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Ozet: Bu calsmada balik eti 6rneklerinde Listeria monocytogeimesanisina yonelik EIA (Enzyme Immuno Assay) ile
klasik bakteriyolojik metotlar kadastirmali olarak calsiimistir. Alabalik fletosundan toplam 66 6rnek kullamitir. Bakteriyolojik
kiltirlerde Listeria turl bakteri Uretilemegtir. EIA yontemi ile 3 6rnekte pozitiflik saptagitm. L.monocytogenes'’in diik dozda
cok efektif olmasindan ve g¢apraz kontaminasyonagabilmesinden dolayi Listeria tanisinda kiltinggimlerinin yaninda ELISA
yonteminin de kullaniimasinin faydal olgc&anisina varilntir.

Anahtar Kelimeler: Listeria monocytogenes, Listerigzi

An Investigation for Listeria monocytogenes on Trokltetos Using Different Methods

Summary:In this study EIA (Enzyme Immuno Assay), aimedaanasis of Listeria monocytogenes on fish samgies
classical bacteriologic methods, have been comparethlly 66 samples have been analyzed. In badtsyic cultures Listeria type
bacterias couldn't be breeded. With EIA method Sithee samples have been fixed. Because of theéhaict isteria monocytogenes
are fairly plenty at low dosage and can cause comation crosswise, it has been concluded that Efisgthod can usually be
applied as well as culture methods for Listeria diagis.
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GIRIS ragmen, klasik metotlar genelde daha uzun zamanaaiptiy
Dunyada yilda ortalama olarak yetmbes  duymaktadir. Nitekim balik etinde Listeria
milyon ton dizeyinde deniz Urin0 avlanmaktadirmonocytogenés klasik bakteriyolojik metotlarla aranmasi
Bunlarin %701 direkt insan gidasi olarak zaman alici ve c¢ok besi yeri harcanmasina neden
tuketilmektedir. Baliklarin kas dokulari géir memeli  olmaktadir. Bu yluzden daha ucuz ve cabuk sonucnvere
hayvan kaslarindan ¢ok daha hizli bozgldicin cok  ydntemlere gereksinim vardir [6].
kolay = bozulabilen gida  kaynaklar olarak Bu calsmada Listeria monocytogenés tanisina
bilinmektedirler [1]. yonelik birka¢ saatte sonug verebilecek olan EIAZ{fEne
Salmonella, Listeria, Staphylococ, Yersigii Immuno Assay) yodnteminin balik eti 6rneklerinde
mikroorganizma cinsleri et, st ve st Urinlerinegelistiriimesine calgilmasi ve klasik bakteriyolojik metotla
hammadde bazinda, Uretimpamalarinda, muhafaza EIA metodunun kaulastirilmasi amaclanngtir.
veya tlketim sirasinda bgkbilmektedirler. Listeria
monocytogenes1929'dan beri insanlarda patojen, MATERYAL ve METOT
1981'den beri ise gida kaynakli patojen olarak Manisa’da bulunan bir Alabalik Ciffinden sata
taninmaktadir. Listeria monocytogeneson yillarda sunum gamasindaki 33 adet vakumlu donmalabalik
gidalara bulgan patojen bir mikroorganizma olarak fletosu 4-8C’lik buzdolabi ortaminda ¢ozdurtlrtir.
gida endustrisinde 6nemli bir sorun haline ggfimi Daha sonra steril bir makas ile bu vakum torb&asilerek
[2. L. monocytogenes’ in insanlarda diyare, fletolarin iki ayri yerinden 25er g drnekler almaé
bakteriyemi, menenjit, beyin absesi, endokarditpakteriyolojik kiiltir ve EIA testi icin kullanilngtir. Ornek
osteomiyelit ya da pndmoni klinik tablosu giuran  toplama §lemi 3 aylik periyot boyunca her hafta tesadifi
gida kaynakli  enfeksiyonlara neden d@du secilen bir gin esas alinarak yapsimn
saptanmgtir.  Yeni dg@anlarda ve immun sistemi Bakteriyolojik kiltir 33 baliktan alinan 66 6rndk i
zayiflams kisilerde bu hastalik daha ciddi sonuclariki asamali USDA yo6ntemiyle cafiimistir [7]. Bu
dogurmaktadir. Bununla birlikte hastalik, milyonda 2 yonteme gore, ornekler, iki samali zenginlgirme
ile 10 arasinda gorulmesinegraen 6lim orani yiksek ortaminda inkibe edildikten sonra, secici bir agareyine,
bir hastaliktir. Cgitli ¢ig tiketilen sebzeler, st ve sit ¢izgi ekimle kolonize etme slemi  uygulanmgtir.
drunleri, et Urdnleri, sicak ve @&ak tutsilenmi  Zenginlgtirme islemi icin Listeria broth | Listeria Primary
baliklar gibi bazi tuketime hazir su Udrinleri buEnrichment Broth) vetisteria broth Il (Listeria Secondary
bakterinin goéruldgu gidalar arasinda yer almaktadir Enrichment Broth) kullanilngtir.  Secici  besiyeri ise,
[3, 4, 5]. lithium chloride phenylethanol moxalactam (LPM)
Bu tlr patojen mikroorganizmalarin gidalardaicermektedir.  Besi  yerleri  DIFCO  driinlerinden
aranmasinda c¢ok g#i yontemler bulunmasina kullaniimstir. Inkibasyondan sonra gram boyama ve
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morfolojik identifikasyon d@rulanmstir. Gram (+), ve Urlnlerindelisteria tirlerinin ¢cgunlukla bulunabilecé
katalaz (+),B hemoliz (+), CAMP (+) ve ramnozu VeL. monocytogendsulunma olasifit oranlarinin %4 ile %
fermente edebilen kolonildr. monocytogeneslarak 12 arasinda dgsebilecegi belirtilmistir [13].
kabul edilmgtir [8, 9]. Farber, [6] US/FDA yodntemine gore, Kanada'da
EIA islemleri icin anti-listeria antikorlarinin ¢ssitli deniz Grlinlerin toptan ve perakende gatn
hazirlanmasinda; farklListeria tirleri ile imminize yapildgl yerlerden aldy 113 6rnekten 15 tanesinib.
edilmis keci serumlarindan izole edilen spesifik, saf, Imonocytogenesicerdigini bulmustur. Bununla birlikte
mg'lik liyofilize ticari antikorlar (Bactrace Antddies, perakende satilan Uriinlerde karides drnek miktahadaz
kpl Inc., USA) kullaniimgtir. Listeria antijenlerinin  olmasina rgmen L. monocytogenetarafindan daha fazla
hazirlanmasinda; istyla oldurilgnli. monocytogenes kontamine edildiini  belirtmistir.  Yine toptan sal
hiucrelerinden elde edilen liyofilize ticarListeria  asamasindaki balik kaliplari, konserve som galmorina
antijeni kullanilmgtir (Bactrace Antibodies, kpl Inc., fletosu, bltin som ba&h, som biftgi ve dilimlenmi
USA). Sit tozu, fosfat tampon solusyonu ile % 1mirekkep bafit gibi Urlinlerin del. monocytogenes
oraninda dilie edilerek negatif kontrol olarakicermedikleri tespit edilngtir [14]. L. monocytogenés
kullanilimstir. Listeria cinsine spesifik fosfotazaretli ~ deniz Urlnlerinde diiik bulunmasinin nedeni, bu Griinlerin
ticari, liyofilize, konjugatlar kullaniingtir (Bactrace 1 hafta gibi kisa raf émriiniin olmasinagleamaktadir.
Antibodies, kpl Inc., USA). Substrat olarak; Orto —Ayrica balik éldikten sonra kas dokusunda ortagargbir
phenyl diamin (OPD), kD, Substrat buffer; 0.1 M takim dgisikliklerin bulundusu da ileri strulmétir [15].
citric acid, 0.2 M NgHPQ, distile su kullaniulmgtir. ~ Fuchs ve ark., [16] 35 balik ve balik drinlndsteria
Stop solusyonu olarak; 3M,80, kullanilmistir. EIA  varligina yonelik olarak yaptiklarn atwrmada, 10 taze
kaplama buffer olarak N&O; (1.59 g/l), NaHC@ baligin 3'iinde, 14 dondurulrgubaligin 5'indelL. innocua
(2.93g/), NaN (0.2g/l) kullaniimgir. Yikama tdrini saptamglardir. Buna r@men kurutulmg ve
solusyonu olarak Tween 20 (500 pl), PBS (1000 miljuzlanmslar dahil, baliklarin hicbirisinde. monocytogenes
kullaniimistir.  Ayrica  calsmada  50-200ul'lik turl saptayamadiklarini bildirgerdir. Hartemink ve ark.
mikropipetler ile EIA plate yikayici ve okuyucu cddr  [17] Izlanda da yaptiklar bir cainada 91 balik ve balik

SORIN (Biomedica System, Italy) kullanilgtr. arinundn % 10'unda, 37 balik salatasinin % 19'unda
monocytogenesirl saptadiklarini bildirrgiir. Heinitz ve
BULGULAR ark.’nin [18] yaptiklari bir cajmada tutsulenngibalik ve

Bu calsmada 33 Gokkgagl vakumlu Alabalik tltstulenm§ kabuklulart iceren toplam 1.080 Ogie
fletosundan toplam 66 Ornek  kullanigtw.  %14’Gnden L. monocytogeneszole edilmitir. Yapilan
Bakteriyolojik kultirlerde izolasyon icin kullanda diger bazi cakmalarda ise squk tiitsilenmi GrinlerdeL.
zenginlatirilmis ve secici besiyerlerinin hic birisinde monocytogenesvarliginin %8.1-19 arasinda olgu

Listeria tiri bakteri Gretilemengir. belirtilmistir [18,19,20 ].
EIA testlerinde pozitif kontrollerin ortalama Curiale ve ark. [21]. yaptiklar bir catnada,
optik dansitesi OD= 0.72, ortalama negatifdeneysel olarak.. monocytogeneiokule edilen, icinde

kontrollerin optik dansitesi OD= 0.07 olarak deniz Urinlerinin de bulungu besin maddelerinde EIA ve
saptanmytir. Orneklerin optik  dansitelerinin kiltir metodlarinin  karlastirnlmasinda, bazi  besin
hesaplanmas! sonucunda, negatif kontrollerin Gderin maddelerinde EIA, bazilarinda kultir yéntemi dahgadl
ve OD> 0.12 olarak saptanan optik dansiteler pozitifolmasina kanlik, sit orngi haric, besin maddelerinin
kabul edilmjtir.  Gokkwagl alabaliklar Gzerinde duyarliliklart arasindaki fark % 10 oraninda bulugtar.
yapilan bu argirmada, orneklerde kultlir yontemi ile Bu c¢alsmada duyarhlklardaki bu farklgin besin tipinden
L. monocytogeneizole edilemez iken EIA yontemi ile ¢ok, besinin glenmesinden olabilegede ileri stirulmigtdr.

3 drnekte pozitiflik saptanrtir. Kerdahi ve ark., [22] yaptiklari bir ¢cgtnada ceitli besin
Orneklerinde L. monocytogends inokulum veya dgal
TARTI SMA ve SONUC infeksiyon sonuclari arasinda %2100'e yakin uyurklulu
Listeria turleri cevrede, toprakta, suda, koti tespit etmglerdir.
kaliteli ~ silajlarda  yaygindir ~ [10]. Listeria Ballk ve balik drinlerinde Listerianin  dgal
monocytogenesh gidalarla kontaminasyonu ile ilgili kontaminasyonunun agtarldig sinirli sayidaki

calsmalar daha cok hayvansal urunlerde vaitige ¢calismalardan da anfdacasi gibi, sonuglar birbirinden gok
sebzelerde yapilgtir. Karides, yengeg, istakoz gibi farkli olarak saptanmaktadir. Sonuglara genel &lara
cesitli deniz Urtinlerinde de bazi cainalar yapilmy  bakildgi zaman,Listeria balik Griinlerinde, balik etinden
olmakla birlikte baliklarda yapilan cgina sayisi daha sik izole edilebilmektedir. Bunun nedeni Grund
oldukga azdir. Uriinler arasinda kros kontaminasgon hazirlanmasi  sirasinda kontaminasyon riskinin - atma
personel elleri  patojenik  mikroorganizmalarin olabilmektedir. Buna karik, Listeria’larin tdrlerinin
yayllmasini devam ettirebilmektedir [11]. Bundanbaligin normal florasinda bulunmamasi ve balikta hdstali
dolayr, L. monocytogenda gida iletmelerinde yapmamalari nedeniyle, bu bakteriler baliklara eokg
eradikasyonunun oldukga glic ofgu bildirilmistir  yerlesip kolonize olmamaktadirlar [23]. Sadecesa@uiklar
[12]. ortamdan veya herhangi biglém sirasinda kontamine
Yapilan ¢alymalarada.. monocytogenegarligi  olabilmektedirler. Buna kg olarak Listerialarin, dzellikle
farkll oranlarda saptangtir. Taze veya donmgubalik de L. monocytogenés baliklardan izolasyon silginin
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azaldgl kanisina varilmgtir. Bu sonug, kontamine pH'nin azalmasi gibi inhibitdr etkiye neden olmaktaBu
baliklarla listeriosis salginlari arasindakisklinin ~ asamadan sonra balik etinde pH asidik karakter kaa#tan
zayifigindan [24] ve sporadik vakalarin sayisininve Listerialarin ygamini olumsuz yodnde etkilemektedir

azligindan da ankalmaktadir [25]. [27].  Mikrobiyolojik  kdltdr  yonteminde  Uremenin
Bu calsmada balik fletolarindan yapilan saptanmamasinin bunaghalabilecesi distinilmektedir.
bakteriyolojik  klltir sonucunda, o6rneklerin  hig Sonug olarak; gidalara mikroorganizma

birisinde Listeria turd bakteri saptanmasgtr.  kontaminasyonu ciddi hastaliklara neden @lthdan bu
Bakteriyel antijen tespiti icin yapilan EIA tesflede  durum halk sgligi acisindan biyik énem arz etmektedir.
ise, sadece 3 Ornektéisteria antijen pozitiflii L.monocytogenes’idisiik dozda c¢ok efektif olmasindan ve
gorilmdstir (%9,1). Balik kasindaki glikojen, 6limden capraz kontaminasyona yol acabilmesinden dolayegiilv
sonra laktik asite dogir ve bu olay kasdaki glikojen gida icin, canli baliktan kkyip son tiketiciye kadar
bitinceye kadar devam eder. Bu durumglbalarak ulasan, ciftlikten ¢atala anlayni iceren detayli bir kontrol
balik etinde pH dger [26]. Listeria turleri bu digik  programinin olgturulmasinin, Listeria tanisinda kultdr
pH'da Ureyemezler [23].Listeridlarin Uremesine ydntemlerinin yaninda HISA ydntemininde
olumsuz etki eden bka bir faktdr de, ortamdaki tuz kullaniimasinin faydal olagakanisina varilngtir.
konsantrasyonudur. Tuz konsantrasyonunun artmasi da
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