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1. ONSOZ

Listeriosis uzun siiredir bilinen bir hastaliktir ve insan dahil pekc¢ok
hayvan tiriuna etkiledigi bildirilmistir. Insan ve hayvanlarda 6liim ya da
abortuslarla sonuclanan enfeksiyonlara sebep olmaktadir. Son yillarda
butin dinyada dikkatleri oldukca fazla tzerine c¢ekmis olan Listeria
monocytogenes ve diger Listeria tirlerinin salginlara yol ag¢masi,
enfeksiyonun nereden Kkaynaklanabileceg§i konusunda arastirmacilan
¢alismaya tegvik etmistir. Pekcok ilkede meydana gelen Listeriosis
salginlarinin gidalardan kaynaklandigi hakkindaki bilgiler Listerialarin
gidalar yoluyla tasginmasimi acgikca destekleyici mahiyettedirler.

Insanlardaki bazi Listeriosis salginlan ciftlik hayvanlarindaki klinik
Listeriosis vakalariyla birlikte meydana gelmekte ve saglikli olan tasiyici
hayvanlar bakterinin 6nemli bir kaynag: olmaktadirlar. Fakat gunumizde
saglikli tastyicilar1 tespit etmek icin etkili bir teghis metodu mevcut
degildir. Bakteriyel izolasyon metotlar1 rutin uygulamalar icin pratik
degildir ve serolojik testlerin sonuglar1 yamiltici olabilir. .

Ulkemizde son yillarda hayvanlarda ve hayvansal kaynakli gidalarda
genis arasturmalar yapilmaya baslanmistir. Listeriosis baslica endistrilesmis
tilkelerde bilinmektedir ve buralarda daha kapsamli olarak arastirilmistir.
Guney Amerika, Afrika ve Asya'da hastaligin prevalansinin diigiik oldugu
bildirilmistir. Bu durumun tiketim madelerinin ve beslenme aliskanliklari-
nmin farkli olmasinin ya da hastalik vakalarimi ilgili kuruluglara
bildirmedeki yetersizligin bir sonucu olabilecegi dusiiniilmektedir.

Bununla birlikte Listeriosis diitnya c¢apinda bir problem olarak
kalmakta, sehirlesmenin artmasi, beslenme aligkanliklarinin degismesi ve
sosyal gelismenin hastaligin ortaya cikmasinda biayiuk o6nemi oldugu
tahmin edilmektedir.

Saghkli ve Listeriosisli hayvanlarin sitleriyle Listerialar1 sacmalan
nedeniyle siit ve siit driunlerinin bakterinin tasinmasinda ve bulasma-
sindaki rolleri buyuktar.

Yurdumuzda ve diuinyada yapilan bircok calismada c¢i§ sitlerin ve
peynirlerin o6nemli oranda Listerialar ile kontamine oldugu tespit
edilmistir. Fakat bu calismalar daha cok sigir sitleriyle yapilmis, koyun ve
keci sitlerinde Listerialarin varlhigh ile ilgili olarak fazla arastirma
yapilmamigtir. Koyun, keci ve inek sitlerinin biiyiik bir kismi peynir ve
diger siit mamaullerinin iretiminde kullanilmaktadirlar ve bundan dolay:
sutlerde Listerialarin varliginin arastirilmasi énem arz etmektedir.
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Bu calismada insan ve hayvan sagligini yakindan ilgilendiren Listeria
turlerinin koyun ve keci siitlerindeki varliginin arastirilmas: amaclanmigtir.
Bilindigi gibi yoremizde koyun ve ke¢i ¢ig siitlerinden yapilan peynirler
oldukca yaygin olarak tuketilmektedir. Ayrica y6remizdeki koyun ve keci
sturulerinde gorialen atiklarin  ¢ogunlugunda atik nedeni tespit
edilememektedir. Listerialar, o6zellikle L. monocytogenes hayvanlarda
atiklara sebep olmakta ve bu bakteriler infekte hayvanlarin sitleriyle
sacilmak suretiyle bu siitlerden tiretilen st drinlerini de kontamine
etmektedir. Listerialar bu siit durinlerinin saklanma ve olgunlagsma
asamasindaki diisitk sicakliklarda kolaylikla uireyebilmektedir.

Yukaridaki bilgilerin dogrultusunda bu c¢ahsma su amaclarla
yapilmigtir.

Saghkl koyun-keci ¢ig suitlerinden Listeria tiirlerini izole etmek ve bu
suretle koyun ve ke¢i suitlerinden imal edilen siit Girinlerinde tespit edilen
Listeria turlerinin kaynaginin ¢ig stitler olup olmadigini belirlemek.

Atik yapan hayvanlarin sitlerinden Listeria tﬁrlgrini izole etmek.
Boylece rutin izolasyon metotlariyla izole edilemeyen, fakat ruminantlarda
atiklara neden olan, aym1 zamanda siite de gecebilen bu bakterinin
siitlerden izole edilmesiyle yo¢redeki Listeriosis'e bagli abortuslari tespit
etmek.



2. GIRIS
2.1. Listerialarin Tarihcesi ve Ozellikleri

Listeria bakterisi yeni bir bakteri degildir. ilk defa 1911 yilinda
tavsanlardan izole edilmis, daha sonra 1917 yilinda Guney Afrikadaki bir
endemi esnasinda tanimlanmig ve “"Tiger River Virus" olarak
isimlendirilmistir. = Tavsanlarda  karaciger  hastahklarnyla  birlikte
goruldugiinden ilk olarak Bacillus hepatitis ismi verilmigtir. Daha sonra
Murray ve ark. 1926 yilinda laboratuvar tavsanlarinda meydana gelen bir
salginda izole ettikleri ve "Bacterium monocytogenes " ismini verdikleri bu
bakterinin spontan epidemik bir enfeksiyona neden oldugunu
bildirmislerdir. Bundan bir yil sonra 1927'de Pirie, infekte bir gerbilin
karacigerinden benzer bir basil izole etmis ve "Listerella hepatolytica"
olarak isimlendirmistir (25,27,57,78,91,93). Cerrah Lord Lister'in anisina
secilen "Listerella" ismi 1949'da yapilan siniflandirmada "Listeria” olarak
degistirilmistir (78,93). L. monocytogenes bakterisine tirr ismi infekte
laboratuvar hayvanlarinda kan dolasiminda monositozis'e sebep
olmasindan esinlenerek verilmistir (9).

Listeria cinsi bir monotip olarak tanimlanmis ve L. monocytogenes
uzun sure bilinen tek tar olarak kalmistir. Fakat daha sonra L. ivanovii, L.
innocua, L. welshimeri, L. seeligeri, L. murrayi, L. grayi ve L. dentrificans
olmak iizere 7 tir daha bulunmus ve 1986'da Bergey's Manual of
Systematic Bacteriology'de yaymnlanmistir. Bunlardan ilk 5 tanesi
kesinlesmiy turlerdir. Bu tirlerden L. innocua, L. seeligeri, L. ivanovii ve L.
welshimeri daha o6nce L. monocytogenes icerisinde siniflandinliyordu.
Ancak bu 5 tiuriun disinda L. dentrificans, L. grayi ve L. murrayi olmak tizere
3 tane de kesinlesmemis tur vardir. Bunlar Bergey's Manual of Systematic
Bacteriology'de "incertae sedis" Listerialar olarak isimlendirilmislerdir
(57,78,91,101). Tum Listeria tirleri icinde L. monocytogenes en Onemli
patojendir (78,124).

Bergey's Manual'in 1957'deki yedinci baskisinda Listeria cinsi,
Corynebacterium ve diger cinsleri iceren Erysipelothrix ile birlikte
Corynebacteriaceae familyas:1 icerisine konulmustur (56). Yapilan hiicre
duvan analizlerinden sonra L. monocytogenes, L. grayi ve L. murrayi'nin
bulundugu Listeria cinsi Corynebacteriaceae familyasindan ayrnlarak
Bergey's Manual'in 1974'teki baskisinda Erysipelothrix, Caryophanon ve
Lactobacillus ile birlikte "Genera of Uncertain Affiliation" (soyu kesin
olmayan cinsler) ad1 altinda biraraya getirilmistir (56,57). Bergey's Manual



of Systematic Bacteriology'nin 1986'daki baskisinda ise Listeria cinsi,
Lactobacillus, Erysipelothrix, Brochothrix, Renibacterium, Kurthia ve
Caryophanon cinsleri ile birlikte "Diizenli, Spor Olusturmayan Gram Pozitif
Comaklar" adi altindaki boliimde yer almigtir (101).

Listeria bakterisi kicuk (0.4-0.5 X 0.5-2 pum), dizgin kenarli, 24-36
saatlik kilturlerde Gram pozitif, eskimis kultirlerde bazen Gram negatif
gorunen, spor ve kapsil olusturmayan, yuvarlak kenarli comak seklinde,
tek tek, kisa zincirler ya da V geklinde, bazen kokoid géoriinuminde aerobik
ve fakultatif anaerobik bir mikroorganizmadir. Listeria 1-45 °C'de ureyebilir
ve optimal tireme 1s1s1 30-37 ‘C'dir, 20-25 °C'de tiredigi zaman olusturdugu
peritrik falgellalar1 yardimiyla hareketlidir. Yar1 kat1 hareket besi yerinde
tipik semsiye ya da cam agaci seklinde bir gérintii olusturur ve 37 °C'de
flagella gelisimi ¢ok zayif oldugundan hareketsiz gibi gorulebilir. pH 5-9 'da
areyebilen bir bakteridir. Triptoz agar gibi besi yerlerinde uretilen kolonileri
yansimis 1g18a tutuldugunda tipik bir mavi-yesil parlama gosterir
(78,88,91,101).

Nutrient agarda 24-48 saatte 0.5-1.5 mm c¢apinda dizgin kenarh
koloniler olusturur. 5-10 gunluk inkubasyondan sonra koloniler 3-5 mm
capina ulasabilirler (91,101). Generasyon siiresi 4 °C'de 1.2-1.7 giin, 13 °C'de
7.2 saat ve 35 °C'de 0.96 saattir (24).

L. monocytogenes ve L. seeligeri kanli agarda dar zonlu bir § hemoliz
olusturur. L. ivanovii'nin olusturdugu hemoliz daha genis ya da multiple
zonlu'dur. L. innocua, L. welshimeri, L. grayi ve L. murrayi eger uredikleri
vasat karbonhidrat ihtiva etmiyorsa hemolitik degildirler. Eger vasat
karbonhidrat ihtiva ediyorsa asit hemolizi meydana getirebilirler
(25,91,101).

Staphylococcus aureus ile yapilan CAMP testinde L. monocytogenes ve
L. seeligeri pozitif, L. ivanovii negatif, Rhodococcus equi ile L.
monocytogenes ve L. seeligeri negatif, L. ivanovii pozitiftir (101,120).

Listerialanin identifikasyonu amaciyla kullanmilan kriterler sunlardir:
Gram pozitif dizgiin comak, oda isisinda hareketli, Ureaz, H,S, indol,
Oxidaz negatif, Methyl Red/Voges Proskauer (MR/VP), Eskulin hidrolizi,
Katalaz pozitif, glikoz ve salisin'den gaz olusturmadan asit olusturan bir
bakteridir (Tablo 1) (27,78,91,101).



Tablo 1: Listeria Tiirlerinin Ayrilmasinda Kullanilan Kriterler (70)

Tiirler fhemoliz VP  Hareket Nitrat  Mannitol Xylose Rhamnose
L. monocytogenes + + + - - - +
L. innocua - + + - - - \Y
L. ivanovii + + + - - + -
L. seeligeri + + - - + -
L. welshimeri - + + - - + \Y%
L. dentrificans - - + + - + -
L. grayi - + - + - -
L. murrayi - + + + - \Y

L. monocytogenes'in antijenik analizi sonucu bakterinin hem 1siya
dayaniksiz flagellar antijen, hem de 1siya dayanikli karbonhidrat ihtiva
eden somatik antijenlere sahip oldugu tespit edilmigtir (25). 1960'larnn
basinda Seeliger ve Donker-Voet, Paterson'un c¢alismalarini gelistirerek
tavsan serumuna yiitksek oranda absorbe olan Listerialarin aglutinasyon
reaksiyonuna dayali bir serotiplendirme sistemi gelistirmislerdir. Bu
arastiricilar bir seri O ve H antijeni identifiye etmisler ve L. monocytogenes'i
13 farkli serovaryant ya da serovar'a ayirmislardir. Bunlar 1/2, 1/2b, 1/2c,
3a, 3b, 3¢, 44, 4ab, 4b, 4c, 4d, 4e ve 7 'dir (7,78,91,100).

Seeliger ve Donker-Voet tarafindan yeniden iyilestirilip, genisletilen ve
primer olarak H ve sekonder olarak O antijenlerine dayanarak olusturulan,
Bergey's Manual 1986 da yayinlanan ve bugiin icin kabul edilen semada
Listeria cinsi 16 serovara aynilmistir. L. grayi, L. murrayi ve L. dentrificans
serolojik olarak diger Listeria tiirlerinden farkli oldugu icin bu 16 serovarin
icinde yer almadigi fakat serolojik olarak digerlerine yakin oldugu
gorillmektedir (Tablo 2). Ancak bunlardan L. dentrificans'in serolojik olarak
diger Listerialardan tamamen farkli oldugu gorualmustiir (101).

Bir seri fajin litik ozelliklerine dayali olarak Listerialar icin bir faj
tiplendirme sistemi gelistirilmistir. Faj tiplendirme sistemi ilk olarak 1945
yilinda uygulanmaya baslanmis ve o zamandan beri L. monocytogenes ve
diger tiirler ile alakali 220'den fazla fajin varlig: bildirilmistir (25,78).

Listeria tiirlerinin sadece 4 tanesinin insan ve hayvanlarda hastalik
olusturdugu bildirilmistir. Bunlar L. monocytogenes, L. ivanovii, L. innocua
ve L. seeligeri'dir. Diger turler (L. dentrificans, L. murrayi, L. grayi ve L.
welshimeri) dogal olarak meydana gelen enfeksiyonlara dahil
edilmemislerdir (27,78,101,124).



Kobay, fare, hiicre kultiirt ve tavuk embriyosu ile yapilan patojenite
testlerinde sadece L. monocytogenes ve L. ivanovii'nin pozitif sonu¢ verdigi
goralmigtir (91).

L. monocytogenes Mikobakteriler ve Brucellalar gibi intraseliler bir
bakteridir. Fagositik makrofajlar ve lokositler icinde canli kalabilir, hatta
bunlann icinde cogalabilir (9,54).

Tablo 2: Listeria Serotipleri (101)

Paterson Seeliger O antijenleri ‘ H antijenleri
Donker-Voet
1 1722 1 11 (1) AB
1/2b @I 1 (IiD) ABC
2 1/2c 1 11 () BD
3 3a nan v AB
3b n am v (XII XIII) ABC
3c Iy (X1I XIII) B D
4 4a §11)) V) VI X ABC
4ab (1) vV VI VI X X ABC
4b (1) VvV VI : ABC
4c (1 \'% VI . ABC
4d (HI) (V) VI Vil ARC
4e (I1D) VvV VI (VIII) IX ABC
5 (1) (V) VI (VI) IX ABC
7 (1) XII XIil ABC
6a (4f) (II1) “V (VD) (VID (IX) XV  ABC
6b (4g) (0119) (V) (V1) (VII) X X XI ABC
L. grayi (I1I) X1 X E
L. murrayvi (111) Xl XIvV E

( ), daima bulunmazlar
2.2. Tabiatta Listerialarin Bulunusu

L. monocytogenes tabiatta olduk¢a yaygindir. Toprak, bitki ve sularda
bulunurlar. Bu yuzden insan ve hayvanlar tarafindan siklikla tasinirlar
(9,47,48,69,78,79,124). Diger gida kaynakh patojenlerden farkli olarak
L. monocytogenes buzdolabi 1sisinda (4-6 °C'de) cogalabilir (9,12,24,73,124).
Nitrit ve tuza direnglidir. 4 °C'de %30.5 tuz konsantrasyonuna 100 giin
dayanabilir. Listerialarin kendilerine has uireme ozellikleri ve dogadaki
yayginhgi gidalarla tasinmasi riskini artirmaktadir (69,79).

Listerialarin saprofitik varligi uzun stiredir bilinen bir gercektir. L.
monocytogenes nemli ve kuru cevre sartlarinda, toprak ve bitkilerde
haftalarca hatta aylarca canli kalabilmektedir (31,69,78). Listerialar lagim
sularindan, ¢amurlardan, toprak, bitki ve diger cevresel kaynaklardan,



saghikh ve iyilesme donemindeki hayvanlardan izole edilmistir. Bu
materyallerde uzun siire canli kalabilirler ve cevreye yayilabilirler. Atik
sularin islenmesi sirasinda olusan oxidasyon, lagimlardaki Listerialarin
uremesinin lehinde olmaktadir (31,48,69,78,123).

Listeriosis'in epidemiyolojisinde belki de en ©6nemli faktér L.
monocytogenes'in toprak, su ve hatta koyun agillarindaki gitbrelerde uzun
sire canli kalabilme ve c¢ogalabilme yetenegidir. Toprak bu
mikroorganizmanin baglica kaynag: olmakla birlikte Listerialarin insanlara
bulagsmas1 baglica cevredeki hayvanlar yoluyla olmakta ve L.
monocytogenes genellikle iretim ve igleme esnasinda kontamine olan
gidalar yoluyla insanlara tasinmaktadir (50,124).

Sebze wretiminde islenmemis (ham) gubrelerin  kullanilmasi
kontaminasyonu artiran bir faktordiir. Sebzeler, gitbreleme icin kullanilan
hayvan digkilariyla kontamine olabilirler. Listeria bulunan hayvan
digskilarinin giibrelemede kullanilmasi kereviz, lahana gibi pigirilmeden
tiketilen ve soguk depolama sartlarm altinda tutulan sebzelerin
kontaminasyonunda rol oynayabilir. Bu depolama sartlar:i bakterinin
tiremesi ve canli kalmasim1 énleyemez (47,124).

Bircok calismada digiik kaliteli silajlardan L. monocytogenes'in izole
edildigi bildirilmistir (31,32,48,51,59). L. monocytogenes'in silajlardaki
kaynag: kesin olarak bilinmemektedir, fakat hasat sirasinda ve silolara
yerlestirme esnasinda bitkilerde mevcut olabilecegi tahmin edilmektedir
(48). Bir arastirmada yabani kuslarnin Listerialarin silajlara bulagsmasindan
sorumlu vektorler olabilecegi 6ne stralmustar (31).

Aerobik bozulmaya kars: etkili sekilde korunmus iyi kaliteli bir silaj
aktif sekilde fermente olarak laktik asit iiretir ve pH'y1 4.2'ye diistiriir ki, bu
pH Listerialarin Gremesini o6nler. Ancak sartlar optimal degilse silonun
tepesinde ya da kenarlarinda pH 5.9-8.9 arasindaki yuksek bir degere
ulagir. Bu sartlar altinda L. monocytogenes'in ¢ogalmas: kolaylasir. Uygun
olmayan fermantasyon ve bunun sonucu olusan yiksek pH etkenin soguk
havalarda bile iiremesine imkan vermektedir (31,48,50).

Buyuk balyali silajlarda ve etkili sekilde hava korumasi saglanmamis
silajlarin i¢c kisimlarinda yeterli fermentasyon olsa bile genellikle balyalarda
kalan hava kenar kisimlardaki fermentasyona mani olmakta, sonucta
silajin pH's1 yiikselmekte ve Listerialar iireyebilmektedir. Karsilagtirildigi
zaman yuksek pH'h silajlarda disik pH'lh olanlara gore Listerialarin ¢ok
daha fazla bulundugu géralmiastiar (31).
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Sema 1: Listerialarin Tabiattaki Yasam Siklusu (12).

2.3. Gidalarda Listerialarin Bulunusu

Dinya c¢apindaki arastirmalar insan Listeriosis vakalarinin
¢ogunlugunun ya primer olarak ya da sekonder olarak patojenik
Listerialarla kontamine olan gidalarin yenilmesi sonucunda meydana
geldigi hakkinda hicbir siiphe birakmamistir (102)

Cig ve yemeye hazir et drinlerinin %30'dan fazlasimin L.
monocytogenes ihtiva etti§i rapor edilmistir. Bakterinin, islenmis ve
listerisidal islemden gecirildikten sonra islenerek paketlenmis gidalardaki
varhigi bu gidalarin islenme sonrasi cevreden kaynaklanan kontaminasyona
maruz kaldigini goéstermektedir. L. monocytogenes'in gidalarda canli
kalmas1 ve cogalmasi pH, su aktivitesi ve tuz konsantrasyonu gibi gida
substratlan tarafindan belirlenmektedir (124).

Memeli ve kuslarin bircogu tarafindan L. monocytogenes'in fekal
tasinmasi1 ve mezbahadaki kontaminasyon ihtimalleri géz ©6niine
alindiginda ¢ig et ve piliclerden L.. monocytogenes'in izole edildigine dair
¢ok sayida raporun bulunmasi siipriz degildir. Simirli sayida olmasina



ragmen deniz wrinlerinin L. monocytogenes ile kontamine oldugunu
gosteren calismalar da mevcuttur (34,36,55,62,84, 113,124).

Uzun zamandir bir hayvan patojeni olarak bilinen L. monocytogenes
ve diger Listeria tirlerinin dogadaki genis dagilimi ve evcil ciftlik
hayvanlarinda bulunugsu bu bakterinin zaman zaman ¢i§ etlerde de
bulunmasinin kac¢imilmaz olmasina neden olmaktadir. Isvicrede kirmizi
etin neden oldugu dort Listeriosis vakasi bildirilmistir. Dogal olarak
meydana gelen Listeria enfeksiyonlardan o6len hayvanlarin beyin, dalak,
bobrek, karaciger ve lenf yumrularindan L. monocytogenes izole edilmis
fakat kaslarindan hig¢ izolasyon yapilamamistir (55).

Yurdumuzda (46,84,106) ve dunyada (34,36,62,66,80,85), yapilan
calismalarda cesitli et ve et Giriinlerinden degisik oranlarda Listeria tirleri
izole edilmistir .

1981 yilinda Kanada Maritime'de meydana gelen bir Listeriosis
salgiminin kontamine lahana salatas1 tiketimi sonucu olustugu tespit
edilmistir. Yapilan arastirmalar neticesinde lahanalarin temin edildigi
ciftlikte sebzelerin ham koyun giibresi ile giibrelendigi ve bu ciftlikte daha
once iki koyunun Listeriosisten 6lduiga bildirilmigtir (96).

2.4. Sit ve Sit Uriinlerinde Listerialarin Bulunusu

Enfeksiyonlarin bir¢ogu siitle tasinmaktadir. Sit, Listeria bakterilerini
mide asitinin etkilerinden korudugu icin bu hastalifin bulasmasinda ve
yayilmasinda oldukcga 6zel bir etkisi vardir (9).

Listerialarin sutii 4¢ yolla kontamine ederler. Birinci ihtimal
bakterinin siit ile c¢ikarilmasidir. Bu, L. monocytogenes, Brucella ve
Mycobacterium gibi biitin fakultatif intraseliler bakterilerin ortak bir
ozelligidir. Bu 6zellikteki bakteriler 16kositlerin icinde cogalabilir ve yine bu
hucrelerle birlikte sitten salgilanabilirler. Ikinci ihtimal olarak
kontaminasyon meme f{zerindeki lezyonlardan kaynaklanabilir ve
genellikle sagimcilarin  elleriyle bulagir. Buna benzer bulasma
Staphylococcus, Streptococcus ve Corynebacteria'larla da meydana gelebilir.
Uciincia ihtimal ise kontaminasyonun siit sagildiktan sonra meydana
gelmesidir. Bu tarz bulagma Salmonellalarin siite bulasmasinda meydana
gelmektedir (9,27,47,48). Siitlerin kontaminasyonu-nun muhtemelen bir
kaynag: da digkidir (47,51,124).

L. monocytogenes siitte serbest olarak ya da siit icinde yaygin olarak
bulunan 16kositlerin icinde bulunur. insan ve ineklerin siitleri, ézellikle
kolostrumlar1 yogun monosit ihtiva etmektedir ve siit icerisinde cikarilan



bakterilerin hemen hepsi fakiiltatif intraseliler mikroorganizmalardir
(9,27). Listeria bakterisinin intraseliller olmasi onu siitte bulunan
immunglobulin, lizozim, peroksidaz ve laktoferrin gibi bircok antiinfektif
substansa karsi koruyabilir. Siitte bulunan L. monocytogenes bakterileri
lokositler icinde bulunmasindan dolay:r etkili olarak uygulanmayan
pastorizasyon isleminde canli kalabilir, buzdolabi isisinda iireyebilir ve
gidalarla birlikte alinabilirler (9,23,33,75,77).

Yapilan bir¢ok ¢ahismada ¢ig sutlerden bakterinin kis aylarinda yaz
aylarina gore daha cok izole edildigi goérulmustiir. Bunun sebebinin kis
aylarinda hayvanlarin daha cok silajla  beslenmesi, uzun stre kapali
mekanlarda tutulmalari, ayni’ zamanlara rastlayan hastaliklar gibi kis
aylarinda Listeria insidensinin artmasina neden olan faktorler oldugu
bildirilmistir (35,51,63,67,75). Ancak bir arastirmada kis aylarinda cig§
suitlerden Listeria izolasyonunun yaz aylanna goére daha disik oldugu (29),
diger birka¢ arastirmada da etkenin izolasyonunda mevsimsel bir farkliligin
olmadig tespit edilmistir (72,92,108).

Listerial mastitisli ve klinik olarak normal goriunisli ineklerin
suitleriyle L. monocytogenes c¢ikardiklar1 bildirilmektedir (9,27,30,58,
83,107,124). Listerial mastitisli ineklerin suitleriyle her ml'de yaklasik 103 L.
monocytogenes sactiklar1 rapor edilmesine ragmen bu tip raporlar az
sayidadir (124).

Listerik meningitisli ve Listerial abortus yapan siuit sigirlar1 sutleriyle
yillarca L. monocytogenes cikarabilirler (25,48,58,89). Silajla beslenen
hayvanlarin sitleriyle diger gidalarla beslenen hayvanlardan daha fazla
oranda bakteriyi ¢ikardiklar tespit edilmistir (35,51,59).

Yurdumuzda (45,53,105,118,127) ve dunyada (26,51,59,77,92 cig
siitlerde Listerialarin varligimi arastirmak amaciyla yapilan bircok
caliymada degisik oranlarda patojen ve apatojen turler izole edilmistir
(Tablo 3).



Tablo 3: L. monocytogenes'in Cig Siitlerde Bulunusu (45,77).

Ulke Incelenen 6rnek Pozitif sayisi Arastiricalar
sayi1si (%)

Fransa 337 14 (4.2) Gledel

Hollanda 137 6 (4.4) Beckers ve ark.

Bau Almanya 635 2 (0.3) Gasparovic

Amerika (Tri-state) 350 13 (3.7) Lovett ve ark.

Amerika(California) 100 0 Lovett ve ark.

Amerika(Massachusetts) 200 14 (7) Lovett ve ark

Amerika(Nebraska) 200 8 (4) Liewen ve Plautz

Tirkiye 100 4(4) Gin

Elazig'da ¢i§ siit ve beyaz peynirlerde L. monocytogenes'in varhgini
tespit etmek amaciyla yapilan bir caligmada Elazig Sut Fabrikasina gelen
sutlerden aliman 72 c¢ig sit numunesi sicak selektif zenginlestirme
yontemine gore incelenmis ve %28'i Listeria spp. yonunden pozitif olarak
belirlenmis, incelenen 35 beyaz peynir Orneginin %l11l'inde L.
monocytogenes bulundugu tespit edilmistir (53).

[zmir ve cevresindenki mandira ve ciftliklerden toplanan ¢ig sit
orneklerinde yapilan bir c¢alisgmada eskulin ihtiva eden Fraser Broth
zenginlegtirme besi yeri ve Listeria Selective Agar (LSA) kullanilarak
numunelerden 4 inek suitinde Listeria spp. izole edilmis ve bunlarin 2'sinin
L. monocytogenes, 1'inin L. murrayi ve 1'inin L. dentrificans oldugu
bildirilmigtir. Koyun ve kegi siitlerinden etken izole edilememistir (127).

Sivas yoresinden toplanan koyun, keci ve inek siitlerinden olusan 100
¢ig siit numunesi 1zerinde yapilan bir ¢calismada siitlerin %6'sindan Listeria
spp. izole edilmis, bunlarin %4'unin L. monocytogenes, %2'sinin ise L.
innocua oldugu tespit edilmisg, koyun ve keci stitlerinden Listeria izolasyonu
yapilamamistir (118).

Gian (45), Istanbul ve cevresindeki ciftliklerin sut toplama
tanklarindan aldigi 100 adet ¢ig sut ornegini FDA (Food and Drug
Administration)'nin 6nerdigi 24, 48 saat ve 7 gunluk sicak zenginlestirme
yontemiyle incelemesi sonucunda 4 L. monocytogenes, 9 L. innocua ve 2 L.
welshimeri izole ve identifiye etmistir. Calismada LSA ve PALCAM agar
kullanilmig ve en yiiksek Listeria izolasyonu 48 saat zenginlestirmeden
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sonra LSA ile elde edilmis ve 7 gunlik zenginlestirmede izolasyon oraninin
diustigia gozlenmistir.

Sahin ve ark. (112), Elaz1ig bélgesinde kuru ot ve musir silajiyla
beslenen sit ineklerinin yemlerinde ve siitlerinde Listerialarin varhigm
aragtirmuglar, 48 saatlik selektif zenginlestirme ve LSA kullanilarak yapilan
izolasyon c¢alismasinda kuru ot 6rneklerinden ve kuru ot ile beslenen inek
sutlerinden bakteriyi izole edememisler, misir silaji érneklerinden ve bu
silajla beslenen ineklerin sitlerinden ise L. welshimeri ve L. grayi izole
etmislerdir. En yiksek Listeria izolasyonunu silaj yedirilmesinin 7. ve 8.
haftalarinda %57.14 olarak tespit etmislerdir.

Anadolunun gesitli yorelerinden (105), toplanan 77 ¢ig siit érnegi ve
Ankara'dan toplanan 22 pastérize siit 6rnegi Listeria izolasyonu amaciyla
incelenmistir. Calismada uzun siireli soguk zenginlestirme ve kisa sireli
sicak zenginlestirme (FDA yontemi) ile birlikte dért farkli izolasyon metodu
kullamilmistir. Tam izolasyon metodlarinda %1.3-18 oraninda degisen
oranlarda L. monocytogenes izole edilmis. En iyi izolasyon soguk
zenginlestirme yoéntemi ile elde edilmesine ragmen FDA yénteminin daha
kisa surede sonu¢ alinmasi nedeniyle diger yodntemlere gore iistin oldugu
gorulmugtar. Cig sit orneklerinden L. monocytogenes izole edilmesine
ragmen pastorize sutlerin hicbirinden etken izolasyonu yapilamamistir.

Bir calismada (15), 30 sigira meme kanali yoluyla L. monocytogenes
vermek suretiyle hayvanlarda deneysel kronik Listerial mastitis
olusturulmus, bu hayvanlarin 8 hafta boyunca 103-105 Listeria/ml
miktarinda sitleriyle bakteri ¢ikardigi tespit edilmis, nekroskopide 11
hayvamn 9 tanesinin supramammary lenf yumrusu ve meme dokusundan
L. monocytogenes izole edilmistir.

Polonya'da yapilan bir calismada (62), siit toplama tanklarindan
alinan 16 , sit ineklerinin herbirinden ayri ayn alinan 81 cig siit 6rnegi IDF
(International Dairy Federation)'nin énerdigi izolasyon metoduna gore
incelenmis. Incelenen tank siitlerinden 9 (%56.2) L. monocytogenes, 2
(%12.5) Listeria spp., bireysel suit ¢érneklerinden 6 (%7.4) L. monocytogenes
ve 1 (%1.2) Listeria spp izole edilmistir.

80 ayn ciftlikte 2 yil boyunca siit sigirlarimin diskilarinda ve tank
sutlerinde yapilan bir arastirmada soguk zenginlestirme yéntemi
kullanilarak 314 sut orneginden 13 (%4.1) Listeria spp. ve 7 (%2.2) L.
monocytogenes izole edilmistir. On iftlikte L.monoctogenes'in hem siit
hem de diskidan, 3 ciftlikte de sit, silaj ve diskidan izole edilmesi,
hayvanlara silaj yedirilmesi ile Listeria turlerinin hayvanlarin diskilarinda
ve tank siitlerinde bulunmasinin birbiriyle iliskili oldugunu gdéstermistir.
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Digkidan Listeria izole edilen ciftliklerde, tank siitlerindeki izolasyon orami
diskidan izolasyon yapilamayan ciftliklere gore énemli oranda daha yuksek
bulunmustur. Bu calisma (51), belirli sezonlarda yapilmig ve izolasyon
oraninin kis aylarinda yaz aylarina gore daha ytuksek oldugu goérulmistar.

Husu ve ark. (52), tarafindan 4 farkli ciftlikteki ¢ig sttlerin
muhtemel Listerial kontaminasyon kaynagini tespit etmek amaciyla
yapilan bir calismada hem direkt ekim metodu ile, hem de Listeria
Enrichment Broth'da 30 °C'de 48 saatlik zenginlestirmeden sonra Oxford
Agara ekilerek incelenen 59 siit numunesinden 1'i L. monocytogenes olmak
tizere 2 adet Listeria spp. izole edilmis, ciftliklerin yem maddeleri,
yemlikler, su kaplari, duvarlar ve zemininden alinan érneklerden de degisik
oranlarda Listeria tiirleri izole edilmistir. Direkt ekim metoduyla hi¢ etken
izolasyonu yapilamamigtir. Calismada kot hayvan barinaklarinin ve
uygun olmayan sagim sartlarinin sitlerin kontaminasyon riskini artirdigi
ve bu gartlarin hem patojenik hem de patojen olmayan Listerialarin yaygin
bir kaynag1 oldugu tespit edilmistir.

California'da donmus sit drinleri fabrikalarinda yapilan bir
aragtirmada fabrikalarin degisik boéliumlerinden alinan 922 6rnekten 111
(%12.04)'inden Listeria turleri izole edilmis, incelenen 39 fabrikanin 5'inden
sadece L. monocytogenes, 13'iinden sadece L. innocua ve 9'undan her iki
tur birlikte izole edilmis, 12 fabrikadan hi¢ izolasyon yapilamamistir (122).

Nijerya'da siit ciftliklerinden toplanan 150 ¢i§ siit numunesiyle
yapilan bir calismada soguk zenginlestirme teknigi kullanilarak L.
monocytogenes izolasyonu amaclanmis ve ¢alismanin sonucunda 1 (%0.7)
numuneden L. monocytogenes izole edilmistir (86).

Marth (77), Fransa, Hollanda, Bat1 Almanya ve Amerikadaki 4 bolgede
yapilan c¢alismalarin sonuclarini toplamis ve bu calismalarda incelenen
toplam 1957 siit numunesinden 57 (%2.91) L. monocytogenes izole
edildigini bildirmistir.

Slade ve Collins (108) tarafindan yapilan bir ¢alismada bir yillik bir
siirede toplanan 315 ¢ig siit numunesinin 36(%11.4)'sindan Listeria spp.
izole edilmigtir. Izolatlanin 17 (%5.4)'si L. monocytogenes, 26 (%8.2)'s1 L.
innocua ve 1 (%0.3)'i L. welshimeri olarak identifiye edilmistir. Sekiz
(%2.5) numuneden ise L. monocytogenes ve L. innocua birlikte izole
edilmistir. En yiiksek Listeria insidensi Kasim ayinda (%16), en dusuk
insidens ise Haziran ayinda (%4) saptanmistir.

Slade ve ark. (109), yaptiklan bir aragtirmada Ontario'dan toplanan
34 tank suti numunesinde direkt selektif zenginlestirme ve iki asamali
zenginlestirme metodlarini kullanarak Listerialarin varligini arastrmislar,
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inceledikleri stit 6rneklerinden 19'unda en az bir izolasyon metoduyla
izolasyon yapildigini, izolatlarin sadece L. monocytogenes ve L. innocua
oldugunu bildirmislerdir. Arastiricilar selektif zenginlestirmede en yiiksek
izolasyonun 24 ve 48 saatik zenginlestirmede yapildigini, ancak 7 giinliak
zenginlestirmede izolasyon sayisinin ¢ok azaldigimi bildirmislerdir. Bunun,
kontamine floranin uzun sire icinde meydana getirecegi baskilayici
etkisinden kaynaklanabilecegi dusunulmustiir. Calismada KOH ile
muamele ettikten sonra ve muamele etmeden selektif agara ekim yapma
yontemiyle yapilan izolasyon sayisinin benzer oldugunu ve KOH
muamelesinin izolasyonu artirmadigim tespit etmislerdir.

Lund ve ark. (72), 12 farkli iftlikten topladiklar1 c¢ig sit
numunelerini 4¢ degisik zenginlestirme vasati ; Listeria Enrichment Broth
(LEB), University of Vermont Modified Listeria Enrichment Broth (UVM-LEB)
ile ikinci zenginlestirme icin Fraser Broth, ve L-PALCAMY  Selektif
Enrichment Broth ve dort farkli selektif izolasyon vasati; Lithium chloride-
Phenylethanol-Moxalactam Agar (LPM), Listeria Selective Agar (LSA),
Modified McBride Listeria Agar (MMLA) ve PALCAM agar Kkullanarak
incelemisler. Inceledikleri 300 ¢i§ siit numunesinden 9 (%3) L.
monocytogenes olmak iizere toplam 84 (%28) numuneden Listeria spp.
izole etmislerdir. Aragtirmada en yiiksek izolasyon LSA ve PALCAM agar ile
elde edilmistir. En dusik Listeria insidensi Aralik - Subat ve en yiiksek
insidens Nisan - Haziran aylar1 arasinda bulunmustur. L. monocytogenes
izolasyonunda mevsimsel bir farklilik gériilmedigi belirlenmistir.

Misir'da El-Behera ve Alexandria Governorates'deki ciftliklerin siit
varilleri ve tanklarindan alinan 236 ¢ig siit numunesi tizerinde yapilan
caligmada (26), FDA'min 6nerdigi zenginlestirme metoduna gore incelenen
27(%11.4) numuneden Listeria izole edilmis. Bunlardan 7 (%3)'si L.
monocytogenes, 20 (%8.5)'si L. innocua olarak identifiye edilmistir. En
yuksek izolasyon 21 (%8.9) izolat ile 48 saatlik zenginlestirme sonrasi elde
edilmis, 7 giinluk zenginlestirmede izolasyon oraninin 6 (%2.5)'ya distugi
gozlenmig, 10 giinlik zenginlestirmede hic izolasyon yapilamamistir.

California'da sut urunleri imal eden fabrikalarda yapilan bir
caligmada 6 aylik bir periyotta 156 fabrikadan alinan 597 érnek incelenmis,
incelenen cig st 6rneklerinden %19.7, donmus st diriinlerinden %14.2 ve
peynirlerden %3 oraninda Listeria spp. izole edilmistir. Incelenen tiim
numunelerin %12.6'sindan Listeria spp. ve %6.4'inden L. monocytogenes
izole edilmistir. Caligmada %42.9 Listeria spp. ve %30.2 L. monocytogenes
olmak izere en fazla siit imal eden fabrikalardan izolasyon yapildig:
bildirilmistir (18).
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Amerikada ¢ farkli bolgede toplam 650 ¢ig siit numunesi ile yapilan
bir arastirmada (67), tim o6rneklerin %12.6'sindan Listeria izolasyonu
yapilmistir. California'daki 100 stit numunesinden %31, Tri-State
bolgesindeki 350 siit numunesinden %31.1 ve Massachusetts'deki 200 st
numunesinden %15 oraninda Listeria tirleri izole edilmistir. izole edilen
turlerden 27 tanesinin L. monocytogenes oldugu bildirilmistir. Aym
calismada soguk aylardaki insidensin sicak aylara gore daha yuksek
oldugu saptanmistir. Calismada selektif zenginlestirme besi yerinde 30
°C'de 24 ve 48 saat zenginlestirme sonrasi KOH ile muamele edilerek ve
direkt olarak McBride Agara ekimler yapilmis, KOH muamelesinin 24 saatlik
zenginlestirmede izolasyon oramimi artirdigi, fakat 48 saatlik zenginles-
tirmede artirmadig rapor edilmistir.

Subat-Haziran 1986 tarihleri arasinda Nebraska'da 100 farkli ciftlikte
stit tanklarindan toplanan ¢ig siit 6rnekleri (izerinde yapilan bir calismada
alinan 200 siit numunesinden 18'inde Listeria tespit edilmigtir. Siitlerden L.
monocytogenes %4 ve L. innocua %5 oraninda izole edilmis, bagka tar izole
edilememistir. Bu calismada da kis aylarindaki izolasyonun (%6) yaz
aylarindaki izolasyondan (%2) daha fazla oldugu saptanmistir (63).

Garayzabal ve ark. (35), 1 yillik periyot boyunca topladiklar1 67 siit
numunesinde yaptiklar1 bir arastirmada numunelerin 30'undan L.
monocytogenes izole etmislerdir. Cig sitlerden en yiiksek izolasyonun
yapildig:r aylar Subat ve Aralik olarak tespit edilmistir. Bu calismada
Listeria izolasyonuna paralel olarak total mezofilik aerobik mikroorganizma
sayimi da yapilmigtir. Total mezofilik aereobik mikroorganizma sayisinin
yiuksek oldugu siit numunelerinde L. monocytogenes izolasyon oraninmn
dusik oldugu gorulmistir. Arastiricilar bu durumun  asir1 derecede
kontamine olmus sitlerdeki Listerialarin 1remesinin, kontaminant
mikroorganizmalar tarafindan baskilanmasindan kaynaklanabilecegini
aciklamislardir. Kis aylarinda izolasyon oranminin yiiksek olmasina ise
hayvanlarin bu mevsimlerde kapalt yerlerde bulunmasi ve Listeria
enfeksiyonlarinin 6nemli bir sebebi olan silajlarla beslenmesinin neden
olabilecegini bildirmislerdir.

Farber ve ark. (29), Kanada'da dort farkli mevsimde farkli cografi
bolgelerden topladiklan siitlerden Listeria izolasyonu amaciyla yaptiklar
bir ¢alismada toplam 445 tank sutii numunesi incelemislerdir. Modifiye
edilmis FDA kisa =zenginlestirme ybntemi ve soguk zenginlestirme
yontemiyle birlikte 9 farkl izolasyon yontemini kullanarak inceledikleri ¢ig
siutlerin %12.4'inden Listeria spp. izole etmislerdir. L. monocytogenes ve L.
welshimeri %1.3 oraninda izole edilirken L. innocua %9.7 oraninda izole
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edilmigtir. Calismada kis aylarindaki izolasyon oranimin diger
mevsimlerdeki izolasyon oranlarina gore disuk oldugu tespit edilmigtir.
FDA'min kisa zenginlestirme metodunun soguk zenginlestirme metodundan
daha etkili oldugu goralmustir.

Amerika'da Massachusetts'de 49 Kkisinin Listeriosis'e yakalandig: bir
salgindan sonra yapilan vaka kontrol calismalarinda salginin belirli bir
marka pastorize siitiin i¢ilmesiyle basladig1 ortaya cikarilmistir. Bu sitlerin
getirildigi ciftlikte salginla aym zamanda siit ineklerinde de Listeriosis
salgim tespit edilmis ve ayni serotiplerin bu ¢iftlikteki ¢ig stitlerden de izole
edilmesi suretiyle ¢iftliklerdeki siitlerin salgina sebep oldugu ispatlanmistir.
Yapilan incelemede siitlerin islendigi fabrikada da pastorizasyon isleminin
uygun sekilde yapilmadig: belirlenmistir (33).

Saglikli ve Listeriosis'li koyun ve keciler siitleriyle L. monocytogenes
¢Cikarirlar (43,44,47,48,59,65,77,83). Siut ile etkenin c¢ikanilmas: infekte
koyunlarda 2,5 yil siireyle devam edebilir (50).

Coskun ve ark. (20), Izmir ve Manisa yorelerinde koyunlardan tek
tek el ile sagmak suretiyle topladiklar1 308 cig sut 6rnegini FDA'min 30
°C'de 48 saatlik selektif zenginlestirme ve ELISA yontemini kullanarak
incelemisler. Calismada hi¢ L. monocytogenes izole edilememis, yalnizca 1
L. ivanovii ve 1 L. grayi olmak tizere 2 (%0.6) numuneden izolasyon
yapilmistir. Calismada kiultir yontemiyle ELISA yonteminin aymi etkinlige
sahip oldugu goérialmustiir.

ispanya'da 287 ciftlikteki siit toplama tankindan ve 17 tasima
kamydnundan alinan, koyunlara ait ¢ig siit 6rnekleri Listerialarin varhg
yoniinden incelenmistir. Calismada izolasyon amaciyla 30 °C'de 24 saatlik
selektif zenginlestirme sonrasi ve direkt olarak LSA'a ekim yoéntemi
kullanmilmis, izolatlarin hepsi zenginlestirme sonrasi yapilmis, direkt
ekimlerde hic izolasyon yapilamamistir. Sit toplama tanklarindan alinan
1052 siit orneginden %2.19 L. monocytogenes ve %2 L. innocua, 136
kamyon sutinden %18.38 L. monocytogenes ve %11.76 L. innocua izole
edilmistir. L. grayi, L. ivanovii, L. seeligeri ve L. welshimeri tank siitlerinde
%4, kamyonlardan alinan siitlerde %1'den daha az oranda izole edilmistir.
Ayni arastirmada koyun ve ineklerin birlikte yetistirildigi stiriilerdeki L.
monocytogenes ve diger Listerial kontaminasyon oranmn, sadece
koyunlarin yetistirildigi ciftliklerdekine gore 6énemli derecede yiiksek oldugu
tespit edilmigtir. Bu calismada koyun stiitlerinden Listeria izolasyonunda
mevsimsel bir farkliligin olmadig1 da tespit edilmistir (92).

Yugoslavya'da yapilan bir arastirmada 7 ciftlikteki silaj ve saman
yedirilen koyun ve kegilerin sitleri L. monocytogenes'in varlifn yoninden
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incelenmistir. Toplanan sitler Listeria Enrichment Broth'da 30 °C'de 48
saatlik iki asamali zenginlestirmeden sonra LPM (Lithiumchloride
Phenylethanol Moxalactam) agara ekimleri yapilmis, silajla beslenen 77 keci
sutinden 6 (%7.78), 152 koyun siitinden 3 (%1.9) ve silajlarin timinden
L. monocytogenes izole edilirken, samanla beslenen koyun ve kecilerin
sutiinden ve saman orneklerinden L. monocytogenes izole edilememistir
(59).

Greenwood ve ark. (42), 1 yil1 agkin bir dénemde toplam 4172 siit
numunesi, peynir ve diger sut urunlerini Listerialarin varlifln yéniinden
incelemisler. Calismada Listeria Enrichment Broth ile 30 °C'de 24-48 saatlik
zenginlestirme sonucunda LSA ve MMLA'a ekimler yapilmak suretiyle
incelenen siit ve sit drinlerinden toplam 129 (%3.1) L. monoctogenes
izolasyonu yapmiglardir. inceledikleri pastorize edilmemis 361 inek
sutiinden 13 (%3.6), 480 kegi stitinden 4 (%0.8) ve 56 koyun siitiinden 1
(%1.8) L. monocytogenes tespit etmislerdir. Calismada inek sutlerindeki
izolasyon oranmmin koyun ve Kkeci sitlerinden daha yiiksek oldugu
gorulmagtur. Incelenen siit iiriinlerinden 48 pastérize edilmemis kremanin
2 (%4.2)'sinden, 150 dondurmanin 3 (%2)'unden Listeria spp. izole
edilirken, 180 yogurt oOrneginden L. monocytogenes izolasyonu
yapilamamistir. '

Listeria ile infekte kecilerin Listeria ¢ikarmalarimi saptamak amaciyla
yapilan deneysel bir c¢alismada L. monocytogenes 1/2a susunun oral
inokulasyonu ile infekte edilen kecilerin sistemik Listeriosis'e yakalandigi,
inokulasyondan 24 saat sonra sutleriyle L. monocytogenes ¢ikardiklan ve
bu durumun 2 giin devam ettigi bildirilmistir (82).

Listeriosise bagh abortuslardan sonra L. monocytogenes, etkilenmis
hayvanlarin siitlerinde ve uterus akintilarinda abortustan sonraki 13. giine
kadar bulunabilir. Listeriosise bagli abort yapan ineklerin sitlerinin
%16'simn  abortustan sonra siitleriyle bu bakteriyi ¢ikardiklar:, aym
durumdaki 938 hayvana ait siitlerin 72 (%7.7)'inden L. monocytogenes
izole edildigi bildirilmistir (47,48).

Saghkli ve Listeriosisli ciftlik hayvanlar1 siitleriyle Listerialan
cikardiklar icin mandira trinleri diger gida maddelerine gore Listerial
kontaminasyona daha duyarlidir. Kontamine siitler bakterinin siit
fabrikalarina ya da ¢i§ sitten yapilan turinlere girmesinde énemli rol oynar
(12,25,44,89).

L. monocytogenes mandira tirunlerinde uzun siire canli kalabilir ve bu
uranlerin saklandifi ya da olgunlagtinildign buzdolab: isisinda (2-8 °C)
kolaylikla tireyebilir. Yapilan cahismalarda kontamine stitlerin mandira
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urunleri icin potansiyel bir tehlike olusturabilecegi bildirilmistir
(61,73,95,114).

Diger mandira ftriunleriyle karsilastirnildiginda L. monocytogenes'in
daha ¢ok peynirlerde bulunmasinin sebebi peynir uretiminde kullanilan
siitlerin ya pastorize edilmemesi, ya da diisiik sicakliklarda pastorize
edilmesi ve peynirlerin diger urinlere gore daha fazla islemlerden
gecirilmesidir (42,73). Peynirlerde Listerialarin kontaminasyonu daha cok
olgunlagsma esnasinda meydana gelmektedir. Etkenin bazi tur peynirlerde
bol miktarda bulunmasinin nedeni bu peynirlerin ilk olgunlasmaya
basladigi donemde pH'larinin yiiksek olmasina baglanabilir (13,124).

Ince (53), Elazig’da satilan degisik tiplerdeki 35 beyaz peynir ornegini
incelemis ve %11 oraminda L. monocytogenes izole etmistir. Tumbay ve ark.
(116), Anadolunun gesitli sehirlerinden toplanan, evde imal edilmis 323
peynir érneginden 19 (%5.8) Listeria izole etmislerdir. izole edilen tiirlerin 7
(%2.1)'sinin L. monocytogenes, 11 (%3.4)'inin L. innocua, ve 1 (%0.3)'inin
L. seeligeri oldugu tespit edilmistir. Incelenen 246 koyun siitii peynirinden
16 (%6.5), 65 inek sutu peynirinden 1 (%0.7) ve 7 inek-koyun sita
karisimindan yapilan peynirden 2 (%1.4) Listeria spp. izole edilmistir. Keci
stitiinden yapilan 5 peynir 6rneginin hi¢birinden izolasyon yapilamamuistir.
Bu ¢alismanin sonuglarina gore en fazla Listeria izolasyonu koyun stitiinden
yapilan peynirlerde bulunmustur.

Bir caligmada ke¢i siititnden yapilan 476 peynirin 22 (%4.6)'sinde ve
koyun siatityle yapilan 141 peynirin 1 (%0.7)'inde L. monocytogenes tespit
edilmistir (42). Almanya'dan toplanan 66 ve diger Avrupa ulkelerinden
toplanan 23 peynir drneginden 8 (%9) L. monocytogenes ve 17 (%18) L.
innocua izole edilmistir (99). Los Angeles'de 142 insan Listeriosis vakasinin
tespit edildigi bir salgindan sonra yapilan vaka kontrol calismasinda
salgina, belirli bir marka Meksika stili yumusak peynir tiketiminin sebep
oldugu bildirilmistir. Salgina sebep olan L. monocytogenes 4b susunun hem
hastalardan hem de suipheli peynirlerden izole edilmesi bu durumu
dogrulamistir. Kontaminasyonun sut ineklerinden Kkaynaklanabilecegi
siphesiyle bu fabrikaya siit temin eden 27 ciftlikdeki ineklerin siitleri
incelenmis ancak hicbirinden etken izole edilememistir. Peynir fabrikasinda
yapilan bir arastirmada peynirlerin genellikle pastorize edilmemis
siitlerden imal edildigi gorilerek kontaminasyonun sebebinin bu olduguna
karar verilmis ve fabrika daha sonra kapatilmistir (64).

McLauchlin ve Gilbert (80), Listerialarin varligi yoniinden incelenen
331 pastorize olmamuig sigir sitiinde 23 (%57), 469 pastorize sidir siitiinde 3
(960.6), 1130 yumusak peynirde 114 (%10), 448 sert peynirde 14 (%3) ve
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274 dondurmada 23 (%8) Listeria spp. tespit edildigini bildirmislerdir. En
fazla L. monocytogenes (%6) yumusak peynir ve dondurmadan izole
edilirken, 209 yogurt numunesinden hi¢ izolasyon yapilamamustir.

Diger bir c¢alismada da incelenen yogurtlardan %2.2 ve
dondurmalardan %2 oraninda Listeria izole edilmistir (42). Charlton ve
ark. (18), Kaliforniya'daki 41 farkli siit ariinleri fabrikasindan aldikan
peynir oérneklerini incelemis ve 4 (%9.8) numuneden izolasyon
yapmislardir. Izole edilen Listerialarin 2 (%4.9)'sinin L. monocytogenes
oldugunu bildirmislerdir.

Insan sutunde L. monocytogenes bulunduguna iliskin bugiine kadar
sadece bir vaka rapor edilmistir. Bu vakada yeni dogan bir bebegin
annesinin sutiinde bulunan L. monocytogenes ile Listeriosis'e yakalandigi
bildirilmigtir (110).

2.5. Listerialarin Hastalik Olusturma Mekanizmasi

L. monocytogenes ve L. ivanovii hem barsakta, hem de cesitli ic
organlarda bulunabilirler, ancak koruyucu bir immun yanit olusmaz.
Bunun sebebi mikroorganizmanin intraseliller pozisyonu olabilir.
Listerialarin gida maddelerinde iremesi sonucu cok miktarda bakteri
viicuda alinmakta, barsaktaki spesifik ve nonspesifik bariyerlerin bakteriye
doymasina, daha sonra da hastaligin sekillenmesine neden olmaktadir.
Etken viicuda baglica agiz yolu ile girmektedir (83,98).

Retikitlo Endotelial Hiicreleri kendi iclerinde bulunan Listeria
mikroorganizmalarini o6ldiremezler ve bu bakteriler ne dogal oldurici
maddelere ne de verilen antibiyotiklere karsi duyarl: degildir. Bu durum
immun sistemi baskilanmis olanlarda daha kétadir (103). Boylece gebelik,
lenfoma, lésemi, ileri yas, alkolik siroz, diyabet, kronik hemodiyaliz
hastaliklari, AIDS ya da immunsupresif tedavi esnasinda bakterinin bu
hastalan infekte etme egilimi daha fazla olmaktadir (9,119).

Deneysel calismalarda bakterinin barsaklardaki ileal villilerin
ucundaki absorptiv epitel hiicreler tarafindan endositozla tutuldugu, daha
sonra villus stromadan gegerek makrofajlar tarafindan fagosite edildigi
anlasilmistir. Insanlarda viicuda giren bakteri tarafindan makrofajlarin
istila edilmesi, grip gibi enfeksiyonlaria kendini belli etmektedir. Gidalarla
alinan bakteri barsaklardan karacigere, sonra kan dolasimiyla uterus, fotus
ve fétal membranlara ulasir (9,14,69,89).

Listeria bakterilerinin virilensini saglayan cesitli faktérler vardir.
Bakterinin bir seri toksin drettigi bilinmektedir. Bu toksinler hemolitik
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(hemolizin) ve lipolitik toksinlerdir (76). Bunlardan hemolizinler L.
monocytogenes'in en 6nemli virilens faktoriadir (91,98). Hemolizin, bir
yandan barsak hareketlerini yavaslatarak bakterinin mukozayla iligki
kurmasmm artirmakta, diger yandan uterus kasim etkileyerek prematir
doguma neden olmaktadir (98).

2.6. Hayvanlarda Listeriosis

Insanlardaki ilk Listeriosis vakasindan daha 6nce hastalik hayvanlarda
tespit edilmistir. Bugiine kadar L. monocytogenes insan, sifir, buffalo,
mouflon, koyun, keci, domuz, at, kedi, kopek, geyik, rakun, tavsan, tarla
faresi, kobay, yaban sicani, gerbil, ¢ingila gibi memeliler, kurbagalar,
baliklar, eklembacaklilar, kene, kanarya, érdek, kartal, kaz, sahin, papagan,
keklik, karga, marti, hindi gibi 50'den fazla vahsi ve evcil hayvan tiiriinden
izole edilmistir (12,48,83).

Hayvanlarda patojen olarak iki Listeria tura bilinir. Bunlar L.
monocytogenes ve eskiden L. monocytogenes serotip 5 olarak bilinen L.
ivanovii'dir. Koyunlarda uygun olmayan beslenme kosullann yiiziinden
hayvanlarin direncinin diismesi, ¢ok soguk ve nemli hava dénemleri,
ozellikle kot kaliteli silaj yedirilmesi gibi faktorler hayvanlari Listeria
enfeksiyonlarina kars: predispoze duruma getirirler (83,101,104).

Ruminantlanin silaj yemeleri ile Listeriosis arasinda bir iligki oldugu
uzun yillardir bilinen bir gercektir. Hastalik genellikle silaj yedirilmesiyle
birlikte goérillmektedir ve hastaligin insidensinin artmas: butin vakalarda
olmasa bile genellikle silaj yedirilmesiyle birlikte tespit edilmistir.
Hastaliin silaj yedirilmesiyle hayvanlara bulagmas:1 Listeriosisin
hayvanlarda da gida kaynakli bir hastalik oldugunu gostermektedir
(31,48,78,71,102,121).

Hastalik ile silaj yedirilmesi arasindaki bu iliskiden ve ensefalitik
formundaki tipik klinik tablodan dolay: Listeriosis "Silaj Hastaligi" ya da
"Doénme Hastaligr" olarak bilinir (8,37,58,89).

Hastalik genellikle havalann nemli oldugu mevsimlerde o6zellikle de
rutubetli yemlerin yedirilmesi ile hayvanlara bulagir. Zira bu ortamlarda
etkenlerin uremesi kolaylasir. Koyunlar digkidan kaynaklanan Listeria ile
kontamine olmus otlaklarda otlarken infekte olabilirler. Ancak bununla
birlikte enfeksiyonun pekcok degisik kaynag: vardir ve hastalik Brezilya,
Irak gibi subtropikal tilkelerde de problem olmaktadir (6,14,83).

Hayvanlarin kis aylaninda kapali kalmalar Listeriosis riskini artiran
bir faktérdiir. Bu nedenle koyunlarda en yuksek insidens S$ubat, Mart ve
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Nisan aylar1 olan kis sonunda ve ilkbahar baslangicinda tespit edilmigtir.
Listeriosis'in bu mevsimsel farklihigi hava kosullari, beslenme ve bakim
yetersizlikleri ile diger stres faktorlerinden  kaynaklanmaktadir
(8,83,89,90,125).

Listeriosis, koyun, ke¢i ve sigirlarda septisemi, abortus, meningo
ensefalitis, seyrek de olsa konjuktivitisle seyreder. Genellikle sigirlarda
mastitis, ayrica ishal, pneumonia, endokarditis ve myokarditis'e neden olur
(1,30,40,47, 69,71,77,83,89,96,107).

Listeriosis'in koyun ve kecilerdeki klinik tablosu sigirlannkine cok
benzemektedir. Sigirlarda Listeriosis genellikle sporadiktir ve insidensi
duasuktir. Ruminantlarda meydana gelen Listeriosis vakalarinda
monositozis goriilmez. Periferal monositozis genellikle tek mideli
hayvanlarda gorilir. Yetigkin ruminantlarda en fazla meningoensefalitik
form gorialar (4,19,39,48,83,89). Koyun ve kecilerde hastaligin ensefalitik
formu sigirlarinkine gore cok siddetli olma egilimindedir. Bu hayvanlarda
hastalik akut bir seyir izler ve o6lum, semptomlarin bagladigi birka¢ saat
icinde meydana gelir (39,48,89). Ruminantlarda Listeriosisten dolay1 6lim
orani % 8-10'u gecmez (83).

Listerjosis'in meningoensefalitik formu ilk kez 50 yil 6nce tanimlanmis
ve bu form "Doénme hastaligr’® olarak isimlendirilmistir. Fascial ve
vestibulocochlear nuclei genellikle tutulmustur, hayvanlarin baslar1 bir
yana dogru bukular ve bas1 donuk halde etkilendigi tarafa dogru dairesel
donme hareketi yaparlar ya da duserler (4,14,37,48,71,83,89,90,121). Ancak
doénme semptomu her zaman gorualmez (83).

Abortus vakalari ruminantlarda gebeligin herhangi bir doneminde
olabilir, fakat genellikle gebeligin son aylarinda meydana gelir. Erken
donemde meydana gelen abortuslarda fotislar 6l dogar ya da birka¢ gin
sonra olirler. Ileri gebe hayvanlarin yavrular: canli dogabilir, fakat bu
yavrular kisa siire icinde septisemiden olirler (4,14,19,48,71). Abort yapan
koyunlar genellikle ne abortustan 6nce ne de sonra hicbir hastalik belirtisi
gostermezler ve gelecek yil tekrar gebe kalabilirler. Ancak fotal membranlar
tamamen atilmamigsa uterusta enfeksiyon sekillenebilir (14,19,39,40,89).

Bu hastalik Tiirkiye'de ilk énce Ozcebe ve Doguer tarafindan 1945
yihnda Bandirma Merinos ciftliginin koyunlarinda tespit edilmistir. Daha
sonra Bursa Yoéresinde 14, Inanli inekhanesinde 2, Sungurlu kazasinda 1
vakadan L. monocytogenes izoasyonu yapilmistir. Doguer (21), bu duruma
gore Turkiye'de bu hastaligin yaygin olmayip daha ¢ok endemik bulgularla
seyrettigini bildirmistir. Yilmaz (126), yudumuzda ilk defa Sungurlu
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kazasindaki bir koyun atik olgusunda atik yavrudan L. monocytogenes
izole etmeyi basarmistir.

Aslan ve ark. (6), Konya ili merkez ve ilcelerindeki bir salginda
toplam 8 sigirda Listeriosis vakasi tespit etmislerdir. Hayvanlarin hepsinde
klinik olarak Listeriosis meydana geldigi bildirilmis, etken, hasta
hayvanlarin serebrospinal sivi, idrar ve gaita 6rneklerinden izole edilmistir.
Ozer ve ark. (87), tarafindan Dogu Anadoludaki bazi illerde koyun
abortuslar1 uizerinde yapilan bir arastirmada incelenen toplam 30 atik
fotusden 1 (%3.3) L. monocytogenes izole ve identifiye edilmistir.

Toyoda (115), 1978 yilinda Ibaragi Prefecture'de cikan bir salginda 50
keci, 12 sigir ve 2 insamn Listeriosis'e yakalandigini klinik, bakteriyolojik ve
patolojik olarak tespit etmistir. Yapilan epidemiyolojik c¢alismalarin
sonunda salgina Japonya disindan getirilen hayvanlarin sebep oldugu
ortaya cikarilmistir.

ingiltere'de New South Wales'de 840 koyunluk bir siiriide L. ivanovii'ye
bagh abortus vakalar tespit edilmistir. Salgin sirasinda koyunlarin % 12'si
abort ve o6li dogum yapmis ya da yasama sansi zayif kuzular
dogurmuslardir. Yapilan laboratuvar incelemesinde L. ivanovii kuzularin
akciger, karaciger ve mide iceriklerinden bol miktarda saf kiltiarler halinde
izole edilmistir. Salgin ¢ikan stirinun beslenmesinde kullanilan otlarin ¢ok
yagisli bir mevsimde bigildikten sonra balya yapilmadan bir sire
bekletilerek cirimeye terk edildigi gorulmustur. Selektif zenginlestirme
metodu ile incelenen bu ot numunelerinden de L. ivanovii izole edilmek
suretiyle salgina, bicildikten sonra padoklarda yagmur altinda birakilan ve
curiiyen ot kalintilarinin sebep oldugu ispatlanmigtir (104).

Ispanya'da bir koyun strusinde silaj yedirilmesiyle birlikte ortaya
¢itkan meningoensefalitik Listeriosis salgininda silaj yedirmenin roli
arastirilmis, etkilenen toplam 53 koyun igerisinde tipik merkezi sinir
sistemi semptomlari gésteren 3 koyunun beyninden yapilan bakteriyolojik
incelemede hepsinden L. monocytogenes saf kultir halinde izole edilmis,
aym L. monocytogenes suslar: silajdan da izole edilmek suretiyle salgina L.
monocytogenes ile kontamine silaj yedirmenin sebep oldugu dogrulanmistr
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bildirilmigtir. Boylece Ensefalitik Listeriosis vakalarimin cogunlukla silaj
yedirilmesiyle birlikte ortaya ¢iktigi tespit edilmigstir (125).

1982-1985 yillar1 arasinda Iskocya'da meydana gelen 58 Listerial
ensefalitis vakasinda hasta koyunlarin 34 tanesinin beyninden L.
monocytogenes izole edilmistir (74). Avusturalya Alabania'da sonbahar ve
kis baslangicinda yagmur altinda islanmis samanlarin 2 hafta tzeri
ortuldikten sonra koyunlara yedirilmeye baglanmis ve 10 giin icinde 2
koyun suriisiinde Listerial ensefalitis sonucu hayvanlarda 6limler meydana
gelmistir. Meningoensefalitis meydana gelen koyunlarin beyinlerinden L.
monocytogenes izole edilmistir (90).

2.7. insanlarda Listeriosis ve Zoonotik Yénii

Listeriosis 60 yildan beri bilinmesine ragmen 1980'lere kadar daha cok
veterinerlik ile ilgili bir hastalikti. Ancak simdilerde ¢ok sayidaki hayvan
turunden bagka insanlar: da etkiledigi bildirilmektedir (69,78).

Insanlarda ilk Listeriosis vakasi1 1929'da Nyfeld tarafindan rapor
edilmigtir. Hastalikk mononiikleozlu bir hastanin kanmindan L.
monocytogenes izole edilmek suretiyle teshis edilmistir. Daha sonra Burn
1936'da, L. monocytogenes'in insanlarda gebelik doneminde enfeksiyonlara
ve yetigkinlerde meningitise sebep oldugunu bildirmistir (9,78,89,119).

Hemolitik Listerialardan olan L. monocytogenes, L. ivanovii ve L.
seeligeriden sadece L. monocytogenes daimi bir patojendir. L. ivanovii ve L.
seeligerinin insanlarda hastalik olusturduguna dair bilgiler ¢cok azdir (69).
Insanlarda L. ivanovii'den ileri gelen 3, L. seeligeri'den ileri gelen 1 hastalik
vakasi bildirilmigtir (78).

Listeriosis'in morbiditesi duguktir, fakat yuksek bir mortaliteye
sahiptir (25,78,124). Listeriosise karsi en buyiik risk altinda olanlar hamile
kadinlar, yeni doganlar, dogmamis bebekler, alkolikler, ila¢ bagimhlarn,
kanser tedavisi gérenler, karaciger sirozu olanlar, AIDS hastalar1 ve herhangi
bir nedenle immun sistemi zayiflamis kisilerdir (9,58,69,78,89,94,102,124).
Ancak hastalik predispoze durumda olmayan bireylerde de meydana
gelmektedir (78,119,124).

Listeriosis insanlarda klinik olarak 5 kategoriye ayrilabilir. Bunlar;
Hamile kadinlarin enfeksiyonu (Septik abortus), Neonatal Listeriosis
(Neonatal septisemi), Yetigskinlerde septisemi, Merkezi sinir sistemi ile ilgili
bozukluklar (Meningitis, Meningoensefalitis), Fokal ve diger nadir formlar
(papuler ve pustuler kutan lezyonlar, pneumoni, konjuktivitis, urethritis,
nadiren sepsis, endokarditis, peritonitis, lokalize i¢c ve dis apseler,



endoftalmitis, arthritis, spinal ve beyin apseleri, cholecystitis, osteomyelitis
ile deri, dalak, safra kesesi ve lenf yumrularimn tutulmasi)
(9,69,76,89,94,96,119,124). Ancak farkh risk gruplarinda farkli semptomlar
gorulebilir (124).

Diinya ¢apinda yapilan arastirmalar insan Listeriosis vakalarinin
buyuk ¢ogunlugunda L. monocytogenes'in siit, sut iiriinleri, et, kanath eti ,
sebze, salatalar ve deniz tirinleri gibi primer ya da sekonder olarak patojen
Listerialarla kontamine gidalann tiketilmesiyle bulastigim1 gostermistir
(47,76,97,103,102,124). Listeriosis vakalarinin cografik dagilim gostermesi
enfeksiyonun en yaygin kaynagmin gida kaynakli olabilecegini akla
getirmektedir (79) (Tablo 4) .

Tablo 4: 20 ve Daha Fazla Vakanin Meydana Geldigi Insan Listeriosis
Salginlar: (78).

Yer Vaka sayisi Muhteme] kaynagi
Halle/Almanya 1966 279 Bilinmiyor
Anjou/Fransal976 162 Bilinmiyor
Boston/USA 1979 20 Cig sebze va da siit
Auckland/Yeni Zellanda 1980 21 Deniz tiriinleri
Nova Scotia/Canada 1981 41 Lahana salatasi
Massachusetts/USA 1983 49 Sut
Lausanne/Isvicre 1983-84 25 Bilinmiyor
Kaliforniva/USA 1985 86 Yumusak peynir

Anneden sutil ile ¢ocuguna enfeksiyonun gectigi bildirilen bir vaka
(110) disinda insandan insana hastaligin bulasmasi oldukca nadirdir
(9,119).

Listeriosis zoonoz bir hastalik olarak bilinir. Gunkii hastalik dogal
sartlarda omurgali hayvanlardan insanlara bulasabilmektedir. Gidalarin,
ozellikle suit, st Urinleri, et, ¢ig et uranleri, lagimla ve fekal materyallerle
bulagik sebzeler ve salatalarin Listeriosis'in tasinmasinin en o6nemli
vasitalar oldugu bildirilmistir (5,47,102,103,119).

Hayvanlara temas eden arastiricilar, ¢iftlik calisanlari gibi insanlar
Listeriosis'e yakalanma bakimindan diger insanlardan daha biiyitk bir risk
alundadirlar (47,102). Sigirlarin abortus ve 6l dogum vakalarina
miudahale eden veteriner hekimlerde Kutan Listeriosis vakalari, ayrica



kanath iscilerinde L. monocytogenes'e bagh Kkonjuktivitis gozlenmistir
(47,81). Insanlarda en yiiksek fekal tasima hayvan urunlerini isleyenlerde,
hamile kadinlarda ve bobrek nakli yapilan hastalarda tespit edilmistir. Bu
tip raporlar hastaligin zoonotik tasinmasinin tipik bir 6érnegidir (48,119).

Ancak insanlardaki Listeriosis vakalarinin hayvanlardan kaynak-
landigina dair vakalar azdir. Bu durum hastaligin zoonotik olarak tasindig:
gorisuni zayiflatmaktadir. Hastaligin insanlardaki epidemiyolojisi
hayvansal enfeksiyonlara paralel degildir ve hayvan-insan Listeriosis'i
arasinda direkt bir iligki genellikle yoktur. Direkt (gida kaynakli olmayan)
hayvan-insan tasinmasi goruniiste cok enderdir (47,48,119).

Cogu tropikal iilkede Listeriosis insidensi dusiiktir ya da bu durum
vakalarin ¢ok azinin bildirilmesinden kaynaklanmaktadir. Ancak son
yillarda hastaligin insidensinde bir artis gorilmektedir, fakat halen c¢ok
yaygin degildir. Listeriosis insidensindeki bu artis, biyiik Ol¢cide duyarli
uzmanlarin, geligsen izolasyon ve identifikasyon metotlarinin, diizenli rapor
etmenin bir yansimasi olabilir. Ancak Listeriosis insidensindeki artis
gercektir. Bu artig, tiketim, beslenme aligkanliklarinin degismesi, immuno-
supresif ajanlarin yaygin kullanimi ve AIDS hastaligindaki yayilma ile
aciklanmaktadir (78,119).

2.8. Listerialar Uzerine Isinin Etkisi

Geg¢miste pastorize siit titkketimine bagli olarak meydana gelen Listeria
salginlar1 dikkatleri etkenin pastorizasyon isleminde canli kalabilme
yeteneginin olup olmadigi sorusuna ¢ekmistir. Bircok c¢alisma L.
monocytogenes'in situ pastorize etmek icin gerekli minumum sicaklikta
hatta 80 °C'de canli kalabildigini bildirmektedir. Ancak pastérizasyonun L.
monocytogenes'e etkisi izerine yapilan c¢alismalarda goruniste bir celiski
mevcutur, Baz1 arastiricilar Listerialarin Yiuksek Sicaklikta, Kisa Sareli (High-
Temperature, ShortQTime—HTST) pastdrizasyonda tamamen tahrip
olduklarini iddia ederken bazilar1 da canli kalabilecekleri kanisindadirlar
(27,47,73,124). |

Ik zamanlarda bakterinin intraseliler pozisyonunun onu
pastdrizasyondan korudugu dusunulmekteydi. Fakat yapilan pekgok
arastirmada L. monocytogenes'in HTST pastorizasyon isleminden sonra
(71.7 °C'de 15 sn) canhi kalamadig: ve intraseliller olmasimin bakteriyi
pastorizasyondaki termal inaktivasyondan koruyamadig: goérulmistar.
Arastirmalarda Listerialarin pastorizasyon isleminden sonra canh
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kalabilmelerinin biiyuk ihtimalle pastorizasyon isleminin tam olarak
uygulanmamasindan kaynaklandig: bildirilmektedir (16,22,24,27,73).

WHO'nun raporuna gore mandira urinleri ve diger cogu gidalar
pastorizasyondan sonra cevresel kaynaklardan gelen L. monocytogenes ile
yeniden kontamine olabilmekte ve pastorizasyon sonrasi meydana
gelebilecek kontaminasyonun, 1s1 uygulanmasi sirasinda bakterinin canh
kalmasindan daha biyiik tehdit olusturmaktadir (17,124).

Bu calisma ile yoremizdeki koyun ve kegilerin siitlerinden Listeria
turlerinin izolasyonu ve bu sayede siit drunlerindeki Listerial
kontaminasyonun kaynaginin belirlenmesi amac¢lanmistir.



3. MATERYAL VE METOT
3.1. MATERYAL
3.1.1. Sut Numunelerinin Toplanmasi

Koyun ve keci suit 6rnekleri 6.4.1995 ve 26.9.1995 tarihleri arasindaki
donemde Elazi§ merkez ve ilcelerine bagli koylerdeki saglikli ve atik yapmig
surillerden temin edildi.

Koyun siitleri 10 farkli yerlesim yerinde, saglikhh veya daha once atik
yapmis 14 koyun siirtisiinden, sitriilerin ortalama %10'undan alindi. Keci
suatleri ise 9 farkli yerlesim yerinde, 12 siiriideki kegilerden alindi. Atik
vakasi tespit edilen keg¢i sturiastt bulunamadigindan keci siitlerinin timi
saglikli stirilerden temin edildi. Cevrede keci populasyonunun koyunlara
gore ¢ok az olmasindan dolay: keci siiriilerinden siit alirken herhangi bir
oran goézetilmedi, fakat 100 bas ve Uizerindeki sirilerden 20, daha kiciik
suirilerden ise 10 ve daha az siit numunesi toplandi.

Calismada 150 koyun ve 150 kegi siitii olmak tuzere toplam 300 cig
siut numunesi incelendi. Siitlerin 50 tanesi auk yapmis koyunlardan
alind.

Sut ornekleri alinirken hayvanlarin memeleri alkol ile 1slatilmig
pamukla temizlenip kurulandi. Daha sonra aseptik sartlarda 200 ml'lik
steril cam siselere el ile sagildilar.

Allman siit numuneleri, igerisinde buz kutular1 bulunan termosa
Konulduktan sonra vakit gecirmeden laboratuvara getirilerek izolasyon
islemlerine baglamldi.

3.1.2. Referens Suslar

identifikasyon c¢alismalarinda izole edilen supheli kolonilere
uygulanan testlerin degerlendirilmesinde herhangi bir yanilgiy1 énlemek
amaciya bu izolatlara paralel olarak referens Listeria sugslan da test
edildiler. Referens sus olarak Fransa Pastor Enstititsiinden temin edilen 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. seeligeri serovar 1/2ba: CLIP-
12513/SLCC-3954/ATCC-35967, L. welshimeri serovar 6b; CLIP-12514/SLCC
5334/ATCC-35897 suslar1 kullanildi. CAMP testi icin kullanilan p-hemolitik
Staphylococcus aureus susu Anabilim Dali'miz kaltiir Koleksiyonundan ve
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Rhodococcus (Corynebacterium) equi susu A.U. Besin Hijyeni Anabilim Dali
Laboratuvarindan temin edildi.

3.1.3. Listeria Izolasyonunda Kullanilan Vasatlar

Modified Listeria Enrichment Broth (Difco 0205-17-4)

Tryptone 17 g
Soytone 3 g
Dextroz 25 g
Sodium Chloride 5 g
Poassium Phosphate, Dibasic 25 g
Yeast Extract 6 g
Cycloheximide 005¢
Acriflavin 0.01¢
Nalidixic Acid 0.04 ¢g
Distile Su 1000 ml]
pH:7.3

Hazirlamisi: Bir litre distile su icerisinde 36.1 g besi yeri suspanse
edildikten sonra 500 ml'lik erlenmayerlere 225 ml miktarlarinda taksim
edildi. 121 °C'de 15 dakika otoklav edildiler ve kullaniincaya kadar
buzdolabinda muhafaza edildiler (2).

Listeria Selective Agar Base (Oxoid CM856, Oxford

Formulation)
Columbia Blood Agar Base 39 g
Aesculin 1 g
Ferric Ammonium Citrate 05¢g
Lithium Chloride 15 ¢
Distile Su 1000 ml

pH:7



Listeria Selective Supplement (Oxoid SR140, Oxford

Formulation)
Cycloheximide 200 mg
Colistin Sulphate 100 mg
Acriflavine 2.5 mg
Cefotetan 1 mg
Fosfomycin 5 mg

(Bir flakondaki miktarlar)

Hazirlanigi: 500 ml distile su ic¢in 27.75 g Listeria Selective Agar Base
(LSA) tartilip eritildi. Otoklavda 121 °C'de 1 atmosfer basing¢ altinda steril
edildi. Listeria Selective Supplement'in bir flakonu 5 ml etanol-steril distile
su (1/1) karigimi ile ¢ozduraldii. Hazirlanan supplement LSA besi yerine 50
°C'ye kadar soguduktan sonra ilave edildi ve iyice kanstirilarak petri
kutularina dokildi.

Triptic Soy - Yeast Extract Agar (TSYE Agar)

Triptic Soy Agar (Difco 0369-02-3) 40 ¢
Yeast Extract (Oxoid L21) 6¢g
Distile Su 1000 ml
pH:7.3

Hazirlanist: Dehidre besi yerinden 40 g ve 6 g Yeast Extract distile suya
ilave edildi ve eriyinceye kadar su banyosunda i1sitildi. Otoklavda 121 °C'de
15 dakika sterilize edildi ve 47-50 °C'ye kadar sogutulduktan sonra petri

kutularina dokuldi.

Triptic Soy-Yeast Extract Broth (TSYE Broth)

Tryptone Soya Broth (Oxoid CM129) 30 g

Yeast Extract (Oxoid L21) 6 ¢g
Distile Su 1000 ml
pH:7.3

Hazirlanisi: 30 g Tryptone Soy Broth ve 6 g Yeast Extract 1 litre distile
su icinde eritilerek 6 ml miktarinda tuplere taksim edildikten sonra
otoklavda 121 °C'de 15 dakika steril edildi.
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3.1.4. Identifikasyonda Kullanilan Besi Yerleri ve Ayiraglar

Selektif zenginlestirme sonrasi TSYE agarda saf olarak izole edilen
Listeria kolonileri identifiye edilirken, cesitli karbonhidratlardan asit
olusumunun incelenmesinde Purple Broth Base ve cesitli karbonhidrat
solusyonlari, Methyl Red/Voges Proskauer testi icin Clark Lubs (MR-VP Broth)
besi 'yeri ve ayiraglan, Nitrat rediksiyon testi icin Nitrat buyyon ve A,B
aymraglari, Ureaz testi icin Ure agar, indol testi icin Tryptone Water ve
Kovaks ayiraci, H,S testi icin Triple Sugar Iron (TSI) Agar, Sitrat testi icin
Simmons sitrat agar, hemoliz 6zelliklerini incelemek amaciyla %7 koyun
kanli agar, hareket muayenesi i¢in SIM medium yan kat1 besi yeri, Oksidaz
testi icin oksidaz test ayiract (%1 lik N,N,N'-tetramethyl-p-phenylendiamine
dihydrochloride), katalaz testi icin %3 H;0, kullanild: (3,10).

Koyun Eritrositleri

Antikoagulan olarak sodyum sitrat soliilsyonuyla alinan koyun kam
1500 devirde santrifiyj edildi. Sipernatant atildiktan sonra steril fizyolojik
tuzlu su ile sulandirildi ve bu islem 3 defa tekrarlandi. Son defasinda steril
fizyolojik tuzlu su ile sulandinlarak ilk hacmine tamamland: (117).

CAMP (Christie, Atkins and Munch-Peterson) Test Vasati

Blood Agar Base No. 2 ile hazirlanan otoklavda steril edilmis besi
yerinin bir kismi kan ilave etmeden énce ayrildi ve kan ilave edilmemis
besi yeri petri kutularina 10 ml miktarinda dékilerek donmaya birakildi.

Besi yeri donduktan sonra petriler 37 °C'de bir siire 1sitild1 ve kansiz
besi yeri tabakasinin iizerine daha énce hazirladigimiz %7 kan ilave edilmis
agar besi yerinden petriyi kaplayincaya kadar dokildii ve donmaya
birakildi. Kullanmadan 6nce vasatin yiizeyi 37 °C'de kurutuldu. Bu vasat
izolatlarin ve referens suglarin CAMP testinde kullanildi (117).

Karbonhidrat Soliisyonlar:

Asagidaki Kkarbonhidratlarin %10 1luk soliisyonlarn1 hazirland.
Karbonhidratlarn steril etmek icin soliisyolar ii¢ giin arka arkaya yarim saat
kaynar su banyosu icinde tutuldular. Steril karbonhidrat soliisyonlar
karbonhidrat kullanma besi yerlerine son konsantrasyonlari %1 olacak
sekilde katildilar (3,10).



Nitrat Rediksiyon Testi Besiyeri

Nutrient broth 8¢g
Potassium nitrate lg
Distile su 1000 ml
pH:7

Formile gore hazirlanan besi yeri 6 ml miktarinda tiiplere dagitildi1 ve
121 °C de 15 dakika steril edildildi.
Test soliisyonlar: olarak Griess-Ilosavy A ve B soliisyonlar1 kullamild:

Fermentasyon ve Hidrolizasyon Testlerinde Kullanilan
Maddeler

Glucose (Merck 8337)
Maltose (Merck 5910)
Xylose (Merck 8689)
Mannitol (Riedel De Haen A.G. 157 19)
Rhamnose (Merck 4736)
Fructose (Difco 0167-13)
Salicin (Merck 7665)
Esculin (Merck 842)
Cellobiose (Difco 9160-13-1)
Sorbitol (Merck 7758)
Sorbose (Merck 7760)
Raffinose (Merck 7549)

3.2. METOT
3.2.1. Izolasyon Yontemi

izolasyon isleminde daha énce Food and Drug Administration (FDA)
tarafindan Bacteriological Analytical Manual'de tanimlanan Lovett ve
Hitchins'in (68) 6nerdigi, sonradan The International Dairy Federation (IDF)
tarafindan siat ve sit arunleri icin modifiye edilen izolasyon metodu
kullanmildi. 24 ve 48 saatlik selektif zenginlestirmeden sonra selektif agara
ekimler yapilmak suretiyle Listeria izolasyonu yapildi (Sema 2). Cahsmada
kullanilan bu metodun ¢ig siitlerde 25 ml siitte 12 Colony Forming Unit
(CFU) L. monocytogenes bulundugu zaman sensitivite orani1 %88, spesifite



orani %100, 120 CFU L. monocytogenes bulundugu zaman sensitivite orani
9%97.5, spesifite oran1 %100 olarak bildirilmistir (117).

3.2.2. Deneme Izolasyonu ve Vasatlarin Kontroli

Cig suitlerden Listeria izole etmek amaciyla kullanacagimiz vasatlarin
kontroliinii yapmak, yaklasik 10 ve daha yuksek CFU bakteriyi izole edip
edemeyecegini tespit etmek amaciyla deneme izolasyonlar1 yapildi.

TSYE agarda 37 °C'de 24 saat inkube edilmis kiiltiirden saf iiremis tek
bir koloni alinarak 5 ml Tryptose Phosphate Broth (TPB) igerisine inokule
edildi ve 37 °C'de 24 saat inkubasyona birakildi. Bu besi yerinden alinan
kultarun steril Posphate Buffer Solusyonu (PBS) icerisinde seri dilusyonlan
yapildi. Sulandirilmig kultiirlerdeki gercek bakteri sayisi1 (Colony Form
Unit) TSYE agara ekim yapmak suretiyle tespit edildi. Hazirlanan
sulandinslmis bakteri siispansiyonlari, yaklasik 103, 102 ve 10! CFU
miktarinda bakteri olacak sekilde selektif zenginlestirme besi yerlerine ilave
edildiler (49).

Kontaminasyon kultirii olarak daha once mastitisli inek sutlerinden
izole ettigimiz Staphylococcus aureus ve Escherichia coli kullamldi. Bu
bakteriler 1 ml PBS icerisinde kesif suspansiyonlar1 yapildi ve zenginlestirme
besi yerlerine L. monocytogenes ile birlikte inokule edildiler.

Sttin Listeria izolasyonuna etkisini tespit etmek amaciyla deneme
izolasyonlar1 hem siit katilmamis, hem de 25 ml otoklavda steril edilmis
koyun satu katilmis vasatlarda yapildi.

Deneme inokulasyonlar:1 yapilan ve icinde Modified Listeria Selective
Enrichment Broth bulunan erlenmayerler etiivde 30 °C'de 24-48 saatlik
zenginlestirmeye birakildi. Sonra bir 6ze dolusu zenginlestirme besi yeri
LSA'a ekim yapilarak 37 °C'de 48 saat inkube edildiler ve bu siire sonunda
besi yerlerindeki tiremeler degerlendirildi (Sema 3).

3.2.3. Selektif Zenginlestirme Islemi

Alinan siit numuneleri o6nce kopurtmeden iyice c¢alkalanarak
kanstirildi. Daha once hazirlanmis olan ve buzdolabinda muhafaza edilen
225 ml Modified Listeria Enrichment Broth bulunan erlenmayerlere her siit
numunesinden steril pipetler yardimiyla 25 ml st ilave edildi. Bu
islemden sonra vasat ile siitin iyice karismasi icin 1-3 dakika calkalandi.
Ekim yapilan zenginlestirme besi yerleri 30 °C'lik etiivde 24 ve 48 saat
aerobik kosullarda inkube edildiler.
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24 saatlik zenginlestirme

37 C'de 48 saat

48 saatlik zenginlestirme

Siyah
koloniler
Tek koloniden ekimler

37 C'de 48 saat
TSYE Agar
37 C'de 24-48 saat

l

Diger izolasyon ve Identifikasyonlarinin uygulanmast

Sema 2: Siitlerden Listeria Izolasyonunda Kullanilan Yontem
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Sema 3: Deneme [zolasyonunda Kullanilan Yéntem
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3.2.4. Selektif Izolasyon

Yirmidért ve 48 saatlik zenginlestirme islemi sonrasinda erlenmayerler
iyice kanstirildi ve steril pipetler yardimiyla zenginlestirme besi yerlerinden
alinan 10 pl miktarindaki sivi besi yeri Listeria Selektif Agar'a seyreltme
yontemi ile ekildi. LSA besi yerleri 37 °C'de aerobik kosullarda etiivde 48
saat inkube edildiler.

3.2.5. Kesin Izolasyon icin Kolonilerin Saflastirilmas:

Yirmidort ve 48 saatlik siirelerin sonunda LSA'da kiiik, siyah, etrafi
siyahimsi bir halka ile cevrili olan kolonilerin 5 tanesi, eger 5 taneden
daha az ise hepsi Listeria siiphesiyle identifikasyon icin secildi. LSA'da
secilen tipik Listeria kolonileri ayri ayr1 TSYE agar besi yerlerine ekilerek 37
°C'de 24 saat inkube edildiler. Saf olarak iuireyen kolonilere izolasyon ve
identifikasyon testleri uygulandi. Test sonuclart Bergey's Manual of
Systematic Bacteriology'deki bilgilerle karsilastirildi ve izolatlarin test
sonuclanna gore tur isimleri konuldu (101) (Sema 4).

3.3. IZOLASYON TEKNIKLERI
Saf izolatlarin Incelenmesi

TSYE agara ekilen saf Listeria kolonileri petri kutusuna alttan gelen ve
aynadan 45° a¢1 ile yansiyan kuvvetli 1s1ga tutularak Henry Illuminasyon
(yansima) teknigi ile muayene edildiler. Yansima sonucu tipik mavi yesil
parlama gosteren seffaf koloniler Listeria siiphesiyle segilerek asagidaki
izolasyon yodntemleriyle incelendiler (70).

Gram Boyama

Supheli koloni bir damla fizyolojik tuzlu su iginde ezilerek bir lam
uzerine yayildi. Havada kurutulduktan sonra lam alevden birka¢ defa
gecirilmek suretiyle tespit edildi. Daha sonra uzerine jansiana moru boyasi
lamin tamamini kaplayacak sekilde dokiillerek 2.5 dakika, lugol
solusyonuyla 1 dakika beklenildikten sonra alkol ile dekolorize edildi ve
sulu fuksin boyasi ile 15 sn boyandi. Mikroskopta immersiyon objektifinde
incelenen preparatlarda Gram pozitif, kisa, diizgiin, comak seklinde goriilen
koloniler Listeria siiphesiyle secilerek diger tesleri yapildi.



Katalaz Testi

Supheli Listeria kolonileri 1 damla %3'liitk Hidrojen Peroksit icerisinde
suspanse edildiler. Birka¢ saniye sonra gaz kabarciklarinin olugsmasi pozitif
bir reaksiyon olarak kabul edildi.

Hareket Muayenesi

TSYE agar besi yerindeki tipik siipheli bir koloni alinarak TSYE broth
besi yerine gecildi ve 25 °C'de yeterince uireyene kadar inkube edildiler. Bu
besi yerinden alinan bir damla kultir lam-lamel arast yontemle Faz
kontrast mikroskobunda incelendi. Mikroskopta aktif hareket goriilen
bakteriler hareketli olarak kabul edildiler. Ancak herhangi bir yanilgiy
gidermek amaciyla ayn: izolatlar SIM medium yar1 kat1 hareket besi yerine
igne ile dik olarak ekildi ve 25 °C'de 2-7 giin inkubasyona birakildi. [lk ekim
yerinden kenarlara dogru yaygin bir iireme gosteren ve semsiye veya ters
¢am agaci seklinde bir goériunum hareket pozitif olarak degerlendirildi
(70,117).

Hemoliz Olusumu

Daha 6nce yikanmus %7 koyun kani ile hazirlanan kanli agar besi
yerlerine ekilen suslar 37 °C'de 48 saat inkube edildiler. Bu siire sonunda
etrafinda acik bir zon olusan koloniler hemolizli olarak kabul edildiler.

Karbonhidrat Fermentasyon Tesleri

Saf kolonilerden TSYE broth'a inokulasyondan sonra besi yerleri 37
‘C'de 24 saat inkube edildiler ve hazirlanan karbonhidrat fermentasyon
besi yerlerine bir 6ze dolusu ekildiler. Karbonhidrat (%1) ihtiva eden Purple
Broth Base besi yerleri 37 °C'de 7 gin inkube edilerek asit olusumuna bagl
olarak meydana gelen renk degisimi ve gaz olusumu gézlendi. Gaz
olusmadan besi yerinin dogal mor-menekse renginin sanya dénustugi
tiplerdeki karbonhidratlarin fermentasyonunun pozitif oldugu kabul
edildi.
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Nitrat
Rediiksiyonu

/N

Xylose Fermentasyonu Mannitol Fermentasyonu

YANVAN

L. dentrificans L. murrayi Kanli Agarda L. grayi
R Hemoliz
+ / \ |
Xylose

CAMP (R. equi) Fermentasyonu

/OO N

L. ivanovii Xylose L. welshimeri L. innocua
Fermentasyonu
+ / \ -
L.seeligeri L. monocytogenes

Sema 4: Listeria Tirlerinin Avriminda Kullamlan Yontem (70,91).



Nitrat Rediiksiyon Testi

Hazirlanan nitrat buyyon icerisinde 37 °C'de 2-7 giin inkube edilen
kaltirlere bu siuire sonunda 1 ml Griess-llosavy A ve B ayiraglari damlatildi.
Kirmizi renk olusmasi nitritin varligini gosterdi. Kontrol olarak kirmiz: renk
olusmayan tiiplere cinko tozu ilave edildi ve kirmizi rengin olusmasi
gozlendi.

CAMP Testi

Daha o6nce hazirlanan CAMP test vasatina Staph. aureus ve R. equi
aralikli sekilde birbirine paralel olarak ekildiler. Daha sonra bu bakterilerin
ekim hattina dik olacak sekilde ikisinin arasina Listerialarin ekimleri
yapildi. Incelenen bakterinin ekim hatlarimin CAMP kiltirrlerine 1-2
mm'den daha fazla yakin olmamasina dikkat edildi. Besi yerleri 37 °C'de
18-24 saat inkube edildiler. Test suslarimin ya Staph. aureus ya da R. equi
ile kesisme noktalarinda genislemis B-hemoliz zonlann goriilmesi pozitif
olarak kabul edildi (117).

Diger Izolasyon ve Identifikasyon Testleri
izolatlarin kesin identifikasyonlarim1 yapmak amaciyla yukaridaki

testlerin disinda, oxidaz, TSI agarda ureme, indol, sitrat kullanimi, MR/VP,
H,S (TSI agar'da) ve uireaz tesleri yapild: (70).



4. BULGULAR
4.1. Deneme Izolasyonlar1 Bulgulan

On CFU ve daha fazla L. monocytogenes bakterisi ihtiva eden
sulandirilmis L. monocytogenes suspansiyonu ile kontaminant kultiirlerin
birlikte inokule edildigi zenginlestirme besi yerlerinin 30 °C'de 24 ve 48
saatlik zenginlestirme sonrasi LSA'a ekimleri neticesinde hepsinden L.
monocytogenes saf olarak izole edildi. Vasata katilan Staph. aureus ve E.
coli kialturlerinin tiremesinin, selektif zenginlestirme vasati tarafindan
inhibe edildigi ve L. monocytogenes bakterisinden bagka bakterinin LSA'da
uremedigi gozlendi.

Sat ilave edilmeden ve sut ilave edilerek yapilan denemelerin
taminden izolasyon yapildi ve vasat igerisinde siit bulunmasinin
izolasyonu etkilemedigi tespit edildi.

4.2. Siatlerden Izolasyon Bulgulan

Calismada Listeria tirlerinin izolasyonu icin Elazig ve cevresindeki atik
yapmig ve saghkli koyun suruleriyle, saghikhh ke¢i strilerindeki
hayvanlardan alinan toplam 300 adet ¢ig st numunesinin selektif
zenginlestirme broth'unda 30 °C'de 24-48 saatlik zenginlestirilmesinden
sonra selektif supplement ilaveli LSA'a ekimleri yapildi. Selektif agarda
tireyen tipik Listeria kolonileri secilerek diger identifikasyon testlerinin
yapilmasi amaciyla saf kaltarleri hazirlandi.

Incelenen sit numunelerinden LSA'da dreyen Listeria siipheli
kolonilerin saf kiiltarleriyle yapilan testler neticesinde 4 L. welshimeri ve 1
L. dentrificans olmak uzere 5 numuneden Listeria spp. izole edildi. Keci
stuitlerinden 1 Listeria spp. izole edilirken, koyun siitlerinden 4 Listeria spp.
izolasyonu yapild1. izolatlarin hepsi saglikli koyun ve keci siitlerinden izole
edildiler. Atik yapan koyunlarin siitlerinin hicbirinden Listeria spp.
izolasyonu yapilamadi (Grafik 1, Tablo 5).

Saghkli koyunlardan alinan 100 siit numunesinden 3 (%3) L.
welshimeri ve 1 (%1) L. dentrificans olmak tuzere 4 (%4) Listeria spp.,
saglikli kecilerden alinan 150 siit numunesinden 1 (%0.66) L. welshimeri
izole edildi. Atk yapmis koyunlardan alinan 50 sit numunesinden ise
izolasyon yapilamadi. incelenen sitlerin timiinden 4 (%1.33) L. welshimeri
ve 1 (%0.33) L. dentrificans olmak uzere 5 (%1.66) Listeria spp. tespit
edildi (Tablo 6).
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Koyunlardan alinan 93, 123, ve 130 numarali, kecilerden alinan 138
numarah siit numunelerinden L. welshimeri, koyunlardan alinan 134
numarah numuneden ise L. dentrificans izole edildi.

Cahsmada patojen olarak bilinen Listeria tirlerinin hicbiri izole
edilemedi. izole edilen tiirlerin hepsi apatojen ve hemoliz olusturmayan
Listeria tarleri idi.

Bu calismada sitlerden Listeria izolasyonunda mevsimler arasinda
belirgin bir fark tespit edilemedi.

Tablo 5: Izole Edilen Listeria Tiirlerinin Dagilim

jzole Edilen Tiirler Saghikl Atk Yapmis Saghkh Toplam
Koyun Siti  Koyun siiti Keci siiti
L. welshimeri 3 - 1 4
L. dentrificans 1 - - 1
Toplam Listeria spp. 4 - 1 5

Tablo 6: Incelenen Siit Numunelerine Goére Izolatlarin Dagilimi.

Incelenen Numune Numune L. welshimeri L. dentrificans Toplam
Savisi (%) (%) (%)
Saghkli Koyun Siti 100 3(3) 1(1) 4(4)
Auk Yapmus Koyun Suati 50 0(0) 0(0) 0(0)
Saghikhi Keci Siitu 150 1(0.66) 0(0) 1(0.66)
Toplam 300 4(1.33) 1( 0.33) 5 (1.66)

Tablo 7: 24 ve 48 Saatlik Zenginlestirme Bulgulari.

Incelenen Numune 24 saatlik 48 saatlik
zenginlestirme bulgular: zenginlestirme bulgulari
Saghkli Koyun Siita - 3 L. welshimeri-1 L. dentrificans

Auk Yapmgs Koyun Siti - -
Saghkls Keci Suti - 1 L. welshimeri

Toplam - 5 Listeria spp.
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Grafik 1: Siitlerden izole edilen Listeria Tiirleri
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4.3. 24 ve 48 Saatlik Zenginlestirme Bulgular:

Yirmidort saatlik zenginlestirme sonrast LSA'da Listeria izolasyonu
yapilamadi. Yapilan izolasyonlarin tiimii 48 saatlik zenginlestirme sonrasi
LSA'da 48 saatlik inkubasyon'da yapildi (Tablo 7). Koyun siitlerinden 4,
keci siitlerinden 1 olmak tuzere toplam 5 nununede 1SA'da iireyen
kolonilerin Listeria benzeri kiiciik, diizgiin kenarl, etrafi siyah bir halka ile
cevrilmis oldugu tespit edildi (Sekil 1).

4.4. identifikasyon Testleri Bulgular:
Henry Iluminasyon (Yansima) Teknigi

TSYE agarda saf olarak tiretilen koloniler petri kutularina alttan 45° aci
ile bir aynadan yansiyarak gelen 1sikta incelendiler. Referens suslarin ve
izolatlarin 151§1n  yansimasi neticesinde diizgiin kenarli, mavi-yesilimsi
renkte, seffaf koloniler seklinde oldugu gorilda.

Gram Boyama Ozellikleri

TSYE agardan alinan siipheli Kkolonilerden hazirlanan preparatlar
Gram boyama yoOntemi ile boyanmasindan sonra immersiyon objektifi ile
mikroskopta incelendiginde izolatlarin Gram pozitif, dizgiin, kisa ¢comakiar
seklinde oldugu goriildii.



Hareket Muayenesi

TSYE broth besi yerine inokulasyondan sonra 25 °C'de 2 giin inkube
edilen kiltirden bir damla alinarak lam lamel arasi yontemle Faz Kontras
mikroskopta hareket muayenesi yapildi. zolatlarin ve referens suglarin
timinuan aktif hareket ettikleri tespit edildi.

Yar: kat1 SIM medium hareket besi yerine ekilen kiltiirlerin ise 25 °C'de
2-7 gunlik inkubasyonu sonrasinda hareketli olanlarin besi yerinde ekim
cizgisinden baslamak suretiyle gaz ve kararma olusturmayan yaygin bir
ireme, semsiye veya ters cam agaci seklinde bir goriintii meydana getirdigi
izlendi (Sekil 2).

Hemoliz Testi Bulgulan

Koyun kani ile hazirlanan %7 kanli agarda yapilan hemoliz testinde
izolatlarin hi¢birinin hemoliz olusturmadigi goézlendi. Referens suslarla
yapilan hemoliz testinde ise L. monocytogenes ve L. seeligeri dar zonlu bir
hemoliz olustururken, L. ivanovii'nin daha genis zonlu bir g hemoliz alam
olusturdugu tespit edildi.

CAMP Testi Bulgulan

Staph. aureus ve R. equi ile yapilan CAMP testinde L. monocytogenes
ve L. seeligeri Staph. aureus ile pozitif, R. equi ile negatif, L. ivanovii'nin
Staph. aureus ile negatif, R. equi ile pozitif reaksiyon verdigi gozlendi. Diger
suslarin timit CAMP testinde negatif sonu¢ verdi.

Karbonhidrat Fermentasyon Testi Bulgulari

Karbonhidrat fermentasyon testleri sonucunda izolatlarin ve referens
suslarin timunin eskulini hidrolize ettigi, glikoz, maltoz, fruktoz, salisin,
selobioz'u fermente ederek gaz olusturmaksizin asit olusturdugu ve Purple
Broth Base besi yerinin normal menekse rengini sariya donustardua gozlendi.
Mannitol, raffinoz, sorbose, sorbitol'den asit olusturmadig: tespit edildi. L.
ivanovii, L. seeligeri, L. dentrificans ve L. welshimeri'nin ksilozu'u fermente
ettigi gozlendi (Tablo 8).
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Sekil 1: Ekim Yapilmamis ve Listeria Ekilmis LSA Besi Y
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Nitrat Rediiksiyon Testj Bulgular:

Yapilan test sonucunda Griess-llosavy A ve B aywraclarinin katilmasi
neticesinde sadece L. dentrificans'in nitrati nitrite indirgedigi tespit edildi.
Bu tiirin disindaki diger Listeria turlerinin nitrats nitrite indirgemedigi
gorildu (Tablo 8).

4.5. Diger identifikasyon Testlerinin Bulgular

Listeria siiphesiyle incelenen kolonilerin tiumiinin ve referens suslarin
katalaz, MR/VP pozitif (L. dentrificans'da VP negatif), oksidaz, H,S, ureaz,
sitrat, indol negatif oldugu, TSI agarda dipte ve yiizeyde asit olusturdugu
tespit edildi (Tablo 9).

Tablo 8: Referens Suslarin ve izolatlarin Karbonhidrat Fermentasyon Test
Sonuglar:

Karbonhidratlar  L.m. L.jv. L.in. L.se. L.wel. Koyun Koyun Koyun Koyun Keci

93 123 130 134 138
Maltoz + + &t o i+ + G2 ot i +
Glucoz + o + + + 3 g S % 4
Rhamnoz + = d - d d d d d d
Mannitol = w = - - - g - & =
Ksiloz = i#* = + = - + - + +
Fructoz + + + + + + -+ + + +
Salisin + + + + + + + - + +
Selobioz + + + + + + + + + +
Raffinoz 2 - - - - = 5 = = _
Sorboz - - - = - & N _ » =
Sorbitol = ~ - - - 5 = < . _

d: Degisken
Lm. :L monocytogenes

Liv.  : L. ivanovii
Lin. :Linnocua
38 of. seeligeri

Lwel. : L. welshimeri
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Tablo 9: Referens Suslarin ve izolatlarin Biyokimyasal Test Sonuclari

Testler L.m. L.v. Lin. Lsse. Lwe, Koyun Koyun Koyun Koyun Keci

93 123 130 134 138
Gram (+) Comak + + + + + + + + + +
ISA'da Tipik Koloni + + + + o+ 4+ + + + +
Katalaz + + + + + + + + + +
Oksidaz - - - - - - - - - -
Hareket (25 °C'de) + + + + +  + + + + +
p hemoliz + + - + - - - - - -
CAMP (Staph.aureus) + - - +) - - - - - -
CAMP (R.equi) - 4+ - - - = 3 - _ _
MR N + + 4+ o+ + + + +
VP + + 4+ o+ o+ o+ + + - +
TSI (A/A)* + + o+ + + o+ + + + +
H32S (TSI'de) S - - - - - - - -
Ureaz - - = - - - - - _ _
Nitrat Rediiksiyonu S - - - - - - + -
Sitrat - s - - - - - - - -
indol - - - - - - - - _ _
Eskulin + + o+ + + o+ + + + +

(*): Dipte ve Yiizeyde Asit Olusumu , (+): Zayif Reaksiyon

L.m. :L monocytogenes
L.iv. : L ivanovii

L.in. :Linnocua

L.se. : L. seeligeri

L.wel. : L. welshimeri



S. TARTISMA VE SONUC

Listerialar dogada ¢ok yaygin olarak bulunurlar (9,47,48,69,78,79,124).
Bakterinin bu yayginlig: insan ve hayvan gidalarinda bulunmasi riskini
artirmaktadir. Yurdumuzda ve danyada yapilan pek c¢ok calismada
insanlar tarafindan tuketilen sut (26,33,35,45,51,59,63,86,92,105,109,118,
127), degisik suit wrunleri (18,42,64,80,99,116), et ve et drinleri
(36,46,62,84,85,106,124), deniz urtinleri (34), sebzeler ve dondurulmus hazir
yiyecekler (38,80,96) gibi degisik bircok gidadan L. monocytogenes ve diger
Listeria tirleri izole edilmistir.

Listeria bakterisinin intraseliler bir parazit olmasi (9,54), olumsuz
cevre sartlarina kargt dayamikli olmasi (69,78) ve dusuk 1silarda
ureyebilmesi (9,12,24,73,124) insan ve hayvan saglig1 icin biiyak bir tehdit
olusturmaktadir. L. monocytogenes ile bulasik pastorize siit ve ¢ig siitlerden
yapilan peynirlerin tiketimine baglh olarak dinyanin pekcok yerinde
olumlerle sonuclanan Listeriosis salginlari meydana gelmistir (33,64,78).

Hayvanlarin sindirim sisteminde Listerialarin herhangi bir hastaliga
neden olmaksizin yasadigi bircok ¢alismada tespit edilmistir (47,83,111).
Staitlerin Listeria ile kontaminasyonu ya hayvanlarin sitleriyle sit
Iokositleri icinde bakteriyi c¢ikarmasi suretiyle bizzat siitiin kendisinden
kaynaklanmakta veya hijyenik kurallara dikkat edilmemesinden dolay:
sagim esnasinda ya da sagimdan sonra meydana gelmektedir (9,27,47,48).

Listerialar insan ve hayvanlarda olumlere varabilen ciddi
enfeksiyonlara yol acgarlar (33,39,64,69,71,76,78). Insanlarda ve hayvanlarda
hastaliga cogunlukla bu etken ile kontamine olmus gida maddelerinin ve
yemlerin tiltketilmesi neden olmaktadir (47,76,97,103,102,124).

Sistemik Listeriosisli, Listerial mastitisli ve Listerial abortus yapan
ruminantlarin uzun sire sitleriyle bu bakteriyi ¢ikardigi dogal ve deneysel
enfeksiyonlarla gosterilmistir. Ancak bu hayvanlarin disindaki saglikli
hayvanlar da bakteriyi sitleriyle ¢ikarabilmektedir (25,27,30,43,47,
78,83,89,107,). Listeria ile kontamine sitlerle yapilan gidalarda bu bakteri
¢ok uzun siire canli kalabilmekte hatta ¢ogalabilmektedir (61,7 3).

Dinyada ve Turkiye'de c¢ig suitlerde Listerialarin varligini tespit etmek
amaciyla pekc¢ok arastirma yapilmigtir. Toplama tanklarindan alinan sit
numunelerinde yapilan c¢alismalarin c¢ogunlugunun (26,29,45,51,52,53,63,
62,67,72,109) sonuglar: ile bu ¢alismanin sonuglar farklilik gostermektedir.
Tank sutit numuneleriyle yapilan caligmalarda bu ¢alismadan farkli olarak
daha yiiksek oranda Listeria spp. izolasyonu yapilmis, ayrica incelenen
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stitlerden apatojen Listeria turlerinden bagska L. monocytogenes de degisik
oranlarda izole edilmistir.

Giun (45), inceledigi tank sut orneklerinden %4 L. monocytogenes
olmak iizere %15 Listeria spp, Ince (53), %28 Listeria spp. izole ederken, ¢ig
inek siitlerinden Yiice (127) %6, Unlii (118) %4 Listeria spp. izole etmistir.

Tank sutlerinden L. monocytogenes ve diger Listeria tirlerinin yiiksek
oranda izole edilmesine sitlerin sagim ve depolama sartlarinin hijyenik
olmamas:1 nedeniyle cevresel kontaminasyona maruz kalmast neden
olabilir. Bir calismada sit ¢iftliklerinde koti hayvan barinaklarinin ve
uygun olmayan sagim sartlarinin siitlerin kontaminasyon riskini artirdig:
ve hem patojenik, hem de patojenik olmayan Listerialarin yaygin bir
kayna@ oldugu bildirilmigtir (52). Kviatek ve ark. (62), tank sitlerinden
%56.2 L. monocytogenes izole ederken, bireysel olarak ineklerden alinan
sttlerden %12.5 L. monocytogenes izole etmesi bu bakterinin hayvanlarin
sutleriyle cikarilmasindan c¢ok, sitlerin sagimdan sonra kontamine
olduklan goérasuni desteklemektedir. Rodirguez ve ark. (92), toplama
tanklarindan aldiklan koyun siitlerinden %2.19 L. monocytogenes ve %6
oraninda diger Listeria turlerini izole ederken tasima tankerlerinden
aldiklan 6rneklerden %18.38 L. monocytogenes ve %11.76 L. innocua izole
etmislerdir.

Bu calismada incelenen stit numuneleri ise toplama kaplarindan degil
dogrudan dogruya hayvanlarin kendilerinden sagilmak suretiyle toplanmis
ve sagim sonrasi cevresel Kkontaminasyon ihtimali —minimuma
indirgenmistir. Calismada Listeria spp. izolasyon oraninin tank siitlerinde
yapilan c¢alismalarin sonuclarina goére dusik olmasinda cevresel
kontaminasyon riskinin biyiik 6l¢ciide ortadan kaldirilmasinin rolii olabilir.

Yugoslavya'da saman ve silajla beslenen saglikli koyun ve Kkecilerin
sutlerinde yapilan bir calismanin bulgular1 ile bu ¢alismanin bulgulan
birbirine benzerlik gostermektedir. Arastirmada silajla beslenen koyunlarin
sutlerinden %1.9 ve kegi siitlerinden %7.78 L. monocytogenes izole edilirken
saman ile beslenen koyun ve keg¢i siitlerinin hi¢birinden L. monocytogenes
izolasyonu yapilamamistir (59). Bu caligmada da sitleri incelenen koyun
ve keciler silaj ile beslenmemekteydi ve yemlerinin buyuk bir ¢ogunlugunu
saman gibi kaba yemler olusturmaktaydi. Yugoslavya'da yapilan caligmaya
benzer sekilde incelenen siitlerin hic¢birinden L. monocytogenes izolasyonu
yapilamadi. Ancak Katic ve Stojanovic (59)'in calismalaninda silaj
yedirilen hayvanlarin sitlerinden L. monocytogenes izole edilmesi bu
calismanin  bulgularindan farklihk arzetmektedir. Bunun nedeni
hayvanlarin L. monocytogenes ile kontamine olmus silajlarla



beslenmelerine baglanabilir. Bilindigi gibi disiik kaliteli silajlarda Listerialar
bol miktarda bulunabilmekte (31,32,48,51,59,112), bu silajlarla beslenen
hayvanlarda Listeriosis meydana gelmekte (25,32,41,48,58,71,121,125) ve
siitleriyle bu bakteriyi ¢cikarabilmektedirler (35,51,59,112).

Sahin ve ark. (112), ydéremizde yaptiklann bir arastirmada silajla
beslenen ineklerin siitlerinde ve silaj numunelerinde ayni Listeria tirlerini
saptamuslar, Husu ve ark. (51), calismalarinda etkeni siit, silaj ve
diskilardan degisik oranlarda izole etmislerdir. Bu ¢calhismalarda hayvanlara
silaj yedirilmesi ile Listerialarin hayvanlarin digkilarinda ve sitlerinde
bulunmasinin birbiriyle iliskili oldugu goralmistar. Dolayisiyle c¢ig
sutlerden bu bakterinin izole edilmesi pek¢ok c¢alismada hayvanlarin
silajlarla beslenmesine baglanmistir (35,51,59,112).

Diunyada yapilan calismalarla kiyaslandiginda yurdumuzda yapilan
bircok ¢alismada koyun ve keg¢i siitlerinde Listeria insidensinin ¢ok disiik
olmas: buyuk olciide iilkemizin iklim, bakim ve beslenme sartlarinin
farkhiligindan kaynaklanabilir.

iklim ve cografi sartlar géz ¢niine alindiginda Listeriosis nemli ve bol
yagish iklim kosullarinin hitkiitm stirdiigis ve hayvanlarin cogunlukla silajla
beslendigi ulkelerde bir hayvancilik sorunu oldugu goérilmektedir
(41,78,83,104,125). Bunun tabii bir sonucu olarak bu ilkelerde yapilan
arastirmalarda saglhikli hayvanlarin siitlerinde Turkiye'de yapilan
arastirmalardan daha fazla Listeria izolasyonu yapilmistir.

Dinyada ve yurdumuzda yapilan c¢alismalarda c¢ig sitlerden L.
monocytogenes izolasyon orani, arastirmanin yapildigi bolgelere gore de
farklihk gostermektedir. Bunun sebebi de aynmi sekilde boélgeler arasindaki
iklim, bakim beslenme ve hijyenik farkliliklar olabilir.

Bu calismada L. monocytogenes izole edilememesi ve Listeria spp.
izolasyon oraninin ¢ok diisik olmasi, incelenen hayvanlarin beslenmesinde
Listeriosis'te 6nemli bir risk faktora olan silaj kullanilmamasina ve buna
karsin buyuk olcude listerialarin yasamasi icin uygun bir ortam
olusturmayan kuru ot, saman gibi yem maddelerinin kullamilmasina
baglanabilir. Nitekim yo¢remizde yapilan bir arastirmada (112), hayvan
yetistiricilerinden toplanan kuru ot érneklerinin incelenmesinde gerek kuru
ot numunelerinden ve gerekse bu otlarla beslenen ineklerin sutlerinden
Listeria spp. izole edilememis olmast bu c¢alismanin bulgularim
desteklemektedir. Fakat bu konuda kesin bir yargiya varmak icin
hayvanlarin yemlerinin Listerialarin varligi yoninden daha kapsamli bir
sekilde incelenmesine gerekir.



Yiice (127), inceledigi koyun ve Kkeci sitlerinin higbirinden Listeria
izolasyonu yapamamisur. Coskun ve ark. (20), c¢aligmalarinda
koyunlardan tek tek sagmak suretiyle topladiklan siit numunelerinde %0.6
Listeria spp. izole etmisler, fakat hi¢ L. monocytogenes izole
edememislerdir. Yurdumuzda yapilan bu ¢alismalarda Listeria izolasyon
oraninin disitk olmasi bizim bolgemiz icin de gecerli olan bakim, beslenme
ve iklim sartlarindan kaynaklanabilir.

Sahin ve ark. (112)'min calismasinda silajla beslenen ineklerin
siitlerinden L. monocytogenes izole edilemezken L. welshimeri yiiksek
oranda izole edilmistir. Bu sonu¢ hem bizim bulgularimizi desteklemekte,
hem de L. welshimeri turiniun yéremizde ¢ig siitlerde diger Listeria tiirlerine
gore daha yaygin oldugunu goéstermektedir.

Yurdumuzda koyun ve Kec¢i sitlerinin Listeria insidensi yoninden
incelendigi calismalarin bulgulan ile bu calismanin sonuglannin farkh
oldugu goriulmektedir (20,118,127). Koyun ve Kkeci suitlerinden Listeria izole
etmek amaciyla yapilan bu c¢alismalara genel olarak bakildiginda Listeria
insidensinin bu calismanin sonuclarindan diasuk oldugu gérulmektedir.

Hayvanlarin silajla beslenmeleri, ozellikle kis mevsiminde uzun sire
kapali mekanlarda tutulmalari ve icinde bulunduklari kota bakim ve
beslenme kosullarinmin hayvanlarin sitlerinden Listeria izolasyon oramni
artiran faktorler oldugu bildirilmistir (51). Bu c¢alismanmin  sonuglarinin
yurdumuzda yapilan bazi calismalarin sonuclarindan yiiksek ¢ikmasinin
nedeni bolgede incelenen hayvanlarin cogunun oldukc¢a kotir hijyenik
kosullarda ve c¢adirlarda yasamalarina baglanabilir. Fakat yurdumuzda
yapilan benzer caligmalarda ve ayni sekilde bu ¢calismada da koyun ve keci
sutlerinden L. monocytogenes izole edilmemis olmasi birbiri ile uygunluk
gostermektedir.

Yurdumuzda ¢ig suitlerde yapilan ¢alismalarda Listeria izolasyon orani
diasiuk bulunmasina ragmen Turkiye'nin cgesitli yorelerinde siit dirinlerinde
yapilan c¢ahgmalarda oldukc¢a yitksek oranda L. monocytogenes izole
edilmistir (53,116). Ince (53), calismasinda Elazig piyasasindan topladi§:
degisik tipteki beyaz peynir orneklerinden %11 oraninda L. monocytogenes
izole etmistir. Tumbay ve ark. (116), farkli hayvanlara ait siitlerden
yapilan peynir orneklerinden cesitli oranlarda Listeria spp. izole etmis ve
en yiiksek izolasyon oranimi %6.5 ile koyun siitiinden yapilan peynirlerde
tespit etmislerdir. Bu calismanin bulgulan ise koyun ve ke¢i siitlerinde
Listeria insidensinin c¢ok dusiitk oldugunu L. monocytogenes'in ise
bulunmadigini gostermektedir. Peynirlerde sitlerden daha fazla Listeria
tespit edilmesi, 6zellikle L. monocytogenes'in daha yiksek oranda tespit



edilmesine peynirlerin iretimi ve depolamasi asamasinda meydana gelen
cevresel kontaminasyonlarin neden olmasi kuvvetle olasidir.

Yurdumuzun degisik bolgelerinde yapilan calismalarda incelenen ¢ig
siitlerden L. monocytogenes izole edilememesi, buna karsin peynir gibi sit
trunlerinde yiiksek oranda tespit edilmesi, etkenin bu diriunlere siitten
ziyade cevresel faktorlerden, sagimdan sonra, ya da bu daranlerin retimi
asamasinda bulastigi goriisinii desteklemektedir.

Bircok calismada Listerialar daha cok sistemik Listeriosisli ve Listerial
abortus yapan hayvanlarin sitlerinden izole edilmistir (47,48). Bu
calismada listerik abort yapan ve klinik semptom goéstemeyen koyunlarin
sutleriyle etkeni c¢ikarip c¢ikarmadiklarini tespit etmek amaciyla atik
yapmis koyunlarin siitleri de incelendi, fakat atik yapmis hicbir hayvanin
sutunden Listeria izole edilemedi.

Yurdumuzda atik yapmis Kkoyun sitlerini Listerialarin varhg:
yonunden inceleyen calisma olmadigindan bu sonuglarin kiyaslanmast
yapilamadi. Calismada atik yapan hayvanlarin sitlerinden etken izole
edilememesi Listeriosis'in bolgemizdeki hayvanlar icin heniuiz ciddi bir atik
sorunu olmadig1 ihtimalini akla getirebilir. Ancak sadece hayvanlarin
sutlerini incelemek suretiyle boyle bir yargiya varmak yaniltici olabilir.
Cunku Listeriosisli hayvanlarin hepsi siitleriyle etkeni c¢ikartmayabilirler.
Bazen hayvanlanin sitlerinden izolasyon yapilamamasina ragmen
bakterinin hayvanlarin barsaklarinda bulundugu bildirilmistir (48). Bu
nedenle bolgede Listerialarin gercekten bir sorun olup olmadigini tespit
etmek amaciyla daha kapsamli ¢alismalarin yapilmasi gerekmektedir.

Calismada sitlerden Listeria izolasyonu yapmak amaciyla FDA
tarafindan siit, siit iriinleri, sebzeler, deniz urinleri ve hazir yiyecekler gibi
pekcok gida maddesinin incelenmesi icin gelistirilen ve IDF tarafindan siit
ve stit urinleri icin yeniden diizenlenen metot kullanild1 (68,117).

Onceki yillarda Listerialari gida maddelerindeki diger
mikroorganizmalardan ayirarak izole etmek oldukc¢a sorun olmaktayd. ilk
olarak, kontaminantlarin icinden selektif olarak bakteriyi izole etmek igin
bakterinin buzdolabi 1sisinda iireyebilme yeteneginden faydalanarak diger
kontaminantlarin uremesinin disitk sicaklikta yavaslatildigs  soguk
zenginlestirme metodu gelistirilmistir. Ancak bu metot ile izolasyon
haftalar, hatta aylarca siirebilmekteydi (27,60). Fakat FDA'min gelistirdigi
kisa ve sicak zenginlestirme metodunda kontaminantlarin iremesi
vasatlara katilan cesitli kimyasal maddelerle 6nlenmistir ve ¢ok daha kisa
surede izolasyon yapilabilmektedir. Ancak buna ragmen tek basina buitiin
gida maddeleri icin tavsiye edilebilecek etkin bir metot yoktur (68).
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Bircok laboratuvarlar tarafindan koordineli olarak yapilan bir
calismada sensitivitesi ve spesifitesi oldukg¢a yitksek olarak tespit edilen bu
metotta digerlerinden farkli olarak sivi zenginlestirme besi yerine katilan
acriflavin maddesinin litredeki miktar1 15 mg'dan 10 mg'a duisurilerek
Listerialarin daha kolay c¢ogalmasi amaclanmistir (2,117). Yapilan
arastirmalar bu metodun sit ve sit trunlerinden Listeria izolasyonunda
oldukc¢a basarili oldugunu ve az sayidaki (12 Colony Forming Unit/25 ml)
bakteriyi izole edebildigini gostermektedir (117). Ancak bakterinin izole
edilebilmesi muhtemelen baslangictaki etken sayisina, Kkontamine
mikrofloranin tipine ve miktarina bagh olabilir.

Soguk zenginlestirme ve sicak kisa zenginlestirme metotlarinin
izolasyondaki etkinligini tespit etmek amaciyla yapilan calismalarda sicak
kisa zenginlestirme metodu ile buzdolabinda wuzun sireli soguk
zenginlestirme metoduna gore daha fazla izolasyon yapildigi gorilmistir
(28,29). Oni ve ark. (86), soguk zenginlestirme yontemiyle inceledikleri 150
¢ig siit numunesinden 1 L. monocytogenes izole edebilmislerdir. Ancak bazi
gida maddelerinde soguk zenginlestirme metodu, FDA yontemine gore daha
etkin bulunmasina ragmen arastiricilar FDA yonteminin daha kisa siirede
sonu¢ vermesi nedeniyle standart metot olarak kullamilmasi gorisina
benimsemislerdir (105).

Food and Drug Administration (FDA) tarafindan oOnerilen metotta
zenginlestirmeden sonra izolasyon amaciyla cesitli selektif vasatlar
kullanilmigtir. Bircok c¢alismada bu vasatlarin karsilasurmali olarak
izolasyondaki etkinlikleri aragtirilmis, bu arastirmalarda Listeria
kolonilerinin eskulini hidrolize etmesi nedeniyle etrafinda siyah bir halka
olusturarak uredigi LSA'in sicak zenginlestirmeden sonra en fazla izolasyon
yapilan vasat oldugu tespit edilmistir (11,26,45,72,92). Bu calismada da
izolasyon etkinliginin yiiksek oldugu bildirilen ve IDF'nin metodunda da
tavsiye edilen Listeria Selektif Agar kullanildi. Ancak FDA tarafindan
sutlerden Listeria izolasyonu igin Onerilen selektif zenginlestirme bircok
arastirici1 tarafindan farkli sekillerde uygulanmistir. Arastiricilarin bazilari
24 saat, bazilari 24-48 saat , bazilari ise 24, 48 saat ve 7 gunlak
zenginlestirme uygulamislardir (29,67,72). Calismalarin birkisminda
(67,92), 24 saatlik, diger bir kisminda ise (26,42,45,52,59), 48 saatlik
zenginlestirmeden en iyi sonu¢ alinmistir. Calismalarin bircogunda 24 ve
48 saatlik zenginlestirmenin yeterli oldugu, 7 gunliik zenginlestirmenin
izolasyon oranini artirmadigi, hatta azalttig: bildirilmistir (18,26,45). Buna
sutteki kontamine floranin uzun suren zenginlestirme esnasinda ¢ogalarak
baskilayici bir etki olusturmasinin neden olabilecegi diisunialmustar (109).



Bu calismada izolatlarin timii 48 saatlik zenginlestirmeden sonra
tespit edildi. Numunelerin 24 saatlik zenginlestirmesinde hi¢ izolasyon
yapilamadi. Bu sonu¢ 24 saatlik zenginlestirmede c¢ogunlukla L.
monocytogenes izolasyonu yapan bircok arastiricimin  sonuglarina
uymamaktadir. Bu durum bu calismadaki izolatlarin biyiik o6lcude L.
monocytogenes disindaki apatojen tirler olmasindan kaynaklanabilir.
Cunki selektif zenginlestirme ve selektif izolasyon vasatlarinda kullanilan
supplement maddelerinin baz Listeria tirlerinin tremeleri izerine
olumsuz etkilerinin oldugu bildirilmistir (2,60). Calisgmada kullanilan
selektif besi yerleri, apatojen Listeria tirlerinin tremelerini 24 saatlik
zenginlestirmede inhibe etmis olabilir. Ayrica incelenen siit 6rnekleri
icerisinde baslangicta ¢cok az sayida Listeria bakterisi bulunabilir ve 24
saatlik zenginlestirme az sayidaki Listeria bakterisinin Gremesi icin yeterli
olmayabilir. Bircok arastirmada (26,42,45,52,59), en yuksek izolasyonun 48
saatlik  zenginlestirmeden sonra elde edilmesi bu  bulgulan
desteklemektedir.

Selektif agarlara direkt ekim yoOntemiyle yapilan c¢alismalarin
hicbirinde siit numunelerinden Listeria izolasyonu yapilamamistir (52,92).
Bu nedenle ¢alismada direkt ekim metodu kullamilmadi.

Kisa suireli sicak zenginlestirme sonrasi zenginlestirme besi yerinin KOH
ile muamele edilerek selektif agara ekilmesi yontemi gecmiste bircok
arastirici tarafindan kullamlmistir. Ancak yapilan calismalarda KOH ile
muamelenin izolasyonun artmasinda etkin bir rolunin olmadig:
gorulmustiar (67,109). Bu nedenle IDF'nin sit ve siit Grinleri icin eski FDA
metodundan uyarladigi yeni izolasyon metodunda KOH ile muamele
tavsiye edilmemektedir. Bu calismada da uygulanan yonteme gore selektif
zenginlestirme broth'undan selektif agara ekimlerden o6nce KOH ile
muamele yapilmadi.

Sonug¢ olarak bolgemizde yetistirilen koyun ve kecilerin siitlerinde az
sayida apatojen Listeria turleri bulundugu goéralmistar. Bu durum yorede
Listeriosis'in ciddi bir hayvancilik sorunu olmamasindan kaynaklanabilir.
Ancak koyun ve Kkeci sitleri biyidk o6lcide peynir imalatinda
kullanilmaktadir. Gerek bolgemizde gerekse yurdumuzdaki diger bolgelerde
yapilan ¢alismalarda bu peynirlerin 6nemli olcide patojen ve apatojen
Listeria tiirleri ile kontamine oldugu bildirilmistir. Bu ve diger calismalarin
bulgulari bu kontaminasyonun hayvanlarin siitlerinden kaynaklanmadig:
gorusunt desteklemektedir. Bircok tilkede insanlarda ¢lumlerle sonuclanan
ciddi salginlara, hayvan ¢liimlerine ve abortuslara sebep olan bu bakterinin
koyun ve ke¢i siitinden yapilan gidalardaki gercek kaynagmin tespit
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edilmesi icin daha kapsamli arastirmalarin yapilmas: ve daha hijyenik
sartlarda gidalarin tretilmesi icin kontaminasyona neden olan faktérlerin
ortadan kaldirilmas: gerekmektedir.
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6. OZET

Bu calismada Listeria tirlerinin varligi yoniunden incelemek amaciyla
Nisan ve Eyliil 1995 tarihleri arasinda Elazig ili merkez ve ¢evre koylerinde
14 koyun ve 12 kegci stirisiindeki saglikli ve atik yapmis hayvanlardan ayr
ayr1 ¢ig siit 6rnekleri toplandi.

Toplam 300 siit numunesi alindi. Bunlardan 100 tanesi saglikli
koyunlardan, 50 tanesi atik yapmis koyunlardan ve 150 tanesi saglikh
kecilerden alindi.

Listeria izolasyonu amaciyla International Dairy Federation (IDF)
tarafindan onerilen metot kullanildi. Bu metoda gore siit numuneleri
Modified Listeria Enrichment Broth'da 30 °C'de 24 ve 48 saat inkube edildi.
24 ve 48 saatlik zenginlestirme sonrasi1 LSA'a siirme ekimler yapildi.

Incelenen tim siit érneklerinden %1.66 oraninda (5/300) Listeria spp.
izole edildi. Bunlarnin 4'at (%4) saglikli koyun stitinden, 1'i (%0.66) saghkh
keci sutiinden izole edildi. Koyun izolatlarinin 3 tanesi L. welshimeri, bir
tanesi L. dentrificans , keci izolat1 ise L. welshimeri olarak identifiye edildi.
Atik yapmis koyun sutlerinden hi¢ izolasyon yapilamadi. Tum izolatlar 48
saat zenginlestirme yapilan oOrneklerden elde edildi. 24 saatlik
zenginlestirmede izolasyon yapilamadi.

Bu calismada hic¢ patojen Listeria spp. izole edilemedi.

Sonuc olarak ¢ig siitlerden L. monocytogenes izole edilememis olmasi,
diger calismalarda siit iriunlerinden (or. peynir) izole edilen bu bakterinin
sittlerin kendisinden degil, daha c¢ok c¢evresel kontaminasyonlardan
kaynaklanabilecegini gostermistir. Ayrica c¢alismamin bulgular1 listerik
abortuslarin bu bolgede ciddi bir hayvancilik sorunu olmadig: kanisini
guclendirmektedir.
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7. SUMMARY

In this study, raw milk samples were collected from healthy and
aborted individuals on 14 sheep and 12 goat flocks in Elazig province and
its central villages between April and September 1995, to investigate the
presence of Listeria species.

The total number of samples collected was 300. Of these, 100 were
collected from healthy sheep and 50 from aborted sheep. The remaining
150 samples were from healthy goats, The method described by
International Dairy Federation (IDF) was used for the isolation of Listeria
spp. According to this procedure, milk samples in modified Listeria selective
enrichment broths were incubated at 30 °C for 24 and 48 h and streaked on
LSA at 24 and 48 h.

The overall proportion of Listeria spp. isolated from raw milk samples
was 1.66% (5/300). Four of these (4%) were obtained from healthy sheep
and only one (0.66%) was from a healthy goat. Three of the sheep isolates
were identified as L. welshimeri and one was L. dentrificans. The Listeria
spp. isolated from the goat was determined to be L. welshimeri. No isolation
was made from the milk samples of aborted sheep. All isolates were
obtained from enriched 48 h samples. No isolation was made at 24 h.

No pathogen Listeria spp. were isolated from raw milk samples in this
study.

In conclusion, the absence of L. monocytogenes in raw milk samples
suggests that the isolation of this species in milk products (e.g. cheese) in
other studies might have been a consequence of environmental
contamination rather than infected milk. The findings of this study also
suggest that listeric abortion is not a serious problem in animal population
of this region.
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