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Bu calisma bir su triinleri isleme tesisinde Listeria tiirlerinin
kontaminasyonunun belirlenmesi amaciyla yiriitiilmiistiir. Bu amagla bir
su trlnleri isleme tesisinden alinmis olan hem cevresel hem gida
orneklerinde gelencksel yontem ve hizli test yontemi ile Listeria tiirleri
aranmistir. Ayni zamanda gida ve c¢evresel Orneklerde, c¢alismasi
immiinolojik prensiplere dayanan TECRA Unique Listeria Test

kullanilarak testin etkinligi tespit edilmistir.

Calisma kapsaminda Izmir cevresindeki faaliyette olan bir su
iiriinleri isleme tesisine iki farkli zamanda gidilmistir. Ornekleme
déneminde igletmede iiretilmis olan su iirlinleri (taze hamsi fileto, ahtapot
salatasi, hamsi salatasi, taze karides, vb.) ile birlikte zemin, plastik
kasalar, tasima bantlari, plastik eldivenler, Onliikler, tezgahlar ve
isletmede kullanilan su olmak iizere toplam 40 6rnek (her o6rneklemede

20’ser 0rnek) analize alinmustir.
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Birinci 6rnekleme sonuglarina gore geleneksel yontem ile 20
ornegin 3’iinde (% 15) Listeria tiirleri izole edilirken, bu mikroorganizma
tiirleri hizli yontem ile izole edilmemistir. Bu 3 izolattan su 6rneginden
izole edileni Listeria monocytogenes olarak saptanmistir. Diger 2 izolat
ise zemin ve taze miirekkep baligindan izole edilerek bu izolatlarin diger

Listeria tiirlerine ait oldugu tespit edilmistir.

fkinci ornekleme sonuglarina gore geleneksel yontem ile 20
ornegin sadece 1’inde (taze karides, % 5) Listeria tiiri izole edildigi

halde hizl1 yontem ile bu mikroorganizma izole edilmemistir.

Sonug olarak geleneksel yontem ile toplam 40 6rnegin 4’tinde (%
10) Listeria tiirleri tespit edilirken hizli test yontemi Listeria tiirlerinin
izole edilmesinde yetersiz kalmistir. Ayrica yapilan c¢alisma ile su
triinleri isletmesinin Listeria tiirleri ile kontaminasyonunun oldukca

diisiik oldugu saptanmustir.

Anahtar sozciikler: Listeria tiirleri, su trlnleri, su turinleri

isletmesi, geleneksel yontem, hizli yontem
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ABSTRACT

DETECTION OF Listeria spp. IN A SEAFOOD PROCESSING
PLANT

USING CONVENTIONAL AND RAPID TEST METHODS
AKSOY, Sinem
Thesis of MSc, Department of Fishing and Fish Processing Technology
Supervisor: Assoc.Prof.Dr. Duygu KISLA

September 2009, 51 pages

This study was carried out for the determination of Listeria species
contamination in a seafood processing plant. For this purpose, Listeria
species were searched in both environmental and food samples taken
from a seafood processing plant using conventional method and rapid test
methods. At the same time, effectiveness of TECRA Unique Listeria test,
based on immunological principles, was determined in the food and

environmental samples.

Under the scope of this study, a seafood processing plant in izmir
was visited two different times. Forty samples (20 samples in each
sampling) in total, including seafood products (fresh anchovy fillets,
octopus salad, anchovy salad, fresh shrimp, etc.) produced in the plant in

the sampling period, together with the floor, plastic cases, conveyor belts,
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plastic gloves, aprons, workbenches and the water used in the plant were

analyzed.

According to the results of the first sampling, while Listeria species
were isolated in 3 of 20 (15%) samples by conventional method, these
microorganisms were not isolated by rapid test method. One of these 3
isolates, isolated from water sample, was identified as Listeria
monocytogenes. The other 2 isolates isolated from the floor and the fresh

cuttlefish were determined other Listeria species.

According to the results of the second sampling, although Listeria
spp. was isolated in only 1 (fresh shrimp) of 20 samples (5%) by
conventional method, this microorganism was not isolated by rapid test

method.

In conclusion, while Listeria species were detected in 4 of 40
(10%) samples by conventional method, rapid test method failed to detect
the isolation of Listeria species. Moreover, the contamination of Listeria

species in the seafood processing plant was found to be quite low.

Keywords: Listeria spp., seafoods, seafood processing plant,

conventional method, rapid test method
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TESEKKUR

Calismamda konumun se¢iminde, ¢alismamin ydnlendirilmesinde
ve Orneklerimin temin elde edilmesinde degerli katkilar1 olan Danigman
Hocam Dog¢. Dr. Duygu KISLA’ya ve hayatimin her asamasinda bana

maddi, manevi yardimlarini esirgemeyen aileme tesekkiir ederim.
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1. GIRIS

Listeria monocytogenes 1980’li yillardan beri gida kaynakli bir
patojen olarak bilinmektedir. Listeriosis ise L. monocytogenes ile
kontamine olmus gidalarin tiiketilmesiyle olusan ciddi bir enfeksiyonel
hastaliktir. L. monocytogenes ve diger Listeria tiirleri ¢esitli su
tirtinlerinden 1987 yilindan beri diizenli olarak izole edilmektedir (Ben

Embarek, 1994).

Listeria tiirlerinin kontamine olmus sulardan balik ve kabuklulara
bulastigr ve bu su iirlinlerinden de tiiketim yoluyla insanlara gectigi

belirtilmistir. Sekilde 1.1°de Listeria tiirlerinin kontaminasyon dongiisii

goriilmektedir.
Insanlar
Ballbﬂabmcllw\

Meyveler . Su -t Duglilar St

Sebzeler \ I =
/ foprac
GidaHayvan Yemi — & Hayvanlar
Beacekler

Sekil 1.1 Listeria tiirlerinin kontaminasyon dongiisii (Dillon et al., 1992).



Genel olarak L.monocytogenes ve diger Listeria tiirlerinin deniz
suyunda ve denizden avlanan su iirlinlerindeki bulunma sikligi, tatli su ve
bu sulardan avlanan su iriinlerine gore daha diisiiktiir (Ben Embarek,
1994; Soultos et al., 2007). Ayrica L.monocytogenes’in soguk
tiitsiilenmis baliklarda bulunma sikliginin, 1s1l islem gérmiis ve kiirlenmis
su Uriinlerinde bulunma sikligina gore daha yiiksek oldugu bilinmektedir

(Jorgensen and Huss, 1998).

Gida {iretim zincirinde genel olarak Listeria tiirleri ozellikle
Listeria monocytogenes &nemli bir hijyen indikatdriidiir. Ornegin su
tirtinleri isletmelerinde Listeria tiirleri yiizeylerde ve kullanilan aletlerde
cogalabilmekte ve buralarda yerlesik flora haline gelebilmektedirler
(Miettinen and Wirtanen, 2006; Kisla et al., 2007). Su {iriinleri isleme
sektoriinde Listeria tiirleri ile siklikla kontamine olan problemli alanlar
arasinda tasima bantlar1 ve diger tagima ekipmanlari, tezgah, kesim
aletleri, deri yiizme aletleri, zemin ve tahliye borular1 gelmektedir
(Johansson et al., 1999). Calisan personelden bulagsma ise ayakkabi,

onliik ve plastik eldiven araciligiyla olabilmektedir.

L.monocytogenes ve diger Listeria tiirleri saptanmasinda geleneksel
yontemlerle birlikte hizli yontemler de kullanilmaktadir. Geleneksel
yontemlerle L.monocytogenes ve diger Listeria tiirlerinin saptanmasi,
gida stoklarinin giivenli olarak piyasaya verilmesinde gecikmelere neden
olmaktadir. Bundan dolay1 gida ve gevresel Orneklerin izlenmesi icin
immiinolojik ve genetik prensiplere dayanan hassas ve hizli yontemlerin

gelismesi saglanmistir. TECRA Unique Listeria Test (TECRA Int Pty



Ltd, Australia) immiinolojik prensibe dayanan (immiinoassay
technology) hizli yontemlerdendir. Bu ydntemle gidada ve cevresel

orneklerdeki biitiin Listeria tirleri 32 saat iginde saptanabilmektedir.

Bu calisma ile Izmir’de faaliyet gosteren bir su fiiriinleri
isletmesinde Listeria tiirlerinin saptanmasi amaglanmstir. Ayrica analize

alinan 6rneklerde hizli test yonteminin etkinligi de degerlendirilmistir.



2. LITERATUR OZETLERI

2.1 Listeria Tiirleri ve Listeriosis

Listeria cinsi bakteriler gram pozitif, kisa, ¢ubuk seklinde ve
sporsuz olup 6 tiir icermektedir (ICMSF, 1996): L.monocytogenes, L.
innocua, L.seeligeri, L.welshimeri, L.ivanovii, L.grayi. Bu tiirler
icerisinde sadece patojenik olan hemolitik tiirler ise L.monocytogenes,
L.ivanovii ve L.seeligeri’dir. L.monocytogenes ve diger Listeria tiirleri
dogada yaygin olarak bulunmakta olup, toprak, su, silaj, kanalizasyon,
siit ve siit iriinleri, meyve ve sebzeler, et ve et iriinlerinden izole
edilmigtir. L.monocytogenes 1980°li yillardan beri gida kaynakli bir
patojen olarak bilinmektedir (ICMSF, 1996). L.monocytogenes ve diger
Listeria tiirleri gesitli su iirlinlerinden 1987 yilindan beri diizenli olarak

izole edilmektedir (Ben Embarek, 1994).

Listeriosis, L.monocytogenes ile kontamine olmus gidalarin
tilketilmesiyle olusan ciddi bir enfeksiyonel hastaliktir ve bu hastaliktan
kaynaklanan 6liim oran1 % 30 olarak ifade edilmektedir (Rocourt et al.,
2001). Genelde 1000 canli hiicreden daha az saynin hastalia neden
oldugu bildirilmistir (Bremer et al., 2003). Hamile kadinlar, ¢ocuklar,
yaslilar ve bagisiklik sistemi zayif olan kisiler (AIDS, kanser hastalar
vb.) daha kolay etkilenmektedirler. Hamile kadinlarda ates ve bas agrisi
ile seyretmekte ve diisiiklere neden olmaktadir (WHO/FAO, 2004).
Yapilmis olan baz1 ¢alismalarda su iirlinlerinden kaynaklanan listeriosis

salginlart rapor edilmistir. Yapilan bir ¢alismada 1992 yilinda Yeni



Zelanda’da listeriosis salgimi  gorildiigi ve salginda 17 kisinin
tiitsillenmis midyede bulunan L.monocytogenes’den dolay1 listeriosis
hastaligina yakalandiklar1 rapor edilmistir (Brett et al., 1998). Yapilan
diger bir calismada Isveg’te goriilen listeriosis salgminda 3’ti hamile
toplam 9 kiside listeriosis vakasi goriilmiis ve 2 kisinin yasamini yitirdigi
rapor edilmistir. Bu salginda goriilen listeriosis  vakalariin
L.monocytogenes ile kontamine olmus ‘gravad’ gokkusagi alabalig
tiiketiminden kaynaklanmis oldugu bildirilmistir (Ericsson et al., 1997).
Diger bir calismada ise L.monocytogenes ile kontamine olmus soguk
tiitsiilenmis gokkusagi alabaligi tiikketen 5 kisinin atesli seyreden mide

iltihab1 gecirmis oldugu rapor edilmistir (Miettinen et al., 1999).

2.2 Listeria Tiirlerinin Cesitli Su Uriinlerinde Gériilme Olasihg

L. monocytogenes ve diger Listeria tiirleri baglica tatli sulardan,
endiistriyel, insan ve hayvan kaynakli kontaminasyona maruz kalmis si1g
deniz sularindan izole edilmektedir (Ben Embarek, 1994). Bu alanlarda

avlanan balik ve diger su iirlinleri bu organizmay1 i¢erebilmektedir.

L. monocytogenes ve diger Listeria tiirlerinin su iriinlerinde
bulunma yiizdeleri yapilan bir¢cok calisma ile verilmistir (Kiling, 2001).
Fuchs and Surrendan (1989) yaptiklar1 ¢alismada 35 tropikal balik ve
balik iiriinlerinden yaptiklart 6rneklemelerde 10 taze 6rnekten 3’iinii, 14
dondurulmus 6rnegin 5’ini yaptiklar1 analizler sonucunda Listeria varlig

acisindan pozitif bulmuslardir. Yapilan ¢alismada analize alinan taze su



irlinlerinin  karides ve diger tropikal baliklardan olustugunu
belirtmislerdir. Orneklemelerden tuzlanmis ve kurutulmus baliklarin
hi¢birinden Listeria tiirii izole etmediklerini belirtmisler ve izole edilen
tiim orneklerin L.innocua tiiriine ait oldugunu saptamislardir. Diger bazi
arastirmacilar,  deniz  {riinleri  salatalarinda  L.monocytogenes
kontaminasyon oranlarini izlanda’da %16 (Heisick et al., 1989) ve

Belgika’da % 27 olarak saptamislardir (Uyttendaele et al., 1999).

Hartemink and Georgsson (1991)’de su iiriinlerinden toplam 128
ornekleme yapmis ve bu ornekleri L.monocytogenes ve diger Listeria
tiirlerinin varhi@ acisindan incelemislerdir. Orneklemede kullanilan iiriin
yelpazesinde taze balik, tiitsiilenmis ve kurutulmus balik, dondurulmus
kabuklular ve karidesin yani sira c¢esitli balik salatalarinin oldugunu
belirtmislerdir. Calisma sonucunda Listeria tiirlerini taze baliklardan
yapilan Orneklemelerde % 59, tiitsilenmis baliklardan yapilan
orneklemelerde % 29, karidesten % 9 ve salatalardan % 32 oraninda
saptamiglar bununla birlikte kabuklu deniz {iriinlerinden ya da
kurutulmus baliklardan herhangi bir Listeria tiirii izole edemediklerini
belirtmislerdir. De Simon et al. (1992), Ispanya’da yiiriittiikleri ¢alismada
40 adet taze midye 6rneginin % 22,5’inde Listeria tiirleri ve % 7,5’inde

ise L.monocytogenes kontaminasyonu gézlemislerdir.

Yapilan bir ¢alismada deniz suyu ve tath sudan belli donemlerde
ornekleme yapilmis deniz suyunda Listeria tiirleri bir donem hig
saptanmamis iken belirli donemlerde ise % 52 oraninda saptanmis oldugu

ve aymi sekilde L.monocytogenes tiirii bir donem hi¢ saptanmazken bazi



donemlerde % 33 oraninda izole edildigi bildirilmistir (Ben Embarek,
1994). Bu durumu arastirmaci, deniz suyuna zaman zaman
mikroorganizma igeren nehir sularinin ve nehrin sediment tabakasinin
karistigr seklinde agiklamis ve deniz suyundan kimi zaman Listeria
tiirleri izole edilirken kimi zaman izole edilmedigini belirtmistir. Ayni
zamanda bu ¢alismada tath sudan alinan 6rneklerde ise Listeria tiirleri %
8-100 ve L.monocytogenes % 37-62 oranlarinda saptandig: bildirilmistir.
Tath suyun kontaminasyonunu ise nehire belli donemlerde karisan suya
cevrede yasayan hayvan tiirlerinden gelen kontaminasyon sonucu
kaynaklandigin1  belirterek Listeria tiirlerinin bulunma olasiliginin
degisiklik gdosterdigini ac¢iklamistir. Yapilan diger bir c¢aligmada
arastirmacilar soguk tiitsillenmis, 1s1l islem goérmiis ve kiirlenmis su
triinleri ile yaptiklar1 ¢alismada su oranlar1 elde etmislerdir; soguk
tiitsiilenmis su tirtinlerinde L.monocytogenes % 34-60, 1s1l islem gérmiis
su {lriinlerinde L.monocytogenes % 4-12, kiirlenmis su iriinlerinde ise
L.monocytogenes % 4 oranlarinda verilmistir (Jorgensen and Huss,
1998). Gombas et al. (2003), deniz {iriinleri salatalar1 ile yaptiklari
calismada L.monocytogenes goriilme olasihigint % 4,7 olarak
belirlemiglerdir. Miettinen and Wirtanen (2006) tarafindan tatli sudan
avlanmis olan taze baliklar ile yapilmis olan ¢alismada Listeria tiirleri %
30 oraninda saptanmis iken L.monocytogenes % 27 oraninda
saptanmigtir. Yapilan diger bir calismanin sonuglarina gore denizden
avlanmis olan taze baliklarda Listeria tiirleri % 4 iken L.monocytogenes

% 1’den az bulgulanmistir (Soultos et al., 2007).



Buna gore, calismalarin sonuglari deniz suyundan avlanan, 1sil
islem gormiis ve kiirlenmis su driinlerinin Listeria tirleri ve

L.monocytogenes goriilme sikliklarinin daha az oldugunu gostermektedir.

2.3 Su Uriinlerinin Listeria Tiirleri ile Kontaminasyonunda Isleme

Alanindan Kaynaklanan Riskler

Dogada yaygin bir sekilde bulunan Listeria tiirleri g¢evresel
kontaminant olarak gida isletmelerinde dikkate alinmasi gereken bir

bakteri grubudur.

Yapilan bir calismada kirlenmemis sulardan avlanan baliklarin
L.monocytogenes ile kontamine olmadig1 halde taze baliklarin isleme
tesisine ulasana kadar wuzun siire gectigi durumlarda Listeria
kontaminasyonunun bu zaman zarfinda tagimada kullanilan alet-ekipman
ile meydana gelebilecegi bildirilmistir (Huss et al., 1995). Eklund et al.
(1995) yaptiklar1 ¢alismada isleme alaninda ve islemede kullanilan
ekipmanlarda yeterli derecede temizlik ve sanitasyon islemleri
uygulandiktan ~ sonra  kontaminasyonun  devam  ettigini = ve
L.monocytogenes kontaminasyonun o&ncelikli kaynaginin taze balik
materyali oldugu ve isletmeye organizmanin bu sekilde bulastigini
saptamiglardir. L.monocytogenes ve diger Listeria tiirleri deniz suyu veya
tatli su ile bu sulardan avlanan su triinleri ile su iriinleri isletmelerine

girmekte ve personel, kullanilan alet-ekipmanlar ile isletme igine



taginabilmektedir (Johansson et al., 1999). Bu durum isleme alanlarinin

ve son lirliniin kontaminasyonuna neden olmaktadir.

Yapilan bir ¢alismada somonu soguk tiitsiileme ile isleyen 40
isleme tesisinde L.monocytogenes ve diger Listeria tiirlerini saptamak
amactyla tiitsiilenmis somon Ornekleri ve drenajlardan Ornekleme
yapilmistir. Kirk isleme tesisinden alinan 6rneklerin analiz sonuglarina
gore 25 tesisin drenaj 6rneklerinde (% 63) L.monocytogenes saptanmis
iken drenajlardaki diger Listeria tiirlerinin 30 tesisten (% 75) izole
edildigi bildirilmistir (Rorvik et al., 1997). Isletmedeki kanalizasyon
kanallarinda  L.monocytogenes’in  bulunmasi isletmede meydana

gelebilecek bir¢ok probleme neden olabilecegi bildirilmistir.

Isletmelerde kullamilan alet ve ekipmanlarin uygun sekilde temizlik
ve dezenfeksiyonunun yapilmamasi, ¢ig ve pismis gidalar i¢in kullanilan
alet ve ekipmanlarin ayni olmasi mikrobiyal kontaminasyon ig¢in risk
olusturmaktadir. Isleme ekipmanlarmin (tasima bantlari, bigaklar, vb.)
ozellikle tasima bantlar1 L.monocytogenes’in tutunmasini saglayacak
materyalden yapildig1 ve isletmede kontaminasyon agisindan Onemli
kritik noktay1 olusturdugu bildirilmistir (Rorvik, 2000). Listeria tiirleri su
triinleri isleme alanlarindaki ekipmanlara tutunup hizlica iireyebilir
(Bremer et al., 2003). Bir¢ok mikrobiyal hiicre gibi L.monocytogenes ve
diger Listeria tiirleri de polisakkarit yapida olan ve hiicrelerin yiizeye
tutunmast saglayan biyofilm olusturarak alet-ekipman ve ylizeylerde

geliserek lirtinleri kontamine edebilirler.
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Watnick and Kolter (2000) biyofilmi canli ya da cansiz bir yiizeye
tutunmus bir¢ok bakterinin salgiladiklart mukoz yapi igersinde bir araya
gelmesiyle olugan “mikroplar sehri” olarak tanimlamislardir. Biyofilm
icersindeki hiicrelerin canli kalma yetenekleri olduk¢a yiiksektir.
Biyofilmler temizleme ve sanitasyon araglar1 (dezenfektanlar, firca vb.),
sicaklik degisimleri ve kurutma etkilerine kars1 direng gdstermektedirler.
Listeria tiirleri su iriinleri isleme alanlarindaki diger bakterilerle kolay
sekilde kolonize olabilmektedir. L.monocytogenes hiicrelerinin isleme
alanindaki ylizeylere tutundugu durumlarda su iiriinleri isleme alanindaki
Listeria kontaminasyon kaynagmin o alanda olusan biyofilm olduguna
inanilmakta ve L.monocytogenes spesifik tiiriiniin gidalarda siirekli
goriilebilirliginin sebebini agiklamaktadir (Bremer et al., 2003). Yiizeye
tutunan L.monocytogenes ve diger bakteriler olusturduklari biyofilm
tabakasi ile gida giivenligini ve kalitesini tehdit etmektedir (Bagge and
Gram, 2000; Wong, 2003).

2.4 Listeria Tiirlerinin Saptanmasinda Kullanilan Yéntemler

2.4.1 Geleneksel yontemler

2.4.1.1 ISO (International Organization for Standardization) 11290-1
yontemi (Anon, 1997)

Ornekler 225 ml Half Fraser Broth (CM 895) igerisine alinir ve
37 °C’de 24 saat inkiibe edilir. Inkiibasyon bitiminde ikinci
zenginlestirme sivisi olan Half Fraser Broth’a (segici ajanlar eklenmis)

ilk zenginlestirme ortamindan aktarilir ve 37 °C’de 48 saat inkiibe edilir.
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Ikinci zenginlestirme ortamindan bir dze ile Palcam Agara (PA, Oxoid,
CM 877) ve Oxford Agar’a (OA, Oxoid, CM 856) ekim yapilir. OA
petrileri 30°C’de 24-48 saat, PA 37°C’de 24-48 saat inkiibe edilir.
Olusacak olan tipik koloniler {izerinden biyokimyasal testlere gegilip tiir

diizeyinde tanimlamalar yapilir.

2.4.1.2 FDA/BAM (Food and Drug Administration/Bacteriological
Analytical Manual) yontemi (FDA/BAM, 2003)

Ornekler Buffered Listeria Enrichment (BLEB, Oxoid, CM 897)
igerisine alinir 30°C’de 4 saat 6n zenginlestirme sivisinda inkiibe edilir.
Dordiincii saatin sonunda secici ajanlar inkiibe edilmis siviya eklenir.
Secici ajanlarin eklenmesiyle 35°C’de 48 saat inkiibasyona birakilir.
Zenginlestirme kiiltiirli ayirt edici ve segici olan besiyerlerinden birine ya
da bir kagina [OA/ Modified Oxford Agar (MOX, Oxoid, CM 856) ve
supplement (Modified Oxford Antimikrobiyal Supplement, Moxalactam-
Colistin Sulfate (Difco, 211763), (35°C’de 48 saat)/ PA, (35°C’de 48
saat)] oze ile ekim yapilir ve belirtilen inkiibasyon siirelerinde inkiibe
edilir. Olusacak olan tipik koloniler iizerinden biyokimyasal testlere

gecilip tiir diizeyinde tanimlamalar yapilir.
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2.4.1.3 USDA/FSIS (United States Department of Agriculture/ Food
Safety and Inspection Service) yontemi (USDA/FSIS, 2002)

Ornekler 6n zenginlestirme sivist olan University of Vermont Broth
(UVM, Oxoid, CM 863) besiyerine tartilir ve 30°C’de 24 saat inkiibe
edilir. Inkiibasyon siiresi sonunda ©n zenginlestirme sivist ikinci
zenginlestirme sivist olan Fraser Broth tiiplerine inokiile edilir ve
35°C’de 48 saat inkiibe edilir. Inkiibasyon siiresi sonunda Fraser Broth
tiiplerinden 6ze ile alinan 6rnek MOX agara ekilir ve 35°C’de 48 saat
inkiibe edilir. Olusacak olan tipik koloniler iizerinden biyokimyasal

testlere gecilip tiir diizeyinde tanimlamalar yapilir.

2.4.1.4 HPB (Health Protection Branch) yontemi (Pagotto et al.,
2001)

HPB yontemi yaygin olarak kullanilmakta olan geleneksel bir
yontem olup caligmada temel alinan yontemdir. Materyal ve Yontem
bolimiinde 3.4.1 Geleneksel Yontem basligi altinda analiz agamalar

anlatilmaktadir.

2.4.2 Hizh test yontemleri

L.monocytogenes ve diger Listeria tiirleri saptanmasinda

geleneksel yontemlerle birlikte hizli yontemleri de kullanilmaktadir. Gida
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ve gevresel orneklerin izlenmesi i¢in immiinolojik ve genetik prensiplere

dayanan hassas ve hizli yontemler gelistirilmektedir.

2.4.2.1 immiinolojik prensiplere dayanan hizh test yontemleri

Immunolojik yontemler gida sanayinde 6zellikle et endiistrisinde
kalite kontrolde ve c¢esitli gidalarda toksin, hormon, ilag, pestisit ve
antibiyotik  kalintilar1  gibi  birgok  maddenin  saptanmasinda
kullanilmaktadir. Buna ilaveten bu yontemler kolay, ¢abuk ve pratik
yontemler olmalar1 nedeniyle gidalarda patojen mikroorganizmalarin ve
mikrobiyal toksinlerin saptanmasinda da yaygin sekilde kullanilmaya
baslanmistir. Antijen-antikor reaksiyonlar1 bakterilerin tanimlanmasinda

icinde bulundugumuz yiizyilin basindan beri kullanila gelmektedir.

Immunolojik ydntemler, antijen-antikor reaksiyonlarinin direkt
olarak saptandig1 primer reaksiyonlar ve antijen- antikor reaksiyonlarinin
indirekt olarak saptandigi sekonder reaksiyonlar olmak iki ana kisima
ayrilabilir.  Primer reaksiyonlarda antikorun antijene baglanip
baglanmadig1 direkt olarak saptanirken, sekonder reaksiyonlarda ise
antikor-antijen kompleksinin olusturdugu 6zellikler belirlenir ( Unliitiirk

ve Turantas, 1998).

Listeria tiirlerinin belirlenmesi immunolojik ydntemlere dayali
gelistirilen test kitleriyle de yapilmaktadir. Biitiin yontemler bir veya

ardisik iki zenginlestirme evresine gereksinim duymaktadir ancak kati
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besiyerinde koloni olusumu i¢in gecen siireden tasarruf edilmektedir. Bu
kitler arasinda; Oxoid Listeria Rapid Clearview Test, TECRA Listeria
Visual Immunoassay, Transia Plate Listeria, VIDAS Listeria LIS
(bioMeri¢ux), VIDAS Listeria monocytogenes LMO (bioMeriéux)

sayilabilir.

2.4.2.2 Genetik prensiplere dayanan hizli yontemler

Genetik prensip yontemlerinden olan Polimeraz Zincir Reaksiyonu
1985 yilinda gelistirilen DNA ve RNA molekiillerinin sayisal olarak
cogaltilmasina dayanan bir yontem olup su an diinyada en ¢ok kullanilan
genetik bazli olan hizli test yontemidir. Polimeraz Zincir Reaksiyonu,
hedeflenen bir DNA segmanini hizla kopyalamak i¢in kullanilan analitik
bir aragtir. Bu yontemle s6z konusu mikroorganizmanin drnekte sadece

bir tane bile olmasi durumunda bile saptanmas1 miimkiindiir.

Polimeraz Zincir Reaksiyonu L.monocytogenes ve diger Listeria
tirleri gida ve cevresel Orneklerde saptanmasinda kullanilan en hassas
yontemlerden bir tanesidir. Bu yontemi kullanarak orneklerde Listeria
tiirlerinin tespiti ile ilgili calismalar bulunmaktadir ( Makino et al., 1995;

Norton and Batt, 1999; Norton, 2002 ).
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Ornek Toplama

Calisma kapsaminda Izmir cevresindeki faaliyette olan bir su
triinleri isleme tesisine iki farkli zamanda gidilmistir. Gidilen
donemlerde iretilmis olan su {iriinlerinden, cevresel Orneklerden ve
isletmede kullanilan sudan 6rnekleme yapilmustir. Biitiin 6rnekler aseptik
teknige uygun olarak steril bigak, kasik, catal, eldiven, pens, vs.
kullanilarak steril polietilen torbalara veya cam siselere konulmustur.
Ornekler en kisa zamanda mikrobiyoloji laboratuvarmna ulastirilarak

analize alinmistir.

3.2 Su Uriinleri ve Su Ornekleri

[k 6rnekleme yapilan donemde isleme tesisinde iiretilen taze hamsi
fileto, hamsi salata, ahtapot salata, taze karides ve taze miirekkep baligi
ve isletmede kullanilan sudan drnekler alinmustir. Tkinci 6rneklemede ise
o donemde islenen taze hamsi fileto, haglanmis ahtapot, taze karides, taze
ahtapot, taze kalamar ve isletmede kullanilan sudan 6rnekler alinmustir.
Taze ahtapot, taze miirekkep baligit ve taze kalamardan ornekleme
calkalama (rinse) yoOntemi kullanilarak yapildigt halde diger su

rtinlerinin ~ 6rneklenmesinde 25’er gram porsiyonlar tartilmistir.
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Calkalama yontemi i¢in 2’ser adet ahtapot, miirekkep balig1 ve kalamar

ornekleri kullanilmistir.

Isletmede kullanilan su kaynak suyu olup, isletme igerisinde
kullan1lmadan &nce suya ozon ve klor uygulamas1 yapilmaktadir. Isletme
tarafindan kaynak suyundan 6rnek alimina izin verilmedigi i¢in, ozon ve
klor uygulamas1 yapilarak isletme icerisine verilen su Orneklerinden
ornekleme yapilmistir. Bunun i¢in isletme icerisinde yer alan hortumlarin
birinden su belli bir siire akitilarak 500 ml’lik steril cam siselere
doldurulmustur. Su 6rnekleri 0,45 pm goézenek capina sahip membran

filtrasyondan (Millipore, type HA) gegirilmistir.

3.3 Cevresel Ornekler

Cogu ylizeyden (plastik kasalar, tasima bantlari, plastik eldivenler,
onliikler, tezgahlar) 6rnek alimi, her bir 6rnek icin 5 adet steril swab
cubuklar1 kullanilarak swab yontemi ile yapilmustir. Ornek aliminda kuru
swab c¢ubuklarini nemlendirmek icin % 0,1 peptonlu su igeren tiipler
kullanilmigtir. Kullanilmis swab ¢ubuklar1 peptonlu su igeren tiiplerde

laboratuvara ulastirilmistir.

Her zemin 6rnegi icin 5 adet steril kaba filtre kagidi (5x5 cm)
kullanilmustir. Filtre kagitlart ylizeydeki nemi absorbe etmek i¢in rasgele
zemine yerlestirilmis ve steril petri kutularinda laboratuvara

ulastirilmastir.
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3.4 Listeria Tiirlerinin izolasyonu

Su riinleri isletmesinde Listeria tiirlerinin izolasyonunda
orneklemenin yapildigi noktalarda geleneksel yontemle (Pagotto et al.,
2001) birlikte TECRA Unique Listeria Test (TECRA, LISUNQ20)

kullanilmustir.

3.4.1 Geleneksel yontem

Yirmi bes gram olarak tartilan 6rnekler 225 ml Listeria Enrichment
Broth’a (LEB, Oxoid, CM 863), swab cubuklari, filtre kagitlari,
membran filtre 6rnekleri 100 ml LEB’a aktarilmistir. Calkalama sivisi
olarak ise 100 mI’lik LEB kullanilmistir. 30°C’de 48 saat inkiibasyondan
sonra 0,1 ml LEB Kkiiltiirleri 10 ml ikinci zenginlestirme sivisina
(Modified Fraser Broth, MFB; Oxoid, CM 895) inokiile edilmistir.
35°C’de 24-48 saat inkiibasyon sonras1 MFB tiipleri Palcam Agar (PA;
Oxoid, CM 877) ve Oxford Agar (OA; Oxoid, CM 856) plaklarina
cizilerek 35°C’de 24-48 saat inkiibe edilmistir. Petrilerde olusan olasi
Listeria cinsine ait koloniler segilerek tiir diizeyinde tanimlama iglemi
gram boyama, katalaz testleriyle birlikte hareketlilik ve karbonhidrat

(ksiloz, mannitol, ramnoz) fermantasyon testleri yapilmistir (Sekil 3.1).
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Listeria Tiirlerinin Geleneksel Yontem Ile izolasyonu

(25 g rnek) (Swab c¢ubuk, filtre kagidi, membran filtre,

. . calkalama ornekleri)
225 ml Listeria Enrichment Broth 100 ml Listeria Enrichment Broth

—

30°C/48 saat

v

0.1 ml

d

Modified Fraser Broth

\11 (35°C/24-48 saat)

Palcam Agar
@ Oxford Agar

(35°C/24-48 saat) ¢

Tipik koloniler

Dogrulama Testleri
(Gram boyama, katalaz, hareketlilik, karbonhidrat fermantasyon testleri)

Sekil 3.1 Listeria Tiirlerinin Geleneksel Yontem ile Izolasyonu
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3.4.2 TECRA Unique Listeria Test yontemi (Anon, 2005)

Yirmi bes gram olarak tartilan 6rnekler 225 ml TECRA Buffered
Listeria Enrichment Broth’a (TBLEB, TECRA, BLEMEDS500) swab
cubuklar, filtre kagitlari, membran filtre 6rnekleri 100 ml TBLEB’a
aktarilmistir. Calkalama sivis1 olarak ise 100 ml’lik TBLEB
kullanilmustir. Inkiibasyon sicakligi gevresel ornekler igin 35°C’de 24
saat, taze ve islenmis su drinleri i¢in 35°C’de 41 saat olarak
uygulanmstir. Inkiibasyon siiresi sonunda zenginlestirme sivilaridan
1’er ml alinarak kit icerisinde mevcut olan ve 1°den 6’ya kadar seri halde
bulunan tiiplerden (Sekil 3.2) 1 numaral tiipe inokiile edilmistir. Uzerine
antikor tutuklanmis cubuklardan her biri 1 numarali tiipe daldirilarak
30°C’de 4 saat inkiibe edilmistir. Bu siire sona erdikten sonra ¢ubuk 2
nolu tiipe daldirilarak tekrar 30°C’de 5 dakika inkiibasyona birakilmistir.
Bes dakika sonunda cubuklar 3 nolu tiipe daldirilarak 30°C’de 2 saat
inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon siiresi sonunda ¢ubuk 4 nolu tiipe
gecirilmistir. Dort nolu tiipte iki inkiibasyon segenegi bulunmaktadir.
Birinci segenek 35°C’de 60 dakika veya 41-43°C’de 30-40 dakika
inkiibasyon secenegidir. Bu inkiibasyon siirelerinden birini seg¢ip
uyguladiktan sonra 4 no’lu tiipten 5 no’lu tiipe ¢ubugu gecirip 5 dakika
boyunca 20-25°C oda sicakliginda bekletilmistir. Son olarak 6 nolu tiipe
cubugu transfer edip 20-25°C oda sicakliginda 15 dakika daha
bekletilmistir. Sonu¢ okumak i¢in ¢ubugu 6 nolu tiipten ¢ikartip 1 saat
icerisindeki renk degisimi gozlenmistir. Cubuk iizerinde mor ¢izginin
varligi Listeria cinsinin var oldugunu gostermektedir. Pozitif sonuglarin

(Listeria cinsi pozitif) tiir diizeyinde tanimlanmasi igin kit igerisindeki 3
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numarali tiipteki kiiltiirin  OA ve PA plaklarina ¢izilmesi ve

biyokimyasal testler yapilarak dogrulanmasi gerekmektedir.
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TECRA Unique Listeria Test Yontemi

(25 g drnek) (Swab cubuk, filtre kagidi, membran filtre,
g
225 ml TECRA Buffered Listeria ¢alkalama drnekleri)
Enrichment Broth 100 ml TECRA Buffered Listeria Enrichment Broth
— —
—_——
35°C/24-41 saat
1 ml S
¥ SO e = .
o TR
Tiip 1 ve antikor tutuklu = (RIS
c¢ubugu ekle ST e
¢ (30°C/4 saat)
Cubugu Tiip 2’ye tasi
¢ (30°C/5 dk)
Tiip 3’e tas;a
7-7.5 saat
(30°C/2 saat)
Tiip 4’e tas1

‘L (35°C/60 dk yada 41°C/30 dk)

Tiip 5’e tas1
5 kez yika ve oda sicakhiginda (20-25°C ) Sdk beklet

v

Tiip 6 ya tas1 ve oda sicakhiginda(20-25°C ) 15 dk beklet

Ml
\ v LATTHY
Sonuc¢ okuma
(Renk degisimi)

Sekil 3.2 Listeria Tiirlerinin Hizl1 Yéntem ile Izolasyonu
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3.4.3 Biyokimyasal testler

3.4.3.1 Katalaz testi

% 0,6 oraninda maya ekstrakti (YE, Oxoid, L21) ilave edilmis
Tryptone Soya Agar (TSA, Oxoid, CM0131) [TSA-YE] besiyerinde
gelisen kolonilerden 6ze ile bir miktar kiiltiir temiz bir lam {izerine
transfer edilerek tizerine bir damla % 3’lik hidrojen peroksit
damlatilmistir. Hidrojen peroksit damlatildiginda gaz kabarciklarinin
gozlenmesi kiiltlirlin katalaz pozitif oldugunun gostergesidir (Harrigan
and McCance, 1976). Listeria tiirleri katalaz pozitiftir (Pagotto et al.,
2001).

3.4.3.2 Hareketlilik testi

TSA-YE plaklarinda gelisen kolonilerden Sulphate Indole Motility
Agar’a (SIM agar, Merck 1.05470) igne oze ile daldirma yontemiyle
inokiilasyon yapilarak ve tiipler 25°C’de 2-5 giin inkiibe edilmistir
(Pagotto et al., 2001). Inkiibasyon siiresi sonunda inokiilasyon ¢izgisi
boyunca tipik olarak agar yiizeyine dogru semsiye seklinde bir gelisme

gbzlenmesi pozitif olarak degerlendirilmistir (Sekil 3.3).
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Sekil 3.3 SIM Agar’da Listeria varhiginda gozlenen tipik semsiye goriiniimii

3.4.3.3 Karbonhidrat fermantasyon testi

I.

TSA-YE plaklarinda gelistirilen Listeria kolonilerinden igerisinde
% 0,5 oraninda karbonhidrat (mannitol, L-ramnoz ve D-ksiloz)
bulunan Carbonhydrate Fermentation Broth 2 [ proteose peptone,
10g; beef extract; 1g; sodyum kloriir, 5g; bromcresol purple ( %
I’lik sulu ¢ozeltisi) 2ml; destile su, 11t; pH: 6,8] besiyerine 6ze ile
inokiilasyon yapilarak tiipler 35-37 °C’de 5 giin inkiibasyona
birakilir (Pagotto et al., 2001).

Besiyerinin orijinal mor renginin karbonhidrat fermentasyonu
sonucu  dretilen  asit  nedeniyle  sartya  dOoniigmesi
mikroorganizmanin fermantasyon pozitif oldugunu rengin
degismeden kalmasi ise fermantasyon negatif oldugunu

gostermistir.
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Cizelge 3.1’de Listeria tiirlerinin tanimlanmasinda kullanilan

fermantasyon testinin sonu¢ degerlendirme tablosu verilmistir.

Cizelge 3.1 Listeria tiirlerinin tanimlanmasinda kullanilan karbonhidrat
(ksiloz, mannitol, ramnoz) fermantasyon testi

Karbonhidrat fermantasyon

Listeria Tiirleri Mannitol ramnoz Ksiloz
L.monocytogenes - + -
L.innocua - +/- -
L.welshimeri - +/- +
L.seeligeri - - +
L.ivanovii - - +

L.murrayi (L.grayi) + +/- -
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4. ARASTIRMA BULGULARI

(Calisma kapsaminda taze, dondurulmus ve salata olarak islemis
ozellikle deniz kaynakli su {iriinleri {lireten bir su {irlinleri isletmesinde
var olabilecek Listeria tiirlerini saptamak amaciyla isleme tesisine iki
farkl1 zamanda gidilerek {iiretilen su triinleri, isletmede kullanilan su ve
cevresel orneklerden olmak tiizere toplam 40 Ornek (her 6rneklemede
20’ser 6rnek) analize alinmustir. Orneklerdeki Listeria tiirlerinin varhig

hem geleneksel hem de hizli yontemleri ile arastirilmistir.

4.1 Birinci Ornekleme Bulgular

4.1.1 Geleneksel yontem ile elde edilen bulgular

Cizelge 4.1°de birinci 6rneklemede geleneksel yontem ile saptanan
13 gevresel ornekte Listeria tiirlerinin varlig1 gdsterilmistir. Isletmede 3
farkli zeminden Ornekleme yapilmistir. Birinci zemin Ornegi taze su
iriinlerinin  temizlendigi alandan, ikinci zemin Ornegi paketleme
alanindan ve {giincli zemin Ornegi ise su {riinleri salatalarmin
hazirlandig1 alandan alinmistir. Kasalara ait orneklemede ise hem kirli
kasalardan (kullanilmis) hem de isletme tarafindan temizligi yapilmis
kasalardan Ornekler alinmistir. Temizlenmis olan tasima bandindan 1
ornekleme yapilmistir. Iscilerin balik isleme ve temizleme sirasinda
kullandiklar1 eldivenlerden, Onliiklerden ve su liriinlerinin temizleme ve

kesme isleminin yapildig1 tezgahlardan 2’ser 6rnekleme yapilmistir.
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Cizelge 4.1 Geleneksel Yontem kullanilarak analizi yapilan gevresel
orneklerde Listeria tiirlerinin varligi (1.6rnekleme sonucu)

Cevresel érnekler Ornek sayis1 Geleneksel Yontem

Zemin 3 ¥
Plastik kasalar (temizlenmis)
Plastik kasalar (kullanilmis)
Tasima bantlar1 (temizlenmis)
Plastik eldivenler

Onliikler

Tezgahlar

DN =N —
1

Toplam 13

*: (g zemin 6rneginden sadece 1’inden Listeria tiirii izole edilmistir.

Buna gore 3 farkli zeminden alinan 6rneklerin sadece 1 tanesinde
(taze su iirlinlerinin temizlendigi alan) Listeria tiirleri izole edilmistir.
Yapilan biyokimyasal test sonuglarina gore zeminden elde edilen izolatin
L.seeligeri, L.welshimeri, L.ivanovii tiirlerinden birine ait olabilecegi

saptanmustir. Diger ¢evresel drneklerde Listeria tiirlerine rastlanmamustir.

Birinci 6rneklemede isletmede iiretilen su iriinlerinde geleneksel
yontem ile saptanan Listeria tiirlerinin varligi Cizelge 4.2’de
gosterilmistir. Isletmede iiretilen hamsi salatayla birlikte hamsi salatanin
iiretilmesinde kullanilan hamsi filetodan ve salamuradaki hamsiden de
ornekleme yapilmistir. Bunun yaninda taze karides, taze miirekkepbaligi

ve ahtapot salatasindan 1’er 6rnekleme yapilmustir.



27

Cizelge 4.2 Geleneksel Yontem kullanilarak analizi yapilan su
triinlerinde  Listeria

sonucu)

tirlerinin  varligr  (1.6rnekleme

Gida ornekleri Ornek sayist Geleneksel Yontem

Hamsi fileto

Hamsi salata

Hamsi salamura
Ahtapot salatasi
Taze karides

Taze miirekkepbalig1

1

—_— e —

Toplam

Buna gore analize alman 6 su iiriinleri drneginden sadece taze

miirekkep baligindan Listeria tiirii izole edilmistir. Yapilan biyokimyasal

test sonuglarima gore taze miirekkep baligindan elde edilen izolatin

L.seeligeri, L.welshimeri, L.ivanovii tiirlerinden birine ait olabilecegi

saptanmuigtir.

Cizelge 4.3, geleneksel yontem ile isletmede kullanilan sudan

alinan 6rnegin Listeria tiirleri agisindan varligini1 géstermektedir.

Cizelge 4.3 Geleneksel Yontem kullanilarak analizi yapilan su 6rneginde
Listeria tiirlerinin varligi (1.6rnekleme sonucu)

Ornekler Ornek sayist Geleneksel Yontem

Su 1

+

Toplam 1
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Buna gore geleneksel yontemle analiz edilen su 6rneginde Listeria
tirleri izole edilmis olup yapilan biyokimyasal testler sonucunda bu

izolatin L.monocytogenes oldugu saptanmustir.

4.1.2 TECRA Unique Listeria Test yontemi ile elde edilen bulgular

Bolim 4.1.1°de  anlatildigi  {lizere geleneksel yontemde
orneklemenin yapildig1 yerlerden ayni zamanda TECRA Unique Listeria

Test yontemi ile de 6rnekler analize alinmistir.

Cizelge 4.4’de birinci 6rneklemede TECRA Unique Listeria Test
yontemi kullanilarak analize alinan 13 ¢evresel 6rnekte Listeria tiirlerinin

varlig1 gbsterilmistir.

Cizelge 4.4 Hizl1 Yontem kullanilarak analizi yapilan ¢evresel 6rneklerde
Listeria tiirlerinin varligi (1.6rnekleme sonucu)

Cevresel 6rnekler Ornek sayin  TECRA Unique Listeria Test
Zemin 3

Plastik kasalar (temizlenmis)
Plastik kasalar (kullanilmis)
Tasima bantlar1 (temizlenmis)
Plastik eldivenler

Onliikler

Tezgahlar

DN =N —
1

Toplam 13 -

Buna gore TECRA Unique Listeria Test ile analize alinan

cevresel Orneklerde higbir Listeria tiirii izole edilmemistir.
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Cizelge 4.5 TECRA Unique Listeria Test yontemi kullanilarak
analizi yapilan 6 su iriinleri Orneginde Listeria tiirlerinin varhgim

gostermektedir.

Cizelge 4.5 Hizli Yontem kullanilarak analizi yapilan su iiriinlerinde
Listeria tiirlerinin varligi (1.6rnekleme sonucu)

Gida ornekleri Ornek sayist TECRA Unique Listeria Test
Hamsi fileto 1 -
Hamsi salata 1 -
Hamsi salamura 1 -
Ahtapot salatasi 1 -
Taze karides 1 -
Taze miirekkepbalig: 1 -
Toplam 6 -

Buna gore TECRA Unique Listeria Test ile analiz edilen su

tirtinleri 6rneklerinde Listeria tiirleri izole edilmemistir.

Cizelge 4.6 TECRA Unique Listeria Test ile isletmede kullanilan

sudan alinan 6rnegin Listeria tiirleri agisindan varligini gostermektedir.

Cizelge 4.6 Hizli Yontemi kullanilarak analizi yapilan su O6rneginde
Listeria tiirlerinin varligi (1.6rnekleme sonucu)

Ornekler Ornek sayist TECRA Unique Listeria Test

Su 1 -

Toplam 1 -
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Buna goére TECRA Unique Listeria Test ile analiz edilen su

orneginde Listeria tiirleri izole edilmemistir.

4.2 ikinci Ornekleme Bulgular

Boliim 4.1°de 1.6rneklemede g¢evresel orneklerin alindigi yerlerden
2. ornekleme doneminde de Ornekleme yapilmistir. Su iirlinlerine ait
ornekleme ise, 1. Orneklemeden farkli olarak o donemde isletmede

iiretilen iiriinlerden yapilmistir.

4.2.1 Geleneksel yontem ile elde edilen bulgular

Cizelge 4.7 ikinci 6rneklemede geleneksel yontem ile 13 gevresel

ornekte Listeria tiirlerinin varligi gosterilmistir.

Cizelge 4.7 Geleneksel Yontem kullanilarak analizi yapilan cevresel
orneklerde Listeria tiirlerinin varlig1 (2.6rnekleme sonucu)

Cevresel érnekler Ornek sayist Geleneksel Yontem
Zemin 3 -
Plastik kasalar (temizlenmis) 1 -
Plastik kasalar 2 -
Tasima bantlar1 (temizlenmis) 1 -
Plastik eldivenler 2 -
Onliikler 2 -
Tezgahlar 2 -

Toplam 13




31

Buna gore geleneksel yontem ile analiz edilen ¢evresel 6rneklerde

Listeria tiirleri izole edilmemistir.

Ikinci drneklemede isletmede iiretilen su iiriinlerinde geleneksel
yontem ile saptanan Listeria tiirlerinin varhigi Cizelge 4.8’de
gdsterilmistir. Isletmede taze hamsi fileto, hamsi salamura, haslanmis ve

taze ahtapot, taze karides ve taze kalamardan 1’er 6rnekleme yapilmustir.

Cizelge 4.8 Geleneksel Yontem kullanilarak analizi yapilan su
uriinlerinde Listeria tiirlerinin = varligi  (2.6rnekleme

sonucu)

Gida drnekleri Ornek sayist Geleneksel Yontem
Hamsi fileto (taze) 1 -

Hamsi salamura 1 -
Haglanmig ahtapot 1 -

Taze karides 1 +

Taze ahtapot 1 -

Taze Kalamar 1 -

Toplam 6

Buna gore analize aliman 6 su fiiriinleri 6rneginden sadece taze
karidesten Listeria tiirleri izole edilmistir. Biyokimyasal test sonuglarina
gore taze miirekkep baligindan elde edilen izolatin L.innocua tiiriine ait

oldugu saptanmaistir.

Cizelge 4.9, geleneksel yontem ile isletmede kullanilan sudan

alinan 6rnegin Listeria tiirleri agisindan varligini gostermektedir
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Cizelge 4.9 Geleneksel Yontem kullanilarak analizi yapilan su 6rneginde
Listeria tiirlerinin varligi (2.6rnekleme)

Ornekler Ornek sayisi Geleneksel Yontem
Su 1 -
Toplam 1

Buna gore geleneksel yontemle analiz edilen su drneginde Listeria

tiirleri izole edilmemisgtir.

4.2.2 TECRA Unique Listeria Test yontemi ile elde edilen bulgular

Bolim 4.2.1’de anlatildign  lizere geleneksel yontemde
orneklemenin yapildig1 yerlerden ayn1 zamanda TECRA Unique Listeria

Test yontemi ile de ornekler analize alinmistir.

Cizelge 4.10’da ikinci 6rneklemede TECRA Unique Listeria Test
yontemi kullanilarak 13 c¢evresel Ornekte Listeria tiirlerinin varligi

gosterilmistir.
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Cizelge 4.10 Hizli Yontem kullanilarak analizi yapilan ¢evresel
orneklerde Listeria tiirlerinin varligi (2.6rnekleme
sonucu)

.. TECRA Unique Listeria Test
Cevresel érnekler Ornek sayis1 au

Zemin 3 -
Plastik kasalar (temizlenmis) 1
Plastik kasalar (kullanilmis) 2
Tasima bantlar1 (temizlenmis) 1
Plastik eldivenler 2 -
2
2

Onliikler
Tezgahlar

Toplam 13

Buna gore TECRA Unique Listeria Test ile analize alinan ¢evresel

orneklerde higbir Listeria tiirii izole edilmemistir.

Cizelge 4.11’de TECRA Unique Listeria kullanilarak analizi
yapilan 6 su {driinleri Orneginde Listeria tiirlerinin  varligini

gostermektedir.

Cizelge 4.11 Hizli Yontem kullanilarak analizi yapilan su iriinlerinde
Listeria tiirlerinin varlig1 (2.6rnekleme sonucu)

Gida drnekleri Ornek sayist TECRA Unique Listeria Test
Hamisi fileto (taze) 1 -

Hamsi salamura
Haglanmig ahtapot
Taze karides

Taze ahtapot

Taze Kalamar

1

Toplam 6 -
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Buna gore Tecra Rapid Test yontemi ile analize alinan 6 su {irtinleri

orneginden Listeria tiirleri izole edilmemistir.

Cizelge 4.12°de TECRA Unique Listeria Test ile isletmede
kullanilan sudan alinan Ornegin Listeria tiirleri agisindan varligini

gostermektedir.

Cizelge 4.12 Hizli Yontem kullanilarak analizi yapilan su 6rneginde
Listeria varligi (2.6rnekleme sonucu)

Ornekler Ornek sayist TECRA Unique Listeria Test
Su 1 -
Toplam 1 -

Buna gore TECRA Unique Listeria Test ile analiz edilen su

orneginde Listeria tiirleri izole edilmemistir.
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5. SONUC VE TARTISMA

Bu c¢alisma bir su triinleri isleme tesisinde Listeria tiirlerinin
varliginin saptanmasi amaciyla yapilmigtir. Bu amacgla ornekler hem
geleneksel yontem ile hem de hizli test yontemi kullanilarak analize
alimmistir. Toplam 40 6rnekte Listeria tiirleri TECRA Unique Listeria
Test ile izole edilmedigi halde geleneksel yontem ile 40 6rnekten 4’iinde
(% 10) Listeria tiirleri saptanmistir. TECRA Unique Listeria Test
yontemi ile Listeria tiirlerinin saptanamamasinin nedeni, zayif bakteri
gelisimine neden  olacak  yetersiz  zenginlestirme  isleminden
kaynaklanmig olabilecegi seklinde agiklanabilir. TECRA Unique Listeria
Test kullanim kilavuzunda yontemde pozitif sonu¢ elde etmek icin
zenginlestirme asamasindan sonra Ornegin mililitresinde en az 10°
Listeria hiicresinin olmasi1 gerektigi bildirilmistir (Anon, 2005). Cesitli
gida ve cevresel Orneklerde hizli test yontemi kullanilarak yetersiz
bakteri gelisimine bagl Listeria tiirlerinin izole edilemedigi durumlar,
Pelisser et al. (2001) ve Kisla et al. (2007) tarafindan da bildirilmistir.
Arastirmacilar geleneksel yontemde Listeria pozitif ¢ikan Ornekleri
Oxoid Listeria Rapid Test yontemi kullandiklarinda negatif olarak tespit
etmislerdir. Roberts (1994), bu durumu (yanlis-negatif) engellemek i¢in
zenginlestirme asamasindan sonra hiicre sayiminin fotometrik ya da plak

sayim yontemi ile alinmas1 gerektigini onermislerdir.

Yapilan bu ¢aligma sadece kalitatif bir analiz olup referans yontem
olarak Pagotto et al. (2001) tarafindan belirtilen geleneksel yontem

kullanilmigtir. Hizli yontem ile her ne kadar yanlig-negatif sonuglar
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alinsa bile, analiz i¢in gecen siire gdz Oniine alindiginda, geleneksel
yontem ile karsilastirildiginda hizli test yonteminin daha hizli sonug
verdigi bilinmektedir. Bundan dolayr hizli test yontemi eger
kullanilacaksa, sonu¢ ¢ikmasini beklemeden kit igerisindeki 3 numarali
tipten PA ve OA plaklarina ¢izim yapilarak dogrulama asamasinin
yapilmasi ya da Roberts et al. (1994) belirttigi {lizere zenginlestirme
asamasinda optik yogunluk Olgerek minimum gelisme seviyesine

ulagildiginin belirlenmesi gereklidir.

Yapilan bu caligmada analize alinan su iiriinleri 6rneklerinden olan
taze miirekkep baligi ve taze karideste Listeria tiirleri saptanmuistir.
Calisma kapsaminda analize alinan toplam 40 Ornegin 12 tanesi su
iirlinlerine ait olup, 12 su iriinleri 6rneginden 2 tanesi (taze miirekkep
baligi ve taze karides) (% 16,7) Listeria tiirleri pozitif olarak

saptanmistir.

Su iriinlerinde Listeria tiirlerinin varligmna ait bir ¢ok c¢alisma
bulunmaktadir. Yapilmis olan bir c¢alismada arastirmacilar, 1stakoz
kuyrugu, karides, pane karides, biitlin ve donmus balik filetolar1 ve
islenmis su iriinlerinden Listeria tiirlerini izole etmislerdir (Noah et al.,
1991). Arastirmacilar su drlinlerinden yaptiklart toplam 211
orneklemenin 60’11 (% 28) Listeria tiirleri agisindan pozitif olarak
saptamislardir. Elde edilen izolatlarin yaklasik olarak % 49’unu taze su
iiriinlerinden pozitif olarak saptamislar ve sadece % 20’lik kisminin
islenmis su trlinlerinden bulundugunu rapor etmislerdir. Manoj et al.

(1991) yaptiklar1 ¢aligmada balik ve karides orneklerinin % 10,5’inde
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Listeria tiirleri belirlemelerine ragmen, orneklerin  higbirinden
L.monocytogenes izole edilmedigini bildirmislerdir. Baz: literatiirlerde su
tirtinlerinden en sik izole edilen Listeria tiiriiniin L.innocua oldugu
bildirilmistir (Weagant et al., 1988; Dillon et al., 1992; Masuda et
al.,1992; Ryu et al., 1992; De Simon et al., 1992). Dhanashree et
al.(1999) L.monocytogenes’i baliklarda % 1,5, kabuklu deniz

tirtinlerinde % 3,3 olarak diisiik diizeyde saptamislardir.

Vaz-Velho et al. (2001) yaptiklar1 ¢aligmada 201 balik ve 42
cevresel ornegi analize almiglardir. Arastirmacilar taze kilic baligi, taze
alabalik, soguk tiitsiilenmis vakum paketli alabalik, taze somon balig,
soguk tiitsilenmis vakum paketli somon ve alabaliginin yetistirildigi gol
suyundan Orneklemeler yapmiglardir. Analiz sonuglarina gore Listeria
tirlerini % 17 (42/243) oraninda saptamislardir. Arastirmacilar
L.monocytogenes’i 12 6rnekten, L.innocua’yr 22 drnekten, L.seeligeri’yi
11 o6rnekten, L.grayi’yi 2 ve L.welshimeri’yi 1 6rnekten izole ettiklerini
ve bu izolatlardan 21 susun (% 37) islenmis baliklardan, 36 susun ise (%
63) taze somon etinden izole edildigini rapor etmislerdir. Laciar and De
Centorbi (2002), Arjantin Atlantik kiyilarindan avlanan 100 adet deniz
triinlinde (balik, miirekkep baligi ve midye ) Listeria tiirlerini
aragtirdiklar1 bir ¢alismada, Listeria tiirlerinin izolasyon oranini % 12
olarak belirlerken, farkli miirekkepbalig1 6rneklerinden izole edilen 2
susu L.monocytogenes, balik, midye ve miirekkep baliklarindan alinan 9
susu L.innocua olarak tanimlamiglardir. Yapilan bir ¢alismada baliklar,
personel ve gevresel orneklerden yapilan 6rneklemelerde Listeria tiirleri

saptanmig ve L.seeligeri ile L.innocua tiirlerinin baskin tiirler oldugunu
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rapor edilmistir (Soultos et al., 2007). Parihar et al. (2008) tropikal su
trtinleri ile yaptiklart 115 6rneklemenin 28’ini (% 24) Listeria tiirleri
acisindan pozitif sonu¢ verdigini rapor etmislerdir. Bu 28 izolatin 10°u
L.monocytogenes’e aitken kalan 18 izolatin L.innocua tiirline ait

oldugunu saptamiglardir.

Yukarida belirtildigi {izere yapilan bu c¢alismada isletmede
tiretilen su iriinlerinde Listeria tiirlerinin bulunma ytizdesi % 16,7 olarak
bulgulanmustir. Su triinlerinde Listeria tiirlerinin goriilme oranlarina ait
yukarida verilen literatiirlerin bazilari ile ¢alismamizda saptanan oranlar

benzerlik gostermektedir.

Su {iriinleri ve bunlardan elde edilen iiriinler, listerosis potansiyel
riski agisindan degerlendirildiginde, yiiksek risk iceren ve diisiik risk
iceren su iriinleri olmak iizere 2 gruba ayrilmaktadir (Rocourt et al.,
2000). Bu gruplandirmada ytiksek risk i¢eren su iirtinleri (diisiik oranda
asit, tuz vs. ile muamele edilmis) igerisinde; tiiketime hazir ¢ig
kabuklular (midye, deniz tarag: ve istiridye), tilketime hazir ¢ig balik ve
bazi balik iirlinleri (tuzlanmis, marine edilmis, fermente edilmis, soguk
tiitsiilenmis ve gravad), az 1sil islem gormiis balik trtinleri (pastorize
edilmis, pisirilmis ve sicak tiitsilenmis) ve kabuklular (6nceden
pisirilmis, pane filetolar) olarak belirtmislerdir. Ikinci grupta yer alan ve
listeriosis agisindan diisiik risk iceren su iiriinleri (yiiksek oranda asit, tuz
vs. ile muamele edilmis) ise bazi balik iirlinleri (tuzlanmis, marine
edilmig baliklar, havyar ve fermente firiinler), 1s1l islem uygulanmis

baliklar (konserve iirlinler), kurutulmus, kuru tuzlanmis, tiitsiilenerek
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kurutulmus balik, taze/dondurulmus balik ve kabuklular olarak
gruplandirilmistir. Deniz kaynakli su {iriinleri ve bunlarla tiretilen {iriinler
(6rnegin  salatalar) diisik pH (pH<4,5) ve icerdigi tuz
konsantrasyonundan (>% 3,5) dolay1 L.monocytogenes ve diger Listeria
tiirleri ile kontamine olma acisindan diisiik riskli tiriinlerdir (Jorgensen
and Huss, 1998; Huss et al., 2000). Bu durum yapilmis olan bu ¢alismada
su Uriinlerinden Listeria tiirlerinin diisik oranda saptanmasini

acgiklamaktadir.

Yapilan bu calismada isletmede Listeria kontaminasyonu gida
orneklerinin yaninda c¢evresel oOrneklerlerle de degerlendirilmis olup
analiz sonuglarna gore ¢evresel orneklerden sadece zemin Orneginden
Listeria tiirleri izole edilmistir. Calisma kapsaminda analize alinan
toplam 40 6rnegin 26 tanesi ¢evresel 6rneklere ait olup, 1 tanesi (zemin)

(% 3,8) Listeria tiirleri agisindan pozitif olarak bulunmustur.

Jemmi and Keusch (1994) yaptiklar1 ¢alismada balik ciftligi ve
balik tiitsiileme alanlarindan yiiksek tuz oranina sahip salamuralarin
L. monocytogenes ile kontamine oldugunu belirtmislerdir. Balik ¢iftligi
ile isletme igerisinde kullanilan alet-ekipman, onliikler ve calisanlarin
ellerinden L.monocytogenes izole ettiklerini bildirmislerdir. Miettinen
(2006) yaptig1 ¢alismada su iirlinleri isleme tesisinde aldigi ¢evresel
orneklerden (salamura kiiveti, salamura cihazi, paketleme tezgahi, soguk
tiitstileme sisi vb.) L.monoctogenes ve diger Listeria tiirlerinin bulunma
oranlarint sirasiyla % 30 ve % 65 olarak bulgulamistir. Aragtirmaci balik

isleme tesisinden alinan tiim yiizey oOrneklerinin % 7,2’sinde Listeria



40

tiirlerini saptamis ve pozitif 6érneklerin 1/3’niin L.monocytogenes tiiriine
ait oldugunu baskin tiiriin ise L.innocua tiirtine ait oldugunu analizler
sonucu bildirmigtir. Kigla et al. (2007) yaptiklar1 caligmada alabaligi
sicak tiitsiileme ile isleyen isletmeden 30 farkli noktadan (kesimhane,
tiitsiileme alani, fileto ¢ikarma ve paketleme alani) 60 Ornekleme
yapmiglardir. Analiz sonuglarina gore tiim cevresel drneklerden (tasima
bantlari, bigaklar, onliik, eldiven, zemin, plastik kasa, tezgahlar ve sisler)

L. monocytogenes izole edilmistir.

Literatiirlerde bildirilen ¢alismalarda ¢evresel Orneklerde Listeria
bulunma oranlarina ait farkli bildirimler yapilmistir. Genellikle Listeria
tiirleri tath su iirtinleri isleyen isletmelerde yiiksek oranlarda saptanmistir.
Bu calismada gidilen su {riinleri isleme tesisi taze ve islenmis deniz
kaynakli tirlinleri (marinat, salata vb.) islemektedir. Sonu¢ olarak
cevresel Orneklerde Listeria tiirlerinin diisiik oranda saptanmasinin
nedeni isletmede islenen {irlinlerin deniz kaynakli su {iriinleri olmasi ve
iyi bir temizlik prosediiriiniin uygulanmis olabilece§i seklinde

aciklanabilir.

Yapilan calismada sasirtict durum isletmedeki suyun ozonlamis ve
klorlanmis olmasina ragmen su 6rnegindeki L. monocytogenes varligidir.
Isletmede kullanilan ve drneklemesi yapilan su 6rneginin alindig: plastik
su borusunun zeminle temas halinde oldugu gézlenmistir. Su drnegindeki
L. monocytogenes kaynaginin suyun kendi biinyesinden olmayip
muhtemelen plastik su borusu ile kontamine oldugu disiiniilmektedir.

Yapilan ¢alismada plastik su borusunun temas ettigi zemin yiizeyinde
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biyofilm tabakasi olustugu ve kontaminasyonun zemindeki bu biyofilm
tabakasindan kaynaklandig1 diisiiniilmektedir. Biyofilm bir¢ok ylizeyde
ozellikle 1slak zeminlerde kolaylikla olusabilmekte ve Listeria tiirlerinin
biyofilm olusturabilen mikroorganizmalar oldugu bilinmektedir. Gida
isletmelerinde, gelisme faktorleri her yerde benzer oldugu igin,
mikroorganizmalarin gelisme alanlar1 herhangi bir yer olabilir. Gida
isletmelerinde su giderleri, iiretim teknelerindeki catlaklar ve cizikler,
sisteme bagli borular, tezgah ylizeyleri, pastorizatorler, sulu ya da glikol
ile calisan sogutma sistemleri, fayans duvarlar, tasima hatti, musluk
ylizeyleri, lavabo, tuvalet yiizeyi, salamura tanklar1 sogutma odalarinin
tavanlari, sogutma ve haslama tanklar1 gibi sivi ile kapli yiizeylerin
biyofilm gelisimi i¢in uygun oldugu bildirilmistir (Zottola, 2001).
Yapilan bu ¢alismada zeminde olustugu ve plastik su borusunu
kontamine ettigi diisliniilen biyofilm tabakasinin isletmedeki diger alanlar

icinde problem yaratabilecegi diigiincesine varilmistir.

Sonug olarak bu c¢alisma, bir su liriinleri isleme tesisinde islenen su
trlinleri ve isletmede kullanilan su ile birlikte isletme igerisindeki
Listeria tiirlerinin varligmi saptamak amaciyla yapilmistir. Isletmede
Listeria tiirlerinin varligin1 saptamak amaciyla bu mikroorganizma
tirlerini izole etmek i¢in geleneksel yontem ile TECRA Unique Listeria
Test kullanilmigtir. Geleneksel yonteme kiyasla TECRA Unique Listeria
Test hizli bir yontem olmasina ragmen bu c¢alismada oldugu gibi Listeria
tirlerinin saptanmasinda yetersiz kalmistir. Bu durumda geleneksel

yontemin giivenirliginin daha fazla oldugu soylenebilir.
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Su iriinleri isleme tesisinde Listeria tiirlerinin kontaminasyonu
diisiikk diizeyde bulunmustur. Bu durum isletmede deniz kaynakli su
iiriinleri islendigi ve iretim alanlarinda diizenli olarak temizleme

prosediirii uygulandig: seklinde agiklanabilir.
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