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1. OZET

Bu ¢alisma, Subat 2007-Ocak 2008 tarihleri arasinda Elazig ve ¢evresinde
yapildi. Sigir ve koyunlardan, siit ve peynirlerden ve bu hayvanlarin yetistirildigi
cevrelerden 12 ay boyunca Ornekler toplanarak listerialarin varligi arastirildi.
Bolgedeki listerialarin varliginin mevsimsel dagilimi ortaya konuldu. izole edilen
L. monocytogenes suslarinin molekiiler tiplendirilmesi yapilarak, profil dagilimi
ortaya konuldu. Ayrica L. monocytogenes suslari ile hayvan, gida ve gevre

olgular1 arasindaki iliskiler arastirildi.

Elaz1g ve ¢evresinden secilen 6 sigir ve 5 koyun isletmesinden siit, peynir,
su, yem, siit tanki, fekal ve g¢evresel Ornekler toplandi. Bu calismada sigir
ciftliklerinden 415, koyun giftliklerinden de 304 adet olmak iizere toplam 719 adet
ornek incelendi. Bu 6rneklerin dagilimi 132 adet (72 adet sigir, 60 adet koyun)
gaita, su, yem, cevre, 106 adet siit (75 adet sigir, 35 adet koyun), 57 adet peynir

(28 adet s1gir, 29 adet koyun), 28 adet si1g1r siit tanki svabi seklinde oldu.

Stit ve siit triinlerinde listeria izolasyonu Association of Official
Agricultural Chemists/International Dairy Federation (AOAC/IDF), diger
orneklerde ise United States Department of Agriculture/Food Safety and
Inspection Service (USDA/FSIS)’in nerdigi yontem kullanilarak yapildi. Izole
edilen Listeria spp. suslari biyokimyasal testler ile isimlendirildi. izolatlar
Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR) ile cins diizeyinde ve L. monocytogenes
izolatlar1 ise tiir diizeyinde PCR ile dogrulandi. Hem PCR hem de biyokimyasal
testler ile identifiye edilen L. monocytogenes izolatlar1 Restriction Fragment
Length Polymorphism (RFLP) ve Random Amplified Polymorphic DNA (RAPD)

molekiiler analiz yontemleri ile tiplendirildi.
1



Toplam 719 6rnegin 46 adedinden (% 6.40) Listeria spp. izolasyonu
yapildi. Bu izolatlarin molekiiler ve biyokimyasal yontemler ile 8’1 (% 17.4) L.
monocytogenes, 18’1 (% 39.0) L. innocua, 8’i (% 17.4) L. seeligeri, 7’si (% 15.2)
L. grayi ve 5’1 (% 10.8) L. welshimeri olarak saptandi. Listerialarin 39 adedi (%

9.4) sigir, 7 adedi (% 2.4) koyun orijinli 6rneklerden izole edildi.

Izole edilen L. monocytogenes suslarinin RAPD analizleri iki farkli
primerle birlikte (HLWL74 ve HLWLS85) yapildi. HLWL74 primeri ile 4 farkl
profil 1-4 arasi sayida bantlar, HLWL85 primeri ile 6 farkli profil ve 1 ile 3 aras1
bantlar elde edildi. RFLP analizi ile tiplendirmede inlA genine spesifik PCR’dan
sonra Alul ve Tsp509I1 restriksiyon enzimleri kullanildi. Alul restriksiyon
enzimiyle 2 farkli profil ve 2-3 arasinda bantlar elde edildi. Alul ve Tsp509I
restriksiyon enzimleriyle toplam 4 farkli profil elde edildi. Caligmada, RAPD

analizinin RFLP analizine gore daha ayirt edici bir test oldugu saptandi.

Sonug olarak; listerialarin, o bolgedeki insan ve hayvanlar icin risk faktorii
oldugu tespit edildi. Ayrica sigir ciftliklerinin koyun c¢iftliklerine oranla daha
yiiksek bir riske sahip oldugu belirlendi. Elde edilen bulgular, siit ve siit
riinlerinin  listeria  kontaminasyonunun, bakterilerin  hayvanlardan siite
gecmesinden daha ¢ok, gidalarin islenmesi esnasinda c¢evreden kaynaklandigini
gostermektedir. Ayrica bu ¢aligmada listerialarin goriilme sikligi ve bulunduklari
yerler agisindan sonbahar ve ilkbahar mevsimlerinde, diger mevsimlere gore daha

fazla oranda izolasyon ve identifikasyonu yapildi.

Anahtar Kelimeler: listeria, mevsimsel varyasyon, RAPD, RFLP, sigir, koyun,

siit, peynir, gevre.



2. ABSTRACT

In this study, listeria prevalence in sheep and cattle feeding Elazig and it’s
around investigated in February 2007- January 2008. Raw milk, cheese, water,
animal food, feces, bulk milk swabs and environmental samples was collected
from both farmhouses. Moreover, seasonal variation in listeria species was
researched in those animals. To determinate genetic relationships between L.
monocytogenes isolates was planned by Restriction Fragment Length

Polymorphism (RFLP) and Random Amplified Polymorphic DNA (RAPD).

Six cattle and 5 sheep farmhouses was used. Totally 719 samples as 415
bovine samples and as 304 sheep samples were cultured in this study. Total 106
milk (75 bovine, 35 sheep), 57 cheese samples (28 bovine, 29 sheep), 28 samples
bulk milk swabs were performed. Furthermore, 72 fecal, 72 animal food, 72 water
and 72 environment bovine samples and 60 fecal, 60 animal food, 60 water and 60

environment sheep samples were examined.

Association of Official Agricultural Chemists/International Dairy
Federation (AOAC/IDF) method in milk and cheese samples and United States
Department of Agriculture/Food Safety and Inspection Service (USDA/FSIS)
method in environmental and other samples were followed in this study. Isolated
L. monocytogenes and other listeria strains were confirmed by Polymerase Chain
Reaction (PCR) and biochemical reactions. Then, Restriction Fragment Length
Polymorphism (RFLP) and Random Amplified Polymorhic DNA (RAPD)
methods were performed amongst L. monocytogenes isolates. Furthermore,

seasonal variations in listeria isolates were found out with some differency.



Prevalence of Listeria spp. was found 6,4 % in whole samples. Eight of
46 isolates (17,4 %) L. monocytogenes, 18 of 46 (39,0 %) L. innocua, 5 of 46 (%
10,8) L. welshimeri, 8 of 46 (17,4 %) L. seeligeri and 7 of 46 (15,2 %) L. grayi
were identified. L. ivanovii was not isolated in this study. listeria prevalence were

found in cattle 9,4% and in sheep 2,4%.

RAPD analyses were performed by two different primers (HLWL74 and
HLWLS85) and obtained 10 different profiles with 1-4 band patterns. In RFLP
analysis by Alul and Tsp509I restriction endonucleases was obtained 4 different
profiles and 2-3 bands patterns. According to obtained results in this study, RAPD

analysis was found more discriminative than RFLP.

Consequently, listeria existence in Elaz1g and it’s around, the people of
that region and animals were found to be as a risk factor. Moreover, higher
proportion of cattle farms than sheep farms have been identified at risk. Results
obtained that listeria that more transmitting to milk and milk products from
animals than food during the preparation of environmental exposure is caused by
listeria contaminations. Furthermore, seasonal variations indicate that autumn and

spring more important than other seasons.

Key words: listeria, seasonal variation, RAPD, RFLP, cattle, sheep, milk, cheese,

environment.



3. GIRIS
3.1. Tarihge

Listerialar ilk olarak, Almanya’da 1891 yilinda hastalarin doku
orneklerinden izole edilmistir. Ilk dénemlerde listerialarin tek tiirii oldugu kabul
edilmisti. Isve¢’te, 1911 yilinda bir tavsanin karacigerinden, 1917 ve 1920
yillarinda da hastalarin omurilik sivilarindan Listeria monocytogenes izole
edilmistir. Ancak, bu bakterilerin tam anlamiyla taninmasi, Murray, Webb ve
Swann tarafindan 1926 yilinda hamster ve tavsanlarda c¢ikan bir salginda
etkenlerin izole edilmesiyle olmustur. Murray, Webb ve Swann, bulduklari kiigiik,
Gram pozitif ¢omakgik seklindeki bakteriye ilk olarak “Bacterium
monocytogenes” adin1 vermiglerdir. Listeriosis, bundan bir yil sonra Almanya’da
koyunlarda goriilen, ama etkeni izole edilemeyen bir hastalik olarak bildirilmistir.
Pirie, 1927 yilinda Giiney Afrika’da yasayan kemirgenlerden bu Gram pozitif
basilleri izole ettigini agiklamis; buldugu bakteriyi, Cerrah Lord Lister’in anisina
“Listerella hepatolytica” olarak isimlendirmistir. Bu bakterinin adi 20. yiizyilin
ortalarma dogru, dolagim sisteminde monositozis yaptigindan dolay1 “Listeria
monocytogenes” olarak degistirilmistir ve giiniimiizde de bu isim kullanilmaktadir

(101).

Listeria tiirlerinden Listeria grayi 1948’de, Listeria murrayi 1966 yilinda
kesfedilinceye kadar uzunca bir siire Listeria monocytogenes bilinen tek tiir olarak
kalmistir. 11k insan listeriosis vakas1 1936 yilinda bildirilmistir. Bu zamana kadar,
listerialarin yalnizca hayvanlarda hastalik yapabildigi goriisii bilim diinyasinda
hakimdir. Ik gida kaynakli listeriosis vakasi ise 1953 yilinda bildirilmis olup, L.

monocytogenes’in sebep oldugu mastitisli bir inegin siitiiniin i¢ilmesi suretiyle
5



etkenin alinmis oldugu belirtilmektedir. Ayrica bu etkenlerin ikiz hamileligi
bulunan bir annenin bebeklerinin 6lii dogmasina sebep oldugu da bildirilmistir
(27, 43). Bu tarihten baslayarak uzunca bir siire listerialarin énemi arastiricilar
tarafindan fark edilememistir ve mevcut durumu da géz ardi edilmistir. Kanada’da
1983 yilinda kontamine gidalar vasitasiyla insanlara bulasan listeriosis salgininin
ortaya c¢ikmasi, bilim adamlarinin dikkatlerini yeniden listerialara ¢evirmesine
sebep olmustur (99). Bu salgindan sonra, arastirmacilarin listerialara olan ilgisi

artarak devam etmistir.
3.2. Taksonomi

Listerialar, ilk kesfedildiklerinden bu yana bilim adamlar tarafindan pek
cok kez bagka bir bakteri grubunun alt tiirli olarak simiflandirilmislardir.
Taksonomide, listerialarin kendi baslarina bir cins olarak yer almasi, 20. yiizyilin
son ceyreginde olmustur. Taksonomide listerialar, Brochotrix cinsine oldukca
yakindir. Son yillarda yapilan 16S ribozomal RNA caligmalar1 listerialarin
siniflandirmada Lactobacilluslar ile Bacilluslar arasindaki yeri isgal ettigini
gostermistir. Bilim adamlari, listerialarin brochotrixler ile birlikte bulunduklari ve
bu sekilde siniflandirilmalar1 gerektigi kanaatine varmislardir (75). Gliniimiizde
taksonomide listeria genusu igerisinde 6 tiir bulunmaktadir. Bunlar L.
monocytogenes, L. innocua, L. seeligeri, L. welshimeri, L. ivanovii, ve L. grayi'dir

(92).

Listeria genusunda, L. monocytogenes, L. ivanovii ve L. innocua patojen
tiirlerdir. insan ve hayvanlar igin en énemli patojen tiirii L. monocytogenes 'dir. L.
ivanovii ve L. innocua nin hayvanlar i¢in patojen oldugu bildirilmesine ragmen,

L. ivanovii nadiren insanlarda da hastalik olusturabilmektedir. L. grayi; L. grayi
6



subsp. murrayi ve L. grayi subsp. grayi ve L. ivanovii tiirii de, L. ivanovii subsp.
ivanovii ve L. ivanovii subsp. londiniensis olmak iizere ikiser alt tiire sahiptirler
(43). L. monocytogenes’in, gida kaynakli patojen bakteriler arasinda da énemli bir
yer aldigr bildirilmektedir (75). Listerialar tabiatta bulunmalarindan dolayi, siit,
gida ve yem bitkilerine kolaylikla bulasabilmektedir. Bu sebeple listeria

enfeksiyonlarinda bulasma kaynaginin tespitini yapabilmek oldukga giigtiir (59).

3.3. Morfoloji

Listerialar, 0.5-2 um boyunda, 0.4-0.5 um eninde, Gram pozitif aerob
bakterilerdir. Ancak fakiiltatif anaerobik ortamlarda da iireyebilirler. Mikroskobik
goriiniimleri sporsuz, ¢comakeik seklindedir (23, 44). Hareket kabiliyetlerini 20-
28°C sicakliklarda gostermelerine ragmen, 35-37°C’de hareket yeteneklerini
kaybetmektedirler. Taze kiiltiir ortamlarinda Gram pozitif olarak goriinmelerine
ragmen, eskimis kiiltiirlerde Gram negatif olarak da goriinebilmektedirler.
Kapsiilleri olmamasina ragmen, bazi ¢aligmalarda mukopolisakkarit bir katmana
sahip olduklar bildirilmistir (10, 13, 58). Psikrotrofik mikroorganizmalar olup,
0°C ile 45°C (optimum 37°C) sicaklik araliginda cogalabilmektedirler. Bu
bakteriler igin optimal su aktivitesi degeri 0.97 dir (40). Listerialar yiiksek
adaptasyon yeteneklerine sahip olduklarindan dolayi, ¢ok degisik ortamlarda
yasayabilmektedirler. Ornegin, yiiksek tuz yogunluklarinda (% 10), genis pH (pH

4.4-9.4) ve sicakliklarda hayatta kalabilmektedirler (101).

Listerialar % 0.25 agar, % 8 jelatin, % 1 glikoz igeren yar1 kat1 ortamlarda
37°C de 24 saatte trerler ve tiremeleri yiizeyden asagiya dogru semsiye benzeri
bir gériintim olusturur. Listerialar, nutrient agarda 24-48 saatlik inkubasyonlarda,

0.5-1.5 mm ¢apinda, yuvarlak, seffaf, etrafi tamamen belirgin koloniler
7



olustururlar. Tryptic soy agarda (TSA) hem iyi iirer hem de tipik koloniler
meydana getirirler. TSA’da 18-24 saatlik listeria kolonilerine stereo mikroskopla
45°°1ik ac1 ile verilen 1s1kta bakildiginda, smooth (S) tipi koloniler, ylizeylerinde
cok ince gozenekli yapi ile birlikte karakteristik mavi-yesil rofle verirler. Normal
1sikla incelendiginde mavimsi-gri renkte goriinmektedirler. Koyun kanli agar
basta olmak tizere diger temel besi yerlerinde de kolaylikla tireyebilirler. Glikoz
iceren besi yerlerinde “taze ayran kokusu” na benzer bir koku yayarlar. L.
monocytogenes suslar1 penisilin veya glisin igeren ortamlarda tirediklerinde L-tipi

koloniler meydana getirirler (101).
3.4. Biyokimyasal Ozellikleri

Listerialarin identifikasyonunda Gram boyama, hareket, tireaz, H,S, indol,
oksidaz, Methyl Red/Voges Proskauer (MR/VP), eskiilin hidrolizi, katalaz, glikoz,
hemoliz, mannitol, xylose, rhamnose ve Christie, Atkins and Munch-Peterson
(CAMP) testi kullanilmaktadir. Listerialar biyokimyasal olarak, Gram pozitif,
diizgiin ¢gomak seklinde, iireaz, H,S, indol, oksidaz negatif; methyl red/\VVoges
Proskauer (MR/VP), eskiilin hidrolizi, katalaz pozitif; glikoz ve salisinden gaz
olusturmadan asit olusturan bakteriler olarak tanimlanmaktadir. Tiir diizeyinde
ayrimlar1 ise Sekil 1 ve Tablo 1°deki metotlarla ve biyokimyasal testlerle

yapilmaktadir (22, 48, 101).



Aerobik/Fakdltatif Anaerobik
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Asit Fast
- ! +
Endosporlar Nocardia,
- P Mycobacterium
+
Hareketli | Bacillus,
+ olanlar ICIostiridium

Listeria J- Corynebacterium

Sekil 1. Listerialarin fenotipik identifikasyonu (Kisaltilarak kullanilmistir, 48).

Listerialar 20-28°C sicaklikta hareketlidirler. Bu hareketliliklerini, oda
1sisinda inkube edilmis 8-24 saatlik gen¢ sivi kiiltiirlerde (tryptone soya yeast
extract broth) asili damla metoduyla veya yar1 kati agarda gozlemlemek

miimkiindiir (3).

L. monocytogenes, L. seeligeri ve L. ivanovii tiirleri pek ¢ok memeli
alyuvar hiicresini lize ederek, hemoliz olusturabilirler. Hemolitik aktivite at ya da
koyun kan1 eklenmis agarlarda daha iyi goriilmektedir. L. ivanovii digerlerine gore
daha genis bir hemoliz alani olusturur, bazen ¢oklu hemoliz alanlar1 da
goriilebilir. L.  monocytogenes’in  olusturdugu  hemoliz  Streptococcus
agalactiae’nin yaptigi dar alanli hemolize benzemektedir. Hemoliz bolgesi
kolonilerin sinirindan ¢ok uzakta degildir. L. seeligeri ise daha dar bir hemoliz

alan1 olusturmaktadir (101).



Tablo 1. Listeria Tiirlerinin Biyokimyasal Ozellikleri (59).

Tiirler B- D- D- L- CAMP
Hemoliz® Mannitol Xylose Rhamnose s aureus R.equi

L. monocytogenes + - - + + -
L. ivanovii® ++ - + - . +
L. innocua - - - d° - -
L. welshimerii - - + dc - -
L. seeligeri + - + - + .
L. grayi® - + ; g . ]

: Koyun kanli agarda hemoliz

: L.ivanovii subsp. ivanovii ribozu fermente eder, L. ivanovii subsp. londoniensis
ribozu fermente edemez.

c: degisken reaksiyon

d: L. grayi subsp. murrayi nitrati indirgemektedir, L. grayi subsp. grayi nitrati

indirgeyemez.

o Q

3.4.1. Christie, Atkins, Munch, Peterson (CAMP) Testi

CAMP testi, hemolitik listerialarin yani L. monocytogenes, L. ivanovii ve
L. seeligeri tiirlerinin ayriminda kullanilan baslica testlerdendir. Sekil 2’de
goriildiigii gibi B-hemolitik Staphylococcus aureus ve Rhodococcus equi kanl
agara birbirine paralel olacak diiz bir c¢izgi seklinde ekilir. Siipheli listeria
kiiltiirleri de bu cizgilere dik olacak sekilde, birbirine degmeden tek diiz ¢izgi
halinde ekilir ve 35°C de 24-48 saat inkubasyona birakilir. L. monocytogenes, S.
aureus ¢izgisine yakin yerde hemoliz olusturur, R. equi tarafinda herhangi bir
hemoliz olusturmaz. L. ivanovii, R. equi ¢izgisine yakin yerde hemoliz olusturur.
L. seeligeri ise L. monocytogenes’e gore daha zayif bir hemoliz olugturmaktadir

(51, 58).
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Sekil 2. Christie, Atkins, Munch—Peterson (CAMP) Testi Ornegi (Dikey cizgiler:
S. aureus (S) ve R. equi (R). Kiiciik yan ¢izgiler: Hemolizli bolgeler) Yatay
cizgiler: 1,5: Listeria spp. stipheli koloni, 2: L. monocytogenes (kuvvetli hemoliz),
3: L. seeligeri (zayif hemoliz), 4: L. ivanovii.) (59).

3.5. Genetik Ozellikler

Glinlimiizde yapilan molekiiler caligsmalarla listerialarin genomunun tiim
haritas1 ¢ikarilmis ve bu bakterilerle ilgili pek ¢ok yararl bilgiye ulasilmustir.
Listerialarin genomlarinin biiytikliikleri 2.7 ile 3 milyon baz (mb) arasinda
degismektedir. Toplam gen dizilimlerinin yaklasik % 89’u kodlanmaktadir ve bu
kodlanan genlerin % 62.5 oranindaki kismimin bir fonksiyonu vardir. Listeria
suglar1 ve serotiplerinin kendilerine 6zgii genleri disinda, listeria genomlarinin gen
organizasyonlarinda ve igeriklerinde yiiksek bir benzerlik bulunmaktadir. Listeria
tiirleri karsilastirildiginda en kiigiik genoma sahip olan L. welshimeri (2.7 mb)’dir

(54).

Arastirmacilar, son yillarda, L. monocytogenes ve L. ivanovii’nin genom
Ozelliklerini ortaya koymuslar ve bu bakteriler hakkinda oldukca ilging bilgiler
elde etmislerdir. Listeria cinsinin baglica patojen tiirii olan L. monocytogenes’in

tim kromozomu 2.944.528 baz ¢ifti biyilikliigiinde ve halka (sirkiiler)
11



formundadir. L. innocua ise 3.011.209 baz ¢ifti biiyiikliigiinde bir genoma
sahiptir. L. monocytogenes’in genomunda G+C niikleotidlerinin oran1 % 39, L.
innocua’nin ise % 37°dir. Ayrica her iki listeria tiirlinde de ¢evreye adaptasyonu
kolaylastiran, yiizey, sekresyon, transport proteinlerini ve transkripsiyon
diizenleyici proteinlerini kodlayan (Tablo 2 ve Sekil 3) c¢ok sayida gen

bulunmaktadir (28, 49, 54, 55).

Tablo 2. L. monocytogenes ve L. innocua’nin Molekiiler Genel Ozellikleri (49).

L. monocytogenes L. innocua
Kromozom biiyiikligi 2.944.528 3.011.209
G + Cigerigi (%) 39 37
Protein kodlayan G + C igerigi (%) 38 38
Protein kodlayan genlerin toplam sayisi 2853 2973
Pfot"eln"lf(.).dlayan kodonlarin ortalama 306 299
biiyiikligii
rRNA operonlarinin sayisi(168S, 23S, 5S) 6 6
tRNA genlerinin sayisi 67 66
Kodlama yiizdesi 90.3 90.3
Profajlar 1 (60 gen, 41.6 kbp) 5 (301 gen, 219.4 kbp)
Plazmid 0 1 (79 gen, 81.9 kbp)
Sus spesifik genlerin sayisi 270 (294 kbp) 149 (195 kbp)
Ortholog genlerin sayist 2523 2523

Transpozonlarin Sayisi

1 (Tn916-benzeri)

3.6. Virulens Faktorler

L. monocytogenes, ¢cok dzellikleri bulunan ve hiicre iginde yasayan patojen
bir bakteridir. Cok cesitli baski faktorlerinden kagis mekanizmalarina sahiptir.
Ornegin, bulasmis oldugu gidalarin konakgis: tarafindan almmastyla, konakginin
sindirim sisteminde proteolitik enzimlerle, asidik bir pH (yaklasik pH 2), safra
tuzlar1 ve konak¢inin savunma hiicrelerine karsi koyabilmektedir. Biitiin bu
stresten kagis mekanizmalarinin kodlar1 opuCA, Imo1421, bsh gibi virulens genler

olarak isimlendirilen bazi genlerde bulunmaktadir (55).
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Sekil 3. Listerialarin konak¢i hiicreleri istila etmelerini, hiicre icinde
cogalmalarini ve hiicreden hiicreye geg¢islerini gosteren basitlestirilmis sekil (A),
(B), (C), (D), (E), (F) ve (G) harfleri asagidaki paragrafta agiklanmistir (110).

Sekil 3’de L. monocytogenes igin hiicrelerdeki yasam dongiisii
basitlestirilerek anlatilmistir. L. monocytogenes, hiicreleri (fagositler ve diger tiim
doku hiicreleri duyarlidir) internalin ismi verilen protein yardimiyla istila eder.
Internalin A ve B (inl A ve inl B) proteinleri baslangigta, patojen listerialarin
hiicrelere tutunmasina ve yasamini silirdiirmesine yardimcit olan baglica
proteinlerdir (A). Patojen listerialarin konakg¢i hiicresine girdikten sonra ilk
yaptiklar i, tek membranli vakuollere yerlesmektir. Tek membranli vakuolleri
listeriolysin O (LLO) ve phosphatidylinositol-phospholipase C (PI-PLC)
proteinleri ile lize etmektedirler. LLO, haemolysin (hly) geni tarafindan kodlanan
58 kDa agirliginda, patojen listerialarin virulensini belirleyen baslica proteindir.
PI-PLC ise plcA geni tarafindan kodlanir ve 33 kDa agirligindadir. plcB geni
tarafindan kodlanan phosphatidylcholine-phospholipase C (PCPLC) ise LLO ile

aynt gorevi yapmaktadir (B). Listerialarin hiicre i¢inde cogalabilmesi igin
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ortalama 1 saatlik siire yeterlidir (C). Cogaldiktan sonra diger hiicrelere gegcmek
i¢in baska bir proteine ihtiya¢ duyar. Bu, actA geni tarafindan kodlanan ve 67 kDa
agirhiginda bir proteindir. Basarili bir baska hiicreye gecisten sonra yeni bir
enfeksiyon siklusu baslangict mpl geni tarafindan kodlanan 60 kDa agirligindaki
metalloprotease proteininin PC-PLC yi aktive etmesine baglidir (D). Daha sonra
diger konak¢1 hiicreye ge¢cmeye calisan listerialar invagine olur (E). Konakel
hiicreye gegen listeria hiicreleri i¢in ayni1 davraniglar1 gosterir (F ve G). Virlilens
ile iligkili proteinleri kodlayan genlerin tiimii virulens gen bolgesinde prfA
tarafindan kodlanan ve 27 kDa agirhgindaki pleiotropic virulence regulator

proteini tarafindan diizenlenir (109, 110).

O \\\\\nll
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2,944,528 bp

Listeria
innocua
3,011,209 bp

1.5Mb

Sekil 4. L. monocytogenes ve L. innocua’nin sirkiiler genom haritalari (49).

Sekil 4’de distaki ilk ¢ember L. innocua’yi, icteki ¢ember ise L.
monocytogenes’i gostermektedir. Yesil renk: L. innocua genlerini, kirmizi renk L.

monocytogenes, siyah renk: L. monocytogenes ya da L. innocua’ya ait spesifik
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genleri, turuncu renk: rRNA operon bdlgelerini, mor renk: profaj genlerini
gostermektedir. Sayilar ise bilinen virulens gen pozisyonlarini gostermektedir. (1)
virulens gen lokusu (prfA-plcA-hly-mpl-actA-plcB); (2) clpC; (3) inlAB; (4) iap;
(5) dal; (6) clpE; (7) lisRK; (8) dat; (9) inlC; (10) arpJ; (11); clpP; (12) ami; (13)
byrABC. Igteki 3. Cember, L. monocytogenes’in G/C oranm (G+C/G-C), 4
numarali cember L.monocytogenes’in G+C oranini (< % 32.3 ise acik sar1 renkte,
% 32.5-43.5 arasinda ise sari renkte, >% 43.5 ise koyu sari renkte)

gostermektedir.
3.7. Epidemiyoloji

Patojen listerialar 6zellikle de L. monocytogenes hem hayvanlarda hem de
insanlarda hastalik olusturdugundan 6nemli zoonozlardan biri olarak kabul
edilmektedir. Listerialar, dogada (toprak, su, lagim sulari, atik sular, giibre),
gidalarda ve hayvan yemlerinde (yem, ot, silaj, sebze, bitki, et, siit ve bunlardan
elde edilen gida iriinlerinde), insanlarda, hayvanlarda ve hayvanlarin atik
yavrulari, vajinal akintilari, fotal membranlar, siit, idrar ve gaitalarinda, ¢liriimiis
sebzelerde ve deniz iirlinlerinde bulunurlar (10, 13, 58, 74). Listerialarin saprofit
olarak yasadiklar yerler ¢liriimiis bitki yiginlar1 olup, ayn1 zamanda onlarin dogal
yasam c¢evreleridir. Ayrica nemli ve kuru ¢evre sartlarinda, toprak ve bitkilerde
aylarca canli kalabilirler (29). Gilinlimiizde listerialarin insanlara ve hayvanlara
daha cok gida kaynakli olarak bulastiklarina dair yaygin bir kan1 bulunmaktadir.
Ancak listerialar, vertikal (anneden ¢ocuguna), zoonotik (hayvanlardan insana),
nosokomial (hastane orjinli) gibi farkli yollardan kolaylikla bulasabilmektedir

(101).
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1980-82 yillarinda ve 1986 yilinda Centers for Disease Control and
Prevention (CDC) kurumunun yaptirmis oldugu farkli anketlerde ABD’de yillik
enfeksiyon orani 1 milyon kiside 7.5 ve yillik vaka sayis1 425’1 6liim olmak {izere
1850 adet tespit edilmistir (9). Gida endiistrisinde yapilan hijyenle ilgili ¢esitli
diizenlemelerden sonra listeriosis’in insidensi % 4.4’e¢ diismiistiir. Benzer bir
diisiis tiiketime hazir gida ve kanatli endiistrisinde diizenlemelere giden Fransa’da
da goriilmiistiir (6). En yliksek enfeksiyon orani yeni doganlar ile 60 yasindan
biiyiiklerde goriilmektedir. Tiim vakalarin % 30’unu hamile kadinlar ve 10-40 yas
arasindaki insanlar olusturmaktadir. Ayrica, hamilelikle ilgili olmayan hastalarin
% 701, yash insanlar, yeni dogan bebekler, bagisiklik sistemini baskilayan ilag
kullananlar veya bu sistemi baskilayan bir hastalia (AIDS gibi) sahip olanlar
listeriosise daha duyarlidirlar. Ancak patojen listerialar tiim insanlarda hastalik
olusturabilirler. Hamile kadinlarda, olii dogumlara, erken dogumlara ya da

diisiiklere sebep olabilirler (7).

Avrupa Birligi iilkelerinde 2003 yil1 verilerine gore yillik listeria insidensi
1 milyon vakada % 0.3-7.5, Avustralya’da % 3’tiir. CDC verilerine gore, Amerika
Birlesik Devletleri’nde (ABD) 1997 yilinda gida kaynakli 2493 listeriosis vakasi
goriilmiis ve bunlardan 499°u 6liimle sonuglanmistir (7, 9). Giliniimiizde ABD’de

Listeriosis, ihbari mecburi hastaliklar arasinda kabul edilmektedir (4).
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Sekil 5. Listerialarin Yasam Dongiisii(86).

Siit, peynir, tereyagi, tiitsiilenmis balik, tiiketime hazir domuz eti, sosis, et,
hindi eti gibi gidalarin tiiketilmesiyle bakteriyemi ve meningitis ile sonuglanmis
listeria salginlart mevcuttur. Ayrica yenmeye hazir gida iriinleri arasinda
kontaminasyonun en ¢ok oldugu gida grubunu kanatli {iriinleri olusturmaktadir

(74).

Insanlara gidalarla ya da diger yollarla L. monocytogenes bulasabilir.
Diger yollarla bulagsma anneden cocuga plasenta ya da dogum kanali yoluyla
olabilir. Yeni dogan bebeklere kontamine olmus sularda banyo yaptirilmasi
yoluyla da L. monocytogenes bulasabilmektedir. Enfekte hayvanlara dogrudan
temas ile ¢iftci ve veteriner hekimlerde lokalize kutan6z enfeksiyonlar

olusabilmektedir (85).

Listeriosis genellikle gelismis {ilkelerde 6nem kazanmis bir hastalik
durumundadir. Listerialar ile ilgili yapilan bilimsel ¢aligmalarin biiyiik bir boliimii
gelismis toplumlarin yasadig: iilkelerde yapilmaktadir. Ik zamanlar listerialarin

bulunduklar1 yerlerin tespitine yonelik arastirmalar yapilirken, son yillarda ise
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dogada yasayan patojen listerialar ile insanlardan izolasyonu yapilan listerialar

arasindaki genetik iligkiler arastirilmaktadir (109).
3.8. Dogal Yasam Yerleri

Listerialarla ilgili yapilan ¢alismalarin biiyiik bolimii (83) gida, ¢iftlik ve
bunlarla iliskili yerlerden izolasyonu konularina odaklanmistir. Bilimsel
kaynaklarda listerialarin toprak ve sularda ¢ok uzun siire canli kalabildigi
bildirilmektedir. Son zamanlarda tabiat veya ¢iftlik disindaki gevrelerde de insan
listeriosis vakalarmna rastlandigi bildirilmistir. Yapilan ¢alismalarda (85) tespit
edilen listeria etkenlerinin insanlar igin hastalik kaynagi olabilecegini

gostermektedir.

Listerialarin varligim1 aragtirmaya yonelik ilk calismalar, toprak, tarimsal
bitkiler ve tarimsal araziler disindaki ¢evre ilizerine yapilmaktaydi. Welshimer ve
Donker’in (113) 1971 yilinda yaptigi calismada tarimsal araziler disindaki
alanlarda ilkbahar doneminde % 6 oraninda L. monocytogenes izole edildigi
bildirilmektedir. Giiney Almanya’da yapilan baska bir ¢alismada misir bitkisinde
% 9.7, ¢cimenlerde % 13.3, tarim arazilerinde % 12.5, tarimsal olmayan arazilerde
% 44, otlaklarda % 15.5, ormanlarda % 21.3 ve vahsi hayvanlarin beslendigi
bolgelerde % 23.1 oraninda Listeria spp. tespit edildigi bildirilmistir (85). Baska
bir calisma ise topraktan hi¢ L. monocytogenes izole edilmedigini bildirmesine
ragmen, silaj ile beslenen koyun ve sigirlarin gezindigi bolgelerdeki topraklardan
izole edildigine, toprak ve bitkilerin L. monocytogenes kaynagi olarak hayvanlar

icin 6nemine isaret etmistir (46).
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Iki yil siiren, tabiat ve sehirsel alanlarm karsilastirldigr bir calismada ise
L. monocytogenes in sehir alanlarindaki varhigi (% 7.5), tabiattaki varligindan (%
1.4) daha yiiksek bulunmustur (98). Listerialarin dogal yasam ¢evresinin tarimsal
araziler disindaki gevre oldugunu bildiren pek ¢ok bilimsel ¢alisma mevcuttur (46,
83). Ciftliklerin etrafindaki dogal g¢evrede L. monocytogenes prevalanst daha
diisiik bulunmustur. Ayrica L. seeligeri, sehir, dogal gevreler ve topraktan siklikla
izole edilen tiir olmustur. L. seeligeri memeliler igin patojen olarak bildirilmemis
olsa da, patojen listerialar gibi hemolitik Ozellik gosterirler ve ¢evrede hayatta

kalmak i¢in ayn1 virulens genlere sahiptirler (85).

Listerialarin toprakta 295 giin canli kalabildigini gosteren g¢alismanin
yaninda, bir diger calismada ise steril veya steril olmayan toprakta (dogal), suda,
ki sartlarinda dogada -15°C ile 45°C arasinda canli kalabildigi ve ¢ogalabildigi
bildirilmistir. Ornegin, 10> kob/ml listeria bakterisi verilmis steril bir toprakta

etkenin 154 giin hayatta kalabildigi vurgulanmistir (85).

Insanlar icin patojen tiir oldugunun kanitlanmasmndan beri ¢ok farkli
cevrelerden L. monocytogenes izole edildigi bildirilmistir. Ancak giliniimiizde
yapilan ¢alismalar (32), L. monocytogenes’in schirsel alanlarda kendine yasama
alanlar1 buldugunu ve insanlarda listeriosise sebep oldugunu gostermektedir.
Dogal cevrelerden izole edilen patojen L. monocytogenes suslarinin ¢gogunlugunun
(% 90) serotip II oldugunu gostermistir. Insanlarda hastalik yapan L.
monocytogenes serotipleri arasinda, serotip II’nin daha az 6éneme sahip oldugu

agiktir.
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3.9. Tarimsal Alanlar

Hayvanlarda ilk listeria izolasyonundan bu yana, pek ¢ok kez evcil ve
vahsi hayvanlardan Listeria spp. izole edildigi bildirilmistir (56). Bu hayvanlar
cogunlukla sigirlar, koyunlar ve keciler yani ¢iftlik ruminantlaridir. Bu sebeple
listerialar hakkinda edinilmis bilgilerin biliyiik kismi ruminantlar ve ruminant
ciftliklerinde listerialarin ekolojisine ve varligina dayali olmaktadir. L.
monocytogenes’in prevalansi ruminantlarda ve ruminant ¢iftliklerinde degisiklik
gostermesine ragmen, en yilksek prevalans silaj ile beslenen sigirlarda
goriilmektedir. Ciftlik cevreleri ve fekal materyal bulagmis silajla beslenen
hayvanlarda bu oran % 20 olup ortalama degerlerin iizerindedir. Ayrica insan
hastaliklariyla baglantilar1 bulunan L. monocytogenes alt tipleri de bu oranin
icindedir. Ciftlik c¢evreleri ve ciftlik hayvanlar1 bu sebeplerden dolayr L.

monocytogenes ig¢in 6nemli bir kaynak ve potansiyel bir rezevuar olabilir (83).

Patojen listerialarin silaj yemlerindeki varlig1 ve ruminantlarin bulundugu
cevredeki fekal bulasmasi, hayvanlar arasinda ve ciftlik ¢evresinde yasayan
insanlara bulasma i¢in en Onemli sebep olarak gosterilmektedir (44). Patojen
listerialar fekal olarak kolaylikla bitkilere ve bitkilerin bulundugu ¢evreye
bulasabilir ve bu bitkiler hayvan yemi ya da insan gidasi olarak tiiketilebilir.
Ruminantlarin yetistirildigi c¢iftliklerde fekal bulasmanin prevalansinin % 2-
3’lerden % 50’lere kadar ve silajla beslemenin yapildigi ciftliklerde ise bu
rakamlarin daha ylikseklere ¢ikabildigini gosteren pek cok ¢alisma bildirilmistir

(61, 83, 107).

Herhangi bir hastalik belirtisi gostermeyen pek c¢ok sigirin diskisinda

listerialara, 6zellikle de L. monocytogenes tiiriine rastlanabilir (74). Ote yandan
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kiiglik ruminantlarin digskilarinda genellikle daha az oranda listeria bulunur ve silaj
yemleriyle beslendiklerinde patojen listerialara maruz kalirlar. Silaj yemleriyle
beslenen sigirlar lizerinde yapilan bir ¢alismada (46), sigirlardan toplanan diski
ornekleri incelenmis ve en diisik 5x10° adet L. monocytogenes bulundugu
bildirilmistir. L monocytogenes i¢in fekal bulagsma oral yolla olmaktadir ve bu
bulagsmayr hayvanin saglik durumu, gida degisiklikleri, transport veya

immunolojik degisiklikler ve benzeri durumlar etkilemektedir.

Isve¢’te 2003 yilinda L. monocytogenes’in silajlarda yasama kabiliyetinin
olglildiigii bir calisma yapilmistir. Bu ¢alismada L. monocytogenes bakterilerinin
pH< 4.9 dan daha diisiik pH’larda 30 giinden fazla yasayabildigi bildirilmistir.
Biiyiik miktarlardaki silaj yigmlarinin ise L. monocytogenes i¢in daha uygun
yagsam ortamini sagladig: bildirilmistir. Listerialarin silajlarda yagamasin1 6nlemek
icin silajlarin 30 gilinden fazla fermentasyona birakilmasi gerektigi tespit

edilmistir (88).

Insan listeriosislerinde oldugu gibi, hayvan listeriosis vakalarinda da yem
kaynakli, 6zellikle silaj yapilmis yemlerin tiikketimine, kismen de dogru bir sekilde
fermente edilmemis yemlere bagli bir hastalik durumu mevcuttur. Silaj ile
besleme ve fekal yolla bulasan L. monocytogenes, ruminantlarda listeriosis
hastaligina sebep olan yiikksek risk faktorleridir (83). Ruminantlarin
beslenmesinde silaj yemleri yaygin olarak kullanilmaktadir. Eger dogru bir
sekilde fermentasyon gergeklesmisse, silaj yemlerinde patojen listerialar1 ve diger
mikroorganizmalar1 inhibe etmeye yardimei olan bir pH (<pH 4.5) vardir. Dogru
bir fermentasyon yapilmamis silajlarda pH yaklastk >5.5’tir. Bu ortamda

kolaylikla patojenler ve ciirlime bakterileri ¢ogalabilir. Silaj yapilmadan once
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musir tarlalari, vahsi hayvanlar, c¢iftlik hayvanlari, fekal bulagsma gibi pek ¢ok
vasitayla patojen listerialar ile bulasmis olabilir. Bu sekilde herhangi bir isleme
tabi tutulmaksizin musirlardan yapilan silajda dogru bir fermentasyon
olusturulmadig1 takdirde, patojen listerialar yaygin olarak bulunabilir.
Ruminantlarda goriilen listerial hastaliklarin en 6nemli kaynaginin silaj yemleri

oldugunu gosteren ¢aligmalar vardir (61, 85).

Ruminantlar disinda pek c¢ok hayvandan veya tarim arazileri disindaki
cevrelerde yasayan hayvan tiirlerinden de listerialar izole edilmistir. Listerialarin
izole edildigi hayvanlar arasinda kus, domuz, at, kiimes hayvanlar1 ve diger evcil

hayvanlar, baliklar bulunmaktadir (52, 56, 112, 115).

Ruminant ya da diger ciftlik hayvanlarinin yetistirildigi ciftliklerde
listerialar yaygin olarak yasamaktadir. Gida iiretim-igleme faaliyetleri de genelde
bu yerlerde yapildigindan dolayi, buralarda hazirlanmis gidalara bulasma, bu
gidalarin da insanlar tarafindan tiiketilmesiyle, patojen listerialarin insanlara
bulasmasi daha kolay olmaktadir. Ornegin L. monocytogenes ile kontamine olmus
¢ig siit tiketilmesiyle, etken insanlara bulasabilir. Cogu listeriosis vakasinda,
tarimsal c¢evreden kaynaklanan bulasmadan daha ¢ok, ¢ig olarak gidalarin
tiikketilmesinden bulastig1 oldugu bildirilmistir. Patojen listerialarin prevalansi ¢ig
gidalarda % 1.1-85.7 oranlarinda bulunabilmektedir. Ayrica ¢ig sebzelerin
tilketilmesiyle insanlara bulasan patojen listerialarin da biiyiik bir risk faktori

oldugu bildirilmistir (85).

Patojen listerialarin tarimsal alanlarda yasama siireleri 6 yila kadar

cikabilmektedir. Ayrica yasam siireleri hayvan diskilarinda ve tarim yapilan
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topraklarda daha da uzamaktadir. Ornegin, L. monocytogenes hayvan diskisinda

182- 2190 giine kadar yasayabilmektedir (64, 81).

Insanlardan izole edilen L. monocytogenes izolatlari ile topraktan, tarimsal
alanlardan, hayvan diskilarindan izole edilen L. monocytogenes izolatlar1 arasinda
bir iliski oldugunu, dolayisiyla tarimsal cevrenin ve ¢iftliklerin insan ve
hayvanlardaki listeriosis ile bir bagi oldugunu gosteren pek c¢ok c¢alisma

yayinlanmustir (25, 83, 97).
3.10. Gidalarin Bulundugu Cevreler ve Gidalar Arasindaki Iliskiler

Listerialarin gidalarda, ozellikle hayvansal gidalar ve yenmeye hazir
gidalarda bulundugunu gosteren pek ¢ok aragtirma bulunmaktadir (44, 85, 104).
Gilinlimiizde ise gidalardaki listerialarin bulagsma kaynagmi ve hangi L.
monocytogenes alt tiplerin oldugunu tespit etmeye yonelik caligmalara agirlik
verilmistir. Ek olarak, 2004 yilinda yapilan ve 1000 adet insan ve gida orijinli L.
monocytogenes izolatlarinin ribotiplendirildigi ¢alismada, L. monocytogenes 1/2b
ve 4b prevalanslarinin yiiksek oldugu gosterilmistir (104). Gida izolatlar ile
insanlardan izole edilen izolatlar arasinda virulens genlere bakilarak yapilan (inlA,
iap, hly, prfA) calismalarda ve tiplendirmelerde farkli L. monocytogenes alt
tiplerinin insanlardaki listeriosisten sorumlu oldugu bildirilmistir. Gida isleme ve
perakende satis yapilan g¢evrelerden L. monocytogenes’in izole edildigi
tiplendirme c¢alismalarinda insanlardaki izolatlarla bu c¢evrelerdeki izolatlarin

birbirleriyle iliskilerinin bulundugu belirtilmistir (85)
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3.11. Hayvanlarda Listerialar

Hayvanlarda listeriosis ¢ok g¢esitli klinik formlarda goriilmekte ya da
semptomlarla seyretmektedir. L. monocytogenes koyun, ke¢i ve sigirlarda
ensefalitis, abortus, septisemi, endoftalmitis, sigirlarda mastitis, at, kedi ve
kopeklerde abortus ve nadiren de olsa ensefalitis, domuzlarda septisemi,
ensefalitis ve daha az olarak abortus, kuslarda septisemi, L. ivanovii koyun ve
sigirlarda abortus, L. innocua ise koyunlarda meningoensefalitis yapmaktadir.
Kuslar genellikle subklinik tastyicilar olmasina ragmen, sporadik vakalar halinde
septisemi ve meningioensefalitis rapor edilmistir. Avian listeriosis, salmonellosis

veya viral hastaliklarin sonucunda ikincil olarak ortaya ¢ikabilir (10).

Listeriosis, hayvanlarda ensefalitik veya septisemik formla seyredebilir.
Septisemik form, pek yaygin olmamakla beraber, ¢ogunlukla yeni dogan
hayvanlarda goriilmektedir. Depresyon, istahsizlik, ates ve 6liim goriilmektedir.
Ensefalitik form ise genellikle “tek yone dogru donme” ile karakterize bir hastalik
olusturmaktadir. Bu sebeple lilkemizde buna “Koyunlarin Donme Hastalig1” da
denmektedir. Bu hastalikta, depresyon, istahsizlik, basin tek yone siirekli donmesi,
tek tarafli yliz felci, iki yonlii keratokonjunktivitis gibi belirtiler goriilmektedir.
Yavru atma genellikle gebeligin son doneminde yani, sigirlarda 7. aydan sonra,

koyunlarda ise 12. haftadan sonra gériilmektedir (13, 89).

Ciftlik hayvanlarindan 6zellikle ruminantlar, listerialarin kirsal ¢evredeki
fekal-oral siklusunda (diskiyla kontamine olan gidalarin agiz yoluyla alinmasi)
anahtar rol oynamaktadirlar (109). lyi fermente edilmemis hayvan yemlerindeki
patojen listerialarin varlig1 uzun zamanlardan beri bilindiginden dolayi, silajli yem

tirtinleriyle hayvanlar1 beslemek 6nemli diizeyde risk olusturmaktadir (37). Ayrica
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yapilan ¢aligmalarda (83), sigir ¢iftliklerinin insan veya hayvanlardaki listerialarin
cevreye yayllmasinda ve hastaligin ortaya ¢ikmasinda, kiigiik ruminantlara gore

daha etkin bir rol oynadig1 bildirilmistir.

Silajli yemlerle beslenen ruminantlarin ¢evresinde listerialarin yiiksek
siklikta bulunmasi, bu etkenin hayvanlara gecisini kolaylastirmaktadir. Ayrica bu
etkenlerin ruminantlarda yiiksek bir prevalansta bulunmalarinin yaninda, konakg1
hiicrelerinin duyarliliginin da bulagmada etkili bir faktér oldugu bildirilmektedir
(83). Bu duruma ek olarak ruminantlardaki listeriosis, ¢ok asir1 miktarlarda
patojen listerialarin  alinmas1  veya sigirlardaki  bagisiklik  sisteminin
baskilanmasindan ya da her iki sebebin birden olusmasindan kaynaklanmaktadir.
Cevrede patojen listerialar olduk¢a fazla sayida bulunmasina ragmen klinik

belirtiler az goriilmektedir (91).

Monfort ve ark. (80), kabuklu deniz hayvanlarinda % 53; Barbuddhea ve
ark. (17), Hindistan’da toplam 201 adet koyun ve kegilere ait siit ve et
orneklerinde % 17.64; Miettinen ve ark. (79) gokkusag alabaliklarinda ise % 35;
Kalorey ve ark. (66) sigir siitlerinde % 6.75 oraninda Listeria spp. varligini
bildirmistir. Tiirkiye’de de hayvanlarda listerialarin varligi bilim adamlar
tarafindan bildirilmistir. Sahin ve ark. (95), Kars ve bolgesindeki koyunlarda
goriilen abortlardan L. ivanovii izole etmislerdir. Aygiin ve ark. (14), Hatay
bolgesinde 157 adet koyun siitii 6rneginden % 8.23 oraninda Listeria spp. izole

ettiklerini bildirmistir.

Silajli yemlerle beslenmeden dolayr ruminantlarin rumen ekosisteminde
patojenlerle konake1 arasinda bir denge kurulmus olabilir (61). Ancak konakg¢inin

siirekli ya da siklikla patojen listerialara maruz kalmasi sonucunda, konakgida bir
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bagisiklik gelisebilir. Bu sebeple mevsimsel olarak silajla beslenen ruminantlarda,
muhtemelen de silajli yemler olmadan yapilan besleme siiresince bagisikliktaki
azalmadan dolay1 siddetli bir listeriosis kagiilmazdir. Tarimsal ¢evrelerde silajla
beslenen ruminantlardan izole edilen insan kaynakli L. monocytogenes i¢in, silaj
onemli bir kaynaktir, fakat tamamiyla listeriosis enfeksiyonundan sorumlu
olmayabilirler. Ciftlik kaynakli patojen listeria suslarinin nadiren insan listerial
hastaliklar1 ve gida kontaminasyonu ile iligkili oldugu bildirilmektedir. Yenmeye
hazir yiyecekler ve ekseri hazirlanma insanlardaki listerial hastaliklar1 ve gida

kontaminasyonlarindan sorumludurlar (83).
3.12. Tiirkiye’de Listeriosis

Tiirkiye’de ilk listeriosis vakasi Ozcebe tarafindan 1945°te bildirilmis ve
Bandirma Merinos Ciftligi koyunlarinin beyinlerinden yaptigi ekimlerde L.
monocytogenes’i tanimlamistir. Bu yildan sonra 1952 yilinda Pendik Bakteriyoloji
Enstitiisiinde, Inanli Inekhanesinde koyunlarda, danalarda ve daha sonra da bir
sigirda meydana gelen atik vakasinda listeriosis hastaligi teshis edilmistir. Ancak
1961 yilinda Tirkiye’de FAO’nun diizenledigi “Emerging Diseases” isimli
kongre raporunda, tilkemizde listeriosisin sporadik vakalar halinde seyrettiginden
onemli bir hastalik olmadig: bildirilmistir (36). Bu tarihten sonra listeriosis diinya
ile paralellik arz ederek Gnemini iilkemizde kaybetmis ve 1980’lere kadar pek

tizerinde durulan bir hastalik olmamustir.

Tiirkiye’de 1988 yilinda beyaz peynirler iizerine yapilmis bir ¢alismada,
323 peynir 6rneginin % 5.8’inin listerialar ile kontamine oldugunu ve bunun %

3.4' tintin L. monocytogenes oldugunu tespit etmislerdir (105).
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Elaz1g ve ¢evresindeki 14 koyun ve 12 keg¢i siiriisiinde, saglikli ve abort
yapmis hayvanlardan toplanan ¢ig siit 6rneklerinde listerialarin varligr arastirilmis
ve incelenen 300 6rnegin 5’inde Listeria spp., izole edilmis, L. monocytogenes
izole edilmemistir. Dolayisiyla bolge igin listerialarin ciddi bir hastalik sorunu

olusturmayacagi kanisina varilmistir (42).

1998 yilinda ¢ig siit drnekleri {izerine yapilan mevsimsel bir ¢aligmada ise
211 ornekten ikisinde biri kis mevsiminde, digeri ise yaz mevsiminde L.
monocytogenes izolasyonu yapilmistir ve izolasyonu yapilan L. monocytogenes

izolatlariin biiyiik sehir ve gevresinden elde edildigi vurgulanmistir (108).

Elaz1g ve civarindaki illerde imal edilen taze beyaz peynir, tulum peyniri,
tereyagl ve cokelekte listeria tiirlerinin prevalansinin tespitinin amaglandigi
caligmada, 51 taze Savak tipi beyaz peynir, 52 tulum peyniri, 50 tereyagi ve 10
cokelek olmak iizere toplam 163 Ornek incelenmistir. Bu Orneklerin kiiltiirii
neticesinde, bir adet taze beyaz peynirden L. monocytogenes ve bir adet tuzlu
tereyagindan ise L. innocua izole edilirken, siit tirlinlerinde diger listeria tiirleri
bulunmamistir. Tiirkiye’de tereyaginda Listeria spp. izolasyonu bildirilen ilk
calisma olmasi yaninda listeria tiirlerinin gerek hayvanlarin siitiinde ve gerekse
cevrede pek yaygin olarak bulunmadigi, ancak bunu ispatlamak icin daha
kapsamli ¢alismalara ihtiya¢ duyuldugu bildirilmistir (35). Erzurum ilinde beyaz
peynirler ve yoresel peynir Ornekleri iizerinde yapilan calismada listerialar
aranmis ve beyaz peynirlerde % 2.94, civil peynir 6rneklerinde ise % 6.25 listeria

prevalansi bulunmustur (67).

Keban baraj goliindeki baliklarda L. monocytogenes’in varligr ve izole

edilen suglarin molekiiler tiplendirilmesinin yapildig1 bir ¢alismada; 150 balik
27



ornegi incelenmistir. Incelenen balik bagirsaklarindan 10 adet (% 6.6) L.
monocytogenes izole ve identifiye edilmis ve ¢alisma sonunda yapilan tiplendirme
sonuglaria gore izolatlarin farkli kaynaklardan baliklara bulasmis olabilecekleri
bu baliklarin avlanip yenmesi halinde insanlarda ciddi saglik sorunlara yol

acabilecegi bildirilmistir (41).

Listerialarin ¢esitli hayvanlardaki varligi {izerine cesitli arastirmalar
iilkemizde de yapilmaktadir. Ornegin, atlar {izerine yapilan ve listeriosisin varligi
serolojik yontemler kullanilarak arastirilan ¢alismada, toplanmis olan 203 adet at
kan serumundan 176 ‘sinda (% 86.69) oldukga yiiksek bir oranda seropozitiflik
tespit edilmistir (102). Van yoresinde klinik olarak saglikli sokak kopeklerinde
listerialarin prevalansini tespit etmek amaciyla yapilan ¢alismada, toplam 90 adet
klinik olarak saglikli sokak kopeginden alinan kan serumlarimin 36 (% 40) adedi

seropozitif bulunmustur (30).

Kars ilinde listerialarin yaygimliginin arastirildigi 150 siit ve 11 silaj 6rnegi
tizerinde yapilan ¢alismada, siit 6rneklerinde 14 adet (% 0.93) Listeria spp. izole
edilmistir. Ug adet (% 2) siit ve bir adet silaj érneginden (% 9) L. monocytogenes
izole edilmis ve yore hayvanciliginda silajin listeriosis yoniinden bir risk faktorii

olabilecegi bildirilmistir (12).

Elaz1g bolgesindeki yerel kesimhanelerde 2003 yilinda yapilan bir
calismada kesilen 206 pili¢, 170 koyun ve 130 sigira ait fekal orneklerde L.
monocytogenes’in prevalansi piligclerde % 4.36, koyunlarda % 0.58 ve sigirlarda
% 1.53 olarak tespit edilmistir. izole edilen toplam 12 adet L. monocytogenes
izolatinin 7 adedi 1 serotipine, 5 adedi 4 serotipine ait bulunmus ve bu izolatlarin

gida kaynakli listeriosise sebep olabilecegi bildirilmistir (65).
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Siit ve siit Urlinlerinde listeriosis hastaliginin varhigi tizerine Van ilinde
yapilan bir ¢alismada, et ve et iiriinlerinde listeria suslarinin ve bunlarin iginde L.
monocytogenes bulunma sikliginin belirlenmesi amaglanmistir. Bu ¢alismada, et,
islenmis ve cesitli katki maddesi iceren et iirlinleri incelenmistir. Listerialar
tarafindan olusturulan kontaminasyonun ozellikle kiymalarda fazla miktarlara
ulagtiklari, ¢esitli katki maddelerini ihtiva eden, aym1 zamanda Ozellikle
fabrikasyon iiretimi olabilen et iirlinlerinin daha az kontamine oldugu tespit
edilmistir (21). Salam, sucuk ve sosisler {izerine yapilmis olan, benzer bir
calismada 2007 yilinda ayni ilde L. monocytogenes’in prevalansi salamlarda %
10, sosislerde % 30 tespit edilmis ve vakumlu tirlinlerde hi¢ L. monocytogenes

tespit edilememistir (96).

Listerialarin yayilmasinda sigirlarin onemini ortaya koymaya yonelik
yapilan ¢aligmada, siit sigirciligr yapilan 6zel bir igletmeye ait saglikli sigirlardan
Ekim, Ocak, Nisan, Temmuz aylarinda aliman diski orneklerinden soguk ve
yagisli mevsimlerde daha yiiksek bir Listeria spp. izolasyon ve identifikasyonu
gerceklestirilerek insan ve hayvan saglhigi agisindan potansiyel bir tehlike

olabilecegi saptanmustir (1).

Tavuk karkasi ve bagirsak igeriklerinden Listeria spp. izolasyonu ve
identifikasyonunun yapildig1 bir calismada, karkas orneklerinde % 76 oraninda
Listeria spp. izole edilmis ve bunlarin % 46’simin L. monocytogenes olarak
identifiye edildigi bildirilmistir. Bagirsak igerigi 6rneklerinden ise % 12 oraninda
Listeria spp. izole edilmis ve bunlarin % 5’inin L. monocytogenes olarak
identifiye edildigi bildirilmistir. Bu c¢alismada, Tirkiye’de kanath iriinleri

arasindaki listerialarin yiiksek prevalansina dikkat ¢ekilmistir (87).
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3.13. izolasyon

Giliniimiizde listerialarin izolasyonu yeni metotlarin gelistirilmesiyle
oldukca kolaylasmistir. izolasyonda dikkat edilmesi gereken durum listerialarin
izole edilecegi ortam veya Orneklerdir. Listerialar steril ortamlardan alinan
numunelerden 6rnegin; kan, beyin omurilik sivisi, amniyotik sivi, plasenta ya da
kulak svablart vb. dogrudan selektif besi yerlerine ekimi yapilarak kiilttirti
yapilabilir. Listerialarin ekildikleri ortama alisabilmeleri i¢in bir gece 35°C de
inkube edilmeleri gerekmektedir. Ancak digki, ¢evresel 6rnekler ve gida 6rnekleri
izolasyon icin kullanilacak olursa, selektif zenginlestirmeye gerek duyulmaktadir.
Eger ¢ok farkli mikroorganizmalarin bulundugu bir 6rnekle calisiliyorsa, diger

bakterileri elimine etmek i¢in immunomagnetik seperasyon da yapilabilir (48).

Listerialarin izolasyonunda iki anahtar konu vardir. Bunlardan biri zaman,
digeri ise zarar gormis, zedelenmis listeria hiicrelerinin geri kazanilmasi
konusudur. Gidalardan ve diger materyallerden listerialarin izolasyonunda, dnceki
zamanlarda bu bakterilerin diisiikk sicakliklardaki iireme kabiliyetlerinden
yararlaniliyordu. Ancak bu yontemle listerialarin izolasyonu haftalar almakta ve
de zarar gormiis listeria hiicreleri ortamin stresinden dolayr geri
kazanilamamaktadir. Ayrica izolasyonda yarismaci bakterilere, mantar vb.
ajanlara kars1 listerialara bir avantaj saglamak igin acrifilavin ve nalidixic asit gibi

bazi kimyasallar tiim standart metotlarda kullanilmaktadir (48).

Pek ¢ok farkli metotlarla listeria izolasyonu yapmak miimkiindiir. Ancak
diinya ¢apinda kabul gérmiis ve tercih edilen metotlar; biitiin gida 6rneklerinden
izolasyonlarda “Food and Drugs Administration-Bacteriological and Analytical

Method (FDA-BAM)” ve “International Standards of Organization (ISO) 11290,
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“United States of Department of Agriculture (USDA)”, Food Safety and
Inspection Service (FSIS) oOzellestirilmis gidalarda, yumurta ve c¢evre

orneklerinde, “Association of Analytical Chemists/The International Dairy

Federation (AOAC/IDF)” metodlaridir.
3.13.1. FDA BAM ve I1SO 11290

FDA BAM, igerisinde yalnizca bir zenginlestirme basamagi iceren bir
metottur. Bu zenginlestirme basamaginda acrifilavin, nalidixic asit cycloheximide
selektif ajanlar1 igeren Listeria Enrichment Broth (LEB) kullanilir. LEB’de 30°C
de 48 saat inkiibe edilir ve ardindan Oxford, PALCAM, MOX gibi selektif listeria

agara ekim yapilir (59, 100).

ISO 11290 metodu ise iki asamali zenginlestirme basamagi icermektedir.
[k asama zenginlestirmede Half Fraser Broth (Half FB) kullanilir. Half FB’de 24
saat 30°C de inkube edilir. Ikinci asamada zenginlestirme igin Fraser Broth (FB)
kullanilir. FB, acrifilavin ve nalidixic asit kimyasal ajanlarina ilaveten B-D-
glukozidaz aktivitesini 6lgmek i¢in eskiilin de icerir. FB’de 36-48 saat 37°C de

inkubasyon yapilir. Daha sonra Oxford ya da PALCAM agara gegilir (59, 100).

Listerialarin izolasyonunda selektif kimyasal ajanlarin kullanilmasi ne
kadar yararli ise de, bazi bilimsel makalelerde bu ajanlarin listeria hiicrelerine de
zarar verdigi ve listeria izolasyonunda basarisizliklara sebep oldugu bildirilmistir
(59, 101). Bu iki metot da bu dezavantajlarin1 farkli yontemlerle asmaya
caligmaktadir. FDA BAM metodu zenginlestirmede inkubasyondan 4 saat sonra
selektif ajanlarin eklenmesini, ISO 11290°da ise birinci zenginlestirmede selektif

ajanlarin yogunlugunun yariya indirilmesini benimsemistir (59, 100).
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3.13.2. USDAJ/FSIS ve AOAC/IDF

USDA’nin metodu siklikla et, yumurta, kanatli ve g¢evresel orneklerden
listeria izolasyonunda kullanilmaktadir. Bu metot iki zenginlestirme asamasi
icermektedir. Ik zenginlestirme adiminda acrifilavin ve nalidixic asit igeren
University of Vermont Medium (UVM) kullanilir. UVM’de 30°C de 24-36 saat
inkiibe edilir. Ikinci adiminda acrifilavin, nalidixic asit ve eskiilin iceren FB
kullanilir. FB’de 37°C de 24-36 saat inkubasyon yapilir. Daha sonraki agamada
moxalactam ve colistin sulphate igeren Modified Oxford (MOX) agara ekim

yapilir (5, 8).

Sit ve driinlerinden listeria izolasyonunda tercih edilen metot ise
AOAC/IDF metodur. Bu metot bir zenginlestirme basamagi igermektedir.
Acrifilavin ve nalidixic asit iceren LEB besiyerinde 36-48 saat 30°C de inkiibe

edilir ve ardindan Oxford agara gecilir (5, 8).
3.13.3. Kromojenik Besi Yerleri

Listerialarin izolasyon ve identifikasyon siirelerinin uzunlugu ve giicliigii
sebebiyle besi yeri tireten firmalari; “RAPID’L.MONO, ALOA, BCM Listeria
monocytogenes” gibi isimlere sahip kromojenik besi yerlerini iiretmistir.
Kromojenik besi yerlerinin ortak 6zellikleri kisa siire i¢inde, genellikle 24-48 saat
icinde Listeria spp. veya L. monocytogenes igin hizli, spesifik identifikasyon
imkan1 vermeleridir. Kromojenik besi yerlerinin, standart besi yerlerine gore
izolasyon ve identifikasyon performanslarinin daha iyi oldugu ve daha hizh

sonuca gidildigi pek ¢ok literatiirde bildirilmistir (18, 50, 57, 63, 90). Ticari
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firmalarin irettikleri kromojenik agarlar ile listerialarin izolasyonunda kullanilan

agarlarin bir karsilastirilmasi Tablo 3’de verilmistir.

Tablo 3. Listeria izolasyonunda Kullanilan Kromojenik Besi Yerleri (90)

Aranan madde Koloni rengi
Besiyeri B-D- PI-PLC Diger listerialar L.monocytogenes/
gluctosidaz ) L.ivanovii
PALCAM;- OXFORD, Esculin i Gri, etrafi Gri, etrafi kahverengi,
LPM;-MOX kahverengi-siyah siyah
Harlequin™ Listeria CHE-B-D- : :
(Lab M) glucopyra - siyah Siyah
noside
5-Bromo-4-
BCM Listeria fr?c:g;of_’;n .
monocytogenes inositgl- Y beyaz mavi-tiirkuaz
(Biosynth) 1-phosphate
(X-IP)
L. monocytogenes:
Rapid’L. mono (Bio-Rad) X-IP beyaz beyaz, L. ivanovii: sar1
halkali mavi-yesil
LIMONO-Ident-Agar ) Etrafinda beyaz
(Heipha) X-IP beyaz kalintilarla mavi-tiirkuaz
- 5-Bromo-4-  L-a- - Etrafinda beyaz
ALOA (AES, Biolife) chloro Phosphatidyl mavi-tiirkuaz kalintilarla mavi-tiirkuaz
CHROMagark Listeria -
(CHROMagarBBL™) ﬁ:lndoxyl- — - Etrafinda beyaz
E:BHDF§OMagarkL|sterla bglucopyra inositol mavi-tiirkuaz Kkahntilarla mavi-tirkuaz
OCLA (Oxoid) noside
3.14. Monoklonal Antikorlar ile Listerialarin Teshisi

Listerialara spesifik monoklonal antikorlar kullanilarak gida 6rneklerinden
hizl1 tarama metoduyla teshisi yapilabilmektedir. Bu monoklonal antikorlar ticari
olarak bulmak miimkiindiir. Ornegin; “Assurance Listeria EIA-BioControl
Systems, Inc.” kiti ile ¢esitli gida O6rneklerinde Listeria spp. aranabilir. “Vidas
LMO-bioMerieux” ticari kiti ile gidalarda L. monocytogenes, “TECRA Listeria
Visual Immuno Assay-TECRA International” kiti ile gida ve ¢evresel drneklerde

Listeria spp. taranabilir (48).
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3.15. Molekiiler Yontemler

Giliniimlizde molekiiler tekniklerle listerialarin identifikasyonu gittikce
popiiler bir konu olmaktadir. Bunun en 6nemli sebebi, molekiiler yontemlerin son
derece dogru, hizli, duyarli ve spesifik olmasidir. Molekiiler teknikler arasinda
DNA hibridizasyonu, Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR) digerlerine gore 6n

plana ¢ikmaktadir.
3.15.1. DNA Hibridizasyonu

Gidalarda listerialarin  aranmasinda kullanilan en basit molekiiler
yontemdir. Kimyasal bir 151k veren DNA problari ile ilk izolasyon agarlarindan L.
monocytogenes kolonilerinin tespiti miimkiindiir. Radyoaktif 6zellige sahip bir
maddenin problar1 ile hedef DNA {izerindeki kendine 6zgii bolgesine baglanir.
Serbest kalinca radyoaktif madde floresan 151k vermeye baslar ve bu floresanin
Olglilmesiyle teshis yapilir. Yiiksek bir spesifitiye sahip bu metot ile 30 dakika
iginde sonu¢ almak miimkiindiir. Elde edilen sonuglar oldukga giivenilirdir. Bu
metotlarin dezavantaji ise, tipik olmayan L. monocytogenes sonuglarinda son
identifikasyon icin diger molekiiler analizlerden biriyle dogrulama yapilmasini

gerektirmesidir (48).
3.15.2. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR)

Bilim diinyas1 PCR ile tanistigindan beri, PCR’nin biitiin molekiiler
uygulamalara ¢ok biiyiik etkisi olmustur. Listerialara 6zgii virulens genleri ya da
ribozomal bolgeleri hedefleyen primerler (16S ve 23S rRNA genleri, intergenic
bolgeler, hly, inlA, inlB, iap, hypersensitivite geni, aminopeptidaz geni ve putative

transcriptional regulator geni gibi ...) ile hem tiir bazinda hem de cins bazinda
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PCR ile identifikasyonlar yapmak miimkiindiir (48). PCR analizi, 24-48 saatlik
zenginlestirmelerden sonra yapilir. Dogrudan 6rneklerden yapilan PCR sonuglari
dogru sonuglar vermemektedir. Dogrudan oOrneklerden yapilamamasi, siipheli
materyallerin i¢inde PCR’yi inhibe eden faktorlerin bulunmasi ve bunlarin
kolaylikla bertaraf edilememesinden kaynaklanmaktadir. Biitiin bunlara ragmen
yeni teknikler gelistirildikge dogrudan orneklerden listeria identifikasyonuna

yonelik caligmalar artmaktadir (15).

PCR karigimina bir adet degil de, ¢oklu primer ¢iftlerinin eklenmesiyle
yapilan metodun adma multipleks PCR denilmektedir. Multipleks PCR
metoduyla, ¢coklu primer setleri kullanilarak ayni1 anda ayni 6rnek i¢in birden fazla
patojen taranabilmektedir. Ornegin; listeria ve salmonella (70) ya da biitiin listeria
tiirlerinin tek PCR analizinde aranmas1 miimkiindiir (26). Coklu primer setlerinin
kullanildig1 diger PCR yontemi ise nested PCR dir. Spesifite ve sensitivitenin
artirtlmas1 amaglanan gida, gevre, kan ve siit drneklerinde listeria taranmasinda,
ayni hedef i¢in farkli primerler kullanilmaktadir (33). Multipleks PCR’da dikkat
edilmesi gereken nokta, secilen hedef genin secilen tiirler i¢in tek olmasini

gerektirmesidir (48).
3.15.3. DNA Sekanslama

Listerialarin identifikasyonunda 16S rRNA’ya spesifik sekanslama
Kitleriyle sekanslama yapilmaktadir. Sekanslama yapildiktan sonra elde edilen
DNA dizisi ¢esitli DNA veritabanlarinda arastirilarak hangi tiire ait oldugu
bulunmaktadir. DNA sekanslamada en c¢ok kullanilan bilgisayar yazilimi
“BLAST” ve veritabani ise internetten kolaylikla ulasilabilen internet adresi

http://www.ncbi.nlm.nih.gov’dur (48).
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3.16. Tiplendirme

Listerialarin sebep oldugu salginlarda, suslarin ¢esitliligini ¢ikarmak,
epidemiyolojisini ortaya koymak, populasyon genetigini gormek amaciyla
tiplendirme yapilmaktadir. Tiplendirme metotlart fenotipik ve genotipik
(molekiiler ya da DNA) tiplendirme olarak temelde ikiye ayrilir. Fenotipik
tiplendirme olarak serotiplendirme, faj tiplendirme, multilocus enzyme
electrophoresis (MLEE) ve esteraz yontemleri sayilabilir. Molekiiler tiplendirme
metotlar1 ise pulsed-field gel electrophoresis (PFGE), ribotiplendirme, random
amplification polymorphic DNA (RAPD), amplified fragment lenght
polymorphism (AFLP), PCR-restriction fragment length polymorphism (RFLP),
repetetive element PCR (rep-PCR) ve DNA sekanslama seklinde sayilabilir.
Fenotipik tiplendirmenin diisiik bir ayrim giicii ve tiretilebilirligi vardir. Molekiiler
tiplendirmelerde, yiiksek duyarlilik, ayrim giicii ve tretilebilirlik vardir. Listeria
salginlarinda 1yi bir alt tiplendirme yapabilmek i¢in 1ki ya da daha fazla molekiiler

ya da fenotipik tiplendirme teknigini birlikte kullanmak gerekmektedir (3).
3.16.1. Fenotipik Tiplendirme
3.16.1.1. Serotiplendirme

Listerialar 1s1tya dayanikli karbonhidrat iceren somatik (O) (’den XV’e
kadar) ve 1siya dayaniksiz flagellar (H) (A’dan-E’ye kadar) antijenlerine gore
cesitli serotiplere ayrilirlar. Gliniimiizde L. monocytogenes’in 1/2a, 1/2b, 1/2c, 3a,
3b, 3c, 4a, 4ab, 4b, 4c, 4d, 4e ve 7 olarak isimlendirilen 13 serotipi bulunmaktadir
(Tablo 4). Serotiplendirme ile listeria tiirleri arasinda tam bir ayrim yapilamaz.
Bunun yerine listeria genusunun dogrulanmasinda rahatlikla kullanilabilir. L.

monocytogenes’in identifikasyonunda serolojik olarak dogrulanmasia gerek
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yoktur. Serotiplendirme daha g¢ok epidemiyolojik ¢alismalarda ¢evresel

kontaminasyonlar1 izlemede serotiplerin spesifik prevalansini belirlemek icin

kullanilmaktadir (20).

Tablo 4. Listerialarin Serotip Gruplar1 (101)

Tiirler Serovar O Antijeni H Antijeni
1/2a 1) AB
1/2b N ABC
1/2¢ LI BD
3a 1y v AB
3b (LT TV (XI) (X ABC
3c I (1) 1V (X (X1 BD

L. monocytogenes 4a (mnn (V) vt Ix ABC
4ab Vv vIVIHIX X ABC
4b (1 v vi ABC
4c (v vi ABC
4d (1 (V) Vi vii ABC
4e (1 vV VI (VI (IX) ABC

(1 X Xttt ABC

L. ivanovii 5 (111) (V) VI VIIT X ABC

_ 6a (1) V (V1) (VII) (IX) XV ABC
L. innocua 6b (1) (V) (VI) (VI) X X X1 ABC
L. grayi (1) X1 X1v E

3.16.1.2. Faj Tiplendirme

Bakteriyofajlar, bakterilere 0zgili, dogal olarak bulunan viruslardir.
Listerialarin da kendilerine hatta kendi iglerindeki tiirlere 0zgli fajlar
bulunmaktadir. Fajlarin kendilerine 06zgiinliigii ve konakg¢ilarini lize etme
ozellikleri kullanilarak tiplendirme yapilabilmektedir (71). 1984 yilindaki listeria
salgininda, fajlart kullanarak, listerialar 4 faj grubuna ve 41 farkli alt gruba
ayrilmistir. Yapilan iki farkli ¢calismada ise fajlarin listerialart tiplendirebilme

oran1 % 84.5 (72) ve % 89.5 (73) bulunmustur. Faj tiplendirme yapilmasi ve
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sonuglarin okunmasinin kolay, az maliyet ve isgiicli gerektirmesi gibi avantajlari
bulunmaktadir. Faj tiplendirmenin en biiylik dezavantaji ise smirl tiplendirme
kabiliyetinin olmasidir. Bu sebeple arastirmacilar tarafindan tercih edilen bir

tiplendirme teknigi degildir (3).
3.16.1.3. Multilocus Enzyme Electrophoresis (MLEE)

MLEE, gelismis bir protein tabanli tiplendirme teknigidir. Enzimlerin
amino asit sekanslarindaki degisikliklerin, farkli elektrik yiiklii proteinlerin
polyacrylamide gel elektroforezde (PAGE) yiiriitiilmesi sonucu gézlemlenmesine
dayali bir tekniktir. Bu degisiklikler dogrudan bu enzimleri kodlayan genlerin
allel degisiklikleriyle iliskilidir. Izolatlarin sahip olduklari farkli elektrik
yiikiinden dolay1, elektroforetik tiplerine gore bir siralama yapilabilir. Faj
tiplendirme gibi bu teknigin de kolay yapilabilirlik, okunabilirlik ve az maliyet ve
isglicii gibi avantajlar1 bulunmaktadir. Ayrica MLEE, Diinya Saghk Orgiitii
tarafindan (WHO) laboratuarlar arasi ¢alismalarda kullanilmasi tavsiye edilen bir

tekniktir (114).
3.16.2. Molekiiler Tiplendirme
3.16.2.1. Pulsed Field Gel Electrophoresis (PFGE)

Yiiksek ayrim giici ve tekrar edilebilirligi ile bakteriyel DNA’nin
enzimlerle kesilip jel elektroforezde yliriitilmesine dayali, etkili bir molekiiler
tiplendirme teknigidir. Tim bakteriyel genom restriksiyon enzimleriyle kesilerek,
agaroz jelde yiiriitiiliir. Buradaki DNA parcalar1 olduk¢a biiyiik molekiiller
oldugundan (40-600 kb), elektrik akimi her yonden 50-60 saat siireyle verilerek

agaroz jelde yiiriitilmektedir. Sonug¢ olarak her DNA igin spesifik bir bant profili
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elde edilerek jelde goriintiilenir. Uzun zaman almasi, 6zel donanim ve isgiicii
gerektirmesi gibi dezavantajlarindan dolay1 referans laboratuarlar disinda yaygin

olarak kullanilmamaktadir (48).
3.16.2.2. Ribotiplendirme

Ribotiplendirme ribozomal genler ya da proteinlerin varyasyonlarinin
goriintlilenmesi temeline dayali bir tekniktir. Bu teknik temel olarak filogenetik
iligkileri arastirmakta ve modern prokaryot sistematiginde kullanilmaktaydi. Bir
gen eslesmesi birbirine ne kadar yakinsa organizmalarin yakinliklar1 da o kadar
artmaktadir. Filogenetik iliskiler icin en kullamishh gen, rRNA’y1 kodlayanidir.
Ciinkii ribozomlar hem kendi DNA’larina sahipler hem de evrimlesmenin erken
donemlerinden beri varliklarimi stirdiirebilmektedirler. Listeria izolatlarinin
ribotiplendirmesi, bir rfRNA gen probu kullanilarak cogaltilan DNA mnin, bu
islemin ardinan restriksiyon enzimiyle (ECoRI, Pvull, Xhol gibi) kii¢iik parcalara
ayrilmasint (1-30 kb) igermektedir. Sonug¢ olarak elde edilen bant profilleri ile
izolatlar arasindaki iliski kurulur. Ribotiplendirme epidemiyolojik c¢alismalarda
yaygin olarak kullanilmaktadir ve rutin analizler i¢in bu metodun uyarlanmasi
kolaylikla yapilabilmektedir. Bu teknik, oldukca elverisli, saglam ve miikemmel
bir tekrarlanabilirlik vermesine ragmen, L. monocytogenes’in ayrim giicii diger

molekiiler tiplendirme tekniklerinden daha diistiktiir (3).
3.16.2.3. Restriksiyon Enzim Analizi (REA)

DNA molekiilii i¢indeki belirli bolgeleri taniyan ve tanidig1 bu bolgelerden
DNA molekiiliinii kesebilen enzimlerin kullanilmasini iceren bir tekniktir. DNA

molekiiliiniin kesilmesiyle degisik boyutlarda DNA pargalari olusur ve bunlar

39



agaroz jel iizerinde bant olustururlar. Kromozomal bakteri DNA molekiiliiniin
REA’s1 makrorestriksiyon analizi olarak bilinmektedir ve teknigin performansi
PFGE ile kombinasyonuyla 6nemli derecede artmaktadir. Yani, PFGE deki gibi
agaroz jelde yliriitme yaparken elektrik akiminin biiyiikliigiinii ve yoninii belirli
araliklarla degistirmek suretiyle biiylik parcali DNA molekiillerinin de oldukca
kolay yiiriimesi saglanmistir. PFGE ve makrorestriksiyon kombinasyonu olduk¢a
etkili, ucuz, yiikksek ayrim giicii oldugundan ve diisiik maliyetli olmas1 sebebiyle
tercih edilen bir tiplendirme metodu olmustur. Bu tiplendirme metodu listerialarin
genomik DNA’larinin tiplendirilmesinde yapildigi gibi, belirli bir proteini
kodlayan genin {izerine de yapilmistir. Bu yoOnteme ise mikrorestriksiyon
denmistir. Molekiiler tiplendirmelerin karsilagtirildigi bir ¢aligmada, kismen de
olsa L. monocytogenes’in 1/2 ve 4 serotipleri i¢in en iyi tiplendirme sonucunu

vermistir (39).
3.16.2.4. PCR Tabanh Tiplendirme Teknikleri

3.16.2.4.1. Random Amplified Polymorphic DNA (RAPD) ve

arbitrarily primed PCR (AP-PCR)

RAPD ve AP-PCR nin her ikisi de rastgele primer kullanilarak DNA
parcalarinin rastgele ¢ogaltilmasindan ibarettir. Bu teknikte kisa AP-PCR i¢in bir
primer (yaklasik 10 bazlik), RAPD i¢in biraz daha uzun primer (yaklasik 15 baz)
kullanilir. RAPD ve AP-PCR tekniginin temelindeki mekanizma, primer
baglanma sicakliginin diisiik tutulmasidir. Rastgele secilen bir primer genom ile
tamamiyla bir homoloji gostermeyebilir. Yani primerin 3’ ucundaki 3
niikleotidden 2 tanesi baglanabilir. Bu durumda DNA polimeraz enzimi yeni

DNA zincirini sentezletir. RAPD tiplendirme, listeriosis salginlarini tespit etmede
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kullanilacak epidemiyolojik g¢alismalar i¢in miikemmel bir aractir (34, 77, 78).
RAPD ya da AP-PCR ile diger tiplendirme metotlarina nazaran daha ekonomik ve
daha hizli sonuglar alinmasi miimkiindiir. Ayrica RAPD tiplendirme ile ¢ok
sayida ornek lizerinde ¢alisilabilmektedir. Fakat bu teknigin dezavantaji ise ayrim

giicliniin tutarsizlik gostermesidir (47).

3.16.2.4.2.  Amplified Fragment Length Polymorphism

(AFLP)

AFLP, kesilen DNA nin restriksiyon enzimlerine adaptdr eklenmesiyle
yapilan bir modifikasyondur ve takiben PCR friinlerinin ¢ogaltilmast ve
elektroforezde yiiriitiilmesi yapilir. Bu teknikte, L. monocytogenes DNA molekiilii
once iki restriksiyon enzimiyle (Ornegin EcoRI ve Msel) kesilir. Kesilen
fragmentler cift zincirli adaptorlerle baglanir ve spesifik primerlerle PCR {irtinleri
cogaltilir. L. monocytogenes 40-200 bp arasinda bant olusturur. AFLP, listeria
tiirleri i¢cinde oldugu gibi L. monocytogenes suslari arasinda da faydali bir
tiplendirme yapabilir. AFLP nin yiksek ayrim gilici, duyarliligi ve
tekrarlanabilirligi gbz Oniline alindiginda listerialar i¢in degerli bir tiplendirme
teknigidir (71).

3.16.2.4.3. PCR-Restriction Fragment Length Polymorpism

(RFLP)

Bir ya da daha fazla virulens ile iliskili ya da ribozomal genlerin (6rnegin,
hly, actA, inlA gibi) spesifik primerleriyle PCR de ¢ogaltilmasini takiben, PCR
tirtinlerinin restriksiyon enzimleriyle (Hhal, Sacl, Hinfl gibi) kesilmesidir. Kesilen

parcalarin agaroz jelde yiiriitiilmesiyle elde edilen bantlar tiplendirmede kullanilir.
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PCR-RFLP baslangi¢ i¢cin ¢ok az miktarda DNA molekiilii gerektirmektedir.
Diger tiplendirme  metotlariyla  birlikte  kullanildiginda,  duyarliligs,

tekrarlanabilirligi ve ayrim giicti yiiksek bir tiplendirmedir (93, 106).
3.16.2.4.4. Repetetive PCR (Rep-PCR)

Bakteriler DNA’larinda rastgele dagilmis tekrar eden sekanslar
igermektedir. Ornegin tekrar eden 35-40 bp boyutlarinda repetetive ekstragenik
palindromlar (rep) ve genler arasindaki tekrar eden iiniteler ya da yiiksek derecede
saklanmig 124-147 bp uzunlugunda tekrar eden Enterobacterial Repetetive
Intergenic Consensus sekanslar1 (ERICs). L. monocytogenes suslarinin ve listeria
tiirlerin ayrimin1 yapabilmek i¢cin REP ve ERIC sekanslarina primer baglanabilir
ve PCR de ¢ogaltilip, elektroforezde yiiriitiildiikten sonra tiplendirme yapilabilir.
Rep-PCR ile L. monocytogenes suslar1 4 boliime ayrilmistir. Ayrica her bir susun
coklu alt tipleri de mevcuttur. PFGE ve ribotiplendirme ile de benzer ayrim giicii
elde edilmistir (71). L. monocytogenes suslari i¢in Rep-PCR degerli, hizli bir

alternatif olabilir.
3.16.2.4.5. DNA Sekanslama

DNA’nin dogrudan sekanslanmasi organizmalarin genetik yakinliklarim
ve aralarindaki iliskilerini degerlendirmek i¢in en dogru yontemdir. Fakat
sekanslama pahali ve zaman alict bir yontemdir. DNA zincirinin olusumu
sirasinda zincire normal niikleotidler yerine isaretlenmis dideoksioniikleotidlerin
eklenmesi ve bu eklenen niikleotidlerin okunmasi temeline dayanan bir tekniktir.
Sonug olarak, gendeki baz diziliminin tamami ortaya c¢ikarilmaktadir. 16S rRNA

geni sekanslamada bilim adamlari tarafindan en ¢ok tercih edilen gendir. Ayrica
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23S, 5S ve diger bolgeler de tiplendirme ve identifikasyon i¢in kullanilmaktadir
(114). 16S rRNA genleri yiiksek derecede korunmus bolgeler icermektedir. Hedef
DNA nin konserve edilmis bolgesi icin tasarlanan primerler PCR {iriiniiniin
sekanslanmasiyla ¢ok genis bir yelpazedeki farkli organizmalarin analizinde
kullanilabilir. Yiiksek derecede farklilasan bolgeler ise ayni susa ait alt

tiplendirmelerde kullanilabilir.

Coklu genlerde ya da gen pargalarinda (6rnegin fla, hly, actA, iap, inl, mpl)
yapilan sekanslamaya multi locus sequence typing (MLST) denmektedir. MLST
ile yaklasik olarak 450 bp uzunlugundaki gen parcalari ¢ogaltilir ve ardindan
sekanslama yapilir. Bu genlerin sekanslari i¢indeki degisiklikler bu lokasyondaki
alleller olarak adlandirilir. MLST nin ayrim giicti ve dogrulugu oldukga yiiksektir.
MLST ile herhangi bir susun tiplendirilmesi belirgin bir sekilde yapilabilir. L.
monocytogenes’in sekanslama ile tiplendirilmesi ilk olarak temel islevlerin
yirlitilmesinden sorumlu genler iizerinde yapildi. MLST uygulamasi,
laboratuarlarda rutin olarak uygulanamaz ve 6zellesmis laboratuarlarda yiiksek

maliyetlerle yapilabilir (38).
3.17. Amag

Bu calisma ile temelde Elazig ve civarindaki zoonoz bakterilerden olan
listerialarin  varliginin, insan, hayvan, yem ve gidalar arasindaki tasinma
mekanizmasinin agikliga kavusturulmasinin aragtirilmasi amaglanmigtir. Bu amag
dogrultusunda Elazig ili ve civarindan rastgele belirlenen koyun ve sigir
ciftliklerinden siit, peynir, siit tanki, su, yem, fekal ve ¢evresel 6rnekler alinarak
listerialarin varligi arastirilmistir. Listerialarin mevsimsel degisimlerinin ortaya

konmasi, bu bakterilerin biyolojisi ve miicadelenin nasil yapilacagi konusunda
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yararli bilgiler ortaya c¢ikaracagi disiiniilerek, bir yil boyunca her ay periyodik
sekilde 6rnek toplanmistir. Ayn1 zamanda hayvan ve insanlar i¢in patojen listeria
tiirleri hakkinda ayrintili bilgi elde edilecegi diisiiniilmektedir. Random Amplified
Polymorpic DNA ile (RAPD) ve Restriction Fragment Lenght Polymorphism
(RFLP) molekiiler tiplendirme metotlarindan yararlanilarak L. monocytogenes’in
genotiplendirilmesi  amaglanmigtir.  Stit ve  peynirlerin  kontaminasyon
kaynaklarmin ya da kontaminasyonun hangi asamada oldugunun tespiti
planlanmistir. Listeria varliginin, mevsimsel degisimlerinin, alt tiplerinin
belirlenmesiyle, hayvan-gida-yem-gevre iligkilerinin gosterilmesi listerialarla ilgili
genis bir bilgi kaynagi olusturulacaktir. Bu bilgilerin listerialara kars1 gida
giivenligi ve bu enfeksiyon yoniinden halk ve hayvan sagligi konusunda strateji

gelistirilmesinde faydali olacag: diistintilmektedir.
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4. GEREC ve YONTEM
4.1. GEREC
4.1.1. Isletme Secimi

Elazig ili ¢evresinde, 5 adet koyun ve 6 adet sigir isletmesinden 6rnekler
toplandi. Isletmeler arasinda kontaminasyon riskini en aza indirmek igin birbirine
yakin olmayan ¢iftliklere gidildi. Elazig ve civarindaki isletmeler, 6zellikle koyun
yetistiricileri yaz aylarinda yaylaya gittiklerinden dolayi, yil boyunca yer
degistirmeyecek olanlar arasindan segildi. Calisgmada kullanilacak koyun
isletmelerinde en az 50 koyun veya daha fazla, sigir isletmelerinde ise 5 si8ir veya
daha fazla kapasiteye sahip olma sart1 arandi. Ayrica ¢iftlik se¢cimi yapilirken daha
once listeriosis vakasi bildirilmemis olan igletmeler tercih edildi. Sigir ve koyun
isletmelerinden toplanan numunelerin sayilari, nereden ve ne zaman alindiklari ile

ilgili ayrintili bilgi Tablo 5’de verilmistir.
4.1.2. Orneklerin Toplanmas ve Kiiltiir islemlerine Hazirlanmasi

Ornek toplama islemi, Subat 2007-Ocak 2008 tarihleri arasinda belirlenen
koyun ve sigir ciftliklerine her ay bir defa gidilmek suretiyle, toplam 12 kez
yapildi. Ornekler toplanirken tek kullanimlik steril kaplar kullanildi. Koyun ve
sigir isletmelerinden toplanan siit, peynir, siit tanki svabi, su, yem, fekal ve
cevresel ornekler soguk ortamda tasinarak en kisa siirede laboratuara getirildi.
Ornekler laboratuarda ivedilikle zenginlestirme islemlerine alindi. Her 6rnek kati
veya sivi olusuna gore 50 g ya da 50 ml miktarlarinda toplandi. Siit ve fekal
ornekler bes farkli hayvandan 50 g ya 50 ml, toplamda 250 g ya da 250 ml olacak

sekilde alindi. Su, yem ve ¢evresel 6rnekler ahirda 5 farkli noktadan 50 g ya da 50
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ml toplam 250 g ya da 250 ml olacak sekilde alindi. Siit tanki 6rnekleri steril
pamuklu cubuklar vasitasiyla alind1 ve laboratuara getirilinceye kadar transport
besi yerinde bekletildi. Ayni ahirdan 5 farkli hayvandan alinan 5 adet siit bir kapta
birlestirildi. Ornek havuzunun homojen karisimmin saglanmasi i¢in uygun
yontem veya karistirici-pargalayict alet yardimiyla karistirildi. Zenginlestirme
islemlerinde kullanilmak iizere olusturulan havuzlardan 25 g/ml 6rnek kullanildi.
Steril pamuklu ¢ubuga alinan siit tanki Ornekleri dogrudan zenginlestirmeye
alindi. Her svab oOrnegi yaklastk 1 g kabul edildi. Svab Ornekleri igin

zenginlestirme besi yeri 1/10 oraninda daha kiiciik hacimlerde hazirlandi.

Koyunlar mevsimsel laktasyon periyoduna sahip oldugundan, eyliil
aymdan ocak ayma kadar siit Ornegi toplanamadi. Dolayisiyla koyun
ciftliklerinden ayni siire iginde peynir 6rnegi de toplanmadi. Koyun yetistiricileri
stit sagim1 i¢in herhangi bir alet veya makine kullanmadiklarindan, hig siit tanki
ornegi alinmadi. Siit sagimi isleminin ardindan, siit tanklar1 temizlendiginden bazi

sigir ¢iftligi ziyaretlerinde siit tanki svab1 alinamada.

Havuz oOrnekleri esas alinarak toplanilan Orneklerin saymmi yapildi.
Ornegin, bir s1@ir ahirindan alinan 5 siit 6rnegi bir kapta birlestirildikten sonra
ornek sayis1 bir olarak hesaplandi. Ornek sayilariyla ilgili bilgiler Tablo 5’de

ayrintili olarak verilmistir.
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Tablo 5. Numune Sayilar1 ve Dagilimlari

Aylar Siit Peynir Siit Tanki Diski Yem Su Cevre Toplam Toplam
Sigir  Koyun  Sigir  Koyun  Sigir Koyun Sigir Koyun  Sigir  Koyun Sigir  Koyun Sigir  Koyun  Sigir  Koyun
Subat ‘07 6 5 3 2 2 0 6 5 6 5 6 5 6 5 35 27 62
Mart 07 6 5 2 5 3 0 6 5 6 5 6 5 6 5 35 30 65
Nisan ‘07 6 5 2 5 2 0 6 5 6 5 6 5 6 5 34 30 64
Mayis ‘07 6 5 3 5 2 0 6 5 6 5 6 5 6 5 35 30 65
Haziran ‘07 6 5 3 5 3 0 6 5 6 5 6 5 6 5 36 30 66
Temmuz ‘07 6 5 2 5 2 0 6 5 6 5 6 5 6 5 34 30 64
Agustos ‘07 6 5 2 2 2 0 6 5 6 5 6 5 6 5 34 27 61
Eyliil <07 6 0 2 0 2 0 6 5 6 5 6 5 6 5 34 20 54
Ekim ‘07 6 0 2 0 3 0 6 5 6 5 6 5 6 5 35 20 55
Kasim ‘07 6 0 3 0 3 0 6 5 6 5 6 5 6 5 36 20 56
Aralik ‘07 6 0 2 0 2 0 6 5 6 5 6 5 6 5 34 20 54
Ocak ‘08 5 0 2 0 2 0 6 5 6 5 6 5 6 5 33 20 53
Toplam 71 35 28 29 28 0 72 60 72 60 72 60 72 60 415 304 719
Genel Toplam 106 57 28 132 132 132 132 719 719
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4.2. YONTEM
4.2.1. izolasyon

Listerialarin izolasyonu igin iki farkli yontem kullanildi. Siit, peynir ve siit
tanki orneklerinden izolasyon i¢in AOAC/IDF yontemi, su, yem, fekal ve ¢evresel

orneklerden izolasyon i¢in USDA/FSIS yontemi kullanildi.

4.2.1.1.  Association of Official Agricultural
Chemists/International Dairy Federation (AOAC/IDF)

Metodu (5, 45)

Bir tankta birlestirilmis ve homojen karistirilmis siit 6rneklerinden 25 ml,
peynir Orneklerinden 25 g alinarak, 225 ml Listeria Enrichment Broth’a (LEB,
LabM, Ingiltere) inokiile edilerek, 30°C de 48 saat selektif zenginlestirmeye
birakildi. Peynir Orneklerinin zenginlestirme besi yeri ile homojen karismasini
saglamak i¢in bir karistirici-pargalayic1 yardimiyla ¢ok kiigiik pargalara ayrildi.
Siit tanklarindan alinan svab ornekleri dogrudan 1/10 oraninda hazirlanan LEB

besi yerine ekimleri yapildi.

Zenginlestirme isleminden sonra, siit, peynir ve siit tanki Orneklerinin
zenginlestirmeleri Oxford formiilasyonlu Listeria Isolation Medium (LabM,
Ingiltere)’a gecilerek, 24-48 saat 37°C de inkubasyona birakildi. Etrafi gri,
kahverengi siyah koloniler secilerek %0,6 maya ekstrakti (Difco, ABD) eklenmis
Tryptone Soy Agar (TSA, Difco, ABD)’a tek koloni gegildi. Saf olarak izole

edilen koloniler identifikasyona alind1 (Sekil 6).
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LEB'de Selektif Zenginlestirme
225 ml + 6rnek

25 ml siit Q 30 C'de 48 saat inkubasyon
25 g peynir Q

Listeria Selektif Agar
( Oxford Formiilasyon)

37 C de 48 saat
inkubasyon
TSA+YE agar

(etrafi siyah spesifik kolonilerden
ekim)

37 C de 24-48 saat inkubasyon @

Identifikasyon
Testlerine gecis

Sekil 6. AOAC/IDF Metodu ile izolasyon (5, 45)

4.2.1.2. United States Department of Agriculture/Food Safety

and Inspection Service (USDA/FSIS) Metodu (8)

Bir kapta birlestirilmis ve homojen karistirilmis digki, yem ve ¢evresel
orneklerden 25 g, su numunelerinden 25 ml alinarak birinci zenginlestirmeye
gecildi. Birinci zenginlestirme basamaginda University of Vermont Broth [ (UVM
I, LabM, Ingiltere) kullanildi. Birinci zenginlestirmede érnekler 25 g veya 25 ml,
225 ml besi yeri igerisine inokiile edildi. Besi yerleri 30°C de 48 saat inkube
edildi. Ikinci zenginlestirme besi yeri olarak Fraser Broth (FB, LabM, Ingiltere)
kullanildi. FB’ye ekim yapilirken UVM I’deki kiiltiirden besi yerinden 0.1 mi
aliarak 10 ml FB igerisine inokiile edildi. FB’de 37°C ‘de 48 saat inkube edildi.
FB’de inkubasyonun ardindan 6rnekler Modifiye Oxford agara (MOX, Oxoid,
Ingiltere) dze ile ekim yapildi. MOX agarda, gri renkte etrafi kahverengi/siyah
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renkte tireyen kolonilerden maya ekstrakti eklenmis TSA’ya gecildi. Saf olarak

izolasyonu yapilan koloniler identifikasyon islemlerine alind1 (Sekil 7).

FB'de(10 ml+0.1 ml

Yem, Su, Fekal ve UVM Broth'da (225 ml) UVM den)
Cevresel Ornekler |:> L. selektif zenginlestirme |:> I1. Selektif
(25 g veya 25 ml) 30 C'de 48 saat Zenginlestirme 37 C de
48 saat
. . TSA+YE agar .
Identifikasyon . . Modifiye Oxford agar
Testlerine Gegis (Etrafi siyah tipik 37 C'de 24-48 saat
kolonilerden gegilir)

Sekil 7. USDA/FSIS Metodu ile Izolasyon (8)
4.2.2. Biyokimyasal Testler

Saf olarak izole edilmis listeria siipheli tipik kolonilerin identifikasyonu
amaciyla Bergey’s Manual of Systematic Bacteriology’de (101) belirtilen
biyokimyasal testlerden Gram boyama, katalaz, oksidaz, karbonhidrat (ksiloz,
ramnoz, mannitol), CAMP ve hareket testleri yapildi. Biyokimyasal testlerin
ardindan Listeria izolatlar1 % 10 gliserin igeren siv1 besi yerinde molekiiler testler

yapilana kadar -80°C’de muhafaza edildi.
4.2.3. Cahsmada Kullanilan Referans Suslar

Izolasyon ve identifikasyon ¢aligmalarinda herhangi bir yanls pozitifligi
veya negatifligi onlemek i¢in elde edilen izolatlara paralel olarak referans suslar

ile de aym testler yapildi. Staphylococcus aureus, Rhodococcus equi, L. grayi
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referans suslar1 F.U. Veteriner Fakiiltesi Mikrobiyoloji Anabilim Dalindan temin

edildi.

Calismada kullanilan diger referans suslar L. monocytogenes serovar 1/2a
CLIP-12498/SLCC 2371/ATCC-35152, L. ivanovii serovar 5: CLIP-
12510/SLCC-2379/ATCC-19119, L. innocua serovar 6a: CLIP-12511/SLCC-
3397/ATCC-33090, L. innocua serovar 6a: CLIP-12511/SLCC-3397/ATCC-

33090, L. welshimeri serovar 6b: CLIP-12514/SLCC 5334/ATCC-35897 dir.
4.2.4. Molekiiler Testler
424.1. PCR Analizleri

Listeria kolonilerinden DNA ekstraksiyonunda Proteinaz K yonteminden
yararlanildi (26). Elde edilen DNA &rnekleri molekiiler igslemlerde kullanilincaya
kadar -20°C’de muhafaza edildi. PCR amplifikasyon islemleri Techne TC-512
(Ingiltere) cihazinda yapildi. Tiim molekiiler islemlerde kullamilan primerler

Tablo 6’da verilmistir.

Biyokimyasal olarak Listeria spp. olarak tespit edilen kolonilerin PCR ile
konfirmasyonu yapildi. Bu iglem i¢in Bubert ve ark. (26)’in gelistirdigi metot
takip edildi. Bubert ve ark. tarafindan yayinlanmis iap genine spesifik primer ¢ifti
(Lis1A ve Lis1B) kullanildi (Tablo 6). PCR amplifikasyonunda 94 °C de 3 dakika
On denaturasyon asamasini takiben, 94 °C’de 45 saniye denaturasyon, 55 °C’de 1
dk baglanma ve 72 °C’de 1 dk uzama safthas1 olmak iizere toplam 30 siklus olacak
sekilde gergeklestirildi. Son sikliisii miiteakip 72 °C’de 5 dk ekstra sentez islemi
yapildi. Toplam 25 pl ’lik hacimde PCR islemleri yapildi. PCR iiriinlerinin agaroz

jel elektroforezi neticesinde olusan 1454 bp molekiiler uzunlugundaki bantlar
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Listeria spp. gostergesi olarak kabul edildi. Tim Listeria spp. PCR
uygulamalarinda pozitif kontrol olarak L. monocytogenes serovar 1/2a: CLIP-
12498/SLCC 2371/ATCC-35152, L. ivanovii serovar 5: CLIP-12510/SLCC-
2379/ATCC-19119, L. innocua serovar 6a: CLIP-12511/SLCC-3397/ATCC-
33090, L. innocua serovar 6a: CLIP-12511/SLCC-3397/ATCC-33090, L.
welshimeri serovar 6b: CLIP-12514/SLCC 5334/ATCC-35897 suslar1 ve negatif

kontrol olarak steril distile su kullanildi.

Biyokimyasal metot ile L. monocytogenes olarak identifiye edilen suslarin
dogrulanmas1 i¢cin Border ve ark.’in (24) gelistirdigi yontem kiigiik
modifikasyonlar yapilarak kullanildi. PCR karigimi bir tiip i¢in toplam 25 pl
olarak ayarlandi. Border ve ark. tarafindan kullanilan listeriolysin genine spesifik
primer ¢ifti (LM1 ve LM2) kullanildi (Tablo 6). PCR amplifikasyonunda 94 °C de
4 dakika 6n denaturasyon asamasini takiben, 94 °C’de 30 saniye denaturasyon, 52
°C’de 60 saniye baglanma ve 72 °C’de 90 saniye uzama sathasi olmak iizere
toplam 30 siklus olacak sekilde gerceklestirildi. Son sikliisii miiteakip 72 °C’de 7
dk ekstra sentez islemi yapildi. PCR friinlerinin agaroz jel elektroforezi
neticesinde olusan 702 bp molekiiler uzunlugundaki bantlar L. monocytogenes
gostergesi olarak kabul edildi. Tiim L. monocytogenes ic¢in yapilan PCR
uygulamalarinda pozitif kontrol olarak L. monocytogenes serovar 1/2a: CLIP-
12498/SLCC 2371/ATCC-35152 ve negatif kontrol olarak steril distile su

kullanildi.
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4.2.4.2. Restriction Fragment Length Polymorphism (RFLP)

Analizi

RFLP islemine baslamadan 6nce L. monocytogenes i¢in internalin A
genine spesifik PCR yapildi. PCR isleminde, Rousseaux ve ark. (93) gelistirdigi
yontem kiiciik degisikliklerle kullanildi. Bir tiip i¢in PCR karisimi toplam 50 pl
olarak ayarlandi. PCR amplifikasyonunda 94 °C de 4 dakika 6n denaturasyon
asamasini takiben, 94 °C’de 30 saniye denaturasyon, 52 °C’de 60 saniye baglanma
ve 72 °C’de 150 saniye uzama sathasi olmak iizere toplam 30 siklus olacak
sekilde gerceklestirildi. Son sikliisii miiteakip 72 °C’de 7 dk ekstra sentez islemi
yapildi. Rousseaux ve ark. (93) tarafindan yayinlanmis inl A genine spesifik
primer ¢iftinin (seq01 ve seq02) her birinden (Tablo 6) PCR firiinlerinin agaroz jel
elektroforezi neticesinde olusan 733 bp molekiiler uzunlugundaki bantlar L.
monocytogenes gostergesi olarak kabul edildi. Tiim L. monocytogenes i¢in yapilan
PCR uygulamalarinda pozitif kontrol olarak L. monocytogenes serovar 1/2a:
CLIP-12498/SLCC 2371/ATCC-35152 ve negatif kontrol olarak steril distile su

kullanildi.

PCR isleminden sonra, elektroforez islemininin ardindan pozitif oldugu
belirlenen PCR tirlinleri restriksiyon islemine tabi tutuldu. Alul (MBI, Fermentas)
ve Tsp5091 (MBI, Fermentas) enzimleriyle ayri ayr1 kesimleri gerceklestirildi. Bu
islemi takiben olusan profiller UV transilluminatérde analiz edildi ve
fotograflandi. RFLP farkli zamanlarda 2 kez tekrar edilip, bagimsiz iki arastirmaci

tarafindan yorumlandi.
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4.2.4.3. Random Amplified Polymorphism DNA (RAPD) Analizi

L. monocytogenes izolatlarinin RAPD analizinde primer se¢iminde gen
bolgesinin mutasyona elverisli bolgelerinin segilmesine 6ncelik verildi. Oncelikle
rastgele secilen 5 izolatin DNA’s1 kullanilarak 2 farkli primer ile deneme yapildi.
Bu primerlerden RAPD analizinde kullanilanlar Tablo 6’da belirtilmistir. Bu

primerler son yillarda en ¢ok kullanilan primerler arasindan segildi.
4244, HLWL74 ve HLWLS5 Primerleri ile RAPD

HLWL74 ve HLWLS85 primerleri (Tablo 6) kullanilarak yapilan RAPD
analizlerinde Aguado ve ark.’in (2) m gelistirdigi metot takip edildi.
Amplifikasyon islemi, 94 °C’de 4 dk, 39 °C 45 s, 72 °C’de 1 dk 1 siklus 6n
denaturasyon asamasini takiben, 94 °C’de 15 s denaturasyon, 39 °C’de 45 s, 72
°C’de 1 dk 43 siklus ve 94 °C’de 15 s, 39 °C 45s, 72 °C’de 10 dk bir siklus olacak
sekilde yapildi. Daha sonra elektroforez islemi yapildi. Ethidium bromide ile
boyamay1 miiteakip sonuclar UV transilluminator altinda fotograflanarak analiz

edildi.
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Tablo 6. PCR Analizlerinde ve Tiplendirme Reaksiyonlarinda Kullanilan Primerler

Primer Spesifiklik Gen Bolgesi Sekans (5°-3°) PCR Uriinii(bp)  Literatiir
HLWL74 RAPD Tim DNA ACGTATCTGC 2
HLWL85 RAPD Tim DNA ACAACTGCTC 2
seq01 (F)
_ AATCTAGCACCACTGTCGGG
L. monocytogenes  inlA 733 (93)
TGTGACCTTCTTTTACGGGC
seq02 (R)
Lis1A
L . ATGAATATGAAAAAAGCAA
. Listeria spp. lap 1454 (26)
Lis1B TTGGCTTCGGTCGCGTATAA
LM1 CCTAAGACGCCAATCGAA
L CGCTTGCAACTGCTC
L M2 L. monocytogenes  listeriolysin 702 (24)
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4.2.5. Kiiltiir Asamasinda Kullanilan Besi Yeri ve Ayraclar

Calismanin kiiltiir asamasinda, University of Vermont Broth  ve
supplement I (LabM, Ingiltere), Fraser Broth ve supplementi (LabM, Ingiltere),
Listeria Enrichment Broth ve supplementi (LabM, Ingiltere), Listeria Isolation
Medium, Oxford Formulation (LabM, Ingiltere) ve C.N.C.A.F. (Cefotetan,
Natamycin, Colistin, Acriflavine, Fosfomycin) supplementi (LabM, Ingiltere),
Listeria Selective Agar Base, Oxford formulation (Oxoid, Ingiltere) ve Modified
Listeria Selective Supplementi, Oxford Formulation (Oxoid, Ingiltere), Bacto
Tryptic Soy Agar (Difco, ABD), Kanli Agar (Blood Agar Base), (LabM,

Ingiltere) ve Semi-solid Indol Motility Medium (Oxoid, Ingiltere) kullanilds.
4.2.6. PCR Islemlerinde Kullamlan Ayiraclar

Proteinase K Soliisyonu (100 mg, Sigma, St. Louis, MO, ABD), Tris-HCI
Soliisyonu (1 M, Sigma, St. Louis, MO, ABD), 1x Tris-EDTA (TE) Buffer
(Promega, Madison, ABD), MgCl, (MBI Fermentas, Litvanya), Tag DNA
Polymerase Master Mix Enzimi (MBI Fermentas, Litvanya), Alul Restriksiyon
Enzimi (10U/ul; MBI Fermentas, Litvanya), 10x Restriksiyon Buffer (Alul, MBI
Fermentas, Litvanya), Tsp509I Restriksiyon Enzimi (10U/ ul; New England
BioLabs, ABD), 10x Restriksiyon Buffer (Tsp5091; MBI Fermentas, Litvaanya),
5x Tris-Borik Asit-EDTA (TBE) Elektroforez Tampon Soliisyonu, Agarose LE,
(Promega, Madison, ABD), 100 bp DNA Ladder (50ug/100ul; MBI Fermentas,
Lithvanya), 6x Loading Dye (Yiikleme Boyasi) Soliisyonu (MBI Fermentas,
Lithvanya) ve Ethidium Bromide (10 mg/ml; AppliChem GmbH, Darmstadt,
Almanya) kullanildi. Ayrica kullanilan tiim primerler lontek (Tiirkiye) firmasina

sentez ettirildi.
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4.2.7. listatistiksel Analiz

Mevsimsel izolasyon farkliliklarinin istatistiksel olarak 6nemliligini ortaya
koymak amaciyla y° testi kullanildi. P<0.05’ten kiiciik bulunan degerler

istatistiksel agidan onemli kabul edildi.
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5. BULGULAR

5.1. Izolasyon

Calismada 719 adet (siit, siit tanki, peynir, su, yem, diski ve c¢evre)
ornekten toplam 46 adet (% 6.39) Listeria spp. izolasyonu yapildi. Bu izolatlarin
identifikasyon testlerinin ardindan 8 adet L. monocytogenes (% 17.39), 18 adet L.
innocua (% 39.13), 5 adet L. welshimeri (% 10.86), 8 adet L. seeligeri (% 17.39)
ve 7 adet L. grayi (% 15.21) bulundu (Tablo 8). Calismada hi¢ L. ivanovii
izolasyonu yapilmadi. Listeria spp. izolatlarinin tamami Gram pozitif, katalaz
pozitif, oksidaz negatif, 25°C’de hareket pozitif olarak tespit edildi. Tiim Listeria
spp. izolatlarna CAMP ve karbonhidrat testleri yapildi. Ardindan tiim suglara
listeria cins diizeyinde PCR yapilarak, 46 Listeria spp. izolatinin molekiiler
dogrulamasi, 1454 bp biiyiikliigiindeki bantlarin UV de goriintiillenmesi ile yapildi
(Sekil 8).

1413 . 1211 2109 . 8143 1 NC PCPC M

h 4

G B e W AW en e tsow Bl W

Sekil 8. Listeria spp. Izolatlarinin PCR ile Dogrulanmasi (1-14 numarali
izolatlar Listeria spp., NC:Negatif kontrol, PC: Pozitif kontrol, M: Marker)

Klasik yontemler kullanilarak isimlendirilen 8 adet L. monocytogenes

izolatinin da tiir diizeyindeki dogrulamasi, PCR ile yapildi. Sekil 9°da goriildiigii
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gibi listeriolysin genine spesifik primer ile ¢ogaltilan 702 bp boyutlarindaki DNA

fragmentlerinin goriilmesiyle suslar, L. monocytogenes olarak teyit edildi.

Sekil 9. L. monocytogenes izolatlarinin PCR iirlinlerinin agaroz jelde goériiniimii.
(Soldan saga 1-8 L. monocytogenes, NC: Negatif kontrol, PC: Pozitif kontrol, M:
DNA ladder

L. monocytogenes disindaki diger Listeria tiirlerin identifikasyonunda
kiiltiir ve biyokimyasal yontemler kullanildi (Sekil 10 ve 11). Incelenen drnekler

ve izolasyonlar hakkinda ayrintili bilgi Tablo 7°de verilmistir.

59



Tablo 7. izole Edilen Listerialarm Biyokimyasal ve Molekiiler Identifikasyon Tablosu

Karbonhidratlar ~ CAMP PCR

_ S S -
5 ¥ ¥ 2 %8 . 2 B 2 s 2 ¢ £ B § 5 ¢
@ s ¢ § T § 8 & &8 £ £ 3 § &5 & % 3 £ E B
= > ] = < S X o c >, < IS © @ 7 g = & £ > =
75 < T Q O ¥ O T T X = 14 7 T » _a TS R R R

1. Subat Sigir  yem + + - + + + - - + - + - + - -
2. Aralik Koyun yem + + - + + + - - + - + - - + - - -
3. Aralik Sigir  yem + + - + + + - - + - + - - + - - -
4. Ocak Sigir cevre  + + - + + + - - + - + - - + - - -
5. Aralik Koyun fekal + + - - + - - - - - + - - - + - -
6. Ekim Sigir  yem + + - + + + - - + - + - - + - - -
7. Ocak Sigir  gevre  + + - - + - - - - - + - - - + - -
8. Nisan Sigir  gevre  + + - - + - - - - - + - - - + - -
9. Subat Sigir  yem + + - - + + - - - - + - + - - - -
10. Haziran  Sigir  su + + - + + + - - + - + - - + - - -
11.  Subat Sigir stit + + - - + - - - - - + - - - + - -
12. Mays Koyun yem + + - - + - + - - - + - - - - + -
13. Mayis Sigir  yem + + - - + - - - - - + - - - + - -
14. Mayis Sigir cevre  + + - - + - - - - - + - - - + - -
15. Mayis Sigir yem + + - - + - + - - - + - - - - + -
16.  Ekim Sigir  gevre  + + - + + - - + + - + + - - - - -
17.  Nisan Sigir  gevre  + + - - + - - - - - + - - - + - -
18. Ekim Koyun yem + + - - + + - - - - + - + - - - -
19. Aralik Sigir yem + + - - + + - - - - + - + - - - _
20.  Ocak Sigir  gevre  + + - - + - - - - - + - - - + - -
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Tablo 7. izole Edilen Listerialarm Biyokimyasal ve Molekiiler Identifikasyon Tablosu (Devam)

Karbonhidratlar ~ CAMP PCR
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21. Haziran Sigir  su + + - - + - - - - + - - + -
22. Temmuz Koyun c¢evre + + - + + - - + + - + + - - - - -
23. Mayis Sigir  yem + + - - + - - - - - + - - - + - -
24.  Ekim Sigir  fekal + + - - + - - - - - + - - - + - -
25.  Nisan Sigir su + + - - + + - - - - + - + ; - - R
26. Eylil Sigir  yem + + - - + - + - - - + - - - - + -
27.  Subat Sigir su + + - - + - - - - - + - - - + - -
28. Mart Sigir  yem + + - - + - - - - - + - - - + - -
29.  Aralik Sigir  yem + + - + + - - + + - + + - - - - -
30. Haziran  Sigir  gevre  + + - + - - - - - + - - - + - -
31. Mayis Sigir cevre + + - + - + - - - + - - - - + -
32.  Kasim Sigir  yem + + - + + - - - + - + + - - - - -
33.  Ocak Sigir  yem + + - + - - - - - + - - - + - -
34.  Nisan Sigir  yem + + - + + - - + + - + + - - - - -
35.  Nisan Sigir  su + + - + + - - + + - + + - - - - -
36. Mayis Sigir cevre  + + - + + + - - + - + - - + - - -
37.  Mart Sigir  fekal + + - + - - - - - + - - - + - -
38. Kasim Sigir fekal + + - + + - - + + - + + - - - - -
39.  Subat Sigir  su + + - + - - - - - + - - - + - -
40. Haziran  Sigir  yem + + - + - + - - - + - - - - + -
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Tablo 7. izole Edilen Listerialarm Biyokimyasal ve Molekiiler Identifikasyon Tablosu (Devam)

Karbonhidratlar ~ CAMP PCR
s £ 5
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41.  Mayis Sigir stit + + - + + + - - + - + - + - -
42.  Mart Sigir  yem + + - + - - - - - + - - - + - -
43.  Aralik Sigir cevre  + + - + + - - + + - + + - - - - -
44. Kasim Koyun yem + + - + + - - - + - + - - -
45.  Subat Koyun fekal + + - + - + - - - + - - - - + -
46.  Mayis Sigir gevre  + + - + - + - - - + - - - - + -
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Sekil 10. Listeria Selektif Agar’da Listeria Kolonilerinin Goriintiisii

Sekil 11. CAMP Testi (R: R.equi, S: S. aureus, 13: L. monocytogenes referans
susu, 19: non-hemolitik listeria referans susu, 21: L. ivanovii referans susu).
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Calismada L. innocua % 39.13, L. monocytogenes % 17.39, L. seeligeri %
17.39, L. grayi % 15.22 ve L. welshimeri % 10.91 prevalansi1 saptandi. Ayrintili

bilgiler Tablo 8 ve Sekil 12°de verilmistir.

Tablo 8. izolasyonu Yapilan Listeria Tiirleri ve Sayilart

Tiir Ad1 Izolat Sayisi Yiizde (%)
L. monocytogenes 8 17.39
L. seeligeri 8 17.39
L. innocua 18 39.13
L. grayi 7 15.22
L. welshimeri 5 10.91
L. ivanovii 0 0
TOPLAM 46 100
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Sekil 12. izolasyonu Yapilan Listeria Tiirlerinin Dagilim1
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5.2. Hayvan Tiirlerine Gore Dagihhmlar

Sigirlardan toplanan toplam 415 adet siit, peynir, siit tank1 svabi, diski, yem, su ve
cevre orneklerinde 39 adet (% 9.39) Listeria spp. izole edildi. Koyunlardan ise

toplam 304 siit, peynir, siit tanki svabi, diski, yem, su ve ¢evre 6rneginden 7 adet

(% 2.30) Listeria izole edildi (Tablo 9).

Tablo 9. Listerialarin Hayvan Tiirlerine Gore Dagilimlari

Toplam Ornek Pozitif Ornek Yiizde %
Sigir 415 39 9.40
Koyun 304 7 2.30
TOPLAM 719 46 6.39

Sigir ciftliklerinden toplanan oOrneklerden izole edilen toplam 39 adet
Listeria spp. izolatinin, 7 adedi L. monocytogenes, 7 adedi L. seeligeri, 17 adedi L.
innocua, 5 adedi L. grayi ve 3 adedi L. welshimeri olarak isimlendirildi (Tablo

10).

Tablo 10. Sigir Orneklerinden Izole Edilen Listeria spp. Izolatlarinin Dagilimlar

Tiir Ad1 Izolat Sayisi Yiizde (%)
L. monocytogenes 7 17.94

L. seeligeri 7 17.94

L. innocua 17 43.58

L. grayi 5 12.82

L. welshimeri 3 7.69
TOPLAM 39 100
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Koyun ciftliklerinden toplanan orneklerden izole edilen toplam 7 adet
Listeria spp. susunun, 1’i L. monocytogenes, 1’i L. seeligeri, 1’i L. innocua, 2’si

L. grayi ve 2’si L. welshimeri olarak isimlendirildi (Tablo 11).

Tablo 11. Koyun Orneklerinden izole Edilen Listeria spp. izolatlarmm Dagilim1

Tiir Ad1 izolat Sayisi Yiizde (%)
L. monocytogenes 1 14.28

L. seeligeri 1 14.28

L. innocua 1 14.28

L. grayi 2 28.57

L. welshimeri 2 28.57
TOPLAM 7 100

5.3. Mevsimlere Gore Dagilhimlar

Agustos ay1 disinda yil boyunca her ay orneklerden Listeria izolasyonu
yapildi. Mayis ay1 9 adet Listeria spp. izolasyonu ile en ¢ok izolasyonun yapildig:
ay olurken, en az izolasyon birer adet Listeria spp. ile Temmuz ve Eyliil aylarinda
yapildi. Mevsim olarak bakildiginda ise en yiiksek izolasyon % 8.72 ile (17 adet)
ilkbaharda yapilirken, en diisiik izolasyon orani ise % 2.91 ile yaz mevsiminde
yapild1 (Tablo 12 ve Sekil 13). Yapilan istatistiklerde, mevsimler arasindaki
izolasyon farklarmin tiimii (p<0.001) istatistiksel agidan da Onemli oldugu
goriildii. Aylar iginde ise kig ve ilkbahar aylarinda elde edilen izolasyon

sayilarinin da (p<0.001) istatistiksel agidan 6nemli oldugu saptandi.
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Tablo 12. Listeria izolatlarinin Mevsimsel Dagilimlari

Ornek Pozitif Mevsim
Mevsim Ay Ornek % %
Sayis1 Toplanm
sayis1
Arahk 62 6* 9.68
Kis Ocak 65 4* 6.15 16* 8.38
Subat 64 6* 9.38
Mart 65 3* 4.62
ilkbahar Nisan 66 5* 9.09 17* 8.72
Mayis 64 9* 14.06
Haziran 61 4 6.56
Yaz Temmuz 54 1 1.85 5* 2.91
Agustos 55 - 0.00
Eyliil 56 1 1.85
Sonbahar Ekim 54 4 7.41 8* 4.94
Kasim 53 3 5.66
TOPLAM 719 46 46
e p<0.001
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Sekil 13. Listeria izolatlarinin Mevsimsel Dagilimlari
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L. monocytogenes olarak isimlendirilen toplam 8 adet izolat; 2 adet Aralik,
2 adet, Nisan, 1 adet Temmuz, 1 adet Ekim ve 2 adet Kasim ay1 olacak sekilde
dagilim gosterdi. Yaz mevsimi 1 adet izolat ile en az L. monocytogenes izole
edilen mevsim olurken, 3 adet ile en fazla izolasyon Sonbahar mevsiminde

gerceklesti (Tablo 13 ve Sekil 14).

L. seeligeri olarak tanimlanan toplam 8 adet izolat; 2 adet Aralik, 1 adet
Ocak, 1 adet Subat, 2 adet Mayis, 1 adet Haziran ve 1 adet Ekim aylarinda izole
edildi. Kis mevsimi toplam 4 izolat ile en ¢ok izolasyonun yapildigi mevsim

olurken, diger mevsimlerde de izolasyon gerceklesti (Tablo 13 ve Sekil 14).

L. innocua olarak identifiye edilen toplam 18 adet izolat; 1 adet Aralik, 3
adet Ocak, 3 adet Subat, 3 adet Mart, 2 adet Nisan, 3 adet Mayzis, 2 adet Haziran
ve 1 adet Kasim aylarinda izole edildi. Her mevsim izolasyon gergeklesirken, en
fazla izolasyon 17 izolasyon ile ilkbahar mevsiminde, en az izolasyon ise yalnizca

2 adet izolasyon ile yaz mevsiminde yapildi (Tablo 13 ve Sekil 14).

L. grayi olarak tespit edilen toplam 7 adet izolat; 1 adet Subat, 1 adet
Ocak, 1 adet Subat, 2 adet Mayis, 1 adet Haziran ve 1 adet Ekim aylarinda olacak
sekilde dagilim gosterdi. Kis mevsimi toplam 4 izolat ile en ¢ok izolasyonun
yapildigr mevsim olurken, diger mevsimlerde de izolasyon gerceklesti (Tablo 13

ve Sekil 14).

L. welshimeri olarak isimlendirilen toplam 5 adet izolat; 1 adet Aralik, 1
adet Subat, 1 adet Nisan, 1 adet Ekim ve 1 adet Kasim ay1 olacak sekilde dagilim
gosterdi. Kis ve sonbahar mevsimlerinde ikiser, ilkbaharda ise 1 adet izolasyon

yapildi. Yaz mevsiminde ise L. welshimeri izole edilmedi (Tablo 13 ve Sekil 14).
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Tablo 13. Listeria Tiirlerinin Mevsimsel Dagilimi

g = © 5
g g 3 s, £
Mevsim Ay 5 3 2 5 5 TOPLAM
2 5 5 - =
Aralik 2 2 1 - 1 6
Kis Ocak - 1 3 - - 4 16
Subat - 1 3 1 1 6
Mart - - 3 - - 3
flkbahar  Nisan 2 - 2 - 1 5 17
May1s - 2 3 4 - 9
Haziran - 1 2 1 - 4
Yaz Temmuz 1 - - - - 1 5
Agustos - - - - - -
Eyliil - - - 1 - 1
Sonbahar Ekim 1 1 1 - 1 4 8
Kasim 2 - - - 1 3
TOPLAM 8 8 18 7 5 46 46
4
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Kis ilkbahar Yaz Sonbahar
B L.monocytogenes M L.seeligeri Linnocua M L.grayi M Lwelshimeri

Sekil 14. Listeria Tiirlerinin Mevsimsel Dagilimi1
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Sigirlardan yapilan Listeria spp. izolasyonlarinin dagiliminda en yiiksek
izolasyon ilkbaharda goriildii. Toplam 16 adet Listeria spp. izolasyonu Mart 3
adet, Nisan 5 adet ve Mayis 8 adet olarak dagilim gosterdi. Listeria spp.
izolasyonu kis mevsiminde toplam 13 olurken, aylara gore dagilimi Aralik 4 adet,
Ocak 4 adet ve Subat 5 adet seklinde oldu. Sonbahar mevsiminde toplam 6 adet
Listeria spp. izolasyonu, Eyliil 1 adet, Ekim 3 adet ve Kasim 2 adet olarak dagilim
gosterdi. Yalnizca 4 adet Listeria spp. izolasyonu yaz mevsiminde yapildi.
Haziran ayinda 4 adet izolasyon yapilirken, Temmuz ve Agustos aylarinda hig
Listeria spp. susu izole edilmedi. Y1l boyunca en ¢ok Listeria spp. susu 8 adet (%

22.86) Mayis ayinda izole edildi. (Tablo 14 ve Sekil 15).

Koyunlardan yi1l boyunca yapilan toplam Listeria spp. izolasyon sayis1 7
adet oldu. Mevsim olarak en ¢ok izolasyon Aralik ayinda 2 adet ve Subat ayinda 1
adet olmak iizere ki mevsiminde toplam 3 adet yapildi. Bu say1 koyunlardaki
Listeria spp. izolasyonu agisindan diger mevsimler ele alindiginda en yiiksek

rakam oldu (Tablo 15).

Tablo 14. Sigir izolatlarin Mevsimsel Dagilimi

Ornek Pozitif Yiizde Mevsim Yiizde

Mevsim Ay Sayist Ornek (%) Toplan (%)

Aralik 34 4 11.76

Kis Ocak 33 4 12.12 13 12.75
Subat 35 5 14.28
Mart 35 3 8.57

ilkbahar Nisan 34 5 14.70 16 16.35
Mayis 35 8 22.85
Haziran 36 4 11.11

Yaz Temmuz 34 - - 4 3.85
Agustos 34 - -
Eyliil 34 1 2.94

Sonbahar Ekim 35 3 8.57 6 5.71
Kasim 36 2 5.55

TOPLAM 415 39 39
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Sekil 15. Si1g1r izolatlarinin Mevsimsel Dagilimi

Ki1s mevsimini, sonbahar Ekim 1 adet ve Kasim 1 adet olmak iizere toplam

2 adet Listeria spp. izolasyonu takip etti (Tablo 15).

[lkbahar ve yaz mevsimlerinde Mayis ve Temmuz aylarinda ise birer adet

olmak {izere toplam 2 adet Listeria spp. izolasyonu yapildi (Tablo 15).

Aralik ay1 2 adet Listeria spp. izolasyonu ile, koyunlardan en ¢ok izolasyonun

yapildig1 ay olurken, Ocak, Mart, Nisan, Haziran, Agustos ve Eyliil aylarinda hig

izolasyon yapilamadi (Tablo 15).
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Tablo 15. Koyun Listeria Izolatlarmin Mevsimlere Gore Dagilimi

- Pozitif .. Mevsim ..
Mevsim Aylar (S);‘nlesll( Ornek Y(l;/zo()ie Toplami Y(l;/zo(;e
y sayisl Pozitif

Aralik 20 2 10

Kis Ocak 20 - - 3 4.48
Subat 27 1 3.70
Mart 30 - -

Ilkbahar  Nisan 30 - - 1 1.11
Mayis 30 1 3.33
Haziran 30 - -

Yaz Temmuz 30 1 3.33 1 1.15
Agustos 27 - -
Eyliil 20 - -

Sonbahar Ekim 20 1 5.00 2 3.33
Kasim 20 1 5.00

TOPLAM 304 7 7

5.4. Orneklere Gore Dagilhmlar

Calismada izole edilen Listeria spp. suslarinin 6rnek grubuna gore
dagilimina bakildiginda; incelenen 132 adet yem o6rneginden (72 adet sigir ve 60
adet koyun) 20 adet, toplam 132 adet (60 adet koyun ve 72 adet sigir) ¢evre
orneginden 13 adet, toplam 132 adet (72 adet sigir ve 60 adet koyun) fekal
ornekten 5 adet, toplam 106 siit 6rneginden (75 adet sigir, 35 adet koyun) 2 adet
Listeria spp. izolasyonu yapildi. Ancak, toplam 57 adet peynir (28 adet sigir ve 29
adet koyun) ve 28 adet siit tank1 svabi drneklerinden hi¢ Listeria spp. izolasyonu

yapilamadi (Tablo 16).
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Tablo 16. izolasyonu Yapilan Listerialarin Orneklere Gore Dagilimi

Ornek Toplam Ornek Pozitif Ornek Yiizde (%)
Yem 132 20 15.91
Cevre 132 13 9.85

Su 132 6 4.55
Diski 132 5 3.79
Stit 106 2 1.89
Siit tanki o7 - -
Peynir 28 - -
TOPLAM 719 46

Toplanan 6rneklerden izole edilen 8 adet L. monocytogenes suslarinin
orneklere gore dagilimi 3 adet yem, 3 adet gevre, 1 adet digki ve 1 adet su 6rnegi

seklinde oldu. Siit, siit tank1 ve peynir drneklerinden izolasyon yapilamadi (Tablo

17).

Toplanan orneklerden izole edilen 8 adet L. seeligeri suslarinin 6rneklere
gore dagilimi 4 adet yem, 2 adet cevre, 1 adet su ve 1 adet siit 6rnegi seklinde

oldu. Siit tank1 ve peynir 6rneklerinden izolasyon yapialmadi (Tablo 17).

Toplanan 6rneklerden izole edilen 18 adet L. innocua suslarinin 6rneklere
gore dagilimi 5 adet yem, 6 adet ¢evre, 4 adet diski, 2 adet su ve 1 adet siit 6rnegi

seklinde oldu. Siit tanki ve peynir dérneklerinden izolasyon yapilamadi (Tablo 17).

Toplanan 6rneklerden izole edilen 7 adet L. grayi suslarinin 6rneklere gore
dagilimi 4 adet yem, 2 adet ¢evre ve 1 adet digki 6rnegi seklinde oldu. Siit, siit

tanki, peynir ve su drneklerinden izolasyon yapilamadi (Tablo 17).

Toplanan orneklerden izole edilen 5 adet L. welshimeri suslarinin
orneklere gore dagilimi 4 adet yem ve 1 adet su 6rnegi seklinde oldu. Siit, siit

tank1, peynir, digki ve ¢evre drneklerinden izolasyon yapilamadi (Tablo 17).
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Tablo 17. Listeria Tiirlerinin Orneklere Gére Dagilimi

Ornek L.monocytogenes  L.seeligeri L.innocua L. grayi L.welshimeri
Siit - 1 1 - -
Siit tanka - - - - -
Peynir - - - - -
Diska 1 - 4 1 -
Yem 3 4 5 4 4
Su 1 1 2 - 1
Cevre 3 2 6 2 -
TOPLAM 8 8 18 7 5

Sigir Orneklerinden izole edilen 7 adet L. monocytogenes suslarinin
orneklere gore dagilimi 3 adet yem, 2 adet ¢evre, 1 adet digki ve 1 adet su 6rnegi

seklinde oldu. Siit, siit tank1 ve peynir drneklerinden izolasyon yapilamadi (Tablo

18).

Sigir orneklerinden izole edilen 17 adet L. innocua suslarinin orneklere
dagilimi 6 adet ¢evre, 5 adet yem, 3 adet digki, 2 adet su ve 1 adet siit 6rnegi

seklinde oldu. Siit tanki ve peynir 6érneklerinden izolasyon yapilamadi (Tablo 18).

Sigir 6rneklerinden izole edilen 7 adet L. seeligeri suslarinin orneklere
gore dagilimi 3 adet yem, 2 adet cevre, 1 adet siit ve 1 adet su 6rnegi seklinde

oldu. Siit tanki, peynir ve digkr 6rneklerinden izolasyon yapilamadi (Tablo 18).

Sigir orneklerinden izole edilen 5 adet L. grayi suslarinin 6rneklere gore
dagilimi1 3 adet yem ve 2 adet ¢evre drnegi seklinde oldu. Siit, siit tanki, peynir,

diski ve su 6rneklerinden izolasyon yapilamadi (Tablo 18).

Sigir 6rneklerinden izole edilen 3 adet L. welshimeri suslarinin 6rneklere
gore dagilimi 2 adet yem ve 1 adet su 6rnegi seklinde oldu. Siit, siit tanki1, peynir,

diski ve ¢evre 6rneklerinden izolasyon yapilamadi (Tablo 18).
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Tablo 18. Sigir izolatlarinin Orneklere Gére Dagilimlar

Ornek L.monocytogenes L. seeligeri L. innocua L. grayi L.welshimeri
Siit - 1 1 - -

Siit tanka - - -

Peynir - - - - -
Diska 1 - 3 - -

Yem 3 3 5 3 2

Su 1 1 2 - 1
Cevre 2 2 6 2 -
TOPLAM 7 7 17 5 3

Koyun giftliklerinden toplanan 6rneklerden 7 adet Listeria spp. izolasyonu
yapildi. Bu izolatlar isimlendirildikten sonra, 1 adet L. monocytogenes cevre, 1
adet L. seeligeri yem, 1 adet L. innocua diski, 2 adet L. grayi yem ve diski, 2 adet
L. welshimeri yem &rneklerinden izole edildi. Koyun giftliklerinin siit, siit tanki,

peynir ve su 0rneklerinde izolasyon yapilamadi (Tablo 19).

Tablo 19. Koyun Izolatlarmin Orneklere Goére Dagilimlari

Ornek L.monocytogenes L. seeligeri L.innocua L. grayi L.welshimeri
Yem - 1 - 1 2
Cevre 1 - - - -
Diski - - 1 1 -
TOPLAM 1 1 1 2 2

5.5. L. monocytogenes izolatlarmin Dagilimlar:

Toplam 719 siit, siit tank1, peynir, su, yem, fekal ve ¢evresel 6rneklerden 7
adet s181r ve 1 adet de koyun olmak iizere toplam 8 adet L. monocytogenes susu

izole edildi (Tablo 20).
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Tablo 20. L. monocytogenes izolatlarmin Hayvan Tiirlerine Gore Dagilim1

Ornek Toplam Ornek Pozitif Ornek Yiizde %
Sigir 415 7 1.69
Koyun 304 1 0.33
TOPLAM 719 8 111

Toplam 132 adet yem Orneginden 3 adet L. monocytogenes susu izole
edildi. Yine ayni sayidaki cevresel Orneklerden de 3 adet L. monocytogenes
izolasyonu yapildi. Fekal (132 adet) ve su orneklerinden (132 adet) birer adet
olmak iizere toplam 2 adet L. monocytogenes izolasyonu yapildi. Siit (106 adet),
peynir (57 adet) ve siit tanki (28 adet) orneklerinden ise L. monocytogenes

izolasyonu yapilmadi (Tablo 21).

Tablo 21. L. monocytogenes izolatlarmin Orneklere Gére Dagilimi

Toplam Ornek Pozitif Ornek Yiizde %

Siit 106 - -
Peynir 57 - -

Siit tanki 28 - -
Fekal 132 1 1.39
Yem 132 3 417
Su 132 1 1.39
Cevre 132 3 4.17
TOPLAM 719 8

Sonbahar mevsimi 3 adet L. monocytogenes ile en ¢ok izolasyonun
yapildigt mevsim oldu. Devaminda kis mevsiminde 2 adet ve ilkbahar
mevsiminde 2 adet olmak iizere toplam 4 adet L. monocytogenes izole edildi. Yaz

mevsiminde ise yalnizca 1 adet L. monocytogenes izole edildi (Tablo 22).
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Cevresel orneklerden izole edilen L. monocytogenes suslarinin 2 adedi
sigirlara ait ¢gevresel drneklerden Ekim ve Aralik aylarinda, 1 adedi ise koyunlara

ait gevresel orneklerden izole edildi (Tablo 22).

Yem Orneklerinden izole edilen L. monocytogenes suslariin tamami (3
adet) sigirlara ait yemlerden Nisan, Kasim ve Aralik aylarinda izole edildi.

Koyunlara ait yem 6rneklerinden L. monocytogenes izole edilmedi (Tablo 22).

Fekal ornekten izole edilen bir adet L. monocytogenes izolat1 ise
sigirlardan alinan 6rneklerden olup, Kasim ayinda izole edildi. Koyunlara ait fekal

orneklerden L. monocytogenes izolasyonu yapilmadi (Tablo 22).

Su 6rneklerinden izolasyonu yapilan 1 adet L. monocytogenes izolati ise
sigirlara ait su Orneklerinden Nisan ayinda izole edildi. Koyunlara ait su

orneklerinden L. monocytogenes izolasyonu yapilmadi (Tablo 22).

Ayrica sigirlara ait siit, peynir ve siit tanki ve koyunlara ait siit, peynir

orneklerinden L. monocytogenes izolasyonu yapilmadi (Tablo 22).
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Tablo 22. L. monocytogenes izolatlarinin Mevsimsel Dagilimi

. Ornek  Pozitif  Yiizde  Mevsim  Yiizde
Mevsim Aylar

Sayisi Ornek % Toplami %
Aralik 62 2 3.23
Kis Ocak 65 - - 2 1.05
Subat 64 - -
Mart 65 - -
flkbahar  Nisan 66 2 3.03 2 1.03
Mayis 64 - -
Haziran 61 - -
Yaz Temmuz 54 1 1.85 1 0.59
Agustos 55 - -
Eyliil 56 - -
Sonbahar Ekim 54 1 1.85 3 1.84
Kasim 53 2 3.77
TOPLAM 719 8 8

5.6. L. monocytogenes izolatlarmin Alul ve Tsp5091 Restriksiyon

Enzimleri RFLP Tiplendirilmesi

L. monocytogenes izolatlarmin PCR-RFLP ile tiplendirilmesinde PCR
tirtinlerinin Alul ve Tsp509I restriksiyon enzimleriyle muamelesinin ardindan
agaroz jelde yiiriitiilmesi neticesinde olusan profil goriintiileri elde edildi (Tablo
23). PCR iiriinleri restriksiyon enzimleri ile kesilmeden dnce PCR iiriinlerinin
varligint dogrulamak i¢in agaroz jelde elektroforezde yiiriitildi ve UV’de

goriintiilendi (Sekil 16).
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Tablo 23. izolasyonlar1 Yapilan L. monocytogenes Suslarinin RFLP Profillerinin
Restriksiyon Enzimlerine Gore Dagilimi

Restriksiyon  Profil Izolat Sayis1  Bant Sayis1  Sus No

Enzimi

Alul Profil 1 4 3 1,3,7,8
Profil 2 4 3 2,4,5,6
Profil 1 5 3 1,3,6,7,8

TspS09l Profil 2 3 4 2 4.5

Sekil 16. L. monocytogenes Izolatlarmm PCR-RFLP Tiplendirmesi icin
Cogaltilan Uriinlerin Agaroz Jelde Gériintiilenmesi (1-8 no: L. monocytogenes,
PC: Pozitif kontrol, NC: Negatif kontrol, M: Marker)

Alul restriksiyon enzimiyle L. monocytogenes suslarinin kesiminde toplam
iki farkli profil elde edildi. Toplam 4 adet L. monocytogenes izolatinda (1, 3, 7 ve
8 numaral1) 3 bantli benzer profil elde edildi. Diger izolatlarda (2, 4, 5 ve 6

numarali) ise 2 bantli benzer profil elde edildi (Sekil 17).

Uc bandli profil elde edilen L. monocytogenes izolatlarinin tiimii (1, 3, 7
ve 8 numaral1) sigir ¢iftliklerine ait idi. Ug ve 8 numarali izolatlar aralik aymna ait
sirastyla yem ve ¢evresel orneklerden izole edilmislerdi. Ayrica 3 ve 7 numarali

izolatlar aym ciftlikten sirasiyla Aralik ve Kasim aylarinda izole edilmisti. Yedi
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numarali izolat sigir fekal 6rneginden izole edildi. Bir numarali izolat farkli bir

ciftlikten Ekim ayina ait ¢evresel drnege ait idi.

Iki bantl1 benzer profil sergileyen L. monocytogenes (2, 4, 5 ve 6 numarali)
izolatlarindan 2 numarali izolat koyun ¢iftligi ¢evre 6rnegi olup Temmuz ayinda
izole edilmesine ragmen, diger izolatlar sigir ciftliklerindendi. Ayrica 4 ve 6
numarali izolatlar ayn1 sigir ¢iftliginden sirastyla Kasim ve Nisan aylarinda, 5
numarali izolat ise farkli sigir ¢iftliginden alinan yem 6rneginden Nisan ayinda

izole edildi.

30 hp

200 bp

100 bp

Sekil 17. Alul ile Muamele Edilmis PCR-RFLP Uriinlerinin Agaroz
Jeldeki Goriintiisii (1-8 numara: L. monocytogenes, PC: Pozitif kontrol, NC:
Negatif kontrol, M: Marker)

Tsp5091 restriksiyon enzimiyle L. moncytogenes izolatlarinin kesimi
sonucunda 1, 3, 6,7 ve 8 numaral1 izolatlarda 3 bantli benzer profil gozlendi. 1ki, 4
ve 5 numarali L. monocytogenes izolatlarinda ise 4 bantli benzer profil gbzlendi.
Toplamda Tsp5091 enzimi ile kesim sonucunda 2 farkli profil elde edildi (Sekil
18).
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Uc bantli benzer profil elde edilen izolatlarm ( 1, 3, 6, 7 ve 8 numarali)
timii si8ir ciftliklerine ait orneklerden izole edildi. Alt1 ve 8 numarali izolatlar
ayn ciftlikten sirasiyla Nisan ve Aralik aylarinda alinan su ve ¢evre drneklerine
ait idi. Diger izolatlar (1, 3 ve 7) sirasiyla Ekim, Aralik ve Kasim aylarinda

cevresel, yem ve fekal 6rneklerden izole edildi.

Dort bantli benzer profillerin elde edildigi izolatlardan 2 numarali izolat
koyun g¢iftligindeki ¢evre 6rneginden Temmuz ayinda izole edildi, 4 ve 5 numaral

izolatlar ise sirasiyla Aralik ve Kasim aylarinda yem orneklerinden izole edildi.

- -
o
—
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Sekil 18. Tsp5091 ile Muamele Edilmis PCR-RFLP Uriinlerinin Agaroz Jeldeki
Goriintiisii (1-8 numara: L. monocytogenes, PC: Pozitif kontrol, NC: Negatif
kontrol, M: Marker)
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5.7. L. monocytogenes izolatlarinin HLWL74 ve HLWLS5 Primerleri ile

RAPD Tiplendirmesi

Koyun ve sigirlardan izole edilen L. monocytogenes suslarinin HLWL74

ve HLWLB85 primerleri ile RAPD analizleri yapildi (Tablo 24).

Tablo 24. Izolasyonlar1 Yapilan L. monocytogenes Suslariin HLWL 74 ve
HLWLS8S5 Primerleri ile RAPD Tiplendirme Sonuglari

Primer Profil Izolat Sayis1  Bant Sayisi

us No
Profil 1 4 57
Profil 2
Profil 3

Profil 4

3
4

HLWL 74

Profil 1
Profil 2
Profil 3
Profil 4
Profil 5
Profil 6

5,6

HLWL 85

PR R RPRP®OERERPLNDA

S
1
2
6
8
2
1
7
8
4
3

Wk WOWNDNWEFEEFEDND

HLWL74 primeri ile analizinde 4 adet izolat (1, 3, 5 ve 7 numaral
izolatlar) benzer goriiniimlii 4 bantl profil gdsterdi. iki bantl fakat farkli goriiniim
sergileyen suslar ise 2 ve 4 numarali L. monocytogenes izolatlar1 oldu. Geriye
kalan 6 ve 8 nolu izolatlar ise birbirinden farkli tek bantli profil sergilediler.
Sonug olarak, HLWL74 primerleri ile 4 farkli profil ve 1-4 arasi sayida bantlar

elde edildi (Sekil 19).

Benzer profil gosteren L. monocytogenes izolatlar1 (1, 3, 5 ve 7 nolu)
sirayla Ekim, Aralik, Nisan ve Kasim aylarinda izole edilen suslardir. Bu
izolatlarin ortak yonii ise tiimiiniin sigirlardan elde edilmis olmalaridir. Yine
sirasiyla bu ortak profile sahip L. monocytogenes suslar1 yine sirasiyla ¢evre, yem

ve fekal orneklerden izole edilmislerdi. U¢ ve 7 numarali L. monocytogenes
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izolatlar1 aynmi sigir ¢iftligine ait idi. Ancak 1 ve 5 numarali izolatlar farkl sigir

ciftliklerinden izole edildi.

Birbirinden farkli ancak 2 bantli profil sergileyen L. monocytogenes suslari
(2 ve 4 numarali) ise sirasiyla Temmuz ve Kasim aylaria ait koyun ve sigir
ornekleridir. Iki numarali sus cevresel, 4 numaral1 ise yem &rneklerinden farkli

ciftliklerden izole edilmislerdi.

Yine birbirinden farkli ancak tek bantli profil sergileyen 6 ve 8 numarali L.
monocytogenes izolatlar1 ayni ciftlikten Nisan ve Aralik aylarinda sigirlara ait su

ve ¢evresel orneklerden izole edilmislerdi.

Sekil 19. L. monocytogenes Izolatlarmin HLWL74 Primeri ile RAPD
Tiplendirmesi (1-8 no L. monocytogenes izolatlari, M:Marker)

HLWLS85 primeri ile 3 adet izolatta (2, 5 ve 6 numarali) birbirine benzeyen

3 banth profil elde edildi. Geriye kalan 1, 3, 4, 7 ve 8 numaral1 izolatlar ise
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sirasiyla kendilerine 6zgii ikili, tekli, ikili, Giglii ve tekli bant profilleri elde edildi.

Sonug olarak toplam 6 profil ve 1-3 arasi sayida bantlar elde edildi (Sekil 20).

Benzer profil elde edilen 2, 5 ve 6 numarali L. monocytogenes izolatlar1
farkli ciftliklere ait drneklerden idi. Iki numarali izolat koyun ciftligindeki ¢evre
orneklerinden Temmuz ayinda elde edildi. Bes ve 6 numarali izolatlar ise Nisan

ayimnda farkli sigir ¢iftliklerindeki yem ve su 6rneklerinden izole edildi.

Spesifik bantl profil sergileyen 1, 3, 4, 7 ve 8 numarali L. monocytogenes
izolatlarinin tamami sigir ¢iftliklerine ait 6rneklerden elde edilmisti. Farkli profil
gostermelerine ragmen 4 ve 8 numarali L. monocytogenes izolatlar1 ayn1 sigir
ciftligine ait yem ve ¢evre Orneklerine ait iken, diger izolatlar farkl ¢iftliklere ait
idi. U¢ ve 8 numarali izolatlar Aralik, 4 ve 7 numarali izolatlar Kasim ve 1
numarali izolat da Ekim ayinda izole edildi. Bir, 3 ve 7 numarali izolatlar ise

sirastyla ¢evresel, yem ve fekal drneklerden izole edildi.

Sekil 20. L. monocytogenes Izolatlarmin HLWLSS5 Primeri ile RAPD
Tiplendirmesi (1-8 no: L. monocytogenes, M: Marker)
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6. TARTISMA

Bu calismada gelismis iilkelerin onemli hastaliklar1 arasinda yer bulan,
ancak Tirkiye gibi gelismekte olan tilkelerde ciddiyeti goz ardi edilen listeriosis
hastaliginin hayvanlarda, bu hayvanlarin {riinlerinden {iretilen gidalarda ve bu
hayvanlarin etkilesimde bulundugu cevredeki listeria varligmin ortaya konmasi
oncelikli amag¢ oldu. Devaminda ise zoonoz ve patojen L. monocytogenes’in
genetik polimorfizmi molekiiler teknikler ile ortaya konularak, bu bakteri igin
insanlar ve hayvanlar i¢in kontaminasyon kaynaklarinin ve gecis noktalarinin
ortaya konulmasi amaglandi. Ayrica basta L. monocytogenes olmak iizere listeria
genusundaki diger tiyeler i¢in de (L. ivanovii, L. grayi, L. innocua, L. welshimeri
ve L. seeligeri) mevsimsel varyasyonlari incelenerek, bu bakterilerin prevalanslari
ve tabiatta yasama tutunma mekanizmalar1 agiklanmaya calisildi. Bu amag
dogrultusunda oncelikle etken izolasyonlar1 ve spesifik PCR islemleri
gerceklestirildi. Bu islemler neticesinde Elazig ve civarindaki koyun ve sigir
ciftliklerinden toplanan siit, peynir, siit tanki, su, yem, diski ve ¢evre 6rneklerinin
% 6.40’1ndan, koyun ciftliklerine ait 6rneklerin % 2.30’undan, sigir ¢iftliklerine
ait olanlar % 9.40’indan Listeria spp. izole ve identifiye edildi. Bu izolatlarin da
toplam % 56.52’si insan ve hayvanlar igin patojeniteye sahip olarak identifiye
edildi. Bu oranin % 39.13’1i hem koyun ve sigirlar i¢in patojen L. innocua ve %
17.39’u ise zoonoz patojen L. monocytogenes olarak tespit edildi. Listerialarin
varhigim aragtirmak {izerine, diinyada ¢ok ¢esitli hayvan, materyaller ve ortamlar
tizerinde caligmalar yapilmistir. Bu c¢alismalarin tiimiinde ¢ok farkli oranlarda
Listeria spp. izole edildigi bildirilmistir. Elaz1ig ve civarinda yapilan veya

Tirkiye’de yapilan calismalar (1, 12, 35, 41) dikkate alindiginda bildirilen
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oranlarin  biraz yiiksek oldugu disiiniilebilir. Oranlardaki farkliliklar
yetistiricilerin bilingsiz antibiyotik kullanmasindan dolay1 listerialarin direng
gelistirmesinden, ortamda yarismaci bakterilerin  varligi, zenginlestirme
metotlarin farklilig1 gibi sebeplerden kaynaklanabilir. Elazig ve bolgesinde daha
once yapilan ¢alismalarda Listeria spp. varliginin Ertas (42) tarafindan % 1.6,
Cetinkaya ve ark. (35) % 0.94, Arslan ve ark. (11) % 5.6, Kalender (65) % 4.36-
0.58, Ertas ve ark. (41) % 6.6 tespit edildigi bildirilmistir. Fakat son yayinlanan
calisma baliklar iizerine oldugundan, Elazig ve ¢evresinde uzun zamandir
listerialarin varligr hakkinda fikir sahibi olunacak bir caligmanin yapilmadigi
goriilmektedir. Koyun ve sigirlar iizerine ¢esitli iilkelerden bildirilmis ve yapilmis
caligmalar bulunmasina ragmen, bolgedeki koyun ve sigirlarda Listeria spp.
varligi ile ilgili yapilmis ¢alisma olmadigindan bilgiler de mevcut degildir. Son 20
yil iginde bolgede yapilmus listeria caligmalarindan elde edilen Listeria spp. ve L.
monocytogenes oranlar1 sebebiyle, arastiricilar listerialarin  ve yaptiklari
hastaliklarin bolge ig¢in Onemli olmadigi kanaatine varmuslardir. Tirkiye’de
yapilan gesitli listeria ¢aligmalarinda elde edilen bulgular diinyadaki benzerleriyle
paralellik gostermekte ve ve bu kaynaklarda % 4 ile % 70 arasinda degisen
oranlarda Listeria spp. varligina isaret edilmektedir (16, 21, 65, 87, 105, 108).
Gelismis iilkelerde oldukca onem gosterilen listerialara, iilkemizde de hak ettigi
onemin verilmesi gerektigi aciktir. Bu calismada elde edilen sonuglara gore,
listeria varlig1 dikkat cekmesi gereken oranlarda bulundugu diisiiniilmektedir.
Ayrica listeria varlig agisindan koyun ve si8ir ¢iftlikleri arasinda fark oldugu ve
bu farkin sigir ¢iftlikleri lehine yiiksek oldugu bulunmustur. Koyun ¢iftliklerinde

oranin diisiik oldugu baska ¢alismalarda da bildirilmistir (81).
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Listerialarin ve olusturduklari hastaliklarin hayvan sahipleri tarafindan pek
bilinmemesi ve dikkate alinmamasindan dolayr genelde bir tedavi
uygulanmamaktadir. Yapilmis olan bilimsel ¢alismalarda yiiksek oranlarda
Listeria spp. varli@inin bildirilmesinin  sebebi olarak bu durum, ileri
siiriilmektedir. Yetistiricilerin listeriosis ile ilgili sikayetlerinin de Ozellikle
sinirsel formu ile seyretmesi durumunda Onemsendigi bildirilmektedir (16).
Ayrica oranlarin yiiksekliginde, listerialarin dogal yasam cevrelerinin oldukca
genis olmas1 ve zor sartlara kars1 dayaniklilik kabiliyetlerinin bulunmasinin da
etkili oldugu soylenmektedir (86). Zor ¢evre sartlarina bile dayanikli bu
bakterilerin insanlar i¢in kontaminasyon kaynaklarinin Tiirkiye agisindan neler
oldugunu bulmaya yonelik bir g¢alisma bulunmamaktadir. Bu bakterilerin

Oneminin anlagilamamasinin bu konuda da etkili oldugu diisiiniilmektedir.

Calismada yapilan tiir spesifik PCR sonucunda 8 adet izolat L.
monocytogenes olarak identifiye edildi. Bu izolatlarda internalin A proteinini
sentezleten genin varligi yine PCR ile arastirildiktan sonra, bu geni tasiyan
suslardaki genetik polimorfizm arastirildi. Internalin A proteinleri patojen
listerialarin konake1 hiicrelerine tutunmalarini ve yasamini siirdiirmesine yardimci
olan baslica proteinlerdendir. Ayrica birkag c¢alismada bu proteinlerin
sentezlenmesini baskilayarak attenue L. monocytogenes suslar1 elde edilmistir
(94). Yapilan inl A genlerine yonelik sekans analizleri bu genlerde nokta
mutasyonlarin oldugunu gostermistir (84). Dolayisiyla patojeniteden baglica
sorumlu bu gendeki degisikliklerin ortaya konmasi ile L. monocytogenes
suglarinin hastalik yapabilme kabiliyetleri daha kolay anlasilabilir. Rousseaux ve

ark. (93) tarafindan yapilan 37 adet L. monocytogenes izolatinin kullanildigi bir
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calismada Alul restriksiyon enzimi kullanilarak 5 farkli profil ve 8 ile 11 arasinda

bantlar tespit edildigi bildirilmistir.

Bu c¢alismada sigir ¢iftliklerinden 7 adet ve koyun giftliklerinden
izolasyonu yapilan 1 adet L. monocytogenes izolatinda Alul ile toplam 5 bantli 2
farkli profil elde edilirken, Tsp509I restriksiyon enzimiyle ise 3 ile 4 arasindaki
bant sayisina sahip iki farkli profil goriildii. Uc¢ bantli profile sahip L.
monocytogenes izolatlar1 8 susun 6’sinda gozlendi. Bu g¢alismada elde edilen
profil sayilar1 ve baskin profillerin dagilimi ag¢isindan Rousseaux ve ark. (93) nin
yaptig1 calismaya gore daha fazla homojenite saptandi. Diinyanin diger
bolgelerinde yapilan ¢alismalarda, 14 ve daha fazla L. monocytogenes izolatinda
toplam 3-15 bantlara sahip, 4 ile 10 arasinda farkli restriksiyon profilleri gosteren
sonuclar bildirilmistir (68, 106). Bu c¢alismada elde edilen L. monocytogenes
suslarinin daha homojen bir dagilim gostermesi, inl A genlerinin daha az
mutasyon ge¢irdigini gostermektedir. Farkli profillere sahip L. monocytogenes
suslarinin daha invaziv 6zelliklere daha fazla sahip olabilecegi ya da en azindan
inl A genindeki mutasyonlarin daha fazla olduguna isaret etmektedir. Bu durumda
L. monocytogenes hiicrelerinin daha farkli invaze olma yollar1 deneyebilecegi
diisiiniilebilir. Ulkemizin diger bdlgelerinde de inl A polimorfizmin saptanmasina
yonelik yapilacak benzer caligmalar ile listeriosis vakalarindan elde edilen L.
monocytogenes izolatlar1 arasinda epidemiyolojik iliskilerin ortaya konmasinin,
daha etkili koruma ve kontrol stratejilerinin gelistirilmesi agisindan faydali

bilgiler saglayacagi agiktir.

Pek ¢ok bilim adamu tarafindan, ¢ig siitten izole ve identifiye edilen

Listeria spp. suslarinin kaynaginin, siitlerin depolanmasi ve taginmasi sirasinda
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fekal ve gevresel kontaminasyon ve giftliklerdeki enfekte hayvanlardan bulastigi
bildirilmektedir (19, 66). Bu ¢alismada izole ve identifiye edilen Listeria spp.
izolatlarinin, siitten izole edilen 2 adet sus disinda, toplam 44 susun tamami digki,
yem, su ve cevresel oOrneklerden izole edildi. Sigir ve koyun ciftlikleri ve
listerialarin ~ kontaminasyonu dikkate alindifinda bu Ornekler arasinda
bulagmalarin kolaylikla olabilecegi diistiniilmektedir. Siit sagimlarindan sonra
stitiin ¢iftlik ve ¢evresinde bekletilme siiresi ve siitiin sagim yontemi, Listeria spp.
kontaminasyonu agisindan Onem kazanmaktadir. Bu c¢alismada siit sagim
makinelerinin siit tanklarindan 28 adet ornek incelendi, fakat Listeria spp.
izolasyonu yapilmamasina ragmen, ancak Leite ve ark. (69) siit sagim
ekipmanlarindan ve siit tanklarindan Listeria spp. izolasyon ve identifikasyonu
yaptiklarini bildirmistir. Bu c¢alismada siit, peynir ve siit tanki orneklerinde L.
monocytogenes izolasyonunun olmamasina ragmen, siit drneklerinden izole edilen
iki adet Listeria spp. susunun (L. innocua ve L. seeligeri) olmasi, siit, peynir ve
siit tanklarinda da c¢evre ve hayvanlarla etkilesimden dolay1 bir kontaminasyonun
olabilecegini gostermektedir. Bu ¢alismada yapilan RAPD tiplendirmeleri ortak
profile sahip L. monocytogenes izolatlarinin farkli ve aym ¢iftliklerdeki gevre,
yem ve su Orneklerine ait olduklarini gosterdi. Ayrica siitiin sagimindan sonra ve
peynir yapim asamasinda ¢iftlik ¢evresinde tutulmasi Listeria spp. kontaminasyon
riskini arttirmaktadir (66). Listeria enfeksiyonlarinin hayvan, gida, yem, ¢evre ve
insanlar arasinda taginmasi ve epidemiyolojisinde, bu c¢alisma sonuglari
diistintildiigiinde Listeria spp. kontaminasyon kaynaklarmnin siit sagimi islemi,
depolama ve siitlerin tasinmasi esnasindaki yetersiz hijyen tedbirlerinden ya da

higbir sekilde hijyenin diistiniilmemesinden kaynaklandig agiktir.
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Nightingale ve ark. (82), L. monocytogenes’in prevalansinin mevsimsel
degisikliklerini incelediklerinde, sigir, koyun ve keci ¢iftliklerinde kis
mevsiminde Ozellikle de diski, yem ve depolarda en iist seviyeye c¢iktigini
bildirmislerdir. Guerini ve ark. da (53), listeria prevalansinin sicak mevsimlere
gore soguk gecen mevsimlerde daha yliksek oldugunu bildirmislerdir. Hutchinson
ve ark. (62) da Listeria spp. suslari i¢in sigirlarda yaptiklar1 ¢alismada bulduklari
mevsimsel farkliliklarin soguk ve yagisli mevsimlerde istatistiksel acidan énemli
farkliliklara sahip olduklarini rapor etmislerdir. Bu calismada koyun ve sigir
ciftliklerinde Listeria spp. ve L. monocytogenes izolatlari igin sirasiyla kis % 8.38
ve % 1.05, ilkbahar % 8.72 ve % 1.03, yaz % 2.91 ve % 0.59, sonbahar % 4.94 ve
% 1.84 olarak prevalans tespit edilmistir. L. monocytogenes suslari dikkate
alindiginda mevsimsel varyasyon agisindan belirgin bir farklilik gériinmemesine
ragmen, Listeria spp. olarak ele alindiginda ise mevsimler arasinda izolasyonlarda
farkliliklar géze carpmaktadir. Bu bulgulara gore yukarida bahsedilen iki ¢calisma
ile mevsimsel varyasyonlar bakimindan paralellik bulundugu goriilmektedir.
Tiirkiye’de ise Abay (1) yaptigi caligmada saglikli sigirlarin digkilarinda Listeria
spp. ve L. monocytogenes izolasyonlar: yaptigini ve sirasiyla sonbahar % 59 ve %
9, kis % 61 ve % 8, ilkbahar % 39 ve % 6, yaz mevsiminde ise % 36 ve % 4
olarak buldugunu bildirmisir. Bu ¢alismada elde edilen mevsimsel varyasyon
sonuglarinda Listeria spp. prevalansi yaza ve kurak aylara dogru azalmakta ve bu
konudaki literatiir bilgilerine uyum gostermektedir. Bu calismaya kadar, listerialar
ile ilgili mevsimsel varyasyonlar konusunun Tiirkiye agisindan agikliga
kavusturulmasi icin yapilmis ayrintili bagka bir calisma bulunmamaktadir.

Diinyada yapilan benzer calismalarda, ornegin, Ho ve ark. (60) yaptiklari
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calismada Listeria spp. ve L. monocytogenes i¢in mevsimsel prevalansi sirasiyla
kis % 13.7 ve % 3.8, bahar % 16.6 ve % 2.1, yaz % 13.9 ve % 3.8, sonbahar %
14.6 ve % 4 olarak bildirmelerine ragmen, mevSimsel prevalanslarin aralarinda
onemli bir fark bulunmadigini bildirmislerdir. Yine de, yaz mevsiminde L.
monocytogenes prevalansinda % 2.1 ile en diisiik oram1 elde ettiklerini
bildirmislerdir. Listerialarin mevsimsel prevalanslar1 arasindaki farklarin
sebeplerini, Ryser (94) ise hayvanlarin silaj yemleriyle beslenmesine bagli
oldugunu agiklamistir. Bu calismada kullanilan ¢iftliklerden ozellikle, sigir
ciftliklerinde sonbahar ve kis mevsimlerinde silajli yemlerle beslemenin yapildigs,
ancak koyun ciftliklerinde bdyle bir durumun olmadig yetistiriciler tarafindan
sOylenmistir. Bu bilgiden hareket edildiginde, mevsimsel sicakliklarin, yagislarin,
toprak ve cevre gibi farkliliklarin mevsimsel varyasyonlarda rol oynadig: fikri
daha kuvvet kazanmaktadir. Mevsimsel varyasyonlarla ilgili yapilan ¢aligmalarda
elde edilen sonuglar, listerialarin ¢ok farkli gevre sartlarinda (sicaklik, giines,
yagis, oksijen yogunlugu, pH, besin gibi) bile hayatlarin1 siirdiirebilme

kabiliyetine sahip olduklarini géstermektedir.

L. monocytogenes suslarinin inl A RFLP analizinde elde edilen verilerin
giivenilirligini desteklemek amaciyla, Alul ve Tsp5091 olmak tiizere iki farkli
restriksiyon enzimi kullanildi. Restriksiyon sonuglarina bakildiginda, genel olarak
profil ve band profil sayilar1 bakimindan 6nemli bir fark bulunmamasina ragmen,
gozlenen profiller arasinda iki enzimin ayrim giicleri bakimindan L.
monocytogenes suslar1 arasinda bazi kiiglik farkliliklar da tespit edildi. Bu
calismada, her iki enzimle 3 banth izolatlarin % 62.5’inde (5/8) benzerlik tespit

edildi. Restriksiyon islemlerinde benzerlikte boyle bir durum ile karsilasilmasi,
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enzim se¢iminin restriksiyon ile tiplendirmede ne kadar onemli oldugunu
gostermektedir. Restriksiyon analizlerinde daha giivenilir sonuclar elde etmek i¢in

iki veya daha fazla enzim kullaniminin daha faydali olacagi ortaya ¢ikmaktadir.

Ayrica bu calismada izole edilen L. monocytogenes suslariin RAPD
tiplendirmesi sonucunda, HLWL 74 primeri ile 4, HLWL 85 primeri ile 6 adet
farkl profil elde edildi. Baskin profiller HLWL 74 ile % 50 (4/8), HLWL 85 ile %
37.5 (3/8) oraninda temsil edildi. Ancak, Yoshida ve ark. (116), 4 farkli primer
ile toplam 20 izolat arasinda 18, Martinez ve ark. (77) toplam 432 adet L.
monocytogenes susunun Eric-2, M-01, P2 ve M-013 primerleri kullanarak toplam
242, Leite ve ark (69), UBC127 primeri ile 14, UBC 155 primeri ile 4 ve HLWL
85 primeri ile 9 farkli, Kerouanton ve ark. (68) 13 farkli profil elde ettigini
bildirmistir. Bu arastiricilarin yaninda Czajka ve Batt (34) ise HLWL 74 primeri
ile tek ya da c¢ift bantli benzer profiller elde ettigini ve tek primer ile L.
monocytogenes izolatlarinda RAPD tiplendirmenin yarar saglamadigini ve birden
fazla primer 1ile RAPD teknigi 1ile molekiiler tiplendirmenin yarar
saglayabilecegini bildirmistir. Bu arastiricilarin - yapmis olduklar1 RAPD
tiplendirmelerinde daha fazla profil elde etmelerine sebep olarak, kullandiklar1 L.
monocytogenes izolatlarinin sayilarinin ¢ok olmasindan kaynaklanabilecegi
diistiniilmektedir. Buna ragmen, Aguado ve ark. (2) bu galismadan daha ¢ok
sayida L. monocytogenes susu kullanarak ayni primerler ile RAPD tiplendirme
yapmalarina ragmen, toplam 13 L. monocytogenes izolatinda toplam 6 profil elde
etmiglerdir. Yukarida bahsedilen aragtirmalara gore, profil sayilarindaki
farkliliklarin, farkli ¢evrelerden, gidalarda veya konakgilardan izolasyonlarin

olmas1 yaninda, ¢evresel faktorlerin, primer se¢iminin farkli olmasi ve yukarida
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bahsi gecen caligmalarda ¢ok genis hayvan ve insan populasyonlarindan elde
edilen L. monocytogenes izolatlarinin kullanilmasindan kaynaklanabildigi
bildirilmektedir. Ayrica, RAPD sonuglarinin analizinde, gelde goriilen parlak ve
temiz bantlarin yani sira silik bantlarin da bulunmasi, c¢alismada elde edilen
verilerin yorumlanmasinda farkli degerlendirmelere sebep olabilmektedir. Bu
durumlara engel olabilmek icin, RAPD analizi yapilirken, farkli primerlerin
denemeleri yapilip optimizasyonlar1 saglandiktan sonra en uygun primerin veya
primerlerin secilmesi ve yapilan analizlerin en az iki kere tekrar edilmesinin

O6nemi daha iyi anlagilacaktir.

Ertas (42), Elaz1g bolgesinde yaptigi bir calismada koyun siitlerinden 4
adet Listeria spp. izole edildigini ve hi¢ L. monocytogenes identifiye edilmedigini
bildirirken, Kalender (65) ise ayni bolgedeki koyunlarin digkilarindan % 0.58
oraninda L. monocytogenes izole ve identifiye edildigini bildirmistir. Bu
calismada ise koyunlardan toplanan Orneklerden (siit, peynir, diski, yem, su ve
gevresel) % 2.3 oraninda Listeria spp. izole edilirken, bunlarin yalnizca biri L.
monocytogenes olarak identifiye edilmistir. Bazi arastiricilar listeria goriilme
sikliginin silaj yemlerle beslenen ruminantlara bagl olarak degistigini, dolayisiyla
silaj yemlerle beslenen sigirlarda daha fazla listeria izolasyonun yapilacagini
bildirmiglerdir (61, 82). Bu c¢alismada Orneklerin toplandigi bolge dikkate
alindiginda, koyun yetistiricilerinin genelde koyun rasyonlarinda silaj yemler
kullanmadig1, mera, kuru ve yesil ot agirlikli bir beslenme programi uyguladiklari,
yetistiriciler tarafindan sdylenmektedir. Ayrica bu ¢alismada koyun ¢iftliklerinden
elde edilen 1 adet L. monocytogenes susunun olmasi sebebiyle, suslarin giftlikler

veya koyunlar, gida, yem ve c¢evre Ornekleri arasindaki farkliliklar,
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kontaminasyon noktalar1 hakkinda bilimsel kaynaklarda belirtilen fikirler
cercevesinde yorum yapmak miimkiin olmamaktadir. Yine de bilimsel literatiirler
1s181inda, Listeria spp. ve L. monocytogenes’in koyunlar ve koyun g¢iftliklerine

ilgisinin az oldugu kanisina varilabilir.

Bakteriyolojik kiiltiir ve biyokimyasal identifikasyon yontemiyle toplam
46 adet Listeria spp. susu izole edildi. Suslarin tamami iap genine 6zgii primerler
kullanilarak yapilan PCR analizi sonucunda Listeria spp. olarak konfirme edildi.
Ancak kullanilan primerlerin yiiksek bir spesifiteye sahip oldugu bildirilmesine ve
diger gen bolgelerine gore daha kararli olan iap geninden c¢ogaltilmalarina
ragmen, istenilen kalitede bantlar elde edilemedi. Bunun sebebinin, kullanilan
primerlerin eski olmalarindan ve yaklagik yirmi yillik bir siirete iap geninde bazi
mutasyonlarin  meydana gelmis olabilecegi kanaatine varildi(26). L.
monocytogenes suslarinin PCR analizinde ise listeriolysin genine spesifik 702 bp
boyutlarinda elde edilen spesifik bantlar olduk¢a parlak ve kuvvetli oldugu
gorildii. Listerialarin zenginlestirme kiiltlir ve identifikasyon islemleri i¢in hangi
metot kullanilirsa kullanilsin, molekiiler testlerden daha kisa siirede dogru bir
sekilde sonu¢ alinmayacagr aciktir. L. monocytogenes  suslarinin
identifikasyonunda, kiiltiir islemlerinden sonra biyokimyasal metotlar yerine daha
giivenilir bir yontem olarak rutin teshis laboratuvarlarinda uygulanabilecegi
kanaatine varilmistir. Ayrica L. monocytogenes bakterilerinin daha spesifik,
sensitivitesi yliksek ve hizli, dogrudan 6rneklerden PCR ile teshisi konusunda pek
¢ok makale mevcuttur (3, 26, 48, 71). Insan ve hayvanlarda 6nemli hastaliklara
sebep olan listeriosis etkenlerinin teshisi i¢in; zaman kaybi, pahaliligi ve

etkenlerin fenotipik oOzelliklerinin stabil olmamasi nedeniyle sensitivite ve
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spesifitesi daha diislik olan konvansiyonel tekniklerin yerine ¢ok daha spesifik ve
sensitivitesi yiiksek olan ve kisa siirede sonu¢ veren molekiiler yontemlerin
kullanilmasimin daha faydali olacagi bilim adamlar tarafindan bildirilmektedir
(3).

Vazquez-Boland ve ark. (111) tarafindan Listeria spp. suslariin
identifikasyonunda kullanilan fenotipik testlerden biri olan CAMP reaksiyonunun,
bazi durumlarda L. monocytogenes ile L. ivanovii arasinda dogru bir sekilde ayrim
yapma konusunda yetersiz kaldigi, dolayisiyla da yanlis sonuglara yol agabilecegi
bildirilmistir. Bu ¢alismada listeria suslarinin identifikasyonunda CAMP testiyle
L. monocytogenes olarak identifiye edilen 8 adet susun tamami PCR ile de L.
monocytogenes olarak dogrulandi. CAMP reaksiyonu kullanilirken bazen
okumada giicliik yasanmasina ragmen, CAMP testi Listeria spp. suslarinin
ayriminda bagka bir sorunla karsilagilmadan kullanildi. Yine de okuma veya baska
zorluklar yasandigi CAMP testi dahil pek c¢ok fenotipik testin yerine, bilim
adamlar1 tarafindan PCR ile identifikasyon yoluna gidilirse bu sorunlarin
agilabilecegi bildirilmistir (82, 103). Ayrica CAMP testinin Listeria spp.
suslarinin ayriminda bazen zorluklarla karsilagilsa da maliyetinin diisiikligi, fazla
isgiici ve tecriibe istememesinden dolayr laboratuarlarda kullanilabilecegi

kanaatine varildi.

L. monocytogenes suslarinin molekiiler tiplendirilmelerinde birden fazla
metot kullanilmasinin kontaminasyon noktalarinin tespitinde degerli bir arag
oldugu onceki bilimsel ¢alismalarda bildirilmistir (31, 69). Bu c¢alismada L.
monocytogenes izolatlar1 arasinda RAPD teknigiyle yapilan tiplendirmeler (her iki

primer ile toplam 11 profil), RFLP ile inl A genine spesifik (her iki restriksiyon
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enzimiyle toplam 4 farkli profil) tiplendirmelerinden daha biiyiik ayrim giicline
sahip bulundu. RAPD, RFLP teknigine gore ayrim giicii daha yiiksek bir testtir.
Ancak tekrarlanabilirligi ve zayif bantlarin olusabilmesinden dolayr bazi
profillerin okunabilmesinde zorluk yasanabilmektedir. Yine de RFLP tekniginin
sadece c¢ogaltilabilen bolgenin tiplendirilebilmesinden dolay1 sinirli bir ayrim
gliciine sahip oldugundan (48), dogal olarak RFLP ile RAPD analizlerine gore
daha az profil elde edilmesi beklenmektedir. Bu ¢alismada da RFLP ile, RAPD
teknigine gore daha az profil elde edildi. Bu sonuglar ve literatiirler, izolasyonu
yapilan L. monocytogenes suslar arasindaki genetik iligkileri arastirmak i¢in, daha
once pek ¢ok arastirmacinin bildirdigi gibi (68) RAPD tekniginin daha uygun bir

yontem oldugunu gdstermektedir.

Tiplendirilebilirlik, yiiksek tekrarlanabilirlik, yeterli stabilite ve yiiksek
ayristirma giicli gibi parametreler molekiiler ¢aligmalarin tiimiinde Onemli
parametreler olarak kabul edilmektedir. Bunlara ek olarak molekiiler teknigin
pahali, karmasik olmamasi, fazla isgiliciine gerek duyulmamasi, uzun zaman
almamasi, kolay yorumlanabilmesi ve farkli laboratuarlardan elde edilen
sonuclarin karsilastirilabilir olmasi bilim adamlar1 tarafindan tercih edilmektedir.
RAPD, tiplendirebilme kabiliyeti yiiksek, uygulama kolayligir olan ve zamandan
tasarruf saglayan bir tekniktir. Ancak laboratuarlar arasinda ve hatta ayni
laboratuar i¢inde bile tekrarlanabilirligi ve iiretkenligi diisiik olabilmektedir (48).
Bundan dolay1 RAPD tekniginde, hedef DNA’larin ve primer konsantrasyonunun,
PCR karisiminin ve siklus sayisinin optimize edilmesi hatta kullanilan thermal
cycler cihazi bile iiretkenlik ve tekrarlanabilirlik kapasitelerinde etkili olan birgok

dezavantajin avantaja doniistiiriilmesi gerekmektedir (76). Bu calismada da
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yukarida bahsedilen dezavantajlardan bazilariyla optimizasyon siirecinde
karsilasild1 ve gerekli optimizasyonlar yapilarak sorunlar asildi. RAPD analizleri
neticesinde, L. monocytogenes suslar1 arasinda RAPD ve RFLP izolatlar
arasindaki 1iliskilerin birbirine yakin olmadigi gozlendi. Ek olarak, RAPD
analizinin tekrarlanabilirlik ihtiyacinin olmasi ve {iretkenliginin ancak sartlar
saglandiginda yiiksek oldugu gibi olumsuz yonleri goriildi. Genel olarak
polimorfizm teknikleri ele alindiginda; inl A RFLP ve RAPD olmak {izere her iki
metodun da L.monocytogenes suslari i¢in kolay uygulanabilir olmasi, zamandan
tasarruf saglamasi, fazla maliyetinin olmamasi gibi sebeplerden dolayi tercih
edilmesi gerektigi diisliniilmektedir. Daha yiiksek bir ayrim giiciine sahip olan,
fakat zahmetli, ¢ok fazla isgiicii isteyen, daha uzun siirede sonu¢ veren ve ¢ok
daha maliyetli teknikler olan PFGE analizi ve DNA sekanslama metotlarinin ise
RAPD yerine iyi birer alternatif olabilecegi akla gelmektedir (2, 48, 69). Ancak
analizlerin, L. monocytogenes izolatlar1 agisindan yalnizca RAPD analizinin kabul
edilebilir oldugu belirlendi. L. monocytogenes izolatlarinda RFLP analizi ile
polimorfizm c¢aligmalarin1  gergeklestirmek i¢in Ueda ve ark. (106)’imnin
bildirdiklerinin aksine, inl A geninin kararli bir durum gostermesi kabul edilebilir
bir durumdur. Bu sebeple L. monocytogenes genomu {izerinde virulens ile ilgili
baska bir gen bolgesinin segilmesi ve bu gen lizerinde RFLP analizlerinin
yapilmasimin gerekli oldugu aciktir. Ayrica ileriki ¢alismalarda insanlardan elde
edilen izolatlar ile hayvan, gida, ¢cevreden elde edilen izolatlar arasindaki genetik
iligkilerin varligm1 ortaya koyulmasi kontaminasyon noktalarinin ortaya
konmasinda bazi soru isaretlerini de kaldiracaktir. Bu islemlerde RAPD analizinin

uygulanmasimin listerialarin  molekiiler tiplendirmesinde faydali  veriler
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saglayabilecegi, zoonotik olan bu etken ile hayvanlar i¢in diger patojen listeria
etkenlerinin (L. innocua ve L. ivanovii) gerekli koruma ve kontrol stratejilerinin
ortaya konmasinda ve infeksiyon yollarinin agiklanmasinda uygun bir metot

olarak kullanilabilecegi diistiniilmektedir.

Sonug olarak, listeriosis vakalarinin en patojen yaygin etkeni olan L.
monocytogenes suslarinin  polimorfizminin arastirllmasinda RAPD, inl A
genindeki mutasyonlarin arastiritlmasinda RFLP tekniginin bazi énemli noktalar
dikkate alinmak suretiyle giivenilir bir sekilde kullanilabilecegi saptandi. Yine de
RAPD tekniginin daha gii¢lii ayrim giicii oldugundan dolayi, RFLP yerine tiim
genomun tiplendirildigi baska bir teknik ile kullanilmasinin daha yararli sonuglar

verecegi aciktir.

Sigirlar basta olmak {izere koyunlarin listeria ile gidalari kontamine
etmesi, bu etkenlerin gerek gidalardan gerekse ¢evreden insanlara gegcisi ile ilgili
olarak, sigir ciftliklerinin bir risk faktorii oldugunun iizerinde durulmas: gerektigi

fikrine varild.

Bu calismada elde edilen Listeria izolasyon oranlarinin Elazig
bolgesindeki hayvancilik ve dolayisiyla bolge halki icin de risk olmaya
basladigindan edilebilir. Bu bulgular esliginde alinacak basta L. monocytogenes
olmak {izere patojen listerialar i¢in 6nemli kontrol stratejilerinin (predominant
suslar kullanilarak asi1 gelistirme caligmalari, etkili antibiyotiklerin gelistirilmesi
ve se¢imi vs.), bu listeria etkenlerinin goriilme sikliginda 6nemli derecelerde

azalmalara sebep olabilecegi diisiiniilmektedir.
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Hayvanlar, gidalar, etken iiggeninde ve insanlarla bu etmenler arasindaki
etkilesimlerindeki gesitli faktorler sebebiyle, L. monocytogenes ve patojen diger
listerialarla miicadele ile uygulanacak kontrol programlari hazirlanirken bu
etkenlerin mevsimsel degisimlerinin de dikkate alinmasi gerektigi diisiiniilebilir.
Bu sekilde hazirlanan kontrol stratejileri ile hayvan sagligi, gida giivenligi ve
elbette halk sagligi acisindan gayet dnemli ilerlemeler saglanabilecegi kanisina

varildi.

Ayrica, L. monocytogenes disindaki patojen listeria etkenlerinin (L.
innocua, L. ivanovii) de molekiiler genotiplendirme metotlar1 kullanilarak
degerlendirilmesi ve detayli genetik analiz ¢aligmalarina hiz verilmesinin, daha
spesifik sonuglarin alinmasinda ve bu etkenlerin epidemiyolojisi hakkinda daha

ayrintili bilgi edinilmesinde faydali olacaktir.
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8. OZGECMIS

1978 yilinda Tekirdag ili Malkara ilgesine bagli Balabancik Kdyiinde
dogdum. ilk ve orta 6grenimimi dogdugum kdyiimde tamamladim. Daha sonra
1991 yilinda Tiirkiye genelinde yapilan Kurumlar Liseleri Sinavi’mi kazanip,
Ankara Laborant Meslek Lisesinde Ogrenim hayatima devam ettim. Liseyi
bitirdikten sonra, 1994 yilinda Tarim ve Kdyisleri Bakanligi Elazig Veteriner
Kontrol ve Arastirma Enstitiisiine laborant olarak atandim ve bu tarihten itibaren
calismaya basladim. 1998 yilinda Firat Universitesi Veteriner Fakiiltesine
baslayip, 2003 yilinda bitirdim. Ayn1 yil F.U. Saghk Bilimleri Enstitiisii Veteriner
Mikrobiyoloji doktora programina basladim. 2008 yili Mayis ayinda Tarim ve
Koyisleri Bakanligi Pendik Veteriner Kontrol ve Arastirma Enstitiisiine tayin
oldum. Halen ayni Enstitiide ¢alismaktayim. Evliyim. Son 4 yil icerisinde Tarim
ve Koyisleri Bakanligi Tarimsal Arastirmalar Genel Miidiirliigii ve TUBITAK

tarafindan desteklenen ulusal ve uluslar arasi projelerde yer aldim.

109



