilebilmektedir. Gida kaynakli patojenlerin
PCR bazli metotlar ile tanimlanabilmesi i¢in hedef gen
bolgesinin se¢imi 6nem tasimaktadir. Genellikle 16S
rRNA geni mikroorganizmalarin tanimlanmasinda hedef
gen bolgesi olarak kullanilmaktadir. Yiiksek derecede
korunmus olmasi, biitiin bakterilerde ¢ok sayida
kopyasimnin bulunmasi ve farkli bakteriler arasinda
onemli dlgiide dizi gesitliligi ile 9 hiper degisken bdlge
icermesi (V1-V9) gibi ozellikleri hedef gen bdlgesi
olmasinin nedenlerindendir (Beneduce ve ark., 2007).
16S rRNA gen bdlgesi cins ve tiir seviyesinde ayirim

yapabilmek icin  hedef gen  bolgesi olarak
kullanilabilmekte ama degisken gen bolgelerinin yiiksek
derecede  benzerlik gdstermesi nedeniyle bazi

bakterilerin sus ve serotiplerini ayirmak icin yeterli
olmamaktadir. Tiir alt1 seviyede ayirim yapabilmek icin
kullanilan hedef gen bolgesi ise intergenik RNA bosluk
bolgeleri olarak secilmistir. Bu protein kodlamayan
bolgeler evrim siirecinde daha az baskiya maruz
kaldiklarindan dolay1 degiskenlik gostermekte ve tiir alt1
seviyede siniflandirma yapabilme imkani sunmaktadir
(Rijpens ve ark., 2002).

PCR tekniginin gelismesi ile Ters Transkriptaz PCR
(Reverse Transcriptase PCR; RT-PCR), PCR Uriiniiniin
Endoniikleaz ileKesilmesi (PCR-RFLP), Cogaltilan
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PCR Fragmentlerin Uzunluk Polimorfizmi (Amplified
Fragment Length Polymorphism; AFLP) ve Coklu PCR
(Multipleks PCR) gibi farkli PCR temelliteknikler
geligtirilmigtir. Tiim PCR bazli teknikler PCR’in
modifiye  edilmesi ile  olusturulmus, PCR’m
dezavantajlari1  ortadan kaldirmak, gida kaynakli
patojen mikroorganizmalarin tanimlanmasinda
hassasiyeti ve  Ozgiilligii  artirmak  amaciyla
olugturulmus metotlardir. Birgok arastirmact bu
teknikleri  kullanarak gida kaynakli  mikrobiyal
hastaliklara etken mikroorganizmalar1 tanimlamislardir
(Wiedmann ve ark., 1992; Lindqvist, 1999; Ripabelli ve
ark., 2000; Yaron ve Matthews, 2002; Bottero ve ark.,
2004; Pinto ve ark., 2005; Rodriguez-Palacios ve ark.,
2006; Beneduce ve ark., 2007; Cawthorn ve ark.,
2008). PCR teknolojisi gida kaynakli mikrobiyal
patojenleri tanimlamada Onemli bir ara¢ olmasina
ragmen bazi sinirlamalara sahiptir. PCR’ da kullanilan
primerlerin kendi iglerinde ya da birbirleri arasinda
yanlis eslesmeler olusturmasi yanlis pozitif sonuglara
neden  olabilmektedir.  Ayrica PCR firiinleri
goriintiilemek igin etidyum bromiir ile boya islemi hem
kontaminasyonsebebi hem de emek isteyen bir
uygulamadir (Fratamico ve ark., 2008). Ama bunlarla
beraber PCR teknigi miktar ile ilgili tam anlamiyla bilgi
vermemekte ve istenilen bilgiyisaglamamaktadir.

REAL TIME PCR

Real Time PCR teknolojisi ilk olarak Higuchi ve
arkadaglarinin her bir amplifikasyon {irliniinii etidyum
bromiir ile goriintiillemek i¢in olusturduklar: sistem ile
ortaya ¢ikmustir (Higuchi ve ark.,1992). Bu
teknolojifloresan isaretli ya da boyali PCR iirtinlerinin,
151k kaynagmin olusturdugu i1simalar ile uyarilmasi
sonucu 1sima yaymasi ve yaydigi igimalarin algilanarak
izlenebilir hale getirilmesi ile olusan bir sistemdir.
PCR’1in kinetik kazanmasi ile olusan bu teknolojinin
PCR’dan en 6nemli farki hedef bdlgenin lineer olarak
logaritmik artiginin es zamanli olarak gdzlenebilmesi ve
buna bagli olarak kantitatif analiz yapabilme imkani
sunmasidir.

Real time PCR cihazi temel olarak 1s1 dongii cihazi,
eksitasyon 151k kaynagi, bir floresan algilama sistemi ve
yazilimdan olugsmaktadir. Eksitasyon 151tk kaynagi
argon-iyon lazerler, 151k yayan diyot lazerler (LED),
halojen lambalar ve ksenon lambalar olarak dort farkli
cesit olmakla birlikte en ¢ok kullanilan 151k kaynag:
lazerlerden ziyade halojen ve ksenon lambalardir
(Valasek ve ark., 2005; Shipley, 2007). Lambalar LED
ve lazerlere gore daha genis spektrumlu olarak

tammmlanmigtir  (Valasek ve ark., 2005). Floresan
algilama  sistemi isaretlenmis PCR {irlinlerinin
olusturdugu  floresan 1simalar1  algilamakta ve

bilgisayardaki yazilim ise bu verileri kaydetmektedir.
Yiiklenme-iligtirilmis arag (CCD kamera),
fotomultiplikator tiipleri veya fotodedektdrlerin diger
tiirlerini igeren bu sistem belirli sayilarda kanal icererek
dalga boylarin1 siirlayip sadece tercih edilen dalga
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boylarimin 6lgiilmesine izin vermektedir (Valasek ve
ark., 2005). Yazilim verileri grafik olarak es zamanli
goriintiilemekte hem kalitatif hem de kantitatif analiz

igin floresan siddetini sayisal degerlere
doniistiirmektedir (Hanna ve ark., 2005).
Bu teknolojide floresan  molekiillerin 151k

kaynagindan aynalar aracilifi ile iizerine gelen belirli
dalga boyundaki 1sinlar1 absorbe ederek enerji kazanip,
bulunduklar1 temel diizeyden uyarilmis diizeye
gegmektedirler. Uyarilmis bu molekiiller kararsiz
haldeki bu durumdan temel diizeye ge¢me egiliminde
olduklar1 i¢in fazla enerjilerini farkli  dalga
boylarindaigimalar halinde yaymaktadir. Boylelikle
floresan molekiillerin hem uyarildiklari hem de
yayildiklari iki farkli dalga boyu araliklarindaki 1gimalar
floresan algilama sistemi tarafindan belirlenmektedir
(Shipley, 2007; Navarro ve ark.,2015). Real time PCR
teknolojisinde kullanilan bu molekiillerin her birine
0zgli tanimlannus farkli uyarilma ve yayilma dalga
boyu araliklarina sahiptir (Shipley, 2007).

Gliniimiizdeki Real time PCR cihazlarinda floresan
sinyaller farkli kanallar aracihigiyla floresan algilama
sistemine iletilmektedir. Kanal sayisi o6zellikle ¢oklu
PCR c¢alismalarinda farkli bolgeleri tanimlamak igin
onem tagimaktadir (Navarro ve ark.,2015). Real Time
PCR teknolojisinde kalip DNA’min amplifikasyonu
dogrusal zemin faz, erken iissel faz, lissel faz ve diiz faz
olarak 4 farkli fazda olusmakta ve es zamanl
izlenebilmektedir. Dogrusal zemin fazda PCR heniiz
baslamis ve floresan yayilmada artis gézlenmemektedir.
Temel ¢izgi (baseline) hesaplamast bu asamada
yapilmaktadir. Erken {issel fazda floresan miktari esik
degerine (treshold) ulagsmustir. Esik degerine denk gelen
dongli sayist1 esik degeri dongilisi (Ct) olarak
bilinmektedir. Bu dongii degeri ABI literatiirlerinde Ct
olarak, LightCycler literatiirlerinde ise gegis noktasi
(Cp) olarak tanimlanmakta ve hedef bdlgenin
kopyalanmaya basladigin1 gosteren bir ifade olup analiz
sonu¢larim hesaplamada kriter olarak kullanilmaktadir
(Wong ve ark., 2005). Esik degeri dongiisii hedef kopya
sayisi ile ters orantilidir ve kopya sayist ne kadar fazla
ise Ct degeri o kadar kiigiik olmaktadir (Schmittgen ve
ark., 2008). Ct degeri bu nedenle Kantitatif analizde
onemli bir parametre ozelligi tasimaktadir. Ussel faz
asamasinda her dongii sonunda PCR firiinii ikiye
katlanarak  optimal  amplifikasyon  periyoduna
ulasmaktadir. Son olarak ise diiz faz agsamasinda
reaksiyon bilesenleri sinirli hale gelmistir ve floresan
yogunlugu analiz verilerinihesaplamak icin yeterli
olmamaktadir (Wong ve ark., 2005).

Real Time PCR’da Kullanilan Belirleme
Teknolojileri

Real Time PCR teknolojisinde esas olarak floresan
sinyali ~ olusturan  floresan  isaretli  molekiiller

kullanilmaktadir. Bu molekiiller hedef diziye o6zgi
isaretli oligoniikleotitler ve hedef diziye 6zgii olmayan
boyalar olarak iki gruba ayirmak miimkiindiir. Floresan
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sinyali olusturan niikleik asit boyalari, tagman proplar,
molekiiler boncuk, akrep primerleri gibi farkl
teknolojiler bulunmaktadir (Sekil 1). SYBR Green ve
Tagman teknolojisi digerlerine kiyasla bircok alanda
oldukca yaygin bir sekilde kullanilmaktadir.

SYBR Green Teknolojisi

Niikleik asit boyalari, analiz sirasinda ¢ift zincirli
DNA’ya baglanarak floresan sinyal olusturmaktadir.
DNA’ya baglanan bu boyalar arasinda SYTO boyalar,
EvaGreen ve SYBR Green yer almakla birlikte SYBR
Green yaygin kullanilmaktadir. SYBR Green (2-[N-(3-
dimethylaminopropyl)-N-propylamino]-4-[2,3-dihydro-
3-methyl-(benzo-1,3-thiazol-2-yl)-methylidene]-1-
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phenylquinolinium) bir asimetrik siyanin boya olup ¢ift
zincirli DNA’nin kiigiik oluguna baglanmaktadirlar.
Ayrica analiz sirasinda, her dongiiniin uzama safhasinda
es zamanli olarak Ol¢iilebilmektedir. Bu boya bazli
algilama teknolojisi hedef diziye 6zgli olmadigindan
dolayr primer dimer olusturabilmekte veya yanlis
eslesmis PCR firiinlerine baglanabilmektedir ve bdylece
yanlis pozitif sonuclarin ortaya ¢ikmasina neden
olmaktadir. Erime Egrisi (Melting curve) analizi bu
yanlis pozitif sonuglart belirlemek icin gelistirilmis bir
uygulamadir. Bu uygulamada PCR sonrasi olusan tiim
¢ift zincirli DNA’lara sicaklik uygulanarak erime
noktalar1 belirlenmektedir
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Sekil 1. Real Time PCR’da kullanilan belirleme teknolojilerinin ¢aligma mekanizmalarinin sematik sunumu.

(A) Tagman Teknolojisi; Muhbir ve sondiiriicii molekiilleri igeren prob hedef diziye baglandiktan sonra DNA
polimeraz enziminin aktivitesi ile muhbir molekiil serbest kalarak floresan 1s1ma yaymaktadir.

(B) SYBR Green Teknolojisi; SYBR Green boyalar ¢ift zincirli DNA’ya baglanarak floresan 1s1ma yaymaktadir.
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(C) Molekiiler Boncuk Teknolojisi; Molekiiler boncuk eslenigi olan diziye baglandiginda muhbir molekiil

floresan 1s1ma yaymaktadir.

(D) FRET Teknolojisi; Alic1 ve verici prob hedef diziye baglandiktan sonra 15181 absorbe eden alici prob ikinci
probu uyarmakta ve {igiincii bir dalga boyunda floresan 1s1ma yayilmaktadir.

(E) Akrep Primerleri Teknolojisi; Primer baglandiktan sonra uzama safhasinda prob hedef diziye
baglanmaktadir. Boylelikle muhbir ve baskilayict molekiil birbirinden ayrilarak floresan 1s1ma olugmaktadir.

Daha uzun ve G/C orami daha fazla olan DNA’larin
erime noktalar1 daha yiiksek olmasindan dolayr primer
dimer ve yanlis eslesmis DNA’lar belirlenebilmektedir
(Buh Gaspari¢ ve ark., 2010, Eischeid, 2011). SYBR
Green teknolojisinin daha az maliyetli olmasi, daha
giiclii floresan sinyal olusturmasi avantajlari arasinda
yer alirken dar dinamik araliga sahip olmasi, PCR
reaksiyonlarinda yiiksek konsantrasyonlarda inhibitor
etkisi ve daha diisiik tekrariiretilebilirlik gdstermesi gibi
sinirlamalar1 da bulunmaktadir. Bununla birlikte erime
egrisi analizlerinin yorumlanmasi da her zaman kolay
olmamaktadir (Giglio ve ark., 2003, Eischeid, 2011).
Son zamanlarda SYBR Green boyalara alternatif olarak
Eva Green boyalar gelistirilmistir. Ugiincii nesil boya
olarak tamimlanan bu boyalar SYBR Green boyalardan
daha stabil, daha hassas, daha az inhibitor etkisi
sunmakta ve erime egrisi analizlerine daha uygun
olmasi ile daha ¢ok tercih edilmektedir (Wang ve ark.,
2006).

Tagman Teknolojisi

1991 yilinda tanimlanan Tagman prob teknolojisi
(Holland ve ark., 1991) hedef diziye 6zgii belirleme
teknolojilerinden biri olup primere yakin bir dizinin
komplemeterive 20-30 niikleotit (nt) uzunlugunda
floresan ozellik tanimlanmisoligoniikleotitlerdir. DNA
polimerazin 5’ ekzoniikleaz aktivitesinden dolayi
hidroliz prob olarak da bilinmektedir. Bu teknolojide
floresan isaretli molekiillerbelirlenen oligoniikleotitlere
baglanmakta ve tepkime sirasinda olusturduklari
1simalar ile algilanmaktadir.

Problarin 5’ ucunda muhbir olarak adlandirilan
floresan boyali bir molekiil, 3’ ucunda ise 5’ ucundaki
molekiiliin  floresan 1s1ma yaymasini baskilayan,
sondiirlicii olarak adlandirilan floresan 6zellikli bir
molekiil bulunmaktadir. PCR’da  probun kendi
komplement bolgesine baglanmasi ile DNA polimeraz
5" ekzoniikleaz  aktivitesini  gOstererek  probu
kirmaktadir. Dolayist ile3’ ucundaki baskilayici
molekiilden uzaklaganfloresan isaretli 5’ floresan
molekiilii 1s1ma yaparak sinyal olusturmaktadir
(Mckillip ve Drake, 2004; Espy ve ark., 2006). Bununla
beraber sondiiriicii olarak kullanilan molekiiller her
zaman  belirlenebilir  aralikta  floresan  &zellik
tagimayabilir. DABSYL (4-
(dimethylamino)azobenzene-4’-sulfonyl chloride) veya
BHQs (black hole quenchers) gibi sondiiriici molekiiller
muhbir floroforlar1  baskilayip floroforun yaydig:
1simay1 absorblamakta ama kendisi floresan 1s1ma
yayma ozelligi gostermemektedir. ideal bir sondiiriicii
molekiilde aranan o6zellik sondiiriiciiniin absorbsiyon

spektrumunun  floroforun yayilma spektrumu ile
ortiismesidir. Bununla beraber sondiiriicli molekiil en iyi
absorbsiyondzelligini maksimum absorbsiyona en yakin
oldugu durumlarda gostermektedir. SYBR Green
teknoloji ile karsilastirildigindaTagman prob teknolojisi
daha pahali ve hedef bolgeye 6zgii oldugundan daha
hassas bir metottur (Espy ve ark., 2006).

Molekiiler Boncuk Teknolojisi

Bu molekiiler teknolojide kullanilan problar 25-30 nt
uzunlugunda, tek zincirli oligoniikleotitlerdir ve nt
dizisinin 5" ve 3’ ucu yaklasik 5-8 nt birbirinin prob
iizerinde  eslenigiolmakla  birlikte probun orta
kismindaki dizi ise hedef DNA dizinin eslenigidir. Sa¢
tokas1 seklindeki bu yap1 Tagman prob gibi 5’ ucunda
floresan 1s1ma yapan bir muhbir molekiil 3" ucunda ise
bu 1simayr Dbaskilayan sondiiriicii  bir molekiil
bulundurmaktadir. 5’ ve 3'uglarin birbirinin eslenigi
Olmast 5! ucundaki molekiiliin 1s1masini
engellemektedir. Molekiiler boncuk probu kendine 6zgi
DNA dizisineyapistiginda sa¢ tokasi sekli acilaraktek
zincirli hale gelmekte ve 5’ ucundaki muhbir floresan
1stima yaymaktadir. Sonugta yayilan floresan isimaile
kalitatif ve kantitatif analiz yapilabilmektedir. DNA
amplifikasyonu sirasinda molekiiler boncuklarin yapisi
bozulmadigindan dolay1 ayni prob her dongiide tekrar
hedef diziye baglanabilmektedir (Arya ve ark., 2005;
Tyagi ve ark., 2012). Bu teknolojide molekiiler
boncuklar tek bir niikleotid farkliliginda bile hedef
DNA dizisinebaglanmayabilir. Hem avantaj hem de
dezavantaj olarak kabul edilebilen bu 6zelligi ile SYBR
Green ve Tagman prob teknolojilerinden daha hassas bir
teknolojidir ~ ve  oOzellikle  nokta  mutasyonu
caligmalarinda tercih edilmektedir (Abravaya ve ark.,
2003).

FRET Teknolojisi

Light Cycler olarak da bilinen Floresan Rezonans
Enerji Transferi (FRET) problar1 da diziye 6zgii prob
teknolojileri arasinda yer almaktadir. Light Cycler
cihazlarinda  kullanmilan bu  teknolojide problar
hibridisazyon problar1 olarak da adlandiriimaktadir.
FRET teknolojisindehedef diziye 6zgii ve birbirlerine
yakin olan iki prob tasarlanmig ve bir probun (verici
prob) 3" ucunda floresan boya (genellikle FAM) diger
probun (alici prob) 5" ucunda ise baska bir floresan boya
(genellikle siyanin boyalar, Cy3 ve Cy5 gibi)
bulunmaktadir (Wilhelm ve ark., 2003). Problar hedef
dizilere bagladiklarinda 3’ boyanin floresan 1gimasi 5’
ucundaki boya tarafindanbaskilanmaktadir. Ikinci
probun uyarilmasi ile ii¢lincli bir dalga boyunda 1s1ma
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yayilmakta ve bu 1smima ile floresan algilama
gerceklesmektedir. Bu teknoloji iki prob
kullanildigindan hassas bir teknoloji olmakla birlikte
Ozellikle mutasyon caligmalarinda kullanilmaktadir.
Molekiiler boncuk problarinda oldugu gibi FRET
problaridda kararli bir yapiya sahip olup, PCR
dongiilerinde tekrar tekrar hedef diziye
baglanabilmektedirler (Espy ve ark., 2006).

Akrep (Scorpian) Primer Teknolojisi

Akrep  (Scorpian) primer teknolojisi;tek  bir
molekiilde hem primer hem de probdan olusan boncuk
teknolojisine benzersag tokasi seklinde gelistirilmistir
(Whitcombe ve ark., 1999). Yapisal olarak sirasiyla 5’
ucunda muhbir bir florofor, probun 5’ sap kismi, ilmek
bolgesi, 3’ sap kismi, 3" ucunda sondiiriicii bir florofor,
engelleyici molekiil (genellikle hekzilen glikol) ve
primer bulunmaktadir. 5° wve 3’ ucu birbirinin
tamamlayict olup ilmek bdlgesi ise hedef diziyi
tamamlayic1 6zeligi tasimaktadir (Arya ve ark., 2005).
Akrep primer teknolojisinde primer baglandiktan sonra
uzama safhasinda prob hedef diziye baglanmaktadir.
Boylelikle muhbir ve baskilayict molekiil birbirinden
ayrilarak  floresan 1s1ma  olusmaktadir.  Akrep
primerlerde dnemli noktalardan biri primer ve sag tokasi
yapis1 arasinda bulunan PCR engelleyici bir hekzilen
glikol grup igermesidir. Bu engelleyici molekiiliin
goreviakrep primerlerin sa¢ tokasi dizisinin uzamasini
engellemektir (Kaltenboeck ve ark., 2005). Akrep
primerleri hem primer hem sa¢ tokasi seklinde prob
icermelerinden dolayr daha hassas ve daha etkili analiz
imkan1 sunmaktadirlar.  Genellikle de mutasyon
caligmalarinda kullanilmaktadir (Arya ve ark., 2005).

Real Time PCR’da Kantitatif Analiz

Real time PCR’da kantitatif analizlerde genellikle
mutlak (absolute) kantitasyon ve bagil (relative)
kantitasyon olmak iizere iki metot kullanilmaktadir

(Arya ve ark, 2005). Mutlak kantitasyonda bir
kalibrasyon  egrisi  olusturularak  miktar tayini
yapilabilmektedir.  Kalibrasyon egrisini  olusturan
standartlar miktar1 bilinen ve seyreltilerek farkl
konsantrasyonlar olusturulan PCR iriinleri, DNA
molekiilleri, RNA molekiilleri, rekombinant plazmid
DNA’s1 veya ticari olarak sentezlenmis
oligoniikleotitler ~ olabilir  (Pfafflve ark.,, 2001;
Rasmussen 2001; Muska ve ark., 2007). Farkh

konsantrasyondaki standartlar Real Time PCR cihazinda
analiz edilerek yazilim yardimi ile kalibrasyon egrisi
cizilmektedir. Kalibrasyon egrisinin dogrulugu ve
hassasiyeti standart olarak kullanilan referanslara bagl
olmaktadir. Bilinmeyen numunenin miktar1 ise
kalibrasyon  egrisine  gore yazilm  tarafindan
hesaplanmaktadir.  Kalibrasyon egrisini  olusturan
referans molekiiller dis standart olarak
tanimlanmaktadir.  Bununla  birlikte  analizlerin
dogrulugunu test etmek ve yanlis pozitif sonuglar
engellemek amacgli i¢ standartlarda (internal kontrol)
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kullanilmaktadir. Aymi reaksiyonda, ayni primerler ile
kopyalanabilen i¢ standartlar korunmus genler gibi
canlida dogal olarak bulunan dizilimlerdir (Selvey ve
ark., 2001).

Bagil kantitasyon (relative) veya karsilastirmali
(comporative) kantitasyon ise genellikle gen ifade
analizlerinde kullanilmaktadir. Bu metotta mutlak
kantitasyonda oldugu gibi kalibrasyon egrisi ve miktari
bilenen referans bir molekiile ihtiya¢ duyulmamaktadir
(Arya ve ark., 2005; Pfaffl, 2007). Bagil kantitasyon
analizlerinde referans kontrol veya kalibratorlerin ifade
seviyeleri hedef genin ifade seviyesi ile karsilagtirilarak
kantitatif analiz yapilmaktadir. Kalibratorler olarak
tedavi gormemis 6rnek, zaman noktasi olarak baslangi¢
veya normal dokudan elde edilen RNA
kullanilabilmekte ve dizisi bilinen herhangi bir
transkript ise referans kontrol olabilmektedir (Pfaffl,
2007). Genellikle referans kontrol olarak korunmus
genler kullanilmaktadir. Bunlar hedef gen ile ayn1 tiipiin
icinde veya ayri bir tiipte analiz edilebilmektedir.
Korunmus genler beta aktin, gliseraldehit 3 fosfat
dehidrojenaz, glikolitik enzim veya ribozamal RNA gibi
genler olabilir. (Huggett ve ark., 2006).

GIDA KAYNAKLI MIiKROBIYAL
PATOJENLERIN TANIMLANMASINDA REAL
TiME PCR UYGULAMALARI

Gida kaynakli mikrobiyal hastaliklara neden olan
ajanlarin  dogru, erken ve hizli tamimlanmasi,
enfeksiyona yakalanmig hastalarin tedavi slirecinde en
onemli faktorler arasinda yer almaktadir. Kiiltiirel,
immiinolojik ve PCR bazli konvansiyonel metotlar Real
Time PCR teknolojisine kiyasla istenilen hassasiyeti ve
hiz1 saglamamakla birlikte en 6nemlisi miktar ile ilgili
yeterli bilgi sunmamaktadir. Real time PCR hassasiyeti,
genis bir dinamik araliga sahip olmasi, 6zgilligi, hiz,
kapal1 bir sistem olmasi, PCR sonra uygulamalara gerek
duyulmamasi, kantitatif analiz imkani sunmasi gibi
avantajlarindan dolay1 konvansiyonel metotlarin birgok
smirlamalarini ortadan kaldirmustir.  Real time PCR
teknolojisi sahip oldugu avantajlar ile birgok alanda
kendine 6nemli bir yer edinmis ve birgok gida kaynakli
patojen mikroorganizmalarin tanimlanmasinda  ve
kantitatif analizinde kullanilmistir (Bhagwat, 2003;
Hadjinicolaou ve ark., 2009; Oliveira ve ark., 2010;
Fukushima ve ark., 2010; Chen ve ark., 2010; Cheng ve
ark., 2012; Jin ve ark., 2012; Elizaquivel ve ark., 2012;
Wang ve ark., 2012; Barbau-Piednoir ve ark., 2012).
Farkli  gidalarda, bazi mikrobiyal patojenlerin
tanimlanmasinda kullanilan gen boélgeleri, Real Time
PCR teknolojileri ve belirleme limitleri Tablo 1’de

verilmistir.
Real Time PCR teknolojide mikrobiyal gida
patojenlerini tanimlamada ornek hazirlama

yontemleriayr1 bir nem tagimaktadir. Gida 6rneklerinin
¢ok fazla homojen olmamasi ve hedef organizmalarin
sayisinin az olmast gibi zorluklar analiz Oncesi
zenginlestirme  iglemi uygulanarak veya hedef
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organizmanin  yogunlugunu  artirarak  elemine
edilebilmektedir (Hanna ve ark., 2005; Fratamico,
2008). Bu teknolojide kisa bir zenginlestirme
uygulanarak bir kob/gr’ a kadar belirleme limiti
diigebilmekte ve ozellikle gidalarda bulunan E. coli
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0O157:H7 ve Listeria monocytogenes gibi sifir toleransa
sahip bakterileri belirlemede bile yiiksek bir hassasiyet
sunabilmektedir (Hanna ve ark., 2005).

Tablo 1. Farkli gidalarda, baz1 mikrobiyal patojenlerin tanimlanmasinda kullanilan gen bolgeleri, Real Time PCR

teknolojileri ve belirleme limitleri

Enfeksiyon

Hedef

Real Time PCR  Belirleme

Mikroorganizma  Gida Ornegi Dozu Gen Teknolojisi Limiti Kaynaklar
Griffin ve
16S ark., 2013
Aeromonas 10 rRNA Tagman 1 kob /10 Trakhna ve
hydrophila Balik, Su 107 kobrgr aerolysin  SYBR Green mL ark., 2008
ast Trakhna ve
ark., 2013
\S(?Jbézlrta 16S 10*-10° Dzieciol ve
Bacillus cereus Hamburder 10°-10° rRNA SYBR Green kob/ gr ark., 2013
Cig Siit ger, kob/gr gyrB Tagman 1.91x10° Ueda ve ark.,
16 Sut, ces kob/mL 2013
Krema
10-10* Hong ve ark.,
16S kob/ mL 2007
Campylobacter Tavuk 10%-10* rRNA Tagman 3x10° Toplak ve
jejuni kob/gr hipO Hibridizasyon kob/mL ark., 2011
ccoN >10 Wolffs ve
kob/mL ark., 2007
Shannon ve
P 7 109
Clost_rldlum Su, Et, Sebze 10°-10 plc Tagman 102 kob/mL ark., 2007
perfringens kob/gr cpa Chon ve ark.,
2012
mms 1.2x10° Hyeon ve
ark., 2010
Cronobacter 3 operon Tagman ko? /mL Li ve ark
- Bebek Mamasi  10° kob/gr G operon 10° kob/mL B
sakazakii SYBR Green 1 2006
1A 1.8x10
operon kob/mL Wang ve
ark., 2012
Koppel ve
. 0.2kobigr . 5013
: Multiplex RT- 2.5x10 Yo
Peynir, Et, stx1 Omiccioli ve
- 1102 PCR kob / mL
. . Yogurt, 10--10 stx2 ark., 2009
E coli O157:H7 N . Tagman 1 kob/ 25
Siit ve Siit kob/gr eae Sharma ve
N LNA prob mL
Uriinleri rfbE . . 3 ark., 2000
Akrep primerleri 10 .
kob/mL Singh ve ark.,
2009
Shannon ve
Klebsiella 8 Tagman ark., 2007
pneumoniae Bebek Mamas1 ~ 10° kob/gr phoE SYBR Green 1 kob/25 gr Sun ve ark.,

2010
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Tablo 1. Devam
. . o, Enfeksiyon  Hedef Real Time PCR  Belirleme
Mikroorganizma  Gida Ornegi Dozu Gen Teknolojisi Limiti Kaynaklar
i"slenmis Gida <10 Garrido ve
Omekler, Multiplex RT-  kob/mL &K 2012
Peynir, Yogurt, Koppel ve
L 5 .3 hlyA PCR 1 kob/gr
Listeria 10%-10 ark., 2013
hlyQ Tagman 1-5 koh/25 ,
monocytogenes kob/gr O’Grady ve
Et, Siit sstA- FRET gr ark., 2008
’ LNA prob 1 kob/ 25 oo
mL Omiccioli ve
ark., 2009
Cheng ve
ark., 2012
Delibato ve
Islenmis Gida <10 ark., 2011
Ornekleri, Multiplex RT- kob/mL Garrido ve
Salmonella Peynir, Yogurt, 10%10° kob  invA PCR 0,05 kob/gr  ark., 2012
enterica Et, Kiimes Igr ttr Tagman 10°-10* Hyeon ve
Hayvanlari, SYBR Green kob/25 gr ark., 2010
Yumurta 10°kob/mL  Képpel ve
ark., 2013
Malorny ve
ark., 2004
Alarcon ve
ark., 2006
Siit nuc églk()%blig]bb Chiang ve
Staphylococcus Et, Peynir, 10°-10° Tagman ark., 2007
htrA gr - :
aureus Krema, kob/gr . SYBR Green 3 Elizaquivel ve
oriC 10° kob/ gr
Sebze 10°Kkob/ ar ark., 2008
g Hein ve ark.,
2005
Yersinia Siit, Balik, Et, g . 1 Lambertz ve
enterocolitica Sucuk 10" kob/gr ail Tagman 10" kob/ gr ark., 2008
Yapilan bir ¢alismada gida 6rneklerinde E. coli’nin Gida  kaynakli  patojen  mikroorganizmalari

varligl  zenginlestirme yapilmadan 10°-10°hiicre/gr
araliginda bulunurken zenginlestirme uygulamasi ile
belirleme limitinin10®hiicre/gr’maltna  diistiigii tespit
edilmistir (Takahashi ve ark., 2009).Bu uygulama ile siit
orneginde Salmonella enterica’nin belirleme limiti2-6
saatlikinkubasyonda belirlenemezken 8-12
saatlikinkubasyonda 2.3- 2.3x10? kob/10 ml arasinda
degisiklik gostermis ve en diisiik belirleme limiti 12
saatlik inkubasyon siiresi sonunda elde edilmistir (Liu
ve ark., 2012). Bunlarla beraber Real Time PCR
teknolojisinde canli ve 6li hiicreleri ayirma islemindeki
sinirlamalar Orneklerin hazirlik agamasinda Etidyum
monoazit ve propidyum monoazit gibi bilesikler
kullanilmasi ile ortadan kalkmaktadir (Shi ve ark., 2012;
Elizaquivela ve ark., 2012; Minami ve ark., 2012; Liu
ve ark., 2014). Ayrica orneklerde veya orneklerin
hazirlik asamasinda olusabilecek inhibisyonlarin etkisini
belirlemek amagh i¢ kontrol standartlar kullanilmakta
ve boylelikle tepkime sirasinda olusabilecek yanlig
negatif sonuglar engellenmektedir (Selvey ve ark.,
2001).

tanimlamada Real Time PCR’da kullanilan belirleme
teknolojileri arasinda en yaygin olarak SYBRGreen ve
Tagman teknolojileri kullanilmaktadir. Yapilan bir
arastirmada E. coli O157:H7, Listeria monocytogenes
ve Salmonella suglarini tanimlamak amaciylaSYBR
Green I teknolojisi kullanilmistir. En diisiik belirleme
limiti E. coli O157:H7 ve Salmonella tiirleri igin 1
hiicre/ml olarak tespit edilirken Listeria monocytogenes
icin ise bu limit 10' hiicre/ml olarak belirtilmistir

(Bhagwat, 2003). Bununla  beraber Listeria
monocytogenes, Salmonella spp., ve Campylobacter
jejuni  gibi  bir ¢ok gida kaynakli  patojen
mikroorganizmalar SYBR  Green  teknigi ile

belirlenmistir (De Medici ve ark., 2003; Nam ve ark.,
2005; Fukushima ve ark., 2010; Delibato ve ark., 2011;
Barbau-Piednoir ve ark., 2012).
Tagman teknolojisi Real
uygulamalarinda en ¢ok tercih edilen belirleme
teknolojisi  6zelligi tasimaktadir. Firsatg1 bir gida
patojeni olanCronobacter sakazakii Real Time PCR
calismalarinda hedef organizmalar arasinda yer
almaktadir. Bu firsatg1 patojenin tanimlanmasi ve

Time PCR
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gidalarda bulunma miktarinin tespit edilmesi igin
gelistirilen bir Real Time PCR metodunda Tagman PCR
teknolojisi ~ kullamlmigtir. ~ Gelistirilen bu  metotta
analizin hassasiyetini ve 6zgiilligiinii artirmak amaciyla
Tagman  problart  kullamlmigtir.  Zenginlestirme
yapilmadan saf kiiltiir ve bebek mamasinda tespit limiti
1.2 10° kob/ml (1.2 10" kob/test) oldugu ve yapay olarak
kontamine olmus gidalarda 24 saat zenginlestirme
sonrasi ise 10" kob/ml veya g Cronobacter varliginin
tespit edilebildigi belirtilmistir (Wang ve ark., 2012 ).
Tagman teknoloji kullanilarak birgok gida kaynakli
hastalik etmeni mikroorganizmalar tanimlanmis ve
gidalarda varligr tespit edilmistir (Seo ve ark., 2005;
Kagkli ve ark., 2011; Leblanc-Maridor ve ark., 2011).

Et ve et iriinleri, siit ve siit iriinleri, sebzeler gibi
gida ornekleri birden fazla patojen igerebilmektedir. Bu
gibi durumlarda ¢oklu patojen tanimlamasi ¢oklu Real
Time PCR teknoloji ile ¢ok daha hizli, daha duyarh ve
daha ekonomik bir alternatif ydntem olarak
sunulmaktadir (Garrido ve ark., 2013). Ancak tek bir
reaksiyonda kullanilan primer ¢iftleri, kalip DNA’lar ve
problar analiz sirasinda inhibitor etki gosterebilir ve
yanlis ya da ¢ikmayan sonuglara neden olabilmektedir
(Arya ve ark., 2005). Bu yiizden ¢oklu Real Time PCR
analizlerinde  optimizasyon ayrica  bir  dnem
tagimaktadir. Huang ve ark., (2007) yaptig1 bir
caligmada Shigella spp., E. coli 0O157:H7, Vibrio
cholerae, Vibrio parahaemolyticus ve Streptococcus
pyogenes patojen mikroorganizmalarinda ic¢inde yer
aldigi toplam 8 patojen i¢in molekiiler boncuk
teknolojisi kullanilarak yeni bir Multiplex Real Time
PCR metodu gelistirilmis ve toplamda 118 gida
izolatlar1 ve klinik izolatlar1 analiz edilerek metot valide
edilmistir. Tek bir reaksiyonda 8 ¢ift primer, 8 g¢ift
molekiiler boncuk ve 1 giftte tniversal primer
kullanilmis hedef genleri i¢in higbir yanlis pozitif veya
negatif sonug elde edilmedigi belirtilmistir.

Sonug olarak gida kaynakli mikrobiyal hastaliklar
kiiresel boyutta bir tehdit olusturmakta, ciddi saglik
problemleri ile beraber ciddi ekonomik kayiplara yol
acmaktadir. Bu nedenle hastaliklarin 6niine gegebilmek
ve hastalik etkenlerini tamimmlamak biiyilk Onem
tasimaktadir. Real Time PCR teknolojisi patojen
mikroorganizmalar1 belirlemek ve karakterize etmek
amaciyla uygulanmakta ve diger teknolojilere gore
oldukga duyarli, 6zgiil, hizli, dedeksiyon limiti diisiik ve
kontaminasyon riski az bir teknolojidir.Onemli bir halk
sagligit  sorunu olan gida kaynakli mikrobiyal
hastaliklarin etkenlerini tespit etmek ve onlemek icin
umut  verici  bir  potansiyele  sahip  oldugu
diistiniilmektedir.
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