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ISTANBUL’DA SATISA SUNULAN DONDURMALARIN LISTERIA
MONOCYTOGENES VE ENTEROBACTERIACEAE SPP. VARLIGI
YONUNDEN iNCELENMESI

OZET

Gilinlimiizde diinya niifusunun hizla artmasina paralel olarak insanlarin besin
ihtiyaclar1 da artig gostermistir. Endiistriyel tiretimin gelismesi ile birlikte hazir gida
tilketimine olan ragbet artmistir. Fakat tiiketimi fazlalasmis olan hazir gidalardaki
gida kaynakli enfeksiyonlar halk sagligmi tehdit etmektedir. Bu gidalardan birisi de
ozellikle yaz aylarinda ilgi goren dondurmadir. Patojen grubunda olan Listeria
monocytogenes ve Enterobacteriaceae spp. dondurmalarda bulunabilen, insan
sagligini tehdit edebilen bakterilerdir. Listeria monocytogenes, dogada yaygin olarak
bulunan gida kaynakli patojenlerden biridir. Uretim sirasinda siite uygulanan
pastorizasyon islemi sayesinde Listeria monocytogenes inhibe edilebilmektedir.
Gidalarda bulunmasi halinde, insanlarda ve bazi hayvanlarda listeriozise neden
olmaktadir. Listeriozis ise ilerlemis olgularda menenjit, septisemi ve spontan abortus
ile sonuglanmustir. Enterobacteriaceae spp., insan ve hayvan gastrointestinal sistem
florasmin bilesenlerindendir. Insanlarda septisemi, iiriner sistem enfeksiyonlari,
kolesistit, yara enfeksiyonlari, gastroenterit, menenjit gibi saglik sorunlarina neden
olmaktadir. Bu c¢alismada; Istanbul piyasasinda satisa sunulan farkli firmalara ait
dondurmalarda iiretimden satisa kadar olan siliregte kontaminasyon ve cesitli
bulagsmalar ile olusabilen Listeria monocytogenes ve Enterobacteriaceae spp.
miktarlar1t VITEK-MS ve Real-time PCR cihazlar1 kullanilarak tespit edilmistir. Elde
edilen sonuglar Tirk Gida Kodeksi’'nde belirlenmis olan degerler ile
karsilagtirilmistir. Tespit edilen Listeria monocytogenes ve Enterobacteriaceae
spp’nin ise gida glivenligi ve halk saghigi agisindan degerlendirilmesi amaglanmaistir.
Enterobactericeae spp. tespiti i¢cin dogrulama metodu ile bakteri saptanmasi
yapilmistir. Paralel olarak c¢alisitlan 70 adet numunenin 35 adedinde
Enterobactericeae spp. siipheli izolat tespit edilmistir. Bunlardan ise toplamda 20
tanesi Tiirk Gida Kodeksi’nin belirlemis oldugu limite uygun degildir. Bulunan
degerler ise; 300-66000 kob/g araligindadir. Ambalajli dondurmalarda 3x10?-23x10?
kob/g Enterobactericeae Spp. tesbit edilmistir. A¢ik satilan dondurmalarda 31x10'-
66x10° kob/g Enterobactericeae Spp. tesbit edilmistir. MALDI-TOF MS prensibiyle
calisan VITEK-MS ile tiplendirilmesi yapilmis olan 20 6rnegin, 7 tanesinde hem
Enterobacter cloacae hem de Enterobacter asburiae tirlerine rastlanmistir. 1
tanesinde ise; Klebsiella pneumoniae tiiriine rastlanmistir. Listeria monocytogenes
tespiti icin ise; tiplendirme sonuglarina gore paralel ¢alisilmis olan 70 adet drnekte
hic L. monocytogenes tanimlanmamis olup; Real-time PCR kiti prosediirii takip
edilerek yapilan analizde izolatlarm hi¢ birinin L. monocytogenes olmadigi teyit
edilmistir. Ancak, 1 adet E. faecalis ve 1 adet L. innocua belirlenmistir. Bu
calismada; halkin giinlik hayatta tiiketmekte oldugu bazi dondurmalarda

XiX



Enterobacteriaceae spp. ve Listeria monocytogenes iceriginin, Tiirk Gida

Kodeksi’nin belirlemis oldugu standartlara uygun olmadigi tespit edilmistir. Bu
durumun halk sagligmi tehdit edebilece§i saptanmastir.

Anahtar Kelimeler: Listeria monocytogenes, Enterobacteriaceae, gida giivenligi
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EXAMINING THE ICE CREAMS OFFERED FOR SALE IN iSTANBUL IN
TERMS OF LISTERIA MONOCYTOGENES AND ENTEROBACTERIACEAE
EXISTENCE

ABSTRACT

Today parallel to the rapid increase of the world’s population, the food requirements
of people have also increased. Together with the development of industrial
production, demand to ready-made food consumption has increased. However the
increase in ready-made food consumption threatens public health due to infections in
ready-made foods concerning food. One of these foods is especially ice cream that is
popular during summer season. Listeria monocytogenes and Enterobacteriaceae Spp.
are bacteria that are included within pathogen group threaten human health. Listeria
monocytogenes is one of the foodborne pathogens commonly seen in nature. During
production by means of pasteurization Listeria monocytogenes is inhibited. In case of
seen in food, it causes listeriosis in humans and some animals. Listeriosis result in
meningitis, septicemia and spontaneous abortus in acute cases. Enterobacteriaceae
Spp., is one of the components of human and animal gastrointestinal system flora.
Septicemia in human causes health problems such as urinary system infections,
cholecystitis, wound infections, gastroenteritis, and meningitis. In this study; ice
creams belong to different companies offered for sale in Istanbul from production to
sales are evaluated in terms of Listeria monocytogenes and Enterobacteriaceae Spp.
amounts due to contamination and various transmissions by using VITEK-MS and
Real-time PCR devices. Obtained results are compared to the values determined by
Turkish Food Codex. Determined Listeria monocytogenes and Enterobacteriaceae is
aimed to be evaluated in terms of public health and food safety. For the detection of
Enterobactericeae Spp., bacteria detection is made via verification method.
Enterobactericeae Spp. suspected isolate is detected within 35 samples among 70
samples working parallel to each other. Totally 20 of them are not conforming to the
limit determined by Turkish Food Codex. The values found are between 300-66000
kob/g. Typology of 20 samples are made via VITEK-MS device and both
Enterobacter cloacae and Enterobacter asburiae types are seen within 7 samples.
Klebsiella pneumoniae type is seen in one of them. For the determination of Listeria
monocytogenes; according to VITEK-MS typology results no L. monocytogenes is
detected within 70 samples studied parallel; no isolates are determined as L.
monocytogenes as a result of the analysis performed by following Real-time PCR kit
procedure. However, 1 E. faecalis and 1 L. innocua are determined. In this study; it
is determined that Enterobacteriaceae Spp. and Listeria monocytogenes content in
some ice creams consumed by the public in their daily lives do not conform to the
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standards determined by Turkish Food Codex. It is determined that this condition
shall threaten public health.
Key words: Listeria monocytogenes, Enterobacteriaceae, food safety
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1. GIRIS ve AMAC

Glinlimiizde Diinya niifusunun hizla artmasina paralel olarak insanlarin besin
ihtiyaclar1 da artig gostermistir. Endiistriyel tiretimin gelismesi ile birlikte hazir gida
tilketimine olan ragbet artmistir. Fakat tiiketimi fazlalasmis olan hazir gidalardaki
gida kaynakli enfeksiyonlar halk sagligimi tehdit etmektedir. Bu gidalardan birisi de

ozellikle yaz aylarinda ilgi géren dondurmadir.

Dondurma igerik olarak siit, su, krema, yagsiz siit kuru maddesi, seker, yag, lezzet ve
renk veren katkilar, emiilgator ve stabilizator iceren, karbonhidrat, protein, yagda ve
suda ¢oziinen A, C, D, E ve B grubu vitaminlerce zengin, minerallerden kalsiyum,
magnezyum, fosfor, potasyum, sodyum, ¢inko ve demirce yiiksek tiim Diinya’da

sevilerek ve yogun sekilde tiiketilen 6nemli bir gida tiriiniidiir (Tekingen, 2000).

Gida ve Tarim Orgiitii (FAO) ve Diinya Saglik Orgiitii (WHO) gibi Uluslararasi
kuruluglar dondurma i¢in baslica kalite parametreleri belirlemislerdir. Buna gore;
ideal bir dondurma igerikge % 31-41 kurumadde, 15-17 seker , % 9-11 yagsiz siit,
% 8—15 siit yag1 ile % 0,2—1 stabilizator ve emiilgatérden olusmalidir. Bu genel
kompozisyon dondurmanin tipine ve iretim kosullarina gore kendi aralarinda

farkliliklar gdsterebilmektedir (Digrak ve Ozgelik, 1991).

Tarihte dondurma hakkinda kim ve ne zaman ilk yapildigina dair kesin bilgiler
bulunmamaktadir. Baz1 kayitlar dondurmanin ilk olarak M.O. 1000’lerde Cin’de
iretildigini bildirmekle birlikte, yakin veya benzer {iriin olarak Romalilarin
Alp’lerden getirdikleri kar1 Neron doneminde (M.S. 37-68) dondurma amagl
kullandiklarm ifade etmektedi. Gliniimiizdeki dondurmaya en yakin {riiniin ilk imal
edildigi donem 16. Yiizyill Avrupasi’dir. Mutfak sanatlar1 agisindan ilk dondurma
tarifi 1769 yilinda Ingiltere’de Elizabeth Raffield adli bir kisi tarafindan bir kadin
dergisinde yaymlanmistir (Yoney, 1968; Konar, 1982).

Dondurma, tiim Diinya’da ve Tiirkiye’de genis halk yiginlar1 tarafindan son derece
sevilerek tiliketilen bir gida maddesidir. Endiistriyel gida sektorii bu genis tiiketici

kitlelerine birbirlerinden oldukga farkli olan herkesin damak lezzetine ve tercihlerine



uygun sekilde genis bir dondurma iirlinleri yelpeazesi sunmaktadir (Saldamli ve

Temiz, 1988).

Endiistriyel dondurma ve geleneksel a¢ik dondurma iiretimlerinden ortak noktalar
karisimin hazirlanmasi, bekletme ve hava yardimiyla dondurma kivamimin verilerek
gida zincirine sunulmasidir (Armani ve ark., 1965). Giiniimiizde ¢agdas dondurma
teknolojileri karisimin hazirlanmasini miiteakip eklenen stabilizatoriin suyu absorbe
ederek, 15-20 dk i¢inde istenen viskoziteye ulagsmasi ve 68°C/30 dk, 80°C/25 sn
veya UHT yontemiyle 138°C’de pastorize edilmesi seklinde uygulanmaktadir
(ICMSF, 1980).

Dondurma, iiretim ve saklama siiresinde farkli sebeplerle mikrobiyel bulagmalara son
derece elverislidir. Dondurma imalati i¢cin gerekli sihhi sartlar saglanmadan iiretilen
driinler saklama siiresince insan saghigi agisindan riskli mikroorganizmalarin
gelismelerine yol agmaktadir. Ingiltere’de 1950-1955 yillar1 arasmnda dondurma
kaynakli on bir gida zehirlenmesi rapor edilmistir. Benzer sekilde Amerika Birlesik
Devletleri’'nde 1986 yilinda bir dondurma markasinda Listeria spp. tespit edilmis,
dort eyalette goriilen bu salginda kirk kisi infekte olarak hastaneye kaldirilmistir.
Ayn1 Listeria salgini1 Fransa’da satilan bir dondurma markasinda da belirlenmis ve

iirlinler satistan toplatilarak imha edilmistir (Rothwell, 1990).

Tiirkiye’de dondurma imalat1 ¢ogunlukla orta ve kiiciik isletmeler ile geleneksel
pastanelerde yapilmaktadir. Bu durum yetersiz hijyen kosullar1 ve zayif teknolojik
altyapinin insan saghigir ve gida giivenligi bakimindan dondurma {iriinlerinin risk

teskil etmelerinde en biiytlik faktorlerdir.

Bu ¢alismada; Istanbul piyasasinda satisa sunulan farkli firmalara ait dondurmalarda
Listeria monocytogenes ve Enterobacteriaceae spp. tirleri mikrobiyolojik olarak
incelenmis, elde edilen izolatlarm VITEK®MS otoanalizér ile karakterizasyonu
yapilmig, molekiiler real-time PCR teknigiyle dogrulamasi, sonuglarin Tiirk Gida
Kodeksi’'nde belirlenmis olan degerler ile karsilagtirmasi ve analiz edilen gida
maddelerinin halk saghgi ve gida giivenligi bakimindan degerlendirilmeleri

amaclanmistir.



2. GENEL BIiLGIiLER

2.1. Dondurmanin Tanim ve Bilesimi

Tiirk Gida Kodeksi Yonetmeligi dondurmayi tat ve ¢esitlerine gore, yapiminda siit ve
siit Uriinleri, kaliteli igme suyu, seker ve katki maddeleri igeren, miisteri tercihlerine
gore istenildiginde sahlep, yumurta ve yumurta lriinleri ve aroma veren katki
maddeleri ile baska g¢esnilerin kullanildigi, pastorize edilmis ve belli bir kivamda
tiiketicilere sunulan gida maddesi olarak tanimlamaktadir (Anonim, 2004).

Dondurma ¢esitlerinden karisitk dondurmada kaymak, c¢esitli meyveler ve
konsantreleri, meyve sulari, kakao, vanilya, findik i¢i, Antep fistig1 ve baskaca

cesniler recetesine eklenmektedir (Coskun, 2005).

Dondurmanin tipik 6zelliklerinin olugsmasindan en 6nemli girdi siittiir. Siit disinda
bilesime giren proteinler, karbonhidratlar, tuzlar ve stabilizatorler, katilasmis yag
globiilleri (~2,3 um), buz kristalleri (<30-50um) ve bu yapilar arasinda arasinda
dondurmanin hacminin bir kismini olusturan 60-170 um capinda hava hiicrelerinden
olusan kopiik kisim bulunmaktadir. Dondurmanin %57-70°1 kat1 ve sivi fazlardan
bulunan sudan olusmaktadir. Baslica su kaynagi ana girdi siit ve diger bilesenlerden
gelmektedir. Kalan %15-60 aras1 kompozisyon ise hava, yag ve serum emiilsiyonu

olarak dagilmistir (Tekinsen, 2008).

Endiistriyel dondurma kremal: siit, yagsiz siit, su, krema, tereyagi, sivi tereyagi,
konsantre ya da yagsiz siit tozu, sakkaroz veya invert seker ve gida additiflerinden
farkli kombinasyonlarda bilesenlerden olusmaktadir (Kon, 1972). Bu bilesenler
receteye gore belli oranlarda karistirilirlar ve devaminda pastorizasyon amaciyla 1s1l
isleme maruz birakilirlar. Pastorizasyon siirecini takiben dondurma karigimi yag
taneciklerinin kiiclilmesi ve bu sekilde sogutma esnasindan topaklanmasinin
onlenmesi i¢in homojenize edilir. Homojenizasyonu bitirilmis karisim 6zel tip bir
sogutucuda +4°C’de olgunlagmasi i¢in dondurma islemine alinir. Dondurma islemi
bitiminde direkt olarak satisa sunulabilecegi gibi, paket ambalajlarda tekrar derin

dondurucularda  sertlestirilerek  tiiketiciye  ulastirilir ~ (Robinson,  1985).



Farkl iiretim tekniklerine sahip olan dondurma i¢in; sade dondurma iiretim semasi

ise agagidaki sekilde belirtilmistir;

Cig siit
Filt&yen
Tartim
Separasyon
[1k pastorizasyon(80°C/30 dk)
Siittozu krema g3 Karistirma ve Isil Islem (65-70°C)
Siikroz _ Homojenizasyon (65-70°C/200 bar)
Glikoz Surup ekleme
Son pastorizasyon (95°C/5 dk)
Filtrasyon
Sogutngr(QOOC)
Olgunlastirma ﬁZOC/O-H saat)

Steril hava \ Dolum (-4/-7°C)

L4

Paketleme
Sertlestirme (-30°C)
Depolama (-25°C)
Dagitim (-25°C)

Sekil 2.1. Sade dondurma iiretim semasi1 (Tekinsen, 1987).

2.2. Dondurmanin Mikrobiyolojik Ozellikleri

Dondurma iiretiminde regetesini olusturan basta hayvansal kaynakli gida maddesi siit
olmak tizere diger pek ¢ok girdi mikroorganizmalar ile bulasma riski tagimaktadir.
Uretim esnasindan en az bir defa pastdrizasyon yapilmasina ragmen, diger iiretim
asamalarinda bulagsma olasilifi devam etmektedir. Dondurma pek ¢ok

mikroorganizma i¢in ideal bir yasam ortam saglamaktadir. Besin dgeleri bakimindan



cok zengin olan dondurma 1s1l islem gormiis olsa dahi, sporlar
etkisizlestirilememektedir. Dondurmada 1s1l isleme en dayanikli mikroorganziamalr
genellikle patojen ve toksik mikroorganizmalardir. Dondurmada siklikla tespit edilen

bulagsma kaynaklar1 asagida sunulmaktadir:

e Siit, siitten iiretilen ve diger katki maddeleri,
e Makineler, aletler ve muhtelif ekipmanlar,

e Su,

e Cevresel faktorler,

e Uretim personel,

e Ambalaj malzemeleri,

e Lojistik ve dagitim zinciri

Dondurma iiretim ve satis zinciri asamasina kadar mikrobiyolojik riskleri en aza
indirecek en 6nemli faktor soguk saklama ve diisiik sicakliktir. Bu noktada olacak
herhangi bir kopukluk ya da hata dondurmayi1 mikrobiyolojik bakimdan riskli bir
duruma getirmektedir (Inal, 1990).

Dondurma kalitesi iizerinde son derece etkili mikroorganizmalar arasinda Bacillus
Spp.  sporlari, mikrokoklar, enterokoklar, korinebakterler ~6nemli roller
oynamaktadirlar. Bu tiir bakterilerin baslica kaynaklar1 dondurma girdilerinden olan
siit ve siit tozu olup, gelistigi ve cogaldiklar1 dondurmalarda acimsi bir tat
olustururlar (Or, 2009). Bu nedenle, pastdrizasyon gibi 1s1l islem uygulamalarinin tek
baslarina yeterli olmadiklar1 goériilmektedir. Sonu¢ olarak dondurma imalatindaki
tiim hammadde girdilerinin kontrolii ve liretimde 1iyi iiretim ve hijyen tekniklerinin
uygulanmast gida giivenligi ve tlketici sagligi acilarindan biiylik Onemler

tasimaktadir (Inal, 1990).

Tiirk Gida Kodeksi Mikrobiyolojik Kriterler Tebligine gére dondurmalarda gecerli
mikrobiyolojik degerler Cizelge 2.1’de verilmistir. Buna gore dondurmalarda en
riskli mikroorganizmalar Listeria monocytogenes ve Enterobacteriaceae Spp.

tirleridir.



Cizelge 2.1: Tiirk Gida Kodeksi Mikrobiyolojik Kriterler Tebligi’nde Dondurma Ve
Siitlii Buzun Mikrobiyolojik Degerleri (Anonim, 2011).

Mikroorganizma Limitler (kob/g)
Enterobacteriaecea 10'-10?
L.monocytogenes 0-25

2.3. Listeria monocytogenes

1926 yilinda Cambridge Universitesi'nde yapilan arastirmalarda, tavsanlarda
meydana gelen bir salginda saptanmis ve Bacterium monocytogenes adi verilen
Gram pozitif olan bu bakterinin epidemik bir enfeksiyona neden oldugunu
bildirilmistir. Bir y1l sonra Giiney Afrika' da ytiriitillen ¢aligmalarda yeni bir bakteri
izole edilmis ve kesfedeni Lord Lister anisina Listerella hepatolytica ad1 verilmistir.
Ilerleyen yillarda devam eden arastirmalara dayanilarak adi Listeria monocytogenes,
1940 yilinda yapilan siniflandirmada ise Listeria monocytogenes olarak son seklini

almistir (Ryser ve Marth, 1991).

Listeria cinsinin tanimlanmasidan sonra ise uzun bir siire Listeria monocytogenes
bu genusun tek tiirii olarak bilinmistir. L.grayi 1966 yilinda, L.murayi 1971 yilinda,
L.innocua 1981yilinda, L.seeligeri ve L.welshimeri 1983 yilinda ve 1985 te
L.ivanovii tirleri tammmlanmistir. Yapilan filogenetik analizler ve molekiiler biyoloji
metotlarmin etkisi sayesinde giliniimiizde Listeria genusu L. monocytogenes,
L.welshimeri, L.seeligeri, L.ivanovii, L.innocua ve L.grayi olmak lizere alt1 adet alt

gruptan olusmaktadir (Ryser ve Marth, 1991).

Listeria monocytogenes; ¢ubuk sekillinde, Gram pozitif, diizgiin, spor olusturmayan
6 tirden olugsmaktadir. Bunlardan iki tanesi patojen (L. momnocytogenes ve L.
ivanovii) ve dort tanesi patojen olmayan (L. innocua L. seeligeri, L. welshimeri, ve L.

grayi ) tiirlerdir (Seeliger ve Bockemiihl, 1968).

L.monocytogenes traselliiler yani hiicre i¢i bir bakteridir. Bu sayede 16kosit ve
fagositik makrofajlar iginde canli kalabilme ve cogalabilme 0Ozelligine sahiptir

(Goniilalan, 2010).



Listeria tiirii bakteriler kiiciik (0,5 pm c¢ap,1- 2 pm uzunluk ), diizgiin, yuvarlak
kenarhidir. Tek halde bulunabildikleri gibi kisa zincir halinde de bulunabilirler. Gram
pozitif bakteriler olup, aerob 6zellik gostererek spor olusturmazlar. Optimal lireme
sicakliklar1 30-37°C' dir, 20-25°C' de tiredikleri zaman peritrik flagellalar olusturarak
hareket edebilirler, ancak 37°C' de iiredikleri zaman da c¢ok az hareketli veya
hareketsizdirler. Triptoz agarl besiyerlerinde iiretilen kolonileri goriintiisii ise tipik

mavi-yesil renk ve parlama gosterirler (Galsworthy ve ark., 1990).

Listeria spp. optimal iireme i¢in genellikle biotin, riboflavin, tiyamin, alfa lipoik asit
ve amino asitlere ihtiya¢ duymaktadir. Karbonhidratlardan (6rnek olarak glikozdan)
yan lriin olarak asitler tiretilir ve bunlar Listeria spp.’nin ¢ogalmasi i¢in gereklidir.
Genel olarak Listeria spp. sellektif olmayan bazi besi yerlerinde iyi tiremektedirler.
Tryptone soy buyyon (TSB) ya da Brain-heart infusion (BHI) buyyon gibi se¢ici
olmayan besi yerlerinde aerobik ve anaerobik olarak iireyebilmektedirler. BHI
buyyonda 30°C/ 12 saat inkiibasyon sonunda bakteri duragan faza ge¢cmektedir
(Goniilalan, 2010).

Listeria tiirlerinin gida, ¢cevre ve fekal kaynaklardan izolasyonu icin pek ¢ok farkl
besi yerleri kullanilmaktadir. ISO, 11290-1 ve 2 standartlar1t PALCAM ve OXFORD
selektif agarlar1 onermistir. Cilinkii bu tip agarlarda ortas1 bombeli tipik morfolojilerin
gelismesi olas1 goriinmektedir. Son yillarda L. monocytogenes tespitinden kromojen

agarlar yaygin sekilde kullanilmaya baslamistir (Goniilalan, 2010).

L. monocytogenes’in en Onemli Ozelligi gida ile tasinarak, gidanin raf Omriiniin
sonuna kadar gidayr agir olarak kontamine etmesine olanak vermesidir. L.
monocytogenes’ in gelismesi i¢in ideal ortam sunan baslica gida maddeleri arasinda
peynirler, sttler, 1s1l islem goriimiis sosis gibi et {iriinleri, farkli etler, fiime balik,
deniz kabuklular1 ve islenmis sebzeler gelmektedir. Bu tiir gida maddelerinin L.
monocytogenes 1icin uygun pH alanlar1 yarattiklar1 ve degisen fizikokimyasal

ozelliklere sahip olduklar1 bilinmektedir (Goniilalan, 2010).
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Sekil 2.2. L. Monocytogenes’in Cevre Konake1 Sikliisii (Ivanek ve ark., 2006)

Diinyada yapilan calismalara gore, insanlarda goriilen listeriozis vakalarmin genel
olarak direkt bulagsma olarak veya sekonder olarak patojenik Listeria tiirleri ile
kontamine olmus olan gidalarin tiiketilmesi sonucu meydana geldigi belirtilmektedir

(Barza, 198)5).

Listeriozis, insanlar ve bazi hayvanlarda goriilmekte ve genel olarka uterusu ve
gebelik donemini, merkezi sinir sistemini veya dolagim sistemini etkilemektedir.
Hayat1 tehdit eden enfeksiyon fark edilir tiirdendir (Goniilalan, 2010). Enfeksiyon
genel olarak antibiyotik yardimi ile tedavi edilir fakat baz1 durumlarda ise insandaki
listeriozis vakasi sonucu 6liim oran1 %20-40 aralifinda gerceklesmektedir (Farber ve

Peterkin, 1991).

Listoriozis vakalar1 yaz sonunda ve sonbahar aylarinda yiikselis gdstermekte iken,
hayvanlarda ise ilkbaharda daha fazla goriilmektedir. Ortalama olarak enfeksiyon 30

giin civarinda seyretmektedir (McLauchlin ve ark., 1991).

Listoriozis hastaligmin insanlara bulagsmasmma neden olan gidalar ise asagidaki

cizelgede belirtilmistir.



Cizelge 2.2: Listeriozis Bulasmasina Neden Olan Gidalar (Ryser ve Marth, 1991)

Siit iiriinleri | Et Bahk Sebze meyve Kompleks
Gidalar
Yumpsak Pigirilmis Baliklar Lahana salatas1
peynir tavuk
Cig st Hindi Kabuklu deniz | Tuzlanmis
& frankfurter tirtinleri mantar

Dogranmis Sandvig
Dondurma Sucuk-sosis Karides

meyveler

- Kelle ve Tiitstilenmis Cig sebzeler-
Tereyagi domuz
balik tursu
kiymasi

Diinya capinda yapilan arastirmalara gore insanlardaki listeriozis vakalarmin biiyiik
kismi1 L.monocytogenes’in siit, siit liriinleri, et, kanath eti, sebze, salatalar ve deniz
iirlinleri gibi patojen Listeria tiirleriyle kontamine gidalarin tiikketilmesiyle bulastigini
belirtmistir. Bu vakalarmin cografik dagilim gostermesi de enfeksiyonun en yaygin
kaynagmin gida kaynakli bulagsma olabilecegini gostermektedir (McLauchlin ve ark.,
1991). Diinyadaki insan Listeriozis salginlar1 dagilimi ise asagidaki cizelgede

belirtilmistir.

Cizelge 2.3: Diinyada Insan Listeriozis Salgmlar1 (McLauchlin, 1996)

Yer Vaka sayis1 | Muhtemel kaynag
Almanya-1966 279 Bilinmiyor
Fransa-1976 162 Bilinmiyor
ABD-1979 20 Cig sebze ve siit
Yeni Zelanda-1980 21 Deniz tiriinleri
Kanada-1981 41 Lahana salatas1
ABD-1983 49 Stit
Isvigre-1983-1984 25 Bilinmiyor
ABD-1985 86 Yumusak peynir




2.4. Enterobacteriaceae Familyasi

Enterobacteriaceae tiirleri insan ve hayvan barsak mikroflorasinin en yaygin
iyeleridirler. Giiniimiizde tip alaninda en c¢ok miicadele verilen infeksiyon
kaynaklarmm basindan gelmektedirler. Insanlarda yol actiklar1 bashca infeksiyonlar
arasinda iiriner sistem, yara, sindirim sistemi, menenjit ve pndmoni infeksiyonlari
gelmektedir. Enterobacteriaceae tiirleri Gram (-), fakiiltatif anaerob, ve sekeri
fermente edebilen, katalaz pozitif, oksidaz negatif ve nitrat1 nitrite indirgerler (Tham,

2012).

2.4.1. Enterobacteriaceae Tiirleri

2.4.1.1. Escherichia (E.) coli

E. coli bakterisi ilk kez 1885 yilinda ¢ocuk ishal vakasinda izole edilmistir. Chalmer
ve Castellani adli bilimadamlar1 1919 yilinda bu bakteriye Bacterium coli adini
vermislerdir. Ileri yillarda bakterinin yeni adi karakteristik &zelliklerini tanimlayan
bilimadaminin admni ve dogal iiyesi oldugu barsak tanimini alarak, Escherichia coli

seklinde belirlenmistir (Unat, 1986; Toreci ve ark., 2002).

E. coli Gram (-), fakiiltatif anaerob ve sporsuz bir mikroorganizmadir. £. Coli gida
sektorii icin fekal kaynakli bulagmaya isaret eden gdsterge bir mikroorganizma
olarak gida kodekslerinde yer almistir. Cok sayida tiirii bulunmaktadir. Ancak, bu
tirler arasinda patojen (hastalik yapici) olanlar baslica dort ana grupta

toplanmaktadir (Tham, 2012).
Bunlar:

Enterotoksijenik E. coli (ETEC): Enterotoksin olusturan ve iki yas alt1 ¢ocuklarda
diyareye yol acan tiirdiir (Bilgehan, 2000).

Enteropatojenik E. coli (EPEC): Siit ¢ag1 ¢ocuklarinda agir diyare ve salgma yol
acan tlirdiir (Erdem, 1999).

Enterohemorajik E. coli (EHEC): O157:H7 olarakta bilinen, son derece tehlikeli,
baslica gida ve su yollar1 ile yayilan ve infekte ettigi hastada ileri zamanlarda anemi

ve nefropatiye yol acan tiirdiir (Erdem, 1999).

Enteroinvaziv E. coli (EIEC): Mukozada tilser ve salgili lezyona yol acan tiirdiir

(Bilgehan, 2000).
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2.4.1.2. Klebsiella spp.

Klebsiella Edwin Klebs tarafindan kesfedilmis, spor olusturmayan, kisa uglari
yuvarlak, Gram (-), hareketsiz, fakiiltatif anaerob ve ideal gelisme sicakligi 37°C
olan bakteri genusudur (Erdem, 1999). Bu genusun baslica alt gruplar1 arasinda K.
pneumoniae, K. granulomatis ve K. oxytoca gelmektedir. Insanlarda goriilen
infeksiyonlarm baslica sebepleri arasmmda olup, insan diskisinda 10* kob/g
bulunmaktadir (Tham, 2012). Son yillarda bu tiiriin i¢cinde plazmid aracili Klebsiella
pneumoniae carpapenamaz (KPC) olarak bilinen genislemis spektrumlu beta-laktam
antibiyotiklere karsi diren¢ gelisimi tiim Diinya’da artan sekilde goriilmektedir

(Nicasio ve ark., 2008; Nordmann ve ark., 2009).

2.4.1.3. Enterobacter spp.

Enterobacter tiirleri Gram (-) ve antimikrobiyal ajanlara enterobakterilere gore ¢cok
daha fazla direngli mikroorganizmalardir (Wade ve ark., 1991). Gidalarda en siklikla
izole edilen tipleri arasinda E. aerogenes, E. cloacae ve E. Asburiae gelmektedir

(Ahmet ve ark., 1995).

2.5. Diinya’da Yapilan Calismalar
Nawal. Gh. ve ark.(1997) Amerika Birlesik devletleri’'nde satilan dondurmalarda
yatiklarimikrobiyolojik incelemelerde Listeria tiirlerinin bulunma sikligini %8 olarak

tespit etmislerdir.

Cordano ve Rocourt (2001) Sili’de satisa sunulan dondurmalarda %3,5-7,4

oranlarinda Listeria monocytogenes bulmuslardir.

Dhanashree ve Otta (2003) Hindistan’da tiiketilen dondurmalarda Listeria tiirlerinin
goriilme oranlarim1 %17,5 olarak belirlemistir. Listeria tiirleri arasinda en baskin

fenotipler L. innocua ve L.monocytogenes oldugu goriilmiistiir.

Molla ve arkadaslar1 (2004) inceledikleri dondurma 6rneklerinin L. monocytogenes

tipini en yaygin sus olarak tespit etmislerdir.

Robinson (2005) Ingiltere, Galler, Iskocya ve Kuzey Irlanda’da satilan
dondurmalarda L. monocytogenes bulunma oranmi %26, Hindistan Bombay
sehrinde acik satilan tiim dondurmalarda %100, Avustralya’da %13,9, Kosta Rika’da

%2 ve son olarak 1999 yili verilerine gore Tiirkiye’de %10 olarak bildirmistir.
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Brezilya’da yiiriitiilen bir diger ¢alismada ise incelenen toplam 60 adet dondurma
orneklerinin hi¢ birisinden Listeria izolatlar1 elde edilmemistir (Abrahdo ve ark.,

2008).

ABD Hastalik Kontrol ve Korunma Merkezleri (Centers for Disease Control and
Prevention, CDC) tarafindan 1998-2008 yillar1 arasinda bildirilen Listeria kaynakli
toplam 359 hastalik, 258 hastanede tedavi vakasi ve 38 6liimiin sebepleri arasinda
cesitli dondurmalarm tiiketimlerinin de oldugu rapor edilmistir (CDC, 2011a; CDC
2011b; DCD, 2013; Cartwright ve ark., 2013).

Bu ¢alismaya benzer bir arastirma ise Saludes ve ark. (2015) tarafindan 2008 ve
2012 wyillar1 arasinda Sili’de yapilmistir. Calismada Sili’nin muhtelif bolge ve
sehirlerinden toplanan 2.647 adet muhtelif gida Ornekleri arasinda Listeria
monocytogenes pozitif sonug¢ veren toplam 265 adet gidalarin %1°1 dondurma

orneklerinden olusmustur.

2.6.Tiirkiye’de Yapilan Calismalar
Keskin ve arkadaslar1 (2007), Istanbul ili sinirlar1 iginde tiiketicilere sunulan
dondurmalarm  %12,7’sinin Gida Kodeksi Mikrobiyoloji Kriterler Tebligine

uymadiklarmi belirlemistir.

Agaoglu ve Alemdar (2004) Van ilinde satilan dondurmalarin % 13,3 {iniin E. coli
ile bulag olduklarmi tespit etmislerdir. Bu oranin sade dondurmalarda %8, meyveli

dondurmalarda ise % 5,3 gerceklestigi belirlenmistir.

Jaleli ve Abedi (2008) ise inceledikleri dondurmalarin yalnizca %1,3’iiniin L.

monocytogenes icerdigini géstermistir.

Benzer sekilde Goniilalan (2010) Kayseri’de yiiriittiigii bir arastirmada inceledigi
dondurma Orneklerinin %24°niin Listeria tiirleri bakimmdan pozitif olduklar1 tespit

etmistir.

Tirkiye’de Listeria monocytogenes’in dondurmalarda varliklari, gelisimi ve
cogalmasini Onlemeye doniik yapilan ¢alismalarda Ciftcioglu ve ark. (1992)
inceledikleri toplam 50 adet dondurma Orneklerinin 45 adetin Listeria
monocytogenes ile ylksek miktarlarda bulas olduklarini, Akman ve ark. (2006)
Adana ve Kahramanmaras illerinde satilan farkli dondurmalarm %13,8 ile %17,2

arasinda degisen oranlarda Listeria monocytogenes tespit edildigini, Gunduz ve
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Tuncel (2006) dondurma iireten firmalardaki makineler ve aletlerde Listeria
monocytogenes’ in biyofilm olusturma kabiliyetini ve bu durumu engellemeye doniik
tedbirleri arastirirken, Ozturk ve ark. (2010) bitkisel kaynakli ekstraktlardan Listeria

monocytogenes’ in inhibisyonuna nasil faydalanilacagini irdelenmistir.
2.7. VITEK- MS ile Tiplendirme

Kiitle spektrometresi otomatik mikrobiyal Tiplendirme yapan bir sistemdir. Caligma
prensibi (Matriks Yardimecili Lazer Iyonizasyonlu Kiitle Spektrometresi)
mikroorganizmanin protein profilini inceleyerek referans bir spekturum ile

karsilagtirma esasina dayanmaktadir (Rifaat ve ark., 2014).

Bu teknik ile sekerler, peptitler, proteinler gibi biyomolekiiller lazer 1511 yardimi ile
parcalanarak kiitleleri ile orantili olarak absorbsiyonu sayesinde tanimlanmaktadir
Kiitle spektrometresi mikrobiyoloji laboratuvarlarinda farkli kokenlerden izole edilen
suslarin hizli, dogru ve yliksek giivenilirlikle tanimlamasimi yapan bir cihazdir

(Cetinkaya ve Ayhan, 2012).

2.8.Polimeraz zincir reaksiyonu (PCR)

PCR yontemi molekiiler teknolojideki en 6nemli gelismelerden biri olup ydntem,
belli bir uzunluktaki DNA diziliminin in vitro replikasyonuna ve DNA polimeraz
enziminin hedef DNA’y1 in vitro cogaltmasi ilkesine dayanir. PCR reaksiyonu
arastirilmas1 istenen Ornekteki DNA’nmin iki zincirinin yiiksek 1s1 yardimi ile
birbirinden ayrilmasina yani denatiirasyona, daha sonra da sentetik
oligoniikleotidlerin hedef DNA’ya baglanmasmi, sonra =zincirin uzamasini
(polimerizasyon) ve bu sikluslarin belirli sayida tekrarlanmasma dayanir. Tiim bu

basamaklara amplifikasyon islemi denmektedir. (McPherson ve Moller, 2000).

PCR yontemindeki temel bilesenler; hedef DNA, hedef DNA’nin dizilerini
tamamlayan tek zincirli primerler, 4-deoksiriboniiklotid trifosfat ve 1siya dayanikl
olan DNA polimerazidir. En ¢ok kullanilan DNA polimeraz Thermus aquaticus adi
verilen termofilik bakteriden izole edilir ki buna Taq DNA polimeraz adi
verilmektedir. Bakteri tanimlanmasi i¢in ise; genellikle basit bir PCR turu kullanilir
ve bazi durumlarda nested PCR, multipleks PCR, real-time PCR gibi farkl
yontemleri de kullanilabilir (Siqueria ve Rogas, 2003).
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PCR’un baslica kullanim alanlari; mikrobiyolojik calismalar, adli tip ve genetik
bozukluklarin belirlenmesi olarak 6zetlenebilir. Cihazin avantajlari; teknigin c¢ok
hizl1 olmasi, kan serum, doku, hiicre gibi materyallerin yani sira eski zamanlara ait
kurutulmus 6rneklerinde incelenebilmesi; toksinlerin ve viriislerin teshis edilebilmesi
antimikrobiyal ilaclara direngli olan bakterilerin saptanabilmesidir (Walker ve

Douan, 1989).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Gereg

Bu arastirmada Istanbul ili sinirlar1 i¢inde satilan agik ve ambalajli dondurma
ornekleri Listeria monocytogenes ve enterobakterilerin varliklar1 bakimindan
mikrobiyolojik yontemle incelenmistir. Bu amacla, toplam 70 adet dondurma analiz
edilmistir. Ambalajli dondurmalar 15 farkli isletmeden 4 farkli markaya ait
cikolatali, sade ve karisik olarak tercih edilmistir. Acik satilan dondurmalar ise 15
farkli igletmeden alinmis olup, 100’er gram miktarda cikolatali, sade ve karisik
olarak tercih edilmistir. Ornekler steril numune torbalarina konulmus ve +4°C’deki
0zel tasima kutusunda gida mikrobiyolojisi laboratuvarina tasinmis ve bekletilmeden

incelemeye almmustir.

3.1.1. Kullanilan laboratuvar gerecleri ve cihazlar

e Hassas elektronik terazi

e Otoklav

e Inkiibator

o SLAN®-96S real-time PCR

e VITEK®MS kiitle spektrometresi (bioMérieux)

e Ekiivyon ¢ubugu
e Petri

e Oze

e Bunsen beki

e Cam beher

e Spatiil

e Pens

e FEtil alkol

15



Cam deney tiipii

Schott siseler

Filtreli torba

Otoklav torbasi

Cam meziir

10 ml tek kullanimlik plastik pipet
Parafilm

MS pleyti

Matriks CHICA soliisyonu
Steril eldiven

Mikropipet 1-10 ul, 10-100 pl

Pipet uglar1 1 pl, 100 pl ve 200 pl

3.1.2.Kullanilan reaktifler

Saf su

Maximum Recovery Diluent (Merck 1.12535)
Violet Red Bile Glucose agar (VRBGA) (LABO08S)
Nutrient agar (Merck 1.05450)

Glukoz agar (M107315.0500)

Oksidaz test kiti (M113300.0001)

Half-Fraser buyyon (Merck 1.10399)

Fraser buyyon (Merck 1.10399)

PALCAM besiyeri (Merck 1.11755)

Kanli agar (Merck 1.10886)
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Cizelge 3.1: Incelenen dondurma 6rnekleri dagilimi

Numune Tiiri Adet (n)
Ambalajli sade dondurma 11
Ambalajli ¢ikolatali dondurma 11
Ambalajh karisik dondurma 11
Agik sade dondurma 12
Acik cikolatalt dondurma 12
Acik karisik dondurma 13

3.2. Yontem

Enterobactericeae Spp. sayimi ve izolasyonu ISO 21528-2 metoduna gore, Listeria
monocytogenes sayimmi ve izolasyonu ise ISO 11290-1 metoduna gore yapilmustir.
Klasik yontem ile tespit edilen Enterobactericeae Spp. sipheli koloniler MALDI
TOF MS teknik bazli olan VITEK MS, (BioMerieux, Fransa) cihazi kullanilarak
tiplendirilmistir. Listeria monocytogenes stipheli koloniler yine VITEK MS ve ayni
zamanda ve Real-Time PCR cihazi (SLAN -96S ) ile tiplendirilmeye calisilmigtir.

3.2.1. Enterobactericeae spp. mikrobiyolojik incelemesi

Enterobactericeae spp. i¢in kullanilan yontemde ilk olarak besiyeri hazirlama iglemi
gerceklestirilmistir. Maximum Recovery Diluent (MRD), Violet Red Bile Glucose
Agar (VRBGA), Nutrient Agar ve Glukoz Agar besiyerleri hazirlanmistir.
Numunelerin analize hazirlanmalar1 ise su sekildedir; 10 g numune hassas terazide
tartilarak steril posete konuldu. 90 ml Maximum Recovery Diluent (MRD) ile

stomacherde 1/10 oraninda homojenize edilmistir.

Her numune i¢in, numuneden beklenen mikroorganizma sayisma gore diliisyonlar
hazirlandi. Numune stomacherde homojonize edildikten sonra 1/10 seyreltilmis olur
(10™). Yeni bir pipetle bu diliisyondan 1 ml alinarak iginde 9 ml diliisyon sivisi
(MRD) bulunan baska bir tiipe aktarildi. Bdylece 107 lik diiliisyon hazirlanmis olur.
Daha ileri diliisyonlar i¢in 107 den 107 ve 10™ gibi ileri ondalik diliisyonlar elde
edildi. Son diliisyondan ilk diliisyona dogru gitmek kosulu ile her seyreltimden
disposable 2 ayr1 petri kutusuna 1’er ml konuldu. Uzerlerine 10 ml 45°C’ye
sogutulmus VRBGA ddkiilerek ve petri yatay sekilde hareket ettirilerek inokulum ile

karigimi1 saglanmastir.
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Sekil 3.1: Katilasmasi beklenen VRBGA

Karisimin katilagmasi beklendikten sonra, bakteri yayilmasini engellemek ve
fakiiltatif anaerop ortam saglamak i¢in katilagsmis yilizeyi tamamen kaplanacak
sekilde 15 ml 45°C’ye sogutulmus VRBGA cklendi. Bu sekilde fakiiltatif anaerob
ortam olusmasi saglanmig olundu. Katilastiktan sonra ters c¢evrilen petriler 37°C 24
saat siire ile inkiibe edildi. Daha sonra koloniler degerlendirildi. VRBGA agarda zon
olusturan veya olusturmayan pembe, kirmizi, mor renkteki koloniler karakteristik
kolonilerdir. Karakteristik tipik kolonilere dogrulama islemi yapildi. Dogrulama
islemi i¢in; tipik kolonilerden Nutrient Agar’a gegis yapildi ve 37 °C de 24 saat
inkiibasyona birakild1. Inkiibasyondan sonra Nutrient Agar’da saflastirilan kolonilere
oksidaz testi yapildi. Nutrient Agarda iyi izole edilen kolonilerden 6ze yardimi ile
alinarak strip tizerine siiriildii. 60 sn igerisinde strip lizerinde koyu mor renk olusumu

pozitif olarak degerlendirildi. Renk degisim yok ise negatif olarak degerlendirildi.

Sekil 3.2: Nutient Agar’ a gegis

Oksidaz negatif veren koloniler fermantasyon testine tabii tutuldu. Oksidaz (+)

veren kolonilerden Glukoz Agara ekim yapildi ve 37°C de inkiibe edildi. Tiipiin
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tamami eger sar1 renkte ise pozitif olarak degerlendirildi. Biitiin bu islemlerin
sonucunda oksidaz negatif, glukoz pozitif olan koloniler Enterobactericeae spp.
olarak degerlendirildi. Pozitif olarak degerlendirilen izolatlar ayrica MALDI TOF
MS bazli VITEK®MS cihazi kullanilarak identifiye edilmistir.

3.2.2. Listeria monocytogenes mikrobiyolojik incelemesi

L.monocytogenes mikrobiyolojik incelemesi ISO 11290-1 metodu takip edilerek
yapilmistir. Buna goére 25 gram dondurma Ornegi steril stomacher torbasina
konmulmus ve {lizerine 225 ml Half-Fraser Buyyon eklenmistir. Siispansiyon
Stomacherde 2-4 dakika homojenize edilmis ve devaminda 30°C/24-26 saat

inkiibasyona birakilmistir.

Sekil 3.3: Stomacher’a alinmis dondurma 6rnekleri

On zenginlestirme Kkiiltiiriinden selektif zenginlestirme amaciyla inkiibasyon
bitiminde inkiibe edilmis soliisyondan pipetle 0,1 ml almmarak 10 ml Fraser buyyon
iceren cam tiliplere aktarilmis ve 37°C/48 saat tekrar inkiibasyona birakilmistir.
Inkiibasyon sonunda selektif kat1 besiyeri PALCAM &ze yardimiyla ekim yapilarak
bir kez daha 37°C/24 saat inkiibasyona konulmustur. Inkiibasyon sonunda PALCAM
agarda gelisen 1-2 mm c¢apinda zeytinyesili-gri renkli ve siyah zonlu koloniler
sipheli kabul edilerek dogrulama yapilmistir. Bu amagla izole edilen L.
monocytogenes slpheli kolonilere gram boyama, katalaz Beta-hemoliz testi

yapilmistir. Testlerin bitiminde katalaz pozitif, Gram pozitif ve Beta-hemoliz pozitif
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koloniler MALDI-TOF MS (VITEK*MS) cihazinda ve Real-time PCR cihazinda

karsilagtirmali olarak dogrulanmaya ¢aligilmistir.

3.3. VITEK® MS ile Tiplendirme

MALDI TOF (MALDI TOF MS; Matriks Aracili Lazer Iyonizasyonlu Kiitle
Spektrometresi- ‘Matrix Assisted Laser Desorption lonization-Time of Flight Mass
Spectrometry’)  kiitle spektrometresi temelinde mikroorganizmalar1 tanimlayan
sistemdir ve bakteri hiicrelerinin protein profilini ¢ikararak veri tabaninda bulunan
referans bir spektrum ile karsilagtrma yapmasina dayali identifikasyon yontemidir
[22]. VITEK-MS cihaz1 bu prensiplere bagli kalarak sadece mikrobiyolojik

analizlerin hizla yapilmasi amaciyla gelistirilmistir.

VITEK MS (bioMérieux, Fransa) kullanimi; 6nce numunelerden yukarida anlatilan
klasik mikrobiyolojik yOntemlere gore bakteri izolasyonu yapilmistir. Tek
kullanimlik steril 6ze ile slipheli koloniden alinan az bir miktar “target” adi verilen
cihaza ait metal plakalar iizerinde belirlenmis alanlara diizgiin ve homojen sekilde

yayilarak kurumasi beklenmistir.

Pozitif kontrol olarak plakanin ilgili alanina E. coli ATCC 8739 referans kontrol susu
bahsedilen sekilde yayilmis ve daha sonra 6rnekler ve pozitif kontrol susu iizerine
I’er uL matriks (%50 “asetonitril” ve %2.5 “trifluoroasetik asid” i¢inde doymus “o-
cyano-4-hydroxycinnamic asid) eklenmis ve plaka tekrar havada kurumaya
birakilmustir. Ornekler hazirlandiktan sonra target olarak isimlendirilen plak VITEK

MS, (bioM¢érieux, Fransa)” cihazima yiiklenmis ve iglem baslatilmistir.

Cihaz yazilimi ana meniisiine giris yapilarak, hazirlanan slayt barkodlanmis ve
orneklerin oldugu alanlar isaretlenmistir. Cihaz numunelerin yayildig: her bir alana
lazer atiglar1 yapar ve ve Ornegin molekiilleri iyonize hale gecip cihazin tiipii
icerisinde molekiil agirhigma gore ugmaya baslar. Dijital hale gevrilen veriler TOF
(time of flight- ugus zamani) olusturmak iizere biriktirilir ve cthaz igerisinde bulunan
bir dedektor yardimi ile saptanir. Elde edilen verilerin analizi veritabani ile analiz

edilerek calisilan mikroorganizmalar isimlendirilmislerdir.
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3.4. L. monocytogenes izolatlar real-time PCR incelemesi

Mikrobiyolojik inceleme sonucu elde edilen siipheli L. monocytogenes suslarmn real-

time PCR yoOntemiyle dogrulamasi islemine gecilmistir.
3.4.1. DNA izolasyonu

Karakterizasyon i¢in; molekiiler SLAN®-96S marka Real-Time PCR cihazi
kullanilmis ve Qiagen marka kit prosediirii takip edilerek amplifikasyon kosullar1
saglanmistir. QTAGEN marka, ayni test icinde 96 6rnek calisabilmekte ve testi 2,5

saat icinde tamamlayabilmektedir.

Stipheli L. monocytogenes suslarmdan DNA materyali Eurofins GENESpin DNA
izolasyonu kiti (Eurofins GeneScan, Almanya) prosediirii uygulanarak elde
edilmistir. Izolasyon sonucu elde edilen genetik materyaller real-time PCR

asamasinda kullanilmak amaciyla -20°C’de saklamaya alinmustur.

Numune ve kontrol reaksiyon ayarlamalar1 yapilmistir. Ik PCR aktivasyon asamasi
icin 95°C de 5dk HotStarTaq PlusDNA polimeraz aktivasyonu yapilmistir. Sonra 3
asamal1 olarak dongii islemi olmustur ve bu islemler ise; denatiirasyon, tavlama ve
uzatma islemleridir. Denatlirasyon 95°C de 15 sn, tavlama 60°C e 15 sn ve uzatma
islemleri ise 72°C de 10 sn’dir. 3 asamali dongii islemi gergeklesirken 60°C de veri
toplama islemi gergeklesmistir. Yesil 151k 495/520 nm ve sar1 151k ise 524/557 nm yi

ifade etmistir. Sonuglar cihazda goriilen standart egriye gore degerlendirilmistir.

Ana karigim (master mix) 10 pl olarak hazirlanmistir; tizerine 10 ul DNA eklenerek
20 pl son hacim elde edilmistir. PCR tiiplerine; 95°C'de 5 dakika, 95°C'de 15 saniye,
60°C'de 15 saniye, 72°C'de 10 saniye olacak sekilde 40 dongii uygulanmustir.
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Sekil 3.4. DNA Izolasyonu Asamasi

3.4.2. Real-time PCR Kkosullar

L. monocytogenes sipheli izolatlarin real-time PCR yontemiyle dogrulamasi igin
Qiagen QIAsymphony mericon L. monocytogenes kiti prosediirii takip edilmistir.
Cihaz olarak SLAN®-96S model real-time PCR cihaz1 kullanilmistir. Kitin soliisyon
icerikleri ve real-time PCR amplifikasyon kosullar1 asagidaki Cizelgelerde

sunulmustur.
Cizelge 3.2: Real-time PCR kit soliisyonu igerikleri
fgerik Ornek
ggr;uzl pozitif kontrol 20 reaksiyon
QuantiTect Niikleik Asit 1,5ml

Diliisyon Tamponu

Enzimlerden Aritilmis Su | 1,9 ml

Mavi Multiplex PCR kit 2x130 pl
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Cizelge 3.3: Real-time PCR amplifikasyon kosullar1

Islem Adi Kosullar
[k denatiirasyon 95°C/5 dk, 1 dongii

0 . .
Denatiirasyon 95°C, 15 saniye )

| I
) . 0 . ‘. | 40 dongii

Primer baglanmasi 60°C, 15 saniye e
Sentez 72°C, 10 saniye ,ll

Hedef DNA i¢in FAM dalgaboyu 151k (495/520 nm) ve internal kontrol amagh MAX
dalgaboyu 151k (524/557 nm) secilmistir.
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4.BULGULAR

Istanbul’un cesitli bolgelerinden pastane, market, sarkiiteri vb. incelenen 6rneklerin
bulundugu yerlerden endiistriyel olarak ambalajli sekilde iiretilmis veya geleneksel
olarak {iretilmis ve acik satilan dondurmalardan en az 10’ar gr olmak kosulu ile 70
adet numune usuliine uygun olarak toplanarak, Enterobactericeae spp. ve Listeria
monocytogenes varliginin saptanmasi amaci ile paralel numune calisarak incelendi.
Alinan 6rnekler 33 adet ambalajli, 37 adet acik satilan dondurmalardan olusmaktadir.
Ambalajli dondurmalarin 11 adeti sade, 11 adeti c¢ikolatali, 11 adeti karisik
dondurmadir; agik dondurmalarin ise 12 adeti sade, 12 adeti ¢ikolatali, 13 adeti

karisik dondurma olarak segilmistir.

Toplanan 6rneklerin dagilimi Cizelge 4.1° ve Cizelge 4.2°de sunulmustur.

Numune tiirii dagilimlar ve ylizdesi
18 - y
16 = — B
14 |
12 -
10 -
8 -
6 |
4 -
2 H numune sayisl
_
0 % numune dagihmi
2 2 2 3 2 2
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Sekil 4.1: Numune Tiirleri Dagilim

4.1. Enterobactericeae Bulgularn
Incelenen 70 adet numune ile yapilan analiz ve dogrulama testleri sonucunda 35 adet

numunede Enterobactericeae siipheli izolat tespit edilmistir. Yapilan sayimlara gore
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ise bu izolatlarin toplamda 20 tanesi kodekse uygun degildir ve 300-66000 kob/g
araligindadir. Geri kalan 15 tanesi ise <10-60 kob/g araligindadir yani kodeksin
belirlemis oldugu 10* kob/g limitine uygundur. Elde edilen sonuglara gére ambalajli
dondurmalarm 5 adedinin, agik satilan dondurmalarm 15 adedinin Tirk Gida
Kodeksi’nde belirlenmis limit degerlerin lizerinde oldugu saptanmistir. Uygun
olmayan izolatlar VITEK-MS cihazina verilerek Enterobactericeae’larin hangi
tiirleri oldugu saptanmistir. VITEK- MS cihazinda yapilan arasgtirmada 20 6rnegin 7
tanesinde hem Enterobacter cloacae hem de Enterobacter asburiae tirlerine

rastlanmistir. 1 tanesinde ise; Klebsiella pneumoniae tiirline rastlanmistir.

Cizelge 4.1: Numunelerin Enterobactericea spp. Sayim Sonuclar1 ve

Spesifikasyonlar1
Numune Tiirii
Tiirk Uygunsuz
Numune (Limit
Gida Saptanan
Sayisi . - Dis1)
Kodeksi | Degerler
Ambalaj | Dondurma Tiirii M | Limiti Numune
Tiirii Sayisi
Sade dondurma 11 17x10° cfu /g 1
.| Cikolatali 19x107-23x10
A C
mbalajl dondurma 1 cfu/g 2
2 2
Karisik dondurma | 11 5 3x10°-5,6x10 2
Max 107 | cfu/g .
Sade dondurma 12 cfu/g zéj(/lg -66x10 8
Ac¢ik | Cikolatal 1 3,1x107 - s
dondurma 16,4x10° cfu /g
2 2
Karisik dondurma | 13 ijlex/;o -8,1x10 2

Ambalajli dondurmalarda Enterobactericeae Spp, 3x10” - 23x10 olarak bulunurken,
acik satilan dondurmalarda 3,1x10” - 660x10” olarak saptanmustr.

Belirlenen mikroorganizmalarin bilgileri ise asagida belirtilmistir;

Enterobacter cloacae; Koliform grubu, fakiiltatif anaerob, gram negatif, sporsuz ve
laktozdan asit ve gaz olusturan bakterilerdir. Gidalarda koliform bakteri varhigi
yetersiz ve yanlig pastdrizasyon ve pisirme uygulamalarinin veya yetersiz sanitasyon

uygulamalarmin bir gostergesidir (Cakir, 1999).

Enterobacter asburiae; Enterobacter iiyelerinden, hareketsiz olup Klebsiella’lardan
lizini (aminoasit) dekarboksile etme yeteneklerinin olmayist ile ayrilirlar. insan

saghignt tehdit eden hastalik etkeni bir mikroorganizmadir (Bilgehan, 2000).
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Klebsiella pneumoniae; dzellikle iiriner sistem enfeksiyonlari, septisemi, pndmoni ve

nozokomiyal enfeksiyonlardan sorumludur (Winn ve ark., 2006).

Tirk Gida Kodeksi Mikrobiyolojik Kriterler Tebligi’'ne gore dondurmanin
mikrobiyolojik &zellikleri; dondurmanm 1 grammda en fazla 10* kob/g

Enterobactericeae bulunabilmektedir (Anonim, 2011).

Cizelge 4.2: Limit Dis1 Olan Ambalajli Dondurma Orneklerinde Tespit Edilen

Enterobactericeae Sayisi

. Ambalajh dondurma
Ornek Enterobactericeae (kob/g)
Sade 1,7x10°
Cikolatali 1,9x10°
Cikolatali 2,3x10°
Karisik 3x10°
Karisik 5,6x10°

Cizelge 4.3: Limit Dis1 Olan A¢ik Dondurma Orneklerinde Tespit Edilen

Enterobactericeae Sayisi

) Ac¢ik dondurma
Ornek Enterobactericeae (kob/g)
Sade 2x10*
Sade 1,5x10*
Sade 6,5x10°
Sade 2,9x10*
Sade 4,6x1 0’
Sade 6,6x10"
Sade 2,2x10°
Sade 3,6x10"
Cikolatali 12,2x10°
Cikolatali 16,4x10°
Cikolatal 7,6x107
Cikolatali 1,1x10°
Cikolatali 3,1x107
Karisik 4,7x10
Karisik 8,1x10”
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Asagida Sekil 4.2.de ambalajli dondurmalardaki limite wuygun olmayan

Enterobactericeae spp. belirtilmistir.

Ambalajli Dondurma Grubu

2500
2000
1500 H Enterobactericeae spp. (kob/g)
1000
” .:\
0 .
ambalajli  ambalajli ambalajli ambalajli ambalajl TGK Limiti
sade cikolatali  ¢ikolatall karisik karisik Enterobactericeae spp.
dondurma dondurma dondurma dondurma dondurma (10% kob/g)
1 1 2 1 2

Sekil 4.2: Limit Dis1 Olan Ambalajli Dondurmalarda Enterobactericeae spp. sayim
Bulgular1

Asagida Sekil 4.3.de acik dondurmalardaki Tirk Gida Kodeksi limitlerine uygun

olmayan Enterobactericeae spp. belirtilmistir.

Ac¢ik Dondurma Grubu

70000
60000
50000
40000
30000
20000
10000

M Enterobactericeae (kob/g)

A

IR R
T 8 © © @ @ @ o £ £ £ £ £ £  TGK Limiti
L L 2 v v 2 L v o ccocgo &8 :
oS- S S < R S Z % Z £ X L x Enterobactericeae spp.
x x x x x & & (10*kob/g)
0 O O O O
@ @®© @®© (@© @©

Sekil 4.3: Limit Dis1 Olan A¢ik dondurmalarda Enterobactericeae spp.
Sayim Bulgular1

28



Asagida Sekil 4.4 de Ambalajli ve ag¢ik dondurmalarin Enterobacteriaceae Spp.
Sayilar1 Yoniinden Karsilastirilmasi grafik olarak belirtilmistir.

70000

60000

50000

40000
B Minimum

30000 B Maximum

20000

10000

Packaged Unpackaged

Sekil 4.4: Ambalajli ve A¢ik Dondurmalarin Enterobacteriaceae Spp. Sayilari

Yoniinden Karsilastirilmasi

4.2. Listeria monocytogenes Bulgulari

Klasik mikrobiyoloji yontemi ile incelenen 70 adet numuneden elde edilen toplam 10
adet L. monocytogenes siipheli izolat VITEK-MS ile tiplendirilmis ve devaminda
Real-time PCR ile karakterize edilmistir. Hazirlanan izolatlar VITEK-MS ile
tiplendirilme yapilmis L. monocytogenes tiiriine raslanmamistir. Ancak VITEK —-MS
‘de izolatlardan 1 adet Enterococcus faecalis ve 1 Listeria innocua identifiye
edilmistir. Siipheli izolatlar yine Real-time PCR kiti prosediirii takip edilerek yapilan

analiziyle  hi¢  birinin  Listeria  monocytogenes  olmadigi dogrulanmistir.
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Cizelge 4.4: Numunelerin Listeria monocytogenes Sayim sonuglari

Numune Tiiri Tiiek Uygunsuz
Numune (Limit
Sayisi Gida Saptanan Disi)
Kodeksi | Degerler
Ambalaj | Dondurma Tiirii (n) Limiti Numune
Tiirii Sayisi
Sade dondurma 11 - Uygundur
Ambalajli Cikolatalt 11 i Uygundur
dondurma
Karisik dondurma 11 0 cfu/ - Uygundur
Sade dondurma 12 25g - Uygundur
Agik Gikolatal 12 } Uygundur
dondurma
Karisik dondurma 13 - Uygundur

Belirlenen mikroorganizmalarin bilgileri ise asagida belirtilmistir;

Listeria cinsi 6 tlr icermekte, bunlar; L. monocytogenes, L. innocua, L. seeligeri, L.

ivanovii, L. welshimeri ve L. grayi’dir. Bunlar icinde sadece Listeria monocytogenes

insanlara patojendir (Vazquez-Boland ve ark., 2001; Buchrieser ve ark., 2003;

Swaminathan, 2001; Roche ve ark., 2009).

Enterococcus faecalis kolonileri, dogumdan kisa bir slire sonra tiim insanlarin

bagirsak sistemlerinde bulunur. Enterococcus faecalis bireyde ciddi enfeksiyonlara

neden olur. Bu mikroorganizma bagirsaklarda, cerrahi yaralarda, karin bolgesi ve

dogum Oncesi enfeksiyonlara ve i¢ kalp zar1 iltihabina sebep olmaktadir (Key ve ark.

1997).
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5. TARTISMA ve SONUC

Dondurma, besleyici degeri yaninda hijyenik yonden uygun olmayan hammadde
kullanimi, yetersiz iiretim teknolojisi gibi sebeplerle patojen mikroorganizmalar1
veya bu mikroorganizmalarin toksinlerini icerebilmektedir (Dubbertin ve Siems,

1975).

Siite; sagim, tasima ve isleme sirasinda bulasan mikroorganizmlarin dondurmalarda
bulunmasi, dondurmanin patojen maddelerle bulasikligini, oncelikle 1s1 isleminin
yetersiz yapildigmi, kullanilan malzemelerin sterilize edilmedigini, suyun bulasik
oldugunu ve ayni zamanda da hijyen kurallaria uyulmadigin1 gosterir. Bu bakteriler,
dondurmada yapilan yetersiz pastorizasyon islemlerinin veya pastdrizasyon sonrasi

bulagmanin bir gdstergesi olarak kabul edilmektedir (Karakus, 1993).

Dondurma yapiminda kullanilan farkli hammaddeler ve katki maddeleri kullanim1
aracilig1 ile baz1 mikroorganizmalar dondurmaya karisabilirler. Pastrizasyon islemi
sporlar disinda zararl bakterilerin etkisizlestirilmelerini saglar. Ancak 1sil isleme

ragmen hayatta kalan bakteriler olduk¢a patojen olan tiirlerdir (Inal, 1990).

Insanlarm bir¢ogu, tiiketilen gidalarla birlikte aldiklar1 baz1 bakterilerden dolay1 gida
zehirlenmesine maruz kalmaktadir. Gida zehirlenmesine neden olan bakterilerin cogu
dogada yasamlarmi silirdiirmektedir. Tiketiciye sunulan son {iriinlerde
mikroorganizmalarin bulunma risklerini 3 temel alanda toplanabilir: Bunlar
hammaddede dogal olarak bulunabilen mikroorganizmalar, iiretim esnasinda
bulasabilen mikroorganizmalar ve son lriiniin ambalajlanmasi, depolanmasi veya

tasinmasi esnasinda bulasabilen mikroorganizmalardir.

Fransa’da 2007 yilinda (Kérouanton ve ark., 2007), Cin’de 2008 yilinda (Zhang ve
ark., 2008), Almanya’nin Baden-Wiirttemberg sehrinde diigiin swrasinda tiiketilen
dondurmalar (Johler ve rak., 2013) ve son olarak yine Almanya’nin Freiburg
sehrinde yapilan bir vaftiz toreni sonras1 verilen kutlamaya katilan toplam 31 kisiden
13’1 tiikettikleri cesitli teze dondurmalar kaynakli stafilokokal enterotoksinler

nedeniyle hastaneye kaldirilmistir (Fetsch ve ark., 2014).
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Dondurmanin yiiksek protein igerigi tehlikeli pek mikroorganizmanin ¢ogalmasi i¢in
en onemli sartlardan birisini olusturmaktadir. Bu sebeple, enterotoksin {lireten patojen

mikroorganizmalar kaynakli gida zehirlenmeleri rapor edilmistir.

Dondurmalarda Stafilococcus aureus kaynakli infeksiyonlar ve gida zehirlenmeler
disinda bir diger 6nemli patojen mikroorganizma ise Listeria monocytogenes’dir.
Listeria monocytogenes ya da Listeria alt gruplar1 kaynakli olumsuz vakalara

dondurmanin ¢okga tiiketildigi gelismis tilkelerde de rastlanmaktadir.

Diistik sicakliklarda iireyebilmeleri ve dondurma iireticisi isletmelerinde de var
olabilme ihtimali ile sikint1 yaratan Listeria spp., ortamda az olmas1 sebebi ile de
izolasyonlar1 zor olan bakteri tiiriidir (Tekin, 2010). Buzdolab1 sicakliginda dahi
gelisebilen; kurutma, 1sitma, dondurma ve sogutma islemlerine ragmen bile
canliligm1 koruyabilen bir bakteri olmasi sebebi ile gidalar arasinda dondurmada
bulunma riski olduk¢a yiiksektir. Bu durumda gida kaynakli hastaliklarin

olusabilmesine zemin hazirlamaktadir.

L. monocytogenes, ilk olarak 1926 yilinda izole edilmesine ragmen giiniimiize kadar
halk sagliginda Onemini yitirmeyen gida kaynakli bir patojen bakteridir. Dogada
genis bir yayilim alanma sahiptir. Her tiirli atik ve lagim sulary, toprak, su, sebze ve
hayvan yemleri bu alanlarin basinda gelmektedir. L. monocytogenes, insanlara
kontamine gidalarin tiiketilmesi ile oral yoldan bulagmaktadir. Bunun disinda;

solunum, deri ve konjuktiva yol ile de bulagsma olabilmektedir.

Listeria spp., tiirii bakterilerinin sebep oldugu enfeksiyonlarm ¢ogu siit ile
taginmaktadir. Dondurmada siit ile tiretilmesinden dolay1 bir risk icermektedir. Siit,
Listeria bakterilerini mide asidinin etkilerinden korur. Bu sebeple hastaligin
bulagsmasinda ve yayilmasinda Onemli etkisi vardw. L. monocytogenes, siitiin
icerisinde serbest olarak ya da yaygin bir sekilde bulunan lokositlerin igerisinde yer
alir. Listeria bakterisinin hiicre i¢i olmas1 kendisini siitte bulunan imminoglobulin,
lizozim, peroksidaz ve laktoferin gibi bir¢cok substansa karsi koruyabilir. Bu 6zellik
sebebi ile siite uygulanan pastorizasyon isleminde bile canliligmi koruyabilir,
buzdolab1 sicakliginda iireyebilir ve gidalar ile viicuda almabilirler (Barza 1985,

Doyle ve ark. 1987).

Farkli Listeria alt gruplarinin ozellikle siitler ve siit iirlinlerinde goriilme sikliklarinin

yiiksek olduklar1 bilinen bir gercektir. Bu sebeple Listeria monocytogenes ve/veya
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diger Listeria tiirlerinin titiz ve hassas sekilde tespiti ve takibi gida giivenligi ile halk
saglig1 agilarindan biiyiik 6nem tagimaktadir (Nayak ve ark., 2015). Gelistirilen ve
artan sekilde ragbet gore tespit yontemleri arasinda otoanalizor sistemler ile DNA
tabanli molekiiler yontemler gelmektedir (Sharma ve ark., 2014; Nayak ve ark.,

2015; Cloke ve ark., 2016).

Tirk Gida Kodeksi Mikrobiyolojik Kriterler Tebligi’'ne gore dondurmanin
mikrobiyolojik 6zellikleri; dondurmanin 25 graminda Listeria monocytogenes

bulunmamalidir (Anonim, 2011).

Enterobactericeae insanlar ve hayvanlarda dogal bagirsak florasinda bulunurlar.
Uriner sistem enfoksiyonlari, yara enfeksiyonlari, sindirim sistemi enfeksiyonlari,
menenjit gibi bir¢ok hastaligin en dnemli sebebidir (Tham, 2012). Gidada sik izole
edilen onemli tiirleri E. aerogenes, E. cloacae ve E. asburiae’ dir (Ahmet ve ark.,

1995).

Enterobactericeae bakterilerinin ¢ig siitiin yapisinda bulunmalari, siitiin bagirsak
orjinli herhangi bir kaynak ile temas ettigini ve ayni siitiin her tiirlii hastaliga neden
olabilecek mikroorganizmalar1 tasidigini gostermektedir. Bazi dondurma iireticileri
de dondurmayi {iiretim asamasinda iken pastorize siit kullanmak yerine ¢ig siit
kullanarak yapmaktadirlar. Bu durumda da Enterobactericeae bakterilerinin varhigi
gida ile direkt olarak viicuda girmekte ve halk saghigimi tehdit etmektedir (Altun ve
ark., 2002).

Tiirkiye’de yapilan birgok ¢aligmada, piyasada satilan dondurmalarin 6nemli
diizeyde mikroorganizmalarla kontamine oldugu ve halk saghgi tehtidi

olusturabilecegi konusuna dikkat ¢ekilmistir.

Ulkemizde dondurmanm mikrobiyolojik kalitesini degerlendirmek iizere 1962-2000
yillar1 arasinda Istanbul, Ankara, Elazig, Kahramanmaras ve Denizli illerinde
calismalar yapilmistir. Bes ilimizde yapilmis olunan 11 arastrmada farkli yapi
ozelliklerine sahip degisik nitelikteki dondurmalar {izerinde calisilmistir ve farkl
donemlerde yapilmis olunan bu ¢alismalarin tiimiinde yapmis oldugumuz ¢alismaya
paralel olarak mikrobiyolojik kalite acisindan birden ¢ok sorunla karsilasildig: ifade

edilmistir (Ozer ve ark., 1962).

Erol ve ark. (1998), Ankara’daki ¢esitli pastanelere ait 30’u vanilyali, 26’s1 ¢ikolatali

ve 44’1 meyveli olmak iizere toplam 100 dondurma 6rnegini mikrobiyolojik ag¢idan

33



inceledikleri caligmada; toplam aerobik mezofilik bakteri ve koliform sayilari
sirasiyla vanilyali dondurma oOrneklerinin % 63,2 ve % 73,1’inin; ¢ikolatal
dondurma 6rneklerinin % 73,0 ve % 57,4’linlin; meyveli dondurma 6rneklerinin ise
% 61,3 ve % 52,1’min TSE’nin dondurma standardina uygun olmadigini
saptamislardir. Yaptiklar1 ¢alismada inceledikleri 6rneklerin halk saghigi agisindan

potansiyel risk olusturabilecegi sonucuna varmislardir.

Mukan ve Evliya (2002) Adana’da satilan kaymakli dondurmalarin mikrobiyolojik
kalitesini degerlendirme amagl olarak, cesitli pastane, imalat ve satis noktalarindan
24 dondurma numunesi alarak yaptiklari calismada, 6rneklerin %87.5’inde Koliform
bakteri saptamiglar ve Adana’da satisa sunulan dondurmalarm mikrobiyolojik

kalitesini diisiik bulmuslardir.

Agaoglu ve Alemdar (2004), yaptiklar1 calismada, Van’da tiiketime sunulan
dondurmalarda halk sagligi yOniinden Onem tasiyan bazi patojen bakterilerin
varliginin arastirilmasi amaciyla yaptiklar1 ¢alismada gesitli pastanelerden saglanan
toplam 75 adet sade, c¢ikolatali ve meyveli dondurma orneklerinin mikrobiyolojik
analizler sonucunda; % 8’inde L. monocytogenes, % 25,3’linde K. pneumoniae, %
17,3’ tiinde Salmonella spp., % 13,3’liinde E. coli ve % 13,3’linde S. aureus tespit

etmislerdir.

Patir ve ark. (2004), Elazig’da agik olarak satiga sunulan kaymakli (sade) ve meyve
aromali dondurmalarda koliformlarn tiirleri ile dagilimlarini inceledikleri ¢alismada
50 adet kaymakli ve 50 adet meyve aromali (limonlu, kakaolu, fistikli, visneli ve
cilekli dondurmalarin her birinden 10 adet) olmak iizere toplam 100 adet dondurma
ornegi almiglardir. Arastirma sonucunda orneklerde koliform sayilari, <1,00 -5,74
log10 kob/g olarak bulunmustur. Dondurma 6rneklerinden toplam 632 sus izole eden
arastirmacilar kaymakli dondurmalardan izole edilen 186 susun 41’inin (% 22,04) E.
coli, 89’unun Escherichia spp. (% 47,85), 45’inin Citrobacter spp. (% 24,19),
32’sinin Enterobacter spp (% 17,20) ve 20’sinin Klebsiella oxytoca (% 10,75)
oldugunu saptamiglardir. Meyve aromali dondurmalardan izole edilen 446 susun
26’smin (% 5,83) E. coli, 190’min (% 42,60) Enterobacter spp., 103’iiniin (% 23,09)
Escherichia spp, 96’smin (% 21,52) Citrobacter spp. ve 57’sinin de (% 12,78)
Klebsiella oxytoca oldugunu tesbit etmislerdir. Kaymakli dondurmalarda Escherichia
cinsinin, meyve aromali dondurma oOrneklerinde ise Enterobacter cinsi bakterilerin

daha yaygin oldugunu belirlemislerdir. Bu arastirmada, Elazig’da tiiketime sunulan
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dondurmalarin 6zellikle E. coli ile Enterobacter spp. igermesi nedeniyle, iiriiniin
hijyenik kosullarda yapilmadigini, dolayisiyla halk sagligi acisindan yeterli

gilivenceye sahip olmadigi saptanmistir.

Bu ¢alismaya benzer sekilde Akman ve ark. 2004 yilinda Kahramanmaras’ tan temin
ettikleri 28, Adana’dan temin ettikleri 30 adet dondurma olmak tizere 58 adet
dondurma Ornegini Listeria spp. varligi yoniinden incelemislerdir. Kahramanmaras
ilinden alinan 6rneklerin 14’iinde, Adana ilinden alinan 6rneklerin 10’unda Listeria
tiirlerinin varhigini belirlemislerdir. Yapilan biyokimyasal tiir tayininde 58 ornekten
22’sinin L.grayi ile, birer adedinin ise L.innocua, L.welshimeri ile kontamine
oldugunu tespit ederlerken, bu calismaya paralel olarak 6rneklerin hi¢ birisinde

L.monocytogenes bulunmadigini ifade etmislerdir.

Bu ¢alismaya benzer yontem kullanarak Keskin ve ark. (2007), Istanbul ilinde 55
merkezden alinan 50 adet sade dondurma orneginden, S. aureus varligi acisindan %
12,7°sinin (7 merkeze ait Ornek) mikrobiyoloji tebligine uygun olmadigmi

belirlemislerdir.

Akarca ve Kuyucuoglu (2008) Afyonkarahisar merkezindeki dondurma satig
yerlerinden alinan 50 adet sade dondurma 6rneklerinden % 22’°sinin toplam aerobik
mezofil bakteri, % 44’lniin koliform bakteri ve % 22 ‘inin S. aureus sayilari
yoniinden Tiirk Standartlar1 (TS) 4265 Dondurma Standardinda ve Tirk Gida
Maddeleri Tiiziigli Sade Dondurma Tebliginde belirtilen sinir degerlerinin iizerinde

oldugu belirlemislerdir.

Caglayanlar ve ark. (2009) Bursa’da satisa sunulan paketlenmis (endiistriyel olarak
iretilmis, n=44) ve paketlenmemis ve Bursa’daki pastanelerde iiretilen
dondurmalarin mikrobiyolojik kalitesinin diisiik oldugunu gostermistir. Test edilen
orneklerin hi¢birinde Listeria monocytogenes, Staphylococcus aureus ve Salmonella
spp.ye rastlanmamistir. Paketlenmis Orneklerin tamami, Tiirk Gida Kodeksi’nin
(TGK) kriterlerine uygundur. Paketlenmemis orneklerin swrasiyla %9.1, %50.1,
%63.6, %22.7 ve %36.4’i TAMB, koliform, E. coli, maya ve kiif sayilari
bakimindan TGK kriterlerine uygun degildir.

Cmar (2010) Tekirdag ilinde satisa sunulan 30 adet sade ve 30 adet cilekli

dondurmanin mikrobiyolojik 6zellikleri inceledigi arastwrmada Enterobacteriaceae
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spp. sayisii <l —7,0x10° kob/g bulmustur. Hicbir ornekte L. monocytogenes

edilememistir.

Daha once Tiirkiye’nin degisik zamanlarda ve degisik illerde yapilan bir¢ok
calismadada bizim calismamizda oldugu gibi Tiirk Gida Kodeksi limitleri iizerinde
Enterobacteriaceae spp. ve Koliform saptanmis olmasi kisisel hijyen yetersizligi,
iretimde kullanilan hammaddeler (¢ig siit kullanimi, tiretimde ve temizlikte kuyu
suyu kullanimi, kontamine ¢esni maddeleri vb kullanimi), yetersiz isletme hijyeni
gibi ¢ok degisik kaynaklardan dondurmalara bulasabildigini gostermektedir. Bizim
Istanbul’daki ¢alismamizda ve ayni sekilde Caglayanlar ve ark. (2009) Bursa’da
yaptig1 calismada acik dondurma Orneklerinde FEnterobacteriaceae spp. sayisi
ambalajli dondurmalara gore daha yiiksek bulunmustur. A¢ik dondurmalar titizlikle
iretilmis olsa bile depolama ve hatta satis esnasinda ek kontaminasyon riski
tagimaktadir. Ayrica kiigiik isletmelerde, yeterli hijyen ve sanitasyon bilgisine sahip
olmayan kisiler tarafindan, kalitesi belirsiz hammadde kullanarak ve genellikle
standardize edilmemis imalat metodlariyla iiretilen dondurmalarin hijyenik agidan

daha fazla risk tasidigi agiktir.

Diger taraftan diger Diinya iilkelerinde yapilan ¢alismalar incelendiginde bu caligsma
ile benzerlikler gbzlemlenmistir. Yapilan bu ¢alismaya benzer bir arastirma; Saludes
ve ark. (2015) tarafindan 2008 ve 2012 yillar1 arasinda Sili’de yapilmistir. Caligmada
Sili’nin muhtelif bolge ve sehirlerinden toplanan muhtelif gida 6rnekleri arasinda bu
calismadan farkli olarak Listeria monocytogenes pozitif sonu¢ veren gidalarin

%1’°1nin dondurma 6rneklerinden olusturuldugu belirlenmistir.

Nawal. Gh. ve ark.(1997) Amerika Birlesik devletleri’nde satilan dondurmalarda
yaptiklar1 mikrobiyolojik incelemelerde Listeria tiirlerinin bulunma sikligmi %8
olarak tespit etmislerdir. Yapilan bu calisma da Listeria tiirlerinin bulunma orani
%1,42 olmasi1 iilkemizde kontaminasyon riskine daha c¢ok o©nem verdikleri

goriilmektedir.

Istanbul’da satilan dondurmalarda rastlanmayan Listeria monocytogenes susuna
Cordano ve Rocourt (2001) Sili’de satisa sunulan dondurmalarda %3,5-7,4
oranlarinda bulmuslardir. Brezilya’da yiiriitiilen bir diger ¢alismada ise incelenen
dondurma orneklerinin hi¢ birisinden Listeria izolatlar1 elde edilmemistir (Abrahao

ve ark., 2008).
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Robinson (2005) yilinda yaptiklar1 ¢alismada; Ingiltere, Galler, Iskogya ve Kuzey
Irlanda’da satilan dondurmalarda L. monocytogenes bulunma oranini %26, Hindistan
Bombay sehrinde agik satilan tiim dondurmalarda %100, Avustralya’da %13,9,
Kosta Rika’da %2 ve son olarak 1999 yili verilerine gore Tiirkiye’de %10 olarak
bildirmistir.

Farkli {iriin gruplar1 igeren, farkli firmalara ait toplam 70 analizde yapilan bu ¢aligma
sonucunda, Orneklerin yarisinda Enterobacteriaceae bakterisine rastlanmistir. Bu
ornekler ise MALDI-TOF-MS prensibiyle ¢alisan VITEK-MS ile tiplendirilmistir.
Tespit edilen Enterobacteriaceae’larin 15 tanesi limitlere uygundur ve bu durumda
herhangi bir sorun bulunmamaktadir. Fakat 20 tanesi Tiirk Gida Kodeksi’nin
belirlemis oldugu limitlere uygun degildir. Orneklerin hi¢ birisinde L.
monocytogenes varligina rastlanmamis olmasi da sorun teskil etmemektedir. Fakat 1
adet E. faecalis bakterisi bulunmasi da insan saglhigini riske atabilecek duruma neden

olabilmektedir. Bu durum ise fekal kontaminasyon gostergesidir.

Analizi yapilan dondurmalarda L. monocytogenes bulunmamasi halk sagligi
acisindan onem arz etmektedir. Buna karsin Enterobacteriler gida giivenligi limitleri
iizerinde bulunmasi henliz dordurmalarda gerekli kosullarin yerine getirilemedigi

gostermektedir.

Calisma sonucunda dondurmalarda L. monocytogenes tespit edilememesi; gecmiste
yapilan caligmalara bakildiginda iireticilerin gelisigiizel sekilde dondurma iiretimi
yaptigini fakat glinlimiizde daha dikkatli davranarak L. monocytogenes igermemesine
onem verdiklerini ortaya koymustur. Bunun yaninda; gecmiste yapilan ¢alismalarda
dondurmalarda yine Enterobacteriaceae spp. bulunmasi ve bu calismada da ayni
sekilde Enterobacteriaceae spp. bulunmasi hijyen agisindan dondurma iiretimine
onem verilmedigini gostermektedir. A¢ik dondurmalardaki Enterobacteriaceae spp.
sayilarmin, ambalajli dondurmalara gére daha fazla oldugu da caligma sonucunda
ortaya konulmustur. Bunun sebebi olarak ise; a¢ik dondurmalarda hijyenik kosullara

dikkat edilmemesi, capraz kontaminasyon, fekal bulagma olarak etki edebilmektedir.

Sonug olarak; siitiin bagirsak orjinli herhangi bir kaynak ile temas etmesi veya ¢apraz
kontaminasyona ugramasi ve bunun sonucunda da pastorizasyon islemine tabii
tutulmadan dondurma tiretiminde kullanilmasi sonucu halk sagligini tehdit etmekte

oldugu sonucuna varilmastir.
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Giliniimiizde bircok c¢esidi olan ve keyif ile tiiketilen dondurmalarda {iretim
asamasinda dikkatsizliklerden dolay1 ¢esitli mikroorganizmalar icermektedir. Yapmis
oldugumuz c¢aligmada da halk saghgmi etkileyecek oranda mikroorganizmaya

rastlanmustir.

Tiiketicilerin dikkat etmesi gereken ise; dogal gidalara ve bilindik markalara
yonelmeleridir. Ambalajli dondurmalarda belli bir raf omrii hedeflendiginden
koruyucu kullanildig1 i¢in patojen bakterilere rastlamak ¢ok daha diisiik bir orandir.

Tiiketicileri bu konuda bilinglendirmek gerekmektedir.

Dondurma iiretimi yapan Treticilere bir takim kisitlamalar getirilmeli, devletin
kontrol mekanizmalar1 da markas1 az duyulmus veya agik dondurma iireticilerine
denetim yapmalar1 gerekmektedir. Sonug¢ olarak tiiketiciler bilingsiz bir sekilde

tiketime devam etmektedir.
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