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Vi

ONSOZ

Ulkemiz hayvanciliginda ve kirsal kalkinmada onemli bir yeri bulunan ruminant
yetistiriciliginin en énemli problemlerinden birisi yavru atmalardir. Saglam verilere
dayal1 kesin bir bilgi olmamasina ragmen, ¢esitli bilimsel ¢alismalardaki atik oranlari
g6z Oniine alindiginda, tiim infeksiyoz etkenlerden ileri gelen atik vakalar1 binler ile
ifade edilebilir. Buna bagli olarak ruminat abortuslarinin yol a¢tig1 ekonomik kaybin
onemli diizeylerde oldugu soylenebilir. Listerialar lilkemizde ruminantlarda yavru
atmaya neden olan etkenler igerisinde en sik karsilasilanlar arasinda yer almaktadir.
Hayvanlarda yavru atmaya neden olan Listeria tiirleri L. monocytogenes ve
L. ivanovii’dir. Listeriozisin rutin laboratuvar teshisinde konvansiyonel bakteriyel
izolasyon ve identifikasyon metotlar1 kullanilmaktadir. Fakat izolasyon ve
identifikasyonu olumsuz yonde etkileyecek abortun geg¢ farkedilmesi, aborte fotusun
kontamine olmasi, otoliz, yanlis dérnekleme yapilmasi ve materyallerin laboratuvara
uygun olmayan kosullarda gonderilmesi gibi durumlarla karsilasilmaktadir.
Konvansiyonel teshis metotlar1 hem fazla is giicti gerektirmekte hem de uzun zaman
almaktadir. Son yillarda infeksiy6z hastaliklarin hizli teshisi amaciyla polimeraz zincir
reaksiyonu (PCR, Polymerase Chain Reaction) ve PCR tabanli diger molekiiler teshis

metotlar1 kullanilmaktadir.

Bu tez calismasinda gelistirilen molekiiler tani tekniginin ruminantlarda
goriilen Listerial kaynakli abortuslarin hizli, hassas, dogru tanisim1 saglayarak

hastaligin kontroliinde faydali olacag diisliniilmektedir.

Yiiksek Lisans tez caligmam sirasinda biiyiik desteklerini gordigiim
danigman hocam Ankara Universitesi Veteriner Fakiiltesi Mikrobiyoloji Anabilim
Dali dgretim iiyesi Sayin Prof. Dr. Baris SAREYYUPOGLU’na, egitimim
siirecinde katkilarindan dolay1 basta Mikrobiyoloji Anabilim Dali Bagkani Sayin
Prof. Dr. K. Serdar DIKER olmak iizere tiim Mikrobiyoloji Anabilim Dali degerli
Ogretim liyelerine ve calisma arkadaslarima, tezimin her asamasinda sabrini ve
destegini esirgemeyen sevgili annem Alma TALIC’e, yetismemde biiyiik

katkis1 olan rahmetli babam Elvedin TALIC’e ve sevgili nisanlim Beisa
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CRLJENKOVIC’e ¢ok tesekkiir ederim. Yiiksek Lisans egitimim siiresince
lisansiistii programi bursiyeri oldugum Yurtdis1 Tiirkler ve Akraba Topluluklar

Bagkanligi’na bizlere ve bilime verdigi katkilardan dolay1 tesekkiir ederim.
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SEKILLER

Listeria genusunun 16S ve 23S rRNA, iap, prs, vcIB ve ldh genlerinin
analizlerini temel alan filogenetik sema.

Konak hiicresinde L. monocytogenes’in  basitlestirilmis  bir
illiistrasyondur.

Agar jel elektroforezinde Listiv2 (A) ve Lmono3 (B) primerlerinin
tekli PCR ile spesifite testi.

L. monocytogenes ve L. ivanovii DNA karigiminin iki farkli primer
kombinasyonu (Lmono3 ve Listiv2, Lmono ve Listiv2) ile multiplex-
PCR sonrasi jel elektroforezi goriintiisii.

Multiplex-PCR’da Lmono3 ve Listiv2 primer spesifitesini gosteren jel
elektroforezi goriintiisii.

Multiplex-PCR spesifitesinin belirlenmesi i¢in L. monocytogenes ve
L. ivanovii karisimmin 10 katli seri diliisyonlarnin jel elektroforezi
goruntisu.

L. monocytogenes ile yapay olarak kontamine edilen mide igerigi,
kotiledon, karaciger, dalak, siit orneklerinden yapilan multiplex-
PCR’1n sensitivite validasyonunun jel elektroforezi goriintiisii.

L. ivanovii ile yapay olarak kontamine edilen mide icerigi, kotiledon,
karaciger, dalak, siit 6rneklerinden yapilan multiplex-PCR’1n spesifite
ve sensitivite validasyonu.

L. ivanovii subsp. ivanovii kaynakli 4 klinik abort 6rnegiyle multiplex-
PCR validasyonunun jel elektroforezi goriintiisti.
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Calismada kullanilan Listeria sus, izolat ve DNA’lar1.

Primer dizileri, baglandiklar1 spesifik gen bolgeleri ve PCR
iriinlerinin uzunluklari.

Calismada kullanilan singleplex ve multiplex-PCR bilesenleri ve

final hacimleri.
Singleplex ve multiplex-PCR protokolii.

Multiplex-PCR’da kullanilan Lmono3 ve Listiv2 primerlerin

spesifitesi.



1 GIRIS

Listerialar, tip, veteriner ve gida mikrobiyolojisinde dnemli bir rol oynamaktadir.
Listeria cinsine ait 6 tiir bulunmaktadir: Listeria monocytogenes, Listeria ivanovii,
Listeria innocua, Listeria seeligeri, Listeria welshimeri, ve Listeria grayi (Liu ve ark.,
2004; Mclauchlin ve Rees, 2009; Poulsen ve Czuprynski, 2013). Insanlardaki
Listeriozisin baslica kaynagi L. monocytogenes’tir. L. monocytogenes’in kanatli, balik,
kirmiz1 et, siit, peynir, meyve ve sebze gibi lirlinlerden de nadiren izolasyonu
yapilmaktadir. Buna bagl olarak da insan saglig1 acisindan etkenle bulasik gidalarin
tiiketimi tehlike arz etmekte ve gida kaynakli Listerial infeksiyonlar1 daha 6nemli hale
getirmektedir (Liu ve ark., 2004; Mclauchlin ve Rees, 2009; Paracikoglu, 2006;
Poulsen ve Czuprynski, 2013). Ancak diger Listeria tiirlerinin de sporadik olarak
insanlarda infeksiyona sebep oldugu bilinmektedir. Ornegin L. innocua ve L. grayi’nin
bakteriyemi, L. seeligeri’nin meningitis, L. ivanovii'nin de bakteriyemi ve
gastroenteritis olgular1 bildirilmistir (Rocha ve ark., 2013; Rocourt ve ark., 1986;
Walker ve ark., 1994).

Veteriner hekimlik acisindan hayvanlarda farkli klinik formlarla seyreden
infeksiyonlara neden olan 2 6nemli patojenik Listeria tiirii ise L. monocytogenes ve L.
ivanovii’dir. Ayrica L. innocua nin geyik, koyun ve ineklerde meningoensefalite sebep
oldugu da bildirilmistir. L. monocytogenes’in dogada toprak, su ve bitkilerde (6zellikle
kotii kaliteli silaj) yaygin olarak bulunmasi bagta ruminantlar olmak {izere tiim hayvan
tiirleri i¢in 6nemli infeksiyon kaynagini olusturmaktadir (Paracikoglu, 2006; Quinn ve
ark., 2011).

Tiirkiye’deki hayvan yetistiriciliginde ruminantlarin  6nemli bir rolil
bulunmaktadir. Ruminant yetistiriciliginde abort en 6nemli problemlerden birisidir.
Hayvanlarda yavru atmaya neden olan Listeria tiirleri L. monocytogenes ve
L. ivanovii’dir. Listeriozisin rutin laboratuvar teshisinde konvansiyonel bakteriyel
izolasyon ve identifikasyon metotlar1 kullanmilmaktadir. Fakat izolasyon ve

identifikasyonu olumsuz yonde etkileyecek abortun geg¢ farkedilmesi, aborte fotusun



kontamine olmasi, otoliz, yanlis 6rnekleme yapilmasi ve materyallerin laboratuvara

uygun olmayan kosullarda gonderilmesi gibi durumlarla karsilasilmaktadir.

Konvansiyonel teshis metotlar1 hem fazla is giicii gerektirmekte hem de uzun
zaman almaktadir. Kiiltiirel metotlarla Listeria nin negatif olarak belirlenmesi
orneklemeden itibaren {i¢ giin; pozitif olarak belirlenmesi ise 5-7 giin almaktadir
(Gasanov ve ark., 2005; Norton, 2002).

Son yillarda infeksiydz hastaliklarin hizli teshisi amaciyla polimeraz zincir
reaksiyonu (PCR, Polymerase Chain Reaction) ve PCR tabanli diger molekiiler teshis

metotlar1 kullanilmaktadir.

1.1. Hastahigin Tarihcesi

Fransa’da 1891 yilinda Hayem ile Almanya’da 1893 yilinda Henle 6len hayvanlardan
aliman doku kesitlerinde Gram-pozitif ¢omak sekilli mikroorganizmalara
rastlamislardir. isvegli bir bilim adamu tarafindan 1911 yilinda tavsan karacigerindeki
nekrotik bir odaktan bir bakteri izole etmistir. Bu izolatla birlikte dnceki iki vakanin
da etkeninin Listeria spp. oldugu diisiiniilmiistiir (Gray ve Killinger, 1966). Murray
1924 yilinda yaptig1 bir calismada kobay ve tavsanlardan alinan lenf diiglimlerinden
bir bakteri izole etmistir. izole ettigi bakteriyi saglikli havyanlara asilayan Murray,
kobay ve tavsanlarin kaninda monositlerin arttigini gormiistiir. Bu dogrultuda Murray
buldugu bakteriye Bacillus monocytogenes ismini vermistir (Murray ve ark., 1926).
Bir sonraki sene, Giiney Afrika Cumhuriyeti’nden Pirie, kobay karacigerinden bir
bakteri izole etmis ve adin1 cerrah Lord Joseph Lister anisina Listerella hepatolytica
koymustur (Witts ve Webb, 1927). Bu arada Pirie’nin buldugu Listerella hepatolytica
ile Murray’1in Bacillus monocytogenes’in ayni oldugu goriilmiis, dolayisiyla Pirie 1940
yilindan bakterinin ismini Listeria monocytogenes olarak degistirmistir (Pirie, 1940).
Sonraki yillarda, evcil ve vahsi hayvanlarin ¢ogunda fazla sayida Listeria etkenlerine
septisemi vakalarinda siklikla rastlandig rapor edilmistir. Bundan kisa bir siire sonra,
at, domuz, kiimes, evcil ve vahsi hayvanlarin neredeyse hepsinde meningoensefalit ve
abort vakalarina rastlanmaya baslanmistir (Farber ve Peterkin, 1991). Danimarka’da
Nyfeldt 1929 yilinda, ilk defa monositoz hastasi olan ii¢ insandan Listeria spp. izole

etmis ve bu vakadan sonra zoonotik bir hastalik olarak tanimlanmigtir (Gray ve



Killinger, 1966). Reiss 1950’li yillarda Heinz Seeliger ile birlikte ilk defa insanlarda
Listeriozis hakkinda bir kitap yaymlamistir. Bu sirada, bilinmeyen bir bakteri
hayvanlarin biiylik bir kisminda klinik hastaliklara neden olan 6nemli bir patojen
haline gelmistir. Fakat aslinda hastaliklarin baslangici 1980’11 yillarda meydana gelen
gida kaynakli patojene bagl Listeriozisin neden oldugu salginlarin bas gostermesi ile
gelismistir (Farber ve Peterkin, 1991). Prevot 1948 yilinda kandan bir bakteri izole
etmis ve adimi L. denitrificans koymustur. Bu yiizden 1961 yilina kadar, L.
monocytogenes tiiriine L. denitrificans tiiriiniin eklenmesi ile birlikte sadece bu tiirler
bilinmistir. L. denitrificans’in ismi 1987 yilinda Jonesia denitrificans olarak
degistirilmistir (Farber ve Peterkin, 1991). Kisa bir siire sonra, 1966 yilinda Larsen ve
Seeliger, L. grayi’y1 yeni bir tiir olarak tanitmislardir (Skerman ve ark., 1980). L.
murray 1971 yilinda, Welshimera ve Meredith tarafindan izole edilmis (Farber ve
Peterkin, 1991; Skerman ve ark., 1980), ve ismi L. grayi olarak degistirilmistir
(Mclauchlin ve Rees, 2009). L. innocua 1981 yilinda etten izole edilmis, 1983 yilinda
L. seeligeri bitkilerden izole edilmis, 1983 yilinda L. welshimeri Rocourt ve Grimont
tarafindan c¢iiriiyen bitkilerden izole edilmis ve 1984 yilinda L. ivanovii I. lvanov
tarafindan koyun diskisindan izole edilmistir (Farber ve Peterkin, 1991; Mclauchlin ve
Rees, 2009). Gegen birkag yil igerisinde, Listeria’nin yeni tiirleri bildirilmistir. Toprak
ve sudan 2010 yilinda L. marthii ve maruldan L. recourtie izole edilmistir; ek olarak
2013 yilinda peynirden L. fleishmannii, su tarlasindan L. weihenstephanensis izole
edilmigtir. L. aquatic 2014 yilinda ile dogal su kaynaklarindan, L. cornellensis

L. floridensis, L. grandensis ve L. riparia izole edilmistir (Parte, 2014).



1.2. Etiyoloji

Alem ‘BACTERIA’
Bolim XIII. Firmicutes
Smif I. “Bacilli”
Takim I. Bacillales
Aile III. “Listeriaceae”
Cins I. Listeria

Bergey’in 2009 yilinda yaymladigi Sistematik Bakteriyoloji agiklamasina gore,
Baciallales takimi toplamda Bacillaceae, Alicyclobacillaceae, Listeriaceae,
Paenibacillaceae,  Pasteuriaceae,  Planococcaceae,  Sporolactobacillaceae,
Staphylococcaceae, Thermoactinomycetaceae familyasindan olusan 16S dizisi ile
bilinmeyen {i¢ aile tiiriiniin birlesiminden olusmaktadir. Listeria ile Brochothrix
cinslerinin ise Listeriaceae ailesinden geldigi ileri stiriilmektedir (Mclauchlin ve Rees,
2009). Listeria ailesine ait alt1 tiir; L. monocytogenes, L. ivanovii, L. innocua,
L. seeligeri, L. welshimeri ve L. grayi’dir. (Liu ve ark., 2004; Mclauchlin ve Rees,
2009; Poulsen ve Czuprynski, 2013).

Listeria’lar 16S ile 23S-rRNA kod genetigi ile prs, ldh, vclA, vcIB ve iap
genlerine bagli filogenetik analizine gore birbirleri ile iligkili iki farkli kdkeni olan
gruba ayrilmistr. Bu gruplardan biri L. monocytogenes ve L. innocua tiirlerini igerirken
diger grup L. welshimeri, L. ivanovii ve L. seeligeri tiirlerini igermektedir. Ikinci grupta
yer alan L. welshimeri en uzak tiir olarak goriilse de L. grayi en uzak tiir olma
ozelligine sahiptir (Sekil 1.1) (Schmid ve ark., 2005).



Sekil 1.1. Listeria genusunun 16S ve 23S rRNA, iap, prs, vclB ve Idh
genlerinin analizlerini temel alan filogenetik sema (Buchrieser, 2007).

L. monocytogenes serotiplendirmesi, L. monocytogenes somatik (O) ile

flagellar (H) antijenlerinden olusmaktadir ve L. monocytogenes kendi igerisinde 13
farkli (1/2a, 1/2b, 1/2c, 3a, 3b, 3¢, 4a, 4ab, 4b, 4c, 4d, 4¢ ve 7) serotipe ayrilmaktadir.

L. ivanovii 5 serovardan ve L. innocua, 6a ve 6b olmak flizere iki serotipten

olusmaktadir (Allerberger, 2003; Gasanov ve ark., 2005). Listeria tiirline ait serovarlar

Cizelge 1.1°de listelenmistir.

Cizelge 1.1. Listeria serovarlar1 (Allerberger, 2003).

Listeria turleri Serovarlar O-antijen H-antijen
1/2a NN A B
1/2b 1,11, (1) A B, C
1/2¢ 1,11, (1) B,D
3a 11, (I, IV A B
3b 11, (1), IV, (X1, (X1 A B, C
3c 11, (111, 1V, (XI1), (X1 B, D

L. monocytogenes 4a (1, (v,) vii, IX A B, C
4ab (1, Vv, VI, VII, 1X, X A B, C
4b @y, v, Vi A B, C
4c @y, v, Vi A B, C
4d @1y, (V), VI, Vil A B, C
4e (11, V, VI, (VIII), (1IX) A B, C
7 (I, X1, Xl AB,C

L. ivanovii 5 (11, (V), VI, (VIII), X A B, C

| innocua 6a (1), V, VI, (VII), (IX), XV A B, C

: 6b (11, (V), VI, (VII), (IX), X, XV A B, C
L. grayi a1y, Xi1, Xiv E
Ribotiplendirme uygulamasi ile gen polimorfizmi virlilens analizi,

L. monocytogenes tiiriiniin olusmasinda ii¢ genin (ya da ayriminin) etkili oldugunu
gostermektedir. Soy 1’de 1/2b, 3b, 4b, 4d ve 4e serotiplerini, Soy 2’de 1/2a, 1/2c, 3a



ve 3¢ serotiplerini; Soy 3’te ise 4a ve 4c serotiplerini igerisinde barindirmaktadir (Liu

ve ark., 2006; Poulsen ve Czuprynski, 2013).

Molekiiler tiplendirme ile L. monocytogenes suslari insan salginlarinda goriilen
epidemik klon (EC) gruplarindan izole edilmistir (Czuprynski ve ark., 2010; Poulsen
ve Czuprynski, 2013).

Listeria tiirleri fakiiltatif anaerobik, sporsuz ve kapsiilsiiz bir yapiya sahip olup,
0,4-0,5 x 1-2 um olgiilerinde Gram-pozitif bakterlerdir. Listeria tiirleri taze
kiiltiirlerde Gram-pozitif olmasina ragmen, eski kiiltiirlerde kokoid ve uzun filamentli
Gram-negatif goriilebilmektedir. Listeria tiirleri fakiiltatif anaerobtur ve %5-10 CO>
varhiginda iireme Ozelligine sahiptir (Allerberger, 2003; Gray ve Killinger, 1966;
Paracikoglu, 2006; Quinn ve ark., 1999). Kanli agarda 24-48 saat araliginda 37°C’lik
inkiibasyondan sonra, Listeria tiirlerinin koloni biiyiiklikleri 0,5-1 mm caplari
arasinda (inkiibasyon siiresi ve koloni sayisinin mesafesine bagl olarak), gri beyaz
renginde, saydam, diiz, duruma gore sulu bir yap1 gostermektedir. Listeria’larin 5 ile
10 giin sonra birbirinden iyi ayrilan ¢aplar1 3 ile 5 mm arasinda degisen kolonilerinin
semsiye seklinde ve rough varyantlar gézlemlenmektedir. Diiz ve piiriizlii L formu
kolonilerde ise uzunlugu >20um olan filamentlere rastlanmaktadir (Allerberger, 2003,;
Gray ve Killinger, 1966; Paracikoglu, 2006; Quinn ve ark., 1999).

Listeria tiirlerinden L. monocytogenes, L. seeligeri ve L. ivanovii - hemolitik
ozellikte iken, L. welshimeri, L. gray ve L. innocua hemolitik degildir. Listeriolizin O
(LLO), memeli hayvanlarin ¢ogunda kirmizi kan hiicrelerinin lizisinden sorumludur
ve bu lizis en iyi at ya da koyun kanindan yapilan kanli agarda gozlemlenmektedir.
L. monocytogenes ve L. seeligeri tiirleri ise agarda tek koloni olusturduklarinda dar bir
B-hemolitik zon olusturmaktadir. L. ivanovii ise genis bir f-hemolitik zon ve hatta
birden fazla zon olusturabilmektedir. Hemolitik aktivite ve CAMP (Christie Atkins
Munch-Petersen test) testleri Listeria tiirlerinin identifikasyonunda oldukg¢a dnemlidir
(Allerberger, 2003; Gray ve Killinger, 1966; Markey ve ark., 2013; Paracikoglu, 2006;
Quinn ve ark., 1999).

Listeria tiirleri aerobik, mikroaerofilik, fakiiltatif anaerobik, katalaz pozitif ve

bazi durumlarda katalaz negatif, oksidaz negatif mikroorganizmalardir (Gasanov ve



ark., 2005). Listeria tiirlerini tanimlamak ve farkliliklarini ortaya koymak igin baglica
seker fermentasyon testleri; riboz, L-rhamnose, mannitol ve D-xylose’dur. Dort seker
testinden L. monocytogenes sadece L-rhamnose pozitif, L. ivanovii L-Rhamnose
negatif ile riboz ve D-xylose pozitif, L. ivanovii subsp. londoniensis ise, sadece D-
xylose pozitiftir. Listeria nin metabolizma ve biyokimyasal 6zellikleri ¢ok yonlii olup,
Cizelge 1.3 ve Cizelge 1.2°te verilmistir. Glukoz fermentasyonlar1 L(+) laktik aside,
asetik asidin diger sonlu triinlerle girdigi iiretim sonucunda meydana gelmektedir.
Asit, ayn1 zamanda amigdalin, sellobioz, fruktoz, manoz, salisin, maltoz, dekstrin,
a-metil-D-glukosit ve gliserol ile elde edilebilmektedir. Galaktoz, laktoz, melezitoz,
sorbitol, nigasta, sukroz ve trehalozdan meydana gelen asit lretimi degiskendir
(Mclauchlin ve Rees, 2009). Asit hi¢bir zaman adonitol, arabinoz, dulsitol, eritritol,
glikojen, inositol, inulin, melibiyoz, rafinoz veya sorboz tarafindan tiretilmemektedir.
Fenilalanin-deaminaz, ornitin, lisin ve arginin dekarboksilaz iiretilmemektedir (Gray
ve Killinger, 1966; Mclauchlin ve Rees, 2009). Listeria tiirlerinde meydana gelen
seker fermentasyonunun anaerobik kosullar altinda gerceklesmesi sonucu tiim tiirler
homofermantatif olmakta, diger bir deyisle laktik asit formu kazanmaktadir.
Anaerobik kosullar altinda sadece hektoz ve pentozlar gézlenebilmekte, diger yandan
maltoz ve laktoz nadiren goézlenirken, siikroz hi¢ goézlenmemektedir. L. grayi ve
L. murray laktozun sadece galaktoz ve glukoz kullanirken, L. monocytogenes ve
L. innocua sadece glukozu kullanmaktadir (Pine ve ark., 1989). Hemen hemen tiim
suslar metil kirmizist ile Vouges-Proskauer (VP) pozitif reaksiyon gostermektedir.
Listeria tiirleri H2S (hidrojen siilfiir) ve indol’un yanisira iire, eskiilin ve sodyum
hipurat1 hidrolize etmemektedir. Jelatin, kazein ve siitii hidrolize edememekte ve

eksojen sitrat kullanmamaktadir (Mclauchlin ve Rees, 2009).



Cizelge 1.2. Listeria tiirlerinin biyokimyasal ozellikleri (Mclauchlin ve

Rees, 2009).
Sol 3 3 5 2 -
a8 S| - % _i § _i % _i % a®
5o =z = g 3 >
S 2
Asit olusumu:
5-Ketoglukonat V + V + + +
Arabinoz - V - - - -
Dekstrin \% - - +
Galaktoz \ vV - - - +
Glukonat - - - - - v
Glukoz + + + + + +
Glukoz |-fosfat - + - - - -
Gliserin + + + + + T
Glikojen - - - - - -
Laktoz + + + + + +
Liksoz Vv - Vv - Vv v
Melezitoz + + Vv + + -
Melibioz - - i v
Eriyebilir nisasta - - - Y, + _
Sorbitol \Y; - - -
Sukroz - + + T + N
Tagatoz \Y% - Vv - - -
Trehaloz + + + + + +
Turanoz + + + + + +
Ksilitol + + + + + Y,
a-Metil-p-glukozid + + + + + +
a-Metil-p-mannozid + - + - + +
Hidroliz olugsumu :
Eskulin + + + + + +
Seliloz R R R N
Hippurate + + + -
Nisasta Vv V V \% V +
Amino asit peptidaz:
Alanin - + + + + +
Lizin - + + + ¥ ¥
Asit fosfataz + + + + + -
Kimotripsin + \Y + + + +
Sistin arilamidaz - - - - - +
%10 NaCl iceren pepton su lUreme Vv V + V + +
10ug/ml trypaflavin icerisinde treme + + + + + -
Losin esteraz vV v + + + i
Metil Kirmizisi + + + + + +
N-Asetil-B- glukozaminidaz (NAG) Vv V Vv + + +
Nitratin nitrite indirgenmesi - - - - - -
Fosfoamidaz + + + + + -
Tween 80 esteraz + vV + Vi + +
Voges-Proskauer (VP) + + + + + +
a-Glucozidaz vV + + Y, - +
B-Glucozidaz + + + - + +
Patojenite (fare) + + - - - -
Mol % G+ 37-39 | 37-38 | 36-38 36 36 41-42
Hiicre duvar tipi Aly Aly Aly Aly Aly Aly
Baslica peptidoglikan diamino asit meso- | meso- | meso- | meso- | meso- | meso-
DAP DAP DAP DAP DAP DAP
Baslica menakinon MK-7 MK-7 MK-7 MK-7
+ = pozitif, - = negatif, D= degisken




Hemolitik aktiviteler ve CAMP testi ile Listeria tiirleri arasindaki farkliliklar
gozlenebilmektedir. L. monocytogenes ve L. seeligeri S. aureus ile hemoliz
olusturuken, L. ivanovii, R. equi ile hemoliz olusturmaktadir (Cizelge 1.3). Bununla
birlikte, L. monocytogenes ile R. equi’nin pozitif reaksiyon gosterdikleri CAMP
testleri de mevcuttur, bu sebeple yapilan CAMP testlerinin reaksiyonlar1 dikkatli

yorumlanmalidir (Allerberger, 2003; Gray ve Killinger, 1966; Quinn ve ark., 1999).

Cizelge 1.3. Listeria tiirlerinin ayirict 6zellikleri. (Mclauchlin ve Rees,

2009).

Listeria turleri Testleri Sekerlerden asit Uretimi
A CAMP testi N =
85 8 2 £ 3
5 5 S, R |& |§ s |2
<~ aureus | equi @ =

L. monocytogenes + + D - +

L. ivanovii ++2 - + + - - +

L. ivanovii §ubsp. - i . ] . ] N

londoniensis

L. seeligeri + + - - - - +

L. innocua - - - - D

L. welshimeri - - - - D - +

L. grayi - - - D D + -

+ = pozitif, - = negatif, D= degisken, ++2 daha genis yada birka¢ hemoliz zonu olusturabilmektedir.

Sivi kiiltiirde 25°C'de 2-4 saat siireyle inkiibe edilen bakteriler karakteristik bir
‘tumbling motility’denilen takla atma, yuvarlanma hareketi gostermektedir. Peritrik
flagella 20-25°C’de aktif olmakta ve karakteristik yapidaki “yuvarlanma hareketi”
gostermektedir. Listeria tiirleri oda sicakliginda 1-5 adet arasinda peritrik flagellaya
sahipken, 37°C’de siirekli donme ozelligi kazanmaktadir. Listeria tiirleri genellikle
yarikati besiyerinin yilizeyinde semsiye benzeri ireme gostermektedir. %0,2-0,4 agar
iceren yarikati besiyeri yiizeyinden 1 cm alta ekim yapilan Listeria suslar1 20-25°C’de
24 saat inkiibasyona birakilmis ve bir siire sonrasinda belirgin bir bulaniklik
gozlemlenmistir. Agar yiizeyinin 0,5 cm asagisinda semsiye seklinde oldukga biiyiik
bir katman goriilmiis ve bu sayede oksijeni azaltilmis bu alanda Listeria tiremesinin,
aerobik ve anaerobik ortamda gosterdigi iiremeye karsin ¢ok daha fazla oldugu
gozlemlenmistir. (Allerberger, 2003; Farber ve Peterkin, 1991; Gray ve Killinger,
1966; Mclauchlin ve Rees, 2009; Narayanan, 2013; Paracikoglu, 2006; Quinn ve ark.,
1999).
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Listeria tiirleri i¢in en iyi Gireme sicakligi 30-37°C arasinda iken, 0’dan 45°C’ye
kadar tireme gozlenmektedir. Bununla birlikte Listeria tiirleri  psikrofilik
mikroorganizmalar grubundadir (Mclauchlin ve Rees, 2009). L. monocytogenes
genellikle 1s1t1ldig1 ya da pastdrize oldugu zaman canliligini yitirmektedir; 69°C’de
yasayamayan bu tiir, siitiin igerisinde 16,2 dk’dan fazla kalamamakta ve 70°C’de pisen
etin igerisinde ise 2 dk’da inaktif hale gelmektedir (Farber ve Peterkin, 1991; Gray ve
Killinger, 1966; Paracikoglu). 37°C’de tiretilen Listeria’larin tekrarlanan donma ya da
erime reaksiyonlarina kars1 dayanikliliklar1 25°C’nin altinda iiretilenlere gore cok daha
fazladir. Diger mikroorganizmalarda, soguk ortama alistirmanin bakterilerin tekrar
donma ve erimeye kars1 gosterdigi toleransin artirdigini géstermistir (Azizoglu ve ark.,
2009). Bir saat boyunca 45°C’de uygulanan 1s1 soku sonucunda L. monocytogenes’in
NaCl (sodyum kloriir), etanol ve kristal violet (Gram-pozitif bakterilerin gelisimini
inhibe etmek icin kullanilan reaksiyon) toleranslarinin arttig1 goriilmiistiir. Diger bir
taraftan, 10 dk boyunca 48°C’de uygulanan 1s1 sokunun ise L. monocytogenes’in
NaCl’e olan direncini artirdigi, buna karsin H2O> (hidrojen peroksit) ve kristal violete
olan direncinin azalttig1 gézlemlenmistir (Lin ve Chou, 2004). Is1 islemi uygulanmig
olan bakteri hiicreleri herhangi bir islem gérmemis bir bakteri hiicresiyle ayni derecede
patojeniktir. Diger bir yandan ise, 1s1 islemi uygulanan L. monocytogenes hiicreleri
diger hiicrelere nispeten daha az risk teskil etmektedir (McCarthy, 1991). Hly ve actA
gibi temel viriilens genler i¢in en uygun sicaklik 37°C iken, 30°C’de ise bu genlerin
baskilandiklar1 bilinmektedir. Flagellin, motilite ve kemotaksis gibi 6zelliklerin ise
37°C’de baskilanirken, 25°C ve alti sicaklarin bu oOzellikle i¢in ideal oldugu
gozlenmistir (Leimeisterwachter ve ark., 1992).

Listeria tiirleri optimal olarak notral pH (pH 7,0)’da iirerlerken, pH5,5 - 9,6’da
da tireme gostermektedirler. Listeria tiirlerinin ¢ogu ozmotik basinca dayaniklilik
gostermekte ve %10’luk NaCl ortaminda {ireme tireyebilmektedirler. Listeria tiirleri
0,900 ve 0,945 arasinda su aktivitesine (aw) dayaniklidir ve tireme hizi sicakligin
diistisiine baglidir (Allerberger, 2003; Farber ve Peterkin, 1991; Gray ve Killinger,
1966; Koutsoumanis ve ark., 2004; Mclauchlin ve Rees, 2009; Paracikoglu, 2006;
Quinn ve ark., 1999).
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L. monocytogenes sefalosporin (sefazolin, seftiofur, sefpirom), kinolonlar,
fosfomisine ve klindamisin’e direnglidir. Bir¢ok tiir, penisilin G, amoksisilin,
aminoglikozidler (gentamisin), tetrasiklinler, fenikoller, trimetoprim ve siilfonamidler,
rifampin, glikopeptid (vankomisin)’e kars1 duyarlidir (Granier ve ark., 2011; Troxler
ve ark., 2000). Tetrasikline direng gosteren suslar ¢ok az olmakla beraber bazi et
tiirlerinden (biftek, koyun eti ve domuz) ve bitkilerden izole edilmistir. Eritromisine
kars1 diren¢g gosteren suslar ise ¢evresel kaynaklardan ve gida Orneklerinden
saptanmisken, penisiline karsi direng tespit edilmemistir (Granier ve ark., 2011).
L. ivanovii fosfomisine kars1 duyarlilik gésterirken, L. innocua ve L. monocytogenes
ise diren¢ gostermektedir. L. ivanovii, fusidik aside en duyarl tiirdiir ve kinolonlarin

¢oguna karsi direng gostermektedir (Troxler ve ark., 2000).

Listeria tiirlerinin biiyiime faktorleri 6 amino asit grubundan olusmaktadir:
16sin, izol6sin, arginin, metiyonin, valin, sistein ile 3 tane suda ¢dziiniir vitamin olan:
tiamin (B1), riboflavin (B2) ve biyotin (B7); ve tioktik asittir. Ureme, Fe®* ile
fenilalanin tarafindan gergeklestirilmektedir. Glikoz ve glutamin, karbon ve azotun
birincil kaynagi olarak gdsterilmektedir. Friikktoz, manoz, sellobiyoz, trehaloz, maltoz,
gliserol ve amino grup sekerler olan glukosamin, N-asetilglukosamin ve
N-asetilmuramik gibi seker gliikozunun olmamasi1 {iremeyi desteklemektedir.
L. monocytogenes tremesi i¢in gerekli kimyasallar1 iceren 06zel besi yerleri

gelistirilmistir (Premaratne ve ark., 1991; Tsai ve Hodgson, 2003).

Giintimiize kadar 4 L. monocytogenes (1/2b: F6854 ve Egede; 4b: F2365 ve
H7858) 1 L. welshimeri ve 1 L. ivanovii (PAM 55) susunun gen dizileri saptanmistir
(Buchrieser, 2007; Buchrieser ve ark., 2011). Giiniimiizde sekanslanan biitiin Listerial
genomlar 2,7 ve 3,0 milyon bp (baz ¢ifti) arasindadir. L. monocytogenes suslari
ortalama %38 G+C igerigine sahip ve genom uzunlugu 2 893 921 ile 2 953 211 bp
arasindadir. Yaklasik 2900 protein kodlayan gene sahiptir. L. innocua CLIP11626
kromozomu ortalama %37 G+C igerigine sahip olup 3 011 209 bp uzunlugunda olup
ve yaklasik 2973 protein kodlayan gene sahiptir (Glaser ve ark., 2001; Nelson ve ark.,
2004). L. ivanovii subsp. ivanovii PAM 55, L. monocytogenes suslar olup ortalama
%37,1 G+C igerigine sahip ve genom uzunlugu 2 928 879 bp uzunlugundadir.
Yaklagik 2782 protein kodlayan gene sahiptir. (Buchrieser ve ark., 2011). L.
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welshimeri genomu daha kiigiik olup %36,4 G+C igerigine sahip olup 2.814.130 bp
uzunlugunda olup ve yaklasik 2780 protein kodlayan gene sahiptir (Buchrieser, 2007).
Listeria genomlarinin en ilging 6zelligi genom organizasyonunda genis ve giiclii
korunan bir bolgeye sahip olmalaridir. Bu korunan genom organizasyonunun diisiik IS
(insertion sequence) elementinin varhigr ile iligkili oldugu disiiniilmektedir

(Buchrieser, 2007).

Listeria genomunun tanimlanmasi, o susun patojenitesini belirlemekte ve tiirler
arasindaki ortak ozellikleri ve tiire spesifik karakteristikleri ortaya koymada yarar
saglamaktadir. L. monocytogenes’in genom yapisi toplamda 133 ylizey proteinlerden
olusmaktadir. Genom’un kodlama kapasitesinin %5’lik kismini yiizey proteinleri
olusturmaktadir. Buna ek olarak, hiicre ylizeyi proteinlerini kodlayan genlerin %22’lik
kismi L. innocua’da bulunmamaktadir. Dolayisiyla, bu iki tiir arasindaki temel
farkliligin yiizey protein bilesenlerinden kaynakladigi ortaya konmustur (Buchrieser,
2007; Cabanes ve ark., 2002). L. monocytogenes’in virillens faktorii geninin
ekspresyonu bir transkripsiyonel aktivator, prfA (peptide chain release factor 1) geni
tarafindan regiile edilmektedir (Cabanes ve ark., 2002; Czuprynski ve ark., 2010;
Poulsen ve Czuprynski, 2013). PrfA aymi zamanda internalin ve LLO’nun
transkripsiyonu arttirtp prfA geninde bulunan hizlandiricilar1 diizenlemektedir (Gray
ve ark., 2006). L. monocytogenes ve L. ivanovii nin kiimeledigi viriilens genleri ayni
zamanda sirasiyla, phosphatidylinositol-specific  phospholipase C ve the
phosphatidylcholine-dependent phospholipase C (PI-PLC)’yi kodlayan plcA ve plcB
genlerini barindirmaktadir. ActA geni aktinin yapisina katilmaktadir (Schmid ve ark.,
2005).

1.3. Epidemiyoloji

Listeria spp.’ye dogada yaygin olarak rastlanilmasina ragmen inek ve koyunlardaki
Listerial infeksiyonlar tamamen koti kaliteli silaj tiiketimine bagli olmaktadir. Silaj
pH’s1 5,0’dan daha fazlaysa, silaj asiditesini kaybetmeye baslamakta ve bu ortam
L. monocytogenes icin miikemmel bir yasama ve cogalma alani olusturmaktadir
(Durmaz ve ark., 2015; Farber ve Peterkin, 1991). Silajdaki bakteriyel yiik
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10" CFU/kg’a kadar c¢ikabilmektedir (Quinn ve ark., 2011). Silajin toprakla
karistirtlmasi1 kontaminasyon riskini arttirmaktadir (Brugére-Picoux, 2008). Listerial
infeksiyonlara, hayvanlarin saman yerine daha ¢ok silaj yemeyi tercih ettikleri kis ve
ilkbaharin basinda daha ¢ok rastlanilmaktadir (Czuprynski ve ark., 2010; Farber ve
Peterkin, 1991; Low ve Donachie, 1997; Paracikoglu, 2006). Ruminantlardaki
Listerial infeksiyonun silaj tiiketimine bagli olmasi sebebiyle bu tip infeksiyonlar “silaj
hastalig1” olarak da tanimlanmaktadir (Gray ve Killinger, 1966; Narayanan, 2013;
Paracikoglu, 2006).

L. monocytogenes dogada oldukca yaygin olup insanlar disinda 50 farkl: tiirden
izole edilmistir. Ruminantlar gibi gida kaynagi olan hayvanlarda infeksiyon kaynagi
olarak goriilen toprakta ve saprofit olarak sebzelerde de saptanmistir (Czuprynski ve
ark., 2010; Farber ve Peterkin, 1991; Gray ve Killinger, 1966; Paracikoglu, 2006).
Kiimes hayvanlarinda ve balik, kirmiz1 et, siit, peynir gibi hayvanlardan elde edilen
gidalarin ¢ogunda da L. monocytogenes ile karsilasiimaktadir (Farber ve Peterkin,
1991; Low ve Donachie, 1997; Poulsen ve Czuprynski, 2013). Standart sanitasyon
sonrasinda bile atik sudan ve gida isleme sirasindaki diger ylizeylerden izole
edilebilmektedir (Czuprynski ve ark., 2010; Farber ve Peterkin, 1991). Giibre atilan ya
da siit sagilan bir ortamda L. monocytogenes haftalar boyunca canli kalabilmektedir.
Tarimsal bolgelerde yasayan vahsi kuslarin  digkilar1  yiiksek derecede L.
monocytogenes’i ¢cevreye bulastirabilmektedir (Brugére-Picoux, 2008). Cogu saglikli

hayvan Listeria bakimindan tasiyici olabilmektedir.

Kontamine silajlar infeksiyonun en temel kaynagidir. Hayvanlarda Listeria
infeksiyonlari kisin ile baharin ilk aylarinda gozlenmektedir. Bu donemde hayvanlarin
saman yerine silaj ile beslenmelerinin bu sonucu dogurmus olabilecegi
diistiniilmektedir (Czuprynski ve ark., 2010; Farber ve Peterkin, 1991; Low ve
Donachie, 1997; Paracikoglu, 2006). Baz1 durumlarda ayni L. monocytogenes ribotipi
hem infekte hayvandan hem de kontamine silajdan izole edilmistir (Czuprynski ve
ark., 2010). Bu nedenle mevsim degisiklikleri mera hayvanlar i¢in énemli olsa da
ciftlik hayvanlart i¢in 6nemli bir faktor degildir (Czuprynski ve ark., 2010). Sicak
mevsimlerde hastaliklarin yayginlastigi yapilan c¢aligmalarla ortaya konmustur

(Brugére-Picoux, 2008). Beslenme yetersizliklerine bagh stres faktorleri, cevre
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kosullar1, diger immunsupresif hastaliklar ve hamilelik gibi stres igerikli durumlar
klinik hastalik olarak degerlendirilmektedir. Insanlarda meydana gelen vakalarin ise

yaz aylarinda ve kentsel bolgelerde meydana geldigi rapor edilmistir (Narayanan,
2013).

Klinik hastaliklar genelde ruminantlarda goriilmektedir (Poulsen ve
Czuprynski, 2013). Ineklere oranla Listeria infeksiyonlar1 koyunlarda daha sik
gozlenmektedir (Campero ve ark., 2002; Wagner ve ark., 2005). Amerika Birlesik
Devletler (ABD)’de infeksiyonlar igin en ¢ok giinliik siit ve etin tizerinde durulurken
diinyanin ¢ogu iilkesinde bu 6nem koyun ve kegilerin iizerinde toplanmigtir
(Czuprynski ve ark., 2010; Gray ve Killinger, 1966; Low ve Donachie, 1997).
Infeksiyon kapmis hayvanlar yalmzca bir klinik form gdstermektedir. Koyun
siiriilerinde meydana gelen silaja bagli tek bir abort, ensefalit veya septisemi
Listeriozisin varligimi gostermektedir (Wagner ve ark., 2005). Veterinerler ve ciftgiler
Listeria abortlar1 ile igige olduklarindan deri lezyonlar1 tagimaktadirlar ve bu deri
lezyonlari Listeria nin en yaygin zoonotik klinik tablosudur (Czuprynski ve ark., 2010;
Gray ve Killinger, 1966; Low ve Donachie, 1997; Paracikoglu, 2006).

L. monocytogenes ile miicadelede siit araciligiyla bulasmanin tehlikeli oldugu
diisiiniilenerek biiyiik ve kiigiik ruminantlar daha ¢cok onem teskil etmektedir. Cevre
faktorleri ile de birlikte L. monocytogenes mastitiste ve siitle bulasmada etkili rol
oynamaktadir. Dolayisiyla pastorize edilmeden piyasaya siiriilen giinliik siit tirtinleri
insan saglig i¢in 6nemli bir tehdit olusturmaktadir (Czuprynski ve ark., 2010; Poulsen
ve Czuprynski, 2013). Bununla birlikte L. monocytogenes, pastorize olan iriinlerde de
ortaya ¢ikabilmektedir ¢ciinkii daha 6nce bahsedildigi gibi hiicre i¢ine yerlestikleri i¢in
yiiksek 1siya tolerans gosterebilen mikroorganizmalardir. (Quinn ve ark., 2011).
Kontaminasyon kaynaklari insan hayvan veya cevreyle iligkili olabilmektedir.
(Czuprynski ve ark., 2010; Poulsen ve Czuprynski, 2013; Wagner ve ark., 2005).
Ruminantlarda abort orani diisiik gézlenmis olsa da, koyunlarda %10, ineklerde ise
%S5 civarinda oldugu rapor edilmistir (Narayanan, 2013). L. monocytogenes ‘den ileri
gelen hastalik ve oOlim oranmmin ¢ogu bakteriyel gida orijinli hastaliklardan
kaynaklanmaktadir. Listeriozis, rapor edilen insan hastaliklarinda diger gida kaynakl

hastaliklara (Campylobacter ve Salmonella) oranla daha az rastlanilmakta fakat



15

Listeriozis kaynakli insan olimleri diger gida kaynakli hastaliklara gore ¢cok daha

fazladir (ABD’de %20) (Czuprynski ve ark., 2010).

Kobaylarda %50 fetal infeksiyonlarmin dozu 10" CFU’dur (Williams ve ark.,
2007). Bir Listeriozis salgininda, abort olan 20 fotusun igorganlardan alinan 55
ornekten 5’inde L. monocytogenes izole edilmistir. izole edilen L. monocytogenes
sayisinin (i hayvanda yapilan aragtirma) fotal karaciger, dalak, kalp, akciger ve
beyinde log 3,1 - 5,6 CFU/g arasinda oldugu saptanmistir. L. monocytogenes, ayni
zamanda fotusun mekonyumundan da bulunabilmektedir. Iki yetiskinde beyin harig

tiim duyu organlarinda log >5,5 CFU/g degerinde L. monocytogenes’a rastlanmustir.

Insan ve hayvan Listeriozislerin ¢cogunlugunda 4b, 1/2b ve 1/2a serotipleri
etkilidir (Farber ve Peterkin, 1991; Liu ve ark., 2006). Tiirkiye’de evcil hayvanlar
tizerinde Listeriozisin seroprevalansini inceleyen aragtirmalar bulunmaktadir (Arda ve
ark., 1987; Erdogan ve ark., 1999; Gazyagci ve ark., 2009; Inci ve ark., 2002; Ocal ve
ark., 2008; Solmaz ve ark., 2002; Yildiz ve ark., 2009). Epidemik insan Listeriozisin
serotiplerinin genellikle Soy I susu ile baglantili oldugu sdylenmektedir. Soy I susu
epidemik olarak insanlarda %92 oraninda, sporadik olarak %62 oraninda ve
hayvanlarda %42 oraninda bulunmaktadir. Soy II susu serotipleride ayni zamanda
insan ve hayvan hastaliklar1 ile baglantili olup, epidemik olarak insanlarda %7
oraninda, sporadik olarak %36 oraninda ve hayvanlarda %47 oraninda meydana
gelmektedir. Soy III susu ise insanlarda %1 oraninda, hayvanlarda %10 oraninda
goriilmektedir. Sonug olarak insan ve hayvan izolatlarindan ¢ok Soy I ve II suslari

gozlenmektedir (Jeffers ve ark., 2001).

1.4. Patogenez

Hiicre i¢i patojen modeli olarak iizerinde en ¢ok c¢alismalarin yapildig: bakterilerden
biri L. monocytogenes’dir. Etken, fagositik (makrofajlar, dentritik hiicreler) ve
fagositik olmayan hiicreler (parankimal hiicrelerin c¢esitli tipleri) gibi ¢ok c¢esitli
hiicrelere invaze olmakta ve bu hiicrelerde gogalmaktadir (Czuprynski ve ark., 2010;
Poulsen ve Czuprynski, 2013). L. monocytogenes, ¢ok sayida viriilens faktore sahiptir.

Viriilens faktorleri arasindaki karmasik mekanizmalar sayesinde etken, konak hiicreye



16

tutunma, hiicre icine girme, hayatta kalma ve hiicre i¢inde ¢ogalma gibi 6zellikler
kazanmaktadir. Bu viriilens faktorleri, kendi icerisinde Internalin A (InlA) ve
Internalin B (InIB) proteinleri, iki fosfolipaz C (PI-PLC) ve Actin assembly-inducing
protein (ActA)’dan olusmaktadir (Poulsen ve Czuprynski, 2013). Listerial
infeksiyonlarin patogenezi iizerine fare modelleri ve hiicre kiiltiirlerinde ¢aligmalar
yapilmistir. Bu durum, aragtirmacilar1 insan ve ruminantlarda da L. monocytogenes

tizerine ¢alismalar yapmaya yonlendirmistir (Czuprynski ve ark., 2010).

L. monocytogenes, genellikle kontamine silajlarin tiiketilmesi yoluyla viicuda
alinmaktadir. Agiz yoluyla alman L. monocytogenes’in c¢ogu, diisiik pH’ya sahip
mideden gecememekte ve mide asidinde 6lmektedir. Mide asidinden etkilenmeyenler
ise bagirsaga ilerlemektedirler. Bagirsak translokasyonu, bagirsak epitel hiicreleri ile
peyer plaklarinda bulunan M hiicrelerini kapsayan pasif siireci ifade etmektedir. Etken
bagirsak bariyerini astiktan sonra lamina propriadaki fagositik hiicrelere invaze
olmaktadir. Etken buradan kan ve lenf yoluyla diger dokulara yayilmaktadir. Gebe
hayvanlarda plasentaya gecis (transplasental) soz konusu olmaktadir (Narayanan,
2013; Poulsen ve Czuprynski, 2013). Etkenin oral, nazal ve okiiler mukoza
yiizeyindeki lezyonlardan gegebildigine dair calismalar bulunmaktadir. L.
monocytogenes’in koyunlarda dis dokiilmesi (kaybi) ya da dis kiriklar1 oldugunda, dis
kokii yoluyla penetre oldugu diistiniilmektedir. Etken bu yolla viicuda girdikten sonra
kranial sinirler yoluyla (6zellikle de trigeminal sinir) beyine ulagmakta ve merkez sinir
sistemi (MSS) infeksiyonuna sebep olmaktadir (Paracikoglu, 2006; Quinn ve ark.,
2011). Meme bezinin infeksiyonu ise kan ya da gevresel yolla olabilmektedir

(Brugeére-Picoux, 2008).

L. monocytogenes hiicre ylizeyinde internalin adi verilen proteinleri
tagimaktadir. Internalin A (InlA) ve Internalin B (InlB) sirasiyla, konak hiicre
yiizeyinde bulunan E-cadherin (Ecad) ve c-Met tirozin kinaz ile etkilesime gegerek
etkenin hiicreye penetre olmasini saglamaktadir (Lecuit ve ark., 2001). Plasental villus
tizerindeki InlA ve Ecad etkilesimi L. monocytogenes’in trofoblastlara girisini
saglamaktadir (Lecuit ve ark., 1999). InlB, hepatosit biiylime faktorii reseptorii ile
etkilesime girmektedir (Narayanan, 2013). L. monocytogenes birgok internalin
proteinine sahiptir ancak fonksiyonlari net olarak bilinmemektedir. InlA, 80 - kDa
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agirliga sahip bir yiizey proteinidir ve gastrointestinal sistem epitel hiicrelerine giriste
onemli bir rol oynamaktadir (Czuprynski ve ark., 2010; Poulsen ve Czuprynski, 2013).
InlA geninde mutasyon olusturulmus L. monocytogenes ile yapilan bir ¢alismada;
mutant bakterinin, kobay epitel hiicrelerine giriste, mutasyon olusturulmamis bir susla
karsilagtirildiginda, 200 kat azalma oldugu ortaya konmustur (Lecuit ve ark., 2001).
Ek olarak, apatojen olan L. innocua InIB ylizey proteni ve L. monocytogenes genomu
tarafindan kodlanan yiizey proteinlerinin %20’sinden fazlasin1 da tagimamaktadir

(Cabanes ve ark., 2002).

Listeria fagositik olmayan hiicrelere vakuoller (fagozom) igerisinde
alinmaktadir (Narayanan, 2013). Bakteri hiicre igerisine alindiginda, lizozomal
aktivite baglamadan Once, fagozomlardan kagarak konak hiicre sitoplazmasina
cikmaktadirlar. Listeria bu kagisi, LLO proteini ve phosphatidylinositol-specific
phospholipase C sayesinde yapmaktadir. Fagozomdan kagisi saglayan LLO proteninin
konak hiicre i¢in toksik etkisi bulunmamaktadir (Decatur ve Portnoy, 2000). LLO,
asidik ortamlarda (fagozom) aktiftir (Czuprynski ve ark., 2010). LLO, Listeria’nin
plasenta ve fotusa invazyonunda 6nemli rol oynamaktadir (Le Monnier ve ark., 2007).
Ivanolizin, L. ivanovii'nin LLO proteinidir ve LLO ile ayni1 fonksiyonel gorevi
yiriitmektedir ~ (Narayanan, 2013).  Hiicre  sitoplazmasinda  bulunan
L. monocytogenes’in 37°C’de boliinme zamaninin yaklasik 1 saat oldugu tahmin
edilmektedir (Czuprynski ve ark., 2010; Decatur ve Portnoy, 2000; Poulsen ve
Czuprynski, 2013). Hiicre igerisinde boliinen Listeria’lar; hareketi saglayan ActA
yilizey proteini sayesinde, infekte hiicrenin periferine hareket etmektedirler. Ayrica
ActA, konak hiicrenin aktin flamentlerinin polimerizasyonunu da saglamaktadir. Yeni
bir hiicreye girmeye ¢alisan bakteri, ¢ift hiicre membranini (infekte hiicre ve yeni hiicre
membrani) gecmek zorundadir ve bdylece yeni bir infeksiyon siklusu baslamaktadir
(Czuprynski ve ark., 2010; Narayanan, 2013; Poulsen ve Czuprynski, 2013). ActA’nin
ekspresyonu, konak hiicre i¢i ortami1 ya da hiicre lizatlarina bagl olarak artmaktadir.
ActA mutantlari, hiicre icerisinde c¢ogalabilmekte ancak komsu hiicrelere invaze
olamamaktadirlar (Czuprynski ve ark., 2010). Ornegin, apatojen L. innocua, ActA
proteinine sahip degildir (Cabanes ve ark., 2002). Ek olarak ActA,
L. monocytogenes’in fetoplasental bariyeri agsmasin1 ve hiicreden hiicreye gecisini

saglamaktadir (Le Monnier ve ark., 2007). Cift katli membrandan olusan fagozomdan
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kagmak i¢in; yeniden LLO, farkli bir fosfolipaz C ve phosphatidylcholine-dependent
phospholipase C kullanilmaktadir. Ve yukarida bahsedilen hiicre i¢i hareketlilik ile
hiicreden hiicreye gegis gerceklesmektedir (Decatur ve Portnoy, 2000). Listeria 'lar bu
yolla; ekstraseliiler sivilara, konak hiicrenin savunma mekanizmalarina ve konak
hiicreye direkt olarak maruz kalmaktan kacinarak hiicreden hiicreye yayilmaktadirlar

(Czuprynski ve ark., 2010; Narayanan, 2013; Poulsen ve Czuprynski, 2013).

Sekil 1.2. Konak hiicresinde L. monocytogenes’in basitlestirilmis bir
illiistrasyondur. A -Internalizatyon, B -Fagozomal kagis, C - Cogalma,
D - Hiicre ici hareket, E- Hiicreden hiicreye yayilma, F - Cift membranh
kofuldan kagis G — Cogalma (Poulsen ve Czuprynski, 2013).

Hly (LLO ve ActA’yi1 kodlar) gibi 6nemli viriilens genlerinin ekspresyonunun,
37°C’de optimal diizeyde oldugu; ancak 30°C’den diisiikk sicakliklarda Snemli
derecede baskilandigi bilinmektedir (Leimeisterwachter ve ark., 1992). Bu genlerin
ekspresyonu da sicaklik ve pH’dan etkilenmektedir. PrfA; 25°C’den diisiik
sicakliklarda eksprese olmamakta ancak L. monocytogenes yine de bu sicakliklarda
tireyebilmektedir. Bu durum, klinik L. monocytogenes izolatlarinin, klinik olmayan
izolatlara (cevresel, bitki, donmus gida izolatlar1) oranla daha patojen oldugunu
gostermektedir. PrfA aktivitesi, fagozom ya da mide gibi diisiik pH’ya (pH 4,5-5,5)
sahip ortamlarda artmaktadir (Czuprynski ve ark., 2010; Poulsen ve Czuprynski,
2013). Bunlara ek olarak, apatojen olan L. innocua’da prfA bulunmamaktadir
(Cabanes ve ark., 2002).
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1.5. Klinik Belirtiler

Listerialar dogada yaygin olarak bulunmakta ve insan disinda 50’den fazla hayvan
tirtinden izole edilmektedir. Listeria cinsine ait tiirlerden yalnizca L. monocytogenes
ve L. ivanovii patojen karakterdedir. L. ivanovii basta ruminantlar olmak iizere
hayvanlarda infeksiyon yaparken; L. monocytogenes, hem insanlar hem de
hayvanlarda infeksiyon yapmaktadir (Farber ve Peterkin, 1991; Gray ve Killinger,
1966; Low ve Donachie, 1997; Paracikoglu, 2006; Quinn ve ark., 2011). Ancak, son
yillarda insanlarda L. ivanovii infeksiyonlarina yonelik bildirimler de bulunmaktadir
(Low ve Donachie, 1997; Narayanan, 2013; Paracikoglu, 2006; Poulsen ve
Czuprynski, 2013).

1.5.1. Ruminantlarda Listeriozis

Listeriozis nadir goriilen bir hastaliktir ancak evcil hayvanlar arasinda en ¢ok
ruminantlarda gorilmektedir (Gray ve Killinger, 1966). Listeriozise ABD’de en ¢ok
ineklerde, Diinya’nin diger tlkelerindeyse koyun ve kegilerde rastlanmaktadir.
Listeria tiirleri hayvanlarda MSS infeksiyonu, abort, septisemi, nadiren gastroenterit
Ve mastit, keratokonjonktivit gibi lokal infeksiyonlara sebep olmaktadir. Listeria spp.
ile infekte hayvanlar yukarida bahsedilen klinik formlardan yalmizca birini
gostermektedir (Vazquez-Boland ve ark., 2001). Abortif ve MSS infeksiyonlari
ruminantlarda en sik rastlanilan formlar iken; septisemiler genellikle yenidogan ve
kiimes hayvanlar1 arasinda gozlemlenmektedir (Czuprynski ve ark., 2010; Quinn ve
ark., 2011).

1.5.1.1. Septisemik Form ve Gastroenteritis

Listeriozisin septisemik formuna genellikle tek mideli, gevis getiren ve yeni
doganlarda, nadiren de gebe koyunlarda rastlanilmaktadir. Inkiibasyon periyodu 2 ile

3 giin arasinda degismektedir (Narayanan, 2013; Quinn ve ark., 2011).
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Klinik belirtiler depresyon, ates, istahsizlik ve dliimdiir. Uterusta 6len fotus,
annede septisemiye yol acabilmektedir. Gastroenterit formu nadiren goriilmekle
birlikte; abomazum ve bagirsak mukozasinda {llserasyon ve agir bir ishalle
seyretmektedir. Inkiibasyon periyodu 1 ile 2 giin arasinda degismektedir. Ayaga

kalkamama ve ani 6liim gozlenmektedir (Brugere-Picoux, 2008).

1.5.1.2. Ensefalitik Form

Ruminantlarda L. monocytogenes’in sebep oldugu en yaygin klinik form MSS
infeksiyonudur. Meningoensefalit yetiskinlerde goriiliirken, meningit ise fonksiyonel
olarak aktif rumeni olmayan ya da rumeni tam gelismemis gen¢ hayvanlarda
gozlenmektedir (Gray ve Killinger, 1966). L. monocytogenes agiz, burun ya da goz
mukozasindaki yaralardan viicuda girmektedir. Bu durumun koyun kirkim
zamanlarinda ya da dis diismesi-¢ekilmesi sirasinda olusan agik yaralar yoluyla oldugu
disiiniilmektedir. Ayrica koti kaliteli silajla besleme de etkenin viicut i¢ine aliminda
rol oynamaktadir. Etken viicut igine alindiktan sonra kranial sinirler boyunca
ilerleyerek MSS infeksiyonunu olusturmaktadir (Paracikoglu, 2006; Quinn ve ark.,
2011; Vazquez-Boland ve ark., 2001). Listeriozisin ensefalit formunda inkiibasyon
periyodunun 14 ile 40 giin arasinda oldugu belirtilmektedir (Wagner ve ark., 2005)
(Vazquez-Boland ve ark., 2001). Bu form, ineklerde kronik bir seyir izlemektedir.
Klinik belirtiler, depresyon ve istahsizlik ile baglamaktadir (Low ve Donachie, 1997).
Baz1 vakalarda klinik belirtiler degiskenlik gosterse de; genellikle basin bir tarafa
donmesi, ¢ift tarafli yiiz kaslarinda fel¢ goriilmesi (géz kapaklar1 ve kulaklarin
sarkmas1), dilin disar1 c¢ikmast ve agizdan salya akmasi gibi Dbelirtiler
gdzlemlenmektedir. Bazi durumlarda keratit de meydana gelmektedir. infeksiyonun
baslangicinda viicut 1s1s1 oldukga yiiksektir. Klinik belirtilerin ortaya ¢ikisini takip
eden birkag¢ giin i¢erisinde koyun ve kecilerde ayaga kalkamama ve sonrasinda 6liim
goriilmektedir. Hastalik, ineklerde daha uzun siirmekte; koyun ve kecilerde ise akut
bir seyir izlemekte ve ¢ogunlukla oliimle sonlanmaktadir. Etken sinir sisteminde
lezyonlara sebep oldugundan infekte hayvanlar, kendi etraflarinda donme hareketi
yaparlar. Bu hareketten dolay1 Listeriozise “donme hastaligi” da denmektedir.
Infeksiyonun son asamasindaki koyun ve kegiler olduklar yere diismekte ve 2-3 giin

icerinde dlmektedirler. Infeksiyonun daha uzun bir seyir izledigi ineklerde yaygin
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olarak tremorlar da goriilmektedir (Czuprynski ve ark., 2010; Low ve Donachie, 1997,
Narayanan, 2013; Quinn ve ark., 2011).

1.5.1.3. Abortif Form

Koyun ve ineklerde goriillen sporadik abortlara L. monocytogenesten ziyade
L. ivanovii sebep olmaktadir (Quinn ve ark., 2011). Koyun ve inek Listeriozisinin, kotii
kaliteli silaj tiiketimiyle iliskili oldugu bildirilmistir (Farber ve Peterkin, 1991). Yem
tilketimini takiben Listeria spp. bagirsak mukozasina penetre olmakta, buradan lenf ve
kan yoluyla yayilmakta ve gebe hayvanlarda plasental yolla yavruya ge¢mektedir
(Quinn ve ark., 2011). Listerial abortlarda inkiibasyon periyodunun 18 + 2 giin oldugu
bildirilmistir (Wagner ve ark., 2005). Higbir klinik belirti gostermeden gergeklesen
abortlar, etkenin alimini takiben yaklasik 12 giin icerisinde ger¢eklesmektedir. Gebelik
sirasinda meydana gelen Listeriozis iki doneme ayrilmistir; gebeligin ilk donemlerinde
Listeriozis, gebeligin ileri donemlerinde Listeriozis (Poulsen ve Czuprynski, 2013).
Gebeligin ilk donemlerindeki Listeriozis, abort ya da fotusun emilimi ile
sonuglanmaktadir. Gebeligin ileri donemlerindeki Listeriozis ise daha sik goriilmekte
ve genellikle gebeligin licilincii li¢ aylik doneminde meydana gelmektedir. Bu donemde
meydan gelen Listeriozis vakalarinda gebelik; abort, 6lii dogum ya da erken dogum ile
sonuglanmaktadir (Poulsen ve Czuprynski, 2013). Bu durum ineklerde 7 ay,
koyunlarda ise 12 hafta sonra meydana gelmektedir. Aborte fotuslar zayif, agoni ve
masere halde ¢ikartilmaktadirlar. Ayrica metrit ve plasentanin tam olarak atilamamasi
durumlar1 da rapor edilmektedir. Fotal septisemi durumlarinda fotusta, sistemik

infeksiyon belirtileri de goriilmektedir (Narayanan, 2013; Quinn ve ark., 2011).

1.5.1.4. Lokal infeksiyonlar

Inek ve koyunlarda keratokonjuktivit ile karakterize olan géz formu genellikle tek
tarafli seyretmekte ve kotli kaliteli silaj ile direkt temas etmeye bagli oldugu
bildirilmektedir (Quinn ve ark., 2011). Mastit, akut ya da kronik olabilmekte ve
genellikle subklinik gelismektedir (Narayanan, 2013). Belirti olarak sadece etkilenen

bezin atrofisi goriilebilmektedir (Brugere-Picoux, 2008).
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1.5.2. Diger Hayvanlar Tiirlerinde Listeriozis

At, kopek, kedi ve domuzlarda klinik listeriozis olduk¢a nadir meydana gelmektedir.
Kedi ve kdpeklerde listerial septisemi seyrek olarak goriilmekte; kopeklerde meningit
formu sporadik vakalar halinde gerceklesmektedir. Atlarda ise en ¢ok yenidoganlarin

septisemisine rastlanilmaktadir (Narayanan, 2013; Quinn ve ark., 2011).

1.5.3. insanlarda Listeriozis

Insanlarda meydana gelen Listeriozis L. monocytogenes’a bagl olup, hayvanlardaki
form ile iki ortak klinik sonucu bulunmaktadir; abort ve yenidogan septisemisi. ikincisi
genellikle yenidogan meningitine sebep olmaktadir. Immun sistemi baskilanmis
hastalar, hamile kadinlar, bebekler ve yaslilar bu hastalik i¢in riskteki popiilasyonu
olusturmaktadir (Low ve Donachie, 1997; Narayanan, 2013; Paracikoglu, 2006;
Poulsen ve Czuprynski, 2013). infeksiyon genellikle bozulmus gidalarin tiiketilmesi
sonucu olugmaktadir (Czuprynski ve ark., 2010). Insanlarda en yaygin gériilen listerial
form meningit ya da meningoensefalittir. Hamile kadinlarin infeksiyona yakalanmasi
durumunda diisiik, 6lii ya da erken dogum ve yenidogan bebeklerde septisemi olgulari
tespit edilmistir. Hayvanlara benzer sekilde yenidogan bebekler, listerial
infeksiyonlara kars1 c¢ok duyarlidir. Yenidogan bebeklerde listerial meningit,
hidrosefali ile sonuglanabilmektedir. Hidrosefali disinda infeksiy6z endokardit, okiiler
hastalik, gastroenterit ve dermatitin de goriildiigii bildirilmistir (Narayanan, 2013).
Veteriner Hekimlerin ve cift¢ilerin listerial abortlardan sonra olusan yaralardan infekte
olma ihtimalleri bulundugundan, infeksiyonun zoonotik 6nemi de bulunmaktadir
(Gray ve Killinger, 1966; Low ve Donachie, 1997; Paracikoglu, 2006; Zelenik ve ark.,
2014).
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1.6. Teshis

1.6.1. Klinik Teshis

Karakteristik sinirsel semptomlar ve abort; 6zellikle silajla beslenen hayvanlarda,
Listeriozis tanisinda olduk¢a 6nemli iki ipucudur. Listeriozis; enterotoksemi, beyin
apseleri, bruselloz, vibrioz, ketoz, bradzot hastaligi, infeksiyoz koyun
ensefalomiyeliti, akut gastroenterit, zehirlenme, kuduz, viral ensefalit, avitarninoz,
coenurus cerebralis gibi hastaliklarla karisabilmektedir. Kesin teshis laboratuar

muayeneleri ile konulmaktadir (Brugere-Picoux, 2008; Paracikoglu, 2006).

1.6.2. Nekropsi Bulgulari

MSS infeksiyonlarinda beyinde ara sira mikroapseler ve kanama goriilmekte, fakat
cogunlukla beyin dokusu normal olarak gozlenmektedir. %10 formalinle tespit edilen
beyin dokusundan yapilan direkt mikroskopi muhtemel sonucu verebilmektedir.
Beyinde makroskopik lezyonlar baskin olarak tek tarafli olan ve daima medulla
oblongata ve ponsta daha ciddi seyreden patognomonik histolojik lezyonlar
bulunmaktadir (Czuprynski ve ark., 2010; Narayanan, 2013; Paracikoglu, 2006; Quinn
ve ark., 2011). Abort vakalarinda, patolojik lezyonlar ayirici olmamaktadir. Plasental
lezyonlar kirmizi, kahverengi eksudat ile kaplanmus bir fokal veya diffuz
interkotidenal plasentit ile birlikte kotidenal villuslarin uclarini igeren noktasal, sarims1
nekrotik fokuslardir. Fotus genellikle otolitiktir; karaciger ve dalakta bazen milier
nekrotik fokuslar goriiliir. Septisemik listerioziste en sik goriilen lezyon karaciger
boyunca igne ucu seklinde grimsi beyaz nodiillerden olusan fokal hepatik nekrozlardir.
Lezyonlar dalakta da bulunur fakat diger dokularda nadirdir. Yetiskin koyunlarda
abomazal kivrimlar1 etkileyen yogun kanamali belirgin bir enterit, abomazal ve
intestinal mukozanin iilserasyonu ve payer plaklarmin apselesmesi tanimlanmistir

(Paracikoglu, 2006).
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1.6.3. Laboratuvar Muayeneleri

Abort olgularinin incelenmesinde, doku ya da sivi drnekleri ile birlikte mutlaka fotal
abomasum igerigi veya mekonyum, fotal karaciger, fotal dalak, kotiledonlarin 6rnekler
arasinda olmasi1 gerekmektedir. Sinir sistemi belirtileri sirasinda omurilik sivisi,
medulla ile pons parcalar1 ve kan orneklerinin alinmasi1 gerekmektedir. Karaciger,
dalak ve kan oOrnekleri Listeriozisin septisemik olarak belirlenmesi i¢in yardimci

olacaktir (Narayanan, 2013; Paracikoglu, 2006; Quinn ve ark., 2011).

1.6.4. Bakteriyoskopi

Kotiledonlardan veya karaciger lezyonlarindan hazirlanan preparatlarda Gram pozitif
kokobasil bakteriler goriilebilir (Paracikoglu, 2006). Beyin dokular1 ve prevaskiiler
kesitlerde ¢ok az sayida bakteriye rastlanmistir (Narayanan, 2013; Quinn ve ark.,
2011).

1.6.5. Kiiltiir

L. monocytogenes; triptik soy brot (TSA), nutrient agar ve kanli agar gibi yaygin
bakteriyolojik besiyerlerinde iiremeyen bir mikroorganizmadir. Direkt ekim, soguk
zenginlestirme, selektif zenginlestirme gibi yontemler L. monocytogenes
izolasyonunda kullanilan yontemlerden bazilaridir. Klinik (kan ve omurilik sivisi),
gida ve gevresel Ornekler genellikle saf kiiltiirde bulunurlar fakat kontaminasyon
oldugu durumlarda L. monocytogenes’in liremesi zorlagmaktadir. Bununla birlikte,
kontaminant bakterilerin bulunma olasiliginin yiiksek oldugu materyallerde Listeria

tiirlerinin selektif besiyerleri kullanarak izole edilmesi zorunlulugu ortaya ¢ikmaktadir

(Gasanov ve ark., 2005).

Soguk zengilestirme metodu; alinan tiim 6rneklerin 4°C sicaklikta inkiibasyona
birakilip, 3 ay boyunca her hafta ya da haftada iki kere tripton brot ile homojenize
edildikten sonra besiyerlerine ekimlerin gergeklestirildigi bir prosediirdiir. Normalde,

soguk zenginlestirme metodunun 2 ya da 3 haftasinda Listeria nin saptanabilecegi
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bildirilmektedir. Bu metot, diger organizmalarin diisilk derecelerde ¢ogalamadigi
stratejisi tizerine kurulmustur (Gray ve Killinger, 1966). Ancak selektif besiyerilerinin
tercihi, bakterilerin bu besiyerlerindeki tireme hizi ve besiyerlerinin ulasilabilirliginin

kolay olmas1 sebebiyle daha avantajlidir (Hayes ve ark., 1991).

Selektif ajanlarin (kimyasallar, antimikrobik maddeler ve boyalar) kullanim
amaci bakteriyel florayr inhibe ederek Listeria’nin baskin olmasini saglamaktir.
Listeria i¢in potasyum telliirit selektif ve ayiricidir, telliiritlerin Listeria tiirleri
tarafindan kullanilmasiyla telliriyum olusmakta ve Listeria kolonileri siyah renkte
gozilkmeye baglamaktadir. Diger Gram pozitifler siyah-sar1 ile gri koloni renkleri
halinde goziikmektedirler (Gray ve Killinger, 1966). Listeria %0,04 potasyum telliirite
dayaniklilik géstermektedir (Narayanan, 2013). McBride Listeria agarda (MLA)
bulunan lityum Kkloriir/feniletanol de Listeria igin selektiftir ve Gram negatif
bakterilerin varligi ile tireme gostermektedir. (Farber ve Peterkin, 1991; Snyder ve
Ronald, 2006). Nalidiksik asit selektif ajanlarin en énemlisidir ve genellikle kendi
basina hareket eden bu ajan, izolasyonda diger ajanlarla etkilesime girmekte ve Gram
negatif bakterileri inhibe etmektedir (Farber ve Peterkin, 1991; Gasanov ve ark.,
2005). Akriflavin/tripaflavin Gram pozitif koklarin {iremesini engelleyen toksik bir
boyadir. Bu iki ajan, gida ve ¢evreden alinan 6rnekler ile Trypaflavin Nalidixic Acid
Serum Agar (TNSA) igerisinde Listeria’nin izole edildigi tiim standart metodlarla
kullanilmaktadir (Gasanov ve ark., 2005; Jantzen ve ark., 2006; Snyder ve Ronald,
2006). Polimiksin B, Gram negatiflerin ve Streptoccocus’larin  iiremesini
engellemektedir. Moksalaktam, Staphylococcus, Proteus, and Pseudomonas dahil
c¢ogu Gram pozitif ve negatif kontaminant bakterilerin liremesini engelleyen genis
spektrumlu bir antibiyotiktir. Seftazidim, Listeria nin segici besiyeri ile izole edildigi
zamanlarda kullanilan genis spektrumlu sefalosporin grubu bir antibiyotiktir (Farber
ve Peterkin, 1991). Listeria ayn1 zamanda besiyerinde %0,025 oraninda talyum
asetata, %3,75 oraninda potasyum tiyosiyanata, %10 oraninda NaCl’ye ve %40

oraninda safraya direng gostermektedir (Hayes ve ark., 1991; Narayanan, 2013).

Bazen ornekler az sayida Listeria kolonisi ve bu tiirlerin hizli gelismesini
engelleyen cok sayida temel mikroflorayr iglerinde barindirmaktadirlar. Bu, 6n

zenginlestirme ile selektif zenginlestirme yontemleri Listeria tiirlerinin ¢ogalmasini
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saglayan ve diger mikroorganizmalarin biiyiimelerini engelleyen bir stratejidir. Bunlar
zengin ve/veya segici ajanlardan meydana gelmektedir. En c¢ok kullanilanlar ise
University of Vermont Listeria Enrichment Broth (UVM), Fraser brot ve FDA (US
Food and Drug Administration) zenginlestirme brottur (Gasanov ve ark., 2005; Jantzen
ve ark., 2006). Selektif besiyerleri secici ajanlara bagli olarak gelistirlmektedir.
Ornegin; Listeria tiirlerinin izolasyon ve identifikasyonu i¢in Oxford agar, Modified
Oxford Agar (MOX), McBride Listeria agar (MLA), Lithium Chloride Phenylethanol
Moxalactam Plating Agar (LPM), Polymyxin Acriflavine LiCl Ceftazidime Esculin
Mannitol (PALCAM) agar kullanilmaktadir (Gasanov ve ark., 2005; Jantzen ve ark.,
2006).

Septisemi ve abortlarda alinan Orneklerden herhangi bir zenginlestirme
siirecine ihtiya¢ duyulmadan direkt olarak besiyerlerine ekim yapilmak suretiyle
etkenler izole edilebilmektedir (Narayanan, 2013; Paracikoglu, 2006; Quinn ve ark.,
1999).

Listeria tiirlerini tanimlamak ve birbirinden ayirt edebilmek i¢in Gram
boyamalarinin, hemolitik aktivitelerinin, katalaz testinin, S. aureus ve R. equi ile
birlikte CAMP testinin, 25°C’de hareketliliginin, riboz, ramnoz, mannitol, ksiloz’den
asit jenerasyonlarinin Cizelge 1.3’te gosterildigi gibi test edilmesi gerekmektedir
(Narayanan, 2013; Paracikoglu, 2006; Quinn ve ark., 2011). Negatif sonug alinan
kiiltiirler Onceden wuygulanan antibiyotik tedavisinden kaynaklanabilmektedir
(Brugere-Picoux, 2008). Giiniimiizde API Listeria (10- biyolojik test metni) gibi 24
saat igerisinde hangi Listeria tiirii oldugunu tanimlayan hizli testler ortaya ¢ikmistir
(Bille ve ark., 1992). Listeria tiirleri, egik 1sikta triptik soya agarda (TSA) tipik olarak
mavi-yesil goziikmektedir (Gray ve Killinger, 1966; Henry, 1933; Lachica, 1990).

1.6.6. Hayvan Deneyi

L. monocytogenes kiiltiirii tavsanlarin ve kobay, fare gibi daha bir¢ok laboratuvar
hayvaninin konjunktiva kesesine enjekte edildiginde 24-36 saat icinde bir
keratokonjuktivit tablosu gelismektedir. Uygulanan bu testin ismi Anton testidir.

[ltihapli reaksiyon kendini genellikle uygulamadan vyaklastk 3 giin sonra
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gostermektedir. Birkag glin sonra eksudat miktar1 azalip geride belirgin bir sekilde
iltihaplanmis konjuktiva ve opak kornea kalmaktadir. iltihaplanma ve opaklik birkag
giin boyunca devam etmekte ve tam iyilesme genellikle 1 ay sonra goriilmektedir
(Gray ve Killinger, 1966; Paracikoglu, 2006; Quinn ve ark., 1999). Fare iizerinde 24
saat boyunca L. monocytogenes veya L. ivanovii ‘nin karigim kiiltiiriiniin uygulandigi
periton i¢i (i.p.) uygulama sonrasinda 5 giin igerisinde karacigerde meydana gelen

nekrotik lezyonlar sonucunda 6lmektedirler (Quinn ve ark., 1999).

Civciv embriyosunun uygulamasi da de Listeria nin patojenite testlerinden
biridir. Korioallantoik membraninin kan damarli yiizeyine embriyolu tavuk
yumurtasinin Brain heart infusion brot (BHI) kiiltiirii 0,1 ml ile inokiile edilir.
Kontroller dahilinde inokiile edilen yumurtalar (inokiile edilmemis BHI ya da
fiziolojik tuzlu su) eritilmis parafin ile kapatilir, ardindan 37°C sicaklikta 7 giin
boyunca kuluckaya yatirilir ve giinde iki kez embriyonun ovoskopide canliligini
yitirmesi gozlemlenir. Bir giin (24 saat) gectikten sonra embriyo oliimii gozlenirse

etken patojen kabul edilmektedir (Rawool ve ark., 2007).

1.6.7. Serolojik Testler

Serolojik testler antijen-antikor reaksiyonlarina dayanan hassas ve hizli bagisiklik
testlerini i¢ermektedir (Gasanov ve ark., 2005). Immuno-capture, mikroflora ve
inhibitér gida bilesenlerini Listeria’dan ayirmak igin 6zel antikorlar ile kaplanmis
manyetik boncuk veya daldirma cubuklarinin kullanildigi bir tekniktir. Bunun gibi
0zel teshis metodlar1 hedeflenen organizmaya odaklanmakta ve diger bakterileri inhibe
etmektedir (Gasanov ve ark., 2005). Monoklonal ve poliklonal antikor testleri
L. monocytogenes‘in viriilens faktorlerine iliskin testler degildir (Bhunia, 1997).
Bunun sebebi ise viriilens faktorlerinin sicaklik derecesi, pH degeri gibi c¢evresel
faktorlere duyarli olmasidir. (Cabanes ve ark., 2002; Leimeisterwachter ve ark., 1992;
Sheehan ve ark., 1995).
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1.6.8. Molekiiler Testler

Molekiiler teknikler (PCR ya da DNA hibridizasyonu) dogru, duyarli ve spesifiktir.
Bunlar niikleik asit (DNA ya da RNA) amplifikasyonuna baglidir. PCR teknikleri
standart niikleik asit problar1 ya da immunolojik yontemler ile karsilastirildiginda

oldukca yiiksek sensitivite gostermektedirler.

1.6.8.1. DNA Hibridizasyonu

DNA hibridizasyonu, gidalarda L. monocytogenes deteksiyonu i¢in kullanilan en basit
molekiiler metottur. Test, belirli (etiketli floresan veya radyoaktif olarak)
oligoniikleotitler ile komplementer hedef zincirinin hibridizasyonuna dayanmaktadir
(Cocolin ve ark., 1997). DNA hibridizasyon yontemi, viriilens faktor genlerini
kullanarak L. monocytogenes ile diger Listeria tiirlerini birbirinden ayirmayi
amaclamaktadir (Gasanov ve ark., 2005). Saf kiiltiir, gida ve gevre orneklerinin test
edildigi cok sayida farkli kolay erisilebilir kitler olusturulmustur. The GeneTrak ve
GeneQuench L. monocytogenes Test Kitleri (Neojen), in situ hedeflerin RNA oldugu
floresan odakli oligoniikleotidin hibridizasyonudur. AccuProbe (Gen-Probe),
belirlenmis DNA’larin, mRNA viriilens faktoriinde hibridizasyonun yapildig1 bir
testtir, ve sonunda sadece canli hiicreler tespit edilir. Belirlenen hibritler luminometre

ile olglilmektedir (Gasanov ve ark., 2005; Jantzen ve ark., 2006).

1.6.8.2. Polimeraz zincir reaksiyonu (PCR)

PCR, L. monocytogenes ile klinik, c¢evresel ve gida kaynakli Listeria tiirlerini
birbirinden ayiran ve tespit eden en hizli metod olarak tanimlanmigtir (Gasanov ve
ark., 2005). PCR, bir oOrnekte mevcut olan belirli bir DNA dizisinin artan
amplifikasyonuna baglidir. Tamponlu PCR reaksiyonunun temel bilesenleri; iki
oligontikleotid primerleri ANTP, enzim kofaktorleri, DNA sablonu ve 1s1ya dayanikli
DNA polimeraz1 (Taq)’dir. PCR reaksiyonlar1 3 derece odakli asama olarak
tanimlanmistir: (1) tek seritler halinde DNA denatiirasyonu sablonu; (2) DNA
sablonunda tamamlayict bolge primerlerinin hibridizayonu, baglanmasi ve (3)
primernlerin siteden tespit edildigi (polimerizasyon siirecinin aralarinda bolgeler arasi

oldugu) DNA sentez ya da uzantisidirr DNA fragmentleri her dongiide
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sentezlediklerini sonraki asamalarda sablon olarak kullanilmaktadir. Her 3 asamali
dongii her sablonu ikiye katlar. DNA hedefinin tek kopyasi sadece 30-40 dongiide 106
kopya ile giiclenip 1-3 saat arasinda tamamlanmaktadir (Norton, 2002). PCR
primerleri hedef genlerine (hly, iap, inA, inB, ActA, mpl, fbp, dth, plcA, plcB, prfA,
sigA and sigB), virlilens genleri ya da belirli ribozomal RNA dizilerine gore
olugsmaktadir (Gasanov ve ark., 2005; Norton, 2002). PCR ile yapilan tespit ya hemen
orneklerden alinan DNA aritmalarma gore ya da segilen orneklerin 24-48 saat
zenginlestirmenin ardindan yapilmaktadir. Listeria genleri ve tiirlerini hedefleyen
cesitli PCR metodlari mevcuttur. Coklu primer agamalarinin kullanildigi ¢oklu PCR,
ayni Ornekte birden ¢ok patojen arastirilmasini saglamaktadir; 6rnegin Listeria ve
Salmonella ya da L. monocytogenes ve diger Listeria tiirleri gibi (Gasanov ve ark.,
2005). Geleneksel PCR metodunun kullanilmasi deger ve Ornegin seviyesini
siirlayabilmektedir. Coklu PCR bu smirlamalarin ortadan kalkmasi ve teshisi
yiikseltmek adina en iyi ¢éziimlerden birisidir (EInifro ve ark., 2000). Bu teknik zaman
ve is ylikil agisindan da avantajlidir. PCR metodunun uyarlandig: ve yine ¢oklu primer

asamalarinin kullanildigi metod i¢ ige gegmis bir PCR’dir (Gasanov ve ark., 2005).

1.6.8.3. Ger¢ek zamanh PCR (RTi-PCR)

Gergek zamanda PCR’1n gii¢lendirilmis DNA’s1 bir araya eklenen boyanin veya bir
floresan hibridizasyon probu baglanmas: ile ilgili floresanin baglanmasiyla
goriintiilenmektedir. Floresanin ylikselmesi, DNA ve RNA’nin hedef zincirlerinin
blyiikligiine  gore  dizilerin  dogru  yansitilmasiyla  ger¢ek  zamanda
gortintiilenebilmektedir. Sonuglar, geleneksel PCR’a oranla bir saatten daha az bir
stirede ¢ikabilmektedir (Jantzen ve ark., 2006; Norton, 2002).

Tespit, tamimlama ve Listeria’nin epidemiyolojik arastirmalari i¢in gelistirilen
molekiiler metodlar RNA hedefli (RT-PCR, Ger¢ek zaman PCR ve NASBA) ile DNA
dizisi (PCR odakli dizi metodu ile oligoniikleotid odakli mikrodiziler) seklinde
belirtilmistir (Gasanov ve ark., 2005).
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1.7. Tiplendirme

L. monocytogenes tiplendirmesi fenotipik ve genotipik olarak ayrilabilmektedir.
Epidemiyolojik caligmalar, salgmlarmm ayrimmi ve kdkenini, epidemik suslarin

rezervuarlarinin izlenmesi, belirlenmesini ve ayirt edilmesini saglamaktadir.

1.7.1. Serotiplendirme

L. monocytogenes serotiplendirmesi, somatik (O) ve flagellar (H) antijenlerinden 13
farkli serotip Cizelge 1.1’de listelendigi gibi tanimlanmustir (Allerberger, 2003).

Listeria tiirlerinin serotiplenmesi konusunda ise ticari kitler mevcuttur.

1.7.2. Fajla Tiplendirme

Fajla tiplendirme metodunda Listeria’nin konak ile belirli bakteriyofajin 6zel bir
etkilesime girmesi sonucunda konakgida hiicre lizisine neden olmaktadir (Mclauchlin
ve ark., 1986). Tekrarlanabilir ve ayirt edici olan bu metodun en biiyiik dezavantaji
L. monocytogenes suslarinmn tiimiiniin tiplendirilememesidir. Ayirt edicidir, fakat

bunun tanisal uygulamalari sinirlidir (Paracikoglu, 2006; Quinn ve ark., 2011).

1.7.3. Molekiiler Tiplendirme

Genelde molekiiler tiplendirme metodu fenotipik metotlara oranla daha duyarh ve
spesifiktir. DNA hibridizasyonuna dayali olarak, PCR, restriksiyon enzim analizlerini
ya da direkt DNA dizilimeyi barindirmaktadir. Restriksiyon kesimleri veya PCR
sayesinde DNA fragment uzunluklar1 allelik varyasyonlar olarak olgiilebilir ve
konformasyonel polimorfizm seklinde tespit edilmektedir. Pulsed-field gel
electrophoresis (PFGE), denaturing gradient gel electrophoresis (DGGE) ve CE
(Capillary Electrophoresis) gibi DNA fragment boyutlarina dayali olarak gelistirilmis
elektroforetik teknikler daha dogru yorumlamay: saglamaktadir. Ribotiplendirme,
makrorestriksiyon kesimleri, PFGE ya da Random amplified polymorphic DNA
(RAPD) gibi 6nemli molekiiler metotlar, L. monocytogenes tiplendirilmesinde
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kullanilmaktadir. Single strand conformation polymorphism (SSCP) ya da Multilocus
sequence typing (MLTS) gibi diger teknikler ise L. monocytogenes’in

tiplendirilmesinde oldukga sik kullanilmaktadir (Gasanov ve ark., 2005).

1.7.3.1. Multilokus Enzim Elektroforezi (MEE)

Multilokus Enzim Elektroforezi (MEE), proteindeki aminoasitlerin gesitliligiyle
olusan farkli elektrostatik ylike dayali elektroforetik hareket farkliligna dayali bir
metotdur. Dolaysiyla bu variyasyonlar bu enzimleri kodlayan genlerin allelik
varyasyonlariyla iligkilidir. ~Elektroforetik harekete bagli olarak, izolatlar
elektroforetik tipler seklinde diizenlenebilmektedir (Selander ve ark., 1986).

1.7.3.2. Ribotiplendirme

Ribotiplendirme, ribomozal genlerdeki veya proteinlerdeki varyasyonlara
dayanmaktadir. Evrimsel filogenetik iligkilerde i¢in en kullanigl gen, rRNA genidir.
Ciinkii tiim organizmalarin genomunda ribozomal genler ¢oklu kopyalar halinde
mevcuttur. Bir rfRNA gen probu kullanilarak yapilan DNA hibridizasyonu ile
kromozomal DNA’nin restriksiyon enzimi kesimi sayesinde Listeria izolatlar
ribotiplendirilmektedir. Elde edilen fragmentler, Listeria ribotipleri ve yakin
izolatlarin diizenlenmesinde kullanilmaktadir. Epidemiyolojik ¢aligsmalarda ve rutin
analizlerde ribotiplendirme yogun olarak kullanilmaktadir (De Cesare ve ark., 2001;
Gasanov ve ark., 2005; Sauders ve ark., 2003).

1.7.3.3. Restriksiyon Enzim Analizi (REA)

Bu teknik, DNA molekiillerinin belli dizilerini saptayan ve kesen restriksiyon
enzimleri (endoniikleaz) kullanimiyla iligkilidir. Sonug¢ olarak, sayr ve biiytkliik
bakimindan degiskenlik gdsteren fragmentler elde edilmektedir. Jel elektroforezinde
bu fragmentlerin karsilagtirilmasiyla genetik yakinlik belirlenmektedir. Kromozomal
bakteri DNA’sinin makrorestriksiyoin analizi ve PFGE kombinasyonuyla bu teknigin
performansi 6nemli derecede artirilmaktadir (Gasanov ve ark., 2005; Gerner-Smidt ve
ark., 1996; Manzano ve ark., 1998).
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1.7.3.4. Pulsed Field Gel Electrophoresis (PFGE)

Bu tiir elektroforezlerde, DNA molekiillerin agaroz jel iceren elektrik alanda periyodik
olarak yon ve/veya yogunluk degistirilmektedir. Biiyilk DNA molekiilleri (12Mb’ye
kadar) elektrik alan degisikliklerine cevaben agaroz matriksde (zikzaklar seklinde) gog
edebilme 6zelligine sahiptir ve boylece direkt olarak goriilebilmektedir (Gasanov ve
ark., 2005; Maule, 2000). PFGE ile makrorestriksiyon kesime kombinasyonu en iyi
tiplendirme metodudur. Clinkii kolay, zaman ve maliyetten tasarruflu, ayirici en iyi

L. monocytogenes tiplendirmeyi saglamaktadir (Norrung ve Gerner-Smidt, 1993).

1.7.3.5. PCR’a Dayah Tiplendirme Metotlar1

RAPD veya genomik DNA parmakizi (fingerprinting) teknikleri, primer kullanimi ile
cogaltilmis DNA fragmentleri sayis1 ve biiyiikliigline dayali tekniklerdir. Cogaltilmiis
fragmentlerin biiyiikliikk sayisindaki kiiciik degisikliklerle analiz sonuglanmaktadir.
Basit ve hizli bu test, ¢ok sayida Listeria tiiriniin alt tiirlere kadar tiplendirilmesinde

kullanilmaktadir (Boerlin ve ark., 1995; Gasanov ve ark., 2005).

PCR-RFLP (PCR-Restriction fragment length polymorphism), PCR
tiriinlerinin bir restriksiyon enzimi ile kesimi ve hedef gen ¢ogalmasini kapsamaktadir.
Kesilmis fragmentler biiyiikliik ve sayilar1 bilesiminin genetik yakinligina gore

elektroforez yontemi ile ayristirilmaktadir (Gasanov ve ark., 2005).

SSCP analizi, PCR f{irlinlerinin tek zincir konformasyonundaki degisiklige
dayanan bir analizdir. Bu konformasyonel degisilik elektroforez ile saptanmaktadir.
SSCP-CE, yalnizca bir niikleotidlik degisimleri ayirabilmektedir (Gasanov ve ark.,
2005).

1.7.3.6. DNA Dizilendirmesine Dayah Tiplendirme Metotlar:

Organizmalar arasindaki genetik iligkiyi belirlemede en dogru metod direkt DNA
dizisi belirlemeye dayali metodlardir. DNA iplik¢iklerinin ¢ogalmasi sirasinda
ddNTP’nin (dideoxynucleotides) yapiya girmesi ile DNA sentezinin kontrollii olarak
kesilmesine 16S-RNA geni en sik kullanilan RNA genidir (Sallen ve ark., 1996). Bu

metod oldukga pahali ve zaman gerektiren bir metottur (Gasanov ve ark., 2005).
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MEE’nin bir uzantisi olan MLST, viriilens faktorleri kodlayan genlerin veya
housekeeping genlerin internal fragmentlerin dizilerini karakterize eden bir metot
olarak kullanilmaktadir (Cai ve ark., 2002). Yaklasik 450bp biiyiikliinde fragmentler
cogaltilir (Spratt, 1999). Ayirt edici giicii ve dogrulugu yiiksektir.

Listeria tiirlerinin tiim genom dizileri, NCBI (National Center for
Biotechnology Information) gibi tamamlanmis veri tabanlarindan bulunabilmektedir
(Anon).

1.8. Sagaltim

Listeria infeksiyonu tedavileri igin penisilin G ya da ampisilin ile aminoglikozid
onerilmektedir (Davis ve Jackson, 2009). Bununla birlikte, trimetoprime olan direng
B-lactamaza karsi alerji durumlarinda kotrimoksazol-laktamazlarin ikincil tedavi
olmasi 6nemli bir sorun haline gelmistir (Granier ve ark., 2011). Goz Listeriozisi,
kombinasyonel olarak antibiyotik ve subkonjonktival olarak uygulanan
kortikosteroidler ile tedavi edilmelidir (Quinn ve ark., 2011). Giiniimiizde insan
Listeriozisi i¢in en iyi tedavi yontemi gentasimin ile birlikte kullanilan penisilindir.
Sulfametoksazol-trimetoprim, eritromisin ve tetrasiklinlerin de insan Listeriozis
tedavisinde faydali oldugu kanitlanmistir. Sefalosporinler hayvan ve insan Listeriozisi
tedavisinde diger antimikrobiyellerle birlikte kullanildiginda bile etkisiz olarak
tanimlanmustir (Czuprynski ve ark., 2010; Farber ve Peterkin, 1991). Agir hastaliklarin
tedavisi nadiren basar1 gostermistir. Antibiyotikler ise uzun dénem kullanilmalidir.

Tedavi siireci bir aydan daha uzun siirebilmektedir (Brugére-Picoux, 2008).

1.9. Koruma

Listeriozisten korunmanin en iyi yolu silaj1 iyi yapilmis yemleri tercih etmektir. Silaji
kotii yapilmis yemlerin gebe hayvanlara kesinlikle verilmemesi gerekmektedir. Olusan
herhangi bir listeral salgin karsisinda silaj yemi verilmesi kesilmelidir. Yiiksek yem
bolmeleri gibi gida ile gbze temas1 ve bu yolla bulasmay1 en aza indirgeyen yem

teknikleri kullanilmalidir (Narayanan, 2013; Quinn ve ark., 2011). Avrupa’nin bazi
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kesimlerinde, zayiflatilmig suslar ile asilama (1/2a, 1/2b serotipleri, ve 4b) hastaliktan
korunmada en etkili yontem olarak rapor edilmistir (Gudding ve ark., 1989; Vagsholm
ve ark., 1991). L. monocytogenes etkenin hiicreigi patogenezi diisliniildigiinde
hastaliktan korunmada hiicresel bagisikligin 6nemi ortaya ¢ikmaktadir (Czuprynski ve
ark., 2010). inaktif asilar hiicresel bagisikligi uyaramadigi icin koruyucu degildir.
Bunun disinda etken antijenlerine karst sekillenen antikorlar fagositozu arttirmasina
ragmen infeksiyonu onlemek igin yeterli olamamaktadirlar. Asilama yonteminin en
dogru yontem olduguna dair bir ¢alisma yoktur ve hastaligin sporadik dogas1 geregi
tedavi kesin sonu¢ veremeyebilmektedir. Yavru attiktan sonra hayvanlar subklinik
tastyicilar haline gelebilmekte ve siirliden ¢ikartilmalar1 gerekmektedir. Mastitis ile
yapilan erken teshis ve tedavi ise siitten gecen transmisyonu engellemek adina 6nemli

bir yontemdir (Narayanan, 2013; Quinn ve ark., 2011).

Bu tezde ruminantlarda aborta sebep olan patojen Listeria (L. monocytogenes,
L. ivanovii) tiirlerinin molekiiler tanisinda PCR tabanli tani tekniklerinin (PCR,

multiplex-PCR) optimizasyonu amaglanmaktadir.
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2. GEREC VE YONTEM

2.2. Gere¢

2.2.1. Bakteri Sus ve DNA’lan

Bu tez calismasinda kullanilan Listeria suslari Cizelge 2.1°te verilmistir. L.
monocytogenes suslarindan 4°ii Ankara Universitesi Veteriner Fakiiltesi Mikrobiyoloji
Anabilim Dali, 1’i Ankara Universitesi Veteriner Fakiiltesi Gida Hijyeni ve
Teknolojisi Anabilim Dali’ndan saglandi. L. ivanovii referans suslarindan 1’i yurt
disindaki ticari bir firmadan (Microbiologics, ABD) temin edilirken, 3’ii ispanya
Kordoba Universitesi Gida Bilimi ve Teknolojisi Béliimii’nden, 1°i ise Bosna Hersek
Saraybosna Universitesi Veteriner Fakiiltesi Gida Hijyeni Boliimii’nden sagland.
Ankara Universitesi Veteriner Fakiiltesi Mikrobiyoloji Anabilim Dali’na gonderilen
ve sahada yavru atan hayvanlara ait fotal doku 6rneklerinden ekstrakte edilen Listeria
DNA’lar1 da ¢aligmaya dabhil edildi.
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Cizelge 2.1. Calismada kullanilan Listeria sus, izolat ve DNA’lar1.

No. Tiir Sus/Ornek No Kaynak

1 L. monocytogenes ATCC 19115 Koleksiyon”

2 L. monocytogenes S1 Koleksiyon®

3 L. monocytogenes L8 Koleksiyon®

4 L. monocytogenes 4K7 Koleksiyon®

5 L. monocytogenes L34 Koleksiyon®

6 L. ivanovii subsp. ivanovii ATCC 19117 Koleksiyon®©

7 L. ivanovii subsp. ivanovii ATCC 19117 KoleksiyonE

8 L. ivanovii subsp. ivanovii ATCC 19117 KoleksiyonP

9 L. ivanovii subsp. ivanovii PAM 55 KoleksiyonP

10 L. ivanovii subsp. londoniensis CECT 5374 CECTP

11 L. ivanovii subsp. ivanovii 11 Koyun abort DNAF
12 L. ivanovii subsp. ivanovii 20 Koyun abort DNAF
13 L. ivanovii subsp. ivanovii 62 Koyun abort DNAF
14 L. ivanovii subsp. ivanovii 110 Koyun abort DNAF
A Ankara Universitesi Veteriner Fakiiltesi Gida Hijyeni ve Teknolojisi Anabilim Dali Kdiltiir
Koleksiyonu.

B Kesimhane ornekleri L. monocytogenes izolatlari.

€ Microbiologics, ABD.

P spanya Kordoba Universitesi Gida Bilimi ve Teknolojisi Balimii
E Saraybosna Universitesi Veteriner Fakiiltesi Gida Hijyeni Bélimii
F Fotal doku érneklerinden ekstrakte edilen Listeria DNA'lari.

2.2.2. Biyolojik ve Klinik Ornekler

Tez ¢alismasinda kullanilan abort materyelleri (kotiledon, fotal mide igerigi, fotal
karaciger ve fotal dalak) ve siit 6rnegi Ankara Universitesi Veteriner Fakiiltesi,
Mikrobiyoloji Anabilim Dali rutin laboratuvarina gelen numunelerden alindi. Tim
materyeller Listeria yoniinden konvansiyonel ve molekiiler yontemlerle incelendi.
Listeria yoniinden negatif oldugu saptanan Ornekler yapay kontaminasyon

calismalarinda doku 6rnekleri olarak kullanildi.

2.2.3. Oligoniikleotid Primerleri

Listeria tiirlerinin molekiiler tanmisinda kullanilan primerler Cizelge 2.2°te

gosterilmistir (Sareyyiipoglu ve ark., 2008).
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Cizelge 2.2. Primer dizileri, baglandiklar1 spesifik gen bolgeleri ve PCR
tirlinlerinin uzunluklar1 (Sareyyiipoglu ve ark., 2008).

No. | Primer Hedef Oligonukleotid dizisi Uriin
adi gen uzunlugu Spesifik turd
(bp)
P1 | LivanF2 CCACCATCTTCCAAAGCAAAATTG : -
P2 [LvanRz | ™ [ ACGAAGCCTTTGATACAAGTGC 148 | L ivanowi
69 | Listiv hly CACACAGCACCAGAGTGAAG 128 L ivanovii
70 | Listiv GGCTGAACCACCATAAATCA
71 | Listiv2 TTCCCTTGATACAGGAAAACCA . .
72 | Listiv2 P GCGTGATATCTGAGCTAACCAA 119 | L. vanovi
73 | Lmono hly TAGTCTACCAATTGCGCAACAAACT 161 L.
74 | Lmono ATACTTATCGATTTCATCCGCGTGT monocytogenes
75 | Lmono2 iap TAGTGGCGCTGGTGTTGATA 21 L.
76 Lmono2 CAGGTGCAGCTTGTTGAGTAG monocytogenes
77 | Lmono3 inlB GATGGCGATTATGAAAAACC 175 L.
78 | Lmono3 CCGTTCCATCAACATCATAACT monocytogenes
79 | Lmono4 hi AGAAGGAGAGTGAAACCCATGAA L.
80 | Lmono Y [ TTAGGACTTGCAGGCGGAGA 167 | monocytogenes
81 L?stgen 16SIRNA GCCTGTAAGTTGGGGATAA 300 Listeria spp.
82 | Listgen CCGAAAACCTTCTTCATACA
83 L?stgenz 16SIRNA ACGAAGCCTTTGATACAAGTGC 132 Listeria spp.
84 | Listgen2 CGTGCGCCCTTTCTAACT
smcL: spingomyelinase C geni; hly: hemolysin O geni; prfA: peptide chain release factor 1 geni; iap:
invasion associated secreted endopeptidase geni; inlB: internalin B geni; 16SrRNA: 16S ribozomal
RNA geni

2.2.4. PCR’da Kullanilan Maddeler

PCR’da Etanol (%95°1ik) (Merck), Tris Borik asit EDTA (TBE) (AppliChem),
10xPCR Buffer (Fermentas), 25 mM MgCl, (Fermentas), 10 mM dNTP karigimi
(Fermentas), Taq DNA polimeraz (Fermentas), Primerler (Operon), DNA marker (100
bp) (Fermentas), Agarose (Prona), Ethidium Bromide (Fermantas), 6xLoading Dye

(Fermentas) kullanildi.
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2.2.5. PCR’da Kullanilan Cihaz ve Ekipmanlar

Bu c¢alismada, hassas terazi (Scaltec sbc41), santrifiij (Hettich), steril kabin (laminar
flow) (Bioair Instruments, Aura 2000, Mac), vorteks (Fine Vortex), DNA Thermal
Cycler (Biometra), Jel elektroforez cihazi ve gii¢ kaynagi (Wealtec elite 3000 plus),
Primerler (Operon), UV transilliiminatorlii bilgisayarli goriintiileme sistemi (Gene

Genius, Syngene, Bio Imaging System), Termal printer (Sony) kullanildu.

2.3. Yontem

2.3.1. Listeria suslarinin iiretilmesi ve dogrulanmasi

Abort materyallerinden Listeria izolasyonu igin kanli agar ile Listeria selektif agar
(Brilliant Listeria Agar) kullanilirken, Listeria suslarinin aktivasyonunda ise kanli
agara ekim yapilarak 37°C’de 24-48 saat aerobik kosullarda inkiibasyon
gergeklestirildi. Ureyen kolonilerden Listeria identifikasyonu ve konfirmasyonu igin
Gram boyama, 25°C’de hareket muayenesi, katalaz ve oksidaz, CAMP testleri yapildi.
Ramnoz, ksiloz ve ribozdan asit olusumu izlendi (Paracikoglu, 2006). identifiye edilen
suslar %20 gliserinli nutrient brot iceren kriyotiiplerde -20°C’de saklandi (Rodriguez-
Lazaro, 2010).

2.3.2. Primerlerin Belirlenmesi

Calismada multiplex-PCR tekniginin gelistirilmesi amaciyla Listerialarda virulens
genlerine (hlyA, plcA, plcB, inlA, inlIB, inlC, inlJ, prfA, actA, iap) yonelik tasarlanmis

primerler degerlendirildi.

Tez calismast kapsaminda kullanilan primerler (Cizelge 2.2) iki sekilde kontrol
edildi: Bilgisayar ortaminda gergeklestirilen in-silico analiz ve laboratuvar ortaminda
gerceklestirilen in-vitro PCR testleri ile. In-silico analizde, primer ¢iftleri BLAST-N
(niikleotit - basic local alignment search tool) tarama motorunda

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLASTY/) incelenerek spesifiteleri belirlendi. Primerler,



39

Molekiiler Mikrobiyoloji Laboratuvari’nda, pozitif ve negatif kontrol bakteri suslarina

ait DNA’larin kullanildigi PCR testleri ile kontrol edildi.

Multiplex-PCR  (duplex-PCR) analizinin gelistirilmesi igin en sensitif
L. monocytogenes ve L. ivanovii primerleri segildi. Se¢im yapilirken hedef genlerden

cogaltilan PCR iiriinleri arasindaki uzunluk araliginin minimum 50 bp olmasina dikkat
edildi.

2.3.3. Bakteri Suslarindan ve Doku Orneklerden DNA Ekstraksiyonu

DNA ekstraksiyonu ic¢in spin kolon teknolojisine dayali ticari bir kit (Thermo
Scientific GeneJet PCR Purifikasyon Kiti) kullanildi. Bu amagla, 24 saat 37°C’de
inkiibe edilen kanl1 agardan bir koloni steril 6ze ile alinarak igerisinde 180 pl niikleaz
enziminden ari su olan ependorfta siispanse edilerek vortekslendi. Daha sonra
stispansiyon 10 dk 5000 x g’de santrifiij edildi ve supernantant atildi. Kalan pelet
180 pl Gram-pozitif bakteriler i¢in lizis tamponu (20 mM Tris-HCI, pH 8,0, 2 mM
EDTA, %1,2 Triton X-100, lizozim 20 mg/ml) ile siispanse edildi ve 30 dk 37°C’de
inkiibe edildi. Sonra 200 pl lizis soliisyonu ve 20 pl proteinaz K soliisyonu eklendi ve
vortekslendi. Lizis i¢in 56°C’de 30 dK inkiibe edildi. 20 ul RNase A soliisyonu eklendi
ve vortekslenerek 10 dk oda 1sisinda inkiibe edildi. Daha sonra 400 pl %50°1ik etanol
eklendi ve tekrar vortekslendi. Hazirlanan lizat, koleksiyon tiipili takilmis olan spin
kolon tiipe aktarildi. 6000 x g'de 1 dk santrifiij edildi. Koleksiyon tiipii atilarak yeni 2
ml'lik koleksiyon tiipii takildi. 500 pl etanol eklenmis yikama tamponu I (wash buffer
1) soliisyonu eklendi. 8000 x g'de 1 dk santrifiij edildi. Koleksiyon tiipii atilarak yeni
koleksiyon tiipii takildi. 500 pl etanol eklenmis yikama tamponu II (wash buffer II)
soliisyonu eklendi. 12000 x g'de 3 dk santrifiij edildi. Santrifiij sonunda koleksiyon
tiipii atilarak, spin kolon 1,5 ml'lik mikrosantrifiij tiipiine yerlestirildi, 200 pl eliisyon
tamponu eklendi ve 2 dk oda 1sisinda inkiibasyon takiben 8000 x g'de 1 dk santrifiij
edildi. Spin kolon atilarak 1,5 ml'lik mikrosantriftiij tiiplinde 200 ul’lik DNA elde
edildi. Ekstraksiyonu yapilan DNA o6rnekleri NanoDrop 1000 Spectrophotometer
(Thermo Scientific, USA) ile 6l¢iildii ve amplifikasyon islemi yapilana kadar -20°C'de

template DNA olarak kullanilmak iizere saklandi.
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Dokudan DNA ekstraksiyonunda da spin kolon teknolojisi kullanan ayn1 purifikasyon
kiti kullanildi. 25 mg doku 6rnegi ¢ift bistiiri kullanilarak kiigiik parcalara ayrildi ve 2
ml mikrosantriftiij tiipiine alind1. i¢lerine steril metal boncuk atilarak 30 000 rpm’de
15 dk TissueLyser 11 (Qiagen) ile homojenize edildi. Homojenize edilen dokulara 180
ul parcalama soliisyonu (digestion buffer) eklendi. Uzerine 20 ul proteinaz K
soliisyonu eklendi ve vortekslendi. Lizis tamamlanana kadar 6rnekler 56°C’de inkiibe
edildi. Inkiibasyon periyodu boyunca (yaklasik 4 saat, dalak icin 5 saat) ependorflar
vortekslendi. 20 pl RNase A soliisyonu eklendi ve vortekslendikten sonra 10 dk oda
1sisinda inkiibe edildi. Daha sonra 200 pl lizis soliisyonu eklendi ve tekrar
vortekslendi. Sonraki islemler Gram pozitif bakterilerden DNA ekstraksiyonu

prosediirii ile aynidir.

2.3.4. Singleplex-PCR ve Multiplex-PCR Optimizasyonu

Tez kapsaminda singleplex-PCR ve multiplex-PCR tekniklerinin optimizasyonlari
amaciyla reaksiyona giren primerlerin baglanma sicakliklari (Ta), final MgCl
yogunluklari, 10xPCR buffer yogunluklari, PCR etkinligini artiran maddelere (PCR

enhanserlar) ihtiyag¢ olup olmadigi, gibi parametreler dikkate alindi.

Multiplex-PCR tekniklerinin gelistirilmesi ve optimizasyonunda bu konuda
daha 6nceden yapilan ¢alismalar dikkate alindi (Markoulatos ve ark., 2002; Probert ve
ark., 2004; Saunders ve ark., 2007). Multiplex-PCR tekniginde ayni anda reaksiyona
girecek olan primer ¢iftlerinin birbirleriyle komplementer nukleotid dizileri
icermemesine, olusturduklar1 PCR iirtin biiytikliiklerinin ayn1 olmamasina, primerlerin
erime sicaklik (Tm) degerlerinin birbirine yakin olmasina dikkat edildi.
Multiplex-PCR tekniginde kullanilacak primerler, PCR iiriin bilyiikliikleri arasinda en
az 50 bp olacak sekilde secildi.
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2.3.5. Elektroforez ve Orneklerin Goriintiilenmesi

Amplifiye edilen her bir 6rnekten 10 pl alinip, 2 pl 6xLoading Dye soliisyonu ile
karigtirilarak; ethidium bromide ile boyanmis %1,5’luk 50 ve 200 ml’lik agaroz jelde
yiiklendi. Jeldeki birinci gdze 5 ul DNA Marker (Gene Ruler 100bp DNA Ladder plus)
konularak 90 ve 180 V’ta 45 ve 60 dk elektroforeze edildi (Soni ve Dubey, 2014).
Elektroforez sonrasi agaroz jeller UV transilluminatorde incelenerek Gene Genius Bio
Imaging System (Syngene Synoptics, UK)’da jel fotograflari ¢ekildi ve goriintiiler
kaydedildi.

2.3.6. Doku Orneklerinin Yapay Kontaminasyonu

Aborte fotuslara ait doku Orneklerinin yapay kontaminasyonu L. monocytogenes
(ATCC 19115) ve L. ivanovii (ATCC 19117) standart suslari ile gergeklestirildi. Bu
amagla, her iki susun bir gecelik kiiltlirlinden inokulum densitesi 0,5 McFarland
standardina (1 x 108 CFU/ml) gore steril PBS (137 mM NaCl, 10 mM Phosphate, 2,7
mM KCI, pH 7,4) karsilik gelecek bakteri siispansiyonlart hazirlandi. Daha sonra bu
siispansiyonlardan ayr1 ayr1 10 katli bakteri sulandirmalar1 (1 x 108 CFU/ml’den
0,1 CFU/ml’ye le kadar) yapild: (Arda, 1997).

Yapay kontaminasyon i¢in doku ornekleri (aborte fotustan alinan kotiledon,
fotal mide icerigi, fotal karaciger ve fotal dalak) 1/10 oraninda steril PBS igerisinde
homojenize edilerek esit hacimde (22,5 pl) hazirland1 ve mikrosantrifiij tiiplerine
transfer edildi. Yukarida bahsedildigi sekilde hazirlanan 10 kathh bakteri
dilusyonlarindan 2,5 pl alinarak doku orneklerine eklendi. Daha sonra doku

orneklerinden DNA ekstraksiyonu gerceklestirildi (Sareyyiipoglu ve ark., 2008).

2.3.7. Multiplex-PCR Tekniginin Validasyonu

Bu ¢alismada multiplex-PCR spesifitesi standart Listeria suslar1 ve diger izolatlar ile
test edildi. Gelistirilen multiplex-PCR tekniginin sensitivitesine yonelik validasyonu

igin ise standart L. monocytogenes ve L. ivanovii suslariin 10 katli dilusyonlart ve bu
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dilusyonlar ile yapay kontaminasyonu gergeklestirilen kotiledon, fotal mide igerigi,
karaciger ve dalak drnekleri ile gerceklestirildi. Teknigin etkinliginin ortaya konmasi
amaciyla yavru atan hayvanlara ait saha 6rneklerinden ekstrakte edilen DNA 6rnekleri

de kullanildi.

Standart bakteri suslarinin bir gecelik kiiltiirlinden ekstrakte edilen DNA’larin
konsantrasyonlar1 UV-spektrofotometre (NanoDrop, Thermo Scientific, USA) ile

Olctildii ve bu stok DNA soliisyonlarinin 10 katli sulandirmalar1 yapildi.



43

3. BULGULAR

3.1. Listeria suslarimin iiretilmesi ve dogrulanmasi

Biitiin suslarin kanli agara yapilan ekimlerinden 24 saat sonra, beta hemolitik 6zellikte,
S karakterli, kiigiik koloniler iremistir. Ayn1 sekilde Brilliant Listeria Agar’da da mavi
renkli tipik koloniler goriilmiistiir. Ureyen kolonilerden yapilan mikroskopik
preparatlarda Gram pozitif ince gomaklar goriilmistiir ve diger testler i¢in nutriyent
brota ekim yapilmistir. 25°C'de hareketli, 37°C'de hareketsiz olan biitiin suslarin
katalaz pozitif ve oksidaz negatif oldugu tespit edilmistir. Ramnoz pozitif ve
Staphylococcus aureus’la CAMP pozitif sonug veren koloniler L. monocytogenes
olarak identifiye edilmistir. Ksiloz ve riboz pozitif ve R. equi ile kiirek seklinde
hemoliz yapan koloniler (CAMP pozitif) L. ivanovii olarak identifiye edilmistir.

3.2. Primerlerin Belirlenmesi

Tezin gere¢ kisminda Cizelge 2.2°de gosterilen primerlerin BLAST-N tarama motoru
kullanilarak yapilan in-silico analizleri sonucunda primerlerin tamaminin ¢izelgede
gosterilen hedef etkenlerin 1lgili genlerine spesifik oldugu belirlendi. Bununla birlikte,
laboratuvarda standart suslar ve saha izolatlarina iliskin DNA’larla ger¢eklestirilen
in-vitro PCR test sonuglarina gore ¢izelgedeki primer giftlerinden L. monocytogenes’in
lap geninin 221 bp’lik fragmentine spesifik oldugu diistiniilen 75 ve 76 numarali
Lmono2F ve Lmono2R kodlu primer gifti ile ayn1 bakterinin prfA geninin 167 bp’lik
fragmentine spesifik oldugu diistiniilen 79 ve 80 numarali Lmono4F ve Lmono4R
kodlu primer ¢iftinin ayn1 zamanda L. ivanovii suslarinda da ayni biiyiikliikte (non-
speesifik) tiriin amplifikasyonuna neden oldugu gdzlendi. Bu nedenle bu primer g¢iftleri

calismadan ¢ikarilarak calismaya diger primer ciftleriyle devam edildi.
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Caligmada kullanilan diger primer ciftlerinin tamaminin kontrol suslariyla
gerceklestirilen PCR testleri sonucunda ¢izelgede gosterilen hedef Listeria tiiriiniin

ilgili hedef genlerini spesifik olarak ¢ogaltig1 ortaya kondu (Cizelge 2.2, Sekil 3.1.).

12345M6 7891011 M 123 45M6 7 8 91011

M
- 1 |
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Sekil 3.1. Agar jel elektroforezinde Listiv2 (A) ve Lmono3 (B) primerlerinin
tekli PCR ile spesifite testi. Siitunler sekil A ve B’de: 1-5, L. monocytogenes;
6-9, L. ivanovii subsp. ivanovii; 10, L. ivanovii subsp. londoniensis; ve 11,
negatif kontrol. Siitun negatif kontrol. M siitununda molekiiler agirlik marker
bulunmaktadir.

Multiplex-PCR  teknigi gelistirilmesinde kullanilacak primer ¢iftinin
belirlenmesinde primerlerin ¢ogalttigi lirtin biiyiikliikleri arasinda en az 50 bp’lik bir
fark olmas1 kurali dikkate alinarak, L. ivanovii’nin prfA geninin 119 bp’lik fragmentine
spesifik 71 ve 72 numarali Listiv2F ve Listiv2R kodlu primer c¢ifti ile
L. monocytogenes’in inIB (internalin B) geninin 175 bp’lik fragmentine spesifik 77 ve
78 numaralt Lmono3F ve Lmono3R kodlu primer ¢ifti tercih edildi. Multiplex-PCR
i¢in alternatif olarak diisliniilen diger primer kombinasyonu olan L. monocytogenes’in
hlyA (hemolizin A) geninin 151 bp’lik fragmentine spesifik 73 ve 74 numarali LmonoF
ve LmonoR kodlu primer ¢ifti ile L. ivanovii’nin prfA geninin 119 bp’lik fragmentine
spesifik 71 ve 72 numarali Listiv2F ve Listiv2R kodlu primer ¢iftini igeren multiplex-
PCR teknigi basarili sonu¢ vermesine karsin hedef gen biiyiikliikleri arasindaki fark
50 bp’den diisiik (32 bp) olmasi nedeniyle izleyen caligsmalarda kullanilmadi (Sekil
3.2).
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Sekil 3.2. L. monocytogenes ve L. ivanovii DNA karisiminin iki farkli primer
kombinasyonu [Lmono3 ve Listiv2 (A), Lmono ve Listiv2 (B)] ile
multiplex-PCR sonrast jel elektroforezi goriintiisii. Siitun 1, siitun 2, negative
kontroller. M siitununda molekiiler agirlik i¢in marker bulunmaktadir.

3.3. Singleplex-PCR ve Multiplex-PCR Optimizasyonu

Yapilan optimizasyon ¢alismalari sonrasinda PCR (singleplex-PCR) karigimi; 14.1 ul
niikleaz ari su, 2.5 pl 10x Taq buffer (NH4)2SOa4, 3 pul MgClz (25 mM), 0.5 ul ANTP
(10 mM’lik stok), primer basina 1 pl (10 uM’lik final konsantrasyon), 0.2 ul Tag DNA
polimeraz enziminden hazirlanan 23 pl’lik hacimden olustu. Bu karisim {izerine 2 pl

ornege ait template DNA eklenerek toplam 25 pl’lik final hacim elde edildi.

Multiplex-PCR karisimi ise 21 pl’lik final hacimde, her bir 6rnek igin 10.1 pl
niikleaz ari suya, 4 pl 10x Taq buffer ile (NH4)2SOs, 2 pl MgClz (25 mM), 0.5 ul dNTP
(10 mM’lik stok), primer bagina 1 pl (10 uM’lik final konsantrasyon), primer basina
1 pl (10 uM’lik final konsantrasyon) olacak sekilde Listiv2F, Listiv2ZR ve Lmono3F,
Lmono3R primerleri, 0.2 pul Tag DNA polimeraz eklenerek hazirlandi. Bu karigim
tizerine 4 pl template DNA eklenerek her bir 6rnek bagina toplam 25 pl’lik final hacim
elde edildi (Cizelge 3.1).



Cizelge 3.1. Calismada kullanilan singleplex ve
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multiplex-PCR bilesenleri ve final

hacimleri.

. . Singleplex PCR Multiplex-PCR
Karisim bilesenleri ha?;irgleri (ul) hacifnleri (ul)
Nukleaz ari su 141 10.1
10 X PCR Tamponu 2.5 4
MgClz (25 mM) 3 2
dNTP (10 mM stok sol.) 0.5 0.5
Primerl F (10 pmol) 1 1
Primerl R (10 pmol) 1 1
Primer2 F (10 pmol) - 1
Primer2 R (10 pmol) - 1
Tag polimeraz enzimi 0.2 0.2
Ekstrakte edilen DNA 6rnegi 2 4
Toplam karigim 25 25

PCR yontemleri i¢in amplifikasyon sicaklik ve siireleri Cizelge 3.2°de

gosterilmigtir.

Cizelge 3.2. Singleplex ve multiplex-PCR protokolii.

Singlpex PCR protokolii Multiplex-PCR protokoll
Sicaklik | Zaman Siklus Sicaklik Zaman Siklus
sayisi sayisl
On denatiirasyon 94 °C 03:00 94 °C 04:00
Amplifikasyon 94 °C 01:00 94 °C 00:30
54 °C 01:00 } X 30 54 °C 00:30 } X 32
72 °C 01:00 65 °C 02:00
Final ekstensiyon 72 °C 07:00 65 °C 03:00

3.4. Multiplex-PCR Tekniginin Validasyonu

Multiplex-PCR tekniginin spesifitesinin belirlenmesi amaciyla L. monocytogenes ve
L. ivanovii suslar1 ile yapilan testler sonucunda gelistirilen teknigin sadece ilgili
bakterileri c¢ogalttigi belirlendi (Cizelge 3.3 ve Sekil 3.3). Bu verilere gore

multiplex-PCR tekniginin L. monocytogenes ve L. ivanovii igin spesifik oldugu

goriildil.
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Cizelge 3.3. Multiplex-PCR’da kullanilan Lmono3 ve Listiv2 primerlerin

spesifitesi.
PCR sonuglan
Tiir Suslar
Lmono3 (inIB) Listiv2 (prfA)

L. monocytogenes ATCC 19115 + -
L. monocytogenes S1* + -
L. monocytogenes L8* + -
L. monocytogenes AK7* + -
L. monocytogenes L34* + -
L. ivanovii subsp. ivanovii ATCC 19117 - +
L. ivanovii subsp. ivanovii ATCC 19117 - +
L. ivanovii subsp. ivanovii ATCC 19117 - +
L. ivanovii subsp. ivanovii PAM 55 - +
L. ivanovii subsp. londoniensis CECT 5374 - +
*Kesimhaneden alinan L. monocytogenes suslari
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Sekil 3.3. Multiplex-PCR’da Lmono3 ve Listiv2 primer spesifitesini gosteren
jel elektroforezi goriintiisii. Siitiinler: 1-5 arasinda L. monocytogenes, 6-9
arasinda L. ivanovii subsp. ivanovii, 10 Siitun L. ivanovii subsp. londoniensis
ve 11 Siitun negatif kontrol. M siitununda molekiiler agirlik marker
bulunmaktadir.

L. monocytogenes and L. ivarnovii 'nin belirlenmesinde gelistirilen multiplex-
PCR metodunun sensitivitesinin ortaya konmasi i¢in hem ilgili bakteri karisimlarinin
ve hem de bu bakterilere ait genomik DNA karisimlarinin 10 katl diliisyonlar1 yapildi
ve multiplex-PCR ile test edildi. Sekil 3.4’te diliisyonlardaki hiicre sayisi/genomik
DNA yogunlugu ile elde edilen multiplex-PCR iiriiniiniin yogunlugu arasinda dogrusal

bir iligkinin oldugu goriilmektedir.
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Sekil 3.4. Multiplex-PCR spesifitesinin belirlenmesi i¢in L. monocytogenes ve
L. ivanovii karisiminin 10 katli seri diliisyonlarinin jel elektroforezi goriintiisii.
(A) 10 katlit DNA diliisyonu: Siitun 1, 10 ng DNA; siitun 2, 1 ng DNA; siitun
3, 100 pg DNA; siitun 4, 10 pg DNA;; siitun 5, 1 pg DNA; siitun 6, 100 f{g DNA,;
stitun 7, 10 fg DNA; siitun 8, 1 fg DNA; siitun 9, 100 ag DNA; siitun 10, 10 ag
DNA; siitun 11, negatif kontrol. (B) 10 katli bakteriyel diliisyonu: siitun 1,
1,5 x 108 CFU/ml; siitun 2, 1,5 x 10" CFU/ml; siitun 3, 1,5 x 10 CFU/ml; siitun
4,1,5 x 10° CFU/ml; siitun 5, 1,5 x 10* CFU/ml; siitun 6, 1500 CFU/ml; siitun
7 150 CFU/ml; siitun 8, 15 CFU/ml; siitun 9, 1,5 CFU/ml; siitun 10,
0,15 CFU/ml; siitun 11, negatif kontrol. M siitununda molekiiler agirlik i¢in
marker bulunmaktadir.

Tiim reaksiyonlar pozitif ve bakteri ile DNA diliisyonlarinin bant yogunlugu
orantilt bulundu. Calismada 10 katli DNA dilusyonlar1 ile yapilan PCR testleri
sonucunda her etken i¢in deteksiyon limiti reaksiyon basma 10 pg DNA
(10 pg DNA/25 pl) olarak belirlendi. Calismada 10 katli bakteri dilusyonlar1 ile
yapilan PCR testleri sonucunda pozitif bandm gériildiigii 1,5 x 10* CFU/mI bakteri
sulandirmasindan yapilan degerlendirmeler sonucunda multiplex-PCR tekniginin

deteksiyon limiti 3 CFU/25 pl oldugu belirlendi.

L. monocytogenes’nin steril PBS igerisindeki 10 kath seri diliisyonlarindan
2.5 pl alinarak 22.5 pl’lik esit hacimlerdeki mide igerigi, kotiledon, karaciger, dalak
ve siit Orneklerinin yapay kontaminasyonu sonrasinda gergeklestirilen multiplex-PCR
testlerinde siit haricindeki diger tiim orneklerde 1,5 x 10’ CFU/ml yogunlugunda
bakteri igeren dokularda pozitif bantlar gozlendi. Siit Orneginde ise
1,5 x 10° CFU/mI’lik bakteri yogunlugunun oldugu Srneklerde pozitiflik goriildii.
Yapilan hesaplamalar sonucunda siit Orneginde reaksiyon bagsina 75 CFU’luk
(75 CFU/25 ul) deteksiyon limiti saptandi. Diger orneklerde ise bu deger 750
CFU/25 pl olarak belirlendi. L. ivanovii ile yapilan sensitivite degerlendirme
calismasinda ise dalak hari¢ diger tiim dokularda 1,5 x 10® CFU/ml’lik bakteri
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yogunlugunun oldugu oOrneklerde pozitiflik goriildii. Dalakta ise sadece 1,5 x
108 CFU/ml yogunlugunda bakteri iceren dokularda pozitif bantlar gozlendi. Yapilan
hesaplamalar sonucunda dalak Orneginde reaksiyon basma 7500 CFU’luk
(7500 CFU/25 upl) deteksiyon limiti saptandi. Diger Orneklerde ise bu deger
75 CFU/25 pl olarak belirlendi (Sekil 3.5 ve 3.6).

(A) (B)
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Sekil 3.5. L. monocytogenes ile yapay olarak kontamine edilen (A) mide
igerigi, (B) kotiledon, (C) karaciger, (D) dalak, (E) siit 6rneklerinden yapilan
multiplex-PCR’1n sensitivite validasyonunun jel elektroforezi goriintiisii.
10 kathi bakteriyel diliisyon: siitun 1, 1,5 x 108 CFU/ml; siitun 2,
1,5 x 10" CFU/ml; siitun 3, 1,5 x 10° CFU/ml; siitun 4, 1,5 x 10° CFU/mI;
siitun 5, 1,5 x 10* CFU/ml; siitun 6, 1500 CFU/ml; siitun 7 150 CFU/ml;
siitun 8, 15 CFU/ml siitun 9, 1,5 CFU/ml; siitun 10; 0,15 CFU/ml; siitun 11,
negatif kontrol. M siitununda molekiiler agirlik i¢in marker bulunmaktadir.
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Sekil 3.6. L. ivanovii ile yapay olarak kontamine edilen (A) mide igerigi,
(B) kotiledon, (C) karaciger, (D) dalak, (E) siit 6rneklerinden yapilan
multiplex-PCR’in spesifite ve sensitivite validasyonu. 10 katli bakteriyel
diliisyon: siitun 1, 1,5 x 108 CFU/ml; siitun 2, 1,5 x 10" CFU/ml; siitun 3,
1,5 x 10® CFU/ml; siitun 4, 1,5 x 10° CFU/ml; siitun 5, 1,5 x 10* CFU/ml; siitun
6, 1500 CFU/mI; siitun 7 150 CFU/ml; siitun 8, 15 CFU/ml; siitun 9,
1,5 CFU/ml; siitun 10, 0,15 CFU/ml; siitun 11, negatif kontrol. M siitununda
molekiiler agirlik icin marker bulunmaktadir.

Anabilim dalinda daha 6nce gergeklestirilen ¢alismalarda PCR ile Listeria spp.
DNA’s1 icerdigi saptanan yavru atan koyunlara ait abomasum igeriklerinin multiplex-
PCR teknigiyle incelenmesi sonucunda 4 drnegin tamaminin L. ivanovii yoniinden

pozitif oldugu belirlendi (Sekil 3.7).
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Sekil 3.7. L. ivanovii subsp. ivanovii kaynakli 4 klinik abort ornegiyle
multiplex-PCR validasyonunun jel elektroforezi goriintiisii. Siitun 1-4,
L. ivanovii subsp. ivanovii izolatlari; siitun 5, negatif kontrol. M siitununda
molekiiler agirlik icin marker bulunmaktadir.
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3. TARTISMA

Listeria monocytogenes ve Listeria ivanovii ruminantlarda yavru atma olgularindan
sorumlu olan iki 6nemli patojenik Listeria tiiriidiir. Son yillardaki yayinlar bu iki
tiirden L. ivanovii’nin ruminant abortlarindan daha sik izole edilen tiir oldugunu rapor
etmektedir. Bu calismada, yavru atan siirlilerden toplanan ve molekiiler olarak
Listeria spp. oldugu dogrulanan saha 6rnekleri gelistirilen multiplex-PCR teknigi ile
test edildi ve aborta neden olan tiim Listeria PCR pozitif 6rneklerin tamaminin
L. ivanovii oldugu belirlendi. Bu bulgu, ruminantlarda yavru atma olgularindan

sorumlu olan tiiriin L. ivanovii oldugu bilgisini dogrular niteliktedir.

Listerialar tiim diinyada dogada, toprakta, suda, ¢evrede yaygin olarak bulunan
bakterilerdendir. Ulkemizde de Listeria seroprevalansma iliskin calismalar
yapilmustir. Tirkiye’de, yavru atma geg¢misi bulunan ineklerin %42,85’inin
L. monocytogenes yoniinden seropozitif oldugu bildirilmistir (Yildiz ve ark., 2009).
Orta Anadolu boélgesinde atik yapan koyunlardan alinan kan orneklerinde %2.18
L. monocytogenes ‘e karsi antikor saptanmustir (Arda ve ark., 1987). Kurbanlik igin
Ankara’da satilan kog ve koyunlardan toplanan serumlarla yapilan bagka bir ¢alismada
ise incelenen hayvan serumlarinin %54,6’sinda L. monocytogenes antikorlar1 tespit
edilmistir (Gazyagc1 ve ark., 2009). Kirikkale yoresinde gergeklestirilen bir diger
caligmada ise siit sigir serumlarinin %37’sinde anti-O L. monocytogenes antikorlari
belirlenmistir (Ocal ve ark., 2008). Her ne kadar bu sonuglar hayvanlarda sadece
seropozitifligi ortaya koymaya yonelik olup infeksiyon ve bunun sonucu olarak da
yavru atma ile iliskilendirilememekte ise de Onemli abort etkenlerinden
L. monocytogenes’in iilkemizde yaygin bulundugu ve gebe hayvanlar i¢in 6nemli bir

risk olusturabilecegi goriilmektedir.

Listerialar ruminantlardaki dnemli bakteriyel abort etkenleri arasindadir. Izgiir
ve ark. (1990) Tiirkiye’de koyun atik fotuslarindan izole ettikleri iki mikroorganizmayi
L. monocytogens olarak identifiye etmislerdir (Izgiir ve ark., 1990). Barkallah ve ark.

(2014)’nin  Tunus’ta yavru atan siit ineklerinde bakteriyel abort etkenlerinin
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prevalansinin arastirdiklar1 ¢alismada sigir vaginal 6rneklerinin %4,66’sinda Listeria
DNA’sin1 saptamiglardir (Barkallah ve ark., 2014). Arastirmacilar, PCR iriinlerinin
dizilemesini gerceklestirerek L. monocytogenes DNA’sin1 dogrulamislardir. Bir diger
calismada, laboratuvara génderilen koyun fotuslariin %5,3’tinden, kegi foétuslarinin
iIse %6,4’linden Listeria spp. izolasyonu gerceklestirilmistir. Ayni aragtirmada
Listerialar koyunlarda Campylobacter spp. (%11,1), Chlamydophila abortus (%9,7),
Toxoplasma gondii (%8,3)’nin ardindan doérdiincii en sik izole edilen etken olurken,
kegilerde ise Coxiella burnetii (%8,6)’nin ardindan en sik izole edilen ikinci abort
etkeni olmustur (Van Den Brom ve ark., 2012). Tirkiye’de, 2008 yilinda anabilim
dalimizda tamamlanan ve koyunlarda abortif bakteriyel patojenlerin molekiiler tanisi
icin multiplex-PCR teknikleri gelistirilmesine yonelik bir proje sonuclarina gore
Listeria spp. aborte fetiis mide igeriklerinin %4’iinde saptanmis ve Brucella spp. ve
Campylobacter spp.’nin ardindan C. burnetii ile birlikte en sik karsilasilan abort etkeni

oldugu bildirilmistir (Sareyyiipoglu ve ark., 2008).

Yeni bir teknik gelistirilmesinin en 6nemli asamasi1 hedef genlerin dogru se¢imi
ve bu hedef genlere spesifik primerlerin tasarlanmasidir. Molekiiler tani testleri igin
primer tasarimi web tabanli ya da ticari yazilim programlari ile gerceklestirilmektedir.
Primerler tasarlandiktan sonra kullanilmadan 6nce bilgisayar programlari ya da web
tabanli programlarla in-silico analizler gergeklestirilmeli, sentezlendikten sonra da
in-vitro laboratuvar testleri ile tasarlanan primerler test edilmelidir. Bu c¢aligmada,
Listeria tiirlerinin molekiiler tanisinda kullanilan primerler TUBITAK destekli bir
aragtirma projesinde dizayn edilmistir (Sareyyiipoglu ve ark., 2008). Bu ¢alismada,
kontrol suslariya gerceklestirilen PCR testlerinde in-silico analizler sonucu L.
monocytogenes’e spesifik oldugu belirlenen primer ciftlerinden L. monocytogenes’in
lap (invasion associated secreted endopeptidase) geninin 221 bp’lik fragmentine
spesifik oldugu distiniilen 75 ve 76 numarali Lmono2F ve Lmono2R kodlu primer
cifti ile ayn1 bakterinin prfA geninin 167 bp’lik fragmentine spesifik oldugu diistiniilen
79 ve 80 numarali Lmono4F ve Lmono4R kodlu primer ¢iftinin ayn1 zamanda L.
ivanovii suslarinda da ayni biiyiikliikte (non-spesifik) tiriin amplifikasyonuna neden
oldugu gozlendi. Bu durumun prfA geni ile iap geninin her iki Listeria tiiriinde de
bulunan genler olmasi ve bu genlerin dizilerinin belirli bir oranda benzerlige sahip

olmasindan kaynaklanabilecegi diisiiniilmektedir. L. monocytogenes’in iap ve hly
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genlerinden tasarlanan primerlerin spesifik olarak hedefledikleri ¢ogalttiklarina dair
caligmalar bulunmaktadir (Kaur ve ark., 2007). Bununla birlikte, iap geninin her iki
tirde de korunan bolgeler igerdigini bildiren ¢alismalar da bulunmaktadir (Chen ve
Knabel, 2007).

Listerial kaynakli abort vakalarinda etkenler hem fotusa ait organ ve mide
iceriginden hem de anneye ait 6rneklerden (vaginal svap, vaginal yikanti s1visi, vaginal
akinti, siit) tespit edilebilmektedir. Bununla birlikte abort vakalarinda en degerli
materyalin aborte f{6tus oldugu bilinmektedir. Bunun nedeninin anneye ait
materyallerin ¢evresel etkenlerle kontaminasyona daha acik olmasidir. Bu nedenle, bu
calismada, dogadaki abort olgularindaki senaryoyu taklit edebilmek amaciyla fotal
dokular (fotal karaciger, dalak, kotiledon, mide icerigi) 10 katli bakteri dilusyonlari ile
yapay olarak kontamine edilmis ve gelistirilen tekniklerin tanisal etkinlikleri bu
orneklerle test edilmistir. Bu calismada, yapay kontamine dokulardaki listerialarin
deteksiyon limiti reaksiyon bagina 75-750 CFU/25 pl arasinda degisti. Bu incelenen
ornekte 3 x 10%- 3 x 10* CFU/g’lik bir etken yogunluguna karsilik gelmektedir. Fotal
dokulardan sadece dalak 6rneginde, reaksiyon bagina 7500 CFU’luk (7500 CFU/25 pl,
3 x 10° CFU/g) deteksiyon limiti saptandi. Wagner ve arkadaslar1 L. monocytogenes’i
kantitatif olarak fotal karaciger, dalak, kalp, akciger ve beyin dokularindan log 3,1
ile 5,6 (1x 10°-1x10°) CFU/g arasinda belirlemistir (Wagner ve ark., 2005).

Klinik orneklerden yapilan analizlerde PCR deteksiyon sensitivitesini
etkileyen ¢ok sayida faktér bulunmaktadir. Bakteriyel hiicre konsantrasyonu ve
inhibitorler bunlardan bazilaridir. Calismada 10 katli bakteri dilusyonlari ile yapilan
PCR testleri sonucunda pozitif bandin gériildiigi 1,5 x 10* CFU/ml bakteri
sulandirmasindan yapilan hesaplamalar sonucunda multiplex-PCR tekniginin
deteksiyon limiti 3 CFU/25 pl oldugu belirlendi. Wernars ve ark. (1991)
L. monocytogenes’in bakteri dilusyonlarindaki deteksiyon limitinin 1 ve 10 CFU
arasinda oldugunu belirtmistir (Wernars ve ark., 1991). Calismada elde edilen
deteksiyon limiti diger arastirmacilarin elde ettigi degerlerle benzerlik gostermektedir.
Tez ¢alismasinda dalak 6rneginde reaksiyon basina 7500 CFU’luk (7500 CFU/25 pl)
deteksiyon limiti saptandi. Diger orneklerde ise bu deger 75 CFU/25 ul olarak

belirlendi. Bakteri dilusyonlar1 ve yapay kontaminasyonu multiplex-PCR sonuglar
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karsilastirildiginda deteksiyon limitinde 1-2 log'luk kayip oldugu gozlendi. Benzer
olarak Border ve ark. (1992) ve Wang ve ark. (1992) yaptiklar1 ¢calismada bakteri
dilusyonlar1 ve yapay kontaminasyonlarin PCR deteksiyonundaki sensitivitesini
arastirilmis ve sonug olarak hiicrelerin dokulara inokulasyonu ile sensitivite de kayip
oldugu goriilmistiir (Border ve ark., 1990; Wang ve ark., 1992). Goriilen bu kayibin
dokulardaki inhibitor maddelerden kaynaklanabilecegi goz onilinde bulundurulmalidir.
Backman ve ark. (1999) ve Wilde ve ark. (1990) diger bakterilerin niikleik asitlerinin
ve doku Orneklerinin PCR ¢alismasini inhibe edebilecegini belirtilmislerdir. Bir¢ok
calismada da bu tip PCR inhibitorlerinin gegerli bir neden olarak goriilebilecegi kabul
edilmistir (Backman ve ark., 1999; Wilde ve ark., 1990). Barnes ve ark. (2014)
sensivite kaybinin dogru ekstraksiyonu metodunun kullanilmasi ile iliskili oldugunu
soylemislerdir (Barnes ve ark., 2014). Buna karsilik inhibitorler iceren klinik

orneklerde bakteri saptanmasinin miimkiin olabilecegini diistiniilmektedir.

Teknigin L. monocytogenes’e oranla L. ivanovii’yi saptamada daha basarili
oldugu (1 logaritmalik fark) goriilmiistiir. Bu farkin biraz da c¢ogalan hedef gen
biiytikliigiiniin L. ivanovii’de L. monocytogenes’ten daha kiigiik olmasi, bunun da
multiplex-PCR’da PCR dinamikleri agisindan L. ivanovii spesifik primerlere avantaj

saglamasindan kaynaklanmis olabilecegi diisiiniilmektedir.

L. monocytogenes ruminantlarda klinik ve subklinik mastite neden olan ve siitle
sacilan bir etkendir. Siitteki listerialar gida kaynakli bir patojen olarak insan sagligini
tehdit ettigi gibi diger hayvanlar i¢inde infeksiyon kaynagidir. Bu c¢aligmada
listerialarin siitle sagilmasinda kullanilabilme potansiyeli nedeniyle yapay kontamine
siit ornekleri de hazirlandi. Bu tez ¢alismasinda en 1yi sonuglar siit 6rneklerinden elde
edildi. Deteksiyon limiti reaksiyon basina 75 CFU (75 CFU/25 pl) olarak saptandi. Bu
deger 3 x 10° CFU/ml etkene karsilik gelmektedir. Bessesen ve ark. (1999), siitteki
deteksiyon limitinin 10° CFU/ml oldugunu rapor etmistir (Bessesen ve ark., 1999).

L. monocytogenes insanlar i¢in oldukga patojen bir etkendir. L. ivanovii’nin ise
insanlarda sporadik olarak hastaliga neden olduguna dair raporlar mevcuttur. Tez
calismasinda kullanilan teknik insanlarda L. monocytogenes ve L. ivanovii
saptanmasinda kullanilabilecegi diistiniilmektedir. Calismada gelistirilen teknigin

sensitivitesinin birtakim modifikasyonlar ve/veya stratejilerle (6ncesinde selektif
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zenginlestirme, immunomanyetik seperasyon, vb.) artirilabilmesi miimkiindiir. Bu
sekilde teknik ihtiya¢ duyuldugunda farkli amagclarla (ensefalitik formda beyinden
orneklenen numunelerin soguk zenginlestirme asamalarinin tamamlanmasina gerek
duyulmayacak sekilde test edilmesi, gida 6rneklerinde L. monocytogenes’in varliginin
arastirilmasi, insanlardan alinan orneklerin incelenmesi, vb.) kullanilabilecektir.
Bunun disinda, ¢aligmadaki primerler kullanilarak probla hibridizasyon ya da prob
yerine non-spesifik floresan boyalarin kullanildigi real-time PCR teknikleri ve nested-
PCR teknikleri gelistirilerek daha duyarli sonug¢ veren molekiiler tani tekniklerinin

gelistirilmesi miimkiindiir.

Sonug olarak, bu ¢alisma ile ruminantlarda yavru atmaya neden olan iki dnemli
patojen L. monocytogenes ve L. ivanovii’nin molekiiler tanisina yonelik
multiplex-PCR teknigi ilk kez gelistirilmistir. Yapilan ulusal ve uluslararasi literatiir
taramalarinda benzer bir ¢alismanin yer almamasi mevcut arastirma g¢iktilarinin ve

gelistirilen teknigin 6nemini ortaya koymaktadir.



S7

4. SONUC VE ONERILER

Bu calismada ruminantlarda yavru atmaya neden olan Listerial abort etkenlerinin
tanisinda kullanilmak {iizere hizli, hassas, spesifik molekiiler teshis yontemleri
optimize edilmistir. Calisma sonucunda, gerek laboratuvar izolatlarinin
identifikasyonu ve/veya konfirmasyonunda gerek saha materyallerinde listerial atik
etkenleri olan L. monocytogenes ve L. ivanovii’nin direkt tanisina olanak saglayan
multiplex-PCR teknigi gelistirilmistir. Teknigin sadece 10 kath direkt bakteri
sulandirmalariyla belirlenen deteksiyon limiti (reaksiyon basina) 3 CFU/25 pl iken, bu
sulandirmalardan esit hacimdeki dokulara aktarilarak elde edilen yapay kontamine
dokulardaki deteksiyon limiti 75-750 CFU/25 ul arasinda degismistir. Dokular s6z
konusu oldugunda teknigin sensitivitesinde (1-2 log’luk) kayip goriilmiistiir. Bu
kayibin  dokulardaki hiicre ve inhibitér yogunlugundaki farkliliklardan
kaynaklanabilecegi disiiniilmektedir. Teknigin L. monocytogenes’e oranla
L. ivanovii’yi saptamada daha basarili oldugu (1 logaritmalik fark) goriilmiistiir. Bu
farkin biraz da ¢ogalan hedef gen biiyiikliigiiniin L. ivanovii’de L. monocytogenes’ten
daha kii¢iik olmasi, bunun da multiplex-PCR’da PCR dinamikleri agisindan L. ivanovii

spesifik primerlere avantaj saglamasindan kaynaklanmis olabilecegi diisiiniilmektedir.

Calismada gelistirilen teknigin sensitivitesinin birtakim modifikasyonlar
ve/veya stratejilerle (6ncesinde selektif zenginlestirme, immunomanyetik seperasyon,
vb.) artirilabilmesi miimkiindiir. Bu sekilde teknik ihtiya¢ duyuldugunda farkl
amaglarla (ensefalitik formda beyinden 6rneklenen numunelerin soguk zenginlestirme
asamalarimin tamamlanmasina gerek duyulmayacak sekilde test edilmesi, gida
orneklerinde L. monocytogenes’in varliginin arastirilmasi, insanlardan alinan
orneklerin incelenmesi, vb.) kullanilabilecektir. Bunun disinda, ¢calismadaki primerler
kullanilarak probla hibridizasyon ya da prob yerine non-spesifik floresan boyalarin
kullanildigi real-time PCR teknikleri ve nested-PCR teknikleri gelistirilerek daha

duyarl sonug veren molekiiler tan1 tekniklerinin gelistirilmesi miimkiindiir.
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Sonug olarak, bu ¢aligma ile ruminantlarda yavru atmaya neden olan iki dnemli
patojen L. monocytogenes ve L. ivanovii’nin molekiiler tanisina yonelik
multiplex-PCR teknigi ilk kez gelistirilmistir. Yapilan ulusal ve uluslararasi literatiir
taramalarinda benzer bir ¢alismanin yer almamasi mevcut aragtirma ¢iktilarinin ve

gelistirilen teknigin dnemini ortaya koymaktadir.
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OZET

Ulkemiz hayvanciliginda ruminant yetistiriciliginin énemli bir yeri bulunmaktadur.
Ruminant yetistiriciliginde goriilen en onemli problemlerden birisi yavru atmadir.
Ulkemizde ruminantlarda abortusa neden olan bakteriyel hastaliklar arasinda en sik
rastlananlardan birisi de Listeriozis’tir. Yavru atmaya neden olan baglica patojen

Listeria tiirleri L. monocytogenes ve L. ivanovii’dir.

Bu c¢alismada, ruminantlarda patojen Listeria tiirlerinin  (Listeria
monocytogenes, Listeria ivanovii) neden oldugu yavru atmalarin tanisinda kullanilmak
tizere bir multiplex-PCR teknigi gelistirilmistir. Teknigin sadece 10 katli direkt bakteri
sulandirmalariyla belirlenen deteksiyon limiti (reaksiyon basina) 3 CFU/25 ul iken, bu
sulandirmalardan esit hacimdeki dokulara aktarilarak elde edilen yapay kontamine
dokulardaki deteksiyon limiti 75-750 CFU/25 pl arasinda degismistir. Multiplex-PCR
teknigi fotal mide igerigi, fotal karaciger ve kotiledon orneklerinde L. ivanovii’yi L.
monocytogenes’e oranla daha hassas olarak saptamis, etkenlerin saciliminin
arastirilmasinda ideal Orneklerden biri olmasi nedeniyle yapay kontaminasyon
caligmalarina dahil edilen siit 6rneklerinde ise gelistirilen teknikle her iki etken de esit

duyarhilikla saptanmustir.

Ruminant abortuslarina neden olan Listeria tiirlerinin molekiiler tanisinda
multiplex-PCR tekniginin kullanilmasina iligkin bir literatiire rastlanmamis olmasi

nedeniyle tez ¢iktilarinin orijinal oldugu diistiniilmektedir.

Anahtar Sozciikler: Abort, identifikasyon, Listeria, multiplex-PCR, teshis.
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SUMMARY

Ruminants play an important role in livestock breeding in our country. In ruminant
breeding, abortion is one of the leading problems, and one of the most important
abortifacient diseases in Turkey is undoubtedly listeriosis. The main pathogens among

Listeria species that cause abortion are L. monocytogenes and L. ivanovii.

In this study, development of a PCR technique for the detection of pathogenic
Listeria species (Listeria monocytogenes, Listeria ivanovii) causing listerial abortions
in ruminants was described. The determined detection limit from bacterial dilutions
was only 3 CFU/25 pl, while the detection limit from the artificial contaminated tissue
ranged between 75-750 CFU/25 ul. Results obtained with the multiplex-technique
from foetal abomasal fluid, fetal liver, and cotyledon samples were found to be more
sensitive in case of L. ivanovii rather then L. monocytogenes. Milk is known as a source
of bacterial shedding, therefore milk samples were included for artificial
contamination research and the results were of equal sensitivity and ideal for both

pathogens.

A multiplex-PCR technique for the detection of Listeria species causing
abortion in ruminants was not found in the literature; therefore, this thesis is considered

to be original.

Key Words: Abortion, diagnosis, identification, Listeria, multiplex-PCR.
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