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ÖZET 

Gözütok, E. (2019). Karadeniz Kaynaklı Balıklardan İzole Edilen Listeria 

monocytogenes Suşlarının Virülens Özelliklerinin İncelenmesi. İstanbul Üniversitesi-

Cerrahpaşa Lisansüstü Eğitim Enstitüsü, Besin Hijyeni ve Teknolojisi ABD. Doktora 

Tezi. İstanbul. 

Anahtar Kelimeler: Listeria monocytogenes, Balık, PCR, Antibiyotik duyarlılık, 

Karadeniz 

Bu çalışma, İstanbul Üniversitesi-Cerrahpaşa Bilimsel Araştırma Projeleri Birimi 

tarafından desteklenmiştir. Proje No: 56827 

 

Listeria monocytogenes, insanlarda yüksek mortalite oranı ile karakterize listeriozise 

neden olan bir bakteri olup, su ürünlerinde çeşitli düzeylerde bulunabilmektedir. Bu 

çalışmada, Karadenizʼden 2013-2014 yılları arasında avlanan toplam 500 adet Tekir 

(Mullus surmuletus) (n:257) ve Mezgit (Merlangius merlangus euxinus) (n:243) 

balığından izole edilen L. monocytogenes suşlarında prevalans, serogruplandırma, 

virülens faktör genler, antibiyotik duyarlılık ve genetik ilişkilerin belirlenmesi 

amaçlanmıştır. Kültürel yöntem (EN ISO 11290-1) ile izole edilen 1 adet (%0,2) L. 

monocytogenes suşu (Tekir balığı) PCR analizi ile doğrulanmıştır. Söz konusu, L. 

monocytogenes suşu 4b-4d-4e serogrubu olarak tespit edilmiştir. İlave olarak L. 

monocytogenes suşunda virülens genler araştırılarak, suşun hlyA, inlA, inlC, inlJ, plcA, 

plcB, prfA, mpl, actA, monoA-B, flaA, lip 1-2a, fri, gtcA, iap genlerini içerdiği, fakat 

dltA genini içermediği belirlenmiştir. EUCAST yöntemi doğrultusunda L. 

monocytogenes suşuna ampicillin (2 µg), meropenem (10 µg), erythromycin (10 µg), 

trimetophrim/sulfamethoxazole (25 µg), penicillin G (1U)’e karşı antibiyotik duyarlılık 

testleri uygulanmış ve mevcut suş antibiyotiklerin hepsine duyarlı bulunmuştur. Elde 

edilen sonuçlar doğrultusunda, Karadeniz orjinli tekir ve mezgit balıklarından izole 

edilen L. monocytogenes serogrubun çiğ balığa özgü ve tüm antibiyotiklere duyarlı 

olduğu saptanmıştır. İlave olarak, söz konusu araştırmanın farklı denizlerde ve değişik 

balık türleri ile gerçekleştirilmesinin L. monocytogenes prevalansı ve virülens 

özelliklerinin ortaya konulması açısından uygun olacağı değerlendirilmektedir. 
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ABSTRACT 

Gozutok, E. (2019). Investigation of Virulence Factors of Listeria monocytogenes in 

Fishes Originated from Black Sea. Istanbul University-Cerrahpasa, Institute of Graduate 

Education, Food Hygiene and Technology Department. Dissertation Thesis. İstanbul. 

2019. 

Key Words: Listeria monocytogenes, Fish, PCR, Antibiotic suspectibility, Black Sea 

The present work was supported by the Research Fund of Istanbul University-

Cerrahpasa. Project No. 56827 

 

Listeria monocytogenes, is characterized by a high mortality rate in humans is a 

bacterium that causes listeriosis and can be found in various amounts of aquatic 

products. In this study, it was aimed to determine the prevalence, serotyping, virulence 

factor genes, antibiotic susceptibility and genetic relatedness in L. monocytogenes 

strains isolated from a total of 500 fish samples of whiting (Merlangius merlangus 

euxinus) (n:243) and striped red mullet (Mullus surmuletus) (n:257) hunted from the 

Black Sea between the years 2013-2014. Only one (0.2%) L. monocytogenes strain 

(striped red mullet) was isolated by cultural method (EN ISO 11290-1) and verified by 

PCR analysis. The L. monocytogenes strain was determined as 4b-4d-4e serogroup. In 

addition, the virulence genes in L. monocytogenes strain was investigated and found to 

contain the hlyA, inlA, inlC, inlJ, plcA, plcB, prfA, mpl, actA, monoA-B, flaA, lip 1-2a, 

fri, gtcA, iap genes, except dltA gene. In accordance with EUCAST method, antibiotic 

susceptibility tests were applied to ampicillin (2 µg), meropenem (10 µg), erythromycin 

(10 µg), trimetophrim/sulfamethoxazole (25 µg), penicillin G (1U) and this strain was 

susceptible to all antibiotics. According to the results, L. monocytogenes serogroup, 

which was isolated from fishes (striped red mullet and whiting) origined from Black 

Sea, was found to be raw fish-specific and to be sensitive to all antibiotics. In addition, 

it is considered that this study should be performed in different seas and with different 

fish species to reveal the prevalence and virulence characteristics of L. monocytogenes. 



1. GİRİŞ VE AMAÇ 

Balık ve balık ürünleri, genellikle iyi bir protein kaynağı olarak bilinmektedir. 

Aynı zamanda sinir sistemimiz için gerekli olan uzun zincirli omega-3 yağ asitleri ile, 

vitamin ve mineralleri önemli miktarda içermektedir. Balık eti, içerdiği vitaminler, 

çoklu doymamış yağ asitleri ve esansiyel aminoasitlerce zengin olmasından dolayı 

birçok hastalığa karşı koruyucu etki gösteren sağlık açısından çok önemli bir gıdadır. 

Balık eti; deniz balıklarından, içsu balıklarından avlama ya da yetiştiricilik yoluyla elde 

edilmektedir. Ekonomik olarak bakıldığında, avcılık yoluyla elde edilen balığın 

yetiştiricilik yoluyla elde edilen balıktan farkı beslenme masrafının olmaması önemli bir 

avantajdır. 

Yüksek besleyici değeri olan balık etleri, çabuk bozulan ve besin 

zehirlenmelerine sebep olabilecek gıda maddeleri arasında yer almaktadır. Balık eti; 

özellikle bağdoku oranının diğer etlere göre daha düşük olması, bozulmaya neden olan 

ve patojen mikroorganizmaların gelişmesi ve üremesi için oldukça uygun bir ortam 

oluşturmaktadır. Deniz balıkları sıklıkla Vibrio türleri, Listeria monocytogenes (L. 

monocytogenes), Clostridium, Salmonella gibi patojen mikroorganizmalarla kontamine 

olabilmektedir. 

Balık eti ve ürünlerinin L. monocytogenes ve diğer birçok patojen 

mikroorganizma ile kontamine olduğu birçok çalışmada ortaya konmuştur. Balık 

etlerinin kontaminasyon kaynakları arasında; yakalandığı deniz suyu veya içsu’daki 

patojen bakterilerin varlığı, çapraz kontaminasyonun meydana gelmesi ile balıkların 

muhafaza, işleme ve tüketime sunulması aşamalarında yapılan hijyen hataları yer 

almaktadır. 

L. monocytogenes doğada geniş dağılım gösteren patojen bir 

mikroorganizmadır. Sağlıklı hayvanların ve insanların dışkılarından alınan örneklerden 

izole edilmektedir. Ayrıca kanalizasyon, toprak, silaj, gübre ve çoğu gıdada etken 

saptanmıştır. Hastalık belirtileri olmaksızın, insanların %6ʼsının bağırsaklarında bu 

mikroorganizmayı taşıdıkları tahmin edilmektedir. Bulaşma; uterus içinde anneden 

fetüse, doğumda infeksiyonla, bebekten bebeğe, hayvanlardan insanlara veya 

çoğunlukla gıdadan insanlara şeklinde gerçekleşmektedir. 
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L. monocytogenes, ciddi enfeksiyonlara septisemi ve meningitis hatta ölüme 

neden olmaktadır. Listeriozisʼde en yüksek insidens grupları; yenidoğanlar, yaşlılar ve 

bağışıklık sistemi baskılanmış kişilerdir. Gebe kadınlarda, mevcut olguların önemli bir 

oranında düşük, ölü doğum veya perinatal septisemi ile yenidoğanlarda meningitis 

şekillenebilmektedir. Sağlıklı insanlar ve gebe olmayan kadınlarda enfeksiyon oranı 

daha düşüktür. Müdahale edilmeyen enfeksiyonlarda mortalite oranı %25ʼi 

geçebilmektedir. 

Bu çalışmanın amacı, Türkiyeʼnin kuzeyinde yer alan Karadenizʼin çeşitli 

bölgelerinden avlanmış olan 500 adet tekir (n: 257) ve mezgit balığında (n: 243), 

kültürel yöntemle (EN ISO 11290-1) L. monocytogenesʼin izole edilerek PCR analizi ile 

doğrulanması, suş/suşların prevalans, serogruplandırma, virülens faktör genleri, 

antibiyotik duyarlılık ve PFGE ile filogenetik ilişkilerinin belirlenmesinin 

sağlanmasıdır. 
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2. GENEL BİLGİLER 

2.1. Balık eti 

Balık; hızlı ve kolay tüketime hazırlanabilen, protein açığını kapatmada iyi bir 

alternatif hayvansal protein kaynağı ve omega-3 yağ asidi deposu olarak bilinen bir 

üründür. Ekonomik açıdan bakıldığında, “avcılık” yoluyla elde edilen balık, 

“yetiştiricilik” yoluyla elde edilen balığa göre %70 daha ucuz (beslenme masrafı 

olmadığı için) elde edilmektedir. Ayrıca “avcılık” yoluyla elde edilen balıkların, 

yetiştiricilik yapılan işletmelerde yem olarak da kullanımı söz konusudur (Sarıözkan 

2016). Balıklar, içerdikleri aminoasitlerin kompozisyonu, doymamış yağ asitleri, 

vitaminler, mineral ve iz elementler yönünden zengin olmasının yanında, yüksek 

biyolojik değere sahip ve bağ doku miktarının düşük olması ile kolay sindirilebilir 

olması gibi özellikleri, beslenme fizyolojisi yönünden büyük önem arz etmektedir (Erol 

2007). 

Dünyada, 2015 yılında iç sularda 11,4 milyon ton, denizlerde 81,2 milyon ton; 

2016 yılında ise iç sularda 11,6 milyon ton, denizlerde 79,3 milyon ton avcılık 

yapılmıştır (FAO 2018). Türkiye’de ise 2016 yılında avcılıkla yapılan üretim 335 bin 

320 ton olurken, yetiştiricilik üretimi ise 253 bin 395 ton olarak gerçekleşmiştir. 

Ülkemizde denizlerde yapılan avcılıkta ilk sırayı %40,7ʼlik oran ile Doğu Karadeniz 

bölgesi almaktadır. Bu bölgeyi %33,3 ile Batı Karadeniz, %11,5 ile Ege, %10,6 ile 

Marmara ve %3,9 ile Akdeniz bölgesi izlemektedir (TÜİK 2017). 

2.2. Balık etinin halk sağlığı açısından önemi  

Balık etleri, esansiyel aminoasitleri içeren hayvansal proteinden zengin olması, 

ihtiva etmiş olduğu yağ, doymuş ve doymamış yağ asitleri; bağ doku oranının kırmızı 

ete göre daha az olması ve balık etinin içerdiği vitamin ve mineral maddeler gibi 

nedenlerle insan beslenmesinde önemli bir yere sahip olmaktadır (Uğur ve ark. 2001). 

Balıkların mikroflorası bulundukları ortamdaki suyun sıcaklığına ve kirlilik 

düzeyine bağlı olarak değişmektedir. Balıklarda, suyun kirlilik durumuna ve özellikle 

fekal kaynaklı bir kirlenme olup olmamasına göre virüsler, bakteriler ve parazitler 

bulunabilmektedir (Erol 2007). 
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Mikroorganizmalar, özellikle canlı ve yeni yakalanan balığın bağırsaklarında, 

deri ve solungaçlarında yer almaktadır. Yapılan çalışmalarda mikroorganizmaların 

toplam sayısı deri yüzeyinde 102-107 cfu/cm2, bağırsaklar ve solungaçlarda ise 103-109 

cfu/g olarak saptanmıştır (Shewan 1962; Liston 1980; Huss 1995). 

Temiz, kirlenmemiş sularda avlanan balıkların mikroflorasında gram negatif 

bakterilerden olan Pseudomonas, Moraxella, Acinetobacter, Shewanella putrefaciens, 

Flavobacterium, Cytophaga, Vibrio, Photobacterium ve Aeromonas bulunabilmektedir. 

Mikroflorada gram pozitif bakterilerden ise Bacillus, Clostridium, Micrococcus, 

Lactobacillus ve Corynebacterium yer almaktadır. Vibrio ve Photobacterium genellikle 

deniz sularında avlanan balıklardan izole edilirken, Aeromonas ise sıklıkla tatlı sularda 

avlanan balıklardan izole edilmektedir (Huss 1995). 

2.3. Balık etinin özellikleri 

Genel olarak balık eti; %65-80 su, %15-23 protein, %1-14 lipid, %1 

karbonhidrat ve ortalama %1 düzeyinde de kül içermektedir (Erol 2007). Vitamin ve 

mineral miktarları türe özgü olup, mevsime göre de değişim gösterebilmektedir. Balık 

eti, iyi bir B vitamini kaynağı olmasının yanında, yağlı türlerin ilave olarak A ve D 

vitamini yönünden zengin olduğu bildirilmektedir. Ayrıca balık eti, kalsiyum, fosfor, 

demir, bakır ve selenyum açısından değerli bir kaynak olarak görülmektedir. Diğer 

taraftan tuzlu su balıkları yüksek miktarda iyot içermektedir (Huss 1995). 

Balık lipidleri, memeli lipidlerinden önemli düzeyde farklılık göstermektedir. 

Başlıca farklılık balık lipidlerinde %40ʼa varan miktarda doymamış uzun zincirli yağ 

asitlerinin mevcudiyetidir. Balıklarda depo yağları beş veya altı çift bağlı birkaç yağ 

asidini içerirken, memeli yağlarının seyrek olarak her yağ asit molekülü iki çift bağdan 

daha fazlasını içermektedir. İnsan beslenmesinde linoleik ve linolenik asit gibi yağ 

asitleri, organizma tarafından sentezlenmediğinden, esansiyel olarak 

nitelendirilmektedir (Stansby ve Hall 1967; Huss 1995). 

Balık proteinleri çok yüksek biyolojik değere sahip olan süt, yumurta ve 

memelilerin et proteinleri gibi bütün esansiyel aminoasitleri yeterli ve dengeli düzeyde 

içermektedir. Trimetilamin oksit (TMAO) deniz balıklarında Non-Protein Azot 

(NPN)’ların en önemli parçası olarak görülmektedir. Bu komponent, %1-5 düzeyine 

kadar bütün deniz balıklarının kas dokusunda (kuru ağırlığında) bulunmaktadır. Karasal 
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organizmalarda ve tatlı su balıklarında ise bu komponent hemen hemen hiç 

bulunmamaktadır (Anderson ve Fellers 1952; Hebard ve ark. 1982; Huss 1995). 

2.4. Listeria monocytogenes’in tarihçesi 

L. monocytogenes, geçmişte Bacterium hepatis, Bacterium monocytogenes, 

Listerella hepatolytica, Listerella monocytogenes hominis, Corynebacterium parvulum, 

Listerella ovis, Erysipelothrix monocytogenes olarak isimlendirilmiştir (Gray ve 

Killinger 1966). L. monocytogenes laboratuvar hayvanlarındaki bir salgında fark 

edilerek ilk kez 1926 yılında tanımlanmıştır (Murray ve ark. 1926). Bununla birlikte, 

1940 yılında Pirie tarafından ilk kez L. monocytogenes ismi kullanılmıştır (Pirie 1940). 

Listeria cinsi 17 tür olarak sınıflandırılmıştır: L. monocytogenes, L. innocua, L. 

ivanovii, L. seeligeri, L. welshimeri, L. marthii, L. grayi, L. fleischmannii, L. floridensis, 

L. aquatica, L. newyorkensis, L. cornellensis, L. rocourtiae, L. weihenstephanensis, L. 

grandensis, L. riparia ve L. booriae. Bu türlerden sadece L. monocytogenes ve L. 

ivanovii patojenik olarak bilinmektedir (Orsi ve Wiedmann 2016). 

2.5. L. monocytogenes’in genel özellikleri 

L. monocytogenes Gram-pozitif çubuk, 1-2 μm uzunluğunda, 0,5 μm 

genişliğinde, spor oluşturmayan bir bakteridir (Liu 2008). L. monocytogenesʼin, 20-

25°C’de hareket etmesini sağlayan peritrik flagellaları bulunmaktadır. Fakat L. 

monocytogenesʼin hareket etme kabiliyeti, insan vücut sıcaklığı (37°C) dahil daha 

yüksek sıcaklıklarda kaybolmaktadır. Mikroorganizmanın optimum gelişim sıcaklığı 

30-37°C arasında değişmektedir. Yine de, gelişme 0ºC’den 45°C’ye kadar olan 

sıcaklıklarda bildirilmiştir. Bakteri, %10’a kadar olan tuzluluk oranında canlı 

kalabilmekte ve su aktivitesi değeri 0,92ʼden yüksek olduğunda çoğalma yeteneğine 

sahip olabilmektedir (Nørrung 2000; Liu 2008). L. monocytogenes fakültatif anaerob bir 

bakteridir ve üremesi için optimal pH değeri hafif alkali olmakla birlikte, 4,3-9,6 gibi 

geniş bir pH aralığında üreyebilmektedir (Erol 2007). 

L. monocytogenes doğada yaygın olarak (ubiquiter) bulunmaktadır. Patojen olan 

bu bakteri, hayvanların ve insanların dışkılarından, kanalizasyondan, silajdan, topraktan, 

gübreden, bitkisel ürünler ile sütten izole edilmektedir (Weis ve Seeliger 1975; 

McCarthy 1990). 
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2.6. L. monocytogenes’ in genetik özellikleri 

Bütün Listerial genomların, 2,7 ve 3 milyon baz (mb) arasında değişen 

boyutlarda kromozomlara sahip olduğu saptanmıştır. Farklı Listeria genomlarının 

genom dizilimlerinin yaklaşık olarak %89ʼu kodlanmış ve bunların %62,5 kadarının 

belirlenmiş bir fonksiyonu olduğu tespit edilmiştir. L. monocytogenesʼin 2.944.528 baz 

çifti büyüklüğünde, L. innocuaʼnın 3.011.209 baz çifti büyüklüğünde gene sahip olduğu 

tespit edilmiştir. L. monocytogenes geninin G+C nükleotidlerinin oranı %39, L. 

innocuaʼ nın %37 olduğu ve bu Listeria türlerinde çevreye adaptasyon sağlayan, yüzey, 

sekresyon, transport proteinlerini ve transkripsiyon düzenleyici proteinleri kodlayan 

genler bulunduğu belirlenmiştir (Glaser ve ark. 2001; Hain ve ark. 2007). prs geni, 

putative phosphoribosyl pyrophosphate synthetase proteinini kodlamakta olup, söz 

konusu gen tüm Listeria türlerinde tespit edilebilmektedir (Doumith ve ark. 2004a). 

İlave olarak, monoA ve monoB genleri L. monocytogenesʼin tüm serotiplerinde spesifik 

tanımlamada kullanılabilmektedir (Bubert ve ark. 1999). 

2.7. L. monocytogenes'in serogruplandırılması 

Serotiplendirme ile suşların ayırt edilmesi, tiplendirmenin en eski metodlarından 

biri olup, L. monocytogenes suşlarının arasındaki somatik (O) ve flagellar (H) 

antijenlerin farklılığına dayandırılmaktadır (Liu ve ark. 2006). L. monocytogenes’in 13 

serovarı olduğu ve bunların 1/2a, 1/2b, 1/2c, 3a, 3b, 3c, 4a, 4ab, 4b, 4c, 4d, 4e ve 7 

olduğu tespit edilmiştir (Seeliger ve Jones 1986; Farber ve Peterkin 1991). Gıdalardan 

ve hastalardan izole edilen suşların en az %95ʼi 1/2a, 1/2b, 1/2c ve 4b serotiplerinden 

oluşmaktadır. Listeriozis salgınlarında en yaygın 4b, 4e serotipi ile daha az oranda 1/2b 

serotipi görülürken; sporadik vakalarda çoğunlukla 4b, 4e, 1/2a, 1/2c serotipleri 

saptanmaktadır (Shen ve ark. 2013; Leong ve ark. 2014). L. monocytogenes, içerdiği 

gen kalıbının analizine dayanan serovarlarla ilişkili 5 gruba ayrılmaktadır: Bunlar; I.1 

(1/2a ve 3a), I.2 (1/2c ve 3c), II.1 (4b, 4d ve 4e), II.2 (1/2b ,3b ve 7) ve III grup (4a ve 

4c)’tur (Doumith ve ark. 2004b). 

2.8. L. monocytogenes’in virülens mekanizması 

Genelde çevresel bir saprofit olan L. monocytogenes, konak hücre ortamına giriş 

esnasında, konak hücre içinde canlı kalma ve replikasyon yapabilme özelliğine sahip 

patojen bir mikroorganizmaya dönüşmektedir (McMullen ve Freitag 2015). Virülens 

faktörler, L. monocytogenesʼin fagositik olmayan hücrelere invazyonunu, fagositik 
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bölmelerin bozulmasını ve yırtılmasını, sitosol içerisinde replikasyonunu ve komşu 

hücrelere yayılmasını kolaylaştırmaktadır (Tilney ve Portnoy 1989). 

L. monocytogenes için prs ve Idh genleri arasındaki bölge (8800 bp), bir 

patojenite adasını göstermektedir. Patojenite adasının sol tarafındaki prs genlerinin L. 

ivanovii, L. seeligeri ve L. monocytogenes’te ortak olduğu görülmektedir. Virülens gen 

dizisinin sağ tarafındaki plcB geni 2,2 kb ile Idh geninden ayrılmaktadır. orfA ve orfB 

gen paraloglarının bakterilerin geniş bir dağılımında ortak olduğu görülmektedir. 

Virülens gen dizisi, prs ve orfB arasında 7500 bp ile bulunmaktadır (Chakraborty ve 

ark. 2000) (Şekil 2-1). 

 

 

Şekil 2-1: L. monocytogenes virülens gen dizisi (Chakraborty ve ark. 2000). 

Patojenik Listeria spp.ʼnin enfeksiyon döngüsünün farklı basamaklarında dahil 

olan virülens faktörlerin çoğu, LIPI-1 (Listeria pathogenicity island 1) veya prfA bağlı 

virülens gen dizisi olarak bilinen patogenite adasından kodlanmaktadır (Portnoy ve ark. 

1992; Kreft ve ark. 1999; Vázquez-Boland ve ark. 2001b). prfA, hly, mpl, plcA, plcB, 

actA genleri intrasellüler replikasyonu ve hücreden hücreye yayılmayı kontrol 

etmektedir (Kreft ve ark. 1999; Chakraborty ve ark. 2000). L. monocytogenes gen 

ürünlerinin çoğunluğu prfA olarak bilinen bir merkezi virülens düzenleyici protein 

tarafından düzenlenmektedir (Xayarath ve ark. 2011a; Xayarath ve ark. 2011b). 

İnternalinler, patojenik Listeria spp.ʼde bulunan virülens ilişkili gen ailesinin 

protein ürünleridir. Bu ailenin ilk üyeleri inlA ve inlB, inlAB operonu tarafından 

kodlanmaktadır (Vázquez-Boland ve ark. 2001a). InlA, konak birleşme proteini, E-

cadherin veya Ecad’a bağlanan invasin olarak tanımlanmaktadır (Bonazzi ve ark. 2008). 

Fonksiyonel InIA’nın bulunmasının, L. monocytogenes’in duyarlı konakların kan 

desteğine ulaşması için ince bağırsakların epitelyal bariyerinden transfer edilmesinde 

çok önemli olduğu görülmektedir. Diğer taraftan, Ecad ve InIA arasındaki etkileşim 

büyük ölçüde tür spesifiktir (Wollert ve ark. 2007; Bonazzi ve ark. 2008; Nikitas ve ark. 

2011). InIAʼnın choroid plexus’un epitelyal hücrelerine bağlanarak Merkezi Sinir 

Sisteminin içine bakterinin alınmasına aracılık ettiği belirlenmiştir. Böylece transcytosis 
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aracılığıyla kan-beyin bariyerine transfer edilmektedir. Aynı zamanda bakterinin 

plasentanın içine alınması ve yönlendirilmesine aracılık etmesiyle InIB ile birlikte 

çalıştığı gösterilmiştir (Lecuit ve ark. 2004). Başka bir hücresel invazyon proteini olan 

InlB, InIA’ya fonksiyonel ve yapısal olarak benzer olan bir lösinden zengin tekrarlama 

alanı içermektedir. InIA enterositler düzeyinde bakteriyel canlılık için çok kritik 

görülürken; InIB hepatositler, fibroblastlar gibi farklı hücre tiplerinin içine girmek için 

konak hücrenin Metʼine bağlanmaktadır (Braun ve ark. 1997; Vázquez-Boland ve ark. 

2001a). 

Diğer 3 bakteriyel faktör, Listeriolizin O (LLO), p60 ve ActA (ActA geni 

tarafından kodlanan protein), hücrelerin içine bakterinin girişine katkıda bulunmaktadır 

(Skoble ve ark. 2000; Dramsi ve Cossart 2003; Machata ve ark. 2005). p60, iap geni 

tarafından kodlanan hücre dışı ve invazyon ilişkili büyük bir protein olarak 

tanımlanmaktadır. Bunun nedeni, p60 üretiminde hata bulunan suşların invazyon 

açısından kusurlu olmasıdır (Pilgrim ve ark. 2003; Machata ve ark. 2005). ActAʼnın, L. 

monocytogenesʼin aktin esaslı intrasitoplazmik hareketinden sorumlu protein olduğu 

belirlenmiştir. Aynı zamanda heparan sülfat proteoglikansların bağlayıcılığı vasıtasıyla 

bakterinin hücreye girişine katkıda bulunmaktadır (Suárez ve ark. 2001). LLO (hly 

tarafından kodlanan sitolizin), listerial gözenek oluşturan hemolizin, L. monocytgenesʼin 

konak hücrelerin içine girişini takiben endositik vesikülden kaçışına ve aynı zamanda 

bakteriyel invazyona aracılık etmektedir (Vadia ve ark. 2011). Hücre içine girişi 

takiben, L. monocytogenes fagolizozomal yıkım için konak hücre vakuollerinin içinde 

bulunmaktadır. LLO, vakuoler membranları yıkımlamak ve sitozolün içine bakterinin 

girişini sağlamak için bakteri tarafından üretilmektedir (Burrack ve ark. 2009). 

Sitozolün içine girişinden sonra L. monocytogenes ActA olarak bilinen bir yüzey 

proteini salgılamaktadır. Böylece bakterinin hareketini sitosol aracılığıyla aktive 

etmekte ve bitişik hücrelerin içine kadar girebilmektedir (Skoble ve ark. 2000). 

L. monocytogenesʼin 2 farklı fosfolipazı PI-PLC, fosfaditilinositol-fosfolipaz C 

(plcA tarafından kodlanan protein) ve PC-PLC, fosfatidilkolin-fosfolipaz C (plcB 

tarafından kodlanan protein), sırasıyla bakterinin hücreye girişi ve hücreden hücreye 

yayılması sırasında şekillenen birincil ve ikincil vakuollerin her ikisinin de yıkımına 

katkıda bulunmaktadır (Camilli ve ark. 1991; Smith ve ark. 1995). PC-PLC aktivitesi 

bitişik hücrelerin içine bakterinin yayılmasıyla şekillenen ikincil vakuolün yıkımına 
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neden olurken, PI-PLC aktivitesi LLO ile birlikte birincil vakuolün yıkımında hizmet 

etmektedir (Marquis ve ark. 1995; Yeung ve ark. 2007). PC-PLC, proenzim olarak 

bakteri tarafından salgılanmaktadır. Sonrasında bu proenzim bir ektrasellüler 

Metalloprotease (mpl geni tarafından kodlanır) tarafından çevresel uyaranlar ile, 

enzimatik olarak aktif bir forma dönüşmektedir (Marquis ve Hager 2000; Snyder ve 

Marquis 2003). Sekresyon, Metalloprotease tarafından yapılan proteolitik 

aktivasyondan önce şekillenmektedir. İnaktif PC-PLC havuzu, membran-hücre duvarı 

arayüzünde bakterilerle birlikte bulunmaktadır ve L. monocytogenes tarafından sitozolik 

girişten önce sentezlenmektedir (Snyder ve Marquis 2003). 

PrfA tarafından düzenlenen hpt geni, fosforile heksozlar için bir taşıyıcıyı 

kodlamaktadır ve intrasellüler replikasyon esnasında fosforile glikoz L. monocytogenes 

için alternatif karbon kaynağı olabilmektedir (Chiko-Calero ve ark. 2002; Milohanic ve 

ark. 2003). 

L. monocytogenesʼin flagellin proteini (FlaA), flaA geni tarafından 

kodlanmaktadır. Düşük sıcaklıklarda bakterinin hareketindeki artışın ve flagella 

üretiminin L. monocytogenes’in gelişimiyle ilişkili olduğu belirtilmektedir (Leifson ve 

Palen 1955; Dons ve ark. 1992; Liu ve ark. 2002). Diğer tarafftan, fri (ferritin-like 

proteini kodlayan gen) geniʼnin demir varlığı veya yokluğu, sıcak veya soğuk şoku gibi 

ortamlarda optimal üreme için gerekli olduğu gösterilmiştir (Dussurget ve ark. 2005). 

gtcA geni, L. monocytogenes serotip 4b’nin hücre duvarı teikoik asitinin glukoz ve 

galaktozla glikolizasyonu için gerekli olan bir gendir ve glikolize olan alanlar serotipe 

özel yüzey antijenleri olarak hizmet etmektedirler (Promadej ve ark. 1999). 

Lipoteikoik asitʼin gram-pozitif bakterilerin fizyolojisi ve gelişmesinde yaşamsal 

bir öneme sahip olduğu saptanmıştır. dlt operonu (dltA, dltB, dltC, dltD) Lipoteikoik 

asitʼin D-alanizasyonu için gerekli olan dört proteini kodlamaktadır (Debabov ve ark. 

2000). Lipoteikoik asitʼin D-alanil esterleri, net anyonik yükü belirlemekte ve bu 

polimerin fonksiyonlarını düzenlemektedir (Neuhaus ve ark. 1974; Fischer ve ark. 

1980). D-alanil Lipoteikoik asitʼin biyosentezi için D-alanin-D-alanil taşıyıcı protein 

ligazʼa ve D-alanil taşıyıcı proteinʼe ihtiyaç duyulmaktadır. dltA geni, D-alanin-D-alanil 

taşıyıcı protein ligaz’ını ve dltC geni ise D-alanil taşıyıcı proteinʼini kodlamaktadır 

(Neuhaus ve ark. 1996; Debabov ve ark. 2000). 
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2.9. Listeriozis 

L. monocytogenes insanlarda gıda kaynaklı patojen olarak ilk defa 1980ʼli 

yıllarda tanımlanmıştır (Stavru ve ark. 2011). Listeriozis; nispeten seyrek, fakat sıklıkla 

ölümcüldür. Çoğu vaka sporadik olarak şekillenmektedir. L. monocytogenes, ubiquiter 

özellikte bir bakteri olduğundan, çevrede yaygın dağılım göstermektedir (McNeill ve 

ark. 2017). 

L. monocytogenes'e maruz kalma genel bir vaka olmasına rağmen, rapor edilen 

Listeria ilişkili hastalık oranları düşük seyretmektedir. Bu durum organizmanın dokuları 

istila etme ve vücudun immun sisteminden kaçma yeteneğine, patojenin virülensine ve 

konak immun sisteminin güçlü olup olmamasına bağlı olarak değişmektedir (McNeill 

ve ark. 2017). Gebe kadınlar ve onların yeni doğan bebekleri, yaşlılar ve bağışıklık 

sistemi baskılanmış olanlar listeriozisʼe en duyarlı grup olarak değerlendirilmektedir 

(CDC 2013). 

L. monocytogenes infeksiyonu invaziv veya non-invaziv olarak 

şekillenebilmektedir. İnvaziv olan enfeksiyon meningitis, septisemi, bakteriyemi, 

endokarditis, non-meningitik sinir sistemi enfeksiyonu, konjuktivitis ve grip benzeri 

belirtiler gösterebilmektedir. Listeriozisʼin non-invaziv formu ise febrile gastroenteritis 

ile invasiv formundan ayırt edilebilmektedir. Gebelikte listeriozis çoğunlukla gebeliğin 

üçüncü üç aylık döneminde gerçekleşmektedir ve üç şekilde sonuçlanabilmektedir: 

Asemptomatik annenin enfeksiyonu ve enfekte bebek, premature bebek doğumuna 

neden olan annenin enfeksiyonu ve ölü doğum veya hasta bebek, hastalıktan 

etkilenmeyen fetüs ve annenin ölümü. Ayrıca L. monocytogenesʼle enfekte olan gebe 

kadınlarda sırt ağrısı, amnionitis ve grip benzeri belirtiler şekillenebilmektedir. 

Yenidoğanlarda ise enfeksiyon sepsis, granulomatosis infantiseptica veya meningitisʼe 

neden olabilmektedir (Donnelly 2001). 

L. monocytogenes enfeksiyonları 1-67 gün (ortalama 8 gün) arasında değişen 

uzun bir inkübasyon periyoduna sahiptir. Bu periyod gebe kadınlarda daha uzun 

seyredebilmektedir (17-67 gün) (Goulet ve ark. 2013). L. monocytogenesʼin infektif 

dozu tam olarak belirlenememektedir. Çünkü bu durum konak organizmanın 

duyarlılığına ve suşun virülensine bağlı olarak değişebilmektedir. Diğer taraftan 

semptomların oluşabilmesi için 106 cfu/gʼın yeterli olduğu değerlendirilmektedir 

(Vázquez-Boland ve ark. 2001a). L. monocytogenes sağlıklı insanlarda seyrek olarak 
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hastalığa neden olurken, duyarlı gruptaki insanlarda çoğunlukla ciddi vakalar 

görülmektedir. Hastalık aynı zamanda %20-30ʼa varan yüksek bir mortalite oranına 

sahipken, tedavi edilmeyen nörolojik hastalarda bu oran %70ʼe çıkabilmektedir 

(CFSPH 2005). 

L. monocytogenes; Kuzey ve Güney Amerika, Avrupa, Asya, Afrika, Okyanusya 

dahil dünyanın her tarafında rapor edilmiştir ve insan listeriozisʼine neden olmaktadır 

(Ramdani-Bouguessa ve Rahal 2000; Hmaїed ve ark. 2014; Ariza-Miguel ve ark. 2015; 

Barbosa ve ark. 2015; Huang ve ark. 2015; Lomonaco ve ark. 2015; Najjar ve ark. 

2015; Negi ve ark. 2015; Scallan ve ark. 2015a; Scallan ve ark. 2015b). Diğer taraftan 

kontrol önlemleri uygulanması, Listeriozis vakalarının trendinde herhangi bir 

değişikliğe neden olmamaktadır. Hatta artış bile görülmektedir (Heredia ve García 

2018). Örneğin, Avrupa Birliğiʼnde 2012 yılında görülen vakalar 2013 yılıyla 

karşılaştırıldığında %8,6ʼlık bir artış tespit edilmiştir (EFSA/ECDC 2015; Buchanan ve 

ark. 2017). Ayrıca Avrupa Birliğiʼndeki işleme tesislerinde bulunan balıkçılık 

ürünlerinde (Ağırlıklı olarak füme balık) L. monocytogenes ̕ in prevalansında artış rapor 

edilmiştir (EFSA/ECDC 2015). 

L. monocytogenes Amerika Birleşik Devletleri (ABD)ʼnde gıda kaynaklı 

enfeksiyonlar arasında seyrek olarak görülmektedir. Buna rağmen, gıda kaynaklı 

hastalıklar arasında bulunan nontyphoidal salmonella (%28) ve Toxoplasma gondii 

(%24)ʼden sonra üçüncü sırada (%19) ölüme neden olmaktadır (Scallan ve ark. 2011; 

CDC 2016). ABDʼde 2014 yılında rapor edilen diğer hastalıklara oranla (118 vaka) 

listeriozis insidensi düşükken, ölüm oranı %15,3 ve hastaneye yatma oranı %92 olarak 

tespit edilmiştir (Crim ve ark. 2015). 

2.10. Çevrede L. monocytogenes varlığı 

L. monocytogenes çevrede yaygın olarak bulunmaktadır ve topraktan, yüzey 

sularından, hayvan dışkılarından, kanalizasyondan, hayvan yemlerinden, çiftlik 

ortamlarından ve gıda işleme tesislerinden izole edilmiştir (Paillard ve ark. 2005; 

Lyautey ve ark. 2007a; Sauders ve Wiedmann 2007; Sauders ve ark. 2012; Vivant ve 

ark. 2013; Ferreira ve ark. 2014; Linke ve ark. 2014). Bu bakterinin patojenik suşları 

sığır, koyun, keçi, at ve kümes hayvanları gibi evcil hayvanlarda kolonize 

olabilmektedir. Aynı zamanda vahşi kuşlar, balıklar ve kabuklu deniz canlılarından da 

izole edilmiştir (Wesley 2007). Uzun inkübasyon periyodu, büyük oranda enfeksiyon 
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kaynağının açıkca belirlenmesini engellemesine rağmen, listeriozis vakalarının 

%99ʼunun kontamine gıdalarla ilgili olduğu kabul edilmektedir (Wiedmann 2003; Mena 

ve ark. 2004; ILSI 2005; Hofer ve ark. 2006; Gambarin ve ark. 2012; Mateus ve ark. 

2013). Patojenik L. monocytogenes et (sığır eti, sosisli sandviç, pişmiş jambon, domuz 

eti,) (Graves ve ark. 2005; Hächler ve ark. 2013; Pichler ve ark. 2009; Smith ve ark. 

2011); süt, sütçülük ürünleri (pastörize sütten yapılan: tereyağı, yumuşak peynir; taze 

sütten yapılan: çiftlikte üretilen taze peynir gibi) (Lyytikäinen ve ark. 2000; Danielsson-

Tham ve ark. 2004; Lundén ve ark. 2004; Bille ve ark. 2006; Jackson ve ark. 2011), 

balık (tütsülenmiş, marine edilmiş, çiğ carpaccio) (Gambarin ve ark. 2012) ve diğer 

deniz ürünleri (yengeç, karides, füme midye) (Farber ve Peterkin 1991; Brett ve ark. 

1998; Riedo ve ark. 1994) aynı zamanda dondurma (Mateus ve ark. 2013), taze sebzeler 

(mısır, kereviz, lahana) (Farber ve Peterkin 1991; Aureli ve ark. 2000; Cartwright ve 

ark. 2013; Gaul ve ark. 2013) ve meyveler (kavun ve benzeri) (McCollum ve ark. 2013) 

gibi direkt tüketilen gıda ürünlerinden izole edildiği bildirilmiştir (Mclntyre ve ark. 

2015).  

L. monocytogenes vahşi ve evcil ruminantlarda, ayrıca monogastrik hayvanlarda 

enfeksiyona neden olmaktadır (Gray ve Killinger 1966). Patojenik bakterilerin 

hayvanlar arasında yayılması genellikle kalitesiz silajla beslemenin sonucu olarak 

oluşmaktadır (Gray ve Killinger 1966; Blenden ve ark. 1987; Vázquez-Boland ve ark. 

1992b; Wesley ve ark. 2002). Ruminantlar, L. monocytogenesʼin asemptomatik 

taşıyıcıları olabilmektedir. Fakat aynı zamanda bu patojenik bakterinin neden olduğu 

bulaşıcı hastalık vakaları da bulunmaktadır. Her iki durumda da, hayvanlar bakteriyi 

dışkılarıyla çevreye yaymaktadırlar. Bu durum, sürüdeki diğer hayvanların ve aynı 

otlağı kullanan diğer sürülerdeki hayvanların enfeksiyonunun sebebi olabilmektedir 

(Esteban ve ark. 2009; Hurtado ve ark. 2017). Sığır eti, çiğ süt ve sütten üretilmiş 

ürünlerin L. monocytogenesʼin kaynağı olduğunu düşündüren kanıtlar olmasına ve 

hastalık zoonoz olarak tanımlanmasına rağmen, ruminant ve insan listeriozisʼi arasında 

direkt bir bağlantı kurulamamıştır (Oevermann ve ark. 2010; Gebretsadik ve ark. 2011; 

Smith ve ark. 2011). 

Domuzlar L. monocytogenesʼin taşıyıcıları olabilmekte ve aynı zamanda 

enfeksiyon asemptomatik şekillenebilmektedir (Gray ve Killinger 1966; Esteban ve ark. 

2009; Gliński ve Kostro 2012). L. monocytogenes, kümes hayvanlarında da kolonize 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=V%C3%A1zquez-Boland%20JA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11418331
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=V%C3%A1zquez-Boland%20JA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11418331
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olabilmektedir. Yine de, enfekte kümes hayvanları etinin tüketiminin listeriozisʼin 

yüksek insidensi ile ilişkili olmadığı görülmüştür (Rørvik ve ark. 2003; Esteban ve ark. 

2008).  

2.11. Sularda L. monocytogenes varlığı 

Akarsuların, özellikle tarımsal alanlardan geçen sular olan göller, dereler ve 

ırmaklar gibi yüzey sularının L. monocytogenesʼin ana rotasını oluşturduğu kabul 

edilmektedir (Gram 2001; Lyautey ve ark. 2007b). İlave olarak, hayvan dışkıları gibi 

diğer kontaminasyon kaynakları, akuatik sistemlerde patojenin miktarını 

arttırabilmektedir. Çünkü ruminantların, dışkılarıyla L. monocytogenesʼi çevreye 

yaydıkları bildirilmektedir (Hutchison ve ark. 2004; Lyautey ve ark. 2007a; Lyautey ve 

ark. 2007b). Lyautey ve ark. (2007b) yüzey sularında artan Listeria prevalansı ve o 

bölgedeki süt çiftliklerinin sayısı arasında direkt bir bağlantının olduğunu tespit 

etmişlerdir. Bir süt işletmesinin yakınından geçen su akıntısını diğer bir risk faktörü 

olarak bildirmişlerdir. L. monocytogenes içeren su örneklerinin çoğunluğu, bir süt 

işletmesinin birkaç kilometre aşağısındaki suyun içinde bulunmuştur. İlave olarak, 

tarımsal faaliyetler nedeniyle hayvan gübresinin kullanımı sonucunda toprağın 

bozulmasının, yüzey sularında Listeriaʼnın prevalans oranını etkilediği araştırmacılar 

tarafından bulunmuştur (Lyautey ve ark. 2007a; Lyautey ve ark 2007b). Bu çalışmadaki 

veriler, Danimarkaʼda balık çiftliklerini besleyen tatlı su derelerinde Listeria tespit 

etmeyen (González ve ark. 1999; Hansen ve ark. 2006) çalışmalarla çelişki 

oluşturmaktadır. Yine de bu veriler, tarımsal faaliyetlerin bu patojenle yüzey sularının 

kontaminasyonu için bir risk olduğu izlenimini uyandırmaktadır. Fakat artan riskin 

zorunlu olarak tarımla bağlantılı olmadığı değerlendirilmektedir (Jemmi ve Keusch 

1994). 

Hava koşullarının Listeria spp.ʼnin, özellikle L. monocytogenesʼin prevalansında 

potansiyel bir etkiye sahip olduğu bildirilmektedir (Jami ve ark. 2014). Farklı hava 

koşulları arasında yağış miktarı, yüzey sularının bakteriyel kontaminasyonunun 

artışında büyük bir öneme sahiptir (Mallin ve ark. 2009; Reifel ve ark. 2009; Sinclair ve 

ark. 2009; Stumpf ve ark. 2010). 

Balık çiftlikleri, Listeria kontaminasyonu için büyük bir riske sahiptir. Çünkü 

dere, ırmak ve diğer yüzey suları, yüksek yağış miktarı sonrasında bu sular çiftlik 

sularına karışmaktadır (Miettinen ve Wirtanen 2006). Hayvan gübresinde çoğunlukla 
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bulunan toprak kökenli Listeria spp. ve L. monocytogenes suşları, balık çiftliklerinin 

yakınındaki yüzey suları ve ırmaklarda bulunmaktadır. Bu durum, tarımsal faaliyetler 

ve yüzey sularının kontaminasyonu arasındaki bağlantıyı ortaya koymaktadır (Jami ve 

ark. 2014). Finlandiyaʼda deniz bölgelerinden ve göllerdeki balık çiftliklerinden elde 

edilen 510 gökkuşağı alabalığı örneği, L. monocytogenes varlığı açısından incelenmiştir. 

Bu çalışmaya göre araştırmacılar akuatik çevrelerde, farklı mevsimlerde L. 

monocytogenesʼin yok olma durumunu, sporadik ve hızlı ortaya çıkışını tespit 

etmişlerdir (Miettinen ve Wirtanen. 2005). Diğer bir çalışmada, deniz suyunda L. 

monocytogenes varlığı ve tatlı sularda üretilen balıklarda L. monocytogenes düzeyi 

araştırılmıştır. Araştırmada endüstriyel/turizm faaliyeti olan bölgeler ile yerel yaşam 

bölgelerinin daha yüksek kontaminasyon düzeyine sahip olduğu tespit edilmiştir. Bu 

çalışmada denize arıtılmamış kanalizasyonun boşaltılmasının, balıkların L. 

monocytogenesʼle kontaminasyonuna neden olabileceği ifade edilmiştir (El-Shenawy ve 

El-Shenawy 2006). 

2.12. Balıklarda L. monocytogenes varlığı  

Listeria spp., ırmaklara bağlı diğer sular ile yüzey sularındaki yerel 

mikrofloranın bileşenlerinden birini oluşturmaktadır. Bu nedenle, bu mikroorganizma 

kontamine sularda bulunan balıkların dış yüzeylerinde bulunabilmektedir. L. 

monocytogenes balık yüzeyi, mide lümeni, solungaçlar ve bağırsaklardan izole 

edilmektedir. Fakat, genellikle diğer kaynaklardan kontamine olmadıkça balık etinde 

mikroorganizma bulunmamaktadır. (Jami ve ark. 2014). Çiğ balıkta L. monocytogenes 

kontaminasyon düzeyi genelde düşüktür. Ancak, bu durum değişiklik 

gösterebilmektedir (Thomas ve ark. 2012) (Tablo 2-1). Davies ve ark. (2001) yaptıkları 

çalışmada, L. monocytogenesʼin Avrupa balıklarının %3ʼünde bulunduğunu tespit 

etmişlerdir. Listeria spp.ʼnin yaygınlığı Türkiyeʼde taze tatlı su balığı örneklerinde %30 

ve deniz balığı örneklerinde %10,4 olarak bulunmuştur (Yucel ve Balci 2010). Diğer 

taraftan, Wang ve ark. (2011) yaptıkları çalışmada, balıklarda L. monocytogenesʼin 

kontaminasyon oranını somonʼda %4,8 ve Tilapiaʼda %4,3 olarak bulmuştur. 

Jemmi ve Keusch (1994), gökkuşağı alabalığı çiftliklerinin yönetim 

uygulamaları ve su kaynakları üzerine çalışmalar yapmıştır. L. monocytogenes, hijyenik 

yönetim uygulamaları ve beton duvarlı havuzlar kullanılan çiftlikten elde edilen 30 dışkı 

içeriği örneği ile 30 balık derisi örneğinde tespit edilememiştir. Bunun aksine, ırmak 
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suyu kullanılan ve toprak (doğal) duvarlı havuzların olduğu çiftliklerde, deri 

örneklerinin %33,33ʼünün ve dışkı örneklerinin de %40ʼının L. monocytogenes ile 

kontamine olduğu belirlenmiştir. Diğer taraftan, Mędrala ve ark (2003), Norveç kıyı 

kafeslerinde yetiştirilen ve bir Polonya işleme tesisine getirilen 72 somon ve deniz 

alabalığı örneği üzerinde yaptıkları çalışmada, sadece 6 örnekte L. monocytogenes suşu 

bulmuştur. 

L. monocytogenes ile kontamine sularda bulunan balıklarda; suyun büyük 

oranda solungaçlardan filtre edilmesi nedeniyle, deri ve iç organlara göre ilk 

kontaminasyon kaynağının solungaçlar olacağına dair kanıtlar mevcuttur (Miettinen ve 

Wirtanen 2005). Balığın düşük sayıda L. monocytogenes ile kontamine olması veya 

kontaminasyonun balıklarda sporadik olması durumunda, balığın yüzeyinden örnekleme 

yapmaktan ziyade solungaçlara selektif örnekleme yapılması tespit oranını artıracaktır 

(Thomas ve ark. 2012). Miettinen ve Wirtanen (2005) yaptıkları çalışmada; 510 adet 

balık kaynaklı solungaç, deri ve iç organ örneğinde ,sırasıyla 43 adet solungaç örneği, 1 

adet deri örneği ve 1 adet iç organ örneği, L. monocytogenes açısından pozitif 

bulunmuştur. Buna karşın, Türkiyeʼde çiğ tatlısu (n=30) ve deniz balıkları (n=48) 

üzerinde yapılan bir çalışmada, L. monocytogenes'in deri (%52) ve solungaç (%25) 

örneklerinin her ikisinden de sıklıkla izole edildiği bildirilmektedir (Yucel ve Balci 

2010). 

Perakendecilerde, toptancılarda ve ithalatçılarda bulunan taze ve paketlenen 

balık ürünleri, çoğunlukla L. monocytogenes kontaminasyonu açısından şüpheli olarak 

değerlendirilmektedir (Jami ve ark. 2014). Patojen, gıda ile temas eden yüzeylerden ve 

kullanılan ekipmanlardan sekunder kontaminasyon yolu ile gıdayı kontamine 

edebilmektedir. (Mena ve ark. 2004; Handa ve ark. 2005; Parihar ve ark. 2008). 

Japonyaʼda 2002 ve 2003 yılları arasında perakendecilerden elde edilen kıyma halindeki 

ton balıkları (n=21) ve diğer çiğ balıklar (n=104) üzerinde yapılan araştırmada; kıyma 

halindeki ton balıklarında L. monocytogenes düzeyi %14,3 oranında iken diğer çiğ 

balıklarda L. monocytogenes’in izole edilemediği bildirilmiştir (Handa ve ark. 2005). 
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Tablo 2-1: Farklı balık türlerinde L. monocytogenes prevalansı 

Balık Türleri Ülke/Yıl Örnek Alınan 

Yerler 

İncelenen 

/Pozitif 

Örnekler(%) 

Kaynaklar 

AVRUPA 

Çiftlik balıkları Polonya/ 

2013-2014  

Balık çiftlikleri 139/447 

(31,1) 

Skowron ve ark. 

2018 

Tatlısu Balıkları Yunanistan/ 

b. 

Balık çiftlikleri 

ve göller 
0/136 (0) 

Papadopoulos ve 

ark. 2010 

Deniz balıkları Sırbistan/b. b. 0/37 (0) Kuzmanovic ve 

ark. 2011 

Deniz balıkları Yunanistan/b

. 

Balık pazarları 1/120 (0,8) Soultos ve ark. 

2007 

Çeşitli balık türleri Polonya/ 

1997-2001 

Balık işleme 

tesisleri 

8/633 (1,26) Kwiatek 2004 

ASYA 

Çeşitli balık türleri İran/      

2012-2014 

Açık hava balık 

pazarları 

37/488 (7,6) Jamali ve ark. 

2015 

Çeşitli deniz balıkları İran/      

2011-2012 

Deniz ürünü 

pazarları ve 

işleme tesisleri 

3/167 (1,80) Fallah ve ark. 

2013 

Çeşitli balık türleri İran/     

2003-2005 

Çeşitli yerlerden 0/61 (0) Jalali ve Abedi 

2008 

Çeşitli balık türleri ve 

diğer su ürünleri 

Japonya/ 

2002-2003 

Perakende satış 

yerleri 

3/125 (2,4) Handa ve ark. 

2005 

Hamsi Türkiye/ 

2006-2007 

Perakende satış 

yerleri ve küçük 

ölçekli üreticiler 

1/50 (2,0) Siriken ve ark. 

2013 

Çeşitli balık türleri Tayvan/b. Perakende satış 

yerleri ve 

geleneksel satış 

yerleri 

0/30 (0) Wang ve ark. 

2012 

Çeşitli balık türleri Tayland/b. Perakende 

supermarketler 

0/20 (0) Stonsaovapak ve 

Boonyaratana 

kornkit 2010 

AFRİKA 

Çeşitli balık türleri Etiyopya/ 

2003-2004 

Perakende satış 

yerleri 

1/43 (2,3) Molla ve ark. 

2004 

Çeşitli balık türleri ve 

diğer su ürünleri 

Mısır/b. Ticari satış 

yerleri 

 

7/40 (17,5) El-Shenawy ve 

El-Shenawy 2006 

AMERİKA 

Deniz balıkları Arjantin/b. Perakende satış 

yerleri 

0/68 (0) Laciar ve de 

Centorbi 2002 

Balıkların bağırsakları 

ve derisi 

ABD/b. Balık işleme 

tesisleri 

0/60 (0) Chen ve ark. 

2010 

Tilapia (Taze ve 

dondurulmuş) 

ABD/   

2009-2010 

Perakende satış 

yerleri 

3/70 (4,3) Wang ve ark. 

2011 

b. belirtilmemiş 



 

17 

 

17 

2.13. Antibiyotik direnç sorunları 

Mikroorganizmalar, onları etkisiz hale getirmek için üretilen ilaçlara karşı canlı 

kalma yeteneği geliştirmesi durumunda antibiyotik dirençliliği şekillenmektedir. 

Antibiyotik dirençlilik geliştiren mikroorganizmaların, neden olduğu enfeksiyonların 

tedavi edilmesi oldukça zor ve hatta imkansız olabilmektedir. İlk ticari olarak üretilen 

antibiyotik olan penicillin, 1928 yılında Alexander Fleming tarafından keşfedilmiştir. O 

tarihten bu yana, yeni antibiyotiklerin keşfedilmesi süreci devam ederken söz konusu 

antibiyotiklere karşı dirençlilik şekillenmeye devam etmektedir. Mikroorganizmalar, 

sürekli olarak yeni antibiyotiklere direnç geliştirmek ve canlı kalmak için yollar 

aramaktadır. Buna ek olarak, birbirleriyle dirençliliklerini de paylaşmaktadır (CDC 

2018b). 

Toprakta doğal olarak bulunan bakterilerdeki antimikrobiyaller (örneğin; β-

lactamʼlar, streptomycinʼler ve aminoglycosideʼler), akuatik çevre kontaminasyonunun 

potansiyel kaynağı olarak değerlendirilmektedir. Diğer taraftan, antimikrobiyalleri 

içeren tortular ve kanalizasyon; denizde, yüzey sularında ve akuakültürʼde 

kontaminasyonun olası kaynakları olarak gösterilmektedir (Kümmerer 2009). 

Akuakültür, insan tüketimine uygun olan gıdaların, günden güne artan şekilde 

önemli bir kaynağını oluşturmaktadır. Akuakültür tesislerinin sayısı artarken, balık 

hastalıklarını tedavi etmek için etkili ve güvenli ilaçlar geliştirme ihtiyacı da artmaktadır 

(FDA 2018). Akuakültürʼde, antibiyotiklerin aşırı ve yanlış kullanımı, bir akuatik 

populasyonda zoonotik patojenlerin antibiyotik dirençliliğinin prevalansını 

artırabilmektedir (Angulo 2000; Cabello 2006). Diğer taraftan, kullanılmayan 

antimikrobiyallerin kalıntıları çökelmekte ve akuatik çevreyi kontamine ederek hayvan 

türleri ile mikrobiyota üzerinde zararlı bir etki meydana getirmektedir (Cabello 2006; 

Marshall ve Levy 2011). 

Yapılan birçok çalışmada, L. monocytogenesʼin antimikrobiyal dirençliliği 

ortaya konmuştur (Rodάs-Suάrez ve ark. 2006; Yan ve ark. 2010; Fallah ve ark. 2013). 

Fallah ve ark. (2013) tarafından yapılan araştırmada, işleme tesisleri ve 

perakendecilerden elde edilen deniz ürünlerinden, izole edilen L. monocytogenesʼin 

penicillin, ampicillin, tetracycline ve vancomycinʼe dirençli olduğu bulunmuştur. Buna 

ek olarak, Yan ve ark. (2010) L. monocytogenesʼin streptomycin, tetracycline ve 

ciprofloxacinʼe antimikrobiyal dirençliliğini rapor etmiştir. Meksikaʼda yapılan diğer bir 
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çalışmada, istiridyelerden, balıklardan ve nehir suyundan izole edilen L. 

monocytogenesʼin ampicillin (%60,3), erythromycin (%30,9), penicillin (%57,4), 

cefuroxime ve cephalothin (%13,2), ceftazidime (%67,6), tetracycline (%16,7), 

dicloxacilin (%9,7) ve trimethoprim-sulfamethoxazole (%37,4)ʼe multiantimikrobiyal 

dirençliliği rapor edilmiştir (Rodάs-Suάrez ve ark. 2006). 

Türkiyeʼde 180 adet taze hindi etinde yapılan bir çalışmada, 32 örnekte 78 adet 

L. monocytogenes izolatı tespit edilmiş ve 63 (%80,8) izolatta penicillin Gʼye, 53 

(%67,9) izolatta ampicillinʼe dirençlilik ortaya konmuştur. Ayrıca, 52 (%66,7) izolatta 

hem penicillin Gʼye hem de ampicillinʼe karşı dirençlilik saptanmıştır. Diğer taraftan, 

32 (%41) izolatta erythromycin, 14 (%17,9) izolatta streptomycin, 8 (%10,3) izolatta 

cephalothin ve 6 (%7,7) izolatta kanamycinʼe orta düzeyde dirençlilik belirlenmiştir 

(Ayaz ve Erol 2010). 

2.14. L. monocytogenes suşlarının filogenetik ilişkisinin PFGE ile tespiti 

Pulsed-Field Gel Electrophoresis (PFGE), bir bakteri izolatına bir DNA parmak 

izi üretmek için bilim adamları tarafından kullanılan laboratuar tekniği olarak ifade 

edilmektedir. Bu bakteri izolatı, aynı tipte bir grup bakteriden oluşmaktadır. Pulsenet, 

gıdaların üretildiği yerlerde, kontamine gıdalarda ve hasta insanlarda bakteri izolatlarını 

araştırmaktadır (CDC 2018a). PFGE, bir organizmanın izolatlarının birbirleriyle 

ilişkilerinin belirlenmesinde altın standart olan bir metod olarak değerlendirilmektedir 

(Goering 2010). 
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3. GEREÇ VE YÖNTEM 

Bu çalışmada, Karadeniz’deki çeşitli noktalardan avlanan bentopelajik (mezgit) 

ve demersal (tekir) balıklarda L. monocytogenes’in prevalansının araştırılması 

amaçlanmıştır. Karadenizʼin çeşitli noktalarından toplam 500 adet tekir (n:257) ve 

mezgit (n:243) balığı örneği temin edilmiştir. 

Tablo 3-1 : 2013 yılı Aralık ayında temin edilen numune listesi 

ARALIK 

TEKİR MEZGİT 

 

K-1 (10) K-1 (10) 

 

K-3 (3) K-3 (3) 

 

K-5 (2) K-5 (2) 

 

K-9 (4) K-11(1) 

 

K-11(1)   

 

K-19 (4) 

   
 

Tablo 3-2 : 2014 yılı Ocak-Mayıs ayları arasında temin edilen numune listesi 

 OCAK ŞUBAT MART NİSAN MAYIS 

TEKİR MEZGİT TEKİR MEZGİT TEKİR MEZGİT TEKİR MEZGİT TEKİR 

 

K-1 (20) K-1 (24) K-1 (18) K-1 (22) K-1 (65) K-1 (80) K-1 (27) K-1 (24) K-3 (9) 

 

K-3 (2) K-3 (6) K-3 (4) K-3 (4) K-3 (18) K-3 (17) K-3 (4) K-3 (7) K-11(9) 

 

K-11(6) K-11(10) K-9(3) K-9(3) K-9 (8) K-7 (4) K-9 (8) K-9 (4) K-15(10) 

 

K-15(2) 

 

K-11 (10) K-11(14) K-11(4) 

 

K-11(4) K-11(8) K-25(2) 

 

 Toplanan örneklerden, EN ISO 11290-1 (ISO, 2004) standardına göre selektif 

agarda tipik üreme gösteren kolonilere biyokimyasal testler uygulanmıştır. PCR tekniği 

ile genlerin doğrulanmasının yapılmasını müteakip, PCR sonucu pozitif olan suşlara 

EUCAST (2017)ʼa göre antibiyotik duyarlılık testleri uygulanmıştır. 
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Şekil 3-1 : Su ürünleri istatistik bölgeleri (BSGM 2013) 

 

Bu çalışmada test için kullanılan S. aureus ATCC 25923 suşu, İstanbul 

Üniversitesi-Cerrahpaşa Veteriner Fakültesi Besin Hijyeni ve Teknolojisi Anabilim 

Dalıʼndan temin edilmiştir. Referans olarak kullanılan Rhodoccoccus equi ATCC 6939 

suşu ise, Veteriner Fakültesi Mikrobiyoloji Anabilim Dalıʼndan elde edilmiştir. 
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3.1. Kullanılan Besiyerleri 

3.1.1. Fraser Broth (Oxoid CM 895) 

 

 500 ml Fraser Broth hazırlamak için 28,7 gr Fraser Broth (Oxoid CM 895) 500 

ml distile suya karıştırılarak, homojenizasyon işlemi sonrası otoklav (Hirayama, HV-

50L, Japonya) aracılığıyla 121°Cʼde 15 dakika sterilizasyon işlemi yapılmıştır. 

Sterilizasyon sonrası 50°Cʼye kadar soğutulup, içerisine aseptik bir şekilde 1 vial Oxoid 

SR 0156 supplementi ilave edilmiştir. 

3.1.2. Half Fraser (Oxoid CM 895, Oxoid SR 0166E) 

225 ml Half Fraser hazırlamak için 12,9 gr Fraser Broth (Oxoid CM 895) 225 ml 

distile suya karıştırılarak homojenizasyon işlemi sonrası, otoklav (Hirayama, HV-50L, 

Japonya) yardımıyla 121°Cʼde 15 dakika sterilizasyon işlemi uygulanmıştır. 

Sterilizasyon sonrası 50°Cʼye kadar soğutulup, içerisine aseptik bir şekilde 1 vial Oxoid 

SR 0166E supplementi ilave edilmiştir. 

3.1.2.1. Half Fraser Supplement (Oxoid SR 0166E) 

Formülasyon gr/L 

Proteose peptone 5,0 gr/L 

Tryptone 5,0 gr/L 

‘Lab-Lemco’ powder 5,0 gr/L 

Yeast extract 5,0 gr/L 

Sodium chloride 20,0 gr/L 

Di-sodium hydrogen phosphate 1,35 gr/L 

Aesculin 1,0 gr/L 

Lithium chloride 3,0 gr/L 

pH 7,2±0,2 (25°Cʼde)  

Vial İçeriği (225 ml) (Her bir vial için) Litre 

Ferric ammonium citrate 112,5 mg 500 mg 

Nalidixic acid 2,25 mg 10,0 mg 

Acriflavine hydrochloride 2,8125 mg 12,5 mg 



 

22 

 

22 

 1 vial supplement prospektüsüne uygun şekilde 1:1 oranında etanol:steril distile 

su ile miktarı 4 ml olarak ayarlanıp, Half Fraser içerisine ilave edilerek 225 ml Half 

Fraser hazırlanmıştır. 

3.1.2.2. Fraser Supplement (Oxoid SR 0156) 

1 vial supplement prospektüsüne uygun olarak 1:1 oranında etanol:steril distile 

su ile miktar 5 ml olarak ayarlanıp, Fraser Broth içine ilave edilerek 500 ml Fraser 

Broth hazırlanmıştır. 

3.1.3. ALOA Agar (Oxoid CM 1084) 

 480 ml distile suya 34,5 gr ALOA Agar (Oxoid CM 1084) ilave edilerek, 

homojenizasyon işlemi yapılmıştır. Otoklav (Hirayama, HV-50L, Japonya) ile 121°Cʼde 

15 dakika sterilizasyon sonrasında, yaklaşık olarak 50°Cʼe kadar soğutulmuştur. 

Vial İçeriği (500 ml) (Her bir vial için) Litre 

Ferric ammonium citrate 0,25 gr 0,5 gr 

Nalidixic acid 10,0 mg 20,0 mg 

Acriflavine hydrochloride 12,5 mg 25,0 mg 

Formülasyon gr/L 

Enzymatic digest of animal tissues 18,0 gr/L 

Enzymatic digest of casein 6,0 gr/L 

Sodium pyruvate 2,0 gr/L 

Glucose 2,0 gr/L 

Magnesium glycerophosphate 1,0 gr/L 

Magnesium sulphate (anhydrous) 0,5 gr/L 

Sodium chloride 5,0 gr/L 

Yeast extract 10,0 gr/L 

Lithium chloride 10,0 gr/L 

Disodium hydrogen phosphate (anhydrous) 2,5 gr/L 

X-glucoside chromogenic mix 0,05 gr/L 

Agar 12,0 gr/L 

pH 7,2±0,2 (25°Cʼde)  
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Takiben 1 vial Brillance™ Listeria Differential Supplement (Oxoid SR 0228E) ve 1 vial 

OCLA (ISO) Selective Supplement (Oxoid SR 0226E) içerisine ilave edilmiştir. 

3.1.3.1. Brillance™ Listeria Differential Supplement (Oxoid SR 0228E) 

 

 

3.1.3.2.  OCLA (ISO) Selective Supplement (Oxoid SR 0226E) 

 

 

 

 

 

 1 vial supplement prospektüsüne uygun olarak pipet aracılığıyla 2 ml distile su 

içerisinde çözündürülmesi sağlanıp, besiyerine ilave edilerek 500 ml ALOA Agar 

hazırlanmıştır. 

3.1.4. Tryptone Soya Agar (Oxoid CM 131) 

 

 

 

 

 

 1000 ml distile edilmiş suyun içerisine 40 gr Tryptone Soya Agar (Oxoid CM 

131) ilave edilerek, tamamen çözülünceye kadar homojenize edilmiş ve sonrasında 

121°Cʼde 15 dakika sterilizasyon işlemi uygulanmıştır. 

 Besiyerinin 50°Cʼye kadar soğuması beklendikten sonra İstanbul Üniversitesi-

Cerrahpaşa Veteriner Fakültesi Suni Tohumlama Anabilim Dalı'nda uygun şartlarda 

yetiştirilen koyunlardan enjektörle (sitratlı) elde edilen kan (steril olması sağlanarak), 

besiyerine ilave edilmiştir. Sonrasında ise petrilere eşit olarak aktarılmıştır. Bu besiyeri 

CAMP testi için kullanılmıştır. 

Formülasyon 1 vial (500 ml için) 

Lecithin solution 20,0 ml 

Formülasyon 1 vial (500 ml için) 

Nalidixic acid 10,0 mg 

Polymyxin B 38,350 IU 

Ceftazidime 10,0 mg 

Amphotericin 5,0 mg 

Formülasyon gr/L 

Tryptone 15,0 gr/L 

Soya Peptone 5,0 gr/L 

Sodium chloride 5,0 gr/L 

Agar 15,0 gr/L 

pH 7,3±0,2, 25°Cʼde,  
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3.1.5.  Tryptone Soya Broth (Oxoid CM 129) 

 

  

 

 

 

 

 

 1000 ml distile suya 30 gr Tryptone Soya Broth (Oxoid CM 129) ilave edilerek, 

homojenizasyon sonrası 121°Cʼde 15 dakika sterilizasyon işlemi uygulanmıştır. 

3.1.6. Mueller-Hinton Agar (Oxoid CM 0337) 

 

 

 

 

 

 

 1000 ml distile suya 38 gr Mueller-Hinton Agar (Oxoid CM 0337) ilave 

edilerek, homojenizasyon işlemi uygulanmıştır. 121°Cʼde 15 dakika sterilizasyon 

sonrasında, antibiyotik duyarlılık testi için 50°Cʼye kadar soğutulmuştur. Takiben 

içerisine İstanbul Üniversitesi-Cerrahpaşa Veteriner Fakültesi Cerrahi Anabilim 

Dalıʼnda yetiştirilen atlardan elde edilen %5 defibrine at kanı ve 20 mg/L β-NAD ilave 

edilmiş ve 25 ml olacak şekilde Biyogüvenlik kabininde petrilere aktarılmıştır. 

Formülasyon gr/L 

Pancreatic digest of casein 17,0 gr/L 

Enzymatic digest of soya bean 3,0 gr/L 

Sodium chloride 5,0 gr/L 

Dipotassium hydrogen phosphate 2,5 g/L 

Glucose 2,5 gr/L 

pH 7,3±0,2, 25°Cʼde,  

Formülasyon gr/L 

Beef, dehydrated infusion from 300,0 gr/L 

Casein hydrolysate 17,5 gr/L 

Starch 1,5 gr/L 

Agar 17,0 gr/L 

pH 7,3±0,1, 25°Cʼde,  
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3.1.7. Brain Heart Infusion Agar (Sigma-Aldrich, 70138) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 1000 ml distile suya 52 gr Brain Heart Infusion Agar (Sigma-Aldrich, 70138) 

ilave edildikten sonra homojenize edilmiş ve otoklav (Hirayama, HV-50L, Japonya) 

yardımıyla 121°Cʼde 15 dakika sterilizasyon işlemi uygulanmıştır. 

3.1.8. Moleküler analizlerde kullanılan solüsyonlar 

 Lysozyme 50000 U/mg (Merck, 05281) 

 Glycerol (Sigma-Aldrich, G5516, Germany) 

 Β-Nicotinamide Adenine Dinucleatide (β-NAD) Biolab Inc. NAD10025 

 Ethanol Absolute (Sigma-Aldrich, 32221) 

 Boric Acid (PlosOne, 500g, 17-1322-01) 

 MICE Evaluator Strip (Thermo Fisher Scientific, UK) 

 dNTP Set (Thermo Fisher Scientific, R0182) 

 10 mM Tris-HCL, pH 8,0 

 Safe View Classic (ABM, G108) 

 Ethidium Bromide (E1510-10ml, Sigma-Aldrich) 

 GeneRuler 100 bp DNA Ladder 0,5 μg/μl, 50 μg (Thermo Fisher 

Scientific, SM0241) 

 Seakem® Gold Agarose (Lonza, 125 gr) 

 2- Propanol (Sigma-Aldrich, 24137) 

Formülasyon gr/L 

Brain extract 7,8 gr/L 

Heart extract 9,7 gr/L 

Proteose peptone 10,0 gr/L 

Sodium chloride 5,0 gr/L 

D(+)- Glucose 2,0 gr/L 

Disodium hydrogen phosphate 

Agar 

2,5 gr/L 

15,0 gr/L 

pH 7,4±0,2, 25°Cʼde,  
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 Ethylenediamine tetraacetic acid (EDTA) (Thermo Fisher Scientific.60-

00-4) (0.5 M Solution of Ph 8.0 (for DNA Work) 

 Phenol/Chloroform/Isoamyl Alcohol (Amresco, K169) 

 25 mM MgCl2 (Thermo Fisher Scientific) 

 Tag DNA Polymerase 5 U/μL, 500 U (Thermo Fisher Scientific, 

EP0402) 

 E-test (BioDisc, Sweden) 

 Trizma® Base (Sigma-Aldrich, T1503, CAS no:77-86-1) 

 SDS pure Ph. Eur. (AppliChem, A4259, 1000) 

 10X Tag Buffer with KCL (Thermo Fisher Scientific) 

3.1.9. Kullanılan alet ve ekipmanlar 

 +4°C ve -20°Cʼli çift kapılı buzdolabı (Samsung, RSA1STSL, Güney 

Kore)  

 Mc Farland Densitometresi (Biosan, Litvanya) 

 Faz-kontrast Mikroskop (10X, 40X ve 100X objektif, Olympus) 

 Vorteks karıştırıcı 2500 devir/dakika (Velp Scientifica, İspanya) 

 Pipet-steril pipet ucu (Thermo Scientific, Amerika Birleşik Devletleri) 

 Magnetik karıştırıcı (VWR Almanya) 

 Etüv (Memmert, IN55, Almanya) 

 Kuru Blok (Grant-Bio, PCH-2, İngiltere) 

 Otoklav (Hirayama, HV-50L, Japonya) 

 Pulsed-Field Jel Elektroforez Cihazı (CHEF-DR II, Biorad) 

 Çalkalamalı su banyosu (Memmert, Almanya) 

 Buzdolabı -20°C (Bosch) 

 Stomacher (Interscience, Fransa) 

 Mini santrifüj (Isolab, D1008, Almanya) 
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 Steril biogüvenlik kabini (Class II) 

 Elektrikli pipet pompası (Isolab, Almanya) 

 Terazi (RADWAG, WTB2000, Polonya) 

 Santrifüj (Hettich, MICro 120, Almanya) 

 Hassas terazi (Sartorious, CP224S, Almanya) 

 Derin dondurucu -80°C (Hettich, Almanya) 

 Jel görüntüleme sistemi (Viber Lourtmat, Almanya) 

 Elektronik saat (Isolab, Türkiye) 

 Thermal cycler PCR cihazı (Biorad, PTC0200, Meksika) 

 Mikropipet (10-100-1000 Thermo Fisher Scientific, Amerika Birleşik 

Devletleri) 

 Güç kaynağı ve elektroforez sistemi (Thermo Fisher Scientific, Easycast-

B1, Amerika Birleşik Devletleri) 

3.2. GEREÇ 

3.2.1. Numune alımı 

Karadenizʼden avlanan ve İstanbul İli Kumkapı Balık Halʼinde satışa sunulan 

balıklar (Tekir ve Mezgit), Aralık 2013 ile Mayıs 2014 arasındaki farklı zamanlarda 

steril numune poşetlerine aseptik koşullarda alınıp termobox aracılığıyla (+4°C) 

İstanbul Üniversitesi-Cerrahpaşa Besin Hijyeni ve Teknolojisi Anabilim Dalı İleri 

Moleküler Analiz Laboratuarʼına getirilmiştir. Elde edilen örnekler kısa süre analize 

alınmıştır. 

3.2.2. Mikrobiyolojik ekim ve klasik kültürel izolasyon 

EN ISO 11290-1 (ISO, 2004) tarafından bildirilen standarda göre temin edilen 

balık örneklerine L. monocytogenesʼin izole edilmesi için rinse metod yöntemi 

kullanılarak 500 ml %0,9ʼluk Fizyolojik Tuzlu Su (FTS) yardımıyla homojenizasyon 

işlemi uygulanmıştır. Takiben bek alevi yanında balıkların solungaç, deri, bağırsaklar ve 

kuyruk kısmından pens ve makas aracılığıyla toplam 25 gr balık örneği ve sıvı kısımdan 

alınıp steril stomacher poşetine yerleştirilmiştir. Sonrasında, içerisine 225 ml Half-



 

28 

 

28 

Fraser broth (Oxoid CM 895) eklenip, stomacherde (Interscience, Fransa) 3 dakika 

homojenizasyon işlemi yapılmış ve 30°Cʼde 24 saat inkübe edilerek ön zenginleştirme 

işlemi tamamlanmıştır. Ön zenginleştirme işleminin ardından elde edilen kültürden 0,1 

ml, 10 ml Fraser Broth (Oxoid CM 895) içerisine ilave edilmiş ve 37°Cʼde 48 saat 

inkübasyona bırakılmıştır. 48 saat sonra inkübe edilen Fraser Brothʼtan 10 µl alınmış ve 

ALOA Agara (Oxoid CM 1084) inoküle edilerek 37°Cʼde 24-48 saat inkübasyona 

bırakılmıştır. İnkübasyon sonunda, ALOA Agarda tespit edilen mavi-yeşil turkuaz 

renkli opak haleli koloniler, tekrar ALOA Agara geçilerek doğrulaması yapılmış ve 

ardından biyokimyasal testler gerçekleştirilmiştir. 

 

.  

Şekil 3-2 : ALOA besiyerinde L. monocytogenesʼin görüntüsü  

 

3.2.3. Biyokimyasal testler 

Biyokimyasal testlerin yapılması için, içerisinde Tryptone Soya Agar (TSA) 

(Oxoid CM 131) bulunan petrilere ekim yapılmış ve 37°Cʼde 24-48 saat inkübasyon 

işlemi uygulanmıştır. Petride üremiş olan kolonilere; Gram boyama, oksidaz, hemoliz 

ve katalaz testleri yapılmıştır (Aznar ve Alarcon, 2002). 
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3.2.3.1. Gram boyama 

Bakterilerin gram-pozitif veya gram-negatif olduğunun tespiti için TSAʼdaki 

üremiş olan kolonilerden bek alevi yanında öze kullanılarak bir koloni alınmıştır. Steril 

lama bir damla %0,9ʼluk NaCl damlatılıp, elde edilen koloni lam üzerine yayılarak 

dağıtılmıştır. Bekletilerek havada veya bek alevinin üzerinden geçirilerek fiziksel tespit 

yapılmıştır. 

Ticari Gram boyama seti (GBL®, 5026-100, Türkiye)ʼndeki çözeltiler 

kullanılarak fiziksel tespit yapılan preparatlara; 

 Kristal moru çözeltisi ile lamın üzeri kaplanarak, 1 dakika sonra çözelti 

dökülmüştür. 

 Distile su yardımıyla 15 saniye yıkama işlemi yapılmıştır. 

 Lügol çözeltisi ile lamın üzeri kaplanarak, 1 dakika sonra çözelti 

dökülmüştür. 

 Distile su yardımıyla 15 dakika yıkama işlemi yapılmıştır. 

 Denatüre alkol çözeltisi ile lamın üzeri kaplanarak, 15 saniye sonra 

çözelti dökülmüştür. 

 Bu işlem bir kez daha tekrarlanmıştır. 

 15 saniye distile su yardımıyla yıkama işlemi yapılmıştır. 

 Sulu fuksin çözeltisi ile lamın üzeri kaplanarak, 30 saniye sonra çözelti 

dökülmüştür. 

 15 saniye distile su yardımıyla yıkama işlemi yapılmıştır. 

Yıkanan preparatlar kurutma kağıdı üzerine belirli aralıklarla konulmuştur. 

Havada bekletilerek preparatların kurumaları sağlanmıştır. Kurutulan preparatlar faz-

kontrast mikroskobunda (Olympus) 100X objektifi ile değerlendirilmiştir. Kullanım 

kılavuzuna göre mavimsi mor renkli bakteriler Gram-pozitif, kırmızı renkli bakteriler 

Gram-negatif olarak saptanmıştır. Küçük çubuk şeklinde ve Gram-pozitif bakteriler L. 

monocytogenes yönünden şüpheli olarak değerlendirilmiş ve analiz edilmeye devam 

edilmiştir. 
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3.2.3.2. Katalaz testi 

TSAʼda üremiş olan kolonilerden bek alevi yanında öze yardımıyla bir koloni 

alınmıştır. Alınan koloni bir lam üzerinde bir yada iki damla %3ʼlük H2O2 ile 

karıştırılmıştır. Lam üzerinde 15 saniye içerisinde gaz (O2) oluşturan suşlar, katalaz 

pozitif olarak belirlenmiştir (Lancette ve Bennett 2001). 

3.2.3.3. Oksidaz testi 

Steril kurutma kağıdı steril bir petri içerisine konulmuştur. FDA-BAMʼda 

belirtilen şekilde hazırlanan oksidaz solüsyonu, kağıdın üzerine damlatılmış ve TSAʼda 

üremiş olan bir yada birkaç koloni öze yardımıyla alınarak kağıdın üzerindeki solüsyona 

batırılmıştır. Pembeden koyu mora kadar şekillenen renk değişimleri oksidaz pozitif 

olarak belirlenmiş, fakat herhangi bir renk değişimi olmaması durumu ise oksidaz 

negatif olarak değerlendirilmiştir (FDA 2013). 

3.2.4. CAMP testi 

β-hemoliz yapan L. monocytogenesʼi tespit etmek için %5 koyun kanı içeren 

TSAʼya birbirine paralel olarak çizgi tarzında ekimi yapılan S. aureus ATCC®25923 ve 

Rhodococcus equi ATCC®6939 arasına L. monocytogenes şüpheli suşlar ekilmiştir. 

Ekim, L. monocytogenes şüpheli olan suşlar ile referans suşlar arasındaki uzaklık 2-4 

mm olacak ve temas etmeyecek şekilde yapılmıştır (FDA 2013). Petriler 35±2°Cʼde 

24±2 saat inkübasyona bırakılmıştır. 

Bergeyʼs Manual of Determinative Bacteriologyʼde belirtildiğine göre CAMP 

testinde; L. monocytogenes ile L. seeligeri için S. aureus referans suşunun bulunduğu 

tarafta, L. ivanovii için R. equi referans suşunun bulunduğu tarafta hemoliz alanı 

oluşmakta ve L. innocua ile L. welshimeri için her iki tarafta da hemoliz alanı 

şekillenmemektedir (Seeliger ve Jones 1986; Fernández-Garayzábal ve ark. 1996). 

L. monocytogenes olarak tanımlanan suşlar, %20 gliserol içeren 1 ml Tryptone 

Soya Broth (TSB) (Oxoid, CM 129) içerisinde –20°Cʼde bir gece bekletilerek, daha 

sonra kullanmak için –80°Cʼde (Nuare, Amerika) saklanmıştır. 
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3.2.5. Kültürel yöntemle L. monocytogenes olarak tanımlanan suşların PCR ile 

Doğrulanması 

3.2.5.1. Genomik DNA ekstraksiyonu 

–80°Cʼde saklanan L. monocytogenes suşları 3 ml TSBʼde 24 saat 37°Cʼde 

çalkalamalı etüvde bekletilmiştir. Daha sonra TSB içerisinden 500-1000 µl alınarak eter 

kloroform yöntemi ile DNA ekstraksiyonu yapılmıştır (Liu ve ark. 2004). 

3 ml TSB içinde 16 saat 37°Cʼde geliştirilen bakterilerden 1 ml, 15 dakika 

14000 rpmʼde santrifüj ile pellet haline getirilmiştir. Sonrasında 1xTE oluşturmak için; 

0,1 ml 0,5 M EDTA pH 8,0 ve 0,5 ml 1 M Tris-HCL pH 8,0 elde edilerek 49,4 ml 

dH₂O içerisine eklenmiştir ve her suş için; 4 mg/ml lizozim (Sigma), 250 µl 1xTE 

içerisine ilave edilmiştir. 

 Elde edilen 250 µl 1XTE ve 4 mg/ml lizozim karışımı, her izolat için 

pelletlere ilave edilerek 37°Cʼde 30 dakika su banyosu (Memmert, 

Almanya) içerisinde bekletilmiştir. 

 Daha sonra, 50 µl %10 SDS (Applichem, ABD) ve 10 µl (10 mg/ml) 

proteinaz K (Sigma, Almanya) ilave edilmiştir. 

 Su banyosu içerisinde 56°Cʼde 2 saat bekletilmiştir. 

 Sonrasında 1:1 Phenol/chloroform/isoamyl alcohol (Amresco, Amerika 

Birleşik Devletleri) ilave edilmiştir. 

 Santrifüj yapıldıktan sonra üst bölgedeki aquöz faz, orta bölgedeki 

interfaz bölümüne temas etmeden steril tüplere alınmıştır. 

 350 µl bir hacim isopropil alkol (Sigma, Almanya) ve 50 µl 5 M NaCl 

ilave edilerek 15 dakika 14000 rpmʼde santrifüj işlemi uygulanmıştır. 

 Bunların sonucunda şekillenen DNAʼya 1 ml %70 Et-OH ilave edilerek 

vortexlenmiştir.  

 10 dakika 14000 rpmʼde santrifüj işlemi uygulanmış ve sonrasında 

37°Cʼde kuru blok (Biosan) içerisinde kurutma işlemi yapılarak 

etanolʼün uçması sağlanmıştır. 

 En sonunda 1XTE içerisine (100 µl) ilave edilmiş ve DNA hasar 

görmeyecek biçimde karıştırılacak ‒20°Cʼde saklanmıştır. 
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 Ekstraksiyon işlemi sonrasında gen varlığını tespit etmek amacıyla 5 µl 

genomik DNA, 1-2 µl loading dye içerisine konulmuştur. Karışım, 

oluşturulan %0,75ʼlik jel içerisinde güç kaynağı (Biorad) yardımıyla 40 

dakika 120 volt akım ile koşturulmuştur. 

3.2.5.2. PCR Analizleri 

Her suş için 5 µl genomik DNA, 3 µl MgCl2 (25 mM) (Thermo), 1 µl revers 

primer (10 µM), 5 µl dNTP mix (her bir dATP, dCTP, dGTP ve dTTP’den 2 mM) 

(Thermo), 5 µl 10X reaksiyon tamponu KCl (Thermo), 1 U (0,24 µl) Taq DNA 

polimeraz (Thermo), 1 µl forward primer (10 µM) hazırlanarak toplam 50 µl olması için 

geri kalan kısmına steril dH₂O ilave edilmiştir. 

3.2.5.3. L. monocytogenes olarak tanımlanan suşların doğrulanması 

Kültürel yöntemlerle L. monocytogenes olarak tespit edilen suşların 

doğrulamalarının yapılabilmesi için mono A-B (400 kb) geninin var olup olmadığı PCR 

analizleriyle araştırılmıştır. 

monoA-B (400 bp) primerleri için başlangıç denatürasyon 1 döngü 95°Cʼde 5 

dakika; bağlanma 35 döngü 95°Cʼde 1 dakika, 53°Cʼde 45 saniye ve 72°Cʼde 1 dakika; 

uzama 72°Cʼde 7 dakika ve 10°Cʼde sonsuz olarak Termal Cyclerʼa (Biorad, PTC0200, 

Meksika) bırakılmıştır (Bubert ve ark. 1999). 

PCR ürünleri jele yüklenerek görüntü alınmıştır. Oluşan amplikonlar 

elektroforez sonucunda monoA-B geni içeriyorsa, suş L. monocytogenes olarak 

doğrulanmıştır. 

3.2.5.4. L. monocytogenes suşlarının serogruplandırılması 

Serogruplandırmada; 1/2a-3a, 1/2b-3b, 1/2c-3c ve 4b-4d-4e serogruplarını 

belirlemek için gerekli olan primer dizilerinden yararlanılmıştır. prs (370 bp) 5ʼ-

GCTGAAGAGATTGCGAAAGAAG-3ʼ ve 5ʼ-CAAAGAAACCTTGGATTTGCGG-

3ʼ için başlangıç denatürasyon 1 döngü 94°Cʼde 3 dakika; bağlanma 35 döngü 94°Cʼde 

0,40 saniye; 53°Cʼde 1 dakika 15 saniye ve 72°Cʼde 1 dakika 15 saniye; uzama 72°Cʼde 

7 dakika ve 10°Cʼde sonsuz olarak Termal Cyclerʼa bırakılmıştır (Doumith ve ark. 

2004a). 
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Imo0737 (691 bp) 5ʼ-AGGGCTTCAAGGACTTACCC-3ʼ ve 5ʼ-

ACGATTTCTGCTTGCCATTC-3ʼ primer dizileri, Imo1118 (906 bp) 5ʼ-

AGGGGTCTTAAATCCTGGAA-3ʼ ve 5ʼ-CGGCTTGTTCGGCATACTTA-3ʼ primer 

dizileri, ORF2819 (471 bp) 5ʼ-AGCAAAATGCCAAAACTCGT-3ʼ ve 5ʼ- 

CATCACTAAAGCCTCCCATTG-3ʼ primer dizileri, ORF2110 (597 bp) 5ʼ-

AGTGGACAATTGATTGGTGAA-3ʼ ve 5ʼ-CATCCATCCCTTACTTTGGAC-3ʼ 

primer dizileri için başlangıç denatürasyon 1 döngü 94°Cʼde 3 dakika; bağlanma 35 

döngü 94°Cʼde 0,40 saniye, 53°Cʼde 1 dakika 15 saniye ve 72°Cʼde 1 dakika 15 saniye; 

uzama 72°Cʼde 7 dakika ve 10°Cʼde sonsuz olarak Termal Cyclerʼa bırakılmıştır 

(Doumith ve ark. 2004a). 

 PCR ürünleri jele yüklenerek görüntü alınmıştır. Oluşan amplikonlar 

elektroforez sonucunda bir suşta yalnızca Imo0737 geni içerirse 1/2a veya 3a, Imo0737 

ve Imo1118 genleri içerirse 1/2c veya 3c, ORF2819 geni içerirse 1/2b, 3b veya 7, 

ORF2819 ve ORF2110 genleri içerirse 4b, 4e veya 4d serotipi olarak tanımlanmıştır 

(Doumith ve ark. 2004a). 

3.2.5.5. PCR analizleri ile virülens ve patojenite genlerinin tespiti 

L. monocytogenes suşlarında virülens genlerin mevcudiyetinin araştırılması için 

lip1-2a (274 bp), prfA (571 bp), fri(471 bp), mpl(1473 bp), actA (268 bp veya 385 bp), 

plcA (129 bp), plcB(261 bp), dltA (1 kb), gtcA (251 bp), inlA (800 bp), inlC (517 bp), 

inlJ (238 bp), flaA (864 bp), iap (453 bp) ve hlyA (234 bp) genlerine tanımlanmış 

primerler yardımıyla bu genlerin var olup olmadıkları PCR analizleri ile incelenmiştir. 

3.2.5.6. L. monocytogenes’e özgü çeşitli virülens genlerin saptanması 

prfA (571 bp) 5ʼ-GGTATCACAAAGCTCACGAG-3ʼ ve 5ʼ-

CCCAAGTAGCAGGACATGCTAA-3ʼ primer dizileri için başlangıç denatürasyon 1 

döngü 94°Cʼde 5 dakika; bağlanma 35 döngü 94°Cʼde 1 dakika, 55°Cʼde 1 dakika ve 

72°Cʼde 1 dakika; uzama 72°Cʼde 7 dakika ve 10°Cʼde sonsuz olarak Termal Cyclerʼa 

(Biorad, PTC0200, Meksika) bırakılmıştır. mpl (1473 bp) 5ʼ-

GGCTCATTTCACTATGACGG-3ʼ ve 5ʼ-GCTTCCCAAGCTTCAGCAACT-3ʼ 

primer dizileri için başlangıç denatürasyon 1 döngü 94°Cʼde 3 dakika; bağlanma 25 

döngü 94°Cʼde 1 dakika, 55°Cʼde 1 dakika ve 72°Cʼde 1 dakika; uzama 72°Cʼde 7 

dakika ve 10°Cʼde sonsuz olarak Termal Cyclerʼa bırakılmıştır (Nishibori ve ark. 1995). 
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plcA (129 bp) 5ʼ-CGAGCAAAACAGCAACGATA-3ʼ ve 5’-

CCGCGGACATCTTTTAATGT-3’ primer dizileri (Leimeister-Wachter ve ark. 1991) 

ile plcB (261 bp) 5ʼ-GGGAAATTTGACACAGCGTT-3ʼ ve 5ʼ-

ATTTTCGGGTAGTCCGCTTT-3ʼ primer dizileri (Vázquez-Boland ve ark. 1992a) 

başlangıç denatürasyon 1 döngü 94°Cʼde 5 dakika; bağlanma 35 döngü 94°Cʼde 45 

saniye, 53°Cʼde 45 saniye ve 72°Cʼde 45 saniye; uzama 72°Cʼde 7 dakika ve 10°Cʼde 

sonsuz olarak Termal Cyclerʼa bırakılmıştır. 

hlyA (234 bp) 5ʼ-CGGAGGTTCCGCAAAAGATG-3ʼ ve 5ʼ-

CCTCCAGAGTGATCGATGTT-3ʼ primer dizileri için başlangıç denatürasyon 1 

döngü 94°Cʼde 5 dakika; bağlanma 40 döngü 94°Cʼde 30 saniye, 55°Cʼde 30 saniye ve 

72°Cʼde 45 saniye; uzama 72°Cʼde 7 dakika ve 10°Cʼde sonsuz olarak Termal Cyclerʼa 

bırakılmıştır (Mengaud ve ark. 1989; Furrer ve ark. 1991). 

actA (268 bp ve 385 bp) 5ʼ-GACGAAAATCCCGAAGTGAA-3ʼ ve 5ʼ-

CTAGCGAAGGTGCTGTTTCC-3ʼ primer dizileri için başlangıç denatürasyon 1 

döngü 94°Cʼde 5 dakika; bağlanma 35 döngü 94°Cʼde 45 saniye, 51°Cʼde 45 saniye ve 

72°Cʼde 45 saniye; uzama 72°Cʼde 7 dakika ve 10°Cʼde sonsuz olarak Termal Cyclerʼa 

bırakılmıştır (Jaradat ve ark. 2002). 

inlA (800 bp) 5ʼ-ACGAGTAACGGGACAAATGC-3ʼ ve 5ʼ-

CCCGACAGTGGTGCTAGATT-3ʼ, inlC (517 bp) 5ʼ-

AATTCCCACAGGACACAACC-3ʼ ve 5ʼ-CGGGAATGCAATTTTTCACTA-3ʼ, inlJ 

(238 bp) 5’-TGTAACCCCGCTTACACAGTT-3ʼ ve 5ʼ-

AGCGGCTTGGCAGTCTAATA-3ʼ için primer dizileri PCR reaksiyonu başlangıç 

denatürasyon 1 döngü 94°Cʼde 5 dakika; bağlanma 35 döngü 94°Cʼde 30 saniye, 

55°Cʼde 30 saniye ve 72°Cʼde 1 dakika; uzama 72°Cʼde 7 dakika ve 10°Cʼde sonsuz 

olarak Termal Cycler’a bırakılmıştır (Liu ve ark. 2007). 

3.2.5.7. L. monocytogenesʼin diğer patojenite genlerinin saptanması 

Lip1-2a (274 bp), Lip1: 5ʼ-GATACAGAAACATCGGTTGGC-3ʼ ve Lip2a: 5ʼ-

GTGTAACTTGATGCCATCAGG-3ʼ primerleri için başlangıç denatürasyon 1 döngü 

94°Cʼde 5 dakika; bağlanma 35 döngü 94°Cʼde 45 saniye, 53°Cʼde 45 saniye ve 

72°Cʼde 45 saniye; uzama 72°Cʼde 7 dakika ve 10°Cʼde sonsuz olarak Termal Cyclerʼa 

bırakılmıştır (D’agostino ve ark. 2004). 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=V%C3%A1zquez-Boland%20JA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11418331
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iap (453 bp) 5ʼ-GGGCTTTATCCATAAAATA-3ʼ ve 5ʼ-

TTGGAAGAACCTTGATTA-3ʼ için başlangıç denatürasyon 1 döngü 94°Cʼde 5 

dakika; bağlanma 35 döngü 94°Cʼde 30 saniye, 46°Cʼde 1 dakika ve 72°Cʼde 45 saniye; 

uzama 72°Cʼde 5 dakika ve 10°Cʼde sonsuz olarak Thermal Cyclerʼa bırakılmıştır 

(Slama ve ark. 2013). 

Promadej ve ark. (1999) tarafından ifade edilen gtcA (251 bp) forward ve 

reverse primer dizileri için PCR reaksiyonu başlangıç denatürasyon 1 döngü 95°Cʼde 10 

dakika; bağlanma 40 döngü 94°Cʼde 45 saniye, 52°Cʼde 45 saniye ve 72°Cʼde 45 

saniye; uzama 72°Cʼde 7 dakika ve 10°Cʼde sonsuz olarak Termal Cyclerʼa 

bırakılmıştır. dltA (1000 bp), forward AAGTAGTGCAGTTTAGGAGAGGA ve 

reverse AGATTGTACCACCGGATGTC primer dizileri için başlangıç denatürasyon 1 

döngü 94°Cʼde 5 dakika; bağlanma 35 döngü 94°Cʼde 30 saniye, 58°Cʼde 30 saniye ve 

72°Cʼde 2 dakika; uzama 72°Cʼde 7 dakika ve 10°Cʼde sonsuz olarak Termal Cyclerʼa 

bırakılmıştır (Kyoui ve ark. 2014). 

fri (471 bp) forward ATGAAAACAATCAACTCAGT ve reverse 

CTACTCTAATGGAGCTTTT primer dizileri ile flaA (864 bp) forward 

ATGAAAGTAAATACTAATATC ve reverse TTAGCTGTTAATTAATTGAGT 

primer dizileri için başlangıç denatürasyon 1 döngü 94°Cʼde 5 dakika; bağlanma 35 

döngü 94°Cʼde 45 saniye, 47°Cʼde 45 saniye, 72°Cʼde 1 dakika; uzama 72°Cʼde 7 

dakika ve 10°Cʼde sonsuz olarak Termal Cyclerʼa bırakılmıştır (Slama ve ark. 2013). 

PCR ile oluşan ürünler, DNA büyüklüklerine göre %1-1,5ʼlik agaroz jelin 50-

55°Cʼye kadar soğuması sonrasında mutajen olmayan 5 µl SafeView (G468, ABM, 

Canada) DNA boyası içerisine yerleştirilmiştir. Ardından su terazisi ile eğimsiz olacak 

şekilde yüzey gözden geçirilip, sabitlemek için bant veya başka bir materyal kullanılmış 

ve örnek sayısı ile kuyucuk genişliklerine bakılarak kuru jel tepsisine tarak 

konulmuştur. Jelin boşaltılmasını takiben jel yüzeyi ve kuyucukların önü incelenerek 

baloncuk kalmaması sağlanmıştır. Jel oda sıcaklığında 20-30 dakika bekletilip, buzlu 

cam şekline ulaşmasını müteakip tarak dikkatli bir şekilde jelden çıkarılarak Thermo 

Easycast B1 elektroforez tankına konulmuştur ve 1XTAE (0,04 M Tris-acetate ve 0,001 

M EDTA) kuyucukları kaplayacak şekilde dökülmüştür. Oluşan PCR ürününden 10 µl, 

1-2 µl loading dyeʼya eklenerek kuyucuklara yerleştirilmiştir. Jele gen büyüklükleri göz 

önüne alınarak 100 bp (Thermo, Almanya) ve 1 kb (Thermo, Almanya)ʼlik 4 µl cetvel 
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ilk ve son kuyucuklara yerleştirilmiştir. Thermo EC 300 XL güç kaynağı (Amerika 

Birleşik Devletleri) 120 volt akımla yatay elektroforez sistemiyle anottan katota 

koşturulması için kullanılmıştır. Elektroforezi takiben Jel Görüntüleme Sistemi (Vilber 

Lourmat, Almanya) ile araştırılan genlerin uygun band aralıklarında bulunup 

bulunmadığı kontrol edilmiştir. 

3.2.6. Antibiyotik duyarlılık tespiti 

L. monocytogenes olarak izole edilen suşlara, EUCAST standartları uyarınca 

antibiyotik duyarlılık testi uygulanmıştır (EUCAST 2017 Version 6.0). 

%5 mekanik defibrine at kanı ve 20 mg/L beta Nikotinamid Adenin Dinükleotid 

(Biolab Inc., NAD10025) bulunan Mueller Hinton Agar (Oxoid 337) 25 ml steril 

mezura konulmuştur. Sonrasında petrilere eşit şekilde dağıtılarak disk diffüzyon 

yöntemi kullanılıp duyarlılıkları saptanmıştır. TSAʼya geçilerek üreyen koloniler 5 ml 

%0,85ʼlik Fizyolojik Tuzlu Su içeren steril tüplerde süspanse edilmiştir. Süspansiyon 

sonrası McFarland densitometre cihazı (Biosan, Litvanya) kullanılarak 0,50 McFarland 

(108 cfu/ml) turbitide olacak şekilde düzenlenmiştir. Bu karışım Mueller-Hinton agara 

swab aracılığıyla 90 derecelik açılarla üç taraflı olarak sürülerek ekim işlemi 

yapılmıştır. Petrilerin içine 3 antibiyotik diski eşit aralıklarla yerleştirilmiş ve 

35±1°Cʼde 16-20 saat inkübasyona bırakılmıştır. 

Antibiyotik duyarlılığının belirlenmesi için antibiyotik disklerinden (Oxoid) 

ampicillin (CT0002B, 2 µg), penicillin G (CT0152B, IU), erythromycin (CT0020B, 15 

µg), meropenem (CT0774B, 10 µg), trimethoprim-sulfamethoksazole (ko-trimoksazol) 

(CT0052B, 25 µg) antibiyotikleri L. monocytogenes suşlarının bulunduğu petrilere 

uygulanmıştır. Antibiyotik disklerinin çevresindeki inhibisyon zon sınırları ölçülerek, 

EUCAST standartları aracılığıyla suşların antibiyotiklere duyarlılığı ve dirençliliği 

belirlenmiştir (EUCAST 2018 Version 8.0). 

3.2.7. Minimum İnhibisyon Konsantrasyon değerlerinin saptanması 

Antibiyotiklere dirençli olarak saptanan suşların MIC değerleri E-test (BioDisc, 

İsveç) ve MICE stripleri (Thermo, İngiltere) ile gerçekleştirilmiştir (EUCAST 2017 

Versiyon 5.0). Sonuçlar EUCASTʼdaki MIC değerleri ile kıyaslanmıştır. 
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3.2.8. PFGE 

L. monocytogenes için altın standant metot olarak değerlendirilen ''Pulsed Field 

Gel Electrophoresis'' CDC tarafından tavsiye edilen PulseNet PFGE protokolü esas 

alınarak uygulanması amaçlanmıştır (Gerner-Smidt ve ark. 2006; CDC 2017). 
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4. BULGULAR 

İstanbul İli Kumkapı Balık Haliʼnde satışa sunulan ve Karadenizʼden avlanan 

500 adet balık numunesi (Tekir ve mezgit) analize alınmıştır. 

257 adet tekir (Mullus surmuletus) ve 243 adet mezgit (Merlangius merlangus 

euxinus) olmak üzere, toplam 500 adet balık örneği 2013 Aralık-2014 Mayıs tarihleri 

arasında temin edilmiştir. 

4.1. Klasik kültürel analiz sonuçlarına ait bulgular 

Kültürel ekimlerde şüpheli 1 adet L. monocytogenes suşu tespit edilmiştir. Elde 

edilen suşa kimyasal testler uygulanmıştır. İzole edilen suş gram boyama testinde gram-

pozitif (+) çubukçuk olarak saptanmış, katalaz testinde pozitif (+) ve oksidaz testinde 

negatif (-) olarak bulunmuştur. CAMP testinde ise, sadece R. equi tarafında raket 

benzeri bir hemoliz alanı tespit edilmiştir. 

4.2. L. monocytogenes olarak tanımlanan suşun PCR ile verifikasyonuna ait 

bulgular 

 

 

Şekil 4-1 : monoA-B (400 bp) geni PCR jel görüntüsü 

Soldan sağa: 1. 100 bp DNA Marker 2. 186 3. ATCC 7644 4. ATCC 19111 5. ATCC 19115 6. ATCC 13932 7. 

negatif kontrol (steril ultra pure su) 8. 1 kb DNA Marker 
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PCR analizinde monoA-B geninin L. monocytogenes izolatında bulunduğu tespit 

edilmiştir. PCR aracılığıyla monoA-B geninin belirlenmesi ile bulunan suşun L. 

monocytogenes olduğu doğrulanmıştır (Şekil 4-1). 

4.2.1. L. monocytogenes suşunun PCR ile serotiplendirilmesine ait bulgular 

Çalışmamızda bulunan L. monocytogenes izolatının serogrubunu belirlemek için 

prs, Imo0737, Imo1118, ORF2110 ve ORF2819 genlerine bakılmıştır. 

 

 

Şekil 4-2 : prs (370 bp) geni PCR jel görüntüsü 

Soldan sağa: 1. 1 kb DNA Marker 2. 186 3. ATCC 7644 4. ATCC 19111 5. ATCC 19115 6. ATCC 13932 7. negatif 

kontrol (steril ultra pure su) 

 

PCR analizinde prs geninin L. monocytogenes izolatında bulunduğu tespit 

edilmiştir (Şekil 4-2). 
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Şekil 4-3 : Imo0737 (691 bp) geni PCR jel görüntüsü 

Soldan sağa: 1. 1 kb DNA Marker 2. 186 3. ATCC 7644 4. ATCC 19111 5. ATCC 19115 6. ATCC 13932 7. negatif 

kontrol (steril ultra pure su) 

 

PCR analizinde Imo0737 geninin L. monocytogenes izolatında var olmadığı 

belirlenmiştir (Şekil 4-3). 

 

 

Şekil 4-4 : Imo1118 (906 bp) geni PCR jel görüntüsü 

Soldan sağa: 1. 1 kb DNA Marker 2. 186 3. ATCC 7644 4. ATCC 19111 5. ATCC 19115 6. ATCC 13932 7. negatif 

kontrol (steril ultra pure su) 

 

PCR analizinde Imo1118 geninin L. monocytogenes izolatında var olmadığı 

belirlenmiştir (Şekil 4-4). 
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Şekil 4-5 : ORF2110 (597 bp) geni PCR jel görüntüsü 

Soldan sağa: 1. 1 kb DNA Marker 2. 186 3. ATCC 7644 4. ATCC 19111 5. ATCC 19115 6. ATCC 13932 7. negatif 

kontrol (steril ultra pure su) 

PCR analizinde L. monocytogenes izolatında ORF2110 geninin bulunduğu tespit 

edilmiştir (Şekil 4-5). 

 

 

Şekil 4-6 : ORF2819 (471 bp) geni PCR jel görüntüsü 

Soldan sağa: 1. 1 kb DNA Marker 2. 186 3. ATCC 7644 4. ATCC 19111 5. ATCC 19115 6. ATCC 13932 7. negatif 

kontrol (steril ultra pure su) 

 

L. monocytogenes izolatında ORF2819 geninin bulunduğu tespit edilmiştir 

(Şekil 4-6). ORF2110 ve ORF2819 genlerinin L. monoctytogenes suşunda bulunması 

nedeniyle, izolatın serogrubu 4b-4d-4e olarak tanımlanmıştır. 
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4.2.2. L. monocytogenes’e özgü çeşitli virülens genlerin PCR ile saptanmasına ait 

bulgular 

Tespit edilen L. monocytogenes suşuna ait genlerin PCR jel görüntüleri aşağıda 

gösterilmiştir.  

 

 

Şekil 4-7 : prfA (600 bp) geni PCR jel görüntüsü 

Soldan sağa: 1. 100 bp DNA Marker 2. 186 3. ATCC 7644 4. ATCC 19111 5. ATCC 19115 6. ATCC 13932 7. 

negatif kontrol (steril ultra pure su) 8. 1 kb DNA Marker 

 

prfA geninin PCR analizinde L. monocytogenes izolatında bulunduğu tespit 

edilmiştir (Şekil 4-7). 

 

 

Şekil 4-8 : mpl (1473 bp) geni PCR jel görüntüsü 

Soldan sağa: 1. 100 bp DNA Marker 2. 186 3. ATCC 7644 4. ATCC 19111 5. ATCC 19115 6. ATCC 13932 7. 

negatif kontrol (steril ultra pure su) 8. 1 kb DNA Marker 
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mpl geninin PCR analizinde L. monocytogenes izolatında bulunduğu tespit 

edilmiştir (Şekil 4-8). 

 

 

Şekil 4-9 : plcA (129 bp) geni PCR jel görüntüsü 

Soldan sağa: 1. 100 bp DNA Marker 2. 186 3. ATCC 7644 4. ATCC 19111 5. ATCC 19115 6. ATCC 13932 7. 

negatif kontrol (steril ultra pure su) 8. 1 kb DNA Marker 

 

plcA geninin PCR analizinde L. monocytogenes izolatında bulunduğu tespit 

edilmiştir (Şekil 4-9). 

 

 

Şekil 4-10 : plcB (261 bp) geni PCR jel görüntüsü 

Soldan sağa: 1. 100 bp DNA Marker 2. 186 3. ATCC 7644 4. ATCC 19111 5. ATCC 19115 6. ATCC 13932 7. 

negatif kontrol (steril ultra pure su) 8. 1 kb DNA Marker 

 

plcB geninin PCR analizinde L. monocytogenes izolatında bulunduğu tespit 

edilmiştir (Şekil 4-10). 
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Şekil 4-11 : hlyA (234 bp) geni PCR jel görüntüsü 

Soldan sağa: 1. 100 bp DNA Marker 2. 186 3. ATCC 7644 4. ATCC 19111 5. ATCC 19115 6. ATCC 13932 7. 

negatif kontrol (steril ultra pure su) 8. 1 kb DNA Marker 

 

hlyA geninin PCR analizinde L. monocytogenes izolatında bulunduğu tespit 

edilmiştir (Şekil 4-11).  

 

 

Şekil 4-12 : actA (268-385 bp) geni PCR jel görüntüsü 

Soldan sağa: 1. 100 bp DNA Marker 2. 186 3. ATCC 7644 4. ATCC 19111 5. ATCC 19115 6. ATCC 13932 7. 

negatif kontrol (steril ultra pure su) 8. 1 kb DNA Marker 

 

actA geninin PCR analizinde 268 bp ve 385 bp olarak iki bağlanma noktası 

bulunmaktadır. 385 bpʼde bantların tespiti L. monocytogenes suşunda, ActA geni 

bulunduğunu göstermiştir (Şekil 4-12). 
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Şekil 4-13 : inlA (800 bp) geni PCR jel görüntüsü 

Soldan sağa: 1. 100 bp DNA Marker 2. 186 3. ATCC 7644 4. ATCC 19111 5. ATCC 19115 6. ATCC 13932 7. 

negatif kontrol (steril ultra pure su) 8. 1 kb DNA Marker 

 

inlA geninin PCR analizinde, L. monocytogenes izolatında, söz konusu genin 

bulunduğu tespit edilmiştir (Şekil 4-13). 

 

 

Şekil 4-14 : inlC (517 bp) geni PCR jel görüntüsü 

Soldan sağa: 1. 100 bp DNA Marker 2. 186 3. ATCC 7644 4. ATCC 19111 5. ATCC 19115 6. ATCC 13932 7. 

negatif kontrol (steril ultra pure su) 8. 1 kb DNA Marker 

 

 inlC geninin PCR analizinde, L. monocytogenes izolatında, söz konusu genin 

bulunduğu tespit edilmiştir (Şekil 4-14). 
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Şekil 4-15 : inlJ (238 bp) geni PCR jel görüntüsü 

Soldan sağa: 1. 100 bp DNA Marker 2. 186 3. ATCC 7644 4. ATCC 19111 5. ATCC 19115 6. ATCC 13932 7. 

negatif kontrol (steril ultra pure su) 8. 1 kb DNA Marker 

 

 inlJ geninin PCR analizinde, L. monocytogenes izolatında, söz konusu genin 

bulunduğu tespit edilmiştir (Şekil 4-15). 

4.2.3. L. monocytogenesʼin diğer patojenite genlerinin saptanmasına ait bulgular 

 

 

Şekil 4-16 : Lip1-2a (274 bp) geni PCR jel görüntüsü 

Soldan sağa: 1. 100 bp DNA Marker 2. 186 3. ATCC 7644 4. ATCC 19111 5. ATCC 19115 6. ATCC 13932 7. 

negatif kontrol (steril ultra pure su) 8. 1 kb DNA Marker 

 

 Lip1-2a geninin PCR analizinde, L. monocytogenes izolatında, söz konusu genin 

bulunduğu tespit edilmiştir (Şekil 4-16). 
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Şekil 4-17 : flaA (864 bp) geni PCR jel görüntüsü 

Soldan sağa: 1. 100 bp DNA Marker 2. 186 3. ATCC 7644 4. ATCC 19111 5. ATCC 19115 6. ATCC 13932 7. 

negatif kontrol (steril ultra pure su) 8. 1 kb DNA Marker 

 

flaA geninin PCR analizinde, L. monocytogenes izolatında, söz konusu genin 

mevcut olduğu saptanmıştır (Şekil 4-17). 

 

 

Şekil 4-18 : fri (471 bp) geni PCR jel görüntüsü 

Soldan sağa: 1. 100 bp DNA Marker 2. 186 3. ATCC 7644 4. ATCC 19111 5. ATCC 19115 6. ATCC 13932 7. 

negatif kontrol (steril ultra pure su) 8. 1 kb DNA Marker 

 

L. monocytogenes izolatının PCR analizinde, fri geninin ilgili izolatta bulunduğu 

tespit edilmiştir (Şekil 4-18). 
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Şekil 4-19 : iap (453 bp) geni PCR jel görüntüsü 

Soldan sağa: 1. 100 bp DNA Marker 2. 186 3. ATCC 7644 4. ATCC 19115 5. negatif kontrol (steril ultra pure su). 

 

iap geninin PCR analizinde, L. monocytogenes izolatında, söz konusu genin 

mevcut olduğu saptanmıştır (Şekil 4-19). 

 

 

Şekil 4-20 : gtcA (251 bp) geni PCR jel görüntüsü 

Soldan sağa: 1. 100 bp DNA Marker 2. 186 3. ATCC 7644 4. ATCC 19115 5. negatif kontrol (steril ultra pure su).  

 

gtcA geninin PCR analizinde, L. monocytogenes izolatında, söz konusu genin 

bulunduğu belirlenmiştir (Şekil 4-20). 
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Şekil 4-21 : dltA (1 kb) geni PCR jel görüntüsü 

Soldan sağa: 1. 100 bp DNA Marker 2. 186 3. ATCC 7644 4. ATCC 19111 5. ATCC 19115 6. ATCC 13932 7. 

negatif kontrol (steril ultra pure su) 8. 1 kb DNA Marker 

 

dltA geninin PCR analizinde, L. monocytogenes izolatında, söz konusu genin var 

olmadığı tespit edilmiştir (Şekil 4-21). 

4.3. Antibiyotik duyarlılık sonuçlarına ait bulgular 

L. monocytogenes suşunun antibiyotik duyarlılığı ampicillin, meropenem, 

erythromycin, trimethoprim-sulfamethoksazole ve penicillin G antibiyotikleri ile 

araştırılmıştır (Şekil 4-22). Antibiyotiklerin duyarlı ve dirençli olarak 

sınıflandırılmasında EUCAST 2018ʼde ifade edilen zonların çapları ölçüt olarak 

alınmıştır. 

 

       

Şekil 4-22 : %5 Defibrine at kanı bulunan Mueller-Hinton agarda yapılan antibiyotik disk 

difüzyon testi 
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L. monocytogenes suşu, EUCAST (2017) standartları doğrultusunda yapılan 

antibiyotik disk difüzyon testinde ampicillin, meropenem, erythromycin, trimethoprim-

sulfamethoksazole ve penicillin G antibiyotiklerine duyarlı bulunmuştur. 

4.4. Minimum İnhibisyon Konsantrasyon değerlerinin saptanmasına ait 

bulgular 

Antibiyotik disk difüzyon testinde, izole edilen L. monocytogenes suşu 

antibiyotiklere dirençli olmadığından E-Test ve MICE Testi yapılmamıştır.  

4.5. PFGE sonuçlarına ait bulgular 

Çalışmamızda sadece bir L. monocytogenes suşu izole edildiğinden PFGE 

analizi yapılmamıştır. 
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5. TARTIŞMA 

L. monocytogenes, tatlı sular ile kıyı sularından sıklıkla izole edilebilen ubiquiter 

bir mikroorganizmadır. Buna karşın, etken nadiren derin deniz sularından da izole 

edilmektedir. Yağış miktarı ve gelgit hareketi gibi çevresel şartlar, sulardaki Listeria 

sayısını etkileyebilmekte ve bunun sonucu olarak doğal ortamda bulunan balıkların ve 

kültür balıklarının her ikisinin de deri yüzeyinde Listeria bulunabilmektedir (Thomas ve 

ark. 2012). 

Bu araştırmada Karadenizʼden avlanan tekir (Mullus surmuletus) ve mezgit 

(Merlangius merlangus euxinus) balıklarının oluşturduğu toplam 500 adet numunenin 

incelenmesi sonrasında 1 (%0,2) adet numunede L. monocytogenes saptanmıştır. Söz 

konusu L. monocytogenes suşu, Karadenizʼin K-9 bölgesi kaynaklı olup, 2014 yılının 

Şubat ayında avlanan tekir balığından izole edilmiştir. 

Balıklardaki L. monocytogenesʼin düzeyini, büyük ölçüde yaşadıkları sular 

belirlemekte olup, bu amaçla deniz suyu ve tatlı sularda yapılan çok sayıda araştırma 

bulunmaktadır. El Marrakchi ve ark. (2005) Fasʼın Atlantik sahillerinden temin edilen 

161 deniz suyu örneğinin 5 tanesinde (%3,1) L. monocytogenes izole etmiştir. Beleneva 

(2011) ise Güney Çin Denizi’nden temin ettiği 24 deniz suyu örneğinde L. 

monocytogenes suşuna rastlamamış iken, 10 adet balık örneğinde 1 (%10) adet L. 

monocytogenes suşu belirlemiştir. Ayrıca Japon Deniziʼnden (Rusya) temin ettiği 18 

deniz suyu örneğinde L. monocytogenes suşu izole edememesine rağmen, 44 deniz 

balığı örneğinde ise 5 adet (%11,4) L. monocytogenes suşu izole etmiştir. Diğer bir 

çalışmada ise, Rodάs-Suάrez ve ark. (2006) Meksika’da 144 deniz suyu numunesinden 

12 adedinde (%8,3) ve 66 balık numunesinden 3 adedinde (%4,5) L. monocytogenes 

tespit etmişlerdir. Tatlı sularda yapılan bir çalışmada ise, Colburn ve ark. (1990) 

Kaliforniya (Amerika)ʼda 37 tatlı su örneğinin %62ʼsinden L. monocytogenes izole 

etmiştir. 

Çalışmamızda elde edilen bulgulardan farklı olarak tatlı su ve deniz balıklarında 

daha yüksek düzeyde L. monocytogenes prevalansının bildirildiği araştırmalar 

bulunmaktadır. Davies ve ark. (2001) tarafından Fransa, Portekiz ve İngiltereʼdeki ticari 

satış yerlerinden toplanan balıklarda yapılan çalışma sonucunda; Fransaʼda 26 adet 
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deniz balığında ve Portekizʼde ise 20 adet farklı türdeki balıkta L. monocytogenes 

bulunamamış, fakat İngiltereʼden toplanan 20 adet Gökkuşağı Alabalığı (Oncorhynchus 

mykiss)ʼnda 2 adet (%10) örnekte L. monocytogenes saptanmıştır. Mena ve ark. (2004) 

Portekizli üreticiler ve perakendecilerden aldıkları 25 çiğ balık numunesinin 3 

(%12)ʼünde; Markkula ve ark. (2005) Finlandiyaʼda açık deniz çiftlikleri kaynaklı 

toplam 140 taze Gökkuşağı Alabalığı (Oncorhynchus mykiss) numunesinin 7 (%5) 

adedinde L. monocytogenes suşu tespit etmiştir. Diğer bir çalışmada Kramarenko ve 

ark. (2013) tarafından Estonyaʼda işleme tesisleri ve perakendecilerden toplanan 317 

taze ve dondurulmuş balıkta yapılan çalışmada 28 adet (%8,8); Polonyaʼda Kwiatek 

(2004) tarafından balık işleme tesislerinden toplanan 633 adet çeşitli türdeki balıkta 

yapılan araştırmada 8 (%1,3) adet örnekte; İtalyaʼda Busani ve ark. (2005) tarafından 

işleme tesislerinden ve perakendecilerden toplanan 3160 adet balık ve balık ürününde 

yapılan çalışmada 204 adet (%6,4) numunede L. monocytogenes tespit edilmiştir. 

Ayrıca Yunanistanʼda Filiousis ve ark. (2009) tarafından açıkta satış yapılan 

marketlerden toplanan 20 balık örneğinin 6 (%30)ʼsında L. monocytogenes tespit 

edilmiştir. 

Jallewar ve ark. (2007) Hindistanʼda 200 adet tatlı su balığının kaslarından ve iç 

organlarından aldıkları numunelerden, 26 adet (%13) L. monocytogenes izolatı elde 

etmiştir. Jamali ve ark. (2015) İranʼda açıkta satış yapılan marketlerden temin ettiği 

toplam 488 çiğ balık numunesinin 37 (%7,6) adedinde L. monocytogenes izolatı elde 

etmiştir. İranʼda yapılan diğer bir çalışmada ise, Rahimi ve ark. (2012) tarafından 

süpermarketlerden ve perakendecilerden toplanan 80 taze balık örneğinde 2 adet (%2,5) 

L. monocytogenes izolatı saptanmıştır. Basti ve ark. (2006) (İran) tarafından yapılan 

çalışmada balık çiftliğinden temin edilen 39 adet Gümüş Sazanı örneğinin 

(Hypophthalmichthys molithrix) 4 (%10,2) adedinde L. monocytogenesʼe rastlanmış 

olmasına rağmen, Hazar denizinde kıyıya yakın avlanmış 68 adet balıkta L. 

monocytogenes tespit edilememiştir. Diğer taraftan, Japonyaʼda Handa ve ark. (2005) 

tarafından perakende satış yerlerinden temin edilen toplam 125 balık ve diğer su 

ürünleri üzerinde yapılan çalışmada sadece 3 (%2,4) örnekte L. monocytogenes 

saptanmıştır. 

Ülkemizde su ürünlerinde L. monocytogenes varlığı ile ilgili yapılan 

çalışmalarda, Ertaş ve Şeker (2005) Keban Baraj gölünde 150 adet tatlı su balığının 
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bağırsaklarından alınan numuneler ile yaptıkları çalışmada 10 adet numunede (%6,6); 

Akkaya ve ark. (2011) ise perakende balık marketlerinden alınan 100 adet balık 

numunesi (Hamsi, Sazan, Kefal ve Alabalık) ile yaptıkları çalışmada 4 adet numunede 

(%4) L. monocytogenes izole etmiştir. 

Çalışmamız bulgularına benzer şekilde; Yamazaki ve ark. (2000) tarafından 

Japonyaʼdaki süpermarketlerden elde edilen 22 adet farklı türdeki çiğ balıktan 1 

(%4,5)ʼinde L. monocytogenes pozitif olarak bulunmuştur. Etiyopyaʼda Molla ve ark. 

(2004) tarafından perakende satış yerlerinden toplanan 43 adet çeşitli türdeki balıkta 

yapılan çalışmada 1 (%2,3) adet balık örneğinde; Hindistan’da Dhanashree ve ark. 

(2003) tarafından perakende satış yerlerinden toplanan 87 adet deniz balığında yapılan 

çalışmada 1 (%1,2) adet örnekte L. monocytogenes belirlenmiştir. Yunanistanʼda 

Soultos ve ark. (2007) tarafından balık pazarlarından toplanan 120 deniz balığında 

yapılan çalışmada 1 (%0,8) adet numunede L. monocytogenes tespit edilmiştir. Bu 

çalışmada incelenen deniz balıklarından 30 tanesi mezgit (Merlangius merlangus 

euxinus) balığıdır ve incelenen mezgit balığı örneklerinde L. monocytogenes 

saptanamamıştır. Benzer şekilde, çalışmamızda incelenen mezgit örneklerinin 

hiçbirinde L. monocytogenes bulunamamıştır. 

Türkiyeʼde Siriken ve ark. (2013) tarafından perakende satış yerleri ve küçük 

ölçekli üreticilerden temin edilen toplam 50 adet çiğ hamsi üzerinde yapılan çalışmada, 

bulgularımıza benzer şekilde, sadece 1 (%2) numunede L. monocytogenes tespit 

edilmiştir.  

Su ürünlerinde L. monocytogenes’in varlığı ile ilgili yapılan bazı çalışmalarda 

etkenin izole edilemediği bildirilmektedir (Chen ve ark. 2010; Latorre ve ark. 2007; 

Marian ve ark. 2012). Amerika Birleşik Devletleri’nde yapılan bir araştırmada, 30 adet 

balık bağırsağı ve 30 adet balık derisi örneğinde L. monocytogenes suşu tespit 

edilememiştir (Chen ve ark. 2010). Benzer şekilde, Arjantinʼde Laciar ve De Centorbi 

(2002) tarafından Atlantik sahillerinden kaynağını alan ve perakende satış yerlerinden 

toplanan 68 adet deniz balığında yapılan çalışmada L. monocytogenes bulunamamıştır. 

Papadopoulos ve ark. (2010) tarafından Yunanistanʼda 136 adet tatlı su balığının 

derisinden ve etinden örnekler alınarak yapılan incelemede L. monocytogenes varlığı 

tespit edilememiştir. Aynı şekilde İtalyaʼda Latorre ve ark. (2007) tarafından üretim 

tesislerinden ve perakendecilerden toplanan 154 adet deniz ürününde (Balıklar ve 
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kabuklulardan); Sırbistanʼda ise Kuzmanovic ve ark. (2011) tarafından 37 adet deniz 

balığında L. monocytogenes saptanamamıştır. Benzer şekilde, Hindistanʼda Kakatkar ve 

ark. (2010)ʼnın bölgesel balık satış yerlerinden temin ettiği 42 adet tatlı su balığı 

örneğinde; Tayvanʼda Wang ve ark. (2012) tarafından perakende satış yerlerinden ve 

geleneksel satış yerlerinden toplanan 30 adet farklı türdeki balık numunesinde; 

Taylandʼta Stonsaovapak ve Boonyaratanakornkit (2010) tarafından perakende 

süpermarketlerden toplanan 20 adet çeşitli türdeki balıkta; Marian ve ark. (2012)’nın 

Malezyaʼda 24 adet balık numunesi üzerinde yaptıkları çalışmada; Baek ve ark. (2000) 

tarafından Koreʼde süpermarketlerden ve karantina istasyonlarından toplanan 45 adet 

çiğ balıkta; Jalali ve Abedi (2008) tarafından İranʼda süpermarketlerden, 

perakendecilerden, bölgesel kasaplardan ve restoranlardan toplanan 61 adet çeşitli 

türdeki taze balıkta yapılan çalışmada L. monocytogenes tespit edilememiştir. Diğer 

taraftan, Türkiyeʼde yapılan bir araştırmada da Yucel ve Balci (2010), balık 

pazarlarından temin edilen 48 adet deniz balığının derisinden ve solungaçlarından 

örnekler almışlar ancak etkeni saptayamamışlardır. 

Kızıldeniz, Süveyş Körfezi ve Agbaʼda şehirler veya endüstriyel/turizm 

aktivitelerinin olduğu yerlerde L. monocytogenesʼle suyun kontaminasyonunun ifade 

edildiği bir çalışmada ise, El-Shenawy ve El-Shenawy (2006) (Mısır) Kızıldeniz, Akabe 

Körfezi ve Süveyş körfezinden temin edilen 200 su örneğinin 26 (%13)ʼsında, ticari 

satış noktalarından temin edilen 40 adet çeşitli türdeki balık ve diğer su ürünlerinin 7 

(%17,5)ʼsinde L. monocytogenes pozitif olarak bulunmuştur. Elde edilen bulgular 

doğrultusunda, deniz suyunun içine arıtılmamış kanalizasyonun boşaltılması nedeniyle 

L. monocytogenesʼle balığın kontaminasyonu için olası bir ortam oluşabileceği 

değerlendirilmektedir. Diğer taraftan, ruminantlar, dışkılarıyla L. monocytogenesʼi 

yaymaktadırlar (Hutchison ve ark. 2004). Ayrıca, ruminant dışkılarının gübre olarak 

kullanıldığı tarımsal alanlardan geçen yüzey sularının L. monocytogenes içerdiği 

bildirilmektedir (Lyautey ve ark. 2007b). Buna ek olarak, yağışı müteakip toprağın 

üzerinden akan sular; göller, dere ve ırmaklar gibi yüzey sularına Listeriaʼnın girişini 

kolaylaştırmaktadır. (Thomas ve ark. 2012). Bu bağlamda, çalışmamızda izole edilen L. 

monocytogenes suşunun avlandığı balık K-9 bölgesi kaynaklı olup, bu nokta Bartın 

Limanı ve Bartın çayının Karadenizʼe döküldüğü yerdir. Söz konusu L. monocytogenes 
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suşunun bu bölgeden avlanan balıkta saptanması, bölgedeki suyun kontaminasyon 

seviyesi hakkında bilgi verebilir. 

Elde edilen L. monocytogenes suşunda hlyA, inlA, inlC, inlJ, plcA, plcB, prfA, 

mpl, actA, monoA-B, flaA, Lip1-2a, fri, gtcA ve iap genleri bulunmuş olup, dltA genine 

rastlanmamıştır. Su ve ark. (2016) tarafından yapılan çalışmada tüm incelenen L. 

monocytogenes suşlarında hlyA, inlA, inlB, plcA, plcB, prfA, actA genleri bulunmuştur. 

Yine aynı şekilde Wieczorek ve Osek (2017) ve Skowron ve ark. (2018) yaptıkları 

çalışmalarda balık örneklerinden elde ettikleri L. monocytogenes suşlarında virülens 

genlerini tespit etmişlerdir. Bu çalışmalardan elde edilen bulgular, balıklardan izole 

edilen L. monocytogenes suşlarının, potansiyel olarak tüketiciler için patojenik 

olabileceğini göstermektedir (Wieczorek ve Osek 2017; Skowron ve ark. 2018). 

L. monocytogenes kaynaklı çoğu enfeksiyon, 1/2a, 4b, 1/2b serotiplerinin suşları 

nedeniyle şekillenmektedir. Buna karşılık, serotip 1/2c suşları klinik vakalarda daha 

seyrek olarak görülmektedir (EFSA/ECDC 2015; Lomonaco ve ark. 2015). Diğer 

taraftan, çalışmamızda temin edilen balık numunelerinden elde edilen L. monocytogenes 

suşunun serogrubu, PCR analizi ile 4b-4d-4e olarak belirlenmiştir. 

Çalışmamız bulgularından farklı olarak; Estonyaʼda 2008 ve 2010 yılları 

arasında balık ve tüketime hazır balık ürünlerinden toplanan numunelerde, L. 

monocytogenes 1/2a serotipi baskın serotip olarak bulunmuştur (Kramarenko ve ark. 

2013). Benzer şekilde, İsveçʼte tüketime hazır 558 adet balık ürününde yapılan 

çalışmada 66 (%12) adet numunede L. monocytogenes suşuna rastlanmış (Lambertz ve 

ark. 2012); mevcut L. monocytogenes suşlarının 64ʼü 1/2a (%97), 2’si de 3a (%3) 

serotipi olarak tespit edilmiştir (Lambertz ve ark. 2013). Japonyaʼda ise tüketime hazır 

526 adet ton balığı kıyması ve balık yumurtalarında yapılan çalışmada 39 adet L. 

monocytogenes suşu elde edilmiş olup, elde edilen suşlardan %53,8ʼi 1/2a serotipi, 

%18ʼi 1/2b serotipi, %18ʼi 3a serotipi, %7,7ʼsi 4b serotipi ve %2,5ʼi 3b serotipi olarak 

bulunmuştur (Miya ve ark. 2010). Letonyaʼda Nisan 2014ʼden Aralık 2014ʼe kadar 

göllerden yakalanan ve perakendecilerden toplanan 235 adet balık örneği incelenmiştir. 

İncelenen tatlı su balıklarında 30 (%13) örnekte L. monocytogenes tespit edilmiştir. Bu 

çalışmada 1/2a-3a (%65), 1/2c-3c (%25), 1/2b-3b (%5) ve 4b-4d-4e (%5) serogrupları 

belirlenmiştir (Terentjeva ve ark. 2015). Polonyaʼda taze ve tütsülenmiş 301 balık 

örneğinde yapılan çalışmada 57 L. monocytogenes izolatı saptanmıştır. Saptanan L. 
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monocytogenes suşlarındaki baskın serogrup 1/2a-3a (40 izolat; %70,2) olarak 

belirlenmiştir (Wieczorek ve Osek 2017). Balık işleme tesislerinden toplanan 447 balık 

ve 109 swap örneği üzerinde yapılan çalışmada ise; balıklarda 139 (%31,1) örnekte, 

swaplarda ise 28 (%25,7) örnekte L. monocytogenes suşuna rastlanmıştır. L. 

monocytogenes suşları arasında baskın olan serogrup 1/2a-3a olarak tespit edilmiştir 

(Skowron ve ark. 2018). 

Ülkemizde ise Samsun ilinden perakendecilerden ve üreticilerden toplanan 50 

taze midye, 50 taze hamsi ve 50 tuzlanmış hamsiʼde yapılan çalışmada; 8 numunede L. 

monocytogenes izole edilmiştir. İzole edilen numunelerden 6 tuzlanmış hamsi ve bir 

taze balık örneğinde L. monocytogenes 1/2b (3b) serotipi bulunmuştur. Bir taze midye 

örneğinde ise hem 1/2b (3b) hem de 4b (4d veya 4e) serotipi tespit edilmiştir (Siriken ve 

ark. 2013). Söz konusu bulgu, bizim çalışmamız ile benzerlik göstermektedir. 

Jamali ve ark. (2015) tarafından 488 adet çiğ balık ve 374 adet açık hava balık 

marketlerinden alınan swab örneklerinde yapılan çalışmada 43 L. monocytogenes izolatı 

bulunmuştur. 31 (%72,1) izolatta 1/2a serotipi bulunduğundan baskın serotip 1/2a 

olarak belirlenmiştir. 10 (%23,3) izolat 4b ve 2 (%4,7) izolat da 1/2b serotipi olarak 

tespit edilmiştir. Bu çalışmada 4b serotipi sadece çiğ balıklarda bulunmuştur. Benzer 

şekilde çiğ balık (n=500) ile gerçekleştirdiğimiz çalışmamızda, elde edilen serogrup 4b-

4d-4e serogrubu olarak saptanmıştır. 

İranʼda Nisan 2011 ve Mart 2012 tarihleri arasında 652 adet çiğ ve tüketime 

hazır deniz ürünü, ayrıca işleme tesisi ve deniz ürünü satış yerlerinden alınan 873 adet 

swab örneği üzerinde bir çalışma yapılmıştır. Bu çalışmada; L. monocytogenes 1/2a 

(%45,7), 4b (%40,3), 1/2c (%5,39), 1/2b (%4,68) ve 4c (%3,96) serotipleri 

bulunmuştur. Aynı çalışmada ılık mevsimlerde baskın olan serotip 1/2a olmasına 

rağmen, soğuk mevsimlerde baskın olan serotipin 4b olduğu görülmüştür (Fallah ve ark. 

2013). Serotip 1/2aʼya göre soğuk şartlar altında serotip 4bʼnin üreme yeteneğinin daha 

iyi olması nedeniyle bu durumun olabileceği değerlendirilmektedir (Buncic ve ark. 

2001; Fallah ve ark. 2013). Benzer şekilde, çalışmamızda izole edilen 4b-4d-4e 

serogrubuna ait L. monocytogenes suşu kışın (Şubat 2014) avlanan tekir balığı 

kaynaklıdır. 

Çalışmamız sonuçlarına benzer şekilde, Momtaz ve Yadollahi (2013) tarafından 

220 deniz balığı üzerinde yapılan çalışmada; 17 L. monocytogenes izolatı elde edilmiş 
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olup, L. monocytogenes serotip 4b (%64,70) en sık izole edilen serotip olarak 

tanımlanmıştır. Aynı çalışmada elde edilen diğer L. monocytogenes serotipleri 1/2a ve 

1/2b sırasıyla bakteriyel izolatlardan %5,88 ve %29,41 oranında tespit edilmiştir. 

Vasilev ve ark. (2010) tarafından İsrailʼde 1998-2007 yılları arasında yapılan çalışmada 

ise, balıklarda baskın serotip olarak 4b serotipi bulunmuştur. Wang ve ark. (2013) 

tarafından 109 deniz ürününde yapılan çalışmada 15 (%13,8) L. monocytogenes suşu 

tespit edilmiş olup, bu suşlardan baskın olan serogrup 4b-4d-4e serogrubu olarak 

belirlenmiştir. 

Çalışmamızda bulunan L. monocytogenes suşu EUCAST (2017) standartları 

doğrultusunda incelenmiş ve penicillin G, ampicillin, erythromycin, meropenem ve 

trimetophrim/sulfamethoxazole antibiyotiklerine duyarlı olarak bulunmuştur. Skowron 

ve ark. (2018) tarafından balık ve swap örnekleri üzerinde yapılan çalışmada; 70 adet 

genetik olarak farklı L. monocytogenes suşu arasında en yüksek oranda penicillinʼe 

dirençli serogrup 1/2a-3a (%44,4), ampicillinʼe dirençli serogrup 1/2c-3c (%30), 

erythromycinʼe dirençli serogrup 1/2c-3c (%60), trimetophrim/sulfamethoxazoleʼe 

dirençli serogrup 1/2b-3b (%52,2), meropenemʼe dirençli serogrup 1/2c-3c (%40) 

olarak tespit edilmiştir. Elde edilen serogruplar içerisinde antibiyotiklere en duyarlı 

serogrup 4b-4d-4e olarak bildirilmiştir. Benzer şekilde, çalışmamızda tespit edilen 

serogrup 4b-4d-4e L. monocytogenes suşu tüm incelenen antibiyotiklere duyarlı 

bulunmuştur.  

Çalışmamız sonuçlarından farklı olarak; Jamali ve ark. (2015) tarafından yapılan 

çalışmada 43 L. monocytogenes suşunda, 15 (%34,9) suş sadece bir antibiyotik 

dirençliliğine sahipken, 20 (%46,5) suş iki antibiyotik dirençliliğine ve 6 (%6,4) suş ise 

ikiden fazla antibiyotik dirençliliğine sahip olarak bulunmuştur. En yüksek dirençlilik 

ampicillin (%20,9), penicillin G (%16,3), tetracycline (%27,9), cephalothin (%16,3) ve 

streptomycin (%16,3) antibiyotiklerinde tespit edilmiştir. Ayrıca erythromycin (%14) ve 

trimetophrim/sulfamethoxazole (%11,6) antibiyotiklerinde de dirençlilik bulunmuştur. 

Çalışmamızda incelenen antibiyotiklere, yapılan çalışmalarda farklı oranlarda 

duyarlılık tespit edilmiştir. Conter ve ark. (2009) tarafından yapılan çalışmada 

balıklarda bulunan L. monocytogenes suşlarında; erythromycin, benzylpenicillin, 

ampicillin/sulbactam, imipenem, gentamicin, rifampicin ve teicoplaninʼe duyarlılık 

tespit edilmiştir. Fakat bu suşlarda farklı oranlarda ampicillin, 
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trimetophrim/sulfamethoxazole, ciprofloxacin, clindamycin, vancomycin ve 

tetracyclineʼe dirençlilik saptanmıştır. Pagadala ve ark. (2012) tarafından yapılan 

çalışmada, L. monocytogenes izolatlarının %87ʼsinin erythromycin, %60ʼının 

ciprofloxacin ve %56ʼsının tetracyclineʼe dirençli olduğu belirlenmiştir. Ayrıca 

izolatların %93ʼünün gentamicin, %91ʼinin trimethoprim/sulfametoxazole ve %81ʼinin 

kanamycinʼe duyarlı olduğu tespit edilmiştir. Doménech ve ark. (2015) tarafından 

yapılan araştırmada 803 tütsülenmiş somon balığında elde edilen 69 L. monocytogenes 

izolatında ampicillin ve cephalothinʼe dirençlilik, vancomycinʼe orta düzeyde duyarlılık 

ve erythromycin, trimethoprim-sulfamethoksazole, amikacin, amoxicillin-clavulanate, 

chloramphenicol, ciprofloxacin, gentamicin, tetracyclineʼe duyarlılık bulunmuştur. 

Türkiyeʼde Terzi ve ark. (2015) tarafından 100 adet tüketime hazır gıdada yapılan 

çalışmada 4 L. monocytogenes izolatı tespit edilmiştir. Bu izolatlardan 2ʼsi 4b-4d-4e; 

diğer 2ʼsi ise 1/2a-3a serogrubu olarak belirlenmiştir. Bulunan 4 izolattan 1ʼi 

vancomycinʼe, 1ʼi de oxytetracyclineʼe dirençli bulunmuştur. Ayrıca elde edilen 

izolatların tümünde penicillin G ve tetracycline antibiyotiklerine duyarlılık, ampicillin 

ve erythromycin antibiyotiklerine orta düzeyde dirençlilik tespit edilmiştir. 

Çalışmamız sonuçlarına benzer olarak; Wieczorek ve Osek (2017) tarafından 

taze ve tütsülenmiş balık örneklerinde yapılan çalışmada elde edilen 57 izolatta 

ampicillin, erythromycin, penicillin, trimetophrim/sulfamethoxazole, gatifloxacin, 

gentamicin, levofloxacin, Quinupristin/dalfopristin, rifampicin, streptomycin, 

tetracycline, ve vancomycin antibiyotiklerine duyarlılık tespit edilmiştir. Fakat birkaç L. 

monocytogenes suşunda oxacillin, ceftriaxone ve clindamycinʼe dirençlilik; yine bazı 

suşlarda ceftriaxone, clindamycin, ciprofloxacin ve linezolid antibiyotiklerine orta 

düzeyde dirençlilik bulunmuştur. 

Türkiyeʼde çalışmamıza benzer olarak; farklı gıdalarda yapılan araştırmadan 

elde edilen 14 L. monocytogenes suşunda yapılan incelemede; penicillin G, 

erythromycin, vancomycin, tetracycline, chloramphenicol, rifampicin, gentamicin ve 

trimetophrim antibiyotiklerine duyarlılık saptanmıştır. Ayrıca fosfomycinʼe %92,9 ve 

streptomycinʼe %7,1 oranında dirençlilik bulunmuştur (Altuntas ve ark. 2012). 

Tez çalışması kapsamında gelecek çalışmalara altyapı oluşturacak bir çok bulgu 

elde edilmiştir. Sonuç olarak, Karadeniz orijinli ve Karadenizin parsellenmiş farklı 

koordinatlara sahip bölgelerinden değişik zamanlarda avlanan balık örneklerinde 
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oldukça düşük düzeyde L. monocytogenes tespit edilmiştir. Çalışma kapsamında, 

bulunan bir adet L. monocytogenes suşu Karadenizin K-9 bölgesi kaynaklı olup, bu 

bölgede Bartın Limanı ve Bartın Çayının Karadenize döküldüğü yer bulunmaktadır. Söz 

konusu bölgede L. monocytogenes suşunun tespit edilmesi bölgedeki suyun 

mikrobiyolojik kalitesinin düşük olabileceğini göstermektedir. Diğer taraftan, izole 

edilen 4b-4d-4e serogrubunda L. monocytogenes izolatı olup, bu serogrubun çoğunlukla 

çiğ balık etleri ile soğuk mevsimde temin edilen balık kaynaklı olduğuna dair bulgular 

ile bizim bulgularımız örtüşmektedir. Ancak, balıklarda L. monocytogenes prevalansı ile 

antibiyotik duyarlılığının güvenilir şekilde tespiti doğrultusunda, gelecekte farklı 

denizlerimizde yetişen değişik balık türlerinde ilgili çalışmaların gerçekleştirilmesi 

büyük önem taşımaktadır. 
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1. Subay Türk Silahlı Kuvvetleri 4 yıl (2007-2011) 

2. Veteriner Hekim İstanbul İl Tarım ve Orman Müdürlüğü 7 yıl (2011-2018) 

3.   - 

 

Yabancı 

Dilleri 

Okuduğunu 

Anlama* 
Konuşma* Yazma* 

KPDS/ÜDS 

Puanı 

(Diğer) 

                  Puanı 

İngilizce İyi İyi İyi 63,75  

      

*Çok iyi, iyi, orta, zayıf olarak değerlendirin 

 

 Sayısal Eşit Ağırlık Sözel 

LES Puanı     

(Diğer)                     Puanı    

Bilgisayar Bilgisi 

Program Kullanma becerisi 

  

  

  

Yayınları/Tebligleri Sertifikaları/Ödülleri  

 

Özel İlgi Alanları (Hobileri):  

mailto:eren575@mynet.com

