ONDOKUZ MAYIS UNIVERSITESI
SAGLIK BILIMLERI ENSTITUSU
BESIN HIJYENI ve TEKNOLOJISIi ANABILIM DALI

TAVUK PARCALAMA HATTINDA LISTERIA
MONOCYTOGENES ILE KONTAMINASYON
KAYNAKLARININ BELIRLENMESIi VE
GENOTIPLENDIRILMESI

DOKTORA TEZI

Kadir Emre GIRGIN

Samsun

Haziran - 2018






ONDOKUZ MAYIS UNIVERSITESI
SAGLIK BILIMLERI ENSTITUSU
BESIN HIJYENI ve TEKNOLOJISiI ANABILIM DALI

TAVUK PARCALAMA HATTINDA LISTERIA
MONOCYTOGENES ILE KONTAMINASYON
KAYNAKLARININ BELIRLENMESIi VE
GENOTIPLENDIRILMESI

DOKTORA TEZI

Kadir Emre GIiRGIN

Danigman
Dog. Dr. Ozguir CADIRCI

Samsun

Haziran - 2018



T.C. ,
ONDOKUZ MAYIS UNIVERSITESI
SAGLIK BILIMLERI ENSTITUSU

Kadir Emre GIRGIN tarafindan Dog. Dr. Ozgur GADIRCI Danismanliginda
hazirlanan  “Tavuk parcalama hattinda Listeria monocytogenes ile
kontaminasyon kaynaklarinin belirlenmesi ve genotiplendirilmesi” baslikli bu
¢alisma jlrimiz tarafindan 27/06 /2018 tarihinde yapilan sinav ile Veterinerlik
Besin Hijyeni ve Teknolojisi Anabilim Dalinda DOKTORA Tezi olarak kabul
edilmistir

Bagkan : Prof. Dr. Mehmet ELMALI, Mustafa Kemal Universitesi

(Unvani, Adi Soyadi, Universite)
Uye : Prof. Dr. Timur GULHAN, Ondokuz Mayis Universitesi %

(Unvam, Ad1 Soyadi, Universite)

Uye : Dog. Dr. Ozgiir CADIRCI (Damigman), Ondokuz Mayis Universitesi

(Unvani, Ad1 Soyadi, Universite)
Uye : Dog. Dr. Ali GUCUKOGLU, Ondokuz May1s Universitesi ‘7\&/\
(Unvani, Ad1 Soyadi, Universite) ‘——-’ \

Uye : Dr. Opr. Uyesi Elgin GUNAYDIN, Hitit Universitesi \\
(Unvani, Ad1 Soyadi, Universite)

ONAY

Bu tez, Enstitli Yonetim Kurulunca belirlenen ve yukanida adlan yazili jiiri iyeleri
tarafindan uygun gorilmiigtiir,

Prof. Dr. Ahmet UZUN
Saglik Bilimleri Enstitiisii Miidiirii



TESEKKUR

Tez calismamin planlanmasinda ve yiiriitiilmesinde hi¢bir zaman destegini ve
onerilerini esirgemeyen tez danisman hocam Saym Dog. Dr. Ozgiir CADIRCI’ya, tez
izleme komitemde yer alan degerli hocalarim Saym Prof. Dr. Timur GULHAN ve Sayin
Do¢.Dr. Ali GUCUKOGLU’na yardimlarini her zaman yanimda hissettigim degerli
hocam Sayin Prof. Dr. Goknur TERZI GULEL e siikranlarimi1 sunarim.

Ayrica laboratuvar ¢alismalarim sirasinda bana her zaman yardimci olan Dr.
Tolga UYANIK’a desteklerinden dolay: tesekkiir ederim.

Son olarak maddi ve manevi destegini hep yanimda hissettigim ailem, beni bu
glinlere getiren, yakin zamanda kaybettigim ve eksikligini her giin fazlasiyla hissettigim
degerli babam Yakup GIRGIN’e ve annem Mevliide GIRGIN’e, degerli esim Zahide
GIRGIN, kizim Cemre GIRGIN ve oglum Yakup Asrin GIRGIN’e, saha calismalarim
sirasinda ve tez asamasinda yardimlarini ve desteklerini higbir zaman esirgemeyen, mesai
arkadaslarim Ziraat Muhendisi Elif GUNAYDIN ve Ziraat Miihendisi Ayse Ersoy
SALLABAS’a ayrica sekiz yildir gérev yaptigim, Samsun Il Gida Tarim ve Hayvancilik
Miidiirligi, Gida ve Yem Subesi personeline tesekkiir ederim.

Bu ¢alisma, TUBITAK 3001 Hizli Destek Programi tarafindan 1140895 numara
ve “Tavuk parcalama hattinda Listeria monocytogenes ile kontaminasyon kaynaklarinin
belirlenmesi ve genotiplendirilmesi’” konu baslig1 ile desteklenmistir. Genotiplendirme
caligmalarindaki yardimlarindan dolay1 Izmir Yiiksek Teknoloji Enstitiisii, Biyoteknoloji
ve Biyomuhendislik Uygulama ve Arastirma Merkezi’ne ve degerli personeli Uzman
Evrim Pagik BALCI’ya tesekkiir ederim.



OZET

TAVUK PARCALAMA HATTINDA LISTERIA MONOCYTOGENES iLE
KONTAMINASYON KAYNAKLARININ BELIRLENMESI VE
GENOTIPLENDIiRILMESI

Amag: Bu calisma, Samsun bolgesinde faaliyet gosteren tavuk pargalama tesislerindeki
alet-ekipman, personel ve drinlerde Listeria monocytogenes varligini belirlemek, PCR
yontemi ile serotiplendirmesi, PFGE analiziyle genotiplendirilmesi amaciyla yapilmistir.
Materyal ve Metod: Samsun ilinde faaliyet gosteren 4 farkli tavuk pargalama tesisinde
tiretim hattindan, kullanilan alet ekipmanlardan, biitlin ve parca tavuklardan her ziyarette
toplam 16 6rnek alindi. 4 igletme 3’er kez ziyaret edilerek toplamda 192 6rnek alindi. L.
Mmonocytogenes’in izolasyon ve identifikasyonu igin ISO 11290-1 ve Dynal tarafindan
onerilen IMS bazl klasik kiiltiir teknigi kullamldi. L. monocytogenes izolatlarinin PCR
ile dogrulanmasit ve serotiplendirilmesi yapildi. L. monocytogenes izolatlarinin
antibiyotik direnclilik profillerinin belirlenmesinde EUCAST ve CLSI tarafindan
bildirilen disk diflizyon yontemi kullanildi. Son agamada PFGE teknigiyle genotiplerin
tespiti gergeklestirildi.
Bulgular: Incelenen 192 6rnegin 25°i (%13) L. monocytogenes pozitif olarak belirlendi
ve toplam 51 izolat elde edildi. Serotiplendirmede 51 izolatin 47’sinde (%92,2) 1/2a (3a),
4’tinde (%7,8) 1/2c (3c) olarak tespit edildi. Testler sonucunda 51 izolatin 26’sinin
(%51) en az bir antibiyotige, 13’linlin (%25,5) de birden fazla antibiyotige kars1 direng
gosterdigi belirlendi. Ayrica 25 izolatin (%49) herhangi bir antibiyotige kars1 direngli
olmadig1 saptandi. PFGE degerlendirilmesinde, en az %80 benzerlik esas alinarak yapilan
dendrograminda Apal enzimi ile yapilan restriksiyon islemi neticesinde izolatlarin iliskili
25 farkli kiime ile 45 alt kiimeye dagildiklar1, Ascl enzimi ile yapilan restriksiyon islemi
neticesinde ise 29 farkl kiime ile 36 alt kiimeye dagildiklar: saptandi.
Sonug: Parcalama tesislerine gelen tavuklardan L. monocytogenes izole edilmesi,
yetistiricilik ve kesim asamalarinda tavuklarin kontamine olabildigini gostermektedir.
Parcalama islemi sirasinda alet ekipmanlar, zemin, yiizeyler ve personel vasitasiyla etken
yayilabilmektedir. Hijyen kurallarina uyulmasi ¢apraz bulagma riskini azaltabilecektir.
Anahtar kelimeler: L. monocytogenes; IMS; PCR; PFGE
Kadir Emre GIRGIN, Doktora Tezi,
Ondokuz Mayis Universitesi - Samsun, Mayis-2018



ABSTRACT

IDENTIFICATION AND GENOTYPING OF SOURCES OF
CONTAMINATION WITH LISTERIA MONOCYTOGENES IN CHICKEN
CUTTING LINE

Aim: In this study the chicken shredding facilities operating in the region of Samsun,
equipment, staff and products to determine the presence of L. monocytogenes, serotyping
by PCR method and genotyping by PFGE analysis.
Material and Method: In this study, a total of 16 samples were collected from the
production line, used instrument equipments, carcasses and cut-up rawchicken at 4
different chicken shredding facilities operating in Samsun province. 4 facilities were
visited 3 times and 192 samples taken in total were used as material. For the isolation and
identification of L. monocytogenes, the IMS-based classical culture technique
recommended by ISO 11290-1 and Dynal was used. After, L. monocytogenes isolates were
confirmed by PCR and serotyped. Disk diffusion method reported by EUCAST and CLSI
was used to determine the antibiotic resistance profiles of L. monocytogenes isolates.
Finally, genotyping was performed by PFGE technique.
Results: Of the 192 samples tested, 25 (13%) were identified as L. monocytogenes
positive and a total of 51 isolates were obtained. In serotyping, 47 isolates (92.2%) were
identified as 1 / 2a (3a) and 4 isolates (7,8%) were identified as 1 / 2c (3c). Twenty-six of
51 isolates (51%) were resistant to at least one antibiotic, and 13 (25.5%) were resistant
to more than one antibiotic. In addition, 25 isolates (49%) were found to be resistant to
any antibiotic. In the evaluation of PFGE, at least 80% similarity was determined in the
dendrogram of the isolates to 45 sub-clusters associated with 25 different clusters and 29
different clusters and 36 sub-clusters as a result of restricting with Ascl enzyme.
Conclusion: Isolation of L. monocytogenes from chickens coming to shredding facilities
shows that chickens may be contaminating during the breeding and cutting stages. During
shredding, the tool can be spread by equipment, floor, surfaces and staff. Observing
hygiene rules may reduce the risk of cross-contamination.
Keywords: L. monocytogenes; IMS; PCR; PFGE
Kadir Emre GIRGIN, PhD Thes,
Ondokuz Mayis Universitesi - Samsun, May-2018
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1.GIRIS

Diinyadaki hizli niifus artisina paralel olarak kaliteli protein ihtiyact 6n plana
cikmaktadir. Bu nedenle proteinden zengin hayvansal gidalarin {iretimini arttirmak
zorunlu hale gelmistir. Onemli bir protein kaynagi olan tavuk eti, bag dokudan fakir
olmasi dolayisiyla sindirilebilirlik 6zellikleri agisindan kasaplik hayvan etlerine oranla
daha fazla tercih edilmektedir. Diger taraftan kolay ve kisa siirede tiretilebilmesi ayrica
ekonomik olmasi sebebiyle hayvansal gidalar igerisinde 6nemli bir paya sahiptir.

Ulkemiz tavuk iiretimi agisindan diinyada ilk 10 (Tablo 1), Avrupa Birligi iilkeleri
arasinda ise ilk sirada yer almaktadir (Tablo 2). Her gecen yil da iiretim miktarlart artig
gostermektedir. TUIK verilerine gére 2002 yilinda 696.187 ton olan tavuk eti iiretimi
2016 yilinda 1.900.000 ton, 2017 yilinda ise 2.136.000 ton olarak gerceklestirilmistir
(USDA 2016).

Tablo 1. Tavuk eti retimi (1000 ton) (USDA, 2016)

Ulkeler 2012 2013 2014 2015 2016
Amerika 16.621 | 16976  17.306  17.971 | 18.283
Brezilya 12.645 | 12.308 | 12.692 | 13.146 | 13.605
Cin 13.700 | 13.350 = 13.000 @ 13.400 | 12.700
Avrupa Birligi 9.660 10.050 | 10.450 | 10.810 | 11.070
Hindistan 3.160 3.450 3.725 3.900 4.200
Rusya 2.830 3.010 3.260 3.600 3.750
Meksika 2.958 2.907 3.025 3.175 3.270
Arjantin 2.014 2.060 2.050 2.080 2.100
Turkiye 1.723 1.758 1.894 1.909 1.900
Tayland 1.550 1.500 1.570 1.700 1.780
Endonezya 1.540 1.550 1.565 1.625 1.640
Digerleri 14866 | 15.480 | 16.018 | 15.378 | 15.250
Dunya 83.267 | 84.399  86.555  88.694 | 89.548



Tablo 2. 2015 Yil1 Avrupa Ulkeleri Tavuk eti iiretim miktarlar1 (TUIK, 2016)

Ulke Tavuk eti Gretimi 2015 (1000 ton)
Turkiye 1.909

Polonya 1.635

Ingiltere 1.481

Ispanya 1.185

Fransa 1.100

Hollanda 982

italya 969

Almanya 964

Belcika 445

Tavuk eti diger hayvansal gidalarla karsilastirildiginda igerdigi zengin besin
maddelerinden dolayr mikroorganizmalarin daha kolay ve hizli iireyebildigi bir gidadir.
Bu nedenle gida kaynakli pek ¢cok enfeksiyon ve intoksikasyonun sebebi durumundadir.
Kulugka doneminden itibaren intansif olarak yetistirilen tavuklar su, yem ve g¢evresel
etkenlerden dolayr kesimhaneye belirli bir mikrobiyel yiik ile getirilmektedir.
Antemortem donemde tavukta bulunan mikroorganizmalar, tasima, kesim, i¢ organ
¢ikarma, tily yolma ve isleme agamalarinda ¢apraz kontaminasyona sebep olabilmektedir.
Ozellikle i¢ organlarin ¢ikarilmasi esnasinda bagirsaklarin pargalanmasi, mide bagirsak
iceriginin karkasa bulagmasma neden olarak kontaminasyon riskini arttirmaktadir.
Listeria monocytogenes, Salmonella, Campylobacter ve enterotoksijenik stafilokoklar
tavuk etinde siklikla rastlanan patojen mikroorganizmalardir (Mullerat ve ark., 1994).

L. monocytogenes; Gram pozitif, farkl1 ortamlarda ve alanlarda yaygin olarak
bulunan bir bakteri olup insanlarda listeriyozise neden olur. Listeriyozis, septisemi,
meningoensefalit, diisiik veya yenidogan enfeksiyonu olarak cesitli formlarda ortaya
cikabilir. Epidemiyolojik c¢aligmalar listeriyozis olgularimin 6nemli bir bdliimiiniin
kontamine gidalardan kaynaklandigini ortaya koymaktadir. Yapilan arastirmalarda insan
ve hayvan saglig1 yoniinden listeriyozis’in olduk¢a dnemli ve tehlikeli bir zoonoz hastalik
oldugu belirlenmistir. ~ Listeria spp. insan ve hayvanlarin bagirsak floralarinda,
gaitalarinda ve lagim sularinda yaygin olarak yer almaktadir (Charlier ve ark., 2017).

L. monocytogenes’in et ve et iirlinlerinde varlig1 ve ¢ogalmasi, iirliniin dogal
mikroflorasi, yapisi, pH ve kontaminasyon durumuna gore farklilik gdsterebilmektedir.

Cig ette L. monocytogenes bulunmasi insanlarda 6nemli bir saglik riski olusturmaktadir.



Isil islem yeterli miktarda uygulandiginda risk ortadan kalkmakla birlikte, paketleme,
nakliye, depolama gibi asamalarda son {iriinde kontaminasyon olabilmektedir. Bu yiizden
personel ve isletme hijyeni, gida giivenliginde belirleyici rol oynamaktadir (Carpentier ve
Cerf, 2011).

Bu ¢aligmada, tavuk par¢alama hattindaki arag¢ gereglerden, biitiin ve parga tavuk
orneklerinden elde edilen L. monocytogenes izolatlarinda PCR teknigiyle L.
monocytogenes’in en 6nemli virllens faktéri olan hlyA (LLO - listeriolizin O) geni ile
serotiplerinin belirlenmesi, disk diflizyon yontemiyle antibiyotik direncliliklerinin ortaya
konmasi ve ardindan izolatlarin Pulsed Field Gel Electrophoresis (PFGE) teknigiyle
genotiplendirilmesi yoluyla ortaya ¢ikan sonuglar yorumlanarak Listeriozis’in halk

sagligi yoniinden olusturdugu risklerin ve 6neminin ortaya konulmas:t amaglanmastir.



2.GENEL BIiLGILER

2.1 Tarihce

Fransa’da 1891 yilinda Hayem, 1893 yilinda ise Almanya’da Henle isimli
arastirmacilar Listeriozise benzer belirtiler gosteren bir hastaliktan Olen insanlarin
dokularinda Listeria benzeri bakterilere rastlamislardir. isve¢’te 1911 yilinda Hiilpers bir
tavsanin karacigerinde bulunan nekrotik odaklardan izole ettigi ve Listeria
monocytogenes’e ¢ok benzeyen bakteriye Bacillius hepatitis adin1 vermistir (Gray, 1958).

Listeria monocytogenes, ilk kez 1926 yilinda laboratuvar ortaminda Murray ve
ark. (1926) tarafindan rodentlerinden izole edilmis ve mononiikleer 16kositoza neden
olmasi sebebiyle etkene Bacterium monocytogenes adi verilmistir. Bakteri daha sonra
Pirie (1927) tarafindan, Giiney Afrika’da vahsi gerbillerden izole edilmis ve Listerella
hepatolytica olarak isimlendirilmistir. Daha sonra 1940 yilinda yapilan taksonomik
calismalarda etkenin ismi Listeria monocytogenes olarak degistirilmistir (Pirie, 1940).

L. monocytogenes, Bergey’s Manuel tarafindan ilk 6nce Corynebactericeae
familyas1 igerisinde gosterilmis daha sonra Lactobacillus, Brochotrix ve spor
olusturmayan, Gram pozitif cubukguklar ile birlikte siniflandirilmistir (Seeliger ve Jones,
1986). Gunimizde ise Listeriaceae familyasi igerisinde yer almaktadir.

Listeriozis, ilk kez 1966 yilinda Almanya’da, 1975 ve 1976 yillarinda Fransa’da
tespit edilse de 1980 yilinda gida kaynakli bir hastalik oldugunun anlasilmasiyla daha da
onemli hale gelmistir (Schlech ve ark., 1983).

1980 yilinda diinya genelinde artan listeriozis vakalarina salata ile siit, yumusak
peynir ve kofte gibi hayvansal gidalarin sebep oldugu belirlenmistir. Ayrica hastaligin
tedavi masraflar1 ve gida sektoriindeki kayiplardan dolay: ciddi ekonomik zararlara yol
actigr goriilmiistir (Fleming ve ark., 1985; Bille ve Glauser, 1988; Linnan ve ark., 1988;
McLauchlin ve ark., 1991).

2.2. Listeria Turlerinin Taksonomisi

Gram pozitif, spor olusturmayan, diizgiin ¢ubuk seklinde olan Listeria tirleri
birgok o6zelligi ile Brochothrix ve Laktobacillus’la benzerlik goéstermektedir. Spor
olusturmayan, gram pozitif, diizgiin gubuk seklinde olan ilk onceleri Listerella olarak
smiflandirilmis, cins ismi 1940 yilinda Listeria olarak degistirilmis, birgok o6zelligi ile

Brochothrix cinsine benzerlik gosteren bir bakteri oldugu bildirilmistir. Her iki cinsinde



de katalaz pozitif oldugu ve laktobasillerle diger 6zellikleri agisindan benzerlik gosterdigi
bildirilmistir. Bu ti¢ cinsin glikozdan ve diger fermente olabilen karbohidratlardan laktik
asit trettikleri fakat listerialar ve brochothrixler’den farkli olarak laktobasillerin katalaz
negatif oldugu belirtilmistir. Ilk zamanlar Listeria nin Coryneform bacteria ile ilgili
olduguna inanilmig, Bergey's Manual'in 1957'deki yedinci baskisinda Listeria cinsi,
Corynebacterium ve diger cinsleri igeren Erysipelothrix ile birlikte Corynebacteriaceae
familyas1 igerisine almmustir. Fakat daha sonralar1 Bacillus, Lactobacillus, ve
Streptococcus cinsleri ile daha ¢ok yakinlik gosterdigi tespit edilmistir (Jay ve ark., 2005).

Bergey’s Manual of Determinative Bacteriology’nin 9. sayisindaki
smiflandirmada Listeriaceae familyasina ait L. monocytogenes, L. innocua, L.
welshimeri, L. ivanovii, L. seeligeri, L. murrayi, L. grayi ve olmak lzere 7 tiir bulundugu
belirtilmistir (Seeliger ve Jones, 1986). 2009 yilindan sonra 11 yeni Listeria tlri (L.
marthii, L. rocourtiae, L. weihenstephanensis, L. grandensis, L. riparia, L. booriae, L.
fleischmannii, L. floridensis, L. aquatica, L. newyorkensis ve L. cornellensis)
tanimlanmistir (Bertsch ve ark., 2013; den Bakker ve ark., 2014; Graves ve ark., 2010;
Lang Halter ve ark., 2013; Leclercq ve ark., 2010; Weller ve ark., 2015). Su anda Listeria
cinsi 2 klada ayrilmustir. Tlk klad Listeria sensu stricto (L. monocytogenes, L. ivanovii, L.
seeligeri, L. innocua, L. welshimeri, L. marthii) olarak adlandirilmakta ve insan ile
hayvanlar igin patojen tiirleri icermektedir. ikinci klad Listeria sensu lato (L.
fleischmannii, L. rohourtiae, L. weihenstephanensis, L. floridensis, L. aquatica, L.
cornellensis, L. riparia, L. grandensis, L. booriae, L. newyorkensis) olarak
adlandirilmakta ve daha c¢ok cevre kaynakli ve memelilerde patojen olmayan tiirleri
icermektedir (Orsi ve Wiedmann, 2016).

Listeria soyunda insan listeriozislerinden sadece L. monocytogenes sorumlu
tutulsa da; nadiren L. ivanovii ve L. seeligeri nin de sebep oldugu belirlenmistir. L.
monocytogenes’in somatik (O) ve flagellar (H) antijenlerin faktor antiserumlarina gore
1/2a, 1/2b, 1/2¢, 3a, 3b, 3c, 4a, 4ab, 4b, 4c, 4d, 4e ve 7 olmak iizere 13 serotipi oldugu
tespit edilmistir. Insan listeriozisine genellikle, basta 4b, olmak iizere 1/2a ve 1/2b
serotiplerinin neden oldugu bildirilmistir (Wiedmann ve ark., 1993).

Genetik yakinliklart ve evrimsel Ozellikleri agisindan yapilan DNA/DNA
hibridizasyon ¢alismalariyla, L. monocytogenes serotipleri {i¢ grup olarak
siiflandirilmastir. 1. grupta 1/2a, 1/2c¢, 3a ve 3c, I1. grupta 1/2b, 3b, 4b, 4d, 4e ve 7, IIL



grupta ise, 4a ve 4c serotipleri bulunmaktadir. Ayrica her bir grup da kendi igerisinde iki

gruba ayrilmistir. Grup Ia; 1/2a ve 3a, Grup Ib; 1/2¢ ve 3¢, Grup lla; 4b, 4d, ve 4e, Grup
IIb; 1/2b, 3b ve 7, Grup Illa; 4a, Grup Illb; 4c serotiplerini kapsamaktadir (Tablo 3)

(Rocourt ve Buchrieser, 2007).

Tablo 3. Listeria monocytogenes serotiplerine ait somatik (O) ve flagellar (H) antijenler (Rocourt ve

Serotip
1/2a
1/2b
1/2c
3a
3b
3c
4a
4ab
4b
4c
4d
4e

7

Buchrieser, 2007)

O Antijeni

I, 11, (1)

11, (1)

111, (1)

I, (1), 1V

I, (1), 1V, (XI1), (X11)
I, (1), 1V, (X1, (X11)
(1), (V), VII, 1X

(1), V, VI, VII, IX, X
(1, v, VI

(mny, v, vii

(1, v, Vi, Vil
(1, v, VI, (VHI), IX
(i, X1, X1l

H Antijeni
AB.
AB,C.
B,D.
AB.
AB,C.
B,D.
AB,C.
AB,C.
AB,C.
A,B,C.
AB,C.
A,B,C.
AB,C.

2.3. Listeria monocytogenes’in Genel ve Biyokimyasal Ozellikleri

Listeriaceae soyundaki biitiin tiirlerin ortak 6zelligi gram pozitif, 0,4 - 0,5 pm

genisliginde, 1 - 2 pm uzunlugunda kisa ¢ubukc¢uklar olarak tanimlanmalaridir (Sekil 1)

(Medium, 2015). Butiin Listeria tiirlerinin peritrik flagellalar1 sayesinde hareketli oldugu

belirtilmistir. Ancak 37°C nin lizerinde hareket yeteneklerini kaybetmektedirler. Fakultatif

anaerob veya aerob olan Listeria’lar pH 4 — 9,6 arasinda, -1,5 — 45°C sicakliklarda ve

yuksek tuz konsantrasyonlarinda (%10) canliliklarini siirdiirebilmektedirler (Tablo 4).



Tablo 4. Listeria tirl bakterilerin genel iireme kosullari Min. — Maks (Lado ve Yousef, 2007)

Min-Max Optimum
Sicaklik (°C) -1,5-45 30-37
pH 4,0-9,6 6,0-8,0
a, 0,90 0,97

Listeria tiirlerinin sekerleri gaz olusturmadan fermente edebilme 6zelliginde
olduklari tespit edilmistir. Katalaz pozitif ve oksidaz negatif, buna ek olarak Metil-red ve
Voges-Proskauer testlerinin de pozitif oldugu, indoliin ise negatif oldugu belirtilmektedir.
Listeria’larin ireyi hidrolize edememelerine kargin eskiilini ve hippurati hidrolize ettigi

belirlenmistir (Seeliger ve Jones, 1986; Farber ve Peterkin, 1991) (Tablo 5).

Sekil 1. L. monocytogenes elektron mikroskobu géruntist (Medium, 2015°ten uyarlanmigtir)



Tablo 5. Listeria tiirlerinin biyokimyasal dzellikleri (Wagner ve McLauchlin, 2008; Graves ve ark., 2010;

Leclercq ve ark., 2010)

TESTLER
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- - - - - - — —
Gram Boyama + + + + + + + +
Katalaz + + + + + + + +
Oksidaz - - - o - - - -
p-Hemoliz + + - - + . _
Eskulin + + + + + + + +
D-Mannitol - - - - - + + -
L-Ramnoz + - + + + aF -
D-Ksiloz - + . + + - -
CAMP S. aureus R.equi | - - S.aureus = - - -

+: pozitif, -: negatif, +: degisken

2.4. Gidalarda Listeria monocytogenes’in Gelisimini Etkileyen Faktorler

Listerialar Brain Heart Infusion (BHI) ve Tryptone Soya Broth (TSB)
besiyerlerinde iireyebilmesine karsin biotin, riboflavin, tiamin ve B vitaminlerine ihtiyag
duymaktadir. L. monocytogenes’in kontaminasyon yogunlugu ve patojenitesi zorlu

cevresel kosullardaki (sicaklik, pH, aw) tireme kabiliyeti ilizerine dogrudan etki

etmektedir.

2.4.1. Sicakhik
L. monocytogenes genis bir sicaklik araliginda (0-45°C) iireyebilme 6zelligine

sahip olmasina karsin optimum tireme sicakligi 30-37°C arasidir. Psikrotrofik bir bakteri
olmasindan dolayr yavas da olsa buzdolabinda muhafaza edilen gidalarda da
tireyebilmektedir (Erol, 2007). Listerialar’in diisiik sicakliklarda iireyebilmesini ItrA, I1trB
ve ItrC genlerinin ekspresyonuyla olusan proteinlerin sagladigi belirtilmistir (Zheng ve
Kathariou, 1997). Etken 0°C’nin altindaki sicakliklarda uzun siire canli kalabilmektedir.
Ayrica mikroorganizmanin 45°C’nin iizerinde de canliligimi siirdiirebildigi tespit
edilmistir. Yapilan bir calismada, L. monocytogenes ile kontamine edilmis sigir
kiymasina 60 dakika boyunca 46°C’lik 1s1 islemi uygulanmasindan sonra is1 soku

uygulanmamis bakteriye gore D10 degerinde 1,4 kat artig goriilmiistiir (Novak ve Juneja



2003). Baska bir ¢alismada L. monocytogenes suslarina 48°C’de 120 dakika 1s1 soku
uygulanmis, ardindan sosis hamuruna inokule edilerek 68°C 1s1 iglemi uygulamis ve

patojenin 1s1 direncinin arttig1 tespit edilmistir (Farber ve Brown 1990).

2.4.2. Sodyum Klorar (NaCl) Konsantrasyonu

L. monocytogenes halotolerant ozellikte bir bakteri oldugundan sodyum
kloriiriin tiremeyi baskilayici etkisine direnglidir. Etkenin ¢ogalmasi yiiksek miktardaki
tuz konsantrasyonunda engellenebilmektedir. McClure ve ark. (1989), L.
monocytogenes’in %10 NaCl konsantrasyonunda 25°C’de 72 saat muhafaza edildiginde
tiremeye devam ettigini bildirmistir.

Ayrica, belli miktarda tuzun L. monocytogenes’in sicak gibi bazi stres
faktorlerinden korunmasinda etkili oldugu saptanmustir. Linton ve ark. (1995), tuz
konsantrasyonunun %0’dan %4’e yiikselmesiyle patojenin 1siya direncinde artis
oldugunu gozlemlemislerdir. Faleiro ve ark. (2003) c¢aligmalarinda, diisiik
konsantrasyondaki (%2-3) tuzun L. monocytogenes’i pH 3,5’de asit sokuna kars1 direng
gelistirdigini tespit etmislerdir. Bir baska ¢alismada diisiik konsantrasyonlarda (%2-3,5)
NaCl igeren ortamda ve diisiik sicakliklarda L. monocytogenes’in nisine karsi direng

gosterdigi bildirilmistir (De Martinis ve ark., 1997).

2.4.3. Su Aktivitesi

L. monocytogenes, en uygun 0,97 su aktivitesi (aw) degerinde tiremektedir. En
diisiik 0,90 ay’de tireyebilen suslar olmakla birlikte 0,83 gibi ¢ok diisiik aw degerinde
uzun siire canliligini siirdiirebilmektedir (Shahamat ve ark., 1980). Petran ve Zottola
(1989), L. monocytogenes’in %39,4 konsantrasyonundaki seker solusyonunda 0,92 aw
degerinde tireyebildigini bildirmislerdir. Nolan ve ark. (1992), L. monocytogenes’in %0,6
yeast ekstraktli TSB’de gliserol, NaCl ve seker varliginda, 0,92 aw degerinde
tireyebildigini bildirmislerdir.

2.4.4. pH

L. monocytogenes, Gremesi icin optimum pH 6,0-8,0’dir. Ancak genis bir pH
araliginda (4,3-9,6) iireyebilmektedir (Jay ve ark., 2005). Diisiik pH degerlerinde
tireyebilmesi, sicaklik, su aktivitesi, asidin tiirii, rutubet ve iirlinlin bilesimi gibi bir¢ok
etkene baghidir. Tripton broth igerisindeki %0,1 oraninda asetik, sitrik ve laktik asidin L.

monocytogenes’in liremesini baskiladigi, sicakligin diismesiyle birlikte inhibisyonun
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arttig1 belirlenmigstir. Asetik asitin ayn1 pH degerinde laktik ve sitrik aside gore L.
monocytogenes Uzerine daha fazla yikimlayici etkilerinin bulundugu bildirilmistir
(Swaminathan ve ark., 2007). Yapilan bir calismada insan ve et kaynakli 2 izolat 20 saat
stire ile pH 2,5’e maruz birakilmig, et kaynakli izolatlarda dnemli Olcide azalma
gorilurken hastadan izole edilenlerde fazla bir etki goriilmedigi bildirilmistir (Dykes ve
Moorhead, 2000). Cogu et tiriiniiniin pH degeri, hayvan tiirli ve uygulanan isleme gore
5,1-6,4 arasinda degismektedir. Bu nedenle etlerin L. monocytogenes ile kontaminasyonu

gida giivenligi agisindan ¢ok 6nemlidir.

2.4.5. Gaz-Atmosfer

L. monocytogenes, aerob, mikroaerofilik ve anaerob kosullarda
ureyebilmektedir. Ancak modifiye atmosfer paketlemede (MAP) yiksek diizeyde CO>
kullanildiginda diisiik sicakliklarda L. monocytogenes’in iiremesini baskiladigi tespit
edilmistir (Fernandez ve ark., 1997). Baska bir ¢alismada vakumlu modifiye atmosferde
%40 oraninda bulunan CO2'in L. monocytogenes’in gelismine etki etmedigi, hatta %5
oksijen bulunan ortamda %70 oranindaki CO2'in bile, gelisimi baskilayamadig: tespit
edilmistir (Tunail, 2000).

2.4.6. Mikrobiyel Rekabet

Gida maddeleri, 1s1l islem uygulansa da daha sonra isleme veya paketleme
asamasinda L. monocytogenes ile kontamine olabilmektedir. Ancak Listerialar’dan baska
Pseudomonas gibi bozulma ve kokusmaya neden olan bakterilerle de kontamine
olabilmektedir. Rekabet¢i 6zelligi olan bu mikroorganizmalar gidanin raf Omriinii
azaltabilmektedir (Lawlor, 1999).

Raf 6mrinl uzatmak igin yapilan modifiye atmosfer paketleme, psikrotrof aecrob
bakterilerin Uremesini engellerken, L. monocytogenes gidada higbir bozulma belirtisi
gostermeden infeksiyon olusturabilecek seviyelere kadar iireyebilmektedir (Marshall ve
ark. 1991). Laktobasiller, pediokoklar, leukonostoklar ve enterokoklarin iginde
bulundugu laktik asit bakterileri (LAB) olusturduklar1 organik asitler ve bakteriosinlerle
gidalarda L. monocytogenes’e kars1 rekabet¢i etki gostermektedir. LAB nin olusturdugu
laktik ve asetik asidin Listeria tirleri tzerine inorganik asitlere gore daha fazla inhibitor

etki gosterdigi tespit edilmistir (Farber ve ark., 1989a). Ayrica, LAB’nin ve Pediokok
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tiirlerinin trettigi bakteriosinlerin Listeria spp.’nin tiremesini baskiladigi bildirilmistir

(McCormick ve ark., 1998; Yousef ve ark., 1991; Degnan ve ark., 1992).

2.5. Listeria monocytogenes’in Patojenitesi

L. monocytogenes’in patojenitesinde konak hiicrelerin makrofajlarinda canli
kalabilmesi, bunu takiben hiicre icerisinde ¢cogalmasi ve diger hiicrelere yayilmasi etkili
olmaktadir (Kum, 2009). L. monocytogenes’in sentezledigi internalin A (InlA) ve
internalin B (InIB), epitel hiicrelere daha kolay girebilmesine yardimci olurken, hiicre
igerisine girdikten sonra sentezledigi, listeriolizin O (LLO) ve fosfolipaz C vakuollerden
korunmasina yardime1 olur. Ayrica hiicre igerisinde sentezledigi aktin transferaz protein
(ActA) ve metalloproteaz (Mpl), etkenin hiicre i¢i ve hiicreler arasi transferini
saglamaktadir (Sekil 2). Protein yapisindaki bu maddeler L. monocytogenes’in invazyon
ve virulansina dogrudan etki etmektedir (Wagner ve McLauchlin, 2008).

L. monocytogenes’in patojenitesinde protein yapisinda toksik bir hemolizin olan
B-listeriolizin 6nemli rol oynamaktadir. B-listeriolizin, konak hucrelerinin sitoplazmik
membranlarinda porlar acarak gecirgenliklerini bozar ve parcalanmalarina sebep olur.
Ayrica kirmiz1 kan hiicrelerini pargalayarak dokularin yapisini bozar (Caglar ark., 2000;

Kuhn ve Goebel, 2007).

|
iniA, inig & 2730 vakygler
e giris lizis

vakuoler
wo Y lizis / e
I, \ '\')G(Q\J
\ , ;‘ e(‘“ 2
\ (Gd \\«\
5 ' replikasyon

/\ o
aktin bazli

hareketlilik

Sekil 2. L. monocytogenes’in hiicre i¢i dongiisii (Biolegend. 2017°den uyarlanmistir)
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Gida ile alman L. monocytogenes’lerin bagirsaktaki enterosit ve peyer plaklar
¢evresinde bulunan fagositik hiicreler tarafindan alindiktan sonra bu hiicreler igerisinde
cogaldiklar1 belirlenmistir. Etken makrofajlar vasitasiyla bagirsaktan kana veya lenf
sistemine gecerek bu yolla karaciger veya dalaga tasindiklar sirada ¢ogunlugu nétrofiller
ve Kupffer hiicreleri tarafindan yok edilmekte, ancak konak bagisikliginin zayif oldugu
durumlarda L. monocytogenes’lerin hepatositler ve makrofajlar iginde ¢ogalarak kan yolu
ile ¢esitli organlara ulastiklar1 bildirilmistir. L. monocytogenes’in viriilens faktorleri ile
invazyonun siddetini belirleyen kromozomlar {izerinde bulundugu ve prfA (pleitropic

transcriptional activator) geni ile dogrudan iligkili doldugu tespit edilmistir (Renzoni ve
ark., 1999).

2.6. Listeria monocytogenes’in Viriilens Faktorleri

L. monocytogenes, insan ve hayvan hiicrelerine invaze olabilen fakltatif hiicre
ici patojen bir bakteridir (Drevets, 1998). Etkenin sahip oldugu bazi genler, patojenitede
rol oynamaktadir (Portnoy ve ark., 1992). Bunlar prfA geni tarafindan regiile edilen plcA
(fosfolipaz A), plcB, hlyA (hemolizin listeriolizin), mpl (metalloproteaz), actA ve
invazyon genlerinden in/’(internalin) dir (Chakraborty ve ark., 1992).

L. monocytogenes konakgr hiicrelere, sentezledikleri farkli proteinlerinlerle
invaze olabilmektedir. InlA ve InIB ilk tanimlanan proteinler olup L. monocytogenes’in
hlcre ylzeyinde etki gosterirler (Peiris, 2005; Bhunia, 2008).

Internalin A

800 amino asitten olusan InlA, L. monocytogenes’in intestinal epitel
hiicrelerine invazyonunu saglayarak intestinal bariyerin asilmasinda etkilidir (Peiris
2005). Integral bir protein olan E-kaderin, intestinal epitel hiicrelerinden salgilanir ve
InlA’nin reseptorii olarak gorev yapar (Giig, 2004). Bu iki protein arasindaki etkilesim,
L. monocytogenes’in virulans kabiliyetinde dogrudan etkilidir (Peiris, 2005). Ozellikle
listeriozis olgularindan izole edilen L. monocytogenes izolatlarinda InlA ¢ogunlukla tam
uzunlukta sentezlenirken, gidalardan elde edilen izolatlarda bu oran diisiiktiir. InlA, insan
listeriozislerinin patojenitesini belirleyici etkenlerin baginda gelmektedir (Schubert ve
ark., 2002).
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Internalin B
630 aminoasitten olusan ve etkenin birgok farkli hiicre ylizeyine girerek hareket
etmesini saglayan bir proteindir. InlB’nin baslica reseptorii hedef hiicrelerde bulunan

hepatosit blyutme faktorudur (Jia ve ark., 2007).

Fibronektin baglayic1 protein (Fbp)

L. monocytogenes 'in bes farkli fibronektin baglayici proteine (Fbp) sahip oldugu
belirlenmistir. Bu proteinlerden en onemlisi olan FbpA, diger proteinlerden LLO ve
InlB’nin seviyelerini diizenlerken, viriilans proteinlerinin yikimlanmasina da engel olur.
Fareler iizerinde yapilan calismalarda karaciger ve dalakta, insanlarin da epitel
hiicrelerinde bakterin kolonizasyonunda onemli rol oynadigi tespit edilmistir (Peiris,

2005; Bhunia, 2008).

p60
Protein p60 L. monocytogenes’in en 6nemli hiicre dis1 proteinidir. Hiicre duvari
hidrolizisinde katalizOr gorevi goren p60 butln patojen Listeria tlirlerinde bulunur (Peiris,

2005; Bhunia, 2008). Etkenin fagositik olmayan hiicrelere girisine yardimci olur (Kuhn
ve Goebel, 2007).

Otolizin amidaz
L. monocytogenes’in hiicre duvarindan salinan Otolizin amidaz (Ami), hedef
hlicreye adhezyonu saglar ve litik aktivitesi bakterinin hiicre igerisine girisine yardimci

olur (Peiris, 2005; Bhunia, 2008).

Listeriolizin O
Listeriolizin O (LLO), vakuol membranimi lize ederek L. monocytogenes’in
sitoplazmaya ge¢isini kolaylastiran, bakterinin por olusturan toksini olarak bilinmektedir.

Vakuol igerisinde pH’y1 diisiirerek yapisin1 bozmaktadir (Conlan ve North, 1992).

Aktin Transferaz Protein (ActA)

ActA, 639 amino asitten olusan yiizey proteinidir (Kuhn ve Goebel 2007). L.
monocytogenes’in hiicre ici evresi 4 asamadan olusur. Makrofajlarla hiicre igerisine giris
(Gaillard ve ark., 1996), konak vakuoliinden ¢ikis (Mounier ve ark., 1990), sitoplazma

icerisinde ¢ogalma ve hiicreden hiicreye yayilma evreleridir (Marquis ve ark., 1995).
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Hiicreden hiicreye yayilmada kullanilan konak hiicrelerin aktin filamentlerinin

polimerizasyonuda ActA 6nemli rol oynamaktadir (Mounier ve ark., 1990).

Sortases
Bakterinin hicre ylizey proteinlerini stabil hale getirerek, L. monocytogenes’in

viriilansini arttirir (Peiris, 2005).

Auto
Otolitik aktivite gosteren auto, yuzey proteini olup, Okaryotik hicrelerin

invazyonunda etkilidir. Enfeksiyonun baslangi¢c ve bitis evrelerinde bulunmaktadir

(Peiris, 2005).

Safra tuzu hidrolazi
Bagli safra tuzlarini pargalayarak L. monocytogenes tizerindeki toksik etkisini

ortadan kaldiran bir enzimdir (Peiris 2005).

2.7. PrfA'min Aktivitesi ve Viriilens Genlerine EtKisi

PrfA geninin, virtlens faktorlerini etkileyen genlerin transkripsiyonu ve
koordinasyonu sagladigi belirtilmistir. L. monocytogenes'in virilens genleri hlyA, plcA,
mpl, actA, inlA ve inlB olarak belirtilmistir. Bu genlerin aktivasyonu igin cevre
sicakliginin 37°C olmast gerektigi bildirilmis olup, biitlin bu viriilens faktorlerin

enfeksiyon olusumunda ve bakterinin yayilmasinda etkili oldugu tespit edilmistir (Smith

ark., 1995; Kuhn ve Goebel, 2007).

2.8 Listeria monocytogenes’in Antibiyotik Direncliligi

Patojen bakterilerin antibiyotiklere kars1 direngleri, glinlimiizde insan ve hayvan
saglhig acisindan onemli bir sorun olusturmaktadir. Bilingsiz antibiyotik kullaniminin
yayginlagmasi sonucu olusan direng, uygulanan tedavilerin etkinligini énemli 6l¢iide
azaltmistir. Yapilan arastirmalarda Listeria tlrlerinin birgok antimikrobiyel maddeye
kars1 dogal olarak duyarli veya direncli oldugu belirlenmistir (Hof, 1991). Troxler ve ark.
(2000), tarafindan yapilan g¢alismada Listeria’larin tetrasiklin, penisilin, sefotaim,
sefoperazon, aminoglikozid, linkozamid, rifampisin, kloramfenikol ve makrolid grubu
antibiyotiklere kars1 dogal olarak duyarli, sefalosporin, sulfometakzol, pipemidik asit ve

aztreonam grubu antibiyotiklere kars1 dogal olarak direngli oldugu rapor edilmistir.
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Gogu bakteride gelisen antibiyotik direnci; kromozomal genlerdeki mutasyona,
konjugativ plazmidler ve transpozonlar araciligiyla yeni genlerin olusmasina,
transformasyona ve transdiiksiyona baglanmaktadir (Walsh ve ark., 2001; Chen ve ark.,
2010). Farkh saprofitlerin direng genleri, gastrointestinal sistemde, plazmid ve
transpozonlar gibi hareketli genetik yapilar ile L. monocytogenes’e transfer olabilir. L.
monocytogenes igin direngli genlerin yaygin kaynaginin enterococci ve streptococci
olabilecegi belirtilmektedir (Charpentier ve ark., 1995; Walsh ve ark., 2001).

Listeria tiirlerinde olusan antibiyotik direngliliklerine baska bakteriler tarafindan
taginan plazmidlerin de etkili oldugu anlagilmigtir. Enterococcus, Streptecoccus, E. coli
ve Staphylococcus tiirii bakterilerin sahip oldugu direnglilik genlerinin Listeria tirlerine,
yapilan invitro ¢alismalarla aktarildig: bildirilmistir (Biavasco ve ark., 1996; Charpentier
ve Courvalin, 1999).

ABD’de yapilan arastirmada, bir siit c¢iftliginden izole edilen 38 L.
monocytogenes izolatinda sefalosporin, streptomisin, trimethoprim, ampisilin, rifampisin,
florfenicol, tetrasiklin, penisilin G ve kloramfenikol grubu antimikrobiyel ajanlara kars1
belirli oranlarda direng tespit edilmistir. Yine ayni g¢alismada L. monocytogenes
izolatlarinda bir¢ok yeni antimikrobiyel direnglilik ile ilgili gen bolgelerine rastlanilmigtir
(Perreten ve ark., 1997; Srinivasan ve ark., 2005).

Cin’de yapilan bir ¢alismada ¢esitli gidalardan izole edilen 70 L. monocytogenes
izolatinin 14’ilinde tetrasikline, 2’sinde eritromisin ampisilin ve kloramfenikole, 1’inde
ise penisilin ve vankomisine kars1 diren¢ saptanmistir (Yan ve ark., 2010).

Harakeh ve ark. (2009) tarafindan Liibnan’da 164 yerel peynir ¢esidinde yapilan
calismada; 6rneklerin %70,6’sinda Listeria spp. tespit edilmis olup bunun %47,72’sinin
L. monocytogenes oldugu bildirilmistir. Yapilan antibiyotik direnglilik testleri sonucunda
izolatlarin %93,33’liniin oksasiline ve %90’ninin da penisilin G’ye direng kazandigi
belirlenmistir.

Hansen ve ark (2005), 1958-2001 wyillar1 arasinda Danimarka’da insan
listeriozislerinden izole edilen L. monocytogenes bakterileri iizerinde yapmis olduklari
calismalarinda 106 izolatin gentamisin, eritromisin, ampisilin, penisilin G, tetrasiklin,
meropenem, vankomisin, silfametoksazol, trimethoprim, kloramfenikol ve linezolide

duyarl oldugunu tespit etmislerdir.
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Conter ve ark. (2009), calismalarinda 120 L. monocytogenes izolatinin 14’iinde
en az bir antibiyotige direnclilik tespit etmislerdir. Arastirmada, tek antibiyotige karsi
direngliligin c¢oklu direnclilige gére daha fazla oldugunu bildirmislerdir. izolatlarmn
%8,3’linde bir antibiyotige, %2,5’inde iki antibiyotige, %0,8’inde ise bes antibiyotige
kars1 direng saptanmistir (Conter ve ark., 2009).

Srinivasan ve ark. (2005), yaptiklar1 calismada 4 siit igsletmesinden elde ettikleri
38 L. monocytogenes izolatinin tamaminin, streptomisin, trimethoprim ve sefalosporin
C’ye direngli oldugunu tespit etmislerdir. Ayrica izolatlarin biiyiik ¢ogunlugunun
florfenikol, ampisilin ve rifampisine, yaklasik yarisinin penisilin G, kloramfenikol ve
tetrasikline direngli, gentamisin, kanamisin, eritromisin, vankomisin ve amoksisiline
duyarli oldugunu bildirmislerdir.

L. monocytogenes’in giiniimiize kadar siklikla kullanilan antibiyotiklere karsi
direng gelistirmesinden dolay: tedavi segenekleri de degismistir (Hof, 1991). Onceleri
listeriozis tedavisinde tetrasiklin, eritromisin, kloramfenikol, penisilin ve ampisilin
kullanilirken (Charpentier ve Courvalin, 1999), gunumizde listeriozis tedavisinde
penisilin, ampisilin, gentamisin veya bunlarin kombinasyonlarinin kullanilmasi

onerilmektedir (Osman ve ark., 2016).

2.9. Listeria monocytogenes’in Neden Oldugu Hastaliklar

2.9.1. Hayvanlarda Listeriosis

L. monocytogenes insan ve hayvanlarda, L. ivanovii ise 6zellikle gebe koyunlar
basta olmak iizere hayvanlarda patojen, diger tiirler ise apatojendir (Allerberger, 2003).
Tavuklarda ilk izolasyon 1932 yilinda New Jersey’de yapilmistir. Tavuklarda listeriozis
klinik olarak genelde sporadik bazen ise epidemik seyretmekte olup mortalite %40’a
kadar ¢ikabilmektedir. Gengler yaslilara oranla hastaliktan daha fazla etkilenmektedirler
(Gray, 1958; Gray ve Killinger, 1966).

Tavuklarda hastaligin septisemi ve ensefalitis olmak {izere iki formu
gorilmektedir. Septisemik olarak seyreden tabloda i¢ organlar ve beyinde lezyonlar
goralur. Karacigerde fokal nekroz odaklari, dalakta biiyiime ve nekroz, kalpte
miyokardiyal dejenerasyonlar, biiyiime ve perikardial boslukta sivi toplanmasi
gozlemlenir. Ayrica pulmoner 6dem, peritonitis enteritis, konjuktivitis goriilebilmektedir.
Ensefalik formda semptomlar merkezi sinir sistemi ile ilgili olmakla birlikte en 6nemli

semptom olarak tortikollis gbzlenmektedir (Gronstol, 1986).
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2012 yilinda Avrupa Birligi iilkelerinde hayvanlarda yapilan listeriozis
calismasinda ge¢cmis yillarla paralel olarak en yiiksek oranin ke¢i ve koyunlarda oldugu
bildirilmistir. Ozellikle Almanya’da koyunlarm %14,5’inde L. monocytogenes izole
edilmistir (EFSA, 2014).

Gebe hayvanlarda uterus enfeksiyonu nedeniyle abort, 6li dogum veya
dogumdan sonra bir ay igerisinde yavru oliimleri goriilebilmektedir. Yavrularda viseral
veya septisemik enfeksiyonlar, ayrica yliriiylis bozukluklar1 ve felg semptomlarinin
gorildiigi ensefalitis, koyun, keci ve sigirlarda daha sik goriilmektedir. Etken memelere
yerlesirse mastitise neden olmakta ve siitle bakteri yayilabilmektedir (Kinik ve ark.,
1998).

Kasmir’deki koyun ciftliklerinde yapilan bir aragtirmada 52 diisiik ve 6li dogum
vakasi incelenmis, L. monocytogenes kaynakli listeriozis prevalansi %15,4 (8 6rnek)
olarak tespit edilmistir (Sharif ve ark., 2011).

L. monocytogenes saglikli goriinen hayvanlarin digkilarindan da izole edilmistir.
Bu nedenle etken diski ile cevreye bulasabilmekte, dolayisiyla insan ve hayvanlara

bulasabilmektedir (Gray ve Killinger, 1966 ).

2.9.2. insanlarda Listeriozis

I. Diinya Savasi sirasinda bir askerde goriilen menenjit olgusu insanlarda
goriilmiis 1lk listeriozis vakasi olarak kayda ge¢mistir. Ancak etkenin patojenitesi,
Almanya’da 1949 yilinda bebeklerde goriilen epidemik listeriozis vakalarinda, bakterinin
ekstraintestinal sistemlerde olusturdugu bozukluklarin tespit edilmesiyle kesinlesmistir
(Hof, 2003).

Insanlarda olusan listeriozis olgularinin neredeyse tamaminin gida kaynakl
oldugu tespit edilmistir. Mortalite oraninin %30’a kadar ¢ikabilmesi nedeniyle gida
kaynakli enfeksiyonlar icerisinde ayr1 bir 6neme sahip oldugu bildirilmistir ( Adak ve
ark., 2002; Mead ve ark., 1999).

L. monocytogenes olumsuz cevresel kosullarina karst direngli bir bakteridir.
Asidik kosullara olan direnci, etkenin mideden bagirsaklara gecisine imkan
saglamaktadir. Bagirsaklardan da kan yoluyla viicudun diger organlarina dagilmak
suretiyle hastalik semptomlarini olusturmaktadir. Hastaligin inkiibasyon periyodu 3 - 70

giin arasindadir (Voetsch ve ark., 2007). Diyare, kusma, ates gibi genel semptomlarla
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baglayan hastalik, ilerleyen evrede konjuktivit, hepatit, osteomiyelit, menenjit,
meningoensefalit gibi ciddi semptomlarla devam etmektedir (Sekil 3).

Enfektif doz kesin olarak bilinemese de 1000’den az bakterinin bile enfeksiyon
olusturabilecegi bildirilmistir (Mead ve ark., 1999). Hastanin bagisiklik durumuna gore
cocuklarda, yaglilarda, HIV viriisii tagiyicilarinda ve hamile kadinlarda mortalite oraninin
%30’a kadar ¢ikabildigi bildirilmigtir. Saglikli yetiskinlerde Listeria kaynakli
enfeksiyonlarin oram diisiiktiir. Her 100.000 kiside yaklasik 0.7 vakayla karsilagilmistir.
Bununla birlikte, ¢ocuklarda enfeksiyon, 100.000 kisi basma 10 vaka, yaslilarda da
100.000 kisi basma 1.4 vaka ile daha siktir (Tablo 6). Hamile kadinlarin saglikli
yetiskinlere gore hastaliga yakalanma oraninin da 17 kat daha fazla oldugu bildirilmistir

(Gellin ve ark., 1991).

Tablo 6. ABD’de 2000-2004 yillar1 arasinda bildirilen listeriozis vakalari (Painter ve Slutsker 2007)
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L. monocytogenes’in hamilelerde abort, 6lii dogum, premature dogumlar veya
neonatal enfeksiyonlara neden oldugu tespit edilmistir. Bagisiklik sistemiyle dogrudan
ilgili olsa da genellikle hamileligin ti¢iincii doneminde hastaligin ortaya ¢iktig1 bildirilmis

ve hastalik nedeniyle olusan 61i dogum ve abort oraninin %16 ile %45 arasinda degistigi

bildirilmistir (Siegman-Igra ve ark., 2002).
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Meningoensefalitis

immun Yanmt f— Kontamine Gida

Subklinik pyograniilomatéz
* Hepatitis ve Splenitis
Kontaminasyon
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Septisemi «¢————— Bakteriyemi

/

Placentitis Translokasyon

Atesli gastroenteritis

Diskilama

Abort
Neonatal Septisemi

Sekil 3. Insanlarda Listeriozis Komplikasyonlar1 (Kuhn ve ark 2008’den uyarlanmustir)

Genel olarak listeriozis, semptomlarina gore invazif ve invazif olmayan olmak
lizere 2’ye ayrilmaktadir (Tablo 7). Invazif olmayan form gastrointestinal belirtilerle
karakterizedir. invazif form ise etki ettigi organ veya dokuya gore; yeni dogan listeriozisi
olarak da bilinen akut septik form; menenjit, ensefalit ve ensefalomiyelite neden olan
merkezi sinir sistemi formu; lokal form (deri listeriozisi, konjunktivit); glandular form
(lenfadenit) ve endokardit, apse olgulariyla karakterize kronik septik form olmak iizere 5

farkli formda sekillenebilir (Erol, 2007).
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Tablo 7. Yetiskin listeriozis ile iliskili Invazif ve Non-invazif sendromlarin 6zellikleri (Donnelly, 2001)

‘ ‘ _'[__— LISTERIOZIS — .
INVAZIF NON-INVAZIF
Inkiibasyon siiresi 20-30 giin Inkiibasyon Siiresi 18-20 saat
Gebe olmayan Gebelik
Zatiirre Ates Atesli mide iltihabr
Konjuktivit Bas agrisi Ates
Endokardit Kas agrist Yorgunluk
Menenjit Sirt agrist Halsizlik
Meningoensefalit Erken dogum Bas agns:
Nonmenenjitik Amniyonit Mide bulantisi
MSS Enfeksiyonu Diisiik Kramp
Septisemi Olii dogum Kusma

Erken dogum ishal

Kan zehirlenmesi

Granllomat6z

Menenjit

2.10. Listeria monocytogenes’in Kontaminasyon Kaynaklari

2.10.1. Gida

L. monocytogenes'in gidalara bulagmasi, ¢iftlikten sofraya gida zincirinin tiim
basamaklarinda ger¢eklesebilir. Bulagma miktari, gida iiretim zincirindeki yerine ve besin
tiirline gore degisebilmektedir. Etken ¢ig et, kiimes hayvanlari, deniz iiriinleri ve bazi
meyve Ve sebzelerle taginabilmekte ancak 1s1 veya kimyasal islemler gibi yontemlerle
yikimlanmaktadir. Islenmis gidalar yetersiz termal proses veya capraz bulasmayla tekrar
rekontamine olarak halk saglig1 agisindan risk olusturabilmektedir (Swaminathan ve ark.,
2007). Farkli iilkelerde sporadik ve epidemik listeriozis vakalari bildirilmistir (Tablo 8)

Artan diinya niifusu, toplu yasam ve ¢evre kirliligi gibi nedenlerle son yillarda
artan gida kaynakli hastalik ve sosyo-ekonomik problemlerin ¢oziimune yonelik bir cok

bilimsel arastirma yapilmis ve elde edilen verilerin uygulanmasiyla énemli mesafeler
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katedilmistir. Bunlarin sonucunda giivenilir ve saglikli gida iiretimi amaciyla, yonetim
etkinligini 6n plana c¢ikarma konusunda kontrol sistemleri gelistirilmistir. Bu
sistemlerden bazilari, Uluslararas1 Standardizasyon Orgiitii tarafindan (International
Standardisation for Organisation “ISO”) hazirlanan ISO 22000 Gida Standardi ve
sistemleri, Tehlike Analizleri ve Kritik Kontrol Noktalar1 (Hazard Analysis and Critical
Control Points “HACCP”) prensipleri, Giivenilir Kaliteli Gida (Safe Quality Food
“SQF”) Uretim Programi, Ingiliz Perakende Sirketler Birligi (British Retail Consortium
“BRC”) Teknik Standart ve Protokolii, Uluslararas1 Gida Standardi (International Food
Standart “IFS”) ile Iyi Tarimsal Uygulamalar Kiiresel Ortaklik (The Global Partnership
for Good Agricultural Practices “GLOBALGAP”) sistemleri olarak sayilabilir (Basoglu,
2011; Artik ve ark., 2017).

Ancak bu sistemler gida iiretici, tedarik¢i ve perakendecilerini kapsamaktadir.
Uriin tiiketiciye ulastiktan sonra tiiketime kadar uygun kosullarda muhafaza edilmesi gida
giivenligi agisindan 6nemlidir. Uygun depolama ve yeterli 1s1l islem enfeksiyon riskini

ortadan kaldirmak i¢in biiylik dnem tagimaktadir.
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Tablo 8. Dinyada goriilen baz listeriozis vakalari

YIL YER VAKA | OLUM HASTALIK KAYNAK

SAYISI | ORANI | KAYNAGI
1966 Almanya 279 39 Sat artinleri McLauchlin ve ark. 2004
1976 ABD 20 25 Cig salata McLauchlin 1997
1980 Yeni Zelanda | 22 32 Cig balik Karunasagar 2000
1981 Kanada 41 34 Lahana salatasi Cjazka ve Batt 1994
1983 ABD 49 29 Pastorize sit Fleming ve ark. 1985
1983-87 | Isvicre 122 28 Yumusak peynir Lunden ve ark. 2004
1985 ABD 142 21 Meksika peyniri Cjazka ve Batt 1994
1986-87 | ABD 36 44 Dondurma, salam Farber ve Peterkin 1991
1987-89 | Ingiltere 355 26 Ciger ezmesi Farber ve Peterkin 1991
1989 ABD 10 10 Karides Farber ve Peterkin 1991
1990 Avustralya 9 0 Ciger ezmesi McLauchlin ve ark. 2004
1992 Fransa 279 32 Domuz eti Valk ve ark. 2001
1992 Yeni Zelanda | 4 25 Tiitstilenmis midye | Valk ve ark. 2001
1993 Fransa 279 0 Domuz dili Valk ve ark. 2001
1993 Fransa 38 26 Domuz ezmesi Valk ve ark. 2001
1994-95 | Isveg 6 16 Tiitstilenmis Loncarevic ve ark. 1998

alabalik

1995 Fransa 17 24 Yumusak peynir McLauchlin 1997
1997 Italya 1566 0 Misir salatasi McLauchlin ve ark. 2004
1998 ABD 108 22 Hindi sosisi Czuprynski ve ark.2003
1998-99 | Finlandiya 25 24 Tereyagi Lyytikainen ve ark. 2000
1999 Fransa 32 31 Joleli domuz dili Valk ve ark. 2001
2000 ABD 12 42 Meksika tipi peynir | MacDonald ve ark. 2005
2002 ABD 53 21 Tavuk ve hindi eti Gottlieb ve ark. 2006
2006 Almanya 6 16 Harz peyniri Efsa 2007
2009 Avusturya 25 20 Peynir Efsa 2011
2011 ABD 146 21 Kavun CDC 2011
2014 Danimarka 38 39 Salam, sosis Foodsafetynews 2014
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2.10.2. Cevre

L. monocytogenes, tabiatta yaygin olarak bulunmasi ve gida isleme tesislerinde
bir ¢evre bulasani olarak rol oynamasi nedeniyle gida endiistrisi i¢in temel bir sorun
olusturmaktadir. Gida iiretim tesislerinin ¢evresindeki su, nem, organik besin maddeleri,
uygun yiizeyler ve ideal sicaklik bu patojenin iireyerek ¢ogalmasi icin en elverisli sartlari
olusturmaktadir. Bu sekilde ¢ogalan mikroorganizmalar ¢apraz kontaminasyonla gida
isleme ortamlarina taginarak gida isleme araclarina yerlesebilmektedir. Bu sartlarda
iretilen gida tiriinleri de kolaylikla kontamine olabilmektedir (Saini, 2008).

Kanalizasyon, zemin, duvarlar, kemirgenler ve boceklerin girebilecegi alanlar

ile havalandirmalar kontaminasyona imkan saglayan ¢evresel faktorlerdir (USDA, 2001).

Ayrica sanitasyon i¢in kullanilan su, yeterli dezenfeksiyon saglanamadigi
durumlarda L. monocytogenes’in daha hizli cogalmasina neden olur. Bu nedenle 6zellikle
suyun yogun olarak kullanildig1 boliimlerde dezenfeksiyona daha fazla 6nem verilmelidir
(MAF, 2011). Kontaminasyonu engellemek icin {iriin isleme prosesinde risk
olusturabilecek kritik kontrol noktalar1 belirlenerek, onleyici tedbirler titizlikle

uygulanmalidir.

2.10.3. Alet-Ekipman

L. monocytogenes, gidalarin taginmasi, depolanmasi veya hazirlanmasi i¢in
kullanilan ekipmanlarda da bulunabilmektedir. Dilimleme makineleri, gida tasima
araclarinin tekerlekleri, sogutulmus depolama birimleri, par¢alama, isleme masalarinda
catlaklar ve sogutma odalar ile, gida ile temas eden herhangi bir yiizey de (bigaklar,
kesme tahtalari, eldivenler veya bambu paspaslar) L. monocytogenes'in potansiyel bir
bulas kaynagi olabilmektedir (FDA, 2013).

Nem ve sicakligin uygun oldugu sartlarda bir¢ok bakteri tiirii biyofilm olarak
bilinen hiicredis1 polimerik maddeler tarafindan olusturulan {i¢ boyutlu jel benzeri
matrixler ile, ¢esitli ylizeylere tutunarak kolonize olabilmektedir (Zhou ve ark., 2011).
Mikrobiyel topluluklar olan biyofilmler; patojen ve sporlu bakteriler igin rezervuar ve
gida kontaminasyonunun kaynagi olabilirler (Djordjevic ve ark., 2002; Lemon ve ark.,
2007).

L. monocytogenes’in isletme cevresi ile alet ve ekipmlanlardaki direnci;
olusturdugu biyofilmden kaynaklanmaktadir (Lourenco ve ark., 2013). Biyofilm, bir i¢

diren¢ mekanizmasi sonucu olusur. Bu durum fizyolojik direng¢ olarak bilinse de aslinda
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bir fizyolojik (fenotipik) adaptasyondur. Bu yolla olusan direncin, glikokaliks bilesimi,
hiicre dis1 enzimler, sinirli besin, dezenfektanin hiicrelere ulasamamasi1 gibi ¢esitli
faktorlerle iligkili oldugu diistintilmektedir (Doyuk, 2007).

Isletmelerde L. monocytogenes izole edilen yiizeyler; duvarlar, sogutma
borulari, doldurma ve paketleme ekipmanlari, zemin giderleri, konveyor, diziciler,
eldivenler, derin donduruculardir. Listerialarin bu alanlarda canliliklarini biiytik 6l¢iide
olusturduklar1 biyofilmle koruyabildikleri belirlenmistir (Djordjevic ve ark., 2002).

Pociecha ve ark. (1991), Yeni Zelenda’da yaptiklari ¢alismada koyun karkasi ve
kesimhane cevresinden aldiklar1 218 6rnekte; etin temas ettigi yerlerden ve karkastan L.
monocytogenes tespit edememisler ancak karkasin depolandigi 5°C’ye ayarli soguk
odadan 7 izolat tespit etmislerdir. Bu da etkenin c¢evresel sartlarmma karsi direngli

oldugunu gostermektedir.

2.10.4. Personel

L. monocytogenes diger patojenler gibi bazi insanlarin gastrointestinal kanalinda
bulunabilmektedir. Saglikli eriskinlerin %1-10'unun diskisinda L. monocytogenes
bulundugu belirlenmistir Yetersiz el yikama veya kirli tiniformalar gibi kisisel hijyen
yetersizlikleri, gida ve ekipmanin L. monocytogenes ile kontamine olmasima neden
olmaktadir (Gahan ve ark., 2014).

Hastalik belirtisi géstermeyen insanlar ve hayvanlar etkeni digkilar1 ile etrafa
sacabilirler. Diski ile etken cevreye yayilarak toprak, su kaynaklari, hayvansal gidalar
basta olmak tlizere gida maddelerini kontamine ederek, insan ve hayvan saglig1 agisindan
tehdit olusturmaktadir (Abay ve ark, 2012).

Yapilan bir arastirmada saglikli insanlarin fekal 6rneklerinin %2-6’sindan L.

monocytogenes izole edilmistir (Montville ve Matthews, 2008).

2.11. Listeria monocytogenes’in Cesitli Gidalarda Varhg

Yapilan arastirmalarda listeriozis vakalarinin énemli bir boliimiiniin kontamine
gidalardan kaynaklandigi saptanmistir. Etken stt ve st Grlnleri (peynir, dondurma)
kirmizi et, kanath eti, su liriinleri, sebzeler ve gida iiretim isletmelerinden izole edilmistir
(Amagliani ark., 2007; Millet ark., 2006).

Gidalarda L. monocytogenes bulunmasmmin en O6nemli nedeni c¢apraz

kontaminasyondur. Uretim asamasinda hijyen kurallarina uyulmamas, yetersiz personel
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hijyeni, islenmis {iriinle ham maddelerin ayn1 yerde depolanmasi, c¢apraz
kontaminasyonun en 6nemli nedenlerindendir. Ayrica igletmelerdeki yetersiz temizlik ve
dezenfeksiyon da diger biitiin patojenler gibi L. monocytogenes’in varligini dogrudan
etkilemektedir. L. monocytogenes c¢evresel faktorlere karst direngli oldugundan
canliligint uzun silire koruyabilmektedir. Bu nedenle de dogada yaygin olarak
bulunabilmektedir (Colak ark., 2008).

Yapilan caligmalarda L. monocytogenes’in temiz deniz suyunda, ylizey ve
kaynak sularinda ¢ok nadir goriilebildigi bildirilmistir. Fakat korfez, nehir ve
kanalizasyon sulari ile endiistriyel ve tarimsal atiklarin bulastigi sularda Listeria tirleri
yuksek oranda bulunabilmektedir (Liu ve ark., 2006).

Temiz sulardan elde edilen su Grunlerinde L. monocytogenes nadir olarak
goriilmiistiir. Ancak insan yerlesimine yakin sulardan ve su friinleri yetistirme
ciftliklerinden elde edilen driinlerde kontaminasyon riskindeki artis nedeniyle L.
monocytogenes’in daha ylksek oranda tespit edildigi belirtilmistir (Hansen ve ark.,
2006).

Yapilan bir arastirmada ABD’nin Misisipi eyaletinde satisa sunulan yayin baligi
filetolarindan Listeria tlrleri, 6zellikle L. monocytogenes’in izole edildigi bildirilmistir
(Chou ve ark., 2006).

Ulkemizde yapilan bir arastirmada ise Ankara ilinde satisa sunulan dumanlanmis
vakum paketli balik 6rneklerinin %2,6’sinda L. monocytogenes tespit edilmistir (Avcibasi
2005).

Bitkilerde L. monocytogenes varligi ilk kez 1968 yilinda Welshimer tarafindan
bildirilmistir. ABD’nin Virginia eyaletinde incelenen ¢esitli bitki 6rneklerinden 8’inde L.
monocytogenes tespit edilmistir (Welshimer, 1968).

L. monocytogenes’in kirmizi et ve et liriinlerinde bulunusu ile ilgili bir¢ok
arastirma yapilmistir. L. monocytogenes kasaplik hayvanlarin dogal floralarinda
bulunabildiginden kesim iglemi ve iiriin isleme esnasinda hijyenik kosullar saglanamadig1
takdirde L. monocytogenes’in karkasa bulasabilecegi bildirilmistir (Farber ve Peterkin,
1991).

Ingiltere’de 1989 ve 1990 yillarinda meydana gelen 300 kisinin etkilendigi
listeriozis vakasinin kofteden kaynaklandigi bildirilmistir (McLauchlin ve ark., 1991).

Yine 1992 yilinda Fransa’daki bir diger listeriozis vakasinda 279 kisinin L.
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monocytogenes 4b’den etkilendigi ve zehirlenmelerin domuz dilinden kaynaklandigi
tespit edilmistir (Jacquet ve ark., 1995).

Ulkemizde yapilan bir calismada ise, Ankara’da satisa sunulan et iiriinlerinde
Listeria tiirlerinin varligi ve antibiyotik direngliliklerini belirlemek igin 146 ornek
incelenmis, bu 6rneklerden %54,1’inin Listeria tiirleri ile bulasik oldugu tespit edilmis
olup, elde edilen izolatlarin %6,16’smin L. monocytogenes oldugu bildirilmistir (Yucel
ve ark., 2005).

L. monocytogenes’in siit ve siit iirlinlerinde yaygin olarak bulunabildigi yapilan
calismalarla belirlenmistir. Siitte L. monocytogenes’in insidensinin %2,6 ile %28 arasinda
oldugu tespit edilmistir (Navratilova ve ark., 2004; Oliver ve ark., 2005). Hatali ve
yetersiz pastorizasyon siit kaynakli listeriozis vakalarinin en 6nemli nedenidir (Waak ve
ark., 2002).

Gida endiistrisinin gelismesi ve insanlarin yogun ¢alisma kosullari sonucunda
tilketime hazir gidalar pratik olmalari nedeniyle ¢ok daha 6nemli hale gelmistir. Pisirilmis
ya da On pisirme uygulanmis sebzeler, salatalar, et ve et {riinleri paketlenerek satiga
sunulmaktadir. Bu tiir iirlinler soguk ya da dondurulmus olarak muhafaza edilmelerine
ragmen listerialarinda yer aldig1 psikritrof organizmalar agisindan riskli gidalar arasinda
yer almaktadir (Rantsiou ark., 2008).

FDA ve Amerika Tarim Teskilat: / Gida Giivenligi ve Inspeksiyonu Birimi
(USDA/FSIS), yaptiklar1 risk degerlendirme arastirmalarinda, tiiketime hazir gidalar
arasinda sarkiiteri Uruinlerinin, L. monocytogenes enfeksiyonlari agisindan en yiiksek riske
sahip gidalar oldugunu bildirmistir (Zhang ve ark., 2012).

Uyttendaele ve ark. (2009) tarafindan Belgika’da yapilan bir arastirmada 1187
mayonezli salata, 639 et iiriinii ve 90 fiime balik Listeria varlig1 yoniinden incelenmistir.
Analiz sonuglarina gére mayonezli salatalarin %6,7’sinin, et triinlerinin %1,1’inin ve
fiime baliklarin da %27,8’inin L. monocytogenes ile kontamine oldugu belirlenmistir.

Ulkemizde, Sireli ve Giiciikkoglu (2008) tarafindan yapilmis bir c¢alismada
Ankara ilinde satisa sunulan toplam 100 tiiketime hazir gida (rus salatasi, kadinbudu
kofte, arnavut cigeri, midye dolma ve yesil salata) 6rnegi Listeria turleri yoénunden
incelenmistir. Calisma sonucunda, 6rneklerin %13’tiniin Listeria turleri ile kontamine
oldugu tespit edilmis, 2 yesil salata ile 1 rus salatasindan da L. monocytogenes izole

edildigi bildirilmistir.
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2.11.1. Kanath Etlerinde Listeria spp. Varhgi

Kanatli eti iiretiminin son yillarda diinya genelinde artisi ve kanathilarin
floralarinda Listeria tiirlerinin bulunusu, konuyla ilgili ¢ok sayida arastirma yapilmasina
zemin hazirlamistir. Kanathh kesimhane ve parcalama tesislerinde makine ve
ekipmanlarda olusabilecek hatalar ile personel ve isletme hijyenindeki eksiklikler ¢apraz
kontaminasyon riskini arttirmaktadir (Roberts, 1990).

Genigeorgis ve ark. (1989) tarafindan yapilan arastirmada incelenen 160 tavuk
eti orneginde %40,6 oraninda Listeria spp. izole edilmistir. Izolatlarin %13,1’inin L.
monocytogenes, %?26,3iiniin L. innocua, %1,3 Unun ise L. welshimeri oldugunu
bildirmiglerdir. Ayni aragtirmacilar tavuk karacigerinden %33,3, but derisinden %36,7,
kanat derisinden %70 oraninda L. monocytogenes izole etmislerdir. Ayn1 6rnekler +
4°C’de 4 giin bekletildikten sonra ise izolasyon oraninin sirasiyla %40, %52 ve %72
oldugunu tespit ettiklerini bildirmislerdir.

Pakistan’da yapilan bir arastirmada kanatli satis yerleri, siipermarketler ve
aligveris merkezlerinden alinan 320 kanatli eti ve iirlinleri ile kesim ekipmanlar1 ve
personel kiyafetleri olmak iizere (taze kanath eti, taze kemiksiz tavuk, dondurulmus
kanatli eti, dondurulmus tavuk nuggetlari, dondurulmus tavuk burgerleri, kesme tahtalari,
dilimleme tahtalar1 ve ¢alisanlarin kiyafetleri) yapilan calismada, ¢alisilan tiim 6rneklerin
76’sinda Listeria tiirleri izole edilmistir. L. monocytogenes tespit edilen 31 6rnekten 23’1
Tip 1’e ve 8’1 Tip 4’e ait bulunmustur. Arastirma sonucunda donmus tavuk etlerinde taze
tavuk etlerine gore daha yiksek oranda L. monocytogenes saptanmistir (Mahmood ve
ark., 2003).

Norveg’te yapilan bir ¢alismada 7 tavuk kesimhanesi ve 2 isleme tesisinden
alian 385 ¢ig ve islenmis tavuk 6rnegi incelenmis, 1zgaralik hazirlanmis piliclerde daha
diisiik oranda L. monocytogenes tespit edilmistir. Yedi kesimhanenin 2’sinden alinan
tavuk karkaslarinda L. monocytogenes bulunamamis, diger 5 kesimhaneden alinan tavuk
karkaslarinda ise %20 ile %100 arasinda L. monocytogenes varligi tespit edilmistir. Cig
tavuk triinlerindeki mikroorganizma miktar1 genelde 100 kob/g altinda olsa da L.
monocytogenes varligi saptanan 123 6rnegin 17’°sinde 2-3 log kob/g L. monocytogenes ve
14’linde de 3-4 log kob/g arasinda L. monocytogenes tespit edilmistir. L. monocytogenes

disinda L. innocua ve L. welshimeri de 6rneklerden izole edilmistir (Rorvik ve ark., 2003).
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Ciftcioglu ve ark. (1992) tarafindan Istanbul’da yapilan bir ¢alismada 100 tavuk
eti 6rnegi incelenmis, LSA ve PALCAM Agar besiyerlerinin her ikisinde de %3 oraninda
L. monocytogenes, %14 oraninda L. innocua, izole edildigi bildirilmistir.

Rijpens ve ark. (1997), Polimer Zincir Reaksiyonu (Polimer Chain Reaction;
PCR) metoduyla yaptiklar1 analizlerde tavuktan elde edilen gida maddelerinde %35,5
oraninda Listeria spp. pozitif bulmuslar ve paketli Grlinlerde kontaminasyon oraninin
(%11,1) paketlenmemis Urtinlere gore (%41,7) daha diisiik oldugunu tespit etmislerdir.

Kwantes ve Isaac (1975), yaptiklari bir arastirmada 64 donmus tavuk drneginden
41’inde , 38 taze tavuk 6rneginden 19’unda L. monocytogenes izole etmislerdir.

Gitter (1976), 56 dondurulmus, 6 taze toplam 62 tavuk eti 6rneginden 60 L.
monocytogenes izole etmistir, bu izolatlarin suslarinin serotip 1\2, 3a, 3b, 3c, 4b, 4d grubu
olduklarini bildirmistir.

Soultos ve ark. (2003), Kuzey Irlanda’da yaptiklar1 bir arastirmada
stipermarketlerde satisa sunulan paketlenmis tavuk kanadi ve tavuk gogsii tirliniinden 80
paketinden 205 Ornekte Listeria spp. izolasyonu yapmislardir. Analiz edilen 80 paketin
38’inde Listeria spp. saptanmis ve bu 38 6rnegin 14’tinde de L. monocytogenes varligini
tespit etmislerdir.

Alsheikh ve ark. (2013), Sudan’da dondurulmus olarak satisa sunulan 50 tavuk
burger, 50 tavuk kofte, 50 tavuk sosisi, 50 tavuklu sandvig ve 50 Italyan usulii tavuk sosisi
olmak (zere toplam 250 hazir tavuk drininde 1SO metodunu kullanarak L.
monocytogenes izole etmislerdir. 250 6rnegin 95’inde (%38) Listeria spp. tespit
etmislerdir. Orneklerden elde edilen izolatlarin %20,8’inin L. ivanovi, %13,6’sinin L.
monocytogenes, %1,6’smin L. grayi, %1,2’sinin L. welshimeri ve %0,8’inin L. seeligeri

oldugunu bildirmislerdir.

2.12. Gida isleme Tesislerinde Listeria monocytogenes

Dogada genis bir yasam alanina sahip olan L. monocytogenes, gida isleme
tesislerinde gerekli tebirlerin alinmamasi durumunda gida endiistrisi igin 6nemli bir
problem olusturabilmektedir. Organik besin maddelerinin bulundugu nemli ortamlar,
ideal sicakliklarda mikroorganizmalarin liremeleri i¢in uygun yerlerdir. Cevrede ¢ogalan
bu mikroorganizmalar ¢esitli alet-ekipman, arag-gere¢ ve personeller araciligiyla isleme
tesislerine ulagabilmektedir. Boylelikle gida iirlinlerinde kontaminasyon riski artmaktadir

(Mgretrg ve Langsrud, 2004; Saini, 2008).
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L. monocytogenes, gidalardaki ¢ogu patojenin iireyemedigi buzdolabi
sicakliklarinda (4°C’den 10°C’ye kadar) gelisebildigi i¢in gidalarda ayr1 bir risk
olusturmaktadir. Pastorizasyon sicakligi Listeria’lar1 yikimlamak i¢in yeterli olsa da
gidalarin islenmesinden sonra kontamine materyallerle temas etmesi bulasmaya neden
olabilmektedir. Listeria, kontamine eller, ekipman ve tezgah yuzeylerine temasla da
yayilabilmektedir. L. monocytogenes hazir gidalarin iiretilmesi, nakli ve depolanmasi
sirasinda ¢ogalarak enfeksiyon olusturabilecek diizeye ulasabilmektedir (Jemmi ve
Stephan, 2006; Bortolussi, 2008).

Yapilan g¢aligmalarda L. monocytogenes’in gida isleme tesislerinde alet-
ekipmanlara, zemin ve yiizeylere tutunabildigi ve olusturdugu biyofilm nedeniyle
dezenfeksiyon uygulamalarina kars1 direngli oldugu tespit edilmistir (Blackman ve Frank,
1996).

Bonardi ve ark. (1997), italya’da yaptiklar1 ¢alismada bir mezbahadan Eyliil
1996 ve Mayis 1997 tarihleri arasinda 625 sigir deri, karkas ve digki ile ekipman ve
calisma ylizey numuneleri alarak Listeria spp. varligini aragtirmiglardir. 625 numunenin
32’sinden Listeria spp. izole edildigini ve Listeria pozitif bulunan numunelerin 5’inin L.
monocytogenes (Tum Listeria izolatlarmin %15,6’s1), 25’inin L. innocua ve birer
tanesinin de ise L. seeligeri ve L. welshimeri oldugunu bildirmislerdir.

Khen ve ark. (2009) tarafindan irlanda’da yapilan arastirmada bir ihracat
mezbahasinda kesilen 300 besi sigirimin, deri ve karkasinda sirasiyla %16 ve %2,5
oranlarinda L. monocytogenes saptadiklarini belirtmislerdir.

Kinga ve ark. (2009), Polonya’da kesilen 140 sigirdan 21’inin deri ve
karkaslarindan L. monocytogenes serotip 1/2a izole edildigini bildirmislerdir. Yine
Polonya’da kesilen 276 sigirin deri ve karkaslarinda L. monocytogenes varligi
arastirilmis, deriden alinmig 276 6rnegin 28’inin (%10,1) pozitif bulundugu ve pozitif
bulunan 28 derinin ait oldugu karkaslardan ise 7’sinde bu patojenin bulundugu
belirtilmistir (Edyta ve ark., 2009).

Chiarini ve ark. (2009a), Brezilya’da yaptiklar1 ¢alismada bir mezbahada
kesilen sigirlarin deri ve karkaslarindan aldiklar1 6rneklerde L. monocytogenes varligini
arastirmiglar, ancak tespit edememislerdir.

Iskandinav iilkelerinde yapilan ¢alismalarda 6 kirmizi et, 2 kanatli eti ve 5 deniz

tiriinleri isleme tesisinde iiretim hatlari, ¢cevre, personel, ham maddeler ve liretilen ¢ig ya
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da yenmeye hazir tiriinlerden alinan 2522 drnekte L. monocytogenes varligi aragtirtlmistir.
Bu caligmalar sonucunda, L. monocytogenes saptanan 6rneklerin orani kirmizi et isleme
tesislerinde %0-15, kanatli eti isleme tesislerinde %20,6-24,1 ve deniz trlnleri isleme
tesislerinde %5,9-22,1 olarak belirlenmistir. Cig tiriinlerdeki ortalama insidens, kirmizi
etlerde %5,4, kanatl etlerinde %22,2 ve deniz iirlinlerinde %39 olarak tespit edilmistir.
Yenmeye hazir tirlinlere ise uygulanan 1s1l islem, L. monocytogenes oranlarini kirmizi et
iirlinlerinde ortalama %2,3’e ve deniz lriinlerinde ise %4,8’e¢ kadar diisiirmiistiir. L.
monocytogenes kontaminasyonunda; personel, tasima bantlar1 ile diger tasima
ekipmanlari, zeminler ve drenaj sistemleri, ¢ig etler, parcalama tezgahlari ve pisirme
ekipmanlarinin en 6nemli kaynaklar oldugu bildirilmistir (Gudbjornsdottir, 2004).

Lawrence ve Gilmour (1994), bir kanath eti isleme tesisinde, ¢ig ve pisirilmis
kanatli eti tirtinlerinde 6 aylik bir donemde Listeria spp. ve L. monocytogenes insidensini
arastirmiglardir. Bu calisma neticesinde, ¢ig kanatli lirtinleri ve pisirilmis kanatli iirtinleri
isleme tesisleri ¢evresinden toplanan numunelerde sirasiyla %46 (79 numunenin 36’s1)
ve %29 oranlarinda (173 numunenin 51°1) Listeria spp. bulunurken bu numunelerdeki L.
monocytogenes insidens oranlar1 yine sirastyla %26 (79 numunenin 21°1) ve %15 (173
numunenin 27°si) olarak tespit edilmistir. Bu ¢aligma sonucundan ¢ig kanath tirtinleri
isleme tesislerindeki ¢evre orneklerinde bulunan L. monocytogenes insidens oraninin
(%26), pisirilmis kanathi driinleri isleme tesisleri ¢evresinde ise (%15) oldugu
bildirilmistir.

Barros ve ark. (2007) tarafindan Brezilya’da yapilan bir aragtirmada 10 et isleme
tesisi ve bir mezbahada kullanilan alet-ekipman, donanim ve et iirlinlerinden alinan 443
numunede Listeria spp. ve L. monocytogenes varligi arastirilmistir. Yapilan analizler
sonucunda, numunelerin %38,1’inde Listeria spp. tespit edilmistir. Izole edilen Listeria
tiirlerinden %12,6’s1 L. monocytogenes serotip 1/2a ve 4b olarak identifiye edilmistir. L.
monocytogenes prevalansi isletme zeminlerinde %20, mezbahadaki sigir karkaslarinda
%4,63, isleme tesislerindeki sigir etinde %1,92 ve sigir kiymalarinda %16,66 olarak
bulunmustur. Et isleme tesisinin duvarlarinda etkene rastlanmazken zeminde prevalans
%33 olarak bildirilmistir.

Portekiz’de yapilan bir ¢calismada, peynir {iretim tesisinin farkli noktalarindan
aliman 400 Ornegin 213’linde Listeria spp. izole edilmis, bunlarin 85’inin L.
monocytogenes oldugu bildirilmistir (Chambel ve ark., 2007).
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Elaz1g’da yapilan bir aragtirmada mezbahalarda kesilen sigir, koyun ve tavuk
digkilarinda insanlarda hastaliga neden olan L. monocytogenes serotip 1 ve serotip 4
bulundugu ve bu diskilarin karkaslara bulagsmasi sonucunda insanlarda gida kaynakli
listeriozis olusabilecegi bildirilmistir (Kalender, 2003). Ayrica Van’da yapilan bir
caligmada kremal1 pastalarda hastalik olusturabilecek duzeyde L. monocytogenes tespit
edilmistir (Sancak ve ark., 2002).

Afyonkarahisar ili mezbahalarinda L. monocytogenes varliginin arastirilmasi
amaciyla yapilan bir ¢alismada 5 farkli mezbahanin herbirinin 19 farkli noktasindan svap
yontemi ile ornek alinmistir. Calisma sonucunda ¢evreden alinan Orneklerde L.
monocytogenes %4,37, ekipmanlarda %15, ¢alisan personellerde %11,42 oraninda tespit
edilirken sularda bulunamamistir (Akkaya ve ark., 2008).

Istanbul ilinde yapilan bir calismada, 8 et isleme tesisinde, kullanilan alet-
ekipmanlarin ylizeylerinden ve c¢alisan personelin ellerinden toplam 580 Ornek
incelenmistir. Bu orneklerin 130°u bigak ve bileyicilerden, 100°U kesim tahtalarindan,
150’si personel elinden, 150’si personellerin is elbiselerinden 50’si buzdolaplarindan
alimmistir. Caligmadan elde edilen bulgulara gore kesici aletlerin %9,2’sinin, kesim
tahtalarinin %7’sinin, buzdolaplarinin %4 liniin, personel is elbiselerinin %6’smnin L.
monocytogenes ile kontamine oldugu tespit edilirken personel ellerinden etkenin izole

edilemedigi bildirilmistir (Kahraman ve ark., 2010).

2.13. Korunma ve Kontrol

Gidalarda L. monocytogenes bulunmasina iligkin Ulkelere gore farkh
uygulamalar mevcuttur. L. monocytogenes dogada ve c¢evrede yaygin olarak
bulundugundan dolay:1 birgok tlkede ilgili kurum ve kuruluslar; L. monocytogenes
icermeyen gidalarin tretiminin mumkan olmadigint ya da ¢ok zor oldugunu belirtmekte
ve izin verilen tolerans seviyeleri belirlemektedirler. Cogu Avrupa Birligi tlkesinde,
hassas gruplarin tuketimine sunulan gidalarda L. monocytogenes toleransi sifir, tiiketime
hazir gidalarda ise < 100 kob/g olarak bildirilmistir. Ingiltere ve ABD’ninde aralarinda
bulundugu bazi Ulkelerde ise L. monocytogenes’in 25 g 0Ornekte bulunmamasi
gerekmektedir. Mikrobiyel kontaminasyonunda bir degerin kabul edilebilmesi icin, 6nce
infektif dozun bilinmesi gerektigi savunulmaktadir. L. monocytogenes’'de ise infektif
dozun bilinmemesi, kisiye ve bagisiklik durumuna gore degismesinden dolay: bazi
iilkelerde sifir tolerans uygulanmaktadir (Montville ve Matthews, 2008). Ulkemizde,
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29.12.2011 tarih ve 28157 sayili Resmi Gazete’de yayinlanan Mikrobiyolojik Kriterler
Tebliginde ¢ig etlerde L. monocytogenes ile ilgili bir kriter belirtilmemistir. Ancak,
islenmis veya tiketime hazir hayvansal gidalarda 25 g 6rnekte L. monocytogenes
bulunmamas: gerekmektedir. Tespit edildigi durumlarda Mikrobiyolojik kriterler
tebligine aykirihktan 5996 Sayili Veteriner Hizmetleri, Bitki Saghgi, Gida ve Yem
Kanunu kapsaminda sorumluluar hakkinda yasal islem yapilmaktadir. 30 Mayis 2007
tarih ve 26537 sayilh “Bulasici Hastaliklar Sirveyans ve Kontrol Esaslar
Yonetmeligi’cercevesinde; listeriozis, ihbar1t mecburi hastaliklar Grup D’de yer
almaktadir (Anon, 2007; Anon, 2011).

Gelismis Ulkelerde listeriozis en 6nemli zoonoz hastaliklar arasinda sayilmakta
ve bu nedenle gorilen vakalarla ilgili kayitlar, istatistikler degerlendirilerek ¢6zim
Onerileri Gzerinde detayli calismalar yapilmaktadir. Bununla birlikte, hastalikla ilgili
rehber dokimanlar tuketici egitim stratejileri mevcut olsa da, toplumda zoonoz hastaliklar
hakkinda bilinenler istenilen diizeyde degildir. Ornegin ABD’de 1996-1998°den 2005
yilina kadar, listeriozis’in insidens oraninin 0,5’den 0,24’e indirilmesi amaclanmistir
fakat bu hedefe ulasilamamistir (Goulet ve ark., 2008). 2013 yilindaki oran 0,26°dir
(CDC, 2014). Gelismekte olan tlkelerde ise surveyans programi nadiren vardir veya hig
yoktur (Goulet ve ark., 2008). Etkin bir koruma igin diinya genelinde listeriozisin
surveyansi guclendirilmeli, risk degerlendirme ¢alismalar: artirilmals, glvenilir ve hizh
mikrobiyolojik karakterizasyonu yapilmalidir. L. monocytogenes’in dogada yaygin
olarak bulunmasi, zorlu ¢evre kosularinda iireyebilmesi, genis sicaklik araligina sahip
olmast ve biyofilm olusturmasi, kontaminasyon riskini arttirmakta, bu da hastaliktan
korunmak i¢in alinacak oOnlemlerde daha dikkatli olunmasini zorunlu kilmaktadir
(Montville ve Matthews, 2008; Mor-Mur ve Yuste, 2010).

L. monocytogenes enfeksiyonundan korunmada; gidalarin hazirhik asamasi,
meyve ve sebzelerin tiketilmeden iyice yikanmasi, el yikama aliskanliginin
yayginlastirilmasi, hayvansal gidalarda yeterli 1s1l islem uygulanmasi ve isleme sonrasi
kontaminasyonun engellenmesi, yumusak peynir Uretiminde kontamine olmayan siit
kullanilmasi, basta hayvansal kaynaklilar olmak (izere gidalarin pisirilmesi asamasinda i¢
sicakliklarinin 72°C’ye ulasmasina dikkat edilmesi, ¢ig ve az pismis etlerin tliketiminden
kacinilmas: ve gidalarin raf émrine uyulmas: oldukca 6nemlidir. Hayvansal kaynakl:

gidalarin guvenligi hayvan beslemede kullanilan yemlerin mikrobiyolojik kalitesiyle
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dogrudan iliskilidir. Bu nedenle yemlerin kontaminasyonu engellenmeli, 6zellikle L.
monocytogenes agisindan potansiyel olarak riski bulunan silaj; hijyenik kosullarda
yapilmali ve pH’s1 hizla 4,0’a diisiirtilmelidir. Hayvanlarin kesimi hijyenik ve teknolojik
kosullarda yapilmalidir. Meme ve sagim hijyenine 6nem verilmelidir (Baran ve ark.,
2008; Tasc1 ve ark., 2010).

Listeriozis agisindan en biiyiik risk grubunu olusturan tilketime hazir gidalarin
satin alma stirecine dikkat edilmelidir. Tiiketime hazir gidalarda, hazirlama, depolama,
tiikketim sekilleri bolgelere gore farklilik gostermektedir. Bu nedenle bolgesel ¢alismalar
¢Ozim icin daha somut sonuclar verecektir. Tiiketime hazir etlerde L. monocytogenes
kontrolii i¢in; paketleme sonrasi 1sil islem uygulanmasi {iriin formiilasyonuna laktat,
diasetat gibi Listeria nin gelisimin inhibe edici maddelerin katilmasi gibi yontemler

uygulanabilmektedir (Zhang ve ark., 2012).

2.14. Listeria monocytogenes’in Gidalardan izolasyon ve identifikasyonu

Insan ve hayvan saglig1 acisindan L. monocytogenes’in olusturdugu riskin her
gecen glin daha 1yi anlagilmasiyla birlikte izolasyon ve identifikasyon konusunda yapilan
calismalar da hiz kazanmistir (Entis ve Lerner, 2000). Klasik teknikler ve biyokimyasal
testler, spesifik ve hassas olmasina karsin 4-5 giin gibi uzun siirede yapilabilmesi,
konvansiyonel hizl1 yontemlerin gelistirilmesini zorunlu hale getirmistir (Gasanov ve
ark., 2005).

2.14.1. Kiiltiirel Olmayan izolasyon Yontemleri

Enzyme Linked Immunosorbent Assay (ELISA) Teknigi

Teknigin ¢alisma prensibi, bir enzimin belirlenen bir antijen veya antikora
baglanmasindan sonra enzimle 6rnek tepkimeye sokulur. Ardindan enzime spesifik bir
substrat eklenip etkinligi nicel ve nitel sekilde belirlenir (Reid ve ark., 2006). Bu teknik,
L. monocytogenes’in izolasyonunda, ayrica gidalardan, ¢cevreden ve klinik vakalardan L.
monocytogenes izolatlarinin serotiplendirmesinde kullanilabilmektedir (Wagner ve
Bubert, 1999; Palumbo ve ark., 2003).
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Polymerase Chain Reaction (PCR) Teknigi

PCR, DNA parcalarinin, 1stya kararli bir DNA polimeraz ve iki primer (belirli
bir gene 6zgii kisa DNA dizileri) kullanilarak amplifiye edildigi bir tekniktir ve amplifiye
edilmis fragmanlar genellikle agaroz jel elektroforezi kullanilarak saptanir (Mullis,
1986). PCR reaksiyonu 3 temel asamada sekillenir; uygulanan yiiksek sicaklikta
DNA’nin iki zincirinin birbirinden ayrilmasi (denatiirasyon), primer ad1 verilen sentetik
oligontikleotitlerin ayrilmis olan tek zincirli DNA’ya baglanmasini (hibridizasyon) ve ¢ift
iplikcikli DNA’larin senteziyle zincirin uzamasi (polimerizasyon) ve bu ii¢ siklusun
belirli sayida tekrarlanmasi seklinde gergeklesir (Brehm-Stecher ve Johnson, 2007; Liu
ve ark., 2008). PCR ile L. monocytogenes’in identifikasyonunda kullanilan bir¢ok hedef
gen bolgesi kullanilmaktadir (Tablo 9).

Tablo 9. PCR Tekniginde Kullanilan Listeria monocytogenes Hedef Gen Bolgeleri (Liu ve ark 2008)

Hedef Gen Bolgesi Protein

Hly Listeriolizin (LLO)

PIcA Fosfatidilinositol-fosfolipaz C (PI1-PLC)
PlcB Fosfatidilkolin-fosfolipaz C (PC-PLC)
ActA ActA

Mpl Metalloproteaz

PrfA Transkripsiyonal regulator PrfA

inlA Internalin A

inlB Internalin B

ClpE Clp ATPase

LmaA/dth18 LmaA antijeni/gecikmis tip hipersensitive proteini
Lmo0733 Transkripsiyonal regtlator

Lmo2234 Tanimlanmamisg

PepC Aminopeptidaz C

Fluorescence Antibody (FAT) Teknigi

Teknigin amaci, fluorojenik ve kromojenik ozellikteki bir boya ile (akridin
orange, notral red) boyanan hiicrelerin, igerdigi deoksiribo niikleik asit (DNA) ve ribo
niikleik asit (RNA) miktarlarina gore farkli renklerde ve yogunlukta fluoresans

vermesidir (Bruno ve ark., 2015).

2.14.2. Kiiltiirel izolasyon Yontemleri
L. monocytogenes’in izolasyonunda etkenin saptanma oranini artirmak i¢in

zenginlestirme kiiltiirleri kullanilmaktadir. Kiltiirel teknikler, zenginlestirme ve
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izolasyon asamalarindan olugmaktadir (Curtis, 1999). Selektif zenginlestirmede
besiyerlerinin bilesimindeki suplementler Listeria spp. disindaki mikroorganizmalarin
iiremesine inhibitér etkide bulunur (Tablo 10). Listeria besiyerlerinin bilesiminde
bulunan nalidiksik asit Gram negatif bakterilerin, akriflavin enterokoklarin,
siklohekzimid maya ve kuflerin gelisimini engellerken Listeria spp.’lerin lireme ve
gelismeleri i¢in elverisli bir ortam olusturur (Pichhardt, 2004; Donnelly ve Nyachuba,
2007). Ayrica besiyerinin bilesimindeki eskulin, ferrik amonyum sitrat gibi maddeler
Listeria bakterileri tarafindan kullanilarak izolasyon asamasinda spesifik renk (siyah) ve

sekillerde koloniler olusmasinda ve dolayisiyla selektif ayrimda etkilidirler (Jadhav ve

ark., 2012).
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Tablo 10. Listeria izolasyonunda Kullanilan Besiyerleri ve Icerdikleri Selektif Maddeler (Curtis 1999,
Isleyici ve Sancak, 2000)

=

c g 8 2 =
Besiyeri Ad1 E v 5 g c é >

T 2f£ B B8 oz £ %

< O < o - ul Y <
Modify McBride*s Agar (MMA) - ¥ + + - - Siklohekzimid
Lithium Chloride Phenylethanol | - + + + - - Moxalactam
Moxolactam Agar (LPM)
Modify Vogel Johnson Agar - + - + - + Moxalactam,
(Mod. V.J.) Bacitracine
Acriflavin Phenylethanol Esculin | + - + - + - Moxalactam,
Mannitol Egg Yolk Emulsion Nalidixic asit
(RAPAMY)
Polymixin  Acriflavin  Lithium @+ - - + + - Ceftazidime,
Chloride Ceftazidime Eskulin Polymyxin B
Mannitol Agar (PALCAM)
Acriflavin  Ceftazidime Agar @+ - - - - - Ceftazidime
(ACA)

4 - - + 4 - Cefotetan,
Oxford Fosfomycin

Colistin

Modify Oxford Medium (M. | - - - + + - Moxalactam,
Oxford) Colistin
Al- Zorecky Sandine Listeria + - + + + - Moxalactam,
Medium (ASLM) Ceftazidime

Food and Drug Administration (FDA) Teknigi

Bu teknikte, suplement eklenmeden o6nce, Ornekler 4 saat inkubasyona
birakilarak hasar gormiis Listeria bakterilerinin onarilmasi amaglanir. Listeria spp.
aranacak numunelerden 25 g veya ml alinarak 225 ml Listeria Enrichment Broth 6n
zenginlestirme besiyerinde homojenize edilerek. 30 °C’de suplementsiz 4 saat, suplement
eklendikten sonra da 44 saat inkiibe edilir. Inkiibasyondan sonra zenginlestirme
ortamindan Oxford Agar, LPM Agar PALCAM Agar ya da McBride Agar, gibi selektif
kat1 besiyerine ekim yapilir. LPM Agar’da 30 °C’de, diger agarlarda 35 °C’de 24-48 saat

inkiibasyona birakilir. Selektif agarlarda gelisen tipik kolonilerden 5 tanesi, Tryptone
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Soya Yeast Ekstract Agar’a (TSA-YE) ekilir ve identifikasyon asamalarina gegilir
(Curtis, 1999; Hitckins, 2003; Donnelly ve Nyachuba, 2007).

International Standardization Organisation (ISO) Teknigi

ISO tekniginde, 25 g veya ml Ornek, 225 ml 2 konsantrasyondaki Fraser
Broth’da 30 °C’de 24 saatlik inkiibasyona birakilir. inkiibasyondan sonra PALCAM veya
Oxford Agar’a ekim yapilir. Daha sonra igerisinde normal konsantrasyonda 10 ml Fraser
Broth bulunan bir tiipe 0,1 ml zenginlestirme brothundan aktarilir. 35-37 °C’de 24 saat
inkiibasyonun ardindan PALCAM veya Oxford Agar’a ekim yapilir 30 ya da 37 °C’deki
inklibasyonun 24. ve 48. saatlerinde tipik kolonilerden 5 tane, TSA-YE’a ekilerek

identifikasyon agsamalarina gegilir (Kum ve ark., 2011).

International Dairy Federation (IDF) Teknigi

Bu teknikte, 25 g veya ml 6rnek alinarak 225 ml IDF Selective Enrichment Broth
icerisinde homojenize edilir. On zenginlestirmede 30 °C’de 48 saatlik inkiibe edilir.
Ardindan PALCAM veya Oxford Agar’a gegilir. 30 °C’de 24-48 saatlik inkubsayondan
sonra Selektif agarda gelisen tipik kolonilerden 5 tanesi TSA-YE’a ekilir ve
identifikasyon agamalarina ge¢ilir (Donnelly ve Nyachuba, 2007).

Sogukta Zenginlestirme Teknigi

Soguk zenginlestirme tekniginde L. monocytogenes’in psikrotrof 6zelliginden
faydalanilir. 4 °C’de L. monocytogenes tremeye devam ederken mikroflorada yer alan
diger mikroorganizmalarda kayda deger bir iireme gerceklesmez (Donnelly ve Nyachuba,
2007).

Analiz i¢in 50 g-ml 6rnek, 450 ml Nutrient Broth igerisinde homojenize edilerek
4 °C’de 8 hafta siireyle inkiibe edilir. Birinci, dordiincii, ve sekizinci hafta sonunda
besiyerinden 1 ml alinarak, igerisinde 9 ml selektif buyyon (6rn. nutrient buyyon)
bulunan tiiplere aktarilir. 35 °C’de 24 saatlik inkiibe edildikten sonra Gum-Based
Nalidixic Acid Medium, LPM Agar ya da MMA gibi selektif bir besi yerine ekilir. Burada
cogalan spesifik koloniler belirlenerek identifikasyon agamalarina gegilir (Bannerman ve
Bille, 1988). Eld ve ark. (1993), tarafindan yapilan bir arasgtirmada, listeriozisten 6len
hayvanlarin  kadavralarindan sogukta zenginlestirme ve IDF tekniginiyle L.
monocytogenes izole etmisler. Iki yontemi karsilastirdiklarinda IDF tekniginin, sogukta

zenginlestirme teknigine gore daha hizli ve spesifik sonuglar verdigini tespit etmislerdir.
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2.14.3. Hizh Teknikler

Mikroorganizmalarin izolasyonunda kullanilan klasik kiiltiir tekniklerinin uzun
zaman ve daha fazla is yiikii gerektirmesi nedeniyle yeni hizli tekniklerin kullanimi
artmustir. Ozellikle raf émrii kisa olan gidalarda L. monocytogenes’in arastirilmast igin,
hizli teknikler son derece 6nemlidir (Rijkelt ve Wilma, 2003).

Immuno Magnetic Separation (IMS) Teknigi

Metod, manyetik tasiyicilara tutulmus antikorlarin (lektin, agliitinin), hedef
mikroorganizmalar1 tutabilme ilkesine dayanmaktadir. Oncelikle numuneye 6n
zenginlestirme yapilir. Daha sonra 6rnek, igerisinde antikor bulunan siispansiyon ile
karistilir. Elde edilen karisima manyetik islem uygulanarak konsantrasyonun arttirilmasi
amaglanir. Bu yontem zenginlestirme isleminin ardindan yarim saat igerisinde

tamamlanabilmektedir (Hsih ve Tsen, 2001).

Antijen antikor reaksiyonlariyla ilgili hizh teknikler

Hedef mikroorganizmalardaki antijenlere gore reaksiyon olusturacak antikorlari
iceren hizli test kitleri bulunmaktadir. Bu kitlere 6rnek olarak; Listeria Tek Organon
Technique, Transia Listeria Diffchamb, Vidas bioMerieux, VIP Listeria
BiocontrolSystems, Clearview Listeria Oxoid, Assurance Listeria EIA Biocontrol
Systems ve Listeria VIATecra, EIA Foss Electric kitleri sayilabilir (Wagner ve Bubert,
1999).

2.15. Listeria monocytogenes’in Genotiplendirme Yontemleri

L. monocytogenes’in genotiplendirilmesi, epidemiyolojik olarak bulagma
kaynaginin tespiti acisindan onemlidir. Yapilan arastirmalarda gidanin kendisinden elde
edilen izolatlarla, kullanilan alet-ekipman ve diger sekonder kontaminasyon
kaynaklarindan elde edilen izolatlarin genotipik olarak karsilastirilmasi, bulagsma kaynagi
hakkinda bize bilgi vermektedir. Bu da ancak genotipik yontemlerle yapilan analizler
sonucu yapilabilmektedir (Fugett ve ark., 2007).

Geleneksel fenotipik yontemler ve molekiler genotipik yontemler, L.

monocytogenes’in genotiplendirilmesinde kullanilan yontemlerdir (Louie ve ark., 1996).
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2.15.1. Geleneksel Fenotipik Yontemler

Serotiplendirme

Serolojik  yontemlerle L. monocytogenes’in  alt tiirlerinin  tespiti
yapilabilmektedir. Bakteri hiicresinin sahip oldugu ekstraseliiler organeller (flagella,
fimbria), membran proteinleri ve lipoteikoik asitler gibi farkli yiizey yapilarinin tirettigi
bazi antijenik yapilar tiirler arasinda farklilik gdstermektedir. Serolojik yontemlerle bu
farkliliklar1 belirlemek miimkiindiir. Serotiplendirme, L. monocytogenes’in alt tiplerinin
O ve H antijenlerinin faktor antiserumlari ile tespit edilmesidir (Graves ve ark., 2007).

Bakterilerin iiretmis oldugu antijen tiirline gore spesifik aglutininleri igeren
antiserumlar serotiplendirmede kullanilmaktadir. Miettinen ve ark. (1999), dondurma
iiretim ve isleme tesisinde makine ekipman, ¢ig siit, dondurma ile ¢evresel kaynaklardan
elde ettigi izolatlarda, Chou ve ark., (2006), deniz trlinlerinden elde ettikleri izolatlarda,
Lyytikainen ve ark. (2000) ile Palumbo ve ark. (2003), gida tirlinleri, gevre ve listeriozis
vakalarindan elde ettigi izolatlarda, Diimen ve ark. (2011), siit ve irlinlerinden elde
ettikleri L. monocytogenes izolatlarinda ticari olarak hazir satilan antiserumlarla

serotiplendirme yapmislardir.

Antibiyotik Duyarhlik Testleri

L. monocytogenes izolatlarinin farkli alt tiirlerinde antibiyotiklere farklh
duyarlilik ya da direng gelisebilmektedir. Izolatlarin direng farkliliklar: tespit edilerek alt
tiplendirmede kullanilabilmektedir (Graves ve ark., 2007). Ancak bazi durumlarda aym
alt tire ait L. monocytogenes izolatlar1 da belirli antibiyotiklere farkli sekilde direng veya
duyarlilik gosterebilmektedir. Bu nedenle antibiyotik testleri tiir ayrimi agisindan sadece
fikir vermektedir.

Bakteriyofaj Tiplendirme (Faj Tiplendirme)

Konaga 06zel spesifik olan bakteriyofajlar bakteri tiirleri ve serovar
kimliklerinden bagimsiz olarak Listeria bakterilerini lize etme kapasitesine sahiptir.
Bakteriyofaj kaynakli incelemelerle, Listeria bakterilerinin agar plakalarinda konaga
Ozgii lizizi, farkl alt tiirlerin ayr1 fajlara ayrilmasina neden olabilir. Bu durum listeriozis

salginlarinin seyri agisindan énemlidir (Klump ve Loessner, 2013).
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Bakteriyosin Tiplendirme
Bakteriyosinler sentezlendikleri bakteriye genetik yakinligi olan bakterilere
kars1 antimikrobiyel etki gosterirler. Bu nedenle alt tdrlerin tiplendirmelerinde

bakteriyosinler kullanilabilmektedirler (Deegan ve ark., 2006).

2.15.2. Molekuler Genotipik Yontemler

Molekdler genotipik yontemler L. monocytogenes’in belirlenmesinde giin
gectikce daha yaygin olarak kullanilmaya baslanmistir. Bu metotlarda amag, restriksiyon
enzimleri kullanilarak bakteri DNA’sinin fragmentlerinde bant goriintiisii olusturarak,

farkli bant yapilariin karsilastirilmast suretiyle alt tiirlerin tespit edilmesidir (Sauders ve

Wiedmann, 2007).

Restriction Fragment Length Polymorphism (RFLP)

Bu metotta bakteri DNA’s1 restriksiyon enzimi ile kesildikten sonra agaroz jel
elektroforezi uygulanir. Daha sonra jelde olusan DNA bantlarinin yeri ve sayisi izolatlar
arasinda karsilagtirtlir. Gortilen farkliliklarin yorumlanmasiyla genetik yakinlik saptanir
(Swaminathan ve Matar, 1993).

Analiz 4 asamada gerceklesir. Bu asamalar; bakteriden DNA izolasyonu,
restriksiyon enzimi ile elde edilen DNA’nin kesilmesi, daha sonra kesilmis DNA’nin
elektroforezi ve jele gomiilen DNA bantlarinin goriintiilenmesidir. Bu yontemde, PCR ile
amplikasyonu yapilmis referans suslara ait hedef sekanslarla, restriksiyon fragmentlerinin

olusturdugu bantlar karsilastirilir (Swaminathan ve Matar, 1993).

Ribotyping

Ribotiplendirme, uygun restriksiyon enzimi ile kesilmis DNA’nin bant
gOriintlislinli saptamak i¢in ribozomal DNA probunun kullanildig: bir yontemdir. RFLP
yonteminin bir turevidir (Manfreda ve ark., 2005).

Ribotiplendirme PFGE’ye gore daha az bant liretmekle birlikte ticari olarak hazir
ribotiplendirme testlerinin bulunmasi uygulamay: pratik hale getirmistir. Bu nedenle,
epidemiyolojik ve filogenetik ¢alismalar igin siklikla kullanilmaktadir (Pavlic ve
Griffiths, 2009).
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Amplified Fragment Length Polymorphism (AFLP)

AFLP’de bakteri DNA’sinin tamaminin par¢alanmasiyla olusan restriksiyon
fragmentlerine selektif PCR ile amplifikasyon islemi uygulanir. AFLP islemi sirasiyla;
DNA’nin restriksiyonu, oligoniikleotidlerin baglanmasi, restriksiyon fragmentlerinin
selektif amplifikasyonu ve ardindan jel analizi asamalarini icermektedir. Bu yontemde
herhangi bir sekans bilgisine gerek olmadan elde edilen bir DNA’dan parmak izi iiretmek

mimkun olabilmektedir (Graves ve ark., 2007).

Random Amplification of Polymorphic DNA (RAPD)

RAPD yontemi; ¢alisma yapilan tiire ait genomik DNA {izerinde 9-10 base pair
(bp) oligoniikleotid fragmentinin rastgele segilerek diisiik sicaklikta rastgele baglanip
PCR yOntemiyle c¢ogaltilmasi esasina dayanir (Graves ve ark., 2007). Bu teknikte
primerlerin RAPD’in yapigsma fazi esnasinda tamamlayicisi olan bdlgelere baglanmasi
icin PCR sirasinda rastgele dizilimdeki primerler kullanilir. Ayn1t PCR dongiisiinde
RAPD primerleri farkli lokuslardan farkli sayillarda DNA fragmentlerini
cogaltabilmektedirler. Daha sonra ¢ogaltilan bu fragmentler radyoaktif olmayan standart
jel elektroforezinde yiiriitiilerek olusan bantlar incelenir. Biitiin 6rneklerde goriilen RAPD
bantlart monomorfik, diger orneklerde goriilmeyen ya da farkli hareketlilik gosteren
bantlar polimorfik olarak adlandirilir. Ornekler arasindaki genetik yakinligin
belirlenmesinde polimorfik bantlar rol oynamaktadir (Waugh ve Owell, 1991). Lawrence
ve ark. (1993) ile Byun ve ark. (2001), L. monocytogenes’in tiplendirilmesinde RAPD

yontemini kullanmislardir.

Multilocus Enzyme Electrophoresis (MEE)

MEE, protein bazli izoenzim tiplendirme yontemidir (Graves ve ark 1994).
Enzimlerin amino asit sekanslarindaki farkliliklarindan dolayi, proteinlerin farkli bir
elektrostatik yiikiine sahip olmalari, farkli bir elektroforetik mobiliteye yol agar.
Hareketlilikteki bu degisiklikler, dogrudan bu enzimleri kodlayan genlerin alellik
varyasyonlariyla iligkilidir. Elektroforetik hareketliligine dayanarak, izolatlar
elektroforetik tiplere ayrilabilir (Selander ve ark., 1986). Cesitli calismalarda, insan,
hayvan ve cevresel kaynaklar ile gidalardan elde edilen L. monocytogenes izolatlarinin
tiplendirmesinde MEE yo6ntemi kullanilmistir (Harvey ve Gilmour, 1996; Steve ve ark.,
1996; Harvey ve ark., 2004).
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Chromosomal DNA Restriction Endonuclease Analysis (REA)

Bu teknik kromozomal DNA molekiilleri igindeki belli dizileri tantyan
restriksiyon endoniikleaz enzimleri ile DNA’nin belli kisimlarindan kesilmesi esasina
dayanir. Agaroz jel elektroforezinin ardindan alt tiirlere gore farkli ebatlarda bant
modellerinin olusumu genetik yakinlik hakkinda bilgi vermektedir. Bu metodun
uygulanmasinda c¢ok sayida benzer DNA profillerinin karsilastirilmasit problem
olusturabilmektedir. Kromozomal bakteri DNA’sinin REA’s1 makro restriksiyon analizi
olarak adlandirilir ve teknigin performansi, PFGE ile kombinasyon halinde 6nemli 6l¢iide

arttiritlir (Maule, 1998).

Repetitive Element Based Subtyping (REB)

Bu yontemde tekrarlayan dizilerin olusturdugu kisa ekstrajenik veya genel
interjenik aralayici oligoniikleotid 6zelligindeki primerler kullanilir. PCR’1n tekrarlayan
element temelli alt tiplendirme yontemidir (Graves ve ark., 2007). Cesitli ¢calismalarda,
gida orneklerinden elde edilen L. monocytogenes izolatlarinin genotiplendirilmesinde
tekrarlayan element temelli alt tiplendirme metodunu kullanilmistir (Van Kessel ve ark.,

2005; Zunabovic ve ark., 2012; Roussel ve ark., 2010).

Selective Restriction Fragment Amplification (SRFA)

SRFA yonteminde genomik DNA restriksiyon enzimiyle kesildikten sonra
olusan DNA fragmentlerinden bir kismina selektif amplifikasyon uygulanir. Bu yontem
2 sekilde uygulanir. Tek restriksiyon enzimi ve tek primer kullanilabilecegi gibi 2 farkli
enzim ve 2 primer kullanilarak da yapilmaktadir. Daha ¢ok ikinci yontem tercih
edilmektedir. Ekstrakte edilen bakteri DNA’s1 saflagtirilarak iki farkli enzimle kesilir.
Elde edilen fragmentler kesildigi enzim i¢in hazirlanan adaptdrlere baglanmaktadir.
Amplifikasyonun ardindan amplifikasyon Grlind jel elektroforezinde yarutalir (Paun ve
Schonswetter, 2012; Yagc, 2011). L. monocytogenes izolatlarmin
genotiplendirilmesinde SRFA yonteminin kullanildigi ¢esitli arastirmalar mevcuttur
(Paillard ve ark., 2003; Harvey ve Gilmour, 1994).
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Pulsed Field Gel Electrophoresis (PFGE)

Pulsed Field Gel Electrophoresis, 1984 yilinda Schwartz ve Cantor tarafindan
maya kromozomlarini ayirmak i¢in gelistirilen bir genotiplendirme yontemidir. Bagka bir
tanimla, bakteri hiicresinin enzimlerle parcalanip hiicre proteinlerinin sindirilmesiyle
kromozomal DNA igeren materyalin jele gomiilmesi ve elektroforez uygulamasina tabi
tutularak DNA fragmentlerinin ayrilmasi islemidir (Graves ve ark., 2007).

PFGE analizi ile, 50 kb’den daha biiyik DNA fragmentleri tespit
edilebilmektedir (Lai ve ark., 1989). Genellikle 1 mb’den daha biiylik dogrusal ¢ift iplikli
DNA molekiilleri, agaroz jelin por biylikliigiiniin, dogrusal DNA’nin jelde goc
edebilmesi i¢in yeterli olmamasindan dolayi, ayn1 hizla go¢ ederler. Bu yizden, DNA
fragmentleri neredeyse ayni bant profilleri olusturmakta, dolayisiyla farkli uzunluktaki
fragmentlerin goriintiilenememesine sebep olmaktadir. Jelin por biiyiikliigiinii arttirmak
icin konsantrasyonu azaltmak ise yarasa da jelin dayanikliligini azalttigindan jelde
kirilma ve kopmalara sebep olabilmektedir. PFGE teknigi ile bu problem ortadan
kalkmustir (Graves ve ark., 2007; Ari, 2008).

PFGE, analizlerinde kullanilan agaroz jel elektroforezinde uygulanan elektrik
akiminin yonii degistirilmektedir. Uygulamada, DNA molekiilleri i¢in belli araliklarla
farkli ag¢idan iki elektriksel alan olusturulur. Standart jel elektroforeziyle
karsilastirildiginda elektrik alaninin degisken olmasi, yoniiniin ve siddetinin tekrarlanan
bicimde degistirilebilmesi en belirgin farkidir. Bu yontemde DNA molekiilleri mevcut
elektriksel akima gore hareket ederken, farkli yon ve siddette uygulanan baska akima gore
hareket etmeye zorlanirlar. Kii¢iik molekiiller, olusturulan elektriksel alan ile degisime
cabuk adapte olarak daha hizli hareket ederler (Graves ve ark 2007; Ar1, 2008).

PFGE analizi sonuglar1 PulseNet ad1 verilen ulusal bir molekiiler alt tiplendirme
aginda degerlendirilmektedir. PulseNet, Gida Kaynakli Hastalik Gozetimi Ulusal
Molekiiler Alt Tip Aglar1 (www.cdc.gov/pulsnet), ABD'de halk sagligi ve gida kontrol
laboratuarlarinin ulusal bir agindan olusur. Bu laboratuvarlar, bakteri tiirlerini
tanimlamak i¢in standardize edilmis PFGE protokollerini kullanmaktadir. Gida kaynakli
bir salginlarla ilgili olarak Hastalik Kontrolii Merkezleri (CDC) ile isbirligi icinde olan
bu laboratuvar agi, bulasma kaynagini belirlemek icin ABD genelindeki hastalardan
gelen PFGE kaliplarini ve hastalardan alinan 6rnekleri hizla karsilastirmak i¢in bilgisayar

sistemlerini kullanmaktadirlar. PulseNet agi, halk sagligi acisindan bir enfeksiyonun
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epidemiyolojisini stiratli bir sekilde belirlemek ve yayilmasini 6nlemek i¢in hizli ve
standartlastiritlmis  bir ortam saglar (Gautom, 1997). Listeria bakterilerinin alt
tiplendirmeleri i¢in 2001'de CDC arastirmacilar1 tarafindan 30 saatlik bir prosediir
gelistirilmistir. Genel olarak bu protokol kullanilmaktadir (Graves ve Swaminathan
2001).

Multilocus sequence typing (MLST)

Rekombinant DNA tekniklerinin ilerlemesine paralel olarak DNA dizi analizi
yontemleri de gelisme gostermistir. DNA Dizi Analizinde Maxam ve Gilbert’in kimyasal
kirilma yontemi (Maxam ve ark., 1977) ile Sanger-Coulson’un zincir sonlanma yontemi
(Sanger ve ark., 1977) olmak Uzere iki farkli yontem kullanilmaktadir. Bu yontemler
arasinda giinlimiizde en ¢ok kullanilan Fred Sanger ve arkadaslarinin gelistirdigi zincir
sonlanma teknigidir (Sanger ve ark., 1977). Bu teknik enzimatik DNA sentezi esasina
dayanir. Dizisi saptanacak olan DNA zinciri yeni sentezlenecek DNA zinciri igin
saptanmasi amaglanan DNA zinciri kalip olarak kullanilir. Elektroforez yontemiyle elde
edilen DNA parcalari jelde yanyana yiiriitiiliir. DNA parcalar1 elektiriksel alanin etkisi ile
kisadan uzuna dogru jel iizerinde bir merdiven goriintiisii olusturur. Reaksiyon karisimina

konulan ddNTP’nin tipine gore jel iizerinde tespit edilen pargaciklar okunur (Klug ve
ark., 2000).
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3. MATERYAL VE METOT

3.1. Materyal

Bu calismada Samsun ilinde faaliyet gosteren 4 farkli tavuk isleme tesisi li¢ ayr1
zamanda ziyaret edilerek numuneler toplandi. Bu amagcla her bir isletmenin iiretim
hattindan, sogutucu zemin, sogutucu kap1 kolu, duvar, zemin, tezgahlar (2), bigaklar (2),
bigak bileyicileri (2) olmak tizere 7 farkli noktadan olmak tzere 10 6rnek alind1. 4 farkli
isletme {li¢ kez ziyaret edilerek toplamda 120 ylizey Ornegi incelendi. Duvar ve
zemininden en az 100 cm? lik alanlardan, sogutucu kap1 kolu, tezgahlar, bigaklar, bigak
bileyicilerinden 2,5 x5 =12,5 cm?’lik alandan svap teknigi ile alinan 6rnekler steril bir
sekilde tiiplere yerlestirildi (Anon, 2004; Kanarat ve ark., 2011). Isletmede ¢alisan
personel ellerinden (2) toplamda 24 6rnek alindi. Her isletmeden iki personelin ellerinden
(eldivenlerden) 25 x 5=12,5 cm?’lik alandan svap teknigi ile alinan 6rnekler steril bir
sekilde tiiplere yerlestirildi (Anon, 2004; Kanarat ark., 2011). Ayrica isletmelere gelen 2
bitiin tavuk ve 2 parca tavuk olarak toplamda 24 biitlin tavuk ve 24 parca tavuk ornegi
alind1 (Sekil 4).
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Sekil 4. Numune toplama asamasi

Toplamda 192 6rnek L. monocytogenes varlign bakimindan incelendi. Ilk
asamada L. monocytogenes’in izolasyon ve identifikasyonu icin ISO 11290-1 (The
International Standarts Organization — Uluslararasi Standartlar Organizasyonu) ve Dynal
(Dynal, 1996) tarafindan &nerilen IMS bazlh klasik kiiltiir teknigi kullanildi. Ikinci
asamada biyokimyasal testlerle identifikasyonu tamamlanan L. monocytogenes
izolatlarinin PCR ile dogrulanmasi ve serotiplendirilmesi yapild1 (Sekil 5). Uglinci
asamada L. monocytogenes izolatlarinin antibiyotik direnglilik profillerinin belirlenmesi
amaciyla EUCAST (The European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing)
ve CLSI ( Clinical and Laboratory Standards Institute - Klinik Laboratuvar Standartlari
Ulusal Komitesi) tarafindan bildirilen disk difiizyon yo6ntemi kullanildi (CLSI, 2010;
EUCAST, 2017). Son asamada PFGE teknigiyle genotiplerin tespiti gerceklestirildi
(CDC 2004).
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Svap ornegi + 10 ml Y2 Fraser Broth
25 g numune + 225 ml % Fraser Broth
Butun tavuk + 225 mlYz Fraser Broth

(30°C’de 24 saat)

YN
i 50 pl

MOX Agar
(35°C’de 24 saat)

i

TSA-YE
(30°C’de 24 saat)

l

Biyokimyasal Testler

i i l

Gram Boyama Katalaz-Oksidaz B -Hemoliz
v v v v
Karbonhidrat .
CAMP Test i fileai -
Fermantasyon est Nitrat Rediiksiyon Hareketlilik
Testleri

Sekil 5. Listeria monocytogenes’in izolasyon ve identifikasyon asamalari
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3.2. Metot

3.2.1.Klasik Kiiltiir Teknigi

Aseptik kosullarda alinan ornekler soguk zincir altinda Ondokuz Mayis
Universitesi Veteriner Fakiiltesi Besin Hijyeni ve Teknolojisi Anabilim Dali
laboratuvarina  getirilerek aym1 giin analizlere baslandi. Ornekler, analizler
sonuglanincaya kadar 4°C’de muhafaza edildi. L. monocytogenes’in izolasyonu, 1SO
11290-1 (The International Standards Organization - Uluslararasi Standartlar
Organizasyonu) ve Dynal tarafindan 6nerilen IMS (immuno manyetik separasyon) bazl
kiiltiir teknigi kullanilarak yapildi (Dynal, 1996).

Butun tavuk oOrnekleri orijinal ambalajlarinda posetli olarak alindi. Parca
tavuklar isletmede steril posetlere konuldu, svap 6rnekleri de igerisinde 10 ml Half Fraser
Broth (Oxoid, CM0895; SR0176) bulunan steril tiplere konularak laboratuvara getirildi
(Sekil 6). Biitiin tavuk 6rnekleri yikama teknigine (rinse metodu) gére 225 ml Half Fraser
Broth bulunan steril posetler icine alinarak iyice ¢alkalanip yikandiktan sonra ornekler
posetten cikarildi ve yitkama suyu 6n zenginlestirme i¢in 30°C’de 24 saat inkube edildi.
Parca tavuk orneklerinden ise 25 gr alinip 225 ml Half Fraser Broth bulunan steril

posetlere konularak 30°C’de 24 saat inkubasyona birakildi.

Sekil 6. Svap ornekleri
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3.2.2.immunomanyetik Separasyon (IMS) Teknigi

On zenginlestirme isleminden sonra, immunomanyetik mikropartikil soltisyonu
(Dynabeads anti-Listeria 710.06) vorteks ile homojenize edilerek 1,5 ml’lik
mikrosantrifiij tiiplerine 20’ser pl konuldu ve tiipler manyetik cubugu cikartilmis Dynal
manyetik parcacik portiipiine (MPC-S) yerlestirildi. Daha sonra (zerine Half Fraser
Broth’da 6n zenginlestirmesi yapilan homojenattan 1 ml ilave edilerek tiiplerin agzi
kapatildi. Karisim 5-6 defa alt {ist edildikten sonra oda sicakliginda Dynal MX sample
mixer ile 10 dakika orta hizda karistirilarak inkiibe edildi (Sekil 7). Bu islemle 6rneklerde
bulunabilecek Listeria’larin spesifik antijen-antikor reaksiyonu ile dynabeadslere
baglanmas1 amaclanmistir. 10 dakikalik karistirmanin sonunda Dynal manyetik parcacik
portiipliniin arka kismina manyetik ¢ubuk yerlestirildi ve olusan manyetik alanin
etkisiyle, Listeria’lar ile baglanan dynabeadslerin mikrosantrifijj tiiplerinin i¢ arka yiiziine
yapismast saglandi. Uc dakika bekledikten sonra tiipiin duvarina yapisan kisim
haricindeki sivi mikropipet yardimiyla dikkatlice uzaklastirildi. Ardindan manyetik plak
portiipten ayrildi. Daha sonra tiiplere 1 ml steril PBS-Tween 20 yikama sivis1 eklenerek
oda sicakliginda 10 dakika Dynal MX sample mixer ile orta hizda siirekli karigtirilarak
karisim yikandi. Bu islemin ardindan Dynal manyetik pargacik portiibiiniin arkasina
manyetik plak tekrar takildi ve 3 dakika daha beklendi. Siire sonunda bagli kisim
haricindeki s1vi mikropipet yardimiyla dikkatlice uzaklagtirildi. Son olarak dynabeads-
Listeria karisimi 100 pl steril PBS- %0,005 Tween 20 (pH 7,4) iginde slispanse edildi ve
bu dynabeads-Listeria karigimindan 50 pl selektif kati agara (Modified Oxford Agar)
drigalski ¢ubugu ile ekildi (Dynal, 1996).

Sekil 7. immuno manyetik separasyon cihazi
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3.2.3.Kat1 Besi Yerine Ekim

IMS isleminden sonra elde edilen 100 pl Dynabeads-Listeria karisimindan 50 pl
alinarak MOX Agara (Oxoid, CM0856; Listeria Selective Supplement Oxoid, SR0140)
ekim yapild1 ve plaklar 35°C’de 24 - 48 saat siireyle inkiibe edildi (Sekil 8).

Sekil 8. Mox agarda Listeria monocytogenes kolonileri

Inkiibasyon sonrasi plaklarda iireyen yaklasik 1-2 mm capli, yuvarlak, koyu
kahverengi etrafi siyah haleli olan tipik kolonilerden 5 adet secilerek biyokimyasal testler
yapilmak tizere, TSA-YE’ye (Tryptic Soy Agar - Yeast Extract, Fluka, 22091, Oxoid
LP0021) steril plastik 6zeyle ekildi ve plaklar 30°C’de 24 saat inkiibasyona birakild:.
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3.2.4. L. monocytogenes ’in Biyokimyasal Testleri ve Identifikasyonu

TSA-YE’de iireyen kolonilere sirasiyla non-spesifik ve spesifik biyokimyasal
testler yapildi. Non-spesifik testleri Gram boyama, katalaz, oksidaz, hareket ve indol
testleri olusturdu. Bunlarin sonucunda Gram pozitif, katalaz pozitif, oksidaz negatif,
25°C’de SIM (Merck, 105470) besiyerinde semsiye tarzinda hareketli ve indol negatif
koloniler Listeria spp. olarak belirlendi ve tiir ayrimi igin spesifik testlere gegildi. Spesifik
testleri CAMP, B-hemoliz ve karbonhidrat fermentasyon testleri olusturdu. Spesifik
testlerin sonucunda CAMP testinde S. aureus’a dogru iireyen, kanli agarda B-hemoliz
olusturan ve sekerlerden ramnozu fermente eden, ksiloz ve mannitolu fermente etmeyen

koloniler L. monocytogenes olarak identifiye edildi (Tablo 4).

Gram Boyama

TSA-YE besiyerinde treyen kolonilerden 1-2 tane alkolle temizlenmis bir lam
tizerine koyuldu, ardindan steril fizyolojik tuzlu su ile homojenize edilerek lam iizerine
yayildi. Oda sicakliginda kurutulduktan sonra {i¢ defa alevden gegirilerek tespit edildi.
Preperatlar sirasiyla 90 sn Kristal Viyole, 45 sn Lugol Iyot, 45 sn Alkol-Aseton karisimi
ve 30 sn Sulu Fuksin boyalari ile boyanip yikandi tekrar kurutuldu. Hazirlanan preperatlar
Olympus (CX 21) mikroskop ile 100X biiyiitmede immersiyon yagi damlatilarak
incelendi. Mikroskobik baki neticesinde mavi-mor renkli, kisa ¢ubukguk formunda olan

bakteriler Listeria spp. siipheli olarak degerlendirildi.

Katalaz ve Oksidaz Testleri
TSA-YE’de iireyen kolonilerden 1-2 tane temiz bir lam (zerine alindi ve {izerlerine 2-3

damla %3’lik HZO2 damlatildi. 2-3 sn i¢inde olusan koplirme ve gaz cikist olusan

koloniler katalaz pozitif olarak degerlendirildi.

Oksidaz testi i¢in kurutma kagitlar1 1 cm eninde uzun seritler halinde kesildi.
Uzerine Remel Bactidrop™ Oxydase Test (R21540) soliisyonu damlatildi. Daha sonra
TSA-YE’de iireyen kolonilerden 1-2 adet 6ze ile alinarak kurutma kagitlarina siiriildii.
En fazla 1 dakika icinde mor-menekse rengi olusmadiginda negatif reaksiyon olarak

degerlendirildi.
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SIM (Sulphate Indol Motility) Hareketlilik Testi

Hareketlilik testi i¢cin TSA-YE’de iireyen kolonilerden 1-2 tanesi igne uclu 6ze
ile alind1 ve daha dnceden hazirlanarak tliplerde koyulan SIM Medium (Merck, 105470)
besiyerine dik bir sekilde batirilip ¢ikartildi. Besiyerleri 25°C’de 5-6 giin kadar inkibe
edildi. Bu siire icerisinde semsiye tarzinda iireme gosteren koloniler hareketli olarak
degerlendirildi.

Ayni besiyerinde indol testi de yapildi. Kovacs ayiracinin (Merck, 109293)
damlatilmas1 sonucu indol testi de yapildi. Ayiracin damlatilmasindan sonra renk

degisimi goriilmemesi indol negatif olarak degerlendirildi.

CAMP (Christie Atkins Munch Petersen) Testi

Tiir ayrimi1 igin yapilan bu testte %5°lik koyun kanli agara birbirlerine paralel
olacak sekilde R. equi ve S. aureus suslari ekildi. Daha sonra bu referans suslarin arasina
dik olarak siipheli L. monocytogenes izolatlar1 ekildi. Besiyeri 35°C’de 24 saatlik inkiibe
edildi. Inkubasyon sonunda S. aureus’a dogru hafif genisleyen bir hemoliz bandmnin
olusumu pozitif olarak degerlendirildi ve L. monocytogenes siipheli olarak nitelendirildi
(Tablo 11). Ayrica kanli agarda olusan B-hemoliz alanlar1 da incelendi (Sekil 9).

Tablo 11. L. monocytogenes 'in tiirlere gore CAMP testi sonuglari

Listeria spp. Staphylococcus aureus Rhodococcus equi
L. monocytogenes +

L. seeligeri +

L. innocua

L. welshimeri

L. ivanovii - +
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Sekli 9. CAMP testi

Karbonhidrat Fermentasyon Testleri

Karbonhidrat fermentasyon testleri igin ilk Once Purple Broth Base (PB)
hazirlanarak cam tiiplere 9’ar ml paylastirildi. %5 konsantrasyonda hazirlanmig
karbonhidrat soliisyonlari; L- Rhamnose (Sigma, R3875) , D- Xylose (Sigma, X1500) ,
Mannitol (Merck, 5980), 0,45 um por gapindaki filtrelerden gegirilerek steril edildi. Daha
sonra cam tliplerde bulunan PB’ler i¢ine 1’er ml aktarildu.

TSA-YE’de ireyen siipheli koloniler hazirlanan PB’lere inokule edildi ve
37°C’de 5 giin kadar inkiibe edildi. PB’lerin mordan sariya donen 6rnekler pozitif olarak
degerlendirildi. Inkubasyonun sonunda ramnoz (+), ksiloz ve mannitol (-) érnekler L.

monocytogenes siipheli olarak degerlendirildi (Sekil 10).

Sekil 10. Karbonhidrat fermentasyon testi sonuglar1
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Nitrat Redtksyon Testi

TSA-YE besiyerinde iireyen kolonilerden bir kismi 6ze ile alinarak Nitrate Broth
(Fluka, 72548) besiyerine aktarildi ve 37°C’de 5 giin inkiibe edildi. Daha sonra igerisine
0,2’ser ml Griess Ilosvay A ve B reaktifleri eklendi. Besiyeri ile ayiracin temas ettigi
noktada renk degisimi olup olmamasina bakildi. Renk degisimi olmayanlar negatif olarak
degerlendirildi. Test daha ileri diizeydeki indirgenmelerin kontrolii amaciyla ¢inko tozu
ile de dogrulandi. Listeria tiirleri arasinda yanlizca L. grayi Spp. murayi’nin nitrati nitrite

indirgeme yetenegine sahip oldugu bildirilmistir.

3.2.5. L. monocytogenes izolatlarinin PCR ile Dogrulanmasi

Biyokimyasal testler sonucunda L. monocytogenes pozitif veya siipheli olarak
tespit edilen izolatlarin PCR ile dogrulanmasi yapildi. Caligmada Bohnert ve ark. (1992)
tarafindan dizayn edilen hlyA primer ¢iftleri kullanildi (Tablo 12).

Tablo 12: hlyA (listeriolizin O) gen primer dizileri (Bohnert ve ark. 1992)

Hedef gen Primer PCR arunu (bp)
hlyA gene
(listeriolysin O) LMA-5’-GAATGTAAACTTCGGCGCAATCAG-3’ 388 bp

LMB-5’- GCCGTCGATGATTTGAACTTCATC-3’

Genomik DNA Ekstraksyonu

-20°C’de kriyotiiplerde muhafaza edilen L. monocytogenes izolatlar1 BHI broth
(Oxoid CM 0225) igerisinde 37°C’de 24 saat inkube edildi ve buradan 1 ml alinarak
‘Qiagen DNA Extraction Kiti’prosedurine gore genomik DNA ekstraksiyonu yapildi.
Supernatant templete DNA PCR islemi yapilana kadar -20 °C’de muhafaza edildi.

PCR Amplifikasyonu ve Elektroforez

hlyA geni i¢in PCR karigimi, toplam 50 pl hacimde 10X PCR Buffer, 1,5 mM
MgCl,, 0,1 mM dNTP, 0,5 U Tag-Polymerase (Sigma D4545), her primerden 1 uM ve 5
ul DNA olacak sekilde hazirlandi. hlyA geni amplifikasyonu Thermal Cycler’da (Bio-
Rad MJ mini Gradient CA - USA) yapildi (Sekil 11). 94°C’de 5 dakika ilk denatiirasyon
ve 35 siklis, 94°C’de 30 saniye denatiirasyon, 65°C’de 45 saniye primer baglanmasi,

72°C’de 45 saniye primer uzamasi ve 72°C’de 5 dakika son uzama olarak gerceklestirildi

(Bohnert ve ark., 1992).
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Sekil 11. Thermal cycler cihazi

Elde edilen amplikonlarin elektroforez islemiyle %2’lik agaroz i¢inde 80 volt
akimda yurutildd. Elektroforez islemi Bio-Rad PowerPac Basic Power Supply (CA -
USA) gii¢ kaynag1 ve Bio-Rad Wide Mini Sub-Cell GT Cell (CA - USA) elektroforez
tankinda gergeklestirildi. Elektroforez isleminden sonra hlyA geni UV transilluminatérde
388 bp’de goriintiilendi.

3.2.6. L. monocytogenes’in Serotiplendirilmesi

L. monocytogenes izolatlarinin serotiplendirilmesi amactyla Doumith ve ark.
(2004), tarafindan dizayn edilen 1/2a (3a), 1/2b (3b), 1/2c (3¢) ve 4b (4d, 4e) serotiplerine
ait primer dizileri kullanildi (Tablo 13).
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Tablo 13. L. monocytogenes’in serotiplendirilmesinde kullanilan primer dizileri

PCR drini

Gen Primer dizisi (5’-3) (bp) Serotip

Imo0737 For: AGGGCTTCAAGGACTTACCC 691 1/2a, 1/2c, 3a, 3¢
Rev: ACGATTTCTGCTTGCCATTC

Imo1118 For: AGGGGTCTTAAATCCTGGAA 906 1/2¢c, 3c
Rev: CGGCTTGTTCGGCATACTTA

ORF2819 @ For: AGCAAAATGCCAAAACTCGT 471 1/2b, 3b, 4b, 4d, 4e
Rev: CATCACTAAAGCCTCCCATTG

ORF2110 For: AGTGGACAATTGATTGGTGAA 597 4b, 4d, ve 4e

Rev: CATCCATCCCTTACTTTGGAC

Serotiplendirme i¢in toplam 50 pl hacimde 1X PCR Buffer, 1,5 mM MgCl,, 0,1

mM dNTP, 0,5 U Tag-Polymerase, her primerden 1 uM ve 5 ul DNA olacak sekilde PCR
karisim1 hazirlandi. Serotiplendirme de kullanilacak genler i¢in amplifikasyon kosullart
Thermal Cycler’da 94°C’de 5 dakika, 94°C’de 30 saniye, primer baglanmasi 72°C’de 45
saniye toplam 35 siklus ve 72°C’de 5 dakika son uzama olacak sekilde programlandi.
Primer dizilimlerinin farkli baglanma 1silarina gore program yeniden diizenlendi ve
optimize edildi. Primer baglanma dereceleri ORF2819 i¢in 55°C, ORF2110 i¢in 57°C,
Imo0737 igin 57°C, Im01118 icin 55°C olarak ayarlandi. Amplifikasyon islemi her gen
icin tek tek yapildi. Elde edilen amplikonlar elektroforez islemi i¢in %2’lik agaroz icinde
80 volt akimda yurituldi. UV-transilluminatérde ORF2819 geni 471 bp, ORF2110 geni
597 bp, Imo0737 geni 691 bp ve 1m01118 geni 906 bp’de goriintiilendi.
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Elektroforez sonucunda bir izolat yanlizca Imo0737 pozitif ise 1/2a veya (3a),
hem Imo0737 hem de Im01118 pozitifise 1/2¢ veya (3c), olarak degerlendirildi. Yanlizca
ORF2819 pozitif ise 1/2b veya (3b), hem ORF2819 hem de ORF2110 pozitif ise 4b veya
(4e, 4d) olarak degerlendirildi (Tablo 14).

Tablo 14. PCR sonuglarina gére L. monoytogenes serotiplerinin belirlenmesi

Hedef Gen 1/2a | 1/2b | 1/2c | 3a 3b 3c 4b 4e 4d
Imo0737 (691 bp) 1 4+ + +

Imo1118 (901 bp) + +

ORF2819 (471 bp) + + + + +
ORF2110 (597 bp) + + +

3.2.7. Antibiyotik Direncliligin Belirlenmesi

Elde edilen izolatlarin antibiyotik direnclilikleri CLSI (Clinical and
Laboratory Standards Institute/M45-A2) ve EUCAST (European Committee on
Antimicrobial Susceptibility Testing/2017) tarafindan belirlenen yontemlerle MH-F
agarda (mekanik yontemlerle defibrine edilmis %5 at kan1 ve 20 mg/L B-NAD igeren
Mueller-Hinton Agar), disk difiizyon yontemi ile belirlendi. Yapilan testte 10 farkli
antibiyotik diski kullanild1) (CLSI, 2010; EUCAST, 2017) (Tablo 15). Bunun i¢in 6nce
— 20°C’de saklanan izolatlar 37°C’de 24 saat TSB-YE’de aktive edildi ve daha sonra
TSA-YE’e ¢izilerek 37°C’de 24 saat inkiibe edildi. Bu siire sonunda izolatlarin
bulundugu TSA-YE’deki taze kiiltlirlerden 6ze ile birkac tane alindi ve i¢inde 5 ml
%0,09’1uk Fizyolojik Tuzlu Su (FTS) bulunan steril tliplerde suspanse edildi. McFarland

dansitometre cihazinda (Biosan) 0,5 McFarland (108 kob/ml) turbitideye ayarlandi. Daha
sonra bu stispansiyon MH-F Agar (Oxoid CM337, Hampshire - Ingiltere) iizerine steril
bir ekiivyon ¢ubugu ile siiriilerek ekildi. Ekimden sonra petriler oda 1sisinda 10 dakika
kurutuldu ve her bir petriye birbirlerine esit mesafede olacak sekilde 4 antibiyotik diski
yerlestirilerek 37°C’de 24 saat inkiibasyona birakildi. Inkiibasyonun ardindan disklerin
etrafindaki inhibisyon zonlarmin ¢aplar 6l¢iildii (Sekil 12). Olgiilen degerler, EUCAST
ve CLSI’deki standart degerler ile karsilastirilarak izolatlarin antibiyotiklere kars1 duyarls,

orta direncli veya direngli olarak siiflandirilmasi saglandi.
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Sekil 12. Inkiibasyon sonunda antibiyotik disklerinin etrafindaki inhibisyon zonlarinin caplari 6lgiimii

Tablo 15. Calismada kullanilan antibiyotik diskleri ve dozlar

Antibiyotik Diski Sembolu Dozu
Tetrasiklin TE 30 ug
*Penisilin G PG 1U
*Ampisilin AMP 2ug
Kloramfenikol C 30 g
*Eritromisin E 15ug
Amoksisilin/Klavulanik asit AMC 30 g
Oksitetrasiklin oT 30 ug
Vankomisin VA 30 ug
*Meropenem MEM 10 pg
*Trimethoprim-sulfamethoxazole | SXT 1.25/23.75 pg

*: EUCAST standartlarina gore

3.2.8. L. monocytogenes izolatlariin Genotiplendirmesi

L. monocytogenes izolatlarinin genotiplendirmesinde CDC PulseNet tarafindan
standardize edilmis PFGE yontemi uyguland: (Sekil 13). PFGE analizleri Izmir Yiiksek
Teknoloji Enstitisi  Biyoteknoloji ve Biyomiihendislik Uygulama ve Arastirma

Merkezi’nde yapildi.
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Sekil 13. PFGE agamalari

Kiiltiir/Hiicre Siispansiyonu Hazirlanmasi

L. monocytogenes izolatlar1 ve referans sus BHI Agar’a ekildi. 37 °C’de 24
saatlik inkiibasyondan sonra koloniler, icerisine 3 ml TE buffer eklenmis olan tiiplere
aktarilarak homojenize edildi. Mc Farland 7.0 olacak sekilde bakteriyel siispansiyonun
yogunlugu ayarlandi. Hazirlanan siispansiyonlardan 240 ar pl alinarak 1,5 ml’lik santrifiij
tiiplerine aktarildi. Daha sonra orneklere 60 pl lizozim soliisyonu eklendi. Pipetaj

yapildiktan sonra 10 dakika 37 °C’de su banyosunda bekletildi.

Plug Hazirlanmasi
10 dakika su banyosundan sonra, PulseNet metodunda bildirilen formilasyona
gbre numune sayilar1 ve bilesen miktarlar1 dogrultusunda hazirlanan LSP soliisyonundan

300 pl alinarak igerisinde 300 pl hiicre ve lizozim siispansiyonu bulunan tiiplere eklendi
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ve karigmasi saglandi. Daha sonra bu karisimdan, 6nceden numaralandirilmig plaklara
hava kabarcig1r kalmayacak sekilde dikkatlice dolduruldu. Ardindan donmast i¢in 15
dakika buzdolabinda bekletildi.

Lizis Asamasi

Daha 6nce hazirlanan lizis soliisyonundan 4’er ml alinarak, numaralandirilmis
50 mI’lik falkon tiiplerine paylastirildi. Pluglar lizis soliisyonuna aktarilip ¢alkalayicili su
banyosunda 200 rpm ve 54 °C’de 2 saat bekletildi

Yikama

Inkiibasyondan alinan tiiplerdeki soliisyon plaklara zarar vermeden
uzaklastirildi. Tiiplere 15’er ml 54°C’deki steril distile su eklendi. Bu islem 2 kere yapildi.
Daha sonra yikama islemi steril distile su yerine TE buffer kullanilarak 4 kere daha
yapildi. Ardindan plaklar restriksiyon islemine kadar igerisinde 5 ml TE buffer bulunan
falkon tiplerde +4°C’de muhafaza edildi.

Pluglarin Hazirlanmasi ve Enzimle Kesilmesi

Buzdolabindan cikarilan Ornekler lam {izerinde "2 oraninda yaklasik 2 mm
kalinliginda kesildi. 100 pl %10 luk buffer icerisinde 37°C’de 10 dakika bekletildikten
sonra buffer ¢ekildi. Her 6rnek i¢in 3 pl enzim + 10 pl buffer + 87 pl distile su toplam
100 pl’lik karigim hazirlanarak 6rneklerin bulundugu 1,5 ml’lik santrifij tuplerine
dagitildr. Tiipler 37°C’de 4 saat inkiibe edildi. Inkiibasyon sonunda buz igerisine birakilds.

PFGE Jelin Hazirlanmasi
250 ml 0,5 X TBE icerisine 2,5 g ultra pure DNA grade agaroz eklendi.
Mikrodalga firinda ¢6zdiirtilerek, kullanilana kadar 53 °C’deki su banyosunda bekletildi.

Pulsed Field Elektrofez Sistemin Hazirlanmasi
Hazirlanan 0,5 X TBE soliisyonundan yaklagik 2 litre elektroforez tankinda
koyuldu. Cihazin agilarak sogutma modiilii sicakligi 14 °C’ye, pompas1 70’e ayarlandi.

Pluglarin Agaroz Jele Gomiilmesi

Enzim soliisyonu uzaklastirildiktan sonra TBE ile son yikama yapildi. Daha
sonra spatiil yardimiyla alinan plaklar jelin i¢erisinde kalmasini saglayacak taraga teker
teker yerlestirildi (Sekil 14). Jel dokiim {initesine dokiildiikten sonra tarak, plaklarin
diismemesine dikkat edilerek jel haline doniisecek karisimin igine yerlestirildi. Oda

sicakliginda 30 dakika bekletildi. Jel donduktan sonra tarak dikkatli bir sekilde ¢ikartildi
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ve kuyucuklar daha 6nceden ayirilip kuru blok 1siticida bekletilen donmamus jel ile hava

kabarcig1 olusmayacak sekilde kapatildi.

Sekil 14. Plaklarin jele gomiilmesi

Elektroforez Asamasi
Elektroforez islemi igin cihaz, diisiik mW i¢in 30 kb, yiiksek mW igin 700 kb
olacak sekilde ayarlandi ve 6rnekler 19-21 saat yiiriitildii (Sekil 15).

Sekil 15. Elektroforez cihaz
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Boyama Asamasi

Boyama islemi i¢in 40 pl etidyum bromid soliisyonu, 400 ml distile suyla
sulandirildi. Elektroforez islemi bittiginde jel igerisinde 0,5 X TBE sollisyonu bulunan
ayr1 bir kaba aktarildi. 10 pl etidyum bromid eklenerek 30 dk. boyandi. Jel daha sonra
distile suyla (30 dk. da bir degistirilerek) ii¢ kez yikandu.

U.V Transilluminator
Boyamanin ardindan, igerisinde enzimlerle kesilmis L. monocytogenes DNA’s1
bulunan pluglarin elektroforez islemiyle elde edilen DNA bantlari, jel gorintuleme

sisteminde incelendi (Sekil 16).

Dendogram analizlerinde enzimlerin her ikisi i¢in de esdeger coefficient yiizde

degeri (%0,5) kullanilds. Izolatlar klonal iliskileri agisindan incelendi.

Sekil 16. U.V Transilluminatdr ve bilgisayarda alinan goriintii

Calismada Kullamilan Bakteri Suslar:
Anabilim Dalimiz laboratuar koleksiyonunda asagidaki suslar bulunmaktadir.
L. monocytogenes RSKK 472 (serotip 1/2b)
L. monocytogenes RSKK 471 (serotip 1/2a)
L. monocytogenes RSKK 475 (serotip 4b)
L. monocytogenes ATCC 7644 (serotip 1/2c)
S. aureus ATCC 26923
R. equi ATCC 33701
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4 BULGULAR

Toplam 192 6rnegin 56’sindan 232 L. monocytogenes siipheli izolat toplandi.
Biyokimyasal testlerde 25 (%13) 6rnekten 51 izolat L. monocytogenes pozitif olarak
tespit edildi ve PCR ile dogrulandi.

Oniki sogutucu zemin drneginin 4’iinden 20 siipheli izolat toplands. izolatlarin
tamami1 L. monocytogenes negatif olarak belirlendi. Oniki sogutucu kap1 kolu ve 12 duvar
Orneginin higbirinde izolat elde edilemedi.

Oniki zemin Orneginin 4’tinden 18 siipheli izolat toplandi. Bir zemin
orneginden 1 izolat L. monocytogenes pozitif olarak belirlendi. Yirmidort tezgah
Oorneginin 13’lnden 64 siipheli izolat toplandi. 3 tezgah Orneginden 8 izolat
L.monocytogenes pozitif olarak belirlendi. 24 personel eli 6rneginin 8’inden 37 siipheli
izolat toplandi. 3 personel elinden 8 izolat L. monocytogenes pozitif olarak belirlendi. 24
bicak Orneginin 6’sindan 23 siipheli izolat toplandi. 3 bigak 6rneginden 5 izolat L.
monocytogenes pozitif olarak belirlendi. 24 bileyici 6rneginin 9’undan 43 siipheli izolat
toplandi. 4 bileyici 6rneginden 9 izolat L. monocytogenes pozitif olarak belirlendi. 24
parga tavuk Orneginin 7’sinden 13 siipheli izolat toplandi. 3 parga tavuk Orneginden 8
izolat L. monocytogenes pozitif olarak tespit edildi. 24 biitiin tavuk 6rneginin 12’sinden
21 izolat toplandi. 8 biitiin tavuk Orneginden 12 izolat L. monocytogenes pozitif olarak
tespit edildi. Isletmelerden alinan 11 yiizey ve 3 personel eli ile 11 tavuk 6rneklerinden
toplam 51 izolat L. monocytogenes pozitif olarak belirlendi (Tablo 16).

L. monocytogenes izolatlarinda, hlyA geninin arastirilmasi amaciyla PCR
yOntemi uygulandi.Yapilan analizlerde izolatlarin tamaminda hlyA geninin bulundugu

saptandi (Sekil 17).
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388 bp

Sekil 17. L. monocytogenes izolatlarinda hlyA (388 bp) geninin elektroforez goriintiisii M: 100 bp’lik DNA
ladder, 1: Pozitif kontrol (L. monocytogenes ATCC 7644), 2: Negatif kontrol, (distile su) 3 —10:
hlyA geni pozitif L. monocytogenes izolatlari
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Tablo 16. Elde edilen L. monocytogenes izolatlar1 ve isletmelere gore dagilim

A isletmesi izolat sayisi

B i isletmesi izolat sayisi

C isletmesi izolat sayis1

D isletmesi izolat sayisi

Tekrar Tekrar Tekrar Tekrar
No 1 2 3 1 2 3 1 2 3 1 2 3
Numune Kod/ Kod/ Kod/ Kod/ Kod/ Kod/ Kod/ Kod/ Kod/ Kod/ Kod/ Kod/
Serotip Serotip Serotip Serotip Serotip Serotip Serotip Serotip Serotip Serotip Serotip Serotip
1 Sogutucu kapr Kk
2 |Sogutucu zemin (SZ)
3 Duvar (D)
4 . ZC2e
Zemin (Z2) 1/2a
T1Ala T1Dla
1/2¢ 1/2a
T1Alb
5 1/2a
Tezgah 1 (T1) T1Alc
1/2a
T1Ald
1/2a
T2D2b
1/2a
6 T2D2c
1/2a
Tezgah 2 (T2) T2D2d
1/2a
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Tablo 16. Elde edilen L. monocytogenes izolatlar1 ve isletmelere gore dagilimi (devamu)

A isletmesi izolat sayisi

B i isletmesi izolat sayisi

C isletmesi izolat sayis1

D isletmesi izolat sayisi

Tekrar Tekrar Tekrar Tekrar
No 1 2 3 1 2 3 1 2 3 1 2 3
Numune Kod/ Kod/ Kod/ Kod/ Kod/ Kod/ Kod/ Kod/ Kod/ Kod/ Kod/ Kod/
Serotip Serotip Serotip Serotip Serotip Serotip Serotip Serotip Serotip Serotip Serotip Serotip
P1A2a P1B1d P1D3a
1/2a 1/2a 1/2a
P1A2b P1D3b
7 1/2a 1/2a
Personel eli 1 (P1) P1A2c P1D3c
1/2a 1/2a
P1A2e
1/2a
g |Personel eli 2 (P2)
B1Ald
1/2a
9 Bigak 1 (B1) B1lAle
1/2a
B2Ale B2A2a
10 1/2a 1/2¢
Bicak 2 (B2) B2A2b
1/2¢c
BL1D2a |BL1D3b
1/2a 1/2a
11 BL1D2d |BL1D3e
Bileyici 1 (BL1) 1/2a 1/2a
BL1De
1/2a
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Tablo 16. Elde edilen L. monocytogenes izolatlari ve isletmelere gore dagilimi (devami)

A isletmesi izolat sayis1

B i isletmesi izolat sayisi

C isletmesi izolat sayis1

D isletmesi izolat sayis1

Tekrar Tekrar Tekrar Tekrar
No 1 2 3 1 2 3 1 2 3 1 2 3
Numune Kod/ Kod/ Kod/ Kod/ Kod/ Kod/ Kod/ Kod/ Kod/ Kod/ Kod/ Kod/
Serotip Serotip Serotip Serotip Serotip Serotip Serotip Serotip Serotip Serotip Serotip Serotip
BL2D2a |BL2D3a
1/2a 1/2a
12 BL2Db
Bileyici 2 (BL2) 1/2a
BL2D2d
1/2a
PT1D3a
13 1/2a
PT1D3b
Parca tavuk 1 (PT1) 1/2a
PT1D3c
1/2a
14 PT2A2a PT2D3c
1/2a 1/2a
PT2A2b PT2D3d
Parca tavuk 2 (PT2) 1/2a 1/7a
PT2D3e
1/2a
BTl}ZAaZb BT1Ble BT1C2C BT1D2e
BT1A2c 1/2a 1/2a 1/2a
1/2a
15 | Bjjtiin tavuk 1 (BT1) BT1n2d
BT1A2e
1/2¢
BT2A2c BT2B1la BT2C2c BT2D3e
1/2a 1/2a 1/2a 1/2a
16 |Butun tavuk 2 (BT2) BT2C2e
1/2a
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L. monocytogenes izolatlarinin serotiplendirilmesinde Doumith ve ark. (2004)
tarafindan bildirilen yonteme gore yapilan analizlerde Sekil 18, 19, 20 ve 21°de goriildiigii
gibi 691 bp’de bant veren izolatlar 1/2a (veya 3a), 471 bp’de bant veren izolatlar 1/2b
(veya 3b), 691 ve 906 bp’de bant veren izolatlar 1/2¢ (veya 3c), 471 ve 597 bp’de bant
veren izolatlar 4b (veya 4d, 4e) olarak degerlendirildi.

Degerlendirmeler sonucunda 51 6rnegin 47°si (%92,2) 1/2a (3a), 4’U (%7,8)
1/2¢ (3¢) olarak tespit edilmistir. Elde edilen 5 bicak izolatindan 2’si, 8 tezgah izolatindan
1’1 ve 12 biitlin tavuk izolatindan 1’1 1/2¢ (3c) diger biitiin izolatlar 1/2a (2a) olarak

belirlenmistir.

691 bp == W W W S — — — —

Sekil 18. IMO0737 gen bolgesi (691 bp) elektroforez sonuglart M: 100 bp DNA ladder, 1: Pozitif kontrol
(L. monocytogenes RSKK 471, serotip 1/2a), 2: Negatif kontrol (distile su), 3 — 11: IMOOQ737
pozitif L. monocytogenes izolatlart

Sekil 19. IMO1118 gen bolgesi (906 bp) elektroforez sonuglart M: 100 bp DNA ladder, 1: Pozitif kontrol
(L. monocytogenes, ATCC 7644, serotip 1/2c) 2: Negatif kontrol (distile su), 5, 6, 9 ve 10:
IMO1118 pozitif L. monocytogenes izolatlari, 3, 4, 7 ve 8: IMO1118 negatif L. monocytogenes

izolatlar1
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471bp

Sekil 20. ORF2819 gen bolgesi (471 bp) elektroforez sonuglart M:100 bp DNA ladder, 1: Pozitif kontrol

(L. monocytogenes RSKK 472, serotip 1/2b), 2: Negatif kontrol (distile su), 3-5: ORF2819 negatif
L. monocytogenes izolatlari

597 bp

Sekil 21. ORF2110 gen bolgesi (597 bp) elektroforez sonuglart M:100 bp DNA ladder, 6: Pozitif kontrol

(L. monocytogenes RSKK 475, serotip 4b), 1: Negatif kontrol (distile su), 2 —5: ORF2110 negatif
L. monocytogenes izolatlari

Yapilan ¢alismada PCR ile dogrulanan izolatlarin antibiyotik direnglilik testleri
EUCAST ve CLSI’da belirtildigi sekilde yapildi (Sekil 22). Testler sonucunda 51 izolatin
26’smin (%51) en az bir antibiyotige, 13’linlin (%25,5) de birden fazla antibiyotige kars1
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direng gosterdigi belirlendi. Ayrica 25 izolatin (%49) herhangi bir antibiyotige karsi

direncli olmadig1 saptandi.

Sekil 22. Antibiyotik direnclilik testi

Personel elinden izole edilen 8 izolatin, 1’1 (%12,5) eritromisine, 2’si (%25)
meropeneme, 2’si (%25) stlfametoksazol/trimetoprime direncli bulundu. Personel
elinden elde edilen izolatlarda, tetrasiklin, penisilin G’ye, ampisilin, kloramfenikol,
amoksisilin/klavulanik asit, oksitetrasiklin ve vankomisin direngliligi saptanmadi.

Biitiin tavuktan elde edilen 12 izolatin 1’i (%8,3) ampisilin, penisilin G,
kloramfenikol, tetrasiklin ve oksitetrasikline, 1’1 (%8,3) eritromisin ve tetrasikline, 1’i
(%8,3) sllfametoksazol/trimetoprim ve amoksisilin/klavulanik asite, 1’i (%8,3)
tetrasiklin ve oksitetrasikline direncli bulundu. Butiin tavuklardan elde edilen izolatlarda
vankomisin ve meropeneme direnclilik saptanmadi.

Tezgahtan elde edilen 8 izolatin 1’i (%12,5) eritromisine, 1’i (%12,5)
stlfametoksazol/trimetoprime, direngli bulundu. Tezgahtan elde edilen izolatlarda
ampisilin, penisilin G, meropenem, kloramfenikol, tetrasiklin , amoksisilin/klavulanik
asit, vankomisin ve oksitetrasikline direnclilik saptanmadi.

Bigaklardan elde edilen 5 izolatin 1°i (%20) ampisilin ve penisilin G’ye ve 1’i

(%20) eritromisine direncli bulundu. Meropenem,  stlfametoksazol/trimetoprim,
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kloramfenikol, tetrasiklin, vankomisin, amoksisilin/klavulanik asit ve oksitetrasikline
direnglilik saptanmadi.

Parca tavuklardan elde edilen 8 izolatin 1°i (%]12,5) penisilin G’ye, 1°i (%12,5)
eritromisin ve kloramfenikole, 1’i (%12,5) meropeneme, 1’i (%12,5) oksitetrasiklin ve
tetrasikline direncli bulundu. Parca tavuklardan elde edilen izolatlarda ampisilin,
stilfametoksazol/trimetoprim, vankomisin ve amoksisilin/klavulanik asite direnclilik
saptanmadi.

Bileyicilerden elde edilen 9 izolatin 1’1 (%11,1) ampisilin ve penisilin G’ye,
2’si (%22,2) tetrasiklin ve oksitetrasikline, 1°i (%11,1) eritromisin ve oksitetrasikline,
i (%111) eritromisin  ve  sulfametoksazol/trimetoprime, 1’1 (%11,1)
stilfametoksazol/trimetoprime ve kloramfenikole, 1’i (%11,1) eritromisine, 1’i (%11.1)
stilfametoksazol/trimetoprime direncli bulundu. Bileyicilerden elde edilen izolatlarda,
vankomisin, meropenem ve amoksisilin/klavulanik asite direnglilik saptanmadi.

Zeminden elde edilen izolatta herhangi bir antibiyotik direnci saptanmadi.

51 izolatin antibiyotiklere karsi tespit edilen direnglilik oranlar1 biiyiikten
kiiciige: sulfametoksazol/trimetoprim 8 izolat (%15,7), eritromisin 8 izolat (%15,7),
tetrasikslin 6 izolat (%11,8), oksitetrasiklin 6 izolat (%11,8), penisilin G 4 izolat (%7,8),
ampisilin 3 izolat (%5,9), meropenem 3 izolat (%5,9), kloramfenikol 3 izolat (%5,9),
amoksisilin/klavulanik asit 1 izolat (%2) olarak tespit edilmistir. Vankomisine direng
tespit edilememistir.

L. monocytogenes serotiplerinin antibiyotik direnglilikleri incelendiginde ise; 4
L. monocytogenes 1/2¢ izolatinin 1’1 (%25) ampisiline ve (%25) penisilin G’ye, 1’i
(%25) sulfametoksazol/trimetoprime ve amoksisilin/klavulanik asite direngli bulundu.
2 izolatta %50) herhangi bir antibiyotige kars1 direnglilik saptanmadi.

47 L. monocytogenes 1/2a izolatiin 2’1 (%4,3) ampisiline, 3’0 (%6,4)
penisilin G’ye, 8’1 (%17) eritromisine, 3’0 (%6,4) meropeneme, 7’si (%14,9)
stilfametoksazol/trimetoprime, 3’U (%6,4) kloramfenikole, 6’s1 (%12,8) tetrasikline,
ve 6’s1 (%12,8) oksitetrasikline direngli bulundu. 1/2a izolatlarindan vankomisin ve

amoksisilin/klavulanik asite direnglilik saptanmadi (Tablo 17).
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Tablo 17. Antibiyotik direnglilik testi sonuglari

NO | L. AMP* | PG* | E* | MEM* | SXT* |C |TE | VA | AMC | OT
monocytogenes | 2ug U 15 | 10 ug 1,25- 30 {30 |30 30pug |30
izolatlar1 2375 | Mo | MO | MO Mg

Hg

1 Pers.Eli1B1d | S S S |R S S |S S S S

2 Pers.Eli1 A2a | S S S |R S S |S S S S

3 Pers.Eli1 A2b | S S S |S S S |S S S S

4 Pers. Eli1 A2c | S S S S S S |S S S S

5 Pers.Eli1 A2 | S S R S S S |S S S S

6 Pers.ElilD3a | S S S S R S |S S S S

7 Pers.Eli1D3b | S S S S R S |S S S S

8 Pers.Eli1lD3c | S S S S S S |S S S S

9 Tezgah1 Ala | S S S S S S |S S S S

10 Tezgah1 Alb | S S S S S S |S S S S

11 Tezgah1 Alc | S S S S S S |S S S S

12 Tezgah1 Ald | S S S S S S |S S S S

13 Tezgah1Dla | S S R S S S |S S S S

14 Tezgah2D2b | S S S S R S |S S S S

15 | Tezgah2D2c | S S S |S S S |S S S S

16 | Tezgah2D2d | S S S |S S S |S S S S

17 | Zemin C2e S S S |S S S |S S S S

18 | Bigak 1 Ald S S S |S S S |S S S S

19 Bigak 1 Ale S S S S S S |S S S S

20 Bigak 2 A2a R R S S S S |S S S S

21 | Bigak 2 A2b S S S |S S S |S S S S

22 Bigak 2 Ale S S R |S S S |S S S S

23 | BileyicilD2a | R R S |S S S |S S S S

24 | Bileyici1D2d | S S S |S S S |[R |S S R

25 Bileyici 1 D2e | S S S S S S |R S S R

26 Bileyici2 D2a | S S S S S S |S S S S

27 Bileyici2 D2b | S S R S S S |S S S R

28 Bileyici2 D2d | S S R S S S |S S S S

29 Bileyici 1 D3b | S S S S R R |S S S S

30 Bileyici 1 D3e | S S R S R S |S S S S

31 Bileyici2 D3a | S S S S R S |S S S S

32 Parcat. 2 A2a | S S S R S S |S S S S

~
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Tablo 17. Antibiyotik direnglilik testi sonuglari (devamu)

NO | L. AMP* | PG* | E* | MEM* | SXT* |C |TE | VA | AMC | OT
monocytogenes | 2ug 1U 15 | 10 ng 1,25- 30130 |30 |30pg |30
izolatlar1 2375 | ug | MO | MO g

Mg

33 Parcat.2 A2b | S S S S S S |S S S S

34 Parcat.1D3a | S S S S S S |S S S S

35 Parcat.1D3b | S S R S S R |S S S S

36 Parcat. 1 D3c | S S S S S S |R S S R

37 Parcat.2D3c | S S S S S S |S S S S

38 Parcat.2D3d | S R S S S S |S S S S

39 Parcat.2D3e | S S S S S S |S S S S

40 Butint. 1 A2b | S S S S S S |S S S S

41 Butint.1 A2c | S S S S S S |S S S S

42 Butint. 1 A2d | S S S S S S |S S S S

43 | Bitint. 1 A2 | S S S |S R S |S S R S

44 | Bltint.2 A2c | S S S |S S S |S S S S

45 | Bltint.1D2e | S S R |S S S |R |S S S

46 | Bltint.1C2c | S S S |S S S |S S S S

47 | Bitint.2C2c | S S S |S S S |S S S S

48 | Bitint.2C2e | S S S |S R S |S S S S

49 Bitint.2D3e | R R S S S R | R S S R

50 | Bitun t.1Ble | S S S |S S S |S S S S

51 | Bitun t.2Bla | S S S |S S S |[R |S S R

AMP: Ampisilin, PG: Penisilin G, E: Eritromisin, MEM: Meropenem, SXT: Siilfametoksazol/Trimetoprim,
C: Kloramfenikol, TE: Tetrasiklin, VA: Vankomisin, AMC: Amoksisilin/Klavulanik asit, , OT:
Oksitetrasiklin, MIC: Minimum Inhibisyon Konsantrasyonu R: Diregli, I: Orta, S: Duyarli

Izolatlarin genotiplendirmelerinde PFGE teknigi uygulandi. Ornekler Apal ve
Ascl restriksiyon enzimleri ile kesildikten sonra UV transilluminatorde, elektroforezle
elde edilen DNA bantlar1 goriintilendi (Sekil 23, 24). UV transilluminator
goriintlilerinin bant araliklart BIO 1D++ jel analiz programiyla secilerek UPGMA

programiyla dendrogram analizleri yapildu.
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Sekil 23. PFGE isglemi sonucu olusan DNA bantlar1 (Apal enzimi ile kesim)

il e e S e a w a e - D —— - - D e S e S 8

S | e - — ——— . e —

Sekil 24. PFGE islemi sonucu olusan DNA bantlar1 (Ascl enzimi ile kesim)

UPGMA analiz programi ile olusturulan PFGE dendogram profilleri, klonal

iliskileri yoniinden incelenerek. Izolatlarin birbirleriyle ve L. monocytogenes ATCC

referans susuyla homolojileri degerlendirildi.
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Apal enzimi ile yapilan restriksiyon islemi neticesinde elde edilen PFGE
degerlendirilmesinde, en az %80 benzerlik gdsteren 25 farkli kiime ile 45 alt kiimeye
dagildiklar1 saptandi. %100 benzerlik iceren 2 kiime ve 4 alt kiime (Tablo 18), %96
benzerlik iceren 1 kime, %95 benzerlik iceren 2 kiime, %90 benzerlik iceren 1
altkiime, %89 benzerlik iceren 1 kiime, %88 benzerlik iceren 1 kiime ve 1 altkiime,
%86 benzerlik iceren 2 kiime, %85 benzerlik iceren 1 kime, %81 benzerlik igeren 1
kiime ve %80 benzerlik iceren 1 kiime gozlendi (Sekil 25).

Ascl enzimi ile yapilan restriksiyon islemi neticesinde elde edilen PFGE
degerlendirilmesinde, en az %80 benzerlik esas alinarak yapilan dendrograminda
izolatlarin iligkili 29 farkli kiime ile 36 alt kiimeye dagildiklar1 saptandi. %100
benzerlik iceren 4 kiime ve 2 alt kiime (Tablo 19 ), %94 benzerlik iceren 1 kiime ve 1
altkiime, %92 benzerlik iceren 1 kiime, %90 benzerlik iceren 1 kiime, %86 benzerlik
iceren 1 kiime, %85 benzerlik igeren 1 kiime, ve %81 benzerlik iceren 1 kiime olustugu
g6zlendi (Sekil 26).
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Sekil 25. Apal enzimi kullanilarak elde edilen PFGE dendrogrami
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Dendragram with Homology Coefficient %:0.5 { UPGMA )
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Sekil 26. Ascl enzimi kullanilarak elde edilen PFGE dendrogram
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Tablo 18. Apal enzimiyle elde edilen PFGE sonuglarina gore %100

serotip ve antibiyotik direclilikleri

benzerlik gosteren izolatlarin

Kiame/Alt kiime L.monocytogenes izolatlar: Serotip Antibiyotik
direclilik

Klme D isletmesi 1. ziyaret 1. tezgah a izolat1 1/2a E

A igletmesi 2. ziyaret 1. personel eli a izolat1 1/2a MEM
Klme C isletmesi 2. ziyaret 2. biitiin tavuk c izolat1 1/2a -

C isletmesi 2. ziyaret 1. biitiin tavuk ¢ izolat1 1/2a -

D isletmesi 3. ziyaret 1. bileyici b izolati 1/2a SXT, C
Alt kiime A isletmesi 2. ziyaret 1. personel eli e izolati 1/2a E

A igletmesi 2. ziyaret 2. personel eli a izolat 1/2a MEM
Alt kiime A isletmesi 2. ziyaret 2. biitiin tavuk c izolat1 1/2a -

D isletmesi 2. ziyaret 2. tezgah b izolat1 1/2a SXT

D igletmesi 2. ziyaret 2. tezgah ¢ izolat1 1/2a -

D igletmesi 2. ziyaret 2. tezgah d izolati 1/2a -

D isletmesi 2. ziyaret 1. bileyici a izolat1 1/2a AMP, PG
Alt kiime D isletmesi 3. ziyaret 1. bileyici e izolati 1/2a E, SXT

D isletmesi 3. ziyaret 2. bileyici a izolati 1/2a SXT

D isletmesi 3. ziyaret 1. parca tavuk a izolati 1/2a -

D isletmesi 3. ziyaret 1. parca tavuk b izolat1 1/2a E,C

D isletmesi 3. ziyaret 1. parca tavuk c izolati 1/2a TE, OT

D isletmesi 3. ziyaret 2. parca tavuk ¢ izolati 1/2a -
Alt kime A igletmesi 1. ziyaret 1. tezgah c izolati 1/2a -

A isletmesi 2. ziyaret 1. personel eli b izolati 1/2a -
Alt klime* D isletmesi 3. ziyaret 1. personel eli a izolati 1/2a SXT

D isgletmesi 3. ziyaret 1. personel eli b izolati 1/2a SXT

* Ayni numuneye ait izolatlar oldugu i¢in alt kiime siralamasindan ¢ikartilmistir.
AMP:Ampisilin, PG:Penisilin G, E:Eritromisin, MEM:Meropenem,
TE:Tetrasiklin, SXT:Sulfametoksazol/Trimetoprim, OT: Oksitetrasiklin, VA: Vankomisin
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Tablo 19. Ascl enzimiyle elde edilen PFGE sonuglaria gére %100 benzerlik gosteren izolatlarin serotip

ve antibiyotik direclilikleri

Kume/Alt kiime L. monocytogenes izolatlari Serotip | Antibiyotik
direclilik
Kime A igletmesi 2. ziyaret 1. personel eli e izolati 1/2a E
A isletmesi 2. ziyaret 2. parca tavuk a izolat 1/2a MEM
A isletmesi 2. ziyaret 1. biitlin tavuk b izolat1 1/2a -
Kiame A igletmesi 2. ziyaret 2. biitiin tavuk ¢ izolat1 1/2a -
D isletmesi 2. ziyaret 2. tezgah b izolat1 1/2a -SXT
D isletmesi 2. ziyaret 2. tezgah ¢ izolat1 1/2a -
D isletmesi 2. ziyaret 2. tezgah d izolati 1/2a -
D isletmesi 2. ziyaret 1. bileyici a izolati 1/2a AMP, PG
Kime* A igletmesi 1. ziyaret 1. tezgah c izolati 1/2a -
A isletmesi 1. ziyaret 1. tezgah d izolati 1/2a -
Kime A isletmesi 2. ziyaret 2. bigak a izolati 1/2c AMP, PG
A igletmesi 2. ziyaret 2. bicak b izolat1 1/2¢ -
Kime C igletmesi 2. ziyaret 2. biitiin tavuk e izolat1 1/2a SXT
D isletmesi 3. ziyaret 1. personel eli a izolat1 1/2a SXT
D isletmesi 3. ziyaret 1. personel eli b izolat1 1/2a SXT
Alt kiime A igletmesi 2. ziyaret 1. personel eli a izolat1 1/2a MEM
A isletmesi 2. ziyaret 1. personel eli b izolat1 1/2a -
D isletmesi 1. ziyaret 1. tezgah a izolat 1/2a E
Alt kiime D isletmesi 3. ziyaret 1. parca tavuk a izolati 1/2a -
D isletmesi 3. ziyaret 1. parca tavuk b izolati 1/2a E,C
D igletmesi 3. ziyaret 1. parca tavuk c izolat1 1/2a TE,OT
Alt kiime** D isletmesi 2. ziyaret 1. bileyici d izolat1 1/2a TE, OT
D isletmesi 2. ziyaret 1. bileyici e izolati 1/2a TE.OT

* Ayn1 numuneye ait izolatlar oldugu i¢in kiime siralamasindan ¢ikartilmistir.

** Ayn1 numuneye ait izolatlar oldugu i¢in alt kiime siralamasindan ¢ikartilmigtir.

AMP:Ampisilin, PG:Penisilin G, E:Eritromisin, MEM:Meropenem, C:Kloramfenikol,
TE:Tetrasiklin, SXT:Sulfametoksazol/Trimetoprim, OT: Oksitetrasiklin, VA: Vankomisin
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5.TARTISMA

Kanatli  hayvanlarin ~ dogal  bagirsak ~ mikrofloralarinda  bulunan
mikroorganizmalar kanatl eti iiretimi asamasinda belirli bir risk olustursa da gevresel
faktorlerin etkisi, personel, alet ekipman gibi ¢apraz bulagsmaya neden olan etkenler bu
riski daha da arttirmaktadir (Bailey ve ark., 1990). Calismamizda tavuklarda
kontaminasyona neden olan L. monocytogenes’in dominant genotiplerinin tespiti icin
farkli isletmelerde tavuk pargalama prosesinin farkli boliimlerinden; klasik kiiltiir teknigi,
IMS ve PCR yontemiyle ile identifikasyonu yapilan L. monocytogenes izolatlarinin
genotiplendirilmesi PFGE metodu ile yapildi. Ayrica elde edilen izolatlarin antibiyotik
direng profilleri belirlenerek halk saglig1 agisindan 6nemi arastirildi.

Arastirmada, dort isletmede, parcalama prosesi ve tirlinlerden 16 ayr1 noktadan,
3 farkli zamanda toplanan 192 numunenin 25’inden (%13) L. monocytogenes izole edildi.
A isletmesinde incelenen 48 6rnegin 8’1 (%16,7), B isletmesinde 48 6rnegin 3’1 (%6,3),
C isletmesinde 48 ornegin 3’1 (%6,3) ve D isletmesinde 48 6rnegin 11’1 (%22,9) L.
monocytogenes ile kontamine bulundu. 24 biitiin tavuk 6rneginin 8’1 (%33,3), 24 parca
tavuk 6rneginin 3’1 (%12,5), par¢alama prosesinden alinan 144 6rnegin 14’{inden (%9,7)
L. monocytogenes izole edildi. L. monoctyogenes izole edilen 25 6rnek isletme bazinda
incelendiginde %32’sinin A isletmesinden, %12’sinin B isletmesinden, %12’sinin C

isletmesinden ve %44 iiniin D isletmesinden alindigi tespit edilmistir (Sekil 27).

(D)
%44

= Alsletmesi = Bisletmesi = Cisletmesi = D isletmesi

Sekil 27. L. monocytogenes izole edilen 6rneklerin isletmelere gore dagilimi
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Isletmelerden alinan 24 biitiin tavuk 6rneginin 8’inden (%33,3) ve 24 parca
tavuk Orneginin 3’iinden (%12,5) L. monocytogenes izole edildi. Butliin tavuk
orneklerinde parca tavuk orneklerine gére daha fazla oranda L. monocytogenes
saptanmasi, baslangic kontaminasyon yiikii ve bu Orneklere 6n zenginlestirme
asamasinda rins metodu uygulanmasiyla iliskili olabilir. Diinyada ve tilkemizde tavuk
etlerinde L. monocytogenes varliginin arastirildigi ¢ok sayida caligma mevcuttur.
Calismamiz bulgularindan farkli olarak, Schonberg ve ark. (1989), 100 tavuk eti
orneginde %85; Rahmat ve ark. (1991), 24 tavuk karkasi orneginde %62,5; Weis
(1989), 8 tavuk eti 6rneginde %62,5; Kwiatek ve ark. (1992), 20 tavuk eti 6rneginde
%60; Farber ve ark. (1989b), 16 tavuk etinde %50; Rorvik ve ark. (2003), 5 farkli
kesimhaneden alinan tavuk karkaslarinda %20 ile %100 arasinda degisen oranlarda
L.monocytogenes varligi tespit etmislerdir. Bailey ve ark. (1989), 90 tavuk karkasinda
%23; Genigeorgis ve ark. (1989) 160 tavuk etinde %12,5; Gilbert ve ark. (1989),
tilketime hazir pili¢ etlerinde %12; Indrawattana ve ark. (2011), 104 tavuk Grlintinde
%15,4; Alsheikh ve ark. (2013), 250 hazir tavuk iiriiniinde %13,6; Alsheikh ve ark.
(2014), 500 dondurulmus tavuk 6rneklerinde %12,8; Mahmood ve ark. (2003), 320
kanatl eti ve triinlerinde %9,6; Soultos ve ark. (2003), 205 tavuk pargasinda %6,8;
Ozmen (2006), dondurulmus-posetlenmis 100 tavuk karkasinda %24; Yiicel ve ark.
(2005) 26 tavuk 6rneginde %11,5; Arslan ve ark. (1999) 80 parca tavukta %10; Ayaz
ve ark. (2009) 240 tavuk karkaslasinda %20,2 oraninda ¢alismamiz sonuglarina yakin
degerlerde L. monocytogenes varligini bildirmislerdir. Bu ¢alismalarda elde edilen
degerler incelendiginde giiniimiize daha yakin yapilan caligmalarda eski ¢alismalara
gore L. monocytogenes’in daha az bulundugu sodylenebilir. Bu durumun, ciftlikler
kesimhane ve et pargalama tesislerinin teknolojik olarak yenilenmesi, gida giivenligi
ile gida hijyenine daha ¢ok 6nem verilmesi neticesinde kontaminasyon kaynaklarinin
belirlenerek gerekli 6nlemlerin alinmasina baglanabilir.

Isletmelerden 16 farkli noktadan toplanan 192 numunenin 25’inde (%13) L.
monocytogenes tespit edildi. Bu noktalardaki kontaminasyon sikligi; bileyici (24/4)
%16,6, personel eli (24/3) %12,5, tezgah (24/3) %12,5, bitin tavuk (24/8) %33,3,
parga tavuk (24/3) %12,5, zemin (12/1) %8,3 ve bigak (24/3) %12,5 olarak tespit edildi
(Sekil 28). A isletmesinden tezgah (%16,6), personel eli (%16,6), bigak (%20,8), butln
(%20,8) ve parca tavuk (%8,3) orneklerinde, B isletmesinden personel eli (%4,1) ve
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bitun tavuk (%8,3) orneklerinde, C isletmesinden zemin (%8,3) ve bitin tavuk
(%12,5) orneklerinde, D isletmesinden tezgah (%16,6), personel eli (%12,5), bileyici
(%37,5), biitiin (%8,3) ve parca (%25) tavuk drneklerinde L. monocytogenes saptandi.
Bigak bileyicilerinde 6nemli oranda L. monocytogenes saptanmasi, etkenin piiriizli
yiizeylere daha kolay tutunmasiyla agiklanabilir. Bu tip alet ve ekipmanlarin temizlik
ve dezenfeksiyon islemlerinin daha 6zenli yapilmasi olas1 kontaminasyon risklerini
engelleyebilir. Etken psikrotrofik 6zelliginden dolay1 soguk muhafaza kosullarinda bile
canliligin1 koruyabilmesine ragmen, sogutucu kap1 kolu, sogutucu zemin ve isletme
duvarlarindan alinan 6rneklerde L. monocytogenes bulunamadi. Bu durum isletmelerde
uygulanan etkin temizlik ve dezenfeksiyon islemleriyle iliskili olabilir. Isletme
duvarlarinda kullanilan kolay temizlenebilen ve mikroorganizmalarin yerlesmesini
engelleyen yapidaki pvc, fayans gibi malzemeler de etkilidir. Ayrica sogutuculardaki

cok diisiik sicakliklar mikroorganizmalarin {iremelerini sinirlandirdigi sdylenebilir.

%33.3
35
30
25
20 %16.6
15 %12... %12.5 %12.5 %12.5
10 %8,3
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B L. monoctogenes izole edilen 6rneklerin ytzdesi

Sekil 28. Alinan numunenin tiiriine gére elde edilen izolatlarin yiizdeleri
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Yapilan c¢aligmalarda L. monocytogenes’in kesimhane ve gida isleme
tesislerinde yiizeylere ve ekipmanlara tutundugu, biyofilm olusturarak temizlik -
dezenfeksiyon islemlerini zorlastirdigir bildirilmistir (Blackman ve Frank, 1996;
Lourengo ve ark., 2013). isletmelerde 6zellikle, paketleme ve doldurma ekipmanlari,
konveyor, diziciler, derin dondurucular, zemin giderleri, sogutma borulari, eldivenler
ve duvarlar gibi yuzeylerde L. monocytogenes izole edildigi belirtilmektedir
(Djordjevic ve ark., 2002).

Calismamizin sonuglarina benzer olarak diinyada ve iilkemizde kesimhane ve
et isleme tesislerinde L. monocytogenes varligina iliskin yapilan calismalarda, alet
ekipman, personel eli, tesisin ¢esitli ylizey alanlar1 ve iiriinlerde farkli oranlarda etken
tespit edilmistir.

Beumer ve Giedfel (1999), tarafindan yapilan benzer bir ¢alismada %10 ve
Gudbjornsdottir ve ark. (2004) tarafindan yapilan bir ¢alismada alinan 6rneklerin
%11,9’unda L. monocytogenes saptamislardir. Sammarco ve ark. (1997), mezbaha
yiizeylerinin ve mezbahalarda kullanilan malzemelerin patojenler i¢in bulasma kaynagi
oldugunu belirttikleri ¢alismalarinda, alet ve ekipmanlarda %1,2 oraninda L.
monocytogenes bulundugunu tespit etmislerdir. Barros ve ark. (2007) tarafindan
perakende satis yerlerindeki alet ve ekipmanlardan alinan toplam 133 numuneden
72’sinde (%54,1) Listeria tiirleri pozitif olarak tespit edilmis, mezbahalardaki alet ve
ekipmanlardan alinan toplam 15 numuneden 4 (%26,7), isletmeden alinan toplam 13
numuneden de 4’iinde (%30,8) Listeria tiirleri pozitif bulundugunu bildirmislerdir.
Barbalho ve ark. (2005), Brezilya’da bulunan bir tavuk isletmesinde 37 iscinin
ellerinden alinan 6rneklerin %11,8 oraninda L. monocytogenes ile kontamine oldugunu
tespit etmislerdir. Wenger ve ark. (1990), gida isletmelerinden aldiklari 41 numunenin
2’sinde (%4,87) L. monocytogenes tespit etmis, Jackson ve ark (2007), irlanda’da
yaptiklar1 arastirmada L. monocytogenes prevalansinin en yiikksek karkas sogutma
odalarinin zemininde ve %4 oraninda tespit etmislerdir. Buna karsilik Sergelidis ve ark.
(1997), topladiklar1 22 tiikketime hazir gida numunesinden %4,5 oraninda prevalans
tespit etmislerdir. Rivera- Betancourt ve ark. (2004), iki mezbahanede her birinin ihata
duvarindan aldiklar1 75 numuneden sirasiyla %1,3 ve %14,7 oraninda L.
monocytogenes izole etmislerdir. Bu durumun mezbahalara c¢evreden de bulagma

oldugunu gosterdigi ve mezbahanin bulundugu ¢evrenin de bulasmada énemli bir rol
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oynadigi bildirilmistir.

Akkaya ve ark. (2008), 5 farkli mezbahada 19 farkli noktadan svap yontemi ile
ornekler almistir. Calisma sonucunda ¢evreden alinan 6rneklerde L. monocytogenes
%4,37, alet-ekipmanlarda %15, ¢alisan personellerde %11,42 oraninda tespit edilmistir.
Alisarli ve ark. (2003) tarafindan yapilan bir calismada %8,8, Kahraman ve ark. (2010),
et isleme tesislerinden yapmis olduklari bir ¢aligmada ekipmanlardan aldiklar1 toplam
130 numunenin 12’sinde (%9,23) L. monocytogenes tespit etmislerdir.

Bu calismalardan farkli olarak, Legnani ve ark. (2004), Italya’da yaptiklar bir
arastirmada, topladiklar1 140 numuneden %0,71 oraninda L. monocytogenes pozitif
bulmuslardir. Yesilyurt (2010), mezbahalarda L. monocytogenes’in varliginin
arastirilmasi iizerine yaptigi bir ¢aligmada, 36 bigak, 36 bileyici, 72 kancadan aldig:
numunelerin hicbirinde L. monocytogenes tespit edememistir.

Calismada, L. monocytogenes’in izolayon ve identifikasyonu amaciyla IMS
bazli kiltir teknigi ile PCR kullanildi. Ueda ve ark. (2006), calismalarinda IMS
isleminden sonra MOX agar kullanarak yaptiklari kiiltiir tekniginde izole ettikleri
Listeria siipheli kolonilerin identifikasyonunu PCR analiziyle hizli bir sekilde yaparak
L. monocytogenes olarak belirlemislerdir. Boylelikle IMS bazli kiiltiir tekniginden sonra
yapilan PCR analizinin gidalarda L. monocytogenes’in tespitinde etkin olarak
kullanilabilecegini ortaya koymuslardir. Yapilan baska bir calismada ise diisiik
seviyelerdeki (2 log) L. monocytogenes’in yalnizca PCR uygulamasiyla tespitinin
miimkiin olmadig: bildirilmistir. On zenginlestirme yapildiktan sonra uygulanan IMS
teknigi ile ayni diizeydeki L. monocytogenes’in tespit edilebildigi bildirilmistir (Hsth
ve Tsen, 2001).

(Calismada, 6rneklerden elde edilen 51 L. monocytogenes izolatinin tamaminda
hlyA geni bulundugu ve 388 bp’de bant olusturdugu belirlendi. Dimen ve ark. (2011),
siit ve iirlinlerinden, Lakicevic ve ark. (2010), gida isleme tesisinden, Aznar ve Alarcon
(2003), cesitli gidalardan, Holko ve ark. (2002), ¢ig siit ve peynir c¢esitlerinden,
Wieckowska ve ark. (1998), ¢ig siitlerden aldiklar1 6rneklerde, Gouws ve Liedemann
(2005), farkli gidalarda Kkiiltiirel yontemler kullanarak yaptiklar1 izolasyon ve
identifikasyonun ardindan, elde ettikleri L. monocytogenes izolatlarint PCR’la
dogrulamiglardir. Arastirmacilar PCR’in identifikasyonu dogrulamak igin yiiksek

duyarliliga sahip , hizli, giivenilir ve 6zgiil oldugunu belirtmislerdir.
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L. monocytogenes’in somatik (O) ve flagella (H) antijenik yapilarina gore
yapilan siniflandirmada 13 serotipe sahip oldugu belirlenmis ve buna karsin diinyada
meydana gelen gida kaynakli listeriozis vakalarinin %98’ine, L. monocytogenes 1/2a,
1/2b, 1/2¢ ve 4b serotiplerinin sebep oldugu bildirilmistir (Maury ve ark., 2016; Seeliger
ve Hohne, 1979; Liu, 2006). Calismamizda elde ettigimiz ve PCR ile dogruladigimiz L.
monocytogenes izolatlarmin serotiplendirilmesi amaciyla Doumith ve ark. (2004)
tarafindan gelistirilen Imo0737, Imol1118, ORF2819 ve ORF2110 primer dizileri
kullanilmigtir.  Analizler sonucunda incelenen 51 izolatin, 47’si (%92,2) L.
monocytogenes 1/2a, 4’i (%7,8) L. monocytogenes 1/2¢c  olarak tespit edilmistir.
Calismamizda, 1/2a serotipinin dominant serotip oldugu goriilmiistiir.

Holko ve ark. (2002), peynir ve ¢ig siit numunelerinden izole ettikleri L.
monocytogenes izolatlarinin serotipini 4ab , Diimen ve ark. (2011), Istanbul ve Trakya
cevresindeki sut ve sit urunlerinden izole ettikleri L. monocytogenes izolatlarinin
serotipini 4d, Giovannacci ve ark. (1999), domuz kesimhanelerinden izole ettikleri L.
monocytogenes izolatlarinin serotiplerini 3a, 1/2a ve 1/2c olarak tespit etmislerdir. Yine
baska bir ¢calismada Hofer ark. (2000), siit tiriinlerinden elde ettikleri izolatlarin %58’ini
L. monocytogenes 1/2a, %26,6’sin1 L. monocytogenes 4b, %]14’iinii L. monocytogenes
1/2b, ve %1,4’ini L. monocytogenes 1/2c olarak tespit etmislerdir. Japonya’da yapilan
bir arastirmada da, peynir numunelerinde L. monocytogenes 1/2b serotipinin dominant
oldugunu tespit edilmistir (Makino ve ark., 2005). Arastirma sonuglarina gore farkl
bolgelerde farkl serotiplerin dominant olarak tespit edildigi goriilmektedir. Bu da c¢evre
faktorlerinin serotipler arasinda bile farkli etkileri oldugunu gostermektedir.

Calisma sonuglarimiza benzer olarak, Erol ve Sireli (1999), donmus tavuk
karkaslarinda yaptiklar1 aragtirmada %73 oraninda L. monocytogenes 1/2a serotipini
dominant olarak belirlemisler ve bunu 1/2b, 1/2¢ ve 4b’nin izledigini bildirmislerdir.
Ayrica Ayaz ve Erol (2011), hindi etlerinden elde ettikleri L. monocytogenes izolatlarinin
serotiplendirilmesi sonucu 4b’yi (%51,4) dominant serotip olarak belirlemisler bunu 1/2a
(%27) ve 1/2b’nin (%21) serotiplerinin izledigini rapor etmislerdir. Brezilya’da tavuk
kesimhanesinde yapilan bir ¢alismada toplanan 195 tavuk orneginin 35’inde (%17,9)
L.monocytogenes izole ediligi ve serotip dagilimlarinin 1/2a (%87), 1/2¢c (%8) ve 1/2b
(%5) oldugu bildirilmistir (Oliveira ve ark. 2018). Tavuk kesimhanesinde yapilan bagka
calismalarda, Chiarini ve ark. (2009b), L. monocytogenes’lerin %72,9’unun 1/2a yada
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3a, Bouayad ve ark., (2015) ise %84.6 oraninda serogrup lla (1/2a ya da 3a) oldugunu
bildirmislerdir.

Antibiyotik direnc profili analizi sonucu elde edilen 51 izolatin 26’sinin (%51)
en az bir antibiyotige, 13’0nln (%25,5) de birden fazla antibiyotige karsi direng
gosterdigi belirlendi. Ayrica 25 izolatin (%49) herhangi bir antibiyotige kars1 direngli
olmadig saptandi.

51 izolatin antibiyotiklere gore tespit edilen direnglilik oranlar1 biiyiikten
kiigtige: sulfametoksazol/trimetoprim 8 izolat (%15,7), eritromisin 8 izolat (%15,7),
tetrasikslin 6 izolat (%11,8), oksitetrasiklin 6 izolat (%11,8), penisilin G 4 izolat (%7,8),
ampisilin 3 izolat (%5,9), meropenem 3 izolat (%5,9), kloramfenikol 3 izolat (%5,9),
amoksisilin/klavulanik asit 1 izolat (%2) olarak tespit edilmistir. Vankomisine karsi
direnclilik tespit edilememistir.

Insan ve hayvan hastaliklariin tedavilerinde yaygmn olarak antibiyotik
kullanim1 Listeria spp. igine alan pek ¢ok dnemli bakteriyel patojenlerin direnglilik
kazanmasma yol agmaktadir (Sakaridis ve ark., 2011). Antibiyotik direngliliginin
artmas1 Onemli bir halk sagligi sorunu olusturmaktadir. Direngli bakterilerin gidalar
vasitasiyla hayvanlardan insanlara gegebilecegi yoOniinde cesitli goriigler vardir
(Harisberger ve ark., 2010). Buna ek olarak tavukc¢uluk sektoriinde kullanilan biiyiitme
faktorleri tavuk etinde direngli suslarin olugsmasinda rolii oldugu bildirilmistir.
Antibiyotik direncinde gorulen artisa paralel olarak Avrupa Birligi Komisyonu hayvan
yemlerinde biiylimeyi ve performansi destekleyici amagla antibiyotik kullanimini 1
Ocak 2006 tarithinden itibaren yasaklamistir. Bu kararin ardindan iilkemizde 21 Ocak
2006 tarihinden itibaren bu amacla antibiyotik kullanimi yasaklamistir (Resmi gazete
say1: 26056 ).

Kanatl 6rneklerinden izole edilen L. monocytogenes izolatlarinin atibiyotiklere
kars1 direngleri ilizerinde yapilan c¢esitli caligmalarda arastirma bulgularina paralel
sonuglar bildirilmistir. Osaili ve ark. (2011), Urdiin’de perakende tavuklardan izole edilen
L. monocytogenes suslarinin %11,8'inde tetrasikline, Alonso-Hernando ve ark. (2012)
Ispanya’da satisa sunulan tavuk &rneklerinden elde edilen L. monocytogenes izolatlarmin
siprofloksasin ve gentamisine, Granier ve ark. (2011) Fransa’da 202 L. monocytogenes
izolatinin %2'sinin eritromisine, tetrasikline, trimetoprime ve tetrasiklin/trimetoprime,

Sugiri ve ark. (2014) Endonezya’da tavuk karkaslarindan elde edilen L. monocytogenes
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izolatlarmin %17,2'sinin penisiline, %6,9’unun ampisiline, %6,9’unun eritromisine ve
%3,4’linlin ampisilin ve penisilin kombinasyonuna direngli oldugunu bildirmislerdir.
Bilir Ormanci ve ark. (2008), hindi etinden izole ettikleri L. monocytogenes izolatlarinin
antibiyotik direnglilik testlerini disk diflizyon metodu ile yapmislar ve benzer sekilde elde
ettikleri izolatlarin penisilin ve ampisiline direngli olduklarini bildirmislerdir. Ayaz
(2008), calismasinda hindi etlerinden izole ettigi L. monocytogenes izolarinin penisilin ve
ampisiline direngli, eritromisine orta diren¢li oldugunu, tetrasiklin, kloramfenikol ve
vankomisine direng tespit edemediklerini bildirmislerdir.

Walsh ve ark. (2001), irlanda, Dublin’de gesitli gidalardan elde ettikleri 351 L.
monocytogenes izolatinin ¢alismaya benzer sekilde ampisilin, eritromisin, penisilin ve
tetrasikline kars1 yiiksek diizeyde direncli oldugunu bildirmislerdir. Davis ve Jackson
(2009), Amerika Birlesik Devletleri’nde insan, ¢evre ve gida kdkenli L. monocytogenes
izolatlarinin antimikrobiyel diren¢ Ozelliklerini Sensititre® metodunu kullanarak
arastirmislar ve ¢alismaya paralel sekilde izolatlarin ampisilin, penisilin G, eritromisin ve
tetrasikline direngli kars1 oldugunu belirlemisler. Harakeh ve ark. (2009), Liibnan’da siit
urtnlerinden elde ettikleri L. monocytogenes izolatlarinin %93,33°Uniin oksasiline ve
%90’ 1min da penisiline kars1 direngli oldugu belirtilmistir. Benzer sekilde Rahimi ve ark.
(2010), Iran’da siit ve siit iiriinlerinden izole edilen L. monocytogenes izolatlarinin
nalidiksik asit, siprofloksasin, eritromisin, tetrasiklin, gentamisin, ampisilin, penisilin ve
kloramfenikol gibi cesitli antibiyotiklere karsi direncli oldugunu bildirilmistir.
Arastirmacilar tespit ettikleri bu yiiksek direngliligi farkli tiirler arasinda meydana
gelebilen genetik materyal transferlerine ve bilingsiz ilag kullanimia baglamislar.
Ulkemizde Arslan ve Ozdemir (2008), ev yapimi beyaz peynirlerden elde ettikleri
Listeria izolatlarinin antibiyotik direngliliklerini disk difiizyon metodu ile aragtirmis ve
izolatlarinin ¢alismada da kullanilan ampisilin, kloramfenikol, penisilin ve tetrasikline
diren¢ gosterdigini belirlemislerdir. Fakat amoksisilin/klavulanik asit ve vankomisine
kars1 herhangi bir direnglilik belirleyemediklerini rapor etmislerdir.

Yirminci ylizyilin ikinci yarist iginde glikopeptit antibiyotiklere (vankomisin)
kars1 direng bildirilmezken, 1980’li yillarindan itibaren stafilakok ve enterokoklarin
aniden vankomisine direng gelistirdikleri belirlenmistir (Biavasco ve ark., 1996). Yapilan
arastirmalarda antibiyotik diren¢ genlerini tasiyan enterokokal ve streptekokal plazmid

ve transpozonlarin konjugasyon yoluyla Listeria tiirlerine transfer oldugu tespit
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edilmistir. Charpentier ve Courvalin (1999), tarafindan Streptecoccus agalactiae’da
bulunan kloramfenikol, makrolid, linkozamid ve streptogramin direncliliklerinden
sorumlu olan plazmid pIP501’in, L. monocytogenes’e invitro kosullarda transfer
olabildigi bildirilmistir. Benzer sekilde Biavasco ve ark. (1996) tarafindan vankomisine
direncgli Enterococci suslarindan Listeria tiirlerine direnglilik geninin aktarildigr ve
Listeria tiirlerinin de vankomisine direng kazandigi bildirilmistir. Calismamizda farkli
antibiyotiklere kars1 tespit ettigimiz direnclilik, bakterilerde meydana gelen mutasyonlar
ve bakteriler arasindaki etkilesim sonucu olusan genetik materyal aktarimlarina
baglanabilir.

Izolatlarin genotiplendirmelerinde PFGE teknigi kullanildi. Ornekler Apal ve
Ascl restriksiyon enzimleriyle kesildi. Elde edilen DNA bantlar1 UV transilluminatorde,
Pulsed-field jel elektroforezinde goriintilendi. UPGMA analiz programi kullanilarak
olusturulan PFGE dendrogram profilleri, klonal iligkileri yoniinden incelendi. Ascl
enzimiyle yapilan kesme islemi sonucunda elde edilen PFGE degerlendirilmesi
neticesinde en az %80 benzerlik esas alinarak yapilan dendrograminda izolatlarin iliskili
29 farkl1 kiime ile 36 alt kiimeye dagildiklar1 saptandi. Apal enzimi kullanilarak yapilan
restriksiyon sonucu elde edilen PFGE degerlendirilmesi sonucunda en az %80 benzerlik
esas alinarak yapilan dendograminda izolatlarin iligkili 25 farkli kiime ile 45 alt kiimeye
dagildiklar saptandi.

Ascl enzimi ile kesim sonucu elde edilen PFGE dendrograminda %100
benzerlik iceren 4 kiime ve 2 alt kiime tespit edildi. 4 kiime arasinda A isletmesinden ayn1
giin alinan ayni bicaga ait 2 ayr1 izolat (B2A2a, B2A2b), D isletmesinden ayni1 giin alinan
ayni1 personele ait 2 ayr1 izolat ile C isletmesine ait biitiin tavuk izolat1 (P1D3a, P1D3b ve
BT2C2e), A isletmesinden ayni1 giin alinan biitiin tavuk, parca tavuk ve personel eline ait
3 ayr1izolat (BT1A2b, PT2A2a ve P1A2e), D isletmesinden ayn1 giin alinan ayn1 tezgaha
ait 3 ayr1 izolat ile ayni giin alinan bileyiciye ait 1 izolat ve A isletmesine ait biitiin tavuk
izolatinin (T2D2b, T2D2c, T2D2d, BL1D2a ve BT2a2c) yer aldig1 gézlenmistir. 2 alt
kiime arasinda D isletmesinden ayn1 giin alinan ayni1 par¢a tavuga ait 3 izolat (PT1D3a,
PT1D3b ve PT1D3c) ile A isletmesinden ayni giin alinan ayn1 personele ait 2 izolat ve D
isletmesine ait tezgah izolatinin (P1A2a, P1A2b ve T1D1a) yer aldig1 gézlenmistir. Farkli
isletmelerden alinan numuneler arasinda %100 benzerlik gdésteren 2 kiime ve 1 alt kiime

gozlendi. 2 kiime arasinda A ve D igletmesine ait izolatlar ile C ve D isletmesine ait
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izolatlarin oldugu, 1 alt kiimenin ise A ve D isletmesine ait izolatlar arasinda oldugu
gozlenmistir. Ayni ve farkli isletmelerden toplanan alet ekipman ve personel numuneleri
ile tavuklardan alinan numunelerle %100 homoloji gostermesi direkt ve indirekt
kontaminasyonun gostergesi olabilir.

Apal enzimi ile kesim sonucu elde edilen PFGE dendrograminda %100
benzerlik gosteren 2 kiime ve 4 alt kiime gozlendi. 2 kiime arasinda A isletmesine ait
personel eli 6rnegi ile D isletmesine ait tezgah 6rnegi izolatlar1 (P1A2a ve T1D1a) ve C
isletmesinden ayni gilin alinan 2 farkli biitiin tavuk 6rnegi ile D isletmesine ait bileyici
ornegi izolatlariin (BT1C2¢c, BT2C2c ve BL1D3b) yer aldig1 gézlenmistir. 4 alt kiime
arasinda A isletmesinden ayni giin alinan personel eli 0rnegi ile parca tavuk Ornegi
izolatlar1 (P1A2e ve PT2A2a), A isletmesinden farkli zamanlarda alinan personel eli
Ornegi ile tezgah 6rnegi izolatlar1 (P1A2b ve T1Alc), D isletmesinden ayni giin alinan
ayni tezgaha ait 3 izolat ile bileyici 6rnegi ve A isletmesinden alinan biitiin tavuk 6rnegi
izolatlar1 (T2D2b, T2D2¢c, T2D2d, BL1D2a ve BT1A2c) ve D isletmesinden ayn1 giin
aliman ayni parga tavuk ornegine ait 3 izolat, farkli parca tavuk 6rnegine ait 1 izolat ve
farkli 2 bileyici 6rneginden alinan izolatlarin (PT1D3a, PT1D3b, PT1D3c, PT2D3c,
BL1D3e ve BL2D3a) yer aldig1 gozlenmistir. Farkli isletmelerden alinan numuneler
arasinda %100 benzerlik gosteren 2 kiime ve 1 alt kiime gozlendi. 2 kiime arasinda A ve
D isletmesine ait izolatlar ile C ve D isletmesine ait izolatlarin oldugu, 1 alt kiimenin ise
A ve D isletmesine ait izolatlar arasinda oldugu goézlenmistir. Ayni ve farkli igletmelerden
toplanan alet ekipman ve personel numuneleri ile tavuklardan alinan numunelerle %100
homoloji gostermesi direkt ve indirekt kontaminasyonun gostergesi olabilir. Ayrica L.
monocytogenes izolasyonunda her bir numuneye ait 3 ila 5 arasi slipheli izolat toplanmasi
ve bu izolatlarin tamaminin degerlendirmeye alinmasi sonucu, ayn1 6rnege ait izolatlar
arasinda da %100 homoloji goriilmiistiir.

Ascl enzimi kullanilarak yapilan restriksiyon islemi neticesinde 7-10 fragment
ve 29 kiime, Apal enzimi kullanilarak yapilan restriksiyon iglemi sonucunda da 12-15
fragment ve 25 kiime elde edildi. Ascl enzimi ile yapilan restriksiyon sonucunda elde
edilen dendrogram profillerinde, farkli noktalardan izole edilen L. monocytogenes
izolatlarinin homolojileri, Apal’a oranla daha yiiksek tespit edildi. Ascl enzimiyle yapilan
restriksiyon sonucu A igletmesinden alinan bicak 6rneginden elde edilen 2 izolat arasinda

(B2A2a ve B2A2b), D isletmesinden alinan bileyici 6rneginden elde edilen 2 izolat
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arasinda (BL1D2d ve BL1D2¢) ve A isletmesine ait tezgah 6rneginden alinan 2 izolat
arasinda (T1Alc ve TIA1d) %100 homoloji gozlendi. Fakat Apal enzimi ile yapilan
kesimde elde edilen dendrogram profillerinde sirasiyla %96, %89 ve %88 homoloji
gozlendi. Ortaya ¢ikan bu degerler, Apal enzimi ile yapilan restriksiyonda, DNA’larin
daha sik araliklarla kesilmesinden dolayi, daha fazla ve kiigiik fragmentler olustugu
gozlemlenmistir. Fragmentlerin kiigiik olmasi, izolatlar arasindaki genetik yakinlig
Ascl’a gore daha detayli nitelendirdigini gostermektedir. Bulgulara paralel olarak Belgika
da yapilan bir ¢alismada, insanlardaki listeriozis olgularindan izole edilen 48 L.
monocytogenes izolatinda Ascl ve Apal enzimleriyle PFGE yontemin uygulanarak
genetik yakinlik tespit edilmistir. S6z konusu arastirmada, Apal enzimi kullanilarak
yapilan kesimde 8-21 fragment tespit edilirken , Ascl enzimi kullanilarak yapilan kesimde
6-12 fragment tespit edilmis, ayrica dendrogram profillerinde de sirasiyla 38-34 kiime
saptandigr bildirilmistir. Yine ayn1 ¢alismada 3 yasindaki listeriozis hastasindan izole
edilen L. monocytogenes izolatlarinin Apal enzimi ile restriksiyonda Ascl enzimi ile
restriksiyona gore dort farkli bant olustugu bildirilmistir (Yde ve Genicot 2004). Baska
bir aragtirmada Cezayir’de siit isletmelerindeki siit tanklar1 ve sutlerden izole edilen 11
L. monocytogenes izolati Apal ve Ascl enzimleri kullanilarak PFGE yontemiyle
genotiplendirilmistir (Hamdi ve ark., 2007). Calisma sonucunda, Apal enzimiyle yapilan
restriksiyonda 11-19 fragment, Ascl enzimiyle yapilan restriksiyonda ise 9-10 fragment
elde edildigi bildirilmistir. Ayn1 ¢alismada Apal ve Ascl enzimleriyle restriksiyon
sonucu elde edilen dendrogram profillerinde, bes ve dort adet pulsetip saptadigi
bildirilmistir. Portekiz’de yapilan bir ¢calismada insanlardaki listeriozis vakalarindan izole
edilen 80 L. monocytogenes izolatinin Ascl enzimi ile kesiminde 7-16, Apal enzimi ile
kesiminde 11-16 fragment olustugu saptanmistir (Neves ve ark., 2008).

CDC  PulseNet’in  yayinladigi, L. monocytogenes  izolatlarinin
genotiplendirilmeleri i¢in uygulanan PFGE tekniginde, restriksiyon enzimi olarak Apal
ve Ascl kullanilmas: tavsiye edilmektedir. Ancak bugiine kadar PFGE ile yapilan
genotiplendirme c¢aligmalarinda, her iki enzim kullanilabildigi gibi, 6zellikle Apal
enziminin tek basina veya diger enzimlerle ( EcoRI, Smal) beraber kullanilmasiyla
restriksiyon yapilmistir. Gianfranceschi ve ark. (2002), L. monocytogenes izolatlarinin
genotiplendirilmesinde Apal enziminin digerlerine gore ayirt edici 6zellik bakimindan

daha net sonuglar verdigini bildirmislerdir. Dauphin ve ark. (2001), 3 ayr1 su tirlinleri
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isleme tesisininde yaptiklar1 calismada, farkli isleme asamalarinda iriinlerden, alet-
ekipman ve isletme c¢evresinden izole ettikleri L. monocytogenes izolatlarinin
genotiplendirmesinde Apal enzimiyle birlikte Smal enzimini kullanmislardir. Gravesen
ve ark. (2000), gida iirtinleri, listeriozis vakalar1 ve g¢evreden izole ettikleri 48 L.
monocytogenes izolatinin genotiplendirilmesinde Apal enzimini tercih ettiklerini,
Senczek ve ark., (2000), Katsuda ark., (2000), gidalar, ¢evre ve listeriozis olgularindan
izole ettikleri, Lukinmaa ve ark. (2004)’da gida iiretim isletmeleri ve listeriozis
olgularindan izole ettikleri L. monocytogenes izolatlarinin genotiplendirilmesinde Apal

vr EcoRI enzimlerini birlikte kullanmiglardir.
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6. SONUC VE ONERILER

Arastirmada, tavuk parcalama isletmelerinin 5 farkli noktasindan, isletmelere
gelen biitiin tavuklarda ve isletmede pargalanan tavuk orneklerinde L. monocytogenes
izole edilmesi sorunun ¢iftlikten ¢atala gida giivenligi kapsaminda degerlendirilmesi
gerekliligini gostermektedir. Calismamizda elde ettigimiz L. monocytogenes izolatlarinin
baz1 antibiyotiklere karst direng gelistirmesi halk sagligi agisindan ayr1 bir énem arz
etmektedir. Tespit edilen antibiyotik direngliligi, tedavide yeni ve daha etkili
antimikrobiyel ajanlarin gelistirilmesi ihtiyacini ortaya ¢ikarmaktadir. Bu nedenle sahada
calisan veteriner hekimlerin antibiyotik kullanimi1 konusunda bilinglendirilmesi ileride
olusacak antibiyotik direngliliklerin Oniine geg¢ilmesi adina atilacak 6nemli bir adim
olacaktir. Buna ilave olarak hayvan sahiplerinin de antibiyotiklerin yasal arinma siireleri
konusunda bilinglendirilmesi gerekmektedir. Ayrica kontrolsiiz antibiyotik kullanimi
resmi otoriteler tarafindan yapilan diizenli kontroller ile onlenmelidir. PFGE ile
genotiplendirme sonrasi ayni ve farkli isletmelerden toplanan alet ekipman ve personel
numunelerinin tavuklardan aliman numunelerle %100 homoloji gostermesi isletmede
uygulanan temizlik ve dezenfeksiyonun yaninda ciftlikten catala gida giivenligi
kapsaminda iyi tiretim uygulamalar1 (GMP), HACCP vb programlar1 cergevesinde
tyilestirilmelerin yapilmasi gerekliligine isaret etmektedir.

Bu ¢alismadan elde edilen veriler risk degerlendirme agisindan bolgesel veriler
icermekle beraber gelecekte yapilacak ulusal izleme programlarinda 6rnekleme ve analiz
yontemi se¢imine yardimci olacak bilgileri de igermektedir. Bu calismanin devami,
antibiyotik direnclilik kaynaklarinin belirlenmesine odaklanabilecegi gibi, gidalarda L.
monocytogenes kaynaklarinin belirlenmesi i¢in daha hizli tekniklerin gelistirilmesine
yonelik c¢alismalara da rehberlik edebilir. Bu amagla gelistirilecek olan yontemin
molekiiler teknik icermesi analizin hassasiyeti, hiz1 ve spesifitesi agisindan katma deger
saglayacaktir. Ulusal seviyede, izolasyon i¢in ithtiya¢ duyulan hizli yontemler ve bunlarin

epidemiyolojik calismalarda kullanimi 6nem arz etmektedir.
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