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OZET

Yiiksek Lisans Tezi

TUKETIME HAZIR GIDALARIN LISTERIA SPP. VARLIGI BAKIMINDAN
TARANMASI

Gircii Aybige CAKMAK

Ankara Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Gida Miihendisligi Anabilim Dali

Danisman: Dog. Dr. Pinar SANLIBABA
Es Danigman: Yrd. Dog. Dr. Basar UYMAZ TEZEL

Bu ¢alismada Ankara’daki farkli isletmelerden temin edilen toplam 134 adet tiiketime
hazir gidanin Listeria varligi bakimindan taranmasi amaglanmistir. Calismada 1SO
11290-1 protokolii takip edilmistir. Gram (+), Katalaz (+), Oksidaz (-) ve hareketlilik
(+) sonug veren 35 izolatin, tiir diizeyinde biyokimyasal olarak tanimlamasinda API®
Listeria test kiti kullanilmistir. izolatlarin molekiiler tanimlanmasinda ise 16S rRNA
dizi analizi uygulanmigtir. 16S rRNA dizi analizine gore; 35 izolattan 18’i Listeria
monocytogenes, 14’4 Listeria innocua, 2’si Listeria welshimeri ve 1’1 ise Listeria grayi
olarak tamimlanmigtir. 18 L. monocytogenes susunda patojeniteden sorumlu hlyA
viriilans gen varligi arastirllmis ve 15 susun bu gen bolgesini icerdigi saptanmistir.
3 L. monocytogenes susunun ise hlyA gen bolgesini igermedigi belirlenmis ve bu suslar
atipik L. monocytogenes olarak adlandirilmistir. Caligmamizda L. monocytogenes
varhigi bakimindan en riskli gidalar; Arnavut cigeri (% 34,78), Kofte ekmek (% 29,42)
ve tavuk doner (% 25) olarak belirlenmistir.

Temmuz 2017, 84 sayfa

Anahtar Kelimeler: Listeria, tiketime hazir gidalar, izolasyon, biyokimyasal
tanimlama, molekiiler tanimlama



ABSTRACT

Master Thesis

AN INVESTIGATION ON THE PRESENCE OF LISTERIA SPP.
IN READY TO EAT FOOD

Gircii Aybige CAKMAK

Ankara University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Food Engineering

Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Pinar SANLIBABA
Co-adviser: Asst. Prof. Dr. Basar UYMAZ TEZEL

In this study, it was aimed to screen a total of 134 ready-to-eat foods from different
markets in Ankara for Listeria spp. presence. ISO 11290-1 protocol was followed in the
study. API®Listeria test kit was used to species-level identification of 35 isolates
showed Gram (+), catalase (+), oxidase (-) and mobility (+). For molecular
identification of isolates, 16S rRNA sequence analysis was performed. According to
16S rRNA sequence analysis; 35 isolates were identified as Listeria monocytogenes, 14
as Listeria innocua, 2 as Listeria welshimeri and 1 as Listeria grayi. The presence of
hylA virulence gene responsible for pathogenicity was investigated in the
18 L. monocytogenes strains and it was determined that 15 strains contained this gene
region. 3 L. monocytogenes strains did not contain the hlyA gene region and these
strains were named as atypical L. monocytogenes. In our study, the most risky foods in
terms of presence of L. monocytogenes were; Fried liver (34.78% ), meatball bread
(29.42% ) and chicken doner (25% ).

July 2017, 84 pages

Key Words: Listeria, read-to-eat food, isolation, biochemical characterization,
molecular characterization
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Saymm Dog. Dr. Pmar SANLIBABA’ya (Ankara Universitesi Gida Miihendisligi
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Teknolojisi Programi),

Tez c¢aligmamin molekiiller kismini yiiriitebilmem igin laboratuvarinin kapilarini
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alakasiyla destegini eksik etmeyen Sayin Prof. Dr. Mustafa AKCELIK’e (Ankara

Universitesi Biyoloji Anabilim Dali),

Hem lisans egitimim hem de yiiksek lisans egitimim siiresince her tiirlii destegini
yanimda hissettigim, analizlerim sirasinda da her tiirlii bilgi ve tecriibelerini benimle
paylasan ve c¢aligmalarim i¢in gerekli olan referans suslarimin temininde de yardimci
olan Saym Prof. Dr. A. Kadir HALKMAN’a (Ankara Universitesi Gida Miihendisligi
Anabilm Dal1),

Tez calismamin molekiiler kisimlarinin yiiriitiilmesi sirasinda yardima ihtiyag
duydugumda bilgi ve tecriibelerini seferber eden, laboratuvarimi kullanmama imkan
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Yine calismamin molekiiler analizler asamasinda uygulamalar konusunda beni
bilgilendiren ve ydnlendiren Ankara Universitesi Biyoloji Anabilim Dali Prokaryot
Genetigi Laboratuvarindaki Ars. Gor. Dr. Neslihan TASKALE KARATUG, Fatma
Neslihan YUKSEL, Caner OZDEMIR, Zeynep ERAN ve Sinem UGUR’a,

Gegen iki yillik siire zarfinda ayni laboratuvari paylastigim, her tiirli yardim ve
desteklerini benimle paylasan ¢alisma arkadaslar1 Esra SENTURK, Rasit KESKIN,
Giilmire YUSUFU ve Gizem GOKER’e,

En zor zamanlarimda bile beni tesvik eden, diiniimden bugiiniime kadar her an maddi
manevi desteklerini yanimda hissettigim ve canimdan ¢ok sevdigim Annem Mernus

CAKMAK’a, Babam Alaaddin CAKMAK’a ve Kardesim Mehmet Mert CAKMAK ’a,

Sonsuz tesekkiirlerimi sunuyorum.
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1. GIRIS

Listeriaceae familyasi iginde yer alan Listeria nin giinlimiizde tanimlanmis on yedi
farkli tiiri bulunmaktadir. Bunlardan en yaygin bilinenleri Listeria monocytogenes,
L. innocua, L. ivanovii, L. welshimeri, L. seeligeri ve L. grayi’dir. L. monocytogenes,
hem insanlar hem de hayvanlar i¢in patojen Ozellik gosterirken, L. ivanovii ise
cogunlukla hayvan patojeni olarak degerlendirilmektedir. Dogada yaygin olarak
bulunan Listeria cinsi bakterilerin, zorlayici ortam kosullarinda hayatta kalabilmesi en
onemli ozelliklerindendir.  Ozellikle buzdolabi  kosullarinda da  yasayabilen
mikroorganizmalar olmasindan dolayr halk sagligi agisindan Onemli bir risk

olusturmaktadirlar.

Patojen mikroorganizma olarak tanimlanan L. monocytogenes, listeriosis adi verilen
enfeksiyona sebep olmaktadir. Listeriosis, saglikli insanlarda kusma, halsizlik, ishal gibi
semptomlarla atlatilabilmektedir. Ancak ¢esitli sebeplerle bagisikligi zayiflamis hastalar
(kanser, AIDS, bobrek hastaliklar1 vb.), bebekler ve hamileler, risk grubunu
olusturmaktadir. Bu gruplarda gozlemlenen zehirlenme vakalarinda 6liim oranimnin %

30’lara vardig1 bilinmektedir.

L. monocytogenes enfeksiyonlarin tamami gida kaynakhidir. Tiiketime hazir gidalar,
listeriosis i¢in oldukga riskli gidalardir. Herkes tarafindan kolay erisilebilir olmasi ve
hazirlama siirelerinin kisa olmasi gibi sebepler, tiiketime hazir gidalar tercih edilebilir
kilmaktadir. Ancak, uygun kosullarda islem gormemis veya dogru kosullarda

depolanmamus tiikketime hazir gidalar halk sagligi i¢in tehlike arz etmektedir.

Tiiketici saglig1 acisindan riskli olan bu patojenin varliginin ve sayisinin belirlenmesi ve
tanimlanmasi olduk¢a onemlidir. Gidalarda Listeria spp. varligmin belirlenmesi i¢in
olusturulmus cesitli standart ydntemler mevcuttur. Gida ve ilag Idaresi (Food and Drug
Adminstration / FDA), ABD Tarim Bakanlig1 (US Department of Agriculture-Food and
Safety / USDA-FSIS) ve Uluslararas1 Standardizasyon Organizasyonu (International

Organization for Standardization / ISO) gibi ¢esitli denetleme ve diizenleme kurumlari



tarafindan hazirlanan bu protokoller, bakterinin morfolojik ve biyokimyasal 6zellikleri
esas alinarak tanimlanmasini 6ngormektedir. Kiiltiirel gelisim yontemlerine dayanan bu
analizlerin sonuc¢lanmasi, inkiibasyon siireleri dikkate alindigi zaman 7-10 giin
siirebilmektedir. Patojenin saglik riski g6z Oniine alindiginda ise, bu siire oldukca
uzundur. Bu amagla daha pratik ve daha hizli sonuglandirilabilen molekiiler tabanl
analizlere olan ilgi artmistir. Listeria spp.’ye Ozgi spesifik genler kullanilarak, bu
patojenin saptanmasi hem hizli hem de giivenilir sonu¢ vermesi bakimindan 6nem

tasimaktadir.

Listeria spp.’nin 6zellikle de L. monocytogenes’in gidalarda bulunmasiyla ortaya ¢ikan
biiyiik capli salginlar neticesinde, bu patojenin gidalardan inhibisyonunu saglamak
amactyla cesitli yontemler iizerine caligmalar yapilmaktadir. Bu amacla bakteriyosin
ve/veya tiire 6zgli bakteriyofajlarin kullanimin yani sira esansiyel yaglarin kullanimi,

1sinlama teknikleri, modifiye ortamda ambalajlama gibi yontemler de kullanilmaktadir.

Bu calismada ¢ig ve islem gOrmiis tiikketime hazir gidalar Ankara’nin gesitli
marketlerinden, gida isletmelerinden, yemekhanelerinden ve semt pazarlarindan temin
edilmis ve Listeria spp. varligi bakimmdan taramasi yapilmigtir. Orneklerin analizleri
icin ISO 11290-1 protokolii takip edilmistir. Elde edilen izolatlara katalaz, oksidaz ve
hareketlilik testleri uygulanmistir. Muhtemel Listeria spp. izolatlarmin tiir diizeyinde
tanimlamasinin yapilabilmesi i¢in Oncelikle API®Listeria test kiti uygulanmuistir.
Izolatlarin daha sonra molekiiler seviyede tanimlamasi yapilarak, hlyA gen varligi

bakimindan taramasi yapilmugstir.



2. KURAMSAL TEMELLER VE KAYNAK OZETLERI

2.1 Listeria spp.’nin Genel Ozellikleri

Listeria cinsi; 0,5 um ¢apinda ve 1-2 um uzunlugunda, koseleri yuvarlak ¢ubuk sekilli,
genellikle tek veya zincir morfolojisinde bulunan, spor olusturmayan, kapsiilsiiz, aecrob
veya fakiiltatif anaerob bir gruptur. Optimal gelisme ortami saglandig1 zaman béliinme
stiresi 1-2 h arasinda degisim gosterir. Laboratuvar ortaminda 24-48 h’lik inkiibasyon
sonunda 0,5-1,5 mm ¢apinda koloniler olusturmaktadir. Gelisen koloniler yapigskan
goriinimlii olsa da, kolay dagilabilir bir yap1 gostermektedir. Yash kiiltiirlerde ise
koloni rengi gittikce opaklasmakta ve koloni ¢ap1r 3-5 mm’ye kadar ulasabilmektedir
(Roche vd. 2008). Listeria spp., 4 ila 6 adet peritrik flagellaya sahip oldugu igin
20-25 °C’de hareketli mikroorganizmalardir. Ancak 35-37 °C’de hareketsizdirler. Bu
durum, flagellalarin yapisinda bulunan flaA geni tarafindan kodlanan FlaA proteininin
transkripsiyonun 30 °C’de durmasindan kaynaklanmaktadir. Bakteriler bu sicakligin
tizerinde hareketsizdirler (Giaouris vd. 2015). Gr (+) 6zellik gosterirler ancak bazi yash
kiiltirlerinde Gram boyama sonucunda farkli bir yap1 gozlemlenebilir. Listeria spp.
cinsi -1,5 —45 °C arasinda canliligin siirdiirebilmekte olup, optimum gelisme sicakligi
30-37 °C arasindadir. Ancak (-18) °C ve (-40) °C’de de Listeria tiirlerinin gelisebilecegi
ifade edilmektedir (Alsheikh vd. 2014). 65 °C ve fizeri 1s1l islem uygulamalarinda
Listeria spp. canliligini koruyamamaktadir. % 10’a kadar olan tuz konsantrasyonunu
tolere edebilmektedirler. Optimum pH degerleri hafif bazik olsa da 3-12 pH araliginda
gelisim  gosterebilmektedirler.  Listeria cinsi i¢inde patojen olarak bilinen
L. monocytogenes, L. ivanovii ve L. seeligeri, B-hemolitik aktivite gosterirken diger
tirler B-hemolitik aktivite gostermemektedir (Chasseignaux vd. 2002, Rocourt ve
Buchrieser 2007, Gorski 2008, Roche vd. 2008, Wagner ve McLaughlin 2008, Liu
2008, Setiani vd. 2015). Listeria’nin optimal gelisim igin ihtiyag duydugu besin
maddeleri ise; sistin, sistein, 16sin, izoldsin, arjinin, metiyonin, valin, glutamin, tiyotik
asit, biyotin(B7), riboflavin(B2), tiyamin(B1) ve alfa-lipoik asittir. Bakteriyel gelisim,
demir(IIl) ve fenilalanin tarafindan diizenlenmekte olup, temel karbon ve nitrojen

kaynagi olarak glikoz ve glutamin kullanilmaktadir (Rocourt ve Buchrieser 2007).



Dogada, toprakta ve sularda saprofit olarak canliligini siirdiirebilen Listeria spp.
gidalardan, gida Tretim tesislerinden ve Tlretim atiklarindan da siklikla izole

edilebilmektedir (Wagner ve McLauchlin 2008, Hadjilouka vd. 2016).

2.2 Listeria spp.’nin Siniflandirilmasi

Listeria cinsi baslangicta Corynebacteriaceae ailesinin  Kurthia cinsi iginde
degerlendirilirken, 1970’lerden sonra ise 16S rRNA dizi analizi ¢aligmalar1 sonuglarina
gore Lactobacillus-Bacillus dallanmasinda ayr1 bir takson olarak degerlendirilmistir.
Ancak, 2001 yilindan itibaren Bacillales takimi igerisinde yeni olusturulan Listeriaceae
ailesine dahil edilmistir (http://www.textbookofbacteriology.net 2017a). Onceki
filogenetik ¢alismalarda Lactobacillaceae’ya daha yakin olarak belirtilmis olsa da son
caligmalarla Staphylococcus ve Bacillus’a daha yakin oldugu belirlenmistir.
Taksonomik olarak en yakin oldugu cins Brochotrix’tir. % 37 civarinda G+C orani ile
cesitli fenotipik ve genotipik 6zellikleri géz 6niinde bulunduruldugunda ise Bacillus,
Clostridium, Enterococcus, Staphylococcus ve Streptococcus gibi Gr (+) bakterilerle
benzerlik gostermektedir (Rocourt ve Buchrieser 2007, Liu vd. 2008, Roche vd. 2008,
Wagner ve McLauchlin 2008, Wellinghausen 2015). Listeria’nin giiniimiizde kabul
edilen taksonomik siniflamasi; Bacteria (Domain), Eubacteria (Alem), Firmicutes
(Sube), Bacilli (Takim), Bacillales (Sinif), Listeriaceae (Aile), Listeria (Cins)
seklindedir (https://www.ncbi.nlm.nih.gov 2017b).

Gliniimiizde, Listeria cinsi iginde tanimlanmis 17 farkli bakteri tiirii bulunmaktadir.
L. monocytogenes, L. seeligeri, L. ivanovii, L. welshimeri, L. innocua, L. marthii,
L. grayi, L. fleischmannii, L. floridensis, L. aquatica, L. newyorkensis, L. cornellensis,
L. rocourtiae, L. weihenstephanensis, L. grandensis, L. riparia ve L. booriae
(Cizelge 2.1). Baslangigta ayr1 tiirler olarak degerlendirilen L. grayi ve
L. murrayi, 1992 yilinda Rocourt tarafindan yapilan ¢alisma sonuglarina gore L. grayi
olarak tek bir tiir altinda birlestirilmistir. Listeria cinsi i¢inde tanimlanan L. denitrificans
ise, 1987 yilinda Jonesia denitrificans olarak yeni bir cins igene dahil edilmistir

(Rocourt ve Buchrieser 2007).



Cizelge 2.1 Listeria spp.’ye ait tiir ve alt tiirler (https://www.ncbi.nlm.nih.gov 2017b)

Tiir Kaynak
— (Murray vd. 1926)
Listeria monocytogenes Pirie 1940

Listeria innocua

Seeliger 1981

Listeria seeligeri

Rocourt ve Grimont 1983

Listeria welshimeri

Rocourt ve Grimont 1983

Listeria ivanovii

Seeliger vd. 1984

Listeria ivanovii subsp. ivanovii

Boerlin vd. 1992

Listeria ivanovii subsp. londoniensis

Boerlin vd. 1992

Listeria grayi

(Larsen ve Seeliger 1966)
Rocourt vd. 1992

Listeria marthii

Graves vd. 2010

Listeria rocourtiae

Leclercq vd. 2010

Listeria fleischmannii

Bertsch vd. 2013

Listeria fleischmannii subsp. fleischmannii

Bertsch vd. 2013

Listeria fleischmannii subsp. coloradonensis

Den Bakker vd. 2013

Listeria weihenstephanensis

Lang Halter vd. 2013

Listeria aquatica

Den Bakker vd. 2014

Listeria cornellensis

Den Bakker vd. 2014

Listeria floridensis

Den Bakker vd. 2014

Listeria grandensis

Den Bakker vd. 2014

Listeria riparia

Den Bakker vd. 2014

Listeria booriae

Weller vd. 2015

Listeria newyorkensis

Weller vd. 2015

1985’ten Once tanimlanmis olan Listeria tiirleri (L. monocytogenes, L. innocua,
L. ivanovii, L. welshimeri, L. seeligeri ve L. grayi) arasinda gidalarda en yaygin

bulunanlar, L. innocua ve L. monocytogenes’tir (Barre vd. 2016). Bununla birlikte



L. monocytogenes ve L. ivanovii fakiiltatif hiicre i¢i patojenler olarak tanimlanirken,

diger suslarin patojenite gostermedigi bildirilmektedir (Korsak ve Szuplewska 2016).

Filogenetik agidan degerlendirildiginde patojen Listeria suslari ile patojen olmayan
suglar1 arasinda farkli yakinliklar oldugunu bildiren ¢esitli arastirmalar bulunmaktadir
(Tan vd. 2015, Korsak ve Szuplewska 2016, Morlay vd. 2017). Bu baglamda sahip
olduklari ortak atalar bakimindan Listeria spp. ¢izelge 2.2°de gosterildigi gibi dort farkli

grup altinda degerlendirilmektedir.

Cizelge 2.2 Listeria spp.’nin ortak atalar bakimindan siniflandirilmasi

Olusturulan L .. .
Simflar Listeria spp. Tiirleri
| L. monocytogenes, L. marthii, L. innocua, L. welshimeri,
L. seeligeri, L. ivanovii
I L. fleischmannii, L. aquatica, L. floridensis
L. rocourtiae, L. weihenstephanensis, L. cornellensis,
i ) i , .
L. grandensis, L. riparia, L. booriae, L. newyorkensis
v L. grayi

Bir bagka aragtirma grubu tarafindan yapilan ¢alisma bulgularina goére ise Listeria spp.,
Listeria sensu strictu ve Listeria sensu lato olarak iki gruba ayrilmistir (Cizelge 2.3).
Arastirmacilar Listeria sensu strictu i¢inde yer alan tiirlerin ortak atadan tiiredigini,
patojen Ozellikteki atanin viriilans genlerini kaybetmesi ve/veya bu genlerin
islevsizlesmesi sonucu tiirlerin olustugunu ve ¢ekirdek genomda bulunan yaklasik 2000

genin oldukca stabil oldugunu bildirmislerdir (Chiara vd. 2015).




Cizelge 2.3 Listeria tiirlerinin L. monocytogenes ile yakinligina gére gruplanmasi

L. monocytogenes, L. welshimeri,
Listeria sensu strictu L. seeligeri, L. innocua,
L. ivanovii, L. marthii
L. grgyl, .. L. rocourtiae,
L. fleischmannii, . )
. . L. weihenstephanensis,
. L. floridensis, .
Listeria sensu lato . L. grandensis,
L. aquatica, L
. L. riparia
L. newyorkensis, .
) L. booriae
L. cornellensis,

Listeria spp.’nin patojeniteden sorumlu genlerin bulundugu bolge Listeria Patojenite
Adast (Listeria pathogenicity island / LIPI) olarak adlandirilmaktadir (Schmid vd.
2004). Listeria sensu lato grubunda yer alan tiirlerin hi¢birinde LIPI1 (prfA, plcA, hly,
mpl, actA, plcB) ve LIPI2 (inlA, inIB) bolgelerinin bulunmadigi, bu sebeple bu gruptaki

tiirlerin patojen 6zellik gostermedigi bildirilmektedir (Orsi ve Wiedmann 2016).

DNA zincirindeki farkli dizilimler, mutasyon gibi genetik degisimler sonucu sonradan
olusan farkliliklar ve antijen gesitliligi gibi sebeplerden dolay tiirler de kendi aralarinda
gruplanarak serotipleri olusturabilmektedir (Cakir ve Cakmakg1 2005). Listeria tiirleri
somatik (O) ve flagellar (H) antijenleri gibi ¢oklu ylizey isaret¢ileri tasimaktadir. Bu
farkliliklar sebebiyle tiirler iginde serotip / serovar olarak gruplandirmalar
yapilmaktadir. Listeria spp., somatik antijenlerine gore 15 alt gruba ayrilirken (I-XV)
flagellar antijenlerine gore dort alt gruba (A-D) ayrilmistir (Gorski 2008). Listeria spp.,
H ve O antijenlerine gore ise 16 serotipe sahiptir (Liu 2008, Sanlibaba ve Uymaz 2015).

2.2.1 Listeria monocytogenes

Listeria spp. i¢inde iizerine en fazla arastirma yapilan tiir L. monocytogenes’tir. 1926
yilinda Murray, Webb ve Swann tarafindan hasta tavsanlardan izole edilip, taksonomik
simiflandirmada diger cinslerle benzer 6zellik gostermedigi ve mononiikleer 16kositoza

sebep oldugu i¢in Bacterium monocytogenes olarak adlandirilmistir. 1927 yilinda Pirie



tarafindan yine hayvanlardan izole edilmis ve iinlii cerrah Dr. Lister’e ithafen Listerella
hepatolytica olarak adlandirilmistir. Murray ve Pirie’nin birbirlerinden bagimsiz olarak
Lister Enstitiisii’ne gonderdikleri 6rneklerin, benzer 6zelliklere sahip oldugu belirlenmis
ve bakteri arastiricilar tarafindan Listerella monocytogenes olarak adlandirilmistir. 1939
yilinda ise Pirie tarafindan taksonomik adlandirmaya uygun olarak Listeria
monocytogenes olarak yeniden isimlendirilmistir (Rocourt ve Buchrieser 2007, Bigot ve
Charbit 2008).

L. monocytogenes, Gr (+) patojen bir bakteridir (Jaradat vd. 2002). L. monocytogenes’in
insanlar icin patojen oldugu 1929 yilinda belirtilmisken, 1981 yilinda ¢ikan lahana
salatas1 kaynakli salgin ile de gida kaynakli bir patojen oldugu kabul edilmistir (Cenet
2007, Allen vd. 2016).

Molekiiler tipleme sayesinde L. monocytogenes farkli patojenik ozelliklerine gore
evrimsel soylara ayrilmistir (Meloni vd. 2009). L. monocytogenes’in I, II, III ve IV
olmak lizere en az dort evrimsel soya sahip oldugu diisiiniilmektedir. Soylar i¢inde
simiflandirilan serotipler ¢izelge 2.4’te belirtilmistir. Bunlardan Soy I ve Soy II
icerisinde yer alan serotipler, insanlarda klinik vakalara neden olmaktadir. Genel olarak;
Soy [; epidemik salginlara yol acan suslarla, Soy II; gida kaynakli suslarla, Soy III ve
IV ise hayvanlarda bulunan suslarla iliskilendirilmistir (Orsi vd. 2011, Rawool vd.
2016).

Cizelge 2.4 Evrimsel siiregte L. monocytogenes serotiplerinin siniflandirilmasi

Soy | 1/2b, 3b, 3c, 4b, 4d, 4e
Soy Il 1/2a, 1/2c, 3a, 3c

Soy 11 4a, 4c

Soy IV 4a, 4c




2.3 Listeria spp.’nin Viriilans Ozelligi

Cesitli antibiyotiklere kars1 direng genleri, proteinler ve biyofilm iiretebilme yetenegi

Listeria spp.’de bulunan viriilans 6zelliklerinden sorumludur.

2.3.1 Listeria spp. tarafindan iiretilen proteinler

L. monocytogenes yiiksek sicaklik, asitlik ve osmotik stres gibi zorlu yasam
kosullarinda diger patojen bakterilere gore daha fazla hayatta kalabilme yetenegine
sahiptir. Bu kosullarda canliligini siirdiirebilmesi ifade ettigi proteinlerle dogrudan
iligkilidir (http://www.fao.org 2007a). Listeria’nin 1sil islemlere dayanikliliginda;
groESL, dnakK, clpB, htrA gibi gen bolgelerinden ifade edilen ve sicaklik degisiminde
tiretilebilen 1s11 sok proteinleri (Heat Shock Proteins/Hsp) etkili olmaktadir. Ayrica
gadD1T1, arcC, argR, atpD gibi gen bdlgelerinin ise asite karsi direng bakimindan
onemli rol oynadigi bilinmektedir (Stack vd. 2008). Bakterilerin aside duyarliligi,
mikroorganizma inaktivasyonu i¢in bir 6n kosul olup, gida giivenligi ve insan sagligi
agisindan Onemlidir. Ancak pH diizeyinin diismesi, Listeria’nin hemolitik aktivite
gostermesi i¢in gerekli olan bir kosul oldugu ifade edilmektedir. Kuruma veya
ortamdaki tuz ve seker gibi osmotik olarak aktif olan bilesiklerin
konsantrasyonlarindaki artiga bagl olarak diisiik su aktivitesine sahip gidalarda; opuC,
relA, ctc, proB, btlA, htrA, kdpE, lisRK gen bolgelerince ifade edilen proteinler Listeria
spp.’nin osmotik stres sartlarinda da hayatta kalabilmesini saglamaktadir (Stack vd.
2008).

2.3.2 Listeria spp.’de patojeniteden sorumlu genler

L. monocytogenes’in patojenite 6zelligi, LIPI1 adi verilen, prs ve orfX arasinda prfA,
plcA, hly, mpl, actA ve plcB bdlgelerini barindiran 9 kb’lik gen bdlgesine sahip
olmasindan kaynaklanmaktadir. Bu bolge L. seeligeri’de de bulundugu ancak, bu
bakteride patojenik 6zellik goriilmedigi bildirilmektedir (Schmid vd. 2004).



Benzer sekilde internalin, hemolisin, fosfatidilinositol spesifik fosfolipaz C ve
fosfatidilkolin spesifik fosfolipaz C ve aktin polimerizasyon aktivitesinden sorumlu
inlA-inlB, hlyA, plcA ve actA genleri ile iap, ImaA, prfA, pepC, fbp, plcB gibi gen
bolgeleri L. monocytogenes’in patojenitesinden sorumlu genler olup ayni zamanda
tanimlamada da  kullanmilan  hedef  bolgelerdir  (Jaradat vd.  2002).
L. monocytogenes’e ait spesifik ve viriilans Ozelliginden sorumlu gen bolgeleri ile
niikleotit dizilimlerinden bazilar1 ¢izelge 2.5’de verilmistir. Bunlarin iginde
L. monocytogenes tanimlamasinda en yaygin olarak kullanilan bolge hlyA’dir (Law vd.
2015). hlyA geni, listeriolisin O (LLO) adi verilen proteinin sentezinden sorumludur
(Law vd. 2015). inlA geni tarafindan kodlanan internalin A (InlA) proteini, 80 kDa’luk
bir yiizey proteini olup, Listeria spp. iginde sadece patojen suslarda bulunmaktadir.
PrfA proteini, diger proteinlerin transkripsiyonundan sorumludur ve prfA bolgesi
tarafindan kontrol edilir. pIcA ve plcB bolgelerinden PI-PLC ve PC-PLC enzimleri
kodlanir ve LLO ile bakterinin savunma mekanizmasinda rol oynar. mpl kodladigi
protein sayesinde PlcB 6nciiliiniin olugsmasini destekler. actA tarafindan kodlanan ActA
ise ylizey proteinidir ve viriilans 6zelliktedir (Bifulco vd. 2013). Jaradat vd. (2002),
hasta insanlardan ve gida 6rneklerinden elde edilen toplam 30 adet L. monocytogenes
izolati ile yaptiklari galismada, suslarin viriilans 6zelliklerini belirlemek amaci ile inlA,
inlB, actA, hlyA, plcA, plcB ve actA gen bolgelerini incelemislerdir. Calismada actA
bolgesi baz1 suslarda farkli biiylikliiklerde belirlenirken; actA bolgesi disindaki diger
bolgelerin benzer biiyiiklikte oldugu tespit edilmistir. Bu durum actA geninin
polimorfizm 6zelligi tasimasiyla agiklanmistir. Arastirma bulgular1 farkli kaynaklardan
izole edilen L. monocytogenes suslarinin genetik 6zelliklerinin birbirine ¢ok yakin

olduguna isaret etmektedir.

10



Cizelge 2.5 L. monocytogenes i¢in patojeniteden sorumlu gen bdlgeleri ve primer

dizilimleri

Gen bolgesi | Primer Dizilimi 5'-3'(F/R) Biiyiikliik (bp)

Rrn CAG CAG CCG CGG TAATAC 938
CTC CAT AAA GGT GAC CCT

olcB GGG AAATTT GACACAGCGTT 261
ATTTTC GGG TAGTCCGCTTT

inlB TGATGTTGATGGAACGGTAAT 979
CTCGTGGAAGTTTGTAGATGC

isp TGCAGCGAATGCTCTTAGTG 713
AGCCAAGCACGGCTACTTTA

Prs GCT GAA GAG ATT GCG AAA GAA G 370

CAA AGAAACCTT GGATTT GCG G

inlA ACG AGT AAC GGG ACA AAT GC 800
CCC GAC AGT GGT GCT AGATT

inlC AAT TCC CAC AGG ACA CAA CC 517
CGG GAATGCAATTTT TCA CTA

inlJ TGT AAC CCC GCT TAC ACAGTT 938
AGC GGCTTG GCAGTCTAATA

IcA CTGCTTGAGCGTTCATGT CTCATCCCCC 1484
P CAT GGG TTT CACTCT CCT TCT AC

(A CTGTTGGAGCTCTTCTTG GTG AAG CAATCG 1060
P AGC AAC CTC GGT ACCATATACTAACTC

actA CGC CGC GGA AAT TAAAAAAAG A 839
ACG AAG GAA CCG GGC TGC TAG

hIVA GCA GTT GCA AGC GCT TGG AGT GAA 456
y GCA ACG TAT CCT CCAGAGTGATCG

n ACA AGC TGC ACC TGT TGC AG 131
P TGA CAG CGT GTG TAG TAG CA

2.3.3 Listeria spp.’nin antibiyotik direncliligi

Listeria spp.’nin gevresel kosullara kars1 dayanikli olmasini etkileyen bir diger 6zelligi
ise ortamda bulunan antibiyotiklere karst diren¢ gostermesidir. Tetrasiklin,
aminoglikozidaz, oksalin hari¢ penisilinler, makrolit, kloramfenikol, rifampisin gibi
bilesiklere karst duyarlilik gosterebilmelerin yani sira; sefalosporinler, aztreonam,
pipemidik asit gibi bilesiklere kars1 direnclidirler. Ayrica L. monocytogenes’in

streptomisin, penisilin G ve trimetoprime karsi direngli oldugu; amoksisilin, eritromisin,
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gentamisin, kanamisin ve vankomisine karsi duyarli oldugu da bilinmektedir (Wagner

ve McLaughlin 2008).

Prieto vd. (2016) yaptiklar1 calismalarda, 1992-2012 yillar arasinda gida ve insanlardan
izole ettikleri L. monocytogenes suslarinin; ampisilin, kloramfenikol, trimetoprim-
stilfametoksazol, eritromisin, gentamisin, penisilin G, tetrasiklin ve rifampisine karsi
minimum duyarlilik degerini incelenmisler ve her iki kaynaktan izole edilen tim
suslarin denenen tiim antibiyotiklere duyarlilik gosterdigini saptamislardir. Arastiricilar
ayrica ¢alismanin devam ettigi yirmi yillik siire icinde L. monocytogenes’in antibiyotik

direnclilik profilinin degismedigi belirtilmistir.

2.3.4 Listeria spp.’nin biyofilm iiretimi

Gida retim tesisleri basta olmak iizere bircok yiizeyden izole edilebilen
Listeria spp.’nin bu tarz abiyotik ortamlarda hayatta kalabilmesinin sebebi, biyofilm
tiretebilme yetenegiyle iliskilendirilmistir (Harvey vd. 2007). Biyofilm; bir veya daha
fazla bakteri tiiriiniin, bir arada bulunarak ¢evre ortamina salgiladigi ekzopolisakkarit
yap1 igerisinde ¢ok hiicreli yap1 6zelligi kazanmak amaciyla olusturdugu topluluklardir
(Akgelik ve Akgelik 2017). Biyofilmler, gida sanayisinde 6zellikle taze iirlinlerin iiretim
hatlarinda (Botticella vd. 2013) ve siit tiretim tesislerinde (Akan ve Kinik 2014) biiyiik

sorun olusturmaktadir.

Biyofilm iiretiminde ¢esitli genetik faktorler gorev aldigi i¢in, cevresel stres
faktorlerinin varlig1 (tuz, pH, nem vb.) formasyonu etkilemektedir. Ayrica bakterinin
flagellaya sahip olmasi da biyofilm {iretebilme yetenegini desteklemektedir.
Dolayisiyla prfA biyofilm iiretimi i¢in 6nemli bir faktordiir (Botticella vd. 2013).
L. monocytogenes’in biyofilm olusturma mekanizmasi, hiicreler arasi ActA-ActA

etkilesimi sonucu hiicrelerin kiimelenmesi ile agiklanmaktadir (Giaouris vd. 2015).

Listeria spp.’nin yiizeylere yapisip aylarca canli kalabilmesi, bakterinin c¢apraz

kontaminasyon ile kontamine olmamis gidalara tasinmasina neden olmaktadir. Bu
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sebeple meydana gelen kontaminasyon gida endiistrisi ve tiiketiciler i¢in endise
vericidir.  Biyofilm olusturma 06zelligi sayesinde, yogun ortamda gelisen
mikroorganizmalarin  planktonik organizmalara gore ortam sartlar1 ve/veya
dezenfektanlara karsi daha dayanikli oldugu bilinmektedir. Bu durum sistem ve

ekipmanlarin sterilizasyon islemini de zorlastirmaktadir (Overney vd. 2017).

2.4 Listeria spp. Kaynakh Enfeksiyon; Listeriosis

Listeriosis, hayvan ve insanlarda meydana gelen, siklikla da hamilelik doneminde
uterus, merkezi sinir sistemi veya kan dolasim sistemini etkileyen bir hastaliktir.
Insanda gériilen listeriosis vakalarma sebep olan tiir L. monocytogenes olarak bilinse de
L. ivanovii ve L. seeligeri kaynakli vakalar da nadiren rapor edilmektedir.
Ruminantlarda (inek, koyun vd.) gozlenen vakalarda baslica sorumlunun
L. monocytogenes olmasmnin yaninda, enfeksiyonlarin yaklasik % 10’unun
L. ivanovii’den kaynaklandigi (Wagner ve McLauchlin 2008); diger tiirlerin ise patojen
0zellikte olmayan saprofitler oldugu bildirilmektedir (Liu vd. 2008).

Listeriosis vakalarindan sorumlu olan L. monocytogenes serotipleri; 4b, 1/2a, 1/2b ve

1/2¢ olarak tespit edilmigse de biiyiik capli salginlara sebep olan serotipin 4b oldugu
bilinmektedir (Wagner ve McLauchlin 2008).

Insanlarda goriilen listeriosis vakalarmin neredeyse tamami gida kaynakli olup (Stack
vd. 2008); etmenin viicuda alinmasiyla hastalarda yiiksek ates, mide kramplari, kusma,
halsizlik ve ishal gibi belirtiler ortaya ¢ikmaktadir (Yavuz ve Korukluoglu 2010). Bazi
listeriosis vakalar1 grip benzeri, agir olmayan semptomlarla atlatilabilirken; bazi
vakalarda ise septisemi, diisiik yapma, perinatal enfeksiyonlar, gastroenterite, ensefalit,
menenjit, beyin absesi ve serebrit ile iliskilendirilmis agir bir tablo ortaya koymaktadir
(Bifulco vd. 2013, Tan vd. 2015, Barre vd. 2016). Mortalite oran1 yaklasik % 30 olan
listeriosis vakalari, en o6liimciil gida zehirlenme vakalar1 olarak nitelendirilmektedir
(Wagner ve McLauchlin 2008).
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2.4.1 Etki mekanizmasi

L. monocytogenes, hiicre disinda ve hiicre iginde canlilifini siirdiirebilen, bir¢ok
omurgali ve omurgasiz hayvan1i enfekte edebilen bir mikroorganizmadir.
L. monocytogenes’te bulunan viriilans genlerin hepsi kismen veya tamamen pozitif
kontrol faktorii A (positive regulatory factor A/Prf A) tarafindan diizenlenmektedir.
L. monocytogenes’in viriilans 6zelligi biiyiik dl¢iide konake1 hiicre zarini delerek hiicre
sitoplazmasinin dagilmasina neden olan LLO toksinini tiretmesiyle ilgilidir (Radtke vd.
2011). Bakterinin fosfolipaz A (PlcA) ile konak hiicrenin sitoplazmasina giris
saglanirken, Hly ve fosfolipaz B (PIcB) ile de hiicreler arasinda yayilmasi saglamaktadir
(Hof 2003, Chatterjee 2006, Law vd. 2015).

2.4.2 Risk gruplari

L. monocytogenes; gebelik, kanser, yetersiz beslenme, AIDS hastaligi gibi sebeplerle
bagisikligi baskilanmig bireylerde listeriosise sebep olan firsat¢1 bir patojen olarak
tanimlanmaktadir (http://www.fao.org 2007a, Kuhn vd. 2008).

Listeriosis icin gerekli en diisiik etki dozu bakterinin tiiriine ve serotipine,
kontaminasyon kaynagi olan gidanin igerigine ve/veya konagin viicut direngliligine
bagli olarak degisiklik gostermektedir (Roccato vd. 2017). Listeriosis i¢in en diisiik etki
dozu kisilere gore degisiklik gosterse de genellikle her 1 gram gidada 100 koloni
olusturan birim (100 kob/g) tolere edilebilir olarak kabul edilmektedir. Ancak yiiksek
risk grubu olarak degerlendirilen 16semi hastalarinda, AIDS hastalarinda, bobrek nakli
olan veya asir1 alkol tiiketenler bireylerde en diisiik etki dozunun daha da diistiigii rapor
edilmektedir (Hof 2003). Gebelik siiresince degisen hormonal denge sebebiyle hamile

kadinlarin da listeriosise karst daha savunmasiz kaldigi bildirilmektedir (Xu vd. 2017).
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2.4.3 Listeriyosis salginlar: ve kaynaklar

Listeriosis, 1930’lardan itibaren insan sagligini tehdit eden bir hastalik olarak kabul
edilmektedir. Ancak 1980’lerde Kuzey Amerika ve Avrupa’da goriilen ¢esitli salgilar
listeriosisi yeniden giindeme getirmistir (http://www.fao.org 2007a). Bilinen ilk biiyiik
listeriosis salgini, 1981 yilinda Kanada’da lahana salatasindan ortaya ¢ikmis; daha sonra
da siit ve siit trlinleri gibi farkli pek ¢ok gida kaynakli L. monocytogenes salginlari
rapor edilmistir. Bu durum Listeria spp. ile ilgili aragtirmalarin da artmasina neden

olmustur (Gorski 2008).

Gidada baslangic L. monocytogenes yiikii oldukca diisiik olsa bile, {iriiniin
mikroorganizmanin gelisimini destekler nitelikte bir kompozisyona sahip olmasi ve
etmenin buzdolabi sicakliginda da ¢ogalmaya devam etmesi, listeriosis bakimindan
biiytik risk etmenleridir (http://www.fao.org 2007a). Sosis, ¢ig et, sandvi¢, marul,
mantar, ¢ig silit ve ¢ig siit kullanilarak iiretilen iirlinler, yumusak peynirler, deniz
rtinleri ve 1s1l igslem uygulandiktan sonra diisiik sicaklikta uzun siire depolanan
yiyecekler Listeria spp. kontaminasyonuna agik tiriinler olarak nitelendirilmektedir (Hof
2003, https://www.fda.gov 2013). Listeriosis vakalarinin biiyiik bir kisminin kontamine
olmus siit ve siit tirlinleri, kirmiz1 et ve kanatl eti, deniz iirlinleri, meyve ve sebze gibi
1s1l islem gbrmiis veya ¢ig tiikketime hazir gidalardan kaynaklandigini rapor edilmektedir
(Rocourt ve Buchrieser 2007, Crandall vd. 2015). Ulkemizde ise Listeria varlig
bakimindan riskli gidalar arasinda 1zgara tavuk, kokore¢, midye dolma ve 1s1l islem

gormiis balik {irtinleri yer almaktadir (Yavuz ve Korukluoglu 2010).

Hastalik koruma ve kontrol merkezi (CDC), listeriosis salgmlarini yillar bazinda
incelemis ve bir rapor hazirlamistir. Bu kapsamda listeriosis salginlarinin; 2017 yilinda
cogunlukla yumusak peynirden, 2016 yilinda donmus sebze, paketlenmis salata ve ¢ig
stitten, 2015 yi1linda yumusak peynir ve dondurmadan, 2014 yilinda elma sekeri, fasulye
filizi, peynir ve siit tirlinlerinden, 2013 yilinda peynir, 2012 yilinda peynirli salata ve

2011 yilinda ise kavundan kaynaklandigini rapor etmistir (https://www.cdc.gov 2017c).

15



Ulkemizde listeriosis vakalarma rastlanma sikligi diisiik olmakla birlikte, var olan
enfeksiyonlarin  gida kaynaklt olup olmadigr bilgisi, yeterli dokiimantasyon
saglanamadigi i¢in tespit edilememektedir. Bu duruma en tipi 6rnek ise Vardar vd.
(2011) tarafindan bildirilmistir. Yiiksek ates, bulant1 ve halsizlik sikayetiyle hastaneye
yatirtlan 78 yasindaki hastanin beyin omurilik sivist kiiltlirlinde L. monocytogenes’e
rastlanmig, ampisilin/gentamisin  antibiyotik uygulamas: ile hastanin tedavisi
gerceklestirilmis ancak enfeksiyon kaynagi arastirilamadigi i¢in gida kaynakli bir vaka

olup olmadig1 saptanamamustir.

2.5 Listeria spp. I¢in Yasal Diizenlemeler

Avrupa Komisyonu (EC) tarafindan ¢ig veya tiikketime hazir gidalarda
L. monocytogenes varligina yonelik yasal diizenlemeler yapilmistir. Bu standartlara gore
cesitli tibbi amagli veya bebek beslenmesi i¢in hazirlanmis tiikketime hazir gidalarda
25 g numune i¢inde L. monocytogenes bulunmamalidir. Bu gidalarin disinda,
L. monocytogenes gelisimini destekleyecek kompozisyona sahip diger tiiketime hazir
gidalarda ise Tretici kontroliinden hemen sonraki siliregte 25 ¢ numunede
L. monocytogenes bulunmamali, perakende siirecinde ise belirlenmis raf dmrii siiresince
100 kob/g’1 gegmemelidir. Benzer sekilde L. monocytogenes gelisimini desteklemeyen
kompozisyona sahip olan tiiketime hazir gidalarda L. monocytogenes miktar1 raf dmrii

stiresince 100 kob/g’n altinda olmasi kabul edilebilir niteliktedir (Anonymous 2007b).

Tirk Gida Kodeksi Mikrobiyolojik Kriterler Yonetmeligi’ne gore ise 25 g gidada

L. monocytogenes varligina izin verilmemektedir (http://www.resmigazete.gov.tr 2011).

2.6 Listeria spp.’nin Tanimlanmasi

Gilinlimiizde bircok {iriin sadece iiretildigi bolge veya iilkede tiiketilmemekte, bir kismi
veya tamami, kiiresel gida ihtiyaglari dogrultusunda farkli bolgelere veya iilkelere de
thra¢ edilmektedir. Bu sebeple risk olusturan kontamine gidalarin hizli ve gilivenilir

olarak belirlenmesi, gida giivenliginin ve halk sagliginin korunabilmesi adina oldukca

16



onemlidir (Felix vd. 2014). Bu baglamda gidalarda patojen veya patojen olmayan
Listeria spp. cinsi bakterilerin belirlenmesi ve tir ve/veya serotip diizeyinde
tamimlanmas1 da onem tasimaktadir (Huang vd. 2007). Gidalarda patojen olmayan
Listeria spp.’nin varlig1 potansiyel L. monocytogenes kontaminasyonunun bir gostergesi
olarak kabul edilmekte (Barre vd. 2016); Avrupa Birligi (AB) diizenleme komisyonu
tarafindan belirtildigi lizere de bu saymin 25 g gidada 100 kob/g mikroorganizmadan

fazla bulunmamasi gerekmektedir (Barre vd. 2016).

Gidalarda Listeria spp. varliginin belirlenmesi i¢in gesitli yontemler gelistirilmistir. Bu
yontemleri ¢cok genel bir sekilde bakterinin kiiltiirel gelisim ve biyokimyasal 6zellikleri
esas alinan geleneksel yontemler ile niikleik asit dizilimi esas alinan molekiiler

yontemler olarak tanimlamak miimkiindiir.

2.6.1 Kiiltiirel yontemlerle tanémmlama

Kiiltiirel yontemlerin temelinde bakterinin gram boyanma 6zellikleri, katalaz ve oksidaz
reaksiyonlart ile hareketlilik yetenegi gibi spesifik olmayan 6zelliklerin yaninda; seker
fermantasyonlari, enzimatik reaksiyonlart1 ve hemolitik aktivite gibi biyokimyasal
ozelliklerine gore tanmimlama yer almaktadir. Oncelikle sivi  besiyerinde ©n
zenginlestirme islemine tabi tutulan olasi Listeria spp., ardindan secici agar
besiyerlerinden izole edilmekte; izole edilen olas1 Listeria spp. suslarinin karbonhidrat
kullanimi, hemolitik aktivite yetenegi gibi Ozellikleri temel alinarak tiir diizeyinde
tanimlamasi1 yapilmaktadir. Baslangic asamasinda diisiik sicaklikta 6n gelistirme yapilan
kiiltiirel tanimlama yontemleri de tercih edilebilmektedir. Bu yonteme gore Listeria spp.
ilk zenginlestirme asamasinda canliligin1 koruyabilirken, diisiik sicaklikta yasayamayan

yabanci mikroflora bu sayede elimine edilebilmektedir (Huang vd. 2007, Gorski 2008).

FDA, USDA, ISO ve IDF gibi ¢esitli denetleme ve diizenleme kurumlari, Listeria spp.
izolasyonu icin Fraser Broth, University of Vermont Medium (UVM) Listeria
Enrichment Broth ve Buffered Listeria Enrichment Broth (BLEB) gibi selektif

besiyerlerini Onermektedir. Bu yontemlerde genel uygulama; on zenginlestirme ve
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selektif zenginlestirme igleminin ardindan c¢esitli biyokimyasal analizler ve serolojik
testlerle (Gram boyama, katalaz testi, CAMP testi, seker testleri, oksidaz testi gibi)
tamimlamanin gergeklestirilmesidir (Law vd. 2015, Setiani vd. 2015). Tipik morfoloji
gosteren kolonilerin tiir diizeyinde tanimlanmasi amaciyla da biyokimyasal aktivite
sonuglarini esas alan BioMérieux API®, MicrogenListeria ID, Microbact™ Listeria
12L gibi hazir preparatlar kullamlmaktadir. immiinolojik &zellikleri esas alan Oxoid

Listeria Rapid ticari test kitleri de hizli tanimlama i¢in kullanilmaktadir.

2.6.2 Molekiiler yontemlerle tanimlama

1980’11 yillarda bakterilerin filogenetik iligkilerini incelemek i¢in ribozomal 5S, 16S ve
23S bolgeleri ve bu bolgeler arasindaki alanlar incelenmeye baslanmigtir. Giiniimiizde
en c¢ok kullanilan bolge 16S rRNA bolgesidir; 16S rDNA olarak da
tanimlanabilmektedir. 16S rRNA bolgesi tiim bakterilerde evrenseldir ve bu bolgenin
arastirilmasiyla cins, tiir hatta alttlir diizeyinde tanimlama yapabilmek miimkiindiir.

(Clarridge 2004).

Is yiikiinii ve analiz siiresini azalttig1 icin temeli, spesifik DNA veya RNA dizilerinin
tespit edilmesi prensibi olan molekiiler tanimlama yontemlere olan ilgi her gecen giin
artmaktadir (Cakir ve Cakmake¢1 2005, Law vd. 2015). Molekiiler tanimlama
yontemlerinde spesifik olmayan gen bolgeleri (genomik dizilim, rastgele primer
bolgeleri, tekrarlanan elementler, restriksiyon enzim bolgeleri) kullanilabildigi gibi
ribozomal RNA (rRNA DNA veya rRNA DNA) gibi tiir ve/veya cinse 6zgii bolgeler
kullanilarak daha hassas tanimlamalar yapilabilmektedir. Gelisen dizileme teknikleri ve
yapilan ¢ok sayida calisma sayesinde tiirlere spesifik gen bdlgeleri belirlenmistir.
Listeria spp. tiirleri igin rRNA DNA disinda groESL, rpoB, recA, gyrB, prs, iap, flaA,
ve fbp gen bolgelerini hedef alan tanimlama da yapilabilmektedir. Ayrica spesifik
bolgeler kullanilarak tiir diizeyinde de hizli tanimlama yapmak miimkiindiir. L.
monocytogenes icin hly, plcA, plcB, actA, mpl, prfA, inlA, inlB, clpE, ImaA/dthl8,
Imo0733, Im02234, pepC bolgeleri; L. ivanovii igin liv22-228 bolgesi, L. seeligeri igin
Ise24-315 bolgesi; L. innocua igin 1in0464 ve 1in2483 bolgeleri; L. welshimeri igin
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Iwe7-571 bolgesi ve L. grayi igin 1gr20-246 bolgesi spesifik bolgelerdir (Liu vd. 2008).
Huang vd. (2007) tarafindan bildirilen Listeria spp. tiirlerine ait bazi spesifik gen

bolgelerin dizilimleri ¢izelge 2.6’da verilmistir.

Cizelge 2.6 Listeria spp. spesifik gen bolgeleri

Listeria spp. Hedef Bolge Primer dizisi F/R Bu{;:;)l“k
L TTAGTGGCGGACGGGTGA
Listeria spp. 16S 700
GGTATCTAATCCTGTTTGCTC
L TCCCACCATTGGTGCTACTCA
L. welshimeri scrA 608
TTGGCGTACCAAAGAAATACG
CGCAAGAAGAAATTGCCATC
L. monocytogenes Imo0733 453
TCCGCGTTAGAAAAATTCCA
L . . y CGCGACGGCTAAAGTACTAA
L. seeligeri internalin geni 375
ATTGCTCGCTTTGAAGTCGT
. . N-acetylmuramidaz | (N)15aCGAATTCCTTATTCACTTGAGC
L. ivanovii . 493
geni (N)15GGTGCTGCGAACTTAACTCA
) ) CGCATTTATCGCCAAAACTC
L. innocua lin0464 749
TCGTGACATAGACGCGATTG
. CTGCACGATCAAGGTCAATC
L. grayi Oksidorediiktaz geni 420
CGTATTGCGCACCAGTGATA

Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR), ¢coklu PZR (mPZR), es zamanli PZR(qPZR),
Nested PZR, Sinirlayict Enzim Par¢a Uzunluk Cesitliligi (RFLP), niikleik asit dizilimi
temelli amplifikasyonlar (NASBA), Dongiisel izotermal amplifikasyonlar (LAMP) ve
mikro dizileme olan gelecek nesil dizileme (Next Generation Sequencing/NGS)
mikroorganizmalarin tanimlamasinda kullanilan yeni molekiiler metotlardandir (Cakir

ve Cakmake1 2005, Law vd. 2015).

Tao vd. (2017), 200 adet dondurulmus et ve deniz {irliniinde Listeria spp.’nin varliginin
belirlenmesi i¢in multipleks PZR yontemi kullanarak yaptiklari c¢alismada, kisa
zamanda 28 iriinde Listeria spp. varligini tespit etmisler ve tiir dagiliminin
L. monocytogenes, L. ivanovii, L. innocua, L. seeligeri, L. welshimeri ve L. grayi
oldugunu bildirmislerdir. Ayni ¢alismada LMOf2365_ 2721, AX25 00730, lin1814, int,
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ve lwel673 genlerinin sirasiyla L. monocytogenes, L. ivanovii, L. innocua, L. seeligeri

ve L. welshimeri icin spesifik oldugu da belirlenmistir.

Bang vd. (2013) tarafindan gelistirilen DNA mikro dizileme yontemi ile gidalarda hizl
ve anlik patojen tespitinin gegerliligi test edilmistir. L. monocytogenes ATCC 19111
susuna ait DNA, izole edildikten sonra gesitli sinirlayici enzimler ile farkli boylarda
kesilmis, agaroz jel elektroforez yontemiyle ayristirllmis ve rastgele olarak segilen
altmig bolge, amin ile kaplanmis camlara yerlestirilmisti. Bu yoOntemde
L. monocytogenes suslarinin hibridizasyon orani % 98-100 olarak degerlendirilmisken,
diger Listeria spp.’nin ve diger gida kaynakli patojenlerin hibridizasyon orani sirastyla
% 7-85 ve % 0-32 olarak oSlgiilmiistiir. Arastiricilar, bu yontemin L. monocytogenes

analizlerinde kullanilabilir oldugunu bildirmislerdir.

Cenet (2007), balik filetolarinda yaptig1 analizlerde kiiltiir yontemlerle pozitif sonug
bulamamis ancak, antikor antijen iligkisine dayanan EIA (ELISA) yontemiyle

orneklerinin % 9,1’inde L. monocytogenes tespit etmistir.

Hizli ve basit sekilde bakterilerin tanimlanmasi i¢in kullanilan bir diger yontem ise
yiksek ¢Oziiniirliiklii eritme analizleri (High Resolution Melting AnalysissfHRMA) ile
DNA diziliminin belirlenmesidir. Ohshima vd. (2014) bu yeni yontemi rarA ve ldh
genlerini temel alarak Listeria spp. tanimlanmasinda kullanmiglardir. Ayn1 zamanda
yeni yontemin dogrulugu ayni 6rnekler i¢in yapilan 16S rRNA dizileme sonuglariyla

karsilastirilmistir. Yeni yontemin % 92,6 oraninda dogru sonug verdigi belirtilmistir.

2.6.3 Tanimlamada Biyosensorlerin kullanimi

Tanimlamada kiiltiirel, molekiiler ve immiinolojik yontemlerin yani sira biyosensorlerin

kullanimi son yillarda ivme kazanan ¢aligsmalar arasindadir (Wang vd. 2017).
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Bifulco vd. (2013) tarafindan tasarlanan hlyA gen bdlgesini tanimlamaya yonelik
elektrokimyasal gen biyosensorii ile gidalardaki L. monocytogenes varligi 60 dk. gibi

kisa bir siire igerisinde belirlenebilecegi bildirilmistir.

Phraephaisarn vd. (2017), tasarladiklar1 yeni biyomarker olan BE-LisAll ile biitiin
Listeria cinsi bakterilerin tanimlanabilecegini bildirmislerdir. Tasarlanan kit ile toplam

34 Listeria cinsi bakteriyi, 2700 farkli bakteri arasindan tanilayabilmislerdir.

Morlay vd. (2017), Listeria spp.’a ozgii olarak tasarlanmis antikorlar yardimiyla
mikroorganizmanin anlik olarak tespit edilmesinin miimkiin olup olmadigini belirlemek
istemislerdir. Tasarladiklari Ab6 ve Ab4 immiinoglobulinlerin
L. monocytogenes igin, Ab2 antikorunun ise diger Listeria tiirleri i¢in tanimlayici
oldugu, bu yoOntemin ise rutin ve hizli kontroller icin kullanilabilir oldugunu

vurgulamiglardir.

2.7 Tiiketime Hazir Gidalarda Listeria spp. varhgi

Tiiketime hazir gida; islenmis ve tiiketim 6ncesinde yeniden 1s1l islem prosesine ihtiyag
duyulmadan tiiketilebilen iirtinleri kapsamaktadir (Liu 2008). Yiiksek islem sicakliginda
Listeria spp. inhibisyonu saglanabilmekteyken, tiiketime hazir gidalarda bu
mikroorganizmaya rastlanma sebebi; 1) kontamine olmus hammaddenin kullanimi,
i) yetersiz 1sil islem uygulanmasi, iii) tretim hattindaki ekipmanlarin yiizeyinden
capraz kontaminasyonun gerceklesmesi veya 1v) {liretim tamamlandiktan sonraki
asamalarda (olgunlastirma, paketleme, depolama, tasima vb.) kontaminasyonun
gerceklesmesidir. Ekipmanlarin yeterince temizlenmemesi, gida kalintilarinin kalmasi
ya da bakterinin biyofilm olusturarak yilizeye sikica tutunmasiyla, {iriin temiz olsa bile
kontaminasyon gerceklesebilmektedir. (Moretro ve Langsrud 2004, Henriques vd.
2014).

Gililmez vd. (2005), Kars’taki lokantalardan temin ettikleri 40 adet salatanin 7’sinde (5

tane L. monocytogenes ve 2 tane L. ivanovii) ve 40 adet 1zgara koftenin bir tanesinde
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(L. monocytogenes) Listeria spp.’a rastlamis ve arastirilan Orneklerin halk sagligi

acisindan risk teskil ettigi bildirmislerdir.

Jallewar vd. (2007), Hindistan’daki yerel marketlerden topladiklar1 Tatlisu baliginda
Listeria spp. varligimi arastirmislardir. USDA tarafindan Onerilen protokolii takip eden
arastiricilar, izolatlarin 26 tanesini L. monocytogenes, 8 tanesini L. seeligeri, 3 tanesini
L. grayi ve 2 tanesini L. welshimeri olarak tanimlamistir. izole edilen Listeria suslarinda
pIcA, actA, iap ve hlyA genleri tespit edilmeye ¢alisilmis ve gen bolgelerinin hepsi
ve/veya birkag tanesi L. monocytogenes’te tespit edilmistir. Ayrica arastiricilar hlyA ve

iap gen bolgeleri L. seeligeri’de de saptamislardir.

Meloni vd. (2009), Italya’da satisa sunulan tiiketime hazir gidalarda Listeria spp.
varligimi incelenmistir.  Analizi yapilan 200 gida Orneginden, 44 tanesinde
Listeria spp. tespit edilirken, bunlardan 19 tanesinin de L. monocytogenes oldugu

bildirilmistir.

Maklon vd. (2010), Japonya’da iretilen tiiketime hazir light tursularda
L. monocytogenes varligini arastirmiglardir. 108 6rnek ISO 11290-1 standardina gore
Listeria spp. taramasina tabi tutulmustur. Toplam 12 6rnek L. monocytogenes pozitif
olarak degerlendirilmistir. L. monocytogenes suslar1 ayrica serotip diizeyinde
tamimlanmustir. 7 6rnek 4b, 2 6rnek 1/2a olarak tanimlanmisken; 1/2a, 3b ve 4c
serotipleri de birer Ornekten izole edilmistir. Ayrica L. monocytogenes olarak
tanimlanmis izolatlarin viriilans gen bdlgelerinin tespiti igin actA, hly, iap, inlA, inlC,
mpl, plcA, plcB, prfA, clpC ve opuCA bolgeleri aragtirllmig ve tiim suslarda bu

bolgelerin varligi tespit edilmistir.

Kum vd. (2011), Kayseri ilinde satisa sunulan peynir drneklerinde L. monocytogenes
varligint arastirmiglar ve toplam 50 Ornegin 7 tanesinde (% 14) L. monocytogenes
pozitif sonu¢ saptamislardir. Arastiricilar ¢ig siitten iiretilen peynirlerin 1s1l islem
gormiis siitten yapilan peynirlere kiyasla daha yiiksek oranda L. monocytogenes

icerdigini de vurgulamisglardir.

22



Henriques vd. (2014), tiikketime hazir et dirlinleri isleyen on farkli tesisin iiretim
asamasini, iiretim sonrasini ve paketleme sistemlerini, iyi hijyen uygulamalar1 (GHP) ve
1yl Uretim uygulamalar1 (GMP) bakimindan denetlemislerdir. Dort isletmenin iiretim
sonrasinda ki iirlinlerinin analizi sonucunda L. monocytogenes’e rastlanmstir.
Isletmelerin iiretim hatlar1 incelendiginde ise, alt1 tanesinin tasima bandi, tezgah ve
dograma tahtalarindan alinan numunelerden L. monocytogenes pozitif sonu¢ alinmistir.
Aragtiricilar bu patojenin yetersiz hijyen ve iiretim uygulamalaryla, isletmelerde

kolaylikla gelisebilme ortami bulabilecegi vurgulamislardir.

Nayak vd. (2015), 200 farkli hayvansal kokenli gida orneginde Listeria spp. varligi
taramasi yapmislar ve toplam 18 tanesinde pozitif sonu¢ bulmuslardir. 18 adet Listeria
spp.’nin morfolojik ve biyokimyasal Ozellikleri incelendiginde; 6’sinin L. seeligeri,
5’inin L. innocua, 4’tiniin L. welshimeri ve 3’liniin ise L. monocytogenes oldugu
belirlenmistir. L. monocytogenes olarak tanimlanan 3 izolat i¢in actA, hlyA ve iap gen
bolgeleri arastirilmis ve her {i¢ 6rnekte de actA ve hlyA bolgeleri saptanirken, iap

bolgesi sadece iki ornekte tespit edilebilmistir.

Kramarenko vd. (2016) tarafindan yapilan ¢alismalarda, vakum ve modifiye atmosferde
paketlenmis tiiketime hazir et ve balik drlinlerinde L. monocytogenes varlig
arastiritlmistir. Raf dmrii sonunda toplam 370 6rnekten 42 tanesinden pozitif sonug elde
edilmis, bunlardan 41 tanesinde mikroorganizma sayist 10-100 kob/g olarak
degerlendirilirken, sadece 1 tanesinde AB diizenlemesine aykirt olarak 100 kob/g’dan

fazla oldugu tespit edilmistir.

Coroneo vd. (2016), Italya’da yaygin olarak tiiketilen ve hazirlandiktan sonra herhangi
bir islem uygulanmadan satisa sunuldugu i¢in tiikketime hazir gida olarak degerlendirilen
“Ricotta” salatalarindaki L. monocytogenes varligini ve bu bakterinin viriilans
ozelliklerini incelemislerdir. Toplanan 87 Ornekten 15 tanesinde L. monocytogenes
pozitif sonug elde edilmistir. Viriilans 6zellikleri bakimindan prfA, rrn, hlyA, actA, inlA,
inIB, iap, plcA, ve plcB gen boélgelerinin varligi incelenmis, sadece bir 6rnekte tiim
genlerin bulundugu belirlenmistir. Ayrica izole edilen suglarin 1/2a ve 1/2b

serotiplerinde oldugu belirlenmistir.
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Du vd. (2017), Cin’de pazarlardan topladiklari dondurulmus manti, tatlandirilmis ¢ig et,
kizarmis et, haglanmis et ve soslanmis salata 6rneklerini kapsayan toplam 900 6rnekte
L. monocytogenes varligimi arastirmislardir. L. monocytogenes bakimindan en ¢ok
kontamine olmus gida 6rneginin haslanmis et iriinleri oldugunu bildiren arastiricilar,
orneklerin 21 tanesinde L. monocytogenes varligi bakimindan pozitif sonu¢ elde
etmiglerdir. Multilocus Sequence Typing (MLST) analiziyle tiplendirdikleri
L. monocytogenes suslarinda 12 ST alt grubu tespit etmislerdir. L. monocytogenes
suslarinda ayrica actA, hlyA, iap, inlA, inlIB, inlC, inlJ, plcA, plcB ve prfA gen bolgeleri
varhigr arastirilmistir. Tim izolatlarda inlA, inlC, inlJ, prfA, hlyA ve plcB geni
bulunurken, inIB, actA, plcA ve iap bolgelerinin 6rneklerin % 71,4-90,5’inde bulundugu

bildirilmistir.
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3. MATERYAL VE METOT

3.1 Materyal

3.1.1 Tiiketime hazir gida 6rnekleri

Cig ve islem gormiis tilketime hazir gidalar Ankara’nin ¢esitli marketlerinden, gida
isletmelerinden, yemekhanelerinden ve semt pazarlarindan temin edilmistir. Aseptik
kosullara dikkat edilerek tek kullanimlik steril ornekleme kaplarina alinan gida
ornekleri, soguk zincir korunarak Ankara Universitesi Miihendislik Fakiiltesi Gida
Miihendisligi Boliimii  Mikrobiyoloji Laboratuvarina ulastirilmis ve herhangi bir

depolama islemi uygulanmaksizin ayni giin iginde izolasyon ¢alismalarina baglanmuistir.

3.1.2 Referans bakteriler

Tez ¢alismasinda referans bakteri olarak kullanilan Listeria monocytogenes ATCC 7644
susu Prof. Dr. A. Kadir HALKMAN’dan (Ankara Universitesi Miihendislik Fakiiltesi
Gida Miihendisligi Boliimii) ve Staphylococcus aureus ATCC 6538 susu ise Prof. Dr.
Mustafa AKCELIK ’ten (Ankara Universitesi Fen Fakiiltesi Biyoloji Boliimii) temin

edilmistir.

3.1.3 Cahsmada kullanmilan besiyerleri ve kimyasallar

Tez c¢alismasi kapsaminda izolasyon ve biyokimyasal analizler igin kullanilan
besiyerleri, katkilar ve kimyasallar EK 1’de verilirken; molekiiler ¢alismalar sirasinda

kullanilan kimyasallar ise EK 2’de verilmistir.
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3.1.4 Stok kiiltiirlerin hazirlanmasi

Tez ¢alismasinda kullanilan referans bakteriler ile tilketime hazir gidalardan izole edilen
Listeria izolatlarinin, % 40 steril gliserol igeren Brain Hearth Infusion (BHI) broth ve
Tryptone Soya Yeast Extract (TSYE) broth ortamlarinda stok kiiltiirleri hazirlanmustir.
Stok kiiltiirler — 20 °C’de muhafaza edilmistir. Tez ¢alismasi siiresince kiiltiirler TSYE
broth ve/veya BHI broth ortamlarinda, 35 °C’de 18 h gelistirildikten sonra galisma

materyali olarak kullanilmstir.

3.2 Yontem

3.2.1 Tiiketime hazir gida 6rneklerinin analize hazirlanmasi ve muhtemel Listeria
Spp.’nin izolasyonu

Tez calismasi kapsaminda tliketime hazir gida ornekleri aseptik kosullara dikkat
edilerek laboratuvar ortamina getirilmis ve depolama islemi uygulanmaksizin analize
tabi tutulmustur. Listeria spp.’nin izolasyonu ig¢in, 2004 yilinda revize edilen ISO
11290-1 nolu yoOntem takip edilmistir. SO0z konusu yonteme gore sirasiyla On
zenginlestirme, selektif zenginlestirme islemleri uygulanmis, sonra selektif kati

besiyerine ekim ve tipik koloni gelisimi degerlendirilmistir (Sekil 3.1).

Tiiketime hazir gida Ornekleri, steril kaplarda net agirliklart 25 g olacak sekilde
tartilmig; tizerine 225 mL steril yar1 kuvvette Fraser Broth ilave edilerek stomacher
(AES—-EasyMIX) yardimiyla tam homojenizasyonu saglanmistir. Bu ortamlar, 28-30
°C’de 2442 h inkiibe edilerek segici olmayan 6n zenginlestirme gerceklestirilmistir.
Selektif zenginlestirme i¢in, yar1 kuvvette besiyeri kiiltiirlinden 0,1 mL alinarak 10 mL
tam kuvvette Fraser Broth besiyerine inokiile edilmis ve 35 ©°C’de 48+2 h tekrar
inkiibasyona tabi tutulmustur. Inkiibasyon sonunda tam kuvvette Fraser Broth
ortamlarindan, ALOA agar ortamlarina siirme ekim yapilarak 35 °C’de 24 — 48 h
inkiibasyona birakilmistir. Kontrol amacl olarak renk degisimi dikkate alinmaksizin 6n

zenginlestirme kiiltiir ortam1 olan yar1 kuvvette Fraser broth besiyerinden PALCAM
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agara da paralelli bir sekilde siirme islemi uygulanmis ve 35 °C’de 24-48 h inkiibasyona
birakilmistir. ALOA agar besiyerinde mavi-yesil renkli ve etrafinda opak zon olusturan
koloniler (Sekil 3.2) ile PALCAM agar besiyerinde siyah-gri renkli ortasi ¢okiik
koloniler (Sekil 3.3) olast Listeria izolati olarak degerlendirilmistir. Her iki agar
ortamindan tipik morfolojiye sahip tek koloni segilerek steril kosullarda TSYE broth
besiyerine aktarilmis ve 35 °C’de 18-24 h inkiibasyona birakilmistir. Gram boyama testi
ile 6n degerlendirmeleri yapilan izolatlarin TSYE agar ortaminda saflik kontrolleri

yapilmustir.

25 g ornek
+

225 mL Yar Fraser Broth
(On Zenginlestirme)
(24+2 h 28-30 °C)

I
[ |

0,1 mL Yar1+Fraser Broth PALCAM Agara siirme
10 mL Tam Fraser Broth (Ttim Srnekler)
(Selektif Zenginlestirme) (Sec;(lzcii%nﬁléléegg‘me)
48+2 h 35 °C)
) Tipik kolonilerin TSYE broth
ALOA Agara siirme Besiyerine aktarilmasi
PALCAM Agara siirme (18-24 h 35 °C)

(Segici Zenginlestirme)
(24-48 h 35 °C)

Tipik kolonilerin TSYE broth
Besiyerine aktarilmasi

(18-24 h 35 °C)

Saflik Kontrolii
TSYE Agar ortamlarina siirme
(18-24 h 35 °C)

Sekil 3.1 ISO 11290-1 nolu yontem akis semasi
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Sekil 3.2 ALOA agar iizerinde muhtemel Listeria izolatlarinin koloni morfolojisi

Sekil 3.3 PALCAM agar iizerinde muhtemel Listeria izolatlariin koloni morfolojisi
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3.2.2 Morfolojik ve biyokimyasal analizler

3.2.2.1 Gram boyama

Gram boyama, Temiz (2000) tarafindan onerilen yonteme gore uygulanmistir. Uglari
yuvarlak, ¢ubuk veya kokobasil morfolojisine sahip Gr (+) izolatlar, muhtemel Listeria

izolatlar1 olarak degerlendirilmistir.

3.2.2.2 Katalaz testi

TSYE agar besiyerinde 35 °C’de 18-24 h inkiibe edilerek gelisimi saglanan
kolonilerden, lam tizerine tek bir koloni aktarilmistir. Koloninin iizerini kaplayacak
sekilde birka¢g damla % 3’liik hidrojen peroksit (H202) ¢6zeltisi damlatilarak, gaz ¢ikisi
olup olmadig1 kontrol edilmistir. Kabarciklarin goriilmesi halinde test pozitif olarak
degerlendirilmistir (Temiz 2000). Staphylococcus aureus ATCC 6538 susu, katalaz

testlerinde pozitif kontrol olarak kullanilmistir.

3.2.2.3 Oksidaz testi

TSYE agar besiyerinde 35 °C’del8 h gelistirilen kolonilerden steril 6ze yardimiyla bir
koloni segilmis ve oksidaz kitindeki (Bactident® Oxidase) test ¢ubuklarinin iizerine
inokiile edilmistir. 20-60 s igerisinde test cubuklarinda renk degisiminin gézlenmemesi
negatif sonu¢ olarak degerlendirilmistir. Listeria monocytogenes ATCC 7644 susu,

referans bakteri olarak kullanilmistir.

3.2.2.4 Hareketlilik testi

TSYE agar ortamlarinda 35 °C’de 18 h gelistirilen kolonilerden bir tanesi alinmis, yari

kat1 SIM besiyerine igne 6ze yardimiyla dik olacak sekilde inokiilasyon yapilmistir.
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28 °C’de 48 h’lik bir inkiibasyon siiresinin sonunda, besiyeri yiizeyine yakin bir
bolgede semsiye seklindeki goriintii olusumu pozitif sonug olarak degerlendirilmistir
(Sekil 3.4). Calismada referans bakteri olarak Listeria monocytogenes ATCC 7644

kullanilmustir.

Sekil 3.4 SIM besiyerinde hareketli Listeria izolatlarinin semsiye goriintiisii olusturmasi

3.2.2.5 Listeria izolatlarimin stok kiiltiirlerinin hazirlanmasi

Tez ¢alismasi kapsaminda Gr (+), katalaz (+), oksidaz (-) ve hareketlilik (+) olan
izolatlar, muhtemel Listeria spp. olarak degerlendirilmis ve Boliim 3.1.4’te anlatildig:

tizere stok kiiltiirleri hazirlanmistir.

3.2.2.6 API®L.isteria testi

Gr (+), katalaz (+), oksidaz (-) ve hareketli olarak belirlenen izolatlarin, API®Listeria
(bioMgérieux, Inc., France) biyokimyasal test Kitleri ile tiir diizeyinde tanimlamasi
yapimstir (Sekil 3.5). API sistemindeki biyokimyasal testler, inkiibasyon siiresi

sonunda kuyucuklarda gézlemlenen renk degisimlerine gore pozitif (+), negatif (-) veya
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stipheli (?) olarak kaydedilmistir. Apiweb Identification Software Database (V8.1)

kullanilarak, izolatlarin tiir diizeyinde tanimlanmas1 yapilmistir (Biomerieux 2004).

TSYEA 37°C/18-24 saat

l

e ]

API Siispansiyon Sivis1 2 mL

l

358098080 —m o

API Listeria | ESC—> TAG

l

18:00 - 24:00 :.:.: 36 C+2C

i 0

gggggggggg] 9 MV'J -ZYM B

API Listeria

Sekil 3.5 API® Listeria Kiti kullanim protokolii (Biomerieux 2004)

31



3.2.3 Listeria spp. suslarnim 16S rRNA dizi analizi ile molekiiler diizeyde
tammmlamalari

Tiiketime hazir gidalardan izole edilen olas1 Listeria spp. izolatlarin molekiiler diizeyde
tanimlanmasi, 16S rRNA dizi analizine gore yapilmistir. Molekiiler tanimlama;
genomik DNA izolasyonu, spesifik ileri ve geri primerler kullanilarak 16S rRNA gen
bolgesinin ¢ogaltilmasi, baz dizilerinin belirlenmesi ve elde edilen bulgularin NCBI
veri tabaninda bulunan mikroorganizmalara ait baz siralari ile karsilastirilmasi esasina

dayanmaktadir.

3.2.3.1 Genomik DNA izolasyonu

Genomik DNA izolasyonu igin, ticari olarak temin edilen GeneJET Genomik DNA
Purifikasyon Kiti kullanilmistir. Test kiti; lizis soliisyonu, proteinaz K, RNaz A, yikama
¢ozeltisi I, Il ve Eliisyon soliisyonu igermektedir. Bu amagla TSYE broth ortaminda 37
°C’de 18 h gelistirilen bakteri kiiltirleri steril mikrosantrifiij tiiplerine aktarilmis, 5000
rcf’de 10 dk. santrifiij edilerek iist sivi ortamdan uzaklagtirllmigtir. Dipte kalan pellet
180 uL gram pozitif bakteriler i¢cin hazirlanmis olan Liziz Tampon i¢inde ¢oziilerek 37
°C’de 30 dk inkiibe edilmistir. Siire sonunda 200 pL Lizis soliisyonu ve 20 pL proteinaz
K eklenen ortamlarin vorteks yardimiyla karismasi saglanmistir. Hiicrelerin tamamen
parcalanmasini saglamak amaciyla elde edilen c¢ozelti 56 °C’ye ayarli sicak su
banyosunda ara sira karistirmak suretiyle yaklagik 30 dk inkiibe edilmistir. Siirenin
sonunda 20 uL. RNaz A ¢ozeltisinden ilave edilerek tekrar karistirilmis ve oda sicaklig
kosullarinda 10 dk bekletilmistir. Cozeltiye % 50°lik etanolden 400 pL aktarilarak
ortamin tamamen karigmasi saglanmistir. Elde edilen lizat, kit igerisinde bulunan
kolonlara aktarilarak 6000 rcf’de 1 dk siireyle santrifiij edilmis ve toplama tiipiinde
biriken kisim  dokiilmiistiir. Kolona sirasiyla 500 pL yikama  ¢ozeltisi
| ve II aktarilmis; 8000 rcf’de 3 dk ve en yiiksek hizda 1 dK siireyle uygulanan santrifiij
islemleri ile de ¢6zeltilerin kolondan uzaklastirilmasi saglanmistir. Son asamada kolon
steril ependorf tiiplerine yerlestirilmis, iizerlerine eliisyon soliisyonundan 100 pL

aktarilarak oda sicakligi kosullarinda 2 dk bekletilmistir. 8000 rcf’de 1 dk santrifiij
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islemi ile genomik DNA’nm steril ependorf tiiplerinde toplanmasi saglanmistir. izole

edilen DNA, daha sonra kullanilmak tizere -20 °C’de muhafaza edilmistir.

Liziz Tampon

Tris-Hidrokloriir 0,329
EDTA 0,08 g
Triton X 100 1,2mL
Destile su 100 mL

(pH: 8,0; kullanimdan hemen 6nce 20 mg/mL lizozim eklenmistir)

Lizozim
Lizozim 19
Steril destile su 10 mL

Steril destile su ve lizozim tamamen karistirilmis ve 45um’lik steril membran filtre ile

filtrasyon iglemi uygulanmaistir.

3.23.2 Toplam genomik DNA orneklerinin jel elektroforez yontemiyle
goriintiilenmesi

Genomik DNA o6rneklerinin elektroforezi % 1 agoroz igeren jellerde yapilmistir. Jelin
hazirlanmas1 amaciylal g agaroz, 100 mL 1X Tris-Asetat elektroforez tamponu (TEB)
icine aktarilmis; mikrodalga firin yardimiyla tamamen ¢ozlinmesi saglanmistir. 45-50
°C’ye kadar sogumasi beklenen ortam daha sonra elektroforez plakasina dokiilmiis ve
akigkan haldeki jel i¢ine tarak yerlestirilmistir. Ortamin tamamen polimerize olmasi igin
30-45 dk beklenmistir. Bu siire sonunda elektroforez tankina yerlestirilerek jelin tizerini
tamamen kapatacak hacimde TBE tampon ile tank doldurulmus ve jelin
zedelenmemesine dikkat edilerek taraklar ortamdan alinmistir. Agaroz jel lizerindeki ilk
kuyucuga mikropipet yardimiyla 2puL. 1kb DNA ladder marker yiiklenmis, devamindaki
kuyucuklara ise 10uL. DNA o6rnegi ile 2ul. 6X DNA yiikkleme boyasi karigimi
dagitilmigtir. Elektroforez, 80 V elektrik akiminda 45-60 dK siireyle gergeklestirilmistir.
Marker boyanin jel sistemini terk etmesinden sonra elektrik akimi kesilmis ve ortamdan

alinan jeller, 0,2 ng/mL etidyum bromiir igeren TBE tampon i¢inde 60 dk bekletilerek
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DNA bantlarinin boyanmast saglanmistir (Macrina vd. 1982).
366 nm dalga boyundaki UV 151k altinda transliiminator kullanilarak incelenen jeller
Kodak Gel Logic 200 Imaging System kullanilarak fotograflanmistir. izole edilen
DNA’nin yogunlugu ve safligit ayrica NanoDrop ND-2000 (Thermo Scientific)

kullanilarak da belirlenmistir.

DNA Ladder Marker

DNA ladder 1 uL
6X DNA yiikleme boyasi 1 uL
Deiyonize su 4 uL

Tris-Asetat Tamponu (1X) (TEB)

Tris 4,84 ¢
Sodyum Asetat 4,08 g
EDTA 0,379
Destile Su 1000 mL
pH 8,0 £0,02

3.2.3.3 16S rRNA gen bolgesinin polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) ile
cogaltilmasi

Listeria suslarinda 16S rRNA gen bolgesinin polimeraz zincir amplifikasyonu (PZR)
icin Techne TC-512 Thermal Cycler (England) cihazi kullanilmigtir. 16S rRNA gen
bolgesinin ¢ogaltilmasinda 16S ileri (5'-CCG TCA ATT CCT TTG AGT TT -3') ve 16S
geri (3-AGA GTT TGA TCC TGG CTC AG -5') evrensel primerleri kullanilmistir
(Beasley ve Saris 2004). Bu amagla asagida detaylar1 aciklanan deney protokolii takip
edilmistir. Toplam 50 pL hacimde hazirlanan PZR karisimi, 0,2 mL’lik PZR tiiplerine
aktarilmistir (Cizelge 3. 1). PZR tiipleri cihaza yerlestirilerek, bir ¢gevrimi 95 °C’de 2 dk
(denatiirasyon), 95 °C'de 45 s (gift zincirin agilmasi), 55 °C’de 45 s (primerlerin

baglanmasi), 72 °C’de 2 dk (zincir uzamasi) ve 72 °C'de 7 dk (son uzamasi) ile
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tanimlanan, toplam 35 ¢evrimlik PZR protokolii uygulanmistir (Blaiotta vd. 2002). Elde
edilen PZR idrlinlerinin saflagtirnlmasinda GeneJET PZR Purifikasyon Kiti

kullanilmustir.

Cizelge 3.1 Polimeraz zincir reaksiyonunda kullanilan karigim

Molekiiler destile su 34,75 uL
PZR tamponu SuL
dNTP (2 mM) 1L
16S ileri primer luL
16S geri primer 1 uL
MgCl2 (25 mM) 4 uL
Tag DNA polimeraz enzimi (5U/mL) 0,25 uL
Genomik DNA 3uL
TOPLAM | 50 pL

3.2.4 Listeria monocytogenes suslarinda hlyA gen bélgesi varhgmin arastirilmasi

16S rRNA dizi analizleri sonucunda L. monocytogenes olarak tanimlanan suslarda,

patojeniteden sorumlu hlyA gen bolgesi varligi arastirilmustir.

3.2.4.1 Listeria monocytogenes suslarinda hlyA gen bélgesinin polimeraz zincir
reaksiyonu ile ¢cogaltilmasi

L. monocytogenes suslarinda 456 bg¢ biiyiikliigiindeki hlyA gen bolgesinin ¢ogaltilmasi
igin, 5'- GCA GTT GCA AGC GCT TGG AGT GAA-3' ileri ve 5'- GCA ACG TAT
CCT CCA GAG TGA TCG -3’ geri primeri kullanilmistir (Paziak-Domanska vd. 1999).
Blaiotta vd. (2002) tarafindan Onerilen PZR kosullar1 modifiye edilerek, asagida
detaylar1 agiklanan deney protokolii takip edilmistir. Toplam 50 uL hacimde hazirlanan
PZR karisimi, 0,2 mL’lik PZR tiiplerine aktarilmistir (Cizelge 3.1). Bu baglamda 95
°C'de 2 dk (denatiirasyon), 95 °C'de 45 s (gift zincirin agilmasi), 64 °C'de 45 s (primer
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baglanmasi), 72 °C'de 2 dK (zincir uzamasi) ve 72 °C'de 7 dk (son uzama) olmak tizere
toplam 35 ¢evrimlik PZR protokolii uygulanmistir. Elde edilen PZR iiriinlerinin
saflagtirilmasi i¢in GeneJET PZR Purifikasyon Kiti kullanilmustir.

3.2.5 16S rRNA ve hlyA gen bolgelerinin biiyiikliiklerinin belirlenmesi

Piirifiye edilmis 16S rRNA bolgesine ait PZR fragmentlerinden 5 puL alinarak 2 uL 6X
DNA yiikleme boyasi ile karistirilmistir. Ornekler % 1 oraninda agaroz igeren jellerde
80V elektrik akiminda 45 — 60 dk siireyle kosturulmustur. Fragmentlerin
biiytikliiklerinin belirlenmesi amaciyla 1 kb DNA marker kullanilmistir. Elektroforez
islemi ve jel goriintiilerinin alinmasi islemi Bolim 3.2.3.2° de belirtildigi gibi

uygulanmistir. Ayni islem hlyA gen bolgesi i¢inde tekrarlanmstir.

3.2.6 PZR iiriinlerinin dizilenmesi ve degerlendirilmesi

16S rRNA ve hlyA gen bolgelerine ait PZR iiriinlerinin iki yonlii DNA dizi analizi
hizmet alimi yoluyla gerceklestirilmistir (MedSanTek/Istanbul). Dizi analiz sonuglari
BLAST (Basic Local Alingment Search Tool/ ‘http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/web’)
programi kullanilarak NCBI (National Center for Biotechnology Information) veri
tabaninda Listeria spp. i¢in bulunan diziler ile benzerligi karsilagtirilarak yapilmistir.
Aranan dizi sirasimnin hangi mikroorganizmaya ait olabilecegi benzerlik yiizdesi ile

belirlenmistir.
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4. BULGULAR ve TARTISMA

4.1 Tiiketime Hazir Gidalardan Listeria spp.’nin izolasyonu

Tez caligmasi kapsaminda Ankara’da 20 Ocak 2016 — 20 Aralik 2016 tarihleri arasinda
ve farkli satis yerlerinden temin edilen, gesitli ¢ig ve islem gérmiis tiiketime hazir gida
ornekleri kullanilmistir. Listeria spp. varligi bakimindan toplam 134 6rnegin taramasi,

ISO 11290-1 protokolii dogrultusunda yapilmigtir (Bkz. Sekil 3.1).

L. monocytogenes'in belirlenmesi i¢in gecerli olan referans metotlar; ISO, IDF, FDA ve
USDA tarafindan Onerilmektedir. Bu metotlar arasindaki en Oonemli fark: ise, farkli
selektif zenginlestirme sivi besiyerleri ve farkli 6n zenginlestirme islemlerini
icermesidir. ISO tarafindan Onerilen yontem, hem iki asamali zenginlestirme basamagi
icermesi ve hem de daha fazla sayida pozitif sonu¢ alinmasi bakimindan, diger
yontemlere kiyasla daha fazla oranda tercih edilmektedir (Kogan 2007, Tugrulelgi
2011, Sant’Ana vd. 2012, Jamali vd. 2013, Kotzekidou 2013, Momtaz ve Yadollahi
2013,Y1ldirim 2013, Abdellrazeq vd. 2014, Modzelewska-Kapitula ve Maj-Sobatka
2014, Garedew vd. 2015, Stephan vd. 2015, Barre vd. 2016, Coroneo vd. 2016,
D’Ostuni vd. 2016, Mohamed vd. 2016). Tez ¢alismasi kapsaminda da, ISO tarafindan
onerilen 1SO 11290-1 protokolii takip edilmistir.

Cizelge 4.1°de tez ¢alismasi kapsaminda Listeria spp. varligi bakimimdan taramasi

yapilan 23 farkl tiiketime hazir gida 6rnegi yer almaktadir.
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Cizelge 4.1 Tez calismasinda kullanilan tiikketime hazir gida 6rnekleri

No | Gida Adet No | Gida Adet

1 | Aciliezme 6 13 | Mevsim Salata 1
2 | Arnavur cigeri 23 14 | Midye dolma 5
3 Cig kofte 3 15 | Pili¢ burger 2
4 | Et doner 1 16 | Rus salatasi 25
5 | EtSote 1 17 | Salam 3
6 Haydari 1 18 | Sinitzel 2
7 Hazir kofte 2 19 | Sosisli Sandvig 1
8 | Italyan salatasi 3 20 | Saksuka 4
9 Kokoreg 10 21 | Tantuni 2
10 | Kofte ekmek 17 22 | Tavuk doner 15
11 | Lahana dolmasi 2 23 | Tavuklu salata 1
12 | Mercimek koftesi 4

ISO 11290-1 protokolii geregince kullanilan PALCAM agar besiyerinde siyah-gri renkli

ortas1 ¢okiik koloniler (Bkz. Sekil 3.1) ile ALOA agar besiyerinde mavi-yesil renkli ve

etrafinda opak zon olusturan koloniler (Bkz. Sekil 3.2) olasi Listeria spp. izolat1 olarak

degerlendirilmistir (Cizelge 4.2).
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Cizelge 4.2 Tiiketime hazir gidalardan izole edilen Listeria izolatlar

Bakteri izolasyon | ; o ALOA ve P.A LCAM_
No Kodu Tarihi Izolasyon Kaynagi Agarda Tipik Koloni
Olusumu
1 L1 20.01.2016 Tavuk Doéner -
2 L2 20.01.2016 Midye Dolma -
3 L3 21.01.2016 Kokoreg -
4 L4 21.01.2016 Kokoreg -
5 L5 28.01.2016 Mevsim Salata -
6 L6 28.01.2016 Tavuk Doner +
7 L7 28.01.2016 Et Doner -
8 L8 28.01.2016 Tavuk Doner +
9 L9 28.01.2016 Tavuk Doner -
10 L10 28.01.2016 Et Sote +
11 L11 02.02.2016 Rus Salatas1 -
12 L12 02.02.2016 Arnavut Cigeri -
13 L13 02.02.2016 Lahana Sarmasi -
14 L14 02.02.2016 Rus Salatasi -
15 L15 02.02.2016 Rus Salatas1 -
16 L16 18.02.2016 Kokoreg -
17 L17 18.02.2016 Kokoreg -
18 L18 18.02.2016 Kokoreg -
19 L19 18.02.2016 Kokoreg +
20 L20 26.02.2016 Arnavut Cigeri +
21 L21 27.02.2016 Midye Dolma -
22 L22 26.02.2016 Kofte Ekmek +
23 L23 26.02.2016 Tavuk Doner -
24 L24 07.03.2016 Rus Salatasi -
25 L25 07.03.2016 Acili Ezme -
26 L26 07.03.2016 Haydari -
27 L27 07.03.2016 Italyan Salatas1 -
28 L28 28.03.2016 Kofte Ekmek +
29 L29 28.03.2016 Kofte Ekmek +

39




Cizelge 4.2 Tiketime hazir gidalardan izole edilen Listeria izolatlar1 (devam)

Ornek izolasyon | ; < ALOA ve P.A LCAM_
No Kodu Tarihi Izolasyon Kaynagi Agarda Tipik Koloni
Olusumu
30 L30 28.03.2016 Kofte Ekmek +
31 L31 28.03.2016 Kofte Ekmek -
32 L32 01.04.2016 Arnavut Cigeri +
33 L33 01.04.2016 Arnavut Cigeri -
34 L34 01.04.2016 Rus Salatas1 -
35 L35 01.04.2016 Rus Salatas1 -
36 L36 01.04.2016 Rus Salatas1 +
37 L37 11.04.2016 Arnavut Cigeri +
38 L38 11.04.2016 Arnavut Cigeri +
39 L39 11.04.2016 Kofte Ekmek -
40 L40 11.04.2016 Kofte Ekmek -
41 L41 11.04.2016 Kofte Ekmek -
42 L42 28.04.2016 Tantuni -
43 L43 28.04.2016 Tantuni -
44 L44 28.04.2016 Arnavut Cigeri -
45 L45 28.04.2016 Arnavut Cigeri -
46 L46 25.05.2016 Arnavut Cigeri +
47 L47 25.05.2016 Kofte Ekmek +
48 L48 25.05.2016 Arnavut Cigeri +
49 L49 25.05.2016 Kofte Ekmek +
50 L50 25.05.2016 Kofte Ekmek +
51 L51 01.06.2016 Kofte Ekmek +
52 L52 01.06.2016 Kofte Ekmek -
53 L53 01.06.2016 Arnavut Cigeri +
54 L54 01.06.2016 Arnavut Cigeri +
55 L55 01.06.2016 Arnavut Cigeri +
56 L56 14.06.2016 Rus Salatasi +
57 L57 14.06.2016 Arnavut Cigeri -
58 L58 14.06.2016 Saksuka -
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Cizelge 4.2 Tiketime hazir gidalardan izole edilen Listeria izolatlar1 (devam)

Ornek izolasyon | ; < ALOA ve P.A LCAM_
No Kodu Tarihi Izolasyon Kaynagi Agarda Tipik Koloni
Olusumu
59 L59 14.06.2016 Tavuk Salatasi -
60 L60 14.06.2016 Sosisli Sandvig -
61 L61 16.06.2016 Saksuka -
62 L62 16.06.2016 Saksuka -
63 L63 16.06.2016 Rus Salatas1 -
64 L64 16.06.2016 Rus Salatas1 -
65 L65 16.06.2016 Rus Salatas1 -
66 L66 16.06.2016 Rus Salatasi -
67 L67 16.06.2016 Saksuka -
68 L68 21.06.2016 Rus Salatasi -
69 L69 21.06.2016 Rus Salatas1 -
70 L70 21.06.2016 Cig Kofte -
71 L71 21.06.2016 Lahana Dolmasi -
72 L72 21.06.2016 Tavuk Doner +
73 L73 23.06.2016 Arnavut Cigeri -
74 L74 23.06.2016 Arnavut Cigeri -
75 L75 23.06.2016 Arnavut Cigeri -
76 L76 23.06.2016 Rus Salatas1 -
77 L77 23.06.2016 Rus Salatasi -
78 L78 23.06.2016 Acili Ezme -
79 L79 23.06.2016 Acili Ezme -
80 L80 23.06.2016 Rus Salatasi -
81 L81 23.06.2016 Italyan Salatas1 +
82 L82 23.06.2016 Italyan Salatas1 +
83 L83 19.07.2016 Cig Kofte -
84 L84 19.07.2016 Cig Kofte -
85 L85 19.07.2016 Arnavut Cigeri +
86 L86 19.07.2016 Arnavut Cigeri -
87 L87 21.07.2016 Arnavut Cigeri -

41




Cizelge 4.2 Tiketime hazir gidalardan izole edilen Listeria izolatlar1 (devam)

Ornek izolasyon | ; < ALOA ve P.A LCAM_
No Kodu Tarihi Izolasyon Kaynagi Agarda Tipik Koloni
Olusumu
88 L88 21.07.2016 Arnavut Cigeri -
89 L89 21.07.2016 Acili Ezme -
90 L90 21.07.2016 Acili Ezme -
91 L91 04.08.2016 Tavuk Doner +
92 L92 04.08.2016 Tavuk Doner +
93 L93 04.08.2016 Salam -
94 L94 04.08.2016 Salam -
95 L95 04.08.2016 Salam -
96 L96 04.08.2016 Tavuk Doner +
97 L97 23.08.2016 Tavuk Doner +
98 L98 23.08.2016 Arnavut Cigeri -
99 L99 23.08.2016 Arnavut Cigeri -
100 L100 23.08.2016 Midye Dolma -
101 L101 23.08.2016 Midye Dolma -
102 L102 16.10.2016 Midye Dolma -
103 L103 16.10.2016 Kofte Ekmek -
104 L104 16.10.2016 | Mercimek Koftesi -
105 L105 16.10.2016 | Mercimek Koftesi -
106 L106 26.10.2016 Tavuk Doner +
107 L107 26.10.2016 Tavuk Doner +
108 L108 26.10.2016 Tavuk Doner +
109 L109 26.10.2016 Rus Salatasi -
110 L110 26.10.2016 Rus Salatasi -
111 L111 26.10.2016 Acili Ezme -
112 L112 26.10.2016 | Mercimek Koftesi -
113 L113 26.10.2016 | Mercimek Koftesi -
114 L114 01.11.2016 Rus Salatasi -
115 L115 01.11.2016 Rus Salatasi -
116 L116 01.11.2016 Rus Salatasi -
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Cizelge 4.2 Tiketime hazir gidalardan izole edilen Listeria izolatlar1 (devam)

Ornek izolasyon | ; < ALOA ve P.A LCAM_
No Kodu Tarihi Izolasyon Kaynagi Agarda Tipik Koloni
Olusumu
117 L117 01.11.2016 Rus Salatas1 -
118 L118 03.11.2016 Pili¢ Burger -
119 L119 03.11.2016 Pili¢ Burger -
120 L120 03.11.2016 Rus Salatas1 -
121 L121 03.11.2016 Rus Salatas1 -
122 L122 03.11.2016 Tavuk Doner +
123 L123 03.11.2016 Tavuk Doner +
124 L124 03.11.2016 Sinitzel +
125 L125 03.11.2016 Sinitzel +
126 L126 04.11.2016 Kofte Ekmek -
127 L127 05.11.2016 Kofte Ekmek -
128 L128 06.11.2016 Kofte Ekmek -
129 L129 12.11.2016 Kokoreg +
130 L130 15.11.2016 Kokoreg +
131 L131 16.11.2016 Hazir Kofte +
132 L132 17.11.2016 Kokoreg +
133 L133 20.12.2016 Kokoreg +
134 L134 20.12.2016 Hazir Kofte +

ISO 11290-1 protokolii dogrultusunda Listeria spp. varligi taramasi yapilan toplam 134
adet tiikketime hazir gida Orneginden 44 adedinde, ALOA ve PALCAM agar
ortamlarinda tipik koloni olusumu goézlemlenmistir. Bu kapsamda arnavut cigeri, et
sote, hazir kofte, Italyan salatasi, kokoreg, ekmek arasi kofte, rus salatasi, sinitzel ve
tavuk doner muhtemel Listeria varligi bakimindan pozitif gida oOrnekleri olarak
degerlendirilmistir (Cizelge 4.3). Ancak acili ezme, ¢ig kofte, et doner, haydari, lahana
dolma, mercimek kofte, mevsim salata, midye dolma, pili¢ burger, salam, sosisli

sandvig, saksuka, tantuni ve tavuklu salata ornekleri ise muhtemel Listeria varhigi

bakimindan negatif gida 6rnekleri olarak degerlendirilmistir (Cizelge 4.2).
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Cizelge 4.3 Muhtemel Listeria izolatlarinin gida bazinda dagilimi

- Tipik Koloni Olusumu ..
Gida Ornekleri TOplg:;l(s)lmek (?iizlemlenen (")rsnek Y(l;/zod)e
Sayisi
Arnavut Cigeri 23 10 43,48
Et Sote 1 1 100,00
Hazir Kofte 2 2 100,00
italyan Salatasi 2 66,60
Kokoreg 10 5 50,00
Kofte Ekmek 17 8 47.05
Rus Salatasi 26 2 11,54
Sinitzel 2 2 100,00
Tavuk Doner 16 12 81,25
TOPLAM 134 44 32,84

Listeria spp. varligi bakimindan taramasi yapilan et sote, hazir kofte ve sinitzel’de
orneklerin % 100’{iinde, tavuk dénerin % 81,25’inde, Italyan salatasmin % 66,60’ 1inda,
kokoregin % 50’sinde, ekmek arasi koftenin % 47,05’inde, Arnavut cigerinin %
43,48’inde ve rus salatasinin % 11,54’tinde ALOA ve PALCAM agar ortamlarinda tipik

koloni olusumu saptanmustir. Toplamda ise gida 6rneklerinin % 32,84°1i Listeria spp.

varlig1 bakimindan stipheli olarak degerlendirilmistir (Cizelge 4.3).

Tez calismasinin bundan sonraki asamasinda ALOA ve PALCAM agar ortamlarinda
tipik koloni olusumu goézlemlenen 44 ornekten izole edilen kiiltiir ortamlarina,

morfolojik ve biyokimyasal tanimlamalar yapilmistir. Cizelge 4.2°de verilen 6rnek

kodlar1 ayn1 zamanda bakteri kodlar1 olarak ta kullanilmistir.
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4.2 Listeria izolatlarinin Tamimlanmasi

4.2.1 Morfolojik ve kiiltiirel testler

ALOA ve PALCAM agar ortamlarinda Listeria spp. varligi bakimindan tipik koloni
olusumu gozlemlenen 44 ornekten elde edilen izolata gram boyama, katalaz testi,
oksidaz testi ve hareketlilik testi uygulanmistir. Incelenen 44 izolatin tamami ¢ubuk
morfolojisine sahip Gr (+) ve oksidaz (-) olarak saptanmustir. Ancak izolatlarin 39 tanesi
katalaz (+) Ozellik gosterirken, 5 tanesi katalaz (-) 6zellik gostermistir. Benzer sekilde
izolatlarin 35 tanesi hareketlik testi i¢in pozitif sonug gosterirken, 9 tanesi negatif sonug
gostermistir. Toplamda 35 6rnek; Gr (+), katalaz (+), oksidaz (-) ve hareketlilik (+)
olarak tanimlanmustir. Hareketsiz ve/veya katalaz (-) olarak tanimlanan L8, L19, L22,
L30, L36, L130, L131, L132 ve L134 izolatlar1 tez c¢alismasi kapsami disinda
birakilmistir (Cizelge 4.4). Muhtemel Listeria spp. izolatlar1 olarak degerlendirilen 35
izolat, % 40 steril gliserol igeren TSYE broth ortaminda -20 °C’de stoga alinmistur.

Morfolojik ve kiiltiirel test sonuglar1 esas alinarak, muhtemel Listeria spp. izolatlarinin
gida bazinda dagilimlan ¢izelge 4.5°de verilmistir. Bu kapsamda 35 adet muhtemel
Listeria spp. izolatindan; 11 tanesi tavuk donerden, 10 tanesi Arnavut cigerinden, 6
tanesi ekmek arasi kofteden, 2’ser tanesi Italyan salatasi, kokoreg ve sinitzelden, 1’er
tanesi ise et sote ve rus salatasindan izole edilmistir. ALOA ve PALCAM agarda
Listeria spp. varligi bakimindan tipik koloni olusumu gézlemlenen ancak hareketlilik ve
katalaz testleri sonucu negatif olarak degerlendirilen toplam 9 izolatin ise; 2 tanesi hazir
kofteden, 3 tanesi kokorecten, 2 tanesi ekmek arasi kofteden, 1’er tanesi ise rus salatasi

ve tavuk doner 6rneklerinden izole edilmistir.
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Cizelge 4.4 Listeria izolatlarinin morfolojik ve kiiltiirel test sonuglart

No Bakteri Gram Katalaz Testi | Oksidaz Testi Hareket'llllk
Kodu Boyama Testi
1 L6 + + - +
2 L8 + + - -
3 L10 + + - +
4 L19 + + - -
5 L20 + + - +
6 L22 + + - -
7 L28 + + -
8 L29 + + - +
9 L30 + + - -
10 L32 + + - +
11 L36 + - - -
12 L37 + + - +
13 L38 + + - +
14 L46 - + - +
15 L47 + + - +
16 L48 «ff + - +
17 L49 + + - +
18 L50 + + - +
19 L51 + + - +
20 L53 + + - +
21 L54 + + - +
22 L55 + + - +
23 L56 + + - +
24 L72 + + - +
25 L81 + + - +
26 L82 + + - +
27 L85 + + - +
28 L91 + + - +
29 L92 + + - +
30 L96 + + - +
31 L97 + + - +
32 L106 + + - +
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Cizelge 4.4 Listeria izolatlarinin morfolojik ve kiiltiirel test sonuglari (devam)

No Bakteri Gram Katalaz Testi | Oksidaz Testi Hareket'llllk
Kodu Boyama Testi
33 L107 + + - +
34 L108 + + - +
35 L122 + + - +
36 L123 + + - +
37 L124 + + - +
38 L125 + + - +
39 L129 + + - +
40 L130 + - - -
41 L131 + - - -
42 L132 + - - -
43 L133 + + - +
44 L134 + = - -

Cizelge 4.5 Morfolojik ve kiiltiirel testler sonucunda gida bazinda Listeria izolat sayisi

Gida Ornekleri Muhtemel Listeria spp.
1zolat Sayisi
Arnavut Cigeri 10
Et Sote 1
Italyan Salatas: 2
Kokoreg 2
Kofte Ekmek 6
Rus Salatasi 1
Schnitzel 2
Tavuk Doner 11
TOPLAM 35

47




4.2.2 izolatlarin biyokimyasal tanimlama

Morfolojik ve kiiltiirel testlerde Listeria bakimindan tipik reaksiyon gosteren 35 izolatin
biyokimyasal 6zelliklerinin belirlenmesi ve tiir diizeyinde tanimlamalarinin yapilmasi

icin API®Listeria test Kitleri kullanilmustir (Sekil 4.1, Cizelge 4.6 - 4.7).

L10

L28

L37

L123

Sekil 4.1 Listeria spp. izolatlarinin API®Listeria test sonuglari

L10 . Listeria grayi

L28 : Listeria innocua

L37 : Listeria monocytogenes
L123 : Listeria welshimeri



Cizelge 4.6 Listeria izolatlarinin biyokimyasal tanisi

izolat

4 —

No Kodu % 5 % %: g é é g % %
1 L6 - + + + + + + - - +
2 L10 - + + + - - + + - -
3 L20 - + - + - - - + - -
4 L28 + + + + - - + - - -
5 L29 - + + + - - + - - -
6 L32 - + + + - + + - - -
7 L37 - + + + - + + - - -
8 L38 - + + + - + + - - -
9 L46 - + + + - + + - - -

10 L47 - + + + - + + - - -

11 L48 £ + + + - + + - - -

12 L49 - + + + - + + - - -

13 L50 - + + + - + + - - -

14 L51 - + + + + + + + - -

15 L53 - + + + - + + - - -

16 L54 - + + + - + + - - -

17 L55 - + + + - + + - - -

18 L56 + + + + - - + - - -

19 L72 + + + + - + + - - -

20 L81 + + + + - - + - - -

21 L82 + + + + - - + - - -

22 L85 + + + + - + + - - -

23 L91 + + + + - + + - - -

24 L92 - + + + - + + - - -

25 L96 + + + + + + + - - -
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Cizelge 4.6 Listeria izolatlarinin biyokimyasal tanisi1 (devam)

izolat Z ~ _ < O] a 0]
= | 3 S 2z z 2|z 3l<
No Kodu oW 2| 5| X| x| S| T 0
26 L97 - + + + - + + - - -
27 L106 + + + + + + + - - -
28 L107 + + + + - + + - - -
29 L108 - + + + + + + - - -
30 L122 - + + + + + + - - -
31 L123 + + + + + + + - - +
32 L124 + + + + - + + - - -
33 L125 - + + + - + + - - -
34 L129 + + + + - + + - - -
35 L133 + + + + - + + - - -
DIM L. innocua ve L. monocytogenes’in ayristirilmast
ESC Eskulin
oMAN a-Mannosidaz
DARL D-arabitol
XYL D-Ksiloz
RHA L-Ramnoz
MDG Metil-aD- Glukopiranosid
RIB D-Riboz
G1P Glikoz-1-fosfat
TAG D-Tagatoz
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Cizelge 4.7 Listeria izolatlarinin API®Listeria test Kiti ile tiir diizeyinde tanimlanmasi

No | Bakteri API®Listeria Test Kiti ile Tal:/lolnll[jma T
Kodu Tanimlanan Tiir Yiizdesi Yakinhk
1 L6 Listeria welshimeri 99,0 0,77
2 L10 Listeria grayi 99,3 0,5
3 L20 Listeria grayi 98,5 0,15
4 L28 Listeria innocua 98,7 0,93
5 L29 Listeria monocytogenes 80,0 0,62
6 L32 Listeria monocytogenes 98,5 1,0
7 L37 Listeria monocytogenes 98,5 1,0
8 L38 Listeria monocytogenes 98,5 1,0
9 L46 Listeria monocytogenes 99,9 0,68
10 L47 Listeria monocytogenes 98,5 1,0
11 L48 Listeria monocytogenes 98,5 1,0
12 L49 Listeria monocytogenes 98,5 1,0
13 L50 Listeria monocytogenes 98,5 1,0
Listeria grayi
Listeria welshimeri
14 L51 Listeria monocytogenes - -
Listeria innocua
Listeria ivanovii

15 L53 Listeria monocytogenes 98,5 1,0
16 L54 Listeria monocytogenes 98,5 1,0
17 L55 Listeria monocytogenes 98,5 1,0
18 L56 Listeria innocua 98,7 0,93
19 L72 Listeria innocua 99,6 1,0
20 L81 Listeria innocua 98,7 0,93
21 L82 Listeria innocua 98,7 0,93
22 L85 Listeria innocua 99,6 1,0
23 L91 Listeria innocua 99,6 1,0
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Cizelge 4.7 Listeria izolatlarinin API®Listeria test kiti ile tiir diizeyinde tanimlanmasi

(devam)
0
No | Bakteri API® Listeria Test Kiti ile Tan/omlllzma T
Kodu Tanimlanan Tiir l . Yakinhk
Yiizdesi
24 L92 Listeria monocytogenes 98,5 1,0
Listeria welshimeri 65,7 0,65
25 196 Listeria innocua 34,1 0,58
26 L97 Listeria monocytogenes 98,5 1,0
Listeria welshimeri 65,7 0,65
27 1106 Listeria innocua 34,1 0,58
28 L107 Listeria innocua 99,6 1,0
Listeria welshimeri 72,8 0,42
29 L108 Listeria monocytogenes 20,7 0,25
Listeria innocua 6,3 0,16
Listeria welshimeri 72,8 0,42
30 L122 Listeria monocytogenes 20,7 0,25
Listeria innocua 6,3 0,16
31 L123 Listeria welshimeri 99,9 1,0
32 L124 Listeria innocua 99,6 1,0
33 L125 Listeria monocytogenes 98,5 1,0
34 L129 Listeria innocua 99,6 1,0
35 L133 Listeria innocua 98,7 0,93
Miikemmel Tanimlama % ID >99.9 T >0,75
Cok Iyi Tanimlama % ID >99,0 T>0,50
Iyi Tanimlama % ID >90,0 T>0,25
Kabul Edilebilir Tanimlama : % ID > 80,0 T>0,0
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Listeria spp. izolatlarinin tiir diizeyinde API®Listeria test kiti ile tanimlanmasi
sonucunda; izolatlarin 15’i L. monocytogenes, 11’1 L. innocua, 2’si L. welshimeri ve
2’si ise L. grayi olarak tanimlanmustir. 1 izolatin (L51) tanimlamasi yapilamamis olup, 4
izolat (L96, L106, L108 ve L 122) ise tiir diizeyinde dogru tanimlanamamustir (Cizelge
4.7).

Calismamizla benzer sekilde, Setiani vd. (2015), 37 Listeria izolatinin tiir diizeyinde
tamimlamasin1  API®Listeria test Kkitlerini kullanarak yapmuslardir. Arastiricilar

toplamda 4 izolatin tiir diizeyinde tanimlamasin1 siipheli olarak vurgulamislardir.

API®Listeria test kitleri ile tiir diizeyinde tanimlamasi yapilan Listeria spp. izolatlarinin
gidalar bazinda dagilim ise ¢izelge 4.8’de gosterilmistir. Tavuk donerinden izole edilen
11 adet izolatin; 3’1 L. innocua, 2’si L. monocytogenes ve 2’si ise L. welshimeri olarak
tanimlanirken, 4 izolatin tanimlamasi net olarak yapilamamistir. Arnavut cigerinden
izole edilen toplam 10 adet izolatin; 8’i L. monocytogenes, 1’i L. grayi ve 1’1 ise L.
innocua olarak tanimlanmistir. Ekmek aras1 kofteden izole edilen 6 adet izolatin; 4’1 L.
monocytogenes ve 1’i L. innocua olarak tanimlanirken, 1’inin ise tanimlamasi
yapilamamugtir. Italyan salatasi ve kokoregten izole edilen 2’ser adet izolatlar ise
L. innocua olarak tanimlanmigtir. Sinitzelden izole edilen 2 adet izolatin; 1’1
L. monocytogenes ve 1°i ise L. innocua olarak tanimlanmustir. Et soteden izole edilen 1
adet izolat L. grayi ve rus salatasindan izole edilen 1 adet izolat ise L. innocua olarak

tanimlanmustir.
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Cizelge 4.8 API®Listeria test kiti ile tir diizeyinde tanimlamasi yapilan Listeria
izolatlarinin gida ornekleri bazinda dagilimi

g 4] B
z 5 — = = )
Tiiketime Hazir % g E « g - E =B g
Gida Ornekleri g 8 = _ a = 3 =3 8 2
= c 2] > o »n O »n O C <
E o ) © c < S o € © -l
= g = ) £ = £ =S E %
= _ _ _ i i N ~
L32
L37
L38
e . L46
Arnavut Cigeri - La8 - L20 L85 - - 10
L53
L54
L55
Et Sote - - - L10 - - - 1
. L81
Italyan Salatasi - - - - L82 - - 2
L129
Kokoreg - - - - L133 - - 2
L29
. L47
Kofte Ekmek L51 L49 - - L28 - - 6
L50
Rus Salatasi - - - - L56 - - 1
Sinitzel - L125 - - L124 - - 2
L72
. L92 L6 L96 L108
Tavuk Doner - L97 | L123 L9 1) 106 L2 | M
L107
TOPLAM 1 15 2 2 11 2 2 35

4.2.3 Listeria spp. suslarnin 16S rRNA dizi analizi ile molekiiler diizeyde

tanimlanmasi

Listeria spp. suslarinin molekiiler diizeyde tanimlanmasinda 16S rRNA dizi analizi
yontemi kullanilmistir. 16S rRNA bdlgesinin ¢ogaltilmasinda iiniversal primerler
kullanilmis olup, jel fotograflarinin ¢ekiminde jel goriintiileme sisteminden (Kodak Gel
Logic 200 Imaging System) yararlanilmistir (Sekil 4.2). PZR ile ¢ogaltilan 16S rRNA
gen bolgesinin ¢ift yonlii DNA dizi analizi sonuglari, BLAST programi kullanilarak
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NCBI veri tabaninda bulunan 16S rRNA dizileriyle benzerlik oranlar1 karsilastirilmistir.
(Cizelge 4.9).

Denemeye alinan toplam 35 Listeria spp. izolatinin tiimii 900 bg’lik tek bant vermistir
(Sekil 4.2).

M12 34 56789 101112131415161718 1920 N

Sekil 4.2 Listeria spp. suslariin PZR ile ¢cogaltilan 16S rRNA fragmentleri

M O’Gene Ruler DNA marker (bg): 10000, 8000, 6000, 5000, 4000, 3500, 3000, 2500,
2000, 1500, 1000, 750, 500, 250

1-20 : L6, L10, L20, L28, L29, L32, L37, L38, L46,
L47, L48, L49, L50, L51, L53, L54, L55, L56,
L72, L81

N : Negatif Kontrol
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Cizelge 4.9 Listeria spp. suslarmin 16S rRNA dizi analizi sonuglarina gore

gergeklestirilen tiir diizeyinde tanisi

B ey | Orm | Ger(R) | ram | LSS TRNA DIz
(%) (%)

L6 L. welschimeri 99 L. welschimeri 100 L. welschimeri
L10 |L.innocua 99 L. innocua 99 L. innocua

L20 |L.grayi 99 L. grayi 99 L. grayi

L28 |L.innocua 92 L. innocua 99 L. innocua

L29 | L. monocytogenes 99 L. monocytogenes 99 L. monocytogenes
L32 | L. monocytogenes 99 L. monocytogenes 99 L. monocytogenes
L37 L. monocytogenes 99 L. monocytogenes 100 L. monocytogenes
L38 L. monocytogenes 99 L. monocytogenes 99 L. monocytogenes
L46 L. monocytogenes 99 L. monocytogenes 99 L. monocytogenes
L47 | L. monocytogenes 99 L. monocytogenes 99 L. monocytogenes
L48 | L. monocytogenes 99 L. monocytogenes 99 L. monocytogenes
L49 | L. monocytogenes 99 L. monocytogenes 99 L. monocytogenes
L50 L. monocytogenes 99 L. monocytogenes 99 L. monocytogenes
L51 L. monocytogenes 99 L. monocytogenes 99 L. monocytogenes
L53 L. monocytogenes 99 L. monocytogenes 99 L. monocytogenes
L54 | L. monocytogenes 99 L. monocytogenes 99 L. monocytogenes
L55 | L. monocytogenes 99 L. monocytogenes 99 L. monocytogenes
L56 |L.innocua 99 L. innocua 99 L. innocua

L72 |L.innocua 99 L. innocua 99 L. innocua

L81 |L.innocua 97 L. innocua 97 L. innocua

L82 |L.innocua 100 L. innocua 99 L. innocua

L85 |L.innocua 99 L. innocua 99 L. innocua

L91 |L.innocua 99 L. innocua 99 L. innocua

L92 | L. monocytogenes 99 L. monocytogenes 99 L. monocytogenes
L96 |L.innocua 99 L. innocua 99 L. innocua

L97 | L. monocytogenes 99 L. monocytogenes 99 L. monocytogenes
L106 |L.innocua 99 L. innocua 99 L. innocua
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Cizelge 4.9 Listeria spp. suslarmin 16S rRNA dizi analizi sonuglarina gore
gergeklestirilen tiir diizeyinde tanisi (devam)

B iy | omm | Geri(R) | Oram | L TRNADIZe
(%) (%)

L107 |L.innocua 99 L. innocua 99 L. innocua

L108 | L. monocytogenes 99 L. monocytogenes 99 L. monocytogenes
L122 | L. monocytogenes 99 L. monocytogenes 99 L. monocytogenes
L123 |L. welschimeri 99 L. welschimeri 99 L. welschimeri

L124 |L.innocua 99 L. innocua 99 L. innocua

L125 |L. monocytogenes 99 L. monocytogenes 99 L. monocytogenes
L129 |L.innocua 99 L. innocua 99 L. innocua

L133 [L.innocua 99 L. innocua 99 L. innocua

16S rRNA dizi analizinden elde edilen veriler dikkate alindiginda, 35 Listeria spp.
susunun 18’i L. monocytogenes (L29, L32, L37, L38, L46, L47, L48, L49, L50, L51,
L53, L54, L55, L92, L97, L108, L122 ve L125), 14’1 L. innocua (L10, L28, L56, L72,
L81, L82, L85, L91, L96, L106, L107, L124, L129 ve L133), 2’si L. welshimeri (L6 ve
L123) ve 1’i ise L. grayi (L20) olarak tanimlanmustir (Cizelge 4.9).

Elde edilen veriler dogrultusunda L. monocytogenes varligi en yiiksek belirlenen
gidalar; Arnavut cigeri ((L32, L37, L 38, L46, L48, L53, L54, L55), kofte ekmek (L29,
L47, L49, L50, L51) ve tavuk doner (L92, L97, L108, L122) olarak belirlenmistir.
Ayrica 2 sinitzel 6rneginden izole edilen 1 susta (L125) L. monocytogenes olarak
tanimlanmustir. Et sote (L10), italyan salatas1 (L81, L82), kokore¢ (L129, L133) ve rus
salatasindan (L56) izole edilen suslarda L. innocua olarak molekiiler diizeyde
tanmimlanmistir. Arnavut cigerinden izole edilen diger suslardan biri (L20) L. grayi ve
digeri ise (L85) L. innocua olarak isimlendirilmistir. Ayn1 sekilde tavuk donerden izole
edilmis olan 2 sus (L6, L123) L. welshimeri ve 5 sus (L72, L91, L96, L106, L107) ise
L. innocua olarak adlandirilmistir (Cizelge 4.10).
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Cizelge 4.10 16S rRNA dizi analiz yontemiyle tanimlanan tiirlerin gida 6rnegi bazinda

dagilimi
Tiiketime
Hazir Gida | L. monocytogenes | L. welshimeri L. grayi L. innocua | TOPLAM
Ornekleri
L32
L37
L38
Arnavut L46
Cigeri L4s L20 L85 10
L53
L54
L55
Et Sote L10 1
Italyan L81 5
Salatasi L82
L129
Kokoreg 133 2
L29
L47
Kofte Ekmek L49 L28 6
L50
L51
Rus Salatasi L56 1
Schnitzel L125 L124
L92 L72
L97 L6 L91
Tavuk Doner 1108 1123 L96 11
L122 L106
L107
TOPLAM 18 2 1 14 35

Tez ¢alismasi1 kapsaminda, Listeria varligi bakimindan taranan 23 Arnavut cigerinden
8’inde, 17 kofte ekmekten 5’inde, 15 tavuk donerden 4’linde ve 2 sinitzelden 1’inde
L. monocytogenes varliginin saptanmast halk sagligi acisindan endise verici bir

durumdur.
L. monocytogenes, cevreye genis Olclide yayilmis, buzdolabi sicakliginda, sogutma,

dondurma, 1sitma ve kurutma islemleri gibi olumsuz kosullar altida bile canliligim

stirdiirebilen, halk sagligi acisindan riskli bir patojendir (Kogan ve Halkman 2010,
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Jamali vd. 2013, Cetinkaya vd. 2014, Lerasle vd. 2014, Phraephaisarn vd. 2017). Biiyiik
kentlerde calisgan niifusun artmasiyla birlikte tiiketicinin talebi, kolay ve hizli
hazirlanabilir tiikketime hazir gidalara yonelmistir (Giiner vd. 2012, Brasileiro vd. 2016).
Gida satis noktalarinda satisa sunulan ve hemen tiiketilebilecek hazir yiyecekler/gidalar
tilketime hazir gidalar olarak adlandirilmakta ve bu gidalar ¢ig ya da pismis, sicak veya
soguk, ya da yeniden 1sitma gibi bir 1sil islem uygulanmadan tiiketilebilir halde
bulunmaktadir (Senses Ergiil vd. 2015). Gida hazirlama ve depolama asamalarinda
hijyenik kurallara uyulmadigi takdirde, bu tarz gidalarin mikrobiyolojik yonden
giivenilirligi kaybolmaktadir. L. monocytogenes, gelismis {ilkelerde nadiren gida
kaynakl1 hastaliklara neden olmakla birlikte enfekte olan kisilerin % 20-30'u bu nedenle
olmektedir (Abdellrazeq vd. 2014, Biiyiikyoriik vd. 2014). Bu oran diger gida kaynakli
hastaliklara gore yiiksek bir rakamdir (Stephan vd. 2015).

Tez calismast kapsaminda temin edilen ¢ig ve islem gormiis tiikketime hazir gidalar
arasinda L. monocytogenes varligr bakimindan en riskli gida olarak Arnavut cigeri
belirlenmigtir. Ekmek aras1 kofte ve tavuk donerde riskli gidalar arasinda yer
almaktadir. 29 Aralik 2011 tarih ve 28157 sayili resmi gazete yayimlanan “Gida
Giivenilirligi Kriterleri” esasinca, 25 gr tiiketime hazir gida 6rneginde L. monocytogenes
bulunmasina izin verilmemektedir. Bu kapsamda, tez c¢alismasinda tanimlanan
L. monocytogenes sayisinin fazla olmasi (18/35), Ankara ilinde satisa sunulan tiikketime
hazir gidalarin hijyenik agidan giivenilir olmadiginin ve bu gidalari iireten ve/veya satan
isletmelerin de aymi sekilde tretim ve depolama sirasinda hijyenik kurallara

uymadiginin bir gostergesi olarak kabul edilmektedir.

Akkaya vd. (2006), Afyonkarahisar’da toplam 75 adet kremali pastada Listeria
tiirlerinin varligini aragtirmiglar ve kremali pastalarin 5’inde L. monocytogenes, 8’inde
L. innocua ve 3’linde ise L. seeligeri izole etmislerdir. Arastiricilar Afyonkarahisar’da
satisa sunulan kremali pastalarin halk sagligi ac¢isindan risk olusturabilecegini
vurgulamislardir. Topcu (2006), Ankara il merkezinde gesitli lokanta ve biifelerden
topladig1 25 adet ¢ig ve 25 adet pigsmis olmak tlizere 50 adet tiiketime hazir et {iriinlerinin
mikrobiyolojik kalitesini arastirmistir. Pismis et donerlerin % 4’iinde ve ¢ig tavuk

donerlerin ise % 12’sinde L. monocytogenes varligini saptamistir. Sireli ve Giiclikoglu
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(2007), Ankara’da satisa sunulan 100 adet tiiketime hazir gidadan 13’iinde Listeria spp.
varligini tanimlamislardir. Tugrulelgi (2011), Kayseri ilinde farkli satis noktalarindan
temin edilen toplam 100 adet tiiketime hazir gida 6rneginden sadece 3 adet L. innocua
izole ederek tanimlamistir. Arastirici, Kayseri’deki tiiketime hazir gida satis
noktalarmin halk sagligi agisindan potansiyel bir tehlike olusturmadigini belirtmistir.
Ceylan (2012), Tokat’ta satisa sunulan 25 gida 6rneginden 4’tinde L. monocytogenes
varligm saptamistir. Oksiiztepe vd. (2013), Elazi3’da satisa sunulan 100 adet siitlii
tatliyr Listeria varligi bakimindan arastirmiglar ve hi¢bir 6rnekte Listeria spp. varligina
rastlamamiglardir. Yildirim (2013), benzer sekilde Ankara’da tiikketime sunulan 80 ¢ig
sit ve 80 peynir &meginde Listeria tiirlerinin varligmi arastirmistir. Incelenen
orneklerden 15 izolat elde edilmis ve bunlarmn 11°i L. innocua, 3’4 L. grayi ve 1’i
L. welshimeri olarak tanimlanmistir. Biyiikyorik vd. (2014), Aydin’da farkh
kafeteryalardan temin ettikleri toplamda 270 tiiketime hazir gidada Listeria varligini
aragtirmiglardir. Orneklerin 8’inde Listeria spp. varligi saptanirken, bunlardan 1’i
L. monocytogenes, 5’i L. ivanovii, 1’i L. grayi ve 1’i ise L. seeligeri olarak
belirlenmistir. Cetinkaya vd. (2014), 512 farkli gida Orneginden 20’sinde
L. monocytogenes belirlemislerdir. Ugar vd. (2014), 20 adet kanath etinde Listeria spp.
varligini aragtirmislar ve sadece 2’sinin Listeria ile kontamine oldugunu saptamislardir.
Senses-Ergiil vd. (2015) tarafindan yapilan c¢alismada, 666 hazir yemek {iriinliniin
mikrobiyolojik kalitesi arastirilmis ve drneklerin higbirinde L. monocytogenes varligina
rastlanmamistir. Yavuz (2015), Kiitahya’dan temin ettigi 151 farkli gida 6rneginden
sadece 13 tanesinde Listeria varligini saptamistir. Bunlarin 7’si L. innocua, 4’1 L. grayi
ve 2’si ise L. monocytogenes olarak tanimlanmistir. Yerlikaya ve Yildirnm (2015),
Kayseri’de ¢ig, pismeye hazir ve tiiketime hazir kanatlt eti iirlinlerinde Listeria tiirleri
varligini arastirmis ve orneklerin % 14’tinde L. innocua, % 11’inde L. welshimeri ve %
2’sinde ise L. ivanovii varligin1 belirlemislerdir. Toplam 100 6rnekten higbirinde L.
monocytogenes kontaminasyonuna rastlanmamistir. Gokmen vd. (2016), Balikesir’de
market ve restoranlarda satisa sunulan 235 adet tiiketime hazir gidadan 22’sinde Listeria
spp. varligini ortaya koymuslardir. Bu izolatlardan 5°’i ise L. monocytogenes olarak

tanimlanmaistir.
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Diinyada yapilan benzer caligmalara bakildigi zaman ise; Sant’Ana vd. (2012),
Brezilya’da 512 adet paketli tiketime hazir sebze iriiniinden 16’sinda
L. monocytogenes varligini belirlemislerdir. Jamali vd. (2013), Malezya’da 396
tiketime hazir gidadan 71’inde Listeria varligmmi saptamistir. Bu izolatlardan 45’i
L. monocytogenes olarak tanimlanmistir. Momtaz ve Yadollahi (2013), tarafindan
fran’da 300 taze deniz iiriinii incelenmis ve bunlardan 24°ii Listeria varlig1 bakimindan
pozitif olarak degerlendirilmistir. Bunlardan 18’i ise L. monocytogenes olarak
tamimlanmistir. Garedew vd. (2015), Etiyopya’da 384 adet tiikketime hazir gidadan
96’sim1 Listeria varligi bakimindan pozitif olarak degerlendirmis ve bunlardan 24’iinii
L. monocytogenes, 2’sini L. ivanovii, 48’ini L. innocua, 5’ini L. seeligeri, 9’unu
L. welshimeri, 2’sini L. grayi ve 6’sim ise L. murrayi olarak tanimlanmustir.
Saludes vd. (2015), Sili’de 2647 tiiketime hazir gidayr L. monocytogenes varligi
bakimindan taramiglar ve 265’inden pozitif sonu¢ almislardir. Wang vd. (2015), Cin’de
628 tiikketime hazir gidayr L. monocytogenes varligi bakimindan incelemisler ve 33
tanesini pozitif olarak degerlendirmislerdir. Benzer sekilde, Abdollahzadeh vd. (2016),
Iran’da 237 adet tiiketime hazir giday: Listeria spp. varligi bakimindan arastirmislar ve
bunlardan 7’si L. monocytogenes olarak tanimlamiglardir. Coroneo vd. (2016)
tarafindan, 252 adet Ricotta salatasi lizerinde yapilan tarama ¢alismalar1 sonucunda, 87
ornekte L. monocytogenes varligir belirlenmistir. D’Ostuni vd. (2016) tarafindan
Italya’da 5241 kuzu eti iizerinde yapilan tarama calismasinda, érneklerin 125’inde L.
monocytogenes tanimlanmistir. Mohamed vd. (2016) ise, Misir’da 100 adet islem
gormiis et irlinlinde L. monocytogenes varligini arastirmiglar ve sadece 10’unda

tanimlama yapabilmislerdir.

Tez ¢alismamizda elde edilen veriler, hem iilkemizde hem de diinyada yapilan ve
yukarida 6zetlenen galismalarla paralellik gostermektedir. Ayrica Ankara’da yapilmis
olan benzer ¢aligmalarda (Topcu 2006, Sireli ve Giiciikoglu 2007, Yildirim 2013) elde
olunan degerler, tez g¢alismamizda saptanan degerlerle yiiksek oranda benzerlik

gostermistir.

Cizelge 4.11°de Listeria suslariin tanimlanmasi asamasinda kullanilan API®Listeria

test kiti ile 16S rRNA dizi analizi sonuglarinin karsilastirilmasi yer almaktadir.
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Cizelge 4.11 Listeria suslarmin tanimlanmasi agamasinda kullanilan API®Listeria test
Kiti ile 16S rRNA dizi analizi sonuglarinin karsilastirilmasi

Bakteri Kodu 16S rRNA Dizi Analizleri API®Listeria Test Kiti ile
Sonucu Tanimlanan Tiir Adi Tammlanan Tiir Adi

L6 Listeria welschimeri Listeria welshimeri

L10 Listeria innocua Listeria grayi

L20 Listeria grayi Listeria grayi

L28 Listeria innocua Listeria innocua

L29 Listeria monocytogenes Listeria monocytogenes

L32 Listeria monocytogenes Listeria monocytogenes

L37 Listeria monocytogenes Listeria monocytogenes

L38 Listeria monocytogenes Listeria monocytogenes

L46 Listeria monocytogenes Listeria monocytogenes

L47 Listeria monocytogenes Listeria monocytogenes

L48 Listeria monocytogenes Listeria monocytogenes

L49 Listeria monocytogenes Listeria monocytogenes

L50 Listeria monocytogenes Listeria monocytogenes
Listeria grayi

L51 Listeria monocytogenes Listeria welshimeri
Listeria monocytogenes

L53 Listeria monocytogenes Listeria monocytogenes

L54 Listeria monocytogenes Listeria monocytogenes

L55 Listeria monocytogenes Listeria monocytogenes

L56 Listeria innocua Listeria innocua

L72 Listeria innocua Listeria innocua

L81 Listeria innocua Listeria innocua
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Cizelge 4.11 Listeria suslarmin tanimlanmasi agamasinda kullanilan API®Listeria test
Kiti ile 16S rRNA dizi analizi sonuglarinin karsilastirilmasi (devam)

Bakteri Kodu

16S rRNA Dizi Analizleri
Sonucu Tanimlanan Tiir Adi

API®L isteria Test Kiti ile
Tanimlanan Tiir Adi

L82 Listeria innocua Listeria innocua

L85 Listeria innocua Listeria innocua

L91 Listeria innocua Listeria innocua

L92 Listeria monocytogenes Listeria monocytogenes
Listeria welshimeri

L96 Listeria innocua ——
Listeria innocua

L97 Listeria monocytogenes Listeria monocytogenes
Listeria welshimeri

L106 Listeria innocua
Listeria innocua

L107 Listeria innocua Listeria innocua
Listeria welshimeri

L108 Listeria monocytogenes Listeria monocytogenes
Listeria innocua
Listeria welshimeri

L122 Listeria monocytogenes Listeria monocytogenes
Listeria innocua

L123 Listeria welschimeri Listeria welshimeri

L124 Listeria innocua Listeria innocua

L125 Listeria monocytogenes Listeria monocytogenes

L129 Listeria innocua Listeria innocua

L133 Listeria innocua Listeria innocua

63




API® Listeria Test Kiti ile L. grayi olarak tanimlanan L10 susu, 16S rRNA dizi
analizleri sonucunda L. innocua olarak tanimlanmistir. 29 susun ise 16S rRNA dizi
analizi sonucunda tiir diizeyinde adlandirilmasinda herhangi bir degisiklik
gozlemlenmemistir. API® Listeria test kiti ile tiir diizeyinde tanimlamasi dogru bir
sekilde yapilamayan L51, L108 ve L122 suslar1 16S rRNA dizi analizleri sonucunda L.
monocytogenes, L96 ve L106 suslari ise L. innocua olarak tanimlanmistir (Cizelge
4.11). Sonug olarak; tez calismamizda API®Listeria test Kitleri ile Listeria suslarinin tiir
diizeyinde tanimlanmasi asamasinda basari oran1 % 82,85 olarak saptanmustir. Elde
ettigimiz bu deger, Setiani vd. (2015) ve Yehia vd. (2016) tarafindan elde olunan

verilerle benzerlik gostermektedir.

4.2.4 Listeria spp. suslarinda hlyA gen boélgesi varhigimin arastirilmasi

16S rRNA dizi analizi yontemi ile L. monocytogenes olarak tanimlanan 18 susta (L29,
L32, L37, L38, L46, L47, L48, L49, L50, L51, L53, L54, LS55, L92, L97, L108 L122 ve
L125 suglari), hlyA patojenite gen bolgesinin varligi arastirilmistir. Bu amag igin5'-
GCA GTT GCA AGC GCT TGG AGT GAA-3' ileri primeri ve 5'- GCA ACG TAT
CCT CCA GAG TGA TCG -3' geri primeri kullanilmigtir. hlyA gen bolgesi
fragmentleri % 1 oraninda agaroz igeren jellerde kosturulmus ve jel fotograflarinin

¢ekiminde jel goriintiileme sisteminden yararlanilmistir (Sekil 4.3).

Tez c¢aligmasi kapsaminda 18 L. monocytogenes susundan sadece 15’inin (L32, L37,
L38, L46, L47, L48, L49, L50, L51, L53, L54, L55, L97, L108, L122) 495 b¢’lik hlyA
gen bolgesi bandini igerdigi saptanmistir.3 L. monocytogenes susunda (L29, L92, L125)

ise hlyA gen bdlgesi saptanamamustir.
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Sekil 4.3 Listeria spp. suslarinda PZR ile ¢ogaltilan hlyA fragmentleri

M O’Gene Ruler DNA marker (bg): 10000, 8000, 6000, 5000, 4000, 3500, 3000, 2500,
2000, 1500, 1000, 750, 500, 250

1-18 : L32, L37, L38, L46, L47, L48, L49, LS50, L51,
L53, L54, LS55, L56, L108, L122, L29, L92, L125

N : Negatif Kontrol
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L. monocytogenes’e 6zgii olan ve viriilansliktan sorumlu birkag gen tanimlanmis ve
rolleri saptanmistir (Osaili vd. 2011, Soni vd. 2013, Zeinali vd. 2015, Coroneo vd.
2016). Internalin (inlA ve inIB), hemolisin (hlyA), fosfatidilinositol-6zgii fosfolipaz C
(PI-PLC, plcA), fosfatidilkolin-6zgii fosfolipaz C (PC-PLC, plcB) ve aktin
polimerizasyon proteini (actA); L. monocytogenes’in patojenitesi igin onemli birkag
temel virtilanslik faktoriidiir (Soni vd. 2013, Zeinali vd. 2015).

Tez galismamiz kapsaminda L. monocytogenes suslarinda sadece hlyA gen bolgesi
taramasi yapilmistir. 18 susun sadece 15’inde hlyA gen bolgesi saptanirken, 3’iinde ise
bu gen bolgesine rastlanmamistir. Benzer sekilde; Osaili vd. (2011) 51
L. monocytogenes susunun 29’unun, Coroneo vd. (2016) 87 susun % 93’iiniin ve Zeinali
vd. (2015) 36 susun 32’sinin hlyA gen bolgesini tasimadigini belirtmislerdir. hlyA gen
bolgesi igermeyen L. monocytogenes suslari, patojenik Ozellik gostermemekte ve
herhangi bir enfeksiyona neden olmamaktadir. hlyA gen boélgesi iginde meydana
gelebilecek bir mutasyonun, patojenik L. monocytogenes suslarini atipik suslara

dontistiirmiis olabilecegi diisiiniilmektedir (Zeinali vd. 2015).

Tez galismas1 kapsaminda hlyA gen bdlgesini igermeyen 3 L. monocytogenes susu (L29,
L92, L125) atipik L. monocytogenes suslari olarak tanimlanmuistir.
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5. SONUC

Bu calismada Ankara’da 20 Ocak 2016-20 Aralik 2016 tarihleri arasinda farkli satig
yerlerinden temin edilen birbirinden farkli ¢ig ve islem gormis tiikketime hazir gidalarin
Listeria spp. varligi bakimindan taranmasi amaglanmistir. Elde edilen sonuglar asagida

Ozetlenmistir.

1. Tez galismasi kapsaminda temin edilen toplam 134 tiiketime hazir gida 6rneginin
taramasi, ISO 11290-1 protokolii dogrultusunda yapilmistir. Gida 6rneklerinden
44’inde, ALOA ve PALCAM agar ortamlarinda Listeria varligi bakimindan tipik
koloni morfolojisi gozlemlenmistir. Toplamda gida Orneklerinin % 32,84°i

muhtemel Listeria varligi bakimindan pozitif olarak degerlendirilmistir.

2. Tez caligmasinin bundan sonraki agsamasi tipik koloni morfolojisi gosteren 44 izolat
izerinden devam etmistir. 44 izolata gram boyama, katalaz testi, oksidaz testi ve
hareketlilik testi uygulanmistir. Yapilan morfolojik ve kiiltiirel testler sonucunda 35
izolat katalaz (+), oksidaz (-) ve hareket (+) sonug¢ gostermistir. Katalaz (-) ve

hareketlilik (-) 6zellik gosteren 9 izolat ise deneme disinda birakilmstir.

3. 35 muhtemel Listeria spp. izolatimin tiir diizeyinde biyokimyasal olarak
tanimlanmasi amaciyla API®Listeria test kiti kullanilmistir. Bu kapsamda, 35
izolattan 15’1 L. monocytogenes, 11°i L. innocua, 2’si L. welshimeri ve 2’si ise
L. grayi olarak tanimlanmustir. 5 izolatin ise tiir diizeyinde net bir tanimlamasi

yapilamamigtir.

4. lzolatlarin molekiiler diizeyde tanimlamasini yapabilmek igin 16S rRNA dizi
analizi uygulanmistir. 16S rRNA dizi analizinden elde edilen veriler dogrultusunda;
35 izolattan 18’1 L. monocytogenes, 14’ L. innocua, 2’si

L. welshimeri ve 1’i ise L. grayi olarak tanimlanmustir.
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7.

API®Listeria test kiti ile16S rRNA dizi analizleri kiyaslandiginda,29 susun tiir
diizeyinde tanmimlamasinda degisiklik olmamistir. API®Listeria test Kiti ile
L. grayi olarak tanimlanan bir sus, molekiiler ¢alismalar sonunda L. innocua olarak
tamimlanmistir. API®Listeria test Kkiti ile Listeria suslarmin tiir diizeyinde

tanimlanmasi asamasinda basar1 oran1 % 82,85 olarak saptanmustir.

16S rRNA dizi analizleri sonucunda tanimlanan 18 L. monocytogenes susunda
patojeniteden  sorumlu  hlyA  virilans  geni  varhigi  arastirilmustir.
18 L. monocytogenes susundan sadece 15’inin (L32, L37, L38, L46, L47, L48, L49,
L50, L51, L53, L54, L55, L97, L108, L122) 495 b¢’lik hlyA gen bolgesi bandini
icerdigi saptanmustir. 3 L. monocytogenes susunda (L29, L92, L125) ise hlyA gen

bolgesi saptanamamustir.

Tez galismasi kapsaminda denemeye alinan tiiketime hazir gidalar arasinda en riskli
gidalar Arnavut cigeri, kofte ekmek ve tavuk doner olarak degerlendirilmistir.
Ankara ilinde satisa sunulan tiikketime hazir gidalarda L. monocytogenes sayisinin
fazla bulunmasi (18/35), bu gidalarin gerek iiretim gerekse pazarlanmasi
asamalarinda gerekli hijyen kurallarina yeteri dikkat edilmediginin bir gdstergesi

olarak kabul edilmektedir.

8. Bu calisma, giinlik yasantimizin vazgegilmezi haline gelen tiiketime hazir

gidalarin, toplum saghigi acgisindan risk teskil edip etmediginin arastirilmasi
acisindan onemli tasimaktadir. Ozellikle kolay ulasilabilir ve ekonomik olmasi
sebebiyle siklikla tercih edilen tiiketime hazir gidalarda L. monocytogenes gibi
patojen bir bakteri varligi; bagisikligi baskilanmis kisiler, hamileler, ¢cocuklar ve
yaslilar basta olmak halk saglig1 acisindan oldukga tehlikeli arz etmektedir. Bu
baglamda tez calisma sonuglarina gére Ankara’da satisa sunulan tiiketime hazir

gidalar L. monocytogenes bakimindan riskli bulunmustur.
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EK 1 Kiiltiirel Calismalar I¢in Kullanilan Malzemeler

KATALOG

BESIYERI/KATKI ADI NUMARASI FIRMA
API® LISTERIA 10300 BIOMERIEUX
Bactident® Oxidase 1.13300.0001 MERCK
BHI (Brain Heart Infusion) Broth 1.10493.0500 MERCK
Chromocult® Listeria agar enrichment 1.00439.0010 MERCK
supplement
Chromocult® Listeria agar selective supplement | 1.00432.0010 MERCK
Chromocult® Listeria selective agar base acc.
OTTAVIANI and AGOSTI P MERCK
Etanol 1.00983.2511 MERCK
FRASER Listeria ammonium iron (111) 1.00092.0010 MERCK
supplement
FRASER Listeria selective enrichment Broth 1.10398.0500 MERCK
(Base)
FRASER Listeria selective supplement 1.00093.0010 MERCK
Gliserol 1.04092.2500 MERCK
Gram-Boyama Seti 1.11885.0001 MERCK
Hidrojen Peroksit (H202) (30% ) 1.08597.2500 MERCK
THERMO
LB Broth Base 12780052 SCIENTIFIC
PALCAM Listeria selective agar base acc. To 1.11755.0500 MERCK
Van Netten et al.
PALCAM Listeria selective supplement acc. To 1.12122.0001 MERCK
Van Netten et al.
SIM Medium 1.05470.0500 MERCK
SIGMA-
Tryptone Soya Yeast Extract Agar (TSYA) 93395 ALDRICH
Tryptone soya yeast extract broth 1ISO 11290- 55309 SIGMA-
2:1998 (TSYEB) ALDRICH
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EK 2 Molekiiler Cahsmalar i¢in Kullamlan Malzemeler

. KATALOG .
KIMYASAL FIRMA
NUMARASI
16S Primer (Geri/R) 6121200641E08
ELLA BIOTECH
(CCGTCAATTCCTTTGAGTTT) 189/212
16S Primer (ileri/F) 6121200641E07
ELLA BIOTECH
(AGAGTTTGATCCTGGCTCAG) 188/212
) THERMO
6X DNA Loading Dye R0611
SCIENTIFIC
Agaroz A9539-100G SIGMA-ALDRICH
THERMO
dNTP (100 mM) 359866
SCIENTIFIC
Etilendiaamintetraasetik asit (EDTA) E5134-500G SIGMA-ALDRICH
THERMO
Gene Ruler 1kb DNA Ladder 350148
SCIENTIFIC
) w ) THERMO
GeneJet Genomic DNA Purification kit KO0722
SCIENTIFIC
THERMO
GeneJET PCR Purification Kit K0702
SCIENTIFIC
hlyA Primer (Geri/R) 6121200641E02
ELLA BIOTECH
(GCAACGTATCCTCCAGAGTGATCG) | 187/212
hlyA Primer (ileri/F) 6121200641E01
ELLA BIOTECH
(GCAGTTGCAAGCGCTTGGAGTGAA) | 186/212
Izopropanol 1.00993.1000 MERCK
Kloroform 1024452500 MERCK
THERMO
Lizozim 89833
SCIENTIFIC
) THERMO
Tag DNA Polimeraz 346217
SCIENTIFIC
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EK 2 Molekiiler Cahsmalar i¢in Kullamlan Malzemeler (Devam)

. KATALOG .
KIMYASAL NUMARASI FIRMA
) THERMOSCIENTIFI
TBE Buffer (Tris-borate-EDTA) (10X) B52 c
Tris-Hidroklortir T5941-500G SIGMA
Triton® X-100 1086432500 MERCK
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