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OZET

Bu tez ¢alismasinda, Subat 2016 — Ocak 2017 tarihleri arasinda iki farkli kanatli
mezbahasindan toplanan 120 pili¢ boyun derisi 6rneginden Listeri monocytogenes, 60
mezbaha atik suyu Orneginden ise L. monocytogenes’e litik bakteriyofaj izolasyonu
yapilarak, izolatlarin karakterizasyonlarinin yapilmasi ve en genis spektrumda litik etki
gosteren fajlardan olusan bir kokteyl ile pili¢ butlarinda L. monocytogenes’in

biyokontroliiniin arastirilmast amaglanmastir.

Analiz edilen pili¢ boyun derisi orneklerinin 20’sinden (% 16,7) 31 siipheli L.
monocytogenes kolonisi izole edilerek, izolatlar PCR ile dogrulanmistir. Multipleks
PCR ile yapilan serotiplendirmede izolatlarin tamaminin 1/2a (3a) oldugu tespit
edilmigtir. Real Time RT-PCR analizi ile tiim izolatlarda L. monocytogenes’in baglica
viriilens genlerinden olan hlyA, actA, inlA, inlB, inlC, inlJ, plcA, plcB, fbpA ve fri
genleri tespit edilmis ve virlilens faktorlerinin yiiksek diizeyde eksprese edildigi
izolatlar genetik potansiyel agisindan yiiksek viriilent olarak tanimlanmustir. Izolatlarin
DNA parmak izi analizi ve aralarindaki klonal iliski ERIC-PCR ile belirlenmis olup, 7
farkl1 DNA profiline sahip olduklar1 saptanmistir. Calismada, toplanan 60 mezbaha atik
suyu Orneginden L. monocytogenes’e litik etkili 5 listeriyofaj izole edilmistir. Faj

DNA’lar1 Clal ve Sacl restriksiyon enzimleriyle muamele edilerek aynt DNA profiline
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sahip olduklar1 belirlenmistir. Bu analizler géz Oniine almarak M117, M119 ve M135
kodlu fajlar kokteyl olusturmak amaciyla secilmis ve pilic butlarinda L.
monocytogenes’in biyokontrolii amaciyla kullanilmistir. Faj kokteylinin pili¢ butlarina
uygulanmastyla 4°C muhafazada inkiibasyonun 3. saatinde L. monocytogenes sayisinda

3,30 log kob/mI’a varan bir rediiksiyon saglanmistir.

Sonug olarak bu tez ¢alismasinda, pili¢ etlerinin L. monocytogenes agisindan potansiyel
bir risk kaynagi olabileceginin ortaya konmasmin yani sira, ¢calismada elde edilen 3
fajdan olusan kokteylin kanatli mezbahalarinda son yikama ya da sogutma asamasinda
pilic karkaslar1 veya parga etlerindeki L. monocytogenes’lerin dekontaminasyonunda

uygulanabilir oldugu belirlenmistir.

Anahtar Kkelimeler: L. monocytogenes; pilic boyun derisi; bakteriyofaj; pilic but;

biyokontrol.
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ABSTRACT

In this thesis study, it was aimed to isolate L. monocytogenes from 120 chicken neck
samples and to isolate lytic bacteriophages from 60 slaughterhouse wastewater from
two different poultry slaughterhouses between February 2016 and January 2017, to
characterize the isolates and to investigate the biocontrol of L. monocytogenes in broiler
chicken legs with a cocktail consisting of phages that showed the broadest lytic

activities.

Thirty-one suspected L. monocytogenes colonies were isolated from 20 (16,7 %)
chicken neck samples and the isolates were confirmed by PCR. By multiplex PCR, it
has been determined that all of the isolates were belonged to serotype 1/2a (3a). Real-
time RT-PCR analysis revealed that all the isolates were harbored the major virulence
genes of L. monocytogenes (hlyA, actA, inlA, inlB, inlC, inlJ, plcA, plcB, fbpA ve fri)
and the isolates which expressed the virulence factors highly were identified as genetic
potentially high virulent. DNA fingerprint analysis of the isolates and their clonal
relationships were determined by ERIC-PCR and were found to have 7 different DNA
profiles. In the study, 5 listeriophages with lytic effect on L. monocytogenes were
isolated from 60 slaughterhouse wastewater samples. Phage DNAs were treated with
Clal and Sacl restriction enzymes and were found to have the same DNA profiles.

Taking these analyzes into consideration, phages encoded as M117, M119 and M135
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were selected for the cocktail and used for biocontrol of L. monocytogenes in chicken
legs. The application of the phage cocktail on chicken legs achieved a reduction up to

3,30 log cfu/ml in L. monocytogenes count at 3 hours of incubation at 4°C.

In conclusion, this study suggests that chicken meat can be a potential risk source for L.
monocytogenes, and on the other hand the use of the cocktail which consisted 3 phages
obtained from this study can be applicable in chicken slaughter process at final wash or
at cooling stage for chicken carcasses, as well as in decontamination of chicken meat

parts.

Keywords: L. monocytogenes; chicken neck skin; bacteriophage; chicken leg;

biocontrol.
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1. GIRIS VE AMAC

Listeria monocytogenes Gram pozitif, hiicre i¢i, sporsuz, ¢ubuk formunda, fakiiltatif
anaerob, gida kaynakli zoonoz bir bakteri olup, sebep oldugu listeriozis ile 6zellikle risk
grubu bireylerde 6liimle sonuglanabilmektedir (1). Dogada yaygin olarak bulunmasi ve
cevresel kosullara yliksek direnci sebebiyle L. monocytogenes’in gidalarda kontrol
altina alinmasi1 oldukga giictiir (2). L. monocytogenes’in Amerika Birlesik Devletleri
(ABD)’nde yilda yaklasik 1600 vakaya sebep oldugu ve bu vakalarda 260 kisinin
oldiigi bildirilmistir (3). Bunun yant sira, 2014 yilinda Avrupa Birligi (AB) tilkelerinde

toplam 2161 listeriozis vakasi rapor edilmistir (4).

L. monocytogenes’in yillik infeksiyon insidensi diger oOnemli gida kaynakl
patojenlerden olan Campylobacter, E. coli O157:H7, Salmonella ve Shigella gibi
bakterilerle kiyaslandiginda diisiik seyretmekle birlikte, vakalarda 6liim oraniin yiiksek
olmasi (~ % 30) bu patojenin 6nemli gida kaynakli patojenler arasinda yer almasina
neden olmaktadir. Avrupa’da, 2010 yil1 boyunca 1601 listeriosis vakasi rapor edilmis ve
en fazla etkilenenlerin % 17 mortalite orani ile 65 yas istii (vakalarin % 60,2’si)
kisilerin oldugu tespit edilmistir (5). Dokuz Avrupa iilkesinin 2006 yilindaki listeriozis
insidensi her 100,000 kisi i¢in 0,52 olarak bildirilmistir (6).

Listeria monocytogenes’in toplam 13 serotipi bulunmakla birlikte (7), bunlardan
insanlarda listeriozise sebep olan baslicalar1 1/2a, 1/2b, 1/2¢ ve 4b’dir (8). ABD’de
2011 yilinda 147 kisinin hastalandig1 ve 33 kisinin 61diigi bir listeriozis vakasinda 1/2a
ve 1/2b serotiplerinin infeksiyonlardan sorumlu oldugu tespit edilmistir (9). Yine
ABD’de 1998-2008 yillar1 arasinda 24 listeriozis salgint meydana gelmis ve toplamda
612 kisinin etkilendigi ve 38 kisinin 6ldiigli bu salginlara en fazla 4b serotipinin sebep

oldugu bildirilmistir (10).



Listeria monocytogenes Onemli bir gida patojeni olmasina karsin, farkli viriilense ve
patojeniteye sahip suslari bulunmaktadir. Cogu L. monocytogenes susu, viriilensine
bagl olarak yiiksek diizeyde morbidite ve mortaliteye neden olabilirken bazi suslari
viriilent karakterde olmayip memelilerde infeksiyon olusturmamaktadir (11, 12). Etken
patojenitesini sahip oldugu viriilens faktorleriyle sagladigindan (13), viriilens gen
dagilimmin ve bunlarin ekspresyon diizeylerinin belirlenmesi 6zellikle gidalarda L.
monocytogenes’in risk analizi agisindan Onem tasimaktadir. Real time reverse
transcription PCR (real time RT-PCR), floresan prob veya boyalar kullanilarak floresan
istmanin DNA ile dogru orantili arttigi, dolayisiyla gercek zamanli olarak DNA’nin
belirlenmesi ve miktarinin gosterilmesinde kullanilan bir yontemdir. Bu metot, niikleik
asit amplifikasyon ve saptama asamalarinin tek seferde gerceklesmesine olanak
vermekte ve amplifikasyon {irlinlerini tespit etmek icin jel elektroforezine olan ihtiyaci
ortadan kaldirmaktadir (14). Real time RT-PCR’m, gen ekspresyonu igin klasik

yontemlerden ¢ok daha hassas, giivenilir ve zahmetsiz oldugu belirtilmektedir (15).

Glinlimiizde L. monocytogenes izolatlarinin molekiiler karakterizasyonunda kullanilan
pek ¢ok teknik bulunmaktadir. Bunlarin igerisinde son yillarda yapilan ¢alismalarda, tek
bir bakteri tiiriinde net bir DNA parmak izinin olusturulmasini saglayan enterobacterial
repetitive intergenic consensus-polymerase chain reaction (ERIC-PCR) parmak izi
metodu kullanilmaya baglanmistir. Yontemin pratik, ekonomik ve yiiksek giivenirlilige
sahip olmas1 gibi avantajlari nedeniyle DNA analizlerinde kullanilabilecegi
bildirilmigtir (16-18).

Dengeli ve saglikli beslenme icin bir insanin almasi gereken giinliik protein ihtiyacinin
yaklasik % 50’si hayvansal proteinlerden saglanmalidir (19). Kanatl eti dendiginde akla
ilk gelen tavuk eti, hayvansal protein kaynaklar1 icerisinde ekonomik, lezzetli ve
mutfakta hazirlama kolayligi olmasi sebebiyle tiiketiciler tarafindan siklikla tercih
edilmektedir. Derisiz tavuk etinin kirmiz1 ete oranla daha fazla doymamis yag asidi ve
daha az kolesterol icermesinin yani sira, igerdigi proteinlerin (% 20-22) biyolojik
degerliginin yliksek olmasi, mineraller ve 6zellikle B vitaminleri bakimindan zengin
olmas1 gibi nedenler dolayisi ile tavuk eti saglikli beslenmenin vazgegilmez bir pargasi

olarak kabul edilmektedir (20).



Tiirkiye’de kanatli eti, iiretim agisindan ozellikle son on yil igerisinde biiyiik artig
gostererek tilkenin kanatl eti ihtiyacini karsilamanin 6tesinde, modern {iretim teknikleri
ile yiiksek standartlarda tiretim yaparak hayvansal tretimde en Onemli ihracat
kalemlerinden biri haline gelmistir (21). Tiirkiye’de 2016 yil1 verilerine gore kanatl eti
iretimi 2 102 000 ton, kanatli eti ihracat1 ise 336 931 tona ulasarak her gegen yil artan
bir grafik gostermektedir (22). Yillara gore diinya ve secilmis lilkelerde tavuk eti
iiretimi Tablo 1.1°de belirtilmistir (22, 23).

Tablo 1.1. Yillara gore diinya ve se¢ilmis iilkelerde tavuk eti tiretimi.

Ulke/Kita Uretim Miktar1 (milyon ton)

2009 2010 2011 2012 2013 2014 2015 2016
Tirkiye 1,18 1,41 1,64 1,71 1,79 1,94 1,97 1,95
ABD 16,3 16,9 17,1 17,0 17,3 17,7 18,4 18,7
AB* 9,30 9,60 9,90 10,3 10,4 11,0 11,4 11,9
Avrupa®* 13,1 13,7 14,4 15,3 15,8 16,7 17,4 18,0
Afrika*** 4,20 4,50 4,60 4,87 5,10 5,20 5,40 5,50
AsyatHHx 27,7 28,9 30,3 32,2 33,9 34,7 35,2 36,6
Diinya 83,0 87,2 90,8 94,0 97,6 100,6  103,8 107,1

*: 28 AB tiyesi tilke. **: 39 Avrupa iilkesi. ***: 53 Afrika tilkesi. ****: 50 Asya iilkesi.

Kanatli hayvanlarin mikrobiyotasinda ve g¢evresel kaynaklarda bulunan insanlar igin
patojen mikroorganizmalarin, hijyenik dnlemlerin alinmamasina bagli olarak ¢iftlikten
sofraya kadar gecen asamalarda son iirlinii kontamine etmesi, kiimes hayvanlarin
insanlarda olusan gida kaynakli hastaliklarin olusumunda énemli bir risk faktorii haline
getirmektedir (24, 25). Kanath etleri ve trlinlerinde L. monocytogenes'in varliginin
oncelikli olarak kesim ve isleme esnasindaki kontaminasyondan kaynaklandig1 ve bazi
L. monocytogenes suslarinin tavukguluk isleme tesislerinde kolonize olarak birkag ay

mencudiyetini siirdiirdiigii bildirilmektedir (26, 27).

Kanatli kesim stirecinde, kafeslerdeki hayvanlarin hareket halinde bulunan bandin
izerindeki askilara ayak bileklerinden asilmasi ve tiim kesim siirecini bas asagi sekilde
tamamlamasi s6z konusudur (28). Bu durum, kanath karkasi iizerinde bulunabilecek

muhtemel patojenlerin boyun derisinde toplanmasina neden olmaktadir. Yapilan



caligmalar, kanatli boyun derisinin 6nemli bir kontaminasyon bdlgesi oldugunu

gostermektedir (29-33).

ABD’de tiiketime hazir gidalarda 25 gram gidada “sifir tolerans™ kurali uygulanmakla
birlikte, AB’de L. monocytogenes liremesini desteklemeyen tiiketime hazir gidalarin 25
graminda 100 kob/gr’dan az olma sarti aranmaktadir (34, 35). Tiirkiye’de ise ABD’de
oldugu gibi gidanin 25 graminda L. monocytogenes igin sifir tolerans limiti
belirlenmistir (36). Bu durum, L. monocytogenes’in giftlikten sofraya her asamada
elimine edilebilmesi i¢in bir takim antimikrobiyel veya biyolojik alternatif yontemlerin

kullanimini 6n plana ¢ikarmaktadir.

Bakteriyofajlar ilk kez 1900'lerin basinda bakteri yiyen viriisler olarak
tanimlanmuslardir. Dogada oldukca fazla sayida (10°°-10*%) ve cesitlilikte bulunan
bakteriyofajlar; deniz sulari, tath sular, toprak, hayvan ve insanlarin gastrointestinal ve
genito-liriner kanallari, deri, siit gibi ¢esitli kaynaklardan izole edilmistir (37). Hiicre
dis1 formu (virion) cansiz olan ve biiyiikliikleri 1 pm'nin altinda olan (bakterilerin
gecemedigi 0,22 pum milipor filtrelerden gegebilen) bakteriyofajlar, protein bir kilif
icinde (kapsid) DNA veya RNA barindirmaktadir. Birgogu, bu genetik materyali bakteri
hiicrelerine aktarmakta islev goren kuyruga sahiptir (38). Antibiyotikler ve antiseptikler
gibi antibakteriyel ajanlara kiyasla bakteriyofajlar1 farkli ve fonksiyonel kilan durum,
bakterilere kars1 olan yiiksek secici toksisitesi sebebiyle canli dokulara zarar vermeden
uygulanabilir olmasidir (39). Oldukca yiiksek konak spesifitesine (bir tiir veya ayni
genus i¢inde bir kag tiir) sahip olan bakteriyofajlarin iki temel tipi ortaya konmustur.
Bunlardan ilki, 1limli (lizojenik) bakteriyofajlar olarak bilinen, genetik materyallerini
bakteriye aktarmalarimi takiben profaj halinde kalarak, bakteri ¢ogaldik¢a cogalan ve
lizojenik siklus gdsteren tiptir (40). ikinci tip ise, litik (viriilent) tip olarak adlandirilan,
bakteriye tutunarak genetik materyalini aktaran, bakteri i¢erisinde ¢ogalan ve bakteriyi
yaklagik 30 dakika i¢inde pargalayarak terk edip, yeni bakterileri infekte eden fajlardir
(41).

Ilk kez d'Herelle tarafindan 1919'da agir dizanteri hastasi bir cocukta etkin olarak
uygulanan bakteriyofaj terapisi (42), giiniimiizde gidalarda patojen bakterilerin
biyokontroliinde de kullanilmaktadir. Viriilent bakteriyofajlar farkli ¢evrelerden elde
edilmekte ve bu durum L. monocytogenes’in gidalarda kontrol altina alinmasinda giin

gectikce daha da 6nem arz etmektedir (43).



Listeriyofajlarin  karakterlerinin morfolojik olarak belirlenmesinde Transmission
Electron Microscopy (TEM) ve plak karakterizasyonu onemli bir basamaktir. TEM
goriintiileri sayesinde bakteriyofajlarin hangi cinse ve familyaya ait olduklarimin tespiti
miimkiin olmakta, plak karakterizayonu sayesinde ise i¢ ve dis faktdrlere direncin
belirlenmesinde asit-sicaklik etkisinin fajlarin plak olusturmas tizerindeki etkisi ortaya
konabilmektedir (43). Ayrica, bakteriyoflarin gidalarda kullaniminin insan sagligi
acisindan olumsuz bir etki gostermedigini belirten in vivo toksisite (akut toksisite)

testleri de yapilmaktadir (44).

Restriksiyon enzimleri, ¢ift zincirli DNA molekiiliindeki belli niikleotit dizilerini
tantyan ve her iki zinciri birlikte kesen enzimlerdir (45). 1k restriksiyon enzimi olan
HindIII’lin (46) saflagtirllmasindan sonra pek ¢ok bagka restriksiyon enzimi kesfedilmis
ve karakterize edilmistir (47). Molekiiller DNA karakterizasyon ve izolatlarin genetik
yakinliginin belirlenmesi amaciyla fajlarin DNA’sinin restriksiyon enzimleri ile kesilip
ardindan jel elektroforezi ile ayrigtirllmast hizli ve giivenilir bir yontem olmasi

sebebiyle tercih edilmektedir (48).

Bu c¢aligmada;

* Kanath kesimhanelerinden Subat 2016 - Ocak 2017 tarihleri arasinda toplanan
pilic boyun derisi Orneklerinden L. monocytogenes izolasyonu yapilarak
izolatlarin identifikasyonunun yapilmasi,

* Izolatlarin PCR ile dogrulanmas1 ve serotiplerinin saptanmasi,

* Baglica viriilens genlerinin varliginin ve ekspresyon diizeylerinin real time
reverse transcription PCR ile belirlenmesi,

* Enterobacterial Repetitive Intergenic Consensus-PCR (ERIC-PCR) parmak izi
analizlerinin yapilarak aralarindaki klonal iligkinin belirlenmesi,

¢ Kanath kesimhanelerinden mezbahanin atik sularindan L. monocytogenes’lere
litik etki gOsteren bakteriyofaj izolasyonunun yapilarak izolatlarin
karakterizasyonlarinin, spesifitelerinin ve konak litik etki profillerinin
belirlenmesi,

* L. monocytogenes’e spesifik ve analiz edilen L. monocytogenes’lere en genis
spektrumda litik etki gosteren bakteriyofajlar arasindan 2-5 listeriyofajin

secilerek bakteriyofaj kokteylinin hazirlanmasi ve optimize edilmesi,



* Son olarak ise L. monocytogenes’in bakteriyofaj kokteyliyle biyokontroliiniin

pili¢ but gida modelinde arastirilmasi amag¢lanmistir.



2. GENEL BiLGILER
2.1. Listeria monocytogenes’in Tarihgesi ve Taksonomisi

Listeria monocytogenes, ilk olarak 1924 yilinda ingiltere’de laboratuvar tavsanlarmimn
mononiikleer lokositoz sebebiyle aniden Olmesi ile kesfedilmis ve yaptigi hastaliga
atfen Bacterium monocytogenes olarak adlandirilmistir (49). Y1l 1927 oldugunda, Pirie
tarafindan Giiney Afrika’daki ginepig’lerden izole edilen bu bakteri, bakteriyoloji ile
yakindan ilgilenen doktor Lord Lister’e adanarak Listerella hepatolytica adin almistir
(50). Etkene, 1929 vilinda Bacterium monocytogenes hominis (51), 1934°de
Corynebacterium parvulum (52), 1937°de Listerella ovis (53) gibi c¢esitli isimler
verilmistir. Buglinkii ismi olan Listeria moocytogenes’i ise, Murray ve Pirie tarafindan
izole edilen mikroorganizmalarin benzer olduklarinin Lister Enstitlisii Ulusal Tip

Koleksiyonun’da belirlenmesi lizerine 1940 yilinda almistir (54,55).

Listeria’nin  1970’lere kadar diger bakterilerle olan iliskisi net olarak ortaya
konmamigtir (55). Bergey’s Manual’de 1934’de Listeria, Corynebacteriaceae ailesi
icine dahil edilmis (56) ve en son 1986’de Lactobacillus, Erysipelothrix, Brochothrix,
Renibacterium, Kurthia ve Caryophanon’lar ile birlikte “diizgiin, sporsuz, Gram pozitif

cubuklar” sinifinda yer almistir (57).

L. monocytogenes uzun siire Listeria soyunun tek tiiri kabul edildikten sonra 1961°de
bu soya L. denitrificans (58), 1966’da L. grayi (59), 1971°de L. murrayi (60), 1981°de
L. innocua (61), 1983°de L. welshimeri ve L. seeligeri (62), 1984°de L. ivanovii (63)
dahil olmustur. Daha sonralar1 L. denitrificans, Jonesia soyuna dahil edilmis (64), L.

murrayi ise L. grayi’nin bir alt tiirii olarak siniflandirmada yerini almistir (65).

Son zamanlarda gelistirilen molekiiler analizlerin etkin bir sekilde kullanilmasiyla
Listeria soyunun bilinen 6 tiirline ek olarak 12 yeni tiir daha bildirilmistir. Cesitli
gidalardan ve cevresel kaynaklardan izole edilen bu tiirler; L. marthii (66), L.

rocourtiae (67), L. weihenstephanensis (68), L. fleischmannii (69), L. cornellensis, L.



riparia, L. grandensis, L. aquatica, L. floridensis (70), L. newyorkensis, L. booriae (71)

ve L. thailandensis (72)’dir.

Listeria tiirleri icerisinde L. monocytogenes, insanlar ve hayvanlar i¢in tek patojen tiir
olup, L. ivanovii hayvanlar i¢in patojendir (55). Bununla birlikte, L. ivanovii, L.
innocua, L. seeligeri ve L. grayi’nin nadiren de olsa insanlarda listeriozise neden oldugu
bildirilmistir (73). Yapilan ¢aligmalar sonucunda son kesfedilen L. thailandensis disinda
diger 11 yeni Listeria tiiriiniin de insanlar i¢in patojen olmadigi bildirilmistir (74). En
son kesfedilen tiir olmasit sebebiyle L. thailandensis‘in patojenitesi hakkinda

yayimlanmis bir ¢alisma heniiz mevcut degildir.

Listeria monocytogenes’in bilinen 13 serotipi (1/2a, 1/2b, 1/2¢c, 3a, 3b, 3c, 4a, 4ab, 4b,
4c, 4d, 4e ve 7) vardir (7) ve bunlar Somatik (O) ve Flagellar (H faktdr) antijenlerine
gore belirlenmektedir (75). Pek cok listeriozis vakasinin sporadik oldugu 1980’lere
kadar diislinilmesine ragmen, son 25-30 yilda epidemik vakalara siklikla rastlanilmistir
(55). Insanlarda sekillenen listeriozis vakalarinin % 95’inden 1/2a, 1/2b ve 4b serotipleri
sorumlu bulunmustur (55). ABD’de 2014 yili boyunca 675 listeriozis vakasi rapor
edilmis ve bunlardan en yaygin serotipler 4b (% 57), 1/2a (% 26) ve 1/2b (% 13) olarak
bildirilmistir (76).

Listeria monocytogenes, ii¢ biiylik filogenetik soy olarak siniflandirilmaktadir. Soy I;
1/2b, 3b, 3c ve 4b serotiplerinden, soy II; 1/2a, 1/2c ve 3a serotiplerinden olusurken
daha kii¢iik bir soy olan soy III; 4a ve 4c serotiplerinden olusmaktadir. Listeria
monocytogenes suglari, hastalifa neden olma potansiyeline sahip, yakindan iliskili
suslar olan epidemik klonlar halinde gruplandirilmaktadir (77) ve viriilens genlerinin
varlig1 somatik ve flagellar antijenlerin varligi ile paralellik gdstermektedir (78). Serotip
1/2a gidalardan en sik izole edilen serotip olmasina karsin, insanlardaki listeriozise
siklikla sebep olan serotipin ise 4b oldugu bildirilmistir (79). Bu nedenle, L.
monocytogenes’de serotip tayini virulens potansiyeli ile iligkilendirilmektir (78). L.
monocytogenes’in serotipleri, somatik (O) ve flagellar (H) antijenleri Tablo 2.1.1.’de

verilmistir (80, 81).



Tablo 2.1.1. Listeria monocytogenes’in serotipleri, somatik (O) ve flagellar (H)

antijenleri.

Serotip O-Antijen H-Antijen
1/2a I, 11, (1ID) AB
1/2b L, 11, (1) ABC
1/2¢ I, 11, (1ID) BD
3a 1L, (11D, IV AB
3b 11, (IID), IV, (XII), (XIII) ABC
3c 1L, (11D, IV, (XID), (XIII) BD
4a (11D, (V), VI, IX ABC
4ab {1, v, VI, VII, IX, X ABC
4b (Im), v, VI ABC
4c (Imm), v, vl ABC
4d (III), (V), VI, VIII ABC
4e (I1D), V, VI, (VIID), (IX) ABC
7 (11D, XII, XTII ABC

2.2. L. monocytogenes’in Etiyolojisi, Biyokimyasal Ozellikleri ve Gidalarda
Gelisimini Etkileyen Faktorler

Listeria monocytogenes Gram pozitif, kiiciik, cubuk formunda, 0,5 pm eninde ve 1-2
um boyunda bir bakteridir. Psikotrof 6zellikte olup 0-45°C araliginda iireyebilen etken,
20-25°C’lerde peritrik flagellalar1 ile kuvvetli hareketli, 37°C’de ise hareketsizdir.
Fakiiltatif anaerob olmasi ile birlikte aerob, anerob ve mikroaerofilik ortamlarda
cogalabilmekte, genis pH araliginda (4,3-9,6), yiiksek tuz konsantrayonlarinda (% 10)
ve 0,92 a,, degerinde iireyebilmektedir (24, 82).

Listeria tiirleri katalaz pozitif, oksidaz negatif, Voges-Proskauer ve Metil Red pozitif,
indol ve H,S negatiftirler (82). Oda sicakliginda hareketli olma 6zelliginden Otiirii
oksijenin yeterli oldugu ortamda, 6rnegin Sulphate Indol Motility (SIM) mediumda
semsiye tarzinda iireme gosterirler. Sellobioz, fruktoz, mannoz, salisin, maltoz, dekstrin,
alfa-metil-D-glikosid ve gliserolden asit iiretirler fakat gaz meydana getirmezler. Ureyi

hidrolize edemez ve indol liretemezler (83).

Diger Listeria tiirlerinden L. monocytogenes’in ayirt edilmesinde karbonhidrat

fermantasyon ve CAMP testleri siklikla tercih edilmektedir. Listeria monocytogenes
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ramnozu fermente ederek asit olustururken, ksiloz ve mannitolii fermente edemez (84).
At, koyun, sig1r, ginepig, domuz veya insan kanindan elde edilen kanli agarlarda beta
hemoliz olusturur. Christie Atkins Munch Petersen (CAMP) testinde Staphylococcus
aureus ile pozitif, Rodococcus equi ile genellikle negatif sonug¢ gdsterir (83). Bununla
birlikte bazi calismalarda R. equi ile pozitif sonu¢ veren izolatlarin da oldugu
bildirilmigtir (85, 86). Listeria tiirlerinin biyokimyasal ozellikleri Tablo 2.2.1.°de
verilmistir (84).

Tablo 2.2.1. Listeria tiirlerinin biyokimyasal 6zellikleri.

L.monocytogenes  L.innocua  L.ivanovii  L.seeligeri  L.welshimeri  L.grayi

CAMP test:
Rhodococcus

-/+ - + - - -
equi
Staphylococcus

+ - - + - -
aureus
D-Mannitol - - - - ; +
L-Rhamnoz + d - - d +
D-Xylose - . + B + )
Sucrose + + + + + }
D-Glucose + + + + + +
Lactose + + + + + +
Sorbitol d - - ND ND -
Eskulin + + + + + +
Hippurat + + + ND ND -
Voges-

+ + + + + +
Proskauer
Metil red test + + + + + +
B Hemoliz + - + + - -
D-alanin - + + + + 4
Lizin - + + + + I
Nitrat - - - - - e

d: degisken reaksiyon verir (% 16-84 pozitif). e: Listeria grayi subsp. murrayi nitrat1 nitrite
indirger. ND: belirlenmedi.

Etken, ¢evrede yaygin olarak bulunan bir patojen olup ekipman, aletler, ¢alisanlar, gida

iriinleri veya tedarik¢iler yoluyla besin zincirini kontamine edebilmektedir (34).
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Dondurucu kosullarda canli kalabilmesi, genis bir pH araliginda, diisiik a,, degerlerinde
ve yiiksek tuz konsantrasyonunda iireyebilmesi ile biyofilm olusturarak olumsuz
kosullarda dahi varligimi siirdlirmesi etkenin gidalarda kontroliinii zorlagtirmaktadir.
Bunun yani sira, L. monocytogenes’in en dikkat ¢ekici ve tehlikeli 6zelliginin fakiiltatif

intraselliiler olmas1 ve diisiik sicakliklarda  iireyebilmesi oldugunu sdylemek

mimkiindiir (87).

Etken, optimum 30-37°C’de iiremesine ragmen psikotrofik 6zellikte olmasindan Gtiirii
buzdolabi sicakliginda muhafaza edilen gidalarda cogalabilmektedir (24). Listeria
monocytogenes’in viriilent 6zelliginin disiik iireme sicakliginda daha fazla oldugu
belirtilmektedir (82). Etkenin soguga adaptasyon 6zelliginin cspA, cspB, cspC ve cspD
genleri (88) ile ltrA, ltrB ve ltrC genleri ile iliskili olabilecegi belirtilmistir (89).

Listeria monocytogenes sicaklik stresine bir hayli tolerans gdstermektedir (90). Bu
durum digik sicakliktaki sanitasyon wuygulamalart ve ylizeyin sicak su ile
temizlenmesinin etkenin eliminasyonunda tam olarak basari saglayamadigini ortaya
koymaktadir (91). Bakterinin, sicakliga en direncli oldugu fazin duragan faz oldugu
bildirilmistir (90). Etkenin stabil fazdaki Dgo’c degeri, logaritmik iireme fazindan

yaklasik 4 kat1 kadar daha yiiksek bulunmustur (92).

Etkenin sicakliga karsi gosterdigi direng suslar arasinda degiskenlik gostermektedir.
Golden ve ark. (93) yaptiklar1 bir ¢alismada Brie-1 (Brie peynirinden), LCDC 81-861
(lahanadan), Scott A (siitten) ve DA-3 suslar1 igin Dse’c degerini sirastyla 16,0 , 10,4 ,
7,4 ve 5,7 dakika olarak rapor etmislerdir. Bagka bir calismada ise, 29 L.
monocytogenes susu igin Ds;°c degeri tripton soy broth (TSB)’da 6,5 ile 26 dakika
arasinda degisen siirelerde bulunmustur (94). Ayrica L. monocytogenes’in farkli
serotiplerinin farkli sicaklik, pH, tuz ve a, degerlerinde farkli lireme profilleri

gosterdikleri de belirtilmektedir (90).

Etkenin gelistigi ortam da sicaklik toleransini etkilemektedir. Bakterinin bulundugu
gida ya da besi yerindeki maddeler, bakterinin hiicresel yapilarini stabilize etmesini
veya stres proteinlerinin iiretilmesini uyararak etkeni yiiksek sicakligin etkilerinden
korumaktadir (55). Casadei ve ark. (95) yaptiklar1 bir ¢aligmada, yagdan zengin
gidalarda (krema ve tereyagi) lireyen L. monocytogenes Scott A susunun TSB’de

iireyenlere kiyasla sicakliga 4 ila 8 kat daha direngli oldugunu ortaya koymuslardir.
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Ayrica gidalarda ¢ogaltilanlara kiyasla laboratuvar kosullarindaki besi yerlerinde
cogaltilan L. monocytogenes’lerin daha yiiksek sicaklik direnci gosterdigini bildiren

caligmalar mevcuttur (95-97).

L. monocytogenes -1,5°C’nin altindaki sicakliklarda iireyememekte fakat canliligini
stirdiirebilmektedir (55). Yapilan ¢alismalarda balik, karides, sigir ve hindi kiymasi,
dondurma ve musir gibi gidalarin -18°C ila -20°C’de 3 ay siiresince muhafazasinda
Listeria popiilasyonunda < 1,0 logaritma kadar bir diislis gozlemlenmistir (98, 99).
Bununla birlikte, etkenin dondurucu sicakliklarda hayatta kalabilmesi uygulanan
sicaklik, donma siddeti ve dondurucu maddenin o6zelligine gore degiskenlik
gostermektedir. Ornegin, siitte bulunan kazein, laktoz ve yagm L. monocytogenes’in
dondurucu sicaklarda varligini stirdiirmesini destekledigi bildirilmistir (55). Ayrica % 2-
4’liik gliserol ilave edilerek -18°C’de dondurulan hiicrelerin de yiiksek oranda

canlilifin1 korudugu ve en az seviyede zarar gordiigii rapor edilmistir (100).

Halotolerant 6zellikte olan L. monocytogenes yiiksek NaCl konsantrasyonlarini tolere
edebilen bir patojendir. Etken, % 10 NaCl igeren ortamda oda sicaklifinda 72 saate
kadar {ireyebilmektedir (101). % 16’k bir NaCl konsantrasyonunun etkeni
yikimlamadig1 ancak 4°C’de 33 giine kadar bakteriyostatik etki gosterdigi bildirilmistir
(102). Yapilan bir ¢caligmada, % 14 NaCl konsantrasyonda 36 giinliik inkiibasyonda
bakteri popiilasyonunda, 10°C ve 25°C’lerde sirasiyla ~ 2,0 ve > 6,0 log’luk bir diisiis
gozlemlenmistir (103).

L. monocytogenes, pek cok bakteri gibi > 0,97 a,, degerinde optimal olarak
ireyebilmektedir. Bununla birlikte, L. monocytogenes’in 0,90’min altindaki ay,
degerlerinde de canli kalabilme yetenegi, etkeni diger 6nemli gida kaynakli patojenlerin
arasinda onemli bir yere tasimaktadir. Larson ve ark. (104) yaptiklar1 bir ¢aligmada 2 x
10* - 2 x 10° kob/ml L. monocytogenes ile kontamine edilen ve buzdolab: sicakliginda
inkiibe edilen salamura peynirlerden (ay: < 0,90) 259 giin boyunca etkeni izole
edebilmislerdir. Yapilan baska bir ¢alismada, bakterinin fermente sucukta (ay: 0,79-
0,86) 4°C sicaklikta 84 giine kadar canliligint korudugu rapor edilmistir (105). Diisiik

ay degerinin ve yiiksek ozmotik basincin bakteride sicaklik direncinin artmasina neden

oldugu bildirilmektedir (106).
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Patojen, 5,0’mn altindaki pH degerlerinde c¢ogalabilmekte, 3,0’in altindaki pH
degerlerinde ise canliligini koruyabilmektedir (107). Asit direncliligi ile etkenin
viriilens 6zelligi arasinda bir iliski bulunmaktadir (108). Aside karst direncin Sigma B
faktort ile iligkili oldugu, ayrica asit direncliliginin sicaklik ile birlikte bakterinin
eksponensiyal (logaritmik) lireme fazina etkisi oldugu bildirilmistir (109). Lunden ve
ark. (91) tarafindan yapilan bir caligmada, et isleme tesislerinden izole edilen L.
monocytogenes suslari1 pH 2,4’e maruz birakilmis ve sayilarinda 6,0 logu asan bir diisiis
gozlenmistir. Ayn1 ¢calismada ayrica, 55°C’lik bir sicaklia maruz birakilan suslarda 3,0
log’luk bir diisiis sekillendigi de goriilmiistiir. Yapilan ¢alismalarda, etkenin buzdolabi
sicakliginda muhafaza edilen salamda 28 giin (pH ~ 4,4) (110), yogurtta 27 giin (pH ~
4,2) (111) ve ¢okelekte (pH ~ 5,0) 35 giin (112) canliligin1 korudugu bildirilmistir.

Rekabet¢i mikrobiyotanin  varligi L. monocytogenes’in  gidalarda  iiremesini
baskilayabilmektedir. “Jameson Effect (Jameson Etkisi)” olarak adlandirilan bu etki,
ayni ortamda bulunan iki veya daha fazla mikroorganizma tiiriiniin, ortamda bulunan
kaynaklar1 yarigsmali bir sekilde kullanarak ¢ogalmaya calismasi sonucu bir tiirlin
iiremesinin durmast olarak agiklanmaktadir (113). Bu durum, genellikle bir tiirlin
rettigi spesifik inhibitorlerin diger tiirler lizerinde baskilayici 6zellik gostermesinden
ileri gelmektedir (114). Jacobsen ve ark. (115)’min laktik asit bakterilerinden
Leuconostoc carnosum’un L. monocytogenes lizerine olan rekabetci etkisini
inceledikleri bir c¢alismada, Leu. carnosum’un L. monocytogenes inokiile edilen
dilimlenmis domuz etlerinin 10°C’de 4 hafta muhafaza edilmesi siiresince 10 kob/g’dan
daha yukari liremesine izin vermedigini tespit etmislerdir. Arastirmacilar ayrica,
bakteriyosin tiretmeyen laktik asit bakterilerinin de anti-listeriyal etkisinin oldugunu
bildirilmektedir. Buchanan ve Bagi (116) tarafindan gergeklestirilen bir ¢alismada
Carnobacterium piscicola’nin, L. monocytogenes Scott A susu iizerine baskilayict etkisi
oldugu bildirilmistir. Ayn1 arastirmacilarin bir baska calismasinda ise, Pseudomonas
Sfluorescens’in 4°C’de ve % 0,5-2,5 NaCl konsantrasyonunda L. monocytogenes’in

iiremesini inhibe ettigi belirtilmistir (117).
2.3. L. monocytogenes’in Patojenitesini Etkileyen Faktorler

Listeria monocytogenes fakiiltatif hiicre ici bir bakteridir. Etken, konak hiicre igine
girdikten sonra vakuolii lize edip konak sitoplazmasina gecerek burada cogalir ve

herhangi bir hiicre dist faz gecirmeden komsu hiicrelere yayilabilir (55). Listeria
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monocytogenes hem fagositik hem de fagositik olmayan hiicreleri infekte

edebilmektedir (118).

Listeria monocytogenes dnemli bir gida patojeni olmasina karsin farkl viriilense ve
patojeniteye sahip suslar1 bulunmaktadir. Cogu L. monocytogenes, viriilensine baglh
olarak yiiksek diizeyde morbidite ve mortaliteye neden olabilirken bazi suslar1 viriilent

karakterde olmayip memelilerde infeksiyon olusturmamaktadir (11, 119).

Etken patojenitesini sahip oldugu viriilens faktorleriyle saglamaktadir (13). Listeria
monocytogenes’in virlilens genlerinin transkripsiyonundan sorumlu gen grubu Prf-A
olup, grubun icerisinde hlyA (listeriolizin O, LLO), fosfolipaz A (plcA), fosfolipaz B
(pleB) (120), metalloproteaz (mpl) (121), actA (122), internalin A (inlA4), internalin B
(inlB) (123), internalin C (inl/C) (124), internalin J (inlJ) (125) ve viriilens invazyon geni
(vip) (126) yer almaktadir. Tiim Prf-A tarafindan regiile edilen genler sicaklik ile iligkili
olup, ancak 30°C’nin tizerindeki sicakliklarda iiretilen kiiltiirlerde sentezlenmektedirler
(55, 127). Biitiin bu virlilens faktorlerinin infeksiyon olusumunda ve bakterinin
yayilmasinda etkili oldugu bildirilmistir (55). Etkenin baslica viriilens genleri ve

genlerin fonksiyonlar1 Tablo 2.3.1.’de belirtilmistir.

Tablo 2.3.1. Listeria monocytogenes’in baslica viriilens genleri.

Genin Ad1 Genin Fonksiyonu
prfAd Positive regulatory factor A Viriilens genlerinin transkripsiyonu
plcA Phosphatidylinositol specific phospholipase C ~ Vakuolden kagis

plcB Phosphatidylinositol specific phospholipase C  Hiicreden hiicreye gecis
hiyA Listeriolysin O Vakuolden kagis

mpl Zinc dependet metalloprotease PLC’nin aktivasyonu
actA Actin polymerizing protein Hiicreden hiicreye gecis
inl4 Internalin A Hiicreye penetrasyon
inlB Internalin B Hiicreye penetrasyon
inlC Internalin C Hiicreye penetrasyon
inlJ Internalin J Hiicreye penetrasyon

vip Virulence invasion gene Hiicreye giris
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HlyA geni, L. monocytogenes'in patogenezinde biiyiik rol oynayan listeriolizin O (LLO)
adli toksini sentezlemektedir (128). Listeriolizin O, kan hiicrelerinin hemolize edilmesi
ve hiicre zarlarinin bozulmasindan sorumlu olmanin yani sira infeksiyon esnasinda
makrofajlar  igindeki  vakuollerde bulunan L. monocytogenes’in  kagisi
kolaylastirmaktadir (129). Por olusturan sitolizin ailesinin bir iiyesi olan bu toksin,
vakuol icerisinde pH’y1 diisiirerek vakuol membraninin lize olmasin1 ve bu sayede
etkenin sitoplazmaya ge¢cmesini saglamaktadir (130). Konak hiicre membranina zarar
vermeden sadece vakuolii par¢alamasi, bakteriye konak immun sisteminden korunma
imkant da vermektedir (131). Ayrica hlyA geni, hiicre-hiicre iletiminde ve endotel
hiicrelerinin aktivasyonunda da islev gorebilir (132). Listeriolizin O barindirmayan

mutantlarin sitoplazmaya ulasamadig1 ve aviriilent olduklar1 belirtilmistir (133, 134).

Listeria monocytogenes’in hiicreden hiicreye gecis 0Ozelligi act4 geninden ileri
gelmektedir. Bu genin {rettigi actA proteini, bakterinin hiicre sitoplazmasinda
hareketliligini ve infekte ettigi hiicreden bir digerine yayilmasimi saglayan aktin
kuyruklarinin olusumda rol oynamaktadir (135). Bunun yani sira, actA proteininin
hedef hiicreye tutunma ve penetrasyonunda da rolii oldugu bildirilmistir (136). Bu

genden yoksun olan L. monocytogenes mutantlarin hiicreler arasi gecis yapamadigi

belirtilmistir (122).

Listeria monocytogenes, fagositik olmayan hiicreleri daha basit patojenik bir yol olan
ylizey proteinleri ile hedef hiicre iizerinde bulunan reseptdrlere tutunarak infekte
etmektedir. Bu ylizey proteinleri sirastyla inlA4, in/B, inlC ve yakin zamanda tanimlanan

inlJ genleri tarafindan sentezlenen internalin A, B, C ve J’dir (123).

InlA, etkenin konak hiicre ylizeyinde bulunan E-Kadherin adli reseptore tutunmasini ve
hedef hiicre tarafindan fagositozunu saglamaktadir (121). Tiim hiicre tiplerinin
invazyonunun ilk asamasinda yer alan inlA, listeriozis patogenezinde olduk¢a 6nemlidir
ve patojenite markert olarak kullanilmaktadir (135, 137). Hepatosit ve epitel olmayan
hiicrelere penetrasyonda rol alan inlB’nin (118) temel reseptorii Met’tir (hepatocyte
growth factor/scatter factor receptor) (138). InlB, InlA’ya gore daha genis bir konak
spektrumuna sahiptir (123).

InlC geni, PrfA tarafindan diizenlenen genler ve bunlarin protein iriinleri lizerine

yapilan calismalar sonucunda Engelbrecht ve ark. (124) tarafindan bulunmus ve
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bagirsak sonrasi infeksiyon asamalarina katki sagladigi bildirilmistir. InlC, etkenin
konak hiicreyi istilasinda inlA ile birlikte rol oynamaktadir (123, 139). Bu genin
bulunmadig: suslarin viriilensinde 6nemli dl¢iide azalma gdzlenmis ve sadece patojen
suslarda var oldugu rapor edilmistir (124, 140). InlC geninin invaziv Listeria tiirleri

arasinda yatay gen aktarimi ile aktarildigini diistiniilmektedir (140).

Listeria monocytogenes’in inlJ geni, yakin zamanda internalin ailesine dahil olmus ve
bakterinin 6nemli viriilens genleri arasinda yerini almistir (125). Diger ad1 /mo2821
olan inlJ geni, soy IIl grubuna ait L. monocytogenes serotiplerinde (4a ve 4c)
bulunmamaktadir (141). Sabet ve ark. (125) bakterinin bagirsak bariyerini gegcmesinde
ve sonrasindaki asamalarda Onemli rol oynadigini ve inlJ geni barindirmayan L.
monocytogenes mutantlarinin oldukca diislik viriilens 6zellik gostererek bagirsaklara
ulasamadigini rapor etmislerdir. Internalinlere ek olarak pl04 yiizey proteini de L.

monocytogenes’in bagirsak hiicrelerine tutunmasinda rol oynamaktadir (55).

Listeria monocytogenes iki tip fosfolipaz C enzimi (PLC) sentezlemektedir. Bunlardan
biri plcA geni tarafindan kodlanan fosfatidilinozitol spesifik PLC (PI-PLC)’dir. Bu gen,
LLO ile kombinasyon halinde bakterinin vakuolden kagmasini saglamaktadir (142,
143), (120). Bir digeri ise plcB tarafindan kodlanan fosfatidilkolini pargalayan (PC-
PLC) fosfolipaz C’dir. PC-PLC, mpl geni tarafindan kodlanan metalloproteaz enzimi ile
birlikte hiicre dis1 aktivasyonda bakterinin hiicreden hiicreye yayilmasinda rol
oynamaktadir (120, 144). PC-PLC, lizozomlar1 ve membranlarda bulunan tiim
fosfolipitleri pargalayabilmektedir (143, 145). Fosfolipaz C’den yoksun mutantlarin fare
deneylerinde 500 kat daha az 6ldiiriicii oldugu ortaya konmustur (120). HlyA, plcA ve
plcB genleri patojenik Listeria tiirlerini patojenik olmayan tiirlerden ayirmak igin

viriilens belirleyici genler olarak siklikla kullanilmaktadir (146).

Listeria monocytogenes’in sortaz A ile iligkili ylizey proteinlerinden biri olan /mo0320,
Cabanes ve ark. (126) tarafindan viriilens invazyon geni (vip) olarak tekrar tanimlanmis
olup, son yillarda 6nemli calisma konularindan biri haline gelmistir. Prf4 geni
tarafindan regiile edilen bu gen, bakterinin konak hiicrelere girmesinde etkili olan
onemli viriilens faktorlerden biri olarak bildirilmistir (147). Vip, protein katlanmasinda
(protein folding) ve bagisiklik sistemi cevabinda onemli rol oynayan Hsp protein

ailesinin bir tiyesi olan 1s1 sok proteini Gp96 ile etkilesime girmektedir. Vip-Gp96
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etkilesiminin bakterinin memeli hiicrelerine giriste etkili oldugu in vivo denemeler ile

ortaya konulmustur (126, 148, 149).

Fibronektin baglanma proteinini kodlayan fbpA geninin L. monocytogenes viriilensinde
onemli oldugu ve hem gastrointestinal sistemde bagirsak hiicrelerine (epitelyum
hiicreleri) hem de infeksiyonun ileri asamalarinda karaciger hiicrelerine (hepatositler,
endoteliyel hiicreler ve fibroblastlar) baglanmada etkin rol oynadigi bildirilmektedir.
Bunun yaninda, hiicreye adezyon sonrast fbpA’nin LLO (hlyA) ve InlB’nin
aktivasyonunda etkili oldugu belirtilmistir (150, 151).

Listeria monocytogenes infeksiyonlarinin erken déneminde bakterinin etkin bir sekilde
ireyebilmesi icin gerekli genlerden biri olan fii geninin ferritin-benzer proteinleri
kodladigi, bu proteinlerin 6zellikle reaktif oksijen varliginda, sicak-soguk sok
streslerinde ve ortamda yeterli demir iyonu bulunmadiginda bakterinin iiremesini
sagladig ve viriilens iizerinde oldukca etkili oldugu bildirilmistir (152, 153). Bu geni
barindirmayan L. monocytogenes mutantlarinda sicak stresine duyarlilifin arttig1 rapor

edilmistir (154, 155).

VirR, ylizey bilesenlerinin modifikasyonunu saglayan bir dizi proteini sentezleyen bir
gendir. Bu gen sayesinde konak bagisiklik sistemi ve etkenin hiicrelerle olan

etkilesimleri diizenlenmektedir (156).

SpoG, L. monocytogenes’in en sik tercih edilen referans (housekeeping) genidir.
Yapilan caligmalarda spoG’nin diger referans genlere kiyasla daha az degiskenlik
gosterdigi ve ekspresyon diizeyinin stabil oldugu ortaya konmustur (157, 158).
Belirtilen bu genin varliginin ve ekspresyon diizeyinin belirlenmesi, potansiyel

viriilensinin molekiiler olarak ortaya konmasini saglamaktadir.

Viriilens genlerinin yani sira, L. monocytogenes’in sahip oldugu stres proteinleri de
etkenin patojenitesinde dnemli rol oynamaktadir. L. monocytogenes 1s1, pH, basing, tuz,
organik asitler gibi ¢esitli faktorlerin degiskenlik gostermesi veya yetersiz olmasi
nedeniyle iiremesini/gelismesini olumsuz yonde etkileyecek herhangi bir stres faktoriine
maruz kaldiginda sahip oldugu pek ¢ok stres proteini ile bu durumla miicadele
etmektedir. Bakterinin sahip oldugu DnaK, GroES ve GroEL 1s1 soku proteinleri yliksek
sicakliklarda, diisik pH degerlerinde ve hiicrenin infeksiyon agsamasinda hiicrenin

korunmasinda ve canliligini siirdiirmesinde 6nemli rol oynamaktadir (159-161). Giotis



18

ve ark. (162), pH’nin yiliksek oldugu ortamlarda L. monocytogenes’in GroEL ve DnaK
proteinlerinin sentezinin arttigini rapor etmislerdir. Bakterinin sahip oldugu soguk sok
proteinleri (cold shock domain family proteins - csps) bakterinin sogukta ¢ogalmasinda
gorev almaktadir. CspA, cspB, cspC ve cspD proteinleri ile etken soguk ortamlara
adapte olabilmektedir (88). Bunlarin yam sira, ltrdA, ltrB ve [trC genleri de L.
monocytogenes’in buzdolabr sicakliginda (+4°C) iireyebilmesinde etkin rol oynayan
genler olarak ortaya konmustur (89). LisRK ve CesRK proteinleri L. monocytogenes’in
asit stresinde, B-laktam direncinde ve etanole toleransinda rol almaktadir. Ayrica her iki
proteinin etkene zarar veren ajanlari algilama ve yanit olusturmada rol oynadigi
belirtilmektedir (156). Listeria monocytogenes sahip oldugu ClpC, CIpE ve ClpP stres
proteinleri sayesinde ozmotik strese, yliksek sicakliga ve demir noksanligina direncli
hale gelebilmektedir (163). Ayrica ClpC’nin makrofaj fagozomlarindan etkenin
kagmasina olanak sagladigi bildirilmistir (164). Ozmotik strese adaptasyonda rol
oynayan diger proteinler ise BetL,, GbuABC, AppA, Ctc, DnaK, HtrA, OpuA, OpuB ve
OpuC olarak siralanabilir (165-167). Listeria monocytogenes bagirsak ve karacigerde
canliligini siirdiirmesini Bsh (bile salt hidrolaz) enzimi ile basarmaktadir. Etken bu
enzim sayesinde safra tuzunun bakterisid etkisinden korunmaktadir. Bsh geni sigma B
tarafindan kontrol edilmektedir. Sigma faktorleri, L. monocytogenes’in stres
adaptasyonunda rol oynayan cesitli genleri diizenleyen prokaryotik RNA polimerazin
alt birimleridir (168). Bu faktorlerin icinde Sigma B etkenin asit, ozmotik ve oksidatif
stres, diisiik sicaklik, karbon eksikligi gibi pek ¢ok olumsuz kosula uyum saglamasini
ve liremesini saglayarak en biiylik rolii oynamaktadir (109, 169). 25°C’de ve 4°C’de
iretilen L. monocytogenes suslarinda Sigma B faktorii transkripsiyonunun arttigi
gbzlemlenmistir (170). Listeria monocytogenes’in bazi onemli stres proteinleri ve

fonksiyonlar1 Tablo 2.3.2.’de verilmistir.
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Tablo 2.3.2. Listeria monocytogenes’in bazi dnemli stres proteinleri.

Proteinin Ad1 Proteinin Fonksiyonu

DnaK Is1 soku proteini Yiiksek sicaklik ve diisiik pH’ya direng

GroES, GroEL En  o6nemli 1s1  soku Yiiksek sicaklik ve diisiik pH’ya direng
proteinleri

CspA, CspB, CspC  Soguk soku proteinleri Diistik sicakliga adaptasyon

LtrA, LtrB, LtrC Diisiik sicaklik proteinleri Diisiik sicakliklarda tireme yetenegi

LisRK, CesRK Stres proteini Asit, etanol ve oksidatif strese tolerans

ClpC, CIpE, ClpP Stres proteinleri Demir noksanligina, yiiksek sicakliga ve
yiksek ozmolariteye direng

GbuABC Stres proteini Yiiksek ozmolariteye direng

OpuB, OpuC Stres proteini Yiiksek ozmolariteye direng

OppA Stres proteini Yiiksek ozmolariteye direng

Bsh Enzim Safra tuzlarina tolerans

Sigma B Stres proteini Asit, ozmotik ve oksidatif strese direng
Diisiik sicaklik ve karbon eksikligine
tolerans

2.4. L. monocytogenes’in Gida Hijyeni ve Halk Saghg A¢isindan Onemi

Listeria monocytogenes 1929 yilindan beri insan patojeni olarak bilinmesine ragmen,
ozellikle 1980’lerden sonra gida kaynakli patojenler arasina dahil edilmistir (90, 171).
Kanada’da, 1981 yilinda 41 kisinin L. monocytogenes igeren lahana salatasi (cole slaw)
yedikten sonra hastalanmasi ve 18 kisinin (172), 1983’te 14 kisinin siit kaynakl
listeriozis sebebiyle hayatin1 kaybetmesi (173), ardindan 1985 yilinda Meksika usulii
peynir tiiketimi sebebiyle listeriozis sekillenen 142 kisiden 48’inin dlmesi
mikrobiyologlarin, yerel yonetimlerin ve gida endiistrisinin dikkatini ¢ekmis ve
gidalarda L. monocytogenes'in tespiti, sicaklik direnci ve hayatta kalma kosullari
lizerine arastirmalar baglatilmigtir. Doksanli yillarin sonlarina varildiginda bu patojenin
farkindalig1 artmis ve etkenin kontrol 6nlemlerine yonelik c¢alismalara hiz verilmistir
(90). Hastalik Kontrol ve Onleme Merkezleri (Centers for Disease Control and
Prevention — CDC)’nin, kayith vakalar disinda, teshis veya rapor edilmemis vakalarin
tahminlerini igeren 2011 yili Gida Kaynakli Hastalik Tahminleri, ABD’de yilda
yaklasik 1600 vakanin meydana geldigini gostermekmistir (174).
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Listeria monocytogenes ¢evrede yaygin olarak bulunan bir etkendir. Topraktan, sudan,
bitkilerden/sebzelerden, yemden, endiistriyel isletmelerden ve ¢iftliklerden izole
edilmesiyle birlikte (34), yapilan epidemiyolojik ¢aligmalar listeriozisin temel
kaynaginin kontamine gidalar oldugunu gostermektedir (171). Patojen, siklikla gida
isleme tesislerinde, ¢ig ya da islenmis gidalarda bulunmaktadir (5, 175). Gida kaynakli
bulagsma nedeniyle ortaya cikan listeriozis vakalarinin orant ABD’de % 99 olarak
tahmin edilmektedir (176). Listeria monocytogenes’in rezervuarlari arasinda evcil ve
vahsi hayvanlar da yer almaktadir fakat, hayvandan insana direkt temas sonucu

sekillenen listeriozis vakalarinin nadir oldugu bildirilmistir (34).

Listeria monocytogenes s18ir, kanatli ve domuz eti gibi taze etlerden, fermente sucuk,
sosis ve flime et gibi et liriinlerinden, siit ve siit lirlinlerinden, su tirlinlerinden ve salata,

kavun, patates, turp, lahana gibi taze sebze/meyve gibi tiiketime hazir pek ¢ok gidadan
izole edilmistir (171, 177, 178).

Kanatli hayvanlar, L. monocytogenes i¢in dnemli bir rezervuaridir. Kanatli, siir ve
koyun digkilarinda L. momnocytogenes varliginin arastirildigt bir calismada, diger
hayvanlara kiyasla etkenin en fazla kanathi digkilarindan izole edildigi bildirilmistir
(179). Kanath eti ve iiriinlerinde L. monocytogenes’in varliginin, dncelikli olarak kesim
islemi sirasinda meydana gelen kontaminasyondan kaynaklandigi belirtilmistir (27).
Mekaniklesen kanatli kesim siirecinde haslama, tily yolma, i¢ organ c¢ikarma gibi
asamalarda yeterli hijyen kosullar1 saglanamadiginda ve/veya isletmedeki ekipmanlarin
dezenfeksiyonlar1 detayli bir sekilde yapilmadiginda kanatl karkaslar yiliksek diizeyde
L. monocytogenes ile kontamine olabilmektedir (27, 55). Ayaz ve ark. (180)’nin
yaptiklar bir ¢calismada marketlerde satilan 240 adet tavuk karkasinin % 20,4 oraninda
L. monocytogenes ile kontamine oldugu bildirilmistir. Yiicel ve ark. (181)’nin yapmis
oldugu bir calismada ise, si8ir eti, ¢ig sigir kiymasi ve tavuk eti L. monocytogenes
yoniinden incelenmis ve patojen kiymada % 4,7, sigir etinde % 5,2 oraninda bulunurken
tavuk etinde % 11,5 oraninda bulunmustur. Ankara ilinde Sireli ve ark. (182) 40 kiyma,
30 kofte ve 30 burgerden olusan toplam 100 tavuk eti tirlinliniin sirastyla % 35, % 20 ve
% 26,6 oraninda L. monocytogenes ile kontamine oldugunu bildirmislerdir. Ayaz ve
Erol (183)’un 2009 yilinda hindi kiymalarinda L. monocytogenes varligim arastirdiklari
bir ¢aligmada ise, 180 hindi kiymasinin % 35,5’nin Listeria spp., %17,7’sinin ise L.

monocytogenes ile kontamine oldugu belirlenmistir.
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Etkeni tasiyan kasaplik hayvanlarin kesimi esnasinda gerekli hijyen kosullarina
uyulmamasi nedeniyle etlerinin L. monocytogenes ile kontamine olmasi, et isleme
tesisindeki personel ve ekipmanlarin neden oldugu ¢apraz kontaminasyonlar ve bunlara
bagl olarak etlerin ve et iriinlerinin kontamine bir sekilde paketlenmesi ile uygun
olmayan depolama kosullarinda muhafaza edilmesi liseteriozis vakalarinin
sekillenmesinde Onemli rol oynamaktadir (55, 184, 185, 186). Cesitli et ve et
iiriinlerinde yapilan prevalans calismalara gore; TUBITAK 114R104 nolu proje
neticesinde Ankara ve Kirikkale illerinde sigir ve koyun karkaslarinda sirasiyla % 3,4
ve % 2,5, Erzurum’da doner 6rneklerinde % 18,8 (187), Belgika’da ¢ig ve kiirlenmis
s11r ve domuz etlerinde sirasiyla % 4,7 ve % 14,9 (188), Isvigre’de 211 sigir kiymasi
ve 189 domuz kiymasinda sirasiyla % 11,9 ve % 9,5 (189), Kanada’da sigir etinde %
52, domuz pirzolasinda % 24, fermente sucukta % 4, (190), Italya’da ¢ig sig1r ve domuz
etinde sirastyla % 24,4 ve % 21,4 (191) oraninda L. monocytogenes izole edildigi
bildirilmigtir.

Sarkiiteri iiriinleri, tiiketime hazir gidalar arasinda ABD Gida ve Ilag Idaresi (US Food
and Drug Administration — FDA) ile Tarim Bakanligir - Gida Giivenligi ve Denetim
Servisi’nin 2003 yilinda yaptig1 risk degerlendirmesi c¢aligmast kapsaminda L.
monocytogenes kontaminasyonu agisindan en yiiksek riske sahip gida olarak secilmistir
(192). Tirkiye’de Van ilinde yapilan bir ¢alismada, vakumlu paketlenmis sosislerde %
5 oraninda, ambalajlanmamis sucuk, salam ve sosislerde de sirasiyla % 15, % 10 ve %
25 oraninda L. monocytogenes identifiye edilmistir (193). Afyon Karahisar’da yapilan
bir bagka calismada ise, 100 sucuk 6rnegi L. monocytogenes kontaminasyonu yoniinden

incelenmis ve 6rneklerin 7’sinin bu patojen ile kontamine oldugu belirlenmistir (194).

Kontamine siit ve siit tirlinleri L. monocytogenes’in insanlara bulasmasinda énemli bir
kaynaktir. Ozellikle klinik semptom gdstermeyen, L. monocytogenes ile infekte olmus
siit inekleri, siitleri ile etkeni kolaylikla sagabilmektedirler (55). Bunun yani sira, L.
monocytogenes ile kontamine silaj yemlerinin siit hayvanlar1 tarafindan tiiketilmesi ile
de hayvanlar infekte olabilmektedir (24, 195). Kontamine siitlerle etkenin sag¢ilmasinda
L. monocytogenes’in bir hiicre i¢i patojen olmasi ve bu sebeple pastorizasyondan
etkilenmemesi biiyiik rol oynamaktadir (196). Glinlimiizde ¢ig siit, pastdrize siit, peynir,

krema, tereyagi ve dondurmaya iliskin L. monocytogenes vakalar1 bildirilmistir (55).
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Ozellikle teknolojileri geregi ¢ig siitten yapilan yumusak peynirler énemli risk teskil

etmektedir (7, 197).

Listeria monocytogenes’in ¢evrede yaygin olarak bulunmasi, psikrofilik karakteri ve
yiiksek tuz konsantrasyonlarinda dahi canli kalabilmesi etkenin pek ¢ok su lirliniinden
izole edilmesine neden olmaktadir. isleme tesislerindeki yetersiz sanitasyonun, isleme
sonrasi kontaminasyonun ve su iriinlerinin ¢i§ ya da yetersiz pisirilmesi sonucu
tilketilmesinin bu gida tlirlinden kaynaklanan vakalarda olduk¢a Onemli oldugu
bildirilmigtir (55). Bunun yami sira, tliketicilerin muhafaza kosullarina dair yeterli
bilgiye sahip olmamasi nedeniyle, diisiik diizeylerde L. monocytogenes ile kontamine
olmus tiiketime hazir su irlinlerinde patojenin sayisi artmakta ve infeksiyonlar
sekillenebilmektedir (198). Siriken ve ark. (199)’nin yaptig1 bir ¢alismada 50 tuzlu
angiiez, 50 ¢ig anciiez ve 50 ham midye L. monocytogenes yoniinden incelenmis ve
gidalarin sirastyla % 12, % 2 ve % 2 oraninda etken ile kontamine oldugu tespit
edilmigtir. Diinyada, su iiriinlerinden gokkusagi alabaligi (200, 201), midye fiime (202)
ve karides (203) gibi baz1 gidalara iligkin salginlar bildirilmistir.

L. monocytogenes’in hayvansal gidalarda bulunmasinin yani sira, hayvan orijinli
olmayan pek ¢ok gidanin da etken ile kontamine oldugu belirtilmektedir. Bu durum,
hayvan digkilari, toprak, yiizey, nehir ve kanal sularindan veya atik su aritma
islemlerinden ¢ikan atiklardan kaynaklanan kirlilikten kaynaklanmaktadir (204). Birgok
iilkede ¢ig ve az miktarda islenmis sebze tiirleri iizerinde L. monocytogenes varligi
acikca gosterilmis ve bitki veya sebzelerden kaynaklanan salgmlar rapor edilmistir.
Bunlardan donmus sebze, tilketime hazir salata, karamelli elma, fasiilye filizi ve kavun
2011°den bu yana ABD’de salginlara sebep olan bitkisel kaynakli gidalar arasinda yer
almistir (177).

Esas olarak kontamine gidalarin tiiketilmesi sonucu sekillenen listeriozis ates, bas
agrist, kas agrisi, kusma, ishal gibi hafif seyirli semptomlar ile seyredebilecegi gibi,
ozellikle risk grubu bireylerde agir bir hastalik tablosu meydana getirebilmektedir.
Listeriozisin daha ciddi seyirli olan invaziv tipinde, gribal infeksiyon tablosu ve
diyarenin sekillenmesinden birkag giin sonra septisemi, meningitis, ensefalitis meydana
gelebilmektedir (205-207). Listeria infeksiyonlarinin insanlarda goriilen baglica

formlar1; akut septik (yeni dogan listeriozu), merkezi sinir sistemi (menenjit, ensefalit,
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ensefalomiyelit, meningoensefalit), glandular (lenfadenit), lokal (deri listeriozisi,

konjuktivit) ve kronik-septik (endokardit, apse, vb.) seklindedir (24).

Saglikli yetiskinler ve c¢ocuklarda genellikle hafif ila orta derecede semptomlar
yasanirken, risk grubu icerisinde yer alan; hamileler, yeni doganlar, kii¢iik ¢ocuklar,
yaslilar ve immun sistemi baskilanmis bireylerde (kanser hastalari, seker hastalari, HIV
ile infekte insanlar, organ ya da kemik nakli gecirenler, kalp hastalari, siroz hastalari,
ilag bagimlilar1 vb.) 6liimle sonuglanan olduk¢a agir bir listeriozis tablosu meydana
gelebilmektedir (24, 208). Infeksiyonun, saglikli kisilerde organizmay1 yok etmek igin
monositleri ve makrofajlar1 harekete geciren tlimor nekroz faktorii ve diger sitokinlerin
iiretiminin uyarilmasi1 nedeniyle genellikle kendi kendine smirli kaldigi bildirilmistir

(209).

Her ne kadar L. monocytogenes ile infekte olmanin esas sebebi kontamine olmus gidalar
olsa da, etkenin ayni zamanda gebelik sirasinda transplesental olarak veya dogum
esnasinda dogum kanali vasitasiyla da anneden ¢ocuga gecebildigi belirtilmistir (210-
213). CDC verilerine gore, hamile kadinlarin listeriozise yakalanma riskinin normal
bireylere gore 10 kat daha fazla oldugu bildirilmistir (205). Gebelik sirasinda olusan
enfeksiyonun ilk sathalarinda influenza benzeri semptomlar gozlenebilirken, ilerleyen
donemlerde erken dogum, abort, Oli dogum veya yeni dogan listeriozu
sekillenebilmektedir (206, 207, 214). Hamile kadinlarda gebeligin iigiincii doneminde
gerceklesen enfeksiyonlarin % 22’sinin 6lii dogum veya neonatal 6liimle sonuglandigi

bildirilmistir (206).

Listeria monocytogenes’e maruz kalma ile hastalik baslangici arasinda siiren ve
genellikle birkag haftay1 alan uzun siire, etkenin minimal infektif dozu (MID) hakkinda
kesin bir bilgi almay1 zorlastirmaktadir (215). Etkenin alinig sekline, gidanin tiiriine,
patojenin viriilensine ve bireyin bagisiklik sistemi gibi ¢esitli faktorlere bagl olarak
infeksiyon dozu degisebilmektedir (216). Genel olarak saglikli bireylerde infeksiyon
meydana getirebilmesi i¢in 100 kob/g’dan daha fazla L. monocytogenes

konsantrasyonlarinin gerekli oldugu diistintilmektedir (217).

Etkenin inkiibasyon periyodu 1 ila 70 giin arasinda degismektedir. Bir ¢caligmada, 1987-
2003 yillar1 arasinda bildirilen 37 listeriozis vakasinin incelenmis ve inkiibasyon siiresi

invaziv listeriozisli hastalarda 1-67 giin, merkezi sinir sistemi semptomlar1 geligmis
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hastalarda 1-14 giin, hamile bireylerde 17-67 giin ve bakteriyemi vakalarinda 1-12 giin,
gastroenterit vakalarinda ise 6-240 saat olarak bildirilmistir (218).

Listeriozisin insidensi kampilobakteriozis ve salmonellozise goére nispeten diigiik
olmakla birlikte, hastaneye yatirilma ve mortalite oram1 oldukca ytiksektir (219).
Hastaneye kaldirilan invaziv listeriozis vakalarinin % 20-30’unun 6liimle sonuclandigi
belirtilmistir (220). Avrupa Gida Giivenligi Otoritesi (European Food Safety Authority
— EFSA)’nin verilerine gore, 2013 yilinda AB’de (toplam 27 iilke) 1763 adet insan
listeriozis vakasi bildirilmistir. Hastalarin %99,1°1 hastaneye kaldirilirken, %15,6’s1
Olmustiir (221). 2009 yilinda ABD’de, listeriozis sebebiyle hastaneye yatan 50 yas ve
istli hastalarin % 17,5’inin, 4 yas alt1 cocuklarin ise %94,1’inin 61diigii rapor edilmistir

(222).

Listeria monocytogenes son yirmi yilda pek ¢ok salgina sebep olmustur. CDC verilerine
gore 1998-2015 yillar1 arasinda toplam 19,119 vaka sekillenmistir. Bu vakalarda toplam
373,531 kisi hastalanmig, bunlardan 14,681 kisi hastaneye kaldirilmis ve 337 kisi
Olmustiir (223). ABD’de salginlarin izlenmeye basladig1 1970’li yillardan beri en biiyiik
capta salginlardan biri 2011 yilinda Colorado’da gergeklesmistir. Bir kavun tiiriinden
(cantaloupe) ileri gelen listeriozis salgini sonucu 147 kisinin infekte oldugu ve 33
kisinin (% 22) oldiigi rapor edilmistir (223, 224). EFSA 2015 verilerine gore, 2013
yilinda AB’de 1743 listeriozis olgusu kayitlara gecmis ve bunlardan % 15,6’sinin
oldiigi belirtilmistir (225). Noordhout ve ark. (224) tarafindan 2014 yilinda yapilan bir
meta analiz ¢alismasinda, 2010 diinyada 23,150 kisinin listeriozisle miicadele ettigi ve

5463 1linilin 6ldiiginiin tahmin edildigi bildirilmistir.

AB’de 2011 yilinda sekillenen yaklasik 1470 listeriozis vakasinin 6lim orant % 12,7
olarak rapor edilmistir (226). Avrupa’da 2015 yilinda 2206 kiside listeriozis sekillenmis
ve bunlardan 270’1 6liimle (% 12,2) sonuglanmistir. Buna ek olarak, bu donemde 84 yas
iistli olan bireylerde bildirilen vaka sayisi ve oranlar1 6nceki yillarin yaklasik iki katina
cikmistir (221). 2000-2017 yillarinda L. monocytogenes’in neden oldugu gida kaynakli
vakalar Tablo 2.4.1.’de gosterilmistir.
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Tablo 2.4.1. 2000-2017 yillarinda L. monocytogenes’in neden oldugu gida kaynakli

vakalar.
Vaka sayisi
Yil Ulke Gida (Oliim) Kaynak
2000 Fransa Kavurma et 10(10) (227)
2000 Fransa Domuz dili 32(31) (227)
2000 ABD Hindi eti sarkiiteri iirtinleri 30(7) (228)
2001 ABD Meksika tipi peynir 142(48) (229)
2002 ABD Hindi eti sarkiiteri iirtinleri 54(11) (230)
2005 Ispanya Et (orijini belli degil) 2 (231)
2005 ABD Cig siit 12(7) (232)
2005 ABD Hindi eti sarkiiteri iirtinleri 13(7) (232)
2005 ABD Izgara tavuk 3(?7) (232)
2005 Avusturalya Sarkiiteri triinleri 2(2) (233)
2006 Cek Cumhuriyeti  Yumusak peynir 78(13) (231)
2006 Almanya Harz peyniri 6(1) (231)
2006 ABD Jambon 3(0) (232)
2007 Norveg Cig siit, yumusak peynir 21(5) (234)
2008 Kanada Pastdrize peynir 38 (235)
2009 Avusturya Peynir 25(5) (236)
2009 Cek Cumhuriyeti  Peynir 9(4) (236)
2009 Almanya Peynir 6(2) (236)
2011 Belgika Peynir 11(4) (237)
2011 Isvigre Domuz eti ve iiriinleri 9(?) (237)
2011 ABD Kavun (cantaloupe) 147(33) (177)
2012 Ingiltere Sandvic, domuz pasta, 24(5) (238)
s1g1r eti ve Uriinleri
2012  Ispanya Peynir 11 (1) (238)
2012 Finlandiya Kirmizi et ve iirtinleri 20(3) (238)
2012 ABD Ricotta salatas1 15(3) (239)
2012 ABD Peynir 22(4) (177)
2012 Avustralya Yumusak peynir 18(3) (240)
2013 ABD Peynir 6(1) (177)
2014 ABD Peynir 8(1) (177)
2014 ABD Quesito casero peyniri 5(1) (177)
2014 Danimarka Et mezesi 41(17) (241)
2014 ABD Soya filizi 5(2) (177)
2014 ABD Karamelli elma 32(7) (177)
2015 ABD Yumusak peynir 30(1) (177)
2015 Kanada Salata 14(3) (242)
2015 ABD Dondurma 2(1) (177)
2016 ABD Donmus sebze 9(1) (177)
2016 ABD Cig siit 2(1) (177)
2016 ABD Paketlenmis salata 19(1) (177)
2017 ABD Yumusgak peynir 8(1) (177)

Listeriozisin insidans1 llkelere ve yillara gore degismektedir. Avrupa'da invaziv
listeriozisin, dogru tedavi ve diisiik insidansa ragmen, klinik siddeti (hastanede kalma

orant > % 90) ve yliksek 6liim oran1 (% 20-30) nedeniyle halk saglig1 i¢in biiyiik bir
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endise kaynagi oldugu bildirilmistir (243). Yapilan incelemelerde, Avrupa iilkelerinde
2011 yilinda 0,31 vaka/100,000 kisi olan insidans, 2013 yilinda 0,44’e yiikselmistir
(221, 215, 243).

Avustralya’da 2008-2016 yillar1 arasinda insidans 0,3-0,4 vaka/100,000 kisi arasinda
degismekte oldugu ve vakalarin en fazla 60 yas {istli hastalarda goriildiigii bildirilmistir
(220, 244). Tayvan’da 2005 oncesi 0,29 vaka/100,000 kisi olan insidans, iilkedeki
molekiiler epidemiyolojik caligmalarin hiz kazanmasiyla 2005’den sonra 1,18’
yiikselmistir (245). Italya’da yillik listeriozis insidansmnin 0,19-0,27 vaka/100,000 kisi
oldugu tahmin edilmektedir (246). Fransa'da 1999-2005 yillar1 arasinda listeriozis
insidans1 0,45 vaka/100 000 kisiden 0,35 vaka/100,000 kisiye diismesine ragmen, 2006
yilinda 0,47 vaka/100,000 kisiye yiikselmistir. Danimarka’da listeriozis insidansi
2006'te 1,03 vaka/100,000 kisi olarak zirve yapmustir. Belgika, Ingiltere, Finlandiya,
Almanya, Hollanda, Isvec ve Isvigre’de 2006 yili igin listeriozis insidensleri sirasiyla;

0,64, 0,35, 0,85, 0,62, 0,39, 0,46 ve 0,91 vaka/100,000 kisi olarak bildirilmistir (6).

ABD’de listeriozis insidansinin 1996’dan 2001 yilina kadar % 24 azalma gosterdigi,
ancak 2001 yilindan sonra arttigir bildirilmistir (206). ABD’de 2004-2009 yillart
arasinda listeriozisin goriilme sikliginin 0,27 vaka/100,000 kisi (247), 2009-2011 yillart
arasinda ise 0,29 vaka/100,000 kisi olarak rapor edilmistir (248).

2.5. Gidalarda L. monocytogenes’in Kontrolii

Listeria monocytogenes’in gidalarda kontrolii iilkelerin belirledikleri yasal diizenlemeler
ile denetlenmektedir. Cogu iilke bu yasal diizenlemelerin uygulanmasinda gidalarin L.
monocytogenes’in  gelisimini  destekleyip desteklememesi temel alinmaktadir.
Listeriozis ile iliskili olma riskinin en yiiksek oldugu tahmin edilen gidalar, L.
monocytogenes'in gelismesini destekleyen tliketime hazir gidalar olarak belirtilmektedir.
Bu gidalar arasinda siit, tereyagi, krema, yumusak peynirler, pisirilmis kabuklu
hayvanlar, fiime deniz iiriinleri, cesitli sebzeler (brokoli, lahana ve salata yesillikleri
gibi), meyveler (kavun, karpuz ve papaya gibi), baz1 sarkiiteri tiirii salatalar ve
sandvicler yer almaktadir. Listeria monocytogenes gelisimini desteklemeyen gidalar ise,
gidanin i¢ ve dis faktorleri ile uygulanan islemsel faktorler nedeniyle patojenin
iremesini desteklemeyen gidalar olarak kategorize edilmektedir. Bunlar, pH’s1 4,4’ten

diistik olan, a,, degeri 0,92 nin altinda olan, bu faktorlerin kombinasyonuna sahip olan
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(6rnegin pH < 5,0 ve a, < 0,94) ve/veya dagitim zinciri boyunca donmus olarak
muhafaza edilen gidalar olarak belirtilmektedir (249, 250). Buna gore, eger gida L.
monocytogenes liremesini destekliyorsa tiretici firmadan ¢iktig1 andan itibaren 25 gram
gidada hi¢ olmamasi istenirken, patojenin liremesini desteklemeyen bir gida tiirii ise raf
omrii boyunca 100 kob/g’a kadar izin verilmektedir. Avrupa Birligi, Kanada,
Avustralya, Yeni Zelanda, ve Japonya bu politikay1 izlerken, ABD ve Tiirkiye’de ise
gidanin L. monocytogenes iremesini destekleyip desteklemedigine bakilmaksizin

tiiketime hazir gidalarin 25 graminda hi¢ olmamasi istenmektedir (251-253).

Gidalarin L. monocytogenes ile kontaminasyonunun, ¢iftlikten sofraya uzanan zincir
boyunca birden fazla noktada olusabilecegini gosteren ¢ok sayida calisma
bulunmaktadir (254-256). Halk sagliginin korunabilmesinde etkili bir yol izleyebilmek
icin kontaminasyonun hangi gida tlirlinde ve hangi asamada oldugu biiyilk 6nem
tasimaktadir (34). Ozellikle doksanli yillarin basindan baslayarak gelistirilen kontrol
onlemleri, bircok gida tiiriinde L. monocytogenes prevalansini biiylik dl¢iide azaltmigtir
(215). Bu kontrol yontemleri L. monocytogenes’i yok etmeye yardimei olsa da, islenmis
driinlerin iiretim sonrasi sekillenen capraz kontaminasyonlara maruz kalmasi ya da
kontrol yontemleri uygulandiktan sonra hasar goren ancak canliligini koruyan
hiicrelerin raf Omrii siiresince c¢ogalmasi tiliketiciler i¢in potansiyel tehdit

olusturmaktadir (257).

Sicaklik uygulamasi, gidalarda L. monocytogenes’i elimine etmek icin kullanilan etkili
yontemlerden biridir. Listeria monocytogenes’in 1 ila 45°C arasindaki sicaklikta
cogalabilmesi, gidalarda etkenin kontrol edilmesi i¢in gereken sicaklik kosullarina
oldukca dikkat edilmesi gerektigini ortaya koymaktadir. Yapilan ¢aligmalarda 65°C’nin
tizerindeki pisirme sicakliklarinda L. monocytogenes’in yok oldugu bildirilmistir (233,
258). Autio ve ark. (259)’nin yaptig1 bir ¢calismada, daha 6nce L. monocytogenes izole
edilmig bir deniz {riinleri isleme tesisinde, kritik kontrol noktalarinda sicaklik
uygulamalar1 gerceklestirilmis (buhar, sicak hava ve 80°C’de sicak su) ve uygulama
sonucunda alinan 188 oOrnegin hi¢ birinden L. monocytogenes’in izole edilmedigi

bildirilmigtir.

Buzdolabi sicakliginda iireyebilen etken, 6zellikle uzun raf 6mriine sahip tiiketime hazir
gidalarda risk teskil etmektedir (260). Vitas ve ark. (261)’nin yaptiklari bir ¢aligmada,

paketleme Oncesinde 1s1 islemine tabi tutulan tliketime hazir gidalardan pismis veya
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kiirlenmis et ve et lrilinleri, tiitsiilenmis somon ve pastdrize siitten {iretilen peynir
ornekleri L. monocytogenes varligl yoniinden incelenmis ve 940 6rnegin % 28’inden
etken izole edilmistir. Bu durum, sicaklik uygulamasi sonrasinda hayatta kalan ya da
hasar goren hiicrelerin olabilecegini ve bu bakterilerin muhafaza siiresince ¢ogalarak

yiiksek seviyelere ulasabilecegini ortaya koymaktadir.

Gidalara uygulanacak olan 1s1 isleminde, patojenin tamamen ortadan kaldirilmasi
ve/veya sicaklik direncinin gelismemesi énem tasimaktadir. Yapilan bir ¢alismada, L.
monocytogenes ile kontamine edilen marul yapraklar1 20°C ve 50°C sicakliklara tabi
tutulmus ve bu sicaklik parametrelerinin L. monocytogenes’in iiremesi iizerine olumlu
etki yaptig1 bildirilmistir (262). Yapilan bir baska calismada ise, L. monocytogenes ile
kontamine siitlere 20 dakika boyunca 60°C sicaklik uygulanmis ve etken sayisinin
baslangicta azaldig1 ancak canli kalan hiicrelerin hi¢ sicaklik uygulanmayan hiicrelere

oranla daha hizli tiredigi bildirilmistir (263).

Sicaklik uygulamalar1 gida kaynakli patojenlerin yok edilmesi amaciyla 1sinlama ve
yiiksek hidrostatik basing ile birlikte kombine olarak da kullanilmaktadir (90). Grant ve
ark. (264) tarafindan yapilan bir ¢alismada, L. monocytogenes ile kontamine edilen
pismis sigir biftekleri 0,8 kilogray (kGy) i1sinlamaya maruz birakilmis ve isinlama
isleminin patojeni sicakliga daha duyarli hale getirdigi tespit edilmistir. Bu hassasiyetin
buzdolabr sicakliginda 2 haftaya kadar devam ettigi ve bu bifteklere sicaklik

uygulandiginda L. monocytogenes’lerin daha kolay inaktive oldugu bildirilmistir.

Yiiksek basing, gidalarda bozulmaya sebep olan saprofit bakteriler ve gida giivenligini
tehdit eden patojen mikroorganizmalar1 yok edebilmek i¢in kullanilan termal olmayan
bir islemdir. Hem sivi hem de kati gidalara uygulanabilir olmas1 ve ayni zamanda
gidanin organoleptik 6zelliklerini minimal diizeyde etkilemesi, yiiksek basing islemini
gidalarin raf Omriinii uzatmak icin son yillarda siklikla kullanilan bir yontem haline
getirmistir (265, 266). Basing isleminin uygulandigi gidalar arasinda meyve sulari,
joleler, soslar, kek, avokado posast ve pismis jambon gibi tiikketime hazir gidalar yer
almaktadir (266). Ritz ve ark. (267)'nin yaptig1 bir ¢alismada L. monocytogenes
hiicreleri 400 megapascal’da (MPa) 10 dakika siireyle yliksek basinca maruz birakilmis
ve 48 saatlik inkiibasyonun sonunda herhangi bir iireme gozlenmedigi bildirilmistir.
Ayni calismada flow sitometri ile yapilan Ol¢iimlerde ise, hiicre popiilasyonun bir

boliimiinde membran biitlinliigliniin bozuldugu tespit edilmistir.



29

Gida giivenligi perspektifinden yliksek basing islemi genellikle sicaklik uygulamalari ile
birlikte uygulanmaktadir. Murano ve ark. (268)’nin domuz kiyma &rneklerinde yaptigi
bir ¢alismada, 50°C’de 109 dakikalik sicaklik uygulamasi ile Listeria popiilasyonunda 1
log’luk azalma gdzlenirken, ayni sicaklik uygulamasinin yiiksek basing (414 MPa) ile
kombine edilmesi neticesinde D degerinde yaklasik 0,3 dakikalik bir azalma gozlendigi
bildirilmigtir. Yapilan bir bagka calismada ise, L. monocytogenes ile kontamine edilen
stitlere hafif 1s1 islemi (37°C’de 4 saat veya 50°C’de 10 dakika) ardindan yiiksek basing
(550 MPa’da 5 dakika) uygulanmig ve 25°C’de 70 giinlik muhafaza sonrasinda dahi
etkenin iiremedigi bildirilmistir (269). Stollewerk ve ark. (257) yaptiklar1 bir ¢aligmada,
L. monocytogenes ile kontamine edilmis midyeler yiiksek basinca (350 MPa, 2 dakika)
ve 55°C’ye 10 dakika maruz birakilmis, 55°C’deki sicakhigin L. monocytogenes
sayisinda herhangi azalmaya neden olmadigini fakat yiiksek basincin bakteri sayisini

diistirmede etkili oldugunu rapor etmislerdir.

Listeria monocytogenes pH 4,3-9,6 aralig1 gibi genis bir aralikta ¢ogalabilmektedir (24).
Diisiik pH L. monocytogenes’in iiremesi iizerinde baskilayici bir etkiye sahip olmakla
birlikte kullanilan asidin ¢esidi, sicaklik, atmosferik kosullar ve ortamda bulunan diger
antimikrobiyel maddelerin de etkisi s6z konusu olmaktadir (270). Yapilan bir
caligmada, mayonezli deniz mahsulleri salatast pH 3,7, 4,0, 4,4, 4,7 ve 5,1°de 4°C, 8°C
ve 12°C’lerde aerobik ortamda ve vakumlu paketlerde inkiibe edilmistir. Calismada L.
monocytogenes Uremesinin en diisik pH 3,7’de buzdolab1 sicakliginda vakumlu

paketlemede gergeklestigi bildirilmistir (271).

Giinlimiizde organik asitler (asetik, laktik, sitrik, propiyonik, peroksiasetik (peraasetik),
sorbik asit vb.) antibakteriyel etkileri ve dogal olmalar1 sebebiyle pH nin diisiiriilerek L.
monocytogenes’in kontrol altina alinmasinda siklikla kullanilmaktadir. Organik asitler,
FDA tarafindan GRAS listesinde (Genel Olarak Giivenli - Generally Recognized as
Safe) yer almaktadir ve Birlesmis Milletler Gida ve Tarm Orgiitii (Food and
Agriculture Organiztion — FAO) / Diinya Saglik Orgiitii (World Health Organization —
WHO) ve FDA tarafindan gida katki maddeleri olarak onaylanmiglardir (272). Organik
asitler, bliyiikbas ve domuz karkaslarinda kullanilmalarinin yani sira, 6zellikle kanath
kesiminde karkaslara sprey, yikama veya daldirma gibi yontemler ile yikama ve
sogutma suyu ile haglama tankinda uygulanmaktadir (273). Yiiksek konsantrasyonlarda

kullanilmalar1 mikroorganizmalar lizerinde daha etkili sonuglar verse de, karkaslarin tat,
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koku, renk gibi duyusal oOzelliklerinin etkilenmemesi icin genellikle % 1-3
konsantrasyonlarda kullanilmaktadirlar (274). Yapilan bir ¢calismada, L. monocytogenes
ile kontamine edilen yagsiz sigir etlerinde kullanilan % 1,7’lik laktik asit ve % 2’lik
asetik asidin bakteri popiilasyonunu 7 giine kadar 2 ila 3 log azalttig1 bildirilmistir
(275). Bununla birlikte Gonzales-Fandos ve Herrera (272) tarafindan yapilan bir
calismada, % 1 ila % 2’lik asetik asidin tavuk butlarinda daldirma metodu ile
uygulanmasiin tek basina L. monocytogenes’i ortadan kaldirmaya yetmedigi ve raf
omriinii uzatabilmek icin mutlaka diger kontrol yontemleri ile kombine kullanilmasi

gerektigi bildirilmistir.

Listeria monocytogenes’in elimine edilecegi pH degerlerine ulasabilmek i¢in kullanilan
maddeler ayn1 zamanda etkenin direng gelistirmesine de sebep olabilmektedir. Yapilan
in vitro ¢alismalarda L. monocytogenes’in diisiik asit ve yiiksek tuz konsantrasyonuna
maruz birakildiginda Caco-2 hiicrelerinde virlilensinin arttigi bildirilmistir (276-278).
Ayrica laktik asit ve asetik asidin L. monocytogenes’in asit adaptasyonunu tetiklemede
hidroklorik asitten c¢ok daha etkili oldugu belirtilmistir (279). Yapilan bir baska
caligmada ise, alkali pH’ya (pH 9,0-12,0) maruz birakilan L. monocytogenes suslarinin
sicakliga daha direncli, klora (2,0-2,4 mg/L) maruz birakilanlarin ise daha duyarh
olduklar1 rapor edilmistir (280).

L. monocytogenes aerobik ve anerobik kosullar ile buzdolabi sicakliginda iyi {ireyebilen
bir bakteri olmasi sebebiyle vakum ya da modifiye atmosfer paketleme yapilmis
gidalarda risk olusturmaktadir (281). Vakum paketlenmis (282) veya siiper atmosferik
oksijen uygulanmis (> 5 kPa O,) ambalajlarda (283) etkenin {iremesinin Oniine
gecilemedigi belirtilmistir. Yapilan bir ¢alismada, 4°C’de 2-3 hafta muhafaza edilen >
% 80 karbondioksit ile % 100 nitrojen igeren ambalaj ile paketlenmis peynirlerde
etkenin lag fazinin uzadigi, bununla birlikte % 10 oksijen iceren nitrojenden zengin (~
% 80) ortamin patojenin iiremesini tam olarak inhibe edemedigi bildirilmistir (284).
Bakterinin iiremesinin engellenebilmesinde en az % 80 CO;’e ihtiya¢ duyuldugu ¢esitli

arastirmacilar tarafindan ortaya konmustur (284, 285).

Etken diisiik sicaklik, asidik pH, yliksek ozmolarite gibi pek ¢ok cevresel stres
kosullarinda c¢ogalabilmesinin yaninda, biyofilm olusturarak gida {iriinleri isleme
ekipmanlarinin yilizeyinde de hayatta kalabilmektedir (286). Patojen, biyofilm

olusturarak perakende satis yapilan yerlerde ya da gida iiretim isletmelerinde uzun siire



31

varligimi devam ettirebilmektedir. Bu durum, gidanin isleme sonrast kontamine
olmasina neden olmakta ve hem gida endiistrisi hem de halk saglig1 i¢in biiyiik bir sorun
teskil etmektedir (175, 215). Biyofilm olusturarak hayatta kalan patojen, temizlik ve
dezenfeksiyona karsi diren¢ gelistirmekte ve hijyen protokollerinin uygulanmasina
ragmen ortadan kaldirilmasi giiclesmektedir (287). Mafu ve ark. (288)’nin yaptigi
calismada, L. monocytogenes’in oda sicakliginda sodyum hipoklorit, iyodofor bilesikleri
ve kuaterner amonyum bilesiklerine duyarli oldugunu ancak 4°C’de etkeni etkisiz hale
getirebilmek i¢in bu bilesiklerin 5 ila 10 kat daha yliksek konsantrasyonlarma ihtiyag
duyuldugunu bildirmiglerdir. Yapilan diger ¢alismalarda patojenin ozon, klor, hidrojen
peroksit, yiiksek basing (500 MPa) ve yliksek sicaklik (80°C) ile etkisiz hale
getirilebilecegi belirtilmektedir (259, 288, 289).

L. monocytogenes’in cesitli gidalarda rekabetci flora ile baskilandigini kanitlayan pek
cok calisma mevcuttur. Bu rekabetgi bakterilerden en sik kullanilanlarindan biri olan
laktik asit bakterileri, diisiik sicakliklarda iireyebilmeleri ve iirettikleri bakteriyosinler
sayesinde L. monocytogenes’in lremesini dnemli Ol¢iide baskilayabilmektedir (113,
290). Bredholt ve ark. (290) yaptiklar1 bir ¢alismada buzdolabi sicakliginda laktik asit
bakterilerinin, L. monocytogenes inokiile edilmis jambon ve sosislerde etkeni inhibe
ettigini bildirmislerdir. Yapilan bir baska calismada ise, sosislere Lactobacillus casei, L.
paracasei ve Pediococcus acidilactici’den olusan c¢oklu kiiltiir L. monocytogenes ile
birlikte inokiile edilmis ve buzdolabi sicakliginda 28 giin muhafaza edilmesinin
ardindan L. monocytogenes sayisinda 4,2 - 4,7 log’luk bir azalma gozlendigi rapor
edilmigtir (291). Laktik asit bakterileri kullanilarak sigir, tavuk, domuz, balik eti, deniz
mahsulleri ve bunlarin iriinleri ile gida isleme tesisleri gibi pek c¢ok alanda L.

monocytogenes kontrolii miimkiin olmaktadir (113).

Bakteriyosinler, bakterilerin ribozomlarinda  sentezlenen peptid yapisindaki
antimikrobiyel maddeler olarak kategorize edilmektedir (292). Gram negatif ve Gram
pozitif bakteriler tarafindan diretilen c¢esitli bakteriyosinler olmakla birlikte, FDA
tarafinda onaylanan ve 45’den fazla iilkede katki maddesi olarak kullanimma izin
verilen bakteriyosin; Lactococcus lactis subs. lactis tarafindan iiretilen nisindir (292,
293). Genis bir spektruma sahip olan nisinin, 6zellikle Gram pozitif bakterilere kars
bakterisidal etkisinin oldugu bildirilmistir (294). Ticari preparatlari, raf Omriinii

uzatmak ve gida giivenligini artirmak i¢in gida endiistrisinde kullanilmaktadir (286).
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Yapilan bir ¢aligmada, yapim asamasinda L. monocytogenes ile kontamine edilen ricotta
peynirlerinde nisinin bakteri iiremesini 6 haftaya kadar baskiladig1 bildirilmistir (295).
Pediococcus acidilactici tarafindan iretilen pediosin ise, et Triinlerinde L.
monocytogenes'in bllylimesini onlemek i¢in kullanilan bir diger ticari bakteriyosin

olarak bildirilmektedir (296).

Paketleme materyallerinde antimikrobiyel ajanlarin kullanimi, gidanin ambalaj ile temas
eden yiizeyinde mikroorganizmalarin liremesini Onleyerek ozellikle tiiketime hazir
gidalarda raf dmriinli uzatmak i¢in bagvurulan bir yontemdir (294). Yengec, karides ve
kerevit gibi kabuklu deniz kabuklarinin dis iskeletinin temel bileseni olan kitosan,
kitinin deasetillestirilmesiyle elde edilen dogal ve toksik olmayan bir biyopolimerdir
(297). Ustiin film olusturucu dzelligi, bakterilerin kullandig1 besin maddelerini adsorbe
etmesi, suya baglanmasi ve c¢esitli bakteri enzim sistemlerini engelleme yetenegi
nedeniyle kitosanin antimikrobiyel film iiretiminde olduk¢a kullanigh oldugu
bildirilmistir (298, 299). No ve ark. (297) yapttiklar1 calismada, kitosanin Gram negatif
bakterilere oranla Gram pozitif bakterilere kars1 daha etkili oldugunu bildirmislerdir.
Bununla birlikte, kitosanin kendine 6zgii antimikrobiyel aktivitesine ragmen, tek basina
kullanildiginda L. monocytogenes’in ¢ogalmasi iizerine engelleyici etkisinin yeterli
olmadig: belirtilmektedir (294, 298). Beverlya ve ark. (299) bifteklerde asetik asit ile
birlikte kullanilan kitosanin L. monocytogenes kontroliinde daha etkili oldugunu
bildirirken, Ye ve ark. (298) soguk flimelenmis somonlarda peketleme yiizeyinde
kitosanin sodyum laktat ile birlikte kullanilmasinin olduk¢a basarili sonu¢ verdigini

rapor etmiglerdir.

Esansiyel yaglar gibi dogal antimikrobiyel bilesikler ile de birgok gida iiriiniinde
Listeria inhibisyonu lizerine kapsamli arastirmalar yapilmistir. Bitki ve baharatlardan
elde edilen esansiyel yaglar, dogal aroma maddeleri olarak gida maddelerinde ¢ok uzun
yillardan beri kullanilmaktadir. Cesitli esansiyel yaglarin antilisteriyal aktivitesi iizerine
pek cok calisma mevcuttur (300-302). Arastirmalar, gidalarda istenilen bakterisidal
etkiyi elde etmek icin in vitro c¢alismalarda kullanilanlardan daha yiiksek
konsantrasyonlarda esansiyel yaglara ihtiya¢ duyuldugunu gostermektedir (303).
Bununla birlikte, gidalarda antibakteriyel madde olarak ugucu yaglarmm bu sekilde
yiiksek oranda kullanilmasi, gidalarin duyusal ozelliklerinde istenmeyen degisimlere

sebep olabilmektedir (286).
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Bahsi gecen kontrol yontemleri genellikle tek baslarima kullanildiklarinda gidalarda
antimikrobiyel stabilitenin korunmasi ve gida giivenliinin saglanmasi i¢in yeterli
olmamaktadir. Birden fazla kontrol yonteminin kombine olarak uygulanmasi anlamina
gelen ve “hurdle concept” olarak adlandirilan metot, bu durumun iistesinden gelebilmek
adina yaklasik 40 yildir uygulanmaktadir (304). L. monocytogenes’in gidalarda “hurdle
concept” uygulanarak kontrol altina alinmasina yonelik yapilan aragtirmalar sicaklik,
pH, ay, bakteriyosinler, modifiye atmosfer paketleme, rekabet¢i flora veya esansiyel
yaglarin birkaginin birlikte kullanilmasinin daha etkili sonug¢lar dogurdugunu

bildirmektedir (90, 305, 306, 307, 304).

Tiiketicilerin, minimum diizeyde isleme tabi tutulan ve minimum diizeyde kimyasal
koruyucuyla patojenlerden arindirilmis gida talebi giin gectikce artmaktadir (286). Bu
durum, tiiketici gereksinimlerini karsilayabilmek i¢in alternatif kontrol stratejilerinin
gelistirilmesini ihtiya¢ kilmistir. Son zamanlarda bakteriyofajlar, patojenler ile dogal
yontemlerle miicadelede giivenli bir biyokontrol ajani olarak karsimiza ¢ikmaktadir.
GRAS listesinde yer alan bakteriyofajlarin, ¢evrede yaygin olarak bulunmalar
sebebiyle kolay elde edilebilir ve ucuz olmalarinin yani sira, yiiksek spesifiteye sahip
olmalar1 ve canli viicudunda toksik etki gdstermemeleri onlar1 tercih edilen bir kontrol
yontemi haline getirmektedir (308). Giiniimiizde, i¢inde L. monocytogenes’e karsi da
etkili olan ticari preparatlari mevcut olan bakteriyofajlar gida giivenligini saglamak
amaciyla gida yiizeyine uygulanarak, gidanin igerisine karigtirilarak, giday1
bakteriyofajli suya batirarak, gida ambalaj materyaline tutturularak ya da gida iiretim
ekipmanlar1 ve temas yiizeylerine uygulanarak kullanilmaktadir (309, 310). L.
monocytogenes 'in bakteriyofajlarla biyokontroliinde kullanilan gida modelleri arasinda
somon filetosu (311), yumusak peynir (44), tiiketime hazir tavuk (312), kiyma (313),
kavun ve elma (314) gibi gidalar yer almaktadir. L. monocytogenes agisindan riskli
gidalar goz oniine alindiginda, bu patojenin biyokontroliinde bakteriyofaj kullaniminin

gelecekteki pek ¢ok aragtirmaya konu olacagi dngoriilmektedir.
2.6. Bakteriyofajlar Hakkinda Genel Bilgi

Bakteriyofajlarin  varligma dair ipuglarindan 1800’lerin sonlarmma dogru birkag
calismada bahsedilmesine ragmen, ne olduklarina ve ne ise yaradiklarina dair kesin
bilgi ancak Frederick Twort (315) ve Felix d'Herelle’in (316) sirastyla 1915 ve

1917'deki calismalar1 neticesinde ortaya konmustur (317). Frederick Twort, Vaccinia
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viriis ¢alismalar1 esnasinda elde ettigi bazi mikrokok kolonilerinin mukoid, sulu ve
camsi oldugunu goézlemlemis ve bu camst olusumlarin mikrokoklar1 infekte eden ultra
mikroskobik viriisler olabileceginden bahsetmistir. Twort’un bu ¢alismasindan bagimsiz
olarak iki y1l sonra Felix d'Herelle, bakterilere antagonist etki gostererek sivi kiiltiirlerde
bakteriyi Oldiiren, kat1 besiyerlerinde ise agar yiizeyini tamamen kaplayarak liremis
bakteri tabakasini berrak zonlar olusturarak yok eden ultraviriislerden bahsetmis ve
bunlar1 “bakteri yiyen” anlamina gelen bakteriyofaj olarak tanimlamistir (317, 318).
d'Herelle ileriki yillarda oOzellikle bakteriyofajlarin infeksiy6z hastalifa yakalanmig
hastalarda terapdtik ve/veya proflaktik ajanlar olarak kullanimimi aragtirmistir. Bu
baglamda bakteriyofaj terapisi ilk defa 1919 yilinda, agir dizanteri hastas1 on iki yasinda
bir ¢cocuga d'Herelle tarafindan uygulanmis ve hastanin birkac giin icinde iyilestigi
gozlenmigtir. Ardindan birka¢c hasta daha bu sekilde iyilestirilmesine ragmen,
calisgmanin hemen yayinlanmamasi sebebiyle resmi olarak ilk bakteriyofaj terapisi
kayitlara 1921 yilinda, stafilokokal deri hastaliginin tedavisinde bakteriyofajlar
kullanan Richard Bruynoghe ve Joseph Maisin tarafindan yapilan ¢alisma ile gegmistir
(318). Sonraki yillarda fajlarin terapisine iliskin d’Herelle ve bagka arastirmacilar
tarafindan ¢esitli calismalar yapilmaya devam etmistir (319-321). Elektron
mikroskobunun 1940’11 yillarin basindaki kesfinden sonra ise bakteriyofajlarin

d'Herelle’in savundugu gibi bakterileri infekte eden viriisler oldugu ispatlanmistir (317).

Ilerleyen yillarda, ilk olarak Fransa’da ardindan ABD’de olmak iizere gesitli iilkelerde
ticari bakteriyofaj preparatlar1 iiretilmeye baslanmistir. Ancak, faj preparatlarinin
etkinligi antibiyotiklerin gelisiyle birlikte sekteye ugramig ve Bat1 iilkelerinin ¢ogunda
durmustur. Bununla birlikte, eski Sovyetler Birligi’nde ve Dogu Avrupa iilkelerinde
fajlarin tek baslarina terapotik veya antibiyotik ile birlikte kullanimi devam etmistir. Bu
iilkelerdeki birgok kurum, terapotik faj arastirmalar: ve liretimi alaninda aktif olarak yer
almis fakat, bu calismalarin sonuglar iilkelerin ana dillerinde yayinlandigi i¢in bati

bilim camiasinda dikkati gekmemistir (321).

Antibiyotigin kesfedilmesiyle fajlara kars1 azalan ilgi glinlimiizde, antibiyotige direncli
bakterilerin ortaya ¢ikmasi, yeni antibiyotiklerin kesfedilmesindeki azalma ve giigliikler
nedeniyle tekrar hiz kazanmaya baslamistir. Insanligin "antibiyotik 6ncesi dénem"e
tekrar girilecegine dair endiseleri, alternatif yontemlerin gelistirilmesinde fajlarin sadece

tedavi amaciyla degil ayn1 zamanda gidalarda dekontaminasyon amaciyla (biyokontrol),



35

gida ile temas eden ylizey ve ekipmanlarin sanitasyonunda (biyosanitasyon), tiiketime
hazir gidalarda raf Omriinii uzatmak icin (biyoprezervasyon) ve bitki hastaliklarinin

kontrolii maksadiyla kullanilmasina neden olmustur (305, 322, 323, 324, 305).

Bakteriyofajlar ¢evrede son derece yaygin olarak bulunmaktadir. Konaklarinin yasadigi
her tiirlii ¢evrede (toprak, akarsu, gol, kaplica, derin denizler, lagim, diski) oldukca
yiiksek sayilara ulasabilmektedirler (325). Yapilan ¢aligmalarin 1s18inda, yeryiiziindeki
fajlarin yaklastk 10°% gibi yiiksek bir sayida oldugu tahmin edilmektedir (326-328).
Bakteriyofajlar sadece ¢evreden degil, et ve et iriinleri, islenmis gidalar, fermente
iriinler ve deniz mahsulleri gibi insanlarin tiikettigi gidalardan da elde edilmislerdir (44,
323). Cevresel faktorler sebebiyle zarar gormedikleri miiddetce, ortamda uygun konak
olmadiginda dahi ¢ok uzun yillar infektif olma oOzelliklerini koruyabilmektedirler.
Konak spesifik olmalari, uygun konak bulana kadar canli kalabilmeleri ve konak
bulduklarinda ¢ok hizli bir sekilde ¢ogalabilmeleri ile fajlar, bakteri tiirleri arasindaki

dinamik dengenin korunmasina da biiyiik katki saglamaktadir (325).

Tipki diger infektif viriisler gibi bakteriyofajlar da zorunlu hiicre i¢i parazitlerdir. Enerji
ve protein iretebilmek i¢in organelleri yoktur. Her faj pargacigi (virion), DNA ya da
RNA’dan olusan niikleik asit yapisindaki genomunu protein veya lipoprotein
yapisindaki bir kapsit i¢inde bulundurmaktadir. Genellikle faj genomu, birka¢ binden
olusan baz diziliminden meydana gelmektedir (325). Fajlarin biiyiik cogunlugu pH 5,0-
8,0 arasinda stabildir. Fiziksel ve kimyasal ajanlara kars1 ¢esitli diizeylerde duyarlilik
gosterirler. Fajlarin canliligini etkileyen faktorler arasinda UV, kurutma, pH, askorbik
asit, iire, deterjanlar, alkoller ve 1s1 inaktivasyonu gelmektedir. Pek ¢ok faj, lireyebilmek
icin Ca™, Mg" ya da diger iki bilesenli katyonlara ihtiya¢ duymaktadirlar (329). T4
fajinin TEM ve goriintiisii ve sematigi Sekil 2.6.1.’de gosterilmistir (330).
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Kuyruk

Sekil 2.6.1. Solda T4 faj1 TEM goriintiisii ve sagda T4 faji1 sematigi

Bakteriyofajlarin =~ siniflandirilmast  Uluslararast  Virlis  Taksonomisi  Komitesi
(International Committee on Taxonomy of Viruses - ICTV) tarafindan yapilmaktadir.
Simdiye dek tanimlanan fajlarin % 95’1 Caudovirales takimina aittir ve ikozahedral bir
basa, cift sarmalli DNA’ya ve konaga tutunabilmek i¢in 6zellesmis bir takim yapilardan
olusan kuyruga sahiptir (Sekil 2.6.1). Yapilan bir calismada, Caudovirales takimina ait
T7 fajinin bas kisminin negatif, kuyruk kisminin ise pozitif oldugu bildirilmistir (331).
Caudovirales takimi, kuyruk morfolojileri baz alinarak kendi iginde Siphoviridae,
Myoviridae ve Podoviridae olmak lizere 3 familyaya ayrilmaktadir. Siphoviridae
familyasindaki fajlarin basit, kontraktil olmayan esnek ya da sert kuyruklar1 mevcuttur
ve Caudovirales takiminin % 60’11 olusturmaktadirlar. Myoviridae’ya ait fajlarin
boyun, kontraktil kilif ve merkezi tiipten olusan oldukca gelismis kuyruklar
bulunmaktadir. Diger familyalara kiyasla daha biiyiiktiirler ve takimin % 25’ini
olusturmaktadirlar.  Caudovirales takimmnin % 15’ini  olusturan Podoviridae
familyasinin ise, kisa ve non-kontaktil kuyruklari bulunmaktadir. Caudovirales
takiminda yer almayan, % 4-5’lik dilimde bulunan fajlarin ise olduk¢a sinirlt sayida
iiyesi bulunmaktadir (Tablo 2.6.1.) (38). Bu fajlarin siniflandirmasinda sekilleri, niikleik
asit ¢esidi, sarmal yapisi, kilifli, lipidli, ve/veya zarfli olup olmamalar1 gibi 6zellikler

g6z Oniine alinmistir (Sekil 2.6.2.) (38).



Tablo 2.6.1. Bakyeriyofajlarin klasifikasyonu.
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Sekil Niikleik asit Familya Genus Ozellik Uye
Kuyruklu  dsDNA (L) Myoviridae 6 Kontraktil kuyruk 1320
Siphoviridae 7 Uzun ve nonkontraktil 3229
kuyruk
Podoviridae 4 Kisa kuyruk 771
Polihedral  ssDNA (S) Microviridae 4 Dikkat ¢ekici kapsomer 40
dsDNA (S, CS) Corticoviridae 1 Kompleks kapsit, lipidli 3?
dsDNA (L) Tectiviridae 1 Cift kapsit, lipidli, yalanct 19
kuyruk
dsDNA (L) SH1* Cift kapsit, lipidli 1
dsDNA (S) STIV** Konik sekilli ¢ikintilt 1
ssRNA (L) Leviviridae 2 Poliovirus benzeri 39
dsRNA (L, M)  Cystoviridae 1 Zarfh, lipidli 3
Filamentli  ssDNA (S) Inoviridae 2 Uzun filamentli, kisa 67
cubuklara sahip
dsDNA (L) Lipothrixviridae 4 Zarfh, lipidli 7
dsDNA (L) Rudiviridae 1 Sert ¢cubuklara sahip, 3
TMYV benzeri
Pleomorfik dsDNA (S, CS) Plasmaviridae 1 Zarfh, kapsitsiz, lipidli 5
dsDNA (S, CS) Fuselloviridae 1 Limon sekilli, zarfli, 11
lipidli?
dsDNA (L, CS) - [** Limon sekilli, zarfli |
dsDNA (S, CS) Guttaviridae 1 Damlacik seklinde 1
dsDNA (L) Ampullaviridae* Sise seklinde, helikal NK 1
dsDNA (S) Bicaudaviridae* Iki kuyruklu, helikal NK 1
dsDNA (L) Globuloviridae* Zarfh, kiiresel, lipidli, 1
helikal NK
C: sirkiiler, L: linear, M: ¢ok boliimlii; NK: niikleokapsit, S: cok sarmal, -: isimsiz; *:

siniflandirilmamas, **: Salterprovirus genusu.
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ssDNA dsDNA
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Sekil 2.6.2. Bakteriyofaj gruplarinin morfolojisi.

Fajlar, yasam sikluslar1 goz Oniine alinarak viriilent (litik) ve ilimli (lizojenik) fajlar
olmak iizere ikiye ayrilirlar. Bununla birlikte, S.T. Abedon (41) temel olarak ikiye
ayrilan faj-konak iliskilerini ayrintili bir sekilde inceleyerek farkli tiplerin de mevcut

oldugunu bildirmistir (Tablo 2.6.2).
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Tablo 2.6.2. Faj infeksiyon tipleri.

infeksiyon tipi Canh Canh faj Faj genom Virion Virion
bakteri replikasyonu iiretimi serbestlesmesi

Litik Yok Var Var Var Lizis

Kronik Var Var Var Var Ekstriizyon/

tomurcuklanma

Lizojenik Var/yok Var Var Yok Yok

Pseudolizojenik Var/yok Var Yok Yok Yok

Kisitht Var Yok Yok Yok Yok

Abortif Yok Yok Yok Yok Yok

Direngli Var Var Yok Yok Yok

Kismi kisith Var/yok Var Var/yok Var/yok Var/yok

Litik: Konagin, pargalanmasi faj tarafindan tetiklenir ve faj virionlarinin serbestlesmesi ile
bakteri dliir. Kronik: Uretilen virionlar salinir ancak, konak aninda pargalanmaz. Lizojenik:
Bakteri 6lmez; sadece faj, bakteri genomuna dahil olarak kendi genomunun replikasyonunu
gerceklestirir. Pseudolizojenik: Faj genom replikasyonu sekillenmez (veya en minimum
seviyede olur) ancak faj, gelecekteki faj genom replikasyonu ve ardindan da virion iiretimi igin
hazir bekler. Diger bir deyisle, konak bakteri hemen 6lmez ve lizojeniklerin tersine faj genomu
konak genomuna entegre olmaz. Kisith: Bakterinin sergiledigi bir ¢esit anti-faj immiinitesidir.
Faj kaybina neden olur, ancak bakteri canliligin1 kaybetmez. Abort: Hem fajin hem bakterinin
oliimii s6z konusudur.

Viriilent fajlarin hayat dongiisii, yeni fajlar iiretebilmek adina konagi pargalamak
esasina dayanmaktadir. Konak hiicrenin yiizeyine tutunan viriilent faj, kendi genomunu
konaga aktarir. Hiicre icine giren faj genomu, konagin metabolizmasini ele gegirerek
yeni nesil (progeni) fajlar liretmek amaciyla konagin protein sentezlemesini tetikler.
Birkac dakika ya da saat icinde ger¢eklesen bu dongii sonucunda bakteri pargalanir ve
progeni fajlar agiga c¢ikar (325). Tipik bir litik bakteriyofaj hayat dongiisi Sekil
2.6.3.de gosterilmistir (332).
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Sekil 2.6.3. Tipik bir litik bakteriyofajin yasam dongiisii.

A: Infektif faj ve konak bakteri. B: Fajin konak iizerindeki reseptdrlere baglanmasi
(adsorpsiyon) ve genomunun konak igerisine girmesi. C: Konak hiicrede, faj genomunun
kopyalanmasi, faj yapisal proteinleri sentezlenmesi ve faj genomun paketlenmesi. D: Konak
hiicrenin pargalanmasi ve yeni nesil fajlarin serbest kalmasi. Yeni nesil faj daha sonra dongiiyii
yeniden baglatarak yeni bir konag1 infekte edebilir.

Ilmhi  fajlar ise, konak hiicresi ile karsilastiklarinda iki alternatif yol
izleyebilmektedirler. Baz1 durumlarda konag1 infekte eden iliml fajlar, tipki viriilent
fajlar gibi hiicrenin pargalanmasi ve yeni fajlarin salinmasiyla sonuglanan litik siklusu
direkt baglatabilirken, bazen de hemen c¢ogalmak yerine kendi genomunu konagin
genomuna entegre ederek veya plazmid halini alarak profaj adimi aldiklari durgun
safhaya gecmektedirler (325). Profajlar, konak hiicrenin strese girmesine neden olacak
herhangi bir durum sekillendiginde litik siklusa girerek konagi lize etmekte ve yeni

nesil fajlar tiretmektedirler (333).

Viriilent fajlar genellikle konak icin oldiiriicii olan birgok protein kodlar. Bu
proteinlerden bazilar1 konak replikasyonunu, transkripsyonunu veya translasyonunu
bozmakta, ayn1 zamanda konak genomunu ve enzimlerini par¢alamakta ya da konagin
hiicre membranin1 degistirebilmektedir. Buna karsin 1limli fajlar, konak i¢in dliimciil
olan az sayidaki proteinlerini lizojenik siire¢ boyunca olduk¢a siki denetim altinda
tutmaktadir. Bununla birlikte, diger fajlarin konak genomunda transkripsiyonunu
engellemek amaciyla devamli baskilayici bir protein sentezlerler. Bu protein sayesinde

iliml fajlar, konag1 diger fajlarin infeksiyonundan korumaktadir (325).
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Iliml fajlar konakta, restriksiyon sistemleri gelistirmek, diger fajlarin infeksiyonundan
konag1 korumak, cesitli ¢evresel stres faktorlerine karsi koyabilmek ve konakta
antibiyotik direncliligi olusturmak gibi fenotipik ve genotipik degisiklere sebep
olabilmekte, bu nedenle de konagin patojenitesinin artmasina yol acabilmektedirler
(308, 325). Bu sebeplerden otiirii gida giivenligi yaklasimlarinda ilimli fajlar yerine,
infekte ettigi konak hiicrenin mutlak 6liimiine sebep olan litik fajlarin kullanimi tercih

edilmektedir (308, 323).

Fajlar, birkag istisna disinda (tim genusu infekte edip, dldiirebilen Listeria faj A511
gibi) yalnizca belirli tiire hatta susa Ozglidiirler (334). Fajlarin konak spesifiteleri,
duyarli bakterilerin yiizey molekiillerini belirgin sekilde tanimlayan kuyruk iligkili

proteinler tarafindan yonlendirilmektedir (308).

Fajin konak hiicreyi infekte etmesi birka¢ asamadan olusan bir siireci kapsamaktadir.
Infeksiyonun ilk asamasi (adsorbsiyon), oldukca &zellesmis ¢ikinti veya terminal
fiberlerin konak ylizeyindeki proteinlere tutunmasiyla baslamaktadir. Gram negatif
bakterilerde her tiirli ylizey proteini fajlar igin reseptor olabilirken, Gram pozitif
bakterilerde daha kompleks yapidaki peptidoglikan tabakasi sebebiyle farkli potansiyel
baglanma noktalar1 mevcuttur. Bazi fajlarin baglanmasi iki ayr1 asama ve iki farkl
reseptorii igerir. Ornegin, T4 benzeri fajlarda bazal plakanin geri déniisiimsiiz olarak
ikinci bir reseptdre tutunabilmesi igin, Oncelikle sahip olduklari alti uzun kuyruk

fiberlerinden en az {igiiniin primer reseptorlere baglanmasi gerekmektedir (325).

Faj kuyrugunun geri doniisiimsiiz olarak baglanmasinin ardindan faj genomu kuyruk
boyunca ilerleyerek konakgi hiicreye girer (penetrasyon). Bu durum bir “enjeksiyon”
mekanizmasi gibi goriinmekle birlikte, her faj icin spesifik bir takim DNA transfer
mekanizmalar1 sayesinde sekillenmektedir (325). Yapilan bir calismada, T4 fajinin
konak hiicreyi infeksiyonu esnasinda genomunun gegis hizinin konjugasyondan (temas
yoluyla bakteriler aras1 gen aktarimi) ve dogal transformasyondan (bakteri hiicresine
baska bir genin aktarilmasi) 30-40 kat daha hizli oldugu bildirilmis ve T4 fajlarinin
yiiksek infeksiyon kapasitesinin, zarar gérmeden hizli bir sekilde aktarilan faj DNA’sina
bagli olabilecegi belirtilmistir (335). Penetrasyon esnasinda faj genomunun iki
hidrofobik bariyer ve bir peptidoglikan tabakadan ge¢gmesi gerekmektedir. DNA’nin bu
bariyerleri asmasi icin gereken ATP, genellikle zar potansiyeli veya enzimler sayesinde

kargilanirken, bazi fajlar (TS5 gibi) herhangi bir metabolik enerji kaynagina ihtiyac
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duymazlar. Par¢alanmadan bariyerleri gecen faj genomu, periplazmik bosluk i¢inde
bulunan niikleazlardan ve restriksiyon enzimlerinden korunmak i¢cin DNA'sini1 yapiskan
uclar vasitastyla hizla dairesellestirir veya lineer uglarini korumaya alir. Ardindan faj
DNA’s1, bir takim faj promotorlar1 sayesinde konak¢i RNA polimerazina tanitilir ve
erken genlerin transkripsiyonu gergeklesir. Bu genler sayesinde faj genomu korunur ve
konak, fajin c¢ogalabilmesine olanak saglayacak sekilde yeniden yapilandirilir.
Sonrasinda, yeni faj DNA'sinin sentezlenmesinde kullanilacak {iriinleri kodlayan bir dizi
ara genler, bu genlerin ardindan da, faj partikiiliiniin sekillenmesini saglayan proteinleri
ve yeni faj DNA’sinin paketlenmesini saglayan enzimleri kodlayan bir dizi ge¢ genlerin

transkripsiyonu sekillenir (329, 336).

Morfogenez olarak adlandirilan bir sonraki asamada, faj DNA’s1 prokapsit olarak
tanimlanan onceden yapilandirilmis ikozahedral protein kabugunun igerisine paketlenir.
DNA paketlenmesi esnasinda ya da hemen oOncesinde ikozahedral yapidaki bas,
DNA’nin artan hacmine uyum saglayabilmek amaciyla biiyiir ve daha stabil hale gelir.
Basin tepe noktasinda DNA paketleme enzimlerinin bulundugu, DNA’nin gegisi i¢in bir
kanal goérevi goren ve basin kuyruga baglanmasinda rol oynayan portal kompleks yer
almaktadir. T4 fajinin genetik bilgisinin % 40’dan fazlasin1 morfogeneze iliskin genler

oldugu bildirilmistir (325, 337).

Litik faj donglislinlin en son asamasi konak hiicre lizisidir. Zamanlamasi oldukca
onemli olan bu olayda eger lizis ¢ok hizli bir sekilde gerceklesirse, dongiiyii etkin bir
sekilde yiirlitebilmek i¢in gerekli olan ¢ok az sayida yeni nesil faj iiretilmis olur. Lizis
sekillenmesi gecikirse, bu sefer baska konak hiicreleri infekte etme ve litik siklusun
sekillenme sansi azalmaktadir (41). Kuyruklu fajlar, lizis i¢in iki enzimden olusan bir
sistem kullanmaktadirlar. Bunlardan ilki, peptidoglikan matrikste yer alan ve anahtar
roldeki baglar1 kesebilen bir enzim olan /izin (endolizin) dir. Digeri ise, holin ad1 verilen
konak hiicre membraninda porlar acip, lizinin uygun zamanda peptidoglikan tabakaya
ulagmasina izin veren bir enzimdir. Konak hiicrenin lizisinin ne zaman olacag1 genetik

ve ¢evresel faktorlerden etkilenmektedir (325).

Bahsedilen litik dongiideki asamalarin tamami fajin tiirtine gore degismekle birlikte
yaklagik 30 dakikalik bir silireci kapsamaktadir. Buna gore adsorbsiyonun hemen
akabinde sekillenen penetrasyon ve gen ekspresyonu ilk 5 dakikada, enzimlerin ve

erken proteinlerin sentezlenmesi 5-10. dakikalar arasinda, DNA replikasyonu 10
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dakikadan sonra ve yeni nesil fajlarin sekillenmesi yaklagik 15 dakika sonra

gerceklesmektedir. T4 fajinin infeksiyon sematigi Sekil 2.6.4.’de gosterilmistir (338).
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Sekil 2.6.4. T4 fajinin infeksiyon sematigi

Viriilent fajlarin infeksiyonunda iki ayr1 kavram daha s6z konusudur. Bunlardan ilki
olan “igeriden lizis (lysis from within)”, fajin konak hiicrede ¢ogaldiktan sonra serbest
kalmasi ile sonuglanan normal siirecli lizisdir. Diger ise, dzellikle yiiksek faj titresinin
oldugu infeksiyonlarda, konak hiicrenin faj adsorbsiyonu sebebiyle duyarli hale gelmesi
neticesinde faj replikasyonu gerceklesemeden konagin lize olmasi ile sonuglanan
“disaridan lizis (lysis from without)tir (41). Yapilan ¢aligmalarda, endolizinleri bakteri
hiicrelerine harici olarak uygulandiklarinda hiicrelerin peptidoglikan tabakasin
parcaladigi (339, 305) ve hiicre i¢i ozmotik basincin degismesine bagli olarak konagin
disaridan lizis gegirerek parcalanmasina neden oldugu bildirilmistir (340, 341). Bununla
birlikte, disaridan lizisin gerceklesmesinde ortamda bulunan diger enzimler, hiicre disi

ajanlar (kloroform gibi) veya baska fajlarin saldiris1 da rol oynamaktadir (342).

Gilinlimiizde, patojenlerle miicadele adina pek ¢ok kontrol yontemi uygulanmaktadir.

Bununla birlikte gidalar, tim uygulamalara ragmen gida zinciri boyunca fakl
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asamalarda kontamine olabilmektedir. Gida kaynakli patojenlerden kaynaklanan
hastaliklarin ve salginlarin gidalara uygulanan giivenlik konseptlerine ragmen var
olmasi, bu kontrol yontemlerinde yeni ve alternatif metotlarin aranmasma sebep
olmustur (323). Bakteriyofajlar, bu baglamda kesfedildikleri giinden bu yana gidalarin
biyokontroliinde pek ¢ok arastirmacinin ilgisini ¢ekmis ve pek ¢ok ¢alismanin aragtirma

konusu olmustur.

Bakteriyofajlar, biyolojik kontrol ajanlar1 olarak cesitli avantajlar sunmaktadir; (i)
konak hiicre duvarinda bulunan reseptorler tarafindan belirlenen yiiksek konak
spesifitesi sayesinde fajlar, diger mikrobiyallerden ayrilmakta ve mikrobiyotada
bulunan diger bakterilere ya da starter kiiltiir bakterilerine zarar vermemektedirler, (ii)
faj konsantrasyonu diisiik oldugunda bile ortamda konak bakteri var oldugu siirece
cogalarak antimikrobiyal etkinliklerinin devam ettirmektedirler, (iii) konak, hayatta
kalmak i¢in fajlara kars1 savunma mekanizmasi gelistirse bile fajlar bu degisen konakg1
sistemlere siirekli olarak adapte olabilmektedirler, (iv) sadece niikleik asit ve proteinden
olusan yapilar1 nedeniyle toksik etki gdstermemektedirler, (v) kolay izole edilebilirler
ve ucuzdurlar ancak yine de, yiiksek viriilent ve genis konak spektrumuna sahip faj elde
edebilmek zaman alic1 olabilmektedir, (vi) genel olarak gida isleme siirecindeki ¢evresel
streslere (gida fizyokimyasal kosullari dahil) dayanikhidirlar, (vii) yapilan c¢aligmalar

neticesinde uzun siireli raf dmriine sahip olduklar1 kanitlanmigtir (323).

Fajlar “ciftlikten sofraya” kadar tiim gida zinciri asamalarinda uygulanabilmektedir. Bu
uygulama alanlarindan bir tanesi, kesim Oncesi hayvanlara faj verilmesidir. Yapilan
caligmalarda, 6zellikle kasaplik hayvanlarin gastrointestinal sistemlerinde asemptomatik
olarak tasidiklart E. coli, Campylobacter, Salmonella ve Listeria gibi Onemli
patojenlerle miicadele edebilmek adina oral yolla faj terapisi uygulamalar
gerceklestirilmis ancak, gastrointestinal sistemdeki diger partikiillere non-spesifik
tutunma, mide asitlifinden etkilenme ve az sayida fajin gastrointestinal sisteme
ulagabilmesi gibi zorluklar nedeniyle ¢ok basarili sonuglar alinamamistir (323). Bununla
birlikte, enkapsiile edilen faj preparatlarinin mide asitliginden etkilenmeden
bagirsaklara wulastigi ve patojen seviyesinde istenen disiislerin elde edildigi
bildirilmektedir (343). Yine de, hayvanlara uygulanan faj terapisi ile gidalardaki patojen

eliminasyonunun kesin olarak saglanmas1 miimkiin olamamaktadir (344).
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Hayvansal gida kdkenli patojenlerin biyokontroliinde fajlarin gidalara uygulanmasi ile,
canlt hayvanlarda var olan dinamiklerden fajlarin etkilenmedigi dolayisiyla da gidalarda
fajlarin etkinliginin, canli hayvan uygulamalarina gore daha {istlin oldugu bildirilmistir
(344). Bununla birlikte, faj uygulanacak gidanin ¢esidinin ve yapisinin mutlaka goéz
onilinde bulundurularak, gidalarda biyokontrol ajani olarak kullanilacak fajlarin; (i) litik
olmasz; (i) yiiksek konak spesifitesinin olmasi; (iii) tiim genom dizilerinin bilinmesi,
(iv) patojenite ile iligkili veya alerjenik proteinleri kodlayan genlere sahip olmamasi; (v)
oral toksisiteye sebep olmamasi; (vi) faj preparatlarinin yasal onay alinarak
kullanilmasz; (vii) raf dmrii sliresince ve gidaya uygulama siiresince stabil kalabilmesi;
(viii) ticari preparatlarin iiriine gore kolay Olceklendirilebilir olmasi gibi 6zellikleri
barindirmasi gerekmektedir. Heniiz endiistri agisindan standardize edilmis bir ticari faj

iiretim prosediirii bulunmamaktadir (309).

Son yillarda ABD ve AB’de ticari olarak kullanima sunulan faj preparatlar1 mevcuttur.
Bunlardan baslicalart; ListShield™, PhageGuard Listex, EcoShield™, ShigaShieldTM,
Salmonelex'™ , PhageGuard S. ve SalmoFresh""dir (310, 345, 346). Her biri GRAS
listesinde yer alan ve bir veya birden fazla faj iceren bu preparatlar gidalara piiskiirtme,
yikama, daldirma, buhar seklinde gidanin iizerini kaplama ya da {iretim agsamasinda
gidanin i¢ine katma seklinde uygulanabilmektedir. Bunun yani sira, bazi preparatlarin
gida temas yiizeylerine ve ekipmanlara uygulanmasi da miimkiindiir. Carlton ve ark.
(347) tarafindan, bugiin ticari adi PhageGuard Listex (Listeria faj P100) olan preparatin
oral toksisite ¢aligsmalar1 yapilmis ve P100’iin ratlarda hicbir histolojik degisiklige veya
mortaliteye sebep olmadigi bildirilmistir. Bruttin ve Brussow (348) tarafindan yapilan
baska bir ¢calismada ise, E. coli T4 faj1 insanlara 30 giin boyunca oral yolla verilmis ve
herhangi bir toksik etkiye rastlanmadigi rapor edilmistir. Ancak, heniiz fajlarin insan
sagligina olan potansiyel zararl etkilerinin uzun vadede arastirildig: bir ¢calisma mevcut

degildir.

Gida kaynakli patojenlerin bakteriyofajlarla inaktivasyonunun incelendigi pek c¢ok
calisma mevcuttur. Bu kapsamda ¢aligilan bakteriler arasinda; L. monocytogenes, E. coli
O157:H7, Campylobacter jejuni, Salmonella spp., Staphylococcus aureus, Shigella spp.,
Coronobacter sakazakii ve Brochothrix bulunmaktadir. Calisilan gida modelleri ise, et
ve et lriinlerinden sebze-meyveye, siit ve siit iirlinlerinden bebek mamasina kadar

degisen genis bir gida yelpazesini kapsamaktadir (323, 349). Bu calismalarda, fajlarin
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hedef bakteri popiilasyonunda anlamli diisiisler yaptigi géze carpmaktadir. Bununla
birlikte fajlarin etkinligi, uygulandiklar1 farkli gida modellerinde ve farkli muhafaza
sicakliklarinda degisiklik gostermektedir. Disiik a,, degeri, diisik pH, yiiksek tuz
konsantrasyonu, fajin bakteriye adezyonunu gii¢lestiren gida matriksi gibi gidalarin
kendine has ozellikleri faj uygulamalarinda belirli bir standart olusturulmasini

giiclestirmektedir.
2.7. Listeria monocytogenes Biyokontroliinde Viriilent Bakteriyofaj Kullanimi

Gidalarda patojen bakterilerin inhibisyonuna yonelik en sik calisilan bakterilerden biri
L. monocytogenes’tir. Ubikuter 6zelligi, ¢cevresel faktorlere karst direngliligi, biyofilm
olusturmasi gibi faktorler gidalarin liretim hatt1 boyunca her asamada L. monocytogenes
ile kontamine olabilmesine neden olmakta ve kontroliinii giiclestirmektedir. Cesitli
metotlar bulunmakla birlikte, 06zellikle son yillarda etken ile miicadelede
bakteriyofajlarin kullanim1 alternatif bir kontrol yontemi olarak 6n plana ¢ikmaktadir.
Bugiin diinyada ticari olarak satisa sunulan iki adet L. monocytogenes’e litik etkili faj
preparati bulunmaktadir. Bunlardan biri olan ve alti1 adet faj kombinasyonundan olusan
ListShield™, 2006 yilinda FDA tarafindan onaylamip satisina izin verilen ilk faj
preparati olarak kayitlara ge¢mistir (350). Almanya’daki bir siit isletmesinin atik
sularindan elde edilen P100 faj1 ise, PhageGuard Listex (6nceki adi Listex "™ P100) ad1
ile piyasada yer alan diger bir L. monocytogenes’e etkili fajdir. P100, 2009 yilinda
EFSA tarafindan da uygun bulunmus ve AB iilkelerinde de kullanimi serbest hale
gelmistir (44, 351). Tiirkiye’de heniiz gidalarda kullanim izni almis bir listeriyofaj

preparatt bulunmamaktadir.

Gidalarda L. monocytogenes’in fajlarla inhibisyonuna iligskin ilk ¢alisma, 2002 yilinda
Dykes ve Moorhead (313) tarafindan yapilmistir. Listeriyofaj LH7 ve nisinin tek basina
veya kombine olarak sivi besi yeri (7°C’de ve 30°C’de) ile vakum paketli ¢ig ette
(4°C’de, 4 hafta) etkinliginin arastirildigi bu calismada, tek basina faj kullanimi sivi
besi yerinde etkili olmamasina ragmen, faj-nisin kombinasyonunun 28 giinliik
inkiibasyon sonunda ¢ig ette bakteri sayisinda yaklasik 7 log’luk diislis sagladig:
bildirilmistir. Calismada sonug¢ olarak, nisin ve/veya faj etkilesimlerinin daha iyi

anlagilabilmesi i¢in daha fazla ¢calismaya ihtiya¢ duyuldugu belirtilmistir.
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Leverentz ve ark. (314)’nin 2003 yilinda yayinladiklar: bir calismada, iki fajdan olusan
bir faj kokteyli 10° kob/ml diizeyde kontamine edilmis kavun ve elma dilimleri tizerine
sprey veya pipetle dokme seklinde uygulanmigtir. Uygulamanin L. monocytogenes
sayisinda kavun dilimlerinde 2,0 - 4,6 log, elma dilimlerinde ise 0,4 log’luk bir diisiis
sagladig bildirilmistir. Faj kokteyli nisin ile kombine edilip uygulandiginda ise kavun
ve elma dilimlerinde sirastyla 1,1 ve 1,9 log daha fazla rediiksiyon sagladigi rapor
edilmistir. Ayrica aragtirmacilar, sprey uygulamasinin daha etkili oldugunu ve bakteri
konsantrasyonunun diisiik oldugu kontaminasyonlarda faj etkinliginin daha fazla
oldugunu bildirmislerdir. Sonraki yil aymi arasgtirmacilarin yaymnladigr bir baska
caligmada ise, kavun dilimlerine L. monocytogenes ile kontaminasyondan dnce ve sonra
sprey ile faj kokteyli uygulanmis ve en etkin uygulama zamaninin kontaminasyondan
bir ve yarim saat once ile kontaminasyon esnasinda oldugunu bildirmislerdir. Bununla
birlikte, etkili bir rediiksiyon i¢in yiiksek faj titresinin gerekli oldugunu ve en yiiksek
bakteri rediiksiyonunun 10°® pob/ml diizeyinde faj uygulandiginda elde ettiklerini rapor

etmislerdir (10°C’de 7 giinliik muhafaza sonucu 6,8 log rediiksiyon) (352).

Carlton ve ark. (44)’nin 2005 yilinda, genis konak dagilimina sahip olan viriilent P100
fajinin  kapsamli bir faj karakterizasyonunu ve biyoinformatik analizini ortaya
koymuslardir. Bu ¢alismada arastirmacilar, P100 fajinin tiim gen sekansini belirlemis ve
sentezlenen proteinlerin Listeria veya baska bir bakteri tiirlinde var olan toksik,
patojenik, allerjen ya da antibiyotik direngliligi ile ilgili higbir gen ile homoloji
gostermedigini bildirmislerdir. Ayni caligmada, ratlarda akut oral toksisite deneyi
yapilmis ve fajin herhangi bir toksik etkisinin olmadigi kanitlanmistir. P100 faji
ilerleyen yillarda pek ¢ok biyokontrol ¢aligmasinin konusu olmustur (353-361).

Listeria monocytogenes ile siklikla kontamine olan hazir gidalar {izerine Guenther ve
ark. (354)’min yaptig1 kapsamli bir ¢aligmada, genis konak spesifitesine sahip iki
listeriyofajin (A511 ve P100), L monocytogenes Scott A (4/b serotipi) ve WSLC 1001
(1/2¢ serotipi) iizerindeki etkinlikleri arastirilmistir. Gidalar, 10’ kob/ml(g) olacak
sekilde bakteri ile kontamine edilmis ve 10°-10° pob/ml(g) diizeylerinde faj eklenerek
farkl1 MOI’ler (Multiplicity of Infection- Infeksiyon Coklugu) elde edilmistir. Alt1 giin
boyunca 6°C’de inkubasyonu takiben yapilan sayimlarda, sivi bir matrikse sahip olan
stitlii ¢cikolata ve salamura mozarella peynirinde bakteri seviyesinin ¢ok hizli bir sekilde

tespit sinirinin altina distiigii kaydedilmistir. Sosis, dilimlenmis hindi eti, somon flime,
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karigik deniz tiriinleri (karides, kalamar ve midye), dilim lahana ve marul yapraklar1 gibi
kat1 gidalarda ise fajlarin bakteriyi 5 log kadar inhibe ettigi belirtilmistir. Aragtirmacilar,
yiiksek MOI dozlarmm (10° pob/g(ml)) bakteri iizerinde ¢ok daha etkili oldugu ve
birbiri ile yakin iligkili P100 ve AS511 fajlarinin Listeria’ya karst benzer etkinlik

gosterdigi sonucuna varmiglardir.

P100 fajinin etkinliginin taze yayin baliklarinda arastirildig: bir ¢aligmada Soni ve ark.
(362), yiizeylerini L. monocytogenes 1/2a (EGD) ve 4b (Scott A) serotipleri ile 10° log
diizeyinde kontamine ettikleri taze yaym balig1 filetolarin1 4°C, 10°C ve 22°C’lerde
inkiibasyona birakmuglardir. 107, 10° ve 10° pob/g diizeylerinde uyguladiklar1 faj
muamelesinin ardindan 15. dk, 30. dk., 1. ve 2. saatler ile 1., 4., 7. ve 10. giinlerde
bakteri sayimlarini gergeklestirmislerdir. Caligmanin sonucunda, oda sicakliginda
muhafaza edilen numunelerde, belirtilen faj MOI’lerine gore sirasiyla 1,6, 0,4 ve 0 log
olacak sekilde diisiisler kaydedilmis ancak, faj ve siire a¢isindan istatistiki olarak
anlamli bir sonug elde edilememistir. Bakteri sayisindaki rediiksiyonlarin ise 10 giinliik
raf 0mrii siiresince 4°C’de ve 10°C’de stabil kaldig1 bildirilmistir. Arastirmacilarin ayn
yil yayinladiklar1 bir baska calismada (363), yine P100 fajinin etkinligi bu sefer ¢ig
somon filetolarinda incelenmistir. Aymi serotiplerle yapilan calismada, filotalar 10% 10
ve 10" kob/g olacak sekilde farkli diizeylerde kontamine edilmis ve iizerlerine 10° pob/g
ticari P100 faj1 uygulanarak 30. dakika ile 2. saatte bakteri sayimlar1 gergeklestirilmistir.
4°C muhafaza edilen numunelerde bakteri konsantrasyonuna gore sirayla 1,8, 2,5 ve 3,0
log’luk bir diislis kaydedilmis, 22°C’deki inkiibasyonda da benzer diisiisler elde
edilmistir. Faj titresinin etkinliginin de arastirildig1 ¢alismada arastirmacilar, 10* kob/g
diizeyde kontamine edilen filetolar igin en yiiksek rediiksiyon degerine 10° pob/g faj
uygulandiginda ulastiklarini bildirmislerdir Yapilan bir bagka ¢alismada ise, tiiketime
hazir soguk tiitsiilenmis somon baliklarinda P100 faji, nisin ve laurik arginatin L.
monocytogenes iizerindeki inhibitorik etkisi incelenmis ve 3,5 log kob/cm® bakteri ile
kontamine edilen Orneklerde nisin + faj P100 ile nisin + laurik arginat
kombinasyonlarinin 4°C’de 24 saatte bakteri sayisini tespit sinirinin altina diistirdiigi,
P100 + laurik arginat kombinasyonunun ise 2 log kadar bir rediiksiyon sagladig:

bildirilmistir (359).

AS511 fajinin etkinliginin olgunlasmis yumusak peynirler olan Camembert tipi beyaz

peynirlerde ve Limburger tipi kirmiz1 yiizeyli peynirlerde arastirildigi bir ¢aligmada,
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peynirler heniiz olgunlasma asamasinda iken ylizeyleri Scott A (4b serotipi) ya da CNL
103/2005 (1/2a serotipi) suslari ile kontamine edilmistir. 10° kob/cm® Scott A susu ile
kontamine edilmis ve itizerine 10° pob/cm® faj eklenmis Camembert peynirinde 21
giinliik olgunlagma siiresinin sonunda bakteri sayisinda 2,5 log’luk, Limburger tipi
peynirde ise 3,0 log’luk bir diisiis kaydedildigi bildirilmistir. Tekrarlanan faj dozlarinin
bakteri rediiksiyonunu arttirmadig ancak, tek seferde yiiksek MOI’de (1 x 10° pob/cm?)
faj uygulamasinin daha etkili oldugu rapor edilmistir. Ayrica diisiik diizeylerdeki
kontaminasyonlarda (10'-10> kob/cm®) bakterinin tespit smirmm altinda kaldigs,
dolayisiyla A511 fajinin kontrol grubu ile kiyaslandiginda 6 log kadar bir diisiise sebep
oldugu bildirilmistir (364). Yumusak peynirlerde yapilan bir bagka c¢alismada ise Silva
ve ark. (358), P100 fajinin L. monocytogenes 1/2a ve 4/b serotiplerindeki inhibitorik
etkisini aragtirmislardir. 10° kob/g bakteri miksi, Brezilya’ya 6zgii Minas Frescal ve
Coalho yumusak peynirleri yiizeyine inokule edilmis ve 10" pob/g faj siispansiyonu
eklenmistir. Calismada, 10°C’de 7 giin inkiibe edilen peynirlerden yapilan ekimlerde
Minas Frescal ve Coalho peynirlerinde bakteri sayisinda sirasiyla 1,0 log ve 0,8 log’luk
bir diigiis oldugu bildirilmistir. Bununla birlikte, faj eklendikten 30 dakika sonra yapilan
ekimlerde sirastyla 2,3 log ve 2,1 log’luk bir rediiksiyon kaydedilmistir.

Bigot ve ark. (365), koyun diskisindan izole ettikleri morfolojik yonden A511 fajina
benzeyen bir listeriyofajin etkinligini tiiketime hazir tavuk gogsiinde arastirmislardir.
Arastirmacilar, 2 x 2 cm ebatlarinda kestikleri tavuk gogiislerini, 10° kob/cm? diizeyde
bakteri olacak sekilde kontamine etmisler ve 7°C’de 10 dakika bakteri tutunmas igin
siire tanidiktan sonra 107 pob/cm® faj ekleyerek 30°C’de inkiibasyona kaldirmuslardir.
Calismada, listeriyofajin 7 saate kadar broth kiiltiirine kiyasla tavuk gogsiinde bakteriyi
yaklagik iki kati1 fazla inhibe ettigi ancak, 24 saat sonrasinda iiremenin yeninden
basladig1 bildirilmistir. Arastirmacilar, gida yiizeylerinde hedef patojenlerin belirgin
sekilde inaktive edilmesini saglamak i¢in birim alan basina yiiksek konsantrasyonda faj

uygulanmasinin gerekli oldugunu belirtmislerdir.

Oliveira ve ark. (366) kavun, armut ve elmanin hem dilimlerinde hem de sularinda P100
fajinin  10°C’°de etkinligini degerlendirmislerdir. Listeria monocytogenes’in meyve
dilimlerinin kontrol grubunda oldukga iyi liredigi gézlenirken, meyve sularinda kavunda
iyi iiredigi, armutta canli kalabildigi, elmada ise sayisinin giderek diistiigli bildirilmistir.

Kontrol grubu ile paralel olarak faj grubunda ise, 8 giinliik inkiibasyonun ardindan
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sirastyla kavun ve armutta daha etkili sonucglar alinirken (kavun diliminde 1,5 log,
kavun suyunda 8,0 log; armut diliminde 1,0 log, armut suyunda 2,1 log), elmada etkinin

gozlenemedigi belirtilmistir.

P100 fajinin tek basma ve/veya potasyum laktat ve sodyum diasetat ile birlikte,
tiikketime hazir dana rosto ve pigmis hindi etlerinde etkisinin arastirildig1 bir ¢alismada,
yiizeyleri 10° kob/cm® L. monocytogenes ile kontamine edilen gidalar, 10" pob/cm? faj
ile muamele edilmis ve ardindan 4°C ve 10°C’de inkiibe edilmistir. Tek basina P100
faji uygulanan pismis hindi eti ve dana rostoda, 4°C’de raf omrii boyunca (28 giin) L.
monocytogenes sayisinda sirasiyla 2,1 log ve 1,7 log’luk, 10°C’de ise sirasiyla 1,5 log
ve 1,7 log’luk diisiis elde edildigi bildirilmistir. Kimyasal antimikrobiyal iceren faj
grubunda ise, 4°C ve 10°C’de hindi eti i¢in sirasiyla 4,5 log ve 7,5 log, dana rosto i¢in
ise sirastyla 1,2 log ve 7,2 log’luk bir L. monocytogenes rediiksiyonu kaydedilmistir.
Bununla birlikte, 4°C’de muhafaza edilen biftek ve pismis hindi etlerinde faj ile
kimyasal antimikrobiyaller birlikte kullanildiginda, belirtilen raf omrii siiresince L.
monocytogenes sayisinda 2 log’dan fazla artis gozlenmedigi bildirilmistir.
Arastirmacilar, faj ve kimyasal antimikrobiyal maddelerin birlikte kullanilmasi ile

bakteri inhibisyonunda daha basarili sonuglar alinacagini belirtmislerdir (357).

Gutierrez ve ark. (361), kurutulmus kiirlenmis domuz jambonlarinda ListShield™ ve
Listex ™ P100 (PhageGuard Listex) fajlarmm etkinligini kiyaslamislardir. Calismada,
deneysel olarak 10°, 10" ve 10° kob/cm® L. monocytogenes ile kontamine edilen
ornekler, ardindan iiretici firmanin 6nerileri dogrultusunda 107 pob/cm® ListShield™ ve
10° pob/em? Listex™ P100 ile muamele edilmistir. 4°C ve 12°C’de 14 giin siireyle
inkiibe edilen Orneklerin bakteri sayimlari neticesinde, 4°C’de inkiibe edilenlerde
kontrol grubuna kiyasla daha diisiik seviyelerde bakteri belirlenmistir. 12°C’de inkiibe

edilenlerde ise Listex ™

P100 preparatinin bakteri sayisimi tespit siniriin altina
diisiirdiigii (< 10 kob/cm?), ListShield™in ise P100’e kiyasla daha az etkin olmakla
birlikte, 10° ve 10* kob/cm® ile kontamine edilen &rneklerde 3,5 log’luk bir diisiis
sagladig: bildirilmistir. Figueiredo ve ark. (360) yaptiklar1 bir ¢caligmada, tiikketime hazir
domuz eti dilimlerinde P100 faj1, nisin ve sodyum laktatin etkinligi tek tek ve kombine
halde degerlendirilmis ve antimikrobiyaller ile kiyaslandiginda en etkili sonucun P100
faj1 ile alindig1 bildirilmistir. Tliketime hazir domuz eti dilimlerinde yapilan bir baska

caligmada ise, P100 faji hem tek basina hem de Lactobacillus sakei TH1 (koruyucu bir
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kiiltiir olarak etkinligi daha once c¢alisilmis) ile kombinasyonunun L. monocytogenes
iizerinde etkisi incelenmistir. Arastirmacilar, tek basina fajin uygulandigi grupta
10°C’de 28 giinliik inkiibasyon sonunda sadece 1 log’luk bir rediikstiyon gozlendigini,
faj ve L. sakei’nin birlikte kullan1ldig1 grupta ise diger gruba kiyasla 2 log daha fazla bir
diisiis kaydedildigini bildirmislerdir (355).

Yukarida belirtilen ¢alismalarda da anlasilacag: gibi, biyokontrol ¢calismalarinda kirmizi
et, tavuk gogsi, balik, peynir, meyve gibi gida modelleri kullanilmis olup, pili¢ but gida
modeline iliskin bir ¢alisma bulunmamaktadir. Ayrica ¢aligmalarin biiyiik boliimiiniin
ticari faj preparatlariyla yapilmis olmasi dikkat ¢ekmektedir. Bu tez ¢alismasinda, yeni
izole edilen bakteriyofajlardan elde edilen bir faj kokteylinin daha 6nce ¢alisilmamis bir

gida  modelinde  biyokontroliiniin  arastirllmasi1  Ozgiinliigi  arttirmaktadir.



3. GEREC ve YONTEM

3.1. Gerec¢

Bu ¢alismada bir yillik siirede, iki farkli kanatli mezbahasindan toplam 120 pili¢ boyun
derisi ve toplam 60 mezbaha atik suyu 6rnegi toplandi. Ornek toplama islemi Subat
2016-Ocak 2017 tarihleri arasinda, toplam 12 aylik siiregte gergeklestirildi. Ornekleme
donemleri, mevsimsel farkliliklar1 ortaya koyabilmek amaciyla Mart-Mayis, Haziran-
Agustos, Eyliil-Kasim ve Aralik-Subat aylarini iceren dort farkli doneme ayrilarak, her
donemde 30 pili¢ boyun derisi ve 15 mezbaha atik suyu 6rnegi toplandi. Boyun derisi
ornekleri, mezbahada kesim asamasinda i¢ organlart ¢ikarilan piliclerden
paketlenmeden Once steril makas ve pens yardimu ile steril numune posetlerine alinarak,
soguk zincir altinda laboratuvara getirildi ve L. monocytogenes izolasyonu amaciyla
mikrobiyolojik analize alindi. Mezbaha atik su numuneleri ise steril numune kaplarina
50 ml alinarak, soguk zincir altinda laboratuvara getirildi ve L. monocytogenes’e litik

etkili bakteriyofaj yoniinden ayni giin icerisinde analiz edildi.
3.1.1. On Cahsma

Bu tez caligmasina temel teskil etmesi ve olast aksakliklarin ongoriilebilmesi amaciyla
bir 6n ¢alisma yapildi. Bu kapsamda, 2015 yilinin Temmuz ve Aralik aylar1 arasinda iki
farkl1 kanatli mezbahasina yapilan ziyaretlerde toplam 50 pili¢ boyun derisi ile 25
mezbaha atik su 6rnedi toplandi ve analiz edildi. On calisma neticesinde ydntem

optimizasyonu yapild: ve her iki etkenin de izole edilebildigi ortaya kondu.
3.1.2. Cahismada Kullanilan Bakteri Kiiltiirleri

Calismada, L. monocytogenes’in izolasyon ve identifikasyonunda CAMP testte
Staphylococcus aureus ATCC 25923 ve Rhodococcus equi ATCC 33701 referans

suslar1 kullanildi.
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Listeriyofajlarin konak spesifitelerinin ve litik etki spektrumlarinin (bakteriyofaj

duyarlilik profili) belirlenmesinde;

1) Bu tez calismasini destekleyen TUBITAK 114R104 no’lu projeden izole

edilen s1g1r ve koyun karkaslarina ait 13 L. monocytogenes izolati,

i1) Bu calismada pilic boyun derisi Orneklerinden izole edilen 31 L.

monocytogenes izolati,

iil) Ayaz ve Erol (367)’'un daha onceki bir calismasinda hindi et ve/veya
kiymasindan izole ettigi 32 L. monocytogenes izolat1 (n:13 serotip 1/2a, n:3

serotip 1/2b, n:3 serotip 1/2¢ ve n:13 serotip 4b),

v) L. monocytogenes ATCC 19111 (serotip 1/2a), N7155 (serotip 1/2b), ATCC
7644 (serotip 1/2c), N7143 (serotip 3a), NCTC 5214 (serotip 4a), RSKK 475
(serotip 4b) ve RSKK 476 (serotip 4c) olmak iizere 7 L. monocytogenes

referans susu,

V) Ayrica E. coli O157:H7 ATCC 12900, E. faecium C68, E. faecalis ATCC
29212, S. Typhimurium ATCC 14028, A. hydrophila ATCC 607920, Y.
enterocolitica ATCC 23715, R. equi ATCC 33701, C. perfringens ATCC
13124 ve S. aureus ATCC 25923 referans suslar1 kullanildi.

3.1.3. L. monocytogenes’in izolasyon ve Identifikasyonunda Kullanilan Besiyerleri

ve Diger Kimyasallar

Half Fraser Broth
Fraser Broth (Oxoid CM0895, Hampshire, Ingiltere)
Fraser Selective Supplement (Oxoid SRO156E)

Hazirlams1
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Selektif 6n zenginlestirme asamasinda kullanilmak iizere, hazir besiyerinden 28,7 g
tartilarak 500 ml distile suda ¢oziindiiriildii ve pH degeri 7,0 = 0,2’ye ayarlandiktan
sonra 121°C’de 15 dakika otoklavda sterilize edildi. Otoklavdan cikarilan besiyeri
50°C’ye sogutulduktan sonra iizerine 5 ml etanol ve steril distile su karigimi (1/1) ile

stispanse edilmis Fraser Selective Supplement’ten 2,5 ml eklendi.

Dynabeads anti-Listeria (Life Technologies, 71006, Oslo, Norvec)
Hazirlamis1

IMS tekniginde kullanilmak iizere, 5 ml ve 250 testlik olarak hazirlanmis ticari preparat
direkt olarak kullanildi.

Phosphate Buffered Saline — Tween 20 (Amresco, M245-10.4G-5PK, Ohio, ABD)

Bilesimi

NaCl 137 mM
KCl 2,7 mM
Tween 20 % 0,05 w/v
pH 7.4
Hazirlamis1

IMS tekniginde kullanilmak tizere, 1 paket hazir PBS 1 It distile suda ¢oziindiiriildii ve
121°C’de 15 dakika otoklavda sterilize edildikten sonra kullanilmak tizere 4°C’de

muhafaza edildi.

Modifiye Oxford Agar (MOX)
Listeria Selective Agar (Oxford Formulation) (Oxoid CM0856)

Modified Listeria Selective Enrichment Supplement (Oxoid SR0213E)



55

Hazirlamis1

Hazir besiyerinden 27,75 g tartilarak 500 ml distile suda ¢6ziindiirtildii ve pH degeri 7,0
+ 0,2’ye ayarlandi. Mikrodalgada kaynatilarak eritildi ve 121°C’de 15 dakika otoklavda
sterilize edildi. Otoklavdan ¢ikarilan besiyeri 50°C’ye sogutulduktan sonra iizerine 2 ml
steril distile su ile slispanse edilmis 1 vial Listeria Selective Supplement eklendi. Besi

yeri steril petrilere dokiilerek 4°C’de muhafaza edildi.

Chromogenic Listeria Agar (ISO) Base

Chromogenic Listeria Agar (ISO) Base (Oxoid CM1084)
OCLA (ISO) Selective Supplement (Oxoid SR0226E)
OCLA (ISO) Differential Supplement (Oxoid SR0244E)
Hazirlamis1

Hazir besiyerinden 34,5 g tartilarak 480 ml distile suda ¢oziindiiriildii ve pH degeri 7,0
+ 0,2’ye ayarlandi. Mikrodalgada kaynatilarak eritildi ve 121°C’de 15 dakika otoklavda
sterilize edildi. Otoklavdan ¢ikarilan besiyeri 50 °C’ye sogutulduktan sonra tizerine 2 ml
steril distile su ile slispanse edilmis 1 vial OCLA (ISO) Selective Supplement ve 1 vial
OCLA (ISO) Differential Supplement eklendi. Besi yeri steril petrilere dokiilerek
4°C’de muhafaza edildi.

Tryptic Soy Yeast Extract Agar (TSA-YE)
Tryptic Soy Agar (Oxoid CM0131)

Yeast extract (Oxoid LP0021)

Hazirlams1

Hazir besiyerinden 40 g ve lizerine 6 g yeast extract tartilarak 1 It distile suda

cozlindiiriildii ve pH degeri 7,3 = 0,2’ye ayarlandi. Mikrodalgada kaynatilarak eritildi ve
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121°C’de 15 dakika otoklavda sterilize edildi. Besi yeri steril petrilere dokiilerek

hazirlandi ve 4°C’de muhafaza edildi.

Tryptone Soya Yeast Extract Broth (TSB-YE)
Tryptone Soya Broth (Oxoid CM0129)

Yeast extract (Oxoid LP0021)

Hazirlamis1

Hazir besiyerinden 30 g ve {lizerine 6 g yeast extract tartilarak 1 It distile suda
cozlindiiriildi ve pH degeri 7,3 = 0,2’ye ayarlandi. Cam tiiplere 10’ar ml
paylastirildiktan sonra 121°C’de 15 dakika otoklavda sterilize edildi ve 4°C’de

muhafaza edildi.

Sulphate Indol Motility Medium (SIM) (Merck 105470)
Hazirlamis1

Hazir besiyerinden 30 g tartilarak 1 It distile suda ¢oziindiiriildii ve pH degeri 7,3 +
0,2’ye ayarlandi. Su banyosunda kaynatilarak eritildi. Cam tiiplere 10’ar ml
paylastirildiktan sonra 121°C’de 15 dakika otoklavda sterilize edildi ve 4°C’de

muhafaza edildi.

Kanh Agar
Blood Agar Base (Oxoid CM0055)
Hazirlams1

Hazir besiyerinden 40 g tartilarak 1 1t distile suda ¢oziindiiriildii ve pH degeri 7,3 +
0,2’ye ayarlandi. Su banyosunda kaynatilarak eritildi ve 121°C’de 15 dakika otoklavda

sterilize edildi. Otoklavdan ¢ikarilan besiyeri 50°C’ye sogutulduktan sonra iizerine 70
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ml defibrine koyun kani eklenerek % 7’lik olarak hazirlandi. Besi yeri steril petrilere
dokiilerek 4°C’de muhafaza edildi.

Nitrate Broth (NB) (Sigma-Aldrich, 72548, Taufkirchen, Almanya)
Hazirlamis1

Hazir besiyerinden 16,5 g tartilarak 1 1t distile suda ¢6ziindiiriildii ve pH degeri 7,2 +
0,2’ye ayarlandi. Cam tiiplere 5’er ml paylastirildiktan sonra 121°C’de 15 dakika
otoklavda sterilize edildi ve 4°C’de muhafaza edildi.

Griess Ilosvay A Soliisyonu

Bilesimi

Siilfanilik asit (Merck 100686) lg

Asetik asit (5 N) (Merck 100056) 100 ml

Griess Ilosvay B Soliisyonu
Bilesimi
a- naftilamin (Merck 822291) lg

Asetik asit (5 N) (Merck 100056) 100 ml
Hazirlams1

Siilfanilik asitten 1 g tartilarak 5N’lik 100 ml asetik asitte ¢oziindiiriilerek Griess
Ilosvay A Soliisyonu hazirlandi. a- naftilaminden 1 g tartilarak 5N’lik 100 ml asetik

asitte ¢oziindiiriilerek Griess Ilosvay B Soliisyonu hazirlandi.

Purple Broth Base (PBB)
Bilesimi Gram/Litre

Proteose Peptone (Oxoid LP008S5) 10
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Peptone from Meat (Merck 107214) 1
Sodium Chloride (Merck 106404) 5
Bromocresol Purple (BDH 20014) 0,02
Hazirlamis1

Kimyasal maddeler belirtilen miktarlarda tartilarak 1 It distile suda ¢oziindiiriildii. Cam
tiiplere 9’ar ml paylastirildiktan sonra 121°C’de 15 dakika otoklavda sterilize edildi ve
4°C’de muhafaza edildi.

Seker Solusyonlar:

Ramnoz Soliisyonu
Bilesimi

L-Rhamnose (Merck 104736) S5¢g

Ksiloz Soliisyonu
Bilesimi

D-Xylose (Merck 108689) 5¢g

Mannitol Soliisyonu

Bilesimi

Mannitol (Merck 105982) S5¢g

Hazirlams1

Sekerlerden 5’er g tartilarak distile suyla % 5’lik olarak hazirlandi. Solusyonlar 0,20

pum’lik milipor filtrelerden (Corning Incorporated, Germany) gecirilerek steril edildi ve

steril siselerde 4°C’de muhafaza edildi.
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Oksidaz Test

Bactident Oxidase (Merck 113300)

Katalaz Test
Hydrogen Peroxide (H,0,) (Merck 108597)
Hazirlamis1

Ticari % 30’luk hidrojen preoksitten 2 ml, 27 ml distile suyla karistirilarak % 3’liik

H,0; soliisyonu hazirlandu.

Gram Boyama Seti (Giil-Ka Kimya, Ankara, Tiirkiye)

Kristal Violet 250 ml
Gram iyot sollisyonu 250 ml
Sulu Fucin soliisyonu 250 ml
Alkol (%70) 250 ml

3.1.4. L. monocytogenes izolatlarmm PCR Analizinde Kullanilan Kimyasallar

Chelex-100 (Sigma, 108K0138, St. Louis, MO, ABD)
Bilesimi

Chelex-100 sodium form - toz

Hazirlams1

Chelex-100’den 5 g tartilarak 100 ml distile suya katildi. Igerisine manyetik balik
konarak bir siire karigtirildiktan sonra 121°C’de 15 dakika otoklavda sterilize edildi.
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Sterilizasyonun ardindan i¢inde manyetik balik bulunur halde 4°C’de muhafaza edildi.
Kullanim esnasinda, manyetik balik sayesinde tekrar karistirilarak chelex tanelerinin

pipete ¢ekilmesi saglandi.

Proteinase K (Amresco, 0706, ABD)
Bilesimi

Proteinase K soliisyonu - liyofilize
Hazirlamis1

Steril bir eppendorf tiip icerisinde liyofilize proteinaz K’dan 20 mg tartildi ve 1 ml steril

distile suda ¢ozdiiriilerek stok soliisyon halinde -20°C’de muhafaza edildi.

Taq DNA Polymerase Seti (Applied Biological Materials Inc., Richmond, Canada)

Bilesimi

Tag DNA polymerase 500 U (5 U/ul)
PCR Buffer with Mg** 10 x

MgSOy4 25 mM

dNTP Seti (Applied Biological Materials Inc., Richmond, Canada)

Bilesimi

dATP 100 mM
dCTP 100 mM
dGTP 100 mM

dTTP 100 mM
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Hazirlamis1

Uretici firmadan liyofilize halde gelen dNTP’ler sulandirildi ve 10 mM’lik

konsantrasyonlarda hazirlanarak esit miktarlarda karistirilarak kullanildi.

Gene Ruler Seti (GeneAll-Genesta, Songpa-gu, Kore)
Bilesimi

DNA Ladder Plus with x5 100bp
Loading dye (GA-010)

Konvansiyonel PCR Primerleri (Oligomer Biyoteknoloji, Ankara, Tiirkiye)

Gen Primer sekansi (5°-3°)
HlyA PCRGO: 5 GAATGTAAACTTCGGCGCAATCAG 3’
PCRDO: 5> GCCGTCGATGATTTGAACTTCATC 3’ (388 bp)
Hazirlamis1
Bohnert ve ark. (368) tarafindan bildirilen iki primer HPLC saflikta sentezletilmis ve

liyofilize olarak temin edilen primerler {iretici firmanmn onerdigi miktarlarda 100 mM

konsantrasyonda steril ultra saf su ile sulandirildi.

Multipleks PCR Primerleri (Oligomer Biyoteknoloji, Ankara, Tiirkiye)

Gen Primer sekansi (5°-3%)
L. monocytogenes 00737: F: AGG GCT TCA AGG ACT TAC CC

R: ACG ATT TCT GCT TGC CAT TC (691 bp)
L. monocytogenes 01118:  F: AGG GGT CTT AAA TCC TGG AA

R: CGG CTT GTT CGG CAT ACT TA (906 bp)



62

ORF2819: F: AGC AAA ATG CCA AAA CTC GT
R: CAT CAC TAA AGC CTC CCA TTG (471 bp)
ORF2110: F: AGT GGA CAA TTG ATT GGT GAA

R: CAT CCA TCC CTT ACT TTG GAC (597 bp)

Hazirlamis1

Doumith ve ark. (369) tarafindan gelistirilen primerler HPLC saflikta sentezletilmis ve
liyofilize olarak temin edilen primerler {iretici firmanin onerdigi miktarlarda 100 mM

konsantrasyonda steril ultra saf su ile sulandirildi.

Real Time Reverse Transcription PCR Primerleri (Oligomer Biyoteknoloji,
Ankara, Tiirkiye)
Gen Primer sekansi (5°-3%)
hiyA F: TGCAAGTCCTAAGACGCCA
R: CACTGCATCTCCGTGGTATACTAA
actA F: GCTGATTTAAGAGATAGAGGAACA
R: TTTATGTGGTTATTTGCTGTC
inlA F: ACGAGTAACGGGACAAATGC
R: CCCGACAGTGGTGCTAGATT
inlB F: TGGGAGAGTAACCCAACCAC
R: GTTGACCTTCGATGGTTGCT
inlC F: AATTCCCACAGGACACAACC
R: CGGGAATGCAATTTTTCACTA
inlJ F: TGTAACCCCGCTTACACAGTT
R: AGCGGCTTGGCAGTCTAATA

plcA F: CAGCATACTGACGAGGTGTG
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R: GATGTCCGCTCTACCTGA
plcB F: GCATGATATTGACAGCAAATTA
R: TGAAATACTTTGCTCCTGTT
Vip F: CCGTTTATCATCCAAGTGGCTAT
R: GCGCATCCAATTGTTGTTGA
fbpA F: CGCCAACTTGAGTACTCTTCTAG
R: CGATTGAATCACCACATGCGAAC
fri F: AAAACAATCAACTCAGTAGACACAAAGG

R: ATGGAGCTTTTCCTAAGAATGCTTTGA

Hazirlamis1

HPLC saflikta sentezletilmis ve liyofilize olarak temin edilen primerler, iiretici firmanin

onerdigi miktarlarda 100 mM konsantrasyonda steril ultra saf su ile sulandirilda.

c¢DNA Seti (Bio-Rad Laboratories, CA, ABD)

Bilesimi

5x iScript reaction mix 400 pl
iScript reverse transcriptase 100 pl
Nuclease-free water 1,5 ml

ERIC-PCR Primerleri (Oligomer Biyoteknoloji, Ankara, Tiirkiye)
Gen Primer sekansi
ERICIR 5> ATGTAAGCTCCTGGGGATTCAC 3’

ERIC2 5" AAGTAAGTGACTGGGGTGAGCG 3°
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Hazirlamis1

HPLC saflikta sentezletilmis ve liyofilize olarak temin edilen primerler {iretici firmanin

onerdigi sekilde 100 mM konsantrasyonda steril ultra saf su ile sulandirildu.

TBE Soliisyonu
Bilesimi

Tris(hydroxymethyl)aminoethane (Merck 108387) 545¢

Boric Acid (Merck 100165) 278 ¢
Titriplex II (Merck 108417) 29¢
Hazirlamis1

Kimyasal malzemeler belirtilen miktarlarda tartilarak distile suyla 1 It’ye tamamlandi.
Bu sekilde 5 x TBE stok soliisyonu hazirland1. Stok soliisyondan 200 ml alinarak distile

suile 1 litreye tamamlanip 1 x TBE soliisyonu elde edildi.

Ethidium Bromide (Sigma-Aldrich, 075K37341, St. Louis, MO, ABD)
Hazirlamis1

Toz haldeki ethidium bromide’den 10 mg tartildt ve 10 ml steril distile suda
cozdiiriilerek 1 mg/ml’lik stok soliisyon elde edildi.

Agaroz Jel (Sigma-Aldrich, Steinheim, Almanya)
Hazirlamis1

Agaroz jeli % 1,5 yogunlukta hazirlamak icin, agarozdan 1,2 g tartilarak 120 ml 1 x
TBE’de c¢oziindiiriildii. Mikrodalga firinda eritildi ve yaklasik 50°C’ye sogutuldu.
Icerisine 120 ul Ethidium Bromide eklendi ve elektroforez kiivetine dokiilerek

kullanima uygun hale getirildi.
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3.1.5. Bakteriyofajlarin izolasyonunda Kullanilan Besiyerleri

Lauria Bertani Agar (LB)
Bilesimi

Lauria Bertani Broth (Merck, 110285) 125¢g

Bacteriological Agar (Oxoid, L10) 75¢
CaCl, (Merck, 102381) 100 mM
Hazirlamis1

Belirtilen miktarlarda besiyeri ve agar tartildi. Uzerine 100 mM’lik CaCl, ¢dzeltisinden
50 ml eklenerek 500 ml steril distile suda ¢ozdiirildii ve pH degeri 7,0 £ 0,2’ye
ayarlandi. Mikrodalga firinda eritilerek 121°C’de 15 dakika otoklavda sterilize edildi.
Otoklavdan ¢ikarilan besiyeri 50°C’ye sogutulduktan sonra steril petrilere dokiilerek

4°C’de muhafaza edildi.

Lauria Bertani Soft Agar (LBS)
Bilesimi

Lauria Bertani Broth (Merck, 110285) 25¢g

Bacteriological Agar (Oxoid, L10) 0,75 ¢g
CaCl, (Merck, 102381) 100 mM
Hazirlamis1

Belirtilen miktarlarda besiyeri ve agar tartildi. Uzerine 100 mM’lik CaCl, ¢dzeltisinden
10 ml eklenerek 100 ml steril distile suda ¢ozdiiriildii ve pH degeri degeri 7,0 + 0,2 ye.
Mikrodalga firinda eritilerek, deney esansinda kullanim kolaylig1 saglamasi agisindan

kapakli siselere 30’ar ml dagitildi. Ardindan 121°C’de 15 dakika otoklavda sterilize
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edildi. Otoklavdan ¢ikarilan besiyeri oda sicaklifina sogutulduktan sonra 4°C’de

muhafaza edildi.

3.1.6. Bakteriyofajlarin Restriksiyon Enzim Analizinde Kullanilan Kimyasallar

Restriksiyon Enzimleri Seti (NEB, New England Biolabs, Ipswich, MA, ABD)

Bilesimi

Clal (RO197S) 10.000 U/ml
Sacl (RO1565) 20.000 U/ml
10 x NEBuffer (B7204S) 1,25 ml

Gene Ruler Seti (NEB, New England Biolabs, Ipswich, MA, ABD)

Bilesimi
Lamda-DNA HindIII Digest (N3012S) 500 pg/ml
Gel loading Dye (B7025S) 6x

3.2. L. monocytogenes izolasyon ve identifikasyonu

Pilic boyun derisi Orneklerinden L. monocytogenes izolasyonu, ISO 11290-1
(International Standards Organization-Uluslararasi Standartlar Organizasyonu) (370)

tarafindan 6nerilen IMS (immuno manyetik separasyon) bazl kiiltiir teknigi kullanilarak

yapildr (Sekil 3.1.).
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Pili¢ boyun derisi (10 g)
+

90 ml Half Fraser Broth (6n zenginlestirme)

l 30°C’de 24 saat inkiibasyon

N

Modifiye Oxford Agar Chromogenic Listeria Agar
/ \:’35:370 C’de 24-48 saat inkiibasyon
Her petriden 1-5 adet tipik koloni se¢imi Her petriden 1-5 adet tipik koloni se¢imi
(MOX Agar; lmm ¢apli, kahve zemin (Choromogenik Listeria Agar; mavi-yesil

iistiinde etrafi yesilimsi-grimsi, siyah haleli)  opak haleli)

l

TSA-YE
l 30°C"de 24 saat inkiibasyon
Identifikasyon testleri

(Katalaz; oksidaz; Gram boyama; hareket (SIM Medium); -hemoliz;
karbonhidrat fermentasyon; CAMP; nitrat rediiksiyon, Listeria latex agliitinasyon)

Sekil 3.1. Listeria monocytogenes’in izolasyon semasi.

3.2.1 On zenginlestirme

Soguk zincir altinda laboratuvara getirilen pilic boyun derisi Ornekleri, aseptik
kosullarda steril numune posetlerine (BagPage, Interscience, Saint Nom, Fransa) 10 g

tartildi. Uzerine 90 ml Half Fraser Broth (Oxoid CM0895) eklenerek stomacherde (Lab
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blender 400 Seward Laboratory, West Sussex, Ingiltere) 1 dakika homojenize edildi.
Ardindan 30°C’de 20-24 saat inkiibasyona birakilarak 6n zenginlestirme islemi yapild.

3.2.2. Immuno Manyetik Separasyon (IMS) ve Kat1 Besiyerine Ekim

Mikrobiyolojik giivenlik kabininde (Faster SafeFast Classic 212, Class II, Cornaredo,
Italya) her bir 6rnek igin 1,5 ml’lik steril eppendorf tiiplerine, 20 ul anti-Listeria
Dynabead (Life Technologies, 71006) konarak {izerlerine 6n zenginlestirme sivilarindan
I ml ilave edildi. Karisim vortekslendikten (Dragon-lab, MX-S, Beijing, Cin) sonra
tiipler manyetik ¢ubugu cikartilmig Dynal manyetik partikiil konsantrator portiipiine
(MPC-S, Oslo, Norveg) yerlestirildi ve oda sicakliginda 10 dakika ¢alkalayicida (Boeco,
Mini Rocker-Shaker, MR-1, Hamburg, Almanya) siirekli karistirilarak inkiibe edildi.
Ardindan Dynal portiipiiniin arka kismia manyetik cubuk yerlestirildi, 3 dakika oda
sicakliginda beklendi ve sivi kisim mikropipet vasitasiyla, eppendorf tlipliniin manyetik
cubuga denk gelen duvarina temas etmemeye 6zen gosterilerek dikkatlice aspire edildi.
Bu islemi takiben manyetik ¢ubuk portiipten ¢ikarilarak mikropartikiiller % 0,05 Tween
20 igceren Phosphate-Buffered Saline (pH 7,4) (Amresco, M245-10.4G-5PK) ile yikandi.
Yikama islemi 3 kez tekrarlandiktan sonra mikropartikiiller 100 ul PBS-Tween 20 ile
yeniden siispanse edilip, 50 upl’si MOX Agara (Oxoid, CMO0856) ve 50 pl’si
Chromogenic Listeria Agara (Oxoid, CM1084) c¢izme plak yontemiyle ekimleri
yapilarak, 35-37°C’de 24-48 saat inkiibe edildi. inkiibasyon sonucunda plaklarda iireyen
tipik kolonilerden 1-5 adet secilerek biyokimyasal testler yapildi (Sekil 3.1.).

3.2.3. L. monocytogenes identifikasyonu

MOX Agarda iireyen 1 mm ¢apli koyu kahverengi etrafi siyah haleli olan tipik
kolonilerden ve Chromogenic Listeria Agarda lireyen mavi-yesil etrafi opak haleli tipik
kolonilerden 1-5 adet segilerek, biyokimyasal ve diger identifikasyon testleri yapilmak
iizere TSA-YE’ye (Tryptic Soy Agar-Yeast Extract, Oxoid CM131) gegilip 30°C’de 24
saat inkiibe edildi. Ureyen kolonilere sirasi ile; Gram boyama, katalaz (% 3’liikk H,O,
ile), oksidaz (Bactident oxidase, Merck 113300) ve 20-25°C’de SIM mediumda
(Sulphate Indole Motility Medium; Merck 105470) hareketlilik testleri yapildi. Gram
pozitif, kisa ¢ubuk formlu, katalaz pozitif, oksidaz negatif ve SIM mediumda ekim
hattinda ve ylizey kisminda iireyerek semsiye manzarasi olusturan Listeria kolonilerinin

identifikasyonu amaciyla defibrine koyun kani ile hazirlanmis % 7’lik kanli agarda (-
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hemoliz ve CAMP testlerinin yapilmasinin yani sira, seker fermentasyon ve nitrat
rediiksiyon testleri de yapilarak izolatlarin identifikasyonu gergeklestirildi.
Identifikasyon testleri neticesinde, nitrat rediiksiyon testi negatif sonug veren, kanli
agarda -hemoliz olusturan, CAMP testte S. aureus ile sinerjik etki gostererek hemoliz
veren ve seker testlerinde L-ramnoz pozitif, mannitol negatif, D-ksiloz negatif olan
ornekler L. monocytogenes olarak identifiye edildi (Tablo 3.1.). Identifiye edilen L.
monocytogenes suslar1t TSB-YE’de 24 saat 30°C’de inkiibe edildikten sonra yatik TSA-
YE’ye ve iclerinde % 60°lik steril gliserinden 0,5 ml bulunan kriyoviallere 1 ml geg¢ildi.
TSA-YE’ye gegilen izolatlar 30°C’de 24 saat inkiibe edildikten sonra 4°C’de, gliserinli
kriyovialler ise -80°C’de (Niive, Ankara, Tiirkiye) dondurularak saklandi. Listeria spp.

icin biyokimyasal testleri ve tlir ayrimi semasi Tablo 3.1.’de verilmistir (229, 370).

Tablo 3.1. Listeria spp. igin biyokimyasal testleri ve tiir ayrim1 semast.

Testler L. monocytogenes L. ivanovii  L.innocua L. welshimeri L. grayi L. seeligeri
Katalaz + + + + + +
Oksidaz - - - - - -
Gram boyama + + + + + +
Nitrat rediiks. - - - - - -
SIM’de hareket + + + + + +
-hemoliz + + - - - +
CAMP test +/- -/+ -/- -/- -/- +/-

S.aureus/R.equi

Mannitol - - - - + -
L-ramnoz + - d d - -
D-ksiloz - + - + - +

d: Degisken
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3.2.3.1. Katalaz Test

Kat1 besiyerindeki (TSA-YE) taze saf kiiltiirden bir 6ze dolusu alinarak, lam tizerinde 1
damla % 3’lik H,O, ile muamele edildi. 1-2 saniye i¢inde gaz kabarciklarinin

gozlemlenmesi katalaz pozitif olarak degerlendirildi.
3.2.3.2. Oksidaz Test

Kati besiyerindeki (TSA-YE) taze izolatlardan Bactident Oxidase (Merck 113300)
kagidi iizerine stiriildii. 20-60 saniye i¢inde test kagidinda renk degisiminin olmamasi

oksidaz negatif olarak degerlendirildi.
3.2.3.3. Gram Boyama

Stipheli koloniler 6ze ile alinarak lam tizerinde preparatlar1 hazirlanarak alevde tespit
edildi. Tiim preparati kaplayacak miktarda lamin {iizerine kristal viole boyasindan
eklendi ve 1-2 dakika boyandiktan sonra boya dokiildii. 1 dakika liigol ¢ozeltisi ile
muamele edilmesinin ardindan, yikama suyunda mavi renk goriilmeyene kadar %
70’lik alkol ile daha sonra da saf su ile yikandi. Yikanan preparatlar sulu karbon fuksin
cozeltisi ile 1 dakika boyandiktan sonra tekrar saf su ile yikanip kurutuldu. Gram
boyamast yapilan preparatlara immersiyon yagir damlatilip, mikroskopta (Zeiss, Primo
Star, Gottingen, Almanya) 100°likk immersiyon objektif ile incelendi. Mor renkte kisa
cubuk, kokobasil formunda olanlar Gram pozitif, pembe renkli olanlar Gram negatif

olarak degerlendirildi.
3.2.3.4. Nitrat Rediiksiyon Testi

TSA-YE’den alinan siipheli koloniler Nitrat Brotha inokule edilerek 37°C’de 48 saat
inkiibasyona kaldirildi. Inkiibasyonun sonunda tiiplere 0,2’ser ml Griess Ilosvay A ve B
reaktifleri eklenerek renk olusumu goézlendi. Kirmizi rengin olusmasi nitratin nitrite

indirgendigini, dolayisiyla nitrat rediiksiyon testinin pozitif oldugunu gosterdi.
3.2.3.5. Hareketlilik testi

TSA-YE’den igne uglu 6ze ile alinan Listeria stipheli koloni SIM mediuma dik olarak
inokule edildi ve 25°C’de 5 giin inkiibasyona birakildi. Siirenin sonunda, etkenin
besiyerinin {ist kisminda ve ekim hatt1 boyunca semsiye seklinde iiremesi hareketlilik

pozitif olarak degerlendirildi.



71

3.2.3.6. p-Hemoliz

TSA-YE kat1 besiyerinden 6ze yardimi ile alinan siipheli Listeria kolonileri, defibrine
koyun kani ile hazirlanan % 7’lik kanli agarlara ekilerek 35-37°C’de 24 saat inkiibe
edildi. Inkiibasyonun sonunda etrafinda agik renkli berrak zon olusan koloniler P-

hemoliz yoniinden pozitif olarak degerlendirildi.
3.2.3.7. CAMP (Christie Atkins Munch Petersen) Test

CAMP testinde, L. monocytogenes’in kanli agarda S. aureus ve R. equi suslan ile
sinerjik etki gdstererek hemoliz olusturup olusturmadig tespit edilmektedir. Bu amacla,
Staphylococcus aureus ve Rhodococcus equi referans suslar1 defibrine koyun kani ile
hazirlanmis % 7’°lik kanli agarin kenar kisimlarina birbirlerine paralel olarak oze ile
petriyi boydan boya gececek sekilde ekildi. Listeria slipheli izolatlarin, referans suglarin
arasina dik fakat suslara temas etmeden ekilmesine dikkat edildi. Ekim yapilan plaklarin
35°C’de 18-24 saatlik inkiibasyonu sonrasinda olusan B-hemoliz alanlari incelendi. Bu
dogrultuda, S. aureus’a dogru hafif genisleyen dar bir hemoliz bantinin olusumu L.

monocytogenes’e 6zgl hemoliz olusumu olarak degerlendirildi.
3.2.3.8. Karbonhidrat Fermentasyon Testi

Bu test i¢in, 9 ml Purple Broth Base (PBB) iceren tiiplere, % 5’lik hazirlanan ve 0,22
um’lik milipor filtrelerden (Corning Inc.) gecirilerek steril edilen ramnoz, ksiloz ve
mannitol seker soliisyonlarindan 1 ml eklendi. TSA-YE’de 30°C’de 24 saatlik
inkiibasyon sonucunda iireyen kolonilerden bir 6ze dolusu alinarak PBB’lere inokiile
edildi ve 37°C’de 5 giin inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon siiresinin sonunda PBB’in
mor olan renginin sartya donmesi pozitif, renk degisikliginin olmamasi ise negatif

olarak degerlendirildi.
3.2.4. L. monocytogenes izolatlarinin PCR ile Dogrulanmasi
3.2.4.1 DNA Ekstraksiyonu

DNA ekstraksiyonu icin, -80°C’de cryovialde veya 4°C’de yatik agarda saklanan
izolatlar TSB’ye gegilerek 35°C’de 24 saat zenginlestirildi. Inkiibasyon sonras tiirbidite
olusmus TSB’den 1 ml hiicre siispansiyonu, 1,5 ml’lik santrifiij tiiplerine alinarak 12

000 x g’de (Beckman Coulter 22 R Centrifuge, CA, ABD) 3 dakika santrifiij edildi.
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Santrifiijiin ardindan siipernatant atilarak 200 pl % 5°lik Chelex 100 (Bio-Rad,
Hercules, CA, ABD) ve 2 pl Proteinaz K (20 mg/ml) (AppliChem GmBh, Darmstadt,
Almanya) ilave edilip vortekslendi. Tiipler, thermo shakerda (Hangzhou Allsheng
Instruments, Hangzhou City, Cin) 55°C’de 40 dakika, ardindan 100°C’de 8 dakika
inkiibe edildi. inkiibasyon sonunda tekrar vortekslenip 12 000 x g’de 3 dakika santrifiij
edilen DNA ekstraktlari, PCR ¢alismalarinda kullanilmak iizere -20°C’ye kaldirildi.

3.2.4.2. PCR Amplifikasyonu

PCR amplifikasyonu amaciyla, toplam 50 pl hacimde, bilesiminde 1 x PCR buffer
(ABM, AC146444C, Richmond, Canada) [10 mM Tris-HCI (pH 8.8), 1,5 mMMgCl,,
50 mM KCI, 0,1 Triton X-100], her bir ANTP’den (deoxynucleoside triphosphate) 100
uM (ABM, ET795528), her bir primerden 1 pM, 2 U Taq DNA polymerase (ABM,
1Q7853) ve 10 pl 6rnek DNA iceren karisim (master mix) kullanildi. Amplifikasyon
islemi, Thermal Cycler’da (Eppendorf Mastercycler Gradient, Hamburg, Almanya)
94°C’de 5 dk ilk denatiirasyon isleminin ardindan, 94°C’de 1 dk denatiirasyon, 65°C’de
1 dk baglanma ve 70°C’de 2 dk DNA uzatma asamalar1 30 siklus olarak yapildi. Bu
islemler sonucunda elde edilen amplikonlar elektroforez asamasina kadar 4°C’de

bekletildi (368, 371).
3.2.4.3. Elektroforez

Elektroforez islemi i¢in ilk 6énce 1 pl/ml Ethidium bromide (% 0,1) (Sigma-Aldrich,
E8751) ile boyanan % 1,5’lik agaroz jel hazirlanarak, iizerine yine 1 pl/ml oraninda
Ethidium bromide ile boyanmis 1 x TBE soliisyonu konularak jel elektroforez kiiveti
icinde tamamen kaplandi. Icerisine taraklar yerlestirilerek jelin donmasi i¢in beklemeye
alind1. Jelin donmasinin ardindan, elde edilen PCR iirlinlerinden DNA’larin saptanmasi
amaciyla, her bir 6rnege ait amplikonlardan 10 pl alinarak, 2 pl 6 x yiikleme soliisyonu
(GeneAll-Genesta, Songpa-gu, Kore) ile boyandi. Pozitif kontrol olarak L.
monocytogenes ATCC 19111, negatif kontrol olarak distile su kullanild1 ve 6rnekler ile
DNA Marker (GeneAll-Genesta, GA-010) 10 pl olacak sekilde jeldeki kuyucuklara
yiiklendi. 100 Volt elektrik akiminda 1 saat yiiriitiilerek elektroforez (CSL MSMixi-
Duo, Corston, Ingiltere) islemi gerceklestirildi. Agaroz jel, transiliiminatére (Daihan

Sci. WUV-L20, Soeul, Kore) transfer edilerek olusan spesifik bantlar DNA marker ve
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pozitif kontroller yardimiyla degerlendirildi. #/yA genine 6zgli 388 bp agirligindaki
DNA bantlar1 pozitif olarak degerlendirildi.

3.2.5. Multipleks PCR ile L. monocytogenes’lerin Serotiplerinin Belirlenmesi

Pili¢ boyun derisi 6rneklerinden izole edilen ve PCR ile dogrulanan L. monocytogenes
izolatlarinin serotiplendirilmesinde Doumith ve ark. (369) tarafindan gelistirilen
primerler ve multipleks PCR teknigi kullanildi. PCR amplifikasyonu i¢in toplam 100 pl
hacimde, bilesiminde 1 x PCR buffer (ABM, AC146444C, Richmond, Canada) [10 mM
Tris-HCI1 (pH 8.3), 2 mM MgCl,, 50 mM KCI, 0,1 Triton X-100], her bir ANTP’den
(ABM, ET795528) 0,2 mM, her bir primerden 1 pM, 2 U Taq DNA polymerase (ABM,
1Q7853) ve 10 pl 6rnek DNA iceren master mix kullanildi. Amplifikasyon islemi,
Thermal Cycler’da (Eppendorf Mastercycler Gradient) 94°C’de 3 dk ilk denatiirasyon
isleminin ardindan, 94°C’de 40 sn denatiirasyon, 53°C’de 1,15 dk baglanma ve 72°C’de
1,15 dk DNA uzatma asamalar1 30 siklus ve son olarak 72°C’de 7 dk uzatma yapildi.
Elde edilecek PCR firiinlerinden 10 pl alinarak, 2 pl 6 x yiikleme soliisyonu, 1 pl/ml
ethidium bromide (% 0,1) ile boyanan % 1,5’luk agaroz jelde, 100 Volt elektrik
akiminda 1 saat yiiriitiilerek elektroforez (CSL MSMixi-Duo) islemi yapildi. Agaroz jel,
transiliiminatore (Daihan Scientific, WUV-L20) transfer edilerek olusan spesifik bantlar
DNA marker ve pozitif kontroller yardimiyla UV 15181 altinda degerlendirildi.

Buna gore;
1) 691 bp agirliginda bant veren 6rnekler serotip 1/2a (veya 3a),
i) 471 bp agirhiginda bant veren 6rnekler serotip 1/2b (veya 3b),
1i1) 691 ve 906 agirliginda bant veren 6rnekler 1/2¢ (veya 3c¢),

v) 471 ile 597 bp agirliginda bant veren ornekler serotip 4b (veya 4d, 4e)
olarak degerlendirildi (369).

3.2.6. Pili¢ Orjinli L. monocytogenes Serotiplerinin Bashca Viriilens Genlerinin
Varhgimin ve Ekspresyon Diizeylerinin Real Time Reverse Transcription PCR
(Real Time RT-PCR) ile Belirlenmesi

Calismanin bu boliimii, L. monocytogenes serotiplerinden i) toplam RNA sentezi, ii)

RNA konsantrasyonunun ve safliginin belirlenmesi, iii)) RNA’dan cDNA sentezi, iv)
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real time RT-PCR analizi ve v) elde edilen Cr degerlerinin hesaplanmasi agsamalarindan

olusmaktadir.

i) Toplam RNA sentezi: L. monocytogenes serotiplerinden, RNA izolasyon kitinde
(Bio-Rad Laboratories, Aurum Total RNA mini kit) belirtilen protokole gére RNA

izolasyonu yapildi.

ii) RNA konsantrasyonunun ve safliginin belirlenmesi: Elde edilen RNA’lara 30 pl
RNAse free su eklendikten sonra RNA konsantrasyonu 260 nm’de absorbanslari
belirlendi. Protein veya organik madde kontaminasyonu yoniinden safliklarinin
belirlenmesi ise sirasiyla 260/280 ve 230/260 nm’de NanoDrop spektrofotometre
(NanoDrop ND-100) ile yapildi.

iii) cDNA sentezi: Elde edilen RNA’lardan cDNA sentezi, iScript cDNA Synthesis Kit
(Bio-Rad Laboratories) ile gerceklestirildi.

iv) Real time RT-PCR analizi: L. monocytogenes serotiplerinin baslica viriilens
genlerinin (hlyA, actA, inlA, inlB, inlC, inlJ, plcA, plcB, vip, fbpA ve fri) ekspresyon
diizeyleri real time reverse transcription PCR (real time RT-PCR) ile belirlendi. Bu
amagla ekspresyon stabilitesi ortaya konmus (158, 372) spoG (5’TGA CGG TGA ATT
CCG TGA TA3’; 5’TCA GCA GAA ACG GAT TCA GA3’) housekeeping gen olarak
kullanildi. Analiz real time PCR cihazinda (Bio-Rad, Real-Time PCR Detection
System, CFX96 Touch™) gerceklestirildi. Reaksiyon toplam 10 pl hacimde hazirlanmig
olup karisima, 1 pul cDNA, her bir primerden 0,5 pl (10 uM’lik), 5 ul SYBR Green PCR
Master Mix (Bio-Rad Laboratories) ve nuclease free su (Bio-Rad Laboratories)
konuldu. PCR kosullar1 95°C’de 3 dk ilk denatiirasyonu takiben 40 siklus 95°C’de 10
sn, 55°C’de 15 sn ve 72°C’de 40 sn olarak gerceklestirildi. Floresans datalarinin ilk
okumas1 72°C’deki uzama basamaginda elde edildi. Analizde son asamay1 95°C’de 10
sn, 65°C’de 2 ve 95°C’de 5 sn olusturmus olup, disosiyasyon egrisi i¢in ikinci okuma
65°C’de gergeklestirildi. Real time RT-PCR analizi sonucunda elde edilen veriler CT
ACq verileri CFX Manager Software (Bio-Rad CFX Manager 3.1, CA, ABD)
kullanilarak degerlendirildi ve izolatlarin viriilens genlerinin ekspresyon diizeyi
housekeeping gene gore karsilastirildi. Listeria monocytogenes izolatlarinda real time
RT-PCR ile tespit edilen viriilens genleri ve bu genlere 6zgii primer dizilimleri Tablo

3.2.’de verilmistir.



Tablo 3.2. Listeria monocytogenes izolatlarinda real time RT-PCR ile tespit edilen

viriilens genleri ve bu genlere 6zgii primer dizilimleri.

Gen Primer sekansi (5°-3°) Kaynak

hlyA F: TGCAAGTCCTAAGACGCCA (373)
R: CACTGCATCTCCGTGGTATACTAA

act4 F: GCTGATTTAAGAGATAGAGGAACA (374)
R: TTTATGTGGTTATTTGCTGTC

inl4 F: ACGAGTAACGGGACAAATGC (12)
R: CCCGACAGTGGTGCTAGATT

inlB F: TGGGAGAGTAACCCAACCAC (12)
R: GTTGACCTTCGATGGTTGCT

inlC F: AATTCCCACAGGACACAACC (12)
R: CGGGAATGCAATTTTTCACTA

inlJ F: TGTAACCCCGCTTACACAGTT (12)
R: AGCGGCTTGGCAGTCTAATA

plcA F: CAGCATACTGACGAGGTGTG (375)
R: GATGTCCGCTCTACCTGA

plcB F: GCATGATATTGACAGCAAATTA (375)
R: TGAAATACTTTGCTCCTGTT

vip F: CCGTTTATCATCCAAGTGGCTAT (376)
R: GCGCATCCAATTGTTGTTGA

fbpA F: CGCCAACTTGAGTACTCTTCTAG (377)
R: CGATTGAATCACCACATGCGAAC

fri F: AAAACAATCAACTCAGTAGACACAAAGG (378)

R:ATGGAGCTTTTCCTAAGAATGCTTTGA
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3.2.7. ERIC-PCR (Enterobacterial Repetitive Intergenic Consensus-PCR) Parmak

izi Analizi

Pili¢ boyun derisi 6rneklerinden izole edilen, PCR ile dogrulanan ve multipleks PCR ile
serotipleri belirlenen L. monoctogenes’lerin parmak izi analizi ve izolatlar arasindaki
klonal iliski ERIC-PCR ile belirlendi. Analizde ERICIR (5’-ATGTAAGCTCCTGGG
GATTCAC-3’) ve ERIC2 (5’-AAGTAAGTGACTGGGGTGAGCG-3’) primerleri
kullanildi. DNA konsantrasyonu NanoDrop spektrofotometre (NanoDrop ND-100)
kullanilarak, 260 nm’de ayarlandi. 1 x Taq Polymerase Master Mix, her bir primerden
25 pmol ve 35 ng DNA iceren PCR karigimi (25 pl) hazirlandi ve amplifikasyonlar
Thermal Cycler’da (Eppendorf Mastercycler Gradient) 95°C’de 5 dakika ilk
denatiirasyonu takiben 33 siklus 90°C’de 30 saniye, 50°C’de 30 saniye, 52°C’de 1
dakika, 65°C’de 2 dakika ve son uzama islemi 65°C’de 8 dakika olarak gergeklestirildi.
ERIC-PCR fiiriinleri daha sonra % 1,5’lik agaroz jelde 1 x TBE buffer’da 50 V’da
elektroforez ile ayrigtirildi. Agaroz jel 300 ml ethidium bromide soliisyonu (0,5 pg/ml)
ile boyanarak, jel goriintiileme sistemi ile goriintiileri ¢ekildi (Bio-Rad, Geldoc XR, CA,
ABD). Elde edilen jel goriintiisii cluster (kiime) analizi yapmak iizere kullanildi ve

dendrogramlar1 ¢ikartildi.
3.2.7.1. Cluster (Kiime) Analizi

L. monocytogenes izolatlarinin genomik parmak izi benzerliginin (klonal iligki)
belirlenmesinde ERIC-PCR analizi sonucunda elde edilen paternler kullanildi. Verilerin
olusturulup analize alinmasinda her bir izolat i¢in bantlar var (1) ya da yok (0) olarak
kaydedildi. Veriler DendroUPGMA  dendrogram olusturma uygulamasinda
(http://genomes.urv.cat/UPGMA/) islenerek izolatlarin benzerlik ve uzaklik matriksleri
Jaccard katsayisina (Jaccard’s coefficient) gore hesaplanarak dendrogramlari

olusturuldu.

3.3. L. monocytogenes’e Litik Etkili Bakteriyofaj izolasyonu ve Faj

Duyarhhiklariin Tespiti

Kanatli mezbaha atik sularindan 50’ser ml steril numune kaplarma alinarak, soguk
zincir altinda laboratuvara getirilen ornekler derhal baktariyofaj izolasyonuna tabi
tutuldu. Oncelikle atik su érnekleri, kil, tiiy, organ parcalar1 gibi kaba partikiillerinden

arindirilmak i¢in slizge¢ kagidindan siiziildii. Siiziilen atik sularindan 10 ml alindi ve
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steril 0,22 um ¢apli milipor filtrelerden (Corning Inc.) gecirilerek steril tiiplere aktarildi.
Boylece atik su oOrnekleri kontamine olduklar1 bakteri ve mikropartikiillerden de
arindirilmis  oldu. Bakteriyofaj zenginlestirmesi amaciyla filtratlardan 500’er pl
alinarak, i¢lerinde 4 ml TSB bulunan 7 adet steril tiiplere aktarildi ve tizerlerine TSB’de
37°C’de 1 gece zenginlestirilmis L. monocytogenes kiiltlirlerinden (L. monocytogenes
ATCC 19111 [serotip 1/2a], N7155 [serotip 1/2b], ATCC 7644 [serotip 1/2c], N7143
[serotip 3a], NCTC 5214 [serotip 4a], RSKK 475 [serotip 4b] ve RSKK 476 [serotip
4c]) birinden 2 ml inokule edilerek 30°C'de 1 gece inkiibasyona birakildi. Inkiibasyonu
takiben, L. monocytogenes hiicrelerinin lizisi ve bakteriyofajlarin hiicreden ¢ikarak
siispansiyon icerisinde serbest kalmasi amaciyla her bir ependorf tiipiine 400 pl
kloroform (CHCIl;) eklendi. Karisim hafifce karistirildiktan sonra 3000 x g'de 15 dakika
santrifiij (Hermle, Z326K, Franklin, Almanya) edildi. Santrifiij islemini takiben iistte
kalan s1v1 (bakteriyofaj iceren) tekrar 0,22 pm c¢apli milipor filtreden gegirilerek ayr1 bir
tiipe aktarildi ve 10"°den 10*’¢ kadar TSB ile diliisyonlart hazirlandi. Her bir
dilisyondan 10 pl spot ekim testi amaci i¢in kullanildi. Diliisyonlarin spot ekim testi
icin, 90 mm'lik petrilerde iki kathi agarlar hazirlandi. Bu amagla 4 mm kalinli§inda
dokiilmiis ve 4°C’de muhafaza edilen LB (Luria Bertani) agar’in (LB broth + % 1,5
agar + 10 mM CaCl,) (Merck, 110285) iizerine, 3 ml olarak hazirlanmis, 50°C’ye
sogutulmus ve 37°C’de 1 gece TSB’de zenginlestirilmis L. monocytogenes kiiltiiriinden
200 pul (10° kob/ml) eklenmis LB soft agar (LB broth + % 0,75 agar + 10 mM CaCl,)
(Merck, 110285) dokiildi (379). Agarlarin oda sicakliginda donmasini takiben, atik su
numunelerinden elde edilen filtratin her bir diliisyonu (10'-10%), farkli referans susu
barindiran ¢ift katl petrilere belirli araliklarla 10’ar pl damlatilarak ekimleri yapildi.
Damlalarin emilmesini takiben petriler 30°C’de 24 saat inkiibe (Niive EN120, Ankara,
Tiirkiye) edildi. Inkiibasyon sonunda bakteriyofajlar, agarlarin {izerinde olusmus
plaklar (berrak zon) seklinde tespit edildi. Agar iizerinde olugsan 1-5 adet plak, steril
mikropipet ucuyla alinarak, bakteriyofajin lize etmis oldugu susun TSB’de 37°C’de 1
gece inkiibe edilmis 1,5 ml’lik zenginlestirmesine inokiile edildi ve 30°C'de 24 saat
inkiibe edildi. Inkiibasyonu takiben tiiplere 100’er pl kloroform eklendi, hafifce
karigtirildi ve 3000 x g’de 15 dakika santrifiij (Beckman Coulter 22R Centrifuge)
edildi. Santrifiijii takiben siipernatantlar alinarak steril ependorf tiiplerine aktarildi. Bu
sekilde izole edilerek zenginlestirilen saf litik bakteriyofaj siispansiyonlariin bir kismi

4°C’de, bir kismi da steril gliserin eklenerek (% 20 v/v) -80°C'de (Niive) muhafaza
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edildi. Tim deney protokolii, her bir bakteriyofaj ve L. monocytogenes kombinasyonu

icin ayr1 ayr1 yapildi.
3.4. L. monocytogenes Bakteriyofajlarimin Plak Karakterizasyonu

L. monocytogenes’lerin bakteriyofajlara olan duyarliliklarini tespit etmek amaciyla,
yapilan ¢ift katli agarlara ekim sonucunda olusan plaklarin morfolojileri (dis goriiniisleri

ve ¢aplar1) gozlemlenerek olusturduklar: plaklar karakterize edildi (380).

3.5. Restriksiyon Enzimleriyle Faj DNA’larimin Karsilastirilmasi

Bakteriyofajlarin DNA’lar1, yiiksek titreli faj lizatlarmdan (> 10° pfu/ml) faj DNA
izolasyon kiti (Phage DNA Isolation Kit, #46800, Norgen Biotek Corp., Ontario,
Kanada) kullanilarak elde edildi. Restriksiyon enzimleri i¢in toplam 50 pl hacimde,
bilesiminde 10 x PCR buffer (NEB, New England Biolabs, Ipswich, MA, ABD), 1 ul
Clal ve Sacl enzimleri (NEB, New EnglandBiolabs, Ipswich, MA, ABD) ve 10 ul DNA
iceren master mix hazirlandi. Ornekler, restriksiyon islemi igin 37°C’ de 1,5 saat
muamele edildi. Digeste edilmis DNA’larin genomik profilleri 1 pl/ml ethidium
bromide ile % 0,7°lik agaroz jele yiliklendi. Yiikleme esnasinda DNA ladder olarak
Lambda DNA-Hindlll Digest (NEB, New EnglandBiolabs, Ipswich, MA, ABD)
kullanilarak, elektroforez iglemine tabi tutuldu (380). Elektroforez islemini takiben, jel

goriintiisii alinarak bakteriyofaj izolatlarin restriksiyon profilleri belirlendi.

3.6. Bakteriyofajlardan L. monocytogenes’in Bashca Viriilens Genlerinin Tespiti

Listeriyofaj izolatlarinda L. monocytogenes’in baglica viriilens genlerinin (hlyA, actA,
inlA, inlB, inlC, inlJ, plcA, plcB, vip, fbpA ve fri) varlig, real time RT-PCR boliimiinde
(Bkz. 3.2.6) bahsedilen yontem uygulanarak ortaya kondu.

3.7. Bakteriyofajlarin Asidik pH Degerlerini Tolere Etme Ozelliklerinin

Belirlenmesi

Bakteriyofajlarin asidik pH degerlerini tolere etme kabiliyetlerinin belirlenmesi
amacuyla, ¢ift katli agarlarda hazirlanarak spot ekimleri yapilan ve lize etmis olduklar
sus ile birlikte bir gece inkiibasyona birakilarak, ardindan santrifiij edilerek
zenginlestirilen saf bakteriyofaj silispansiyonlari, laktik asit ile pH’lar1 3,0 ve 4,0

degerlerine ayarlanip, 1 saat siireyle oda sicakliginda bekletildi. Deneyin 0., 10., 30. ve
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60. dakikalarinda bakteriyofajlarin spot ekimleri ¢ift kathh LB agarda gerceklestirildi.
Plak olusup olusmamasina gore bakteriyofajlarin diisiik pH degerlerini tolere etme

Ozellikleri belirlendi.

3.8. Bakteriyofajlarin Cesitli Sicaklik Derecelerini Tolere Etme Ozelliklerinin

Belirlenmesi

Bakteriyofajlarin cesitli sicaklik derecelerini tolere etme kabiliyetlerinin belirlenmesi
amacuyla, ¢ift katli agarlarda hazirlanarak spot ekimleri yapilan ve lize etmis olduklar
sus ile birlikte bir gece inkiibasyona birakilip ve ardindan santrifiij edilerek
zenginlestirilen saf bakteriyofaj stispansiyonlari, 50°C ve 60°C sicaklik derecelerine 1
saat slireyle maruz birakilarak, 0., 10., 30. ve 60. dakikalarda bakteriyofajlarin spot
ekimleri ¢ift kathh LB agarda gerceklestirildi. Plak olusup olusmamasina gore

bakteriyofajlarin ¢esitli sicaklik degerlerini tolere etme 6zellikleri belirlendi.

3.9. Bakteriyofaj Konak Spesifite ve Litik Etki Spektrumunun Belirlenmesi

Calismada pili¢ boyun derisi 6rneklerinden izole edilen 31 L. monocytogenes izolatinin
yan1 sira, bu calismay1 destekleyen TUBITAK 114R104 no’lu projeden elde edilen 13
L. monocytogenes izolati, daha onceki ¢alismalarda izole edilen 32 L. monocytogenes’e
(serotip 1/2a, 1/2b, 1/2c¢ ve 4b) ile 7 adet referans L. monocytogenes susu (L.
monocytogenes ATCC 19111 [serotip 1/2a], N7155 [serotip 1/2b], ATCC 7644 [serotip
1/2¢c], N7143 [serotip 3a], NCTC 5214 [serotip 4a], RSKK 475 [serotip 4b] ve RSKK
476 [serotip 4c]), ayrica izole edilen fajlarin L. monocytogenes disindaki baska suslara
litik etkisinin olmadiginin tespit edilebilmesi amaciyla E. coli O157:H7, E. faecium, E.
faecalis, S. Typhimurium, A. hydrophila, Y. enterocolitica, R. equi, C. perfringens ve S.
aureus referans suglart olmak flizere toplam 83 L. monocytogenes ve 9 non-L.
monocytogenes mezbaha atik sularindan elde edilen bakteriyofajlarin  konak
spesifitelerinin ve litik etki profillerinin belirlenmesi amactyla kullanildi. Bu kapsamda,
4°C TSB'de veya -80°C (Niive) cryoviallerde saklanan saf bakteriyofaj kiiltiirleri,
izolasyon boliimiinde agiklandigi sekilde (Bkz. 3.2.8) litik aktivite gosterdikleri L.
monocytogenes suglarindan hazirlanan kiiltlirlerde ¢ogaltildi. Calismada konak olarak
kullanilacak olan L. monocytogenes izolatlar1 ve diger bakteri suslarinin TSB'de
37°C’de 1 gece zenginlestirilmis kiiltiirleri ile kontamine edilmis ¢ift katli agarlar (LB

agar) spot ekim testi ile bakteriyofaj duyarliliklarinin belirlenmesi amactyla hazirlandi.
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Zenginlestirilmis bakteriyofajlar bakteri kiiltiirleri ile kontamine edilmis agarlarin
iizerine spot ekim teknigiyle inokule edildi ve petriler 30°C’de 24 saat inkiibe (Niive
EN120) edildi. Inkiibasyon sonunda agarlar iizerinde plaklarm (berrak zon) gézlenmesi
inokule edilen bakteriyofajin ekildigi konak bakteriye litik etkili oldugunu gosterdi.
Calismada izole edilen bakteriyofaj kiiltiirlerinin litik aktiviteleri, belirtilen tiim bakteri
kiiltiirleriyle arastirildi. Calisma neticesinde L. monocytogenes’e spesifik ve en genis
spekturumda L. monocytogenes izolatlarin1 lize eden 2-5 adet bakteriyofaj kokteyl

olusturmak amaciyla belirlendi.

3.10. L. monocytogenes ATCC 19111 Susunda Nalidiksik Asit (NA) Direncinin

Gelistirilmesi

Selektif bir Ozellik olarak artan nalidiksik asit direncliligi kazandirmak iizere
(biyokontrol calismasinda kullanilan susa ayirict bir 6zellik kazandirmak amaciyla)
referans L. monocytogenes susu, artan konsantrasyonlarda (10, 20, 30, 40 ve 50 pg/ml)
nalidiksik asit iceren LB agar’in (LB broth + % 1,5 agar + 10 mM CaCl,) lizerinde
gerceklestirilen pasajlarla normale gore daha yiiksek diizeyde nalidiksik asite direngli

hale getirildi.

TSB’de 37°C’ de bir gece zenginlestirilen yiiksek diizeyde nalidiksik aside direncli hale
getirilmis referans L. monocytogenes’in (NA-LM19111); normal bilesimine ek olarak
50 pg/ml nalidiksik asit (NA) igeren MOX agarda (NA-MOX) ve normal MOX agar’da
sayimlar1 yapilarak, gelistirilen NA-direnci dogrulandi. Sayimlar, 10 katli diliisyonlar
hazirlanarak ¢ift seri damla plak yontemiyle ekilen NA-LM kolonilerinin, 35°C’de bir
gece inkiibasyonu ile gerceklestirildi.

3.11. Faj Kokteyli icin Secilen Bakteriyofajlarin In-Vitro Litik Etkinliklerinin
Tespiti

Kokteyl i¢in belirlenen aday fajlarin konak NA-LM19111 susuna in-vitro olarak litik
etkinlikleri, TSB’de 37°C’ de 1 gece zenginlestirilmis (12-18 saat) (Niive EN120), log-
ireme fazindaki L. monocytogenes susuna farkli infeksiyon cokluklarinda (Mol,
Multiplicity of Infection, faj sayisi/bakteri) eklenmesi ile farkli siirelerde (0., 30., 60. ve
90. dk ve 3., 6., 24. ve 48. saatler) alman Orneklerden faj ve bakteri sayimlarinin

gerceklestirilmesi ile degerlendirildi. Bu kapsamda, ODggo degerleri dogrultusunda TSB
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ile 10% 10" ve 10° kob/ml diizeyinde seyreltilen L. monocytogenes kiiltiirleri, son titresi
10® pob /ml (plak olusturan birim/ml) faj olacak sekilde infekte edilerek 30°C’de 24 saat
inkiibe edildi. L. monocytogenes sayimi igin belirtilen siirelerde alinan Orneklerden
ODygoo degerlerindeki azalmalar kaydedildikten sonra hazirlanan 10 katli sulandirmalar,
cift seri damla plak yontemiyle MOX agara ekildi ve petriler 37°C’de bir gece
inkiibasyona birakildi. Inkiibasyonu takiben, koloni sayimlari gergeklestirilerek
kob/ml’deki azalmalar kaydedildi. Faj sayimi i¢in belirtilen siirelerde alinan 6rnekler,
0,22 um ¢apl steril milipor filtreden siiziilerek konak bakteri ile hazirlanan tabakali
agarlarda (Bkz. 3.2.9) ¢ift seri spot ekimler ile sayildi. Sayimlar sonucunda faj
miktarindaki artis kaydedildi.

3.12. Bakteriyofaj Kokteylinin Hazirlanmasi ve Optimizasyonu

Yapilan faj duyarlilik profili testi neticesinde analiz edilen L. monocytogenes
izolatlarina en genis spektrumda litik etki gdsteren 2-5 bakteriyofajin karigimindan
kokteyl hazirlandi. Bu amagla, sec¢ilen her bir faj, 1 gece o6ncesinde TSB’de 37°C’de
zenginlestirilmis olan L. monocytogenes konak hiicresi kiiltlirlerinde ¢ogaltilarak,
30°C’de 1 gece inkiibasyona birakildi ve ertesi giin steril 0,22 um ¢apli milipor filtreden
gecirilerek steril tiiplere aktarildi. Konak hiicresinde zenginlestirilmis her bir faj,
biyokontrol ajami olarak gida modelinde kullanim agamasinin hemen 6ncesinde, 10°

pob/ml sayisinda ve esit hacimde karistirildi.

Calismalarda hedeflenen sayida bakteriyofaj iceren siispansiyonlarin hazirlanabilmesi
icin, TSB’de 37°C’de 1 gece zenginlestirilmis L. monocytogenes kiiltiiriine daha 6nce
izole edilmis 1 ml bakteriyofaj silispansiyonu inokule edilerek 30°C'de 1 gece
inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon sonrasi bakteri-faj siispansiyonu ependorf tiiplerine
aktarilarak her bir tipe 100 pl kloroform (CHCI;) eklendi. Karisim hafifce
karigtirildiktan sonra 3000 x g’'de 15 dakika santrifiij edildi. Santrifiijii takiben iistte
kalan siv1 (baktariyofaj iceren) steril 0,22 pm ¢apli milipor filtreden gegirilerek steril
tiiplere aktarildi. Bakteriyofaj siispansiyonunun seri diliisyonlar1 hazirlanarak pob/ml

sayisinin tespiti amaciyla agarda plak sayimlari gergeklestirildi.
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3.13. L. monocytogenes Kiiltiirlerinin Hazirlanmasi

Calismada kullanmak iizere, hedeflenen sayida nalidiksik aside direngli L.
monocytogenes Xiiltiirlerinin hazirlanabilmesi i¢in etken TSB’de 37°C’de 1 gece
inkiibasyona birakildiktan sonra bakteri siispansiyonu 5000 x g’de 15 dakika santrifiij
edildi. Santriflij sonras1 slipernatant atilarak dipte kalan bakteriler metabolik artiklarin
uzaklastirilmas1 amaciyla 10 ml tamponlanmis tuzlu suyla (PBS, pH 7,4) yikand1 ve
5000 x g’de 15 dakika tekrar santrifiij edildi. Siipernatant atildiktan sonra dipte kalan
bakteriler 10 ml steril TSB’de tekrar siispanse edildi. Bu sekilde hazirlanmig NA-L.
monocytogenes (NA-LM) siispansiyonlarinin  seri  dillisyonlar1  hazirland1  ve
spektrofotometrede 600 nm dalga boyunda optik dansiteleri (ODggo) belirlendi. Tespit
edilen ODgop degerindeki kob/ml sayisinin belirlenmesi amaciyla, TSA’da plak
sayimlart gergeklestirildi. Boylelikle hedeflenen sayida L. monocytogenes igeren

stispansiyonun OD degeri, ¢calismada kullanilmak {izere belirlenmis oldu.

3.14. Pili¢ Butlarinda L. monocytogenes’in Bakteriyofaj Kokteyli ile Biyokontrolii

Bu amagla, marketlerde satisa sunulan taze derili pili¢ butlar1 kullanildi. Pili¢ butlari
NA-LM ile 10% 10* veya 10° kob/ml olacak sekilde 1 ml bakteri siispansiyonu ile steril
numune poseti icerisinde kontamine edildi. Fajli (F) ve kontrol (K) gruplari olusturuldu
ve her bir but tartilarak agirliklart not alindi. Pili¢ kesim standartlarina gore 2,5 kg’lik
bir pili¢ karkas1 i¢in 1,5 It sogutma suyu harcandig1 géz onitinde bulundurularak farkl
agirhiklardaki butlar i¢in ne kadar faj siispansiyonu kullanilmasi gerektigi hesaplandi
(6rnegin 150 g’lik bir but icin 90 ml su harcanmasi gerekmektedir). F grubuna ait but
orneklerine 10° pob/ml faj siispansiyonundan hesaplanan miktarda eklendi ve 10 dakika
(pili¢ kesim prosesinde minimum 6n sogutma siiresidir) ¢alkalanarak muamele edildi. K
grubunda ise bakteriyofajli su yerine steril distile su eklenerek, ayni islemlerden
gecirildi. Siirenin sonunda but 6rnekleri, igerisinde bulunduklar sividan ¢ikarilarak yeni
bir steril numune posetinlerine alindi ve 4°C’de (buzdolabi sicakligl) muhafaza edildi.
Baglangi¢ kontaminasyon diizeyinin belirlenmesi amaciyla 0. saatte yapilan L.
monocytogenes ve bakteriyofaj sayimina ek olarak buzdolabi sicakliginda muhafaza
edilen orneklerde 1., 3., 6. ve 24. saatlerde L. monocytogenes ve faj sayimlar1 yapildi.

Her bir deney ti¢ tekrarli olarak gerceklestirildi.
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Derili pilig Bakteri Faj siispansiyonu
butlarmin alinmasi |:> siispansiyonu ile |:> veya distile su
ve tek tek tartilmasi kontamine edilmesi eklenmesi

On dakika boyunca :> Butlarin steril :> Inkiibasyon sonras1
calkalama numune posetine NA-MOX agarda
aktarilmasi bakteri sayimi

Sekil 3.2. Pili¢ but gida modelinde L. monocytogenes’in bakteriyofaj kokteyli ile

biyokontroliil ¢alismas1 goriintiileri.

3.15. Deney Orneklerinde L. monocytogenes Sayisimin ve Varhiginin Belirlenmesi

Steril numune posetlerinde, uygun muhafaza siiresini tamamlamis olan, deneysel olarak
NA-LM ile kontamine F ve K grubu pili¢ but érneklerine Rinse yontemi ile 100 ml
peptonlu su (Merck, 107214) ilave edildi. On katli diliisyonlar yapildiktan sonra
nalidiksik asit eklenmis MOX agara (NA-MOX) ekimler 37°C’de 24 saat inkiibasyonu
takiben L. monocytogenes sayimlar1 gergeklestirildi. F grubunda NA-LM’in saptama

sinirinin altina diismesi durumu g6z onilinde bulundurularak, plak sayimlarinda L.
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monocytogenes tespit edilemeyen oOrneklerden IMS bazli kiiltiir teknigi ile L.

monocytogenes varligi belirlendi.

3.16. L. monocytogenes Sayisindaki Rediiksiyonun Belirlenmesi ve Istatistiksel

Analizler

Bakteriyofaj katilan deney grubundaki (F grubu) L. momnocytogenes sayisindaki
rediiksiyon, faj katilmamis kontrol grubu (K grubu) ile karsilagtirilarak koloni sayilari

arasindaki fark kaydedildi. Olusan farkin 6nemli olup olmadigi istatistiksel olarak analiz

edildi.

Ug tekrarli olarak gergeklestirilen modellerdeki her bir kontaminasyon diizeyi
kob/ml’den log’a cevrilerek, kontrol (K) ile faj (F) gruplar arasindaki farkliliklar ve 3
tekrardan elde edilen ortalama degerler alindi. MOI’lerin hesaplanmasi i¢in ise,
ortalama baslangic pob/ml her bir ulasilan kontaminasyon diizeyindeki ortalama
baslangi¢c kob/ml’ye boliindii. Bakteri sayisindaki azalmalarin zaman ile iliskisinin
istatistiksel onemini ortaya koymak i¢in bagimsiz tek yonlii varyans analizi (ANOVA)
ve istatistiksel bir &nem gozlendiginde Tukey’in HSD testi kullanildi. Istatistik
analizleri SPSS 15.0 istatistik paket programi (SPSS Inc., Chicago, Illinois, ABD)
kullanilarak gerceklestirildi.



4. BULGULAR

Bu ¢aligmada Subat 2016 — Ocak 2017 tarihlerini kapsayan bir yillik stirede, iki farkli
kanatli mezbahasindan toplam 120 pili¢ boyun derisi ve toplam 60 mezbaha atik suyu
ornegi toplandi. Pili¢c boyun derisi orneklerinde L. monocytogenes varligi IMS bazli
kiiltiir teknigi ile arastirildi. Izolatlar, hlyA geni esas alinarak PCR ile dogrulandi,
multipleks PCR ile serotiplendirmeleri yapildi, baglica viriilens genlerinin varlig1 real
time RT-PCR ile belirlendi ve ERIC-PCR parmak izi analizi ile izolatlar arasindaki
klonal iligki ortaya kondu. Mezbaha atik sularindan ise, L. monocytogenes’e litik etkili
bakteriyofajlar izole edildi, restriksiyon enzimleri ile DNA’lar1 karsilastirildi ve
fajlardan L. monocytogenes’in baglica viriilens genleri tespit edildi. Gida modelinde
kullanilmak {izere, izole edilen fajlardan {i¢ii secilerek konak L. monocytogenes susuna
in vitro ortamda litik etkisi ortaya kondu ve pilic but gida modelinde L.

monocytogenes’in bakteriyofaj kokteyli ile biyokontrolii arastirildi.
4.1. Orneklerde L. monocytogenes Varhg

Bir yil stiresince her ii¢ aylik periyotta toplam 30 adet olacak sekilde toplanan 120 pili¢
boyun derisi drneginin 20’sinden (% 16,7) 31 adet siipheli L. monocytogenes kolonisi
IMS bazl kiiltiir teknigi ile izole edildi. Ornekler, Bolu’da bulunan iki farkl1 kanath
kesimhanesinden 60’ar adet toplanmis olup (C ve G), L. monocytogenes izolatlarinin

tamami (% 100) G kodlu kesimhaneden izole edilmistir (Tablo 4.1.)



Tablo 4.1. Tez ¢alismasi siiresince pili¢ boyun derisi 6rneklerinden elde edilen L.

monocytogenes’lerin dagilimu.

Ornek Mezbaha IMS bazh Kiiltiir
izolat kodu
Donem No
P70 Bolu (G) LM-P70
P75 Bolu (G) LM-P75
_ P77 Bolu (G) LM-P77
§ P78 Bolu (G) LM-P78-1
2 Q LM-P78-2
o5
2 LM-P78-3
U
~ LM-P78-4
P80 Bolu (G) LM-P80-1
LM-P80-2
h g P156 Bolu (G) LM-P156-1
<
s S 9 LM-P156-2
E= 8 LM-P156-3
2z LM-P156-4
P172 Bolu (G) LM-P172-1
LM-P172-2
P173 Bolu (G) LM-P173
P174 Bolu (G) LM-P174
P175 Bolu (G) LM-P175
~ P176 Bolu (G) LM-P176
S P177 Bolu (G) LM-P177
= P178 Bolu (G) LM-P178
- O P179 Bolu (G) LM-P179
= P180 Bolu (G) LM-P180-1
» LM-P180-2
E P181 Bolu (G) LM-P181-1
< LM-P181-2
P183 Bolu (G) LM-P183
P184 Bolu (G) LM-P184
P185 Bolu (G) LM-P185-1
LM-P185-2

P186 Bolu (G) LM-P186
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4.2. Mevsimsel Farklihk

Almman pilic boyun derilerinde, mevsimsel dagilimin L. monocytogenes ile
kontaminasyon diizeyi arasindaki iliski incelendi. Verilerin istatistiksel olarak analizi
amaciyla, orneklerin alindigi Kasim-Mart aylar1 arasit soguk donem ve Nisan-Ekim
aylar1 arasi ise sicak donem olmak {izere iki grupta incelendi. Calisma neticesinde soguk
donemde 19, sicak dénemde ise 1 L. monocytogenes izole edildi. Bu kapsamda, Ki kare
testiyle yapilan istatistiksel analiz sonucunda, L. monocytogenes ile pili¢ boyun derisi
orneklerinin kontaminasyon diizeyinde mevsimsel etkinin istatistiksel olarak anlamli

oldugu bulundu (p < 0,05) (SPSS Statistics for Windows, Version 20.0).
4.3. PCR Sonuclarn
4.3.1. Konvansiyonel PCR Sonuclari

Alinan 6rneklerden IMS bazli kiiltiir teknigi ile izole edilen L. monocytogenes izolatlar
hlyA gen sekansi kullanilarak PCR analizi ile incelendi. Analiz neticesinde 31 susun

tamaminin (% 100) hlyA genine sahip oldugu tespit edildi (Sekil 4.1.).

388 bp - hiyA

Sekil 4.1. ilyA geni tespit edilmis L. monocytogenes izolatlarinin elektroforez

goruntimdl.

(M: 100 bp DNA marker. 1: Pozitif kontrol - L. monocytogenes ATCC 7644. 2: Negatif kontrol
3-7: hlyA pozitif L. monocytogenes izolatlari)
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4.3.2. Multipleks PCR Sonuglar:

Pili¢ boyun derisi 6rneklerinden izole edilen ve PCR ile dogrulanan L. monocytogenes

izolatlarinin tamami 1/2a (3a) (% 100) serotipi olarak identifiye edildi (Sekil 4.2.).

Sekil 4.2. L. monocytogenes izolatlarinin 1/2a serotipi i¢in 691 bp’da elde edilen

elektroforez goriintiisii.

(M: 100 bp DNA marker. 1: Pozitif kontrol (1/2a serotipi) - L. monocytogenes ATCC 19111. 2
: Pozitif kontrol (1/2b serotipi) - L. monocytogenes N7155, 3: Pozitif kontrol (1/2¢ serotipi) - L.
monocytogenes ATCC 7644, 4: Pozitif kontrol (4/b serotipi)- L. monocytogenes RSKK 475, 5:
Negatif kontrol, 6-11: L. monocytogenes1/2a (3a) izolatlar1.

4.3.3. Real Time RT-PCR Sonuglarn

L. monocytogenes izolatlarinin baslica viriilens genlerinin (hlyA, actA, inlA, inlB, inlC,
inlJ, plcA, plcB, vip, fbpA ve fri) ekspresyon diizeyleri real time RT-PCR ile belirlendi.
SpoG’nin housekeeping gen olarak kullanildigi analizde, tiim izolatlarin bu geni ayni
diizeyde eksprese ettigi belirlendi. P75, P77, P78’de 6, P80’de 3, P156°da 4 gen yiiksek
diizeyde ekprese edilirken, P70 ve P172-P186 arasindaki izolatlarin tim genlerinin
normal diizeyde eksprese edildigi tespit edildi. Bununla birlikte, P78 izolatlarinda plc4,
P77 izolatinda ise inlJ geninin diisiik diizeyde eksprese edildigi belirlendi. Bu verilere
gore, P75 izolatinin diger izolatlara gore viriilens 6zelliginin fazla oldugu tespit edildi.
Baz1i L. monocytogenes izolatlarinin gen ekspresyonu sonuglari Tablo 4.2.°de

belirtilmistir.
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Tablo 4.2. Bazi L. monocytogenes izolatlarinin real time RT-PCR gen ekspresyonu

sonugclari.
izolat Gen Ortalama  Normalize Bagil Regiilasyon  Regiile
Cq ekspresyon  normalize edilmis esige
ekspresyon kiyasla
ekspresyon
actA 29,59 0,00211 111,11815  111,11815 Y
fbpA 22,8 0,23317 N/A N/A DY
fri 34,13 0,00009 2,23661 2,23661 DY
hlyA 21,64 0,51909 0,58419 -1,71178 DY
inl4 23,09 0,19022 8,00994 8,00994 Y
P70 inlB 22,17 0,35888 1,33682 1,33682 DY
inlC 21,74 0,4847 3,69158 3,69158 DY
inlJ 20,51 1,13737 1,83871 1,83871 DY
plcA 21,44 0,59755 5,30111 5,30111 Y
plcB 21,21 0,70233 449,01349  449,01349 Y
vip 19,92 1,70768 N/A N/A DY
spoG 20,7 N/A N/A N/A DY
act4 24,22 0,07689 4051,85417 4051,85417 Y
fbpA 21,56 0,48508 N/A N/A DY
fri 31,75 0,00042 10,27656 10,27656 Y
hlyA 20,89 0,77226 0,86912 -1,1506 DY
inl4 21,97 0,36668 15,44063 15,44063 Y
P75 inlB 22,05 0,34529 1,2862 1,2862 DY
inlC 21,12 0,65951 5,02297 5,02297 Y
inlJ 20,35 1,12129 1,81271 1,81271 DY
plcA 20,14 1,29917 11,52555 11,52555 Y
plcB 20,49 1,02111 652,8172 652,8172 Y
vip 19,67 1,79708 N/A N/A DY
spoG 20,52 N/A N/A N/A DY
13071,8348
actA 25,75 0,24806 7 13071,83487 'Y
fbpA 25,37 0,32236 N/A N/A DY
fri 34,08 0,00077 19,13817 19,13817 Y
hlyA 24,09 0,78809 0,88692 -1,12749 DY
inl4 23,07 1,59797 67,28934 67,28934 Y
P77 inlB 23,34 1,32458 4,93398 4,93398 Y
inlC 23,55 1,1399 8,68174 8,68174 Y
inlJ 27,31 0,084 0,1358 -7,3636 D
plcA N/A N/A N/A N/A DY
plcB 23,21 1,44113 921,34559  921,34559 Y
vip 22,36 2,60696 N/A N/A DY
spoG 23,74 N/A N/A N/A DY



P78

P80

P156

P172

actA
JbpA
fri
hiyA
inlA4
inlB
inlC
inlJ
plcA
plcB
vip
spoG

actA

JorA

hiyA
inlA
inlB
inlC
inlJ
plcA
plcB
vip
spoG

actA
JbopA
fri
hiyA
inlA
inlB
inlC
inlJ
plcA
plcB
vip
spoG

actA

JopA

hiyA
inlA
inlB

24,58
23,62
34,64
23,94
22,11
22,97
23,14
22,41
29,95
23,4

22,14
23,22

N/A

37,63
N/A

33,12
35,46
34,97
35,13
33,52
34,16
34,09
32,22
33,45

29,59
22,8

34,13
21,64
23,09
22,17
21,74
20,51
21,44
21,21
19,92
20,7

22,63
27,95
33,02
20,04
20,63
19,95

0,38811
0,75887
0,00037
0,60524
2,151
1,18887
1,05179
1,75154
0,00941
0,88241
2,10594
N/A

N/A
0,05537
N/A
1,25686
0,24907
0,35005
0,31284
0,9557
0,61281
0,64344
2,34123
N/A

0,00211
0,23317
0,00009
0,51909
0,19022
0,35888
0,4847
1,13737
0,59755
0,70233
1,70768
N/A

0,10435
0,00262
0,00008
0,62914
0,41737
0,66855

20451,8910
2

N/A
9,03411
0,68115
90,577
4,42846
8,01069
2,83159
0,08347
564,14676
N/A

N/A

N/A

N/A

N/A
1,41449
10,48809
1,30391
2,38263
1,54502
5,43655
411,36882
N/A

N/A

111,11815
N/A
2,23661
0,58419
8,00994
1,33682
3,69158
1,83871
5,30111
449,01349
N/A

N/A

1,00000
1,00000
1,00000
1,00000
1,00000
1,00000

20451,89102 'Y

N/A
9,03411
-1,46811
90,577
4,42846
8,01069
2,83159
-11,9802
564,14676
N/A
N/A

N/A

N/A

N/A
1,41449
10,48809
1,30391
2,38263
1,54502
5,43655
411,36882
N/A

N/A

111,11815
N/A
2,23661
-1,71178
8,00994
1,33682
3,69158
1,83871
5,30111
449,01349
N/A

N/A

1,00000
1,00000
1,00000
1,00000
1,00000
1,00000

DY
Y
DY

Y
Y
Y
DY
D

Y

DY
DY

DY
DY
DY
DY
Y

DY
DY
DY
Y

Y

DY
DY

Y
DY
DY
DY
Y
DY
DY
DY
Y
Y
DY
DY

DY
DY
DY
DY
DY
DY

90
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inlC N/A N/A N/A N/A DY
inlJ 19,79 0,74717 1,00000 1,00000 DY
plcA 29,43 0,00094 1,00000 1,00000 DY
pleB 24,18 0,03569 1,00000 1,00000 DY
Vip 22,47 0,11692 1,00000 1,00000 DY
spoG 19,37 N/A N/A N/A DY
actA N/A N/A N/A N/A DY
fbpA N/A N/A N/A N/A DY
fri N/A N/A N/A N/A DY
hlyA N/A N/A N/A N/A DY
inlA4 N/A N/A N/A N/A DY
P178 inlB 39,45 0,04947 N/A N/A DY
inlC N/A 0,49764 0,56790 -1,76087 DY
inlJ 36,12 N/A N/A N/A DY
plcA N/A N/A N/A N/A DY
pleB N/A N/A N/A N/A DY
vip 34,85 1,19469 N/A N/A DY
spoG 35,11 N/A N/A N/A DY
actA 24,98 0,07498 N/A N/A DY
fbpA 23,64 0,19059 5,19404 5,19404 Y
fri 34,57 0,00010 N/A N/A DY
hlyA 21,35 0,93293 2,74832 2,74832 DY
ATCC inld 23,94 0,15478 1,86871 1,86871 DY
19111  iniB 23,17 0,26284 0,76861 -1,30106 DY
inlC 23,21 0,25660 1,02922 1,02922 DY
inlJ 21,40 0,89812 1,24526 1,24526 DY
plcA 22,71 0,36162 1,69301 1,69301 DY
pleB 21,76 0,070189 7,86385 7,86385 Y
vip 36,24 0,00003 N/A N/A DY
spoG 21,25 N/A N/A N/A DY

DY: Degisiklik yok, Y: Yiiksek, D: Diisiik, Cq: Cycle quantification, siklus miktar 6l¢timii.

4.3.4. ERIC-PCR Sonug¢lar

ERIC-PCR analizi sonucunda elde edilen paternler DendroUPGMA dendrogram
olusturma uygulamasinda islenerek izolatlarin benzerlik matriksleri Jaccard katsayisina
(Jaccard’s coefficient) gore hesaplanarak dendrogramlart olusturuldu. Buna gore 31
izolatin toplam 7 farkli DNA profiline (Grup-1, Grup-2, Grup-3, Grup-4, Grup-5, Grup-
6, Grup-7) sahip oldugu belirlendi. Buna gore, Grup 1’de ve Grup-2’de 1, Grup-3’de 3,
Grup-4 ve Grup-7°de 9, Grup-5’de ve Grup-6’de ise 4 izolat bulunmaktadir (Tablo
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4.3.). Aynm1 o6rnekten izole edilen kolonilerin klonal oldugu tespit edildi. ERIC-PCR
analizi neticesinde elde edilen jel goriintiisii Sekil 4.3.”de, izolatlar aras1 klonal iliskiyi

gosteren dendrogram ise Sekil 4.4.’de verilmistir.

Tablo 4.3. Pili¢ boyun derisi 6rneklerinden elde edilen L. monocytogenes izolatlarinin

dagilimi ve karakterizasyonu.

Ornek Mezbaha IMS bazh PCR PCR ERIC-PCR
kiiltiir izolat hiyA Serotip Grup no
kodu

Donem No

P70  Bolu(G) LM-P70 + 1/2a (3a) Grup-1
P75 Bolu(G) LM-P75 + 1/2a (3a) Grup-2
= P77 Bolu(G) LM-P77 + 1/2a (3a) Grup-3
= P78 Bolu(G) LM-P78-1 + 1/2a (3a) Grup-4

V] g LM-P78-2 + 1/2a (3a) Grup-4

= LM-P78-3 + 1/2a (3a) Grup-4

< LM-P78-4 + 1/2a (3a) Grup-4
P80 Bolu(G) LM-P80-1 + 1/2a (3a) Grup-3

LM-P80-2 + 1/2a (3a) Grup-3

_ & PI5S6 Bolu(G) LM-PI56-1 + 1/2a (3a) Grup-4
= = ] LM-P156-2 + 1/2a (3a) Grup-4

g é» ) LM-P156-3 - 1/2a (3a) Grup-4

2 § LM-P156-4 + 1/2a (3a) Grup-4

P172 Bolu(G) LM-P172-1 + 1/2a (3a) Grup-5
LM-P172-2 + 1/2a (3a) Grup-5

P173 Bolu(G) LM-P173 + 1/2a (3a) Grup-5

P174 Bolu(G) LM-P174 + 1/2a (3a) Grup-5

P175 Bolu(G) LM-P175 + 1/2a (3a) Grup-4

~ P176 Bolu(G) LM-P176 + 1/2a (3a) Grup-6

S P177 Bolu(G) LM-P177 + 1/2a (3a) Grup-6

. P178 Bolu(G) LM-P178 + 1/2a (3a) Grup-7

- O P179 Bolu(G) LM-P179 + 1/2a (3a) Grup-7
= P180 Bolu(G) LM-P180-1 + 1/2a (3a) Grup-7
» LM-P180-2 + 1/2a (3a) Grup-7

E P181 Bolu(G) LM-P18l1-1 + 1/2a (3a) Grup-6
< LM-P181-2 + 1/2a (3a) Grup-6
P183 Bolu(G) LM-P183 + 1/2a (3a) Grup-7

P184 Bolu(G) LM-P184 + 1/2a (3a) Grup-7

P185 Bolu(G) LM-P185-1 + 1/2a (3a) Grup-7
LM-P185-2 + 1/2a (3a) Grup-7

P186 Bolu(G) LM-P186 + 1/2a (3a) Grup-7
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-
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-1 e N O )

P78 P80 P8O P156 P156 P156 P156
S T T T
s

Sekil 4.3. L. monocytogenes izolatlarinin ERIC-PCR analizi jel elektroforez goriintiisii.
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LMP75
LMP70
LMP802
LMP801
LMP77
LMP175
LMP1564
LMP1563
LMP1562
LMP1561
LMP784
LMP783

LMP782
® LMP781

LMP174
LMP173

EMp1787

LMP1812
LMP1811

LMP177
LMP176

LMP186
LMP1852
LMP1851
LMP184
LMP183
LMP1802
LMP1801

LMP179
LMP178

Sekil 4.4. L. monocytogenes izolatlarinin ERIC-PCR analizi sonucu dendrograma.

(((LMP70:0.100,((LMP77:0.000,LMP801:0.000):0.000,LMP802:0.000):0.100):0.017,LMP750.117):0.039,((((((((L
MP781:0.000,LMP782:0.000):0.000,LMP783:0.000):0.000,LMP784:0.000):0.000,LMP1561:0.000):0.000,LMP1562
:0.000):0.000,LMP1563:0.000):0.000,LMP1564:0.000):0.000,LMP175:0.000):0.100,(((LMP1721:0.000,LMP1722:0.
000):0.000,LMP173:0.000):0.000,LMP174:0.000):0.100):0.055):0.105,((((LMP176:0.000,LMP177:0.000):0.000,LM
P1811:0.000):0.000,LMP1812:0.000):0.167,((((((LMP178:0.000,LMP179:0.000):0.000,LMP1801:0.000):0.000,L
MP1802:0.000):0.000,LMP183:0.000):0.000,LMP184:0.000):0.000,LMP1851:0.000):0.000,LMP1852:0.000): 0.000,
LMP186:0.000):0.167):0.094).

4.4. Bakteriyofaj izolasyonu ve Plak Karakterizasyonu

Bir yil siiresince toplanan 60 mezbaha atik suyu Orneginden 5 adet listeriyofaj izole
edildi. Ornekler, Bolu’da bulunan iki farkli kanatli kesimhanesinden 30’ar adet
toplanmis olup (C ve Q), listeriyofajlarin hepsi (% 100) G kodlu kesimhaneden izole
edildi (Tablo 4.4.). Bakteriyofajlarin litik etki gosterdikleri referans suslar Tablo 4.5.’de



95

gosterilmistir. Spot ekim teknigi ile c¢ift kathi petride plak olusturan bakteriyofaj

izolatinin diliisyon ve plak goriiniimiine iliskin fotograf Sekil 4.5.”de sunulmustur.

Tablo 4.4. Mezbaha atik sularindan izole edilen L. monocytogenes’e litik etkili

bakteriyofajlar.
Ornek Plak izole edildikleri konak
Mezbaha Kkarakteri L. monocytogenes suslari
Dénem  No Araklerl 19111 N7155 7644 N7143 5214 475 476
1-2 mm ¢aph
MI116 Bol + - + + + +
Yaz 6 Bolu(G) berrak zon z
(P{amran— MI17 Bolu (G) 1-2 mm ¢aph N p N N N N N
Agustos berrak zon
201 1-2 |
016) M119 Bolu (G) T - z A
berrak zon
Son‘t')-ahar MI31 Bolu (G) 1-2 mm ¢aph A N b . N N ,
(Eylil- berrak zon
Kasim Bolu (G) 1-2 mm ¢aph
Ml s 4 + + +
2016) 35 berrak zon g z

M: Mezbaha atik suyu; 1911: L. monocytogenes ATCC 19111 (serotip 1/2a); N7155: L.

monocytogenes N7155 (serotip 1/2b); 7644: L. monocytogenes ATCC 7644 (serotip 1/2c);
N7143: L. monocytogenes N7143 (serotip 3a); 5214: L. monocytogenes NCTC 5214 (serotip
4a), 475: L. monocytogenes RSKK 475 (serotip 4b); 476: L. monocytogenes RSKK 476 (serotip
4c); z: zayif litik etki

Tablo 4.5. Bakteriyofajlarin litik etki profilleri.

Bakteri M M M M M Bakteri M M M M M
116 117 119 131 135 116 117 119 131 135

LM ATCCI19111 Z P P Z P LM-P179 P P P P P
(1/2a)

LM N7155 (1/2b) P Z P P P LM-P180-1 P P P P P
LM ATCC 7644 N P N N P LM-P180-2 P P P P P
(1/2¢)

LM N7143 (3a) P P P N N LM-P181-1 P P P P P
LM NCTC 5214 (4a) P P N P P LM-P181-2 P P P P P
LM RSKK 475 (4b) P P P P P LM-P183 P P P P P
LM RSKK 476 (4c) P P N P P LM-P184 P P P P P
LM RSKK 02028 P P P P P LM-P185-1 P P P P P
LM-S20-1 P P P N P LM-P185-2 P P P P P
LM-S20-2 P P P N P LM-P186 P P P P P
LM-P10-1 P P P P P LMO002 (4b) P P P P P
LM-P10-2 P P P P P LMO008 (4b) P P P P P
LM-P20-1 P P P N P LMO12 (4b) P P P P P
LM-P20-2 P P P N P LMO021 (4b) P P P P P
LM-S49-1 P P P N P LMO026 (4b) P P P P P
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LM-S50-1
LM-S50-2
LM-P41-1
LM-P41-2
LM-P48-1
LM-P51-1
LM-P51-2
LM-K61-1
LM-K79-1
LM-K80-1
LM-K80-2
LM-K80-3
LM-K80-4
LM-K80-5
LM-S61-1
LM-P70-1
LM-P75-1
LM-P77-1
LM-P78-1
LM-P78-2
LM-P78-3
LM-P78-4
LM-P80-1
LM-Pg0-2
LM-P156-1
LM-P156-2
LM-P156-3
LM-P156-4

ja=Mia-Bia-Nis-Nia-Bia-Mise s lia-Mise s Bae e MiaeBia-liseMiseBiae lise Biae Biae lise Bise Bise Bl lise Bise ool
a=MiaBia-lis- s Bia-Ris- s iia-Bise s laliseMiaeBiaelise Mise Blae lise Bise Bise liso Bise Bise llae Bl Bav el
ja=Mia-Bia-Nis-NiavBia-lis- s Bia-Ris- s BaliseMiaeBiaelise MiseBiae lise Bise Bise liso Bise Bise Bl B Bav el

LM-P172-1
LM-P172-2
LM-P173

ja=Mla]
o U
ja=Mla]

LM-P174 P P P
LM-P175 P P P

LM-P176 P P P
LM-P177 P P P
LM-P178 P P P

TR YYvOTRTRTRTYTYTTTR T YZT©YT

o U

ja=2ia-Bia-is-Nia-Ria-lis- s Bia-Misc s laliseMiaelia-liseNiseBiaelise BiseBiae lise Bise Bise llae lise Bise ol

o U

LMO036 (4b)
LMO044 (4b)
LMO51 (1/2a)
LMO057 (1/2¢)
LMO058 (1/2¢)
LMO064 (1/2¢)
LMO066 (1/2a)
LMO070 (4b)
LMO072 (1/2a)
LMO077 (1/2a)
LMO81 (1/2a)
LMO095 (1/2b)
LM100 (4b)
LM110 (1/2a)
LM112 (1/2b)
LM114 (1/2a)
LM116 (1/2a)
LM128 (1/2a)
LM130 (1/2b)
LM132 (4b)
LM136 (1/2a)
LM157 (1/2a)
LM159 (1/2a)
LM161 (1/2a)
LM173 (4b)
LM174 (4b)
LM178 (4b)
E. coli
O157:H7

E. faecium

E. faecalis

S.
Typhimurium
A. hydrophila
Y.
enterocolitica
R. equi

C. perfringens
S. aureus

2727 ZZ ZZ7Z ZowoowooROOYRYYNYTYNYYNZZZ Y0

zZ2Z 2ZZ ZZZ Z9WUYVZZZZTWYZZZYZTYVYZZZVZZZZTITT

N: Negatif; P: Pozitif; Z: Zayif litik etki
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Sekil 4.5. Faj kokteylinde kullanilan listeriyofajlarin plak goriintiisii.

4.5. Restriksiyon Enzimleriyle Faj DNA’larim1 Karsilastirilmasi

Calismada Clal ve Sacl enzimleriyle (NEB, New EnglandBiolabs) muamele edilen ve
elektroforez jeli lizerinde goriintiilenen faj DNA’larmin ayni profile sahip oldugu tespit
edildi.

4.6. Bakteriyofajlardan L. monocytogenes’in Bashca Viriilens Genlerinin Tespiti

Sonuclan

Yapilan real time RT-PCR analizi neticesinde, listeriyofaj izolatlarinin tiimiinde L.
monocytogenes’in baglica virlilens genlerinin (hlyA4, actA, inlA, inlB, inlC, inlJ, plcA,

pleB, vip, fbpA ve fri) tamaminin eksprese edildigi belirlendi.

4.7. Bakteriyofajlarin Asidik pH Degerlerini ve Cesitli Sicaklik Derecelerini Tolere
Etme Ozellikleri

Her iki pH degerinde de (pH 3,0 ve 4,0) bakteriyofajlarin 10. dakikadan itibaren hizla
canliliklari1 kaybettikleri dolayisiyla belirtilen pH degerlerini tolere edemedikleri
belirlendi.
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Tim bakteriyofajlarin  60°C’lik inkubasyonun 10. dakikasindan itibaren hizla
canliliklarin yitirdikleri gézlendi. Ancak, 50°C’lik inkubasyonun 10. dakikasinda tiim
fajlarin litik etkinliklerinin devam ettigi ve ¢ift katl petride plak olusturduklari, 30.
dakikada ise M117, M119 ve M135 nolu fajlarin bu sicaklig1 tolere edebildigi ancak
litik etkinliklerinin zayifladig1 belirlendi. Inkubasyonun 60. dakikasinda ise, hicbir fajin
petride plak olusturamadigi dolayisiyla M117, M119 ve M135 kodlu fajlarin 50°C’lik
sicakligl ancak 30 dakika tolere edebildikleri belirlendi. Listeriyofajlarin asidik pH
degerlerini ve yiiksek sicaklik derecelerini tolere etme sonuglar1 Tablo 4.6.’da, buna

iliskin plak goriintisii ise Sekil 4.6.’da verilmistir.

Tablo 4.6. Listeriyofajlarin asidik pH degerlerini ve yliksek sicaklik derecelerini tolere

etme sonuglari.

Zaman pH Sicakhk

pH 4,0 pH 3,0 50°C 60°C
10 dakika - - + -
30 dakika - - 7z .
60 dakika - - - -

-: Plak olusumu gozlenmedi. +: Plak olusumu gozlendi. z: Zayif plak olusumu gozlendi.

) f | k
Sekil 4.6. Fajlarin asidik pH ve ¢esitli sicaklik degerlerini tolere etme 6zelliklerinin

arastirildig1 calismaya iliskin plak goriintiisii.
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4.8. Bakteriyofaj Konak Spesifite ve Litik Etki Spektrumunun Belirlenmesi

Calismada elde edilen bakteriyofajlarin hi¢birinin non-L. monocytogenes referans suslar
iizerine litik etki gostermedigi tespit edildi. Bununla birlikte, fajlarin ¢alismada
kullanilan 83 farkli L. monocytogenes susu iizerinde farkli yelpazede litik etki profiline
sahip olduklart belirlendi ve bu veriler dogrultusunda M117, M119 ve M135 kodlu
fajlarin ¢alismada kullanilan L. monocytogenes’ler iizerine en genis spektrumda litik

etkiye sahip olduklar1 tespit edildi.

4.9. L. monocytogenes ATCC 19111 Susunda Nalidiksik Asit (NA) Direncinin

Gelistirilmesi

TSB’de 37°C’ de bir gece zenginlestirilen nalidiksik aside diren¢li hale getirilmis
referans L. monocytogenes ATCC 19111 (NA-LM19111)’in; hem 50 pg/ml NA iceren
MOX agarda (NA-MOX) hem de icermeyen MOX agar’da sayimlar1 yapilarak,
gelistirilen NA-direnci dogrulandi. Buna gore her iki petride de inkiibasyon sonunda
ayni sayida (2,2 x 10'° kob/ml) L. monocytogenes kolonisinin iiredigi belirlenerek

gelistirilen direng teyit edildi.

4.10. Faj Kokteyli icin Secilen Bakteriyofajlarin In-Vitro Litik Etkinliklerinin
Tespiti

Faj kokteylinin, 10° kob/ml diizeyinde bakteri bulunan kiiltiirinde ilk yarim saatten
itibaren kuvvetli litik etki gostererek L. monocytogenes’i tamamen ortadan kaldirdig:
belirlendi. 10" kob/ml diizeyinde bakteri bulunan kiiltiirde 30. dakikada yapilan bakteri
sayiminda 3 log’luk bir diisiis gozlendi ve sonraki sayimlarda bakteri sayisi tespit
smirmnim altinda kaldi. 10° kob/ml diizeyinde bakteri bulunduran kiiltiirde ise, ilk yarim
saatte 2 log’luk bir diisiisiin ardindan, 6. saate kadar olan sayimlarda bakteri sayisinin
yaklasik 1 log azalarak diigmeye devam ettigi, bununla birlikte 24. saatte bakteriyofaja
diren¢ gosteren hiicrelerin ¢ogalarak 3 log seviyesine, 48. saatte ise 6 log seviyesine
ulagtig1 belirlendi. Bakteri sayimlari ile es zamanli olarak yapilan faj sayimlarinda ise,
10% diizeyinde katilan bakteriyofaj kokteylinin 60. dakikada 10° seviyesine ulastigi, 3
saatte ise 10'° pob/ml’ye ulasarak 48. saatin sonuna kadar bu seviyede devam ettigi
tespit edildi. L. monocytogenes’in 600 nm’de Olgiilen OD degerleri Tablo 4.7.’de,

bakteri ve bakteriyofaj sayim sonuglari ise Tablo 4.8.’de belirtilmistir.
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Tablo 4.7. NA-LM19111’in yapilan seri diliisyonlarina gére 600 nm’de 6l¢iilen OD

degerleri.
Diliisyon oram 600 nm OD NA-LM19111 sayis1 (kob/ml)
0,0 1.128 6,6 x 10"
0.1 0.232 6,6 x 10°
0.01 0.092 6,6 x 10°
0.001 0.018 6,6 x 10’
0.0001 0.001 6,6 x 10°
Tablo 4.8. Belirli saatlerde yapilan NA-LM 19111 sayim1 ve bakteriyofaj sayimi
sonuglari.
Zaman Bakteri sayimi (log kob/ml) Bakteriyofaj sayimi (log pob/ml)
10° 10° 10° 10° 10° 10°
0. dakika 2,28 4,17 6,9 8,84 8,84 8,84
30. dakika - 1,7 4,34 8,84 8,84 8,84
60. dakika - - 3,32 9,6 9,78 9,84
90. dakika - - 3,0 9,78 9,9 9,95
3. saat - - 2,78 10,0 10,2 10,47
6. saat - - 1,3 10,6 10,3 10,47
24. saat - - 3,82 10,7 10,7 10,78
48. saat - - 6,47 10,47 10,6 10,7

Tespit siurt: 1 kob/ml - : Tespit edilmedi.

4.11. Bakteriyofaj Kokteylinin Hazirlanmasi

Yapilan faj duyarlilik profili testi neticesinde analiz edilen L. monocytogenes

izolatlarina en genis spektrumda litik etki gosteren M117, M119 ve M135 kodlu fajlar

ile bir faj kokteyli hazirlandi. Bu amagla, sec¢ilen her bir faj bir gece 6ncesinde TSB’de

37°C’de zenginlestirilmis (Niive EN120) olan L. monocytogenes konak hiicresi

kiiltiirlerinde ¢ogaltilarak, 37°C'de 1 gece inkiibasyona birakildi ve ertesi giin steril 0,22
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um c¢aplt milipor filtreden gegirilerek steril tiiplere aktarildi. Her bir segilen faj, ayr1 ayri
konak hiicrede zenginlestirildi ve gida modelinde kullanilmadan hemen 6nce her biri

yaklasik 10° pob/ml sayis1 olacak sekilde ve esit hacimde karistirildu.
4.12. Pili¢ Butlarinda L. monocytogenes'in Bakteriyofaj Kokteyli ile Biyokontrolii

Pili¢ but gida modelinde, 2,32 log kob/ml diizeyinde kontamine edilen grupta 1. saatten
itibaren L. monocytogenes’in tespit edilemeyecek seviyeye geriledigi; 4,6 log kob/ml
diizeyinde kontamine edilen grupta 1. saatten itibaren 2,34 log kob/ml diizeyinde
rediiksiyona ugradigi; 6,6 log kob/ml diizeyinde kontamine edilen grupta ise en yliksek
rediiksiyonun 3,30 log kob/ml ile 3. saatte oldugu gozlendi. Calismada, pili¢ butlarinin
bakteriyofaj iceren sogutma suyuna daldirilmasiyla baslangi¢ kontaminasyon diizeyine
kiyasla L. monocytogenes sayisinda 6nemli dlgiide rediiksiyonun saglandigi ve 4°C’de
muhafazada bakteri sayisinda belirgin bir yeniden artisin gozlenmedigi belirlendi. Bu
kapsamda, ii¢ farkli fajdan olusan kokteylin L. monocytogenes biyokontroliinde etkili
oldugu sonucuna varildi. Pili¢ but gida modelinde L. monocytogenes’lerde muhafaza
siiresince bakteri sayim sonuclar1 ve goriilen rediiksiyon miktar1 Tablo 4.9. ile Tablo
4.10°da belirtilmistir. MOI 4,18 ve 6,46 log [pob/kob]/ml kontaminasyon diizeylerinde
tespit edilen rediiksiyon miktarlarina iliskin grafik Sekil 4.7.’de belirtilmis olmakla
birlikte, MOI 2,18 log [pob/kob]/ml kontaminasyon diizeyindeki gida modelinde L.
monocytogenes sayist muhafazanin 1. saatinden itibaren tespit sinirinin altinda
kaldigindan grafikte gosterilememistir. Deneye iliskin gorlintiiler ise Sekil 4.8.°de

sunulmustur.
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Tablo 4.9. Pili¢ but gida modelinde kontrol ve deney gruplarinda muhafaza stirelerine

gore L. monocytogenes sayim sonuglari.

Zaman L. monocytogenes sayisi - log (kob/ml)
Kontrol Grubu Fajh Grup
10° 10° 10° 10° 10° 10°

0. dk 2,32 4,60 6,60

1. saat 2,30 4,34 5,30 <2,00" 2,00 2,30
3. saat 2,70 3,20 5,30 <2,00" 2,00 2,00
6. saat 2,78 3,00 5,84 <2,00" 2,30 3,00
24. saat 3,00 3,00 5,84 2,3 2,30 3,04

*: Tespit sinirt olan 2,00 log kob/mI’nin altinda kalan bakteri sayisi.

Tablo 4.10. Pili¢ but gida modelinde L. monocytogenes sayisinda goriilen rediiksiyon

miktarlari.

Baslangic Baslangic  Baslangic Muha- Ortalama rediiksiyon
Bakteriyofaj Mol Bakteri faza (log kob/ml)
sayisi (log [pob/  sayis1 sicakhigi
(log pob/ml)  kob]/ml)*  (log kob/g)  (°C)

1s’ 3s 6s" 24 s
8,78 6,46 2.32 4 0,3-2,32° 0,7-2,70*  0,78-2,78"° 0,7
8,78 4,18 4.60 2,34 1,20 0,7 0,7
8,78 2,18 6.60 3,00 3.30 2,84 2,80

* . Tespit edilmeyen bakteri sayimlarina ait veriler i¢in kotii senaryo olarak minimum

rediiksiyon degeri tespit sinir1 olan log 2,00 kob/ml, iyi senaryo olarak ise kontrol grubundaki
bakteri sayist1 kullanilmis olup, rediiksiyon bu degerler arasinda gergeklesmistir.
P : K ve F gruplar arasinda saatler arasindaki rediiksiyon degerleri anlamli bulundu (p < 0,05).

¢ . Farkli MOI degerleri ile elde edilen rediiksiyonda istatistiksel olarak bir anlam
gozlemlenmedi (p > 0,05).
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MOI 4,18 MOI 6,46

(4°C) (4°C)

log kob/ml

O Rr N W b U1 O N
~—e
~—e
log kob/ml
S = N W B O OV I 0 O

Zaman (sa) Zaman (sa)

Sekil 4.7. Pili¢ but gida modelinde MOI 4,18 ve 6,46 log [pob/kob]/ml kontaminasyon

diizeylerinde tespit edilen rediiksiyon miktarlari.

4.13. istatistiksel Analizler

Pili¢ but gida modeli faj denemeleri sonucunda elde edilen verilerin Tek Yonlii Varyans
Analizi (ANOVA) ve Tukey HSD testi neticesinde; MOI 6,46, MOI 4,18 ve MOI
2,18’in bakteriyofaj kokteyli katilmis gruplarinda meydana getirmis oldugu L.
monocytogenes sayisindaki rediiksiyon, farkli saatlerdeki muhafaza siireleri bazinda
incelendiginde saatler arasindaki rediiksiyon farkinin istatistiksel olarak anlamli oldugu
(p < 0,05) ortaya kondu. Buna gore, en yiiksek rediiksiyon MOI 2,18’de, 4°C’de 3
saatlik muhafaza sonucunda 3,30 log kob/ml olarak elde edildi. Bununla birlikte, pili¢
but gida modelinde bakteriyofaj uygulamasina bagli L. monocytogenes sayisinda elde
edilen rediiksiyonda MOI degerleri arasindaki farkin 6nemsiz oldugu (p > 0,05)
belirlendi.



5. TARTISMA ve SONUC

Bu c¢alismada, iki farkli kanatli mezbahasindan bir yillik siirede toplanan pili¢ boyun
derisi 6rneklerinin % 16,7’sinden (20/120) L. monocytogenes izole edilmistir. Osaili ve
ark. (381) yaptiklar bir ¢alismada, kanatli mezbahasindan topladiklar1 160 pili¢ boyun
derisi 0rneginin 15’inden (% 9,4) L. monocytogenes izole ettiklerini bildirmislerdir.
Sakaridis ve ark. (32)’nin dort farkli mezbahadan aldiklart 100 pilic boyun derisini
inceledikleri calismada, Orneklerin % 99’unun Listeria spp. ve % 38’inin L.
monocytogenes ile kontamine oldugu rapor edilmistir. Skovgaard ve Morgen (184)
Danimarka’da yaptiklar1 bir caligmada ise, pilic boyun derisi drneklerinin % 47’sinin L.

monocytoegenes ile kontamine oldugunu bildirmislerdir.

Avrupa’da c¢esitli {ilkelerde yapilan c¢aligmalarda L. monocytogenes’in tavuk
karkaslarinda ve ¢ig tavuk eti lirtinlerinde % 10-61 arasinda bir prevalansa sahip oldugu
goriilmektedir. Buna gore, Ingiltere’de yapilan bir calismada ¢ig tavuk etlerinin %
60’1mnin (382), Norveg’te tavuk karkaslarinin % 61’inin (383), Bel¢ika ve Fransa’da
broyler pili¢ karkaslarmn sirastyla % 10 ve %15’inin (384), Ispanya’da tavuk karkas

pargalariin % 13’{iniin (385) L. monocytogenes ile kontamine oldugu bildirilmistir.

ABD’de ise L. monocytogenes prevalanst Cox ve ark. (386) tarafindan tavuk
karkaslarinda % 25, Bailey ve ark. (387) tarafindan ise % 23 olarak rapor edilmistir.
Lawrence ve Gilmour (388), ¢ig ve pismis kanatli eti isleyen tesislerden aldiklari
numunelerde L. monocytogenes prevalansinin sirastyla % 26 ve % 15 oldugunu
bildirmislerdir. Bununla birlikte arastirmacilar, bu tesislerde iiretilerek satisa sunulan
cig etlerde % 59 gibi yiiksek bir L. monocytogenes kontaminasyonu bildirmelerine
karsin, pismis etlerde bakteriyi izole edemediklerini belirtmislerdir. Bu durum, tiiketim
oncesinde uygulanan sicaklik isleminin 6nemini vurgulamaktadir. Cook ve ark.
(389)’nin Kanada’da yaptiklar1 bir ¢aligmada derili ve derisiz pili¢ gégiis 6rnekleri L.

monocytogenes varligr yoniinden karsilastirilmis ve derili 6rneklerde prevalans % 34
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olarak tespit edilirken, derisiz 6rneklerde % 15 olarak bildirilmistir. Caligmada ayrica,
en sik izole edilen serotipin 1/2a oldugu belirtilmistir. Kanada’da yapilan bir baska
calismada ise, ¢ig tavuk butlarinda L. monocytoegenes prevalanst % 34 olarak

saptanmistir (190).

Diinya ¢apinda pek cok iilkede de kanath etlerinde L. monocytogenes prevalansina
iligkin sonuglar bildirilmistir. Buna gore, Japonya’da tavuk karkas parcalarinda % 15
(390), Tayland’da marketlerde satisa sunulan ¢ig tavuk etlerinde % 13,9 (391),
Malezya’da pili¢ but, gégiis ve kalcalarinda % 20 (392), Nijerya’da pili¢ etlerinde %
95,8 (393), Hindistan’da marketlerde satisa sunulan pili¢ etlerinde ise % 8,5 (394)
oldugu belirtilmektedir.

Tiirkiye’de yapilan ¢alismalarda ise, ¢ig tavuk etlerinde ve karkaslarinda prevalansinin
% 11,5 - 29,3 arasinda, hindi eti ve kiymalarinda ise % 12,7 - 51,4 arasinda oldugu
bildirilmektedir (180, 181, 367, 395, 396, 397).

ABD ve Kanada’da kanath kesim prosesinde karkaslara dekontaminasyon ajani olarak
klorin, peraasetik asit, setilprinidyum klorid gibi maddeler kullaniliyor olmasina
ragmen, kimyasal ajan olarak sadece klor kullaniminin yasal oldugu AB ve Tiirkiye’de

L. monocytogenes prevalanslarinin birbirinden ¢ok farkli olmadig: dikkati ¢ekmektedir.

Kanatli mezbahalar1 ve kanatl eti isleme tesislerinde L. monocytogenes’in varligina dair
yapilan c¢alismalar, etkenin kanatli etlerine ve liriinlerine bulasmasinda mezbahalarin
onemini vurgulamaktadir. Iskandinav iilkelerinde kanatli mezbahalarinda yapilan bir
calismada patojenin prevalansinin % 20,6-24,1 arasinda oldugu bildirilmistir (398).
Danimarka’da yapilan bir ¢alismada, 7 kanatli mezbahasindan alinan 6rneklerde % 0,3-
18,7 arasinda bir prevalans gozlenmistir. Caligmada ayni zamanda, bu mezbahalara
broyler saglayan kiimeslerdeki tavuklardan da diski 6rnekleri alinmig ancak, drneklerin
L. monocytogenes yoniinden negatif oldugu bildirilmistir. Arastirmacilar, broyler
iiretiminde L. monocytogenes’in Oncelikle mezbahada lokalize oldugu sonucuna
varmiglardir (399). Miettinen ve ark. (400)’nin yaptiklar1 bir calismada ise, kanath
kombinalarinda L. monocytogenes prevalansinin % 1-19 arasinda degistigi bildirilmistir.
Ayrica, et isleme tesislerinde yapilan arastirmalarda bu ¢alismanin bulgularina benzer
bir sekilde L. monocytogenes 1/2a serotipinin en sik izole edilen serotip oldugu
belirtilmektedir (399, 401, 402).
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Bu calismada, mevsimsel farkliligin pili¢ boyun derilerinin L. monocytogenes ile
kontaminasyon iliskisi incelenmistir. Soguk dénemde (Kasim-Mart) 19, sicak donemde
ise (Nisan-Ekim) bir L. monocytogenes izole edilmis ve Ki kare testiyle yapilan
istatistiksel analiz sonucunda, L. monocytogenes ile pilic boyun derisi 6rneklerinin
kontaminasyon diizeyinde mevsimsel etkinin istatistiksel olarak anlamli oldugu
bulunmustur (p < 0,05). Bu ¢alisma sonuglarina benzer nitelikte Lovett ve ark. (403)
ABD’de yaptiklart bir ¢aligmada, ¢ig siitlerden izole ettikleri L. monocytogenes’lerde
insidensin soguk aylarda yiiksek, sicak aylarda ise diisiik oldugunu bildirmislerdir.
Bununla birlikte, kanathi etlerinde (404, 405) ve kanatli mezbahalarinda (398) L.
monocytogenes prevalansina dair yapilan bazi ¢alismalarda etkenin mevsimsel olarak

bir farklilik géstermedigi belirtilmistir.

Listeria tlrlerinin aranmasinda, numunelerin zenginlestirilmesinin ardindan hedef
mikroorganizmay1 ortamdan ayirmak ve yogunlugunu arttirmak i¢in kullanilan immuno
manyetik seperasyon (IMS) tekniginin, izolasyon prosediiriindeki bir giinliik kisalmanin
yani sira selektivitenin ve hassasiyetin artmasinda da rol oynadigi bir¢ok arastirmaci
tarafindan ortaya konmustur (395, 406, 407). Ayrica, PCR teknigi giiniimiizde gida
kaynakl1 patojenlerin hizli bir sekilde tespiti, identifikasyonu ve ayriminda rutin olarak
kullanilan bir metot olarak yerini almigtir (408) ve L. monocytogenes de dahil olmak

iizere bir¢ok bakteri izolatinin dogrulanmasinda etkin olarak kullanilmaktadir (371, 395,

409, 410).

Calismada, L. monocytogenes’in baglica 11 viriilens geninin varligina ve ekspresyon
diizeylerine bakilmis olup, housekeeping gen olarak spoG kullanilmistir. Tim
izolatlarin genlerin hepsine sahip oldugu belirlenmis, bununla birlikte birbirleri ve
housekeeping gen ile kiyaslandiklarinda genleri farkli diizeylerde eksprese ettikleri
tespit edilmistir. Buna gore, diger izolatlarla karsilastirildiginda P75 izolatinin daha
fazla geni yiliksek diizeyde ekprese ettigi tespit edilmis, dolayisiyla diger izolatlara
kiyasla viriilens 6zelliginin fazla oldugu belirlenmistir. Yapilan ¢aligmalarda hidrostatik
basing, yiiksek sicaklik, diisiik pH gibi ¢esitli faktdrlere bagl olarak viriilens genlerin
ekspresyon seviyelerinin artip azalabildigi ve bu durumun L. monocytogenes’in gevresel
kosullara direncinde ve patojenitesinde etkili oldugu ifade edilmistir (154, 155, 411).
Liu ve ark. (158)’nin yaptiklar1 bir ¢alismada, yiiksek hidrostatik basin¢ uygulandiktan

sonra hayatta kalan ctsR mutant 2-1 susunun gen ekspesyon profilini izlemek amaciyla
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mikroarray tekniginin yani sira real time RT-PCR kullanilmis ve mutant sustaki stres ile
iligkili genlerin artan seviyelerdeki ekspresyonunun, mutantin yliksek hidrostatik basing

altinda hayatta kalmasinda rol oynadig1 sonucuna varilmistir.

Hiicrelerin temel fonksiyonlarinin saglanabilmesi i¢in gerekli olan yapisal proteinleri
kodlayan housekeeping genlerin, real time PCR gibi gen ekspresyon deneylerinde
kullanilmadan &nce validasyonlariin yapilmasi gerektigi belirtilmektedir (412). Liu ve
Ream (372) tarafindan L. monocytogenes F2365 susunun viriilens genlerinin incelendigi
bir calismada, test edilen 16SrRNA, gyrase B ve spoG housekeeping genlerinden
spoG’nin, bu ii¢ gen iginde en tutarli esik siklusu (CT, treshold cycle) degerlerini

gosterdigi ve 6l¢iim i¢in en uygun housekeeping gen oldugu bildirilmistir.

Bu calismada izole edilen 31 izolatin ERIC-PCR analizi yapilarak, izolatlarin serotipleri
ayni olmasina karsin (1/2a [3a]) 7 farkli DNA profiline sahip olduklar1 belirlenmistir.
Bu ¢alismanin bulgularina benzer bir sekilde Indrawattana ve ark. (391), marketlerde
satisa sunulan ¢ig tavuk, sifir ve domuz etlerinden izole ettikleri toplam 22 L.
monocytogenes izolatinin tiimiiniin 4b serotipine ait olmasina ve ayni viriilens genlere
sahip olmalarina ragmen, ERIC-PCR analizi neticesinde DNA parmak izlerinin farkli
profillere sahip oldugunu bildirmislerdir. Arastirmacilar, genotiplendirmenin
serotiplendirme ile karsilagtirildiginda daha yiiksek ayrimer o6zelligi  oldugunu
vurgulamiglardir. Chen ve ark. (413) ise, tiikketime hazir gidalardan izole ettikleri L.
monocytogenes izolatlarmin farkli serotiplere sahip olduklarini tespit etmis ancak, farkl
serotiplerdeki bazi izolatlarda ayn1t DNA profillerini gozlemlediklerini bildirmislerdir.
Bunun sebebi, arastirmacilar tarafindan ERIC primerlerinin ¢ogaltilan hedef DNA
bolgesi icin serotip spesifik olmamasi ile iligkilendirilmistir. Yapilan bir calismada ise,
kanatli kombinalarinin ¢esitli noktalarindan ve bu kombinada iiretilen ¢ig pilic
etlerinden Ornekler alinmis ve kombinalarda L. monocytogenes prevalansi % 1-19
arasinda saptanirken, ¢ig pilic etlerinin % 62’sinin etken ile kontamine oldugu
bildirilmigtir. Calismada ayni zamanda izolatlara pulsed field jel elektroforezi de
yapilmis ve mezbaha ile ¢ig ette izole edilen bazi izolatlarin ayn1 DNA profiline sahip

oldugu belirtilmistir (400).

Bu calismada, genel olarak ayn1 zaman diliminde alinan orneklerden elde edilen
izolatlarin benzer DNA profiline sahip olduklar1 goriilmiistiir. Bu durum, kesim

oncesinde veya sonrasinda piligler arasinda bir ¢apraz kontaminasyonun sekillenmig
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olabilecegini isaret etmektedir. Bununla birlikte, Grup-4’de oldugu gibi aym
kesimhaneden, farkli zaman diliminde alinan ancak ayni DNA profiline sahip olan
izolatlar da s6z konusudur. Bu durum ise kontaminasyonun yiiksek ihtimalle
mezbahadan kaynaklandigini diistindiirmekle birlikte, bulagsma kaynaginin net olarak
ortaya konabilmesi i¢in kesim Oncesi agamada kiimeslerden, altliktan, yemden, sudan

hatta teknik personelden de 6rnek alinmasi gerekmektedir.

Yapilan calismalarda fajlarin, kanalizasyondan (313), atik su aritma tesisinden (414),
koyun diskisindan (365), silajdan (415), siit isleme tesisinden (44) ve deniz suyundan
(350) izole edilebildigi ortaya konmustur. Bununla birlikte, bu caligmaya benzer bir
sekilde ABD’de yapilan bir ¢alismada hindi mezbahasi ve isleme tesislerinden Listeria-
spesifik 12 faj izole edilmis, ardindan fajlarin konak spektrumu analizleri yapilarak iki
fajin L. monocytogenes suslar iizerinde giiglii litik etkisi oldugu belirlenmistir (379).
Listeriyofaj vB LmoM AG20 ise, Kanada’nin Ontario eyaletindeki et isleme
tesislerinin atik sularindan izole edilen bir baska L. monocytogenes’e litik etkili faj

olarak bildirilmistir (380).

Bu ¢alismada fajlarin izolasyonunda kullanilan ¢ift katli agara spot ekim yodntemi,
fajlarin ilk kesfinden bu yana kullanilan (329) ve etkinligi bir¢ok arastirmaci tarafindan
da ortaya konmus bir metottur (44, 357, 364, 416). Ayrica calismada kullanilan LB
agarin, bakterilerin yiiksek konsantrasyonlarda iireyebilmesine olanak saglayan zengin
bir icerigi olmasi dolayisiyla, bakteriyofajlarin olusturdugu plaklarin daha net bir
sekilde goriinmesine olanak sagladig: bildirilmektedir (417). Bununla birlikte, Kutter ve
Sulakvelidze (329), pek ¢ok fajin bakteri yiizeyine tutunabilmesi igin Ca™* veya Mg"
gibi katyonlara ihtiya¢ duydugunu ve bu tip kofaktdrlerin besi yerinde bulunmasinin
plak biiylikligiine katk1 saglayacagini belirtilmektedir. Bu bilgiler ile paralel olarak, bu
calismanin 6n hazirlik asamasinda yapilan deneyler esnasinda CaCl, icermeyen LB
agarlarda fajlarin plak olusturma kapasitelerinin CaCl, igerenlere gore ¢ok daha diisiik
oldugu, ayrica bakterinin ¢ift katli besi yerinde yeterince tiirbidite olusturamadigi
belirlenmistir. Bununla birlikte, Leverentz ve ark. (314)’nin Mg ilavesinin fajlarin litik
etkinligini arttirrp arttirmadigini belirlemek amaciyla yaptiklar1 bir ¢aligmada, Mg
kaynagi olarak magnezyum aminoasit selati kullanmanin fajdan ziyade bakteri
cogalmasimi destekledigini, dolayisiyla faj etkinligini arttirmak i¢in Mg’un katki

maddesi olarak kullanilmasini 6nermediklerini bildirmislerdir.
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Calismada tiim fajlarin agar lizerindeki plak karakterlerinin ayni oldugu tespit edilmistir
(1-2 mm ¢apl1, berrak zonlu). Arachchi ve ark. (380), yaptiklar1 bir ¢alismada ii¢ farkli
listeriyofajin plak karakterlerini degerlendirmisler ve bu tez ¢alismasinin bulgularina
benzer bir sekilde 0,5 ile 1,5 mm arasinda degisen c¢aplara sahip olduklarini
bildirmislerdir. Arastirmacilar, ¢ift katli petride kullanilan agaroz konsantrasyonun

farkli oranlarda kullanilmasinin plak karakterini etkiledigini belirtmislerdir.

Kim ve ark. (379) hindi eti isleme tesislerinden izole ettikleri iki listeriyofajin DNA’sim
Clal restriksiyon enzimi ile muamele etmis ve her iki fajin farkli zamanlarda, farkli
tesislerden izole edilmesine ragmen oldukca benzer niikleotid sekans fragmentlerine
sahip olduklarini tespit etmislerdir. Calismada ayni1 zamanda, 20422-1 kodlu fajin ticari
listeriyofaj preparatlarindan olan P100 ve AS511 ile de homolog bir DNA profili
gosterdigi belirtilmistir. Bununla birlikte arastirmacilar, ayni tesislerden izole edilen L.
monocytogenes suslarina karsi her iki fajin da AS511 fajina kiyasla farkli litik konak
spektrumu etkinligi gostermesini, izole edilen fajlarin Listeria ekolojisindeki potansiyel
rollerinin ayr1 olmasmin bir gostergesi olmasiyla iliskilendirmislerdir. Balik isleme
tesisi atik sularindan faj izole edilen bir bagka ¢alismada ise, izole edilen ii¢ fajin
DNA’lar1 Clal ve Sacl enzimleri ile kesilerek ticari A511 faji ile karsilastirilmis ve
LiMN4p kodlu fajin AS511 ile yakinhk gosterdigi belirtilmistir. Bu ¢aligmanin
bulgularina benzer sekilde diger iki fajin DNA profillerinin ayn1 oldugu bildirilmis,
LiMN4p kodlu fajin ise Clal enzim profilinin digerlerinden farkli oldugu tespit
edilmistir. Bununla birlikte arastirmacilar DNA profilleri ayn1 olsa da, farkl: litik konak
spektrumlarina sahip olmalar1 sebebiyle bu ii¢ fajin birbirlerinden farkli olduklarin

rapor etmislerdir (380).

Bu c¢alismada, izole edilen bakteriyofajlarin tiimiinde L. monocytogenes’in baglica
viriilens genlerinin (hlyA, actA, inld, inlB, inlC, inlJ, plcA, plcB, vip, fbpA ve fii)
tamaminin eksprese edildigi belirlenmistir. Bu durum, faj ile konak arasindaki gen
entegrasyonu sebebiyle konakta bulunan viriilens genlerin fajlarda da eksprese edilmesi
ile iligkilendirilebilir. Bakteriyofajlarin, kodladiklar1 viriilens genleri infekte ettikleri
bakterilere aktarabildikleri bildirilmektedir (418, 419). Carlton ve ark. (44) ticari P100
fajinin gen sekans analizi sonucunda L. monocytogenes’in patojenitesini direkt ya da
indirekt olarak etkileyecek higbir viriilens gen dizilimine ya da proteinine sahip

olmadigini bildirmiglerdir. Bu ¢aligmada izole edilen fajlarin da, ticari preparat haline
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getirilmeden Once gen sekans analizlerinin yapilarak viriilens genlerin aktarim

potansiyeli yoniinden incelenmesi gerektigi diisiiniilmektedir.

Bu ¢aligmada, fajlarin asidik pH degerleri (pH 3,0 ve 4,0) ile yiiksek sicaklik degerlerini
(50°C ve 60°C) tolere etme Ozellikleri incelenmis ve fajlarin diisiik pH degerleri ile
60°C sicakligr tolere edemedigi, 50°C’ye ise 30 dakika kadar dayanabildigi tespit
edilmigtir. Bu caligmanin bulgularina benzer bir sekilde, {i¢ listeriyofajin 50°C ve
60°C’lerdeki duyarliliklarinin arastirildigr bir c¢alismada, listeriyofajlarin sicakliga
duyarl olduklar1 belirtilmistir. Buna gore, 50°C sicaklikta faj LIMN17’nin 10 dakikada
tespit sinirmin (< 1 log pob/ml) altinda kaldigi, faj LiMN4p’nin 3 log azaldigi, faj
LiMN4L nin ise 60 dakikada sadece % 7’sinin hayatta kaldig1 bildirilmistir. 60°C’de
ise, ilk 10 dakikada faj LiIMN4L’nin sadece % 10’u hayatta kalabilirken, diger iki fajin
tamamen yok oldugu belirtilmistir (380). Olsen ve ark. (420) ise, Pseudomonas fajlarmi
60°C’de hayatta kalabilme ylizdelerine gore iki gruba ayirmiglardir. Buna gore,
aragtirmacilar psikotrofik fajlarin  olusturdugu grubun 60°C’de 10 dakikada
yikimlandigini, mezofilik fajlardan olusan grupta ise fajlarin 60°C’ye 60 dakika maruz
kalmalarina ragmen % 40’1mnin hayatta kaldigin1 bildirmiglerdir. Bu ¢alisma esnasinda
listeriyofaj izolatlarinin en iyi iireyebildikleri sicaklik 30°C olarak belirlenmis, bu
sebeple tiim faj inkiibasyonlari 30°C’de gergeklestirilmistir. Olsen ve ark. (420)’nin
bulgular1 1s181inda, bu calismada izole edilen fajlar psikotrofik olarak kategorize
edilebilir. Bununla birlikte, ¢calismada elde edilen fajlarin diisiik pH degerleri ile orta-
yiiksek sicaklik degerlerine duyarli olmalari, 6zellikle uygulandiklar1 gidada tiiketim
oncesinde uygulanacak islemlerle kolayca yikimlanabildiklerini ortaya koymasi
acisindan bir avantaj olarak degerlendirilmistir. Bu durum, alkali bir 6zellige sahip olan
ve pisirildikten sonra tiiketilen taze pili¢ etlerinde faj uygulamasinin ideal bir gida

modeli oldugunu desteklemektedir.

Leverentz ve ark. (314)’nin yaptiklar bir ¢aligmada, faj kokteyli ile nisin kombinasyonu
elma dilimlerine uygulanmis ve L. monocytogenes lizerindeki etkisinin yani sira, fajlarin
asidik ortamdaki (pH < 5,0) litik etkinlikleri incelenmistir. Arastirmacilar, faj sayisinin
diisik pH’da ¢ok hizli bir sekilde azaldigimi ve tespit sinirinin altina diistiiglini
bildirmislerdir. Bununla birlikte yapilan ¢aligmalarda, fajlarin olumsuz kosullara karsi

sahip oldugu direncin ait olduklar1 familya ile yakindan iligkili oldugu ve diisiik/ytliksek



111

sicaklik, pH, tuz ile iyonlar gibi olumsuz fiziksel ve kimyasal faktorlere karsi direngte

onemli rol oynadig1 belirtilmektedir (421).

Faj terapilerinde birden fazla fajin kullanilmasinin bakterilerin fajlara direncli hale
gelmesini kontrol altina aldig1 ya da geciktirdigi belirtilmekle birlikte (39, 422),
biyokontrol ¢alismalarinda bu durum 6zellikle genis konak spektrumunu saglayabilmek
amaciyla tercih edilmektedir (423). O’Flynn ve ark. (424)’nin E. coli O157:H7’ye litik
etki gosteren {i¢ fajin in-vitro ortamda tek ve kokteyl halinde kullanarak etkinliklerini
ortaya koyduklar1 bir calismada, bakteri {iremesinin optimal oldugu sicaklikta faj
kokteylinin tek faj uygulamasina kiyasla bakteri sayisinda daha yiiksek bir diisiise sebep

oldugunu bildirmislerdir.

Calismada faj kokteylinin litik etkinligi, pilic but gida modelinde kullanilmadan 6nce
in-vitro ortamda {i¢ farkli bakteri kontaminasyonu uygulanarak 37°C’deki muhafazada
10°, 10* ve 10 pob/kob/ml MOI’lerde test edilmistir. Buna gére, in-vitro ortamda en
yiiksek rediiksiyon degerine bakteri basmna diisen faj sayismin en fazla oldugu 10°
pob/kob/ml MOI’de ulasilmistir. Yapilan arastirmalar bu deney sonucunu destekler
nitelikte, yliksek MOI degerlerinde bakteri rediiksiyonunda daha basarili sonuglar elde
edildigini ortaya koymaktadir (359, 364, 425).

Pili¢ but gida modelinde ise, in-vitro analiz ile paralel bir sekilde 10% 10* ve 10° kob/g
kontaminasyon diizeyleri kullanilarak ti¢ farkli MOI elde edilmis ve bu farkli MOI
seviyelerinin kontrol grubuna kiyasla gidada meydana getirdigi bakteri rediiksiyonlar
karsilastirilmistir. Biyokontrol ¢alismalarinda fajlarin etkinliginin gidadaki baslangic
bakteri diizeyi ile yakindan iligkili oldugu bildirilmektedir. Leverentz ve ark. (314) faj
kokteyli ile elma ve kavun dilimlerinde etkenin L. monocytogenes’in biyokontroliinii
arastirdiklar1 calismada, baslangic bakteri popiilasyonunun daha diisiik oldugu
konsantrasyonda faj uygulamasinin daha etkin oldugunu bildirmislerdir. Benzer bir
sekilde Guenther ve ark. (426)’nin yaptiklari ¢alismada, aym diizeyde (10° kob/ml(g))
L. monocytogenes ile kontamine edilen cesitli gidalara 10°-10° pob/ml(g) diizeylerinde
faj uygulayarak iki farkli MOI degerinin bakteri sayisindaki etkisi arastirilmigtir.
Calisma sonucunda arastirmacilar, yiiksek MOI’nin bakteri popiilasyonunda daha
yiiksek diislis meydana getirdigini rapor etmislerdir. Bigot ve ark. (365), izole ettikleri
bir listeriyofaji bu ¢alismada kullanilan materyale benzer bir sekilde tavuk gogiislerinde

L. monocytogenes’in dekontaminasyonu amaciyla uygulamislar ve en iyi sonucun birim
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alan basma diisen yiiksek faj sayisinin artmasiyla saglanabildigini bildirmislerdir.
Bununla birlikte, Dykes ve Moorhead (313)’in yaptiklar1 bir ¢alismada 10° kob/cm®
olacak sekilde kontamine ettikleri sigir etlerini (2,5 x 2,5 x 2,5 cm) 10° pob/ml
diizeyindeki faj ile muamele etmis ve bakteri sayisindaki diigiisiin anlamli olmadigin
bildirmislerdir. Ancak aragtirmanin sonucu, Hagens ve Loessner (309) tarafindan diistik
faj konsantrasyonu kullamlmasina baglanmis ve deneyde cm’ basina diisen bakteri
sayisinin 1000 olmasina ragmen faj sayisinin 0,5-1 olmasi sebebiyle fajin etkinlik

gosterememesi ile iliskilendirilmistir.

Bu calismada ise, gida modelinde en yliksek rediiksiyon degerine MOI’nin en diisiik
oldugu degerde ulasilmistir. Bunun sebebi MOI’den bagimsiz olarak, ortamdaki bakteri
sayisinin artmastyla fajlarin infekte edebilecegi daha fazla bakteri bulmasi seklinde
aciklanabilir. Bu durum, 10* kob/ml diizeyinde bakteri bulunan grupta (en yiiksek MOI)
24. saat sayimina kadar bakteri sayisinin tespit sinirin (2 log kob/ml) altinda kalmasi ile
10* kob/ml diizeyinde bakteri ile bulunan grupta ilk 1 saat icerisinde 2 log’dan fazla
diislis saglamasi ile ortaya konmaktadir. Tiim gruplara aym seviyede faj inokule
edilmesine ragmen 10° kob/ml diizeyinde bakteri bulunan grupta, baslangic bakteri
sayisinin diger iki gruba kiyasla daha yiiksek olmasi sebebiyle, fajlar daha fazla sayida
bakteriyi infekte edebilmis ve rediiksiyon 3. saatte 3,30 log’a kadar ulasabilmistir. Bu
rediiksiyon degeri, kontrol grubundaki bakteri sayisi goz Oniine alindiginda L.
monocytogenes sayisinin % 99,9’unun yikimlandigini ortaya koymaktadir. Gidaya 6zgii
uygulama protokollerinin optimizasyonun yapilmasini takiben, bu yiizdenin pek c¢ok
biyokontrol caligmasinda elde edilebilecegi Hagens ve Loessner (309) tarafindan da
bildirilmektedir. Bu durum, elde edilen fajlarin sadece bu tez ¢aligmasinda kullanilan
pili¢ butlarinda degil, daha pek ¢ok gida modelinde de uygulanabilir oldugunu isaret

etmektedir.

L. monocytogenes’in olumsuz cevresel kosullara dayanma ve diisiik sicakliklarda
cogalabilme yetenegi sebebiyle, etkenin biyokontroliinde faj uygulamalarinin {iretim
stirecinin son basamaklarinda ya da paketleme esnasinda kullanilmasinin en uygun
secenek oldugu bildirilmektedir (308). Bu ¢alismada, fajlarin pili¢ kesim prosesinin son
basamaklarindan biri olan sogutma ya da son yikama suyuna katilmasi ile karkaslardaki
L. monocytogenes sayisinda anlamli bir diislis saglanabilecegi ortaya konmustur (p <

0,05). Ayrica, Listeria salgmlarinda yer alan gidalarin genellikle gram veya mililitre
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basma 3 log bakteri igerdigi géz Oniine alindiginda (427), bu calismada elde edilen
listeriyofajlarin L. monocytogenes sayismin tim kontaminasyon diizeyleri igin (10%, 10?

ve 10° kob/ml) yeterli seviyede rediiksiyon sagladig1 belirlenmistir.

Calismada ayrica, bakteriyofaj izolatlarmm TUBITAK 114R104 no’lu proje
kapsaminda elektron mikroskobu ile morfolojileri belirlenmis ve in-vivo akut toksisite
deneyleri de gergeklestirilmistir. Buna gore, elektron mikroskobunda gosterdikleri
morfolojik oOzelliklere gore fajlarin, Caudovirales takimi Myoviridae familyasinda
olduklar tespit edilmistir. Balb-c farelerde gerceklestirilen in-vivo akut toksisite deneyi
neticesinde ise, fajlarinin herhangi bir akut toksik etkisinin olmadigi ve yapilan
patolojik incelemede hayvanlarin yemek borusu, mide, duodenum, jejunum, ileum,

cecum ve colonunda herhangi bir patolojik bulguya rastlanmadigi rapor edilmistir.

Bu calismada elde edilen listeriyofajlarin pilic kesim prosesinde sogutma veya son
yikama suyuna eklenmesi ile L. monocytogenes’in biyokontroliiniin saglanabilecegi
ortaya konmustur. Bu noktada birka¢ husus Onem arz etmektedir. Mali ydnden
bakildiginda, yaklasik 2,5 kg’lik bir pili¢ karkas1 i¢in 1,5 It sogutma suyuna 15 ml 10"
pob/ml bakteriyofaj kokteylinin katilmasi yeterli goziikmektedir. Bakteriyofajlari tiretim
maliyetinin diisik oldugu ve yerli bir {iriin oldugu goz Oniine alindiginda, pilig
iretimine Onemli ek bir maliyet getirmemektedir. Bir diger husus ise, iilkemizde
bakteriyofajlarin biyokontrol ajani olarak gidalara uygulanmasiyla ilgili heniiz yasal bir
diizenlemenin bulunmamasidir. Ulkemizde de FDA ve EFSA onaylart model almarak
gidalarda  patojenlerin  kontroliinde bakteriyofaj kullanimmin yasal zemine
kavusturulmast onem arz etmektedir. Bununla birlikte, fajlarin fakmakokinetigi,
sistemik yan etkileri, gen aktarim potansiyelleri (antibiyotik diren¢ genleri, viriilens
genler, toksin genler vb.) gibi konularin hala tam olarak ortaya konmamis olmasi
fajlarin hem yasal zemine oturtulmasinda hem de tiiketicilerin faj igeren gidalar tercih

etmesinde problem teskil etmektedir.

Sonug olarak, bu calismada bir yil siiresince iki farkli kanatli mezbahasindan toplanan
120 pili¢ boyun derisinden 20’sinin (% 16,7) L. monocytogenes ile kontamine oldugu
saptanmigtir. Ayni siire igerisinde toplanan 60 kanatli mezbahasi atik suyundan ise L.
monocytogenes’e litik etkili fajlar izole edilmistir. Izole edilen L. monocytogenes’lerin
ve bakteriyofajlarin detayli bir sekilde karakterizasyonlart yapilmis, faj izolatlarinin

konak spesifiteleri, plak karakterizasyonlari, litik etki spektrumlar1 ve DNA profilleri
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g6z Oniinde bulundurularak ii¢ faj, kokteyl olusturmak amaciyla secilmis ve daha dnce
denenmemis bir gida modeli olan pili¢ butlarinda L. monocytogenes’in biyokontrolii
amaciyla kullanilmistir. Bu tez calismasi ile, tavuk etinin L. monocytogenes agisindan
potansiyel bir risk kaynagi olabileceginin ortaya konmasinin yani sira, elde edilen faj
kokteylinin kanatli mezbahalarinda son yikama ya da sogutma asamasinda pili¢
karkaslart1 veya parca etlerindeki L. monocytogenes’lerin dekontaminasyonunda
uygulanabilir oldugu belirlenmistir. Buna ek olarak, secilen fajlarin gidalarda L.
monocytogenes’in  biyokontrolinde kullanilmak iizere ticarilesme potansiyeli
olabilecegi ortaya konmustur. Bu kapsamda ileriki caligmalarda, listeriyofajlarin gen
sekans analizlerinin yapilmasi, belirli muhafaza sartlarindaki raf Omriiniin tespit
edilmesi ve farkli gida modellerinde uygulanabilirli§inin arastirilmas: gibi ek

aragtirmalara ihtiyag oldugu diistintilmektedir.
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