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OZET
Siit ve Uriinlerinde Listeria monocytogenes’in insidensi, Serotiplendirilmesi ve
Antibiyotik Direncliliklerinin Belirlenmesi
Amag: Bu ¢alismada Samsun bolgesinden temin edilen ¢ig siit ve siit tirlinlerinde Listeria
monocytogenes’in tespiti, PCR ile dogrulanmasi, serotip dagiliminin belirlenmesi ve
antibiyotik direnglilik profillerinin ortaya konulmasi amaglanmaistir.
Materyal ve Metod: Kasim 2011-Nisan 2012 tarihleri arasinda Samsun Merkezi’nde
kurulan semt pazarlarindan, ¢esitli satis noktalarindan ve ¢evre koylerdeki yetistiricilerden
aliman toplam 210 adet siit ve siit iiriinii ¢alismada materyal olarak kullanildi. L.
monocytogenes’in izolasyon ve identifikasyonu IMS bazl kiiltiir teknigi (ISO 11290-1) ile
yapildi. Identifiye edilen L. monocytogenes izolatlar hlyA ve iap genleri yoniinden PCR ile
dogruland: ve daha sonra serotiplendirildi. izolatlarin antibiyotik direnglilik profilleri disk
difiizyon yontemi ile belirlendi ve direngli izolatlarm MIK analizleri mikrodiliisyon
yontemi ile yapildi.
Bulgular: L. monocytogenes, analiz edilen c¢ig siit orneklerinde % 5, siit {rilini
orneklerinde ise % 8,18 oraninda izole edildi. Izolatlarm tamaminin AlyA ve iap genlerini
icerdigi belirlendi. Serotiplendirme sonucunda ¢ig siitten elde edilen izolatlarin % 80’1 L.
monocytogenes 4b, % 20’si L. monocytogenes 1/2b olarak, siit {iriinlerinden elde edilen
izolatlarin % 22’si L. monocytogenes 1/2a, % 56’s1 ise L. monocytogenes 1/2b ve % 22’si
L. monocytogenes 1/2c olarak tespit edildi. Antibiyotik direnclilik testleri sonucunda,
izolatlarin % 15,3 liniin bir, % 36,5’inin de birden fazla antibiyotige kars1 direngli oldugu
belirlendi ve % 48,2’sinin ise herhangi bir antibiyotige direngli olmadig: tespit edildi. Daha
sonra direngli izolatlarmn MIK degerleri ortaya konularak direnglilik diizeyleri belirlendi.
Sonuc: Elde edilen bulgular sonucunda ¢ig siit ve siit {iriinlerinin % 6,6 oraninda L.
monocytogenes ile kontamine oldugu belirlendi. Halk sagliginin korunmasi amaciyla siit ve
iriinlerinin tiretiminde siitiin pastorizasyon derecelerine kadar 1sitilmasi, uygun teknik ve
hijyenik sartlarda satiga sunulmasi ve muhafaza edilmesi 6nerilmektedir. Ayrica izolatlarin
coklu antibiyotiklere diren¢ gostermesi nedeniyle kontrolsiiz antibiyotik kullaniminin
onlenmesi Onerilmektedir.

Anahtar Kelimeler: hly4; iap; IMS; Listeria monocytogenes; Serotiplendirme

Tahsin Onur KEVENK, Doktora Tezi
Ondokuz Mayis Universitesi - Samsun, Ocak-2014



ABSTRACT
Detection, Serotyping and Antimicrobial Diversity of Listeria monocytogenes in Raw

Milk And Dairy Products

Aim: The aim of this study to detect Listeria monocytogenes in raw milk and dairy
products, which were obtained in Samsun province. The isolates, which gained were
confirmed and serotyped by PCR technique. Afterwards, antibiotic resistance tests were
performed.

Matherial and Method: Between November 2011-April 2012, a total of 210 raw milk and
dairy product which obtained from local bazaars and small family farms were used as
material. IMS based cultivation method (ISO 11290-1) was used for the isolation and
identification of L. monocytogenes. The isolates were confirmed with specific 4ly4 and iap
primers and serotyped by PCR technique. Afterwards, antibiogram tests of isolates were
performed by the disc diffusion method and MIC analyses were performed to resistance
isolates by micro dilution method.

Results: L. monocytogenes was found in 5 % in raw milk, 8.18 % in dairy products. All
isolates were including hly4 and iap genes. After serotyping, isolates obtained from raw
milk 80 % L. monocytogenes 4b and 20 % L. monocytogenes 1/2b was determined. Isolates
obtained from dairy products 22 % L. monocytogenes 1/2a and 1/2¢, 56 % L.
monocytogenes 1/2b was determined. As a result of antibiotic resistance tests 15,3 % of
isolates has one, 36,5 % of isolates has resistance to more than one antibiotic, respectively.
MIC breakpoints of resistant isolates were exposed.

Conclusion: With this study L. monocytogenes was determined 6.6 % from raw milk and
dairy products, which are sold in Samsun province. For protection of public health milk
and dairy products have to be pasteurized before production and also consumers have to be
informed for potential risks of these products. Also to be parallel of antibiogram results
using under control of antibiotics has to be obstructed.

Keywords: hlyA; iap; IMS; Listeria monocytogenes; Serotyping

Tahsin Onur KEVENK, Ph. D. Thesis
Ondokuz Mayis University - Samsun, January-2014
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SIMGELER ve KISALTMALAR

actA: Actin Activity (Aktin Aktivitesi)

ATCC: American Type Culture Collection (Amerikan Tipi Kiiltiir Kolleksiyonu)

ASPs: Acid Shock Proteins (Asit Sok Proteinleri)

aw: Activity of Water (Su Aktivitesi)

BLEB: Buffered Listeria Enrichment Broth (Tamponlanmis Listeria Zenginlestirme
Besiyerti)

CAMP: Christie Atkins Miinch Petersen

CDC: Center for Disease Control and Prevention (Hastaliklari Kontrol ve Korunma
Merkezi)

clp: Caseinolytic Protein (Kazeinolitik — Kazein Pargalayan Protein)

DNA: Deoxyribonucleic asid (Deoksiriboniikleik Asit)

FDA: Food and Drug Administration (Amerikan Gida ve ilag Dairesi)

FSIS: Food Safety and Inspection Service (Gida Giivenligi Servisi)

HACCP: Hazard Analysis and Critical Control Points (Tehlike Analizi ve Kritik Kontrol
Noktalart)

hlyA: Hemolysin A (Hemolizin A)

htr: Heat Resistance Proteins (Istya Direng Proteinleri)

iap: Invasion Associated Protein (Invazyon iliskili Protein)

IMS: Immuno Magnetic Seperation (Immuno Manyetik Seperasyon)

InlA: Internalin A

ISO: International Organization for Standardization (Uluslararasi Standardizasyon
Organizasyonu)

kob: Koloni Olusturan Birim

LLO: Listeriolysin O (Listeriolizin O)

MIiD: Minimal Infeksiyon Dozu

NCCLS: National Committee for Clinical Laboratory Standards (Laboratuvar Standartlar
Ulusal Komitesi)

PCR: Polimerase Chain Reaction (Polimeraz Zincir Reaksiyonu)

plcA - pleB: Phospolypase A - B (Fosfolipaz A — B)

TBE: Tris/Borate/EDTA

USDA: United States Department of Agriculture (Amerikan Tarim Dairesi)
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1. GIRIS

Siit, hayvansal proteinler icerisinde tiiketiminin kolay olmasi ve degerli besin
elementleri igermesi bakimindan giinlik beslenmemizin temel unsurlarindan birisini
olusturmaktadir. Gelismekte olan iilkelerde siit iiretiminin biiyiik kisminin entegre
tesislerden cok, aile tipi kiiciik isletmelerde gerceklestirildigi bildirilmistir. Bu durum
ireticilere hem diizenli ve hizli bir maddi geri doniis saglamakta hem de iiretimin

stirdiiriilmesi i¢in 6nemli bir kaynak olarak karsimiza ¢ikmaktadir (Anon, 2013a).

Siit ve siit tiriinleri icerdikleri kalsiyum, fosfor, esansiyel bilesenler, vitamin ve
mineraller ile yiiksek besleyici degere sahip olmasi bakimindan insan beslenmesinde
olduk¢a 6nemli yer tutmaktadir. Bu denli 6éneme sahip bir besin maddesinin uygun
olmayan kosullarda muhafaza edilmesi, islenmesi ve tasmmmasi sonucu patojen
mikroorganizmalar ile kontamine olmasina neden olmakta ve bu da halk sagligi
acisindan biiylik bir tehdit olusturmaktadir (White ve ark., 1989; Le Jeule ve Rajala-
Schultz, 2009).

Diinya’da 2011 yili siit iiretimi verilerine goére; 154 milyon ton ile Avrupa
Birligi birinci sirada, 89 milyon ton ile Amerika Birlesik Devletleri (ABD) ikinci sirada
ve 49 milyon ton ile Hindistan {igiincii sirada yer almaktadir. Tiirkiye ise yillik ortalama
12 - 13 milyon ton ile siit iiretiminde ilk 10 iilke arasinda yer almaktadir (Tablo 1)

(Anon, 2013b).

Tablo 1. Tiirkiye, Avrupa Birligi (AB) ve Diinya’da yillara gore siit iiretimi (ton) (Anon, 2013b)

Ulkeler 2006 2007 2008 2009 2010 2011
ABD 82.463.000  84.189.100  86.159.600  85.859.400  87.474.400  89.015.235
AB 153.650.716 153.108.150 153.603.498 153.873.189 152.567.041 154.695.194

Tiirkiye  11.952.100  12.329.789  12.243.064  12.542.185 13.543.674  15.056.510

Siit, igerdigi 6nemli besin 6geleri nedeniyle mikroorganizmalar agisindan iyi
bir besi yeri olarak nitelendirilmektedir. Siitiin mikroorganizmalarla kontaminasyonu
sagim Oncesi, sagim sirast veya sagim sonrasinda sekillenebilmektedir. Sagim
sonrasinda siitiin uygun olmayan kosullarda tasinmasi ve muhafazasi sonucu patojen

mikroorganizmalarla kontamine olmakta ve bunun sonucunda da tiliberkiilozis,



brusellozis ve listeriozis gibi dnemli zoonoz hastaliklar agisindan risk olusturmaktadir

(Le Jeule ve Rajala-Schultz, 2009).

Listeria monocytogenes ilk kez Murray ve ark. tarafindan 1926 yilinda
Ingiltere’nin Cambridge kentinde rodentlerden izole edilmis ve monositozise neden
olmasindan dolay1 Bacterium monocytogenes olarak adlandirilmistir (Murray ve ark.,
1926). 1927 yilinda Pirie etkeni Giiney Afrika’da vahsi gerbillerden izole etmis ve
isminin Uinlii cerrah Lord Lister’in anisina Listerella olarak degistirilmesini onermistir
(Pirie, 1927). Daha sonra yapilan siniflandirma c¢aligmalarinda etkenin adi Listeria
monocytogenes olarak belirlenmistir (Pirie, 1940). Takip eden yillarda etkenin invaziv
karakterde oldugu, 6nemli gida patojenleri arasinda yer aldig1 ve ¢ig, islem gormemis

et, siit, sebze ve meyve gibi gidalardan sik¢a izole edildigi tespit edilmistir.

Listeriozis, L. monocytogenes ile kontamine gidalarin tiiketilmesi sonucu
insanlarda menenjit, ensefalit, abort, septisemi ve hatta Oliimlere varan -ciddi
enfeksiyonlara neden olan bir hastalik olarak tanimlanmaktadir. Intraseliiler (hiicre ici)
bir patojen olarak nitelendirilen L. monocytogenes’in en ¢ok yeni doganlar, gebeler,
yaslt ve immun sistemi baskilanmis kisiler i¢in risk olusturdugu bildirilmistir. Hastalik
insanlarda akut-septik form, merkezi sinir sistemi (MSS) formu, glandular form, lokal
form ve kronik septik form olmak iizere 5 farkli sekilde seyretmekte ve yiiksek
mortalite oran1 (% 20 - 30) nedeniyle 6nem arz etmektedir (Gandhi ve Chikindas,

2007).

Amerika Birlesik Devletleri’nde (ABD) 1999 yilinda 2.528 kisinin listeriozis
hastaligina yakalandig1 belirlenmis, bunlardan % 27,6’sinin ise hayatin1 kaybettigi
bildirilmistir (Mead ve ark., 1999). Yapilan taramalarda 2007 yilinda 311 kisinin
listeriozis hastaliga yakalandig1 ve bunlardan 65’inin hayatin1 kaybettigi bildirilmistir.
Hastaliga neden olan serotiplerin dagilimi1 % 46 4b, % 21 1/2a, % 16 1/2b ve % 17’si ise
diger serotipler tarafindan olusturdugu belirlenmistir (CDC, 2007). ABD’de 2008 yilina
gelindiginde 349 kisi hastaliga yakalandigi ve bunlardan 57’si hayatim1 kaybettigi
bildirilmistir. Hastaliga neden olan serotiplerin dagilimi ise % 48 4b, % 28 1/2a, % 16
1/2b ve % 9 diger olarak belirlenmistir (CDC 2008a). 2009 yilinda ise 524 kisinin bu
hastaliga yakalandigi bunlardan 83’{inlin hayatin1 kaybettigi belirlenmistir. Hastaliga
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neden olan serotiplerin dagilimi ise % 48 4b, % 28 1/2a, % 15 1/2b ve % 9 diger olarak
bildirilmigtir (CDC 2009). ABD’inde hastaligin tedavi giderleri kisi basmna 142 bin
dolar oldugu bildirilmis ve yillik toplam 2,3 ile 2,5 milyar dolar arasinda bir ekonomik

ylike neden oldugu rapor edilmistir (Raybourne ve ark., 2003; Adzitey ve Huda, 2010).

Avrupa’da ise, 2003 yilinda 1.070, 2004 yilinda 1.264, 2005 yilinda 1.427,
2006 yilinda 1.597, 2007 yilinda 1.581, 2008 yilinda 1.425 ve 2009 yilinda 1.657
kisinin listeriozisden etkilendigi bildirilmistir. Ayni zamanda listeriozisin en ¢ok Fransa
ve Almanya’da goriildiigi belirlenmis ve buna ek olarak hastaligin % 58 oraninda 65
yas ve lUstii bireylerde gorildiigl tespit edilmistir. Ayrica erkeklerin kadinlara gore
hastaliga daha ¢ok yakalandig1 da bildirilmistir (Denny ve McLauclin, 2008; ECDC,
2011).

L. monocytogenes intraseliiler bir bakteri olup, insanlarda hafif grip benzeri
non-spesifik semptomlar ile baslayip septisemi, menenjit ve abort gibi semptomlarla
seyredebilmektedir. Hastaligin inkiibasyon periyodunun 1 ile 70 giin arasinda oldugu ve
hastalik siiresinin ise giinlerce hatta yillarca devam edebilecegini rapor edilmistir

(Raybourne ve ark, 2003).

Cesitli tilkelerde yapilan calismalarda ¢ig siitte L. monocytogenes insidensinin
% 0 - 45,3, pastorize siitte % 0 - 21,4, aromali siitlerde % 0,8 - 3,3, yumusak veya yar1
yumusak peynirlerde % 0 - 61, sert peynirlerde % 0 - 9, dondurmalarda % 0,1 - 6,1
arasinda oldugu bildirilmistir (Rohrbach ve ark., 1992; Jay, 1996; Da Silva ve ark.,
1998; Olarte ve ark., 1999; De Reu ve ark., 2002; Griffiths, 2003b; Manfreda ve ark.,
2005; Mena ve ark., 2004; Oliver ve ark., 2005; Jararao ve ark., 2006; Harakeh ve ark.,
2009; Adzitey ve Huda, 2010). Ulkemizde, ¢ig siitte L. monocytogenes insidensinin
genel olarak % 0,4 - 5 arasinda oldugu belirlenmistir (Uraz ve Yiicel, 1998; Sagun ve
ark., 2001; Soyutemiz ve ark., 2001; Erol ve Sireli, 2002; Uysal ve Ang, 2003; Issa ve
ark., 2010; Tas¢1 ve ark., 2010). Siit {irtinlerinde ise L. monocytogenes insidensinin % 0
- 24 arasinda goriildiigii yapilan cesitli caligmalarla bildirilmistir (Giilmez ve Giiven,
2001; Aygiin ve Pehlivanlar, 2006; Colak ve ark., 2007a; Arslan ve Ozdemir, 2008;
Kahraman ve ark., 2010a; Cagri-Mehmetoglu ve ark., 2011; Giliner ve Telli, 2011).



L. monocytogenes, diisiik sicaklik, diisiik pH ve yiiksek tuz konsantrasyonu
gibi zorlu ¢evre sartlarina karst direngli bir bakteri oldugundan dolay siit, siit iirlinleri,
et, et lrlinleri, baz1 sebzeler, deniz iriinleri ve baliklar gibi bir ¢ok gidada tespit
edilmistir (Rocourt ve Cossart, 1997). Ayrica etkenin gidalarin depolanma ve saklanma
kosullarinda 4°C’de 434 giine kadar hayatta kaldig1 belirlenmistir (Griffiths, 2003a).
Cesitli tlilkelerde ¢ig siit, dondurma, tereyagi, yumusak peynir, hindi eti, domuz dili,
sandvig, sosisli sandvig, balik ve deniz iriinleri, ¢esitli sebzeler ve yemeye hazir
gidalarda etkenin gida kaynakli listeriozis salginlarina neden oldugu bildirilmistir

(Rocourt ve Bille, 1997).

Glinlimiizde Tiirkiye ve ABD’de L. monocytogenes ile miicadelede sifir
tolerans politikas1 izlenmektedir. Buna gore tiikketime hazir gidalarin 25 graminda etken
bulunmamalidir. Buna ek olarak kiyma, ¢ig kirmizi ve kanatli eti ve hazirlanmis et
karisimlarinda L. monocytogenes i¢in olan limitler tebligden c¢ikartilmigtir. Benzer
sekilde bu limit Avrupa ve Kanada’da islenmemis gidalar i¢in 100 kob/g, yemeye hazir
gidalar icin de ayn1 ABD ve iilkemizde oldugu gibi sifir tolerans olarak belirlenmistir

(Farber ve ark., 1996; Shank ve ark., 1996; EFSA, 2010).

One cikan gida patojenlerinden birisi olarak gdsterilen L. monocytogenes’in
Samsun I Merkezi’nde kurulan semt pazarlari, ¢evre kdylerdeki yetistiriciler ve gesitli
satis noktalarindan elde edilen siit ve siit iirlinlerinde tespit, tiplendirme ve antibiyotik
direncliligini  belirlemek amaciyla yapilan bu ¢alisma dort farkli asamada
gerceklestirilmistir. Oncelikle ilk asamada, alnan orneklerde Immuno Manyetik
Seperasyon (IMS) bazli kiiltiir teknigi ile L. monocytogenes insidensinin belirlenmesi,
takip eden ikinci asamada elde edilen izolatlarda PCR ile etkenin patojenitesinde 6nemli
role sahip AlyA ve iap genlerinin tespit edilmesi ve li¢iincii asamada izolatlarin serotip
dagiliminin ortaya konulmasi hedeflenmistir. Son asamada ise elde edilen izolatlarin
onemli halk saglig1 sorunlarindan birisi olan ve kontrolsiiz antibiyotik kullanimina bagl

olarak gelisen antibiyotik direnglilik profillerinin belirlenmesi amag¢lanmistir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1 Tarihce

Listeria monocytogenes, ilk kez 1926 yilinda Murray ve ark (1926) tarafindan
Ingiltere Cambrigde’de laboratuvar rodentlerinden izole edilmis ve mononiikleer
lokositoza neden olmasindan dolay1 etkene Bacterium monocytogenes adi verilmistir.
Bakteri daha sonra Pirie (1927) tarafindan, Gliney Afrika’da vahsi gerbillerden izole
edilmis ve antisepsisin onciisii iinlii Ingiliz cerrah Lord Lister’in anisina etkenin adinin
Listerella hepatolytica olmasi 6nerilmistir. Daha sonra 1940 yilinda yapilan taksonomik

caligmalar ile etkenin ismi Listeria monocytogenes olarak degistirilmistir (Pirie, 1940).

L. monocytogenes, Bergey’s Manuel’e gore ilk once Corynebactericeae
familyas1 igerisinde siniflandirilmis daha sonra Lactobacillus, Brochotrix ve spor
olusturmayan, gram pozitif ¢gubukcuklar ile birlikte kategorize edilmistir (Seeliger ve

Jones, 1986). Giiniimiizde ise Listeriaceae familyasi i¢inde yer almaktadir.

L. monocytogenes, ilk kez 1929 yilinda Danimarka’da hasta insanlarin
kanlarindan izole edilmis ve mononiikleozis benzeri semptomlara neden oldugu
bildirilmigtir (Nyfeldt, 1929). 1936 yilinda Amerika Birlesik Devletleri’nde (ABD)
listeriozis vakalar1 bildirilmis ve etkenin sepsis ve menenjite sebep oldugu rapor

edilmistir (Gray ve Killinger, 1966).

Diinya’da tespit edilen ilk listeriozis vakalar1 1966 yilinda Almanya’da, 1975
ve 1976 yillarinda Fransa’da bildirilmis olsa da 1980 yilinda listeriozisin gida kaynakli
bir hastalik oldugunun anlasilmasindan sonra listeriozis daha da onem kazanmistir
(Schlech ve ark., 1983). 1980 yilinin ortalarinda Avrupa ve Kuzey Amerika’da artan
listeriozis vakalarina lahana salatasi, siit, yumusak peynirler ve kofte gibi gidalarin
sebep oldugu belirlenmistir. Buna ek olarak hastaligin saglik ve gida sektoriinde ciddi
ekonomik kayiplara yol actigi da fark edilmistir (Fleming ve ark., 1985; Bille ve
Glauser, 1988; Linnan ve ark., 1988; McLauchlin ve ark., 1991).



2.2 Listeria monocytogenes’in Klasifikasyonu

Glinlimiizde Bergey’s Manuel of Systematic Bacteriology Second Edition (Vol
Ill)’e gore, L. monocytogenes Listeriaceae familyasi igerisinde yer almaktadir. Bu
familya gram pozitif, spor olusturmayan, kapsiilsiiz gubukcuklardan olusmakta ve 8 tiirii
barindirmaktadir (De Vos ve ark., 2009). L. monocytogenes hem insanlar hem de
hayvanlar i¢in ve L. ivanovii ise sadece hayvanlar i¢in patojen olan tiirler olarak
bildirilmigtir. Bunlarin yani sira L. innocua, L. seeligeri, L. welshimeri ve L. grayi ise
patojen olmayan tiirler olarak bildirilmistir (Errebo-Larsen ve Seeliger, 1966; Seeliger,
1981; Rocourt ve Grimont, 1983; Seeliger ve ark., 1984; Seeliger ve Jones, 1986; De
Vos ve ark., 2009). Yapilan genetik analizlerin sonucunda L. grayi ve L. murrayi’nin
fenotipik ve genotipik olarak ayni ozelliklere sahip oldugu anlasilmis ve etkenler L.
grayi adi altinda toplanmistir (Rocourt ve ark., 1992). Yapilan son DNA-RNA
hibridizasyon ¢aligsmalariyla L. rocourtiae ve L. marthii adinda iki adet, aviriilent
Listeria tirii daha tespit edilmis ve yeni tiirler olarak familyaya katilmistir (Graves ve

ark., 2010; Leclercq ve ark., 2010).

Yapilan serolojik arastirmalar sonucunda L. monocytogenes’in somatik (O) ve
flagellar (H) antijenik yapilarina gore 13 serotipinin oldugu bildirilmistir. Bu serotipler
1/2a, 1/2b, 1/2¢, 3a, 3b, 3c, 4ab, 4a, 4b, 4c, 4d, 4e ve 7 olarak belirlenmistir (Seeliger ve
Hoéhne, 1979). L. monocytogenes 4b, 1/2a, 1/2b ve 1/2¢ serotiplerinin Diinya’da
meydana gelen gida kaynakli listeriozis olgularimin % 99’una neden oldugu
belirlenmistir. Bu dort serotip i¢inde 4b ve 1/2b serotiplerinin ise en ¢ok karsilasilan
serotip oldugu tespit edilmistir (Liu ve ark., 2006; Roberts ve ark., 2006). L.

monocytogenes’in serotip ve antijenik dagilimlar1 Tablo 2’de gosterilmistir.



Tablo 2. L. monocytogenes’in serotip ve antijen dagilimi (Seeliger ve Hohne, 1979)

Serotip O - antijeni H - antijeni
12a LI A,B
1/2b LI A,B,C
1/2¢ LI B,D
3a IL IV A,B
3b IL IV A,B,C
3c IL IV B,D
4a 11, v, VII, IX A,B,C
4ab 111, v, VI, VI, IX A,B,C
4b 11, v, VI A,B,C
4c 11, v, viI A,B,C
4d 11, v, VI, VIII A,B,C
4e 111, vV, VI, VIII, IX A,B,C
7 111, XII, XIII A,B,C

2.3 Listeria Soyuna Ait Bakterilerin Fiziksel ve Biyokimyasal Ozellikleri

Listeriaceae soyunda bulunan biitiin tlirler gram pozitif, 0,4 - 0,5 um
genisliginde, 1 - 2 um uzunlugunda kisa ¢ubukguklar olarak tanimlanmiglardir. Biitiin
Listeria tirlerinin peritrik flagellalar1 sayesinde hareketli oldugu belirlenmis ve in vitro
kosullarda 30°C’nin altinda inkiibe edildiklerinde hareketli fakat 35 - 37°C’de inkiibe
edildiklerinde ise hareketsiz olduklar1 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) canliliklarini siirdiirebildikleri rapor edilmistir.
Katalaz pozitif ve oksidaz negatif olan Listeria tiirlerinin sekerleri gaz olusturmadan
fermente edebilme 6zelliginde olduklari belirlenmistir. Buna ek olarak Metil-red ve
Voges-Proskauer testlerinin de pozitif oldugu, indoliin ise negatif oldugu tespit
edilmistir. Ayn1 zamanda Listeria’larin eskiilini ve hippurati hidrolize ettigi fakat {ireyi
hidrolize edemedikleri de bildirilmistir (Seeliger ve Jones, 1986; Farber ve Peterkin,

1991). Listeria tiirlerinin lireme kosullar1 Tablo 3’de belirtilmistir.



Tablo 3. Listeria’larmn ireme kosullart (Erol, 2007)

Min. — Maks. Optimal
Sicaklik (°C) 0-45 35-37
pH 4,3-9,6 7,0
ay, 0,92 - 0,97

Biitiin Listeria tiirlerinin 24 - 48 saatlik besi yerlerinde 0,5 - 1,5 mm ¢apinda,
yuvarlak, ortasit konveks, yari saydam, pigmentsiz ve eskiilin reaksiyonundan dolay1

siyah haleli koloniler olusturdugu bildirilmistir (Wagner ve McLauchlin, 2008).

Listeria tiirlerinin ayrimi i¢in ¢esitli fenotipik testler onerilmektedir. Bu testler
arasinda karbonhidrat fermentasyon testleri ve CAMP (Christie Atkins Munch Petersen)
fenomeni tiir spesifik testler olarak one ¢ikmaktadir (Christie ve ark., 1944). Listeria

tiirlerinin biyokimyasal 6zellikleri ve ayrimi1 Tablo 4’de gosterilmistir.

Tablo 4. Listeria tiirlerinin biyokimyasal 6zellikleri (Wagner ve McLauchlin, 2008; Graves ve ark., 2010;
Leclercq ve ark., 2011)

L. L. L. L. L. L. L. L.

TESTLER
monocytogenes ivanovii innocua welshimeri seeligeri grayi marthii rocourtiae

Gram Boyama + + + + + + + +
Katalaz + + + + + + + +
Oksidaz - - - - - - - -
f-Hemoliz + ++ - - + - - -
Eskiilin + + + + + + + +
D-Mannitol - - - - - + + -
L-Ramnoz + - + + - + + -
D-Ksiloz - + - + + - - -
CAMP S. aureus R. equi - - S. aureus - - -

+: pozitif, -: negatif, +: degisken

2.4 Listeria monocytogenes’in Antibiyotik Direncliligi

Antibiyotik direngliligi, halk sagligi agisindan giderek biiyliyen bir sorun
olarak karsimiza ¢ikmakta ve olusan direncin tedavi basarisizliklarin1 da beraberinde

getirdigi bilinmektedir. Listeria tiirlerinin birgok antimikrobiyel ajana karst dogal olarak
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duyarli veya direngli oldugu belirlenmistir (Hof, 1991). Troxler ve ark. (2000)
tarafindan yapilan c¢alismada Listeria’larin tetrasiklin, aminoglikozid, penisilin,
sefotaksim, sefoperazon, makrolid, linkozamid, kloramfenikol ve rifampisin grubu
antimikrobiyel ajanlara karsi dogal olarak duyarl, sefalosporin, pipemidik asit,
sulfometakzol ve aztreonam grubu antimikrobiyel ajanlara karsi dogal olarak direngli

oldugunu rapor etmislerdir.

Listeria tiirlerinde sekillenen antibiyotik direngliliklerine baska bakteriler
tarafindan transfer edilen plazmidlerinde etkili oldugu anlasilmistir. Enterococcus,
E.coli, Streptecoccus ve Staphylococcus tirii bakterilerin sahip oldugu direnglilik
genlerinin Listeria tlrlerine aktarildigi ¢esitli invitro caligmalar ile bildirilmigtir

(Biavasco ve ark., 1996; Charpentier ve Courvalin, 1999).

Antimikrobiyel ajanlarin bilingsizce kullanimi sonucu artan direncin halk
saglhigint olumsuz yonde etkiledigi bildirilmistir. ABD’de yapilan calismada, bir siit
ciftliginden izole edilen 38 L. monocytogenes izolatinin sefalosporin, streptomisin,
trimethoprim, ampisilin, rifampisin, florfenicol, tetrasiklin, penisilin G ve kloramfenikol
grubu antimikrobiyel ajanlara karsi cesitli oranlarda direngli olduklart bildirilmistir.
Buna ek olarak ayni calismada L. monocytogenes izolatlarinda bircok yeni
antimikrobiyel direnclilik ile ilgili gen bolgesine rastlanildigi bildirilmistir (Perreten ve

ark., 1997, Srinivasa ve ark., 2005).

Harakeh ve ark. (2009) tarafindan Liibnan’da 164 siit iirliniinde (yerel peynir
cesitleri) yapilan c¢alismada orneklerin % 70,6’sinin Listeria spp. ile bulasik oldugu
belirlenmis ve bunun % 47,72’sinin L. monocytogenes oldugu bildirilmistir. Yapilan
antibiyotik duyarlilik testleri sonucunda izole edilen L. monocytogenes izolatlarinin %

93,33’{iniin oksasiline ve % 90’ninin da penisilin G’ye diren¢ kazandig1 belirlenmistir.

Rahimi ve ark. (2010) tarafindan iran’da siit ve siit {iriinlerinde Listeria spp.
prevelansinin arastirilmasi amaciyla yapilan calismada 594 tane siit ve siit iirlinlinlin
55’inde (% 9,2) Listeria spp. tespit edilmis ve bunlarin % 32,7’sinin L. monocytogenes
oldugu bildirilmistir. Izolatlarin 54’{iniin nalidiksik asit, siprofloksasin, eritromisin,
tetrasiklin, gentamisin, vankomisin, ampisilin, penisilin ve kloramfenikol gibi ¢esitli

antibiyotiklere direngli oldugu bildirilmistir.



Gliniimiizde listeriozis tedavisinde ampisilin, penisilin, gentamisin veya
bunlarin kombinasyonlarinin kullanilmast Onerilmektedir. Ayrica alternatif olarak
eritromisin,  trimethoprim  ve  sulfometakzol, vankomisin ve gentamisin
kombinasyonlarinin da tedavi amaciyla uygulanabilecegi bildirilmistir (Poros-

Golchowska ve Markiewicz, 2003).

2.5 Listeria monocytogenes’in Cevresel Strese Kars1 Savunma Mekanizmalari

Listeria’larin diisiik sicaklik, yiiksek tuz konsantrasyonu, genis pH aralig1 gibi
zorlu ¢evre kosullarina karsi olduke¢a direngli bakterilerdir (Gandhi ve Chikindas, 2007).
Diger patojenler i¢in letal etkiye sahip gida isleme kosullarinda da L. monocytogenes’in
hayatta kaldig1 bildirilmistir. Yapilan bir calismada, deneysel olarak L. monocytogenes
ile kontamine edilmis siitten yapilan beyaz peynirlerde etkenin 10°C’de, 151 giin

canliligint stirdiirdiigii belirlenmistir (De Roin ve ark., 2003).

L. monocytogenes’in yiliksek veya diisiik sicaklik, diisiik pH gibi zorlu ¢evre
sartlarindan korunmak ve bu sartlara adapte olabilmek i¢in asagida aciklanan bir¢ok

stres proteini sentezledigi belirlenmistir (Kuhn ve Goebel, 2007).

2.5.1 Sicak Sokuna Yamti

Isil islem, gidalart mikroorganizmalardan arindirmak i¢in kullanilan metodlarin
basinda gelmektedir. Uygulamanin kolayligi, ekonomikligi ve etkinligi sayesinde en
cok tercih edilen metotlardan birisidir. Bakteriler, yliksek sicaklik karsisinda hayatta
kalabilmek i¢in hiicre duvari, ribozom ve genetik materyal gibi Onemli
makromolekiillerini korumak zorundadir (Miller ve Ordal, 1972; Earnshaw ve ark.,

1995).

Listeria monocytogenes’in ylksek sicakliklarda hayatta kalabilmesi ve gerekli
savunma mekanizmalarini olusturabilmesi i¢in sicak sok proteinlerini (HSPs)
sentezledigi bildirilmistir (Yura ve Nakahigashi, 1999). HSPs’nin normal sartlarda
diistik seviyelerde sentezlendigi fakat ¢evresel 1s1 stresinin arttig1 durumlarda pik yaptigi

tespit edilmistir (Abee ve Wouters, 1999). Ayrica bazi arastirmacilar tarafindan sicak
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sok proteinlerinin bakterinin direncini arttirmasindan 6tiirii, dolayli yoldan virulens
faktorleri arasinda yer aldigi diisiiniilmektedir (Hanawa ve ark., 2002). Bugiine kadar L.
monocytogenes’e ait groESL, dnak, clpB, clpC, cIpE, clpP ve htrA gibi pek ¢ok sicak
sok proteininin oldugu yapilan arastirmalarla bildirilmistir (Hanawa ve ark., 2000;

Chatterjee ve ark., 2006; Joseph ve ark., 2006; Wilson ve ark., 2006).

2.5.2 Asit Stresine Yanit1

Zayif organik asitler, gida sektoriinde iretim, olgunlastirma ve muhafaza
sirasinda siklikla kullanilan kimyasallar arasinda yer almaktadir. Zayif organik asitlerin,
bakteri hiicre duvarindan difiizyonla kolayca gecerek sitoplazma pH’sin1 diistirdiigii ve
bakterinin metabolik faaliyetleri iizerinde olumsuz etki olusturdugu bildirilmistir

(Sorrels ve Enigl, 1990; Bearson ve ark., 1997).

L. monocytogenes’in bir ¢ok bakteri gibi optimum olarak notr pH’da (pH 6-7)
iiredigi rapor edilmistir (Hill ve ark., 1995). Bununla beraber L. monocytogenes’in asit
ortamlara adapte olabilmek ve sitoplazmik pH’sin1 korumak i¢in ¢esitli mekanizmalara
sahip oldugu da tespit edilmistir. Asit sok proteinlerinin (ASPs) diisiikk veya yliksek
pH’larda sentezlenerek L. monocytogenes’in ortama adapte olmasini sagladigi
belirlenmistir. Ozellikle konak savunma hiicreleri olan makrofajlarin etkeni fagosite
ettikten sonra olusturduklar1 vakoullerin pH’sin1 diigiirerek yabanci hiicreleri etkisiz
hale getirdikleri bildirilmistir. Bu gibi durumlarda sentezlenen ve L. monocytogenes’in
direncini arttiran, virulens 6zelligi kazandiran gadD1T1, gadD2T2, gadD3, arcB, arcD,
arcC, Imo0038, Imo0040, Imo0041, Imo0042, arcA, argG, argR, atpl, atpB, atpE, atpF,
atpH, atpA, atpG, atpD ve atpC adl asit sok proteinleri tanimlanmistir (Cotter ve ark.,
2001a; Cotter ve ark., 2001b).

2.5.3 Ozmotik Strese Yaniti

Ozmotik stres, ortamda tuz veya seker gibi aktif ¢6ziinen maddelerin
bulunmasi ile artan ve buna paralel olarak su aktivitesinin diismesi ile sekillenen bir
durum olarak tanimlanmaktadir (Abee ve Wounters, 1999). Bu gibi durumlarda hiicre
ici ozmotik basincin korunmasinin etkenin hayatta kalmasi i¢in olduk¢a 6nemli oldugu
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bildirilmistir. Genellikle hiicre i¢i ozmotik basincin, hiicre digina gore daha fazla oldugu
bilinmektedir. Olusan bu turgor basincinin bakterilerin boliinmesi ve genislemesi igin

yardim edici etkisi oldugu tespit edilmistir (Conska, 1989; Conska ve Hanson, 1991).

L. monocytogenes’in, gidalarin iiretim, isleme ve muhafaza kosullarinda olusan
ozmotik strese karsi ¢esitli savunma mekanizmalarina sahip oldugu belirlenmistir. Bu
mekanizmalar sayesinde etken yiiksek tuz veya seker konsantrasyonu igeren ortamlara
kolayca adapte oldugu rapor edilmistir (Sleator ve Hill, 2001). Ozmotik stresin arttig1
durumlarda L. monocytogenes’in ortama adapte olmasini saglayan betL, gbu, opuC,
reld,ctc, htrA, kdpE, lisRK, proB ve btlA adli ozmotik sok proteinleri tanimlanmistir
(Sleator ve ark., 2000; Sleator ve ark., 2001; Sleator ve ark., 2003; Wemekamp ve ark.,
2002).

2.6 Listeria monocytogenes’in Virulens Faktorleri

L. monocytogenes, invazyon Ozelligine sahip intraselliiler bir patojen olarak
tanimlanmaktadir. Etkenin, konak hiicrelerinden makrofajlara, epitel hiicrelerine,
notrofillere, hepatositlere, fibroblastlara, endotel ve glial hiicrelerine invaze oldugu
cesitli  arastirmacilar  tarafindan  bildirilmistir.  Etkenin  viriilens  genlerinin
transkripsiyonunun prfA4 (Positive Regulatory Factor A) geni tarafindan kontrol edildigi
bildirilmistir (Kuhn ve Goebel 1989; Kuhn ve ark., 2008).

2.6.1 Yiizey Proteinleri ve internalinler

L. monocytogenes’in konak hiicrelerine tutunmak i¢in internalin olarak
adlandirilan bir ¢ok yiizey proteinine sahip oldugu bildirilmistir. Ilk tanimlanan
internalin, 800 aminoasitten olusan InlA olmustur. Yapilan arastirmalarda internalin A
(InlA) ile etken konak hiicrenin hiicre duvarinda bulunan peptidoglikan tabakasina
tutunmasinda rol oynadigi belirlenmis ve bu faktoriin inl4 geni tarafindan kodlandigi
tespit edilmistir (Gaillard ve ark., 1991). Internalin A’min yanisira internalin B,
internalin C, internalin G, internalin E ve internalin H olmak iizere konak hiicrelerine
penetrasyonda etkili baska proteinler de tespit edilmistir (Braun ve ark., 1997; Ooi ve
ark., 2006). Konak hiicrelerine penetrasyonda dominant etkinin internalin A tarafindan
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olusturuldugu bildirilmis fakat internalin B’nin de epitel, endotel, hepatosit ve fibroblast
hiicrelerine penetrasyonda oldukga etkili oldugu belirlenmistir (Gregory ve ark., 1997;
Parida ve ark., 1998) (Sekil 1).

2.6.2 Protein p60

L. monocytogenes’in hiicre duvarindan koken alan ve lize edici 6zelligi olan
pek cok proteine sahip oldugu belirlenmistir. Bunlarin birgogunun 6zelligi heniiz tam
olarak anlagilamamis olmakla birlikte konak hiicreye invazyonda rol oynadiklari

belirlenmistir (Stack ve ark., 2008).

Protein p60’mn etkenin hiicre duvarindan koken aldigi, invazyon iliskili
proteinlerden oldugu belirlenmis ve elde edilen biitiin L. monocytogenes izolatlarinin
protein p60 sentezlendigi tespit edilmistir (Kuhn ve Goebel, 1989). Ayrica bu proteinin
iap (invasion associated protein - invazyon iligkili protein) geni tarafindan kodlandigi

bildirilmigtir (Wood ve ark., 1993).

2.6.3 ActA

Intraselliiler bir mikroorganizma olan L. monocytogenes’in konak hiicreleri
icerisine girip ¢ogaldiktan sonra “aktin temelli hiicre i¢i hareket kabiliyeti” sayesinde
bir hiicreden digerine sigrama yaparak direk gectigi belirlenmistir. Bu sigrama
hareketinin temeli olan aktin proteinlerinin polimerizasyonunun act4 geni tarafindan
uyarildigi rapor edilmistir (Domann ve ark., 1992; Milohanic ve ark., 2001). L.
monocytogenes’in hiicre i¢i biyolojisi, viriilens 6zellikleri ve aktin temelli hareketi Sekil
1’de gosterilmistir. Buna gore L. monocytogenes birinci asamada Inl4 ve InlB yardimi
ile konak hiicreye bir vakoul ile girer, bunu takiben LLO ve PLCs ile kendini saran
vakoulii eritir ve hiicre igerisinde ¢cogalmaya baglar. Cogalma islemi tamamlandiktan
sonra ActA yardim ile bir hiicreden digerine sigrama benzeri hareket ile gecerek yeni

hiicrede biyolojisine devam eder.
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Sekil 1. L. monocytogenes’in hiicre igi biyolojisi, virlilens dzellikleri ve aktin temelli hareketi (Kuhn ve
Goebel, 2007)

2.6.4 Listeriolizin O (LLO)

L. monocytogenes’in ana virulens Ozelliklerinden olan listeriolizin O’nun
(LLO) ayn1 zamanda etkenin hemolitik aktivitesi iizerine de etkili oldugu belirlenmis ve
hlyA geni tarafindan kodlandigi bildirilmistir (Gaillard ve ark., 1986; Cossart ve ark.,
1989; Mengaud ve ark., 1989).

Konak savunma hiicreleri olan makrofajlarca fagosite edilen L.
monocytogenes’in kendisini ¢evreleyen bu vakuol membranindan LLO yardimi ile
ortam pH’sin1 diisiirerek porlar olusturdugu ve bu sayede konak hiicre sitoplazmasina
gecip yasam dongiisiine devam ettigi bildirilmektedir (Gaillard ve ark., 1986; Cossart ve
ark., 1989; Conlan ve ark., 1992) (Sekil 1).
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2.6.5 Fosfolipaz ve Metalloproteaz

Fosfolipaz ve metalloproteaz enzimleri L. monocytogenes’in fagozomal
membranlarin yapitaglarini parcalamak icin sahip oldugu diger proteinler olarak
tanimlanmis ve ¢ogu zaman LLO ile birlikte sinerjizm yarattiklari tespit edilmistir
(Marquis ve ark., 1995; Smith ve ark., 1995). Bu enzimlerden fosfolipazin plcA ve plcB
genleri tarafindan, metalloproteazin ise mp/ geni tarafindan kodlandig: bildirilmistir.
plcA’nin vakulden kacis, plcB’nin de hiicreden hiicreye geciste rol oynadigi
bildirilmigstir. Buna ek olarak metalloproteaz enziminin hiicre i¢i proliferasyonda da rol
oynadig1 belirlenmistir. Ayrica enzimin, proteolitik aktivitesinden dolay1 etkenin
virulens ozellikleri arasinda yer aldig1 rapor edilmistir (Vazquez-Boland ve ark., 1992;

Goldfine ve ark., 1993; Poyart ve ark., 1993).

2.7 Listeria monocytogenes’in Epidemiyolojisi

Listeriozis hastaligindan sorumlu olan L. monocytogenes, hem insanlar hem de
hayvanlar i¢in patojen olan, dogada yaygin olarak bulunan (ubiquiter) fakiiltatif
intraseliiler bir patojendir (Seeliger ve Langer, 1989; Fenlon, 2007). Etkenin basta
ruminantlar olmak {izere 37 memeli ve 17 kanatlh tiirtinden izole edildigi bildirilmistir.
Etkenin c¢iftlik hayvanlarina baslica bulagsma yolunun ise silaj oldugu belirlenmistir.
Biiyiik balyalar halinde hazirlanan koti kaliteli silajda, yeterli pH diislisii olmamasi
nedeniyle etkenin canli kaldig1 rapor edilmistir. Buna ek olarak vahsi kuslarinda tizerleri
ortiilmemis silajlart kontamine edebildigi tespit edilmis ve etkenin mart1 diskisindan da

izole edildigi bildirilmistir (Griffits, 2003b).

Etkenin dogada yaygin olarak bulunmasina ragmen neden oldugu gida
kaynakli listeriozis vakalar1 1980°1i yillara kadar fark edilmemistir (Altekruse ve ark.,
1997). Fakat gilinlimiizde L. monocytogenes en O6nemli gida patojenleri arasinda yer

almaktadir.

L. monocytogenes, her yastaki insanlar i¢in patojen olmakla beraber, asil risk
grubunu gebeler, c¢ocuklar, yaghlar ve immun sistemi baskilanmis bireyler

olusturmaktadir. Hastaligin semptomlar1 arasinda gastroenterit, iisiime, yorgunluk,
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basagrisi, eklem ve kas agrisi bulunmaktadir. Bunlara ilaveten septisemi, menenjit,
ensefalit, abort ve oliim de listeriozis vakalarinda goriilebilmektedir (Mead ve ark.,
1999). Arastirmacilar L. monocytogenes’in bilinen biitiin gida patojenleri arasinda % 30

ile en yliksek mortalite oranina sahip oldugunu bildirmislerdir.

ABD’nde her yil ortalama 1600 kisinin L. monocytogenes’ten etkilendigi ve
ortalama 250 kisinin de hayatin1 kaybettigi bildirilmistir (CDC, 2008Db).

2.7.1 Sularda Listeria monocytogenes

L. monocytogenes’in kirlenmemis deniz suyundan, yiizey ve kaynak sularindan
cok nadir izole edildigi rapor edilmistir. Fakat korfez, nehir ve kanalizasyon sulari ile
endiistriyel ve tarimsal atik sularmin Listeria tiirleri ile yliksek oranda kontamine

olduklar1 belirlenmistir (Liu ve ark., 2006).

Luppi ve ark. (1988) Kuzey Italya’daki 50 nehir suyu érneginin % 22’sinin
Listeria tiirleri ile kontamine oldugunu ve elde ettikleri izolatlarin % 6,6’sinin L.

monocytogenes oldugunu rapor etmislerdir.

Colburn ve ark. (1990) ise Kaliforniya’da bulunan Humboldt-Arcata
Korfezinden aldiklar1 su orneklerinin % 62’sinde L. monocytogenes’in izole edildigini

bildirmislerdir.

Hansen ve ark. (2006) ise Danimarka’da temiz su kaynaklarindan aldiklar1 400
ornekte L. monocytogenes’e rastlamadiklarim1i  rapor etmislerdir. Ancak L.
monocytogenes’in sulardaki insidensinin insan, hayvan hareketlerine ve ¢evre kirliligine

paralel olarak arttigini bildirmislerdir.

2.7.2 Bitkilerde Listeria monocytogenes
Bitkilerde L. monocytogenes varligi ilk kez 1968 yilinda Welshimer tarafindan

ortaya konulmustur. ABD’nin Virginia eyaletinden alinan cesitli bitki Orneklerden

8’inin L. monocytogenes ile kontamine oldugu bildirilmistir (Welshimer, 1968).
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Weis ve Seeliger (1995) Almanya’da musir, bugday tarlalari, cayir ve
meralardan aldiklar1 bitki drneklerinin % 20’sinin L. monocytogenes ile kontamine
oldugunu belirtmislerdir. Bu arastirmanin sonucunda L. monocytogenes’in bitki ve
toprakta serbest olarak yasamin siirdiirdiigii anlasilmis ve dogada heryerde bulunan bir

mikroorganizma oldugunu bildirmislerdir.

2.7.3 Gida isleme Tesislerinde Listeria monocytogenes

L. monocytogenes’in gida isleme tesislerinde yiizeylere ve ekipmanlara
tutundugu, biyofilm olusturarak temizlik - dezenfeksiyon islemlerini giiclestirdigi tespit
edilmigstir (Blackman ve Frank, 1996). L. monocytogenes serotiplerinden 1/2a, 1/2b ve
1/2¢’nin 6zellikle et iiretim tesislerinden izole edildigi ve bu sartlara adapte oldugu
belirlenmistir (Thevenot ve ark., 2005). Buna ek olarak L. monocytogenes serotip
1/2¢’nin paslanmaz ¢elik yiizeylere tutunmada diger serotiplere gore daha yetenekli

oldugu bildirilmistir (Norwood ve Gilmour, 2000).

Chambel ve ark. (2007) Portekiz’de bir peynir {iretim tesisin ¢esitli
noktalarindan aldiklar1 400 6rnegin 213 tanesinde Listeria tiirli bakterileri izole etmisler
ve bunlardan 85 tanesini de L. monocytogenes olarak identifiye ettiklerini

bildirmislerdir.

Akkaya ve ark. (2008a) tarafindan Afyonkarahisar ili mezbahalarinda L.
monocytogenes varliginin aragtirilmasi amaciyla yapilan bir baska aragtirmada 5 farkl
mezbahanin 19’ar farkli noktasindan ornekler swab yontemi ile alinmistir. Caligma
sonucunda ¢evreden alinan 6rneklerde L. monocytogenes % 4,37, ekipmanlarda % 15,

calisan personellerde % 11,42 ve sularda ise % 0 oraninda oldugu tespit edilmistir.

Kahraman ve ark. (2010a) Istanbul ilinde 8 adet et isleme tesisinde yapmis
olduklart bir ¢alismada, kullanilan ekipmanlarin yiizeylerinden ve ¢alisan personelin
ellerinden toplam 580 6rnek almiglardir. Bu 6rneklerin 130 tanesi isletmede kullanilan
kesici aletlerden, 100 tanesi kesme tahtalarindan, 50 tanesi buzdolaplaridan, 100 tanesi
personelin giydigi is elbiselerinden ve 150 tanesi de personel elinden alinmistir.

Calismadan elde edilen bulgulara gore kesici aletlerin % 9,2’sinin, kesme tahtalarinin %
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7’sinin, buzdolaplarinin % 4’iiniin, personel is elbiselerinin % 6’sinin L. monocytogenes
ile kontamine oldugu fakat personel ellerinden etkenin izole edilemedigini

bildirmislerdir.

2.7.4 Su Uriinlerinde Listeria monocytogenes

Temiz sulardan elde edilen su iirlinlerinde L. monocytogenes’in nadir olarak
izole edildigi bildirilmesine ragmen insan yerlesimine yakin sulardan ve su tirlinleri
yetistirme ¢iftliklerinden elde edilen iirlinlerde L. monocytogenes’in daha yiiksek oranda

tespit edildigi rapor edilmistir (Hansen ve ark., 2006).

Miettinen ve Wirtanen (2005) Finladiya’da bulunan gokkusagi alabalik
ciftliklerinden aldiklar1 510 alabaligi numunesinin % 35 oraninda Listeria tiiri
bakterilerle kontamine oldugunu belirlemis ve L. monocytogenes’i % 14,4 oraninda

identifiye ettiklerini bildirmislerdir.

Chou ve ark. (2006) ABD’nin Misisipi eyaletinde satisa sunulan yayin balig
filetolarindan L. monocytogenes ve diger Listeria tiirlerini izole ettiklerini rapor

etmislerdir.

Ulkemizde ise Avcibasi (2005) Ankara ilinde satisa sunulan dumanlanmis
vakum paketli balik orneklerinin % 2,6 oraninda L. monocytogenes ile kontamine

oldugunu bildirmistir.

Ayrica Vural ve Erkan (2006) Dicle Nehri’nden avlanan balik 6rneklerinin %

3,92’sinin L. monocytogenes ile kontamine oldugunu belirlemislerdir.

Diinya’da su {irlinleri kaynakli bazi listeriozis vakalari da rapor edilmistir.
Ericsson ve ark. (1997) tarafindan Isve¢’te, Miettinen ve ark. (1999) tarafindan
Finlandiya’da ve Brett ve ark. (1998) Auckland/Yeni Zelanda’da ¢esitli su tiriinlerinden

kaynaklanan listeriozis vakalar1 bildirilmistir.

Rocourt ve ark. (2000) kirli sulardan yakalan ve ¢ig olarak tiiketilen
yumusakcalar ve baliklarin yanmi sira soguk dumanlanmis su tirilinlerinin listeriozis

acisindan yiiksek risk grubu gidalardan olduklar1 belirlenmistir. Ayrica arastirmacilar
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tuzlanmis, kiirlenmis ve fermente olmus balik ve havyar, 1s1l islem gorerek hazirlanmig
her tiirli su {irlinliniin ise listeriozis agisindan disiik risk grubunda yer aldig

bildirmislerdir.

2.7.5 Kirmuzi Et ve Uriinlerinde Listeria monocytogenes

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).

Ulkemizde ve diinyada L. monocytogenes’in kirmizi et ve et iiriinlerinde

bulunma orani ile ilgili pek ¢ok ¢alisma bulunmaktadir.

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 &rneklerinin %
21,4’liniin 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
sandvi¢ oldugu rapor edilmistir (McLauchlin ve ark., 1991; Jacquet ve ark., 1995;
Evans ve ark., 2004).

Ulkemizde ise, Yiicel ve ark. (2005) Ankara’da satisa sunulan et iiriinlerinde
Listeria tiirlerinin prevelansini ve antibiyotik direngliliklerini ortaya koymak i¢in
yaptiklar bir arastirmada, elde ettikleri 146 6rnegin % 54,1 oraninda Listeria tiirleri ile
kontamine oldugunu bildirmislerdir. Elde edile izolatlarin % 6,16’simin ise L.

monocytogenes olarak identifiye edildigini rapor etmislerdir.
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Berktas ve ark. (2006) Van ilinde satisa sunulan 100 kiyma, 50 parca et, 25
sucuk, 25 salam, 25 sosis ve 25 pastirma drneginde L. monocytogenes‘in prevelansini
belirlemek amaciyla yaptiklar1 ¢aligmada, kiyma 6rneklerinin % 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. (2007b) Istanbul ilinde 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. (2008b) sigir karkaslarinda L. monocytogenes prevelansinin
belirlenmesi amaciyla Afyonkarahisar ili kesimhanelerinde yapmis olduklar1 bir
arastirmada, 250 si1gir karkasinin % 6,8 oraninda L. monocytogenes ile bulasik oldugunu

bildirmislerdir.

2.7.6 Kanath Eti ve Uriinlerinde Listeria monocytogenes

Kanatli eti glinimiizde hizli iiretilen, ekonomik bir protein kaynagi olarak
nitelendirilmektedir. Ancak kanatl kesim hattinin, yapis1 geregi bir¢ok kritik noktaya
sahip oldugu da belirtilmektedir. L. monocytogenes’in kanath florasinda bulundugu ve
kesim islemi sirasinda yetersiz hijyenik kosullara bagl olarak kanatli etine g¢apraz

kontaminasyonla bulastig1 bildirilmistir (Liu ve ark., 2006).

Konu ile ilgili, Luppi ve ark. (1998) Italya’da kanatli etlerinde L.
monocytogenes prevelansinin belirlenmesi amaciyla yapmis olduklar1t g¢alismada

orneklerin % 11,5 oraninda L. monocytogenes ile kontamine oldugunu bildirmisglerdir.

Capita ve ark. (2001a) Ispanya’nin Leon sehrinde satilan tavuk karkaslarinda
Listeria tiirleri ve L. monocytogenes prevelansinin belirlenmesi amaciyla yaptiklar
caligmada, orneklerin % 95’inin Listeria tiirleri ile, % 32’sinin de L. monocytogenes ile

kontamine oldugunu bildirmislerdir.

Rivoal ve ark. (2010) Fransa’da yumurta ve pastdrize sivi yumurtalarda L.
monocytogenes prevelansinin belirlenmesi amaciyla yaptiklar: ¢aligmada, 144 yumurta

ve 144 pastorize sivi yumurtayl materyal olarak kullanmistir. Calismadan elde edilen
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verilere gére yumurtalarin % 17,36’sinin ve pastorize yumurtalarin da % 2,77 sinin L.

monocytogenes ile kontamine oldugunu bildirmislerdir.

Ulkemizde ise Sireli ve ark. (2002) Ankara ilinde satisa sunulan tavuk kiyma,
kofte ve burgerlerinde Listeria tiirlerinin varligimi arastirmak amaciyla yaptiklar
caligmada, tavuk kiymalarinin % 35, tavuk koftelerinin % 20, ve tavuk burgerlerin %

26,6 oraninda Listeria tiirleri ile kontamine oldugunu belirlemislerdir.

Bilir-Ormanci ve ark. (2008) Ankara ilinde satisa sunulan hindi etlerinde L.
monocytogenes prevelansinin belirlenmesi i¢in yapmis olduklar1 bir ¢alismada, 180
hindi eti O6rneginin % 12,7 oraninda L. monocytogenes ile kontamine oldugu

bildirilmigtir.

Ayaz ve ark. (2009) Ankara ilinden temin edilen tavuk karkaslarinda L.
monocytogenes’in IMS ve PCR ile belirlenmesi bashkli ¢alismalarinda, 240 tavuk

karkasinin % 20,2 oraninda L. monocytogenes ile kontamine oldugunu rapor etmislerdir.

Ayaz ve Erol (2009) hindi etlerinde IMS bazlh kiiltiir teknigi ile L.
monocytogenes prevelansinin belirlenmesi amaciyla yaptiklart ¢caligmada, 180 hindi eti

orneginin % 17,7 oraninda L. monocytogenes ile bulasik oldugu bildirilmislerdir.

2.7.7 Siit ve Siit Uriinlerinde Listeria monocytogenes

L. monocytogenes’in siit ve siit ilirlinlerindeki prevelansinin genis bir aralikta
oldugu bildirilmistir (Waak ve ark., 2002). Diinya’da c¢esitli iilkelerde yapilan
caligmalarda siitte Listeria monocytogenes’in insidensinin % 2,6 ile % 28 arasinda
oldugu bildirilmistir (Rohrbach ve ark., 1992; Lira ve ark., 2004; Navratilova ve ark.,
2004; Oliver ve ark., 2005; Jararao ve ark., 2006). Giiniimiizde ¢ig siitiin yetersiz veya
hatal1 pastorizasyon isleminden sonra iiretilen siit ve siit lirlinlerinin tiiketilmesi sonucu
pek c¢ok listeriozis vakast bildirilmistir (Waak ve ark., 2002; Moshtaghi ve
Mohamadpour, 2007).

L. monocytogenes’in siitte D7) 7oc degerinin 2,7 - 4,1 saniye oldugu bildirilmistir.
Ancak L. monocytogenes’in intraseliiler (hiicre i¢i) bir bakteri olmasindan dolayi,

pastorizasyonun hatali yapildigi durumlarda etkenin meme makrofaj veya somatik
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hiicreleri i¢inde saklanarak canli kalabildigi bildirilmektedir (Swaminathan ve ark.,

2007).

Isvigre’de Pak ve ark. (2002) 1990-1999 yillar1 arasinda yaptiklart bir
arastirmada 76.271 adet siit O6rnegi incelenmis ve 3.722 (% 4,9) adet Ornegin L.

monocytogenes pozitif ¢iktigini bildirilmislerdir.

Jararao ve ark. (2006) ABD’nin Pennsylvania eyaletinde siit toplama
tanklarinda L. monocytogenes’in prevelansinin belirlenmesi amaciyla yaptiklart bir
arastirmada 248 tank orneginin % 2,2’sinin L. monocytogenes ile kontamine oldugunu

bildirmislerdir.

Hindistan’da Kalorey ve ark. (2008) 2060 c¢ig siit 6rnegi kullanarak yaptiklar

calismada % 5,1 oraninda L. monocytogenes izole ettiklerini bildirmislerdir.

Vanegas ve ark. (2009) Kolombiya’da satisa sunulan 81 ¢ig siit 6rneginde L.
monocytogenes varligini hem klasik kiiltiir ile hem de Real time-PCR teknigi ile
arastirmiglardir. Calismanin sonucunda 6rneklerde klasik kiiltiir ile % 16 oraninda, Real

time-PCR 1ile % 26 L. monocytogenes’i tespit ettiklerini rapor etmislerdir.

Da Silva ve ark. (1998) Brezilya’da yapmis olduklar1 bir ¢alismada elde
ettikleri 103 peynir 6rneginin % 10,68’inin L. monocytogenes ile kontamine oldugunu

bildirmislerdir.

De Reu ve ark. (2002) Belgika’da yaptiklari ¢alismada, 71 taze peynir

orneginin % 1,4 oraninda L. monocytogenes ile kontamine oldugunu bildirmislerdir

Ulkemizde siit ve siit iiriinlerinde L. monocytogenes’in belirlenmesi ile ilgili

bir¢ok ¢alisma yapilmistir.

Tiimbay ve ark. (1988) izmir ilinden temin ettikleri beyaz peynirlerde
yaptiklar1 bir caligmada, ¢esitli satis noktalarindan alinan 323 peynir Orneginin %
5,8'inin Listeria tlirii bakteriler ile kontamine oldugunu ve bunun % 3,4’liniin L.

monocytogenes oldugunu tespit etmislerdir.

Unlii (1990) tarafindan yapilan ¢aligmada Sivas ilindeki 100 ¢ig siit rneginin

% 4’liniin L. monocytogenes ile kontamine oldugunu bildirilmistir.
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Cetinkaya ve ark. (1999) 51 adet Savak tipi tulum peyniri Orneginin bir

tanesinde (% 1,96) L. monocytogenes izole ettiklerini bildirmislerdir.

Sagun ve ark. (2001) Van ilinde satisa sunulan ¢ig siit ve otlu peynirlerde
yaptiklar1 bir calismada, ¢ig siit 6rneklerinde % 1,2 oraninda ve otlu peynir 6rneklerinde

% 3,93 oraninda L. monocytogenes izole ettiklerini bildirmislerdir.

Ayglin ve Pehlivanlar (2006) tarafindan Antakya’da ¢ig siit ve siit iirlinlerinde
Listeria tiirlerinin belirlenmesi amaciyla yapilan ¢alismada toplam 157 siit ve siit tirlinii
materyal olarak kullanilmigtir. Calisma sonucunda ¢ig siitlerin % 2,12, beyaz
peynirlerin ise % 8,23 oraninda Listeria tirii bakteriler ile kontamine oldugu
bildirilmistir. Ancak aragtirmacilar etkeni ¢ig siitte, yogurtta ve tereyaginda tespit
edemediklerini bildirmis, beyaz peynirde ise etkeni % 2,35 oraninda belirlediklerini

rapor etmiglerdir.

Arslan ve Ozdemir (2008) tarafindan Bolu ili semt pazarlarmdan toplanan 142
adet ev yapimi beyaz peynir 6rneginin % 33,1 oraninda Listeria tiirii bakteriler ile
kontamine oldugu belirlenmis ve bunlardan L. monocytogenes’in % 9,2 oraninda

identifiye edildigi bildirilmistir.

Goniilalan ve Goniilalan (2010) tarafindan Kayseri ilinde satisa sunulan
dondurmalarda L. monocytogenes varligmin tespit edilmesi amaciyla yapilan bir
aragtirmada 25 sade ve 25 meyveli olmak iizere toplam 50 adet dondurma Ornegi
numune olarak kullanilmistir. Calismanin sonucunda sade dondurmalarin 3 tanesinin (%
12), meyveli dondurmalarin da 1 tanesinin (% 4) L. monocytogenes ile kontamine

oldugu bildirilmistir.

Kahraman ve ark. (2010b) Istanbul ilinde satisa sunulan bazi peynir tiirlerinde
L. monocytogenes’in prevelansinin belirlenmesi amaciyla yaptiklar1 bir bagka ¢alismada
105 beyaz peynir, 70 krem peynir, 45 dil peyniri ve 60 kasar peyniri olmak iizere
toplamda 280 peynir Ornegini numune olarak kullanmiglardir. Arastirmadan elde
ettikleri verilere gore, beyaz peynirlerin % 4,8’i, krem peynirlerin % 1,4’ii, kasar
peynirlerinin % 1,7’sinin L. monocytogenes ile bulasik oldugu belirlenmis ancak dil

peynirlerinde herhangi bir bulagsmaya rastlanilmadigi rapor edilmistir.

23



Cagri-Mehmetoglu ve ark. (2011) tarafindan Sakarya ilindeki iki kasar iiretim
tesisinde L. monocytogenes varliginin incelenmesi amaciyla yapilan bir ¢alismada,
tesislerin ¢esitli noktalarindan, isletmeye gelen siitlerden ve iiretilen kasarlardan toplam
268 ornegin alindigi bildirilmistir. Caligmadan elde edilen bulgulara gore drneklerin %

2,61 oraninda L. monocytogenes ile kontamine oldugu bildirilmistir.

Bu giine kadar siit ve siit tirlinlerinin neden oldugu pek cok listeriozis vakasi
bildirilmigtir. ABD’nin Boston kentinde 1983 yilinda 49 bireyin etkilendigi listeriozis
olgusunda sorumlu gidanin pastorize siit oldugu belirlenmistir (Fleming ve ark., 1985).
1985 yilinda Kaliforniya’da satisa sunulan Meksika tipi peynirlerden kaynaklanan
listeriozis olgusunda ise 142 bireyin etkilendigi bildirilmistir (Linnan ve ark., 1988).
Benzer sekilde ABD’nin Illinois kentinde 1994 yilinda gikolatal siitten kaynaklanan
listeriozis olgusunda ise 45 bireyin etkilendigi rapor edilmistir (Dalton ve ark., 1997).
Finlandiya’da 1998 - 1999 yillar1 arasinda 25 kisinin etkilendigi listeriozis vakasinda
sorumlu gidanin tereyagi oldugu bildirilmistir (Lyytikainen ve ark., 2000). Ayrica
Isvigre’de 2005 yilinda 122 kisinin etkilendigi olayda sorumlu gidanin Mont d’Or
peyniri oldugu belirlenmistir (Bille ve ark., 2006).

2.7.8 Tiiketime Hazir Gidalarda Listeria monocytogenes

Tiiketime hazir gidalar, yiiksek ¢alisma temposu ve is hayatinda, pisirmeden
kaynaklanan zaman kaybinin 6nlenmesi amaciyla pratik bir alternatif olarak giiniimiizde
bliylik miktarlarda iiretilmektedirler. Genellikle 1s1l islem gérmiis veya On pisirme
islemine tabi tutulmus balik, et, sebzeler ve salatalar ayrica cesitli sandvigler, donerler

veya kofteler tiiketime hazir gidalarin biiyiik bir kismini olugturmaktadir.

Tiikketime hazir gidalar genellikle diisiik sicakliklarda (4°C veya — 20°C)
muhafaza edilmelerine ragmen L. monocytogenes’in psikrofil 6zelliginden dolay1 risk

grubunda bulunmaktadir.

Van Coillie ve ark. (2004) tarafindan Belgika’da satisa sunulan 252 tiiketime
hazir gidada L. monocytogenes varliginin arastirilmasi amaciyla yaptiklar1 calismada

orneklerin % 23,4 oraninda L. monocytogenes ile kontamine oldugunu bildirmisglerdir.
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Angelidis ve Koutsoumanis (2006) Yunanistan’da satisa sunulan 209 tiiketime

hazir gidanin % 8,1 oraninda L. monocytogenes ile kontamine oldugunu bildirmislerdir.

Upyttendaele ve ark. (2009) tarafindan Belgika’da yapilan bir aragtirmada 1187
mayonezli salata, 90 dumanlanmis balik ve 639 et iirlinii materyal olarak kullanilmistir.
Calismadan elde edilen verilere gére mayonezli salatalarin % 6,7 sinin, et irinlerinin %
I,I’inin ve dumanlanmis baliklarinda % 27,8’inin L. monocytogenes ile kontamine

oldugu bildirilmistir.

Fransa’da 2001-2003 yillar1 arasinda tiiketime hazir hindi gégiislii sandviglerin
tilkketilmesi sonucu olusan listeriozis vakasinda 54 kisinin etkilendigi bildirilmistir

(Goulet ve ark., 20006).

Ulkemizde ise Sireli ve ark. (2008) tarafindan ¢ig koftede L. monocytogenes’in
gelisimi iizerine yapilmis deneysel bir ¢alismada etkenin 24 saatte iirlindeki gelisimi
takip edilmistir. Elde edilen verilere gore 25°C’de 24 saatte etkenin 2 log/g diizeyinde
arttigi  belirlenmis ve yeterli hijyenik kosullar saglanmadigi takdirde L.
monocytogenes’in ¢ig koftelerde de halk sagligi acisindan risk olusturabilecegi

bildirilmigtir.

Sireli ve Giiclikoglu (2008) tarafindan yapilmis bir baska ¢alismada ise Ankara
ilinde satisa sunulan toplam 100 adet tiiketime hazir gida (rus salatasi, kadinbudu kofte,
arnavut cigeri, midye dolma ve yesil salata) 6rneginde Listeria tiirlerinin belirlenmesi
amaglanmistir. Calismadan elde edilen bulgulara gore, 6rneklerin % 13 oraninda
Listeria tirleri ile kontamine oldugu belirlenmis ve 2 yesil salata ile 1 rus salatasindan

da L. monocytogenes izole edildigi bildirilmistir.

2.7.9 Meyve ve Sebzelerde Listeria monocytogenes

Sebze ve meyveler, zengin igeriklerinden dolay1 Listeria tiirlerinin iiremesi ve

geligmesi icin uygun olarak nitelendirilen ortamlar arasinda yer almaktadir.

Prazak ve ark. (2003) tarafindan ABD Teksas’da bulunan ciftliklerde yapilan
bir arastirmada 855 lahana 6rneginin % 3 oraninda L. monocytogenes ile kontamine
oldugu bildirilmistir.

25



Sebze veya meyvelerin neden oldugu listeriozis olgular1 pek ¢ok kez rapor
edilmigtir. 1979 yilinda ABD’nin Boston sehrinde L. monocytogenes 4b ile kontamine
sebzelerin tiiketilmesi sonucu olusan listeriozis olgusunda 23 kisinin etkilendigi

bildirilmistir (Ho ve ark., 1986).

1981 yilinda Kanada’da kontamine lahana salatasinin tiiketilmesi sonucu bir

baska listeriozis vakasi daha bildirilmistir (Schlech ve ark.,1983).

Italya’da 1997 yilinda L. monocytogenes 4b ile kontamine ton balikli salata ve
musir tiikketilmesi sonucu 1566 kisinin etkilendigi bir listeriozis vakasi rapor edilmistir

(Aureli ve ark., 2000).

2011 yilinda ABD’nin Kolorado bélgesinde kontamine kavunlarin tiikketilmesi

sonucu 146 kisinin listeriozisten etkilendigi belirlenmistir (CDC, 2011).

2.7.10 insanlarda Listeriozis

L. monocytogenes’in insanlar i¢in patojen bir etken oldugu uzun yillardir
bilinmesine ragmen gida kaynakli L. monocytogenes enfeksiyonlarina 1980 yilindan
sonra gereken Onemin gosterildigi bildirilmektedir (Bille ve Glauser, 1988).
Gilinlimiizde, insanlarda olusan listeriozis olgularmin hemen hemen hepsinin gida
kaynakli oldugu belirlenmistir (Adak ve ark., 2002). Listeriozis’in, diger gida kaynakl
enfeksiyonlar igerisinde yiiksek 6lim oranina (% 30) sahip olmasi nedeniyle, oldukca

onemli bir enfeksiyon oldugu da vurgulanmaktadir (Mead ve ark., 1999).

L. monocytogenes olumsuz cevresel sartlara oldukca direngli bir bakteridir.
Etkenin, aside direnclilik 6zelligi sayesinde midede hayatta kalabildigi belirlenmis ve
kisa zamanda ince bagirsaklara gecerek enfeksiyonu olusturdugu bildirilmistir. Daha
sonra ince bagirsaklardan kan dolasimina katilan etken, viicudun cesitli organlarina
(karaciger, dalak, beyin ve plasenta vb.) gd¢ ederek semptomlari olusturmaktadir. Hafif
soguk alginligy, iisiime, diyare, kusma, ates ve bas agrisi gibi non-spesifik semptomlarla
baslayan listeriozisin, konjuktivit, hepatit, osteomiyelit, menenjit, meningoensefalit ve
gebelerde abort veya neonatal listeriozis gibi ¢ok ciddi semptomlarla seyrettigi ve % 30

gibi yliksek mortalite oranina sahip oldugu rapor edilmistir. Hastaligin inkiibasyon
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periyodu 3 - 70 giin arasindadir (Voetsch ve ark., 2007). Listeriozis’de insanlarda

goriilen baslica formlar Tablo 5’te gdsterilmistir.

Tablo 5. Listeriozis’de insanlarda goriilen baslica formlar (Erol, 2007)

Form Semptom

Akut - Septik Yeni dogan Listeriozisi

Merkezi Sinir Sistemi Menenjit, ensefalit, meningoensefalit
Glandular Lenfadenit

Lokal Deri Listeriozisi, konjuktivit

Kronik - Septik Endokardit, apse

L. monocytogenes enfeksiyonlari, yeni doganlar, immun sistemi baskilanmig
bireyler, hamileler ve yaslilar gibi risk grubunu olusturan kisilerde daha sik goriilmekle
beraber saglikli yetiskinlerde de hastaligin sekillenebilecegi bildirilmistir (Farber ve
Peterkin, 1991).

L. monocytogenes’in hamilelerde hastalik olusturmas1 sonucu diisiik, ol
dogum, premature dogumlar veya neonatal enfeksiyonlara neden oldugu bildirilmistir.
Hamileligin her donemi enfeksiyon agisindan riskli olmasina ragmen genellikle
hamileligin liglincli doneminde hastaligin ortaya ¢iktig1 bildirilmis ve hastalik nedeniyle
olusan fetal mortalitenin % 16 ile % 45 arasinda degistigi rapor edilmistir (Siegman ve

ark., 2002).

L. monocytogenes’in invaziv formunun hamile olmayan bireylerde sepsis,
menenjit veya meningoensefalit gibi semptomlara neden oldugu bildirilmistir (Hussein
ve Shafran, 2000). Hastaligin merkezi sinir sistemi formunun ates, yorgunluk, halsizlik,
koordinasyon bozuklugu (ataksi) ve kasilma ndbetleri gibi semptomlarla seyrettigi

belirlenmistir (Mylonakis ve ark., 1988).

Etkenin gidalar ile alinmasi sonucunda ise salginlara yol agtig1 ve insanlarda

gastrointestinal sistem semptomlarmma neden oldugu bildirilmistir (Schlech, 1997;
2000).

Brezilya, Portekiz ve ABD’nde meydana gelen listeriozis vakalarinda en ¢ok
izole edilen L. monocytogenes serotiplerinin 4b, 1/2a ve 1/2b oldugu rapor edilmistir

(Hofer ve ark., 2000; Leite ve ark., 2006; Voetsch ve ark., 2007). Goulet ve ark. (2006)
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tarafindan Fransa’da 603 listeriozis vakasinin serotip dagiliminin belirlenmesi amactyla
2001 - 2003 yillar1 arasinda yapilan ¢aligmada 4b, 1/2a ve 1/2b serotipleri hastalardan
izole edilmigtir. Caligmaya ait detaylar Tablo 6’da gosterilmistir.

Tablo 6. Listeriozis’ten sorumlu L. monocytogenes serotipleri (Goulet ve ark. 2006)

Serotip izolat Sayis1 (%)
4b 294/603 (% 49)
1/2a 163/603 (% 27)
1/2b 120/603 (% 20)
1/2¢ 22/603 (% 4)

Listeriozis’te, etkenin minimal infeksiyon dozu (MID) kesin olarak
bilinmemekle birlikte konagm immun durumuna gére 10° - 10* kob/g diizeyinde L.
monocytogenes’in insanlarda hastalik olusturacag:i bildirilmektedir (Roberts, 1994;
Mead, 1999). Nitekim, Amerikan Gida ve Ilag Dairesi (FDA) L. monocytogenes ile
miicadelede “sifir tolerans” politikasini izlemekte ve etkenin “tliiketime hazir gidalarda”
hi¢ bulunmamas1 gerektigini bildirmektedir. Buna ek olarak bazi {ilkelerde islem
gorecek gidalarda L. monocytogenes’in kabul edilebilir diizeyi de en fazla 100 kob/g
olarak belirlenmistir (Chen ve ark., 2003). Tablo 7°de Diinya’da 1945-2012 yillart

arasinda bildirilen baz listeriozis salginlar1 gosterilmistir.
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Tablo 7. Bildirilen baz1 gida kaynakli Listeriozis olgular1 (Griffits, 2003b)

Yil Ulke Siipheli Gida Etkilenen Kisi Sayis1 (Olii Sayisi)
1945 - 1952 Almanya Cig siit 100
1954 Almanya Bilinmiyor 26
1956 Rusya Domuz eti 19
1960 - 1961 Almanya Bilinmiyor 81
1966 Almanya Bilinmiyor 279
1969 Yeni Zelanda Bilinmiyor 13
1975 - 1976 Fransa Bilinmiyor 162
1977 - 1978 Gliney Afrika Bilinmiyor 14
1978 - 1979 Avustralya Cig sebze 12
1979 ABD Cig sebze 20 (5)
1979 - 1980 Yeni Zelanda Bilinmiyor 10
1980 Yeni Zelanda Midye, ¢ig balik 29 (9)
1981 Ingiltere Krema 11
1981 Slovakya Bilinmiyor 49
1981 Kanada Lahana salatas1 41 (17)
1981 - 1982 Yeni Zelanda Bilinmiyor 18
1983 ABD Bilinmiyor 10
1983 Almanya Bilinmiyor 25
1983 ABD Pastorize siit 49 (14)
1983 - 1987 Isvigre Mont d’Or peyniri 122
1985 ABD Meksika tipi peynir 142 (48)
1985 - 1987 Danimarka Bilinmiyor 35
1986 - 1987 ABD Yumurta 33
1986 - 1987 ABD Dondurma, salam 36 (16)
1987 ABD Tereyagi 11
1987 Ingiltere Bilinmiyor 23
1987 - 1989 Ingiltere Pate 355 (94)
1989 ABD Karides 9(1)
1989 - 1990 Danimarka Kiiflii peynir 26
1990 Avustralya Et {iriinii 11 (6)
1992 Fransa Domuz dili 279 (83)
1993 Fransa Domuz kiymasi 39 (12)
1995 Fransa Peynir 20 (4)
1997 Fransa Peynir 14
1998 - 1999 ABD Et iirtind 108 (21)
1999 Finlandiya Tereyagi 25
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Tablo 7. Devam

Yil Ulke Siipheli Gida Etkilenen Kisi Sayis1 (Olii Sayisi)
1999 ABD Pate 11
1999 - 2000 Fransa Domuz kiymasi 10 (2)
1999 - 2000 Fransa Domuz dili 32 (10)
2000 ABD Hindi eti 30 (4)
2000 ABD Meksika tipi peynir 13
2002 ABD Hindi eti 54
2002 Kanada Peynir 17
2003 ABD Meksika tipi peynir 12
2011 ABD Kavun 146
2012 ABD Ricotta peyniri 22 (4)
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2.8 Calismamizda Kullandigimiz Peynirler

2.8.1 Cokelek

Cokelek, yagli veya kismen yag1 alinmus siitiin bekletilerek kendiliginden veya
herhangi bir madde (limon, yoresel otlar) ile ¢oktiiriilmesi sayesinde elde edilen peynir
cesitidir. Fiziksel goriintii itibari ile lor peyniri ile karistirtlmaktadir fakat bu peynirde,
lor peynirinden farkli olarak siitlin yapisindaki alblimin ve kazein proteinlerinin her ikisi
de bulunur. Anadolu’da ¢okelik, eksimik, siit koptu, akkatik, kesik, torak, urda, siit
kirmasi, minzi, mincili, minsi, jaji, kur¢i gibi farkli adlarla anilmaktadir (Kamber,
2005).

Yapilisi: Normal sagilmis siit bir gece eksimeye birakilir. Eksiyen siit ocak iizerinde
hafif sicaklikta (40 - 45°C) coktiiriilmeye baglanir. Olusan tortu slizme bezleri ile
stiziiliir. Daha sonra elde edilen tortu bez bir torbaya konularak asilir ve iyice siiziilmesi
saglanir. Suyu iyice siiziilen tortu, bez torbadan ¢ikarilarak tuzlanir ve genelde taze

olarak tiiketilir (Unsal, 2009; Cakmake1, 2011).

2.8.2 Koy Peyniri

Anadolu’da sepet peyniri, imansiz peynir, sulu peynir veya kdyli peynir olarak
da bilinen kdy peyniri, kabuklu, hafif sert yapili, dis1 beyaz, i¢c kismi ise hafif sar1 renkli,
2 — 3 mm capli gézenekli, hafif tuzlu, orta yagh ve dis1 basildig1 sepet veya makarna
stizgecinin izlerini tagiyan bir peynirdir (Kamber, 2005; Anon, 2014).

Yapihisi: Siit, sagimdan sonra bir gece bekletilir. Daha sonra herhangi bir 1s1l islem
uygulanmadan 5 — 6 katli ince tiilbentten kazana siiziilerek eli yakmayacak kadar 1sitilir
ve 28 — 32°C’de mayalanir. Mayalanma islemi tamamlandiktan sonra pihti, kirma
sopast ya da elle kiiclik parcalara ayrilir. Daha sonra piht1, 36 - 38°C’ye kadar 1sitilarak
suyunu iyice birakmast saglanir. Bu islemi takiben i1sitilmis pihti sepetlere veya
makarna siizgeglerine konulur ve tizerine herhangi bir agirlik konmadan kendi agirlig
ile siiziilmesi saglanir. Bu esnada teleme siiziiliirken sepetin veya slizgecin desenini alir.
Peynir iyice siiziilmesi i¢in zaman zaman alt iist edilir ve bu esnada da kuru kuru

tuzlanir. Yaklasik 18 saatte peynir kalip haline gelir. Bu agamadan sonra tahta bir zemin
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iizerine alinir ve iki giinde bir toplamda da 15 giin boyunca tuzlanir ve 1 — 2 ay
olgunlastirildiktan sonra tiiketilir. (Kinik ve ark., 1999; Kamber, 2005; Unsal, 2009;
(Cakmakei, 2011)

2.8.3 Kuymak Peyniri

Trabzon, Artvin, Siirmene basta olmak iizere genellikle biitiin Karadeniz
bolgesinde iiretilen yodresel bir peynirdir. Peynirin yapim sekli Diyarbakir yoresindeki
orgli ve Erzurum civil peynirine benzemektedir. Limoni veya agik sar1 renkte, esnek
yapili, yumusak, telli, halat goriiniislii bir peynirdir. Karadeniz Bolgesi’nde tekne
peyniri, telli peynir, telli minzi, migson peyniri gibi isimlerle de anilmaktadir (Kamber,
2005; Anon, 2014).

Yapilisi: Siit mayalama sicakligma kadar isitilir ve 28 — 32°C’de mayalanir.
Mayalandiktan sonra 40 — 45°C’ye kadar 1sitilarak pihtilasmasi saglanir. Bunu takiben
pithti cendere bezine alinarak siiziiliir. Siiziildiikten sonra 3 — 4 giin oda sicakliinda
bekletilerek eksitilir. Daha sonra eksimis peynir tuzlu su icerisinde hafif ateste
genellikle 55°C’de 3-5 dakika 1sitilir. Isinan peynir diiz bir zemin iizerine alinir ve biraz
soguduktan sonra bigakla seritler halinde kesilir. Kesilen parcalar elle ¢ekilip uzatilarak
peynire tel sekli verilir. Bu asamadan sonra hafifce tuzlanarak saklanir (Kamber, 2005;

Unsal, 2009; Cakmakg1, 2011).

Sekil 2. Calismamizda kullandigimiz peynirler. 1: K&y peyniri, 2: Kuymak peyniri, 3: Cokelek
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2.9 Listeria monocytogenes’in izolasyon ve Identifikasyonu

L. monocytogenes, Triptik Soy Agar (TSA), Nutrient Agar (NA) ve Kanli Agar
(KA) gibi bir ¢ok genel besi yerinde kiiltiire edilebilmektedir. Fakat etkeni selektif
ozelligi olmayan besi yerleri ile gida gibi karisik floralardan izole etmenin neredeyse
imkansiz oldugu da belirtilmektedir. Bu amagla selektif 6zelligi olan bir ¢ok besi yeri
arastirmacilar tarafindan gelistirilmistir (Donnelly ve Nyachuba, 2007).

Arastirmacilar karisik floradan L. monocytogenes’in saflagtirilmasi ve diger
bakterilerin baskilanmasi1 i¢in besi yerlerine c¢esitli selektif ajanlarin eklenmesini
onermektedirler. Bu amagla potasyum telliirit, lityum klorit, nalidiksik asit, akriflavin,
polimiksin B, moxalaktam ve seftazidim gibi kimyasallar kullanilmaktadir (Griffiths,
2003a; Donnelly ve Nyachuba, 2007). Gilinlimiizde ise artik ticari olarak satilan g¢esitli

selektif besi yerleri hazir olarak temin edilebilmektedir.

Bugiine kadar gidalardan L. monocytogenes izolasyonu i¢in pek ¢ok prosediir
gelistirilmistir. Bunlardan ilkinin Murray ve ark. (1926) tarafindan gelistirilen soguk
zenginlestirme prensibine dayali yontem oldugu bildirilmistir. Bu yOntemde
zenginlestirme sivisi olarak triptoz broth kullanilmis ve zenginlestirme islemi 4°C’de 5 -
13 hafta siirede yapilmistir. Fakat islemin uzun siireli olmasi ve etkenin kabul edilebilir
seviyeden ¢ok daha az miktarda izole edilmesi nedeniyle bu yontemin zaman igerisinde

terk edilmistir.

Giliniimiizde ise daha pratik ve daha giivenilir kiiltiir teknikleri Amerikan Gida
ve lIlag Dairesi (FDA), Amerikan Tarim Dairesi (USDA/FSIS) ve Uluslararas
Standartlar Organizasyonu (ISO) tarafindan bildirilmistir. Bu kuruluslarin 6nerdigi
metodlar genellikle iki asamali zenginlestirme ve selektif kati besi yerine ekim

basamaklarindan olusmaktadir.

FDA tarafindan bildirilen metoda gore, zenginlestirme besi yeri olarak
Buffered Listeria Enrichment Broth Base (BLEB)’i kullanirken, USDA/FSIS ise bu
amagla UVM Listeria Enrichment Broth’u 6nermektedir. Buna ek olarak ISO 11290
yonteminde ise Fraser Broth zenginlestirme icin kullanilmaktadir. Ayrica bu sivi besi

yerlerinin seciciligini arttirmak amaciyla ¢esitli antimikrobiyel katki maddeleri ve iki
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asamali zenginlestirme islemi Onerilmektedir (Ralovich ve ark., 1971; Fraser ve

Sperber, 1988; Lovett, 1988; Hitchins, 1998).

Waak ve ark. (1999) L. monocytogenes ile deneysel olarak kontamine ettikleri
peynir Orneklerinde ISO 11290 ve International Dairy Federation IDF 143:1990
tarafindan belirlenen farkli iki L. monocytogenes izolasyon metodunun hassasiyetini
belirlemeyi hedeflemislerdir. Aragtirmacilar yapmis olduklari ¢alisma sonucunda ISO
11290-1 metodunun ¢ift asamali zenginlestirmeyi Onermesi ve Fraser Broth’un
tamponlama kapasitesinin daha kuvvetli olmasi nedeniyle IDF metoduna gore iistiin

oldugunu bildirmislerdir.

Fraser Broth ile UVM zenginlestirme sivilarinin karsilastirilmas: amaciyla
Capita ve ark. (2001b) tarafindan yapilan bir arastirmada her iki 6n zenginlestirme

stvisinin da ayni oranda etkili oldugu arastirmacilar tarafindan ortaya konulmustur

On zenginlestirme ve selektif zenginlestirme islemlerinden sonra &rneklerin
selektif kat1 besi yerlerine ekilme agamasi gelmektedir. Bu amagla, Palcam ve Modifiye
Oxford Agar (MOX) en ¢ok tercih edilen besi yerleri olarak bilinmektedir (Carnevale ve
Johnston, 1989; Netten ve ark., 1989). Bu besi yerlerinin ortak 6zelligi iceriklerinde
eskiilin ve Fe” bulunmasidir. Bunlarin yani sira daha hizl teshis ve tiir ayrimi yapmak

adina kromojenik besi yerleri de gelistirilmistir.

Vlaemynck ve ark. (2000) tarafindan yapilan bir arastirmada ise kromojenik
ALOA agar ile PALCAM ve MOX besiyerlerinin saptama yetenekleri karsilastirilmis
ve calisma sonunda PALCAM agarin yanlis pozitif sonuglar ortaya koydugunu
bildirmislerdir.

FDA metodu genellikle siit ve siit tirlinleri, su {riinleri ve sebzelerden L.
monocytogenes’in izolasyonu i¢in kullanilan bir metod olarak bilinmektedir (Lovett ve
ark., 1987). Bunun yaninda USDA/FSIS tarafindan gelistirilen metod ise kirmiz1 et ve et
iirlinleri ile kanath eti ve {irlinlerinden etkenin izolasyonu i¢in dnerilmektedir (Johnson,
1998). ISO 11290 metodu ise tim gidalardan L. monocytogenes’in izolasyonu igin

onerilen bir metod olarak bilinmektedir (Anon, 1995).
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Aragtirmacilarin kiiltiir tekniklerinin daha da hassaslasmasi icin siirekli yeni
yaklagimlar pesinde olduklarini bildirmektedirler. Bu amagla gelistirilen Immuno
Manyetik Seperasyon (IMS) teknigi, karisik florada hedef bakteriyi spesifik antijen-
antikor reaksiyonu ile manyetik bir parcaciga baglamak ve bir miknatis yardimi ile
ortamdan ayirma prensibine dayanmaktadir. Bu amagla Dynabeads adi verilen etrafi
Listeria antikorlar1 ile kaplanmis uniform yapida ve manyetik o6zellikte demir
partikiilleri kullanilmaktadir. Metodun 100 Listeria/ml hassasiyetinde oldugu iiretici

firma tarafindan bildirilmistir (Anon, 1996).

Bauwens ve ark. (2003) hayvanat bahgesinden elde ettikleri gaita 6rneklerinden
L. monocytogenes izolasyonu i¢in ISO 11290-1 metodu ile IMS yéntemini kombine
ederek kullanmiglar ve gaita gibi karisik, yogun bir florada bile etkeni % 20 seviyesinde
izole ettiklerini rapor etmislerdir. Ayrica arastirmacilar IMS yonteminin izolasyon
prosediiriine spesifite, sensitivite ve etkinlik kazandirdigini belirterek 6n zenginlestirme

sonrasinda IMS kullanilmasimi &nermislerdir.

Ayrica giiniimiizde etkenin tespiti i¢in biyokimyasal reaksiyonlar ya da genetik
materyalin tespitine dayali baz1 hizli test sistemleri de gelistirilmistir. BAX sistemi,
GENE-Trak, PROBELIA, VIDAS, VITEK, VITEK II, Listeria VIA, Reveal (Listeria),
ClearView, Assurance EIA (Listeria), EIAFOSS Listeria, API, Microbact, Malthus,

Microlog ve MIS hizli sistemlere 6rnek olarak verilebilir.

Giliniimiizde klasik kiiltiir tekniklerinin yani sira genetik materyal temelli
molekiiler tekniklerle de L. monocytogenes’in gidalardan tespiti yapilabilmektedir. Bu
yontemler hassas ve hizli olmalar1 nedeniyle siklikla tercih edilmekte, bununla birlikte
kalitatif veya kantitatif sonuglar verebilmektedir. Bu amacla Polymerase Chain Reaction
(PCR), Reverse Transcription-PCR (RT-PCR), Pulsed Field Gel Electrphoresis (PFGE),
Amplified Fragment Length Polymorphism (AFLP), Restriction Fragment Length
Polymorphism (RFLP), Real Time PCR, Randomly Amplified Polymorphic DNA
(RAPD) ve Multi Locus Sequence Typing (MLST) yontemleri kullanilabilmektedir.
Ornegin bu yontemlerden PCR etkenin varligi veya yoklugu hakkinda bilgi verirken,
Real Time PCR ise kantitatif sonuglar vermektedir. Ayrica izolatlarin tiplendirilmesi ve
epidemiyolojik caligmalar i¢in soy agaclarinin ¢ikarilmast PFGE veya MLST gibi
teknikler sayesinde miimkiin kilinmistir. Bu yontemlerden PCR’1n da oldukg¢a giivenli
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ve hassas olmasi bakimindan ¢alismamizda klasik kiiltiir ile izolasyonu ve
identifikasyonu tamamlanmis izolatlarin dogrulanmasi ve serotiplerinin belirlenmesi
amaciyla kullanilmistir. Ayrica bu yontemler genetik materyal temelli hizli ve spesifik
bir yontemler olarak da tanimlanmaktadir (Aznar ve Alacron, 2003; Jantzen ve ark.,

20006).

Kolombiya’da Vanegas ve ark. (2009) c¢ig siitte L. monocytogenes’in
belirlenmesi amaciyla yaptiklar1 bir ¢aligmada klasik kiiltiir yontemi ile Real Time PCR
metodunu karsilagtirmali olarak kullanmiglar ve Real-Time PCR metodunun daha hizls,
daha hassas bir metod oldugu sonucuna varmislardir.

Ahrabi ve ark. (1999) cig siitte L. monocytogenes varligmin PCR ile
belirlenmesi baslikli caligmalarinda 6rnekleri deneysel olarak cesitli konsantrasyonlarda
bakteri ile kontamine ettiklerini bildirmisler ve PCR isleminin hassasiyetini ve
duyarliligmmi tespit etmeyi amaclamiglardir. Calismanin sonuglarmma gore On
zenginlestirme igleminden sonra etkenin teshisi i¢in yapilan PCR isleminin hassas,

duyarli, pratik ve zaman tasarrufu acisindan 6nemli oldugunu rapor etmislerdir.

2.10 Korunma ve Kontrol

Gliniimiizde, listeriozis enfeksiyonlarinin biiyilk c¢ogunlugunun kontamine
gidalarin tiiketilmesi sonucu sekillendigi bildirimektedir. “Ciftlikten sofraya gida
giivenligi” konsepti ¢ercevesinde, Listeria’lardan ari saglikli hayvanlarin yetistirilmesi
ve etkenin gidalarla temasinin engellenmesi listeriozisten korunmanin en Onemli
asamas1 olarak belirlenmistir. Bu noktada, silaj hijyenik kosullarda hazirlanmali ve
pH’s1 4,0’a indirilmelidir. Meme ve sagim hijyenine 6zen gosterilmeli, siit pastorize
edilmeli ve pastdrizasyon sonrasi kontaminasyon onlenmelidir. Kasaplik hayvanlarin
kesim islemleri hijyenik kosullar altinda uygun sekilde yapilmalidir. Buna ek olarak
gidalarin pisirilmesi sirasinda merkezi sicakligin en az 72°C, muhafaza sicakliginin da
en ¢cok 4°C olmasi saglanmalidir. Gida isletmelerinin temizlik ve dezenfeksiyonu
diizenli olarak yapilmali, personel hijyenine dikkat edilmeli ve portdr muayeneleri

diizenli olarak yapilmalidir (Erol, 2007).

36



Gida ireticileri etken ile miicadelede “sifir tolerans” prensibini
benimsemelidir. Gida isletmelerinde isletmenin yapisina uygun olarak hazirlanmis
HACCEP sistemlerinin hayata gecirilmesi saglanmalidir. Tiiketiciler risk grubu gidalar
ve gida kaynakli listeriozis konusunda bilinglendirilmelidir (Erol, 2007; Kuhn ve
Goebel, 2007)

L. monocytogenes’in gidalardaki varlig1 bircok iilkede yasal diizenlemelerle
sinirlandirilmis olup iilkemizde Tiirk Gida Kodeksi Mikrobiyolojik Kriterler Tebligi’ne

gore siit Uriinlerinin 25 graminda L. monocytogenes’in hi¢ bulunmamasi gerektigi

bildirilmistir (Anon, 2011).
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3. MATERYAL ve METOT

3.1 Materyal

Bu c¢aliymada Kasim 2011 - Nisan 2012 tarihleri arasinda Samsun 1
Merkezi’nden temin edilen toplam 210 adet ¢ig siit ve siit {irlinii materyal olarak
kullanildi. Ornekler 6 aylik siire¢ boyunca birer aylik periyotlarla alind1 ve analiz edildi.
Calismada kullanilan 100 adet siit drneginin 50’si Samsun 11 Merkezi’nde kurulan 9
semt pazarindan, 50’si ise 8 ¢evre kdyde bulunan 24 yetistiriciden sagim sirasinda temin
edildi. Siit {irtinleri ise, 20 adet beyaz peynir, 20 adet kasar peyniri, 20 adet dondurma,
20 adet tereyagi, 10 adet ¢cokelek, 10 adet kuymak peyniri ve 10 adet kdy peyniri olmak
iizere toplam 110 adet olarak cesitli satis noktalar1 ve semt pazarlarindan temin edildi.
Temin edilen numuneler soguk zincir altinda miimkiin olan en kisa siirede laboratuvara
getirildi ve analizler yapildi.

3.1.1 Siitlerde Isil islem Tespitinde Kullamilan Kimyasallar

Alkali Fosfataz Test Ayiraglar:

Sodyum karbonat Na,COj; (Sigma, S2795, Steinheim - Almanya )

Sodyum bikarbonat NaHCO; (Sigma, S5761)

di-sodyum-p-nitrofenilfosfat (Sigma, N2765)

Buffer Substrat Cozeltisinin Hazirlanmasi: Alkali Fosfataz Testinde kullanilmak
iizere 3,5 gr saf Na,CO; ile 1,5 gr NaHCOs 1 1t saf su i¢inde eritildi ve buffer eriyigi

hazirlandi. Daha sonra 0,15 gr di-sodyum-p-nitrofenilfosfat tartildi ve daha once

hazirlanan buffer eriyigi ile 100 ml’ye tamamlanda.

Peroksidaz Testi Ayiraclar

Hidrojen peroksit (H,O» - Merck, 8597, Hohenbrunn - Almanya)

1-4-p-Phenylenediamine (CsHgN> - Merck, 807246)



3.1.2 Laboratuvara Getirilen Siitlerde Antibiyotik Aranmasinda Kullanilan

Malzemeler

Charm MRL Beta test stripleri (Charm Sciences Inc., Lawrence, MA - USA)

3.1.3 L. monocytogenes’in izolasyon ve Identifikasyonunda Kullanilan Malzemeler

Half Fraser Broth

Fraser Listeria Selective Enrichment Broth (Merck, 110398)

Fraser Listeria Selective Supplement (Merck, 100093)

Fraser Listeria Amonium Iron (III) Supplement (Merck, 100092)

Hazirlamisi:  Selektif On zenginlestirme asamasinda kullanilmak tiizere hazir
besiyerinden 57,4 g tartilarak 1 litre distile su igerisinde ¢dziindiiriildii 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 damitik su ile

sulandirilan 2 vial Fraser Listeria Selective Supplement ile 2 vial Fraser Listeria

Amonium [ron (III) Supplement eklendi.

Dynabeads® anti-Listeria (710.06 Dynal Biotec, Oslo - Norvec)

Invitrogen firmasindan temin edilen 5 ml ve 250 testlik Dynabeads® anti-Listeria

iretici firmanin talimatlar1 dogrultusunda kullanildi.

Phosphate Buffered Saline Tween 20 (Sigma, P3563)

NaCl 138 mM
KC12,7 mM

Tween 20 % 0,05 w/v pH 7,4

39



Hazirlamisi: 1 paket toz PBS-Tween 20 1 litre distile su igerisinde ¢oziindiiriildii ve
121°C’de 15 dakika steril edildi. IMS isleminde kullanilmak iizere 4°C’de muhafaza
edildi.

Modifiye Oxford Agar (MOX)

Oxford Listeria Selective Agar (Merck, 107004)
Oxford Listeria Selective Supplement (Merck, 107006)

Hazirlamisi: Besiyerinden 29,25 g tartilarak 500 ml distile suda ¢6ziindiiriildi, 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
sogutuldu. Daha sonra 2,5 ml steril damitik su ve 2,5 ml etil alkol ile suspanse edilmis 1
vial Oxford Listeria Selective Supplement eklendi. Daha sonra steril plastik petrilere

dokiildi 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 ¢6ziindiirtildi, 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 ¢ikan besiyeri 50°C’ye kadar sogutuldu. Steril plastik petrilere
dokiildii ve 4°C’de muhafaza edildi.

Tryptic Soy Broth Yeast Extract (TSB-YE)

Tryptic Soy Broth (Fluka, 22092)

Yeast Extract (Oxoid, LP0021)
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Hazirlamisi: Tryptic Soy Broth besiyerinden 15 g ve Yeast Extract’dan 3 g (% 0,6)
tartildt ve 500 ml distile suda ¢oziindiiriildii, pH degeri 7,1 + 0,2 olarak ayarland1 ve
cam tliplere 10’ar ml paylastirildi. Daha sonra besiyeri otoklavda 121°C’de 15 dakika
steril edildi. Otoklavdan ¢ikan besiyeri 50°C’ye kadar sogutuldu ve 4°C’de muhafaza
edildi.

Sulphate Indol Motility Medium (SIM)

Sulphate Indol Motility Medium (Merck, 105470)

Hazirlanisi: Besiyerinden 30 g tartildi ve 1 litre distile suda ¢oziindiiriildii, pH degeri
7,0 £ 0,2 olarak ayarland1 ve su banyosunda 95°C’de eritildi. Cam tiiplere 10’ar ml
paylastirildi ve otoklavda 121°C’de 15 dakika steril edildi. Tamamen sogutulduktan
sonra 4°C’de muhafaza edildi.

Koyun Kanh Agar (% 5, Salubris, Tiirkiye)

Salubris firmasi tarafindan hazirlanan steril % 5°lik koyun kanli agarlar1 alind1 ve son

kullanma tarihine kadar 4°C’de muhafaza edilerek kullanildi.

Nitrate Broth

Nitrate Broth (Fluka, 72548)

Hazirlanisi: Besiyerinden 9 g tartildi ve 1 litre distile su icerisinde ¢oiindiiriildii. Bunu

takiben pH’s1 7,0 + 0,2 olarak ayarlandi ve cam tiiplere 5’er ml paylastirildi. Otoklavda
121°C’de 15 dakika steril edildikten sonra sogutuldu ve 4°C’de muhafaza edildi.

Purple Broth Base

Purple Broth Base (HiMedia, M284, Mumbai - Hindistan )
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Hazirlamisi: Besiyerinden 15,02 g tartildi ve 1 litre distile suda ¢oziindiirtildi. pH
degeri 6,8’e + 0,2 ayarlandiktan sonra cam tiiplere 9’ar ml paylastirildi ve otoklavda
121°C’de 15 dakika steril edildikten sonra sogutuldu ve 4°C’de muhafaza edildi.

Seker Soliisyonlar:

Ramnoz Soliisyonu

Bilesimi: L- Rhamnose (Sigma, R3875)5 g
Distile Su 100 ml

Ksiloz Soliisyonu

Bilesimi: D- Xylose (Sigma, X1500) 5 g
Distile Su 100 ml

Mannitol Soliisyonu

Bilesimi: Mannitol (Merck, 5980) 5 g
Distile Su 100 ml

Hazirlamisi: Sekerlerden 5’er g tartilarak distile su i¢inde % 5 oraninda hazirlandi.
Solusyonlar 0,45 pm por genisligine sahip seliiloz asetat enjektor ucu filtreler (Corning,
MA - USA ) ile steril edildi.

Oksidaz Testi

Bactidrop™ Oxidase (Remel R21540 - KS, USA)

Katalaz Testi

Hidrojen Peroksit (H,O, ) (Merck, 8597)
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Hazirlamisi: Ticari % 30’luk H,O,’den 3 ml alind1 27 ml distile su ile karistirildi ve %
3’liikk H,0, soliisyonu elde edildi.

3.1.4 Listeria monocytogenes izolatlarimmn PCR ile Dogrulanmasinda Kullanilan

Kimyasallar

Proteinase K (Sigma, P2308)

Proteinase K 10 mg/ml

Chelex 100 (Sigma, C7901)

Chelex 100 50g/1

Taq DNA Polymerase Seti (Sigma, D4545)

Tag DNA Polymerase 500U

10X Reaction Buffer

25mM MgCl,

dNTP Mix (Sigma, D7295)

dNTP Mix 10mM

Gene Ruler Set (Biolabs N 32315S)

100 bp 500 pg/ml kullanima hazir

Primerler

Alpha DNA, Quebec - Kanada
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Hedef Gen Primer Dizisi
PCRGO: 5> GAA TGT AAA CTT CGG CGC AAT CAG 3’
PCRDO: 5 GCC GTC GAT GAT TTG AAC TTC ATC 3’
IAP1: 5 ACA AGC TGC ACC TGT TGC AG 3’
[IAP2: 5 TGA CAG CGT GTG TAGTAGCA ¥
F: 5> AGG GCT TCA AGG ACTTACCC 3’
R: 5> ACG ATT TCT GCT TGC CAT TC 3’
F: 5 AGG GGT CTT AAATCCTGG AA ¥
R: 5> CGG CTT GTT CGG CATACTTA ¥
F: 5 AGC AAA ATG CCA AAACTCGT 3
R: 5> CAT CAC TAA AGC CTC CCATTG 3’
F: 5> AGT GGA CAA TTG ATT GGT GAA 3’
R: 5> CAT CCATCC CTT ACT TTG GAC ¥’
F: 5 GCT GAA GAG ATT GCG AAAGAAGY
R: 5" CAA AGA AACCTT GGA TTT GCG G 3’

hiyA (388 bp)

iap (131 bp)

Imo0737 (691 bp)

Imol1118 (906 bp)

ORF2819 (471 bp)

ORF2110 (597 bp)

prs (370 bp)

Hazilamis1: Arastirmacilar tarafindan bildirilen primerler desalted saflikta sentezletildi
ve liyofilize olarak temin edildi. Daha sonra iiretici firmanin 6nerdigi miktarlarda steril
bidistile su ile 100 pmol konsantrasyonda olacak sekilde sulandirildi.

TBE Soliisyonu

Gibco 10X TBE (15581-044, NY - USA)

Hazirlanisi: 10X konstantrasyonda olan buffer soliisyonundan 100 ml alinarak 1 litreye

tamamlandi ve analizler i¢in 1X konstantrasyonda kullanildi.

Etidium Bromide

Applichem A1152 (10 mg/ml, GmBH)
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Hazirlamisi: Kullanima hazir olarak temin dilen Etidium Bromide soliisyonundan 100

ml agaroz i¢in 6 pl alind1 ve agaroz eritildikten sonra i¢ine karigtirildi.

Agarose

Agarose (Sigma, A9539)

Hazirlanisi: Temiz bir erlen mayer igerisine 1,5 g agaroz tartildi ve 100 ml 1X TBE ile
sulandirildi. Daha sonra mikrodalga firinda eritildi ve 50°C’ye kadar sogutularak
icerisinde 6 pl Etidium Bromide eklendi. Son olarak elektroforez kiivetine dokiilerek

donmasi i¢in bekletildi.

3.1.5 Listeria monocytogenes Izolatlarinin Antibiyotik Duyarhlik Testlerinde

Kullanilan Malzemeler

Mueller Hinton Agar

Mueller Hinton Agar (Oxoid CM 337)

Hazirlanisi: 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.

Mueller Hinton Broth

Mueller Hinton Broth (Merck 110293)

Hazirlanmisi: Besiyerinden 10,5 g tartildi ve 500 ml distile su igerisinde ¢oziindiiriildii.

pH degeri 7,4 + 0,2 olarak ayarlandi. Daha sonra besiyeri otoklavda 121°C’de 15 dakika

steril edildi.
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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)

MIK Testi icin Kullanilan Antibiyotikler

Amoksisilin/Klavulanik asit (Sigma A8J23)
Ampisilin Sigma (A1593)

Eritromisin (Sigma E5389)

Kloramfenikol (Sigma C1919)
Oksitetrasiklin (Sigma 1491004)

Penisilin G (Sigma P8431)

Tetrasiklin (Sigma T7660)

Vankomisin (Sigma V1130)

Cahismada Kullanilan Bakteri Suslari

L. monocytogenes ATCC 7644 (serotip 1/2¢)
L. monocytogenes RSKK 472 (serotip 1/2b)
L. monocytogenes RSKK 471 (serotip 1/2a)
L. monocytogenes RSKK 475 (serotip 4b)

S. aureus ATCC 26923

R. equi ATCC 33701
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3.2 Metot

Laboratuvara soguk zincir altinda getirilen ¢ig siitlerde 6nce 1s1l islem
uygulanip uygulanmadiginin belirlenmesi amaciyla enzim deneyleri yapildi, daha sonra
antibiyotik kalintis1 varligi arastirildi. Cig siit ve siit {lriinlerinde L. monocytogenes
varliginin arastirilmasi 3 asamada gercgeklestirildi. Birinci asamada L. monocytogenes
izolasyon ve identifikasyonu i¢in ISO 11290-1 (The International Standards
Organization - Uluslararas1 Standartlar Organizasyonu) (Anon, 1995) ve Dynal (Anon,
1996) tarafindan &nerilen IMS (Immuno Manyetik Seperasyon) bazli klasik kiiltiir
teknigi kullamildi. ikinci asamada identifiye edilen L. monocytogenes izolatlarmin PCR
ile dogrulanmasi ve serotiplendirilmesi yapildi. Ugiincii asamada ise L. monocytogenes
izolatlarinin antibiyotik direnglilik profillerinin belirlenmesi amaciyla NCCLS (M31-
A3/2010) (National Committee for Clinical Laboratory Standards-Klinik Laboratuvar
Standartlar1 Ulusal Komitesi) tarafindan bildirilen disk diflizyon ve Minimum

Inhibisyon Konsantrasyonu (MIK) testleri kullanild1 (Anon, 2010).

3.2.1 Siitlerde Isil islem Tespiti

Analiz i¢in laboratuvara getirilen ¢ig siit Orneklerine 1sil islem uygulanip

uygulanmadig1 enzim deneyleri ile ortaya konuldu

Alkali Fosfataz Deneyi

Siitte fosfataz enziminin varligini arastirmak amaciyla bir deney tiiptine 5 ml
buffer substrat ¢ozeltisi konuldu ve iizerine 1 ml siit 6rnegi ilave edilerek karigtirildi.
Daha sonra 37°C’lik su banyosunda 2 saat inkiibe edildi. Inkubasyon sonunda siitte sar1
renkli p-nitrofenol’lerin agiga cikmasi fosfataz enzimi pozitif olarak degerlendirildi

(Dokuzlu, 2004).
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Peroksidaz (Storch) Deneyi

Siitte peroksidaz enziminin varligin1 aragtirmak amaciyla bir deney tiipiine siit
numunesinden 10 ml alind1 ve {izerine % 0,2’lik H,O, ¢6zeltisinden 2 damla damlatildi
ve karistirildi. Daha sonra iizerine % 2’lik asidik p-fenilendiamin hidrokloriir
cozeltisinden 2 damla damlatilarak tekrar karistirildi. Siitte mavi renk olusumu

peroksidaz pozitif olarak degerlendirildi (Dokuzlu, 2004).

Siitte Antibiyotik Varh@inin Belirlenmesi

Analiz i¢in laboratuara getirilen silit numunelerinde betalaktam grubu
(amoksisilin, ampisilin, sefasetril, sefaleksin, sefalonyum, sefalozin, sefoperazon,
sefkinom, seftifor, sefuroksim, sefapirin, kloksasilin, dikloksasisilin ve penisilin G)
antibiyotik kalintis1 varligi Charm MRL B (MA, USA) test stripleri kullanilarak iiretici
firmanin talimatlar1 dogrultusunda yapildi. Bu amagla test striplerinin haznesine 200 pl
numune siit mikropipet ile konuldu ve stripler inkiibatore yerlestirildi. 58°C’de 8 dakika
inkiibe edildi. Inkubasyonun sonunda iiretici firmanin tarif ettigi sekilde, stripler
iizerindeki Test (T) ve Kontrol (C) olarak isaretlenmis noktalarin her ikisinde de kirmizi
serit olusmas1 antibiyotik kalintis1 negatif, sadece T olarak isaretlenmis olan kisimda
kirmiz1 serit olugsmasi ise antibiyotik kalintis1 pozitif olarak degerlendirildi (Sekil 3)
(Anon, 2013c¢).

Sekil 3. Charm MRL B-Lactam test stripleri
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3.2.2 Listeria monocytogenes’in izolasyonu

Bu ¢alismada siit ve siit iiriinlerinde L. monocytogenes’in izolasyonu amaciyla
ISO 11290-1 metodu (The International Standards Organization - Uluslararasi
Standartlar Organizasyonu) (Anon, 1995) ve Dynal (Anon, 1996) tarafindan onerilen
IMS bazli kiiltiir teknigi kullanildi (Sekil 4).

25gr./25ml. Numune + 225ml. % Fraser Broth
l— """""""""" A
1 30°C'de 24 saat |
! I
IMS
I— ---- A
o Sopl !
e I
Y - c; ------ ¥
35°C’" de 24 saat
MOX Agar | e smsaat !
[ =
I 30°C’ de 24 saat :| TSA-YE
e | Biyokimyasal Testler
A 4
Gram Boyama Katalaz - Oksidaz B-Hemoliz Hareketlilik
A 4 A 4 Y
Karbonhidrat CAMP Testi Nitrat Rediksiyon
Fermantasyon Testleri

Sekil 4. L. monocytogenes’in izolasyon ve identifikasyon semasi
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On Zenginlestirme

Soguk zincir altinda ve laboratuara getirilen siit numunelerinden aseptik
kosullarda 25 ml, siit iiriinlerinden ise 25 gr tartilarak 225 ml Half Fraser Broth (Merck
110398, 100093, 100092) ile sulandirildi ve stomacherde (Interscience Bagmixer 400)
orta hizda 90 saniye homojenize edildi. Daha sonra 6n zenginlestirme i¢in 30°C’de 24

saat inkiibasyona birakildu.

Immuno Manyetik Seperasyon (IMS)

On zenginlestirme islemini takiben, iiretici firmanin talimatlar1 cercevesinde,
1,5 ml’lik mikrosantrifiij tiiplerine vorteks ile homojenize edilmis immunomanyetik
mikropartikiil soliisyonundan (Dynabeads anti-Listeria 710.06) 20’ser pl konuldu ve
tiipler manyetik ¢ubugu c¢ikartilmis Dynal manyetik parcacik portiipiine (MPC-S)
yerlestirildi. Daha sonra iizerine Half Fraser Broth’da (Merck 110398, 100093, 100092)
on zenginlestirmesi yapilan homojenattan 1 ml ilave edildi ve tiiplerin agz1 kapatildi.
Karisim 5 kez alt iist edikten sonra oda sicakliginda 10 dakika Dynal MX sample mixer
ile orta hizda siirekli karistirilarak inkiibe edildi (Sekil 5). Bu asamada Orneklerde
bulunabilecek Listeria’larin spesifik antijen-antikor reaksiyonu ile dynabeadslere
baglanmasi saglandi. Bu islemi takiben Dynal manyetik parcacik portiipiiniin arka
kismina manyetik ¢cubuk yerlestirildi ve olusan manyetik alanin etkisiyle, Listeria’lar ile
baglanan dynabeadslerin mikrosantrifiij tiiplerinin i¢ arka yliziine yapigmasi saglandi.
Ug dakikalik bekleme asamasindan sonra manyetik olarak baglanmamis olan kisim
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 karigtirilarak ikinci kez inkiibe edildi. Daha sonra Dynal manyetik
parcacik portiibiiniin arkasina manyetik plak tekrar takildi ve 3 dakika beklendi.
Manyetik olarak baglanmamig olan kistm mikropipet yardimiyla dikkatlice
uzaklastirildi. Son olarak dynabeads-Listeria karisimi 100 pl steril PBS-Tween 20 (pH

7,4) i¢inde siispanse edildi ve silispanse edilen bu dynabeads-Listeria karisimindan 50 pl
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selektif kat1 agara Modified Oxford Agar (Merck 107004, 107006 MOX) drigalski
cubugu ile ekildi (Anon, 1996).

Sekil 5. Anti-Listeria Dynabeads, Dynal manyetik pargacik portiibii ve Dynal MX &rnek karistirict

Kat1 Besi Yerine Ekim

IMS islemi sonucunda elde edilen 100 pl Dynabeads-Listeria kompleksinden
50 ul MOX Agara yayma plak yontemi ile ekim yapildi ve plaklar 35°C’de 24 - 48 saat
siireyle inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon sonrast MOX agarda iireyen yaklasik 1-2
mm ¢apli, orta kismi ¢okiik, 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 ¢izme
plak yontemiyle ekildi ve plaklar 30°C’de 24 saat inkiibasyona birakildi (Sekil 6)
(Anon, 1996).
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Sekil 6. Listeria kolonilerinin Modified Oxford Agar’da goriinimii

3.2.3 Listeria monocytogenes’in Biyokimyasal Testleri ve Identifikasyonu

TSA-YE’de iireyen siipheli kolonilere sirasiyla non-spesifik ve spesifik
biyokimyasal testler yapildi. Ilk asamada gram boyama, katalaz, oksidaz, hareket ve
indol testleri yapildi. Biyokimyasal testler sonucunda gram pozitif, katalaz pozitif,
oksidaz negatif, 25°C’de SIM (Merck, 105470) besiyerinde semsiye tarzinda hareketli
ve indol negatif koloniler Listeria spp. olarak belirlendi ve tiir ayrimi i¢in identifikasyon
testlerine gecildi. Bu amagla CAMP, S-hemoliz ve karbonhidrat fermentasyon testleri
yapildi. Spesifik testlerin sonucunda CAMP testinde sadece S. aureus’a dogru iireyen,
kanli agarda f-hemoliz olusturan ve sekerlerden ramnozu fermente eden, ksiloz ve
mannitolu fermente etmeyen koloniler L. monocytogenes olarak identifiye edildi.
Listeria tiirlerinin biyokimyasal testler ile ayrimi Tablo 8’de belirtilmistir (Hitchins,

1998).

52



Tablo 8. Listeria tiirlerinin biyokimyasal 6zellikleri (Wagner ve McLauchlin, 2008; Graves ve ark., 2010;
Leclercq ve ark., 2010)

Testler L. L. L. L. L. L. L. L.
monocytogenes ivanovii _innocua welshimeri _seeligeri grayi marthii _rocourtiae
Gram Boyama + + + + + + + +
Katalaz + + + + + + + +
Oksidaz - - - - - - - -
p-Hemoliz + ++ - - + - - -
Eskiilin + + + + + + + +
D-Mannitol - - - - - + + _
L-Ramnoz + - + + - + + -
D-Ksiloz - + - + + - - -
CAMP S. aureus R. equi - - S. aureus - - -

+: pozitif, -: negatif, +: degisken

Gram Boyama ve Mikroskobik Baki

TSA-YE besiyerinde iireyen kolonilerden 1-2 tane alkol ile temizlenmis bir
lam {izerine 6ze ile alindi. Daha sonra steril fizyolojik tuzlu su ile homojen hale
getirilerek lam iizerine yayildi. Oda sicakliginda kurutulduktan sonra {i¢ defa alevden
gecirilerek tespit edildi. Preperatlar sirastyla 90 sn kristal viyole, 45 sn lugol iyot, 45 sn
alkol-aseton karisimi ve 30 sn sulu fuksin boyalar ile boyanip yikanip kurutuldu.
Hazirlanan preperatlar Olympus (CX 21) mikroskop ile 100X biiylitmede immersiyon
yagi ile incelendi. Mikroskobik baki sonucunda mavi-mor renkli, kisa ¢ubukcuk
formunda olan bakteriler Listeria spp. siipheli olarak degerlendirildi (Sekil 7) (Hitchins,
1998).

Sekil 7. Listeria tiiri bakterilerin mikroskobik gériiniimii
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Katalaz ve Oksidaz Testleri

TSA-YE’de iireyen kolonilerden 1-2 tane temiz bir lam {izerine 6ze ile alindi
ve lizerlerine 2-3 damla % 3’liikk H,O, damlatildi. 1-2 sn i¢inde olusan kdpiirme ve gaz

cikist katalaz pozitif olarak degerlendirildi.

Oksidaz testi i¢in 1 cm eninde uzun seritler halinde kesilmis kurutma kagitlart
iizerine Remel Bactidrop™ Oxidase Test (R21540) soliisyonu damlatildi. Daha sonra
TSA-YE’de iireyen kolonilerden 1-2 adet 6ze ile alind1 ve bu kurutma kagitlaria
siiriildii. En fazla 60 saniye i¢inde mor-menekse rengi olusmamasi oksidaz negatif

olarak degerlendirildi (Hitchins, 1998).

SIM (Sulphate Indol Motility) Hareketlilik Testi

TSA-YE’de iireyen kolonilerden 2-3 tane igne uglu 6ze ile alindi ve daha
onceden tiiplerde hazirlanmis SIM besiyerine dik bir sekilde batirilip ¢ikartildi.
Besiyerleri 25°C’de 5 giine kadar inkiibe edildi. Yapilan takiplerin sonucunda semsiye

tarzinda lireme gosteren koloniler hareketli olarak degerlendirildi.

Ayn1 zamanda bu besiyerine Kovacs ayiracinin (Merck, 109293) damlatilmasi
sonucu indol testi de yapildi. Aywracin damlatilmasindan sonra renk degisimi

goriilmemesi indol negatif olarak degerlendirildi (Hitchins, 1998).

CAMP (Christie Atkins Miinch Petersen) Testi

TSA-YE’de iireyen siipheli Listeria kolonilerinin tiir ayrimlan i¢in % 5’lik
koyun kanli agara birbirlerine paralel olarak R. equi ve S. aureus suglari ekildi. Daha
sonra da bu referans suslarin ekim hatlarina dik olacak sekilde siipheli L.
monocytogenes izolatlart ekildi. Besiyeri 35°C’de 24 saat inkiibasyona birakildi.
Inkubasyon sonunda sadece S. aureus’a dogru hafif genisleyen dar bir hemoliz bandinin
olusumu L. monocytogenes pozitif kabul edildi. Ayrica kanli agarda olusan f-Hemoliz

alanlar1 da incelendi (Sekil 8) (Hitchins, 1998).
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Sekil 8. L. monocytogenes izolatlarinin CAMP testi goriiniimi
(S: S. aureus ATCC 25923, R: R. equi ATCC 33701, 2-3-4-5-6 Listeria sp. siipheli izolatlar)

Karbonhidrat Fermentasyon Testleri

Karbonhidrat fermentasyon testleri i¢cin daha onceden cam tiiplere 9’ar ml
paylastirllmis Purple Broth Base’ler (PBB) ve % 5 konsantrasyonda hazirlanmis
karbonhidrat soliisyonlar1 kullanildi. Karbonhidrat soliisyonlar1, hazirlandiktan sonra
0,45 pum por capina sahip tek kullanimlik enjektor ucu filtrelerden gegirilerek steril

edildi. Daha sonra iginde PBB’ler bulunan tiiplere 1’er ml aktarildi.

TSA-YE’de iireyen siipheli koloniler 6ze ile alinarak igerisinde karbonhidrat
kaynagi olan PBB’lere ekimleri yapildi ve 37°C’de 5 giine kadar inkiibe edildi.
Inkubasyon sonunda PBB’lerin renginin mordan sariya doénmesi pozitif olarak

degerlendirildi (Sekil 9) (Hitchins, 1998).
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Sekil 9. L. monocytogenes izolatlarinin purple broth base igerisinde karbonhidrat fermentasyon testi
goriiniimii. (Soldaki tiip ramnoz pozitif, ortadaki tiip mannitol negatif, sagdaki tiip ksiloz negatif)

Nitrat Rediiksyon Testi

TSA-YE besiyerinde iireyen kolonilerden 6ze ile bir miktar alinarak Nitrate
Broth (Fluka, 72548) besiyerine ekildi ve 37°C’de 5 giin inkiibasyona birakildi. Daha
sonra besiyeri icerisine 0,2’ser ml Griess Ilosvay A ve B reaktifleri (Sigma G4410)
eklendi. Tiipilin dibinde kiremit kirmizist renk olusumu pozitif olarak degerlendirildi.
Test daha ileri seviye indirgenmelere karsi ¢inko tozu (Sigma 324930) ile de
dogrulandi. L. monocytogenes nitrat negatif olup, Listeria tiirleri igerisinde nitrati nitrite
indirgeme yeteneginde olan tek tiiriin L. grayi spp. murayi oldugu rapor edilmistir

(Hitchins, 1998).
3.2.4 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 Aly4 primerleri ile Kohler ve ark. (1990) tarafindan tasarlanan

edilen iap primer ¢iftleri kullanildi (Tablo 9).
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Tablo 9. hlyA ve iap primer dizileri (Kéhler ve ark., 1990; Bohnert ve ark., 1992)

Hedef gen Primer PCRiiriinii (bp)

PCRGO: GAATGTAAACTTCGGCGCAATCAG
hiyA 388 bp
PCRDO: GCCGTCGATGATTTGAACTTCATC

IAP1: ACAAGCTGCACCTGTTGCAG b
ia 131
P IAP2: TGACAGCGTGTGTAGTAGCA P

Genomik DNA Ekstraksyonu

Genomik DNA elde edilmesi Amills ve ark. (1997) tarafindan 6nerilen metoda
gore ve Proteinaz K (Sigma, P2308) ile Chelex 100 (Sigma C7901, Chelating Ion
Exchange Resin) kullanilarak yapildi. -20°C’de muhafaza edilen izolatlar TSB-YE
(Fluka 22092, Oxoid LP0021) ile aktive edildi. 24 saatlik taze kiiltiirden 1 ml steril
ependorf tiip i¢cine alind1. Ependorf tiipler 12000 rpm’de 4°C’de 2 dakika santrifiij edildi
(Hettich Universal 320R, Almanya) ve lstte kalan supernatant atild1. Dipte kalan bakteri
peleti lizerine % 5 konstantrasyonda 1X TE i¢inde hazirlanmig Chelex 100’den 200 pl
ve 10 mg/ml konstantrasyonunda hazirlanmis Proteinaz K’dan 4 pl ilave edildi. Daha
sonra Ornekler kuru blok 1sitict (Biosan Bio TDB-100, Tiirkiye) icinde 6nce 56°C’de 30
dakika, bunu takiben 100°C’de 8 dakika inkiibe edildi. Chelex-100’iin dibe ¢okmesi i¢in
elde edilen DNA-Chelex 100 karisim1 12000 rpm’de 4 °C’de 2 dakika santrifiij edildi ve
iistte kalan supernatant i¢inde bulunan DNA bagka bir ependorf tiipline alinarak PCR

islemi yapilana kadar -20°C’de muhafaza edildi.

PCR Amplifikasyonu ve Elektroforez

hlyA geni i¢in PCR karisimi, toplam 50 pl hacimde 1X PCR Buffer, 1,5 mM
MgCl,, 0,1 mM dNTP, 0,5 U Tag-Polymerase (Sigma D4545), her primerden 1 pM ve
5 ul DNA olacak sekilde hazirland1. #/yA geni amplifikasyonu Thermal Cycler’da (Bio-
Rad MJ mini Gradient CA - ABD) 94°C’de 5 dakika ilk denatlirasyon ve 35 sikliis,
94°C’de 30 saniye denatiirasyon, 65°C’de 45 saniye primer baglanmasi, 72°C’de 45
saniye primer uzamasi ve 72°C’de 5 dakika son uzama olarak gergeklestirildi (Bohnert

ve ark., 1992)
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iap geni i¢in ise PCR karigimi, toplam 50 ul hacimde 1X PCR Buffer, 1,5 mM
MgCly, 0,1 mM dNTP, 0,5 U Tag-Polymerase, her primerden 1 pM ve 5 ul DNA olacak
sekilde hazirlandi. iap gen amplifikasyonu ise 94°C’de 5 dakika ilk denatiirasyon ve 35
siklus, 94°C’de 30 saniye denatiirasyon, 55°C’de 45 saniye primer baglanmasi, 72°C’de
45 saniye primer uzamasi ve 72°C’de 5 dakika son uzama olacak sekilde programlandi

(Kdhler ve ark., 1990).

Elde edilen amplikonlar elektroforez islemi i¢in % 2’lik agaroz i¢inde 80 volt
akimda kosturuldu. Elektroforez islemi Bio-Rad PowerPac Basic Power Supply (CA -
USA) gii¢ kaynagi ve Bio-Rad Wide Mini Sub-Cell GT Cell (CA - USA) tankinda
gerceklestirildi. Elektroforez sonunda /lyA ve iap genleri UV transilluminatdrde 388 bp
ve 131 bp’de goriintiilendi.

PCR Analizi Saptama Limitinin Belirlenmesi

PCR analizinin saptama limitinin belirlenmesi amaciyla, oncelikle L.
monocytogenes ATCC 7644 susuna ait genomik DNA’nin konsantrasyonunu belirlendi.
Bu amagla DNA’lar UV spektrofotometre ile 260 nm’de okutuldu. 1 OD’nin 50 ng/ul
miktar DNA’ya esdeger olmasindan yola ¢ikarak genomik DNA konsantrasyonu (ng/pl)
hesaplandi (Anon, 2012). Hesaplama sonunda elde edilen DNA’nin baslangic
konsantrasyonu 254 mg/ul olarak tespit edildi. Daha sonra konsantrasyonu bilinen
DNA’lar 1/10 oraninda steril deiyonize su ile diliiye edildi ve 8 dillisyon hazirlandi.
Hazirlanan DNA diliisyonlarindan 5 pl alind1 ve hazirlanan PCR karigimi i¢ine toplam
hacim 50 pl olacak sekilde ilave edildi. Daha sonra Aly4 geni icin bildirilen PCR
kosullarina gore amplifiye edildi. Elektroforez sonunda en son bandin goriildiigii

diliisyondaki DNA konsantrasyonu PCR testinin tespit limitini belirledi.

Serotiplendirme

L. monocytogenes izolatlarinin serotiplendirilmesi amaciyla Doumith ve ark.

(2004) tarafindan dizayn edilen 1/2a (3a), 1/2b (3b), 1/2¢c (3c) ve 4b (4d, 4e)

serotiplerine ait primer dizileri kullanildi (Tablo 10).
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Tablo 10. L. monocytogenes serotiplerine ait primer dizilimleri (Doumith ve ark., 2004)

Hedef Gen  Primer Dizilimi PCR iiriinii (bp) Serotip

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

F: AGGGGTCTTAAATCCTGGAA
Imoll18 906 1/2¢, 3¢
R: CGGCTTGTTCGGCATACTTA

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

F: AGTGGACAATTGATTGGTGAA
ORF2110 597 4b, 4e, 4d
R: CATCCATCCCTTACTTTGGAC

F: GCTGAAGAGATTGCGAAAGAAG
prs 370 Listeria spp.
R: CAAAGAAACCTTGGATTTGCGG

Serotiplendirme i¢in PCR karigimi, toplam 50 pl hacimde 1X PCR Buffer, 1,5
mM MgCl,, 0,1 mM dNTP, 0,5 U Tag-Polymerase, her primerden 1 uM ve 5 ul DNA
olacak sekilde 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 goére program yeniden diizenlendi ve optimize
edildi. Primer baglanma dereceleri ORF2819 igin 55°C, ORF2110 i¢in 57°C, Imo0737
icin 57°C, Imoll18 igin 55°C olarak ayarlandi. Amplifikasyon islemi once tek tek
yapildi. Daha sonra ORF2819 ile ORF2110 primerleri ve Imo0737 ile Imolll8
primerleri multiplex olarak 56°C’de amplifiye edildi. Elde edilen amplikonlar
elektroforez islemi icin % 2’lik agaroz icinde 80 volt akimda kosturuldu. UV-
transilluminatérde ORF2819 geni 471 bp, ORF2110 geni 597 bp, Imo0737 geni 691 bp,
Imol118 geni 906 bp ve prs geni ise 370 bp’de goriintiilendi (Doumith ve ark., 2004).

Elektroforez sonucunda bir izolat yanlizca Imo0737 pozitif ise 1/2a veya (3a),
hem Imo0737 hem de Imol118 pozitif ise 1/2¢c veya (3c), yanlizca ORF2819 pozitif ise
1/2b veya (3b), hem ORF2819 hem de ORF2110 pozitif ise 4b veya (4e, 4d) olarak
degerlendirildi (Doumith ve ark., 2004).
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3.2.5 Antibiyotik Direnclilik Testleri

Disk Difiizyon Yontemi

Elde edilen izolatlarin antibiyotik direnglilikleri NCCLS (National Committee
for Clinical Laboratory Standards, M31-A3/2010) tarafindan bildirilen yontem esas
alinarak belirlendi (Sekil 10). Bu amagla dnce - 20°C’de sakladigimiz izolatlar 37°C’de
24 saat TSB-YE’de aktive edildi ve daha sonra TSA-YE’e cizilerek 37°C’de 24 saat
inkiibe edildi. 24 saatlik L. monocytogenes izolatlarina ait TSA-YE’deki taze
kiiltiirlerden 6ze ile birkag tane alindi ve i¢inde 5 ml % 0,09’luk Fizyolojik Tuzlu Su
(FTS) bulunan steril tiiplerde suspanse edilerek McFarland dansitometre cihazi (Biosan)
ile 0,5 McFarland (10° kob/ml) turbitideye ayarlandi. Daha sonra bu siispansiyondan
Mueller-Hinton Agar (Oxoid CM337, Hampshire - Ingiltere) iizerine 1 ml aktarildi ve
steril bir ekiivyon ¢ubugu ile siiriilerek ekildi. Bunu takiben petriler oda 1sisinda 5-10
dakika kurutuldu ve her bir petriye birbirlerine esit mesafede olacak sekilde 4 adet
antibiyotik diski yerlestirildi. Antibiyotik disklerinin yerlestirilmesini takiben petriler
37°C’de 18-24 saat inkiibe edildi. Inkiibasyon sonunda antibiyotik disklerinin
etrafindaki inhibisyon zonlarinin ¢aplar1 kompas ile dl¢iildii. Elde edilen zon caplari,
NCCLS (M31-A3/2010)’deki standartlar ile karsilastirilarak izolatlarin antibiyotiklere

kars1 duyarli, orta direngli veya direncli olarak siniflandirilmasi saglandi (Tablo 11).

Tablo 11. Calismada kullanilan antibiyotik diskleri ve dozlar1

Degerlendirme (mm)

Antibiyotik Diski Sembolii Dozu
R | S

Amoksisilin/Klavulanik asit AMC 30 g 13< 14-17  >18
Ampisilin AMP 10 ng 18<  19-25 >26
Kloramfenikol C 30 g 12< 13-17 >18
Eritromisin E 15pg 15< 16-20 >21
Oksitetrasiklin (0),¢ 30 pug l4<  15-18 >19
Penisilin G PG 10U 20< -
Tetrasiklin TE 30 g 14<  15-18  >19
Vankomisin VA 30 g 14<  15-16 >17
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Sekil 10. Mueller-Hinton agar iizerine yerlestirilmis antibiyotik diskleri ve olusan zonlar

Minimum Inhibisyon Konsantrasyonu (MiK) Testi

Calismamizda disk difiizyon yontemi ile direcli bulunan izolatlarin MIK
degerleri NCCLS (M31-A3/2010) tarafindan bildirilen mikrodiliisyon yontemine gore
yapildi (Anon, 2010).

MIK Testi icin izolatlarin Hazirlanmasi

Bu amagla 6nce -20°C’de muhafaza edilen izolatlar Mueller Hinton Broth
(MHB) igerisinde 37°C’de 24 saat aktive edildi. Daha sonra Mueller Hinton Agar
(MHA) tizerine ¢izilerek 37°C’de 24 saat iiremeleri i¢in inkiibe edildi. 24 saatlik L.
monocytogenes izolatlara ait MHAdaki taze kiiltiirlerden 6ze ile birkag tane alindi ve
icinde 5 ml % 0,09’luk Fizyolojik Tuzlu Su (FTS) bulunan steril tliplerde suspanse
edilerek McFarland dansitometre cihazi ile 0,5 McFarland (10® kob/ml) turbitideye

ayarlandu.
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MIK Testi icin Antibiyotik Stok Cézeltilerin ve Diliisyonlarin Hazirlanmasi

Calismamizda kullandigimiz antibiyotik soliisyonlarinin ana stogu 5120 pg/ml
konsantrasyonda olacak sekilde 10 ml steril distile su igerisinde asagida belirtilen
formiil ve Tablo 12°de gdsterilen potens degerleri kullanilarak hazirland1 ve 0,45 pum

por ¢apina sahip enjektor ucu filtrelerden gecirilerek steril edildi.

Tablo 12. Antibiyotik tozlar1 ve potens degerleri

Antibiyotik Potens (ng/ml)
Ampisilin 128
Amoksisilin/Klavulanik asit 1000
Eritromisin 128
Kloramfenikol 128
Oksitetrasiklin 128

Penisilin G 1005
Tetrasiklin 128
Vankomisin 128

Ana stok hazirlanmasi: 5120 pg/ml konsantrasyondaki ampisilin ana stogunu
hazirlamak i¢in asagida belirtilen formiile gore ilk Once istenilen ampisilin
konsantrasyonu olan 5120 pg/ml ile ¢oziicii hacmi olan 10 ml ¢arpildi, daha sonra
iretici firma tarafindan belirtilen ampisilinin potens degeri olan 128’e¢ bdliinerek
tartilacak miktar olan 400 mg elde edildi. Bunu takiben 400 mg ampisilin tartildi ve 10

ml distile su icerisinde ¢oziindiiriildii. Diger antibiyotiklerde ayni yontem ile hazirlandu.

Istenen Konsantrasyon (pg/ml) x Cdziicii Hacmi (ml)

Tartilacak ilag agirligi (mg):

[lacin Potensi (ug/mg)

Diliisyonlarin hazirlanmasi: 5120 pg/ml konsantrasyonda hazirlanan ana
stokdan 512, 256, 128, 64, 32, 16, 8, 4, 2, 1, 0,5 ve 0,25 nug/ml konsantrasyonda olan
diliisyonlar Tablo 14’de belirtildigi sekilde Mueller Hinton Broth (MHB) icinde aseptik

kosullarda hazirlandi.
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512 pg/ml konsantrasyondaki 1. diliisyonun hazirlamasi: Bu amagla ilk 6nce
5120 pg/ml konsantrasyonundaki ana stokdan 1 ml alindi ve 9 ml Mueller Hinton Broth
(MHB) ile sulandirilarak (1/10 oraninda) 512 pg/ml konsantrasyonundaki birinci
diliisyon elde edildi.

256 pg/ml konsantrasyondaki 2. diliisyonun hazirlamasi: Hazirlanan 512 pg/ml
konsantrasyonda olan diliisyondan 5 ml alindi ve 5 ml MHB ile karigtirilarak (1/1
oraninda) 256 pg/ml konsantrasyon olan 2. diliisyon elde edildi.

128 pg/ml konsantrasyondaki 3. dillisyonun hazirlamasi: 512 pg/ml
konsantrasyonda olan diliisyondan 5 ml alindi ve 15 ml MHB ile karistirilarak (1/3
oraninda) 128 pg/ml konsantrasyon olan 3. diliisyon elde edildi.

64 pg/ml konsantrasyondaki 4. diliisyonun hazirlamasi: 512 pg/ml
konsantrasyonda olan diliisyondan 5 ml alindi ve 35 ml MHB ile karstirilarak (1/7
oraninda) 64 pg/ml konsantrasyon olan 4. diliisyon elde edildi.

32 pg/ml konsantrasyondaki 5. diliisyonun hazirlamas:: 64 ug/ml
konsantrasyonda olan diliisyondan 5 ml alindi ve 5 ml MHB ile karigtirilarak (1/1
oraninda) 32 pg/ml konsantrasyon olan 5. diliisyon elde edildi.

16 pg/ml konsantrasyondaki 6. diliisyonun hazirlamasi: 64 pg/ml
konsantrasyonda olan diliisyondan 5 ml alindi ve 15 ml MHB ile karistirilarak (1/3
oraninda) 16 pg/ml konsantrasyon olan 6. diliisyon elde edildi.

8 pg/ml konsantrasyondaki 7. diliisyonun hazirlamasi: 64 pg/ml
konsantrasyonda olan diliisyondan 5 ml alindi ve 35 ml MHB ile karistirilarak (1/7
oraninda) 8 pg/ml konsantrasyon olan 7. diliisyon elde edildi.

4 pg/ml konsantrasyondaki 8. diliisyonun hazirlamasi: 8§ pg/ml
konsantrasyonda olan diliisyondan 5 ml alindi ve 5 ml MHB ile karigtirilarak (1/1
oraninda) 8§ pg/ml konsantrasyon olan 8. diliisyon elde edildi.

2 ug/ml konsantrasyondaki 9. diliisyonun hazirlamasi: 8 pg/ml
konsantrasyonda olan diliisyondan 5 ml alindi ve 15 ml MHB ile karistirilarak (1/3
oraninda) 2 pg/ml konsantrasyon olan 9. diliisyon elde edildi.

1 pg/ml konsantrasyondaki 10. dilisyonun hazirlamas:: 8 pg/ml
konsantrasyonda olan diliisyondan 5 ml alindi ve 35 ml MHB ile karistirilarak (1/7

oraninda) 1 pg/ml konsantrasyon olan 10. diliisyon elde edildi.
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0,5 pg/ml konsantrasyondaki 11. diliisyonun hazirlamasi: 1 pg/ml
konsantrasyonda olan diliisyondan 5 ml alindi ve 5 ml MHB ile karigtirilarak (1/1
oraninda) 0,5 pg/ml konsantrasyon olan 11. diliisyon elde edildi.

0,25 pg/ml konsantrasyondaki 12. diliisyonun hazirlamas:: 1 pg/ml
konsantrasyonda olan diliisyondan 5 ml alindi ve 15 ml MHB ile karistirilarak (1/3
oraninda) 0,25 pg/ml konsantrasyon olan 12. diliisyon elde edildi (Tablo 13).

Tablo 13. Antibiyotik diliisyonlariin hazirlanmasi

Stok Soliisyon (ng/ml)  Antibiyotik (v*) MHB (v) Test Konsatrasyonu (pg/ml)
512 1 - 512 1. diliisyon
512 1 1 256 2. diliisyon
512 1 3 128 3. diliisyon
512 1 7 64 4. diliisyon
64 1 1 32 5. diliisyon
64 1 3 16 6. diltisyon
64 1 7 8 7. dilisyon
8 1 1 4 8. diliisyon
8 1 3 2 9. diliisyon
8 1 7 1 10. diliisyon
1 1 1 0,5 11. diliisyon
1 1 3 0,25 12. diliisyon
*v: volum

MIK Testinin Yapiisi: ELISA mikroplaklarina &nceden hazirladigimiz
antibiyotik soliisyonlarina ait diliisyonlar 100°er pl paylastirildi. Bunu takiben
iizerlerine 0,5 McFarland konsantrasyona ayarlanmis taze bakteri kiiltlirlinden 5’er pl
eklendi. Mikroplaklar 35°C’de 18 - 20 saat siire inkiibasyona birakild1.

MiK Testi Sonuclariin Degerlendirilmesi: Inkiibasyon sonunda en son iireme
goriilen kuyucuklardaki antibiyotik konsantrasyonu, NCCLS (M31-A3/2010)’deki
kirilma noktalari ile karsilastirilarak izolatlarin MiK degerleri belirlendi (Tablo 14).
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Tablo 14. MiK testi sonuglarinin degerlendirilmesi

Degerlendirme (pg/ml)

Antibiyotik Diski

S I R
Amoksisilin/Klavulanik asit 4< 8 >16
Ampisilin < 2 >
Kloramfenikol 8< 16 >32
Eritromisin 0,5< 1 >2
Oksitetrasiklin 4< 8 >16
Penisilin G 2< - -
Tetrasiklin 4< 8 >16
Vankomisin 4< 8 >16
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4. BULGULAR

Bu calismada, Kasim 2011 - Nisan 2012 tarihleri arasinda Samsun Il
Merkez’inde kurulan gesitli semt pazarlarindan, satis noktalarindan ve ¢evre kdylerdeki
yetistiricilerden temin edilen toplam 210 adet ¢ig siit ve siit iiriinii materyal olarak
kullanildi. Temin edilen numunelerde L. monocytogenes varligi IMS bazli kiiltiir teknigi
kullanilarak arastirildi. izolatlar 4lyA ve iap gen sekanslari esas almarak PCR ile
dogrulandi. Daha sonraki agamada PCR ile dogrulanan L. monocytogenes izolatlarinin
serotiplendirilmesi ve 8 farkli antibiyotige karsi antibiyotik direnglilik profillerinin

belirlenmesi islemleri PCR, disk difiizyon ve MIK testleri ile yapildi.

4.1 Laboratuvara Getirilen Siitlerin Kiiltiir Oncesi Analizleri

4.1.1 Antibiyotik Kalintis1 Analizi

Ticari olarak temin edilen MRL Beta test stripleri kullanilarak yapilan
antibiyotik kalintis1 analizleri sonucunda 100 adet ¢ig siit Orneginin higbirinde

antibiyotik kalintisina rastlanilmadi1 (Anon, 2013c).

4.1.2 Isil islem Tespiti

Laboratuvara getirilen siit numunelerinde 1s1l islemin varlig1 alkali fosfataz ve
peroksidaz testleri ile arastirildi. Semt pazarlarindan temin edilen 50 adet ¢ig siit
numunesinde her iki enzimin de pozitif oldugu dolayisiyla siitlere 1s1l islem
uygulanmadigi kanisina varildi. Yetistiricilerden alinan siitler direk sagilip alindigi i¢in

bu siitlerde alkali fosfataz ve peroksidaz enzimlerinin varlig1 arastiriimadi.

4.2 IMS Bazh Kiiltiir Teknigi Sonuglar

Bu asamada, IMS bazl kiiltiir teknigi ile analiz edilen toplam 100 cig siit
Oorneginin 5 tanesinin (% 5), 110 siit {Uriinii 6rneginin 9 tanesinin (% 8§,18) L.

monocytogenes ile kontamine oldugu belirlendi.



Yetistiricilerden temin edilen 50 adet ¢ig siit 6rneginin yanlizca 1 tanesinden L.
monocytogenes (% 2) identifiye edildi ve bu numuneden 5 izolat elde edildi. Semt
pazarlarindan elde edilen 50 adet ¢ig siit 6rneginin 4 tanesinden L. monocytogenes (%o 8)

identifiye edildi ve bu numunelerden 20 izolat elde edildi (Tablo 15).

Tablo 15. Cig siit numunelerinde tespit edilen Listeria spp. ve L. monocytogenes tirii bakterilerin

numune bazinda dagilimi ve izolat sayilar

Ornek Tipi Ornek Listeria spp. (+) Listeria spp. (+) L. monocytogenes L. monocytogenes (+)
Sayisi numune/Oran izolat sayisi (+) numune/Oran izolat sayisi

Cig Siit (Pazar) 50 11 (% 22) 55 4(% 8) 20

Cig Siit (Koy) 50 1(%?2) 5 1(%2) 5

TOPLAM 100 12 (% 12) 60 5% 5) 25

Semt pazarlarindan ve c¢esitli satis noktalarindan elde edilen 20 adet beyaz
peynir orneginin 1 tanesinde (% 5), 10 adet kuymak peyniri 6rneginin 3 tanesinde
(%30), 10 adet ¢okelek peynirinin 3 tanesinde (%30), 10 adet kdy peynirinin 2
tanesinde (%20) L. monocytogenes izole edillirken, kasar peynir, tereyagi ve dondurma
orneklerinin hicbirinde L. monocytogenes izole edilemedi. Siit liriinlerinden toplam 27

L. monocytogenes izolati elde edildi (Tablo 16).

Tablo 16. Siit iriinlerinde tespit edilen Listeria spp. ve L. monocytogenes tirii bakterilerin numune

bazinda dagilimi ve izolat sayilari, n: numune sayist

Ornek Tipi Ornek Listeria spp. (+)  Listeria spp. (+) L. monocytogenes L. monocytogenes (+)
Sayisi  numune/Oran izolat sayisi (+) numune/Oran izolat sayisi

Beyaz Peynir 20 5 (% 25) 25 1(%5) 1

Kasar Peyniri 20 0 0 0 0

Tereyagi 20 3 (% 15) 15 0 0
Dondurma 20 0 0 0 0

E:yyn':‘::k 10 6 (% 60) 30 3 (% 30) 10

Cokelek 10 4 (% 40) 20 3 (% 30) 7

Koy Peyniri 10 4 (% 40) 20 2 (% 20) 9
TOPLAM 110 22 (% 20) 110 9 (% 8,18) 27
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4.3 izolatlarin PCR ile Dogrulanmasi

Calismamizda, IMS bazl klasik kiiltiir teknigi ile L. monocytogenes olarak
identifiye edilen izolatlar1 dogrulamak amaciyla hlyA ve iap genlerinin varligt PCR
yontemi ile arastirildi. Bu amagcla yapilan analizler sonucunda ¢ig siit ve siit
iirinlerinden elde edilen 52 L. monocytogenes izolatinin tamaminin (% 100) bu iki gene

sahip oldugu belirlendi ve L. monocytogenes olarak dogruland1 (Sekil 11).

Calismamizda PCR analizinin saptama limitinin belirlenmesi i¢in L.
monocytogenes ATCC 7644 susundan elde edilen baslangi¢ konsantrasyonu 254 ng/ul
olan genomik DNA oOrnekleri 1/10 diliisyonlar halinde sulandirildiktan sonra hlyA
genine spesifik primerleri kullanilarak PCR reaksiyonuna tabi tutuldu. Yaptigimiz 8
diliisyon sonunda; Sekil 11°da goriildiigii gibi 1. diliisyonda 25,4 ng/ul, 2. diliisyonda
2,54 ng/ul, 3. dilisyonda 0,254 ng/ul, 4. dilisyonda 0,0254 ng/ul, 5. diliisyonda
0,00254 mg/ul ve en son 6. diliisyonda 0,000254 mg/ul konsantrasyonunda DNA
orneklerimiz 388 bp’de bant veriritken, 7. ve 8. diliisyonda bant gdzlenmedi. Bu
durumda PCR analizimizin hassasiyeti 6. dilliisyon goriilen bant goz Oniinde
bulundurularak en az 0,000254 ng/ul olarak tespit edildi. Bu islemler sonucunda
calismamiz sirasinda PCR analizleri i¢in kullandigimiz 5 pl genomik DNA’nin saptama

sinirindan oldukea yiiksek oldugu belirlendi (Sekil 12).

388 bp
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Sekil 11. L. monocytogenes izolatlarinda hlyA (388 bp) ve iap (131 bp) genlerinin elektroforez
goriintilleri M: 100 bp’lik DNA ladder, 1 ve 6: Pozitif kontrol (L. monocytogenes ATCC 7644), 5 ve 10:
Negatif kontrol, 2 — 4: hly4 geni pozitif L. monocytogenes izolatlari, 7 — 9: iap geni pozitif L.
monocytogenes izolatlari
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388 bp

Sekil 12. L. monocytogenes ATCC 7644 susu kullanilarak Aly4 geni (388 bp) spesifik PCR analizinin
saptama limiti sonuglart M: 100 bp’lik DNA ladder 1 - 8: DNA diliisyonlar1 (25,4 ng/ul’den-0,00000254
ng/ul’e kadar)

4.4 Listeria monocytogenes izolatlarimn Serotiplendirilmesi

PCR ile dogruladigimiz L. monocytogenes izolatlarinin serotiplendirilmesi
amactyla Doumith ve ark. (2004) tarafindan tasarlanan Imo0737, Imol118, ORF2819,
ORF2110 ve prs primer dizileri kullanild1. Izolatlarin bu genleri bulundurma durumuna
gore serotiplendirilmeleri yapildi (Tablo 17). PCR islemi sonunda elde edilen
eletroforez goriintiileri Sekil 13, 14, 15, 16, 17 ve 18’de gosterildi.

Tablo 17. L. monocytogenes serotiplerinin sahip oldugu gen bolgeleri

L. monocytogenes serotipleri

Hedef Gen 1/2a 1/2b 1/2¢ 3a 3b 3c 4b 4e 4d
Imo0737 (691 bp) + + + +
Imolll8 (906 bp) + +
ORF2819 (471bp) + + + +
ORF2110 (597 bp) + + +
prs (370 bp) + + + + + + + + +
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Sekil 13. IMO0737 gen bolgesi (691 bp) hedeflenen PCR analizinin elektroforez sonuglart M: 100 bp
DNA ladder, 1: Pozitif kontrol (L. monocytogenes RSKK 471, serotip 1/2a), 2: Negatif kontrol, 3 — 8:
IMOO0737 pozitif L. monocytogenes izolatlari

z
—-

906 bp
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Sekil 14. IMO1118 gen bolgesi (906 bp) hedeflenen PCR analizinin elektroforez sonuglart M: 100 bp
DNA ladder, 1: Pozitif kontrol (L. monocytogenes, ATCC 7644, serotip 1/2¢) 2: Negatif kontrol, 3 - 8:
IMO1118 pozitif L. monocytogenes izolatlar
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597 bp

Sekil 15. ORF2110 gen bolgesi (597 bp) hedeflenen PCR analizinin elektroforez sonuglart M:100 bp
DNA ladder, 1: Pozitif kontrol (L. monocytogenes RSKK 475, serotip 4b), 2: Negatif kontrol, 3 — 11:
ORF2110 pozitif L. monocytogenes izolatlar

471 bp

Sekil 16. ORF2819 gen bolgesi (471 bp) hedeflenen PCR analizinin elektroforez sonuglart M:100 bp
DNA ladder, 1: Pozitif kontrol (L. monocytogenes RSKK 472, serotip 1/2b), 2: Negatif kontrol, 3 — 11:
ORF2819 pozitif L. monocytogenes izolatlar
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370 bp

Sekil 17. prs gen bolgesi (370 bp) hedeflenen PCR analizinin elektroforez sonuglart M:100 bp DNA
ladder, 1: Pozitif kontrol (L. monocytogenes ATCC 7644), 2: Negatif kontrol, 3 — 11: prs pozitif L.

monocytogenes izolatlar

[T —
piaiamy —
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Pa— .

Sekil 18. Tiim serotiplerin aym jel iizerindeki elekroforez goriintiisii M:100 bp DNA ladder, 1: L.
monocytogenes 1/2a (3a), 2: L. monocytogenes 1/2b (3b), 3: L. monocytogenes 1/2c¢ (3c), 4: L.
monocytogenes 4b (4d, 4¢) ve 5: Negatif kontrol, 6 — 9: Pozitif izolatlar

L. monocytogenes izolatlarinin Doumith ve ark. (2004) tarafindan bildirilen
yonteme gore yapilan degerlendirmesinde Sekil 17°da goriildigli gibi 691 bp’de bant
veren izolatlar 1/2a (veya 3a), 471 bp’de bant veren izolatlar 1/2b (veya 3b), 691 ve 906
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bp’de cift bant veren izolatlar 1/2¢ (veya 3c), 471 ve 597 bp’de ¢ift bant veren izolatlar
4b (veya 4d, 4e) olarak degerlendirildi. Listeria tiirlerinin tamami prs geni icerdigi i¢in
tiim izolatlarda 370 bp’de bant goriintiilendi.

Yapilan bu degerlendirmeler sonucunda ¢ig siit ve siit iiriinlerinden elde edilen
toplam 52 L. monocytogenes izolatinin 20 tanesi (% 38) L. monocytogenes 4b (4e, 4d),
20 tanesi (% 38) L. monocytogenes 1/2b (3b), 6 tanesi (% 12) L. monocytogenes 1/2¢
(3c) ve 6 tanesi (% 12) L. monocytogenes 1/2a (3a) olarak serotiplendirildi (Sekil 19).
Bu serotiplerin siit ve siit iirlinlerindeki dagilimi ise; ¢ig siitten elde edilen 25 izolatin 20
tanesinin L. monocytogenes 4b (4e, 4d), 5 tanesinin ise L. monocytogenes 1/2b (3b)
oldugu tespit edildi (Tablo 20, Sekil 20). Siit liriinlerinden elde edilen 27 izolatin serotip
dagilimina bakilacak olursa, beyaz peynirden elde edilen 1 izolatin L. monocytogenes
1/2¢ (3¢c), kuymak peynirinden elde edilen 10 izolatin tamami L. monocytogenes 1/2b
(3b), cokelekden elde edilen izolatlarin 5 tanesi L. monocytogenes 1/2b (3b), 2 tanesi ise
L. monocytogenes 1/2a (3a) ve kdy peynirinden elde edilen izolatlarin 4 tanesi L.

monocytogenes 1/2a (3a), 5 tanesi ise L. monocytogenes 1/2¢ (3c) olarak
serotiplendirildi (Tablo 18, Sekil 21).

45,00%

40,00% 38,00% 38,00%

35,00% -

30,00% -

25,00% -

20,00% -

15,00% - 12,00% 12,00%
10,00% -

5,00% -

0,00% -
L. monocytogenes 4b L. monocytogenes L. monocytogenes L. monocytogenes
1/2b 1/2¢ 1/2a

Sekil 19. L. monocytogenes izolatlarinin serotip dagilimlari

73



Tablo 18. Elde edilen izolatlarin serotip dagilim1

izolat Sayis1 Serotip Dagilmi  Serotip Dagilhm Orani (%)

20 4b (44, 4e) (% 38)
Cig siit

5 1/2b (3b) (% 9,6)
Beyaz Peynir 1 1/2¢ (3¢) (% 1,9)
Kuymak Peyniri 10 1/2b (3b) (% 19)

5 1/2b (3b % 9,6
Ciokelek (3b) (%9.6)

2 1/2a (3a) (%3.8)

4 1/2a (3a) (%7.6)
Kdy Peyniri

5 1/2¢ (3¢) (% 9,6)

*% Oranlar toplam 52 izolat iizerinden hesaplandi

90%
80%

80%

70% -

60% -

50% -

40% -

30% -

20%

20% -

10% -

0% -
L. monocytogenes 4b L. monocytogenes 1/2b

Sekil 20. Cig siitten elde edilen izolatlarin serotip dagilimlari
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60,00% 55,50%

50,00%

40,00%

30,00%
22,30%

22,20%

20,00%

10,00%

0,00% T
L. monocytogenes 1/2a L. monocytogenes 1/2b L. monocytogenes 1/2c

Sekil 21. Siit Girlinlerinden elde edilen izolatlarin serotip dagilimlari

4.5 Listeria monocytogenes izolatlarimn Antibiyotik Direnglilik Sonuclar

4.5.1 Disk Difiizyon Testi Sonuc¢lar

Disk Difiizyon testi sonucunda, 52 izolatin 8 tanesinin (% 15,3) bir
antibiyotige, 19 tanesinin (% 36,5) de birden fazla antibiyotige kars1 diren¢ gosterdigi
belirlendi. Ayrica 25 izolatinda (% 48,2) herhangi bir antibiyotige karsi direncli

olmadig: saptandi.

Cig siitten elde edilen 25 izolatin, 1 tanesi (% 4) ampisiline, 6 tanesi (% 24)
kloramfenikole, 3 tanesi (% 12) oksitetrasikline, 6 tanesi (% 24) penisilin G’ye, 6 tanesi
(% 24) tetrasikline direngli bulundu. Bunun yani sira ¢ig siitten elde edilen izolatlarda

amoksisilin/klavulanik asit, eritromisin ve vankomisin direncliligi saptanmadi.

Siit tirtinlerinden elde edilen 27 izolatin, 4 tanesi (% 14,8) ampisiline, 2 tanesi
(% 7,4) amoksisilin/klavulanik asite, 5 tanesi (% 18,5) eritromisine, 7 tanesi (% 25,9)
kloramfenikole, 7 tanesi (% 25,9) oksitetrasikline, 6 tanesi (% 22,2) penisilin G’ye, 12

tanesi (% 44,4) tetrasikline, 7 tanesi (% 25,9) vankomisine direnc¢li bulundu. Siit ve siit
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iriinlerinden elde edilen tim L. monocytogenes izolatlarinin antibiyotik direnglilik

sonuglar1 Tablo 19°da gosterildi.

Tablo 19. L. monocytogenes izolatlarinin antibiyotik direnglilik sonuglari,

izolat Sayis1 (% Orani)

Antibiyotik Diski Direncli Orta Direncli Duyarh
Amoksisilin/Klavulanik asit 2(3,8) - 50 (96,2)
Ampisilin 5(9,6) 6 (11,5) 41 (78,9)
Kloramfenikol 13 (25) 14 (26,9) 25 (48,1)
Eritromisin 5(9,6) 10 (19.2) 37(71,2)
Oksitetrasiklin 10 (19,2) 5(9,6) 37(71,2)
Penisilin G 12 (23) - 40 (77)

Tetrasiklin 18 (34,6) 2(3,8) 32 (61,6)
Vankomisin 7(13,4) 10 (19,2) 35(67,3)

L. monocytogenes serotiplerinin antibiyotik diren¢ dagilimlarina bakacak
olursak; cig siitten elde edilen 20 adet L. monocytogenes 4b izolatinin 1 tanesi (% 5)
ampisiline, 6 tanesi (% 30) kloramfenikole, 3 tanesi (% 15) oksitetrasikline, 2 tanesi (%
10) penisilin G’ye, 6 tanesi (% 30) tetrasikline direngli bulundu. Bunun yan1 sira bu 20
L. monocytogenes 4b izolatinda amoksisilin/klavulanik asit, eritromisin ve vankomisin
direncliligi saptanmadi. Yine ¢ig siitten elde edilen 5 adet L. monocytogenes 1/2b
izolatinin 4 tanesi (% 80) penisilin G’ye direngli bulundu. Fakat bu izolatlarda
amoksisilin/klavulanik asit, ampisilin, eritromisin, kloramfenikol, oksitetrasiklin,

tetrasiklin, vankomisin direngliligi saptanmadi.

Siit triinlerinden elde edilen 6 L. monocytogenes 1/2a izolatinin 1 tanesi (%
16,6) eritromisine, 2 tanesi (% 33,2) oksitetrasikline, 2 tanesi (% 33,2) tetrasikline, 1
tanesi (% 16,6) vankomisine direngli bulundu. Fakat bu izolatlarda
amoksisilin/klavulanik asit, ampisilin, kloramfenikol, penisilin G direncliligi
saptanmadi. Elde edilen 15 adet siit {irlinii orijinli L. monocytogenes 1/2b izolatinin 1
tanesi (% 6,6) amoksisilin/klavulanik asite, 4 tanesi (% 26,4) ampisiline, 5 tanesi (% 33)
kloramfenikole, 2 tanesi (% 13,2) eritromisine, 3 tanesi (% 19,8) oksitetrasikline, 4
tanesi (% 26,4) penisilin G’ye, 7 tanesi (% 46,2) tetrasikline, 6 tanesi (% 39,6)
vankomisin’e direnc¢li bulundu. Son olarak yine siit iiriinlerinden elde edilen 6 adet L.
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monocytogenes 1/2c izolatinin 1 tanesi (% 16,6) amoksisilin/klavulanik asite, 2 tanesi

(% 33,2) eritromisine, 2 tanesi (% 33,2) kloramfenikole, 2 tanesi (% 33,2)

oksitetrasikline, 2 tanesi (% 33,2) penisilin G’ye, 3 tanesi (% 50) tetrasikline direngli

bulundu. Fakat bu izolatlarda amoksisilin/klavulanik asit ve vankomisin direngliligi

saptanmadi. Siit ve siit lirlinlerinden elde edilen tim L. monocytogenes serotiplerinin

antibiyotik diren¢ dagilimlar1 Tablo 20’de gosterildi.

Tablo 20. Listeria monocytogenes serotiplerinin antibiyotik direnglilik dagilimlari

1/2a (3a) n:6

1/2b (3b) n:20

1/2¢ 3c)n: 6 4b (4d, 4e) n: 20

Antibiyotik Diski R I S R I S R I S R I S
Amoksisilin/Klavulanik Asit - - 6 1 - 19 1 - 5 - - 20
Ampisilin - - 6 4 4 12 - 2 4 1 - 19
Kloramfenikol - 1 5 5 10 5 2 - 4 6 3 11
Eritromisin 1 1 4 2 6 12 2 - 4 - 3 17
Oksitetrasiklin 2 - 4 3 3 14 2 - 4 3 2 15
Penisilin G - - 6 8 - 12 2 - 4 2 - 18
Tetrasiklin 2 - 4 7 | 12 3 - 3 6 1 13
Vankomisin 1 1 4 6 5 9 - - 6 - 4 16

R: Direngli, I: Orta Direngli, S: Duyarli, n: izolat sayisi

4.5.2 Minimum Inhibisyon Konsantrasyonu (MIK) Testi Sonuclari

Calismamizda elde ettigimiz 52 L. monocytogenes izolatinin 27 tanesinin Tablo

21°de belirtilen 8 antibiyotige karsi tekli veya coklu olarak direngli oldugu disk

difiizyon yontemiyle belirlendi ve daha sonra bu izolatlarin MIK analizleri yapild:

(Sekil 22).
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Tablo 21. Antibiyotiklere kars1 direngli izolat sayist

Antibiyotik Tiirii Direngli Izolat Sayis1
Amoksisilin/Klavulanik asit 2

Ampisilin 5

Kloramfenikol 13

Eritromisin 5

Oksitetrasiklin 10

Penisilin G 12

Tetrasiklin 18

Vankomisin 7

v
3

%

) - .‘L'

Sekil 22. Vankomisin’e ait MIK analizinin ELISA mikroplagindaki goriiniimii

A: Siit iiriinii 81 B (MIK degeri: 32 pg/ml, direngli), B: Siit {iriinii 81 C (MIK degeri: 32 pg/ml, direngli),
C: Siit iiriinii 109 A (MIK degeri: 16 pg/ml, direngli), D: Siit iiriinii 109 B (MIK degeri: 16 pg/ml,
direncli), E: Siit iiriinii 109 C (MIK degeri: 32 pg/ml, direncli), F: Siit iiriinii 109 D (MIK degeri: 32
pg/ml, direngli), G: Siit iiriinii 110 A (MIK degeri: 16 pg/ml, direngli), H1: Pozitif kontrol, H2: Negatif
kontrol
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MIK testi sonuglari NCCLS (M31-A3/2010)’te belirtilen limitlere gore
degerlendirildi. Bu limitler, amoksisilin/klavulanik asit (AMC) i¢in 16 pg/ml ve iizeri,
ampisilin (AMP) i¢in 2 pg/ml tizeri, eritromisin (E) i¢in 2 pg/ml ve {izeri, kloramfenikol
(C) i¢in 32 pg/ml ve iizeri, oksitetrasiklin (OX) i¢in 16 pg/ml ve lizeri, penisilin G (P)
icin 2 pg/ml iizeri, tetrasiklin (TET) ve vankomisin (V) i¢in de 16 pg/ml ve iizeri olarak

belirlenmistir.

Bizim calismamizda elde edilen izolatlarin MIK degerleri, NCCLS (M31-
A3/2010)’de belirtilen limitlerle karsilastirildiginda, amoksisilin/klavulanik aside
direngli izolatlarin tamamimin MIK degerleri 32 pg/ml, ampisiline direngli 5 izolatin
4’{iniin MIK degeri 16 pg/ml, birinin MIK degeri ise 8 ug/ml, kloramfenikole direngli
izolatlarin tamaminin MiK degerleri 32 pg/ml, eritromisine direngli 5 izolatin 3’iiniin
MIK degeri 16 pg/ml, 2’sinin MIK degeri ise 8 pg/ml, oksitetrasikline direngli 10
izolatin 8’inin MiK degeri 32 pg/ml, 2’sinin MiK degeri ise 16 pug/ml, penisilin G’ye
direngli 12 izolatin 3’iiniin MIK degeri 16 pg/ml, 9’unun MIK degeri ise 8 pg/ml,
tetrasikline direngli 18 izolatin 11’inin MiK degeri 32 pg/ml, 7’sinin MIK degeri ise 16
ng/ml,vankomisine direngli 7 izolatin 4’iiniin MIK degeri 32 pg/ml, 3’{iniin MiK degeri
ise 16 pg/ml olarak tespit edilmistir. MIK testine ait bulgular ve NCCLS (M31-
A3/2010)’te belirtilen test limitleri Tablo 22’te gosterilmistir.
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Tablo 22. Siit ve siit iiriinlerinden elde edilen L.monocytogenes izolatlarinin bazi antibiyotiklere karst MiK testi sonuglari (ug/ml)

AMC AMP C (0),¢ TET A%
izolat no Kaynak Serotip| S | I | R I R[S |1 R S R|S|I| R[S R|S|IT| R S|IT| R
<4 | 8 | >16 2 | >|8< |16 | =32 | 0.5< >2 [ 4< | 8| 216 | <2 -|<418]216 | <4 | 8 | >16
SU3A Koy Peyniri 1/2¢ 32 8 16
SU3B Koy Peyniri 1/2¢ 8 32 16
SU3cC Koy Peyniri 1/2¢ 32 32 8
SU3D  |Kéy Peyniri 1/2¢ 16
SU3E  |Kéy Peyniri 1/2¢ 32 16
SU81B |Kuymak Peyniri 1/2b 32 8 32 16 16 32
SU 81 C  |Kuymak Peyniri 1/2b 32
SU81D |Kuymak Peyniri 1/2b 32 16 16
SUS1E |Kuymak Peyniri 1/2b 32 16 16
SU 108 D |Cokelek 1/2a 16 32 32
SU109 A |Kuymak Peyniri 1/2b 16 32 32 16
SU 109 B |Kuymak Peyniri 1/2b 16 32 16 16 8 32 16
SU 109 C |Kuymak Peyniri 1/2b 16 32 32 32
SU 109D |Kuymak Peyniri 1/2b 16 32 32 32
SU110 A |Kéy Peyniri 1/2a 16
SU 110 C_ |[Kéy Peyniri 1/2a 16 16
Siit 26 A |Pazar yeri 1/2b 8
Siit 26 B |Pazar yeri 1/2b 8
Siit 26 D |Pazar yeri 1/2b 8
Siit 26 E  |Pazar yeri 1/2b 8
Siit 29 C  |Pazar yeri 4b 32 32
Siit 29 D  |Pazar yeri 4b 32 32
Siit29 E  |Pazar yeri 4b 8
Siit 44 B |Pazar yeri 4b 32 32 8 32
Siit 44 C  |Pazar yeri 4b 8 32 32
Siit44 D  |Pazar yeri 4b 32 32 32
Siit44 E  |Pazar yeri 4b 32 32 32

* QU: Siit Uriinii, AMC: Amoksisilin/Klavulanik asit, AMP: Ampisilin, C: Kloramfenikol, E: Eritromisin, OX: Oksitetrasiklin, P: Penisilin G, TET: Tetrasiklin,
V: Vankomisin. R: Direngli, I: Orta, S: Duyarl
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5. TARTISMA

Calismamizda, Samsun i1 Merkez’inde kurulan semt pazarlarindan, cevre
koylerdeki yetistiricilerden ve gesitli satis noktalarindan toplanan ¢ig siit rneklerinin %
5’inden (5/100), siit iirlinii 6rneklerinin ise % 8,18’inden (9/110) L. monocytogenes

izole edilmistir.

Calismamizda cevre koylerdeki yetistiricilerden alinan 50 siit numunesinin 1
tanesinde L. monocytogenes pozitif bulunmustur. Yaptigimiz goézlemler sonucunda
siitleri temin ettigimiz koOylerdeki yetistircilerin barnaklarinin  genel hijyenik
kosullarinin iyi olmadigi, meme, personel ve sagim hijyenine dikkat edilmedigi
belirlenmistir. Buna karsilik hayvanlarda herhangi bir klinik belirti dikkatimizi
cekmemistir. L. monocytogenes pozitif tespit edilen yetistiricinin hijyenik agidan ve
genel durum itibariyle diger yetistiricilerden farkli olmadig1 gozlemlenmistir. Ancak L.
monocytogenes’in tespit edilmis olmasi, numunenin alindig1 sagmal inekte sporadik,

subklinik veya kronik bir enfeksiyonunun varligina baglanabilir.

Cesitli pazar yerlerinden temin ettigimiz 50 siit orneginin 4 tanesinde L.
monocytogenes pozitif bulunmustur. Bu siit 6rneklerinin 2,5 litrelik pet siselerde satisa
sunuldugu goriilmiis, siselerin birden fazla kullanildiklart hem dis goriiniislerindeki
yipranmigliktan hem de saticilarin siseleri geri istemelerinden anlasilmistir. Pazarlardan
alinan siit numunelerinin 1s1l islem gérmeden satisa sunuldugu saticilar tarafindan ifade
edilmistir. Ayrica yaptigimiz laboratuvar analizleri sonucunda da siitlerin 1s1l iglem
gormedigi dogrulanmistir. Satis noktalarinda saticilarin siitleri soguk zincir kurallarina
uymadan tezgahlarin {izerinde veya Oniinde giin boyu ortam sicakliginda beklettigi
gozlemlenmistir. Bu kapsamda iiriinlerde mevcut mikroorganizma yiikiiniin artabildigi

g0z Oniline alinmalidir.

Calismamizda semt pazarlari ve satis noktalarindan temin ettigimiz
numunelerde L. monocytogenes kontaminasyonunun, yetistiricilerden temin edilen
numunelere gore daha yiiksek oldugu goriilmiistiir. Bu durum, numunelerin iiretimi,
uygun olmayan sartlarda depolamasi ve satist sirasinda meydana gelebilecek capraz
kontaminasyonlara baglanabilir. Yetistiricilerden temin edilen numunelerin sadece bir

tanesinde L. monocytogenes kontaminasyonu tespit edilmistir.



Calismamizda c¢ig siitte L. monocytogenes insidensi % 5 olup bizim
bulgularimiza benzer olarak Kalorey ve ark. (2008) Hindistan’da yaptiklar1 ¢aligmada
cig siitte L. monocytogenes’in insidensini % 5,1 olarak bildirmislerdir. Benzer sekilde
Isvigre’de 1990-1999 yillar1 arasinda Pak ve ark. (2002) tarafindan yapilan bir
arastirmada 76.271 adet siit 6rneginde % 4,9 oraninda L. monocytogenes tespit edildigi
bildirilmigtir. Calisma bulgularimizdan yiiksek olarak Carlos ve ark. (2001) tarafindan
Meksika’da yapilan ¢alismada ise 1300 siit 6rneginin % 13 oraninda L. monocytogenes
ile kontamine oldugu bildirilmistir. Navratilova ve ark. (2004) tarafindan Cek
Cumbhuriyeti’nde yapilan calismada ise ¢ig siitte L. monocytogenes insidensi % 7,39
(31/419) olarak bildirmistir. Buna ilave olarak 2002 yilinda ABD’nde siit toplama
tanklarindan toplanan 861 ¢ig siit 6rneginde % 6,5 oraninda L. monocytogenes izole
edildigi rapor edilmistir (Van Kessel ve ark., 2004). Calisma bulgularimizdan farkl
olarak ise Aygiin ve Pehlivanlar (2006) ise Antakya yoresinden temin ettikleri 47 ¢ig
siit numunesinde L. monocytogenes tespit edemediklerini bildirmislerdir. Yapilan
calismalarda, ¢ig siitte L. monocytogenes insidensleri arasinda meydana gelen
farkliliklar temin edilen siitlerin hijyenik kalitesine, uygun olmayan muhafaza ve
nakliye sartlarina, kullanilan analiz metoduna, cografi yap1 ve iklimsel kosulara

baglanabilir.

Calismamizda semt pazarlarindan temin ettigimiz siit tirlinlerinin genellikle
legenlerde ve lizerleri naylon brandalar veya kesilmis cam parcalar1 ile ortiilii sekilde
satildig1 gozlemlenmistir. Pazarlardaki saticilar ile yaptigimiz goriigmeler sonucunda
peynirlerin yapimi sirasinda siitii 1s1l igleme tabi tutmadiklarini, yanlizca mayalama
derecesine kadar 1sitip mayaladiklarini ifade etmislerdir, bazilar1 ise bu konu hakkinda
bilgi sahibi olmadiklarim1 soylemiglerdir. Ayrica gozlemlerimiz sonucunda siit
iiriinlerinin de ayni ¢ig siitlerde oldugu gibi soguk zincir kurallarina uyulmadan, ortam

sicakliginda giin boyu bekletilerek pazarlandigi belirlenmistir.

Calismamizda beyaz peynirde L. monocytogenes’in insidensi % 5 olup
bulgularimiza benzer olarak Kahraman ve ark. (2010b) Istanbul’da temin etttikleri
beyaz peynirlerde L. monocytogenes insidensini % 4,8 olarak bildirmislerdir. Giilmez
ve Giiven (2001) Kars Ilinden temin ettikleri taze peynirlerde L. monocytogenes’i % 5

oraninda bulurken salamura beyaz peynirlerden etkeni izole edememislerdir. Caligma
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bulgularimizdan yiiksek olarak Akkaya ve Alisarli (2006) Afyonkarahisar’da semt
pazarlarindan temin ettikleri 100 adet beyaz peynir Orneginde % 6 oraninda L.
monocytogenes izole ettiklerini bildirmislerdir. Calisma bulgularimizdan diisiik olarak
ise Aygiin ve Pehlivanlar (2006) Antakya’da beyaz peynirlerde L. monocytogenes’in
insidensini % 2,35 oraninda bildirirken, Ceylan ve Demirkaya (2007) Erzurum
piyasasinda agikta ve ambalajsiz olarak satilan beyaz peynirlerde L. monocytogenes’i %
3,45 oraninda, Kara ve ark. (1999) ise Erzurum’da satisa sunulan beyaz peynirde L.
monocytogenes’i % 2,94 tespit ettiklerini bildirmislerdir. De Reu ve ark. (2002)
Belgika’da ¢ig siitten {iiretilen yar1 sert peynirlerden aldiklart numunelerde % 2,80
oraninda L. monocytogenes tespit ettiklerini bildirmisglerdir. Caligmalar arasinda
meydana gelen bu farkliliklar, alinan numunelerin hijyenik kalitesine, semt pazarlarinin
hijyenik kosullarina, iirlinlerin satist ve muhafazasi sirasinda olusabilecek c¢apraz
kontaminasyonlara, iiretim teknolojileri arasinda olabilecek farkliliklara ve siitiin 1s1l

islem gormeden islenmesine baglanabilir.

Calismamizda kasar peynirlerde L. monocytogenes izole edilememistir.
Calisma bulgularimizdan farkli olarak Kahraman ve ark. (2010b) Istanbul’da
topladiklar1 kasar peynirlerinde % 1,7 oraninda, Cagri-Mehmetoglu ve ark. (2011) ise
Sakarya’da kasar tiretim tesisinden temin ettikleri kasar peynirlerinde % 2,61 oraninda
L. monocytogenes ile izole ettiklerini bildirilmislerdir. Ortaya ¢ikan bu durum, kasar
peynirinin liretimi sirasinda 1s1l islem gormesine ragmen iiriinlerin depolanmasi ve satist
sirasinda meydana gelen capraz kontaminasyonlar ile iiretimde uygulanan 1sil iglem

sirasinda meydana gelebilecek hatalara baglanabilir.

Calismamizda kuymak peynirinde L. monocytogenes insidensi % 30 oraninda
bulunmustur. Karadeniz Boélgesi’nde iiretilen kuymak peyniri, yapim teknolojisi
bakimindan Erzurum civil peyniri ve Diyarbakir 0rgii peynirine benzerlik
gostermektedir. Calisma bulgularimizdan daha diisiik olarak Kara ve ark. (1999)
Erzurum’da satisa sunulan civil peynirlerinde L. monocytogenes insidensini % 6,25
oraninda, Vural ve ark. (2010) ise Diyarbakir yoresinden temin ettikleri 105 orgii
peynirinde Listeria spp. insidensini % 2,86 oraninda bildirmislerdir. Bu farklilik,

kuymak peyniri yapimi sirasinda siitiin 1s1l islem gérmeden islenmesine, peynirlerin
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iretim teknolojileri arasindaki farkliliklara ve hammadde olarak kullanilan siitiin

hijyenik kalitesine baglanabilir.

Calismamizda, c¢okelekte L. monocytogenes insidensi % 30 oraninda
bulunmugtur. Calisma bulgularimizdan farkli olarak Cetinkaya ve ark. (1999) Elazig
yoresinden temin ettikleri, Kum ve ark. (2011) ise Kayseri yoresinden temin ettikleri
cokelek orneklerinin higbirinde L. monocytogenes tespit edememislerdir. Belirlenen bu
durum, iiretim sirasinda veya sonrasinda meydana gelen kontaminasyonlara, iiretim
asamalarinin yoresel veya bolgesel farkliliklar icerebilmesine, iiretim, muhafaza ve

satisin yetersiz hijyenik kosullar altinda yapilmasina baglanabilir.

Calismamizda koy peynirinde L. monocytogenes insidensi % 20 oraninda
bulunmustur. K8y peyniri olarak adlandirilan peynirlerin yapim teknolojisi yoreden
yoreye degismekle birlikte Karadeniz Bolgesi’nde kdy peyniri olarak satilan peynirler
sepet veya imansiz peynirine benzemektedir. Caligma bulgularimizdan farkli olarak
Biiyiikyoriik ve Goksoy (2011), Aydin ili semt pazarlarinda satisa sunulan ve
geleneksel metodlarla tiretilen kdy peynirlerinde Listeria tiirii bakterileri % 12 oraninda
tespit ettiklerini ancak L. monocytogenes’i izole edemediklerini rapor etmislerdir.
Arslan ve Ozdemir (2008) Bolu yéresinden temin ettikleri ev yapimi kdy peynirlerinde
L. monocytogenes insidensinin % 9,2 (13/142) oraninda oldugunu bildirmislerdir. Kum
ve ark. (2011), Kayseri yoresinden temin ettikleri kdy peynirinde ise etkeni izole
edemediklerini bildirmiglerdir. Calismalar arasinda tespit edilen bu farkliliklar,
peynirlerin yapim asamalarindaki yoresel farkliliklara, bazi yorelerde bu peynirlerin
salamura i¢inde muhafaza edilmesine, geleneksel olarak ev ortaminda olumsuz hijyenik
kosullar altinda ve starter kiiltiir kullanilmadan iiretilmelerine, hammaddenin farkl

kontaminasyon diizeyleri ile semt pazarlarindaki farkli ¢cevresel kosullara baglanabilir.

Silva ve ark. (1998) Brezilya’da topladiklar1 103 ev yapimi peynir 6rneginde L.
monocytogenes’i % 10,6 oraninda izole ettiklerini rapor etmislerdir. Makino ve ark.
(2005) 2001 yilinda Japonya’da meydana gelen bir listeriozis salgmini takiben
topladiklar1 123 geleneksel peynir 6rneginde L. monocytogenes’i % 12 oraninda izole
ettiklerini bildirmislerdir. Mena ve ark., (2004) Portekiz’de pastorize siitten iiretilen
peynirlerde etkeni % 1,6 oraninda tespit etmisler ancak taze peynirlerde bu oranin % 4’e

yiikseldigini bildirmislerdir. Aragtirmacilar, toplanan bu drneklerin L. monocytogenes
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ile kontamine olmasini numunelerin geleneksel yontemler ile yeterince 1sil iglem
gormeden, “ev yapimi” seklinde iiretilmelerine ve uygun olmayan saklama ve

pazarlama kosullarina bagl olarak gergeklesen ¢apraz kontaminasyona baglamiglardir.

Geleneksel peynirlerle yapilan diger calismalar incelendiginde, Giiner ve Telli
(2011) Konya’da satisa sunulan Van otlu peynirinde L. monocytogenes insidensini %
30, Carra peynirinde % 46,6, Konya kiiflii peynirinde ise % 23,3 olarak bildirmislerdir.
Giilmez ve Giiven (2001) Kars ilinden topladiklar1 cegil peynirinde L. monocytogenes’i
% 2,5, Kum ve ark. (2011), Kayseri’de semt pazarlarindan temin ettikleri ¢omlek
peynirlerinde etkeni % 22,7, tel peynirlerinde % 14,2 ve lor peynirlerinde ise % 20

olarak bildirmislerdir.

Ulkemizde Colak ve ark. (2007a) Istanbul’da cesitli satis noktalar1 ve
pazarlardan temin ettikleri tulum peynirlerinde L. monocytogenes’in prevelansim % 4,8
(12/250) oraninda bildirmislerdir. Bu durum numunelerinin diisiik mikrobiyel kaliteye
sahip olmasina ve iiretim sirasinda siitiin 1si1l islem goérmeden kullanilmasina

baglanabilir.

Calismamiza benzer sekilde Aygiin ve Pehlivanlar (2006) topladiklar: tereyag:
numunelerinde L. monocytogenes’i tespit edemediklerini bildirmisler ve ortaya ¢ikan bu
durumu numunelerin diisiik asiditeye sahip olmasina baglamislardir. Ancak ¢aligma
bulgularimizdan farkli olarak Lyytikainen ve ark. (2000) Finlandiya’da ortaya ¢ikan bir
listeriozis vakasinda sorumlu gidanin tereyagi oldugunu bildirilmisler ve etkenin yag
molekiilleri icerisinde saklanarak hatali pastorizasyondan canli kurtulabilecegini

belirtmislerdir.

Rahimi ve ark. (2010) Iran’da inceledikleri 28 dondurma numunesinde
calismamiza benzer sekilde L. monocytogenes’i izole edemediklerini bildirmisler. Ayni1
sekilde Keskin ve ark. (2007) Istanbul’da analiz ettikleri 55 dondurma &rneginde etkeni
izole edemediklerini bildirmislerdir. Fakat calismamizdan farkli olarak Goniilalan ve
Goniilalan (2010) Kayseri’de ambalajsiz olarak agikta satisa sunulan 50 dondurma
numunesinin 4’tinde (% 8) L. monocytogenes izole ettiklerini bildirmiglerdir. Bu durum

islem sirasinda tahrip olmus L. monocytogenes’lerin zenginlestirme sirasinda
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cogalamamasina baglanabilecegi gibi iiriiniin ham maddesinde bu mikroorganizmanin

hi¢ bulunmamasina da baglanabilir.

Calismamizda incelenen 52 izolatin, % 38’i L. monocytogenes 4b, % 38’1 L.
monocytogenes 1/2b, % 12’si L. monocytogenes 1/2¢c ve % 12’si L. monocytogenes 1/2a
olarak tespit edilmistir. Calismamizda 4b ve 1/2b serotiplerinin % 38 oraninda dominant
serotipler oldugu goriilmiistiir. Bunlart % 12 oraninda tespit edilen 1/2a ve 1/2c
serotipleri izlemektedir. Calismamizda L. monocytogenes 4b serotipinin dominant
olarak izole edilmesi bu serotipin insanlara 6zgii konak spesifik olmasina ve ayrica 4b
serotipinin soguk depolama kosullarina daha dayanikli olmasindan kaynaklanmis
olabilir (Buncic ve ark., 2001; Swaminathan, 2007). Carlos ve ark. (2001) 1300 siit
orneginden elde ettikleri 169 L. monocytogenes izolatinin % 45’inin L. monocytogenes
4b oldugunu bildirmislerdir. Benzer sekilde Van Kessel ve ark. (2004) ABD’nin cesitli
bolgelerindeki siit toplama tanklarindan izole ettikleri L. monocytogenes izolatlarinda

benzer sekilde 1/2b ve 4b serotiplerinin dominant oldugunu tespit etmislerdir.

Hofer ve ark. (2000) Brezilya’da 1971 - 1997 yillar1 arasinda yaptiklar
calismada 70 siit iirlinii orijinli L. monocytogenes izolatinda 4b serotipinin ilk sirada
oldugunu bunu L. monocytogenes 1/2a ve L. monocytogenes 1/2b’nin takip ettigi
bildirilmistir. Benzer sekilde bizim ¢alismamizda da ilk sirada L. monocytogenes 4b ve

1/2b izole edilmistir.

Makino ve ark. (2005) peynir numunelerinden elde ettikleri L. monocytogenes
izolatlarinin serotip dagiliminin belirlenmesi sonucu benzer sekilde L. monocytogenes
1/2b serotipinin dominant oldugunu rapor etmislerdir. Benzer sekilde ¢aligmamizda

peynir numunelerinde 1/2b serotipi ilk sirada belirlenmistir.

Ulkemizde, Erol ve Sireli (1999) Ankara’da satisa sunulan donmus tavuk
karkaslarinda L. monocytogenes’t % 30 oraninda izole etmislerdir. Yaptiklar
serotiplendirme ¢aligsmasi sonucunda % 73 oraninda L. monocytogenes 1/2a serotipini
dominant olarak belirlemisler ve bunu 1/2b, 1/2c ve 4b’nin izledigini rapor etmislerdir.
Calismamizda ise arastirmacilarin aksine 4b serotipi 1/2a’ya gore baskin tespit
edilmistir. Bu durum farkli gida matrikslerinin kullanilmasina baglanabilir. Ayrica,

Ayaz ve Erol (2011) calismalarindan elde ettikleri L. monocytogenes izolatlarinin
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serotiplendirilmesi sonucu 4b’yi (% 51,4) dominant serotip olarak belirlemisler bunu
172a (% 27) ve 1/2b’nin (% 21) serotiplerinin izledigini rapor etmislerdir. Benzer
sekilde calismamizda ilk sirada 4b serotipi tespit edilmistir.

Bu calismada, elde ettigimiz izolatlarin 18 tanesi (% 34,61) tetrasikline, 13
tanesi (% 25) kloramfenikole, 12 tanesi (% 23,07) penisilin G’ye, 10 tanesi (% 19,2)
oksitetrasikline, 7 tanesi (% 13,4) vankomisine, 5 tanesi (% 9,6) ampisiline, 5 tanesi (%
9,6) eritromisine ve 2 tanesi (% 3,8) amoksisilin/klavulanik aside karst diren¢ kazandig1

belirlenmistir.

Walsh ve ark. (2001) Irlanda, Dublin’de yaptiklar1 ¢alismada, elde ettikleri 351
L. monocytogenes izolatinin g¢alismamiza benzer sekilde ampisilin, eritromisine,
penisilin ve tetrasikline kars1 yliksek diizeyde direngli oldugunu fakat vankomisine karsi

ise diisiik diizeyde direncli oldugunu bildirmislerdir.

Davis ve Jackson (2009) Amerika Birlesik Devletleri’nde yaptiklar1 ¢caligmada,
elde ettikleri L. monocytogenes izolatlarinin antimikrobiyel direng 6zelliklerini
Sensititre® metodunu kullanarak arastirmislar ve calismamiza paralel sekilde izolatlarin
ampisilin, penisilin G, eritromisin ve tetrasikline direngli karst oldugunu

belirlemislerdir.

Harakeh ve ark. (2009) Liibnan’da siit {iriinlerinden izole ettikleri L.
monocytogenes izolatlarinin % 93,33 iiniin oksasiline ve % 90 ninin da penisiline kars1
direncli oldugu belirtilmistir. Aym sekilde Rahimi ve ark. (2010) iran’da siit ve siit
iriinlerinden izole edilen L. monocytogenes izolatlarinin nalidiksik asit, siprofloksasin,
eritromisin, tetrasiklin, gentamisin, ampisilin, penisilin ve kloramfenikol gibi cesitli
antibiyotiklere karsi diren¢li oldugunu bildirilmistir. Caligmamizda benzer sekilde siit
iriinlerinden elde ettigimiz izolatlarda ampisilin, penisilin oksitetrasiklin, tetrasiklin,

eritromisin ve kloramfenikole kars1 direngli izolatlar tespit edilmistir..

Ulkemizde Arslan ve Ozdemir (2008) ev yapimi beyaz peynirlerden elde
ettikleri Listeria izolatlarinin antibiyotik direngliliklerini disk diflizyon metodu ile
arastirmis ve izolatlarinin ¢alismamizda da kullandigimiz ampisilin, kloramfenikol,
penisilin  ve tetrasikline direng gosterdigini belirlemislerdir. Fakat

amoksisilin/klavulanik  asit ve vankomisine karst herhangi bir direnglilik
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belirleyemediklerini rapor etmislerdir. Ancak farkli olarak c¢alismamizda beyaz
peynirden izole ettigimiz izolatin kullandigimiz biitiin antibiyotiklere duyarli oldugu

belirlenmistir.

Bilir Ormanct ve ark. (2008) calismalarinda elde ettikleri L. monocytogenes

izolatlarinin benzer sekilde penisilin ve ampisiline direngli olduklarini bildirmislerdir.

Ayaz (2008) calismasinda izole ettigi L. monocytogenes izolarinin penisilin ve
ampisiline direngli, eritromisine orta direngli oldugunu bildirmistir. Ancak
calisgmamizdan farkli olarak tetrasiklin, kloramfenikol ve vankomisine direng tespit

edemedigini rapor etmistir.

Vela ve ark. (2001) Ispanya’da elde ettikleri 41 L. monocytogenes izolatmin
basta penisilin G, amoksisilin/klavulanik asit, eritromisin, vankomisin, tetrasiklin ve
kloramfenikol olmak iizere toplam 14 antibiyotige kars1 direncliliklerini arastirdiklar
caligmalarinda, MIK testi sonuglarma gére izolatlarmin MIK degeri dagilimimnin, 3
izolatta tetrasiklin icin 64 pg/ml, 8 izolatta kloramfenikol i¢in 16 pg/ml, 5 izolatta
penisilin G i¢in 16 pg/ml diizeyinde oldugu rapor edilmistir. Bizim bulgularimizdan
farkli olarak ise arastirmacilar amoksisilin/klavulanik asit, eritromisin ve vankomisine
kars1 herhangi bir direnglilik tespit edilmedigini ve bu izolatlarm MIK degerlerinin

NCCLS (M23-A2/2001) limitlerinin altinda kaldigin1 bildirmislerdir.

Brezilya’da De Nes ve ark. (2010) izole ettikleri 19 L. monocytogenes
izolatinin ampisilin, eritromisin, kloramfenikol, tetrasiklin ve vankomisine karst MIK
testlerini gerceklestirmigler fakat izolatlarin ¢alisma bulgularimizdan farkli olarak bu

antibiyotiklere kars1 direnc¢li olmadiklarini bildirmislerdir.

Filiousis ve ark. (2009) Yunanistan’da elde ettikleri 30 L. monocytogenes
izolatinin amoksisilin/klavulanik asit, kloramfenikol, eritromisin, penisilin G, tetrasiklin
ve vankomisine kars1 direncliliklerini arastirmislar ve antibiyotiklerin MIK degerlerini
mikrodiliisyon yontemi ile belirlemiglerdir. Arastirmacilar izolatlarinin 1 tanesinin
tetrasikline karsi direncli oldugunu ve bunun da MIK degerinin 64 pg/ml diizeyinde
tespit edildigini bildirmislerdir. Buna karsin diger antibiyotiklere karsi herhangi bir
direnglilik tespit edemediklerini rapor etmislerdir. Osaili ve ark. (2011) Urdiin’de elde

ettikleri L. monocytogenes izolatlarmin % 11 inin tetrasikline kars1 direngli oldugunu ve
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MIK degerlerinin de 16 pg/ml diizeyinde belirlendigini bildirmislerdir. Bizim
calisgmamizda yukaridaki arastirma bulgularina benzer sekilde tetrasikline direngli 7
izolatm MIK degeri 16 pg/ml, 11 izolatin ise 32 pg/ml diizeyinde oldugu tespit

edilmisgtir.

Conter ve ark. (2009) Italya’da cesitli gidalardan izole ettikleri 120 L.
monocytogenes izolatinin iclerinde penisilin G, ampisilin, eritromisin, vankomisin ve
tetrasiklinin de bulundugu 19 farkli antibiyotige karst MIK degerlerini VITEK2 cihaz
ile aragtirmiglardir. Arastirmacilar ¢calismamizdan farkli olarak penisilin ve eritromisine
kars1 herhangi bir direnglilik tespit edemediklerini bildirmis ancak izolatlarmin %
2’sinin ampisiline, % 0,8’inin de tetrasikline ve vankomisine karsi direngli oldugunu

rapor etmiglerdir.

Yan ve ark. (2010) Cin’de ¢esitli gidalardan elde ettikleri 70 L. monocytogenes
izolatinin antibiyotik direnglilik profillerini mikrodiliisyon yontemi ile arastirmiglar ve
elde ettikleri bulgulara gore 14 izolatin tetrasikline, 2 izolatin ampisilin, eritromisin ve
kloramfenikole, 1 izolatin da penisilin ve vankomisine karst direngli oldugunu

bildirmislerdir.

Okada ve ark. (2011) Japonya’da izole ettikleri 201 L. monocytogenes
izolatlarinin kloramfenikol ve oksitetrasikline direngli oldugunu fakat eritromisin ve
vankomisine kars1 ise direncli olmadigini bildirmislerdir. Arastirmacilar kloramfenikole
direngli bulduklari 32 izolatin 31’inin 16 pg/ml, 1’inin ise 32 pg/ml diizeyinde MIK
degerine sahip oldugunu bildirmislerdir. Bizim ¢alismamizda ise kloramfenikole
direngli buldugunuz 13 izolatin tamami 32 pg/ml diizeyinde MIK degerini sahip oldugu
goriilmiistiir. Arastirmacilar oksitetrasikline direngli bulduklar1 1 izolatin MIK
degerinin 64 pg/ml oldugunu belirlemislerdir. Bizim calismamizda ise farkli olarak
oksitetrasikline direngli 8 izolatin 32 pg/ml diizeyinde, 2 izolatin ise 16 pg/ml
diizeyinde MiK degerine sahip oldugu bulunmustur.

Calismamizda PCR ile serotiplendirdigimiz izolatlarin antibiyotik direng
dagilimlarina baktigimizda L. monocytogenes 1/2a’larin eritromisin, oksitetrasiklin,
tetrasiklin ve vankomisine, L. monocytogenes 1/2b’lerin ¢alismamizda kullandigimiz

biitiin antibiyotiklere, L. monocytogenes 1/2c’lerin ampisilin ve vankomisin harig
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calisgmamizda kullandigimiz biitiin antibiyotiklere, ve L. monocytogenes 4b’lerin de
amoksilin/klavulanik asit, eritromisin ve vankomisin hari¢ hepsine ayr1 ayri direngli

oldugu belirlenmistir.

Ayaz ve Erol (2010) calismalar1 sonucunda elde ettikleri ve Doumith ve ark.
(2004) tarafindan bildirilen metot ile serotiplendirdikleri L. monocytogenes izolatlarinin
antibiyotik diren¢ profillerini de disk diflizyon yoOntemi ile ortaya koymuslardir.
Calismadan elde edilen bulgulara gore, L. monocytogenes 1/2a, 1/2b, 1/2¢ ve 4b
serotiplerinin tamaminin sadece ampisilin ve penisiline direngli oldugunu bildirmisler.
Ayrica L. monocytogenes 1/2a, 1/2c ve 4b serotiplerinin ise eritromisine karsi orta
diizeyde diren¢li oldugunu rapor etmislerdir. Calismamizda farkli olarak ampisilin,
penisilin ve eritromisine kars1 direncin yani sira amoksisilin/klavulanik asit,
kloramfenikol, oksitetrasiklin, tetrasiklin ve vankomisine de direngli izolatlar tespit

edilmisgtir.

Yapilan bir calismada elde edilen L. monocytogenes izolatlarinin vankomisine
direnc¢li olmadig1 belirtilirken (Rahimi ve ark., 2010). Farkli olarak ¢alismamizda elde
edilen L. monocytogenes izolatlarinin 7 tanesi vankomisine diren¢ kazanmis olarak
bulunmugtur. Bizim c¢aligma bulgularimizla benzer olarak Walsh ve ark. (2001) hazir
tilketilen gidalardan elde ettikleri L. monocytogenes izolatlarinin 8’inin vankomisine
diren¢li oldugunu belirtmislerdir. Ayrica benzer sekilde Yan ve ark. (2010) Kuzey
Cin’de yaptiklar1 bir ¢alismada elde ettikleri izolatlarda vankomisin direngliligini
bildirmislerdir. Aragtimacilar bu durumun hayvancilikta kontrolsiiz antibiyotik
kullanimimin artmasina paralel olarak patojenlerde gelisen antibiyotik direncliligine
baglanabilecegini  belirtmislerdir. Ayn1  zamanda yapilan c¢alismalarla L.
monocytogenes’in invivo ve invitro kosullarda antibiyotik direngliliginden sorumlu
plazmid veya transpozonlar1 diger tiirlerle etkilesime girerek kendine transfer edebildigi

de belirlenmistir (Wang ve ark., 2006; Yan ve ark., 2010).

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

plazmid ve transpozonlarin konjugasyon yoluyla Listeria tiirlerine transfer oldugu tespit
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edilmigtir. 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 tirlerine direnglilik geninin aktarildigi ve
Listeria tiirlerinin de vankomisine diren¢ kazandigi bildirilmistir. Calismamizda farkl
antibiyotiklere kars1 tespit ettigimiz direnclilik, bakterilerde meydana gelen mutasyonlar
ve bakteriler arasindaki etkilesim sonucu olugan genetik materyal aktarimlarina

baglanabilir.
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6. SONUC ve ONERILER

Bu ¢alismada, Samsun {1 Merkezi’nde kurulan semt pazarlarindan, gesitli satis
noktalarindan ve ¢evre kdylerdeki yetistiricilerden temin edilen 100 ¢ig siit drneginin
5’inin (% 5), 110 siit trlinii 6rneginin de 9’unun (% 8,18) L. monocytogenes ile
kontamine oldugu saptanmistir. Calismamizda elde ettigimiz L. monocytogenes 4b ve
1/2b serotipleri insanlarda en sik hastalik olusturan serotipler olmast bakimindan énem
tagimaktadir.

Calismamizda semt pazarlarindan temin edilen ¢ig siitler ile geleneksel
metodlarla iiretilen kdy peyniri, kuymak peyniri ve ¢okelek L. monocytogenes agisindan
daha riskli bulunmustur. Bu baglamda pazarlarda agikta satisa sunulan ve pastorizasyon
kurallarina dikkat edilmeden iiretilen bu tip lriinlerin halk sagligi agisindan tehlike
olusturabilecegi anlasilmakta ve tiiketicilerin de bu tip iriinlerden kaynaklanabilcek
saglik riskleri hakkinda bilinglendirilmesi dnerilmektedir.

Calismamizda, 52 L. monocytogenes izolatinin antibiyotik direnclilik testleri
sonucunda 8 tanesinin (% 15,3) tek antibiyotige, 19 tanesinin (% 36,5) de birden fazla
antibiyotige kars1 diren¢ gosterdigi belirlenmistir. Tespit edilen antibiyotik direncliligi,
tedavide yeni ve daha etkili antimikrobiyel ajanlarin gelistirilmesi ihtiyacin1 ortaya
cikarmaktadir. Bu noktada direng gelismesini 6nlemek ve halk sagligini korumak
amaciyla hayvanlarda profilaktik amacli antibiyotik uygulamalar1 sonrasinda ilacin
viicuttan atilma siireleri dikkate almarak yasal bekleme siirelerine uyulmasi
gerekmektedir. Ayrica bu konuda ytiriirliikkte olan mevcut diizenlemelerin takip edilmesi
Oonem tagimaktadir.

Son olarak, siit Uriinlerinin tretilmesi sirasinda hammadde olarak kullanilacak
¢cig siitlin etkin bir sekilde pastdrize edilmesi, liretimin hijyenik kurallara baglh kalinarak
yapilmasi ve {riinlerin uygun depolama kosullarinda muhafaza edilerek satisa

sunulmasi Onerilmektedir.
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Ek 1. Cig siitlerden izole edilen L. monocytogenes izolatlarinin kaynag, viriilens faktorleri, serotip dagilimlar ve antibiyotik direng profilleri.

L. monocytogenes pozitif

Numune izolat Kodu | AMP P AMC 0,4 TET C hiyA iap Serotip
numune sayisi

S26A - R - - - - + + 1/2b

S26B - R - - - - + + 1/2b

Siit (Pazar yeri 1) S26C - - - - - - + + 1/2b

S26D - R - - - - + + 1/2b

S26E - R - - - - + + 1/2b
S29A - - - - - - + + 4b
S29B - - - - - - + + 4b
Siit (Pazar yeri 2) S29C - - - - R R + + 4b
Siit S29D - - - - R R + + 4b
. S29E - R - - - - + + 4b
(Pa(llzlirszl)in) (n=4) S44 A ; i} _ B i - + + 4b
S 44 B - R - R R R + + 4b
Siit (Pazar yeri 3) S44C R - - - R R + + 4b
S 44 D - - - R R R + + 4b
S44 E - - - R R R + + 4b
S45A - - - - - - + + 4b
S45B - - - - - - + + 4b
Siit (Pazar yeri 4) S45C - - - - - - + + 4b
S45D - - - - - - + + 4b
S45E - - - - - - + + 4b
S79 A - - - - - - + + 4b
P S79B - - - - - - + + 4b
S‘(lflg(‘)’)y )| =1y [Siit (Pelitkoy) S79C : - - - - - T T 4b
S79D - - - - - - + + 4b
S7T9E - - - - - - + + 4b

*S: Siit, AMC: Amoksisilin/Klavulanik asit, AMP: Ampisilin, C: Kloramfenikol, E: Eritromisin, OX: Oksitetrasiklin, P: Penisilin G, TET: Tetrasiklin, V: Vankomisin. R:
Direngli, hlyA: Listeriolizin O Geni, iap: Invazyon Iliskili Protein Geni
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Ek 2. Siit iiriinlerinden izole edilen L. monocytogenes izolatlarinin kaynagi, viriilens faktorleri, serotip dagilimlar1 ve antibiyotik direng profilleri.

Numune L. monog;t ffj:gs pozitif izolat Kodu AMP P AMC E (0),¢ TET C A% hilyA iap Serotip

SU3 A - R R - - R - - + + 1/2¢

SU3B - - - R R R - - + + 1/2¢

sUu3cC - R - - R - R - + + 1/2¢

SU3D - - - R - - - - + + 1/2¢

Koy Peyniri (n=10) (n=2) SU3E - - - - - R R - + + 1/2¢

SUII0A - - - - - - - R + + 1/2a

SU110B - - - - - - - - + + 1/2a

sU 110 C - - - - R R - - + + 1/2a

SU 110D - - - - - - - - + + 1/2a

SU42 A - - - - - - - - + + 1/2b

SU42 B - - - - - - - - + + 1/2b

SU42C - - - - - - - - + + 1/2b

Cokelek (n=10) (n=2) SU42D - - - - - - - - + + 1/2b

SU42E - - - - - - - - + + 1/2b

SU90 A - - - - - - - - + + 1/2a

SU 108 D - - - R R R - - + + 1/2a

Beyaz Peynir (n=20) (n=1) SU 64 E - - - - - - - - + + 1/2¢

SU 81 A - - - - - - - - + + 1/2b

SU 81 B - R - R R R R R + + 1/2b

SU8lC - - - - - - - R + + 1/2b

SU 81D - R - - R R - - + + 1/2b

.. SU 81 E - R R - - R - - + + 1/2b

Kuymak Peyniri (n=10) (n=3) ST 100D 3 A 3 3 3 a 3 3 n n 1/2b

SU 109 A R - - - - R R R + + 1/2b

SU 109 B R R - R R R R R + + 1/2b

SU 109 C R - - - - R R R + + 1/2b

SU 109 D R - - - - R R R + + 1/2b
Tereyag (n=20) (n=0) - - - - - - - - - - - -
Dondurma (n=20) (n=0) - - - - - - - - - - - -
Kagar peyniri (n=20) (n=0) - - - - - - - - - - - -

* SU: Siit Uriinii, AMC: Amoksisilin/Klavulanik asit, AMP: Ampisilin, C: Kloramfenikol, E: Eritromisin, OX: Oksitetrasiklin, P: Penisilin G, TET: Tetrasiklin, V: Vankomisin. R:
Direngli, hlyA: Listeriolizin O Geni, iap: Invazyon Iliskili Protein Geni
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