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OZET

Erzurum Piyasasindan Toplanan Tavuk Eti Orneklerinden izole Edilen

Listeria Monocytogenes Tiiriiniin Molekiiler Tanimlanmasi

Amag: Erzurum ilinde tiiketime sunulan tavuk eti orneklerinden izole edilen
Listeria monocytogenes izolatlariin fenotipik ve genotipik karakterizasyonu.

Materyal ve Metot: Bu c¢alisma, Erzurum yoresindeki kasap ve parekende
marketlerden toplanan 200 adet tavuk eti 6rnegi lizerinden yiiriitiilmiistiir. Kromojenik
besiyeri kullanilarak L. momnocytogenes suslar1 izole edilmis, elde edilen izolatlar
konvensiyonel ve molekiiler testlere tabi tutulmustur.

Bulgular: Yapilan izolasyon ¢alismasi sonucunda 200 adet tavuk eti drneginin;
11 tanesinde L. monocytogenes varligi belirlenmistir. Bu sonuglar konvensiyonel testler,
VITEK ve spesifik PCR verileriyle desteklenmistir. Daha sonra, test izolatlar1 arasinda
ki genotipik farkliliklarin tespiti amaciyla yapilan rep-PCR analizi sonucunda ERIC-
PCR yonteminin tiir seviyesinde L. monocytogenes bakterisinin identifikasyonu ve
karakterizasyonda basarili bir sekilde kullanilabilecegi tespit edilmistir. En fazla
polimorfik bant veren ERIC-PCR verileri kullanilarak gerceklestirilen cluster analizi
sonucunda, farkli clusterlarda yer alan 3 6rnek secilmis ve 16S rRNA sekans analizine
tabi tutulmustur. Yapilan bu ¢alisma sonucunda her 3 izolatin da, %99 oraninda L.
monocytogenes’e benzedigi belirlenmistir.

Sonug: L. monocytogens strainlerinin genotipik karakterizasyonunda ERIC-PCR
yonteminin, kullanilan diger rep-PCR c¢esitlerine gore olduk¢a basarili oldugu
belirlenmistir

Anahtar Kelimeler: L. monocytogenes, rep-PCR (BOX-, ERIC-, (GTG)s-, REP-
PCR), Spesifik-PCR, Tavuk eti, VITEK, 16S rRNA sekans analizi

vV



ABSTRACT

Moleculer Identification Listeria monocytogenes Isolated from Chicken

Meat Collected from Erzurum Market

Purpose: Phenotypic and genotypic characterization of Listeria monocytogenes
isolates, which were isolated from chicken meat samples presented for consumption in
Erzurum province

Materials and Methods: A sum of 200 chicken meat samples, which were
obtained from butchers and retail stores in Erzurum. L. monocytogenes strains was
isolated using chromogenic medium. The obtained isolates were subjected to
conventional and molecular tests.

Results: Eleven of 200 chicken meat samples were found to be contaminated
with L. monocytogenes. This result was supported with conventional tests, VITEK and
specific PCR data. Results of rep-PCR, which was performed to determine genotypic
differences between test isolates, showed that ERIC-PCR method can be successfully
used in identification and characterization of L. monocytogenes at species. Three
samples, which were in different clusters according to cluster analyzes performed with
the most band-giving ERIC-PCR data, were chosen and subjected to 16S rRNA
sequence analyzes. The results indicated that all three isolates 99% resemble L.
monocytogenes

Conclusion: In genotypic characterization of L. monocytogenes strains, ERIC-
PCR method was found to be much more succesful when compared to other rep-PCR
methods.

Keywords: Chicken meat, L. monocytogenes, rep-PCR (BOX-, ERIC-, (GTG)s-,
REP-PCR), Specifik-PCR, VITEK, 16S rRNA sequence analysis



ng
pum

mg

nmol
nm

ml

dk

sdH,O
dH,O
H,0,
NaCl
KOH
bp (be)

BSA

SIMGELER ve KISALTMALAR DIiZiNi

: Mikrolitre

: Mikrogram

: Mikrometre

: Miligram

: Mikromolar

: Nano mol

: Nanometre

: Mililitre

: Molar

: Normal

: Litre

: Gram

: Absorbans

. Su aktivitesi

: Dakika

: Saniye

: Steril distile su

: Distile su

. Hidrojen peroksit

: Sodyum klorit tuzu
: Potasyum hidroksit
: Base pair (Baz gifti)

: Bovine serum albumin

VI



CTAB
DMSO
DNA
dNTP
EDTA
PCR
ERIC-PCR
Rep-PCR
NA

PCR
RAPD
RNA
rRNA
SDS
TAE
TBE

TE

Tris-HCI

: Hekzadesil trimetil-amonyum bromit

: Dimetil stilfoksit

: Deoksiriboniikleikasit

: Deoksiniikleotittrifosfat

: Etilen diamin tetra asetik asit

: Polimeraz zincir reaksiyonu

: Enterobacterial repetitive intragenic consensus
: Repetitive extragenic palindromic

: Nutrient agar

: Polimeraz zincir reaksiyonu

: Randomly amplified polymorphic DNA
: Riboniikleik asit

: Ribozomal RNA

: Sodyum dedosil siilfat

: Tris-asetat-edta tamponu

: Tris-brote-edta tamponu

: Tris-EDTA tamponu

: Trihidroksimetil amino metan-hidroklorik asit

VII



SEKILLER DiZINI

Sekil No

Sekil 4.1. Saflagtirilmig Listeria monocytogenes kiiltiirii.....................
Sekil 4.2. Bakteri izolatlariin spesifik-PCR elektroforez sonuglari
Sekil 4.3. Bakteri izolatlarinin ERIC-PCR elektroforez sonuglari
Sekil 4.4. Bakteri izolatlarinin REP-PCR elektroforez sonuglari
Sekil 4.5. Bakteri izolatlarinin BOX-PCR elektroforez sonuglari
Sekil 4.6. Bakteri izolatlarinin (GTG)s-PCR elektroforez sonuglari
Sekil 4.7. ERIC-PCR Sonuglarina gore cluster analiz sonuglari

Sekil 4.8 16S rRNA PCR sonuglart..........cccccueeeeiiieecieeccieeeiie e,

VIII



TABLOLAR DiZINi

Tablo No

Tablo 3.1. Primerler ve PCR programi

IX



1. GIRIS

Toplumlarin kalkinmasi ve ekonomilerinin gii¢lendirilmesinde saglikli insan
giicii 6nemli bir faktdr olup, bunda dengeli beslenme biiyiik dnem tagimaktadir.' Yeterli
ve dengeli beslenme; viicudun biiyiimesi, dokularin yenilenmesi i¢in gerekli olan besin
Ogelerinin (proteinler, yaglar, karbonhidratlar, mineral maddeler ve vitaminler) her
birinin yeterli miktarlarda alinip viicutta 6ziimsenmesidir.

Biitiin insanlarin temel ihtiyaglarindan biri olan beslenme, gida ve saglk
acisindan dnemli olup, bu hizmetin yeterli ve dengeli sunumunun yani sira hijyenik ve
giivenilir olmasi oldukca 6énemlidir.> * Gida giivenliginin saglanamadigi durumlarda,
gida kaynakli hastaliklar ortaya c¢ikabilmekte ve bazen oOliimciil sonuglara neden
olabilmektedir. Bu da toplumlar igin biiyiikk bir sosyal ve ekonomik yiik
olusturmaktadir.’

Besin bir yandan yeterli ve dengeli beslenme i¢in gerekli olan &geleri
saglamakta, diger yandan da gida zehirlenmesine neden olabilecek risk faktorlerinin
tasinmasina da aracilik ederek ciddi ekonomik kayiplara neden olmaktadir.’® Ozellikle
tiretim, pazarlama ve benzeri faaliyetler sirasinda bulasan fekal (diski) kaynakl
bakteriler, gidalari kontamine ederek insan ve hayvan saghigini ciddi diizeyde tehdit
eden gida kaynakli enfeksiyonlara sebep olmaktadir.’

Insan viicudu icin gerekli temel aminoasitleri, yaglari, karbonhidratlari,
vitaminleri ve mineralleri bulundurmasi, besin iceriginin zengin olmasi, su aktivitesinin
yiiksekligi ve pH degerinin patojen mikroorganizmalar da dahil olmak iizere ¢ogu
mikroorganizmanin gelismesine olanak saglamasindan dolayi, et ve et lriinleri ¢ok

12 Bundan

genis bir mikroorganizma grubunun gelisimi i¢in ideal bir kiiltlir ortamudir.
dolay1 giiniimiizde diinyada meydana gelen gida kaynakli saglik sorunlari igerisinde et

ve et irilinlerinin olusturdugu riskler ilk sirada yer almaktadir. Et ve et {irlinlerinden

1



kaynaklanan saglik problemlerinin; tlretim, isleme, muhafaza, tasima, pazarlama ve
tikketim zincirindeki yetersiz ve bilingsiz uygulamalara bagli olarak meydana geldigi
belirtilmektedir."

Son zamanlarda, diinyada tavuk endiistrisinde goriilen hizli gelisme ve diger
etlerle karsilagtirildiginda daha az yagli, protein oranm1 daha yiiksek, sindirimi daha
kolay, vitamin ve mineraller agisindan daha zengin ve kirmizi ete oranla fiyati daha
ucuz olmasindan dolayr tavuk eti tiiketimi giderek artmaktadir. Bu degisime paralel
olarak tavuk etinden kaynaklanan gida enfeksiyon ve zehirlenme vakalarinda 6nemli
artislar gozlemlenmektedir.'®'* 12

Taze ette genel olarak 20 ayri bakteri tiirii, 10 ¢esit mantar, kiif ve benzeri
mikroorganizmlar bulunabilmektedir. Bakteri olarak Micrococcus spp., Staphylococcus
spp., Pseudomonas spp., Archromobacter spp., Aeromonas spp., Escherichia spp.,
Aerobacter spp., Proteus spp., Salmonella spp., Listeria monocytogenes, Lactobacillus
spp., Microbacterium spp., Arthrobacter spp., Clostridium spp., Bacillus spp.,
goriilmekte olup, Salmonella spp., Campylobacter jejuni, Staphylococcus aureus ve L.
monocytogenes tavuk eti tiriinlerinde de siklikla gériilen patojenik bakterilerdir. * !

L. monocytogenes’e hayvan kaynakli pismemis gidalarda, deniz iirlinlerinde, et
ve et Uriinlerinde, taze ve donmus kiimes hayvanlarinin etlerinde, balikta, ¢ig ve
pastorize edilmis siit ve siit liriinlerinde, pismis tavukta, pismemis sebze ve meyvelerde
rastlamak miimkiin olup, kanath etler bu organizmanin iiremesi i¢in diger gidalara gore
daha elverislidir.'®

Besin zehirlenmelerinde genellikle izole edilen en 6nemli patojenlerden biri olan
L. monocytogenes; gevreye genis Olciide yayilmis, pH’ya, sicakliga, tuz kosullarina asirt

toleransli, buzdolab1 sicakliginda, sogutma, dondurma, 1sitma ve kurutma iglemleri gibi

olumsuz kosullar altinda bile canlilig1 siirdiirebilen bir organizmadir. Kirktan fazla



hayvan tliriinde ve insanlarda birka¢ ciddi enfeksiyondan sorumlu, Gram pozitif,
comakcik seklinde, endospor ve kapsiil igermeyen, hareketli (18-26°C’de), zorunlu
hiicre i¢i parazit bir bakteridir.'

L. monocytogenes ile kontamine olmus gida irlinlerin yenmesi insan ve
hayvanlarda listeriosis’e neden olmaktadir.® * Ozellikle bu bakterinin, gida isleme
ortamlarinda bulunma ihtimalinin yiiksek olmast ve diisiik ortam sicakliginda
biiyliyebilmesi, gida endiistrisi ve gida giivenligi acisindan biiyiikk bir sorun teskil
etmektedir.”* Bu sebeplerden dolayi gida kokenli bir patojen olarak L.monocytogenes’in
ekonomi ve halk sagligi tizerine onemli etkileri bulunmaktadir.>> >

Listeriosis; hamile kadinlarda, yeni doganlarda, yaslilarda ve bagisiklik sistemi
zayiflamig insanlarda (Orn., seker hastalari, alkol bagimlilari, AIDS hastalari, bobrek

hastalar, steroid kullanmmi) daha sik goriilmektedir.® >

Tipik olarak septisemi,
meningitis, meningo encephalitis ve yavru atimi1 gibi c¢esitli formlarda ortaya
¢ikmaktadir. Insanda listeriosiz enfeksiyonun erken evresi genelde spesifik olmayan
grip ve gastroenteritis benzeri septomlar (6rn., titreme, yorgunluk, bas agrisi, kas ve

eklem agris1) sergilemektedir.”> **

Hayvanlarda da ciddi enfeksiyonlara neden olan
etmen 6zellikle, biiyiik bas hayvanlarda yavru atimi ve encephalitise sebep olmaktadir.”’

Son yillarda, bu hastaligin goriilme oranindaki artis, gerek Avrupa’da gerekse
Tiirkiye’de gida mevzuati agisindan bazi degisikliklerin yapilmasina sebep olmustur.
Tiirk Gida Kodeksi-Mikrobiyolojik Kriter Tebligi’'nde, 2009 yilinda yapilan degisiklikle
birgok gida grubunda L. monocytogenes aranmasi artik zorunlu hale getirilmistir.*®

Gida kokenli bakteriyal patojenler, gida giivenligi agisindan olduk¢a Onemli
olup, bu patojenlerin dogru tanimlanmasi, hem gida kalitesi hem de temini sirasinda

ortaya cikabilecek kontaminasyon etmeninin takibi agisindan olduk¢a Snemlidir. Bu

amagla bilim insanlar1 tarafindan patojenik mikrorganizmalarin identifikasyonu



amaciyla; hem konvensiyonel hem de molekiiler yontemler yaygin bir sekilde
kullanilmaktadir.” Ozellikle L.monocytogenes’in diger Listeria tiirlerine morfolojik ve
biyokimyasal acidan benzerlik gostermesi, ¢evrede yaygin olarak bulunmasi, stres
durumlarinda bile toksin iiretebilmesi, spesifik olmayan klinik belirtiler vermesi,
hastaligin etkin kontrolii, ekonomik kayiplarin engellenmesi ve gida kalite giivenligi
dikkate alindiginda, bu etmenin hizli, spesifik ve duyarli yontemlerle tanist halk saglig
bakimindan biiyiik Gnem arz etmektedir.”

Serotiplendirme, faj tiplendirme, antibiyotik diren¢ (R-tip), biyo tiplendirme,
antibiyogram gibi klasik metotlar ve bakteriosin tanimlama, gida kdkenli patojen tespiti
icin bilinen en yaygin metotlar olup, bunlar zahmetli, duyarsiz, yavas ve genellikle
giivenilmezdir. Bundan dolay1 daha tanimlayict molekiiler metotlara ihtiya¢ duyulmakta
olup, bu teknikler tiir ve alt tiir ayrimina olanak saglamaktadir. En yaygin olarak
kullanilan molekiiler tekniklerin bir ka¢i; gen amplifikasyonu ve genomik parmak izi
analiz yontemleri (Randomly Amplified Polimorphic Detection: RAPD, Restriction
Fragment Lenght Polymorphism: RFLP, Amplified Fragment Lenght Polymorphism:
AFLP, Repetitive Extragenic Palindromic: REP-PCR, Enterobacterial Repetitive
Intragenic  Consensus: ERIC-PCR, BOX-PCR, GTGs-PCR, Pulse-Field Gel
Electrophoresis (PFGE), Ribosomal DNA: rDNA-PCR, Spesific PCR vb.), genel PCR
teknikleri, yag asit metil ester (FAMESs) analizi (Microbial Identification System: MIS),
metabolik parmakizi teknikleri (VITEK, BIOLOG, API vb.), serolojik teknikler
(Agglutination, Immunofluorescence, Dot Immunobinding Assay, Immuno Blot,
Radioimmunoassay and Enzim-Linked Immunosorbent Assay: ELISA) ve nicelikli
DNA hibridizasyonudur. Birbirlerine genetik olarak yakin olan mikroorganizmalarin

ayirimi ve strainler arasindaki filogenetik iliskiyi ortaya koyma noktasinda sahip oldugu



bliyiilk avantajdan dolayi, bu yontemler ekosistem g¢esitliligini tanilamada daha
giivenilirdir.*~*

Bu calisma ile; Erzurum ilinde tiiketime sunulan tavuk eti 6rneklerinden halk
sagligr yoniinden Onemli bir patojen olan L. monocytogenes izole edilerek;
konvensiyonel testler, VITEK, Spesifik-PCR, REP-, ERIC-, (GTG)s-, BOX-PCR ve

16S rRNA sekans analiz yontemleri kullanilarak fenotipik ve genotopik

karakterizasyonu amaglanmaktadir.



2. GENEL BILGILER

Gida kaynakli enfeksiyon ve zehirlenmelerde diinya genelinde onemli bir artig
gozlemlenmekte olup, bunda temel rol oynayan organizmalardan biri de Listeria
monocytogenes’dir. L. monocytogenes’in sebep oldugu listeriosisin spesifik belirtiler
gostermemesi, Olim oraninin yiiksek olmasi, patojenin diger Listeria tlirlerine
morfolojik ve biyokimyasal olarak benzerlik gostermesinden dolayi, etmenin hizli ve
dogru olarak tespitini saglayan yontemlerin ortaya konulmasi ve insidansin belirlenmesi
noktasinda bilim insanlarini yeni arayislara yonlendirmistir.'® ** ** Bu amacla yapilan
bazi ¢caligmalar asagida 6zetlenmistir.

Topcu8 Ankara il merkezinde ¢esitli lokanta ve biifelerde tiiketime sunulan déner
kebap ¢esitlerinin mikrobiyolojik kalitesini arastirmak amaciyla 25 ¢ig ve 25 pismis
olmak tizere toplam da 50 adet et ve tavuk doner 6rnegini incelemistir. Cig et doner
orneklerinin 4 tanesinde (%16), pismis et doner drneklerinin 1 tanesinde (%4), ¢ig tavuk
doner 6rneklerinin 3 tanesinde (%12) ve pismis tavuk doner orneklerinin ise 1 tanesinde
(%4) L. monocytogenes’in varligini ortaya koymustur.

Yesilyurt41 Aydin ili ¢evresinde bulunan 3 farkli mezbahadan, kesim arag
gereclerinden ve kasaplardan almis oldugu 348 adet svap Orneginden toplam 16 adet
Escherichia coli O157:H7 ve 12 adet L. monocytogenes straini izole ve identifiye
etmistir. Mezbahalarin hayvan kabul yerleri, kesimhaneleri, kasap ¢alisanlarinin elleri
incelendiginde bu noktalarin L. monocytogenes kontaminasyonunda temel rezervuar
oldugunu belirlemislerdir.

Barijsiik18 Istanbul ilinin farkl1 yerlerinde satilan, farkli markalara ait 10 sucuk,
10 salam ve 10 sosis Ornegi olmak iizere toplam 30 adet numunede L. monocytogenes
varligr spesifik PCR (Polimeraz zincir reaksiyonu) yontemiyle tespit edilmeye

calisilmig, analiz neticesinde hi¢cbir numunede etmenin varligina rastlanmamustir.



Ayaz'® Ankara’da taze olarak tilketime sunulan paketlenmis 180 hindi kiyma
orneginden, IMS (immuno manyetik separasyon) temelli kiiltiir teknigiyle 32 L.
monocytogenes 1zole etmis ve bu izolatlar1 dogrulamak amaciyla, hlyA genine 0zgii
primerler kullanarak PCR analizi yapmistir. Sonug olarak IMS temelli kiiltiir teknigiyle
1zole ettigi biitiin suslarin 4/y4 genine sahip oldugunu bulmustur

Tugrulel¢i®® Kayseri ilindeki farkl satis noktalarindan 25 ezme, 25 ¢ig kofte, 25
beyin salatasi ve 25 Rus salatasinda konvansiyonel yontemlerle L. monocytogenes
varligini aragtirmig ve tiiketime hazir gida 6rneklerinden 3’iiniin [2 ¢ig kofte (%8; 2/25),
1 Rus salatast (%4; 1/25)] L. innocua ile kontamine oldugunu, hicbir Ornekte L.
monocytogenes’e rastlanilmadigini ifade etmistir.

Sahiner’in®® L. monocytogenes izolasyonunda kullamlan ISO 11290-1 metodunu
alternatif metot olan PCR ve ELFA (Enzyme Linked Fluorescence Assay) metoduyla
karsilagtirmak amaciyla bir ¢calisma yapmis ve 3 metodun birbiriyle uyumlu sonuglar
verdigini fakat PCR ve ELFA metodunun daha avantajli ve daha hizli oldugunu
belirtmigtir

Dinger* L. monocytogenes’in izl tayinine yonelik immiino analiz tabanli ve
DNA tabanli elektrokimyasal biyo sensor sistemleri gelistirmis ve DNA tabanli sensor
sisteminin, etmenin teshisinde immiino analiz tabanli sensor sisteminden daha basarili
oldugunu gozlemlemistir.

Oksiiztepe ve ark.” Aydin ilinde yaptiklari insidans ¢alismasinda, 100 sucuk
Orneginin 4 tanesinde L. monocytogenes, 7 tanesinde L. innocua, 3 tanesinde L.
welshimerii varli@ina rastlamiglar. Sonug¢ olarak, sucuk Orneklerinin tamaminin
incelenen mikroorganizma gruplart yoniinden Tiirk Gida Kodeksi Standartlarina
uymadiklarin1 ve halk sagligi agisindan ciddi tehlikelere neden olabilecegini ifade

etmislerdir.



Cloak ve ark.** dogal bir sekilde kontamine olmus perakende érneklerinde SAIF
(Surface Adhesion Immunofluorescent) ve geleneksel kiiltiir metotlan ile, es zamanl
zenginlestirme adimi kullanilarak L. monocytogenes ve Salmonella enteritidis in
varhigini test etmisler ve istatiksel analizde hem geleneksel kiiltiir metodu ile elde edilen
sonuglar hem de SAIF ile elde edilen sonuglar arasinda miikemmel bir korelasyonun var
oldugunu gostermislerdir.

Van Kessel ve ark.”’” otomatiklestirilmis rep-PCR’1n serotip 1/2a ve 4b strainleri
arasinda ayrim yapamadigini fakat 1/2a ve diger serotipler arasinda ayrim i¢in kullanish
olabilecegini gostermislerdir.

Ballesteros ve ark.* multiplex PCR y6nteminin tiir tanisinda kesin ve hizli bir
metot oldugunu, REP-PCR’m gida isleme tesislerinin takibi ve epidemiyolojik
calismalar i¢in yararl bilgiler sundugunu, L. monocytogenes’in alt tiplendirmesinde
giivenilir bir yontem olarak kullanilabilecegini belirtmisglerdir.

Wojciech ve ark.! ERIC-PCR ve PFGE yontemlerinden elde ettikleri verilerle;
gidalardan izole edilen L. monocytogenes strainlerin enfekte olmus hayvanlardan izole
edilen L. monocytogenes strainlerinden ¢ok daha farkli genotip sergiledigini tespit
etmiglerdir. Ayrica ERIC-PCR metodunun epidemiyolojik caligmalarda L.
monocytogenes’in teshisinde oldukca yiiksek bir ayrim giliciine sahip oldugunu
gostermislerdir.

Jersek ve ark.’® gidalardan, insanlardan ve hayvanlardan izole ettikleri L.
monocytogenes strainlerini rep-PCR yontemiyle karakterize etmisler. Sonucta hem
REP- hem de ERIC-PCR’1n L. monocytogenes izolatlarinin tiplendirilmesinde 6nemli
olanaklar sundugunu ve her iki PCR ¢esidininde benzer ayrim giicline sahip oldugunu

belirlemislerdir.



Vollenhofer Schrumpf ve ark.** memran hibridizasyonu ve multiplex PCR
tizerine temellendirilmis ticari bir {iriin olan the GeneGen MFP Detection Kit
kullanmislar ve bu kitin gidadan elde edilen 4 patojen mikroorganizmanin (Sa/monella
spp., E. coli O157, L. monocytogenes ve Campylobacter spp. ) belirlenmesinde yeterli
oldugunu ve kisa zamanda sonu¢ verdigini, yeni yontemlerin ortaya konulmasinin
etkenin erken tespiti agisindan 6nemini vurgulamislardir.

Soultos ve ark.”” multiplex PCR ile yaptiklar1 ¢alismada, paketlenmis 80 taze
tavuk Orneginin 38’inde Listeria spp bulundugunu ve bunlarin 14’tinde ise L.
monocytogenes oldugunu tespit etmisler ve bu yontemin gida orneklerinde ki Listeria
kontaminasyonunun belirlenmesinde oldukga basarili oldugunu belirtmiglerdir.

Ozmen ve ark.*® Gemlik Garnizonundaki askeri birliklerde tilketime sunulan
tavuk etleri ile kesimhanelerde kesilen tavuklardan alinan 100’er adet tavuk karkasi ve
bagirsak icgeriginde, Listeria spp. varligini arastirmis ve karkas orneklerinin 76 (%76)
tanesinde Listeria spp’ye rastlamislardir. Identifiye edilen Listeria’larm 24’{iniin
(%31,6) L. monocytogenes, 43’liniin (%56,6) L. innocua, 4’iniin (%5,3) L. murrayi,
3niin (%3,9) L. grayi ve 2’sinin (%2,6) L. welshimeri oldugunu belirlemisglerdir.
Bagirsak igeriginden ise 12 (%12) adet Listeria spp. izole etmigler. Bunlardan 5’nin
(%41,6) L. monocytogenes, 2’sinin (%16,7) L. murrayi, 2’sinin (%16,7) L. welshimeri,
2’sinin (%16,7) L. seeligeri ve 1’nin (%8,3) L. innocua oldugu tespit etmislerdir. Sonug
olarak gerek et drlinlerinin hazirlanmasi ve gereksede tiiketime sunulmasi
basamaklarinda genel hijyen kurallarina yeterince uyulmadigini belirtmislerdir.

Ueda ve ark.* Japonya’da tiiketime sunulan tavuk ve domuz Srneklerinden izole
edilen 14 L. monocytogenes straininin ayrimi i¢in, RFLP ve iap geninin tekrarlayan
sekans dizi analizini kullanmiglardir. Sonugta patojen tespiti ve ayriminda genetik analiz

yontemlerinin oldukc¢a basarili oldugunu belirlemislerdir.



Van Nierop ve ark. *°

Giiney Afrika’nin  Gauteng sehrindeki ¢esitli
perakendecilerden topladiklar1 99 taze ve dondurulmus tavuk karkaslarinda Salmonella
spp., L. monocytogenes ve Campylobacter spp. gibi gida kokenli patojenlerin varligimi
arastirmiglar. PCR teknigin kiiltiirel yontemlere gore daha duyarli ve daha dogru sonug
veya sonuglar verdigini gézlemlemislerdir.

Berktas ve ark.'” Van ilinden topladiklar1 100 adet kiyma, 50 adet parca et, 25
adet sucuk, 25 adet salam, 25 adet sosis ve 25 adet pastirma Orneginden L.
monocytogenes straininin bulunma oranini tespit etmeye calismislardir. Caligmalarinin
sonucunda; kiyma Orneklerinin %73’linde, parca et Orneklerinin %74’ linde, sucuk
orneklerinin %76’sinda, salam Orneklerinin %16’sinda, sosis orneklerinin %44’iinde ve
pastirma orneklerinin %32’sinde Listeria izolatlarmin varligma rastlamislar. izole
ettikleri Listeria suslarindan ise; kiyma, sosis ve parca ette L. innocua, sucuk ve
pastirmada L. monocytogenes, salamda ise L. welshimeri’nin en fazla bulunan
kontaminantlar oldugunu belirlemislerdir. Et ve et {irlinlerinin ¢ig olarak ya da yeteri
kadar 1s1l islem uygulanmadan tiiketilmesi halinde saglik agisindan 6nemli bir sorun
olusturabilecegini ifade etmislerdir.

Suo ve ark.’' calismalarinda et iiriinlerinde ki Salmonella spp., E. coli O157 ve
L. monocytogenes’i etkili bir sekilde tespit etmek i¢in ¢oklu patojen zenginlestirme
teknigi ile birlestirilmis multiplex real-time PCR’1 gelistirmiglerdir. Elde ettikleri veriler
dogrultusunda bu metodun, ¢esitli et {irlinlerinde tek veya kompleks halde bulunan
patojenlerin varligini tespit etmede oldukca hizli ve giivenilir oldugunu belirlemislerdir.

Kobayashi ve ark.”> 6 gida patojenin (Salmonella spp., E. coli O157:H7, Vibrio
parahaemolyticus, Staphylococcus aureus, Bacillus cereus ve L. monocytogenes) ayni
anda tespiti icin tekli zenginlestirme broth (SEB) ortaminda 6n zenginlestirme

yapmiglardir. Daha sonra multiplex real-time PCR metodunu hedef bakterilerin
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taranmasi i¢in uygulayarak, bu yontemin PCR icin gerekli olan malzeme miktarini (6
bakterinin bulunmasi i¢in sadece 2 tiipe ihtiya¢ duyuldu) azalttigimi, is yukiini
hafiflettigini ve patojenlerin taranmasi i¢in gerekli olan zamani azalttigini tespit
etmiglerdir. Sonucgta molekiiler yontemlerin etmen veya etmenlerin tespitinde oldukga
etkin oldugunu belirtmislerdir.

Lawrence ve ark.” 6 aylik siire¢ boyunca gerek kesimhanede, gereksede ¢ig ve
pisirilmis kanatl iirinlerinde Listeria spp. ve L. monocytogenesin’in goriinme sikligina
bakmiglardir. Cig ve pisirilmis kanathilarin isleme ortamlarindan ki numunelerin
strastyla %26 ve %15 oraninda L. monocytogenes icerdigini belirlemislerdi. Pisirilmis
tavuk eti Urlinlerinin %8’1, ¢ig tavuk eti trilinlerinin ise %91’inin Listeria spp ile
kontamine oldugunu, bunlarin ise sirasiyla %0 ve %59’unda L. monocytogenes
bulundugunu tespit etmiglerdir. Multiplex PCR’1n Listeria spp. ve L. monocytogenes’in
belirlenmesinde hizl bir teknik oldugunu ifade etmislerdir.

Cabrita ve ark.’ tiitsiilenmis et ve tavuk karkaslarindan izole ettikleri toplam 39
L. monocytogenes strainleri ile 1/2a, 4a, 1/2b, 3b ve 4b serovarlarini i¢eren referans
suslari, RAPD, iap ve inlAB viriilans genlerinin polimorfizm analize tabi tutmuslardir.
Sonugcta izolatlar genotipik olarak karsilastirildiginda viriilans gdstergesi ve gida orijini
arasinda herhangi bir iligkinin bulunmadigini belirlemislerdir.

Cankaya’® baz1 dogal antimikrobiyal bilesiklerin S. enteritidis, E. coli O157:H7
ve L. monocytogenes lizerine etkisini taze tavuk eti lizerinde gézlemlemis ve Nisin’in et
ortaminda da L. monocytogenes iizerinde onemli inhibitdr etki (+4 °C) gosterdigini,
kullanilan iki diizeyin (73 ve 250 ppm) etkisinin istatistiksel olarak birbirlerinden farkl
oldugunu, Nisin’in 250 ppm diizeyinde ve MAP’la (Modifiye Atmosfer Paketleme)
birlikte kullanildiginda 6. giin sonunda aerobik-kontrole gore 2,5 log; fazla inhibisyona

neden oldugunu gostermistir. Elde edilen bulgulara gore, Nisin’in MAP ile
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kombinasyonu soguk depolamada ette, L. monocytogenes kontroliinde faydali olacagini
dile getirmistir.

Giiven ve ark.”® caligmalarinda Elaz1g ilindeki ¢esitli satis yerlerinden temin
ettikleri 100 kiyma, 80 sucuk, 80 tavuk eti ve 70 parca et drneginde Listeria varligimi
aragtirmiglar. Sonugta Orneklerde L. innocua hemde L. monocytogenes’in varligmi
gozlemlemislerdir. Ozellikle L. monocytogenes’in fazla miktarda bulunusunun halk
saglig1 agisindan potansiyel bir tehlike olusturdugunu ifade etmislerdir.

Harvey ve ark.’’ gida kokenli L. monocytogenes izolatlarmm molekiiler
tiplendirilmesinde rep-PCR yontemi ile MEE (Multilocus Enzyme Electrophoresis) ve
PFGE metotlarin1 karsilagtirmislardir. Sonugta rep-PCR’mn ayrim giiciiniin MEE ve
PFGE yontemlerine gore daha diisiik oldugunu, ama bu metodun diger ikisine gore
tekrarlanabilme potansiyelinin yiiksek oldugunu ve rep-PCR tekniginin PFGE ile
birlikte L. monocytogenes tiplendirilmesinde basarili bir sekilde kullanilabilecegin ifade
etmislerdir.

Ingianni ve ark.”® L. monocytogenes’in gidalarda hizli bir sekilde tespiti i¢in PCR
ve DNA prob kombinasyonunu kullanmiglardir. Her iki yontemde de Listeria’nin
patojenitesinden sorumlu olan gen bolgesi hedef alinmistir. Sonugta L.
monocytogenes’in tespitinde molekiiler yontemlerin hizli ve spesifitesinin yiiksek
oldugunu, uyguladiklari bu yontemin uzman olmayan kisiler tarafindan dahi kolayca
uygulanabilecegini belirtmislerdir.

Sireli ve ark.”® Ankara’daki marketlerde taze olarak tiketime sunulan 40 kiyma,
30 kofte ve 30 burgerden olusan toplam 100 tavuk eti {iriiniinde Listeria varligini
arastirmiglar ve tavuk kiyma Orneklerinin %85’inde, kofte orneklerinin %83,3’de ve
burger orneklerinin %40’inda degisik Listeria tirlerinin varligina rastlamislardir.

Orneklerde L. innocua’nim predominat tiir olarak bulundugunu, bunu L. monocytogenes
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ve L. grayi’nin takip ettigini goézlemlemislerdir. Bu tiir gidalarin az pismis olarak
tilketilmesi  halinde Listeria infeksiyonlar1 yoOniinden potansiyel bir risk
olusturabilecegini belirtmislerdir.

Urkiit® L. monocytogenes tayini icin, indikatdrsiiz DNA dizi algilama yéntemine
dayali elektrokimyasal genosensor tasarimi ve optimizasyonu arastirmig ve tasarlanan
genosensorin L. monocytogenes amplikonlarini segici olarak tespit edebildigini, rutin
analizlerde kullanilan PCR ve konvensiyonel yoOntemlerle benzer sonuglar ortaya
koydugunu tespit etmislerdir.

Ye ve ark.®! dondurulmus domuz eti 6rneklerinde L. monocytogenes’in tespitinde
RNA temelli real time RT-PCR’1n (Reverse-Transcriptase) duyarl ve hizli bir yontem
oldugunu gozlemlemislerdir. Ancak bu metodun L. monocytogenes’i tam olarak tespiti
icin  Onerilemeyecegini, sadece canli hiicrelerin varligi1 ve onun yaklasik
kontaminasyon seviyesini belirleyebilecegini ifade etmislerdir.

Kawasaki ve ark.®> L. monocytogenes, Salmonella spp. ve E. coli O157:H7’nin
tespitinde geleneksel kiiltiir metotlar ile multiplex PCR’1 kiyaslamiglar ve PCR temelli
bu yontemin her 3 etmeninde hizli ve giivenilir tanilanmasinda konvensiyonel metotlara
gore daha basarili oldugunu belirlemislerdir.

Laciar ve ark.”’ yaptiklar1 calismalar sonucunda; ERIC-PCR tekniginin bir tiir
icindeki strainlerin ayirt edilmesi ve Listeria tiirlerinin tanimlanmasi ve listeriosisin
epidemiyolojisini agiklanmasinda pratik, alternatif bir metot oldugunu belirtmislerdir.

2.1. Listeria monocytogenes

2.1.1. Tarihcesi

Mikroorganizmaya ilk olarak 1891 yilinda Fransa’da, 1893 yilinda Almanya’da
insan dokularinda, 1911 yilinda Isveg’te tavsanlarin nekrozlu karacigerlerinde, 1917 ve

1920 yillarinda menenjitli bir hastanin omurilik sivisinda rastlanmugtir.®® - %
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Mikroorganizmanin sebep oldugu hastalik 1917°de Pirie tarafindan Giliney Afrika
bozkirlarinda ki kemiricilerde Tiger River adiyla tanimlanmistir.”® 1926°da Murray ve
arkadaglar1 tavsanlardan ve Guinea domuzlarindan etmeni izole etmis ve Gram pozitif
comakeik seklindeki bu bakteriyi, mononiikleer 16kositoza sebep olmasindan dolayi ilk
olarak Bacterium monocytogenes olarak adlandirmstir.'® * Pirie 1927°de Giiney
Afrika’da yasayan kemirgenlerden (gerbiller) bu bakteriyi izole etmis ve cerrah Lord
Lister’e atfen mikroorganizmanin ismini Listerella hepatolytica, 1929 yilinda ise
Nyfeldt Bacterium monocytogenes hominis olarak isimlendirmistir.'® ® Murray ve Pirie
ayni tiirden bakteriyle ilgilendiklerini fark edince verdikleri isimleri birlestirmisler ve
Listerella monocytogenes ismini olusturmuslar.”® 1937 yilinda Gill Listerella ovis
olarak adlandirmis fakat Listerella cins ismi protozoon isimlendirilmesinde
kullanilmasindan dolay1 1940’ta Pierre tarafindan onerilen ve bakterinin bugiinkii ismi
olan L. monocytogenes verilmistir.**

2.1.2. Taksonomisi

Listeria monocytogenes’in bilimsel siniflandirmasi

Kingdom: Bacteria

Division: Firmicutes

Class: Bacilli

Order: Bacillales

Family: Listeriaceae

Genus: Listeria

Listeria cinsi ilk olarak Pirie tarafindan (1940) tanimlanmis olup su zamana
kadar Listeria cinsine ait 15 tlir bulunmustur; L. monocytogenes (Pirie,1940), L. grayi
(Errebo Larsen ve Seeliger, 1966), L. innocua (Seeliger, 1981), L. welshimeri (Rocourt

ve Grimont, 1983), L. seeligeri (Rocourt ve Grimont, 1983), L. ivanovii (Seeliger ve
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ark., 1984), L. marthii (Graves ve ark., 2010), L. rocourtiae (Leclerg ver ark., 2010), L.
fleischmanni (Bertsch ve ark., 2013), L. weihenstephanensis (Lang Halter ve ark.,
2013), L. aquatica, L. floridensis, L. cornellensis, L. grandensis ve L. riparia.®®

L. monocytogenes Gram pozitif, sporsuz, kapsiilsiiz, aerobik ve fakiiltatif
anaerobik, polar kam¢1 sayesinde 30 °C’ye kadar olan sicakliklarda takla atarak ve
ekseni etrafinda donerek hareket eden, birkag¢ hiicreden olusan kisa ( 0,5 um ¢apinda ve
1-2 pm uzunlugunda) zincirli kokobasil formda bir bakteridir.®” ® Psikrotrof bir bakteri
olup optimum gelisme sicakligi 30-37 °C’dir Optimum a,, degeri 0,97 minimum ay,
degeri 0,92°dir. pH: 7,0-7,3 arasinda gelisebilmesine ragmen pH: 4,4- 9,6 arasinda da
canliigini  siirdiirebilmektedir.”” Halotolerant bir bakteri oldugundan yiiksek
konsantrasyonlardaki NaCl (%10-12) varliginda bile ¢ogalabilirler.”

Biyokimyasal olarak katalaz pozitif, oksidaz negatif, D-glukoz ve diger sekerler
den asit olustururlar. Ure ve jelatini pargalayamazlar. Listeria tiirlerinden; L.
monocytogenes, L. seeligeri, L. ivanovii alyuvarlari par¢alayan bir hemolisin iiretirler ve

B-hemolitiktirler.®* "'
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3. MATERYAL VE METOT

3.1. Materyal

Calismanin  materyalini, Erzurum merkezinden toplanan 200 tavuk eti
orneginden izole edilen L. monocytogenes izolatlar1 olugturmaktadir.

3.1.1. Yararlanilan Cihazlar

Calisma esnasinda asagidaki cihazlar kullanilmastir;

Buzdolabi: Vestel FT 280

Derin dondurucu: New Brunswick Scientific

Jel goriintiileme: Quantum Vilber Lourmart

Elektroforez cihazi: Sigma Aldrich

Hassas terazi: Denver Instrument

Inkiibator: Binder Redline RE 53

Magnetik karistirici: Wisd Wisestir MSH-20A

Vorteks: Wisd Wisemix VM-10

Otoklav: HMC Hirayama

Otomatik pipetler: Eppendorf

PCR: Bio Rad C1000 thermal Cycler

pH metre: Mettler Toledo

Saf su: mp Minipure

Ceker ocak: Space Serries Fume Cupboard

Steril kabin: Class 2 Type Biosafety Cabinetis, WCS

Su banyosu: Memmert

Stomacher: Bag mixer

Stomacher torbasi: Bag page

Calkalayici: FL 3025
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Mikrodalga: Beko MD1500

Santrifiij: Mikro 220 R Hettich Zentrifugen

3.1.2. Kullanilan Besiyerleri ve Cozeltilerin Hazirlanisi

Frasher broth: 49,5 g frasher broth (Merck, 1103980), 900 ml dH,O i¢inde
¢Oziilmiis ve 225 ml olacak sekilde cam kavanozlara boliiniip, 121 °C’de 15 dk siireyle
otoklavlanarak, oda sicakliginda sogumaya birakilmistir. Bu siirecte, Frasher Broth
Amonyum Demir (III) sitrat katki (Merck, 10009200) ve Frasher Listeria Selective
Suplement (Merck, 10009300) siselerinin her birine 900 pl sdH,O ilave edilerek
¢Oziilmiis ve her birinden 225 pl alinarak, sogutulmus besiyerlerine ilave edilmistir.

CHROMagar™ Listeria : 30,9 ¢ CHROM-agar'™ Listeria (LM852, RTA,
Kocaeli), 576 ml dH,O i¢inde ¢oziillip, 121 °C’de 15 dk siireyle otoklavlanmistir. Daha
sonra 6 g CHROM-agar™ (LM851, RTA, Kocaeli) suplementi, 24 ml sdH,O icinde
coziilerek, 45-50 °C’ye kadar sogutulmus kat1 besiyerine ilave edilmis ve steril petrilere
dokiilmiistiir.

Nutrient agar (NA): 28 g nutrient agar (Merck, 1054500500), 1 L dH20 iginde
cozilip, 121 °C’de 15 dk siireyle otoklavlanmistir. Besiyeri 45 °C’ye kadar
sogutulduktan sonra, steril petrilere dokiilerek donmaya birakilmustir.

Nutrient broth+agar (yar1 kati nutrient agar): 13 g nutrient broth (Merck
1.05443) ve 6 g agar (Difco 214883) 1 L dH,O iginde ¢oziiliip, 121°C’de 15 dk siireyle
otoklavlanmugtir. Steril edilen besi yeri 45-50 °C’ye kadar sogutulduktan sonra steril
deney tiiplerine alinarak katilasmaya birakilmustir.”

Kanh agar: Hazir besiyerinden (Oxoid CM 331) 39 g tartilarak, 1 L dH,O
icinde ¢oziindiiriilmiis, pH degeri 7,3 £0,2’ye ayarlanmig ve 121°C’de 15 dk siireyle

otoklavlanmistir. Otoklavdan cikarilan besiyeri 50 °C’ye sogutulduktan sonra iizerine
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70 ml defibrine koyun kani (%7) eklenmistir Besiyeri steril petrilere dokiilerek +4
°C’de muhafaza edilmigtir.'®

Stok besiyeri: 0,65 g nutrient broth (Merck, 1054430500) karisimina 36 ml
gliserol eklendikten sonra, son hacim dH,O ilel00 ml’ye tamamlanmistir. Magnetik
karistiricida karigtirilan besiyeri, otoklavda steril edilmistir. Aseptik olarak, steril 2
ml’lik ependorf tiiplerine 1,2 ml olacak sekilde béliinerek hazirlanmustir®

Kristal violet: 2 g kristal violet, 20 ml %95’lik etil alkolde ¢oziilmiis ve son
hacim sdH,O ile 100 ml’ye tamamlanarak, amber sise i¢inde buzdolabinda muhafaza
edilmistir.”

%3’liikk KOH cozeltisi: 3 g KOH, 100 ml sdH,O igerisinde ¢oziilerek
hazirlanmustir.”

Lugol soliisyonu: 1 g iyot ve 2 g KCI tartilmis ve toplam hacim, sdH,O ile 100
ml’ye tamamlanmugtir.”’

Safranin: 1 g safranin, 10 ml %95°lik etil alkolde ¢6ziilmiis ve son hacim sdH,O
ile 100 m1’ye tamamlanmustir.”

%5’lik H,O, cozeltisi: 17 ml %30’luk H,O,’in hacmi, sdH,O ile 100 ml’ye
tamamlanarak hazirlanmigtir.”

%10 CTAB-0,7 NaCl cozeltisi: 80 ml dH,O icerisinde once 4,09 g NaCl
¢Oziilmiis, NaCl tamamen eridikten sonra karisgma 10 g CTAB ilave edilerek
homojenize olmast saglanmistir. Toplam hacim 100 ml ye tamamlandiktan sonra
otoklavda steril edilerek, oda sicakliginda muhafaza edilmistir.*’

%70’lik Etil Alkol: 70 ml saf etil alkoliin hacmi, sdH,O ile 100 ml’ye
tamamlanarak -20 °C’de muhafaza edilmistir.*

STE (50 mM Tris, 150 mM NaCl, 50 mM EDTA, pH: 8) Cozeltisi: 1,21 g

Tris, 1,75 g NaCl ve 3,72 g EDTA 200 ml dH,O igerisinde ¢oziilmiis, 1 N HCI ile pH

18



8’e olana kadar titre edilmistir. Toplam hacim 200 ml’ ye tamamlanarak, otoklavda
steril edilip oda sicakliginda muhafaza edilmistir.*°

5 M NaCl Cozeltisi: 29,22 g NaCl, 100 ml dH,O igerisinde ¢oziilerek otoklavda
steril edilip, oda sicakliginda muhafaza edilmistir.”

%10’luk SDS Cozeltisi: 10 g SDS, 100 ml sdH,O igerisinde ¢oziilerek oda
sicakliginda muhafaza edilmistir.”

1XTE (10 mM Tris, 1 mM EDTA, pH: 8): 0,24 g Tris ve 0,074 g EDTA, 150

ml dH,O igerisinde ¢6ziilmiis ve pH 8’e ayarlanmistir. Son hacim 200 ml’ye
tamamlanarak otoklavlanmstir.*°

Fenol: Kkloroform: izoamilalkol c¢ozeltisi (25:24:1): 25 ml fenol, 24 ml
kloroform ve 1 ml izoamilalkol karistirilarak hazirlanmis ve +4 °C’de muhafaza
edilmistir.*

Kloroform: izoamilalkol (24:1) ¢ozeltisi: 24 ml fenol ve 1 ml izoamilalkol
karistirtlarak hazirlanmis ve +4 °C’de muhafaza edilmistir.*

Proteinaz K: 0,02 g proteinaz K, i¢erisinde 1 ml sdH,O bulunan 1,5 mI’lik steril
ependorf icerisinde iyice ¢Oziilmiis ve kullanilincaya kadar -20 °C’de muhafaza
edilmistir.*

Ethidium Bromiir Cozeltisi: 100 ml dH,O igerisinde 1 g Ethidium bromiir (10
mg/ml) magnetik karistirict kullanarak iyice ¢oziilmiis, agz1 kapakli amber sise icinde
oda sicakliginda muhafaza edilmistir.*’

S5XTBE (Tris-Brote-EDTA)Tamponu (pH: 8): 54 g Tris, 27,5 g borik asit, 20
ml 0,5 M EDTA 500 ml sdH,O igerisinde ¢oziildiikten sonra, karisimin pH’st 8’e

ayarlanmistir. Ardindan toplam hacim sdH,O ile 1 L’ye tamamlanmustir.”

19



S5XTAE (Tris-Asetat-EDTA)Tamponu (pH: 8): 24,2 g Tris, 5,71 ml glasial
asetik asit, 10 ml 0,5 M EDTA, 500 ml sdH,O igerisinde homojenize edildikten sonra
karistmin pH’s1 8’¢ ayarlanmustir. Toplam hacim sdH,Oile 1 L’ye tamamlanmustir.*

IXTBE Tamponu: 200 ml 5xTBE’nin hacmi sdH,O ile 1 L’ye tamamlanarak
hazirlanmugtir.™

1XTAE Tamponu: 200 ml 5XTAE’nin hacmi sdH,O ile 1 L’ye tamamlanarak
ha21rlanm1st1r.30

Bovine serum albumin (Sigma, B-4287): 1 ml sdH,O igerisinde 20 mg bovine
serum albumin olacak sekilde hazirlanmis ve -20 °C’de muhafaza edilmistir.*

Dimetil siilfoksit (DMSO): %100’lik DMSO (Sigma, D3418), 2 ml’lik
ependorf tiiplere aktarilmis ve kullanilincaya kadar -20 °C’de muhafaza edilmistir.”’

Gitschier tamponu: 200 ml i¢in; 1 M (NH4)SO4’den 16,6 ml, 1 M Tris-HCI (pH
8,8) den 67 ml, 1 M MgCl,’den 6,7 ml, 0,5 M EDTA (pH 8,8)’min 1:100 lLik
dilisyonundan 1,3 ml ve 14,4 M B-mercapto-ethanol’un ticari solliisyonundan 2,08 ml
aliarak hazirlamis oldugumuz soliisyonun hacmi yaklagik 106,32 ml sdH,O ile 200
ml’ye tamamlanmistir. 1,5 ml’lik ependorf tiiplere paylastirilarak kullanilincaya kadar -
20 °C’de muhafaza edilmistir.*

6Xyiikleme tamponu: 100 ml i¢cin %100’lik gliserolden 40 ml almip, 0,1 g
bromfenol blue ile karistirilmis ve hacmi 1XTBE ile 100 ml’ye tamamlanmistir. Cozelti
otoklavda steril edildikten sonra +4 °C’de muhafaza edilmistir.>

3.2. Metot

3.2.1. Tavuk Eti Orneklerinin Toplanmasi

Calismanin materyalini olusturan 200 tavuk eti numunesi, Erzurum ilindeki
kasap ve perakende marketlerden aseptik sartlarda temin edilip soguk zincir altinda

laboratuvar ortamina getirilmistir.
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3.2.2. izolasyon

On zenginlestirme amaciyla 25 g tavuk eti 6rnegi, 225 ml Frasher broth ile
stomacher torbasina aktarilip, stomacher cihazinda 2 dk siireyle homojenize edilmis ve
30 °C’de 24 saat inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonrasinda numunelerden 100
ul alinarak, CHROM-agar'™ Listeria besiyerine aktarilmis ve yayma ekim yontemiyle
ekilerek 37 °C de 2 giin siireyle inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonrasinda
olusan beyaz zonlu mavi koloniler saflastirmak amaciyla CHROM-agar' ™ Listeria
besiyerine ¢izgi ekim yontemiyle ekilmis ve 37 °C’de 2 giin siireyle inkiibasyona
birakilmistir. Inkiibasyon sonrasinda olusan koloniler, dzeyle 2 lop olacak sekilde
toplanmis ve stok besiyerine aktarilarak -86 °C’de kullanilincaya kadar muhafaza
edilmistir.

3.2.3. Konvensiyonel Testler

Yapilan kiiltiir ekimi sonrasi beyaz zonlu mavi koloniler L.monocytogenes olarak
degerlendirilmis ve bu sonug ¢esitli konvensiyonel testlerle de desteklenmistir.

Hiicre morfolojisi: Saflastirilan bakteriler 3 faz ¢izgi ekimle NA besiyerine
ekildikten sonra 37 ° C’de 2 giin siireyle inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonucu
gelisen kolonilerden preparat hazirlanarak, kristal violet ile basit boyama yapilmis, 1 dk
beklemeden sonra preparat yikanarak kurutulmustur. Daha sonra mikroskopta
immersiyon objektifi ile incelenmistir.*’

Gram boyama: Bu test, bakteri hiicre duvarlarindaki farkliligin belirlenmesi
gerceklestirilmektedir

Yontemde; temiz bir lam tizerinde, geng bakteri kiiltiirinden hazirlanan preparat,
kristal violet ile 1 dk siireyle boyanmistir. Bu boya hiicreye niifus etmesiyle hem Gram
(+) hem de Gram (-) bakteriler mor renkli boyanir. 1 dk siirenin sonunda fazla boya

hafif su akimi ile uzaklastirilmistir. Preparatin {izerine liigol eklenip 1 dk siireyle
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beklenmistir. Liigol bu asamada mordan olarak kullanilir. Liigol uygulanan preparat
%96’l1ik etil alkol ile dikkatlice yikanmustir. Alkol ile yikanma sonrasi Gram (+)
bakteriler peptidoglikan tabakalarmin kalin olmasi nedeniyle kristal violet-liigol
kompleksini birakmaz ve mor renkli kalirken, Gram (-) bakterilerin dis membranlari
bozulur ve ince peptidoglikan tabakalar1 boyay1 tutamadigi i¢in renksizlesir. Yikama
islemi sonrasi preparat dH,O’dan gegirilmis ve safranin ile 20 s siireyle boyanmuistir.
Boyama siiresi sonunda hafif su akimi ile preparat yikanarak kurutulmus ve immersiyon
objektifinde inceleme yapilmistir. Mor renk Gram (+), pembe-kirmizi renk Gram (-)
olarak degerlendirilir.”

Oksidaz testi: Elektron transferinde bakterilerin sitokrom c¢ proteinine sahip
olup olmadiklarini tespit etmek amaciyla bu test uygulanir. Solunum isleminde sitokrom
¢ proteini gorev almakta ve elektron transfer sisteminde maddeleri birinden digerine
indirgiyerek hiicresel enerji (ATP) olusumuna neden olmaktadir. Test icin %1 tetra
methyl-p-phenylendiamine dihydrochloride iceren diskler kullanilmaktadir. Bu diskler 1
damla dH,O ile doyurulmus ve lizerine NA besiyerinde gelistirilen 24-48 saatlik bakteri
kiiltiirlinden bir 6ze dolusu eklenmistir. Bakteride sitokrom ¢ proteini varsa bu diskte
kodlu olan substratiyla reaksiyona girerek mavimsi mor bir renk olusumuna neden olur.
Bu durum pozitif olarak degerlendirilmistir. Renk degisiminin goriilmemesi ise negatif
olarak not edilmigtir.”’

B-Hemoliz testi: CHROM-agar'™ Listeria besiyerinden 6ze ile alinan siipheli
Listeria kolonileri, defibrine koyun kani ile hazirlanan % 7°1ik kanl agarlara ekilerek 35

°C’de 24 saat inkiibe edilmistir. Inkiibasyon siiresi sonunda etrafinda acik renkli berrak
zon olusan koloniler B-hemoliz pozitif olarak degerlendirilmistir.16

Katalaz testi: Elde edilen izolatlarinin, katalaz enzimine sahip olup olmadiklar1

bu test ile belirlenmistir. Bu enzim, elektron transfer zincirinin sonunda agiga ¢ikan
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hidrojen peroksit’i (H,O,) pargalayip, H,O ve O, gazina doniistiiriir ve O, gazinin
olusumu, kabarciklar seklinde gozlenebilir. Aerobik solunum yapan veya fakiiltatif olan
mikroorganizmalarda bu enzim vardir. Bundan dolayr NA’da gelistirilen 24-48 saatlik
bakteri kiiltiirtinden, bir 6ze dolusu alinarak lam tizerine konulmus ve tizerine bir damla
%5’lik H,O, damlatilmistir. Kabarcik olusumu katalaz pozitif, olusmamasi ise katalaz
negatif olarak degerlendirilmistir.”

Hareketlilik Testi: izolatlar NB+ %0,6 agar iceren tiiplere igne 6ze yardimiyla
ekilerek bir giin inkiibe edilmistir. Tiplerde olusan ekim g¢izgisine gore gelisim
gozlemlenerek hareketlilik durumu incelenmistir.”?

3.2.4. VITEK 2 Kompakt ile Tanilama

Bu ¢aligmada pozitif kontrol olarak L.monocytogenes ATCC 7644 kullanilmigtir.
Oncelikle bakteri inokulumu hazirlamak igin, saf bakteri izolatlar1 nutrient agara ekilip
37 °C’de 24-48 saat inkiibasyona birakilmustir. inkiibasyon sonrasinda olusan kiiltiirler,
tireticinin (bioMerieux) talimatlarina gére Gram pozitif kartlar1 doldurma igin kullanilan
0,45-0,6 McFarland standardina esdeger %0,45 tuz soliisyonu i¢ine siispanse edilmis,
daha sonra kartlar daha fazla inkiibasyon ve okuma i¢in cihazin i¢ine otomatik olarak
yiiklenmis, kapatilmis ve saklanmistir.

3.2.5. Genomik DNA izolasyonu ve Calisma Konsantrasyonun Belirlenmesi

Bakteri Hiicresinden Genomik DNA’larin izolasyonu

Adigiizel 2008 tarafindan modifiye edilen yonteme gore yapilmigstir.

1. DNA’s1 izole edilecek olan bakteriler NA besiyerine ekilip 37 °C’de 2 giin
stireyle inkiibasyona birakilmistir.

2. Steril edilmis, agz1 kapakli 1,5 ml’lik ependorflara 800 pl STE (hiicre
duvarini pargalayarak hiicre igeriginin serbest hale gelmesini saglar) tamponu konularak

igerisine 2-3 6ze dolusu bakteri ilave edilmistir.
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3. Tiipler 2500 rpm’de vortekslenerek homojenize olmalar1 saglanmistir.

4. Vortekslenen tiipler 10.000 rpm’de 5 dk siireyle santrifiijlendikten sonra iist
faz (siipernatant) dokiildii ve g¢okelegin iizerine tekrar 800 ul STE eklenerek, 5 dk
10,000 rpm’de santrifiijlenmistir. Bu islem iist faz berrak olana kadar tekrarlanmustir.

5. Santrifiij sonrasi, siipernatant atilip ¢okelek iizerine 400 ul STE tamponu
ilave edildikten sonra mikropipetle dikkatlice alip vermek suretiyle tamponun ¢okelek
ile iyice karigmasi saglanmustir.

6. Tipler 75 °C’ye ayarli su banyosunda 30 dk siireyle inkiibe edilmistir.

7. Su banyosundan ¢ikartilan tiiplere total hacmin 0,1 kat1 (40ul) %10’luk SDS
(proteinler arasindaki disiilfit baglar1 pargalar) ve 8 pul proteinaz K (proteinleri pargalar)
ilave edilmis ve 40 °C’ye ayarli su banyosunda 1 saat siireyle inkiibe edilmistir.

8. Inkiibasyon sonrasi su banyosundan ¢ikarilan tiiplere ortamdaki tuz
konsantrasyonu 0,75-0,8 M olacak sekilde 5 M NaCl (total hacmin 1/5 kadar) ve olusan
toplam hacmin 0,1 kat1 kadar %10 CTAB/0,7 M NaCl (DNA’y1 polisakkaritlerden ve
ortamdaki diger bilesiklerden arindirir) eklenmistir.

9. Tipler 65 °C’ye ayarli su banyosunda 15 dk inkiibe edilmistir.

10. Esit hacimde 25:24:1 fenol: kloroform: izoamilalkol (genellikle, niikleik
asitlerden proteinlerin uzaklastirilmasinda kullanilir. Kloroform proteinleri denatiire
ederek, sivi ve organik fazlarina ayrigmasim saglar. Izoamilalkol ise ekstraksiyon
esnasinda meydana gelebilecek kopiirmeyi engeller) ilave edilen tiipler 15 dk oda
sicakliginda alt st edilerek karistirilmistir.

11. Tipler 16.000 rpm’de 15 dk santrifiijlendikten sonra olusan iist faz yeni
steril ependorf tiiplere aktarilmistir. Her bir tiipe 0,1 hacim %10 CTAB/0,7 M NaCl
(ortamda bulunabilecek polisakkarit kalintilarini elemine etmede kullanilir), ilave

edilmistir.
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12. 65 °C’ye ayarli su banyosunda tiipler 15 dk bekletilmistir.

13. Tiiplere esit hacimde 24:1 kloroform:izoamilalkol eklenmis ve tiipler 15 dk
oda sicakliginda, alt iist edilerek karistirilmstir.

14. Tiipler 16.000 rpm’de 15 dk santrifiij edilmistir. Santrifiij sonrasi olusan iist
faz yeni steril bir ependorfa alinmistir.

15. Uzerine 0,6 hacim izopropanol (Sigma, 19516-4) eklenmistir. Bu madde,
DNA’y1 baglayarak, iplikcikler halinde ¢okmesini saglar.

16. Tiipler -20 °C’de 1 gece siireyle bekletilmistir.

17. Buzdolabindan ¢ikarilan tiipler 15.000 rpm’de 15 dk santrifiij edilmistir.

18. Uzerine -20 °C’de bekletilen %70’lik etanolden (DNA’y1 yikamak amaciyla
kullanilir) 500-600 pl eklenmis ve 15.000 rpm’de 15 dk siireyle santrifiijlendikten sonra
tist faz yavagca doklilmiistiir.

19. Cokelegin iizerine yeniden %70’lik etanolden 500-600 pl eklenerek, 15.000
rpm’de 15 dk santrifiijlenmis, iist faz dikkatlice dokiilmiis ve tiipler agz1 agik bir sekilde
etil alkoliin ugmasi, DNA’nin kuruyarak seffaf bir goériiniim almasi amaciyla 2 saat
stireyle oda sicakliginda bekletilmistir.

20. Tamamen kuruduktan sonra, DNA’lar 40 pl TE ic¢inde oda sicakliginda 30
dk bekletilerek, iyice ¢ozlinmesi saglanmis ve ilizerine 2-3 pl RNaz (Sigma, R4875)
ilave edilmistir.

21. Kullanilincaya kadar -86 °C’de muhafaza edilmistir.

DNA Konsantrasyon Tespiti ve Calisma Soliisyonlarinin Hazirlanmasi

DNA miktari, 260 nm dalga boyunda spektrofotometrede absorbans (A) 6l¢timii
yapilarak belirlenirken, elde edilen genetiksel iiriiniiniin protein kirliligi tasiyip
tagimadig ise 280 nm’de Ol¢lim yapilarak tespit edilmistir. Kuvartz kiivet igerisine 747

ul TE ¢ozeltisi konulmustur. 260 nm’ ye ayarli spektrofotometrede A Olgiilerek elde
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edilen deger kor olarak kaydedilmistir. Ardindan kiivete 3 pul DNA ilave edilmistir.
Karigimin homojen olmasi saglandiktan sonra, 260 nm’de A Olgiilmiistiir. Okunan bu
degerden kore ait deger c¢ikarilarak DNA’nin A degeri bulunmustur. Yukarida yapilan
islemlerin aynisi, 280 nm i¢in de tekrarlanmistir. Assp ve Ajzgo degerine bakilarak
Ase0/Azg0=1-1,7 olan 6rnekler ¢calisma soliisyonu hazirlamak i¢in kullanilmastir.

DNA Konsantrasyonu (pg/ml)= A,s0x250 (Seyrelme Faktorii)x50 (DNA i¢in
sabit deger) formiilii kullamilarak stok soliisyonun DNA konsantrasyonu belirlenmistir.*°

DNA Caliyma Konsantrasyonunun Tespiti ve Soliisyonun Hazirlanis1 (ng/pl)

Istenen konsantrasyon (75ng/ul)x Istenen Hacim (100ul)/Stok DNA
Konsantrasyonu (pug/ml) formiilii ile DNA ¢alisma soliisyonu hazirlanmistir. Bulunan
deger, stok DNA ¢ozeltisinden alinmasi gereken miktar1 vermistir. Elde edilen deger
100 pl den cikartilarak, hazirlanacak ¢alisma soliisyonu i¢in alinmasi gereken TE
¢oOzeltisi miktar1 bulunmustur. Hazirlanan DNA ¢alisma soliisyonlar1 kullanilincaya
kadar -86 °C’de muhafaza edilmistir.*’

Primer Calisma Konsantrasyonu (uM/ml):

Primer konsantrasyonu (nmol)/0,1 (100uM/ml) formiilii kullanilarak liyofilize
halde bulunan primerleri ¢6zmek amaciyla gerekli olan 1XTE buffer miktar
belirlenerek, 100 pM/ml’lik stok hazirlanmistir. Bundan da C1xV1=C2xV2 formiilii
kullanilarak, SuM/ml’lik primer ¢aligma soliisyonu hazirlanarak ve PCR ¢aligmasinda
kullanlmak iizere -20 °C’de muhafaza edilmistir. *°

3.2.6. Spesifik PCR

Her bir izolat i¢in Aly-1F ve hly-2R primerleri kullanilarak spesifik-PCR yontemi
ile gen profili belirlenmistir. Kullanilan primerler ve PCR programi Tablo 3.1’de

verilmigtir. 30ul reaksiyon karigim i¢in; 1 pl genomic DNA, 10 mM Tris-HCI (pH 8,3),
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50 mM KCI, 1,5 mM MgCl,, herbir dANTP’den 200 uM, primerlerden 0,4 uM, ve 2,5 U
Taq DNA polymerase eklenmis ve PCR gerceklestirilmistir.”

Spesifik PCR Elektroforezi: 1,25 g (%1°lik) agaroz iizerine, 125 ml 1XTBE
tamponu ilave edilerek elde edilen karisim, mikrodalga firinda iyice ¢oziinlinceye kadar
kaynatilmistir. 50 °C’ye kadar sogutulan agaroz jele, 1-2 pl ethidium bromiir ilave
edilerek hava kabarcigi olusmayacak sekilde yavagca karistirilip, igerisine tarak
yerlestirilmis olan elektroforez jel kiivetine dokiilmistiir. 15-20 dk beklenerek jelin
donmasi saglanmistir. Donan jelden taraklar dikkatlice ¢ikarilip, igerisinde 1XTBE
tamponu bulunan elektroforez tankinin igine yerlestirilmistir. Jeldeki ilk ¢ukura, DNA
markirindan ~ [50-100-200-300-400-500-750-1000-1400-1500-2000-3000-4000-6000-
8000-10000] (Sigma, D-7058) 10 ul yiiklenmistir. Diger ¢ukurlara ise her bir 6rnek i¢in
3 ul 6X yiikleme tamponu, 17 ul PCR iiriinii karistirilarak yiiklenmistir (geri kalan 13
ul’lik PCR iriinleri kullanilincaya kadar +4°C’ye kaldirilmustir). Elektroforez jel
diizenegi 110 volta ayarlanarak ornekler 1,5 saat yiiriitiilmiistiir. Daha sonra olusan
DNA bantlar1 jel dokiimantasyon sistemi ile goriintiilenip bilgisayar ortaminda analiz
edilmistir.”

3.2.7. rep-PCR Yontemiyle Bakterilerin Genomik Parmakizi Belirlenmesi

a) REP ve ERIC-PCR yontemiyle bakterilerin gen profillerinin
belirlenmesi: Uygun forward, reverse primerler kullanilarak REP ve ERIC-PCR ile
bakterilerin gen profilleri belirlenmistir. Kullanilan primerler ve PCR programi Tablo
3.1’de verilmistir. 200 ml Gitschier buffer hazirlamak i¢in; 1 M (NH4),SO4’den 16,6
ml, 1 M Tris-HCI (Ph 8,8)’den 67 ml, 1M MgCl,’den 6,7 ml, 0,5 M EDTA (pH 8,8)’nin
1:100’lik dilisyonundan 1,3 ml ve 14,4 ml B-mercapto-ethanol’un ticari soliisyonundan

2,08 ml alinarak hazirlanmis soliisyonun hacmi yaklasik 106 ml sdH,O ile 200 ml’ye
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tamamlanarak 1,5 ml lik ependorf tiiplere paylastirilarak kullanilincaya kadar -20 °C’de
muhafaza edilmistir.

PCR’1 yapilacak her bir 6rnek icin; 5 ul 5x Gitschier Buffer, 2,5 ul DMSO, 0,2
ul BSA, 1,25 pl ANTP (deoksintikleotidtrifosfatlar: dATP, dGTP, dCTP, dTTP-10mM),
2’ser ul primer (forward ve revers), 0,4 ul 5 unit/ul Tag DNA polimeraz ve 14,65 ul
sdH,0 ile 28 ul’lik reaksiyon karigimi hazirlanmigtir. Karigima son olarak 2 pl kalip
DNA (50 ng/ul) eklenerek son hacim 30 pl’ye tamamlanmistir. Master mix ve kalip
DNA’y1 iceren ependorf tiiplere buharlasmay:r onlemek amaciyla 15 pl mineral yag
ilave edilmistir.*” "7

Her bir ¢alisma ii¢ defa tekrarlanmistir.

b) (GTG)s ve BOX-PCR yontemiyle bakterilerin gen profillerinin
belirlenmesi: Uygun primerler kullanilarak (GTG)s ve BOX-PCR ile bakterilerin gen
profilleri belirlenmistir. Kullanilan primerler ve PCR programi Tablo 3.1°de verilmistir.
PCR’1 yapilacak her bir 6rnek i¢in; 5 pl 5x Gitschier Buffer, 2,5 pl DMSO, 0,2 ul BSA,
1,25 pl dANTP (deoksiniikleotidtrifosfatlar: dATP, dGTP, dCTP, dTTP-10mM), 2 ul
primer, 0,4 pl 5 unit/pl Tag DNA polimeraz ve 16,65 ul sdH,O ile 28 ul’lik reaksiyon
karigimi hazirlanmistir. Karisima son olarak 2 ul kalip DNA (50 ng/ul) eklenerek son
hacim 30 pl’ye tamamlanmistir. Master mix ve kalip DNA’y1 igceren ependorf tiiplere
buharlasmay1 6nlemek amaciyla 15 pl mineral yag ilave edilmistir.’”7* "

Her bir ¢alisma ii¢ defa tekrarlanmistir.

rep-PCR Uriinlerinin Elektroforezi: 1,25 g (%1°lik) agaroz iizerine 125 ml
IXTAE tamponu ilave edilerek elde edilen karisim mikrodalga firinda iyice
¢oziiniinceye kadar kaynatilmistir. 50 °C’ye kadar sogutulan agaroz jele, 1-2 pl

ethidium bromiir ilave edilerek hava kabarcigi olusmayacak sekilde yavagea karistirilip,

icerisine tarak yerlestirilmis olan elektroforez jel kiivetine dokiilmiistiir. 15-20 dk
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beklenerek jelin donmasi saglanmistir. Donan jelden taraklar dikkatlice c¢ikarilip,
icerisinde 1XTAE tamponu bulunan elektroforez tankinin igine yerlestirilmistir. Jeldeki
ilk cukura, DNA markirindan [50-100-200-300-400-500-750-1000-1400-1500-2000-
3000-4000-6000-8000-10000] (Sigma D-7058) 10 ul yiiklenmistir. Diger ¢ukurlara ise
her bir 6rnek icin 3 pl 6X yiikkleme tamponu, 17 pl PCR iiriinii karistirilarak
yuklenmistir (geri kalan 13 ul’lik PCR irinleri kullanilincaya kadar +4°C’ye
kaldirilmistir).  Elektroforez jel diizenegi, 60 volta ayarlanarak Ornekler 3 saat
yuritilmustir. Daha sonra olusan DNA bantlar1 jel dokiimantasyon sistemi ile
goriintiilenip bilgisayar ortaminda analiz edilmistir.*’

3.2.8. Bakteri izolatlarimin 16S rRNA Bolgesinin PCR ile Amplifikasyonu

Test izolatlarindan saflagtirilmig olan genomik DNA’lardan bakteri sistematigi
acisindan 6nemli olan 16S rRNA bolgesi evrensel primerler (forward ve revers)
kullanilarak in vitro kosullar altinda PCR yardimi ile ¢ogaltilmistir. Kullanilan primerler
ve PCR programi Tablo 3.1°de verilmistir.

PCR’1 yapilacak her bir 6rnek i¢in 3 pl 10x PCR tampon (100 mM Tris- HCI,
500 mM KCl, 15 mM MgCl,, %0,01 jelatin pH: 8,3), 0,6 pl dNTP
(deoksiniikleotidtrifosfatlar: dATP, dGTP, dCTP, dTTP-10mM), 3 pl primerler, 1,2 ul
DMSO, 0,6 ul MgCl, (50 uM), 0,3 uM/ml Tag DNA polimeraz ve 15,3 ul sdH,O ile 27
ul’lik reaksiyon karisimi hazirlanmig ve karigima son olarak 3 pl template DNA (100
ng/ul) eklenerek son hacim 30 pl’ye tamamlanmistir. Master mix ve DNA iceren
ependorf tiiplerin iizerine buharlagsmay1 engellemek amaciyla 15 pl mineral yag ilave
edilmistir.>" 7

16S rRNA PCR iiriinlerinin elektroforezi: 1,25 g (%1°lik) agaroz iizerine, 125
ml 1XTBE tamponu ilave edilerek elde edilen karisim mikrodalga firinda iyice

¢oziiniinceye kadar kaynatilmistir. 50 °C’ye kadar sogutulan agaroz jele, 1-2 pl
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ethidium bromiir ilave edilerek hava kabarcig1 olusmayacak sekilde yavasca karistirilip,
icerisine tarak yerlestirilmis olan elektroforez jel kiivetine dokiilmiistiir. 15-20 dk
beklenerek jelin donmasi saglanmistir. Donan jelden taraklar dikkatlice c¢ikarilip,
icerisinde 1XTBE tamponu bulunan elektroforez tankinin i¢ine yerlestirilmistir. Jeldeki
ilk cukura, DNA markirindan [50-100-200-300-400-500-750-1000-1400-1500-2000-
3000-4000-6000-8000-10000] (Sigma, D-7058) 10 ul yiiklenmistir. Diger ¢ukurlara ise
her bir 6rnek i¢in 3 pl 6X yikleme tamponu, 17 pl PCR {riinii karigtirilarak
yuklenmistir (geri kalan 13 ul’lik PCR irinleri kullanilincaya kadar +4°C’ye
kaldirilmistir). Elektroforez jel diizenegi 110 volta ayarlanarak ornekler 1,5 saat
ylritilmistir. Daha sonra olusan DNA bantlar1 jel dokiimantasyon sistemi ile
gorintiilenip bilgisayar ortaminda analiz edilmistir.*’

3.2.9. 16S rRNA Gen Bolgesinin Klonlanmasi, Sekans Analizi ve Gen
Bankasindaki Verilerle Karsilastirmasi

16S rRNA PCR yontemi ile ¢ogaltilan 16S rRNA gen bolgesi, pGEM-T Easy
Klonlama Kiti kullanilarak, pGEM-T Easy klonlama vektoriine firmanin 6nerdigi uygun
konsantrasyonlar ve sartlarda klonlanmigtir. Daha sonra klonlama sonucunda pozitif
sonu¢ veren kolonilerden plazmit izolasyonu gergeklestirilmistir. Bu plazmitlerden
istenilen pargay1 tastyanlar belirlenerek klonlarin baz dizi analizi, Hollanda’da bulunan
Macrogen firmasina gonderilerek yaptirilmistir. Elde edilen 16S rRNA dizileri Gen

Bankasinda (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/blast.cgi) var olan diger bakteriyal dizilerle

karsilastirilmistir. Karsilastirma sonucu aralarindaki benzerlik oranlari tespit edilmis ve

gen bankasi kabul numaralar1 alinmustir.”’
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Tablo 3.1. Primerler ve PCR programi

Primer ciftlerinin baz dizilimleri

PCR dongiisii

Spesifik-PCR
L. monocytogenes

hly-1F: AGC ACA ACA AAC TGA AGC AAA GGA

hly-2R: ATT GTG ATT CAC TGT AAG CCA TTT CGT CAT

95 °C’de 5 dk, 35 dongii
(94 °C’de 30sn, 58 °C’de
30 sn, 72 °C’de 30 sn), 72
°C’de 7 dk.

REP PCR

REP IR: IIICGI CGI CAT CIG GGC

REP 2: ICG ICT TAT CIG GCC TAC

95 °C’de 7 dk, 35 dongii
(94 °C’de 1 dk, 40 °C’de 1
dk, 65 °C’de 8 dk), 65
°C’de 15 dk.

ERIC PCR

ERIC IR: CAC TTA GGG GTC CTC GAA TGT A

ERIC 2: AAG TAA GTG ACT GGG GTG AGC G

95 °C’de 7 dk, 35 dongii
(94 °C’de 1 dk, 52 °C’de 1
dk, 65 °C’de 8 dk), 65
°C’de 15 dk.

BOX PCR

BOX AlR: CTA CGG CAA GGC GAC GCT GACG

95 °C’de 7 dk, 35 dongii
(94 °C’de 1 dk, 53 °C’de 1
dk, 65 °C’de 8 dk), 65
°C’de 15 dk.

(GTG)s PCR

GTG GTG GTG GTG GTG

94 °C’de 7 dk, 30 dongii
(94 °C’de 30 sn, 45 °C’de
1 dk, 65 °C’de 8 dk), 65
°C’de 15 dk.

16S rRNA

UNI16S-L (5’-ATT CTA GAG TTT GAT CAT GGC TCA)

UNI16S-R (5’-ATG GTA CCG TGT GAC GGG GGG TGT GTA)

95 °C’de 2 dk, 36 dongii
(94 °C’de 1 dk, 54°Cde 1
dk, 72°C’de 2 dk), 72
°C’de 5dk.
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4. BULGULAR

4.1. izolasyon Sonuclar:

Bu c¢alismada, Erzurum merkezde bulunan kasap ve perakende marketlerden 200
adet tavuk eti Ornegi almarak, steril kosullar altinda laboratuvara getirilmistir On
zenginlestirme islemi yapildiktan sonra, CHROMagar™ Listeria besiyerine yayma
ekim yontemi kullanilarak ekilmis ve 37 °C’de 2 giin siireyle inkiibasyona birakilmistir.
Daha sonra beyaz hale olusturan mavi koloniler segilerek Listeria monocytogenes
(Sekil: 4.1) siiphesiyle kiiltiire edilerek kullanilincaya kadar -86°C’de muhafaza
edilmistir. Bir adet zon olusturmayan ve L. innocua oldugu diisiiniilen bakteri ise
negatif kontrol olarak kullanilmak iizere stoga alinmistir. Bu ¢aligma sonucunda toplam

11 6rnekten L. monocytogenes izolasyonu gerceklestirilmistir.

Sekil 4.1. Saflagtirilmis Listeria monocytogenes kiiltiirii
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4.2. Konvensiyonel Test Sonuclar1

CHROMagar™  Listeria besiyerinden izole ettigimiz L. monocytogenes
izolatlarinin konvansiyonel test sonuglarina gore; 11 izolatin tamaminin, kisa ¢ubuk
(kokobasil) seklinde hiicre ve mavi menekse renkli koloni morfolojisine sahip, Gram
pozitif, oksidaz negatif, katalaz pozitif, B-hemolitik ve hareketli olduklar1 tespit
edilmistir.

4.3. VITEK 2 Kompakt Sonuclar1

Konvensiyonel test sonuglarini desteklemek igin bir karbonhidrat profilleme
yontemi olan VITEK metodu kullanilmistir. VITEK 2 kompakt sistemi kullanilarak
yapilan bu analiz sonucunda pozitif kontrol (L. monocytogenes ATCC 7644) dahil
olmak iizere tiim strainlerin %99 oraninda L. monocytogenes’e benzerlik gosterdigi
tespit edilmistir

4.4. Spesifik PCR Sonuc¢lan

Test edilen L. monocytogenes izolatlarmin ve pozitif kontroliin (L.
monocytogenes ATCC 7644) spesifik PCR sonuglart Sekil 4.2’de verilmistir. Bu

sonuglara gore tiim izolatlarin 596 bg’lik tek bant verdigi tespit edilmistir

Sekil 4.2. Spesifik-PCR profil 4ly 1F ve hly 2R primerleri ile olusturuldu. 1) L1; 2) L2;
3)L3;4)L4;5)L5;6)L6; 7)L7; 8)LS; 9)L9; 10) L10; 11) L11; 12) L. monocytogenes
ATCC 7644; 13) N; Negatif kontrol; M) Molekiiler Marker (1kb).
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4.5. rep-PCR Sonuclan

4.5.1. ERIC-PCR

Test edilen L. monocytogenes izolatlarimin ve pozitif kontroliin (L.
monocytogenes ATCC 7644) ERIC PCR sonucu Sekil 4.3’de verilmistir. L1; 2000-3000
b¢ arasinda 2 bant, 1500-2000 bg arasinda 1 bant, 1000-1400 bg¢ arasinda 3 bant, 750-
1000 b¢ arasinda 2 bant, 500-750 bg¢ arasinda 3 bant, 400-500 b¢ arasinda 2 bant
vermistir. L2; 1500 bg¢’de 1 bant, 1000-1400 b¢ arasinda 2 bant, 750-1000 b¢ arasinda 2
bant, 500-750 b¢ arasinda 2 bant vermistir. L3; 2000-3000 bg arasinda 2 bant, 1400-
2000 bg arasinda 2 bant, 1000 b¢’de 1 bant, 750-1000 b¢ arasinda 1 bant, 500-750 bg
arasinda 3 bant, 300-500 b¢ arasinda 3 bant vermistir. L4 ve L10; 2000-3000 bg
arasinda 2 bant, 1400-2000 bg arasinda 2 bant, 500-1400 bg arasinda 6 bant, 500 b¢’de
1 bant, 400-500 b¢ arasinda 3 bant vermistir. L5; 4000 b¢’de 1 bant, 2000-3000 bg
arasinda 1 bant, 1000-1400 b¢ arasinda 2 bant, 1000 b¢’de 1 bant, 750 b¢’de 1 bant,
500-750 bg arasinda 3 bant, 500 bg¢’de 1 bant, 200-500 bg arasinda 4 bant vermistir. L6;
4000 bg’de 1 bant, 2000-3000 bg arasinda 1 bant, 1500-2000 b¢ arasinda 1 bant, 1000-
1500 bg arasinda 3 bant, 1000 b¢’de 1 bant, 750 b¢’de 1 bant, 500-750 b¢ arasinda 2
bant, 500 b¢’de 1 bant, 300-500 bg arasinda 4 bant vermistir. L7; 2000-3000 b¢ arasinda
2 bant, 1500-2000 bg arasinda 1 bant, 1500 b¢’de 1 bant, 1400 bg¢’de 1 bant, 1000-1400
b¢ arasinda 3 bant, 750-1000 b¢ arasinda 3 bant, 500-750 bg¢ arasinda 2 bant, 400-500
b¢ arasinda 1 bant, 400 b¢’de 1 bant, 300-400 b¢ arasinda 1 bant vermistir. L8; 2000-
3000 bg arasinda 2 bant, 1500-2000 bg arasinda 1 bant, 1500 bg’de 1 bant, 1400 b¢’de 1
bant, 1000-1400 bg arasinda 2 bant, 750-1000 bg arasinda 2 bant, 500-750 bg¢ arasinda 2
bant, 500 b¢’de 1 bant, 400-500 bg arasinda 1 bant, 400 b¢’de 1 bant vermistir. L9;
2000-3000 bg arasinda 2 bant, 1500-2000 bg arasinda 1 bant, 1500 b¢’de 1 bant, 1400

b¢’de 1 bant, 1000-1400 bg¢ arasinda 2 bant, 750-1000 b¢ arasinda 2 bant, 500-750 bg
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arasinda 2 bant, 500 b¢’de 1 bant, 400-500 bg¢ arasinda 1 bant, 400 b¢’de 1 bant, 200-
300 bg arasinda 2 bant vermistir. L11; 1500-3000 bg arasinda 2bant, 1400 b¢’de 1 bant,
1000-1400 bg¢ arsinda 1 bant, 750-1000 bg¢ arsinda 1 bant, 500-750 b¢ arasinda 2 bant
vermistir. L12; 2000-3000 bg arasinda 1 bant, 1500-2000 b¢ arasinda 1 bant, 1500 b¢’de
1 bant, 1400 b¢’de 1 bant, 1000-1400 bg¢ arasinda 1 bant, 1000 b¢’de 1 bant, 750-1000
bg¢ arasinda 1 bant, 750 b¢’de 1 bant, 500-750 bg arasinda 1 bant, 500 b¢’de 1bant, 400-

500 bg arasinda 1 bant vermistir.
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Sekil 4.3. ERIC-PCR profil ERIC IR ve ERIC 2 primerleri ile olusturuldu. 1) L1; 2)
L2; 3) L3; 4) L4; 5) L5; 6) Le; 7) L7; 8) L8; 9) L9; 10) L10; 11) L11; 12) L.
monocytogenes ATCC 7644; 13) N; Negatif kontrol; M) Molekiiler Marker (10kb).

4.5.2. REP-PCR

Test edilen L. monocytogenes izolatlarmin ve pozitif kontrolin (L.
monocytogenes ATCC 7644) REP-PCR sonucu Sekil 4.4’de verilmistir. L1 ve LS;
2000-3000 bg arasinda 2 bant, 1500-2000 bg arasinda 3 bant, 1000-1400 b¢ arasinda 1
bant, 1000 b¢’de 1 bant, 750-1000 bg¢ arasinda 1 bant vermistir. L2; 4000-6000 bg
arasinda 2 bant, 1500-3000 bg arasinda 2 bant, 1000-1500 bg arasinda 5 bant, 750-1000
b¢ arasinda 1 bant, 750-500 b¢ arasinda 3 bant, 400-500 b¢ arasinda 1 bant vermistir.
L3; 2000 b¢’de 1 bant, 1500-2000 bg¢ arasinda 1 bant, 1400-1500 b¢ arasinda 1 bant,
750-1000 bg arasinda 2 bant, 500-750 b¢ arasinda 1 bant vermistir. L4; 2000 bg¢’de 1
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bant, 1500-2000 bg¢ arasinda 1 bant, 1400-1500 b¢ arasinda 1 bant, 750-1000 bg
arasinda 1 bant vermistir. L5 ve L6; 2000-3000 bg¢ arasinda 1 bant, 1500 bg¢’de 1 bant,
1000-1400 bg arasinda 2 bant, 500-750 b¢ arasinda 1 bant vermistir. L7 ve L10; 2000-
3000 bg arasinda 1 bant, 1500-2000 b¢ arasinda 2 bant, 750-1000 b¢ arasinda 1 bant
vermistir. L9; 2000-3000 bg¢ arasinda 2 bant, 1500-2000 b¢ arasinda 3 bant, 1000 bg¢’de
1 bant, 750-1000 bg arasinda 1 bant vermistir. L11; 6000-8000 bg¢ arasinda 1 bant,
3000-4000 bg arasinda 1 bant, 2000-3000 b¢ arasinda 1 bant, 1500-2000 bg arasinda 3
bant, 1000-1400 bg arasinda 5 bant, 750-1000 bg arasinda 2 bant, 400-500 bg arasinda 1
bant vermistir. L12; 2000-3000 b¢ arasinda 2 bant, 1500-2000 bg arasinda 2 bant, 750-

1000 bg arasinda 2 bant, 500-750 bg arasinda 1 bant vermistir.
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Sekil 4.4. REP-PCR profili REP1R ve REP 2 primerleri ile olusturuldu. 1) L1; 2) L2; 3)
L3; 4) L4; 5) L5; 6) Le; 7) L7; 8) L8; 9) L9; 10) L10; 11) L11; 12) L. monocytogenes
ATCC 7644; 13) N; Negatif kontrol; M) Molekiiler Marker (10kb).

4.5.3. BOX-PCR

Test edilen L. monocytogenes izolatlarinin ve pozitif kontrolin (L.
monocytogenes ATCC 7644) BOX-PCR sonucu Sekil 4.5’de verilmistir. L1 ve L2;
2000-3000 bg¢ arasinda 1 bant, 1500-2000 bg arasinda 1bant, 1000-1400 bg arasinda 1
bant, 750-1000 bg¢ arasinda 1 bant, 750 bg¢’de 1 bant, 500-750 bg¢ arasinda 1 bant

vermistir. L3; 2000-3000 bg arasinda 1 bant, 1000-1400 bg arasinda 1 bant, 1000 bg’de
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1 bant, 750-1000 b¢ arasinda 1 bant, 750 b¢’de 1 bant, 500-750 bg arasinda 1 bant, 400-
500 bg arasinda 1 bant, 300 b¢’de 1 bant vermistir. L4; 1000-1400 bg arasinda 1 bant,
750-1000 bg arasinda 3 bant, 500-750 b¢ arasinda 1 bant, 300-400 bg¢ arasinda 1 bant
vermistir. L5; 2000-3000 b¢ arasinda 1 bant, 1000-1400 b¢ arasinda 1 bant, 750-1000
bg arasida 1 bant, 500-750 bg arasinda 1 bant, 400-500 bg arasinda 2 bant vermistir. L6;
1000-1400 bg arasinda 1 bant, 1000 b¢’de 1 bant, 750-1000 bg arasinda 1 bant, 500-750
b¢ arasinda 1 bant, 300-400 b¢ arasinda 1 bant vermistir. L7; 2000 bg¢’de 1 bant, 1400
b¢’de 1 bant, 750-1000 bg arasinda 1 bant, 750 b¢’de 1 bant, 500-750 b¢ arasinda 1 bant
vermistir. L8; 2000-3000 bg¢ arasinda 1 bant, 1500-2000 b¢ arasinda 1 bant, 1000-1400
b¢ arasinda 1 bant, 750-1000 bg arasinda 1 bant, 500-750 b¢ arasinda 1 bant vermistir.
L9; 2000-3000 bg arasinda 1 bant, 1000-1400 bg arasinda 1 bant, 400-500 b¢ arasinda 1
bant vermistir. L10; 2000-3000 b¢ arasinda 1 bant, 1500-2000 bg arasinda 3 bant, 1400-
1000 bg arasinda 2 bant, 750-1000 bg¢ arasinda 2 bant, 500-750 b¢ arasinda 2 bant
vermistir. L11; 2000-3000 bg arasinda 1 bant, 1500-2000 b¢ arasinda 1 bant, 1000-1400
b¢ arasinda 1 bant 750-1000 bg¢ arasinda 3 bant, 400-500 b¢ arasinda 1 bant vermistir.
L12; 2000-3000 bg¢ arasinda 1 bant, 1000-1400 bg arasinda 2 bant, 1000 bg¢’de 1 bant,

750-1000 bg arasinda 2 bant, 500-750 bg arasinda 2 bant vermistir.
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Sekil 4.5. BOX-PCR profili BOX AIR primeri ile olusturuldu. 1) L1; 2) L2; 3) L3; 4)
L4; 5) L5; 6) L6; 7) L7; 8) L8; 9) L9; 10) L10; 11) L11; 12) L. monocytogenes ATCC
7644; 13) N; Negatif kontrol; M) Molekiiler Marker (10kb).

37



4.54. (GTG)s-PCR

Test edilen L. monocytogenes izolatlarimin ve pozitif kontroliin (L.
monocytogenes ATCC 7644) (GTG)s-PCR sonucu Sekil 4.6’de verilmistir. L1; 4000-
6000 bg arasinda 1 bant, 4000 b¢’de 1 bant, 3000 bg¢’de 1 bant, 2000-3000 bg arasinda 1
bant, 1500-2000 bg¢ arasinda 2 bant, 1400 b¢’de 1 bant, 1000-1400 bg¢’de 2 bant, 1000
b¢’de 1 bant, 750 bg’de 1 bant, 500-750 bg arasinda 2 bant, 500 b¢’de 1 bant vermistir.
L2; 4000-6000 b¢ arasinda 2 bant, 3000-4000 bg arasinda 1 bant, 3000 b¢’de 1 bant,
2000-3000 bg arasinda 2 bant, 1500-2000 bg arasinda 5 bant, 1000-1400 b¢ arasinda 4
bant, 750-1000 b¢ arasinda 2 bant, 750 b¢’de 1 bant, 500-750 b¢ arasinda 2 bant
vermistir. L3; 4000-6000 bg¢ arasinda 1 bant, 3000-4000 b¢ arasinda 2 bant, 1500-2000
bg¢ arasinda 1bant, 1000-1400 bg arasinda 2 bant, 750 b¢’de 1 bant, 500-750 bg arasinda
2 bant vermistir. L4, L7 ve L10; 6000 b¢’de 1 bant, 4000-6000 bg¢ arasinda 1 bant,
2000-3000 bg arasinda 1 bant, 1500-2000 bg¢ arasinda 1 bant, 1400 b¢’de 1 bant, 1000-
1400 bg arasinda 2 bant, 750-1000 bg¢ arasinda 2 bant, 500-750 b¢ arasinda 2 bant
vermistir. L5; 4000-6000 bg arasinda 1 bant, 2000-3000 b¢ arasinda 2 bant, 1500-2000
b¢ arasinda 2 bant, 1400-1500 bg arasinda 1 bant, 1400 bg¢’de 1 bant, 1000-1400 bg
arasinda 1 bant, 1000 b¢’de 1 bant, 750-1000 bg arasinda 1 bant, 500-750 bg arasinda 2
bant vermistir. L6; 4000-6000 b¢ arasinda 2 bant, 2000-3000 bg arasinda 3 bant, 1500-
2000 bg arasinda 1bant, 1400-1500 bg arasinda 1 bant, 1400 b¢’de 1 bant, 1000 bg’de 1
bant, 500-750 bg¢ arasinda 1 bant vermistir. L8; 4000-6000 b¢ arasinda 1 bant, 4000
b¢’de 1 bant, 3000-4000 bg arasinda 1 bant, 2000-3000 bg arasinda 2 bant, 1500-2000
bg¢ arasinda 2 bant, 1400 b¢’de 1 bant, 1000-1400 bg arasinda 2 bant, 1000 b¢’de 1 bant,
750 bg’de 1 bant, 500-750 bg arasinda 1 bant, 500 b¢’de 1 bant vermistir. L9 ve L12;
3000-4000 bg arasinda 2 bant, 2000-3000 bg¢ arasinda 1 bant, 1500-2000 bg arasinda 1

bant, 1400 bg¢’de 1 bant, 1000-1400 bg arasinda 2 bant, 1000 b¢’de 1 bant, 750-1000 bg
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arasinda 1 bant, 750 b¢’de 1 bant, 500-750 bg arasinda 2 bant vermistir. L11; 4000-6000
b¢ arasinda 2 bant, 4000 b¢’de 1 bant, 3000-4000 b¢ arasinda 1 bant, 2000-3000 bg
arasinda 1 bant, 1500-2000 bg¢ arasinda 3 bant, 1000-1400 bg¢ arasinda 3 bant, 750-1000
b¢ arasinda 1 bant, 500-750 bg arasinda 1 bant, 500 b¢’de 1 bant, 400-500 bg arasinda 1

bant vermistir.
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Sekil 4.6. (GTG)s PCR profil (GTG)s primeri ile olusturuldu. 1) L1; 2) L2; 3) L3; 4)
L4; 5) L5; 6) L6; 7) L7; 8) L8; 9) L9; 10) L10; 11) L11; 12) L. monocytogenes ATCC
7644; 13) N; Negatif kontrol; M) Molekiiler Marker (10kb).

Ozetleyecek olursak yapilan ERIC-PCR genomik parmakizi analiz sonucunda,
tiim izolatlarinda yaklasik olarak 750 ve 2100 bg biiyiikliigiinde 2, (GTG)s-, REP- ve
BOX-PCR’m ise sirastyla 3000 bg, 2000 b¢ ve 1100 bg biiyiikliigiinde 1 ortak bandin
bulundugu gézlemlenmistir.

4.6. ERIC-PCR Sonucuna Gore Cluster Analizi

rep-PCR analiz sonucunda en fazla polimorfik bant goriilen ERIC-PCR verileri
dikkate alinarak yapilan cluster analizi (SPSS 16,0) sonucunda 12 bakteriyal strainin 3
ana cluster’a ayrildigi, birinci clusterda, L1, L3-L10 ile L. monocytogenes ATCC 7644
standart strainin bulundugu tespit edilmistir. 2. Ana clusterda; L11 ve 3. clusterda ise L2

strainlerinin bulundugu belirlenmistir (Sekil 4.7).
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Sekil 4.7. ERIC-PCR Cluster Analizi. 1) L1; 2) L2; 3) L3; 4) L4; 5) L5; 6) L6; 7) L7; 8)
L8;9)L9; 10) L10; 11) L11; 12) L. monocytogenes ATCC 7644

4.7. 16S rRNA PCR Sonucu

Test edilen L2, L5 ve L11 strainlerinin 16S rRNA PCR amplifikasyon sonuglari
degerlendirilmis ve izolatlarin yaklagik olarak 1450 b¢ uzunlugunda tek bant verdigi

Sekil 4.8’de gosterilmistir.
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Sekil 4.8 16S rRNA PCR sonuglart: 1) L2, 2) L5, 3) L11, M: Molekiiler Marker (1 kb)

4.8. izolatlarin 16S rRNA Sekans Analiz Sonuclari
ERIC-PCR cluster analiz verileri dikkate alinarak segilen 3 adet bakterinin (L2,

L5 ve L11) 1114-1430 niikleotit igerdigi ve bu dizilerin Gen Bankasindaki mevcut
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verilerle karsilastirildiginda ise %99 oraninda L. monocytogenes’e benzerlik gosterdigi
tespit edilmistir. L2, LS ve L11 strainlerine ait Genbank’tan alinan kabul numaralar
sirastyla KF956741, KF956740 ve KF956739 olup, bu izolatlara ait 16S rRNA gen

bolgelerinin baz dizileri Ek 2-4’de verilmistir.
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S. TARTISMA

Et ve et {irlinleri insan viicudu i¢in gerekli vitamin, mineral, aminoasit, yag ve
karbonhidratlar1 icerdiginden insan beslenmesi agisindan olduk¢a Onemli bir yere
sahiptir. Calismamizda kaynak materyali olarak kullandigimiz tavuk etinin, gerek
protein, mineral ve vitamin agisindan zengin, gerekse de kirmizi ete gore daha az yag
icermesi, daha ekonomik olmasindan dolay: tiim diinya da giderek tiiketimi artmaktadir.
Bu nedenle, mikrobiyolojik kontaminasyona agik olan bu et ile beslenen toplumlarda,
ciddi saghk problemleri gdzlemlenebilmektedir.'® '*

Calismamizda test edilen 200 adet tavuk Orneginin %5.5’de Listeria
monocytogenes varligina rastlanmustir. Giiven ve Patir’’ yaptiklari benzer bir ¢alismada
tavuk etindeki L. monocytogenes kontaminasyonunu %38.8 civarinda oldugunu
belirlemislerdir. Tiim bu sonuglar dikkate alindiginda; elde ettigimiz verilere bakarak o
giinden giiniimiize kadar gegen siirecte iilkemizde genel hijyen standartlarinda 6nemli
bir iyilesmenin oldugu gbzlemlenmektedir.

Bu tezde tavuk eti orneklerinde L. monocytogenes varligi konvensiyonel ve
molekiiler yontemler kullamlarak tespit edilmeye calisilmustir. Awaisheh ve ark.”®
yaptiklar bir calismada, Urdiin ve cevresindeki hazir gida iiriinlerinde Listeria spp. ve
L. monocytogenes kontaminasyon seviyesini belirlemeye calismiglar. Bu amagla
kromojenik besiyeri ve hly4 gen bolgesini hedef alan spesifik PCR yontemini
kullanmiglardir. Sonugta petri sisteminde L. monocytogenes olarak tanilanan izolatlarin
tamaminin, PCR c¢aligmasinda da ayni sonucu verdigini gozlemlemiglerdir. Bu
calismada da petri denemeleriyle spesifik PCR analiz verileri arasinda %100’lik bir
uyum bulunmus ve literatiir verisiyle paralellik tespit edilmistir.

Konvensiyonel testleri takiben yapilan VITEK analizi sonucunda pozitif

kontrolde dahil olmak iizere tiim test bakterilerinin %98 gibi yiiksek bir oranda L.
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monocytogenes’e benzerlik gosterdigi belirlenmistir. Odumero ve ark.” ve Jin ve ark.*
yaptiklar1 ¢alisma sonucunda, Listeria spp. izolatlarinin identifikasyonunda VITEK 2
kompakt sisteminin oldukg¢a yiiksek bir hassasiyete sahip oldugunu gostermislerdir. Bu
sonug yapilan ¢alismadaki verilerle uyusmaktadir.

Zhang ve ark.” yaptiklar1 bir calismada, 6nemli bir gida patojeni olan L.
monocytogenes’in tanilanmasinda, 6zel olarak dizayn edilmis olan Aly-1F ve hly-2R
primer setlerinin hemolysin (4ly) gen bdlgesinin tespitinde oldukga basarili oldugu ve
tim test strainlerinde 596 bg¢ biiyiikliglinde tek bir bantin gozlemlendigini ifade
etmistir. Bu sonug yapilan ¢alismadaki verilerle uyusmaktadir.

Tavuk orneklerinden izole edilen L. monocytogenes strainlerinin tanilanmasinda
gelismis bir identifikasyon metodu olan rep-PCR genomik parmak izi analiz yontemi
kullanilmistir Bu denemeler sonucunda, ERIC-PCR tekniginin test izolatlarinin
molekiiler karakterizasyonunda en uygun metot oldugu saptanmistir. Farkli bilim
insanlar1 tarafindan yapilan calismalar sonucunda L. monocytogenes izolatlarinin
ayriminda ERIC-PCR genomik parmakizi analiz protokoliiniin bizim verilerimizle
benzer bir sekilde oldukga yiiksek bir hassasiyete sahip oldugu gozlemlenmistir.">" *!
Genetiksel olarak birbirleriyle ¢ok yakin olan mikroorganizmalarin ayriminda rep-PCR
tekniginin oldukca basarili oldugunu gsterir cok sayida calisma bulunmaktadir.'® 3% **
43,57, 63. 82. 85 Genom icerisinde tekrarli bu elementlerin analizi tiir, alt tiir hatta strain
seviyesine kadar bakterilerin identifikasyonunda basaril bir sekilde kullamilmaktadir.*

Wojciech ve ark.”' Polonya’da ki ¢iflik hayvanlarindan ve gidalardan izole
ettikleri 26 L. monocytogenes straininin genotipik karakterizasyonunda, ITS-, REP-,
ERIC-PCR ve PFGE metotlarint kullanmiglardir. Yaptiklar: bu analizler sonucunda test

izolatlar1 arasindaki genetiksel polimorfizmin ortaya konulmasinda ERIC-PCR

yonteminin REP-PCR’a gore daha etkili oldugunu bulmuslardir.
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Harvey ve ark.”’ gida érneklerinden izole ettikleri L. monocytogenes starinlerinin
tiplendirilmesinde MEE (multilokus enzim elektroforezi), PFGE ve REP-PCR
metotlarin1 kullanmislardir. Bu analizler sonucunda; rep-PCR tekniginin PFGE ile
birlikte L. monocytogenes tiplendirilmesinde basarili bir sekilde kullanilabilecegini
belirlemislerdir. Nucera ve ark.®' tarafindan yapilan baska bir ¢alismada; L.
monocytogenes izolatlarimin tiplendirilmesinde, rep-PCR’in oldukga etkili ve hizl
oldugunu ifade etmislerdir. Laciar ve ark.” yaptiklar1 bir ¢alismada ise; insan, hayvan
ve gida kokenli orneklerden izole ettikleri Listeria spp. izolatlarinin identifikasyonunda
ERIC-PCR yonteminin basarili bir sekilde kullanilabilecegini gostermislerdir. Adigiizel
ve ark.” rep-PCR metodunun Salmonella typhimurium strainler arasindaki farkliliklar:
ortaya koymada miikemmel bir genotipik arag¢ oldugunu tespit etmislerdir.

16S rRNA dizi analiz yonteminin, bakterilerin tiir seviyesinde tanilanmasinda
olduke¢a yaygin bir sekilde kullanildig1 ve kabul gordiigii bilinmektedir. Bu gen bolgesi
yilksek oranda korunmus, c¢oklu kopyalar halinde bulunan zorunlu genlerden
olugmaktadir. Universal primerler kullanilarak 500-1500 bg¢ biiyiikliigliinde olan bu
bolge cogaltilmakta ve niikleotit dizisi belirlenmektedir.** Farkli bilim insanlari
tarafindan bakterilerin identifikasyonunda, mutasyonlara kapali olan 16S rRNA bolgesi
yaygin bir sekilde kullanilmaktadir.?”- 5% 85

Calisgmamizdaki ERIC-PCR verilerine gore sekillendirilen agacta, farkh
clusterda yer alan 3 6rnek rastgele olarak secilmis ve ileri bir tan1 yontemi olan 16S
rRNA dizi analizne tabi tutulmustur. Sonugta 3 izolatin tamaminin %99 ve daha yiiksek
bir oranda L. monocytogenes’e benzerlik gosterdigi belirlenmistir. Chen ve ark.*” ®

bizim verilerimize paralel bir sekilde, L. monocytogenes strainlerinin 16S rRNA dizi

analiz benzerlik oranlarinin %98 den daha yiiksek oldugunu ifade etmisglerdir.
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6. SONUC VE ONERILER

Yapilan literatlir taramas1 sonucunda, L. monocytogenes strainlerinin genotipik
karakterizasyonunda tiim rep-PCR (REP-,ERIC-, BOX- ve (GTG)s -PCR) cesitlerinin
bir arada kullanildig1 hi¢bir ¢alismaya rastlanmamistir. Bu bakimdan bu c¢alisma bir
ilktir. Yapilan analizler sonucunda 6nemli bir gida patojeni olan L. monocytogens
strainlerinin genotipik karakterizasyonunda ERIC-PCR yonteminin, kullanilan diger
rep-PCR c¢esitlerine gore oldukga basarili oldugu belirlenmistir. Mevcut ¢calismadan elde
edilen sonuglar, ERIC-PCR genotipik parmak izi analiz metodunun, organizmalar tiir
seviyesinde karakterize etmede olduk¢a hizli, kolay ve tekararlanabilir oldugunu
gdstermistir. Bu veriler literatiir verileriyle benzerlik gostermektedir.”" ©**7

Kontamine olmamis tavuk eti {iretimi icin, 0zellikle kesim de, veteriner hekim
kontroliinden ge¢mis kanatlilarin kullanilmasi, kesim esnasinda genel hijyen kosullarina
sahip ve makine techizat acisindan yeterli olan mezbahalarda tiim islemlerin
gerceklestirilmesi, paketleme, dagitim ve pazarlama siirecin de soguk zincir
kullanilmasi, bu islemlerde gorev yapan personelin egitilmesi ve gerekli tim

denetlemelerin Gida Tarim ve Hayvancilik Bakanlig1 tarafindan eksiksiz bir sekilde

yapilmasi biiylik 6nem arz etmektedir.
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EK 2. L2 kodlu izolatin 16S rRNA geninin baz sirasi

Baz sayisi: 1430

Baz icerigi: 328 C, 440 G, 362 A, 300 T

Genbankasi no: KF956741

61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781
841
901
961

1021
1081
1141
1201
1261
1321
1381

attctccctt
cgaacgaacg
tgggcaacct
agaatgtggc
cgcggtgeat
ctgagagggt
cagtagggaa
aggttttcgg
tcccttgacg
acgtaggtgg
aagtctgatg
agtgcagaag
aacaccagtg
gggagcaaac
taaggggttt
agtacgaccg
catgtggttt
ctctggagac
gctcgtgtcg
ccagcattta
gacgtcaaat
aaagggtcgc
taggctgcaa
ggtgaatacg

tagaggatgg
gaggaagagc
gcctgtaagt
gcatgccacg
tagctagttg
gatcggccac
tcttccgcaa
atcgtaaagt
gtatctaacc
caagcgttgt
tggaagcccc
aggagagtgg
gcgaaggcga
aggattagat
cccgegectt
ccagggttga
aattcgaagc
agagctttcc
tgagatgttg
gttgggcact
catcatgccc
gaagccgcga
ctcgcctaca
ttcccgggec

ctcaggacga
ttgctcttce
tggggataac
cttttgaaag
gtagggtaat
actgggactg
tggacgaaag
actgttgtta
agaaagccac
ccggatttat
cggcttaacc
aattccacgt
ctctctggac
accctggtag
agtgctgcag
aactcaaagg
aacgcgaaga
cttcggggac
ggttaagtcc
ctaaagtgac
cttatgacct
ggtggagcta
tgaagccgga
ttgtacacac

acgctggegy
aaagttagtg
tccgggaaac
atggtttcgg
ggcctaccaa
agacacggcc
tctgacggag
gagaagaaca
ggctaactac
tgggcgtaaa
ggggagggtc
gtagcggtga
tgtaactgac
tccacgecgt
ctaacggcat
aattgacggg
accttaccag
aaagtgacag
cgcaacgagc
tgccggtgca
gggctacaca
atcccataaa
atcgctagta
cgcccgtcac

cgtgcctaat
gcggacgggt
cggggctaat
ctatcgctta
ggcaacgatg
cagactccta
caacgccgcg
aggataagag
gtgccagcag
gcgecgegeag
attggaaact
aatgcgtaga
gctgaggege
aaacgatgag
taagcactcc
ggcccgcaca
gtcttgacat
gtggtgcatg
gcaacccttg
agccggagga
cgtgctacaa
actattctca
atcgtggatc
ataatagcat

acatgcaagt
gagtaacacg
accgaatgat
cagatgggcc
catagccgac
cgggaggcag
tgtatgaaga
taactgcttg
ccgeggtaat
gcggtctttt
ggaagactgg
tatgtggagg
gaaagcgtgg
tgctaagtgt
cgcctgggge
agcggtggag
cctttgacca
gttgtcgtca
attttagttg
aggtggggat
tggatagtac
gttcggattg
agcatgccac
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EK 3. LS5 kodlu izolatin 16S rRNA geninin baz sirasi

Baz sayisi: 1114

Baz icerigi: 244 C,353 G, 282 A,235T

Genbankasi no: KF956740

61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781
841
901
961

1021
1081

gaacgaacgg
gggcaacctg
gaatgtggcg
gcggtgcatt
tgagagggtg
agtagggaat
ggttttcgga
cccttgacgg
cgtaggtggc
agtctgatgt
gtgcagaaga
acaccagtgg
gagcaaacag
gggggtttcc
accgcaaggt
tttaattcga
gacagagctt
tcgtgagatg
ttagttgggc

aggaagagct
cctgtaagtt
catgccacgc
agctagttgg
atcggccaca
cttccgcaat
tcgtaaagta
tatctaacca
aagcgttgtc
gaaagccccc
ggagagtgga
cgaaggcgac
gattagatac
gcceccttagt
tgaaactcaa
agcaacgcga
tccctteggg
ttgggttaag
actctaaagt

tgctcttcca
ggggataact
ttttgaaaga
tagggtaatg
ctgggactga
ggacgaaagt
ctgttgttag
gaaagccacg
cggatttatt
ggcttaaccg
attccacgtg
tctctggtct
cctggtagtc
gctgcagcta
aggaattgac
agaaccttac
gacaaagtga
tcccgcaacg
gactgccggt

aagttagtgg
ccgggaaacc
tggtttcggce
gcctaccaag
gacacggccc
ctgacggagc
agaagaacaa
gctaactacg
gggcgtaaag
gggagggtca
tagcggtgaa
gtaactgacg
cacgccgtaa
acgcattaag
gggggceege
caggtcttga
caggtggtgc
agcgcaaccc
gcaa

cggacgggtg
ggggctaata
tatcgcttac
gcaacgatgc
agactcctac
aacgccgcegt
ggataagagt
tgccagcagc
cgcgegceagg
ttggaaactg
atgcgtagat
ctgaggcgceg
acgatgagtg
cactccgcect
acaagcggtg
catcctttga
atggttgtcg
ttgattttag

agtaacacgt
ccgaatgata
agatgggccc
atagccgacc
gggaggcage
gtatgaagaa
aactgcttgt
cgcggtaata
cggtctttta
gaagactgga
atgtggagga
aaagcgtggg
ctaagtgtta
ggggagtacg
gagcatgtgg
ccactctgga
tcagctcgtg
ttgccagcat
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EK 4. L11 kodlu izolatin 16S rRNA geninin baz sirasi

Baz sayisi: 1423

Baz icerigi: 324 C, 435 G, 363 A,301 T

Genbankasi no: KF956739
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121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781
841
901
961

1021
1081
1141
1201
1261
1321
1381

attctagagt
gaacgaacgg
gggcaacctg
aagtgtggcg
gcggtgcatt
tgagagggtg
agtagggaat
ggttttcgga
cccttgacgg
cgtaggtggc
agtctgatgt
gtgcagaaga
acaccagtgg
gagcaaacag
gagggtttcc
accgcaaggt
tttaattcga
gacagagctt
tcgtgagatg
ttagttgggc
aatcatcatg
cgcgaagccg
caactcgcct
acgttcccgg

ttgatcatgg
aggaagagct
cctgtaagtt
catgccacgc
agctagttgg
atcggccaca
cttccgcaat
tcgtaaagta
tatctaacca
aagcgttgtc
gaaagccccc
ggagagtgga
cgaaggcgac
gattagatac
gccccttagt
tgaaactcaa
agcaacgcga
tcccttcggg
ttgggttaag
actctaaagt
ccccttatga
cgaggtggag
acatgaagcc
gccttgtaca

ctcaggacca
tgctcttcca
ggggataact
ttttgaaaga
tagggtaatg
ctgggactga
ggacgaaagt
ctgttgttag
gaaagccacg
cggatttatt
ggcttaaccg
attccacgtg
tctctggtct
cctggtagtc
gctgcagcta
aggaattgac
agaaccttac
gacaaagtga
tcccgcaacg
gactgccggt
cctgggctac
ctaatcccat
ggaatcgcta
caccgcccgt

taagggcgge
aagttagtgg
ccgggaaacc
tggtttcggce
gcctaccaag
gacacggccc
ctgacggagc
agaagaacaa
gctaactacg
gggcgtaaag
gggagggtca
tagcggtgaa
gtaactgacg
cacgccgtaa
acgcattaag
gggggcccge
caggtcttga
caggtggtgc
agcgcaaccc
gcaagccgga
acacgtgcta
aaaactattc
gtaatcgtgg
cacacggtac

gtgcctaata
cggacgggtg
ggggctaata
tatcgcttac
gcaacgatgc
agactcctac
aacgccgcegt
ggataagagt
tgccagcagc
cgcgcgeagg
ttggaaactg
atgcgtagat
ctgaggcgceg
acgatgagtg
cactccgcct
acaagcggtg
catcctttga
atggttgtcg
ttgattttag
ggaaggtggg
caatggatag
tcagttcgga
atcagcatgc
cat

catgcaagtc
agtaacacgt
ccgaatgata
agatgggccc
atagccgacc
gggaggcage
gtatgaagaa
aactgcttgt
cgcggtaata
cggtctttta
gaagactgga
atgtggagga
aaagcgtggy
ctaagtgtta
ggggagtacyg
gagcatgtgg
ccactctgga
tcagctcgtg
ttgccagcat
gatgacgtca
tacaaagggt
ttgtaggctg
cacggtgaat
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