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GIRIS

Listeriozis, diinyanin bircok iilkesinde evcil hayvanlarda ve zaman zaman
insanlarda sporadik ve endemik infeksiyonlar olugturan bir hastaliktir.
Zoonotik karakterdeki listeriozisin, insan ve hayvanlarda septisemi,
meningoensefalitis ve abortusa neden olmasi, ayrica hayvanlarda ekonomik
kayiplara yol agmasi hastalifin 6nemini daha da artirmaktadir.

Diinyadaki listeriozis salginlarimin kontamine gidalardan kaynaklandigimn
saptanmasi ve gidalardan patogenik listeria tiirlerinin izole edilmesi bir¢ok
bilim adaminin bu konuda aragtirmalar yapmalarina neden olmugtur.

Baz1 aragtincilar tarafindan listeriozis etkenlerinin ortaya konulmas; igin
kisa siirede sonug verebilecek bakteriyolojik ve serolojik kitler kullamilmug
ancak bunlarin klasik bakteriyolojik yontemler kadar duyarli olmadiklar:
bildirilmigtir. Ayrica bircok aragtirici tarafindan uygulanan immunohistolojik
ve genetik yontemlerin listerial etkenlerin tanisinda daha duyarl: olduklar:
saptanmug ve ekonomik olmamalar: nedeniyle pratige indirgenememistir.

Molekiiler ve genetik caligmalardaki ilerlemeler, listeria tiirlerinin
yapilarinin daha iyi anlasilmasina olanak saglamis ve yillardir siiren
taksonomik sorunlarina 151k tutmugtur.

Listeriozis etkenlerinin bakteriyolojik yontemlerle izolasyonu i¢in aylarca
siiren soguk zenginlestirme yontemlerinden sonra gelistirilen sicak
zenginlestirme yontemi, Uluslararas1 Gida ve Saglik Orgiitleri (FDA,
IDF,USDA-FSIS) tarafindan onerilmis ve bir hafta zenginlestirme siiresi olan
bu yontemi bir¢ok aragtinicl, 6zellikle gidalardan listeria tiirlerinin izolasyonu
icin rapor etmiglerdir.

Listeria tiirlerinin bazi serotiplerinin ortak antijenik 6zelliklere sahip
olmas1 nedeniyle, cins ic¢indeki tiirler arasinda ve farkli bazi bakteriler
arasindaki serolojik testlerde kros-reaksiyon verebilmektedirler. Bu nedenle



infeksiyonun serolojik olarak tanisimin saglikli konulabilmesi i¢in spesifik
antijen kullanilmasi geregi dogmustur. Yapilan aragtirmalarda patojen
L.monocytogenes suglar1 tarafindan sentezlenen Listeriolysin O toksininin
infeksiyonun en 6nemli viriilens faktorii oldufu saptanmig ve bircok aragtinci
tarafindan Listeriolysin O, aday antijen olarak nitelendirilmistir.

Diinyadaki listeriozis etkenlerinin insanlarda, hayvanlarda ve gesitli
gidalardaki varlifi birgok aragtirici tarafindan ortaya konulmug olup,
Tiirkiye'de de listeriozis olgular1 baz1 aragtiricilar tarafindan rapor edilmistir.

Bu aragtirmada Marmara Bolgesi'ndeki koyunlarin kan serumlarinda
L.monocytogenes'e kars: olugmus antikorlarin ELISA testi ile saptanmasi ve
koyunlarin digki ve siitlerinde etkenlerin bakteriyolojik yontemlerle ortaya
konulmas: amaglanmugtir.



LITERATUR BILGISI

Ingiltere’de laboratuvar tavsanlarinda monositozla seyreden bir
infeksiyonda Murray ve ark., ilk kez 1926 yilinda Gram pozitif bir comak
izole etmigler ve bu bakteriyi Bacterium monocytogenes olarak
adlandirmuglardir (112). 1927 yilinda Pirie, Giiney Afrika’nin Tiger River
bolgesinde yagayan ve bir ¢esit rodent olan 2 adet "Totera lobengulae"de aym
mikroorganizmanin neden oldugu bir infeksiyonu saptamig ve Lord Lister’e
duyulan sayg: nedeni ile bu mikroorganizmay: Listerella hepatolytica olarak
adlandirmigtir (124). Gill (55), 1937 yilinda bu mikroorganizmanin
koyunlarda ensefalitis olusturdufunu ve enfeksiyonu "circling disease" olarak
belirtmig, bakteri ismini ise Listerella ovis olarak adlandirmugtir. Prevot
(126), 1940 yilinda taksonomik gerekcgelerle bakterinin isminin Pirie
tarafindan Listeria monocytogenes olarak degistirildigini belirtmigtir.

Listeria cinsi onceleri, hiicre morfolojisi ve katalazin pozitif olmasi
nedeniyle Corynebacteriaceae ailesine yerlestirilmigtir. Numerik taksonomi
¢alismalarindaki ilerlemelerle birlikte Listeria cinsi igindeki bakterilerin
Corynebacterium cinsi ile ¢ok az Ozellifi paylastidi, Lactobacillus,
Streptococcus, Staphylococcus, Bacillus ve ozellikle Brochothrix cinsine daha
yakin oldugu belirtiimigtir. Bu nedenle “Bergey’s Manual of Determinative
Bacteriology”nin 1957 baskisinda Corynebacteriaceae ailesinde yer verilen
Listeria cinsi, Manual’in 1974 baskisinda “Gram-pozitif, sporsuz, ¢comak
seklinde bakteriler” boliimiinde, Lactobacillaceae ailesinden sonraki
Erysipelothrix, Caryophanon cinsleri ile birlikte “yakinlig1 kesin olmayan
cinsler” olarak yerlestirilmigtir. Hiicre duvari analizleri ve DNA analizleri
calismalarindan sonra aragtiricilar, Listeria cinsinin Lactobacillus ve
Erysipelothrix cinslerinden de ¢ok farkli oldugunu, Listeria cinsine en yakin
bakteri cinsinin et lriinlerinde rastlanmilabilen ve patojenitesi olmayan
Brochotrix cinsi oldufunu belirtmigler ve bu taksonomik yetersizlik
giderilene kadar “Bergey’s Manual of Systematic Bacteriology”nin 1986
baskisinda “Diizgiin, Sporsuz, Gram-pozitif Comaklar” baglig1 altinda cins
olarak gosterilmistir (74,144).



Listeria cinsine 1961 yilinda Listeria denitrificans, 1966 yilinda Listeria
grayi, 1971 yilinda Listeria murrayi, 1979 yilinda Listeria innocua, 1983
yilinda Listeia welshimeri ve Listeria seeligeri, 1984 yilinda Listeria ivanovii
dahil edilmiglerdir (89,126,132,147,144).

L.monocyogenes’ ten sonra izole edilen ilk tiir olan Listeria
denitrificans, baz1 yapisal benzerliklerinden dolay: onceleri Listeria' cinsi
icerisinde yer almistir. Hiicre yapisi ve &zellikle DNA analizlerindeki
incelemelerinde Listeria cinsindeki diger tiirlerde Guanin-Sitozin % mol
oraninin ortalama 36.8-39.9 iken, L.denitrificans’in Guanin-Sitozin % mol
oraninin 58-59 oldugunu belirten aragtiricilar, L.denitrificans’in Listeria cinsi
yerine Jonesia cinsi igerisinde Jonesia denitrificans olarak degigtirilmesi
gerektifini belirtmiglerdir (133,141).

Stuart ve Welshimer (1974), L.grayi ve L.murrayi tiirlerini yeni spesifik
bir cins olarak “Murraya” cinsi igerisinde Murraya grayi subspecies grayi ve
Murraya grayi subspecies murrayi olarak gostermiglerdir. Fakat DNA-DNA
hibridizasyon calismalarindaki ilerlemelerden sonra bu iki tiiriin listeria cinsi
igerisinde bulunmasinin daha uygun oldugu belirtilmigtir (144).

Aragtiricilar son yillara kadar listeria serotip tablosundaki (tablo: 2)
serotip 5’in yeni bir tiir oldugunu belirtmigler ve bunun isimlendirilmesinde
Bulgar Mikrobiolog Ivan Ivanov’un amisina Onceleri bazi aragtiricilar
tarafindan Listeria bulgarica olarak adlandirildiinmi, ancak daha sonralar
Listeria ivanovii olarak degistirildigini bildirmiglerdir (144,147).

"International Systematic Bacteriology” komitesi tarafindan belirlenen
son raporda listeria cinsi igerisindeki tiirler, L.monocytogenes, L.innocua,
L.ivanovii subsp. ivanovii, L.ivanovii subsp. londoniensis, L.seeligeri,
L.welshimeri ve L.grayi olarak belirtilmigtir (145).

Listeria cinsi igerisindeki tiirlerden L.monocytogenes'in insan ve
hayvanlarda, L.ivanovii'nin farelerde ve koyunlarda patojen oldugu, diger
tiirlerin ise patojen olmadif: bildirilmigtir (141,144). Ancak Walker ve ark.
(162), L.innocua'nin meningoensefalitis olugturdugunu klinik, bakteriyolojik,
histopatolojik ve PCR analizleri ile saptamuslar ve L.innocua'nin potansiyel



patogen oldugunu rapor etmiglerdir. Ayrica Hof ve ark. (68), L.seeligeri'nin
farelerde patojen oldugunu bildirmiglerdir.

Aragtinicilar Listeria'larin aerobik, fakiiltatif anaerobik, kiigiik, diiz ya da
biikiilmiis comak¢ik ya da kokoid tarzinda Gram pozitif mikroorganizmalar
olduklarini ve boyutlarimin 0.4-0.5 ym X 0.5-2 ym arasinda degigebildigini,
kiiltiirlerde tek tek, c¢ift, V, Y seklinde ya da kisa zincirler halinde
goriindiiklerini bildirmiglerdir. Bu mikroorganizmalarin geng¢ kiiltiirlerde
kokoid formlarina, eski Kkiiltiirlerde ise zaman zaman cok uzun flament
sekillerine rastlamilabildigini belirtmiglerdir (143,144). Yapilan caligmalarda
bir mukopolisakkarit kapsiil varlig1 saptansa da normal boyamalarda kapsiilsiiz
goriinen bakterilerin spor olusturmadiklann ve asido-rezistans 6zellik
tagimadiklar1 saptanmugtir. Listeria cinsindeki bakterilerin, diisiik oksijen
konsantrasyonunda daha iyi tirediklerini ve optimum iireme 1silarimin 30-37°C
olmasina karsin 1-45°C’ler arasinda da iireyebildiklerini bildiren aragtiricilar,
Listeria'larin pH 6-9 arasinda iireyebildiklerini ve 60°C’de 30 dakikada
oldiiklerini belirtmiglerdir. Aym aragtiricilar triptic soy agarda 37°C’de 24
saatte iireyen listeria kolonilerinin 0.2-0.8 mm capinda, yuvarlak, seffaf ve
hafif kabarik olduklarim, tavsan, koyun, at, sigir ve insan kam ilave edilen
kanli jeloz besiyerlerinde L.monocytogenes, L.ivanovii ve L.seeligeri
tirlerinin 8-hemoliz zonu olugtuklarini rapor etmiglerdir (4,46,54,144).
McKellar (104), Listeria cinsindeki bazi tiirlerin, Staphylococcus aureus ve
Rhodococcus equi ile kanli jeloz besiyerlerinde bu bakterilerin beta-toksini ile
sinerjistik etki gostererek tam bir hemoliz alan1 olugtuklarini bildirmistir.

Bircok aragtiric1 Listeria cinsindeki bakterilerde hareketin iireme 1sisi ile
biiyiik iligkisi oldugunu vurgulamiglar, 20-25°C’deki kiiltiirlerde 2-4 adet
flagella bulundugundan daha aktif hareket eden suslarin bircogunda 37°C’de
hareket saptanamadigini, ancak 4°C'de ya da 37°C’de %10-20 CO, bulunan
ortamlarda hareketin arttiini, ancak CO- ‘nin bu etkisinin oda 1sisinda
goriilmedigini belirtmiglerdir. Ayni aragtiricilar listeria cinsindeki tiirlerin
asili damla yontemi ile hareket muayenesi yapildifinda bakterilerin kendi
etrafinda donmeye bagladigini, bu donmenin gittikce hizlanmas: ve genislemesi
sonunda bakterinin bir yone firladiim belirtmiglerdir. Ayrica bu hareket



seklinin listeria icin oldukga karakteristik oldufunu ve bakterilerin
mikroaerofilik 6zellik tagidiklarindan, yan katr agarda (SIM) yiizeyin 3-5 mm
altinda tam semsiye tarzinda koyu bir iireme bolgesi olusturduklarini rapor
etmiglerdir (4,78,143,144). Asagidaki tabloda “Bergey’s Manual of Systematic
Bacteriology”nin 1986 baskisinda belirtilen Listeria cinsi igerisindeki
bakterilerin biyokimyasal tzellikleri gosterilmigtir.

Tablo 1: Listeria cinsindeki bakterilerin biyokimyasal 6zellikleri (144).

1 2 3 4 5 6 7 8
3-hemoliz + + - + - - - -
Oksidaz - - - - - - - - -
Katalaz + + + + + + + +
Hareket (22%C) + + + + + + + +
indo] . - - - - - - - -
Sitrat - - - - - - - -
Nitrat - - - - - - + +
Ure - - - - - - - -
Metil red + + + + + + + +
y_tgges proskauer + + + + + + + +
TSIA A/AIA/AIA/AIA/AIA/AIA/AIATAIA/A
Hidrojen sulfit - - - - - -

Gas - - - - - - - -
CAMP - test (Staphy. aureus) + - - + - - - -
CAMP - test (Rhodoc. equi) - + - - - - - -
Eskilin Hidrolizasyonu + + + + + + + +
Asit olusumu
Glukoz|{ + + + + + + + +
Salisin| + + + + + + + +
Trehaloz| + + + + + + + +
Xylose| -~ + - + + - - +
Galaktoz d - ? ? + + +
Arabinoz| - - - ? ? - - +
Rhamnoz| + - d - d - d -
Laktoz] d + + ? ? + + +
Mannitol| - - - - - + + -
Sorbitol] d - - ? ? ~ - -
1- Listeria monocytogenes 5- Listeria welshimeri
2- Listeria ivanovii 6- Listeria grayi
3- Listeria innocua 7- Listeria murrayi

4- Listeria seeligeri 8- Listeria denitrificans



L. monocytogenes’in penisilin ya da glisin iceren besiyerlerindeki
kiiltiirlerinde L formlarinin olustugu, penisilinli besiyerindeki bakterinin
kiiciik koklardan olusan minik koloniler sekillendirdigi, glisinli besiyerinde ise
uzun flamentoz ya da biiyiik kiiresel sekilde iiredigi bircok aragtiric: tarafindan
bildirilmistir (78,131,143,144). Lachica (87), triptic soy agarda iireyen listeria
kolonilerinin, alttan 45 derecelik ac1 ile yansitilan 1sikta karakteristik mavi-
yesil refle verdiklerini belirtmigtir.

Arastiricilar Listeria  cinsindeki tiirlerin antijenik yapilarinin
incelenmesinin 1930’larda basladigini ancak pratikte kullanilan ilk
gruplamanin Paterson tarafindan 1940°da olusturuldugunu bildirmigler, buna
gore onceligi H antijenlerine vererek ve somatik antijenleri de dikkate alarak 4
antijenik tipe ayirdifini rapor etmiglerdir (144). Seeliger ve ark. (143)
somatik antijenlerine gore 4. serotipi 4a ve 4b olarak ikiye ayirmislar Donker-
Voet (30) bunlara, 4¢, 4d, 4e serotiplerini eklemis, 1. ve 3. serotipleri de H
antijen farklilifina gore ikiye ayirmustir. Aragtiricilar daha sonraki ¢aligmalar
sonucunda antijen gemasinin son seklini tablo 2'de oldugu gibi belirtmiglerdir.
Bircok bilim adamu listeria suglarinda bugiine kadar toplam 15 somatik antijen
saptandifini ve bunlardan faktdr III'liin biitiin suslarin antijenik formiiliinde
yer aldigim, faktor XIV'iin ise sadece L. murrayi ve L. grayi suslarinda
bulundugunu, diger somatik antijenlerin cesitli serotiplerine benzer ya da
farkl: iligkiler halinde bulunduklarini rapor etmiglerdir. Listeria tiirlerinin H
antijenleri arasinda da farkliliklar oldugu, ancak listeria suslarinin hepsinde B
flagella antijeni bulundugu, A, C ve D antijenlerinin ise B antijeni ile birlikte
ya da ayn swralandifi ve 15 listeria serotipinin 12°sinde flagella antijen
formiiliiniin ABC seklinde olugtuBu birgok arastirici tarafindan bildirilmistir
(31,131,141,143,144).

Arastiricilar Listeria tiirlerinin tablo 2'de belirtilen serotiplerinin
dagiliminda tiirler arasinda farkliliklar bulundugunu ve L.monocytogenes'in
1/2a, 1/2b, 1/2¢c, 3a, 3b, 3c, 4a, 4ab, 4b, 4c, 4d, 4¢ ve 7 serotiplerinin
oldugunu, L.ivanovii'nin 5 serotipinin, L.innocua'nin 6a, 6b ve 4ab
serotiplerinin, L.welshimeri'nin 6a ve 6b serotiplerinin, L.seeligeri'nin 1/2b,
4c, 4d ve 6b serotiplerinin olduklarini ortaya koymusglardir (131,141
143,144).



Tablo 2: Listeria cinsindeki bakterilerin antijenik yapilan (144)

Seeliger,
Paterson Donker-Voet O antijenleri H antijenteri
1 1/2a P (> AB
1/2b P o () ABC
2 1/2c T B D
3 3a ihoam v AB
3b HI{)] (XHy (Xu) - ABC
3c iy v (XIy (XIi) B D
4 4a iy (v vil IX ABC
4ab (H) v Vi Vil 1X X ABC
4b )] Vv Vi ABC
4¢ (i) Vv vil ABC
4d |y vy Vi vill ABC
4e (1) vV v (vitl) (ixX) ABC
5 ay (v i (Vi) X ABC
7 (1 {Xil) (X ABC
6a (4f) () v (Vi) (Vi) (IX) XV ABC
6b (4g) )y (V) (M) (V) IX X Xi ABC
L. grayi (1) Xi Xiv E
L. murrayi (i ) Xit Xiv E

( }* parentez iginde olanlar bazen bulunmayabiiir.

Aragtiricilar Listeria cinsindeki bakterilerin birbirleri ile iligkili ancak
cok kompleks bir antijenik yapilar1 oldufunu, bir susun antijen yapisinin ve
serotipinin belirlenmesi icin hem somatik O antijenlerinin hem de flagella H
antijenlerinin incelenmesi gerektigini vurgulamuglardir (25,144). Aragtinicilar
ayrica Listeria tiirlerinin diger bazi bakterilerle de ortak antijenik
kompanentleri oldugunu ve bunlarin Staphylococcus, Enterococcus,
Corynebacterium cinsindeki bazi bakteriler ve E. coli ile serolojik olarak
kros-reaksiyon olugturabildiklerini rapor etmislerdir (131,143).

Insan ve hayvan infeksiyonlarindan izole edilen L. monocytogenes
suslarinin ortalama % 95’inin 1/2 ve 4b serotipleri olduklarin: bildiren
aragtiricilar, ayrica Amerika kitasinda izole edilen serotiplerin % 33'iiniin 4b,
% 62'sinin 1/2 serotipi oldugunu, buna karsin Avrupa iilkelerinde izole edilen



serotiplerin % 64'liniin 4b, % 29'unun 1/2 serotipleri oldugunu
vurgulamuglardir (51,106).

Low ve ark. (99), 1989-1992 yillarn1 arasinda iskogya'da 76 koyun
listeriozis olgusundan izole edilen L.monocytogenes suglarinin 49'unun (%
64.5) serotip 1/2a, 14'iiniin (% 18.4) serotip 4b, 10'unun (% 13.2) serotip
1/2b oldugunu bildirmislerdir. Jones (75), yapilan epidemiyolojik calismalarda
izole edilen suglarda serotip 1/2a, 1/2b ve 4b'nin diger serotiplere gore daha
fazla oldugunu belirtmistir. McLauchlin (105), Ingiltere'de 1967-1985 yillan
arasinda insanlarda L.monocytogenes'ten kaynaklanan 722 enfeksiyon
goriildiigiinii ve bu olgulardan izole edilen suslarin 423'iiniin (% 59) serotip
4b, 130'unun (% 18) serotip 1/2a, 99'unun (% 14) serotip 1/2b oldugunu
bildirmigtir.

Aragtiricilar yaptiklar1 molekiiler genetik calismalarinda hly, hly A, mpl,
iap, act A, plc A, plc B genlerinin L.monocyotogenes'in saptanmasinda hedef
genler oldugunu bildirmektedirler (84,166). Ozellikle hly A geni tarafindan
kodlanan ve 58 kDa agirlifinda, protein yapisinda listeriolysin O (LLO)
toksininin en Onemli viriilens faktorii oldugunu bildiren aragtiricilar, bu
toksine kars1 olugan spesifik antikorlarin saptanmasinin etkenin tanisinda
6nemli bir role sahip oldufunu ileri siirmektedirler (53,57,86,115,121).
Portnoy ve ark. (125), hiicre i¢i yagam igin gerekli listerial viriilens faktor ve
hemolitik sitolizin olan listeriolysin O (LLO) toksinin salgilanmasindan &nce,
L.monocytogenes'in aktive olmus makrofajlar tarafindan oldiiriildiigiinii
bildirmiglerdir. Vazquaz-Boland ve ark. (160), koyunlarda patojen olan
L.ivanovii'nin toksininin 61 kDa molekiiler kiitleye sahip Ivanolysin O (ILO)
oldugunu ve patojenite konusunda Sphingomyelinase C ile birlikte kesin bir
role sahip oldugunu rapor etmislerdir.

Kathariou ve ark (79), LLO'nun streptolysin O ile kross reaksiyon
verebilecegini ileri siirmektedirler. Mengaud (109), LLO'nun Streptococcus,
Bacillus, Clostridium ve Listeria tiirleri tarafindan iiretilen diger toksinlere
antijenik olarak benzedigini, ancak antijenik varyasyonlarin ve gen sirasindaki
degisikliklerin LLO ile Streptolysin O (SLO) ve Pneumolysin arasinda kesin
farkliliklar oldugunu saptamustir.
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Bircok arastiric1 son yillarda L.monocytogenes'in tiim patojen suglar
tarafindan olusturulan ve en onemli viriilens faktorii olan LLO'nun serolojik
deneyler i¢in aday antijen olarak identifiye edildigini bildirmiglerdir
(50,86,96). Low ve ark. (96), LLO'ya kars1 olugan antikorlarin, yapilan
immunoblotting gahgmalarm'da deneysel infeksiyonlarin en giivenilir belirtisi
oldugunu bildirmiglerdir.

Wachter (161), L. monocytogenes'in patojenik faktoriiniin ortaya
¢ikmasmin iireme 1s1s1 ile iligkili oldugunu ve prf A geni tarafindan regiile
ediidigi bilinen tiim viriilens faktSrierin salgilanmasinin diigiik 1sida iireme ile
bastirildigini bildirmigtir. Sokolovic ve ark. (152), L.monocytogenes'in
LLO'dan bagka ayrica 1s1 goku proteini sentezledigini, bu proteinin ise LLO
sentezini arirdifin ileri siirmektedir.

Geoffroy ve ark. (53), LLO'nun farelerde lethal dozunun 0.8 kg
oldufunu ve deri i¢i enjeksiyondan sonra hizli bir yangisel reaksiyon
olusturdugunu saptamugtir. Aragtirici bu calismada L.monocytogenes'in hiicre
icinde yasamasinda, LLO'nun 6nemli rolii oldugunu ve LLO'nun infekte
makrofajlar1 6ldiirdiigiinii bildirmigtir. Aragtirici ayrica LLO'nun litik
aktivitesinin pH 5.5'te en yiiksek diizeyde oldugunu ve pH 7.0'de ise litik
aktivitenin saptanamadigini, bu sonucun da konak¢i dokularinda toksinin litik
~ aktivitesinin asidik mikrogevrede daha iyi ortaya cikabilecegini belirtmistir.

Aragtinicilar listeria etkenlerinin dogada yaygin oldugunu ve bugiine
degin insanlarin yanisira bircok hayvan tiirlerinden izole edildigini rapor
etmiglerdir. Bu hayvan tiirleri arasinda memeli hayvanlarin (sigir, koyun,
keci, domuz, at, kopek, kedi, geyik, lama, rakun, tavsan, tarla faresi, kobay,
lemming, kokarca ve cingilla), kanatl: tiirlerinin (kanarya, ispinoz, tavuk,
turna, kumru, drdek, kartal, kaz, sahin, papagan, siiliin, giivercin, marti,
serce, hindi, afackakan), kurbaga, baz1 balik ve kabuklu hayvanlarin oldugunu
belirtmislerdir (15,18,50.81,113).

Listeriozis’te bulagmanin, genellikle kontamine ya da infekte gidalarla
oldugunu ancak orofarinks, deri, konjunktiva ve iirogenital yolla da
bulagmanin olabilecegini arastiricilar bildirmektedirler (13,32,108). Bir¢ok
aragtiricl ruminantlarda goriilen listeriozis olgularinda silajla beslenmenin
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Onemini rapor etmiglerdir (59,62,159). Fenlon (44), silajin pH's1 ile
listerialarin iliremesinin direk iligkili oldufunu vurgulamig ve silajin
fermentasyon siiresince Ozellikle 60. giinden sonra pH'nin artmas: ile
listerialarin da say: olarak arttifimi saptammstir. Gronstol (60), toplam 291 silaj
Ornefinde yapti1 calismada pH's1 4'den az olan 101 silaj 6rneginden % 22,
pH's1 4 ile 5 arasinda olan 110 silaj 6rnedinden % 37, pH's1 5'den fazla olan 80
silaj orneginden de % 56 oraminda L.monocytogenes izole etmistir. Fenlon
(45), silaj yapiminda kullanilan yOntemlerin listerialar acisindan Snemli
oldugunu vurgulamis ve ozellikle silajin toprakla iligkisinin kesildigi, her
tarafinin plastik torbalarla kapatildig silaj yapim ySnteminde listerialarin daha _
kolay iiredigini belirtmistir. Gitter ve ark. (56), silaj ile beslenen hayvanlarda
kuru yem ile beslenen hayvanlara gore daha fazla listeriozis olgusu
goriildiigiinii bildirmigtir.

Bircok arastirict infekte hayvanlarin digks, siit, idrar, burun ve géz
akintilari, atik fetus ve uterus akintilari ile cevreyi kontamine ettiklerini,
insanlarin ise hastalik etkenini, infekte hayvanlarin et, siit ve {iriinleri ile ya da
bu iriinlerin paketlenmesi ve iglenmesi .sirasinda ¢evre kontaminasyonu
sonucunda aldiklarimi bildirmektedirler (8,13,33,61,62,142). Doyle ve ark.
(34), L.monocytogenes ile infekte edilmis siitlerde Uluslararas1 Gida ve Saglik
Orgiitii (FDA) tarafindan bildirilen yontemde 71.7°C ve 15 saniye
pastorizasyonda etkenin canli kalabilecegini, ancak 77.8°C'de 15.4 saniye ya
da 73.9°C'de 16.4 saniye pastorizasyonda canliliklarini yitirdigini
saptamglardir. Bunning ve ark. (17), L.monocytogenes'in siit nétrofilleri
icinde canlilifim siirdiirdiigiinii bildirmislerdir.

Anderson ve ark. (3), epidemik ve sporadik listeriozis olgularinda en
onemli etkenin kontaminasyon oldugunu vurgulamaktadirlar. McLauchlin ve
ark. (108), Veteriner Hekimler ve cifcilerin, infekte hayvanlarla direkt
temaslar1 sonucu kutandz listeriozis yoniinden risk grubunu olusturdugunu
belirtmiglerdir. Chakraborty ve ark. (19), listeria infeksiyonlarina karsi
insanlarda bulunan yaygin diren¢ mekanizmasinin, dogal olarak viriilensi
azalmus suslarla olugan asemptomatik infeksiyonlara bagh olabilecegini ileri
siirmektedirler. Gronstol (62), insan ve hayvanlarda listeriozis etkenlerinin
bulasma, yayilma ve dagilimini sematize etmigtir (gekil 1).
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Sekil 1: L.monocytogenes infeksiyonunda kontaminasyonun rolii (62)

HAYVAN INSAN
Hazirlayici faktor : Hazirlayici faktor
(Immun durum) (immun durum)
Tastyici hayvan et sat » | Tasiyici insan

Hastalik Dogada (toprak, su) Hastahk
L.monocytogenes
silaj
 / \J

Digki | «¢——————| Akut hastalik Digki

Arastiricilar tiikketime sunulan gida Orneklerinden yiiksek oranda
L.monocytogenes izole etmiglerdir. Farber ve ark. (41), gida 6rneklerinde
yaptiklan caligmada, 44 dana eti Grneginden 38 (% 86.4), 16 tavuk eti
Orneginden 9 (% 56.3) ve 530 dondurma Orpeginden 2 (% 0.4)
L.monocytogenes izole ettiklerini bildirmiglerdir. Sharif ve ark. (149), 200
hayvansal gida Orneginde yaptiklar1 bakteriyolojik caligmada 101
L.monocytogenes (% 23.49) izole ettiklerini bildirmektedirler. Genigeorgis ve
ark. (52), marketlerde satilan toplam 160 c¢ig tavuk OSrneginde yaptiklar
calismada % 13.1 oraninda L.monocytogenes izole ettiklerini bildirmiglerdir.
Schmidt ve ark. (137), domuz kiymasinda % 24, sosiste % 17 oraninda
L.monocytogenes izole ettiklerini bildirmiglerdir.

Lovett ve ark. (95), California'da ¢i§ siitlerden L.monocytogenes izole
edilemedigini, ancak Massachusetts'de % 7 oraninda etkeni saptadiklarim
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bildirmislerdir. Loncarevic ve ark. (92), broiler tavuk kesimhanelerinde
dondurulmadan 6nce ve dondurulduktan sonra tavuklarin boyun derilerinden
alinan orneklerde yaptiklan bakteriyolojik calismalarda, dondurulduktan sonra
alinan Orneklerden daha fazla oranda L.monocytogenes izole edildigini
bildirmigler ve bunun da kullanilan sulardan kaynaklandifini saptamuglardir.

Yurdumuzda da gida 6rneklerinde L.monocytogenes izolasyonu yoniinden
bircok ¢aligma yapilmugtir. Unlii  (155), 100 ¢ig siit 6rneginde yaptig
bakteriyolojik calismada 6 L.monocytogenes izole ettigini bildirmigtir.
Parlakgiil (120), 90 peynir 6rne8inde yapti§1 calismada 7 L.monocytogenes
izole ettigini bildirmigtir. Ciftcioglu (22), 100 kiyma &rneginde % 11, 100
sucuk drneginde % 2 ve 100 tavuk etinde % 3 oraminda L.monocytogenes izole
etmigtir. Giin (64), toplama tanklarindan alinan 100 siit 6rneginin 4'iinden
L.monocytogenes izole ettifini bildirmistir. Kaya ve ark. (80), sucuklarda
yaptiklar1 calismada % 18 oraninda L.monocytogenes saptamuglardir. Tiimbay
ve ark. (154), 323 peynir orneginden 7 L.monocytogenes izole etmislerdir.

Samuelsson ve ark. (135), 1981-87 yillan1 arasinda Danimarka'da 138
listeriozis olgusu rapor edildigini, 1985-87 yillar1 arasinda goriilen olgularin
ise salgin 6zellik tagidiim bildirmiglerdir. Miiller (114), Almanya'da 1988-89
yillan arasinda yaptif1 caligsmada, 1000 hasta insanin digkisinin 6'sindan ve
2000 saglam insanin digkisinin 16'sindan L.monocytogenes izole ettigini rapor
etmigtir. Fenlon (43), yaptig1 bir aragtirmada kanalizasyon sularinin denize
bosaltilan bolgelerindeki lagim sularindan ve bu bdlgede yasayan martilarin
diskilanindan aldig1 orneklerde Listeria tiirlerini arasgtirmistir. Aragtiric1 bu
calismada 99 marti digkisinin 15'inden ve lagim sularindan L.monocytogenes
izole ettifini bildirmigtir.

Aragtiricilar  L.monocytogenes'in dogada g¢ok yaygin oldufunu
belirtmigler ve insanlarda bildirilen 8 listeriozis salgininin 7'sine gida -
kontaminasyonunun neden oldugunu, digerinin ise saptanamadifini rapor
etmiglerdir (8,48,77,136,138,165) (tablo 3).



14

Tablo 3:1975 - 1993 yillari arasinda insan listeriozis salginian (8,48,77,136,138,165).

Yer Tarih | Hasta | Olum Kaynak
Boston, USA 1979 20 5 sebze
Yeni Zelanda 1980 29 9 babk

Nova Scotia, Canada 1981 41 17 kirmiz2 lahana
Massachusetts, USA 1983 49 14 sit

Los Angeles, USA - 1985 142 48 |"Mexican-Style" peynir
Isveg 1983-87| 122 30 peynir
Philadeiphia, USA 1987 36 16 bilinmiyor

Fransa 1992 279 63 domuz eti

Aragtiricilar hiicre ici bakterisi olan L.monocytogenes'in infekte gidalarla
viicuda alindifinda hiicresel immun yanit olusturdugunu ve polimorfniikleer
16kositler ve makrofajlar tarafindan fagosite edildigini bildirmektedirler. Aym
aragtiricilar immun sistemin baskilanmasi ya da immun sistem hiicrelerinin
olusumunda aksaklifin oldufu durumlarda fagositozdan kurtulan
L.monocytogenes'in, kanda bakteriyemi yaparak organlara yerlestigini ya da
nervus trigeminius ile beyin dokularina giderek ensefalitis olusturdugunu
rapor etmiglerdir (1,32,51,61,62). Mascola ve ark. (102), AIDS tansi konulan
5 insanmin kan Kkiiltiirlerinden L.monocytogenes izole ettiklerini bildirmigler ve
firsatgi patojen olan bu etkenin AIDS gibi immun sistemde &zellikle T-hiicre
yapiminda bozukluk olugturan durumlarda biiyiik bir risk olusturdugunu
belirtmiglerdir. Gronstol (62), listeriozis olusumunu sekil 2'de belirtilen
sekilde gematize etmistir.

Listeriozis, hayvanlar arasinda bircok klinik tablo ile ortaya cikmaktadir.
Aragtiricilar koyun, sifir ve kecilerde ensefalomiyelitis, depresyon, septisemi,
ishal, solunum giicliigii, ates, arka ayaklarda felcler, koyunlarda dairesel
donme hareketleri, durgunluk, boyun kaslarinda sertlik, abortus ve mastitis
gibi semptomlarin goriildiiiinii, buna karsin at, domuz, kopek gibi
monogastrik hayvanlarda septisemi, ates, depresyon, ensefalitis ve ataksi gibi
klinik belirtilerin saptandiini, kanatlilarda ise septisemi ve depresyonun
yanisira nekrotik kardiopatinin goriildii§ilinii bildirmektedirler (13,32,61,62,
113,158).
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Sekil 2: L.monocytogenes'in heden oldugiu infeksiyonun olusumu (62)

L. monocytogenes

'

Gida

Epitelial hicreler | —® | Beyin sinii | —® | Beyin dokusu

Kan - Hazirlayici faktor
(bakteriyemi) (immun durum)
Organlar (septisemi)
- Fétus
Menings | Akcifer | Karacijer | Kalp

Endokarditis
Myokarditis

Scott (139), listerial ensefalitis goriinen 21 koyunda derin depresyonlar,
lateral uzanig, 6ne dogru egilerek yiiriime, kol ve bacak hareketlerinde
diizensizlikler olustugunu belirtmistir. Seimiya ve ark. (148), 9 giinliik
buzagida giriilen ve meningitis, septisemi gibi bulgularla seyreden olguda
beyinden L.monocytogenes izole edildigini bildirmiglerdir. Reuter ve ark
(129), Avustralya'da iki ciftlikte saptanan koyun listeriozis olgularinda
meningoensefalitis goriildiigiinii, ancak listerial abortus goriilmedigini rapor
etmiglerdir.
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Barlow ve ark. (9), koyunlarda goriilen listerial ensefalitis olgularinin
genellikle 2 aylik kuzularda ve 2 yasindan biiyiik koyunlarda goriildiigiinii
bildirmiglerdir. Ladds ve ark (88), L.monocytogenes ile deneysel olarak
infekte gebe koyunlarin atik fotuslarinin karaciger, dalak ve beyinlerinden
etkeni saptamuglardir. Cooper (20), broiler tavuk ciftliginde 4 haftalik yasta
olan tavuklarda tortikollis, inkoordinasyon ve depresyonla karakterize listerial
ensefalitis goriildiifiinii ve infekte tavuklarin beyinlerinden L.monocytogenes
izole edildiZini bildirmigtir.

Aragtiricilar insanlarda klinik belirti gOsteren listeriozis olgularinmn
yaklasik % 70'inde kisileri infeksiyona duyarhi kilan bir durumun oldugunu
belirtmigler, gebelik, yaglilik, bebeklik, alkolizm, kanser, organ
transplantasyonu, seker hastalifi, kronik karaciger ya da bobrek hastaliklar,
immunsupressif safaltim, AIDS gibi immun sistemin baskilanmasi ya da
immun sistem hiicrelerinin olusumunda aksaklifin olmasi gibi durumlarda
infeksiyonun ortaya ¢iktifim bildirmektedirler. Aym: aragtinicilar insanlardaki
semptomlari; gebelik listeriozisi, yeni doganlarin listeriozisi ve farkli
listeriozis olgular1 olmak iizere ii¢ bolimde incelemisglerdir. Gebelik
listeriozisinde, infeksiyonun higbir klinik belirti g&stermeden
seyredebilecegini ya da ateg, ishal, karin kaslarinda kramplar goriilebilecegini
ve etkenin plasentaya gecerek 3-7 giin sonra diisiige ya da 6lii doguma neden
olabilecegini bildirmiglerdir. Arastiricilar yeni doganlann listeriozisinde,
etkenin anneden uterus i¢ine alindi1 durumlarda plasentada, yavrunun biitiin
ic organlarinda ve derisinde kiiciik granulomlarin goriildiigii "granuloma
infantisepticum" sendromu gekillenebilecegini belirtmigler ve diger listeriozis
olgularinda ise meningoensefalitis, septisemi ve genellikle bagigikhig: yetersiz
kigilerde osteomyelit, septik artrit, kolesistit, karacifer apsesi, peritonit,
akciger infeksiyonu, deri infeksiyonlari ve konjunktivit goriilebilecegini
bildirmiglerdir (8,13,32,40,51,71,101,107,157). Albritton ve ark (2), insan
listeriozis olgularinin genellikle 1 yasina kadar bebeklerde ve 65 yagindan
biiyiik yaglilarda goriildiigiinii vurgulamiglardir.

Bircok aragtiric1 Listeria cinsi bakterilerin, gidalardan, kontamine
materyallerden ve klinik Orneklerinden izolasyonlarinda gii¢liiklerle
kargilagildigini belirtmiglerdir. Listerialarin izolasyonunda soguk
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zenginlestirme ySnteminin uzun yillardir kullamidigim bildiren aragtinicilar,
bu yonteme gére 1 gr ya da ml 6rnegin 9 ml Triptose besiyerlerinde 4°C'de 2-
3 ay inkiibasyona birakilmasim ve 15 giinde ya da ayda bir selektif agarlara
ekimlerinin yapilmas: gerektigini belirtmiglerdir. Bu yontemde inkiibasyon
siiresinin uzun olmas: aragtiricilani inkiibasyon siiresi kisa d_lan yontemlerin
gelistirilmesine y6neltmis ve bunun sonucunda sicak zenginlestirme yontemi
ilk kez 1984 yilinda Joseph Lovett tarafindan gelistirilmigtir (93). FDA (Food
and Drug Administration) yontemi olarak da bilinen bu yonteme gore 25 gr ya
da ml gida 6rnegi, icerisinde nalidixic asit, acriflavin, cycloheximide ve yeast
_extract bulunan 225 ml trypticase soy broth besiyerinde (zenginlestirme
besiyeri) 30°C'de 1 hafta inkiibe edilmektedir. Inkiibasyondan sonra %0.5
KOH ile sulandirilarak ve sulandirilmadan direk olarak selektif agarlara
ekimleri yapilmaktadir (94). Bircok aragtirici FDA (Food and Drug
Administration) yontemini, 6zellikle siit ve siit iiriinlerinden listeria izolasyonu
icin 6nermektedirler (67,127,140,151). :

Lee ve ark. (90), geligtirdikleri yontemde 25 gr ya da ml 6rnegin 225 ml
on zenginlestirme besiyerinde 30°C'de 24 saat inkiibe edildigini, bundan 0.1
ml ahnip"iggrisinde acriflavin orani artirilmis olan 9 ml ikinci zenginlestirme
besiyerine gecildigini ve 30°C'de 24 saat inkiibe edilerek selektif agarlara
ekimleri yapilmas: gerektigini belirtmiglerdir. USDA-FSIS (U.S. Department
of Agriculture Food Safety Inspection Service) yontemi olarak da bilinen bu
yontemi McClain ve ark. (103), genellikle et ve et iriinlerinden
L.monocytogenes izolasyonu i¢in kullanilmasi gerektigini rapor etmiglerdir.

Hitchins (66), deneysel olarak L.monocytogenes ile kontamine ettigi
dondurmalarda FDA ve USDA yontemlerini kargilagtirmig, ancak iki yontem
arasinda onemli bir farkin olmadifim bildirmigtir. Van Netten ve ark. (156),
L.monocytogenes, Enterococcus ve S.aureus ile kontamine gida maddelerinden
Listeria izolasyonunu kolaylastirmak icin L-PALCAMY zenginlestirme
besiyerini kullanilmuglar ve &zellikle 24. saatten sonra Enterococ ve S.
aureus'un iiremelerinin daha cok inhibe edildigini saptamiglardir. Jensen (73),
digkidan listeria izolasyonu i¢in 4°C'de bulunan kiiltiirden selektif besiyerine
gecilmeden Once igerisinde 50 mg/1 ceftazidime ve 0.05 g/l eskiilin bulunan
stvi L-PALCAMY besiyerinde 35 °C'de 24 saat inkiibe edildikten sonra
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PALCAM agar besiyerine gecilmesinin izolasyon sansimi artirdigini
belirtmektedir. Fraser ve ark. (49), icerisinde lithium chloride, acriflavin,
ferric ammonium citrate bulunan besiyerinin, ozellikle gidalardan listeria
tiirlerini kisa siirede izole etmek icin kullanilabilecegini bildirmektedirler.

Art ve ark (5), peynir, balik, et, ve dondurmadan olusan toplam 391 adet
gida Orneginde bakteriyolojik yonden yaptuiklari calismada, Oxford agar,
PALCAM agar ve nalidixik asit katkili kanli agan kargilagtirmali olarak
kullanmuglar ve gida 6rneklerinden listeria izolasyonu igin Oxford agar ve
PALCAM agarin daha selektif oldugunu saptamiglardir. Gunasinghe ve ark.
(63), sosis, salam ve tavuk etinden listeria izolasyonu i¢in Oxford agar ve
PALCAM agar kullanldifin1 ve 52'ser adet gida 6rneklerinde yaptiklar
caliymada, Oxford agardan 4, PALCAM agardan 7 L.monocytogenes izole
edildigini bildirmiglerdir. Lee ve ark. (90), et ve et iiriinlerinden listeria
izolasyonu i¢in kullanilan, igerisine moxalactam ve LiCl katilmig
phenylethanol agarin (LPM) McBride agardan daha selektif oldugunu ileri
siirmiiglerdir. '

Hayes ve ark. (65), 402 gida 6rneginde soguk zenginlestirme yontemi ile
sicak zenginlestirme yontemi olan USDA yontemini kullanarak toplam 51
ornekte (% 13) L.monocytogenes saptamiglardir. Arastiricilar bu
izolasyonlarin 28'inin her iki yontem ile, 21'inin USDA y6ntemi ile, 2'sinin
soguk zenginlestirme ySntemi ile elde edildigini ve bu caligmada USDA
yonteminin sofuk zenginlestirme yontemine gore daha hassas oldugunu
(p<0.001) vurgulamglardar.

Seeliger ve ark. (146), digki, doku Srnekleri, mekonium, kan ve medulla
spinalis sivilarinda listeria izolasyonu icin sofuk zenginlestirme ydntemini
onermektedirler. Husu (70), 2 yil siiresince toplam 3878 si18ir digki 6rneginden
listeria izolasyonu amaciyla soguk zenginlegtirme yontemini kullandigim ve 86
adet L.monocytogenes izole ettiini bildirmigtir. Vandegraaff ve ark (158),
meningoensefalitis goriilen koyunlarin beyinlerinden soguk zenginlestirme
yontemi ile L.monocytogenes izole ettifini bildirmiglerdir. Doyle ve ark. (35),
digki ve biyolojik materyallerden listeria izolasyonu i¢in nalidixic asit,
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acriflavine, dipotasyum fosfat, glucose ve polimixin B katkili zenginlegtirme
besiyerinin kullanilabilecegini rapor etmiglerdir.

Eld ve ark. (37), hayvanlarin otopsi materyallerinden sicak
zenginlestirme yontemi olarak IDF (International Dairy Federation) y6ntemi
ile soguk zenginlestirme yontemini karsilastirmuglardir. Iki yil siiresince
listeriozisten siipheli dlen 68 hayvanin otopsi materyallerinin sicak
zenginlestirme yontemi ile % 27.5'inden, soguk zenginlestirme yontemi ile %
4.3'iinden L.monocytogenes izole ederek sicak zenginlestirmenin daha hassas
oldugunu saptamiglardir. Curtis ve ark. (21), klinik Orneklerinden listeria
izolasyonu icin Oxford agar ve McBride agar1 kullanmiglar ve Gzellikle
digladan izole edilen 93 L.monocytogenes'in 87'sinin (% 94) Oxford agardan,
66'sinin (% 82) McBride agardan izole edildigini bildirmiglerdir.

Fedio ve ark. (42), 4 ayn ciftlikte yaptiklar1 caligmada 20 siit toplama
tankinin 12'sinden ve aseptik kosullarda alinan 262 inefin siit 6rneginin
I'inden L.monocytogenes izole edildigini ayrica bu citfliklerdeki 69 inegin
digkisinin 10'undan ve 51 silaj 6rneginin 4'iinden L.monocytogenes izole
ettiklerini rapor etmiglerdir. '

Gronstol (59), 3 yil icinde listeriozis olgusu goriilmeyen koyun siiriisiinde
L.monocytogenes'e karg1 humoral ve hiicresel bagisiklik ile bu koyunlarin
diski ve siitlerinde bakteriyolojik olarak L.monocytogenes aragtirmugtir.
Arastinci bu ¢alismada 106 gebe koyunun 68'inin digkisindan, bu koyunlarin
kuzulamalarindan sonra 43 koyunun siit 6rneklerinden L.monocytogenes izole
ettifini bildirmis ve indirekt hemagliitinasyon testi ile bu koyunlarin kan
serumlarinda antikor titrelerinin yiiksek oldugunu ortaya koymustur.

Vazquez-Boland ve ark. (159), 450 koyun bulunan bir ciftlikte
L.monocytogenes ile infekte silajin yedirilmesiyle ortaya cikan listeriozis
infeksiyonu sonucunda 53 koyunun 6ldiigiinii bildirmiglerdir. Aragtiricilar
koyunlarin genellikle klinik bulgu gostermeden 36-48 saatte Sldiiklerini, bazi
koyunlarin ise ishal, torticollis, salivasyon, ataksi, opistotonus gibi belirtiler
gosterdiklerini ve 4-7 giin sonra Oldiiklerini bildirmiglerdir. Aragtiricilar
silajin bakteriyolojik yoklamalarinda 6.10° cfu/gr listeria izole ettiklerini ve
silajin pH'simin 7.8 oldugunu rapor etmislerdir.
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Rodriguez ve ark. (134), 1 yil siiresince koyunlarin rektumlarindan
alinan digkilarda yaptiklan listeria izolasyon c¢alismalarinda, klasik izolasyon
yonteminde kullanilan zenginlestirme besiyeri ile bu zenginlegtirme
besiyerinden farkli olarak icerisinde tryptone, eskiilin, ammonia ferric citrate
ve koyun kami bulunan besiyerlerini kargilagtirmiglar, sonugta modifive
ettikleri besiyerinin daha spesifik oldugunu saptamuslardir. Arastiricilar ayrnica
bu c¢alismada izole ettikleri toplam 275 listeria susunun 68'inin
L.monocytogenes, 188'inin L.grayi, 16'sinin L.murrayi ve 3'iiniin
L.denitrificans oldugunu bildirmiglerdir.

Doguer (28), yurdumuzdaki ilk listeriozis olgusunun 1945 yilinda
koyunlarda saptandifimi bildirmigtir. Sonraki yillarda aragtiricilar sporadik
listeriozis olgularim rapor etmiglerdir. izgiir ve ark. (72), iki koyun atik
fétusunun mide icerifinden L.monocytogenes izole ettiklerini bildirmiglerdir.

Wilesmith ve ark. (167), 1975-84 yillar1 arasinda Ingiltere'de toplam
1880 listeriozis olgusu goriildiigiinii ve bu olgularin 1179'unun koyunlarda,
601'inin si1girlarda, digerlerinin de keci, domuz, tavsan, tavuk, at, kopek ve
kuslarda goriildiigiinii bildirmiglerdir. Arastiricilar, ayrica listeriozis goriilen
75 farkh siiriiniin 53'iinde sadece ensefalitis, 13'iinde sadece abortus, 2'sinde
sadece septisemi, 4'iinde abortus ve ensefalitis, 2'sinde septisemi ve ensefalitis,
1'inde abortus, septisemi ve ensefalitis bulgular: ile infeksiyonun seyrettigini
belirtmiglerdir.

Nichterlein ve ark. (116), yaptiklar1 deneysel ¢aligmada her grupta 10
fare bulunan iki grup fareye intravenéz yolla 2.10* L.monocytogenes enjekte
etmigler ve 14 giin siireyle digki ve idrarla bu bakterinin sacilmasini
aragtirmiglardir. Inokulasyondan sonra birinci gruptaki 10 farenin sadece
6'simin  digskisindan etkeni izole etmigler ve farelerin bu etkenleri
inokulasyonun 2 ile 9. giinler arasinda digk: ile sactifimi saptamusiardir. Bu
farenin karaciger ve dalaklarinda inokulasyondan sonra 3. giine kadar bakteri -
sayisin arttifim, sonra 14. giine kadar giderek azaldifimi saptamuglardir.
Briones ve ark. (16), L.monocytogenes ile infekte edilen farelerde yaptiklar
deneysel caligmada 10° bakteri verdikleri birinci grup farelerin karaciger ve
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digkilarinda inokulasyondan sonra 2. ve 8. giinler arasinda etkeni izole
ettiklerini, 10° bakteri verdikleri ikinci grup farelerin ise sadece digkilarindan
bakteriyi izole ettiklerini bildirmiglerdir.

Low ve ark. (98), iki giin siiresince diisiik kaliteli silaj yedirilen 196 adet
gebe koyunun bulundugu ciftlikteki listeriozis olgularini bildirmislerdir.
Aragtincilar, silajin yedirilmesinden 48 saat sonra koyunlarda ishal ve topallik
bagladi8ini, antibiyotik uygulamasina kargin 19 koyunun o6ldiigiinii, 60
koyunda vaginal akinti, 6 koyunda sinirsel belirtiler, 5 koyunda abortus ve 1
koyunda da ensefalitis tablosu goriildiigiinii belirtmiglerdir. Arastiricilar
caligmada, olen 10 koyunun otopsilerinde karaciger, dalak, bobrek ve kan
pthularindan L.monocytogenes izole ve identifiye edildigini bildirmiglerdir.
Aragtinicilar ayrica abort yapan hayvanlarin 2'sinin placentasindan ve 1
fotusun karacigerinden L.monocytogenes izole edildigini belirtmiglerdir.

Macleod ve ark. (100), 1974 yilinda yaptiklari calismada, 97 ve 104
giinliik iki gebe koyun ile 123-140 giinliikk 10 gebe koyunun atik yaptiklarini,
fotuslarinin karaciger ve dalaklarindan daha sonra L.ivanovii olarak
isimlendirilen L.monocytogenes serotip 5'in izole edildigini bildirmiglerdir.

Bocklisch ve ark. (14), Almanya'nin Erfurt ve Cottbus bdlgelerinde
1984-89 yillar1 arasinda sigirlarda goriilen listerial abortlarin
bakteriyolojisini, serolojisini ve epizootiolojini arastirmuglardir. Arastiricilar
bolgede goriilen toplam abort olaylar: icerisinde listerial abortus olaylarinin
oraninin, Erfurt bolgesinde 9931 abort olgusunun %1.2'si, Cottbus bolgesinde
5643 abort olgusunun %1.8'si oldugunu ve bu abortlarin gebelidin 4. ve 9.
aylar1 arasinda goriinmesine karsin genellikle 6. ve 7. aylarda daha fazla
goriildiigiinii belirtmiglerdir. Arastiricilar Cottbus bélgesinde atik
fotuslarindan L.monocytogenes izole edilen 67 inekten 30'unu (%44.8) antikor
tastyiciligs yoniinden siipheli ve pozitif olarak saptamuglardir. Araguricilar
ayrica abortus goriilen olgularda ensefalitisin ayni zamanda goriilmedigini ve
bunun nedeninin ensefalitiste inkiibasyonun abortusa gére daha uzun
olabilecegini ileri siirmektedirler.
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Miettinen ve ark. (111), yaptiklan deneysel calismada 5 kegiye oral yolla
L.monocytogenes inokule etmisler ve 180 giin siiresince kan serumlarinda
ELISA testi ile antikor diizeylerini incelemigler, ayrica siit ve digkilarinda
bakteriyolojik olarak etkeni arastirmiglardir. Arastiricilar kegilerin
inokulasyondan sonra 3 ile 15 giin arasinda digkilartyla, ilk 2 giin icinde de
siitleriyle etkeni sagtiklarimi bildirmislerdir. ELISA testi ile kecilerin kan
serumlarinda ¢aliyma siiresince (180 giin) antikor diizeyleri arasinda bir
benzerlik olmadiim belirten aragtinicilar, digkisindan en az siirede (3 giin)
etken izole edilen keginin serumunda en yiiksek titrede IgG saptandidimi ve bu
titrenin hi¢ azalmadigini, digkisindan en uzun siirede (14 ve 15 giin) etken
izole edilen 2 keginin serumunda 20. giine kadar yiikselen IgG diizeyinin 180
giiniin sonuna kadar yavag yavas azaldifim saptamuglardir. Arastiricilar
digkisindan 7 ve 10 giin siire ile etken izole edilen 2 keginin serumunda IgG
diizeyinin hi¢ yiikselmedifini ve seronegatif olarak degerlendirildigini
bildirmiglerdir.

Low ve ark. (97), 6 aylik 6'sarhi iki grup kuzularda yaptiklar1 deneysel
aragtirmada oral ve derialt:1 yolla L.monocytogenes verilen kuzularin klinik
semptomlar: ve antikor diizeylerini aragtirmiglar, ayrica kandan etken
izolasyon calismalar1 yapmislardir. Birinci grup kuzulara hazirlanan
inokulumlan once oral yolla, sonra 28. giin derialt1 olarak inokule etmiglerdir.
Ikinci grup kuzulara ilk 27 giin bakteri verilmemis, 28. giin diger grupla
birlikte derialt: olarak etkeni inokule etmiglerdir. Oral inokulasyondan sonra 6
giin siiresince birinci gruptaki kuzularin kan kiiltiirlerinde etkeni izole
etmemigler, ancak derialti uygulamadan sonra 2. 3. ve 4. giinlerde kan
kiiltiirlerinden L.monocytogenes izole etmiglerdir. Oral inokulasyondan sonra
klinik olarak bir bozukluun olmadigim, sadece rektal isilarimin 24. saatten
sonra yiikseldigini ve 72 saat yiiksek kaldigini, sonra azaldigini saptamglardir.
Derialt1 inokulasyondan 24 saat sonra kuzularda atesin yiikseldigini, fakat
atesin 48 saat sonra normale dondiigiinii ve ikinci gruptaki kuzularn birinde
inkoordinasyon g6zlendigini bildiren aragtiricilar, ayrica derialti uygulamadan
10 giin sonra ikinci gruptaki bir kuzunun da sinirsel belirtiler g&sterdigini
bildirmiglerdir. Derialt1 uygulamadan 25 giin sonra inkoordinasyon gozlenen
kuzunun Sldiiriilerek, beyin ve i¢ organlarindan bakteriyolojik olarak etkenin
izole edilemedigini, ancak sinirsel belirtiler gosteren kuzunun beyninden



ise etkeni izole ettiklerini rapor etmiglerdir. Aragtiricilar ayrica bu ¢alismada
inokulasyondan deney sonuna kadar kan serumlarindaki antikorlarin
diizevlerinin ELISA testinde Egsik degerini (Optical Densisite=%0D)
hesaplamuglar ve 0. giin %0OD 5 iken 14. giin 35'e. 21. giin 70'e viikseldigini.
ikinci inokulasyondan sonra (35. giin) 95'e viikselen %OD'nin. 49. giin 83
diizivinde oldugunu saptamuslardir.

Low ve ark. (96). yaptiklar deneysel calismada oral yolla infekte edilen
koyunlarin kan serumlarinda indirekt ELISA yontemi ile anti-LLO
antikorlarini saptamiglardir. Aragtiricilar bu caligmada Streptolysin O ile
absorbsiyon yaptiktan sonra anti-LLO antikorlarinin saptandigini, bunun da
LLO'nun spesifik antijenik 6zelliginden kaynaklandigim belirtmislerdir.

Hopital ve ark. (86), L.monocytogenes ile deneysel olarak infekte edilen
koyunlarin kan serumlarinda spesifik anti-listeriolysin O antikorlarini
saptamuslardir. Inokulasyondan 10 giin sonra antikor titresinin en yiiksek
diizeye (1/10%) ulagtigin1 ve 4 ay siiren ¢alisma siiresi sonunda da antikor
titresinin yliksek diizeyde (1/ 10%) kaldigini bildirmislerdir.

Miettinen ve ark. (110), L.monocytogenes ile kecileri oral yvolla infekte
ettikleri ¢aligmada, birinci inokulasyondan 7 ay sonra ikinci inokulasyonu
yapmuglar ve toplam 9.5 ay siiren deneme siiresince kegilerin kan serumlarinda
antikor diizeylerini aragtirmiglardir. Arastiricilar ayrica bu caligmada
kecilerin klinik semptomlarini incelemigler. siit ve digkilarinda bakteriyolojik
olarak L.monocytogenes'in varligini arasturmuglardir. Calismada. birinci
inokulasyondan 10 giin sonra LLO antikorlarinin olustugunu ve bu antikor
diizeylerinin ikinci inokulasyondan sonra 6nemli bir oranda artig gosterdigini,
toplam 9.5 ay siiren ¢aligma doneminde LL.O antikorlarinin kaybolmadigini
bildirmislerdir. Aragtiricilar LLO antijeni ile human anti-streptolysin O
serumu arasinda ve LLO antikorlari pozitif olan ke¢i serumlari ile streptolysin
O antijeni arasinda bir reaksivonun olmadigini belirtmiglerdir. Arasturicilar
ayrica, birinci inokulasyondan sonra sadece genc¢ kecilerde ilk 15 giin ateg
yiikselmesi oldugunu ve bagka hi¢bir klinik semptom olugmadigini
vurgulamiglardir. Kegilerin siitlerinden yapilan bakteriyolojik c¢aligmalarda
etkenin siitle sacilmadigini, digkilarindan yapilan bakteriyolojik ¢aligmalarda
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da birinci inokulasyondan sonra ortalama ilk 15 giin ve ikinci inokulasyondan
sonra ortalama ilk 3 giin etkenin digk: ile sagildifimi saptamglardir.

Wardrope ve ark. (164), hi¢cbir klinik semptom gostermeyen 200
koyunun bulundugu bir ciftlikte 10 giin icerisinde 5 haftalik 9 kuzuda ortaya
cikan listeriozis infeksiyonu sonucu iic kuzunun 6ldiigiinii ve bu kuzulann
beyinlerinden L.monocytogenes izole edildigini bildirmiglerdir. Arastiricilar
aynca koyunlara yedirilen silajin pH'sinmn 4.6 oldufunu vurgulamuglardir.

Berche ve ark. (11), L.monocytogenes ile infekte 28 hastamin, bakterivel,
viral ve mantar infeksiyonuna sahip 50 hastanin ve 51 saglam kisinin kan
serumlarinda Dot-blot yontemi ile LLO antikorlarini arastirmislardir.
Caligmada 28 hastanin 27'sinde (%96.4), 50 hastanin 6'sinda (%12) ve 51
kisinin 8'inde (%15.6) anti-LLO antikorlar1 saptanmugtir. Ayrica caligmada
aym serumlar kullanilarak somatik O ve flagellar H antijenleri ile aglutinasyon
testi yapilmistir. Agliitinasyon testinde listeriozisli 28 hastanin H antijenine
karg1 3'tinde, O antijenine kars: 10'nunda; 50 hastanin H antijenine kargi
3'linde, O antijenine karsi 9'unda; 51 kisinin serumunda H antijenine karsi hig¢
antikor saptamazken O antijenine karg1 6 Kkisinin serumunda listeria
antikorlarinin varlifim ortaya koymusglardir.

Hudak ve ark. (69), bakteriyolojik olarak listeriozis tanis1 konan 29 kadin
ve cocuk serumiarinda serum agliitinasyon testi, komplement fikzasyon testi
(CF) ve ELISA testleri ile antikor diizeylerini incelemiglerdir. Somatik O
antijeni kullanarak yaptiklan bu testlerde ELISA testi ile CF testinin, serum
agliitinasyon testine gore daha duyarli oldugunu saptayan aragtiricilar, kross
reaksiyonlann da unutulmamasi gerektigini belirtmiglerdir.

Turilli ve ark. (153), 946 sifir kan serumunda ELISA ve Komplement
fikzasyon testlerini kargilagtirarak seropozitiflik oranini belirten aragtiricilar,
ELISA testi ile 80 (%8.5), Komplement fikzasyon testi ile 64 (%6.8)
seropozitiflik saptamiglardir.

Yurdumuzda da insanlarin listeria tastyicilifi iizerine aragtirmalar
yapilmustir. Ozbal ve ark. (119), L.monocytogenes'in 1, 4a ve 4b serotipleri
ile yapuklan tiip agliitinasyon testinde 981 kadin kan serumunun 76'sinda
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(% 7.74) antikor titresinin 1/200 - 1/800 arasinda olduBunu bildirmigler ve
ayrica bu serumlarin 69 'unun serotip 1, 3'liniin serotip 4a ve 4'iiniin serotip
4b ile reaksiyon verdigini ortaya koymuslardir. Goz (58), diisiik, olii ve erken
dogum yapan 240 kadinin 35'nin (% 4.6) kan serumunda agliitinasyon titresi
1/320 ve iizeri oldugunu bildirmektedir. Otag (118), 129 kadin kan serumunun
8'inin antikor titresinin 1/320 oldugunu bildirmigtir. Dalkili¢ (23), insanlarin
klinik materyallerinden yaptif1 bakteriyolojik caligmada 153 plasentadan 7,
130 vaginal akintidan 1, 100 serobrospinal sividan 1, 98 mekonyumdan 1 ve
100 digkidan 6 L.monocytogenes izole ettifini belirtmigtir.

Kerr ve ark. (82), gidalarda L.monocytogenes'in saptanmasi icin bircok
test kit sistemlerinin gelistirildigini rapor etmiglerdir. Bille ve ark. (12), API
listeria test kiti sisteminin bir giinde ve % 97.7 oraninda sonug¢ verdigini
bildirmektedirler. Walker ve ark. (163), L.monocytogenes ile enfekte edilmig
peynir ve tavuk etlerinde Listeria-tek ELISA test kitinin % 97.5 oraninda
basarili sonu¢ verdifini belirtmiglerdir. Kevin ve ark. (83), 102 tavuk eti
ornedinin 29'unda bakteriyolojik ydntemle, 24'iinde ELISA test kiti ile
listeria tiirlerinin saptandifim1 ve bu nedenle klasik izolasyon ve identifikasyon
yonteminin daha duyarh oldugunu vurgulamislardir.

Domingo ve ark. (29), farelerin deneysel infeksiyonunda karaciger ve
dalakta peroxidase antiperoxidase (PAP) yontemi ile L.monocytogenes'in
saptandifim bildirmiglerdir. Ayrnica aragtiricilar bu yontemde tavsan anti-
L.monocytogenes serumu ile nekroz odaklarindaki bakterilerin tepkime
gosterdigini ve farkli bakterilerle bir reaksiyonun olmadigimi bildirmiglerdir.
Ramos ve ark. (128), kanathilarin listeria infeksiyonlarimin tanisi icin PAP
tekniginin kullanilmasinin oldukg¢a pratik oldugunu vurgulamiglardir. Peters
ve ark. (123), immunohistolojik yontem olarak peroxidase antiperoxidase
(PAP) teknigi ile avidin-biotin-peroxidase complex (ABC) teknigini
kargilagtirmal olarak denemigler ve ABC tekniginin daha iyi sonu¢ verdigini
saptamglardir.

Aslan (6), listeriozis gibi merkezi sinir sisteminin etkilendigi
infeksiyonlarin tanisi icin medulla spinalis sivisinin kimyasal yapisindaki
degisikliklerden yararlanilabilecegini ileri siirmiigtiir. Scott (139), ensefalitis
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goriilen koyunlarin medulla spinalis sivisindaki protein konsantrasyonu ile
l1okosit ve lenfosit oranlarimin infeksiyonun prognozu igin gegerli bir
parametre olmadiimi belirtmistir.

Rocourt (130), listeria tiirlerinin bakteriofajla tiplendirilme
calismalarinin ilk kez 1945 yilinda bagladifini ve ortalama 220 faj izole
edildigini bildirmistir. Estela ve ark. (39), gidalardan izole edilen toplam 225
L.monocytogenes susunun 199'u ayni, 5'i farkli olmak iizere 204'iiniin
bakteriyofajla tiplendirildigini, 20'sinin ise tiplendirilemedigini
belirtmiglerdir. Loessner ve ark. (91), gidalardan izole edilen 454 listeria
izolatlan ile yaptiklan bakteriofaj tiplendirme caligmalarinda % 84.5 oraninda
sonug¢ aldiklarim bildirmislerdir. Audurier ve ark. (7), 823 listeria susu ile
yaptiklar faj tiplendirme caligmalarinda % 78.4 oraninda sonug aldiklarini
belirtmiglerdir.

Gellin ve ark. (51), listeria tiirlerinin kemoterapotikiere kars: degisen
derecelerde duyarli olduklarini bildirmiglerdir. Dillon ve ark. (27),
L.monocytogenes'in 34 farkli susunun antibiyotik duyarlili1 icin yaptiklari
calismada ampicillin ve penicillin-G'ye, cephalothin, chloramphenicol,
erythromycin ve tetracycline gore daha duyarli olduklarimi saptamuslardir.
Benner ve ark. (10), biitiin listeria tiirlerine karg: teicoplanin'in (MIC 0.25
mg/l) etkili oldugunu bildirmiglerdir. Ehlers ve ark. (36), L.monocytogenes
ile infekte edilen farelere tedavi i¢in uygulanan antibiyotiklerin miktarlarinin
onemli oldugunu bildirmisler, ayrica 2 mg ciprofloxacin ya da 3 mg
ampicillinin damar i¢i uygulamasinin olumlu sonu¢ verdi§ini rapor
etmiglerdir. Kaeffer ve ark. (76), salmonellozise karg1 antibiyotik kullanilmig
farelerde L.monocytogenes ile yeniden infeksiyon olusturuldugunda viriilensin
azaldigim vurgulamuglardir. Wardrope ve ark. (164), bir ciftlikte listeriozis
infeksiyonu sonucu olen kuzularin beyinlerinden L.monocytogenes izole
edildifini ve izole edilen sugun yapilan antibiyotik duyarlilik testi sonucu
chloramphenicol, streptomycin, tetracycline, neomycin, furazolidone,
trimethoprim ve penicilline duyarli bulundugunu bildirmiglerdir.

Nowacki ve ark. (117), ciftlesmeden 6nce canli listeria agis1 ile agilanan
koyunlarin gebelik siiresince korundugunu, kuzulamadan sonra da kolostrum
ve siitteki aglutinin konsantrasyonunu arttirdidim1 saptamuglardir.
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GEREC VE YONTEM

ORNEKLERIN TOPLANMASI

Marmara Bolgesinde, 19 degisik yorenin 23 farkh ciftliginden, klinik
yonden hicbir semptom gostermeyen, 100 adet koyundan siit, digki ve kan; 80
adet koyundan digki ve kan; 820 adet koyundan ise sadece kan Ornekleri
topland: (tablo 4).

Siit ornekleri, 150 ml’lik steril erlen-mayerlere yaklagik 50 ml
miktarinda hijyen kurallarina uyularak memelerden direkt sagim yolu ile
alindi.

Disk:r 6rnekleri, 20 ml’lik steri! tiiplere, her bir ornek icin ayr eldiven
kullanilarak 2-3 gram miktarinda rektumdan alindi.

Kan &rnekleri, koyunlarin vena jugularis’lerinden steril, antikuagulansiz
10 ml’lik vakumlu tiipler kullanilarak alinda.

Siit, digk1 ve kan Ornekleri, icerisinde buz kaliplan bulunan kaplarla
laboratuvara getirildi. Siit ve digki Orneklerinden izolasyon caligmalarina
gecildi, kan 6rnekleri ise santrifiij edildi ve serumlan -20°C’de sakland.

I- BAKTERIYOLOJIK CALISMALAR iCIN GEREC VE YONTEM
A- BAKTERIYOLOJIK CALISMALAR ICIN GERECLER
1- Referens suslar

Istanbul Tip Fakiiltesi Mikroorganizma Kiiltiir Kolleksiyonlar1 Arastirma
ve Uygulama Merkezinden (KUKENS) saglananStaphylococcus aureus KUEN
699 ve Rhodococcus equi KUEN 1490 suslar1 CAMP testi icin kullanild:.



Tablo 4: Toplanan émeklerin bdige, tarih, miktar ve numaralari.

O RNEKLEHR
BOLGE Tarih Sit Digki Kan No

Kamiloba kbyi (Silivri) 16.11.94 -| 80 adet 80 adet 1-80
Karaagac kéyi (Hadimkdy) 23.12.94] 15 adet] 15 adet 18 adet 81-98
ikitelli (istanbul) 26.1.85] 31 adet| 31 adet] 315 adet 99-413
Kayabasgi kdyo (istanbul) 30.5.25| 15 adet| 15 adet| 17 adet| 414-430
Sayalar kdyl (istanbul) (1. ¢iftik)] 16.6.95] 13 adet] 13 adet 25 adet| 431-455
- (2. ¢itflik)] 16.6.95] 10 adet] 10 adet 20 adet] 456-475
(3. ¢itflik)] 16.6.25 6 adet 6 adet 17 adet| 476-482
(4. ¢itflik)} 16.6.95 7 adet 7 adet 7 adet| 493-499|
(5. citflik)] 16.6.95 3 adet 3 adet 4 adet] 500-503
Cukurpinar (Kirklareli) 10.7.95 - - 47 adet] 504-550
Yenikdy (Balkesir) 10.7.95 - -| 36 adet] 551-586
Malkara (T ekirdag) 10.7.95 - - 29 adetl 587-615
Uzunkopri (Edime) 10.7.95 - -| 22 edet| 616-637
Pinarhisar (Kirklareli) 10.7.95 - - 14 adet| 638-651
Kirazl (Canakkale) 10.7.85 - - 16 adet| 652-667
Hayrabolu (Kirklareli) 17.7.95 - - 59 adet| 668-726
Babaeski (Kirklareli) 17.7.95 - -] 26 adet] 727-752
Llleburgaz (Kirklareli) 17.7.95 - - 16 adet| 753-768
Kesan (Edirne) 17.7.95 - - 25 adet| 769-793
Gelibolu (Canakkale) 17.7.95 - - 21 adet] 794-814
Vize (Kirklareli) 17.7.95 - - 27 adet] 815-841
inanh Tanm igletmesi (Tekirdag) 2.8.95 - -| 152 adet] 842-993
Silivri (istanbul) 2.8.95 - - 7 adet| 994-1000

GENEL TOPLAM 100 adet| 180 adet| 1000 adet




29

2- Deney Hayvanlar:

Tiirkiye Deneysel Tip Aragtirma Merkezinden (DETAM) saglanan beyaz
fareler patojenite testi i¢in kullanildi.

3- Besiyerleri

Caligmada izolasyon amaciyla siit ornekleri icin "sicak zenginlegtirme
yontemi", digki Ornekleri igin "soguk zenginlestirme yontemi" uygulandi.
Sicak zenginlestirme yonteminde; zenginlestirme besiyeri olarak Listeria
Enrichment Broth (Difco), selektif besiyeri olarak PALCAM Agar (Oxoid) ve _
Listeria Selektif Agar (Oxford Formulasyonu-Oxoid) kullanildi. Soguk
zenginlestirme yonteminde; 1. zenginlestirme besiyeri olarak Tryptose Broth
(Difco), 2. zenginlegtirme besiyeri olarak Listeria Selektif Broth (Merck),
selektif besiyeri olarak Listeria Selektif Agar (Oxford Formulasyonu - Oxoid)
ve Listeria Selektif Agar (Merck) besiyerleri kullanildi.

izole edilen suslarin biyokimyasal 6zelliklerini saptamak icin TSIA, MR-
VP Medium, Urea Agar, Nitrat Agar, Simons Citrate Agar ve SIM Medium
besiyerlerinin yanisira Oksidaz, Katalaz, Indol, Eskiilin Hidrolizasyonu ve
Karbonhidrat Fermentasyon testleri icin cesitli besiyeri, ayirag ve solusyonlar
ile CAMP testi icin %7 at kanli agar kullanildi.

Listeria Enrichment Broth (Difco 0222-17-3)

Bacto Tryptone.......ccccuuueee. 170 g
Bacto Soytone.......cccceeeeeeeeen. 30g
DeXtrose....ccovreeeereernrenceencees 25¢
Sodium chloride................... 50¢g
Dibasic potassium phosphate...... 25¢g
Cycloheximide........ccceveeeennnn. 0.05¢
Acriflavin hydrochloride.......... 0.015 ¢
Nalidixic acid......ccccccevrvuneee. 0.04 ¢

Hazirlamsi: 36 g besiyeri 1 litre distile suda kaynatilarak ¢oziindiiriildii
ve 121°C'de 15 dakika otoklavda sterilize edildi.
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PALCAM Agar Base (Oxoid CM 877)

Columbia blood agar base............ 390 g
Yeast eXtract..cccccceeeerennnennennnnnns 30¢g
GIUCOSE..uiiiriiieeeriieeen e 05¢
AesCUliNuiiiiiiiiiiriiieieeeiee e, 08¢
Ferric ammonium citrate.......... 05¢g
Mannitol.....ccceeererennieenenneiinn. 100 ¢
Phenol red...cccooovvvveviiiiinnnannnn. 0.08 g
Lithium chloride..........ccoeevenee. 150 ¢
pH 7.2 +0.2

PALCAM Selective Supplement (Oxoid SR 150E)

Polymixin B.......c.ceeeeee 5.0 mg
Acriflavine hydrochloride.... 2.5 mg
Ceftazidime.......cccecuueeennen. 10.0 mg

Hazirlanisi: PALCAM Agar'in 34.5 grami 500 ml distile suda
kaynatilarak ¢oziindiiriildii ve 121°C'de 15 dakika otoklavda sterilize edildi.
50°C'ye sogutularak iizerine 2 ml steril distile su ile ¢oziindiirtilmiis PALCAM
Selective Supplement karistirildu.

Listeria Selective Agar (Oxford Formulation) (Oxoid CM 856)

Columbia blood agar base............ 390 g
Aesculinu...vieiiiiiiiiiiiene 1.0 g
Ferric ammonium citrate.......... 05¢
Lithium chloride.......cccceerveneeeen. 150 g

pH 7.0+0.2
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Listeria Selective Suplement (Oxford Formulation) (Oxoid SR

140)

Cycloheximide............. 200.0 mg
Colistin sulphate........... 10.0 mg
Acriflavine.................. 2.5 mg
Cefotetan...........cc....... 1.0 mg
Fosfomycin................. 5.0 mg

Hazirlamgi: Listeria Selective Agar 'in 27.75 grami 500 ml distile suda

kaynatilarak ¢oziindiiriildii ve 121°C'de 15 dakika otoklavda sterilize edildi.
50°C'ye sogutularak iizerine 2.5 ml steril etil alkol ve 2.5 ml steril distile su
ile ¢oziindiiriilmiig Listeria Selective Suplement karigtinidi.

Tryptose Broth (Difco)

Bacto Tryptose............. 20g
NaCl.............. 5¢g
Bacto Dextrose............ 1.0¢g

Hazirlanisi: 26 g besiyeri 1 litre distile suda ¢oziindiiriildii, 9'ar ml

tiiplere dagitild: ve 121°C'de 15 dakika otoklavda sterilize edildi.

Listeria Enrichment Broth Base (Merck 10985)

Tryptose.....coeerrevvennnnen. 200 ¢g
D(+)glucose......coreen.e.. 1.0g
Sodium chloride............. 50g
Thiaminium dichloride.......... 0.005 g
Trypoflavin................... 001 g
pH 74 +0.1

Hazirlamisi: 26 g besiyeri ve 37.5 g Potassum thiocyanate (Merck

5124)1 litre distile suda kaynatilarak ¢Sziindiiriildii ve 121°C'de 15 dakika
otoklavda sterilize edildi.



Listeria Selective Agar (Merck 10986)

Tryptose...uunnirereennenne. 100 ¢
D(+)glucose.........u...... 1.0 g
Sodium chloride............. 50¢
Thiaminium dichloride.......... 0.005 g
Trypoflavin........cccoeunee. 0.01¢
Nalidixic acid.......cccceerrene. 004 g
Agar-agar....ccecceveeiennennnns 13.0 g
pH74 +0.1

Hazirlanisi: 39 g besiyeri 1 litre distile suda kaynatilarak ¢oziindiiriildii
ve 121°C'de 15 dakika otoklavda sterilize edildi.

Kanh Agar
Nutrient Agar (Difco)......... 23 g
Defibrine at kani............... 70 ml

Hazirlamsi: 23 g besiyeri 1 litre distile suda kaynatilarak ¢oziindiiriildii
ve 121°C'de 15 dakika otoklavda sterilize edildi. 50°C'ye sogutulduktan sonra
70 ml defibrine at kani eklendi.

Triple Sugar Iron Agar (TSIA) (Difco 0265-01-9)

Bacto Beef extract........... 30¢g
Bacto Yeast extract........cccueee. 30¢g
Bacto pepton.........c.ccceneeereenn 150¢
Proteose peptone................ 50¢g
Bacto dextrose.........ccccueeeune 10 g
Bacto lactose....................... 100 g
Bacto sacchorose................... 100 g
Ferrous sulphate.................... 02¢
J\\E: 1) RO 50¢g
Sodiumthiosulphate................... 03¢
Bacto agar.......cccocoevueruenvnnnnnnans 120 ¢g
Bacto phenol red...................... 0.024 ¢

Bazirlamsi: 65 g besiyeri 1 litre distile suda kaynatilarak ¢oziindiiriildii,
10'ar ml tiiplere dagiildi ve 121°C'de 15 dakika otoklavda sterilize edildi.
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Urea Agar Base (Difco 0283-01-7)

Bacto pepton.......ccceevevvveeennnns 10¢g
Bacto dextrose.........c.coueu... 1.0g
NaCl..oooiriireirieirrrcceceneeenns 50¢g
Potassum phosphate, monobasic..... 20¢g
Urea Difco...iniiiiiiiiiiiiiiiiiinnnns 200¢g
Bacto phenol red.......ccccevvvennnn. 0012 g

Hazirlanisi: 29 g besiyeri 100 ml distile suda ¢oziindiiriildii ve Seitz
filtresi ile sterilize edildi. 15 g Bacto agar 900 ml distile suda ¢oziindiiriildii.
121°C'de 15 dakika otoklavda sterilize edildi ve 50°C'ye sogutulduktan sonra
iizerine filtre ile sterilize edilen urea agar ilave edildi. 10'ar ml tiiplere
dagitild: ve yatik sekilde katilagmasi saglandi.

MR-VP Medium (Difco)

Buffered peptone.............cuuueeuee 70 g
DeXtrose. .cceeenerernncorarecsnensannes 50¢g
Dipotassium phosphate.............. 50¢g
pH 6.9

Hazirlanisi: 17 g besiyeri 1 litre distile suda ¢dziindiiriildii, 10'ar mi
tiiplere dagitildi ve 121°C'de 15 dakika otoklavda sterilize edildi.

MR-VP Ayrraclar::

Metil Red test aywraca:

Metil red ...covvvvmvvenvinnennennn. 01g
%95 lik etil alkol.......... 300 mi
Distile su.......ccceeevveennees 200 ml
Yoges-Proskauer test ayiracn:

Alphanaphtol................ 5¢g
Absolut etil alkol............ 100 ml

KOH solusyonu:
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Nitrate Agar (Difco 0106-01)

Nutrient broth.............. 80¢g

Potassium nitrate.......cccoeeren.. 10g

Hazirlamst: 9 g besiyeni 1 litre distile suda ¢éziindiiriildii, 10'ar ml
tiiplere dagitlds ve 121°C'de 15 dakika otolklavda sterilize edildi.

Nitrat besiyeri ayiraclar:

Griess-Ilosvay Solusyonu (4)

Sulphanylik acid............ 08¢

Acetic acid......ccceceeeenennee 100 ml -
Griess-[losvay Solusyonu (B)

a-naphtylamin 5 N........... 05¢g

Acetic acid......cc.ccoeune.n. 100 ml

indol Testi

Kovacs Ayrraci

Para-dimetyl-amino-benzaldehyde...... 5 g
Isoamyl alkol.........ccocevenenee. 70 ml
| & (@ PR 25 ml

Hazirlanisi: Aldehid, alkolde eritildi ve tizerine yavas yavas asit eklendi.
Buyyon kiiltiirii izerine ayira¢ damlatilarak test degerlendirildi.

Simmons Citrate Agar (Difco 0091-01)

Magnesium sulphate.............. 02¢g
Ammonium dihydrogen phosphate....1.0 g
Dipotassium phosphate............... 20¢g
NaCl....cccovvivininnenes 50¢g
Bacto agar............... 150 ¢
Bacto brom thymol blue............. 0.08 g

Hazirlamsi: 24.2 g besiyeri 1 litre distile suda ¢oziindiiriildii, 10'ar ml
tiiplere dagitildi ve 121°C'de 15 dakika otoklavda sterilize edildi.
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Triptic Soy Agar-Yeast Extract (TSA-YE)

Triptic Soy Agar (Difco 0369-01)......... 40.0 g
Yeast EXtract .ooeeeeeveiiiiniiineneennnnn, 6.0¢g
pH 7.3x0.2

Hazirlanist: Besiyeri 1 litre distile suda ¢oziindiiriiidii ve 121°C'de 13
dakika otoklavda sterilize ediidi.

Semisolid Indel Motility Medium (SIM) (Difco €271-¢1)

Bacto beef extract......cccccveuvueeenne. 30¢g
Bacto pepione......ccoeeeeeeeeneencinen, 30.0¢g
Peptonized iron.........ccceeeveeeeeen. 02¢g
Sodium thiosulphate.................. 0.025 g
Bacto agar.......ccoeeemecuececennennenns 30¢g
pH 7.3 +0.2

Hazirlamse: 36 g besiyeri 1 litre distile suda ¢oziindiiriildii, 10'ar ml
tiiplere dagitiidi ve 121°C'de 15 dakika otoklavda sterilize edildi.

Eskiilin Agar :
Eskiilin..cccceeeeeeereennnanannenn. lg

Ferric citrate.....ccccoceeeeenee. 05¢g
Bacto-Agar........ccccceeeene. 20 g
pH7.4+0.2

Hazirlamsi: 21.5 g besiyeri 1 litre peptonlu suda coziindiiriildii ve
121°C'de 15 dakika otoklavda sterilize edildi.

Oksidaz testi
Dry Slide Oxidase kit (Difco 3530-31)

Katalaz testi
Hidrojen peroksit (%30)........ 3ml
Distile SU..cuirveiierienenreenrenenes 93 ml



36

Karbonhidrat Fermentasyon Besiyerleri

Pepton............ 10.0 g
NaCl..ooouiiiiiiiieiinennne. 50¢g
Andrade aviraci............. 10 ml
Distile su.............. 1000 ml

Andrade aviracimin hazirlanisi: 0.5 g acid fuksin. 100 ml distile suda
eritildi ve tizerine 1 N NaOH eriyigi sari renk oluncaya kadar eklendi.

Karbonhidrat Solusyonlari

Arabinose (Sigma A-3256)................ 5¢
Galactose (Difco 0163-15).............. 5¢
Glucose (Merck 8346).........c.cc..... 5¢g
Laktose (Merck 7657 )..cccccuuuueennnnn.. 5¢
Mannitol (Merck 5983)................ 5S¢
Rhamnose (Sigma R-3875)................. S5¢
Salicin (Sigma S-0625)............... 5¢g
Sorbitol (Difco 0179-15)....cccceeennnene. 5¢
Trehalose (Sigma T-9531).............. 5¢g
Xylose (Sigma X-1500)................ 5¢

Hazirlanisi: Her bir karbonhidratin 5 grami 100 ml distile suda
coziindiiriildiikten sonra 0.22 pm'lik milipor filtreler kullanilarak sterilize
edildi.

B- BAKTERIYOLOJIK CALISMALAR ICIN YONTEMLER
IZOLASYON CALISMALARI
A- Siit o6rneklerinden:

Siit orneklerinden izolasyon caligmalari, Lovett (94). tarafindan
gelistirilen sicak zenginlestirme y&ntemine gore yapildi. Bu yonteme gore 25
ml siit alinarak 225 ml Listeria Enrichment Broth’a ekildi ve 30°C’de 7 giin
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inkiibasyona birakildi. Inkiibasyonun 1. ve 7. giinii bu kiiltiirden 1 ml alinarak
9 ml %0.5°lik KOH ile sulandirildi, ayrica bu kiiltiirden 10 ul alinarak
sulandiriimadan PALCAM Agar ve Listeria Selektif Agarlara (Oxford
formulasyonu) ayri ayri ekimleri yapildi. Agarlar 35°C’de 48 saat
inkiibasyona birakildi ve lireyen kolonilerden Gram bovama, katalaz testi ve
oksidaz testi yapilarak Listeria stipheli kolonilerden saf kiiltiir elde etmek i¢in
%7 at kanli agarlara pasajlar yapildi (sekil 3).

Sekil 3: Sicak zenginlestirme yontemi ile sut 6érneklerinden izolasyon yontemi.

25 ml siit

\

225 m] Listeria Enrichment Broth

v

30°C’de 7 giin inkiibasyon

v

1. ve 7. giin 1 ml almarak

/

9 ml % 0.3 KOH ile sulandirilarak

a7

PALCAM agar LSA (Oxford formu) PALCAM agar LSA (Oxford formu)
35°C’'de 48 saat inkiibasyon 35°C’de 48 saat inkiibasyon

\ \ v v

kolonilerden identifikasyon ¢alismalan

B- Diski orneklerinden:

Disgki Srneklerinden izolasyon galismalar, Husu (70)'nun bildirdigi soguk
zenginlestirme yontemine gore yapildi. Bu yonteme gore 1 gram digk: alinarak
9 ml’lik Tryptose Broth (Difco 0062-01) besiyerlerine ekildi ve 4°C’de 8 hafta
inkiibasyona birakildi. Kiiltiirden, inkiibasyonun 15., 30. ve 60. giinlerinde
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0.1 ml alinak 9 ml’lik Listeria Enrichment Broth Base (Merck) besiyerlerine:
gecildi. Besiyerlerinin 22°C’de 48 saat inkiibasyonundan sonra 10 ul
miktarinda alinarak Listeria Selektif Agar (Oxford formulasyonu) ve Listeria
Selektif Agarlara (Merck) gecildi. Agarlar 37°C’de 48 saat inkiibasyona
birakild: ve iireyen kolonilerden Gram boyama. katalaz testi ve oksidaz testi
yapilarak Listeria siipheli kolonilerden saf kiiltiir elde etmek icin %7 at kanh
agarlara pasajlar yapildi (sekil 4).

Sekit 4: Soguk zenginlestirme yontemi ile digki 6érneklerinden izolasyon yontemi.

1 g disk
9 ml Tryptose Broth
4°C’de 8 hafta inkiibasyon
2.4. ve 8. haftalarda 0.1 mi kiiltiir
9 ml] Listeria Enrichment Broth
22°C’de 48 saat inkiibasyon
K
Listeria Selective Agar (Merck) Listeria Selective Agar (Oxoid)
37°C’de 48 saat inkﬁbasyon

v

kolonilerden identifikasyon ¢aligsmalan

IDENTIFIKASYON CALISMALARI
Biyokimyasal Ozelliklerin saptanmasi

Hareket muayenesi:

Listera siipheli bakterilerin 22°C'deki 24 saatlik nutrient broth
besiyerlerindeki kiiltiirlerinden lam-lamel arasi ydntem 1le hareketleri
incelendi.
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SIM Medium'da fireme:

Hareket muayenesi ic¢in ayrica kanli agardaki saf kiiltiirden igne 6ze ile
bir tek koloniden alinan bakteriler SIM Medium'a dik olarak edildi. 22°C'deki
24 saatlik inkiibasyondan sonra besiyerinin ylizeyinde semsiye tarzinda
iiremeler pozitif kabul edildi.

Triple Sugar Iron Agar (TSIA) Testi

Siipheli kolonilerden igne 6ze ile alinarak yatik olarak hazirlanan
besiverlerinin dip kismina ve yatik yiizeyine ekimleri yapildi. 37°C'deki 24
saatlik inkiibasvondan sonra asitlik, alkalilik, gaz olusumu ve H»S olusumu
incelendi.

Nitrat Testi
Siipheli kolonilerden igne 6ze ile alinarak besiyerlerinin dip kismina
ekimleri yapildi ve 37°C'deki 24 saatlik inkiibasyondan sonra besiverinin

izerine 1 ml Nitrat A solusyonu ve 1 ml Nitrat B solusyonu ilave edilerek
besiyerinin iist kisminda kirmizi rengin olugsumu pozitif olarak degerlendirildi.

Ure testi

Siipheli kolonilerden igne O6ze ile alinarak yatik olarak hazirlanan
besiyerlerinin dip kismuna ve yatik yiizeyine ekimleri yapildi. 37°C'deki 24-48
saatlik inkiibasyondan sonra pembe rengin olusumu pozitif olarak
degerlendirildi.

Sitrat kullanim testi

Siipheli kolonilerden igne 6ze ile alinarak yatik olarak hazirlanan
besiyerlerinin dip kismina ve yatik yiizeyine ekimleri yapildi. 37°C'deki 24-48
saatlik inkiibasyondan sonra mavi rengin olugumu pozitif olarak
degerlendirildi.

Indol testi

Stipheli kolonilerin Nutrient broth besiyerlerindeki 37°C'deki 24 saatlik
kiiltiirleri tizerine 0.5 ml Kovacs ayiraci eklendi. Tiip calkalanarak besiyerinin
tist kisminda kirmizi rengin olugumu pozitif olarak degerlendirildi.



MR-VP testi

Siipheli kolonilerden MR-VP besiyerlerine ekimleri yapildi1 ve 37°C'deki
24-48 saatlik inkiibasyondan sonra temiz iki ayr test tiiptine 1'er ml kiiltiir
alind1. Test tiiplerinden birine 1 ml Metil red solusyonu, digerine 0.6 ml VP
test ayiract ve 0.2 ml KOH solusyonu eklenerek tiipier calkalandi. Sabit
kirmuzi rengin olusumu pozitif olarak degerlendirildi.

Eskiilin hidrolizasyon testi

Stipheli kolonilerden Eskiilin Agar besiyerilerine ekimleri yapildi ve
37°C'deki 24 saatlik inkiibasyondan sonra besiyerinin siyah renk almasi pozitif
olarak degerlendirildi.

Henry iluminasyon teknigi
Yeast Extract eklenmis Triptic Soy Agar (TSA-YE) besiyerlerindeki

listeria siipheli koloniler, alttan 45° ac1 ile gelen bir 151k yardimiyla stereo-
mikroskopta incelendi (gekil 5).

Sekil 5: Henry iluminasyon teknigi

I

Hemoliz testleri

a- Nokta hemolizi

Stipheli kolonilerden petri kutularinda hazirlanan %7 at kanh agarlara
igne 6ze ile dik olarak ekimleri yapildi ve 37°C'deki 24 saatlik inkiibasyondan
sonra besiyerinde hemolizler degerlendirildi.
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b- CAMP testi

Staphylococcus aureus ve Rhodococcus equi suglarinin petri Kutularinda
hazirlanan %7 at kanli agar besiyerlerine vertikal olarak cizilerek ekimleri
yapildi. Siipheli kolonilerden bu iki referens suslarin ekim cizgilerine dik
sekilde horizontal olarak c¢izilerek ekim yapildi. 37°C'deki 24 saatlik
inkiibasyondan sonra besiyerinde listeria giipheli bakterilerin ekim ¢izgisi ile
referens suglarin ekim c¢izgilerinin kesigtigi noktalardaki hemolizler
degerlendirildi.

Karbonhidrat Fermentasyon Testleri

Biyokimyasal testlerin sonucunda Listeria giipheli suglarin, ayr1 ayr
sekerleri iceren indikatorlii besiyerlerine ekimleri yapildi. 37°C'deki 24-48
saatlik inkiibasyondan sonra besiyerlerindeki pembe rengin olusumu pozitif
olarak degerlendinldi.

Patojenite testi

Izole ve identifiye edilen listeria suglarinin patojenitesini saptamak icin
Donnelly ve ark.'mn (32) bildirdikleri gibi 1x10° bakteri iceren inokulumlar
2'ser adet beyaz farelere 0.1 ml miktarinda periton i¢ine verildi. Ug¢ fare
kontrol amaciyla kullanildi ve bu farelere sadece 0.1 ml FTS periton i¢ine
verildi. Fareler, inokulasyondan sonra 5 giin gbzlem altinda tutuldu.

II- SEROLOJIK CALISMALAR ICIN GEREC VE YONTEM
A- SEROLOJIK CALISMALAR ICIN GERECLER

Referens suglar

Almanva Miinih Veteriner Fakiiltesi'nden saglanan Listeria
monocytogenes 1/2 a (SLCC 5581) ve Listeria monocytogenes 4b (NCTC
10527) suslan antijen hazirlanmasinda kullanild.

Kontrol serumlari

Ingiltere Edinburg Veteriner Aragtirma Merkezinden saglanan listeria
pozitif ve negatif (SPF) serumlar, ELISA testinde kontrol serumlan olarak
kullanilds.



Dializ membran filtreleri

Ingiltere Bristol Veteriner Fakiiltesi'nden saglanan Dializ membran
filtreleri Listeriolysin O'nun elde edilmesinde kullamida.

Konjugat

Sigma firmasindan saglanan Donkey anti-sheep IgG horseradish
peroxidase conjugates (Sigma A-3415), %0.05 Tween 80 iceren Phosphate
Buffer Saline (PBS-T) icinde 1/750 oraninda sulandirilarak ELISA testinde

kullanildi.

Substrate -

Sigma firmasindan saglanan ortho-phenylenediamine dihydrochloride
(OPD, Sigma P-8287), Phosphate-Citrate Buffer icinde 0.4 mg/ml oraninda

42

sulandinilarak ELISA testinde kullamida.

Mikroplate

96 cukurlu ve "U" tabanl Titertek ELISA plakalari kullanildi.

Reaksiyonu durdurma solusyonu

3 N HCI solusyonu kullanildi.

Okuyucu

ELISA test sonuglant Pasteur M 530 Titertek mikroplate reader 'da 450

nm dalga boyunda okundu.

Yikama Cozeltisi (Phosphate Buffer Saline, PBS-T)
Konjugat sulandiriimasi ve ELISA plakalarinin yikanmasi i¢in kullanildi.

Cozeltinin hazirlanmasi;

NaH>PO4eeeeeneievnnnnnnns 0227 g
Na HPO4.u.ouvevennennenn. 1.444 ¢
J\\F: 1) R O¢g
Tween 80.....ccuueuneanen... 0.5 ml

1 litre distile suda kangstinlarak eritildi.
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Sulandirma Cozeltisi

Serumlar, igerisinde %0.05 Tween 80 bulunan PBS 'ye (PBS-T) %1
oraninda siit tozu eklenmis solusyonun 1/100 oraninda sulandiriimasi ile
kullanilds.

Substrate sulandiriimasi i¢in Phosphate-Citrate Buffer sistérrﬁ kullamidi.

Cozeltinin hazirlanmast:

Solusyon A Citric acid........ 1921 g
Distile su......... 1000 ml

Solusyon B NaH-PO, .7 H-0.... 5365¢g
Distile SU..ceevuenrenes 1000 ml

24.3 ml solusyon A ve 25.7 ml solusyon B kangtirilarak pH 5.0 olan
sulandirma ¢ozeltisi hazirlandi.

Yapistirma Cozeltisi (Coating Buffer)
Antijenlerin ELISA plakalarina yapigtiriimasi icin kullanildi.

(Cozeltinin hazirlanmasi:

Solusyon A NasCO3.ucvveneriinnernnnnnns 212 ¢g
Distile SU.cucereeirnnrnnnne. 1000 ml

Solusyon B NaHCOs....coveeeveernnnnene. 168 g
Distile SU...ceveneerireeernens 1000 ml

16 ml solusyon A ve 34 ml solusyon B kargtirilarak pH 9.6 olan
sulandirma ¢ozeltisi hazirlandi.

B- SEROLOJIK CALISMALAR iCiIN YONTEMLER
1- Antijen hazirlanmasi

a- Somatik O (hiicreye bagh - Whole cell) antijenlerin
hazirlanmasi:

Listeria monocytogenes serotip 1/2 a ve serotip 4b referens suslarinin
herbiri 3'er litre Triptic Soy Broth (Merck 5459) besiyerlerine ekildi. 20°C’de



24 saat inkubasvona birakildi ve iireyen kiiltiirden Peel ve ark.'nin (122)
bildirdigi yonteme gore antijen hazirlandi. Kiiltiirler once 4000 rpm’de 10
dakika santrifiij edildi. PBS ile yikand: ve yeniden santrifiij edildi. Bu islem 3
kez tekrarlandi. Elde edilen ¢okelti az miktarda PBS ile sulandinldr ve 5
dakika sonikatorde tutularak bakteriler parcalandi. Canlilik muayenesi icin
%7 at kanli agarlara ekim yapild1 ve 24 saat 37°C’de inkubasyondan sonra
bakterilerin iiredigi gériildi. Bu kez bakteriler 100°C’de 1 saat Benmari'de
tutuldu. Yeniden canlilik muayenesi yapildi ve hi¢bir bakterinin liremedigi
goriildii. Cokelti PBS ile sulandirildiktan sonra 5000 g’de 30 dakika santrifiij
edildi. Cokelti az miktarda PBS ile sulandirildi ve Bio-Clinica Total protein
test kiti kullanilarak 546 nm dalga boyunda spektrofotometrede ml deki
protein miktar1 saptandi.

b- Listeriolysin O antijeninin hazirlanmasa:
Listeriolysin O toksininin kolesterol presipitasyonu Vazquez-Boland ve
ark.'min (160) bildirdikleri yonteme gore hazirlandi.

Icerisinde dializ membran filtreleri bulunan 1 litre Triptic Soy Broth
(Merck 5459) 121°C’de 15 dakika otoklavda sterilize edildi. L. monocytogenes
1/2a ve 4b referens suglar %7 at kanli agarda 37°C de 1 gece inkiibe edildi ve
lireyen bakteriler PBS ile toplandi. 20 dakika 2000 g'de santrifiij edildi ve
¢okelti PBS icinde tekrar sulandirildi. Ikinci kez 2000 g'de 20 dakika santrifii]
edildikten sonra c¢okelti 50 ml PBS ile sulandiriidi. Aseptik teknik kullanilarak
50 ml olan siispansiyon Triptic Soy Broth icerisindeki dializ membran
filtrelerinin icine inokiile edildi. Shaker kullanilarak 37°C°de 1 gece
inkiibasyondan sonra filtreler icerisindeki siispansiyon 20 dakika 2000 g'de
santrifiij edildi. Ust siv1 alind1 ve 0.22 pm’lik milipor filtreler ile siiziildii.
Stiziintii ol¢iildi ve iizerine egit miktarda 20 ymol L-cysteine (Merck 2838)
ilave edildi. Her 40 ml i¢in 2 ml kolesterol eklenerek 37°C'de 30 dakika
kangtirilarak inkiibe edildi. Elde edilen kansim 25.000 g'de 30 dakika siire ile
4°C de santrifiij edildi. Cokelti, PBS ile sulandirildi ve 25.000 g'de ikinci kez
santrifiij edildi. Kolesterol ile baglanmusg listeriolysin O antijeni Ciba-Corning
express plus otoanalizator ile proteini hesapland: ve yapistirma g¢ozeltisi ile
sulandirilarak -20°C'de saklandi.
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2- ELISA testi uygulamasi

1000 adet koyun kan serumlarinin her biri, hazirlanan somatik 1/2 a,
somatik 4b ve Listeriolysin O antijenleri kullanilarak test edildi. ELISA testi
Low ve ark. (97)’nin yontemine gore yapildi.

Somatik antijenler 80 yxg/ml oraninda, Listeriolysin O antijenleri 1/20
oraninda yapistirma c¢ozeltileri ile (cooting buffer) sulandirildi.

Antijenler 100 yl miktarinda ELISA plakalarinin her cukuruna konuldu,
LLO antijeni konulan plakalar 4°C’de, somatik antijenler konulan plakalar
37°C’de 1 gece inkiibasyona birakildi.

Inkiibasyondan sonra %0.05 Tween 80 iceren PBS (PBS-T) ile 5 kez
yikandi.

Her cukura icerisinde %4 siit tozu iceren 100 ul PBS-T ilave edilerek
37°C’de 90 dakika inkiibasyona birakildi.

Inkiibasyondan sonra PBS-T ile 5 kez yikandh.

Plakalarin her ¢ukuruna %1 siit tozu iceren PBS-T de 1/100 oraninda
diliie - edilmig 100 gl serum Ornekleri konuldu ve 37°C’de 90 dakika
inkiibasyona birakildi. :

Inkiibasyondan sonra PBS-T ile 5 kez yikandi.

Her ¢ukura PBS-T 'de 1/750 oraninda sulandirilmis 100 pl donkey anti-
sheep horseradish peroxidase conjugate (Sigma A-3415) konuldu ve 37°C’de
90 dakika inkiibasyona birakildi.

Inkiibasyondan sonra PBS-T ile 5 kez yikandi.

Her ¢ukura 0.4 mg/ml oraninda Phosphate-Citrate Buffer'da sulandiriimig
100 pl ortho-phenylenediamine dihydrochloride (Sigma P-8287) konularak 15
dakika beklenildi ve reaksiyonu durdurmak icin 50 p1 3N HCl ilave edildi. 450
nm dalga boyunda ELISA okuyucusunda okundu ve % OD degerleri saptandi.

Sonuglarin istatistik analizleri Kutsal ve ark.'min (85) bildirdigi X? testi
ile yapildi.



BULGULAR

A- BAKTERIYOLOJIK CALISMA BULGULARI
Siit orneklerinden

100 koyun siit 6rneginin Listeria Enrichment Broth besiyerlerindeki 1 ve
7 giin inkiibasyonundan sonra PALCAM agar ve LSA (oxford formu) selektif
besiyerlerindeki 48 saatlik kiiltiirlerinde, besiyerlerini siyahlastiran, gri-beyaz,
katalaz olumlu, oksidaz olumsuz ve Gram pozitif comak bulunan kolonilerden
saf kiiltiir elde edildi. Saf kolonilerden biyokimyasal testler yapildi ve bu
testlerin sonucunda listeria cinsi bakteri izole edilmedi.

Diski drneklerinden

Soguk zenginlegtirme yontemi ile 60 giin 4°C'de inkiibe edilen 180 koyun
digk1 Srnegi, inkiibasyonun 15., 30. ve 60. giinlerinde LSA (Merck) ve LSA
(Oxford formu) agarlarina ekildi ve 48 saatlik inkiibasyondan sonra iireyen
katalaz olumlu, oksidaz olumsuz ve Gram pozitif comak bulunan kolonilerden
saf kiiltiirler elde edildi. Saf kiiltiirlerden yapilan biyokimyasal ve
karbonhidrat fermentasyon testleri sonunda 79 ve 80 nolu 6rneklerden Listeria
monocytogenes, 82 ve 457 nolu Orneklerden Listeria innocua, 436 ve 496
nolu orneklerden Listeria welshimeri, 97 nolu ornekten Listeria murrayi ve
119 nolu Srnekten Listeria grayi identifiye edildi.

Identifiye edilen listeria tiirlerinin yapilan biyokimyasal ve karbonhidrat
fermentasyon testlerinin sonuclar tablo 5'te gosterilmistir.

Saf kiiltlirlerden yapilan Gram boyamalarinda; Gram pozitif, veni
kiiltiirlerinde kisa comak ya da kokoid tarzda, eski kiiltiirlerinde daha uzun
comak sekilli bakteriler goriildii (resim 1).

Identifiye edilen L.monocytogenes 60 giin inkiibasyondan sonra her iki
agardan da izole edildi. Identifiye edilen diger listeria tiirlerinin izole
edildikleri inkiibasyon siireleri ve izole edildikleri selektif agarlar tablo 6'da
gosterilmigtir.
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Tablo 5: izole edilen etkeniere uygulanan biyokimyasal ve karbonhidrat fermentasyon

testleri ve sonugian

Yapilan testler Toplanilan diski 6rnedi numaralari
79| 80| 82| 97 {118[436|457| 496
B-hemoliz + + - - - - - -
Oksidaz - - - - - - - -
Katalaz + + + + + + + +
Hareket muayenesi + + + + + + * +
indol - - - - - - - -
Sitrat - - - - - - - -
Nitrat - - - + - - - -
Ure - . - - - - B .
Metil Red + + + + + + + +
Voges Proskauer + + + + + + + +
Triple Sugar Iron Agar A/AATAA/AA/AATAATAA/AATA
Hidrojen Sulfit - - - - - - - -
Gas - - - - - - - -
CAMP - test (Stap. aureus) | + + - - - - - -
CAMP - test (Rhodoc. equi)| - - - - - - - -
Eskilin Hidrolizasyonu + + + + + + + +
Asit olusumu
Glukoz| + + + + + + + +
Salisin| + + + + + + + +
Trehaloz| + + + + + + + +
Xylose| - - - - - + - +
Galaktoz| - - - + + - - -
Arabinoz| - - - - - - - -
Rhamnoz| + + - - - - - -
Laktoz] + + + + + - + -
Mannitol| - - - + + - - -
Sorbitol] - - - - - - - -




Resim 1: 79 nolu 6rnekten izole edilen L.monocytogenes'in Gram boyamadaki géranamu.

Tablo 6: Diskidan izole edilen listeria tarlerinin izole edildikieri besiyerleri ve zenginlestirme
sureleri.

Ornek no LSA (Merck) LSA (oxford 1‘ormu)j izole edilen tirler
15.gtin { 30.gin | 60.gun { 15.9ln 30.gun {60.gln

79 + + L. monocytogenes
80 + + L. monocytogenes
82 + + iL. innocua
97 + L. murrayi

119 + + L. grayi

436 i L. welshimeri

4574 F + L. innocua

496 + + L. welshimeri
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Biyokimyasal Ozelliklerin Saptanmasi
Hareket muayenesi

Listeria siipheli bakterilerin 22°C'deki 24 saatlik nutrient broth
besiverlerindeki kiiltiirlerinden lam-lamel arasi yontem ile hareket &zellikleri
incelendiginde. objektif alaninin bir bolgesinden diger bolgesine aktif hareket
ettikleri g&zlendi.

SIM Medium'da iireme

SIM Medium'a ekilen listeria giipheli bakterilerin 22°C'deki 24 saatlik
inkiibasyonundan sonra, besiyerinin yiizeyinde semsiye tarzinda liremelerin
oldugu gozlendi.

Triple Sugar Iron Agar (TSIA)

Siipheli kolonilerin TSIA'da 37°C'deki 24 saatlik inkiibasyonundan sonra
besiyerinin yiizeyi ve dip kismunin sar1 renkte oldugu (asit / asit) , gaz ve
H>S'in olusmadig1 saptandi. '

Nitrat testi

Siipheli kolonilerin Nitrat besiyerinde 37°C'deki 24 saatlik
inkiibasyonundan sonra besiyeri ayiraglari eklendi. Besiverinin iist kisminda
kirmuzi rengin olusmadig: gézlendi ve nitratin nitrite indirgenmedigi saptandi.

Ure testi

Siipheli kolonilerin iire besiyerinde 37°C'deki 48 saatlik inkiibasyonundan
sonra besiyerinin pembe renge doniismedigi gozlendi ve ireaz aktivitesi
yoniinden negatif olarak saptandi.

Sitrat kullanimi

Siipheli kolonilerin sitrat besiyerinde 37°C'deki 48 saatlik
inkiibasyonundan sonra besiyerinin mavi renge doniismedigi gozlendi ve
karbon kaynagi olarak sitratin kullanilmadig1 saptandi.



indol testi

Siipheli kolonilerin nutrient broth besiyerindeki 37°C'deki 24 saatlik
kiiltiirleri iizerine kovacs ayiraci eklenmesiyle olusan kirmiz rengin tiipiin
calkalamlmasiyla kayboldugu gozlendi ve test negatif olarak degerlendirildi.

MR-VP testi

Siipheli kolonilerin MR-VP besiyerindeki 37°C'deki 24 saatlik kiiltiirleri
iizerine test ayiraclarmin eklenmesiyle kirmizi rengin olustugu gozlendi ve test
pozitif olarak degerlendirildi.

Hemoliz testleri
a- Nokta hemolizi

izolatlarin kanli agara igne 6ze ile nokta inokulasyonu sonucu hemoliz
ozelligi gosteren suglarin diger suslardan hemoliz 6zelligine gdre ayrimi
gozlendi. Referens sus ile izole edilen 79 ve 80 nolu izolatlarin hemolizleri
arasinda benzerlikleri saptandi. Diger izolatlarin hemoliz ozelligi gostermedigi
gozlendi (resim 2).

Resim 2: izole edilen Listeria suslari ile yapilan nokta hemoliz deneyi.
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b- CAMP testi

Staphvlococcus aureus ve Rhodococcus equi suslari ile L.monocytogenes
referens susu ve izolatlarin kanli agar besiverlerine vertikal ve horizontal
ekimlerinden sonra ekim cizgilerinin kesistigi bolgelerdeki hemoliz alanlan
gézlendi. zole edilen 79 ve 80 nolu izolatlarin S. aureus ekim cizgisi ile
kesistigi bolgede hemoliz alanlari saptand1. Diger izolatlarin ekim cizgileri ile
S. aureus ve R. equi ekim cizgilerinin arasinda hi¢bir hemoliz alani
saptanmad! (resim 3).

Resim 3: izole edilen Listeria suslari ile yapiian CAMP testi.

A- S. aureus B- R. equi

Eskiilin hidrolizasyon testi bulgular

Siipheli kolonilerin Eskiilin agarda 37°C'deki 24 saatlik inkiibasyonundan
sonra besiyerinin siyaha doniigtiigii gozlendi ve eskiilinin hidrolize oldugu
saptandi.



Henry iluminasyon teknigi

TSA-YE besiverlerindeki listeria siipheli koloniler. alttan 45 derece agl
ile gelen bir 151k yardimuyla mikroskopta incelendiginde kolonilerin mavi-vesil
renk olusturdugu saptandi.

Karbonhidrat fermentasyon testleri

Biyokimyasal testlerin sonunda listeria suglarmin identifikasyonu amaciyla
gerekli sekerleri igeren indikatoriii besiyerierine ekimleri yapildi. Sekerieri
fermente ederek asit olusturanlar besiyerini pembe renge doniistiirdii, asit
olusturmayanlarda ise renk degisimi gozlenmedi.

Patojenite testi

izole ve identifiye edilen listeria suglarinin patojenitesini saptamak igin

1.10° bakteri igeren inokulumlar 2'ser adet beyaz farelere 0.1 ml miktarinda
periton igine verildi. 79 nolu drnekten izole edilen L.monocytogenes suslari ile

infekte edilen fareler 3. giin, 80 nolu drnekten izole edilen L.monocytogenes
suglari ile infekte edilen fareler 5. giinde oldii. Diger listeria tiirlerinin inokule
edildigi fareler ile kontrol fareleri 5 giin sonunda Slmedi. Olen farelerin
yapilan otopsilerinde dalaginin biiyiidiigii, karacigerinin koyu renk aldigi ve
iizerinde kiiciik nekrotik odaklarin bulundugu saptandi (resim 4 ve 5).

Resim 4: 79 nolu ornekten izole edilen L.monocytogenes ile infekte edilen farenin i¢
organlari.
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Resim 5' 79 nolu 6rnekten izole edilen L.monocytogenes ile infekte edilen farenin
dalaginda buyume.

B- SEROLOJIK CALISMA BULGULARI
1- Antijen hazirlama bulgulari
a) Somatik O antijenleri

Listeria monocytogenes serotip 1/2 a ve serotip 4b referens suslarindan
hazirlanan antijenlerin spektrofotometrede mililitredeki protein miktar
saptandi. Serotip 1/2 a susundan elde edilen antijen 101.142 pg/ml. serotip 4b
susundan elde edilen antijen ise 19.428 pg/ml olarak saptandi.

b- Listeriolysin O antijeni

Listeriolysin O antijeni spektrofotometrede 0.1 mg/dl olarak saptandi ve
yapistirma ¢ozeltisi ile 1/20 oraninda sulandirilarak kullanildi.

2- ELISA testi bulgular:

1000 adet koyun kan serumunun herbiri, hazirlanan somatik 1/2 a,
somatik 4b ve listeriolysin O antijenleri kullamilarak test edildi. Test sonucunda



esik degerleri (%0D) hesaplanarak, Low ve Donachie'nin (97) deneysel
calismalarinda bildirilen %0D degerlerine gdre negatif, siipheli ve pozitif
olarak degerlendirildi. Esik degerleri (%0D) asagidaki formiile gore
hesaplandi.

%0D=[(6mek degeri - blank) / (standart degeri - blank)] x 100

Bu formiilde; standart deger pozitif kontrol serumun degeri, blank degeri
ise serum eklenmemis boslugun degeridir.

Bu hesaplamalarin sonunda %OD degeri 0-40 arasinda olan ornek
serumlar negatif, 40-70 arasinda olanlar siipheli, 70-100 arasinda olanlar
seropozitif olarak degerlendirildi. Yapilan hesaplamalarin sonunda toplanan
1000 adet koyun kan serumu; Listeriolysin O antijenine gore 819 negatif, 145
siipheli ve 36 pozitif; somatik 1/2 a antijenine gore 393 negatif, 492 siipheli ve
115 pozitif; somatik 4b antijenine gore 442 negatif, 454 siipheli ve 104 pozitif
olarak degerlendirildi. Koyun kan serumlarindaki antikor diizeylerinin yapilan
ELISA testi sonunda %OD degerleri hesaplandi ve seropozitiflik miktarlari
tablo 8'de belirtildi.

Caligmada, somatik 1/2 a, somatik 4b ve listeriolysin O antijenleri ile
yapilan ELISA test sonuglarinin negatif, siipheli ve pozitif degerleri arasindaki
istatistik analizleri X testi kullamlarak hesaplandi. Yapilan istatistik analizinde
biitiin degerlerde P<0.001 olarak saptandu (tablo 7).

Tablo 7: X2 testi ile yapilan istatistik analiz sonuglari

Listeriolysin O Somatik 1/2 a {Somatik 4b X
Negatif %81.9 %39.3 %44.2 1196.2***
Siipheli %14.5 %49.2 %45.4 1198.2***
Pozitif %3.6 %11.5 %10.4 43.9%**
X 130.9*** 145.0*** 22.3%F% (1437 3%FF

***P<0.001
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Tablo 8: Toplanan koyun kan serumlarinda yapilan ELISA testindeki %OD degerieri.

ornek no kan Listeriolysin O Somatik 1/2 a | Somatik 4b
serumu || Negatif | Siipheli Pozitif] Negatif | Siipheli Pozitif] Negatif: SupheliPozitif
1-80| 80 adet 54, 23] 3 15/ 50f 15| 17! 45/ 18
81-98| 18 adet 10 7i 1 8 10 - 10 3] 5
99-413|315 adet| 248/ 56/ 11 41! 244, 30 125i 171/ 18
414-430| 17 adet el 5! 1 1 4 12 20 11} 4
431-455| 25 adet 19 51 1 - 10i 45 3i 20| 2
456-475| 20 adet 11 9 - 1 8 11 1 10 g
476-492| 17 adet 2 7h 8 - 71 10 - EN
493-499| 7 adet 3 3 1 - 5 2 - 5 2
500-503| 4 adet - 2 P - 2 2 - - 4
504-550| 47 adet 47 - g4 28 - 23] 24 -
551-586| 36 adet 34 2 - 28 6 2 26 9 1

587-615| 29 adet 29 - 27 2 - 27 2!
616-637| 22 edet| 22 - - 20 2 -l 20 2 -
638-651| 14 adet 14 - - 12 2 - 10 4 -
652-667| 16 adet 16 - - 12 3 1 12 3 1
668-726| 58 adet 55 2 2 39; 19 1 38, 17 4
727-752| 26 adet 26 - - 20 5 1 19 7 -
753-768| 16 adet 16 - - 11 5 - 13 3 -
769-793| 25 adet 25 - - 19 6 - 20 5 -
794-814| 21 adet 20 1 - 17 4 - 19 2 -
815-841| 27 adet 27 - 22 5 - 20 7 =
842-993|152 adet| 128 21 3 76; 651 11 37, 98/ 17
94 -1000| 7 adet 2 2l 3 - 5 2 - 6 1

i

1000 adet]| 819 145| 36| 393] 492 115| 442, 454| 104
%819 |% 145 |% 36 ||%39.3 %492 % 115 % 44.2/% 45.4|% 104
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Bakteriyolojik véntemle digkilarindan listeria cinsi bakteri izole ve
identifive edilen koyunlarin kan serumlarindaki antikor diizeyleri
degerlendirildi. L.monocytogenes izole edilen 79 nolu drnekte sadece somatik
4b antijenine gore pozitiflik saptanirken, 80 nolu ornekte hicbir antijene gore
pozitiflik saptanmadi. 436 ve 457 nolu drnekler listeriolysin O antijenine gore
siipheli olarak degerlendirilirken, somatik 1/2a ve 4b antijenlerine gore pozitif
olarak saptandi. 82 ve 97 nolu ornekler listeriolysin O ve somatik 1/2a
antijenlerine gore siipheli, somatik 4b antijenine gore pozitif olarak
degerlendirilirken, 119 nolu Ornek biitiin antijenlere gdre negatif olarak
degerlendirildi. 496 nolu ornek ise listeriolysin O antijenine gore negatif,
somatik 1/2a ve 4b antijenlerine gore siipheli olarak saptandi (tablo 9).

Tablo 9: Diskilarinda listeria turleri izole edilen koyunlarin kan serumlarindaki %OD dederleri

Ornek no! Listeriolysin O {Somatik 1/2a; Somatik 4b izole edilen tiirler
79 61 69 78 L. monocytogenes
80 40 52 64 L. monocytogenes
82 45 61 83 L. innocua
9% 42 59 72 L. murrayi
119 12 24 26 L. grayi
436 63 92 73 L. welshimeri
457 57 100 84 L. innocua
495 25 62 58 L. welshimeri

(%0OD degerleri; 0 - 40: negatif, 40 - 70: sipheli, 70 - 100: pozitif)

Serolojik caligmalar sonunda seropozitif olarak degerlendirilen drneklerin
antijenler arasindaki dagilimiari incelendiginde, sadece listeriolysin O antijeni
ile 7 6rnek pozitif olarak saptandi. U antijen ile ortak olarak pozitif saptanan
ornek sayis1 9, listeriolysin O ve somatik 1/2 a antijenleri ile 6 drnek pozitif
olarak saptandi. Diger pozitif degerlerin antijenler arasindaki dagilimi tabio
10'da gosterilmigtir.



Tablo 10: Pozitif olarak saptanan kan serumlarinin antijenlere gore dagilimi.
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Somatik 4b

Somatik 4b

Antijen tard Seropozitif |Antijen tard Seropozitif
Listeriolysin O i Listeriolysin O 6
Somatik 1/2 a 49 Somatik 1/2 a

Somatik 4b 31 Listeriolysin O 14
Listeriolysin O Somatik 4b

Somatik 1/2 a 9 Somatik 1/2 a Sil




TARTISMA VE SONUC

Listeriozisin insanlarda ve hayvanlarda sporadik ve endemik
infeksiyonlara neden olmasinin yanisira, gidalarda da onemli oranda patojenik
listeria etkenlerinin saptanmasi bilim adamlannin bu konuda yogun aragirma
yapmalarina neden olmustur.

Arastiricilar insanlarda goriilen listeriozisin son yillara dogru giderek
arttigim ve bu infeksiyonlarin kaynagimin kontamine olmus gida maddeleri ya
da infekte hayvanlarin iriinleri oldugunu bildirmislerdir (38.51,105).
Genigeorgis ve ark. (52). hijyenik olmayan kesimhane ve isletmelerin
listeriozis yoniinden 6nemini vurgulamuglardir. Arastiricilar diinyanin bircok
iilkesinde et, siit ve bunlarn iiriinlerinde yaptiklari aragtirmalarda yiiksek
oranlarda L.monocytogenes saptamuglardir (41,52,149). Ulkemizde de birgok
arastiric1 gida orneklerinde yiiksek oranda L.monocytogenes bulundugunu
yapuiklan arasgtirmalarda rapor etmiglerdir (22,64,120,155).

Skovgaard ve ark. (150), dogada bulunan listeria'larm onemli
kaynaklarindan birisinin de diskilan ile gevreyi kontamine eden portor
hayvanlar oldugunu bildirmiglerdir. Birgok arastirici evcil hayvanlar arasinda
en fazla koyunlarda listeriozis goriildiigini bildirmektedir (9.24.167).
Wilesmith (167), 1975-84 yillani arasinda Ingiltere'de toplam 1880 listeriozis
olgusu goriildiigiinii ve bu olgularin 1179'unun koyunlarda, 601'inin si18irlarda
zaman zaman da keci, domuz, tavsan, tavuk, at, kopek ve kuglarda
rastlamildigimi bildirmugtir. Davies ve ark.'da (24), Kanada'daki koyunlarda
goriilen listeriozis olgularinin, sigir ve diger hayvanlara gore daha fazla sayida
oldugunu dogrulamiglardir.

infeksiyonun zoonotik 6zelliginin yanisira, hayvanlarda ensefalitis,
septisemi, abortus ve dliimle seyretmesinin 6nemli ekonomik kayiplara neden
oldugu birgok arastirict tarafindan kabul edilmektedir. Vazquez-Boland ve
ark. (159), 450 koyun bulunan bir ciftlikte L.monocytogenes ile infekte silajin
yedirilmesiyle ortaya ¢ikan listeriozis infeksiyonu sonucu 53 koyunun
oldiigiinii bildirmiglerdir. Low ve ark. (98), 196 gebe koyunun bulundugu
ciftlikteki listeriozis olgusunda koyunlarda ishal ve topallik bagladigini,
antibiyotik uygulamasina karsin 19 koyunun dldiigiinii ve 60 koyunda vaginal



akinti, 6 koyunda sinirsel belirtiler, 5 koyunda abortus, 1 koyunda da
ensefalitis tablosu goriildiigiinii saptamuglardir. Bocklisch ve ark. (14),
Almanya'nin iki bolgesindeki sifirlarda goriilen listerial abortlarin Erfurt
bolgesinde 9931 abort olgusunun % 1.2'sini, Cottbus bolgesinde 5643 abort
olgusunun %]1.8'sini olugturdugunu belirtmiglerdir. Buna kargin Turkiye'deki
ilk listeriozis olgusunun 1945 yilinda koyunlarda ebriiidiigi Doguer (28)
tarafindan bildirilmistir. Sonraki yillarda arastinicilar kovunlarda sporadik
listeriozis olgularini rapor etmiglerdir (72). Ulkemizde koyunlardaki
listeriozisin epidemiyolojisi iizerine tek aragtirma 1968 yilinda Finci (47)
tarafindan yapilmustir. Caligmada arastincilar tarafindan son yillarda arttig1
bildirilen listeriozis olgular digiiniilerek, iilkemizdeki klinik belirti
gostermeyen koyunlarin tagtyicihik durumu ve varsa etkenin siit ve digkilar ile
atilmasinin saptanmasi amaglanmugtir.

Listerialarin bakteriyolojik olarak gidalardan ve klinik materyallerden
izolasyonundaki giicliikler, aragtricilari yeni izolasyon yontemleri geligtirme
caligmalarina yoneltmigtir. 1987 yilinda LOVETT tarafindan gelistirilen,
Uluslararasi Gida ve Saglik Orgiitleri (FDA, IDF, USDA/FSIS) tarafindan da
Snerilen sicak zenginlestirme yontemi, inkiibasyon siiresinin kisali31 nedeniyle
son yillarda birgok aragtirici tarafindan kullaniimaktadir (67,93,127,140,151).

Bu aragtirmada da digki rneklerinde soguk zenginlestirme yontemi ve siit
srneklerinde sicak zenginlestirme yontemi kullaniimugtir. Sicak zenginlestirme
yonteminde incelenecek Srnegin 25 gr ya da ml olmasi gerektiginden ve
koyunlarin rektumundan bu miktarda digki alinamadigindan soguk
zenginlegtirme yontemi tercih edilmigtir. Gronstol (59) de yaptig1 aragtirmada,
3 yil siiresince klinik belirti gostermeyen koyunlarin digkilarinda soguk
zenginlestirme yontemini kullanmig ve silajla beslenen koyunlarin % 64'iiniin
diskisindan L.monocytogenes izole ettigini rapor etmistir. Benzer bir
aragtirmay1 Rodriguez ve ark. (134) yaprmuglar ve 1 yil siiresince koyunlarin
rektumlarindan alinan digkilarda izole ettikleri 275 listeria sugunun 68'inin
L.monocytogenes, 188'inin L.grayi, 16'sinin  L.murrayi ve 3'iiniin
L.denitrificans oldugunu saptamuslardir. Yapilan literatir incelemelerinde
Tiirkiye'de epidemiyolojik olarak koyunlarin digkilarinda listeria etkenlerinin
izolasyonuna yonelik bir calismaya rastianilmamustir.
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Bu calismada incelenen 180 koyunun digki drneklerinde 2
L.monocytogenes, 2 L.innocua, 2 L.welshimeri, 1 L.grayi ve 1 L.murrayi
izole ve identifive edilmistir. Avrupa iilkelerindeki yapilan calismalarda,
kovunlarin diskilarindan izole edilen listeria izolat sayilarinin bizim
bulgularimizdaki izolat sayilarina gore fazla sayida oldugu belirlenmigtir.

Arastricilar silajla beslenen koyunlardan daha ¢ok L.monocytogenes izole
edildigini vurgulamuglar ve infeksiyonlarn Szellikle Subat ve Mart aylarinda
ortaya ¢iktigini, bunun nedeninin de silajin kig aylarinda hayvanlara
yedirilmesi oldugunu rapor etmiglerdir (56.59.167). Buna karsin iilkemizde
koyun yetistiriciliginde silaj ile beslemenin heniiz uygulanmadigi
goriilmektedir.

Miettinen ve ark. (111), kecilerde yaptiklari deneysel calismada,
L.monocytogenes inokulasyonundan sonra 3 ile 15 giin arasinda diskilariyla,
ilk 2 giin icinde de siitleriyle etkeni sagtiklarini bildirmiglerdir. Miettinen ve
ark. (110), yaptiklari bagka bir deneysel caligmada L.monocytogenes'in 7 ay
ara ile iki kez oral yolla verildiginde birinci inokulasyondan sonra ilk 15 giin,
ikinci inokulasyondan sonra ilk 3 giin etkenin digkilariyla sagildiklarim
saptamiglardir. Arastinicilar ayrica bu caligmada etkenin siitte izole
edilemedigini bildirmislerdir. Fedio ve ark.'da (42), aseptik kosullarda alinan
262 inegin siit orneklerinden 1, 69 inegin digkisindan da 10 L.monocytogenes
izole etiklerini rapor etmiglerdir. Yapilan ¢alismada toplanan 100 koyunun
siitiinden, FDA yontemi ile yapilan izolasyon caligmalar sonucunda listerial
bir etken izole edilmemistir.

Birgok aragtiricilar siit ve siit iiriinlerinden listeria izolasyonu i¢in FDA
yontemini onermigler ve sicak zenginlestirme yontemiyle listerialarin
izolasyonu icin farkli besiyerlerini kullanmuglardir (67,127,140,151). Lee ve
McClain (90), et ve iriinlerinden listeria izolasyonu igin LPM agar
onermisler, Van Netten ve ark. (156), gidalardan listeria izolasyonu igin
PALCAM agarin daha selektif oldugunu ileri siirmiiglerdir. Lovett (94), siit ve
iiriinlerinden listeria izolasyonu icin McBride agani bildirmis, ancak Art ve
ark. (3), et, siit ve iiriinlerinden listeria izolasyonu icin LSA (Oxford formu)
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ve PALCAM agarin daha selektif oldugunu saptamuglardir. Curtis ve ark.'da
(21). klinik orneklerinde listeria izolasyonu igin LSA (Oxford formu)
besiverini McBride agardan daha segici oldugunu rapor etmiglerdir.

Caligmada digki orneklerinden listeria tiirlerinin izolasyonu icin farkl
iceriklere sahip iki selektif besiyeri. LSA (Oxford formu) ve LSA (Merck)
karsilagtirmali olarak Kullanilmig ve listeria suslarinin 81 LSA (Oxford
formu) besiyerinden. 6'st LSA (Merck) besiyerinden izole edilmistir.
[zolasyon bulgularinin, LSA (Oxford formu) besiyerinin daha selektif
oldugunu bildiren aragtineilarin goriisleri ile uyum sagladigi gorilmusgtir.

Caligmadaki izole edilen suslarin bivokimyasal ve karbonhidrat
fermentasyon test sonuglari, “Bergey’s Manual of Systematic Bacteriology™ nin
1986 baskisinda bildirilen test sonuglarina uymaktadir (tablo 1 ve 5). Listeria
cinsindeki hemoliz yapan tiirlerin identifikasyonu igin aragtiricilar tarafindan
bildirilen CAMP testi. izole edilen suslara uygulanmig, 79 ve 80 nolu
srneklerden izole edilen L.monocytogenes suslarinin ekim cizgisi ile S.
aureus'un ekim cizgisinin kesistigi bolgelerde hemoliz alanlari olugtugu
saptanmugtir (resim 3).

Listeria cinsi icerisindeki tiirlerden L.monocytogenes'in insan ve
hayvanlarda listeriozisin etkeni oldugu uzun villardir bilinmektedir. Onceleri
L.monocytogenes serotip 5 olarak bilinen L.ivanovii'nin Koyunlarda abortus
olusturdugu birgok aragtirici tarafindan bildirilmistir (88.100.144). Walker ve
ark. (162). apatojen olarak bilinen L.innocua'nin koyunlarda meningo-
ensefalitis olusturan suslarinin oldugunu rapor etmislerdir. Caligmada izole
edilen suslar, patojenite testi icin farelere verilmis. L.monocytogenes
suslarinin verildigi farelerin oldigu, ancak L.innocua'nin ve diger izole edilen
suglarin verildigi farelerin 6lmedikleri saptanmugur. Olen farelerin karaciger
ve dalaklarindan zenginlestirme besiyerleri kullanilmadan kanli agarda
L.monocytogenes yeniden izole edilmigtir.

Aragtiricilar listeria cinsindeki tiirlerin birbirleri ile iligkili ancak cok
kompleks bir antijenik yapilarinin oldugunu ve somatik O antijenlerindeki
faktor 111 ile flagella H antijenlerindeki faktor B'nin 15 serotipde de ortak
olarak bulundugunu belirtmiglerdir. Ayni aragtinlar ayrica listerialarin farkli



bazi bakterilerie ortak antijenik 6zelliklerinin bulundugunu ve Staphylococcus,
Enterococcus, Corynebacterium cinsindeki bazi bakteriler ve E. coli ile
aralarinda serolojik olarak kros-reaksiyonlarin olabilecegini bildirmiglerdir
(121.143.144).

Bircok arastirici listeriozisin tanist icin serolojik testlerde somatik O ve
flagella H antijenlerini kullanmugslardir (26.47.69.97,111.153). Bocklisch ve
ark. (14), listeriozisin tanisinda serolojik yontemlerin kros-reaksiyonlar
nedeniyle yeterli olmadigim vurgulamuglardir. Peel ve ark. (122), flagella H
antijeninin listeriozisin serolojik ve epidemiyolojik ¢alismalari igin yeterli bir
antijen olmadigini ve in vivo kosullarda kesin sonu¢ vermedigini rapor
etmislerdir. Low ve ark.'da (97), yaptiklar1 deneysel caligmada flagella H
antijenine karg1 yeterli immun yant olugmadigini, dolayisiyla serolojik tani
icin flagellar antijenin uygun olmadigini vurgulamuglardir.

Yapilan calismada, aragtiricilar tarafindan 6nerilmediginden koyun kan
serumlarinda L.monocytogenes'e karsi olusmus antikorlar1 saptamak icin
flagella H antijeni yerine somatik O antijenleri kullanilmustir.

Arastiricilar, bugiine kadar insan ve hayvanlardaki listeriozis
olgularindan izole edilen L.monocytogenes suslarinin % 95'inin 1/2 ve 4b
serotipleri oldugunu bildirmiglerdir (51,75,99,105,106). Bu nedenle ¢alismada
kullanilan antijenler L.monocytogenes'in 1/2a ve 4b serotiplerinden
hazirlanmustir.

Listeria tiirlerinin antijenik yakinliklar1 ve farkli bazi bakterilerle
listerialar arasinda serolojik testlerde kros-reaksiyon olmasi listeriozisin
serolojik tanisimi giiclestirmekte ve giivenilirligini azaltmaktadir. Aragtiricilar
patojen L.monocytogenes suslar tarafindan olusturulan Listeriolysin O (LLO)
toksininin, serolojik testlerde aday antijen olarak kullanilabilecegini
bildirmiglerdir (50,53,57.86,115,121). Low ve ark. (96). LLO'ya karg1 olusan
antikorlarin, yapilan serolojik testlerde deneysel infeksiyonlarin en giivenilir
belirtisi oldugunu rapor etmiglerdir. Aragtiricilar ayrica bu c¢aligmada immun
deneylerde LLO'nun kullanilmasin farkli serotip antijenlerinin kullaniimas:
geregini ortadan kaldirdigini vurgulamuglardir. Berche ve ark.'da (11),
epidemiyolojik aragtirmalarda ve listeriozisin serolojik tamsinda LLO'ya karg



olusmug antikorlarin saptanmasinin somatik O ve flagellar H antijenlerine karg:
olusmus antikorlara gére daha spesifik oldugunu belirtmiglerdir.

Yapilan calismada dializ membran filtreleri kullanilarak elde edilen
listeriolysin O ve iki serotipin somatik O antijenleri kargilagturilmigur. Yapilen
literatiir incelemelerinde. listeriozisin serolojik tanisi icin serum agliitinasvon
testi ile yapilan epidemiyolojik ¢aligmalarda aragtiricilarin pozitif ve negatif
sinir deZerlerini bildirmelerine kargin, ELISA testi ile epidemiyolojik yonden
bir aragtirmaya rastlanilamamugtir. Caligmadaki ELISA test sonuclart, pozitif
ve negatif kontrol serumlarin saglandigi Low ve ark. (97), yapuklari deneysel
calismalarinin sonuglarina gére degeriendirilmigtir. Buna gore toplanan 1000
koyun serumunun 36's; listeriolysin O'ya gére pozitif iken, somatik 1/2 a'ya
gore 115, somatik 4b'ye gére 104 serum pozitif olarak saptanmigtir. Ayrica
stipheli serum oranlarinin listeriolysin O'da %14.5, somatik 1/2a'da %49.5,
somatik 4b'de %45.5 olmasi, listeriolysin O antijeninin somatik antijenlere
gbre daha spesifik oldugunu belirlemis ve bu sonuglarin da arastiricilarin
bulgularina uydugu saptanmugtir. Ayrica ELISA test sonuclarinin X2 ile
istatistik analizinde P<0.001 olarak saptanmugtir.

Caligmada digkilarindan listeria tiirleri izole edilen koyunlarin kan
serumlarinda yapilan ELISA testinde, L.monocytogenes izole edilen 79 nolu
Ornek, somatik 4b antijenine gére pozitif, somatik 1/2 a ve listeriolysin O
antijenlerine gore siipheli olarak saptanmustir. Ayrica digkilarindan
L.monocytogenes, L.innocua ve L.welshimeri izole edilen 80, 82 ve 496 nolu
koyunlarin serumlarinin ELISA testi sonunda L.monocytogenes'in iki serotip
antijenine kargi siipheli olarak saptanmasinin, listeria tiirlerinin farkli
serotipleri arasinda kros-reaksiyonlar olabilecegini vurgulayan aragtiricilarin
goriiglerini dogrulamaktadir.

Arastiricilar, listeriozisin bakteriyolojik yontemlerle uzun siirede
tanusinin konulmas: sonucunda sagzltima ge¢ baglanilmasi ile 6zellikle insanlar
yoniinden 6nemli sorunlarin ortaya cikabilecegini vurgulamaktadirlar. Marth
(101), listeriozisin tanisinin kisa siirede konulmasinin hamile kadinlar ve
fotuslar agisindan 6nemini vurgulamustir.



Sonug olarak, genig bir yasam 1sisina sahip patojen listeria tiirlerinin
tagtyic konumdaki hayvanlarla dogaya yayilmalari, insan ve hayvanlarm
saglig1 acisindan olduk¢a onemlidir. Listeriozisin koyunlarda abortus ve
ensefalitis olugturarak biiyiik ekonomik kayiplara da neden olabileceg&i
diigiiniiliirse, infeksiyonun tamisinin kisa slirede ve dogru olarak konulmasinin
tnemi artmaktadir. Calismada elde ettifimiz sonuglar. listeriozisin serolojik
tamsinda Listeriolysin O antijenlerinin somatik antijenlere gore daha spesifik
oldugunu belirten arastiricilarin goriiglerine uymaktadir. Marmara Bolgesinde
yapilan bu ¢aligmada. koyunlarin listeriozis tastyicihiginin oldukga yiiksek
diizeyde olmasinmn, infeksiyonun eradikasyonu yoniinde ciddi onlemlerin
alinmas! geregini ortaya cikartmaktadir. Bu konuda insanlarda da listeriozis
taramalarimin yapilmas epidemiyolojik agidan yararli olacaktir.
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OZET

Caligmada Marmara Bolgesindeki saghkli koyunlann kan serumlarinda
Enzvme-linked Immunosorbent Assay (ELISA) testi ile Listeria
monocyiogenes' e karsi olusmug spesifik antikorlar aragtinldi. Antijen olarak
dializ membran filtreleri ile elde edilen Listeriolysin O ve L.monocytogenes
serotip 1/2 a ve serotip 4b'nin somatik O antijenleri kullanildi.

Toplanan 1000 koyun kan serumu 3 farkli antijene gore test edildi ve
sonuclar kargilagtirildi. ELISA test sonuglarinda, kan serumlarinda
Listeriolysin O antijenine gére %3.6, somatik 1/2 a antijenine gore %11.5 ve
somatik 4b antijenine gére %10.4 oraninda pozitiflik saptandi.

Ayrica bu caligmada laktasyon donemindeki koyunlarin sit ve
diskilarindan izolasyon ve identifikasyon ¢alismalar1 yapildi. FDA yontemi ile
siit 6rneklerinden yapilan izolasyon calismalarinda PALCAM Agar ve Listeria
Selektif Agar (Oxford formu) kullanildi. Soguk zenginlestirme yontemi ile
diskilardan yapilan izolasyon caligmalarinda da Listeria Selektif Agar (Oxford
formu) ve Listeria Selektif Agar (Merck) besiyerleri kullanildr.

Sagim yolu ile koyunlardan steril kosullarda alinan 100 siit orneginde
listeria etkenleri saptanmadi. 180 koyunun rektumundan alinan digki
drneklerinin yapilan aragtirmasinda iki L.monocytogenes. iki L.innocua. iki
L.welshimeri. bir L.grayi ve bir L.murrayi izole ve identifiye edildi.



SUMMARY

In this study. the presence of antibodies to Listeria monocyiogenes were
investigated in sheep sera by Enzyme-linked Immunosorbent Assay (ELISA)
in the Marmara region. Listeriolysin O was isolated from the supernatant of
cultured L.monocytogenes using dialysing membran and used in ELISA.
Whole cell antigens of L.monocytogenes serotypes 1/2a and serotype 4b were
also used as antigens.

The results of 1000 sheep sera obtained by ELISA using three different
antigens were compared. Antibodies to listeriolysin O were detected in 3.6%
sheep sera while antibodies to serotype 1/2a and serotype 4b have been
detected 11.5% and 10.4% respectively.

In addition to serology, isolation and identification studies were also
performed in milk and feaces of sheep. Heat enrichment method was used for
milk samples using PALCAM and LSA (Oxford medium). Cold enrichment
method was used for feaces using LSA (Oxford medium) and LSA (Merck).

No Listeria was isolated from 100 milk samples taken in sterile condition
by hand milking. Whereas, two L.monocytogenes. two L.innocua. two
L.welshimeri. one L.grayi and one L.murrayi were isolated from the feaces of
180 sheep taken from rectum.
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