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OZET
Yiksek Lisans Tezi
ET URUNLERINDE LISTERIA MONOCYTOGENES VARLIGININ ARANMASI

Ferdi BARUSUK

Namik Kemal Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Gida Miithendisligi Anabilim Dal1

Danigman : Yrd. Dog. Dr. Bilal BILGIN

Bu ¢aligma; Istanbul ilinde farkli yerlerde satilan farkli markalara ait sucuk, salam ve sosis drnekleri
kullanilarak halk saghigi agisindan 6nemli bir gida patojeni olan Listeria monocytogenes’in, tikketimi oldukg¢a
yiiksek bu et iirlinlerinde varligini tespit etmek amaciyla planlanmigtir. Bu amagla 10 adet sucuk, 10 adet sosis,
10 adet salam ornegi olmak iizere toplamda 30 adet numune PCR (Polimeraz zincir reaksiyonu) yontemiyle

analiz edilmistir.

Analiz neticesinde alinan sonuglarda; 10 adet sucuk numunesinin higbirisinde (% 0), 10 adet sosis
numunesinin higbirisinde (% 0), 10 adet salam numunesinin hig¢birisinde (% 0) Listeria monocytogenes varligina
rastlanilmadi.

Elde edilen bulgular neticesinde Istanbul ilinde farkli yerde, farkli zamanlarda ve farkli markalarda

satilan bu et iriinlerinin higbirisinde Listeria monocytogenes’e rastlanilmamasi tiretici firmalarin olmasi gereken

kalitede olmayan tiriinlerde bile hijyene verdigi 6nemi gostermektedir.

Anahtar kelimeler: Et iirtinleri, Listeria monocytogenes, PCR analiz yontemi.
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ABSTRACT
MSc. Thesis
SEARCHING LISTERIA MONOCYTOGENES ON MEAT PRODUCTS

Ferdi BARUSUK

Namik Kemal University
Graduate School of Natural and Applied Sciences

Department of Food Engineering

Supervisor : Ass. Prof. Dr. Bilal BILGIN

This thesis was planned to declare the existence of the most important food patogen for human health
Listeria monocytogene by analyzing different marked sucuk, sausages and salamies samples which are sold in
different parts of Istanbul. With this aim totaly 30 different meat products which are 10 sucuk samples, 10

sausages samples and 10 salami samples were analyzed by using PCR metod.

According to the results of analyzes, Listeria monocytogenes were founded in none of 10 sucuk samples

(% 0), 10 sausages samples (% 0) and 10 salamies samples (% 0).

In meat products which are sold in different parts of Istanbul at the different times with different marks
prove us that the producer companies are paying attention to the hygen in even the unsufficient qualified

products.

Keywords : Meat Products, Listeria Monocytogenes, PCR analize metod.
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1. GIRIS

Sogutma ve dondurma gibi fiziksel temel islemler uygulanarak dayamikliligi artirilmis taze
etler disinda, herhangi bir teknolojik islemden gegirilerek yeni tat ve koku, yapi, renk ve dis

goriiniis kazandirilmis, dayamklilig1 artirilmus {iriine et iiriinii denilmektedir (Oztan 2003).

Ete uygulanan temel islemler, onceleri eti muhafaza etmek, etin bol oldugu zamanlarda ete
bazi islemler uygulayarak uzun siire saklamak amaciyla kullanilirken, etten katki maddeleri
kullanilarak yeni f{irtinler iiretilebilecegi bulunduktan sonra, fiziksel ve kimyasal temel
islemler daha cok iirlin teknolojisinin gelistirilmesi amaciyla kullanilmaya baslanmistir.
Kisiler aras1 damak zevki ve beslenme aligkanliklari, yoresel ve bolgesel iklim farkliliklari,
hammaddedeki farkliliklar nedeniyle giiniimiizde yaklagik 1.300’iin {izerinde et {riinii

formiilasyonuna rastlanmaktadir (Oztan 2003).

Et {riinleri, iiretimlerinin degisik asamalarinda farkli nedenlerle c¢esitli kontaminasyonlara
maruz kalabilirler (Giines ve Cibik 2002). Mikrobiyal kokenli kontaminasyonlar ise bu
noktada c¢ok biiyiikk 6nem arz eder. Uretimin hijyen kontrol programlari gercevesinde
yapilmamasi, iiretimde kullanilan hammaddenin, baharatlarin, kiliflarin kalitesizligi,
personelin hijyen kurallarina gerekli 6nemi gostermemesi ve iiretimde kullanilan alet-
ekipmanin bakimsiz ve kotii sartlarda olmasia bagli olarak, Escherichia coli, Salmonella
spp., Staphylococcus aureus, Capmylobacter jejuni, Clostridiler ve yine insan saglhigini ciddi
boyutlarda tehdit ettigi bilinen Listeria tiirlerine rastlamak miimkiindiir (Inal 1992, Giiven ve
Patir 1998).

Son yillarda bazi {ilkelerde 6liimle sonuglanan bir¢ok infeksiyon olgusunun ortaya ¢ikmasi
dikkatlerin Listeria’lar iizerine toplanmasina neden olmustur. Listeria cinsine bagli 7 tiir
bulunmaktadir. Listeria tiirleri igerisinde Listeria seeligeri, Listeria welshimeri ve Listeria
ivanovii insanlarda nadiren infeksiyon olusturduklarindan sadece Listeria monocytogenes
insanlar i¢in en 6dnemli patojen olarak kabul edilmistir. Besin zehirlenmelerinde siklikla izole
edilen en 6nemli etkenlerden birisi Listeria monocytogenes’dir. Gida kaynakli bir patojen olan
Listeria monocytogenes gida endiistrisini yakindan ilgilendiren 6énemli bir problem haline

gelmistir (Gokmen ve ark. 2003).

Listeria monocytogenes; hiicre i¢i, zoonoz bir bakteri olup insanlarda listeriozise neden olur.
Listeriozis; ensefalit, meningit, abort ve septisemi gibi ¢esitli formlarda sekillenebilmektedir.

Epidemiyolojik ¢aligmalar listeriozis olgulariin énemli bir boliimiiniin kontamine gidalardan
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kaynaklandigim1 ortaya koymaktadir (Low ve Donachie 1997). Listeria monocytogenes’in
sebep oldugu gida kaynakli infeksiyonlarda etken baslica siit iriinleri, kirmiz1 et, kanath et,

balik, sebzeler ve gida iiretim tesislerinden izole edilmistir (Gelline ve Broome 1989).

Listeriozis olgularinda ilk akla gelen tiir Listeria monocytogenes olmaktadir. Gidalardan
kaynaklanan listeriozis olaylarinda oncelikle siit ve siit {irlinleri sorumlu tutulmus, ancak
yapilan arastirmalar et ve et irilinlerinin bu mikroorganizmalarla daha ¢ok kontamine

olduklarini gostermistir (Gokmen ve ark. 2003).

Etkenin dogada yaygin olarak bulunmasi, buzdolab1 sicakliginda tireyebilmesi ve genis Ph
degerlerini tolere edebilmesi gida kaynakli infeksiyonlarin kontroliinii gii¢lestirmektedir (Erol
2007). Dolayisiyla Listeria monocytogenes’in gidalardan hizli ve giivenilir metotlarla tespiti
ve identifiye edilmesi halk sagliginin korunmasi agisindan biiylik 6nem tasimaktadir (Gelline

ve Broome 1989).

Bu ¢aligmada, et tiriinlerinden sucuk, sosis ve salamda Listeria monocytogenes’in varliginin

PCR yontemi ile tespit edilmesi amaglanmustir.



2. KAYNAK OZETLERI

2.1. Listeria Monocytogenes’in Genel Ozellikleri

Listerialar, basit boyamada ¢ubuk ve kokobasil seklinde, 0,3-0,5 x 0,7-2,0 um boyutlarinda,
Gram pozitif, sporsuz, kapsiilsiiz, asido resistans olmayan psikrotrof bir bakteridir. 6 adede
kadar peritrik flagellas1 bulunmakla birlikte, bakterinin hareketliligi gelisme sicakligina
baglidir. Hiicreler, 25 °C’de hareketli olmalarina karsina 37 °C’de hareketsizdirler. Optimum
gelisme sicakliklart 30-37 °C’dir. Aerobik veya mikroarofilik o&zellige sahiptirler.
Gelisebildigi optimum pH degeri 7,0-7,3 oldugu halde, 4,4 — 9,6 pH degerleri arasinda
canliligint siirdiirebilmektedir. Minimum a,, degeri ise 0,97’dir (Biberstein ve Zee 1987, Wehr
1987, Ugur ve ark. 1999, Hasoksiiz 1996, Kaya ve ark. 1996, Sagun ve Isleyici 1996, Aklin
2003).

Biyokimyasal Ozelliklerinin arasinda bazi karbonhidratlart (mannitol, ramnoz ve ksiloz)
fermente ederek asit olusturmalari, katalaz, metil red, Voges-proskauer testlerine pozitif,
oksidaz ve iire testlerine ise negatif sonu¢ vermeleri sayilabilir. Listeria monocytogenes,
Listeria seeligeri ve Listeria ivanovii alyuvarlar1 parcalayan bir hemosilin iretirler. B-
hemolitik olan bu tirlerin CAMP testinde verdikleri pozitif ve negatif sonug ile
tanimlanmalar1 miimkiindiir (Tablo 2.1). Insanlar igin patojen olan tiir Listeria monocytogenes
olmakla birlikte, seyrek olarak Listeria ivanovii, Listeria seeligeri ve Listeria welshimer

tiirlerinin de hastalik olusturduklar1 saptanmustir.



Tablo 2.1. Listeria tiirlerinin biyokimyasal 6zellikleri (Ryser ve Donnelly 2001
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a/a: Asidik reaksiyon (Tiip dibi).

Listeria’nin somatik O ve flagellar H antijenlerine gore yapilan serotiplendirmede %2 a, 2 b, %2
c, 3a, 3b, 3c, 4a, 4ab, 4b, 4c, 4d, 4e ve 7 olmak iizere 13 serovari bulunmustur. Insanlardan
izole edilenlerin % 95’1 2 a, 2 b ve 4b belirlenmistir (Hitchins 1995, Hasoksiiz 1996, Kaya
ve ark. 1996, Doyle 2001, Swaminathan 2001). Mc Lauchlin (1990) Ingiltere’de 19671988
yillar1 arasinda meydana gelen 1363 Listeriozis vakasinin % 15’inin 2 a, % 10’unun %2 b,
%4’ inilin %2 ¢, % 64’lnlin 4b serovarindan kaynaklandigini bildirmistir. 19962002 yillart
arasinda Avrupa Birligi raporunda bildirilen ¢esitli iilkelere ait listeriozis vakalar1 Tablo

2.2°de toplu olarak verilmistir.



Tablo 2.2. Insanlarda rapor edilen Listeriozis vakalar1 (EU Report 2001)

Yillar
Ulkeler 1996 1997 1998 1999 2000 2002
Almanya 32 27 41 31 33 213
Belgika 77 40 60 64 48 57
Danimarka 39 33 41 44 39 38
Finlandiya 29 53 46 46 18 28
Fransa - 243 238 275 261 187
Hollanda 22 22 23 12 19 16
Ingiltere 116 118 91 108 100 136
Irlanda - 7 4 - 7 7
Italya 32 64 45 17 13 31
Iskogya 11 6 13 7 11 15
Ispanya 21 19 16 32 35 57
Isvec 28 18 32 27 46 67
Yunanistan - - 1 1 2 3

Ilk olarak 1917 yilinda Avustralya’da ve 1919 yilinda Paris’te insanlarda menenjit ve
sepitesmi  tablosu olusturdugu Dbildirilen Listeria monocytogenes, endokarditis,
meningoensefalitis, menengitis, beyin apseleri, septisemi, mukozada lezyonlar, konjuktivit,
cutaneous papul, pustil gibi cilt rahatsizliklarina, lenf diiglimlerinde sisme gibi ciddi
hastaliklara, diisiik yapma, 6lii bebek dogumlarma neden olabilmektedir. Ozellikle hamile
bayanlarda, anne karnindaki ve yeni dogmus bebeklerde, genglerde, yaslilarda, alkoliklerde,
ilag bagimlilarinda, seker hastalarinda ve AIDS hastalari, kanser hastalar1 gibi bagisiklik
sistemi baskilanmig veya zayif olan insanlarda bu rahatsizliklar daha fazla ortaya c¢ikabilmekte
ve Oliime kadar giden tablolar1 olusabilmektedir (Marth 1988, Jones 1991, Arda 1997,

Economou ve ark. 2000).

Mortalite oran1 %30’lar civarinda olup, hastaligin inkiibasyon siiresi birka¢ giinden 2-3 aya
kadar degismektedir. Yapilan aragtirmalar sonucunda, enfektif dozun kisinin duyarliligina
bagli olarak 100 — 1000 mikroorganizma civarinda oldugu bilinmektedir (European

Commission 1999, Swaminathan 2001).



Ocak 1985 ile Mart 1986 yillar1 arasinda Los Angeles’ta 5 AIDS’li hastada listeriozis
enfeksiyonuna rastlanmis ve bunlardan 2 hastada listerial sepsis, diger 3 hastada sepsis ve
menenyjitis belirtileri gézlenmis, 3 hastanin etkeni gidadan aldig1 belirlenmistir (Mascola ve

ark. 1988).

Yunanistan’da rapor edilen 2 vakada 14 aylik erkek cocugunda ve 3 yasindaki kiz ¢ocugunda
hastalik kendini ates, kusma, uykusuzluk, istahsizlik gibi belirtilerle gostermistir (Economou

ve ark. 2000).

Bir diger vaka Fransa’da 72 yasindaki yash bir kadinda goriilmiis, hasta 3 giin siiren yiiksek
ates, siddetli bas agris1 ve anorexi sikayetleriyle hastaneye kaldirilmig, subakut menenjit
teshisi konmus ve serebrospinal sivi testleri sonucu hastaligin listeriozis oldugu anlasilmistir

(Frat ve ark. 2001).

Belcika’da 73 yasindaki bir kisi stirekli ates, abdominal kramplar ve bel agrilar1 sikayetleriyle
hastaneye bagvurmus ve kisa silire icinde hastaligin listeriozis oldugu ve enfeksyion
kaynagimin bir siire once seyahat esnasinda tiiketilen kontamine Camembert peyniri oldugu

ortaya ¢ikarilmistir (Gilot ve ark. 1997).

Suudi Arabistan’da yeni dogmus bir erkek bebekte (3300 gram) hastaligin kendini yiiksek
ates ve tonik klonik konviilsiyonlarla gosterdigi, ila¢ uygulamalari sonucunda tedavide

basartya ulasildig1 bildirilmistir (Boukhari ve ark. 1999).

Ingiltere’de 1967-1988 yillar1 arasinda 1363 adet listeriozis vakasi goriildiigii ve bunlardan
512’sinin hamilelik doneminde (maternal, fotal, perinatal, neonatal enfeksiyonlar), geriye
kalan 851 wvakanin 457’sinin ¢esitli nedenlerle hastalananlarda, 136’sinin tamamen
sagliklilarda ve 258’inin hakkinda herhangi bir bilgi bulunmayan kisilerde goriildiigii rapor
edilmistir (McLauchlin 1990).

1979-2000 yillart arasinda, farkli tilkelerde, ¢esitli arastiricilar tarafindan bildirilen Listeria
kaynakli vakalar ve etkenin izole edildigi gidalar ile hasta sayilar1 ve 6liim vakalari Tablo
2.3°de verilmistir (Sagun ve Isleyici 1996, European Commission 1999, Hasdksiiz 1996,
Swaminathan 2001, Ryser ve Donnelly 2001).



Tablo 2.3. 1979-2000 yillarina ait Gida kaynakli Listeriozis vakalari

Tarih Yer/Ulke Hasta Sayis1 Oliim Vakas1 Sorumlu Gida
1979 ABD 20 5 Sebze

1980 Yeni Zelanda 29 9 Balik

1981 Kanada 41 17 Lahana

1983 ABD 49 14 St

1985 ABD 142 48 Meksika peyniri
1983—-1987 Isveg 122 30 Peynir

1992 Fransa 279 63 Domuz eti
1994 ABD 3 0 Cikolatal siit
1996 Kanada 2 0 Yengec

1998 ABD 110 4 Sosis
1998-1999 Finlandiya 11 4 Tereyagi
1999-2000 Fransa 26 7 Domuz eti
2000 ABD 29 7 Hindi eti

Listeria monocytogenes’in insanlarda neden oldugu hastalik, farkli formlarda goriilebilir:

Meningitic ve Meningoencephalitic Listeriozis: Hastaligin bu formu genellikle 50 yas
tizerindeki erkeklerle, yeni dogmus bebeklerde goriilir ve sayet tedavi yapilmaz veya
gecikirse mortalite oran1 % 70 civarindandir. Hizli solunum, siyanoz, ates, kusma, kasilmalar
bebeklerde goriilen semptomlardir. Eriskinlerde hastalik kendini nezle benzeri semptomlarla
gosterir. Bas ve bacak agrisi, boyun bdlgesinde sertlesme, kusma, 1s18a duyarlilik,
konviilsiyon, koma goriilen diger belirtilerdi. Oliim sekillenebilir (Boukhari ve ark. 1999 Frat
ve ark. 2001).

Cutaneous Listeriozis: Ozellikle kontamine dokulara veya hasta hayvanlara temas eden
veteriner hekimler, ciftciler gibi yetiskinlerde goriilen bu form, bulasmadan itibaren birkag
giin i¢inde deride toplu igne basindan bezelye tanesine kadar degisen nodiillerin olusumuyla
kendini gosterir. Daha sonra nodiil piistiil halini alir, kenarlar1 kizarir ve piistiil sivisindan

etken izole edilebilir (Sagun ve Isleyici 1996).

Pharangitis ve Mononucleosis ile Goriilen Septicemic Listeriozis: Ates, farenjit,

mononiikleosis ile seyreden 16ykositoz tablosu bu formda goriilen belirtilerdir (Marth 1988).



Oculoglandular Listeriosis: Septik formda bazen konjuktivitis goriilebilir. Etkenin direkt
gbzden bulagmasi sonucu diger formlar sekillenebilir. Goze lokalize olmus, listerial
konjuktivit, dliimle sonuglanabilen prulent meningitise doniisebilir (Marth 1988, Sagun ve

Isleyici 1996).

Cervicoglandular Listeriosis: Yaygin olmayan bu form, servikal ve submandibular lenf
yumrularinin sigsmesi ile karakterizedir. Genellikle yaslilarda septisemik formla beraber

goriiliir (Sagun ve Isleyici 1996).

Listeria monocytogenes c¢evrede yaygin olarak bulundugundan dolayr kontaminasyon
kaynaklar1 her zaman net olarak belirlenememektedir (Ryser ve Donelly 1991). Listeria’larin
insanlara gecisinde gidadan insana, hayvandan insana, boceklerden insana, insandan insana,
bitki ve topraktan insana olmak iizere birgok muhtemel yolun oldugu bildirilmektedir (Sekil

2.1).

Ph, sicaklik, su aktivitesi gibi faktorlere olduk¢a direngli olan etken, kolayca yemlere
yemlerden hayvanlara, hayvanlarin etine, siitiine ve bu kontamine gidalarin tiiketilmesi ile de

insanlara bulasabilir (Johnson ve ark. 1990, Leistner ve Schmidt 1992).

Epidemiyolojik calismalariyla 1980’den beri etkenin kontamine gidalarin, 6zellikle tiiketime
hazir gidalarin tiiketimine bagli olarak insanlarda infeksiyon olusturdugu bilinmektedir
(Schlech ve ark. 1983). Bu nedenle pek ¢ok iilkede tiiketime hazir gidalarda Listeria

monocytogenes i¢in tolerans limiti sifir olarak belirlenmistir (Southwick ve Purich 1996).
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Sekil 2.1. Listeria Monocytogenes’in Potansiyel Bulagma
Kaynaklar1 (Fenlon 1999)

Gida isleme tesislerinde Listeria monocytogenes’in girisi; topraktan ¢alisanlarin ayakkabilar
vasitasiyla, tasima araglariyla, infekte hayvanlarla, hayvan kaynakl ¢ig gidalarla ve saglikli
fakat etkeni tasiyan insanlarla olabilmektedir. Gida isleme tesislerinde Listeria
monocytogenes’in genellikle rutubetli yilizeylerden, kirli ve durgun sulardan, gida
kalintilarindan, alet ve ekipmanlardan izole edildigi bildirilmistir (Swaminathan ve ark. 2007).
Ayrica, et ve siit isleme tesislerinde Listeria monocytogenes’in alet-eckipman yiizeyine
tutunarak isletmede biyofilm olusturmak suretiyle potansiyel bulagsma kaynagi oldugu

saptanmustir (Jeong ve Frank 1994).

Listeria monocytogenes ile kontaminasyon hem gida isleme sirasinda hem de daha sonraki
asamalarda meydana geldiginden gida endiistrisi agisindan etken ¢ogu zaman problem
olusturabilmektedir. Bakterinin giris yollariin kontroliiniin yani sira liretim tesislerinin
modernizasyonu ve isletmede etkin dezenfeksiyon tekniklerinin uygulanmasiyla Listeria

monocytogenes bulagmasinin dniine gecilebilmektedir (Jay ve ark. 2005).

Yapilan ¢esitli arastirmalarda, Listeria monocytogenes ile kontaminasyonun daha ¢ok

kesimhanelerde ve gidalarin islenmesi asamasinda sekillendigi, ayrica kesim islemi sonrasi
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Listeria monocytogenes prevalansinin kesim oncesine gore % 70-100 arttigr bildirilmistir
(Van Der Elzen ve Snijders 1993). Ozellikle kanatli ve hindi isleme tesislerinde kesim islemi

sonras1 kontaminasyonun dnemli diizeyde artti§1 gozlenmistir (Cox ve ark. 1997, Ojeniyi ve

ark. 2000).

Buzdolabi sartlarinda, diisiik pH degerlerinde canliligini uzun siire muhafaza etmesi nedeniyle
hayvansal orjinli gidalar enfeksiyonun olusmasinda 6nem arz eder (Tablo 2.4) (EU Report
2001, Johnson ve ark. 1990). Pastorize edilmemis siitler ve bu siitlerden {iretilen peynir,
dondurma gibi siit iirlinleri, yuamusak peynirler, yetersiz 1s1l iglemi gérmiis sosis, salam gibi et
tirtinleri, yetersiz fermentasyona tabii tutulan gidalar, cabuk bozulabilen kanatli ve su tiriinleri,

Listeria monocytogenes agisindan riskli gida gruplari olarak diistiniilmelidir.

Tablo 2.4 — L. Monocytogenes’in gidalardaki prevelansi EU Report; Johnson ve ark. 1990)

GIDA KAYNAGI BULUNMA ORANI ULKELER*
Si8ir ve dana eti % 0,6 — 15,4 D.E,F,IRL,NL,S
Domuz eti % 0—40,6 D,E,F,IRL
Kiyma % 11,9-18.3 D.E.B
Et liriinleri % 0-10,2 A,B,D,.DK E EL,ILIRL NL,P,S
Kanatl eti % 2,6 —16,7 D,E,F,IRL,N
Stit %0—2,2 A,D,LLP.S
Siit lirtinleri % 0-44 A,D.DK E.EL,F ILIRL,N,P,S
Deniz tiriinleri % 0—13.5 A,D, DK E EL,F FIN,IRL,I,N
Sebzeler % 0—12,5 D,E,IRL,P,S
Tiliketime hazir diger gidalar | % 0 — 16,7 A,D,DK.E,LLIRL,N,S
*A: Avusturya B: Belgika D: Almanya
DK: Danimarka E: Ispanya El: Yunanistan
F: Fransa FIN: Finlandiya I: italya
IRL: irlanda N: Norveg NL: Hollanda
P: Portekiz S: Isvec

Her ne kadar siit ve siit iiriinleri insanlarda listeriozise neden olan 6nemli bir kaynak olarak
belirtilmigse de, farkli yillarda ve c¢esitli iilkelerde etkenin kendini salgmlar halinde
gostermesi arastiricilart farkli gida gruplarma yonlendirmis, yapilan ¢alismalar sonucunda
etken et ve et Urlinlerinde de tespit edilmis ve bu flriinler de Listeria agisindan 6nem

kazanmistir (Nicolas ve ark. 1989, Jonhson ve ark. 1990, Navratilova ve ark. 2004).
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Schmidt ve ark. (1988) Almanya’da yapmis olduklar1 bir aragtirmada, kiyma numunelerinin
% 80’ininde ve Mettwurst tipi sucuk 6rneklerinin % 95’inde Listeria monocytogenes’i tespit

etmislerdir.

Farber ve ark. (1988) Kanada’da yapmis olduklar1 bir ¢alismada, 42 fermente sucuk

numunesinden 10’unda Listeria tiirlerinin varligini bildirmiglerdir.

Nicolas ve ark. (1989) Fransa’da yapmis olduklar1 aragtirmada, 194 adet dondurulmus
hamburger koftesinden 42’sinde, 157 meze ¢esidinden 21’inde, 20 adet sigir karkasindan

4’linde ve 7 adet kuzu etinden 1’inde etkeni izole etmislerdir.

Ciftgioglu (1992) kiyma, sucuk ve tavuk etleriyle yapmis oldugu bir ¢aligmasinda, farkl
zenginlestirme stireleri sonunda farkli oranlarda Listeria tiirlerinin mevcudiyetini ortaya

koymustur.

Sireli (1994) Ankara piyasasindan temin ettigi 43 adet hazir kiyma numunesinden 14’{inde

Listeria monocytogenes’i saptamistir.

Sharif ve Tunail (1995) yaptiklar1 bir calismada, inceledikleri 10 kofte numunesinden 5’inde
(% 50), 10 hamburger koftesinin 4’tinde (% 40), 10 tantuni numunesinin 3’iinde (% 30), 10
kokore¢ numunesinin 9’unda (% 90), 10 sosis numunesinin 4’iinde (% 40), 10 sucuk

numunesinin 6’sinda (% 60) Listeria monocytogenes’i tespit ettiklerini belirtmislerdir.

Giiven ve Patir (1998) Elazig’da yaptiklar1 bir calismada, toplam 80 adet sucuk numunesinin

% 16,3’tinde Listeria tiirlerini tespit etmiglerdir.

Inoue ve ark. (2000) Japonya’da yapmis olduklar1 bir ¢alismada, 41 adet kiyma numunesinin
5’inde (% 12,2), 34 adet domuz kiymasi numunesinin 7’sinde (% 20,6) Listeria

monocytogenes’i bulduklarini rapor etmislerdir.

Becker ve ark. (2001) 287 adet 1s1 islemi gormiis sosis numunesinin 46’sinda (% 16) Listeria
tiirlerini tespit etmis ve bunlardan 30’unun (% 10,5) Listeria monocytogenes oldugunu ortaya

koymuslardir.

Fantelli ve Stephan (2001) Isvigre’de 400 adet kiyma numunesinin 43’iinde (% 10,75) etkeni
tespit ettiklerini bildirmislerdir.

Jemmi ve ark. (2002) 1992-2000 yillar1 arasinda Isvigre’de ithal ve ihrag edilen et ve et
tiriinlerinden, 255 adet pisirilmis ve kiirlenmis et {iriiniin % 6’sinda, 132 adet kiirlenmis ve
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kurutulmus et tiriiniin % 3’tinde, 142 adet fermente sucuk numunesinin % 15’inde, 72 adet etli

yemek ¢esitlerinin % 13’tinde Listeria monocytogenes’i tespit etmislerdir.

Marinsek ve Grebenc (2002) Slovenya’da yapmis olduklar1 bir aragtirmada, 44 adet kiyma
numunesinin 3’iinde (% 6,81), 25 adet salam sosis numunesinin 4’iinde (% 16) ve 23 adet

fermente et lirlinlin 1’inde (% 4,34) Listeria monocytogenes’i saptamiglardir.

Eleftheriadou ve ark. (2002) 1991-2000 yillar1 arasinda Giiney Kibris’ta 1567 adet kiirlenmis
et lirlinli lizerine yapmis olduklar1 bir ¢alismada, 6rneklerin % 34’linde etkeni bulduklarini

belirtmislerdir.

Mena ve ark. (2004) Portekiz’de yapmis olduklari piyasa taramasinda, 17 ¢ig kirmizi et
numunesinin 3’iinde, 27 Ispanyol tipi sucuk &rneginin 1’inde, 9 adet kan sucugunun 1’inde

etkeni izole etmislerdir.

Siriken ve Pamuk (2004) Afyon Bdlgesinde 70 adet kiyma numunesinin % 39,47’sinde
Listeria tiirlerini tespit etmis ve bunlardan % 13,15’inin Listeria monocytogenes oldugunu

belirmiglerdir.

Barut ve Ates (2004) et iirlinleri iizerine yaptiklari bir calismada toplam 18 adet sucuk

orneginin % 17’sinin Listeria monocytogenes ihtiva ettigini bildirmislerdir.

Isleyici ve ark. (2004) ¢ig kofteler iizerine yaptiklari calismada 50 adet drnekten sadece 1

tanesinde (% 2) Listeria monocytogenes varligini rapor etmistir.

Siriken ve ark. (2004) Afyon bolgesinde liretilen sucuklar iizerine yaptiklar1 bir arastirmada,

100 sucuk 6rneginin 7’sinde Salmonella spp. ve 9’unda ise Listeria tiirlerini saptamislardir.

Ozbey ve ark. (2004) Aydin ilinde iiretilen 100 adet deve sucugu numunesinin 26’sinda (%
26) Listeria tiirlerini tespit etmis ve bunlardan 9’unun (% 9) Listeria monocytogenes

oldugunu ortaya koymuslardir.

Aydm ve Kahraman (2009), Marmara Bolgesi’ndeki sekiz ilden elde ettikleri 691 et ve et
tirtinleri numunelerinin % 5,5’inde Listeria monocytogenes, % 4,6’sinda ise Salmonella spp.

tespit etmisledir. Escherichia coli 0157:H7 ‘yi ise tespit edememislerdir.

Pastorize edilmemis siitler ve bu siitlerden iiretilen peynir, dondurma gibi siit iiriinleri ile

ozellikle yumusak peynirler, gida kaynakl Listeria enfeksiyonlarinda 6nemli bir yere sahiptir.
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Rudolf ve Scherer (2001) Almanya’da yumusak stiriilebilir peynirler {izerine yapmis olduklari
calismada, farkli Avrupa iilkelerinden toplam 329 adet numunenin 21’inde (% 6,4) Listeria

monocytogenes bulundugunu belirtmislerdir.

Sagun ve ark. (2001) Van ve gevresinde 250 adet ¢ig siit ve 254 adet otlu peynir lizerine bir
calisma yapmis ve ¢ig siitlerin 3 adedinde (% 1,20), otlu peynirlerin 10 adedinde (% 3,93)

etkeni saptamiglardir.

Sancak ve ark. (2003) Van’da tiiketime sunulan kremal1 pastalar iizerine yapmis olduklari bir

calismada, 50 numunenin 8’inde (% 16) Listeria monocytogenes varligini tespit etmislerdir.

Chye ve ark. (2004) Malezya’da yapmis olduklar: bir calismada inceledikleri 930 adet ¢ig siit

orneklerinden 18’inde (% 1,9) etkeni izole etmislerdir.

Navratilova ve ark. (2004) Cekoslovakya’da siitler iizerine yapmis olduklar1 bir arastirmada,
278 adet ¢ig siit numunesinden 11’inin ve 20 pastorize siit numunesinden 3’liniin Listeria

monocytogenes ile kontamine oldugunu bildirmislerdir.

Uhitil ve ark. (2004) Hirvatistan’da tiiketime sunulan pastalar iizerine yapmig olduklart bir
caligmada, 283 numunenin 12’sinde (% 4,27) Listeria monocytogenes varligini ortaya

koymuslardir.

Pintado ve ark. (2005) 63 adet yumusak peynir numunesinden 29’unda (% 46) etkenin

mevcudiyetini rapor etmislerdir.

Cesitli tilkelerde degisik gida maddelerinin tiiketilmesi ile olusan listerioz vakalar1 sonucu, bu
iriinler lizerine pek ¢ok arastirmalar yapilmis ve etken incelenen gida gruplarinda tespit

edilmistir.

Destro (2000) Brezilya’da, gesitli Latin Amerika Ulkelerinden inceledigi 205 adet karides

numunesinin 9’unda etkeni izole etmistir.

Avustralya’da yayinlanan bir raporda, 2002 yilinda 380 adet pismis karides numunesinin

12’sinde (% 3,2) Listeria monocytogenes’e rastlandigi belirtilmistir (Technical Report 2002).

Medrala ve ark. (2003) Polonya’da yapmis olduklart bir ¢caligmada 152 adet somon balig1

numunesinin 47’sinde (% 30,9) Listeria monocytogenes varligini bildirmislerdir.
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Nakamura ve ark. (2004) 1999 — 2000 yillar1 arasinda Japonya’da 95 adet isli balik tiirlerinin

12’sinde (% 13) Listeria monocytogenes varligini ortaya koymuslardir.

2.2. Listeria Monocytogenes Uzerine Etkili Baz1 Faktorler

pH, sicaklik, ay, tuz konsantrasyonu, antimikrobiyal maddeler, gaz-atmosfer Listeria
monocyogenes’in gelisimini etkileyen faktdrlerdendir (Cheroutre-Vialette ve ark. 1998, Doyle
2001).

Etkenin gelisimi i¢in pH degeri 7.0-7.3, minimum pH degeri ise 4.4-4.6, maksimum pH
degeri ise 9.6’ dir (Hitchins 1995, Arda 1997). Ozellikle diisiik pH’larda haftalarca canliligimi
muhafaza etmektedir (Sagun ve Isleyici 1996, Cheroutre-Vialette ve ark. 1998, Doyle 2001,
Aklin 2003).

George ve ark. (1988) yaptiklari bir g¢alismada, 30, 20, 10, 7 ve 4°C’de Listeria
monocytogenes’in minimum {ireyebilme pH’larint sirastyla 4.39, 4.39, 4.62, 4.62 ve 5.23

olarak bildirmislerdir.

Hicks ve Lunt (1991) tarafindan siizme peynirlerde (Cottage cheese) yapilan benzer bir
calismada, 3°C’de 28 giin depolanan orneklerde, pH degeri 5.24 olarak tespit edilmis ve

Listeria monocytogenes’in hala canliligin1 korudugu rapor edilmistir.

Thevenot ve ark. (2005) tarafindan yapilan bir baska calismada ise, Fransiz tipi fermente
sucuklar Listeria monocytogenes ile kontamine edilmis ve 60. giin sonunda, pH 5.5

civarlarinda bile etken saptanmistir.

Kaya ve ark. (1996) yaptiklar1 bir calismada, deneysel olarak firettikleri sucuklarda, 4.8 gibi
diisiik pH degerlerinde Listeria monocytogenes’i izole edebildiklerini bildirmislerdir.

Ote yandan, etken sadece asidik ortamlarda degis alkali ortamlarda da canliligm
koruyabilmektedir. Seeliger (1961) yapmis oldugu bir aragtirmada etkenin alkali ortamlarda
da gayet dayaniklt oldugu, sivi besiyerlerinde pH 9.6 civarinda dahi iireyebildigini
bildirilmistir.

Listeria tiirlerinin optimum gelisme sicakliklar1 30-37 °C olup, 1-45 °C’lerde gelisebilirler.
Etkenin buzdolab1 sartlarinda canliligini uzun siire siirdiirmesi nedeniyle gidalarin sogukta

muhafaza edilmesi etkenin gelismesine engel olmaz. Sicaga ve soguga dayanikli bu psikrotrof
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mikroorganizmanin termal 6liim zamani, bulundugu gida tiirtine gore degisiklik gosterir

(Parente ve ark. 1998, Swaminathan 2001).

Gida ve Ilag Idaresi (FDA) ve Diinya Saglk Orgiitii (WHO) 71,7 °C’de 15 saniye siire ile
yapilan pastdrizasyonun, s6z konusu mikroorganizmay1 inaktif hale getirdigini belirtmektedir

(Doyle 1988, Aklin 2003).

Ancak, Bearns ve Girard (1958) yaptiklart bir calismanin sonucu olarak, Listeria
monocytogenes’in pastorizasyon islemi sonunda bile canliligimi korudugunu bildiren

arastiricilardandir.

Kahn ve ark. (1975) 4 °C’de muhafaza edilen biitiin sivi yumurta igeriginde etkenin canli

kaldigin1 bildirmislerdir.

Donelly ve ark. (1987) yapmis olduklar1 bir ¢alismada da, 61,7 °C’de 35 dakika boyunca
uyguladiklar1 pastorizasyon islemi sonunda etkenin canliligini muhafaza ettigini ortaya

koymuslardir.

Foegeding ve Leasor (1990) yumurtalarla yaptiklari bir ¢aligmada, etkenin 60 °C’de 3.5

dakikada tamamen tahrip oldugunu tespit etmiglerdir.

Etkenin ¢ig veya pismis et ve et iriinlerinde canliligini koruyabilmesi ve buzdolabi
kosullarinda bile canliligini siirdiirebilmesi gibi nedenler, tiiketici sagligin1 yakindan tehdit
etmektedir (Doyle 1988, Sagun ve Isleyici 1996, Cheroutre-Vialette ve ark. 1998, Doyle
1999).

Listeria monocytogenes, optimal olarak 0,97 su aktivitesi (ay) degerinde iireyebilmektedir.
Ureyebilecegi en diisiik a,, degeri 0,93 olarak bilinmesine karsin bazi suslar 0,90 a,’de dahi
tireyebilmektedir. Etken ayrica 0,83 gibi ¢ok diisiik a, degerinde uzun siire canliligini

stirdiirebilmektedir (Shahanart ve ark. 1989).

Petran ve Zottola (1989) Listeria monocytogenes’in % 39,4 konstantrasyonundaki seker

soliisyonunda 0.92 a,, degerinde iireyebildigini bildirmislerdir.

Nolan ve ark. (1992) Listeria monocytogenes’in % 0,6 yeast ekstraktli TSB’de gliserol, NaCl

ve seker varliginda, 0,92 a,, degerinde iireyebildigini bildirmiglerdir.

Tuzun gidalarda kulanim amaglarindan bir tanesi de gidalarin su aktivitesi degerini diisiirerek
mikroorganizmalarin iiremesini engellemektedir. Ancak Listeria monocytogenes, tuz
konsantrasyonlarina, S. Aerous, Yersinia spp. gibi diger mikroorganizmalardan ¢ok daha

dayaniklidir (Chen ve Shelef 1992, Doyle 1999).
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Listeria monocytogenes’in farkli tuz konsantrasyonlarina dayanikliligi tizerine ¢esitli
caligmalar yapilmis ve degisik sonuglar rapor edilmistir. Seeliger (1961) yapmis oldugu
deneysel bir ¢alismada, etkenin % 10’luk tuz konstantrasyonunda iireyebildigini, pH 6.0

degerinde ve % 16’lik tuz konstantrasyonunda 1 y1l siireyle canli kalabildigini belirtmistir.

Johnson ve ark. (1988) tarafindan yapilan bir calismada, 4 °C’de, pH 4,3-4,5 degerlerinde ve
% 5-8 oraninda tuz ihtiva eden fermente sucuklarda Listeria monocytogenes’in 84 giin siireyle

canliligini koruyabildigi belirtilmistir.

Shahanart ve ark. (1989)’nin yaptig1 bir ¢alismada, % 25 oraninda NaCl iceren broth

ortaminda, etkenin 132 giin canl kalabildigi rapor edilmistir.

Doyle (1999) tarafindan hazirlanan bir raporda, Listeria monocytogenes’in % 6 oraninda tuz
ihtiva eden salamurada ve % 8 oraninda tuz bulundura Meat Peptone besiyerinde gelisebildigi
bildirilmistir.

Listeria monocytogenes ¢ok cesitli ¢ig veya islenmis iriinlerde bulunabildigi ve buzdolabi
kosullarinda dahi kolaylikla {ireyebildiginden etkeni yok etmek i¢in gesitli antimikrobiyal
maddeler kullanilabilmektedir (Tyopponen ve ark. 2003). Gida iiretiminde, etkileri ve yapilar
bilinen, limitleri dahilinde kullanildiginda insan sagligina zarar vermeyen gida katki
maddeleri tercih edilmektedir (Doyle 1999). Bunlardan, nitrit, nitrat, nisin gibi farkli

antimikrobiyal maddeler iizerine ¢esitli calismalar mevcuttur.

Nitrat-Nitritler, 6zellikle et iiriinlerine arzu edilen kirmizi rengi vermesi ve antimikrobiyal
etkisi nedeniyle et sektdriinde sik¢a kullanilmaktadir. Yapilan g¢aligmalar 1s18inda, bu
maddelerin Listeria monocytogenes iizerine tek basmna etkili olmadigi, ancak NaCl gibi
maddelerle kombine edilerek kullanildiklarinda etkilerinin goriildiigii ortaya konmustur
(Doyle 1988, Doyle 1999). Trusel ve Jemmi (1989) fermente et iiriinlerinde, nitritli kiirleme
tuzlartyla yapmis olduklar1 ¢alismada, Listeria monocytogenes sayisinin 4-8 giin iginde

azaldigimi bildirmislerdir.

Listeria monocytogenes; acrob, mikroareofilik ve anaerob kosullarda tireyebilmektedir. Ancak
modifiye atmosfer paketlemede (MAP) yiiksek diizeyde CO, kullaniminin diisiik sicakliklarda
Listeria monocytogenes’in iiremesini baskiladigi bildirilmistir (Fernandez ve ark. 1997).
Vakum paketli dumanlanmis balikta 4 ve 8 °C’lerdeki muhafaza kosullarinda Listeria

monocytogenes’in liremeye devam ettigi kaydedilmistir (Duffes ve ark. 1999)

Birgok  iilkede  Listeria  monocytogenes’in  gidalardaki  varligi  regiilasyonlarla

sinirlandirilmistir.  ABD’de  6zellikle tiiketime hazir gidalarin 50 graminda Listeria
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monocytogenes’in hi¢ bulunmamasi gerekmektedir. Yine AB direktiflerince siit ve siit

tirtinlerinin 25 graminda 0 tolerans limiti belirlenmistir (Jay ve ark. 2005).

Tiirkiye’de Listeria monocytogenes’in Tiirk Gida Kodeksi tebligindeki yeri Tablo 2.5te

gosterilmistir.

Tablo 2.5.Tiirk Gida Kodeksi Mikrobiyolojik Kriterler Tebligi (Anonim 2009)

Mikroorganizma grubu n c M M
Echerchia coli (kob/g) 5 1 5x 10 1 x 10
Echerchia coli (kob/g)* 5 0 Bulunmamali

Echerchia coli 0157H7 (kob/g) 5 0 Bulunmamali

Staphylococcus aureus (kob/g) | 5 1 5x 107 5x10°
Clostridium perfringens (kob/g) | 5 2 1x10' 1x 10
Salmonella (kob/g) 5 0 25 gramda bulunmamali

Listeria monocytogenes (kob/g) | 5 0 25 gramda bulunmamali

Maya, kiif sayisi (kob/g) 5 2 1x 10 1 x 10

2.3. Onceki Calismalar

Noack ve Jockel (1993), 1990-1992 yillar1 arasinda 1235 et ve et iriiniinii Listeria
monocytogenes yoniinden analiz etmislerdir. Buna gore taze etlerin % 8,5’inden, 1s1 islemi
gérmemis sucuklarin % 14’tinden ve 1s1 islemi gérmis sucuklarin % 3,7’sinden Listeria

monocytogenes izole edilmistir.

Uyttendaele ve ark. (1999), Belcika’da yaptiklar1 bir ¢aligmada, inceledikleri ¢ig ve kiirlenmis
43 s1g1r, 17 at ve 322 domuz etinin sirasiyla % 4,7 (2/43), % 5,9 (1/17) ve % 14,9 (48/322)

oraninda Listeria monocytogenes ile kontamine oldugunu tespit etmislerdir.

Erol ve Sireli (1999), Eyliil 1994-Mayis 2005 tarihleri arasinda Ankara’daki market ve
kasaplardan alinan 100 hazir sigir kiymasi numunesinden 97’sinin (%97) 6 farkli Listeria tiri
ile kontamine oldugunu saptamiglardir. Caligmada identifiye edilen Listeria’lar arasinda en
yaygm tirlin % 92 ile Listeria innocua oldugu saptanirken, bunu % 28 ile Listeria
monocytogenes, % 10 ile Listeria murrayi, % 9 ile Listeria grayi, % 3 ile Listeria seeligeri ve

% 2 ile Listeria welshimeri’nin takip ettigi bildirilmistir.

Listeria monocytogenes’in ¢ig domuz etlerinde yaygin olarak saptandigi (Norrung ve ark.
1999) ve etkenin domuz diskisinda % 0 ila % 47 oraninda tespit edildigi bildirilmistir (Fenlon

ve ark. 1996). Domuz etlerinin Listeria monocytogenes ile kontaminasyonunun biiyiik oranda
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kesim islemi sirasinda karkaslarin bagirsak icerigiyle temas etmesine bagl sekillendigi

belirtilmistir (Kanaguanti ve ark. 2002).

Inoue ve ark. (2000) Japonya’da yaptiklar1 bir ¢alismada 46 ¢ig tavuk kiymasinin 17’sinin (%

37) Listeria monocytogenes ile kontamine oldugunu tespit etmislerdir.

Inoue ve ark. (2000) Japonya’da yapmis olduklar1 bir ¢alismada, 92 dumanlanmis somon
baligindan 5’inin (% 5,4), 213 ¢ig deniz {irtiniinden 7’sinin (% 3,3) Listeria monocytogenes

ile kontamine oldugunu tespit etmislerdir.

Eleftheriadou ve ark. (2002) 1991-2000 yillar1 arasinda Giiney Kibris’ta 1567 adet kiirlenmis
et lirlinli lizerine yapmis olduklar1 bir ¢alismada, 6rneklerin % 34’linde etkeni bulduklarini

belirtmislerdir.

Sireli ve ark. (2002) Ankara’daki marketlerde taze olarak tiiketime sunulan 40 kiyma, 30
kofte ve 30 burgerden olusan 100 tavuk eti iriiniinde Listeria’larin varligmi ve
kontaminasyon diizeyini arastirmislardir. Tavuk kiyma 6rneklerinin % 35’inin (14/40), tavuk
kofte orneklerinin % 20’sinin (6/30) ve tavuk burger 6rneklerinin % 26,6’smin (8/30) Listeria

tiirleri ile kontamine oldugunu saptamislardir.

Berktas ve ark. (2002), Van’daki kasap ve siipermarketlerden 100 adet kiyma, 50 adet parca
et, 100 adet et {irlinii (25 adet sosis, 25 adet salam, 25 adet pastirma ve 25 adet sucuk) 6rnegi
alarak Listeria tiirlerini tespit etmislerdir. Elde edilen sonuglarda kiyma orneklerinin %
73’iinde, parga et 6rneklerinin % 74’iinde, sucuk 6rneklerinin % 76’sinda, salam 6rneklerinin
% 16’sinda, sosis drneklerinin % 44’iinde ve pastirma 6rneklerinin % 32’sinde Listeria susu

1zole edilmistir.

Avcibasi (2005) Ankara’daki siipermarketlerden topladigi 76 balik 6rneginin % 5,3’linden
(4/76) Listeria tiirlerini izole etmistir. Elde edilen izolatlarin % 2,6’sinin (2/76) Listeria
monocytogenes, % 1,3’tniin (1/76) Listeria innocua, % 1,3’tinlin (1/76) Listeria grayi
oldugunu bildirmistir. Buna karsin Kigla ve ark. (2007), yapmis olduklar1 ¢alismada ¢ig ve

dumanlanmis alabaliklardan Listeria monocytogenes izole edemediklerini bildirmislerdir.

Siriken ve ark. (2006), Afyon’da yaptiklar1 bir ¢alismada, marketlerden toplanan 100 sucuk
orneginin 9’unda Listeria spp. tespit ettiklerini, izolatlarin 7’sinin Listeria monocytogenes,

1’inin Listeria innocua oldugunu bildirmislerdir.
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1 Materyal

Materyal olarak, istanbul’daki ulusal ve uluslar aras1 marketlerden farkli markalara ait kitleyi
temsil edecek miktarda 1s1l islem gormiis 10 adet sucuk, 10 adet salam ve 10 adet sosis

numunesi temin edilerek kullanilmistir.

3.2 Yontem

3.2.1. Yontemin Prensibi

Bu c¢alismada kullanilan metod, gida 6rneginde PCR (polimeraz zincir reaksiyonu) metodu
kullanilarak 24 saat 6n zenginlestirme ile Listeria monocytogenes tespiti prensibine dayanir.
PCR, DNA’nin invitro kosullarda amplifikasyonunu saglayan enzimatik prosediirdiir.

(Dupont Qualicon BAX System User Guide 2005)
3.2.2. Cihaz ve Malzemeler

BAX Sistem Q7 Aleti

Bilgisayar

Isitma Bloklar1 (3742°C , 55+£2°C ve 95+3°C)
Sogutma Bloklar (2 adedi 2-8°C’ye, 1 adedi -18°C’ye sogutulmus)
Stomacher

Inkiibasyon etiivii (37°C)

Kapak kapaticisi ve kapak acicisi

Otomatik pipetler (200 pl, 40 ul)

8 kanalli otomatik pipet (50 pl)

Cluster tiipleri ve kapaklari

Tiim pipetler i¢in steril pipet ucu

Filtresiz stomacher torbasi
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3.2.3. Besiyeri

24 LEB BASE OXOID CM 1107 g/L

Peptone 234
Yeast extract 5,0
Lithium chloride 10,0
Ferrie ammonium citrate 0,1
Sodium chloride 5,0

Ticari olarak satilan Oxoid marka 24 LEB base 21,75 gram tartilarak 1000 ml destile veya
deiyonize su iizerine ilave edildi. 121 °C’de 15 dakika siireyle otoklavlandi. 50 °C’nin altina
sogutulan 500 ml besiyerine 5 ml steril distile su ilave edilip karistirilarak hazirlanmig 1 vial
24 LEB selective supplement (SR 0243 E) ilave edilip iyice karistirildi. Daha sonra steril
meziir yardimi ile 225 ml olacak sekilde steril siseler dagitildi. Hazirlanan besiyeri
supplement katilmadan 6nce ve sonra karanlikta 2-8 °C’de 2 haftaya kadar saklanabilir.

(Dupont Qualicon BAX System User Guide 2005)

Besiyeri kullanilmadan once oda sicakligina getirildi. Besiyerinin 25°C’deki pH’s1 7,4+0,2

arasinda idi.

3.2.4. PCR Kiti

Lysis buffer (12 ml’lik 2 sise): Ticari olarak temin edildi.

Protease (400 ul): Ticari olarak temin edildi.

Lysing agent 1, Lysing agent 2

PCR tiipleri

PCR tiipleri i¢in optik kapak

3.2.5. Ornek Hazirlama

25 gram Ornek tartilip, 225 ml 24 LEB Broth ile birlikte stomacherde homojonize edildi.

37 °C’de 24 saat inkiibe edildi.
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3.2.6. BAX Sisteminin Analize Hazirlanmasi

3.2.6.1. Ornek Bilgilerinin Yazilmasi
Bilgisayarda BAX sistem agild1 ve farkli kaydedildi.

Her bir kuyucuk i¢in 6rnek numarasi ve yapilacak olan analiz se¢ildi. Burada se¢ilen analiz

Listeria monocytogenes 24 E idi.

3.2.6.2. Cihazin Analize Hazirlanmasi

Cihazin power diigmesine basildi.

Operation meniisiinden ’Run Full Process secildi. Boylece cihaz 1sinmaya basladi.
3.2.6.3.0rnegin Cihaza Verilmesi ve Sonuclarin Elde Edilmesi

Lysing agent 1 kodlu ¢ozelti dolabinda donmus olarak bulunmaktaydi. Oda sicakligina
getirilerek ¢ozdiirlildii. Tamamen s1vi hale gelmis olan Lysing agent’e 1.8 ml steril distile su

ilave edildi ve karistirildi.

Hazirlanan Lysing agent 1 ¢ozeltisi ve Lysing agent 2 4:1 oraninda steril bir tiip igerisine
aktarilip karistirildi (1 numune icin: 40 pl hazirlanan lysing agent 1 ve 10 pl lysing agent 2).
Pipetlemelerde meydana gelebilecek kayiplar sebebiyle analize alinan numune sayisindan bir
adet fazla Ornege gore bu lysing agent karisimlari hazirlandi. Hazirlanan karigim 4 saat
icerisinde kullanildi. Ornek sayisina gore lysing agentlardan alman miktarlar Tablo 3.1°de

belirtilmistir.
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Tablo 3.1. Ornek sayisina gore Lysing agent’lardan kullanilmas1 gereken miktarlar

Lysing Lysing Lysing Lysing Lysing Lysing
Ornek agze;lr}; 1 agent 2 Ornek ag?:ﬁ'; 1 agent 2 Ornek agze;lr}; 1 agent 2

(uh) (ul) (uh)

1 40 10 33 1320 330 65 2600 650
2 80 20 34 1360 340 66 2640 660
3 120 30 35 1400 350 67 2680 670
4 160 40 36 1440 360 68 2720 680
5 200 50 37 1480 370 69 2760 690
6 240 60 38 1520 380 70 2800 700
7 280 70 39 1560 390 71 2840 710
8 320 80 40 1600 400 72 2880 720
9 360 90 41 1640 410 73 2920 730
10 400 100 42 1680 420 74 2960 740
11 440 110 43 1720 430 75 3000 750
12 480 120 44 1760 440 76 3040 760
13 520 130 45 1800 450 77 3080 770
14 560 140 46 1840 460 78 3120 780
15 600 150 47 1880 470 79 3160 790
16 640 160 48 1920 480 80 3200 800
17 680 170 49 1960 490 81 3240 810
18 720 180 50 2000 500 82 3280 820
19 760 190 51 2040 510 83 3320 830
20 800 200 52 2080 520 84 3360 840
21 840 210 53 2120 530 85 3400 850
22 880 220 54 2160 540 86 3440 860
23 920 230 55 2200 550 87 3480 870
24 960 240 56 2240 560 88 3520 880
25 1000 250 57 2280 570 89 3560 890
26 1040 260 58 2320 580 90 3600 900
27 1080 270 59 2360 590 91 3640 910
28 1120 280 60 2400 600 92 3680 920
29 1160 290 61 2440 610 93 3720 930
30 1200 300 62 2480 620 94 3760 940
31 1240 310 63 2520 630 95 3800 950
32 1280 320 64 2560 640 96 3840 960

Pipetleme kaybi olabilecegi icin 6rnek sayisindan en az 1 adet fazla 6rnege gore hazirlanmistir.
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Hazirlanan lysing agent karisimimdan 50 pl cluster tiiplerine dagitildi. On zenginlestirmesi

tamamlanan 6rneklerden 0,5 ml alinarak cluster tiiplerine aktarildi.
Tiiplerin kapaklar kapatilarak 1sitma bloklarma yerlestirildi. 37+2°C’de 30 dakika tutuldu.

Lysis ¢ozeltisi hazirlamak igin 150 pl protease’den 12 ml’lik lysis buffer igerisine koyuldu.
Hazirlanan bu ¢ozelti 2-8 °C’de saklandigi1 takdirde 2 hafta siireyle kullanilabilir (Dupont
Qualicon BAX System User Guide 2005).

Bu ¢ozeltiden yeni cluster tliplerine 200’er pl dagitildi.
Analiz i¢in 6n zenginlestirme yapilmis 6rnekten 5 pl alinarak tiiplerin igerisine ilave edildi.

Tiiplerin kapaklart kapatilarak 1sitma bloklarina yerlestirildi. 55+2°C’de 30 dakika ve
95+3°C’de 10 dakika beklendi.

Sogutma blogu buzdolabinda (2-8 °C’de ) muhafaza edildi. Isitma islemi bitince tiim tiipler

sogutma bloklarinda 5 dakika boyunca sogutuldu.

PCR kitleri derin dondurucuda tutulan PCR sogutma bloguna yerlestirildi. 30 pl lysate PCR
tiiplerine verildi ve tistleri optik kapaklarla kapatildi. Burada 6nemli bir nokta PCR tiiplerinin

elle kirletilmemesi pudrasiz bir eldiven giyilmesidir.

Set sicakligma gelen cihazin kapag: agilarak icerisine PCR tiipleri yerlestirilerek, ‘’Next’’

diigmesi ile cihazin analize baglamasi saglandi.

Cihazda tiim proses 3,5 saat siirdii, slire bitiminde cihaz otomatik olarak bloklar1 1sitmay1

sonlandirdi.
Cihaz her acildiginda kitlerin kontrolii i¢in negatif kontrol verildi.
3.2.6.4. Sonug¢larin Degerlendirilmesi

“Finish diigmesine bastiktan sonra kuyucuklarin oldugu yeni bir sayfa acildi. Burada
kuyucuklar ortalarinda bir isaretle birlikte farkli renklerde olabiliyorken bizim sonuglarimizin
tamami yesildi.

Yesil (-): Listeria monocytogenes negatif

Kirmizi (+): Listeria monocytogenes pozitif

Sar1 (?): Kesin olmayan, belirsiz sonug, analiz tekrar edilmeli

Sar1 kirmizi ¢izgili (?): Sinyal hatasi, analiz tekrar edilmeli
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Sonucun pozitif ¢ikmasi durumunda standart metod (TS EN ISO 11290-1) ile dogrulama

yapilir. Fakat, buna gerek duyulmadi.
3.2.6.5. Cihazin Dogrulanmasi

Cihazin dogrulanmasi pozitif kontrol igin Listeria monocytogenes ATCC 19111, negatif
kontrol i¢in Stapylococcus aureus ATCC 25923 suslari kullanilir. Bu islem yilda bir kez
yapilir ve kullandigimiz cihaz i¢in de analizimizden 3 ay Oncesinde yapilmisti. (Dupont

Qualicon BAX System User Guide 2005)
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4. ARASTIRMA BULGULARI ve TARTISMA

Arastirma sonunda sucuk, salam ve sosis numunelerimize ait sonuglar Tablo 4.1, Tablo 4.2 ve
Tablo 4.3°de verilmistir. Tablolarda da goriildiigi gibi incelenen sucuk, salam ve sosis

orneklerinin higbirisinde Listeria monocytogenes’e rastlanilmamustir.

Tablo 4.1. Analizi yapilan sucuk 6rneklerinin Listeria monocytogenes varligi

Ornek Bulgu/25 gr | Limit Deger | LD Kaynag1 | U/UD Test Yontemi
1 Uremedi Urememeli 1 U PCR (BAX Sistemi)
2 Uremedi Urememeli 1 U PCR (BAX Sistemi)
3 Uremedi Urememeli 1 U PCR (BAX Sistemi)
4 Uremedi Urememeli 1 U PCR (BAX Sistemi)
5 Uremedi Urememeli 1 U PCR (BAX Sistemi)
6 Uremedi Urememeli 1 U PCR (BAX Sistemi)
7 Uremedi Urememeli 1 U PCR (BAX Sistemi)
8 Uremedi Urememeli 1 U PCR (BAX Sistemi)
9 Uremedi Urememeli 1 U PCR (BAX Sistemi)
10 Uremedi Urememeli 1 U PCR (BAX Sistemi)

Limit Deger (LD) Kaynag1: 1- Tiirk Gida Kodeksi Mikrobiyolojik Kriterler Tebligi (2009/6)
U/UD: U: Uygun, UD: Uygun Degil
Test Yontemi: Polymerase Chain Reaction
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Tablo 4.2. Analizi yapilan sosis 6rneklerinin Listeria monocytogenes varligi

Ornek Bulgu/25 gr | Limit Deger | LD Kaynag1 | U/UD Test Yontemi
1 Uremedi Urememeli 1 U PCR (BAX Sistemi)
2 Uremedi Urememeli 1 U PCR (BAX Sistemi)
3 Uremedi Urememeli 1 U PCR (BAX Sistemi)
4 Uremedi Urememeli 1 U PCR (BAX Sistemi)
5 Uremedi Urememeli 1 U PCR (BAX Sistemi)
6 Uremedi Urememeli 1 U PCR (BAX Sistemi)
7 Uremedi Urememeli 1 U PCR (BAX Sistemi)
8 Uremedi Urememeli 1 U PCR (BAX Sistemi)
9 Uremedi Urememeli 1 U PCR (BAX Sistemi)
10 Uremedi Urememeli 1 U PCR (BAX Sistemi)

Limit Deger (LD) Kaynagi: 1- Tiirk Gida Kodeksi Mikrobiyolojik Kriterler Tebligi (2009/6)

U/UD: U: Uygun, UD: Uygun Degil

Test Yontemi: Polymerase Chain Reaction
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Tablo 4.3. Analizi yapilan salam 6rneklerinin Listeria monocytogenes varligi

Ornek Bulgu/25 gr | Limit Deger | LD Kaynag1 | U/UD Test Yontemi
1 Uremedi Urememeli 1 U PCR (BAX Sistemi)
2 Uremedi Urememeli 1 U PCR (BAX Sistemi)
3 Uremedi Urememeli 1 U PCR (BAX Sistemi)
4 Uremedi Urememeli 1 U PCR (BAX Sistemi)
5 Uremedi Urememeli 1 U PCR (BAX Sistemi)
6 Uremedi Urememeli 1 U PCR (BAX Sistemi)
7 Uremedi Urememeli 1 U PCR (BAX Sistemi)
8 Uremedi Urememeli 1 U PCR (BAX Sistemi)
9 Uremedi Urememeli 1 U PCR (BAX Sistemi)
10 Uremedi Urememeli 1 U PCR (BAX Sistemi)

Limit Deger (LD) Kaynagi: 1- Tiirk Gida Kodeksi Mikrobiyolojik Kriterler Tebligi (2009/6) U/UD:
U: Uygun, UD: Uygun Degil
Test Yontemi: Polymerase Chain Reaction

Inceledigimiz sucuk, sosis ve salam Orneklerinin hicbirisinde Listeria monocytogenes’e
rastlanmamasm su sekilde aciklayabiliriz; Incelenen iiriinlerin tiimii pismis (1s1l islem
gbérmiis) Uriinler grubuna girdiginden bu tirlinlerin tiimi 1s1l islem prosesinden geg¢mistir ve
inceleme sonucunda da bu iiriinlerde Listeria monocytogenes’e rastlanmamasi uygulanan 1sil
islemin yeterli oldugunun kamtidir. Gida ve ila¢ Idaresi (FDA) ve Diinya Saglik Orgiitii
(WHO) tarafindan yapilan bir calismada 71.7 °C’de 15 saniye siire ile yapilan
pastorizasyonun, s6z konusu mikroorganizmay: inaktif hale getirdigini belirtmigstir. S6z
konusu ¢alisma, yeterli 1s1l uygulamasimin yapilmasi durumunda Listeria monocytogenes’in

varligiin ortadan kaldirilabileceginin gostergesidir.

Ayrica, Listeria monocytogenes’in bulasma kaynaklarimi inceledigimizde (Bkz. 2.2) topraktan
baslayarak iiretimde kullanilan alet ekipmana kadar bir¢ok etkenin bulagsma kaynagi oldugunu
gormekteyiz. Numunelerini temin ettigimiz {iretici firmalarin bu anlamda da oldukga titiz
davrandigini sdyleyebiliriz. Ciinki; 1s1l islem yeterli bile olsa {irlinlin paketlenip tiiketiciye

ulastirilmasina kadar gecen zamanda da Listeria monocytogenes kontamine olabilir. Incelenen
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numunelerde Listeria monocytogenes’e rastlanilmamasi bulagsma yollarinin da Oniine

gecildigini gostermektedir.

Benzer bir ¢alismada Aydin ve Kahraman (2009) Marmara Bolgesi’ndeki sekiz ilden elde
ettikleri 691 et ve et {irlinleri numunelerinin % 5,5’inde Listeria monocytogenes, % 4,6’sinda
ise Salmonella spp. tespit etmisledir. Escherichia coli 0157:H7 ‘yi ise tespit edememislerdir.
Bir diger benzer ¢alismada ise Siriken ve ark. (2009) Afyon bdlgesinde iiretilen sucuklar
lizerine yaptiklar bir arastirmada, 100 sucuk 6rneginin 7’sinde Salmonella spp. ve 9’unda ise

Listeria tiirlerini saptamislardir.

Barut ve Ates ise (2004) et lirlinleri iizerine yaptiklar1 bir ¢calismada toplam 18 adet sucuk

orneginin % 17’sinin Listeria monocytogenes ihtiva ettigini bildirmislerdir.

Marinsek ve Grebenc (2002) de yilinda Slovenya’da yapmis olduklar: bir arastirmada, 44 adet
kiyma numunesinin 3’tinde (% 6,81), 25 adet salam sosis numunesinin 4’{inde (% 16) ve 23

adet fermente et iiriiniin 1’inde (% 4,34) Listeria monocytogenes’i saptamiglardir.
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5. SONUC VE DEGERLENDIRME

Giliniimiiz diinyasindaki en 6nemli problemlerden birisi, hizli ve kontrolsiiz bir sekilde artan
niifusun gida gereksinimini yeterli ve dengeli bir sekilde karsilayabilmenin giicliigiidiir.
Beslenme probleminin ¢éziimii i¢in; hammadde elde edilmesi, tliretim, isleme, ambalajlama,
muhafaza, tasima ve pazarlama safhalarinda ciddi bir ¢alismanin yani sira, ¢ok titiz kalite
kontrol uygulamalarinin da yapilmasi gerekmektedir. Titiz ve bilingli bir sekilde yapilan
kontrol uygulamalari, tim bu asamalardaki iiriin kayiplarii en aza indirerek iiretimi
artirmakta ve iretilen gida maddelerinin halk sagligima olumsuz etkilerini ortadan

kaldirmaktadir.

Ulkemizde en cok tiiketilen et iiriinlerinden sucuk, sosis ve salam yeterince titizlik
gosterilerek liretilmedigi takdirde insan saglig1 acisindan ciddi tehlikeler olusturabilmektedir.
Bu noktada maalesef iilkemizdeki bir¢ok iiretici iirettigi sucuk, sosis veya salamin saglik
acisindan riskli olup olmayacagindan c¢ok, {riiniin maliyetini diisiirebilmek icin neler
yapabilecegini diigiinmektedir. Bu durum iilke insanlarinin hem kalitesiz hem de saglik

acisindan riskli gidalar tiilketmesine yol agmaktadir.

Bu calismada acik halde satilan, uygun sicaklikta muhafaza edilmeyen, olmasi gereken
maliyetinin bile altinda satilan, semt pazarlarinda bir anlamda sokakta satilan sucuk, sosis ve
salam orneklerinden alinan 6rneklerin analiz sonuglarinin tamaminin Listeria monocytogenes

acisindan negatif ¢ikmasi ¢ok sevindiricidir.

Bu sonug firetici firmalarin tirettikleri {iriinlerin kalitelerine gosterdikleri hassasiyetin hijyen
konusunda gostermis olduklar1 hassasiyet gibi olmadigint kanitliyor. Tabil ki bu noktada
Tarim Bakanlii’nin 6zellikle son yillarda bu konudaki denetimlerini artirmasi ve ciddi

yaptirimlar getirmesi hijyen konusunda iiretici firmalarin daha dikkatli olmasini saglamistir.
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