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GIDA PATOJENLERI ICIN DIJITAL PCR iLE HIZLI TESPIT
YONTEMLERININ GELISTIRILMESI

OZET

Gidalar besleyici ve metabolize edilebilen substratlar olarak degerlendirildiginde bu
Ozellikleri nedeniyle bir¢ok mikroorganizmanin biiylimesi i¢in uygun ortam
saglamalar1 kagimilmazdir. Kontamine yiyecek veya igeceklerin tiiketilmesi ile gida
kaynakli patojenlerin meydana getirebilecegi bircok hastalik mevcuttur ve diinya
tizerinde hem geligsmis hem de gelismekte olan iilkelerde halk sagligi i¢in yaygin ve
ciddi bir tehdit olmaya devam etmektedir. Bu hastaliklarin siddeti basit akut
semptomlarla ilgili olabilecegi gibi ciddi ve yasamu tehdit edici seviyelere erisebilir.
Patojen mikroorganizma bulaslarin1 6nlemek ve dolayisiyla insan sagligi agisindan
olusabilecek ciddi durum ve oOliimleri engellemek amaciyla gidalar igin iiretim
asamasindan tiiketim asamasina kadar gerekli kalite kontrol programlarinin
uygulanmasi son derece 6nemli bir siiregtir.

Kalite kontrolde kullanilabilecek geleneksel yontemler kiiltiire dayalidir. Bu
yontemler basit, kolaylikla adapte edilebilir ve genel olarak ucuzdur. Kiiltlire dayali
yontemlerde sirasiyla bakterinin kiiltiir ortaminda biiyiitiilmesi, bu ortamdan izole
edilmesi, izolasyon sonrasi biyokimyasal ve/veya serolojik tanimlama yapilmasi ve
bazi durumlarda subspesifik tanimlama yapilma asamalar1 gergeklesmektedir. Bu
nedenle kiiltiire dayali tanimlama uzun zaman almaktadir. Bu yontemlerin, fenotipik
ozelliklerin ortaya konmasindaki yetersizlikleri, kiiltlire alinmamais
mikroorganizmalarin belirlenememesi ve sonuca birka¢ gilinde ulasilabiliyor olmasi
gibi dezavantajlar insanlart hizli, daha giivenilir, hassas metotlarin gelistirilmesine
yoneltmistir. Bu yontemlerin biiyliik ¢ogunlugu antikor ve niikleik asit tabanl
teknikleri kapsamakla birlikte geleneksel yontemlerin modifikasyonu ile olusan
teknikleri de igermektedir.

Patojen mikroorganizmalarin tespitinde son yillarda niikleik asit tabanli teknikler
olduk¢a dnem kazanmistir. Bunlardan en one ¢ikanlar1 Polimeraz Zincir Reaksiyonu
(PCR) tekniklerine dayanmaktadir. Gida patojenlerinin tespitinde gida mikrobiyoloji
laboratuvarlari tarafindan kullanilan PCR testleri mevcuttur. Geleneksel PCR yontemi
elektroforez gibi goriintiilleme sistemlerine ihtiya¢ duyar. Ikinci nesil PCR olarak tabir
edilebilecek Real Time-PCR tekniginde, elektroforez gibi islemlere gerek kalmadan
¢ogalan {irtin ayn1 anda floresan sinyali ile goriintiilenebilmesi yaninda kantitasyona
da olanak saglayabilmektedir. Birgok dogrulanmis ve ticarilesmis farkli 6zgiilliige,
dogruluga ve hassasiyet limitine sahip ticari Real Time-PCR testi mevcuttur.

Teorik olarak PCR, bir kopya niikleik asitten iki saatten az bir zamanda milyonlarca
kopya iretebilmektedir. Fakat gidalardaki inhibitérlerin  varligi hassasiyeti
diistirmektedir. Sonuca ulasmak 30-90 dakika gibi bir zaman almakla birlikte
hassasiyet limitleri 103-10* kob/g civarindadir. Bu nedenle mikrobiyal zenginlestirme
yontemleri ile sistemi kombine etmek diisiik patojen sayist nedeniyle negatif sonug
alinmasi, fizyolojik olarak strese girmis veya yarali patojen hiicrelerin tespit zorlugu

XXi



ve Olii hiicrelerden gelebilecek deoksiriboniikleik asitin (DNA) elimine edilememesi
gibi birgok limitasyonla bas edilebilmek miimkiin olacaktir. Kismen yapilacak bir 6n
zenginlestirme islemi ile hassasiyet limitleri bu yontemde diistirilebilmektedir. Fakat
bu islem sonu¢ alma siiresini uzatmaktadir. On zenginlestirme islemi
mikroorganizmanin ¢esidine gore 6-8 saatten 48 saate kadar uzayabilmektedir.
Uluslararas1 Standardizasyon Orgiitii'ne gére Salmonella igin bu siire 18-20 saat,
Listeria monocytogenes igin ise 25-26 saat olarak belirtilmistir.

Teknolojinin gelismesiyle bir dncekine gore daha avantajli sistemler gelistirilmekte ve
birgok farkli sistem kullanicilarin onayina sunulmaktadir. Niikleik asitlerin biyolojik
ve molekiiler biyolojik ¢alismalarda dogru ve kesin bir sekilde kantite edilmesi,
tizerinde ¢aligilan ve bir¢ok alanda uygulamasi olan 6nemli bir konudur. Dijital PCR
bu is i¢in olduk¢a genis kullanim yelpazesine ulagmis yeni bir platform olarak
goriilmektedir. Bu yontemle herhangi bir referans standarda veya digsal kontrole
ihtiya¢ duyulmadan dogrudan niikleik asit kantitasyonu yapilabilmektedir ve yontem
Real Time-PCR sistemi ile ayn1 primer prob yapisini kullanmaktadir. Real Time-PCR
yonteminden farkli olarak inhibitérlere daha dayanikli olmasi ve yontem geregi
reaksiyon igerisindeki 1 kopyay1 tespit edebilecek hassasiyete sahip olabilmesi dijital
PCR yo6ntemini daha avantajli duruma getirmistir.

Bu calismada yaygin kullanilan Real Time-PCR sistemi yerine sonu¢ alma siiresini
azaltacak bir yontem arastirmasi yapilmistir. 3. nesil PCR olarak da adlandirilan ve bir
kopyaya kadar hassas sonug verebilme yetenegine sahip Droplet Dijital PCR (ddPCR)
sistemi ile Salmonella spp. tiirlerini ve Listeria monocytogenes’i yiiksek hassasiyette
tespit edebilecek minimum zenginlestirme asamasina sahip bir yontem gelistirmek
tizerine c¢aligilmistir. Salmonella spp. igin gida matrisi olarak ¢ig kiyma ornekleri,
Listeria monocytogenes i¢in siit drnekleri segilmistir. Calisma sonucunda Salmonella
spp. i¢in 25 g ornekte 1.39 kob hassasiyette sonug alinirken Listeria monocytogenes
igin 1.35 kob hassasiyette sonuglar alinmistir.
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DEVELOPMENT OF RAPID DETECTION METHODS FOR FOOD
PATHOGENS USING DIGITAL PCR

SUMMARY

Since foods can be utilized as nutrient and metabolized substrates, they inevitably
provide a suitable environment for the growth of many microorganisms. Many
diseases can be caused by foodborne pathogens through the consumption of
contaminated food or beverages and continue to be a widespread and serious threat to
public health around the world. The severity of these diseases may remain in simple
acute symptoms or it can reach serious and life-threatening levels. Foodborne
pathogens are defined as biological agents capable of causing a foodborne illness and
they can be included in bacteria, virus or parasite groups. Bacillus cereus,
Campylobacter jejuni, Clostridium botulinum, Clostridium perfringens, Cronobacter
sakazakii, Esherichia coli, Listeria monocytogenes, Salmonella spp., Shigella spp.,
Staphylococccus aureus, Vibrio spp. and Yersinia enterocolitica are considered as the
most common foodborne pathogenic bacteria.

Salmonella which is found widely in nature is an important zoonotic pathogen having
economic and political importance. Warm and cold-blooded animals’ intestinal tract
is the main reservoir of the Salmonella spp. Due to the contamination, this pathogen
has been isolated from a large variety of foods both processed and unprocessed
products such as meat, fruit, and vegetables. Salmonellosis caused by Salmonella spp.,
is an important public health problem. Every year, millions of cases are recorded
around the world and resulting in thousands of deaths. The dose of bacteria taken
through food is related to the severity of the infection and requires zero tolerance in
the process of food control.

Another the most common foodborne pathogen Listeria can cause serious infections,
especially in immunocompromised individuals, newborns, pregnant women, and
elderly people. These infections can cause fetal loss, stillbirth, meningitis,
meningoencephalitis, septicemia, and death. The mortality rate of Listeria
monocytogenes infection is higher than the other food pathogens. Listeria species can
be found in various environments such as soil, water, wastewater, and foods. This
group of bacteria can also survive in refrigerator conditions and it has tolerance to high
osmatic pressure, high salt concentration, and low pH. Listeriosis is a severe infectious
disease caused by the consumption of food contaminated with Listeria monocytogenes.
Due to the severity of this disease, zero tolerance is required in most food quality
control processes.

It is extremely important to implement the necessary quality control programs for
foods from production to the consumption stage to prevent the transmission of
pathogenic microorganisms, and thus to prevent both the serious situations concerning
human health, and deaths that may occur. Traditional methods used in quality control
are based on cultivation. These methods are simple, easily adaptable, and generally
inexpensive. However, these methods are time-consuming as they require the growing
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of bacteria in a culture media, performing biochemical and/or serological identification
after bacterial isolation, and, in some cases, subspecific identification. The
disadvantages of these methods, such as their inability to reveal phenotypic
characteristics and to identify uncultured microorganisms, as well as the fact that it
takes several days to obtain results, have prompted researchers to develop faster, more
reliable, and more sensitive methods. The vast majority of these developed methods
include not only antibody and DNA-based techniques, but also techniques formed by
the modification of traditional methods as well. In recent years, DNA-based techniques
have gained importance in the detection of pathogenic microorganisms. The most
prominent of these techniques is based on Polymerase Chain Reaction (PCR). There
are many PCR methods used in food microbiology laboratories to detect food
pathogens. The traditional PCR method requires imaging systems such as
electrophoresis. In the Real Time-PCR technique, which can be called the second-
generation PCR, the proliferating DNA can be displayed simultaneously with the
fluorescent signal without the need for processes such as electrophoresis, and this
technique also enables quantitation.

Many validated and commercialized Real Time-PCR methods are available with
varying limits of specificity, accuracy, and sensitivity. Theoretically, PCR can produce
millions of copies of one copy of DNA in less than two hours. However, the presence
of inhibitors in foods reduces sensitivity. Although producing result in PCR takes 30-
90 minutes, its sensitivity limits are only around 10%-10* cfu/g. Therefore, combining
the PCR approach with the microbial enrichment methods can overcome many
limitations such as false negative results due to low pathogen count, difficulty in
detecting physiologically stressed or injured pathogen cells, and inability to eliminate
DNA from dead cells. Combining PCR with a partial pre-enrichment process may
reduce the sensitivity limits. However, the pre-enrichment process continues from 6-8
hours to 48 hours depending on the type of microorganism. The time of this process in
the ISO standard is specified as 18-20 hours for Salmonella and 25-26 hours for
Listeria. Advantageous systems are being launched out with the development of
technology compared to the previous ones, and many different systems are offered to
users for approval. The accurate and precise quantitation of nucleic acids by these
systems is an important issue and continues to be studied in many fields.

Digital PCR is accepted as a new platform that has reached a wide range of uses. It
enables direct nucleic acid quantification without the need for any reference standard
or external control. Compared to Real Time-PCR, digital PCR is more resistant to
inhibitors and has the sensitivity to detect even one copy in the reaction, making it
more advantageous. This system combines PCR and digital imaging technology. The
working principle of digital PCR can be summarized as, dividing the reaction into
compartments and counting each compartment by checking of the selected fluorescent.
One of the commercially available digital PCR technologies is based on microdroplet
production, while the other is based on microfluidic chips. In droplet digital PCR
(ddPCR) thousands of droplets are generated by the titration of water, oil, and
stabilizing chemicals within a tube. In the first step, the sample is put into a machine
called a droplet generator with all the required chemicals. After, the 20 uL mixture is
divided into approximately 20000 droplets through titration. In this step, DNA is
distributed randomly into the droplets with the chemicals required for PCR. Following
this, the tube is put into a thermal cycler for the PCR process. Hereby, a separate PCR
process occurs in every droplet. After the PCR step, the droplet reader counts droplets
by determining the fluorescent as positive or negative. Using Poisson statistics,
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average target DNA copy number is calculated per reaction due to the estimation of
concentration.

In this study, via using ddPCR, a highly sensitive, precise, and rapid method is
developed for detecting the most common two food pathogens: Salmonella spp. and
Listeria monocytogenes instead of widely used Real Time-PCR based methods.
ddPCR technology is combined with the minimum enrichment time that would
generate same-day reports. While raw minced meat samples are selected as a food
matrix for Salmonella spp., milk samples are selected for Listeria monocytogenes. As
a result, by means of this new method, a sensitivity of 1.39 CFU is obtained ina 25 g
sample for Salmonella spp., while that of 1.35 CFU is obtained for Listeria
monocytogenes.

The effectiveness of primer probes used in this study is investigated with various
performance experiments. Tagman hydrolysis probe technology used in Real Time-
PCR could also be used in ddPCR. Using the same primers and probes in the digital
PCR stage makes it possible that Real Time-PCR can be used for the control of ddPCR.
In this way, PCR can be screened simultaneously and the optimization of the PCR
stage for the digital PCR will be completed to a large extent. In order to test the
performance of the method, Real-Time PCR experiments are also conducted in this
study. The addition of internal control to the experimental setup from the DNA
isolation stage will provide information on both the success of DNA extraction and the
existence of any PCR inhibitors. For this purpose, a sequence of 5' untranslated region
(UTR) of the Hepatitis C Virus is selected and the probe binding region replaced a
sequence belonging to the human Factor 5 gene by in vitro mutagenesis method. After
that, it is cloned into a vector.

The specificity of the primers and probes used in this study is tested experimentally by
exclusion and inclusion studies and is found as 100%. Specificity studies were also
checked by in silico homology search. Since the primers and probes used in both Real
Time-PCR and ddPCR studies share the same chemistry, specificity studies are limited
by Real Time-PCR. Salmonella specificity test is performed with 86 different isolates
belonging to Salmonella spp. species and with 74 non-Salmonella spp. The Listeria
specificity test is performed with 10 different Listeria monocytogenes isolates, 4
different Listeria spp. isolates and 132 different non-Listeria isolates. Real Time-PCR
linearity experiments are performed for both DNA isolated from serially diluted
bacterial cultures from stock and dilutions of isolated DNA. The dynamic range is
found at an acceptable range for both Salmonella spp. and Listeria monocytogenes.
Linearity experiments are also performed for ddPCR. The dilution series obtained from
10-fold differences of the cultured bacteria are used to calculate the dynamic range.
The range is found acceptable in both Salmonella and Listeria monocytogenes. The
performance of the system is also tested in terms of its sensitivity, reproducibility,
and repeatability. The results obtained from the experiments show that model
performance meets the desirable criteria.

In this study, the recognition ability of ddPCR with maximum sensitivity is tried to be
measured by adding the shortest possible pre-enrichment step. While this period is
determined as 3 hours for Salmonella, it is determined as 4 hours for Listeria
monocytogenes. This step also eliminates the problem of living-dead bacteria
separation. The addition of this step makes the proposed method more sensitive and
has higher performance when compared to the Real Time-PCR.
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1. GIRIS

Calisma igerisinde Onerilen tespit yontemi icin en sik rastlanan gida patojenleri
icerisinden Salmonella spp. ve Listeria monocytogenes i¢in tasarimlar ve deney
planlamalar1 yapilmistir. Bu baglamda ilgili patojenlerin karakteristik 6zellikleri ve
genel tanimlama yontemleri ile ilgili bilgiler sunulmus olup kullanilacak yontem ile

ilgili bilgiler siralanmustir.

1.1 Salmonella spp. ve Karakteristik Ozellikleri

Enterobacteriaceae ailesinden ¢omak seklinde ve spor olusturmayan formda olan
Salmonella tiirleri fakiiltatif anaerob olup gram negatif bakteri grubunda yer alir.
Salmonella 2-5 mikron uzunlugunda ve 0.5-1.5 mikron genisliginde haraketli kamg¢iya
sahiptir. Salmonella serovarlar1 4460-4857 kb arasinda degisen genom biiyiikligiine
sahip olup Salmonella enterica ve Salmonella bongori olarak iki gruba ayrilir (El-
Gazzar ve Marth, 1992; Andino ve Hanning, 2015). Salmonella enterica ise 6 alt tiirti

icermekte olup bu tiirler;

S. enterica subsp. enterica,

S. enterica subsp. salamae,

S. enterica subsp. arizonae,

S. enterica subsp. diarizonae,

S. enterica subsp. houtenae

S. enterica subsp. indica (Grimont ve Weill, 2007) olarak gruplandirilmaktadir.

Diinya Saglik Orgiitii Referans ve Arastirma Isbirligi Merkezi (WHO Collaborating
Centre for Reference and Research) tarafindan Salmonella igin 6nerilen Kauffman-
White smiflandirma yontemine gore Salmonella’nin 2579 alt tipi bulunmaktir. Bu
yontemde somatik, flagellar ve kapsiiler antijenlerine goére bir siiflandirma
yapilmaktadir ve serotiplerin 2557 adet ile biiyiikk cogunlugu Salmonella enterica

tiirtine ait iken 22 tanesi ise Salmonella bongori tiiriine aittir (Wray ve Wray 2000).



7°C ile 45°C gibi oldukga genis bir sicaklik araliginda biiyiime 6zelligine sahip olan
bu mikroorganizma i¢in optimal biiytime sicaklig1 37°C olup birgok farkli gidada 2-
4°C araginda gelistigi tespit edilmistir (Josefsen, 2009). Konak ve konak dis1
ortamlardaki yasam dongiisii sebebiyle her yerde rastlanabilen (Wiedemann ve dig,
2015) bu organizma toprak, bitki, su gibi dogal ortamlarda énemli dl¢lide gelisemese
de sartlarin elverisliligi ¢ercevesinde su icerisinde haftalarca ve toprak igerisinde

yillarca canli kalabilir (Hansen, 2013).

Kus, siiriingen ve bocek gruplarinin da bagirsaklarinda rastlanabilen bu bakterinin
bliylimek ve iiremek icin kullandiklari ana ortam insan ve ciftlik hayvanlarinin
bagirsaklaridir. Bagirsak boslugunda kolonize olan Salmonella feges ile disar1 atilarak
dis ortamda bulas olusturmakta baska hayvanlarin da bagirsaklarinda kolonize
olabilmektedir. Bircok yere bulas yapabilen bu bakteri genel olarak kirli sularda
bulunur. Bu sulari tiiketen insan ve hayvan digkilari ile kontaminasyon dongiisii devam
edebilir (Andino ve Hanning, 2015). Uluslararasi platformda hayvanlarin ve hayvansal
tirtinlerin sevkiyati diinya ¢apinda Salmonella spp. yayilimindan biiyiik oOlgtide

sorumludur (Andino ve Hanning, 2015).

Diinya Saglik Orgiitii Gida Kaynakli Hastalik Yiikii Epidemiyoloji Referans Grubu
(Foodborne Disease Burden Epidemiology Reference Group of WHO)’ na gore diinya
capinda her yil 1.9 milyar kisi diyareye (ishal) yakalanmakta olup 715000 6liim
gerceklesmektedir. Diyare vakalariin {gte biri gida kaynakli olup %9’luk kismi
Salmonella spp. ile iligkilidir ve bu oran 180 milyon vakaya karsilik gelmektedir
(Besser, 2018). 230000 vaka ile non-typhoidal Salmonella enterica oliimlerin
¢ogundan sorumludur (Havelaar ve dig, 2015). Hastalik Kontrol ve Korunma Merkezi
(Centers for Disease Control and Prevention-CDC) verileri incelendiginde Amerika
Birlesik Devletleri (ABD)’nde her sene 1.35 milyon Salmonella infeksiyonu ile
birlikte 26500 hastaneye yatis vakasi ve 420 kisinin 6liimii meydana gelmektedir
(URL-1).

Salmonella spp. siit, biftek, domuz eti, tavuk yumurtasi, islenmis ve islenmemis
yiyecekler gibi ¢ok cesitli gidalardan izole edilmis olup kontamine olmus gidalarin
tilkketimi ile hem insan hem de hayvanlarda salmonelliozise neden olmaktadir (Lim ve
dig, 2005; Wray ve Wray, 2000; de Freitas Neto ve dig, 2010; URL-1) Hastaligin
ciddiyeti kontaminasyonun dozuna baghdir (Malorny ve dig, 2008) ve bu seviye

olduke¢a diisiiktiir (Hara-Kudo ve dig, 2005; Wolffs ve dig, 2006; Malorny ve dig,



2008). Bu nedenle, Salmonella spp.’nin gidalarda sifir tolerans ile aranmasi

istenmektedir.

Salmonelliozis insan ve hayvanlarda semptomlara gore tifo (enterik ates) ve non-
tifoidal salmonelliozis adi1 verilen iki grup altinda incelenir (Sanchez-Vargas ve dig,
2011; Langridge ve dig, 2012). S. typhi, S. paratyphi A, S. paratyphi B, S. paratyphi
C, S. sendai serovarlari enterik ates ile iliskili olup insan i¢in invasivdirler ve sistemik
hastaliga neden olurlar. Enfeksiyonu takiben nadir olarak gastroenteride neden olurlar.
Non-tifoidal olan salmonelliozis ise nadir olarak ekstraintestinal fokal enfeksiyonlarla

iligkili olup 6zellikle gastroenterit ile iligskilendirilmektedir (Langridge ve dig, 2012).

Salmonella konak araligina gore; konak adapte (konak ile sinirlandirilmis) ve konaga
adapte olmayan (konakla sinirlandirilmamis) Salmonella spp. tipleri olarak iki gruba
ayrilir (Uzzau ve dig, 2000; Wray ve Wray, 2000). Konak adapte serotipler belli sayida
tiirde sistematik hastaliklara neden olurlar. Salmonella thypi sadece insanda sistemik
hastalikla iligkilidir (Uzzau ve dig, 2000; Wray ve Wray, 2000; Crump ve dig, 2015;
de W Blackburn ve McClure, 2009). Konakla sinirlandiritlmamis serotipler ise genis

bir aralikta birbiriyle iliskisiz konaklarda enfeksiyona neden olabilir.

Ince bagirsakta cogalan Salmonella kolonize olur ve bagirsak dokusuna gegerek
enterotoksin tiretimi ile birlikte inflamatuar reaksiyona ve ishale neden olur. Eger kan
dolasimina katilir veya lenfatik sisteme gegcis yaparsa daha ciddi sorunlara yol agabilir.
Kiigiik ¢cocuklar ve yasca biiyiik veya kronik hastalig1 olan kisiler veya immiin sistemi
baskilanmis kisiler salmonelliozise karst daha hassastirlar (de W Blackburn ve

McClure, 2009).

Hastaligin seyri, aliman bakteri dozuna, kisinin immiin O6zelliklerine ve genetik
alyapisina ve enfekte eden Salmonella tiiriiniin genetik 6zelliklerine baghdir (Wray ve
Wray, 2000). Enfektif dozun 10° hiicre veya daha fazlasi oldugu uzun yillar
diisiiniilmesine ragmen, salgin kayitlarindan 10-100 hiicreden daha az oldugu bilgisi

elde edilmistir (de W Blackburn ve McClure, 2009; Kothary ve Babu, 2001).

Yillik olarak 40000°den daha fazla vaka Salmonella ile iliskilendirilmektedir. 1980°1i
yillardan sonra Salmonella spp. kaynakli hastaliklarin ortaya ¢ikmasinda artis
yasanmis olup ekonomik anlamda onemli saglik harcamalarinin yaninda hastaliga

yakalanan Kkisiler i¢in finansal olarak kayiplara ve isveren kurumlar i¢in hasta



calisanlardan dolay1 performans anlaminda diisiislere sebep olmustur. Yillik mali

kaybin 3.6 milyar dolardan fazla oldugu rapor edilmistir (Keskin, 2022).

1.2 Listeria monocytogenes ve Karakteristik Ozellikleri

Listeria genusu, gram-pozitif, gomak sekilli, fakiiltatif anaerob, spor olusturmayan,
0.5 mikron genisliginde 1.5 mikron uzunlugunda birbiriyle yakin iliskili bir grup
bakteriyi igermektedir. Listeria tiirleri ideal olarak 30-37°C de ¢ogalmaktadir fakat -
0.4 - 45°C arasi sicakliga dayaniklidir (Vilimaa ve dig, 2015). Listeria genusu 17 tiirti
kapsamaktadir (Jeyaletchumi ve dig., 2010; Liu, 2006; Rothrock Jr ve dig, 2017; Orsi
ve Wiedmann, 2016; Orsi ve dig, 2011; Datta ve Burall, 2018). Bu tiirler Listeria
monocytogenes, Listeria ivanovii, Listeria seeligeri, Listeria innocua, Listeria
welshimeri, Listeria grayi, Listeria marthii, Listeria fleischmannii, Listeria
floridensis, Listeria aquatica, Listeria newyorkensis, Listeria cornellensis, Listeria
rocortiae, Listeria weihenstephanensis, Listeria grandensis, Listeria riparia, Listeria
booriae olup sadece Listeria monocytogenes insan patojenidir, fakat L.seeligeri,
L.ivanovii and L.innocua’ nin insanda hastalik olusturdugu ile ilgili az sayida rapor
bulunmaktadir (Jeyaletchumi ve dig, 2010). Listeria monocytogenes ayni zamanda
gevis getiren hayvanlarda da enfeksiyon yaratabilir (Guillet ve dig, 2010). Listeria
somatik ve flagellar antijenlerine gorel3 serotipe ayrilmakta olup bu serotipler 1/2a,
1/2b, 1/2¢, 3a, 3b, 3c, 4a, 4ab, 4b, 4c, 4d, 4e ve 7 olarak gruplandirilmaktadir. Bunlar
arasinda, 1/2a, 1/2b, and 4b serotipleri insanlarda hastaliga neden olan en yaygin

serotiplerdir (Rasheed, 2022).

Toprak, su, atik su gidalar gibi ¢ok ¢esitli ortamlarda bulunabilen Listeria tiirleri hazir
gidalarin artan tliketimi ile birlikte gida kaynakl firsat¢1 bir patojen haline gelmistir.
Listeriozis adi verilen gida kaynakli hastaliga neden olan Listeria monocytogenes
pastorize edilmemis siit, peynir, pisirilmemis et ve yemeye hazir gidalardan insanlara
bulasabilmektedir (Henri ve dig, 2017; Gilmour ve dig, 2010). Listeria
monocytogenes’in tatli ve tuzlu sular yaninda, hayvan yem ve giibrelerinden, kiimes
hayvanlarindan, deniz mahsullerinden, pismis ve pismemis et ve et iiriinlerinden, sebze
ve meyve gibi bir¢ok iiriinden, sigir ylizey ve karkaslarindan izolasyonu saglanmistir
(Keskin, 2022). D1s ortamda oldukc¢a yaygin olarak bulunmasinin yaninda yiiksek tuz
konsantrasyonu, yiiksek 0zmotik basing, diisiitk pH gibi zor gevresel sartlara toleransh

olmast, dolap sicakliginda bile gelisebilmesi gibi 6zellikleri sebebiyle gidalarin tiretim



ve dagitim asamalarinda Listeria kontaminasyonu kolaylasmaktadir (Rothrock Jr ve
dig, 2017; Liu ve dig, 2015). Listeria 6zellikle immiin sistemi baskilanmis kisilerde,
yeni doganlarda, hamilelerde ve yash insanlarda ciddi enfeksiyonlar yaratabilir. Bu
enfeksiyonlar 6lii dogum, menenjit, meningoensefalit, septisemi ve oliime neden
olabilir (Almeida ve Almeida, 2000; Lee ve dig, 2012; Yildirim ve dig, 2010). Listeria
monocytogenes nedeniyle 6liim oran1 diger gida patojenlerinden Salmonella enteridis,
Campylobacter ve Vibrio tiirleri gibi gida patojenlerini %30 gibi bir degerle
gecmektedir (Liu, 2006). Avrupa Birligi’'nde 2011 yilinda 1476 vaka yasanmis ve
listeriozis %12.7'lik 6lim oraniyla Avrupa Birligi siirveyansi altindaki tiim zoonotik

hastaliklar arasinda en ciddi insan hastaligina neden olmustur (Vilimaa ve dig, 2015).

Listeria monocytogenes tarafindan kontamine olmus gidanin konakg¢i tarafindan
tilkketilmesi ile mide asidi, konakg¢1 proteolitik enzimleri vs. gibi cevresel faktorleri
stres cevap genleri ile agsan Listeria monocytogenes internalin adi verilen yiizey
proteinlerinin yardimiyla konakgi1 hiicre igerisine girer (Liu, 2006). Internalin
proteinleri patojenite i¢in onemlidir. Ancak patojenik ve patojenik olmayan Listeria
tiirleri igerisinde internalin kodlayan birgok gen bulunmasina ragmen sadece inlA ve
inIB ve inlC genleri virulansla iliskilendirilmistir (den Bakker ve dig, 2010). Bu
proteinlerden InlA proteini inlA geni tarafindan kodlanir ve 88 kDa’dur. E-cadherin’
e baglanarak Listeria monocytogenes’ in konak hiicre igine taginmasini saglar. Diger
onemli proteinlerden InlB, inlB geni tarafindan sentezlenen 65 kDa’luk proteindir. Bu
protein patojenin fibroblast, hepatosit, epitel hiicreleri gibi daha genis konak hiicre
tipine patojenin girigini saglar. Hiicre i¢ine giren Listeria monocytogenes vakuol
icerisinde lokalize olarak vakuolii pargalar. Parcalama islemini Listeria
monocytogenes virulansi i¢in 6nemli olan Listeriolisin O (LLO) toksini (hly geni
tarafindan kodlanir) ve Phosphatidyl-inositol-phospholipase (PI-PLC) tarafindan
gerceklestirilir. Vakuoliin pargalanmasi ile sitosole gegen Listeria monocytogenes
hiicre i¢i bliyiime ve ¢ogalma gosterir (Liu, 2006). Listeria monocytogenes tiirleri
genetik olarak birbirinden farklidir ve farkli viriilans potansiyelleri gdstermektedirler.

Tiir ¢esitliligi hakkinda detayl: bilgi hala eksiktir (Ragon ve dig, 2008).

Listeria monocytogenes’in gida kontaminasyonuna dayali listeriozis vakalarinda
enfektif dozu >10* kob/g’dir. Listeria monocytogenes <10* kob/g gibi diisiik dozda
iceren gida tiiketimi ile klinik hastalik olusurken 10%-10* kob/g ieren gida tiiketimi



immiin sistemi baskilanmis kisilerde listeriozise neden olmustur (Vilimaa ve dig,

2015).

ABD’de yillik olarak 250 6liimle birlikte toplam 1600 listeriozis vakasi oldugu tahmin
edilmektedir. Listeriozisin neden olabilecegi toplam ekonomik yiikiin ise saglik
masraflari, liretimde meydana gelebilecek kayiplar ve yasam kalitesindeki diisiikliikle
beraber yaklasik 2.04x10*2 dolar oldugu, yillik vaka basima ise 1282000 dolar oldugu
tahmin edilmektedir (Vélimaa ve dig, 2015).

1.3 Salmonella spp. ve Listeria monocytogenes Tespit Yontemleri

Salmonella spp. tanisi igin kullanilan ve geleneksel olarak kabul edilen kiiltiire dayali
tanimlama isleminde segici olmayan 6n zenginlestirme agamasini takip eden segici bir
zenginlestirme basamagi ve bunu takip eden se¢ici kat1 besiyerinde lireme gosteren
siipheli kolonilerin serolojik ve biyokimyasal olarak incelenerek dogrulanmasi
asamalar1 vardir (Lee ve dig, 2015). Baz1 kurumlar tarafindan bu zenginlestirme
asamalar1 farkli olmakla birlikte uluslararasi kabul géren ISO 6579-1:2017 metodunda
on zenginlestirme islemi Buffered Peptone Water (BPW) ve devaminda Rappaport-
Vassiliadis Soya Peptone (RVS) ile Mueller-Kauffmann Tetrathionate-Novobiocin
(MKTTn) siv1 besi yerinde selektif zenginlestirilmesini kapsamaktadir. Bu standardin
hassasiyeti 25 g 6rnek i¢in 1 kob Salmonella’yi tanimlamak olarak belirlenmistir (ISO,
2017). Secici kat1 besiyeri iizerinde inkiibasyon sonucu iireyen kolonilerin
biyokimyasal ve serolojik dogrulamasi yapilir ve prosediiriin tamami 4-6 is giiniinde

sona ermektedir (ISO, 2017).

Uluslararas1 Standartlar Organizasyonu (ISO), Amerika Birlesik Devletleri Tarim
Bakanligi- Gida Giivenligi ve Denetim Hizmeti (USDA-FSIS) ve Amerikan Gida ve
[la¢ Dairesi (FDA) tarafindan Listeria monocytogenes aranmasi icin dnerilen teknikler
giinlimiizde kullanilan giivenilir teknikler olarak yer almaktadir. Salmonella tanisinda
oldugu gibi Listeria monocytogenes’in tanisinda da “gold standard” olarak tanimlanan
kiiltiirleme yonteminde On zenginlestirme asamasini takiben yine bir segici
zenginlestirme agsamasi ve sonrasinda kati besiyerinden selektif izolasyon ve takiben
dogrulama islemleri yer alir. On zenginlestirme icin FDA metodunda Buffered Listeria
Enrichment Broth Base (BLEB) kullanilmakta olup UVM Listeria Enrichment Broth
USDA/FSIS tarafindan 6nerilmektedir. ISO 11290-1 standard: ise Fraser Broth’u 6n

zenginlestirme icin kullanmaktadir. Orneklerin 6n zenginlestirme ve selektif olarak



zenginlestirme iglemlerinden sonra selektif besiyeri olarak, Palcam ve Modifiye

Oxford Agar (MOX) en ¢ok tercih edilen besi yerleridir (Kevenk, 2014).

Gidalarda Tirk Gida Kodeksi Mikrobiyolojik Kriterler Tebligi’ne gore 25 g ornekte
Listeria monocytogenes’in hi¢ bulunmamasi gerektigi bildirilmis olup Listeria
monocytogenes’in belirlenmesinde sifir tolerans kosulu izlenmektedir. Bunun i¢in 25
g ornekte var/yok testi uygulanmaktadir (Keskin, 2022; Kevenk, 2014). Bir¢ok iilkede
yasal diizenlemelerle tolerans sinirlar1 belirlenmistir. Avrupa Komisyonu ve
Uluslararas1 Gida Mikrobiyal Spesifikasyon Komisyonu (ICMSF, International
Commission on Microbiological Specification for Foods) tarafindan yemeye hazir
triinlerde igin Listeria monocytogenes sayisinin 100 kob/g’den az olmasini
onermektedir. ABD’de ayni durum i¢in sifir tolerans olarak dnerilmektedir (Lee ve

dig, 2015).

Konvansiyonel yontem olarak da adlandirilan kiiltiire dayali geleneksel yontemler gida
patojenlerinin tespitinde Ozgiilliikleri, giivenilirlikleri ve hassasiyetleri nedeniyle
“gold standart” metot olarak adlandirilmaktadir (Dwivedi ve Jaykus, 2011). Hem
kalitatif hem kantitatif sonu¢ vermeleri ve ucuz olmalar1 gibi avantajlara ragmen sonug
alma siiresinin birkag giin siirmesi bu yontemin dezavantajlarindandir (Mandal ve dig,
2011). Halk sagligin1 korumak, infektif hastaligin yayilimmi 6nlemek, gida giivenligini
saglamak i¢in ham madde ve bitmis {iriinlerin patojen bakimindan hizlica arastiriimasi
birgok yonden 6nemlidir. Diisiik sayida hatta 1 kob patojenin bile enfektif dozda
olabilecegi diisiintildiiglinde kompleks biyolojik ortamdan ve patojenik olmayan
organizmalardan patojenik  organizmanin ayrilmasim1i  saglayacak testlerin
gelistirilmesi ve bu testlerin ayn1 zamanda insan kaynakli hatalarin tistesinden gelerek
zaman kazandirmasi ve ucuz olmasi tercih sebebi olacaktir (Mandal ve dig, 2011).
Biyoteknolojik yontemlerin gelismesi ve teknolojinin ilerlemesi ile birlikte gida
patojen tespiti icin daha hizli sonug veren bir¢cok yontem zaman i¢inde gelistirilmistir.
Birgok arastirmaci ise hizli gida patojen testleri gelistirme lizerine ¢aligmaktadir. Bu
yontemler hizli testler ad1 altinda degerlendirilir (Mandal ve dig, 2011). Kiiltiire dayali
yontemlerin immiinolojik ve molekiiler temelli yontemlerle kombinasyonu ile sonug
alma zaman iyilestirilmeye calisilmistir. Bu testler ilk nesil hizli testler adi altinda
degerlendirilebilir (Dwivedi ve Jaykus, 2011). Hizli testler genel olarak immiinolojik
testler, niikleik asit tabanli testler ve biyosensor tabanli testler olarak siniflandirilabilir

(Zhao ve dig, 2014).



Immiinolojik testler, nispeten ucuz kolay uygulanabilir testler olarak karsimiza
¢ikmaktadir. Kullanilan 6zel antikorlar kendine 0zgii antijene baglandiginda
tanimlama yapan bu sistemlerden en ¢ok kullanilan1 Enzyme Linked Immunosorbent
Assay (ELISA) testleri olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Cok kullanilan diger yontem ise
lateral-flow immunoassay dir (Law ve dig, 2015). Sandwich ELISA yontemi en etkili
yontemlerden olup bu sistemde antikorlardan biri mikrotitre plaka kuyucuklarina
immobilize edilir. Test edilmek istenen gida o6rneginden gelen bakteriye ait antijen
varsa bu antikora baglanir. Antikora baglanmayan antijenler ortamdan uzaklastirilir ve
enzim bagli olan ikinci bir antikor sisteme eklenerek antijene baglanmasi saglanir. ki
antikor arasinda kalan antijen renksiz substratin renkli forma ge¢mesi ile tanimlanir
(Zhao ve dig, 2014). ELISA ydnteminde bakteri icin 10%-10° kob/ml arasinda olan
hassasiyet limiti toksin veya proteinler i¢in birka¢ ng/ml arasindadir. Tani i¢in yiiksek
sayida hiicre gerektiginden direk gida 6rneklerinden tespit olanaksizdir. Tespit i¢in en
az 16-24 saatlik zenginlestirme islemi gereklidir (Mandal ve dig, 2011). Bu yontemle
yapilmuig ticari BIOLINE Salmonella ELISA testi ile test edilen 20 gida matriksinden
en az 4 tanesinde hassasiyet 1kob/25g 6rnek olarak bulunmustur (Bolton ve dig, 2000).
Fakat en az 24 saatlik On zenginlestirme asamasi gereklidir. “Lateral Flow
Immunoassay”’lerde ise 6nceden membran iizerine tutturulmus antikor veya antijenin
test edilmek istenen gida 6rneginde hedefi bulmasi ile membran {izerinde olusan renk
degisiminin gorsel olarak izlenmesi s6z konusudur. Renk degisimi i¢in genellikle
streptavidin-biotin sistemi kullanilmakta olup birgok test i¢in 2-10 dakika igerisinde
bu degisim gozlenebilmektedir (Zhao ve dig, 2014). On zenginlestirme asamasi ile
kombine ticari olarak kullanilan birgok “lateral flow” testi bulunmaktadir. Bu sistem
107-108 kob gibi yiiksek konsantrasyonda hiicreye ihtiya¢c duymakta oldugundan bir
zenginlestirme agamasi gereklidir (Dwivedi ve Jaykus, 2011). Teknolojik gelismeler
ile birlikte bu yontemler iizerine otomatize edilmis ve daha verimli sistemler
gelistirilmistir. Bu yontemler disinda prosese spesifik antikorlarla kapli magnetik
boncuklarmn kullanildigr “immuno-capture” yonteminde tanimlanmak istenen bakteri
bulundugu floradan ve inhibe edici maddelerden ayrilir ve testin hassasiyeti yiikseltilir.
Bu metodun molekiiler yontemlerle kombinasyonu testin giiclinii arttirmaktadir

(Gasanov ve dig, 2005).

Biyosensorler enzim, antikor, niikleik asit ve hiicre reseptorii gibi biyolojik materyali

tantyarak bu tanimay1 bir doniistiiriicii ile 6l¢iilebilen elektrik sinyaline doniistiirebilen



analitik cihazlar olarak tanimlanabilir (Zhao ve dig, 2014). Biyosensorler doniistiiriicii
mekanizmalarina gore Kategorize edilir. Optikal biyosensorler, elektrokimyasal
biyosensorler, piezoelektrik biyosensdrler, immiinosensorler, yiizey plazmon resonans
biyosensorleri bunlardan bazilaridir (Zhao ve dig, 2014). Spesifik olarak cevresel
orneklerden ve gida orneklerinden tanima yapan bir¢ok biyosensor gelistirilmistir
(Dwivedi ve Jaykus, 2011). Biyosensorlerin en 6nemli avantajlarindan biri hizli ve
gercek zamanli sonu¢ vermesi ve bir¢gogunun kolay tasinabilir olmasidir.
Biyosensorlerin iyi bir tani kabiliyeti vardir ve 6n zenginlestirme gerektirmez (Law ve
dig, 2015). Gida patojenlerinin tespiti i¢in yaygin olarak optikal biyosensorler
gelistirilmistir. Elektrokimyasal biyosensorlerle de oldukca bagarili sonuglar
alinmigtir. Ornegin sebze drneklerinde antikor tabanli potantiometrik biyosensér ile E.
coli igin hassasiyet 10 hiicre/ml olarak bulunmustur (Law ve dig, 2015). Biyosensorler
diisiik hacimde yiiksek saflikta O6rnege ihtiya¢ duyar. Bu ihtiyaca ragmen biiyiik
¢ogunlugunun hassasiyet limiti istenen seviyede degildir. Bu seviyeye ulagabilmek
icin 6n zenginlestirme islemleri ile kombinasyon teorik olarak istenen hassasiyeti
saglayabilir (Dwivedi ve Jaykus, 2011). Biyosensorlerin ucuz ve giivenilir olarak
tiretilmesi, saklanmasi, stabilizasyonu ve sensor kalibrasyon metotlari ile ilgili
problemler yaygin olarak kullanilmasinin 6niindeki 6nemli problemlerdendir (Law ve

dig, 2015).

Niikleik asit tabanli testlerden Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR) gida patojenlerinin
tespitinde en ¢ok kullanilan yontemlerden biridir. Bu yontemle sentetik olarak
sentezlenen hedefe 6zgii tek zincirli deoksiriboniikleik asit (DNA) pargalari ilgili
bdlgenin 5° ucu ve 3° ucunda homoloji gosterdigi bolgeye baglanarak istenilen DNA
parcas1 termostabil DNA polimeraz enzimi ile ¢ogaltilir. DNA bdlgesini ¢ogaltma
islemi genellikle 3 asamali dongiinlin ¢oklu tekrari ile otomatik “thermal cycler”
cihazlari igerisinde gerceklestirilir. ilk asama ¢ift zincirli DNA’nin denatiire edilerek
tek zincirli hale getirilmesidir. Bu islem igin 95°C gibi yiiksek sicaklikta DNA’y1 belli
siire 1s1tmak yeterlidir. Ikinci asamada 5' ve 3° DNA dizisine &zel olarak tasarlanmis
oligoniikleotidlerin tek zincirli hale gelmis olan DNA iizerindeki spesifik bolgeye
hibridize olmasi asamasidir. Bu islem i¢in sicakligin hibridizasyon sicakligina
getirilmesi gereklidir. Uzama ad1 verilen sonraki asamada DNA polimeraz enziminin
ortamdaki deoksiniikleotidleri kullanarak oligoniikleotidleri uzatma ve DNA sentezini

gerceklestirme islemi vardir. Cogaltilan DNA bolgesi gorsel olarak jel elektroforez ile



goriintiilenir. PCR yontemi hizli ve hassas bir yontem olarak karsimiza ¢ikmaktadir.
Kiiltiirleme ve immiinolojik yontemlere gore daha hizli olmasina ragmen ¢ok diisiik

hassasiyet limitlerini karsilayamiyor olmasi bir dezavantajdir (Priyanka ve dig, 2016).

Giiniimiizde PCR yoOnteminin bir {ist versiyonu olarak kabul edilebilecek Real Time-
PCR yontemi yaygin olarak kullanilmakta olup bu yontemde ¢ogaltilan niikleik asit
bolgesi stirekli olarak goriintiillenmekte ve artiglar egri olarak baglantili yazilim
lizerinden goriintiilenebilmektedir. Goriintiileme islemi farkli sekilde 1s1ma yapma
Ozelligine sahip problar yardimiyla olmaktadir. Bu yontem hizli, spesifik ve giivenilir
bir yontem olmakla birlikte farkli organizmalarin es zamanli olarak tanimlanmasi ayni

anda miimkiin olabilmektedir (Priyanka ve dig, 2016).

PCR yontemi ¢ok giiclii bir yontem olarak karsimiza ¢ikmakla birlikte gidalardan veya
patojen zenginlestirme islemi sirasinda kiiltiir ortamindan gelen inhibitorlerden
etkilenmektedir. Diger yandan canli ve 6lii hiicrelerden gelebilecek niikleik asiti ayirt
etmeden ¢ogaltir (Mandal ve dig, 2011). Olii hiicrelere ait DNA’y1 elimine etmek igin
farkli yontemler kullanilmistir. Riboniikleik asit (RNA), hiicre 6liimiinden sonra ¢gabuk
bozulmaya ugradigindan canli hiicrelere ait niikleik asiti tespit etmek lizere PCR’da
hedef molekiil olarak kullanilmasi bu yontemlerden biridir. Fakat bu yontemde
hiicrenin canliligin1 kaybetmesinden sonra kalic1 olabilecek veya bozulmaya heniiz
ugramamis RNA bolgelerinin ¢ogaltilmasi ihtimal dahilindedir. Ethidium bromide
monoazide (EMA) ve propidium monoazide (PMA) gibi DNA ya baglanan boyalar ile
canli Olii bakteri ayrimi PCR asamasinda yapilabilmektedir (Dwivedi ve Jaykus,
2011). Bu yaklagimda hiicre zar1 biitiinliigli bozulmus olan hiicreler 6li kabul edilir ve
hiicre zar1 zarar gormiis oldugundan (Wagner ve dig, 2008) bu boyalar ile muamele
sonras1 boyalarin azid gruplar1 ile DNA arasinda goriiniir 151k sayesinde kovalent bag
olusturulur. Bu sekilde islem gérmiis 6rneklerden DNA izolasyonu sonrasinda PCR
reaksiyonu icerisinde eger Olii hiicrelerden gelen EMA veya PMA’ya bagli DNA
molekiilleri varsa PCR inhibisyonu gergeklesir. Bu durumda sadece membran yapisi
bozulmamig hiicrelerden gelen DNA’ya ait bir amplifikasyon olacagindan o6li

hiicrelerin DNA’lar1 reaksiyondan elimine edilmis olur (Wagner ve dig, 2008).

Yeni gelistirilen bazi PCR metotlar1 ve nano/biyosensérler de 102-10* hiicre veya
pikogram seviyesindeki toksinleri taniyabilme kabiliyetleri belirtilmis olup bu
yaklagimlarda diisiik seviyeleri saptayabilme o0zelligi nedeniyle eger hassasiyet

ihtiyaclara uygun ise hig kiiltiirleme yapmadan direk patojen tespit edilebilir veya ¢ok

10



daha kisa bir zenginlestirme asamasi yeterli olabilir. Bu durumda patojen 4-8 saat
icerisinde tanimlanabilir fakat bu sistemlerde tekrarlanabilirlik ve dogrulugun
belirlenmesi ortamdan gelebilecek PCR inhibitorleri ve strese girmis veya yaralanmis
hiicrelerin tespiti ile ilgili problemler mevcuttur. Bu nedenle birgok kit bu problemlerin

eliminasyonu i¢in 24 saatlik zenginlestirme asamasini 6nermektedir (Bhunia, 2014).

“Loop-mediated isothermal amplification”, “nucleic acid sequence-based
amplification”, “DNA microarray” yontemleri PCR’a dayali olmayan niikleik asit tan1

yontemleri olup gida patojenlerinin tespitinde de kullanilan diger tekniklerdir (Wang

ve Salazar, 2016).

1.4 Dijital PCR

Molekiiler biyolojik arastirmalarin bir¢ok alaninda olduk¢a yaygin kullanim alam
bulan dijital PCR (dPCR) niikleik asitlerin kantitasyonu ve tanimlanmasi i¢in yeni bir
yaklagim olarak tanimlanabilir. Bu yontemde herhangi bir referans veya dis kontrole
ihtiya¢ duyulmadan hedef molekiiliin kopya sayis1 belirlenir. Yontemin ana ¢alisma
prensibi “bol ve say” olarak 6zetlenebilir. Yaygin olarak kullanilan iki tip dijital PCR
yonteminden birisi mikroakiskan ¢ip tabanl dijital PCR olarak adlandirilirken digeri
emiilsiyon PCR tabanli dijital PCR olarak adlandirilir (ddPCR, droplet digital PCR)
(Hindson ve dig, 2011). ddPCR yontemi Real Time- PCR yontemi ile ayni primer prob
teknolojisini kullanir. Bu yontemde aragtirilmak istenen niikleik asitle birlikte PCR
reaksiyonu i¢in gerekli olan primer ve problar ve diger gerekli biitiin kimyasallar
karistirilarak “droplet generator” denen cihazda su, yag ve stabilize edici kimyasallar
ile birlikte titre edilir (Huggett ve dig, 2015). Titarasyon sonucu 20 mikrolitrelik
karisim “droplet” de denen yaklasik 20000 kompartmana ayrilir (Pinheiro ve dig,
2012; Sedlak ve Jerome, 2013). Her droplet, bir yag kiireciginin igerisinde PCR ig¢in
gerekli biitiin malzemeleri igeren bir yapidir (Huggett ve dig, 2015). Kiirecikler
birbirine esittir ve bu kiireciklerin icerisine dagilan DNA rastgele yerlestirilir (Hindson
ve dig, 2011). Her bir droplet bu durumda ya bir ya da birden fazla hedef DNA
icerirken bazilar1 igermeyecektir. Kiirecik olusturma isleminden sonra elde edilen yap1
PCR isleminin olusmasi i¢in termal dongli cihazina yerlestirilir ve reaksiyon
gergeklestirilir. Boylece bir PCR tiipii icerisinde kompartmanlara ayrilmis binlerce
PCR reaksiyonu ayni anda gergeklestirilir. Bu islem de tamamlandiktan sonra droplet

okuyucu adi verilen cihaz igerisinde okutulan tiip igerisindeki her bir kiirecikte
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reaksiyonun gergeklesip gerceklesmedigi dolayisiyla DNA igerip icermedigi secilen
floroforun 1s1ma yapip yapmamasina gore sayilir ve Poisson istatistigi yontemi ile
reaksiyonda kullanilan DNA miktar1 tahmin edilir ve kantitasyon yapilir (Hindson ve
dig, 2011; Takahashi ve dig, 2014). Boylelikle yiiksek hassasiyet ve dogrulukta
sonugclar alinir. 96 reaksiyonun sonucuna droplet okuyucu cihazinda yaklasik olarak 3
saatte ulagilir. Daha dogru sonuglar vermesi, inhibitorlere karsi daha dayanikli olmasi
ve daha hassas sonuglar vermesi gibi 6zellikleri en yakin rakibi olan Real Time-PCR’a

gore dPCR’1 avantajli kilar (Chen ve dig, 2017).

1.5 Tezin Amaci

Bu caligmada ddPCR teknolojisi ile olabilecek minimum zenginlestirme asamasini
kombine ederek, gida kaynakli en yaygin patojenlerden olan Salmonella spp. ve
Listeria monocytogenes tiirlerinin tanisi igin hassas ve giivenilir bir ydntem
gelistirilmesi amaglanmistir. Yaygimn bir kullanima sahip Real Time-PCR sistemi
yerine sonug alma siiresini azaltacak ve ayn1 giin igerisinde sonug verme siiresine sahip
bir sistemin gelistirilmesi i¢in minimum gereksinimleri belirlemek tizere Salmonella
spp. i¢in gida matrisi olarak ¢ig kiyma ornekleri, Listeria monocytogenes igin siit
ornekleri secilmistir. Yasal gereksinimlerde de belirtilen 25 g ve 25 ml o6rnek
tizerinden tanimlama yapmak amaglanmistir. Nihai hedef bu belirtilen miktardaki

ornekler icerinde bulunan patojeni 1 kopya hassasiyette tespit edebilmektir.
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2. MATERYAL VE METODLAR

2.1 Bakteri Tiirleri ve Biiyiime Sartlari

Calisma i¢in kullanilan suslar ulusal ve uluslararasi kuruslardan saglanmis olup Ek
A’da sunulmustur. Elde edilen bitiin bakteriler sonradan kullanim i¢in stoklanarak
saklanmigtir. Stok olusturulacak tiim suslar i¢in sivi (Nutrient Broth, NB) (RTA,
Tiirkiye) ve agar formunda zengin besiyeri (Nutrient Agar, NA) (RTA, Tiirkiye)
kullanilmistir. Gliserol stogu hazirlamak {izere 37+£2°C zengin besiyerinde biiyiitiilen
bakterilerden tek koloni alinarak 5 ml NB igerisine inokiile edilmis 37+2°C ve 150
rpm de orbital karistirici iizerinde bir gece boyunca biiylitiillerek ODeoo degeri 0.1
olacak sekilde 20 ml NB besiyerine ekim yapilmis sonrasinda 150 rpm’de 37+£2°C’de
ODeoo 1.0 degerine kadar biiyiitiilmiistiir. Tekrar kullanim i¢in 1 ml bakteri soliisyonu
13000 rpm’de 3 dakika c¢oktiiriilmiis ve olusan bakteri peleti lizerinden supernatant
atilarak pelet 1 ml %10 gliserol soliisyonu ile resiispense edilmis ve -80 derecedeki

dolaba kaldirilmistir.

Stok bakterinin tekrar kullanimi, NB igerisine inokiilasyon yapilarak bir gece
biiyiitiildiikten sonra bakteri soliisyonundan aliman 100 pl soliisyonun kat1 zengin
besiyerine yayilmasi ve 37°C de bir gece inkiibe edilmesinden sonra tek koloninin sivi
zengin besiyerine alinmasi ve bir gece bilyiitiilmesi ile olmugtur. DNA izolasyonu 300

ul bakteri slispansiyonundan yapilmaigtir.

2.2 Tiire Ozgii Primer ve Prob Dizaym

Her bir tlir tantmlamasi i¢in primer ve prob dizilerine karar verebilmek adina literatiir
aragtirmast sonucunda belirlenen gen dizileri veritabanlarindan (NCBI- National
Centre for Biotechnology Information (URL-2) indirilerek ilgili gen hizalama
dosyalart olusturulmustur (Alignment). Hizalama i¢in European Bioinformatics
Institue (URL-2) tarafindan yaymlanan Clustral Omega programi kullanilmistir. Elde
edilen hizalama dosyalari igerisinde en korunmus bolgeler {izerinden primer ve prob
baglanma bdlgeleri secilmeye ¢alisilmistir. Kesin bolgeler lizerinden primer ve prob
dizilerini belirlemek i¢in Vector NTI Advance 10 yazilimi (Thermo Fisher Scientific,
United States) kullanilmistir. Primer ve prob baglanma boélgelerinin 6zgiilligi ayni

zamanda NCBI nucleotide BLAST analizi (URL-3) ile kontrol edilmistir. Tiire 6zgii

13



tanimlamalar1 yapacak problarin hem dijital PCR hem de Real Time-PCR kullanimi
amaglandigindan her iki cihazda ortak olarak oOl¢iim alinabilecek 6-carboxy-
fluorescein (FAM) boyasi ile 5’ kismindan isaretlenmistir, problarin 3 uglarina ise
sogurucu olarak Black Hole Quencher (BHQ) 1 eklenmistir. Biitiin primer ve problar

Eurofins Genomics (Almanya) firmasindan siparis edilmistir.

2.2.1 Salmonella spp.’ye 6zgii primer ve prob dizaym

Literatiir arastirmasi sonucunda Salmonella tanisi i¢in kullanilabilecek invA ve bipA
gen bolgeleri lizerine odaklanilmistir. invA gen bolgesi Salmonella tiirleri arasinda
oldukca korunmus olup tiire 6zgii bir gen olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Bu nedenle
spesifik bir tanimlama i¢in PCR c¢alismalarinda yaygin olarak kullanilmaktadir
(Shanmugasamy ve dig, 2011; Gonzilez-Escalona ve dig, 2012). Inv geninin
(operonunun) ilk lokusu olan invA bolgesi memeli intestinal hiicrelerini enfekte
edebilmek i¢in gerekli bir protein kodlamaktadir (Galan ve Curtiss 3rd, 1991; Galan
ve dig, 1992). invA gen bdlgesi ile yapilan bazi ¢aligmalarda spesifik olmayan
amplifikasyonlarla birlikte S. sainpaul gibi Salmonella spp. tiirlerini taniyamama gibi
sorunlar bildirilmistir (Calvo ve dig, 2008). Bu nedenle calismamiza alternatif bir
bolge tlizerinden de dizayn yapilmasina karar verilmistir. Dizayn bolgesi olarak bipA
(BPI ile indiiklenebilir protein A) geni secilmistir. Bu gen bakteriler arasinda biiyiik
oranda korunmus olup guanosine triphosphate (GTP) binding elongation family
proteinleri grubuna dahil, hiicre i¢inde bir¢cok fonksiyonu diizenleyen ribozomal bir
proteini kodlamaktadir (Calvé ve dig, 2008; Kumar ve dig, 2015). Calismada

kullanilan primer ve prob dizileri asagidaki ¢izelgede verilmistir (Cizelge 2.1).

Cizelge 2.1 : Salmonella invA ve bipA gen bolgeleri i¢in dizayn edilmis primer ve

prob dizileri.
. L, .. Tm Degeri
Primer Ismi Dizi (Erime Slcgakllgl)
invA-ileri Primer TCTCTGGATGGTATGCCCG 63.1°C
invA-Geri Primer TAAACTTCATCGCACCGTCA 61.6°C
invA-Prob-FAM FAM-CGGTATTATTGATGCGGATGC 64.6°C
bipA-ileri Primer CTGACCAACATGCGTGC 57.9°C
bipA-Geri Primer ACTTCTACCAGTTCGTCGTC 55.6°C
bipA-Prob-FAM FAM-AATTAAAATGAGCCTTGAGCAAGCG-BHQ1 70.7°C
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2.2.2 Listeria monocytogenes’e 6zgii primer ve prob dizayni

Literatiir arastirmasi sonucunda Salmonella tanisi i¢in kullanilabilecek invA ve bipA
gen bolgeleri lizerine odaklanilmistir. Listeria monocytones’i diger Listeria spp.
tirlerinden ayirmak i¢in yapilan niikleik asit tabanli testlerde 6zellikle PCR’a dayali
yontemlerde 16 S ribozomal RNA (rRNA), 23 S rRNA genleri ve 16 S-23 S rRNA
“intergenic spacer” bolgeleri arasindaki dizi farkliliklarindan faydalanilmistir. Diger
yandan birgok viriilans geni de PCR ¢alismalarinda Listeria monocytogenes tanisi i¢in
kullanilmistir. Listeriolysin O (LLO) kodlayan hly (hlyA) geni, p60 adi verilen
“invasion associated” proteini kodlayan iap geni, ActA yiizey proteininin sentezinden
sorumlu actA geni, Listeria monocytogenes antijen sentezi yapan Dth-18 adiyla da
bilinen ImaA geni, internalin A sentezinden sorumlu inlA geni, internalin B
sentezinden sorumlu inIB geni, Pozitif regulatory factorA sentezinden sorumlu prfA
geni, amino peptidase C sentezinden sorumlu pepC, fibronectin-bindingprotein sentezi
yapan fbp ve phospholipase C protein sentezi yapan plcB geni iizerinde galismalar
vardir. Bir¢ok klinik izolatta listeriolysin O nedeniyle hemolitik aktivite
goriildiigiinden listeriolysin O sentezi viriilanslik i¢in 6nemlidir. Bu nedenle, bu gen
Listeia monocytogenes tanisi i¢in oldukga yaygin olarak kullanilmaktadir (Law ve dig,
2015; Almeida ve Almeida, 2000; Liu, 2006; Hein ve dig, 2001). Calismalar igerisinde
iap, inlA, ve hly genleri i¢in alignment ¢aligsmalart yapilmis olup primer (ileri ve geri)
ve prob dizayni igin inlA ve iap genleri uygun bulunmustur. Iki gen icin yapilacak
caligmalarda uygun boélge lizerinden g¢alismalara devam edilmesi amaclanmstir.

Caligmada kullanilan primer prob dizileri Cizelge 2.2°de verilmistir.

Cizelge 2.2 : Listeria monocytogenes igin inlA ve iap gen bolgeleri igin dizayn
edilmis primer ve prob dizileri.

Tm Degeri
Primer Ismi Dizi (Erime
Sicakligi)
inlA-ileri Primer AGTTTCATGTGGACGGCAAAG 64.1°C
inlA-Geri Primer GTCGGCATTTTATCCGTACTGA 63.5°C
inlA-Prob-FAM FAM-ATTGACTGAACCAGCTAAGCCYGT-BHQ1 67.2°C
iap-ileri Primer TTTGTCAGTTAAGTATTTACCGTT 57.3°C
iap-Geri Primer CTGTTAGCGCAACTTGGYTAA 61.5°C

iap-Prob-FAM FAM-TGATKGACGTAATAATRCTGTTATCAACA-BHQ1 65.9°C
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2.3 Internal Kontroliin Olusturulmasi

Calismada kullanilacak patojenlerin tespitinde DNA izolasyon asamasini ve PCR
inhibisyonunu (baskilanmasini) kontrol etmek {izere ¢alismalara internal kontroliin
dahil edilmesi planlanmistir. Bu ama¢ dogrultusunda Hepatitis C Viris’i 5’
untranslated region (UTR) bdlgesine ait 410 bp uzunlugundaki bdlge segilerek in vitro
mutagenez yontemi (Ho ve dig, 1989) ile prob baglanma bolgesi insan Faktor 5 genine
ait bir dizi ile degistirilerek dogada olmayan sentetik bir dizi elde edilmis ve bu dizinin
PGEMT-Easy (Promega, Amerika) vektori igerisine klonlanmistir.

Internal kontrol dizisinin olusturulmasinda kullanilan ileri ve geri dis primer dizileri
ve prob baglanma bdlgesini degistirmek icin kullanilan primer dizileri Cizelge 2.3’te

verilmistir.

Cizelge 2.3 : Internal kontrol olusturulmast i¢in in vitro mutagenez yonteminde
kullanilan primer g¢iftleri.

Primer Dizi Tm
Degeri
HCV-IC-ileri , ,
Ve +57 ATCCCTGGACAGGCAAGGCTTGCGAGTGCCCCGGGA-3 71.4°C
Hcgr'i'nfé?e” %5 CCTTGCCTGTCCAGGGATTTTCGCGACCCAACACTACTCG-3"  68.8°C
I\/T-ileri Primer 5’- ACACTCCACCATGAATCACTCC-3’ 62.7°C
IVT-Geri Primer 5°- AACTCCACCAACGATCTGAC-3’ 58.6°C

* ftalik harfler HCV dizisine aittir. Komplementer FV dizileri kalin harfler ile gdsterilmistir.

Primerler Eurofins Genomics (Almanya) firmasindan temin edilerek iki ayr1 PCR
reaksiyonu asagidaki miktar ve sartlarda optimize edilmistir (Cizelge 2.4 ve Cizelge
2.5).

Cizelge 2.4 : [n vitro mutagenez i¢in PCR 1.

Bilesen Reaksiyon Igindeki Son Konsantrasyon
Pfu DNA Polymerase 10X Buffer + MgSO4 1x
dNTP Miks 0.2 uM
IVT-ileri Primer 1 uM
HCV-I1C-Geri primer 1 uM
Pfu DNA Polimeraz 2U
cDNA (HCV) 0.5 g
dH,0 25 mikrolitreye hacmi tamamlayacak sekilde
Toplam Hacim 25.0 ul

PCR reaksiyonlarinda Pfu DNA Polimeraz enzimi kullanilmigtir (Promega, Amerika).
Reaksiyonlar buz iizerinde gergeklestirilmis olup termal dongii i¢cin Biorad DNA

Engine (Amerika) cihazi kullanilmigtir. HCV RNA’s1 reaksiyonlarda kullanilmadan
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once komplementer DNA (cDNA)’ya g¢evrilmistir. ¢cDNA’ya c¢evirme islemi
“ReverseAid First DNA Synthesis Kit” (Thermo Fisher Scientific, Amerika)

talimatlar1 dogrultusunda gerceklestirilmistir.

Cizelge 2.5 : In vitro mutagenez i¢in PCR 2.

Bilesen Reaksiyon i¢indeki son konsantrasyon
Pfu DNA Polymerase 10X Buffer + MgSO4 1x
dNTP Miks 0.2 uM
HCV-IC-ileri Primer 1.0 uM
IVT-Geri Primer 1.0 uM
Pfu DNA Polimeraz 20U
cDNA (HCV) 0.5 pg
dH>0 25 mikrolitreye hacmi tamamlayacak sekilde
Toplam Hacim 25.0 pl

Her iki reaksiyon icin Cizelge 2.6’da belirtilen termal protokol uygulanmistir.

Cizelge 2.6 : PCR 1 ve PCR 2 i¢in termal protokol sartlari.

Asama Derece Zaman Dongii Sayisi
1 Tlk Denatiirasyon 95°C 02:00 dk. 1
Denatiirasyon 95°C 00:30 dk.
2 Primer Baglanma 58°C 01:00 dk. 50
Sentez 72°C 00:45 dk.
3 Zincir Uzatma 72°C 07:00 dk. 1

Her iki reaksiyondan elde edilen PCR iirtinleri agarose jel ile kontrol edildikten sonra
elde edilen iirlinler {igiincii bir PCR reaksiyonu ile iki PCR {iriiniinii birlestirme
reaksiyonu olarak kullanilmistir. Bu reaksiyon i¢in Pfu DNA Polimeraz enzimi
kullanilmigtir (Promega, Amerika). Kullanilan miktarlar (Cizelge 2.7) ve termal

protokol (Cizelge 2.8) asagida belirtilmistir.

Cizelge 2.7 : In vitro mutagenez icin iki PCR (PCR1 ve PCR2) iiriiniinii birlestirme

reaksiyonu.
Bilesen Reaksiyon Igindeki Son Konsantrasyon
Pfu DNA Polymerase 10X Buffer + MgSO4 1x
dNTP Miks 0.3 uM
PCR 1 Uriinii 1.0 ug
PCR 2 Uriinii 1.0 ug
Pfu DNA Polimeraz 25U
IVT-ileri Primer 2.0 uM
IVT-Geri Primer 2.0 uyM
dH,0 50 mikrolitreye tamamlanacak sekilde
Toplam Hacim 50.0 pl
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Cizelge 2.8 : PCR 1 ve PCR 2 birlestirme reaksiyonu i¢in termal protokol.

Asama Derece Zaman Dongii Sayisi
1 Ik Denatiirasyon 95°C 02:00 dk. 1
Denatiirasyon 95°C 00:30 dk.
2 Primer Baglanma 58°C 01:00 dk. 50
Sentez 72°C 01:30 dk.
3 Zincir Uzatma 72°C 10:00 dk. 1

PCR reaksiyonu agaroz jel (Gel Doc, Biorad, USA) iizerinde kontrol edildikten sonra
Sanger dizileme yontemi ile degistirilen bolge kontrol edilerek dogrulama yapildiktan

sonra pPGEMT-Easy vektorii icerisine TA klonlama yapilmak tizere hazirlanmistir (Ho
ve dig, 1989).

2.3.1 internal kontroliin plazmid icine entegrasyonu

Invitro mutagenez i¢in dogrulanmis PCR iiriiniinii TA klonlama igin hazir hale
getirmek tizere taze PCR reaksiyonu hazirlanmistir. Asagida PCR miktarlar1 (Cizelge
2.9) ve termal dongii (Cizelge 2.10) sartlar1 verilmistir. PCR reaksiyonu i¢in Taq

Polymerase enzimi kullanilmistir (Thermofisher Scientific, Amerika).

Cizelge 2.9 : TA klonlama yontemi i¢in PCR {irliniiniin uygun hale getirilmesi.

Bilesen Reaksiyon I¢cindeki Son Konsantrasyon
10x Taq Buffer (Thermofisher Scientific, Amerika) 1x
MgCl; (Thermofisher Scientific, Amerika) 2.5 mM
dNTP Miks (Promega, Amerika) 0.2 uM
Taq DNA Polymerase (Thermofisher Scientific, Amerika) 0.8U
IVT-ileri Primer 2.0 uM
IVT-Geri Primer 2.0 uyM
Invitro Mutagenez PCR Uriinii 1.0 ul
dH20 25 mikrolitreye tamamlanacak miktarda
Toplam Hacim 25.0 pl

Cizelge 2.10 : TA klonlama yontemi i¢in hazirlanan PCR reaksiyonu i¢in termal

dongti.
Asama Derece Zaman Dongii Sayisi
1 1lk Denatiirasyon 95°C 02:00 dk. 1
Denatiirasyon 95°C 00:30 dk.
2 Primer Baglanma 58°C 01:00 dk. 50
Sentez 72°C 00:45 dk.
3 Zincir Uzatma 72°C 07:00 dk. 1

PCR reaksiyonu Biorad DNA Engine cihazinda gerceklestirilmistir. PCR iiriliniiniin
PGEMT-Easy vektoriine ligasyonu (entegrasyonu) iiretici firmanin talimatlar

dogrultusunda gerceklestirilmistir. Ligasyon islemi tamamlandiktan sonra vektor
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JM109 kompetan hiicreleri (Promega, Amerika) igerisine iiretici firmanin talimatlar
dogrultusunda transforme edilmistir. Transormasyondan sonra segilen hiicrelerden
PureYield™ Plasmid Miniprep System (Promega, Amerika) ile plazmid izolasyonu
gerceklestirilmistir. Izole edilen plazmidin igerdigi diziyi dogrulamak ada T7 ve SP6
genel primerleri kullanilarak Sanger dizileme yontemi ile izolatlar dizilenmistir
(Macrogen, Kore) (Sekil 2.1) ve gerektigi taktirde tekrar izole edilmek {izere plazmidin
izole edildigi koloni %10 gliserol igerisinde -80 °C stok olarak saklanmistir. Sekil
2.1’de gosterim SP6 primeri ile yapilan dizileme sonucudur. Burada, F: ileri primer
baglanma bodlgesini, P: prob baglanma bolgesini ve R: geri primer baglanma bolgesini

gostermektedir.

File: HOVIC_PLZKol2_121207-SP8.sb1 A52C377 G:488 T:341 Sequence: 103422481563

Lane: 51 Base spadng 14,22 853 bases in 10218 smns Page 10f2
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Sekil 2.1 : pPGEMT-Easy vektorii igerisine entegre edilen in vitro mutagenez tiriini
Sanger dizileme sonucu.

Internal kontrol probunun hem Real Time-PCR hem de ddPCR ¢alismalarinda ortak
kullanima uygun olmasi agisindan 5’ ucundan hexachloro-fluoresceine (HEX) ile
isaretlenmistir ve 3 ucuna quencher olarak BHQ 2 eklenmistir. internal kontrol prob
dizisi HEX-CCTTGCCTGTCCAGGGATC-BHQ2 seklinde son halini almustir.
Internal kontrol ileri primeri dizisi CTAGCCGAGTAGAGTTGGGTCG ve internal
kontrol geri primeri TGCACGGTCTACGAGACCTCC seklindedir.
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2.3.2 Internal kontroliin kullanima hazir hale getirilmesi

PGEMT-Easy vektorii icerisine entegre halde bulunan internal kontrol bdlgesi
korunacak sekilde vektorii daire seklinden diiz sekle getirmek igin restriksiyon enzimi
Xmnl ile kesim islemi gerceklestirilmistir. Enzim kesim yeri vektor iizerinde
bulunmaktadir (Sekil 2.2). Sekil 2.2°de Plazmid tizerinde Xmnl restriksiyon enzimi
(Promega, Amerika) ile kesim bolgesi gosterilmistir. Vektor tizerinde MCS (Multi
Cloning Site) bolgesi igine entegre edilen internal kontrol dizisi Xmnl restriksiyon
enzimi ile yapilan tekli kesimden etkilenmeden plazmidin diiz bir yapiya getirilmesi
ile diiz yapinin yaklagik orta kisimlarinda konumlanmistir. Reaksiyonlarda, kesim
islemi yapilarak belli oranda seyreltilmis internal kontrol kullanilmigtir. Kullanilacak
miktar1 belirlemek icin 10 kathik farklarla diliisyonlar hazirlanmis ve 1000-100-10
bakteri sayisina sahip Orneklerle birlikte farkli internal kontrol diliisyonlart 5 pl
kullanilarak DNA izolasyonu asamasinda eklenmis ve Real Time-PCR ¢alismasinda
uygun 32-35 Ct degerine denk gelen diliisyon internal kontrol olarak kullanilmistir.

Kullanilan diliisyon degerinin ddPCR i¢in de uygun oldugu gosterilmistir.

Xmnl 2008
i .
. o T p— 1 start
Scal 1620 \P‘.ﬂh‘l 2y Apal 14
) Aatll 20
i1 ori Sph 26
BstZl | 31
Mool a7
; BatZl | 43
Arnpy N ol 43
pGEM*-T Easy lacZ Sacll | 49
Vector EcoRl | 52
(3015bp)
Spel 54
EcoRI FiL]
Mot T
BatZl 7
_ Pstl ae
ri Sall a0
Mdel a7
Sacl 109
Bst¥l |118 &
Msil 127 .__,:
141 =
T sps g

Sekil 2.2 : Internal Kontrol dizisinin entegre edildigi vektdriin (pGem-T Easy,
Promega) genetik haritasi.
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2.4 Gida Orneklerinin Bakteri Ornekleri ile Kontaminasyonu

2.4.1 Salmonella spp. ile gida 6rneklerinin kontaminasyonu

Cig kiyma ornekleri Salmonella typhimurium ATCC 14028 susu ile kontamine
edilerek deneyler gergeklestirilmistir. 37+2°C zengin kat1 besiyerinde biiyiitiilen
bakterilerden tek koloni alinarak 5 ml NB igerisine inokiile edilmig 37+2°C ve 150
rpm de orbital karigtirict iizerinde bir gece boyunca biiyiitiilmiistiir. Biiyiitiilen
bakteriden ODegoo 0.1 degerini alacak sekilde 20 ml NB besiyerine ekim yapilarak 150
rpm’de 37+£2°C’de ODeoo Of 1.0 degerini alana kadar biyiitiilmiis ve bu bakterilerden
1/10'-1/10%° aras1 10 kathk farklarla NB icerisinde seri diliisyon ornekleri
hazirlanmistir. Calismalarimizda genellikle 1/107-1/10° arasindaki diliisyonlar ¢ig
kiyma Ornegini kontamine etmek icin kullanilmistir. Bu araliktaki diliisyonlar
potansiyel olarak deneyde kullanilabilecek bakteri sayilarini vermektedir. En
muhtemel sayr yontemi ile bakteri sayisini belirlemek {izere her bir dillisyon
orneginden 3 tekrar olacak sekilde 0.1 ml bakteri zengin kat1 besiyerine ekilerek ertesi
giin sayim yapilmistir fakat sayim sonucunu beklemeden taze olarak seri diliisyon
yapilmis bakteri Ornekleri ile kontaminasyon islemi gerceklestirilmistir. 25 g ¢ig
kiyma ve 25 ml siit 6rnegi igin 1ml bakteri diliisyonu kullanilarak kontaminasyon
islemi gergeklestirilmistir. Kontamine edilen 6rnekler homojenize edilerek steril yari
filtreli stocmaher torbasi (Interscience, France) icerisindeki 100 ml NB ile
karistirtlmistir. Daha sonra belirlenen saatte 6rnekleme igin 5 ml 6rnek alinarak
deneyler gerceklestirilmistir. Homojenizasyon isleminden sonra 37+£2°C de kontamine
ornekler etiketlenerek gece boyunca inkiibe edilmistir. Inkiibasyon islemine
kontamine edilmemis negatif 6rnek de eklenmistir. Negatif ornek ayrica kiiltiirleme

islemi veya Real Time-PCR ile de dogrulanmistir.

2.4.2 Listeria monocytogenes ile gida 6rneklerinin kontaminasyonu

UHT islemi gormiis siit ornekleri Listeria monocytogenes ATCC 15313 susu ile
kontamine edilmis ve deneyler gerceklestirilmistir. 37+2°C mueller hinton W/ %5
sheep blood kat1 besiyerinde (MHA) (RTA, Tiirkiye) biiyiitiilen bakterilerden tek
koloni alinarak 5 ml mueller hinton W/ %5 sheep blood s1v1 besiyeri (MHB) igerisine
inokiile edilmis 37+2°C ve 150 rpm de orbital karistirici lizerinde bir gece boyunca
blyiitiilmiistiir. Biiyiitiilen bakteriden ODeoo 0.1 degerini alacak sekilde 20 ml MHB
besiyerine ekim yapilarak 150 rpm’de 372 °C’de ODsoo 1.0 degerini alana kadar
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biiyiitiilmiis ve bu bakterilerden 1/101-1/10° aras1 10 katlik farklarla MHB igerisinde
seri diliisyon &rnekleri hazirlanmistir. Calismalarimizda  genellikle 1/105-1/10°
arasindaki diliisyonlar siit 6rnegini kontamine etmek i¢in kullanilmistir. Bu araliktaki
diliisyonlar potansiyel olarak deneyde kullanilabilecek bakteri sayilarini vermektedir.
En muhtemel say1 yontemi ile bakteri sayisini belirlemek {izere her bir diliisyon
orneginden 3 tekrar olacak sekilde 0.1 ml bakteri MHA kat1 besiyerine ekilerek ertesi
glin sayim yapilmistir fakat sayim sonucunu beklemeden taze olarak seri diliisyon
yapilmis bakteri Ornekleri ile kontaminasyon islemi gergeklestirilmistir.
Kontaminasyonda 25 ml siit 6rnegi i¢in 1 ml bakteri diliisyonu kullanilarak steril yar1
filtreli stocmaher torbasi (Interscience, France) igerisindeki 100 ml MHB ile
karistirilmistir. Daha sonra belirlenen inkiibasyon siiresi olan 4. ve 5. saatlerde 5 ml
ornek alinarak deneyler gergeklestirilmistir. Homojenizasyon isleminden sonra 37 + 2
°C de kontamine &rnekler etiketlenerek gece boyunca inkiibe edilmistir. Inkiibasyon
islemine kontamine edilmemis negatif 6rnek de eklenmistir. Negatif 6rnek ayrica

kiiltiirleme islemi veya Real Time-PCR ile de dogrulanmugtir.

2.5 DNA lzolasyonu

DNA izolasyonlar1 lontek Fluorion i24 otomatik izolasyon cihazi ile i24 bakterial
1solation kit kullanilarak iiretici firmanin talimatlar1 dogrultusunda gerceklestirilmistir.
Saf bakteri kiiltiirlerinden olusturulan seri diliisyonlardan DNA izolasyonu i¢in Iml
kullanilmistir. 13000 rpm de 3 dakika santrifiij edilen bakteri diliisyonlarindan
supernatant atilarak coktiiriilen bakteri sedimenti 300 pl 1x PBS soliisyonunda
(Sigma-Aldrich, Amerika) ¢6ziilmiistiir. Cozelti tizerine 5 pl sulandirilmis internal

kontrol eklenmistir.

Yapay olarak kontamine edilmis gida oOrneklerinden DNA izolasyonunu
gerceklestirmek icin 5 ml 6rnek kullanilmistir. Stocmaher torbasinda inkiibe edilen
orneklerden steril ortamda dereceli tek kullanimlik pipetle alinan 5 ml 6rnek 50 ml
steril falkon tiipleri icerisine aktarilarak 5000 rpm' de 10 dakika santrifiij edilerek
supernatant atilmis ve bakteri sedimenti 300 pl 1x PBS soliisyonunda ¢oziiliip lizerine
5 ul internal kontrol eklenerek DNA izolasyonu gerceklestirilmistir. Otomatik olarak
50 pl dH20 igerisine alinan izole DNA 6rneklerinden tiim DNA’y1 kullanabilmek igin

tiiplere liyofilizasyon islemi uygulanmustir.
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Kapsama ve diglama deneylerinde, bakteri kiiltlirlerinden izolasyon i¢in ayni1 izolasyon
protokolii kullanilmigtir. Bu deneyler i¢in izole edilen DNA’lar spektrofotometre
cihazinda (Shimadzu UV-1601, Japonya) olgiilerek en az 30 ng/ul DNA igerdigi

kontrol edilmistir.

2.6 Real Time-PCR

Her iki patojen i¢in Real Time-PCR optimizasyonu Quantitect Probe PCR Kit
(Qiagen, Almanya) kullanilarak gerceklestirilmistir. Asagida her bir patojen ig¢in
optimize miktarlar belirtilmis olup biitiin tanilar igin Cizelge 2.15°te belirtilen ortak

termal protokol kullanilmistir.

Salmonella tanist igin 2 gen bdlgesi iizerinden Real Time-PCR optimizasyonu
gerceklestirilmistir. Salmonella bipA ve invA gen bolgesi amplifikasyonu i¢in yapilan

optimize miktarlar Cizelge 2.11 ve Cizelge 2.12’de gosterilmistir.

Cizelge 2.11 : Salmonella bipA gen boélgesi igin optimize edilmis Real Time-PCR
bilesen miktarlari.

Bilesen Reaksiyon Icindeki Son Konsantrasyon
Qaiagen Quantitect Probe PCR Kit 1x

bipA-ileri Primer 0.08 uM
bipA-Geri Primer 0.08 uM
bipA-Prob 0.05 uM
Internal Kontrol-ileri Primer 1.2 uM
Internal Kontrol-Geri Primer 1.2 uM
Internal Kontrol-Prob-HEX 0.1 uM
DNA 1.0 ul

dH20 25 mikrolitreye tamamlanacak miktarda
Toplam Hacim 25.0 pl

Cizelge 2.12 : Salmonella invA gen bdlgesi igin optimize edilmis Real Time-PCR
bilesen miktarlari.

Bilesen Reaksiyon I¢indeki Son Konsantrasyon
Qaiagen Quantitect Probe PCR Kit 1x

invA-ileri Primer 0.2 uM
invA-Geri Primer 0.2 uM
invA-Prob-FAM 0.1 uM
Internal Kontrol-fleri Primer 1.2 pM
Internal Kontrol-Geri Primer 1.2 uM
Internal Kontrol-Prob-HEX 0.1 uM
DNA 1.0 ul

dH,0 25 mikrolitreye tamamlanacak miktarda
Toplam Hacim 25.0 ul

Listeria monocytogenes tanisi igin 2 gen bdlgesi ilizerinden Real Time-PCR

optimizasyonu gergeklestirilmistir. Listeria monocytogenes inlA ve iap gen bolgesi
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amplifikasyonu icin yapilan optimize miktarlar Cizelge 2.13 ve Cizelge 2.14’te
verilmistir. Listeria monocytogenes ve Salmonella spp. tanisinda kullanilan termal

dongii protokolii Cizelge 2.15’de yer almaktadir.

Cizelge 2.13 : Listeria monocytogenes inlA gen bolgesi igin optimize Real Time-

PCR bilesen miktarlart.
Bilesen Reaksiyon Igindeki Son Konsantrasyon
Qiagen Quantitect Probe PCR Kit 1x
inlA-ileri Primer 0.4 uM
inlA- Geri Primer 0.4 uM
inlA-Prob-FAM 0.05 uM
Internal Kontrol-ileri Primer 0.4 uM
Internal Kontrol-Geri Primer 0.4 uM
Internal Kontrol-Prob-HEX 0.8 uM
DNA 1.0 ul

dH20 25 mikrolitreye tamamlanacak miktarda

Toplam Hacim 25.0 pl

Cizelge 2.14 : Listeria monocytogenes iap gen bolgesi i¢in optimize Real Time-PCR
bilesen miktarlari.

Bilesen Reaksiyon I¢indeki Son Konsantrasyon
Qiagen Quantitect Probe PCR Kit 1x

iap-Ileri Primer 0.4 uM
iap-Geri Primer 0.4 uM
iap-Prob-FAM 0.05 uM
Internal Kontrol-fleri Primer 0.4 uM
Internal Kontrol-Geri Primer 0.4 uM
Internal Kontrol-Prob-HEX 0.8 uM
DNA 1.0l

dH.0 25 mikrolitreye tamamlanacak miktarda
Toplam Hacim 25.0 pl

Cizelge 2.15 : Real Time-PCR reaksiyonlar i¢in termal dongii.

Asama Derece Zaman Dongii Sayisi
1 Enzim Aktivasyonu 95°C 15:00 dk. 1
Denatiirasyon 95°C 00:30 dk. 50
Primer Baglanma 58°C 00:45 dk.

Primer ve problar Eurofins Genomics (Almanya) firmasindan temin edilerek biitiin
Real Time-PCR reaksiyonlar1 Fluorion Detection System (lontek, Turkiye) ad1 verilen

Real Time-PCR cihazinda gergeklestirilmistir.

2.7 Droplet Dijital PCR

Dijital PCR ¢alismalart QX200 Droplet Digital PCR System (BioRad Laboratories,
Amerika) kullanilarak gergeklestirilmistir. ddPCR reaksiyonunda bilesen miktarlari

Salmonella spp. ve Listeria monocytogenes tanisi i¢in sirastyla Cizelge 2.16 ve Cizelge
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2.17°de gosterilmistir. QX200 droplet generator (Biorad laboratories, Amerika) cihazi
droplet iiretmek i¢in kullanilmistir. ddPCR ig¢in hazirlanan karisim (20 ul) ve 70 pl
QX200 droplet generator oil for probes (Biorad laboratories, Amerika) 8 kuyucuklu
droplet kartusunun kuyucuklarina tretici firmanin talimatlar1 dogrultusunda
pipetlenerek dropletler olusturulmustur. Elde edilen 40 ul droplet 96 kuyucuklu PCR
plakasina (Eppendorf, Almanya) transfer edilerek seffaf heat-seal ile ilgili cihazda
(PX1 PCR Plate Sealer) (BioRad Laboratories, Amerika) kapatilarak DNA Engine
thermal cycler (Biorad laboratories, Amerika) cihazina aktarilarak Cizelge 2.18’de de

belirtilen termal protokol uygulanmustir.

Cizelge 2.16 : Salmonella spp. bipA gen bolgesi i¢gin optimize ddPCR bilesenleri.

Bilesen Reaksiyon Icindeki Son Konsantrasyon
2x ddPCR Supemix for Probes 1x
bipA-ileri Primer 1.0 uM
bipA-Geri Primer 1.0 uM
bipA-Probe-FAM 0.25 uM
Internal Kontrol-leri Primer 1.2 uM
Internal Kontrol-Geri Primer 1.2 uM
Internal Kontrol-Prob-HEX 0.125 uM
DNA 5.0 ul
dH20 20 mikrolitreye tamamlanacak miktarda
Toplam Hacim 20.0 ul

Cizelge 2.17 : Listeria monocytogenes igin optimize ddPCR bilesenleri.

Bilesen Reaksiyon Icindeki Son Konsantrasyon
2x ddPCR Supemix for Probes 1x
inlA-Ileri Primer 0.5 uM
inlA-Geri Primer 0.5 uM
inlA-Probe-FAM 0.0625 uM
Internal Kontrol-fleri Primer 0.5 uM
Internal Kontrol-Geri Primer 0.5 uM
Internal Kontrol-Prob-HEX 0.05 uM
DNA 5.0 ul
dH20 20 mikrolitreye tamamlanacak miktarda
Toplam Hacim 20.0 pl

Cizelge 2.18 : ddPCR reaksiyonlari i¢in termal dongii protokolii.

Asama Derece Zaman Dongii Sayisi
1 Enzim Aktivasyonu 95°C 10:00 dk. 1
) Denatiirasyon 95°C 00:30 dk. -
Primer Baglanma 58°C 01:00 dk.
3 Son inkiibasyon 98°C 10:00 dk. 1

Salmonella i¢in ddPCR c¢alismalarina bipA geni iizerinden devam edilirken, Listeria

monocytogenes i¢in inlA geni tizerinden devam edilmistir.
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Reaksiyon bittikten sonra droplet reader (Biorad Laboratories, Amerika) cihazina
yerlestirilen 6rneklerden okumalar alinmigtir. Cihazla temin edilen Quantasoft 1.3.2.0
yazilimi ile sonuglar analiz edilmistir. ddPCR sonug analizlerinde 20 ul’lik PCR i¢in
orta ve disiik sayida pozitif droplete sahip fakat toplam droplet sayis1 10000 den az
ornekler i¢in ilgili sonug degerlendirmeye alinmamustir. Buna ek olarak pozitif droplet
say1st en az iki olarak bulunan 6rnekler pozitif olarak kabul edilmistir. Dropletlerin
yuksek sayida pozitif oldugu durumlarda toplam droplet sayis1 8000 ve yukarisi ise
ilgili sonug¢ degerlendirmeye alinmistir (Dreo ve dig, 2014, Pecoraro ve dig, 2019;
Racki ve dig, 2014; Levin, 2015).

2.8 Tasarlanan Deneyler

2.8.1 Ozgiilliik deneyleri

Optimize edilen Real Time-PCR sartlarinda kullanilan her bir tiire 6zgii primer ¢iftinin
ve problarin 6zgiilliigiinii (spesifitesini) belirlemek i¢in dizayn asamasinda bilgisayar
ortaminda BLAST Analizi (URL-3) yapilmistir. Yapilan analiz sonucunda istenilen
patojene en yiiksek 6zgiilliik saglanmis olup hedeflenmeyen Salmonella spp. dist tiirler
ile de herhangi bir benzerlik bulunmamistir. Deneysel olarak ¢apraz reaktivite testi
icin tiir i¢i ve tir disi patojenlerden elde edilen DNA’lar ile Real Time-PCR
asamasinda elde edilen amplifikasyon egrileri degerlendirilmis olup her bir primer ¢ifti
ve prob i¢in ¢aligmalar yapilmistir. ddPCR ve Real Time-PCR ¢aligmalarinin paralel
olarak degerlendirilmesi amaglandigindan her iki ¢caligma igin ayni primer g¢ifti ve prob
kullanilacak sekilde deneyler planlanmistir. Real Time-PCR c¢aligmalari ve ddPCR
calismalarinda ayn1 primer ve prob kimyasi ile (Tagman) tanima yapildigindan deney
Ozgiilliigi Real Time-PCR c¢alismalari ile sinirlandirilmistir.  ddPCR ile bu

caligmalarin tekrarina gerek duyulmamustir.

2.8.2 Dogrusallik deneyleri

Her bir patojen saptanmasinda dogrusallik araligin1 belirlemek iizere direk DNA
izolatindan elde edilen 10 katlik farklarla hazirlanan seri diliisyonlar ve 10 katlik
farklarla seri olarak diliile edilmis bakteri kiiltiiriinden elde edilen DNA izolatlar1
kullanilmistir. Her bir 6rnek iki tekrarli olarak calisilmistir. Bu iki dogrusallik
caligmas1 diger yandan izolasyon asamasinda meydana gelebilecek DNA kaybi

hakkinda da bilgi vermektedir. Dinamik araliktaki dogrusallig1 belirlemek i¢in tekrarl
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calismalarin ortalama Ct degeri {izerinden belilirlilik katsayis1 (R?) hem Real Time-

PCR hem de ddPCR calismalari i¢in hesaplanmustir.

2.8.3 Hassasiyet deneyleri

Calismada en nihayi hedef 25 g 6rnek i¢in olabilecek en iyi hassasiyet seviyesine
ulagsmak oldugundan amaca uygun sekilde seri olarak diliie edilmis bakteri drnekleri
ile belirlenen gidalar yapay olarak kontamine edilmistir. Model gida olarak Salmonella
spp. i¢in ¢ig kiyma, Listeria monocytogenes i¢in siit drnekleri segilmistir. Kontamine
edilen 6rnekler kisa bir 6n zenginlestirme islemine tabi tutularak hem Real Time-PCR
hem de ddPCR igin hassasiyet caligmalari yapilmistir. Dogrusallik deneylerinden elde
edilen 6n bilgilere dayanilarak ¢alisma icerisine kisa bir 6n zenginlestirme agamasinin

eklenmesi uygun bulunmustur.

Kisa 0n zenginlestirme asamasinin sartlarini belirlemek i¢in en uygun olabilecek ve
ayni giin i¢inde sonug¢ almayi etkilemeyecek bir siirenin belirlenmesi amaciyla
deneyler planlanmistir. Bu asama icin yapay olarak kontamine edilmis 6rneklerden
belli zaman periyotlarinda 6rnek alinarak Real Time-PCR ve ddPCR c¢alismalari
yapilmistir. Sonuglar karsilagtirilarak en uygun 6n zenginlestirme siiresi saptanmaya
calistlmistir. Hassasiyet seviyesinin hesaplamasi i¢in hem Real Time-PCR

caligmalarinda hem de ddPCR ¢alismalarinda probit analizi kullaniimistir.

2.8.4 Dayamikhlik ve Tekrarlanabilirlik Deneyleri

Salmonella spp. Real Time-PCR g¢alismalarinda dayaniklilik ve tekrarlanabilirlik
deneyleri igin 605 kob/ml bakteri sayisina sahip diliisyon ile kontamine edilmis ¢ig
kiyma ornekleri kullanilmistir. 3 saat 6n zenginlestirme islemine tabi tutulmus bu
orneklerden DNA izolat1 elde edilerek tekrarlanabilirlik i¢in ii¢ farkli zamanda
hazirlanmis primer prob diliisyonu ile 4 tekrarli ¢aligma, 3 farkli operatdr tarafindan 5
farkli giinde yapilmistir. Calismalar aras1 ve ¢alisma igi tekrarlanabilirlik, degisim
katsaymin (coefficient of variant, CV) hesaplanmasi ile degerlendirilmistir. Benzer
deney tli¢ tekrarli olarak 6050 kob/ml bakteri sayisina sahip diliisyon ile ddPCR

calismasi i¢in yapilmis ve CV verileri degerlendirilmistir.

Listeria monocytogenes Real Time-PCR c¢alismalarinda dayaniklilik  ve
takrarlanabilirlik deneyleri igin 156 kob/ml bakteri sayisina sahip diliisyon ile

kontamine edilmis siit 6rnekleri kullanilmistir. 4 saat 6n zenginlestirme islemine tabi
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tutulmus bu 6rneklerden DNA izolati elde edilerek tekrarlanabilirlik i¢in ti¢ farkl
zamanda hazirlanmis primer prob diliisyonu ile 4 tekrarli ¢alisma, 3 farkli operator
tarafindan 5 farkli giinde yapilmistir. Calismalar arasi ve ¢alisma igi tekrarlanabilirlik
CV hesaplanmasi ile degerlendirilmistir. Benzer deney ii¢ tekrarli olarak 1500 kob/ml
bakteri sayisina sahip diliisyon ile ddPCR calismasi i¢in yapilmis ve CV verileri

degerlendirilmistir.
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3. SONUCLAR

3.1 Salmonella spp. i¢in Primer-Prob Ozgiilliigii

Dizayn asamasinda “Basic Local Alignment Search Tool” (BLAST) analizi ile in
silico olarak yapilan analizlerde gapraz reaktivite yaratabilecek herhangi bir homoloji
ile karsilagilmamistir. Deneysel olarak 6zgiilliigii gostermek tizere Salmonella spp.” ye
ait 86 farkli serotip ile birlikte 74 adet Salmolella spp. grubuna ait olmayan farkli
bakteri tiirleri kullanilmistir. Salmonella igin bipA ve invA gen bolgeleri igin dizayn
edilen her primer ¢ifti i¢in deneyler gergeklestirilmis olup Salmonella spp. suslarinin
hepsinde artis egrisi elde edilirken Salmonella spp. dis1 suslarda herhangi bir artig
goriilmemistir. Calismaya pozitif ve negatif kontroller eklenmis olup, her 6rnek igin
internal kontrol artislari ile izolasyon ve PCR asamasinda olusabilecek hatalar kontrol
edilmistir. Salmonella spp. bipA gen bélgesi igin kapsama ve dislama Real Time-PCR
deney sonuglar sirastyla Cizelge 3.1 ve Cizelge 3.3’de, Salmonella spp. invA gen
bolgesi i¢in kapsama ve dislama Real Time-PCR deney sonuglari sirasiyla Cizelge 3.2
ve Cizelge 3.4’de verilmistir (Oz ve dig, 2020). Yapilan Real Time-PCR calisma
goriintiileri Sekil 3.1°de sunulmustur (Oz ve dig, 2020). Kesikli ¢izgiler internal
kontrol artis egrilerini gosterirken diiz ¢izgiler Salmonella spp. artiglarina ait egrileri
gostermektedir. Sekil 3.1 (a) Salmonella bipA bolgesi icin Salmonella spp. tiirleri ile
yapilan Real Time-PCR deney sonuglarini gostermektedir. Negatif kontrol diginda
deneye dahil edilen biitiin Salmonella suslar1 i¢in FAM kanalindan artig egrisi elde
edilmistir. Internal kontrol artislar1 biitiin drnekler icin HEX kanalindan pozitif sinyal
vermigstir. Sekil 3.1 (b) Salmonella bipA bélgesi igin Salmonella spp. disindaki tiirler
ile yapilan Real Time-PCR deney sonuglarini gostermektedir. Pozitif kontrol
(Salmonella typhimurium ATCC 14028) disindaki biitiin Salmonella dis1 suslar i¢in
FAM kanalindan herhangi bir artis elde edilmemistir. Internal kontrol artis1 HEX
kanalindan kontrol edilmis ve biitin Salmonella dis1 6rneklerde negatiflik
dogrulanmistir. Sekil 3.1 (C) invA bolgesi igin Salmonella spp. tiirleri ile yapilan Real
Time-PCR deney sonuglarini gostermektedir. Negatif kontrol disinda denenen biitiin
Salmonella suslar1 icin FAM kanalindan artis egrisi elde edilmistir. Internal kontrol
artiglari biitiin 6rnekler igin HEX kanalindan pozitif sinyal vermistir. Sekil 3.1 (d) invA
bolgesi i¢in Salmonella spp. disindaki tiirler ile yapilan Real Time-PCR deney
sonuglarini gostermektedir. Pozitif kontrol (Salmonella typhimurium ATCC 14028)
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disindaki biitiin Salmonella dis1 suslar igin FAM kanalindan herhangi bir artis elde
edilmemistir. Internal kontrol artist HEX kanalindan kontrol edilmis ve biitiin

Salmonella dis1 6rneklerde negatiflik dogrulanmustir.
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Sekil 3.1 : Salmonella spp. Real Time-PCR kapsama ve dislama deneyleri (Oz ve
dig, 2020).

Cizelge 3.1 : Salmonella bipA gen bdlgesi i¢in kapsama deneyinde Real Time-PCR
caligmasindan elde edilen Ct degerleri.

Kuyucuk Ornek Ad1 Ornek Kodu Islméaﬁ;nan Decgteri S(-)rrﬁﬁ;[:u
M e ATccuoz B o
I B I
A2 Salmonella minnesota mR5a FHAég égi; ggi:::;
A4 Salmonella typhimurium SARAL E’E& égg; ggi:::;
A5 Salmonella saintpaul SARA22 |F_|AE¥ éggg Eg;:::;
A6 Salmonella heidelberg SARA30 |F_|AE¥ égg? Eg;:::;
A7 Salmonella paratyphi B SARA41 E’AEI\Q éggg Eg;:::;
A8 Salmonella muenchen SARAG3 Eﬁ;’;ﬁ éggg gg;:;:;
A9 Salmonella enteritidis 27655 Eﬁ;’;ﬁ é;gg gg;:::;
Al0 Salmonella paratyphi A SA4249 |F_|AE¥ éggg Eg;:::;
All Salmonella paratyphi A RKS2907 FH?& éggg Eg;:::;
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Cizelge 3.1 (devam) : Salmonella bipA gen bolgesi igin kapsama deneyinde Real

Time-PCR ¢alismasindan elde edilen Ct degerleri.

Kuyucuk Ornek Adi Ornek Kodu Islmza/;;nan De(geri S;—ﬁj::u
Al2 Salmonella enteritidis RKS53 FH?& ég%g Eg;:::;
B1 Salmonella paratyphi A RKS4993 |F_|AE¥ ég;g Eg;:::;
B2 Salmonella paratyphi C RKS4594 lF_"Aé'\Q ézgj Eg;:::;
B3 Salmonella paratyphi C RKS4620 lF_"Aé'\Q iggg Eg;:::;
B4 Salmonella gallinarum RKS4994 FHAEQ éggg Eg;:::;
B5 Salmonella gallinarum RKS5021 FH/;\Eg éggg Egi:::;
B6 Salmonella pullorum RKS5078 FH/;\Eg glé? Egi:::;
B7 Salmonella pullorum RKS2242 E’E’;ﬁ éggg Eg;:::;
B8 Salmonella gallinarum RKS5079 E"Aé'\)g g%’ Eg;:::;
B9 Salmonella dublin RKS4699 E’gﬂ éggi Eg;:::;
B10 Salmonella dublin RKS4732 ! o ponnt
B11 Salmonella agona SARB1 FHAé¥ éggé ggi:::;
B12 Salmonella derby SARBY Eﬁ& :1);51 ﬁg;:::;
C1 Salmonella gallinarum SARB21 E’E& éggi ig;:::;
c2 Salmonella haifa SARB22 i 1528 poatt
C3 Salmonella heidelberg SARB23 E’E& ;gg? ig;:::;
C4 Salmonella indiana SARB25 FHAé¥ éggi ggi:::;
C5 Salmonella infantis SARB26 FHAé¥ ég;(l) ggi:::;
C6 Salmonella miami SARB28 E’E& égﬁ gg;:::;
c7 Salmonella montevideo SARB31 E’E& égg? Eg;::;
C8 Salmonella newport SARB36 E’E& \,1,);;‘2" Eg;::;
Cc9 Salmonella newport SARB37 FHAéI\)Q égig gg;:::;
C10 Salmonella newport SARB38 E@;ﬁ égié Eg;:::;
C11 Salmonella paratyphi A SARBA42 E@;ﬁ égE Eg;:::;
C12 Salmonella paratyphi B SARB43 E’E& égié Eg;:::;
D1 Salmonella paratyphi C SARB48 FH?% égg;" Eg;:::;
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Cizelge 3.1 (devam) : Salmonella bipA gen bolgesi igin kapsama deneyinde Real

Time-PCR galismasindan elde edilen Ct degerleri.

Kuyucuk Ornek Adi Ornek Kodu Islmza[:;nan De(geri S;—r?j::u
D2 Salmonella pullorum SARB51 FH?& éjig Eg;:::;
D3 Salmonella reading SARB53 FH?& éggé Eg;:::;
D4 Salmonella rubislaw SARB54 |F_|AE¥ égi; Eg;:::;
D5 Salmonella saintpaul SARB55 E’gﬁ éggg Eg;:::;
D6 Salmonella schwarzengrund SARB57 E"Aé'\)g éggi Eg;:::;
D7 Salmonella sendai SARB58 FHAEQ éggg Eg;:::;
D8 Salmonella senftenberg SARB59 FH/;\Eg égg? Eg;:::;
D9 Salmonella stanley SARB60 FH/;\Eg égég Eg;:::;
D10 Salmonella stanleyville SARB61 E"Aé'\)g éggg Eg;:::;
D11 Salmonella thompson SARBG62 E"Aé'\)g éggg Eg;:::;
D12 PCR Negatif Kl (dH2Q) KESt?onggligg) E@)ﬁ 3475 Egg?ttiiff
A2 Salmonella typhisuis SARB69 FHAég éjg? Eg;:::;
A3 Salmonella vwien SARB71 i ol
A4 Salmonella typhimurium LT2 Lt2 FHAé¥ éggé Eg;:::;
A5 Salmonella decatur SARBS E’E& éggg ig;:::;
A6 Salmonella duisberg SARB15 E’E& égé; ig;:::;
A7 Salmonella emek SARB20 E’E& éggi ig;:::;
A8 Salmonella spp. K1229 FHAé¥ éggg Eg;:::;
A9 Salmonella spp. K950 E’E’;ﬁ ég’gi gg;:::;

Al0 Salmonella spp. K887 E’E& éiig Eg;:::;
All Salmonella spp. RKS1740 E’E& éjgg gg;::;
Al2 Salmonella spp. RKS2246 E’E& éjgg gg;::;
Bl Salmonella spp. RKS1280 E@'\Q ég;i Eg;:::;
B2 Salmonella spp. RKS2986 FHAE& ég:gg Eg;:::;
B3 Salmonella spp. RKS2987 FHAE& égsg Eg;:::;
B4 Salmonella spp. RKS2988 FH%& éigg Eg;:::;
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Cizelge 3.1 (devam) : Salmonella bipA gen bolgesi igin kapsama deneyinde Real

Time-PCR ¢alismasindan elde edilen Ct degerleri.

Kuyucuk Ornek Adi Ornek Kodu Islméa[;;nan D e(;:gteri S;—r?j::u
B5 Salmonella spp. RKS2982 FHAE& %gég Egi:::::
B6 salmonella spp. RKS2984 EA& éggg ﬁgilﬂi
B7 Salmonella spp. RKS2975 EA& ég% Egi:g;
B8 Salmonella spp. RKS2976 EA& ;713; Egi:::;
B9 Salmonella spp. RKS2977 FHAI%I\)Q éggg igi:::;

B10 salmonella spp. RKS2978 E@& éggg ﬁﬁilﬂ?
B11 salmonella spp. RKS3009 E@& éggg Egi:t::
B12 Salmonella spp. RKS3010 FH/;\EI\)Q éggg ﬁgi:ﬂ;
c1 Salmonella spp. RKS3036 FHAI%I\)Q éjgg igi:::;
Cc2 Salmonella spp. RKS3038 FHAI%I\)Q éggg igi:::;
c3 salmonella spp. RKS3039 E@g égég Egi:m
c4 Salmonella spp. RKS3040 E|AE¥ éggé gg;:::;
cs5 Salmonella spp. RKS3042 E|AE¥ :1:;3? gg;:::;
Cé6 Salmonella spp. RKS3052 E@% :132312 igi:::;
c7 Salmonella spp. RKS3053 E@% éggg igi:::;
cs Salmonella spp. RKS3055 E@% éggg igi:::;
co Salmonella spp. RKS3013 F.féﬁ éggé Egi:::;
C10 Salmonella spp. RKS3014 E|AE¥ éggg gg;:::;
c11 Salmonella spp. RKS3803 FHAE& :1),;2; gg;:::;
C12 Salmonella typhimurium E-1 E'Aég gég gg;::;
D1 Salmonella newport E-2 E'Aég éiég Eg;::;
D2 Salmonella enteritidis E-3 E'Aég ;lgg?g Eg;:::;
D3 Salmonella poana E-4 EEI\Q éggg Eg;:::;
D4 Salmonella pullorum E-5 EEI\Q égjg Eg;:::;
D5 Salmonella paratyphiA E-6 EEI\Q éggi Eg;:::;
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Cizelge 3.2 : Salmonella invA gen bolgesi igin kapsama deneyinde Real Time-PCR
calismasindan elde edilen Ct degerleri.

Kuyucuk Ornek Adi Ornek Kodu Islm}éla/r?;lnan Decgeri S(-)rrfli[:u
L SV -
A3 Salmonella typhisuis SARB69 FHAéx égég Eg;:::;
A2 Salmonella minnesota mR5a T_"Aég ég;g Egi::::
Ad Salmonella typhimurium SARA1 T_"Aég égg; Egi::::
A5 Salmonella saintpaul SARA22 Eﬁ%ﬁ ég?g Eg;:t:;
Ab6 Salmonella heidelberg SARA30 FHAég éggg Egi:::;
A7 Salmonella paratyphi B SARA41 FHAég éggg Egi::::
A8 Salmonella muenchen SARAG3 FHAég éggg Eg;:::;
A9 Salmonella enteritidis 27655 E’E& éggg ﬁgz:::;
Al10 Salmonella paratyphi A SA4249 Eﬁ%ﬁ éggg ﬁgz:::;
All Salmonella paratyphi A RKS2907 E’g g?? Eg;:t:;
Al2 Salmonella enteritidis RKS53 Tfég ég;é Egi:::;
B1 Salmonella paratyphi A RKS4993 E’Aég égéé Egi::::
B2 Salmonella paratyphi C RKS4594 Eﬁ%ﬁ éggg Egz:t:;
B3 Salmonella paratyphi C RKS4620 IF—|AI%¥ éggg Egz:::;
B4 Salmonella gallinarum RKS4994 Eﬁ%ﬁ égig Egz:t:;
B5 Salmonella gallinarum RKS5021 E’Aég éggz Egi::::
B6 Salmonella pullorum RKS5078 E’Aég ég?g Egi::::
B7 Salmonella pullorum RKS2242 FHAIy éggg Egi:t:;
B8 Salmonella gallinarum RKS5079 FHAé'\)Q éggg Eg;:::;
B9 Salmonella dublin RKS4699 FHAé'\)Q égéz Eg;:::;
B10 Salmonella dublin RKS4732 FHAég éggg Egi:::;
B11 Salmonella agona SARB1 FHAIég éggi Egi:t:;
B12 Salmonella derby SARB9 FHAIég éggg Egi:t:;
C1 Salmonella gallinarum SARB21 FH?% égg Eg;:::;
c2 Salmonella haifa SARB22 i 1373 poat
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Cizelge 3.2 (davam) : Salmonella invA gen bolgesi igin kapsama deneyinde Real

Time-PCR ¢alismasindan elde edilen Ct degerleri.

Kuyucuk Ornek Adi Ornek Kodu Islm}éla/r?;lnan Decgeri S(-)rrfli[:u
C3 Salmonella heidelberg SARB23 FHAég éggg Egi:::;
C4 Salmonella indiana SARB25 FHAéx égég Eg;:::;
cs Salmonella infantis SARB26 i 1350 pomt
c6 Salmonella miami SARB28 i 1ae pomt
c7 Salmonella montevideo SARB31 Eﬁéﬁ ;gég Egi::::
C8 Salmonella newport SARB36 FHAég ;g%é Egi:::;
C9 Salmonella newport SARB37 FHAég ;g;g Egi::::

C10 Salmonella newport SARB38 FHAég éggj Eg;:::;
Cl11 Salmonella paratyphi A SARBA42 Eﬁ%ﬁ éggi ﬁgz:::;
C12 Salmonella paratyphi B SARBA43 Eﬁ%ﬁ égii’ ﬁgz:::;
D1 Salmonella paratyphi C SARB48 FHAég ;gg; Egi:::;
D2 Salmonella pullorum SARB51 E’Aég éggg Egi::::
D3 Salmonella reading SARB53 FHAég éggi Egi::::
D4 Salmonella rubislaw SARB54 Eﬁ%ﬁ ég;g Egz:t:;
D5 Salmonella saintpaul SARB55 IF—|AI%¥ ég;g Egz:::;
D6 Salmonella schwarzengrund SARB57 Eﬁ%ﬁ éggg Egz:t:;
D7 Salmonella sendai SARB58 E’Aég égg? Egi::::
D8 Salmonella senftenberg SARB59 E’Aég éggg Egi::::
D9 Salmonella stanley SARBG60 FH%% éggg Eg;::::
D10 Salmonella stanleyville SARB61 FHAI%'\)Q ég;; Eg;:::;
D11 Salmonella thompson SARBG62 FHAé'\)Q ég;g Eg;:::;
D12 PCR Negatif Kontrol (dH20) Kzgtsoi\l(zglitzifO) HEX 3417 Egg?ttllff
A4 Salmonella vwien SARB71 FHAlég éigg Egi:t:;
A5 Salmonella typhimurium LT2 Lt2 FHAIég éigé Egi:t:;
A6 Salmonella decatur SARBS FHAIy égég Eg;:::;
AT Salmonella duisberg SARB15 FH'AI;'\)Q ;igg Egi:::;
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Cizelge 3.2 (davam) : Salmonella invA gen bolgesi igin kapsama deneyinde Real

Time-PCR galismasindan elde edilen Ct degerleri.

Kuyucuk Ornek Adi Ornek Kodu Islm}?aﬁéllnan D ecgeri S(-)rrfli[:u
A8 Salmonella emek SARB20 FHAég éjig Egi:::;
A9 Salmonella spp. K1229 FHA& éﬁg Egi:t:;

A10 salmonella spp. K950 Eﬁg éi:gg Egi:t:;
All Salmonella spp. Kes7 Efég éiézlt Egi::::
Al12 Salmonella spp. RKS1740 FHAég éigg ﬁgi:::;
B1 salmonella spp. RKS2246 FHA& éi:gg Egi:::;
B2 salmonella spp. RKS1280 FHA& ég:gi Egi:::;
B3 salmonella spp. RKS2986 FHAég %2:82 Egi:t:;
B4 salmonella spp. RKS2987 FHAég 5’131 ﬁgi:gi
B5 salmonella spp. RKS2988 FHAég éi:gg ﬁgi:gi
B6 Salmonella spp. RKS2982 E{g éigg Egi:::]:
B7 salmonella spp. RKS2984 FHA& éi:gg Egi:::;
BS salmonella spp. RKS2975 FHA& éi:ig Egi:::;
B9 salmonella spp. RKS2976 F.fg éj:gzll Egi:t:;
B10 salmonella spp. RKS2977 E’Eﬁ ég:?g Egz:t:;
B11 salmonella spp. RKS2978 E’Eﬁ ;513‘21 Egz:t:;
B12 Salmonella spp. RKS3009 E{g éjgg Egi:g;
c1 salmonella spp. RKS3010 FHA& éi:ii Egi:::;
c2 Salmonella spp. RKS3036 FHA& éi:?g Egi:t::
C3 Salmonella spp. RKS3038 FHAQI;Q éi:ig Egi:t:;
c4 salmonella spp. RKS3039 FHAS;Q éi:gg Egi:t:;
C5 Salmonella spp. RKS3040 FHAQI;Q éi:gi Egi:t:;
C6 Salmonella spp. RKS3042 FHA& ég;g Egi:t::
c7 Salmonella spp. RKS3052 FHA& éj:gé Egi:t::
cs Salmonella spp. RKS3053 FHA& éﬁﬁgg Egi:t::
co salmonella spp. RKS3055 FHAQI;Q ;2:8(1) ﬁgi:t:;
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Cizelge 3.2 (davam) : Salmonella invA gen bolgesi igin kapsama deneyinde Real
Time-PCR ¢alismasindan elde edilen Ct degerleri.

Kuyucuk Ornek Adi Ornek Kodu Islm}?aﬁéllnan D ecgeri S(-)rrfli[:u
10 Salmonella spp. RKSII Ll s o
cn Salmonella spp. RKSI Ll 0% o
c12 Salmonella spp. RKS3803 Ilz—ég éi:gg Egi:::;
D1 Salmonella typhimurium E-1 Efég éi:ﬁ Egi::::
D2 Salmonella newport E-2 Eﬁ% éggg ﬁgi:::;
D3 Salmonella enteritidis E-3 Fﬂ ;Zgg Egi:::;
D4 Salmonella poana E-4 Fﬂ ;Zgg Egi:::;
D5 Salmonella pullorum E-5 Fﬂ éigg Egi:::;
D6 Salmonella paratyphiA E-6 Eﬁg ég;g ﬁgz:::;

Cizelge 3.3 : bipA gen bolgesi i¢in dislama deneyinde Real Time-PCR ¢alismasindan
elde edilen Ct degerleri.

Kuyucuk Ornek Adi Ornek Kodu Islméaﬁellllnan Decgeri S(-)rr?j;[:u
N T Arccums A s o
A3 Klebsiella pneumoniae SA2807 E’E& 3 4?36 Eg%ﬁf
A2 Klebsiella pneumoniae SA2808 FAV 'Eggf‘ttlf
Ad Klebsiella pneumoniae SA2809 FHAé¥ 33?79 Eﬁgi?ff
A5 Klebsiella ozaenae SA2810 FHAé¥ 3 4T 47 Eﬁgi?ff
A6 Escherichia coli SA2811 VIl
A7 Escherichia coli SA2812 E’E& 3 4?23 Egg?ttlf
A8 Escherichia coli SA2813 E’E& 35j0 4 Egg?t?ff
A9 Escherichia coli SA2814 E@'\Q 35j30 Egg?ttlf

AL0 Escherichia coli SA2815 VN Egg?ttlf
All Escherichia coli SA2816 VIOl
Al2 Escherichia coli SA2817 AV e e
B1 Escherichia coli SA2819 AN e
B2 Enterobacter cloacae EC1 FAM i Negatif

HEX 34.78  Pozitif
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Cizelge 3.3 (devam) : bipA gen bdlgesi icin dislama deneyinde Real Time-

PCR ¢alismasindan elde edilen Ct degerleri.

Kuyucuk Ornek Adi Ornek Kodu Islmza[:;nan Decgeri S(-)rr?lj(t:u
B3 Citrobacter freundii EC26 FH?& 3 4j93 'Egg?t?ff
B4 Enterobacter aerogenes EC5 FH?& 3 4?80 'Egg?t?ff
B5 Serratia marcescens EC79 E’gﬁ 3 4?39 Eggz;?t?ff
B6 Klebsiella oxytoca EC78 E’gﬁ 3 4?8 4 Eggz;?t?ff
B7 Klebsiella pneumoniae EC17 |F_|Aé|\x/l 35j14 I:ce)gi?ff
B8 Hafnia alvei EC68 Y s Egﬁz";"tﬁ'ff
B9 Yersinia enterocolitica PL82450 FH/;\Eg 3 4j 42 ’:(e)gi?ff

B10 Morganella morganii PL112028 E’E& 3 4j09 ’;lce)gﬁtl'ff
B11l Serratia marcescens 920910 v E’gﬂ 3 4j03 ':ce)gi?ff
B12 Shigella sonnei ATCC25931 i - Eggf‘ttlf
C1 Shigella flexneri ATCC12022 IF-|AE¥ 34j54 I:gg?t?ff
c2 Shigella boydii ATCC9207 E'A& e Egg?ttl'ff
C3 Enterobacter aerogenes SA5590 FHAé¥ 3 4T35 ’:ggitllff
c4 Enterobacter cloacae SA5595 E’E& 3 4j21 ’;lggitl'ff
C5 Morganella morganii SA5620 E’E& 33T97 'Eggz;?ttlf
C6 Serratia liquefaciens PL70291-2 E’E& 3 4?12 'Egg?ttlf
c7 Enterobacter aerogenes SA5632 FHAég 3 4?05 ':ggz;?t?ff
c8 Hafnia alvei PL70284-1 AV, e
co  MEspmnowe oo [, e
C10 Klebsiella oxytoca ATCC13182 E’E& 3 4j 40 'Egg?ttllff
cu  Keblammnowe oo T e
C12 Serratia marcesens M15 E’E& 33T39 'Egg?ttlf
D1 Shigella flexneri M16 E’é’;ﬁ 34T44 Egg?t?ff
D2 Yersinia entercolitica M22 E’é’;ﬁ 3 4T33 Egg?t?ff
D3 Escherichia coli K-12 SAB3059 VIl
D4 Escherichia fergusonii ATCC35469 FH?% 3 4j02 'Egg?t?ff
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Cizelge 3.3 (devam) : bipA gen bdlgesi i¢in dislama deneyinde Real Time-

PCR ¢alismasindan elde edilen Ct degerleri.

Kuyucuk Ornek Adi Ornek Kodu Islmza[:;nan Decgeri S(-)rrfli[:u
D5 Escherichia coli MM294 EC-2 AN e Egg?ttl'ff
D6 Escherichia coli b3 EC-3 FH?& 3 4j25 Egg?ttllff
D7 Escherichia coli atccasez AW el
D8 Escherichia coli ATCC 8739 AV g e
D9 EscherichiacoliOI57:H7 ~ ATCC4389%4 A0 .~ Eggf‘ttlf

D10 Escherichia coli 0157:H7  ATCC 35150 FH’g 2492 Eg“;‘;"tﬁf
D11 Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 FH/;\Eg 3 4?26 'Egg?ttl';
D12 Listeria monocytogenes ATCC 15313 E’E& 35?10 Egg?t?ff
A2 Yersinia enterocolitica ATCC 23715 |F_|Aé|\x/l 3 4?89 Eggz;itlf

A3 Yersinia enterocolitica ATCC 27729 E’gﬂ 35?1 4 Ecegitlf

A4 Pseodomonas auroginosa ~ ATCC 27853 FH'EQ 3 4?28 Eﬁgiﬁg

AS Bacillus cereus aTccsong LM Eggz"?ttl'ff

A6 Bacillus cereus atccurs Ao oo

A7 Klebsiella pneumoniae 0-1 E’E& 34?71 Eggzj?tﬁg

A8 Proteus vulgaris 0-3 E’E& 35?37 Egg?ttlf

A9 Enterobacter aerogenes 0-3 IF—|AI§¥ 35?68 Egg?tﬁf

Al0 Serretia mercessens 0-4 FHAég 35?55 Egg?ttl';
AllL Escherichia coli DH5 0-5 AV g e
Al2 Staphylococcus aureus ATCC 9144 E@'\Q 3 4T7 6 gggitlg
B1 Bacillus cereus 0-8 |F—|A|§¥ 33?88 Egg?ttl';

o Spemmmes ey T, b

B3 Enterococcus faecium A-2 E’E& 35T27 Egg?ttlf

B4 Staphyloco_ccus A-3 FAM - Neg{it_if

saprophyticus HEX 35.17 Pozm_f

B5 Acinetobacter baumannii A-4 E’é’;ﬁ 3 4j9 6 g?)g?ttlf

B6 Burcholderia _ A5 FAM - Neg{it_if

(Pseudomonas) capecia HEX 35.21 Pozitif

B7 Morganella morganii A-6 FH?& 35?50 Egg?t?ff
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Cizelge 3.3 (devam) : bipA gen bdlgesi icin dislama deneyinde Real Time-

PCR ¢alismasindan elde edilen Ct degerleri.

Kuyucuk Ornek Adi Ornek Kodu Islmza[:;nan Decgeri S(-)rr?lj(t:u
B8 Proteus mirabilis A-7 FH?& 35j95 'Egg?t?ff
B9 Corynebacterium spp. A-8 FH?& 3 4?8 4 'Egg?t?ff
B10 Hafnia alvei A-9 lF_"Aé'\Q 3 4j5 4 ﬁggz;?t?ff
B11 Klebsialla pneumoniae A-10 lF_"Aé'\Q 34T44 ﬁgg?ttl'ff
B12 Staphylococcus epidermis A-11 E’gﬂ 3 4? 46 ':ce)gi?ff
C1 Enterococcus faecalis A-12 FH/;\Eg 35?0 4 ’:(e)gi?ff
o Sewmmes T N
C3 Pseudomonas aeruginosa A-14 E’E& 3 4?8 1 ’;lce)gﬁtl'ff
c4 E. coli ATCC 25022 A-15 My 4 N
c5 PCR Negatif Kontrol FAM - Neggt_if
(dH20) HEX 34.39  Pozitif

Cizelge 3.4 : invA gen bolgesi i¢in dislama deneyinde Real Time-PCR ¢aligsmasindan
elde edilen Ct degerleri.

Kuyucuk Ornek Adi Omek Kodu Islmlfaﬁ;nan Decgteri Test Sonucu
N eI CoRs acowen  f BE o
A3 Klebsiella pneumoniae SA2807 E’E& 33?50 'Eggitl':
A2 Klebsiella pneumoniae SA2808 FHAé¥ 33?2 1 ’:gg?ttl';
Ad Klebsiella pneumoniae SA2809 FHAé¥ 33?03 ’:gg?ttl';
A5 Klebsiella ozaenae SA2810 FHAé¥ 33?00 ’:gg?ttl';
A6 Escherichia coli SA2811 E’E& 33j20 'Egglattllff
A7 Escherichia coli SA2812 E’E& 33T49 'Egglattllff
A8 Escherichia coli SA2813 E’EI\Q 33? 47 I:gg?t?ff
A9 Escherichia coli SA2814 AN i Egg?ttl']f
AL0 Escherichia coli SA2815 e
AllL Escherichia coli SA2816 AV
Al12 Escherichia coli SA2817 E’E& 33?07 'Egglattllff

B1 Escherichia coli SA2819 FH?% 33?08 'Egg?t?ff
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Cizelge 3.4 (devam) : invA gen bolgesi i¢in dislama deneyinde Real Time-PCR

calismasindan elde edilen Ct degerleri.

Kuyucuk Ornek Adi Ornek Kodu Islmlja’:;nan Decgeri Test Sonucu
B2 Enterobacter cloacae EC1 FH?& 33j3 4 Egg?ttllff
B3 Citrobacter freundii EC26 FH?& 33?0 n Egg?ttllff
B4 Enterobacter aerogenes EC5 ll:fég 32?02 Egg?ttl'ff
B5 Serratia marcescens EC79 E’gﬁ 32T93 Egg?ttl'ff
B6 Klebsiella oxytoca EC78 E’gﬂ 33?1 4 Ece)git:
B7 Klebsiella pneumoniae EC17 FH/;\Eg 33?2 n Egg?ttll;
B8 Hafnia alvei EC68 AN Egg?ttl']f
B9 Yersinia enterocolitica PL82450 E’E& 33?3 6 'Eggflt?ff

B10 Morganella morganii PL112028 E"Aé'\)g 33?65 Eggz;itlf
B11l Serratia marcescens 920910 v E’gﬂ 33?30 Ece)git:
B12 Shigella sonnei ATCC25931 it Eggf‘ttlf
c1 Shigella flexneri ATCC12022 T R
c2 Shigella boydii ATCC9207 E'A& e Egg?ttl'ff
C3 Enterobacter aerogenes SA5590 E’E& 33?67 Eggitlg
c4 Enterobacter cloacae SA5595 IF—|AI§¥ 33?5 1 Eg%ﬁf
C5 Morganella morganii SA5620 E’E& 33T1 4 Eggitllff
C6 Serratia liquefaciens PL70291-2 FHAég 33?3 4 Egg?t?ff
c7 Enterobacter aerogenes SA5632 FHAé¥ 33? 49 Eﬁgi?ff
c8 Hafna alvei PL70284-1 Y o Eggitl']f
o Nelapenone ccuge  TAM e
C10 Klebsiella oxytoca ATCC13182 E’E& 33?25 Egg?tﬁf
i elapenens oo TAL e
C12 Serratia marcesens M15 E’é’;ﬁ 33? 11 ggg?ttlf
D1 Shigella flexneri M16 E’é’;ﬁ 33j54 ggg?ttlf
D2 Yersinia entercolitica M22 E’é’;ﬁ 33j32 ggg?ttlf
D3 Escherichia coli K-12 SAB3059 FHAEx 33?26 Eﬁgit.'ff
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Cizelge 3.4 (devam) : invA gen bolgesi i¢in dislama deneyinde Real Time-PCR

caligmasindan elde edilen Ct degerleri.

Isima Alinan Ct

Kuyucuk Orek Ad1 Ornek Kodu Kanal Degeri Test Sonucu
D4 Escherichia fergusonii ATCC35469 FH?& 33T 40 'Egg?t?ff
D5 Escherichia coli MM294 EC-2 AV e o
D6 Escherichia coli b3 EC-3 AV e e
D7 Escherichia coli atcczsezz  AM - Teoad
D8 Escherichia coli ATCC 8739 VI R
D9 Escherichia coli 0157:H7 ~ ATCC 43894 FH’g 2345 Egg?ttl'ff

D10 Escherichia coli 0157:H7  ATCC 35150 FH’g 2470 Egg?ttl'ff
D11 Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 E’E& 33?37 ’;lce)gﬁtl'ff
D12 Listeria monocytogenes ATCC 15313 |F—|A|§|\)Q 33?6 4 ':ce)g?ttlf
A2 Yersinia enterocolitica ATCC 23715 |F_|Aé|\x/l 3 4?20 I:ce)gi?ff

A3 Yersinia enterocolitica ATCC 27729 |F-|AE¥ 33?89 ':gg?ttl'ff

Ad Pseodomonas auroginosa ATCC 27853 FHAé¥ 33?68 ’:ggitl'ff

AS Bacillus cereus atccasole A oo oo

A6 Bacillus cereus ATCC 11778 E’E& 33?88 ’;‘ggitl'ff

A7 Klebsiella pneumoniae 0-1 E’E& 34?18 'Eggitl':

A8 Proteus vulgaris 0-3 E’E& 3 4?18 'Eggitl':

A9 Enterobacter aerogenes 0-3 FHAég 33?83 ':gg?ttllff

Al10 Serretia mercessens 0-4 FHAé¥ 33?79 ’:gg?ttl';
AllL Escherichia coli DH5 05 AV e
Al2 Staphylococcus aureus ATCC 9144 E’E& 33?69 'Egg?ttlf
B1 Bacillus cereus 0-8 |F—|A|§¥ 33?82 'Egg?ttllff

L I

B3 Enterococcus faecium A-2 E’é’;ﬁ 33?63 Egg?t?ff

B4 Staphyloco_ccus A-3 FAM - Neggt_if

saprophyticus HEX 32.67 Pozm_f

B5 Acinetobacter baumannii A-4 E’é’;ﬁ 33j55 Egg?t?ff

B6 Burcholderia _ A5 FAM - Neg{:lt_if

(Pseudomonas) capecia HEX 33.77 Pozitif
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Cizelge 3.4 (devam) : invA gen bolgesi i¢in dislama deneyinde Real Time-PCR
calismasindan elde edilen Ct degerleri.

Isima Alinan Ct

Kuyucuk Omek Adi Ornek Kodu Test Sonucu

Kanal Degeri
B7 Morganella morganii A-6 FH?& 33?86 Egg?ttllff
B8 Proteus mirabilis A-7 FH?& 33?85 Egg?ttllff
B9 Corynebacterium spp. A-8 E’gﬁ 3 4?05 Egg?ttl'ff
B10 Hafnia alvei A-9 lF_"Aé'\Q 3 4?32 Egg?ttl'ff
B11 Klebsialla pneumoniae A-10 |F_|Aé|\x/l 34j01 Eggitl':
B12 Staphylococcus epidermis A-11 FH/;\Eg 33?93 Egg?ttll;
C1 Enterococcus faecalis A-12 FH/;\Eg 33?65 Egg?ttll;
ca S s T
C3 Pseudomonas aeruginosa A-14 |F—|A|§|\)Q 3 4?32 Ece)git:
c4 E. coli ATCC 25922 A-15 e o, Neodd
C5 PCR Negatif Control (dH,0) FHAEQ 33?77 Egg?ttl';

Salmonella spp. i¢in kapsama ve diglama deneylerinde bipA ve invA gen bélgesinin
her biri i¢in 6zgiilliikk gosterildikten sonra ddPCR c¢alismalarinda ve yapilacak diger
Real Time-PCR deneylerinde bir bolge iizerinden deneylere devam etmeye karar
verilmistir. Bu karar i¢in ddPCR ¢aligmasinda en iyi ayrimi1 veren primer prob ¢iftinin
secilmesi yoluna gidilmistir. On calismalardan elde edilen bilgiler dogrultusunda hem
bipA hem de invA gen bolgeleri icin farkli konsantrasyona sahip primer prob
karigimlart ile karsilastirma calismasi yapilmistir. Bu calismalar 76 pg/ul, 7.6 pg/ul,
0.76 pg/ul konsantrasyona sahip Salmonella typhimurium ATCC 14028’¢ ait DNA
diliisyonlar ile gergeklestirilmistir. Sekil 3.2°de karsilagtirmali olarak calisilan cesitli
konsantrasyonda primer prob miktarlarinin denendigi PCR karisim sonuglari
goriilmektedir. En iyi ayrimi veren bipA gen bdlgesi primerleri ile yapilan karigim 3
calismasindaki primer ve prob konsantrasyonlar1 ddPCR deneylerinde kullanilmak
tizere secilmistir. Real Time-PCR calismalaria da yine bipA gen bdlgesi lizerinden
devam edilmistir. Sekil 3.2°de Y ekseni “fluorescence amplitude” adi verilen 1s1ma
genligini gostermektedir. A, B, C harfleri sirasiyla PCR karigim 1, PCR karisim 2 ve
PCR karisim 3 ile 76 pg/ul, 7.6 pg/ul, 0.76 pg/ul Salmonella typhimurium ATCC
14028 DNA miktarlari ile ¢alisma sonuglarini géstermektedir. Sirasiyla PCR karigim
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1, 1 ve 0.13 uM, PCR karisim 2, 0.5 ve 0.13 puM, PCR karisim 3 ise 1 and 0.25 uM
ileri geri primer ve prob konsantrasyonu i¢cermektedir.

A05 CO5 EO5 GO5 A06 CO6 EO6 GO6 AO07 CO7 EO7 GO7
A B C

A B
14000 e e

12000 +

10000 -+

C LR SRS P e o aari
6 ez RRER |
0 100000 200000 300000

invA gen bélgesi  bipA gen bélgesi
Event Number

Sekil 3.2 : invA ve bipA gen bolgeleri icin ddPCR karsilagtirma sonuglart 1D ekran
goriintiisii (Oz ve dig, 2020).

3.2 Salmonella spp. Dogrusallik Deney Sonugclari

Real Time-PCR caligmalarinda dogrusalligi belirlemek {izere stok bakteriden izole
edilen DNA, 10 kathk farkliliklarla seri diliisyon yapilarak hazirlanmigtir.
Diliisyonlarlar 76 ng/ul-76 fg/ul arasinda hazirlanmistir. Bu diliisyonlara denk gelen
kiiltiire edilmis bakteriden hazirlanan diliisyonlardan da diger yandan DNA izolatlar1
hazirlanarak Real Time-PCR calismas: igerisinde karsilastirmali olarak ¢aligilmistir
(Diliisyonlar 6.05x10® kob/ml - 6.05x10° kob/ml arasinda 10 katlik farkla
hazirlanmistir). Calismaya ait Real Time-PCR goriintiileri Sekil 3.3’ de verilmistir (Oz
ve dig, 2020).
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Sekil 3.3 : Salmonella spp. Real Time-PCR dogrusallik ¢aligmasi sonug grafikleri.

Sekil 3.3 (a) Salmonella typhimurium ATCC 14028’den izole edilen DNA’nin 10

katlik farklarla elde edilen seri diliisyonlarina ait artis egrilerini, Sekil 3.3 (b)

Salmonella typhimurium ATCC 14028 igin 10 katlik farklarla yapilan bakteri

diliisyonlarinin her birinden elde edilen DNA izolatlarina ait artig egrilerini

gostermektedir. Bu karsilastirmadan elde edilen Ct degerleri Cizelge 3.5°de

sunulmustur.

Cizelge 3.5 : Salmonella i¢in Real Time-PCR dogrusallik deneyinden elde edilen Ct

degerleri.
DNA 0076 00076  0.00076 7.6
Diliisyonlar: 76 ng/ul 7.6 ng/ul  0.76 ng/ul nglul ng/ul nglul 76 fg/ul folul 0.76 fg/ul
CtDegeril  15.69 19.49 22.82 26.49 30.62 3344  Artisyok  39.07  Artis yok
CtDegeri2  16.02 19.48 22.77 26.75 30.45 33.61 44.18 ‘;ﬁ‘f Artis yok
OrtalamaCt 1585 1949 228 2662 3054 3353 - - Artisyok
degeri
Koloni
Saym  6.05x10° 6.05x107 6.05x10° 6.05x10° 6.05x10* 6.05x10° 605 60.5 6.05
Degeri kob/ml kob/ml kob/ml kob/ml kob/ml kob/ml kob/ml kob/ml kob/ml
(kob/ml)
CtDegeril  16.49 18.76 22.19 27.35 30.18 3227 35.86 ‘;g:f Artis yok
CtDegeri2  16.12 19.44 2351 27.17 30.58 32.96 3446 4434 Artisyok
(?%i'ﬁma Ct 6m 19.1 22.85 27.26 30.38 32.62 35.16 - Artis yok
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Dinamik araliktaki dogrusallik tekrarli ¢calismadaki, ortalama Ct degerleri lizerinden
R? degerinin saptanmasi ile degerlendirilmis olup 76 ng/ul - 76 fg/ul (76 fg/ul
konsantrasyona sahip 6rnek i¢in yapilan ikili calismadan birisinde artis elde edilmistir)
arasindaki DNA sulandirmalari i¢in bu deger 0.999 olarak belirlenmistir. Bu aralikta
dogrusallik ideale yakin olarak ¢ikmstir. Bakteri diliisyonlarindan 6.05x108-60.5x10!
kob/ml arasindaki diliisyonlardan elde edilen DNA izolatlar1 icin R? degeri 0.9896
olarak elde edilmistir. Real Time-PCR c¢alismasi i¢in DNA diliisyonlar1 ve bakteri
diliisyonlarindan elde edilen DNA izolatlar1 arasinda 95% giiven araliginda (p-
value=0.668>0.05) istatistiksel olarak anlamli bir farklilik bulunmamistir. Buradan
DNA izolasyonu agamasinda onemli derecede DNA kaybinin yasanmadigi sonucu
cikartilabilir. Diger yandan bu g¢alismadan duyarlilik ¢aligmasi i¢in 6n bilgi elde
edilmistir. Bu galigmaya gore en diisiik hassasiyet limitinin 605 kob/ml veya 758 fg/ul

degeri civarlarinda oldugu sdylenebilir.

ddPCR igin dogrusallik deneyi Salmonella typhimurium ATCC 14028 stok bakteri
kiiltiirinden elde edilen 10 katlik diliisyonlardan hazirlanan DNA izolatlarinin
calisiimast ile elde edilmis olup Sekil 3.4°de calisma goriintiisii eklenmistir (Oz ve dig,
2020). ddPCR deney sonuglar1 Cizelge 3.6’da verilmistir. 8.5x108 ve 8.5x107 kob/ml
bakteri 6rneklerinden elde edilen DNA yiiksek konsantrasyona sahip olmasi nedeniyle
doygunluk (satiirasyon) yaratmis ve olgiilebilir bir deger vermemistir. R? degeri

8.5x10° and 850 kob/ml arasindaki degerler igin 0.986 olarak bulunmustur.

kob/ml
8.5x10% 8.5x107 8.5x10° 8.5x10° 8.5x10 8.5 10° 8.5x 102 8.5x10" 8.5 NEG
DO5 E05 FD5  GOS HO5 AD6  BO6 (06 D06 E06
- T T T T

— T
-

Ch1 Amplitude
)
[=]
[=]
(=]

5000 -

0 20000 40000 60000 80000 100000
Event Number

Sekil 3.4 : Salmonella spp. ddPCR dogrusallik ¢alismasi.
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Cizelge 3.6 : Salmonella spp. i¢in iki tekrarli yapilan ddPCR dogrusallik deneyine ait

sonugclar.
Ornek Konsantrasyon Pozitif Negatif Kabul Edilen
kopya/ul Droplet  Droplet  Droplet

Deney 1

8.5x108 kob/ml 8320 13616 7 13623
8.5x107 kob/ml 7790 11928 10 11938
8.5x10¢ kob/ml 2220 12680 1941 14621
8.5x10° kob/ml 177 1655 9498 11153
8.5x10* kob/ml 16.1 172 11665 11837
8.5x10% kob/ml 1.41 14 10936 10950
8.5x10? kob/ml 0.634 7 12121 12128
85 kob/ml 0.1 1 10960 10961
8.5 kob/ml 0 0 10686 10686
dH:0 0 0 8738 8738
Deney 2

8.5x108 kob/ml 7710 13346 12 13358
8.5x107 kob/ml 1000000 13188 0 13188
8.5x10¢ kob/ml 1190 8373 4312 12685
8.5x10° kob/ml 91.9 1193 13673 14866
8.5x10* kob/ml 7.76 94 13258 13352
8.5x10° kob/ml 0.832 10 13199 13209
8.5x102 kob/ml 0.0775 1 14177 14178
dH.0 0 0 15215 15215

Her iki deney sonucundan elde edilen ortalama degerler Cizelge 3.7°de verilmistir.

Cizelge 3.7 : Dogrusallik 1 ve dogrusallik 2 deneyi icin ortalama degerlerin
belirlenmesi.

Koloni sayim * g 5108 xg5x107 8.5x10° 85x10° 8.5x10° 85x10° 850 85 85

degeri (kob/ml)
Deneyl = atire  Satire 2220 177 164 151 0634 0 0
(kopya/ul)
Deney2  gutire  Satire 1190 919 776 0832 00775 0 0
(kopya/ul)

Ortalama 1705 13445 1208 1171 035575 0 O

* 8.5x10° kob/ml, 8.5x10” kob/ml konsantrasyona sahip érnek yiiksek konsantrasyondan dolay satiire
olmustur.

Bu ¢alismanin ana amaglarindan biri Salmonella tanisin1 miimkiin olan en hassas
seviyede yapabilmektir. Dogrusallik ¢alismasi, ideal hedefimiz olan 25 g kiyma
orneginde 1 kopya Salmonella spp. tanist yapabilmenin miimkiin olmadigini
gostermistir. Real Time-PCR igin 605 kob/ml, ddPCR igin ise 850 kob/ ml 6rnekten
daha asagidaki diliisyonlarin tespit edilemeyebilecegi sonucuna ulasilmstir.
Calismanin hassasiyetini arttirmak tizere miimkiin olabilecek en kisa siireye sahip kisa
bir 6n zenginlestirme asamasinin c¢aligmaya dahil edilmesine karar verilmistir.
Hassasiyet calismasi bu karar dogrultusunda gergeklestirilmistir. Bu kararla birlikte
Olii bakterilerden gelen DNA taninmasinin engellenip engellenmedigi siiphesi ortadan

kalkacaktir.
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3.3 Salmonella spp. Hassasiyet Deney Sonuglari

On hassasiyet deneyi igin tek koloniden Salmonella typhimurium ATCC 14028 susu
ile yapilan bir gece 6n ekim sonrasi seri diliisyonlar hazirlanarak 1/108-1/107-1/108-
1/10° diliisyonlarinin her birinden 1 ml almarak 25 g kiyma 6rnegi kontamine
edilmistir. Inkiibasyon sonrasi 1., 3. ve 5. saatlerde 5 ml numune almarak bakteriler
¢oktiiriilerek DNA izolasyonu yapilmistir ve izole edilen DNA’ dan 5 ul reaksiyon
icin kullanilarak ddPCR’1in 6n kiiltiirleme siliresine bagli olarak tanima yetenegi
kontrol edilmistir. Ayrica bu 6rneklerin pozitiflikleri bir gece biiylimeye birakilarak
kontrol edilmistir. Taze olarak biiytitiilen bakterilerle hazirlanan diliisyonlardan hemen
kontaminasyon islemi gerceklestirilmistir. Yapilan calismalarda 107-10° aras
dilisyonlarin 1 kopya bakteri icerme olasiligi gozetilerek bu diliisyonlarla deney
gerceklestirilmistir. Yapilan diliisyonlardan agar iizerine yapilan 3’li ekimlerin
37°C’ta inkiibasyonu ile bir sonraki giin bakteri sayist belirlenmis ve ddPCR deneyi
buna gore degerlendirilmistir. Yapilan calismada belirtilen diliisyonlara denk gelen
bakteri sayis1 850, 85, 8.5 ve 0.85 kob/ml oldugu tespit edilmistir. Sekil 3.5 ilgili
calismaya ait ddPCR goriintiisiinii icermektedir (Oz ve dig, 2020). Sekil 3.5 (a)
Salmonella typhimurium ATCC 14028 susu ile kontamine edilerek 1-3-5 saat 6n
zenginlestirme islemine tabi tutulmus 25 g kiyma Orneginden izole edilen DNA
orneklerinin sonuglar1 gdstermektedir. 8.5x107 kob/ml bakteri diliisyonunundan elde
edilen DNA pozitif kontrol olarak kullanilmistir. Kontamine edilmemis 6rnekten elde
edilen DNA ile de kontamine edilmis 6rneklerin pozitifligi dogrulanmistir. Bunlara ek
olarak izolasyon islemine tabi tutulmus dH20 ile de reaksiyonun negatifligi kontrol
edilmistir. Goriintiiler FAM kanalindan alinmistir. Sekil 3.5 (b)’de HEX kanali ile
internal kontrol amplifikasyonu kontrol edilmistir. Yesil noktalar internal kontrolden
elde edilen sinyallere aittir. Cizelge 3.8 ddPCR calisma sonuglarmi icermektedir (Oz
ve dig, 2020). Diger yandan kontamine edilmis 6rnekler i¢in inkiibasyon devam
ettirilerek bir gece biiylimeye birakilmis daha sonra pozitiflikleri tekrar kontrol
edilmistir. 0.85 kob/25 g drnekte bir pozitiflik saptanamamistir. Bu durum ddPCR
calismasi ile de dogrulanmistir. Sekil 3.6°da ¢alismaya ait goriintii sunulmustur (Oz ve
dig, 2020). Sekil 3.6 (a) 85, 8.5, 0.85 kob/ml bakteri ile kontamine edilmis ve bir gece
bliylimeye birakilmis 6rneklerin ddPCR sonuglari ile birlikte kontamine edilmeden bir
gece biyiitiillen kontamine edilmemis Ornegin ddPCR sonucunu, Sekil 3.6 (b)

calismaya ait HEX kanalindan alinan ve internal kontrol artigina ait ddPCR sonucunu
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gostermektedir. Cizelge 3.9°da ddPCR c¢alismasindan elde edilen sonuglar
sunulmustur (Oz ve dig, 2020). Calismada florasan 1s1ma yogunlugunda artis olmasina
ragmen pozitif ve negatif dropletler arasindaki ayrim belirsiz géziikmektedir. Ozellikle
8.5 kob bakteri igceren ve 3 ve de 5 saatlik 6n zenginlestirmeye tabi tutulmus 6rnekler
icin net olarak ayrim elde edilememistir. 1 saat inkiibe edilmis 6rnekte bahsedilen
ayrimin daha iyi gézlemlenmesine ragmen, deneyin hassas olmasi ayrim giiciiniin daha
ontinde bir segenek olarak degerlendirilmistir. 8.5 kob bakteri igeren 6rnekten gelen
bilgilere dayanarak kontamine kiyma ornekleri i¢in 3 veya 5 saat inkiibasyonun
calisma i¢in yiiksek hassasiyeti saglayabilecegi lizerinde durularak miimkiin olan

minimum gerekli siirenin 3 saat oldugu kanisina varilmistir.

25 gigin
23 gigin bakter sayist — bakten sayisi-
4 B30 B85 85 0.85 850 85 85085 B850 85 85 085

ontrol

ontamine
edilmemis Gmek
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edilmemis dmek

g
g
A

Ch2 -Conc:No Call Pos:178 Neg:2386/74
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Sekil 3.5 : Salmonella typhimurium ATCC 14028 susu ile kontamine edilen 25 g
kiyma 6rneginden 1-3-5 saat inkiibasyon ile ddPCR sonuglari.

Pozitif ve negatif dropletler arasindaki ayrimin zorlugundan dolay: esik ¢izgisi negatif
dropletlerin daha yukarisina ayarlanmigtir. Ayrimi iyilestirmek adina baska bir deney

planlanmistir.

49



- < - Kontamine
85kob  85kob 085kob
Poitif ediments

. 25 3 ii 2 of Negatif
kontrol 23 g dmek 1 geee inlbasyon Negatif  Nega Ch2-Conc:No Call Pos:38 Neg-75924
20000 BO1 . o3 . D03 . BO3 . F02 . G03 . Hq] 5000 BO1 . co3 ' D03 . BO3 . F02 ; G03 ; Hq}
4000 + = . ° . P B

15000 4 ..

. 3000 T
10000 . °

,-e-.ﬁ.- W
a3 -

5000

Ch1 Amplitude

2000 T

Ch2 Amplitude

1000

0 10000 20000 30000 40000 50000 60000 70000 °

Event Number

T t t t t t t t
0 10000 20000 30000 40000 50000 60000 70000
Event Number

(@) (b)

Sekil 3.6 : Bir gece inkiibasyona devam eden Salmonella ile kontamine 6rneklerin
ddPCR sonuglari.

Cizelge 3.8 : 1-3-5 saat On inkiibasyona tabi tutulan 6rneklerin ddPCR sonuglari.

Konsantrasyon Pozitif =~ Negatif Kabul Edilen
(kopya/pl) Droplet  Droplet Droplet

1000000 6130 0 6130

Ornek

*8.5x107 kob/ml bakteri diliisyonundan
elde edilen DNA (Pozitif Kontrol)

850 kob bakteri ile kontamine 1 saat 6n
zenginlestirme uygulanmis 25 g 6rnekten 58.1 864 15901 16765
elde edilen DNA

85 kob bakteri ile kontamine 1 saat 6n

zenginlestirme uygulanmis 25 g 6rnekten 297 45 16636 16681
elde edilen DNA

8.5 kob bakteri ile kontamine 1 saat 6n

zenginlestirme uygulanmig 25 g 6rnekten 0.133 2 16567 16569
elde edilen DNA

0.85 kob bakteri ile kontamine 1 saat 6n

zenginlestirme uygulanmis 25 g 6rnekten 0.0634 1 17344 17345
elde edilen DNA

850 kob bakteri ile kontamine 3 saat 6n

zenginlestirme uygulanmig 25 g 6rnekten 962 9121 6519 15640
elde edilen DNA

85 kob bakteri ile kontamine 3 saat 6n

zenginlestirme uygulanmis 25 g 6rnekten 207 2863 13822 16685
elde edilen DNA

8.5 kob bakteri ile kontamine 3 saat 6n

zenginlestirme uygulanmis 25 g 6rnekten 7.77 97 13668 13765
elde edilen DNA

0.85 kob bakteri ile kontamine 3 saat 6n

zenginlestirme uygulanmis 25 g 6rnekten 0.0992 1 11076 11077
elde edilen DNA
Kontamine edilmemis 6rnegin 3 saat 6n 0.0745 1 14752 14753

zenginlestirilmesi ile elde edilen DNA

850 kob bakteri ile kontamine 5 saat 6n

zenginlestirme uygulanmis 25 g 6rnekten 1890 10108 2195 12303
elde edilen DNA

85 kob bakteri ile kontamine 5 saat 6n

zenginlestirme uygulanmis 25 g 6rnekten 6560 14446 37 14483
elde edilen DNA
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Cizelge 3.8 (devam) : 1-3-5 saat 6n inkiibasyona tabi tutulan 6rneklerin ddPCR
sonugclari.

Konsantrasyon  Pozitif ~ Negatif Kabul Edilen

Ornek (kopya/ul) Droplet  Droplet Droplet

8.5 kob bakteri ile kontamine 5 saat 6n
zenginlestirme uygulanmis 25 g 6rnekten 229 2722 11744 14466
elde edilen DNA

0.85 kob bakteri ile kontamine 5 saat 6n

zenginlestirme uygulanmis 25 g 6rnekten 0.0699 1 15715 15716
elde edilen DNA

Kontamine edilmemis 25 g 6rnegin 5 saat

on zenginlestirilmesi ile elde edilen DNA 0 0 6886 6886
dH>0 0 0 15382 15382
dH,0 0 0 14206 14206

* Bu 6rnek sonucu droplet sayist nedeniyle kabul edilmemistir.

Cizelge 3.9 : Sekil 3.6’ya ait ddPCR sonuglari.

Konsantrasyon  Pozitif ~ Negatif ~Kabul Edilen
(kopya/ul) Droplet  Droplet Droplet

12.6 108 9346 9454

Ornek

8.5x 10* kob bakteri diliisyonundan elde
edilen DNA (Pozitif Kontrol)

85 kob bakteri ile kontamine edilerek
bir gece inkiibe edilmis 25 g drnekten 6220 12011 42 12053
elde edilen DNA

8.5 kob bakteri ile kontamine edilerek

bir gece inkiibe edilmis 25 g drnekten 8610 10089 4 10093
elde edilen DNA

0.85 kob bakteri ile kontamine edilerek

bir gece inkiibe edilmis 25 g drnekten 0 0 8034 8034
elde edilen DNA

dH20 0 0 12370 12370
Negatif Kontrol (Kontamine edilmemis

25 g 6rnegin bir gece inkiibasyonundan 0 0 13133 13133

sonra elde edilen DNA)

Ikinci 6n hassasiyet deneyinde kiiciik miktarlar1 belirlemek ve duyarlilig: arttirmak
tizere izole edilen ve 50 pl de geri alinan DNA’nin tamamini kullanabilmek iizere
DNA’nin liyofilize edilerek 5 pl molekiiler grade su igerisinde ¢ozdiiriilmesi bu
¢ozeltinin tamaminin reaksiyonda kullanilmasi planlanmistir. Bunun i¢in 850, 85 ve
8.5 kob/ml bakteri iceren dillisyonlarla kontamine edilen 25 g kiyma 6rnegi 3 saat
inkiibe edilerek ii¢ tekrarli olarak calisilmistir. Asagida ilgili calismaya ait goriintli
Sekil 3.7°de verilmistir (Oz ve dig, 2020). Deney sonucunda negatif dropletlerin
pozitiflerden ayrimmin daha da zor oldugu goriilmiistiir. 8.5x10° kob/ml bakteri
dilisyonu pozitif kontrol olarak kullanilmistir. Fakat droplet sayisi nedeniyle
degerlendirme diger sonuglarla birlikte yapilmistir. Calismaya reaksiyon negatif

kontrolii olarak izole dH20 6rnegi eklenmistir. Sekil 3.7 (a) bu ¢alismaya ait goriintliyii
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gosterirken Sekil 3.7 (b) ¢alismaya ait internal kontrol artiglarini gostermektedir. Bu

calismaya ait ddPCR sonuglar1 Cizelge 3.10°da sunulmustur (Oz ve dig, 2020).

850 kob ile 85 kobile 85kobile
kontamine 25g kontamine 25g kontamine 25g

i:::; smek smek smek Neestt 5000 BU5 AO8 BOB CO8 HOB A9 BOY HO9 CI0 EI0 GO7 HO7
12000 -B52A00_B03_CO8. HOB _Acs _503_Hod Ci0 10 Gor. HOT
4000 T - T e
g . -
8 2 3000 | - - =
£ | .
£ 8000 E .
,’? % 2000 1 = g 1
F=4
&} . i . B
b — - i
- g
1000 — {
4000 ) . 4
' + + + t + t 0 f t t ; ; f
0 20000 40000 60000 80000 100000 120000 0 20000 40000 60000 80000 100000 120000
Event Number Event Number

Sekil 3.7 : Salmonella ile kontamine edilen 6rneklerden 3 saat inkiibasyon sonrasi
elde edilen DNA’nin liyofilize edilerek kullanilmasi.

Cizelge 3.10 : 850, 85 ve 8.5 kob/ml bakteri igceren diliisyonlarla kontamine edilen
25 g kiyma Orneginin 3 saat inkiibe edilerek elde edilen DNA ’nin liyofilizasyon ile
tamaminin kullanilmasi.

Konsantrasyon Pozitif  Negatif Kabul Edilen

o (kopya/pl) Droplet  Droplet Droplet
* 5 T :
D8NEZ( ggﬁg?g;ﬁﬁn d1'1usy0nundan elde .ed11e1.1 525 365 . -
s 25 g bmekton lac edfen DA- 4150 o100 2% 10337
ﬁi;ﬁsz tZeSHgII:rrI:gllztt:rrln eflfge}efﬁfetnog@gfnlestfrme 7690 10960 10 10970
oD kn kom0 ae w0 s
oy 25  srncin e edlen DNA. 1660 7956 2253 10209
Soieb ki el st s sy ey
L s o AT 0o s s
8.5 kob bakteri ile kontamine 3 saat 6n zenginlestirme 439 46 11493 11530

uygulanmis 25 g 6rnekten elde edilen DNA
8.5 kob bakteri ile kontamine 3 saat 6n zenginlestirme

uygulanmis 25 g 6rnekten elde edilen DNA 23 212 10011 10223
8.5 kob bakteri ile kontamine 3 saat 6n zenginlestirme

uygulanmis 25 g 6rnekten elde edilen DNA 4.68 43 10080 10123
dH20 0.107 1 10239 10240
dH20 0 0 9766 9766

*Pozitif kontrol’lin toplam droplet sayisi kabul kriterlerinin disinda ¢ikmistir. Bu deney icin pozitif ve
negatif dropletlerin ayrimi1 6nemli oldugundan diger sonuglar da gdzoniine alinarak bir degerlendirme
yapilmistir.

Deneyde elde edilen sonugclar icin negatif ve pozitif dropletlerin birbirinden ayrilma
zorlugu nedeniyle yeni planlanacak deneyden liyofilize edilen DNA’nin 15 pl dH20
ile diliie edilmesine ve bu DNA’nin tamammin 3’lii olarak ¢alisilmasina karar

verilmistir. 1130, 113, 11 ve 1.1 kob/ml bakteri sayisina sahip diliisyonlarla kontamine
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edilen 25 g kiyma 0rnegi 3 ve 5 saat inkiibasyona tabi tutularak calisma yapilmistir.
Kontamine edilmeden bir gece biiyiitiilen drnekten elde edilen DNA da reaksiyona
eklenmistir. izolasyona tabi tutulan dH,O 6rnegi reaksiyon negatif kontrolii olarak
reaksiyona dahil edilmistir. Calismaya ait goriintii Sekil 3.8 (a)’da verilmistir (Oz ve
dig, 2020). Sekil 3.8 (b) bu ¢alismaya ait internal kontrol artislarin1 géstermektedir.
ddPCR sonuglar1 ise Cizelge 3.11°de siralanmistir (Oz ve dig, 2020). Calisma
sonucunda kabul edilebilir bir ayrim elde edilmistir. 5 saatlik inkiibasyon ile bu ayrim
biraz daha zor goziikmekle birlikte goz ardi edilebilir. Bu ayrim zorlugunun
kiiltiirlemeye bagli olarak bakteri kiitlesinin artmasiyla ortamda biriken inhibitdrlerle

iliskili olma ihtimali vardir (Rossen ve dig, 1992; Wilson, 1997; Dingle ve dig, 2013).
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Sekil 3.8 : 3 ve 5 saat inkiibe edilen 6rneklerden elde edilen DNA’nin 15 ul dH20
ile sulandirilarak ti¢ kuyucukta ¢aligilmas.
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Cizelge 3.11 : 1130-113-11.3 ve 1.1 kob/ml bakteri ile kontamine edilen 25 g kiyma
orneginin 3 ve 5 saat 6n inkiibasyondan sonra elde edilen ddPCR sonuglars.

Kabul
Edilen
Droplet

Konsantrasyon Pozitif Negatif

Ornek (kopya/ul)  Droplet Droplet

1130 kob bakteri ile kontamine 3 saat 6n

zenginlestirme uygulanmis 25 g 6rnekten elde 10400 12652 1 12653
edilen DNA

1130 kob bakteri ile kontamine 3 saat 6n

zenginlestirme uygulanmis 25 g 6rnekten elde 1000000 12303 0 12303
edilen DNA

1130 kob bakteri ile kontamine 3 saat 6n

zenginlestirme uygulanmis 25 g 6rnekten elde 9220 13161 3 13164
edilen DNA

113 kob bakteri ile kontamine 3 saat 6n

zenginlestirme uygulanmis 25 g 6rnekten elde 15 178 12959 13137
edilen DNA

113 kob bakteri ile kontamine 3 saat &n

zenginlestirme uygulanmis 25 g 6rnekten elde 16 180 12239 12419
edilen DNA

113 kob bakteri ile kontamine 3 saat on

zenginlestirme uygulanmis 25 g 6rnekten elde 151 192 13902 14094
edilen DNA

11.3 kob bakteri ile kontamine 3 saat 6n

zenginlestirme uygulanmis 25 g 6rnekten elde 4.41 55 13663 13718
edilen DNA

11.3 kob bakteri ile kontamine 3 saat 6n

zenginlestirme uygulanmis 25 g 6rnekten elde 3.85 47 13409 13456
edilen DNA

11.3 kob bakteri ile kontamine 3 saat 6n

zenginlestirme uygulanmis 25 g 6rnekten elde 4.09 51 13679 13730
edilen DNA

1.1 kob bakteri ile kontamine 3 saat 6n

zenginlestirme uygulanmis 25 g 6rnekten elde 0.535 6 12328 12334
edilen DNA

1.1 kob bakteri ile kontamine 3 saat 6n

zenginlestirme uygulanmis 25 g 6rnekten elde 0.179 2 12283 12285
edilen DNA

1.1 kob bakteri ile kontamine 3 saat 6n

zenginlestirme uygulanmis 25 g 6rnekten elde 0.0828 1 13273 13274
edilen DNA

1130 kob bakteri ile kontamine 5 saat 6n

zenginlestirme uygulanmig 25 g 6rnekten elde 37.2 531 15440 15971
edilen DNA

1130 kob bakteri ile kontamine 5 saat 6n

zenginlestirme uygulanmis 25 g 6rnekten elde 44.4 554 13441 13995
edilen DNA

1130 kob bakteri ile kontamine 5 saat 6n

zenginlestirme uygulanmis 25 g 6rnekten elde 45.6 569 13417 13986
edilen DNA

113 kob bakteri ile kontamine 5 saat 6n

zenginlestirme uygulanmis 25 g 6rnekten elde 33.3 448 14540 14988
edilen DNA

113 kob bakteri ile kontamine 5 saat 6n

zenginlestirme uygulanmis 25 g 6rnekten elde 27.8 357 13958 14315
edilen DNA

113 kob bakteri ile kontamine 5 saat 6n

zenginlestirme uygulanmig 25 g 6rnekten elde 31.4 386 13327 13713
edilen DNA
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Cizelge 3.11 (devam) : 1130-113-11.3 ve 1.1 kob/ml bakteri ile kontamine
edilen 25 g kiyma 6rneginin 3 ve 5 saat 6n inkiibasyondan sonra elde edilen

ddPCR sonuglari.
" Konsantrasyon Pozitif Negatif Ka_bul
Ornek (kopya/ul)  Droplet Droplet Edilen

Droplet

11.3 kob bakteri ile kontamine 5 saat 6n

zenginlestirme uygulanmis 25 g 6rnekten elde 1.82 21 12697 12718

edilen DNA

11.3 kob bakteri ile kontamine 5 saat 6n

zenginlestirme uygulanmis 25 g 6rnekten elde 1.27 13 11228 11241

edilen DNA

11.3 kob bakteri ile kontamine 5 saat 6n

zenginlestirme uygulanmis 25 g 6rnekten elde 1.31 15 12540 12555

edilen DNA

1.1 kob bakteri ile kontamine 5 saat 6n

zenginlestirme uygulanmis 25 g 6rnekten elde 0.166 2 13242 13244

edilen DNA

1.1 kob bakteri ile kontamine 5 saat 6n

zenginlestirme uygulanmis 25 g 6rnekten elde 0.0833 1 13189 13190

edilen DNA

1.1 kob bakteri ile kontamine 5 saat 6n

zenginlestirme uygulanmis 25 g 6rnekten elde 0.0784 1 14025 14026

edilen DNA

113 kob bakteri ile kontamine edilerek bir gece

inkiibe edilmis 25 g drnekten elde edilen DNA gb/0 L3391 5 13396

11.3 kob bakteri ile kontamine edilerek bir gece

inkiibe edilmis 25 g drnekten elde edilen DNA 0 12688 8 12091

1.1 kob bakteri ile kontamine edilerek bir gece

inkiibe edilmis 25 g drnekten elde edilen DNA 8850 12589 4 12593

Negatif Kontrol (Kontamine edilmemis 25 g

Ornegin bir gece inkiibasyonundan sonra elde 0 0 13418 13418

edilen DNA)

dH,0 0 0 13993 13993

dH,O 0 0 15179 15179

Yapilan ¢alisma sonucunda 3 saatlik inkiibasyonun 6n zenginlestirme i¢in en uygun
segenek oldugu kanisina varilarak hassasiyet ¢alismasi yapilmistir. 1.1 kob/ml bakteri
sayisina sahip diliisyon ile ¢oklu deney planlanmistir. Bu bakteri diliisyonu ile
kontamine edilen 6rnekten 8 liyofilize numune alinarak 15 pl dH20’da ¢ozdiiriilmiis
ve her reaksiyon i¢in 5 pul DNA kullanilarak DNA’nin tamami 3’li ¢alisma igin
harcanmigtir. Her 3’li ¢alismadaki herhangi bir pozitifligin var olup olmadigi
arastirilmistir. Biitiin 6rnekler pozitif olarak bulunmustur. Pozitif droplete sahip
ornekler belirlenmistir. Calismaya ait ddPCR goriintiisii Sekil 3.9 (a)’da verilmistir.
Calisilan 9 ornegin 8’i ddPCR ¢alisma sonucu Kkabul kriterlerine uygun sonug
vermistir. Calismaya ait HEX kanalindan alinan internal kontrol artisin1 gdsteren

ddPCR sonuglari ise Sekil 3.9 (b)’de verilmistir. Cizelge 3.12 ise ddPCR c¢alismasina
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ait sonuglari icermektedir. Hassasiyeti belirlemek {izere 850, 85 ve 11 kob/ml bakteri

diiliisyonlari ile kontamine edilmis ve 3 saat inkiibe edilmis 6rneklerden gelen ddPCR

sonuglar1 da probit analizi i¢in eklenmistir. Cizelge 3.13 de bu sonuglar topluca

gosterilmistir. Cizelge 3.14 ise ¢alismaya ait probit analiz sonucunu gostermektedir.
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Sekil 3.9 : 1.1 kob/ml bakteri diliisyonu ile kontamine drneklerin 3 saatlik
inkiibasyonundan sonra DNA nin ddPCR’da iig reaksiyonda galisiimasi (Oz ve dig,

2020).

Cizelge 3.12 : Duyarlilik deneyine ait ddPCR sonuglari.

Ornek

Konsantrasyon Pozitif Negatif

(kopya/ul)  Droplet Droplet

Kabul
Edilen
Droplet

1.1 kob bakteri ile kontamine 3 saat
On zenginlestirme uygulanmis 25 g
ornekten elde edilen DNA-1
1.1 kob bakteri ile kontamine 3 saat
6n zenginlestirme uygulanmig 25 g
ornekten elde edilen DNA-1
1.1 kob bakteri ile kontamine 3 saat
On zenginlestirme uygulanmis 25 g
ornekten elde edilen DNA-1
1.1 kob bakteri ile kontamine 3 saat
6n zenginlestirme uygulanmis 25 g
ornekten elde edilen DNA-2
1.1 kob bakteri ile kontamine 3 saat
on zenginlestirme uygulanmis 25 g
Ornekten elde edilen DNA-2
1.1 kob bakteri ile kontamine 3 saat
on zenginlestirme uygulanmis 25 g
Ornekten elde edilen DNA-2
1.1 kob bakteri ile kontamine 3 saat
6n zenginlestirme uygulanmis 25 g
ornekten elde edilen DNA-3
1.1 kob bakteri ile kontamine 3 saat
6n zenginlestirme uygulanmis 25 g
ornekten elde edilen DNA-3
1.1 kob bakteri ile kontamine 3 saat
On zenginlestirme uygulanmis 25 g
Ornekten elde edilen DNA-3

0.385

0.267

0.211

0.143

0.0895

0.171

0.126

0

1

6100

14254

12328

15592

15368

16399

12279

12871

8712

6100

14259

12331

15595

15370

16399

12280

12873

8713
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Cizelge 3.12 (devam) : Duyarlilik deneyine ait ddPCR sonuglari.

Ornek

Konsantrasyon Pozitif Negatif

(kopya/ul)  Droplet Droplet

Kabul
Edilen
Droplet

1.1 kob bakteri ile kontamine 3 saat
on zenginlestirme uygulanmis 25 g
ornekten elde edilen DNA-4

1.1 kob bakteri ile kontamine 3 saat
On zenginlestirme uygulanmis 25 g
ornekten elde edilen DNA-4

1.1 kob bakteri ile kontamine 3 saat
On zenginlestirme uygulanmis 25 g
ornekten elde edilen DNA-4

1.1 kob bakteri ile kontamine 3 saat
On zenginlestirme uygulanmis 25 g
ornekten elde edilen DNA-5

1.1 kob bakteri ile kontamine 3 saat
6n zenginlestirme uygulanmis 25 g
ornekten elde edilen DNA-5

1.1 kob bakteri ile kontamine 3 saat
On zenginlestirme uygulanmis 25 g
ornekten elde edilen DNA-5

1.1 kob bakteri ile kontamine 3 saat
On zenginlestirme uygulanmis 25 g
ornekten elde edilen DNA-6

1.1 kob bakteri ile kontamine 3 saat
On zenginlestirme uygulanmis 25 g
ornekten elde edilen DNA-6

1.1 kob bakteri ile kontamine 3 saat
6n zenginlestirme uygulanmis 25 g
ornekten elde edilen DNA-6

1.1 kob bakteri ile kontamine 3 saat
On zenginlestirme uygulanmis 25 g
ornekten elde edilen DNA-7

1.1 kob bakteri ile kontamine 3 saat
On zenginlestirme uygulanmis 25 g
ornekten elde edilen DNA-7

1.1 kob bakteri ile kontamine 3 saat
6n zenginlestirme uygulanmig 25 g
ornekten elde edilen DNA-7

1.1 kob bakteri ile kontamine 3 saat
6n zenginlestirme uygulanmis 25 g
ornekten elde edilen DNA-8

1.1 kob bakteri ile kontamine 3 saat
6n zenginlestirme uygulanmis 25 g
ornekten elde edilen DNA-8
Negatif Kontrol (Kontamine
edilmemis 25 g drnegin bir gece
inkiibasyonundan sonra elde edilen
DNA)

dH.0

Negatif Kontrol (Kontamine
edilmemis 25 g drnegin bir gece
inkiibasyonundan sonra elde edilen
DNA)

0.0983

0.134

0.0753

0.0615

0.0626

0.196

0.0763

0.573

0.676

0.129

0.195

0.278

1

11175

15693

16100

17652

16422

14602

17863

17559

16783

14396

11499

11377

16981

16940

15828

16851

17690

11176

15693

16100

17652

16424

14603

17864

17560

16786

14397

11505

11384

16983

16943

15832

16851

17690
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Cizelge 3.13 : Probit analizi i¢in 850, 85 and 11 kob/ml bakteri ile kontamine
edilerek 3 saat inkiibe edilen 6rneklerden elde edilen ddPCR sonuglari.

Konsantrasyon Pozitif  Negatif Kabul Edilen

Ornek (kopya/pl) Droplet  Droplet Droplet

*8.5x 10°kob/ml bakteri diliisyonundan
elde edilen DNA (Pozitif Kontrol)

850 kob bakteri ile kontamine 3 saat 6n

zenginlestirme uygulanmis 25 g 6rnekten 3880 10235 310 10545
elde edilen DNA-1

850 kob bakteri ile kontamine 3 saat 6n

zenginlestirme uygulanmis 25 g 6rnekten 4760 12629 168 12797
elde edilen DNA-2

850 kob bakteri ile kontamine 3 saat 6n

zenginlestirme uygulanmis 25 g 6rnekten 7430 11239 13 11252
elde edilen DNA-3

850 kob bakteri ile kontamine 3 saat 6n

zenginlestirme uygulanmis 25 g 6rnekten 5160 13072 121 13193
elde edilen DNA-4

850 kob bakteri ile kontamine 3 saat 6n

zenginlestirme uygulanmis 25 g 6rnekten 3430 9627 444 10071
elde edilen DNA-5

850 kob bakteri ile kontamine 3 saat 6n

zenginlestirme uygulanmis 25 g 6rnekten 5030 11373 118 11491
elde edilen DNA-6

850 kob bakteri ile kontamine 3 saat 6n

zenginlestirme uygulanmis 25 g 6rnekten 3120 9355 581 9936
elde edilen DNA-7

850 kob bakteri ile kontamine 3 saat 6n

zenginlestirme uygulanmis 25 g 6rnekten 10000 9043 1 9044
elde edilen DNA-8

85 kob bakteri ile kontamine 3 saat 6n

zenginlestirme uygulanmis 25 g 6rnekten 1110 6318 3599 9917
elde edilen DNA-1

85 kob bakteri ile kontamine 3 saat 6n

zenginlestirme uygulanmis 25 g 6rnekten 1810 6692 1598 8290
elde edilen DNA-2

85 kob bakteri ile kontamine 3 saat 6n

zenginlestirme uygulanmis 25 g 6rnekten 857 7109 6015 13124
elde edilen DNA-3

85 kob bakteri ile kontamine 3 saat 6n

zenginlestirme uygulanmis 25 g 6rnekten 5180 10422 94 10516
elde edilen DNA-4

85 kob bakteri ile kontamine 3 saat 6n

zenginlestirme uygulanmis 25 g 6rnekten 1590 8293 2553 10846
elde edilen DNA-5

85 kob bakteri ile kontamine 3 saat 6n

zenginlestirme uygulanmig 25 g 6rnekten 5290 9516 78 9594
elde edilen DNA-6

85 kob bakteri ile kontamine 3 saat 6n

zenginlestirme uygulanmig 25 g 6rnekten 1380 7486 2965 10451
elde edilen DNA-7

85 kob bakteri ile kontamine 3 saat 6n

52.2 370 7604 7974

zenginlestirme uygulanmis 25 g 6rnekten 6010 9676 41 9717
elde edilen DNA-8

dH:0 0 0 10327 10327
Negatif Kontrol (Kontamine edilmemis 25

g Ornegin bir gece inkiibasyonundan sonra 0 0 9887 9887

elde edilen DNA)
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Cizelge 3.13 (devam) : Probit analizi i¢in 850, 85 and 11 kob/ml bakteri ile
kontamine edilerek 3 saat inkiibe edilen 6rneklerden elde edilen ddPCR
sonuglart.

Konsantrasyon Pozitif ~ Negatif Kabul Edilen

Ornek (kopya/ul) Droplet  Droplet Droplet

11.3 kob bakteri ile kontamine 3 saat 6n

zenginlestirme uygulanmis 25 g 6rnekten 4.32 55 13968 14023
elde edilen DNA-1

11.3 kob bakteri ile kontamine 3 saat 6n

zenginlestirme uygulanmis 25 g 6rnekten 3.61 45 13675 13720
elde edilen DNA-2

11.3 kob bakteri ile kontamine 3 saat 6n

zenginlestirme uygulanmis 25 g 6rnekten 3.87 49 13892 13941
elde edilen DNA-3

11.3 kob bakteri ile kontamine 3 saat 6n

zenginlestirme uygulanmis 25 g 6rnekten 1.8 21 12775 12796
elde edilen DNA-4

11.3 kob bakteri ile kontamine 3 saat 6n

zenginlestirme uygulanmis 25 g 6rnekten 1.37 14 11211 11225
elde edilen DNA-5

11.3 kob bakteri ile kontamine 3 saat 6n

zenginlestirme uygulanmis 25 g 6rnekten 1.11 13 12810 12823
elde edilen DNA-6

Negatif Kontrol (Kontamine edilmemis 25

g Ornegin bir gece inkiibasyonundan sonra 0 0 10310 10310
elde edilen DNA)

11.3 kob bakteri ile kontamine 3 saat 6n

zenginlestirme uygulanmis 25 g 6rnekten 1.55 18 12736 12754
elde edilen DNA-7

11.3 kob bakteri ile kontamine 3 saat 6n

zenginlestirme uygulanmig 25 g 6rnekten 2.23 26 12781 12807
elde edilen DNA-8

11.3 kob bakteri ile kontamine 3 saat 6n

zenginlestirme uygulanmis 25 g 6rnekten 1.9 26 15064 15090
elde edilen DNA-9

11.3 kob bakteri ile kontamine 3 saat 6n

zenginlestirme uygulanmis 25 g 6rnekten 1.19 11 10183 10194
elde edilen DNA-10

11.3 kob bakteri ile kontamine 3 saat 6n

zenginlestirme uygulanmis 25 g 6rnekten 0.283 4 15510 15514
elde edilen DNA-11

dH20 0 0 16415 16415
Negatif Kontrol (Kontamine edilmemis 25

g Ornegin bir gece inkiibasyonundan sonra 0 0 17293 17293

elde edilen DNA)
*Pozitif kontrol’iin toplam droplet sayis1 kabul kriterlerinin diginda ¢ikmistir. Bu deney i¢in pozitif ve
negatif dropletlerin ayrimi 6nemli oldugundan diger pozitif sonuglar da goézoniine alinarak bir
degerlendirme yapilmistir.

Cizelge 3.14 : ddPCR ¢alismasinda hassasiyet deneyine ait probit analiz sonucu.

25 g Ornek icin Pozitif Bulunan

Gézlem Konsantrasyon Test Edilen Ornek Sayisi Ornek Sayist
1 850 kob 8
2 85 kob 8
3 11 kob 1 11
4 1.1 kob 9 8
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Cizelge 3.14 (devam) : ddPCR ¢alismasinda hassasiyet deneyine ait probit analiz

sonucu.

Olasilik  Konsantrasyon

0.01 0.1516
0.05 0.2219
0.10 0.2718
0.20 0.3476
0.30 0.4150
0.40 0.4828
0.50 0.5562
0.60 0.6408
0.70 0.7455
0.80 0.8901
0.90 1.1381
0.95 1.3942
0.99 2.0401

25 g ¢ig kiyma Orneginde ddPCR c¢alismast i¢in %95 giivenilir aralikta saptanan

hassasiyet degeri 1.39 kob olarak bulunmustur. Materyal metot kisminda bahsi gegen

kabul kriterleri ¢ercevesinde sonuglar degerlendirilmistir.

Real Time-PCR c¢alismast i¢in 25 g kiyma 6rnegi 605, 60.5, 6.05 kob/ml 6rnek ile

kontamine edilerek 3 saatlik inkiibasyona tabi tutulmus ve izole edilen DNA 8’li tekrar

halinde ¢alisgilmistir. Hassasiyet probit analizi ile hesaplanmistir. 25 g kiyma 6rnegi

icin %95 giliven araligi ile Real Time-PCR c¢alismasinda hassasiyet 130 kob olarak

bulunmustur. Calisma sonucu Cizelge 3.15°te verilmistir (Oz ve dig, 2020). Probit

analizi Cizelge 3.16’da verilmistir (Oz ve dig, 2020).

Cizelge 3.15 : Real Time-PCR ¢alismasi i¢in hassasiyet ¢alismasi.

Kuyucuk Ornek Fluorescence C,t . Test

Degeri  Sonucu

A3 605 kob bakteri ile kontamine 3 saat 6n zenginlestirme FAM 33.11  Pozitif
uygulanmig 25 g 6rnekten elde edilen DNA-1 HEX 33.27  Pozitif

co 605 kob bakteri ile kontamine 3 saat 6n zenginlestirme FAM 3291  Pozitif
uygulanmis 25 g 6rnekten elde edilen DNA-2 HEX 33.34  Pozitif

c10 605 kob bakteri ile kontamine 3 saat 6n zenginlestirme FAM 32.80  Pozitif
uygulanmis 25 g 6rnekten elde edilen DNA-3 HEX 33.61  Pozitif

c11 605 kob bakteri ile kontamine 3 saat 6n zenginlestirme FAM 33.07  Pozitif
uygulanmis 25 g 6rnekten elde edilen DNA-4 HEX 33.22  Pozitif

A5 60.5 kob bakteri ile kontamine 3 saat 6n zenginlestirme FAM 3596  Pozitif
uygulanmig 25 g 6rnekten elde edilen DNA-1 HEX 32.95  Pozitif

A6 60.5 kob bakteri ile kontamine 3 saat 6n zenginlestirme FAM 36.18  Pozitif
uygulanmis 25 g 6rnekten elde edilen DNA-2 HEX 34.04  Pozitif

A7 60.5 kob bakteri ile kontamine 3 saat 6n zenginlestirme FAM 38.01 Pozitif
uygulanmig 25 g 6rnekten elde edilen DNA-3 HEX 33.80  Pozitif
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Cizelge 3.15 (devam): Real Time-PCR ¢aligsmasi i¢in hassasiyet ¢alismasi.

Kuyucuk Ornek Fluorescence Cit . Test
Degeri  Sonucu
A8 60.5 kob bakteri ile kontamine 3 saat 6n zenginlestirme FAM 37.21  Pozitif
uygulanmig 25 g 6rnekten elde edilen DNA-4 HEX 33.90  Pozitif
A9 60.5 kob bakteri ile kontamine 3 saat on zenginlestirme FAM - Negatif
uygulanmig 25 g 6rnekten elde edilen DNA-5 HEX 34.01  Pozitif
A0 60.5 kob bakteri ile kontamine 3 saat 6n zenginlestirme FAM - Neggt.if
uygulanmig 25 g 6rnekten elde edilen DNA-6 HEX 34.24  Pozitif
ALl 60.5 kob bakteri ile kontamine 3 saat 6n zenginlestirme FAM - Neggt_if
uygulanmis 25 g 6rnekten elde edilen DNA-7 HEX 34.07  Pozitif
AL2 60.5 kob bakteri ile kontamine 3 saat 6n zenginlestirme FAM - Negatif
uygulanmig 25 g 6rnekten elde edilen DNA-8 HEX 33.98  Pozitif
B3 60.5 kob bakteri ile kontamine 3 saat on zenginlestirme FAM - Negatif
uygulanmig 25 g 6rnekten elde edilen DNA-9 HEX 3430  Pozitif
B4 60.5 kob bakteri ile kontamine 3 saat on zenginlestirme FAM - Negatif
uygulanmig 25 g 6rnekten elde edilen DNA-10 HEX 34.01  Pozitif
. FAM - Negatif
C4 Negatif Kontrol HEX 3402 Pozitif
. FAM - Negatif
C5 Negatif Kontrol HEX 3455  Pozitif
A3 605 kob bakteri ile kontamine 3 saat 6n zenginlestirme FAM 32.03  Pozitif
uygulanmis 25 g 6rnekten elde edilen DNA-5 HEX 32.93  Pozitif
c5 605 kob bakteri ile kontamine 3 saat 6n zenginlestirme FAM 32.43  Pozitif
uygulanmig 25 g 6rnekten elde edilen DNA-6 HEX 32.97  Pozitif
c6 605 kob bakteri ile kontamine 3 saat 6n zenginlestirme FAM 32.28  Pozitif
uygulanmig 25 g 6rnekten elde edilen DNA-7 HEX 32.75  Pozitif
c7 605 kob bakteri ile kontamine 3 saat 6n zenginlestirme FAM 33.48  Pozitif
uygulanmisg 25 g drnekten elde edilen DNA-8 HEX 33.02  Pozitif
. FAM - Negatif
C3 Negatif Kontrol HEX 3331 Pogitif
. FAM - Negatif
C4 Negatif Kontrol HEX 3341  Pozitif
. FAM 32.76  Pozitif
Al Pozitif Kontrol HEX 3257  Poritif
6.05 kob bakteri ile kontamine 3 saat 6n zenginlestirme FAM 42.62  Negatif
A4 uygulanmisg 25 g drnekten elde edilen DNA-1 HEX 32.73  Pozitif
6.05 kob bakteri ile kontamine 3 saat on zenginlestirme FAM - Negatif
A5 uygulanmig 25 g 6rnekten elde edilen DNA-2 HEX 33.15  Pozitif
6.05 kob bakteri ile kontamine 3 saat 6n zenginlestirme FAM 44.64  Negatif
A6 uygulanmisg 25 g drnekten elde edilen DNA-3 HEX 32.95  Pozitif
6.05 kob bakteri ile kontamine 3 saat on zenginlestirme FAM - Negatif
A7 uygulanmig 25 g 6rnekten elde edilen DNA-4 HEX 33.02  Pozitif
6.05 kob bakteri ile kontamine 3 saat 6n zenginlestirme FAM 4452  Negatif
A8 uygulanmig 25 g 6rnekten elde edilen DNA-5 HEX 32.87  Pozitif
6.05 kob bakteri ile kontamine 3 saat 6n zenginlestirme FAM - Negatif
Al0 uygulanmig 25 g 6rnekten elde edilen DNA-6 HEX 33 Pozitif
6.05 kob bakteri ile kontamine 3 saat 6n zenginlestirme FAM - Negatif
All uygulanmig 25 g 6rnekten elde edilen DNA-7 HEX 3293  Pozitif
6.05 kob bakteri ile kontamine 3 saat on zenginlestirme FAM - Negatif
Al2 uygulanmig 25 g 6rnekten elde edilen DNA-8 HEX 32.87  Pozitif
6.05 kob bakteri ile kontamine 3 saat 6n zenginlestirme FAM - Negatif
B11 uygulanmig 25 g 6rnekten elde edilen DNA-9 HEX 33.14  Pozitif
6.05 kob bakteri ile kontamine 3 saat 6n zenginlestirme FAM - Negatif
B12 uygulanmig 25 g 6rnekten elde edilen DNA-10 HEX 32.67  Pozitif
. FAM - Negatif
C3 Negatif Kontrol HEX 3308  Pozitif
. FAM - Negatif
C4 Negatif Kontrol HEX 3298  Pogitif
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Cizelge 3.16 : Salmonella Real Time-PCR ¢aligsmasi i¢in probit analizi.

Gézlem Konsantrasyon Test Edilen quitif Bulunan
Ornek Sayisi Ornek Sayist
1 605 kob 8 8
2 60.5 kob 10 4
3 6.05 kob 10 0
Olasilik Konsantrasyon
0.01 26.0427
0.05 34.3582
0.10 39.8277
0.20 47.6291
0.30 54.1864
0.40 60.5000
0.50 67.0647
0.60 74.3417
0.70 83.0037
0.80 94.4311
0.90 112.9282
0.95 130.9054
0.99 172.7040

3.4 Salmonella spp. Tekrarlanabilirlik Deney Sonuclar:

Tekrarlanabilirlik ve tekrar tiretilebilirlik deneyleri i¢in optimize edilmis miktar primer
ve prob karigimlari ile 3 farkli zamanda primer prob diliisyonlar1 hazirlanmistir. LotA,
LotB, LotC olarak etiketlenen bu diliisyonlardan LotA etiketine sahip diliisyon igin 3
farkl kigi tarafindan en az 3 tekrarli ¢calisma gergeklestirilmistir. Diger yandan ayni
kisi ile li¢ farkl1 lota sahip diliisyonlarla farkli zamanlarda tekrarli galisma yapmustir.
Calisma igi farklilig1 belirlemek tizere ise 7 tekrarl bir deney gergeklestirilmistir. Real
Time-PCR ¢aligsmalari i¢in 605 kob/ml bakteri sayisina sahip diliisyonla 25 g kiyma
ornegi kontamine edilmis ve 3 saat 6n zenginlestirme islemine tabi tutulmus 6rnekten
elde edilen DNA kullanmilmistir. Benzer c¢alisma ddPCR c¢alismasi igin
gerceklestirilmis olup 6050 kob/ml Salmonella spp. igeren drnekten elde edilen ddPCR
sonuglar1 degerlendirilmistir. Cizelge 3.17°de Real Time-PCR c¢alismasinda
tekrarlanabilirlik ve tekrar {iretilebilirlik deneylerinde elde edilen Ct degerleri
sunulmustur. Cizelge 3.18’de ise caligsmaya ait varyasyon katsayisi hesaplanarak
belirlenmistir. Cizelge 3.19 ve Cizelge 3.20°de ddPCR calismasinda tekrarlanabilirlik
ve tekrar {iretilebilirlik deneylerinden elde edilen degerler sunulmustur. Cizelge

3.21°de ise bu ¢alismaya ait varyasyon katsayisi hesaplanarak belirlenmistir.

62



Cizelge 3.17 : Real Time-PCR c¢alismasinda tekrarlanabilirlik ve tekrar tiretilebilirlik
deneylerinde elde edilen Ct degerleri (Oz ve dig, 2020).

Standart

Ornek CtDegeri  Ortalama Sapma

Caligma Giinii: 1 - Kisi No: 1 - Parti: A
605 kob bakteri ile kontamine 3 saat 6n zenginlestirme uygulanmig 25

g ornekten elde edilen DNA-1 3084
605 kob bakteri ile kontamine 3 saat 6n zenginlestirme uygulanmig 25
. . 30.58
g ornekten elde edilen DNA-2 313475 074625
605 kob bakteri ile kontamine 3 saat 6n zenginlestirme uygulanmis 25 3191 ' '
g 6rnekten elde edilen DNA-3 '
605 kob bakteri ile kontamine 3 saat 6n zenginlestirme uygulanmig 25 32.06
g 6rnekten elde edilen DNA-4 '
Caligma Giinii: 2 - Kisi No: 2 - Parti: A
605 kob bakteri ile kontamine 3 saat 6n zenginlestirme uygulanmig 25 2997
g ornekten elde edilen DNA-1 '
605 kob bakteri ile kontamine 3 saat 6n zenginlestirme uygulanmig 25 2947
g ornekten elde edilen DNA-2 ' 29.71 040233
605 kob bakteri ile kontamine 3 saat 6n zenginlestirme uygulanmig 25 3001 ' '
g 6rnekten elde edilen DNA-3 '
605 kob bakteri ile kontamine 3 saat 6n zenginlestirme uygulanmig 25 30.09
g orekten elde edilen DNA-4 '
Calisma Giinii: 3 - Kigi No: 1 - Parti: C
605 kob bakteri ile kontamine 3 saat 6n zenginlestirme uygulanmis 25 3021
g ornekten elde edilen DNA-1 '
605 kob bakteri ile kontamine 3 saat 6n zenginlestirme uygulanmis 25 304
g 6rnekten elde edilen DNA-2 ' 305875 0.38038
605 kob bakteri ile kontamine 3 saat 6n zenginlestirme uygulanmig 25 31.09 ' '
g 6rnekten elde edilen DNA-3 ‘
605 kob bakteri ile kontamine 3 saat 6n zenginlestirme uygulanmis 25 3065
g ornekten elde edilen DNA-4 '
Calisma Giinii: 4 - Kisi No: 3 - Parti: A
605 kob bakteri ile kontamine 3 saat 6n zenginlestirme uygulanmis 25 2902
g ornekten elde edilen DNA-1 '
605 kob bakteri ile kontamine 3 saat 6n zenginlestirme uygulanmis 25 2902
g ormekten elde edilen DNA-2 ' 29125 012793
605 kob bakteri ile kontamine 3 saat 6n zenginlestirme uygulanmig 25 2928 ' '
g ormekten elde edilen DNA-3 '
605 kob bakteri ile kontamine 3 saat 6n zenginlestirme uygulanmis 25 2918
g ornekten elde edilen DNA-4 :
Caligma Giinii: 5 - Kisi No: 1 - Parti: B
605 kob bakteri ile kontamine 3 saat 6n zenginlestirme uygulanmis 25 28.86
g ornekten elde edilen DNA-1 '
605 kob bakteri ile kontamine 3 saat 6n zenginlestirme uygulanmig 25 29 14
g ormekten elde edilen DNA-2 ' 28.89 0.28542
605 kob bakteri ile kontamine 3 saat 6n zenginlestirme uygulanmig 25 2906 ' '
g ormekten elde edilen DNA-3 '
605 kob bakteri ile kontamine 3 saat 6n zenginlestirme uygulanmis 25 285
g 6rnekten elde edilen DNA-4 )
Caligma Giinii: 5 (Caligsma i¢i dahil) - Kisi No: 1 - Parti: B
605 kob bakteri ile kontamine 3 saat 6n zenginlestirme uygulanmis 25 29 14
g 6rnekten elde edilen DNA-1 '
605 kob bakteri ile kontamine 3 saat 6n zenginlestirme uygulanmig 25 2906
g ornekten elde edilen DNA-2 :
605 kob bakteri ile kontamine 3 saat 6n zenginlestirme uygulanmig 25 285

g orekten elde edilen DNA-3
605 kob bakteri ile kontamine 3 saat 6n zenginlestirme uygulanmis 25
g 6rnekten elde edilen DNA-4
605 kob bakteri ile kontamine 3 saat 6n zenginlestirme uygulanmis 25

28.55 28.7071 0.38274

g ornekten elde edilen DNA-5 28.04
605 kob bakteri ile kontamine 3 saat 6n zenginlestirme uygulanmis 25 28.72
g ornekten elde edilen DNA-6 '

605 kob bakteri ile kontamine 3 saat 6n zenginlestirme uygulanmis 25 28.94

g 6rnekten elde edilen DNA-7
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Cizelge 3.18 : Real Time-PCR ¢aligsmasi igin tekrarlanabilirlik ve tekrar
iiretilebilirlik deneylerinden elde edilen degerler (Oz ve dig, 2020).

Uygulayicilar

Calisma I¢i Lotlar Aras1 Aras Toplam
Salmonella Degiskenlik Degiskenlik Deiskenlik Caligmalar Arasi
N=7 N=3 N3 Degiskenlik N=5
Standart Sapma 0.38 1.17 1.08 1.02
Degigim Katsayisi [%] 1.33 3.86 3.59 3.41

Cizelge 3.19 : ddPCR ¢alismasi i¢in tekrarlanabilirlik ve tekrar iiretilebilirlik
deneylerinden elde edilen ddPCR sonuglari(Oz ve dig, 2020).

Ornek

Konsantrasyon
(kopya/ul)

Pozitif
Droplet

Negatif
Droplet

Kabul Edilen
Droplet

Tekrarlanabilirlik Testi 1

6050 kob bakteri ile kontamine 3 saat 6n
zenginlestirme uygulanmis 25 g 6rnekten
elde edilen DNA-1

6050 kob bakteri ile kontamine 3 saat 6n
zenginlestirme uygulanmis 25 g 6rnekten
elde edilen DNA-2

6050 kob bakteri ile kontamine 3 saat 6n
zenginlestirme uygulanmis 25 g 6rnekten
elde edilen DNA-3

Negatif Kontrol (dH20)
Tekrarlanabilirlik Testi 2

6050 kob bakteri ile kontamine 3 saat 6n
zenginlestirme uygulanmis 25 g 6rnekten
elde edilen DNA-1

6050 kob bakteri ile kontamine 3 saat 6n
zenginlestirme uygulanmis 25 g 6rnekten
elde edilen DNA-2

6050 kob bakteri ile kontamine 3 saat 6n
zenginlestirme uygulanmis 25 g 6rnekten
elde edilen DNA-3

Tekrarlanabilirlik Testi 3

6050 kob bakteri ile kontamine 3 saat 6n
zenginlestirme uygulanmis 25 g 6rnekten
elde edilen DNA-1

6050 kob bakteri ile kontamine 3 saat 6n
zenginlestirme uygulanmis 25 g 6rnekten
elde edilen DNA-2

6050 kob bakteri ile kontamine 3 saat 6n
zenginlestirme uygulanmis 25 g 6rnekten
elde edilen DNA-3

Tekrarlanabilirlik Testi 4

6050 kob bakteri ile kontamine 3 saat 6n
zenginlestirme uygulanmis 25 g 6rnekten
elde edilen DNA-1

6050 kob bakteri ile kontamine 3 saat 6n
zenginlestirme uygulanmis 25 g 6rnekten
elde edilen DNA-2

6050 kob bakteri ile kontamine 3 saat 6n
zenginlestirme uygulanmis 25 g 6rnekten
elde edilen DNA-3

3500

3630

2590

0

10100

7810

9050

4840

9440

4360

9160

1000000

8920

13555

12625

13039

0

10166

11019

7561

9553

10733

7954

12553

12520

13459

585

482

1369

5032

118

154

14140

13107

14408

5032

10167

11028

7563

9671

10735

8108

12556

12520

13463
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Cizelge 3.19 (devam) : ddPCR c¢aligsmasi igin tekrarlanabilirlik ve tekrar
iiretilebilirlik deneylerinden elde edilen ddPCR sonuglari.

Konsantrasyon Pozitif ~ Negatif Kabul Edilen

Ornek (kopya/ul) Droplet  Droplet Droplet

Tekrarlanabilirlik Testi 5 + Calisma i¢i degiskenlik

6050 kob bakteri ile kontamine 3 saat 6n

zenginlestirme uygulanmis 25 g 6rnekten 4930 10426 119 10545
elde edilen DNA-1

6050 kob bakteri ile kontamine 3 saat 6n

zenginlestirme uygulanmis 25 g 6rnekten 9490 11250 2 11252
elde edilen DNA-2

6050 kob bakteri ile kontamine 3 saat 6n

zenginlestirme uygulanmis 25 g 6rnekten 4510 9905 166 10071
elde edilen DNA-3

6050 kob bakteri ile kontamine 3 saat 6n

zenginlestirme uygulanmis 25 g 6rnekten 4020 9681 255 9936
elde edilen DNA-4

6050 kob bakteri ile kontamine 3 saat 6n

zenginlestirme uygulanmis 25 g 6rnekten 3190 7836 454 8290
elde edilen DNA-5

6050 kob bakteri ile kontamine 3 saat 6n

zenginlestirme uygulanmis 25 g 6rnekten 6330 10483 33 10516
elde edilen DNA-6

6050 kob bakteri ile kontamine 3 saat 6n

zenginlestirme uygulanmis 25 g 6rnekten 6730 9573 21 9594
elde edilen DNA-7

6050 kob bakteri ile kontamine 3 saat 6n

zenginlestirme uygulanmis 25 g 6rnekten 3140 9850 601 10451
elde edilen DNA-8

6050 kob bakteri ile kontamine 3 saat 6n

zenginlestirme uygulanmis 25 g 6rnekten 6650 12767 30 12797
elde edilen DNA-9

Cizelge 3.20 : ddPCR ¢alismasi i¢in Cizelge 3.19a ait ek bilgiler.

Konsantrasyon Log Standart

Ornek (kopya/ul)  Ortalama Sapma

Calisma Giinii: 1 - Kisi No: 1 - Parti: A
6050 kob bakteri ile kontamine 3 saat 6n zenginlestirme
uygulanmig 25 g drnekten elde edilen DNA-1
6050 kob bakteri ile kontamine 3 saat 6n zenginlestirme
uygulanmis 25 g 6rnekten elde edilen DNA-2 3630 3.506 0.081
6050 kob bakteri ile kontamine 3 saat 6n zenginlestirme

3500

uygulanmig 25 g drnekten elde edilen DNA-3 2590
Calisma Giinii: 2 - Kisi No: 2 - Parti: A
6050 kob bakteri ile kontamine 3 saat 6n zenginlestirme 10100
uygulanmig 25 g drnekten elde edilen DNA-1
6050 kob bakteri ile kontamine 3 saat 6n zenginlestirme
uygulanmis 25 g 6rnekten elde edilen DNA-2 7810 3.951 0.056
6050 kob bakteri ile kontamine 3 saat 6n zenginlestirme 9050
uygulanmig 25 g 6rnekten elde edilen DNA-3
Calisma Giinii: 3 - Kisi No: 1 - Parti: C
6050 kob bakteri ile kontamine 3 saat on zenginlestirme 4840
uygulanmig 25 g 6rnekten elde edilen DNA-1
6050 kob bakteri ile kontamine 3 saat on zenginlestirme
uygulanmig 25 g 6rnekten elde edilen DNA-2 9440 3.766 0.182
6050 kob bakteri ile kontamine 3 saat 6n zenginlestirme 4360

uygulanmig 25 g 6rnekten elde edilen DNA-3
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Cizelge 3.20 (devam) : ddPCR caligsmasi igin Cizelge 3.19’a ait ek bilgiler.

Konsantrasyon Log Standart

Ornek (kopya/ul)  Ortalama Sapma

Caligma Giinii: 4 - Kisi No: 3 - Parti: A
6050 kob bakteri ile kontamine 3 saat 6n zenginlestirme

uygulanmig 25 g 6rnekten elde edilen DNA-1 9160 3.956 0.008
6050 kob bakteri ile kontamine 3 saat 6n zenginlestirme 8920 ' ’
uygulanmig 25 g 6rnekten elde edilen DNA-2
Calisma Giinii: 5 - Kisi No: 1 - Parti: B
6050 kob bakteri ile kontamine 3 saat 6n zenginlestirme 4930
uygulanmig 25 g 6rnekten elde edilen DNA-1
6050 kob bakteri ile kontamine 3 saat 6n zenginlestirme
uygulanmig 25 g 6rnekten elde edilen DNA-2 9490 3.775 0.176
6050 kob bakteri ile kontamine 3 saat 6n zenginlestirme 4510
uygulanmig 25 g 6rnekten elde edilen DNA-3
Calisma Glinii: 5 (intraassay dahil) - Kisi No: 1 - Parti: B
6050 kob bakteri ile kontamine 3 saat 6n zenginlestirme 4930
uygulanmig 25 g 6rnekten elde edilen DNA-1
6050 kob bakteri ile kontamine 3 saat 6n zenginlestirme 9490
uygulanmig 25 g 6rnekten elde edilen DNA-2
6050 kob bakteri ile kontamine 3 saat 6n zenginlestirme 4510
uygulanmig 25 g 6rnekten elde edilen DNA-3
6050 kob bakteri ile kontamine 3 saat 6n zenginlestirme 4020
uygulanmig 25 g 6rnekten elde edilen DNA-4
6050 kob bakteri ile kontamine 3 saat 6n zenginlestirme
uygulanmig 25 g 6rnekten elde edilen DNA-5 3190 3.713 0.161
6050 kob bakteri ile kontamine 3 saat 6n zenginlestirme 6330
uygulanmig 25 g 6rnekten elde edilen DNA-6
6050 kob bakteri ile kontamine 3 saat on zenginlestirme 6730
uygulanmig 25 g 6rnekten elde edilen DNA-7
6050 kob bakteri ile kontamine 3 saat 6n zenginlestirme 3140
uygulanmig 25 g drnekten elde edilen DNA-8
6050 kob bakteri ile kontamine 3 saat 6n zenginlestirme 6650

uygulanmig 25 g drnekten elde edilen DNA-9

Cizelge 3.21 : ddPCR ¢alismasi i¢in tekrarlanabilirlik ve tekrar iiretilebilirlik
deneylerinden elde edilen degiskenlik katsayilari.

Calisma I¢i Lotlar Arasi Uygulayicilar | TOpllam
Salmonella Degiskenlik Degiskenlik Arast Galismalar Arast
N=9 N=3 Degiskenlik Degiskenlik
N=3 N=5
Standart Sapma 0.16 0.19 0.24 0.20
Degisim Katsayisi [%] 4.36 5.10 6.24 5.30

Cizelge 3.21°de yer alan degisim katsayilarina gore, en az degiskenligin oldugu
calisma i¢i varyasyon oldugu goriilmektedir. En fazla degiskenlik ise operatorler

(uygulayicilar) arasi ¢aligmada goriilmektedir.

3.5 Listeria monocytogenes icin Primer-Prob Ozgiilliigii

Dizayn asamasinda BLAST analizi ile in silico olarak yapilan analizler i¢in ¢apraz

reaktivite yaratabilecek herhangi bir homoloji ile karsilagilmamistir. Listeria
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monoytogenes tanist i¢in belirlenen iki primer prob bdlgesi i¢in ayr1 ayr1 optimizasyon
calismalar1 yapilmistir. Real Time-PCR c¢alismasinda iap bolgesi ig¢in optimizasyon
caligmalar1 sirasinda diger bolge calismalarina gore artis egrilerinde zayiflik tespit
edilmistir. Sekil 3.10°da Listeria monocytogenes ATCC 15313 susu i¢in iap gen
bolgesi artis egrileri ile Salmonella Typhimurium ATCC 14028 susunun bipA bolgesi
artig egrileri karsilagtirma ¢aligmasi gosterilmistir. Sekil 3.10°da diiz ¢izgiler Listeria
monocytogenes ATCC 15313 susu ve Salmonella typhimurium ATCC 14028 susu ile
ilgili artiglar1 gosterirken kesikli cizgiler internal kontrol artiglarin1 gostermektedir.
Listeria monoytogenes i¢in 60 ve 6 ng/ul, Salmonella i¢in 60 ng/ul DNA
kullanilmistir. Primer prob konsantrasyonlart ile yapilan farkli caligsmalarda bu zayiflik
diizeltilememistir. Bu nedenle Listeria ¢alismalari i¢in inlA gen bolgesi igin belirlenen

optimize reaksiyon sartlari ile calismalara devam edilmesine karar verilmistir.

1784 | —T— =
15544 Salmonella Tvphimuritn ATCC e :
- . . : e . —
14129 14028 bip4 gen bolgesi artist Ll - Internal kontrol
A artislart
1 e — =
= - / | | Va ,/"‘: ]
A ol P
0 — ] |- 4 |- | | | A |2 | e
[ Listeria monocytogenes ATCC 7| = _ =
026 1 I 1 715313 iap gen bélgesi 3111§la1‘1__f/:" %%’_;____ﬂc-f————
o i ———
i B e et I
k=] s ,/;fw iy A
Ps /
nIENENEND’ ySEIRES)AANEEEN
[ 11— - L e o T
2 4 5 8 W L M B B8 W 2 A B B D B X F B O L 4 & &£ W
O

Sekil 3.10 : Salmonella spp. bipA ve Listeria monocytogenes iap gen bolgesi Real
Time-PCR artis egrilerinin karsilastirilmasi.

Tiir i¢i gapraz reaktivite testi i¢in 14 Listeria spp. tiirii icin DNA izolatlar1 denenmistir.
Bunlardan 10 tanesi Listeria monocytogenes olup 4 tanesi Listeria innocua, Listeria
welshimeri ve alt tiirii bilinmeyen Listeria spp. 6rneklerine ait DNA’lardir. Calisma
sonucunda sadece Listeria monocytogenes tiiriinde artis egrisi elde edilmistir. Diger
orneklerde internal kontrol artiglari elde edilmesine ragmen FAM kanalindan herhangi
bir sinyal alinmamistir. Sekil 3.11°de topluca tiir i¢i ¢apraz reaktivite sonuglari
gosterilmis olup diiz ¢izgiler Listeria monocytogenes artislarini gostermekte ve kesikli
cizgiler internal kontrol artisini gostermektedir. Cizelge 3.22°de Orneklerin Ct

degerleri ve 6rnek isimlerine yer verilmistir.
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Sekil 3.11 : Listeria tiir i¢i ¢apraz reaktivite ¢alismasi.

Cizelge 3.22 : Listeria monocytogenes i¢in Real Time-PCR tiir i¢i ¢apraz reaktivite
calisma sonuclari.

Kuyucuk Ornek Adi Ornek Kodu Islmzaﬁéllnan Decgeri S;?SEU
o1 SEOUOOOTS arccius LA b0 o
o USROS jocre M Bk rou
B3 Listeria innoucua - FAM pad7 TRt

HEX 35.11 Pozitif
B4 Listeria monocytogenes L-3 IF—|AI%¥ ég;é gg;::::
B5 Listeria welshimeri L-2 E'Aé'\)ﬂ 34j91 Npgg?tt.?
B6 Listeria monocytogenes RSSK 0813 FHAIy éggé gg;::::
B7 Listeria monocytogenes L-4 FHAIy ég;é gg;::::
B8 Listeria monocytogenes L-5 FHAIy ;géﬁ ggi:::;
B9 Listeriawelshimeri  RSSK 5009 i sigy  poaf
B10 Listeria monocytogenes L-6 FH'AI%'\)Q éggg’ ig;:::;
B11 Listeria monocytogenes L-7 FHAég égi? Eg;::::
B12 Listeria spp. L-10 FH?% 3 4T73 Npsgi?ff
C1 Listeria monocytogenes L-8 FH?% ggig gg;::::
Cc2 Listeria monocytogenes L-9 FHAIy ggg gg;:z:;
c3 dH-0 FH/EI;Q 35.06 NPigitllff

Tiirler dis1 capraz reaktivite deneyinde pozitif kontrol olarak Listeria monocytogenes
ATCC 15313 DNA o6rnegi kullanilmistir. Negatif kontrol olarak internal kontrol ile
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izole edilmis dH2>O reaksiyona eklenmistir. Deney igin 132 adet Listeria
monocytogenes dist sus kullanilmistir. Real Time-PCR ¢alismas1 yapilmis olup pozitif
kontrol disinda herhangi bir artig saptanmamaistir. Negatif 6rneklerin hepsinde internal
kontrol artig1 goriilmiis olup negatifligin PCR ya da izolasyondaki herhangi bir sorunla
iligkili olmadig1 kanitlanmistir. Sekil 3.12°de tiirler arast bir ¢apraz reaktivite
caligmasina ait sonug drnek olarak gosterilmis olup diiz ¢izgi artig1 pozitif kontrol olan
Listeria monocytogenes ATCC 15313 6rnegine aittir. Kesikli ¢izgiler internal kontrol
artiglarin1 gostermektedir. Yapilmis ii¢ ayr tiir dis1 calismaya ait Real Time-PCR

calisma sonuglar1 Ek B’de gosterilmektedir.
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Sekil 3.12 : Listeria monocytogenes i¢in Real Time-PCR tiirler aras1 ¢apraz
reaktivite testi i¢in 6rnek gosterim.

3.6 Listeria monocytogenes Dogrusallik Deney Sonuclari

Listeria monocytogenes igin Real Time-PCR ¢alismasinda dogrusalligi belirlemek
tizere hem kiiltiirlenen bakteriden izole edilen ve 10 katlik farklarla sulandirma serisi
hazirlanan DNAlar, hem de kiiltiire edilmis bakterinin 10 kathik farklarla hazirlanan
sulandirma serilerinden izole edilen DNA’lar iki tekrarli olarak ¢alisilmistir. Calisilan
DNA konsantrasyonlar1 ve bunlara karsilik gelen bakteri sayilar1 Cizelge 3.23’de
belirtilmis olup Real Time-PCR sonucunda elde edilen Ct sonuglar1 gosterilmistir.
Sekil 3.13 ve Sekil 3.14°de belirtilen ¢alismalara ait Real Time-PCR ¢aligsma sonuglari
gosterilmistir. Sekil 3.13’de her bir sulandirmaya ait bakteri miktar1 sekil lizerinde
gosterilmistir. Diiz ¢izgiler ilgili artiglar1 gosterirken kesikli ¢izgiler internal kontrol
artisin1 gostermektedir. Sekil 3.14’de Listeria monocytogenes ATCC 15313 susu ile
yapilan bir gecelik kiiltiirlemeden sonra elde edilen DNA 6rneginin dogrusallik deneyi
i¢in 10 katlik farklarla sulandirilarak Real Time-PCR’da calisilmasi sonrasi elde edilen

sonuglar gosterilmektedir. Her bir diliisyona ait konsantrasyon sekil {izerinde
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gosterilmistir. Diiz ¢izgiler ilgili artiglar1 gdsterirken kesikli ¢izgiler internal kontrol

artisin1 gostermektedir
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Sekil 3.13 : Listeria monocytogenes ATCC 15313 susuna ait kiiltiir 6rneginden elde
edilen Real Time-PCR dogrusallik deneyi.
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Sekil 3.14 : Listeria monocytogenes ATCC 15313 susuna ait DNA 6rneginden elde
edilen Real Time-PCR dogrusallik deneyi.

Cizelge 3.23 : Listeria monoytogenes dogrusallik ¢alismasi i¢in Real Time-PCR
calismasina ait Ct degerleri.

DNA 19 ng/ul 1.9 ng/ ul 0.19 0.19 0.019 0.00019 19fg/ 19 0.19
Diliisyonlari ' ng/ul  ng/pl  ng/ul  ng/ul ul fg/ ul fo/ pl
Ct Degeril 15.13 19.23 2282 26,6 2981 3239 37.59 - -
Ct Degeri2 15.40 19.25 22.84 2641 29,85 32.22 - - -
Ct Ortalama  15.265 19.24 22.83 26.505 29,83 32.305 - - -

Koloni
Sayim 9 8 7 6 5 4 3
Degeri 5.4x10 5.4x10° 5.4x107 5.4x10° 5.4x10°> 5.4x10* 5.4x10° 540 54
(kob/ml)
Ct Degeril - 18.33 21.62 25.21 28 31.42 3311 35.27 -
Ct Degeri2 - 18.02 2138 2534 2956 3217 33.88 - -
Ct Ortalama - 18.175 215 25.275 28,78 31.795 33.495 - -
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Calisma sonuglarinda korelasyon R? degeri belirlenmis olup 19 ng/ul-19 fg/pl
araligindaki DNA konsantrasyonu igin 0.9967 (Sekil 3.15), 5.4x108-5400 kob/ml
araligindaki bakteri sayisi i¢in 0.9889 (Sekil 3.16) olarak bulunmustur.
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Sekil 3.15 : Listeria monocytogenes ATCC 15313’¢ ait DNA diliisyonu ile Real
Time-PCR dogrusallik grafigi.
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Sekil 3.16 : Listeria monocytogenes ATCC 15313¢ ait kiiltiir diliisyonu ile Real
Time-PCR dogrusallik grafigi.

Bakteri ve DNA diliisyonlar1 arasinda Real Time-PCR sonuglari karsilastirilmis olup
%95 giiven araliginda tutarli bulunmustur (p=0.668>0.05). Izolasyon asamasinda daha
diisiik konsantrasyonda bakteri ile ¢alisildiginda 6nemli derecede DNA kayb1 olmadigi
sonucuna varilmigtir. Real Time-PCR dogrusallik ¢alismasi ayn1 zamanda ¢alismanin
hassasiyeti hakkinda 6n bilgi vermis olup hassasiyet caligmalari i¢in 19 fg/ul veya

buna karsilik gelen 5400 kob/ml ¢evresinde denemelerin yapilabilecegi bilgisi elde

edilmistir.
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ddPCR Listeria monocyogenes g¢alismasi i¢in dogrusallik araligini belirlemek tizere
kiiltire edilmis bakteriden 10 kat farkliliklarla elde edilen diliisyon serisi
kullanilmistir. Iki tekrarl olarak yapilan ¢alisma sonucunda yiiksek konsantrasyondaki
orneklerde satiirasyondan dolay1r bir o6lglim alinamamustir. Sekil 3.17 (a) ddPCR
calisma sonucunu gostermektedir. Sekil 3.17 (b) bu ¢aligmaya ait internal kontrol
artisgin1 gostermektedir. Calismaya ait ddPCR sonuglar1 Cizelge 3.24°de verilmistir.
Satiire olmus ornekler dogrusallik hesaplamasi disinda birakilarak 8.95x108-895
kob/ml arasindaki dl¢iimler i¢in Sekil 3.18’de verildigi gibi R? degeri 1’e yakin olarak
Ol¢iilmiistiir. Dogrusallik ¢aligmasi i¢in 89.5 kob/ml 6rnek i¢in yapilan iki ¢aligmadan
birinde artis gdzlenmis daha alt sulandirma i¢in ise pozitif bir artis elde edilememistir.
Bu sonuglar bize ddPCR’1n hassasiyeti hakkinda 6n fikir vermekte olup hassasiyetin
en azindan 25 ml 6rnek i¢in 1 kob/ml olamayacag bilgisine isaret etmektedir. Sonuglar

1 ml lik bakteri diliisyonlarindan elde edilmistir.

Ch1-Conc:337 Pos:30876 Neg:86029 Ch2-Conc1,21 Pos: 129 Neg- 116776
4000 205 BOS (05 D05 EOS FOS  GO5  HOS _ HO7 1600 - AO5  BOS CO5 D05 EOS  FOS  GOS  HOS HO7

3500 - 1400 £ _* oz A0t e <,

1200 &

3000
1000 § oo 273y

800

Ch2 Amplitude

1500 + 600

Ch1 Amplitude
=] N
o o
=] o
o o

1000 4 400 +

Lait 4
500 - 200

0 20000 40000 60000 80000 100000
Event Number

0 t + t + t
0 20000 40000 60000 80000 100000
Event Number

(a) (b)

Sekil 3.17 : Listeria monocytogenes ddPCR dogrusallik ¢alismasina ait 6rnek
gorunti.

Cizelge 3.24 : Listeria monocytogenes ddPCR dogrusallik ¢alisma sonuglari.

Koloni

ssgr?ﬁ 8.95x107 8.95x10° 8.95x10° 8.95x10* 8.95x10° 8.95x10? 89.5 8.95 0.895

(kob/ml)
Deney 1 qatire 3870 354 49.6 491 0607 0249 0 0
(kopya/pl)
Deney2 ¢ ire 3300 382 335 423 0.906 0 0 0
(kopya/pl)
Ortalama ; 3585 368 4155 457 07565 - 0 0
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Sekil 3.18 : Listeria monocytogenes ATCC 15313 susu ile gergeklestirilen ddPCR
dogrusallik grafigi.

3.7 Listeria monocytogenes Hassasiyet Deney Sonuclari

Dogrusallik ¢calismasindan elde edilen 6n bilgilere dayanilarak ddPCR ¢aligsmasi i¢in
hassasiyet belirleme ¢alismalar1 planlanmistir. ddPCR ¢alismasinda saf kiiltiir ve bu
kiiltiirden elde edilen diliisyonlarda, en diisiik 895 kob/ml diliisyonuna ve bu
diliisyondan 10 kat daha diisiik bakteri sayisina sahip 6rnekten (89.5 kob/ml) elde
edilen DNA ornekleri civarinda bir artis elde edilmistir. Daha alt diliisyonlardan sinyal
alinmamistir. Bu sonuclar hedefimiz olan 25 ml 6rnekteki 1 kob veya bu degere
oldukca yakin en diisiik kontaminasyonu saptama hedefimizden uzaktir. Bu nedenle
Salmonella spp. ¢alismasinda oldugu gibi kisa bir 6n zenginlestirme asamasinin
calismaya eklenmesi saptama ile ilgili hassasiyeti arttirabilecegi ve canli-6lii hiicre
ayrimu ile ilgili karigiklig1 ortadan kaldirarak daha giivenilir sonuclar verecegi kanisini

ortaya ¢ikarmistir.

On zenginlestirme asamasinin 25 ml drnekte olabilecek en diisiik seviye olan 1
kopyay1 taniyabilecek uzunlukta bir siire olmasi ve bu hassasiyeti yakalayabilecek en
kisa siire olmas1 Oncelikli hedef olarak belirlenmistir. Bu siireyi belirlemek adina
1.14x10° kob/ml, 1.14x10? kob/ml, 1.14x10' kob/ml ve 1.14 kob/ml bakteri
diliisyonlar1 ile yapay olarak kontamine edilmis siit 6rneklerinden 4. ve 5. satte elde
edilen DNA izolatlar1 karsilastirmali olarak c¢alisilmistir. Caligmada seri olarak diliie
edilmis bakteri Orneklerinden 5 ml alinarak c¢oktiiriilmiis ve DNA izolasyonu
gerceklestirilmistir. 50 ul DNA izolatindan 5 pl 6rnek alinarak ddPCR ¢alismasinda
sonuglar karsilastirmali olarak incelenmistir (Sekil 3.19). Sekil 3.19 (a)’da gosterilen
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ilk 6 6rnek direk bakteri diliisyonlarindan elde edilen DNA izolatlarina ait sonuglardir.
Ornekler sirastyla 1.14x108, 1.14x10°, 1.14x10°, 1.14x10%, 1.14x10?, 1.14x10* kob/ml
diliisyonlardan elde edilen DNA 6rnekleri ile ¢calisilmistir. Takip eden 4 6rnek sirasiyla
1.14x10° kob/ml, 1.14x10? kob/ml, 1.14x10* kob/ml ve 1.14 kob/ml bakteri ile yapay
olarak kontamine edilmis ve 4 saatlik 6n zenginlestirme sonucunda 5 ml 6rnek alinarak
calisilmig Orneklere ait sonuglart gostermektedir. Sonraki 4 Ornek yine sirasiyla
1.14x10° kob/ml, 1.14x10% kob/ml, 1.14x10' kob/ml ve 1.14 kob/ml bakteri ile yapay
olarak kontamine edilmis ve 5 saatlik 6n zenginlestirme sonucunda 5 ml 6rnek alinarak
calisilmig Orneklere ait sonuclari gostermektedir. Calismada ayrica pozitifligi
gostermek adina her bir diliisyon derecesi ile kontamine edilen 6rnekler biiyiime
islemine bir gece daha devam ettirilerek ertesi giin DNA izolasyonu gerceklestirilmis
ve diger orneklerle birlikte ¢alisiimistir. Bir gece biiyiitiilen drneklerden 1.14x10!
kob/ml ve 1.14 kob/ml bakteri ile kontamine edilmis 6rneklere ait ¢alismada analiz
edilebilecek kadar droplet elde edilemediginden figiire eklenmemistir. Bu 6rneklerin
pozitifligi direk DNA izolasyonu ve Real Time-PCR c¢aligmasi ile dogrulanmistir.
Calismaya ayrica reaksiyon negatifi olarak su Ornegi eklenmistir. Sekil 3.19 (b)
caligmaya ait internal kontrol artiglarin1 gostermektedir. Bu calismaya ait ddPCR
degerleri Cizelge 3.25°de gosterilmistir.

Ch1-Conc:313 Pos:56847 Neq:172513 Ch2 -Conc:1,39 Pos:290 Neg:229070

5000 a.m D01 GO1 C02DO02 EO? FOZ GUZ AO3 HOZ BO3 CO03 D03 HO3 3000 ADL_DO1 GO1 C02002 E02 FOZ GO2 A3 HO2 BO3 CD3 D03 HO3
2500 +
H LR
2 g, S
P g 2000 11 R
£ 2
=% =1
g £ 1500 —
- o 2y
£ =
o O 1000
500 +
0 t t t t 0 t t t t
0 50000 100000 150000 200000 0 50000 100000 150000 200000
Event Number Event Number
(a) (b)

Sekil 3.19 : Listeria moocytogenes ile kontamine edilen 6rnekleri igin 6n
zenginlestirme siiresinin belirlenmesi.
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Cizelge 3.25 : Listeria monocytogenes igin 6n zenginlestirme siiresinin belirlenmesi
amaciyla yapilan ddPCR ¢alisma sonuglari.

Konsantrasyon  Pozitif ~ Negatif Kabul Edilen

Ornek (kopya/ul) Droplet  Droplet Droplet

*1.14x108 kob/ml bakteri diliisyonundan

. 1000000 11391 0 11391
elde edilen DNA
1.14x108 kob/ml bakteri diliisyonundan

elde edilen DNA 2610 9689 994 10683
< e

1.]:4X10 kob/ml bakteri diliisyonundan elde 358 2672 6928 9600
edilen DNA

11.40 kob/ml bakteri diliisyonundan elde 453 43 10420 10463
edilen DNA

11_4 kob/ml bakteri diliisyonundan elde 0.666 7 11555 11562
edilen DNA

11_.4 kob/ml bakteri diliisyonundan elde 0.212 2 10346 10348
edilen DNA

1140 kob bakteri ile kontamine 4 saat 6n

zenginlestirme uygulanmig 25 ml 6rnekten 79.3 693 9257 9950

elde edilen DNA
114 kob bakteri ile kontamine 4 saat 6n
zenginlestirme uygulanmig 25 ml 6rnekten 7.08 97 15002 15099
elde edilen DNA
11.4 kob bakteri ile kontamine 4 saat 6n
zenginlestirme uygulanmig 25 ml 6rnekten 0.404 5 13593 13598
elde edilen DNA
1.14 kob bakteri ile kontamine 4 saat 6n
zenginlestirme uygulanmis 25 ml 6rnekten 0.152 2 14423 14425
elde edilen DNA
1140 kob bakteri ile kontamine 5 saat 6n
zenginlestirme uygulanmis 25 ml 6rnekten 282 3603 12322 15925
elde edilen DNA
114 kob bakteri ile kontamine 5 saat 6n
zenginlestirme uygulanmis 25 ml 6rnekten 47.7 683 15407 16090
elde edilen DNA
11.4 kob bakteri ile kontamine 5 saat 6n
zenginlestirme uygulanmis 25 ml 6rnekten 17.9 248 15091 15339
elde edilen DNA
1.14 kob bakteri ile kontamine 5 saat 6n
zenginlestirme uygulanmis 25 ml 6rnekten 0.559 9 17674 17683
elde edilen DNA
1140 kob bakteri ile kontamine bir gece 6n
zenginlestirme uygulanmis 25 ml 6rnekten 2530 15512 1728 17240
elde edilen DNA
114 kob bakteri ile kontamine bir gece 6n
zenginlestirme uygulanmis 25 ml drnekten 5590 12190 76 12266
elde edilen DNA
Negatif Kontrol (Kontamine edilmemis 25
ml 6rnegin bir gece inkiibasyonundan sonra 0.0621 1 17697 17698
elde edilen DNA)

* Ornek sature olmustur.

Calisma 4. saatte artiglarin elde edilebildigini ve artiglarin 5. saatte de devam ettigini
ve 4. saatten itibaren Ozellikle 1.14 kob/ml bakteri ile kontamine edilen 6rnegin
pozitifliginin saptanabildigini gostermektedir. Saptama olasiligini arttirmak tizere 4.

ve 5. saate kadar biiyiitiilen ornekler ile yeni bir deney planlanmistir. Bunun ig¢in
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sirastyla 640, 64, 6.4, 0.64 kob/ml bakteri sayisina sahip 1ml 6rnek ile siit 6rnekleri
yapay olarak kontamine edilerek 4. ve 5. saatlerde 6rnekleme yapilmistir. Elde edilen
DNA 6rnegi bu ¢alismada liyofilize edilerek ve 15 ul dH20 ile ¢ozdiirtilmiis ve her bir
kuyucukta 5 pl 6rnek kullanilmak tizere biitiin DNA Salmonella spp. tanisinda oldugu
gibi 3 kuyucukta paylastirilarak c¢alistlmistir. Calisma sonucu Sekil 3.20°de
gosterilmektedir. Sekil 3.20 (a) {izerinde sirasiyla kiiltiire edilen Listeria
monocytogenes ATCC 15313 sulandirilmasi ile elde edilen DNA izolatlar1 pozitif
kontrol olarak ilk iki kuyucukta yer almaktadir (6.4x10° kob/ml, 6.4x10% kob/ml).
Takip eden kuyucuklarda 4. saatte alinan 6rneklemeden elde edilen DNA’larin ve 5.
saatte alinan 6rneklemeden elde edilen DNA’larin 15 pl de ¢oziilmesi ve 3 kuyucuga
paylastirilmasi sonucu elde edilen ddPCR sonuglar1 ve sonrasinda bir gece biiylimeye
devam eden Orneklerin sonuglar1 bulunmaktadir. Sekil 3.20 (b) bu ¢alismaya ait
internal kontrol artiglarin1 gostermektedir. Bu ¢alismaya ait ddPCR sonuglar1 Cizelge

3.26°da verilmistir.

Ch1-Conc:206 Pos:73164 Neg:354185 Ch2-Conc:1,24 Pos:483 Neg:426866
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Sekil 3.20 : Kiiltiire edilen Listeria monocytogenes ATCC 15313 6rneklerinden elde
edilen DNA’nin liyofilize edilerek {i¢ kuyucukta ¢aligiimasi.

Cizelge 3.26 : Listeria monocytogenes ¢alismasina ait DNA 6rneklerinin liyofilize
edilerek 3 kuyucukta calisilmasi ile elde edilen ddPCR sonuglari.

Konsantrasyon  Pozitif  Negatif = Kabul Edilen

Ornek (kopya/ul) Droplet Droplet Droplet
6.4x10® kob/ml bakteri diliisyonundan elde
edilen DNA (Pozitif Kontrol) 130 1072 8549 9621
6.4x10? kob/ml bakteri diliisyonundan elde
edilen DNA (Pozitif Kontrol) 201 176 9522 9698
6.4x10? kob bakteri ile kontamine 4 saat 6n
zenginlestirme uygulanmis 25 ml 6rnekten elde 6.88 75 11945 12020
edilen DNA-1
6.4x10% kob bakteri ile kontamine 4 saat 6n
zenginlestirme uygulanmis 25 ml 6rnekten elde 5.35 52 10658 10710
edilen DNA-2
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Cizelge 3.26 (devam) : Listeria monocytogenes ¢alismasina ait DNA 6rneklerinin
liyofilize edilerek 3 kuyucukta ¢alisilmasi ile elde edilen ddPCR sonuglari.

Konsantrasyon  Pozitif ~ Negatif Kabul Edilen

Ornek (kopya/ul) Droplet Droplet Droplet

6.4x10? kob bakteri ile kontamine 4 saat 6n

zenginlestirme uygulanmis 25 ml 6rnekten elde 6.3 64 11124 11188
edilen DNA-3

64 kob bakteri ile kontamine 4 saat 6n

zenginlestirme uygulanmis 25 ml drnekten elde 1.78 18 11098 11116
edilen DNA-1

64 kob bakteri ile kontamine 4 saat 6n

zenginlestirme uygulanmis 25 ml 6rnekten elde 1.78 16 9895 9911
edilen DNA-2

64 kob bakteri ile kontamine 4 saat 6n

zenginlestirme uygulanmis 25 ml drnekten elde 2.13 24 12356 12380
edilen DNA-3

6.4 kob bakteri ile kontamine 4 saat 6n

zenginlestirme uygulanmis 25 ml 6rnekten elde 0.0891 1 12329 12330
edilen DNA-1

6.4 kob bakteri ile kontamine 4 saat 6n

zenginlestirme uygulanmis 25 ml drnekten elde 0.216 2 10162 10164
edilen DNA-2

6.4 kob bakteri ile kontamine 4 saat 6n

zenginlestirme uygulanmis 25 ml 6rnekten elde 0.0922 1 11922 11923
edilen DNA-3

0.64 kob bakteri ile kontamine 4 saat 6n

zenginlestirme uygulanmis 25 ml drnekten elde 0.102 1 10782 10783
edilen DNA-1

0.64 kob bakteri ile kontamine 4 saat 6n

zenginlestirme uygulanmis 25 ml drnekten elde 0.092 1 11947 11948
edilen DNA-2

0.64 kob bakteri ile kontamine 4 saat 6n

zenginlestirme uygulanmis 25 ml 6rnekten elde 0.0945 1 11633 11634
edilen DNA-3

6.4x102 kob bakteri ile kontamine 5 saat 6n

zenginlestirme uygulanmis 25 ml drnekten elde 39 425 11774 12199
edilen DNA-1

6.4x10? kob bakteri ile kontamine 5 saat 6n

zenginlestirme uygulanmis 25 ml 6rnekten elde 39.7 427 11596 12023
edilen DNA-2

6.4x102 kob bakteri ile kontamine 5 saat 6n

zenginlestirme uygulanmis 25 ml drnekten elde 41 437 11493 11930
edilen DNA-3

64 kob bakteri ile kontamine 5 saat 6n

zenginlestirme uygulanmis 25 ml 6rnekten elde 9.77 107 11982 12089
edilen DNA-1

64 kob bakteri ile kontamine 5 saat 6n

zenginlestirme uygulanmis 25 ml drnekten elde 9.61 102 11607 11709
edilen DNA-2

64 kob bakteri ile kontamine 5 saat 6n

zenginlestirme uygulanmis 25 ml 6rnekten elde 8.17 96 12867 12963
edilen DNA-3

6.4 kob bakteri ile kontamine 5 saat 6n

zenginlestirme uygulanmis 25 ml drnekten elde 1.74 15 9439 9454
edilen DNA-1

6.4 kob bakteri ile kontamine 5 saat 6n

zenginlestirme uygulanmis 25 ml 6rnekten elde 11 11 10971 10982
edilen DNA-2
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Cizelge 3.26 (devam) : Listeria monocytogenes ¢alismasina ait DNA 6rneklerinin
liyofilize edilerek 3 kuyucukta ¢alisilmasi ile elde edilen ddPCR sonuglari.

Konsantrasyon  Pozitif ~ Negatif = Kabul Edilen

Ornek (kopya/ul) Droplet Droplet Droplet

6.4 kob bakteri ile kontamine 5 saat 6n

zenginlestirme uygulanmis 25 ml 6rnekten elde 143 14 10760 10774
edilen DNA-3

0.64 kob bakteri ile kontamine 5 saat 6n

zenginlestirme uygulanmis 25 ml drnekten elde 0.0751 1 14624 14625
edilen DNA-1

0.64 kob bakteri ile kontamine 5 saat 6n

zenginlestirme uygulanmis 25 ml 6rnekten elde 0 0 15530 15530
edilen DNA-2

0.64 kob bakteri ile kontamine 5 saat 6n

zenginlestirme uygulanmis 25 ml 6rnekten elde 0 0 13870 13870
edilen DNA-3

6.4x10% kob bakteri ile kontamine bir gece 6n

zenginlestirme uygulanmis 25 ml 6rnekten elde 1000000 13623 0 13623
edilen DNA*-1

6.4x102 kob bakteri ile kontamine bir gece 6n

zenginlestirme uygulanmis 25 ml 6rnekten elde 10500 14667 1 14668
edilen DNA-2

64 kob bakteri ile kontamine bir gece 6n

zenginlestirme uygulanmis 25 ml 6rnekten elde 7860 10180 8 10188
edilen DNA-1

64 kob bakteri ile kontamine bir gece 6n

zenginlestirme uygulanmis 25 ml 6rnekten elde 6380 15596 47 15643
edilen DNA-2

6.4 kob bakteri ile kontamine bir gece 6n

zenginlestirme uygulanmig 25 ml 6rnekten elde 5590 15958 99 16057
edilen DNA-1

0.64 kob bakteri ile kontamine bir gece 6n

zenginlestirme uygulanmis 25 ml drnekten elde 0 0 12357 12357
edilen DNA-1

0.64 kob bakteri ile kontamine bir gece 6n

zenginlestirme uygulanmis 25 ml drnekten elde 0 0 14875 14875
edilen DNA-2

Negatif Kontrol (dH,0) 0.0912 1 12050 12051
Negatif Kontrol (dH,0) 0 0 14398 14398
* Ornek sature olmustur.

6.4 kob/ml kontaminasyona sahip ve bir gece biiylimeye birakilan &rnegin ikili
caligmasindan birisi i¢in yeteri miktarda droplet olusmadigindan tek ¢alisma sonucu
sunulmustur. 0.64 kob/ml diliisyonuna denk gelen sulandirmanin bakteri icermedigi,
bir gece biiyiitlildiikten sonra pozitif sonu¢ vermemesi ile kanitlanmistir. Calisma
igerisinde en diisiik bakteri sayisina sahip bakteri sulandirmasi (6.4 kob/ml) ile
kontamine edilmis Ornegin 4. saatine ait 3’lii ¢alismanin birinde pozitiflik elde
edilmistir. Dolayis1 ile ¢alismada pozitiflik saptanabilmistir. Ayn1 6rnegin 5. saat

caligmasinda ise yine pozitiflik daha fazla pozitif droplet sayisi ile saptanmaigtir.

Hassasiyet ¢alismasinda oOlgim limitini belirlemek tizere 1.14 kob/ml bakteri

sulandirmasi ile kontamine edilen 25 ml siit 6rnegi materyal metot boliimiinde
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anlatildig1 sekilde kontamine edilerek 4 saat inkiibasyonun ardindan ornekleme
yapilarak DNA izolasyonu gerceklestirilmistir. Elde edilen DNA 6rnegi liyafilizatorde
kurutularak 15 pl dH20 da ¢ozdiirtilmiis ve 3 ayr1 kuyucukta ve her kuyucukta 5 pl
olmak tizere tim DNA kullanilarak ddPCR c¢alismasi gerceklestirilmistir. 3 kuyucukta
calisilan DNA’nin herhangi birinde elde edilen pozitiflik o 6rnegin pozitifligi olarak
kabul edilmistir. Hassasiyet limiti probit analizi ile belirlenmis bunun i¢in 1.14 kob
tizeri orneklerin tekrarl ¢alismalari analize katilmistir (1140,114,11.4 ve 1.14 kob/ml
ile kontamine). Analiz edilen 6rneklerin ddPCR ¢alisma sonuglar1 EK C’de verilmistir.
Sekil 3.21 (a), 1.14 kob/ml bakteri ile kontamine edilen 6rneklerin 4 saat inkiibe
edilmesi ve bu orneklerden elde edilen DNA’nin tekrarli ¢alismasi sonucu clde

edilmistir. Sekil 3.21 (b) bu ¢alismaya ait internal kontrol artislarini gostermektedir.
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Sekil 3.21 : 1.14 kob/ml bakteri ile kontamine 6rneklerden 4 saat inkiibasyon sonrasi
elde edilen ddPCR calismas1 1D goriintiisii.

Cizelge 3.27 hassasiyeti belirlemek iizere sayist belli bakteriler ile yapilan tekrarl
calisma sayilarini pozitif ve negatiflik miktarlarini ve buna bagli olarak yapilan probit

analizi sonuglarin1 gostermektedir.

Cizelge 3.27 : Probit Analizi i¢in tekrarli calismalardan elde edilen sonuglar.

Konsantrasyon Test Edilen Pozitif Bulunan

Gozlem (kob) Ornek Sayist Ornek Sayist
1 1140 9 9
2 114 8 8
3 114 14 14
4 1.14 17 16

Real Time-PCR ve ddPCR ¢alismasi i¢in hassasiyeti karsilastirmak amagli ddPCR’da
calisilan Ornekler Real Time-PCR’da galisilmistir. ddPCR hassasiyet ¢alismasinda
analiz edilen 1140, 114, 11.4 ve 1.14 kob/ml bakteri sayisina sahip diliisyon ile
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kontamine edilen siit 6rneklerinin 4. saat ve 5. saat 6rneklemeleri karsilastirma amach
calisilmigtir. Calisma icin bakteri seri diliisyonlarindan elde edilen DNA’lar da
degerlendirmeye alimmustir. Sekil 3.22 {izerinde c¢alisma goriintiileri ve Cizelge
3.28’de calismanin Ct degerleri gosterilmistir. Sekil 3.22 (a) 10 kathik farklarla
hazirlanan kiiltiir seri diliisyon 6rneklerinden elde edilen DNA’lara ait olup en diisiik
artis 114 kob/ml bakteri sayisina ait diliisyondan elde edilmistir. 10 kat daha diisiik
diliisyondaki (11.4 kob/ml) artis 40. dongiiden sonra elde edildiginden kabul edilebilir
araligin disinda kalmistir ve artig olarak degerlendirilmemistir. Sekil 3.22 (b) Yapay
olarak kontamine edilmis ve 4 saat 6n zenginlestirme islemine tabi tutulmus drnekler
icin yapilan caligmaya ait olup 1140, 114, 11.4 kob/ml bakteri sayisina sahip
orneklerden artis sinyali alinirken 1.14 kob/ml bakteri sayisina sahip diliisyonla
kontamine edilen 6rneklerden artis sinyali alinamamistir. Sekil 3.22 (¢) 5 saate kadar
biiyiitiilmeye devam eden drneklerden elde edilen ¢aligmaya ait olup beklendigi gibi
4. saate gore daha onde ¢ikan Ct degerleri ile birlikte 1.14 kob/ml bakteri sayisina
sahip Ornekle kontamine edilmis siit Ornekleri dahil biitiin kontaminasyon
seviyelerinde artig sinyali elde edilmistir. Ancak 1.14 kob/ml ile kontamine edilen
orneklerdeki artis ¢ok zayif olarak tespit edilmis olup Ct degeri oldukga ileridedir.
Cizelge 3.28’den calismaya ait Ct degerleri kontrol edilebilir. Caligmaya bir gece
biiyiitiilen ornekler de dahil edilmistir. Kontaminasyonda kullanilan orneklerin
pozitifligi bu orneklerle hem ddPCR hem de Real Time-PCR c¢alismasi igin

dogrulanmistir.
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Sekil 3.22 : Listeria monocytogenes i¢in Real Time-PCR hassasiyet ¢alismasi.

Cizelge 3.28 : Hassasiyet karsilagtirma galismasi i¢in Real Time-PCR sonuglari.

- Isima Alinan Ct Test

Kuyucuk Ornek Adi Kanal Degeri  Sonucu
Al 1.14x108 kob/ml bakteri FAM 12.12 Pozitif
dilisyonundan elde edilen DNA HEX 37.47 Pozitif

A2 1.14x107 kob/ml bakteri FAM 18.05 Pozitif
dilisyonundan elde edilen DNA HEX 35.31 Pozitif

A3 1.14x108 kob/ml bakteri FAM 2291  Pozitif
dilisyonundan elde edilen DNA HEX 35.06 Pozitif

Al 1.14x10° kob/ml bakteri FAM 26.31  Pozitif
dilisyonundan elde edilen DNA HEX 34.82 Pozitif

A5 1.14x10* kob/ml bakteri FAM 27.75  Pozitif
dilisyonundan elde edilen DNA HEX 36.75 Pozitif

A6 1.14x103 kob/ml bakteri FAM 30.90 Pozitif
dilisyonundan elde edilen DNA HEX 36.82 Pozitif
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Cizelge 3.28 (devam) : Hassasiyet karsilagtirma ¢alismasi i¢in Real
Time-PCR sonuglari.

- Isima Alinan Ct Test
Kuyucuk Ornek Ads Kanal Degeri  Sonucu
A7 1.14x10? kob/ml bakteri FAM 33.81  Pozitif
diliisyonundan elde edilen DNA HEX 35.42 Pozitif
A8 11.4 kob/ml bakteri diliisyonundan FAM 41.06  Negatif
elde edilen DNA HEX 3476  Pozitif
A9 1.14 kob/ml bakteri dilisyonundan FAM - Negatif
elde edilen DNA HEX 34.96  Pozitif
A10 0.14 kob/ml bakteri diliisyonundan FAM - Negatif
elde edilen DNA HEX 33.67  Pozitif
1.14x10°® kob bakteri ile kontamine 4 FAM 26.48 Pozitif

All saat 6n zenginlestirme uygulanmis 25 L
ml 6rnekten elde edilen DNA HEX 3539 Pozitif
1.14x10? kob bakteri ile kontamine 4 FAM 30.14  Pozitif

Al2 saat On zenginlestirme uygulanmig 25 .
ml 6rnekten elde edilen DNA HEX 34.95 Pozitif
11.4 kob bakteri ile kontamine 4 saat FAM 33.43  Pozitif

Bl On zenginlestirme uygulanmis 25 ml .
ornekten elde edilen DNA HEX 35.39 Pozitif
1.14 kob bakteri ile kontamine 4 saat FAM - Negatif

B2 On zenginlestirme uygulanmis 25 ml i .
ornekten elde edilen DNA HEX Negatif
1.14x10° kob bakteri ile kontamine 5 FAM 23.80 Pozitif

B3 saat On zenginlestirme uygulanmis 25 .
ml 6rnekten elde edilen DNA g 3504 Rozitf
1.14x10? kob bakteri ile kontamine 5 FAM 27.25  Pozitif

B4 saat On zenginlestirme uygulanmig 25 -
ml 6rnekten elde edilen DNA HEX - PozIty
11.4 kob bakteri ile kontamine 5 saat FAM 30.27  Pozitif

B5 6n zenginlestirme uygulanmis 25 ml ..
ornekten elde edilen DNA HEX 3522 Pozitif
1.14 kob bakteri ile kontamine 5 saat FAM 38.62  Negatif

B6 6n zenginlestirme uygulanmis 25 ml .
ornekten elde edilen DNA HEX 34.56 Pozitif
1.14x10% kob bakteri ile kontamine bir FAM Ara.63  Pozitif

B7 gece On zenginlestirme uygulanmis 25 .
ml 6rnekten elde edilen DNA HEX 3545 Pozitif
1.14x10? kob bakteri ile kontamine bir FAM 11.39  Pozitif

B8 gece On zenginlestirme uygulanmis 25 .
ml 6rnekten elde edilen DNA HEX 4531 Negatif
11.4 kob bakteri ile kontamine bir gece FAM 12.49 Pozitif

B9 on zenginlestirme uygulanmis 25 ml .
ornekten elde edilen DNA HEX 46.94  Negatif
. FAM - Negatif
D9 Negatif Kontrol (dH20) HEX 3552  Positif

3.8 Listeria monocytogenes Tekrarlanabilirlik Deney Sonuclar:

Tekrarlanabilirlik ve tekrar iiretilebilirlik deneyleri i¢in optimize edilmis miktarlar i¢in
3 farkli zamanda primer prob diliisyonlar1 hazirlanmistir. LotA, LotB, LotC olarak
etiketlenen bu diliisyonlardan LotA etiketine sahip diliisyon i¢in 3 farkli kisi tarafindan

en az 4 tekrarh ¢aligma gercgeklestirilmistir. Diger yandan ayni kisi ile {i¢ farkli lota
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sahip diliisyonlarla farkli zamanlarda yine 4’1ii ¢calisma yapmustir. Caligsma i¢i farkliligi
belirlemek {izere ise 8 tekrarli bir deney gergeklestirilmistir. Real Time-PCR
caligmalar1 i¢in 156 kob/ml bakteri sayisina sahip diliisyonla 25 ml siit ornegi
kontamine edilmis ve 4 saat 6n zenginlestirme islemine tabi tutulmus 6rnekten elde

edilen DNA kullanilmastir.

Cizelge 3.29 : Listeria monocytogenes i¢in Real Time-PCR tekrarlanabilirlik ve
tekrar tiretilebilirlik deneylerinden elde edilen Ct degerleri.

Ornek €U Ortalama Standart
Degeri Sapma
Caligma Giinii: 1 - Kisi No: 1 - Parti: A
156 kob bakteri ile kontamine 4 saat 6n zenginlestirme uygulanmig
25 ml 6rnekten elde edilen DNA-1 30.05
156 kob bakteri ile kontamine 4 saat 6n zenginlestirme uygulanmig
25 ml 6rnekten elde edilen DNA-2 30.37 3016 0.151
156 kob bakteri ile kontamine 4 saat 6n zenginlestirme uygulanmig ’ '
25 ml 6rekten elde edilen DNA-3 30.17
156 kob bakteri ile kontamine 4 saat 6n zenginlestirme uygulanmis
25 ml 6rnekten elde edilen DNA-4 30.05
Caligma Giinii: 2 - Kisi No: 2 - Parti: A
156 kob bakteri ile kontamine 4 saat 6n zenginlestirme uygulanmig 3001
25 ml 6rnekten elde edilen DNA-1 '
156 kob bakteri ile kontamine 4 saat 6n zenginlestirme uygulanmig 3007
25 ml 6rnekten elde edilen DNA-2 ) 2995 0121
156 kob bakteri ile kontamine 4 saat 6n zenginlestirme uygulanmig 29.79 ' '
25 ml 6rnekten elde edilen DNA-3 '
156 kob bakteri ile kontamine 4 saat 6n zenginlestirme uygulanmis 29 94
25 ml 6rnekten elde edilen DNA-4 :
Calisma Giinii: 3 - Kisi No: 1 - Parti: C
156 kob bakteri ile kontamine 4 saat 6n zenginlestirme uygulanmis 29 27
25 ml 6rnekten elde edilen DNA-1 '
156 kob bakteri ile kontamine 4 saat 6n zenginlestirme uygulanmig 30,04
25 ml 6rnekten elde edilen DNA-2 ' 29.72 0.359
156 kob bakteri ile kontamine 4 saat 6n zenginlestirme uygulanmig 9.6 ' '
25 ml 6rnekten elde edilen DNA-3 '
156 kob bakteri ile kontamine 4 saat 6n zenginlestirme uygulanmis 29.98
25 ml 6rnekten elde edilen DNA-4 '
Caligma Giinii: 4 - Kisi No: 3 - Parti: A
156 kob bakteri ile kontamine 4 saat 6n zenginlestirme uygulanmig 29.43
25 ml 6rnekten elde edilen DNA-1 '
156 kob bakteri ile kontamine 4 saat 6n zenginlestirme uygulanmig 30.07
25 ml 6rnekten elde edilen DNA-2 ' 29.83 0.283
156 kob bakteri ile kontamine 4 saat 6n zenginlestirme uygulanmig 29 82 ' '
25 ml 6rnekten elde edilen DNA-3 '
156 kob bakteri ile kontamine 4 saat 6n zenginlestirme uygulanmis 2998
25 ml 6rnekten elde edilen DNA-4 '
Calisma Giinii: 5 - Kisi No: 1 - Parti: B
156 kob bakteri ile kontamine 4 saat 6n zenginlestirme uygulanmis 293
25 ml 6rnekten elde edilen DNA-1 '
156 kob bakteri ile kontamine 4 saat 6n zenginlestirme uygulanmig 30.27
25 ml 6rnekten elde edilen DNA-2 ' 3047 1385
156 kob bakteri ile kontamine 4 saat 6n zenginlestirme uygulanmig 3246 ' '
25 ml 6rnekten elde edilen DNA-3 '
156 kob bakteri ile kontamine 4 saat 6n zenginlestirme uygulanmig 29 85

25 ml 6rnekten elde edilen DNA-4
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Cizelge 3.29 (devam) : Listeria monocytogenes i¢in Real Time-PCR
tekrarlanabilirlik ve tekrar iiretilebilirlik deneylerinden elde edilen Ct
degerleri.

Ornek Dei’gteri Ortalama Sstggg;al;t
Calisma Giinii: 5 (Calisma ici dahil) - Kisi No: 1 - Parti: B

156 kob bakteri ile kontamine 4 saat 6n zenginlestirme uygulanmig 293

25 ml 6rnekten elde edilen DNA-1 '

156 kob bakteri ile kontamine 4 saat 6n zenginlestirme uygulanmig

25 ml 6rnekten elde edilen DNA-2 3252

156 kob bakteri ile kontamine 4 saat 6n zenginlestirme uygulanmig 30.27

25 ml 6rnekten elde edilen DNA-3 '

156 kob bakteri ile kontamine 4 saat 6n zenginlestirme uygulanmis 3246

25 ml 6rnekten elde edilen DNA-4 ' 31.18 1.429
156 kob bakteri ile kontamine 4 saat 6n zenginlestirme uygulanmig 29.85 ' '
25 ml 6rnekten elde edilen DNA-5 '

156 kob bakteri ile kontamine 4 saat 6n zenginlestirme uygulanmis 32.92

25 ml 6rnekten elde edilen DNA-6 '

156 kob bakteri ile kontamine 4 saat 6n zenginlestirme uygulanmig 3013

25 ml ornekten elde edilen DNA-7 '

156 kob bakteri ile kontamine 4 saat 6n zenginlestirme uygulanmis 3195

25 ml 6rnekten elde edilen DNA-8

Cizelge 3.29°da Real Time-PCR calismasinda tekrarlanabilirlik ve tekrar tiretilebilirlik

deneylerinde elde edilen Ct degerleri sunulmustur. Cizelge 3.30’da verildigi gibi
varyasyon katsayisi hesaplanarak belirlenmistir. Degiskenlik en diisiik uygulayicilar

arasi iken en yiiksek calisma i¢i olarak goriilmiistiir.

Cizelge 3.30 : Listeria monocytogenes Real Time-PCR igin tekrarlanabilirlik ve
tekrar Uretilebilirlik i¢in degiskenlik katsayilari.

Listeria Call'sma I(.;i Lotlar Arasi Uygulaycilar Toplam
monocytogenes Degiskenlik Degiskenlik N=3 .. Aras.l Calf.smalar Arasi
N=8 Degiskenlik N=3  Degiskenlik N=5
Standart Sapma 1.51 0.82 0.23 0.65
Degisim Katsayist [%] 4.85 2.71 0.77 2.15

Benzer ¢alisma ddPCR ¢aligsmasi i¢in gergeklestirilmis olup 1500 kopya/ml Listeria
monocytogenes ile  kontamine ornekten elde edilen ddPCR  sonuglar
degerlendirilmistir. Calisma i¢i ve ¢alismalar aras1 farkliliklar Cizelge 3.31 ve Cizelge
3.32’de verildigi gibi varyasyon katsayis1 hesaplanarak belirlenmistir. Cizelge 3.32’ye
gore degiskenlik en diisiik partiler aras1 ¢caligmada goriiliirken en yiiksek calisma igi

olarak goriilmiistiir.
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Cizelge 3.31 : Listeria monocytogenes ddPCR ¢alismasinda tekrarlanabilirlik ve
tekrar iiretilebilirlik deneylerinden elde konsantrasyon degerleri.

Konsantrasyon Log Standart

Ornek (kob/ul) Ortalama Sapma

Caligma Ginii: 1 - Kisi No: 1 - Parti: A

1500 kob bakteri ile kontamine 4 saat 6n zenginlestirme 2410
uygulanmis 25 ml 6rnekten elde edilen DNA-1
1500 kob bakteri ile kontamine 4 saat 6n zenginlestirme
uygulanmis 25 ml 6rnekten elde edilen DNA-2 1330 3.51 0.081
1500 kob bakteri ile kontamine 4 saat 6n zenginlestirme 4390
uygulanmis 25 ml 6rnekten elde edilen DNA-3
Calisma Giinii: 2 - Kisi No: 2 - Parti: A
1500 kob bakteri ile kontamine 4 saat 6n zenginlestirme 2130
uygulanmis 25 ml 6rnekten elde edilen DNA-1
1500 kob bakteri ile kontamine 4 saat 6n zenginlestirme
uygulanmis 25 ml 6rnekten elde edilen DNA-2 4150 3.95 0.056
1500 kob bakteri ile kontamine 4 saat 6n zenginlestirme 2780
uygulanmis 25 ml 6rnekten elde edilen DNA-3
Calisma Giinii: 3 - Kisi No: 1 - Parti: C
1500 kob bakteri ile kontamine 4 saat 6n zenginlestirme 2040
uygulanmis 25 ml 6rnekten elde edilen DNA-1
1500 kob bakteri ile kontamine 4 saat 6n zenginlestirme
uygulanmis 25 ml 6rnekten elde edilen DNA-2 -0 3.77 0.182
1500 kob bakteri ile kontamine 4 saat 6n zenginlestirme 1510
uygulanmis 25 ml 6rnekten elde edilen DNA-3
Calisma Giinii: 4 - Kisi No: 3 - Parti: A
1500 kob bakteri ile kontamine 4 saat 6n zenginlestirme 3340
uygulanmis 25 ml 6rnekten elde edilen DNA-1
1500 kob bakteri ile kontamine 4 saat 6n zenginlestirme
uygulanmis 25 ml 6rnekten elde edilen DNA-2 - — 0.574
1500 kob bakteri ile kontamine 4 saat 6n zenginlestirme 1030
uygulanmis 25 ml 6rnekten elde edilen DNA-3
Calisma Giinii: 5 - Kisi No: 1 - Parti: B
1500 kob bakteri ile kontamine 4 saat 6n zenginlestirme 4930
uygulanmis 25 ml drnekten elde edilen DNA-1
1500 kob bakteri ile kontamine 4 saat 6n zenginlestirme
uygulanmis 25 ml drnekten elde edilen DNA-2 9490 3.m 0.176
1500 kob bakteri ile kontamine 4 saat 6n zenginlestirme 4510
uygulanmis 25 ml 6rnekten elde edilen DNA-3
Calisma Giinii: 5 (Calisma i¢i dahil) - Kisi No: 1 - Parti: B
1500 kob bakteri ile kontamine 4 saat 6n zenginlestirme 5040
uygulanmis 25 ml drnekten elde edilen DNA-1
1500 kob bakteri ile kontamine 4 saat 6n zenginlestirme 1190
uygulanmis 25 ml 6rnekten elde edilen DNA-2
1500 kob bakteri ile kontamine 4 saat 6n zenginlestirme 2950
uygulanmis 25 ml 6rnekten elde edilen DNA-3
1500 kob bakteri ile kontamine 4 saat 6n zenginlestirme 3770
uygulanmis 25 ml drnekten elde edilen DNA-4 369 0.162
1500 kob bakteri ile kontamine 4 saat 6n zenginlestirme 1360 ' '
uygulanmis 25 ml drnekten elde edilen DNA-5
1500 kob bakteri ile kontamine 4 saat 6n zenginlestirme 1460
uygulanmis 25 ml drnekten elde edilen DNA-6
1500 kob bakteri ile kontamine 4 saat 6n zenginlestirme 3650
uygulanmis 25 ml drnekten elde edilen DNA-7
1500 kob bakteri ile kontamine 4 saat 6n zenginlestirme 1020

uygulanmis 25 ml 6rnekten elde edilen DNA-8
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Cizelge 3.32 : Listeria monocytogenes ddPCR igin tekrarlanabilirlik ve tekrar
iretilebilirlik i¢cin degiskenlik katsayilari.

Calisma I¢i Lotlar Arast Uygzl;};llcﬂar Toplam
Listeria monocytogenes Degiskenlik Degiskenlik Desiskenlik Caligmalar Arasi
N=8 N=3 N3 Degiskenlik N=5
Standart Sapma 0.16 0.19 0.24 0.20
Degisim Katsayisi [%] 4.36 0.005 0.01 0.01
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4. TARTISMA

Real Time-PCR Salmonella spp., Listeria monocytogenes ve diger patojenlerin
tespitinde yaygin olarak kullanilmakla birlikte bu sistemin inhibe edici ajanlara kars1
daha duyarl1 oldugu bir¢cok calismada gosterilmistir (Wang ve dig, 2018; Sedlak ve
dig, 2014; Levin, 2015). ddPCR teknik olarak reaksiyon icerisindeki bir kopyay1
saptayabilecek oOzellikte olmasi ve inhibitorlere karsi daha dayanikli olmasi gibi
ozellikleri, gida pataojenlerinin hassas olarak tespiti konusunda avantaj yaratabilecegi
fikrini test etmek bu c¢alismanin ana amacini olusturmustur. Calismada ddPCR’mn
maksimum hassasiyetle tanima yetenegi, olabilecek en kisa On zenginlestirme
asamasinin eklenmesiyle 6l¢iilmeye calisilmistir. Bu agama ayni zamanda canli 6li
bakteri ayrimi konusuyla ilgili problemi de ortadan kaldirmaktadir.

Calismada belirtilen yontem ile basarili sonuclar elde edilmis ve Real Time-PCR
yontemine kiyasla daha hassas sonuglara ulasilmistir.

Salmonella’ya bagli enfeksiyon ve salginlarin 6nlenmesi toplumsal saglik ve ekonomi
acisindan Onem arz etmektedir. Besin iiretim siirecinin her evresinde Salmonella
kontaminasyonu olabilir. Bu kontaminasyon genellikle diisiik seviyede olur ve de
olduke¢a yaygindir (Malorny ve dig, 2008). Bu bulaslarin olabilecek en diisiik seviyede
tespiti zor olmakla birlikte kritiktir (McEntire ve dig, 2014). Salmonella spp.’nin yasal
olarak 1 kopya/25 g hassasiyette tespit etmek simdiye kadar var olan direk
teknolojilerin higbiri ile miimkiin olamamugtir. Bu zorunluluk Salmonella tanisi igin
hassas proseslerin kullanilmasi zorunlulugunu beraberinde getirmektedir ve mutlaka
bir zenginlestirme asamasi gereksinimi olusmustur (Fachmann ve dig, 2017).
Zenginlestirme asamasini kisaltmak i¢in yapilan ¢aligmalar mevcut olmakla birlikte
bu siirenin et numuneleri i¢in en az 8§ saat oldugu fakat 3 saatlik inkiibasyonun yiiksek
oranda Salmonella tespitinde basarili oldugu bildirilmistir (Fachmann ve dig, 2017).
Optimize ettigimiz yontemde Salmonella tanisinda kullanilabilecek 2 gen iizerine
Tagman prob prensibine dayanan dizaynlar yapilmis ve bu dizaynlarin 6zgiilliigii hem
deneysel olarak hem de in silico olarak %100 olarak gosterilmistir. Deneysel olarak
caligmalarda Salmonella spp. tiiriine ait 86 farkli izolat kullanilirken Salmonella spp.
dis1 74 izolat ile ¢calisilmistir. Yapilan ¢alismalar sonunda ddPCR c¢aligsmalari i¢in daha
uygun oldugu belirlenen bipA gen bolgesi iizerinden deneylere devam edilmistir.
Biitiin calismalarda sisteme internal kontroliin dahil edilmesiyle her g¢alismanin

izolasyon ve PCR asamasi1 ayn1 zamanda kontrol edilmistir.
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ddPCR dogrusallik araligi daha dar olmakla birlikte Real Time-PCR ve ddPCR
calismalarindan elde edilen R? degerleri arasinda 6nemli bir fark bulunmamistir.
Dogrusallik calismasindan elde edilen 6n hassasiyet tahmini sistemin istedigimiz
hassasiyette sonuclar veremeyecegini gosterdiginden bir 6n zenginlestirme asamasinin
eklenmesine karar verilmistir. On zenginlestirme siiresine bagli olarak sistemin
hassasiyet yetenegi olglilmiis Salmonella igin 3 saatlik 6n zenginlestirmenin yeterli
oldugu gosterilmistir. Bu kazanim toplam test siiresinin oldukca kisaltilmasi agisindan
onemlidir. Hassasiyetin artmasi i¢in dogrudan 50 pl izolattan 5 pl DNA kullanmak
yerine DNA liyofilize edilerek tamami kullanilmistir. Fakat bu kullanim ile pozitif ve
negatif droplet ayrimi1 zorlagmistir. Ayni ¢alisma i¢in 5. Saatte alinan 6rneklerde pozitif
dropletlerin ayrimi yapilabilmekle beraber negatif dropletlerden keskin bir sekilde
ayrim elde edilememistir. Bu da besiyerinde bakteri sayisinin artmasina bagli olarak
ortamda biriken hiicre dis1 maddeler gibi inhibitorlerin varligini akillara getirmektedir
(Rossen ve dig, 1992; Wilson, 1997). Bu goriisii test etmek i¢in liyofilize edilen DNA
5 ul yerine 15 pl de diliie edilerek hepsi kullanilacak sekilde farkli kuyucuklarda ayni
ornek i¢in 3 calisma yapilmis ve sonug olarak keskin ve kabul edilebilir bir ayrim ile
25 g ornekte hassasiyetin 1.39 kob'a kadar inebilecegi gosterilmistir. Bu hassasiyet
sifir tolerans zorunlulugu ile eslesmektedir.

Listeria monocytogenes, hayati tehdit eden gida kaynakli listeriozis hastaliginin
sebebidir. Avrupa Gida Giivenligi Otoritesi (European Food Safety Authority —
EFSA)’nin 2021 yilinda yayinlanan verilerine gore listeriozis 1876 vaka ile 2020
yilinda en cok rastlanan 5. zoonoz hastalii olmustur ve 64 yas civart kisileri
etkilemektedir. Bu verilere gore Listeria monocytogenes ve West Nile viriis
enfeksiyonlari yliksek 6liim oranlar1 nedeniyle en ciddi hastalik statiisiinde yer almigtir
(URL-4). Listeria monocytogenes’e bagli salginlarin Onlenmesi ekonomik ve
toplumsal anlamda yiiksek derecede Onemlidir. Yasal gereklilikler iilkelere gore
degismekte olup Listeria monocytogenes igin 25 g drnekte var yok testi uygulanarak
sifir tolerans politikas1 kabul edilir. Avrupa Gida Giivenligi Kurumu tarafindan ele
alinan Listeria monocytogenes kriterlerinde tiikketime hazir gidalarla ilgili olarak sartlar
belirlenmis olup bebekler ve tibb1 amaglara yonelik hazir gidalar i¢in 25 g ornekte
Listeria monocytogenes bulunmamasi istenirken tiiketime hazir diger gidalar igin bu
say1 <100 kob/g olmalidir. Uretim alaninda birakildi§1 zaman bakteri gelismesine

uygun triinler i¢in 25 g 6rnekte sifir tolerans sart1 gegerlidir (Malorny ve dig, 2003).
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Listeria monocytogenes tanisi i¢in iap ve inlA gen bdlgeleri i¢in Tagman prob
prensibine dayanan dizaynlar yapilmistir. Her iki bdlge igin in silico olarak %100
Ozgiilliik gosterilmistir. Optimizasyon calismalar1 sonucunda artis yiiksekligi istenen
seviyede ¢ikan inlA gen bolgesi ile deneylere devam edilmistir. Bu bélge i¢in deneysel
olarak Listeria monocytogenes tiirii 10 izolat ile ¢calisilirken 4 adet farkli Listeria tiirii
denenmis ve sadece Listeria monocytogenes tiirii ile ilgili 6rneklerden artis elde
edilmistir. Tir dis1 ¢apraz reaktivite ¢alismasi i¢in Listeria monocytogenes dis1 132
farkli izolat kullanilmis olup internal kontrol disinda herhangi bir artis elde
edilmemistir.

ddPCR dogrusallik araligi daha dar olmakla birlikte Real Time-PCR ve ddPCR
calismalarindan elde edilen R? degerleri arasinda énemli bir fark bulunmamistir.
Dogrusallik ¢alismasindan hassasiyet hakkinda elde edilen 6n bilgi Salmonella spp.
tanisinda oldugu gibi sistemin istedigimiz hassasiyette sonuglar veremeyecegini
gosterdiginden bir 6n zenginlestirme agamasinin eklenmesi bu ¢aligsma i¢in de uygun
goriilmiistiir. On zenginlestirme asamasi yapilan deneyler sonucunda 4 saat olarak
belirlenmis olup hassasiyet deneyleri Salmonella spp. tanisinda ¢alisildigi gibi {i¢
kuyucukta toplam DNA’nin tamami kullanilarak yapilmistir. Calisma sonucunda
hassasiyet 1.35 kob/25 ml olarak bulunmustur.

Gida orneklerinde patojen tespiti ile yapilan birka¢ calisma mevcut olup bu
calismalarda Real Time-PCR’a kiyasla ddPCR’da daha hassas sonuglar elde edilmistir
(Cremonesi ve dig, 2016; Wang ve dig, 2018). S. thphimirium ile yapilan benzer bir
calismada hassasiyet 102 kob/ml olarak bulunurken yumusak peynir érneklerinde 6n
zenginlestirmesiz olarak 4x10°® kob/g hassasiyet elde edilmistir (Cremonesi ve dig,
2016; Wang ve dig, 2018). Yumusak peynir 6rneklerinde Listeria spp. i¢in yapilan 6n
zenginlestirmesiz ddPCR ¢alismasinda ise 10° kob/g hassasiyette sonug elde edilmistir
(Cremonesi ve dig, 2016). Calismamizda ise daha yiiksek miktardaki 6rnekten elde
edilen tim DNA’nm kullanilmasi ile yliksek hassasiyette sonu¢ alinmistir. Diger
yandan belirtilen ¢aligmalar bu tez kapsaminda yapilan c¢alismalar ile
karsilastirildiginda 6n zenginlestirme asamasinin hassasiyet anlaminda 6nemli fark
yarattig1 sonucunu One ¢ikarmaktadir. Igme suyunda E. coli 0157 and Listeria
monocytogenes tanisi i¢in 6n zenginlestirmesiz yapilan multipleks mikrofludik dijital
PCR calismasinda her iki patojen 10% kob/ml hassasiyette sonuglar elde edilmistir
(Bian ve dig, 2015). Diger bir gida patojeni olan Yersinia enterocolitica ile yapilan

ddPCR calismasinda marul 6rnekleri i¢in Real Time-PCR ve ddPCR ¢alisma sonuglari
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karsilagtirilmistir. 11 giin boyunca farkli sicakliklarda tutulan farkli sayida bulasa
sahip 6rneklerde ddPCR diisiik sayida kontaminasyonlari tespit edebilmistir (Cristiano
ve dig, 2021). Bu sonu¢ ddPCR’in yiiksek hassasiyette sonug¢ vermesi ile
iliskilendirilebilir. Kim ve dig. (2022), Salmonella enterica subsp. enterica serovar
Thompson (S. thompson)’in yumurta 6rneklerinde tespiti i¢gin ddPCR ve Real Time-
PCR karsilastirmasi yapmislar ve saf kiiltiir ile sirasiyla 10! ve 102 kob/ml hassasiyet
limiti elde etmislerdir, yapay olarak kontamine ettikleri yumurta 6rneklerinde ise 150
dakikalik 6n zenginlestirme asamasindan sonra ddPCR igin 1 kob/25 g hassasiyete
ulasmislardir. Bu ¢alisma, Oz ve dig. (2020) calismasi ile ortiismektedir ve
calismamizi dogrular nitelikte bir calisma olarak karsimiza c¢ikmistir. Bu tez
kapsaminda gida 6rnegi olarak secilen ¢ig kiyma 6rnekleri yerine kullanilan yumurta
ornekleri igin 2.5 saatlik 6n zenginlestirme asamasi 25 g 6rnek igin 225 ml “Buffered
Peptone Water” ile gergeklestirilmistir. Bu tez c¢alismasinda zengin besiyeri
kullanilmis olup 25 g 6rnek igin 100 ml orani belirlenmistir. Iki ¢alisma arasindaki
yarim saatlik 6n zenginlestirme siiresi farki bu farkliliklarla iligkili olabilecegi gibi
kullanilan serovar farki, gida farki veya ara asamalarda kullanilan DNA izolasyon
sistemi farkliliklarina veya kullanilan gen bolgesi farkliligina dayaniyor olabilir.
Calismamizda sistemi kontrol etmek i¢in kullandigimiz internal kontrol ile yapilan
multipleks PCR’da saptama olasiligin1 arttirmak i¢in zaman fark: etkisi de ortaya
¢ikmig olabilir. Daha once de belirtildigi gibi kisa 6n zenginlestirme asamasinin
sisteme eklenmesi hassasiyeti istenen seviyelere getirmede onemli bir asama olarak
karsimiza ¢ikmaktadir. Bu tez kapsaminda elde edilen sonuglar dijital PCR ile yapilan
niikleik asit amplifikasyon testleri icerisinde olduk¢a hassas bir yontem olarak yerini

almistir (Xiang ve dig, 2022).
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5. SONUC VE ONERILER

Real time-PCR gida patojen tespitinde oldukg¢a yaygin olarak kullanilan bir sistem
olmakla birlikte kiiltiire dayali yontemlerle kombinasyonunda toplam sonu¢ alma
siiresinin uzun olmas1 bir¢ok a¢idan dezavantaj yaratmaktadir. Bu ¢alismada
Salmonella i¢in ¢ig kiyma ve Listeria monocytogenes i¢in siit 6rnekleri kullanilarak
kisa bir 6n zenginlestirme agamasi ile ddPCR yontemine dayali ayn1 giin igerisinde
sonug¢ verme yetenegine sahip 25 g ve 25 ml ornekte sirastyla 1.39 ve 1.35 kob gibi
oldukga hassas bir sekilde tanima yapan bir sistem elde edilmistir. Sistemin tespit
yetenegi minimum gereksinimli ¢esitli deneylerle kontrol edilmistir. Kullanilan primer
ve problarin 6zgiilliigii dislama ve kapsama caligsmalari ile deneysel olarak test edilmis
ve %100 olarak bulunmustur. Ozgiilliik ¢aligmalari, bilgisayar ortaminda yapilan
homoloji arastirmasi ile de kontrol edilmistir. Dogrusallik, hassasiyet ¢aligmalari ile
sistemin performansi test edilmistir. Tekrarlanabilirlik ve tekrar {iretilebilirlik
deneyleri ile de calismalar arasi ve calisma ig¢i ve iiretimler arasi farkliliklar test

edilmistir.

Elde edilen sonuglar dPCR’1n patojen tanisinda etkili bir sekilde kullanilabilecegi
konusunda kanitlar sunmaktadir. Calismada 25 g ve 25 ml 6rnek igin 1 giin iginde
sonug verebilecek hassas bir yontem elde edilmistir. Calisma sonucunda elde edilen
sonuclar ileride yapilabilecek daha etkin caligmalar i¢in bir baslangi¢ noktasi olarak
kabul edilebilir. Bu tez kapsaminda yapilan hassasiyet caligmasi daha fazla
orneklemenin yapilmasi ile genisletilebilir. Daha etkin veya daha biiyiik bir 6rnekleme
ile gelistirilebilecek olan izolasyon sistemi ile On zenginlestirme siiresi daha da
kisaltilabilir. PCR’1 daha verimli hale getirebilecek ve inhibitorlerin etkisini azaltacak
fiziksel, biyokimyasal, immiinolojik numune hazirlama sistemleri gelistirilebilir.
Ornegin spesifik antikorlarla kapli magnetik boncuklarin kullan1ldig1 immuno-capture
yontemi ve benzeri yontemlerle veya etkin numune filtrasyon yontemlerinin optimize
edilmesiyle izolasyon asamasi daha da etkin hale getirilerek ortamdan gelebilecek
inhibitér benzeri yabanci maddelerin ayrisma olasihigi arttirilabilir. Ozellikle et
ornekleri i¢in enzimler kullanarak proteinlerin par¢alanmasi yoluyla daha saf DNA
izolatlar1 elde edilebilir. Calismada kullanilan besiyerleri 6zellestirilebilir.
Tanimlanmak istenen patojenin besiyeri igerisinde 6n plana ¢ikmasini ve ¢ogalmasini

tesvik edici besiyeri katkilari arastirilabilir veya selektif besiyerlerinin kullanilmasi ile
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daha etkin sonuglar elde edilebilir. Bu yaklagimin tam tersi olarak multipleks
calismalar i¢in tespit edilmek istenen patojenlerin birlikte ¢ogalmasini tesvik edici ya
da birlikte cogalmasina uygun besiyeri aragtirmasi yapilabilir. Bu ¢alismalardan elde
edilecek bilgilerle ve farkli besiyerleri ile patojen organizmalar i¢in elde edilebilecek
hassasiyet bilgileri karsilastirilabilir. Listeria monocytogenes ve Salmonella spp. 6n
zenginlestirme asamasinda bu patojenlerle birlikte ¢ogalabilecek diger bakterilerin
taninma yetenegini ne yonde etkiledigi veya inhibitorlerin etkisi lizerine yapilabilecek
daha ince ¢alismalar ile sistemi siire ve hassasiyet anlaminda iyilestirme caligmalari
yapilabilir. Diger yandan dogal kontamine Orneklerle karsilastirma ¢aligmalar1 gibi
gerekli diger validasyon ¢alismalarinin tamamlanmasi ile test rutin ¢aligmalar igin
kullanilabilir hale getirilebilir fakat her gida ¢esidi igin testlerin tamamlanmasi
gerekmektedir.

Belirtilen ¢calismalar dogrultusunda belirlenen 6n zenginlestirme asamasinin yarali ve
stres altindaki hiicreler i¢in etkinligi 6l¢iilebilir. Bu hiicreler i¢in hassasiyet ¢calismalari
planlanabilir.

Bu caligsmalardan elde edilebilecek verilerle baska patojenler icin tanimlama
sistemlerinin gelistirilmesi igin potansiyel yiiksektir.

Calismalarda tanimlama igin kullanilan gen bélgeleri ile karsilastirmali sonuglarla
daha saglikli veriler elde edilebilir.

Giiniimiizde ddPCR ¢aligsmalar1 Real Time-PCR c¢alismalarindan daha maliyetlidir.
Maliyet konusundaki iyilestirmeler ile ddPCR 1n patojen tespiti de dahil birgok alanda
daha avantajli hale gelecegi asikardir. Yine tek patojen tespiti yerine multipleks
caligmalarin yapilmasi maliyet anlaminda 6nemli iyilestirmeler getirecektir. Bu da
testin rutinde kullanilabilir olma olasilig1 iizerine olumlu sonug Yyaratabilir.
Teknolojinin gelismesi ile birlikte kullanilan cihazlarin {ist versiyonlari hizla
kullanicilarin onayina sunulmaktadir. Bu ¢aligmada iki kanal iizerinden okuma yapan
Biorad QX200 Droplet Digital PCR cihazi kullanilmigtir. QX600 Droplet Digital PCR
cihazi gibi 6 kanaldan okuma alabilen ve bir tiipte 12 hedefi 6l¢gebilen bir sistemin veya
benzer platformda baska sistemlerin kullanilmasi ile gelistirilecek yontemler maliyeti
azaltma konusunda daha da etkili olabilir. Bu agidan bakildiginda bu tez ¢alismasi

ileride gelistirilebilecek yontemlerin 6n ¢alismasi niteliginde degerlendirilebilir.
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EKLER
Ek A : Calisma kapsaminda kullanilan tiir listesi.

Ek B : Listeria monocytogenes disi tiirler ile yapilan Real Time-PCR ¢alisma sonucu.
Ek C : Listeria monocytogenes hassasiyet ¢alismasi i¢in ddPCR sonuglari.
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Ek A : Calisma kapsaminda kullanilan tiir listesi.

Tiir Tiir Kodu S}?Erlslrlr?f
Klebsiella pneumoniae SA2807 SGSC
Klebsiella pneumoniae SA2808 SGSC
Klebsiella pneumoniae SA2809 SGSC

Klebsiella ozaenae SA2810 SGSC
Escherichia coli SA2811 SGSC
Escherichia coli SA2812 SGSC
Escherichia coli SA2813 SGSC
Escherichia coli SA2814 SGSC
Escherichia coli SA2815 SGSC
Escherichia coli SA2816 SGSC
Escherichia coli SA2817 SGSC
Escherichia coli SA2819 SGSC

Enterobacter cloacae EC1 SGSC
Citrobacter freundii EC26 SGSC
Enterobacter aerogenes EC5 SGSC
Serratia marcescens EC79 SGSC
Klebsiella oxytoca EC78 SGSC
Klebsiella pneumoniae EC17 SGSC
Hafnia alvei EC68 SGSC
Yersinia enterocolitica PL82450 SGSC
Morganella morganii PL112028 SGSC
Serratia marcescens 920910 v SGSC
Shigella sonnei ATCC25931 SGSC
Shigella flexneri ATCC12022 SGSC
Shigella boydii ATCC9207 SGSC
Enterobacter aerogenes SA5590 SGSC
Enterobacter cloacae SA5595 SGSC
Morganella morganii SA5620 SGSC
Serratia liquefaciens PL70291-2 SGSC
Enterobacter aerogenes SA5632 SGSC
Hafnia alvei PL70284-1 SGSC
Klebsiella pneumoniae subsp. ozaenae ~ ATCC11296 SGSC
Klebsiella oxytoca ATCC13182 SGSC
Kleb5|ellznpenuenzjgnnoi2:eae subsp. ATCC13883 SGSC

Serratia marcesens M15 SGSC

Shigella flexneri M16 SGSC
Yersinia entercolitica M22 SGSC
Escherichia coli K-12 SAB3059 SGSC
Escherichia fergusonii ATCC35469 SGSC
S. Panama SARB41 SGSC

S. paratyphi C SARBA48 SGSC
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Ek A (devam) : Calisma kapsaminda kullanilan tiir listesi.

Tiir Tiir Kodu Slélfrlsl;lnaf
Salmonella typhimurium ATCC 14028 YU
Escherichia coli MM294 EC-2 YU

Escherichia coli b3 EC-3 YU
Escherichia coli ATCC 25922 YU
Escherichia coli ATCC 8739 YU

Escherichia coli 0157:H7 ATCC 43894 YU
Escherichia coli 0157:H7 ATCC 35150 YU
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 YU
Listeria monocytogenes ATCC 15313 YU
Yersinia enterocolitica ATCC 23715 YU
Yersinia enterocolitica ATCC 27729 YU
Bacillus cereus ATCC 33019 YU
Bacillus cereus ATCC 11778 YU
Listeria monoytogenes ATCC 15313 YU
Klebsiella pneumoniae 0-1 ODTU
Salmonella anatum 0-2 ODTU
Proteus vulgaris 0-3 ODTU
Enterobacter aerogenes 0-4 ODTU
Serretia mercessens 0-5 ODTU
Escherichia coli DH5 0-6 ODTU
Staphylococcus aureus ATCC 9144 ODTU
Bacillus cereus 0-8 ODTU
Sataphylococcus aureus ATCC 29213  ATCC 29213 AL
Enterococcus faecium A-2 AL
Staphylococcus saprophyticus A-3 AL
Acinetobacter baumannii A-4 AL
Burcholderia (Pseudomonas) capecia A-5 AL
Morganella morganii A-6 AL
Proteus mirabilis A-7 AL
Corynebacterium spp. A-8 AL
Hafnia alvei A-9 AL
Klebsialla pneumoniae A-10 AL
Staphylococcus epidermis A-11 AL
Enterococcus faecalis A-12 AL
Stenotrophomonas maltophilia A-13 AL
Pseudomonas aeruginosa A-14 AL
E. coli ATCC 25922 A-15 AL
Salmonella minnesota mR5a SGSC
Salmonella typhimurium SARA1 SGSC
Salmonella saintpaul SARA22 SGSC
Salmonella heidelberg SARA30 SGSC
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Ek A (devam) : Calisma kapsaminda kullanilan tiir listesi.

Tiir Tiir Kodu S}?Erlslrlr?f
Salmonella paratyphi B SARA41 SGSC
Salmonella muenchen SARAG3 SGSC
Salmonella enteritidis 27655 SGSC
Salmonella paratyphi A SA4249 SGSC
Salmonella paratyphi A RKS2907 SGSC
Salmonella enteritidis RKS53 SGSC
Salmonella paratyphi A RKS4993 SGSC
Salmonella paratyphi C RKS4594 SGSC
Salmonella paratyphi C RKS4620 SGSC
Salmonella gallinarum RKS4994 SGSC
Salmonella gallinarum RKS5021 SGSC
Salmonella pullorum RKS5078 SGSC
Salmonella pullorum RKS2242 SGSC
Salmonella gallinarum RKS5079 SGSC
Salmonella dublin RKS4699 SGSC
Salmonella dublin RKS4732 SGSC
Salmonella agona SARB1 SGSC
Salmonella derby SARB9 SGSC
Salmonella gallinarum SARB21 SGSC
Salmonella haifa SARB22 SGSC
Salmonella heidelberg SARB23 SGSC
Salmonella indiana SARB25 SGSC
Salmonella infantis SARB26 SGSC
Salmonella miami SARB28 SGSC
Salmonella montevideo SARB31 SGSC
Salmonella newport SARB36 SGSC
Salmonella newport SARB37 SGSC
Salmonella newport SARB38 SGSC
Salmonella paratyphi A SARB42 SGSC
Salmonella paratyphi B SARB43 SGSC
Salmonella paratyphi C SARBA48 SGSC
Salmonella pullorum SARB51 SGSC
Salmonella reading SARB53 SGSC
Salmonella rubislaw SARB54 SGSC
Salmonella saintpaul SARB55 SGSC
Salmonella schwarzengrund SARB57 SGSC
Salmonella sendai SARB58 SGSC
Salmonella senftenberg SARB59 SGSC
Salmonella stanley SARBG60 SGSC
Salmonella stanleyville SARB61 SGSC
Salmonella thompson SARB62 SGSC
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Ek A (devam) : Calisma kapsaminda kullanilan tiir listesi.

Tiir Tiir Kodu Slélfrlsl;lnaf
Salmonella typhisuis SARB69 SGSC
Salmonella vwien SARB71 SGSC
Salmonella typhimurium LT2 Lt2 SGSC
Salmonella decatur SARBS SGSC
Salmonella duisberg SARB15 SGSC
Salmonella emek SARB20 SGSC
Salmonella spp. K1229 SGSC
Salmonella spp. K950 SGSC
Salmonella spp. K887 SGSC
Salmonella spp. RKS1740 SGSC
Salmonella spp. RKS2246 SGSC
Salmonella spp. RKS1280 SGSC
Salmonella spp. RKS2986 SGSC
Salmonella spp. RKS2987 SGSC
Salmonella spp. RKS2988 SGSC
Salmonella spp. RKS2982 SGSC
Salmonella spp. RKS2984 SGSC
Salmonella spp. RKS2975 SGSC
Salmonella spp. RKS2976 SGSC
Salmonella spp. RKS2977 SGSC
Salmonella spp. RKS2978 SGSC
Salmonella spp. RKS3009 SGSC
Salmonella spp. RKS3010 SGSC
Salmonella spp. RKS3036 SGSC
Salmonella spp. RKS3038 SGSC
Salmonella spp. RKS3039 SGSC
Salmonella spp. RKS3040 SGSC
Salmonella spp. RKS3042 SGSC
Salmonella spp. RKS3052 SGSC
Salmonella spp. RKS3053 SGSC
Salmonella spp. RKS3055 SGSC
Salmonella spp. RKS3013 SGSC
Salmonella spp. RKS3014 SGSC
Salmonella spp. RKS3803 SGSC
Salmonella typhimurium E-1 iTU
Salmonella newport E-2 iTU
Salmonella enteritidis E-3 ITU
Salmonella poana E-4 iTU
Salmonella pullorum E-5 iTU
Salmonella paratyphiA E-6 iTU
Listeria monoytogenes ATCC 7677 uU
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Ek A (devam) : Calisma kapsaminda kullanilan tiir listesi.

Tiir Tiir Kodu Saglanan
Kurum*
Listeria innocua L-1 Bioexen A.S.
Listeria welshimeri L-2 Bioexen A.S.
Listeria monocytogenes L-3 ITU
Listeria monocytogenes L-4 iTO
Listeria monocytogenes L-5 ITU
Listeria monocytogenes L-6 iTO
Listeria monocytogenes L-7 ITU
Listeria monocytogenes L-8 ITU
Listeria monocytogenes L-9 ITu
Listeria spp. L-10 ITU
Listeria welshimeri 5009 RSSK
Listeria monoytogenes 813 RSSK

SGSC: Salmonella Genetik Stok Merkezi (Salmonella Genetic Stock
Center) Calgary Universitesi, Kanada

YU: Yeditepe Universitesi, Tiirkiye

ODTU: Ortadogu Teknik Universitesi, Tiirkiye

AL: Acibadem Labmed, Tiirkiye

ITU: Istanbul Teknik Universitesi,

Tiirkiye

RSSK: Refik Saydam Ulusal Tip Kiiltiir Koleksiyonu (RSKK) Laboratuvari,
Tiirkiye

UU: Uludag Universitesi, Tiirkiye
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Ek B : Listeria monocytogenes dist tiirler ile yapilan Real Time-PCR ¢alisma

sonucu.
Kuyucuk Ornek Adi Ornek Kodu islig:;l Decgeri S;—rslif:u
Kanal
Dislama Deneyi 1

o Lot rcoun T4 o
A2 EscherichiacoliO187:H7 ~ ATCC35150 &0 o ool
A3 Escherichia coli aTcc2sezz M Moo
A4 Escherichia coli b3 EC-3 AV e e
A5 Escherichia coli 0157:H7  ATCC 43894 FHAE% 2300 Egg?ttl']f
A6 Escherichia coli aTccere AV Egg?ttl']f
A7 Escherichia coli MM294 EC-2 rallr e vt
A8 Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 IF—|AI%¥ 33? 47 Ece)git:
A9 Yersinia enterocolitica ATCC 23715 IF—fly 33?16 Ece)git:
Al0 Yersinia enterocolitica ATCC 27729 Eﬁéﬁ 33j1 4 Eggitl'ff
A1l Bacillus cereus ATCC 33019 FHAEg -, Egg?ttl']f
A12 Bacillus cereus ATCC 11778 FHAég 2307 Eﬁgiﬁ'}f
B1 Klebsiella pneumoniae 0-1 FHAIy 33?08 'Eggitlg
B2 Salmonella anatum 0-2 IF—|AI%¥ 33?3 4 Eggitllff
B3 Proteus vulgaris 0-3 IF—|AI%¥ 33?0 L Eggitllff
B4 Enterobacter aerogenes 0-4 Eﬁ%& 32?02 Egg?t?ff
B5 Serretia mercessens 0-5 IFflég 32?93 Eﬁgi?ff
B6 Escherichia coli DH5 0-6 E’Eﬁ 33?14 Eﬁgiﬁ'}f
B7 Staphylococcus aureus ATCC 9144 FHAé'\)Q 33?2 1 Eg?ttlf
B8 Bacillus cereus 0-8 FHAé'\)Q 33?19 Egg?tﬁf
B9 Salmonella typhimurium E-1 FHAé'\)Q 33?36 Egg?ttlf
B10 Salmonella newport E-2 FHAlég 33?65 ggg?ttlf
B11 Salmonella enteritidis E-3 FHAlég 33j30 ggg?ttlf
B12 Salmonella poana E-4 FHAlég 33?2 6 g?)g?tﬁg
C1 Salmonella pullorum E-5 FHAé'\)Q 33j05 Egg?t?ff
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Ek B (devam) : Listeria monocytogenes dist tiirler ile yapilan Real Time-
PCR c¢alisma sonucu.

) ) Isima = oy Test
Kuyucuk Ornek Adi Ornek Kodu  Alinan Degeri  Sonucu
Kanal

c2 Salmonella paratyphiA E-6 FHAég 33T35 'Egg?t?ff
C3 Sataphylococcus aureus ATCC 29213 E’Eﬁ 33?67 Eggz;?ttlf
C4 Enterococcus faecium A-2 E’Eﬁ 33T5 1 Eggz;?t?ff
C5 Staphylococcus saprophyticus A-3 E’Eﬁ 33?1 4 Eggz;?ttlf
C6 Acinetobacter baumannii A-4 FHAég 33T3 4 ’:ggitl'ff
c7 Burcholderia (Ps_eudomonas) A5 FAM - Neggt_if
capecia HEX 33.49 Pozitif

C8 Morganella morganii A-6 FHAég 33T07 ’:ggitllff
c9 Proteus mirabilis AT iy Ay
C10 Corynebacterium spp. A-8 IF—fly 33j25 ':ce)gi?ff
Cl1 Hafnia alvei A-9 Eﬁéﬁ 33?28 I:gg?t?ff
C12 Klebsialla pneumoniae A-10 FHAég 33T11 ’:ce)gitl'ff
D1 Staphylococcus epidermis A-11 E’Eﬁ 33T5 4 ’:ggitllff
D2 Enterococcus faecalis A-12 FHAIy 33j32 Eggz]?t?ff
D3 Stenotrophomonas maltophilia A-13 IF—|AI%¥ 33j26 'Egg?ttlf
D4 Pseudomonas aeruginosa A-14 IF—|AI%¥ 33? 40 'Eggz;?ttlf
D5 E. coli ATCC 25922 A-15 VRl
D6 Klebsiella pneumoniae SA2807 E’;ﬁ 337 44 ’;\alggi?ff
D7 Klebsiella pneumoniae SA2808 E’;ﬁ 33T31 ’;\alggi?ff
D8 Klebsiella pneumoniae SA2809 FHAé'\)Q 33j37 'Egg?ttlf
D9 Klebsiella ozaenae SA2810 FHAé'\)Q 33j35 'Egg?ttlf
D10 Escherichia coli SA2811 FHAé'\)Q 3 4j70 'Egglattllff
D11 Escherichia coli saslz AN Egg?ttl']f
D12 dH:0 FHA& 33.64 Egg?ttllff

Dislama Deneyi 2

AL onorytogenes ATCC 16313 ATCCMO28  Led ot oo
A2 Escherichia coli SA2814 FHAé'\)Q 33T7 4 'Egg?t?ff
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Ek B (devam) : Listeria monocytogenes dist tiirler ile yapilan Real Time-

PCR c¢alisma sonucu.

) ) Isima oy Test
Kuyucuk Ornek Adi Ornek Kodu  Alinan Degeri  Sonucu
Kanal _

A3 Escherichia coli sasis AV 'Ei"i.att.'ff
A4 Escherichia coli sagie AV o R
A5 Escherichia coli SA2817 T_"Aég 33j7 4 Eggz;flt?ff
A6 Escherichia coli smagrg AV ot
AT Enterobacter cloacae EC1 Eﬁéﬁ 33? 43 Eﬁgiﬁ?c
A8 Citrobacter freundii EC26 FHAég 33?08 'Eggi?;
A9 Enterobacter aerogenes EC5 FHAég 33?7 1 'Eggi?;
Al0 Serratia marcescens EC79 IF—|AI%¥ 3 4?2 1 Ece)git:
All Klebsiella oxytoca EC78 E’E& 33?58 Ece)git:
Al2 Klebsiella pneumoniae EC17 E'Aég 34j01 Eggitl':
B1 Hafnia alvei EC68 “uill N Egg?ttlf
B2 Yersinia enterocolitica PL82450 E’Eﬁ 33?9 1 Eﬁgi?ff
B3 Morganella morganii PL112028 E’;ﬁ 33?99 'Eggitllff
B4 Serratia marcescens 920910 v IF—|AI%¥ 33?3 4 Eggitllff
B5 Shigella sonnei aTccas031 AV 'Eggf‘ttlf
B6 Shigella flexneri ATCC12022 Eﬁ%ﬁ 33T79 Egg?ttlf
B7 Shigella boydii ATCC9207 ng 4540 Egg?ttl'ff
B8 Enterobacter aerogenes SA5590 E’;ﬁ 33?8 6 Eﬁgi?ff
B9 Enterobacter cloacae SA5595 FH?% 33?67 Egg?t?ff
B10 Morganella morganii SA5620 FHAé'\)Q 33T1 4 Egg?ttlf
B11 Serratia liquefaciens PL70291-2 FHAé'\)Q 33T39 Egg?t?ff
B12 Enterobacter aerogenes SA5632 Eﬁ& 33?68 Egg?ttlf
c1  Halia ale PLTO28A-L M Egg?ttlf
co  Meelpemmeentn prcciss (AN, e
c3 Klebsiella oxytoca ATCC13182 FHAIy 3377 1 Egg?t?ff
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Ek B (devam) : Listeria monocytogenes dist tiirler ile yapilan Real Time-
PCR c¢alisma sonucu.

> - Isima Ct Test
Kuyucuk Ornek Adi Ornek Kodu  Alinan Degeri  Sonucu
_ _ Kanal _
o VPO oo T
C5 S. minnesota mR5a E’Eﬁ 33T3 4 Eggz;?t?ff
C6 S. typhimurium SARAL1 T_"Aég 33?58 ﬁggz;?t?ff
c7 S. saintpaul SARA22 |F_|A|£¥ 337 M Ece)gz;itlf
cs . heidelberg SARA30 E’g e Egg?ttl'ff
co S. paratyphi B SARAA1 FHAE% 2304 Egg?ttl'ff
C10 S. muenchen SARA63 FHA& A Egg?ttl'ff
ci1 S. enteritidis 27655 i ﬁggf‘ttlf
C12 S. paratyphi A SA4249 Eﬁ%ﬁ 33j85 I:ce)gi?ff
D1 S. paratyphi A RKS2907 Eﬁéﬁ 33?26 I:gg?t?ff
D2 S. enteritidis RKSs3 AW e
D3 . paratyphi A RKS4993 m& b Egg‘?ttl'ff
D5 S. paratyphi A RKS4994 FH%% 33j5 4 Eggitl'ff
D6 S. paratyphi C RKS4620 IF—|AI%¥ 33j56 'Eggz;?ttlf
D7 S. gallinarum RKS4994 Eﬁ%ﬁ 33j68 'Egg?ttlf
D8 s. gallinarum RKS5021 ':H"g 2377 Egg?ttl';
D9 . pullorum RKS5078 m& 235 Egg?ttl'ff
D10 . pullorum RKS2242 m& 2338 Egg?ttl'ff
D11 S. gallinarum RKS5079 FHAé'\)Q 3 4j07 'Egglattllff
D12 dH20 FHAI%'\)Q 3375 Egg?ttug
Diglama Deneyi 3
AL mooytogenes ATGG 151 ATCC 14028 [ ol Do
A2 S. dublin RKS4732 LAV Egg?ttl']f
A3 S. dublin RKS4600 AN Nesdl
Ad S agona SARBL FHA& 3350 Egg?ttllff
AS S. derby SARBS [V 4336 oot
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Ek B (devam) : Listeria monocytogenes dist tiirler ile yapilan Real Time-

PCR c¢alisma sonucu.

) ) Tsma =y Test
Kuyucuk Ornek Adi Ornek Kodu  Alinan Degeri  Sonucu
Kanal
A6 s. gallinarum SARB21 FH/g . 'Ei"i.att.'ff
AT . haifa SARB22 N 23,08 Egg?ttl'ff
A8 . heidelberg SARB23 E'AE‘g 2308 Eggft‘l'ff
A9 . indiana saRB2s AV o Egg?ttlf
AL0 S. infantis SARB26 M Egg?ttl'ff
ALl S. miami SARB28 FHAE% s550 Egg?ttlf
AL2 S. montevideo SARB31 FHA& " Egg?ttlf
Bl S. newport SARB36 E'Aég 33j22 Eggitl':
B2 S. newport SARB37 Eﬁ%ﬁ 33j21 Eggitl':
B3 S. newport SARB38 E'Aég 33?26 Eggitl':
B4 S. panama SARB41 FHAEg ™. Egg?ttlf
BS5 . paratyphi B SARB43 FHAég 1378 Eggz"?ttl'ff
B6 S. paratyphi C SARB48 m& 4340 Egg‘?ttl'ff
B7 s. pullorum SARB51 ':’E‘% 53,47 Egg?ttii:
B8 s. reading SARB53 1N 2343 'Eggf‘ttlf
B9 S. rubislaw SARB54 Eﬁ%ﬁ 33?80 Egg?ttlf
B10 s. saintpaul SARBS5 m& 2570 Eggz"?ttl'ff
B11 S. schwarzengrund SARB57 m& 4398 Eggz"?ttl'ff
B12 S. sendai SARBSS [N 356 Egg?ttl'ff
c1 S. senftenberg SARB59 FHAé'\)Q 33?1 4 Eg?ttlf
c2 s. stanley SARBGO 1N 551 'Egg?ttlf
c3 S. stanleyville SARB61 Eﬁ& 33T17 Egg?tﬁf
ca . thompson SARB62 FHA& 4353 Egg?ttlf
c5 S. typhisuis SARB69 FHA& 55 Egg?ttlf
co S. wien SARB7L [ 3372 Egg?tt.lff
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Ek B (devam) : Listeria monocytogenes dist tiirler ile yapilan Real Time-
PCR c¢alisma sonucu.

Isima Ct Test
Kuyucuk Omek Adi Omek Kodu  Alinan -
Degeri  Sonucu
Kanal

. FAM - Negatif
C7 Serratia marcesens M15 HEX 3338 Pozitif
. . FAM - Negatif
C8 Shigella flexneri M16 HEX 33.38 Pozitif
- o, FAM - Negatif
Cc9 Yersinia entercolitica M22 HEX 33.54 Pozitif
. FAM - Negatif
C10 E. coli K-12 SAB3059 HEX 3368  Pozitif
L FAM - Negatif
Cl1 S. typhimurium LT2 1412 HEX 33.42 Pozitif
FAM - Negatif
C12 S. muenchen SARAG3 HEX 33.64 Pozitif
FAM - Negatif
D1 S. decatur SARBS HEX 33.45 Pozitif
. FAM - Negatif
D2 S. duisberg SARB15 HEX 33.48 Pozitif
FAM - Negatif
b3 Remek SARB20 LEX 3330  Pouitif
FAM - Negatif
D4 Salmonella spp. K1229 HEX 33.62 Pozitif
FAM - Negatif
D5 Salmonella spp. K950 HEX 33.44 Pogitif
D6 dH,0 FAM - Negatif

HEX 33.33 Pozitif
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Ek C : Listeria monocytogenes hassasiyet ¢alismasi i¢in ddPCR sonuglari.

Ornek

Konsantrasyon
(kopya/ul)

Pozitif
Droplet

Negatif
Droplet

Kabul Edilen
Droplet

1140 kob bakteri ile kontamine 4 saat 6n
zenginlestirme uygulanmis 25 ml
ornekten elde edilen DNA-1

1140 kob bakteri ile kontamine 4 saat 6n
zenginlestirme uygulanmis 25 ml
ornekten elde edilen DNA-2

1140 kob bakteri ile kontamine 4 saat 6n
zenginlestirme uygulanmis 25 ml
ornekten elde edilen DNA-3

1140 kob bakteri ile kontamine 4 saat 6n
zenginlestirme uygulanmis 25 ml
ornekten elde edilen DNA-4

1140 kob bakteri ile kontamine 4 saat on
zenginlestirme uygulanmis 25 ml
ornekten elde edilen DNA-5

1140 kob bakteri ile kontamine 4 saat on
zenginlestirme uygulanmis 25 ml
ornekten elde edilen DNA-6

1140 kob bakteri ile kontamine 4 saat 6n
zenginlestirme uygulanmis 25 ml
Oornekten elde edilen DNA-7

1140 kob bakteri ile kontamine 4 saat on
zenginlestirme uygulanmis 25 ml
ornekten elde edilen DNA-8

1140 kob bakteri ile kontamine 4 saat 6n
zenginlestirme uygulanmis 25 ml
ornekten elde edilen DNA-9

114 kob bakteri ile kontamine 4 saat on
zenginlestirme uygulanmis 25 ml
ornekten elde edilen DNA-1

114 kob bakteri ile kontamine 4 saat 6n
zenginlestirme uygulanmis 25 ml
ornekten elde edilen DNA-2

114 kob bakteri ile kontamine 4 saat 6n
zenginlestirme uygulanmis 25 ml
ornekten elde edilen DNA-3

114 kob bakteri ile kontamine 4 saat 6n
zenginlestirme uygulanmis 25 ml
ornekten elde edilen DNA-4

114 kob bakteri ile kontamine 4 saat 6n
zenginlestirme uygulanmis 25 ml
ornekten elde edilen DNA-5

114 kob bakteri ile kontamine 4 saat on
zenginlestirme uygulanmis 25 ml
ornekten elde edilen DNA-6

114 kob bakteri ile kontamine 4 saat 6n
zenginlestirme uygulanmis 25 ml
ornekten elde edilen DNA-7

114 kob bakteri ile kontamine 4 saat 6n
zenginlestirme uygulanmis 25 ml
ornekten elde edilen DNA-8

11.4 kob bakteri ile kontamine 4 saat 6n
zenginlestirme uygulanmis 25 ml
ornekten elde edilen DNA-1

2970

4330

3950

2470

3580

4820

3640

2110

1430

836

205

436

567

827

1340

1010

1320

59.6

9376

10612

11822

9472

11461

10573

11232

12648

9908

6509

2133

4378

5475

6069

7867

6796

8221

641

674

210

334

1117

459

133

426

2162

3708

5715

10409

9002

8108

5403

32901

4496

3554

11504

10050

10822

12156

10589

11920

10706

11658

14810

13616

12224

12542

13380

13583

11472

11158

11292

11775

12145

115



Ek C (devam) : Listeria monocytogenes hassasiyet ¢alismasi igin ddPCR sonuglari.

Konsantrasyon  Pozitif Negatif ~ Kabul Edilen

Ornek (kopya/ul) Droplet  Droplet Droplet

11.4 kob bakteri ile kontamine 4 saat on

zenginlestirme uygulanmis 25 ml 9.18 112 13349 13461
ornekten elde edilen DNA-2

11.4 kob bakteri ile kontamine 4 saat on

zenginlestirme uygulanmis 25 ml 41.8 494 12737 13231
ornekten elde edilen DNA-3

11.4 kob bakteri ile kontamine 4 saat on

zenginlestirme uygulanmis 25 ml 116 1205 10842 12047
ornekten elde edilen DNA-4

11.4 kob bakteri ile kontamine 4 saat 6n

zenginlestirme uygulanmis 25 ml 41.8 431 11109 11540
ornekten elde edilen DNA-5

Negatif Kontrol (dH.0) 0 0 12593 12593
11.4 kob bakteri ile kontamine 4 saat 6n

zenginlestirme uygulanmis 25 ml 11.3 151 14669 14820

ornekten elde edilen DNA-6
11.4 kob bakteri ile kontamine 4 saat on

zenginlestirme uygulanmis 25 ml 144 151 11440 11591
ornekten elde edilen DNA-7

Negatif Kontrol (dH.0) 0.0714 1 15396 15397
11.4 kob bakteri ile kontamine 4 saat 6n

zenginlestirme uygulanmis 25 ml 24.8 417 18241 18658

ornekten elde edilen DNA-8
11.4 kob bakteri ile kontamine 4 saat on

zenginlestirme uygulanmis 25 ml 61.6 863 14958 15821
ornekten elde edilen DNA-9

Negatif Kontrol (dH.0) 0 0 17795 17795
11.4 kob bakteri ile kontamine 4 saat 6n

zenginlestirme uygulanmis 25 ml 12.2 118 10547 10665

ornekten elde edilen DNA-10

11.4 kob bakteri ile kontamine 4 saat 6n

zenginlestirme uygulanmis 25 ml 74.2 791 11316 12107
ornekten elde edilen DNA-11

11.4 kob bakteri ile kontamine 4 saat on

zenginlestirme uygulanmig 25 ml 35.1 532 16382 16914
ornekten elde edilen DNA-12

1.14 kob bakteri ile kontamine 4 saat 6n

zenginlestirme uygulanmis 25 ml 0.432 5 12706 12711
ornekten elde edilen DNA-1

1.14 kob bakteri ile kontamine 4 saat 6n

zenginlestirme uygulanmis 25 ml 0.106 1 10386 10387
ornekten elde edilen DNA-1

1.14 kob bakteri ile kontamine 4 saat on

zenginlestirme uygulanmis 25 ml 0.333 4 13207 13211
ornekten elde edilen DNA-1

1.14 kob bakteri ile kontamine 4 saat 6n

zenginlestirme uygulanmis 25 ml 0.708 7 10862 10869
ornekten elde edilen DNA-2

1.14 kob bakteri ile kontamine 4 saat 6n

zenginlestirme uygulanmis 25 ml 0.142 2 15522 15524
ornekten elde edilen DNA-2
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Ek C (devam) : Listeria monocytogenes hassasiyet ¢alismasi i¢in ddPCR sonuglari.

Konsantrasyon  Pozitif Negatif ~ Kabul Edilen

Ornek (kopya/ul) Droplet  Droplet Droplet
1.14 kob bakteri ile kontamine 4 saat 6n
zenginlestirme uygulanmis 25 ml 0.336 4 13063 13067
ornekten elde edilen DNA-2
Negatif Kontrol (dH,0) 0 0 15769 15769
11.4 kob bakteri ile kontamine 4 saat 6n
zenginlestirme uygulanmis 25 ml 43.8 518 12749 13267
ornekten elde edilen DNA-13
Negatif Kontrol (dH.0) 0 0 15225 15225
11.4 kob bakteri ile kontamine 4 saat 6n
zenginlestirme uygulanmis 25 ml 44.6 638 15400 16038

ornekten elde edilen DNA-14

1.14 kob bakteri ile kontamine 4 saat 6n

zenginlestirme uygulanmis 25 ml 0.163 2 13461 13463
ornekten elde edilen DNA-3

1.14 kob bakteri ile kontamine 4 saat 6n

zenginlestirme uygulanmis 25 ml 0.205 3 16098 16101
ornekten elde edilen DNA-3

1.14 kob bakteri ile kontamine 4 saat 6n

zenginlestirme uygulanmis 25 ml 0.0786 1 13989 13990
ornekten elde edilen DNA-3

1.14 kob bakteri ile kontamine 4 saat on

zenginlestirme uygulanmis 25 ml 0.213 3 15468 15471
ornekten elde edilen DNA-4

1.14 kob bakteri ile kontamine 4 saat on

zenginlestirme uygulanmis 25 ml 0 0 14357 14357
ornekten elde edilen DNA-4

1.14 kob bakteri ile kontamine 4 saat 6n

zenginlestirme uygulanmig 25 ml 0.144 2 15238 15240
Ornekten elde edilen DN-4

1.14 kob bakteri ile kontamine 4 saat 6n

zenginlestirme uygulanmig 25 ml 0.255 3 12937 12940
ornekten elde edilen DNA-5

1.14 kob bakteri ile kontamine 4 saat on

zenginlestirme uygulanmis 25 ml 0.207 3 15963 15966
ornekten elde edilen DNA-5

1.14 kob bakteri ile kontamine 4 saat 6n

zenginlestirme uygulanmis 25 ml 0.279 4 15778 15782
ornekten elde edilen DNA-5

1.14 kob bakteri ile kontamine 4 saat 6n

zenginlestirme uygulanmis 25 ml 0.272 4 16165 16169
ornekten elde edilen DNA-6

1.14 kob bakteri ile kontamine 4 saat 6n

zenginlestirme uygulanmis 25 ml 0.225 3 14625 14628
ornekten elde edilen DNA-6

1.14 kob bakteri ile kontamine 4 saat on

zenginlestirme uygulanmis 25 ml 0.0689 1 15952 15953
ornekten elde edilen DNA-6

1.14 kob bakteri ile kontamine 4 saat 6n

zenginlestirme uygulanmis 25 ml 0.0691 1 15911 15912
ornekten elde edilen DNA-7

1.14 kob bakteri ile kontamine 4 saat 6n

zenginlestirme uygulanmig 25 ml 0.148 2 14894 14896
ornekten elde edilen DNA-7
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Ek C (devam) : Listeria monocytogenes hassasiyet ¢alismasi igin ddPCR sonuglari.

Konsantrasyon  Pozitif Negatif ~ Kabul Edilen

Ornek (kopya/ul) Droplet  Droplet Droplet
Negatif Kontrol (dH20) 0.0679 1 16181 16182
1.14 kob bakteri ile kontamine 4 saat on
zenginlestirme uygulanmis 25 ml 0 0 10785 10785

ornekten elde edilen DNA-8

1.14 kob bakteri ile kontamine 4 saat on

zenginlestirme uygulanmis 25 ml 0.0859 1 12795 12796
ornekten elde edilen DNA-8

1.14 kob bakteri ile kontamine 4 saat 6n

zenginlestirme uygulanmis 25 ml 0.244 3 13517 13520
ornekten elde edilen DNA-8

1.14 kob bakteri ile kontamine 4 saat on

zenginlestirme uygulanmis 25 ml 0.0934 1 11763 11764
ornekten elde edilen DNA-9

1.14 kob bakteri ile kontamine 4 saat on

zenginlestirme uygulanmis 25 ml 0 0 12902 12902
ornekten elde edilen DNA-9

1.14 kob bakteri ile kontamine 4 saat 6n

zenginlestirme uygulanmis 25 ml 0 0 13105 13105
ornekten elde edilen DNA-9

1.14 kob bakteri ile kontamine 4 saat on

zenginlestirme uygulanmis 25 ml 0.171 2 12858 12860
ornekten elde edilen DNA-10

1.14 kob bakteri ile kontamine 4 saat 6n

zenginlestirme uygulanmis 25 ml 0.36 4 12208 12212
ornekten elde edilen DNA-10

1.14 kob bakteri ile kontamine 4 saat on

zenginlestirme uygulanmis 25 ml 0 0 14313 14313
ornekten elde edilen DNA-10

1.14 kob bakteri ile kontamine 4 saat 6n

zenginlestirme uygulanmig 25 ml 0.177 2 12406 12408
ornekten elde edilen DNA-11

1.14 kob bakteri ile kontamine 4 saat 6n

zenginlestirme uygulanmig 25 ml 0.0891 1 12333 12334
ornekten elde edilen DNA-11

1.14 kob bakteri ile kontamine 4 saat on

zenginlestirme uygulanmis 25 ml 0.0845 1 13000 13001
ornekten elde edilen DNA-11

1.14 kob bakteri ile kontamine 4 saat 6n

zenginlestirme uygulanmis 25 ml 0 0 12697 12697
ornekten elde edilen DNA-12

1.14 kob bakteri ile kontamine 4 saat 6n

zenginlestirme uygulanmis 25 ml 0 0 11761 11761
ornekten elde edilen DNA-12

1.14 kob bakteri ile kontamine 4 saat 6n

zenginlestirme uygulanmis 25 ml 0.377 4 11666 11670
ornekten elde edilen DNA-12

1.14 kob bakteri ile kontamine 4 saat on

zenginlestirme uygulanmis 25 ml 0.165 2 13312 13314
ornekten elde edilen DNA-13

1.14 kob bakteri ile kontamine 4 saat 6n

zenginlestirme uygulanmis 25 ml 0.22 3 14956 14959
ornekten elde edilen DNA-13
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Ek C (devam) : Listeria monocytogenes hassasiyet ¢alismasi i¢in ddPCR sonuglari.

Konsantrasyon  Pozitif Negatif ~ Kabul Edilen

Ornek (kopya/ul) Droplet  Droplet Droplet

1.14 kob bakteri ile kontamine 4 saat on

zenginlestirme uygulanmis 25 ml 0.245 3 13447 13450
ornekten elde edilen DNA-13

1.14 kob bakteri ile kontamine 4 saat on

zenginlestirme uygulanmis 25 ml 0.298 3 11063 11066
ornekten elde edilen DNA-14

1.14 kob bakteri ile kontamine 4 saat on

zenginlestirme uygulanmis 25 ml 0.178 2 12341 12343
ornekten elde edilen DNA-14

1.14 kob bakteri ile kontamine 4 saat 6n

zenginlestirme uygulanmis 25 ml 0.0763 1 14400 14401
ornekten elde edilen DNA-14

1.14 kob bakteri ile kontamine 4 saat on

zenginlestirme uygulanmis 25 ml 0 0 12177 12177
ornekten elde edilen DNA-15

1.14 kob bakteri ile kontamine 4 saat on

zenginlestirme uygulanmis 25 ml 0 0 15105 15105
ornekten elde edilen DNA-15

1.14 kob bakteri ile kontamine 4 saat 6n

zenginlestirme uygulanmis 25 ml 0.179 2 12249 12251
ornekten elde edilen DNA-15

1.14 kob bakteri ile kontamine 4 saat on

zenginlestirme uygulanmis 25 ml 0.164 2 13433 13435
ornekten elde edilen DNA-16

1.14 kob bakteri ile kontamine 4 saat 6n

zenginlestirme uygulanmis 25 ml 0 0 11345 11345
ornekten elde edilen DNA-16

1.14 kob bakteri ile kontamine 4 saat on

zenginlestirme uygulanmis 25 ml 0.0798 1 13768 13769
ornekten elde edilen DNA-16

1.14 kob bakteri ile kontamine 4 saat 6n

zenginlestirme uygulanmis 25 ml 0 0 11129 11129
ornekten elde edilen DNA-17

1.14 kob bakteri ile kontamine 4 saat 6n

zenginlestirme uygulanmig 25 ml 0 0 13132 13132
ornekten elde edilen DNA-17

1.14 kob bakteri ile kontamine 4 saat on

zenginlestirme uygulanmig 25 ml 0.387 4 11351 11355
ornekten elde edilen DNA-17
Negatif Kontrol (dH-0) 0.0775 1 14185 14186

119






OZGECMIS

Ad-Soyad : Yeliz YUCEL Oz

OGRENIM DURUMU:

o Lisans : 2001, Uludag Universitesi, Fen Edebiyat Fakiiltesi, Biyoloji
Bolimi

o Yiiksek Lisans 12003, Uludag Universitesi, Fen Bilimleri Enstitiisii, Yiiksek

Lisans Programi

MESLEKI DENEYIM VE ODULLER:

e 2022 yilinda Krosgen Biyoteknoloji Arastirma Gelistirme San. ve Tic. Ltd.
Sti’nde Ar-Ge Sorumlusu olarak ¢alismaya baslamistir.

e 2014-2019 yillar1 arasinda lontek Ila¢ Tan1 ve Biyoteknoloji Uriinleri Ar-Ge San.
Ve Tic. A.S.’de Uretim Sorumlusu ve Kalite Sorumlusu olarak calist1.

e 2010-2014 yillar1 arasinda lontek Ilag Tan1 ve Biyoteknoloji Uriinleri Ar-Ge San.
Ve Tic. A.S.’de Ar-Ge Sorumlusu ve Kalite Sorumlusu olarak calisti.

e 2003-2010 yillari aras: lontek Ilag Tan1 ve Biyoteknoloji Uriinleri Ar-Ge San. Ve
Tic. A.S.’de Ar-Ge Personeli olarak calisti.

DOKTORA TEZINDEN TURETILEN YAYINLAR, SUNUMLAR VE
PATENTLER:

e Oz Y.Y., Sénmez, O. 1., Karaman, S., Oz, E., Unal, C. B., & Karatas, A. Y.
(2020). Rapid and sensitive detection of Salmonella spp. in raw minced meat
samples using droplet digital PCR. European Food Research and
Technology, 246(10), 1895-1907.

DIGER YAYINLAR, SUNUMLAR VE PATENTLER:

Kurt, S., Oz E., Askin, O. E., & Oz, Y. Y. (2018). Classification of nucleotide
sequences for quality assessment using logistic regression and decision tree
approaches. Neural Computing and Applications, 29(8), 251-262.

Oz E., Kurt, S., Asyali, M. H., Kaya, H., & Yiicel, Y. (2016). Feature based quality

assessment of DNA sequencing chromatograms. Applied Soft Computing, 41, 420-
427.

121



Bilenoglu, O., Altindis, M., Oz, E., Yiicel-Oz, Y., Irigiil-Sénmez, O., & Unal, C. B.
(2015). Detailed polymorphism study on cytomegalovirus DNA polymerase gene to
reveal the most suitable genomic targets for quantitative Real-time PCR. Bosnian
Journal of Basic Medical Sciences, 15(3), 28.

PROJELER

1511 ARGE, PROJE YURUTUCUSU

Gida Patojenleri I¢in Dijital PCR Kitlerinin Gelistirilmesi
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GE SAN. VETIC. A.S.
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1511 ARGE, ARASTIRMACI
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Yiiriitiilen Kurulus: IONTEK iLAC TANI VE BIYOTEKNOLOJi URUNLERI AR-
GE SAN. VETIC. A.S.
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Tromboza Yatkinlig1 Belirleyici Genetik Markorleri Saptamaya Yonelik Pyrosekans
Kiti Gelistirilmesi

Yiiriitiilen Kurulus: IONTEK ILAC TANI VE BIYOTEKNOLOJI URUNLERI AR-
GE SAN. VE TIC. A.S.

Destek Alian Kurulus: TUBITAK BASKANLIK (Yurt i¢i)

01 Kasim 2014, 01 Ekim 2015

KOSGEB, ARASTIRMACI

Pcr Hazirlig1 Yapabilen Otomatik DNA Izolasyon Cihaz Uretimi

Yiiriitiilen Kurulus: IONTEK ILAC TANI VE BIYOTEKNOLOJI URUNLERI
ARGE SAN. VETIC. A S.

Destek Alinan Kurulus: KOSGEB ISTANBUL IKITELLI HIZMET MERKEZI
MUDURLUGU (Yurt I¢i)

01 Ekim 2011, 01 Ekim 2012

TUBITAK TEYDEB, ARASTIRMACI

Yiiksek Bagarimli Biyoinformatik Platformu

Yiiriitiilen Kurulus: IONTEK ILAC TANI VE BIYOTEKNOLOJi URUNLERI AR-
GE SAN. VETIC. AS.
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Destek Alinan Kurulus: TUBITAK BASKANLIK (Yurt I¢i)
01 Ocak 2008, 01 Haziran 2009

TUBITAK TEYDEB, ARASTIRMACI

Ailesel Kanser Tanisinda Uzman Sistem Uygulamasi: Diagnus-BRCA., Yiiriitiilen
Kurulus: IONTEK ILAC TANI VE BIiYOTEKNOLOJI URUNLERI AR-GE SAN.
VE TIC. A.S.

Destek Alman Kurulus: TUBITAK BASKANLIK (Yurt i¢i)

01 Ocak 2008, 01 Aralik 2008

TUBITAK TEYDEB, ARASTIRMACI

Luminex Xmap Platformu Uzerinde Beta-Talasemi Mutasyon Saptama Kiti
Gelistirilmesi

Yiiriitiilen Kurulus: IONTEK ILAC TANI VE BIYOTEKNOLOJi URUNLERI AR-
GE SAN. VETIC. A.S.

Destek Alinan Kurulus: TUBITAK BASKANLIK (Yurt I¢i)

01 Temmuz 2007, 01 Aralik 2008

123



