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Sodyum Aljinat Filmle Kaplanmis Titsiilenmis Alabalik
Filetolarinda Listeria monocytogenes Inhibisyonunda

Listex P100 Bakteriyofajinin Kullanilmasi

Oz

Listeria monocytogenes onemli bakteriyel gida patojenlerinden birisidir. Tiitsiilenmis
su driinlerinin tuz igerigi, nem igerigi, pH ve su aktivitesi degerleri bu patojenin
gelisimi i¢in oldukga elverislidir Ayrica, tiitsileme asamasindan sonra iiriinlerin
dilimlenmesi veya paketlenmesi sirasinda kontaminasyon meydana gelebilmektedir.
Bu sekilde kontamine olan {irlinlerin, 1s1l islem uygulanmadan tiiketilmesi listeriozis
acisindan risk teskil etmektedir. Bu patojenin kontrolii i¢in gida sanayisinin yeni
yontemlere ihtiyact vardir. L. monocytogenes acisindan riskli diriinlerde
bakteriyofajlarin kullanimi alternatif bir yaklasim sunmaktadir. Bu c¢alismada, su
tirtinlerinde Listeria spp. varligini belirlemek, L. monocytogenes’e etkili bakteriyofa;
izolasyonunu gerceklestirmek, bakteriyofaj iceren uygulamalarin (film icerisine ilave-
direkt uygulama) tiitsiilenmis alabalikta L. monocytogenes {iizerine etkisini ortaya
koymak amaglanmistir. Ik asamada, toplam 100 adet taze ve tiiketime hazir su {iriinii
analize aliarak, Listeria tiirlerinin bulunma oranlar1 arastirilmistir. Ikinci asamada, su
triinleri Orneklerinde ve su driinleri isleme fabrikas1 atiklarinda Listeria

bakteriyofajlarinin varligi arastirilmistir. Son asamada Listex P100 bakteriyofajinin



kullantminin tiitsiilenmis su triinlerinde L. monocytogenes iizerine olan etkisinin
belirlenmesi amaglanmistir. Bu amaglar dogrultusunda, ilk olarak in vitro ortamda
denemeler gerceklestirilmistir. Bu kapsamda, 10'°, 108, 10° pob/mL Listex P100
fajinin kullaniminin L. monocytogenes tizerine olan etkisi arastirilmistir. Daha sonra,
bakteriyofaj iceren sodyum aljinat film hazirlanmig ve antimikrobiyel etkinligi
degerlendirilmistir. Son asamada ise L. monocytogenes inokiile edilmis tiitsiilenmis
alabaliklara direkt faj uygulamasi ve faj ilave edilen film uygulamasinin L.

monocytogenes iizerine etkisi incelenmistir.

Yapilan bu c¢alisma sonucunda analize alinan 100 adet su iirliniinde %40 oraninda
Listeria spp. izole edilmistir. Bu izolatlarin %81 L. monocytogenes, %15°i L. innocua,

%06’s1 L. seeligeri, %10’u L. welshimeri ve %1°i L. grayi olarak belirlenmistir.

Broth ortaminda, 10%° ve 108 pob/mL Listex P100 faj kullanimi1 L. monocytogenes’in
inhibisyonunda etkili bulunmustur. 10 °C’da 15 giinliik depolama siiresi boyunca, 10*°
ve 108 pob/mL faj uygulamasi L. monocytogenes iizerinde 2,99-4,68 log kob/mL
diizeyinde azalma saglamistir. 10 °C’da 7 giinlik depolama periyodu boyunca,
dogrudan bakteriyofaj uygulanan filetolarda L. monocytogenes sayisi, bakteriyofajli
film uygulanmis filetolara kiyasla 1,78 log kob/g daha fazla azalmistir (p<0,05).
Ayrica, bakteriyofaj iceren filmle kaplanan grubun L. monocytogenes sayisi,
bakteriyofaj ilave edilmeyen kontrol filmiyle kaplanan gruba kiyasla 1,67 log kob/g
daha ¢ok azalmistir. Sonug olarak, 10 °C’da depolama periyodu boyunca bakteriyofaj-
film ve dogrudan bakteriyofaj uygulamalarmin (10 pob/g) tiitsiilenmis alabalik
filetolarinda 10° kob/g L. monocytogenes’in inhibisyonunda etkili oldugu tespit
edilmistir. Ayrica depolama periyodunda, iki grubunda faj stabilitesini korumasi
tiitstilenmis iriinlerde L. monocytogenes’in kontroliinii saglamak amaciyla

kullanilabilecegini gdstermektedir.

Anahtar Sozciikler: Listeria monocytogenes, bakteriyofaj, Listex P100, sodyum

aljinat film, su triinleri



The Use of Bacteriophage Listex P100 in Inhibition of
Listeria monocytogenes in Smoked Trout Fillet Coated

with Sodium Alginate Film

Abstract

Listeria monocytogenes is one of the important bacterial food pathogens. Salt content,
moisture content, pH, and water activity values in smoked seafood are very proper for
the development of this pathogen. In addition, contamination may occur in these
products during the slicing or packaging of the products after the smoking step.
Contaminations occurring in this step pose a risk in terms of listeriosis as these
products are consumed without reprocessing after purchase.The food industry needs
new methods for the control of this pathogen. The use of bacteriophages in products
at risk for L. monocytogenes offers an alternative approach. This study was carried out
to determine the presence of Listeria spp. in seafood, perform bacteriophage isolation
effective against L. monocytogenes and determine the effect of bacteriophage
applications (adding to the film and applying directly to the surface) on the smoked
trout. In this context, a total of 100 fresh and ready-to-eat seafood products were
analyzed and the rates of Listeria species were investigated. In the second stage,
Listeria bacteriophage was isolated from seafood samples and seafood processing

factory waste. In the last stage, it was aimed to determine the effect of Listex P100



bacteriophage on L. monocytogenes in smoked trout. For these purposes, in vitro
experiments were carried out firstly. The effect of using 10°, 108, 10° pfu/mL phage
concentrations in vitro medium on L. monocytogenes was investigated. In the next
step, a sodium alginate film containing bacteriophage was prepared and its
antimicrobial activity was evaluated. At the last stage, the effects of direct phage
application to L. monocytogenes inoculated smoked trout and the application of phages

added to the film on L. monocytogenes were investigated.

In this study, 40% of the 100 products analyzed were defined as Listeria spp. 100
seafood samples, L. monocytogenes was isolated from 8%, L. innocua from 15.0%, L.
seeligeri from 6.0% and L. welshimeri from 10.0%, L. grayi from 1%.

Listex P100 phage concentrations of 10'° and 10® PFU (Plague-Forming Units)/mL
were found to be effective in the inactivation of L. monocytogenes in the broth system.
During 15 day storage period at 10 °C, 10*° and 108 PFU/mL phage treatments resulted
in a reduction of 2.99-4.68 log on L. monocytogenes. Although the number of L.
monocytogenes in bacteriophage application applying directly to the surface of
smoked trout fillets resulted in an average reduction of 1.78 log (p<0.05) compared to
the number of L. monocytogenes in application bacteriophage in alginate films over 7
days of storage, application of bacteriophage in alginate films resulted in a 1.67 log
reduction in storage compared to the control film without the addition of
bacteriophage. The results showed that bacteriophage application in alginate film was
also effective in the inactivation of L. monocytogenes. Bacteriophage in sodium
alginate based film and direct bacteriophage applications (108 PFU/g) were found to
be effective in 10 CFU/g L. monocytogenes inhibition during 7 days of storage in 10
°C. In addition, the preservation of phage stability of the 2 groups during storage in 10

°C indicates that the smoked products can use in the control of L. monocytogenes.

Keywords: Listeria monocytogenes, bacteriophage, Listex P100, sodium alginate

film, seafood
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Bolim 1
Giris

Listeria dogada yaygin olarak bulunan Gram-pozitif, spor olusturmayan, fakiiltatif
anaerobik, cubuk seklinde bir bakteridir. Listeria spp. diisik pH (4,3-9,5), genis
sicaklik araligr (-0,4 ile 50 °C) ve 0,92'nin iizerindeki su aktivitesine sahip farkli
kosullar altinda gelisebilmektedir. Listeria spp.’nin bu sartlar altinda gelisim
gostermesi gida kaynakli hastaliklar igin risk olusturmaktadir [1,2]. Listeria tiirleri
arasinda Listeria monocytogenes (L. monocytogenes) listeriozise sebep olmasindan
dolay1 6n plana ¢ikarken, Listeria innocua, Listeria welshimeri, Listeria ivanovii ve

Listeria seeligeri sporadik enfeksiyonlar ile iliskilidir [2,3].

Listeriozis, septisemi ve menenjit gibi ciddi semptomlara neden olmakta, hamileler,
yeni dogan bebekler, bagisiklik sistemi baskilanmis bireyler ve yaslilarda yiiksek 6liim
oranlarmma yol agmaktadir [4,5]. Listeriozis, Avrupa’da en onemli gida kaynakli
hastaliklar arasinda 5. sirada yer almis ve 2016°da kontamine gidalarin tiikketiminden

kaynaklanan en yaygin (%16,2) 6liim nedeni olarak bildirilmistir [6,7].

Listeriozis, oncelikle siit triinleri, sigir eti, domuz eti, kiimes hayvanlar1 ve deniz
riinlerinin  tiiketimi ile iligkilidir [8]. Gida kaynakli hastaliklar agisindan
degerlendirildiginde, tiiketime hazir gidalarin L. monocytogenes i¢in riskli triinler
oldugu belirtilmigtir [5]. Sebebi ise tiikketime hazir gida iriinlerinin, bakteriyel
inaktivasyon islemi olmadan dogrudan tiiketilmesidir [9]. Ayrica, L. monocytogenes,
buzdolab1 kosullarinda [10] ve farkli atmosferlerde [11] gelisme kabiliyetine sahip
olup, tiikketime hazir gidalarda patojenin gelisimini desteklemektedir.

Tiiketime hazir gidalardan olan tiitsiilenmis tirtinlerin tuz icerigi (%2-8), nem igerigi

(%65-78), pH (5,9-6,3) ve su aktivitesi degeri (0,95-0,98) L. monocytogenes gelisimi
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i¢in olduk¢a uygundur. Bu nedenle, tiitsiilenmis su {irtinleri Listeriozis agisindan riskli

gidalar sinifina girmektedir [12,13].

L. monocytogenes, sanayilesmis iilkelerde gida enfeksiyonlarindan kaynaklanan en
onemli 6liim nedenleri arasinda yer almaktadir [14]. Ozellikle minimal islem gormiis,
tiketime hazir {rlinlere uygulanan muhafaza yontemleri, bu bakterinin
kontaminasyonunu ve gelismesini engellemek i¢in genellikle yetersizdir [9]. Gidalar,
isleme sonrasinda veya paketleme sirasinda kontaminasyona maruz kalabilirler [15].
Tiiketime hazir tirtinlerde, L. monocytogenes'in kontroliiniin saglanmasi igin yenilik¢i
yaklasimlara ihtiya¢ duyulmaktadir [16,17]. Bu yenilik¢i yaklasimlara bakteriyofaj
kullanim1 iyi bir alternatiftir [18]. Gidalarda L. monocytogenes gelisiminin
engellenmesinde bakteriyofaj kullaniminin oldukga etkili oldugu bilinmektedir [19—
23]. Bakteriyofajlar bakteriyel hiicreleri istila eden viriislerdir, litik fajlar bakteriyel
metabolizmay1 bozarak bakterinin lize olmasina neden olurlar [24]. Bir nevi fajlar
bakterilerin dogal diismanlar1 olarak kabul edilebilir ve Listeria gibi gida
patojenlerinin kontroliinde ajan olarak kullanilabilirler [17]. ListShield, EcoShield,
Agriphage, SalmoFresh ve Listex P100 gibi ticari olarak hazirlanmis bir¢ok faj lirlinii
bulunmaktadir [18,25,26]. Food and Drug Administration (FDA), L. monocytogenes
kontaminasyonu ile miicadelede, Listex P100 bakteriyofajinin tiim ¢ig ve tiiketime

hazir gidalara 10° pob/g diizeyini gegmeyecek sekilde ilavesini onaylamugtir [19].

Bakteriyofajlarin su {irlinlerinde, iirline dogrudan ilave edildigi bir¢ok c¢aligma
bulunmaktadir [19,21,27-29]. Bu ¢alismalar sonucunda su iiriinlerinde dogrudan fa;
uygulamasinin etkili oldugu bildirilmistir. Bakteriyofaj iceren filmler, gida ambalaj
uygulamalari i¢in umut vericidir [30]. Kirmiz:1 et, tavuk eti, hindi eti ve sebze tiriinleri
tizerinde yenilebilir film igerisinde fajlarin kullanildigi bir¢cok calisma [31-36]
olmasina ragmen, Su irlinleri glivenliginin saglanmasinda yenilebilir film igerisinde
bakteriyofajlarin kullanildigi c¢alisma sayist yok denecek kadar azdir [37]. Bu
calismada, su triinlerinde Listeria spp. varliginin belirlenmesi, Listeria bakteriyofaj
izolasyonlarinin gergeklestirilmesi, izole edilen ve ticari olarak temin edilen Listex
P100 bakteriyofajlarinin  kullanimmin (film igerisine ilave-direkt uygulama)
titstilenmis alabalik filetolarinda L. monocytogenes iizerine olan etkisinin ortaya

konulmas1 amaglanmustir.



1.1 Listeria spp.

1.1.1 Listeria spp.’nin Genel Ozellikleri

Listeria tiirleri dogada yaygin olarak bulunur, biyofilm olusturur, genis pH
araliklarinda (4,3-9,5 pH), yiiksek tuz konsantrasyonunda (%10°dan yiiksek) ve
antimikrobiyel ajanlarin varliginda hayatta kalabilirler. Psikrofiliktir ve buzdolabi
sicakligr dahil genis sicaklik (-0,4 ile 50 °C) araliklarinda gelisimlerini siirdiiriirler
[38,39]. 0,92 ve iizerindeki su aktivite degerlerinde gelisim gosterirler [40].
Listeria’nin gelisimini kisitlayan parametreler Tablo 1.1°de verilmistir. Mevcut
durumda Listeria cinsinde Listeria sensu stricto (L. monocytogenes, L. ivanovii, L.
seeligeri, L. innocua, L. welshimeri, Listeria marthii) ve Listeria sensu lato (Listeria
fleischmannii, Listeria grayi, Listeria rocourtiae, Listeria weihenstephanensis,
Listeria floridensis, Listeria aquatica, Listeria cornellensis, Listeria riparia, Listeria
grandensis, Listeria booriae, Listeria newyorkensis) olarak gruplandirilmis on yedi tiir
bulunmaktadir [3,41]. Bu tiirler arasinda bulunan L. monocytogenes, gida kaynakli
hastaliklardan olan listeriozisin sebebidir [3,42]. L. monocytogenes, kiigiik (0,5 um
capinda, 1-2 pum uzunlugunda), Gram pozitif, spor olusturmayan ve fakiiltatif
anaerobik cubuk seklinde bir bakteridir. Katalaz pozitif ve oksidaz negatif bakterilerdir
ve kanli agar {izerinde beta-hemoliz zonu olustururlar [38,40]. Listeria spp. 20-25 °C
inkiibe edildiginde az sayida flagellas1 sayesinde hareketli iken, 37 °C inkiibe
edildiginde ¢ok az hareketli veya hareketsizdir [40]. Listeria tiirlerinin ayriminda

yaygin olarak kullanilan testler Tablo 1.2°de verilmistir.

Tablo 1.1: Listeria’nin gelisimini kisitlayan parametreler [16,38,39,43,44]

Minimum Maksimum
Sicaklik (°C) -0,4 50
pH 4,3 9,5
Su aktivitesi 0,92 -
Tuzluluk (%)* <0,5 12

*L. monocytogenes %0,5-12 tuz derisiminde gelisebilir, %20’in tizerindeki tuz iceriginde aylarca canli kalabilir.
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Tablo 1.2: Listeria spp.’nin ayriminda yaygin olarak kullanilan testler

Asit Uretimi CAMP Testi

Tiir
B hemoliz Ramnoz Ksiloz Mannitol S.aureus R.equi

L. monocytogenes + + - - + -
L. innocua - Vv - - - -
L. ivanovii ++ - + - - ++
L. welshimeri - \% + - - -
L. seeligeri +) - + - (+) -
L. grayi - - - + - .

* ++ = Gliglii pozitif reaksiyon, + = Pozitif reaksiyon, (+) = Zayif pozitif reaksiyon, - = Negatif
reaksiyon, V = Degisken [43]

1.1.2 L. monocytogenes’in Taksonomisi ve Tarihgesi

Tablo 1.3’de belirtildigi tizere L. monocytogenes bugiine kadar farkli arastirmacilar
tarafindan farkli isimler ile adlandirilmigtir. Giiniimiizde L. monocytogenes olarak
bildigimiz Gram pozitif basil seklindeki bakteri Murray ve dig. [45] tarafindan ilk defa
detayli olarak tanimlanmustir [46]. Arastirmacilar bu bakteriyi domuz ve tavsanlardan
izole etmis ve monositozla karakterize ettikleri igin izolata Bacterium monocytogenes
ismini vermislerdir. Ilerleyen yillarda Pirie [47] enfekte gerbilin karacigerinden benzer
basili izole etmis ve Listerella hepatolytica olarak adlandirmistir. Pirie [47] bakterinin
jenerik ismini secerken bakteriyoloji alaninda iyi bilinen “Lord Lister” onuruna
“Listerella” 6n adim1 vermistir. Ancak bu isim bir kiif tiirlinde de kullanildig1 i¢in
bakteri L. monocytogenes diye adlandirilarak giiniimiizde kullanilan son halini almigtir
[46,48,49].

Listeria’nin diger bakteriler ile iliskisi 1970’¢ kadar karisikligin1 korumustur. 1923,
1925 ve 1930°lu yillarda yayinlanan “Bergey’s Manual of Determinative
Bacteriology”nin ilk {i¢ basiminda Listeria bulunmazken, 1934 yilinda yayinlanan
basimda Listeria Corynebacteriaceace familyasinin Kurthia grubuna dahil edilmistir.

Son olarak Listeria Lactobacillus, Erysipelothrix, Brochothrix, Ranibacterium,



Kurthia, ve Caryophanon “Bergey’s Manual of Systematic Bacteriology”de diizenli,

spor olusturmayan, Gram (+) ¢ubuklar béliimiine dahil edilmistir [40].

Tablo 1.3: L. monocytogenes’in tarih boyunca farkli aragtirmacilar tarafindan
isimlendirilmesi

Arastirmaci Yil Isimlendirme
Hulphers 1911 Bacterium hepatis
Murray ve dig. 1926 Bacterium monocytogenes
Pirie 1927 Listerella hepatolytica
Nyfeldt 1929 Listerella hominis
Schultz ve dig. 1934 Corynebacterium parvulum
Gill 1937 Listerella ovis

Pirie 1940 Listeria monocytogenes

L. monocytogenes uzun yillar Listeria cinsinin tek tirii olarak kalmistir. L.
denitrificans 1948, L. grayi 1966, L. murrayi 1971, L. innocua 1981, L. ivanovii 1985
ve L. seeligeri 1983 yilinda bu cinse eklenmistir. 2009 y1l1 6ncesi Listeria cinsinin L.
monocytogenes, L. ivanovii, L. innocua, L. welshimeri, L. seeligeri ve L. grayi tiirlerini
icerdigi biliniyordu [2,40,50,51]. Ancak, giiniimiizde Listeria cinsine 11 tiir daha

eklenerek bu cinste toplam 17 tiir oldugu bildirilmistir [3].

Yapilan serolojik caligmalar, L. monocytogenes’in somatik (O) ve flagellar (H)
antijene gore 13 serotipinin oldugunu gostermistir. Bunlar 1/2a, 1/2b, 1/2¢, 3a, 3b, 3c,
4ab, 4a, 4b, 4c, 4d, 4e ve 7 olarak belirtilmistir. Insanlarda yasanan listeriozis

vakalarmin ¢ogunda 1/2a, 1/2b ve 4b serotipleri ile karsilasilmistir [39,52].

1.1.3 Listeriozis

Vibrio cholerae ya da Yersinia pestis gibi yiizyillardir insanlik tarihinde 6nemli yer

tutan, biiyiik salginlardan sorumlu bazi patojen bakterilerden farkli olarak L.



monocytogenes ve listeriozisin tarihi 1924 yilinda resmi olarak baglamistir [40].
Birinci Diinya savasinin sonunda bir askerin gecirdigi menenjit ilk onaylanmis
listeriozis tanis1 olarak gegse de, tarihgiler 17. yy’da Kralice Ann’in 17 basarisiz
hamileliginin sebebinin L. monocytogenes oldugunu savunmuslardir [40]. L.
monocytogenes 1929 yilinda ise insan patojeni olarak tanimlanmistir. Bu bakteri
toprak, su ve bitki ortiisii gibi pek ¢ok ekolojik alanda bulunmaktadir. Epidemiyolojik

arastirmalar, listeriozisin gida kaynakli bir hastalik oldugunu ortaya ¢ikarmistir [40].

L. monocytogenes 'ten kaynaklanan hastaliklar, genellikle hamile kadinlar, yeni dogan
bebekler, bagisiklik sistemi baskilanmig yetigkinler gibi yiiksek risk grubundaki
kisilerde ortaya ¢ikmaktadir. Diyabet, kardiyovaskiiler ve bobrek hastaliklarr olan
kisilerde ve alkol bagimliligi olan bireylerde daha sik rastlanmaktadir. Bununla
birlikte, saglikli bireylerin gida kaynakli salginlarda listerioza yakalandigi da
bildirilmistir (Tablo 1.4) [38,40].

Tablo 1.4: Listeriozis vakalarinin ortaya ¢ikabilecegi kisiler [40]

Listeriozisin goriilebilecegi Klinik olarak goriniimii
kisiler
Ates- Ishal
. Kas Agrisi
Hamile kadinlar Erken dogum
Olii Dogum
Yeni dogan bebekler <7 giin: Septisemi, Akciger iltihab1

>Tgiin: Menenjit, Septisemi

Bagisiklik sistemi baskilanmig
ve yagh kisiler
Saglikli bireyler Ishal ve ates

Septisemi, Menenjit

Listeriozis septisemi ve menenjit gibi 6liimle sonuclanabilen ciddi enfeksiyonlara
sebep olabilmektedir. Ayrica, hamile kadinlarda bu bakterinin plasentadan ge¢cmesi;
bebegin diismesine, 6lii dogmasina neden olabilecegi gibi yeni dogan bebekte perinetal

septisemi ve menenjite de sebep olabilmektedir [4].



Salmonella gibi diisiik 6liim vakalariyla sonuglanan, diger patojenlerin sebep oldugu
enfeksiyonlardan farkli olarak Listeriozis yaklasik %16-20 oraninda oliimlere yol
agmaktadir. EFSA & ECDC [7]’de Listeria enfeksiyonlarinin ¢ogunlukla 64 yas iistii
insanlarda goriildiigli ve bu enfeksiyonlarin ¢ok gelismis iilkelerde ortaya ¢iktigi rapor

edilmistir [6,40]. Hatta bu 6liim oranlarinin %50’ye ulastig1 belirtilmistir [39].

Insanlarda Listeria, gastrointestinal listeriozis, sistematik listeriozis ve diisiige neden

olan ve yeni doganlarda etkili olan listeriozis olmak iizere, 3 farkli formda ortaya

¢ikmaktadir [39].

1.1.3.1 Gastrointestinal Listeriozis

Gastroenteritin mekanizmas:1 tam olarak bilinmemektedir; besinlerin emilimini
etkileyen ve sivi salgisini arttiran emici villusa zarar verdigi diisiiniilmektedir.
Gastroenterit semptomlar1 ates, bas agrisi, bulanti, kusma, karin agrisi1 ve ishal ile

karakterizedir [39].

1.1.3.2 Sistematik Listeriozis

L. monocytogenes, bebekleri, yaslilari, hamileleri ve immiin sistemi baskilanmig
bireyleri etkileyen nadir fakat 6liimciil bir hastalik olan invazif listeriozise neden
olmaktadir. Yiiksek riskli bireyler arasinda AIDS hastalari, kemoterapi alan kanser
hastalari, organ nakli hastalari, diyabetikler, alkolikler ve kardiyovaskiiler
rahatsizliklar1 olan hastalar bulunmaktadir. Bakteri, bagirsakta kisa silirede
kolonilesebilir ve bagirsak bariyerinden gecerek kan dolagimina ve lenfatik sisteme
ulagsmaktadir. Bakterinin ¢ogu 24 saat igerisinde karacigere (%90), dalaga (%10) ve
mezenterik lenf diiglimlerine dagilabilmektedir. Bulasmadan kisa bir siire sonra
Listeria kan-beyin bariyerini gegerek beyine ulagip menenjite neden olmaktadir. Gebe
kadinlarda ise Listeria plasenta bariyerini geger ve fetiisii enfekte etmektedir. Sistemik
listeriyoz ates, bas agrisi, halsizlik, septisemi, menenyjit, beyin sap1 ensefaliti, ataksi,

bakteriyemi ve karaciger apsesi ile karakterizedir [39].



1.1.3.3 Diisiige Neden Olan ve Yeni Doganlarda Etkili Olan Listeriozis

Hamile kadinlarda, L. monocytogenes enfekte olmus fetiisiin erken dogmasina veya
6li dogmasina sebep olabilir. Gebelikte, viicudun fetiisli reddetmekten korumasi igin
hiicre aracili bagisiklik baskilanir bu da hamile kadinlar1 listeriozise karst oldukca
hassas hale getirir. Hamilelik sirasinda, sistemik listeriyoz siklikla rahimigi
enfeksiyonla sonuglanir. Enfeksiyon belirtileri grip benzeri baslar ve sonrasinda
siddetli bas agrisi meydana gelir. Azalan fetal hareket, diisiik, erken dogum, 6lii dogum
veya yenidogan enfeksiyonlari yaygindir. Yenidogan listeriozisinde ise belirtiler
solunum sikintisi, zatiire, nefes darligi, konjonktivit, dokiintii, kusma, kramplar ve

hipo veya hipertermidir. Yenidogan listeriyozunda 6liim oran1 yaklasik %36'dir [39].

1.1.4 Patojenin Kaynagi, Gidalarda Yasal Sinirlar ve

Listeriozis Vakalari

L. monocytogenes, bitki, toprak ve yiizey suyu drneklerinde yaygin olarak bulunur.
Ayrica, silaj, lagim, mezbaha atig1, saglikli ve mastitik ineklerin siitii ile insan ve
hayvan diskisinda da bulunur. L. monocytogenes sigir, koyun, kec¢i ve kiimes

hayvanlarindan ve nadiren de vahgi hayvanlardan izole edilmektedir [38].

Toprak, bitki, ¢iirliyen bitki ortiisii, silaj, lagim suyu, insan ve hayvan bagirsaklari,
Listeria'nin dogal yasam alanlaridir. Bu nedenle, hayvan veya bitki kokenli tiiketime
hazir gidalar Listeria'nin birincil kaynagidir. Gida zehirlenmelerine genelde, sosisli
sandvig, salata, tiitsillenmis balik, siit, pastorize edilmemis siitten yapilan yumusak

peynir, dondurma ve dondurulmus sebzeler sebep olmaktadir [39,53].

L. monocytogenes hiicre i¢i patojendir ve bagisiklik sistemi baskilanmis kisilerin yani
sira immiin sistemi saglam bireylerin de enfekte olmasina neden olur. Immiin sistemi
saglam bireyler de bu bakteri nadir olarak ates ve gastroenterite yol agar. Ancak
bagisiklik sistemi baskilanmis bireylerde bu hastalik oldukca invaziftir. Enfektif doz
tam olarak bilinmemekle birlikte, hastanin bagisiklik durumuna gore 100 kob ve 10°

kob arasinda oldugu tahmin edilmektedir. Inkiibasyon siiresi hastanin bagisiklik



durumuna ve viicuda alinmig bakteri sayisina bagli olarak 3 giinden 3 aya kadar

degisiklik gosterebilmektedir [39].

L. monocytogenes, Avrupa'da gidalarin sebep oldugu en Onemli hastalik etkenleri
arasinda besinci sirada yer almaktadir ve 2016 yilinda kontamine olmus gida

tiiketiminden kaynaklanan en sik 6liim (%16,2) nedeni olarak bildirilmistir [6].

Gidalarda L. monocytogenes’in kabul edilebilir seviyeleri lizerine uluslararasi tek bir
standart yoktur [54]. ABD'de tiiketime hazir gidalarda L. monocytogenes igin “sifir

tolerans” politikas1 vardir [39]

Avrupa birliginde tiiketime hazir gidalarda L. monocytogenes icin EU tiiziigi
207312005 sayilt mikrobiyolojik kriterler gecerlidir. Bu kriterlere gore [7,55]:

e Bebekler i¢in ve tibbi amagli iiretilen tiikketime hazir gidalarin 25 graminda L.
monocytogenes’in bulunmasina izin verilmemektedir (n=5, c=0).

e L. monocytogenes’in gelisimini destekleyebilecek gidalarin 25 graminda L.
monocytogenes’in bulunmasina izin verilmemektedir (n=5, c=0).

e L. monocyogenes’in gelisimini desteklemeyen gidalarda L. monocytogenes i¢in
limit 100 kob/g’dir (n=5, c=0, m=M=100 kob/g). pH < 4,4 ya da su aktivitesi
<0,92 olan iirtinler ve pH < 5.0 ve su aktivitesi < 0,94 olan {iriinler raf miirleri
5 glinden az olmak kaydiyla bu kategoriye dahil edilebilmektedir.

Tirkiye’de gidalarda L. monocytogenes’in bulunmasi durumuna bakildiginda; Tiirk
Gida Kodeksi Mikrobiyolojik Kriterler Tebliginde daha dnce ¢ig et dahil higbir gidada
25 g numunede L. monocytogenes bulunmasina izin verilmezken, 2010 yilindaki
hamburger krizinden sonra 2011 yilindaki degisiklik ile bu tebligde ¢ig et {irlinlerinde
L. monocytogenes kontrolii kaldirilmigtir [44]. Tirk Gida Kodeksi Mikrobiyolojik
Kriterler Tebliginde (2011) tliketime hazir irlinlerde 25 g numunede L.
monocytogenes bulunmasina izin verilmemektedir. Islenmis ¢ift kabuklu
yumusakealar, karindan bacaklilar, kafadan bacaklilar ve baliklar i¢inde 25 g
numunede L. monocytogenes bulunmasina izin verilmemektedir [56].

Ozellikle buzdolabinda muhafaza edilen fiiriinlerde L. monocytogenes sayisi,
baslangigta graminda 100'den az iken, 3-4 haftalik bir siirede bu say1 100.000 hiicreye
kadar artabilmektedir [57]. Bu sebeple FDA, tiiketilmeden once tekrardan 1s1l islem



gormeyen tiiketime hazir yiyecekleri "risk altinda gidalar" kategorisine ayirmustir.
Riskli gidalar arasinda yiiksek yag igeren tam olgunlagsmamis yumusak peynir ve
pastorize edilmemis siit ve tiitsiilenmis su iirlinleri yer almaktadir. Orta risk i¢eren
gidalar arasinda pastorize edilmis siit, taze yumusak peynir, yar1 sert peynir, yumusak
olgunlasmis peynir, tilketime hazir su triinleri, kurutulmus/yar1 kurutulmus fermente
sosisler, meyveler ve sebzeler bulunmaktadir. Sert peynir, dondurma, dondurulmus siit
tirlinleri ve koruyucu kiiltiir igeren siit iirlinleri ise oldukg¢a diistik riskli tiriinler grubuna

dahil edilmistir [39].

Her yil yaklagik 1500 Amerikali, 6zellikle de immiin sistemi baskilanmis olanlar,
listeriozise yakalanmaktadir. Vakalarin yaklasik 225 tanesi 6liimle sonu¢lanmaktadir
[39]. Ayrica, Amerika’da 2008-2016 yillar1 arasinda listeriozisin 100.000 kisi igin
yillik insidans orani 0,28 iken (hamile kadinlar haric), hamile kadinlar arasinda bu

oranin 3,73; 70 yas tizeri bireylerde ise 1,33 oldugu bildirilmistir [58].

Gidalardaki kati Listeria diizenlemeleri, gida endiistrisinde milyonlarca dolara mal
olan gida geri ¢agirmalarina ve salginlardan kaynaklanan genel ekonomik kayiplara

(yaklasik 2,8 milyar dolar) yol agmaktadir [39].

ABD'de 2000 y1ilinda hindi etinden kaynaklanan L. monocytogenes salgini 30 kisinin
hastalanmasina, 4 kisinin 6liimiine, 3 kadinin ise diisiik yapmasina neden olmustur.
2000-2001 yillarinda Meksika’da pastorize edilmemis siitten yapilan yumusak peynir
ise 12 kiginin hastalanmasina ve 5 kadmin diigiik yapmasina sebep olmustur. 2002
yilinda Kanada’da et iirtinii 57 kisiyi enfekte etmis ve 22 kisinin 6liimiine sebep

olmustur [39].

Ingiltere’de 2006-2015 yillar1 arasinda 1683 kisinin Listeria kaynakli hastaliga
yakalandig1 rapor edilmistir [59].

Avrupa'da da listeriozis, yiiksek 6liim oran1 nedeniyle halk saglig: icin biiyiik endise
yaratmistir. 2009 yilinda listeriozis kaynakli 270 kisi 6liirken, Salmonella kaynakli 90
kisi ve Campylobacteriosis kaynakli 40 kisi hayatin1 kaybetmistir. 2012'de Salmonella
kaynakli 61 Olimle karsilastirildiginda yaklasik 198 o6liim ile listeriozis dikkat
¢ekmistir [60-63].
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Avrupa'da 2010 yilinda peynir 27 kisinin enfekte olmasina ve 8 kisinin ise 6liimiine
neden olmustur. ABD'de 2011 yilinda kavun kaynakli salginda ise 147 kisi
hastalanmis ve 33 kisi yasamini kaybetmistir. Yine ABD'de 2015 yilinda dondurma
kaynakli 10 kisi enfekte olmus, 3 kisi ise hayatini kaybetmistir [39,53].

Cin’de 2011-2017 yillar1 arasinda listeriozis kaynakli 562 kisi hastalanmistir. 227
hamile olmayan kadinlarda hastalik %23,78 oraninda 6liimle sonuglanmistir. 231
hamilede ise bu enfeksiyon %23,78 oraninda 6lii doguma veya diisiige neden olmustur
[64].

2014 yilinda Danimarka’da soguk kesim sarkiiteri iiriinlerinde listeriozis kaynakli 41

vaka gortilmiis ve 17 tanesi 6liim ile sonug¢lanmigtir [65].

Tiirkiye’de islenmemis veya tiiketime hazir iiriinlerde L. monocytogenes’in varliginin
tespiti lizerine yapilmis bir¢ok ¢alisma bulunmasina ragmen, Tiirkiye’de gida kaynakli
listeriozis vakalarmin gercek sikligi bilinmemektedir. Bunun nedeni iilkemizde L.
monocytogenes'in  neden oldugu gida zehirlenmesi hakkinda resmi verinin

tutulmamasidir.

1.1.5 Gidalarda ve Su Uriinlerinde L. monocytogenes

L. monocytogenes, dezenfektanlara direng gosterebilir, biyofilm olusturabilir. Kuru
ortamlar, farkli sicakliklar, ¢ok cesitli pH ve yiiksek tuz konsantrasyonlar1 gibi asir
fizikokimyasal 6zellikler altinda hayatta kalabilir veya ¢ogalabilir. Biitiin bu kosullar,
pastorize edilmemis siit tirlinleri, et {iriinleri, deniz {irlinleri ve sebzeler dahil olmak
lizere, ¢ok ¢esitli gida iirliniinde L. monocytogenes'in hayatta kalmasini ve ¢cogalmasini
tesvik eder [3]. Ozellikle buzdolab: kosullarinda gelisebilme 6zelliginden dolayi,
birgok listeriozis vakasi, peynir ve soguk tiitsiilenmis somon gibi tiketime hazir
yiyeceklerin alimu ile alakalidir [66]. 2016 yilinda, tiiketime hazir {iriin kategorisinde
yer alan baliklarda (%4,7) ve diger su liriinlerinde (%5,6) L. monocytogenes’in yiiksek
oranlarda tespit edildigi bildirilmistir [7].

Kirli ortamlardan avlanan su iiriinleri L. monocytogenes patojenini tasiyabilir [67].

Sucul ortamlar ve dolayisiyla balik ve diger deniz firlinleri, kanalizasyon sulari,
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endiistriyel ve tarimsal atik sular nedeniyle L. monocytogenes tarafindan
kontaminasyona maruz kalirlar [68]. Ancak, bu bakteriyle kirletilmemis deniz
suyunda, yeralt1 ve kaynak sularinda karsilasmak pek miimkiin degildir [54]. Bu
sekilde temiz bolgelerden elde edilen su liriinleri ise nakliye veya satis sirasinda bu

patojen ile kontamine olabilir [67].

Oravcova ve dig. [69] somon (Salmo salar) dilimlerinde dogal olarak bulunan L.
monocytogenes sayisinin 10 g drnek icin 8x10% kob oldugunu rapor etmistir. Gambarin
ve dig. [70] tarafindan tiiketime hazir su iriinlerinde bu oranin >100 kob/g oldugu
bildirilmistir. Ayrica, Gida Giivenligi ve Uygulamali Beslenme Merkezi (Center for
Food Safety and Applied Nutrition) L. monocytogenes kaynakli kontamine gidalarda

3 log degerinin ortalama bir deger oldugunu rapor etmistir [71,72].

Su {irlinleri isleme tesislerinde, ham maddeden son iiriine capraz kontaminasyon
nedeniyle L. monocytogenes bulasabilmekte veya tesisin kendisi kontaminasyonun
kaynagi olabilmektedir [67]. Bu patojen, isleme tesisine kirli su, mutfak esyalari,
personel ve hammaddeler yoluyla girebilmekte, isleme hattini ve son triinleri
kontamine edebilmektedir [67]. Taze materyalin islenmesi sirasinda temiz kutularin
kullanimi, temiz su ve buz kullanim1 gibi 6nlemler kontaminasyon riskini azaltsa bile

tamamen engellemek miimkiin olmamaktadir [54].

Uygulanan bazi isleme teknikleri L. monocytogenes’in inaktivasyonu ig¢in yeterli
olmamaktadir [67]. Ayrica, soguk tiitsillenmis balik gibi hafif korunan iriinler, az
tuzlanmis ve marine edilmis su iirlinleri de L. monocytogenes’in gelisimi i¢in uygun
ortam olusturmaktadir [54]. Gida iiriinlerinin bu patojen ile kontaminasyonu, iiretim,

paketleme, tasima ve depolama sirasinda meydana gelebilmektedir [3].

1.2 Bakteriyofaj

Bakteriyofaj antik Yunancadan gelen bir kelimedir, bakteri ve yemek fiillerinden
tiremistir ve “bakteri yiyen” anlamina gelmektedir [73]. Bakteriyofajlar, bakteri
hiicrelerini istila eden, bakteri metabolizmasini bozan ve bakterinin lize olmasina
neden olan virlislerdir [74]. Diinya iizerinde en ¢ok bulunan canlilardir. Konakg1

Ozgiinliigiine sahiptir. Bu 6zgiinliik genel olarak sus diizeyindedir nadir olarak da sinif
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ve cins diizeyinde olabilir. Bu 6zgiinliikk sayesinde dogrudan hedeflenmis patojen

bakterilerin 6ldiiriilmesi saglanmaktadir [75,76].

1.2.1 Bakteriyofajlarin Kesfi

Fajlarin varligina iliskin kanitlar, 19. yiizyilin sonlarina kadar uzanan raporlara kadar
takip edilebilir. Fajlar, 1940 yilinda elektron mikroskobu ile dogrudan goriintiilenene

kadar tartigmali bir konu olarak kalmistir [75].

Bakteriyofajlarin, antibakteriyel aktiviteleri 1896 yilinda Ernest Hanbury Hankin ve
1915 yillinda Frederick Twort tarafindan kesfedilmistir [24]. Ernest Hanbury Hankin
Vibrio cholerae bakterisinin Ganj nehrinde 6ldiigiinii ancak nehir suyunun kaynadigi
zaman bu 6zelligini kaybettigini tespit etmistir. Bu olaya bir canlinin sebep oldugunu
belirtmis boylelikle bakteriyofajlar ilk olarak kesfedilmistir [76]. Frederick Twort ise
fajlar1 “bakterileri 6ldiiren bir etmen” olarak tanimlamistir [77]. Bununla birlikte,
bakteriyofaj tanimi 1919’da Felix d’Herelle tarafindan yapilmis ve kendisi
bakteriyofajlar1 dizanteri i¢in bir tedavi olarak kullanan ilk bilim adami olarak

kayitlara gegmistir [24].

O tarihlerde birkag¢ sirket, insan patojen bakterilerine karsi fajlarin ticari tiretimini
baglatmigtir. Paris’te, gesitli bakteriyel enfeksiyonlara karsi bes faj igeren ticari
preparat iretilmis ve bu preparatlar giiniimiizdeki adiyla “L’Oreal” tarafindan
pazarlanmistir. Ayrica, 1940 yilinda ABD’de, insanlarda kullanilmak {izere yedi faj
preparati liretilmistir [78]. Ancak faj iiretimi, bat1 diinyasinin ¢ogunda antibiyotiklerin
kesfi ile sekteye ugramistir. Ancak gilinlimiizde antibiyotige direncgli bakterilerin
olusturdugu tehdit, Bat1 iilkelerinde biyokontrol ajanlari olarak bakteriyofajlara olan
ilgiyi yeniden giindeme getirmistir [74,79].

1.2.2 Temel Faj Biyolojisi: Litik ve Iliman Faj

Bakteriyofajlar, diger tiim virtiisler gibi, zorunlu parazitlerdir ve bakterileri konakg1
olarak kullanirlar. Dogada yaygin olarak bulunurlar ve yaklasik 10% ila 10% faj

partikiilii ile diinyadaki sayisal olarak en genis niifusa sahip biyolojik varliklar
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olustururlar, bu da onlar1 her ekosistemdeki mikrobiyel dengenin diizenlenmesinde
etkili yapar [74,80,81].

Fajlar dogada ve akla gelebilecek her tiirlii bakteriyel habitatta bol miktarda goriiliirler,

Ornegin:

e Su: Deniz suyu, tatli su, kanalizasyon, volkanik kaplicalar, tuz havuzlari, lagiinlerde

bulunurlar.
 Toprak: Genelde rizosferde bulunurlar.
* Hava: Havada damlaciklar veya toz halinde bulunabilirler.

o Bitkiler: Genel olarak bitkilerin yiizeylerinde, ayn1 zamanda baklagillerin

nodiillerinde de bulunabilirler.
» Hayvanlar: Hayvanlarin viicut sivilari ve diskilari, viicut bosluklarinda bulunurlar.

* Gida: Cok cesitli gida iiriinlerinde bulunurlar. Ornegin; siit {iriinleri, et ve et {iriinleri,

su Urlinleri, fermente gidalar [82].

Yiiksek diizeyde 6zgiinliikk, uzun siire hayatta kalma ve uygun konakgilarda hizla
tireme Yetenekleri ile fajlar, ekosistemdeki bakteri tiirleri arasinda dinamik bir
dengenin korunmasina katkida bulunurlar. Uygun konakgilar mevcut olmadiginda,

birgok faj, onlarca yil boyunca enfekte etme yeteneklerini koruyabilir [74].

Bakteriyofajlar, iginde genetik materyalin bulundugu bas (kapsit), kuyruk ve kuyruk
liflerinden meydana gelmistir (Sekil 1.1) [73].
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Bas

Bas kuyruk baglantisi

Kuyruk kilifi
Taban plakasi

8 Kuyruk lifleri

Merkez kuvruk tips

Sekil 1.1: Farkli tipte faj gesitlerinin elektron mikroskobu altinda goriintiileri [83]

Her faj partikiilii (virion) bir protein veya lipoprotein kaplama veya kapsid igine
alinmig niikleik asit genomunu (DNA veya RNA) icerir [74]. Bakteriyofajlar ancak
konake¢1 hiicreleri enfekte edip ¢ogalabilirler. Ciinkii enerji {iretimi ic¢in bir
mekanizmaya sahip degillerdir, ayrica protein sentezleyebilecekleri ribozomlari
yoktur. Bakterilerle kiyaslandiginda oldukc¢a kiigiik varliklardir ve ancak elektron

mikroskobunda goriintiilenebilirler [73].

Fajlar bircok oOzellige gore siniflandirilir ancak genellikle kuyruk tiplerine gore
siiflandirilmaktadir. Buna gore Myoviridae, Siphoviridae ve Podoviridae olarak 3

gruba ayrilmaktadir (Sekil 1.2) [76].

Myoviridae: Bir kilif ve bir merkezi tiipten olusan kisalabilen bir kuyruga sahiptir.
Kuyruklu fajlarin yaklasik %25'ini olusturur.

Siphoviridae: Uzun, kisalamayan bir kuyruga sahiptir. Kuyruklu fajlarin yaklagik

%060"1m1 olusturur.

Podoviridae: Kisa, kisalamayan bir kuyruga sahiptir. Kuyruklu fajlarin yaklagik
%15'ini olusturur [74].

Kuyruklu fajlarda kuyruk lifleri, bakteri hiicre duvarlarinin yiizeyindeki molekiilleri
tantyan ve sadece konakgi hiicrelere baglanma yetenegi saglayan proteinler igerir

[84,85].
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Podoviridae

Myoviridae
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Sekil 1.2: Fajlarin kuyruk tiplerine gore siniflandirilmasi [74]

Fajlar yasam dongiilerine gore ise litik (viriilent) fajlar veya lizojenik (1liman) fajlar
olarak siiflandirilir (Sekil 1.3) [75,80,85,86]. Litik dongiide bakteriyofaj, konakgisi
oldugu bakterinin dliimiine sebep olur. Lizogenik dongiide faj, konak¢isini enfekte
eder ve bir arada bulunmaya devam eder ancak sartlar uygun olmadig1r durumlarda

endojen fajlar aktiflesir ve konake1 bakteri hiicresini pargalar [76].

Uretken, vejetatif veya viriilent olarak da adlandirilan fajlar, litik déngiide yeni fajlarin
tiretimine, konakg1 hiicrenin lizisine ve faj partikiillerinin salinmasina yol acar [75,82].
Bu asamada litik bakteriyofaj kendi genetik materyalini konaker hiicreye enjekte eder,
icinde ¢ogalir, sonrasinda bakteriyi parcalayarak diger bakterileri de enfekte edecek
yeni bakteriyofajlarin salinimina neden olur. Ortama salinan fajlar tekrar konakgi
hiicrelerine adsorbe olur ve bu siire¢ ortamda saglam konakg1 bakteri kalmayincaya

kadar devam eder [31,77].

Iliman fajlarin enfeksiyonunda durum biraz farkhidir ve iki alternatif vardir: Ilki
enfeksiyonun konake1 hiicrenin ¢ogalmasina ve lizisine yol actigr litik yoldur, digeri
ise faj litik fonksiyonlarinin bastirildig1 ve genomunun konakg1 i¢inde stabil bir formda
bir arada bulundugu lizojenizasyondur [75]. Lizogenik dongiide faj, bakteri hiicresi
icine girdikten sonra genetik materyalini bakteri DNA’s1 ile entegre hale
getirmektedir. Fajin konakg¢1 genomuna katilmig formuna profaj adi verilir. Bakterinin

icinde bulundugu cevresel kosullar uygun oldugu siirece bakteriyofaj etkisiz bir
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sekilde varligini stirdiirmektedir. Sartlar uygunlugunu yitirdiginde, fajlar aktif hale

gelmekte ve ¢ogalarak bakteriyi pargalamaktadir [31,77].

Litik Dongli Lizogenik Dongli

x’f Y
Adsorpsiyon
Fajin DNA'si bakterinin \
Penetrasyon ve DNA’s| ile entegre olur
DNA aktarimi \
O 00 = I
O e/ =

Fajin DNA’sinin ¢ogalmasi Hiicre bélinmesi

Fajin konakgy! tanimasi
5t

Konakg! hiicrenin lizisi ve Ortam kogullarinin degismesi

) > . R 41
fajlarin salimmi " : 3 ’53 32‘ '11" }p _ Lizogenik fajlarin litik donguye
3 '9’ hd ) 2 J "".T' ~
?

katiimasina sebep olur.
iy, NG % 7y

Yeni fajlarin olusumu

Faj yapilarinin monte
olmasi

Sekil 1.3: Litik ve lizogenik dongii [31]

1.2.3 Bakteriyofajlarin Konake¢1 Enfeksiyonu

1.2.3.1 Adsorpsiyon (Yiizeye Tutunma)

Bir bakteriyofajin konakg¢1 hiicrede ¢ogalabilmesi i¢in ilk adim faj ile hiicre yiizeyi
tizerindeki spesifik baglanma bdlgesi (reseptor) arasindaki etkilesimdir [75].
Adsorpsiyon sirasinda fajlar konake1 hiicrenin molekiil ve kapsiil ylizeyine baglanir
yada 6zgiil reseptorlere kapsomerler yardimiyla tutunur [73]. Bakteriyofajin konakg1
bakteriye olan 6zgiinliiglinii bu kademe belirler. Bakteri yiizeyindeki reseptorler ile
fajlarin kuyruk elemanlari, kapsid veya zarflarindaki 6zel molekiiller ile baglanabilir

Ozellige sahip iseler adsorbsiyon gerceklesir (Sekil 1.4) [31].
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Konak kromozomu

Sekil 1.4: Fajin konakg1 bakteri hiicresine adsorbsiyonu [31]

1.2.3.2 Penetrasyon ve Enjeksiyon (Niifuz Etme)

Adsorbsiyon sonrasinda bakteriyofajin niikliiokapsidi i¢inde bulunan niikleik asidini
konake1 hiicresine aktardigi asama baslar (Sekil 1.5). Bu siire¢ penetrasyon sonrasi
meydana gelir [31,73]. Her faj kendi genomunu konakg¢1 hiicreye transfer etmek igin
kendine 6zgii bir sisteme sahiptir, yani penetrasyon olayr her faj icin spesifiktir;
bununla birlikte, genel bir mekanizma, DNA'nin hiicreye salinmasi i¢in peptidoglikan
tabakasina niifuz etmek i¢in bir enzime sahip olan kuyruk ucunu igerir [87]. Kabaca
fajlar tutunmanin ardindan konakg1 hiicrenin duvarinda kiigiik bir delik olustururlar.
Kuyruk lifleri gerilir ve fajin genetik materyali delikten aktarilir. Bu sekilde
penetrasyon gergeklestirilmis olur. Bu asamada hiicre igine aktarilan fajin niikleik

asidine “vejetatif faj” adi verilir [73].
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Sekil 1.5: Fajin konakgi1 bakteri hiicresine penetrasyonu [31]

1.2.3.3 Biyosentez

Faj niikleik asidinin enjeksiyon ile bakteri sitoplazmasina girisinden, olgun faj
partikiillerinin olusumuna kadar gegen siireye latent donem denir [31]. Latent
donemde bakteiyofajin konakgisi icerisinde liredigi ve gelistigi asamaya biyosentez
asamas1 adi verilmistir. Bu asamada fajin genetik materyali ¢ogalir. Faj yapilar

sentezlenip, monte edilir (Sekil 1.6) [73].

Sekil 1.6: Bakteriyofajin bakteri hiicresi i¢inde iireme ve gelisme donemi [31]

1.2.3.4 Hiicre Lizisi ve Fajlarin Salinmasi

Olgun fajlarin meydana geldigi ve yeni olusan fajlarin bakteri hiicresini lizise

ugratarak disart ¢iktifi donemdir. Fajlarin hiicre digina salinimi, bakteri hiicre
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duvarlarindaki peptidoglikan tabakasini pargalayan endolizin enzimi sayesinde
gerceklesir (Sekil 1.7) [73].

Sekil 1.7: Bakteriyofajin bakteri hiicresini lizise ugratmasi [31]

1.2.4 L. monocytogenes’in Biyokontroliinde Bakteriyofaj

Kullanimi

Fajlar, gidalarda ve gida isleme ortamlarinda, bakteriyel patojenlerin kontrol
edilmesinde dogal antimikrobiyel maddeler olarak kullanilabilmektedir. Bakteriler
kesim, sagim, fermantasyon, isleme, depolama veya paketleme sirasinda gidalara
bulasabilmektedir. Gidalarin muhafazas: i¢in uygulanan bazi fiziksel yontemlerden
(buhar, kuru 1s1, UV 15181 vb.) sonra gidalarin kabul edilebilirlik ve organoleptik
ozelliklerinde bozulmalar meydana gelmektedir [24]. Ote yandan, gida endiistrisinde,
gida kaynakli patojenlerin kontaminasyonunu azaltmak i¢in siklikla kullanilan bazi
yaklasimlar, taze iriinlere ve hazir gidalara dogrudan uygulanamaz. Ayrica,
antibiyotiklerin kullanimi direngli bakterilerin gelismesine yol agabilmektedir. Bu
nedenlerle, patojen bakterilerin gida zinciri boyunca bulasmasimni 6nlemek ve
gelisimini inhibe etmek i¢in yeni stratejilere ihtiyac vardir. Bakteriyofajlar bu konuda

iyi alternatif sunmaktadir [24,75].

Bakteriyofajlar ile biyokontrol, uzun giivenli kullanim &ykiileri, nispeten kolay
kullanimlari, yiiksek ve spesifik antimikrobiyel aktiviteleri ile mikrobiyolojik

giivenligi arttirmak icin biiyiik bir potansiyele sahiptir [24].
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Gida patojenleriyle faj yoluyla miicadele kavrami, klasik "giftlikten gatala" yaklasimi
dikkate alinarak, iiretimin tiim asamalarinda ele alinabilir. Gida sanayiinde ¢iftlik
hayvanlarinda patojen kolonizasyonunu 6nlemek (faj tedavisi), ¢ig et, siit ve benzeri
iirlinlerde kontaminasyonu onlemek (biyokontrol), gida ile temas eden ylizey ve
ekipmanlarin sanitasyonu (biyosanitasyon) ve hazir gidalarda raf dmriinii uzatabilmek
(biyoprezervasyon) gibi amaglarla fajlardan yararlanmak miimkiin olabilmektedir

[24]. Ayrica, bakteriyofajlar diger koruma yontemleri ile birlikte kullanilabilir [8,88].

Bakteriyofaj gibi biyolojik kontrol yontemleri, gida kontaminasyonunu engellemek
amaciyla kullanilan kimyasal koruyuculara iyi bir alternatiftir [24]. Ancak, European
Food Safety Authority (EFSA) [89], bir tirtinde 100—10,000 kob/g gibi diisiik miktarda
bulunan L. monocytogenes'in 108-10° pob/cm? Listex P100 kullanildiginda bile
elimine edilmedigini vurgulamustir. Listex P100’iin dozu 10° pob/cm? ise, L.
monocytogenes sayisindaki azalmanin en az 2,15 (balik), 1,31 (et) ve 2,68 (siit) log
kob/cm? olacag: bildirilmistir. Faj konsantrasyonu azaldik¢a, bakteri sayisindaki
azalmanin da daha diisiik olacag: belirtilmistir. Bu nedenle Listex P100’iin, Iyi Hijyen
Uygulamalar1 ve Iyi Uretim Uygulamalariyla birlikte patojen mikroorganizmalarin
yikiinii azaltmak i¢in kullanilabilecegi vurgulanmigtir [89]. Bakteriyofajlarin
antimikrobiyel becerilerinin, giivenlik ve teknolojik 6zelliklerinin gelistirilmesi i¢in

daha fazla ¢aligma yapilmasi gerekmektedir [24].

Reinhard ve dig. [90] yaptiklar ¢alismada, iki farkli uygulama stratejisi kullanarak,
buzdolab1 sicakligi (4 °C) ve ortam sicakligindaki (20 °C) tiiketime hazir tiriinlerde
Listeria spp. insidansini azaltmak icin bakteriyofaj P100'in kapasitesini
degerlendirmislerdir. Bu kapsamda ii¢ giin boyunca her 24 saatte bir (2 x 107 pob/ml)
tek bir tedavi olarak uygulanan 1limli bir uygulama ve 24 saatlik bir siire boyunca her
6 saatte bir uygulanan yogun bir uygulama (1 x108 pob/ml) prosediirii uygulamislardir.
Iliml1 tedavi protokolii uygulandiginda pozitiflerin insidanst 4 °C’da %51,3'ten
%17,5'e ve 20 °C’da %67,5'ten %23,1'e dismiistiir. Yogunlastirilmis faj uygulama
yontemi i¢in, 4 °C’daki Listeria spp.'de azalma genel olarak %43 olarak tespit
edilmistir. 20 °C’da, faj P100 ile tedaviden sonra genel olarak %32'lik Listeria spp.

diisiisti goriilmistiir.
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Zhou ve dig. [91] yaptiklar ¢calismada, bir gida isleme tesisinden L. monocytogenes
faji (SH3-3) izole etmislerdir. Izole ettikleri fajin ( SH3-3), L. monocytogenes, L.
innocua ve L. welshimeri dahil Listeria spp.'ye genis 6l¢iide litik aktivite gosterdigini
bildirmiglerdir. Ayrica, SH3-3 fajinin somon eti ve portakal suyunda L.

monocytogenes'e kars1 yiiksek etkinlik gosterdigini belirtmislerdir.

Axelsson ve dig. [92] fermantasyon iiriinii olan "rakfish"in olgunlagma siirecinde L.
monocytogenes tizerine sicaklik (4 °C ve 7 °C) ve tuz faktorleri (%4,8 ve %6,3) ile
Listex P100 ilavesinin etkisini 91 giinlik depolama siiresince arastirmislardir.
Calismada, fajin baliga fermantasyondan once ilave edildigi ve fermantasyon siiresi
boyunca ortalama L. monocytogenes sayisint 0,9 logaritma birimi azalttigi

bildirilmistir.

Lewis ve dig. [93] Nisaplin (antibiyotik, bakteriyosin ve nisin'in ticari bir
formiilasyonu) ve Listex P100 adli iki ticari antimikrobiyelin lahana salatasi
tizerindeki L. monocytogenes’e etkisini arastirmiglardir. Arastirmacilar bu alternatif
antimikrobiyellerden P100'{in, 4 °C'da 10 giinliik bir siire boyunca lahana salatasindaki
L. monocytogenes sayilar1 iizerinde tek basma onemli bir etkiye sahip oldugunu
bildirmislerdir. Ayrica P100 ve Nisaplinin kombinasyon halinde kullaniminin, tek

basina Nisaplin kullaninmindan daha etkili oldugunu bildirmislerdir.

Cufaoglu [94] yaptigi c¢alismada, 60 mezbaha atik suyu Orneginden L.
monocytogenes’e duyarli 5 adet faj izole etmistir. Calismada DNA analizleri
sonucunda tanimlanan 3 faj kullanilarak bir faj kokteyli olusturulmus ve pili¢
butlarinda L. monocytogenes’in kontrolii i¢in kullanilmistir. Faj uygulamasi, 4 °C’da
muhafaza edilen pili¢ butlarinda baslangicta 6,60 log kob/g olan L. monocytogenes

sayisinda 3,30 log kob/mL’ye varan bir azalma saglanmistir.

Komora ve dig. [95] yaptiklar1 ¢aligmada, yiliksek basing teknolojisi ile birlikte Listex
P100'in birlestirilmis olarak kullaniminin gidalarda L. monocytogenes iizerine etkisini
degerlendirmislerdir. Bu etki farkli basing (200, 300 veya 400 MPa; 5 dakika, 10 °C)
ve gida matrisleri (fosfat tamponlu salin, elma suyu, portakal/havug nektari, UHT tam
yagl siit ve iki geleneksel Portekiz fermente {iriinii) lizerinde degerlendirilmistir.

Yaptiklar1 ¢alisma sonucunda, 400 MPa'daki tedavinin, faj titrelerini tiim matrislerde
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saptama seviyesinin altina indirdigini, buna karsin daha hafif basin¢larda fajin hayatta
kalmasmin matrise bagli oldugunu gostermistir. Arastirmacilar, hafif basing
uygulamasiyla P100 fajinin birlikte kullaniminin, spesifik matrislerde L.

monocytogenes’in kontroliinde kullanilabilecegini belirtmislerdir.

Yang ve dig. [96] ticari bir bakteriyofaj olan ListShield'in tek basina ve laurik arginat
etil ester (LAEE) (100, 200, ve 400 mg/kg) ile birlikte taze tavuk gogsiindeki L.
monocytogenes (4,5 log kob/g) tizerine etkisini 4 °C'da 3 giinliik depolama siiresince
incelemislerdir. Calisma sonucunda yalniz faj uygulanan 6rneklerde 0,81 log kob/g,
faj ve LAEE nin bir arada uygulandig1 6rneklerde 1,96 log kob/g L. monocytogenes
sayisinda azalma gozlemlenmistir. Arastirmacilar, fajin tek basina ve LAEE ile birlikte
kullaniminin tavuk filetolarindaki L. monocytogenes yiikiiniin azaltilmasinda etkili

oldugunu bildirmislerdir.

Lee ve dig. [97] yaptiklar ¢alismada, iki Listeria bakteriyofajin1 (LMP1 ve LMP7)
tavuk diskisindan izole etmislerdir. Ilk olarak arastirmacilar fajlarin in vitro ortamda
L. monocytogenes’in farkli suslari iizerine etkinligini arastirmislardir. Sogutulmus
tiriinlerde bu fajlarin potansiyel kullanimini arastirmak icin bakteriyofajlarin litik
aktivitesini 4 °C'da siitte degerlendirmislerdir. Aragtirmacilar ¢alisma sonunda bu iki
fajla olusturulacak olan faj kokteylinin, siit iirlinleri de dahil olmak tizere bir¢ok gida

tirtiniinde biyokontrol ajan1 olarak kullanilabilecegini bildirmislerdir.

Figueiredo ve Almeida [98] tarafindan, bakteriyofaj P100 (5x10° pob/g), nisin (0,0012
0/g), ve sodyum laktatin (0,5 pg/g) tek tek ve kombinasyon halinde, yemeye hazir
domuz jambon dilimlerinde L. monocytogenes (10* kob/mL) {izerindeki inhibisyon
etkisi 6-8 °C’da 72 saat degerlendirilmistir. Sodyum laktat uygulamasinin L.
monocytogenes iizerinde en az etkiye sahip oldugu belirtilirken, bakteriyofaj P100'iin
en yiiksek etkiyi gosterdigi, uygulamadan 72 saat sonra L. monocytogenes'in tespit
edilemedigi belirtilmistir. Arastirmacilar genel olarak, sogutulmus kosullar altinda
dilimlenmis domuz jambonunda, bakteriyofaj P100 ve nisinin kombine
uygulamasinin, tek basina nisin uygulamasina kiyasla L. monocytogenes'e karsi daha

etkili oldugunu ifade etmislerdir.
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Banos ve dig. [71] Enterosin AS-48'inin (0,37 mg/cm?) tek basina ve faj P100 (2,3 X
107 pob/cm?) ile kombinasyon halinde kullanimiin, +4 °C’da taze somon, mezgit ve
tiitsiilenmis somon (Salmo salar) baligindaki L. monocytogenes (10° kob/cm?) iizerine
etkisini arastirmiglardir. Calisma sonunda, AS-48 enterosininin, tek basina veya faj
P100 ile birlikte ¢ig ve tiitsilenmis baliklarin hijyenik kalitesini arttirmak ig¢in

kullaniminin umut verici bir yontem oldugu ortaya konmustur.

Oliveira ve dig. [18] 10 °C'da saklanan kavun, armut ve elma iriinlerinde (meyve
sular1 ve dilimleri) L. monocytogenes gelisimini kontrol etmek i¢in bakteriyofaj Listex
P100"in etkinligini arastirmistir. Faj tedavisinin kavun ve armutta daha etkili oldugu,
ancak elma drlinleri iizerinde herhangi bir etkiye sahip olmadigi belirtilmistir.
Aragtirmacilar, Listex P100'n taze kesilmis meyvelerde ve yiiksek pH'li meyve
sularmin 10 °C'da depolama asamasinda, patojen gelisimini Onleyebilecegini

vurgulamiglardir.

Soni ve dig. [29] soguk flime somonda (Salmo salar) L. monocytogenes'in baslangig
yiikiiniin azaltilmasinda, Laurik arginat (LAE-200 ppm), bakteriyofaj Listex P100 (108
pob/mL) ve nisinin (500 ppm) tek basina veya kombinasyonlar halinde etkisini
arastirmislardir. Aragtirmacilar, bu 3 antimikrobiyelin, soguk tiitsiilenmis somon balig
filetolarindaki 3,5 log kob/cm? L. monocytogenes sayismi 2-3 log kob/mL azalttigini
bildirmislerdir. Ayrica, kombine tedaviler arasinda faj P100 + LAE ve nisin + LAE
kombinasyonlar1, Soguk tiitsiilenmis somonlarda L. mononcytogenes sayisini 24 saat

icinde, Saptanamayan seviyeye diisiirmiistiir.

Saglam [99] gerceklestirdigi ¢alismada tavuk isletmelerinden izole ettigi Listeria
spp.’ler iizerine Listex P100 fajinin etkisini hem in vitro ortamda hem de gogis eti
tizerine arastirmigtir. Listex P100 bakteriyofajinin en yiiksek etki gdsterdigi susun L.
monocytogenes oldugu, diger Listeria spp.’ler lizerine ise Listex P100 fajinin belli
oranda etki gosterdigi belirtilmistir. Arastirmaci tarafindan, 10° pob/mL ve 10%°
pob/mL konsantrasyonda kullanilan Listex P100’iin, L. monocytogenes sayisinda
sirastyla 2,24-2,89 log kob/g oraninda azalmaya neden oldugu rapor edilmistir. 10°
pob/mL ve 10*° pob/mL Listex P100 konsantrasyonlarinin L. innocua ve L. welshimeri
igin sirasiyla 1,34-1,38 log kob/g ile 0,35-1,56 log kob/g azalma sagladig: ifade

edilmistir.
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Silva ve dig. [100] gergeklestirdikleri ¢alismada yapay olarak asilanmis yumusak
peynirlerde bakteriyofaj P100'in L. monocytogenes 1/2a ve Scott A suslar1 izerindeki
etkisini belirlemeyi amaglamislardir. Bu amagla, arastirmacilar peynirlere 10° kob/g
bakteri inokiile etmis ve ardindan 8,3x10” pob/g bakteriyofaj (P100) ile muamele
ederek 10 °C’da 7 giin depolamistir. Depolamanin baslangicinda bakteriyofaj
uygulanan grup kontrol grubuna kiyasla yaklasik 2 logaritma birimi azalma saglarken,
depolamanin sonunda bu azalmanin yaklasik 1 logaritma birimi oldugu bildirilmistir.
Aragtirma sonucunda, faj tedavisinin etkinliginin L. monocytogenes'in baslangic
konsantrasyonuna bagli oldugunu ve gida yiizeylerinde hedef patojenlerin siirekli
inaktivasyonunu saglamak i¢in birim alan basina yliksek bir faj konsantrasyonunun

gerekli oldugunu séylemislerdir.

Chibeu ve dig. [5] yaptiklar1 ¢alismada, Listeria faj preparasyonu Listex P100'{in
(2,0x107 pob/cm?), kimyasal antimikrobiyellerin (potasyum laktat: %2,8 ve sodyum
diasetat: %0,2) varliginda veya yoklugunda, tiikketime hazir rosto ve pismis hindi
etindeki L. monocytogenes (10% kob/cm?) iizerindeki etKisini 4 °C ve 10 °C’da 28 giin
boyunca arastirmislardir. Kimyasal icermeyen yalniz faj bulunan tiim 6rneklerde 28
giinliik depolama boyunca kontrol grubuna kiyasla Listeria spp. sayisinda 2 logaritma
birimi azalma gozlemlenmistir. Arastirma sonucunda, Listex P100%n L.
monocytogenes sayisinda baslangigcta bir azalmaya neden oldugu ve kimyasal
antimikrobiyellerle birlikte kullanildiginda tiiketime hazir etlerin giivenligini arttirmak

i¢in ek bir engel olarak hizmet edebilecegini vurgulamiglardir.

Guenther ve Loessner [101] iki tip peynirde L. monocytogenes kontrolii i¢in Listeria
A511 fajin1 (3x108-1x10° pob/cm?) tek uygulama ve tekrarlayan uygulama olarak
kullanmistir. Peynirde tek doz A511 (3x10® pob/cm?) uygulamasiyla, 21 giinliik
olgunlagma siiresinin sonunda L. monocytogenes sayisinda 2,5 logaritma birimi diisiis
meydana geldigi bildirilmistir. Tekrarlanan faj uygulamasinin bakterileri daha fazla
inhibe etmedigi, tek bir yiiksek dozun (1x10° pob/cm?) daha etkili oldugu belirtilmistir.
Calisma sonucunda, yumusak peynirlerde L. monocytogenes kontroliinde faj

kullaniminin avantaj saglayacag bildirilmistir.

25



Bigot ve dig. [23] yaptiklari ¢alismada, koyun diskisindan izole ettikleri bakteriyofajin
in vitro ortamda L. monocytogenes iizerine etkisini degerlendirmislerdir. Daha sonra,
bakteriyofaji (2,5x10" pob/mL) tiiketime hazir vakum paketlenmis tavuk gogsii
filetolarina inokiile etmis ve 30 °C’da patojen iizerine etkisini arastirmislardir.
Arastirma sonucunda, faj dozuna bagl olarak, baslangicta patojen sayisinda hizli bir
azalma saglandig1 (2,5 log kob/cm?) ancak bu azalmanin devamliligmin olmadig
bildirilmistir. 5 °C sicaklikta gerceklestirdikleri ¢alismada ise, 21 giinliik inkiibasyon
boyunca yeniden gelismenin nlendigi belirtilmistir. istenen etkinin saglanmas i¢in

birim alan bagina yiiksek dozda faj gerektigi rapor edilmistir.

Rossi ve dig. [20] gergeklestirdigi c¢alismada, Brezilya tipi taze sosiste L.
monocytogenes (2,1x10* kob/g) kontrolii iizerine Listex P100 bakteriyofajinin
(3,0x107 pob/g) 4 °C’da 10 giin etkisini arastirmislardir. 0. giinde kontrol grubunda
4,00 log kob/g olarak tespit edilen L. monocytogenes sayisinda 2,5 logaritma birimi
azalma meydana gelerek 1,5 log kob/g olarak tespit edilmistir. Benzer sekilde 10.
giinde kontrol grubunda 5,2 log kob/g olarak tespit edilen L. monocytogenes sayisinda
2,5 logaritma birimi azalma meydana gelerek 2,7 log kob/g diizeyine ulasmigtir. Sonug
olarak bakteriyofaj kullanildiginda, 0. ve 10. giinde sosislerdeki L. monocytogenes

sayisinda 2,5 logaritma birimi azalma oldugu bildirilmistir.

Soni ve Nannapaneni [19] broth sistemde 104 10°% ve 10® pob/mL Listex P100
konsantrasyonlarinin L. monocytogenes gelisimini 4 °C’da 12 giinde, 10 °C’da 8 giinde
ve 30 °C’da 4 giinde inhibe ettigini bildirmislerdir. Ayrica L. monocytogenes 1/2a ve
4b serotiplerine karst ¢ig somon (Salmo salar) fileto dokusunun yiizeyinde
bakteriyofaj Listex P100'in antilisterial aktivitesini aragtirmistir. Arastirmacilar, ¢ig
somon filetolarinda, 2,0; 3,0 ve 4,5 log kob/g olan L. monocytogenes sayisinin 1,8; 2,5
ve 3,5 log kob/g diizeyinde azalmasi igin 108 pob/g'lik faj kullanilmas: gerektigini
belirtmislerdir. Calisma sonunda 4 °C’da 10 giinliik depolama sonunda bakteriyofaj
uygulanan somon filetolarindaki L. monocytogenes sayisit kontrol grubuna kiyasla
yaklasik 2,3 logaritma birimi daha diisiik bulunmustur. Sonug olarak, Listex P100'{in
¢ig somon filetolar1 iizerinde antilisterial etkisiye sahip oldugu ve L. monocytogenes'in

niceliksel olarak azalmasinda etkili oldugu rapor edilmistir.
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Soni ve dig. [27] yayin balig1 (Ictalurus punctatus) filetolarinda Listex P100 fajimnin L.
monocytogenes (4,3 log kob/g) iizerine faj dozunun (2x107, 2x10° ve 5x10° pob/g), faj
temas siiresinin (15, 30, 60 ve 120 dk) ve depolama sicakliginin (4 °C, 10 °C ve 22 °C)
etkisini arastirmislardir. Arastirmacilar, taze yayin baligi filetosunda 2x10° pob/g
Listex P100 kullanilan grupta L. monocytogenes sayisindaki azalmayi 4 °C'da 1,4-2,0
log kob/g, 10 °C'da 1,7-2,1 log kob/g ve 22 °C'da 1,6-2,3 log kob/g olarak
belirlemislerdir. Ayrica, L. monocytogenes sayisinda 1 log kob/g'den daha yiiksek
azalma saglamak i¢in 30 dakikalik faj temas siiresinin gerekli oldugu, 15 dakika faj
temas siiresinin ise L. monocytogenes sayisinda 1 log kob/g'den daha az azalmaya
neden oldugu rapor edilmistir. Calismada L. monocytogenes sayisinin azalmasinda,
test edilen yiiksek ve diisiik depolama siirelerinden bagimsiz olarak, faj temas siiresinin

ve faj dozunun etkili oldugu ortaya koyulmustur.

Holck ve Berg [102] yaptiklar1 arastirmada L. monocytogenes gelisimini azaltmak i¢in
fajlarm  ve koruyucu kiiltiirin ~ (Lactobacillus sakei) birlikte kullanimini
incelemislerdir. Calismada, faj ilavesinin L. monocytogenes sayisini 10 kat azalttigi
bildirilmistir. 14 ila 28 giinliikk depolamadan sonra ise, faj ve koruyucu kiiltiir igeren
numunelerde L. monocytogenes sayisi, yalnizca faj iceren numunelere kiyasla 100 kat

daha fazla azalmstir.

Guenther ve dig. [9] L. monocytogenes bulunma ihtimali olan tiikketime hazir gidalar
model olarak kullanarak, A511 ve P100 fajlarmin (3x10°8, 3x107 ve 3x10% pob/g),
patojenin farkli suslar1 (Scott A - serovar 4b ve WSLC 1001 - serovar 1/2a) (1x10°
kob/g) tizerine etkisini 6 °C’da 6 giinliik depolama periyodunda arastirmiglardir.
Arastirma sonucunda, ¢ikolatali siit ve mozzarella peyniri salamurasi gibi sivi
gidalarda patojen sayisinin hizla tespit seviyesinin altina diistiigli belirtilmistir. Kati
gidalarda (sosisli sandvig, dilimlenmis hindi eti, somon fiime, deniz iirlinleri,
dilimlenmis lahana ve marul yapraklari) faj uygulamasinin bakteri sayisini 5 logaritma
birimi azalttig1 rapor edilmistir. Genel olarak, daha yiiksek faj konsantrasyonunun
(3x108 pob/g), diisiik dozlardan daha etkili oldugu vurgulanmustir. Ayrica kullanilan
fajlarin, depolama sirasinda hayvansal kaynakli gidalarda enfektivitelerinin ¢ogunu
korudugu, bitki materyallerinde ise 1 logaritma biriminden fazla inaktivasyona neden

oldugu bildirilmistir. Sonug olarak, arastirmacilar A5S11 ve P100 gibi genis konake1
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aralikli fajlarin, kontaminasyona duyarl tiilketime hazir gidalarda L. monocytogenes'in

biyokontrolii i¢in etkili bir sekilde kullanilabilecegini bildirmislerdir.

Leverentz ve dig. [8] faj ve nisin uygulamalarinin taze kesilmis elma ve kavunda L.
monocytogenes lizerine etkisini arastirmiglardir. Faj karigiminin, kavun iizerindeki L.
monocytogenes sayisini 2,0 ile 4,6 logaritma birimi azalttigini, elmalardaki azalmanin
ise 0,4 logaritma biriminin altinda oldugunu bildirmislerdir. Nisin ile kombinasyon
halinde faj karistminin, L. monocytogenes sayisin1 kavun dilimlerinde 5,7 logaritma

birimine kadar, elma dilimlerinde ise 2,3 logaritma birimi kadar azalttig1 belirtilmistir.

1.2.5 Gidalarda Biyokontrol Ajan1 Olarak Kullanilan Fajlarin

Istenen Ozellikleri

Gidalarda kullanilmasi amaclanan fajlar litik olmalidir. Konakg1 araliklari, hedef
mikroorganizmanin epidemiyolojik olarak dnemli tiim suglarin1 kapsamalidir. Secilen
fajlar, amaglanan kullanim ortaminda stabil olmalidir. Ek olarak genis bir konake¢1

araligina da sahip olmalidir, bu aralig1 faj kokteylleri kullanilarak saglamak miimkiin

olabilir [80].

Gida sektoriinde bakteriyofaj uygulamalari, hayvancilikta hastaliklarin 6nlenmesi ve
azaltilmasi, taze ham {riinlerin dekontaminasyonu, ekipman ve temas yiizeylerinin
dezenfeksiyonu ve gidalarin raf Omriniin uzatilmast amaciyla kullanimi soz
konusudur. Gida giivenligini arttirmak ic¢in bakteriyel patojenlerle kontamine
olabilecek gidalara viriilent fajlar uygulanir. Bu sayede, patojen sayisinda azalmaya

neden olan faj, giday1 tiiketim igin giivenli hale getirebilir [75].

Hagens ve Loessner [103], gidalarda biyokontrol ajanlart olarak kullanilmasi
amaclanan fajlarin 6zellikle litik olmalar1 ve genis bir konak araligina sahip olmasi

gerektigini bildirmislerdir.
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1.2.6 Biyokontrolde Faj ve Konakg¢1 Konsantrasyonunun Etkisi

Biyokontrol amaciyla faj kullanilan ¢ogu arastirma sivilarda [103] yapilmakla birlikte
kat1 gidalarda yapilan ¢alismalar [90,92,96] da bulunmaktadir. Genelde galismalar
yiiksek konsantrasyonda bakterilerle yapilmistir [103]. S1vi ortamlarda, siv1 akisi veya
aktif ylizme (bakteriyel hareketlilik) fajlarin duyarl konakg1 bakterilerle karsilasma ve
enfekte olma olasiligin arttirir [104]. Beklenen yiiksek hijyen standartlart nedeniyle
bakteriyel kontaminasyon muhtemelen ¢ok diisiik sayilarda ortaya ¢ikacaktir [103].
Gida Giivenligi ve Uygulamali Beslenme Merkezi, L. monocytogenes kaynakli
kontamine gidalarda 3 logaritma biriminin ortalama bir deger oldugunu rapor etmistir
[72]. Yapilan galismalarin ¢ogu, bu degeri baz alarak gerceklestirilmistir. Bakteri
konsantrasyonunu Silva ve dig. [100] 10° kob/g, Figueiredo ve Almeida [98] 10*
kob/mL, Rossi ve dig. [20], Soni ve Nannapaneni [19] ve Soni ve dig. [27] 10* kob/g,
Bafios ve dig. [71] ve Chibeu ve dig. [5] 10° kob/cm?ve Guenther ve dig. [9] 10°kob/g

olarak kullanmislardir.

Dogal olarak kontamine olan gidalardaki diisiik bakteri sayilari, faj etkinligini
kisitlayan en onemli faktorler arasinda yer almaktadir. Gida ortaminda, faj-hedef
bakteri etkilesimini arttirmak amaciyla, gida matrisine ¢ok sayida faj (yaklasik 1x108
pob/mL esigi) ilave edilmesi gerekmektedir [103]. Soni ve Nannapaneni [19] 10*
pob/mL diizeyinde, Soni ve dig. [27] 10% pob/mL diizeyinde faj kullanimmin etkili
olmadigini bildirmistir. Baska bir deyisle, az sayida fajin, az sayida bakteriyi enfekte

etmesi miimkiin degildir [103].
1.2.7 Fajlarm Biyosanitasyon ve Biyokoruma Igin Kullanimi

Gida endistrisinde biyofilmler, &zellikle gida isleme ve depolama asamasinda
kullanilan ekipmanlarin yiizeylerinde, 6zellikle temizlenmesi veya sterilize edilmesi
zor olan ylizeylerinde bulunurlar. Farkli ortamlarda bulunan bakterilerin gesitliligi bu
konuda kisitlayic1 olmasina ragmen, biyosanitasyon i¢in faj kullanim1 umut vericidir

[80,105].

Fajlar ile biyokoruma, hizli bozulan gidalarda raf 6mriinii uzatmak igin bakteriyofajin

koruyucu olarak kullanilmasidir. Fajlar, sogutulmus gidalarda bile (6zellikle

29



psikrotrofik bakteriler) patojenik ve bozulma bakterilerinin gelisimini sinirlandirarak
konakgilarini 1 °C'a kadar diisiik sicakliklarda lize edebilme yeteneklerinden dolayi

miikkemmel gida biyokoruma ajanlarindandir [80].

1.2.8 Gidalarda Faj Lizininin Kullanim

Lizinler, yeni olusturulan fajlarin konakg¢i hiicreden salinmasina izin vermek i¢in
cesitli peptidoglikan baglarini hedefleyerek bakteriyel hiicre duvariin bozunmasinda
rol oynayan litik fajlar tarafindan {iretilen enzimlerdir. Lizin enzimleri, hiicre duvarinin
peptidoglikan tabakasina saldirdigindan, harici olarak eklendiginde Gram pozitif
bakterilere kars1 oldukga etkilidirler ve gida gilivenligini arttirmak i¢in biyokontrol
ajanlar1 olarak kullanilabilirler [106]. Lizinler genellikle konake tiirleriyle sinirli dar
bir spektrum aktivitesine sahiptirler. Lizin, dogrudan gidaya veya yemlere

saflastirilmis bir protein olarak ilave edilebilir [80].

1.2.9 Bakteriyofaj ile Biyokontroliin Avantajlari

Fajlarin antibiyotikler ve dezenfektanlar gibi geleneksel antimikrobiyellere goére
bircok avantaji vardir. Giivenli kullanim Gykiisiine sahiptir [80]. Fajlarin en biyiik
avantaj1 tiire 6zgii olmasidir ve antibiyotiklerin aksine dogal mikrobiyotaya zarar

vermemesidir [107,108].

Bakteriyofajlar ¢ogunlukla niikleik asit ve proteinlerden olusur ve mevcut tiim
kanitlar, giinliilk beslenmenin normal bir bilesenini temsil ettikleri i¢in oral
tilketimlerinin insanlar i¢in tamamen zararsiz oldugunu gostermektedir [77]. L.
monocytogenes'e kars1 2x10%2 pob/kg viicut agirhig dozunda faj verilen siganlarda oral
toksisite testleri, histolojik degisiklikler, morbidite veya mortalite agisindan herhangi

bir anormallik belirtisi géstermemistir [17].

Bakteriyofajlar oto-replikiftir (oto dozaj), bu nedenle bakteriyel kontaminasyon
yiiksek oldugunda, diisiik faj konsantrasyonlar1 istenen patojen azalmasini saglayabilir
[80]. Yani fajlar ortamdaki konakgilar1 6lene kadar ¢cogalir ve konakgilar1 61diigiinde
inaktif hale gelir [77]. Dogada yaygin bulunmalarindan 6tiirii faj iretimi nispeten basit
ve ucuzdur [76,80].
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1.2.10 Bakteriyofaj ile Biyokontroliin Dezavantajlari

Gidalarin korunmasi i¢in faj kullanmanin dezavantajlari arasinda sinirli konake1
araligi, direncli mutantlarin gelisme riski ve viriilans karakterlerin bir bakteri susundan
digerine transdiiksiyon yoluyla aktarilma potansiyelinin olmasidir. Ancak, bu
sorunlarin tizerinden gelinebilecegi distiniilmektedir. Faj kokteylleri, konak¢inin
birden fazla susu mevcut oldugunda kullanilabilir [103]. Son olarak, disiik
transdiiksiyon frekanslar1 gosteren fajlar secilerek viriilansin transdiiksiyonu

Onlenebilir.

Diger bir dezavantaj, etkinlikleriyle ilgili mevcut arastirmalarin ¢ogunun, fajlarin
uygulanacagi gercek ticari ortamlart yansitmayan, yapay olarak asilanmig gidalarla

caligmalarin gercgeklestirilmesidir [80].

Bakteriyofajlar ¢cevremizdeki bakterilerle savasir. Bu bakteri viriisleri, gida, tip ve
veteriner hekimlikte 6nemli olan bakteriyel patojenleri kontrol etmek ve tespit etmek
i¢in kullanilmaktadir. Konakginin faj direng mekanizmasi ve faj direncinin iistesinden
gelme yontemlerini tam olarak anlamak i¢in daha fazla arastirma yapilmasina ihtiyag
vardir. Her ne kadar calismalarin sonuglart umut vadedici goriinse de, dikkatle
yorumlanmalidir. Bazi faj ¢aligmalarinda, 6rnegin elma dilimleri izerinde biyokontrol
amaciyla kullanilan fajlarin, konake¢ilarin1 azaltmada yetersiz oldugu kanitlanmastir.
Ayrica, birkag¢ arastirmaci tarafindan faj direngli fenotiplerin ortaya ciktigi da
bildirilmistir. Faj tabanli teknolojilerin uygulanmasi ve ticarilestirilmesi giiniimiizde

baslamig ve ancak gelismeleri i¢in hala ¢aligmalara ihtiya¢ duyulmaktadir [80].

Fajlar gidalarda gegmisten beri bulunmaktadir ve sonsuza kadar da bulunacaktir.
Ancak, fajlarin gidalardaki bakteriyel patojenlerin biyokontrolii i¢in gidalara
eklenmesinin tiiketiciler tarafindan kabulii yani gidalara viriis ekleme algisi, bu fajlarin
yaygin olarak kullanilmasi i¢in iistesinden gelinmesi gereken en kritik engel olacaktir
[80,109].

Bircok arastirmaci bakteriyofajlarla yaptiklar1 caligma sonucunda olumlu sonuglar
elde etmis ve patojenlerin kontroliinde veya triinlerin giivenliklerini saglamada etkili

olduklarindan bahsetmistir [5,8,90-99,9,100-102,18-20,23,27,29,71].
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1.3 Tiitsiileme Teknolojisi

Dumanlama diger deyisle tiitsiilleme, Tas Devri'nden beri balik eti ve kirmizi etin
islenmesi ve korunmasi igin kullanilan yontemlerden birisidir [110,111]. Tiitsiileme
yontemi irlinlerin duyusal kalitesini gelistirmek, raf dmriinii uzatmak ve boylelikle
tiiketiciler tarafindan daha fazla kabul edilebilirlik kazandirmak amaciyla kullanilir.
Thtsiileme, ¢esitli antimikrobiyel ve antioksidantlarla balik etini zenginlestirir, ayrica

tirtinlere 6zel tat, lezzet ve aroma kazandirir [112].

Geleneksel balik tiitsiileme islemi ates kullanimiyla gerceklesir. Odun, yanma
stirecinde parcalanan seliiloz, hemiseliilloz ve lignin ana bilesenlerini igerir. Yanma
stirecine piroliz denir ve bu olay basit¢e odunun 1s1 ile kimyasal ayrigmasi olarak

tanmimlanir [110].

Tiitstileme agacin termal olarak tahrip edilmesinden kaynaklanan ugucu maddelerin et
veya balik iirlinlerinin yiizeyine niifuz etme siireci olarak da tanimlanmaktadir.
Dumandaki ugucu bilesikler balik kasina niifuz eder [111]. Elde edilen duman, gidaya
tat, renk ve aroma vermekle kalmaz, ayn1 zamanda dumanin gida tizerinde kurutucu,

bakterisit ve antioksidan etkileri gidanin korunmasini saglar [110].

Tiitsiileme, mikrobiyel gelisimin azalmasina sebep olan, su aktivitesini diisiiren
tuzlama (i), mikroorganizmalarin gegisine fiziksel bir yiizey bariyeri saglayan yiiksek
sicaklikta kurutma (ii) ile mikrobiyel gelisimi ve acilagsmay1 geciktiren aldehitler,
karboksilik asit ve fenoller gibi antimikrobiyel ve antioksidan bilesiklerin birikiminin

(iif) kombine etkisi nedeniyle baliklarin raf dmriini uzatir [111].

Ayrica, yiiksek sicaklikla birlikte dumana maruz kalan balik kasi, zararli enzimatik
reaksiyonlart etkili bir sekilde sinirlayabilir [111,113]. Ancak giliniimiizde,
tiitstilemenin temel amaci, koruyucu etkilerinden ziyade {iirliniin duyusal kalitesi

tizerine etkileridir [111].

Dumanin balik kasina nasil verildigine ve tiitsiileme sicakligina bagli olarak tiitsiileme

cesitleri, sicak tiitsiileme, soguk tiitsiileme, siv1 tiitsiileme ve elektrostatik tiitsiileme
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olarak simniflandirilir. Ayrica soguk ve sicak tiitsilemenin bir arada kullanildig:

kombine yontemlerde tiitsiileme ¢esitlerine dahil edilmektedir [111].

1.3.1 Tiitstileme Metotlari

Sicak tiitsiileme: Sicak tiitsileme hem 1sinin hem dumanin bir arada kullanildig

geleneksel tiitsiilleme yontemidir. Sicak tiitsiileme ii¢ ana islemi birlestirir:

1. Pisirme: 80 °C'm lizerindeki sicakliklarda 1s1 islemi uygulanir, baligin eti pisirilir,
1s1 baligin tizerinde ve i¢inde sporsuz kalan bakterileri yok eder. Bagirsaklardaki ve

etlerdeki enzimleri inaktif hale getirir.
2. Kurutma: Dumana iireten ates ayni zamanda 1s1 {iretir ve balig1 kurutur.

3. Duman: Igerdigi bir dizi bilesik ile duman bakterileri dldiirerek koruyucu etki
gosterir. Sicak tiitsillemede balik tamamen pisirilir ve tiiketici satin aldiktan sonra

tekrar pisirmeden tiiketilebilir [110,111].

Soguk tiitsilleme: Bu yontemde, 30 °C ve altindaki sicakliklarda tiitstileme islemi
yapilir. Soguk tiitsileme islemi eti pisirmez, proteinleri pihtilastirmaz, gida bozucu
enzimleri etkisiz hale getirmez veya gida patojenlerini ortadan kaldirmaz. Burada asil
amag, yogun 1s1l islem uygulamasi olmadan besin 6gelerini koruyarak baliga aroma ve

tat kazandirmaktir. Bu yiizden tiiketilmeden Once pisirilmesi gerekir [110].

Sicak tiitsiileme ile karsilastirildiginda, soguk tiitsiilleme daha uzun siirede uygulanir,
daha yiiksek bir verime sahiptir ve soguk tiitsiilenmis iirlinlerde dokusal 6zellikler

sicak tiitsiilenmis tiriinlere kiyasla ¢ok daha iyi korunur [111].

Sicak ve soguk tiitsilleme kombine yontemi: Bu yontemde baliklar 6nce 30 °C'in
altinda birka¢ saat tiitsiilenir ve daha sonra 30 °C'in iizerine ¢ikarilarak tiitsiileme

islemi devam ettirilir [110,111].

Siv1 tiitsiilleme: Sivi tiitsii ekstrakti, odunun kuru damitilmasiyla hazirlanir ve daha
sonra kondense edilir. Kondense duman, bir ¢6ziicii i¢inde ¢oziindiiriiliir ve dogrudan

tirtinler iizerinde kullanilabilir. Siv1 tiitsi, tirline daldirma, piiskiirtme ya da buharinda
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bekletme seklinde verilir. Dumanin aromasi ve tadi balik kasina aktarilir. Sivi
tiitsilleme bir¢ok avantaja sahiptir. Geleneksel soguk ve sicak tiitsiileme islemlerine

gore duman tadi elde etmek hizli ve ¢ok daha kolaydir [111,114].

Dogal dumandaki istenmeyen bilesikler (6rnegin PAH'lar) sivi tiitsii ekstraktinda
uzaklastirilabilir. Bunlara ek olarak, sivi tiitsileme islemi daha diisiik isletme
maliyetleri ve daha az ¢evre kirliligi saglamaktadir ve diger tiitsiileme yontemlerine
kiyasla daha kisa islem siiresine sahiptir [115]. Arastirmacilar geleneksel tiitsiilemeye
kiyasla s1v1 tiitsii iirlinlerin daha yiiksek isleme verimine ve benzer dokusal 6zelliklere

sahip oldugunu bildirmislerdir [111,116].

Elektrostatik tiitsiilleme: Baliklar elektriksel bir alanda dumanla muamele edilir.
Elektrik alani iyonize duman partikiillerine etki ederek tiitsiileme siirecini
hizlandirarak islem siiresini kisaltir. Bu yontemde yiiksek kaliteli tirtinler elde edilerek

iscilik ve tiretim maliyetleri disiiriilebilir [111].

1.3.2 Tiitsiileme Islem Basamaklari

Titsiilenmis baliklarin hazirlanmasindaki islem basamaklari, hammadde secimi, i¢
organlarin temizlenmesi, yikama, tuzlama (siv1 tuzlu su veya kuru tuz karisiminin
banyosu veya enjeksiyonu ile), kurutma, uygun tiitsiilleme yonteminin uygulanmasi,

sogutma, paketleme ve depolama seklindedir [110,117,118].

1.3.3 Tiitsiileme Siirecinde Balik Kasinda Meydana Gelen

Degisimler

Tiitstileme siireci, hem balik kasinin dehidrasyonu hem de balik kasindan lipitlerin
sizmast nedeniyle agirlik kaybina sebep olur. Hammaddeye, nihai iiriin 6zelliklerine,
tiitstileme yontemine, tiitsiileme siirecindeki dehidrasyona bagli olarak agirlik kaybi
yaklasik olarak %10-25 aras1 degisiklik gosterir. Ayrica, baligin boyutu ve sekli isleme

verimini etkileyen faktorler arasindadir [111].

Balik kasinin pH's, tiitsiileme siirecinde, esas olarak dumandan asidin emilmesi, nem

kayb1 ve fenollerin, polifenollerin ve karbonil bilesiklerinin protein ve protein
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bilesenleri ile reaksiyona girmesi nedeniyle diiser [111]. Tiitsiileme isleminde
kullanilan sicaklik ne kadar yiiksekse, balik kasindaki pH o kadar diisiik olur, bu
nedenle elektrostatik yontemle tiitsiilenen baliklar, diger yontemlere kiyasla pH'da en

az diisiisti gosterir [119].

Tuzlama adimi sirasinda balik kasinin tuz igerigindeki artis, protein yapisinda
degisikliklere yol acar. Bu degisiklikler, gidanin kendi bilesimine ve tiitsiilemenin

yapildig1 kosullara bagl olarak degisir. [111,120,121].

Tiitslileme islemi sirasinda balik tadinda meydana gelen degisiklikler, esas olarak
ugucu bilesiklerin, 6zellikle fenollerin dumandan emilmesi sayesindedir [111].
Uriinlerdeki duman kokusu ve aromasinin yogunlugu, tiitsiileme sicaklig ve tiitsiileme
yontemine bagli olarak farklilik gosterebilmektedir [111,122]. Daha yiiksek
sicakliklarda tiitsiileme isleminin uygulanmasi balik kasinda duman bilesenlerinin
birikmesini arttirir. Olusan lezzet ayn1 zamanda tiitsiileme islemi sirasinda meydana

gelen lipit oksidasyonundan da kaynaklanabilmektedir [111].

1.3.4 Tiitsiilenmis Balik Uriinlerinin Kalitesini Etkileyen
Faktorler

1.3.4.1 Ham Madde

Hammaddelerin kimyasal ve fiziksel 6zellikleri, tiitsiilenmis tiriinlerin kalitesini biiyiik
Olglide etkiler. Baligin avlandigi alan, balik tutma yontemi veya hammaddenin
dogadan avlanan balik veya ¢iftlik balig1 olusu gibi etmenler hammadde kalitesini
etkileyen faktorler arasindadir. Lipit icerigi ve lipitlerin dagilimi doku, tat ve lezzet
acisindan nihai iirlinlerin kalitesinde ve besin degeri lizerinde 6nemli bir etkiye sahiptir

[111].

Genellikle, tiitsiilenmis baliklarda yiiksek fenol igerigi, kaslarinda diisiik lipit icerigine
sahip olan baliklardan elde edilir [111]. Yiiksek yag iceriginin, tiitsiilenmis baligin
kalitatif 6zelliklerini bozabilecegi belirtilmistir [119,123].

35



1.3.4.2 Tiitsiileme I¢in Kullanilan Agag Tiirleri

Duman, "i¢in i¢in yanan lif", yani alevsiz yanma ile hazirlanir. Duman iiretmenin
kaynag1 agactir. Tiim odun tiirleri tiitsiileme i¢in uygun degildir ve odunun kokusu ve
tadi farklilik gosterdiginden bu agag tiirlerine baglidir [111]. Tiitsiileme isleminde
kayin, glirgen, mese, thlamur, elma ve portakal gibi agag tiirleri tercih edilir. Cam ve
diger igne yaprakli recineli agaclar {irline acimsi bir tat kattiklar1 icin tercih

edilmemektedir [124].

1.3.4.3 Tuzlama Siireci

Tuzlama, tiitsiileme siirecindeki en Onemli asamalardan biridir. Tuz, balik kasinda
koruyucu gorevi gorerek, su aktivitesini diislirerek ve bakteri liremesini engelleyerek
iriinlin raf omriinli uzatir. Tuzlama ayrica nihai tiitsiilenmis trilinlerde istenen sert

dokuyu ve tuzlu tadi saglar [111].

Fiime balik endiistrisinde kuru tuzlama, salamura ile tuzlama, enjeksiyonlu tuzlama
veya bunlarin kombinasyonlar1 seklinde farkli tuzlama yontemleri uygulanmaktadir
[111,119,125]. Kuru tuzlamada, tuz balik {izerine direkt olarak uygulanirken, salamura
tuzlamada balik tuz soliisyonun i¢inde muhafaza edilir. Yas tuzlamada kuru tuzlamaya
kiyasla balik etindeki su kayb1 daha az oldugundan et verimi de daha fazla olmaktadir
ve sanayide yaygin olarak yas tuzlama tercih edilmektedir. Kuru tuzlamada % 4-35
arast tuz oranlart kullanilmaktadir. Bununla birlikte, tuzlama suresi ve tuz
konsantrasyonu baligin tiiriine, yaghilik derecesine ve muhafaza siiresi gibi faktorlere
gore degisiklik gosterebilmektedir. Ayrica kuru tuzlamada kullanilan balik/tuz oranlar
yoresel yontemlere ve istenen lezzete gore farklilik gosterebilmektedir. Tiitsiilenmis
tirtinlerde salamura tuzlamada %5 [126], %10 [126,127], %18 [128] , %28 [129] , %36
[130] ve %70 [130] oranlar1 kullanilabilmektedir. Ancak Kkullanilan tuz oranlari,
sicaklik ve siireleri ayn1 kuru tuzlama tekniginde oldugu gibi belli bir standarda sahip
degildir [126,130,131].
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1.3.4.4 Kurutma Metodu

Kurutmanin fiime balik iirtinlerinde su aktivitesini azaltarak nihai iirline koruyucu bir
etki sagladig1 bilinmektedir. Baliklarda kullanilan kurutma kosullari, iireticiye ve balik
tiiriine gore degisiklik gostermektedir. Kurutma kosullarinin uygun olmayan sekilde
yapilmasi; tirtin kalitesi, dokusu ve rengi gibi islem verimi tizerinde olumsuz etkilere
sebep olabilir. Tiitsiilenmis balik tirtinlerinde kurutma sicakligina ve kuruma siiresine

bagli olarak mikrobiyel flora dagilimi degisiklik gostermektedir [111,122].

1.3.5 Tiitstilenmis Baliklarda Dumanin Etkileri

Duman, odunun yakilmasi veya i¢in i¢in yanmasi (yani alevsiz yakilmasi) ile iiretilir.
Duman, karbon monoksit, metan, ugucu organik bilesenler (C2—C7), formaldehit,
akrolein, propiyonaldehit, butiraldehit, asetik asit, azot oksitler (NO, NO.), fenol (ve
derivatlar1), syringol (ve derivatlari), katekol (ve derivatlari), organik karbon,
polisiklik aromatik hidrokarbonlar (PAH): floren, penatren, antrasin, metilantrasinler,
florantin, piren, benzo(a)antrasin, krizen, benzoflorantenler, benzo(a)piren gibi
200°den fazla maddeden olusmaktadir. Dumanin bilesimi, tiitsiilenmis {iiriinlerin
kalitesini etkileyen en onemli faktorlerden birisidir. Bu bilesim, kullanilan agacin

tiirline ve duman olusumu kosullarina bagli olarak degisir [111,112,132].

1.3.5.1 Dumanin Bakterisit Ozellikleri

Dumanin bakterisit ozellikleri, 1sitma, kurutma, tuzlamanin birlesik etkisinden ve
ayrica polifenolik bilesenlerin baliklar lizerinde birikmesinden kaynaklanmaktadir.
Formaldehit ve asetik asit gibi polifenolik bilesenlerin bakteriyosit etki gosterdigi
bilinmektedir. Dumanin birikmesi yiizeyde daha fazladir. Bu nedenle, duman

yiizeydeki bakterilere karsi baligin i¢ kismina gore daha etkilidir [110].
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1.3.5.2 Dumanin Antioksidan Ozellikleri

Dumanin antioksidan 6zellikleri vardir ve bu antioksidan etki ti¢ 6nemli kimyasalin,
yani 2, 6-dimethoxyphenol; 2, 6-dimethoxy-4-methylphenol ve 2, 6-dimethoxy-4-
ethylphenol varligindan kaynaklanmaktadir [110].

1.3.5.3 Dumanm Baligin Duyusal Ozellikleri Uzerine Etkisi

Tiitslilenmis baligin aromast ve tadi esas olarak dumandaki ugucu bilesiklere
dayandirilir. Fenolik bilesikler, balik kasi tarafindan gii¢lii bir sekilde tutulur, fiime
baliklarin aromasi bu sekilde saglanir [111,133].

Tiitstilenmis balik aromast; tiitsiilenmis aroma lireten Maillard reaksiyonlar1 (yani
duman karbonil gruplar1 ve gida amino gruplar1 arasindaki etkilesimler) ve baliksi

aromalar saglayan lipit oksidasyon iiriinleri sayesinde iki yolla olusturulur [111].

Tiitslilenmis tadin guaiacol ve tiirevlerinden iiretildigi diisiiniiliirken, tiitsiilenmis
kokudan siringol ve tiirevlerinin sorumlu oldugu diisiiniilmektedir [111,134]. Ayrica
dumanda bulunan fenol, pcresol, o-kresol, guaiacol, 4-memethyguaiacol, 4-
ethylguaiacol, eugenol, 4 propylguaiacol ve isoeugenol gibi diger bilesiklerin de
tiitstilenmis balik {irlinlerindeki aroma ve lezzetin olusumuna katki sagladigi

bilinmektedir [111,135,136].

Tiitstilenmis balikta renk ise karbonil icerigine, yiiksek molekiiler agirlikli fenollere

ve ugucu aldehitlere baglidir [111].

1.3.5.4 Dumanin Kanserojen Etkisi

Duman, PAH’larin varligi nedeniyle kanserojen 6zellige sahiptir. Tiitsiileme siirecinde
PAH'lar balik kasinda birikir ve lipofilik 6zelliklerinden dolay1 ¢ikarilmalart zordur.
Benzo (o) piren, tiitsiilenmis balik iirlinlerinde kanserojen PAH varliginin bir
belirtecidir. Tiitsiilenmis triinlerde benzo-a-piren’in 1 ppb’den yiiksek olmamasi
istenmektedir. Tiitsiillenmis baliklardaki PAH'larin igerigi bu bilesiklerin dumandaki

konsantrasyonlarina, baligin tiitsiileme yontemine, tiitsiileme siiresine ve balik tiiriine
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baghdir. Ozellikle s1v1 tiitsii metodu PAH bilesiklerinin kontrol altinda tutulmasi i¢in

etkili bir tiitsiileme yontemidir [110-112].

1.3.6 Tiitsiilenmis Baliklarda Raf Omrii

Tiitsiilenmis baligin raf omrii, tiitsilemek igin kullanilan baligin mikrobiyel
kontaminasyon miktarina, su aktivitesine, uygulanan 1siya ve duman bilesiklerinin
miktarina, 1siya maruz kaldig1 slirece mikroorganizmalarin inaktivasyon etkinligine,

havanin nemine ve depolama sirasindaki oksijen miktarina baglidir [137].

Hem yagli baliklar i¢in hem de yagsiz baliklar i¢in tiitsiileme teknolojisi uygulamalari
gerceklestirilmektedir. Ancak, yagsiz baliklarin tiitsiilenmesi ile elde edilen son

tirtinlerin daha uzun raf 6mriine sahip oldugu goriilmiistiir [138].

1.3.7 Tiitsiilenmis Baliklarda L. monocytogenes

Heinitz ve Johnson [139] 5 yil boyunca analize aldiklar1 1080 adet tiitsiillenmis balik
ve kabuklu su iriiniiniin %14’tinde L. monocytogenes izole ettiklerini bildirmistir.
Arastirmacilar yaptiklar1 ¢aligmada, 240 adet soguk tiitsiilenmis iirliniin 51’inde
(%17,5) ve 215 adet sicak tiitsiilenmis {iriiniin 19’unda (%8,1) L. monocytogenes’e

rastladiklarini bildirmislerdir.

Dominguez ve dig. [140], soguk tiitsiilenmis baliklarda L. monocytogenes’in bulunma
oranini arastirmislar ve calisma sonucunda analize aldiklar1 170 6rnegin %22,3’linde

L. monocytogenes tespit etmislerdir.

Nakamura ve dig. [141] tiiketime hazir 95 adet balik iriiniinde L. monocytogenes
varligini tespit etmislerdir. Bu tiriinlerin 12 (%13) tanesi L. monocytogenes agisindan
pozitif sonu¢ vermis ve pozitif sonu¢ veren orneklerin soguk tiitsiilenmis somon
(Salmo salar) ve alabalik (Oncorhynchus mykiss) oldugu bildirilmistir. Beaufort ve
dig. [142] ise analize aldiklar1 1010 adet soguk tiitsiilenmis somonun (Salmo salar)

104 tanesinin L. monocytogenes agisindan pozitif oldugunu bildirmislerdir.
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Meloni ve dig. [143], tiiketime hazir 200 adet gidayr L. monocytogenes varligi
yoniinden incelemislerdir. Analize aldiklar tiriinler arasinda 50 adet tiitsiilenmis Su

irliniiniin 6’sinda (%12) L. monocytogenes tespit etmislerdir.

Uyttendaele ve dig. [144] Belgika’da 2005-2007 yillar1 arasinda 3 farkl tiiketime hazir
gida driininde L. monocytogenes riskini ortaya koymak amaciyla bir ¢alisma
gerceklestirmiglerdir. Calisma sonucunda, salata yapiminda hammadde olarak
kullanilan tiitsiilenmis baliklarin toplam 33/58 6rneginde (%56,9) L. monocytogenes

varligi tespit edilmistir.

Acargil [145], sicak tiitsillenmis ve vakum paketlenmis Gokkusagi alabaliklarinda
(Oncorhynchus mykiss) Listeria ve Salmonella tiirlerinin varligini arastirmistir. Elde
ettigi sonuglara gore 4 6rnegin L. monocytogenes ve L. welshimeri agisindan, 3 6rnegin
L. innocua, 7 6rnegin L. grayi ve 1 6rnegin ise L. ivanovii agisindan pozitif sonug
verdigini bildirmistir. Arastirmaci analize aldig1r 6rneklerin hi¢ birinde Salmonella

spp.’ye rastlamadigini belirtmistir.

Doménech ve dig. [146] tiiketime hazir gidalardan Listeria ve Salmonella tiirlerini
izole etmeye ¢alismislar ve L. monocytogenes %3,8 ile en yiiksek oranda tiitsiilenmis

somonlardan (Salmo salar) tespit edilirken Salmonella spp. ise tespit edilmemistir.

Kramarenko ve dig. [147] Estonya'da vakumda ve modifiye atmosferde paketlenmis
tilketime hazir et ve balik {iriinlerinde L. monocytogenes'in varligini arastirmiglardir.
Bu kapsamda analize aldiklar1 66 soguk tiitsiilenmis baligin 4 tanesinde ve 3 sicak
titsillenmis baligin 1 tanesinde L. monocytogenes agisindan pozitif sonug elde

etmislerdir.

Wieczorek ve Osek [148] Polonya'da 2014-2016 yillar1 arasinda yerel marketlerden
temin edilen 301 adet taze ve tiitsiilenmis balik {iriintinii L. monocytogenes varligi
acisindan degerlendirmislerdir. Arastirmacilar analize alinan 152 tiitsiilenmis baligin

%18,4’tintin L. monocytogenes agisindan pozitif sonug¢ verdigini rapor etmislerdir.

Rervik ve dig. [149] farkl1 hijyenik kalitedeki somon (Salmo salar) fiime 6rneklerini,
ti¢ farkli L. monocytogenes susundan olusan bir karisimin diistik (6 kob/g) ve yiiksek
(600 kob/g) seviyeleri ile agilamislar, ardindan vakumla paketleyerek 4 °C'da 5 hafta
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depolamislardir. Calisma sonucunda L. monocytogenes’in tiim gruplarda iyi gelistigi
ve Orneklerin 4 hafta sonra bile hala duyusal olarak kabul edilebilir diizeyde oldugu
bildirilmistir.

Nilsson ve dig. [150] nisin ile karbondioksit kombinasyonunun bakteriyostatik ve
bakterisidal etkisi soguk flime somonla (Salmo salar) yapilan denemelerde
aragtirmiglardir. Arastirma sonucunda, soguk tiitsiilenmis iriinlerin muhafazasinda
nisin ve CO; paketlemenin L. monocytogenes’in gelisimini kontrol etmek amaciyla

kullanilabilecegi bildirilmistir.

Katla ve dig. [151] bakteriyosin olan sakasin P veya nisin ve/veya laktik asit bakterisi
Lactobacillus sakei'nin iki izogenik susundan biri ile birlikte vakumla paketlenmis
soguk tiitsiilenmis somona (Salmo salar) eklemisler ve L. monocytogenes iizerine
etkisini arastirmislardir. Vakumla paketlenmis somon numuneleri 10 °C'da 4 hafta
depolanmistir. Sakasin P ve nisinin L. monocytogenes'in gelisimini engelledigi
bildirilmistir. Sakasin P iireten veya iiretmeyen L. sakei'nin, depolama siiresi boyunca
L. monocytogenes iizerinde bakteriyostatik bir etkiye sahip oldugu belirtilmistir.
Ayrica, vakum paketlenmis soguk tiitsillenmis somon baligina sakasin P iireten L.
sakei kiltiirii sakasin P ile birlikte eklendiginde L. monocytogenes iizerinde

bakterisidal etki olustugu rapor edilmistir.

Neetoo ve dig. [152] tarafindan soguk tiitsiilenmis somon (Salmo salar) 6rnekleri,
nisine direngli ti¢ L. monocytogenes susundan olusan kokteyl ile inokiile edilmistir.
Daha sonra nisin igermeyen kontrol filmi ve nisin kaplh plastik filmler ile vakum
ambalajlanarak 4 °C ve 10 °C'da depolanmistir. Calisma sonucunda, her iki sicaklik
uygulamasinda da nisinin bakteriyel mikrofloranin ¢ogalmasini engelledigi hem de L.
monoctogenes'in kontroliinde etkili oldugu belirtilmistir. Arastirmacilar, tiitsiilenmis
somonun mikrobiyel giivenligini arttirmanin yani sira mikrobiyel bozulmay: kontrol

etmek icin plastik filmlere nisinin dahil edilme potansiyelini vurgulamislardir.

Vogel ve dig. [153] yaptiklari ¢alismada, soguk tiitsiilenmis somon baliginda (Salmo
salar) sodyum asetat (SA) veya sodyum diasetat (SDA) ile kombinasyon halinde
potasyum laktat (PL) kullaniminin antilisteriyal aktivitesini degerlendirmislerdir.

Soguk fiime somonda, %2,1 PL ve %0,12 SDA, L. monocytogenes'in gelisimini 10
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°C'da 42 giine kadar geciktirmistir. Arastiricilar, PL ve SDA kombinasyonunun, soguk
fiime somonda L. monocytogenes gelismesini dnlemek i¢in uygun bir teknoloji

oldugunu belirtmislerdir.

Ye ve dig. [154] bes antimikrobiyel (nisin, sodyum laktat, sodyum diasetat, potasyum
sorbat ve sodyum benzoat) igeren kitosan kapl plastik filmlerin soguk tiitsiilenmis
somonlarda (Salmo salar) L. monocytogenes'e kars1 etkinligini degerlendirmislerdir.
Bu amagla somon &rnekleri L . monocytogenes (5x10° kob/cm?) ile inokiile edilmis ve
bu antimikrobiyelleri igeren kitosan kapli filmler ile kaplanarak oda sicakliginda 10
giin depolanmistir. Sodyum laktat (9 mg/cm?) iceren kitosan kapli film L.
monocytogenes gelisimini engellemede en etkili antimikrobiyel olarak tespit
edilmistir. Potasyum sorbatin (0,6 mg/cm?) ve nisinin (500 1U/cm?) de L.
monocytogenes'e karsit etkili oldugu bulunmustur. En etkili bulunan bu 3
antimikrobiyel sonraki agsamada buzdolab1 sicakliginda denenmis ve 6 hafta boyunca
L. monocytogenes gelisimini engellemede etkili olduklari bildirilmistir. Calisma
sonunda somon tiitsiileme endiistrisinde L. monocytogenes'i kontrol etme ¢abalarinda
4,5 mg/cm? sodyum laktat igeren kitosan kapli filmlerin potansiyel olarak yardimei

olabilecegi vurgulanmastir.

Shin ve dig. [155] farkli paketleme yoOntemlerinin (normal paketleme, vakum
paketleme, nitrojen gazi ile paketleme, nitrojen gazi ile vakum paketleme) 3 ve 7 °C’da
30 giin boyunca depolanan sicak tiitsiilenmis gokkusagi alabaligi (Oncorhynchus
mykiss) filetolarindaki L. monocytogenes gelisimi lizerine etkisini arastirmislardir.
Calisma sonucunda, 3 °C'da depolanan alabaliklarda L. monocytogenes gelismemis,
ancak 7 °C'da depolamanin 10. giiniinde 3 log kob/g seviyelerine, 30. giiniinde 7 log

kob/g seviyelerine ulagsmustir.

Concha-Meyer ve dig. [156] yaptiklart ¢alismada bir aljinat matrisine eklenen iki
laktik asit bakterisinin (Carnobacterium maltaromaticum) ve nisinin, vakumla
paketlenmis soguk tiitsiilenmis somonda (Salmo salar) L. monocytogenes iizerindeki
etkisini degerlendirmislerdir. Caligma sonucunda bu filmlerin, sogutulmus depolama

sirasinda L. monocytogenes gelisimini engelledigi belirtilmistir.
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Aymerich ve dig. [157] tarafindan farkli menseiye sahip ve farkli firmalar tarafindan
tiretilen ¢ tiitsiilenmis somon (Salmo salar) iriiniinde L. monocytogenes'e karsi
biyokoruyucu olarak laktik asit bakterilerin (Lactobacillus sakei, Lactobacillus
curvatus, Carnobacterium maltaromaticum) etkisi degerlendirilmistir. Calisma
sonucunda, 8 °C'da 21 giinliik depolama boyunca L. sakei'nin test edilen tiim tiriinlerde
L. monocytogenes'in gelisimini engelledigi, L. curvatus’un ise patojenin gelisimini
siirlandirdigr bildirilmistir. C. maltaromaticum'un etkinliginin ise iriin tipine bagh
oldugu ifade edilmis, sadece bir iirlinde patojenin gelisimini engelledigi rapor

edilmistir.

Ekonomou ve dig. [158] tarafindan taze alabalik (Oncorhynchus mykiss), tiitsiilenmis
alabalik (Oncorhynchus mykiss) ve broth ortaminda L. monocytogenes'i elimine etmek
icin yiiksek hidrostatik basing (HHP; 15 dakika boyunca 200 MPa), sivi duman
(90,50, v/v) ve -80 °C'da dondurma yontemlerinin etkisi arastirilmistir. Yiiksek
basing, sivi duman ve dondurma teknolojisinin sinerjitik etki gosterdigi belirtilmis
olup, sirasiyla tiitsiilenmis alabalik ve ¢ig alabalikta L. monocytogenes sayisinin 5,48

ve 1,93 log kob/g azaldig: tespit edilmistir.

1.4 Yenilebilir Filmler-Kaplamalar

Ambalaj malzemeleri sentetik ve yenilebilir olmak tizere iki gruba ayrilir. Sentetik
ambalajlar genellikle petrol bazli olup, iriiniin korunmasinda etkili olmalarina ve
endiistride ¢ok tercih edilmelerine ragmen ¢evre kirliligi ve migrasyon problemleri
nedeniyle kullaniminin azaltilmasi Onerilmektedir [159]. Tiiketicilerin giivenli,
kullanishh ve stabil gidalara yonelik talebinin artmasi ve biyolojik olarak
parcalanamayan ambalajlarin olumsuz ¢evresel etkilerine olan farkindaligin cogalmasi

yenilebilir film-kaplamalara olan ilginin artmasina sebep olmustur [160,161].

Herhangi bir gida ile birlikte tiiketilebilen ve gidanin raf dmriinii uzatmak i¢in giday1
kaplamak veya sarmak i¢in kullanilan, her tiir ince malzeme tabakasi yenilebilir
kaplama veya film olarak adlandirilir [160]. Yenilebilir filmler ve kaplamalar,
yenilebilir biyo-polimerlerden ve gidaya uygun katki maddelerinden iiretilir [162]. Bu

ambalaj malzemeleri sentetik malzemelerden daha kolay bozulur bu sayede cevre
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kirliliginin azaltilmasina biiyiik katki saglar. Yenilebilir kaplamalar ve filmler, oksijen,
karbondioksit ve etilen gibi 6énemli gazlarin kontrollii degisimine segici olarak izin
verirken, nem kayiplarini, gaz aromalarini ve gidalardaki ¢6ziinen madde hareketlerini
Oonlemek igin {iriin ylizeylerindeki dogal katmanlarin yerini almasini saglar. Materyal,

tam bir gida kaplamasi olabilir veya gida bilesenleri arasinda siirekli bir katman olarak
yerlestirilebilir [160,161].

Filmlerin gidalarda kullanimi, 12. yiizyilda Cin'de su kaybini geciktirmek amaciyla
limonlarin kaplanmasi i¢in mumlarin kullannomina dayanmaktadir. Yiyeceklerin
korunmasi ig¢in kullanilan ilk yenilebilir film ise, 15. ylizyilda Japonya'da soya
stitiinden yapilmistir [163]. 1967'de yenilebilir filmlerin ticari kullaniminin yaygin
oldugu ve ¢ogunlukla meyve ve sebzelerin mum kaplamalar1 olarak kullanildig:
bilinmektedir. Giiniimiizde bir¢ok gida tiirii i¢in yenilebilir film ve kaplamalar,
gidalarin kalitelerini ve gilivenliklerini korumanin en uygun maliyetli yollarindan

biridir ve kullanimlar1 artarak devam etmektedir [161].

Yenilebilir kaplamalar ve filmler benzer bir tanima sahiptir. Ancak yenilebilir filmler
ayr1 ayr1 hazirlanir ve daha sonra gidanin ylizeyine uygulanir, oysa kaplamalar
dogrudan gida yiizeylerinde olusturulur. Yenilebilir filmler, film olusturabilen
malzemelerden iiretilebilir. Uretim sirasinda, film malzemeleri su, alkol veya su ve
alkol karisimi veya diger coziiciilerin karisimi gibi bir ¢oziicli i¢inde dagitilir ve
¢oziindiiriiliir. Yenilebilir filmler ve kaplamalar, gida iiriinlerini mekanik hasarlardan,
fiziksel, kimyasal ve mikrobiyolojik faaliyetlerden korumak i¢in kullanilabilir.
Yenilebilir filmler, biyolojik olarak uyumlu olup toksik degillerdir ve hem bariyer hem

de gida katki maddelerinin tasiyicisi olarak islev gorebilirler [161].

Yenilebilir film ve kaplama malzemesi firetilirken asagidaki noktalara dikkat
edilmelidir [159]:

e Hammaddeler giivenilir olmalidir.
e Uriin solunumunun kontrol altinda olmasina izin vermelidir.

e Yapisal biitiinliik saglamali ve mekanik islemi kolaylastirmalidir.
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e Katki maddeleri ile birlestirilebilmelidir ve mikrobiyel bozunmay1 6nlemeli
veya azaltmalidir.

Aragtirmalar, her iki yontemin de uygun sekilde formiile edildiginde paketlenmis deniz
tiriinlerinde nem-oksijen girigine karsi etkili sekilde bariyer gorevi olusturdugunu ve
bu {rlinlerin organoleptik Ozelliklerini arttirabilecegini gostermistir. Ayrica,
yenilebilir filmler ve kaplamalarin igerisine antibakteriyel ve antioksidan ajanlarin
dahil edilmesiyle oksidasyonu ve mikrobiyel bozulmay1 geciktirme islevi gorebilirler.
Bununla birlikte, gecirgenlikleri ve mekanik 6zellikleri genellikle sentetik filmlerden

daha zayiftir ve bu durum kullanimlarini belirli uygulamalarla sinirlamaktadir
[161,164,165].

Yenilebilir filmler ve kaplamalarin aslinda sentetik ambalajin yerini almasi amaglansa
da, gida korumasinin yeterliligi, birinci yenilebilir ambalajlar ve yenmeyen ikincil
ambalajlarm birlestirilerek kullanilmastyla iyilestirilebilir. Ikincil ambalaj genellikle

kullanim ve hijyenik nedenlerle gereklidir [161].

Gida uygulamalarinda film soliisyonlari, daldirma, piiskiirtme, fircalama ve ardindan
kurutma gibi ¢esitli yontemlerle gidaya uygulanabilir. Biyolojik olarak parcalanabilen
yenilebilir filmler ve kaplamalar, tiiretildikleri malzeme tiirline gore kategorize

edilerek tige ayrilir; proteinler, polisakkaritler ve lipitler [160-162].

1.4.1 Uretildikleri Malzeme Tiirleri

1.4.1.1 Proteinler

Filmi olusturucu proteinler, hayvanlardan (kazein, peynir alt1 suyu proteini konsantresi
ve izolati, kolajen, jelatin ve yumurta albiimini) veya bitkilerden (misir, soya fasulyesi,
bugday, pamuk tohumu, yer fistig1 ve piring) tliretilir. Protein filmlerinin olusumunun
ana mekanizmasi, 1s1, ¢Oziiciiler veya pH'da bir degisiklikle baslatilan protein
denatiirasyonu ve ardindan yeni molekiiller arasi etkilesimler yoluyla peptit
zincirlerinin birlesmesidir [161]. Protein bazli filmler etin hidrofilik yiizeylerine iyi
yapistr, oksijen ve karbondioksit difiizyonu i¢in engeller olustururken su difiizyonunu

durdurmazlar [163,166].
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Protein bazli filmlerin mekanik 6zellikleri polisakkarit ve lipit bazli filmlere gére daha
iyidir. Uriin icin film olarak kullamlmasinin yani sira, kapladiklari gidanmn besin
degerini de arttirirlar. Hidrofilik yapisi nedeniyle protein filmlerin su bariyeri ve

mekanik 6zellikleri sentetik polimer filmlere gére daha zayiftir [159].

1.4.1.2 Polisakkarit

Polisakkaritler yaygin olarak bulunur ve uygun maliyetlidir. Bazilar1 negatif ytiklii olsa
da c¢ogu notrdiir. Yapilarinda ¢ok sayida hidroksil ve diger polar gruplarim
bulundurdugu i¢in hidrojen baglar1 film olusumu agisindan ¢ok dnemli bir isleve
sahiptir. pH'ya bagli olarak aljinat, pektin ve karboksimetil seliiloz gibi negatif yiiklii
olanlar farkl1 6zelliklere sahip olma egilimindedir [161,167]. Polisakkaritler genellikle
cok hidrofiliktir ve zayif su buhar1 ve gaz bariyeri 6zelliklerine neden olur. Polisakkarit
polimerlerle kaplamalar iyi bir su buhar1 bariyeri saglamasa da, bu kaplamalar gida
tirlinlerinden nem kaybini geciktiren ajanlar olarak islev gorebilir [160]. Seliiloz,
nisasta, pektin, deniz yosunu ozleri (aljinat, karragenan ve agar), sakizlar (akasya,

guar) ve kitosan bu gruba dahildir [159].

1.4.1.3 Lipit

Koruyucu kaplama olarak kullanilan lipit bilesikleri, asetillenmis monogliseritler,
dogal mum ve yiizey aktif maddelerden olusur. En etkili lipit maddeleri parafin mumu
ve balmumudur. Bir lipit kaplamanin temel islevi, diisiik polariteleri nedeniyle nemin
tasinmasini engellemektir. Polisakkaritlerin ve proteinlerin aksine, lipitler biyopolimer
degildir ve yapisan filmler olusturamazlar. Bu nedenle, ya kaplama olarak kullanilirlar
ya da diisiik polariteleri nedeniyle daha iyi bir su buhari bariyeri saglayarak kompozit
filmler olusturmak igin biyopolimerlere dahil edilirler [160,161]. Hayvansal ve bitkisel
yaglar (hindistan cevizi, yer fistig1, hurma, kakao, tereyagi, yag asitleri ve mono-, di-
trigliseritler), mumlar (kandelilla, karnauba, balmumu, jojoba ve parafin), dogal
recineler (sakiz, guarana ve olibanum), bazik yag asitleri ve bunlarin 6zleri (nane,
kafur, turunggillerin ugucu yaglari), emiilgatorler ve yiizey aktif maddeler (lesitin, yag

asitleri) bu grupta yer almaktadir [159].
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Uc temel grup disinda polisakkaritlerin, proteinlerin ve lipitlerin farkli
formiilasyonlariyla olusturulmus kompozit veya karisik filmler olusturulabilir.
Boylece farkli film bilesenlerinin tek bir kaplamada birlestirilmesi ile kalite arttirilir
[159].

1.4.2 Yenilebilir Film ve Kaplamalarin Avantajlari

e  Uriine parlaklik kazandirarak gériiniimii iyilestirmek,

e Agirlik kaybini azaltmak,

e Uriinii fiziksel, kimyasal ve biyolojik bozulmalardan korumak,

e Uriinlerin soguktan kaynaklanan yaralanmalardan korumak, hasat sonrasi
kimyasal uygulamalar ic¢in temel saglamak ve sentetik malzemelerin
kullanimim azaltmak,

e Mikrobiyolojik bozulmay1 azaltmak,

e Aroma bilesenlerini, vitaminleri, antioksidanlar1 ve pigmentleri korumak ve
bunlarin esmerlesme reaksiyonlarini azaltmak,

e Tat, pigment ve tatlandiricilar gibi ¢esitli katki maddeleri ekleyerek kaplanmis
gidanin organoleptik 6zelliklerini iyilestirmek yenilebilir film ve kaplamalarin

avantajlar1 arasindadir [159,162].

1.4.3 Yenilebilir Film ve Kaplamalarin Dezavantajlari

Yenilebilir film ve kaplama uygulamalarinda;

e Alerjik reaksiyonlarla karsilagilabilinmesi,

e Gida giivenligi i¢in kismi riskler olusturabilmesi,

e Maliyet artis1 ve bilgi eksikligi,

e Makine kullanimi gerekliligi,

e Malzemenin eksikligi gibi faktorler,

e Petrole gore daha az fiziksel ve kimyasal diren¢ gosterdikleri i¢in ¢ogu
durumda tiiketici saglig1 i¢in ikinci bir ambalaj malzemesine ihtiya¢ duyulmasi

bu film ve kaplamalarin kullaniminda karsilasilan dezavantajlar arasindadir

[159].
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1.4.4 Sodyum Aljinat Film ve Kaplamalar

Aljinat, biyoendiistride kullanilan dogal olarak olusan bir polisakkarittir. Esas olarak
kahverengi alg tiirlerinden elde edilir. Aljinatlar (sodyum aljinat, potasyum aljinat,
amonyum aljinat ve kalsiyum aljinat) aljinik asidin tek degerlikli tuzlaridir.
Aljinatlarin molekiiler yapisi, 1-4 glikozidik bag ile baglanmis 3-D-mannuronik asit
(M) ve a-L-guluronik asit (G) kalintilarinin  dallanmamis, dogrusal ikili
kopolimerlerinden olusur. Sodyum aljinat, aljinatin en yaygin tuzudur. FDA, sodyum
aljinat1 giivenli kabul edilen (GRAS) gida sinifina dahil eder. Aljinat bazli yenilebilir
kaplamalar ve filmler, meyve, sebze, et, kiimes hayvanlari, deniz {iriinleri ve peynirin
kalitesini iyilestirmesi veya silirdiirmesi, dehidrasyonu kontrol eden solunumu
azaltmasi, Uriin goriinimiinii gelistirmesi ve mekanik Ozellikleri iyilestirmesi

nedeniyle ilgi ¢ekmektedir [168].

1.4.5 Antimikrobiyel Yenilebilir Filmler ve Uygulamalari

Dawson ve dig. [169] yaptiklari ¢alismada, laurik asit (%8 w/w) ve %2,5 saf nisini
(%4 wiw) tek tek ve birlikte termal olarak sikistirilmis soya filmlerine dahil
etmislerdir. Laurik asit ve nisin i¢eren filmler, sivi ortama (22 °C) maruz birakildiktan
8 saat sonra 10° diizeyinde bulunan L. monoctogenes sayisini tespit edilebilir diizeyin
altina indirmistir. Nisin igeren filmler ile, nisin ve laurik asit i¢eren film uygulamalart,
hindi sucugundaki bakteri sayisim 21 giinliik depolama sonunda 10%dan 10°e
diistirmiistiir. Tek bagina laurik asit igeren film uygulanmis gruptaki L. monocytogenes
say1s1 48 saat sonra 10%'dan <10?'ye diismiis, 21 giinliik depolama sonrasinda ise hindi

sucuklarinda 1 logaritma birimi azalmistir.

Eswaranandam ve dig. [170] gliseroliin sitrik, laktik, malik ve tartarik asitlerle kismi
ikamesi ile nisin (205 IU/g protein) igeren soya protein filminin L. monocytogenes’e
kars1 antimikrobiyel aktivitesini incelemislerdir. Malik asit (%2,6 w/v) igeren soya
filmlerin L. monocytogenes sayisin1 5,5 log kob/g diisiirdiigii bildirilmistir. Soya
proteini filmine gliseroliin ikamesi olarak malik asidin dahil edilebilecegi

belirtilmistir.
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Oussalah ve dig. [171] sucuk ve jambon dilimlerini 102 kob/cm? L. monocytogenes ile
inokiile etmistir. Daha sonra, patojen inokiile edilen ornekler CaCly ¢ozeltisine
daldirilarak 3 ayr1 esansiyel yag (kekik, tar¢in, geyik otu) iceren aljinat filmler ile
kaplanmistir. Calisma sonucunda, L. monocytogenes'in inhibisyonu iizerinde %20
CaCly ile on isleme tabi tutulan tar¢in esansiyel yagi (%1 wi/v) igeren film

uygulamasinin en yiiksek etkiyi gosterdigi tespit edilmistir.

Marcos ve dig. [172] Enterosin igeren filmlerin (aljinat, zein ve polivinil alkol) L.
monocytogenes'e  karst  antimikrobiyel etkisini arastirmiglardir. 29  giinliikk
depolamadan sonra, en diisiikk L. monocytogenes sayisinin Enterosin igeren zein ve
aljinat filmlerin yani sira zein kontrol filmleri ile paketlenmis numunelerde tespit
edildigi bildirilmistir. 6 °C'da depolama sirasinda, dilimlenmis pismis jambondaki L.
monocytogenes’i kontrol etmek igin en etkili uygulamanim, 2000 AU/cm? Enterosin

igeren aljinat filmlerle vakum paketleme islemi oldugu rapor edilmistir.

Beverlya ve dig. [173] tiiketime hazir rosto biftek yiizeyinde yenilebilir bir film olarak
kitosanin L. monocytogenes'e karsi antimikrobiyel etkisini degerlendirmislerdir.
Calisma sonucunda, asetik asitli (%0,5 w/v) kitosan kaplamanin, L. monocytogenes
sayisin1 azaltmada laktik asit iceren (%1 w/v) kitosan kaplamaya gore daha etkili
oldugu bildirilmistir. Depolamanin 14. giinlinde kitosan kaplama uygulanan
orneklerde L. monocytogenes sayist kontrol grubuna kiyasla 2-3 log kob/g daha diisiik
bulunmustur. Arastirmacilar kitosan kaplamalarin, tiiketime hazir rosto biftek

yiizeyindeki L. monocytogenes'i kontrol etmek icin kullanilabilecegini belirtmislerdir.

Min ve dig. [174] hindi sucuk yiizeyine inokiile edilmis L. monocytogenes'i inhibe
etmek i¢in Nisaplin ve Guardian'i jelatin bazli filmlere eklemislerdir. 4 °C'da 56 giinliik
depolama boyunca hem % 0,5 Nisaplin filmi (kontrol grubuna kiyasla 4 logaritma
birimi daha az) hem de %1 Guardian filminin (kontrol grubuna kiyasla 3 logaritma
birimi daha az) hindi sucuklarda L. monoctogenes’i etkili bir sekilde inhibe ettigi

bildirilmistir.

Fernandez-Saiz ve dig. [175] balik ¢orbasinda ve broth ortaminda kitosan filmlerin L.

monocytogenes, S. aureus ve Salmonella spp. tzerine etkisini aragtirmislardir.
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Arastirmacilar balik g¢orbasinda kitosan filmlerin etkinliginin azaldigini, ancak

corbanin duyusal 6zelliklerini ve pH'sin1 etkilemedigini bildirmislerdir.

Jiang ve dig. [176] sodyum laktat, sodyum diasetat ve potasyum sorbat i¢eren kitosan
bazli yenilebilir kaplamalarin ve filmlerin soguk fiime somonlarda (Salmo salar) L.
monocytogenes iizerine etkisini arastirmislardir. Antimikrobiyeller igeren veya
icermeyen kitosan kaplamalarin, L. monocytogenes'e karsi ayni1 kompozisyona sahip
kitosan filmlerinden daha yiiksek etkinlik gosterdigi bildirilmistir. Tim islemler
arasinda %]1,2 sodyum laktat/%0,25 sodyum diasetat veya %2,4 sodyum laktat iceren
kitosan filmlerin ve %1,2 sodyum laktat/%0,25 sodyum diasetat veya %0,15 potasyum
sorbat/%0,125 sodyum diasetat igeren kitosan kaplamalarin en yiiksek antilisteriyal

aktiviteyi sergiledigi belirtilmistir.

Concha-Meyer ve dig. [156] bir aljinat matrisinde tutulan iki laktik asit bakterisi
(Carnobacterium maltaromaticum) ve nisinin vakumla paketlenmis soguk tiitsiilenmis
somon (Salmo salar) iizerinde L. monocytogenes gelisimi {izerindeki etkisini
arastirmuslardir. Laktik asit bakterisi ve hem laktik asit bakterisi hem de nisin
kombinasyonuna sahip filmlerin, 28 giin boyunca bakteriyostatik etki gosterdigi rapor

edilmistir.

Vonasek ve dig. [177] peynir alti suyu protein filmlerinde T4 bakteriyofajinin
enkapsiile edilmesini amaclamiglardir. Enkapsiile edilmis fajlar1 igeren yenilebilir
filmlerin antimikrobiyel etkinligini degerlendirmislerdir. Arastirmacilar, 22 °C’a sahip
aydinlik ve 4 °C’a sahip karanlik ortamlarda 1 ay boyunca faj enfektivitesinde 6nemli
bir kayip olmadigini bildirmislerdir. Arastirmacilar yaptiklari ¢alisma ile fajlarin aktif

paketleme malzemelerine dahil edilme potansiyelini gostermiglerdir.

Neetoo ve Mahomoodally [178] yaptiklart ¢alismada nisin, sodyum laktat, sodyum
diasetat, potasyum sorbat ve sodyum benzoat igeren filmlerin ve kaplamalarin
antimikrobiyel etkisini karsilagtirmayi ve optimize etmeyi amaglamiglardir. Nisinin
(25000 I1U/mL), potasyum sorbat (%0,3) ve sodyum benzoat (%0,1) ile
kombinasyonunu i¢eren uygulamanin, soguk tiitsiilenmis somonlarda (Salmo salar) L.
monocytogenes {izerine en yiiksek inhibitdr etkiyi gosterdigi bildirilmistir.

Aragtirmacilar, genel olarak giivenli (GRAS) kabul edilen dogal ve kimyasal
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antimikrobiyelleri igeren seliilloz bazli yenilebilir kaplamalarin, L. monocytogenes ve
bozulma mikroflorasinin gelisimini engellemede ve bdylece soguk tiitsiilenmis

somonlarin giivenligini ve kalitesini arttirmada etkili oldugunu belirtmistir.

Jovanovic ve dig. [179] asetik asit (%1, v/v) ve laktik asit( %1, v/v) ile hazirlanan
kitosan kaplamalarin ve ugucu yaglarla (%0,2, w/v) hazirlanan kompozit kitosan
jelatin filmlerin siyah turp iizerinde L. monocytogenes'e karsi antimikrobiyel
aktivitesini arastirmiglardir. Calisma sonucunda, asetik asit ile hazirlanan kitosan
kaplamanin en yiiksek antibakteriyel aktiviteyi gosterdigi bildirilmistir. Ayrica,
kitosan film formiilasyonlarinin, siyah turp iizerinde L. monocytogenes'in gelisimi
tizerinde giiglii antimikrobiyel aktivite sergiledigi ve ugucu yaglarin eklenmesiyle
kitosan filmlerin antimikrobiyel etkisinin daha da belirginlestigi bildirilmistir. Kekik
esansiyel yagini iceren kitosan jelatin filmlerin en yiiksek antimikrobiyel aktiviteyi

gosterdigi belirtilmistir.

Ye ve dig. [154] nisin (500 1U/cm?), sodyum laktat (9 mg/cm?), sodyum diasetat (0,5
mg/cm?), potasyum sorbat (0,6 mg/cm?) ve sodyum benzoat (0,2 mg/cm?) igeren
kitosan kapli plastik filmlerin soguk tiitsiilenmis somonda (Salmo salar) L.
monocytogenes lizerindeki etkisini degerlendirmislerdir. Kitosan kapli plastik filmlere
ilave edilen potasyum sorbat, sodyum laktat ve nisinin soguk tiitsiilenmis somonlarda
L. monocytogenes iizerinde en yiiksek etkiyi gosterdigi bildirilmistir. Caligma
sonucunda, 4,5 mg/cm? sodyum laktat igeren kitosan kapli plastik filmlerin sade filme
kiyasla depolamanm 10. giiniinde L. monocytogenes sayismmi 2,1 log kob/cm?
azalttigim bildirmislerdir. Bu sebeple 4,5 mg/cm? sodyum laktat iceren kitosan kapl
plastik filmlerin somon fiime isleme endiistrisinde, L. monocytogenes'i kontrol etmek

amaciyla kullanilma potansiyeline sahip oldugu rapor edilmistir.

Gouvea ve dig. [30] yaptiklar1 ¢alismada ambalaj malzemesi olarak bakteriyofaj ile
birlestirilmis biyolojik olarak pargalanabilen filmlerin etkinligini degerlendirmislerdir.
Bakteriyofaj soliisyonu ile birlestirilen seliilloz asetat filmlerin, Salmonella
Typhimurium ATCC 14028'e kars1 antimikrobiyel aktivite gosterdigi, Muller-Hinton
Agar’da inhibisyon bdlgelerinin olustugu ve sivi ortamda diflizyon yoOntemini
kullanarak bir biiyiime egrisi sergiledigi bildirilmistir. Calisma sonucunda, filmlerin

fiziksel ve mekanik Ozellikleri biiyiik Olciide degismediginden ve filmin
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antimikrobiyel etkisi oldugundan, asetat filmlerle bakteriyofajlarin birlestirilebilir

oldugu belirtilmistir.

Radford ve dig. [35] poli (laktik asit) filmler tizerinde ksantan kaplamalara ilave edilen
Salmonella faji ve Listeria faji A511'in antimikrobiyel 6zelliklerini arastirmislardir.
Arastirmacilar, Listeria fajini igeren kaplama ile yapilan aerobik paketlemenin 14 giin
boyunca L. monocytogenes’in gelisimini énemli dl¢iide inhibe (4 °C'da 3,79 log, 10
°C'da 2,17 log) ettigini belirtmislerdir. Ayrica bu kaplamalar, her iki faj igin de 30
dakika i¢inde %99,99 faj salimi gerceklestirdigini bildirmislerdir.

Kalkan [37] yaptig1 ¢alismada enkapsiille edilmis bakteriyofajlar iceren yenilebilir
metilselilloz filmler kullanilarak Vibrio parahaemolyticus'u inaktive etmeyi
amaglamistir. Yaptigi calisma sonucunda metilseliiloz filmlerin bakteriyofajlar
cevreye ve ¢ig balik filetolarina saldigini ve bu filmlerin V. parahaemolyticus'a karsi
2,65 logaritma birimi azalma saglayarak antimikrobiyel etkiye sahip oldugunu

bildirmistir.

Amarillas ve dig. [32] domates yiizeyinde Escherichia coli O157:H7'ye kars litik bir
bakteriyofaj iceren kitosan bazli yenilebilir kaplamanin antibakteriyel etkisini
arastirmiglardir. Aragtirmacilar yaptiklari ¢alisma sonucunda kitosan bazli yenilebilir
kaplamanin, bir hafta boyunca fajin litik aktivitesinde 6nemli bir kayip olmaksizin faj1

stabilize edebildiklerini bildirmislerdir.

Alves ve dig. [180] bakteriyofaj ve sinnamaldehiti S. Enteritidis ve E. coli'ye karsi
antimikrobiyel aktivite kazandirmak i¢in sodyum aljinat bazli filmlere ilave etmistir.
Calisma sonucunda, gida ambalajlarinda kontaminasyonu onlemek i¢in, aljinat bazl
filmlerde sinnamaldehit ile birlikte EC4 ve @135 fajlarininin kullanilabilecegini rapor

etmislerdir.

Alves ve dig. [181], mikrobiyel bozulmay: énlemek icin 10® pob/mL bakteriyofaj
iceren %1°lik (w/v) sodyum aljinat bazli filmlerin kullanildig1 ¢alismada, fajlarin film
icerisinde homojen dagilim sagladigi ve etleri Pseudomonas fluorescens’ten

kaynaklanan mikrobiyel bozulmaya kars1 korudugu bildirilmistir.
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De Dicastillo ve dig. [182] yaptiklari ¢alismada Listex P100 faji ilave edilmis
biyobozunur filmlerin gelistirilmesi amaciyla bir calisma gerceklestirmislerdir. Listex
P100 igeren filmler gelistirmek igin ti¢ farkli matris (sodyum kazeinat, jelatin ile
karnigtirllmis  sodyum aljinat ve polivinil alkol) kullanmiglardir. Calismada
bakteriyofajin L. monocytogenes'e karsi yiiksek bir antimikrobiyel kapasiteye (4,40-
6,19 logaritma birimi azalma) sahip oldugu ortaya konulmustur. Ayrica, denemelerde
kullanilan filmlerin bir gidada kaplama olarak veya bir ambalajin parcasi olarak
kullanilmasmin, L. monocytogenes gibi patojen mikroorganizmalarin gelisimini

engelleyerek gida giivenligini arttirabilecegi vurgulanmustir.

Weng ve dig. [183] bakteriyofaj igeren yenilebilir jelatin filmler iiretmigler ve faj
konsantrasyonunun film ozellikleri tizerine etkisini incelemislerdir. Arastirmacilar
bakteriyofaj konsantrasyonunun filmlerin fiziksel ozelliklerini degistirmedigi
bildirilmistir. Calisma sonucunda, bakteriyofajlarin antimikrobiyel 6zelliklerini en iist

diizeye ¢ikarmada gida maddesine uygulanma seklinin 6nemli oldugu belirtilmistir.
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Bolim 2

Materyal ve Metot

2.1 Materyal

2.1.1 izolasyon Materyali

Bu calismada, Listeria spp. izolasyonu igin Izmir’de bulunan market, pazar ve
restoranlardan temin edilen toplam 100 adet taze ve islenmis su {riini (Tablo 2.1 ve
Tablo 2.2 ) kullanilmistir (Sekil 2.1).

Sekil 2.1: Listeria spp. izolasyonu i¢in kullanilan 6rnekler
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Tablo 2.1: Listeria spp. izolasyonu yapilan taze su iiriinleri érnekleri

Taze Su Uriinleri

Ahtapot Istavrit (x4) Midye (x13)

(Octopus vulgaris) (Trachurus trachurus) (Mytilus galloprovincialis)
Alabalik (x2) Karides Palamut

(Oncorhynchus mykiss) (Penaeus semisulcatus) (Sarda sarda)

Ayna baligi Kefal (x6) Sardalya (x2)

(Alectis alexandrina) (Mugil cephalus) (Sardina pilchardus)
Barbun (x2) Kirlangig Liifer

(Mullus surmuletus) (Chelidonichthys lucerna)  (Pomatomus saltatrix)
Tekir Kolyoz Sarpa (x2)

(Mullus barbatus) (Scomber colias) (Sarpa salpa)

Deniz hiyar1 (x2) Kupes (x3) Tavuk balig
(Holothuria spp.) (Boops boops) (Merluccius merluccius)
Dil balig1 (x2) Levrek (x2) Cipura (x2)

(Solea solea) (Dicentrarchus labrax) (Sparus aurata)

Gumiis Mercan Uskumru

(Atherina boyeri) (Pagellus erythrinus) (Scomber scombrus)
Gelincik Mezgit Yilan balig1

(Phycis blennoides) (Merlangius merlangus) (Anguilla anguilla)
Hamsi (x2) Yazili orkinos Zargana(x2)

(Engraulis encrasicolus)

(Euthynnus alletteratus)

(Belone belone)

Hani
(Serranus cabrilla)

Mirmir
(Lithognathus mormyrus)
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Tablo 2. 2: Listeria spp. izolasyonu yapilan islenmis su tiriinleri 6rnekleri

Uriin ismi Tiir bilgisi ~ Uriin icerigi veya Depolama
satilma kosullar: Paketleme
kosullar
Anguez Sardalya, Balik eti, tereyag, 4°C
(Balik ezmesi) hamsi, domates salcasi, tuz, Plastik tlip
kolyoz koruyucu ve renklendirici
Balik nuget Balit eti Balik eti, un, maya, yag, su, 4°C
(ithal) patates, piring unu, nisasta, seker, MAP
baharat, katki maddesi
Ciroz Uskumru, Balik eti ve tuz 4°C
pismis ayiklanmis  kolyoz, Karton ambalaj
istavrit
Istakoz surimi Balik eti Balik eti (surimi), su, nisasta, yag, 4°C
(surimi) tuz, seker, aroma verici, stabilizor Karton ambalaj
renklendirici
Deniz Siibye, Siibye, ahtapot, kalamar, karides, 4°C
tirtinleri salatasi ahtapot, kirmizi biber, yag, katki maddesi ~ Plastik ambalaj
kalamar,
karides
Marine Ahtapot Ahtapot, kirmizi ve karabiber, yesil 4 °C
ahtapot salata zeytin, sogan, aycicek yagi, tuz, Plastik ambalaj
seker, baharat, katki maddesi
Alabalik fiime Alabalik Balik eti, tuz, ay¢igek yagi, 4°C
odun dumani, Plastik ambalaj
Tiitsiilenmis balik ~ Alabalik Balik eti, tuz, ay¢icek yagi, 4°C
odun dumani, Plastik ambalaj
Marine alabalik Alabalik Balik eti, tuz, aygicek yagi 4°C
flime Plastik ambalaj
Midye Midye Midye eti, piring, yag (Sokak 4°C
dolma (x7) saticilari tarafindan satilan) Ambalajsiz
Midye tava Midye Midye eti, un, yag, tuz, nisasta, 4°C
baharat ve katki maddesi MAP
Pakette Tonbaligt  Balik eti, zeytin yagi, tuz 4°C
ton balig Plastik ambalaj
Palamut lakerda Palamut Balik eti, su, tuz, asitlik 4°C
balig1 diizenleyici, koruyucu Plastik ambalaj
Hamsi Hamsi Balik eti, yag, tuz, sirke, asit 4°C
marinat (x2) diizenleyici Plastik ambalaj
Somon kofte Somon Somon, sarimsak, yumurta, tuz, 4°C

seker, karabiber, yag

Restoranda
acikta satilan
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Tablo 2.2 (Devami): Listeria spp. izolasyonu yapilan islenmis su iiriinleri 6rnekleri

Karides kofte Karides Karides, sarimsak, yumurta, 4°C
tuz, seker, karabiber, yag Restoranda
acikta satilan
Sushi (x3) Balik eti Balik eti, piring 4°C
Restoranda
acikta satilan
Karides cips Karides Karides, un, yag, tuz, su, 4°C
baharat, peynir Restoranda
acikta satilan
Tiikketime  hazir Hamsi Balik eti, tuz, yag 4°C
ancuez fileto Cam kavanoz
Balik sinitzel Mezgit Balik eti, yag, seker, tuz, maya, -18°C
patates, baharat ve kivam arttirict  Karton ambalaj
Somon fiime Somon Balik eti, tuz, odun dumani -18°C
baligi Plastik ambalaj
Dondurulmus Alabalik Alabalik -18°C
alabalik fileto Plastik ambalaj
Kalamar Kalamar Kalamar, bugday unu, -18°C
aycicek yagi, tuz, dogal aroma Karton ambalaj
Karides Mezgit Balik eti, su, siit, 20 °C
soslu balik ve morina patates unu, baharat ve sos Konserve
kofte balig1
Konserve Tonbaligt  Ton, aygigek yagi, tuz 20°C
ton balig1 (x2) Konserve
Konserve Sardalya Sardalya baligi, 20°C
sardalya baligi balig1 aycicek yagi, tuz Konserve

Listeria fajlarmin izolasyonu igin taze balik drnekleri Izmir balik halinden temin

edilmistir, ayrica Izmir ve Mugla’da bulunan su iriinleri isleme fabrikalarindan isleme

atiklar1 toplanmistir. Bu kapsamda 40 (Tablo 2.3) adet 6rnek, bakteriyofaj izolasyonu

amaciyla kullanilmistir.
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Tablo 2.3: Faj izolasyonu yapilan drnekler

Taze Su Uriinleri Ornekleri

Cipura (x2) Cinekop (x4) Kefal

(Sparus aurata) (Pomatomus saltatrix) (Mugil cephalus)

Istavrit (x4) Kolyoz Sardalya (x2)

(Trachurus trachurus) (Scomber colias) Sardina pilchardus
Karides Barbun (x2) Mirmir

(Penaeus semisulcatus) (Mullus barbatus) (Lithognathus mormyrus)
Kupes Tekir Hamsi (x3)

(Boops boops) (Mullus surmuletus) (Engraulis encrasicolus)
Patlakg6z mercan Mezgitx(2) Akivades (x4)

(Dentex macrophthalmus) (Merlangius merlangus)  (Ruditapes decussatus)

Isleme Fabrikas1 Atiklar1 ve Atik Su Ornekleri

A fabrikasi D fabrikasi isleme atig1 su  F fabrikasi isleme atig1 su
isleme at181 su 6rnegi ornegi Ornegi

B fabrikas1 E fabrikasi isleme atigt su F fabrikas1 balik isleme
isleme atig1 su 6rnegi Ornegi at181

C fabrikasi isleme atig1 su E fabrikasi balik isleme G fabrikasi balik isleme
Ornegi at181 at181

Atik su Ornegi

*A, B, C ve D Fabrikalar1 Cipura-Levrek Isleme Fabrikast,
E, F ve G Fabrikalar1 Cipura-Levrek-Alabalik Isleme Fabrikasi

2.1.2 Bakteriler

Calismada kullanilan L. monocytogenes ATCC 7644 susu (Sekil 2.2), Izmir Katip
Celebi Universitesi, Su Uriinleri Fakiiltesi kiiltiir koleksiyonundan; CAMP (Christie-
Atkins-Munch Peterson) testinde kullanilan Staphylococcus aureus ve Rhodococcus
equi suslart Ankara Universitesi, Veteriner Fakiiltesi kiiltiir koleksiyonundan temin

edilmistir.
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Sekil 2.2: Palcam Agar’da L. monocytogenes ATCC 7644’{in koloni morfolojisi

2.1.3 Bakteriyofaj

Calismada kullanilan Listex P100 bakteriyofaji (Sekil 2.3-Sekil 2.4) Micreos Food
Safety (Hollanda) firmasindan temin edilmistir. Listex P100 faji, 100 mL hacimde,
stv1 faj kiiltiirii olarak soguk zincir kosullari altinda firma tarafindan tarafimiza
iletilmistir. Sv1 faj kiiltiirii, 10!* pob/mL faj titresine sahiptir. Siv1 faj kiiltiiriiniin
kimyasal icerigi %80-83 su, %17-20 Potasyum laktat ve %0,1’den kiigiik kismi

mayadan olugmaktadir. Uriin 2-8 °C’da 6 aylik raf dmriine sahiptir.
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Sekil 2.4: Listex P100 fajlarinin L. monocytogenes e karst TSA’da olusturdugu
plaklarin goriintiisti
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2.1.4 Balik Materyali

Sivi tiitsiileme islemi uygulanan Gokkusagi Alabaligi (Oncorhynchus mykiss)

filetolar: Ticari bir firmadan taze olarak temin edilmistir.

2.1.5 Kullanilan Besiyerleri ve Cozeltiler

2.1.5.1 CASO (Tryptic Soy) Broth Besiyeri (Merck 1.05459)

Bilesimi, Peptone from casein 17,0 g/L; Peptone from soymeal 3,0 g/L; D (+) glucose
2,5 g/L; NaCl 5,0 g/L; KoHPO4 2,5 g/L seklinde olan genel bir besiyeridir. Dehidre
besiyeri, 30,0 g/L olacak sekilde damitik su ile eritilip, kullanilacak tiip veya erlenlere
dagitilmis ve otoklavda 121 °C'da 15 dakika sterilize edilmistir.

2.1.5.2 Tryptic Soy agar (TSA) Besiyeri (Merck 1.05458)

Bilesimi, Peptone from casein 15,0 g/L; Peptone from soymeal 5,0 g/L; NaCl 5,0 g/L;
Agar-agar 15,0 g/L seklinde olan genel bir besiyeridir. Dehidre besiyeri, 40,0 g/L
olacak sekilde damitik su iginde eritilip, otoklavda 121 °C'da 15 dakika sterilize

edimistir ve steril Petri kutularma 12,5'er mL dokilmiistiir.

2.1.5.3 Mueller-Hinton Agar (MHA) Besiyeri (Merck 1.05437)

Bilesimi, Meat infusion 2,0 g/L; Casein hydrolysate 17,5 g/L; Starch 1,5 g/L; Agar-
agar 13,0 g/L seklinde olan genel bir besiyeridir. Dehidre besiyeri, 34,0 g/L olacak
sekilde damutik su i¢inde eritilip, otoklavda 121 °C'da 15 dakika sterilize edimistir ve
steril petri kutularma 12,5'er mL dokilmistiir.

2.1.5.4 Tryptone Soya Yeast Extract Besiyeri

30 g/L CASO Broth (Merck 1.05459), 6 g/l maya ekstrakt1 (Yeast Extract Merck
1.03753) ve 15 g/L Agar-agar (Merck 1.01613) olacak sekilde 3 besiyeri ve katkinin

karigimi ile hazirlanmistir. Bilesenler distile su icinde 1sitilarak eritilmistir ve

61



otoklavda 121 °C 'da 15 dakika sterilize edilip steril petri kutularina 12,5'er mL olacak
sekilde dagitilmistir.

2.1.55 Fraser Listeria Selective Enrichment Broth Base (Merck
1.10398)

Bilesimi Proteose peptone 5,0 g/L; Peptone from casein 5,0 g/L; Yeast extract 5,0 g/L;
Meat extract 5,0 g/L; NaCl 20,0 g/L; Na2HPO4 12,0 g/L; KH2PO4 1,35 g/L; Esculin
1,0 g/L; Lithium chloride 3,0 g/L seklindedir. Dehidre besiyeri distile su iginde 57,4
g/L olacak sekilde ¢oziindiiriilmiis ve otoklavda 121 °C'da 15 dakika sterilize
edilmistir. Duruma bagli olarak inhibitorsiiz, yarim kuvvette (1/2) inhibitor ilave
edilerek ve tam kuvvette inhibitor (Fraser Listeria Supplement (Merck 1.10399) ilave

edilerek kullanilmistir.

2.1.5.6 PALCAM Agar Besiyeri (Merck 1.11755)

Bilesimi Peptone 23,0 g/L; Yeast extract 3,0 g/L; Starch 1,0 g/L; NaCl 5,0 g/L; Agar-
agar 13,0 g/L (= Columbia Agar); D(-) Mannitol 10,0 g/L; Ammonium iron(l11) citrate
0,5 g/L; Esculin 0,8 g/L; Glucose 0,5 g/L; Lithium chloride 15,0 g/L; Phenol red 0,08
g/L seklinde olan genel bir besiyeridir. Dehidre besiyeri, 35,9 g/500 mL olacak sekilde
1sitilarak damutik su iginde eritilmis ve i¢inde manyetik balik ile birlikte otoklavda 121
°C'da 15 dakika sterilize edilmistir. Otoklav ¢ikis1 45 °C'a kadar sogutulup tizerine 1
mL steril damitik su iginde ¢oziilmiis 1 sise selektif katki (PALCAM Listeria Selective
Supplement ; Merck 1.12122) ilave edilip karigtirilmis ve ardindan petri kutulara
12,5 'er mL olacak sekilde dagitilmistir.

2.1.5.7 Phenol Red Broth Base (Merck 1.10987)

Bilesimi Peptone from casein 5,0 g/L; Peptone from meat 5,0 g/L; NaCl 5,0 g/L;
Phenol red 0,018 g/L seklinde olan genel bir besiyeridir. Dehidre besiyeri 1,5 g/80 mL
olacak sekilde damitik su iginde eritilir, tiiplere 4'er mL dagitilip otoklavda 121 °C'da
15 dakika sterilize edilir. Denenecek karbohidrat 0,5 g/10 mL olarak hazirlanip, filtre

ile sterilize edilir ve tiiplerdeki besiyeri lizerine 1 mL eklenir. Ramnoz (Merck

62



1.04736) ve Ksiloz (Merck 1.08689) testleri i¢in bu sekerler Phenol Red Broth Base

besiyerine eklenerek gerceklestirilmistir.

2.1.5.8 Kanh Agar

CAMP testinde kullanilan %5°lik Koyun Kanli Agar 90 mm’lik steril petri kutularina
dokiilmiis ve kullanima hazir halde Arkim firmasindan soguk zincir kosullar1 altinda

temin edilmistir. Kullanilincaya kadar +4 °C’da muhafaza edilmistir.

2.1.5.9 Fizyolojik Tuzlu Su Cozeltisi

Sodyum chloride (Merck 1.106404) distile su icinde 8,5 g/L olacak sekilde
¢oziindiiriilmiis uygun erlen veya tiiplere dagitilarak otoklavda 121 °C 'da 15 dakika

sterilize edilmistir.

2.1.6 Sivi Tiitst ve Tuz

Calismada kullanilan ticari sivi tiitsii (Smokez C-10) gida katki maddeleri pazarlayan
bir firmadan (GMT Gida Ltd. Sti.) temin edilmistir. Tuz olarak ¢alismada iri taneli

kaya tuzu kullanilmistir.

2.1.7 Sodyum Aljinat

Calismada kullanilan kahverengi alglerden iiretilen sodyum aljinat (Alfasol marka)

malzemesi (Sekil 2.5) Katk1 Deposu firmasindan temin edilmistir.
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Sekil 2.5: Film iiretiminde kullanilan sodyum aljinat

2.2 Metot

2.2.1 Listeria izolasyonu ve Izolatlarin Dogrulanmasi

[zmir’de bulunan market, pazar ve restoranlardan aseptik sartlarda steril numune
posetlerine alinan su iirlinleri 6rnekleri sogutucu kutuda buz akiisii kullanirak taginmig
ve 1 saat iginde Izmir Katip Celebi Universitesi, Su Uriinleri Fakiiltesi, Isleme

Teknolojisi Laboratuvarina getirilerek analize alinmistir.

2.2.1.1 Su Uriinlerinde Listeria Izolasyonu ve Izolatlarin Biyokimyasal

Olarak Dogrulanmasi

Listeria izolasyonu ISO (International Standards Organization 11290-1) standardina
gore ii¢ asamada gerceklestirilmistir [184,185] (Sekil 2.6). Su {irlinleri 6rnekleri
temizlendikten sonra yenilebilir kas kisimlar1 homojen hale getirilmistir. Elde edilen
homojenizattan aseptik kosullarda 25 g tartilarak 6n zenginlestirme amaciyla 225 mL
Fraser Broth’a aktarilmis ve stomacherde (CLS Scientific-CLPM 400D) homojenize
edilerek 30 °C’da 24 saat inkiibasyona (JSR - JSBI 100C) birakilmstir. Inkiibasyon
sonrasinda, PALCAM (Polymyxin - Acriflavine - Lithium chloride - Ceftazidime -
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Esculin — Mannitol) Agar’a siirme yontemiyle ekim yapilarak 35-37 °C’da 24 saat
inkiibasyona birakilmis ve inkiibasyondan sonra gelisen tipik kolonilerin tanimlanmasi
yapilmustir [186]. Ayn1 zamanda, 6n zenginlestirme kiiltiiriinden, tam konsantrasyonda
selektif inhibitorler iceren 10 mL Fraser Broth besiyerine 0,1 mL inokiile edilmis ve
35-37 °C'da 48 saat inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyonun 24 ve 48. saatlerinde
Palcam Agar’a siirme yapilmistir. Palcam Agar besiyerinde, 1,5-2 mm ¢apinda gri-
yesil renkli siyah merkezli ve siyah zonlu koloniler Listeria bakimdan siipheli
koloniler olarak degerlendirilmistir [44]. Stipheli kolonilerden 5’er adet alinarak
TSYE (Tryptone Soya Yeast Extract) Agar’a siirme yapilip 30 °C’da 24 saat
inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonucunda gelisen koloniler biyokimyasal
testler ile tanimlanmistir. Oncelikle, kolonilerin Gram reaksiyonu ve mikroskobik
morfolojisi degerlendirilmistir. Daha sonra, katalaz, oksidaz, hareket, O/F, nitrat
indirgeme, spor testi, metil red, VP, %6,5-%7,5 ve %10 NaCl'de gelisimi
incelenmistir. Sonuglar Bergey's Manual of Determinative Bacteriology'e Holt ve dig.
[187] gore degerlendirilmistir. Listeria spp., oldugu diisiiniilen suslarin tiir diizeyinde

tanimlanmasi i¢in Tablo 2.4°de belirtilen testler uygulanmistir.

Tablo 2.4: Listeria spp.’nin ayiriminda kullanilan biyokimyasal testler

Tiir CAMP Testi Fermantasyon Testi
S. aureus R.equi Ksiloz Ramnoz

L. monocytogenes + - - +

L. innocua - - - Vv

L. ivanovii - + + -

L. seeligeri ) - + -

L. welshimeri - - +

L. grayi . - -

* + = pozitif reaksiyon, - = negatif reaksiyon, (+) = zayif reaksiyon, v = degisken sonug [44]
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25 gr Su lirtinleri 6rnegi

ﬂ

Inkubasyon
225 ml yarim konsantrasyon sominda
Fraser Broth Palcam Agara siirme
30 °C°de 24 saat inkiibasyon : 35-37 °C’de 24-48 saat

S I

10 ml tam konsantrasyon

Fraser Bll”oth .t.aemye.rfne 0,1 ml Tnkiibasyonun 24 ve 4.
inokille edilir saatlerinde Palcam Agara siirme
30 °C’de 24-48 saat 35-37 °C’de 24-48 saat
inkiibasyon inkiibasyon

YV

Kolonilerin degerlendirilmesi

Sekil 2.6: Listeria spp.’nin ISO metoduna gore izolasyonu

e CAMP testi

B-hemolitik S. aureus ve R. equi suslar1 birbirine paralel olarak kanli agar besiyerine
ekim yapilmigtir (Sekil 2.7). Ekim ¢izgilerinin arasina 1-2 mm yakindan baglayacak
sekilde dikey yonde test edilecek Listeria kiiltiirlerinin ekimleri yapilmis ve 37 °C’da
18-24 saat inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonunda S. aureus ve R. equi
kiiltiirleri ile stipheli kiiltlirlerin kesistigi alanlarda B hemoliz zonunun artmasi pozitif

reaksiyon olarak degerlendirilmistir [44].
e Karbonhidrat fermantasyon testleri

Karbonhidrat testlerinin yapilmasi amaciyla %1 oraninda ramnoz ve ksiloz igeren

Phenol Red Broth Base besiyeri kullanilmistir. Test edilecek Listeria spp.
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kiiltiirlerinden 0,1 mL karbonhidrat igeren tiiplere ilave edilmis ve 37 °C’da 24-48 saat
inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonucu sari renk olusumu pozitif olarak

degerlendirilmistir (Sekil 2.7) [44].

Sekil 2.7: Karbonhidrat ve CAMP testlerinin gerceklestirilmesi

2.2.1.2 Izole edilen L. monocytogenes Izolatlarmin Molekiiler

Dogrulanmasi

izole edilen L. monocytogenes izolatlarinin tiir tanimlama deneyleri BM
Laboratuvarinda (Ankara, Tiirkiye) yapilmistir. izole edilen L. monocytogenes
izolatlar1 iizerinden tiir tayini i¢in drneklerin DNA izolasyonu EurX GeneMATRIX
Bacterial & Yeast DNA izolasyon kiti (Polonya) kullanilarak gergeklestirilmistir.
DNA izolasyonundan sonra elde edilen DNA’larin miktar ve safligin1 kontrol etmek
icin Thermo Scientific Nanodrop 2000 (USA) cihazinda spektrofotometrik 6l¢iimler
gerceklestirilmistir. PZR  c¢alismasinda universal primer olarak 27F (5
AGAGTTTGATCMTGGCTCAG 3) ve 1492R 5
TACGGYTACCTTGTTACGACTT) primerleriyle, tiir tayini i¢in hedeflenen gen
bolgeleri ¢ogaltilmistir. Kullanilan PZR karisim igerikleri ve PZR kosullar1 Tablo 2.5

ve 2.6 ’da verilmistir.
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Tablo 2.5: PZR karigim igerikleri

Bilesen Stok Konsantrasyonu  Reaktif Konsantrasyonu
PCR Buffer 10X 1X
MgClI2 25mM 1,5mM
dNTP mix 20 mM 0,2mM
F. Primer 10 uM 0,3 uM
R. Primer 10 uM 0,3 uM
Tagq DNA Polymerase S5U/ ul 2U
DNA template 3ul

* PCR grade su ile 35 ul’ye tamamlanmustir

Tablo 2.6: PZR kosullar

Sicaklik (°C) Siire Dongii Asama
95 °C 5 dakika 1 [k denatiirasyon
95°C 45 saniye 40 Denatiirasyon
57 °C 45 saniye 40 Baglanma
72 °C 60 saniye 40 Uzatma
72 °C 5 dakika 1 Son uzatma

* Sicaklik 4 °C’a diistiriiliip PZR tamamlanmistir

PZR (kyratec thermocycler) ile elde edilen amplifikasyon sonuglar1 1xXTAE tampon ile
hazirlanan %1,5 agaroz jelde 100 volt akimda 90 dakika elektroforezde yiiriitiilmiis ve
ethidium bromide boyasi kullanilarak UV 1s1g1nda goriintiisii alinmistir. Yaklasik 1470
bazlik bolgeyi cogaltmak i¢in tek asamali PZR islemi gergeklestirilmistir. PZR
reaksiyonu Solis Biodyne (Estonya) FIREPol® DNA Polymerase Taq polimeraz
enzimiyle gerceklestirilmistir. Ornekler i¢in PZR sonrasinda agaroz jelde tek bant elde

edilerek, PZR isleminin basarili oldugu gézlemlenmistir.
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PZR f{iriinii saflagtirma asamasinda, elde edilen tek bant ornekler i¢in MAGBIO
"HighPrep™ PCR Clean-up System" (AC-60005) saflastirma kiti kullanilip, kitin
prosediirlerine uyarak saflastirilmistir. Sanger Dizileme 6rneklerimiz i¢in, Macrogen
Hollanda laboratuvarinda, ABI 3730XL Sanger dizileme cihaz1 (Applied Biosystems,
Foster City, CA) ve BigDye Terminator v3.1 Cycle Dizileme Kiti kullanilmigtir
(Applied Biosystems, Foster City, CA).

27F ve 1492R primerleriyle elde edilen okumalar, bir konsensus dizi olusturmak
amaciyla kontig haline getirilmistir. Bu islemin gergeklestirilmesinde BioEdit yazilimi
icinde CAP contig assembly algoritmasi kullanilmistir. Elde edilen diziler NCBI

tizerindeki en yakin tiirlere gore hazirlanmigtir.

2.2.2 Calismada Kullanilan L. monocytogenes Inokulumlarinin

Hazirlanmasi

L. monocytogenes’in sivi formdaki stok kiiltiirleri, gliserol igeren (%20; v/v) TSB
besiyerinde -20+2 °C'da muhafaza edilmistir. 10 mL TSB besiyerine L.
monocytogenes ATCC 7644 stok kiiltiirlerinden 100 pL aktarilip, 30 °C'da 24 saat
inkiibe edilerek bakteriler aktiflestirilmistir. Aktif bakteri kiiltiirleri 10'ar mL olacak
sekilde santrifiij tiiplerine aktarilmis ve 15 dk boyunca 6.000 rpm hizda (Hermle
Z206A-Almanya) santrifiijlenmistir. Fizyolojik tuzlu su (FTS) kullanilarak siispanse
edilen hiicre peletleri iki kez daha santrifiijleme islemiyle yikanmistir. Santrifiij
sonrasinda elde edilen pelet kismi iizerine FTS eklenerek hiicre yogunluklar1 0,5
MacFarland (10 kob/mL) bulanikliga gorsel olarak ayarlannms ve denemelerde

kullanilacak bakteri inokulumlart hazirlanmigtir (Sekil 2.8).
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Sekil 2.8: L. monocytogenes inokulumunun 0,5 MacFarland standardina gore
hazirlanmasi

2.2.3 Listeria Bakteriyofaj izolasyonu

Faj izolasyonu amaciyla, su iriinlerinden izole ettigimiz L. monocytogenes bakterisi
ile L. monocytogenes ATCC 7644 referans susu kullanilmistir. Calismada, L.
monocytogenes suslarinin 24 saatlik aktif kiiltiirleri kullamlmistir. Ornek tiiriine gore
aseptik kosullarda 10 mL veya 10 g alimarak 90 mL TSB besiyerine (1:10 w/v)
aktarilmigtir. Daha sonra, aktiflestirilmis L. monocytogenes suslarindan 100 pL ilave
edilmistir. Faj varligmin saptanabilmesi i¢in son konsantrasyonu 1,25 mM olacak
sekilde steril CaCl. ilave edilmis ve galkalayict su banyosunda 30 °C’da 24 saat
inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonrasinda kaba filtre kagidindan gegirilerek
elde edilen siiziintii 5000 rpm’de 10 dakika santrifiij edildikten sonra filtre edilmis
(0,22 pm por caph filtre) ve kloroform eklenerek bakterilerden arindirilmistir. Bu
sekilde faj filtrat1 elde edilmis ve ¢ift tabaka agar yontemi kullanilarak filtrattaki faj
varligi aragtirllmistir. 40-45 °C sicakliktaki 4 mL TSB yumusak agar (9%0,4 agar)
igerisine 100 pL faj filtrat1 ve 100 puL konak bakteri aktarilarak vortekslenmistir.
Karisim TSA igeren petri kutular1 {izerine homojen sekilde dokiilmiis ve 30 °C’da 24
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saat inkiibasyona birakilmistir (Sekil 2.9). Inkiibasyon sonrasinda petrilerdeki faj
varligt degerlendirilmistir [188—190].

Sekil 2.9: Bakteriyofaj izolasyon agamalari

2.2.3.1 Izolasyonu Yapilan Listeria Bakteriyofajlarmin Saflastirilmas:
(Tek plak izolasyonu)

Faj plaklan tek diistiikleri bolgelerden steril enjektor ucu ile alinarak 5 mL’lik TSB
besiyerine aktarilip vortekslenmistir. 100 pL aktif L. monocytogenes ve 5 mL daha
TSB besiyeri eklenerek 30 °C’da 24 saat inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyondan
sonra, 5000 rpm’de 10 dakika santrifiij edilmis ve 0,22 um goézenek ¢apina sahip
filtreden gecirilmistir. Bu islem 3 kere tekrarlandiktan sonra saf faj filtrat1 elde
edilmistir [189,190].
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2.2.3.2 Listeria Bakteriyofaj Titresinin Belirlenmesi ve

Zenginlestirilmesi

Saflastirma islemi gerceklestirilen bakteriyofajlarin titreleri, ¢ift tabaka agar yontemi
ile belirlenmistir. Saflastirilan Listeria fajlarinin 10"°ye kadar FTS veya SM bufer
¢ozeltisi ile seri dilisyonlar1 hazirlanmistir. Her bir diliisyondan 50 ul faj filtrati steril
bos ependorf tiipiline aktarilip tizerine 75 pul L. monocytogenes inokiile edilmistir (Sekil
2.10). Faj-bakteri karisimi 4 mL yumusak agar igeren tiiplere aktarilarak
karistirtlmistir. Bu karisim 6nceden hazirlanmis ve igerisinde TSA bulunan petri
kutularma homojen bir sekilde yayilarak 30 °C’da 18-24 saat inkiibasyona
birakilmustir. Inkiibasyon sonunda fajin tek diistiigii noktalarda bakterinin lize olmasi
sonucu meydana gelen yuvarlak plaklar ( seffaf/ berrak zonlar) sayilarak sayim sonucu
plak olusturan birim /mL (pob/mL) olacak sekilde titre belirlenmistir. [19]. Titre

belirlemek i¢in;

Faj Titresi = Plak sayis1 x Seyreltme faktorii x Seyreltme orani pob/mL formiilii

kullantlmigtir [73].

Fajlarin geri kazanimi icin neredeyse tamamen lize olan Petri kutular1 secilmis ve
tizerine 5 mL steril FTS ¢o6zeltisi aktarilmis, diizenli olarak karistirilarak 1 saat
bekletilmistir. Fajlar ve yumusak agar kazinarak santrifiij tiiptine aktarilmis ve lizerine
20 mL FTS ¢ozeltisi ilave edilerek vortekslenmistir. 30 dakika boyunca calkalayicida
birakilmig sonrasinda yine vortekslenerek 5000 rpm’de 10 dakika santrifiij islemi
uygulanmis ve stok titresi belirlenerek +4 °C’da depolanmustir. Ayrica fajlar {izerine

%20 gliserol ilave edilerek -20 °C’da stok kiiltiirleri olusturulmustur [189].
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Sekil 2.10: Cift tabaka agar metoduna gore bakteriyofaj sayisinin belirlenmesi

2.2.4 Listex P100’tn in vitro Ortamda L. monocytogenes

ATCC 7644 Gelisimi Uzerine Etkisi

Izole edilen fajlarin zenginlestirme islemiyle istenilen titreye ulastirilamamasi
nedeniyle, arastirmanin bu basamagindan sonraki asamasi Listex P100 faj1 ile devam
ettirilmistir. Listex P100’iin L. monocytogenes ATCC 7644 iizerine etkisini belirlemek
amactyla Soni ve Nannapaneni [19] tarafindan belirtilen metot kullanilmustir. Ik
olarak, Listex P100’{in L. monocytogenes ATCC 7644 {izerine etkisi belirlenmistir. Bu
amagla, 108 mL L. monocytogenes (10* kob/mL) steril cam siselere aktarilmistir (Sekil
2.11). Daha sonra iizerine 12 mL (10, 108, 10° pob/mL) faj ilave edilerek 15 giin

boyunca 10 °C’da inkiibe edilmistir. Yapilan ¢aligmalarda L. monocytogenes'in daha

73



iyi gelisim gosterebilmesi ve bu sayede bakteriyofajlarin patojen iizerine etkisinin
depolama boyunca goriilebilmesi igin farkli sicakliklar denenmis ve bu caligmalar
sonunda soguk muhafaza kosullarinin iistiindeki depolama sicakliklarinin daha uygun
oldugu belirtilmistir [5,27]. Bu nedenle ¢aligmamizda L. monocytogenes’in daha iyi
gelisebilecegi 1liml1 bir sicaklik olan 10 °C depolama sicakligi olarak tercih edilmistir.
Inkiibasyon siiresince (0, 1, 2, 4, 8, 12 ve 15. giinlerde) L. monocytogenes sayisi
(kob/mL) ve bakteriyofaj sayis1 (pob/mL) tespit edilmistir. 0. glin yapilan analizler
deneme gruplari olusturulduktan 1 saat sonra gergeklestirilmistir. L. monocytogenes
sayisinin belirlenmesi i¢in deneme gruplarindan 10 mL alinarak, 6.000 rpm’de 10
dakika santrifiij edilmistir. Santriflij isleminden sonra faj i¢eren iist faz uzaklastirilmig
ve pelet tizerine 9 mL FTS ¢ozeltisi ilave edilmistir. Daha sonra, uygun diliisyonlardan
PALCAM Agar besiyerine yayma yontemiyle ekim yapilmistir. Bakteriyofaj sayisinin
tespiti i¢in santrifiij isleminden sonra uzaklastirilan iist faz 0,22 um’lik filtrelerden
gecirilmistir. Bu sekilde hazirlanan faj stispansiyonunun seri diliisyonlar1 yapilip ¢ift

tabaka agar yontemi ile ekimleri gergeklestirilmistir [27].

—_——l

j:—-————-l
L N S S S — R
Y e r—— | S -

Sekil 2.11: Listex P100’in in vitro ortamda L. monocytogenes gelisimi {izerine
etkisinin tespiti i¢in olusturulan deneme gruplari
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2.2.5 Bakteriyofaj Igeren Sodyum Aljinat Film Hazirlanmasi

ve Antimikrobiyel Etkinliginin Degerlendirilmesi

2.2.5.1 Sodyum Aljinat Film Hazirlanmas1

Calismada %1 sodyum aljinat bazli film soliisyonu hazirlanmistir [181]. 1 gr sodyum
aljinat 50 mL saf su igerisinde ¢oziindirildiikten sonra, 80 °C’a ayarlanmis manyetik
karistiricida eriyinceye kadar karigtirilmistir. 50 °C’a kadar sogutulduktan sonra
bakteriyofaj iceren film (BF) grubu i¢in hazirlanan sodyum aljinat bazli film
soliisyonunun %1 konsantrasyona ulasmas1 i¢in 50 mL 108 pob/mL Listex P100
(Listex P100 bakteriyofajinin titresi 10* pob/mL’dir. FTS ile seyreltilerek 108 pob/mL
diizeyine getirilmistir) bakteriyofaji film soliisyonuna ilave edilmis ve karistirilarak
homojen hale getirilmistir. Bakteriyofaj icermeyen film (CF) grubu i¢in hazirlanan
sodyum aljinat bazli film sollisyonunun %1 konsantrasyona ulagmasi i¢in 50 mL FTS
ilave edilmis ve Kkarigtirilip homojen hale getirilmistir. Film soliisyonlari
antimikrobiyel etkinliginin 6l¢iilmesi igin yaklasik 10 mL olacak sekilde steril cam
petrilere dokiilmistiir. Film soliisyonun katilagmasini saglamak amaciyla {izerilerine

3’er mL CaClz (0,05M - 12,8M) ¢ozeltisi ilave edilmistir (Sekil 2.12) [191].

Sekil 2.12: Bakteriyofaj iceren sodyum aljinat bazli filmlerin hazirlanmasi
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2.25.2 Sodyum Aljinat Filmin  Antimikrobiyel  Etkinliginin

Degerlendirilmesi

Sodyum aljinat bazli filmin antimikrobiyel etkinliginin degerlendirilmesi amaciyla
Gouvea ve dig. [192] ve Mostafa ve dig. [193]’in belirtigi yontemler kullanilmistir. Bu
amacla baslangicta olusturulan filmlerden steril vidali kapak ile 3,5 cm ¢apinda filmler
(yaklasik 200 um kalinliginda) kesilmistir. L. monocytogenes’in 24 saatlik kiiltiirleri
FTS ile seyreltilerek 0,5 McFarland standart yogunluguna getirilmis ve MHA iceren
petri kutularina yayma plak yontemine gore ekim yapilmistir. 3,5 cm ¢apina sahip
filmler ekim yapilan petrilerin tizerine yerlestirilmis ve 30 °C’da 24 saat inkiibasyona
birakilmistir. Inkiibasyon sonrasinda olusan zon caplar Olgiilerek antibakteriyel

aktiviteleri belirlenmistir [192,193].

2.2.6 Alabalik Filetolarma Siv1 Tiitsii Isleminin Uygulanmasi

Ticari bir firmadan temin edilen Gokkusagi Alabaligi (Oncorhynchus mykiss) filetolar
sogutucu kutuda buz akiisii kullanirak soguk zincir sartlarina uygun olarak izmir Katip
Celebi Universitesi, Su Uriinleri Fakiiltesi, Isleme Teknolojisi laboratuvarma
getirilmistir. Calismada, yaklasik 2 kg fileto (100 g agirlifa sahip 20 adet fileto)
kullanilmistir. Transfer isleminin ardindan filetolar yikanmigtir. Sivi tiitsiileme
yonteminde uygulanan tuzlama ve tiitsiileme islemi ayni sollisyon igerisinde
gergeklestirilmistir. %36’lik tuz ¢ozeltisi igerisine 100 mL/L siv1 tiitsii ilave edilerek
karistirilmistir. Bu soliisyondan 8 L hazirlanmis ve 4 ayr1 kaba koyularak i¢lerine 5’er
adet fileto yerlestirilmistir. Toplam 20 adet filetoya siv1 tiitsii iglemi uygulanmistir.
Alabalik filetolar1 hazirlanan salamura soliisyonu igerisinde 4 °C’da 4 saat
bekletilmistir. Bu siire sonunda sivi1 tiitsiilenmis filetolar salamuradan ¢ikarilarak 25
dakika boyunca oda sicakliginda (20 °C) kurutma islemine tabi tutulmustur. Ardindan
filetolar 120-130 °C’da i¢ sicakliklar1 80 °C’a ulasincaya kadar pisirilmistir [130].
Pisirme isleminden sonra tiitsiilenmis baliklar Laminar Flow Kabin igerisinde oda
sicakliginda (20 °C) 30 dakika sogumaya birakilmistir. Ardindan tiitsiilenmis baliklar
10ar g’lik kiigiik filetolar haline getirilmistir (Sekil 2.13). 2 tekerriirlii gergeklestirilen
calismada 5 ayr analiz giinii ve 4 ayr1 grup i¢in 40 adet (20x2) 10 g’lik fileto

hazirlanmstir.
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Sekil 2.13: Syvi tiitsii isleminin uygulanmasi

2.2.6.1 Titsiilenmis Alabalik  Filetolarna L.  monocytogenes

Inokulasyonu

Calismada tiitsiillenmis ve sonrasinda derileri alinmis alabalik filetolarinin her iki
yiizeyine 10° kob/mL bakteri igeren inokulumdan 500’er pL L. monocytogenes inokiile
edilmistir (Sekil 2.14). Depolama siiresi boyunca bakteri-faj etkilesimini gorebilmek
icin filetolara 10° kob/mL gibi yiiksek bakteri inokulumu yapilmistir. inokulasyon
sonrasi filetolar Laminar Flow Kabin (JSR- JSCB-1200SB- Kore) igerisinde 15 dakika
bekletilmistir.
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Sekil 2.14: Tiitsiilenmis alabalik filetolarina L. monocytogenes inokulasyonu

2.2.6.2 Deneme Gruplarimin Olusturulmasi

Calismada 4 ayr1 deneme grubu olusturulmustur. Her deneme grubunda 1. saat, 24.
saat, 48. saat, 96. saat ve 7. giin analizleri yapilmistir. Analizlerde her deneme grubu
icin S5’er adet 10 g’lik filetolar kullanmilmistir. Calisma 2 tekkerriir olarak
gergeklestirilmistir.

1. Grup: 1 mL (10° kob/mL) L. monocytogenes inokule edilen tiitsiilenmis
alabalik filetolarmin bakteriyofaj i¢eren aljinat film ile kaplandigi grup (BF)

2. Grup: 1 mL (10° kob/mL) L. monocytogenes inokule edilen tiitsiilenmis
alabalik filetolarinin bakteriyofaj igermeyen aljinat film ile kaplandig1 grup
(CF)
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3. Grup: 1 mL (10° kob/mL) L. monocytogenes inokule edilen tiitsiilenmis
alabalik filetolarma dogrudan bakteriyofaj (1 mL 108 pob/mL) ilavesinin
yapildig1 grup (B)

4. Grup: 1 mL (10°% kob/mL) L. monocytogenes inokule edilen tiitsiilenmis
alabalik filetolar1 (C)

2.2.6.3 L. monocytogenes Inokiile Edilen Tiitsillenmis Alabalik
Filetolarina Bakteriyofaj Uygulamalar1

Inokulasyon sonrasi filetolar Laminar Flow Kabin igerisinde bekletilirken %1 sodyum
aljinat bazli film soliisyonlar1 hazirlanmistir. Film soliisyonu hazirlanirken 1 g sodyum
aljinat 50 mL saf su igerisinde ¢6ziindiriildiikten sonra, 80 °C’a ayarlanmis manyetik

karistiricida eriyinceye kadar karistirtlmigtir.

Homojen hale gelen film soliisyonu 50 °C’a kadar sogutulmustur. Ardindan filetolarin
bakteriyofaj iceren aljinat film ile kaplandigr “BF” grubu i¢in hazirlanan sodyum
aljinat film soliisyonunun %1 konsantrasyona ulasmas1 i¢in 50 mL 108 pob/mL Listex
P100 bakteriyofaji ilave edilmis ve Kkaristirilarak homojen hale getirilmistir.
Hazirlanan %50 bakteriyofaj iceren %1°lik sodyum aljinat film ¢6zeltisinden yaklasik
10 mL kullanilarak L. monocytogenes inokiile edilen tiitsiilenmis alabalik filetolar1
kaplanmistir. Filetolarin kaplandigi ¢o6zeltinin katilasmasini saglamak amaciyla
tizerlerine 3’er mL CaCly (0,05M-12,8M) ¢ozeltisi ilave edilmistir (Sekil 2.15).
Filetolarin bakteriyofaj icermeyen aljinat film ile kaplandigi “CF” grubu igin
hazirlanan sodyum aljinat bazli film soliisyonun %1 konsantrasyona ulasmasi i¢in 50
mL FTS ilave edilerek kontrol film grubu olusturulmustur. Hazirlanan %1 °lik sodyum
aljinat film ¢ozeltisi ile L. monocytogenes inokiile edilen tiitsiilenmis alabalik filetolar:
kaplanmistir. Ardindan 3’er mL CaCl, (0,05M-12,8M) ¢6zeltisi ilave edilmistir.

Filetolara dogrudan bakteriyofaj ilavesinin yapildig1 “B” grubu i¢in L. monocytogenes
inokiile edilen tiitsiilenmis alabalik filetolarinin her iki yiizeyine de 108 pob /mL 500’er
uL olacak sekilde toplam 1 mL Listex P100 bakteriyofaji inokiile edilmistir. Son
olarak C grubunda ise tiitsiilenmis alabalik filetolarina yalnizca L. monocytogenes

inokiilasyonu yapilmistir.
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Sekil 2.15: Tiitsiilenmis alabalik filetolar1 i¢in sodyum aljinat filmin hazirlanmasi ve
uygulanmast

Bakteriyofaj-film uygulamalar1 sonrasinda filetolar tek tek steril petri kutularinin
icerisine yerlestirilmis ve 10 °C’da 7 giin boyunca sogutmali inkiibatérde (JSBI-100C-
Kore) depolanmustir. 1., 24., 48., 96. saatlerin sonunda ve depolamanin son giiniinde

(7. giin) filetolardaki L. monocytogenes ve bakteriyofaj sayilarinin tespiti yapilmstir.

2.2.6.4 L. monocytogenes Inokiile Edilen Tiitsilenmis Alabalik
Filetolarinda Depolama Boyunca L. monocytogenes ve
Bakteriyofaj Sayisinda Meydana Gelen Degisimlerin

Belirlenmesi

Tiitstiilenmis alabalik filetolarinda L. monocytogenes ve bakteriyofaj sayisinin tespiti
igin; 10 g balik 6rnegi 90 mL FTS ¢6zeltisi kullanilarak stomacher cihazinda (CLS-
CLPM-400D-Tiirkiye) homojenize edilmistir (Sekil 2.16). Homojenizattan 10 mL
alinarak, 6.000 rpm’de 15 dakika santrifiij edilmistir.

L. monocytogenes sayisinin tespiti i¢in santrifiij isleminden sonra homojenizattan 1/10
seyreltme oranma dikkat edilerek 10°. diliisyonlara kadar seyreltme yapilmistir.
Uygun diliisyonlardan 0,1 mL alinarak PALCAM Agar besiyerine yayma yontemine
gore ekim yapilmis ve 30 °C’da 24-48 saat inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon

sonunda gelisen koloniler sayilarak bakteri sayisi log kob/g olarak belirlenmistir.
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Sekil 2.16: Tiitsiilenmis alabalik filetolarinda L. monocytogenes ve bakteriyofaj
sayisinin tespiti igin filetolarin stomacher cihazinda homojenizasyonu

Bakteriyofaj sayisinin tespiti i¢in santrifiij isleminden sonra faj igeren st faz 0,22 um
por capina sahip filtrelerden gecirilmistir. Ardindan filtrata 3 damla kloroform
damlatilmistir. Bu sekilde hazirlanan faj siispansiyonunun seri diliisyonlart yapilip ¢ift
tabaka agar yontemi ile ekimleri yapilmis ve 30 °C’da 24 saat inkiibasyona
birakilmistir. Inkiibasyon sonunda gelisen plaklar sayilarak bakteriyofaj sayisi log
pob/g olarak belirlenmistir [19].

2.2.7 [Istatistik Analizleri

Arastirmada elde edilen veriler SPSS 22.0 (Statistical Package for the Social Sciences
Inc., Chicago, IL, ABD) paket programi1 kullanilarak One way ANOVA, Duncan ¢oklu
karsilastirma testi (%95 giiven esiginde) ve T testi uygulayarak uygulamalar

arasindaki fark ve giinlere gore degisim belirlenmistir (p<0,05).
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Bolim 3

Bulgular

3.1 Listeria Tiirlerinin Taze ve Tuketime Hazir Su

Uriinlerinde Bulunma Oranlari

Bu calismada, analize alinan 100 adet su iiriiniiniin 40 tanesinde Listeria spp. (Sekil
3.1) izole edilmistir. Bu izolatlarin %8’ L. monocytogenes, %15°i L. innocua, %6’s1
L. seeligeri, %10’u L. welshimeri ve %]1°i L. grayi olarak belirlenmistir. Analize alinan
tirtinlerin hi¢ birinde L. ivanovii tespit edilememistir (Tablo 3.1). Analize alinan
orneklerden taze levrek baligi, taze giimiis baligi, karides kofte, somon kofte, somon
fiime, balik sinitzel ve midye dolma (x2) orneklerinden L. monocytogenes izole

edilmistir.

Ayrica biyokimyasal testlerle dogrulanan L. monocytogenes izolatlarinin 27F-1492R
primeri kullanilarak izolatlarin tiir diizeyinde PZR’da molekiil dogrulamasi
yapilmistir. Dizi analizleri sonucunda su iirlinleri 6rneklerinden elde edilen 8 L.

monocytogenes izolatinin tamaminin L. monocytogenes oldugu dogrulanmistir.
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Sekil 3.1: Izole edilen L. monocytogenes’in Palcam Agar’daki koloni morfolojisi

Tablo 3.1: Listeria tiirlerinin su tirtinlerinde bulunma oranlar1 (%)

Tiir Taze su iiriinleri Islenmis su iiriinleri Toplam
" n=64 n=36 n=100

L. monocytogenes 2 6 8

L. innocua 10 5 15

L. ivanovii 0 0 0

L. seeligeri 2 4 6

L. welshimeri 6 4 10

L. grayi 0 1 1
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3.2 Listeria Bakteriyofajinin Izolasyonu ve Titrelerinin

Belirlenmesi

3.2.1 Listeria Bakteriyofajmin Izolasyonu

Bakteriyofaj izolasyonu amaciyla ¢ift tabaka agar yontemi kullanilmistir. Bu amagla,
toplam 40 6rnek analize alinmistir. 40 6rnegin 10 tanesini isleme fabrikasi atiklart ve
atik su ornekleri olugturmustur. Bu 10 6rnegin 4 tanesinden (%40) faj izole edilmistir.
Taze su iiriinleri 6rneklerinin hig¢ birinden bakteriyofaj izole edilememistir. Su iiriinleri
orneklerinden izole ettigimiz L. monocytogenes susuna karsi litik aktivite gésteren 1
faj, L. monocytogenes ATCC 7644 susuna karsi litik aktivite gosteren 3 faj izole
edilmistir. Bakteriyofajlarin izole edildigi drnekler ve fajlarin kodlandirilmasi Tablo

3.2 ve Sekil 3.2°de verilmistir.

Tablo 3.2: izole edilen fajlar ve izole edildigi kaynaklar

Kodlandirma izole edildigi 6rnek Konake1
X B fabrikasi L. monocytogenes izolati
isleme at181 su 6rnegi*
Y E Isleme fabrikasi L. monocytogenes ATCC 7644
balik isleme atig1**
Z F Isleme fabrikasi L. monocytogenes ATCC 7644
su Ornegi***
T F Isleme fabrikasi L. monocytogenes ATCC 7644

balik isleme atigr****
*Cipura-Levrek isleme fabrikas1 ** Cipura-Levrek-Alabalik isleme fabrikasi / Balik atiklar
*** Cipura-Levrek-Alabalik isleme fabrikasi **** Cipura-Levrek-Alabalik isleme fabrikasi /
Balik atiklari
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Sekil 3.2: Cift tabaka agar yontemi ile izole edilen fajlarin L. monocytogenes’e karsi
TSA iizerinde olusturdugu plak goriintiisii

3.2.1 Listeria Bakteriyofaj Izolatlarmin  Saflastirilmasi,

Titresinin Belirlenmesi ve Zenginlestirilmesi

Calismada izole edilen fajlarin titreleri 10* pob/mL diizeyine kadar arttirilabilmistir
(Sekil 3.3). Faj titrelerinin yiikseltilmesi i¢in yapilan denemelerde, bakterinin
inkiibasyon sirasinda diren¢ kazanmis olabilecegi ve bu sebeble titrelerinin
arttirllmasinda problem yasandig diisiiniilmektedir. Bir¢ok arastirmaci fajlarin direng
mekanizmasindan bahsetmistir [194,195]. Bu asamada izole edilen fajlarin titresinin
arttirtlamamasi nedeniyle arastirmanin ilerleyen basamaklarinda Listex P100 faji

kullanilmustir.
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Sekil 3.3: L. monocytogenes’e karsi litik aktivite gosteren Listeria bakteriyofaj
izolatlarinin ¢ift tabaka agar metoduyla titresinin belirlenmesi

3.3 Listex P100 Bakteriyofajimin Broth  Sistemi

Icerisinde L. monocytogenes Uzerine Etkisi

3.3.1 Listex P100 Bakteriyofajinin in vitro Ortamda L.

monocytogenes Uzerine Etkisi

Calismada farkli konsantrasyonlarda kullanilan (10 log pob/mL, 8 log pob/mL ve 6
log pob/mL) Listex P100 bakteriyofajinin broth sistemi igerisinde L. monocytogenes

tizerine etkisi Tablo 3.3 ve Sekil 3.4’de verilmistir.

15 giinliik depolama sonucunda 108 mL L. monocytogenes (10* kob/mL) igeren broth
sistemine 12 mL 10 ve 10® pob/mL bakteriyofaj ilavesi, 10° pob/mL bakteriyofaj
ilavesine kiyasla L. monocytogenes iizerinde daha yiiksek inhibitor etki olugturmustur
(p<0,05). Depolamanin 0. giiniinde (analiz gruplari olusturulduktan 1 saat sonra)
yapilan analizlerde kontrol grubunda 5,18 log kob/mL olarak tespit edilen L.
monocytogenes sayist, 10%° ve 108 pob/mL bakteriyofaj ilave edilen gruplarda sirastyla
4,68 ve 4,53 log kob/mL azalmistir. Depolamanin sonunda kontrol grubunda 5,37 log
kob/mL olarak tespit edilen L. monocytogenes sayis1 10%° ve 108 pob/mL bakteriyofaj
ilave edilen gruplarda <1,00 log kob/mL olarak saptanmustir. 15 giinlilk depolama
boyunca 10 ve 108 pob/mL faj uygulamasi L. monocytogenes iizerinde 2,99-4,68 log

kob/mL diizeyinde azalma saglamistir. 10%° ve 10® pob/mL bakteriyofaj uygulamalar
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arasinda 6nemli bir fark tespit edilmemistir (p>0,05). Ayrica, 10° pob/mL bakteriyofaj
ilave edilen grup ile bakteriyofaj ilave edilmeyen kontrol grubu arasinda da 6nemli bir
fark saptanmamustir (p>0,05). Sonug olarak, 10° ve 10® pob/mL bakteriyofaj

ilavesinin L. monocytogenes’in inaktivasyonunda etkili oldugu gériilmiistiir.

Tablo 3.3: L. monocytogenes lizerine Listex P100 bakteriyofajinin etkisi (10 °C’da)
(log kob/mL)

Depolama P10 P8 P6 Kontrol

1. saat 0,50 £ 0,50%A 0,65+0,65%4  3,99+099°* 518+0,18"
1. giin 0,65 + 0,65 0,50 £ 0,50%* 3,90+ 0,00°* 4,46+ 0,62
2. giin <1,00% <1,00% 2,92+0,92° 3,76+ 0,98
4. giin <1,00%A <1,00A 3,35+0,57°A 3,65+ 0,69°A
8. giin 0,72 £ 0,723 0,83+0,83*A  335+035"" 3,82+0,02"
12. giin <1,00% <1,00% 4,17+0,14°2 5,07+ 0,66
15. giin <1,00%A <1,00%A 4,66 +0,93°2 537 +0,49"A

* P10: 10 log pob/mL, P8: 8 log pob/mL, P6: 6 log pob/mL, Kontrol: faj ilave edilmemis
**Her gruba baslangi¢ konsantrasyonu olarak 10* kob/mL L. monocytogenes ilave edilmistir.

— (a,b) ayn1 periyot igerisinde gruplar arasindaki farki gosterir (p<0,05), | (A,B) ayn1 grup icerisinde
giinler arasindaki farki gosterir (p<0,05)

Bakteriyofaj ilave edilen gruplarda ve bakteriyofaj ilave edilmeyen kontrol grubunda
depolama boyunca L. monocytogenes sayisi degisiklik gostermis ancak istatistiksel

olarak 6nemli bulunmamaistir (p>0,05).
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Sekil 3.4: L. monocytogenes tizerine Listex P100 bakteriyofajinin etkisi (10 °C’da)
(log kob/mL)

P10: 10 log pob/mL, P8: 8 log pob/mL, P6: 6 log pob/mL, Kontrol: faj ilave edilmemis
*Her gruba baslangi¢ konsantrasyonu olarak 10* kob/mL L. monocytogenes ilave edilmistir.

(a,b) ayn1 periyot icerisinde gruplar arasindaki farki gosterir (p<0,05).

3.3.2 In vitro Ortamda L. monocytogenes Uzerine Etkisi

Arastirilan Listex P100 Bakteriyofajinin Stabilitesi

10 °C’da in vitro ortamda L. monocytogenes lizerine etkisi arastirtlan Listex P100
bakteriyofajinin 15 giinliik depolama siiresince stabilitesine dair elde edilen bulgular
Tablo 3.4 ve Sekil 3.5de verilmistir.

P10 grubunda depolamanin baslangicinda 10 log pob/mL olan faj sayisi, depolamanin
15. giliniinde 7,89 log pob/mL olarak belirlenmistir. P8 grubunda ise baslangicta 8 log
pob/mL olan faj sayis1 depolamanin sonunda 6,15 log pob/mL diizeyine inmistir. P6
grubunda 6,00 log pob/mL faj ilavesi ile baslayan depolama siireci 3,80 log pob/mL
faj sayist ile tamamlanmistir. Broth sistemi igerisine bakteriyofaj ilave edilen
gruplarda; P10 grubundaki faj sayisinda meydana gelen azalma istatistiksel olarak
onemli olsada (p< 0,05), P8 ve P6 gruplarinda bu azalma istatistiksel anlamda 6nemli

bulunmamastir (p>0,05).
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Sekil 3.5: 10 °C’da Listex P100 bakteriyofajinin stabilitesi (log pob/mL)

* (a,b) ayn1 periyot icerisinde gruplar arasindaki farki gosterir (p<0,05)

Tablo 3.4: 10 °C’da in vitro ortamda L. monocytogenes tizerine etkisi arastirilan

Listex P100 bakteriyofajinin stabilitesi (log pob/mL)

Depolama P10 P8 P6

Baslangic 10,00 £ 0,003 8,00 £ 0,004 6,00 + 0,004
1. saat 8,10 + 0,50% 6,6 £ 1,004 4,07 £ 0,00°A
1. giin 9,55 + 0,53%AC 7,36 £ 0,954 6,28 £0,97%
2. giin 9,23 +0,08% 7,80 £ 0,502 4,65 + 0,654
4. giin 8,45+ 0,15%® 6,77 £ 0,15% 4,60 + 0,70°A
8. giin 8,30 + 0,00%® 6,04 + 0,264 4,10 £ 0,80°A
12. giin 8,30 £ 0,00% 6,32 + 0,06"* 4,42 + 0,427
15. giin 7,89 +£0,11%8 6,15 0,594 3,80 + 0,204

*P10: 10 log pob/mL, P8: 8 log pob/mL, P6: 6 log pob/mL, Kontrol: faj ilave edilmemis

— (a,b) ayn1 periyot igerisinde gruplar arasindaki fark: gosterir (p<0,05). | (A,B) ayn1 grup icerisinde
giinler arasindaki farki gosterir (p<0,05)
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3.4 Bakteriyofaj Iceren Sodyum Aljinat Filmin
Antimikrobiyel Etkinligi

Bakteriyofaj igeren sodyum aljinat filmin L. monocytogenes’e karsi inhibisyon
zonunun 4,3 mm oldugu tespit edilmistir (Sekil 3.6). Bakteriyofaj igermeyen sodyum
aljinat filmin L. monocytogenes’e kars1 inhibisyon zonu olusturmamasi sodyum aljinat

malzemesinin L. monocytogenes’e karsi inhibisyon etkisinin olmadigini géstermistir.

Sekil 3.6: Bakteriyofaj igeren sodyum aljinat filmin L. monocytogenes’e karsi
antimikrobiyel etkinligi
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3.5 Tiitstilenmis Alabalik Filetolarinda Bakteriyofaj
Uygulamalarmin L. monocytogenes Uzerine Etkileri
ve Filetolarda Depolama Siiresince Faj Stabilitesinin

Tespit Edilmesi

Alabalik

Uygulamalarinin L. monocytogenes Uzerine Etkileri

3.5.1 Tiitsiilenmis Filetolarinda  Bakteriyofaj

L. monocytogenes inokiile edilen tiitsiilenmis alabalik filetolarina dogrudan ve filme
ilave edilerek uygulanan bakteriyofajlarin, 7 giinliik depolama boyunca L.

monocytogenes sayisi tizerine etkisi Tablo 3.5 ve Sekil 3.7°de verilmistir.

Tablo 3.5: 10 °C’da depolanan tiitsiilenmis alabalik filetolarinda bakteriyofaj
uygulamalarin L. monocytogenes iizerine etkisi (log kob/g)

BF B CF C

l.saat  3,95+£082%  2,15+0,15°A 543+0,11%A  6,32+0,07 A
24.saat  3,11+0,07*  2,00£0,00°A 585+0,18AB  7,08+0,39 9%
48.saat  4,2+0,54*"  239+0,09° 570+0,24A  736+0,07%
96.saat  4,32+0,13*  2,15+0,15  589+031%® 8,000,499
7. giin 4,53+£049%  254+0,54*  561+0,068 7.81+0,10%

* BF: Bakteriyofaj igeren film, B: Dogrudan bakteriyofaj ilave edilen, CF: faj ilave edilmemis film, C:

faj ilave edilmemis L.monocytogenes inokule edilen tiitsiilenmis alabalik filetolar

**Her gruba baslangi¢ konsantrasyonu olarak 10 kob/mL L. monocytogenes ilave edilmistir.

— (a,b) ayn1 periyot igerisinde gruplar arasindaki fark: gosterir (p<0,05), | (A,B) aym1 grup icerisinde

glinler arasindaki farki gosterir (p<0,05)
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Sekil 3.7: 10 °C’da depolanan tiitsiilenmis alabalik filetolarinda bakteriyofaj
uygulamalarin L. monocytogenes iizerine etkisi (log kob/g)

* BF: Bakteriyofaj igeren film, B: Dogrudan bakteriyofaj ilave edilen, CF: faj ilave edilmemis film, C:
faj ilave edilmemis L.monocytogenes inokule edilen tiitsiilenmis alabalik filetolar1

**Her gruba baslangic konsantrasyonu olarak 108 kob/mL L. monocytogenes ilave edilmistir.

— (a,b) ayn1 periyot igerisinde gruplar arasindaki farki gdsterir (p<0,05)

Depolamanin 1. saatinde sodyum aljinat film igerisine bakteriyofaj ilave edilen grupta
(BF), bakteriyofaj ilave edilmeyen kontrol film grubuna (CF) kiyasla L.
monocytogenes sayisinda 1,48 log kob/g azalma tespit edilmistir (p>0,05). Aym
sekilde sodyum aljinat film igerisine bakteriyofaj ilave edilen grupta (BF), film
uygulanmayan L. monocytogenes inokiile edilen kontrol grubuna (C) kiyasla L.
monocytogenes sayisinda 2,37 log kob/g azalma saptanmistir (p<0,05). Bunun yanisira
7 gunliik depolama boyunca L. monocytogenes’in inaktivasyonunda en etkili
uygulama, dogrudan bakteriyofaj uygulamasi olsa da (p<0,05), film igerisine
bakteriyofaj ilavesi de L. monocytogenes’in inaktivasyonda kontrol gruplarina kiyasla

etkili olmustur (p<0,05).

Depolamanin 1. saatinde L. monocytogenes sayist CF grubunda 5,43 log kob/g; C
grubunda ise 6,32 log kob/g olarak tespit edilmistir. Iki kontrol grubu arasinda tespit
edilen 0,89 logaritma birimi farkin sebebi olarak CF grubuna film soliisyonu dokiimii
esnasinda fileto iizerinden bir miktar L. monocytogenes’in uzaklastiriimasindan

kaynaklandig: diistiniilmektedir.
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3.5.2 Tiitsiilenmis Alabalik Filetolarinda Depolama Boyunca
Bakteriyofaj Stabilitesinin Tespit Edilmesi

L. monocytogenes inokiile edilen tiitsiilenmis alabalik filetolarinda filme ilave edilen
ve dogrudan uygulanan bakteriyofajlarin 7 giinliik depolama periyodu boyunca
stabilitesi Tablo 3.6 ve Sekil 3.10°da verilmistir.

Bakteriyofaj iceren filmde (BF) depolamanin 1. saatinde bakteriyofaj sayis1 5,80 log
pob/g iken depolamanin sonu olan 7. giinde 8,54 log pob/g olarak tespit edilmistir
(p<0,05). Dogrudan bakteriyofaj iceren grupta (B) baslangicta 7,95 log pob/g olan
bakteriyofaj sayisi, depolamanin sonunda 9,67 log pob/g olarak belirlenmistir
(p<0,05). Bakteriyofaj uygulanan 2 grupta da depolamanin sonunda bakteriyofaj sayisi
depolamanin baglangicindan yiiksek bulunmustur (p<0,05). Dogal faj dongiistiniin

sonucu olarak bu durum meydana gelmistir [196].

Tablo 3.6: 10 °C’da depolanan tiitsiilenmis alabalik filetolarinda bakteriyofa;
stabilitesi (log pob/g)

BF B
1. saat 5,80 + 0,50%A 7,95 + 0,054
24. saat 7,91 + 0,0828¢ 8,60 + 0,008
48. saat 6,39 + 0,39%A8 8,69 + 0,09°8
96. saat 5,80 £ 0,504 8,39+ 0,198
7. giin 8,54 +0,54%¢ 9,67 +0,01°C

* BF: Bakteriyofaj igeren film, B: faj ilave edilmemis film

— (a,b) ayn1 periyot igerisinde gruplar arasindaki farki gosterir (p<0,05), | (A,B) aynm1 grup icerisinde
glinler arasindaki farki gosterir (p<0,05)
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Sekil 3.8: 10 °C’da depolanan tiitsiilenmis alabalik filetolarinda bakteriyofaj
stabilitesi (log pob/g)

* BF: Bakteriyofaj iceren film, CF: faj ilave edilmemis film, (a,b) ayn1 periyot igerisinde gruplar
arasindaki farki gosterir (p<0,05).

Depolamanin baglangicinda BF ve B gruplarinin bakteriyofaj sayilar1 arasinda
istatistiksel olarak fark yok iken (p>0,05), depolamanin 24., 48. ve 96. saatlerinde
bakteriyofaj sayist direkt bakteriyofaj uygulanan B grubunda daha yiiksek
bulunmustur (p<0,05). Ancak depolamanin sonunda bakteriyofaj sayisinin daha
yiiksek oldugu B grubuyla, BF grubu arasindaki fark istatistiksel olarak Onemli
bulunmamastir (p>0,05).
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Bolim 4

Tartisma

Listeria spp. gida sektoriinde yaygin olarak bulunmaktadir. Siit iiriinleri, sebzeler, et
ve balik iirlinleri de dahil olmak {izere farkli gidalarin kontaminasyonundan
sorumludur [197]. L. monocytogenes'in gidalardaki yiiksek prevalansi ve Listeriozis
ile iligkili yiiksek 6lim oranlari, L monocytogenes’in halk sagligi icin tehlike olarak
kabul edilmesine ve birgok gida isletmesinde ekonomik kayiplarin olusmasina neden
olmustur [198]. Ozellikle, tiiketime hazir iiriinlerde L. monocytogenes'in varlig1 halk

saglig1 otoriteleri i¢in endise verici bir konudur [98].

Bu ¢alismanin ilk asamasinda, Izmir’de satisa sunulan su iiriinlerinde Listeria spp.’nin
varlig1 belirlenmistir. Ikinci asamada, su iiriinleri 6rneklerinden ve su iiriinleri isleme
tesisi atiklarindan Listeria bakteriyofaji izole edilmistir. Daha sonraki asamada Listex
P100 bakteriyofajinin L. monocytogenes iizerine etkinligi aragtirllmistir. Ayrica,
alabalik filetolarma dogrudan ve film igerisine Listex P100 bakteriyofaj ilavesinin
L.monocytogenes iizerine etkisi incelenmistir. Fajlar ile biyokontrol, gidanin
giivenligini arttiran, kimyasal olmayan, ¢evreci, spesifik hedefe kars1 antimikrobiyel

etkiye sahip bir yaklasim sergiler [196].

Yaptigimiz ¢alisma sonucunda %40 oraninda Listeria spp. izole edilmistir.
Abdollahzadeh ve dig. [60] iran’da gergeklestirdigi calismada Listeria spp. orann,
taze balik 6rnekleri i¢in %14,28; tiikketime hazir su iriinleri i¢in ise %10,12 olarak
tespit etmislerdir. Tarafimizca gergeklestirilen bu c¢alismada ise bu oran taze su
triinleri Ornekleri i¢in %20; tikketime hazir su {rinleri i¢in ise %20 olarak
bulunmustur. Laciar ve Centorbi [68] ise taze su tiriinlerinde bu oran1 %12; Parihar ve

dig. [199] ise bu oran1 %24 olarak belirlemistir. Yamazaki ve dig. [200] Japonya’da
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gerceklestirdigi calismada Listeria spp. oranmin taze balik 6rnekleri i¢in %10,2;

islenmis su iiriinleri i¢in ise %14,8 oldugunu ifade etmistir.

Bu calismada, analize alinan su tiriinleri 6rneklerinin %8’inde L.monocytogenes izole
edilmistir. Kafa ve Kiling [201] Izmir ilinde dort farkli marketten satin aldiklari
dondurulmus kara midyelerde L. monocytogenes’e rastlamadiklarini bildirmistir.
Giirler ve dig. [202] Tirkiye’de tiiketime hazir salatalarda mikrobiyal kaliteyi
belirlemek i¢in yaptiklari calismada, 45 adet ton balikli salata 6rneginin %6,6’sinin L.
monocytogenes acgisindan pozitif sonu¢ verdigini belirtmislerdir. Goziitok ve Aydin
[203] Karadeniz'de avlanan mezgit (Merlangius merlangus euxinus) (n:243) ve barbun
(Mullus surmuletus) (n:257) baliklarindan L. monocytogenes suslari izole etmeyi
amaglamislardir. Caligma sonucunda yalnizca 1 baliktan (barbun) L. monocytogenes
izole ettiklerini bildirmislerdir. Kisla ve dig. [204] Tiirkiye'de sicak alabalik tiitsiileme
fabrikasinda hem geleneksel yontem ile hem de Listeria Hizli Test kiti kullanarak L.
monocytogenes varligini aragtirmislardir. Listeria Hizli Test Kiti ile altmis 6rnegin
otuzunda (%50), geleneksel yontemde ise altmis 6rnegin otuzdordiinde (%57 ) L.
monocytogenes saptamislardir. Calisma sonunda ¢ig balik, tiitstilenmis balik (islemden
once) ve isleme suyunda L. monocytogenes tespit etmediklerini, ancak ekipman veya
diger yiizeylerden alinan siirlintiilerde ve fileto isleminden sonra tiitsiilenmis balik
numuneleri dahil tiim ¢evresel numunelerde L. monocytogenes tespit ettiklerini rapor
etmislerdir. Akpolat ve dig. [205] yaptiklar1 ¢alismada 70 adet taze balik 6rneginin
yalnizca 1 tanesinde L. monocytogenes izole ettiklerini bildirmislerdir. Terzi ve dig.
[206] analize aldiklar1 25 adet midye dolma o6rneginde L. monocytogenes’e
rastlamadiklarini belirtmislerdir. Sanlibaba ve dig. [207] analize aldiklar1 25 adet su
lirliniinlin 7 tanesinin Listeria spp. agisindan, 3 tanesinin L. monocytogenes agisindan
pozitif oldugunu bildirmistir. Fallah ve dig. [67] Iran’da gergeklestirdigi calismada
izole ettikleri L. monocytogenes oraninin taze su iriinleri igin %4,83; tikketime hazir
su tirtinleri i¢in ise %14,5 olarak saptamistir. Mevcut ¢alismada ise bu oran taze su
irtinleri Ornekleri igin %2; tiiketime hazir su firiinleri i¢in ise %6 olarak tespit
edilmistir. Yamazaki ve dig. [200] su tirlinlerindeki L. monocytogenes oranini taze
balik O6rnekleri icin %2, islenmis su {riinleri i¢in ise %9,8 olarak belirlemislerdir.
Yapilan arastirma sonuclari, genel olarak tiiketime hazir su iirlinleri ve islenmis su

tiriinlerinde L. mononocytogenes sayisinin taze su iiriinlerine kiyasla yiiksek oldugunu
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gostermektedir. Elde ettigimiz sonuglardan farkli olarak Abdollahzadeh ve dig. [60]
L. monocytogenes oraninin taze balik 6rnekleri i¢in %7,93 oldugunu bildirmis ancak

tikketime hazir su tiriinlerinde L. monocytogenes tespit etmediklerini rapor etmistir.

Genel olarak sonuglar degerlendirildiginde, hijyen ve sanitasyon Kurallarina
uyulmadan {iretilen tiiketime hazir su iriinlerinin isleme basamagindan sonraki
asamalarda L. monocytogenes’in kontaminasyonunun ve gelisiminin engellenmesi

miimkiin olmamaktadir [9].

Yiiriitiilen bu ¢alismada, taze su liriinii 6rneklerinin %10’u ve islenmis su iirlinlerin
%35’1 olmak tizere analize alinan Orneklerin %15’inde L. innocua oldugu tespit
edilmistir. Benzer sekilde Parihar ve dig. [199] balik 6rneklerinin %15’inin L. innocua
acisindan pozitif oldugunu bildirmistir. Yamazaki ve dig. [200] su firlinlerinde, L.
monocytogenes disindaki Listeria spp. oranmnin taze balik ornekleri igin %10,2;
islenmis su lriinleri i¢in ise %9,8 olarak tespit ettiklerini bildirmislerdir. Analize
aldigimiz su triinlerinin %6’sinda L. seeligeri, %10’unda L. welshimeri, %1’inde L.

grayi tespit edilmistir. Ancak, 6rneklerin higbirinde L. ivanovii izole edilememistir.

Elde ettigimiz sonuglar islenmis su {irinlerinde L. monocytogenes, L. seeligeri ve L.
grayi oranimnin taze su iirlinlerine kiyasla daha yiiksek oldugunu gostermektedir. Bu
durumun, yetersiz 1sil islem ve g¢apraz kontaminasyon basta olmak {iizere birgcok

faktorden kaynaklanmis olabilecegini diisiindiirmektedir [53].

Yaptigimiz bu ¢aligma sonucunda taze su iiriinlerinden levrek ve glimiis baliklarinda
L. monocytogenes’e rastlanmistir. Tiliketime hazir {irlinlerden karides kofte, somon
kofte, somon fiime, balik sinitzel ve midye dolma (x2) orneklerinden L.
monocytogenes izole edilmistir. Fallah ve dig. [67] tarafindan, bu c¢alismada elde
ettigimiz sonuclara benzer sekilde tiilketime hazir {iriinlerden soguk tiitsiillenmis
balikta, balik koftede ve nugetta L. monocytogenes tespit etmiglerdir. Ayrica sazan,
hamsi, kalkan ve karides gibi taze su iirlinleri 6rneklerinden de L. monocytogenes izole
etmislerdir. Meloni ve dig. [143] tarafindan tiitsiilenmis kilig¢ balig1 (Xiphias gladius),
tiitstilenmig Atlantik somonu (Salmo salar), ve marine edilmis su tirtinleri salatasindan
L. monocytogenes izole edilmistir. Jamali ve dig. [53] kizartilmis baliktan, barbekii

edilmis kalamardan ve susiden; Yamazaki ve dig. [200] taze somon (Salmo salar),
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tiitstilenmis balik, susi ve kizartilmis balik 6rneklerinden L. monocytogenes izole
etmiglerdir. Abdollahzadeh ve dig. [208] alabalik, tirsi ve tilapya baligindan; Handa
ve dig. [209] kiyma haline getirilmis tuna balig1 ve havyardan; Miya ve dig. [210] tuna
balig1 ve kiymasindan, balik havyardan ve tiitsiilenmis baliktan L. monocytogenes

izole etmislerdir.

Uriin bazinda degerlendirildiginde, islenmis su iiriinlerinde L. monocytogenes
izolasyon oraninin taze su Uriinlerine kiyasla daha yiiksek oldugu goriilmiistiir. Bunun
nedeni olarak, isleme tesisinde veya perakende satis sirasinda meydana gelen sekonder
kontaminasyon gosterilebilir [209]. Tiiketime hazir gidalarinin bu patojen ile
kontaminasyonu bir¢ok faktore bagli olabilir. Olas1 faktorlerden biri, gidalarin
pisirildikten sonra ¢apraz bulagsmaya maruz kalmasidir. Ayrica, pisirme isleminin
yetersiz yapilmasi da bakteriyi elimine edememektedir. Capraz kontaminasyonun
Onlenmesi, uygun siire ve sicaklikta 1s1l iglemin yapilmasi L. monocytogenes’in
kontroliinde 6nemlidir [53]. Ayrica iiriinlerin raf dmrii boyunca soguk zincir yonetimi,

L. monocytogenes gelisimini en aza indirmek i¢in 6nem arz etmektedir [143].

Listeria fajlarinin birgok kaynaktan izole edildigi bilinmektedir [211]. Yapilan
caligmalarda Listeria fajlarin kanalizasyon ve atik su aritma tesislerinden [188,212],
hayvan digkisindan [97,190], siit ¢iftligi ve silaj 6rneklerinden [213-216], mezbaha
atiklarindan [94], gida isleme tesislerinden [190,217-220], taze gida 6rneklerinden
[190], gevresel 6rneklerden [221] ve lizojenik suslardan [217-220,222] izole edildigi
belirtilmistir. Yaptigimiz bu ¢alisma da, isleme tesisi atiklarindan Listeria faji izole
edilmistir. Sanlibaba ve Uymaz Tezel [190] Ankara ve Canakkale’de toprak, taze gida,
balik isleme atik suyu, tavuk digkisi, gida isleme atik suyu, deniz ve nehir suyu
orneklerinde Listeria fajinin varligini arasgtirmislardir. Toplam 68 6rnegin 4 tanesinde
Listeria fajina rastlamiglardir. Listeria faj1 izole ettikleri 6rneklerin taze gida, balik atik
suyu, tavuk digkis1 ve gida isleme atik suyunun oldugunu bildirmislerdir. Vongkamjan
ve dig. [218] yaptiklari ¢alismada, Tayland'da bir deniz iiriinii isleme tesisine bir 1,5
boyunca 17 ayr ziyarette bulunduklarini, topladiklar1 gida ve ¢evre 6rneklerinden L.
monocytogenes, Listeria spp. ve Listeria fajlarin1 izole ettiklerini bildirmislerdir.
Topladiklar1 595 6rnegin 111°1 ham kalamar ve karides, 112’si bitmis iiriin (kalamar

ve karides susi), 195’1 gida ile temas eden yiizey ve 177’si gida ile temas etmeyen
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yiizeydir. Arastirmacilar yaptiklari1 17 ziyaretten yalnizca 3’linde faj tespit etmislerdir.
595 ornek arasindan 9’unda (% 1,5) Listeria faji izole edilmistir. Faj izole edilen 9
ornekten 6’sinin is¢i eldivenleri, tiriinlerin kondugu kap ve ¢alisma masasi gibi gidayla
temas eden yiizeyler, 3'iniin ise tartilar ve yikanmis ¢elik tepsi gibi gida ile temas
etmeyen yiizeylerden olustugu tespit edilmistir. Toplamda 29 faj izolati elde
etmislerdir. Vongkamjan ve dig. [217] L. monocytogenes ve Listeria faj izolasyonu
amaciyla tiitsiileme tesisinden iki kere dérnekleme yapmuslardir. ilk érneklemede L.
monocytogenes izolasyonu i¢in ¢ig, bitmis lriin ve ¢evresel 6rnek olmak ilizere 226
ornek toplanmustir. Ikinci drnekleme de ise 11 drenaj noktasindan 12 kez numune
almarak 132 c¢evresel oOrnek toplamiglardir. Analiz ettikleri Orneklerde L.
monocytogenes bulunma orani %22,3 (358 oOrnekte 80 pozitif) oraninda iken faj
bulunma oranmin %2,3 (132 o6rnekte 3 Ornek pozitif) oldugunu bildirmislerdir.
Arachchi ve dig. [220] Nelson'daki bir balik isleme tesisinin, balik atigi aritma

tinitesinin farkli yerlerinden 6rnekler toplamis ve 3 faj izole etmislerdir,

Bakteriyofajlar yaklagik 100 yildir bilinmesine ragmen, patojen bakterileri kontrol
etmek icin litik bakteriyofajlarin kullanimi son yillarda artis gostermistir. L.
monocytogenes ile miicadelede yaygin olarak kullanilan ticari fajlardan biri Listex
P100'diir. Bu faj, bir mandira tesisinin atik suyundan izole edilmis ve L.
monocytogenes’in kontrolii icin FDA onayu ile ticari olarak kullanilmaya baslanmigtir
[223]. FDA ’nin goriisti bu yonde iken, EFSA [89] 2016 yilinda Listex P100 hakkinda
bilimsel bir rapor yaymlamistir ve Listex P100’iin dogal olarak kontamine olmus
tilketime hazir gidalardaki etkinligi hakkinda daha fazla ¢aligma yapilmasin tavsiye

etmistir.

Birgok c¢alismada, taze ve tiikketime hazir su iriinlerinde L. monocytogenes'i kontrol
etmek icin farkli Listeria suslarina 6zgii bakteriyofajlarin etkinligi gosterilmistir
[9,19,21,27,29,71,91,92]. Yaptigimiz bu ¢alismada, Listex P100 bakteriyofajlarinin L.
monocytogenes iizerine etkisi arastirilmistir. Faj uygulamalarinin (film igerisine ilave-
direkt uygulama) tiitsiilenmis su iriinlerinde L. monocytogenes iizerine olan etkisi

ortaya konulmustur.

Bu kapsamda, ilk olarak Listex P100 bakteriyofajinin in vitro ortamda L.

monocytogenes iizerine etkisi belirlenmistir. 101° ve 108 pob/mL bakteriyofaj
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ilavesinin L. monocytogenes’in inaktivasyonu i¢in oldukga etkili oldugu goriilmiistiir.
10 °C’da 15 ginliik depolama siiresince, her iki faj konsantrasyonuda L.
monocytogenes’i neredeyse tamamen elimine etmistir (p<0,05). Ancak, diisiik
konsantrasyonda faj kullanilan grup (10° pob/mL) ile faj ilave edilmeyen kontrol
grubunun L. monocytogenes sayilari arasinda onemli bir fark tespit edilememistir
(p>0,05).

Soni ve Nannapaneni [19] broth sistemi igerisinde Listex P100 bakteriyofajinin 10%,
106 ve 108 pob/mL konsantrasyonlarmin L. monocytogenes’i 4 °C’da 12 giin, 10 °C’da
8 giin, 30 °C’da 4 giinde inaktive etmistir. Soni ve dig. [29] baska bir ¢alismasinda
broth ortaminda Listex P100 bakteriyofajinin kontrol grubuna kiyasla 4 °C’lik
depolamada 24 saatin sonunda L. monocytogenes sayisinda 2,5 logaritma birimi

azalma sagladigini bildirmistir.

Yiriitiilen bu ¢alismada, FTS igeren broth sistemi igeresine bakteriyofaj ilave edilen
gruplardan P8 ve P6 gruplari i¢in faj sayisinda meydana gelen degisiklikler istatistiksel
anlamda 6nemli bulunmamis (p>0,05) ve depolama siiresi boyunca faj stabilitesinin
korundugu gozlemlenmistir. Benzer sekilde Soni ve dig. [29]’de broth ortaminda

Listex P100 bakteriyofajinin stabilitesini korudugunu belirtmislerdir.

Bakteriyofaj igeren filmler, gida ambalaj uygulamalart i¢in umut vericidir [30]. Bu
nedenle son yillarda aragtirmacilar faj igeren filmlerin etkinligi ile ilgili birgok ¢alisma

gergeklestirmislerdir [30,32,192,224,225,33-35,37,177,180,182,183].

Yapilan bu ¢alismada da Listex P100 bakteriyofaji ilave edilen sodyum aljinat filmin
L. monocytogenes’e karsi antimikrobiyel etkinligi degerlendirilmistir. Bakteriyofaj
iceren sodyum aljinat bazli filmin cevresinde bakteri hiicrelerinin gelismedigi
gozlemlenmistir. Bu da bize bakteriyofajin neden oldugu lizizi gostermistir. Kontrol
film grubunda ise film etrafinda liziz gézlenmemistir. Bakteriyofaj igeren sodyum
aljinat bazli filmin L. monocytogenes’e kars1 gosterdigi inhibisyon zonu 4,3 mm olarak
Ol¢iilmiis, faj icermeyen filmin ise inhibisyon zonu olusturmadigi tespit edilmistir.
Gouvéa ve dig. [30] tarafindan asetat filme ilave ettikleri farkli konsantrasyonlardaki
bakteriyofajlarin Salmonella Typhimurium’a karsi 1,23-1,35 cm diizeyinde inhibisyon

zonu gosterdigi bildirilmistir. Elde ettigimiz sonuglara benzer sekilde Gouvéa ve dig.
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[192] bakteriyofaj iceren emici gida pedlerinin Salmonella Typhimurium’a karsi
besiyeri ortaminda etkili oldugu sonucuna varmiglardir. Vonasek ve dig. [177]
buzdolab1 kosullar1 ve oda sicakliginda muhafaza edilen peynir alti suyu protein
filmlerinde bulunan T4 fajlarinin inaktivite yetenegini siirdiirdiiglinii bildirmislerdir.
Ayrica, T4 faji iceren peynir alti suyu protein filmlerindeki E. coli sayisinin 2
logaritma birimi azaldigi, faj icermeyen negatif kontrol grubunda ise 3 logaritma
birimi artis oldugu belirtilmistir. Kalkan [37] tarafindan metilseliiloz film igerisine
ilave edilen fajlarin V. parahaemolyticus’a karsi antimikrobiyel etkinligi
arastirilmistir. 24 saatlik depolama sonrasinda faj igeren metilseliiloz film grubunda
2,12 log kob/mL olan V. parahaemolyticus sayisinin, faj ilave edilmeyen metilseliiloz
film grubunda 6,11 log kob/mL olarak tespit edildigi rapor edilmistir. Yaptigimiz bu
calismada, tiitsiilenmis alabaliga direkt Listex P100 faji uygulamasinin L.
monocytogenes’in inhibisyonunda en etkili yontem oldugu, bununla beraber sodyum
aljinat film igerisine ilave edilen Listex P100 faj uygulamasinin da L.
monocytogenes’in inhibisyonunda yiiksek diizeyde etkiye sahip oldugu gosterilmistir.
Yapilan ¢alismaya benzer sekilde sodyum aljinat bazli matrisin Alves ve dig. [180] S.
Enteritidis ve E. coli'ye, Alves ve dig. [181] P. fluorescens’e, Colom ve dig. [224]
Salmonella’ya ve Moghtader ve dig. [225] E. coli'ye kars1 farkli fajlar i¢in uygun

oldugunu gostermislerdir.

Bakteriyofajlarin optimum etkinligininin saglanmasinda, gidanin yiizeyine uygulama
yontemi en kritik noktalardan birisini olusturmaktadir [196]. Aktif ambalajlama
teknikleriyle, gidada bulunan mikroorganizmalar etkisiz hale getirilebilir veya gelisme
orani azaltilabilir. Antimikrobiyel ozellikteki aktif ambalajlarin hazirlanmasinda
cesitli antimikrobiyel bilesikler kullanilabilmektedir [30]. Bu ¢alismada,
antimikrobiyel madde olarak Listex P100 bakteriyofaji, sodyum aljinat filmin icerisine
ilave edilmistir. Bakteriyofaj uygulamasi, tiitsiilenmis alabalik filetolarinin yiizeyine
dogrudan ilave edilerek ve film igerisine ilave edilip bu filmler ile tiitsiilenmis alabalik
filetolarin1 kaplayarak gerceklestirilmis ve L. monocytogenes iizerindeki etkisi 10 °C
7 giinliikk depolama periyodunda degerlendirilmistir. Depolamanin baslangicinda,
tiitsiilenmis alabalik filetolarma 6 log kob/g L. monocytogenes inokiile edilmistir.
Depolamanin 1. saatinde BF ve B gruplarinda L. monocytogenes sayisi, kontrol

grubuna (faj ilave edilmeyen-film uygulanmayan) kiyasla sirastyla 2,37 ve 4,17 log
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kob/g azalmistir. Bakteriyofaj igermeyen filmle kaplanan grupta ise bu azalmalar BF
ve B gruplari igin 1,48 ve 3,28 log kob/g olarak tespit edilmistir.

Soni ve Nannapaneni, [19] farkl: faj konsantrasyonlarinin (10%-108 pob/g) islenmemis
somon (Salmo salar) filetolarindaki L. monocytogenes iizerine etkisini
arastirmiglardir. Arastirmacilar ¢ig somon filetolarinda, baslangicta ilave edilen 2-3 ve
4,5 log kob'luk bakteri sayisindan 1,8-2,5 ve 3,5 log kob/g L. monocytogenes
azalmalarii elde etmek icin 10® pob/g'lik faj konsantrasyonunun gerekli oldugunu
belirtmislerdir. Arastirmacilar en etkili faj konsantrasyonunun (108 pob/g) 2 saat
igerisinde L. monocytogenes sayisinda yaklasik 3,5 log kob/g azalma sagladigini
bildirmistir. Arastirmacilarin somon filetolarina 108 pob/g bakteriyofaj ilave ettikleri
grup ile bizim g¢alismamizda dogrudan bakteriyofaj uygulanan grubun sonuglari
benzerlik gostermektedir. Arastirmacilar caligmalarimin  devaminda 10 giinliik
depolama boyunca 108 pob/g bakteriyofaj uygulamasinin, islenmemis somon
filetolarindaki L. monocytogenes iizerine etkisini arastirmiglardir. Depolama boyunca
bakteriyofaj uygulanan filetolardaki L. monocytogenes sayisi bizim elde ettigimiz
bulgulara benzer sekilde 6nemli derecede diisiikk bulunmustur (p<0,05). Gutiérrez ve
dig. [226] 10° pob/mL Listex P100 bakteriyofaji uygulanan kurutulmus jambonlarin 4
°C ve 12 °C’da 24 saatlik depolama periyodunun sonunda, L. monocytogenes sayisinin
(10%, 10%, 10° kob/cm?) tespit edilebilir limitin altina indigini bildirmislerdir. Zhou ve
dig. [91] kendi izole ettikleri SH3-3 fajinin somon (Salmo salar) etindeki L.
monocytogenes sayisini 24 saatte yaklasik 2,67 log azalttigini bildirmistir. Tarafimizca
yiiriitiilen bu ¢alismada, depolamanin 24. saatinde bakteriyofaj uygulanan gruptaki L.
monocytogenes sayisi, kontrol grubuna kiyasla yaklasik 5 log kob/g azalmis ve L.
monocytogenes sayist 2,00 kob/g olarak tespit edilmistir. Axelsson ve dig. [92]
tarafindan "rakfish"in olgunlasma siirecinde ilave edilen Listex P100 fajmnin (108 ve
10° pob/drnek) depolamanin 1. giiniinde L. monocytogenes sayisinda 0,6 ve 1,2
logaritma birimi azalmaya neden oldugu ifade etmislerdir. Yapilan ¢alismalar
arasindaki farkliligin, gida matrisi, L. monocytogenes sayisi, bakteriyofaj sayisi, faj
suslart ve ¢aligmalarin yiiriitiildiigli sicakliklar arasindaki farktan kaynaklandig:
distiniilmektedir. Carlton ve dig. [17] tarafindan yiiriitiilen ¢alismada da, inokiile
edilen faj konsantrasyonundaki farkliliklarin L. monocytogenes sayisi iizerinde etkili

oldugu belirtilmistir. Peynirde L. monocytogenes’in gelisimi tlizerine Yyiiriitiilen
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calismada, diisiik doz faj (1,5 x10®) uygulamasinin bakteri sayisinda 2-3 logaritma
birimi azalma sagladig1, yiiksek doz faj (3 x10°%) uygulamasinin ise L. monocytogenes’i
tamamen inaktive ettigi belirtilmistir [17]. Benzer sekilde Perera ve dig. [21] 10° kob/g
L. monocytogenes inokiile edilen soguk tiitsiilenmis somon (Salmo salar) filetolarina
diisiik doz (10° pob/g) ve vyiksek doz (10° pob/g) bakteriyofaj (ListShield)
uygulamasinin ardindan 24. saatte filetolardaki bakteri sayisinda sirasiyla 0,4 ve 1,0
logaritma birimi azalma tespit ettiklerini bildirmislerdir. Ayrica, Gutiérrez ve dig.
[226] tarafindan 12 °C’in altinda 14 giinliik depolama periyodunda Listex P100
bakteriyofajinin L. monocytogenes’in inaktivasyonunda etkili oldugu bildirilmistir.
Arastirmacilarin sonuglarina benzer sekilde yaptigimiz bu ¢alismada da, 10 °C’da 7
giinlik depolamanin sonunda bakteriyofaj uygulamasmin L. monocytogenes
kontroliinde etkili oldugu goriilmiistiir. Zhou ve dig. [91] tarafindan depolamanin 72.
saatinde SH3-3 fajinin somon (Salmo salar) etindeki L. monocytogenes sayisini
yaklasik 4.54 log azalttig1 bildirilmistir. Bu ¢alismalardan farkli olarak, Soni ve dig.
[29] tarafindan fajlarin ilk 24 saat boyunca antilisterial etki gosterdigi rapor edilmistir.
Axelsson ve dig. [92] ise depolamanin 1. giiniinde Listex P100 fajlarmnmn (10° pob/balik
pargasi) en yiiksek antilisterial etkiyi (yaklasik 1 logaritma birimi) gdsterdigini
bildirmislerdir. Banos ve dig. [71] Listex P100 (2,3 x 10 pob/cm?) ile muamele edilen
4 °C’daki taze somon (Salmo salar) filetolarindaki L. monocytogenes (10° kob/cm?)
sayisinda meydana gelen azalmalarin depolamanin 1., 2., 3. ve 7. giiniinde 0,85, 1,25,
1,0 ve 1,06 log kob/cm? oldugunu bildirmislerdir. Ayni calismada tiitsiilenmis
somonlardaki (Salmo salar) L. monocytogenes sayisinda meydana gelen azalmalarin
depolamanin 1., 5., 10., 15. ve 30. giinlerinde 0,85, 2,4, 2,75, 2,34, ve 1,58 log kob/cm?
oldugunu belirtmislerdir. Caligmalar arasindaki farkliliklarin, fajin uygulama sekli,
tirtinlerin depolama kosullar1 ve sicaklig ile kullanilan L. monocytogenes suslarinin

farkli olmasindan kaynaklandig: diistintilmektedir.

Patojen sayisin1 azaltmada uygulanan faj dozu énemlidir [27]. Soni ve dig. [27] yayin
baligi (Ictalurus punctatus) filetolarina 2x10° pob/g Listex P100 uygulamasinin
kontrol grubuna kiyasla L. monocytogenes sayisi lizerine ¢ok kiiciik bir etkisinin
oldugunu, 2x10° pob/g Listex P100 uygulamasinin ise kontrol grubuna kiyasla L.
monocytogenes sayisinda bir azalma gostermedigini bildirmislerdir. Soni ve

Nannapaneni, [19] taze somon (Salmo salar) filetolarma 10* pob/g diizeyinde
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uygulanan Listex P100 konsantrasyonunun L. monocytogenes iizerine etkisinin
olmadigini tespit etmislerdir. Dykes ve Moorhead [227] diisiik doz bakteriyofaj
uygulamasinin (10° pob/g) taze et iiriiniindeki L. monocytogenes sayisini azaltmada

yeterli olmadigini bildirmistir.

Soni ve dig. [27] tarafindan 10 °C’da depolanan yayin balig: (Ictalurus punctatus)
filetolarindaki L. monocytogenes sayisinin, faj uygulamasindan 30 dakika sonra
kontrol grubuna gore 1,7 logaritma birimi azaldig: belirtilmistir. 10 giinliik depolama
sonunda ise L. monocytogenes sayisi kontrol grubunda 6,3 log kob/g ve bakteriyofaj
uygulanan grupta 4,3 log kob/g olarak belirlenmistir. Chibeu ve dig. [5] tarafindan
yiiriitiilen ¢alismada, Listex P100%in (2,0x10" pob/cm?), 28 giinliik depolama siiresi
boyunca tiiketime hazir rosto ve pismis hindi etindeki L. monocytogenes sayisini (103

kob/cm?) kontrol grubuna kiyasla 2 logaritma birimi azalttig1 rapor edilmistir.

Faj partikiilleri, toksik olmayan ve gidalarda dogal olarak bulunan bilesenleri
olusturdugundan, gida uygulamalar1 i¢in giivenli olarak kabul edilmektedir [17].
Ayrica, FDA tarafindan Listex P100'in gidalarda kullanimi onaylanmistir [19].
Bununla birlikte, bakteriyofaj biyokontroliinde bazi zorluklar vardir. Bakteriyofajlar,
gidalarda hedef bakterilerin sayilarin etkili bir sekilde azaltabilir, ancak bunlar1 her
zaman tamamen ortadan kaldiramazlar. Bu da depolama sirasinda iiriinde kalan
bakterilerin yeniden gelismesine neden olabilir. Fajlarin, gidadaki bakterilere
ulasamamasi, faj biyokontroliiniin uygulanma sekli ve tiiketicilerin yeni yontemlere
kars1 onyargili yaklagimi, bakteriyofajlarin gida sektoriinde kullanimini sinirlayan
diger faktorlerdir [196]. EFSA’nin [89] belirttigi gibi Listex P100’iin dogal olarak
kontamine olmus tiriinlerde etkinligi heniiz tam olarak bilinmemektedir. Bu faktor de
bakteriyofaj biyokontroliindeki zorluklardan biridir ve dogal olarak kontamine olmus

tirtinlerde fajlarin etkinligiyle ilgili daha ¢ok ¢aligma yapilmasi dnerilmektedir [89].

Yiritilen bu calismada, 7 ginlik depolama boyunca dogrudan bakteriyofaj
uygulanan filetolarda L. monocytogenes sayisi, bakteriyofajli film uygulanan filetolara
kiyasla ortalama 1,78 logaritma birimi daha fazla azalmistir (p<0,05). Ayrica,
bakteriyofajli film uygulanan grupta L. monocytogenes sayisi, bakteriyofaj icermeyen
kontrol filmine kiyasla 1,67 logaritma birimi azalmistir. Radford ve dig. [35] Listeria

faji igeren kaplama uygulanan dilimlenmis hindilerde bu fajin 14 giin boyunca L.
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monocytogenes’in gelisimini énemli dl¢iide inhibe ettigini (4 °C'da 3,79 log, 10 °C'da
2,17 log) belirtmislerdir. De Dicastillo ve dig. [182] sodyum kazeinat, jelatin ile
karistirilmis sodyum aljinat ve polivinil alkol olmak tizere ii¢ farkli matrisi kullanarak
Listex P100 igeren film gelistiren ¢alismada, faj igeren filmlerde L. monocytogenes
sayisinda 24 saat sonra 0,6-1,6 logaritma birimi azalma tespit etmislerdir. Figueiredo
ve Almeida [98], tilketime hazir domuz jambon dilimlerinde 10* kob/mL L.
monocytogenes iizerine 5x10° pob/g Listex P100 faj uygulamasmin, 6-8 °C
depolamanin baslangicinda ve depolamanin sonu olan 72. saatte patojen sayisini
sayllamayacak seviyelere indirdigini belirtmislerdir. Silva ve dig. [100], [100], 8,3 x
10" pob/g Listex P100'in, peynire inokiile edilen L. monocytogenes (10° kob/g)
sayisinda depolamanin (10 °C’da) baglangicinda kontrol grubuna kiyasla yaklasik 2
logaritma birimi azalmaya neden oldugu belirtilmistir. Arastirmacilar tarafindan
depolamanin sonu olan 10. giinde ise bu azalmanin 1 logaritma birimi oldugu

bildirilmistir.

Amarillas [32] domates yiizeyinde E. coli O157:H7'ye karsi litik bir bakteriyofaj
iceren kitosan bazli yenilebilir kaplamanin antibakteriyel etkisinin arastirildig
calismada, bakteriyofaj ¢ozeltisi ile birlestirilen yenilebilir kaplamanin, alt1 giin sonra
bakteri yiikiinde yaklasik 3 logaritma birimi azalma sagladigini belirtmistir. Cui ve
dig. [34] E. coli’nin inhibisyonu i¢in enkapsiile faj ilave ettikleri et 6rneklerinde
depolamanin 6. giininde kontrol grubunda 7,79 olarak tespit edilen patojen sayisi
enkapsiile edilen faj iceren grupta 2,99 olarak belirlenmistir. Kalkan [37] taze balik
orneklerini bakteriyofaj iceren metilselilloz film ile kaplayarak bu filmin V.
parahaemolyticus’a karsi antimikrobiyel etkisini arastirmistir. Depolamanin 7.
giiniinde faj igeren metilseliiloz film ile kaplanan balik 6rneklerinde 1,77 log kob/g
olan V. parahaemolyticus sayisinin, faj ilave edilmeyen metilseliiloz film ile kaplanan
balik 6rneklerinde 7,20 log kob/g olarak tespit edildigini bildirmistir. Yaptigimiz
calisgmada depolamanin 7. giiniinde kontrol film grubunda L. monocytogenes sayisi
5,61 iken BF grubunda bu say1 4,53 olarak tespit edilmistir. Sonug¢ olarak L.
monocytogenes’in  inaktive edilmesinde, filmler araciligiyla  bakteriyofaj
uygulamalarinin da etkili bir yol oldugu belirlenmistir. Benzer sekilde Lone ve dig.

[36] ve Weng ve dig. [183] tarafindan da biyoaktif antimikrobiyel paketleme
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malzemesi olarak faj bazli materyalin kontamine gidalarda antimikrobiyel etki

gosterdigi rapor edilmistir.

Bu calismada, bakteriyofaj uygulamalar1 ile L. monocytogenes tamamen ortadan
kaldirilamamustir. Bununla birlikte, siv1 tiitsiilenmis alabalik filetolarinda 108 pob/mL
Listex P100 uygulamalarinin (sodyum aljinat bazli filme dahil edilen ve dogrudan
yiizeye uygulanan), 10 °C’da 7 giinliik depolama sirasinda L. monocytogenes'in (10°
kob/mL) inhibisyonunda etkili oldugu gortlmiistiir. Sonug olarak, bakteriyofajlarin
(10® pob/mL) tiitsiilenmis alabalik filetolarma dogrudan veya sodyum aljinat filme
ilave edilerek uygulanmasiyla, 10 °C’da L. monocytogenes'in inhibisyonunda

kullanilabilecegi belirlenmistir.

Bu calisma sonucunda, bakteriyofaj uygulanan 2 grupta da depolamanin sonunda faj
sayist depolamanin baglangicina kiyasla artmistir (p<0,05). Bu durum, dogal faj
dongiisiiniin bir sonucudur (bir bakteri hiicresini enfekte eden bir faj ile baglar ve 100-
200 faj ile sonuglanir) [196]. Elde ettigimiz bulgulardan farkli olarak, Soni ve
Nannapaneni [19]'nun gergeklestirdigi ¢alismada, 4 °C’da 10 giin boyunca faj
stabilitesi sabit kalmis ve baslangigta ilave edilen 108 log pob/g bakteriyofaj sayist
depolama sonunda da yaklasik 8 log pob/g olarak belirlenmistir.

Yiiriitilen bu ¢aligma da, Listex P100 bakteriyofajinin inhibisyon etkisinin FTS ile
hazirlanan broth sisteminde gida ortamindan daha yiiksek oldugu belirlenmistir. Soni
ve Nannapaneni [19] ve Guenther ve dig. [9] benzer sonuglar elde etmis ve bu sonuglar

stvi ortamda fajlarin daha iyi difiizyon 6zelligi gostermesine baglanmustir.

Sonug olarak, su tirlinlerinde L. monocytogenes inhibisyonu iizerine Listeria fajlarinin
etkisini belirleyen birgok faktér vardir. Bunlardan ilki, tek faj kullanimi, fajlarin
kokteyl sekilde kullanim1 ve lizis spektrumu gibi bakteriyofaj ile ilgili kosullardir.
Ikincisi, kullamlan L. monocytogenes susu, serotipi ve konsantrasyonu gibi bakteriyle
ilgili faktorlerdir. Son olarak, kullanilan deniz {iriinii (iiriiniin komposizyonu ve ylizey
morfolojisi) ve lirliniin islenmesi ile ilgili faktorler de fajin etkinligi tizerinde 6nem

tagimaktadir [228].
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Bolim 5

Sonug¢

Gidalarin faj ile biyokontrolii, farkli gidalardaki patojenleri spesifik olarak
hedeflemede etkili olmakta, dogal ve yesil bir teknoloji oldugu i¢in giderek daha fazla
kabul gormektedir. Bakteriyofajlarin 6zgiinliigli nedeniyle, faj biyokontrolleri
gidalarin normal mikroflorasin1 bozmadan gidalardaki hedef patojen bakterileri inaktif
etme konusunda essiz bir firsat sunmaktadir [196]. Bu ¢alismada, siv1 tiitsiilenmis
alabalik filetolarinda bakteriyofaj-film ve dogrudan bakteriyofaj uygulamalarmin (108
pob/mL) 10 °C’da L. monocytogenes’in (10° kob/mL) inhibisyonunda 7 giinliik
depolama boyunca etkili oldugu tespit edilmistir. Ayrica, depolama boyunca 2 grubun
faj stabilitesini korumasi, tiitsiilenmis triinlerde L. monocytogenes’in kontroliiniin
saglanmasinda kullanilabilecegini gostermektedir. Bu ¢aligmayla, ilk kez sodyum
aljinat film igerisine Listex P100 bakteriyofaj ilavesinin sivi tiitsiilenmis alabalik
filetolarinda L. monocytogenes’in kontroliinde kullanilabilecegi sonucuna varilmstir.
Elde edilen sonuglar degerlendirildiginde, Listex P100 bakteriyofaj uygulamalarmin
(108 pob/mL) siv1 tiitsiilenmis alabalik filetolarinda 10 °C’da L. monocytogenes'in

inhibisyonu amaciyla kullanilabilecegini gostermistir.

Bu ¢alismada kullanilan Listex P100 bakteriyofaji uygulamalari, tiiketime hazir
tiitstilenmis triinlerde veya benzer triinlerin glivenligini arttirmak i¢in kullanilabilir.
Bununla birlikte, daha uzun siireli depolama periyotlarinda bakteriyofaj kullaniminin
etkileriyle ilgili daha fazla arastirma yapilmasi gerekmektedir. Ciinki L.
monocytogenes uzun siireli depolama sirasinda iiriinde yeniden gelisme potansiyeli
vardir. Bu nedenle, iriinlerin raf omriinii kisaltabilir. Ayrica faj uygulamalariyla

birlikte, farkli ambalajlama yontemleri, atmosfer kosullar1 ve sicaklik gibi diger engel
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parametrelerinin birlikte kullanimiyla ilgili ¢alismalarin da yapilmasi 6nem arz

etmektedir.
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