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Diger protein kaynaklarina nazaran tavuk eti, bircok tlkede gunliik diyetin énemli bir
kismini olusturmaktadir. Ancak, tavuk etinin zengin bilesimi kendisini gida kaynakli enfeksiyon
ve intoksikasyona sebep olan Listeria spp. gibi bakterilerin bulunmasina olanak saglamaktadir.

Bu arastirmada, Cukurova’da bulunan 3 farkl: tavuk isletmesinden temin edilen haslama
suyu, yikama suyu, tim tavuk karkas: ve tavuk parcalar (gogus, but, kanat) olmak (izere toplam
42 ornek cahsilmigtir. Toplam 42 &rnegin 27°sinden izole edilen Listeria spp.’lerin 7°si L.
monocytogenes, 8’i L. innocua, 8’i L. welshimeri, 2’si L. seeligeri ve 2’si L. ivanovii olarak
belirlenmistir.

Bu orneklerden izole edilen Listeria spp. izolatlarina Listex™ P100 bakteriyofajinin
antilisterial etkisi incelenmistir.

Bu amacla, Listeria spp. izolatlari (zerine Listex™ P100 fajinin etkisi farkl
sicakliklarda ve farkli faj konsantrasyonlari kullamilarak spektrofotometrik yontem ile
belirlenmistir. 10°-10'° konsantrasyon arahiginda uygulanan Listex ™ P100 bakteriyofajinin
Listeria spp. izolatlar1 Uizerine etkisi farklilik gostermistir. Faj konsantrasyonlarinin daha gok L.
monocytogenes lizerine etkileri goriilmils ve en etkili konsantrasyonlarin 10° ve 10™ pob/ml
oldugu gozlenmistir.

Listex ™ P100 bakteriyofajinin farkl: konsantrasyonlarinin Listeria spp.’ler tizerine etkisi
model olarak secilen gogiis etine inokile edilerek de incelenmistir. Listex'™ P100
bakteriyofajinin en etkili oldugu tir olan L. monocytogenes icin 10° pob/ml ve 10" pob/ml
konsantrasyonunda sirasiyla 2.24 log kob/g ve 2.89 log kob/g oraninda azalma belirlenmistir.
Listex ™ P100’tn L. innocua ve L. welshimeri’ye ise daha az etkili oldugu gérulmustiir. Buna
gére 10° pob/ml ve 10™ pob/ml konsantrasyonlarinda L. innocua ve L. welshimeri icin sirasiyla
1.34 log kob/g ve 1.38 log kob/g ile 0.35 log kob/g ve 1.56 log kob/g azalma gdzlenmistir.

Bu calismada, tavuk isletmelerinden ve o isletmelerdeki tavuk etlerinden izole edilmis
olan L.monocytogenes hari¢ diger Listeria spp.’ler tizerine Listex™ P100 fajinin belli oranda
etkisi oldugu belirlenmistir.

Anahtar Kelimeler: Tavuk, Yikama suyu, Haslama suyu, Bakteriyofaj, Listeria spp.
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Being a relatively inexpensive protein source, chicken is an important part of the diet
in many countries; however, its rich composition makes it susceptible to bacteria, such as
Listeria spp., that cause food-borne illnesses and intoxication.

In this research, a total of 42 samples (scalding tank water, cleaning water, whole
chicken carcass, and chicken body parts (thigh, breast, wing, liver)) obtained from three
different poultry enterprises in Cukurova were examined. 27 Listeria spp. isolates of the 42
samples were determined as 7 strains of L. monocytogenes, 8 strains of L. innocua, 8 strains
of L. welshimeri, 2 strains of L. seeligeri, and 2 strains of L. ivanovii.

The antilisterial effect of Listex™ P100 on Listeria spp.’s isolates from these
samples was examined.

For this purpose, the effect of Listex ™ P100 on Listeria spp. isolates was determined
at different temperatures and using different concentrations by spectrophotometry. The effect
of bacteriophage Listex™ P100 at the concentration range of 10°-10" PFU/mI showed
differentations on Listeria spp. isolates. It was found the most effective concentrations were
10° and 10" PFU/ml on L.monocytogenes.

The effect of different concentrations of bacteriophage Listex™ P100 on Listeria
spp. isolates was examined also with inoculation on chicken breast for a model working.
Phage Listex™ P100 was the most effective against L. monocytogenes with a reduction of
2.24 log CFU/g and 2.89 log CFU/g for phage concentrations of 10° and 10 PFU/m,
respectively. It was found that phage Listex™ P100 on L. innocua and L. welshimeri less
effective. It was detected that reductions of 1.34 log CFU/g and 1.38 log CFU/g for L.
innocua and 0.35 log CFU/g and 1.56 log CFU/g for L. welshimeri with phage
concentrations of 10° and 10*® PFU/ml, respectively

In this study, it was determined a smaller effect of phage Listex™ P100 on Listeria
spp. isolates except L.monocytogenes from poultry enterprises and chicken meats.

Key Words: Chicken, Carcass water, Scalding water, bacteriophage, Listeria spp.
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1. GIRIS Selin SAGLAM

1. GIRIS

Listeria tlrleri dogada yaygin olarak bulunmakta olup saglikli hayvanlar ile
insanlarin yani sira toprak, sebze ve dogal sulardan da izole edilebilmektedirler
(Lakicevi¢ ve ark., 2010).

Mikroorganizmaya ilk olarak 1891 yilinda Alman hastalardan alinan
orneklerde rastlanmistir (Yavuz ve Korukluoglu, 2010). 1911 yilinda Profesor G.
Hulpers tavsanlarda karaciger dokusunun kaybina neden olan bir bakteri tanimlamis
ve karacigere olan karakteristik benzerligi sebebiyle bu bakteri Bacillus hepatis
olarak adlandirilmistir (Peiris, 2005). 1926 yilinda Murray ve ¢alisma arkadaslari,
aym bakteriyi tavsanlarda kendiliginden olusan salgin bir hastalik siiresince saf
kalturlerden elde etmislerdir. Bakterinin sebep oldugu biytik mononukleer I6kositoz
sebebiyle bakteri Bacterium monocytogenes olarak adlandirilmigtir (Peiris, 2005;
Paoli, 2005). 1927 yilinda Pirie, Gliney Afrika’da ¢l farelerinin (Tetra lobengulae)
olagan dis1 6liimlerinin arastirdig: siralarda, yeni bir mikroorganizma kesfetmis ve bu
hastaligin Tiger Nehri hastaligina sebebiyet verdigini tespit etmistir (Rocourt ve
Buchrieser, 2007; Peiris, 2005). Bu Gram pozitif organizma, ingiliz cerrah, Sir
Joseph Lister anisina Listerella hepatolytica ismi ile adlandirilmistir. 1940 ise yilinda
Pirie bu adlandirmay: Listeria monocytogenes olarak degistirmistir.

L.monocytogenes’in kesfinden sonra uzun bir stire boyunca, Listeria cinsinde
sadece Listeria monocytogenes tirl yer almistir (Rocourt ve Buchrieser, 2007). 1948
yilinda L. monocytogenes Bergey’s Manual of Determinative Bacteriology kitabinin
altinci edisyonuna ayni isimle girmistir (Peiris, 2005). Ayni yil, L.denitrificans nitrati
indirgeyebilme yetenegi sebebiyle bu cinse eklenmistir. L.grayi, 1966 yilinda
Amerikali mikrobiyolog M.L. Gray anmisina; L.murrayi, 1961 yilinda Kanadal
mikrobiyolog E.G.D. Murray anisina; L.ivanovii, 1985 yilinda Bulgar mikrobiyolog
I. Ivanov amsina; L.welshimeri, 1983 yilinda Amerikali mikrobiyolog H.J.
Welshimer anmisina ve L.seeligeri, aynm yil Alman mikrobiyolog H.P.R. Seeliger
anisina bu cinse dahil edilmistir (Rocourt ve Buchrieser, 2007).

Listeria cinsinin gunumuzde; L. monocytogenes, L. innocua, L. seeligeri, L.

welshimeri, L. ivanovii ve L. grayi olmak Uzere 6 turu icerdigi kabul edilmektedir
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(Beverly, 2004). Ancak son yillarda 4 yeni tarin (L. marthii, L. rocourtiae, L.
weihenstephanensis ve L.fleischmanni) daha tanimlandigi bildirilmistir (Alsheikh,
2014; Lazaro ve Hernandez, 2014).

Listeria'lar gram pozitif, spor olusturmayan, fakultatif anaerob, kisa
cubukcuklar veya kokobasiller seklinde olup uclar: yuvarlak gortnimludur (Ekici ve
ark., 2004; Oovermann ve ark., 2010). Tek tek, ikili, kisa zincirler halinde, bazen de
"V" veya "Y" seklinde gorulirler (EKici ve ark., 2004; Rocourt ve Buchrieser, 2007).
Bu mikroorganizmalar 0.4-0.5 pm c¢apinda, 0.5-2.0 pm uzunlugunda ve
kapsulsuzdirler. Listeria'lar 6-20 pm uzunlugunda flamentlere sahiptirler. Listeria
spp. ortam kosullarina ¢ok iyi derecede adapte olur; yiksek tuz icerigini (% 10-20),
oksijenin az oldugu bir ortamda pH 6’nin asagisini ve 1 °C’nin altindaki sicakliklar:
tolere edebilir (Guenther ve ark., 2009). Ozellikle Listeria monocytogenes’in oldukca
yuksek sicakliklara direncli oldugu, ayrica buzdolabi sicakliklarinda da cogalabildigi
ve nemli ortamlarda birka¢ ay, tuzlu ve kuru ortamlarda ise iki yila yakin
yasayabildigi bilinmektedir (Yavuz ve Korukluoglu, 2010). Listeria tdrlerinin
gelismesi icin optimum sicaklik dereceleri 30-37 °C olmakla birlikte, 1-45 °C
arasinda da gelisebilme yetenegine sahiptirler (Ekici ve ark., 2004). 20-25°C'de 24
saatlik kulttrlerde aktif olarak hareket ederlerken, 37°C'de hareketleri daha zay:ftir;
hatta hi¢ gorulmeyebilir. Yumusak agarl: kultir iceren tiplerde, agar ylzeyinde
semsiye ya da cam agaci gorintisinde hareketlilik gosterirler (Rocourt ve
Buchrieser, 2007). Kathariou ve ark. (1995) L. monocytogenes ve L.innocua’nin 37
°C’deki flagella Uretimlerini ve hareketliliklerini Kkarsilastirdiklar: calismada;
L.monocytogenes suslarinin hareketsiz olduklarini, az veya tespit edilemeyen flagella
uretebildiklerini; L.innocua suslarinin ise genellikle hareketli olduklarini ve énemli
miktarda flagella tGretebildiklerini belirlemislerdir (Rocourt ve Buchrieser, 2007).

Listeria turleri, serolojik tanimlamalarda temel alinan somatik (O) ve flagella
(H) antijenleri gibi spesifik ylzey proteinlerine sahiptirler. L.monocytogenes’te 1/2a,
1/2b, 1/2c, 3a, 3b, 3c, 4a, 4b, 4c, 4d, 4e ve 7; L.seeligeri’de 1/2a, 1/2b, 3b, 4a, 4b, 4c,
ve 6b; L.ivanovii’de 5; L. innocua, L. welshimeri and L. grayi’de 1/2b, 6a ve 6b
olmak (zere en az 12 tane serotip bulunmaktadir (Liu, 2006). Listeria
monocytogenes bu cins igindeki en patojenik tir olmakla birlikte, Listeria tlrlerinin
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neden olduklar1 hastaliklarda seyrek de olsa L. ivanovii, L. seeligeri ve L. welshimeri'
nin varlig1 saptanmis olup enfeksiyonlar temel olarak yeni dogmus bebekler, hamile
kadinlar, yashlar ve bagisiklik sistemi baskilanmis Kisilerde gortlmektedir (Tunail,
2000; Lakicevi¢ ve ark., 2010).

Listeria turlerinin karbonhidrat fermantasyonlar: hakkindaki c¢alismalar Pine
ve arkadaslar tarafindan 1989 yilinda ortaya konmustur. Anaerobik kosullar altinda
sadece heksozlar ve pentozlar, aerobik kosullar altinda ise sadece maltoz ve laktoz
Listeria tdrlerinin gelismelerini desteklemektedir. Aerobik kosullar altinda, L.
monocytogenes ve L. innocua glukoz, laktoz ve ramnozu; L. grayi ve L. murrayi ise
ayrica galaktozu da kullanmaktadir. Ksilozu fermente edebilen Listeria tlrlerinin ise
L. ivanovii ve L. seeligeri oldugu bildirilmektedir (Farber ve Peterkin, 1991). Listeria
tdrlerinin tanimlanma kriterleri Cizelge 1.1’de gosterilmistir.

Tavuk eti, diger hayvansal kaynakli proteinlerle karsilastirildiginda pahali
olmadig icin bircok Ulkede gunluk diyetin 6nemli bir kismini olusturur ve zengin
bilesimi nedeniyle pek ¢ok gida kaynakli enfeksiyon ve intoksikasyona sebep olan
gidalar arasindadir (Chiarini ve ark., 2009; Ergeldi, 2010; Sakaridis ve ark., 2014).
Kesimhanelerde, etin bozulmasini 6nlemek ve halk saghgini korumak amacyla,
karkaslardaki mikrobiyal bulasiy: azaltmak proses sirasinda oldukga énemlidir. Buna
ragmen, canli hayvandan ete donlsiim asamasinda mikrobiyal bulasinin olmamasi da
kacinilmazdir. Saglikli hayvanlarda i¢ kaslar kesim sirasinda steril olsa da, proses
sirasinda ekipmanlar ve personel tarafindan et yiizeylerine mikroorganizma bulasis
gerceklesebilmektedir (Milios ve ark., 2014). Mikroorganizmalar tavuklara, deri ve
vicut boslugundan kesim, haslama, tlylerin yolunmasi, yikama, i¢ organlarin

cikarilmasi gibi islemler sirasinda bulasmaktadir (Var ve ark., 2012).
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Cizelge 1.1. Listeria trlerinin tammlanma kriterleri (Tekin, 2010)
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Yapilan pek ¢ok arastirma tavuk etinin insanda gida kaynakli enfeksiyonlar
ve intoksikasyonlara neden olan; Salmonella spp., Staphylococcus spp.; 6zellikle S.
aureus, Enterobacter spp., Shigella spp., Corynbacterium spp., Bacillus spp., E. coli,
Pseudomonas spp., koliform grubu bakteriler, Listeria monocytogenes,
Campylobacter spp. ve silfit indirgeyen anaerob bakteriler agisindan siklikla
kontamine oldugunu gostermektedir (Ergeldi, 2010).

Ozellikle hazir dondurulmus tavuk etinden Uretilmis gida maddelerinin
tiketimi sonucu insanlarda sporadik ve epidemik listeriozis olgularinin gérilmesi
aragtirmacilarin dikkatini Listeria spp. Uzerine yogunlastirmasina neden olmustur
(Ozmen ve Kilig, 2006).

Listeriozis, 6zellikle hayvanlarda ve insanlarda merkezi sinir sistemine iliskin
bozukluklarla karakterize bir zoonotik hastaliktir (Mahmood ve ark., 2003;
Anonymous, 2014-a). insanlarda listeriosisin ilk kez 1929 yilinda Nyfeldt tarafindan
rapor edildigi bildirilmistir (Dutta, 2007). Listeria monocytogenes’in sebep oldugu
gida kaynakli listeriozis, 6lim oranit (%25’ten fazla) ve ekonomiye olan olumsuz
etkisi sebebiyle gida endustrisi ve halk saghgt agisindan ©6nemli bir sorun
olusturmaya devam etmektedir (Barbalho ve ark., 2005). Saglikli insanlarin %5’inin
gastointestinal sistemlerinde Listeria monocytogenes bulundugu tahmin edilmektedir
(Donnely, 2001). Uzun kulucka donemi sebebiyle olusabilecek salginin kaynagini
belirlemenin oldukca gu¢ oldugu bildirilmektedir (Beverly, 2004).

Kaczmarski ve Jones (1989), ingiltere’de steroid tedavisi géren bagisiklik
sistemi baskilanmis bir kiside fast food tipi pismis pili¢ eti tiketimine bagl bir
listeriozis olgusunun L. monocytogenes serotip 1/2a’dan kaynaklandigini ve bunun
da muhtemelen yetersiz pisirme sonucu meydana geldigini bildirmislerdir (Erol ve
ark, 1999).

Cig tavukta yuksek oranda bulunan L. monocytogenes islenmis tavuk
urtnlerinde canli kalabilmesi ve dolayisi ile evde diger gidalara gapraz bulasabilme
ihtimali sebebiyle problemler teskil etmektedir (Barbalho ve ark., 2005). Bu durum
0zel kontrol yontemlerini gerektiren mikrobiyolojik bir risk olusturmaktadir (Peccio
ve ark., 2003).
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Listeria monocytogenes, Amerika Birlesik Devletler’inde 2500 menenjit, kan
zehirlenmesi ve cenin 6lumu olaylar1 ile 500 kadar 6lime neden olabilmektedir.
Oldukca fazla sayida gida uriininde L. monocytogenes’e rastlaniimaktadir (Zhou and
Jiao, 2006).

Et ve tavuk endustrisinde Listeria spp. kontaminasyonuna karsi pek ¢ok
kimyasal ve fiziksel dekontaminasyon sistemleri kullanilmakta ve 6nerilmektedir.
Bu yontemlere drnek olarak klor, organik asitler, fosfatlar, hidrojen peroksit, ozon,
ultra yuksek hidrostatik basing, isinlama, vurgulu elektrik alani, ultrasonik enerji, UV
151K ve benzeri pek ¢cok yontem ornek olarak verilmektedir (Sakaridis ve ark., 2014).
Ozon uygulamalari, hayvansal kokenli gidalarda ransiditeye neden olmaktadir
(Anonymous, 2014-b). Klor ve klorlu bilesikler kullanildig: takdirde ortamda serbest
kalan klorun gidalardaki proteinlerle ve aminoasitlerle etkilesimi, mutajenik ve
kanserojenik etkilere sebep olmaktadir (Crapo ve ark., 2004). Isinlama ise lipid
peroksidasyonuna ve diger kimyasal degisikliklere neden olabilen serbest radikaller
olusturarak kanatl etlerin Kkalitesini olumsuz yonde etkilemekte ve renk degisimine
sebep olmaktadir (Alkin ve Basoglu, 2005). Ozon, Kklor ve isinlama gibi
antimikrobiyal sistemlerinin, kalite ve g0rlinis bakimindan et ve tavuklarda
olusturdugu olumsuz 6zelliklerinden ve tim bunlarin yani sira tiketicilerin, tavuk
urtnlerinde gida glvenliginin gelistirilmesinde ve etlerdeki karakteristik 6zelliklerin
degismeden mikrrorganizmalarin  kontrol edimesinde dogal yollar1 tercih
etmelerinden dolay: alternatif olarak bakteriyofajlar antimikrobiyal olarak
kullaniimaya baslanmistir (Sakaridis ve ark., 2014; Soni ve Nannapaneni, 2010).

Bakteriyofajlar veya fajlar bakterilerin virtsleri olup zorunlu parazitlerdir
(Tarhan ve ark., 2007; Brown, 1997; Hagens ve Loessner, 2010). Bakteriyofajlar,
insan, bitki ve hayvanlara zararsiz olup gidalarda oldukca fazla (10° faj/g) bulunurlar
ve taze Urlnlerden (kirmizi et, tavuk eti, vb.), islenmis gidalardan (turta, biskdvi
hamuru ve kizarmis tavuk, vb.), fermente gidalardan (peynir, yogurt vb.) ve deniz
urinlerinden (midye, istiridye, vb.) izole edilebildikleri bildirilmistir. Bu durum,
fajlarin bakteriyel konakgilariyla bir arada bulunduklarini veya 6ncelerden beri var

olduklarint gostermektedir (Sillankorva ve ark., 2012). Ayrica, gidalar araciligiyla da
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rutin olarak insanlar tarafindan Onemli miktarda tuketildikleri gortlmektedir
(Sillankorva ve ark., 2012; Carlton ve ark., 2005).

Bakteri icine girerek metabolizmasint bozan ve litik faz durumunda
bakterinin parcalanmasina neden olan bakteriyofajlarla ilgili ilk gozlemler, 1896
yilinda Ernest Hankin tarafindan yapilmistir (Durupinar, 2005). 1915 yilinda ingiliz
mikrobiyolog Frederick Twort bakterileri enfekte eden ve onlar etkisiz hale getiren
kicuk ajanlart kesfetmistir. 1917 yillinda ise Paris’te Pasteur Enstitlisi’nde calisan
ve aslen Fransiz olan Kanadali mikrobiyolog Felix D’Herelle tarafindan bu kiglk
ajanlar “Bakteriyofaj” olarak isimlendirilmistir (Ackermann, 2011). Bakteriyofajlar
kesfedildiklerinden beri, sadece tip ve veterinerlikte degil, tarim sektériinde de
kullanilmiglardir  (Sillankorva ve ark., 2012). Faj uzerine ilk arastirmalar,
bakteriyofajin dogasini belirlemek icin yapilan ¢alismalarla olmustur (Tarhan ve ark.,
2007). Fajlar replikasyon stratejilerine gore litik (virulant) faj ve lizojenik (1liml) faj
olarak siniflandirilmaktadirlar (Endersen ve ark., 2014). Litik fajlar, kendilerine
duyarh konakgi bakterilere adsorbe olduktan sonra genetik materyallerini hiicrelere
enjekte ederek DNA ve RNA’lar1 ile konak¢i genomunu kontrol altina almaktadirlar.
Hucrenin tim olanaklarint kullanarak kendi replikasyonunu gerceklestirmektedirler.
Belli bir siire sonunda ¢ok sayida olgun faj hiicre duvarini pargalayarak yeni faj
olarak ortama salinmaktadir. Bu dongu, ortamda saglam konakgi bakteri
kalmayincaya kadar devam etmektedir. Lizojenik fajlar ise, konak¢i bakterilere
enjekte ettikleri DNA’larin1 bakteri genomuyla birlestirmektedirler. Bu birlesimin
sonucunda konakg¢ir genomu ve faj DNAsini iceren dairesel formlu DNA sarmali
olusmaktadir. Lizojenik fajlarin  genlerde meydana gelebilecek mutasyonlar
sonucunda virtlant formlara dénustikleri bildirilmistir (Guttman ve ark., 2005).

Bakterilerin dogal dismani olarak goriilmekte olan bakteriyofajlar; Listeria,
Salmonella, Campylobacter ve Escherichia gibi tehlikeli gida kaynakli patojenlerin
kontroliinde genis Olciide kullanilabilen ajanlar olarak degerlendirilmektedir (Carlton
ve ark., 2005; Endersen, 2014). Hedef bakteri hiicrelerine etki eden fajlar, gen veya
tire 0zgl olduklart igin 6rnegin fermente gidalarda bulunan starter Kkdlttrleri
etkilemezler. Ayrica buna bagli olarak gastrointestinal sistemdeki ve cevredeki
bakteri florasin1 da etkilemezler (Carlton ve ark., 2005). Genel olarak, kasaplik
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hayvanlarin gastrointestinal mikrobiyel ekosisteminin dogal birer (yesi olan
bakteriyofajlar, oldukca dar bir hedef spektrumuna sahip olup, hatta bazilar: yalnizca
spesifik bir susa kars1 etkilidir (Oral ve Gulmez, 2006). Konak spesifitesi genel
olarak sus, tur veya nadiren gen veya simf seviyesinde saglanir. Bu spesifite, faj
kullanarak tehlikeli bakterinin hedef olmasina veya 6ldurulmesine dogrudan izin
verir (Hagens ve Loessner, 2010; Chibeu, 2013). Faj enfeksiyonlar: bakteri hiicre
yuzeyinde bulunan 6zel reseptorlerin varligina baghdir; ve hilicre duvarinin yapisinin
ve biyosentezinin incelenmesi faja dayanikli mutantlar kullanarak yapilabilmektedir
(McNerney, 1999).

Ilk bakteriyofaj preparatlar: 1920 ve 1930’larda Eli Lilly ve E.R. Squibb &
Sons firmas: tarafindan Staphylococcus enfeksiyonlarinin tedavisinde kullaniimak
uzere hazirlanmis ve pazara sunulmustur. Buna ragmen Amerika Birlesik
Devletleri’nde pek c¢ok faktor tip uygulamalarinda bakteriyofaj kullaniminin
gerilemesine sebep olmustur (Walker, 2006). Yarim asirdan fazla siredir doktorlar
ve Kklinik uzmanlar: patojen bakterilerin sebep oldugu enfeksiyon hastaliklarinin
tedavisini antibiyotik ile yapmaktadirlar. Ancak, bakteriler tarafindan antibiyotige
gosterilen direng, antibiyotiklerin tedavilerde kontrol amacl kullanimlarinin artik
etkisiz olmasina neden olmustur. Son 30 yildir genetik muhendisligi gibi modern
biyoteknoloji  yardimina ragmen yeni bir antibiyotik kesfedilememistir.
Antibiyotiklerin yerine kullanilabilecek tek alternatif, antimikrobiyal ajan olarak
bakteriyofajlarin kullaniimas: olmaktadir. Ozellikle antibiyotige direncli bakterilerin
enfeksiyonlarinin tedavisinde litik fajlarin kullanimi; faj terapisi kapsaminda ele
alinmaktadir. Sadece, litik fajlarla hazirlanmis faj preparatlarinin tedavi edici
uygulamalarda kullanimlarinin iyi bir secenek oldugu bildirilmektedir (Chhibber ve
Kumari, 2012). Gida guvenligi agisindan bakildiginda, litik fajlar tam anlamiyla var
olan en zararsiz antimikrobiyal yaklasimlardan birisi olarak bildirilmektedir
(Sillankorva ve ark., 2012).

Bakteriyofajlarin ylksek spesifikligi, sadece hedef mikroorganizma tzerinde
etkili olmasi, insanda yiksek oranda aliminin bile zararli etkisinin bulunmamasi
bakteriyofajlarin antimikrobiyal olarak kullanimint 6nemli hale getirmektedir
(Hagens ve Loessner, 2010). Yuksek spesifite 6zelliklerinden faydalanilarak gida
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sanayisinde fajlar, hayvan ve bitki kokenli gidalarda tiketime hazir hale gelmeden
once patojen bakterilerin biyokontroliinde kullanilabilmektedir (Keary ve ark., 2013;
Greer, 2005).

Calismada kullamilan Listex™ P100 faj: litik faj olsa da, Listeria tiirlerini
etkileyen fajlarin cogunun 1liml: oldugu ve oldukga dar bir konakg: araligina sahip
oldugu bilinmektedir (Carlton ve ark., 2005). Son yillarda et ve tavukguluk
sektériinde sorun yaratan L. monocytogenes bakterisine karsi cok spesifik belirli
fajlardan elde edilen faj preparatlari, tliketime hazir etler ve tavukculuk Uriinlerinde
kullanilmaya baslanmistir. Bu preparasyonlar, Grtinlerin yuzeyine sprey seklinde
veya pipetlerle uygulanmaktadir (Tarhan ve ark., 2007).

Amerikan Gida ve ila¢ Dairesi (FDA), hazir gida Griinlerinde ve kanatlilarda
ListShield™, Listex™ P100 gibi Listeria fajlarinin kullanimini onaylamistir (Kim,
2008; FDA, 2005). Daha onceleri LMP-102 olarak adlandirilan ListShield™,
Intralytix firmas: tarafindan dretildigi bildirilmektedir. Cevreden izole edilen 6 farkl
bakteriyofaji iceren antimikrobiyal bir karistm olup, karigimin tim hazir gida
urtinlerinde ve kanath Uriinlerde kullaniminin yani sira ayrica gida isletmelerinde
yuzeylerde kullanilabilirligi de EPA tarafindan onaylanmistir (Anon, 2014-f).
Karigimin igerigindeki fajlarin Siphoviridae familyasina ait olan litik fajlar oldugu
belirtilmistir (FDA, 2005). Preparasyonun Amerika Birlesik Devletleri’nde her yil
yaklasik 500 kisinin 6limilne sebep olan gida kaynakli Listeria monocytogenes’i
hedef aldig: bildirilmistir (Anon, 2014-f).

LISTEX™ P100 ise, Micreos Food Safety sirketi tarafindan satisa sunulan ve
gida drunlerinde tehlike yaratan Listeria monocytogenes suslart icin gelistirilmis
dogal bir bakteriyofaj preparatidir. 2007 yilinda FDA ve USDA (Birlesik Devletler
Tarim Dairesi) tarafindan tim gida driinlerinde GRAS (genel olarak giivenilir kabul
edilen) olarak onaylandigr bildirilmistir (Goodridge ve Bisha, 2011). Bu
bakteriyofajin gida trlnlerinde proses yardimcis: olarak kullanildig: belirtilmektedir.
Jambon, domuz eti, pismis sucuk, hindi gégsu, kiyma, biftek, fime tavuk veya diger
et Urlinlerinde LISTEX™ P100, L. monocytogenes kontroli icin kullanilan bir ticari

uriin olarak piyasada bulunmaktadir (Anonymous, 2014-c).
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LISTEX™ P100, son yillarda tanimlanmis olsa da, ashinda 1997 yilinda
Almanya’da bulunan bir st isleme fabrikasindaki digski 6rneklerinden izole
edilmistir. LISTEX™ P100, A511 gibi litik bir yasam cemberine sahip olup
morfolojik olarak incelendiginde, Myoviridae (Al alt grubu) o&zellikli olup
blkilmez, kontraktil kuyrugu ve izometrik kapsidi olan bir faj oldugu bildirilmistir.
dsDNA genom boyutu 131,384 bp olup; genomun sag tarafinin sonunda 18 adet
tRNA geni bulunduran 174 adet ORF tanimlanmustir. Bilinen diger Myoviridae
fajlar1, Staphylococcus aureus faji (K-94) ve Lactobacillus plantarum faji (LP665-
24) ile benzer Ozellikleri gostermektedir (Kim, 2008). Sekil 1.1’de Listeria
LISTEX™ P100 faj1 gosterilmektedir.

Sekil 1.1. Listeria faji LISTEX™ P100 (Anon, 2014-e)

Bu calismada; Cukurova bolgesinde faaliyet gosteren tavukguluk
isletmelerinde ve bu isletmelerden alinan tavuk etleri érneklerinde Listeria spp.
varhginin saptanmasi sonrasinda, yetersiz hijyen kosullari sebebiyle siklikla
bulunabilecek Listeria spp. probleminin bakteriyofaj etkisiyle ¢6zuminin

saglanmasi amaglanmustir.
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2. ONCEKI CALISMALAR

2.1. Tavuk Etlerinde Listeria spp. Aranmasi ve izolasyonu Uzerine Yapilan
Cahsmalar

Bailey ve ark. (1989)’nmin yapmis oldugu calismada 3 degisik perakende satis
yerinden alinan 90 broiler (etlik pili¢) karkasindan 34’tnde Listeria tirleri tespit
edilmis olup bunlardan 21 tanesi L. monocytogenes olarak belirlenmistir (Arslan ve
ark., 1999).

Farber ve ark. (1989) inceledikleri 16 tavuk etinin 8’inde L. monocytogenes’e
rastlamiglardir (Arslan ve ark., 1999).

Genigeorgis ve ark. (1989) inceledikleri 160 tavuk eti 6rneginin 20’sinde L.
monocytogenes, 42’sinde L. innocua ve 2’sinde L. welshimeri saptamiglardir (Arslan
ve ark., 1999).

Gilbert ve ark. (1989) tiuketilmeye hazir pilic etlerinin % 12’sinin L.
monocytogenes ile bulasik oldugunu bildirmislerdir (Arslan ve ark., 1999).

Schonberg ve ark. (1989) inceledikleri 100 tavuk etinin 85’inde L.
monocytogenes, 8’inde L. innocua ve 1’inde L. welshimeri saptamiglardir (Arslan ve
ark., 1999).

Weis (1989) vyaptigi bir calismada, 8 tavuk eti 6rneginin 5’inde L.
monocytogenes’i, 1’inde de L. innocua’yi izole etmistir (Arslan ve ark., 1999).

Rahmat ve ark. (1991) 24 tavuk karkasinin 15’inde L. monocytogenes tespit
etmislerdir.

Kwiatek ve ark. (1992) inceledikleri 20 tavuk etinin 12’sinde L.
monocytogenes, 2’sinde ise diger Listeria tirlerini saptamiglardir (Arslan ve ark.,
1999).

Arslan ve ark. (1999) Elazig ilinde bir tavuk kesimhanesinden alinan tavuk
govde kisimlar1 (but, boyun, kanat ve gogus) ile karkas yikama suyu orneklerinde
Listeria tdrlerinin  varligint arastirdiklart  ¢alismada her Ornekten 20 adet
incelemislerdir. Incelenen but 6rneklerinin 2’sinde L. monocytogenes, 7’sinde L.
innocua, 4’nde L. welshimeri; kanat érneklerinin 1’inde L. monocytogenes, 3’iinde L.

11



2. ONCEKI CALISMALAR Selin SAGLAM

innocua, 5’inde L. welshimeri; gogus orneklerinin 3’(inde sadece L. innocua; boyun
orneklerinin 3’0nde L. monocytogenes, 2’sinde L. innocua; alinan yikama suyu
orneklerinin 2’sinde L. monocytogenes, 5’inde L. innocua ve 4’linde L. welshimeri
saptamislardir.

Erol ve ark., (1999) Ankara'da 6 degisik firmaya ait 30" ar adet taze pili¢
parca eti (but, gogis, kanat) ve yenilebilir i¢ organlarindan (kalp, karaciger) olusan
toplam 120 o&rnekte Listeria tdrlerinin varhigi ve kontaminasyon dizeyinin
belirlenmesi amaciyla yaptiklari calismada, parca et oOrneklerinin % 90’nin ve
yenilebilir i¢ organ drneklerinin % 46.6°sinin degisik Listeria turleri ile kontamine
oldugunu tespit etmislerdir.

Mahmood ve ark. (2003) tarafindan Faisalabad’da farkli kanath satis
merkezleri, sipermarketler ve alisveris yerlerinden alinan 320 adet kanatli eti ve
urlinleri, 40’ar adet taze kanatlh eti, taze kemiksiz tavuk, dondurulmus kanath eti,
dondurulmus tavuk nuggetlari, dondurulmus tavuk burgerleri, kesme tahtalari,
dilimleme tahtalar1 ve temizleme kiyafetlerinde yapilan calismada, calisilan tim
Orneklerin 76’sinda farkli oranlarda Listeria turleri izole edildigi bildirilmistir.
L.monocytogenes tespit edilen 31 &rnegin 23’0 Tip 1’e ve 8’i Tip 4’e ait
bulunmustur. Calismada donmus tavuk etlerinde taze tavuk etlerine nazaran daha
yuksek L. monocytogenes orani saptadiklar: belirtilmistir.

Rorvik ve ark. (2003) Norvec’te 7 tavuk kesimhanesinden ve 2 tavuk Grini
isleme fabrikasindan alinan 385 adet ¢ig ve islenmis tavuk drunleriyle yaptiklar
calismada, 1zgaralik piliclerde daha disik oranda L. monocytogenes varligi
belirlenmistir. 7 kesimhanenin sadece 2’sinden alinan tavuk karkaslarinda Listeria
monocytogenes varligr gozlenmemisken, diger 5 kesimhaneden alinan tavuk
karkaslarinda %20 ile %100 arasinda degisen oranlarda L.monocytogenes varligi
gozlenmistir. Cig tavuk drunlerindeki (karkaslar) mikroorganizma miktar1 genelde
dusiik (100 kob/g altinda) olsa da Listeria monocytogenes varhig saptanan 123
ornegin 17’sinde 2 ile 3 log kob/g arasinda L. monocytogenes ve 14’(inde de 3 ile 4
log kob/g arasinda L. monocytogenes tespit edilmistir. izole edilen diger Listeria spp.

tarleri L. innocua ve L.welshimeri olarak tanimlanmustir.
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Soultos ve ark. (2003) Kuzey irlanda’da suipermarketlerde haftalik olarak
satisa sunulan tavuk kanadi ve tavuk gogsinin bulundugu paketlenmis haldeki 205
adet tavuk parcasinda Listeria spp. izolasyonu yapmislardir. Analiz edilen 80 paketin
38’inde Listeria spp. ve bu 38 06rnegin 14’Unde L. monocytogenes varligim
gostermislerdir.

Barbalho ve ark. (2005) Brezilya’da bulunan bir tavuk isletmesinden 37
iscinin ellerinden alinan 6rnekler, 18 haslama suyu, 66 adet tavuk karkas: olmak
Uzere toplam 121 adet 6rnek alarak izolasyon ve tanimlama gerceklestirmislerdir.
Ornekler degerlendirildiginde, elde edilen 33 izolatin 28’inin L. innocua, 3’uniin L.
monocytogenes ve 2’sinin de L. grayi oldugunu tespit etmislerdir. Iscilerin ellerinden
alinan orneklerde %40.5 L. innocua ve %11.8 L. monocytogenes varligi
belirlenmistir. Haslama suyunda Listeria spp.’ye rastlanmamustir.

Ozmen ve Kilig (2006) Gemlik Garnizonundaki askeri birliklerde tiiketime
sunulan 18 °C’de dondurulmus-posetlenmis 100 tavuk karkasi (zerine yaptiklari
calismada 100 adet karkas drneginin 24’tinde L. monocytogenes, 4’(inde L. murrayi,
2’sinde L. welshimeri, 43’Unde L. innocua, 3’Unde L. grayi olmak Uzere 76’sinda
Listeria spp. izole etmislerdir.

El-Malek ve ark. (2010) Assiut sehrindeki marketlerden ve bakkallardan
alinmis 25 kiyilmis donmus tavuk gogsi filetosunu Listeria monocytogenes
acisindan incelemislerdir. Bu &rneklerin - dordinun  Listeria spp. icerdigini
saptamiglardir. Listeria izolatlarinin 3’nln L. ivanovii, 2’nin L. innocua, 4’niin L.
grayi ve 2’sinin L. welshimeri oldugunu belirlemislerdir.

Indrawattana ve ark. (2011) yaptiklar1 ¢alismada Bangkok’ta bulunan stiper
marketler ve acik marketlerden alinan 104 adet ¢ig kirmizi et, domuz eti ve tavuk eti
orneklerinin %15.4’Unde L. monocytogenes saptamislardir.

Gambarin ve ark. (2012) italya’da aym partiye ait 3 alt (initeden olusturulan
38 adet tiiketilmeye hazir deniz Urtni ornekleri ile yaptiklar: ¢alismada, i¢ Gnitenin
birincisini hemen analiz emisler; ikincisini +4 °C’de (raf Omri suresince),
Uclinclslnl ise +10 °C’de analiz 6ncesinde saklamislardir. Kimyasal, fiziksel ve
mikrobiyolojik parametreler es zamanli olarak test etmislerdir. Kiltur sonuglarina
gore analiz edilen 38 drnegin 9’unda L. monocytogenes varligini belirlemislerdir.
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Var ve ark. (2012) ‘nin yaptiklari ¢calismada Adana ilinde satisa sunulan 31
adet tum tavuk karkasi, 1 adet kendilerinin kesmis oldugu tavuktan elde ettikleri
tavuk karkasi ve 8 adet parca tavuk eti (but, gogus, kanat, sarma) 6rnegi olmak (izere
toplam 40 adet tavuk eti Ornegi Listeria spp. varligi bakimindan arastirmaya
alinmistir. FDA ve ISO metodlar: ile yapilan ¢alismada; arastirma sonuclarina gore
40 adet Ornegin 2 gogls Orneginde Listeria welshimeri izole edilirken, but, kanat ve
sarma Orneklerinden izole edilen 6 izolat ise Listeria innocua olarak tanimlanmustir.
Orneklerin hig birinde L.monocytogenes’e rastlanmamustir.

Alsheikh ve arkadaslar1 (2013), Sudan’da dondurulmus olarak satin alinan 50
adet tavuk burger, 50 adet tavuk sosis, 50 adet tavuk kofte, 50 adet tavuk sandvig ve
50 adet Italyan usulii tavuk sosisi olmak iizere toplam 250 adet hazir tavuk triiniinde
ISO metodu ile Listeria monocytogenes izolasyonu ve tanimlamas: yapmislardir. 250
adet Ornegin 95’inin (%38) Listeria spp. ile kontamine oldugu gorilmastdr.
Orneklerdeki Listeria spp.’ler tir bazinda incelendiginde bu izolatlarin %13.6” simin
L. monocytogenes, % 20.8’inin L. ivanovi, % 1.6’simin L. grayi, % 0.8’inin L.
seeligeri ve % 1.2’sinin L. welshimeri oldugu tespit edilmistir.

Alsheikh ve ark. (2014), dondurulmus tavuk orneklerinde Listeria spp.
izolasyonu ve tammlamas: yapmislardir. Buna goére bir firmadan alinan 300 6rnekten
11’inin Listeria spp. oldugu tespit edilmistir. Tur bazinda degerlendirme yapildiginda
ise 39’unun L. monocytogenes, 54’0nln L. ivanovii, 11’inin L. grayi, 3’0nin L.

seeligeri ve 4’Undn L. welshimeri olduklarini berlirlemislerdir.

2.2. Bakteriyofajlarin Gidalarda Bulunan Listeria spp. ve Diger Patojenler

Uzerine Etkisinin Arastirlldiga Calismalar

Capita ve ark. (2002) bazi deneysel fajlarin degerlendirilmesi igin Fransa,
Ispanya ve Danimarka’daki kiimes hayvanlarindan izole edilen L. monocytogenes ile
yapilan serotip calismalarinda; fajlarin %2 ve 4 serogruplarindaki L. monocytogenes
suslarina etki ettikleri gortilmustir. Bu ¢alisma, fajlarin durumunun cografi bolgelere

gore spesifikliginin 6nemini ortaya ¢ikarmstir.
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Goode ve ark. (2003) Salmonella enterica’m:n Enteritidis alttiri ve
Campylobacter jejuni ile kontamine edilmis tavuk derisinde yaptiklari galismada
P22, HTint ve 29C bakteriyofajlarinin inokile edilen mikroorganizmalar (zerine
etkisini gozlemislerdir. Antibakteriyel faj aktivitesini 4 °C’de saptamislar ve hedef
hicrelerin %95 inin 6ldugind belirlemislerdir.

O’Flynn ve ark. (2004), Tokyo Enstitlisi’nden temin ettikleri litik pp01 faji
ile blylkbas hayvan ciftliginden izole ettikleri e11/2 ve e4/1c olmak (zere 3
bakteriyofaj ile olusturduklar: faj kokteylini kullanarak etlerde E. coli O157:H7
kontaminasyonunu azaltmak icin yaptiklart calismada, bu kokteylin 9 6rnegin
7’sinde etkili oldugunu bulmuslardr.

Leverentz ve ark. (2004), kavun 6érneklerine L. monocytogenes inokilasyonu
Oncesi ve sonrast LMP-102 faj uygulamasinin etkilerini arastirmiglardir. Bu amacla
L. monocytogenes inokilasyonundan 1, 0.5 ve 0 saat Once ve L. monocytogenes
inokilasyonundan sonraki 30. dakika, 1, 2 ve 4. saatlerde faj kokteyli
uygulamiglardir.  Bu  c¢alismada kavun  orneklerine  uygulanan  bakteri
konsantrasyonunun 5x10° kob/ml, faj konsantrasyonunun 10° pob/ml oldugu
bildirilmistir. Bu calismada farkl: strelerde uygulanan faj muamelesinde en yuksek
azalmanin 1.3 log azalma ile 4. saatte gergeklestirilen uygulamada saglandig: tespit
edilmistir.

Higgins ve ark. (2005), yaptiklar1 bir calismada, belediye atik sularindan
Salmonella enteritidis PT 13A varhiginda PHL4 faji izole etmiglerdir. Tavuk
karkaslarinin yikama sularina ve tavuk karkaslarina 10°, 10%, 10 ve 10° kob/ml
konsantrasyonlarinda S. enteritidis inokiilasyonunu takiben, yikama sularina 10° ve
10" pob/ml, tavuk karkaslarina 10% 10* 10°® ve 10™ pob/ml konsantrasyonunda
PHL4 faji eklemislerdir. Tavuk yikama sulari ve tavuk haslama sular ile
gerceklestirilen uygulamalarda 10%, 10* ve 10° pob/ml konsantrasyonlar: herhangi bir
azalma saglamazken 108 ve 10 pob/ml konsantrasyonlarinin Salmonella miktarinda
azalma sagladigini gézlemislerdir.

Guenther ve ark. (2009) sekiz farkl yiyecekte (hot dog, dilimlenmis hindi eti,
ttstlenmis somon baligi, karistirllmis deniz drtnleri, cikolatali stt, mozerella

peyniri salamurasi, dilimlenmis lahana ve marul yapraklar1) A511 ve P100 faj
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preparatlarinin  Listeria monocytogenes uzerine etkilerini incelemiglerdir. Gida
orneklerine 1 x 10° kob/g bakteri ve 3 x 10° — 3 x 10° pob/g faj eklenmis ve 6 ‘C’de 6
gun muhafaza etmislerdir. Bakteri yikinde sivi gidalarda (¢ikolatal sit, mozerella
peyniri salamurasi) 2.3 log kadar azalma, kati gidalarda yaklasik 5 log kadar azalma
gozlemislerdir. Kullanilan fajlarin etkileri birbirine yakin bulunmus olup Listeria
monocytogenes’nin biyokontroliinde etkili olabilecekleri bildirilmistir.

Holck ve Berg (2009) dilimlenmis pismis ette Listeria monocytogenes
gelisimini azaltmak icin fajlarla birlikte koruyucu kultirler (% 2.3 NaCl ve % 0.01
disodyum difosfat) kullandiklari calismada; tek basina eklenen fajlarin etkisiyle
Listeria monocytogenes’in 10 kat azaldigini, 14-28 glnlik bekleme sonrasinda faj ve
koruyucu kultur iceren drneklerin sadece faj eklenen drnekler ile kiyaslandiginda 100
katlik bir azalma oldugunu gdézlemislerdir.

Soni ve ark. (2009) et filetosu Gzerindeki Listeria monocytogenes yukini
azaltmak icin kullanilan LISTEX™ P100 fajinin faj dozuna, faj temas zamanina ve
depolama sicakligina bagl olarak listerisidal aktivitesinin incelenmesi ¢alismasinda,
et filetosuna yaklasik 4.3 log kob/g konsantrasyonunda Listeria monocytogenes
karistmi inokile edilmis ve daha sonra faj tedavisi uygulanmistir. Calismanin
sonucunda; 2x10” pob/g (7.3 log pob/g) miktarinda P100 faji ile muamele edilen
ornekte 4°C sicaklikta 1.4-2.0 log kob/g, 10 °C’de 1.7-2.1 log kob/g, 22 °C’de 1.6-
2.3 log kob/g Listeria monocytogenes yukinde azalma oldugunu bildirmislerdir.

Soni ve Nannapaneni (2010) c¢ig alabalik filetosu et dokularindaki L.
monocytogenes’in Uzerine LISTEX P100 fajinin kullanilabilecegini gostermislerdir.
Calismalarinda; L. monocytogenes inokiile edilmis et dokusuna 10° pob/g LISTEX
faji muamelesi sonucu baslangicta yaklasik 4 log kob/g olan Listeria yikinde
yaklasik 3.5 log kob/g azalma saglandigint gostermislerdir. 4 °C’de 10 glnlik
periyotta depolanmis faj ile muamele edilen 06rnek ile kontrol 06rnegi
degerlendirildiginde kontrol 6rneginde 1 log artis gozlenirken faj ile muamele edilen
orneklerde ise 2.3 log kadar azalma belirlemislerdir. 10® pob/g LISTEX faji
muamelesi sonucu baslangicta ilk giin 1.4 log kob/g azalma gortlmus, bu periyodun
sonunda ise olan L. monocytogenes miktarinin kontrol érneklerindeki sonuca gore

2.3 log kob/g daha az oldugunu gozlemlemislerdir. 8 log pob/g fajin 4 °C’de
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stabilitesi incelendiginde 10 gunluk depolama sonunda 0.6 log pob/g miktarinda faj
yukunde azalma oldugunu bildirmislerdir.

Viazis ve ark. (2011) gida isletmesinde kullanilan materyaller tizerine inokiile
edilen Escherichia coli (EHEC) O157:H7 suslar1 tzerine BEC8 olarak adlandirilan
faj karisiminin etkisini incelemisledir. Kombine edilen EK27, ATCC 43895 ve 472
kodlu Escherichia coli O157:H7 suslarinin belirlenen yizeylere (Steril paslanmaz
celik, seramik fayans ve HDPE parcalari) sus karisimindan10°, 10° ve 10* kob/parca
olacak sekilde; 4, 12, 23 ve 37 °C sicakliklarda inokiile edilmeleri saglanmustir.
EHEC varligi TSA agarda standart sayim yontemi ile belirlenmistir. Calismada steril
paslanmaz celik ylzeyinde 37°C ve 12 °C’lerde BEC8 uygulamasindan 10 dakika
sonra; 23 °C’de 1 saat sonra mikroorganizma varligr gozlenmedigi bildirilmistir.
Seramik fayans ylzeyde, BEC8 uygulamasindan 10 dakika sonra 37 °C’de ve 1 saat
sonra 23 °C’de herhangi bir mikroorganizma varligina rastlamamigslardir. HDPE
parcalarinda ise 12 °C’de 24. saate kadar herhangi bir Ureme gozlememislerdir. 4
°C’de ise uygulamadan sonraki 10 dakika icinde tiim 6rneklerde 3 log kob“dan daha
fazla azalma gozlediklerini bildirmislerdir.

Rossi ve ark. (2011), 40 adet Brezilya usulii taze domuz ve tavuk sosislerinde
Listeria monocytogenes varligint arastirmislar ve LISTEX P100 fajinin etkinligini
degerlendirmislerdir.  Calismada  2.1x10"° kob/g  konsantrasyonundaki L.
monocytogenes sosislere inokiile edilmis ve ardindan 3.0x10’ pob/g oraninda faj
uygulamas: yapilmistir. Ornekler 4 °C’de 10 giin saklanmstir. ik giin ve 10. giinde
analize alinan ornekler kontrol Ornekleriyle karsilastirildiginda, her iki gine ait
orneklerde de bakteriyofajin L.monocytogenes sayisinda 2.5 log kadar azalma
sagladigini tespit etmislerdir.

Bigot ve ark. (2011), calismalarinda koyun gaitalarindan L. monocytogenes
ve L. ivanovii’yi etkileyen ancak L. grayi ve L. innocua’y: etkilemeyen, morfolojik
olarak A511 fajina benzeyen bir faj izole etmislerdir. Satin alinan tavuk etine 10°
kob/cm? oraninda L. monocytogenes eklenmesinin ardindan 5.2x10° pob/ml
konsantrasyonunda faj muamelesi gerceklstirilmistir. 30 °C’de 7 saatlik inkiibasyon
sonunda L. monocytogenes’in gelismesini 6nlemisler, ancak 24 saatlik inkiibasyonun

sonucunda yeniden gelisim gozlemislerdir. Ayni sicaklikta, dilimlenmis tavuk gogsu
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yiizeyinde faj kullanimini takiben patojen miktarinda 2.5 log kob/cm? azalma
g6zlemisler, sonrasinda ise yeniden gelisme meydana gerdigini bildirmislerdir.
Yaklasik olarak 10* kob/ml bakteri inokilasyonunu takiben 1.5x10° pob/cm?
konsantrasyonunda faj ile muamele edilen &rnekte, 1.5 log kob/cm? azalma
saglandigini belirtmislerdir.

Izquierdo ve ark. (2012), calismalarinda oda sicakhiginda nemli sartlarda
bulunan paslanmaz celik yiizeylerdeki Listeria monocytogenes biyofilmlerini kontrol
etmede faj P100’Un etkinligini epifloresan mikroskop (DEM) kullanarak
belirlemislerdir. 72 saat boyunca gelisimine izin verilen biyofilmler, farkli faj
konsantrasyonlart (5, 6, 7 ve 8 log pob/ml) ile muamele edilmislerdir. L.
monocytogenes varligini hem mikroskop hem de kiltiir metodu ile 48 saate kadar
izlemiglerdir. L. monocytogenes kultir metodu ile izlendiginde ilk énemli azalmay:1
8.caatte 7 ve 8 log pob/ml faj muamelesinde go6zlemlemislerdir. Bu
konsantrasyonlarla, ortalama 5.29 log kob/cm®lik azalma ile 48. saatte iiremenin
tespit edilemedigi bildirilmistir. 6, 7 ve 8 log pob/ml kosantrasyonlarla muamele
edilen oOrneklerin mikroskopla incelenmesi sonucu, uygulamadan 8 saat sonra
biyofilmlerde parcalanma meydana gelse de 48 saate kadar bakteri hucrelerinin
canliligint korudugu tespit edilmistir. Calisma stresince, faj titresinin ya stabil
kaldig1 ya da 2.59 log kadar artis gosterdigi belirtilmistir. Sonu¢ olarak, paslanmaz
celik ylzeylerde faj P100 L. monocytogenes biyofilmini kontrol etmede yardimci bir
kontrol 6nlemi olarak kullanilsa da, faj muamelesinin etkinligini artirmak icin diger
hijyen onlemleriyle kombine olarak kullanilmasi gerektigi vurgulanmistir. Bu
calismada, epifloresan mikroskop (DEM)’un L. monocytogenes biyofilmlerine faj
P100un gercek etkisini tam olarak ve hizli sekilde degerlendirme olanag: saglamada
etkili bir ara¢ oldugu bildirilmistir.

Hungaro ve ark. (2013)’nin tavuk derisinde S. enteritidis sayisin1 azaltmada
bakteriyofajlar1 ve klasik kimyasal ajanlari kullandiklari ¢alismalarinda, tavuk
diskilarindan 5 adet faj izole edilmis, tanimlanmis ve biyosanitizer olarak secilmistir.
Bu bakteriyofajlarin Podoviridae familyasina ait olduklar: tespit edilmistir. 1x10°
kob/cm? S. enteritidis ile kontamine edilen tavuk derisi 6rnekleri, faj kokteyli ve

biyokimyasal ajanlarla muamele edilmis, her iki durumda ortalama 1 log kob/cm?
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azalma oldugu belirtilmistir.

Chibeu ve ark. (2013), calismalarinda hazir kizarmis kirmizi et ve pismis
hindi etinde L. monocytogenes yikinl azaltmada Listex P100 faji, potasyum laktat
(PL), sodyum diasetat (SD), PL-SD, PL-faj, PL-SD-faj kombinasyonlarinin etkisini
aragtirmiglardir. Bu amacla dilimlenen etlerin merkezlerine, ylizey kontaminasyonlari
10° kob/cm? olacak sekilde L. monocytogenes inokiile edilmistir. Pismis hindide %
2.8 PL, kizarmis ette ise % 2.8 PL + % 0.2 SD kombinasyonu kullanmiglardir.
Listex™ P100 faji 10" pob/cm? oraninda uygulanmistir. Tiim 6rnekler 4 ve 10 °C’de
30 dakika, 1, 2, 3, 7, 10, 14, 20 ve 28 glinllk periyotlarda inkiibasyona birakilmistur.

Et cesidine, uygulanan antimikrobiyal madde ve kombinasyonlarina ve
sicakliklara gore farkli sonuclar elde edilmistir. 28. gunun sonunda bakteriyofaj
uygulamasini  gergeklestirildigi tim 6rneklerde kontrol 06rneklerinde yapilan
kiyaslamaya gore azalma saglandig: tespit edilmistir. Bu ¢alismanin, hazir etlerin
guvenligini saglamak amaciyla kimyasal antimikrobiyallerle birlikte Listex P100
muamalesinde L. monocytogenes sayisinda ©onemli bir azalma sagladigin
bildirmiglerdir.

Silva ve ark. (2014), yumusak peynirlere inokule edilen L. monocytogenes
suslar1 Uzerine bakteriyofaj P100 etkisini ¢alismiglardir. Bu amacla Minas Frescal ve
Coalho peynirlerine L. monocytogenes 10° kob/g oraninda 1/2a and Scott A suslari
karisimini inokiile etmislerdir. Ardindan 8.3 x 10" pob/g oraminda bakteriyofaj
eklemislerdir. Ornekler analize alinmis ve 10 °C’de 7 gin saklanmistir.
inokiilasyonun ardindan 30 dakikalik enfeksiyon sonrasinda, kontrol o6rnegi ile
karsilastirma yapildiginda bakteriyofaj P100’Un Minas Frescal peynirinde 2.3 log
birimlik, Coalho peynirinde ise 2.1 log birimlik azalma sagladigini tespit etmislerdir.
Ancak, buzdolabinda saklanan o6rneklerde bakteriyofaj P100’0n daha zayif bir
antilisterial etki gosterdigini (en dustik azalma: Minas Frescal peynirinde 1.0 log
birim, Coalho peynirinde 0.8 log birim) belirlemislerdir.
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3. MATERYAL VE METOT

3.1. MATERYAL

3.1.1. Listeria spp. Izolasyonu Yapilan Ornekler

Bu calismada materyal olarak, Cukurova bolgesinde faaliyet gosteren 3 farkl
tavuk isletmesinden alinan 2’ser adet tum tavuk karkasi, karkas parcalar: (g6gus, but,
kanat), tavuk cigeri, haslama suyu ve yikama suyu ornekleri kullanilmistir. 2
tekerrurlii olarak yaruttlen bu calismada toplam 42 6rnek calisiimstir.

Orneklerin alindig1 isletmeler, 6rnek sayilar ve cesitleri ile tekerriirler Cizelge
3.1°de gosterilmistir. Aseptik kosullar altinda gerceklestirilen numune alma islemleri
sirasinda, alinan drneklerden tim tavuk son drin ambalaji haliyle diger 6rnekler ise

steril cam kavanozlara alinarak soguk zincir bozulmadan laboratuvara getirilip, 12

saat icinde analize alinmigtir.

Cizelge 3.1. Orneklerin alindig isletmeler, 6rnek sayilar ve cesitleri

Isletme Ad A B C
Isletme Yeri Seyhan/Adana Seyhan/Adana Seyhan/Adana
Ornek Sayist 14 14 14
2 adet TUm tavuk eti 2 adet TUm tavuk eti 2 adet TUm tavuk eti
2 adet Kanat 2 adet Kanat 2 adet Kanat
2 adet But 2 adet But 2 adet But
Ornek Cesidi 2 adet Gogus 2 adet Gogus 2 adet Gogus
2 adet Tavuk cigeri 2 adet Tavuk cigeri 2 adet Tavuk cigeri
2 adet Yikama Suyu 2 adet Yikama Suyu 2 adet Yikama Suyu
2 adet Haslama Suyu 2 adet Haglama Suyu 2 adet Haslama Suyu
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Isletmelerden alinin 6rneklere belirli kodlar verilmistir. Verilen kodlar, 3

haneden olusmaktadir. Ilk hanede isletmenin adi, ikinci hanede numunenin adin

temsilen yapilan

isimlendirmelere ve Gglncli hanede ekimin yapildigi gln

belirtilmektedir. Kodlar ve agiklamalar: liste halinde Cizelge 3.2°de verilmistir.

Cizelge 3.2. Arastirmada kullanilan érneklerin numune kodlar: ve aciklamalar:

Ornek kodu | Aciklama Ornek kodu. | Aciklama Ornek kodu. | Aciklama
A-G-1 A isletmesi, B-G-2 B isletmesi, C-B-1 C isletmesi,
goguls ornegi, goguls ornegi, but drnegi,
1.ekim 2.ekim 1.ekim
A-K-1 A igletmesi, B-B-2 B isletmesi, C-G-2 C isletmesi,
kanat 6rnegi, but drnegi, goguls ornegi,
1.ekim 2.ekim 2.ekim
A-YS-1 A isletmesi, B-TT-2 B isletmesi, C-TT-2 C isletmesi,
yikama suyu tim tavuk tim tavuk
Ornegi, 1.ekim Ornegi, 2.ekim Ornegi, 2.ekim
A-B-2 A isletmesi, B-YS-2 B isletmesi, C-G-3 C isletmesi,
but drnegi, yikama suyu gogis ornegi,
2.ekim Ornegi, 2.ekim 3.ekim
A-G-2 A igletmesi, B-K-3 B isletmesi, C-B-4 C isletmesi,
gogis ornegi, kanat drnegi, but drnegi,
2.ekim 3.ekim 4.ekim
A-YS-2 A isletmesi, B-G-3 B isletmesi, C-G4 C isletmesi,
yikama suyu goguls ornegi, goguls ornegi,
oOrnegi, 2.ekim 3.ekim 4.ekim
A-B-4 A isletmesi, B-TT-3 B isletmesi, C-TT-4 C isletmesi,
but drnegi, tim tavuk tim tavuk
4.ekim oOrnegi, 3.ekim oOrnegi, 4.ekim
A-G-4 A igletmesi, B-K-4 B isletmesi, C-YS-4 C isletmesi,
gogus ornegi, kanat 6rnegi, yikama suyu
4.ekim 4.ekim Ornegi, 4.ekim
A-K-4 A isletmesi, B-G-4 B isletmesi,
kanat 6rnegi, gogus ornegi,
1.ekim 4.ekim
B-YS-4 B isletmesi,
yikama suyu
Ornegi, 4.ekim

*G: Gogls, K: Kanat, YS: Yikama suyu, B: But, TT: Tum tavuk

**1 ve 2: 1. tekerrire ait ekimler
*** 3 ve 4: 2. tekerrire ait ekimler
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3.1.2. Listeria spp. Suslar

Bu calismada tavuk isletmelerinden alinan &rneklerden izole edilmesi
amaclanan Listeria tdrlerinin pozitif kontroli olarak kullanilacak olan suslar,

Biomeriux firmasindan temin edilmistir.

3.1.3. Bakteriyofaj

Arastirmada kullanilacak LISTEX™ P100 faji ticari olarak 2x10™ pob/ml
konsantrasyonunda olup, Micreos Food Safety (Hollanda) firmas: ile imzalanan

protokoliin ardindan temin edilmistir.

3.1.4. Besiyerleri

Kullanilan tum kati1 ve sivi besiyerleri uygulamadan hemen ¢nce hazirlanmis

ve taze olarak kullanilmistir.

3.1.4.1. Buffered Listeria Enrichment Broth (Merck 1.09628)

Buffered Listeria Enrichment Broth, FDA tarafindan onerilen metotta On
zenginlestirme amaciyla kullanilan besiyeridir. Besiyerinden 8.12 g alinarak 225 mi
distile suda ¢6zundurilmustir. Daha sonra otoklavda 121 °C’de 15 dakika sterilize
edilmistir.

Selektif katki (Listeria Selective Enrichment Supplement) (Merck 1.11781)
piyasada ticari olarak bir kutuda 10 vial (kuclk sise) seklinde satilan hazir haliyle
temin edilmistir.

Listeria Selective Enrichment Supplement hazirlaniss;

Secici katki 1 vial

Steril distile su 1 ml

Otomatik pipet yardimiyla aseptik kosullarda 1 vial icine 1 ml saf su eklenmis
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ve karisim vial igerisinde tamamen c¢Ozunduruldiikten sonra, her bir 225 ml’lik

besiyerine 0,5 ml katki eklenmistir.

3.1.4.2. PALCAM Listeria Selective Agar (Merck 1.11755.0500)

PALCAM Listeria Selective Agar, ©0n zenginlestirme sonrasinda
zenginlestirmede ve izolasyonda, secici kati besiyeri kullanmilmistir. 35.9 g
besiyerinin hassas terazide tartilarak 500 ml distile su igerisinde ¢6zundlrtilmesinin
ardindan otoklavda 121 °C’de 15 dakika sure ile sterilize edilmistir.

Besiyeri otoklavdan ¢iktiktan sonra, dokme sicaklhigina sogudugunda selektif
katki eklenmistir.

Selektif katki (PALCAM Selective Supplement) (Merck 1.12122) piyasada
ticari olarak bir kutuda 10 vial (kuclk sise) seklinde satilan hazir haliyle temin
edilmistir.

PALCAM Selective Supplement hazirlanisi,

Secici katki 1 vial

Steril distile su 1 ml

Otomatik pipet kullanilarak aseptik kosullarda 1 vial igine 1 ml saf su
eklenmis ve karisim vial icerisinde tamamen ¢ozindirildikten sonra 500 ml’lik
PALCAM Selective Agar besiyerine eklenmistir. Selektif katki eklendikten sonra
katilasma gerceklesmeden besiyeri steril cam petrilere her birinde yaklasik 15 ml

olacak bicimde dagitiimustir.
3.1.4.3. Tryptone Soya Agar Yeast Extract (TSA-YE)
TSA-YE Agar, ileri tanimlama testlerini gerceklestirmek Uzere segici

besiyerinde gelisen kolonilerin tek diustrilmesini saglamak amaciyla tercih edilen
besiyeridir. 500 ml erlen icerisine 15 g Tryptic Soy Broth (Merck 1.05459), 3 g maya
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ekstrakti (Yeast Extract; Merck 1.03753) ve 7.5 g agar (Merck 1.01613) konularak
hazirlanmastir.

Bilesenler damitik su icinde calkalanarak eritilmis ve otoklavda 121 °C'de 15
dakika sterilize edilip, steril petri kutularina yaklasik 15'er ml olacak sekilde

dekilmustar.

3.1.4.4. Tryptic Soy Agar (TSA)

In vitro (canl hiicre disinda) yapilan standart mikrobiyolojik analizlerde genel
kat1 besiyeri olarak kullanilir (Anon, 2014-h). Bu ¢alismada, faj titresi hesabinda alt
(base) agar olarak tercih edilmistir (Soni ve Nannapaneni, 2010). Tryptic Soy Agar,
15 g Tryptic Soy Broth (Merck 1.05459) ve 7.5 g agar (Merck 1.01613)
karistirilmast ile 500 ml olarak hazirlanmstir.

Bilesenler damitik su icinde calkalanarak eritilmis ve otoklavda 121 °C'de 15
dakika sterilize edilip, steril petri kutularina yaklasitk 15 ml olacak sekilde

dokilmustar.

3.2. Metot

3.2.1. Tavuk Eti Orneklerinden ve Tavuk Karkaslarinin Yikama ve Haslama
Sularindan Listeria spp. izolasyonu

Calisilacak tavuk eti drneklerinden tim tavuk karkasi, tavuk karkas parcalar
(gbgus, but, kanat), tavuk cigeri, tavuk karkas: haslama ve yikama suyundan Listeria
spp. izolasyonu FDA metodu ile gerceklestirilmistir. 1988 yilinda Lovett ve
arkadaslar1 tarafindan gelistirilen FDA metodu; sut, sit drdnleri, deniz drinleri ve
sebze — meyveler gibi bircok gidadan Listeria spp. izolasyonu ve sayimi amaciyla
kullanilmaktadir.

Analize alinacak her bir kat1 6rnek 25’er gram olarak tartilarak kiyma haline
gelecek sekilde steril bigak yardimi ile pargalara ayrilarak; her bir sivi 6rnek 25’er ml
alinarak 6n zenginlestirme amaciyla 225 ml Buffered Listeria Enrichment Broth
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(BLEB) besiyerinde homojenize edilmistir. Besiyeri dnce 30°C’de 4 saat inkibe
edilmis, 4 saatin sonunda selektif katki (10 mg/l akriflavin, 40 mg/l nalidiksik asit)
ilave edilip inkiibasyon 48 saate tamamlanmistir. inkiibasyonun baslagicindan
itibaren 24. ve 48. saatlerde PALCAM Agar besiyerine stirme ekimi yapilmis ve
petriler 37°C’de 48 saat inkiibasyona birakilmistir. Segici kati besiyerinde gelisen 5
tipik koloni TSA-YE besiyerine ekilmis ve 24 saat inklbasyon sonucunda ileri
tanimlama testlerine tabi tutulmustur (Var ve ark., 2012; FDA, 1998). Yapilan

calismada izlenen asamalar Cizelge 3.3’te sematize edilmistir.

3.2.2. Tavuk Eti Orneklerinden ve Tavuk Karkaslarinin Yikama ve Haslama

Sularindan izole Edilen Listeria spp.’lerin Tamimlanmasi

Listeria spheli gri-yesil veya siyah haleli kolonilerden saflastirma amaciyla
Tryptic Soy Agar-Yeast Extract yuzeyine ekim yapilarak petri kutular1 37°C’de 24
saat inkiibe edilmistir. inkibasyonun ardindan bu hiicrelerin koloni ve hiicre
morfolojileri degerlendirilmistir. Gram pozitif, katalaz pozitif, oksidaz negatif,
hareketlilik pozitif ve Ure negatif koloniler Listeria spp. slpheli koloniler olarak
degerlendirilmistir.

Izolat cins bazinda Listeria olarak dogrulandiktan sonra cesitli kiltirel ve
biyokimyasal testler ile tir bazinda tanimlama yapilmustir. Listeria spp. izolatlarinin
tiir bazinda tanimlamalarinin yapilmas: icin Microbact™ Listeria 12L (Oxoid) adli
hazir tamimlama kiti ve Vitek 2 Compact cihazi kullanilmistir (Var ve ark., 2012 ).
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Cizelge 3.3 Gidalarda Listeria spp.nin FDA metoduna gore klasik kulturel ekim
yontemi ile saptanmasinda izlenen asamalar (Tekin, 2010).

25 g/25 ml érnek 225 ml
BLEB (Buffered Listeria Enrichment Broth)’a
eklenmistir.

30 °C’de 4 saat inklbasyona birakilmstir.

Selektif katk: eklenip, inkiibasyon 48 saate
tamamlanmustir.

PALCAM Agar besiyerine ekim yapilmustir.
Petriler 37 °C’de 48 saat inkiibe edilmistir.

PALCAM Agarda gri-yesil
koloniler, sipheli koloniler olarak
degerlendirilmistir.

5 tipik koloni alinarak TSA-YE besiyerlerine
ekilmis ve petriler 37 °C’de 24 saat inkiibe
edilmistir.

Biyokimyasal dogrulama testleri yapilmustir.

N N Y
—
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3.2.2.1. Listeria spp.’lerin Morfolojik Tanimlamalarn

3.2.2.1.(1). Bakteri Koloni Morfolojisinin Incelenmesi

Ekim yapilmis plaklardaki stipheli Listeria spp.’lerin segici kati besiyerindeki
koloni gorundmleri incelenmistir. PALCAM Agar’da 1.5-2 mm capinda zeytin
yesili-gri-kahverengi renkli ve siyah zonlu koloniler, siipheli koloniler olarak
degerlendirilmistir.

Koloni goruntileri beklenen 6zelliklere sahip olanlarin hiicre morfolojilerinin

arastirilmast igin Gram boyama yapilmistir.

3.2.2.1.(2). Bakteri Hiicre Morfolojisinin Incelenmesi

Koloni gorunttleri incelenen 6rneklere gram boyama islemi uygulanmis ve
hiicre morfolojileri 151k mikroskobunda incelenmistir. Bakteri hcrelerinin hiicre
zarlarini asirt zorlayacak osmotik basing farkliligint engellemek ve dolayisiyla hiicre
morfolojisini korumak amaciyla preparat hazirlamada su yerine serum fizyolojik
(9%0.85 NaCl ¢ozeltisi) kullanilmistir (Temiz, 2000).

Gram boyamada kullanilan kimyasallar Kristal Violet, Lugol Cozeltisi,
%96’ lik Etil Alkol ve Sulu Fuksin Cozeltisi’dir (Temiz, 2000).

a) Kristal Violet: Gram boyamada kullanilan ilk boya olan Kristal Violet i¢in; 0.5 g
boya tartilarak 100 ml damitik su icinde c¢Ozundurip kullanilmistir (Temiz,
2000).

b) Lugol Cozeltisi: Gram boyamada kullanilan lugol ¢ozeltisi igerisindeki iyot Gram
pozitif bakterinin olduk¢a dayanikli hiicre duvarinda bulunan cift kath
peptidoglukan yap: tarafindan hapsedilir. Yikama ile bu kompleksin akip
gitmesine izin verilmez (Anon, 2014-g). Lugol c¢ozeltisi hazirlamak igin 2 g
potasyum iyodir (K1) kullanilmis ve 300 ml damitik suda ¢ozindurtulmistir. Bu
cozeltiye daha sonra 1g iyice ezilmis iyot kristali eklenmis ve oda sicakliginda

tam ¢6zinme saglanincaya kadar karistirilmstir (Temiz, 2000).
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c) %96’k Etil Alkol: Gram boyamada kullanilan etil alkol (Tekkim) piyasada ticari
olarak satilan % 96’ lik saflikta temin edilmistir.
d) Sulu Fuksin Cozeltisi: Preparatlar etil alkol ile muamele edildikten sonra sulu
fuksin ¢ozeltisi ile
isleme tabi tutulmustur. Sulu fuksin cozeltisinden 6nce bazik fuksin cozeltisi
hazirlanmistir. Bazik fuksin, 1 g fuksin (%90 boya icerikli) tartilarak 1000 ml distile
suda ¢ozindurulmesiyle elde edilmistir. Ardindan bu boya ¢ozeltisinden 10 ml alinip
100 ml damitik suya karistiritlmasiyla sulu fuksin ¢ozeltisi hazirlanmistir (Temiz,
2000).
Sekil 3.1°de Listeria spp.’lerin Gram boyama sonucunda 1sik mikroskobunda

gorulen hucre morfolojileri verilmistir.

3.2.2.2. Biyokimyasal Tanimlama Testleri

D-Xylose, L-Rhamnose, K-methyl-D-mannoside ve D-mannitol ‘den asit
Uretimine gore aynlan Listeria tdrlerini belirlemede biyokimyasal testler
uygulanmaktadir (Allerberger, 2003).

Listeria spp.’lere ait bazi biyokimyasal test degerlendirmeleri Cizelge 3.4°te

verilmistir.
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Cizelge 3.4. Listeria tirlerine ait biyokimyasal test degerleri (Allerberger, 2003)
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Oksidaz
Katalaz + + + + + +
indol
D-Xylose - + + - + -
L-Rhamnose + - - d d d
a-Methyl-D-mannoside + - - + + +
D-Mannitol - - - - - +

+: pozitif, -: negatif, d: degisken

Calisma sirasinda, hiicre ve koloni morfolojileri sonucunda stpheli bulunan

izolatlara biyokimyasal testler uygulanmuastir.

3.2.2.2.(1). Oksidaz Testi

Bu test hazir oksidaz kiti (Merck Bactident Oxidase) kullanilarak
uygulanmigtir. Test kagitlar: tizerinde kare seklinde ayrilan kisma slipheli koloniden
0ze yardimi ile alinmastir.

Sarlntl bolgesinde 5-15 saniye icinde mor renk olusumunun gézlenmesi
halinde oksidaz testi pozitif olarak kabul edilmistir. Oksidaz testi negatif veren

koloniler Listeria spp. olarak degerlendirilmistir (Anonymus, 2014-d).
3.2.2.2.(2). Katalaz Testi
Baska bir biyokimyasal tanimlama testi olan katalaz testi %30’luk H,O,

kullanilarak gerceklestirilmistir. %30’luk H,0O,, analizde kullaniimak Gzere %3’lik

olarak ayarlanmistir (Anonymus, 2014-d).
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Kullanimdan once taze olarak hazirlanan % 3’lik hidrojen peroksitten bir lam
uzerine 1-2 damla konulmus ve slpheli koloni 6ze yardimi ile alinarak hidrojen
peroksite karistirilmistir. Gaz kabarciklarinin olusumunun g6zlenmesi halinde test

sonucu pozitif kabul edilmistir (Anonymus, 2014-d).

3.2.2.2.(3). Hareketlilik Testi

Stpheli  kolonilere yumusak dik agarli besiyerinde hareketlilik testi
uygulanmustir. igne uglu 6ze yardimu ile siipheli koloniden alinmis ve 5 ml Nutrient
Agar (%0.4 agar eklenmis) iceren besiyerine ekim yapilmustir. 18-24 saat sure ile 25
°C’de inklbasyona birakilan besiyerleri, inkiibasyonun sonunda degerlendirmeye
alinmistir.  Inokiilasyon hattinin yanlarina dogru yayilmis, semsiye gorunimli
bulaniklik bakterinin hareketliliginin pozitif oldugunu gostermektedir (Anonymus,
2014-d).

3.2.2.2.(4). Ure Testi

Bir 6ze dolusu koloni alinip Urea Broth (Merck 1.08483) besiyerine inokiile
edilmistir. 35 °C’de 48 saate kadar inkiibasyon sonunda tiip rengi kontrol edilmistir.
Kirmizi renk olusumu gozlenenler pozitif, sar1 renk olusumu gozlenenler ise testin

negatif olarak degerlendirilmistir (Anonymus, 2014-d).

3.2.2.2.(5). Indol Testi

Bu test, mikroorganizmalarin bir aminoasit olan triptofan: ayristirarak indol
meydana getirebilme yetenegini belirlemek icin kullaniimaktadir. Mikroorganizmalar
s1v1 besi yerine veya peptonlu siviya ekildikten sonra 37 °C de 1-5 giin inkiibasyona
birakilmistir. Inkiibasyon sonucunda Kiltiirlerin tizerine Kovacs (veya Ehrlich)

ayiracindan 0.5 ml ilave edilip iyice karigtirilmastir.
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Tuplerin Gst kisminda bir iki dakika icinde kirmizi bir halkanin olusmasi
indol  pozitif, sarimsi halka indolun olusmadiginin  gostergesi  olarak

degerlendirilmistir (Anonymus, 2014-d).
3.2.2.2.(6). Microbact™ Listeria 12L Tamimlama Kiti ile Tammlama

Biyokimyasal tanimlama sonras: Listeria spp. olarak dogrulanan koloniler
(katalaz pozitif, Gram pozitif-kokobasil, oksidaz negatif, hareketlilik pozitif ve lre
negatif) Microbact™ Listeria 12L tanimlama kiti ile analize alinmiglardir.

Ticari olarak satilan Oxoid marka Microbact™ Listeria 12L tanimlama
kitiprotokollerine uygun olarak kullanilmustir.

Bu hazir kit igerisinde bulunan donanim; her biri 1 test cubugu iceren 20 poset,
20 koloni sulandirma sivist igeren tup ve bir tepsiden olusmaktadir.

Her bir ¢ubukta hemoliz olusumunu gozlemek icgin gerekli olan hemoliz test
reaktifi (haemolysin reagent) ayrica temin edilmistir.

Microbact™ Listeria 12L tanimlama kit asagidaki islem sirasina gore

uygulanmstir;

1. TSA-YE besiyerinde Ureyen Listeria spp. kolonilerden tek koloni alinmis ve
sulandirma sivist ile karistirilmastar.

2. Aliminyum posetinden bir test stripi cikarilmis ve tepsinin igerisine
yerlestirilmistir.

3. Hemolizin reaktifi oda sicakligina getirilmistir.

4. Test cubugunun Uzerindeki kapak acilip, steril bir pipet yardimiyla her bir
kuyucuga sulandirma sivisindan 4’er damla (yaklasik 100 pl) konulmustur.

5. Kapak kapatilip, cubuklar 37°'C’de 24 saat inkiibe edilmistir.

6. Cubuklar inklbatorden cikarilmis, kapag: kaldirilmas, tim test sonuclar: kayit
formuna not edilmistir. Sonuglart yorumlamada yardimci olmas: agisindan
reaksiyon tablosuna bakilmistir.

7. Elde edilen reaksiyon sonuglari kitin icerisinde bulunan veri tablosu ile

karsilagtirlimistir.
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8. Microbact™ Listeria 12L tamimlama kitinin bilgisayar destekli tanimlama

programi ile sonuclar degerlendirilmistir (Anonymus, 2014-d).

Sekil 3.2.”de inkiibasyon sonrasinda Microbact™ Listeria 12L tanimlama kiti

ile renk degisimi veren test cubuklarinin goriinttsu verilmistir.
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Sekil 3.2: Microbact™ 12L Listeria tanimlama Kitinin gérintsti

3.2.2.2.(7). Vitek 2 Compact Cihaz1 ile Tamimlama

Biyokimyasal testler sonucunda Listeria spp. oldugu dogrulanan kolonilerin
Microbact™ Listeria 12L tanimlama kitinin yan: sira Vitek 2 Compact cihazi ile de
tanimlamas: yapilmistir. Listeria tlrlerinin tanimlamasinda kullanilan Gram Pozitif

(GP) cihaz kartlar1 Biomeriux (Fransa) firmasindan temin edilmistir.
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3.2.3. Listex'™ P100’(in Cahsma Materyallerinden izole Edilen Listeria spp.

izolatlarn Uzerine EtkKisi

3.2.3.1. Cift Tabaka Agar Metodu ile Listex™™ P100 Bakteriyofaj Titresinin

Hesaplanmasi

Besiyeri Uzerinde yaygin bir sekilde tabaka olusturan bakteri icerisinde plak
ureten bir fajin, konakgisint lize edebilme yetenegi yani faj titresi genellikle klasik
plak olusturma denemesi olan cift tabaka agar teknigi kullanilarak olgilmektedir
(Santos ve ark., 2009). Caligmamizda, bakteriyofaj plak olusumu igin 5 farkh
Listeria tiirl (L. monocytogenes, L. welshimeri, L. seeligeri, L. ivanovii, L. innocua)
secilmis ve 6 farkli faj konsantrasyonu uygulanarak cift tabaka agar yontemi ile
calistimagtar.

Calisma sirasinda kullanilacak olan Listeria tirlerinin 10 ml TSB (Tryptic
Soy Broth) icinde 37 °C’de 18 saat sire inkiibasyona birakilarak 10° kob/ml
(McFarland: 1.2) hucre konsantrasyonuna ulasincaya kadar yeniden Uremeleri
saglanmistir. Ardindan bu siispansiyon 10 000 xg’de 10 dakika santriftj islemine tabi
tutulmus ve 2 kez % 0.9 NaCl iceren ¢Ozelti ile yikama islemi uygulanmstir. Yikama
isleminin ardindan pellet % 0.9 NaCl solisyonu ile orijinal hacime getirilmistir.
Istenen konsantrasyona ulasmak icin NaCl c¢ozeltisi ile seri diliisyonlar:
hazirlanmistir (Soni ve Nannapaneni, 2010).

Bu calismada kullanilan Listex™ P100 bakteriyofaji tamponlanmis tuzlu su
icerisinde yaklasik 10*! pob/ml konsantrasyonunda hazirlanmis olarak Micreos Food
Safety (Hollanda) firmasindan temin edilmistir. Listex"™ P100 bakteriyofajinin 10°,
10° 107, 10°, 10° ve 10 pob/ml olmak iizere 6 farkli konsantrasyonun etkisini
incelemek amaciyla % 0.9 NaCl soliisyonu ile seri dilusyonlar1 hazirlanmstir (Soni
ve Nannapaneni, 2010).

Cift tabaka agar tekniginde yumusak agar ve alt (base) agar kullanilacak olup
alt agar olarak TSA, (st agar icin % 0.5 agar iceren TSB ile hazirlanmis yumusak
agar kullaniimsstir (Oliveira ve ark., 2012) Otoklav sonrast donmamast i¢in yumusak

agar, 42 °C’ye ayarl su banyosunda kullanim 6ncesinde bekletilmistir.
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4 ml hacimli yumusak agara (% 0.5 agar iceren TSB) 6nce 150 ul Listeria
spp. suslari ardindan 100 pl 10° - 10' araligindaki farkl: konsantrasyonlara seri
olarak seyreltilen faj Listex™ P100’den 100 pl eklenerek vortekslenmis ve faj ile
bakterinin karismas: saglanmistir. Bu islem her bir Listeria turd icin tekrarlanmistir.
Daha 6nceden hazirlanan ve icerisinde TSA bulunan petriler izerine bu yumusak
agar dokilmis ve agarlarin katilasmalar: icin petriler 30 dakika oda sicakliginda
bekletilmistir. Ardindan petriler 30 °C’de 18-24 saat inkiibasyona birakilmistir (Soni
ve Nannapaneni, 2010).

Inkiibasyonun ardindan fajin tek tek distiigli noktalarda bakterinin lize
edilmesi sonucu olusan ciplak gozle gorulebilir sinirlari belli, yuvarlak plaklar
(seffaf/berrak zonlar) sayilarak sayim sonucu PFU/mI olarak belirtilmistir (Tunail,
2009; Soni ve Nannapaneni, 2010).

3.2.3.2. Farkh Sicakhklarda Listex™ P100’iin Farkh Konsantrasyonlarinin

Listeria spp. izolatlarina Etkisinin Spektrofotometrik Ydéntem ile Belirlenmesi

Tavuk isletmelerinden izole edilen 5 farkl: Listeria tiir( (L. monocytogenes, L.
welshimeri, L. seeligeri, L. ivanovii, L. innocua) izerine Listex' ™ P100 fajinin
etkisini gorebilmek icin farkli sicakliklarda farkl: faj konsantrasyonlari bu izolatlarla
muamele edilmistir.

Calisma sirasinda kullanilacak olan Listeria tirlerinin 10 ml TSB (Tryptic
Soy Broth) icinde 37 °C’de 18 saat siire inkiibasyona birakilarak 10° kob/ml
(McFarland: 1.2) hiicre konsantrasyonuna ulasincaya kadar yeniden (remeleri
saglanmigtir. Ardindan bu siispansiyon 10 000 xg’de 10 dakika santriftj islemine tabi
tutulmus ve 2 kez % 0.9 NaCl igeren ¢ozelti ile yikama iglemi uygulanmistir. Yikama
isleminin ardindan pellet % 0.9 NaCl soltsyonu ile orijinal hacime getirilmistir.
Istenen konsantrasyona ulasmak icin NaCl c¢ozeltisi ile seri diliisyonlar:
hazirlanmistir (Soni ve Nannapaneni, 2010).

10™ pob/ml konsantrasyonuna sahip Listex ™ P100 bakteriyofajinin 10°, 10°,
107, 108 10° ve 10" pob/ml olmak iizere 6 farkli konsantrasyonunun etkisini
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incelemek amaciyla % 0.9 NaCl soliisyonu ile seri dilusyonlari hazirlanmistir (Soni
ve Nannapaneni, 2010).

Listeria spp.’ler iizerine Listex™ P100 etkisinin spektrofotometrik yontem
araciligiyla 600 nm’de optik yogunluk dlcimu yapilarak belirlenecegi yontemde, seri
olarak % 0.9 NaCl ¢ozeltisi ile seyreltilmis belirli konsantrasyondaki Listeria spp.
hilcre stspansiyonundan 2 ml hacimli her bir kiivete 1,8 ml dagitilmistir. Kiivetler 30
°C’de 30 dakika inkibatérde ve 10 °C’de 1 saat buzdolabinda inkibasyona
birakilmustir. inkiibasyon sonrasinda, % 0.9 NaCl iceren ¢ézeltide bulunan 10°, 10°,
10, 10°, 10° ve 10" pob/ml konsantrasyonlarindaki Listex™ P 100 faji
stispansiyonlarindan bu kivetlere 0,2 ml eklenmistir. Kontrol 06rnegi olarak
hazirlanan her bir kiivete ise Listex™ P100 yerine 0,2 ml % 0.9 NaCl iceren
coOzeltiden eklenmistir. Ardindan tim kivetler 600 ve 630 nm’de okutularak sonuclar

kaydedilmistir (Soni ve Nannapaneni, 2010).

3.2.3.3. Tavuk Etine Asilanan Listeria spp.’ler Uzerine Listex™™ P100
Bakteriyofajinin Etkisinin Arastiriimasi

Bu c¢alismada marketlerden satin alinan ve Listeria spp. acgisindan temiz
bulunmus gogus eti drneklerine Listex™ P100 fajinin farkl: konsantrasyonlarinin
etkisi aragtirilmastr.

Calisma sirasinda kullanilacak olan Listeria tirlerinin 10 ml TSB (Tryptic
Soy Broth) icinde 37 °C’de 18 saat siire inkiibasyona birakilarak 10° kob/ml
(McFarland: 1.2) hiicre konsantrasyonuna ulasincaya kadar yeniden (remeleri
saglanmigtir. Ardindan bu siispansiyon 10 000 xg’de 10 dakika santriftj islemine tabi
tutulmus ve 2 kez % 0.9 NaCl igeren ¢ozelti ile yikama iglemi uygulanmistir. Yikama
isleminin ardindan pellet % 0.9 NaCl soltsyonu ile orijinal hacime getirilmistir.
Istenen konsantrasyona ulasmak icin NaCl c¢ozeltisi ile seri diliisyonlar:
hazirlanmistir (Soni ve Nannapaneni, 2010).

10™ pob/ml konsantrasyonuna sahip Listex™ P100 bakteriyofajinin 10°, 10°,
107, 10%, 10° ve 10 pob/ml olmak iizere 6 farkl: konsantrasyonunun Listeria spp.’ler
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Uzerine etkisini incelemek amaciyla % 0.9 NaCl solusyonu ile seri dilusyonlari
hazirlanmistir (Soni ve Nannapaneni, 2010).

Analize alinan gogus etinden aseptik kosullarda steril tartim kaplarina 10’ar
gram alinmistir. Bu ornekler steril bicak yardimiyla 2 cm? bloklar halinde
dogranmistir. Gogus Ornekleri Gzerine % 0.9 NaCl sollsyonu ile seri olarak
seyreltilmis belirli konsantrasyonda 50 pl Listeria spp. farkli noktalara dagitilarak
inokdle edilmistir. Listeria spp.’lerin gogls Orneklerine tutunmas: icin steril kabin
(Airstream® Class Il Biological Safety Cabinet, Esco Micro Pte. Ltd., Singapur)
icinde 15 dakika kurutma islemi gerceklestirilmistir. Kurutmanin ardindan, ayni
ornekler tizerine % 0.9 NaCl soliisyonu ile 10°, 10° 107, 108 10° ve 10" pob/ml
olarak seri olarak seyreltilmis Listex P100 bakteriyofajinin bu konsantrasyonlarindan
100 plI eklenmistir. Kontrol érnekleri icin Listex™ P100 faji yerine 100 pl % 0.9
NaCl soliisyonu Listeria spp. iceren gogus ornekleri izerine eklenmis ve ardindan
calisilan tim Ornekler +10 °C’de 2 saat inkiibe edilmistir (Soni ve Nannapaneni,
2010).

Inkiibasyon sonunda gégis ornekleri Listeria sayimi icin; 25 ml peptonlu su
(%0.1 pepton ve %0.02 Tween 80) bulunan homojenizator posetlerine alinip
stomacherde (Bagmixer 400P, Interscience, Fransa) 150 saniye homojenize
edilmistir. Her bir homojenattan 2 ml hacimli eppendorf tiplerine 1 ml alinarak
12,000 xg’de 5 dakika santriflij edilmistir. Santriftjden sonra Ustte kalan faj iceren
kisim (supernatant) uzaklastirihip Listeria hucreleri iceren dibe ¢oken kisim (pellet) 1
ml peptonlu su ile sulandirilmistir. Bu stspansiyondan 100 ul alinip PALCAM agara
ekilmis ve inkibasyondan sonra degerlendirmeler yapilmistir. Faj kullanilan
orneklerle NaCl soliisyonu ile muamele edilmis kontrol drneklerinde gelisen Listeria

kolonileri sayilarak fajin etkisi degerlendirilmistir (Soni ve Nannapaneni, 2010)
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4. ARASTIRMA SONUCLARI VE BULGULAR

Arastirma kapsaminda 2 tekerrurli olarak calisilan toplam 42 adet tim tavuk
karkasi, tavuk karkas parcalari, tavuk cigeri, haslama suyu ve yikama suyu ornekleri
kullanilmistir. Ornekler Listeria tirlerinin varhig: agisindan incelenmistir. Listeria
spp. olarak belirlenen izolatlar iizerine farkli konsantrasyonlarda Listex™ P100
bakteriyofajinin etkisi once spektrofotometrik yontemle daha sonra ise gogus eti

ornegi Uzerine yapilan denemeler ile belirlenmistir.
4.1. Supheli Listeria Kolonilerinin Morfolojik Tanimlama Sonuglar
4.1.1. Supheli Listeria spp.’lerin Koloni Morfolojilerinin Sonuglar
Calismada, secici kat1 besiyeri olarak kullanilan PALCAM Agar besiyerinde
1.5-2 mm c¢apinda, tipik zeytin yesili-gri renkli ve siyah zonlu Listeria spp. goruntdsu

veren Koloniler degerlendirmeye alinmistir. PALCAM Agar’da gorilen stpheli
Listeria spp.’ler Sekil 4.1°de verilmistir.

Sekil 4.1. PALCAM Agar’da slpheli Listria spp. kolonilerinin géruntusu
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Bu arastirmada incelenen 42 adet Ornegin 32’sinde Listeria spp. stpheli
koloniler izole edilmistir. Orneklerden izole edilen siipheli Listeria spp. varhg

Cizelge 4.1°de gosterilmistir.

Cizelge 4.1. Orneklerden izole edilen stipheli Listeria spp. izolatlarinin 6rneklere ve
isletmelere gore dagilimi

Ornek Adi Isletme Adi

A B C
G + +
K + + +
YS + + +
C -
B +
TT - + +
HS - +

*G: Goguls, K: Kanat, YS: Yikama suyu, C: Ciger, B: But, TT: Tim tavuk, HS: Haslama suyu

Calisma materyallerinden gogus, kanat ve yikama sularinda stipheli Listeria
spp. varligi Uc¢ isletmede de gorulmuistur. Ayrica, A isletmesinde butta, B
isletmesinde haslama suyunda, B ve C isletmelerinde tim tavukta stpheli Listeria
spp. kolonileri gorulmisken, tavuk cigerinde Uc¢ isletmede de slpheli Listeria spp.

varligi g6zlenmemistir.

4.1.2. Stupheli Listeria spp.’lerin Hicre Morfolojilerinin Sonuglarn

Koloni goruntuleri beklenen 6zelliklere sahip olan stipheli Listeria spp.’lere

hiicre morfolojilerinin arastirilmas: icin Gram boyama yapilmis ve yapilan gram

boyama sonuglar1 Cizelge 4.2.”de verilmistir.
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Cizelge 4.2. A, B ve C isletmelerinden izole edilen supheli Listeria spp.’lere
uygulanan Gram boyama islemi sonuclar

Ornek Gram Boyama Ornek No. | Gram Boyama Ornek Gram Boyama
No. No.

A-G-1 Gr (+) Kokobasil | B-G-2 Gr (+) Kokobasil | C-G-1 Gr (+) Kok
A-K-1 Gr (+) Kokobasil | B-B-2 Gr (+) Kokobasil | C-B-1 Gr (+) Kokobasil
A-YS-1 Gr (+) Kokobasil | B-TT-2 Gr (+) Kokobasil | C-G-2 Gr (+) Kokobasil
A-TT-1 Gr (+) Basil B-YS-2 Gr (+) Kokobasil | C-TT-2 Gr (+) Kokobasil
A-B-2 Gr (+) Kokobasil | B-K-3 Gr (+) Kokaobasil | C-YS-2 Gr (+) Basil
A-G-2 Gr (+) Kokobasil | B-G-3 Gr (+) Kokobasil | C-G-3 Gr (+) Kokobasil
A-YS-2 Gr (+) Kokobasil | B-TT-3 Gr (+) Kokobasil | C-B-4 Gr (+) Kokobasil
A-K-3 Gr (+) Kok B-K-4 Gr (+) Kokobasil | C-G-4 Gr (+) Kokobasil
A-B-4 Gr (+) Kokobasil | B-G-4 Gr (+) Kokobasil | C-TT-4 Gr (+) Kokobasil
A-G-4 Gr (+) Kokobasil | B-HS-4 Gr (+) Basil C-YS-14 Gr (+) Kokobasil
A-K-4 Gr (+) Kokobasil | B-YS-4 Gr (+) Kokobasil

*G: Goguls, K: Kanat, YS: Yikama suyu, C: Ciger, B: But, TT: Tum tavuk, HS: Haslama suyu, Gr: Gram boyama, +: pozitif

Cizelge 4.2.’de goruldigl tzere toplam 32 siipheli Listeria spp.’lere yapilan
hiicre morfolojisinin incelenmesi sonucunda, bu izolatlardan 27’sinin sipheli Listeria
spp. oldugu bulunmustur.

Koloni ve hucre morfolojilerinin inceleme sonucglarina gore cahsilan 3
isletmeden temin edilen tavuk cigeri ve haslama suyunda Listeria spp. tespit
edilememistir. Haslama sularinda Listeria bulunamamasinin sebebi olarak 6rneklerin
alindigr isletmelerde bu sulara antimikrobiyal amacla kullanilan klordan
kaynaklanabilecegini dustindurmektedir.

Ayni zamanda, calismamizda her 3 isletmeden de alinan haslama sularinin
ortalama 45 °C’lik bir sicakliga sahip oldugu termometre ile belirlenmistir. Haslama
sularinda Listeria spp.’lere rastlanmamasinin diger bir nedeni olarak sicakligin bu
mikroorganizmalarin aktivitesini etkilemis olabilecegidir.

Nitekim, Barbalho ve ark. (2005) Brezilya’da tavuk isletmelerinden aldiklari
cesitli orneklerde Listeria kontaminasyonunu inceledikleri calismada haslama
sularinda Listeria spp. izole edemediklerini bildirmislerdir. Listeria spp.
bulunamasinin sebebi olarak tavuk karkasinin 6n haslama ve haslama sularina 102 ve

156 ppm konsantrasyonunda klor ilave edilmesinden dolay: oldugunu belirtmislerdir.
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4.2. Suipheli Listeria spp.’lerin Biyokimyasal Olarak Tamimlanmalar:

Koloni ve morfolojik incelemeler sonucunda tespit edilen 27 stipheli Listeria
spp. izolatinin dogrulanmas: amaciyla izolatlara katalaz, oksidaz, hareketlilik, lre ve

indol testleri uygulanmis ve sonuglar1 Cizelge 4.3’te verilmistir.

Cizelge 4.3. Supheli Listeria izolatlarina uygulanmis bazi biyokimyasal tanimlama
testleri ve sonuclar

" Biyokimyasal Testler
Ornek No. Katalaz Oksidaz Hareketlilik Indol Ure
A-G-1 + - + - -
A-K-1
A-YS-1
A-B-2
A-G-2
A-YS-2
A-B-4
A-G-4
A-K-4
B-G-2
B-B-2
B-TT-2
B-YS-2
B-K-3
B-G-3
B-TT-3
B-K-4
B-G-4
B-YS-4
C-B-1
C-G-2
C-TT-2
C-G-3
C-B-4
C-G-4
C-TT-4
C-YS-4 + -
*G: Gogls, K: Kanat, YS: Yikama suyu, B: But, TT: Tim tavuk,
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Cizelge 4.3’de goruldiugu gibi incelenen 27 izolatin tamaminin oksidaz
pozitif, katalaz negatif, hareketlilik pozitif, indol negatif ve Ure negatif olduklar:
gorilmis ve bunlarin sonucunda bu 27 izolatin Listeria spp. olduklar: tespit

edilmistir. Cizelge 4.3 incelendiginde 27 Listeria spp. izolatinin 9’unun gdgusten,
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4’0n0n kanattan, 5’inin yikama suyundan, 4’0nln tim tavuk karkasindan ve 5’inin
but drneginden izole edildigi gozlenmistir.

Listeria spp. izolatlarinin isletmeler bazinda cahisilan Orneklere gore
dagihmina bakildiginda; A isletmesinde belirlenen Listeria spp.’lerin 3’0 gogusten,
2’si kanattan, 2’si yikama suyundan ve 2’si buttan izole edilmistir. B isletmesinde ise
izolatlarin 3’0 goOgusten, 1’1 buttan, 2’si tum tavuk karkasindan, 2’si yikama
suyundan ve 2’si kanattan izole edilmisken; C isletmesinde Listeria spp. izolatlarinin
3’0 gOglsten, 2’si tim tavuk karkasindan, 2’si buttan ve 1’i yikama suyundan izole
edilmistir. Sekil 4.2.’de Listeria spp. izolatlarinin isletmeler bazinda c¢alisilan
orneklere gore dagilim: verilmistir.

Sekil 4.2. incelendiginde her (¢ isletmede de calisilan tim o6rnekler icinde

gogus etlerinde Listeria spp. bulunma oraninin daha yuksek oldugu gortulmustar.

:q ]
= 2.5
(]
E 2
S .
E 1.5
&, 1
s o
o 0
15: foaus kanat Lt ravuk yikama
_ karkas Sy
| A isletmesi 3 2 2 o 2
| B isletmesi 3 2 1 2 2
C isletmesi 3 0 2 2 1
Listeria spp.’lerin izole edildigi drnekler

Sekil 4.2. A, B ve C isletmelerinden alinan drneklerde Listeria spp. bulunma diizeyi

Orneklerden Listeria spp. izolasyonunda kullanmis oldugumuz selektif
besiyerinde her ne kadar akriflavin, nalidiksik asit gibi secici katkilar kullanilmigsa
da, koloni morfolojisi Listeria tirlerine cok benzer olan ortamdaki refakatci
mikroorganizmalar (Bacillus spp., Enterococcus spp., Staphylococcus spp. gibi) 42

ornegin 5’inde gelismis ve bu yiizden sahte pozitif sonuclarin alinmasina sebep
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olmustur. Bu izolatlara tim tavuk karkasi, kanat, gogus, haslama suyu ve yikama
suyunda rastlanilmis olup, 5 izolatin 3’0 Bacillus spp., 1’i Enterococcus faecalis, 1’i
Staphylococcus lentus olarak belirlenmistir. Bacillus spp.’lere yikama ve haslama
sular1 ile tim tavuk karkasinda, Enterococcus faecalis’e kanatta, Staphylococcus
lentus’a ise goguste rastlanmistir.

Nitekim, Wartburton ve ark, (2003) PALCAM Agar’da Enterococcus veya
Staphylococcus suslarinin gelisebildigini ve bu bakterilerin gri koloniler etrafinda
kahverengi-yesil héle veya sar1 koloniler etrafinda sar1 héle olusturdugunu yani
sahte pozitif sonuclar verebildigini belirtmistir.

Kocan ve ark., 2007 yilinda Oxford Agar besiyerinde L. monocytogenes
analizi sirasinda gelisen refakatci floranin belirlendigi bir calismada, elde edilen 7
izolatin 4'Gnin Bacillus spp., digerlerinin ise Micrococcus sedentarius, Micrococcus
roseus ve Enterococcus spp. olarak tanimlandigi bildirilmistir. Calismalar sirasinda;
Listeria spp. izole edemediklerini belirtmislerdir. Sonug olarak, Oxford Agar’in
kuvvetli bir selektiviteye sahip olmadigini ve bu nedenle refakatci floray: yeterince
baskilayamadig i¢in sahte pozitif sonuclar verebilecegini soylemislerdir.

Tekin (2010), dondurmalarda Listeria spp. izolasyonu ile ilgili ¢alismasinda
kullandigr Oxford Agar ve PALCAM Agar’dan tipik Listeria spp. kolonisi
goruntusine sahip plaklar elde etmis ve bu plaklardaki kolonilere hiicre morfolojileri
ve uygulanan biyokimyasal testler sonucunda toplam 21 plaktaki koloniler Listeria
spp. sipheli olarak degerlendirilmistir. Microbact™ Listeria 12L tanimlama kitinde
yapilan analiz sonucunda ise bu 21 plaktaki stpheli koloninin hi¢ birinin, Listeria
spp. olmadigi gortdlmuistar. Listeria spp. acisindan pozitif oldugu disdndlen

kolonilerin timinun sahte pozitif sonug vermis oldugu bildirilmistir.

4.3. Listeria spp.lerin Tir Bazinda Tamimlanmasi

Morfolojik olarak tanimlanan ve ardindan biyokimyasal testlerin uygulanmasi

ile Listeria spp. olarak degerlendirilen 27 izolatin tur bazinda tanimlamalarin
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Microbact™ Listeria 12L Tamimlama Kiti ve Vitek 2 Compact cihaz: kullanilarak
yapilmustir.

4.3.1. Listeria Turlerinin Microbact™ Listeria 12L Kiti ile Tur Bazinda
Tanimlamasi

Listeria spp. olarak belirlenen 27 izolatin, Oxoid marka Microbact™ Listeria
12L Tamimlama Kiti ile tir bazinda tanimlamasi yapilmistir. 11 adet farkli sekerin
fermantasyonuna bagli olarak gorilen renk degisimleri sonucunda, her bir seker
pozitif veya negatif seklinde not edilmistir. Kit icerisinde hazir halde bulunan deftere
kaydedilen bu bilgiler dogrultusunda, her bir grup altina bu isaretlemeler toplanmis
ve say1 olarak sonu¢ alinmistir. Bilgisayar destekli program ile bu sayilarin hangi
Listeria turiine ait oldugu belirlenmeye cahsiimistir. Cizelge 4.4’te Microbact™

Listeria 12L tanimlama Kiti yapilan biyokimyasal test sonuglar: verilmistir.

Cizelge 4.4. Listeria spp.’lerin Microbact™ Listeria 12L Kiti ile tiir bazinda
tanimlama sonuclar

Ornek No | Listeria spp. Ornek Listeria spp. Ornek Listeria spp.

No No
A-G-1 L.innocua B-G-2 L.monocytogenes | C-B-1 L.innocua
A-K-1 L.welshimeri B-B-2 L.welshimeri C-G-2 L. ivanovii
A-YS-1 L.welshimeri B-TT-2 L.innocua C-TT-2 L.monocytogenes
A-B-2 L.welshimeri B-YS-2 L.welshimeri C-G-3 L.welshimeri
A-G-2 L.innocua B-K-3 L.monocytogenes | C-B-4 L.monocytogenes
A-YS-2 L.seeligeri B-G-3 L.monocytogenes | C-G-4 L.monocytogenes
A-B-4 L.welshimeri B-TT-3 L.innocua C-TT4 L.monocytogenes
A-G-4 L.ivanovii B-K-4 L.monocytogenes | C-YS-4 L.monocytogenes
A-K-4 L.welshimeri B-G-4 L.monocytogenes

B-YS-4 L.seeligeri

*G: Gogls, K: Kanat, YS: Yikama suyu, B: But, TT: Tum tavuk

Cizelge 4.4.’te gorildugli tizere 27 Listeria spp. izolatinin Microbact™
Listeria 12L tanimlama kiti ile yapilan degerlendirme sonucunda, 10’unun L.
monocytogenes, 5’inin L. innocua, 8’inin L. welshimeri, 2’sinin L. seeligeri ve

2’sinin L. ivanovii oldugu belirlenmistir.
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4.3.2. Listeria Tdarlerinin Vitek 2 Compact Sistemi

Tanimlanmasi

ile Tir Bazinda

27 Listeria spp. izolatinin Vitek 2 Compact cihazi ile de tir bazinda

tanimlamalar1 yapilmastir.

4.5’te verilmistir.

Vitek 2 Compact cihazi yapilan tanimlamalar Cizelge

Cizelge 4.5. Listeria spp.’lerin Vitek 2 Compact cihazi ile tir bazinda tanimlanmas:

Ornek No | Listeria spp. Ornek Listeria spp. Ornek Listeria spp.

No No
A-G-1 L.innocua B-G-2 L.monocytogenes | C-B-1 L.innocua
A-K-1 L.welshimeri B-B-2 L.welshimeri C-G-2 L. ivanovii
A-YS-1 L.welshimeri B-TT-2 L.innocua C-TT-2 L.innocua
A-B-2 L.welshimeri B-YS-2 L.welshimeri C-G-3 L.welshimeri
A-G-2 L.innocua B-K-3 L.monocytogenes | C-B-4 L.monocytogenes
A-YS-2 L.seeligeri B-G-3 L.monocytogenes | C-G-4 L.monocytogenes
A-B-4 L.welshimeri B-TT-3 L.innocua C-TT-4 L.innocua
A-G-4 L.ivanovii B-K-4 L.monocytogenes | C-YS-4 L.innocua
A-K-4 L.welshimeri B-G-4 L.monocytogenes

B-YS-4 L.seeligeri

*G: Gogls, K: Kanat, YS: Yikama suyu, B: But, TT: Tum tavuk

Cizelge 4.5.’te goraldagu Uzere 27 izolatin 7°si L. monocytogenes, 8’i L.
innocua, 8’i L. welshimeri, 2’si L. seeligeri ve 2’si L. ivanovii olarak belirlenmistir.

Microbat 12 L tanimlama Kkiti ile L. monocytogenes olarak tanimlanan 10
izolatin Vitek 2 Compact cihazi ile 3’Untin L. innocua oldugu goralmastur.

Laboratuvarda yapilan daha Onceki c¢alismalar degerlendirildiginde ve
referans suslarla yapilan ¢calismalar sonucunda Vitek 2 cihazi ile yapilan tir bazinda
tanimlama sonuclar: bu calisma icin degerlendirmeye alinmistir (Var ve ark., 2012;
Tekin, 2010).

Orneklerden izole edilen 27 Listeria spp. izolatinin Vitek 2 Compact cihazi
ile yapilan tir bazinda tanimlama sonuglar Sekil 4.3’te gosterilmistir.
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izole edilen Listeria spp. tirleri

Sekil 4.3. Orneklerden izole edilmis olan 27 Listeria spp. izolatinin Vitek 2 Compact
cihazi ile tir bazinda tanimlama sonuglari

Sekil 4.3’ten de gorildigl gibi toplam 27 izolatin 7’si L. monocytogenes, 8’i
L. innocua, 8’i L. welshimeri, 2’si L. seeligeri ve 2’si L. ivanovii’dir. 27 izolatin hig
birinde L. grayi tirtne rastlanilmamastir.

Barbalho ve ark. (2005) Brezilya’da bulunan bir tavuk isletmesinden 37
iscinin ellerinden alinan orneklerle, 18 haslama suyu, 66 adet tavuk karkasi olmak
Uzere toplam 121 adet ornekte izolasyon ve tanimlama gerceklestirmislerdir.
Orneklerin degerlendirilmesi sonucu, elde edilen 33 izolatin 28’inin L. innocua,
3’Unun L. monocytogenes ve 2’sinin de L. grayi’ oldugunu gérmdaslerdir.

Alsheik ve ark. (2014) inceledikleri 300 adet dondurulmus tavuktan elde
etikleri Listeria spp. izolatlarinda tir bazinda degerlendirme yaptiklarinda izolatlarin
39’unun L. monocytogenes, 54°n0n L. ivanovii, 11’inin L. grayi, 3’0ndn L. seeligeri
ve 4’Unun L. welshimeri oldugunu belirlemislerdir.

Calismamizda tanimlamalar sonucunda izole edilen Listeria turleri isletmeler
bazinda degerlendirildiginde; A isletmesinden izole edilen 9 Listeria spp. izolatinin
2’sinin L. innocua, 5’inin L. welshimeri, 1’inin L. seeligeri ve 1’inin L. ivanovii
oldugu belirlenmistir. B isletmesinden izole edilen 10 Listeria spp. izolatinin 5’inin
L. monocytogenes, 2’sinin L. welshimeri, 2’sinin L. innocua ve 1’inin L. seeligeri

oldugu tespit edilmistir. C isletmesinden izole edilen 8 Listeria izolatinin ise 2’sinin
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L. monocytogenes, 4’Undn L. innocua, 1’inin L. welshimeri ve 1’inin de L. ivanovii
oldugu belirlenmistir. Isletmeler bazinda bakildiginda, Listeria spp.’nin B
isletmesinde diger isletmeler gére daha yiksek oranda bulundugu géralmastar.

Insan patojeni olarak bilinen Listeria monocytogenes ise yalnizca B ve C
isletmelerinde tespit edilmistir. Listeria monocytogenes bu cins i¢indeki en patojenik
tr olarak bilinmektedir. Ancak Listeria turlerinin neden olduklari hastaliklarda
seyrek de olsa L. ivanovii, L. seeligeri ve L. welshimeri' nin varhginin saptandigi
bildirilmistir. Buna gore bu tlrlerden A ve B isletmesinde L. welshimeri ve L.
seeligeri, C isletmesinde L. ivanovi ve L. seeligeri varlig: belirlenmistir.

A, B ve C isletmelerinden izole edilen Listeria’larin 6rneklere gore dagilimina
baktigimizda, A isletmesinden izole edilen toplam 10 Listeria spp.’nin alinan 2 but
6rneginin 2’sinde L. welshimeri; gogus orneklerinin 2’sinden 1’inde L. innocua ve L.
ivanovii, 1’inde L. innocua; kanat orneklerinin 2’sinde L. welshimeri; yikama
suyunun 1’inde L.seeligeri ve 1’inde L. welshimeri olarak dagilim tespit edilmistir.

B isletmesinden izole edilen 11 Listeria spp. izolat1 gogls drneklerinin 2’sinde
L. monocytogenes, but 6rneklerinin 1’inde L. welshimeri, kanat drneklerinin 2’sinde
L.monocytogenes, tim tavuk karkasinin 2’sinde L. inncoua ve yikama suyunun
1’inde L. welshimeri 1’inde L. seeligeri olarak tespit edilmistir.

C isletmesinden elde edilen izolatlar incelendiginde ise, toplam 8 izolattan but
drneklerinin 1’inde L. innocua 1’inde L. monocytogenes, gogus 6rneklerinin 1’inde
L..ivanovii ve L. welshimeri, 1’inde L. monoytogenes; tim tavuk karkaslarinin
2’sinde L.innocua ve yikama suyunun 1’inde L. innocua olarak belirlenmistir.

Arslan ve ark. (1999) Elazig ilinde bir tavuk kesimhanesinden alinan tavuk
govde kisimlar1 (but, boyun, kanat ve gogus) ile karkas yikama suyu orneklerinde
Listeria tdrlerinin varligini arastirmiglardir. Calismalarinda her birinden 20’ser adet
olmak Gzere toplam 100 6rnekten but 6rneklerinin 2’sinde L. monocytogenes, 7°sinde
L. innocua, 4’Unde L. welshimeri; kanat orneklerinin 1’inde L. monocytogenes,
3’lnde L. innocua, 5’inde L. welshimeri; gd6gls orneklerinin 3’lnde sadece L.

innocua; boyun Orneklerinin 3’tnde L. monocytogenes, 2’sinde L. innocua; alinan
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yikama suyu orneklerinin 2’sinde L. monocytogenes, 5’inde L. innocua ve 4’unde L.
welshimeri saptamislardir.

Bizim calismamizda Listeria spp. en ¢cok gogus etlerinden izole edilmisken,
Arslan ve ark. calismalarinda en c¢ok but Orneklerinden izolasyon

gerceklestirdiklerini bildirmislerdir.

4.4. Cahsma Materyallerinden Izole Edilen Listeria spp. izolatlarn Uzerine
Listex'™ P100’{in Etkisinin Degerlendirilmesi

4.4.1. Cift Tabaka Agar Metodu ile Hesaplanan Listex™ P100 Bakteriyofaj
Titresi

Proje butgesinin ve mevcut besiyerlerinin kisitl olmas: sebebiyle yalnizca 3
farkl1 Listeria spp. igin ¢ift tabaka agar metodu ¢alisiimistir. Segilen Listeria spp.’ler
arasinda Listeria cinsi icindeki en patojenik tiir olan Listeria monocytogenes’in yani
sira, Listeria trlerinin neden olduklar: hastaliklarda seyrek de olsa varligi saptanan
L. ivanovii ve L. innocua bulunmaktadir. Yumusak agarin kullanildigi yontemde,
Soni ve Nannapaneni (2010)’ nin ¢alismalarinda belirtilen %0.4 agar igeren TSB
kulanildiginda agarin tam olarak donmasi saglanamamistir. Dolayisiyla daha iyi
sonuc¢ veren alt agar olarak TSA, st agar olarak % 0.5 agar iceren TSB ile
hazirlanmis yumusak agar kullanilmistir (Oliveira ve ark., 2012). Otoklav sonrasi
donmamasi i¢in yumusak agar, 42 °C’ye ayarl su banyosunda kullanim 6ncesinde
bekletilmistir. 4 ml hacimli yumusak agara (% 0.5 agar iceren TSB) 6nce 150 pl
Listeria spp.’ler ardindan 100 pl 10°- 10 arahigindaki farkl: konsantrasyonlara seri
olarak seyreltilen faj Listex ™ P100°den 100 pl eklenerek vortekslenmis ve faj ile
bakterinin karismas: saglanmistir. Bu islem her bir Listeria turd icin tekrarlanmigtir.
Daha 6nceden hazirlanan ve icerisinde TSA bulunan petriler izerine bu yumusak
agar dokulmdus ve petriler katilasmalar: icin 30 dakika oda sicakliginda bekletilmistir.
Ardindan petriler 30 °C’de 18 saat inklibasyona birakilmistir (Soni ve Nannapaneni,
2010).
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Inkiibasyonun ardindan fajin tek tek dustiigii noktalarda bakterinin lize
edilmesi sonucu olusan ciplak gozle gorulebilir sinirlart belli, yuvarlak plaklar
(seffaf/berrak zonlar) olusmustur (Tunail, 2009; Soni ve Nannapaneni, 2010). Sekil
4.4’te calisgmamizda Listeria spp.lere ait faj plaklarinin en iyi gorilebildigi petriler

gosterilmistir.

b

Sekil 4.4. L. monocytogenes, L.ivanovii ve L.innocua’da olusan faj plaklarinin
gorintusu

Bu calisma sonucunda, L. monocytogenes icin 10° faj konsantrasyonlu petride
belirgin plaklar gériilmis, 10°-10" arahigindaki tim konsantrasyonlarda petriler
tamamen seffaflasmustir. L. innocua’da en belirgin plak olusumunun ise 10° pob/ml
faj konsantrasyonu muamelesinde gdzlenmistir. L. ivanovii’de ise en belirgin plak
olusumu 10° ve 10° pob/ml konsantrasyonu muamelesinde gozlenmistir.

Al-Mola ve ark. (2010), diski atiklarindan elde ettikleri E.coli fajinin 10™*-107
seklinde seri diliisyonlarini  hazirlayarak en iyi sayilabilir plaklarin 107
konsantrasyonunda oldugunu tespit etmislerdir. Caligmanmin diger asamalarinda
denemeler bu konsantrasyon ile gergeklestirilmistir.

Calismamiz sirasinda yliksek konsantrasyonda uygulanan bakteriyofajin etkili
oldugunu goézledigimiz petrinin tamamen seffaflastigi ayn1 zamanda petriler lizerinde
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tipik Listeria kolonisinden daha biyik bazi kolonilerin var oldugu gorilmustar.
Kolonilerin Gram boyama islemine tabi tutulmasi sonucunda Listeria spp. oldugu
dogrulanmistir. Yiksek konsantrasyonda faj uygulanmasina ragmen Listeria spp.
kolonilerine rastalanmasi calismamizda kullandigimiz bu tiirlerin Listex™ P100
fajina direncli oldugunu dasundurmdstir. Azizoglu ve Kathariou (2010) da
calismalarinda olusan mutant Listeria monocytogenes F2365’in aerobik gelismesinde
sicakliga bagl katalaz gelisimi inceledikleri calismalarinda Listeria kolonilerinin

daha buyuk oldugunu gozlemislerdir.

4.4.2. Farkh Sicakhklarda Listex™ P100’tn Farkh Konsantrasyonlarinin

Listeria spp. Izolatlarina Etkisinin Spektrofotometrik Yéntem ile Belirlenmesi

Calismada tavuk isletmelerinden izole edilen 5 farkli Listeria turtine (L.
monocytogenes, L. welshimeri, L. seeligeri, L. ivanovii, L. innocua) farkh
sicakliklarda farkli faj konsantrasyonlarinin etkisi spketrofotometrik yontem ile
belirlenmistir. Kullanilacak olan Listeria suslari 10 ml TSB (Tryptic Soy Broth)
icinde 37 °C’de 18 saat sure inkiibasyona birakilmistir. Yeniden tremeleri saglanan
suslar, 10 000 xg’de 10 dakika santrifiij islemine tabi tutulmus ve 2 kez % 0.9 NaCl
iceren c¢ozelti ile yikama islemine tabi tutulmustur. Yikama isleminin ardindan pellet
% 0.9 NaCl solisyonu ile orijinal hacime getirilmistir. Her bir sus i¢in % 0.9 NaCl
cozeltisi ile diliisyonlar: yapilarak yaklasik 107 kob/ml (Mcfarland 0.8)’lik hiicre
konsantrasyonu hazirlanmistir (Soni ve Nannapaneni, 2010).

Listex™ P100 bakteriyofajinin 10°, 10° 10°, 108, 10° ve 10" pob/ml olacak
sekilde % 0.9 NaCl solisyonu ile seri dilusyonlari hazirlanmistir (Soni ve
Nannapaneni, 2010).

Spektrofotometrik dlciim icin 10 kob/ml olarak hazirlanan Listeria suslar:
stipansiyonundan her bir kivete 1.8 ml dagitimistir. Kdivetler 30 °C’de 30 dakika
inkiibatorde ve 10 °C’de 1 saat buzdolabinda inkiibasyona birakilmistir. inkiibasyon

sonrasinda, 10° - 10" pob/ml araligindaki Listex™ P100 faj: siispansiyonlarindan bu
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kivetlere 0.2 ml eklenmistir. Kontrol 6rnegi olarak hazirlanan her bir kivete ise
Listex ™ P100 yerine 0.2 ml % 0.9 NaCl igeren cozeltiden eklenmistir.

10 °C’de 8 giin ve 30 °C’deki 2 gunluk inkibasyonlar: takiben 600 nm’de
Olcumler yapilmistir. 10 °C’de inkiibasyona birakilan ¢rneklere ait optik yogunluk

6lcim sonuclar: Cizelge 4.6°da verilmistir.

Cizelge 4.6. 10 °C’de inkubasyona birakilan kontrol ornekleri ile faj muamelesinin
gerceklestirildigi Listeria spp.’lerin 600 nm’de optik yogunluk 6l¢im

sonu__(;larl
Listeria turd Olcim Faj Konsantrasyonlar
araligi | Kontrol | 10%° 10° 10° 10’ 10° 10°
(guin)

L. monocytogenes 0 00722 | 00724 | 00731 | 00735 | 00749 | 0,0756 | 0,0762
2 0,0856 | 00724 | 00731 | 00735 | 00749 | 0,0756 | 0,0762
4 04958 | 00747 | 00797 | 00804 | 00822 | 0,0875 | 0,0912
8 05779 | 00765 | 00812 | 00835 | 00857 | 0,0913 | 0,1023

L.welshimeri 0 01233 | 01233 | 0,1235 | 0,1235 | 0,1236 | 0,1236 | 0,1237
2 01239 | 01268 | 01262 | 0,1258 | 0,1255 | 0,1251 | 0,1248
4 02308 | 01255 | 0,257 | 0,1277 | 0,1269 | 0,1281 | 0,1357
8 03866 | 01254 | 0,262 | 0,1274 | 0,1283 | 0,1289 | 0,1398

L.ivanovii 0 01286 | 0,1233 | 0,1229 | 0,1254 | 0,1253 | 0,1265 | 0,1286
2 01492 | 01321 | 01344 | 0,1366 | 0,1375 | 0,1387 | 0,1455
4 03604 | 01511 | 0,528 | 0,1543 | 0,1554 | 0,158 | 0,1692
8 04612 | 01624 | 0,642 | 0,1625 | 0,1655 | 0,1676 | 0,1786

L.innocua 0 01296 | 01228 | 011236 | 0,1247 | 0,1255 | 0,1269 0’19287
2 01519 | 01325 | 01332 | 0,1356 | 0,1349 | 0,1365 | 0,1378
4 01345 | 0,345 | 01358 | 0,1375 | 0,1382 | 0,1398 | 0,1412
8 01422 | 01422 | 0,443 | 01459 | 0,1476 | 0,1482 | 0,1504

L.seeligeri 0 01448 | 01454 | 01453 | 01451 | 0,145 | 0,1449 | 0,1448
2 01459 | 01542 | 0,536 | 0,153 | 0,1524 | 0,1521 | 0,1516
4 03428 | 0,623 | 0,1621 | 0,1618 | 0,1614 | 0,1611 | 0,1608
8 04591 | 0,704 | 0,725 | 0,754 | 01772 | 0,1783 | 0,1792
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Cizelge 4.6.”ya baktigimizda 10 °C’deki optik yogunluk 6lgtimlerine gore L.
monocytogenes hari¢ diger tim tirlerde 0. glinden itibaren Listeria gelisimi artmaya
baslamistir. 10 °C’de yapilan bu ¢alismada en fazla etkinin L.monocytogenes (izerine
oldugu belirlenmistir. L. monocytogenes Uzerine uygulanan en etkili faj
konsantrasyonunun 10" pob/ml oldugu gdzlenmistir. 10° ve 10° pob/ml
konsantrasyonlarinda fajin etkisinde az da olsa azalma oldugu gorilmustar.

Cizelge 4.7°de 30 °C’de inkubasyona birakilan kontrol ornekleri ile faj
muamelesinin gerceklestirildigi Listeria spp.’lerin 600 nm’de optik yogunluk 6lgim

sonuclart verilmistir.

Cizelge 4.7. 30 °C’de inkubasyona birakilan kontrol 6rnekleri ile faj muamelesinin
gerceklestirildigi Listeria spp.’lerin 600 nm’de optik yogunluk 6lgiim

sonuclar:
Listeria turd Olgcim Faj Konsantrasyonlar
aralig1 | Kontrol [ 105 10° 10° 10’ 10° 10°
(saat)
L. monocytogenes 0 0,1168 0,1216 0,1203 0,119 0,1183 0,117 0,1169

12 0,2994 0,1216 0,1203 0,119 0,1183 0,117 0,1169
24 0,4435 0,1216 0,1203 0,119 0,1183 0,117 0,1169
48 0,6373 0,122 0,1212 0,1348 0,1426 0,165 0,171

L.welshimeri 0 0,1443 0,1455 0,1451 0,1449 0,1445 0,1445 | 0,1444
12 0,1987 0,1582 0,1575 0,1569 0,1562 0,1556 | 0,1551
24 0,2276 0,1601 0,1692 0,1685 0,1676 0,1668 | 0,1659
48 0,3445 0,1745 0,1758 0,1765 0,1776 0,1787 | 0,1879
L.ivanovii 0 0,1427 0,1402 0,1435 0,1442 0,1472 0,1502 | 0,1557
12 0,3743 0,152 0,1593 0,1593 0,1632 0,168 0,1722
24 0,4981 0,1741 0,1765 0,1767 0,1788 0,1797 | 0,1934
48 0,6753 0,1816 0,1832 0,1854 0,1886 0,1893 | 0,2086
L.innocua 0 0,1536 0,1537 0,1543 0,1556 0,158 0,1599 | 0,1567
12 0,2949 0,1585 0,1592 0,1647 0,1664 0,1801 | 0,1825
24 0,4306 0,1809 0,1822 0,1879 0,1882 0,1891 0,192

48 0,5673 0,1824 0,1842 0,1885 0,189 0,1903 | 0,1932
L.seeligeri 0 0,1322 0,1322 0,1323 0,1324 0,1326 0,1327 | 0,1328
12 0,2336 0,1438 0,1443 0,1452 0,1467 0,1488 | 0,1496
24 0,3243 0,1521 0,1533 0,1543 0,1544 0,1565 | 0,1583
48 0,3654 0,1718 0,1764 0,1787 0,1774 0,1787 | 0,1798
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Optik yogunluk 6lgum sonuglarina gore kontrol drnegine gore az olsa da 0.
saati takiben L. monocytogenes disinda tiim Listeria spp.’lerde gelisme gdzlenmistir.
Faj konsantrasyonlarinin daha ¢cok L. monocytogenes Uzerine etkileri gérilmus ve en
etkili konsantrasyonlarin 10*° ve 10° pob/ml oldugu gozlenmistir.

30°C’deki 6lciim sonuglarinin 10 °C’de inklbasyona birakilan 6rneklerin
optik 6lcuim sonuclarina kiyasla daha yiksek oldugu gorilmustar.

Bu calismada, Listeria spp. gelisiminin sicakhiga bagh oldugu belirlenmistir.
30 °C’deki inkiibasyondan hemen sonra Listeria gelisimi gozlenmistir. 10 °C’de
inkiibasyona birakilan 6rnekler ise ikinci gunden sonra tiremeye baslamiglardir.

Rossi ve ark. (2011), 40 adet Brezilya usulli taze domuz ve tavuk sosislerinde
Listeria monocytogenes varligini arastirmislar ve Listex™ P100 fajinin etkinligini
degerlendirmislerdir. Orneklerin 4 °C’de 10 giin saklandig: calismada, ilk giin ve 10.
gunde analize alinan 6rnekler kontrol ornegiyle karsilastirildiginda, her iki giine ait
orneklerde bakteriyofajin L.monocytogenes sayisinda 2,5 log kadar azalma
sagladigini tespit etmislerdir. Bakteriyofajin dusik sicakliklarda daha etkili oldugunu

bildirmiglerdir.

443. Tavuk Etine Asilanan Listeria spp.’ler Uzerine Listex™ P100
Bakteriyofajinin Etkisi

Bu ¢alismada uygulanan farkl: faj konsantrasyonlarinin model olarak secilen
gogus etine inokile edilen Listeria spp.’ler Uzerine etkisi gozlenmistir. 5 farkl tar (L.
monocytogenes, L. welshimeri, L. seeligeri, L. ivanovii, L. innocua) icin 6 farkh
Listex™ P100 faj konsantrasyon denemesi (10°, 10°, 107, 108, 10°, 10*°) yapilmustur.
Listeria spp. tiirleri 37 °C’de 18 saat iremeye birakilmus, ardindan 10 000 xg’de 10
dakika santrifuj edilerek 2 kez % 0.9 NaCl soltsyonu ile yikanmustir. Pellet % 0.9
NaCl soluisyonu ile orijinal hacime getirilmistir. istenen konsantrasyona ulasmak igin
NaCl ¢ozeltisi ile seri diltisyonlar: hazirlanmustir.

Cizelge 4.8.°de 5 farkl Listeria spp. (L. monocytogenes, L. welshimeri, L.
seeligeri, L. ivanovii, L. innocua) tizerine farkli konsantrasyonlarda Listex'™ P100
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muamalesinin sonuclar1 ve logaritmik azalma degerleri gosterilmistir. 10° ve 10"
konsantrasyonlarinda belirlenen sonuglar cizelgede verilmis olup, 10° 10° 10 ve
10 pob/ml Listex™ P10 faj konsantrasyonlarinda Listeria spp. sayimi

yapilamadigindan gizelgede gosterilmemistir.

Cizelge 4.8 Farkli konsantrasyonlarda Listex'™ P100 faji muamalesi sonucunda
hesaplanan Listeria spp. sayim sonugclari

Listeria spp. (log;, cfu/g)

*10" *10°
Kontrol 24. saatte Kontrol 24. saatte
Listeri drneginde Listeria Logaritmik drneginde Listeria Logaritmik
ISteria spp. Listeria spp. spp. Azalma Listeria spp. Azalma
say1mi say1mi Spp. sayimi say1imi
L. ivanovii 7,0 4,92 2,08 7,0 5,12 1,88
L. innocua 7,0 5,62 1,38 7,0 5,66 1,34
L. monocytogenes 8,0 511 2,89 8,0 5,76 2,24
L. seeligeri 8,0 5,96 2,04 8,0 6,15 1,85
L. welshimeri 7,0 5,44 1,56 7,0 6,65 0,35

*Listex ™ P100 Bakteriyofaj konsantrasyonu

Gogils eti drnegine 10" kob/ml konsantrasyonunda L.ivanovii eklendiginde
10°, 10°, 10’, 108, 10° ve 10 pob/ml faj muamalesini takiben 2 saat inkiibasyon
periyodunun ardindan, mikroorganizma sayimi yapilmistir. Listex ™ P100 fajinin 10°
pob/ml konsantrasyonunda ve 10*° pob/ml konsantrasyonunda sirastyla 1.88 ve 2.08
log kob/g oraninda azalma sagladigi gorulmustir. Faj konsantrasyonu artikga
mikroorganizma yiikiinde azalma oldugu gorilmastar.

10" kob/ml konsantrasyonunda L. welshimeri inokile edilen gogls eti
ornegine 10°, 10°, 10’, 10* 10% ve 10" pob/ml faj konsantrasyonu ile muamele islemi
sonucunda degerlendirmeler yapilmustir. Listex'™ P 100 fajimn 10° pob/ml
konsantrasyonunda ve 10™ pob/ml konsantrasyonunda 0.35 ve 1.56 log kob/g
oraninda azalma sagladig1 gorilmustar.

Gogils etine 10" kob/ml konsantrasyonunda L. innocua inokiile edilmis
ardindan 10° 10° 107, 10% 10% ve 10" pob/ml faj mumalesi gerceklestilmistir.
Inkiibasyon ardindan yapilan degerlendirmelere gére faj Listex™ P 100 fajinin 10°
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ve 10" pob/ml konsantrasyonunda sirastyla 1.34 ve 1.38 log kob/g azalma sagladig
gorulmaustdr.

Goglls eti ornegi Uzerine 10® kob/ml konsantrasyonunda L. seeligeri
inokiilasyonunu takiben 10°, 10°, 107, 10* 10% ve 10*° pob/ml faj muamalesi yapilmis
ve inkiibasyonun ardindan mikroorganizma sayimi yapilmstir. Listex™ P 100’Un
10° pob/ml konsantrasyonunda ve 10*° pob/ml konsantrasyonunda sirastyla 1.85 ve
2.04 log kob/g azalma sagladig1 géralmastar.

Calismamizda L. monocytogenes icin 10° kob/ml mikroorganizma
inokiilasyonunu takiben eklenen Listex™ P 100’tin 10° pob/ml konsantrasyonunda
ve 10'° pob/ml konsantrasyonunda sirastyla 2.24 ve 2.89 log kob/g oraninda azalma
sagladigr gorilmustir. Faj konsantrasyonu artikgca mikroorganizma yikinde daha
fazla bir azalmanin oldugu goérilmustar.

Carlton ve ark. (2005), peynirlere 1.5x10° pob/ml dizeyindeki faj
konsatrasyonu  muamalesinde  Listeria  sayisinda 2-3  log’uk  azalma
g6zlemlemislerdir. 3x10° pob/ml diizeyindeki yiiksek faj uygulanmasinda ise
L.monocytogenes gelisimi tamamen engellenmistir.

Silva ve ark. (2014), yumusak peynirlere inokule edilen L. monocytogenes
suslar: tizerine bakteriyofaj Listex™™ P100 etkisini belirlemislerdir. Bu amacla Minas
Frescal ve Coalho peynirlerine L. monocytogenes 10° kob/g oraninda 1/2a and Scott
A L.monocytogenes suslari karisimin: inokiile etmislerdir. Ardindan 8.3 x 10 pob/g
oraninda bakteriyofaj eklenmistir. Kontrol 6rnegi ile karsilastirma yapildiginda
bakteriyofaj Listex ™ P100’iin Minas Frescal peynirinde 2.3 log birimlik, Coalho
peynirinde ise 2.1 log birimlik azalma sagladigi tespit edilmistir. Ancak,
buzdolabinda saklanan orneklerde bakteriyofaj Listex'™ P100’in daha zayif bir
antilisterial etki gosterdigi belirtilmistir.

O’Flynn ve ark. (2004), daha 6nce elde etmis olduklar: ile E.coli O157:
H7’den elde etikleri e11/2 ve e4/1c olmak Uzere bu 3 bakteriyofaj kokteyli ile etlerde
E. coli O157:H7 kontaminasyonunu azaltmak icin yaptiklar: ¢calismada, bu kokteylin
9 6rnegin 7’sinde etkili oldugunu bulmuslardir.
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Bigot ve ark. (2011) calismalarinda koyun gaitalarindan L. monocytogenes ve
L. ivanovii’yi etkileyen ancak L. grayi ve L. innocua’y: etkilemeyen, morfolojik
olarak A511 fajina benzeyen bir faj izole etmislerdir. Satin alinan tavuk gogsu etine
10° kob/cm? oraninda L. monocytogenes eklenmesinin ardindan 5.2x10° pob/ml
konsantrasyonunda faj muamelesi gercgeklestirilmistir. 30 °C’de dilimlenmis tavuk
gogst ylizeyinde faj kullanimin: takiben patojen miktarinda 2.5 log kob/cm? azalma
g6zlenmistir ve bu azalmanin fajin etkili oldugunu gosterdigini bildirmislerdir.

Bu calismamizda kullanilan tim Listeria spp.’lere farkli oranlarda olmak
lizere Listex™ P100 bakteriyofajinin etkili oldugu goriilmistir. Listex™ P 100
bakteriyofajinin en etkili oldugu tir L. monocytogenes iken, L. innocua ve L.

welshimeri’ye daha az etkili oldugu gorilmustar.
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5.SONUC VE ONERILER

Bu calismada 3 farkl tavuk isletmesinden alinan toplam 42 adet Ornekte
cesitli Listeria spp. tirleri tespit edilmistir. Stupheli olarak izole edilen toplam 32
izolatin 27’si Listeria spp. olarak belirlenmistir. Incelenen orneklerden elde edilen
Listeria spp. pozitif sonuclar firmalara gore degerlendirildiginde her 3 firmada da
Listeria spp. turleri tespit edilmistir. Calisilan érneklere gore degerlendirildiginde; 27
Listeria spp. izolatinin 9’unun gdgulsten, 4’Unun kanattan, 5’inin yikama suyundan,
4’(intin tim tavuk karkasindan ve 5’inin but 6rneginden izole edildigi goralmustur.
Haslama sularinda ve ciger 6rneklerinde Listeria spp.’ye rastlanmamustir.

Calismamizda yapilan tanimlamalar sonucunda izole edilen Listeria turlerinin
isletmelere gore dagilimina bakildiginda, A isletmesinden izole edilen 9 Listeria
spp.’nin 2’sinin L. innocua, 5’inin L. welshimeri, 1’inin L. seeligeri ve 1’inin L.
ivanovii oldugu belirlenmistir. B isletmesinden izole edilen 10 Listeria spp.’nin
5’inin L. monocytogenes, 2’sinin L. welshimeri, 2’sinin L. innocua ve 1’inin L.
seeligeri oldugu tespit edilmistir. C isletmesinden izole edilen 8 Listeria turinun ise
2’sinin L. monocytogenes, 4’Gnun L. innocua, 1’inin L. welshimeri ve 1’inin de L.
ivanovii oldugu belirlenmistir. Bu sonuclara gore Listeria spp. ‘lerin B isletmesinden
daha fazla izole edildigi gorulmistar.

Yaptigimiz bu calisma Cukurova bolgesinde Gretilen tavuk etlerinin insan
sagligi icin ciddi bir tehlike olusturan Listeria turleri yonunden risk altinda oldugunu
ve Uretimde istenilen hijyenik kaliteye hentiz ulasilamamis oldugunu gdostermektedir.
Insan patojeni olarak bilinen Listeria monocytogenes yalmzca B ve C firmalarinda
bulunmustur. Listeria monocytogenes bu cins icindeki en patojenik tir olmakla
birlikte, Listeria tdrlerinin neden olduklar: hastaliklarda seyrek de olsa L. ivanovii,
L. seeligeri ve L. welshimeri' nin varhg: saptanmistir. Buna gore bu tlrlerden A
isletmesinde L. welshimeri ve L. seeligeri, B isletmesinde L. ivanovii, L. seeligeri ve
L. welshimeri, C isletmesinde L. ivanovi ve L. seeligeri varlig: belirlenmistir.

Isletmelerden numune alinmas: sirasinda gorsel anlamda genel hijyen
degerlendirildiginde baslangicta A isletmesinin en temiz, B isletmesinin ise en Kirli

oldugu dusunulmustir. Analiz sonuglar: Listeria spp. a¢isindan degerlendirildiginde;
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B firmasinin yapilan ziyaretlerde de gorildigu tzere Listeria agisindan en kirli firma
oldugu en temiz firmanin ise A degil C firmas: oldugu gorilmistir. Bu durum
isletmelerde genel anlamda temizligin iyi durumda oldugu gérilse bile Listeria
spp.’lerin bu durumlarda dahi bulunabilecegini gostermektedir.

Saglikli hayvanlarin etlerinin i¢ kisimlar: steril olarak kabul edilse de etler;
kesim, yiizme, parcalama ve depolama sirasinda kontaminasyona maruz kalmaktadir.
Tavuk eti de kesimhanelerde gerek proses gerekse muhafaza sirasinda; alet, ekipman,
hava, yikama suyu, ambalaj malzemesi, uygun olmayan sartlarda tasima, depolama
ve personel kaynakl: ¢apraz ve direkt kontaminasyonlara ugramaktadir. Tavukculuk
isletmelerinde genel hijyen ve personel hijyeni kurallarina ¢ok dikkat edilmiyor
olmasi, capraz bulagmalar1 engelleyici 6nlemlerin yeteri kadar alinmamis olmasi,
etkenin igletmedeki varligin1 koruyabilmesi ve kuvvetli dezenfektanlar kullanilarak
da giderilemiyor olmasi nedenlerinden dolay:r tavuk eti Listeria spp. trleri
bakimindan temel enfeksiyon kaynagi olma o6zelligini korumaktadir. Tavuk
isletmelerinde ortam sicakhiginin diger gida isletmelerine nazaran daha disik
sicakliklarda olmasi psikrofil 6zellikte olan Listeria spp.’lerin daha ¢ok var olmasin
saglamaktadir.

Ozellikle L. monocytogenes, gida isletmelerinde yiizeylerin ve ekipmanlarin
cogunda kolonize olabilen bir bakteri tiiriidiir. Uretim tesislerinde baslangicta kiigik
koloniler olusturan Listeria monocytogenes gelisimi engellenemediginde her trli dis
etkene karsi kendini daha iyi koruyan biyofilm olarak adlandirilan daha buyuk ve
dizenli olarak kolonilesme meydana getirir. Dolayisiyla uretim prosesinde uzun siire
boyunca gelisimlerini stirdurebilir. L.monocytogenes biyofilmleri yapisal olarak daha
basit olup 24 saat icinde gelisebilir. Olusumu tamamlayan bu bakteriler
antimikrobiyal ajanlara, UV 1s18a ve sanitasyon islemlerine kars1 ¢ok daha dayanikh
olup micadele islemlerini guclestirmektedirler.

L. monocytogenes’in paslanmaz celik, polimer, plastik conta gibi pek ¢ok
ylzeye tutunup bu yizeylerde biyofilm olusturabildigi pek c¢ok calisma ile
bildirilmisitir. Ayrica, bu patojenin ¢ig ve islenmis materyallere direk ya da farkh
yollar aracihgiyla bulasmasi gida isletmelerinde aylarca hatta yillarca varliklarin
stirdurebilmelerine sebep olmaktadir.
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Tavuk isletmelerinde gortillen Listeria problemine Kkars: cesitli hijyen
uygulamalar1 mevcut olup, bunlar icerisinde son yillarda ¢alismamizda da kullanmis
oldugumuz bakteriyofajlar 6n plana c¢ikmaktadir. Calismamizda kullanmis
oldugumuz Listex™ P100 fajinin, incelenen 3 isletmeden izole etmis oldugumuz
cestli Listeria spp.ler (Listeria monocytogenes, Listeria innocua, Listeria welshimerti,
Listeria seeligeri ve Listeria ivanovii) tzerine etkileri farkl sekillerde goralmusttr.

G6gis etini model olarak kullandigimiz bu calismamizda, érnegimize 10’
kob/ml  konsantrasyonlarinda L.ivanovii, L. welshimeri ve L. innocua
inokiilasyonlarin: takiben eklenen Listex ™ P100 faji, 10° pob/ml ve 10 pob/ml
konsantrasyonlarinda sirasiyla L.ivanovii igin 1.88 ve 2.08 log kob/g; L. welshimeri
icin 0.35 ve 1.56 log kob/g L. innocua icin 1,34 ve 1,38 log kob/g azalma sagladig:
goralmustdr.

10® kob/ml konsantrasyonlarinda inokiile edilen L. monocytogenes ve L.
seeligeri’nin inokiile edildigi gogiis eti 6rnegi tizerine eklenen Listex™ P 100’iin 10°
pob/ml ve 10™ pob/ml konsantrasyonlarinin sirastyla L. monocytogenes yiikiinde
2,24 ve 2,89 log kob/g ve L. seeligeri yukinde ise 1,85 ve 2,04 log kob/g azalma
sagladig: tespit edilmistir.

10°, 10° 10" ve 10° kob/ml konsantrasyonlarinda faj ilavesinin yapildig
orneklerde yogun Listeria spp. Uremesine bagl olarak sayim yapilamadigindan bu
konsnatrasyonlarda etkisiz oldugu disuntlmistir. Faj konsantrasyonu artikca
mikroorganizma yikunde azalma oldugu sonucuna varilmistir.

Calismamizda izole edilen tim Listeria spp.’lere Listex™ P100
bakteriyofajinin etkisi10? pob/ml ve 10 pob/ml konsantrasyonlarinda etkili oldugu
go6riilmustur. Listex™ P100 bakteriyofajinin en etkili oldugu tir L. monocytogenes
iken, L. innocua ve L. welshimeri’ye daha az etkili oldugu belirlenmistir.

Carlton ve ark. (2005), peynirlere 1.5x10° pob/ml diizeyindeki faj
konsatrasyonu  muamalesinde  Listeria  sayisinda 2-3  log’uk  azalma
g6zlemlemislerdir. 3x10° pob/ml diizeyindeki yiiksek faj uygulanmasinda ise
L.monocytogenes varligi tamamen engellenmistir.

Bakteriyofajlarin yuksek spesifikligi, sadece hedef mikroorganizma uzerinde

etkili olmasi, insanda yiiksek oranda aliminin bile zararh etkisinin bulunmamasi
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bakteriyofajlarin gida kaynakli patojenlerin gelisimini minimuma indirme sirecinde
antimikrobiyal olarak kullanimini 6nemli hale getirmektedir.

Bu calisma, tavuk isletmelerinden ve o isletmelerdeki tavuk etlerinden izole
edilmis olan Listeria spp.’ler (izerine Listex™ P100 fajinin belli oranda etkisi
oldugunu géstermistir. izole edilen Listeria turlerinin serotiplendirme calismalar ile
ileri tetkiklerinin yapilmas: ve Listex™ P100 fajinin en etkili oldugu serotipin
belirlenmesi daha sonraki yapilacak calismalarla arastirilmas: Listeria spp. ile
mucadeleyi daha etkili kilacaktir.

Bunun yan: sira, Listeria tlrlerinin biyofilm yapabilme 6zellikleri nedeniyle
bu isletmelerden biyofilm izolasyonlarinin yapihp Listex™ P100 fajimin bu
biyofilmler tzerine etkilerinin de incelenmesi faj Listex™ P100’un biyofilmlerle
mucadelede etkili olup olmayacagini gosterecektir.

Bu ¢alismadan elde etmis oldugumuz sonuglarin ¢ahisilan isletmelerle birlikte
Cukurova bolgesinde faaliyet gosteren diger tavukculuk isletmeleriyle de
paylasilmas: ve gerekli uyarilarin yapilmas: yetersiz hijyen kosullari sebebiyle
siklikla bulunabilecek Listeria spp. probleminin ¢ozilmesi veya sorunun
hafifletilmesi agisindan 6nem arz etmektedir.

Su anda kullaniimakta olan sanitasyon yontemlerinin yani sira bakteriyofaj
Listex'™ P100’tin de bu amacla kullanilabileceginin bilgisi isletmelerle
paylasilacaktir.
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