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OZET

LISTERIA MONOCYTOGENES’ iN SUTE TRANSMiSYONUNUN
MOLEKULER YONTEMLERLE iZLENMESI

Amacg: Bu calismada Samsun, Amasya ve Tokat illerindeki siit ciftliklerinde, yapim
asamasinda silajlardan siit tankina kadar bulasma risk noktalarinda Listeria
monocytogenes tespiti, gelistirilecek modifiye analiz metodu ile konvansiyonel
metotlarin karsilagtirilmasi, izolatlarda virulens varligi ve PFGE ile bulagsma risk
noktalar1 arasindaki iligkinin ortaya konulmas1 amag¢lanmustir.

Materyal ve Metot: Samsun, Tokat ve Amasya’daki 6 adet siit isletmesinden 234 adet
(Agustos-Eyliil ayinda silaj yapim asamasinda 3’er adet - 0. giin, 15. giin, 30. giin -
toplam 18; Aralik-Ocak-Subat ve Mayis-Haziran-Temmuz aylarinda silajlarin sigirlara
verilmesi asamasinda her isletmeden 6’sar adet — silaj, silaj suyu, fekal 6rnek, meme
yikant1 siit, siit tanki- toplam 216 adet) c¢alismada materyal olarak kullanildi.
L. monocytogenes analizi silaj, silaj suyu, fekal 6rnek, meme yikant1 6rneklerinden
USDA-FSIS, siit ve siit tanki 6rneklerinde ISO 11290-1 ile yapildi. Bu konvansiyonel
analiz metotlar1 yaninda modifiye analiz metotlar1 da kullanildi ve analiz metotlar ile
karsilastirildi. Ttm L. monocytogenes izolatlarinin viriilensi inlA, inlC ve inlJ yoniinden
incelendi. izolasyon noktalarindaki risk oranlar1 gosterildi.

Bulgular: Tiim 6rneklerden 2 adet (% 0,85), silaj verildigi donemdeki silaj, silaj suyu,
fekal 6rnek, meme yikantt siit, siit tank1 6rneklerinin sadece 1 adet (% 2,78) meme yikanti
orneginden, 1 adet (% 2,78) siit tankindan L. monocytogenes izole edildi. Silaj yapim
asamasindaki Orneklerin hicbirinden L. monocytogenes tespit edilmedi. Silajlarin
hayvanlara verildigi donemde L. monocytogenes izolasyonu 2/216 (% 0,93), Listeria spp.
ise 41/216 (% 18,98) oraninda izole edildi. En fazla izole edilen tiir 39/216 (% 18,05) ile
L. innocua olarak tespit edildi. odifiye metotlar konvansiyonel metotlarla uyumlu sonug
verdi. L. monocytogenes izolatlarinin her ikisinde de inlA, inlC ve inlJ varlig tespit edildi.
Sonug: Silajlarin  hayvanlarda Listeriozis agisinda riskli oldugu, silajlardan
L. monocytogenes izolasyonu olmasa da indikatdr olarak tanimlanmus tiirlerin izolasyonu
ile risk tasidiklari, silajdan siit tankina olan noktalarin bir gida enfeksiyonu olan
Listeriozis yoniinden tehlike olusturabilecekleri, yiiksek viriilensli izolatlarin tespiti ile
gosterilmistir. Analiz siirelerinin kisaltilmasi i¢in modifiye metotlar uygulanabilir.
Anahtar kelimeler: Listeria spp.; Listeria monocytogenes; siit; transmisyon

Yunus GUR, Doktora Tezi

Ondokuz Mayis Universitesi — Samsun, 2018



ABSTRACT

MONITORING THE TRANSMISSION OF LISTERIA MONOCYTOGENES TO
MILK THROUGH MOLECULAR METHODS

Objective: The objective of this study is to identify Listeria monocytogenes at
transmission risk points from the production phase to silages in dairy farms in the
provinces of Samsun, Amasya and Tokat, to compare the developed modified analysis
method and conventional methods and to show the association between presence of
virulence in isolates and risk points of transmission of PFGE.

Material and Method: 234 from a total of 6 dairies in Samsun, Tokat and Amasya
(3 from each during the silage making process -on day 0, day 15 and day 30- 18 in total
in August-Sempember; 6 from each dairy during the process of giving the silage to cattle
-silage, silage water, fecal sample, udder washing milk, milk tank-216 in total in
December-January-February and May-June-July) were used as material in the
study.Analysis was conducted with USDA-FSIS in silage, silage water, faecal sample and
udder affluent samples and with 1ISO 11290-1 in milk and milk tank samples. In addition
to these conventional analysis methods, modified analysis methods were also used and
the analysis methods used were compared. Virulence of the isolates was compared in
terms of inlA, inlC and inlJ. Rates of risk in isolation points were shown.

Results: L. monocytogenes (0.85%) were isolated from all samples, 1 (2.78%) from udder
affluent sample and 1 (2.78%) from milk tank among the samples during the period when
silage was given. L. monocytogenes was not found in any of the samples in silage
production phase. In the period when silage was given to animals, L. monocytogenes
isolation was 2/216 (% 0.93), while Listeria spp. isolation was 41/216 (18.98%). The
most isolated species was L. innocua with 39/216 (18.05%). Modified methods gave
results in line with conventional methods. inlA, inlC and inlJ presence was found in both
of the obtained L. monocytogenes isolates.

Conclusion: It was shown with the identification of high virulence isolates that silages
are risky in animals in terms of Listeriosis; although L. monocytogenes isolation is not
found in silages, they have risks with the isolation of species defined as indicator, and the
points from silage to milk tank can create a danger in terms of Listeriosis, which is a food
infection. modified methods can be applied to shorten analysis periods.

Key Words:

Keywords: Listeria spp.; Listeria monocytogenes; milk; transmission

Yunus GUR, Phd Thesis
Ondokuz Mayis University — Samsun, 2018
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1. GIRIS

Besinler et ve et iirlinleri, siit ve siit iiriinleri, sebzeler ve meyveler ile ekmek ve
tahillar olarak dort ana besin grubu seklinde gruplandirilir. Bunlardan birini siit ve siit
tirtinleri teskil eder. Besin profilindeki protein (6zellikle esansiyel), spesifik mineraller
(kalsiyum ve fosfor), vitaminler (B, ve Bi gibi) ve yag (6zellikle esansiyel yaglar)
zenginligi siitii insan beslenmesinde dnemli kilmaktadir (Unal ve Besler, 2008). Avrupa
birligi iilkelerinde siit tiikketimi kisi bas1 ortalama 331 kg/y1l” dir. Tiirkiye’de ise bu deger
yaklasik 259 kg/yildir. Son {i¢ yilda bazi lilkelerde yillik {iretim miktar1 Tablo 1’ de

gosterilmistir (FAO, 2016).

Tablo 1. Diinya siit iiretiminde ilk 10 iilke ve son 3 yildaki tiretim degerleri (1000 ton) (FAO’dan, 2016)

Olke Uretimde Diinya Yillar
S prast 2012-2014 2015 2016
Avrupa Birligi 1 155233 163500 165700
Hindistan 2 136578 148150 155200
Amerika Birlesik Devletleri 3 91866 94480 96345
Cin 4 41944 42526 43376
Pakistan 5 38944 41000 42000
Brezilya 6 34363 35203 36270
Rusya Federasyonu 7 30924 30025 29985
Yeni Zelanda 8 20174 21909 21520
Tiirkiye 9 18376 19700 20000

Siit, bu profili nedeni ile birgok mikrobiyolojik canlinin yagamasi i¢in ortam
saglayabilmektedir. Bunlar insan i¢in yararli mikroorganizmalar yaninda (fermentasyon
bakterileri, probiyotikler), enfeksiyéz olabilen mikroorganizmalar da (Staphylococcus
aureus, Brucella spp. vb.) olabilmektedir. Bunlardan biri de insanlarda patojen ve zoonoz
karakterde olan Listeria monocytogenes’dir.

Listeria monocytogenes ilk defa 1926 yilinda laboratuvar hayvanlar1 kanindan
Gram pozitif izole edilmis ve Bacterium monocytogenes olarak isimlendirilmistir
(Murray ve ark., 1926). Sonraki ¢alismalarda bakteri insan, gida ve ¢evresel olarak da

izole edilmistir (Hof, 2003). Gida kaynakli ¢ok sayida salginda tespit edilmis, birgok



gidada varlig1 gosterilmistir. Bugiin riskli gidalar olarak salam, sosis, kirmizi et yaninda
hindi ve tavuk orjinli ¢ig etler, marul, mantar, rokfor gibi peynirler, midye ve somon gibi
deniz iirlinleri ve agildiktan sonra 1sitilmis her tiirlii konserve iirlinleri sayilabilmektedir.
Bunlar yaninda siit orjinli Listeriozis olgular1 da tespit edilmistir. Ozellikle soguk olarak
saklanmakta olan dondurma kaynakli vakalar olabilmektedir (Ryser ve Marth, 2007a).

Bugiin kontamine gidalarin tiiketilmesi ile bir patojen olarak L. monocytogenes,
insanlarda abort, septisemi, menenjit, ensefalit ve Oliimle sonuglanabilen ciddi
enfeksiyonlara neden olabilmektedir (Gandhi ve Chikindas, 2007). Hiicre i¢i bir patojen
olmasi ile L. monocytogenes’ in en ¢ok yeni doganlar, gebeler, yasli ve immun sistemi
baskilanmis kisilerde risk olusturabilmektedir (Tablo 2). Hastalik insanlarda merkezi sinir
sistemi formu, akut-septik form, glandular form, lokal form ve kronik septik form olarak
farkli formlarda seyir gosterdigi ve yiiksek mortaliteli enfeksiyon sekillendirdigi
bilinmektedir (Hof, 2003).

Tablo 2. Toplum farkli bireylerin Listeriozis insidensleri (Hof*dan, 2003)

insidens
(100000 Kisi)

Normal popiilasyon 0,7
Yaglilar (>70) 2
Alkolikler 5
Diyabetli bireyler S
Asir1 demir yiiklemesi 5
Hamile bireyler 12
Kanserli bireyler 15
Steroid tedavili bireyler 20
Lupus eritematdzlii bireyler 50
Bobrek transplantasyonu 100
Kronik lenfatik 16semi 200
AIDS 600
Losemi (akut monositik+akut lenfoblastik) 1000

Her ortam sartinda yasayabilmesi bu bakteriyi ¢evresel bir risk olarak 6ne
cikarmaktadir. Bugiin bu bakterinin varlig1 ¢cevresel olarak atik sularda, kanalizasyonda,
gida isleme tesislerinde, kiiltiir hayvanlarinin bakildig: ¢iftlik ortamlarinda, hayvan fegesi

ve besin kaynaklar1 olan yemlerde (silaj vs.) gosterilmistir. Ozellikle soguk ortamlarda



tireyebilmesi bu etkenin dnlenmesini giliglestirmektedir (Ryser ve Marth, 2007b). 2017
yilinda Avrupa Birligi iilkelerden aldig: veriler ile Listeriozis olgularini degerlendirmis

ve rapor yayinlamistir. Bu veriler Tablo 3’de gosterilmistir.

Tablo 3. AB iilkelerinde 2010-2014 yillar1 arasinda L. monocytogenes yoniinden bildirilip dogrulanan vaka

sayilar1 ve oranlar1 (European Centre for Disease Prevention and Control’dan ; 2017)

2010 2011 2012 2013 2014
Ulke Bildirilen Dogrulanan
Vaka Oran Vaka Oran Vaka Oran Vaka Oran

Vaka Vaka
Avusturya 34 0,4 26 0,3 36 0,4 36 0,4 49 49
Belgika 40 0,4 70 - 83 0,7 66 0,6 84 84
Bulgaristan 4 0,1 4 0,1 10 0,1 3 0 10 10
Hirvatistan - - - - 0 0 0 0 5 4
Kibris Rum Kesimi 1 0,1 2 0,2 1 0,1 1 0,1 0 0
Cekya 26 0,2 35 0,3 32 0,3 36 0,3 38 38
Danimarka 62 1,1 49 0,9 50 0,9 51 0,9 92 92
Estonya 5 0,4 3 0,2 3 0,2 2 0,2 1 1
Finlandiya 71 1,3 43 0,8 61 1,1 61 1,1 65 65
Fransa - 05 282 04 348 05 369 0,6 374 374
Almanya 377 05 331 04 414 05 463 0,6 609 597
Yunanistan 10 0,1 10 0,1 11 0,1 10 0,1 10 10
Macaristan 20 0,2 11 0,1 13 0,1 24 0,2 39 39
izlanda 1 0,3 2 0,6 4 1,3 1 0,3 4 4
irlanda 10 0,2 7 0,2 11 0,2 8 0,2 15 15
Italya 157 03 129 02 112 0,2 128 0,2 52 52
Letonya 7 0,3 7 0,3 6 0,3 5 0,2 3 3
Lihtenstayn - - - - - - - - - -
Litvanya 5 0,2 6 0,2 8 0,3 6 0,2 7 7
Litksemburg 0 0 2 0,4 2 0,4 2 0,4 5 5
Malta 1 0,2 2 0,5 1 0,2 1 0,2 1 1
Hollanda 72 0,4 87 0,5 73 0,4 72 0,4 90 90
Norveg 22 0,5 21 0,4 30 0,6 21 0,4 29 29
Polonya 59 0,2 62 0,2 54 0,1 58 0,2 86 86
Portekiz - - - - - - - - - -
Romanya 6 0 1 0 11 0,1 9 0 5 5
Slovakya 5 0,1 31 0,6 11 0,2 16 0,3 29 29
Slovenya 11 0,5 5 0,2 7 0,3 16 0,8 18 18
Ispanya 129 11 91 0,8 109 0,9 140 1 161 161
Isveg 63 0,7 56 0,6 72 0,8 93 1 125 125
Birlesik Krallik 176 03 164 03 183 0,3 192 0,3 201 201
Avrupa Birligi 1686 04 1539 04 1756 04 1890 0,4 2207 2194

Amerika Birlesik Devletleri 2015 verilerine gore insanlarda gida kaynakl

bakteriyel etkenler i¢inde etmenlerde ilk 8 etmenin sonu olarak L. monocytogenes Tablo
4 ve Tablo 5’ de gosterilmistir (FDAS, 2017).



Tablo 4. Amerika Birlesik Devletleri’nde 2015 verilerine gore gida kaynakli enfeksiyonlar ve dagilimlar
(FDAS’den, 2017)

Gida Kaynakh Bakteri Vaka Sayisi

Campylobacter 6289
Salmonella 7719
Shigella 2645

STEC - O 157 807
STEC +0 157 465
Vibrio 195
Yersinia 139
Listeria 116

Tablo 5. Amerika Birlesik Devletleri’nde 2015 verilerine gore gida kaynakli enfeksiyonlar ve indidense
oranlar1 (FDAS’den, 2017)

Gida Kaynakh Bakteri insidens oram
Salmonella 15,74
Campylobacter 12,82
Shigella 5,39
STEC O 157 Negatif 1,65
STEC 0157 0,95
Vibrio 04
Yersinia 0,28
Listeria 0,24

Amerika Birlesik Devletleri’ nde Listeriozis bebek, yasli, hamile gibi immunite 6nemli
risk tagidig1 bireylerde problem olarak 6ne ¢ikmaktadir. S6z konusu problem hakkinda

vaka insidenslerinin yaslara gére dagilimi Tablo 6 da verilmistir.



Tablo 6. Amerika Birlesik Devletleri’ nde 2015 verilerine gore en 6nemli 5 gida kaynakli enfeksiyon ve

vaka- insidenslerinin yaglara gore dagilimi (FDAS’den, 2017)

Campylobacter Listeria Salmonella Shigella
Yas Vakg insidens Vakg insidens Vak? insidens Vake.l insidens
adeti adeti adeti adeti

<5 616 20,83 8 0,27 1,665 56,3 550 18,6

5-9 253 8,19 0 0 552 17,86 547 17,7
10-19 504 7,99 0 0 682 10,81 208 33
20-29 945 13,9 3 0,04 949 13,96 339 4,99
30-39 815 12,5 2 0,03 728 11,16 328 5,03
40-49 821 12,79 9 0,14 738 11,5 254 3,96
50-59 918 13,38 17 0,25 905 13,19 242 3,53
60-69 803 14,83 20 0,37 740 13,67 118 2,18
70-79 419 14,39 32 1,1 496 17,04 39 1,34

80+ 194 11,03 25 1,42 264 15,02 20 1,14

Bilinmeyen 1 - 0 - 0 - 0 -

FDAS verilerine gore (Tablo 7) Amerika Birlesik Devletleri’ nde Listeriozis
Olimciil vakalar siralamasinda ise ikinci olmasi bu etkenin 6nemini ortaya koymaktadir
(FDAS, 2017).

Diinyada 1987-2012 yillar1 aras1 yapilan ¢aligmalarda veriler dikkate alindiginda
Listeriozis insidensi 0-19,7 araliginda kendisini gostermistir Tirkiye’de siit {izerine
yapilan L. monocytogenes c¢alismalarinda ise insidens % 0-2,16 arasinda bulunmustur
(Botsaris ve ark., 2016).

Silajlar bugiin hayvanlara verilen yemlerden biridir. Ozellikle siit siirlarinda
basarili olarak kullanilan bu yem bir¢ok yesil bitki ile (yonca, aygicegi, misir) ile
yapilabilmektedir.Silaj yapiminda arttk en yaygin bitki kabul edilen misirda ise
tilkemizde ekim alanlar1 yaklasik % 68’1 tanelik, % 32’ si ise silajlik ekim olarak dagilim

gostermektedir (Agrotime, 2017).



Tablo 7. Amerika Birlesik Devletleri’ nde 2015 verilerine gore gida kaynakli patojenlerde enfeksiyon ve
6liim oranlar1 (FDAS’den, 2017)

Bakteri Oliim Bilinmeyen Enfeksiyon Oliim Oram
Campylobacter 13 393 6289 0,21
Listeria 15 2 116 12,93
Salmonella 32 142 7719 0,41
Shigella 1 69 2645 0,04
STEC + O 157 3 6 465 0,65
STEC - O 157 1 5 807 0,12
Vibrio 5 4 195 2,56
Yersinia 1 5 139 0,72

Silajlik misir, ayn1 zamanda ¢ok kaliteli bir kaba yem kaynagidir. Performansi
yiiksek ve lezzetli oldugu bildirilmistir. Silaj, tazesine en yakin sekilde besin igerigini
muhafaza eden bir depolama yontemi oldugu bilinmektedir. Suyun ve sicakligin uygun
oldugu her yerde silajlik misir liretimi yapilabilmektedir. Bugiin Tiirkiye’de yaklasik 14
milyon ton silajlik misir tiretimi yapilmaktadir. Amerika Birlesik Devletleri’ nde ise bu
deger 109 milyon ton civarindadir (Tiirkmen, 2013).

Yiiksek su igermesinden dolay1 silaj L. monocytogenes’ in hayvanlara en 6nemli
bulasma yollarinda biri olarak kabul edilmektedir (Fenlon ve ark., 1989).
L. monocytogenes’ in sicaklik ve pH’ya toleransli olmalar1 bu etkenin silaj ile
bulagmasinda onemli bir yol olusturmaktadir. Kalitesiz silaj yapilmas1 pH seviyelerinde
artisa yol agacagindan Listerialara yasam i¢in imkan agmaktadir (Driehuis, 2013).
Kontamine silajlarin sigir ve kegilere yedirilmesi ile sporadik Listeriozis olgularinin
olustugu bildirilmistir (Fenlon, 1986a; Ho ve ark., 2007). Ayn1 zamanda Listeria igeren
silajlarin yenmesi ile sadece klinik belirtili degil, bunun yaninda asemptomatik Listeriozis
gosteren hayvanlarin fegeslerinde de Listeria spp. izole edildigi bildirilmistir (Unnerstad
ve ark., 2000; Ho ve ark., 2004; Vilar ve ark., 2007). Ulkemizde de silajlarda Listeria
varlhig1 gosterilmistir. Yapilan ¢alismalarda silajlarda % 0-6,6 arasinda Listeria spp. izole
edilmistir (Tasc1 ve ark., 2010; Cokal, 2014; Durmaz ve ark., 2015).



Stit Listerialarin insanlara bulagsmasinda 6nemli gida maddelerinden biridir.
Gerek tiretim isletmelerinde, gerekse isleme tesislerinde bu bakterinin 6nemli bir risk
oldugu birgok ¢alismada gosterilmistir (Ryser ve Marth, 2007c¢).

Ineklerde L. monocytogenes' in 10° kob / mL ya da daha fazla miktarlarda siite
gecmektedir (Lovett, 1988). Listeria' lardan ileri gelen mastitis olgularinda ise Listeria
bakterilerinin 2x10* kob / mL diizeyinde siitle atildig1 belirtilmistir (Lovett ve Twedt,
1988) .

Ozellikle mastitli ineklerle siite gegebilmesi yaninda, sagim sirasinda kullanilan
alet ve cihazlar ile bulasabildigi bildirilmistir (Schoder ve ark., 2011). Birgok c¢alisma ve
survey calismasi ile tesislerde filtreler, siit tanki vb. noktalarda Listeria varlig
gosterilmistir (Miao ve ark., 2003; Moshtaghi ve Mohamadpour, 2007; Paris ve ark.,
2009; Konosonoka ve ark., 2012; Jamali ve ark.,, 2013; Rahimi ve ark., 2014).
L. monocytogenes izole edilemeyen ¢alismalarda ise ¢ogunlukla L. innocua izole edilmis
ve degerlendirme sonucu bu bakteri L. monocytogenes icin indikator bakteri kabul
edilerek L. monocytogenes’ in olabilecegi degerlendirilmeleri yapilmistir ve halen
yapilmaktadir (Ryser ve Marth, 2007d).

Glinimiizde L. monocytogenes izolasyonu USDA-FSIS (United States
Department of Agriculture Food Safety and Inspection Service), ISO 11290-1 ve FDA-
BAM (Food and Drug Administration -Bacteriological Analytical Manual) olmak tizere
tic farkli analiz yontemiyle yapilmaktadir. Yapilan ¢aligmalarda bu ii¢ analiz metodu
zaman zaman kullanilmaktadir. Gida ve siit analizlerinde ¢ogunlukla ISO 11290-
1 kullanilirken, yiiksek kontaminasyonlu olabilen ¢evresel 6rneklerde USDA-FSIS tercih
edilmektedir. Her ne kadar gida i¢in de optimizasyonlari yapilsa da Amerika Birlesik
Devletleri’ nde yapilan analizlerde g¢ogunlukla USDA-FSIS’ in tercih edildigi
goriilmektedir. S6z konusu analiz metotlarinin 6-7 giin gibi uzun bir siire almasi, alternatif
olabilecek test metotlarinin denenmesini veya bunlarin diger analiz metotlarina entegre
edilmesini beraberinden getirmistir. Yapilan bazi g¢alismalar ile molekiiler testler
denenmis, bu analiz metotlar1 ile karsilastirilmistir (Cocolin ve ark., 2002; Sauders ve
ark., 2003; Doumith ve ark., 2004; Frece ve ark., 2010)

Bugiin i¢in kullanilan ve molekiiler izlemelerde altin test kabul edilen PFGE,

molekiiler tiplendirmede kullanilan bir testtir. Halen diinyada bir¢cok resmi otorite



tarafindan kullandirilmakta, elde edilen verilerin bir veri tabanina islenmekte ve gelecek
salginlarda yardimci veri olmasi amaci ile saklanmaktadir (Dalmasso ve Jordan, 2014).
Bu ¢alismada Samsun, Tokat ve Amasya illerinden se¢ilen ve silaj beslemesi
yapan hayvan sayilari ortalama olarak 100’ den fazla olan 6 adet siit isletmesinden yapilan
orneklemeler ile i) L. monocytogenes analiz metotlarina Real-Time PCR testi eklenerek
analiz metodu gelistirilmesi ve bunun optimizasyonu, ii) Konvansiyonel analiz metotlari
yaninda optimize edilerek gelistirilecek modifiye analiz metodu ile L. monocytogenes
varliginin arastirilmasi, iii) elde edilen izolatlarda virulens varliginin bakilmasi, iv) riskli
bulagsma noktalarindan elde edilen izolatlarin PFGE ile molekiiler yakinligina bakilmasi

ve bu risk noktalarinin potansiyel durumlarinin degerlendirilmesi amaglanmaistir.



2. GENEL BiLGILER
2.1. Listeria monocytogenes 'in Taksonomisi

Mikroorganizmaya ilk olarak 1891 yilinda Alman hastalardan alinan 6rneklerde
rastlanmistir. Daha sonra 1911'de Isvec'te tavsan cigerinden izole edilmis ve hastaligin
1925 yilinda Almanya'da koyunlarda goriildiigii bildirilmistir. Hastalik 1917'de Pirie
tarafindan Giiney Afrika steplerindeki kemiricilerde Tiger River olarak isimlendirilmistir.
1926 yilinda Murray ve calisma arkadaslari Cambridge' deki laboratuvar tavsanlarinda
septik bir hastalik tarif etmisler ve hastalik monositozla karakterize oldugu i¢in etken olan
bakteriye Bacterium monocytogenes adini vermislerdir. Daha sonra bir cerrah olan Lord
Lister'in anisina Listerella hepatolytica ve Listerella hominis gibi isimler verilen bakteri
1940 yilinda Pirie tarafindan L. monocytogenes olarak adlandirilimistir. Mikroorganizma
monositoz tetikleyici bir antijen olarak tanimlanmasina ragmen, insanlarda meydana
gelen enfeksiyonlarda monositoz belirleyici bir unsur degildir. Monositoz, kanda
normalde alyuvarlarin % 2-6'sin1 olusturan bir hiicre tiirii olan monositlerin sayica
artmasidir. Pek ¢ok hastalikta goriilen 6nemli bir laboratuvar bulgusudur (Farber, 1991;
Beumer ve Hazeleger, 2003).

Insanlarda listeriozis vakasi ilk kez 1929' da bildirilmis, Amerika ve
Avrupa'daki salginlara kadar bu hastaligin gida kaynakli olabilece§i kanitlanmamusti.
1980'1 yillarda 6zellikle Kuzey Amerika ve Avrupa iilkeleri basta olmak tizere pek ¢ok
iilkede bu bakterinin neden oldugu salginlar goriilmiis ve bu mikroorganizma gidalar
aracilig1 tasinmast ile dikkat cekmeye baslamistir. Ozellikle 1985' e kadar listeriozisin,
cogunlukla inek, koyun gibi hayvanlarla iliskili oldugu diisiiniilmiis ve sadece bir meslek
hastaligi (veteriner cerrah) olarak goriilmiistiir. Bu nedenle gida gibi klinik olmayan
materyallerden L. monocytogenes’ in izolasyonu igin yontem gelistirme caligmalar
biiyiik hiz kazanmustir.

Biiyiik listeriozis salginlarinda enfeksiyon kaynagi yumusak peynir (Meksika
tipi), ¢ig lahana, ciger ezmesi ve joleli domuz dili olarak tespit edilmistir (Beumer ve ark.,
1996; White ve ark., 2002; Reissbrodt, 2004). Son olarak Amerika Birlesik Devletleri’nde
2015 yilinda dondurma ve peynir, 2016 yilinda hazir salata, ¢ig siit ve dondurulmus sebze,

2017 yilinda ise yumusak ¢ig siit peyniri iizerinden salginlar ¢iktig1 bildirilmis, bununla



da siitte Listeria enfeksiyonlarinin 6nemi giincellenmistir (Center of Disease Control and
Prevention, 2017)

Listeria tiirleri kii¢iik, Gram pozitif, sporsuz formda, kapsiilsiiz basil gériinlimde
bakterilerdir. Bazi tiirleri 37 °C’ de hareketsizdir, ancak 20 °C’den asag: sicakliklarda
hareketli davranirlar (Way ve ark., 2004). Bu tiire ait bakteri DNA’ larinda G+C orani
diistik olup % 36-42 arasinda degismektedir. Ayrica Clostridium, Bacillus, Enterococcus,
Streptococcus ve Staphylococcus tiirleri ile yakinlik gostermektedirler (Schmid ve ark.,
2005). DNA-DNA hibridizasyon, MEE (Multi-Locus enzim elektroforez),
rRNA(ribozomal RNA) gen restriksiyon ve 16S rRNA sekanslama metotlari ile yapilan
calismalarda Onemli olarak 6 tiir ve 2 alt tiirden Listeria tirii tespit edilmistir;
L. monocytogenes, L. ivanovii subsp. ivanovii, L. ivanovii subsp. londoniensis,
L. seeligeri, L. innocua, L. welshimeri ve L. grayi. L. monocytogenes insan ve
hayvanlarda patojendir. Esas olarak koyun ve s1gir gibi hayvanlarda enfeksiyon olusturan
tiir olarak L. ivanovii goriilmektedir. Son zamanlarda immun yetersizligine bagl olarak
insanlarda L. ivanovii ve L. seeligeri tiirlerinin de enfeksiyon olusturdugu goriilmiistiir
(Rocourt ve ark., 2000; Schmid ve ark., 2005). Bunun yaninda enfeksiy6z olmadigi
bilinen L. innocua’ nin da 62 yasinda bir yaslida 6liimciil enfeksiyon sekillendirdigi de
bildirilmistir (Perrin ve ark., 2003)

Belirtilen 8 tiirden baska son arastirmalar ile dogal ¢evreden izole edilen Listeria
marthii (Graves ve ark., 2010), maruldan izole edilen Listeria rocourtiae (Leclercq ve
ark., 2010), bir akuatik bitkiden izole edilip tamimlanan Listeria weihenstephanensis
(Halter ve ark, 2013), peynirden izole Listeria fleischmannii (Bertsch ve ark., 2013) ve
tarimsal alanlardan izole edilip tanimlanan Listeria floridensis, Listeria aquatica,
Listeria cornellensis, Listeria riparia ve Listeria grandensis (den Bakker ve ark., 2014)

ile yeni Listeria tiirleri eklenmistir.

2.2. Morfolojik, Biyokimyasal ve Antijenik Ozellikleri

Diizenli, 0,4-0.5 x 1-2 pm uzunlugunda ve kisa ¢ubuk olan Listeria tiirleri genel
olarak tek ya da kisa zincir halindedirler. Eski kolonilerde filamentlerin uzunluklar1 6
um’den uzun geligebilir. Gram pozitif boyanirlar, 6zellikle eski kiiltiirlerde bu boyanma
ozelliklerini kaybederler. Asit olusturmazlar, spor ve kapsiilleri yoktur. Tiim tiirlerde
sicakliklarin 30 °C’den diisiik sicakliklarda kiiltiir edilen bakterileri kamgili flagellalar
ile hareketli hale gecerler. Aerobik ve fakiiltatif anaerobik 6zellikte olup, 24-48 saat
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inkiibasyonu sonrasinda kolonileri 0,5-1,5 mm ¢apinda yuvarlak, yar1 saydam yumusak
yiizeyli digik konvekste ve pigmentsiz bir goriiniis kazanirlar. Besi yerinde agar
yiizeyinden alindiginda yapiskan olabilirler ve genellikle preparat hazirlanmasi sirasinda
kolay olarak emiilsifiye edilebilirler. Eski olan 3-7 giinliik kolonileri daha biiytiktiir ve
3-5 mm capa sahiptirler. Bazen de daha opak kolonilerinin merkezi ¢okiik bir goriintii
verebilir. % 0,25 agar, % 8 jelatin ve % 1,0 glikoz ile hazirlanmig yar1 kat1 besi yerinde
37 °C’de 24 saatte diizensiz ve bulanik liremeler gosterirler ve iiremelerini tiim besi
yerinde yavas bir sekilde ilerletirler. Ureme sekli semsiye sekli gibidir ve 3-5 mm
yiizeyden asagi kisma kadar olusum gosterir. Gelisim sicaklik araliklar: 0 °C’nin altindan
45 °C’ye kadar genis araliktadir ve optimal gelisim degerleri 30—37 °C’dir. 60 °C’de 30
dakika sonrasinda yasayamazlar. Gelisim pH araliklar1 6-9 arasindadir. % 10 oraninda
NaCl eklenmis besi yerinde iireyebilirler. Biyokimyasal olarak katalaz pozitif, oksidaz
ise negatiftir. Sitokrom iiretirler. Fermentatif olarak glikozdan son iirlin laktik ve asetik
asiti Uretirler. Glikoz yaninda salisinden de asit olustururlar, fakat gaz sekillendirmezler.
MR-VP (Methyl-red VVoges-Proskauer) pozitiftir. Organik gelisim ve iireme faktorlerine
ithtiyag¢ duyarlar ve indol liretmezler. Bunun yaninda eskiilin ve sodyum hippurati hidroliz
ederler, fakat tireyi hidroliz edemezler. Listeria tiirlerinin tiimiinde hemolitik aktivite
yoktur. Tiirlerden L. monocytogenes, L. seeligeri ve L. ivanovii tiirleri hemolitik aktivite
gosterirler. Bu aktivite at kan1 veya koyun kani kullanilmis kanli kati1 besi yerinde
goriilebilir. En genis hemolitik alan L. ivanovii’ de goriiliir. Ancak L. monocytogenes’ in
hemoliz alani dardir. L. seeligeri ise de hemolitik bolge daha dar bir alan olusturur
(Mclauchlin, 2001). Listeria tiirlerine ait biyokimyasal Ozellikler Tablo 8’ de

gosterilmistir.
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Tablo 8. Onemli Listeria tiirlerinin ayriminda biyokimyasal testler (Listeria Monocytogenes: Methods and
Protocols’ dan; 2016)

] Asit iirettigi sekerler CAMP testi
Fosfolipaz ) .
Listeria tiirii Hemoliz . . S. R. equi
C Mannitol Ramnoz Ksiloz
aureus
L. + + - + - + -
monocytogenes
L. innocua - - - D - - -
L. ivanovii + ++ + - + - +
L. seeligeri - (+) - - + (+) -
L. welshimeri - - - D + + -
L. grayi - - + - - - -
++ : kuvvetli pozitif; +: pozitif; (+): zayif pozitif; D : degisken; - : negatif CAMP: Christie, Atkins,

Munch-Peterson

Listeria tiirleri ¢ok sayida farkli antijenik yapr igerirler. Flagellalar ile beraber olan
(H faktor) yaninda, temel olarak somatik antijenler (O faktor) bulunur. Listeria cinsine
ait tiirlerin serotiplendirilmesi tavsan anti serumu kullanilarak yapilmistir.
Serotiplendirmelerde bagka tiirler ile de kros reaksiyon durumlari olmustur. Bir calismada
bu cinse ait tiirlere benzer hiicre duvari yapisina sahip olan Bacillus tiirleri de bildirilmistir
(Seeliger, 1993).

Listeria tiirti iginde 16 adet serovar tanimlanmustir (Jersek ve ark., 1999). Gida
tiretim tesislerinden en yaygin izole edilen serotipler 1/2a” y1 olurken, bunu 1/2b, 4c ve
1/2c serotipleri izlemistir. Serotiplendirmede kullanilan lam agliitinasyon metodu, tekli
ve ¢oklu anti serumlar ile yapilarak bakterinin somatik O ve flagellalalarin H antijenlerini
tanimlar. Klinik olgular yaninda  kontamine gidalardan elde edilen izolatlarin
% 95,2 sinde 1/2a, 1/2b, 4b ve 1/2¢ serotipleri tespit edilmistir (Doumith ve ark., 2004).

Antijenler alt tipler arasinda L. monocytogenes suslari arasinda ayrim
yapilmasina imkan vermeyen ortak yapilar gosterir. Bu agikca farkli serotipler igine
siniflanabilen tek bir atadan c¢esitlenen antijen vasitasi ile g¢esitlenen sus ihtimalini
vurgulanugtir.  izolatlart serotiplendirme temelinde smiflandirirken  bu  dikkate
alinmalidir. Ozellikle hastalikla daha az siklikta iliskili olan serotip izolatlari, patojen bir
atadan kaynaklanabildikleri icin daha az patojenitede diisiik riskli olarak
diisiiniilmemelidir (Revazishvili ve ark., 2004). Ornek olarak hem L. monocytogenes,
hem de L. seeligeri 1/2a, 1/2b, 3b, 4b, 4d, 4c ve 6b serotiplerine sahiptir. Bu da
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serotiplendirme metodunun tiir ayriminda dogrudan identifiye edemedigini de

gostermektedir (Liu, 2006). Listeria cinsine ait tiirlerin serotipleri Tablo 9” da verilmistir.

Tablo 9. Listeria cinsine ait tiirlerin serotipleri (Khelef ve ark.'dan, 2006)

L. monocytogenes L. ivanovii L. seeligeri L .innocua L. welshimeri L. grayi

1/2a, 1/2b ve

1/2a, 1/2b ve 1/2c 5 - 1/2b -
1/2c
3a, 3b, ve 3c - - - - -
43, 4ab, 4b, 4c, 4d,
- 4b ve 4d 4ab 4c -
ve 4e
6b - 6b 6a ve 6b 6a ve 6b -
Belirlenmemis  Belirlenmemis  Belirlenmemis o
7 - ) ] ) Spesifik
serotip serotip serotip

Listeria tiirler1 bakterilerde hemolitik reaksiyonun varligim1 arastirmada
kullanilir. CAMP  reaksiyonu tiir ayriminda oOnemli kriterlerden  biridir.
Testte B-hemolitik 6zellige sahip iki bakteri kullanilir. Bunlar Staphylococcus aureus ve
Rhodococcus equi’dir. Kullanilan bu iki bakteri Listerialarin hemoliz {irinlerini artirarak
sonucu saglar. CAMP reaksiyonunu test etmek i¢in kullanilan kanli kat1 besi yerine bu
iki bakteri birbirine paralel olarak iki ¢izgi seklinde ekilir. Ayrimi yapilacak Listeria
tiirleri de bu ¢izgi ekimlerin her birine dik bir sekilde ¢izgi ekimi yapilir. Listeria ve iki
bakterinin ¢izgilerinin birbirine degmemesine dikkat edilir. Bu sekilde ekimi yapilan
kanl1 kat1 besi yeri 35 °C de 24-48 saat inkiibe edilir. Siire sonunda hemolitik bolgelerin
varligina bakilir. Bu testte L. monocytogenes yaninda L. seeligeri, S. aureus ¢izgisi
tarafinda zayif hemoliz olusturur. Ancak R. equi ¢izgisinde hemoliz olusturmaz.
L. ivanovii, R. equi ¢izgisine yakin yerde hemoliz olusturur (Groves ve Welshimer, 1977).
L. ivanovii’ de ise SmcL fosfolipaz etkisiyle CAMP testinde ¢ift zonlu hemoliz olusumu

gozlenir (Gonzalez-Zorn ve ark., 1999).
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2.3. Gelisimini Etkileyen Faktorler

2.3.1. pH

Listerialarin canlilifinda pH 6nemli fonksiyonlara sahiptir. Listerialarin gelisimi
icin en 1yl pH degeri tiim tiirlerde notral ile hafif alkali olan 6-9 araligidir. Bu tiir
bakterilerin hareketlilik testlerinin diisiik konsantrasyonda serbest karbonhidrat
icermeyen besi yerlerinde yapilmasi, yapildiginda ise ekim sonrasi pH’ nin hizlica 5,5'in
altina  diigmesi nedeniyle mikroorganizmalarin  motilite sonuclarin1  negatif
gosterebilecegi bildirilmistir (Mclauchlin, 2001).

Bazi kiiltiirlerde gelisim pH degeri 9,6’da olabilmektedir. Genellikle
Listerialarin pH 5,5’in altinda o6ldiikleri, ancak ¢evresel 6rnek ¢alismalarinda pH 4,5
ortaminda canliliklarin1 koruduklar1 goriilmiistiir. Fermentasyon reaksiyonlar1 sonrasi
tretilmis asitlerle pH’s1 diismils besi yerlerinden yapilan pasajlarin bazen basarili
olmadig bildirilmistir. Listerialar ortam pH’s1 diistiik¢e ortama adaptasyon igin iki
glutamat dekarboksilaz GadA (Glutamat dekarboksilaz A) ve GadB (Glutamat
dekarboksilaz B), bir de hidrojen iyonu tiiketimine bagl olarak sitoplazmik pH’ y1 regiile
eden zit molekiiller ile hiicre duvarinda degis-tokus islemlerini yapan diger bir glutamat
dekarboksilaz1 GadC (Glutamat dekarboksilaz C) molekiillerini kullanirlar (Cotter ve
ark., 2001).

Tiim Listeria tiirii bakteriler % 10 NaCl ilaveli zengin ¢esitli besi yerlerinde
gelisebilirler. Bazi tiirlerinin % 20 NaCl’ yi bile tolere edebildigi, pH 6,0’da ve % 16
NaCl’li ortamlarda bir yildan fazla canliliklarin1 koruduklari bildirilmistir (Mclauchlin,
2001).

2.3.2. Sodyum Kloriir

Sodyum klortir ya da tuz hem biyolojik olarak hem de gida i¢eriginde 6nemli bir
Ogedir. Yiiksek tuz konsantrasyonlart1 gidalarin su aktivitesini diiglirerek ve
L. monocytogenes’ in membranlarinda elektrokimyasal potansiyeli etkileyerek
gelisimlerini azaltir. L .monocytogenes’ in mikrobiyal canlilik, gelisim ve oliimleri
tizerine su aktivitesinin etkisi NaCl ile etkileserek olur (Petran ve Zottola, 1989).

L. monocytogenes ¢ok yiiksek tuz konsantrasyonlarini tolere edebilir. Bir
calismada % 23,8 NaCl igeren ve pH degeri 4,9 olan ticari bir peynir iirliniinde bu

patojenin 4 °C sicaklikta 259 giin canli kalabildigi tespit edilmistir (Larson ve ark., 1999).
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Sonrasinda peynir iireticisi ve somon balig tesisleri gibi gida liretim yerlerinde konsantre
salamura soliisyonlarinin kullanilmasinin L. monocytogenes’ in elimine edilmesinde
giivenilir olmadig1 ve riski devam ettirdigi goriilmiistiir (Kent ve Sorrells, 1990)

Listerialarin canliliklar1 % 12°den yiiksek NaCl ortamlarinda, NaCl
konsantrasyonlarinin artirtlmasi  veya inkiibasyon sicakliklarinin artirilmasi ile
azalmaktadir. Yapilan bir arastirmada konsantrasyon olarak % 16 NaCl igeren 4 °C’den
diisiik ortamlarda Listerialarin en az 33 giin bakteriyostatik etkide kaldig1 izlenmistir.
Oran % 26’ya ¢iktiginda ise bakteri sayisinin 0 °C’lik ortamda 2 log, 4 °C’ lik ortamda
ise 3,5 log azaldigni gorilmistir (Hudson, 1992). Baska bir arastirmada ise
L. monocytogenes % 14 NaCl varliginda 10 °C ve 25 °C’ lerde 36 giin inkiibe edilmis,
sayilarindaki diisiis sirasi ile 2 log ve 6 log seklinde 6l¢iilmiistiir (Sorrells, 1990).

Listerialarin % 6’dan fazla olarak NaCl igeren agar besi yerlerinde diizensiz,
smirli ve sert yiizeyli koloni olusturduklart bildirilmistir (Isom ve ark., 1995).
Morfolojilerini kisa ¢ubuk halinden daha giiclii ve hidrofil olan filamentéz, deforme bir
sekle degistirirler (Bereksi ve ark., 2002; Zaika ve Fanelli, 2003). En az morfolojik
degisikligin buzdolabi sicakliginda inkiibe edilen bakterilerde goriildiigii bildirilmistir
(Brzin,1973). Bir bagka ¢aligmada > 1,75 mM H20,, > 0,3 mM EDTA (Etilen Diamin
Tetra Asetik asit) NaOH’li pH 9°dan yiiksek sitrik asitte, yine pH degerleri 5,0 ve 6,0’ ya
ayarlanmis ortamlarda ilging olarak uzamis hiicreler olusturdugu gozlenmistir. Bu
calismalar Listerialarin ¢ok farkli olumsuz ortam sartlarina adapte olmasi hakkinda
bilgiler vermektedir (Isom ve ark., 1995; Zaika ve Fanelli, 2003). Listerialarda
morfolojideki degisiklikler, ortam tuz seviyesine cevapta adhezyon ozelliklerini de
yiikseltir (Bereksi ve ark., 2002).

Hiicrelerin canlilig1 i¢in hiicre dis1 NaCl konsantrasyonuna bakmaksizin diisiik
sitoplazmik Na* diizeyine ek olarak elektrokimyasal bir membran gegisi de gereklidir.
Potasyum iyonunun alimi (kdp), Na* akis1 (gbu - Glisin betain uptake- ve ykpA- ATP
baglayict bir protein-) ve ¢oklu ilag akist (mdrL) regiilasyonlarinin yiiksek tuz
konsantrasyonlari altinda sitoplazmadan Na* atma gorevi yaptigi tahmin edilmektedir
(Brendsted ve ark., 2003; Gardan ve ark., 2003).

Bir arastirmada yiliksek tuzlu ortama maruz birakilan L. monocytogenes
bakterilerinin yapilarinda C15:0 ve C17:0 yag asiti seviyelerinin azaldig1 tespit edilmistir
(Chihib ve ark., 2003). Burada hiicre membranlarinin yag asiti profilindeki degisikliklerin
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hiicre sitoplazmasindaki glisin betain gibi ozmoprotektantlarin artmasi ile iligkili oldugu
diistintilmektedir. pH degeri 4,0 olan sigir eti sosunda NaCl’ nin % 6 ve lizeri oranlarda
uygulandig1 proseslerde L. monocytogenes’e karsi basarili oldugu bildirilmistir (Juneja
ve Eblen, 1999). Sicakligin koruyucu fonksiyonu 60 °C’ nin altinda kismen
goriilmektedir. Bahsedilen soslarda en iyi Dss (mikroorganizmalarin %90’ 1n1 6ldiirmek
icin gereken siire) degeri % 1,5-4,5 NaCl iceren denemelerde gézlenmistir. Ayrica yiiksek
tuz konsantrasyonun Listeria ribozomlarinda denatiirasyon sicakligini artirdigi, bunun da

bakteride sicaklik toleransini yiikselttigi de bildirilmistir (Stephens ve Jones, 1993).

2.3.3. Su Aktivitesi

Bakteri hiicresinde turgor basinci su aktivitesi ile dogru orantilidir. Bakteriyel
turgor basinci hiicre genislemesinde, bu sayede hiicre duvarmin biiytimesinde ve hiicre
boliinmesinde pozitif yonde etki saglar. Basincin diismesi ise bakteriyel gelisimi inhibe
eder (Amezaga ve ark., 1995). En taze yiyeceklerde su aktivitesi 0,98’den biiyiiktiir
(USDA, 2017). Besinlerin kurutulmasi veya besinlere tuz, seker vs. gibi ilaveler
yapilmasi su aktivitesini diisiirmede klasik yontemlerdendir ve gidalarda raf Omriinii
uzatir. Boyle durumlarda L. monocytogenes hayatta kalabilmektedir veya nispeten diisiik
su aktivitesi olan gidalarda bile gelisebilir (Nolan ve ark., 1992). L. monocytogenes’ in
diisiik su aktivitesine toleransi, gidalarin minimal riskle islenmesinde, iirlinlerin kurutma
veya salamura uygulanmasini gerekli kilmistir (Ryser ve Marth, 2007e).

Cogu bakteriler gibi L. monocytogenes optimal 0,97’den yukar1 degerde olan
su aktivitesine sahiptir (Petran ve Zottola, 1989). Ancak gidadan bulasici olabilen diger
yaygin enfeksiydoz patojenlere kiyasla bu bakteri, essiz kabiliyete sahip olarak su
aktivitesi degeri 0,90 altinda bile boliinme yapabilmektedir.

L. monocytogenes’ de su aktivitesi lizerine yapilan ¢alismalarda > 6,5 log kob /
mL konsantrasyonda bakterilerin gelisimi gliserin, sukroz, NaCl ve propilen glikol
varliginda denenmis ve su aktiviteleri siras1 ile 0,90, 0,92, 0,92 ve 0,97 tespit edilmistir
(Nolan ve ark., 1992; Miller ve ark., 2009).

Listerialarin canliligt buzdolab1 gibi soguk ortamlarda uzun siirebilmektedir
(USDA, 2017). Yapilan bir arastirmada su aktivitesi 0,79-0,86 arasinda fermente
salamlarin 4°C’de 84 giin saklanabildigi bildirilmistir (Johnson ve ark., 1990). Yapilan
baska bir arastirmada ise ticari salamura peynirlere 2x10* - 2x10° kob/mL arasinda L.

monocytogenes inokule edilmis, 259 giin sonrasinda bile tespit edilebilir patojen
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bakterinin oldugu agiklanmistir. Diisiik su aktivitesinin (0,90) Listerialara bakteriyostatik
etki yapabildigi, bu yiizden salamura peynir gibi {iriinlerde ¢apraz kontaminasyona bir

potansiyel kaynak olusturdugu da ifade edilmistir (Larson ve ark., 1999).

2.3.4. Ozmotolerans Faktorler

L. monocytogenes’ in gelismesinde Su aktivitesi ve sicakligin kombine etkisi
biiyiiktiir. Gelisimlerinde en biiyiik inhibe edici etki hem sicaklik hem de su aktivitesinin
minimum oldugu zamanlarda goriilmiistiir. L. monocytogenes’ in canlihig diisiik nem
seviyelerinde ortamda baskin olarak ¢6ziinen maddelere bagli oldugu bildirilmistir
(Miller, 1992; Nolan ve ark., 1992). islenmis etlerde ise L. monocytogenes’ in gelisme
yeteneginin et yapisinda yiiksek seviyede glisin betain, karnitin ve glisin-prolin i¢eren
peptid bulunmas ile iligkili oldugu da tespit edilmistir (Amezaga ve ark., 1995; Smith,
1996). Bahsedilen ozmotik koruyucular hiicre i¢i turgor basincini diizenlemede temel
teskil etmektedir. Glisin betain ciddi diizeyde ozmotik ve soguk stresine maruz
kalmasinda kullanilir (Amezaga ve ark., 1995).

Glisin betain tasiyicilar1 -BetL (Glisin betain transport Listeria) ve Gbu- ve
karnitin alimim-tasiyict pompast ozmoprotektanlar1 yiliksek cevresel ozmolaritede
sitoplazma i¢ine galisir (Angelidis ve Smith, 2003).

BetL, hiicre i¢inde belli bir protein seviyesini (2 nmol/dak/mg) gegtikten sonra
ozmotik yiikselisle beraber glisin betain biriktirir. Bunun yaninda Gbu tasiyicisi % 6’dan
yukarida olan tuzlulukta Listerialarin uzun siireli ozmotoleranslarinda ve canli
kalabilmelerinde sarttir. Bu tasiyict molekiill L. monocytogenes’ in birka¢ dakika
sonrasinda aktif olur. Yapilan bir arastirmada % 4 NaCl’ de 4 saat maruz birakilmasi
sonrast L. monocytogenes’ in biriken glisin betain miktar1 8 nmol/dak/mg olmustur.
Dimetil glisin, trigonellin, trietilglisin ve y-butirobetain gibi bilesikler glisin betain
ve/veya karnitin aliniminda glisin betain analoglari ve potentlerinin inhibitorleridir
(Mendum ve Smith, 2002).

L. monocytogenes’in ozmotik tetikleyicisi Sigma B (6B) ad1 verilen bir faktoriin
ekspresyonu ile indiiklenir (Becker ve ark., 1998). Yiiksek sicakliga veya asite adapte
olmus Listeria bakterilerinde ozmotik olarak adapte edilen bakterilerin asit, sicaklik ve
donma gibi stres faktorlerine direnci 6B regulonunu indiikte etmesi ile artirilmaktadir

(Lou ve Yousef, 1997; Juneja ve Eblen, 1999; Ferreira ve ark., 2001).
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L. monocytogenes’ de ¢apraz koruma seviyesinin yeterli diizeyde hafif 6nleme
faktorleri ile kombine edilerek minimize edildigi izlenmistir. Bir siit iiriinii olan parmesan
peynirlerde yapilan bir ¢alismada, birkag stres faktoriiniin kombine olarak (diisiik pH,
yaklastk 45 dakika, 51 °C’de pisirilme ve % 30,1-31,4 arasi diisik nem)
L. monocytogenes’ in hizla azalmasindan sorumlu olabilecegi bildirilmistir (Dominguez
ve ark., 1987).

2.4. Virulens

Listeria cinsi bakteriler Gram pozitif bakteriler olan Bacillus, Streptococcus,
Enterococcus, Staphylococcus ve Clostridium cinsi bakterilere filogenetik olarak yakin
yapidadir (Collins ve ark., 1991; Sallen ve ark., 1996). Bunlardan L. monocytogenes, L.
seeligeri ve L. ivanovii’ nin enfektif oldugu bilinmektedir. Fakat Samsun’da yapilmis bir
caligmada apatojen olarak bilinen L. innocua’ nin ilk enfeksiyon olarak yeni dogmus
bir bebekte ventrikiiler sant enfeksiyonu olusturdugu ilan edilmistir (Karli ve ark.; 2014)
Listerialarin yasam ortami olarak clirliyen bitki artiklarindan zengin olan toprak
sayilabilir. Bu yiizden toprakla iliskili olan canli hayvanlar, sebze ve meyve gibi gidalar
bu bakterinin kontaminasyon yollarini olusturmaktadir (Farber ve Peterkin, 1991;
Vazquez-Boland ve ark., 2001). Enfektif yetenege sahip Listerialar fakiiltatif hiicre i¢i
parazittir. Epitelyal, endotelyal hepatosit gibi hiicreler yaninda makrofajlar icinde de
cogalabilirler. Patojen Listeria bakterileri tiim hiicre tiplerinde hiicre iginde yasam
dongiisii 3 asamadadadr; 1- Konake1 hiicreye giris, 2- Fagositif vakuolde canlilik, 3-
Fagozomal membranin bozulmasi, 4- Sitosolde replikasyon, 5-Aktin esasli motilite, 6-
Hiicreden hiicreye yayilma, 7- Ikincil fagozomlarda canlilik, 8-Ikincil fagozomdan kagis

ve siklusun yeniden baslangici (Sekil 1).
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Sekil 1. Patojen Listeria bakterilerinin tiim hiicre tiplerinde hiicre i¢i yasam dongiisii . 1- Konakg1 hiicreye
giris, 2- Fagositif vakuolde canlilik, 3-Fagozomal membranin bozulmasi, 4- Sitosolde replikasyon,
5-Aktin esasli motilite, 6- hiicreden hiicreye yayilma, 7- ikincil fagozomlarda canlilik, 8-ikincil

fagozomdan kagis ve siklusun yeniden baslangici (Tilney ve Portnoy'dan, 1989)

Hiicre i¢i bu yasam siklusunda anahtar agamalar i¢in temelde 6 virulens faktor
karakterize ve identifiye edilmistir. Bunlara kodlayan genler 9000 bazlik kromozomal
ada ile fizyolojik olarak baglantilidir (Kreft ve ark., 1999; Vazquez-Boland ve ark., 2001).

Listeria tiirlerinde hemolizin (hly) geninin kromozomal gen (LIPI-1) yapisinda,
fosforibozil-pirofosfat sentetaz ve laktat dehidrojenaz enzimlerini kodlayan prs ve Idh
genleri mevcuttur. Tiim Listeria tlirlerinde bulunan plcB-1dh intergenik gen bolgelerinde
2 ORF -Open reading frame- (orfA ve orfB) prs ve orfB bolgeleri arasinda LIPI-1’ in
insersiyon noktasi olduguna isaret etmistir. OrfA iriinii Borrelia burgdorferi tiirii
bakterinin transkripsiyon sonlandirma olan Rho faktoriine % 47 benzerlik gosterirken,
orfB iiriinii 110 aminoasitli olup, Escherichia coli, Bacillus anthracis, Enterococcus
faecalis bakterilerinin gen sekanslarinda ikiden fazla homolog o6zellik  gosterir.
L. monocytogenes’ de plcB (Phosphatidylcholine-phospholipase C) ve orfB arasindaki
gen bolgelerinde, L. innocua’ da LIPI-1’in eksizyon noktasini sinirlandiran iki kiigiik
OREF (orfX ve orfZ) vardir ve ilgili kiigiik proteinleri kodlarlar. L. ivanovii’ de ise plcB-
orfB intergenik bolgesinde orfX ve orfL olarak 2 adet mevcuttur. L. monocytogenes’ de
de bu ORF’ler patojen olmayan L. welschimeri virulens geninde bir silme noktasini
siirlar. orfX L. monocytogenes’ de orfX’ in bir homologunu kodlarken, orfL L.
monocytogenes orfZ iiriinii ile iliskisi olmayan bir polipeptidi kodlar. orfZ ve orfL
bakteriyofaj proteinleri ile onemli benzerlik gosteren polipeptitleri kodlarlar (Vazquez-
Boland ve ark., 1992). Bu ORF’lerden bagka L. seeligeri virulens geninde 3 adet ORF
mevcuttur: orfC, orfD ve orfE. Bunlar orfK ve dplcB’den iiretilir ve bunlar LIPI-1
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tirlinlerine benzerlik gosteren polipeptitleri kodlarlar (Vazquez-Boland ve ark., 1992;
Gouin ve ark., 1994; Kreft ve ark., 1999; Chakraborty ve ark., 2000;  Vazquez-Boland
ve ark., 2001). Agiklanan bu gen iliskileri Sekil 2’ de gosterilmistir.

© orfX orfZ
\ 4

L. monocytogenes

hly Idh

prs w_ﬂpk-} mpl actA pleB / orfB orfd

‘é{j(j:h L. innocua
W L. welshimeri

<j<:}h L. ivanovii

orfX orfl. ldh

prs

) ) ¥ ()2 ) [ 2 2 IR 7777/7/7//7 i, Wy o S L L. seeligeri

prs orfC orfD orfE orfK dplcB Idir

Sekil 2. Listeria tiirlerinde LIPI-1 ile iligkili transkripsiyonel gen bolgeleri (Vazques-Boland’dan, 2001).

hly (L. monocytogenes’ deki diger adi ile Listeriolizin O) fagositik vakuoliin
yikimlanmasi i¢in gereklidir. Sitoplazma iginde bakterinin serbest kalmasini saglar ve
hiicre i¢i yayilmas1 i¢in gereklidir. Bu yiizden Listerialarin varliginda temel bir virulens
faktordiir (Cossart ve ark., 1989; Bielecki ve ark., 1990; Kreft ve ark., 1999; Vazquez-
Boland ve ark., 2001). actA bir yiizey proteini olan ActA’ y1 (Aktin indiikleyenprotein)
kodlar. Bu protein aktin temelli hareketi ve hiicreden hiicreye yayilmay: saglayan bir
faktordiir. L. monocytogenes patojenitesi igin ayrica hly gibi sarttir. ActA aktin
monomerlerini ya dogrudan G-aktini ile etkileserek ya da aktin iskeleti ile iliskili VASP
ve Mena ActA ligand proteinlerini baglayan G-aktin baglayici protein olan profilin
araciligi ile yapar (Chakraborty ve ark., 1995; Niebuhr ve ark., 1997). Aktin iliskili
bakteriyel motilite ActA vasitasi ile Arp2/3 kompleks niikleasyon aktivitesinin
aktivasyonuna kendiliginden bagli olarak gerceklesir (Welch, 1998; Rohatgi ve ark.,
1999). Bu Listeria proteini, aktin hiicre iskeletinin dinamik olarak yeniden
bicimlenmesinde yer alan sinyal yollarinin asag1 akis efektorleri olarak bilinen
WASP/Scar ailesinden Arp2/3 kompleks-aktive eden proteinlerin dogal roliinii taklit eden
fonksiyonel bolgelere sahiptir. Deneysel ¢alismalar konake1 hiicre tarafindan ActA’nin
internalizasyonda ayrica goérev yaptigi da bildirilmistir (Alvarez-Dominguez ve ark.,
1997).
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plcB ¢inko ile kompleks, genis c¢apta substrata sahip bir fosfolipaz C’dir ve
Clostridium fosfolipaz C’lerin homologudur (Vazquez-Boland ve ark., 1992). Enzim
inaktif bir propeptit olarak salgilanir ve hiicre disinda Mpl (Metalloproteinase listeria)
proteaz ile islenir. PIcB gibi Mpl de bir ¢inko metalloenzimidir ve hiicre disindaki
Listeria’nin fagositozu sonrasi olusan ilk vakuoliin parcalanmasinda hly ile igbirligi
yapar. PlcB’nin asil gérevi hiicreden hiicreye yayilma sonrasi olusan ikinci fagozomlarda
ikili membranin bozulmasina aracilik etmesidir (Vazquez-Boland ve ark., 1992; Marquis
ve ark., 1995; Smith ve ark., 1995). Boylece mpl-actA-plcB operonlarmin iirettigi ii¢
protein Listeria’nin bir hiicreden diger hiicreye ge¢mesinde temel teskil etmektedir.

Listeria’nin bu 6zelligi hiicre dis1 ortamdan ve bagisiklik sisteminin humoral
yanitindan kagmasini saglar (Portnoy, 1992).

Bu o6zelligi yiiziinden Listeria enfeksiyonu sadece tipik granulom olusturmus
enfeksiydz odaklar ¢evresinde birikmis sitotoksik T hiicreleri ve aktif makrofajlarin
verdigi yeterli diizeydeki hiicresel immun yanit1 ile ¢oztilebilmektedir (Portnoy, 1992).

plcA-prfA  bisistronunda birinci gen olan plcA (Phosphatidylinositol-
phospholipase C), bir fosfotidilinositol-spesifik fosfolipaz C enzimini kodlar ve bu enzim
ilk fagozomun bozulmasinda hem hly hem de plcB ile uyum gosterir (Smith ve ark.,
1995). Ikinci gen ise PrfA (Pleiotropic virulence regulator) proteinini kodlar. PrfA
transkripsiyonel aktivasyon i¢in gereklidir ve bu ylizden patojenite i¢in hly ve ActA gibi
kesinlikle gereklidir. Ayrica Listeria tiirii bakterilerde sadece virulens regiilatorii olarak
identifiye edilmistir ve internalin tiyelerini iceren kromozomlar disinda virulens iligkili
bolge olusturan bir regulonda gorev lstlenir (Goebel ve ark., 2000).

Birkag cevresel ve gelisim fazinin, virulens regulon ekspresyonunu modiile eden
sinyallere bagli oldugu bildirilmistir; konake1 hiicre ile temas (Renzoni ve ark., 1999),
okaryotik sitoplazma ortami1 (Bubert ve ark., 1999; Renzoni ve ark., 1999), stres sartlar
(Sokolovic ve ark., 1990), yiiksek sicaklik (Leimeister-Wachter ve ark., 1992) ve aktif

komiir ile hiicre dis1 gelisim ortami bilesenlerinin tutulmasi (Ripio ve ark., 1996).

2.5. internalinler

Listeria tiirlerinde virulensde onemli bir faktdor de internalinlerdir. Hiicre
duvarinda yiizey proteini olan internalinler yiizeyde e-kaderin reseptorii ile etkileserek
fagositozu uyarirlar. Identifiye edilen ilk internalin in/4B dir. Sonrasinda yapilan

caligmalar ile ilgili gen bdlgeleri taranarak L. monocytogenes ve L. ivanovii’ de diger
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internalinler bulunmustur. Bu iki tiir disinda L. innocua’ da da varliklar1 gosterilmistir
(Gaillard ve ark., 1991). Tiim bu gen bolgeleri degisen sayida 16sinden zengin tekrarlar
(LRR) igeren karakteristik proteinleri kodlarlar.

LRR iiniteleri 22 aminoasitli bir oligopeptitten olusur ve yapilarinda 16sin ve
izolosin pozisyonlari 3, 6, 9, 11, 16 ve 22 seklindedir (Gaillard ve ark., 1991; Marino ve
ark., 2000). Bu bolge ilk olarak Erwinia chrysamthemi bakterisinin (Yoder, ve ark., 1993;
Heffron ve ark., 1998) pektat liyazinda identifiye edilmis ve yapisi paralel sarmal seklinde
gosterilmistir. Sonraki calismalarda ¢ok sayida bulgu ile LRR protein siiperfamilyasi
olarak adlandirilan ve ¢ok sayida proteini iginde barindiran bir familya tanimlanmigtir
(Kobe ve Deisenhofer,1994; Kajava,1998). LRR bdlgeleri en ¢ok okaryotik hiicrelerde
sinyal transdiiksiyon yolaklar1, hiicre dis1 matriks proteoglikanlari ve bitki hastaliklarinin
direng iriinleri gibi fonksiyonlarda gorev alan proteinlerin kodlandig1 bolgelerdir (Kobe
ve Deisenhofer,1994; Jones ve Jones,1997; Kajava, 1998). Prokaryotlarda ise fazla
bulunmazlar. Genellikle Yersinia cinsi bakterilerde YopM (Yersinia outer membrane
protein), Salmonella typhimurium’ da SspH1 (Salmonella secreted protein H1) ve SspH2
(Salmonella secreted protein H2), Bordetella pertussis bakterisinde filamentoz
hemagliitinin ve Shigella flexneri bakterisinde IpaH (Invasion plasmid antigen H geni)
gibi virulens iligkili proteinlerde bulunur (Makhov ve ark., 1994; Miao ve ark., 1999).
Prokaryotik LRR motiflerinin ¢ogu Listeria ile iliskili internalin ailesinin proteinleri i¢in
tanimlanmistir. Dikkat ¢ekici derecede homolog olan LRR proteinlerini kodlayan genis
ve ¢oklu bir gen ailesinin varlig1 Listeria cinsi i¢in karakteristik dzelliktir. Internalinlerde
iki alt familya mevcuttur. Bir grup biiyiik molekiillii proteinlerden olusur ve bunlar
bakteri hiicre duvarma C-terminallerinden baglanarak sekillenmistir. Molekiil agirliklari
70-80 kilodalton araligidadir. Diger grup ise InlA (Internalin A) ve InIB (Internalin B)
polipeptitlerini kodlayan inlAB tarafindan olusturulur. Ayrica inlC2, inID, inlE, inlF, inlG
ve inlH gibi 6 iiyeyi de icine alir ve bunlarin timi L. monocytogenes’ de mevcuttur
(Gaillard ve ark., 1991; Dramsi ve ark., 1997; Raffelsbauer ve ark., 1998). Bunlar daha
kiiclik yapidadirlar ve molekiil agirliklar1 25-30 kilodalton kadardir. Digerlerinin tersine
C-terminal hiicre duvar1 baglantilarindan yoksundurlar ve hiicre dis1 ortama serbest
birakilmiglardir. L. monocytogenes’ den (Engelbrecht ve ark., 1996; Domann ve ark.,
1997) inlC (internalin C) ve bu grubun artik iiyeleri olan i-InlC, i-InID, i-InlE, i-InlF ve

I-InlG iiyelerinin hepsi L. ivanovii’ de identifiye edilmistir (Engelbrecht ve ark., 1998a;
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Engelbrecht ve ark., 1998b; Gonzalez-Zorn ve ark., 1999; Kreft ve ark., 1999). Yapilan
son ¢aligmalar ile internalinlerin konakg¢1 hiicre invazyonunda énemli bir virulens faktor
oldugu diisiiniilmektedir. Listeria patogenezindeki esas rolii hala tam aydinlatilamamastir.
Deneysel in vitro ¢alismalar hiicre duvar ile iliskili internalinlerin duyarli ve normal
olarak fagositik olmayan hiicreler tarafindan tetikleyici bir internalizasyon icin gerekli
oldugu gosterilmistir (Gaillard ve ark., 1991; Braun ve ark., 1998; Lecuit ve ark., 1997).

In vitro calismalarda deneysel veriler ile farkli konak hiicre 6zelliklerine sahip
oldugu gosterilmistir. inlA invazyonda sadece insan-g-kaderini kullandirirken, inlB’de
cesitli hayvan tilirlerinde ve genis bir hiicre skalasinda (epitel hiicreleri, fibroblastlar,
hepatositler, endotelyal hiicreler) gézlenebilmistir (Dramsi ve ark., 1995; Dramsi ve ark.,
1997; Miiller ve ark., 1998; Parida ve ark., 1998). Ancak in vivo ¢alismalarda InlA ve
InIB’ nin patogenezdeki rolii heniiz agiklanamamistir. Farelerde inlAB mutantlart ig
organlarda sadece biraz kalici olurken, benzer olarak diger c¢alismada da
meningoensefalit modellerinde beyin doku kolonizasyonunda bir bozulma
gostermemistir (Dramsi ve ark., 1995; Lingnau ve ark., 1995; Dramsi ve ark., 1997;
Schliiter ve ark., 1998; Appelberg ve Leal, 2000; Gregory ve ark., 2001). Yine buna
paralel olarak inlAB mutantlarin intestinal invazyon sonrasit da dokuda bir bozulma
yasamadigi bildirilmistir (Pron ve ark., 1998). Yapilan doku kiiltiirii ¢alismalarinda
L. monocytogenes’ de diger InlA ve InIB gibi yiizey iligkili internalin genlerinin (inlGHE,
inNIGC2DE ve inlF) internalizasyonda rol almadigi goézlenmistir. Yapilan in vivo
caligmada bu gen bolgelerinin birinin (inlGHE) silinmesi ile fare organlarinda hayatta
kalma yeteneginin orta diizeyde bozuldugunu gostermistir. Bu ¢alisma ile internalinlerin
konak¢1 dokuda en az bir rol oynadigina isaret edilmistir (Dramsi ve 1997; Raffelsbauer
ve ark, 1998). Yine gen silme c¢alismalarinda, inlC’ nin silinmesi ile
L. monocytogenes’ lerin (Engelbrecht ve ark., 1996), i-inlE ve i-inlF genlerinin silinmesi
ile L. ivanovii’ lerin farelerde LDso degerleri yiikseltilebilmistir (Engelbrecht ve ark.,
1998b). Biiyiik ve kii¢iik yapili internalinler arasinda muhtemelen patogenez ile iliski
gosterdigi tahmin edilen ekspresyon nitelikleri arasinda 6nemli fark oldugu bildirilmistir.
Genellikle genlerin transkripsiyonel virulens geni olan PrfA ile kontrol etmeden
internalini kodlayabildigi de tespit edilmistir (Raffelsbauer ve ark., 1998; Bubert ve ark.,

1999). Bu da hiicre dis1 ve zengin besin igerikli ortamlarda inlAB’ nin 6nemli ekspresyon
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faktorii oldugunu, fakat ayni tepkiyi fakir hiicre i¢i ortamlarda vermedigini gostermistir
(Ripio ve ark., 1997; Bubert ve ark., 1999).

Kiigiik internalinlerin tamaminin salginlanmasi, kontrol eden gen olan PrfA ile
regiile edilir (Engelbrecht ve ark., 1996; Domann ve ark., 1997; Engelbrecht ve ark.,
1998a; Engelbrecht ve ark., 1998b; Gonzalez-Zorn ve ark., 1999). PrfA iliskili regulon
genleri sivi besi yerlerinde ve yliksek demir konsantrasyonlu ortamlarda (hiicre disi
sartlarda) azaltarak diizenleme yaparlar. Ancak bu tepki konakg¢i hiicre ortamlarinda
tercihen sekillenmektedir (Conte ve ark., 1996; Ripio ve ark., 1996; Bubert ve ark., 1999;
Moors ve ark., 1999; Renzoni ve ark., 1999). Bu bilgiler hly virulens gen bdlgesindeki
genlerin hiicre i¢i yasam dongiisiinde iriinlerin 6nemli bir gorev aldigini, kiigiik
internalinlerin de yine hiicre i¢i yasam dongiisiinde rol alabilecegini gOstermistir.
Ozellikle enfeksiyonun ileri asamalarinda ve bakterilerin hiicre igi yayilm gosterdigi
anlarda L. monocytogenes’ in inlC geninin hiicre igi ekspresyonu ispatlanmigtir
(Engelbrecht ve ark., 1996; Bubert ve ark., 1999). Ancak inlC geninin silinmesi, hiicre igi
cogalmasim1i  veya hiicreden hiicreye yayilmasinmi etkilememistir. Bu da kiigiik
internalinlerin hiicre invazyonlarinda iliskili olmadigini, fakat hiicre i¢i hedeflerde
iligkili oldugunu gostermistir (Engelbrecht ve ark., 1996; Domann ve ark., 1997;
Greiffenberg ve ark., 1998).

2.6. Patogenez

L. monocytogenes bir bakteriyel patojen olarak yasam dongiisii sirasinda hem
topraga hem de okaryotik konake1 hiicreye iyi adapte olurlar. Gram pozitif bir saprofit
olarak her yerde (toprak, bitki ve hayvan floralar1) bulunabilir (Gray ve Killinger, 1966).
Bakteri bu ortamlardan gecis yapma yetenegini konake1 hiicrelerde canli kalabilme ve
replikasyon yetenegi ile saglar (Freitag, 2006). L. monocytogenes saglikli bireylerde
genellikle kendiliginden iyilesen gastroenterit ile kendini gosterir. Bunlarin disinda
sistemik enfeksiyon olarak menenjit, ensefalit ve hamile kadinlarda f6tal enfeksiyonlar
yaninda, abort, 61ii dogum veya neonatal enfeksiyonlar da sayilabilir (Drevets ve Bronze,
2008). Yapilan caligmalar ile L. monocytogenes toprak, silaj, yeralt1 sulari, atik sulari ve
sebzelerden izole edilebilmistir (Thévenot ve ark., 2006). Mantar, protist veya
nematodlarla iliskisi olup olmadig1 heniiz gosterilmemistir, fakat bunlarin potansiyel
teskil ettigi diisiiniilmektedir (Hilbi ve ark., 2007). L. monocytogenes’ in gida isletim

tesislerinde metal iyonlari, yiiksek tuz, stabil olmayan sicaklik ve pH gibi bakteri
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gelisimini strese sokan sartlardan etkilenmedigi de gézlenebilmistir (Thévenot ve ark.,
2006).

Cok sayida genin asite direng, osmotik ve sicaklik stresi gibi streslere karsi
diren¢ mekanizmalari ile iligkili oldugu gosterilmistir. Listeria tlirlerinin ¢ogunlugu strese
cevap verilmesi sirasinda bir sigma faktor olan Sigma B’yi (6B) kullanir (Chaturongakul
ve ark., 2008). Buna ragmen, diger Gram pozitifler gibi spor olusturmazlar ve gida isleme
tesisleri gibi 6nemli yerlerde yillarca canli kalabilirler (Lundén ve ark., 2002).

L. monocytogenes’ in ¢evre ile konake1 arasindaki iliskisini saglayan ilk baglanti
bir transkripsiyonel aktivator olan PrfA ile olur. S6z konusu gen bakteriyel virulens ile
ilgili bircok gen tiriiniinii eksprese eder. PrfA disarida aktif olur, bu genin firiinlerinin
indiiklemesi ile bakteri konakg¢i hiicreye invazyon ig¢in internalinler (inlA, inIB),
Listeriolizin O (LLO), fosfatidilkolin-spesifik fosfolipaz C (PC-PLC), fosfatidil inositol-
spesifik fosfolipaz C (PI-PLC), hiicre i¢i gelisim faktorii (Hpt) ve aktin indiikleyen
protein (ActA) devreye girer. L. monocytogenes fazla canli tiiriinii ve konakg¢1 hiicre
tiplerini  enfekte edebilmektedir (Lecuit, 2007; Seveau ve ark., 2007). Enfeksiyon
olugmasinda en popiiler bulasma yolu kontamine gidalarin yenmesi sonrasi bagirsak
epiteli lizerinde sekillenen yoldur. Hem sindirim sistemi ile hem de damar i¢i yolla
yapilan enfeksiyon modellemeleri de fare, maymun, kobay ve kemirgenlerde basarili
olmustur (Blanot ve ark., 1997; Bakardjiev ve ark., 2004; Lecuit, 2007; Wollert ve ark.,
2007; Smith ve ark., 2008). Listeria kan dolasgimina girdikten sonra en ¢ok karaciger ve
dalak makrofajlarinda birikir. Burada etkili bir gorev yerine getirilmezse bakteri immun
sistem kontroliinden kagar ve diger dokulara giderek replikasyonunu hizlandirir
(Zenewicz ve Shen, 2007). Yayilim hiicreden hiicreye devam eder. Immun sistemden
gelmeyecek etkili yanit ileri zamanlarda Sliimciil olabilen sistemik ve merkezi sinir
sistemi enfeksiyonlarini sekillendirebilir (Pamer, 2004).

InlA ve InlB’ yi de igeren birka¢ ylizeysel protein bakteriyel invazyonun
gerceklesmesine Onciiliik eder (Seveau ve ark., 2007). InlA bir konakg1 hiicre adhezyon
molekiilii olan e-kaderine baglanir. InIB HGF - Hepatocyte growth factor- reseptore
baglanarak konakg¢1 hiicreye girme yetenegi kazanir. Listeriolizin O ve beraberinde iki
fosfolipaz devreye sokarak membranda olusturdugu porlardan kagis yapar
(Kathariou ve ark., 1987; Camilli ve ark., 1991; Mengaud ve ark., 1991; Vazquez-
Boland ve ark., 1992). Konakg1 hiicreye girdikten sonra bakteriyel heksoz fosfat yaninda
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lipoik asit ve peptitlere ihtiyag duyarlar (Marquis ve ark., 1993; Joseph ve Goebel, 2007).
L. monocytogenes bulundugu hiicrede gelistikten sonra komsu hiicreye gegmek igin aktin
polimerizasyonunu devreye sokar. Bu polimerizasyonu indiikleyen protein ActA’ dir
(Pizarro-Cerda ve Cossart, 2006). Polimerizasyon saglanir, hiicrede vakuol olusturulur ve
hiicreden hiicreye gegis ile sonuglandirilir. Burada son olarak devreye giren protein ve
enzimler LLO ve fosfatidilkolin fosfolipazdir ve ikinci vakuol olusumunda 6ncii teskil

eder (Vazquez-Boland ve ark., 1992; Schnupf ve Portnoy, 2007; Yeung ve ark., 2007).

2.7. Antimikrobiyal Duyarhhk

Antimikrobiyal duyarlilik testleri Listeria tiirleri i¢in goreceli olarak kisitlidir.
Ancak yapilan ¢alismalar ile kloramfenikol, makrolidler ve tetrasiklinlere karsi direng
gelisiminde gorev alan direng plazmidleri L. monocytogenes’ de tespit edilmistir (Poyart-
Salmeron ve ark., 1992; Hadorn ve ark., 1993). Streptomisin, kanamisin, rifampin,
eritromisin, siilfametoksazol gibi antibiyotiklere diren¢ de gézlenmistir (MacGowan ve
ark., 1990; Slade ve Collins-Thompson, 1990; Facinelli ve ark., 1991; Charpentier ve
ark., 1995). Listeria tiirlerinin antibiyotik direncini {i¢ genetik unsurun olusturdugu,
bunlarin da kendinden devredebilir plazmidler, mobilize olabilen plazmidler ve
birlestirici transpozonlar oldugu bildirilmistir (Hadorn ve ark., 1993 Charpentier ve ark.,
1995; Charpentier ve ark., 1999).

Bir ¢alismada insan Listeria enfeksiyonlarinda izole edilmis 488 adet
L. monocytogenes izolat1 antibiyogram testi ile analiz edilmis, bunlarin 5 adetinde
florokinolonlara direng tespit edilmistir (Godreuil ve ark., 2003). Yapilan antibiyotik
direng calismalarinda mandira gevre Ornek izolatlarinda; ampisilin, sefalosporin C,
kloramfenikol, florfenikol, penisilin, rifamisin, rifampisin, streptomisin ve tetrasikline
(Srinivasan ve ark., 2005), siit icerikli iiriin izolatlarinda; ampisilin, kloramfenikol,
eritromisin, gentamisin, oksasilin, penisilin, tetrasiklin, trimetoprim-siilfametoksazol,
vankomisine (Harakeh ve ark., 2009) ve peynir izolatlarinda sefoksitin ve sefotaksime

(Rota ve ark., 1996) direngli izolatlarin varligi gosterilmistir.

2.8. Bakteriyosinler
Bakteriyosinler bakteriler tarafindan sentezlenen polipeptitlerdir ve genel olarak

iiretmesini tetikleyen suslara kars1 aktif olurlar. Bu maddeler gidalarin 1sitma, dondurma-
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cozdiirme, asit, yiiksek hidrostatik basing gibi gidalarin diger koruma yontemlerinde de
yardimet olurlar (Kalchayanand ve ark., 1994; Muriana 1996).

Laktik asit bakterilerinden elde edilen bakteriyosinler gida endiistrisinde gida
koruyucusu olarak kullanilabilen bilesiklerdir. insan sagliginda da tedavi amacli olarak
kullanilirlar. Listeria enfeksiyonlarinin tedavilerinde de uygulamalart olmustur (Lohans
ve Vederas, 2012; Salvucci ve ark., 2012). Bakteriyosin lireten laktik asit bakterileri
Listeria gibi patojen bakterilerin tiremelerini inhibe ederek etki gosterir. Bakteriyosinler
diger bakterilerin gelisiminin verdigi uyari ile bakteri tarafindan hiicre dis1 olarak
ribozomal sentezlenirler. Bakteriyosinler 4 ¢esittir:  1- Lantibiyotik peptitler,
2- 10 kilodaltondan kiigiik peptitler, 3- 10 kilodaltondan biiyiik peptitler, 4-Siklik
peptitler. Lantibiyotik ve 10 kilodaltondan kii¢iik peptit grubundan Listerialara kars1 aktif
¢ok sayida bakteriyosin tanimlanmstir (Saavedra ve ark., 2004; Castellano ve Vignolo,
2006; Drider ve ark., 2006; Barrett ve ark., 2007). Gidalarda koruma anlaminda
bakteriyosinlerin li¢ uygulamasi vardir; gidalara saf olarak hazir bakteriyosin ilavesi,
gidalara bakteriyosin ilireten bakteri inokulasyonu, proseste bakteriyosin iireten bir bakteri
ile fermentasyon.

Bakteriyosinlerin veya bakteriyosin iireten bakterilerin kullaniminda ¢ok sayida
bildirim yapilmistir (Vuyst ve Vandamme, 1994; Castellano ve Vignolo, 2006; Liu ve
ark., 2008; Ravyts ve ark., 2008). Listerialara kars1 ¢alisan bakterilerin tedavi amagli
kullaniminda caligmalar yapilmistir. Bakteriyosinlerin ¢ogu diisiik konsantrasyonda
etkilidirler (Lohans ve Vederas, 2012). Nisin ve pediosin gibi bakteriyosinlerin
L. monocytogenes’ ¢ karst ¢ok etkili oldugu tespit edilmistir. Nisin ~ Leucnostoc lactis
subsp. lactis’ in smirli sayida susu tarafindan iretilir (Coma ve ark., 2001). Bu
bakteriyosinlerinlerin C. botulinum gibi Clostridium tiirlerini engellemede yararli oldugu
bildirilmistir (Chunk, 2001). Pediosinler Pediococcus suslari tarafindan tiretilir (Degnan
ve ark., 1993; Liao ve ark., 1993). Buzdolabinda saklanan nisin ile
(1,3 x 10% - 5,0 x 10® IU/mL) muamele gérmiis somon balig1 ve baz1 et iiriinlerinde
L. monocytogenes’ in gelisiminin engellendigini gdzlenmistir. Buzdolabinda sabit ve
hareketsiz olarak tutulmus ve 61,4 mg/cm? dozunda nisin ile muamele gérmiis peynirde
84 giin sonra 1,5 log bakteri azalmasi tespit edilmistir (Scannell ve ark., 2000). Nisin
aktivitesi gevresel sartlarla degisebilmektedir. Sicaklik (Szabo ve Cahill, 1999) ve pH

(Harris ve ark., 1991) diisiiriilmesi ile de nisin aktivitesinin arttirilabildigi bildirilmistir.
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Yapilan bir ¢calismada < 10 pg/mL diizeylerinde uygulanan nisin aktivitesinin % 2
sodyum kloriir ilavesi ile artirilabildigi gosterilmistir (Harris ve ark., 1991). Yiizde 10’dan
yukar1 diizeyde stearik asitin nisin aktivitesini diisiirdiigi (1,0 x 10° 1U/mL) ve
karbondioksitin ise patojenin nisine duyarli hale getirdigi gézlenmistir. Ayni zamanda
% 100 CO2’li ve sicakligin 4°C oldugu ortamda pH 6,2 ye tamponlagmig soliisyonda 2,5
png/mL diizeyinde nisin ile 10 giin sonunda L. monocytogenes bakterilerinin yaklasik 4
log azaldig1 tespit edilmistir. Bu arastirmada ayni zamanda en yiiksek saymnin 35 giin
sonra, nisin olmadan ve aerobik sartlarda en yliksek sayinin ise 10-15 giin sonra 6lgiildiigii
bildirilmistir (Nilsson ve ark., 2000). L. monocytogenes’ in suslarinin nisin duyarliliklari
degiskenlik gosterir (Benkerroum ve Sandine, 1988). Et ve siit {irlinlerinde pediosinin
Listeria baskilayiciligi gosterilmistir (Degnan ve ark., 1993; Liao ve ark., 1993; Goff ve
ark., 1996). Pediosin aktivitesi hakkinda siit ve s1vi yumurtada yapisindaki bilesiklerin
etkilesimi yiiziinden geliskili sonuglar agiklanmistir (Liao ve ark., 1993). Gida
hazirlanirken harg safhasinda pediosinin Listerialara kars1 aktivitesi tirtine fosfatidil kolin
kapli lipozom ve % 0,1 Tween 80 eklenerek yiikseltilebilmistir (Degnan ve ark., 1993).
Nisin ve pediosin gibi bakteriyosinler proton motifi kirarak bakteriyel membrani
pargalarlar (Goff ve ark., 1996). L. monocytogenes’ de asite adaptasyon ve besin
yetersizliginin nisin ve pediosine direnci artirdig1 da bildirilmistir (Lou ve Yousef, 1997).
Bir Anti-Listeria bakteriyosini olarak sentetik enterosin CRL35, baz1 antibiyotikler ile
kombine edilmis ve L. innocua ve L. monocytogenes’e karsi basarili sonuglar alinmustir.
Intestinal florada bakteriyosinlerin 6zellikle kemotripsin ve tripsin gibi proteazlara hassas
oldugu gosterilmistir (Minahk ve ark., Salvucci ve ark., 2012).

Yapilan bir ¢alismada L. monocytogenes ile enfekte edilen fareler bir
bakteriyosin olan piskikolin 126 ile tedavi edilebilmistir. Bunun yaninda fare
organlarinda bakteri yiikiinii diisiirdiigii ve enfeksiyonda da kii¢iik klinik belirtiler
olustugu tespit edilmistir (Ingham ve ark., 2003). Bir baska ¢alismada pediosin AcH
tireten bir sus ile bagirsak florasindaki Listerialar elimine edilebilmistir (Bernbom ve ark.,
2006). Bunun yaninda sentetik enterosin CRL35’in bakteriyosin iireten bakteri

uygulamasindan daha etkin oldugu gozlenmistir (Salvucci ve ark., 2012).

2.9. Listeria monocytonegenes ve diger Listeria Tiirlerinin Epidemiyolojisi
Genis sicaklik araliginda iireme ve yiiksek tuz konsantrasyonlari1 gibi sartlarda

tiremesi L. monocytogenes’ 1 bir gida patojeni olarak dnemli kilmistir. Sporsuz bir bakteri
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olmasma ragmen zor g¢evresel sartlara dayanabilmektedir (Watkins ve Sleath, 1981).
Dogal ortamlara dayanikli olmasi gida isleme tesislerinde genis bir periyotta bu bakteriyi
bir gida enfeksiyonu etkeni olarak popiiler kilmistir. Bu tesislerde sekillenebilen pH,
sicaklik, tuz gibi stres faktorlerine karsi bile L. monocytogenes’ in yaninda diger Listeria

tirlerinin benzer direngleri gosterdigi bildirilmistir (Tompkin, 2002).

2.9.1. Sularda Listeria

Listerialar su ve su iligkili olabilen go6l, nehir, irmak gibi ortamlarda
yasayabilmektedir. Hollanda’da yapilan bir ¢alismada yiizey sularinin % 21’inde
L. monocytogenes tespit edilmistir (Dijkstra,1979). Birlesik Krallik’ ta yapilan bir
calismada nehir suyu orneklerinde 3-180 kob/L diizeyinde bulunmustur (Watkins ve
Sleath, 1981). Iskogya’da yapilmis bir calismada nehir sularmin mevsimsel bir
orneklemesinde % 42-53 diizeyinde L. monocytogenes izole edilmistir (Fenlon ve ark.,
1995). Yunanistan’da yapilmis baska bir ¢alismada 4 nehirden 128 tatli su 6rneklemesi
yapilmis % 4 diizeyinde L. monocytogenes tespit edilmistir (Arvanitidou ve ark., 1997).
Belgika’daki bir kiigiik ¢alismada 15 yeralti suyunun sadece 1’inde L. monocytogenes
izole edilmistir (Renterghem ve ark., 1991). Kanal, nehir, gol, golet gibi ortamlarda
yapilan bir 30 oOrnekli bir ¢alismada 8 adet L. seeligeri, ladet L. innocua, 1 adet
L. welshimeri bulunurken, L. monocytogenes izole edilememistir (Finley ve Long, 1977).
Italya’da yapilan bir calismada ise nehir suyu drneklemeleri yapilmis, % 47 diizeyine L.
monocytogenes, L. innocua, L. grayi tespit edilmistir (Bernagozzi ve ark., 1994). Baska
bir ¢alismada ise diisiik tuzlu limanlarda su 6rneklemeleri yapilmis ve ~ % 62 oraninda

Listeria spp. tespit edilmistir (Colburn ve ark., 1990).

2.9.2. Kanalizasyon ve Atik Sularda Listeria

Cevresel ortamda bir bulas kaynagi olarak atik sularin Listeria i¢in de potansiyel
olusturdugu bildirilmistir. Hayvanlar ile iligkili olarak mezbaha atiklarinda yapilan bir
calismada 18000 kob/L diizeyinde L. monocytogenes tespit edilmistir (Watkins ve
Sleath,1981). Baska ¢alismada islenmemis atik sularda yapilmis ve Listeria spp. diizeyi
103-10° kob/araliginda bulunmustur (Geuenich ve Miiller, 1984). Iskogya’da yapilmis bir
islenmemis atik su calismasinda bu diizey 120 kob/mL tespit edilirken, islenmis atik
sularda ise 2-21 kob araliginda gézlenmistir (Fenlon ve ark., 1995). Listerialarin atik su

gibi stres olusturabilen ekolojik ortamlarda canliliklarinin  kanalizasyon camurlarinda
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% 85-97 oraninda kaybettikleri de bildirilmistir (al Ghazali ve Al Azawi, 1988a; al
Ghazali ve Al Azawi,1988b) Cevresel bir etken olarak giinesin etkisi arastirilmis ve bu
atiklara direkt gelen gilines 1sinlariin en az 8 hafta sonunda inaktif ettigi tespit edilmistir
(Al Ghazali ve Al Azawi, 1988a). Balik isleme tesisleri atik sularindan yapilmis
caligmada 6rneklerin tamaminda Listeria spp. bulunmustur (Soontharanont ve Garland
1995).

2.9.3. Toprak ve Tarimsal Alanlarda Listeria

Listeria tiirlerinin 6nemli yasam alanlarindan birini toprak olusturur. Bir
calismada topraktan daha fazla diizeyde L. seeligeri, L. monocytogenes ve
L. innocua’dan izole edilmistir (MacGowan ve ark., 1994). Misir tarlalari, ¢ayir ve otlak
araziler, tahil tarlalari, ekilmis veya ekilmemis araziler, orman veya yabani hayat
bolgelerinden yapilan 6rneklemeler ile bir ¢alisma yapilmis, en diisiik olarak % 9,7 ile
musir tarlalarindan, en yiiksek ise % 21,3 ile ormanlardan Listeria spp. izole edilmistir.
Elde edilen 103 izolatin sadece 37’ sinin farelerde enfeksiyon yaptigi da bildirilmistir

(Welsh, 1983).

2.9.4. Gidalarda Listeria

Yaygin olarak salgin kaynaklarmin epidemiyolojik olarak peynir ve peynir
cesitleri, pastdrize ve pastorize olmamis siit, siit tirlinleri (aromal1 siit gibi), tereyagi,
islemis ve islenmemis balik, hazir salatalar islenmis et iirlinleri, meyveler ve ¢ig
sebzelerden oldugu bilinmektedir. Sporadik Listeriozis vakalari ¢ig siit, pastorize
olmamus siit ile yapilmis dondurma, peynir ¢esitleri, pisirilmemis balik ve ¢ig sebzelerden
sekillenmistir. Genel olarak enfeksiyon olusturmasi icin gidalarda Listeria bakteri
varliginin esik degeri 10% kob/g olarak bildirilmistir. Fakat daha diisiik seviyelerdeki
gidalarin da enfeksiyon olusturabildigi goriilmiistiir. Gidalara bulagma olarak gerek
iretim sirasinda, gerekse tiiketimi sirasinda sekillenerek hastalik olusumuna sebep oldugu
bilinen bir gercektir (FAO/WHO, 2004).

Gerek EFSA, gerekse Tiirk Gida Kodeksinde yapilan tanimlamalara gore 25 g
gida numunesinde varlig1 istenmemistir (EFSA, 2017; Tiirk Gida kodeksi, 2017).
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2.9.5. Sebze ve Meyvelerde Listeria

Yapilan c¢alismalar ve aragtirmalar ile sebze ve meyvelerde L. monocytogenes
varlig1 bildirilmistir. Ozelliklerin bu iiriinlerin islenirken toprak ile temasta olmasi bu
bulasmaya en 6nemli sebep teskil etmektedir (Ryser ve Marth, 2007f)

Amerika Birlesik Devletleri’'nde 2011 yilinda kavun, 2012 yilinda salata ile
islenmis peynir, 2014 yilinda fasulye filizi ve karamelli elma, 2016 yilinda da hazir salata
ve dondurulmus sebzelerle iliskilendirilmis Listeriozis salginlari bildirilmistir (CDC,
2017).

Ingiltere’de paketlenmeye hazir salatalik sebzelerden yapilan taramada
L. monocytogenes et icerikli 6rneklerin % 4,8’ inde, deniz {iriinii icerikli 6rneklerin ise
% 3,8’inde tespit edilmistir (Little ve ark., 2007).

Sili’de 2000-2005 yillar1 arasinda yapilan c¢alismada dondurulmus salata
orneklerinin % 25,4’linden, yemeye hazir ve pisirilmis orneklerin % 10,2 sinden
L. monocytogenes izole edilmistir (Cordano ve Jacquet, 2009).

Malezya’da 306 adet sebze 6rnegi MPN-PCR (Most Probable Number-PCR) ile
incelenmis, o6rneklerin % 33,3’linde Listeria spp., % 22,5’ inde L. monocytogenes tespit
edilmistir (Ponniah ve ark., 2010).

Ispanya’da lokantalardan alinan marul ve 1spanaklar incelenmis, % 2,9 unda
L. monocytogenes varligr gosterilmistir (Soriano ve ark., 2001).

Iran’da PCR (Polymerase chain reaction) destekli yapilmis baska bir calismada
sebzelerin % 1,2’ sinde L. monocytogenes tespit edilmistir (Jalali ve Abedi, 2008).

Amerika Birlesik Devletleri’nde ithal edilmis Sardunya-Italya menseli 252 hazir
salatada L. monocytogenes aranmis, % 17,2’sinde tespit edilmis, ancak izolatlarda tiim
virulens genlerinin (prfA, rrn - bir ribozomal operon-, hlyA, actA, inlA, inlB, iap -Invasion
associated protein-, plcA, plcB) hepsine sahip olan bir izolatin oldugu bildirilmistir
(Coroneo ve ark., 2016).

Amerika Birlesik Devletleri’ nin Pensilvanya eyaletinde kii¢iik 6l¢ekli mantar
isleme tesislerinde multipleks PCR destekli yapilan ¢aligmalarda ise % 1,6 oraninda
L. monocytogenes izole edilmistir (Viswanath ve ark., 2013).

Norveg’te yapilan baska bir ¢alismada ise marketlerden marul, mantar yaninda

cilekler de incelenmis, toplam 890 6rnegin 3’iinden L. monocytogenes izole edilmistir.
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Bunlardan 1 izolatin ¢ilekten oldugu ve serotip 4 olarak tiplendirildigi bildirilmistir

(Johannessen ve ark., 2002).

2.9.6. Et ve Et Uriinlerinde Listeria

Insan Listeriozis vakalar1 ve &liimlerinin et ve islenmis {iriinlerinden
kaynaklandig1 ve oraninin % 63-84 arasinda oldugu bildirilmistir (Gombas ve ark., 2003;
Pradhan ve ark., 2011). Hastalik ve senaryo analizleri yapilmig bir ¢alismada ¢evre veya
diger gida friinlerinden gerceklesen capraz kontaminasyon sikliginin Listeriozis
oliimlerinde en 6nemli faktor oldugu gosterilmistir (Pradhan ve ark., 2011). Bu gapraz
kontaminasyonun jambon iiriinlerinde 5,9 kat, hindi tiriinlerinde ise 6,1 kat fazla oldugu
tespit edilmistir. Ayrica et irlinlerin isleme tesislerinde ve perakende ve tiliketici
diizeyinde triinlerin dilimleme asamasinin, depolama siiresinin, ortam sicakliginin ve
inhibitorlerin Listeria varligini etkiledigi bilinmektedir (Endrikat ve ark., 2010; Garrido
ve ark., 2010) .

Islenmis etler iizerine Belgika’da yapilmis bir ¢alismada % 1,1 oraninda
L. monocytogenes tespit edildigi bildirilmistir (Uyttendaele ve ark., 2009) Kanada’da
yapilan bir calismada balik yaninda 40 adet islenmis et {iriinii 6rneklemesi yapilmis, balik
orneklemelerinin % 20’sinde Listeria spp. izole edilmis, bunlardan % 5’ lik oranin L.
innocua, % 10’ unun ise L. monocytogenes ve L. welshimeri oldugu bulunmustur. izole
edilen L. monocytegenes’ lerde ise serotip dagiliminin 1/2a ve 1/2b oldugu PFGE destekli
analizler ile beseri izolatlara yakinligi beraberinde gosterilmistir (Kovacevi¢ ve ark.,
2012).

Cin’de yapilan bir arastirma isletme ekipmanlar1 ile olusabilecek capraz
kontaminasyon BAX-PCR (Dupont® gelistirdigi bir PCR metodu) destekli analiz ile
incelenmis ve riskin varlig1 ortaya konulmustur (Lin ve ark., 2006).

Ankara’da yapilan bir calismada pismis ve pismemis et iirlinleri incelenmis,
% 54,1 Listeria spp. (% 46,57 L. innocua, % 0,68 L. welshimeri, % 0,68 L. murrayi)
kontaminasyonu bulunmustur. L. monocytogenes % 6,16 oraninda tespit edilmistir
(Yiicel ve Balci, 2010).

Ispanya’da yapilmis baska bir calismada et iiriinleri ve isleme tesislerinden izole
edilen L. monocytogenes ve L. innocua izolatlar1 iizerinde yapilan antimikrobiyal

direnclilik ¢aligmasinda ise L. monocytogenes izolatlarinin % 34,5’inde iki antibiyotige,
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% 2,9’unda ise ikiden fazla antibiyotige diren¢ oldugu bildirilmistir (Gémez ve ark.,
2014) .

2.9.7. Su Uriinlerinde Listeria

Tatl1 su ve denizlerden izole edilen Listeria tlirleri aym1 zamanda c¢esitli su
tiriinlerinden de izole edilebilen bir kontaminanttir. Bunun yaninda tiitsiillenmis balik,
pisirilmis ve dondurulmus su tiriinleri, gibi islenmis su iiriinlerinden L. monocytogenes
izole edilmistir (Kiling ve ark., 2001).

Malezya’da islenmis et yaninda fermente balik iirlinleri incelenmis, toplanilan
fermente balik iriinlerin % 12 sinde L. monocytogenes tespit edilmistir. Balik
orneklerinde farkli sayilarda L. ivanovii, L. innocua, L. seeligeri, L. welshimeri,
L. denitrificans izole edilmistir. En fazla izole edilen tiir L. ivanovii olurken, L. grayi ve
L. murrayi tespit edilememistir (Hassan ve ark., 2001).

PCR destekli yapilan bir ¢calismada balik ve kabuklu 6rnekleri incelenmis, balik
orneklerinin % 6,9’unda, kabuklu 6rneklerinin ise % 5,6’sinda L. monocytogenes izole
edilmistir. En fazla izole edilen tir baliklarda % 65,5 , kabuklularda ise % 36,1 ile
L. innocua olurken, en az sayida izole edilen tiir kabuklularda % 5,6 ile L. welshimeri
olmustur (Jeyasekaran ve ark., 1996).

Ingiltere’de tiitsiilenmis baliklarda yapilan bir calismada % 3,4 oraninda
L. monocytogenes yaninda, % 8,7 oraninda Listeria spp. tespit etmistir (Fuchs ve
Nicolaides, 1994).

Hindistan’da su ve tathi su baliklarimin etlerinde yapilan arastirmada 100
ornekten 39 adet Listeria spp. izole edilmis, izolatlarda L. monocytogenes
% 67, L. seeligeri % 21, L. grayi % 8 ve L. welshimeri % 5 oraninda dagilim gostermistir
(Jallewar ve ark., 2007).

Tiirkiye’de yapilan bir ¢alismada ise 30 islenmemis, 48 marine balik incelenmis,
Listeria spp. islenmemis baliklarda % 30, marine baliklarda % 10,4 oraninda
bulunmustur. Islenmemis baliklarda en fazla Listeria tiiri % 44,5 olarak
L. monocytogenes olurken, marine baliklarda % 83,5 ile L. murrayi olmustur (Yiicel ve
Balci, 2010)

Elaz1g Keban baraj golii baliklarinda yapilmis bir ¢alismada tatli su baliklarinin
bagirsak 6rneklemesi yapilmis, % 6,6 oraninda L. monocytogenes tespit edilmistir. RAPD
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destekli bu arastirmada sadece iki farkli band profili goriildiigi, bununda ileride
insanlarda ciddi saglik problemi olusturabilecegi bildirilmistir (Ertas ve Seker, 2005)

Bagka bir ¢alismada ise Finlandiya’ da alabalik ¢iftliklerinden temin edilen 510
adet gokkusagi alabalig1 incelenmis, % 14,6 oraninda L. monocytogenes izole edilmistir
(Miettinen ve Wirtanen, 2005).

2.9.8. Siitte Listeria

Son yillarda gerceklesen farkli Listeriozis salginlarinlarinda siit ve siit
tirlinlerinin risk anlaminda Onemini korumaktadir. Ancak siitiin kimyasal profilinde
bulunan tamponlayici yap1 bir¢ok mikroorganizma iiremesini baskiladigi, ancak bunu
Listeria tiirti bakterilerde yapamadigi ortaya konulmustur (Cousins ve Bramley, 1981;
Chambers, 2002).

L. monocytogenes hiicre i¢i ve fakiiltatif oldugundan, diger hiicre i¢i bakterilere
gore (Brucella spp., gibi) sanshi davranabilmektedir. Hem 16kosit i¢inde ¢ogalabilir, hem
de bu hiicrelere sonrasinda siit ile sekrete edilebilirler. Bu da enfeksiyonun
epidemiyolojisinde 6nem tasiyan bir basamaktir (Barza, 1985).

Bunun yaninda mastit sekillendirmis ineklerin kontamine siitleri yaninda, iyi ve
dogru sekilde pastorize edilmis siitler ile de kontaminasyon olusabilmektedir. Siitlere
kontaminasyonun bir yolu da yemler lizerinden gergeklesebilirken, burada ortam
sartlarinin en uygun yem c¢esidinin silaj oldugu bildirilmistir (Ryser ve Marth, 2007g).
L. monocytogenes’ in kritik bulagsma noktalar1 Sekil 3’de verilmistir.

Ingiltere’de yapilan 4172 ornekli siit ve siit iiriinleri (gig siit, peynir gibi.)
calismasinda L. monocytogenes siitlerde % 1,1 oraninda tespit edilmistir (Greenwood ve
ark., 1991). Isve¢’te yapilan bir calismada 294 siit tankindan alinan siit érneklerinin
% 1’ inde L. monocytogenes izole edilmistir (Waak ve ark., 2002). Amerika Birlesik
Devletleri’'nde bir survey taramasinda 861 siit tankindan alinan numuneler
L. monocytogenes yaninda Salmonella spp. ve koliform bakterileri agisindan incelenmis,
tiim orneklerin % 6,5 inde L. monocytogenes izole edilmis, bu izolatlarin % 93’ {iniin
insan enfeksiyonlari iligkili 1/2a, 1/2b ve 4b oldugu tespit edilmistir (Van Kessel ve ark.,
2004). Litvanya’da yapilmis bir aragtirmada yem, siit drneklemeleri yapilmis, yemlerden
% 20 gibi yiiksek bir oranda L. monocytogenes izole edilirken, siit tanklarindan izole
edilmemistir (Konosonoka ve ark., 2012). iran’da 2007-2009 yillar1 arasinda yapilan siit

ve siit triinleri orneklemelerinde toplam 594 adet Ornek incelenmis, bunlarin
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% 32,7’ sinde L. monocytogenes izolasyonu saglanabilmistir (Rahimi ve ark., 2010).
Fekal, ¢evresel, siit filtre sistemleri ve siit tanki orneklemeleri ile Amerika Birlesik
Devletleri’nde yapilmis ¢alismada siit filtre 6rneklerinin % 67,6’ sinda, siit tanki1

orneklerinin ise % 19,7’ sinde L. monocytogenes tespit edilmistir (Latorre ve ark., 2009).
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Sekil 3. L. monocytogenes’ in kritik bulagsma noktalari.

Tiirkiye’ de ise yapilan ¢aligmalar olarak 6 aylik bir 6rnekleme ile Kars ilinde
150 ¢ig siit incelenmis, bunlarin % 2’sinde L. monocytogenes tespit edilirken (Arslantas
ve Yildiz, 2003), Van’ da yapilmis bir baska calismada 250 ¢ig siit Orneginin
% 2,4’ iinde L. monocytogenes izole edilmistir (Sagun ve ark., 2001).

Issa ve ark. 2009 yilinda yaptig1 calismada Istanbul’da 5 ayn ¢iftlikten temin
ettikleri 350 siit 6rneginin sadece 2 adetinde L. monocytogenes tespit etmislerdir (Issa ve
ark., 2010).

Burdur ilinde ise yapilmis bir baska calismada silaj yemlemesi yapilan
isletmelerden silaj ve siit orneklemesi yapilmig, alinan 85 siit 6rneginin sadece 1’inde

L. monocytogenes tespit edilmistir (Tas¢1 ve ark., 2010).
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Diinya’da siitte L. monocytogenes calismasi yapilmis bazi iilkelerde insidens
degerleri 0-19,7 arasinda bulunmustur. En diisiik italya’da, en yiiksek deger ise A.B.D’de
tespit edilmistir (Botsaris ve ark., 2016).

2.9.9. Hayvanlarda Listeriozis

Cevresel ve yem gibi benzer kontaminasyon yollar ile hayvanlarda Listeriozis
goriilebilmektedir (Ryser ve Marth., 2007h).

Koyunlarda L. ivanovii’ ye ek olarak L. monocytogenes’ in 6zellikle serotip 1/2,
3, ve 4’lerin enfeksiyonda on plana ¢iktig1 yapilan ¢alismalarda bildirilmistir (Low ve
Donachie, 1997). ilk olarak Yeni Zelanda’da koyunlarda goriiliip, adina “ddénme
hastalig1” verilen bu enfeksiyonda sonradan patolojik olarak ensefalit, meningoensefalit
ve ensefalomiyelit tanimlanmistir (Seeliger, 1961). Koyunlarin ve sigirlarin enfeksiyonda
duyarlilik agisindan % 30 daha fazla oldugu tespit edilmistir (Low ve Donachie, 1989).
Diger goriilen enfeksiyon sekli olarak plasentit, abort, ensefalit yaninda splentit, hepatit
ile beraber gastrointestinal septisemi de goriildiigii belirlenmistir (Ryser ve Marth, 2007i).

Insanlara bir et ve siit kaynagi olarak sigirlarda Listeriozis koyunlardan farkli
degildir. Ancak koyunlarda belirtilen yangi sekillerinden farkli olarak konjunktivit de
gelisebilmektedir. Hatta bulasma yolunu silajlardan sagladig: i¢in Ingiltere’de hastalik
“silage eye” (silaj go6zii) olarak anilmaktadir (Erdogan, 1998). Bunun yaninda siit
ineklerinde acik yara ile ¢evresel kontaminasyon mastit sekillenebilmekte, kontamine
stitler ile yavru buzagilara ve insanlara bulagmasi olabilmektedir (Kalorey ve ark., 2008).
Italya’da koyun ve keci siitiinde yapilan bir Listeria galismasinda % 1,2 oraminda
patojenik olmayan Listeria (L. innocua ve L. ivanovii) tespit edilmistir (Latorre ve ark.,
2008). Farkli hayvanlardan fekal bulagmalara diger hayvanlara hastalik riski
olusturuldugu da bilinmektedir (Weber ve ark., 1995).

Kanatli hayvanlarda da Listeriozis ilk olarak 1935 yilinda tanimlanmistir. Cok
sayida evcil kanathi tlirlinde Listeriozis olusabildigi bugiin bilinmektedir. Saglikli
hayvanlarin fekal materyallerinde Listeria spp. olabilmektedir. Bu tiirlerin enfekte
olmalar1 kontamine toprak, diger tiirlerin fekal materyalleri vs. ile gerceklesir.
Kanatlilarda direngli tiirler (6rdek gibi) varken, immiinitenin diistiigii baz1 bakteriyel ve
viral enfeksiyonlarda (Salmonelloz, Koriza, Newcastle) ise sekonder enfeksiyon olarak
sekillenebilmektedir. Bir diger tehdit olarak koyun, sigir ¢iftliklerine bakteriyi tasiyarak
kontaminasyon olusturabilirler (Ryser ve Marth., 2007j).
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2.10. Hayvan Yemlerinde Listeria
Listerialarin bulagsmasinda bir faktér olan hayvan yemleri yapilarinda su
igerirler. Saman veya tane yem gibi az su i¢eren yemlerden Listeria spp. izole edilmistir.

Bu da bulasma kaynagi olarak yemleri dnemli kilmistir (Garcia ve ark., 1996).

2.10.1. Hayvan Yemi Olarak Silaj

Gevis getiren hayvanlarda sadece yogun yemlerle karsilanamayan beslenme
gereksinimleri ayrica yesil yemler yaninda kaba yemlerle de karsilanir. Hayvanlara yesil
yem destegi dogadan karsilanarak verilir. Ancak bu karsilama siiresi yil i¢inde sinirh
giinlerde gerceklesir. Ulkemizin eksen olarak bir kismini olusturan Orta Avrupa’da yesil
bitkilerin vejetasyon siiresi 180 giine kadar ulasirken, bu siire iilkemizin diger ekseni
olarak goriilecegi Akdeniz kusaginda 200 giinii gecmektedir. Vejetasyon siiresi sirasinda
otlayan hayvanlar su bakimindan zengin yesil bitkilerle ihtiyaclarini karsilarlar. Ancak
yilin 160-180 giinii bulabilen ot bakimindan kisithi siiresinde yemlenme agisindan
hayvanlarda kisith sartlar sekillenmektedir. Iste bu yesil otlarm imkanlarin1 devam
ettirmek adina uygulanan bir metot su bakiminda zengin yem unsurlarinin silaj haline
getirilmesidir.Tarihi olarak 3500 yillik bir gegmise sahip olan silaj, kiiltiir hayvanciliginin
gittikge ilerlemesi sonrasinda 17. yiizyilda Baltik iilkeleri ve Almanya’ da uygulanmus,
son yarim asirda da tiim diinyaya yayillmistir. Son yillarda ise Tiirkiye’de kullanilmasi
gittikge yayginlagsmakta ve artan hizla devam etmektedir.Silaj kelimesi etimolojik olarak
silo kelimesinden tiiretilmis bir kelimedir. Su bakiminda zengin yemlerin farkli
malzemelerden (beton, tas, tahta, plastik) yapilmis silo i¢inde tamamen havasiz ortama

maruz birakilip fermente edilmesi ile elde edilen bir yem ¢esididir (Kutlu, 2017).

Silajin bir yem olarak sahip oldugu 6zellikler vardir. Bunlar siralanirsa;

1. Kaba yem yetersizliklerinde su bakimindan zengin kaba yem karsilar.

2. 1klim olarak otlarm kurutulmasima firsat vermeyen yagish bolgelerde yemlemeye
imkan saglar.

3. Su bakimindan zengin yemleri saklamada yardimeci olur.

4. Kurutmaya gore besin kayb1 az sekillenir.

5. I¢ine karismis yabanci otlari (toksik, alerjik vs. dzellikli bitkiler) silolama sonrasi
hayvanlara zararsiz hale getirir.

6. Hayvanlarda istah acici etki gosterir.
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7. Depolanma sirasinda kuru otlara gore ¢ok az hacim isgal ederler.

8. Acimadig siirece 2-3 yil saklanabilir.

9. Mekanizasyon kullanildiginda is maliyetlerini diistiriir.

10. Yem maliyeti agisindan kuru otlara gore diisiik maliyetlidir (Tiknazoglu, 2009).

Silajlarin yapildigi silolarin yapilanmasi farkli materyaller ile olusturulabilir. Bunlar

arasinda sunlar sayilabilir;

1. Toprak istii silindirik-siirekli silolar: Ahsap, tugla, beton ve metal silolar.

2. Toprak tistii silindirik gegici silolar: Cit ve demet silolar.

3. Siirekli yatay silolar-Bank silolar-Betonarme

4. Gegici yatay silolar-Plastik bez silolar, sosis tipi silolar, ahsap duvarli silolar

5. Toprak alt1 silindirik silolar: Cukur veya silindirik silolar: beton, tas, tugla

6. Toprak alt1 yatay silolar: Hendek silolar: beton, tas, tugla, ahsap (Tiknazoglu, 2009).
Silaj yapiminda kullanilan bitkiler o bdlgeye uygun flora, iklim vb. etkenlere

bagli olarak degisiklik gosterebilir. Silaj hazirlanmasinda kullanilan bitkiler i¢inde bugiin

cay1r otu, licgiil, seker pancari, patates, misir (hasil), yonca, aygigegi, liipen sayilabilir.

Maisir hasili, sudan otu, lahana yapraklari, ay¢igegi, yer elmasinin yesil kisimlari, seker ve

hayvan pancar1 yapraklari, dar1 hasili gibi bitkiler kolay silolanabilirken, orta derece

silolanabilen olarak cavdar hasili, bakla, baklagil karisimlari, liipen ¢esitleri, li¢giil

cesitleri (¢igekte veya ciceklenmeden sonra), yesil hardal, aycicegi (korpe), cayir otu

bitkileri sayilabilir. Mera otlar1 (korpe), fig ve bezelye cesitleri, iicgiil ¢esitleri

(¢igeklenmeden Once), tatli liipen ve yonca ise en zor silolanan bitkiler i¢indedir.

Silolanmada fermentasyonu direkt etkileyen tim yem bitkisinin kimyasal

kompozisyonudur. Silajin hazirlanmasinda silaji iyi kalitede yapmak ig¢in fermentasyon

sartlarinin iyi olusturulmasi gerekir. Silolanan bitki ilk asamada sadece % 20 kuru madde

icerir. Kuru madde oranini artirmak, su oranini diisiirmek i¢in yem bitkisi kesim sonrasi

kisa bir siire kurutulur. Kurutulma sonrasinda kuru madde oran1 % 30-35 diizeyine ¢ikar.

Bu orandan yukari ¢ikmasi fermentasyonun sekillenmesi i¢in iyl olmamaktadir. Ayrica

maniiplasyon olarak fazla kuruma sonrasi, fermentasyon i¢in olusturulmasi gereken

havasiz ortam i¢in gerekli sikistirma islemi verimli olmayabilmektedir. Silolanan yemde

su orani fazla oldugunda, fermentasyon {iriinii olan su ile birlesme olmakta, yilikselen su

ile silajda besin kaybi sekillenmektedir. Fermentasyonda karbonhidrat kullanilir, bu

yiizden kalitenin sekillenmesi anlaminda yemin karbonhidrat oran1 6nemli bir unsur teskil
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etmektedir. Tane yemlerin agirlikta oldugu silajlarda karbonhidrat yeterli olabilirken, bu
olay yesil otlarin agirlik gosterdigi yemlerde olmamaktadir. Bunun gibi fakir icerikli silaj
uygulamalarinda fermentasyonu desteklemek anlaminda silaja melas, seker vs. gibi
maddeler eklenir. Gilinliik olarak eklenen silaj bitkisi eklendigi her giin sikistirma
isleminden gegirilir. Bunun i¢in iizerinden gececek traktor gibi araclar kullanilir. Ancak
fermentasyonun kalitesi anlaminda traktoriin giris ¢ikisinda disarindan ¢evresel bakteri
kontaminasyonunu en aza indirmek igin naylon gibi yere Ortii Ortiilebilmektedir.
Sikistirmanin kalitesi oksidatif olarak ¢alisacak bakterilerin gelisini engeller. Silaj yapilan
zemin diiz olamamaktadir, zamanla iist kesimlerden gelecek fermentatif su, alt katlarda
birikme yapabilir. Bu yiizden zemine yer yer 20° yi bulabilen egim verilir ve bahsedilen
sularin drene edilmesi saglanir. Tiim unsurlar koyulduktan sonra fermentasyon i¢in tim
silaj hava almamasi i¢in naylon gibi hava gecirmez malzemelerle kapatilir.
Fermentasyona birakilan silajda fermentatif bakterilerin faaliyete gecmesi i¢in beklenen
sicaklik 30 °C’ dir ve bu sicaklikta en yiiksek verim elde edilir. Fermentasyon istenen ve
verimli bir sekilde olmasi i¢in katki maddeleri kullanilabilmektedir. Karbonhidrat destegi
saglamak i¢cin % 1-4 oranlarinda tahil kirmalarinin, % 1-6 oranlarinda melasin, % 2-3
oranlarinda peynir suyunun, % 1-2 oranlarinda sekerin koyulabilebilmektedir. Farkli
karbonhidrat kaynaklar1 olarak da hayvan pancari, salgam, patates ve cesitli tahil unlar
kullanilabilmektedir. Yemlerde su icerigini diisiirmek anlaminda kuru pancar talasi ve
bugday kepegi ilave edilebilmektedir. Hayvanlara sodyum destegi ve fermentasyonu
destek anlaminda silaj yemlerine % 1-1,5 oraninda NaCl koyulmaktadir. Ayrica
karbondioksit, formaldehit, karbonbisiilfit, kiikiirt dioksit, mineral ve organik asit
maddelerin ilavesi ile sicaklik artisin1 ve oksidatif fermentasyonu engellemede olumlu
sonuglar alinmistir. Bundan bagka baklagiller gibi silaj yemlerinde takviye anlaminda
fermentatif bakteri inokulasyonu yapilarak fermentasyon desteklenebilmektedir.
Inokulant ilavesi yapmak ayn1 zamanda silajin agilmasi sonrasi stabil kalmasma katki
saglamaktadir. Hayvanlara besin katkisi i¢in yeme magnezyum koyulabilmektedir. Misir
gibi proteinin disiik oldugu yemler de ise protein eklenebilmektedir. Kapatma islemi
yapildiktan ve fermentasyon sartlar1 hazirlandiktan sonra silajin olusumu 5 asamada

gerceklesir. Bunlar;
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Birinci asama; Bu asamada canli hiicreler solunumlarina devam eder. Kolay
¢oziinen karbonhidrat kullanilir, karbondioksit olusumu yasanir. Sikistirilma yapildiginda
su sizintilar1 da goriiliir. Sicaklik artis1 diistik seviyededir ve bu devre 1-2 giin stirer.

Ikinci asama; Oksijen diisiikliigii sebebiyle ortam bakterilerinin (E. coli vb.)
diisiikk miktarda asetik olusturdugu asamadir. Siiresi ¢ok kisadir.

Uciincii asama; Uygun miktardaki karbonhidrat yiiziinden Laktobasil ve
Streptokoklarin laktik fermentasyonu ile laktik asit olusmaya baslar.

Dordiincii asama; Yatay seviye izler. Fermentasyonun dinlenme asamasidir ve
laktik asit seviyesi en yiiksektedir. pH sabitlenir ve 4,2’ nin altindadir. ilk ii¢ asama
3-5 giin, ilk dort devre ise 17-21 giin siirer. Buraya kadar silaj olusumu biiyiik miktarda
tamamlanir. Ancak silaj 6 haftadan 6nce agilmaz. Katki maddelerinin kullanilmasi bu
stireleri kisaltabilir.

Besinci asama; Clostridium gibi biitirik asit olusturan bakteriler kalan
karbonhidratlar1 ve olusmus laktik asiti parcalamaya baslarlar. Beraberinde aminoasit
yikimi ve ugucu yag asidi yikimi da sekillenir. Bu asamadaki olaylar devam ettik¢e besin
kayb1 silajda devam eder. Bu yiizden kontrol edilmesi gerekir. Her silaj kullanimi1 sonrasi
kapatilma isleminin yapilmasi ve havasiz ortamin devam ettirilmesi gerekir (Kutlu,
2017).

Silajlarin rengi kullanilan yem bitkisine gore degisiklik gostermekte olup, genel
olarak zeytin yesili renktedir. Renk kahverengi veya siyaha ulagtiginda kalitesinin
diismiis oldugu anlasilir. Klasik olarak laktik asit kokusuna sahip olmali, kiif
sekillenmemeli, amonyak ve tereyagi kokusuna benzer olan biitirik asit kokularina sahip
olmamalidir. Kaliteli silaj asidiktir. En iyi silajlarda pH degerleri 3,5-4 arasinda olurken,
kotii silajlarda bu deger 4,7’den yukart olmaktadir (Tiknazoglu, 2009; Kutlu, 2017).

Onemli silaj yemi bitkilerinden biri misirdir. Dikkat gekici bir diizeyde kolay
parcalanabilen karbonhidrat igerir. Silolanmasi kolaydir. Hayvanlar tarafindan
tiketilmesi 1y1 seviyede olup, enerjice zengindir ve kaba yem kaynagidir. Erken
donemlerinde Kesilip silolanmasi enerji i¢in karbonhidratta ve suda eksiklik olusturmaz.
Bu donemde yapilan silolamalarda fermentasyonu fazla olur, fakat hayvanlar tarafindan
yenmede diisiikliik yasanir. Erken kesim sonrasi yapilan silolamalarda baklagiller gibi
protein takviyesi yapilabilmektedir. En uygun silolama zamani tanelerde siit olum oldugu

zamandir. Takviye anlaminda protein destek bitkileri (yonca, baklagiller) yaninda azot
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destegi anlaminda % 0,5-2 diizeyinde iire ilavesi de yapilabilir. Verimli bir silaj i¢in misir
kuru maddesinin % 25 olmasi istenir. Kuru maddenin fazla olmas1 (% 30-35) silajda
kolay ¢Ozlinen karbonhidrat seviyesini % 10 altina diisiirerek fermentasyonda verimi
azaltir ve sindirimde giigliik sekillendirir. Yiiksek besin degerine sahip bu silaj, isletmenin
diger kaba yem kaynaklar1 da dikkate alindiginda siit ineklerine kuru madde
gereksiniminin yarisini karsilayacak diizeye kadar verilmesi miimkiin olabilmektedir. Siit
sigirlarma 15-30 kg/giin diizeyinde verilir. Misir hasili, yiiksek diizeyde kolay
parcalanabilen karbonhidrat igerigi ve uygun tampon kapasitesi nedeniyle en kolay
silolanabilen yem bitkisi 0zelligi tasimaktadir. Bu ozelligi yaninda gevis getiren
hayvanlar tarafindan sevilerek tiiketilmesi ve enerjice zengin olmasindan dolay:
vazgecilmez bir kaba yem kaynagidir. Korpe asamada  karbonhidrat
ve su igerigi bakimindan ¢ok zengindir. Bu neenle bu dénemde silolandiginda
fermantasyon fazla oldugundan hayvanlar silaji severek yemezler. Korpe ve sulu agamada
silolanmas1 zorunlulugu dogdugunda, kuru maddesi daha yiiksek, baklagiller gibi
proteince zengin yem bitkileri ile karisik olarak silolanmalidir (Tiknazoglu, 2009; Kutlu,
2017).

Kuru madde igeriginin yiiksek oldugu ve tanelerin hamur olumundan sonraki
devrelerde yapilacak musir silajinin kalitesi diisiik olacaktir. Bu donemde kuru madde
icerigi % 35 in {izerine ¢ikacak, kolay c¢oziinebilen karbonhidrat miktar
% 10' nun altina diiseceginden laktik asit bakterilerinin gelisimi yetersiz oldugu gibi
silajin da sindirilebilirligi diisiik olur. Silajlik misirin hasat aninda dograma uzunlugunun
ayarlanarak kisaltilmasi ve olgunlasmis tanelerin tane kiricilariyla kirilmasi saglanarak
silaj kalitesi ve yem degerinin iyilestirilebilecegi bildirilmektedir. Yiiksek besin degerine
sahip bu silaj, isletmenin diger kaba yem kaynaklar1 da dikkate alinarak siit ineklerine
kuru madde gereksiniminin yarisini karsilayacak diizeye kadar verilmesi miimkiindiir
(Kutlu, 2017).

Silaj temel olarak istenilen ve istenilmeyen olmak tzere iki grup
mikroorganizma florasindan olusur. Fermentasyon ana olarak Laktik Asit Bakterileri
(LAB) tarafindan sekillendirilir. LAB’ nin biiylik kismin1 Lactobacillus tiirii isgal eder.
Bu tiir yaninda popiilasyon olarak daha az seviyede ancak ayni gorevi listlenen faydali
bakteriler olarak Pediococcus, Leuconostoc ve Enterococcus tiirleri de mevcuttur
(McDonald, 1991).
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Silaj fermentasyonunda énemli gorev iistlenen LAB’ nin (Tablo 10) irettikleri
organik asit, besin maddesi rekabeti ve olusturduklar1 bakteriyosin gibi kimyasal
bilesikler ile antimikrobiyal etki yaparak diger tiir mikroorganizmalari olumsuz yonde
etkiledikleri bilinmektedir (Magnusson ve ark., 2003). LAB’ lerinin ¢ogu mezofilik
ortamda cogalirken, termofilik 6zellik gosteren L. delbrueckii, L. delbrueckii subsp.
Bulgaricus ve L. thermophilus gibi bakteri tiirii sayisi1 da az degildir (Panesar ve Kaur,
2015).

Silaj kalitesini etkileyen mikroorganizmalar olarak kiifler, mayalar yaninda
Bacillus, Clostridium, Enterobacteriacea ve Listeria tiirii bakteriler 6n plana ¢ikmaktadir

(Basmacioglu ve Ergiil, 2002; Kizilsimsek ve ark., 2016).

Tablo 10. Silajlarda yaygin tespit edilen baz1 LAB tiirleri (Curry ve Crow'dan, 2002)

Homolaktik fermentatif Heterolaktik fermentatif

L. acidophilus L. plantarum L. brevis

L. helveticus L. rahamnosus L. buchneri

L. delbrueckii subsp. delbrueckii L.coryneformis L. fermentum
L. delbrueckii subsp. lactis L.curvatus L. kefir

L. delbrueckii subsp. bulgaricus L.casei L. reuteri
Lactococcus lactis L.paracasei Leuconostoc sp.

Streptococcus thermophilus

Ozellikle silajin ilk aerobik ve erken anaerobik devrelerinde etki gdsteren
mayalar, aerobik sartlarda laktik asiti pargalayip pH yiikseltirler. Bu da diger bakterilerin
tiremesine zemin hazirlar. Kuru madde kaybinda artis ve istenmeyen koku sekillenmesini
saglarlar. Asite dayanamayan mayalardan Candida, Saccaromyces, Hansenula,
Torulopsis gibi tiirlerin dayanikli oldugu bildirilmistir. Silaj yapiminin ilk haftalarinda
sayilar1 107 kob/g’ 1 bulmaktadir (Kizilsimsek ve ark., 2016).

Kiifler ise 1yi kapatilmamis silajlarin yiizeylerinde {ireyerek kendilerini
gosterirler. Aerobik bozulmasinda onemli etkenlerdendir. Yaygin olarak bulunan kiif
tirleri Penicilium, Fusarium, Aspergillus, Mucor, Bysochlamys, Absidia, Arthrinium,
Geotrichum, Monascus, Scopulariopsis ve Trichoderma olup, hayvanlarda istah kayb1,
hormonal bozukluk, bagisiklik sisteminin baskilanmasina bagl enfeksiyonlara sebep
olabilmektedirler (McDonald, 1991; Nout ve ark., 1993). Enterobacteriacea tiirleri ise

bitki floralarinda bulunabilmektedir. Bulunabilen bakteri cinsleri i¢inde Rahnella,
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Erwinia, Hafnia cinsi bakteriler yaninda, E. coli, Serratia fonticola tiirlerinin de oldugu
bildirilmistir (Heron ve ark., 1993). Silajin depolama siiresince hayatta kalabilen az
sayida olan bu tiirler aerobik donemde tekrar gelismeye baslayabilir. Bu da hayvanlar i¢in
tehdit olusturur (Kizilsimsek ve ark., 2016).

Bir baska cins olarak Bacillus cinsi bakteriler ise selektif anaerobik davranabilen
bakterilerdir. Bu da her ne kadar sikistirilsa bile silajda tehdit olusturabilir. Hayvan
giibrelemesi yapilmis yerlerden temin edilen silaj bitkilerinde sayilarinin katlarca fazla
oldugu bildirilmistir (Kizilsimsek ve ark., 2016).

Clostridium cinsi bakteriler ise anaerobik oldugu i¢in sikistirilmis silajda tehdit
olabilmektedir. Protein ve karbonhidratlar1 fermente ederek kullanirlar (Basmacioglu ve
Ergiil, 2002; Kizilsimsek ve ark., 2016). Karbonhidrat fermentasyonunda asetik ve biitirik
asit yaninda, protein fermentasyonunda NHg, etil alkol, izobiitirik asit, isovalerik asit gibi
tirtinleri olustururlar. Asidite olarak pH 5 altinda faaliyetleri durur. Ancak bu pH altinda

calisabilen tek tiir C. tyrobutyricum’ dur (Kizilsimsek ve ark., 2016).

2.10.2. Silajda Listeria

Yiiksek su aktivitesine sahip bir hayvan yemi olan silajin, kullanildiklari
hayvanlarda Listeria enfeksiyonu olusumuna neden olabildigi ¢ok sayida ¢alisma ile
bildirilmistir. Hayvanlarda olusan enfeksiyonlarin ¢ogunda sebep olarak kontamine silaj
g6ziikmiis, bunlarin da biiyiik kisminda L. monocytogenes izole edilebilmistir (Fenlon,
1986a; Fenlon, 1986b). Yapilan bir ¢alismada yapay kontamine edilmis silajlarda
Listerialarin 4-6 yil canli kalabildigi tespit edilmistir (Dikta, 1971). Silaj yiizeyinde
sekillenmis kiiflii bolgelerin atilmasi ile de hayvanlara Listeria kontaminasyonunun
biiyiik 6l¢iide azaltilabilecegi de bildirilmistir (Fenlon, 1999).

Diistik kaliteli silajlarda Listeria varliklar1 gosterilmistir. Bir calismada pH 4’den
diisiik silaj Orneklerinin % 22’ sinden, pH 4-5 araligindaki silaj Orneklerinin
% 37 sinden, pH 5’den yukari olan silajlarin ise % 56’sindan L. monocytogenes izole
edilmistir (Grenstel, 1979). Bir baska ¢alismada koyun ve ke¢i hayvanlarinin yedikleri
silaj ile beyin izolatlarin arasinda molekiiler iligki ortaya konmustur (Wiedmann ve ark.,
1994; Wiedmann ve ark., 1996).

Silajlarda Clostridium cinsi bakteriler yaninda istenmeyen bakteriler olarak bir
digeri de Listeria cinsi bakterilerilerdir (Basmacioglu ve Ergiil, 2002). Se¢ici anaerobik

davranirlar. Ancak bu cins bakterilerin goriilmesi genellikle aerobik bozulma siireci ile
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iligkilidir (Kizilsimsek ve ark., 2016). Bir¢ok tiirii soz konusu iken oOzellikle
L. monocytogenes’ in silaj ile iligkili oldugu hayvanlarda menenjit, ensefalit, abort gibi
enfektif olaylara sebep oldugu bildirilmistir. Epidemiyolojik deger tasimasi anlaminda
yapilan bir¢ok calismada sebze, feces ve toprakta bulundugu da gosterilmistir
(McDonald, 1991). Bu tiir bakteriler oksijen ve pH’ nin 5,5 oldugu ortamlarda {ireme
sekillendirip tehdit olusturmaktadir. Kuru maddenin yiiksek olmas1 ve ¢ok genis sicaklik
arasinda tireyebilmesi bu bakteri i¢in firsat sekillendirmektedir (Basmacioglu ve Ergiil,
2002). Ancak pH’ nin 4,4 altina diistiigii ortamlarda gelisemedikleri de bildirilmistir
(Kizilsimsek ve ark., 2016).

2.11. Kiiltiirel izolasyon Metotlar1

2.11.1. ISO 11290

International Organization for Standardization’ da 1SO tanimlanmis 11290
metodunda L. monocytogenes’ in tespiti iki zenginlestirme ile baglamaktadir. Fraser sivi
besi yerlerinin kullanildigi zenginlestirmelerde, ilk zenginlestirme yarim kuvvetli Fraser
s1v1 besi yerinde olup, 30 °C” de 24 saat olarak gerceklestirilir. ikinci zenginlestirme ilk
zenginlestirme sonrast tam kuvvetli Fraser sivi besi yerinde gergeklestirilir ve
inkiibasyonu 37 °C” de 48 saat olarak uygulanir. Siire sonunda sivi besi yerinden Oxford
veya PALCAM (Polymyxin-Acriflavin-Lithium  chloride-Ceftazidime-Aesculin-
Mannitol) kat1 besi yerine gegilir ve bu pleytler 37 °C’ de 48 saat inkiibe edilir. Siire
sonunda Listeria siipheli olarak goriilen siyah, ortasi ¢ukur kolonilerin varligina bakilir.
Elde edilen izolatlarin biyokimyasal analizleri ile test sonlandirilir (ISO, 2016)

Fraser siv1 besi yerinde selektif olmasi amaciyla nalidiksik asit ve akriflavin
yaninda (-galaktosidaz aktivitesi i¢in eskiilin mevcuttur. Eskiilin kullanildig: bir ortamda
s1v1 besi yerinin rengi koyu bir renk alir (Ryser ve Marth, 2007k).

Sonradan giincellenmesi ile kullanilan kati besi yerlerine Oxford, PALCAM
yaninda kromojenik selektif bir kat1 besi yeri olan ALOA (Agar Listeria Ottavani-
Agosti) kat1 besi yerinin de ISO metodunda kullanilabilecegi belirtilmistir (Engelhardt ve
ark., 2016).

2.11.2. USDA-FSIS
Tek zenginlestirme olarak baslayan bu metotta farkli olarak zenginlestirme sivi

besi yerleri UVM (University of Vermont Medium) olarak kullanilir. Bu siv1 besi yerinde
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inkiibasyon 30 °C’ de 24 saat olarak gergeklesir. Siire sonunda MOX (Modifiye Oxford)
kat1 besi yerine gegilir ve 35 °C” de 24-48 saat inkiibe edilir. Siire sonunda tipik, koyu
renkli, eskiilini pozitif, ¢ukur koloniler siipheli degerlendirilir ve diger biyokimyasal
testlerle identifikasyonu yapilir. Yapilan tiim analizleri sonrasi gegen siire 7 glindir.
Ancak son giincellenen hali ile ikinci giin bir ekimin UVM sivi1 besi yerinden, diger bir
ekimin de MOPS-BLEB (MOPS- Buffered Listeria Enrichment Broth) sivi besi yerinden
yapilmasi getirilmistir. Dolayisiyla ayni anda, iki taraftan analizin yapilmasi seklinde bir
analiz akis1 olusturulmustur. S6z konusu bu diger analiz akisinda 35 °C’ de 18-24 saat
seklinde yapilan MOPS-BLEB zenginlestirilmesi sonrasi bir PCR metodu olan
BAX-PCR devreye alinmig, bunun pozitif ¢ikmast sonrast MOX kati besi yerine ekim
getirilmistir. Bu diger analiz akiginda da siire 7 giindiir (USDA-FSIS, 2017).

2.11.3. FDA-BAM

Bu metotta zenginlestirme BLEB (Buffered Listeria Enrichment Broth) sivi besi
yerinde yapilir. Digerlerinden farkli olarak bu sivi besi yerine ayni zamanda piruvat
ilavesi yapilir. Selektif 6zelligi saglayan akriflavin, sikloheksimid ve nalidiksik asit iceren
bu s1v1 besi yerinde inkiibasyon 30 °C’ de 24-48 saat olarak yapilir. Siire sonunda kati
besi yeri olarak PALCAM, Oxford, MOX kati besi yerlerinde 35 °C’ de 24 saat inkiibe
edilir. Goriilen stipheli koloniler identifikasyon igin diger testlere (Gram boyama,
motilite, katalaz, hemoliz ve karbonhidrat — dektroz, ksiloz, ramnoz, mannitol, maltoz-
testleri) alinarak identifiye edilir (FDA-BAM, 2017).

2.11.4. Molekiiler Metotlar

PCR analiz yontemi bugiin molekiiler analizlerin biiyiik kismin1 olusturan teshis
yontemlerinden biridir. S6z konusu analiz metodu ile Listeria tiirlerine ait spesifik gen
tizerinden identifikasyon yaninda, elde edilen izolatlarin serotiplendirilmesi ve virulens
analizleri de bugiin hizlica yapilabilmektedir (Jadhav ve ark., 2012). Uygulanan ¢oklu
primer setleri ayni anda birden fazla virulens genleri yaninda, bir gida 6rneginde birden
fazla gida patojeni de ayn1 anda bakilabilmektedir (Mukhopadhyay ve Mukhopadhyay,
2007; Kawasaki ve ark., 2011).

Molekiiler metotlardan Real-Time PCR ise PCR metodundan daha hizli,
spesifite ve sensitivite olarak daha yiiksek olan bir analiz metodudur. PCR analizinden

farkli olarak kullanilan primer setleri yaninda prob kullanilir. PCR analizi sirasinda
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uygulanan sicaklik degisimleri yoluyla problarin baglanmasi ile verdigi floresan bir
reaksiyon olarak tanimlanabilir (Saunders, 2004). Bugiin gerek tekli, gerekse ¢oklu
primer setleri ¢cok sayida Listeria analizi Real Time PCR analiz metodu ile yapilmistir

(Jadhav ve ark., 2012).

2.11.5. immiinolojik Tiplendirme

Serotiplendirme Listeria gibi hiicre yapilarindaki somatik ve flagella yapilarina
kars1 spesifik olarak hazirlanmis antikorlar ile yapilan tiplendirme tiiriidiir. Listeria tiiri
bakterilerin yapilarinda O somatik ve H flagella antijenlerinin varliginin aragtirilmasi,
elde edilen sonuglar ile serotip tiirliniin tespitinin ana ilkesini olusturur. Ancak deneyimli
kisiler ile analizi mecbur kilmasi, analizde kullanilan antikorlarin ¢ok kaliteli
yapilmasinin elzem olmasi, zaman zaman yanlis sonu¢ verebilmesi anlaminda spesifite
ve sensitivite problemleri bu analiz metodundaki zorluklar1 olusturmaktadir (Palumbo ve
ark., 2003). Multipleks PCR ile karsilastirmalar1 yapilmis ve hatali sonug verebildikleri
ortaya konmustur (Liu, 2006).

Faj tiplendirmede ise bakteriyofajlar kullanilir. Bakteriyofajlar bakterilerde
konakg1 olarak yasayan ve sonrasinda onlar1 pargalayabilen viriislerdir (Clokie ve
Kropinski, 2009). Listeria kontaminasyon kaynaklarinin izlenmesinde yardimci olmustur
(Strydom ve Witthuhn, 2015). Uygulanmasinda sinirlilik mevcuttur ve dikkat gekici bir

sayida Listeria izolatlarini tiplendirmede basarisiz olabilmektedir (Jadhav ve ark., 2012).

2.11.6. Kiitlesel Spektrometrik Identifikasyon

Bir kiitlesel spektrometrik identifikasyon metodu olan MALDI-TOF analiz
metodunda patojenin protein yapilarinin kiitle spektrometresinde iyonizasyonu ve 6l¢iilen
degerlere gore olusan spektralarin grafik gorlintiilerinin veri tabanindaki referans
organizmaya uyumuna gore identifikasyon yapilmaktadir. Kiitle spektrometre (MS)
temeline dayanir. Analiz siiresi kisa olup, 1-2 saattir (Lay, 2001). L. monocytogenes

tizerine yapilmis ¢alismalar mevcuttur (Jadhav ve ark., 2012; Loff ve ark., 2014).

2.11.7. Molekiiler Tiplendirme

Ribotiplendirmede, bakterinin total genomik DNA’s1 bir restriksiyon enzimiyle
daha kiiciik fragmanlara parcalanir. Ayrilan fragmentler Southern Blot metodu ile jel
elektroforeziyle birbirinden ayrilir. Metotta fragmanlar jelden bir membrana transfer

edilir ve ribozomal 16S ve 23S rRNA’ y1 kodlayan genlerin korunmus bolgelerine
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spesifik isaretlenmis bir probla hibridizasyon uygulanir. Hibridizasyondan sonrasi
fragmanlar1 gostermek igin problarin hibridize oldugu yerde prob isaretlerine bakilir.
Ribotip denilen bu bantlar, referans bir tiir veri bankasiyla karsilastirilarak izolatlarin
tamimlanmas1 yapilir (Bouchet ve ark., 2008). L. monocytogenes iizerine yapilmis
calismalar vardir ve bazi ¢alismalarda insan ve gida izolatlarin arasindaki iligski bu metotla
gosterilmistir (Lukinmaa ve ark., 2004; Meloni ve ark., 2009) PFGE ile karsilastiriimis
ve bu metoda kars1 basarisiz oldugu ispatlanmistir (Louie ve ark., 1996).

Diger bir molekiiler tiplendirme metodu olan RAPD yonteminde ise temel
prensip, ilgili olan tiire ait genomik DNA {izerinde rastgele segilen, tek bir 9-10 bp
oligoniikleotidin, baglanma sicaklig1 diisiik tutulmus sartlarda rastgele baglanarak PCR
ile ¢ogaltmasidir. PCR ile elde edilen iiriin radyoaktif 6zellik gostermeyen elektroforezde
yuriitiiliip, ¢ogaltma triinlerinin sekillendigi bantlar gézlemlenir (Power, 1996). Cok
sayida epidemiyolojik ¢calismada kullanilmistir.

RFLP’de DNA’ nin restriksiyon enzimleri kullanilarak farkli biiytiklerde
fragmanlara ayrilmasi prensibine dayanir. S6z konusu enzimler DNA {izerinde 5-10 baz
biiyiikliigiinde belirli bir niikleotid dizisini taniyarak kesme islemi yapar. Elde edilen
elektroforezde yiiriitiilerek karsilastirma yapilir. Bugiin itibariyle restriksiyon isleminde
kullanilan 200’ den fazla bakteriden elde edilmis enzim vardir (Biyologlar, 2017).

AFLP analiz metodunda RFLP tekniginin kesme-tanima kisimlar1 PCR ile
cogaltilarak yapilan DNA markir analizi yapilir. RAPD ile RFLP tekniklerinin
birlestirilmis oldugu bir metottur. RAPD tekniginin dezavantajlarin1 ortadan kaldirmak
icin yapilmistir (Vos ve ark., 1995). L. monocytogenes i¢in ilk olarak 2003 yilinda
uygulanmistir (Keto-Timonen, Autio ve Korkeala, 2003).

Bakterilerde kromozomal DNA polimorfizmine dayali ve tim genomu hedef
alan genotiplendirme bir diger metot Pulsed-field jel elektroforez (Pulsed-field gel
electrophoresis, PFGE) yontemidir. Pulsed-field jel elektroforez biiyiik DNA
molekiillerinin elektroforez ile ayristirilmasi islemidir. Bu yontemde jele vuruslu, dalgali
ve dikey elektrik alanlar1 uygulanir. DNA molekiilii ne kadar biiyiikse tekrar yonlenmesi
o kadar uzun zaman alir. Bu sekilde biiyiikliiklerine gore ayrilirlar. Fragmentlere
ayrilmasinda restriksiyon enzimleri kullanilir. izolatlara uygulanarak elde edilen profiller
arasinda benzerlige bakilarak aralarindaki iligki ortaya cikarilir. Bugiin pek ¢ok

mikrooorganizmanin tiplendirilmesinde altin test kabul edilmektedir (Herschleb ve ark.,
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2007). L. monocytogenes’ de kullanilmis ¢alismalar vardir. Klinik, gida, hayvan ve gevre
izolatlarina uygulanarak epidemiyolojik iliski ¢ikarma anlaminda ¢aligmalar mevcuttur

(Fox ve ark., 2012).

2.11.8. Antikor Destekli Analiz Metotlar:

ELISA analizi, gida analizlerinde kullanilmis immiinolojik analizlerdendir.
Mikropleyt gozlerinde gidada aranacak patojene karsi spesifik antikorlar ile aranan
patojen kompleks edilir. Komplekse yeniden baglanmasi i¢in bu antikorlara spesifik
hazirlanmis konjugat eklenir. Elde edilen reaksiyon verecegi floresan degerin okunmasi
i¢in cihaza verilir ve analiz sonucu okunur (Ma ve ark., 2006). Listeria analizlerinde de
kullanilmig bir metottur. L. monocytogenes’ in gidalarda tespiti (Portanti ve ark., 2011)
ve serotiplendirme i¢in uygulanmistir (Palumbo ve ark., 2000; Gorski, 2014).

Diger antikor destekli analiz metodu olan immunomanyetik separasyonda ise
antikor ile kaplanmis manyetik 6zellikli metal partikiillerinin analizde incelenecek antijen
Ozellikteki bakteri ile karsilastirilmasi, 1 saat kadar beklenmesi ve antijen-antikor
kompleksi sonrasi bu manyetik 6zelikteki partikiillerin olusturulan manyetik alanla analiz
edilen sividan ayrilmasi islemi olarak tanimlanabilir (Hoeppener ve ark., 2012). PCR ile
kombine edilmis ¢ok sayida L. monocytogenes ¢alismasi yapilmistir (Yang ve ark., 2007;
Duodu ve ark., 2009).

Gliniimlizde L. monocytogenes’ in farkli analiz metotlar1 ile izolasyon ve

identikasyonlarin1 gdsteren sema Sekil 4’de verilmistir.
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Sekil 4. L. monocytogenes’ in farkli analiz metotlar1 ile izolasyon ve identifikasyonu (Gasanov’dan., 2005)
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3. MATERYAL VE METOT

3.1. Materyal

Bu calismada kullanilacak materyaller Orta Karadeniz Bolgesinin bazi illerinde
(Samsun,4 isletmeden; Amasya, 1 isletmeden; Tokat, 1 isletmeden) bulunan 6 adet siit
sigir igletmesinden temin edilmistir.

Bu tez calismasinda Agustos-2015 ve Temmuz-2016 tarihleri arasinda Orta
Karadeniz Bolgesine ait Samsun (4 isletme), Amasya (1 isletme) ve Tokat (1 isletme)
illerinde bulunan 6 adet siit sigir isletmesinden; hazirlanmasi sirasinda silaj yemi (18
adet) ve olgunlastirilmasi sonrasi silajlarin hayvanlara verildigi donemde silaj (36 adet),
silaj suyu (36 adet), fekal 6rnek (36 adet), meme yikantisi (36 adet), siit (36 adet), siit
tankinda (36 adet) L. monocytogenes varligiin arastirilmasi amaciyla toplam 234 6rnek
materyal olarak kullanildi. Ornekler, isletmeler arasinda kontaminasyon riskini en aza

indirmek i¢in birbirine yakin olmayan isletmelerden alindi.

3.1.1. Silaj Yeminin Hazirlanmasi Sirasindaki Orneklemeler
Silaj Ornekleri, silajin yapilacagi silajlik misirdan (0.glinde) 6 ornek, iistii
kapatilmis olan silaj havuzunun ise 15. ve 30. giinlerinde silaj sularindan 12 6rnek olmak

tizerere toplam 18 6rnek temin edildi 6rnekler temin edildi (Tablo 11).

Tablo 11. Silaj yeminin hazirlanmasi sirasindaki 6rneklemeler

Ornek 0 .giin 15.giin 30.giin Toplam

Silajlik Misir 6 isletme - - 6 ornek

Silaj Suyu - 6 igletme 6 isletme 12 6rnek
18 6rnek

Silajlik misir 6rnekleri iki ayr1 torbada, yiginin farkli bolgelerinden olmak {izere
secilerek 10 kg olarak, olgunlasma sirasinda olusan silaj sular ise farkli noktalardan

olmak iizere silaj diplerinde birikmis sulardan 100 mL olarak toplandi.
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3.1.2.0lgunlasmis Silajlarin Siit Sigirlarina Verilmeye Basladig1 Giinden
Sonra Siit Sifir Isletmelerinden Yapilan Orneklemeler

Silaj yapim asamalarinin 6rneklemeleri bittikten sonra ikinci asama
orneklemeleri kapsaminda Tablo 12’deki programa gore 6 adet siit isletmesinden
(Samsun / Bafra 4; Amasya 1; Tokat 1) érnekleme yapildi. Ornekleme iki donem ve her
donem iiger ay olmak kis ve yaz doneminde yapildi. Her isletmeden 6 ¢esit 6rnek (silaj,
silaj suyu, fekal 6rnek, meme yikant1 suyu, siit ve siit tanki1) alindi (Tablo 12).

Silaj ornekleri iki ayr1 torbada, yigmin farkli bdlgelerinden olmak {izere
secilerek 10 kg olarak alindu.

Silaj sular1 ise farkli noktalardan olmak tizere silaj diplerinde birikmis sulardan
100 mL olarak toplandi, pH degerleri ol¢iildii.

Mevsimsel sartlara bagli olarak silaj sularinin ¢ok azaldigi zamanlarda silaj
sularin1 almak i¢in silajlarin zemine yakin noktalarina birden fazla olmak iizere steril
pamuk yerlestirildi, absorbe edilmesi saglanarak silaj sularinin 6rneklenmesi yapildi.
Silaj sularin1 absorbe eden steril pamuklar steril torbalar ile transfer edildi.

Fekal ornekleme bir isletme sahasinin bircok noktasindan ve 1 kg’dan az
olmamak {izere gergeklestirildi. Steril torba icinde getirilen fekal Ornekler iyice
karistirilarak homojenize edildi.

Meme yikantist 6rnekleri sagimin hemen 6ncesinde steril FTS (Fizyolojik Tuzlu
Su) emdirilmis steril bezlerle, siit 6rnekleri ise bes ayr1 inekten 100 mL olacak sekilde

steril tek kullanimlik tiipler ile alind1.
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Tablo 12. Olgunlasmis silajlarin siit sigirlarina verilmeye basladigi giinden sonra siit sigir isletmelerinden

yapilan kis ve yaz donemi drneklemeleri

ANALIZ KIS DONEMI YAZ DONEMI TOPLAM

ORNEKLERI Aralik Ocak  Subat Mayis Haziran Temmuz ORNEK
Silaj 6 Isletme X 3 Ay 6 Isletme X 3 Ay 36
Silaj Suyu 6 Isletme X 3 Ay 6 Isletme X 3 Ay 36
Fekal érnek 6 Isletme X 3 Ay 6 Isletme X 3 Ay 36
Meme Yikantisi 6 Isletme X 3 Ay 6 Isletme X 3 Ay 36
Siit 6 Isletme X 3 Ay 6 Isletme X 3 Ay 36
Siit Tanki 6 Isletme X 3 Ay 6 Isletme X 3 Ay 36
TOPLAM 216

Siit tank1 6rnekleri ise steril FTS emdirilmis steril bezlerle alindi. Steril bezler
ile tank ¢eperleri dikkatlice ve alan1 900-1000 cm?’den az olmamak iizere Sekil 5°de

gosterildigi gibi biyofilm tabaka elde edilecek sekilde silindi.
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Sekil 5. Siit tanklarmin steril bezler ile silinme sekli (Nicolau ve Bolocan’dan, 2014)

Alinan Ornekler analiz edilmek {lizere soguk zincirde laboratuvara getirildi ve

analize alindi.

3.2. Metot

L. monocytogenes’ in varliginin arastirilmasinda siit ve siit tankindan alinan
orneklerde ISO 11290-1, yiiksek kontaminasyonlu olan g¢evresel 6rneklerde ise daha

basarili oldugu diisiiniilen USDA-FSIS analiz protokolleri kullanilmistir.
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Calisma iki analiz metodunun (ISO 11290-1 ve USDA-FSIS) 6-7 giin gibi uzun
analiz siliresini minimum 3 giine digirecek “Modifiye Analiz Metodu”nun
olusturulmasini ve bu iki analiz metotlar ile karsilastirilmasini amaglamstir.

USDA-FSIS analiz metodu yaninda uygulanan “Modifiye USDA-FSIS” analiz
metodunda L. monocytogenes, ilk iki asama olan zenginlestirmelerle; Sekil 8’ de
gosterilmis olan ISO 11290-1 analiz metodunda ise ilk iki asama olan zenginlestirmeler
“Modifiye ISO 11290-1” analiz metodu ile aym sekilde gerceklestirildi.

Her iki Modifiye Analiz Metodun ikinci basamak zenginlestirme sonrasi RTi-
PCR (Real Time PCR) ile sivi besi yerlerinden L. monocytogenes varligina bakilmasi,
pozitif bulunan sivi besi yeri drnekleri kromojenik selektif besi yerine (ALOA) pasaj
edilmesi, bir giin inkiibasyondan sonra haleli, mavi-yesil ve opak yapil tipik
L. monocytogenes goriintlisli vermis kolonilerin yalanci pozitif sonug verebilen Listeria
tiirlerinden ayrilmasi i¢in multipleks PCR ile analiz edilmesi amag¢lanmuistir.

Calisma siirecinde konvansiyonel analiz metotlar1 ile Modifiye Analiz
metotlarinin  karsilagtirllmas1 yapilmis, beraberinde L. monocytogenes’ in bulagma

noktalarinin varhigi degerlendirilmistir.

3.2.1. Analizde Kullanilan Besi Yeri ve Ayiraclar
Brain Heart Brain Heart Infusion Broth

Dehidre besi yeri olan Brain Heart Infusion Broth (Oxoid CM1135) 37 g/L
olacak sekilde damitik su i¢inde gerekirse isitilarak eritilip, amaca uygun olarak (2 ml,
5mL, 10 mL) tiiplere dagitildi ve otoklavda 121 °C’ de 15 dakika sterilize edildi.

MRD (Maximum Recovery Diluent) Sivi Besi Yeri

Bunun i¢in kullanilan Maximum Recovery Diluent (Merck 1.12535)
bilesiminde Pepton 1,0 g/L; NaCl 8,5 g/L bulunan genel amagli bir seyreltme ¢ozeltisidir.
Bu dehidre siv1 besi yeri 9,5 g/L seklinde distile suda ¢oziildii ve diliisyonu yapilacak
tiplere 5’er mL olarak dagitildi. Otoklavda 121 °C’ de 15 dakika sterilize edildi.
Kullanima hazir hali berrak ve renksiz olan ¢ozeltinin 1 ay i¢inde kullanilmasina dikkat

edildi.
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ALOA Kati Besi Yeri Hazirlanmasi

Chromocult® Listeria Enrichment Agar (Merck 1.00427)’ dan 35 g 476 mL
distile suda eritildi. Sonra kaynar su banyosunda 20-35 dakika sik sik karistirildi. Siire
sonunda 48-50 °C’ye sogutuldu. Ardindan 4 mL 1:1 su/etanol karisiminda eritilmis
Chromocult® Listeria Agar Selective Supplement (Merck 1.00432) ve sicakligi
48-50 °C’ye getirilmis ikinci katki Chromocult® Listeria Agar Enrichment Supplement
(Merck 1.00439) aseptik olarak besi yerine ilave edildi ve iyice karistirildi. Karisan besi
yeri steril kabinde her petriye 16-18 mL olmak iizere dokiildii ve 2-8 °C’ de en fazla
dort hafta i¢inde kullanilmasinda dikkat edildi.

PALCAM Kati Besi Yeri ve Hazirlanmasi

Yapisinda pepton 23 g/L; maya ekstrakti 3 g/L; nisasta 1 g/L; NaCl 5 g/L; agar
13 g/L; D(-) mannitol 10 g/L; amonyum demir (I11) sitrat 0,5 g/L; eskiilin 0,8 g/L; glikoz
0,5 g/L; LiCl 15 g/L; fenol kirmizis1 0,08 g/L bulunur.

PALCAM Agar (Merck 1.11755) dehidre besi yerinin 35,9 g’1 500 mL distile su
icinde ¢6ziildi ve otoklavda 121 °C’ de 15 dakika sterilize edildi. Siire sonunda kat1 besi
yeri 45 °C’ ye sogutuldu ve tlizerine 1 mL steril distile su iginde ¢oziilmiis ve i¢inde her
bir sisesi polimiksin B siilfat 5,0 mg; seftazidim 10 mg ve akriflavin 2,5 mg igeren 1 sise
selektif katki (PALCAM Listeria Selective Supplement; Merck 1.12122) ilave edildi.
Iyice homojenize edilen besi yeri aseptik olarak petrilere dokiildii. Hazirlanan berrak ve
kirmiz1 renkli besi yerinin iki hafta icinde kullanilmasina dikkat edildi. Ekimlerde
L. monocytogenes’ in bu besi yerinde 1,5-2 mm ¢apinda zeytin yesili—gri renkli, ¢evresi

siyah ve bazen siyah merkezli koloni olusturmasina dikkat edildi.

UVM Zenginlestirme Sivi Besi Yerinin Hazirlanmasi

Listeria Enrichment Broth Base (Oxoid CM 0863) UVM formiilasyonlu sivi besi
yeri hazirlanmasinda kullanildi. Buna gore litre basina proteoz pepton 5,0 g; tripton 5,0
g; Lab-Lemco 5,0 g; maya ekstrakt1 5,0 g; NaCl 20 g; disodyum hidrojen fosfat 12 g
iceren dehidre besi yerinden 54,4 g tartild1 ve distile su 1000 mL’ye tamamlandu. lyice
¢oOziilerek 121 °C’ de 15 dakika otoklavda steril edildi.

USDA-FSIS protokolii i¢in mikrobiyolojik ekimden hemen 6nce eklenen katki,
225 mL UVM s1v1 besi yeri i¢in 1 mL idi. Burada 225 mL i¢in 4,5 mg nalidiksik asit. 2,7

mg akriflavin igeren Listeria Primary Selective Enrichment Supplement (Oxoid SR 0142)
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kullanildi. Bunun i¢in iiretici firmanin talimati dogrultusunda katki 2250 mL igin
ayarlanmis her flakona 10 mL steril distile su eklendi ve iyice icerik eritildi. Eritilen igerik
aseptik olarak mikrobiyolojik ekimden hemen 6nce her 225 mL UVM s1vi besi yerine

1 mL olarak eklendi ve s1v1 besi yeri iyice homojenize edildi.

MOPS Buffered Listeria Enrichment Broth Sivi Besiyeri ve Hazirlanmasi

Buffered Listeria Enrichment Broth (BLEB) sivi besi yeri enzimatik islenmis
kazein 17 g/L; enzimatik islenmis soya 3 g/L; maya ekstrakt1 6 g / L; dekstroz 25 g/L;
NaCl 5 g/L; monopotasyum fosfat 135 g/L; dipotasyum fosfat 25 g/L; disodyum fosfat
96 g/L; akriflavin HCI, 45 mg/L; nalidiksik asit, 18 mg / L; sikloheksimid, 225 mg/L
igerir.

MOPS-BLEB s1v1 besi yeri hazirlamak i¢in; dehidre 47 g Buffered Listeria
Enrichment Broth Base (Acumedia-Neogen 7675), 6,7 g MOPS -3-(N-Morfolino)
propanesiilfonik asit sodyum tuzu- (Sigma M1254) ve 10,5 g MOPS sodyum tuzu (Sigma
M9381) distile su ile 1000 mL’ye tamamlandi ve iyice karistirildi. Karigim 10’ar mL
olarak tiiplere dagitild1 ve tiipler 121 °C’ de 15 dakika otoklavda steril edilip kullanima
hazir hale getirildi.

Oxford Selektif Kati Besi Yeri ve Hazirlanmasi

Oxford kat1 besi yerinin hazirlanmasi igin Oxford Listeria Selective Agar (Merck
1.07004) kullamldi. igeriginde pepton 23 g/L; nisasta 1 g/L; NaCl 5 g/L; agar 13 g/L;
eskiilin 1 g/L; amonyum demir (III) sitrat 0,5 g/L; lityum kloriir 15 g/L bulunur. Dehidre
besi yerinin 29,25 g’1 500 mL’ye distile su tamamlandi. Otoklavda 121 °C’ de 15 dakika
sterilize edildi. Otoklav sonras1 45 °C’ ye sogutulup tizerine aseptik olarak 5mL,1:1
oraninda hazirlanmis steril distile su :etanol karigimi i¢cinde ¢oziilmiis 1 sise selektif katki
olarak Oxford Listeria Selective Supplement (Merck 1.07006) eklendi. Homojenize
edilip petrilere dagitildi. Buzdolabinda 2-8 °C’ de 2 haftaya kadar saklanarak kullanildi.
Mikrobiyolojik ekimlerde L. monocytogenes’ in bu besi yerinde 2-3 mm ¢apinda
siyahimst yesil kahverengi siyah zonlu ¢okiik merkezli koloni olugmasina dikkat edildi.
Eklenen katki olarak Oxford Listeria Selective Supplement (Merck 1.07006), bir
flakonunda sikloheksimid 200 mg; kolistin siilfat 10,0 mg; akriflavin 2,5 mg; sefotetan

1 mg ve fosfomisin 5 mg icermektedir.
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Fraser Sivi Besi Yeri ve Hazirlanmasi

Dehidre besi yeri olan Fraser Listeria Selective Enrichment Broth Base (Merck
1.10398) 55 g/L olacak sekilde distile suda ¢oziildii. Otoklavda 121 °C' de 15 dakika
sterilize edildi. Mikrobiyoloji ekime kadar 2-8 °C’ de sakland1 2 ay iginde kullanilmasina
dikkat edildi. Hazirlanmis besi yerinin rengi sarimsi1 kahverengi, hemen hemen berraktir.

Yarim kuvvet Fraser sivi besi yeri i¢in 225 mL s1vi1 besi yerine oda sicakliginda
her ikisi de 1'er mL steril distile su i¢inde ¢oziilmiis olarak 1 sise amonyum sitrat, Fraser
Listeria Ammonium Iron-3 Supplement (Merck 1.00092) ve 1 sise selektif ilavelerinden
(Fraser Listeria Selective Supplement; Merck 1.00093) 225’er pLL ekimden hemen 6nce
eklendi, iyice karigtirildi ve inkiibasyona hazir getirildi.

Tam kuvvet Fraser s1v1 besi yeri i¢in ise; sterilize edilmis her 10 mL Fraser Broth
her ikisi de 1'er mL steril distile su i¢cinde ¢6ziilmiis olarak 1 sise amonyum sitrat (Fraser
Listeria Ammonium Iron-3 Supplement; Merck 1.00092) katkisindan 10 pL ve 1 sise
selektif katkisindan (Fraser Listeria Selective Supplement (Merck 1.00093) ise 20’ser
pL ekimden hemen once eklendi, iyice karistirildi ve inkiibasyona hazir getirildi.

Fraser Listeria Ammonium lron-3 Supplement’ in (Merck 1.00092) sisesinde
500 mg Amonyum demir (Ill) sitrat; Fraser Listeria Selective Supplement’ in

(Merck 1.00093) sisesinde ise akriflavin 12,5 mg ve nalidiksik asit 10 mg bulunur.

Modifiye Oxford (MOX) Kat1 Besi Yeri

Oxford kat1 besi yerinin hazirlanmasi igin Oxford Listeria Selective Agar (Merck
1.07004) kullanildi. Dehidre besi yerinin 29,25 g’1 500 mL’ye distile su tamamlandi.
Otoklavda 121 °C’ de 15 dakika sterilize edildi. Otoklav sonras1 45 °C’ ye sogutulup
tizerine 10 mg Moksalaktam ve 5 mg Kolistin icerecek sekilde Modified Oxford
Antimicrobic Supplement (BD-Difco 211763) katkisindan ilave edildi, karistirildi ve
petrilere dagitildi.

Koyun Kanh Kat1 Besi Yeri

Dehidre besi yeri 40 g/L konsantrasyonda olacak sekilde 1sitilarak damitik su
icinde eritildi ve otoklavda 121 °C’ de 15 dakika sterilize edildi. Otoklav cikisinda
45-50 °C' ye sogutuldu, % 7 oraninda defibrine koyun kani ilave edildi, karistirild1 ve
petrilere 12,5' er mL olarak dagitildi.
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TSA-YE (Tryptic Soy Agar-Yeast Extract)

30 g/L CASO (Casein soja) dehidre besi yeri (Merck 1.05459), 6 g/L maya
ekstrakti (Merck 1.03753) ve 15 g/L agar (Merck 1.01613) olacak sekilde karigim
hazirlandi. Karisim distile su i¢inde 1sitilarak eritildi ve otoklavda 121 °C’ de 15 dakika
sterilize edilip steril petrilere 12,5’ er mL olacak sekilde dagitildi.

SIM (Sulfat-Indole-Motility) Besi Yeri

Dehidre besi yeri SIM medium (Merck 105470) 30 g/L olacak sekilde damitik
su i¢inde 1sitilarak tam olarak eritildi. Besi yeri heniiz s1v1 halde iken, tiiplere 4' er mL
olarak dagitilip, 121 °C’ de 15 dakika sterilize edildi. Otoklav ¢ikiginda besi yeri dik
olarak sogumaya birakilip, besi yerinin katilagmasi beklendi. Agar miktarinin diisiik

olmasina bagl olarak yar1 kat1 formda olmasina dikkat edildi.

Indikatérlii Karbonhidrat Soliisyonlarimin Hazirlanmasi

100 mL soliisyon i¢in % 1 karbonhidrat olmasi i¢in her bir karbonhidrattan
(mannitol, D-ksiloz, L-ramnoz) 1 g ve beraberinde indikator olarak 2 mg bromkrezol
moru kullanildi. Karistirildi, 5 mL olarak tiiplere dagitildi. Tiipler 121 °C’ de 15 dakika

sterilize edildi.

Oksidaz Testi
Oksidaz testi i¢in hazir bir kit olan Dryslide Oxidase test kiti (BD 231746)
kullanildi.

Katalaz Test Soliisyonu
Katalaz test sollisyonu hazirlanmasinda hidrojen peroksit (Merck 107209)
kullanildi. Kullanmak i¢in % 3’e seyreltildi.

3.2.2. Biyokimyasal Testler

Izole edilmis Listeria siipheli kolonilerin biyokimyasal testlerin Bergey’s
Manual of Systematic Bacteriology’ de tanimlandig1 gibi yapildi. Yapilan test olarak
Gram boyama, oksidaz, katalaz, karbonhidrat, hareket ve CAMP testleri yaninda
karbonhidrat (ramnoz, mannitol, ksiloz) testleri gerceklestirildi (De Vos ve ark., 2009).
Test sonras1 Listeria izolatlar1 % 10 gliserin igeren Brain Heart sivi besi yerinde

- 80°C’ de muhafaza edildi.
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Identifikasyon igin testler Sekil 6°daki gibi gerceklestirildi.

GRAM(+);OKSIDAZ (-);SPORSUZ;KISA
KOK;=>30 C°

HEMOLZ {-} HEMOLZ {4}

MAP::(]ITOL MAP:-N' moL RAMNOZ|+| RAMNOZ}-)

L. grayi KSILOZ {+) I i KSiLOZ|-) I | KSiLOZ{-) I i KSILOZ {4) | KSiLOZ|+) i i KSiLOZ{-)
e |

L.welschimeri

L.seeligeri

L. ivanovii
londoniensis

L.innocua

L.monocytogenes

Sekil 6. Listeria identifikasyon tablosu (Gorski; 2008)

3.2.3. Calismada Kullanilan Referans Suslar
Calismada kullanilan referans suslar ve kullanildiklari testler Tablo 13°de

gosterilmistir.
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Tablo 13. Caligmada kullanilan referans suslar, kodlar1 ve kullanildig1 asamalar

Referans sus Kodu Kullanildig testler
S. aureus ATCC 2312 )

) CAMP testi
R. equi ATCC 6939

Optimizasyon
Multipleks PCR
L. monocytogenes ATCC 7644 )
Real Time PCR

Tiim analizlerde kontrol susu

Optimizasyon
L. grayi ATCC 25401 Multipleks PCR

Baz1 analizlerde kontrol 6rnegi

Optimizasyon
L. ivanovii ATCC 19119 Multipleks PCR

Bazi analizlerde kontrol drnegi

Optimizasyon
L. innocua ATCC 33090 Multipleks PCR

Bazi analizlerde kontrol drnegi

Optimizasyon
L. welshimeri ATCC 35897 Multipleks PCR

Bazi analizlerde kontrol 6rnegi

Optimizasyon
L. seeligeri ATCC 35967 Multipleks PCR

Bazi analizlerde kontrol drnegi

ATCC: American Type Culture Collection

3.2.4. Modifiye USDA-FSIS
USDA-FSIS analiz metodunun modifiye edilmis seklidir. Analizde 25 g 6rnegin
225 mL UVM siv1 besi yerinde 30 °C’ de 20-26 saat zenginlestirmesi yapilir. Siire
sonunda UVM siv1 besi yerinin 0,1 mL’ si 10 mL MOPS-BLEB siv1 besi yerine gegilir
ve 35 °C’ de 18-24 saat inkiibe edilir. Ardindan MOPS-BLEB siv1 besi yerinin 1 mL’ si
santrifiij edilerek ¢okeltisi Instagene Matrix ekstraksiyon kiti ile ekstrakte edilir. Elde
edilen DNA ekstraksiyon ornekleri Real Time PCR ile analize alinir. Pozitif ¢ikan

ornekler ALOA kromojenik kat1 besi yerine ekilir ve 37 °C’ de 24 saat inkiibe edilir. Hale
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goriinimlii  koloniler L. monocytogenes siipheli degerlendirilerek tiir ayrimi igin

multipleks PCR analizine alinir. Analiz akis1 Sekil 7° nin sag tarafindaki gibidir.

25 g o6rnek (silaj, silaj suyu, meme yikanti, fekal érnek)
225 mL UVM Sivi Besi Yerinde inkibasyonu
30°C 20 - 26 saat

x

x

0,1 mL MOX Agar 0,1 mL MOPS-BLEB

35°C 24 - 28 saat 35°C 18 - 24 saat
v

\ Light Cycler 2.0 RTi-PCR

MOX <
AGAR

-+«——_RTi-PCR

At Kanli Agar ALOA Agar
35°C 18 - 26 saat 35°C 24 - 48 saat
v v

Supheli Koloniler

v

BHI Sivi Besi Yeri

B hemolitik koloni ?

i v

Pasaj
l 18 - 24 saat
1) At kanli agar saflagtirma 35°C, 22-26 saat v
2) KKA ya da TSA-YE agar biyokimyasal test,
35°C 22-26 saat m PCR
3) BHI sivi besi yeri inokule, morfoloji ve motilite Tar Tayini
18-25°C 24-28 saat Virulens Analizi
v
v

Morfoloji / Motilite ! PFGE
Molekuler
. . Profil
— Biyokimyasal e

Testler

PR — -—
| |

KKA/ BHI Sivi Besi Yeri
Pasaj
18-25°C 48 saat

' Morfoloji / Motilite

CAMP (+)
L. innocua (+)
(ramnoz negatif)

CAMP (-)

Sekil 7. Silaj, silaj suyu, fekal 6rnek ve meme yikanti suyu 6rneklemelerinde L. monocytogenes izolasyonu
icin kullanilan USDA-FSIS ve Modifiye USDA-FSIS Analiz Metotlar1 (Modifiye USDA-FSIS

Analiz Metodu sag taraftadir)
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3.2.5.1SO 11290-1

ISO 11290-1de 25 mL siit 6rnegi 225 mL yarim kuvvette Fraser s1v1 besi yerine
eklenir ve 30 °C’ de 24 saat inkiibe edilir. Ardindan tam kuvvette Fraser sivi besi yerine
0,1 mL pasajlanir. Tam kuvvette Fraser sivi besiyerinin 37 °C’de 24 saat inkiibasyonu
sonunda bu s1v1 besiyerinin 0,1 mL’ si Oxford kat1 besi yerine (Merck 1.07004) ekilir ve
37 °C’ de 24-48 saat inkiibe edilir.

Siipheli iiremelere 24 saat sonra bakilir. Ureme olmadiginda inkiibasyon 48 saate
uzatilir. Siire sonunda eskiilin pozitif siyah Listeria spp. i¢in tipik kolonilerden 5 adet
secilip TSA-YE kat1 besi yerine pasaj edilir. Ardindan USDA-FSIS belirtildigi gibi
identifikasyon yapilir. Analiz akis1 Sekil 8’in sol tarafindaki gibidir.

3.2.6.Modifiye ISO 11290-1

Bu modifiye analiz metodu i¢in 25 mL 6rnek 225 mL yarim kuvvetli Fraser sivi
ilave edilir. 30 °C’ de 24 saat inkiibasyon sonrasi 10 mL tam kuvvetli Fraser sivi besi
yerine pasajlanir. Ekim 37 °C’ de 24-48 saat sonra RTi-PCR analizine alinir.

Bunun i¢in tam kuvvetli Fraser s1v1 besi yerinin 1 mL’ si 8000 g santrifiij edilerek
cokeltisi Instagene Matrix ekstraksiyon kiti ile ekstrakte edilir. Elde edilen DNA
ekstraksiyon ornekleri Real Time PCR ile analize alinir. Pozitif ¢ikan 6rnekler ALOA
kromojenik kati besi yerine ekilir ve 37 °C’ de 24 saat inkiibe edilir. Hale gdriintimlii
koloniler L. monocytogenes siipheli degerlendirilerek tiir ayrimi i¢in multipleks PCR
analizine alinir. Sayet RTi-PCR negatif ise analiz sonlandirilir. Analiz akis1 Sekil 8” in

sag tarafindaki gibidir.

3.2.7. Analiz Metotlarinin Optimizasyonu
Saha 6rneklemelerinin analizi 6ncesi metotlar referans suslar ile optimize edildi.
. Referans kiiltlir L. monocytogenes’ in iiretilmesi ve RTi-PCR ile analizi
Stitten L. monocytogenes izolasyonu ve RTi-PCR ile analizi
Silaj ve silaj suyundan L. monocytogenes izolasyonu ve RTi-PCR ile analizi

1
2
3
4. Fekal 6rneklerden L. monocytogenes izolasyonu ve RTi-PCR ile analizi
5. Listeria tiir tayini i¢in Multipleks PCR

6

. L. monocytogenes virulens tayini i¢in Multipleks PCR
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25 g drnek, 225 mL 1/2 Fraser Sivi Besi Yerinde inkiibasyonu
30°C’de 24 saat inklibasyon

A
0,1 mL alinarak 10 mL 1/1 Fraser Sivi Besi Yerine 0,1 mL alinarak 10 mL 1/1 Fraser Sivi Besi Yerine
eklenmesi eklenmesi
37°C’de 24 saat inkilbasyon 37°C’de 24 -48 saat inkiibasyon,
o SaEtEOHIRAE 24 - 48 saat sonunda
T v
A Light Cycler 2.0 RTi-PCR
-~ OXFORD . |
{AGAR, 37°C'de,

_RTIPCR

48 saat

5 tipik koloni alinarak
TSA-YE besi yerlerine eklenmesi, OALOA Agar
Petriler 37°C’de 48 saat inklbe edilmesi 35°C 24 - 48 saat

v

v

Biyokimyasal Testler

Supheli Koloniler

v

v
CAMP Test BHI Sivi Besi Yeri
Pasaj
l 18 - 24 saat
CAMP (+) o
Linnocua (+) & v
(ramnoz negatif) ‘ 8 m PCR
Tur Tayini
v
PFGE
Molekuler
Profil

Sekil 8. ISO 11290-1 ve Modifiye 11290-1 analiz akis1

Referans Kiiltiir L. monocytogenes’ in Uretilmesi ve RTi-PCR ile Analizi
Referans L. monocytogenes ATCC 7644 susu Brain Heart Infusion Broth sivi

besi yerine ekildi, inkiibasyon sonunda elde edilen bakteri siispansiyonu RTi-PCR ile

analiz edildi.
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Referans Kiiltiir L. monocytogenes’ in Uretilmesi
L. monocytogenes ATCC 7644 viali {iretici tavsiyelerine gore agildi. Brain Heart

Infusion s1v1 besi yerine (Oxoid CM1135) ekildi. Besi yeri 37 °C’de 24 saat inkiibe edildi.

Referans Bakteri Kiiltiir Siispansiyonunun DNA Ekstraksiyonu

DNA ekstraksiyonu i¢in kaynatma yontemi ile yapildi. Buna gore;
L. monocytogenes tiremig 1 mL s1v1 besi yeri 8000 g’ de 5 dakika santrifiij edildi. Santrifiij
sonrasi list faz atildi. Cokelti tizerine 200 pL steril distile su ilave edildi ve pipetle
homojenize edildi. Homojenize slispansiyon 95-100 °C’ de 900 devirde 10 dakika termal
blokta tutuldu. Ardindan bakteri siispansiyonu -20 °C' de 1 dakika bekletildi ve
12500 g’de 5 dakika santrifiij edildi. Bakteriler bu asamadan sonra parg¢alanmis oldu.
Elde edilen iist faz ile DNA eldesi saglandi. Analiz i¢in DNA Real Time PCR testi i¢in
hazir hale getirildi (Schmitt, 2017).

Listeria monocytogenes’in Real Time PCR ile Analizi

Elde edilen L. monocytogenes DNA’s1 RTi-PCR ile analiz edildi (Rodriguez-
Lazaro ve ark., 2004). Real Time PCR analizinde kullanilan hedef bdlge, primer / prob,
molarite ve primer dizisi degerleri Tablo 14’ de gosterildi.Reaksiyon karigimi pozitif
beraberinde negatif olmak iizere iki 6rnek yapildi (Tablo 15). LightCycler® NanoRoche®
(Roche-Almanya)’ un mikrotiiplerine esit hacimde (18 pL) dagitildi. Tlk asamada elde
edilen L. monocytogenes’ in DNA’ s12 pL karisima ilave edildi. Real Time PCR cihazina
yerlestirildi. Ana karigim {retici firmanin (Solis BioDyne) talimatlar1 dogrultusunda
sicaklik ve siire degerleri 95 °C’ de 15 dakika; 95 °C 15 sn ve 60 °C 60 sn’de 40 dongii

olacak sekilde ayarlandi.

Tablo 14. Real Time PCR analizinde kullanilan hedef bolge, primer-prob, molarite, primer dizisi

Hedef Primer

Molarite
Bolge Prob Primer Dizisi
hlyQ — Forward ) 5°-CATGGCACCACCAGCATC T-3’
Primer
hlyQ — Reverse o 5"-ATCCGCGTGTTCTTTTCG A-3’
primer
hlyQP  Tag-Man , ,
Prob 100nM 5’ .-FAM-CGCCTGCAAGTCCTAAGACGCCA-TAMRA-3
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Tablo 15. L. monocytogenes RTi-PCR analizinde 6rnek igin harcanan primer, prob, ana karigim, DNA,

distile su degerleri

Miktar/Ornek "
RTi-PCR karisimi Molarite @) Miktar /16 Ornek (ul)
hlyQ F primer 50 nM 0,6 9,6
hlyQ R primer 50 nM 0,6 9,6
hlyQ Prob 100 nM 0,2 3,2
Ana karigim - 4 64
Distile Su (Niikleaz icermeyen) - 12,6 201,6
DNA - 2
TOPLAM - 18 288

Yapay Olarak Kontamine Edilmis Siitiin L. monocytogenes izolasyonu ve

RTi-PCR ile Analizi

Referans L. monocytogenes ATCC 7644 susu ile yapay olarak kontamine
edilmis 10 adet siit 6rnegi ile kontamine edilmemis 4 adet siit 6rnegi ISO 11290-1 metodu
ve Modifiye ISO 11290-1 metodu ile analiz edildi.

Yapay olarak kontaminasyon yapilmis siitten ISO 11290-1"in ilk iki basamaktaki
zenginlestirmeleri yapildi. Bunun i¢in yarim ve tam kuvvette Fraser sivi besi yerleri
(Merck 1.10398) kullanildi. Analizde kullanilan 6rnekler Tablo 16’da gdsterilen “Kontrol

orneklemeleri” basligi altinda aciklanmustir.

Kontrol Orneklemeleri
Kontrol 6rneklerinin analizinde besi yeri olarak yarim kuvvette Fraser siv1 besi
yeri kullanildi. Analiz optimizasyonu i¢in yapilan kontrol o6rnekleri Tablo 16’ da

gosterildigi gibi yapildi.
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Tablo 16. Optimizasyon i¢in kontrol 6rnekleri

L. monocytogenes L. monocytogenes )
Negatif kontrol
Pozitif Kontrol Negatif kontrol
10 adet 4 adet
L. monocytogenes pozitif L. monocytogenes negatif Su
25 mL siit 25 mL siit
+ +
225 mL Fraser sivi1 besi yeri 225 mL Fraser siv1 besi yeri Su
+

L. monocytogenes kiiltiirii

MRD (Maximum Recovery Diluent) Sivi Besi Yeri ile L. monocytogenes

Kiiltiir Standardizasyonu

Burada yapay kontaminasyonda kullanilacak 100 pL sivi besi yerinde 10 kob
degerinin diliisyon degerini bulmak i¢in MRD sivi besi yerinde (Merck 1.12535)
L. monocytogenes siispansiyonu homojenize edildi. Bakteri stispansiyonu 10 kat olarak
yedinci tiipe kadar diliisyonu yapildi. Diliisyonlarda 5. 6. ve 7. tiiplerden ikiser adet
olarak PALCAM Kkat1 besi yerine (Merck 1.11755) 100 puL yayma yontemi ile ekildi ve
37 °C’ de 24 saat inkiibe edildi. Siire sonunda L. monocytogenes iiremis bakteri kolonileri
sayildi. Hesaplama ile 1077 diliisyonu 100 pL’sinde 10 kob degeri oldugu tespit edildi.

ISO 11290-1 metoduna gore 107 diliisyonundan analiz yapmak icin saymm
sonrasi analize uygun ve hazir olan 100 pL MRD L. monocytogenes slispansiyonu yarim

kuvvet Fraser s1v1 besi yerine ge¢gmek i¢in hazir hale getirildi.

Siitte L. monocytogenes’ in Yapay Kontaminasyonu

Pozitif kontrol amaciyla 10 adet stomacher posetine 25 ml siit kondu ve iizerine
10”7 kob/ml L. monocytogenes MRD Kkiiltiiriinden 100’ er uL eklendi. Daha sonra 225 ml
yarim kuvvette steril Fraser siv1 besi yeri ilave edilerek posetler 30 °C’ de 24 saat inkiibe
edildi. Inkubasyon sonunda elde edilen yarim kuvvette Fraser siv1 besi yerleri DNA
ekstraksiyonu amaciyla kullanildi. Negatif kontrol amaciyla ise 4 adet siit numunesinden
25 ml alind1 tizerine L. monocytogenes ilave edilmeden 225 ml yarim kuvvette steril
Fraser sivi besi yeri ilave edildi. Ayni islemler tam kuvvet Fraser sivi besi yeri ile

tekrarlandi. 10 mL tam kuvvette Fraser sivi besi yerine gegilen 0,1 mL yarim kuvvet
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Fraser s1v1 besi yeri 37 °C’ de 24-48 saat inkiibe edildi.

Yapay Kontaminasyonu Yapilarak Inkiibasyonu Tamamlanms Fraser Sivi

Besi Yerinden DNA Ekstraksiyonu

DNA ekstraksiyonu Instagene Matrix® Ekstraksiyon Kiti (BioRad, 732-6030)
kullanilarak tiretici firmanin talimatlar1 dogrultusunda yapildi.

Bunun i¢in; L. monocytogenes zenginlestirmesi yapilmig 1 mL tam kuvvette
Fraser s1v1 besi yeri alind1 ve 8000 g’de 5 dakika santrifiij edildi. Elde edilen ¢okelti 1 mL
steril distile su icinde siispanse edildi. Siispansiyon 12000 g’de 1 dakika santrifiij
ardindan siipernatant1 atilarak iizerine 200 pL Instagene Matrix® ekstraksiyon
stispansiyonu eklendi ve calkalayici inkiibatorde 56 °C’ de 900 devirde 50 dakika inkiibe
edildi. Siire sonunda 10 saniye hizlica vortekslendi. Ardindan ¢alkalayici inkiibatorde
100 °C* de 8 dakika inkiibasyon sonrasi tekrar 10 saniye vortekslendi ve 12000 g’de
2-3 dakika santrifiij edildi. Elde edilen iist faz bakteri DNA’ s1 olarak hazir hale getirildi.

Fraser Sivi Besi Yerinden Ekstrakte Edilmis DNA Orneklerinin Real Time-

PCR Analizi

Instagene Matrix® (BioRad 732-6030) ektraksiyon kiti ile hazirlanan DNA
ornekleri 4 pL eklendi.

Tablo 15’ de belirtildigi gibi karisim hazirlandiktan sonra;

Tiim LightCycler Nano® (Resim 1) reaksiyon mikrotiiplerine 16 pL olarak
dikkatlice dagitildi. Ardindan Fraser sivi besi yerinden ekstrakte edilen DNA
orneklerinden 4’er uL ilave edildi. Negatif kontrol i¢in ise DNA yerine DNAaz-RNAaz
icermeyen 4 pL distile su eklendi ve her bir reaksiyon karisimi 20 pL’ye tamamlandi
(Tablo 17).

RTi-PCR analizinden sonra tiim Ornekler iiretici firmanin talimatlar
dogrultusunda hazirlanan ALOA kromojenik selektif kati besi yerine (Merck 1.00427)

pasaj edildi ve 37 °C’ de 24 saat inkiibe edildi. Siire sonunda iiremeler kontrol edildi.
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Tablo 17. L. monocytogenes RTi-PCR analizinde kullanilan primer /prob / ana karisim / distile su degerleri

Instagene Matrix® Instagene
prosediirii Matrix®
Normal prosediir Miktar/Ornek prosediiriinde
RTi-PCR Konsantrasyon Miktar/Ornek (nD) 16 Ornek
(1D (1))
hlyQ F primer 50mM 0,6 0,6 9,6
hlyQ R primer 50mM 0,6 0,6 9,6
Prob 100 nM 0,2 0,2 3,2
Ana karigim - 4 4 64
Distile Su - 12,6 10,6 169,6
DNA 6rnek - 2 4
TOPLAM 20 20 256

Ana karisim:DNA polimeraz, enzim,5x buffer, 7,5 mM MgCl,, 2 mM dNTP, BSA, Blue dye,Yellow dye
(5x Firepol blend Master Mix, Solis Biodyne)

KEEP LID CLOSE

Resim 1. Real time PCR cihazi ve Real Time PCR cihazina tiiplerin yerlestirilmesi

Yapay Olarak Kontamine Edilmis Silaj ve Silaj Suyundan L. monocytogenes
Izolasyonu ve RTi-PCR ile Analizi

Bu protokol USDA-FSIS’e gore yapildi.

Modifiye edilen USDA-FSIS protokoliine gore analizin asamalar1 asagidaki

gibidir;
a) 25 g veya 25 mL analiz 6rnegi 225 mL hazirlanmis steril UVM 1 siv1 besi
yerine (Oxoid CM 0863) ekildi ve 30 °C'de 20-26 saat inkiibe edildi.

b) Siire sonunda UVM I s1vi1 besi yerinden 0.1 mL MOPS-BLEB s1v1 besi yerine
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aktarildi ve bu s1v1 besi yeri 35 °C’de 18-24 saat ikinci kez inkiibe edildi.

c) Cift zenginlestirme sonrasi sivi besi yeri Real Time PCR analizine alindi.

d) Sonucu pozitif ¢ikan analiz 6rnekleri kromojenik selektif besi yeri olan
ALOA kromojenik selektif kat1 besi yerine pasaj edildi.

e) Bu kat1 besi yerinde 37 °C’de 24-48 saat etiive alind1.

f) Bu siire ardindan kromojenik kati besi yerinde L. monocytogenes'e 6zgii
haleli, opak ve mavi-yesil renk koloni iiremelerine bakildi. Bu koloniler
L. monocytogenes i¢in siipheli kabul edildi ve sonraki analizler icin BHI
(Brain heart infusion) siv1 besi yerine pasaj edildi.

Silaj ve silaj suyunda optimizasyon i¢in Once kontaminasyonda kullanilan
standart kiiltlir hazir hale getirildi. Bunun i¢in siit optimizasyonunda anlatildig sekilde
MRD siv1 besi yerinde kiiltiir standardizasyonu ilk iki giinde hazir hale getirildi.
Stomacher posetlerinden 10 adetine L. monocytogenes pozitif poset olarak; 100 pL
L. monocytogenes kiiltiiri+25 g silaj / 25 mL silaj suyu+ 225 mL UVM siv1 besi yeri,
L. monocytogenes negatif poset olarak 4 adetine 25 g silaj / 25 mL silaj suyu + 225 mL
UVM sivi besi yeri ilave edildi. Bag Mixer® de iyice homojenize edildi ve posetler
kapatilarak 30 °C’ de 20-26 saat etiivde inkiibe edildi. Siire sonunda ilk zenginlestirme
olan UVM siv1 besi yerinden 0,1 mL, ikinci zenginlestirme i¢in olan 10 mL
MOPS-BLEB siv1 besi yerine pasaj edildi. Ikinci zenginlestirme 35 °C’ de 18-24 saat
olmak iizere etiive alindi. Ikinci inkiibasyon sonunda MOPS-BLEB siv1 besi yerleri
RTi-PCR analizine alindi. Analiz Ornekleri disinda pozitif ornek olarak
L. monocytogenes standart susu ve negatif kontrol i¢in ise steril distile su kullanildi. Siire
sonunda MOPS-BLEB si1v1 besi yerlerinden 1 mL 6rnek alindi ve RTi-PCR analizi
yapildi.

Yapay Kontamine Edilmis Fekal Ornekten L. monocytogenes izolasyonu ve
RTi-PCR ile Analizi
Bu protokol modifiye USDA-FSIS’ e gore yapildi. Analiz silaj / silaj suyu

orneklerinde tanimlandig: gibi yapildi.

Listeria Tiir Tayini Icin Multipleks PCR’ in Optimizasyonu
Bu Real Time PCR testinde L. monocytogenes pozitif sonug vermis, ardindan bu
pozitif 6rneklerin ALOA kromojenik selektif kati besi yerine ekilmis ve inkiibasyonu
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sonrast elde edilen hale goriintiilii siipheli kolonilerin L. monocytogenes olup olmadigini
gosteren PCR analizinin optimizasyonunu amaglamaktadir. Bunun i¢in multipleks PCR
metodu uygulandi (Huang ve ark., 2007) . Analizin optimizasyonu igin Listeria’ nin 6
turt (L.welshimeri, L. monocytogenes ve L. seeligeri; L. ivanovii, L. grayi ve L. innocua)
kullanild1. Tiir tayininde kullanilan primer ve hedef gen hakkinda bilgiler asagidaki Tablo
18’ de gosterildi.

Tablo 18. Listeria tiir ayrimi igin multipleks PCR’ da kullanilan primerler

Hedef Listeria

Hedef gen Primer Primer (bp)
tiirii
Havuz 1
Iwe7-571 TCCCACCATTGGTGCTACTCA
(Fosfotransferaz dl
) o L. welshimeri 608
sistem enzimi TTGGCGTACCAAAGAAATACG
1IBC)
Tim L. ACGAGTAACGGGACAAATGC
Lmo0733 monocytogenes 453
SEI‘Otip|EI’i CCCGACAGTGGTGCTAGATT
CGCGACGGCTAAAGTACTAA
Ise2415 (internalin) L. seeligeri 375
ATTGCTCGCTTTGAAGTCGT
Havuz 2
liv22-228 (N)1sCGAATTCCTTATTCACTTGAGC
(N- L. ivanovii 493
metilmuramidaz) (N)1s GGTGCTGCGAACTTAACTCA
Igr20-246 _ CTGCACGATCAAGGTCAATC
. R L. grayi 420
(oksidorediktaz) CGTATTGCGCACCAGTGATA
iap TTGCTACTGAAGAAAAAGCA
(invazyon iliskili L. innocua 250
protein TCTGTTTTTGCTTCTGTAGC
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Listeria tiirleri (L. welshimeri, L. monocytogenes, L. seeligeri, L. ivanovii,
L. grayi, L. innocua) firmanin tavsiyesine gore (ATCC Listeria spp. Data sheet) 10 mL
BHI (Oxo0id CM1135) siv1 besi yerine pasaj edilerek cogaltildi. DNA ekstraksiyonlari
Instagene Matrix® ile yapildi. Elde edilen DNA ile optimizasyon protokolde tanimlandig
tizere iki ayr1 havuz seklinde yapildi. Havuzlarda (Havuz 1 ve Havuz 2) iiger adet olmak
Listeria tiirleri toplandi; Havuz 1’de L. welshimeri, L. monocytogenes ve L. seeligerti;
Havuz 2°de L. ivanovii, L. grayi, L. innocua tiirleri kullanild1. Protokolde tarif edildigi
gibi ve PCR soliisyonlar1 iireticilerinin (Fermentas-Thermo) talimatlarina gore

olusturulan reaksiyon karigimi1 Tablo 19°da gosterilmistir.

Tablo 19. Listeria tiir ayrimi multipleks PCR reaksiyon karigim

Reaksiyon karisim icerikleri Miktar Konsantrasyon

Steril Distile Su 11,25 uL -
10x buffer (KCl igeren) 2,5 uL 10 mM Tris pH 8,3; 50 mM KCl
MgCl, 2,5puL 2,5 mM MgCl,

dNTPs 0,5 uL 200 uM

F1* 1 uL 25 pmol

R1* 1 uL 25 pmol

F2* 1 uL 25 pmol

R2* 1 uL 25 pmol

F3* 1 uL 25 pmol

R3* 1 uL 25 pmol

Taq polimeraz 0,25 puL 0,5U

Ornek DNA 2 uL -

TOPLAM HACIM 25 uL

* Numaralanmig F ve R primerleri her bir Listeria tiiriine ait spesifik primerleri ifade eder.

PCR karnisimlart  hazirlanirken  optimizasyon amaciyla Listeria tiirleri ve
kombinasyonlarina ait DNA 6rnekleri PCR karigimi igine ilave edilerek optimizasyonlari

yapildi. . Listeria tiirii ve bunlarin kombinasyonlar1 Tablo 20’ de gosterilmistir.
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Tablo 20. Multipleks PCR ile analiz edilen Listeria tiirleri ve kombinasyonlari

Havuz 1 Havuz 2
L.welshimeri L.grayi
L.welshimeri L.grayi

L. monocytogenes L.innocua
L. monocytogenes L.innocua
L.seeligeri L.ivanovii
L.seeligeri L.ivanovii

L.welshimeri, L. monocytogenes, L.seeligeri
L.welshimeri, L. monocytogenes, L.seeligeri
L.welshimeri, L. monocytogenes
L.welshimeri, L. monocytogenes
L.welshimeri, L.seeligeri

L.welshimeri, L.seeligeri

L. monocytogenes, L.seeligeri

L. monocytogenes, L.seeligeri

Negatif Kontrol

Negatif Kontrol

L.ivanovii, L.grayi ve L.innocua
L.ivanovii, L.grayi ve L.innocua
L.grayi, L.innocua

L.grayi, L.innocua

L.grayi, L.ivanovii

L.grayi, L.ivanovii

L.innocua, L.ivanovii
L.innocua, L.ivanovii

Negatif Kontrol

Negatif Kontrol

PCR dongii ve sicakliklart; 1 dongii 95 °C” de 9 dakika; 30 dongii: °C” de 30 sn,
60 °C’ de 30 sn, 72 °C’ de 1 dakika; ve 1 dongii 72 °C’ de 7 dakika seklinde yapildi.
Reaksiyonu bitmis orneklerde Havuz 1 ve Havuz 2 ayr1 olarak elektroforezde (120 V,

80 mA, 43 dakika) yiiriitiildii. Sonuglar transilliiminator ile goriintiilendi.

L. monocytogenes Virulens Tayini I¢cin Multipleks PCR Optimizasyonu
Optimizasyonda referans olarak L. monocytogenes ATCC 7644 susundan ekstrakte
edilen DNA’s1 kullanildi. Optimizasyondaki PCR karigimi i¢in 0,8 U Taq DNA
polimeraz (Fisher Scientific, Houston, TX), 1 x PCR buffer, 200 uM dNTP (Fermentas-
Thermo), 40 pmol in/A primeri, 30 pmol in/C primeri, 20 pmol inlJ (Internalin J) primeri,
1 pl (yaklasik 10 nanogram) DNA kullanildi ve 25 pL i¢in distile su ile tamamlandi.
PCR dongii ve sicakliklari; 1 dongii 94 °C’ de 2 dakika; 30 dongii: 94 °C’de 20 sn, 55
°C>de 20 sn, 72 °C’ de 50 sn ve 1 dongii 72 °C’ de 2 dakika seklinde yapildi.
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Amplifikasyon {iriinleri elektroforezde (% 1 agaroz jelde ve 0,1 pg/mL ethidium

bromide) 120 V, 80 mA, 40 dakika yiiriitiildii vetransilliiminatérde goriintiilendi.

Her ornek iki defa analiz edildi. Multipleks PCR ile Listeria monocytogenes

virulens analizinde kullanilan primerler Tablo 21°de gdsterildi.

Tablo 21. Multipleks PCR ile Listeria spp.’ de virulens analizinde dikkate alinan hedef, spesifiteleri,

primerleri ve iiriin biiyiikleri

PCR
Hedef
Spesifite Primer iiriinii
gen
(bp)
inlA Tim L. monocytogenes serotipleri ACGAGTAACGGGACAAATGC 800
inlC Tiim L. monocytogenes serotipleri AATTCCCACAGGACACAACC 517
(4a baz1 4c harig)
inl] Tiim L. monocytogenes serotipleri TGTAACCCCGCTTACACAGTT 238

(4a ve bazi I1IB harig)

inlA:Internalin A; inlC:Internalin C; inlJ:Internalin J

3.3. istatistiksel analiz

Verilerin istatistiksel analizleri t testi ve x2 testi ile SPSS 12.0 paket program

kullanilarak yapildi (Chicago, Illinois). Sonucglar one-way ANOVA yontemi ile

degerlendirildi. p<0,05 diizeyi 6nemli kabul edildi.
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4. BULGULAR
4.1. Optimizayon sonuclari

4.1.1. Referans Kiiltiir L. monocytogenes’ in Uretilmesi ve RTi-PCR
Analizinin Optimizasyon Sonuclari
Referans kiiltiir Brain Heart Infusion Broth sivi besi yerinde iiredi. Ureme
gerceklesmis standart sus L. monocytogenes ATCC 7644’tin RTi-PCR analizinin
sonuglar1 Resim 2’ de gosterildi. Kiiltiir edilen standart susun Cq (Quantification cycle)
degeri 23,2 gibi olumlu bir degerde oldu. Cq degeri 40’a yakin ise L. monocytogenes

sonucu negatiftir. L. monocytogenes referans kiiltiirii RTi-PCR ile analizi optimize

edilmis oldu.
— o 10
Selected Target | Target1 :J 125 = 1A
= 1 5
Excluded early cycles: 3 k5 E >
= S ors e &
Min, Relative Amp.: 01 5 2 os /
2 &
Min. Amp. Quality: 5 D -
i E s = -
0 T - - —
s 10 15 20 25 30 35 40
Cycle
Coloe by: | Sample |¥) Dye: |FAM Lv) L] show a dyes?
WesasPiate | CqValues as Plate
ixcl. | Sample FAM Type Cq + | Quantity
negatd Target1 ) I
v
[ Export..

Resim 2. Standart sug olan L. monocytogenes ATCC 7644 RTi-PCR sonucu

4.1.2. Yapay Kontamine Edilmis Orneklerde L. monocytogenes
izolasyonu ve RTi-PCR ile Analizinin Optimizasyon Sonuglar
Yapay olarak 10”7 kob/ml L. monocytogenes ile kontamine edilen siit, silaj, silaj
suyu ve fekal orneklerde her iki besiyerlerinde de (Fraser ve MOPS-BLEB sivi
besiyerleri) L. monocytogenes tiremesi goriildii ve sonug¢ pozitif kabul edildi. Yapay
olarak L. monocytogenes ile kontamine edilmeyen siit 6rneklerinde ise herhangi bir
tireme tespit edilemedi ve sonu¢ negatif kabul edildi. Pozitif ve negatif kontrol

orneklerinde benzer sonuclar elde edildi. Daha sonra edilen siit, silaj, silaj suyu ve fekal
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ornekleri ALOA kromojenik kat1 besi yerine pasajlandi ve RTi-PCR analizi yapildi.
RTi-PCR sonucunda pozitif dérneklerde L. monocytogenes iiremesi goriildii (Resim
3,4,5,6,7). Bu sayede modifiye edilen ISO-11290 ve USDA-FSIS analizleri tiim

matrikslerde (siit, silaj, silaj suyu, fekal 6rnek vs.) optimize edilmis oldu.

s 1
1251
2 1
x
> 0.754
%
§ 0.5-:
£ 025
 — —
5 10
Color by: | Sample " Dye: FAM ¥| | Show all dyes?

Resim 3. L. monocytogenes 10 pozitif ve 4 negatif siit 6rneginde RTi-PCR sonuglari

Resim 4. RTi-PCR testinde pozitif sonug vermis yapay kontaminasyon yapilmis siitte kromojenik kat1

besi yeri
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Resim 5. Pozitif sonug grafikleri

i 19 |
15- *
| = 3
| = 125
T 14
| & o5
s 05°
= 0251
0- — e
5 10 15 20 25 30 35 40
Cvcee
| Colorby. Sample ¥| Dye: FAM v | __| Show all dyes?

Resim 6. Yapay kontamine edilmis fekal 6rneklerde RTi-PCR sonuglari

Resim 7. RTi-PCR analizinde L. monocytogenes pozitif fekal 6rnekten yapilan kromojenik kati besi yeri

uremeleri
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Tim  yapay kontaminasyonlu  Ornek  optimizasyonlarinda;  ikinci
zenginlestirmelerden (Tam kuvvette Fraser ve MOPS-BLEB s1vi1 besi yerlerinden) ALOA
kromojenik kat1 besi yerine yapilan pasajlar ise RTi-PCR’ da elde edilen sonuglarla
paralel sonuglar verdi. Tiim 6rnek cesitlerinde (siit, silaj, silaj suyu, fekal o6rnek vs.)
numaralama ayni (pozitifler:1, 2, 3,4, 5,6, 7, 8,9, 10; negatifler: 11,12,13,14) yapildi ve
negatif olarak belirlenen 11,12,13,14 numarali tim 6rneklerden L. monocytogenes izole
edilmedi. Bu sayede modifiye edilen ISO-11290 ve USDA-FSIS analizleri tiim

matrikslerde (siit, silaj, silaj suyu, fekal 6rnek vs.) optimize edilmis oldu.

4.1.3. Listeria Tiir Tayini I¢cin Multipleks PCR’ 1n Optimizasyon Sonuclar

Spesifik primerler ile ¢ogaltilan DNA fragmentleri goriintiilendi. Tekli Listeria
tirleri ve Listeria tiir kombinasyonunda sonuglarin dogrulugu tespit edildi. Elektroforez
yiirlitmelerinde, primer kilobaz degerlerinin birbirine yakin olmasindan dolay1 goriintiide
bazi DNA fragmentlerinin (L. seeligeri’ nin 372’1ik primeri ile L. monocytogenes
serotiplerini tespit eden 453 bp biiyiikliiglindeki primeri; ikinci havuzda ise L. ivanovii’
nin 493’lik primeri ile L. grayi’ nin 420 bp biiytikligiindeki primerleri) birbirine ¢ok
yakmn oldugu gériildii. Ilk denemedeki olaylarin yasanmamasi i¢in DNA fragment
goriintlileri arasinda netlik kazandirmak i¢in 40 dakika olan elektroforez yiirlitme siiresi

43 dakikaya ¢ikarildi. Elde edilen goriintiiler Resim 8 ve Resim 9° da gosterilmistir.
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Resim 8. Soldan saga: 1-Marker; 2-L. welshimeri; 3-L. welshimeri; 4-L. monocytogenes;
5-L. monocytogenes; 6-L. seeligeri; 7-L. seeligeri; 8-L. welshimeri, L. monocytogenes,
L. seeligeri; 9-L. welshimeri, L. monocytogenes, L. seeligeri; 10-L. welshimeri,
L. monocytogenes; 11-L. welshimeri, L. monocytogenes; 12-L. welshimeri,
L. monocytogenes, L. seeligeri; 13-Marker; 14- L. welshimeri, L. monocytogenes,
L. seeligeri; 15-L. monocytogenes, L. seeligeri; 16-L. monocytogenes, L. seeligeri;

17-Negatif; 18-Negatif; 19-Marker
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Resim 9. Listeria tiirlerinin multipleks PCR optimizasyonu (Havuz 2). Soldan saga:1-L. ivanovii;
2- L. ivanovii; 3- L. innocua; 4- L. innocua; 5-Marker; 6- L. grayi; 7- L. grayi; 8- L. ivanovii,
L. grayi ve L. innocua; 9- L. ivanovii, L. grayi ve L. innocua; 10- L. ivanovii, L. grayi;
11- L. ivanovii, L. grayi; 12-Marker; 13- L. grayi, L. ivanovii; 14- L. grayi, L. ivanovii;

15- L. grayi,L. innocua; 16 - L. grayi,L. innocua; 17 ve 18-Negatif kontrol; 19-Marker

4.1.4. L. monocytogenes Virulens Tayini icin Multipleks PCR
Optimizasyon SonuclariHata! Yer isareti tanimlanmamus.
Optimizasyon sirasinda istenen DNA fragment biiytikliikleri (inlA 238 bp; inlJ
517 bp; inlJ 800 bp) transilliminatorde goriintiilendi (Resim 10).
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Resim 10. L. monocytogenes ATCC 7644’ 1iin virulens analizi.Soldan saga: 1-Marker;
2,3,4,5; L. monocytogenes ATCC 7644 ve 6 - Negatif kontrol.

4.2. L. monocytogenes’ in izolasyonu

4.2.1.Silaj Yapim Asamasindaki Orneklerde L. monocytogenes izolasyonu

Modifiye USDA-FSIS metodu ile Silaj yapim asamasinda alinan 6rneklerde L.
monocytogenes negatif olarak degerlendirildi. Bu sonuglara paralel olarak konvansiyonel
USDA-FSIS analiz prosediiriinde de L. monocytogenes izole edilmemistir. Uygulanan
Modifiye Analiz Metodunda Cq degerleri dongii sayis1 olan ve son dongii degeri olan 40
degerine yakin bir degerde 1idi. Bu degerlerde olmasi Orneklerin L. monocytogenes
yoniinden negatif oldugunu gostermistir. USDA-FSIS ve modifiye USDA-FSIS analiz
metodu ile sonuclar her iki metodun sonuglar1 paralel idi. 0. giinde silajlik misirlarin
tiimiinde izolat sayis1 1 oldu ve izole edilen tiir L. grayi idi. Silaj suyu olarak 15. ve 30.
giinde izole edilen tek tiir L. innocua oldu. Silaj yeminin hazirlanmasi agamasindaki
orneklerde her iki metot ile analiz sonuclari ve pH oOl¢ciim degerleri Tablo 22’de

verilmistir.
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Tablo 22. Silaj yeminin hazirlanmasi asamasindaki drneklerde analiz sonuglar1

.. Analizler
Ornek .
Materyal Isletme ad1 Modifiye
zamani pH USDA-FSIS
USDA-FSIS
Bafra-1 6,5 TE TE
Bafra-2 6,5 TE TE
Bafra-3 6,5 TE TE
0.giin Silajhk misir
Kavak 6,5 TE TE
Tokat 6,5 TE TE
Amasya 6,5 L. grayi TE
Bafra-1 3,7 TE TE
Bafra-2 3,0 TE TE
Silaj Suyu Bafra-3 4,4 TE TE
15.Giin
(Birinci) Kavak 3,7 TE TE
Tokat 6,4 TE TE
Amasya 4,1 TE TE
Bafra-1 33 TE TE
Bafra-2 3,0 TE TE
Silaj Suyu Bafra-3 4,2 L .innocua TE
30.Giin ]
(Ikinci) Kavak 4,0 TE TE
Tokat 4,0 TE TE
Amasya 2,7 TE TE

TE: 25 g numuneden tespit edilmedigini ifade eder.

4.2.2.Siit Sigir isletmelerinden Alinan Orneklerde Listeria monocytogenes

izolasyonu

Kis donemi (Aralik-Ocak-Subat) ay1r orneklemelerindeki analizlerde her iki
metotla L. monocytogenes izole edilmedi ve burada metotlarin sonuglar1 uyumlu oldu.
Aralik-Ocak-Subat L. monocytogenes analizleride tiim 6rnekler negatif sonug verdi.

Kis donemi orneklemelerinde yapilan analizlerde izole edilen Listeria tiirleri
L. innocua 22/108 (% 20,37), L. grayi (% 0,92) ve L. ivanovii (% 0,92) oldu. Listeria
spp. izolasyonu edilmeyen tek 6rnek tiirii siit oldu. Kis donemine ait izolasyon sonuglari

Tablo 23’de gosterilmistir.
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Tablo 23. Kis doneminde yapilan 6rneklemelerde Listeria spp. analiz ve sonuglari

Modifiye Modifiye
N Isletme | pH M 4 USDA-FSIS 190-11250-4 1SO-11290-1
y = -
P » o o = Z » P Lo 2 Z = =
Bafral | 39 | TE L.inn TE TE TE TE TE TE TE TE TE TE
Bafra-2 | 51 | L.nn TE TE L.gr TE TE TE TE TE L.inn TE TE
% |Bafra-3 | 45 | TE TE TE TE TE TE TE TE TE TE TE TE
£ |Kavak | 39| TE TE TE TE TE TE TE TE TE TE TE TE
Amasya | 59 | TE TE TE TE TE TE TE TE TE TE TE TE
Tokat 4 TE TE TE TE TE TE TE TE TE TE TE TE
Bafral | 35 | TE TE TE TE TE TE TE TE TE TE TE TE
Bafra-2 | 37 | TE TE Linn  L.inn TE TE TE TE TE L.inn TE TE
x |Bafra3 | 49 | TE TE L.inn TE TE TE TE TE TE TE TE TE
S |Kavak | 44 | TE Linn  Linn  Linn TE TE TE TE TE TE TE TE
Amasya | 46 | TE TE Linn  L.inn TE TE TE TE TE TE TE TE
Tokat 36 | TE TE TE TE TE TE TE TE TE TE TE TE
Bafral | 35 | TE TE TE TE TE TE TE TE TE TE TE TE
Bafra-2 | 43 | L.nn TE Linn  L.inn TE TE TE TE TE ILIT\? TE TE
E |Bafra3 | 45 | TE TE TE TE TE TE TE TE TE TE TE TE
& Kavak 4 L.inn L.inn L.inn TE TE TE TE TE TE TE TE TE
Amasya | 38 | TE TE TE TE TE TE TE TE TE TE TE TE
Tokat 36 | Linn  Linn  Linn TE TE TE TE TE TE TE TE TE

TE: 25 g numuneden tespit edilmedigini ifade eder. L.inn: L. innocua; L. iv: L. ivanovii; L. gr: L. grayi
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Yaz donemi orneklemelerindeki analizlerde L. monocytogenes izolat sayisi iki
oldu. izolatlarin biri Bafra-1 isletmesinden alman meme yikant1 6rneginden, digeri ise
Kavak isletmesinden alinan siit tank1 6rnegindendi. Yaz donemi L. monocytogenes analiz

ve sonuglar1 Tablo 24’de gosterilmistir.
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Tablo 24. Yaz doneminde yapilan 6rneklemelerde L. monocytogenes analiz ve sonuglari

& .- e
S S Modifiye Modifiye =
. > £ ° £ > USDA- / ’ E
< N S E = < ) Isletme SDA- 1SO =
Y o — — =< A " —
b > 5 11290-1 Z
=
Bafra-1 TE TE TE TE TE TE TE TE TE L.mono TE L.mono
Bafra-2 TE TE TE TE TE TE TE TE TE TE TE TE
Bafra-3 TE TE TE TE TE TE TE TE TE TE TE TE
Kavak TE TE TE L.mono TE TE TE L.mono TE TE TE TE
Tokat TE TE TE TE TE TE TE TE TE TE TE TE
Amasya TE TE TE TE TE TE TE TE TE TE TE TE

TE: 25 g numuneden tespit edilmedigini ifade eder. L.mono: L. monocytogenes

Modifiye analizler yalnizca L. monocytogenes sonuglarini gostermektedir.
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Yaz donemi 6rneklemelerinden yapilan analizlerde L. monocytogenes disinda
izole edilen tek Listeria tiirii olan L. innocua 17/108 (%15,74) oraninda tespit edildi. Bu

doneme ait izolasyon sonuglar1 Tablo 25°de gosterilmistir.

Konvansiyonel USDA-FSIS ve ISO 11290-1 analiz metotlar1 sadece
L. monocytogenes analizi yapan modifiye analiz metotlar1 ile uyumlu sonug verdi.

Modifiye analizler yalnizca L. monocytogenes sonuglarini gostermektedir.
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Tablo 25. Yaz doneminde yapilan 6rneklemelerde Listeria spp. analiz ve sonuglart

. Modifiye
Isletme | pH USDA-FSIS Modifiye USDA-FSIS 1SO-11290-1
Ay 1SO-11290-1
— = (5] E ] () g - o]
g ®3 £t §2|F 3% S$E EE| s 25| =2 =%
D o H U0 >~ D DB U0 S~ 2 D= 2 D =
Bafra-1 | 3.2 TE TE TE L.inn TE TE TE TE TE L.inn TE TE
Bafra-2 | 3.7 TE TE TE TE TE TE TE TE TE L.inn TE TE
a Bafra-3 | 28| TE TE TE TE TE TE TE TE TE TE TE TE
§ Kavak | 6.8 TE L.inn L.inn L.inn TE TE TE TE TE TE TE TE
Amasya | 3.7 TE TE TE TE TE TE TE TE TE TE TE TE
Tokat 4 TE TE TE TE TE TE TE TE TE TE TE TE
Bafra-1 | 3.1 TE TE L.inn TE TE TE TE TE TE TE TE TE
Bafra-2 | 3.8 TE TE TE TE TE TE TE TE TE TE TE TE
S |[Bafra-3 |43 | L.inn  L.inn TE TE TE TE TE TE TE TE TE TE
j -
‘N L.inn
% Kavak [6.8| L.inn L.inn L.inn TE TE TE L.mono| TE TE TE TE
L.mono
Amasya | 3.8 TE TE TE TE TE TE TE TE TE TE TE TE
Tokat |3.8| TE TE L.inn TE TE TE TE TE TE TE TE TE
Bafra-1 | 3.3 TE TE TE TE TE TE TE TE TE L.mono TE L.mono
Bafra-2 | 4.6 TE TE TE TE TE TE TE TE TE TE TE TE
E Bafra-3 | 3.7 TE TE TE TE TE TE TE TE TE TE TE TE
g Kavak [6.8| L.inn L.inn TE TE TE TE TE TE TE TE TE TE
= Amasya | 3.7 TE TE TE TE TE TE TE TE TE TE TE TE
Tokat | 3.7 TE TE L.inn TE TE TE TE TE TE TE TE TE

TE: 25 g numuneden tespit edilmedigini ifade eder. L.inn: L. innocua; L.mono: L. monocytogenes
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L. monocytogenes ve Listeria tiirlerinin identifikasyonunda kiiltiirel ve
biyokimyasal yontemler kullanildi. Bu yontemler ile incelenen 6rnekler, temin edilen
donemleri ve elde edilen izolatlarin identifikasyon sonuglar1 Tablo 26°da verilmistir. Bu
tabloya gore yaz ve kis déonemlerinde iki L. monocytogenes, 41 L. innocua, iki izolat

L. grayi ve bir L. ivanovii olmak tizere toplam 46 izolat elde edilmistir.

89



Tablo 26. Analiz 6rneklerinden izole ve identifiye edilen Listeria tiirlerinin biyokimyasal test sonuglari

g N N = = N N s
Isletme Ay Ornek g % g 8 :E g é % § % % E.
vs ¢ 2 2 & g ¢ & 8§ E
Amasya Agustos 0. Siin Silaj - + - + + - - - - L. grayi
Tokat Agustos 15. Siin Silaj - + + - - - - - L.innocua
Bafra-3 Agustos 30. Siin Silaj - + - + - - - - - L.innocua
Bafra-1 Aralik Silaj Suyu - + - + - - - - - L.innocua
Bafra-2 Aralik Silaj - + - + - - - - - L.innocua
Bafra-2 Aralik Meme Yikanti - + - + + - - - - L. grayi
Bafra-2 Aralik Siit Tanki - + - + - - - - - L.innocua
Bafra-2 Ocak Fekal - + - + - - - - - L.innocua
Bafra-2 Ocak Meme Yikanti - + - + - - - - - L.innocua
Bafra-2 Ocak Siit Tanki - + - + - - - - - L.innocua
Bafra-3 Ocak Fekal - + - + - - - - - L.innocua
Kavak Ocak Silaj Suyu - + - + - - - - - L.innocua
Kavak Ocak Fekal - + - + - - - - - L.innocua
Kavak Ocak Meme Yikanti - + - + - - - - - L.innocua
Amasya Ocak Fekal - + - + - - - - - L.innocua
Amasya Ocak Meme Yikanti - + - + - - - - - L.innocua
Bafra-2 Subat Silaj - + - + - - - - - L.innocua
Bafra-2 Subat Fekal - + - + - - - - - L.innocua
Bafra-2 Subat Meme Yikanti - + - + - - - - - L.innocua
Bafra-2 Subat Siit Tanki - + - + - - - - - L.innocua
Bafra-2 Subat Siit Tanki - + + + - - + - R. equi L.ivanovii
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Tablo 26. Analiz 6rneklerinden izole ve identifiye edilen Listeria tiirlerinin biyokimyasal test sonuglar1 (devam)

o) o = g S o N 3 o E‘
isletme Ay Ornek g ':1:9 g g E < é % é <§E E =
0\? [T g ) é [ [ v < ) 5 =
I I S 14 @] =

Kavak Subat Silaj + - + c - - - L.innocua
Kavak Subat Silaj Suyu + - + - - - - - L.innocua
Kavak Subat Fekal + - + - - - - - L.innocua
Tokat Subat Silaj + - + - - - - - L.innocua
Tokat Subat Silaj Suyu + - + - - - - - L.innocua
Tokat Subat Fekal + - + - - - - - L.innocua
Bafra-1 Mayis Meme + - + - - - - - L.innocua
Bafra-1 Mayis Siit Tanki + - + - - - - - L.innocua
Bafra-2 Mayis Siit Tanki + - + - - - - - L.innocua
Kavak Mayis Silaj Suyu + - + - - - - - L.innocua
Kavak Mayis Fekal + - + - - - - - L.innocua
Kavak Mayis Meme + - + - - - - - L.innocua
Bafra-1 Haziran Fekal + - + - - - - - L.innocua
Bafra-3 Haziran Silaj + - + - - - - - L.innocua
Bafra-3 Haziran Silaj Suyu + - + - - - - - L.innocua
Kavak Haziran Silaj + - + - - - - - L.innocua
Kavak Haziran Silaj Suyu + - + - - - - - L.innocua
Kavak Haziran Fekal + - + - - - - - L.innocua
Kavak Haziran Meme + - + - - - - - L.innocua
Kavak Haziran Meme + + + - + - - S. aureus L. monocytogenes
Tokat Haziran Fekal + - + - - - - - L.innocua
Bafra-1 Temmuz Siit Tank1 + + + - + - - S. aureus L. monocytogenes
Kavak Temmuz Silaj + - + - - - - - L.innocua
Kavak Temmuz Silaj Suyu + - + - - - - - L.innocua
Tokat Temmuz Fekal + - + - - - - - L.innocua
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Her iki asamada izole edilen Listeria tiirlerinin ; donemlere ve drnek ¢esitlerine gére dagilimi Tablo 27°de ve Sekil 9’da gdsterilmistir.

Tablo 27. izole edilen Listeria tiirlerinin ; dénemlere ve 6rnek gesitlerine gore dagilimi

Yapim Asamasindaki Olgunlasms Silajlarin Siit SiZirlarina Verilmeye Basladigi Giinden Sonra Siit Sigir

Isletmelerinden Yapilan
Silaj Ornekleri

. . Orneklemeler
Izole ve Identifiye
Edilen Agustos-Eyliil Kis donemi Yaz donemi
e e I Silaj Silaj 2 24
Listeria Tiirleri Silaj suyu suyu s g 3 > g 3 <§E
= :© = = =) :© = = —
. 2 %= £E5 gl 2 35 8= 8 Q
0. giin 15.giin  30.giin | T < = §2 £ =|&8 T =% s = = |C_>
D D = =5 » » | H_H = =5 p__ &
L. monocytogenes 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 1 2
L. welshimeri 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
L. seeligeri 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
L. grayi 1 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 2
L .innocua 0 1 1 4 4 7 4 0 3 3 4 5 3 0 2 41
L. ivanovii 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 1
TOPLAM 1 1 1 4 4 7 5 0 4 3 4 5 4 0 3 46
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Sekil 9. izolasyonu yapilan Listeria tiirlerinin dagilimi

Calismada elde edilen izolatlarin tiir dagilimi L. innocua % 89,1, L. monocytogenes
% 4,36, L. grayi % 4,36 ve L. ivanovii % 2,17 seklinde oldu (Tablo 28).

Tablo 28. izolasyonu yapilan Listeria tiirleri ve sayilart

izole edilen tiir izolat sayis1 Yiizde (%)
L. monocytogenes 2 4,36
L. welshimeri 0 0,00
L. seeligeri 0 0,00
L. grayi 2 4,36
L. innocua 41 89,1
L. ivanovii 1 2,17
TOPLAM 46 100

Siireleri tiger ay olan iki donemin tiim aylarinda Listeria spp. izolasyonu yapildi.
Izolat sayilar1 ay bazinda incelendiginde en diisiik izolat sayisi 4 ile Aralik ve Temmuz
ayida olurken, en yiiksek izolat sayis1 11 ile Subat ayinda gerceklesti. Iki donemin izolat

sayisi karsilastirildiginda ise kis donemi (Aralik-Ocak-Subat) sayisi izolat sayisi 23 iken,
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Yaz doneminde (Mayis-Haziran-Temmuz) bu say1 19 olarak gergeklesti. Listeria spp.

izolatlarinin aylara gore ve mevsimsel yiizde oranlar1 Tablo 29’ da gosterilmistir.

Tablo 29. Listeria spp. izolatlarinin mevsimsel dagilimlari

Dénem Aylar Ornek sayis Pozitif 6rnek % Mevsimsel
sayisi yiizde oranlar:

Aralik 36 4 111

Kis Ocak 36 9 25 55,8
Subat 36 11 30,5
Mayis 36 6 16,7

Yaz Haziran 36 9 25 44,2
Temmuz 36 4 11,1

Silajlarin hayvanlara verildigi donem orneklemelerinde tiir bazinda mevsimsel
dagilimda ise en fazla izolat Subat ayinda 10 (% 23,2) ile L. innocua olurken, en diisiik
izolat sayist 1° er (% 2,33) ile Aralik ayinda L. grayi, Subat ayinda L. ivanovii, Haziran
ve Temmuz aymda L. monocytogenes oldu.

Izolatlardan L. monocytogenes kis doneminde izole edilmezken, yaz doneminin
Haziran ve Temmuz ayinda 1’er olmak iizere toplamda 2 adet izole edildi.

Izole tiir olan L. grayi 1 adet olmak iizere yalnizca kis déneminin ve silajlarin
hayvanlara verildigi ilk ay olan Aralik ayinda izole edildi.

L. ivanovii tiirli ise 1 adet olmak iizere yalnizca ki doneminin Subat ayinda izole
edildi.

Identifiye edilen L. innocua tiirii ise en fazla izole edilen Listeria tiirii olarak
hem kis aylarinda, hem de yaz doneminin tiim aylarinda izole edilebildi. L. innocua izolat
say1s1 kis doneminde 12, yaz doneminde ise 17 idi. En fazla L.innocua izolat sayis1 Subat
ayinda 10 iken, en az L. innocua 1zolat sayis1 3 ile Aralik ve Temmuz aylarinda oldu.

Silajlarin hayvanlara verildigi donemde izole edilen Listeria tiirlerinin ay

bazinda mevsimsel dagilimi Sekil 10” da gosterilmistir.
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Aralik Ocak Subat Mayts Haziran Temmuz

Sekil 10. Silajlarin hayvanlara verildigi donemde izole edilen Listeria tiirlerinin mevsimsel dagilimi

Silajlarin hayvanlara verildigi donemde yapilan orneklemelerde en yiiksek

Listeria spp. izolat sayis1 ve orani fekal drnekte 12 adet (% 33,33) olarak tespit edilirken,

siit orneklerinde izolasyon olmadi. Silaj 6rneklerinde 7 (% 19,44), silaj suyu 6rneklerinde
8 (% 22,22), meme yikant1 6rneklerinde 9 (% 25) ve siit tanki 6rneklerinde 7 (% 19,44)
adet Listeria spp. izole edildi (Tablo 30).

Tablo 30. Silajlarin hayvanlara verildigi donemde izole edilen Listeria tiirlerinin 6rneklere gore dagilimi

Ornek Toplam 6rnek Pozitif 6rnek Yiizde (%0)

Silaj 36 7 19,44
Silaj suyu 36 8 22,22
Fekal 6rnek 36 12 33,33
Meme yikanti 36 9 25

Stit 36 - -

Siit tank1 36 7 19,44
TOPLAM 216 43 19,97

Silajlarin hayvanlara verildigi donemde elde edilen L. monocytogenes izolat sayisi

2 (% 1,39) oldu. Bu izolatlarin 1 (% 2,78) adeti meme yikanti 6rneklerinden, diger
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1 (% 2,78) adeti ise siit tank1 6rneklerindendi. L. monocytogenes izolatlarinin 6rneklere

gore dagilimi Tablo 31’ de gosterilmistir.

Tablo 31. L. monocytogenes izolatlarinin 6rneklere gore dagilimi

Ornek Toplam érnek Pozitif 6rnek Yiizde (%)

Silaj 36 - -
Silaj suyu 36 - -
Fekal 6rnek 36 - -

Meme yikanti 36 1 2,78
Siit 36 - -

Siit tank1 36 1 2,78

TOPLAM 216 2 0,93

Silajlarin hayvanlara verildigi donemde kis aylarinda L. monocytogenes izole

edilmezken, yaz aylarinda 2 (% 1,86) adet L. monocytogenes izole edilmistir (Tablo 32).

Tablo 32. L. monocytogenes izolatlarinin mevsimsel dagilimi

.. Yiizde  Mevsim
Dénem Aylar  Ornek sayis1 Pozitif 6rnek sayisi Yiizde (%0)
(%) toplam

Aralik 36 - -

Kis Ocak 36 - - - -
Subat 36 - -
Mayis 36 - -

Yaz Haziran 36 1 2,78 2 1,86
Temmuz 36 1 2,78

4.2.3 Silaj ve Silaj Suyunda Listeria monocytogenes’ in izolasyonu

Cevresel Ornekleme icine alinabilecek bu cesit Orneklerde hem silajlarin
hazirlanmast hem de silajlarin isletmelerdeki siit sigirlarina verilmesi sirasinda

L. monocytogenes 1zole edilmedi.
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4.2.4 Silaj ve Silaj Suyu Disindaki Orneklerde Listeria monocytogenes’ in

izolasyonu

Fekal 6rnek, meme yikanti, siit ve siit tank1 6rneklerinden olusan bu ornekler
profilinde, fekal 6rnek ve siit 6rneklerinin tiimiinden L. monocytogenes izole edilmezken,
farkli isletmelerin 6rnekleri olmak tizere 1 (% 0,46) meme yikanti ve 1 (% 0,46) siit tank1

orneklerinden L. monocytogenes izole edildi. Her iki izolat yaz donemine ait idi.

4.3. Listeria tiirlerinin Multipleks PCR Sonuclari
RTi-PCR analizinde pozitif bulunup, ardindan ALOA kat1 besi yerine ekimi

yapilan ve inkiibasyon sonunda haleli, turkuaz renkteki siipheli kolonilerin multipleks

PCR analizinde 2 izolat istenen 453 bp’lik fragment goriintiilerini verdi (Resim 11).

1 & ¥ % B8

e L T

338888

Marker S b 'bp
450 Negatif 45
L moneo L mono

Resim 11. Kromojenik kat1 besi yerinde haleli L. monocytogenes siipheli koloniden yapilan ve sonucu
pozitif vermis mPCR’ 1n goriintiisii 1-Marker (1500 bp) 2- Kavak meme yikant1 /Haziran
3- Kavak meme yikanti / Haziran 4-Negatif kontrol 5- Bafra-1 Siit Tanki / Temmuz 6- Bafra-1

Siit Tank1 / Temmuz
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4.4. L.monocytogenes izolatlarinin Multipleks PCR ile Virulens Analiz
Sonuclarn
Meme yikantis1 ve siit tankindan izole edilen iki adet L. monocytogenes
izolatlarinin virulens analizinde her iki izolatta ii¢ internalin genlerinin (in/A, inlC, inlJ)

tiimii tespit edildi (Resim 12).

e
‘>
4

el
=2

< inlA 800 by

600
500
400
300
200
100

inlC 517 bp

inl] 238 bp

Resim 12. 1-Marker, 2- Kavak meme yikanti /Haziran, 3- Kavak meme yikanti /Haziran, 4- Bafra-1 Siit
Tanki / Temmuz,, 5- Bafra-1 Siit Tank1 / Temmuz, 6- Negatif kontrol

4.5. Silaj Yeminin Hazirlanmasi Sirasinda pH’ min ve izolasyondaki
Etkileri

Bu asamanin Ornekleri Agustos ay1 sonu ile Eyliil ay1 sonu arasindaki bir
donemde alind1. Silaj yeminin hazirlanmasi sirasinda 3 farkli zamanda (0., 15. ve 30. giin)
6 ayr1 noktadan alinan silaj 6rneklerinden yapilan pH 6l¢iimlerine gore ortalama olarak
tiim silajlar baslangi¢ giinii olan 0. giinden 30. giine kadar olgunlasmay1 sagladi.

Buna gore tiim 6rneklerde 0. giinde 6,5 olan pH degeri, 30. giinde 4,5 ve altina
geriledi.

Ormek alinan 6 isletmede 4’iinde pH degeri 30 giin igerisinde istenen 4 ve

4’ iin altina geriledi. Ancak bir isletmeye ait (Amasya) silajda pH degeri 30. giinde 3
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degerinin altindayd. Isletmelerin biri (Tokat) disinda tiim isletmelerde silajda olgunlasma
istenen pH-zaman grafigini verdi. Tokat isletmesinde ise izlenemeyen bu grafikte
0. giinde 6,5 olan pH degeri 15 giin igerisinde yalnizca 6,4’¢ inerek yatay seyir
gosterirken, 30 giin sonunda beklenen 4 degerine geriledi.

Silaj olgunlagsmasininl5. giinlinde yapilan pH 6l¢iimlerinde en yliksek pH degeri
6,4 ile Tokat’ta, en diisiik pH degeri 3,0 ile Bafra-2 olgiiliirken, olgunlagsmanin 30.
giinlinde en yiiksek pH degeri 4,2 ile Bafra-3, en diisiik pH degeri ise 2,7 ile Amasya
isletmesinde ol¢iildii.

Bu arada silaj yapim asamasindaki 6rneklemeler sirasinda en iyi sikistirmalarin
30. giinde pH degerinin tiim isletme 6lgiimlerinde minimum degerde goziiken 2,7 degeri
ile Amasya isletmesinde yapildig1 gézlendi ve bu minimum pH degerine sahip silaj suyu
orneklerinde Listeria spp. izolasyonu yapilamada.

USDA-FSIS ve karsilastirmas1 yapilan modifiye USDA-FSIS ile analiz edilen
silaj yeminin hazirlanmasinda yapilan Orneklerin timiinde L. monocytogenes tespit
edilemedi.

Silaj yeminin hazirlanmasinin ilk agamasi 0. giin 6rneklerinde pH degeri 6,5 olan
Amasya disinda tiim orneklerden Listeria spp. izole edilemedi. Bu agamada Amasya
isletmesinden izole edilen tiir L. grayi oldu.

Olgunlagsmanin 15. giiniinde izolasyon yapilabilen tek isletme olan Tokat
isletmesinde pH degeri 6,4 idi. Son 6rnekleme yapilan olgunlagmanin 30. giiniinde ise
pH degeri 4,2 olan Bafra-3 isletmesinden L. innocua izole edilebildi.

Yalnizca iki isletmede (Bafra-2 ve Kavak) 15. giinden sonra minimum pH
degerlerinden sonra pH degerinde artis goriildii. Bafra-2 isletmesinde pH 3,0 degeri altina
kadar gerileme goriildii ve bu deger 30 giin sonuna kadar sabit kald1. Kavak isletmesi
ise 3,7 degerinden ayni siire zarfinda 4,0 degerine yiikseldi. Bu iki igletmenin (Bafra-2 ve
Kavak) 15. ve 30. giin 6rneklerinin higbirinden L. monocytogenes ve diger Listeria tiirleri
izole edilemedi.

Iki adet L. innocua’ nm izolasyon pH degerleri 4,0’ dan yukarida olup, 4,2 ve
6,4’ dii. Buna gore silaj yapim asamasinda izolasyon yapilabilen en diisiik pH degeri 4,2
olarak gerceklesti.

Silaj yeminin hazirlanmasi sirasinda pH Degisimleri ve pH degerlerinde

izolatlarin pH noktalar1 Sekil 11°de gosterilmistir.
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L. innocua;6.4
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BAFRA-1
e===BAFRA-2
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Sekil 11. pH-zaman grafiginde silaj yeminin hazirlanmasi sirasinda 3 farkli zamanda alman silaj 6rneklerinden elde

edilen izolatlar

4.6. Siit Sigirlarina Verilen Silajlarda pH Arahg ve Listeria spp.

izolasyonu

Olgunlasmis silajlarin siit sigirlarina verilmeye baslandigi glinden sonra siit s1gir
isletmelerinde silaj suyunun pH odl¢timleri yapildi. Ay bazinda elde edilen pH verileri

Sekil 12°de verilmistir.

Incelenen tiim silaj ve silaj suyu oOrneklerinden L. monocytogenes izole

edilemedi, ancak Listeria spp. i¢inde izole edilen tek tiir L. innocua oldu.
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Sekil 12. Isletmelerde silajda 6 ay i¢cindeki pH degisim grafigi

Buna gore Kavak disinda tiim igletmelerin silaj suyu pH degerleri azalan bir
egilim gosterdi. ilk ay olan Aralik aymda en yiiksek pH degeri 5,9 ile Amasya
isletmesinde iken, ayn1 ayda en diisiik pH degeri 3,9 ile Bafra-1 ve Kavak isletmeleri silaj
sularinda Ol¢iildii. Yine Aralik ayinda istenen 4,0 altinda pH degerini saglamayan
isletmeler Bafra-2, Bafra-3 ve Amasya isletmeleri oldu. En diisiik 3,9 degeri 6l¢iilen
Bafra-1 isletmesi silaj suyundan L. innocua izole edildi.

Aralik-Subat arasi olan ilk donem tiim 6rnekler pH odl¢limlerinde azalan deger
gosterdi ve bu degerler Bafra-2 isletmesinde 4,3 ile en yiiksek, 3,5 ile Bafra-1
isletmesinde en diisiikk degerlere kadar geriledi. Kis donemi 6rneklerinde yalnizca ii¢
isletmeden izolasyon saglandi; 3,6 degerinde Tokat, 4,0 degerinde Kavak ve 4,3 pH
degerlerindeki Bafra-2 6rneklerinden elde edilen izolatlar sadece L. innocua idi.

Yaz déneminin ilk ay1 olan Mayis ay1 pH degerleri 2,8-6,8 arasinda idi. Ornek
alinmayan Subat-Mayis arasindaki siire zarfinda isletmelerin 3’linde (Bafra-1, Bafra-2,
Bafra-3) pH degeri yiikselirken, 1’inde (Amasya) degismedi ve diger 2’sinde (Kavak ve
Tokat) diistii.
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Mayis-Temmuz arast olan yaz doneminde 4 isletmede pH degerleri
(Amasya /3,8 - 3,7 - 3,8; Tokat / 4,0 - 3,8 - 3,7; Kavak / 6,8 - 6,5 - 6,4; Bafra-1/3,2 - 3,1
-3,2) yaklasik olarak yatay bir seyir gosterirken, diger 2 isletmede (Bafra-3 /2,8 - 4,3 -
3,7; Bafra-2 / 3,7-3,8-4,6) yiikselen deger gosterdi.

En yiiksek pH aralig1 (5,9-3,8) veren Amasya isletmesinde izolasyon olmazken,
en diisik pH araligi (4,0-3,7) veren Tokat isletmesinin Orneklerinden yalnizca Subat
ayinda ve pH 3,6 degeri Olgiilen silaj ve silaj suyundan iki izolat elde edildi.

[lk ii¢ aylik kis déneminde en fazla izolat sayis1 3,9-4,0 pH araligindaki Kavak
isletmesinde 3 idi. Olgiilen pH aralig1 5,9-3,8 olan Amasya ve yaklasik 4,5 pH degeri
olan Bafra-3 isletmesinde Listeria spp. edilemedi.

Kis doneminde alinan tiim silaj suyu 6rneklerinde yapilan pH dl¢iimlerinde pH
degeri 3,5-5,9 araliginda oldu. Buna gore 3,5-3,6 arasindaki pH degerinde alinan
orneklerden Listeria spp. izolasyonu olmazken; 3,6-4,4 araliginda izolat sayis1 7 / 36
(% 19,4) idi. Sonraki pH araligi olan 4,5-4,9 bélgesinde yine izolasyon olmazken;
5,1-5,9 pH bolgesinde bu say1 1 /36 (% 2,78) olarak tespit edildi ve tiim izolatlar sadece
L. innocua oldu.

Kis doneminde izolatlar pH olarak 3,6-4,4 araliginda yogunluk gdsterdi. Sadece
bu dénemde 8 izolatin 7’ si (% 87,5) bu pH araliginda izole edilebildi (Tablo 33).
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Tablo 33. Kis déneminde isletme silaj ve silaj sularinin siralama ile pH izolasyon noktalar1

Isletme Ay pH Silaj Silaj suyu
Bafra-1 Ocak 3,5 Negatif Negatif
Bafra-1 Subat 3,5 Negatif Negatif
Tokat Ocak 3,6 Negatif Negatif
Tokat Subat 3,6 L .innocua L .innocua
Bafra-2 Ocak 3,7 Negatif Negatif
Amasya Subat 3,8 Negatif Negatif
Bafra-1 Arahk 3,9 Negatif L .innocua
Kavak Aralik 3,9 Negatif Negatif
Kavak Subat 4 L .innocua L .innocua
Tokat Aralik 4 Negatif Negatif
Bafra-2 Subat 4,3 L .innocua Negatif
Kavak Ocak 4,4 Negatif L .innocua
Bafra-3 Aralik 4,5 Negatif Negatif
Bafra-3 Subat 4,5 Negatif Negatif
Amasya Ocak 4,6 Negatif Negatif
Bafra-3 Ocak 4,9 Negatif Negatif
Bafra-2 Arahk 5,1 L .innocua Negatif
Amasya Aralik 5,9 Negatif Negatif

Yaz doneminde ise (Mayis-Haziran-Temmuz) alinan tiim 6rneklerde (silaj suyu)
Olctilen pH aralig1 3,1-6,8 oldu. Buna gore 3,1-4,0 arasindaki pH degerindeki 6rneklerde
Listeria spp. izolasyonu olmazken; 4,3-6,8 araliginda izolat sayis1 yine 7/36 (% 19,4) idi
ve tlim izolatlar sadece L. innocua oldu. Burada izolasyon yapilamayan isletme sadece
pH degeri 4,3-6,8 araligindaki Bafra-2’de olurken ve bu isletmenin izolasyon
yapilamayan zamani pH degerinin 4,6 ve sicaklik degerlerinin yiiksek degerlerde
seyrettigi Temmuz ay1 idi.

Yaz doneminde tiim isletmelerde Sl¢ililen pH degerleri 3,1-6,8 gibi genis bir
aralikta olmasinda ragmen, izolatlarin y1g1ldig1 pH aralig1 4,3-6,8 idi. Bu araliktaki izolat

sayist 7 (% 100) adetti (Tablo 34).
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Tablo 34. Yaz doneminde isletme silaj ve silaj sularinin siralama ile pH izolasyon noktalar1

isletme Ay pH Silaj Silaj suyu
Bafra-1 Haziran 3,1 Negatif Negatif
Bafra-1 Mayis 3,2 Negatif Negatif
Bafra-1 Temmuz 3,3 Negatif Negatif
Bafra-3 Mayis 3,6 Negatif Negatif
Bafra-2 Mayis 3,7 Negatif Negatif
Amasya Haziran 3,7 Negatif Negatif
Bafra-3 Temmuz 3,7 Negatif Negatif
Tokat Temmuz 3,7 Negatif Negatif
Amasya Mayis 3,8 Negatif Negatif
Bafra-2 Haziran 3,8 Negatif Negatif
Tokat Haziran 3,8 Negatif Negatif
Amasya Temmuz 3,8 Negatif Negatif
Tokat Mayis 4 Negatif Negatif
Bafra-3 Haziran 4,3 L .innocua L .innocua
Bafra-2 Temmuz 4,6 Negatif Negatif
Kavak Temmuz 6,4 L .innocua L .innocua
Kavak Haziran 6,5 L .innocua L .innocua
Kavak Mayis 6,8 Negatif L .innocua

4.7. Konvansiyonel ve Modifiye Analizlerin Karsilastirmasi

Tiim analizlerde konvansiyonel ve Modifiye analiz metotlar1 istenen sonuglari
verdi. Konvansiyonel USDA-FSIS analizlerinde L. monocytogenes izole edilmeyen tim
orneklerde (silaj, silaj suyu, fekal O6rnek ve meme yikanti) Modifiye USDA-FSIS
metodundaki sonuclar paraleldi. Ayni paralel sonuglar siit ve siit tanki 6rneklerinde de
ISO 11290-2 metotlarinda da tespit edildi.

Haziran ayinda Kavak isletmesinin meme yikant1 6rneginden ve Temmuz ayinda
Bafra-1 isletmesinden alinan siit tanki Orneginden L. monocytogenes izole edildi.
Konvansiyonel analiz ile elde edilen izolasyonlar, Modifiye analiz metotlarinda da paralel
sekillendi. Bu belirtilen pozitifliklerle L. monocytogenes’ in izolasyon orani1 2/216
(% 0,93) oldu.

Moditfiye USDA-FSIS analiz metodunda kis ve yaz dénemleri 6rneklerinden
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30 °C ve 20-24 saat olan UVM s1v1 besi yerindeki ilk zenginlestirme sonrasi 0,1 mL pasaj
yapilmis ve 18-24 saat 35 °C inkiibe edilmis ikinci zenginlestirme sivi besi yeri olan
MOPS-BLEB besi yerinden yapilan Real Time PCR analizinde elde edilen Cq degerleri
Tablo 35 ve Tablo 36’daki gibi tespit edilmistir.

Tabloya 37’ ye gore en kiiclik deger yaz donemi Haziran ayinda Kavak
isletmesinin meme yikanti Orneklemesinden elde edildi ve degeri 25,6 olarak
L. monocytogenes i1zolasyonunu da sagladi. En yiliksek deger ise 37,7 ile Bafra-1
isletmesinin silaj suyu orneginde oldu ve bu Ornekte L. monocytogenes izolasyonu
olmadu. Izolasyon saglayan diger &rnek olan Bafra-1 isletmesinin siit tanki 6rneginde ise
Cq degeri 30 idi. Diger tiim 6rneklerde (kis ve yaz donemi ornekleri) belirtilen Cq deger
araliginda L. monocytogenes izolasyonu olmadi.

Belirtilen iki 6rnegin (Kavak / Meme yikanti / Haziran ve Bafra-1 / Siit Tank1 /
Temmuz) Cq degerleri araliginda (25,6-28,7) Kavak ve Amasya isletmelerinin silaj, silaj
suyu meme yikanti, siit Orneklerinden olusan 5 Ornek daha olsa da, bunlar
L. monocytogenes’ de hem konvansiyonel metotlarla analizde negatif sonu¢ verdi, hem
de Modifiye analiz metotlarinda diisiik Cq degerlerine sahip olmalarina ragmen ALOA
kromojenik kat1 besi yerinde iireme gergeklestirmedi.

Cq degerleri 30° dan sonra 37,77 ye kadar olan 71 Ornekte
L. monocytogenes yoninden MOPS-BLEB sivi besi yerinde siipheli goriiniim
(renk olarak biraz acik) 3 6rnek (Tokat / Fekal icerik/ Haziran; Kavak / Silaj / Temmuz
ve Kavak / Silaj suyu / Temmuz) disinda olusmadi. Ancak bu 3 6rnek konvansiyonel
metotta L. monocytogenes izolasyonu da saglamadi ve bunlar L. innocua olarak identifiye

edildi.

105



Tablo 35. Kis donemi RTi-PCR 6rneklerinin sonuglart

ARALIK OCAK SUBAT
isletme Ornek Cqg isletme Ornek Cqg Isletme Ornek Cq
Bafra-1 Silaj - Bafra-1 Silaj - Bafra-1 Silaj -
Bafra-1  Silaj suyu - Bafra-1 Silaj suyu - Bafra-1 Silaj suyu -
Bafra-1  Fekal ornek - Bafra-1 Fekal 6rnek - Bafra-1  Fekal 6rnek -
Bafra-1 Meme 34,7 Bafra-1  Meme yikanti - Bafra-1 Meme yikantt 36,7
Bafra-1 Siit - Bafra-1 Sit - Bafra-1 Siit -
Bafra-1 Siit tank1 - Bafra-1 Siit tank1 - Bafra-1 Siit tank1 -
Bafra-2 Silaj - Bafra-2 Silaj - Bafra-2 Silaj 34,9
Bafra-2 Silaj suyu - Bafra-2 Silaj suyu - Bafra-2 Silaj suyu 32,7
Bafra-2  Fekal ornek - Bafra-2 Fekal 6rnek - Bafra-2  Fekal 6rnek 35,7
Bafra-2 Meme - Bafra-2  Meme yikanti - Bafra-2 Meme yikantt 33,3
Bafra-2 Siit - Bafra-2 Siit - Bafra-2 Siit -
Bafra-2 Siit tanka - Bafra-2 Stit tank1 - Bafra-2 Siit tank1 -
Bafra-3 Silaj - Bafra-3 Silaj - Bafra-3 Silaj -
Bafra-3 Silaj suyu - Bafra-3 Silaj suyu - Bafra-3 Silaj suyu -
Bafra-3  Fekal ornek - Bafra-3 Fekal 6rnek - Bafra-3  Fekal 6rnek -
Bafra-3 Meme - Bafra-3 Meme yikanti - Bafra-3 Meme yikant1 37,2
Bafra-3 Stit - Bafra-3 Siit - Bafra-3 Stit -
Bafra-3 Stit tank1 - Bafra-3 Siit tank1 - Bafra-3 Siit tank1 -
Kavak Silaj - Kavak Silaj - Kavak Silaj 30
Kavak Silaj suyu - Kavak Silaj suyu - Kavak Silaj suyu -
Kavak  Fekal 6rnek - Kavak Fekal 6rnek  34.8 Kavak Fekal 6rnek -
Kavak Meme - Kavak  Meme yikant1  35.3 Kavak  Meme yikanti -
Kavak Stit - Kavak Siit - Kavak Stit -
Kavak St tank1 - Kavak Stit tank1 - Kavak Siit tanki -
Tokat Silaj - Tokat Silaj - Tokat Silaj -
Tokat Silaj suyu - Tokat Silaj suyu - Tokat Silaj suyu -
Tokat Fekal ornek 34,3 Tokat Fekal 6rnek - Tokat Fekal 6rnek -
Tokat Meme - Tokat  Meme yikanti - Tokat  Meme yikanti -
Tokat Siit - Tokat Stit - Tokat Siit -
Tokat Siit tanki - Tokat Siit tanki - Tokat Siit tanki -
Amasya Silaj - Amasya Silaj - Amasya Silaj -
Amasya  Silaj suyu - Amasya Silaj suyu - Amasya Silaj suyu -
Amasya Fekal 6rnek - Amasya Fekal 6rnek - Amasya  Fekal 6rnek -
Amasya Meme - Amasya Meme yikanti - Amasya Meme yikanti -
Amasya Siit - Amasya Siit - Amasya Siit -
Amasya Siit tanki - Amasya Siit tanki - Amasya Siit tanki -
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Tablo 36. Yaz donemi RTi-PCR &rneklerinin sonuglari

MAYIS HAZIiRAN TEMMUZ
Isletme Ornek Cq lsletme Ornek Cq Ilsletme Ornek Cq
Bafra-1 Silaj - Bafra-1 Silaj - Bafra-1 Silaj -
Bafra-1 Silaj suyu - Bafra-1 Silaj suyu - Bafra-1 Silaj suyu -
Bafra-1 Fekal ornek - Bafra-1 Fekal 6rnek - Bafra-1 Fekal 6rnek -
Bafra-1 Meme yikanti - Bafra-1  Meme yikanti - Bafra-1  Meme yikanti -
Bafra-1 Siit - Bafra-1 Siit - Bafra-1 Siit -
Bafra-1 Siit tank1 - Bafra-1 Siit tank1 - Bafra-1 Siit tank1 -
Bafra-2 Silaj 37,4 Bafra-2 Silaj 37.4 Bafra-2 Silaj 37,4
Bafra-2 Silaj suyu 34,8 Bafra-2 Silaj suyu 34.8 Bafra-2 Silaj suyu 34,8
Bafra-2 Fekal ornek 36,4 Bafra-2 Fekal 6rnek  36.4 Bafra-2 Fekal 6rnek 36,4
Bafra-2 Meme yikanti 36,6 Bafra-2 Meme yikanti 36.6 Bafra-2  Meme yikanti 36,6
Bafra-2 Siit - Bafra-2 Stit - Bafra-2 Siit -
Bafra-2 Siit tank1 36,4 Bafra-2 Siit tank1 36.4 Bafra-2 Siit tank1 36,4
Bafra-3 Silaj - Bafra-3 Silaj - Bafra-3 Silaj -
Bafra-3 Silaj suyu - Bafra-3 Silaj suyu - Bafra-3 Silaj suyu -
Bafra-3 Fekal 6rnek - Bafra-3 Fekal 6rnek - Bafra-3 Fekal 6rnek -
Bafra-3 Meme yikant1 - Bafra-3 Meme yikanti - Bafra-3  Meme yikanti -
Bafra-3 Stit - Bafra-3 Siit - Bafra-3 Siit -
Bafra-3 Siit tank1 - Bafra-3 Siit tank1 - Bafra-3 Siit tank1 -
Kavak Silaj - Kavak Silaj - Kavak Silaj -
Kavak Silaj suyu 33,8 Kavak Silaj suyu 33.8 Kavak Silaj suyu 33,8
Kavak Fekal 6rnek 34,5 Kavak Fekal ornek  34.5 Kavak Fekal ornek 34,5
Kavak  Meme yikantt 28,7 Kavak  Meme yikantt 28.7 Kavak  Meme yikanti 28,7
Kavak Siit 26,7 Kavak Siit 26.7 Kavak Stit 26,7
Kavak Stit tanki - Kavak Siit tanki - Kavak Siit tank1 -
Tokat Silaj 35,3  Tokat Silaj 35.3  Tokat Silaj 35,3
Tokat Silaj suyu - Tokat Silaj suyu - Tokat Silaj suyu -
Tokat Fekal ornek 35,7 Tokat Fekal 6rnek  35.7  Tokat Fekal ornek 35,7
Tokat  Meme yikanti 36,2  Tokat  Meme yikanti 36.2  Tokat Meme yikanti 36,2
Tokat Siit - Tokat Siit - Tokat Siit -
Tokat Siit tank: 36,9  Tokat Siit tank: 36.9 Tokat Siit tank1 36,9
Amasya Silaj 33,8 Amasya Silaj 33.8 Amasya Silaj 33,8
Amasya Silaj suyu 37,7 Amasya Silaj suyu 37.7 Amasya Silaj suyu 37,7
Amasya Fekal 6rnek - Amasya Fekal 6rnek - Amasya Fekal 6rnek -
Amasya Meme yikanti 35,9 Amasya Meme yikanti 359 Amasya Meme yikantt 35,9
Amasya Stit - Amasya Sit - Amasya Siit -
Amasya Siit tank1 - Amasya Siit tank1 - Amasya Siit tank1 -

Isletmelerden yapilan tiim &rneklemelerin RTi-PCR analizinde elde edilen Cq

degerlerinin kiiclikten biiyiige siralamasi Tablo 37°de verilmistir.
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Tablo 37. isletme 6rneklerinin RTi-PCR analizi Cq degerlerine gore siralamasi

No Isletme Ornek Cq No isletme Ornek Cq
1  Kavak Meme yikanti 25,6 40 Bafra-2 Fekal 6rnek 35,7
2 Kavak Siit 26,7 41 Tokat Fekal 6rnek 35,7
3 Kavak Silaj suyu 26,7 42 Amasya Meme yikanti 35,9
4 Amasya Silaj 28 43 Kavak Fekal 6rnek 35,9
5 Kavak Meme yikanti 28,7 44 Tokat Silaj 35,9
6  Kavak Silaj 30 45  Amasya Fekal 6rnek 35,9
7  Bafra-1 Siit tank1 30 46 Bafra-3 Silaj 36

8  Bafra-3 Meme yikanti 32,5 47 Kavak Silaj suyu 36

9 Bafra-3 Meme yikanti 32,5 48  Bafra-3 Silaj 36

10 Bafra-2 Silaj suyu 32,7 49  Amasya Silaj suyu 36,1
11 Bafra-2 Meme yikanti 33,3 50  Tokat Meme yikanti 36,2
12 Tokat Meme yikanti 33,6 51 Bafra-2 Siit tanki 36,3
13 Amasya Siit tank1 33,6 52 Tokat Silaj suyu 36,3
14 Bafra-2 Meme yikanti 33,7 53 Bafra-2 Siit tank1 36,3
15 Bafra-2 Meme yikanti 33,7 54  Bafra-2 Fekal 6rnek 36,4
16 Kavak Silaj suyu 33,8 55 Bafra-2 Siit tank1 36,4
17 Amasya Silaj 33,8 56 Kavak Silaj 36,4
18 Kavak Fekal 6rnek 33,9 57 Bafra-2 Siit 36,5
19 Bafra-1 Meme yikanti 34 58 Bafra-3 Silaj suyu 36,5
20 Bafra-2 Fekal 6rnek 34,2 59 Bafra-2 Siit 36,5
21 Bafra-2 Fekal 6rnek 342 60 Bafra-3 Silaj suyu 36,5
22 Tokat Fekal 6rnek 343 61 Tokat Silaj 36,5
23 Tokat Stit 343 62 Bafra-2 Meme yikanti 36,6
24 Kavak Fekal 6rnek 34,5 63 Bafra-1 Meme yikanti 36,7
25 Amasya  Meme yikanti 34,6 64  Amasya Silaj 36,7
26 Bafra-1 Meme yikanti 34,7 65 Amasya Silaj suyu 36,7
27 Kavak Fekal 6rnek 34,8 66 Bafra-1 Siit 36,7
28 Bafra-2 Silaj suyu 34,8 67 Bafra-3 Siit tank1 36,8
29 Tokat Silaj suyu 34,8 68 Bafra-3 Stit tank1 36,8
30 Bafra-2 Silaj 34,9 69 Tokat Siit tanki 36,9
31 Kavak Meme yikanti 34,9 70 Amasya Siit tanki 36,9
32 Bafra-3 Fekal 6rnek 35 71 Kavak Siit 36,9
33 Tokat Fekal 6rnek 35 72 Bafra-3 Meme yikanti 37,2
34 Amasya Stit 35 73 Amasya Fekal 6rnek 37,3
35 Bafra-3 Fekal 6rnek 35 74 Bafra-2 Silaj 37,4
36 Kavak Meme yikanti 35,3 75 Tokat Siit tanki 37,5
37 Tokat Silaj 353 76 Amasya Silaj suyu 37,7
38 Amasya Siit 353 77 Bafra-1 Silaj suyu 37,7
39 Amasya  Meme yikanti 35,6
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MOPS-BLEB sivi besi yeri zenginlestirmelerinden yapilan kis ve yaz ayi
orneklemeleri RTi-PCR analizlerinde negatif disinda sonug veren 6rneklerde Cq degerleri
kiiciikten biiyiige olmak seklinde Tablo 38’ de siralandi.

Tablo 38’¢ gore Bafra-1 siit tanki (Cq degeri 30) 6rnegine kadar 7 6rnegin 5’1
cevresel ornek idi. Diisiik Cq degerlerine ragmen izolasyon saglamayan bu 6rneklerin
tiimii yaz dénemi 6rneklemesi idi. Ikinci zenginlestirme olan MOPS-BLEB’ den yapilan
RTi-PCR analizi her ne kadar diisiik Cq degeri verse de yaz donemi olan bu 6rneklerden
yapilan ekimlerde hem modifiye metodun kromojenik kati besi yerinde, hem de
konvansiyonel metodun MOX ve Oxford kati besi yerlerinde L. monocytogenes
izolasyonu saglamadi.

En iyi Cq degeri 59 / 77 (% 76,6) orani ile ¢evresel orneklerde (12 silaj, 13 silaj
suyu, 15 fekal 6rnek, 19 meme yikanti1) goriiliirken, diisiik olarak 18 / 77 (% 23,4) oram

ile siit ve st ile ilgili 6rneklerde (8 siit, 10 siit tanki1) tespit edildi.
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Tablo 38. Isletme 6rneklerinde RTi-PCR degerlerinin aylar ve mevsimsel iligkisi

No isletme Ornek Cq Ay No Isletme Ornek Cq Ay
1* Kavak Meme yikanti |25,6 Haziran J40 Bafra-2 Fekal 6rnek 35,7 Subat

2 Kavak  Siit 26,7  Mayis 41 Tokat Fekal 6rnek 35,7 Mays

3 Kavak  Silaj suyu 26,7 | Temmuz J42 Amasya Meme yikantt 35,9 Mayis

4 Amasya Silaj 28,0 | Temmuz J43 Kavak Fekal 6rnek 35,9 Haziran
5 Kavak Meme yikanti 28,7 Mayis 44  Tokat Silaj 35,9 Haziran
6 Kavak  Silaj 30,0 Subat 45 Amasya  Fekal 6rnek 35,9 Temmuz
7* Bafra-1 Siit tanki 30,0 Temmuz j46 Bafra-3 Silaj 36,0 Haziran
8 Bafra-3 Meme yikantt 32,5 Haziran J47 Kavak Silaj suyu 36,0 Haziran
9 Bafra-3 Meme yikanti 32,5 Temmuz [48 Bafra-3 Silaj 36,0 Temmuz
10 Bafra-2 Silaj suyu 32,7 Subat 49 Amasya  Silaj suyu 36,1 Temmuz
11 Bafra-2 Meme yikanti 33,3  Subat 50 Tokat Meme yikanti 36,2 Mayis

12 Tokat Meme yikanti 33,6 Haziran J51 Bafra-2 Siit tank1 36,3 Haziran
13 Amasya Siit tanki 33,6 Temmuz J52 Tokat Silaj suyu 36,3 Haziran
14 Bafra-2 Meme yikanti 33,7 Haziran 53 Bafra-2 Siit tank1 36,3 Temmuz
15 Bafra-2 Meme yikantt 33,7 Temmuz [J54 Bafra-2 Fekal 6rnek 36,4 Mayis

16 Kavak  Silaj suyu 33,8 Mayis 55 Bafra-2 Siit tank1 36,4 Mayis

17 Amasya Silaj 33,8 Mayis 56 Kavak Silaj 36,4 Temmuz
18 Kavak  Fekal 6rnek 33,9 Temmuz J57 Bafra-2 Siit 36,5 Haziran
19 Bafra-1 Meme yikantt 34,0 Temmuz [58 Bafra-3 Silaj suyu 36,5 Haziran
20 Bafra-2 Fekal 6rnek 34,2 Haziran 59 Bafra-2 Siit 36,5 Temmuz
21 Bafra-2 Fekal 6rnek 342 Temmuz J60 Bafra-3 Silaj suyu 36,5 Temmuz
22 Tokat Fekal 6rnek 34,3 Aralik 61 Tokat Silaj 36,5 Temmuz
23 Tokat Siit 34,3 Haziran 62 Bafra-2 Meme yikanti 36,6 Mayis
24 Kavak  Fekal 6rnek 34,5 Mayis 63 Bafra-1 Meme yikantt 36,7 Subat

25 Amasya Meme yikantt 34,6 Temmuz J64 Amasya  Silaj 36,7 Haziran
26 Bafra-1 Meme yikanti 34,7 Aralik 65 Amasya  Silaj suyu 36,7 Haziran
27 Kavak  Fekal 6rnek 34,8 Ocak 66 Bafra-1 Siit 36,7 Temmuz
28 Bafra-2 Silaj suyu 34,8 Mayis 67 Bafra-3 Siit tank1 36,8 Haziran
29 Tokat Silaj suyu 34,8 Temmuz J68 Bafra-3 Stit tank1 36,8 Temmuz
30 Bafra-2 Silaj 34,9 Subat 69 Tokat Siit tank1 36,9 Mayis
31 Kavak Meme yikantt 34,9 Temmuz J70 Amasya  Siit tanki 36,9 Haziran
32 Bafra-3 Fekal 6rnek 35,0 Haziran 71 Kavak Siit 36,9 Temmuz
33 Tokat Fekal 6rnek 35,0 Haziran 72 Bafra-3 Meme yikanti 37,2 | Subat

34 Amasya Siit 35,0 Haziran 73 Amasya  Fekal 6rnek 37,3 Haziran
35 Bafra-3 Fekal 6rnek 35,0 Temmuz J74 Bafra-2 Silaj 37,4 | Mayis
36 Kavak  Meme yikanti 35,3 Ocak 75 Tokat Siit tanki 37,5 Temmuz
37 Tokat Silaj 35,3 Mayis 76 Amasya  Silaj suyu 37,7 | Mayis
38 Amasya Siit 35,3 Temmuz [J77 Bafra-1 Silaj suyu 37,7 | Temmuz

39 Amasya Meme yikanti 35,6 Haziran

*Koyu renkle yazilanlar drneklerde L. monocytogenes izolasyonu yapilmistir.
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4.8. Istatistiksel degerlendirmeler

L. monocytogenes’ de Risk Noktalar1 Degerlendirmeleri

Tablo 39°da gosterildigi gibi yapilan risk degerlendirmelerinde silaj suyu pH
degeri 4,5 ve lizeri olanlarda pozitiflik oran1 % 29,6 bulunurken, pH degeri 4,5 altinda
olanlarda bu oran % 15,9 olarak tespit edildi. Silaj suyu pH degeri 4,5 ve iizeri olanlarin

olmayanlara gore Listeria spp. pozitiflik riski 2,23 kat pozitiflik riski tasidig tespit edildi.

Tablo 39. Silaj suyundaki pH’ nin Listeria spp. pozitif olan silaj ve silaj suyu 6rnekleri ile iliskisi

Listeria spp. Tahmini % 95 giiven arahig

pozitif risk oram

silaj /silaj suyu; % n

Listeria spp, Silaj suyu

pH=45
Evet 8/27 (29,6) 2,23 0,768-6,488
Hayir 10/63 (15.9)

Silaj-fekal ornek iligkisinde Listeria spp. orani silajda pozitiflik oran1 % 57,1,
Listeria spp. negatiflik oran1 % 27,6 olarak elde edilmistir. Listeria spp. pozitif silajlarin,
Listeria spp. negatiflere gore 3,5 Kat fazla risk tasidigi goriildii (Tablo 40).

Tablo 40. Orneklerden silajin Listeria spp. pozitif fekal ornek ile iliskisi

Listeria spp. pozitif Tahmini risk % 95 giiven arahig
fekal 6rnek % n orani
Listeria spp.-Silaj
Var 4/7 (57,1)
Yok 8/29 (27,6) 3,500 0,637-19,238
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Siit tanki icin Listeria spp. izole edilen meme yikantilarinin izole edilmeyenlere
gore 2,13 kat daha fazla riskli oldugu tespit edildi (Tablo 41).

Tablo 41. Listeria spp. pozitiflikte meme yikant1 —siit tanki iligkisi

Listeria spp. o .
pozitif- Tahmini risk oram 7695 %liven
Siit tanki % n arahgt
Listeria spp.-Meme yikanti
Var 4/36 (11,1) 2,13 0,648-9,789

Yok 2/36 (5,5)

Bu analizlerle silaj-silaj suyu, silaj-fekal, siit-siit tanki noktalar1 arasinda risk
degerlendirmeleri yapilmis ve risk oranlari tespit edilmistir. Elde edilen risk oranlar1 bu
kritik noktalarin bulasmada aktif olarak rol aldiklar1 sonucuna varilmstir.

Yapilan istatististiksel analizlerde elde edilen izolat sayilarinda mevsimsel olarak
fark olmadig: tespit edilirken (p>0,05), bulasma noktalari olarak siit ve fekal noktalarin

bulasmada 6nemli noktalar oldugu analiz edilmistir.
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5. TARTISMA

Bu c¢alisma iki boliimde gergeklesti. Calismanin ilk bdliimiinde Listeria
tiirlerinin izolasyon ve identifikasyon metotlar1 olarak daha ¢ok yiiksek kontamine ve
cevresel orneklerde tercih edilen USDA-FSIS analiz metodu ile daha ¢ok gida ve 6zellikle
stit iirtinlerinde kullanilan ISO 11290-1 analiz metodunun 6-7 giin siiren analiz siirelerinin
kisaltilmasi amaglandi. Bunun i¢in metotlara Real-Time PCR eklenerek modifiye edildi
ve 3 giin gibi kisa bir siireye diisiirtildii ve bu metotlarin konvansiyonel bu metotlarla
karsilastirilmasi gergeklestirildi.

Ikinci boliimde; Karadeniz bolgesinde silaj ile yemleme yapilan 6 isletmede silaj
yapim asamasi Orneklemeleri (silajlik misir, silaj 15. giin, silaj 30. giin) ve silajlarin
hayvanlara verildigi asama Orneklemeleri (silaj, silaj suyu, fekal 6rnek, meme yikanti,
siit, siit tank1) yapilarak kritik noktalarda L. monocytogenes varlig arastirilmistir. Bu
boliimde hem konvansiyonel, hem de modifiye analiz metotlar1 ile analiz edilmis,
sonugclar1 kargilastirilmistir.

Elde edilen bulgular ile kritik noktalarin birbirleri ile iliskine bakilmis, izolasyon
stirasinda izole edilen diger Listeria tiirleri de degerlendirilmistir.

Silaj yapim asamasindaki ¢alismalarda 0. glinden 30. giine kadar tiim silajlar
orneklerinde pH araligi 6,5-2,7 araliginda oOlglilmiistiir. Bu asamadaki Listeria spp.
izolasyonu 6/18 (% 33,3) olurken, L. monocytogenes hig izole edilmemistir. Elde edilen
3 izolatin 1’i L. grayi iken, diger 2’si L. innocua olmustur. iki &rnek disinda
L. monocytogenes izole edilememesinin nedenlerden birinin  disik pH oldugu
diistiniilmektedir. Yapilan ¢aligsmalar ile ile benzer sonuglar bildirilmistir (Fenlon, 1986;
Czuprynski, 2005; Nucera ve ark., 2016). Silajda L. monocyogenes varligir {izerine
yapilan bir ¢alismada 113 ¢iftlikten 291 silaj orneklemis, pH degeri 4’den diisiik
orneklerde %22 diizeyinde L. monocytogenes izole edilmistir (Grenstol H; 1979) Bunun
yaninda mikrobiyolojik aktiviteye dogrudan etki edebilecek katki maddelerinin
eklenmemesi de bu izolasyon sayisindaki diistikliigiin bir sebebi olabilir.

Silajlarin hayvanlara verildigi donemde L. monocytogenes izolasyonu 2/216
(% 0,93), Listeria spp. izolasyonu ise 41/216 (% 18,98) olmustur. Burada
L. monocytogenes sadece meme yikant1 ve siit tanki rneginde izole edilmistir. En fazla

izole edilen tiir 39/216 (% 18,05) ile L. innocua olmustur.
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Yine bu donemde silajlarda pH araliklar kis aylarinda 3,5-5,9 araliginda iken,
yaz aylarinda bu aralik 2,8-6,8 idi. Onemli bir faktor olan pH’ nin floradaki etkisi farkli
calismalarda ortaya konmustur (Ryser ve ark., 1997; Pauly ve Tham, 2003). Silajlarin
hayvanlara verildigi asamada silaj ve silaj sularindan izole edilen tek tiir L. innocua idi.
Silajlardan L. monocytogenes izolasyonunun olmamasi ve RTi-PCR’ da ¢ok yiiksek Cq
degeri vermelerinin nedenlerinden biri de silaj florasinda mevcut olan Lactobasillus gibi
fermentasyon bakterilerinin tirettigi bakteriyosinler olabilir. Lactobacillus, Pediococcus
gibi bakterilerin silaj fermentasyonunun bir fazinda tiremelerini artirip ortama saldiklari
bakteriyosinlerin floradaki diger bakterileri baskiladig1 bircok ¢alismada bildirilmistir
(Bal ve ark., 2012; Muck, 2013; Amado ve ark., 2016) Ozellikle ortamda bulunan
L. innocua bakterisinin de tripsine hassas bakteriyosin tireterek L. monocytogenes
tiremesini baskiladigi ¢alismalarda gosterilmistir (Yokoyama ve ark., 1998). L. innocua
popiilasyonundaki baskinligin 6nemli bir nedeni olarak bu disiiniilebilir. Silajlarda
L. innocua’ nin popiilasyon baskiladigini gosteren baska calismalar da mevcuttur
(Ryser ve ark., 1997).

Yiksek kontaminasyona sahip olan tim fekal 6rneklerden 12/36 (% 33,3)
oraninda L. innocua izole edilmistir. Florada olabilecek L. innocua zenginliginin
L. monocytogenes izole edilmemesinde farkli bir neden olmayacagi akla gelmektedir.
Fekal 6rneklerin L. monocytogenes ile iligkisi oldugunu gosteren ¢aligmalar (Husu, 1990;
Weber ve ark., 1995; Latorre ve ark., 2009) olsa da bu ¢alismada L. monocytogenes
izolasyonu olmamistir. Siit sigirlar1 fekal Orneklerinde yapilan bir c¢alismada; kis
doneminde % 12,7 oraninda Listeria spp., % 9,2 oraninda L. monocytogenes tespit
edilmis, ancak silaj yemlemesi yapilmayan bahar aylarinda bu oranlarin sirasiyla % 5,1
ve % 3,1 oldugu bildirilmistir (Husu, 1990). Yapilan diger ¢aligmalarda ise sigira ait fekal
orneklerde % 1,53 (Kalender, 2003), % 6 (Unnerstad ve ark., 2000), % 33 (Skovgaard
ve Morgen, 1988), % 0,8 (Atil ve ark., 2011) oranlarinda L. monocytogenes izole
edilmistir.

Meme yikanti 6rneklerinin sadece 1’ inde (% 2,78) L. monocytogenes izole
edildi. Listeria spp. izolasyonu ise 8 (% 22,2) olup, bunlarin tiimii L. innocua idi.
Hayvanlarda meme bolgelerinin ¢evresel olarak 6zellikle toprak, feges vs. ile kontamine
olmas1 bu 6rnek sonuglarini paralel olarak beraberinde getirmistir. Yapilan caligmalarda

meme ile iligkili olabilecek (meme svapi, meme yikant1 ve meme basliklar1) 6rneklerde
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L. monocytogenes varligi % 6,5-9,1 oranlarinda bulunmustur (Yoshida ve ark., 1998; van
Kessel ve ark., 2004). Meme yikant1 drneklerinde izolasyonun sadece yaz aylarinda
yapilabilmis olmas1 stresten daha uzakta olmasim1i ve beraberinde c¢evresel bir
kontaminasyon ile Listeria varligini diistindiirmektedir.

Siit 6rneklerinde L. monocytogenes ve Listeria spp. izole edilmedi. Yapilan tim
RTi-PCR analizlerinde ise negatif sonu¢ alindi. Her ne kadar siitiin sagimi sirasinda
kontaminasyon olusturabilecek maniiplatif riskler mevcut olsa da L. monocytogenes tespit
edilmemistir. Bu kadar diisiik olmasina paralel olarak gecmiste yapilmis ¢alismalarda da
Tirkiye’de ¢ig siitte L. monocytogenes insidensi genel itibari ile % 0,4-5 arasinda
degismektedir (Sagun ve ark., 2001; Aygiin ve Pehlivanlar, 2006; Colak ve ark., 2007;
Arslan ve Ozdemir, 2008; Kahraman ve ark., 2010; Cagri-Mehmetoglu ve ark., 2011;
Giiner ve Telli, 2011).

Siit tanki 6rneklerinde ise L. monocytogenes 1/36 (% 2,78) oraninda izole edildi.
Bunun yaninda siit tankinda diger tiirlerden izole edilen tek tir L. innocua
2/36 (% 5,56) idi. Yapilan 1987-2013 yillar1 arasindaki siit tanki ¢alismalarinda Brezilya,
Fransa, Italya, Isvicre ve Tiirkiye’de (Destro ve ark., 1996; Stephan ve Buhler, 2002;
Aygun ve Pehlivanlar, 2006; Amagliani ve ark., 2012; Destro ve ark., 1996; Mallet ve
ark., 2012) L. monocytogenes insidensi % 0 bulunurken, Suriye, Iskogya, Cekya, Nijerya
ve Almanya’da (Fenlon ve Wilson, 1989; Bardon ve ark., 2012; Yakubu ve ark., 2012;
Al-Mariri ve ark., 2013) % 6,67-10,1 arasinda tespit edilmistir.

Analiz stiresinin kisaltilmas1 amaciyla tasarlanan modifiye analiz metotlarinda
slireyi azaltan esas unsurun Real Time PCR oldugu bilinen bir gergektir. Bu ¢aligmada
ornekler hem konvansiyonel, hem de modifiye yontemlerle ayni anda analiz edildi ve
sonuclar tiimiinde paralel sonuglandi. Tiim 6rneklerin Real Time analizleri 25,6-37,7
arasinda ve beraberinde negatif olarak sonuglanmustir. Pozitife yakin Cq siralamalari
yapildiginda 9 6rnek 25,5-32,5 arasinda bulunmaktadir. Ancak Real Time analizi sonrasi
bunlar ALOA kromojenik selektif kat1 besi yerine gecilmis, sadece Temmuz ay1 siit tanki
ve Haziran ayr meme yikanti Orneklerinden L. monocytogenes izolasyonu
saglanabilmistir. Her ne kadar bu Cq araligindaki bu iki pozitif 6rnek disindaki yedi
ornekten izolasyon beklense de, alinan negatif sonuglar konvansiyonel metotlardan da

alinmistir.
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Bir ¢aligmada 8,4 kob L. monocytogenes igeren et 6rnegi yarim kuvvet Fraser
s1v1 besi yerine ekilmis ve 24 saat inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonunda bu siv1 besi
yerinin 1 mL’ sinden DNA ekstrasiyonu yapilmis, Real Time PCR ile analiz edilmistir.
Analiz sonunda Cq degeri 36 olarak bulunmustur. Ayn1 6rnek 1ISO 11290-1 analizinde ise
izolasyon elde etmislerdir (Gattuso ve ark., 2014). Ancak bu ¢alismada Real Time PCR
analizleri ikinci zenginlestirme sonrasi tam kuvvetli Fraser ve MOPS-BLEB siv1 besi
yerlerinden yapilmasina ragmen elde edilen bu Cq degerlerinde bile L. monocytogenes
izolasyonu yapilmamistir ve beraberinde konvansiyonel metotlarda sonuglar ayni
cikmistir. Yiksek Cq degerleri vermesi L. monocytogenes’ lerin ilk asamada o6lii ya da
yiiksek stres altinda kaldigini, ikinci zenginlestirmede de kendi kosullarini degistirmeyip
ayni kaldigini ve kob degerlerinde bir degisiklige neden oldugunu, aksine diisiise gegmis
olabilecegini akla getirmektedir. Ozellikle silaj drneklerinde bu sekilde Cq degerleri elde
edilmistir. Silajin ortam sartlar1 (pH, bakteriyosin, sicaklik Vvs.) mevcut olan
L. monocytogenes’ leri stres altina almis, daha ileri asamalarda Oldiirmiis olabilir.
Dolayisiyla ilk zenginlestirme sonrasi ikinci zenginlestirme DNA konsantrasyonunda bir
degisiklige (1/100), bir baska ifade ile diismeye sebep olmus olabilir. Burada Real Time
PCR analizinde L. monocytogenes varligi gosterilmistir. Ancak gida analizleri i¢in gerekli
olan s6z konusu patojenlerin canlilig1 beraberindeki bakteriyolojik ekim ile arastirilmis
ve canli olmayabilecekleri gosterilmistir.

Kromojenik kati besi yerleri 6zel olarak gelistirilmis, ekimlerde aranan bakteriyi
spesifik bir sekilde gorsel olarak ortaya koyan besi yerleridir. Yaptig1 bu kolayliklar
sonrasi1 yapilan optimizasyonlar ile bir kromojenik kat1 besi yeri olan ALOA kromojenik
kat1 besi yerinin ISO 11290-1 iginde kullanilabilecegi agiklanmistir. Burada bu selektif
besi yeri bu ¢alismada USDA-FSIS analiz metoduna da uyarlanmistir. Ancak bu besi
yerini lireten firmalar olusan koloni goriintiileri hakkinda, spesifik goriintliniin
L. monocytogenes yaninda L. ivanovii’ de de olusabilecegi konusunda uyarmistir. Bu risk
degerlendirilmis, L. monocytogenes oldugunu onaylamak ic¢in bu besi yerinden alinan
koloniler multipleks PCR ile tiir analizine alinmistir. Elde edilen siipheli tiim koloniler bu
analizde L. monocytogenes pozitif sonu¢ vermistir. Burada Real Time PCR
kullanilmamasinin nedeni Real Time PCR testinin sadece L. monocytogenes i¢in
degerlendirme yapmasi olmustur. Oysa yapilan multipleks PCR testi gerek

L. monocytogenes, gerekse L. ivanovii olarak sonucu gosterebilmektedir. Multipleks PCR
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Listerialarda tiir ayrimi i¢in farkli gidalarda, gesitli ¢alismalarda kullanilmigtir (Cocolin
ve ark., 2002; Jamali ve ark., 2013; Ryu ve ark., 2013; Liu ve ark., 2015; Botsaris ve ark.,
2016; Rosimin ve ark., 2016). Bunun yaninda Real Time PCR beraberinde ALOA kat1
besi yerinin kullanilmasi ile USDA-FSIS’de 144-168 saat ile biten analiz siiresi
maksimum 72-84 saate disiirtilebilmektedir. Bu siire 1SO 11290-1’°de ise maksimum
96-102 saate diismektedir. Her iki metot da genel bir ifade olarak identifikasyon icin
konvansiyonel analizlerdeki son 3 giinde yapilan fenotipik ayrim testlerini gerekli
kilmadan avantajli hale gegmektedir.

Elde edilen iki adet L. monocytogenes, virulensleri igin multipleks PCR ile analiz
edilmistir. Incelenen ii¢ internaline ait (inlA, inlC, inlJ) genlerin tiimii iki izolatta da
bulunmustur. Bu internalinlerden inlA esas olarak en 6nemli ve ana internalinlerden biri
kabul edilir ve L. monocytogenes’ in konakg1 hiicreye invazyonu sirasinda g-kaderine
baglanir. Virulensin ana etmenlerinden biridir. Yapilan ¢alismalarda inlC veya inlJ
genlerinin ¢ikartilmasi ile L. monocytogenes’ in patojenitelerinde Oonemli derecede
zayiflama oldugu bildirilmistir (Engelbrecht ve ark., 1996; Sabet ve ark., 2005).
L. monocytogenes’ de inlC ve inlJ’> nin varliklarmin LDso degerlerinde 6nemli
degisiklikler sekillendirdigi tespit edilmistir. Buna gore farelerde denenmis bir tavuk
izolat1 4¢ serotipi ve inIC +, inlJ- olan ATCC 19116 susunda LDso degeri 2,6x108, gida
izolat1 7 serotipi ve inlC-, inlJ+ R2-142 susunda <5x10’, kobay izolat1 1/2a serotipi ve
inlC +, inlJ+ olan EGD susunda <1,1x107, insan izolat1 2 serotipi ve inlC -, inlJ- olan
ATCC 19112 susunda ise 1,6x10° olarak tespit edildigi bildirilmistir (Liu ve ark., 2007).
Bu bilgiler ile internalinlerde tiim genlerin mevcut olmasi ile patojenitenin onemli
diizeyde etkilenecegi anlasilmaktadir. Calismada elde edilen 2 L. monocytogenes

izolatinin yiiksek virulense sahip oldugu ortaya cikarilmistir.
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6. SONUC VE ONERILER

Bu c¢alismada silaj yapim asamasindan baslayarak sonrasinda kontaminasyon
riski olusturacak kritik bulasma noktalarinda insan i¢in patojen olan L. monocytogenes
varligma bakilmustir. ilk bulasma noktasi olarak silajdan izolasyon saglanmasa da Real
Time PCR ile L. monocytogenes varligi ortaya konulmustur. Sonrasindaki diger bulagma
noktalarindan ise sadece meme yikant1 ve siit tankinda ayrica izolasyon saglanmaistir.
Diger bulasma noktalarindan izolasyon saglanmasa da Real Time PCR testi ile varligi
gosterilmistir. Diger Listeria tiirlerinin izole edilmesi ve son ¢alismalarda da bu tiirlerin
insanlarda enfeksiyon olusturabildigi yeni vakalar alinmas1 gereken tedbirlerin 6nemini
ortaya koymaktadir.

Bu sebeple; burada silaj yapim asamasindan siit tankina olan noktalarin
L. monocytogenes acisindan iyi degerlendirilmesi, bulagsma olasiliklarinin karsisina
geemek icin gerekli Onlemlerin alinmasi gerekmektedir. Calisma yapilan isletme
sayisinin diisiilk olmasina ragmen dikkat ¢ekici bu verilerin elde edilmesi yiiksek bir
ornekleme ile insidensde olabilecek biiyiikliigii ortaya koyabilmektedir. Bu ylizden daha
genis calismalar ve arastirmalar ile gii¢lii epidemiyolojik veriler ortaya konabilir. Az
sayida isletmeden elde edilen bu sonucglar L. monocytogenes’ deki potansiyeli giiclii
kilmaktadir. Gelecekte bu sorunlarin devam etmemesi icin ¢iftcilere gerek silaj yapim
konusunda, gerekse diger konular hakkinda bilgilendirmelerin yapilmasini ve hayvan
kayiplar1 yaninda gida patojeni olarak ikinci bir sorun olusturan bu etken hakkinda resmi
otoriteler tarafindan gerekli programlarin diizenlenmesini ve egitim verilmesini elzem
hale getirmektedir. Analiz siiresinin kisaltilmas1 amaciyla gelistirilen modifiye metotlar
farkli materyaller (diger gida maddeleri ve yemler ile) ile calisilmali ve optimize
edilmelidir. Bu sayede bu metodun genis bir skalada calisabilirligi, tekrar tiretilebilirligi

gosterilmelidir.
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