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oz

Bu calismanin amact tavuk etlerinden (n:50; butin kanat, gogis, baget; toplamda N: 150) Listeria
monocytogenesin tespitinde kolorimetrik loop-mediated izotermal amplifikasyonun (LAMP) performansini
degetlendirmektir. Bu amacla, tavuk etleri 100-10* CFU/25 g (veya bitiin tavuk eti) seviyede L. zonocytogenes
ve rekabetci mikrobiyota olarak kullanilan 5 diger bakteri (Salmonella Typhimurium, Campylobacter jejuni,
Campylobacter coli, Staphylococens anrens, Citrobacter frenndii) ile inokiile edildi. On zenginlestirme sonrast 6rnekler
geleneksel kiltiirel, gercek zamanlt PZR ve LAMP kullanilarak analiz edildi. Virulans 444 gen’in primer
setleti (L. zonocytogenes-6zgi) hidroksinaftol mavisi (HNB) ile gorsellestirilmis LAMP icin kullamildi. Bu hedef
gen 65°C 45 dakikada spesifik primerler kullanilarak cogaltildi. Ug metot ile gerceklestirilen analizlerin
sonucunda dogal olarak kontamine olmus 150 6rnegin 9unda (%o06) L. monocytogenes varligi tespit edildi.
LAMP, qPCR ve klasik metot dogal ve yapay olarak kontamine olmus 6rneklerden L. nonocysgones igin ayni
tespit petformansini gosterdi. Bu sonuglar HNB-LAMP yénteminin, PCR'a alternatif olarak, izotermal
kosullar altinda L. monocytogenes'e duyarly, spesifik, basit, hizli bir tespit teknigi olarak kullanilabilecegini ve L.
monocytogenes'in tavuk etlerinden saptanma potansiyeline sahip oldugunu gosterdi.

Anahtar kelimeler: Loop-mediated izotermal amplifikasyon (LAMP), gercek zamanh PZR, IListeria
monocytogenes, tavuk etleri, hizli tanimlama

RAPID DETECTION OF LISTERIA MONOCYTOGENESIN CHICKEN MEATS
WITH COLORIMETRIC LOOP-MEDIATED ISOTHERMAL AMPLIFICATION
(LAMP) METHOD

ABSTRACT
The object of this study is to evaluate the performance of the colorimetric loop-mediated isothermal
amplification (LAMP) in detecting Listeria monocytogenes from chicken meats (n: 50; whole wing, breast,
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drumstick; totally N: 150). For this purpose, the chicken meats were artificially contaminated with
100-10¢ CFU/25 g (or sample) of L. monocytogenes and 5 others bacteria were used as competitive
microbiota. After pre-enrichment, the samples were analyzed using conventional cultural, LAMP and
real-time PCR methods. Primer sets of virulence gene 444 were used for the L. monocytogenes-specific
visualized LAMP with hydroxynaphthol blue (HNB) dye and amplified the target gene using specific
primers at 65 °C for 45 min. As a result of analysis performed by three methods in the naturally
contaminated samples, the presence of L. monocytogenes was detected in 9 of 150 samples (6%). The
LAMP, qPCR and conventional method showed similar detection performances for L. monocytogenes
in the naturally or artifically contaminated samples. These results demonstrated the use of HNB-
LAMP method for, as an alternative to PCR, sensitive and specific to L. monocytogenes under isothermal
conditions, could use as a simple, rapid detection technique and has the potential for detection of L.

monocytogenes from the chicken meats.

Keywords: Loop-mediated isothermal amplification (LAMP), Real-time PCR, Listeria monocytogenes,

chicken meats, rapid detection

GIRIS

Listeriyozis ~ vakalarina sebebiyet veren L.
monocytogenes; zotlu cevre kosullarinda hayatta
kalabilen bir patojendir. Bu patojen pismemis
veya yetersiz 1sil islem uygulanmis et, ¢ig st ve
triinlerinde, meyve ve sebzelerde bulunabilir.
Ayrica; gidalarin  islenmesi  esnasinda  gesitli
kaynaklardan kontaminasyon riski de ortaya
cikabilir. Ozellikle kontaminasyon olan bir
urinden pismis Urlne, ¢ig tiketilen sebze ve
meyve gibi gidalara capraz bulast listeriyozis vaka
olasiliklarint arttirmaktadir (Wang vd. 2015; Feng
vd. 2018).

Gida Guvenligi agisindan L. monocytogenes,
buzdolabt sicakliklarinda canlt  kalabilen ve
cogalan, ozmotik stresi tolere edebilme
yetenegiyle 6nemli bir patojendir (Rhoades vd.
2009; Goh wvd. 2012). L. monocytogenes ile
kontamine olmus gidalarin potansiyel insan saghig
riskini degerlendirmek icin glivenilir, Ozgin,
hassas belirleme yontemlerine ihtiyag vardir.
Stiregelen geleneksel kiiltiirel metotta kontamine
stphesi olan gidanin selektif sivi besiyerlerinde 6n
zenginlestirme, secici agarlarda izolasyon ve
sipheli  kolonilerin  tanimlanmast  amaciyla
biyokimyasal testler yapilmaktadir. Bu kilttrel
metot standart olarak kabul gérmus olsa da zaman
(5 glin) alicadir. Hem de bu analizler sarf
malzemeyle birlikte is gicli ve donanimli bir
laboratuvar gerektirmektedir (Lee vd., 2015; Feng
vd., 2018).

Nikleik asit temelli (Polimeraz zincir reaksiyonu
(PCR), izotermal amplifikasyon vb.) molekiiler

tan1 teknolojilerinin - gelisimiyle birlikte analiz
stresi 6nemli Slcide kisaltulmistir. Gidalarda L.
monocytogenes’in hizli aranmast icin multiplex PCR
(Jamali vd., 2015; Wieczorek and Osek, 2017),
immunomagnetic separation ile birlikte PCR
(Ayaz vd., 2009), real-time PCR (Traunsek vd.,
2011), ve multiplex realtime PCR (Xiao vd., 2014)
gibi yontemler kullanlmustir. Ancak; niikleik asit
temelli bu yontemler pahali ekipman ve sarf
malzemenin yani sira daha egitimli personel ve
donanimli laboratuvara ihtiya¢ duymaktadur.
Ornegin; klasik PCR  yonteminde DNA
ekstraksiyonu, genetik materyalin amplifikasyonu
icin primetler ve uygun ¢ozeltiler, degisken termal
dongtiyii  saglayict  cihazlar, amplifikasyonun
kontroli amactyla gorintileme kimyasallart ve
ckipmanlart lazimdir. Nukleik asit  temelli
metotlardan birisi olan Loop-mediated izotermal
amplifikasyon (LAMP, dongiiye dayali izotermal
amplifikasyon) cogaltilmast arzu edilen DNA
kistmlarini  yitksek  duyarlilik  ve  etkinlikte,
izotermal kogullarda (63-65°C), iplikcik yer
degistirmesi  esasina  dayanarak ¢ogaltabilen
ntkleik asit temelli bir yontemdir (Notomi vd.
2000).

LAMP metodu, ¢ogaltilmast istenen DNA’da altt
farkli bolgeden tanimlanip 6zel olarak dizayn
edilen 4 veya 6 primer esliginde DNA polimeraz
sayesinde gerceklestirilir. Bu sekilde LAMP,
izotermal olarak inkiibe edilmis reaksiyon
ortaminda spesifik bir gen bdlgesini ¢ogaltip
belirleyebilir (Notomi »4. 2000; Nagamine »d.
2002; Sagcan ve Kara, 2019).
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Diger ntkleik asit amplifikasyon yontemlerinden
farklt olarak, LAMP basitliginin yan sira yiiksek
amplifikasyon etkinligi gibi avantajlara sahiptir.
LAMP icin bir termal déngii cihazi olmaksizin bir
su banyosu veya standart bir isitict blok ile
amplifikasyon  islemi  basarilabilir.  Ayrica,
amplifikasyonun kontroliinde jel elektroforezi ve
gorintileme ekipmani da gerekmez (Tomlinson
and Boonham 2008). LAMP reaksiyon sonucu,
interkalat6r Ozellige sahip PicoGreen, SYBR
Green I, Etidyum bromiir gibi 6zel boyalarla veya
hidroksinaftol mavisi (HNB), Malasit yesili MG),
Kalsein gibi metal indikatorletle gorilebilir
(Paridavd. 2008).

LAMP reaksiyonu sonucunda amplifikasyonun
negatif veya pozitif oldugu reaksiyon ortamina
hidroksinaftol mavisi (HNB) ilave edilerek tespit
edilebilmektedir. Bu metal indikatérii reaksiyon
ortamimnin  pH’sina  baglh  olarak  renk
degistirmektedir. Tzotermal siirece girmemis olan
reaksiyon ortami1 HNB ilave edildiginde normalde
mor menekse rengindedir. Fakat; amplifikasyon
gerceklestiginde HNB’nin rengi gk mavisine
déner ve reaksiyonun pozitif oldugu bu sekilde
¢iplak gézle yorumlanabilir. Reaksiyon boyunca
ortamda yan Uriin olarak olusan pirofosfatlarin
HNB+Mg*? kompleksinden Mg*? iyonlarin
uzaklastirarak ortam pH'sinda degisiklik meydana
getirdigi icin rengin g6k mavisine (sky blue)
dontstigl belirtilmistir. Bu boya LAMP i¢in bazt
avantajlar saglamaktadir: reaksiyon ortaminda
inhibe edici degildir ve kapali reaksiyon ortamina
énceden ilave edilir. Ikincisi ¢iplak gézle renk
degisimi kolayca gortlebilir ve belirgindir. Son
olarak hazirlanmast kolay (suda ¢6zinir) ve
ucuzdur (Goto »d. 2009; Srisrattakarn vd. 2017;
Wang vd., 2017).

Bu ¢alismada, tavuk etlerinden L. monocytogenes’in
hizli tespiti icin AhhA gene gbre olusturulan
primerlerle  kolorimetrik ~ (HNB)  LAMP
yonteminin hassasiyeti, Ozgunligi geleneksel
kiltirel yontem ve real-time PCR ile kiyaslanarak
yorumlanmast amaglandi.

MATERYAL VE YONTEM

Tavuk etleri

Toplamda 150 adet (biitin kanat, gbgts, baget; n:
50) tavuk eti Erzurum ilinde 2017 yili Mart-Nisan
aylarinda perakende satis yapan marketlerden
temin edildi. Ornekler PVC ambalajlarda
paketlenmis halde saticidan alinmistir. Her paket
bir numune olarak kabul edildi. Temin edilen
ornekler en kisa zamanda ve soguk zincir
sartlarinda  (+2°C ile +8°C) laboratuvara
ulastirildi. Materyaller sicakligin korunmasi igin
buz akiileri iceren strafor kutu icerisinde taginmis
ve analizlere kadar sicakligs 4°C ayarlanmus
sogutucuda ~ muhafaza  edildi. Ornekler
laboratuvara ulastirildiktan sonra en ge¢ 30 dakika
sonrasinda analizlere alindr.

Calismada kullanilan kiltirler

Bu  arastirmada,  mikrobiyolojik  ve/veya
molekiiler genetik analizlerde Cizelge 1°de verilen
kiltarler kullandmistir. Bu  kiltirler  Atatlrk
Universitesi, Ziraat Fakiiltesi, Gida Miihendisligi
Bolumi, Gida Mikrobiyolojisi Laboratuvari’na ait
kultar koleksiyonundan temin edildi.
Laboratuvarda -80°C’de  muhafaza edilen
kiltirlerin aktiflestirilmesi Trypticase Soy Yeast
Extract (TSYE) sivt besiyerinde yapildi. C. jeguni
ve C. cli icin TSYE besiyerine %5 oraninda
defibrine at kani ilave edildi.

Gizelge 1. Calismada kullanilan kiltitler
Table 1. Cultures used in this study

Kiiltirler / Cultures

Listeria spp.

Digetleti / Others

L. monocytogenes ATCC 7644
L. monocytogenes NCTC 10527
L. ivanovii ATCC 19119

L. innocua NCTC 11288

Salmonella  Typhimutium  (RSSK  95091)
Campylobacter jejuni (ATCC 33560) Campylobacter
coli (ATCC 33559) Staphylococcus aurens (ATCC 25
923) Citrobacter freundii INCTC 6272)

ATCC: American Type Culture Collection, NCTC: National Collection of Type Cultures, RSSK: Refik

Saydam Ulusal Tip Kiltir Koleksiyonu
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Orneklerin inokiilasyonu

In vitro kosullarda inokiilasyonlart yapilacak tavuk
etleri mikrobiyota ve diger kalintilardan
arindirtlmast icin steril saf su ile ytkama islemine
tabi tutuldu. Kisaca; 25 g 6rnek 225 ml. (veya
agirliklarina gbre 1:10 oraninda) steril saf su ile 3
dk yikandi. Bu islem her 6rnek icin 3 defa tekrar
edildi. Tavuk etleri ytkandiktan sonra inokiilasyon
Oncesi kontrol amaciyla paketlerden numune
alinmis ve belirtilen analizler bu numunelere de
uygulanmustir. Yikamadan sonra L. monocytogenes
(ATCC 7644), Listeria monocytogenes NCTC 10527)
ile 10°-10* CFU/25 g olacak sekilde uygun kiltir
dilisyonlar: hazirlandi. Ayni sekilde rekabetci
mikrobiyota olarak secilen 5 kiltir karisimi icin
dilisyonlar hazir hale getirildi. Hem L.
monocytogenes  suslart  icin  hem de rekabetci
mikrobiyota icin hazirlanan inokilasyonlarin
kosantrasyonu McFarland densitometer (DEN-
1 McFatland Densitometer, Biosan) kullanilarak
kontrol edilmistir. Steril fizyolojik tuzlu su (%0.85
NaCl) ile yaklasik olarak 108 CFU/mL olacak
sekilde ana dilisyonlar hazirlanmustir. Bu ana
inokilasyon  ¢Ozeltileri  10-kat  seyreltme
metoduyla 25 g tavuk eti icin 10, 10, 102, 103, 104
CFU olacak sekilde optimize edilmistir. Uygun
dilisyonlardan 100 uL alinarak mikropipet ile
yikanan Orneklere steril stomacher icerisinde
coklu noktasal olarak inokiile edildi ve kultiir-
Ornek etkilesimi icin 1-2 saat 4°C’de bekletildi
(Arunrut vd. 2018).

Listeria monocytogenes ve diger Listeria
tiirleri igin kiltiirel metot

ISO 11290-1:2017 koduyla standart metot olarak
sunulan ve TSE tarafindan tlkemizde de
gecerliligi olan TS EN ISO 11290-1 yonteme gore
L. monocytogenes ve diger Listeria titleri igin
analizler iki asamali zenginlestirme, izolasyon ve
dogrulama  testlerini  icermektedir.  Kisaca;
ornekler oncelikle agirliklarina gore 1:10 oraninda
Buffered Peptone Water (Tamponlanmus
Peptonlu Su, TPS) ile filtreli stomacher poseti
icerisinde rinsing (yitkama) islemine tabi tutuldu.
On  zenginlestirme amaciyla steril kavanoz
igerisinde 10 mL tavuk ytkama suyuna 90 mL Half
Fraser Broth eklendi ve 30°C’de aerob kosullarda
24 saat inkiibasyona birakildi. On zenginlestirme
islemine tabi tutulan her bir 6rnekten 1 ml.

homojenizat alinip 9 mL Fraser Broth iceren
tuplere aktartlip 37°C, 48%2 aerobik inkibasyon
uygulandi.  Zeytin  yesili-siyah  renk  veren
tiplerden birer 6ze dolusu Chromocult Listeria
Selective Agar (Merck 1.00427), Oxford Listeria
Selective Agar (Merck 1.07004) ve PALCAM
Agar  (Merck 1.11755) besiyetlerine  ¢izim
yapilmustir. Bu secici agarlarda tireyen yaklasik 1
mm capl tipik kolonilerden 1-5 adet secilerek
biyokimyasal ve diger testler yapilmak tizere, TSA-
YE’ye (Tryptic Soy Agar-Yeast Extract; Oxoid
CM 131) aktarildiktan sonra 30°C’de 1 gin
inkiibasyona birakildt. Ureyen kolonilere sirast ile;
Gram boyama, katalaz (%3’lik H>Os ile), oksidaz
(Bactident oxidase, Merck 113300), Christie,
Atkins ve Munch-Peterson (CAMP) hemoliz
testleri yapildi. Biyokimyasal dogrulama amaciyla
API Listeria (bioMerieux) kit ile birlikte
karbonhidrat testleri (Ksiloz, Ramnoz, Mannitol)
uygulandi (Hitchins »d4. 2017). Gram pozitif,
Katalaz pozitif, oksidaz negatif, CAMP porzitif,
Ramnoz porzitif, Ksiloz ve Mannitol negatif ve
API web system software ile sonucu %90 L.
monocytogenes Uzeri olan kultirler L. monocytogenes
olarak belitlendi. Ayrica, L. monocytogenes’in
orneklerden identifikasyonu icin Singlepath®
L'mono (Merck Millipore, 104148) imminolojik
hizli kit Gretici yonergesine gore kullanildr.

PCR ve LAMP icin bakteriyal DNA
ekstraksiyonu
On zenginlestirmeye tabi tutulmus

homojenizatlardan 1 ml. alinarak mikrosantrifij
tiplere transfer edildi. Sirastyla; i) 900 x g, 1 dakika
santrifijleme, i)  slpernatant yeni  bir
mikrosantrifiij tiipe alindiktan sonra 10.000 x g, 5
dakika santrifijleme, iii) stipernatant elemine
edildikten sonra geriye kalan pellet tizerine Tris-
EDTA (pH 8.0) Buffer ilave edildi. Bu karisim 95-
100°C’de 10 dakika stireyle sitict blokta 1sitildi.
Oda sicakligina getirilen bu karisim 13.700 x g
4°Cde 5 dakika santrifiijlendi. Stpernatant
LAMP ve PCR islemleri igin DNA kalip olarak
kullanildi. DNA saflig1 ve konsantrasyonu Epoch
Microplate Spectrophotometer (BioTek, USA)
cihazinda Take3 Micro-Volume Plate kullanilarak
gerceklestirildi.  Aseo/Azgo  orani  1.8-2.0
arahigindaki DNA’lar kullanddi (Yamazaki vd.
2009; Van Tongeren vd., 2011; Tang vd. 2011).
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LAMP  analizinde  kullanilan  primerlerin
Ozgunligini kontrol etmek amaciyla referans
kilturlerden DNA  ekstraksiyonu mericon DNA
Bacteria Kit (QIAGEN, Cat. No. / ID: 69525)
kullandmistir. Bu amagla dreticinin  yonergesi
takip edilmistir.

LAMP protokolii

LAMP reaksiyonu icin Bs# 3.0 DNA Polimeraz ve
bu enzimin optimum aktivite gésterdigi ortami
saglayan Isothermal Amplification Buffer II Pack

hidroksinaftol mavisi (HNB) (Sigma Aldrich,
Product No: 1.04593) ve reaksiyon hacmini
tamamlamak icin molekiler saf su kullanildi.
HNB ¢6zeltisi molekiler agirhgt: 620,47 g/mol
olan HNB’den 0,02325 ¢ alinarak 10 mL saf su
icerisinde ¢oziundurilerek hazirlandr. 25 pL
LAMP reaksiyon hacminde 1 pL ilave edildiginde
konsantrasyonu 150 uM olarak optimize edildi.
Reaksiyonda kullanilan bilesenler ve
miktar/konsantrasyonlatt Cizelge 2°de gosterildigi
gibidir.

(New England Biolabs), dNTP (Sigma Aldrich),

LAMP Primer karisimi, sonucun gézlenmesi icin

Cizelge 2. LAMP icin kullanilan bilesenler ve miktar/konsantrasyonlatt
Table 2. Ingredients used for LAMP and their amount/ concentration
Hacim (25 pL/Reaksiyon) / 1V olume

2.5ull

Bilesen / Ingredients
10X Isothermal Amplification Buffer II

10 mM dNTPs 3.5 uL (1.4 mM final)

100 mM MgSO, 1.5 pL (6 mM+2 mM buffer=8 mM final)
Primetler 1.3 uL (1.6 uM FIP/BIP, 0.2 uM F3/B3, 0.8 uM
Primers LoopF/B)

Bs#3.0 (8,000 U/mL) 1 ul (0.32 U/uL)

DNA template 2 uL (50 pg/mL)

HNB 1 uL (150 pM)

H>O Saf su ile 25 pl.’ye tamamlanir

LAMP reaksiyonunda kullanilan primerler L.
monocytogenes hlyA gen hedef alinarak dizayn edildi
(Gizelge 3). Bu pimerler liyofilize halde HPLC

safiginda olup dreticinin (Integrated DNA
Technologies, IDT, Leuven, Belgika) yonergesine
gore ultra saf su ile hazirlandi.

Cizelge 3. LAMP i¢in kullanilan primerler
Table 3. Primers used in LAMP

Hedef/ Referans Primerb Sekans (5-3")
L. monocytogenes FIP CGTGTTTCTTTTCGATTGGCGTCTTTTTTTCAT
CCATGGCACCACC (F1c-F2)

BIP CCACGGAGATGCAGTGACAAATGTTTTGGATT
Tang vd. (2011)3 TCTTCTTTTTCTCCACAAC (B1-B2c¢)

F3 TTGCGCAACAAACTGAAGC (F3)

B3 GCTTTTACGAGAGCACCTGG (B3c)

LF TAGGACTTGCAGGCGGAGATG (LFc)

LB GCCAAGAAAAGGTTACAAAGATGG (LB)

2. monocytogenes hlyA gen (GenBank erisim numarast NC012488)
bE3: forward internal primer; B3: backward inwatd primer; FIP: forward inner primer; BIP: backward inner primer;
LF: loop forward primer; LB: loop backward primer
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Cizelge 2’de belirtilen bilesenler uygun hacimlerde
alinarak toplamda 25 pl reaksiyon karigimi 0,2
ml PCR tiiplerinde sitict blokta 60°C ve 65°C
sicaklik, 15, 30, 45, 60, 120 dk stire kombinasyonu
uygulandi. Bu stireler sonunda reaksiyonu
sonlandirmak amaciyla 80-82°C’de 2 dakika daha
sitma yapildi. Bu islemler sonucunda tipler bir

beyaz zeminde konumlandirddi ve 10 dk
icerisinde  HNB’ye  bagh renk  degisimi
gozlemlendi.

LAMP analizinin spesifikliginin belirlenmesi
Yoéntemin spesifikligini belitlemek i¢in, LAMP
analizi, dort Listeria susundan ve bes Listeria
olmayan sustan (Cizelge 1) elde edilen DNA
kaliplariyla yukarida agiklanan kogullar altinda
gerceklestirildi. Her DNA 6rnegi en az iki kez
LAMP analizine alind1.

LAMP analizinin hassasiyetinin belirlenmesi
LAMP metodunun duyarhihigl, pozitif kontrol
olarak L.  monocytogenes susu  ATCC 7644
kullanilarak belirlendi. Metodun belitfleme limiti
(limit of detection, LOD) aynt DNA kaliplarinda
PCR 1ie karsidlagtirilarak tespit edildi. L.
monocytogenes kulturinin ddH>O (double distilled
water) ile 5-5x106 CFU/mL  araligindaki
dilisyonlarindan 100 pL.  alinarak  DNA

ekstraksiyonu yapildi. Bu DNA 6rnekleri PCR ve
LAMP  hassasiyetlerinin  belirlenmesi  i¢in
kullanddi. Saf kiltir dilisyonlarindan 100 pL
PALCAM ve Chromocult Listeria Selective
Agar’a ekildi. Agarlarda 36-48 saat, 37°C
inkiibasyon sonrasinda olugan kolonilerin sayimt
gerceklestirildi. LOD, L. monocytogenes'in en disik
konsantrasyonda ti¢ tekrarla tespit edildigi deger
olarak  verildi. Ayrica saflastirilmis  DNA
ekstraktlart 10 kat seyreltme (800 ng, 80 ng, 8 ng,
800 pg, 80 pg, 8 pg) ile de her iki yontemle analize
alindr.

qPCR protokolii

Tavuk eti 6rneklerinden L. monocytogenes tespiti icin
mericon L. monocytogenes Kit (QIAGEN, Cat. No.
/ ID: 290123) kullanilmustir. Kit iceriginde
Internal Control (i¢ kontrol), Positive Control
(pozitif kontrol), Multiplex PCR Master Mix,
QuantiTect Nucleic Acid Dilution Buffer, RNase-
free water mevcuttur. Ureticinin  reaksiyon
hazirlama yonergesine uyularak PCR reaksiyonu
Rotor-Gene Q real-time PCR cihazinda Cizelge 4.
ve Cizelge 5te belirtilen kosullara gbre
gerceklestirilmistir.  Amplifikasyon  sonuglart
Rotor-Gene Q Ver. 2.3.1.49 (QIAGEN) yazilim1
kullanilarak belirlenmistir.

Cizelge 4. Materyal ve kontrol reaksiyonlart icin hacimler
Table 4. Setup of sample and control reactions

Materyal igin kozirz(iln/fppogi%ve Negatif PCR

Bilesen/ Component PCR/PCR for PCR kontrol/Negative PCR

material control

control

Sulandirilmis mericon PCR
karisimi
Recoixiz'futed 10 pl 10 pl 10 pl
mericon Assay
Bakteriyel DNA
Bacz‘er‘ig}l DNA 10 uL. ) )
Cozundurilmus pozitif
Kontrol DNA i 10 i
Dissolved Positive
Control DNA
QuantiTect Nucleic
Acid Dilution Buffer - - 10 pLL
Veya RNase-free water
Toplam Hacim/ Total 20 ul. 20 ul. 20 ul.

1V 0lume
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Cizelge 5. Rotor-Gene Q ile PCR protokoli
Table 5. PCR protocol with Rotor-Gene Q

Adim/ Step Sure/Time  Sicaklik/ Temperature  Aciklama/ Comments

Baslangi¢ aktivasyonu . o HotStarTaq

Initial activation 5 dakdka 95°C Plus DNA polimeraz aktivasyonu

3 asamali Dongu

Benimm.syon 15 saniye 95°C

enaturation 40 Déongii
Baglanma Annealing 15 saniye 60°C 60°C’de veti toplama/
Data collection at 60°C

Uzatma Extension 10 saniye 72°C
1statistiksel analizler ARASTIRMA BULGULARI VE
Istatistiksel analiz, Microsoft Office Excel TARTISMA

(Microsoft Corporation, Redmond, WA, Amerika
Birlesik Devletleri) kullamilarak yapildi. LAMP
analizi, gercek zamanli PCR ve standart kiltir
yonteminin  sonuglarina  gbre tanisal kalite
kriterleri  belitlenerek  degetlendirildi.  Bu
degerlendirmede tanisal duyarlilk (diagnostic
sensitivity, SE), ozgullik (specificity, SP) ve
dogruluk (accuracy, AC) ile pozitif (positive, PPV)
ve negatif (negative, NPV) tahmin degerleri
hesaplandi. Sonuglarin uyumu gereek pozitif (TP)
veya gercek negatif (TN) seklinde verildi.
Sonuglarin uyusmamast yanls pozitif (FP) veya
yanlis negatif (FN) olarak belirtildi. Bu
parametrelerin - hesaplanmast  icin  asagidaki
formuller kullandmistir  (Garrido-Maestu  vd.,
2017; Kreitlow vd., 2021).

sE = [—2 ]« 100 1)
= |——| %
TP + FN]
SP TV 100 (2)
= [/—| %
TN + FP]
[TP + TN
(N = analize alinan toplam numune sayist)
PPV = |———|x 1 4
v [TP + FP] 00 )
NPV [ ™ ] 100 (5)
= [—| %
TN + FN

Tavuk etlerinde LAMP ve diger yontemlerle
L. monocytogenes varligi

LAMP metodunun gidalarda L. wmonocytogenes
tespiti icin kullanilabilirligini géstermek icin 150
tavuk eti 6rnegi LAMP, qPCR ve standart kiiltirel
metot ile analize alindi. Bu ¢ yontemin sonuglari
Cizelge 6’da 6zetlenmistir. Tavuk eti 6rneklerinde,
LAMP, qPCR ve kiltrel metot ile 9 (9/150, %0)
ornek L. monocytogenes pozitif bulundu. Standart
kiltiirel metot ile kiyaslandiginda qPCR ve LAMP
tespit  dogrulugu agisindan %100  uyum
saglamistir. Tang et al (2011) yaptiklart calisgmada
LAMP yénteminin dogrulugunu “altin standart”
olarak kabul edilen kiiltirel metotla kiyasladiginda
aynt sonucu bulduklarint bildirmislerdir.

Gelenceksel kiltirel yontemde PALCAM ve
Chromocult besiyerlerinde tipik  kolonilerin
olusumuna takiben gerekli identifikasyon testleri
yapildiktan sonra 9 6rnegin L. monocytogenes pozitif
oldugu tespit edildi. Bu izolatlarin hedef patojen
oldugu API Listetia ve Singlepath® L'mono
kitleriyle de dogruland:r (Sekil 1). API kit sonucu
yazilimla degerlendirildiginde %098,69 ihtimalle 9
ornekte stipheli izolatlarin L. zonocytogenes oldugu
gorildli.  Listeria titleri igerisinde insanlarda
listeriozis rahatsizliklarina sebep olabilen bu tirtin
gidalarda varligi risk olarak degerlendirilmektedir
(Setiani vd., 2015).

LAMP ve qPCR igin bakteriyel DNA kalitesi
Nikleik asit 6rneklerinin hizl bir sekilde safliginin
belirlenmesinde yaygin olarak kullanilan en temel
yontemlerden birisi 6rneklerin 260 nm ve 280 nm
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spektrofotometrik ~ absorbans  Sl¢imlerinin (Sekil 2). Bu yontemin kiltlrlerden genomik
oramudir. L. monocytogenes ATCC 7644, NCTC ckstraksiyon safliginda yiiksek derecede etkili
10527 kiltiirlerinden belirtilen metot ile DNA  oldugu gérildi.

ekstraksiyonu yapilmis ve kalite tespit edilmistir

Cizelge 6. Tavuk etlerinde LAMP, gPCR ve geleneksel metot sonuglari
Table 6. Results of LAMP, gPCR and traditional method in chicken meats
Ornekler (150 adet)/Samples (n:150)

Bitiin kanat (50) Gogus (50) Baget (50)

Metot Whole wing Breast Drumstick

Pozitif Negatif Pozitif Negatif Pozitif Negatif

Positive Negative Positive Negative Positive Negative
LAMP 2 48 4 46 3 47
gPCR 2 48 4 46 3 47
Kaulturel/ Cultnral 2 48 4 46 3 47
Toplam/ Total 9 Pozitif/ Positive, 141 Negatif/Negative (9/150, %06)

Singlepath®
o fru L " MONO

: ¥
. BS

varmstadt, German

Sekil 1. Spesifik besiyerlerinde olast L. monocytogenes izolatlari ve identifikasyonu
Figure 1. Isolates of L. monocytogenes in the spesific media and their identification
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ATCC 7644 |NCTC 10527 well D
/\ /_\ Spectrum
1,8 1,799 260/280
832,388 844,302 |ng/uL

Ornek1 Ornek1Tek
1,903 1,899
193,811 196,302

Well ID

Spectrum

260/280

ng/uL

Sekil 2. L. monocytogenes ATCC 7644, NCTC 10527 kiltiirlerinden ve 6n zenginlestirme sonrasi
materyalden izole edilen bakteriyel DNA kalitesi
Figure 2. Quality of bacterial DINA isolated from cultures of L. monocytogenes ATCC 7644, NCTC 10527 and
material after pre-enrichment

DNA kalitesinin standarda yakin ¢tkmasi (Sekil 3);
protein  gibi  safsizliklarn  disiik  seviyede
oldugunu géstermektedir. Bu safsizliklarin disiik
seviyede olmasi, PCR ve LAMP islemlerinde
inhibisyon riskinin elemine edilmesi agisindan
o6nemlidir (Brescia, 2012; Piskata vd., 2019). Bu
calismada kullandan termal lizasyon ydntemi

yiiksek kalitede DNA saglamistir. Ozellikle 6n
zenginlestirme  stvilarinda  ¢ogalan  hedef
bakterilerden DNA izolasyonunda 3 agamali
santrifiij yOntemi sivi besiyerinden ve tavuk
etlerinden  gelen  inhibitStlerin = elemine
edilmesinde etkili oldugu gorilmektedir (Van
Tongeren vd., 2011).

3.5

Absorbans

0.5

0

230 240 250

Dalgaboyu (nm)

—o—DNA

Protein

-m-DNA/Protein

260 270 280 290

Sekil 3. DNA, protein ve DNA/protein biyomolekiillerin spektral karsilastirilmast (Brescia, 2012)
Figure 3. Spectral comparison of DNA, protein and DINA/ protein biomolecnles
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LAMP sonucun HNB ile gézlenmesi

Bu  calismada, LAMP  sonucu  olusan
amplifikasyon  trtinleri  kolorimetrik  olarak
belirlendi. Bu amagla reaksiyon ortamina ilave
edilen HNB (150 pM) izotermal isleme
tutulmadan 6nce mor menekse bir renk
olusturmaktadir. LAMP sonucunda
amplifikasyon triinlerinin olugsmastyla reaksiyon
ortam rengi ¢iplak gozle gorilebilecek sekilde gk
mavi renge donmektedir (Sekil 4). HNB boyasinin

)

LAMP urtnlerinin  belitlenmesinde  kullanimi1
Goto vd. (2009) tarafindan valide edilmistir. HNB
ile optimize edilen LAMP reaksiyon karisimlariyla
gorsel belirleme birgok calismada kullandmugstir
(Soli vd. 2013; Mohon vd. 2014; Pang vd. 2019).
Bu boya reaksiyon ortamina  izotermal
uygulamadan o6nce ilave edildigi icin DNA
inhibisyonuna sebep olabilecek
kontaminasyonlarin da éniine gecilmektedir (Jin
vd. 2019).

[1] LAMP termal reaksiyon 6ncesinde ve sonrasinda negatif kontrol
[1] after and before LAMP thermal reaction for negative control
[2] L. monocytogenes ATCC 7644 kiiltiirtine ait DNA amplifikasyon sonucu,
[2] L. monocytogenes ATCC 7644 DINA amplifications result
3] L. monocytogenes NCTC 10527 kiiltiirine ait DNA amplifikasyon sonucu
yrog P Yy
[3] L. monocytogenes NCTC 10527 DINA amplifications result

Sekil 4. HNB-LAMP irtinlerinin ¢iplak gézle belitlenmesi
Figure 4. Visual detection of HNB-LAMP products by naked eye

LAMP igin optimizasyon

Calismada LAMP i¢in uygulanan 60°C ve 65°C
sicakligin amplifikasyon agisindan bir farklilig:
gorilmemistir. Ancak; bazi ¢alismalarda 65°C

izotermal uygulamanin amplifike edilen LAMP
triinlerinin - daha fazla miktarda olustugu
bilditilmistir (Zhao vd. 2010a; Zhao vd. 2010b;
Wang vd. 2012).
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Wu et al (2014) g@dalarda LAMP ile L.
monocytogenes tespiti icin yapudi calismada 59-65°C
sicaklik araligindaki uygulamadan 63°C sicakhigin
daha iyi sonuglar verdigini belirtmislerdir. Bu
strenin 45 dk uygulanmasiyla L. monocytogenes
tiriine ait AHA veya zap geninin cogaltldigint da
bildirmislerdir. Belirtilen arastirmalara paralel
olarak bu ¢alismada 60-65°C sicaklik araliginin 45
dk uygulanmasinin yeterli oldugu gérilmistir.

LAMP analizinin duyarhiligi ve belitleme
limiti

L. monocytogenes ATCC 7644 kiltirinin 5x100
CFU/mlL, 5x105 CFU/mL, 5x10¢* CFU/mlL,
5x105 CFU/mL, 5x102 CFU/mL, 5x10!
CFU/mlL, 5 CFU/mL dilusyonlardan DNA
ekstraktlart LAMP ve qPCR icin degerlendirildi.
Bu saf kiltir gPCR ve LAMP yontemlerinin 5
CFU/mL seviyesinde belitleme limitine sahip
olduklart gérildd. Bu kiyasla iki yéntemin L.
monocytogenes icin hassas oldugu belirlendi (Sekil 5).
Shan vd. (2012) 96 L. monocytogenes ve 11 Listeria
olmayan kiltirle yaptiklant AhA gen tabanh
LAMP  calismada  belitleme limitlerini 6
CFU/reaksiyon olarak bulmuslardir. Wang vd.
(2015) aynt geni hedef alarak yurittikleri
calismada LAMP i¢in belirleme limitinin tampon
stvida 2.4 CFU/reaksiyon, sitte ise 24
CFU/teaksiyon oldugunu belirtmislerdir.

Saflastirilmis genomik DNA i¢in LAMP ve qPCR
800 ng-80 pg araligini pozitif olarak tespit
edebildi. Kisacast; saflastirilmis DNA icin de
yontemlerin  ayni  hassasiyetlere sahip oldugu
gorildi. Geleneksel kiltiirel yontem, LAMP ve
PCR yonteminin aym 6rneklerde pozitif veya
negatif sonuglar vermesi her ¢ yOntemin
performansinin aynt oldugunu goéstermektedir.
Fakat; LAMP yontemi klasik kiltiir yontemine
kiyasla daha az zaman alicidir. Klasik kiltarel
yontemin en az 72 saate kadar verebildigi bir
sonucu LAMP 24 saate kadar verebilmektedir. Bu
stire Orneklerin 6n zenginlestirmesi ve DNA
izolasyon asamalariyla en fazla 25-26 saat
strebilmektedir.

Klasik  PCR  ve
karsilastirlddigt  bircok
PCR’dan 10-100 kat

LAMP  uygulamasinin
calismada LAMP’n
daha hassas oldugu

vurgulanmistir (Wang vd. 2010; Wang vd. 2012;
Wu vd. 2014; Wachiralurpan vd. 2017). Klasik
PCR ile kiyaslandiginda LAMP icin klasik bir
laboratuvarda termal déngliyu saglayan bir cihaza
ihtiyag¢ olmadan standart bir blok 1sitict ile
amplifikasyon saglanabilmektedir. Ayrica qPCR
icin termal donglyu gerceklestiten cihaza ve
sonugclart yorumlamayi saglayan yazilimlara ihtiyag
vardir. Bunlarin aksine Sekil 4’de gbrildigi gibi
LAMP  sonucu ¢plak  gézle  rahatlikla
yorumlanabilmektedir. qPCR ile
karsilastirddiginda LAMP kullanim  kolayligt ve
ekipman gereksinimi gibi avantajlara sahiptir
(Kiddle vd. 2012; Yan vd. 2019).

LAMP primerlerinin 6zgulligi

LAMP primerlerinin 6zgtlliigiini kontrol etmek
amactyla farklt bakterilerle eslesip eslesmedigi
kontrol edildi. Bu dogrultuda, (1) L. ivanovii ATCC
19119, (2) L. innocua NCTC 11288, (3) Salmonella
Typhinurium RSSK 95091), (4) Campylobacter jejuni
(ATCC 33560), (5) Campylobacter coli (ATCC
33559), (6) Staphylococcus anrens (ATCC 25 923), (7)
Citrobacter freundii (NCTC 6272) kiltlrlerine ait
DNA  ekstraktlari  kullanildi.  Primetler, L.
monocytogenes ATCC 7644, NCTC 10527 haricinde
pozitif amplifikasyon vermemistir (Sekil 6).

LAMP  reaksiyonun  6zgulligi, dogrudan
amplifikasyon icin hedeflenen genin dizisini
kapsayan primer gruplarina baghdir. Bu nedenle
hedef  mevcut  olmadik¢a  amplifikasyon
gerceklesmeyecektir (Parida vd. 2008; da Costa
vd. 2014). Calismada kullanilan primerler L.
monocytogenes hlyA genine gore dizayn edildiginden
diger  kiltirlere ait DNA  kisimlarim
cogaltmamistir. Bu  veriler gidalardan L.
monocytogenesin tespiti icin LAMP ydnteminde
hhyA genin kullaniminin dogrulugunu
gostermektedir (Ledlod vd. 2020).
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Cycle

al-a7: qPCR icin 5 CFU-5x10° CFU/mL araligindaki dilistiyonlar, N: Negatif kontrol (DNA olmadan)
al-a7: 5 CFU-5x10° CFU/ mL serial dilutions for Qper, N: Negativecontrol (withont DN.A)

b1-b7: LAMP i¢in 5 CFU-5x10¢ CFU/mL araligindaki dilisiyonlar, N: Negatif kontrol (DNA olmadan)
b1-b7: 5 CFU-5x10° CFU/ mL. serial dilutions for Oper, N: Negativecontrol (without DN.A)

Sekil 5. qPCR (a) ve LAMP (b) ve yontemlerinin hassasiyeti
Figure 5. Sensitivity of gPCR (a) and LLAMP (b) methods

Sekil 6. LAMP primerlerinin 6zgulligu
Figure 6. Specificity of LAMP primers
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SONUC

Sonug olarak; LAMP yo6ntemi ile tavuk etlerinden
L. monocytogenes varliginin tespiti basarili bir sekilde
kisa siirede yapilabilecegi gorildu. Klasik kilttrel
yontemle  kiyaslandiginda %100  dogruluk
gosteren bu yontem qPCR ile de sonuglar
acisindan uyum gOsterdi. Fakat; hiz acisindan
qPCR ve LAMP daha 6ncelikli bir tercih olabilir.
Bununla bitlikte PCR ekipmanlari olmayan
laboratuvarlarda LAMP reaksiyonu 1sitict blok
yardimiyla izotermal kogullarda gergeklestirilebilir.
Ayrica genetik materyalin amplifikasyon kontrold
LAMP reaksiyon ortamina ilave edilen HNB ile
ciplak gézle anhik olarak gbzlenebilmektedir.

CIKAR CATISMASI BEYANI
Bu makalede vyazarlarin, bagka kisiler veya
kutumlar ile ¢ikar catismast bulunmamaktadir.

YAZAR KATKILARI

Bu calisma MY ve SS tarafindan tasatlanmus,
analizler MY, AKY ve BC tarafindan
gerceklestirilmistir. Yazarlar makalenin yazimina
katkida ~ bulunmus, son halini  okuyarak
onaylamislardir.

TESEKKUR

Bu calismayt 2476 ID ve PRJ2016/267 kodlu
proje ile maddi olarak destekleyen Atatlrk
Universitesi ~ Bilimsel ~ Arastirma  Projeleri
Koordinasyon Birimi’ne tesekkiir ederiz.
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