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OZET

CIKOLATA VE SUTLU-KREMALI KEKLERIN URETIM
ASAMALARINDA POTANSIYEL RiSK OLUSTURABILECEK
LISTERIA MONOCYTOGENES, CRONOBACTER
(ENTEROBACTER) SAKAZAKIT VE SALMONELLA SPP. PATOJEN
BAKTERILERININ REAL-TIME PCR YONTEMI iLE
BELIRLENMESI

KESER AKGUL, Biisra

Yiiksek Lisans Tezi, Biyoloji Anabilim Dal1
Tez Yoneticisi: Prof. Dr. Mustafa ATES
Agustos 2015, 98 sayfa

Bu arastirmada bir gida iretim tesisinde 01.11.2013-30.04.2014 tarihleri
arasinda toplam alti ay boyunca firetilen iriinlerin (¢ikolata ve siitlii-kremali
kekler); hammadde, yari {irlin (liretim asamasinda alinan Ornekler) ve final
tiriinlerinde ornekleme yapilmistir. Bu gida maddeleri icin risk potansiyeli en
yiiksek olan ii¢ patojenin (L.monocytogenes, C.sakazakii ve Salmonella spp.)
varlig1 diger yontemlere gore daha hassas, verimli ve en 6nemlisi hizli bir sekilde
tespit eden Real-Time PCR yontemi ile belirlenmistir.

Buna gore ¢ikolata (kakaolu findik ezmesi) ve siitli-kremali keklerin
yapiminda kullanilan 213 adet hammaddede, hammaddenin ¢esidine ve risk
potansiyeline gore katogorize edilerek, Salmonella spp, L.monocytogenes ve
C.sakazakii analizleri yapilmistir. Yari tiriin kontrollerinde toplam 62 adet findik
ezmesinde Salmonella spp. analizleri gergeklestirilmistir. Final iriinlerde ise 87
adet ¢ikolata (kakaolu findik ezmesi) numunesinde Salmonella spp. analizleri
yapilirken, 35 adet siitlii-kremali kek ve 39 adet ¢ikolata kapl siitlii-kremal1 kek
numunelerinde Salmonella spp. ve L.monocytogenes analizleri yapilmistir.

Yapilan caligmalar sonucunda yari iiriin ve final iirlinlerde hi¢ patojen
bakteri tespit edilmemistir. Hammaddelerden ise sadece iki ayr1 lotta ait pastorize
yumurtada Real-Time PCR’da Salmonella spp. tespit edilmistir. Pozitif

numunelerde klasik kiiltiirel metotla yapilan dogrulama sonucunda sadece bir lotta
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ait yumurtada Salmonella spp. oldugu kanitlanirken diger lotta ait Ornekteki
sonucun hatali pozitif oldugu anlasilmistir. Real-Time PCR hizli ve duyarl bir
sistem olup c¢ok diisiik ylizdede hatali pozitif sonug¢ verebileceginden pozitif

sonuglar mutlaka klasik metotla dogrulanmalidir.

Sonug olarak gida giivenligi yiiksek, kaliteli bir iirlin {iretmenin temel
sartlarindan birsinin diisiik riskli hammadde temini oldugunu ve insanlarda saglik
problemi olusturmayan giivenli bir gida {iretimi igin lirctimden tiiketime kadar her

basamakta alinmasi gereken tedbirler vurgulanmistir.

Anahtar kelime: Real-Time PCR, c¢ikolata, siitlii kremali kek, Salmonella
spp, L.monocytogenes, C.sakazakii.



ABSTRACT

DETERMINATION OF LISTERIA MONOCYTOGENES,
CRONOBACTER (ENTEROBACTER) SAKAZAKII AND
SALMONELLA SPP. PATHOGENIC BACTERIA WHICH COULD
BE A POTENTIAL RISK IN STAGE OF PRODUCTION WITH
REAL-TIME PCR METHOD

KESER AKGUL, Biisra

Master of Science Thesis Biology Department
Supervisor: Prof. Dr. Mustafa ATES
August 2015, 98 pages

In this study, exemplification at raw material, semi manufactured and final
products was made in the products (chocolate and milk-cream cakes) during six
months between the dates 01.11.2013-30.04.2014 at a food production facility.
Three pathogen (L.monocytogenes, C.sakazakii and Salmonella spp.) which have
the highest potential risk for foodstuffs were determined by Real-Time PCR
method that has more precise, efficient and most importantly quickly detection

comparative to other methods.

Salmonella spp., L.monocytogenes and C.sakazakii analysis were
performed by categorize with regard to raw material type and risk potential in 213
raw materials which were used in the making of chocolate (hazelnut spread with
cocoa) and milk-cream cakes. Salmonella spp. analyses were carried out in semi
manufactured controls at a total of 62 pieces of hazelnut spread. While Salmonella
spp. analysis were performed in 87 pieces of chocolate (hazelnut spread with
cocoa) samples, Salmonella spp. and L.monocytogenes analysis were carried out
in 35 pieces of milk-cream cakes and 39 pieces of chocolate covered milk-cream

cakes samples in the final products.

As a result of the studies, any pathogen bacteria were not detected in semi

and final products. As to raw materials, Salmonella spp. were detected in only



pasteurized egg belonging to the two different lot numbers with Real-Time PCR.
Whereas as a results of confirmation of positive sample with classical method
Salmonella spp. was just existed in a egg belonging to one lot number, it was
deduced that the positive sample belonging to the other lot numbers was false.
Positive results should be confirmed with classical method absolutely due to the
fact that Real-time PCR is a quick and precision system which can be led to false

positive results at low percentage.

In conclusion, the importance of low risk raw material supply in order to
produce quality products and precautions, which should be taken every stage from
production to consumption, receive emphasis not to create health problems in
humans for a safe food production.

Key words: Real-Time PCR, chocolate, milk-cream cakes, Salmonella
spp., L.monocytogenes, C.sakazakii.
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1. GIRIS

Gida kaynakli halk sagligit problemleri 21. yiizyiln 6nemli
problemlerinden biridir. Hijyenik kosullarda iiretilmeyen gidalarin yol ag¢tigi
enfeksiyon veya toksikasyonlara da siklikla rastlanilmaktadir. Diinya Saglik
Orgiitii’niin (WHO) yaymladigi epidemiyolojik verilere gore gida kaynakli
hastaliklarin sayisinda sabit bir artisin oldugu belirtilmektedir. Bu durum gelismis
ve gelismekte olan iilkelerde insanlar igin hayati tehdit edicidir ve Onemli
ekonomik sonuglara neden olur. Bu yiizden giivenli gida tiretimi Avrupa Birligi
basta olmak tizere diinyadaki gida konusunda otorite kuruluslarca gida tiretim ve
tiketiminde olmazsa olmaz Kriter olarak kabul edilmistir (Erol, 2007; Erkmen
2010).

Giliniimiizde gida zincirinde gida gilivenligi ve gida hijyeni, gerek gida
ireticileri gerekse tiiketiciler agisindan biiyiik 6nem tasimaktadir (Celik, 2008).
Gida giivenligi; gida maddelerinin insanlarda saglik sorunu olusturmamasi igin
iiretimden tiikketime kadar her basamakta alinmasi gereken tedbirler biitiinii olarak
ifade edilebilir. Gida hijyeni ise tiiketicide saglik sorunlarina neden olabilecek her
tirli tehlike ve risklerin kontrol altinda tutulmasi ve gidalar yoluyla tiiketicide

herhangi bir hastalik olusmamasi igin gerekli kosullarin saglanmasidir.

Gidalarin mikrobiyolojik kalitesi ve giivenilirligi, oncelikle gidanin
tiretimi, dagitimi, depolanmasi ve hazirlanmas1 asamalarindaki kritik risk
noktalarimin tanimlanmasma ve saglikli {iretim ve dagitim kosullarinin
gerceklesmesine baglidir. Bu kosullarin saglanmasi ve siirdiiriilebilmesi i¢inde
gida iiretimi zincirinde ve gida ireten isletmelerde, ISO kalite yonetim standartlar
ve 2006 yilinda yaymlanan TS EN ISO 22000 standartlar1 uygulanmaktadir. Bu
uluslararas: standartla denetlenebilir sartlar araciligiyla, son iriiniin giivenli bir
sekilde hazirlanmasini saglamak ve insan tiiketimine gilivenilir gidalar sunulmasin
saglar (TSE, 2006). Uygulanan gida giivenligi ve kalite sistemleri miisterilerin

temizlik, hijyen ve kalite beklentilerini kargilamalidir.

Bir gida iiretim tesisinde gida giivenligini yiiksek oranda saglamanin temel
sartlarindan Dbirisi diisiik riskli hammadde teminidir. Bu hammaddelerin
tedarik¢iden temininden sonra mutlaka test edildikten sonra kullanimina izin
verilir. Bu uygulama hammaddede mevcut bir kontaminasyon varsa tespit
edilerek, kullanilmaya baslanmadan geri iyadesini bdylece iiretimin kontamine

olmasinin Oniine gegilmesine imkan saglar. Yine iiretim hatti boyunca alinan



orneklerin mikrobiyolojik durumu hizlica degerlendirilebilmelidir. Boylece
mevcut bir problemde hizli 6nlem alinmasina imkan saglanir. Son final halini
almis {riinlerin de test sonug¢larinin ulusal ve uluslararasi standart Kkriterleri
dahilinde olmasi gerekir. Analiz sonuglarinin hizli ve dogru bir sekilde elde
edilmesi triinlin raf dmrii ve depolama alani gibi kosullardan ¢ok 6nemlidir. Bu
yiizden gida iiretim tesislerinde hizli metotlar tercih edilmektedir. Hizli ve
givenilir bir cihaz olarak Real-Time PCR, gida endiistrisinde en ¢ok tercih

edilenlerin basinda gelir.

Real-Time PCR, spesifik bir DNA pargas1 kopyasinin, primerler tarafindan
yonlendirilerek, enzimatik olarak sentezlenmesi seklinde tanimlanan in vitro bir
yontem olan PCR cesitidir. Bu yontem sayesinde ¢ok az miktardaki patojen
kontaminasyonu bile ¢abuk ve basit bir sekilde tespit edilebilmektedir. Geleneksel
mikrobiyolojik metotlar ile patojen bakteri tespiti standart olarak kabul edilmesine
ragmen yogun emek ve zaman alicidir. "Polymerase chain reaction” (PCR) teshis
yontemi olarak spesifite, hiz ve sensivitesinin yliksek olmasi nedeniyle biiyiik bir
avantaj sunmaktadir (Stone et al., 1994; Tuchili et al., 1995).

Gidalar i¢in gerekli olan mikrobiyolojik kriterler muhtemel bir saglik
tehlikesi olusturanlar ile gidalarda diisiik kaliteye neden olan ve dayanma
siirelerini azaltan fakat saglik tehlikesi arz etmeyenler olmak iizere iki kategoride
incelenebilir (Aldridge, 1978). Gidalar igin mikrobiyolojik spesifikasyonlari
saptayan uluslararast ICMSF (International Commission on Microbiological
Specifications for Foods) komisyonu bir siniflandirma cetveli diizenleyerek bunun
icerisinde saglik tehlikesinin derecelerini tespit etmistir. Bu mikroorganizmalar
gida maddesinde dogal flora olarak kabul edilen saprofit mikroorganizmalar
olabilcegi gibi bunlarin disinda iiretim, pazarlama ve benzeri faaliyetler sirasinda
ozellikle fekal (diski1) kokenli bakteriler ve bunlarla birlikte enfeksiyon etkeni ve
besin zehirlenmesi etkeni mikroorganizmalarda gidalara kontamine olurlar.
Tehlikeli sinifi olusturan ve Diinya ¢apinda gida kaynakli hastaliklara neden olan
bakterilerden Campylobacter jejuni, Clostridium perfringens, Salmonella spp.,
Escherichia coli, Bacillus cereus, Listeria monocytogenes, Shigella spp.,
Staphylococcus aureus ve C.sakazakii digerleri arasinda en yaygin olanlaridir
(Todd, 1989).

Gida kaynakli hastaliklar, genel anlamda patojenik mikroorganizmalar ve
mikrobiyal toksinler ile kontamine olmus gidalarin yenmesi ile olusan ve daha

cok gastrointestinal semptomlarla seyreden klinik tablolar olup intoksikasyonlar,



infeksiyonlar ve toksik infeksiyonlar seklinde gézlemlenir. Bu hastaliklar, grip
gibi hafif gecebildigi gibi, 6liimle sonuglanabilen ishaller, kusma, mide bulantisi,
ates, mide kramplari seklinde de goriilebilmektedir. ABD hastalik kontrol merkezi
verilerine gore; her yil gida kaynakli olmak iizere, 76 milyon kisi hastalanmakta,
325.000 kisi hastaneye gitmekte ve yaklasik 5.000 kisi 6lmektedir (CDC, 2004,
Ryan et al., 2003).

Calisma materyalimiz olusturan cikolata, yapist geregi
mikroorganizmalarin gelismesi yoniinden olduk¢a kisith bir ortam olmasina
ragmen; hammadde ve bilesenlerin miktarlarina, kalitesine ve iiretim teknolojisine
bagli olarak mikroflora gelisebilmektedir.  Siitli-kremali  kekler ise
mikroorganizmalarin {ireyebilmeleri icin gerekli olan besin igerigine sahip
olmalari, uygun pH ve su degerleri ile daha biiylik risk altindadirlar. Kek kismi
uygulanan 1s1l islem ile biiyiik sorunlar olusturmazken, krema kismi risk grubunu
teskil etmektedir.

Bu calismada, bu gidalarin hammaddeden final iirline kadar tiim {iretim
asamalarinda alinan orneklerde, mikrobiyolojik kaliteleri hakkinda tilkemizde ve
yurt disinda yapilan g¢alismalarin sonuglari ile yerli ve yabanci standartlarda
belirtilen degerlere gore one ¢ikan {i¢ patojen (L.monocytogenes, C.sakazakii ve
Salmonella spp.) varligi arastirilmistir. Analizler diger yontemlere gore daha
hassas, verimli ve en 6nemlisi hizli bir sekilde tespit eden Real-Time PCR ile
gerceklestirilmistir. Yapilan bu ¢alisma ile gida giivenligi ve hijyenin saglandig
kalite standartlarina uygun caligilan bir liretim tesisinde mikrobiyal risklerin nasil
en aza indirgenebilecegi ve Kkaliteli bir tlretim yapilabilecegi vurgulanmak
istenmistir. Boylelikle bir¢ok kisinin 6zellikle de ¢ocuklarin ¢ok sik tiikettikleri
cikolata ve soguk olarak muhafaza edilen siitlii-kremal1 keklerin, saglik agisindan

risk potansiyelleri belirlenerek, bunlarin nasil 6nlenebildigi vurgulanmistir.



2. LITERATUR OZETI

2.1. Gida Patojenleri

Gidalarin  mikrobiyal florasini, gidalarda dogal olarak bulunan
mikroorganizmalar ile c¢evreden gidaya bulasmis olan mikroorganizmalar
olusturmaktadir. Bunlar fermente gidalarin elde edilmesi amaciyla kullanilan ve
“starter” olarak adlandirilan mikroorganizmalar gibi yararli, gida maddesinin
bozulmasina neden olan saprofit mikroorganizmalar ya da gida zehirlenmeleri ve
enfeksiyonlarma neden olan patojen mikroorganizmalar gibi zararli olabilirler.
Bunlarin disinda ne faydali ne de zararli olan (inert) mikroorganizmalar da
mevcuttur (Ayhan, 2000; Tunail, 1986).

Hastalik etmeni olan patojen mikroorganizmalarin gidalar araciligiyla
viicuda alinmasi sonucu enfeksiyonlar meydana gelmektedir. Bu enfeksiyonlar,
gida sadece tasiyict islevi gorerek ve mikroorganizma gida icerisinde ¢ogalmadan
pasif olarak gerceklesebilecegi gibi patojen mikroorganizmanin gida igerisinde
cogalmasi ve belirli bir sayida hiicrenin gida ile birlikte alinmasi sonucu aktif
olarak da gerceklesebilmektedir (Tunail, 2000; Karapinar, 1998).

Gida maddesinin patojen bir mikroorganizma ile kontamine olmasi ve bu
mikroorganizmanin c¢ogalarak toksin salgilamasi sonrasi, bu gida maddesinin
tiketilmesiyle meydana gelen zehirlenmeye “Gida Kaynakli Zehirlenme” adi
verilmektedir. Diger bir ifade ile hastalik, gida ile birlikte patojen
mikroorganizmanin viicuda alinmasi sonucu degil, mikroorganizmanin salgiladigi
toksinin alinmasi sonucu meydana gelmektedir. Gida kaynakli hastaliklardan en
yaygin goriilenleri bakteri kokenli olup c¢abuk ortaya cikmakta ve hizli
ilerlemektedir (Tunail, 2000; Karapinar, 1998).

Gidalarda mikroorganizma geligsmesi Oncelikle gidanin bilesimine baglidir.
Gidanin besin igerigi, pH, su aktivitesi, seker ve tuz konsantrasyonlari, viskozitesi
gibi pek ¢ok etmen Onemli oldugu gibi gidanin oksidasyon - rediiksiyon
potansiyeli ya da bulundugu atmosfer ortami, depolanma sicakligi, gidada
bulunan antimikrobiyel bilesikler gibi ¢esitli i¢c ve dis faktorler gidalarda
mikroorganizmalarin geligsmesi lizerine etkili olmaktadir. Bu yiizden her gida

grubu i¢in potansiyel patojen bakteri riski ve ¢esidi degismektedir.



e Et ve et tiriinlerinde- Salmonella spp., L.monocytogenes, E.coli O157:H7,
C.perfringens

e Siit ve siit {irtinlerinde- Salmonella spp., Staphylococcus aureus suslari

e Yumurta ve yumurta iiriinlerinde- Salmonella spp., Staphylococcus aureus

e Hububat ve firincilik {irtinleri- Salmonella spp., L.monocytogenes,
S.aureus, C.perfringens

e Meyve ve sebzeler ile islenmis driinler- Salmonella spp.,
L.monocytogenes, E.coli O157:H7, S.aureus, B.cereus

e Kakao ve kakao triinleri, ¢ikolata ve ¢ikolata tirtinleri- Salmonella spp.

e Sekerli tirtinler- Salmonella spp., E.coli.

(Tirk Gida Kodeksi Yonetmeligi, Yayimlandigi R.Gazete: 06.02.2009-27133,
Teblig No: 2009/6)

Cikolata ve siitlii kremal1 keklerin hammadde ya da final {iriin halleri i¢in
en ¢ok risk teskil eden patojenler, FDA (U.S.Food and Drug Administration),
ICMSF (International Commission on Microbiological Specifications for Foods)
gibi kurulus tarafindan hazirlanan standartlara gore Salmonella spp.,
L.monocytogenes ve C.sakazakii olarak 6ne ¢ikmaktadir.

2.1.1. Salmonella spp.

2.1.1.1. Tarihcesi ve genel ozellikleri

Salmonella ilk kez tifoid basili olarak 1880 yilinda Alman bakteriyologlar
Ebert ve Koch tarafindan tanimlanmis ve 1884 yilinda Gaffky Salmonella’ yi1
kiiltiire etmeyi basarmistir (Bell and Kyriakides, 2002).

1885 yilinda Salmonella enterica (kolera) Amerikali veteriner patolog olan
Dr. Salmon tarafindan kesfedilmis ve domuz bagirsagindan izole edilmistir.
Paratifoid basili 1896 yilinda Achard ve Bensaud, 1898 yilinda ise Gwyn
tarafindan izole edilmistir (Adams and Moss, 1995). Salmonella gesitli
cevrelerden gidalara bulasabilmekte ve salginlara neden olabilmektedir (Bkz.
Sekil 2.1).

Fransa'da 1995 ve 1999 yillar1 arasinda yilda 32 000 ve 43.000 arasinda
salmonelloz vakasinin 6.000 ile 10.700 arasinda hastane tedavisine (100-560 6liim
dahil) sebep oldugu tahmin edilmektedir. 2001 ve 2006 yillar1 arasinda S. enterica



serotipin Typhi 109-127 suslar1, serotip Paratyphi A 24-52 suslart CNR her yil
tespit edilmistir (Weill, 2007).

2000 yilinda, diinya c¢apinda tifo 20 milyondan fazla hastalia 200.000
tizerinde 6liime neden olurken, paratifo tahmini 5,4 milyon hastaliga neden oldu
(Giines, 2012).

Cinde, 2001-2010 doneminde gida kaynakli salgin hastaliklarda 140.101
bildirilen vakadan 1.427 6liim vakas1 Ulusal Gida Kaynakli Hastaliklar1 Gozetim
Ag1 Tarafindan rapor edilmistir (Li et al., 2012).

ABD’ deki Center for Diseases Control’ iin (CDC-Hastalik Kontrol
Merkezi) verilerinde 2006 yili raporlarina gore sadece ABD’ de yillik tahmini 1.4
milyon Salmonella olgusu rapor edildigi ve olgularin 500’ {inden fazlasinin
hastalarda 6liimle sonuclandig: belirtilmektedir. Yine ABD’ de Center for Science
in the Public Interest” in (CSPI) 1990-2003 yil1 verilerinde ABD’ de bakterilerin
neden oldugu 554 salginin 111’ inde sorumlu etkenin Salmonella oldugunu
bildirmislerdir (Izgiir, 2002).

Tiirkiye’de  onemli halk sagligit sorunlarindan birini  olusturan
Salmonella’nin en ¢ok enterica subsp. enterica serotipi oldugu bilinmekle birlikte
Salmonella typhimurium, Salmonella paratyphi ve Salmonella typhi yaygin
bi¢imde tespit edilmektedir (Uner, 2013).
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Sekil 2.1. Salmonella’ larin gidalara bulasma zinciri (Uner, 2013)

2.1.1.2. Morfolojik ve bivokimyasal ozellikleri

Salmonella, Enterobacteriaceae familyasi iiyesi olup fakiiltatif aorobik,
gram negatif, sporsuz, kapsiilsiiz, 2-5 um boyunda gubuk seklinde, S.gallinarum
ve S.pullorum hari¢ olmak tizere hareketli bir bakteridir (Levinson et al, 2004).
Gram negatif olmalarina ragmen metilen mavisi ve karbon fuksin boyalar1 gibi
boyalarla boyanabilirler (Gast, 2003).

Cevre kosullarinda uzun siire canli kalabilirler. Optimum tireme sicakligi
35-37 °C, iireme sicaklik aralig1 ise 25-47 °C arasinda olan mezofilik bakterilerdir.
Gelisebildigi minimum su aktivitesi 0.94, optimum su aktivitesi 0.99’dur.
Minimum 3.8, optimum 7-7.5, maksimum 9.5 pH’ da gelisebilir (Cui, 2004).

Oksidaz negatif, katalaz pozitiftirler, dekarboksilat, lisin ve ornitin
tiretirler (Cui, 2006)(Bkz. Cizelge 2.1). Laktoz veya siikrozu fermente etmezler.
S. typhi ve S.gallinarum gaz tiretmeden yalniz asit olusturarak fermente ederler.
Sitrat1 tek karbon kaynagi olarak kullanirlar, H,S tiretirler (S.paratyphi A harig).

Indol negatif, metil red pozitif, voges proskauer negatif, sitrat pozitif reaksiyon



verirler. Ureyi pargalayamazlar (Bilgehan, 2002; Cui, 2004; Levinson et al.,
2004).

Cizelge 2.1 Salmonella serotiplerinin biyokimyasal 6zellikleri

< 0
= ? §
Reaksiyon a 0 o =
— = — m -
0 £ = 2 £ 5
C [=1 .y =] = =
o > M = @ =
0 - o O 0 o
Gaz olusturma + - + ¥ - +
Sitrat + - - +* + .
H;_!S + +1ri - _i‘\H‘ - -
Lizin dekarboksilaz + + - + + +
Ornitin dekarboksilaz + - + + - +
Hareket + + + + - -

* Zayif pozitif reaksiyon
** TS| agarda zayif pozitif reaksiyon
*** Bazl suslar pozitif olabilir

Diger Enterobacteriaceae ailesi iiyeleri gibi Salmonella’ lar da somatik O
antijenlerine ve flajellar (kuyruk) H antijenlerine sahiptirler. O antijenleri hiicre
duvarinin 1s1ya dayanikli (1styla degismeyen) lipopolisakkarid bileskeleleriyken,
H antijenleri faz 1 veya 2’de goriilebilen 1siya dayaniksiz (1siyla degisen)
proteinlerdir. Salmonella serotiplerini siniflandirmada kullanilan kauffmann-white
semast O ve H antijenleri temelinde olusturulmustur (Bkz. Cizelge 2.2).
Salmonella’ larmn identifikasyonunda, antijenik 6zelliklerin dikkate alinmasi son
derece 6nemlidir. Bu nedenle oncelikle “O” grubu antiserumlarin karigimi kabul
edilen Salmonella polivalan antiserumu ile yapilan agliitinasyon testinde pozitif
sonug elde edilir ise, incelenen etkenin Salmonella spp. oldugu kabul edilip, daha
sonra “O” spesifik grup antiserumlar1 ( A, B, C, D,..) ile tekrar agliitinasyona tabi
tutulur. Hareketli Salmonella’ larin, bu testlere ilaveten Faz—1 ve Faz-2’ ye ait



antiserumlar da kullanilarak izole edilen etken serotip diizeyinde identifiye edilir
(Izgiir, 2002).

Cizelge 2.2. Kaufmann-White semasina gore Salmonella enterica’ nin antijenik
formiilleri (Poppoff and Le Minor, 2001).

Serotype O-antigen(s) H1-antigen(s) H2-antigen(s)
S. Enteritidis 1,9,12 [f], 9, m, [p] [1, 7]

S. Dublin 1,9, 12, [Vi] g, p -

S. Gallinarum 1,9, 12 - -

S. Typhimurium 1,4,5,12 i 1,2

S. Virchow 6,7 r 1,2

S. Infantis 6,7, 14 r 1,5

Serotiplerin  tanimlanabilmesi, belirli serotiplerin  spesifik  klinik
sendromlar olusturmaya egilimli olmast ve olagandisi bir serotipin tespit
edilmesiyle bir salgin baslangicinin fark edilmesi agisindan 6nemlidir. S.typhi’ de
bulunan viriilans1 mevcut kapsiiler bir polisakkarid (vi), S.dublin ve S.paratyphi
(S. hirschfeldii)’de de mevcuttur ( Le Minor, 1984).

2.1.1.3. Patojenitesi

Gida zincirinde meydana gelen Salmonella kontaminasyonu, 6nemli tibbi
maliyetlere ve ekonomik kayiplara neden olmaktadir (Majowicz et al., 2010).
ABD’ de yilda 1,4 milyon kadar vakaya sebep oldugu ve ekonomide 2 milyar
dolardan fazla kayiplara sebep oldugu bilinmektedir. Kanada’ da ise 1 milyar
dolar oldugu bildirilmektedir. 1991 yilinda Almanya’ da salmonellozisin 1,5
milyar marklik bir kayba neden oldugu bildirilmektedir (Erol, 2007). 1992 yilinda
yaklagik 200.000 vaka varken, 2013 yilinda say1 20.000 altina diismistiir (Robert
Koch-Institut, 2014).
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Diinya Saglhk Orgiitii’niin 2004 yilinda yaymladig1 rapora gore her yil
yaklasik 200.000 kisi Salmonella kaynakli atesli hastaliktan dolayr hayatini
kaybetmektedir (Malorny et al., 2009). Diinya Saglik Orgiitii (WHO) verilerine
gore bu enfeksiyonlarin yaklagik 22 milyonunu tifo atesi olusturmaktadir ve yilda
yaklagik 200.000 insan bu enfeksiyonlar sonucu yasamini yitirmektedir (Crump et
al., 2004).

Diinya Saglik Orgiitiiniin (WHO) vermis oldugu istatistiklere gére 2000-
2005 yillart arasindaki goriilen insan kaynakli en yaygin serotipin S. enteritidis
(61%) ve insan kaynakli olmayan serotipin S. typhimurium (23%) oldugu rapor
edilmistir (WHO, 2005).

Tiirkiye’ nin birgok bolgesinde Salmonella infeksiyonlari endemik hatta
hiperendemik olarak seyretmektedir (Bilgehan, 1992). Tiirkiyede 2000-2002
yillar1 arasinda en yaygin serotipler S. enteritidis (47,7%) and S. typhimurium
(34,7%) olarak tespit edilmistir (Erdem vd., 2005).

Gida kaynakli Salmonella enfeksiyonlari ve gastroenteritislerin yurtdisinda
halen daha biiyilik bir dikkatle takip edildigi, degerlendirildigi ve rapor edildigi
goriilmektedir. Ozellikle Amerika Birlesik Devletleri (ABD), Ingiltere, Belcika,
Fransa ve Kanada’da yapilan ¢aligsmalar, gida kaynakli Salmonella enfeksiyonlar
ve gastroenteritis vakalarinin son yillarda artis gosterdigini ortaya koymaktadir
(Archer and Kvenberg, 1985; Roberts, 2000).

Salmonella cinsi i¢inde yalniz insanlarda, yalniz hayvanlarda ve hem
insanlarda hem de hayvanlarda hastalik yapan 2500' iin {izerinde serotipi
bulunmaktadir. Bunlar; S.typhi, S.cholerasuis ve S.enteridis. Hastalik olusturanlar
disinda konakg1 spesifik olmayan ve gida kaynakli enfeksiyonlarda rol oynayan
serotipler bliylik Oonem tagimaktadir. Primer olarak hayvanlar tarafindan
bulagtirilmasinin yaninda Salmonella enfeksiyonlarinda ¢apraz kontaminasyon en
yaygin bulagsma yoludur (Erol, 2010). Salmonella enfeksiyonlarinin insanlara
bulasmasinda, kontamine yumurta, siit ve et gibi hayvansal kaynakli gidalar
onemli rol oynamaktadirlar (Koneman et al., 1992). Kontamine olmus gidalar ve
kirli sular, zayif saglik onlemleri ve kotii hijyen kosullart Salmonella riskini
arttirmaktadir. Gida zehirlenmesi salginlarinin sayisindaki son artigin, kirlenmis
yumurta veya yumurta Urilinlerinin bu enfeksiyonun baglica kaynagi oldugu
yapilan epidemiyolojik analizler sonucunda kabul edildi (Suzuki, 2002). Bu
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patojen, kontamine olmus gidalarda ¢ok diisiik sayida olsa bile 6nemli saglik
problemlerine yol agmaktadir (Bennett et al., 1998).

Salmonella tiirleri bagirsaktan yayilarak, sistemik bir dizi organda ciddi,
bazen 6liimciil enfeksiyonlara iiretebilir. insanda hastaliga neden olan izolatlar
Subspecies I' e aittir. Ornegin Salmonella enterica’ nm yilda 93 milyonun
tizerinde enfeksiyona neden oldugu tahmin edilmektedir (Fluit, 2005).

Insanlarda salmonellosis dort sekilde gozlenir. Bunlar, herhangi bir
hastalik belirtisi goriilmeyen tasiyicit salmonellosis (asemptomatik), Salmonella
typhi' nin sebep oldugu tifo (bagirsak hummasi), S. typhi disinda olan Salmonella
serotiplerinin neden oldugu Salmonella gastroenteritsi veya enterocolitisi seklidir.
Hizla ortaya ¢ikip hizla iyilesen gastrointestinal problemlere yol acar. insanlarda
tifo ve paratifoya sebep olur. Bu enfeksiyonlar genellikle hayvanlara gerek
kalmadan kisiden kisiye bulasir. Tifo, S.typhi ile olusan, yalniz insanlara 6zgi,
akut ve sistemik bir enfeksiyon hastaligidir. S.typhi’ nin dogada tek ve gergek
rezervuari insandir (Cui, 2004). Gelismekte olan {iilkelerde, yapilan kapsamli
bilimsel arastirmalara ve diinya capinda alinan giivenlik Onlemlerine ragmen
onemli bir halk saglig1 sorunu olan tifo, 17 milyon enfeksiyon ve her yi11 600.000
Olime sebep olmaktadir. S.gallinarum (tavukta), S.choleraesuis (domuzda),
S.abortusovis (koyunda) ve S.dublin (sigirda) gibi hayvanlarda konak
adaptasyonuna sahip serotiplerdir. Tim bu siniflandirmalara ragmen tiim
hayvansal kokenli serotipler insanlar i¢in potansiyel patojen olarak kabul edilir
(Giannella, 1996).

Salmonella’ larm virulans genleri siklikla kromozom iizerindeki
Salmonella patojenite adalar1 (SPA) denilen bazi bolgelerde kiimelenmissekilde
lokalize olmuslardir (Groisman and Ochman, 1996). Salmonella infeksiyonunun
intestinal kisminda gorevli virulens genleri SPA-1 ve SPA-II’ de yer almaktadir.
Diger SPA’ larda ise sistemik infeksiyon, intraselliiler yagam, fimbria olugumu,
antibiyotik direnclilik, magnezyum ve demir tutulumu ile ilgili fonksiyonlar
diizenlenmektedir (Groisman and Ochman, 1996; Buhania, 2008).

Salmonella’ nin en oOnemli kaynagi, yemler, kontamine yem katki
maddeleri, kontamine sular, mezbaha atiklari, infekte yabani hayvanlar, kuslar,
fareler, rodentler ve insektlerdir (Adams and Moss, 1995). Kontamine olmus {iriin
viicuda alindiktan sonra mide ortamina gecebilenler gastrointestinal sistemde

kolonize olur. Bu bolgede bakteri gogalabilir ve lokal hastalik meydana getirebilir
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veya makrofajlar tarafindan yok edilebilir ya da bolgesel lenf nodiilleri, karaciger
ve dalak gibi daha derin dokulara yerleserek sistemik enfeksiyonlara neden
olabilir (Selander et al., 1996).

2.1.1.4. Salmonella izolasyonu

Kontamine olmus gidalarda patojenlerin miktar1 genelde klinik
orneklerden daha az sayida olmasi, mikroorganizma gidaya uygulanan teknoloji
ya da muhafa yontemi geregi (pH, 1s1l islem, dondurma, antimikrobiyal ajanlar,
tuz konsantrasyonu gibi) hasara ugrayabilmektedir. Bunun yan1 sira bazi gidalarin
(yumurta albiimini, kakao, baharat gibi) Salmonella belirlenmesini gii¢lestiren
ozelliklere sahibtir. Bu ylizden gidalar da Salmonella’ y1 belirlemek oldukg¢a
gictiir (Swaminathan, 2006).

Gidalardan Salmonella’ larin belirlenmesi i¢in ISO (The International
Organization for Standardization), AOAC (Association of Official Analytical
Chemists), APHA (American Public Health Association), FDA (U.S.Food and
Drug Administration), HPB (Health Protection Branch-Canada), ICMSF
(International Commission on Microbiological Specifications for Foods), NAS
(National Academy of Sciences), USDA (U.S. Department of Agriculture) gibi
cesitli kuruluslar tarafindan hazirlanan standartlar bildirilmektedir. Bu amagla
kullanilan ¢esitli zenginlestirme sivi ve kati besi yerleri bulunmaktadir (Tietjen
and Fung, 1995).

ISO 6579 standard: gida ve hayvan digkisindan Salmonella izolasyonu i¢in
gegerlidir. Cok farkl kiiltiir metotlar1 onerilmesine ragmen, ¢ogu satandart metota
gore Salmonella’ larin gidalardan izolasyonu ve tanimlanmasinda yararlanilan
klasik kiiltiirel yontemleri temelde dort basamakta (Bkz. Sekil 2.2)
gerceklestirilmektedir;

On zenginlestirme asamasi
Selektif zenginlestirme asamasi

Izolasyon asamasi (selektif besiyerine ekim)

> w e

Dogrulama asamasi (Serolojik ve biyokimyasal testler)
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1. On zenginlestirme asamasi

Zarar gormiis Salmonella hiicrelerinin kendilerini yenilemesini ve sayica

az ise iireyerek sayilarinin artirmasi i¢in kullanilir.

Genel olarak 6n zenginlestirme besiyeri olarak tamponlanmis peptonlu su
(TPS) ve lactose broth (LB) onerilmektedir (Gast, 2003). Ancak ¢ikolata gibi
dogal inhibitor etkili gidalarda hasara ugramis Salmonella’ larin izolasyonunda 6n
zenginlestirme besiyerinin i¢ine kazein eklenmesi Onerilmektedir. Gram-pozitif
bakteri sayisinin fazla oldugu 6rneklerde ise 6n zenginlestirme besiyerinin igine %
0,002 brilliant green veya % 0,01 malasit yesili eklenmesinin yararli olacagi
bildirilmektedir (Anonymous, 1998).

USDA ve FDA, 6n zenginlestirme amaciyla Laktoz Broth, Triptik Soy
Broth, Nutrient Broth, yagsiz siit veya tamponlanmis peptonlu su gibi segici
olmayan brothlarda 6-24 saat siireli On zenginlestirme asamasini tavsiye
etmektedir (Beckers et al., 1986). On zenginlestirmede Salmonella sayisinin en az
10°/mL olmas gerekir (De Boer, 1998).

2. Selektif zenginlestirme asamast

Salmonella popiilasyonunun artmasini saglarken rekabetci

mikroorganizmalar1 baskilanmasini saglar.

Son yillarda en ¢ok kullanilan besiyerleri Mueller-Kauffmann’s
Tetrathionate broth (MKTTn), Rappaport-Vassiliadis Soya Peptone broth (RVS)
ve Selenit Sistein Broth’ dur ve 24 saat siireli selektif zenginlestirme yapilir (Gast,
2003; Beckers et al., 1986).

3. lizolasyon asamas: (selektif besiyerine ekim)

Secici agarla her biri tek bir bakteri hiicresinden koken alan izole
kolonileri elde edilir (Gast, 2003).

En ¢ok kullanilan segici besiyerleri, Hektoen Enteric Agar (HEA), Xylose
Lysine Deoxycholate (XLD) ve/veya Brillant Green Agar (BGA), Brilliant Green
Fenol Red Laktoz Sukroz Agar (BPLS), Rambach Agar, Salmonella Shigella
Agar (SS Agar), Bizmut Siilfit Agar (BSA) ¢ dir ve 24 saat siireli izolasyonla olasi
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Salmonella kolonilerinin tanimlanmasina olanak saglar (Beckers et al., 1986).
Klasik yontemlerde tek bir selektif kati besiyeri kullaniminin gidada
bulunabilecek Salmonella’ nin belirlenmesi i¢in yeterli olamayacagi dikkate
alinarak bu asama igin birden fazla besiyerinin kullanimi 6nerilmektedir (Peng
and Shelef, 1999).

4. Dogrulama asamasi (serolojik ve biyokimyasal testler)

Tipik Salmonella kolonisi goriiniisiine sahip olan kolonilerin serotip ve
genus identifikasyonu i¢in serolojik ve biyokimyasal testler yapilir (Gast, 2003).

Stipheli koloniler Triple Sugar Iron Agar ve Lysine Iron Agar’ da 37°C’ de
24 saat inkiibe edildikten sonra tipik Salmonella kolonilerini identifiye etmek i¢in
biyokimyasal ve diger testler gecilir (Quinn et al., 2004; Shivaprasad, 2003).

Saf kiiltiirden Gram boyama, hareket muayenesi (Bilgehan, 2004; izgiir,
2002) ve bazi biyokimyasal testler yapilir: Bunlar, dekstroz, laktoz, sukroz,
mannitol, maltoz, dulsitol, malonat, gelatin, iire, sitrat, ornithine dekarboksilaz,
Metil-Red ve Voges-Proskauer, KCN, O-nitrophenyl-beta-D-galaktopyranside
(ONPG), indol, hidrojen sulfid testleridir (Anonim, 1998).

Biyokimyasal o6zelliklerine gore Salmonella oldugu anlasilan suslara,
biitlin alt gruplarin antikorlarim1 bulunduran polivalan antiserum kullanilarak
Salmonella oldugu dogrulanir. Once polivalan O antiserumu ile lam agliitinasyon
testi yapilir. Daha sonra hangi polivalan O antiserumu ile agliitinasyon goriildiiyse
o polivalan serumun icerdigi grup antiserumu ile lam {izerinde agliitinasyon
yapilarak susun serogrubu tayin edilir. Serolojik grubu tespit edilen susun H
antiserumu ile agliitinasyonu sonucu da serotipi saptanir (Koneman et al., 2006).
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On zenginlestirme 25 ml 6rnek + 225 ml BPW - 37£1°C/ 18+2h

<

Selektif 0,1 ml kiiltiir + 10 ml RVS - 41.5°C/ 24+3h

zenginlestirme 1 ml kiiltiir + 10 ml MKTTn - 37+1°C / 24+£3h

<

izolasyon XLD ve BSA’ da 37+1°C / 24+3h Inkiibasyon

<

Dogrulama Serolojik ve biyokimyasal testler

Sekil 2.2. Salmonella spp. izolasyon semasi (ISO 6579:2002)
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2.1.2. Listeria monocytogenes

2.1.2.1. Tarihcesi ve genel ozellikleri

Listeria tiirleri ilk kez 1891 yilinda Almanya’ da izole edilmesi ile
bildirilmistir. Isve¢’ te, 1911 yilinda bir tavsanin karacigerinden, 1917 ve 1920
yillarinda da hastalarin omurilik sivilarindan Listeria monocytogenes izole
edilmistir. 1926 yilinda laboratuvar rodentlerinde ¢ikan bir salgindan izole etikleri
bakteriye mononiikleer 16kositoza neden olmasi sebebiyle Bacterium
monocytogenes ismini vermislerdir. 1927 yilinda Pirie Giiney Afrika' da gerbiller
tizerinde yaptig1 ¢alismalarda yeni bir bakteri izole etmis ve bu yeni bakteriye
Lord Lister anisina Listerella hepatolytica adini vermistir. Murray ve Pirie ayni
tirden bakteri ile ilgilendiklerini fark ederek isimleri birletirmisler ve Listerella
monocytogenes ismini olusturmuslardir. Daha sonra yapilan taksonomik
caligmalarla 1940 yilinda bakterinin ismi L.monocytogenes olarak degismistir
(Ryser, 2007).

Ik insan listeriosis vakasi 1936 yilinda bildirilmistir. Bu zamana kadar,

listerialarin yalnizca hayvanlarda hastalik yapabildigi goriisii bilim diinyasinda
hakimdir (Buchanan, 2004).

Gida kaynakli ilk listeriozis vakasi ise 1953 yilinda, L. monocytogenes’in
sebep oldugu, mastitisli bir inegin siitiinii igen hamile bir kadinin bebeklerinin
olmesiyle ile tanimlanmistir (Anonim, 2000).

ABD’ de 1998- 2002 boyunca gida kaynakli hastaliklarin neden oldugu
oliimlerin yaklasik % 43’line L. monocytogenes’in sebep oldugu rapor edilmistir.
2002 yilinda Amerikada temmuz-kasim aylar1 arasinda birgok eyalette goriilen
listeria salgminin 8 tanesi dliimle sonuglanmistir. 2004 yilinda ABD’ de toplam
753 vaka bildirilirken bu rakam 2005 yilinda 842’ ye yiikselmistir (Anonymous,
2005a).

1966 yilinda Almanya’ da ve 1975-76 yillar arasinda Fransa’ da sirasiyla
279 ve 166 insan listeriozis vakasi gézlenmistir (Fleming et al., 1985). Avrupada
1996-2002 yillar1 arasinda Avrupa Birligi tarafindan ¢esitli iilkelere ait listeriozis
vakalart rapor edilmistir. Avrupa Birligi tilkelerinde 2003 yili verilerine gore
yillik listeria insidensi 1 milyon vakada % 0.3-7.5, Avustralya® da % 3° tiir
(Hitckins, 2011)(Bkz. Cizelge 2.3).



17

1983 yilinda Massachusetts'de pastorize siit tiikketimi ile meydana gelen
epidemide 14 kisi, 1985 yilinda California' da goriilen bir baska listeriozis
vakasinda ise Meksika tipi peynir tiiketilmesi sonucu 48 kisi hayatini
kaybetmistir.

Cizelge 2.3. Avrupa Birligi raporunda bildirilen c¢esitli llkelere ait listeriozis
vakalari (Sahiner, 2011).

Yillar
Ulkeler 1996 1997 19908 1999 2000 2002
Almanya 32 27 41 31 33 213
Belcika 77 40 60 64 48 57
Danimarka 39 33 41 44 39 38
Finlandiya 29 53 46 46 18 28
Franza - 243 238 275 261 187
Hollanda 22 22 23 12 19 16
Ingiltere 116 118 01 108 100 136
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
Isveg 28 18 32 27 46 67
Yunanistan - - 1 1 2 3

Tiirkiye‘ de ilk listeriosis vakasi Ozcebe tarafindan 1945’ te koyun
beyninde yaptigi ¢aligmayla bildirilmistir. 1952 yilinda Pendik Bakteriyoloji
Enstitiisiinde listeriosis hastalig1 teshis edilmistir. Ancak 1961 yilinda Tiirkiye‘de
FAO’ nun diizenledigi -Emerging Diseases-isimli kongre raporunda, 6nemli bir
hastalik olmadig1 bildirilmesi iizerine 1980° lere kadar Diinya ile paralel sekilde

tizerinde durulan bir hastalik olmamistir (Doguer, 1961).

1980 lerden bu yana goriilen seri salginlar, L. monocytogenes’ in son
derece tehlikeli, genellikle insan hayatin1 tehdit eden gida kaynakli hastaliklara
neden oldugunu gostermis ve bu 6zellikleri ile kamu saglik kuruluslarinda ve gida
endiistrisinde bilyiik ekonomik kayiplara neden oldugu anlasilmistir (Liu, 2008).
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Listeria spp. dogada oldukga yaygindir. Cevrede (toprak, su, lagim sulari,
atik sular, giibre) gidalarda (et, siit ve bunlardan elde edilen gida {irtinlerinde) ve
hayvan yemlerinde (yem, ot, silaj, sebze, bitki) bulunurlar (Bkz. Sekil 2.3).
Infekte insanlarda, hayvanlarda ve hayvanlarin atik yavrulari, vajinal akintilari,
fotal membranlari, siit, idrar ve gaitalarinda, ¢iiriimiis sebzelerde ve deniz
tirtinlerinde de etkeni izole ve identifiye etmek miimkiindiir (Brackett, 1988).

insan

.|I|k/l\abuklu\
Mevveler/ Et/Siit

Sebzeler I\
v

lToprak ‘_ Diski

Besinler Hay \-.m Yemleri

Hayvanlar

C Bocekler )

Sekil 2.3. Listeria enfeksiyon déngiisii (Brackett, 1988)

L.monocytogenes dogada yaygin bulunmasindan dolayr bunun gida
kaynaklarindan tamamen elimine edilmesi neredeyse imkansiz gibidir. Listeria
tiirleri, hiicre i¢cinde yasamalari, olumsuz ¢evre sartlarina ve buzdolab1 1sisina
direnclilikleri, saglikli insan ve hayvanlarda hastaliga neden olmadan varliklarini
siirdiirebilmeleri ve her yerde bulunabilmeleri nedeniyle dikkat edilmesi gereken
onemli bir patojen bakteridir (Ak¢a ve Sahin, 2011). Listeria monocytogenes
NIAID (National Institute of Allergy and Infectious Disease) tarafindan B
kategoride biyoterdrizm ajani olarak siniflandirilmaktadir (NIAID, 2013).
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Bir diger kontaminasyon kaynagi ise sanitasyon uygulamalarinin yetersiz
oldugu gida maddeleri tiretim, tasima ve tiiketim prosesleridir. (Akkaya, 2006).
Bu tiir gida isletmeleri bir¢ok mikroorganizma i¢in potansiyel biyofilm gelistirme
merkezleridir. Ozellikle taze ve islenmis, bitkisel, et iiriinleri, tavuk, balik, siit ve
stit diriinleri gibi hayvansal orijinli gidalari isleyen isletmelerde rastlanmaktadir. L.
monocytogenes ozellikle, temizlenmesi zor olan grintilere sahip (gatlaklar,
yipranmis malzeme) ve / veya yanlis temizlenmis siit ekipmanlarinda tespit
edilmistir (Sheldon, 1995).

Gida isleme tesislerinde Listeria monocytogenes’ in girisi; topraktan
calisanlarin ayakkabilar1 vasitasiyla, tasima araglariyla, infekte hayvanlarla,
hayvan kaynakli ¢ig gidalarla ve saglikli fakat etkeni tasiyan insanlarla
olabilmektedir. Gida isleme tesislerinde Listeria monocytogenes’ in genellikle
rutubetli ylizeylerden, kirli ve durgun sulardan, gida kalintilarindan, alet ve
ekipmanlardan izole edildigi bildirilmistir (Swaminathan et al., 1994).

Aragtirmalar Listeria enfeksiyonlarinin, 6zellikle L.monocytogenes ile
bulagmanin, gidalarin iiretim asamalar ile ¢iftci ve hayvanlardan kaynaklandigini
gostermektedir. Gidalar Listeria’ lar ile dogrudan kontamine olabildigi gibi
enfekte materyal veya kisiler tarafindan gidalarin islenmesi, muhafazasi,

paketlenmesi, satis1 ve tiiketimine kadar gegen siire igerisinde de kontamine
olabilmektedirler (Sheldon, 1995).

2.1.2.2. Morfolojik ve bivokimyasal ozellikleri

L.monocytogenes, Listeriaceae familyasina ait olup, gram pozitif, aerobik,
fakdiltatif anaerobik ve mikroaerofilik olarak iireyebilen, 0,5 um eninde ve 1-2 um
boyunda ¢ubuk seklinde, peritrik flagellalar: ile 20-25°C” de hareketli, 35-37°C’
de hareketsiz, kapsiilsiiz ve sporsuz patojen bakterilerdir (Jalali et al., 2008).

Olumsuz cevre kosullarina karsi genis direng araligina sahiptirler.
Optimum tireme sicakligt 30-37°C, iireme sicaklik araligi ise 0-45°C’ dir.
Optimum pH aralig1 6,0-8,0 olup 4.3-9.6 pH araliginda da iireyebilirler. Diisiik su
aktivitesinde (0.92) ve yiiksek tuz konsantrasyonlarinda (%10) yasayabilirler
(Erol, 2007).

Hiicre duvar ve flagella olusumuna temel teskil edecek molekiillerin yani

sira, Listeria’ larin canli kalma yetenegini ve stres ortaminda pH, sicaklik ve tuz
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konsantrasyonu gibi faktorlere karsi direngliligini saglayan, 6zel, amaca yonelik
proteinler, (6rnegin; BetL, Bsh, Lmol421, OpuB ve OpuC) sentezledigi
bilinmektedir (Liu, 2008).

Listeria tiirleri, oksidaz negatif, katalaz pozitif, Voges-Proskauer ve Metil
Red pozitif olup, indol ve H,S olusturmazlar. Sodyum hippurati ve eskiilini
hidrolize ederler. Oksijenli ortamda hareketli olduklarindan Sulphate Indol
Motility (SIM) mediumda semsiye tarzinda iireme gosterirler. L.monocytogenes
ramnozu fermente ederek asit olusturuken, ksiloz ve mannitolii fermente edemez
(Swaminathan et al., 1994). Eskiilin ve sodyum hippurati hidrolize ederler (Arda,
1997). Ure, jelatin, kazein ve siitii hidrolize etmezler (Bkz. Cizelge 2.4). L.
monocytogenes suslari penisilin veya glisin igeren ortamlarda iiretilirse L-formlar1
meydana gelmektedir (Swaminathan et al., 1994). Listeria’ larin tiremeleri igin
besiyerinde 6 aminoasite (arginin, histidin, 16sin, izolosin, sistein, valindir) ve 4
vitamine (biotin, tiamine, riboflavin ve tioktik asit) gereksinimleri vardir (Glaser,
2001).

Listeria’ larin somatik (O-faktor) ve flagella (H-faktor) antijelerinin
spesifik antiserumlarla verdigi serolojik reaksiyonlara gore Listeria tiirleri 4
serotiplere ayrilmistir (Liu, 2008). Daha sonra yapilan ¢alismalarda ise 1/2a, 1/2b,
1/2c, 3a, 3b, 3c, 4a, 4ab, 4b, 4c, 4d, 4e,5,7,6a, 6b gibi degisik serotipler tespit
edilmistir. Bunlar arasinda da insanlarda en sik hastalik olusturan serotipler 1/2a,
1/2b ve 4b’ dir (Graves et al., 2001).
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Cizelge 2.4. Listeria tiirlerinin biyokimyasal 6zellikleri (Donnelly, 2001)
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2.1.2.3 Patojenitesi

1980 yillardan itibaren ozellikle Kuzey Amerika ve Avrupa iilkelerinde
L.monocytogenes ile kontamine olmus gidalarin tiiketimi sonucu biiylik
epidemiler meydana gelmis ve bunlarin %30’ u o6liimle sonuglanmistir.
Kontamine olmus gidalar arasinda; lahana salatasi, startersiz iiretilen taze
peynirler, yumusak peynirler, kanatl etleri, tiikketime hazir yiyecekler, 1s1l islem
gormiis jambon, ¢esitli sosis ve salamlar, vakum paketli jele i¢inde domuz dili
sayilabilir (Tunail, 2000).

L.monocytogenes enfeksiyonlar1 ile ABD’ de her yil yaklagik 2500 kisi
hastalanmakta ve ortalama 500 kisinin 6liimiine neden olmaktadir (Mead et al.,
1999). 2004 yilinda ABD’ de toplam 753 vaka bildirilirken bu rakam 2005 yilinda
842’ ye yiikselmistir (CDC, 2012).
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Listeria cinsi 6 tiir igermekte, bunlar; L.monocytogenes, L.innocua,
L.seeligeri, L.ivanovii, L.welshimeri ve L.grayi’ dir. Bunlar iginde sadece Listeria
monocytogenes insanlara patojendir. Istisna olarak L.ivanovii, L.seeligeri ve
L.welshimeri' ri kayanakli hastaliklar da tespit edilmistir. Listeria tiirleri igerisinde
yalnizca L.monocytogenes, L.seeligeri ve L.ivanovii kirmizi kan hiicrelerini
(eritrositleri) pargalayan bir hemolizin tiretirler (Dogan, 2002).

L.monocytogenes konagin farkli dokularina kolonize olarak farkli klinik
semptomlara neden olan multisistemik invaziv bir patojendir. Listeriozis hastaligi,
menenjit, septisemi, birincil bakteremi, endokardit, menenjit olmayan merkezi
sinir sistem enfeksiyonu, konjunktivit ve grip benzeri hastalik (ates, bitkinlik,
kiriklik, bulanti, kramplar, kusma ve ishal) invaziv sendromlarla karakterize
edilir. Invaziv sendromlarda ortalama inkiibasyon devresi semptomlarin
baslamasindan oOnce yaklasik 30 giindiir. Atesli gastroenteritisle sonuglanan
listeriozisin invaziv olmayan formu birkag¢ salginda belgelenmistir. Listeriozisin
invaziv olmayan formunda ortalama inkiibasyon siiresi kisadir, tipik olarak 18 —
20 saattir. Atesli gastroenteritisin semptomlarina neden olacak infekte edici doz
miktart bilinmemektedir. Ancak hastaligin invaziv formundakinden daha yiiksek

oldugu distiniilmektedir (Donnelly, 2004).

Diisiik miktarlarda Listeria monocytogenes ile kontamine gidanin tiiketimi
ile saglikli yetiskinlerde herhangi bir klinik belirtiye yol agmaz iken gocuk ve
bebek, yasli, hamile, ilag veya hastalik nedeniyle bagisiklik sistemi bozuk olan
kisilerin bu canliya daha duyarl oldugu bilinmektedir. Hastaligin insidensi diisiik
olmasina ragmen ozellikle risk grubundakilerde yiiksek mortalite (yaklasik %30)
goriilebilmektedir. Vakalarin  %10-20 si hamile ve yeni doganlarda
goriilmektedir. Ozellikle hamilelerde listeriozis enfeksiyonlari, grip benzeri
semptomlar gostermekte ve plasenta yolu ile fetusa gecebildigi icin erken sanci,
abortus, 6lii dogum, yeni dogan bebegin erken oliimiine veya konjenital anomali
dogumlara neden olabildigi ve 6lim orani olduk¢a yiiksek oldugu (bebeklerde
%50 ve diger gruplarda en az %25’ dir ) belirlenmistir (Rhoades et al., 2008).

L.monocytogenes ile kontamine olmus gidalarin tiiketildikten 12 saat sonra
ates, karin kramplari, diyare, yorgunluk, bas agrist ve kusma ile seyreden
gastrointestinal bir sendrom meydana gelmekte ve Listeriyal menenjit ve
bakteriyemi gibi daha ciddi durumlar ancak giinler veya haftalar sonra ortaya
¢ikmaktadir (Donnelly, 2004).
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Enfeksiyonun giris noktasi sindirim sistemi olup, inkiibasyon periyodu
sindirimi takiben bir giin igerisinde olusmaktadir. L.monocytogenes organizmaya
girdikten sonra ilk giin karaciger ve dalakta kalmakta, bu siire igerisinde
makrofajlara girerek 48 saat icerisinde logaritmik olarak cogalmakta ve
makrofajlar1 pargalamaktadir. Daha sonra graniilomatoz lezyonlarin olusmasina
neden olmakta ve septisemi ile enfeksiyon, viicudun diger kisimlarina da yayildig
saptanmistir (Rhoades et al., 2008).

2.1.2.4. L.monocytogenes izolasyonu

Listeria gidalarda en =zor belirlenen bakteriler arasindadir. Diger
mikroorganizmalar ile yogun kontamine materyallerde ve gidalarda Listeriozis

etkenlerinin izolasyonu amaciyla zenginlestirme yontemi tercih edilmektedir
(Glaser, 2001).

Listeria spp.” nin gidalardan, c¢evresel kaynaklardan ve digskidan
izolasyonu i¢in giiniimiizde ¢ok ¢esitli selektif broth ve agarlar bulunmaktadir.
ISO 11290-1, 2 tarafindan Listeria spp.” nin izolasyonu igin 1996 ve 1998
yillarinda PALCAM ve OXFORD selektif agarlar1 primer ve sekonder besi yeri
olarak tavsiye edilmistir. S6z konusu agarlarda ortasi bombeli tipik liremelerin
(Okiizgozli veya balikgozii kolonileri) goriilebilmesi miimkiin olabilmektedir.
Yapilan calismalarla son yillarda ‘RAPID’ L.MONO, ALOA, BCM Listeria
monocytogenes’ gibi isimlere sahip kromojenik besi yerleri iretilmistir.
Kromojenik besi yerlerinin, standart besi yerlerine gore izolasyon
performanslarinin daha iyi oldugu ve daha hizli sonuca gidildigi pek c¢ok

literatiirde bildirilmistir.

L. monocytogenes' in gidada var/yok seklinde aranmasinda; ABD Gida ve
llag Kurulusu (FDA), Uluslararas: Siitgiiliik Federasyonu (IDF), Uluslararasi
Standartlar Organizasyonu (1SO), Campden ve Chorleywood Gida Arastirma
Birligi (CCFRA), ABD Tarim Bakanhg (USDA), Almanya Saglhk Kurulusu
tarafindan oOnerilen 35 LMBG standart yontemi (35 LMBG Test Yontemleri
Koleksiyonu), Avustralya ve Yeni Zelanda standart test yontemi bulunmaktadir.
Bu standart yontemlerden yalnizca 1SO, 35 LMBG, Avustralya ve Yeni Zelanda
standart yontemlerinde, L.monocytogenes' in kantitatif olarak belirlenmesi de yer
almaktadir.
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FDA ve BAM yalnizca igerisinde zenginlestirme basamagi igeren bir
metotdur. Bu zenginlestirme basamaginda acrifilavin, nalidixic asit ve
cycloheximide selektif ajanlarin1 igeren Listeria Enrichment Broth (LEB)
kullanilir. LEB’ de 30°C de 48 saat inkiibe edilir ve ardindan Oxford, PALCAM,
MOX gibi selektif Listeria agara ekim yapilir.

ISO 11290 standard1 gida ve hayvan digskisindan Listeria monocytogenes’
in kiiltirel metotla tespit ve sayimi icin gegerlidir. Temelde dort basamakta

gerceklestirilmektedir;

On zenginlestirme asamasi

Selektif zenginlestirme asamasi

Izolasyon asamasi (selektif besiyerine ekim)
Dogrulama asamas1 (Biyokimyasal testler)

M w P

1. On zenginlestirme asamas1

Bu asamada selektif inhibitiirlerin yarim konsantrasyonda kullanilmasi ile
zarar gormiis Listeria hiicrelerinin kendilerini yenilemesini ve sayica az ise

iireyerek sayilarinin artirmasi i¢in kullanilir.

En ¢ok tercih edilen 6n zenginlestirme besiyerleri Half Fraser Broth (ISO’
ya gore) ve Listeria Enrichment Broth (FDA ve IDF’ ye goére) dir. Bunun
haricinde et ve tavuk etleri igin University of Velmont Medium (USDA’ ya),
Buffered Listeria Enrichment Broth, Listeria Test Broth’ da kullanilmaktadir.

2. Selektif zenginlestirme asamast

Listeria popiilasyonunun artmasini saglarken rekabetci

mikroorganizmalari baskilanmasini saglar.
ISO’ ya gore selektif zenginlestirme i¢in Fraser Broth kullanilmaktadir.
3. lIzolasyon asamasi (selektif besiyerine ekim)

Selektif kat1 besiyerlerinde Listeria tipik koloniler ile tanimlanir (Gast,
2003).
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Izolasyon igin selektif kat1 besiyerleri: Lityum Kloriir-Feniletanol
Moksalaktam Agar (LPM), Oxford Agar (OXA), Modifiye Oxford Agar (MOX),
Akriflavin Seftazidim Agar (ASA), Lityum Kloriir Seftazidim Agar (LSA),
Polikarisimi n-Akriflavin-Lityumklorid-Seftazidim-Eskiilin-Mannitol Agar
(PALCAM), CHROM agar Listeria Agar Listeria Ottaviani and Agosti (ALOA
Agar) dir (Gast, 2003).

4. Dogrulama asamasi (Biyokimyasal testler)

Selektif kati besiyerinde elde edilen tipik koloniler TSA besiyerine
gecilerek 35-37° C’ de 18-24 saat inkiibasyonun sonunda konveks, renksiz ya da
opak diizgiin kenarli saf koloniler olusturulur. TSA besiyerindeki tipik saf Listeria
kolonilerine biyokimyasal testler uygulanir.

Listeria’ nin biyokimyasal identifikasyonunda basta API olmak iizere
minyatiirize hazir ticari kitler kullanilmaktadir. API Listeria Test Kiti’ nde ise bir
strip lizerinde ayn1 anda 10 adet biyokimyasal test yapilmakta ve 18-24 saat
icerisinde Listeria spp. ayrimi gergeklestirilmektedir. Testte hemoliz gibi ek
testlere ihtiya¢ duyulmamaktadir.

Bu reaksiyonlar seker fermentasyon, aminoasit peptidaz, lipolitik ve
hemolitik aktiviteler veya CAMP testine dayanmaktadir.

Identifikasyon i¢in de immunomanyetik ayirma, Clearview (Oxoid)
L.monocytogenes Hizli Test Kiti, Pathalert (Merck) Listeria Hizli Test Kiti,
Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR) kullanilan yontemlerdir.
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On zenginlestirme 25 g/ ml 6rnek + 225 g/ ml Half-Fraser Broth

30°C £ 1°C’de 24 =+ 2 saat inkiibasyon

Selektif 0.1 ml kiiltiir 10 ml Fraser Broth
zenginlestirme 35-37°C £ 1°C 48+ 3 saat
Izolasyon Aloa Agar/ 35 - 37°C + 1°C

24 + 2 saat gerekiyorsa 24+ 3 saat <:)

Palcam veya Oxford Agar

Uretici firma talimatlarina gore

A

Dogrulama Biyokimyasal dogrulama

Sekil 2.4. L.monocytogenes izolasyon Semast (ISO 11290-1/A1:2004:2004-10)



27

2.1.3. Cronobacter sakazakii

2.1.3.1. Tarihcesi ve genel ozellikleri

Son yapilan polifazik taksonomik ¢alismalar sonucu E.sakazakii,
Enterobacteriaceae familyasi igerisinde Cronobacter olarak adlandirilan yeni bir
cins altinda siiflandirilmistir (Iversen et al., 2007, 2008).

Cronobacter spp. onceleri Enterobacter cloacae’ nin sari pigment veren
bir tipi olarak tanimlanmistir. Daha sonra yapilan DNA-DNA hibridizasyonu,
biyokimyasal reaksiyonlari, pigment iliretimi ve antibiyotik duyarliliklarindaki
farkliliklar nedeniyle yeni bir tiir olarak 1980 yilinda adlandirilmistir. Adini
yapmis oldugu katkilardan dolayr Japon bir mikrobiyolog olan Riichi
Sakazaki’den almistir (Iversen and Forsythe, 2003).

E.sakazakii isminin kayitlara ge¢mis ilk kullanimi, Farmer ve Brenner
(1977) tarafindan yapilmistir (Gurtler et al., 2005).

Bu bakterinin yeni doganlarda sebep oldugu O6liim oraninin yiiksekligi
nedeniyle Yunan mitolojisindeki yeni dogan bebekleri yutan “Cronos” adindaki
tanridan esinlenerek Cronobacter adi verilmistir. Giiniimiiz bilimsel literatiiriinde,
bakteri tanimlanirken hem Cronobacter spp. hem de E.sakazakii ismi
kullanilmaktadir (Iversen, 2008).

1958 yilinda, Ingiltere’nin St. Albans bdlgesinde meydana gelen menenyjit
etmeninin E. sakazakii olarak bilinen bu bakterinin sebep oldugunu ilk kez
Urmenyi ve Franklin (1961) tarafindan yapilmistir (Iversen and Forsythe, 2003).

2008 yilinda ABD’ nin New Mexico eyaletinde ve Japonya’ da kayitlara
gecen Cronobacter spp. enfeksiyonlari bildirilmistir. Kore’ de siirekli bebek
gidalarindan C.sakazakii izolasyoniu gerceklestirilse de herhangi bir salgin raporu
kaydedilmemistir (Iversen, 2008).

E.sakazakii 2002 yilinda ICMSF (International Commision on
Microbiological Specification for Food) tarafindan kronik veya uzun siire etkili,
hayati1 tehdit eden, belirli bir kesim icin asir1 tehlikeli sinifa dahil edilmistir
(Iversen and Forsythe, 2003).
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Tirkiyede de C.sakazakii ¢esitli gida maddelerinden izole edilmis
olmasina ragmen, riskli gida grubunu bebek mamalariin olusturmasi sebebiyle,
Tirk Gida Kodeksi’ nde yapilan degisiklikler ile bebek mamasi formiilleri ve
devam formiillerinde E.sakazakii’ nin analizinin yapilmasi1 zorunlulugu
getirilmistir (Anonim, 2009).

Cronobacterin dogal yasam alani bilinmemekle beraber, bakteri gevrede
ve gidalarda bulunabilmektedir. C.sakazakii enfeksiyonlarinin 6zellikle toz bebek
mamalarindan kaynaklandigi ifade edilmektedir. Epidemiyolojik arastirmalar
bebek mamasinin yani sira, hastane ortamlarinda mamalarin hazirlanmasi igin
kullanilan arag-gerecleri de kontaminasyon kaynagi olarak gostermistir. Amerika
ve Avrupa’ da kontamine toz bebek mamasi ile iligskili 5 adet Enterobacter
sakazakii salgini rapor edilmistir. Yapilan bir arastirmada 13 iilkeden toplanan toz
bebek formiillerinden E.agglomerans, E.cloacae ve C.sakazakii yiiksek miktarda
izole edilmistir (Iversen and Forsythe, 2004).

Bu bakteri bebek mamalarinin disinda peynir, et, sebze, siittozu, UHT siit,
fermente edilmis ekmek, tofu, eksi ¢ay, sosis eti, tahillar, baharat ve sebzeler de
dahil olmak tizere bir dizi gidadan izole edilmektedir. Bunlarin yan1 sira fabrika
ortamlarindan, siittozu tiretim tesislerinden, ev tipi elektrik siipiirgesinden de izole
edildigi bildirilmistir. Bakterinin lateks, polikarbonat, silikon ve paslanmaz ¢elikte
tutunabildigi ve gelisebildigi belirtilmektedir. Cronobacter spp.’ nin gidalarda ve
cevrede, klinik ortamlarda oldugundan daha yaygin oldugu belirtilmistir. Gida
maddelerine  kemirgenler ve sinekler gibi vektorlerle de sonradan
bulasabilmektedir (Kuzina et al., 2001; Iversen and Forsythe, 2003).

Bu bakteri kurutmaya, 1sil islemlere, diisiik pH’ a karsi direnglidir ve
biofilm olusturabilirler. Ayrica Enterobacter sakazakii ortamdaki azot kaynagi

sinirl oldugunda kapsiil tiretir (Iversen and Forsythe, 2003).

2.1.3.2. Morfolojik ve bivokimyasal ozellikleri

Cronobacter sakazakii, Enterobacteriaceae familyasina ait olup, gram

negatif, fakiiltatif anaerob, cubuk seklinde, spor olusturmayan, peritrik flagella ile
hareketli bir bakteridir (Farmer et al., 1980).

Cronobacter spp. 6-47 °C gibi genis bir sicaklik araliginda gelisebilmekle
beraber optimum iireme sicakligi 41-45°C” dir (lversen et al., 2004a). Yapilan
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bagka bir arastirmada Cronobacter spp.” nin ireyebildigi en diisik pH
degerlerinin 37 °C’ da pH 3.9-4.1 oldugu bildirilmistir. Gelisebildigi ideal pH ise
7.0+0.2° dir (Dancer et al., 2009).

C.sakazakii’ nin genel biyokimyasal 6zellikleri indol, dulsitol ve malonat
negatiftirler. Oksidaz, laktoz, sorbitol, maltitol, palatinoz, putresin ve turanoz
pozitiftirler. E.cloacae’ nin aksine, E.sakazakii, D-sorbitolii fermente
edememekte, DNaz enzimi iiretimi daha ge¢ olmaktadir. Enzim aktiviteleri ile
ilgili yapilan ¢alismalarda E.sakazakii’ nin diger Enterobacter tiirlerinden farkli
olarak a-glukosidaz ve tween esteraz aktivitesi gosterirken, fosfoamidaz enzimini
tiretmedigi bildirilmistir (Iversen and Forsythe, 2003).

2.1.3.3. Patojenitesi

Menenjit, neonatal Cronobacter spp. enfeksiyonlarinda rapor edilen en sik
goriilen durumdur. Cronobacter spp. enfeksiyonlari bebeklerde hayati tehlike
yaratan menenjit, septisemi ve nekrotizan enterokolit (NEC) vakalarinin 6nemli
bir sebebidir. Enterobacter sakazakii en ¢ok diisiik dogum agirlikli, prematiire ya
da savunma sistemi baskilanmis bebeklerde risk olusturmakta ve bebeklerde %
50-75 gibi yiiksek oranda oliimlere neden olmaktadir. Canli kalan hastalarda
hidrosefalus, kol ve bacaklarda paraliz (kuadropleji), ve gelismede gerilik gibi
cesitli norolojik anomaliler goriilmektedir. Salginlar da ¢ogunlukla yenidogan
bakim {initelerinde gerceklesmektedir. Yetiskinlerde ise c¢cok daha az sayida
Cronobacter spp. enfeksiyonu bildirilmistir ve genellikle enfeksiyonun hayati
tehlike yaratmadigi saptanmistir (Nazarowec-White and Farber, 1997a).

Bakterinin, yeni dogmus bebeklerin iist gastrointestenal sistemlerinde
diisiik pH kosullariyla karsilasmayacagi ve hizla ince bagirsaklara gegerek
enfeksiyona neden olabilecegi belirtilmistir. Bakteri, en ¢cok yeni dogmus bebekler
ve 3 giinliik ile 4 yas aras1 ¢cocuklarda hastalifa neden olarak kendini gdstermis
olup, simdiye kadar bebek ve ¢ocuklarda yaklasik 156 adet Cronobacter spp.

enfeksiyonu vakasi ve 29 adet 6liim (% 19) rapor edilmistir.

Gram negatif Ozellikte olan Enterobacter tiirlerinin endotoksin iireten
firsatc1 patojen olduklar: belirtilmektedir. Proteaz, fosfataz ve lipaz aktivitelerinin,
C.sakazakii enfeksiyonu sirasinda hiicre dliimlerine yol agtigi, iiremenin farkli

fazlarinda insan epiteline adhezyon ozelliginin oldugu, Caco-2 hiicrelerine
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tutunma ve invaze olma Ozellikleri gosterdigi tespit edilmistir (Pagotto et al.,
2008).

C.sakazakii’ nin patojenik mekanizmasi ya da virulens faktorleri ile ilgili
yeterli ¢alisma bulunmamaktadir (Nazarowec-White and Farber, 1997a).

Bugiine kadar Cronobacter spp. enfeksiyonu saptanmis neonatal vakalarda
bulasict doz belirlenmemistir. Enfektif doz, organizmanin ge¢misi, konakg¢inin

durumu ve gida matriksine bagl olarak degisiklik gosterebilmektedir (Iversen and
Forsythe, 2003).

1958 yilinda, Ingiltere’ de yeni dogmus iki bebekteki menenjit vakasinda
ve daha sonra Danimarka’ da menenjitten sag kurtulan fakat ¢esitli zihinsel ve
norolojik bozukluklar yasayan bir ¢ocukta hastalik etmeni atipik sar1 pigmentli
E.cloacae olarak kaydedilmistir (Iversen and Forsythe 2003; Gurtler et al., 2005).

Izlanda’> da saglikli, zamaninda dogmus bir bebegin, hastaneden
¢ikarilmadan Once hasta oldugu ve Cronobacter spp. enfeksiyonunun kalici

norolojik bozukluklara neden oldugu bildirilmistir.

Yeni Zelanda’ da 2004’ te erken dogan bir bebekte Cronobacter spp.
kaynakli menenjit belirlenmis ve 6liimle sonuclanmistir (Drudy et al., 2006) .

2.1.3.4. C.sakazakii izolasyonu

E.sakazakii analizlerinde genel Enterobactericacea saymmi ve
izolasyonuna yonelik besiyerleri kullaniimaktadir. Cesitli arastirmacilar tarafindan
Onerilen yontemler: zenginlestirme, izolasyon ve biyokimyasal tanimlamay1
icermektedir.

Gidalarda Enterobacter sakazakii tespitine yonelik mevcut FDA metotu E.
sakazakii’ nin sar1 pigment {retimine dayalidir. FDA (2002)° nin Onerdigi
yontem: On zenginlestirme, selektif sivi besiyerinde (EE broth) zenginlestirme,
selektif kat1 besiyerine (VRBG) ekim, dogrulama asamalaridir. Ancak bu protokol
yalnizca Enterobacteriaceae i¢in segici olup, Cronobacter spp. igin belirleyici
degildir. En muhtemel say1 tekniginin kullanildigi bu yontem ile bes giinde sonug
alinmaktadir (Heuvelink et al., 2001).
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C.sakazakii enterik bakterilerin izolasyonunda kullanilan MacConkey,
eosin methylene blue ve deoxycholate agar vb. besiyerlerinde tireyebilir (Iversen
and Forsythe, 2003). Bunun disinda E.sakazakii’ nin direkt belirlenmesine yonelik
cesitli besiyerleri mevcuttur. Gidalardan E.sakazakii izolasyonu i¢in kullanilan
kromojenik besiyerleri E. sakazakii’ nin sahip oldugu a-glucosidase aktivitesine
dayalidir. Giiniimiizde gidalardan E. sakazakii izolasyonu igin XaGlc igeren
besiyerlerinden en yaygm kullanilanlari; Druggan-Forsythe-lversen agar (DFI
agar) ve Enterobacter sakazakii isolation agar (ESIA)’dir (Druggan and Iversen,
2009). Bunlarin disinda son dénemde gelistirilen besiyerlerine drnek olarak Kim-
Rhee (KR) Agar ve Al-Holy-Rasco (AR) Broth verilebilir (Al-Holy et al., 2008;
Kim and Rhee, 2011).

ISO (International Organization for Standardization) ve IDF (International
Dairy Federation) tarafindan 2006 yilinda siit ve siit tiriinlerinde Cronobacter
spp.” nin belirlenmesine yonelik standart bir analiz yontemi yayinlanmigtir
(Anoymous, 2006). Standartda bildirilen yontem, On zenginlestirme ve
zenginlestirme islemleri ile izolasyonda kullanilan kromojenik boya igeren
selektif kati besiyeri ve inkiibasyon sicaklik dereceleri bakimindan FDA’ nin
yonteminden olduk¢a farklidir. 1SO 22964 standardina gore C.sakazakii

izolasyonu temelde dort basamakta gergeklesmektedir.

On zenginlestirme asamasi
Selektif zenginlestirme asamast

[zolasyon asamasi (selektif besiyerine ekim)

i

Dogrulama asamasi (biyokimyasal testler)

1. On zenginlestirme asamasi

Zarar gormiis C.sakazakii hiicrelerinin kendilerini yenilemesini ve sayica

az ise ureyerek sayilariin artirmasi i¢in kullanilir.

On zenginlestirme s1v1 besiyeri olarak FDA’ de steril saf su, ISO 22964 e
gore Tamponlanmis peptonlu su (BPW) kullanilmaktadir.

2. Selektif zenginlestirme asamasi

C.sakazakii popiilasyonunun artmasini saglarken rekabetgi

mikroorganizmalar1 baskilanmasini saglar.
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Selektif zenginlestirme besiyeri olarak FDA’ e gore EE Broth
(Enterobacteriaceae Enrichment Broth), ISO 22964 e gore ise mLST Broth-
vankomisin (Modifiye Lauryl Sulphate Broth) kullanilmaktadir.

3. Izolasyon asamasi (selektif besiyerine ekim)

Secici agarla her biri tek bir bakteri hiicresinden koken alan izole

kolonileri elde edilir.

Selektif kat1 besiyeri olarak FDA’ e gore VRBG Agar, ISO 22964’ ¢ gore
ESIA (Enterobacter sakazakii Isolation Agar) kullanilmaktadir. Izolasyonda
kullanilan besiyerinin (VRBG Agar) bakteri i¢in segici ve ayirt edici olmamasi
nedeniyle son yillardaki ¢alismalarda Cronobacter spp. izolasyonu igin
kromojenik substratlar igeren besiyerleri (Kim-Rhee (KR) Agar ve Al-Holy-Rasco
(AR) Broth) gelistirilmistir (Restaino et al., 2006).

4. Dogrulama asamasi (biyokimyasal testler)

Selektif kat1 besiyerinde elde edilen tipik koloniler TSA besiyerine
gecilerek 25° C’ de 44-48 saat inkiibasyonun sonunda sar1 renkli saf koloniler
olusturulur. TSA besiyerindeki tipik saf C.sakazakii kolonilerine biyokimyasal

testler uygulanir.

C.sakazakii’ nin biyokimyasal identifikasyonunda API 20E ya da API ID
32 hizli test kitleri kullanilmaktadir. API 20E Test Kiti’ nde ise bir strip lizerinde
ayn1 anda 20 adet biyokimyasal test yapilmakta ve 18-24 saat igerisinde sonug
elde edilmektedir. API ID 32 Hizli test kiti ile tanimlama igin ise 4 saat yeterlidir.
Ancak bu test sistemi tanimlama yapmaktan ziyade enzim aktivitesi hakkinda
bilgi vermeye yoneliktir. Bu testler: alkalin fosfotaz, esteraz (C4), esteraz lipaz
(C8), lipaz (C14), 16sin arilamidaz, valin arilamidaz, sistin arilamidaz, tripsin,
alfa-¢imotripsin, asit fosfataz, naftol-AS-Blfosfohidrolaz, alfa-galaktozidaz, beta-
galaktozidaz, alfa-glukozidaz, beta-glukozidaz, Nasetil-beta-glukozaminidaz, alfa-
mannozidaz ve alfa-fukozidazdir.
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25 ml 6rnek + 225 ml BPW - 37+1°C/ 18+2h

2

Selektif 0,1 ml kiltiir + 10 ml mLST/vancomycin -
zenginlestirme 44+0.5°C/24+2h

On zenginlestirme

izolasyon ESIA 44+1°C / 24+2h inkiibasyon

Dogrulama Biyokimyasal testler

b L _ b L _»vb ___©

Sekil 2.5. C.sakazakii izolasyon semast (ISO 22964:2006)

2.2. Gida Patojenlerinin Tespitinde Kullanilan Yontemler

Mikrobiyolojik yontemler; geleneksel ve hizli yontemler olmak iizere ikiye
ayrilir. Geleneksel yontemler halen altin standart olarak kabul edilmektedir. Hizli
yontemlerle ise 1960’ larin ortalarina dogru ortaya ¢ikmaya baslamislardir. Son
yillarda daha fazla zaman ve is gilicii gerektiren maliyeti yiiksek klasik
yontemlerin yerine kullanilabilecek daha ucuz basit ve hizli yontemler
gelistirilmeye ¢alisilmaktadir (Boer et al., 1999).
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Hizli yontemler; biyokimyasal, immiinolojik, niikleik asit tabanlh
yontemler ya da biyosensorler gibi c¢esitli varyasyonlart mevcuttur. Bu test
yontemleri manuel, yar1 otomatik veya tam otomatik olabilmektedir (Boer et al.,
1999).

Hizli yontemler; klinik, gida ve c¢evresel Orneklerde bulunan bakteri,
mantar, viriis ve protozoon gibi mikroorganizmalar ile onlara ait metabolitlerin
izolasyonu, identifikasyonu, erken tanisi, sayimi ve bakterilerin antibiyotiklere
olan duyarliliklarinin belirlenmesinde kullanilmaktadir (Boer et al., 1999).

2.2.1. Biyokimyasal tabanh yontemler
Biyokimyasal yontemler, hazir bulunan gesitli sivi veya kati besiyerlerine
saf kiiltiirler inokiile edilip inkiibe edilirek, enzim-substrat iliskisine bagl olarak

sonug alinan sistemlerdir (Boer et al., 1999).

e Kromoijenik ve Florojenik Besiyerleri:

Kromojenik besiyerlerinde gelismesi istenen bakterilerin enzimatik faaliyetleri
sonunda belirli bir veya birkag substrattan renkli maddelerin olusarak kolonilerin
bu renkte goriinmesi ile gelismesi istenen bakterinin ayrimi saglanmaktadir. Bu
testlerde siipheli koloniler yoniinden dogrulanmas: tavsiye edilir. Ornegin ALOA
Chromogenic Agara vb.

Florojenik besiyerlerinde ise gelismesi istenen bakterilerin enzimatik
faaliyetleri sonunda belirli bir veya birkag¢ substrattan kolonilerde floresan i1sima
olusmasi ile hedef bakterinin ayrimi saglanmaktadir. Ornegin Readycult

Coliforms (su analizleri igin ) vb.

e Minyatiirize Biyokimvasal Yontemler:

Dehidrate substratlar iceren bir¢ok mikrotiipten olugmaktadir. Bu testler
ortamin yeniden hazirlanmasini saglayan bir bakteriyal siispansiyon ile inokiile
edilir. Inkiibasyon sirasinda, metabolizma sonucu spontan olarak ya da reaktiflerin
eklenmesiyle renk degisimi olusmaktadir. Sonuglar database ile kodlanip okunur.
Ornegin API, RapID, CRYSTAL ID vb.
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e Otomatize-Minvatiirize Bivokimyasal Yontemler:

Minyatlir biyokimyasal testleri igeren test kartlarinin cihazda okunarak,
database ile analitik karsilastirma, antibiyogram, sonucun otomatik olarak
verilmesine dayanan testlerdir. Panellere siipheli koloni siispansiyonu eklendikten
sonra diger tiim islemler otomatiktir. Ornegin Vitek 2, BD Phoneix vb.

2.2.2. immunolojik tabanh yéntemler
Mikroorganizmalarin belirlenmesi ve karekterizasyonunda ya da gida
kontaminantlarinin belirlenmesinde antikor-antijen iliskisine bagli olarak sonug

alinan sistemlerdir (Boer et al., 1999).

e Lateks Agliitinasyon Testi:

Bu yontemde partikiiler antijen olarak lateks boncuklar kullanilir ve lam veya
0zel karteksler lizerinde antijen antikor birlesmesi sonucu gozlenen kiimelesme ile
gerceklestirilen testlerdir. Antijen ile antikorun birlesmesi sonucu gozle goriliir
agliitinasyon sekillenir. Her calismada mutlaka pozitif ve negatif kontrol
kullanilmas1 gerekir. Ornegin Slidex Staph Kit, Staphyloslide Kit, Salmonella
Latex Kit, Dryspot E.coli O157 test Kiti vb.

e Lateral Flow Testler:

Analiz edilecek antijene spesifik, gozenekli genelde nitroseliiloz bir membran
icinde hareket edebilen antikor ve analiz edilecek analite spesifik antijen veya
etkene spesifik antikorlarin tutturuldugu partikiilleri (renkli lateks partikiilleri
veya altin) iceren kurutulmus bir konjugat pedinden olusan sistemlerdir. Bu
testlerde testin sonucunun pozitif oldugunu gosteren bir ¢izgi veya bant ve testin
tamamlandigini, diizgiin ¢alistigim gosteren kontrol ¢izgisi mevcuttur. Ornegin
Singlepath E. coli 0157 (Oxoid) Rapid Test vb.

e Enzimle Isaretlenmis immunosorbent Testler (ELISA):

Solid bir faza antijen veya antikorun absobsiyonuna dayanan testte, 6rnek ve
gerekli reagentlerin ilavesinin ardindan, yikama, isaretli antikor veya antijenin
ilavesi, spesifik substratin ilavesi ve reaksiyonun durdurulmasi gibi islemlerin
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sirayla  gerceklestirilmesiyle tamamlanir ve sonuglar otomatize ELISA

cihazlarinda degerlendirilir.

e Enzimle Isaretli Floresan Testleri (ELFA):

Antijenin tanimlanmasinda kromojenik substrat yerine florojenik substratin
kullanildig1 yontemde, hedef antijene spesifik bir yakalayici antikor ve ikinci
konjuge bir antikora ilaveten floresan reaksiyonu olusturan substrat
bulunmaktadir. Ornegin Vitek Immuno Diagnostik Assay System (VIDAS) vb.

e Immuno Manvyetik Ayirma:

Hedef maddelerin (bakteri, hiicre, protein, niikleik asit vb.), ylizeyi antikor ile
kapli manyetik partikiillere baglanmasina ve alan igerisinde manyatik gii¢
uygulamasiyla karisimdan ayrilmasma dayanan sistemdir. IMA tek basina bir
tayin yontemi olmasa da, se¢ici zenginlestirmeye dayali tiim tayin yontemleri i¢in

zaman kazandiran 6nemli bir asamadir.
2.2.3. Niikleik asit tabanh yontemler

Cesitli materyallerden izole edilen etkenlere ait niikleik asitlerin (DNA /
RNA) veya spesifik sekanslarmin in vitro kosullarda enzimatik olarak
cogaltilmas1 (amplifikasyonu) temeline dayanan, niikleik asit amplifikasyon

yontemleridir.

e Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR):

Izole edilen veya patolojik materyallerde bulunan hedef genetik materyallerin
(DNA veya RNA), spesifik kisa zincirli oligoniikleotid primerler yardim ile,
enzimatik olarak, sayisal ¢ogaltilmast ve uygun bir sekilde goriintiilenmesine
dayanan sistemdir. Ornegin Touchdown, Nested, Multiplex, AFLP, RFLP ve
Real-Time PCR vb.

e Gen-cip (Microarray) Teknolojisi:

Cam, plastik veya silikon ¢ip gibi kat1 bir yilizeye tutturularak sirali bir sekilde
olusturulmus mikroskobik DNA spotlarin1 igeren ¢iplerdir. Cipler, isaretlenmis

cDNA fragmentleriyle baglanmak iizere kullanilirlar.
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2.2.4. Elektriksel sinyal 6l¢iimii tabanh yontemler

Biinyesinde biyolojik bir duyargact bulunan ve bir fizikokimyasal
geviriciyle birlestirilmis ve analiz edilecek madde miktariyla orantili olarak

siirekli sayisal elektrik sinyali iireten analitik cihazlarla g¢alisan sistemlerdir
(Ramsay, 1998).

e Biyosensor Teknolojisi:

Biyolojik algilayict ile analiz edilecek hedefin konsantrasyonuyla orantili
olarak sinyal fiireten transduser’ in kombinasyonundan olusan bir cihazdir.
Ornegin Malthus 2000, BiaCore T100, Detex System vb.

2.2.5. ATP o6lciim tabanh yontemler

Tiim yasayan hiicrelerde mevcut olan ATP nin spesifik enzimle reaksiyona

girmesi sonucu agiga ¢ikan 15181 Gl¢iilmesi esasina dayanan sistemlerdir (Edinger
etal., 2002).

e ATP Biyoliiminesans Olciimii:

Canli organizmalar tarafindan kimyasal reaksiyonlarla 151k (Biyoliiminesans)
tiretilmesi lusiferaz enzimiyle gergeklesir ve bu enzim inaktifken ATP’ ye bagh
bulunur. Ortamdaki ATP miktarma bagli olarak enzim-koenzim kompleksi
(lusiferaz — lusiferin) ile reaksiyon baslatilip liminometrik cihaz ile 6l¢iim yapilir.
Monitdrize HACCP uygulamalar1 igin elverislidir. Ornegin LUM Giene-2004,
novaLUM Audit Features 2009 vb.

e Adenilat Kinaz Olciimii:

ATP ve AMP’ den iki ADP olusum reaksiyonunu Kkatalize eden Adenilat
Kinaz (AK) enziminin cihaz ile Ol¢timesidir. Hijyen kontrollerinde siklikla
kullanilir. Ornegin BIOTRACE — Clean Trace vb.

2.3. Real-Time PCR

PCR teknigi 1980 yilinda Henry A. Erlich, Kary Mullis ve Randall K.
Saiki tarafindan bulunmustur ve 1993° te Nobel odili almistir. PCR’ 1
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kesfedilmesinden sonra, PCR y6ntemi bazi modifikasyonlara ugratilmis ve Nested
PCR, RT PCR, Real-Time PCR gibi on dortten fazla kullanish PCR metotu elde
edilmistir (Patrinos, 2005).

Polimeraz Zincir Reaksiyonu (Polymerase Chain Reaction, PZR) teknigi
niikleik asitlerin in-vitro olarak (canli organizma disinda) uygun kosullarda
¢ogaltilmasina dayanmaktadir (Patrinos, 2005).

Son yilllarda PCR reaksiyonlarinda sicaklik dongiileri saglamak icin
kullanilan cihazlarin (thermocycler) hassas ol¢iim aletleriyle birlestirilmesi, real-
time PCR olarak adlandirilan yeni bir yontemin gelismesine neden olmustur. 1992
yilinda Higuchi ve arkadaslar tarafindan gelistirilen real-time PCR (Polymerase
Chain Reaction) termal cycler cihazindan elde edilen bilgilerin bilgisayara
aktarilmast ile PCR friinlerinin ger¢cek zamanli tespitini saglayarak teshis
caligmalarina hiz kazandirmis ve sistemin giivenligi ve tekarlanabilirligini
artirmiglardir (Mackay et al., 2002).

‘Real-time’ PCR da her bir dongiide sadece bir izleme yapilir. Sicaklik
degisirken floresans izlendiginde, erime egrileri hangi iirlinlerin amplifiye
edildigini ortaya koyar ve tek bir baza kadar dizilim degisimlerini saptayabilir.
Real- Time PCR ile PCR iriinlerinin florasan problar yardimi ile gergek zamanl
goriintiilenmesi saglanmistir (Valasek and Repa, 2005; Wittwer et al., 2006).
Real-time PCR’ da olusan iiriin miktar1 reaksiyon boyunca olugan {iriin miktariyla
orantili olarak artan floresan boyanin verdigi sinyalin izlenmesiyle belirlenir
(Giinel, 2007).

Basit olarak bir PCR reaksiyonu hedef DNA, iki oligoniikleotid primer,
1stya dayanikli DNA polimeraz, esit olarak karistirilmis deoksiriboniikleotid
trifosfatlar (ANTP; dATP, dCTP, dGTP ve dTTP), MgCl,, KCI ve bir Tris-HCI
tampon igermektedir. Tag-DNA polimerazin kullanilmasi ile her denatiirasyon
isleminden sonra yeniden enzim ilave edilmesi zorunlulugu ortadan kalkmigtir
(Patrinos, 2005; Hanna et al., 2005).

PCR’ IN TEMEL BILESENLERI
e Hedef DNA- Hedef DNA’ nin ekstraksiyonunda onemli olan nokta

amplifiye edilecek mikroorganizma DNA’ sinin fonksiyonel o6zellikte

olmasidir. Bu nedenle hazirlik asamasinda DNA  biitiinliigliniin
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bozulmamasina 6zen gosterilmelidir. Mikroorganizma tiirlerinin yiiksek
sayida temsil edildigi mikroflora igerisinde ¢ok az sayida bulunmasi veya
doku ornekleri igerisinde yiiksek diizeyde konak¢i DNA’ sinin bulunmasi,
hedef DNA ekstraksiyonunu gii¢lestirmektedir (Candrian, 1995).
Primerler- PCR uygulamalar1 i¢in kalip DNA’ ya tamamen tamamlayici
olan primerlere gereksinim vardir. Kisa, tek sarmalli DNA molekiilleri
olup, bu molekiiller, DNA matrisinin belirli bir bdliimiiniin sonu ile
komplementer yapiya sahiptirler. Genel olarak kullanilan kalip ile yiiksek
oranda baglanma saglamak Tlizere primerler 20-30 niikleotid
uzunlugundadir. Yiiksek konsantrasyonlarda kullanilan primerler, 6zellikle
primer dimer adi verilen spesifik olmayan bantlarin olusmasina yol acar.
Primer dimerler kiigiik DNA {riinleri olup primerlerin birbirine
baglanmasi yada DNA polimeraz enziminin spesifik olmayan niikleotidleri
kullanilmayan primerlerin uglarina baglanmasi neticesinde olusan
bantlardir. Hedef DNA baz siralarinin ¢ok iyi bilinmesi ve bunlar
tizerindeki spesifik bolgelerin  secilmesi ve baska bir ajanda
bulunmamasina gayret gosterilmelidir (Arda, 2000).

DNA Polimeraz Enzimi- DNA polimeraz enzimi, kalip iplige
tamamlayict bir DNA ipligi meydana getirmek iizere, orijinal kalip
iplikteki baz bilgisini kullanarak dort ¢esit ANTP’ den uzun poliniikleotid
zincirin sentezini kataliz eder. Giinlimiizde kullanilan termostabil DNA
polimerazlardan en yaygin olan1 Thermus aquaticus’ dan elde edilen Tagq
DNA polimerazdir. Tag-polimeraz enziminin, sicakliga duyarli enzimlere
karsi 2 Onemli stiinligii vardir: Birincisi her denatiirasyon siklusunu
takiben yeni enzim ilavesine gerek kalmamasi, ikincisi primerlerin hedef
DNA' ya baglanmasmin yiiksek sicakliklarda daha spesifik ve DNA
sentezinin de daha hizli olmasidir (Saiki et al., 1988).

dNTP Karistmi- Deoksiriboniikleozid trifosfatlar (dATP, dGTP, dTTP,
dCTP) yiiksek saflikta ya tek tek ya da dortlii karisim halinde ticari olarak
saglanir. dNTP karisimi liyofilize formda veya sulu ¢ozelti halinde
bulunmaktadir. ANTP karigimi 20 °C’ de birkag ay stabil 6zellige sahiptir
(Gassen et al,, 1994).

Tampon ve MgCl; - PCR’ da kullanilan ¢esitli tamponlar arasinda en ¢ok
kullanilan1 Taq/Amplitaq enzimlerine 6zgii olan tampondur. Tampon, pH’
in korunmasini saglar. Mg+2 iyonlar1 ANTP’ ler ile ¢oziinebilir kompleksler
olustururlar, polimeraz aktivitesini stimiile ederler ve ¢ift iplikli DNA’ nin

Tm degerini (¢ift iplikli niikleik asit molekiillerindeki baz ¢iftlerinin
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yarisinin ortadan kalkmasini saglayan sicaklik derecesi) arttirirlar, ayrica

primer/kalip etkilesimini saglarlar.

PCR, istenilen sayida tekrarlanabilen dongiilerden olusur. Bu dongiiler

klasik olarak li¢ basamagi igerir:

1. Denatiirasyon (90°C-95°C): Deoksiriboniikleik asidin (DNA) iki
zincirinin yiiksek sicaklikta birbirinden ayrilmasidir.

2. Hibridizasyon-Annealing (40°C-65°C): Sentetik oligoniikleotidlerin
hedef DNA' ya baglanmasidir.

3. Polimerizasyon-Extension (72°C) : Zincirin yeni ¢ift zincirli DNA' lar
olusturacak sekilde uzamasidir (Bkz. Sekil 2.6).

Denatiirasyon basamaginda karisim hedef DNA’ nin iki zincirinin
birbirinden ayrilmast i¢in gerekli sicakliga (90°C-95°C) kadar isitilir ve tek iplikli
DNA elde edilir. DNA’ nin zarar goérmesi durumunda PCR’ da yanlis yapili
niikleotidler olusacagindan, denatiirasyon asamasinda c¢ok yiiksek 1s1
uygulamalarindan sakinilmalidir. Cift iplikli DNA’ nin yarisinin tek iplikli hale
geldigi sicakliga erime noktasi (Tm) denir. Bu sicaklik genellikle 40-65 derece
arasindadir ve primer olarak kullanilan oligoniikleotit sekanslarinin dizaynina
baglidir (Boer et al., 1999; Verkuil et al., 2008).

Hibridizasyon-Annealing basamaginda once oligoniikleotitlerin hedef
DNA’ nin uygun bélgelerine baglanmalari igin 1s1 (40°C-65°C) diisiiriiliir. Iki
komplementer DNA ipligi tekrar iki iplikli DNA molekiiliinii olusturur (Boer et
al., 1999).

Polimerizasyon-Extension basamaginda ise primerlerin baglanmasindan
sonra sicaklik tekrar termostabil DNA polimerazin DNA ipliklerini
sentezleyebilmesi i¢in gereken optimum sicaklik olan 72 dereceye ¢ikar. ANTP’
lerin varliginda DNA polimeraz enzimi kalib1 3°-5’ ucunda okur, dNTP’ leri 5°-3°
ucunda ekler. Bu sekilde 5°-3” yoniinde DNA sentezi meydana gelir. Uzama
faziyla bir dongli tamamlanmis olur. Bu {i¢ adim bir PCR dongiisiinii olusturur
(Boer et al., 1999; Verkuil et al., 2008).

Islem tekrar basa doner ve orijinal hedefler gibi her bir iiriin bir sonraki
asamalarda olusacak baglanma ve uzamalarda kalip olarak kullanilir. Her bir

reaksiyonun sonunda PCR iriinleri teorik olarak c¢ift zincir seklinde olusur.
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Boylece hedef dizi reaksiyon sonunda 2" kat (n= siklus sayis1) amplifiye edilmis
olur (Verkuil et al., 2008).
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Sekil 2.6. PCR tekniginde sicaklik akis déngiisii

Real-Time PCR’ da florasan isaretli ve isaretsiz olmak {izere iki adet prob

kullanilmaktadir. Isaretsiz primer, istenen DNA parcasinin ucuna, isaretli olansa
ortasina  baglanmaktadir. Uca baglanan isaretsiz primerden baglayan
polimerizasyon islemi esnasinda ortaya baglanan florasan isaretli prob (quencher)
ayrilarak ortama atilmakta ve florasan parlama vermektedir. Olusan PCR iiriinii
arttikga, ayrilarak ortama atilan florasan isaretli primer sayisi1 da artmakta ve bu

artigin floarasan parlamaya duyarl bir video kamera ile tespit edilerek bilgisayara

parabol seklinde bir egri olarak yansitilmasi ile sonuglar goriintiilenmektedir (Lee
etal., 1993a).

PCR iirlinlerinin miktarindaki ilk 6nemli artis (CT- threshold cycle) hedef
template’ in baslangi¢c miktari ile orantilidir (Bkz. Sekil 2.7).
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Sekil 2.7. PCR basmaklari 1. Denatiirasyon 2. Annealing 3. Extension (http://en.wikipedia.
org/wiki/File:PCR.png).

REAL-TIME PCR’ DA KULLLANILAN PROB SISTEMLERI VE BOYALAR

o Ozgiil floresan isaretli problar- Tek iplikle belirleme yontemleridir.
FRET (Fluorescence Resonance Energy Transfer), Tagman, Molecular
Beacons, Scorpion Primerleri, Hibridizasyon Problari, Sunrise primerleri
gibi.

e Ozgiil olmayan floresan isaretli problar- Spesifik olmayan ¢ift ipligin
arasina baglanan boyalardir. Syber Green | ve Etidyum Bromid gibi (Bkz.
Sekil 2.8).
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Sekil 2.8. PCR’ da kullanilan prob ve primer cesitleri (http://en.wikipedia.org/wiki/Real-

time_polymerase_chain_reaction).

Gunimiizde Real-time PCR’ la molekiiler klonlama, DNA’nin in vitro
mutagenezi, parmak izi (finger printing), genetik hastaliklarin teshisi ve degisik
hayvanlara ait proteinlerin saptanmasi, mikroorganizmalarin saptanmast,

gidalarda patojen bakterilerin tespiti gibi bir¢cok alanda basariyla kullanilmaktadir.

Gida orijinli patojenlerin spesifik olarak saptanmasinda, Real-time PCR
gida iiretim zincirinin her safasinda kontamine olan {iriinlerin kontroli icin
giivenilir, hizli bir yéntem olarak kullanilmaktadir (Seo et al., 2004). Ozellikle
gida {iretim tesisleri gibi siirekli iiretimden laboratuvara numune akisinin oldugu
diyagnostik laboratuvarlarda hizli sonug alinmasini saglamasi agisindan Real-time
PCR’ 1 o0nemi artmistir. Boylece kirli olan {iriin hizlica tespit edilerek gida
dagitim zincirine ulasmadan 6nlem alinarak riskler ve ekonomik kayiplarin 6niine
gecilmesi saglanmaktadir. Ham maddeden final iiriine kadar daha kontrollii ve

saglikli liretim yapilmasina olanak saglamaktadir.
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Klasik metotla patojen bakterilerin analizi on zenginlestirme, selektif
zenginlestirme, izolasyon, biyokimyasal ve serolojik dogrulama gibi yogun ve
uzun silire sliren basamaklar1 icermesinden dolayr hizli {iriin stirkiilasyonlarin
oldugu gida iiretim tesisleri i¢in dezavantajdir. Bu yiizden gida iiretim tesisleri
gibi hizli sonu¢ alinmasi gereken yerlerde Real-time PCR biiyilk avantaj
saglamaktadir. Piyasada mevcut patojen bakteri tespit PCR Kkitleri de
oligonukleotit primerleri se¢imi ve dizayn edebilmeden kaynakli hatalar1 ortadan
kaldirirken, zaman alan analiz islemleri kisaltarak biiyiik Ol¢iide uygulama
kolaylig1 ve daha ¢ok sayida numune ile ¢alisma olanagi tanir (Wittwer et al.,
2006).

Gidalarda patojen mikroorganizmalarin PCR teknigi ile saptanmalari
mikroorganizmalarin niikleik asitlerinin amplifikasyonuna dayanir ve hedef
niikleik asitlerin ekstraksiyonu, ¢ogaltilmasi ve amplifikasyon tiriinlerinin analizi
olmak tizere 3 asamada gerceklestirilir. Real-time PCR’ da mikroorganizmalarin
saptama, Ol¢iim ve analizleri tek bir dongii iginde gerceklesebilir (Wittwer et al.,
2006).

REAL-TIME PCR’ IN AVANTAJLARI

e Spesifik olmayan amplifikasyonlardan etkilenmez.

e Az miktarlarda hedef molekiil oldugu durumlarda bile sonuca
ulagilabilmeyi saglamaktadir.

e Kapali bir sistemde {rlinler belirlendigi icin amplifikasyon sonrasi
kontaminasyonlar engellenmis olur.

¢ Bu yontem sayesinde DNA ve RNA ornekleri kalitatif ve kantitatif olarak
kisa siirede analiz edilebilmekte ve ¢ok sayida ornek son derece az bir
kontaminasyon riskiyle giivenle ¢aligilabilmektedir.

e Real-time PCR’ da iirlinlerin analizi reaksiyon sirasinda yapilmaktadir. Bu
nedenle hem daha kisa siirede sonug¢ alinabilmekte hem de klasik PCR
tekniginde ihtiya¢ duyulan agaroz jel elektroforezi, DNA bantlarinin mor
Otesi 151k altinda goriintiilenmesi gibi islemlerin uygulanmasma gerek
kalmamaktadir.

e Real-time PCR {riinlerinin analizlerinde, diziye 6zgiin olmayan floresan
boyalardan ya da diziye 0zglin problardan yararlanilmasindan dolay1
sonuclar aninda alinmakta, kontaminasyon riski azalarak tim islemler
otomatik olarak devam edebilmektedir.
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e Spesifik erime egrisi analizleri ile spesifik amplifikasyonlarin
tanimlanmasina olanak saglar.

e Duyarlihigi, 6zgilliigii ve tekrarlanabilirligi yiiksektir (Sarmiento et al.,
2003; Kubista et al., 2006).

REAL-TIME PCR’ IN DEZAVANTAJLARI

e PCR’ 1n prosediirii karisiktir. Buyiizden teknik donanim, alt yapi, beceri
ve tecrilbe gerektirmesi gibi zorluklari vardir. Fakat son gelismelerle
birlikte PCR rutin kullanim i¢in daha elverisli hale getirilmeye
baslanmistir (Boer et al., 1999).

e (idadaki patojen bakteriyi tespit etmeyi saglar fakat gidadaki toksinlerle
ya da virulensle ilgili herhangi bir bilgi vermez (Boer et al., 1999).

e PCR’ 1n dizayninda ve sonuclarinin yorumlanmasinda 6zenli olmak
gerekmektedir (Mackay, 2004).

e PCR’ in bir baska dezavantaji da 6lii ve canli hiicrelerin birbirinden
ayrilamamasidir ve nadiren yanlis pozitif sonuglar gozlemlenebilir. Bu

yiizden pozitif sonuclarin kiiltiirel yontemle dogrulanmasi tavsiye edilir.
SIK KULLANILAN REAL-TIME PCR CIHAZLARI

e ABI 7700 (Applied Biosystems)

e Applied Biosystems® 7500 fast systems
e Roche Light Cycler

e BioRad I-Cycler 1Q

e Corbett Research Rotor-Gene 3000

e Stratagene

En ¢ok bilinenleri bunlar olmakla birlikte baska 6zelliklere sahip bir¢ok Real-
Time PCR cihaz ticari olarak elde edilebilir.

2.4. Cikolata ve Siitlii Kremah Keklerde Patojen Bakteri Riski
CIKOLATA
Cikolata tiiretiminde bircok hammadde ve katki maddeleri kullanilir.

Baslica kakao, kakao tozu, siit tozu, seker, lesitin gibi maddelerden meydana

gelmektedir ve yapist geregi mevcut nutrientler, asidite degeri, su aktivitesi,



46

redoks potansiyeli vb. antimikrobiyal ajanlardan dolayr mikroorganizmalar icin
oldukca kisitli bir ortamdir. Bu yiizden c¢ikolataya mikroorganizmalar biiytlik
oranda hammaddeden ya da iiretim esnasinda bulasmaktadir.  Ozellikle
hammadde ve katki maddelerinin saklama kosullarina dikkat edilmelidir. Bunlar,
bircok patojen ve indikatér mikroorganizmay1 igerebilmekte ve son iiriine kadar
gecebilmektedir (Speck, 1976; Anon, 1980; Yildirim, 1998). Bir diger 6nemli
kontaminasyon kaynagi iiretimde kullanilan alet-ekipman ve iiretimde calisan
personeldir. En c¢ok gozlenenler Escherichia coli, Staphylococcus aureus,
Enterobacteriaceae ve Salmonella’ dir. Bu mikroorganizmalar arasinda en fazla
Salmonella tiirleri enfeksiyonlara neden olmaktadir.

Cikolatadaki mikroorganizmalar arasinda kserofilik kiifler ve osmofilik
mayalar diisiik su aktivitesine olan dayaniklarindan dolay:1 bakterilerden daha 6n
plana ¢ikmaktadirlar (Sinel, 1980; Troller, 1983). Bakterilerden ise Shigella,
Klebsiella ve Salmonella diisiik nem diizeyine olan toleranslarindan dolay1
cikolatada 6ne ¢ikan risk olusturdugu belirtilmektedir (Anon, 1980; Meursing,
1983).

Cikolatanin temel hammaddesi olan kakao tanesi fermantasyon isleminden
gectigi i¢in yapisinda dogal olarak mikroorganizma barindirabilir (Meursing,
1983; Minifie, 1979).

Bozulma yapan mikroorganizmalarin gelismesiyle birlikte ¢ikolatada
istenmeyen tat, koku, kirilma ve kabarma gibi belirtilerin ortaya ¢ikmasina neden
olurlar. S6z konusu bozulmaya iiretimde kullanilan yaglarin lipolitik
mikroorganizmalarin hidrolizasyonu ile meydana gelebilecegi gibi normal ve
osmofilik mayalar, Bacillus suslari, Laktobacil mikroorganizmlarin meydana
getirdigi alkolik fermantasyonlar sonucunda da meydana gelebilmektedir. Patojen

bakteriler ise iriinde degisiklik yapmaz fakat insan sagligi agisindan 6nemli risk
teskil ederler (Speck, 1976; Topal, 1991).

Cikolata, cikolata tozu ve kakao tozu i¢in bildirilen mikrobiyolojik
muayene kriterleri; toplam mezofilik aerobik bakteri, Enterobacteriaceae,
S.aureus, Salmonella, kiif-mayalar ile termofilik sporlu basillerdir (Less et al.,
1973).

Kakao ve ¢ikolatali {irlinlerde  mikrobiyal bozulmalar  ¢ok

goriilmemektedir. Literatiirlerde ¢ikolata kaynakli gida zehirlenmesi de ¢ok azdir.
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En dikkat ¢eken olay, 1973 yilinda bildirilen Kanada’ da tretilip USA’ a ithal
edilen c¢ikolatalar1 tiiketen 79 kiside Salmonellozis vakasidir. Etken Salmonella
eastborne olarak teshis edilmis ve kaynagi olarak da kontamine hammadde ve
ingredientler ile lretimdeki ekipman ve calisan personel olarak bildirilmistir
(Speck, 1976). Cikolata yapimi sirasinda ilave edilen siit ve sekerde bulunan
Salmonella yeterli 1sisal islemler wuygulanmadigi i¢in tamamen Yok
edilememektedir. Bircok ¢alismada Salmonella tiirlerinin kakao tanecikleri i¢inde
60°C’ de canli kalabildigi gosterilmistir.

Cikolatanin  yapiminda  kullanilan hammaddelerin  mikrobiyolojik
kalitesinin dikkat edilmeli, tiretim sirasinda gerekli hijyen kurallarina uyulmali,
tasima ve depolamada gerekli G6zenin gosterilmesi insan sagligi acisindan

Oonemlidir.
SUTLU-KREMALI KEKLER

Stitlii kremali kekler de iirlin iki dilim kek arasinda siitli kremanin
bilesmesi ile meydana getirilmektedir. Sade ve iizeri ¢ikolata kapli olmak tizere
iki gesit seklinde iiretilmektedir. icerigindeki krema gibi mikrobiyal acidan riskli
bir iirlin barindirmast ve soguk olarak tiiketilmesi gerekli oldugundan kullanilan
hammeddelerin kalitesi ve iiretim prosesi sirasinda maruz kaldig: riskler, iiriiniin

mikrobiyal kalitesi i¢in ¢ok dnemlidir.

Uriiniin kek kism1 uygulanan pisirme isleminden dolay: mikrobiyel yiikleri
onemli Olgiide azalir ve biiylik sorunlar olugturmazken krema kismi risk grubunu
teskil etmektedir. Krema, besin maddeleri yoniinden zengin bilesimleri, uygun pH
ve su aktivitesi degerleri ile birgok patojen mikroorganizmanin gelisimi i¢in ideal
bir ortam niteligindedir (G'enigeorgis, 1989; Notermans et al., 1984). Siitlii-
kremali kekin yapiminda krema pastorizasyon isleminden sonra iiretimde
kullanildigindan patojen bakteri mevcudiyeti beklenemez fakat kremali iiriin
oldukca elverigli yiizeyel bir yapiya sahiptir ve iiretim asamasinda kullanilan
hammadde, personel, iiretim yeri kosullarindan kaynakli kontaminasyona g¢ok

elverislidir.

Krema ve tiriinleri i¢in bildirilen mikrobiyolojik muayene kriterleri; Maya
ve kiif Enterobacteriaceae, S.aureus, Salmonella spp. ve L.monocytogenes’ dir
(Turk Gida Kodeksi Yonetmeligi, 2009). Tartlar ve yas pastalar i¢in ise; Maya ve
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kif, S.aureus, E.coli, Salmonella spp. ve L.monocytogenes’ dir. Calismada
inceledigimiz siitlii-kremal1 kekler her iki grubuda igermektedir.

2.4.1. Hammadde kaynakh riskler ve tespiti

Cikolatanin yapimminda kullanilan hammaddelerin mikrobiyolojik kalitesi
cok onemlidir. Cikolata liretim asamasi esnasinda yiiksek 1silara maruz kalmaz bu
ylizden hammaddeler mikroorganizmalarin en onemli kontaminasyon kaynagini

olusturmaktadirlar.

Bu calismada kullanilan cikolatanmin  (kakaolu findik Kkremasi)

hammaddeleri; yagi azaltilmis kakao tozu, bitkisel yag (palm), seker, yagsiz siit
tozu, peynir alt1 suyu tozudur. Emiilgator olarak lesitin (Soya), aroma verici olarak
ise vanilin kullanilmaktadir. Bunlarin igerisinde yag ve seker yapisi geregi patojen
mikroorganizma igermezler. Dogal mikrofloras1 bile yok denecek kadar azdir.
Kullanilan hammaddeler igerisinde risk teskil edenler; kakao, yagsiz siit tozu,

peynir alt1 suyu tozu ve lesitindir.
Siitlii kremali kekler taze olarak satisa sunulan, soguk olarak muhafaza
edilmesi ve tiiketilmesi tavsiye edilen iiriinlerdir. Bu yiizden yapiminda kullanilan

hammaddelerin mikrobiyolojik kalitesi ¢ok dnemlidir.

Bu calismada kullanilan siitlii kremali1 keklerin hammaddeleri; pastorize

edilmis siit, bitkisel yag (palm), seker, tam yagl siit tozu, bugday unu, sivi
yumurta, bal, yagsiz siit tozu, yagi azaltilmig kakao tozu, bugday kepegidir.
Cikolata kapl siitlii kremal1 kek i¢in ilave olarak bitter ¢ikolata kullanilmaktadir.

Uretim tesisinde agiklanan bu hammaddelerin her lotta &rnek alma
talimatlarina uygun olarak hazirlanan kompozit numunelerle, hammaddenin
cesidine gore risk teskil eden patojen bakteri yoniinden analizleri yapilmaktadir.
Bunun yani sira ¢evre kontrol prosediiriinde belirtilen sikliklarda, hammaddelerin
depolandigr alanlarda, hava ve yerlerden alinan 6rnekler patojen bakteri yoniinden

incelenerek hammadde kaynakli riskler en aza indirgenmektedir.

KAKAO TOZU
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Olgunlagsan kakao meyveleri toplandiktan sonra sirasiyla fermantasyon,
kurutma, kavurma, gekirdeklerin kirilmasi ve kabuklar ayrilmasi ile elde edilen
¢ekirdek pargalarinin degirmenlerde 6giitiilmesi ile kakao tozu elde edilir.

Kakao tanesi fermantasyon isleminden gectigi icin yapisinda dogal olarak
mikroorganizma barindirabilir. Patojen bakteri riski ise kakao tanesi elde edilmesi
sirasinda gegirilen kurutma ve kavurma islemlerinden ve su aktivitesinin ¢ok

diisiik olmasindan dolay1 oldukga azdir.

Pearson ve Marth siitlii ¢ikolata yapiminda kullanilan kakao tozunun
mikroflorasinin ~ muhtemelen  fermantasyon  sonrasi1  kontaminasyondan

kaynaklanan bacillus ve micrococcus tiirlerini i¢erdigini saptamislardir (Pearson
and Marth, 1990).

Kakao tozu tizerine yapilan bakteriolojik bir arastirmada Salmonella’ larin

negatif/100 g’ da olmas1 gerektigi vurgulanmaktadir (Meursing, 1983).
YAGSIZ/TAM YAGLI SUT TOZU

Tam yagli, kismen veya tamamen yagt alinmig siitiin suyunun
ugurulmasiyla elde edilen, siit kuru maddesinin meydana getirdigi beyaz bir toz
karisim. Silindir ya da piiskiirtme metotuyla elde edilebilmektedir. Islem sirasinda

yiiksek sicaklikta su buhari ya da sicak hava akimi kullanilmaktadir.

Uygulanan 1s1l islemler ve nem degerinin ¢ok diisiikk olmasi nedeniyle
mikroorganizma i¢in uygun ortamlar ortadan kalmis olsada gerek siitiin yapisinda
mevcut olan karbonhidrat, yag, vitamin ve mineraller bakimindan gerekse de siit
tozu elde edilmesi esnasinda islem basamaklar1 arasinda gerceklesen sogutma ve
kullanilan malzemede meydana gelen kontaminasyon yiiziinden yiiksek
mikroorganizma riski teskil etmektedir.

El-Sharoud ve ark. Misir’ da yaptiklar1 bir ¢alismada 37 adet yagsiz siit
tozu numunesinin 5 adedinde C.sakazakii pozitif olarak tespit etmislerdir (El-
Sharoud et al., 2009).

Kandhai ve ark. Isvigre® de doért ayr siit tozu fabrikasinda
gerceklestirdikleri caligmalarinda toplam 68 adet numunenin 14’ {inde C.sakazakii
pozitif olarak tespit etmiglerdir (Kandhai et al., 2004).
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Muytjens ve ark. (1983) ve Muytjens, van Der Ros-van de Repe, ve van
Druten (1984) tarafindan yapilan ¢alismalarda yeni doganlarda, siit tozu ve
kullanilan ekipman kaynakli C.sakazakii enfeksiyonu rapor edilmistir. Toplam 35
iilkede 141 6rnegin 20’ sinden C.sakazakii izole etmislerdir (Muytjens et al.,
1988).

Craven ve ark. Avustralyada 5 siit tozu fabrikasinda Kasim 2006-Mart
2007 tarihleri arasinda yapmis olduklar1 ¢alismada, 100 farkli lokasyondan alinan
126 6negin 49 adedinde C.sakazakii izole etmislerdir (Craven et al., 2010).

Jacobs ve ark. Almanyada siit tozu fabrikasinda dort yil boyunca (2005-
2009) yiirtittiikleri calismada ¢evre ve final {irlinde yapmis olduklar1 analizlerde
81 adet C.sakazakii izole etmislerdir (Jacobs et al., 2011).

Licari and Potter (1970) , Jung and Beuchat (1999) yapmis olduklari
calismalarda yagsiz siit tozunda Salmonella spp. tespit etmislerdir.

PEYNIR ALTI SUYU TOZU

Peynir alti suyu (whey) tozu, peynir olusumu sirasinda, g¢okeltiden

stiziilerek elde edilen sivinin 1s1l islemlerle toz haline getirilmesinden elde edilir.

Peynir alt1 suyu tozu igerigindeki siit sekeri laktoz ve serum proteinlerince
zengin gida olmasi nedeniyle mikoorganizmalar i¢inde uygun bir ortamdir.
Uretim agamasinda kullanilan malzeme ve ekipmanlar kontaminasyona agisindan

risk teskil eder.
LESITIN

Cikolatalarda karistirict (emiilgator) olarak kullanilir ve kakao ile kakao
yaginin birbirinden ayrilmasini dnler ve soya fasulyesinden elde edilir.

Kanada’ da bir ¢ikolata fabrikasinda soya lesitinlerinin Salmonella ile
kontamine olmas1 sonucu iirlinler geri ¢agrilmistir ve tirlinlerin tiiketilmesinden

kaynakli herhangi bir hastalik bildirilmemistir (PHAC, 2006; Reynolds, 2006).

PASTORIZE SUT
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Pastorize siit, siitiin 63 derecede 30 dakika ya da 72 derecede 15 saniye
islem gérmesi ile igindeki zararli mikroorganizmalarin dldiiriilmesi ile elde edilen

sut urinudir.

Siitte bulunan protein, mineral maddeler ve vitaminler organizma
tarafindan kolayca alinabilecek ve sindirilebilecek sekilde olup, organizmanin
gelisebilmesi i¢in gerekli organik ve anorganik maddeleri igerir. Bu yiizden

mikroroganimalar i¢in siit miikkemmel bir besin ortami olusturmaktadir (Kivang,
1992).

Listeria’ lar diisiik pH’ ya, sicakliga, tuza, toleransli olmalari ve buzdolab1
sicakliginda iireyebilmeleri nedeniyle gilinlimiizde siit endiistrisi i¢in risk teskil
eder. L.monocytogenes’ in bugiine kadar ¢ig ve pastorize siitlerden izolasyonu
yapilmistir (Demirci, 2000).

Siit  igletmelerindeki siit toplama tanklarindan aliman orneklerde
L.monocytogenes varliginin arastirildigi cesitli calismalara gore; Hollanda’ da
Beckers ve ark. (1987) yaptig1 calismada %4.4, Iskogya’ da Fenlon ve ark. (1979)
yaptigi ¢alismada %3.8, Kuzey Irlanda’ da Harvey ve ark. (1992) yaptigi
calismada %5.3, ingiltere’ de Greenwood ve ark. (1991) yaptig1 ¢alismada %3.6,
Fransa’ da Bastian ve ark. yaptigi ¢alismada %1.2 oraninda L.monocytogenes ile
kontamine oldugu ortaya konmustur. Steele ve ark., Ontario’ da yaptiklari
caligmada 1720 ¢ig siit orneklerinin 47 (%2,73)’ sinde L.monocytogenes
izolasyonunu gerceklestirmislerdir (Ozkaya, 2010; Uziim, 2006).

Yapilan bir¢ok ¢aligmada siit kaynakli salmonelloz vakasi rapor edilmistir.
Ontario’ da yapilan bir calismada 1720 ¢ig siit 6rnegi calisilmis ve test edilen
orneklerin %0,17° sinde Salmonella (S. typhimurium, S.thompson, S. muenster)
izole edilmistir (Steele, 1997). Jayaro ve Henning, Giiney Dakota’ da yaptiklari
caligmada, 131 siit Orneginin %4,6’ sindan Salmonella izole ettiklerini
bildirmislerdir (Jayaro, 2001). Avrupa iilkelerinde 1977-1984 yillar1 arasinda
goriilen salmonellozis salginlarinin %4,5” 1 ¢ig siitten kaynaklandigi rapor
edilmistir (Beckers, 1987).

Bu bulgular dahilinde, siitte mikroorganizmalarin kontaminasyonunun en
aza indirilmesi i¢in koti sanitasyon kosullarinin, yetersiz veya yanlis
pastOrizasyon uygulamalari, pisirme ve pastdrizasyon sonrasi tekrar bulagmanin
onlenmesi gerekmektedir (Akgelik, 2000).
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BUGDAY UNU

Bugday c¢ekirdeklerinin ogiitiilmesiyle elde edilen iirtindiir. Tiirk Gida
Kodeksi Bugday Unu Tebligi’nde (2013/9) bugday unu; kum, toprak, tas ve metal
gibi inorganik ve hayvan, bitki ve bocek kalintilar1 gibi organik yabanci
maddelerden temizlenmis bugdayin teknigine uygun olarak hijyenik sartlarda
ogiitiilmesiyle elde edilen ve yabanci tat, koku ve madde icermeyen, kendine 6zgii
renk ve goriiniise sahip un olarak tamimlanmus. Igeriginde %80 karbonhidrat
olmak  ilizere  protein, yag, , B vitamini, ¢inko, kalsiyum, folik
asit, demir, fosfor, magnezyum, potasyum, az miktarda sodyum ve diger geg¢is
elementlerini igerir.

Un giivenligini tehlikeye atan en Onemli biyolojik risklerden biri
mikroorganizmalardir. Tahillar; {iretim, hasat ve nakliye kosullar1 geregi
mikroorganizma  kontaminasyonuna  oldukca  a¢ik  {iriinlerdir.  Bu
kontaminasyonlar nedeniyle tahillarin iizerinde 6nemli miktarda bakteri, maya ve
kiif yiikii bulunmaktadir. Bakteri ve mayalara kiyasla kiifler, fizyolojileri geregi
diisiik su aktivitesi ve sicaklik sartlarinda gelisebildikleri ve 1s1l direnci yiiksek
tehlikeli mikotoksinler olusturabildikleri i¢cin un giivenligi lizerinde daha 6nemli
riskler olusturmaktadir. Patojen bakterilerden Salmonella spp. riski yoniinden
incelenmelidir (Tirk Gida Kodeksi Yonetmeligi, 2009).

1989’ da toplam 4796 adet farkli cesitlerdeki un 6rneklerinde ortalama
E.coli ve Salmonella spp. da sirasiyla %12.8 (N = 3350) ve %1.32 (N = 3040)
olarak tespit edilmistir (Richter et al., 1993). Avustralya ve Kuzey Amerika' da
yapilan anket sonuglarina gére bugday ununda Salmonella spp. kontaminasyonu
prevalanst %0,0-1,3 arasinda oldugu kaydedilmis. Yeni Zelanda’ da meydana
gelen salginda unda yapilan analizlerde ¢ok az konsantrasyonda Salmonella spp.
tespit edilmis (Lake et al., 2010).

YUMURTA

Yumurta, insan gidasi olarak tiiketilen, sindirimi kolay, biyolojik a¢idan

degerli, yliksek kaliteli protein kaynagi olan besindir.

Uygun olmayan kosullarda iiretilen, depolanan ve tasinan yumurtalarin
mikroorganizmalarin {ireyip gelisebilmeleri i¢in miilkemmel bir besiyeri olmasi

nedeniyle halk sagligi acisindan bazi riskler bulunmaktadir. Saglikli tavuklarin


http://www.hammaddeler.com/index.php?option=com_content&view=article&id=4338&Itemid=378
http://www.hammaddeler.com/index.php?option=com_content&view=article&id=4343&Itemid=379
http://www.hammaddeler.com/index.php?option=com_content&view=article&id=2616&Itemid=267
http://www.hammaddeler.com/index.php?option=com_content&view=article&id=4333&Itemid=376
http://www.hammaddeler.com/index.php?option=com_content&view=article&id=4333&Itemid=376
http://www.hammaddeler.com/index.php?option=com_content&view=article&id=4336&Itemid=377
http://www.hammaddeler.com/index.php?option=com_content&view=article&id=4344&Itemid=380
http://www.hammaddeler.com/index.php?option=com_content&view=article&id=4281&Itemid=366
http://www.hammaddeler.com/index.php?option=com_content&view=article&id=4283&Itemid=368
http://www.hammaddeler.com/index.php?option=com_content&view=article&id=4284&Itemid=369
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yumurtladigr andaki yumurtanin taze, i¢i ve disinin genellikle %90’ nin steril
oldugu kabul edilmektedir. Ancak, yumurta kiimeste fekal meteryal, alet,
ekipman, gevre vb. etkisi ile ya da kabukta meydana gelen ¢atlama sonucunda gok
farkli mikroorganizmalarla kontamine olabilmektedir.

Insanlarda Salmonelloz igin en &nemli kaynak yumurta ve yumurta
tirtinleri kabul edilir (EFSA, 2005). Bir yumurtanin Salmonella ile enfeksiyonu
i¢in iki yol vardir; yumurtanin i¢ yumurta olusumu sirasinda enfekte tavuktan
kontamine olmasi ya da yumurta yiizeyinin enfekte tavuk diskisindan enfekte
olmasidir (De Reu et al., 2006). Salmonella yumurta kabugundan yumurtanin i¢
kisimlarina dogru niifus edebilir (Baker, 1990; De Reu et al., 2006).

2011 yilinda Almanya Salmonelloz vakalarinda %45 inin kaynag:
Salmonella enteritidis olarak rapor edilmistir (Robert Koch Institut (RKI), 2012).
Bircok iilkede yapilan arastirmada, depolama ile ilgili degisiklikler sonucu
yumurta basina >50 Salmonella enteritidis kontaminasyonu gozlenmistir
(Advisory Committee on the Microbiological Safety of Food, 2001).

Sofralik yumurtalarda soguk alanlarda muhafaza yontemi Salmonella spp.
gibi patojenlerin Onlenmesi i¢in tavsiye edilmektedir (EFSA, 2005). Gida
yonetmeligine (EC- No. 853/2004/ Regulation, 2004 ) gore yumurtalar hijyen igin
en garanti olan sicaklikta muhafaza ve transfer edilmelidir. Alman mevzuatina
gore yumurta, yumurtlamadan sonra 18 giin boyunca 5-8°C’ de muhafaza
edilmelidir (Animal food hygiene regulation (Tier-LMHV), 2007). Yumurtalarda
raf omrii yumurtlamadan sonraki 28 giindiir (EC- N0.589/2008/ Regulation,
2008).

BUGDAY KEPEGI

Tahil tanelerinin en dis kismini olusturan kabuga verilen addir. Ogiitiilen

tahillar elekten gegirildiginde elek tizerinde kalan pul seklindeki kabuk deridir.

Patojen bakterilerden Salmonella spp. riski yoniinden incelenmelidir (Tiirk
Gida Kodeksi Yonetmeligi, 2009).
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2.4.2. Uretim esnasinda ve sonrasindaki riskler ve tespiti

Gidalarin  liretimi  sirasinda hammaddeden sonra ikincil Onemli
mikroorganizma kontaminasyon kaynagi iiretim esnasinda meydana gelmektedir.
Bu ylizden iiretim esnasinda yari iriinlerin analiz edilmesi, sorun olmasi
durumunda erken miidahale edilmesine ve tehlike biiyiimeden 6nlenmesine imkan
tanir. Son olarak da iirliniin final hali analiz edilerek riskler en aza indirgenmis
olur.

Cikolata stirekli bir proses oldugundan yar1 iirlin olarak sadece, icerisine
katilan kavrulmus findik ezmesi diisiliniilebilir. Final tiriinde elde edilen kakaolu
findik ezmesi, risk teskil eden Salmonella spp. patojen bakteri yoniinden analiz
edilmistir. (Tirk Gida Kodeksi Yonetmeligi, 2009).

Siitlii kremali kekler i¢in yar1 {iriin kek ve kremadan olugmaktadir. Fakat
kek yiiksek sicaklikta pisirildiginden, kremada pastorize edildiginden risk olarak
goriilmemekte ve sadece final iriinde risk teskil eden Salmonella spp. ve
L.monocytogenes patojen bakteri yoniinden analiz edilmistir (Tiirk Gida Kodeksi
Yonetmeligi, 2009).

Tesiste iiretim esnasinda kontaminasyonu en aza indirgemek ve riskleri
ortadan kaldirmak i¢in kullanilan ekipmanlarin ve personelin hijyenine dikkat
edilmektedir. Siitlii kremali keklerin iiretimi clean room/temiz oda (18°C) adi
verilen bolgede gergeklestirilirken, c¢ikolata ise tamamen kapali sistemle
yapilmakta ve bu alanlarda g¢evre kontrol prosediiriinde belirtilen sikliklarda
hijyen kontrolleri gergeklestirilmektedir.
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3.MATERYAL VE YONTEM
3.1.Materyal
3.1.1. Calisma materyali

Bu caligmada, 01.11.2013-30.04.2014 tarihleri arasinda bir gida iiretim
tesisinde iiretilen ¢ikolata (kakaolu findik ezmesi) ve siitlii- kremali keklerin;
hammeddeleri, yar1 iiriin ve son tirtiin halleri materyal olarak kullanilmistir.
Ornekler aseptik kosullarda ve soguk zincir altinda (siitlii-kremal1 kek final hali,
yumurta, siit gibi liriinlerde) laboratuvara getirilmis ve analize alinmaistir.
3.1.2. Cihaz ve ekipmanlar
Otoklav
Real-time PCR cihazi
Etiiv (37 °C, 25°C ve 44°C’ ye ayarl)

3.1.3. Kullanilan besiyerleri

Besiyeri 1: Buffered Peptone Water

Pepton (kazein) 10,0 ¢
Sodyum kloriir 509
Potasyum dihidrojen fosfat 159
Di-sodyum hidrojenfosfat dodekahidrat 9,09
Distile su 1 litre

Ticari olarak elde edilen besiyerinin (Merck 1.07228.5000) 25.5 grami 1
litre distile suda ¢ozilmiis, 121°C’de 15 dakika otoklavlanarak steril edilmistir.
Bu besiyeri Salmonella ve C.sakazakii 6n zenginlestirmesi i¢in kullanilmistir.
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Besiyeri 2: Fraser Broth Base

Proteaz pepton 5049
Tripton 5090
‘Lab-Lemco’ powder 5049
Sodyum klorid 20,0 ¢
Yeast extract 5049
Di-sodyum hidrojen fosfat 12,09
Potasyum dihidrojen fosfate 1,35¢
Esculin 109
Lityum klorid 3090
Distile su 1 litre

Ticari olarak elde edilen besiyerinin (Oxoid CM0895) 129 gran 2,25 litre
distile suda ¢oziilmiis, 121°C* de 15 dakika otoklavlanarak steril edilmistir.
Yaklagik 50°C’ ye sogutulduktan sonra 1 vial Half Fraser Selective Supplement
(Oxoid SRO166G) aseptik kosullarda ilave edilerek karistirilmigtir. Besiyeri
L.monocytogenes 6n zenginlestirmesi i¢in kullanilmistir.

Besiyeri 3: Muller-Kauffmann Tetrathionate-Novobiocin (MKTTn) Broth

Et ekstrakti 43¢
Pepton (kazein) 8,69
Sodyum klorid 2,6 ¢

Kalsiyum karbonat 38,79
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Sodyum tiyostilfat susuz 30,59
Ox bile 4,78 g
Brillant green 0,0096 g
Novobiocin 0,040 g
Potasyum iyodin 500
Iyodin 4049
Distile su 1 litre

Ticari olarak elde edilen hazir besiyerine (Biomerieux AEB121609) (10
ml), BPW’ da 16-20 saat on zenginlestirmesi tamamlanmis Ornekten 1 ml
aktarilmis ve 37°C + 1°C’ de 24 =+ 3 saat inkiibasyona birakilmistir.

Besiyeri 4 : Brain Hearth Infusion Broth (BHI)

Nutrient Supusturat (beyin ekstrakti, kalp ekstrakti ve peptonlar) 27,59

D(+) Glucose 2,090
NaCl 5090
Na,HPO, 254

Ticari olarak elde edilen besiyerinin (Merck 1.10493.0500) 37 grami 1
litre distile suda ¢oziindiiriilmiis ve tiiplere 9 ml’ e aktarildiktan sonra 121 °C’ de
15 dakika steril edilmistir. Besiyeri genel s1v1 besiyeri olarak kullanilmigtir.
Besiyeri 5: Xylose Lysine Deoxycholate (XLD) Agar

Maya ekstrakti 309

NaCl 5049
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D(+) Ksiloz 3,759
Laktoz 750
Sukroz 7549
L(+) lizin 509
Sodyum deoksikolat 109
Sodyum tiyosiilfat 6,8 9
Amonyum demir (111) sitrat 0,89
Fenol red 0,08 g
Agar-agar 1459
Distile su 1 litre

Ticari olarak elde edilen besiyerinin (Merck 1.05287.0500) 55,0 grami 50
mL damitik su i¢ine ilave edilip, karistirildiktan sonra iizerine 950 mL damitik su
eklenmistir. Topaklanma olmadigindan emin oluncaya kadar iyice karigtirtlmistir.
Sonra agar eriyinceye kadar kaynar su banyosunda tutulmustur. Besiyeri
otoklavlanmadig i¢in kaynayan suda 1sitilarak steril edilmistir. Yaklasik 45-50°C’
a sogutulup steril petri kutularma 12,5' er mL aktarilmistir. Besiyeri Salmonella

spp.’ nin ayirt edilmesinde kullanilmustir.

Besiyeri 6 : Brillant Green Phenol Red Lactose Agar (BPLYS)

Pepton (et) 7,0gr
NaCl 5009r
Laktoz 15,0 gr

Fenol red 0,04 gr



59

Brillant green 0,005 gr
Agar-agar 13 gr
Distile su 1 litre

Ticari olarak elde edilen besiyerinin (Merck 1.07236.0500) 40 grami 1
litre distile suda ¢oziilmustir. 121°C° de 15 dakika steril edilmistir. Yaklasik
50°C’ ye sogutulduktan sonra 12,5' er ml steril petrilere aktarilmistir. Besiyeri
Salmonella spp.” nin ayirt edilmesinde kullanilmistir.

Besiyeri 7 : Enterobacter Sakazakii Agar (ESIA)

Pepton 6,09
Sodyum kloride 5090
Na,HPO, 2,09
Laktoz 10,09
Siikroz 10,0 ¢
Fenol red 0,08 g
Brilliant green 0,0125¢g
Agar-agar 120¢g
Distile su 1 litre

Ticari olarak elde edilen besiyerinin (Merck 100873.0500) 24,6 grami 1
litre distile su i¢inde eritilmis ve otoklavda 121°C' da 15 dakika sterilize
edilmistir. Otoklav sonrasinda 45-50°C' ye sogutulduktan sonra 15' er ml steril
petrilere aktarilmigtir. Besiyeri Cronobacter sakazakii’ nin ayirt edilmesinde

kullanilmastir.
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Besiyeri 8: Rapid L.mono Agar

Pepton 309

Et ekstrakt 59
Maya ekstrakti 19
Lityum kloride 9g
Ksiloz 10g
Fenol Red 0.12g
Agar 139
Kromojenik soliisyon iml
Selektive soliisyon 20 mi
Distile su 1000 ml

Ticari olarak elde edilen hazir besiyeri (Biorad 3563694) direk olarak
kullanilmigtir.  Besiyeri  Listeria  monocytogenes’ in ayirt edilmesinde

kullanilmustir.

Besiyeri 9 : Nutrient Agar

Pepton (et) 509
Maya ekstrakti 300
Agar agar 120g¢
Distile su 1 litre

Ticari olarak elde edilen besiyerinin (Merck 1.05450.0500) 20,0 grami 1
litre distile su i¢inde eritilmis ve otoklavda 121°C' da 15 dakika sterilize
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edilmistir. Otoklav sonrasinda 45-50°C' ye sogutulduktan sonra 12,5' er ml steril

petrilere aktarilmistir. Besiyeri genel kat1 besiyeri olarak kullanilmistir.

Besiyeri 10 : Tryptic Soy Agar (TSA)

Pepton (kazein) 1509
Peptone (soymeal) 500
NaCl 509
Agar-agar 1509

Ticari olarak elde edilen besiyerinin (Merck 1.05458.0500), 40,0 grami 1
litre distile su iginde eritilmis ve otoklavda 121°C' da 15 dakika sterilize
edilmistir. Otoklav sonrasinda 45-50°C' ye sogutulduktan sonra 12,5' er ml steril
petrilere aktarilmistir. Besiyeri genel kati1 besiyeri olarak kullanilmistir.

3.2. Yontem

3.2.1. Real-Time PCR ile Salmonella spp. analizi

3.2.1.1. On zenginlestirme

Zenginlestirme i¢in Cizelge 3.1 de belirtilen farkli miktarlardaki 6rneklere
1:9 (g/ml) oraninda BPW ilave edilerek 37°C’ de 16-20 saat inkiibe edilmistir.

Yumurta 6rneklerinde PCR’ da daha iyi sonug elde edebilmek i¢cin, BPW”
da 6n zenginlestirmesi tamamlanmis 6rneklerden 1 ml alinip 9 ml BHI igeren

tiiplere aktarilmis ve 37°C’ de 3 saat daha inkiibe edilmistir.



Cizelge 3.1. Salmonella spp. i¢in numune ve 1:9 oranindaki BPW miktarlari

Yagsiz siit tozu 7509 | 6750 ml
Cikolata ham Pevnir alt . 250 6750 ml BAM/FDA
ir alt1 V4
maddesi cyniT aftl suyu ozt g Chapter 5
Lesitin (soya) 2509 | 2250 ml
Cikolata yar1 . Laboratuvar i¢i
L Findik ezmesi 250g | 2250 ml
uriin metot
Cikolata son |Cikolata (Kakaolu findik Laboratuvar i¢i
o 2509 | 2250 ml
iirlin kremast) metot

son uriin

Pastorize edilmis siit 25 ml 225 ml

Pastorize yumurta 125ml | 1125 ml
Stitlii- Yagsiz siit tozu 750g | 6750 ml

BAM/FDA
kremal1 kek
i Chapter 5

hammaddesi | Tam yagl siit tozu %26 7509 | 6750 ml

Bugday unu 1259 | 1125ml

Bugday kepegi 1259 | 1125 ml
Siitlii- .

g Laboratuvar igi

kremal1 kek | Stitlii-kremali kek 7509 | 6750 ml S
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Pastorize edilmis siit 25 mi 225 ml
Pastorize yumurta 125 ml | 1125 ml
Stitlii-
kremali kek | Yagsiz siit tozu 7509 | 6750 ml
. BAM/FDA
(¢ikolata
Chapter 5
kapl) Tam yagl1 siit tozu %26 7509 | 6750 ml
hammaddesi
Bugday unu 1259 | 1125 ml
Bitter ¢ikolata %20 750g | 6750 ml
Sitlii-
kremal1 kek L .
. Sttlii-kremali kek Laboratuvar igi
(¢ikolata . 1259 | 1125 ml
(cikolata kapli) metot
kapli) son
urtin

3.2.1.2. DNA izolasyonu

DNA izolasyonu igin Rapid Spin Sample Preparation Kit (PrepSEQ™)

kullanilmistir.

On zenginlestirme sonucunda elde edilen kiiltiirlerden, falcon tiiplerine 10
ml aktarilarak DNA izolasyonuna gecilmistir. Bu falcon tiiplerinden, icerisine
spin kolon yerlestirilen ependorf tiiplerine 750 pl aktarilmistir. Tiipler 13,000 x g
hizda 3 dakika santrifiij edilmis ve santrifiij sonrast spin kolon ve supernatant
atilmistir. Pelletlerin iizerine 50 pl Lysis Buffer (Lizis tamponu) ekledikten sonra
pipet ve vorteks yardimiyla karigtirilarak tekrar siispansiyon hale getirilmistir.
Kapaklar sikica kapatilip, 95°C° de 10 dakika inkiibasyona birakilmistir.
Inkiibasyonun ardindan tiipler oda sicakliginda 2 dakika bekletilmis ve 12,000 x g

1 dakika santrifiijlenmistir. Santrifiij sonrasi1 tiiplere 250 pL steril su (nuclease-
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free water / niikleaz igermeyen) ilave edilmis ve 12,000 x g 1 dakika

santriflijlenmistir.

Santrifiijiin ardindan reaksiyon tiipleri saflastirilmis DNA igermektedir ve

reaksiyon tiipleri bekletilmeden PCR asamasina gecilmistir.

3.2.1.3. Real-Time PCR prosediirii

Real-time PCR’la Salmonella spp. belirlenebilmesi icin ‘MicroSEQ®
Salmonella spp. detection kit Applied Biosystems firmasindan ticari olarak elde

edilmis ve kullanilmistir.
Kt igerigi:

MicroSEQ® Salmonella spp. Detection Kit reaktifleri liyofilize haldedir ve
her bir reaksiyon karisim: ; muhtemel PCR inhibiisyonlarin1 ayirt etmek i¢in
Internal Positive Control (IPC) Probu, Salmonella spp.’ ye spesifik prob ve

primerler, kalip IPC, enzim, primerler ve diger tampon bilesenleri icermektedir.

Patojen Detection Negative Control; Salmonella spp. negatif kontroli

olarak kullanilir.

PCR icin kitin hazirlanmast:

Liyofilize haldeki kit reaktiflerini iceren tiipler standa gereken sayida
yerlestirilmistir. Her bir tiipe 30 pl o6rnek DNA’ s1 koyulmus ve kopiik
yapmamasina 6zen gostererek pipetle agsagi yukari hafifice karistirilmistir. Negatif

kontrol i¢in ayrilan tiipe de 30 ul Negatif kontrol reaktifinden koyulmustur.

Tiiplerin agz1 optik kapak ile sikica kapatilmis ve Applied Biosystems
7500/7500 Fast cihazina, programin 6ngérdiigii konumlara yerlestirilmistir.

Sonuclarin analizi:

Real-Time PCR sonuglar1 RapidFinder™ Express Software Version 1.1
kullanilarak  analiz ~ edilmistir ve sonuglar asagidaki tabloya gdre
degerlendirilmistir. Degerlendirme yapilirken amplifikasyon egrileri de dikkate

alimmustir.



65

o Positive Result Pozitif sonug
(& Negative Resut Negatif sonug
& Result Warning Hatali sonug sinyali / gegersiz sonug
) Negative Control Negatif kontrol ¢aligmis
Control Warning Hatali negatif kontrol sinyali / gegersiz
sonug

Pozitif sonug veren 6rneklerde sonuglar kiiltiirel ve biyokimyasal testler ile
dogrulanmistir. Hatal1 sonug sinyali goriilen drneklerde, hatanin numune yapisi ya
da pipetleme gibi faktorlerden kaynaklandigi diistiniilerek PCR analizi tekrar
edilmis ve kiiltiirel test ile dogrulanmistir. Hatali negatif kontrol sinyali veren
orneklerde hatali uygulama ya da negatif kontroliin ¢aligmadig: diisiiniilerek PCR

analizi tekrar edilmistir.

3.2.1.4. DoSrulama

PCR’ da Salmonella spp. pozitif olan ya da hatali sonug sinyali (Result

Warning) veren 6rnekler, kiiltiirel ve biyokimyasal testler ile dogrulanmustir.
1. On zenginlestirme

DNA izolasyonu igin hazirlanan 6n zenginlestirme ortami direk olarak

kullanilmistir.
2. Segici zengislestirme

On zenginlestirmesi tamamlanmis ortamdan 1 ml alinip, 10 ml MKTT
iceren tiiplere aktarilmistir ve 37°C’ de 24 saat inkiibe edilmistir.
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3. Ayirt edici besiyerlerine ekim

Her bir tiipten XLD agar ve BPL agara ekim yapilmis ve petriler 37°C’ de
24 saat inkiibe edilmistir. inkiibasyonun ardindan siipheli goriilen kolonilere Api
Testi uygulanmustir.

4. Biyokimyasal testler:

XLD ve BPL Agar besiyerinde goriilen siipheli kolonilere (Bkz. Sekil 3.1)
API 20E hizli test kiti uygulanmugtir.

Testin Prensibi: APl 20E stribi dehidrate substratlar iceren 20 mikrotiipten

olusmaktadir. Bu testler ortamin yeniden hazirlanmasin1 saglayan bir bakteriyal

siispansiyon ile inokiile edilir. Inkiibasyon sirasinda, metabolizma sonucu spontan

olarak ya da reaktiflerin eklenmesiyle renk degisimi olugsmaktadir.

Sekil 3.1.

Xylose Lysine Deoxycholate (XLD) Brillant Green Phenol Red Lactose

agarda Salmonella enteritidis NCTC (BPLS) agarda Salmonella typhimurium

5188 ATCC 14028

(http://swwww merckmillipore.com/chemic (http://www.merckmillipore.com/chemicals/b

als/xld-agary/MDA _CHEM- pls-agar-modified/MDA_CHEM-

1052870500/p_uuid) 1107470500/p_NQSbh.s1LuXcAAAEWUeEfVhTI)
Kt igerigi:

-25 API 20 E stripleri

-25 Inkiibasyon kutusu
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-25 Sonug kagitlar

API 20 E Stribinde ki biyokimyasal testler:

2-nitrofenil-pD-galaktopiranozid, L-arjinin, L-lizin, L-ornithin, trisodium
sitrat, sodium thiosiilfat, iire, L-triptofan, L- triptofan(indole {iiretimi), sodium
piriivat, jelatin, D-glikoz, D-mannitol, inositol, D-sorbitol, L-rhamnoz, D-sukroz,
D-melibioz, amygdalin, L-arabinoz, oksidazdir.

Testin hazirlanmasi:

-Siipheli bes adet koloni segilerek Nutrient Agara ¢izgi ekim yapilmis ve 37°C’ de
24 saat inkiibe edilerek taze kiiltiirler (18-24 saat) elde edilmistir.

-Kiiltiirler 6ze yardimu ile alinmis ve %0,85” lik fizyolojik tuzlu su (5 ml) i¢inde

homojenize edilerek test gozeneklerine agilanmistir.
-Inkiibasyon kutusu kapatilip, 37°C’ de 24 saat inkiibe edilmistir.

Stribin okunmasi ve degerlendirilmesi:

-Inkiibasyon siiresinden sonra, strip okuma tablosuna gére okunmustur (BKz.
Sekil 3.2).

-Sonuglar https://apiweb.biomerieux.com/jsp/ident/index.jsp sitesinde yer alan

yazilima gore degerlendirilmistir.

SRS SRR T T

' o apH Lcd (G H2s ® use  TDA nNo.xe_. LﬁﬁuGLUMANNOSOR‘WSACMEL‘M
—_———n,—-v—-q—%—?"*-*--———-“ — —
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Sekil 3.2. APi 20E test kitindeki tipik Salmonella enteritidis reaksiyonlari


https://apiweb.biomerieux.com/jsp/ident/index.jsp

3.2.2. Real-Time PCR ile Listeria monocytogenes analizi

3.2.2.1.0n zenginlestirme:

Zenginlestirme i¢in Cizelge 3.2° de belirtildigi gibi 25 g drnek lizerine 225

ml HFB ilave edilerek 37°C’ de 24 saat inkiibe edilmistir.

Cizelge 3.2. L.monocytogenes i¢in numune ve 1:9 oranindaki BPW miktarlari

. Yagsiz siit tozu 259 225 ml
Cikolata ham
maddesi ]
Peynir alt1 suyu tozu 25¢ 225 ml
Cikolata yar1 iriin | Findik ezmesi 259 225 ml
Cikolata (Kakaolu findik
Cikolata son iiriin | kremasi) 259 225 ml

ISO
11290-
1/A1:2004
:2004-10

L Yagsiz siit tozu 259 225 ml
Sitli-kremali kek
hammaddesi
Tam yagl siit tozu %26 25¢ 225 ml
Sutlu-kremali kek
Stitlii-kremali kek 259 225 ml

son Uriin

1ISO
11290-
1/A1:2004
:2004-10
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Siitlii-kremali kek Yagsiz siit tozu 259 225 ml
(cikolata kapli) S0
hammaddesi Tam yagli siit tozu %26 25¢ 225 ml
11290-
1/A1:2004
Stitlii-kremal kek o
] Siitli-kremal1 kek :2004-10
(cikolata kapli) son . 259 225 ml
. (¢ikolata kaplt)
tirtin

3.2.2.2. DNA izolasvonu

DNA izolasyonu igin Rapid Spin Bead-Beating Sample Preparation Kit
(PrepSEQ™) kullanilmistir.

On zenginlestirme sonucunda elde edilen kiiltiirlerden, falcon tiiplerine 10
ml aktarilarak DNA izolasyonuna gegcilmistir. Bu falcon tiiplerinden, icerisine
spin kolon yerlestirilen Zirkonyum boncuk bulunan ependorf tiiplerine 750 pl
aktarilmistir. Tipler 13,000 x g hizda 3 dakika santrifiij edilmis ve santrifiij
sonrasi spin kolon ve supernatant atilmistir. Tiiplere 500 pL steril su ilave edilerek
3-5 saniye vortekslendikten sonra tiipler 13,000 x g hizda 3 dakika santrifiij
edilmistir. Santrifiij sonrasi siipernatant atilmis ve pelletlerin tizerine 50 pl Lysis
Buffer (Lizis tamponu) ekledikten sonra pipet ve vorteks yardimiyla karistirilarak
tekrar siispansiyon hale getirilmistir. Ardindan 5 dakika boyunca g¢alkalamaya
birakilmigtir. Calkalama sonrasi mikrosantrifiijde 12,000-14,000 x g hizda 10
saniye santrifijjlendikten sonra kapaklar sikica kapatilip, 95°C’° de 10 dakika
inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyonun ardindan tiipler oda sicakhiginda 2
dakika bekletilmis ve 12,000 x g 1 dakika santrifiijlenmistir. Santrifiij sonrasi
tiiplere 250 pL steril su (nuclease-free water / niikkleaz icermeyen) ilave edilmis ve
12,000 x g 1 dakika santrifiijlenmistir.

Santrifiijiin ardindan reaksiyon tiipleri saflagtirllmis DNA igermektedir ve

reaksiyon tiipleri bekletilmeden PCR asamasina alinmistir.
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3.2.2.3. Real-Time PCR prosediirii

Real-time PCR’ la Listeria monocytogenes belirlenebilmesi igin
‘MicroSEQ® Listeria monocytogenes detection kit Applied Biosystems

firmasindan ticari olarak elde edilmis ve kullanilmistir.
Kit icerigi:

MicroSEQ® Listeria monocytogenes Detection Kit reaktifleri liyofilize
haldedir ve her bir reaksiyon karisimi ; muhtemel PCR inhibiisyonlarin1 ayirt
etmek icin Internal Positive Control (IPC) Probu, Listeria monocytogenes’ €
spesifik prob ve primerler, kalip IPC, enzim, primerler ve diger tampon bilesenleri

icermektedir.

Patojen Detection Negative Control; Listeria monocytogenes negatif

kontrolu olarak kullanilir.

PCR icin kitin hazirlanmasi:

Liyofilize haldeki kit reaktiflerini i¢eren tiipler standa gereken sayida
yerlestirilmistir. Her bir tiipe 30 pl 6rmmek DNA’ st koyulmus ve kopiik
yapmamasina 0zen gostererek pipetle asagi yukari hafifice karistirilmistir. Negatif

kontrol i¢in ayrilan tiipe de 30 ul Negatif kontrol reaktifinden koyulmustur.

Tiiplerin agz1 optik kapak ile sikica kapatilmis ve Applied Biosystems
7500/7500 Fast cihazina, programin 6ngérdiigii konumlara yerlestirilmistir.

Sonuclarin analizi:

Real-Time PCR sonuglari RapidFinder™ Express Software Version 1.1
kullanillarak  analiz ~ edilmistir ve sonuglar asagidaki tabloya gore
degerlendirilmistir. Degerlendirme yapilirken amplifikasyon egrileride dikkate

alinmustr.

o Positive Result Pozitif sonug

(& Negative Resut Negatif sonug
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& Result Warning Hatal1 sonug sinyali / gegersiz sonug

a Negative Control Negatif kontrol ¢alismis

Control Warning Hatali negatif kontrol sinyali / gegersiz sonug

Pozitif sonug veren 6rneklerde sonuglar kiiltiirel ve biyokimyasal testler ile
dogrulanmistir. Hatali sonug sinyali goriilen 6rneklerde hata numunenin yapist ya
da pipetleme hatasi gibi faktorlerden kaynaklandigi diisiiniilerek PCR analizi
tekrar edilmis ve kiiltiirel test ile dogrulanmigtir. Hatali negatif kontrol sinyali
veren orneklerde hatali uygulama ya da negatif kontroliin ¢aligmadig diistintilerek
PCR analizi tekrar edilmistir.

3.2.2.4. Dosrulama

PCR da Listeria monocytogenes igin pozitif sonug¢ tespit edilmemistir.

Fakat hatali sonug sinyali veren 6rnekler kiiltiirel testler ile dogrulanmstir.
1. On zenginlestirme

DNA izolasyonu igin 6n zenginlestirme ortami direk olarak kullanilmstir.
2. Secici zengislestirme

ISO 11290-1/A1:2004:2004-10° a gore 6n zenginlestirmesi tamamlanan
ornekten Fraser Broth’ a aktarilir ve 35°C-37°C’ de 48+3 saat inkiibe edilir.

3. Ayirt edici besiyerlerine ekim
Ticari firma talimatlarina goére 6n zenginlestirmesi tamamlanan Srnekten

Rapid L.mono agara aktarilmis, segici zenginlestirme uygulanmamustir. Petriler
37°C’ de 24 saat inkiibe edilmistir.




72

4. Biyokimyasal Testler:

Rapid L.mono agarda tipik ya da siipheli L.monocytogenes kolonilerine
Api Listeria hizli test kiti uygulanir fakat analiz sonuglarinda petride higbir ireme
gozlenmediginden bu basamak uygulanmamastir.

3.2.3. Real-Time PCR ile Cronobacter sakazakii analizi

3.2.2.1.0n zenginlestirme

Zenginlestirme i¢in Cizelge 3.3” de belirtilen farkli miktarlardaki 6rneklere
1:9 (g/ml) oraninda BPW ilave edilerek 37°C’ de 16-20 saat inkiibe edilmistir.

Cizelge 3.3. C.sakazakii i¢cin numune ve 1:9 oranindaki BPW miktarlari

Cikolata ham
7509 [6750 ml [I1SO 22964:2006

maddesi Yagsiz siit tozu

Siitlii-kremali | Yagsiz siit tozu 7509 |6750 mi
kek ISO 22964:2006
hammaddesi Tam yagli siit tozu %26 | 7509 |6750 ml
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Sitli-kremali | Yagsiz siit tozu 7509 6750 ml
kek (¢ikolata
ISO 22964:2006
kapl1)
. . 7509 |6750 ml
hammaddesi Tam yagli siit tozu %26

3.2.2.2. DNA izolasvonu

DNA izolasyonu igin Rapid Spin Sample Preparation Kit (PrepSEQ™)
kullanilmistir.

On zenginlestirme sonucunda elde edilen kiiltiirlerden, falcon tiiplerine 10
ml aktarilarak DNA izolasyonuna gecilmistir. Bu falcon tiiplerinden, icerisine
spin kolon yerlestirilen ependorf tiiplerine 750 pl aktarilmistir. Tiipler 13,000 % g
hizda 3 dakika santrifiij edilmis ve santrifiij sonrasi spin kolon ve supernatant
atilmustir. Pelletlerin tizerine 50 pl Lysis Buffer (Lizis tamponu) ekledikten sonra
pipet ve vorteks yardimiyla karistirilarak tekrar siispansiyon hale getirilmistir.
Kapaklar sikica kapatilip, 95°C° de 10 dakika inkiibasyona birakilmistir.
Inkiibasyonun ardindan tiipler oda sicakliginda 2 dakika bekletilmis ve 12,000 x g
1 dakika santrifiijlenmistir. Santrifiij sonrasi tiiplere 250 pL steril su (nuclease-
free water / niikleaz igermeyen) ilave edilmis ve 12,000 x g 1 dakika

santrifiijlenmisgtir.

Santrifiijiin ardindan reaksiyon tiipleri saflastirilmig DNA icermektedir ve
reaksiyon tiipleri bekletilmeden PCR asamasina alinmustir.

3.2.1.3. Real-Time PCR prosediirii

Real-time PCR’ la Cronobacter sakazakii belirlenebilmesi i¢in ‘TagMan®
Cronobacter sakazakii Assay’ kiti Applied Biosystems firmasindan ticari olarak
elde edilmis ve kullanilmistir.
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Kit icerigi:

TagMan®™ Cronobacter sakazakii Assay Kit reaktifleri liyofilize haldedir
ve her bir reaksiyon karisimi ; muhtemel PCR inhibiisyonlarini ayirt etmek i¢in
Internal Positive Control (IPC) Probu, Cronobacter sakazakii’ e spesifik prob ve

primerler, kalip IPC, enzim, primerler ve diger tampon bilesenleri igermektedir.

Patojen Detection Negative Control; Cronobacter sakazakii negatif
kontrolii olarak kullanilir.

PCR icin kitin hazirlanmasi:

Liyofilize haldeki kit reaktiflerini igeren tiipler standa gereken sayida
yerlestirilmistir. Her bir tiipe 30 pl ormmek DNA’ st koyulmus ve kopiik
yapmamasina 0zen gostererek pipetle asagi yukari hafifice karistirilmistir. Negatif
kontrol i¢in ayrilan tiipe de 30 pl Negatif kontrol reaktifinden koyulmustur.
Tiiplerin agz1 optik kapak ile sikica kapatilmis ve Applied Biosystems 7500/7500

Fast cihazina, programin 6ngordiigii konumlara yerlestirilmistir.

Sonuclarin analizi :

Real-Time PCR sonuglart 7500 Fast System SDS Software Version 1.4.2
kullanilarak  analiz ~ edilmistir ve sonuglar asagidaki tabloya gore
degerlendirilmistir. Degerlendirme sirasinda, Sekil 3.3° te belirtildigi gibi

amplifikasyon egrileride dikkate alinmustir.

(+) | Pozitif sonug

(-) | Negatif sonug

(?) | Hatali sonug sinyali / gecersiz sonug
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Sekil 3.3. Real-Time PCR’ da amplifikasyon egrileri

3.2.2.4. Dosrulama

PCR’ da Cronobacter sakazakii i¢in pozitif ya da hatali sonug¢ sinyali
veren Ornek gozlemlenmediginden kiiltiirel ve biyokimyasal testler ile dogrulama

yapilmamigtir.

ISO 22964:2006° ya gore Cronobacter sakazakii analizi, kiiltiirel ve

biyokimyasal test basamaklar1 sunlardir:
1. On zenginlestirme

Ornek 1: 9 oraninda BPW’ da seyreltilerek 37°C+1° de 18+2 saat inkiibe
edilir.

2. Segici zenginlestirme
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On zenginlestirmesi tamamlanan 6rnek mLST/ vancomycin aktarilir ve
44°C+0,5° de 2442 saat inkiibe edilir.

3. Ayirt edici besiyerlerine ekim

Secici zenginlestirmesi tamamlanan Ornekten Enterobacter Sakazakii
Isolation Agara (ESIA) aktarilir ve petriler 44°C+1° de 24+2 saat inkiibe edilir.

4. Biyokimyasal testler:
ISO 22964:2006° ya gore Enterobacter Sakazakii Isolation Agar (ESIA)
da tipik kolonilerden 1-5 arasi sayida segilerek TSA agara aktarilir ve 25°C+£1° de

44-48 saat inkibe edilir.

Elde edilen 18-24 saatlik taze kiiltiire API 20E hizli test kiti uygulanir.
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4 BULGULAR

Calismanin  gergeklestirildigi iiretim tesisinde 01.11.2013-30.04.2014
tarihleri arasinda iiretilen triinlerin patojen bakteri analizleri real-time PCR ile
gergeklestirilmistir.

Alt1 ay boyunca ¢ikolata (kakaolu findik ezmesi) ve siitlii-kremal1 keklerin
yapiminda kullanilan toplam 213 hammaddede, hammaddenin ¢esidine ve risk
potansiyeline gore katogorize edilerek, Salmonella spp, L.monocytogenes ve
C.sakazakii analizleri yapilmistir. Yari tiriin kontrollerinde toplam 62 adet findik
ezmesinde Salmonella spp. analizleri gergeklestirilmistir. Final iiriinlerde ise 87
adet ¢ikolata (kakaolu findik ezmesi) numunesinde Salmonella spp. analizleri
yapilirken, 35 adet siitlii-kremal1 kek ve 39 adet ¢ikolata kapl siitlii-kremal1 kek
numunelerinde Salmonella spp. ve L.monocytogenes analizleri yapilmistir. Tiim

numune sayilar1 ve sonuglar Cizelge 4.1° de gosterilmistir.

Yar1 iriin ve final driinlerde hi¢ patojen bakteri tespit edilmemistir.
Hammaddelerden ise sadece iki ayri lota ait pastorize yumurtada Salmonella spp.
tespit edilmistir. iki pozitif sonug icin yapilan dogrulamalarda sadece bir drnekte
Salmonella spp. oldugu dogrulanirken diger 6rnegin yapilan kiiltiirel metot analiz
sonuclarina gore hatali pozitif oldugu tespit edilmistir. Dogrulamasi yapilan
yumurta numunesindeki Salmonella’ nin  Salmonella enteritidis oldugu

anlasilmstir.

Cevre kontrol prosediiriinde belirtilen sikliklarda, hammaddelerin
depolandig: alanlarda, hava ve yerlerden alinan 6rnekler patojen bakteri yoniinden
yapilan analizlerde negatif sonug elde edilmistir. Yagli-yagsiz siit tozu ve peynir
alt1 suyu tozu hammaddelerinin depolandig1 depolarda iiriinlerin proses kanalina
aktarimi sirasinda yerlere dokiilen drnekler 6zel vakumlu siipiirge ile toplanarak

gerceklestirilen Salmonella spp. analizlerinde de negatif sonug elde edilmistir.
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Cizelge 4.1. 01.11.2013-30.04.2014 / 6 ay’ lik patojen bakteri analiz sonuglar1

Uriin Aciklamasi

Uriiniin ismi

Salmonella spp.

Listeria monocytogenes

Cronobacter sakazakii

il Dyl ] Y Mol Dy L vl By e |
Yagsiz siit tozu Her lotta |24 0 0 |Her lotta 24 0 0 |Yilda4kez|2 0 0
Tam yagl siit tozu %26 Her lotta |18 0 0 |Her lotta 18 0 0 [Herlotta |18 0 0
Bitter cikolata %20 Her lotta |22 0 0 |Her lotta 22 0 0
Pastdrize edilmis siit Her lotta |60 0 0 |Aydalkez |6 0 0
Hammaddeler Peynir alti suyu tozu Her lotta 10 0 0 |Yida4kez |2 0 0
Pastdrize yumurta Her lotta 58 2 3
Bugday unu Her lotta |13 0 0
Bugday kepegi Ayda 1 kez |3 0 0
Lesitin (Soya) Her lotta |5 0 0
Yari iiriin Findik ezmesi Her lotta 62 0 0
Cikolata (kakaolu findik ezmesi) Her lotta 87 0 0
Son Tiriin Siitlii-kremals kek Her lotta 35 0 0 |Yildadkez |2 0 0
Siitlii-kremali kek (gikolata kaph) | Herfota |39 0 |0 [\idadkez |2 M
Toplam 436 2 0,5| Toplam 76 0 0 | Toplam 20 0 0
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5.TARTISMA

Bu ¢alismada bir iiretim tesisinde iiretilen ¢ikolata (kakaolu findik ezmesi)
ve sutli-kremali keklerden, hammaddeden final trine kadar tim iretim
asamalarinda alinan orneklerde, bu gida maddeleri i¢in risk potansiyeli en yiiksek
olan ii¢ patojenin (L.monocytogenes, C.sakazakii ve Salmonella spp.) varligi Real-
Time PCR yontemi ile belirlenmistir.

Yapilan ¢aligmalar sonucunda yari iiriin olan findik ezmesi ve final iirlin
olan ¢ikolatada (kakaolu findik ezmesi) Salmonella spp. rastlanmamuistir. Yine
final iriin olan siitlii-kremali kek ve cikolata kapli siitlii kremali keklerin
hi¢birinde L.monocytogenes ve Salmonella spp. rastlanmamustir.

Cikolatanin mikrobiyolojik kalitesi iizerine yapilan bir calismada
Salmonella’ larmn negatif/100 g’da olmasi gerektigi bildirilmektedir (Minifie,
1979). Cikolatalar iizerine yapilmis bir ¢alismada toplam 9 ¢ikolata numunesi
incelenmis, 2’ sinde 4,3x10" ve 1.0x10" kob/gr koliform grubu mikroorganizmalar
ve birinde E.coli saptanmus, higbirinde Salmonella saptanmamis (Akgin, 1988).
Bu sonuglarda bizim bulgularimizla ortiismektedir. Yapilan bir diger calismada
yerli ve ithal orijinli 30° ar adet siitlii ¢ikolata 6rnekleri mikrobiyolojik agidan
incelenmis, yerli ¢ikolata numunelerinde 20 numunede koliform grubu bakteri
2,8x10 kob/gr, 7 numunede E.coli 2 kob/gr bulunurken, ithal g¢ikolata
numunelerinde ise koliform grubu bakteriler 1.8 kob/gr, E.coli sayisi 1 numunede
0,33 kob/gr olarak tespit edilmis. Numunelerin higbirinde S.aureus ve Salmonella
tespit edilmemistir (Lees et al., 1973).

Siitlii-kremal1 kekler tamamen {iretici firmaya ait olup piyasada benzeri bir
irtin bulunmamaktadir. Yapisinin kek ve siitlii kremadan olusturulmasindan
dolay1 yas pasta ve vb. lriinlerle ayn1 katagoride degerlendirebiliriz. Bu baglamda
Ferron ve Michard, Belgikada 100 farkli pastaneden alinan 300 kremali pasta
orneginin 30’ unda L.monocytogenes tespit etmislerdir (Ferron et al., 1993).
Greenwood (1991) ingiltere ve Galler’ de iglerinde kremanin da bulundugu siit ve
siit iiriinlerinde Listeria varligim arastirmislardir. Incelenen 48 adet ¢ig krema
Orneginin 2’ sinde L.monocytogenes varligini tespit etmiglerdir. Ayni ¢alismada
pastorize krema oOrneklerinde ise Listeria varligina rastlamamiglardir. Bu
calismadan elde edilen bulgular ile bizimde ¢alismada kullandigimiz siitlii-kremal
kek tirtinlerinde ki kreamanin pastorize olarak kullanilmasi, elde edilen sonuglar

dogrular niteliktedir ve pastdrize krema kullanilmasinin énemini vurgulamaktadir
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(Ozkaya, 2010). Sireli ve ark. Ankara’ da 90 adet pasta 6rnegini analiz etmisler ve
%2.2 oraninda L.monocytogenes tespit etmislerdir (Sireli vd., 2000). Mersinde
yapilan bir caligmada ise farkli pastanelerden aliman 50 adet pasta Ornegi
Salmonella, Listeria monocytogenes, koagiilaz (+) Staphylococcus aureus ve
E.coli bakimindan incelenmistir ve pasta 6rneklerinin hi¢birinde Salmonella ve
L.monocytogenes tespit edilmemistir (Can vd., 2011). Akgiin ve ark. yapmis
oldugu diger bir ¢alismada ise 30 kremal1 pasta 6rneginin hig¢ birinde Salmonella
tespit etmemislerdir (Akgiin vd., 1997). Bu bulgular bizim bulgularimizla uyum
icerisindedir. Bursa’da incelenen 100 pasta orneginin birinde Salmonella tespit
edildigi belirtilmistir (Yiicel vd., 1992). Ispanya’ da yapilan bir arastirmada, yas
pastalarin mikrobiyolojik kalitesi incelenmis ve toplam 311 ornekten; 2 tanesinde
Salmonella ya rastladiklarini vurgulamislardir (Pla et al., 1996).

Hammadelerden ise pastorize yumurtaya ait iki ayr1 lotta Real-Time PCR
ile yapilan analiz sonuglarinda Salmonella spp. pozitif olarak tespit edilmistir.
Pozitif sonuglar klasik kiiltiirel metotla dogrulamaya gidilmistir. Yapilan analiz
sonuglarinda bir 6rnegin Salmonella spp. oldugu kiiltiirel metotla dogrulanirken,
diger lotta ait 6rnegin kiiltiirel metotla analizi sonucunda Salmonella spp. kolonisi
gbzlenmemistir. Bu da bize Real- Time PCR’ da 6li hiicre DNA ‘sinin tespit
edilmis oldugunu diisiindiirmiistiir. Diistik bir yiizdeyle de olsa Real-Time PCR’
da oli hiicre DNA’s1 tespit edilebilmektedir. Bu yiizden tiim pozitif sonuclarin
kiiltiirel metotla dogrulanmasi tavsiye edilir. Bu analizler sayesine her iki lotta ait
pastorize yumurtalar hi¢ kullanilmadan tedarikg¢ilere iade edilmistir. Boylece

muhtemel riskler sifirlanmistir.

Pastdrizasyon sonrasi yumurtada patojen bakteriler canli kalamaz fakat
pastorizasyon sonrasi islemler sirasinda kontaminasyon yasanabilir. Yumurtanin
aktarildigi, tasima i¢in kullanilan tanklarin yeterince iyi temizlenmemis olmasi ya
da temizlik sonrasi tanklarmm hijyenik kosullarda bekletilmemis olmasindan
kaynaklanabilir. Bunlarin yan1 sira dolum sirasinda yapilan hatali uygulamalar
sonucunda ve personelin kaynakli da {iriin tekrar kontamine olabilir. Elde
ettigimiz sonug, Salmonella spp. tespit ettigimiz lottun bu tiir hijyenik olamayan

proseslere maruz kalidigini bize gostermektedir.

Real-Time PCR sonucu pozitif olan fakat kiiltiire] metotla yapilan analizler
sonucunda hatali pozitif oldugu anlagilan Ornegin ait oldugu lottun ise
pastorizasyon Oncesi Salmonella spp. ile kontamine oldugu fakat uygulanan

pastdrizasyon sonrasinda canli kalamadiklarini diisiinebiliriz.  Uretim igin
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kullanilan yumurtanin mikrobiyal kalitesi 6nemlidir. Cig yumurta kabugu
Salmonella’ larin birincil kontaminasyon kaynagidir. 1998-2002 yillar1 arasinda
55 adet Salmonella zehirlenmesi vakasinin kontaminayon kaynaginin yumurta
kabugu oldugu gosterilmistir (WHO, 2005). Bu yiizden pastorizasyon Oncesi
kullanilan hammeddenin (yumurta) mikrobiyal yiikiiniin en diisiik seviyelerde

tutulmasi, pastdrizasyon sonrasi liriiniin kalitesini artirir.

Tek bir lotta ait 6rnekte hem Real-Time PCR hemde kiiltiirel metotala
tespit ettigimiz Salmonella spp.” nin yapilan dogrulama analizleriyle
(biyokimyasal) Salmonella enteritidis oldugu tespit edilmistir. Avrupa ¢apinda
sofralik yumurtalarada en ¢ok gézlenen serovarin Salmonella enteritidis olarak
tespit edilmistir (EFSA, 2007). Almanya’ da 2010 yilinda rapor verilerine goére
sofralik yumurtalardaki tek serovar Salmonella enteritidis oldugu belirtilmistir.
Elde ettigimiz bulgu bu sonuglarla benzerlik gostermektedir. Salmonella
enteritidis yumurta kabuguna diskidan ya da yumurtlama sirasinda kontamine
oldugu tespit edilmistir (Gantoiset et al., 2009).

Bu calismada birgcok kisinin 6zellikle de c¢ocuklarin ¢ok sik tiikettikleri
cikolata ve soguk olarak muhafaza edilen siitlii-kremal1 keklerin, saglik ag¢isindan
risk potansiyelleri belirtilmistir. Tesiste iiretilen cikolata (kakaolu findik ezmesi)
ve slitli-kremal1 keklerin mikrobiyolojik kaliteleri hakkinda iilkemizde ve yurt
disinda yapilan calismalarin sonuglar ile yerli ve yabanci standartlarda belirtilen
degerlere gore 6ne ¢ikan {i¢ patojen (L.monocytogenes, C.sakazakii ve Salmonella
spp.) yoniinden Real-Time PCR kullanilarak incelenmistir.

Gida giivenligini yliksek oranda saglamanin temel sartlarindan birsinin
diistik riskli hammadde temini oldugunu elde edilen analiz sonuglar
dogrulamaktadir. Insanlarda saglik problemi olusturmayan giivenli bir gida
iretimi i¢in iiretimden tliketime kadar her basamakta alinmasi gereken tedbirler
vurgunlanmistir. Hijyen ve sanitasyonu temel alan bir sistemin uygulandigi bu
iretim tesisisinde gida giivenliginin en iist diizeyde saglandig1 yapilan ¢alisma ve

elde edilen bulgular ile kanitlanmigtir.

Yapilan bu c¢alismayla, arastirmanin kaynagini olusturan gidalarin
tilketiminin fazla olmasi, tiiketici profilinin ise dnemli dlgiide geng tiiketicilerden
olugsmasi, {iretiminde gida gilivenligine verilmesi gereken Onemi ortaya

konulmustur.
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