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OZET

MODIiFiYE ATMOSFER PAKETLI SIGIR KIYMA VE KUSBASI ORNEKLERINDE
LISTERIA MONOCYTOGENES VE SEROTIPLERININ BELIRLENMESI

Amag: Bu calisma modifiye atmosfer paketli sigir kiyma ve kusbasi orneklerinde Listeria
monocytogenesin  varligi, serotipleri ve g¢esitli antibiyotiklere karsi direngliliginin
belirlenmesi amaciyla yapilmistir.

Materyal ve Metot: Mayis 2013 - Ekim 2013 tarihleri arasinda Samsun Merkezi’nde bulunan
market ve kasaplardan temin edilen toplam 100 adet modifiye atmosfer paketli (MAP) sigir et
iiriinii (50 kiyma, 50 kusbasi) materyal olarak kullanilmistir. Orneklerindeki L.
monocytogenes varligiin arastirilmasinda immunomagnetik separasyon (IMS) bazli klasik
kiiltiir teknigi, identifikasyonda Vitek 2 Compact (Bio Merieux) otomatik identifikasyon
sistem ile konfirmasyon, serotiplendirmede ise polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) yontemi
kullanilmigtir. Dogrulanmis izolatlarin antibiyotik direnglilik profillerinin belirlenmesi
amaciyla disk difiizyon testi kullanilmistir.

Bulgular: MAP sigir kiyma 6rneginin 5’inin (% 10), 50 MAP sigir kusbasi 6rneginin ise
3’tiniin (% 6) L. monocytogenes pozitif oldugu belirlenmistir. PCR yontemi ile hlyA geni
varlig1 arastirilan MAP s1gir kiyma ve kusbasi 6rneklerinden elde edilen 11 L. monocytogenes
izolatinin tamaminin (% 100) bu gene sahip oldugu belirlenmistir. Yapilan serotiplendirme
sonucunda MAP sigir kiyma orneklerinden elde edilen 8 izolatin 3’iinlin L. monocytogenes
1/2a, 3’lnlin 1/2b, 2’sinin ise 4b oldugu saptanmistir. Ayrica MAP sigir kusbasi
orneklerinden elde edilen 3 izolattan ise 1’inin L. monocytogenes 1/2b, 1’inin 1/2¢ ve 1’inin
de 4b oldugu tespit edilmistir. PCR ile dogrulanan 11 L. monocytogenes izolatinin, 1’inin (%
9) ampisiline, 2’sinin (% 18,2) kloromfenikole, 3’{iniin (% 27,2) eritromisine, 4’iiniin (%
36,3) oksitetrasikline, 4’{iniin (% 36,3) penisilin G’ye, 6’sinin (% 54,5) tetrasikline ve 3’iiniin
(% 27,2) de vankomisine kars1 direngli oldugu belirlenmistir.

Sonug: Elde edilen L. monocytogenes izolatlarinin antibiyotik direnglilik testi sonucunda bir
veya birden fazla antibiyotiklere karsi direngli oldugu saptandi. Sonug olarak antibiyotiklere
direncli suslarin gelismesinin 6nlenmesi amaciyla bilingsiz antibiyotik kullanimi 6nlenmesine
iliskin resmi otorite tarafindan ulusal kalinti1 izleme programinin etkin olarak yiiriitiilmesi

biiyiik 6nem tasimaktadir.

Anahtar Kelimeler: Listeria monocytogenes; PCR; Serotip; Antibiyotik direng; MAP.

Adem OZKIRAZ, Yiiksek Lisans Tezi
Ondokuz Mayis Universitesi - Samsun, Haziran-2016
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ABSTRACT
DETERMINATION OF LISTERIA MONOCYTOGENES AND SEROTYPES IN
MODIFIED ATMOSPHERE PACKED GROUND BEEF AND CUBED SAMPLES

Aim: This study was conducted to determine the Listeria monocytogenes’s presence,
serotypes and resistance against various antibiotics in modified atmosphere packaged ground
and cubed beef samples.

Material and Method: Total of 100 modified atmosphere packaged (MAP) bovine meat
products (50 ground, 50 cubed) was used as a material obtained from supermarkets and
butchers in Samsun province between May 2013 and October 2013. Immunomagnetik
separation (IMS) based on conventional culture techniques in the investigation of the presence
of L. monocytogenes, confirmation with Vitek 2 Compact (Bio Merieux) automatic
identification system in identification and polymerase chain reaction (PCR) method in
serotyping was used. The disk diffusion test was used to determine the antibiotic resistance
profile in verified isolates.

Results: Five of ground beef sample (10 %) and 3 of cubed beef sample (6 %) were identified
as L. monocytogenes positive in MAP samples. Eleven L. monocytogenes isolates that
obtained from ground and cubed beef samples being investigated in term of hlyA gene by
PCR method have verified that this gene (100 %). In serotyping results, 3 of 8 isolate that
obtained from MAP ground beef samples was 1/2a, the other 3 isolate was 1/2b and the
remaining 2 isolate was 4b. Also, 1 of 3 isolate that obtained from MAP cubed beef samples
was 1/2b, the other one isolate was 1/2c and the last one was 4b. One isolate against (9 %)
ampicillin, 2 isolate against (18,2 %) chloramphenicol, 3 isolate against (27,2 %)
erythromycin, 4 isolate against (36,3 %) oxytetracycline and 4 isolate against (36,3 %)
penicillin G, 6 isolate against (54,5 %) tetracycline and 3 isolate against (27,2 %)
vancomycin were resistant in 11 L. monocytogenes isolates that confirmed by PCR.
Conclusion: The L. monocytogenes isolates were found to be resistant to one or more
antibiotics in antibiotic-resistance test results. In conclusion, applying of national residue
monitoring program by official authority for prevention of intensive antibiotic use in order to

prevent the development of resistant strains to antibiotics has great importance.

Keywords: ; Listeria monocytogenes; PCR; Serotype; Antibiotic resistance; MAP.

Adem OZKIRAZ, Master Thesis
Ondokuz Mayis University - Samsun, June-2016
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1. GIRIS

Listeria monocytogenes son yillarda 6zellikle hayvansal orijinli gidalar araciligi
ile insanlarda sporadik veya epidemik karakterde listeriozis vakalari meydana getirmesi
ve hayvanciligin yogun oldugu bolgelerde ekonomik kayiplara neden olmasi ile birlikte,
et ve siit Uriinii gibi hayvansal gidalarin iretildigi yerlerde bulunmasi, bu iriinlerin
kontaminasyonuna neden olmasi ve insanlarda veya kontamine yemlerle beslenen
duyarli hayvanlarda ¢ok siddetli enfeksiyonlara neden olan 6nemli bir hiicre igi patojen
olmasi sebebiyle lizerinde en fazla durulan mikroorganizmalarin basinda gelmektedir
(Farber ve Peterkin, 1991; Jemmi ve Stephan, 2006; Liu ve ark., 2006). Etkenin temel
rezervuarlari arasinda sigirlarin paymin biiyiik oldugu bilinmektedir. Farkli tilkelerde
sigirlarin derileri ve karkaslarinda L. monocytogenes izole edildigi, sigirlarin derilerinde
bulunan etkenin hayvanlarin kesilmesi ve islenmesi sirasinda, mezbaha arag-gerecleri
ve mezbaha c¢alisanlar gibi gesitli yollarla karkasa bulastigi, bu sekilde kontamine et ve
et tirinleriyle gida zincirine karistigi, hayvansal gidalarin tiiketilmesi sonucu insanlarda
zehirlenmelere, ciddi hastaliklara ve 6liimlere neden oldugu bildirilmistir (Erol, 2007;
Akkaya ve ark., 2008a; 2008b). Bununla beraber temel hijyen kurallarina uyularak
kesilen sigir karkaslarinda baslangigta bu patojenin bulunmadigi ancak daha sonra
capraz kontaminasyonlarla karkasa bulastigi tespit edilmis ve karkas yiizeylerinde
etkenin tiremesi sonucu halk sagligi agisindan risk olusturdugu belirlenmistir (Sofos ve
ark., 1999). Bununla beraber L. monocytogenes’in karkas etine gore islenmis et
trtinlerinde daha fazla saptandigi vurgulanmaktadir (Sofos, 2008). Etken oOzellikle
hamilelerde, yeni doganlar, yaslilar ve immunsupresif ila¢ kullanan insanlarda % 20-30
oraninda mortaliteye sebep olan invaziv listeriozis (6zellikle gebe uterusu, merkezi sinir
sistemi) ve invaziv olmayan (referred to as febrile listerial gastroenteritis) listeriozis
seklinde seyretmektedir. Listeriozisin diger gida patojenlerine kiyasla goriilme sikligt
daha diisiik olmakla beraber, listeriozisden kaynaklanan 6liim orant % 30 civarinda
oldugu bildirilmektedir (Liu ve ark., 2006). L. monocytogenes’in virulens 6zelligi 6 gen
(prfA, plcA, hlyA, mplA, actA ve plcB) ve internalinlere baglidir (Chakraborty ve ark.,
1992). Bununla beraber hlyA geni tarafindan kodlanan Listeriolysin O (LLO) ise en
onemli virulens faktordiir. L. monocytogenes’in 13 serotipi bulunmaktadir ve insanlarda

listeriosis vakalarinin % 98’inden 1/2a, 1/2b ve 4b serotipleri sorumlu tutulmaktadir



(Holzapfel ve Becker, 2007). L. monocytogenes; aerob, mikroaerofilik ve anaerob
kosullarda iireyebilmektedir. Bununla beraber modifiye atmosfer paketlemede (MAP)
yiiksek diizeyde CO, kullaniminin ve gidalarin diisiik sicakliklar derecelerindeki
muhafazanin L. monocytogenes’in iiremesini baskiladigi ancak tam inhibisyonun
saglanmadig bildirilmistir (Fernandez ve ark., 1997). Farkli yillarda ve ¢esitli {ilkelerde
etkenin kendini salginlar halinde goOstermesi arastirmacilart et triinlerinde etkeni
saptamaya yoOnelik ¢alismalara yonlendirmistir. Bununla beraber iilkemizde modifiye
atmosfer paketli (MAP) si8ir kiyma ve kusbasi orneklerinde L. monocytogenes’in

insidensi, patojenitesi ve antibiyotik direngliligine iliskin bir calisma bulunmamaktadir.

Bu ¢aligmada, giiniimiizde en 6nemli gida patojenlerinden biri olarak bilinen L.
monocytogenes’in Samsun il merkezindeki kasap ve marketlerden alinan Modifiye
Atmosfer Paketli (MAP) sigir kiyma ve kusbasi Orneklerindeki prevelansi
arastirilmistir. Etkenin izolasyonunda IMS (Immunomagnetik separasyon) bazli klasik
kiiltiir teknigi, identifikasyonda Vitek 2 Compact (Bio Merieux) otomatik identifikasyon
sistem, konfirmasyon ve serotiplendirmede ise PCR teknigi kullanilmigtir. Caligmanin
devaminda izolatlarin antibiyotik direnclilik profillerinin belirlenmesi amaciyla disk

diflizyon testi uygulanmistir.



2. GENEL BIiLGILER

L. monocytogenes, ilk kez 1926 yilinda Murray ve ark. (1926) tarafindan
Ingiltere Cambrigde’de laboratuvar rodentlerinden izole edilmis ve bakteriye
mononiikleer lokositoza neden olmasindan dolayr Bacterium monocytogenes adi
verilmigtir. Bakteri daha sonra Pirie (1927) tarafindan, Giiney Afrika’da vahsi
gerbillerden izole edilmis ve antisepsisin Onclisli Unlii cerrah Lord Lister’in anisina
etkenin adinin Listerella hepatolytica olmasi onerilmistir. Bu 6neriden sonra Murray ve
Pirie izole ettikleri etkene Listerella monocytogenes adini vermisler, daha sonra 1940
yilinda yapilan taksonomik caligmalarda etkenin ismi Listeria monocytogenes olarak
belirlenmistir (Pirie, 1940).

2.1. Etkenin Genel Ozellikleri:

Listeriaceae soyunda bulunan biitiin tiirler gram pozitif, 0,4-0,5 um genisliginde,
1-2 pum uzunlugunda kisa c¢ubukguklar olarak tamimlanmiglardir. Biitiin Listeria
tirlerinin peritrik flagellalar1 sayesinde hareketli oldugu belirlenmis ve in vitro
kosullarda 30 °C’nin altinda inkiibe edildiklerinde hareketli fakat 37 °C’de inkiibe
edildiklerinde ise hareketsiz olduklari tespit edilmistir. Aerob veya fakiiltatif anaerob
metobolizmaya sahip olan Listeria’larin pH 4,3 - 9 arasinda, < 0 - 45 °C sicakliklarda ve
yiiksek tuz konsantrasyonlarinda (% 10) canliliklarin siirdiirebildikleri rapor edilmistir.
Katalaz pozitif ve oksidaz negatif olan Listeria tiirlerinin sekerleri gaz olusturmadan
fermente edebilme Ozelliginde olduklari belirlenmistir. Buna ek olarak Metil-red ve
Voges-Proskauer testlerinin de pozitif oldugu, indoliin ise negatif oldugu tespit
edilmistir. Ayn1 zamanda Listeria tiirlerinin eskiilini ve hippurati hidrolize ettigi fakat
tireyi hidrolize edemedikleri bildirilmistir (Seeliger ve Jones, 1986; Farber ve Peterkin,

1991) (Tablo 1).



Tablo 1. Listeria tiirii bakterilerin genel iireme kosullar1 (Erol, 2007)

Minimum-Maksimum Optimal

Sicaklik (°C) 0-45 35-37
pH 43-96 70
ay 0,92 - 0,97

Listeria tiirlerinin hiicre duvari Gram pozitif bakterilere 6zgii kalin katmanl
yapida oldugu ve tiim Listeria tiirlerindeki peptidoglikan tabaka L-alanin, D-glutamin
ve mezodiaminopimelik asit igerdigi, hiicre duvar1 ve salgilanan proteinler L.
monocytogenes ve L. ivanovii tiirlerinin virulansi ile ilgili oldugu bildirilmistir (Borrelio
ve ark., 2005; Ludwig ve ark., 2009).

Taksonomik olarak Listeria’larin 8 tird bulunmaktadir. Bunlar; Listeria
monocytogenes, Listeria ivanovii, Listeria seeligeri, Listeria innocua, Listeria
welshimeri, Listeria grayi, Listeria marthii ve Listeria rocourtiae ’dir. Bu tiirler i¢inde
sadece L. monocytogenes ve L. ivanovii insan ve diger memeliler igin patojendir
(Robinson ve ark., 2000) (Tablo 2).

Tablo 2. Listeria tiirlerinin biyokimyasal 6zellikleri (Wagner ve McLauchlin, 2008; Graves ve ark., 2010;
Leclercq ve ark., 2010)
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L. monocytogenes dogada yaygin olarak bulunan, insan ve hayvanlarda hastalik
yapan gram pozitif, sporsuz, fakiiltatif anaerob, ve fakultatif intraseliiler bir bakteridir
(Beuchat ve ark., 1997; Fernandez-Garayzabal ve ark., 1992). Listeria tiirleri oksidaz
negatif, katalaz pozitif, Voges-Proskauer ve Metil Red testleri pozitif olup, indol ve H,S
olusturmazlar. Eskiilini hidrolize ederler ve oksijenli ortamda 30 °C’de hareketli
olduklarindan Sulphate Indol Motility (SIM) mediumda semsiye tarzinda {ireme
gosterirler. L. monocytogenes ramnozu fermente ederek asit olustururken, ksiloz ve
mannitolii fermente edemez (Seeliger ve Jones, 1986). Buna ek olarak kanli besi
yerlerinde B-Hemoliz olusturma yetenegine de sahiptir (Farber ve Peterkin, 1991). Kanli
agarda yapilan CAMP testinde etkenin S. aureus ile sinerjizm olusturdugu bildirilmistir
(Seeliger ve Jones, 1986).

L. monocytogenes’in somatik (O) ve flagella (H) antijenine goére yapilan
siiflandirmasinda 13 adet serotipinin oldugu belirlenmistir. Bunlarin i¢inde insanlarda
en sik hastalik olusturan seroptilerin 4b, 1/2a, 1/2b, 1/2c oldugu bildirilmistir (Seeliger
ve Hohne, 1979) (Tablo 3). Dogada olduk¢a yaygin bulundugundan gida kaynakli
patojenler i¢inde oldukc¢a Onemli bir rola sahiptir ve son yillarda {izerinde en ¢ok

caligilan konularin basinda gelmektedir (Swaminathan, 2001; Kuhn ve Goebel, 1999).

Tablo 3. L. monocytogenes’in serotip ve antijen dagilimi (Seeliger ve Hohne, 1979)

Serotip O - antijeni H - antijeni
1/2a Ll AB
1/2b L AB,C
1/2c L B,D
3a I, v AB
3b I, 1v AB,C
3c I, 1v B,D
4a 1, V, VI, 1X AB,C
4ab I, Vv, VI, VII, IX AB,C
4b I, v, Vi AB,C
4c I, v, vi AB,C
4d 1, v, Vi, Vil AB,C
de 1, V, VI, VI X AB.C

7 I, X1, XHI AB.C




2.2. Listeria monocytogenes’in Genetik Ozellikleri

Son zamanlarda yapilan molekiiler ¢alismalarla Listeria tiirlerinin tim gen
haritas1 ¢ikarilmig ve Listeria tiirlerinin gen biiyiikliikleri 2,7 ile 3 milyon baz (mb)
arasinda degistigi tespit edilmistir. Toplam gen dizilimlerinin yaklasik % 89’u
kodlandig1 ve bu kodlanan genlerin % 62,5 oranindaki kisminin bir fonksiyonu oldugu
tespit edilmistir. Listeria izolatlar1 serotiplerinin kendilerine 6zgii genleri disinda,
Listeria tiirlerinin gen organizasyonlarinda ve igeriklerinde yiiksek bir benzerlik
bulundugu, Listeria tiirleri karsilastirildiginda en kiigiik gene sahip olan L. welshimeri
(2,7 mb) oldugu tespit edilmistir. Listeria cinsinin baslica patojen tiirii olan L.
monocytogenes’in tiim kromozomu 2.944.528 baz ¢ifti biiytlikliigiinde ve halka
formunda oldugu, L. innocua ise 3.011.209 baz ¢ifti biiyiikliigiinde gene sahip oldugu,
L. monocytogenes geninin G+C niikleotidlerinin orant % 39, L. innocua’nin ise % 37
oldugu, ayrica her iki Listeria tiirlinde de gevreye adaptasyonu kolaylastiran, yiizey,
sekresyon, transport proteinlerini ve transkripsiyon diizenleyici proteinlerini kodlayan

¢ok sayida gen bulundugu bildirilmistir (Glaser ve ark., 2001; Hain ve ark., 2007).

2.3. Listeria monocytogenes’in Viriilens Faktorleri

L. monocytogenes, insan ve hayvan hiicrelerini istila eden ve hiicre iginde
cogalabilen, fakiiltatif hiicre i¢i patojen bir bakteri olup, bazi genleri hiicresel istila
seklinde bir mekanizmaya sahip oldugu, bunlarinda prfA (pleitropic transcriptional
activator) geninin regiile ettigi viriilens gen grubu olup, bu gen grubunun tiyeleri plcA
(fosfolipaz A), plcB, hlyA (hemolizin-listeriolizin), mpl (metalloproteaz), actA (aktin A)
ve inl (internalin) oldugu bildirilmistir (Chakraborty ve ark., 1992).

2.4. PrfA'min Aktivitesi ve Viriilens Genlerine Etkisi

PrfA'nin, viriilens faktorlerini belirleyen genlerin transkripsiyonundan ve
koordinasyonundan sorumlu oldugu bildirilmis, prfA'nin ve ona baglh viriilens
genlerinin aktivasyonu igin ¢evre sicakliginin 37 °C olmast gerektigi, L.

monocytogenes'in viriilens genlerinin hlyA, plcA, mpl, actA, inlA ve inIB oldugu ve



biitiin bu viriilens faktorlerinin enfeksiyon olusumunda ve bakterinin yayilmasinda etkili

oldugu bildirilmistir (Tablo 4), (Smith ve ark., 1995; Kuhn ve Goebel, 1999).

Tablo 4. L. monocytogenes’in viriilens genleri (Smith ve ark., 1995; Kuhn ve Goebel, 1999)

Genin Adi Genin Fonksiyonu

prfA Positive regulatory factor A Virtilens genlerinin transkripsiyonu
plcA Phosphatidylinositol specific phospholipase C Vakuolden kag1s

plcB Phosphatidylinositol specific phospholipase C Hiicreden hiicreye gegis

hylA Listeriolysin O Vakuolden kag1g

mpl Zinc dependet metalloprotease PLC'nin aktivasyonu

actA Actin polymerizing protein Hiicreden hiicreye gegis

inlA Internalin A Hiicreye penetrasyon

inlB Internalin B Hiicreye penetrasyon

2.5. Listeria monocytogenes’in Antibiyotik Direncliligi

Antibiyotikler, hem beseri hem de veteriner hekimlikte bakteriyel etkenlere karsi
miicadelede oldukc¢a 6nemli silahlardir. Ancak kontrolsiiz kullanimi sonucu ortaya
¢ikan antibiyotik direnclilik kavrami da giderek bliyliyen bir sorun olarak karsimiza
cikmaktadir. Geg¢misten giiniimiize antibiyotiklerin yogun ve bilingsiz olarak
kullanilmast sonucu diren¢li mikroorganizmalar ortaya c¢ikmis ve tedavide yeni
antimikrobiyel ilaclarn kullanilmasi zorunlu bir hal almigtir. L. monocytogenes ve diger
Listeria tiirlerinin gen dizilimleri ile antibiyotik direngliligi olusumunda rol oynayan
mekanizmalar lizerinde g¢alismalar gergeklestirilmis, {ic tiir hareketli gen pargasinin
Listeria tiirlerinde direnclilik mekanizmasinda rol oynadigini, bu gen pargalarini,
kendiliginden aktarilabilir plazmidler, hareketlenebilir plazmidler ve konjugatif

transpoizonlar olarak nitelendirilmisdir (Charpentier ve Courvalin, 1999).

L. monocytogenes de zaman igerisinde yogun antibiyotik kullanilmasina bagli
olarak, antibiyotiklere diren¢ gelistirmis ve hastaligin tedavisi i¢in kullanilan
antibiyotik secenekleri degismistir (Hof, 1991). Onceleri listeriozisin tedavisi igin
tetrasiklin, eritromisin, kloramfenikol, penisilin ve ampisilin kullanilirken giiniimiizde
ampisilin ve gentamisin kombinasyonu kullanilmaktadir (Charpentier ve Courvalin,

1999). Ayrica L. monocytogenes sefalosporinlere de direngli oldugundan menenjit



tedavisinde bu ajanlar etkili olmamaktadir (Schlech, 2000). Buna ek olarak insanlardan
izole edilen L. monocytogenes’lerde tetrasikline direng siklikla tespit edilmektedir.
Yapilan caligmalarda L. monocytogenes’in antibiyotik direng genlerini ¢evresel
kaynaklardan alabildigi ortaya konulmustur (Poyart-Salmeron ve ark., 1990; Hadorn ve
ark., 1993).

2.6. Listeria monocytogenes’in Gidalarda Bulunusu

L. monocytogenes hava ve toprakta bulunan bir bakteridir. Sebzeler bu bakteri
ile topraktaki giibre araciligiyla kontamine olabilirler. Listeria ile kontamine hayvanlar
hastalik belirtisi géstermeden bakteriyi tasiyabilirler. Fakat bu hayvanlardan elde edilen
et ve siit gibi gidalar bakteri ile kontamine olabilirler. Bakteri genellikle iyi pismemis et,
pastorize edilmemis siit, sebze, soguk meze ve hazir yemeklerde bulunabilir. Listeria
pastorizasyon ve pisirme gibi islemlerle 6lmesine karsin hazir yenen gidalar (ready to
eat) pisirildikten sonra paketleme islemi esnasinda bakteri ile kontamine olabilirler
(CDC, 2008). Buna ek olarak saglikli hayvanlarin L. monocytogenes’in tastyicisi
olabilecegi ve bu hayvanlardan elde edilen siit, et gibi gidalarin L. monocytogenes ile

kontamine olabilecegi bildirilmistir.

L. monocytogenes ile kontamine gidalarin tiiketilmesi sonucu insanlarda
menenjit, ensefalit, abort, septisemi ve hatta Oliimlere varan ciddi infeksiyonlar
sekillenmektedir. L. monocytogenes’den kaynaklanan hastaliklarda 6liim orani oldukg¢a
yiiksektir (% 30) (McLauchlin, 1996; Kathariou, 2002). Amerika Birlesik
Devletleri’'nde (ABD) her yil 2500 Listeriosis vakasinin sekillendigi ve yaklasik yilda
500 kisinin o©ldigl bildirilmektedir (CDC, 2008). L. monocytogenes’in virulensi
internalinler ve 9 kb dizi igeren alt1 gene (prfA, plcA, hlyA, mplA, actA ve plcB) baglidir.
hlyA geni tarafindan kodlanan Listeriolysin O (LLO) ise en dnemli viriilens faktor olup
patojen L. monocytogenes serotipleri tarafindan por olusturan toksin olarak salgilanir
(Jay, 1996).

Listeria ile iliskili olarak diinya ¢apinca meydana gelen vakalar; 1967-1985
yillar1 arasinda Ingiltere’de 722 vaka, 1986’da ABD’nin alt1 eyaletinde 246 vaka,



1982-1999°da  ABD’nin dort eyaletinde 119 vaka, 1971-1989’da Finlandiya-
Helsinki’de 74 vaka, 1990°da Ispanya-Barselona’da 31 vaka, 1983-1992’de
Ingiltere-Bristol’da 29 vaka, 1983-1992°de Avustralya-Sidney’de 84 vaka,
1983-1997°de Isvicre’de 122 vaka, 1992°de Fransa’da 225 vaka, 1995-1999°da Israil’de
156 vaka olmak iizere 1967-1999 yillar1 arasinda tiim diinyada toplam 1808 listeriosis
vakasi1 gortlmustiir (McLauchlin ve ark., 1990; Cherubin ve ark., 1991; Gellin ve ark.,
1991, Skogberg ve ark., 1992; Nolla-Salas ve ark., 1993; Jones ve ark., 1994; Goulet ve
Marchetti, 1996).

L. monocytogenes ile ilgili olarak gida kaynakli ilk salgin 1981 yilinda Nova
Scotia-Kanada’da lahana ile iligkili olarak meydana gelmistir (Schlech ve ark., 1983).
Sonraki salginlar siit, pastorize edilmemis yumusak peynir, hindi sosis ve hazir yenen et
tiriinlerinden kaynaklandigi bildirilmistir. 1980-2000 yillar1 arasinda Amerika Birlesik
Devletlerinde meydana gelen gida kaynakli L. monocytogenes salginlari; 1983 yilinda
Massachusetts ve Connecticut’da pastorize edilmis siit kaynakl 62 vaka, 1985 yilinda
Kaliforniya Meksika sitili peynir kaynakli 86 vaka, 1986 yilinda Pennsylvania’da sebebi
bilinmeyen 36 vaka, 1989’da Connecticut’da 1stakoz kaynakli 10 vaka, 1994°de Illinois,
Michigan, Wisconsin’da pastdrize edilmis ¢ilolatali siit kaynakli 69 vaka, 1998’de 22
eyalette islenmis et kaynakli 101 vaka, 1998’de Colorado’da hot dog kaynakli 4 vaka,
1998°de Ohio’da sebebi bilinmeyen 3 vaka, 1999°da Florida’da hindi eti, sigir eti ve
jambon kaynakli 2 vaka, 1999’da Connecticut, Maryland, New York’da kelle kaynakl
11 vaka, 1999°da Minnesota’da meze kaynakli 5 vaka, 1999°da New York’da hot dog
kaynakli 4 vaka, 1999°da New York’da sebebi bilinmeyen 6 vaka, 2000°de 11 eyalette
meze kaynakli 30 vaka, 2000’de North Carolina’da ev yapimi Meksika usulil
peynirlerde 12 vaka sekillendigi bildirilmistir (CDC, 1985; Fleming ve ark., 1985;
Riedo ve ark., 1994; CDC, 1998; CDC,1999; CDC, 2000; CDC, 2001; CDC, 2003)

2.6.1 Kirmuzi Et ve Uriinlerinde Listeria monocytogenes
Ulkemizde ve diinyada L. monocytogenes’in kirmizi et ve et iiriinlerinde

bulunma orani ile ilgili pek ¢ok ¢alisma bulunmaktadir. Kasaplik hayvanlarin L.

monocytogenes’i kendi floralarinda tasiyabildigi ve kesim islemi sirasinda hijyenik



kosullarin saglanamadigi durumlarda L. monocytogenes’in karkasa bulasabildigi
bildirilmistir (Farber ve Peterkin, 1991).

Samadpour ve ark. (2006), ABD’de marketlerde satisa sunulan paketlenmis
kirmiz1 et orneklerinin % 3,5’inin L. monocytogenes ile kontamine oldugunu tespit

etmislerdir.

Pesavento ve ark. (2010), Italya’nin Floransa sehrinde ¢ig et drneklerinin %
21,4’ inlin Listeria tiirleri ile kontamine oldugunu ve elde edilen izolatlarin % 23,6’sin1

da L. monocytogenes oldugunu bildirmislerdir.

Ingiltere’de 1989 ve 1990 yillarinda toplamda 300 kisinin etkilendigi listeriozis
vakasinda sorumlu gida olarak kofte bildirilmistir. Benzer sekilde 1992 yilinda
Fransa’da sekillenen bir diger listeriozis vakasinda 279 kisi L. monocytogenes 4b’den
etkilenmis ve zehirlenmelerin domuz dilinden kaynaklandigi belirlenmistir. ABD’de
1998 yilinda 108 kisinin etkilendigi listeriozis vakasinda ise sorumlu gidanin sosisli

sandvig¢ oldugu rapor edilmistir (McLauchlin ve ark., 1990; Thevenot ve ark., 2005).

Isvigre'de yapilan bir ¢alismada, 211 adet sigir, 189 adet domuz olmak iizere
toplam 400 adet kiyma numunesinde 43 (% 10,8) adet L. monocytogenes yoniinden
pozitif bulunmus, ¢alismada izole edilen L. monocytogenes' lerden 9 adedinin serotip
1/2a, 2 adedinin 1/2b, 12 adedinin 1/2c ve 10 adedinin 4b oldugu bildirilmistir (Fantelli
ve Stephan 2001). L. monocytogenes'in ¢ig domuz etlerinde yaygin olarak tespit edildigi
(Norrung ve ark., 1999), domuz eti de dahil olmak {izere etlerin genellikle L.
monocytogenes 1/2a, 1/2b ve 1/2c serotiplerinin olduklar1 bildirilmistir (Hof ve Rocourt
1992; Thevenot ve ark., 2005).

Ulkemizde ise Eyliil 1994-Mayis 1995 tarihleri arasinda Ankara'daki market ve
kasaplardan alinan 100 adet hazir sigir kiymasi numunesinden 97 (% 97) adet 6 farkh
Listeria tiirii tespit edilmis, ¢alismada en yaygin Listeria tiirtiniin % 92 ile L. innocua
oldugu tespit edilirken, bunu % 28 ile L. monocytogenes, % 10 ile L. murrayi, % 9 ile L.
grayi, % 3 ile L. seeligeri ve % 2 ile L. welshimeri' nin takip ettigi bildirilmistir (Sireli
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ve Erol 1999). Yiicel ve ark. (2005), Ankara’da satisa sunulan et iiriinlerinde Listeria
tiirlerinin prevelansini ve antibiyotik direngliliklerini ortaya koymak i¢in yaptiklar1 bir
arastirmada, elde ettikleri 146 O6rnegin % 54,1 oraninda Listeria tiirleri ile kontamine
oldugunu bildirmislerdir. Elde edile izolatlarin % 6,16’sinin ise L. monocytogenes

olarak identifiye edildigini rapor etmislerdir.

Berktas ve ark. (2006), Van ilinde satisa sunulan 100 kiyma, 50 parca et, 25
sucuk, 25 salam, sosis ve 25 pastirma Orneginde L. monocytogenes‘in prevelansini
belirlemek amaciyla yaptiklari ¢alismada, kiyma orneklerinin % 15,07; parga etlerin %
21,6; sucuklarin % 31,6; salamlarin % 0; sosislerin % 27,3 ve pastirmalarin % 50’sinin

L. monocytogenes ile kontamine oldugunu bildirmislerdir.

Colak ve ark. (2007), Istanbul’da satisa sunulan 300 adet fermente Tiirk
sucugunun % 21’inin Listeria tiirleri ile bulasik oldugunu, elde edilen izolatlarin da %

11,6’sinin L. monocytogenes olarak identifiye edildigini rapor etmislerdir.

Akkaya ve ark. (2008a), sigir karkaslarinda L. monocytogenes prevelansinin
belirlenmesi amaciyla Afyonkarahisar ili kesimhanelerinde yapmis olduklar1 bir
aragtirmada, 250 s1g1r karkasinin % 6,8 oraninda L. monocytogenes ile bulasik oldugunu

bildirmislerdir.

2.7. Modifiye Atmosfer Paketleme

Bitkisel ve hayvansal kaynaklardan saglanan gidalar dogal halde anabolik
reaksiyonlarini gergeklestirmektedir ancak hasat ve kesim sonrasi anabolik reaksiyonlar
yerini Kkatabolik reaksiyonlara birakmakta ve gidalarda ortamin oksijeninin de
indiikleyici etkisiyle bozulmalar meydana gelmektedir. Bu yikim reaksiyonlarinda
gidalarin yapitaglari karbonhidrat, protein ve yaglar hizla pargalanmakta ve CO, ve H;
olusumu meydana gelmektedir. Gida islemenin temel amaci bu parcalama islemini
kesmek veya yavaslatmaktir. Bu amacla gidalarin muhafazasinda dondurma, 1sinlama,

11l iglem uygulama vb. teknikler kullanilmakta ve bu sayede biyolojik ve
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mikrobiyolojik bozulmalarin 6nemli 6l¢iide azaltilmaktadir. Ancak tiim bu iglemler

gidanin yapisinda degisikliklere yol agabilmektedir (Brody, 1989).

Giliniimlizde tiiketicilerin tercihi dogrultusunda gidalarin  dogal yapisim
koruyarak katki maddeleri ve koruyuculari ilave etmeksizin dogal katkilarin kullanimi
ve raf dmriinii uzatilmasina yonelik ¢alismalar artmaktadir. Bu nedenle gidalarda olusan
katabolik reaksiyonlar1 azaltmak amaciyla gidanin etrafim1  saran atmosferin
degistirilmesiyle elde edilen Modifiye Atmosfer Paketleme (MAP) yontemi
kullanilmaktadir. MAP paketlemede, paketin icerisinde gaz fiziksel olarak hareket
ettirilmekte ve ortam yeni bir gaz karisimi ile doldurulmaktadir (Coulon ve Louis,
1989).

Modifiye atmosfer paketlemenin raf omrii lizerindeki etkisi; iiriin tipine, taze
materyalin baslangi¢ kalitesine, gaz karisimina, depolama sicakligina, isleme ve
paketleme esnasinda hijyene, gaz/lirin hacim oranina ve paketleme materyalinin

koruma 6zelliklerine baglidir (Sivertsvik ve ark., 2002; Sivertsvik ve ark., 2004).

Paketleme de kullanilan gaz karigimlarinin dogru se¢imi Onemli noktay1
olusturmaktadir (Coulon ve Louis, 1989). Modifiye atmosfer paketlemede kullanilan 3
tip gaz; O, N, ve CO,’dir. Bu gazlarin iki veya {i¢ farkli kombinasyonu iiriin ihtiyacina
gore secilerek kullanilir. Genellikle solunum yapmayan {irlinler icin, mikrobiyal
gelisimin oldugu yer en 6nemli bozulma parametrisidir. % 30-60 CO, kalan1 saf Np,
hassas triinler i¢in O, veya N, ve O, kombinasyonu kullanilir. Solunum yapan {iriinler
icin % 5 CO; ve O, ve kalan kismi N solunum oranini minimize edebilmek ig¢in

kullanilir.

Diger baz1 gazlar karbonmonoksit (kirmizi rengin saglanmasinda), ozon, etilen
oksit, nitrous oksit, helyum, neon, argon, propilen oksit, etanol, hidrojen, siilfiirdioksit
ve klorin ¢ogu {iriiniin raf dmriinii artirmak i¢in kullanilmakta buna karsin bu gazlarin
kullanimimin ekonomik olmamasi1 yanisira duyusal kalite kayiplarina da neden

olmaktadir (Sivertsvik ve ark., 2002). Ayrica etilen oksit, nitrous oksit ve diger
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bakterisidal veya bakteriostatik gazlarin taze baliklarin korunmasinda toksik 6zellikleri

nedeniyle uygun olmadigi belirtilmistir (Brody, 1989).
2.8. MAP ile Paketlenmis Gidalarda Listeria monocytogenes

Gill ve Reichel (1989), % 100 CO2 ile paketlenmis kirmiz1 ette 5 °C veya daha

diisiik sicaklikta L. monocytogenes’in ¢ogalmasinin durdugunu bildirmistir. Ayrica 10

°C’ de ise L. monocytogenes’in gelisemedigini tespit etmistir.

Beumer ve ark. (1996), yapay olarak L. monocytogenes ile kontamine edilen
dilimlenmis salam, jambon ve tavuk gogiis etlerinde 4-6 haftalik siirede mikrobiyal
gelisimi izlemislerdir. Arastirma sonuglarina gore vakum paketleme ile modifiye
atmosfer paketleme (%30 CO,;, %70 N,) yontemleri arasinda L. monocytogenes

acisindan istatistiki bir farkliligin olmadigin bildirmislerdir.

Barakat ve Harris (1999), L. monocytogenes (1,000 CFU/150-g) ile enfekte
ettikleri pisrilmis tavuk eti pargalarimi1 44:56 CO,-N, ile paketleyerek 3.5, 6.5, ve 10
°C’de 5 hafta siire ile depolamislar, sonuc¢ olarak tiim test gruplarinda L.
monocytogenes’in iiredigini, bu paketleme ydnteminin L. monocytogenes gelisimini

engelleyemedigini bildirmislerdir.

Tsigarida ve ark. (2000), farkl1 ydntemler ile paketlenmis ve 5 °C’da depolanmis
etlerdeki L. monocytogenes davranislarini inceledikleri ¢alismada; hava ile paketleme,
MAP (ytiksek CO; gegirgen filmli), MAP (diisiik CO; gegirgen filmli), vakum (yliksek
CO; gecirgen filmli) ve vakum (diisiik CO, gecirgen filmli) paketleme yontemlerindeki
L. monocytogenes miktarmni sirasiyla 6,37; 4,84; 2,84, 5,36 ve 3,69 logyo cfu/g olarak
tespit etmiglerdir. Sonug olarak paketleme yonteminin L. monocytogenes iizerine etkili
oldugunu bildirmislerdir. Yapilan arastirma i¢in en iyi paketleme yonteminin diigiik

CO; gegirgen filmli modifiye atmosfer paketleme oldugunu bildirmislerdir.

Whitley ve ark. (2000), MAP yontemi ile paketlenmis peynirlerde L.
monocytogenes’in gelisimini arstirdiklar1 ¢alismada, kob sayisinin % 80 N, %10 CO,
ve %10 O; ile paketlemede % 2300, % 100 N2, % 0 CO, ve % 0 O, ile paketlemede %
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350 oraninda arttigini, ancak % 80 N, % 20 CO,, % 0 O, ile paketlemede % 17

oraninda azaldigini bildirmislerdir.

Olarte ve ark. (2002), MAP ile paketlenmis keci peynirlerindeki L.
monocytogenes varligmi arastirdiklar1 ¢alismada; modifiye atmosfer paketlemenin L.
monocytogenes varligmi kontrol etmek i¢in uygun bir yontem olmadigi sonucuna

varmiglardir.

Garcia-Esteban ve ark. (2004), dilimlenmis jombonlar1 vakumlama, % 100 N, ve
% 20 CO;, + % 80 N3 ile paketleyerek 8 hafta depolamamislardir. Depolama baslangici
ve sonunda yapilan mikrobiyolojik analizlerde hi¢bir 6rnekte L. monocytogenes tespit

etmemiglerdir.

Rutherford ve ark. (2007), yaptiklar1 ¢alismada farkli yontemlerle (hava, vakum,
MAP) paketlenmis karidesleri farkli sicakliklarda (3, 7 ve 12 °C) 15 giin siire ile
depolamisglardir. Tim sicakliklarda modifiye atmosfer paketleme yontemi ile
paketlenmis orneklerdeki L. monocytogenes varligini diisiik bulmuslardir. Sonug olarak
L. monocytogenes’in kontroliinde en iyi yontemin 3 °C’de modifiye atmosfer paketleme

yontemi oldugunu bildirmislerdir.

Yilmaz ve Giines (2008), yaptiklar1 ¢alismada 1sinlamanin ve hava paketleme
kosullarmin 4 °C’de depolanmis pisirmeye hazir koftelerde L. monocytogenes iizerine
etkileri arastirmiglardir. Igsinlama L. monocytogenes tizerinde oOnemli diizeyde
inaktivasyon saglamistir. L. monocytogenes 3 kGy dozda isinlamayla tespit sinirmin
(>10? kob/g) altma inmistir. L. monocytogenes i¢in D10-degerini hava atmosferli
paketlerde 0,39 kGy; MAP’de 0,41 kGy olarak bulumusladir. Sonu¢ olarak hava
atmosferli paketlerde 1sinlamanin patojen inaktivasyonunu MAP’ye gore az da olsa

artirmistir oldugunu bildirmislerdir.
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3. MATERYAL ve METOT

3.1. MATERYAL

Bu c¢alismada Mayis-Ekim 2013 tarihleri arasinda Samsun il merkezinde
bulunan market ve kasaplardan temin edilen toplam 100 adet MAP sigir et iriinii (50
kiyma, 50 kusbasi) materyal olarak kullanildi. Ornekler her ay 20’ser adet olmak iizere
5 ay boyunca periyodik olarak temin edildi. En az 500 g olarak satin alinan numuneler,

soguk zincir altinda miimkiin olan en kisa siirede laboratuvara getirilerek analize alindi.

3.1.1. Listeria monocytogenes’in izolasyon ve identifikasyonunda Kullanilan

Malzemeler

Half Fraser Broth

Fraser Broth Base (Oxoid, CM0895)

Fraser Supplement (Oxoid, SR0156)

Half Fraser Supplement (Oxoid, SR0166)

Hazirlamisi:  Selektif 6n zenginlestirme asamasinda kullanilmak iizere hazir
besiyerinden 57,4 g tartilarak 1 litre distile su igerisinde ¢oziindiiriildii ve pH degeri 7,2
+ 0,2 olarak ayarlandi. Daha sonra besiyeri otoklavda 121 °C’de 15 dakika steril edildi.
Otoklavdan ¢ikan besi yeri 50 °C’ye kadar sogutuldu ve 1’er ml steril su ile sulandirilan

1 vial Fraser Supplement eklendi.

Dynabeads® anti-Listeria (710.06 Dynal Biotec, Oslo - Norveg)
Invitrogen firmasindan temin edilen 5 ml ve 250 testlik Dynabeads® anti-Listeria

iretici firmanin talimatlar1 dogrultusunda kullanildi.

Phosphate Buffered Saline Tween 20 (Sigma, P3563) (0.05%; pH 7,4; 25 °C)
NaCl 0,138 M

KCI 0,0027 M

Tween 20 % 0,05 wiv

pH 7,4
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Hazirlamisi: 1 paket toz PBS-Tween 200 ml distile su igerisinde ¢oziindiiriildi ve 121
°C’de 15 dakika steril edildi. IMS isleminde kullanilmak {izere 4 °C’de muhafaza edildi.

Modifiye Oxford Agar

Listeria Selective Agar (Oxoid, CM0856)

Modified Listeria Selective Supplement (Oxoid, SR0206)

Hazirlamisi: Besiyerinden 27,75 g tartilarak 500 ml distile suda ¢oziindiiriildii, pH
degeri 7,0 + 0,2 olarak ayarlandi. Su banyosunda 95 °C’de eritildi. Daha sonra besiyeri
otoklavda 121 °C’de 15 dakika steril edildi. Otoklavdan ¢ikan besiyeri 50 °C’ye kadar
sogutularak 2,5 ml steril distile su ve 2,5 ml etil alkol (% 70) ile suspanse edilmis 1 vial
Modified Listeria Selective Supplement eklendi. Daha sonra steril plastik petrilere
dokiildii ve 4 °C’de muhafaza edildi.

Tryptic Soy Agar Yeast Extract (TSA-YE)

Tryptic Soy Agar (Fluka, 22091, St. Gallen-Isvigre)

Yeast Extract (Oxoid, LP0021, Hampshire-Ingiltere)

Hazirlamisi: Tryptic Soy Agar besiyerinden 20 g ve Yeast Extract’dan 3 g (% 0,6)
tartild1 ve 500 ml distile suda ¢oziindiiriildii, pH degeri 7,0 £+ 0,2 olarak ayarlandi ve su
banyosunda 95 °C’de eritildi. Daha sonra besiyeri otoklavda 121°C’de 15 dakika steril
edildi. Otoklavdan g¢ikan besiyeri 50 °C’ye kadar sogutuldu. Steril plastik petrilere
dokiildii ve 4 °C’de muhafaza edildi.

3.1.2 Listeria monocytogenes izolatlarinin PCR ile Dogrulanmasinda Kullanilan

Kimyasallar

Tag DNA Polymerase Seti (Sigma, D4545)
Taq DNA Polymerase 500 U

10X Reaction Buffer

25mM MgCl,

dNTP Mix (Sigma, D7295)
dNTP Mix 10mM
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BHI Broth (Oxoid, CM 1135)
Hazirlamsi: 37 g BHI broth 1 litre distile su igerisinde ¢oziildii. Iyice karistirilarak
tiiplere alind1. Otoklavda 121 °C’de 15 dakika steril edildi.

3.1.3 Listeria monocytogenes Izolatlarmin Antibiyotik Duyarhlik Testlerinde

Kullanilan Malzemeler

Mueller Hinton Agar

Mueller Hinton Agar (Oxoid, CM 0337)

Hazirlamisi: Besiyerinden 19 g tartildi ve 500 ml distile su igerisinde ¢oziindiiriildi. pH
degeri 7,3 £ 0,2 olarak ayarlandiktan sonra su banyosunda 95 °C’de eritildi. Daha sonra
besiyeri otoklavda 121 °C’de 15 dakika steril edildi. Otoklavdan ¢ikan besi yeri 45
°C’ye kadar sogutuldu. Steril plastik petrilere dokiildii ve 4 °C’de muhafaza edildi.

Antibiyotik Diskleri
Amoksisilin/Klavulanik asit (Oxoid, CT0223)

Ampisilin (Oxoid, CT0003B)
Kloramfenikol (Oxoid, CT0013B)
Eritromisin (Oxoid, CT0020B)
Oksitetrasiklin (Oxoid, CT0041)
Penisilin G (Oxoid, CT0043B)
Tetrasiklin (Oxoid, CT0054B)
Vankomisin (Oxoid, CT0058B)
3.2. METOT

Laboratuvara soguk zincir altinda getirilen MAP paketli sigir kiyma ve kusbasi
orneklerindeki L. monocytogenes varliginin arastirilmasinda IMS (Immunomagnetik
separasyon) bazli klasik kiiltiir teknigi, identifikasyonda Vitek 2 Compact (Bio Merieux)
otomatik identifikasyon sistem, konfirmasyon ve serotiplendirmede ise PCR ydntemi

kullanildi. Daha sonra dogrulanmig L. monocytogenes izolatlarmin antibiyotik
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direnglilik profillerinin belirlenmesi amactyla CLSI (2012), tarafindan bildirilen disk
difiizyon testi kullanild1.

3.2.1. Listeria monocytogenes’in izolasyonu

Bu calismada MAP paketli sigir kiyma ve kugbast Orneklerinde L.
monocytogenes’in izolasyonu amaciyla ISO 11290-1 (The International Standards
Organization- Uluslararas1 Standartlar Organizasyonu) (Anon, 1995) ve Dynal (Anon,
1996) tarafindan onerilen IMS bazli kiiltiir teknigi ile Vitek 2 Compact (Bio Merieux)
otomatik identifikasyon sistem (Pincus, 2010) kullanild1 (Sekil 1).
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25 gr Numune + 225 ml Half ('/,) Fraser Broth
l 30 °C'de 24 saat

IMS (Immuno Manyetik Seperasyon)

l 50 pl

MOX Agar
Supheli 5 koloni l 35 °C'de 24 saat

TSA-YE Agar
l 30 °C'de 24 saat

VITEK 2® Compact Identifikasyon Sistem

Sekil 1. L. monocytogenes’in izolasyon ve identifikasyon semasi

3.2.2. On Zenginlestirme

Soguk zincir altinda ve laboratuara getirilen et 6rneklerinden aseptik kosullarda
25 g tartilarak 225 ml Half Fraser Broth (Oxoid, CM 895, SR 156,Hampshire, UK) ile
sulandirildi ve Stomacherde (Interscience Bagmixer 400) orta hizda 90 saniye

homojenize edildi. Daha sonra 30 °C’de 24 saat inkubasyona birakildi (Anon, 1995).
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3.2.3. Immuno Manyetik Seperasyon (IMS)

On zenginlestirme islemini takiben, {iretici firmanin talimatlar1 ¢ergevesinde 1,5
ml’lik mikrosantrifiij tiiplerine vorteks ile homojenize edilmis immunomanyetik
mikropartikiil soliisyonundan (Dynabeads anti-Listeria 710.06) 20’ser ul konuldu ve
tipler manyetik ¢ubugu c¢ikartilmis Dynal manyetik parcacik portiipiine (MPC-S)
yerlestirildi. Daha sonra iizerine Half Fraser Broth’da (Oxoid, CM895-SR156) 6n
zenginlestirmesi yapilan homojenattan 1 ml ilave edildi ve tliplerin agz1 kapatildi.
Karigim 5 kez alt iist edikten sonra oda sicakliginda 10 dakika Dynal MX sample mixer
(Sekil 2) ile orta hizda stirekli karistirilarak inkiibe edildi. Bu asamada orneklerde
bulunabilecek Listeria’larin spesifik antijen-antikor reaksiyonu ile dynabeadslere
baglanmasi saglandi. Bu islemi takiben Dynal manyetik parcacik portiipiiniin arka
kismina manyetik ¢ubuk yerlestirildi ve olusan manyetik alanin etkisiyle, Listeria tiirleri
ile baglanan dynabeadslerin mikrosantrifiij tliplerinin i¢ arka yiiziine yapismasi
saglandi. Ug dakikalik bekleme asamasindan sonra manyetik olarak baglanmamis olan
kistm mikropipet yardimiyla dikkatlice uzaklastirildi. Daha sonra manyetik plak
portiipten ayrildi. Manyetik ¢ubugun ayrilmasindan sonra tiiplere 1 ml steril
PBS-Tween 20 yikama sivist eklendi ve oda sicakliginda 10 dakika Dynal MX sample
mixer ile orta hizda siirekli karistirilarak ikinci kez inkiibe edildi. Daha sonra Dynal
manyetik pargacik portiibiiniin arkasina manyetik plak tekrar takildi ve 3 dakika
beklendi. Manyetik olarak baglanmamis olan kisim mikropipet yardimiyla dikkatlice
uzaklagtirildi. Son olarak dynabeads-Listeria karisimi 100 pl steril PBS- % 0,005 Tween
20 (pH 7,4) iginde siispanse edildi ve siispanse edilen bu dynabeads-Listeria
karigimindan 50 pl selektif kat1 agara (Modified Oxford Agar; Oxoid, CM 856- SR 206)
drigalski ¢ubugu ile ekildi (Anon, 1996).
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Sekil 2. iImmuno magnetik separasyon cihazi

3.2.4. Kat1 Besi Yerine Ekim

IMS islemi sonucunda elde edilen 100 ul Dynabeads-Listeria kompleksinden 50
ul MOX (Modified Oxford Agar; Oxoid, CM856-SR 140) agara ekim yapildi ve plaklar
35 °C’de 24 - 48 saat siireyle inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon sonrasi plaklarda
iireyen yaklasik 1-2 mm capli, orta kismi ¢okiik (simit seklinde), koyu kahverengi etrafi
siyah haleli olan tipik kolonilerden 5 adet secilerek biyokimyasal testler yapilmak iizere,
TSA-YE’ye (Tryptic Soy Agar-Yeast Extract, Fluka, 22091, Oxoid, LP0021) steril
plastik 6zeler kullanilarak ekildi ve plaklar 30 °C’de 24 saat inkiibasyona birakildi
(Anon, 1995).
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Sekil 3. MOX agar goriintlisii

3.2.5. Listeria monocytogenes’in Vitek 2 Compact (Bio Merieux) Otomatik

identifikasyonu

TSA-YE’de iireyen kolonilere Vitek 2 Compact (Bio Merieux) otomatik
identifikasyon sistem ile konfirmasyona gidildi. Bu amagla iretici firmanin protokoli
dogrultusunda TSB-YE’de iiretilen 24 saatlik taze kiiltiirler i¢erisinde 3 ml steril % 0.5
tuzlu su iceren tiiplere alinarak bulanikligt McFarland dansitometre cihazi ile 0,5
McFarland’a (10° kob/ml) turbitideye ayarlandi. Turbitidesi ayarlanmis tiiplerden Vitek
2 Compact (Bio Merieux) otomatik identifikasyon sistem protokoliinde yeralan 64 gozlii
GP (Gram-positive cocci and non-spore-forming bacilli) reagent kartlarina (Sekil 5)
inokulasyon yapildiktan sonra, reagent kartlar kaset igerisinde Vitek 2 Compact
otoanalizatore konuldu (Sekil 4). Otoanalizatdr igerisinde 35 °C’de 15 dk’lik
inkubasyonun ardindan protokoliin software programma gore identifikasyon
tamamland1. Identifikasyon prosesinde, iiretici firmanin dizayninda yeralan ve kart
gozlerinde ki etkene ait ¢esitli metabolik aktivitelerine bagli olusan reaksiyonlar sonucu

olusan renk kombinasyonlarina gore degerlendirmeler yapildi (Pincus, 2010), (Sekil 6).
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Sekil 4. VITEK 2 Otoanalizator

Sekil 5. VITEK 2 reagent kart 6rnegi
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Tablo 5. VITEK 2 reagent kart igerigi

Well Test Mnemonic | Amount/Well
2 D-AMYGDALIN AMY 0.1875 mg
4 PHOSPHATIDYLINOSITOL PHOSPHOLIPASEC | PIPLC 0.015 mg

5 D-XYLOSE dXxyL 0.3mg

8 ARGININE DIHYDROLASE 1 ADHI 0.111 mg

9 BETA-GALACTOSIDASE BGAL 0.036 mg
11 ALPHA-GLUCOSIDASE AGLU 0.036 mg
13 Ala-Phe-Pro ARYLAMIDASE APPA 0.384 mg
14 CYCLODEXTRIN CDEX 0.3mg

15 L-Aspartate ARYLAMIDASE AspA 0.024 mg
16 BETA GALACTOPYRANOSIDASEE BGAR 0.00204 mg
17 ALPHA-MANNOSIDASE AMAN 0.036 mg
19 PHOSPHATASE PHOS 0.0504 mg
20 Leucine ARYLAMIDASE LeuA 0.0234 mg
23 L-Proline ARYLAMIDASE ProA 0.0234 mg
24 BETA GLUCURONIDASE BGURr 0.0018 mg
25 ALPHA-GALACTOSIDASE AGAL 0.036 mg
26 L-Pymolidonyl-ARYLAMIDASE PyrA 0.018 mg
27 BETA-GLUCURONIDASE BGUR 0.0378 mg
28 Alanine ARYLAMIDASE AlaA 0.0216 mg
29 Tyrosine ARYLAMIDASE TyrA 0.0276 mg
30 D-SORBITOL dSOR 0.1875 mg
31 UREASE URE 0.15mg

32 POLYMIXIN B RESISTANCE POLYB 0.00093 mg
37 D-GALACTOSE dGAL 0.03mg

38 D-RIBOSE dRIB 0.03mg

39 L-LACTATE alkalinization ILATk 0.15mg

42 LACTOSE LAC 0.96 mg

44 N-ACETYL-D-GLUCOSAMINE NAG 0.3 mg

45 D-MALTOSE dMAL 0.3mg

46 BACITRACIN RESISTANCE BACI 0.0006 mg
47 NOVOBIOCIN RESISTANCE NOVO 0.000075 mg
50 GROWTHIN 6.5% NaCl NC6.5 1.68 mg

52 D-MANNITOL dMAN 0.1875 mg
53 D-MANNOSE dMNE 0.3mg

54 METHYL-B-D-GLUCOPYRANOSIDE MBdC 0.3 mg

56 PULLULAN PUL 0.3mg

57 D-RAFFINOSE dRAF 0.3mg

58 0/129 RESISTANCE (comp. Vibrio.) O129R 0.0084 mg
59 SALICIN SAL 0.3mg

60 SACCHAROSE/SUCROSE SAC 0.3mg

62 D-TREHALOSE dTRE 0.3 mg

63 ARGININE DIHYDROLASE 2 ADH2s 0.27 mg

64 OPTOCHIN RESISTANCE OPTO 0.000399 mg
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3.2.6. Listeria monocytogenes’in PCR ile Dogrulanmasi

Calismada biyokimyasal testler sonucu L. monocytogenes pozitif veya siipheli
olarak tespit edilen izolatlarin PCR ile dogrulanmasi amaciyla Bohnert ve ark. (1992)
tarafindan dizayn edilen hlyA primerleri kullanildi (Tablo 5).

Tablo 6. hlyA primer dizileri (Bohnert ve ark., 1992)

Hedef gen Primer PCR iiriinii (bp)

HIA F: GAATGTAAACTTCGGCGCAATCAG 288 b
y R: GCCGTCGATGATTTGAACTTCATC P

3.2.7. Genomik DNA Ekstraksyonu

Identifikasyonu tamamlanan izolatlarin DNA ekstraksiyonu kaynatma metoduna
gore yapildi. Buna gore izolatlar BHI broth (Oxoid, CM 0225) igerisinde 37 °C’de 24
saat inkube edildi ve buradan 1 ml alinarak steril ependorf tiiplerine aktarilip
10,000xg’de 5 dk santrifiij edildi daha sonra siipernatant tatlilarak 500 pul PBS ilave
edilip 95 °C’lik su banyosunda 10 dakika siireyle bekletildi, siire sonunda tekrar
10,000xg’de 5 dk santrifiij edilerek silipernatant templete DNA olarak PCR islemi
yapilana kadar -20 °C’de muhafaza edildi.

3.2.8. PCR Amplifikasyonu ve Elektroforez

hlyA geni i¢in PCR karigimi, toplam 50 pl hacimde 1X PCR Buffer, 1,5 mM
MgCl2, 0,1 mM dNTP, 0,5 U Tag-Polymerase (Sigma, D4545), her primerden 1 uM ve
5 ul DNA olacak sekilde hazirlandi. hlyA geni amplifikasyonu Thermal Cycler’da
(Bio-Rad MJ mini Gradient CA - USA) kosullar1 ise 94 °C’de 5 dakika ilk denatiirasyon
ve 35 sikliis, 94 °C’de 30 saniye denatiirasyon, 65 °C’de 45 saniye primer baglanmast,
72 °C’de 45 saniye primer uzamasi ve 72 °C’de 5 dakika son uzama olarak
gergeklestirildi (Bohnert, 1992). Elde edilen amplikonlarin elektroforez islemi % 2’lik
agaroz i¢inde 80 volt akimda gergeklestirildi. Elektroforez islemi Bio-Rad PowerPac
Basic Power Supply (CA-USA) gii¢ kaynag1 ve Bio-Rad Wide Mini Sub-Cell GT Cell
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(CA-USA) clektroforez tankinda gerceklestirildi. Elektroforez sonunda hlyA geni
UV-transilluminatérde 388 bp’de goriintiilendi.

3.2.9. Serotiplendirme
L. monocytogenes izolatlariin serotiplendirilmesi amaciyla Doumith ve ark.
(2004) tarafindan dizayn edilen 1/2a (3a), 1/2b (3b), 1/2c (3c) ve 4b (4d, 4e)

serotiplerine ait primer dizileri kullanildi (Tablo 6-7)

Tablo 7. L. monocytogenes serotiplerine ait primer dizilimleri (Doumith ve ark., 2004)

Hedef Gen Primer Dizilimi PCR iiriinii (bp) Serotip

Imo0737 F: AGGGCTTCAAGGACTTACCC 691 1/2a, 1/2¢, 3a, 3¢
R: ACGATTTCTGCTTGCCATTC

Imo1118 F: AGGGGTCTTAAATCCTGGAA 906 1/2¢, 3¢
R: CGGCTTGTTCGGCATACTTA

ORF2819 F- AGCAAAATGCCAAAACTCGT 471 1/2b, 3b, 4b, 4e, 4d
R: CATCACTAAAGCCTCCCATTG

ORE2110 FAGTGGACAATTGATTGGTGAA 597 4b, 4e, 4d
R: CATCCATCCCTTACTTTGGAC

Tablo 8. L. monocytogenes serotiplerinin sahip oldugu gen bolgeleri

L. monocytogenes serotipleri

Hedef Gen 12a  12b  1/2c 3a 3b 3c 4b 4e 4d
Imo0737 (691 bp) + + + +
Imol1118 (901 bp) + +
ORF2819 (471 bp) + + + + +
ORF2110 (597 bp) + + +
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3.2.10. PCR Amplifikasyonu ve Elektroforez

Serotiplendirme i¢in PCR karisimi, toplam 50 ul hacimde 1X PCR Buffer, 1,5
mM MgCl,, 0,1 mM dNTP, 0,5 U Tag-Polymerase, her primerden 1 uM ve 5 ul DNA
olacak sekilde hazirlandi. Serotiplendirme de kullanilacak genler i¢in amplifikasyon
kosullart Thermal Cycler’da 94 °C’de 5 dakika, 94 °C’de 30 saniye, 72 °C’de 45 saniye
toplam 35 siklus ve 72 °C’de 5 dakika son uzama olacak sekilde programlandi. Primer
dizilimlerinin farkli baglanma 1silarina gére program yeniden diizenlendi ve optimize
edildi. Primer baglanma dereceleri ORF2819 i¢in 55 °C, ORF2110 i¢in 57 °C, Imo0737
icin 57 °C, Imo01118 icin 55 °C olarak ayarlandi. Amplifikasyon islemi once tek tek
yapildi. Daha sonra ORF2819 ile ORF2110 primerleri ve Imo0737 ile Imol1118
primerleri multiplex olarak 56 °C’de amplifiye edildi. Elde edilen amplikonlar
elektroforez islemi i¢in % 2’lik agaroz i¢inde 80 volt elektrik akimi uygulandi.
UV-transilluminatérde ORF2819 geni 471 bp, ORF2110 geni 597 bp, Imo0737 geni
691 bp ve Imol1118 geni 906 bp’de goriintiilendi. Elektroforez sonucunda bir izolat
yanlizca Imo0737 pozitif ise 1/2a veya (3a), hem Imo0737 hem de Imo1118 pozitif ise
1/2¢ veya (3c), yanlizca ORF2819 pozitif ise 1/2b veya (3b), hem ORF2819 hem de
ORF2110 pozitif ise 4b veya (4e, 4d) olarak degerlendirildi.

3.2.11. Antibiyotik Direnclilik Testleri

Elde edilen izolatlarin antibiyotik direnglilik profilleri disk difiizyon yontemi ile
belirlendi. Bu amagla TSB-YE’de iiretilen 24 saatlik taze kiiltiirler McFarland
dansitometre cihazi ile 0,5 McFarland’a (10° kob/ml) turbitideye ayarland1 ve bu
suspansiyon Mueller-Hinton Agar (Oxoid, CM337) {izerine steril bir ekiivyon ile ekildi.
Daha sonra petriler oda sicakliginda 10-15 dakika kurutuldu ve her bir petriye
birbirlerine esit mesafede olacak sekilde antibiyotik diskleri yerlestirildi (Tablo 8).
Antibiyotik disklerinin yerlestirilmesini takiben petriler 35 °C’de 18-24 saat inkiibe
edildi. Inkubasyon sonunda antibiyotik disklerinin etrafindaki inhibisyon zonlarinmn
caplar1 olgiildii (Sekil 7). Elde edilen zon ¢aplari, CLSI (2012)’deki standartlar ile
karsilastirilarak suslar antibiyotiklere karst duyarli, orta direngli veya direncgli olarak

siiflandirildi (Anon, 2012).
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Sekil 6. Mueller-Hinton Agar’da antibiyotik direnglilik zon olusumu

Tablo 9. Caligmada kullanilan antibiyotik diskleri ve dozlari

Antibiyotik Diski Sembolii Dozu
Amoksilin/Klavulanik asid AMC 30pg
Ampisilin AMP 10pg
Kloramfenikol C 30pg
Eritromisin E 15pg
Oksitetrasiklin oT 30ug
Penisilin G PG 10pg
Tetrasiklin TE 30pg
Vankomisin VA 30pg
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4. BULGULAR

Bu calismada Samsun ilinde satisa sunulan Modifiye Atmosfer Paketli (MAP)
s1gir kiyma ve kusbasi 6rneklerinde L. monocytogenes’in tespiti, PCR ile dogrulanmasi,
serotiplendirilmesi ve antibiyotik direnclilik profillerinin ortaya konulmasi
amaclanmistir. Calismamizda Mayis 2013- Kasim 2013 tarihleri arasinda Samsun il
merkezi’nde bulunan kasap ve marketlerden alinan toplam 100 (50 sigir kiyma- 50 sigir
kusbas1) adet MAP sigir et iiriinii materyal olarak kullamldi. Orneklerden L.
monocytogenes varliginin arastirilmasinda IMS (Immunomagnetik separasyon) bazli
klasik Kkiiltiir teknigi, identifikasyonda Vitek 2 Compact (Bio Merieux) otomatik
identifikasyon sistem ile konfirmasyon ve serotiplendirmede ise PCR yoOntemi
kullanildi. Daha sonra dogrulanmis L. monocytogenes izolatlarinin antibiyotik
direnglilik profillerinin belirlenmesi amaciyla CLSI (2012) tarafindan bildirilen disk
difiizyon testi kullanildu.

4.1. IMS Bazh Kiiltiir Teknigi ile Vitek 2 Compact (Bio Merieux) Otomatik

identifikasyon Sistem Sonuclar1

Analiz edilen 50 MAP sigir kiyma 6rneginin 5’inin (% 10), 50 MAP sigir
kusbast Orneginin ise 3’liniin (% 6) L. monocytogenes yoniinden pozitif oldugu
belirlendi. Elde edilen 11 izolatin tamaminin hlyA genine sahip oldugu belirlendi (Tablo
10).

Tablo 10. MAP s1gir kiyma ve kugbas1 6rneklerinde tespit edilen Listeria spp. ve L. monocytogenes

tiirlerininin numune bazinda dagilimi ve izolat sayilart

Numune  Listeria spp. Listeria spp. L. monocytogenes L. monocytogenes

Numune Sayisi (+) (+) (+) +)

(n) numune/oran izolat sayisi numune/oran izolat sayis1
MAP sigir

50 17 (% 34) 70 5 (% 10) 8
kiyma
MAP sigir

50 15 (% 30) 42 3 (% 6) 3
kusbasi
TOPLAM 100 32 (% 32) 112 8 (% 8) 11
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4.2. izolatlarin PCR ile Dogrulanmasi

Calismamizda, IMS bazli klasik kiiltiir teknigi ile L. monocytogenes olarak
identifiye edilen izolatlar1 dogrulamak amaciyla hlyA geninin varligi PCR yontemi ile
arastirildi (Bohnert ve ark., 1992). Bu amagla yapilan analizler sonucunda MAP si8ir
kiyma ve kusbas1 orneklerinden elde edilen 11 L. monocytogenes izolatinin tamaminin
(% 100) bu gene sahip oldugu belirlendi ve L. monocytogenes olarak dogrulandi (Sekil
7).

308 bp [ -----u-n-m-z—'

Vi il el SR TR e

Sekil 7: PCR elektroforez goriintiisii [M: 100 bp DNA marker, siitun 1: L. monocytogenes pozitif kontrol (L.

monocytogenes RSKK 471), siitun 2: Negatif kontrol siitun 3-10: L. monocytogenes pozitif MAP sigir kiyma numune izolatlari
siitun 11-13: L. monocytogenes pozitif MAP sigir kusbast numune izolatlari]

4.3. Listeria monocytogenes Izolatlarmin Serotiplendirilmesi

PCR ile dogruladigimiz L. monocytogenes izolatlarinin serotiplendirilmesi
amactyla Doumith ve ark. (2004) tarafindan gelistirilen Imo0737, Imo1118, ORF2819
ve ORF2110 primer dizileri kullanildi. Izolatlarm bu genleri bulundurma durumuna
gore serotiplendirilmeleri yapildi (Tablo 11). PCR islemi sonunda elde edilen

eletroforez goriintiisii Sekil 8’de gosterildi.
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Sekil 8: Multipleks PCR elektroforez goriintiisii

[M: 100 bp DNA marker, siitun 1: L. Monocytogenes pozitif kontrol serotip 1/2a, 691 bp (L. monocytogenes RSKK 471), siitun
2: L. monocytogenes pozitif kontrol serotip 1/2b, 471 bp (L. monocytogenes RSKK 472), siitun 3: L. monocytogenes pozitif kontrol
serotip 1/2c, 691-906 bp (L. monocytogenes ATCC 7644), siitun 4: L. monocytogenes pozitif kontrol 4b, 471-597 bp (L.
monocytogenes RSKK 475), siitun 5: Negatif kontrol, siitun 6-8: Serotip ¥ a izolatlari, siitun 9-12: Serotip 1/2 b izolatlari, siitun
13: Serotip 1/2 c izolati, siitun 14-16: Serotip 4b izolatlari]

L. monocytogenes izolatlarinin serotiplendirilmesinde Doumith ve ark. (2004)
tarafindan bildirilen yonteme gore yapilan degerlendirmede Sekil 9°de goriildiigii gibi
691 bp’de bant veren izolatlar 1/2a (veya 3a), 471 bp’de bant veren izolatlar 1/2b (veya
3b), 691 ve 906 bp’de ¢ift bant veren izolatlar 1/2¢ (veya 3c), 471 ve 597 bp’de ¢ift bant
veren izolatlar 4b (veya 4d, 4e) olarak degerlendirildi. Yapilan bu degerlendirmeler
sonucunda MAP sigir kiyma oOrneklerinden elde edilen 8 izolatin 3’iiniin L.
monocytogenes 1/2a, 3’liniin L. monocytogenes 1/2b, 2’sinin ise L. monocytogenes 4b,
oldugu belirlendi. MAP sigir kusbas1 6rneklerinden elde edilen 3 izolattan ise 1’inin L.
monocytogenes 1/2b, 1’inin L. monocytogenes 1/2¢ ve 1’inin de L. monocytogenes 4b
oldugu tespit edildi. (Tablo 11).

Tablo 11. Elde edilen L. monocytogenes izolatlarin patojenik serotip dagilimi

IMS+ Klasik Kkiiltiir PCR teknigi PCR teknigi kullanilarak belirlenen
ve VITEK 2® kullanilarak belirlenen L. monocytogenes serotipleri ve
Numune teknigi kullanilarak L. monocytogenes sayilari
Sayisi saptanan pozitif izolat sayis1
L. monocytogenes (hlyA gen bolgesi %g;)i %éil; %éi; ( 43 Ze)
pozitif izolat sayisi iizerinden) '
MAP sigir
kiyma 8 8 3 3 - 2
(n:50)
MAP sigir
kusbasi 3 3 - 1 1 1
(n:50)
TOPLAM
(n:100) 11 11 3 4 1 3
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4.4, Listeria monocytogenes Izolatlarmin Antibiyotik Direnclilik Sonuclar

Calismamizda PCR ile dogrulanan 11 L. monocytogenes izolatinin antibiyotik
direnglilik testleri disk difiizyon metodu ile yapildi. Antibiyotik direnglilik testleri
sonucunda elde edilen 11 izolatin, 1’inin ampisiline, 2’sinin kloromfenikole, 3’{iniin
eritromisine, 4’linlin oksitetrasikline, 4’iiniin penisilin G’ye, 6’sinin tetrasikline ve
3’liniin de vankomisine kars1 direngli oldugu belirlendi. Yapilan testler sonucunda 3
tanesinin (% 27,2) en az bir antibiyotige, 8 tanesinin ise (% 72,7) birden fazla
antibiyotige kars1 diren¢ gosterdigi belirlendi. Bunun yani sira 6rneklerden elde edilen
izolatlarda amoksisilin/klavulanik asit antibiyotik direngliligi saptanmadi. MAP paketli
sigir kiyma Orneklerine ait 8 izolatin 1 tanesi (% 12,5) ampisiline, 2 tanesi (% 25)
kloromfenikole, 3 tanesi (% 37,5) eritromisine, 4 tanesi (% 50) oksitetrasikline, 4 tanesi
(% 50) penisilin G’ye, 6 tanesi (% 75) tetrasikline, 3 tanesi (% 37,5) vankomisine
direncli bulundu. MAP paketli sigir kugbasi 6rneklerine ait 3 izolatin 1 tanesi (% 33,3)
kloromfenikole, 3 tanesi (% 66,6) penisilin G’ye direngli bulundu. Orneklerden elde
edilen tim L. monocytogenes izolatlarinin antibiyotik direnglilik sonuglar1 tablo 12°de

gosterilmigtir.

4.5. Listeria monocytogenes Izolatlarimin Antibiyotik Direnclilik ve Serotiplerinin

Dagilimlan

L. monocytogenes serotiplerinin antibiyotik direng dagilimlarina bakacak
olursak; MAP paketli sigir kiyma 6rneklerinden elde edilen 3 adet L. monocytogenes 4b
izolatinin 3 tanesi (% 100) eritromisine, 2 tanesi (% 66,6) tetrasikline, 2 tanesi (% 66,6)
vankomisine direngli bulundu. Bunun yani sira bu 3 L. monocytogenes 4b izolatinda
amoksisilin/klavulanik asit, ampisilin, kloromfenikol, oksitetrasiklin ve penisilin G
direncliligi saptanmadi. Yine MAP paketli si8ir kiyma orneklerinden elde edilen 3 adet
L. monocytogenes 1/2b izolatmin 1 tanesi (% 33,3) ampisiline, 2 tanesi (% 66,6)
kloromfenikole, 3 tanesi (% 100) oksitetrasikline, 1 tanesi (% 33,3) penisilin G’ye, 2
tanesi (% 66,6) tetrasikline ve 1 tanesi de (% 33,3) vankomisine direncli bulundu. Fakat
bu izolatlarda amoksisilin/klavulanik asit ve eritromisin direngliligi saptanmadi. Benzer

sekilde MAP paketli Sigir kiyma 6rneklerinden elde edilen 2 adet L. monocytogenes 4b
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izolatinin 1 tanesi (% 50) oksitetrasikline, 1 tanesi (% 50) penisilin G’ye, 1 tanesi (%
50) tetrasikline direngli bulundu. L. monocytogenes 4b izolatlarmin higbirisi
amoksisilin/klavulanik asit, ampisilin, Kloramfenikol, eritromisin ve vankomisine kars1
direng gelisimi gostermedi. Bununla beraber MAP paketli sigir kusbas1 érneklerinden
elde edilen 1 adet L. monocytogenes 1/2b izolat1 ile 1 adet L. monocytogenes 1/2¢ izolati
(% 100) penisilin G’ye, 1 adet L. monocytogenes 4b izolati ise (% 100) kloromfenikole
direngli bulunurken analiz edilen diger antibiyotiklere kars1t direng gelisimi
gozlemlenmedi. Orneklerden elde edilen tiim L. monocytogenes serotiplerinin

antibiyotik diren¢ dagilimlar1 Tablo 11’°de gosterildi.

Tablo 12: L. monocytogenes serotipleri ile izolatlarin antibiyotik direnglilik profilleri
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AMC: Amoksilin/Klavulanik asid (30 pg), AMP: Ampisilin (10 pg), C: Kloramfenikol (30 pg), E: Eritromisin (15
ug), OT: Oksitetrasiklin (30 ug), PG: Penisilin G (10 pg), TE: Tetrasiklin (30 pg), VA: Vankomisin (30 pg),. S:
Sensitive (Duyarli), I: Intermediate (Yari-direngli-duyarli), R: Resistance (Direngli)
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5. TARTISMA

Calismamizda, orneklerden L. monocytogenes varliginin arastirilmasinda IMS
(Immunomagnetik separasyon) bazli klasik kiiltiir teknigi, identifikasyonda Vitek 2
Compact (Bio Merieux) otomatik identifikasyon sistem ile konfirmasyon,
serotiplendirmede ise PCR yontemi kullanilmistir. Daha sonra dogrulanmig L.
monocytogenes izolatlarinin antibiyotik direnclilik profillerinin belirlenmesi amaciyla
CLSI (2012) tarafindan bildirilen disk difiizyon testi uygulanmistir. Immuno manyetik
separasyon (IMS) tekniginin hiicre siispansiyonlarindan Listeria tiirlerinin ayrilmasinda
etkili bir yontem oldugu, gidalardan L. monocytogenes’in selektif tespitinde etkin olarak
kullanilabilecegi ve kiiltiir teknigi ile beraber kullanilmasiyla izolasyon siiresini 6nemli
Olciide kisaltmasinin yami sira ¢alismanin duyarhiligini attirdigi birgok arastirmaci
tarafindan ortaya konmustur (Safarik ve ark., 1995; Uyttendaele ve ark., 1999). Ayrica
PCR tekniginin gidalardan mikroorganizmalarin saptanmasinda basarili bir sekilde
kullanildig1 ve Kkiiltiir teknigi ile tespit edilen L. monocytogenes izolatlarinin
dogrulanmasinda etkin olarak kullanilabilecegi bildirilmistir (Wernars ve ark., 1991;
Aznar ve Alarcon, 2003). Cordano ve Rocourt (2001), gesitli gidalarda (dondurma,
beyaz peynir, kasar, islenmis et lirlinleri ve balik); Grady ve ark. (2008) ise beyaz
peynir, et, siit, sebze ve baliklarda L. monocytogenes varligini arastirdiklart
caligmalarinda PCR teknigini kullanmiglardir.  Ayrica Aznar ve Alarcon (2003),
gidalardan L. monocytogenes tespitinde PCR’mn duyarliligim1 etkileyen paremetreleri
aragtirdiklar1 ¢alismada, hlyA genine primerlerinin en hassas sonucu verdigi

bildirilmistir.

Kasaplik hayvanlarin L. monocytogenes’i kendi floralarinda tasiyabildigi ve
kesim islemi sirasinda hijyenik  kosullarin  saglanamadigi  durumlarda L.
monocytogenes’in karkasa bulasabildigi bildirilmistir (Farber ve Peterkin, 1991).
Diinya’da L. monocytogenes’in kirmizi et ve et {iriinlerinde bulunma orani ile ilgili
cesitli arastirmacilar tarafindan ¢alismalar yiiriitiilmiistiir. Ornegin; Ciftcioglu (1992),
yaptigi ¢alismada 100 kiyma orneginin % 11’inde L. monocytogenes olmak iizere
orneklerin % 34’inde Listeria tiirlerini, 100 sucuk eti Orneginin % 2’sinde L.

monocytogenes olmak iizere % 11’inde diger Listeria tiirlerinin tespit edildigini



bildirmistir. Niederhiauser ve ark. (1992), yaptigi ¢alismada 100 adet pismis ve ¢ig et
orneginin 14 tanesinde L. monocytogenes varligimi gostermistir. Pesavento ve ark.
(2010) ¢alismalarinda kullanilan ¢ig et orneklerinin % 21,4’ {inlin Listeria tiirleri ile
kontamine oldugunu ve elde edilen izolatlarin % 23,6’smin da L. monocytogenes
oldugunu ortaya koymuslardir. Samadpour ve ark. (2006), sigir etinde Washington
Seattle’de, perakende satig yerlerinden aldiklar1 1750 sigir kiyma 6rneginin 18'inin (%
3,5) L. monocytogenes yoniinden pozitif oldugunu bildirmis, McGowan ve ark. (1994),
Ingiltere'de, toplam 32 adet kanatli iiriinlerinden alinan numunelerden 21 (% 65,6) adet,
toplam 26 adet sigir etinden alinan numunelerden 9 (% 34,6) adet, toplam 20 adet kuzu
etinden almman numunelerden 8 (% 40) adet, toplam 32 adet domuz etinden alinan
numunelerden 9 (% 28,1) adet, toplam 23 adet sosisten alinan numunelerden 8 (% 34,7)

adet L. monocytogenes identifiye edildigini bildirmislerdir.

Bu ¢alismalar disinda kirmizi et ve et {irlinlerinde L. monocytogenes bulunma
orani ile ilgili pek ¢ok caligma bulunmaktadir. Yapilan literatiir taramalarinda modifiye
atmosfer paketli sigir kiyma ve kusbasi orneklerinde L. monocytogenes varligi ile
aragtima bulgularimizla kiyaslama yapacak yeterli ¢alismaya rastlanilmamistir. Fakat

Gill ve Reichel (1989), % 100 CO2 ile paketlenmis kirmizi ette 5 °C veya daha diisiik

sicaklikta L. monocytogenes’in  iiremesinin  durdugunu, 10 °C’ de ise L.

monocytogenes’in gelisemedigini bildirmistir.

Modifiye atmosfer paketli diger et kaynaklarinda L. monocytogenes varligi ile
ilgili bazi literatiir bildirimleri yapilmistir. Hart ve ark. (1991), % 100 CO, ile
paketlenmis tavuk gogiislerinde L. monocytogenes iiremesinin inhibe oldugunu
bildirmistir. Farber ve Daley (1994) % 70 CO, ve % 30 N, ile paketledikleri
dilimlenmis hindi gogiis etinde L. monocytogenes iiremesinin baskilandigin1 ortaya
koymuslardir. Pothuri ve ark. (1996), hava veya vakum paketlemeye kiyasla modifiye
atmosfer sartlar1 altinda (% 75 CO,: % 10 O,: % 15 N,) paketlenmis ve laktik asitle

muamele edilmis kerevit kuyruk yiizge¢ eti 6rneklerinde L. monocytogenes’in lag
evresinin 8 giin uzadigini gozlemistir. Barakat ve Harris (1999), L. monocytogenes
(1,000 CFU/150-g) inokule ederek % 44: % 56 CO,-N; ile paketledigi pismis tavuk
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etlerini 3,5; 6,5 ve 10 °C’de 5 hafta boyunca depolamistir. Depolama sonucunda tiim

test gruplarinda L. monocytogenes 'in tiredigini bildirmistir.

Arastirma bulgularina yakin degerleri, Barbuddhea ve ark. (2000), Hindistan‘da
toplam 201 adet koyun ve kecilere ait et numunelerinde % 17,64 oraninda L.
monocytogenes ile bulasma oldugunu bildirmislerdir. 1988 yilinda Hollanda da 5779
perakende satis yerlerindeki gidalar analiz edilmis, en yiiksek oran taze ette bulunmus
olup, 416 numune % 7,5 oraninda L. monocytogenes yoniinden pozitif bulunmustur
(Aznar ve Alarcon, 2003).

Calismaya ait verilere benzer olarak ABD de 39 aylik zaman periyodunda
tilkenin degisik yerlerinde toplanan 1727 adet taze sigir eti numunelerinden % 7,1
oraninda L. monocytogenes pozitif pozitif ¢iktigi bildirilmistir (Jay, 2000). Ayni
paralellikte Luppi ve ark. (1988)’nin yapmus olduklar1 bir calismada, italya'da 113 adet

et numunesinde 9 (% 7,96) adet L. monocytogenes bulmuslardir.

Arastirma verilerimizden daha diistik olarak Samadpour ve ark. (2006), ABD’de
marketlerde satisa sunulan paketlenmis kirmizi et orneklerinin % 3,5’inin L.
monocytogenes ile kontamine oldugunu tespit etmigler. Bunun yanisira yiiksek orandaki
degerleri de Pesavento ve ark. (2010), Italya’nin Floransa sehrinde ¢ig et drneklerinin %
21,4’inln Listeria tiirleri ile kontamine oldugunu ve elde edilen izolatlarin % 23,6’si1

da L. monocytogenes oldugunu bildirmislerdir.

Isvigre'de yapilan bir calismada, 211 adet sigir, 189 adet domuz olmak iizere
toplam 400 adet kiyma numunesinde 43 (% 10,8) adet L. monocytogenes yoniinden
pozitif bulunmus, ¢alismada izole edilen L. monocytogenes' lerden 9 adedinin serotip
1/2a, 2 adedinin 1/2b, 12 adedinin 1/2c ve 10 adedinin 4b oldugu bildirilmistir (Fantelli
ve Stephan 2001). L. monocytogenes'in ¢ig domuz etlerinde yaygin olarak tespit edildigi
(Norrung ve ark., 1999), domuz eti de dahil olmak iizere etlerin genellikle bulgularimiza
paralel olarak L. monocytogenes 1/2a, 1/2b ve 1/2¢ serotiplerinin olduklari bildirilmistir
(Hof ve Rocourt 1992; Thevenot ve ark., 2005).
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Calisma verilerimizle benzer olarak iilkemizde, Eyliil 1994-Mayis 1995 tarihleri
arasinda Ankara'daki market ve kasaplardan alinan 100 adet hazir sigir kiymasi
numunesinden 97 (% 97) adet 6 farkli listeria tiirii tespit edilmis, ¢alismada en yaygin
listeria tlirtinin % 92 ile L. innocua oldugu tespit edilirken, bunu % 28 ile L.
monocytogenes, % 10 ile L. murrayi, % 9 ile L. grayi, % 3 ile L. seeligeri ve % 2 ile L.
welshimeri' nin takip ettigi bildirilmistir (Sireli ve Erol 1999). Yiicel ve ark. (2005),
Ankara’da satisa sunulan et {riinlerinde listeria tiirlerinin prevelansini ve antibiyotik
direngliliklerini ortaya koymak i¢in yaptiklar1 bir arastirmada, elde ettikleri 146 6rnegin
% 54,1 oraninda listeria tiirleri ile kontamine oldugunu bildirmislerdir. Elde edile
izolatlarin % 6,16’simnin ise L. monocytogenes olarak identifiye edildigini rapor
etmislerdir. Bununla beraber Colak ve ark. (2007), Istanbul ilinde satisa sunulan 300
adet fermente Tiirk sucugunun % 21’inin Listeria tiirleri ile kontamine oldugunu, elde
edilen izolatlarin da % 11,6’sinin L. monocytogenes olarak identifiye edildigini rapor

etmislerdir.

Calismamizdan elde edilen bulgularla benzer olarak, Akkaya ve ark. (2008b),
sigir  arkaslarinda L. monocytogenes prevelansinin  belirlenmesi  amaciyla
Afyonkarahisar ili kesimhanelerinde yapmis olduklari bir arastirmada, 250 sigir

karkasiin % 6,8 oraninda L. monocytogenes ile kontamine oldugunu bildirmislerdir.

Ulkemizde yapilan bir bagka ¢alismada da arastirma verilerimzle paralel olarak
100 adet kiyma numunesinin 73 (% 73) adedinde, 50 adet parga et numunesinin 37 (%
74) adedinde, 25 adet sucuk numunesinin 19 (% 76) adedinde, 25 adet salam
numunesinin 4 (% 16) adedinde, 25 adet sosis numunesinin 11 (% 44) adedinde ve 25
adet pastirma numunesinin 8(%32) adedinde Listeria tiirleri izole edilmistir (Berktas ve
ark., 2006).

L. monocytogenes’in somatik (O) ve flagella (H) antijenik yapilarina gore 13
serotipe sahip oldugu belirlenmis ve bununla beraber L. monocytogenes 4b, 1/2a, 1/2b
ve 1/2c¢ serotiplerinin diinyada meydana gelen gida kaynakli listeriozis olgularmin %
98’ine neden oldugu bildirilmistir (Seeliger ve Hohne, 1979; Liu ve ark., 2006; Roberts
ve ark., 2006). Calismamizda elde ettigimiz ve PCR ile dogruladigimiz L.
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monocytogenes izolatlarmin serotiplendirilmesi amaciyla Doumith ve ark. (2004)
tarafindan gelistirilen Imo0737, Imo1118, ORF2819, ORF2110 ve prs primer dizileri
kullanilmigtir. Analizler sonucunda incelenen 52 izolatin, % 38’i L. monocytogenes 4b,
% 38’1 L. monocytogenes 1/2b, % 12’si L. monocytogenes 1/2c ve % 12’si L.
monocytogenes 1/2a olarak tespit edilmistir. Calisgmamizda 1/2b, 1/2a ve 4b

serotiplerinin dominant serotipler oldugu goriilmiistiir.

Hofer ve ark. (2000), Brezilya’da 1971-1997 yillar1 arasinda gida, insan, hayvan
ve cevre gibi farkli kaynaklardan elde ettikleri 70’1 siit iiriinleri orijinli toplam 3122 L.
monocytogenes izolatin1 antiserum kullanarak serotiplendirmislerdir. Elde ettikleri
bulgulara gore siit driinii kaynakli izolatlarm % 58’ini L. monocytogenes 1/2a, %
26,6’sim1 L. monocytogenes 4b, % 14’tnii L. monocytogenes 1/2b ve % 1,4’tini L.
monocytogenes 1/2c¢ olarak bildirilmistir. Calisma genelinde incelenen 3122 izolat
icinde L. monocytogenes 4b’nin % 45,4 oraninda ilk sirada oldugu bunu % 20 ile L.
monocytogenes 1/2a ve % 20 ile L. monocytogenes 1/2b’nin takip ettigi bildirilmistir.
Benzer sekilde bizim ¢alismamizda da ilk sirada L. monocytogenes 4b ve 1/2b izole
edilmigtir. Makino ve ark. (2005), peynir numunelerinden elde ettikleri L.
monocytogenes izolatlarinin  serotiplendirilmesi  sonucu  benzer sekilde L.

monocytogenes 1/2b serotipinin dominant oldugunu rapor etmislerdir.

Ulkemizde, Sireli ve Erol (1999), Ankara’da satisa sunulan donmus tavuk
karkaslarindan USDA/FSIS tarafindan 6nerilen yontem ile L. monocytogenes’t % 30
oraninda izole etmislerdir. Yaptiklar1 serotiplendirme ¢alismasi sonucunda % 73
oraninda L. monocytogenes 1/2a serotipini dominant olarak belirlemigler ve bunu 1/2b,
1/2¢ ve 4b’nin izledigini rapor etmislerdir. Calismamizda ise arastirmacilarin aksine 4b
serotipi 1/2a’ya gore baskin tespit edilmistir. Ayrica Ayaz ve Erol (2011), hindi
etlerinden elde ettikleri L. monocytogenes izolatlarinin serotiplendirilmesi sonucu 4b’yi
(% 51,4) dominant serotip olarak belirlemisler bunu 1/2a (% 27) ve 1/2b’nin (% 21)

serotiplerinin izledigini rapor etmislerdir.

Glinlimiizde antibiyotiklerin tedavi, koruma ve verim arttirmak amaciyla

bilingsiz ve yliksek dozlarda kullanilmasi sonucu olusan antimikrobiyel diren¢ dnemli
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bir halk sagligi problemi olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Ayrica olugan bu direng tedavi
basarisizliklarint da beraberinde getirmekte, yeni ve daha kuvvetli antimikrobiyel
ajanlara ihtiya¢ duyulmasina sebep olmaktadir (Perreten ve ark., 1997). Gegmiste
insanlarda listeriozis tedavisinde ampisilin kombinasyonlarinin sik¢a kullanilmasi
Onerilmis fakat giiniimiizde yapilan ¢aligmalarda etkenin bu ajana kars1 direng kazandigi

rapor edilmistir (Poros-Golchowska ve Markiewicz, 2003).

Bu calismada, MAP paketli sigir kiyma 6rneklerinden elde edilen 3 adet L.
monocytogenes 4b izolatinin 3 tanesi (% 100) eritromisine, 2 tanesi (% 66,6)
tetrasikline, 2 tanesi (% 66,6) vankomisine direngli bulundu. Bunun yani sira bu 3 L.
monocytogenes 4b izolatinda amoksisilin/klavulanik asit, ampisilin, kloromfenikol,
oksitetrasiklin ve penisilin G direncliligi saptanmadi. Yine MAP paketli sigir kiyma
orneklerinden elde edilen 3 adet L. monocytogenes 1/2b izolatinin 1 tanesi (% 33,3)
ampisiline,2 tanesi (% 66,6) kloromfenikole, 3 tanesi (% 100) oksitetrasikline, 1 tanesi
(% 3,3) penisilin G’ye, 2 tanesi (% 66,6) tetrasikline ve 1 tanesi de (% 33,3)
vankomisine direngli bulundu. Fakat bu izolatlarda amoksisilin/klavulanik asit ve
eritromisin direngliligi saptanmadi. Benzer sekilde MAP paketli sigir kiyma
orneklerinden elde edilen 2 adet L. monocytogenes 4b izolatinin 1 tanesi (% 50)
oksitetrasikline, 1 tanesi (% 50) penisilin G’ye, 1 tanesi (% 50) tetrasikline direngli
bulundu. L. monocytogenes 4b izolatlarnin higbirisi amoksisilin/klavulanik asit,
ampisilin, kloramfenikol, eritromisin ve vankomisine kars1 diren¢ gelisimi gostermedi.
Bununla beraber MAP paketli sigir kusbasi oOrneklerinden elde edilen 1 adet L.
monocytogenes 1/2b izolat1 ile 1 adet L. monocytogenes 1/2c izolatt (% 100) penisilin
G’ye, 1 adet L. monocytogenes 4b izolatt ise (% 100) kloromfenikole direncli
bulunurken analiz edilen diger antibiyotiklere karsi diren¢ gelisimi gdzlemlenmedi.
Walsh ve ark. (2001), irlanda-Dublin’de c¢esitli gidalardan elde ettikleri 351 L.
monocytogenes izolatinin ¢alismamiza benzer sekilde ampisilin, penisilin ve tetrasikline
yiiksek diizeyde direngli oldugunu buna ek olarak eritromisine orta diizeyde,
vankomisine ise diisiik diizeyde direngli oldugunu bildirmislerdir. Davis ve Jackson
(2009), Amerika Birlesik Devletleri’nde insan, ¢evre ve gida kokenli L. monocytogenes
izolatlarinin antimikrobiyel diren¢ Ozelliklerini Sensititre® metodunu kullanarak

aragtirmiglar ve c¢alismamiza paralel sekilde izolatlarin ampisilin, penisilin G,
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eritromisin ve tetrasikline direngli oldugunu belirlemisler. Harakeh ve ark. (2009),
Liibnan’da siit tirtinlerinden izole ettikleri L. monocytogenes izolatlarinin % 93,33 {iniin
oksasiline ve % 90 ninin da penisiline direncli oldugu belirtilmistir. Ayrica Rahimi ve
ark. (2010) tarafindan Iran’da siit ve siit iiriinlerinden izole edilen L. monocytogenes
izolatlarinin nalidiksik asit, siprofloksasin, eritromisin, tetrasiklin, gentamisin,
ampisilin, penisilin ve kloramfenikol gibi ¢esitli antibiyotiklere diren¢li oldugunu

bildirilmigtir.

Ulkemizde Arslan ve Ozdemir (2008), ev yapimi beyaz peynirlerden elde
ettikleri L. monocytogenes izolatlarmin antibiyotik direngliliklerini disk difiizyon
metodu ile arastirmis ve izolatlarin % 7,6 oraninda ampisilin, penisilin ve tetrasikline
direng gosterdigini belirlemislerdir. Benzer sekilde c¢alismamizda elde ettigimiz
izolatlarin bazilarinin ampisilin, penisilin ve tetrasikline kars1 direngli oldugu
belirlenmigtir. Bilir Ormanci ve ark. (2008), hindi etinden izole ettikleri L.
monocytogenes izolatlarinin antibiyotik direnglilik testlerini disk difiizyon metodu ile
yapmiglar ve benzer sekilde elde ettikleri izolatlarin penisilin ve ampisiline direncli
olduklarini bildirmiglerdir. Ayaz (2008), doktora tez ¢alismasinda hindi etlerinden izole
ettigi L. monocytogenes izolarinin penisilin ve ampisiline direngli, eritromisin ve
streptomisine de orta direngli oldugunu bildirmistir. Ancak ¢alismamizdan farkli olarak
amoksisilin tetrasiklin, kloramfenikol ve vankomisine diren¢ tespit edememistir.
Lemes-Marques ve ark. (2007), 1995-2005 yillar1 arasinda Brezilya Sao Paolo’da
listeriozisli hastalardan elde ettikleri izolatlarin antibiyotik dire¢ profillerini
mikrodiliisyon yontemi ile ayrica izolatlarin serotiplendirilmesi ise hem antiserum ile
hem de PFGE yontemi ile belirlemislerdir. Ancak ¢alisma bulgularimizdan farkli olarak
aragtirmalarinda belirledikleri L. monocytogenes izolatlarinda antibiyotik direngliligine

rastlamadiklarini rapor etmisler.

Ayaz ve Erol (2010), hindi kiymalarindan izole ettikleri ve Doumith ve ark.
(2004), tarafindan bildirilen metod ile serotiplendirdikleri L. monocytogenes
izolatlarinin antibiyotik diren¢ profillerini disk diflizyon yontemi ile ortaya
koymuslardir. Calismadan elde edilen bulgulara gore, L. monocytogenes 1/2a, 1/2b, 1/2c

ve 4b serotiplerinin tamaminin sadece ampisilin ve penisiline direngli oldugunu
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bildirmigler. Ayrica L. monocytogenes 1/2a, 1/2c ve 4b serotiplerinin ise eritromisine
kars1 orta diizeyde direngli oldugunu rapor etmislerdir. Caligmamizda farkli olarak
ampisilin, penisilin ve eritromisine kars1 direncin yani1 sira farkli olarak
amoksisilin/klavulanik asit, kloramfenikol, oksitetrasiklin, tetrasiklin ve vankomisine de

direncli suslar tespit edilmistir.

Yapilan bazi ¢calismalarda insan, gida ve ¢evreden izole edilen L. monocytogenes
izolatlarinin vankomisine direng¢li olmadig1 belirtilirken, farkli olarak ¢alismamizda elde
edilen L. monocytogenes izolatlarin 3 tanesinin vankomisine direngli oldugu
bulunmustur (Rahimi ve ark., 2010). Bizim ¢alisma bulgularimizla benzer olarak Walsh
ve ark. (2001), hazir tiiketilen gidalardan elde ettikleri L. monocytogenes izolatlarinn
vankomisine direngli oldugunu belirtmislerdir. Gegen 30-40 yil icinde glikopeptit
antibiyotiklere (vankomisin) karsi direng bildirilmezken, 1980°li yillarin ikinci
yarisindan itibaren stafilakok ve enterokoklarin aniden vankomisine direng

gelistirdikleri bildirilmistir (Biavasco ve ark., 1996).

Yapilan aragtirmalarda antibiyotik diren¢ genlerini tagiyan enterokokal ve
streptekokal plazmid ve transpozonlarin konjugasyon yoluyla Listeria tiirlerine transfer
oldugu belirlenmistir. Charpentier ve Courvalin (1999), tarafindan Streptecoccus
agalactie’da bulunan kloramfenikol, makrolid, linkozamid ve streptogramin
direngliliklerinden sorumlu olan plazmid pIP501’in L. monocytogenes’e invitro
kosullarda transfer olabildigi bildirilmistir. Benzer sekilde Biavasco ve ark. (1996),
tarafindan vankomisine direngli Enterococci suslarindan Listeria tiirlerine vanA geninin
aktarildigt ve Listeria tiirlerinin vankomisine diren¢ kazandigi bildirilmistir.
Calismamizda tespit ettigimiz vankomisine karsi sekillenen direnclilik, bakterilerde
meydana gelen mutasyonlar ve bakteriler arasindaki etkilesimin sonucu olusan gen

aktarimlarina baglanabilir.
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6. SONUC

Bu ¢alismada, analiz edilen 50 MAP sigir kiyma 6rneginin 5’inin (% 10), 50
MAP sigir kusbast orneginin ise 3’iiniin (% 6) L. monocytogenes yoniinden pozitif
oldugu belirlendi. Elde edilen izolatin tamaminin hlyA genine sahip oldugu bulundu.
Yapilan serotiplendirme sonucunda MAP sigir kiyma Orneklerinden elde edilen 8
izolatin 3’iinlin L. monocytogenes 1/2a, 3’liniin L. monocytogenes 1/2b, 2’sinin ise L.
monocytogenes 4b, oldugu saptandi. MAP sigir kusbasi o6rneklerinden elde edilen 3
izolattan 1’inin L. monocytogenes 1/2b, 1’inin L. monocytogenes 1/2¢ ve 1’inin de L.
monocytogenes 4b oldugu tespit edildi. Elde edilen L. monocytogenes izolatlarinin
antibiyotik direnclilik testi sonucunda bir veya birden fazla antibiyotiklere kars1 direngli
oldugu saptandi. Sonug olarak antibiyotiklere direngli suslarin gelismesinin 6nlenmesi,
gida giivenliginin saglanmasi ve halk sagliginin korunmasi1 amaciyla gida tiretiminde
hayvanlarda antibiyotik kullanimina iliskin AB direktifleri ile uyumlu mevcut
diizenlemelere bagli kalinmasi ve resmi otorite tarafindan ulusal kalinti izleme
programinin etkin olarak ylriitiilmesi biiyiilk 6nem tasimaktadir. Ayrica iilkemizde
bundan sonraki caligmalarda gidalarda L. monocytogenes kaynaklarinin belirlenmesi
icin daha hizli tekniklerin gelistirilmesine yonelik ¢aligmalara ihtiya¢ duyulmakta ve bu

aragtirmalarin epidemiyolojik agidan da ele alinmasi onerilmektedir.
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