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ONSOz

Listeriozis ruminanthlarda abortus, ensefalomyelitis ve septisemi ile
seyrederek, ekonomik kayiplara yol acan zoonoz bir infeksiyondur.
Listeria’'lar 1-45°C gibi ¢ok genig I1sI araliginda Ureyebilirler. Tuza ve pH’ya
toleranslari ¢ok fazladir. Listeria’larin dogal rezervuarlarinin toprak ve
memelilerin sindirim sistemi olmasi, Listeria’lar ile gidalarin kontaminasyon
ihtimalini artirmaktadir. Ayrica buzdolab 1sisinda Ureyebilmeleri halk saghgi

acisindan 6nem arz etmektedir.

Teknolojinin gelisimiyle birlikte daha hizli bir yagsam tarzinin gelistigi
toplumlarda hazir gida tuketiminin artmasi, buzdolabi isisinda Ureyebilen
Listeria’lara kargi daha dikkatli ve kontrollG tiketimi gerektirmektedir. Listerial
infeksiyonlar, ¢gogunlukla gida kaynakli olmasi nedeniyle salginlar seklinde
seyredebilir. infekte hayvanlar digki, sit, idrar, atik fetus ve uterus akintilari
ile gevreyi ve gida uriinlerini kontamine ederler. infeksiyonlarla miicadelenin
en kolay ve ekonomik yolu koruma ve kontrol yontemidir. Gidalarin etkenlerle
bulagmasi onlenmeli, bunun icinde gida Uretimindeki personelin egitimi

titizlikle yapiimali ve kontroller aksatilmamaldir.

Kars Yoresi'nde yapilan bu c¢alismanin, halk saghgi agisindan énemi
her gegen gun daha fazla fark edilen listeriozisin arastirilmasina ve
bélgemizdeki atik vakalarinin daha objektif degerlendiriimesine katki

saglayacagi kanisi tagsimaktayiz.

Tez galismasi suresince yakin ilgi ve desteklerini gordugum danigman
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1. GiRi$ ve GENEL BILGILER

1.1. Tarihge

isvecli bir arastirmaci olan Hilphers 1911 vyilinda tavsanlarda
karaciger nekrozuna neden olan bir bakteri tanimladi ve karacigere olan
affinitesi nedeniyle Bacillus hepatis olarak isimlendirdi. Ayrica gecmis
tarihlere yonelik yaptigi arastirmalarda, 1891 yilinda Fransa’da Hayem ve
1893 yilinda Alimanya’da Henle tarafindan Gram pozitif basillerin tanimlanmis
olduklarini fark etti (50). Bu bakteri 1926 yilinda Murray ve arkadaslari
tarafindan ilk olarak tanimlanmistir. Murray ve arkadaslari hasta tavsan ve
kobaylarin ~ karacigerlerinden  izole  ettikleri  bakteriyi Bacterium
monocytogenes olarak isimlendirdiler (8, 13, 77). Pirie ise 1927 yilinda,
Guney Afrika’da gerbillerin karacigerinden izole ettigi bakteriyi Listerella
hepatolytica olarak isimlendirmistir (13, 50, 82). Ciftlik hayvanlarindan
koyunlarda, ilk encephalitis olgularini Gill 1931, 1933 ve 1937 yillarinda Yeni
Zelanda’da yapti§i calismalarla rapor etmistir (48, 50, 82). Sigirlarda
sporadik encephalitis salgini New Jersey’de Jones ve Little tarafindan
1934’de Dbildirilmigtir (7, 82). Tavuklarda listeriozis ABD’de Seastone
tarafindan 1935 yilinda ve Britanya’da Paterson tarafindan 1937’de rapor
edilmigtir (82).

Yeni dogan bebeklerden ve fotusta listeriozisi Almanya’da 1951°de ilk
rapor eden Potel, etkene Corynebacterium infantisepticum ismini vermistir
(92). Avustralya’da Atkinson tarafindan 1917°de, ¢cocuklarda meningitis salgini
bildirilmistir. Nyfeldt 1929’da mononukleosisli bir hastada cerebrospinal

sividan Listerella izole ettigini rapor etmistir (82).

Dunyada sutten Listeria monocytogenes ilk izole eden Potel olmustur.
Potel 1954°te mastitisli bir inegin sutunu igtikten sonra dusuk yapan kadindan
ve igilen ¢ig sltten ayni serotipte Listeria monocytogenes’ izole etmistir (4,
49).



Listerella ismi bir grup kufe verildigi igin, cins ismi 1940’ta Pirie
tarafindan Listeria olarak onerildi. Tar ismi ise Murray ve arkadaglarinin onerisi

ile monocytogenes olarak kabul edildi (77, 86).

Listeria’lar i¢cin bu glne kadar birgok isim kullaniimigtir. Bazilari
sunlardir: Bacterium hepatis Hulphers-1911, Bacterium monocytogenes
Murray ve arkadaslari-1926, Listerella hepatolytica Pirie-1927, Listerella
monocytogenes  hominis  Nyfeldt-1932,  Listerella  ovis  Gill-1937,
Corynebacterium infantisepticum Potel-1950, Listeria infantiseptica Potel-
1952, Listerella bovina, L. gallinarium, L. cuniculi, L. suis, L. gerbilli (48, 50,
77).

Tlrkiye’de hayvanlarda listeriozis tzerine ilk ¢alismalar 1945 yilinda
Ozcebe ve Doguer tarafindan koyunlarda yapilmistir. Sidirlarda ilk L.
monocytogenes izolasyonu ise 1952 yilinda lyigéren tarafindan yapilmistir (4,
7, 100). Tarkiye'de kopeklerden L. monocytogenes izolasyonu 2005 yilinda
Kocabiylk ve arkadaslari tarafindan bildiriimistir. Bursa ilinde yapilan bu
calismada, sokak kopeklerinden toplanan 82 gaita 6rnegi bakteriyolojik olarak
incelenmis ve sadece 1 ornekte (%1.22) L. monocytogenes izole edilmistir
(69). Konya ili Merkez ilce’ye bagh iki kdyde toplam 8 bas sigirda listeriozis
salgini tespit edilmistir. Sigirlarda Tuarkiye'deki ilk listeriozis salgini olarak
bildirilmistir. Serebrospinal sivi, idrar ve gaitadan L. monocytogenes

izolasyonu yapilmistir (10).

Ankara’da bir ticari isletmedeki, bazilarinda sinirsel semptomlar ve
abort vakalari gorulen 50 kegi, 3 at, 1 kdopek ve 6 hayvan bakicisinin kan
ornekleri, L. monocytogenes antikorlarinin varligr yéonunden Osebold yontemi
ile arastinimistir. Kegi serumlarinin 23’0 (%46) seropozitif, 10’u (%20) supheli
ve 17’si (%34) negatif olarak degerlendirilmistir. At serumlarinin hepsi, 5
hayvan bakicisi serumlari ve kdpek serumu seropozitif olarak sonug vermistir
(17). Yine Ankara Yoéresi'nde GuUglu ve arkadaslari tarafindan, sportif amagla
yetigtirilen saglikli 100 ata ait serumlar, Osebold absorbsiyon testi ile L.
monocytogenes antikorlarinin varligi yonuinden degerlendirilmis ve 100 serum

ornegdinin 62’si seropozitif olarak tespit edilmistir (52).



Tastan ve arkadaslari semptomatik olarak kuduz belirtileri ile getirilen
bir inek beyninden L. monocytogenes izole etmiglerdir. Beynin cesitli
yerlerinden besiyerlerine yapilan ilk ekimlerde ureme olmamistir. Daha sonra
Listeria Enrichment Broth (LEB)’ta beyin homojenize edilerek 4°C’de inkube
edilmigtir. Bu homojenattan birer hafta arayla 1 ml alinarak hazirlanan diger
Listeria Enrichment Broth’a aktariimigs ve 37°C'de 24 saat inkubasyona
birakilmistir. Buradan Modifiye Oxford Agar (MOX) ve kanli agara ekimler
yapiimistir. inkubasyonun 15. giiniindeki ekimler sonucunda kanli agar ve

MOX'da uremeler gézlenmistir (102).

Kars Yoresi'nde 2004 yili Mart ayinda, 5 adet atik koyun fétuslarin
karaciger ve akcigerlerinden bakteriyolojik kilttrlerde Listeria ivanovii Uretildigi

rapor edilmigtir (101).

Marmara Bolgesi'ndeki saglikh koyunlarin kan serumlarinda Enzyme
Linked-Immunosorbent Assay (ELISA) ile yapilan g¢alismada Listeriolysin O
(LLO) antijenine %3.6, somatik 2 a’'ya %11.5 ve somatik 4b’ye kargi %10.4
oraninda pozitiflik bulunmustur (55). Yine ayni c¢alismada 180 koyunun
rektumundan alinan digki érnekleri LSA besiyerlerine ekim yapilarak, ikiser
ornekte L. monocytogenes, L. innocua ve L. welshimeri, birer 6rnekte ise L.
grayi ve L. murrayi suglari izole edilmis ve infeksiyonun zoonotik yonine vurgu
yapilmistir (55). Bursa’da yapilan bir galismada ise Listeriozis supheli toplam
62 koyunda ELISA yontemi ile yapilan kan serumu analizleri sonucunda
16’sinda (%25.8) LLO antikoru tespit edilmistir. Yagslari 4 ay ile 5 yas arasinda
degdisen encephalitis formu goérilen 18 koyunun 5’inde (%27.77) antikor tespit
edilmigtir (67).

Bursa  bolgesinde  sigirlarda L.  monocytogenes  antikor
seroprevalansinin belirlenmesi igin, Kennerman ve arkadaslari tarafindan
yapilan calismada 209 sigir kan oOrne@i kullaniimistir. Aglutinasyon testi
sonucunda kan drneklerinin 101’inde (%48.32) seropozitif kabul edilen 1/100
titresi ve Uzeri seviyede L. monocytogenes antikorlari belirlenmigtir. Kan
orneklerinin 54’ande (%24.8) ise hi¢ antikor saptanmamistir. Disilere ait kan
orneklerinin %53.7’si (58/108), erkeklere ait kan orneklerinin %42.5’i (43/101)



seropozitif olarak belirlenmistir. Silajla beslenen sigirlarda seropozitiflik %57.5
(92/160), silajla beslenmeyenlerden %18.3 (9/49) istatistiki olarak daha yuksek
oldugu tespit edilmistir (66).

Kars Yoresinde ELISA yontemi ile yapilan bir c¢alismada, Kars
cevresindeki sigirlarin  %88.7’si ve Kars merkez kdylerindeki sigirlarin

%75.3'nln anti-LLO antikorlarini tagidigi tespit edilmistir (36).

Elazig ilinde mezbahada kesilen 206 tavuk, 170 koyun ve 130 sigirdan
alinan digki ornekleri L. monocytogenes varligi yonunden incelenmis ve tavuk
digkilarinin Q'undan (%4.36), koyun digkilarinin 1’inden (%0.58) ve sigir
digkilarinin 2’sinden (%1.53) L. monocytogenes izole edilmistir (61). Elazig’da
Arslan ve arkadagslarinin tavuk kesimhanesinden sagladiklari, tavuk govde
kisimlari but, boyun, kanat, gogus ve karkas yikama sularinin her birisinden
20’ser ornek olmak Uzere, toplam 100 6rnekle yaptiklari ¢alisma sonucunda, 8
ornekten (%8) L. monocytogenes izole etmislerdir (9). Elazi§y ve g¢evresinde
koyun ve Kkeci atik fetuslarin organ o&rnekleri Brucella, Campylobacter,
Salmonella ve Listeria yonunden bakteriyolojik ve patolojik, ayrica atik yapan
koyun ve kegilerin kanlarida serolojik olarak incelenmigtir. Toplam 110 atik
fetustan sadece 1'inden (%0.9) L. monocytogenes izole edilmistir. incelenen
toplam 650 kan serumu Listeria yoninden negatif olarak degerlendirilmistir
(78).

Elazig ilinde yapilan bir galisma, satisa sunulan kiymalarda %35,
tavuk etlerinde %60 parca etlerde %28 ve sucuklarda %16,3 Listeria spp.
kontaminasyonu oldugunu ortaya koymustur (54). Van’da yapilan galismada,
100 kiyma orneg@inin 73’Unde, 50 parca et oOrneginin 37’sinde, 25 sucuk
orneginin 19’unda, 25 salam orneginin 4’unde, 25 sosis orneginin 11’inde ve
25 pastirma 6rnedinin 8’inde Listeria spp. izole edilmistir. Kiyma, sosis ve
parca ette en sik L. innocua, sucuk ve pastirmada en sik L. monocytogenes,
salamda ise en sik L. welshimeri ile kontaminasyonlarin olustugu tespit
edilmigtir (15). Gemlik Garnizonu’'ndaki askeri birliklerde tiketilen tavuk etleri
ve kesimhanelerden 100’er adet tavuk karkasi ve bagirsak icerigi incelenmis,

karkas drneklerinden izole edilen 76 Listeria tirinin identifikasyonu sonucu



bunlarin, 24’Gnin (%31.6) L. monocytogenes, 43’Unin (%56.6) L. innocua,
4’Unun (%5.3) L. murrayi, 3'Unun (%3.9) L. grayi ve 2’sinin (%2.6) L.
welshimeri oldugu tespit edilmigtir. Bagirsak iceriginden ise 12 Listeria turu
izole edilmis ve identifikasyonla bunlarin 5’inin (%41.6) L. monocytogenes,
2’sinin (%16.7) L. murrayi, 2’sinin (%16.7) L. welshimeri, 2’'sinin (%16.7) L.

seeligeri, 1’inin (%8.3) L innocua oldugu tespit edilmistir (79).

Istanbul, Trakya ve Anadolu’nun farkli bélgelerinden toplanan 271
peynir 6rneginin 11’inden (%4) L. monocytogenes, 1’'inden (%0.36) L. grayi ve
221 ¢ig sut orneginin 1’'inden (%0.45) L. monocytogenes, ayrica 8 tereyagi
orneginin 1’inden (%12) L. monocytogenes susu izole edilmistir (105). izmir ve
civarindaki igletmelerden saglanan, klinik ve subklinik mastitisli 200 inege ait
¢ig sut orneklerinin incelenmesi sonucu, bir drnekte L. denitrificans, iki érnekte
ise L. innocua tespit edilmistir (39). Ankara ve civarinda yapilan galismada
isletmelere ait ve sokak sutgulerinden saglanan toplam 211 ¢ig sut orneginin
ikisinde (%0.94) L. monocytogenes izole edilmistir (104). Erzurum
piyasasindan temin edilen 34 beyaz peynir drneginin sadece birinde (%2.94)
iki farkli L. monocytogenes sugu ve L. innocua olmak uzere ug farkli Listeria
turd  tespit edilmigtir. 16 civil peynir 0Orneginin birinde (%6.25) L.

monocytogenes izole edilmistir (64).

istanbul Anadolu yakasindaki blylkbas hayvan ciftliklerinde direkt
inek memelerinden toplanan 370 ¢ig sut ve marketlerden toplanan 186 sert
peynir 6rnegi incelenmistir. ELISA ile yapilan incelemede, ¢i§ st 6rneklerinin
15’inde (%4.1), sert peynir orneklerinin 3’'Unde (%1.6) Listeria spp. pozitif
bulunmustur. Kultir yontemi ile yapilan incelemede ise, ¢ig sut orneklerinin
17’sinde (%4.6), sert peynir orneklerinin 5'inde (%2.7) Listeria spp. izole
edilmistir. Toplam 556 Ornekten kultir yontemi ile izole edilen 22 Listeria
susunun 10°u (%45.5) L. monocytogenes, 7’si (%31.8) L. innocua, 3’ (%13.6)

L. welshimeri, 2’si (%9.1) L. ivanovii olarak identifiye edilmigtir (4).

Van il merkezindeki pastanelerden temin edilen 50 kremali pasta
orneginin, 8inden (%16) L. monocytogenes, 4’Unden (%8) L. innocua olmak

Uzere toplam 12 ornekten (%24) Listeria spp. izole edilmigtir (94). Van ve



yoresindeki atlarda, tup aglutinasyon yontemiyle vyapilan listeriozisin
seroprevalansi c¢alismasinda, 203 at serumu oOrnegi kullaniimig ve bu
serumlarin 176’s1 (%86.69) pozitif bulunmustur (99).

1.2. Etiyoloji

Listeria’lar Gram pozitif, kapsulstuz, sporsuz, yuvarlak sonlanan, 0.4-
0.5um eninde 0.5-2um boyunda kisa basillerdir. Yeni kultirlerde tek tek veya
kisa zincirler seklinde goruldukleri gibi, v, y seklinde de gorulebilirler. Eski ve
cok yeni kultirlerde kokoid ve Gram negatifte gorulebilirler. 48 saatten daha
fazla oda i1sisinda kalan dizensiz kolonilerde uzun flamentler goéralebilir (4, 8,
13, 14, 37, 41, 50, 83, 87, 92). Listerialar kapsulstz olarak dusunulse de,
Smith ve arkadaslari tarafindan 1962’de immunositolojik ve immun elektron
mikroskobik c¢alismalarla mukopolisakkarit bir kapslle sahip olduklar
gosterilmistir (50). Preparatlarda kokoid olabildikleri icin Streptokok’larla
karigtirllabilirler. Daha uzun olanlar ise Corynebacterium’lara benzeyebilirler
(87, 116).

L. monocytogenes’in gidalarda Uremesini etkileyen baglica faktorler,
gidalarin dogal yapisi ve besinsel konsantrasyonu yanisira, gidalarin su
aktivitesi, ortamin pH’si ve 1sisi, ayrica gidalardaki inhibitor maddelerin
varhgrdir (74). Ozellikle L. monocytogenes 1s1, pH ve tuz gibi dis sartlara
oldukga dayanikhidir. %10 NaCl ile pH 6-9 araligindaki ortamlarda Ureyebilir (4,
31, 47, 73, 95, 98). Listeria’lar 1-45°C gibi, genis Greme is1 araligina sahiptirler
ve optimal ureme 1silari 30-37°C’dir. Listeria’lar aerob, mikroaerofilik ve
fakulltatif anaerobiktirler (4, 13, 37, 73, 75, 83, 87, 95, 98, 110). Walker yaptigi
bir calismada, Listeria monocytogenes’in farkli U¢ susunun en dusuk Ureme
Isisinin, -0.1 ile -0.4°C araliginda degistigini gostermistir (88, 108). Listeria
turlerinin pH toleransini, inkibasyon isisi, oksijen durumu ve tuz yogunlugu
belirler (88). Listeria turleri %40 safra, %0.25 talyum asetat, %3.75 potasyum

tiyosiyonat, %0.4 potasyum tellurit varliginda urerler (4, 98).



Listeria’lar, peritrik flagellalar ile 20-25°C oda 1sisinda, hareketlidirler.
Yari katl besiyerinde semsiye ya da ters gam agaci seklinde bir goranim
olusturarak Urerler. Flagella gelisimi 37°C’de ¢ok zayif oldudu igin, bu isida
hareket ¢ok sinirlidir (38, 41, 72, 73, 75, 83, 87, 92, 95, 98, 110, 116). Asil

damla yontemiyle incelendiginde takla ve donme hareketleri donasumla olarak

izlenebilir (98).

Listeria tdrleri katalaz, metil-red, voges-proskauer reaksiyonlari,
eskulin ve hippurat hidrolizasyon testleri pozitif, oksidaz, indol, Ure, jelatin,
kazein ve st hidrolizasyon testleri ise negatiftir (4, 8, 73, 75, 87, 95, 98).
Bununla birlikte bu biyokimyasal o6zellikler suslar arasinda farkliliklar

gosterebilmektedir (8, 92).

Listeria cinsine ait turlerin bazi 6zellikleri Tablo 1’de gosterilmistir.

Tablo 1: Listeria Cinsine Ait Tiirlerin Bazi Ozellikleri (73, 75, 87, 95, 98)

0

(]

c

>

= )

= = © = = —

S = ] >

S |z |2 |2 |& |_ |3

c c (@) l) —_ > —

o 3 c o 3 © =

S 2 £ = ” o E

_ _ 4 _i _i 4 _i
Gram boyama + + + + + + +
Hareket + + + + + + +
Katalaz + + + + + + +
Eskulin + + + + + + +
Oksidaz - - - - - - -
Metil Red + + + + + + +
Voges-Proskauer + + + + + + +
indol - - - - - - -
Sitrat - - - - - - -
st = = = = = + -




Listeria’lar nutrient agarda 24 saat inkubasyondan sonra 0.2-0.8 mm
¢apinda, duzenli, noktasal tarzda, mavimsi-gri, seffaf, kenarlarindan biraz
kabarmis koloniler olustururlar. Koloniler 5-10 giin sonra, 5 mm veya daha
buyuk ¢aplara ulagabilirler. Triptoz agarda Ureyen 18-24 saatlik koloniler, egik
Isik altinda incelenirler ise tipik mavi-yesil renkte yansima yaparlar (4, 8, 13,
14, 38, 83, 87, 92, 95, 98). Listerialarin generasyon suresi 4°C’de 29-40 saat
iken, 35°C’de yaklasik 1 saattir (38). Kanl agarda hemoliz yapan 3 turden L.
monocytogenes ve L. Seeligeri dar zonlu 3 hemoliz olustururken, L. ivanovii
daha genis ya da ¢ift zonlu f hemoliz olugturur (13, 33, 38, 75, 98). Christie-
Atkins-Munch-Petersen (CAMP) testinde Staphylococcus aureus (S. aureus)
ile L. monocytogenes ve L. seeligeri, Rhodococcus equi (R. equi) ile L.
ivanovii pozitif reaksiyon verir. R. equi, L. ivanovii'nin olugturdugu hemoliz
zonunu belirgin olarak artirirken, S. aureus ise L. monocytogenes’in hemoliz
zonunu genisletir (12, 13, 22, 33, 38, 42, 45, 73, 87, 95). S. aureus
sifingomiyelin-fosfohidrolaz enzimi ile eritrositlerin membraninda bulunan
sifingomyelinleri ¢ozer fakat eritrositleri lize edemez. Beta hemolitik olan L.
monocytogenes ve L. seeligeri hemolizinleri ile eritrositleri daha kolay
parcalarlar. L. ivanovii ise benzer yardimi R. equi’den alir. Kanli agarda
olusan B hemoliz, L. monocytogenes’ i patojen olmayan tlrlerden ayirt eder.
L. seeligeri ve L. ivanovii hemolitik aktiviteleri tanimlanmistir. Bir hemolysin
olan LLO toksini, intraseltler demirin kullanilabilirligini artirarak indirek olarak

buyume faktoru olarak gorev yapar (46).

ilk CAMP testini Christie ve arkadaslari tanimlamistir. Arastirmacilar
hemolitik B grup streptokoklari koyun kanlh agara ektiklerinde S. aureus
kolonilerine yakin olanlarin hemolizlerinin arttigini gézlemlemislerdir (24). B
grup streptokoklar ile S. aureus arasindaki bu sinerjik etki CAMP testi olarak
kullaniimaktadir. Bu test zaman iginde gelistirilerek L. monocytogenes’de
dahil bazi patojenler iginde kullanilmaya baslanmistir (76). L. monocytogenes
tarafindan dretilen hemolizinin S. aureus ve R. equi ile olan sinerjisi ilk olarak
1962 yilinda Fraser tarafindan gosterilmistir. Fraser yaptigi detayh ¢alismalar
neticesinde L. monocytogenes'’in S. aureus ve R. equi ile koyun yada tavsan

kaninda hemolizi arttirdigi sonucuna varmigtir. Fakat tavsan kaninda



Corynebacterium ovis yada C. renale ile de hemoliz artmaktadir. Bu nedenle
koyun kaninin CAMP testi icin daha ayirici ve tutarli oldugu sonucuna
variimistir (76). CAMP testinde ruminant hayvan kani, 6zellikle koyun kani
tercih edilirken fare, domuz, at, kobay ve hatta insan kaninin da
kullanilabilecegini belirten arastirmacilar vardir. CAMP testinde ruminant
kaninin Ozelliklede koyun kaninin avantajlarini gosteren ilk arastirmalar, bu

testi ilk kez uygulayan Christie ve arkadaslar tarafindan yapilmistir (24).

Son zamanlarda L. monocytogenes’in identifikasyonunda, S. aureus
ve R. equi ile hemoliz olusturmadaki sinerjiyi esas alan CAMP testini de
iceren, Rosco sistem, APl Coryne ve MICRO-ID gibi bircok test Kkiti
geligtirilmigtir (76).

L. monocytogenes’in butin virulens suslari S. aureus ile hemoliz
olusturur, fakat bazi avirulent suslar zayif hemoliz olusturabilir. Ayrica S.
aureus ile yanhs negatif sonuglarinda oldugu ve degerlendirmenin ¢ok zor
olabilecegini  bildiren arastirmacilarda vardir. L. monocytogenes’in
identifikasyonu sirasinda, S. aureus ve R. equi’nin birlikte kullaniimasini ve
hatta R. equi'nin c¢ok iyi standardize edilmesi gerektigini bildiren

arastirmacilar vardir (76).

Fernandez-Garayzabal ve arkadaslari tarafindan vyapilan bir
calismada, CAMP testinde R. equi STCC 4568 susu ile L. monocytogenes
NCTC 8817 susu, L. monocytogenes NCTC 7973 susu ve L. ivanovii ATCC
19119 susu yontemine uygun sekilde kanli agara ekilmis ve 37°C’de 48 saat
inkubasyondan sonra degerlendirilmigtir. Farkli hemoliz zon sekilleri olugsa
da her iki L. monocytogenes sugu ve L. ivanovii, R. equi ile sinerjik hemolitik
aktivite gostermistir. L. ivanovii tipik olarak yari dairesel veya kurek seklinde
hemoliz olustururken, L. monocytogenes dairesel veya raket seklinde
hemoliz olusturur ve zonun genisligi test edilen susa gobre degisebilir. L.
monocytogenes’in koleksiyonlardan saglanan saha suslari, klinik izolatlari,
gida izolatlari ve cevresel izolatlar ile R. equi arasinda yapilan CAMP
testinde sadece L. monocytogenes NCTC 10357 susunun 1/2a serovari

negatif sonu¢ gdstermis hemoliz yapmamistir. Bu nedenle CAMP testinde L.
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monocytogenes SA+/RE+, L. ivanovii SA-/RE+ olarak tanimlanmasinin

gerekliligi savunulmustur (42).

insanlar icin apatojen fakat hayvanlar icin patojen olan L. ivanovii,
ayrica L. innocua ve L. seeligeri CAMP testi ile identifiye edilebilirler. L.
ivanovii'nin CAMP testi karakteristik reaksiyonu R. equi ile pozitif, S. aureus
ile negatiftir (98). L. ivanovii kanh agarda iki halkali hemoliz olusturur. i¢ halka
daha belirgin, dig halka ise tam olusmamis ve ¢ok yaygin hemolizden olusur
L. ivanovii ile R. equi arasinda tam olmayan mizrak basi seklinde bir hemoliz
zonu olusur. L. monocytogenes ve R. equi arasindaki hemoliz ise daha kuguk

ve tamamen kusatmis bir halka seklinde zon alani olusturur (76).

Yapilan arastirmalarda avirulent L. monocytogenes suslari insan,
tavsan, domuz ve kanatl hayvan kanini lize ederken, koyun ve at kaninda
liziz olusturmadiklari gorulmustur. Avirulent L. monocytogenes suglarinin S.
aureus ile zayif bir hemoliz olusturmasi, tam olarak aydinlatilmis olmasa da,
bu suslarin phospholipase aktivitelerindeki eksiklige baglanmaktadir. Virulent
L. monocytogenes suglar ise insan, domuz ve koyun kaninda hemoliz

meydana getirirler (76).

CAMP testinde meydana gelen hemolizde, L. monocytogenes, S.
aureus ve R. equi arasindaki sinerjik etkinin mekanizmasi tam olarak
aydinlatiimis olmasa da, bu sinerjik etkinin, L. monocytogenes tarafindan
sentezlenen Phospholipase C (PLC) ve LLO, S. aureus tarafindan
sentezlenen sphingomyelinease ve R. equi tarafindan sentezlenen
cholesterol oxidase tarafindan olusturuldugunu savunan hipotezler mevcuttur
(42, 76).

Listeria cinsine ait tlrlerin identifikasyonunda kullanilan testlerle ilgili

bilgiler Tablo 2’de gosterilmigtir.



11

Tablo 2: Listeria Cinsinin identifikasyon Testleri (12, 45, 73, 87)

Testler

L. monocytogenes

L. ivanovii

L. innocua
L. welshimeri
L. seeligeri
L. grayi

L. murrayi

B-Hemoliz + + - - + - -

S. aureus + - - - + - -

CAMP

R. equi - + - - - - -

Mannitol - - - - - + +

Ramnoz + - d d - - d

Ksiloz - + - + + - -

Glukoz + + + + + + +

Fermentasyon

o

: Degisken

1.3. Taksonomi

Bergey’'s Manual of Systematic Bacteriology’nin 1986 baskisinda
Listeria cinsinde, L. monocytogenes, L. innocua, L. welshimeri, L. seeligeri, L.
ivanovii olmak Uzere kesinlesmis 5 tur, L. grayi, L. murrayi, L. denitrificans
olmak Uzere tartismali 3 tlr varken, Bergey’s Manual of Determinative
Bacteriology’nin 1994 baskisinda, L. grayi ve L. murrayide kesinlesmis
turlere ilave edilmistir. Su an Listeria cinsinde 7 tur bulunmaktadir (4, 33, 41,
55, 95, 98). Bunlardan L. monocytogenes insanlar ve hayvanlar igin
patojendir. L. ivanovii 6zellikle koyunlar, nadir olarakta sidirlar icin patojen
olmasinin yani sira, insanlarda da hastaliga sebep oldugu rapor edilmistir. L.
seeligeri, L. innocua ve L. welshimeri genellikle apatojen olarak
disunulmesine ragmen, birka¢ insan infeksiyonundan identifiye edilmistir (4,
33, 46, 90).
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L. monocytogenes, 1961 yilinda L. denitrificans tanimlanincaya kadar
cins igerisinde tek turdl. Daha sonra 1966 yilinda L. grayi, 1971 yilinda L.
murrayi, 1975 yilinda L. bulgarica, ki bu tur daha sonra Seeliger tarafindan
1984 yilinda Bulgar bir bilim insani olan Ivanov’a atfen L. ivanovii olarak
isimlendirilmistir, 1981 yilinda L. innocua, 1983 yilinda da L. welshimeri ve L.
seeligeri, Listeria cinsine ilave edilmistir. Cinsin temel siniflandirma kriteri,
turlerin fiziksel ve biyokimyasal 6zellikleri temelinde yapilmistir. Tarlerin DNA
sekanslari farkl olmasina ragmen, biyokimyasal 6zellikleri benzerdir (33, 41,
98). Ozellikle L. monocytogenes, L. innocua, L. welshimeri, L. seeligeri ve L.
ivanovii birbirine ¢ok benzerken diger 3 turtn, numerik siniflandirma ve DNA-
DNA hibridizasyon calismalari sonucunda farkliliklar gésterdigi goértlmustur.
Bu tdrlerin hucre duvarlarinin aminoasit dizilimleri ve murain degisimleri
incelendiginde, L. denitrificans’in murein miktarinin énemli derecede farkl
oldugu gorulmustir. Bu nedenle L. denitrificans’in Listeria cinsinin diginda
kalmasina karar verilmistir. Ayrica serolojik ve taksonomik diger caligsmalar
sonucunda L. murrayi ve L. grayinin, Listeria cinsi iginde kalmasina karar
verilmistir (4, 33, 41).

Listeria ttrleri uygun monoklonal ve poliklonal antikorlarla immunolojik
identifikasyon ve serotiplendirmede kullanilabilen, somatik ve flagella antijeni
gibi cesitli ylzey antijenlerine sahiptirler. Listeria somatik O antijeninin 15
subtipi, flageller H antijeninin de 5 subtipi vardir. O ve H antijenlerinin
kombinasyonu sonucu Listeria cinsinin en az 16 serotipi tanimlanmistir. Bunlar
1/2a, 1/2b, 1/2c, 3a, 3b, 3c, 4a, 4b, 4ab, 4c, 4d, 4e, 5, 6a, 6b ve 7°dir. (33, 38,
71, 73, 98). Diger bakteri cinsleri ile kros reaksiyon vermedigi igin, Listeria
turlerinin identifikasyonunda H antijeni kullaniimaktadir. L. grayi disindaki
turlerin hepsinin tespitinde H antijenik faktor A, B ve C kullanilabilir. Listeria
grayi ise H antijenik faktor E ile identifiye olabilir (71, 73). Hastalia neden olan
serotiplerin yayginhdinin arastirildigi bir ¢alismada, 1363 vakanin %64’Une
4b’nin, %15’ine 1/2a’'nin, %10’'una 1/2b’nin ve %4’Gne 1/2c’nin sebep oldugu
tespit edilmistir. Ozellikle 4b Serotipinin gebelikle iligkili hastaliklarda gok
yaygin oldugu ve gebe olmayan bireylerde ise daha siklikla 1/2b serotipinin

siddetli hastaliklara sebep oldugu bildirilmigtir (29).
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Ayrica 1945 yilindan beri uygulanan, faj tiplendirme yonteminde

kullanilan 220°den fazla Listeria faji bulunmaktadir (38).

L. monocytogenes’in safraya kargi direncini belirleyen toplam 12 gen
vardir. Bu genler L. monocytogenes’in gastrointestinal sistemde varliginin
devamini saglar. ince bagirsaklardaki safra tuzlarina ve yiiksek ozmolariteye
ragmen, L. monocytogenes kolonizasyonunu ve invazyonunu gergeklestirirler
(44).

Listeria serotiplerinin antijenik yapilari Tablo 3'de gosterilmistir.

Tablo 3: Listeria Serotiplerinin Antijenik Yapilan (3, 12, 45, 71, 73, 96)

Tir Serotip O-Antijeni H-Antijeni
1/2a I A, B
5 1/2b I A, B, C
= 1/2¢ I B, D
g 3a I, IV A, B
5 3b I, IV A, B, C
o 3c I, IV B, D
= 4a (V), VII, IX A, B, C
s, 4b V, VI A, B, C
g 4ab V, VI, VII, IX A B,C
= Ac vV, VI A, B, C
_ 4d (V), VI, VIII A B, C
g 4e vV, VI, (VIII), (IX) A, B, C
B 5 (V), VI, (VIII), X A, B, C
=) 6a vV, (VI), (VII), (IX), XV A, B, C
- 6b V), (V1), (VII), IX, X, XI A, B, C
7 XI1, Xl A, B, C
L. grayi ve XII, XIV E

L. murrayi

Not: () icindeki antijenler her izolatta bulunmayabilir.

1.4. Epidemiyoloji

Listeria monocytogenes, 1960 yilina kadar deney hayvanlari, yabani
hayvanlar, kanath hayvanlar, evcil hayvanlar olmak tzere 50’den fazla hayvan
tirinden ve insanlardan izole edilmistir (46, 49, 50, 84, 96, 97). Cevresel
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kontaminant olan Listeria’lar denizlerden ve tatli sulardan izole edildigi gibi

islenmis su drtnlerinden de izole edilmislerdir (68).

infeksiyonun bulagmasina sebep olan gidalarin baginda sit ve sit
artnleri (85), ¢ig et, tavuk eti, et Grlnleri, ¢i§g sebze ve deniz urlnleri (81)
gelmektedir. Listeria cinsinde yer alan turlerin en patojeni ve énemli olani L.
monocytogenes’dir (46). Dinyanin bircok Ulkesinde ve yurdumuzda yapilan
arastirmalarda gidalarda yuksek oranda L. monocytogenes bulundugu

saptanmigtir (46, 53).

Listeria’lar toprak, su, lagim, silaj, bitkisel ve hayvansal gida
aranlerinde bulunurlar. Hasta, iyilesen ve saglikli insan ve hayvanlarin digki
sut ve uterus salgilarindan L. monocytogenes izole edilmigtir (12, 41, 46, 62,
83, 111, 112, 114, 115). L. monocytogenes’in konakgiya girisi genellikle
gastrointestinal sistem yoluyla oldugu icin, sporadik vakalardaki gibi epidemik
infeksiyonlarda da birincil kaynak olarak kontamine besinler diistiniimektedir.
Listeriozisin gelismesi, alinan bakteri miktarina, susun virtilensine ve bireyin
duyarlihgina bagli olmasina ragmen, L. monocytogenes’in vicuda
alinmasindaki ana yol kontamine gida urunlerinin yenmesidir. Hastaligin
inkiibasyonu birka¢c gun ile birka¢ hafta arasinda degisebilir. Listeriozis
salginlari, kontamine gidalarin yenmesinden yaklasik 24 saat sonra gelisen,

¢ogunlukla gastrointestinal semptomlarla iligkili klinik bir seyir izler (83, 84).
Sutun Listerialar ile kontaminasyonu 3 yolla gerceklesir (38, 84).

a) Listeria’lar fakultatif intraseltler mikroorganizmalar oldugu igin
|6kositler iginde ¢ogalabilirler ve 16kositlerin iginde sutle salgilanabilirler.

b) Meme  Uzerindeki lezyonlardan, sagimcilarin  elleriyle
kontaminasyon gercgeklesebilir.

c) Kontaminasyonun diger bir yolu da, sagim sonrasinda ¢evreden

ve diskidan olabilir.

Listerialar intraselller bakteriler oldugu icin, sutte bulunan
immunglobulin, lizozim, peroksidaz ve laktoferrin gibi antibakterisit maddelere

karg! korunurlar. Ayrica I6kositler igerisinde bulunan Listeria’lar, uygun olarak
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yapillmayan pastorizasyondan sonra canli kalabilir ve buzdolabinda
ureyebilirler (38). Bunun dogal sonucu olarakta Listeria igeren sutler ve diger
gidalar, insanlarda gida kaynaklh infeksiyon igin risk teskil etmektedir. Hazir
gida tuketiminin yayginlastigi gelismis veya gelismekte olan Ulkelerdeki
infeksiyon oranlari her gegen gun biraz daha artmaktadir. Bu durum ig gucu
kaybi ve saglik giderlerinin artmasina neden oldugu igin, Listeria’lar ile ilgili
calismalarin énemi bir kat daha artmaktadir. insanlarda listerial
infeksiyonlarin abortlara sebep olabilecegi ve dikkatle degerlendiriimesi
gerektigi unutulmamalhdir (29, 44, 111, 112, 113, 114, 115).

Listeria enfeksiyonlarinda, yeni dogan bebekler, kiglk ¢ocuklar,
hamile kadinlar, yaslilar, kortikosteroid tedavisi gorenler, AIDS hastalari,
seker hastalari, kanser hastalari, bobrek hastalari ve ilag bagimllari gibi
immunsupresif hastalar risk grubunu olustururlar (2, 37, 72, 111, 112, 114,
115, 116). Hamile bayanlarda, enfeksiyon asemptomatik seyir izleyebilir,
hamilelik abortla sonuglanabilir, listeriozisli bir bebek dogabilir ya da bebek
dlumi gergeklesebilir (44). intrauterin ya da servikal infeksiyonu olan hamile
bayanlarda, spontane abort ya da 6li dogum gercgeklesebilir (111, 112, 114,
115). Gida kaynakl listeriozis vakalari nadir olsada, etkilenen bireylerde
hastaligin siddeti ve 6lum orani yuksektir (46, 111, 112, 115).

Listeriozis bulasici olmayan sporadik vakalar seklinde meydana gelir.
Fakat Ozellikle silaj gibi kontamine kaynaklara maruz kalan koyunlarda
salginlar olusabilmektedir. Hastalik 6zellikle kis ve ilkbahar aylarinda ¢ok sik
gorulur. Kig aylarinda sik gorulme nedeni, silajla beslenmenin yani sira diger
patojenlerin Uremesinin baskilandigi duaslk isilarda Listeria tarlerinin
Ureyebilmeleridir (84). ingiltere’de sut sigirciligr yapilan 1500 ciftlikte, klinik
listeriozisin prevalansi ve insidensine yonelik, 1994 yili Temmuz ayi ile 1995
yili Haziran ayini kapsayan bir yillik arastirma yapilmistir. Listeriozisin en
fazla, %44.2 gorilme sikhgr ile kis mevsiminde meydana geldigi tespit
edilmistir. Diger mevsimlerde gértulme oranlari ise, ilkbaharda %38.4, yazin
%11.1 ve sonbaharda %6.3 oraninda kalmistir (34). Hindistan’da sut

ineklerinden toplanan 2060 sut ornedi ile vyapilan g¢alismada, L.
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monocytogenes’in en yuksek izolasyon orani %7.96 ile sonbahar aylarinda
gorulmustur. Diger mevsimlerdeki izolasyon oranlari, yazin %5.28, kisin
%4.17 ve ilkbaharda %3.66 olarak tespit edilmigtir (63).

1.5. Patogenesis
1.5.1. Listeria monocytogenes’in Viriilens Faktorleri

Listeria monocytogenes’in virllens faktorleri, etkenin hlcre igine
girisini, hicre igcinde yagsamini surdirmesini, cogalmasini ve konakgi hicreleri
arasinda yayillmasini saglar. Listeria monocytogenes’in ylzey ve enzim
proteinlerini kodlayan genler vardir. invazyonda gdrevli yiizey proteinini
kodlayan, bir virllens geninin, L. innocua’da bulunmayisi nedeniyle, bu tirtn

patojenitesi farkhlik gosterir (33, 110).

Bakterinin invazyonunda ve hicre igi siklusunda rol alan genler;
positive  regulatory factor A  (prfA), phosphatidylinositol-specific
phospholipase C (plcA), phosphatidylcholine-specific phospholipase C (plcB),
LLO, zinc-dependent metallooprotease (mpl), actin-polymerizing protein
(actA)’dir (33, 110).

1.5.1.1. internalinler

inlAB operonu tarafindan kodlanan, internalin A 800 aminoasitten ve
internalin B 630 aminoasitten olugsmaktadir. internalin A epiteliyal hiicreler
gibi fagositoz yapmayan hicrelere bakterinin penetrasyonu icin gerekli, ilk
tanimlanan vylzey proteinidir. Bir diger benzer protein ise, karacigerde
hepatosit hiicrelerine invazyonu saglayan internalin B proteinidir. internalin A,
konakgi epitelyal hlcrelerin ylUzeyinde bulunan E-cadherin proteinine
baglaninca L. monocytogenes’in fagositosunu uyarir (29, 83, 107, 113).
Ayrica intestinal hdcrelere yapismada gorev alan p104 ylzey proteini de
bulunmaktadir (29, 113).
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1.5.1.2. Listeriolysin O (LLO)

Listeriolysin O, hly geni tarafindan kodlanan, patojen Listeria tirlerinin
hdcre i¢ci yasamsal fonksiyonunda rol alan, vertebrali konakgilarda gesitli rolleri
olan bir toksindir. Listeria’lar fagosite edildigi zaman makrofajlarda vakuoller
icerisine alinarak hemen d&ldurdlarler. Listeriolysin O, Listeria’lari  bu
vakuollerde porlar acarak fagositozdan kurtarir. Makrofajlardan kurtulan
Listeria’lar sitoplazmada yasamsal sikluslarina devam ederler. Listeriolysin O

vakuol icerisindeki asiditeyi artirarak gorev yapmaktadir (29, 107, 113).
1.5.1.3. ActA Proteini

ActA yuzey proteini, prfA geninin kontrolunde actA genince
kodlanmaktadir. Konak hicrede aktin flamentlerinin olusmasini baslatir. Bu
aktin flamentlerde bakterinin hiicreden htlicreye gecisinde énemlidir. Bakterinin
konak hidcre membranina dogru itiimesiyle, membranda listeriopodlar olugur
ve bu cikintilar komsu hlcrenin makrofaj ve hepatositleri tarafindan fagosite
edilir, bodylece bakteri antikorlar ya da diger savunma faktorleri ile
kargilagsmaksizin diger hicreleri infekte ettigi ve yayildigi distintlmektedir (29,
107).

Konak htcre profilini, Listeria’larin aktinler aracihdi ile hareketini
saglar. Profilin aktin monomerlerini baglar ve konfirmasyonunu saglar.
Vasodilator-stimulated phosphoprotein (VASP) ve Mena proteinleri, aktin
flamentlerinin baglandi§i spesifik bolgelerdeki profilin  konsantrasyonunu
saglarlar. VASP ve Mena proteinleri aktinin baglanmasinda elzem olmasa da

islemlerin verimliligi icin dGnemlidirler (107).
1.5.1.4. Fosfolipazlar

Listeria’lar tarafindan sentezlenen iki farkli fosfolipaz C bulunmaktadir.
Bunlardan biri, plcA geni tarafindan kodlanan, phosphatidylinositol-specific
phospholipase C (PI-PLC), ve bir digeri plcB geni tarafindan kodlanan,
phosphatidylcholine-specific phospholipase C (PC-PLC)’dir (29, 110, 113 ). Bu
iki fosfolipazda bakterinin invazyonu ve yayillmasinda rol alir. Deneysel
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calisma ile fosfolipazlari kodlayan genlerinde mutasyon olan bakterinin
virtlensinin, mutasyonsuz bakteriye gore daha dusuk oldugu ve PC-PLC’nin,
bakterinin hicreden hicreye yayillmasinda etkiliyken, PI-PLC’nin ise primer
vakuolden kagista yardimci oldugu ispatlanmistir (29, 107). Fosfolipazlar,
fosfor bagli gliserolu, diasilgliserolt, lizozomlari ve fosfolipidleri pargalarlar. PI-
PLC sentezlendiginde aktiftir oysa PC-PLC inaktif olarak sentezlenir (113).

1.5.1.5. Metalloproteaz

Metalloproteaz, mpl geni tarafindan kodlanir ve inaktif olarak
sentezlenen PC-PLC’nin aktiflesmesinde gorev alir. Cinkoya ihtiyag duyan bir
protein olan metalloproteaz, Listeria’lar tarafindan sentezlenen fosfolipazlarin

ve konakgl hiicreye ait sistein proteazinin aktivasyonunu saglar (29, 83).
1.5.1.6. Clp Proteaz ve ATPaz

Uygun olmayan pH, sicaklik, ozmotik basin¢ gibi ¢evre kosullarina
adaptasyonu saglayan proteinlerin duzenlenmesinde gorevli koruyucu
proteinlerdir. Caseinolytic protein (clp)’ler, proteinleri koruduklari gibi proteolitik
enzim gorevleri de vardir. Bu Ozellikleri ile Listeria’larin vakuol icinden

cikmasina yardimci olurlar (29, 113).
1.5.1.7. Protein p60

Protein p60, hicre yuzeyinde bulunan murein hidrolaz enzimidir ve L.

monocytogenes’in gogalmasinda katalizor olarak rol alir (29, 113).

1.5.2. Viriilensi Etkileyen Cevresel Etkenler

1.5.2.1. Sicaklik

L. monocytogenes’in LLO dretimi, 25°C’nin altindaki sicakliklarda
dismekte veya tamamen durmaktadir. Sicakhdin 37°C’ye c¢ikariimasi
durumunda ise 2 saat icerisinde LLO Uretimi normale doénmektedir.

Dolayisiyla buzdolabinda saklanan kontamine gidalarin yenmesi ile uygun
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sicakhgin saglanmis olmasi nedeniyle infeksiyonun olusabilecegi bildirilmigtir
(29, 113).
1.5.2.2. pH degeri

Asit adaptasyonu saglanmis Listeria’larin diger Listeria’lara goére
daha fazla invazif ve makrofaj benzeri hucrelerin igcinde daha fazla Ureme
yetenegdinde olduklari rapor edilmigtir (29, 113).

1.5.2.3. Demir iyonlarinin varhgi

Besiyerlerinde demirin varligi, internalin genlerinin etkisini artirarak
Listeria monocytogenes’in Caco-2 hucrelerine invazyonunu artirdigi gibi actA

proteininin de etkisini artirarak, hicre ici hareketliligi de artirir (22, 29, 113).

1.5.3. Dokulara invazyonu

Klinik olarak infeksiyonun olusabilmesi i¢in gereken minimum doz,
konakginin  bagisiklik durumu, bakterinin virllensi, tuketilen gidadaki
patojenin konsantrasyonu, tuketilen gidanin miktari ve tlru gibi bazi
degiskenler tarafindan etkilenmektedir. Linnan ve arkadaslarinin
calismalarina goére, L. monocytogenes’in siddetli hastallk meydana
getirebilmesi icin besinlerin graminda, 10%-10* bakteri kontaminasyonu
gerekmektedir (83). Barber tarafindan yapilan bir ¢calismada Listeria’larin
virulent suslarinin, 18-24 saatlik broth kultlrlerinden, %0.85 lik tuzlu su ile
hazirlanan dozlar, farelere intraperitonal ve subkutan enjekte edilmesini
takiben 12-90 saat icinde Oolmuslerdir. Dalak ve kalpteki kanda
mikroorganizmalar goruldugu ve subkuteneus enjeksiyondan sonra c¢ok
kiguk caph lokal 6demler bazen de konjuktivitis sekillendigi bildirilmigir. Post
mortem bulgularda, 12 saatten fazla yasayan farelerde belirgin fokal
karaciger nekrozu sekillenmistir. Karacigere yayillmis, toplu igne ucu
bayukligunde, grimsi sari odaklar goérilmuastir. Cogunlukla mononukleer
hicrelerden olugsan benzer odaklar, dalak, kalp ve bobreklerde de
g6zlenmigtir (14).
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1.5.3.1. Bagirsaklara invazyon

L. monocytogenes’in infeksiyon olusturmasi, normal badirsak florasi,
notrofiller ve makrofajlar tarafindan dnlenmektedir. Ancak antibiyotik tedavisi
sirasinda bagirsak florasinin yok edilmesi, ya da T hlicresi aktivitesini azaltan
ilaglarin  kullanimi sonucu immun sistemin baskilanmasi nedeniyle
normalinden ¢ok daha az sayida L. monocytogenes’in infeksiyon
olusturabilecegi bildirilmistir. Yapisma proteinleri ile bagirsak epitel hicresine
tutunan L. monocytogenes igin en uygun yerler peyer plaklardir. L.
monocytogenes’ler peyer plaklarinda hizla gogalir, lenfatik sistem aracihgi ile
dentrik hlcreler ve makrofajlar icinde mezenterik lenf yumrusuna gelirler. Kan
yoluyla da karacigere, dalaga, plasentaya ve merkezi sinir sistemine yayilir
(29, 113).

1.5.3.2. Sinir Sistemine invazyon

Normal bakterilerin, birbirine sikica bagl epitel hicrelerinden olusan
ve hemostaz ile destekli beyin ve spinal kord bariyerine penetrasyonu ¢ok
zordur. Ancak L. monocytogenes’ler kan yolu ile beyine gelen, infekte
makrofajlar araciligiyla beyin mikrovaskuler endotel hucrelerini istila
edebildikleri gibi, bu endotel hicrelerinde ¢ogdalabilir ve komsu hicrelere de
yayilabilir. L. monocytogenes’lerin sinir aksonlari boyunca ilerleyerek veya
periferden duyusal sinir hiicreleri boyunca ilerleyerek, merkezi sinir sistemine
gelebilecegi de bildirilmistir (29, 113).

1.5.3.3. Uterus ve Fotusa invazyon

Makrofajlar icerisinde plasentaya gelen L. monocytogenes endotel
hicrelerini infekte ettigi gibi, amniyon sivisini agsarak fotusu da infekte eder.
Listerial infeksiyonun sonunda prematire dodumlar ya da fotus olumleri
gerceklesebilir. Dodum kanalinda bulasan infeksiyonlarda sepsis ve
meningitis sekillenebilir (29, 113). Gebe farelerde yapilan galismalar ise,
infeksiyonun gebeligin 14. ginune kadar olusmasinin daha olasi oldugu ve
siddetinin daha etkili oldugu, dyleki bu donemlerdeki infeksiyonlarin, abortlara

ve ensefalitisten oliumlere neden olabilecegini gostermistir (29, 113). Gebe
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koyunlarda bakteriyemiden 24 saat sonra plesentaya ve fetusa invazyon
gergeklesir. invazyondan 5-10 giin sonra abort sekillenir ve sonug olarak
metritis sekillenebilir (84). insanlarda ise gebeligin son 3 ayindaki
infeksiyonlarin duslkle sonuglanmasinin, ilk 6 ayindaki infeksiyonlara goére
daha yuksek oldugu tespit edilmistir, ama bunun ilk 6 aylhk dénemdeki
duguklerin  mikrobiyolojik analizlerinin  yapilmamasina bagh oldugu
dusundimektedir (29, 113).

1.6. Semptomlar

Listeriozis, meningoensefalitis, abort ve septisemi gibi ¢ temel formu
bulunan zoonoz bir hastaliktir (8, 13, 60, 84, 114, 115). Hastalija yakalanan
hayvanlarda bu formlardan genellikle sadece birisi gorulir. Bunlardan baska
L. monocytogenes’le iligkili mastitis, myelitis, iritis ve/veya keratokonjuktivtis

olmak Uzere u¢ 6nemli formu daha vardir (33).
1.6.1. Meningoensefalitis

Erigkin ruminantlarin merkezi sinir sisteminin en ¢ok gorulen bakteriyel
infeksiyonu olan listeriozisin, en yaygin olarak gorulen formu
meningoensefalitistir. inkubasyon periyodu 2-6 hafta kadardir (13, 84). Klinik
gorunum erigkin ruminantlarda ayni olmasina ragmen, sigirlarda hastaligin
suresi 1-2 haftadan daha uzun surebilir (33). Hayvanlarda paralizler
sekillenebilecegi gibi hastaligin erken donemlerinde durgunluk, hareket
bozuklugu, ateglenme, cevresine karsi ilgisizlik ve suruden ayriimalar
g6zlenebilir. Donme hastaligi olarak isimlendirilen bu form goérilen hasta
hayvanlarda, yurtiyls esnasinda dairesel hareketler ve sendeleme goralur
(13, 33, 46). Meningoensefalit formunda oOlumler solunum Kkolapsindan
sekillenir. Morbidite orani duguk olmasina ragmen mortalite orani genellikle
yuksektir (33).

Hastaliktan etkilenmis hayvanlarin beyinlerinde, genellikle goze

carpmayan lezyonlar vardir. Meninkslerde grimsi-beyaz odaklar bazen fark
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edilebilir. Mikroskobik lezyonlar daima pons, medulla ve spinal kortun 6n
tarafinda sinirhdir. Beyin substansinda ve bazen de meninkslerde, listerial
ensefalitis icin tipik olan fokal nekroz ile perivaskiler bir kusak goéze
garpabilir. Bu alan igerisinde mononuklear hucreler, 6dem, hemoraji ve noron
dejenerasyonu vardir. Perivaskuler kusakta olmasa da lezyonun iginde

Listeria etkenleri gorulebilir (33).
1.6.2. Abort

inkiibasyon periyodu 5-12 giindiir (13, 84, 101). Etken cogunlukla L.
monocytogenes olmakla birlikte, L. ivanovi’nin de abortlara sebep oldugu
bildirilmistir (13, 101). Listerial abortlar sigirlarda genellikle sporadiktir.
Listerial abort salginlari genellikle koyun ve kecilerde gorultr. Abort gebeligin
her doneminde gorulebilse de gogunlukla gebeligin son U¢ aylik evresinde
daha yaygin goruldr. Klinik belirtiler aniden ortaya c¢ikar. Listerial abortlarin
insidensi %15’lere kadar ¢ikabilir. Canli dogan yavrularin hayatta kalma

ihtimalleri cok zayiftir (33).

Abort gebeligin son U¢ ayinin erken doneminde meydana gelmis ise,
plasenta bakterilerce isgal edilir ve fotus septisemiden 6lir. Ol fétusun
digari atilamamasi durumunda, bakterilerin olusturdugu lezyonlari otolitik
degisiklikler drter. Cogunlukla fétal membranlarin atilamamasi ile sonuglanan
bir metritis olusur (33, 38, 84). Abort son déneme yakin meydana gelmis ise,

canl dogum gergeklesse de yasamasi ¢ok zordur.

Atik foétusta lezyonlar ¢ok belirgin olmasa da, karacigerde kuiguk
noktamsi sari odaklar gorulur. Benzer odaklar kalp, bobrek, dalak ve beyinde

de mikroskobik olarak gorulebilir (33).
1.6.3. Septisemi

Ozellikle kuzularda ve gen¢ hayvanlarda goriliir. Ates, istahsizlik ve
bitkinlik goérulir. Bazi hayvanlarda diyarede sekillenebilir. Septisemi
durumlarinda mikroorganizma buttn vicuda yayilmis durumdadir (7, 8, 84).

Yeni dogan kuzular intrauterin olarak infeksiyona yakalanirlar, lezyonlar
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karacigerde igne ucu seklinde grimsi beyaz nodullerden olugsan fokal hepatik
nekrozlardan olugur. Bu lezyonlar dalakta da gorulebilir. Septisemi
durumunda hayvanlar yere yatarlar ve bunu takiben 1-7 gun igerisinde olurler
(13).

Hayvanlarda infeksiyon, ayni veya farkli cins infekte bir hayvanla direkt
temasla olusabilecegi gibi enfekte hayvanlarin digki, idrar, atik fotus, uterus
akintisi ve benzeri materyallerle temasla da olusabilir. Cogu listeriozis
vakalari kontamine yemlerin alinmasiyla, 6zellikle kalitesiz silajla beslenme
nedeniyle meydana gelir. Ozellkle kuzularda septisemik listeriozis kongenital
olarak yada kontamine sut ile beslenme veya kontamine kirli memeden

beslenme ile olugur (84).

Keratokonjuktivitis ve/veya iritis genellikle tek tarafli sekillenir, kisin
silajla beslenen hayvanlarda olusur ve etkenle bulasik silajla direk temasla
iliskili oldugu disunulmektedir (13, 33).

insanlara bulasmada mastitis vakalari dnemlidir. Subklinik ve Klinik
mastitislerin tedavisi ¢ok uzun bir slreci kapsar. Bu sure zarfinca hasta

hayvanlar etkeni gevreye yaymaya devam ederler (13).

1.7. Teshis

Listeriozisin teshisinde kulttrel yontemlerle izolasyon ve identifikasyon
yapilabilecegi gibi, serum aglutinasyon testi, komplement fikzasyon testi ve
daha duyarli oldugu bildirilen ELISA gibi serolojik testlerden de
yararlaniimaktadir (33, 36, 54, 55, 60, 67). Flow Cytometric Metodu (28),
Rapid Screening Test (40) ve son zamanlarda PCR teknidi de teshis amaci
ile kullaniimaktadir (18, 19, 59).
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1.7.1. izolasyon Yéntemleri

Listeria’larin izolasyonunda kullanilan 4 farkli yontem vardir. Bunlar,
soguk zenginlestirme yontemi, FDA (Food and Drug Administration) yontemi,
USDA (United States Department of Agriculture) yontemi, ve ISO

(Uluslararasi Standartlar Organizasyonu) yontemidir.
1.7.1.1. Soguk Zenginlestirme Yontemi ile Arastiriimasi

Bu yontemde 25 gr/ml gida 6rnegi 225 ml zenginlestirme brothuna
ilave edilir. Homojenize edilen suspansiyon buzdolabinda +4°C’de muhafaza
edilir ve besiyerlerine her gun ekimler yapilarak izolasyon saglanmaya
calisilir (51, 60).

1.7.1.2. Food and Drug Administration (FDA) Yontemi ile Gidalardan

Listeria spp.’nin Arastiriimasi

Bu yontemde 25 gr/ml gida 6rnedi, igerisinde supplement olmayan,
225 ml Listeria Enrichment Broth igerisinde iyice homojenize edilerek
30°C’de 4 saat inklibe edilir. Daha sonra supplement katilarak, toplamda 48
saat olacak sekilde inkiibasyon devam eder. Inkibasyonun 24 ve 48.
saatlerinde tercih edilen besiyerlerine ekimler yapilarak, 30°C’'de 24-48 saat

inkibasyona birakilir (71).

1.7.1.3. United States Department of Agriculture (USDA) Yontemi ile

Gidalardan Listeria spp.’nin Arastiriimasi

Alinan 25 gr/ml gida 6rnegi, 6ncelikle 225 ml UVM | Broth’'una ilave
edilerek 30°C’de 24 saat inkibe edilir. Daha sonra 6n zenginlestirme
brothundan 0.1 ml alinarak, tam konsantre supplement igceren 10 ml Fraser
Broth besiyerine ilave edilerek 30°C’de 24 saat daha inkibe edilir. Tercih
edilen besiyerlerine ekimler yapilarak, 30°C’'de 24-48 saat inkibasyona
birakilir (60, 71, 111, 112).
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1.7.1.4. Uluslararasi Standartlar Organizasyonu (ISO) Tarafindan

Onerilen Yéntem ile Arastiriimasi

Alinan 25 gr/ml gida ornegi, Oncelikle yari konsantre supplement
iceren 225 ml 6n zenginlestirme Fraser Broth’'una ilave edilerek 30°C’'de 24
saat inkube edilir. Daha sonra on zenginlestirme brothundan 0.1 ml alinarak,
tam konsantre supplement iceren 10 ml Fraser Broth besiyerine ilave
edilerek 30°C'de 24 saat daha inkube edilir. Tercih edilen besiyerlerine

ekimler yapilarak, 30°C’de 24-48 saat inkUbasyona birakilr (71).

Diger mikroorganizmalar ile yogun kontamine materyallerde ve
gidalarda Listeriozis etkenlerinin izolasyonu amaciyla zenginlestirme yontemi
tercih edilmektedir (12, 51, 57, 58, 91). Gida maddelerinden ve cevresel
orneklerden L. monocytogenes’in  izolasyonu igin, hasarli L.
monocytogenes’leri onarici bir 6n zenginlestirme ve selektif brothlarla
desteklenmis zenginlestirmeler gerekmektedir. Bunun iginde son zamanlarda
kullanilan brothlar ve besiyerleri, selektiviteleri ve zenginlestirme oOzellikleri
bakimindan gelistiriimektedirler. izolasyonda kullanilan besiyerleri ve
zenginlestirme brothlari iyi analiz edilerek en uygunlari tercih edilmelidir (25).
Yeni zenginlestirme yontemleri gelistirilinceye kadar soguk zenginlestirme
(12, 51), yogun kontamine gidalardan L. monocytogenes’in izolasyonu igin
standart yontem olarak kabul ediliyordu. Pini ve Gilbert yumusak peynirlerde
soguk zenginlestrme ve modifiye FDA yontemini karsilastirdig
calismasinda, iki yonteminde ayni oranda izolasyon sagladigini, fakat ¢ig
tavuk oOrnekleri ile yaptiklari calismada FDA yodnteminin ¢ok daha fazla

izolasyon sagladigini gozlemlemiglerdir (85).

L. monocytogenes’in sut, silaj, enfekte doku 6rneklerinden, kontamine
diger bakterilerin agiri Uremesi nedeniyle bilinen geleneksel yodntemlerle
izolasyonu oldukga zor ve zaman alicidir (50). Oysa Flow Cytometric
Metodla, sut orneklerinden hizli ve guvenilir bir sekilde tespiti yapiimigtir.
Ayrica diger gida Orneklerinden ve klinik laboratuvarlarinda hasta
kanlarindan, spinal sivi ve bagka orneklerden L. monocytogenes'’in tespitini

hizli ve guvenli bir sekilde saglayacag: bildiriimektedir (28).
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Gida ve cevresel orneklerden disuk sayidaki L. monocytogenes’in
izolasyonu igin brothta zenginlestirme tercih edilmektedir. Birkag yil 6ncesine
kadar Gray ve arkadaslari tarafindan gelistirilen sojuk zenginlestirme (51)
yontemi uygulanan tek yontemdi. Bu yontemde selektif supplement ilave
edilmeksizin nutrient brotha numunelerden inokulumlar yapilir ve 4°C’de
uzunca bir sure tutulurdu. Bu yontem infekte hayvan ve insan dokularindan
izolasyon igin kullanildi. Fakat sut ve silaj orneklerinden izolasyon igin bu
yontemin uygun olmadigini gosteren c¢aligmalar yapiimigtir. Bu yontemin en
onemli dezavantaji, brothdan izolasyon igin aylarca ve hatta bir yila varabilen
inkubasyon suresine ihtiyag duyulmasidir (25). Zenginlestirme brothlarina
acriflavin, nalidixic asit, NaCl ve diger bazi kimyasal maddeler ilave edilerek
yapilan izolasyonlarla, sire sadece gunlerle ifade edilebilecek kadar
dusdrdlmastar.  Cok  sayida  arastirici, farkh  kimyasal madde
kombinasyonlarini kullanarak elde ettikleri modifiye enrichment brothlar
vasitasiyla L. monocytogenes’in izolasyonunda avantajlar saglamayi
basarmiglardir (25). Bununla beraber selektif besiyerlerinde inhibitér kimyasal
maddelerin gereksiz yere kullaniimalari, olduk¢ca hassas bazi Listeria
spp.’lerin Uremesini yavaglatabilir veya engelleyebilir (25). Besiyerlerinin
37°C’de inkubasyonu antibiyotiklere karsi hassasiyeti artirabilecegi igin,
30°C’de inkubasyon tercih edilmelidir (27).

Listeria cinsinin direkt izolasyonunda basarili sonucglar elde
edilememisg, buda arastirmacilari yeni yontemler gelistirmeye tegvik etmistir.
Listeria cinsi bakterilerinin 4°C’de Ureme Ozelliginden yararlanilan soguk
zenginlegstirme yontemi basar ile uygulanmasinin yani sira, 2-3 ay gibi ¢cok
uzun bir inkiibasyon sureci nedeniyle daha kisa bir zaman periyodu isteyen
FDA yontemi gelistiriimis ve arastiricilar tarafindan tercih edilmeye
baslanmigtir. Soguk zenginlestirme yonteminde, 4°C’de zenginlestirme
brothundaki inkiibasyon, diger mikroorganizmalarin Gremelerini baskilayarak,
Listeria cinsi bakterilerin GUremeleri igin uygun ortam saglar (30, 51, 57). FDA
yonteminde ise Listeria Enrichment Broth’a ilave edilen acriflavine HCI,
nalidixic acid ve cycloheximide gibi kimyasal maddeler Listeria cinsi bakteriler

disindaki bakterilerin Uremesini baskilar, bdylece soguk zenginlestirme ile
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yakin oranlarda ve 5-6 gun gibi ¢cok daha kisa surede izolasyon saglanmig
olur (43, 91).

Hayes ve arkadaglar Listeria cinsi bakteriler ile kontamine gida
maddelerinde, yaptiklari iki farkli zenginlestirme yonteminden USDA
metodunun, soguk zenginlestirme metodundan daha duyarli bir izolasyon
sagladigini tespit etmiglerdir. Yapilan galismada, USDA yonteminde 19 et
orneginin  18(%95)inde, 10 kanath oOrneginin 9(%90)'unda, 17 sebze
orneginin 17(%100)’sinde, 4 sut Grund ornedinin 4(%100)'Gnde izolasyon
basari ile yapilirken, soguk zenginlestirme metodunda 19 et Orneginin
11(%58)'inde, 10 kanatli 6rneginin 5(%50)inde, 17 sebze &rneginin
9(%53)da, 4 sut Urint oOrneginin 4(%100)'Unde izolasyon basarisi
saglanmistir. Ayrica sdt Urdnlerinin sayisinin ¢ok az olmasi nedeniyle
istatistiki analiz agisindan degerlendiriimesinin anlamsiz olacagi belirtilmistir
(57). Hayes ve arkadaslari yaptiklari baska bir calismada FDA, USDA ve the
Netherlans Government Food Inspection Service (NGFIS) zenginlestirme
metodlarini karsilastirmiglardir. Toplam 889 numunenin analiz edildigi
calismada, numunelerin 121’'inden en az bir ydontemle L. moncytogenes izole
etmislerdir. Bu 121 numunenin 56’sindan her U¢ ydntemle de (%46.3),
izolasyon saglanmistir. Ug ydntemin sensitivitesi karsilagtirildiginda,
USDA'nin %74, NGFIS'In %74 ve FDA'nin %65 sensitiviteye sahip oldugu
gorulmektedir. FDA yoOnteminin izolasyon orani sut UrUnlerinde ¢ok az
olmasina karsin, diger gida maddelerindeki izolasyon oranlarinda ¢ok buyuk
istatistiki fark yoktur. Yapilan g¢alismada tek bir zenginlestirme yontemi ile
%75’'in altinda basari saglanirken iki zenginlestirme yontemi kullanildiginda
bu oran %91 oldugu ve dolayisiyla daha iyi sonug vereceg@i gorilmektedir
(58). Calismada Modifiye Oxford agar ile Lithium chloride phenylethanol
moxalactam agar (LPM) arasinda ¢ok belirgin bir fark olmadigi fakat LPM
agarda daha fazla inhibitér madde bulundugu icin tercih edildigi belirtilmistir
(58). Lewis ve Corry gidalardan L. monocytogenes ve diger Listeria spp.
tlrlerinin izolasyonu igin kullanilan soguk zenginlestirme ve modifiye FDA
yontemini karsilastirdiklari bir galisma yapmiglardir. Stt Grtnleri, et Granleri

ve sebzeden olusan 57 hazir gida 6rnegi kullandiklari ¢alismada, soguk
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zenginlestirme yonteminde 5 L. monocytogenes ve 2 L. innocua izole
ederken, modifiye FDA ydnteminde ise sadece 3 L. monocytogenes izole
etmiglerdir. Yaptiklari baska bir caligmada da 57 ¢ig tavuk eti érneginden
soguk zenginlestirme yontemi ile 30 érnek Listeria pozitif bulunurken, FDA
yonteminde sadece 3 6rnek pozitif bulunmustur. Bu iki calismada gidalardan
L. monocytogenes ve L. innocua izolasyonu igin soduk zenginlestirmenin

FDA ydnteminden daha basarili oldugunu géstermektedir (70).

Otopsi materyallerinden L. monocytogenes’in izolasyonu igin soguk
zenginlestirme ¢ok sik kullaniimaktadir. Ama bu yontem ¢ok yavastir ve tam
bir degerlendirme i¢in en az alti haftaya ihtiyac duyulur. The International
Dairy Federation (IDF) ydontemi sut ve sut Grlinlerinden L. monocytogenes’in
izolasyonu igin kullanilmakta ve bir hafta gibi kisa bir sirede sonug
alinabilmektedir. Yapilan caligmada 69 otopsi 6rnegi, L. monocytogenes’in
izolasyonu igin soguk zenginlestirme ve IDF yontemi ile incelenmigtir. IDF
yontemi ile bu orneklerin %27.5'inden L. monocytogenes izole edilirken,
soguk zenginlestirme yontemi ile ancak %4.3 oraninda izolasyon
saglanabilmigtir. Bu sonuglarin isiginda IDF yonteminin soguk zenginlestirme

yonteminden daha duyarli oldugu sonucuna varilmistir (32).

Warburton ve arkadaslar yaptiklari calismada FDA yontemi ile USDA
yontemini karsilastirmiglar ve genel olarak USDA yonteminin daha basarili
sonuglar verdigini tespit etmislerdir. Ayni c¢alismada karsilastirdigi
besiyerlerinden Oxford agar ve LPM agarin, MMA agardan ¢ok daha etkili
oldugu sonucuna varmiglardir. Ayrica FDA yonteminde 7 gunluk inkubasyon

yerine 2 gunluk inkubasyonun tercih edilebilecegini bildirmiglerdir (109).

Chaudhari ve arkadaslari, USDA metodunda bazi modifikasyonlar
yapmak suretiyle, geleneksel iki asamali zenginlestirme yontemi yerine tek
asamali zenginlestirme yontemi kullanarak, bufalolardan aldiklari kan, et,
digki, vajinal sivap ve nazal sivap orneklerinden Listeria’larin izolasyonu
calismalarini  yapmiglardir. Zenginlestirme brothu olarak, ceftazidime
pentahydrate ilave edilmis Modifiye University of Vermont-2 (MUVM-2) ve

ekim yapilan besiyeri olarak Dominguez-Rodriguez izolasyon agari (DRIA)
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kullanilmigtir (23). Her bir diski, nazal sivap ve vajinal sivap 6rneklerinden 10
ml alinarak, 90 ml MUVM-2 zenginlestirme brothuna ilave edilmis ve gece
boyunca 37°C’de inkubasyona birakiimistir. Gece boyunca inkubasyondan
sonra, direkt olarak ekimler yapilan Dominguez-Rodriguez izolasyon agarlari
37°C’de inkubasyona birakiimis ve 48 saat sonra besiyerleri
degerlendirilmeye tabi tutulmustur (23). identifikasyon sonucunda, 125 vajinal
sivap 6rneginden, 8'inde (%6.4) Listeria spp. izole edildigi ve bunlarin 3’Gnin
(%2.4) L. monocytogenes, 1’inin (%0.8) L ivanovii oldugu tespit edilmigtir
(23). Baska bir calismada vahsi hayvanlardan alinan 50 diski 6rnegine USDA
yontemi ile, University of Vermont Medium zenginlestirme brothunda iki
asamali zenginlestirme islemi uygulanmistir. Besiyerlerinden Dominguez-
Rodriguez izolasyon agar, PALCAM agar ve modifiye McBride Listeria agara
ekimler yapilarak, digkilarin %16’sindan L. monocytogenes izole edilmigstir
(62).

Hindistan’da sut ineklerinden toplanan 2060 sut 6rnegi ile yapilan
calismada, Kalorey ve arkadaslari iki asamali USDA metodunu kullanarak
Dominguez-Rodriguez izolasyon agara ve Ottaviani ve Agosti’'nin Listeria
Agarr'na (ALOA) ekimler yapmislardir. iki yili kapsayan bu calismada genel
olarak 139 (%6.74) Listeria spp. izolasyonu saglanmistir. L. monocytogenes
izolasyonu 105 (%5.1) olurken, L. monocytogenes’in en yuksek izolasyon
orani sonbahar aylarinda %7.96 ve yaz aylarinda %5.28 olurken, kis (%4.17)

ve ilkbahar aylarinda (%3.66) izolasyon oranlari daha az olmustur (63).

Mastitisli 169 inekten alinan 169 sut, 169 digki sivabi, 165 kandan
olusan 503 drnek ve mastitisli 74 bufalodan alinan, 74 sut, 74 digki sivabi, 74
kandan olusan 222 6rnek olmak Uzere toplam 725 o6rnek Rawool ve
arkadaglar tarafindan patojenik Listeria spp. yonunden degerlendirilmigtir.
Toplamda 243 mastitisli hayvandan alinan, 239 kan, 243 sit ve 243 diski
sivabl 6rnegi degerlendirmeye alinmigtir. McClain ve Lee tarafindan
tanimlanmis USDA ydnteminde bazi modifikasyonlar yapildiktan sonra bu
orneklere uygulanmistir. Stt érneklerinden 10 ml alinarak direkt olarak 90 ml

UVM-1 igerisine aktariimig, kan orneklerinden 5 ml alinarak 50 ml UVM-1
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icerisine aktariimig, diski sivaplari ise 10 ml UVM-1 igerisinde ve 30°C’de
gece boyunca inkubasyona birakilmistir. Daha sonra UVM-1'den 0.1 ml
alinarak, 37.6 mg/l ceftazidime pentahydrate iceren UVM-2 igerisine ilave
edilmis ve tekrar gece boyunca 30°C’de inkubasyona birakiimistir. Buradan
Dominguez-Rodriguez izolasyon agara (DRIA) ekimler yapilarak 37°C’'de 48
saat inkubasyona birakiimistir. Bu érneklerden 12 Listeria spp. izole edilmis
bunlarinda 4’0 L. monocytogenes ve 1'i L. ivanovii olarak tespit edilmigtir.
inek digki sivap orneklerinin 2’sinden ve sit o6rneklerinin 1’inden L.
monocytogenes izole edilirken bufalo digki érneklerinin sadece 1’inden L.
ivanovii, bufalo st orneklerinden de sadece 1’inden L. monocytogenes
identifiye edilmigtir. Sonug¢ olarak listerial infeksiyon ineklerde %0.60,
bufalolarda %0.45 olarak tespit edilmistir. Calismanin genelindeki listerial

infeksiyon orani ise %0.55 olarak gorulmektedir (89).

Evanson ve arkadaslari ‘rapid screening test’ dedikleri hizli yéntemle,
et ve sUt urdnleri ve cevresel orneklerden toplam 935 L. monocytogenes
pozitif orneklerin tamaminda identifikasyon saglamiglardir. Bu ydntem
geleneksel sivi medyum yerine agar temelli besiyerinin kullanildigi 6zellikle L.
monocytogenes’in identifikasyonunda hizli ve %100 basari saglayan bir
yontemdir. Bu sistem 24 saat icerisinde, oksidaz, katalaz, ramnoz ve ksiloz
fermentasyon ve CAMP reaksiyonun belirlenmesini saglamaktadir. Ramnoz
ve ksilozlu agar , TSAYE ve %5 koyun kanli TSAYE’In her biri 4 bdlmeli
petrinin herbir bolmesine dokulur. Ayrica hareket muayenesini incelemek igin
10 ml Brain Heart Infusion (BHI) Broth hazirlanir ve es zamanli ekimler
yapilir. Ramnoz ve ksilozun fermentasyon testleri brothta ve kati besiyerinde
benzer sonuglari vermektedir. Bu sistemde mannitol olmadigi i¢in L. murrayi

ve L. grayi'nin ayrimi yapilamamaktadir (40).

Erdogan ve arkadaslari digki orneklerinden L. monocytogenes’i izole
etmek icin 4°C'de soguk zenginlestirmeyi takiben 30°C’de selektif
zenginlestirme ve kati selektif besiyerine ekimlerin yapildidi 3 farkl
asamadan olusan bir teknik optimize etmislerdir. Ornekler 15 hafta boyunca
Listeria Selektif Enrichment Broth (LSEB), Nutrient Broth (NB), tuzdan ibaret
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brothlarda ve medyum kullaniimaksizin 4°C’de tutularak her hafta, 30°C’de
48 saat inkubasyondan sonra Listeria Selektif Agara (LSA) ekimler yapiimis
ve 30°C’de 48 saat inkubasyondan sonra degerlendirilmigtir. Soguk
zenginlestirmenin 3. ve 7. haftalarinda, L. monocytogenes’de %56 ve 61,
Listeria spp.’de %72 ve 94 pozitifik sagladigi belirlenmigtir. Soguk
zenginlestirmenin 3. ve 7. haftanin sonuglari birlikte degerlendirildiginde,
sensitivitenin L. monocytogenes’de %94 ve Listeria spp.’de %100 oldugu

gOralur (35).

Busch ve Donnelly hasarli L. monocytogenes ve L. innocua’larin
canlandirilmasi i¢in onarici bir zenginlegtirme brothu gelistirmek icin bir
calisma yapmislardir. Calismada, magnezyum (Mg), demir (Fe), kalsiyum
(Ca), mangan (Mn), yeast extract, pirtvat, katalaz, glukoz, laktoz, sukroz,
eskulin, fruktoz, galaktoz ve mannozun hasarlarin onarilmasina katkisi
degerlendirilmigtir. Sonug olarak, en iyi onarici etkiyi Mg ve Fe elementlerinin
sagladigi tespit edilmisti. Onarim Uzerine en buylk etkiyi saglayan
elementlerden olusan Listeria Repair Broth (LRB) formule edilmistir. Hasarli
Listeria’larin tamamen onarilmalari i¢in, LRB icinde 5 saat inkubasyonlari
yeterli olarak tespit edilmistir. FDA enrichment broth, USDA’'nin LEB, ve UVM
enrichment brothlarin ise ayni slUre igerisinde yeterince onarim

saglayamadiklari gorulmastur (20).

Aragtirmacilar sut ve st urunlerinden Listeria turlerinin izolasyonu igin
cesitli selektif besiyerlerini tercih etmislerdir (58, 106). Gida, gevresel ve klinik
orneklerin, 1980’li yillarla birlikte L. monocytogenes yonunden cok fazla
incelenmeye baslanmasi ile teshise yonelik hizli sonug veren yeni selektif
besiyerlerine acil olarak ihtiya¢ duyulmus ve bu amagla mevcut besiyerlerinin
modifiye sekilleri gelistirilmistir. Ozellikle Oxoid formllasyonlari olmak Uzere,
PALCAM agar ve Curtis ve arkadaglarinin klinik Orneklerden L.
monocytogenes izolasyonu igin gelistirdikleri Oxford agarin (26), rutin
kullanimlar igin ¢ok elverigli oldugu kabul gdérmustir (87). Patojen
Listeria’larin selektif besiyerlerinde direkt identifikasyonuna yonelik yapilan

calismada, hemoliz zonunun Listeria Selective Medium (LSM, Oxford form.,
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Oxoid, Curtis)'da diger besiyerlerinden daha buyuk ve belirgin sekillendigi ve
tur dizeyinde tanimlamanin daha kolay oldugu gorulmustar (16). Gidalardan
Listeria  monocytogenes’in izolasyonu igin yapilan ¢alismada, LMO (Lee
Modified Oxford agar) 28 numuneden 15’inde (%54) izolasyon saglayarak en
iyi sonucu gostermistir. Diger besiyerleride LPM agar 55 numuneden 23’lGnde
(%42), modified McBride agar (MMcB) 30 numuneden 11’'inde (%37),
polymyxin B-acriflavin-lithium chloride-ceftazidime-aesculin-mannitol agar
(PALCAM) 29 numuneden 10’unda (%34), izolasyon basarisi saglamistir
(21). Tiwari ve Aldenrath, Oxford Agar (OA), LPM agar, Acriflavine
Ceftazidime Agar (AC) ve Modifiye McBride Agarlart (MMA), gida
urnlerinden L. monocytogenes’in izolasyonu bakimindan karsilastirdiklari bir
calisma yapmislardir. Diger besiyerleri ile karsilastirildiginda,ozellikle MMA
besiyerinin gok bayagi oldugu, AC besiyerinin goreceli olarak etkili oldugu
fakat butin gida Grdnlerinde ve L. monocytogenes’in butlin suslarinda yeterli
olmadigi tespit edilmigtir. Batin gidalardan L. monocytogenes sus 286 ve
serotip 4b’nin izolasyonunda LPM besiyeri ve OA besiyeri yaklasik olarak
ayni derecede etkilidir, fakat LPM besiyerinin L. monocytogenes serotip 3a’yi
izolasyonu vyetersizdir. Caligmadaki butin suglarin izolasyonunda, OA
besiyerinin devamli olarak Ustin oldugu ve daha yuksek izolasyon sagladigi
tespit edilmistir. Zenginlestirme brothundaki 1 gunlik inkubasyonun yeterince
basarili olmadigi, daha iyi bir izolasyon igin 2 gunlUk bir zenginlestirmenin

zorunlu oldugu sonucuna variimigtir (103).

Oxford Agar Besiyeri Uzerinde ureyen Listeria turleri ve 06zellikle
Listeria monocytogenes suslari, 24 saat sonra, siyah haleler ile g¢evrili 1 mm
¢apinda siyah koloniler olugtururlar. Tipik kolonilerin ¢aplari 24 saat sonra 2-3
mm kadar olur ve ortalari cokmus olarak gorulurler. Bazen 24 saatten onceki
incelemelerde, karakteristik siyahlasma gozlenmeyebilir. Ayrica 24 saatten
daha uzun surelerde Staphylococcus turlerinin baskilanmasi artacag: gibi,
bunlarin kolonileri sar1 ve siklikla dizensiz sekilde gelisirler. Bazen 48 saat
sonra hafif siyahlagsmalar olsa da, asla Listeria monocytogenes tarafindan
olusturulan kadar siddetli degildir. Difteroidler ve aerobik sporlu basiller siyah

koloniler olusturarak Ureyebilirler ama bu kolonilerin ortasi ¢okuk degildir.
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Oxford Agar Besiyeri'nin 1 ay uygun ortamda saklanmasi, selektivite ve
verimliligini ¢ok az etkiler. Saklama 2 haftadan daha fazla olursa,
besiyerindeki nem kaybi sonucunda Listeria monocytogenes’in buyumesinde
hafif yavaslama, biraz daha klguk kolonilerin olusmasi ve daha az siddette
aesculin reaksiyonu gozlenebilir (26). Butun Listeria turlerinde bulunan
eskulinaz enzimi, PALCAM, Oxford, LPM ve MOX agarlarda bulunan eskulini
demir iyonlu eskuletine parcalar. Buda koloniler etrafinda siyahimsi-grimsi
haleleri olusturur (90). PALCAM, Oxford, LPM ve MOX agarlarda L. innocua
ve diger nonpatojen Listeria tlrleri, L. monocytogenes ve L. ivanovii'nin
uremelerini baskilamaktadir (90). Listeria monocytogenes ve L. innocua’nin
Oxford Agar ve McBride Agar Uzerinde Ureme O6zellikleri benzerdir ve iyi
urerler. L. seeligeri’'nin suslarinin ¢cogu bu agarlarda baskilanmaktadir. Yine
az sayidaki L. ivanovii ve L. welshimeri bu iki besiyerinde tUreyemezler (26).
Yapilan incelemelerde, Oxford Agar'da 194 Listeria kaltirinden 192’si 24
saat igerisinde Urerken, 2 L. monocytogenes daha fazla sUrede Uremistir
(26). Oxford Agar'da sadece Staphylococcus tirleri Grerken, McBride Agar’da
buatin Gram-pozitif ve birkag Gram-negatif bakteride Ureyebilmektedir (26).
Ozellikle digki gibi klinik ornekler ve vajinal sivap 6rneklerinden L.
monocytogenes’in izolasyonunda, LSA ve LSEB’un birlikte kullaniminin daha
fazla izolasyon saglayacagi bildiriimistir (26). Uysal ve arkadaslari yaptigi
calismada, LPM agar ve Oxford Selektif Agar besiyerlerini kullanmiglar ve

her iki besiyerindeki izolasyon oranlarinin ayni oldugunu bildirmiglerdir (105).

1.8. Tedavi

Listeriozisin tedavisi erken dénemlerde Umit vericidir, uzun periyotlu
antibiyotik tedavisine cevap verir (84). Ensefalitik Listeriozis vakalarinda
tedavi ¢cok zordur. Koyunlarda hastalik kisa ve siddetli seyrettigi igin, sigirlara

gore tedavi daha zordur (33).
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1.9. Korunma

Listerial infeksiyonlardan korunmada, en basta genel ve 6zel koruyucu
tedbirler alinmahdir. Hayvanlarin iyi bakim ve beslenmeleri saglanmali,
saglikh hayvanlarin hastalarla olan irtibati kesilmelidir. Hayvanlara silaj
veriliyor ise, yem degisikligine gidilmeli ve yemlerin kalitesi kontrol edilmelidir.
Hayvan yemleri nem ve temizlik bakimindan uygun depolarda saklanmaldir.
Yine altlik i¢in kullanilan materyalin kalite ve uygunlugu kontrol edilmelidir (7,
8). Ozellikle koyunlarda kullanilan 6l veya atteniie asilarinda hastaligin
insidensini diisiirebilecedi bildiriimektedir (84). infeksiyon ¢ikan ahirlarda
dezenfeksiyon uygulanir, atik fetus ve uterus akintilari gémdulirek veya
yakilarak imha edilmelidir. infeksiyon kaynag belirlenerek gerekli tedbirler
alinmali, portor olanlar suriden ayrilarak disaridan kontrolsiiz hayvan girisi
onlenmelidir. Bunlarin yani sira ciftlik sahiplerinin, hayvan bakicilarinin, gida
artnleri tretimi yapilan isletmelerin personelinin ve hatta veteriner hekimlerin
seminerler duzenlenerek bilgilendiriimesi infeksiyondan korunma ve

kontrolinde 6nemlidir (7, 8).

1.10. Amag

Bu calisma ile, Turkiye’deki mevcut 11 milyon bas sigirdan yaklasik
400 bininin bulundugu (65, 117) Kars Yoresi'nde, listerial infeksiyonlarin
kiltarel yontemlerle ortaya konmasi amaclanmistir. Calismanin atik yapan
surulerden orneklemeler icermesi de abortlara sebep olan infeksiyonun,
bdolgedeki atiklarda durumu gostermesi agisindan 6nemli  oldugu
kanaatindeyiz. Bununla birlikte 296 bin tonluk sit Uretiminin, 285 bin tonunun
inek sdtinden saglandigi yoremizde (117) suat, stt drdnleri ve diger
hayvansal gidalarin listerial infeksiyonlar acisindan olusturdugu risk

durumunun degerlendiriimesi amacglanmistir.
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2. MATERYAL ve METOT

2.1. MATERYAL

2.1.1. Siit ve Vajinal Sivap Ornekleri

Bu cgalismada, Subat-Mayis 2008 tarihleri arasinda Kars Merkez ve
Selim ilgesine bagl kdylerde atik yaptigi bilinen sigir surtlerinden rastgele-
tesadufi drnekleme ile 250 inekten, 250 sut ve 250 vajinal sivap olmak Uzere
toplam 500 o6rnek Listeria turleri yonunden degerlendirildi. Sut ornekleri
sagimindan 6nce, meme baglari sabunlu bez ve alkol ile temizlenip, ilk sagim
disari atildi. Daha sonra steril vida kapakh 50 ml'lik falkon tiplerine yaklasik
40 ml sut alindi. Yine sut orneg@i alinan ineklerden steril sivap ile 3 adet
vajinal akinti 6érnegi alinarak igerisinde 5 ml Tryptose broth bulunan 10 ml’lik

vida kapakl tuplere konuldu.

Alinan sUt ve vajinal sivap o6rnekleri soduk zincirde ayni gln
icerisinde incelenmek U(zere Kafkas Universitesi Veteriner Fakiiltesi
Mikrobiyoloji ~ Anabilim  Dali  Bakteriyoloji  Laboratuvar’na  getirildi.
Orneklemelerin yapildigi kdylerin haritadaki yerlesim plani (Resim 1), kdylerin
sehir merkezine olan uzakliklari (Tablo 4) ve hayvanlarin bazi ozellikleri

(Tablo 5) gosterilmigtir.
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Sankamis

Resim 1 :Orneklemelerin yapildig kdylerin haritadaki yerlesim plani
1- Bogazkdy, 2- Cakmak, 3-Haciveli, 4- Karakas, 5- Kulveren,
6- Olgull, 7- Subatan, 8- Bayburt, 9- Baykara, 10- Beykoy,

11- Darbogaz, 12- Selim/Merkez, 13- Sarigun.
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Tablo 4: Orneklerin Alindigi Kdylerin Sehir Merkezine Uzakliklari

Numune alinan yerler

Sehir Merkezine Uzakhigi/km

Kars /Bogazkoy 10
Kars /Cakmak 6
Kars /Haciveli 30
Kars /Karakas 31
Kars /Kulveren 36
Kars /Oliilii 14
Kars /Subatan 28
Selim/Bayburt 37
Selim/Baykara 50
Selim/Beykdy 58
Selim/Darbogaz 50
Selim/Merkez 30

54

Selim/Sarigin
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Tablo 5: Orneklerin Alindigi Hayvanlara Ait Bazi Ozellikler

Hayvanlarin Irki Normal
. Orneklenen Orneklenen Y | S|M|MLZ Atigin Atik Dogum Gebe
Numunenin <
Alindign Yer Hayvan Hawanlarjn Olug.tugu Yapan Yapan Hayvan
Sayisi Yas Araligi Periyot Hayvan Hayvan Sayisi
Sayisi Sayisi
Kars /Bogazkoy 30 1-5 6 1114| 9 5-7. ay 14 11 5
Kars /Cakmak 20 1-5 8 - |5 7 6-7. ay 5 7 8
Kars /Haciveli 30 1-4 17 | 3 | 2 8 3-8. ay 8 12 10
Kars /Karakas 20 1-5 4 - 110| 6 5-8. ay 6 8 6
Kars /Kllveren 20 1-4 3 |12 |11] 4 4-7. ay 8 5 7
Kars /Olglli 20 2-5 5| -181] 7 5-8. ay 9 6 5
Kars /Subatan 20 2-4 14 | - | - 6 5-7. ay 6 6 8
Selim/Bayburt 15 2-5 4 1|6 4 3-8. ay 4 7 4
Selim/Baykara 15 2-4 5| - | - - 5-7. ay 5 6 4
Selim/Beykoy 15 1-3 5| - | - - 6-7. ay 6 4 5
Selim/Darbogaz 15 2-4 5| - | - - 5-7. ay 10 2 3
Selim/Merkez 15 1-3 2 | 4]5 4 5-6. ay 6 8 1
Selim/Sarigin 15 1-4 15 | - | - - 5-8. ay 9 3 3
Toplam 250 12311 |(61| 55 96 85 69

Y: Yerli, S: Simental, M: Montofon, MLZ: Melez
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2.1.2. Listeria turlerinin izolasyon ve identifikasyonu icin kullanilan
besiyerleri

Listeria turlerinin izolasyon ve identifikasyonu igin kullanilan besiyerleri
ve solusyonlar, Uretici firmanin prosedurid dikkate alinarak ve bazi

modifikasyonlar yapilarak hazirlandi.

2.1.2.1. Listeria Enrichment Broth Base (FDA/Oxoid CM862)

gram/litre
Tryptone soya broth 30.0
Yeast extract 6.0
pH 7.3+x0.2

Hazirlanmasi: Materyalde bulunabilecek Listeria cinsi bakterilerinin
zenginlestirmesi amaciyla kullanildi. Besiyerinden 18 g tartilarak tzerine 500
ml distile su eklendi ve sicak su banyosunda eritildi. Otoklavda 121°C’de 15
dk. steril edildi. Daha sonra 50°C’ye kadar sogutuldu ve vajinal sivap
orneklerinde kullaniimak Uzere 10’ar ml tuplere dagitildi. Ayrica sit

orneklerinde kullaniimak Uzere 225’er ml erlenmayerlere dagitildi.

Listeria selective enrichment supplement (Oxoid SR141)

mg/ml
Nalidixic Acid 20.0
Cycloheximide 25.0
Acriflavine Hydrochloride 7.5
Distile su 2

Hazirlanmasi: Bir sise icerigi 2 ml steril distile su igerisinde ¢ézllerek, 500
ml’lik brotha ilave edildi.
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2.1.2.2. Listeria Selective Agar Base (Oxford Agar/Oxoid CM856)

gram/litre
Columbia blood agar base 39.0
Esculin 1.0
Ferric ammonium citrate 0.5
Lithium chloride 15.0
pH 7.0£0.2

Hazirlanmasi: Besiyerinden 27.75 g tartilarak Gzerine 500 ml distile su
eklendi ve sicak su banyosunda eritildi. Otoklavda 121°C’de 15 dk. steril
edildi. Daha sonra 50°C’ye kadar sogutuldu ve selektif supplement (SR140)
ilave edilerek petri kutularina dagitildiktan sonra kullanilincaya kadar +4°C’de

buzdolabinda saklandi.

Listeria selective supplement (Oxoid SR140)

mg
Cycloheximide 200.0
Colistin sulphate 10.0
Acriflavine 2.5
Cefotetan 1.0
Fosfomycin 5.0

Hazirlanmasi: Bir sise icerigi 5 ml steril distile su/etil alkol karigimi icerisinde
cozulerek, 500 ml'lik selektif agara ilave edildi.
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2.1.2.3. Tryptic Soy-Yeast Extract Broth (TSYE Broth)

gram/litre
Tryptic Soy Broth (Oxoid CM129) 30.0
Yeast Extract (Oxoid L219) 6.0
Distile Su 1.0
pH 7.310.2

Hazirlanmasi: Bir litre distile su igerisinde 30 gram Tryptone Soya Broth
(TSB) ve 6 gram Yeast Extract (YE) eritilerek otoklavda 121°C’de 15 dk. siire
ile steril edildi. Daha sonra 50°C’ye kadar sogutulup, pH 7.2 + 0.2 ayarlandi
ve vida kapakli tiplere 5’er ml dagitilarak +4°C’de buzdolabinda saklandi.

Listeria turlerinin identifikasyonu igin yapilan testlerde kullanildi.

2.1.2.4. Tryptic Soy-Yeast Extract Agar (TSYE Agar)

gram/litre
Tryptic Soy Agar (Difco 0369-02-03) 40.0
Yeast Extract (Oxoid L219) 6.0
Distile Su 1.0
pH 7.310.2

Hazirlanmasi: Bir litre distile su igerisinde 40 gram Tryptone Soya Agar
(TSA) ve 6 gram Yeast Extract (YE) eritilerek otoklavda 121°C’de 15 dk. sire
ile steril edildi. Daha sonra 50°C’ye kadar sogutulup, pH 7.2 + 0.2 ayarlandi
ve petri kutularina dokilerek +4°C’de buzdolabinda saklandi. Listeria

turlerinin identifikasyonu icin yapilan testlerde kullanildi.
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2.1.2.5. Blood Agar Base No.2 (Oxoid CM0271)

gram/litre
Proteose peptone 15.0
Liver digest 2.5
Yeast extract 5.0
Sodium chloride 5.0
Agar 12.0
pH 7.410.2

Hazirlanmasi: Bir litre distile su icerisine 40 g besiyeri ilave edilerek sicak su
banyosunda eritildi. Otoklavda 121°C’de 15 dk. steril edildi. Otoklavdan gikan
besiyeri 50°C’ye kadar sogutulduktan sonra igerisine % 7 defibrine koyun
kani ilave edildi. Petrilere dagitildiktan sonra +4°C’de buzdolabinda saklandi.
Besiyeri, Listeria tarlerinin B hemoliz 6zelliklerini goéstermede ve CAMP

testinin yapilisinda kullanildi.

2.1.2.6. Semisolid indol Motility Medium (SiM) (Oxoid CM435)

gram/litre
Tryptone 20.0
Peptone 6.1
Ferrous Ammonium Sulphate 0.2
Sodium Thiosulfhate 0.2
Agar 3.5
Distile Su 1.0

pH 7.2+0.2
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Hazirlanmasi: Bir litre distile su icerisinde 30 g besiyeri eritilerek otoklavda
121°C’de 15 dk. stre ile steril edildi. Daha sonra 50°C’ye kadar sogutulup,
pH 7.2 + 0.2 ayarlandi ve vida kapakl tliplere 5’er ml dagitilarak +4°C’de
buzdolabinda saklandi. Listeria turlerinin hareket 6zelliklerinin belirlenmesi

amaciyla kullanildi.

2.1.2.7. Christensen’s Ure Agar (Oxoid CM0053):

gram/litre
Peptone 1.0
Glucose 1.0
Sodium chloride 5.0
Disodium phosphate 1.2
Potassium dihydrogen phosphate 0.8
Phenol red 0.012
Agar 15.0
pH 6.8+0.2

Hazirlanmasi: Listeria bakterilerinin Greaz aktivitelerini saptamak amaciyla
kullanildi. Besiyerinden 21 g tartilarak Uzerine 1000 ml distile su eklendi ve
sicak su banyosunda eritildi. Otoklavda 121°C’de 15 dk. steril edildi. Daha
sonra 50°C’ye kadar sogutuldu ve igerisine steril % 40’lik ire soliisyonundan
(Oxoid SR020) 5 ml ilave edilip, tiplere 5er ml miktarinda dagitilarak

katilasmasi saglandi. Kullanilincaya kadar +4°C’de buzdolabinda saklandi.
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2.1.2.8. Triple Sugar Iron Agar (Oxoid CM0277)

gram/litre
‘Lab-Lemco’ powder 3.0
Yeast extract 3.0
Peptone 20.0
Sodium chloride 5.0
Lactose 10.0
Sucrose 10.0
Glucose 1.0
Ferric citrate 0.3
Sodium thiosulphate 0.3
Phenol red 0.024
Agar 12.0
pH 7.4+0.2

Hazirlanmasi: Listeria bakterilerinin H,S aktivitelerini saptamak amaciyla
kullanildi. Besiyerinden 64.6 g tartilarak uzerine 1000 ml distile su eklendi ve
sicak su banyosunda eritildi. Otoklavda 121°C’de 15 dk. steril edildi. Daha
sonra 50°C’ye kadar sogutuldu ve petri kutularina dagitilarak +4°C’de

buzdolabinda saklandi.
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2.1.2.9. OF Basal Medium (Merck 1.10282)

gram/litre

Peptone from casein 2.0
Yeast extract 1.0
Sodium chloride 5.0
di-Potassium hydrogen phosphate 0.2
Bromothymol blue 0.08
Agar 2.5

pH 7.1+0.2

Hazirlanmasi: Listeria bakterilerinin karbonhidrat aktivitelerini saptamak
amaciyla kullanildi. Test edilecek her bir seker igin ayri ayri olarak hazirlandi.
Besiyerinden 11 g tartilarak tzerine 1000 ml distile su eklendi ve sicak su
banyosunda eritildi. Otoklavda 121°C'de 15 dk. steril edildi. Daha sonra
50°C'ye kadar sogutuldu ve igerisine test edilecek sekerin % 10 Iluk
solusyonundan 100 ml ilave edildi. Tuplere 5’er ml miktarinda dagitildi.

Kullanilincaya kadar +4°C’de buzdolabinda saklandi.

2.1.3. Referans Suslar: Listeria cinsine ait tarlerin biyokimyasal
identifikasyon testleri ve PCR analizlerinin yapilmasi sirasinda kullanilan L.
monocytogenes ATTC-7644, R. equi ATCC-33701 ve S. aureus ATCC-
25923 suslarn Etlik Veteriner Arastirma Enstitusi’nden, L. monocytogenes ve
L. innocua TUBITAK Marmara Arastirma Merkezi'nden temin edilmistir. L.
ivanovii tip 5 SLCC 2379 Kafkas Universitesi Veteriner Fakiiltesi Besin

Hijyeni ve Teknolojisi Anabilim Dali kulttr koleksiyonundan temin edilmisgtir.
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2.1.4. izole edilen Listeria tiirlerinin PCR temelli molekiiler tanisi igin

kullanilan arag ve gerecler
- Taq DNA Polimeraz (Sigma D-6677)
- 10X PCR Buffer (Sigma P-2192)
- 25 mM MgCl; (Fermentas)
- 10 mM dNTP Mix (Fermentas)
- Proteinaz K (Sigma P2308)
- Agaroz (Prona)
- Gene Ruler 1 kb DNA Step Ladder Plus Marker (Fermentas SM 0311)
- Ethidium Bromide (Sigma E7637)
- Loading dye (6x) (Fermentas R0611)
- Etanol Absolut (Merck 1.00983)
- Primerler :
Lis1A; 5-ATG AAT ATG AAA AAA GCA AC-3’ (forward)

Lis1B; 5-TTA TAC GCG ACC GAA GCC AAC-3’ (revers)
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2.2. METOT

2.2.1. Sut ve vajinal sivap orneklerinden Listeria tiirlerinin izolasyon ve

identifikasyonu

2.2.1.1. izolasyon

Sut ve vajinal sivap O6rneklerinden etken izolasyonu Lovett ve

Hitchins’inde (1988) onerdigi FDA yontemine gore yapildi.
Siit Orneklerinden izolasyon

Her 6rnekten 25 ml alinarak, 225 ml zenginlestirme brothu bulunan
erlenmayerlere steril olarak konuldu. Daha sonra 30°C’de inklibasyona
birakildi. Inkiibasyondan 24 ve 48 saat sonra zenginlestirme brothlarindan
LSA Besiyerine ekimler yapilarak 30°C’de 24 saat inkiibe edildi (43, 53, 71,
109).

Vajinal Sivab Orneklerinden izolasyon

Tryptose broth igerisinde taginarak laboratuvara getirilen vajinal
sivaplar deney tuplerinde bulunan 10 ml zenginlestirme brothuna aktarildi.
Daha sonra 30°C’de inkiibasyona birakildi. inkiibasyondan 24 ve 48 saat
sonra zenginlegstirme brothlarindan LSA Besiyerine ekimler yapilarak 30°C’de
24 saat inkube edildi (43, 53, 71, 109).

2.2.1.2. identifikasyon

Sut ve vajinal sivap oOrneklerinin ekim ve inklibasyonunu takiben,
besiyerinde Ureyen puruzsuz, yuvarlak ve merkezi parlak gri-siyah renkte
gorulen koloniler Listeria suphesi ile TSA-YE besiyerine azaltma yontemi ile

ekildi ve 30°C’de 24 saat inkiibasyona birakildi. inkiibasyon siiresi sonunda
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treyen kolonilere Henry lluminasyon teknigi, Gram boyama yéntemi, hareket
muayenesi ve katalaz testleri uygulandi. Tum testlerde kontrol amaciyla

referans suslarda kullanildi.
Henry iluminasyon Teknigi

Beyaz bir 11k kaynagindan 45° aci ile gelen isik bir ayna yardimi ile
TSA-YE plagina alttan yansitilarak aydinlatildi. Isigin yansimasi sonucu
dizgun kenarli, yuvarlak, merkezi mavi-yesil renkli seffaf gértlen koloniler

Listeria supheli olarak kabul edildi (87).
Gram Boyama

Listeria suphesi bulunan koloniden, 6ze ile bir miktar alinarak, temiz
bir lam Uzerinde fizyolojik tuzlu su igerisinde yayildiktan sonra kurutuldu.
Alevden gegiriimek suretiyle tespit edildi. Kristal viole ile 2.5 dakika, lugol
solusyonu ile 1 dakika boyandi. Absolut alkolle dekolerize edildikten sonra
sulu fuksin ile 30 saniye muamele edilerek gram boyama yapildi (6).
Preparatlar 1s1k mikroskopta immersiyon objektifte incelendi. Gram pozitif,
kisa basil seklinde gorulen koloniler Listeria supheli olarak tespit edildiler
(Resim 2).

Hareket Muayenesi

Supheli kolonilerden alinarak TSYE broth besiyerine ekim yapilarak,
25°C’de 24 saat inkibe edildi. Buradan alinan bir damla lam-lamel arasi
yontemle incelendi. Takla ve donme hareketleri gortlen bakteriler hareketli
olarak degerlendirildiler. Bununla beraber ayni izolatlar SIM medium yari kati
besiyerine igne uclu 6ze ile dik olarak ve besiyerinin tam ortasina gelecek
sekilde ekildiler ve 25°C’de 2-7 giin inkiibasyona birakildilar. incelemelerde
gaz ve kararma olusturmayan, semsiye seklinde veya ters ¢am agaci

seklinde olan uremeler hareket yonunden pozitif kabul edildi (87).
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Katalaz Testi

Temiz bir lam Uzerine 6ze yardimi ile alinan bir damla %3’luk H,0,
solusyonu igerisine supheli koloni karistirilarak gaz olusumu yonunden
incelendi. Birkag saniye igerisinde kabarcik tarzinda gaz olugsumu test

yonunden pozitif olarak kabul edildi (6).
Triple Sugar Iron Agar Testi (TSI)

Tlplerde yatik olarak hazirlanan TSI agara izolatlar igne 6ze ile
besiyerinin hem dip kismina hem de yatik ylizeyine ekildi ve 30°C’de 7 gin
inkiibe edildi. Inkiibasyon slresi sonunda asitlik, gaz ve H,S olusumu
incelendi. Dipte ve yatik ylUzeyde asit olusumu Listeria yoninden pozitif

olarak degerlendirildi (6).
indol Testi

izolatlar TSB-YE brotha ekildi ve 24°C’de bir gin inkiibe edildi.
inkiibasyon sonunda 0.5 ml Kovacs ayiraci tiiplere ilave edilerek tiip hafifce
kanistirildi. indoliin varliginda besiyerinin tist kisminda kirmizi renk olusmakta
yoklugunda ise sari renk meydana gelmektedir. Listeria’lar indol negatif

oldugu i¢in sari renk olusmasi pozitif olarak degerlendirildi (6).
Ureaz Testi

Tlplerde yatik olarak hazirlanan Ure agar besiyerinin yluzeyine izolatlar
igne 6ze ile ekildi ve 30°C’de 24-48 saat inklbe edildi. Besiyerinin normal
rengi olan pembenin kirmiziya donusmesi urenin uUreazla indirgendigini
goOsterdi. Rengin kirmiziya donigmemesi ise Ureaz enzimi agisindan negatif

olarak degerlendirildi (6).

identifikasyon Testleri

identifikasyon amaciyla yapilan tim testler Bergey’s Manual of

Systematic Bacteriology’e gore yapildi (98).
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CAMP Testi

CAMP testinde kullanmak igin, bahsedilen avantajlari nedeniyle koyun
kanini tercih ettik. S. aureus, R. equi, referans suslar ve izolatlar, hatal
sonuglara neden olmamak igin, iyice saflastirildiktan sonra CAMP testi

yapilarak degerlendirildi.

Kanl agar (%7 koyun kani) besiyerine yatay ve birbirine paralel olarak
S. aureus ile R. equi ¢izgi seklinde ekildi. Daha sonra bu paralel gizgilerin
arasina onlara degmeyecek sekilde dikey olarak testi yapilacak izolatlar ve
referans suslar ekildi. Petri kutulari 30°C’de 24 saat inkibe edildi (24, 87).
Yatay ve dikey cizgiler arasinda olusan hemoliz zonlar referans suslar ile
karsilagtinlarak deg@erlendirildi. L. monocytogenes’in olusturdugu hemoliz
zonu S.aureus gizgisinin yakininda ve mizrak basi seklinde genisledi (Resim
3).

Karbonhidrat Fermentasyon Testi

izolatlarin timiine ayri ayri seker fermentasyon testi uygulandi. OF
Basal Medium tuplerde hazirlanarak igerisine filtre ile steril edilmis glukoz,
mannitol, ksiloz ve ramnozdan olusan sekerler ilave edildi. izolatlar bu tiiplere
ekildi ve 30°C’de 7 giin inkiibe edildi. inkiibasyon siiresi icerisinde besiyerinin
normal rengi olan mavi-yesilin sariya donusmesi ilgili seker yonunden pozitif
kabul edildi (6).
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2.2.2 izole edilen Listeria tiirlerinden DNA ekstraksiyonu

DNA ekstraksiyonu igin klasik kloroform ekstraksiyon yontemi (93)
modifiye edilerek kullanildi.

Kloroform ekstraksiyon yontemi

1. TSA-YE’da uretilen her izolattan bir 6ze dolusu alinarak 200 pl FTS

iceren ependorflara konuldu ve suspanse edildi.
2. Uzerine 3 pl Proteinaz K (20 mg/ml) ilave edilip hafifge karigtirildi.

3. Daha sonra 400 pl NaCI-EDTA-Tris-Na dodecylsulfate (NETS) lizis

tampon solusyonu eklendi.

4. Karisim hafifge vortekslenerek 65°C’de 15 dk. blok isiticida inkiibe
edildi.

5. Inkilbasyondan sonra hafifce vortekslenip, (zerine 600 pl

kloroform/izoamil alkol (24:1 oraninda) ilave edildi.
6. Her bir gode 15 sn. kuvvetlice vortekslendi.
7. Sonra godeler 13.000 rpm’de 10 dk. santrifuj edildi.
8. Ustteki berrak kisim (stipernatant) yeni bir steril ependorfa alindi.

9. Uzerine 0.1 volim 3M sodyum asetat ve 2.5 volim -20°C’de
saklanan absolit alkol ilave edilerek vortekslendi ve gece boyunca -20°C’de
bekletildi.

10. Ertesi gun 13.000 rpm’de 10 dk. santrifij edildi. Boylece presipite
olan DNA pelet haline geldi.

11. Ustteki sivi pelete zarar veriimeden bosaltild.

12. Sonra ependorflara -20°C’de saklanan % 70’lik etanoldan 1 ml
eklendi.

13. Vortekslendikten sonra 13.000 rpm’de 10 dk. santrifj edildi.
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14. Pelete zarar vermeden alkol bosaltildi ve ependorflar kurumasi igin
oda isisinda 20 dk bekletildi. Kuruduktan sonra Uzerine 100 ul distile su

eklenerek vortekslendi ve kullanilincaya kadar -20°C’de sakland..

Genomik DNA Konsantrasyonunun (miktarinin) Tespiti ve Calisma

Soliisyonlarinin Hazirlanmasi

DNA ekstraksiyon islemi sonrasinda DNA butinliginun kontroll igin
ornekler agaroz jel elektroforezinde yurutilerek tespit edildi. Genomik DNA
miktarinin hesaplanmasinda amag¢ DNA igeren distile suyun emdigi
ultraviyole radyasyon miktarinin spektrofotometre ile Oolgtlmesidir. DNA
miktari 260 nm dalga boyunda spektrofotometrede (Spectramax Plus 384)
absorbans olgumu yapilarak belirlenirken, elde edilen genetik Grinun protein
Kirliligi tagiyip tasimadigi ise 280 nm’de dlgum yapilarak tespit edildi. Kuvartz
kUvet icerisine referans olarak DNA’yl sulandirmada kullanilan distile su
konuldu. 260 nm’ye ayarh spektrofotometrede absorbans odlgllerek elde
edilen deger kor olarak kaydedildi. Ardindan kuvete genomik DNA ilave
edilerek karigimin homojen olmasi saglandiktan sonra 260 nm’de absorbans
Olguldu ve okunan bu degerden kore ait deger ¢ikarilarak DNA'nin absorbans
deg@eri bulundu. Absorbans olgimu 280 nm ig¢in de ayni igslemlerle yapildi.
Ornekte, bir optik dansite (OD) yaklasik olarak 50 pg/ml cift sarmalli DNA’nin
bulundugu kabul edilerek 260 nm ve 280 nm’de okunan degerlerin orani
(OD260/OD2gp) nukleik asidin - safiginin  dlgisund  verdi. Calismada
OD260/OD2go= 1.8-2.0 olan o&rnekler calisma sollsyonu hazirlamak igin
kullanildi (93).

DNA konsantrasyonu (upl/ml)= OD2eo x 250 (seyrelme faktori) x 50
(DNA icin sabit deger) formUli kullanilarak stok solisyonun DNA
konsantrasyonu belirlendi. Istenen konsantrasyon x Istenen hacim / Stok
DNA konsantrasyonu (ul/ml) formala ile DNA ¢alisma solisyonu hazirlandi.
Bulunan deger stok DNA c¢ozeltisinden alinmasi gereken miktari verdi. Elde
edilen deger 100 pl'den gikartilarak hazirlanacak c¢aligma sollsyonu igin
alinmasi gereken distile su miktari bulundu. Hazirlanan DNA c¢alisma

solusyonlari kullanilincaya kadar -20°C’de bekletildi.
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2.2.3. PCR iglemi

Primerler: Protein p60’1 kodlayan iap geni (invasion associated protein)
batlin Listeria tlrlerinde bulunmaktadir. Bunun icin iap genini hedef alan

primerler tercih edildi (18).
Lis1A; 5-ATG AAT ATG AAA AAA GCA AC-3’ (forward)

Lis1B; 5-TTA TAC GCG ACC GAA GCC AAC-3’ (revers)

1 ml dNTP (10mM) karisimi Kullanilacak miktar (ul)
ANTP 100
TNTP 100
GNTP 100
CNTP 100
ddH,0 600

iap Gen Amplifikasyonu

Her bir 6rnek icin 0.2 ml’lik tlpler icerisinde 50 ul'lik reaksiyon karigimi
hazirland.

Bir ornek icin reaksiyon karisimi Kullanilacak miktar (ul)
- ddH,0 34.6

- PCR buffer 5

- MgCl, 5

- dNTP (10 mM) 1

- Primer Lis 1A (50 pmol) 0.5

- Primer Lis 1B (50 pmol) 0.5

- Tag DNA polymeraz 0.4

- Templete DNA 3

- Toplam 50
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PCR Cihazinin (Thermal Cycler) Programlanmasi

Program basglangic denatlrasyonu 95°C'de 5 dk. olmak (izere,
95°C’de 15 sn. denatiirasyon, 58°C’de 30 sn. birlesme ve 72°C’de 50 sn.
ekstensiyondan olusan 30 siklus ve 72°C’de 10 dk. son ekstensiyondan
olusmaktadir (18, 19).

PCR Uriinlerinin Elektroforezi

PCR’da amplifiye edilen gen bdlgelerinin uzunlugunu saptamak
amaciyla agaroz jel teknigi kullanildi. Jelin hazirlanmasinda ve tank tamponu
olarak 1xTBE (Tris-Borik Asit-EDTA) kullanildi. Agaroz jel (% 1°lik) i¢in, 40 ml
1XTBE iceren bir balon joje icerisine 0.4 g agaroz (Prona Basica Le, PL
100q) tartilarak ilave edildi. Mikrodalga firinda homojen hale gelinceye dek
isitildi ve buhar ¢ikmasi durduktan sonra etidyum bromidten 4 pl eklendi.
Hava kabarcidi olusmayacak sekilde yavasca karistirildiktan sonra igerisine
tarak yerlestirimis olan elektroforez jel kivetine dokdldiu. 20-25 dk
beklenerek jelin donmasi saglandi. Bu sirada etidyum bromidin aktivitesini
yitirmemesi i¢in hazirlanan jel gin 1gigindan korundu. Donan jelden taraklar
dikkatlice ¢ikarilarak icerisinde 1xTBE tamponu bulunan elektroforez tankinin

icine yerlestirildi.

Jeldeki ilk cukura DNA marker'i (Gene Ruler “1kb plus” MBI
Fermantas) 1 ul yuklendi. Diger cukurlara ise her bir érnek icin 1.5 pl 6x
yukleme tamponu (Fermentas R0611), 5 pl PCR drand karistirilarak
yuklendi. Elektroforez jel dizenedi 80 volta ayarlanarak 1 saat yurutuldd.
DNA fragman buyukltkleri UV illuminatérde (UVP/LMS-20E) goruntilendi.
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3. BULGULAR

3.1. Siit orneklerinden Listeria tlrlerinin izolasyon ve identifikasyon

bulgulan

Yapilan calismada 250 sut numunesi kultarel olarak degerlendirildi.
Yapilan izolasyon ve identifikasyon sonucunda sadece 2 numuneden (%0.8)
L. monocytogenes izole edildi. Sutlerinden L. monocytogenes izole edilen
ineklerin ikisi de atik yapmisti. Atlk yapan 96 inekten, 2 (%2.1) L.
monocytogenes izole edilmis oldu. Sut érneklerinden Listeria monocytogenes

izole edilen ineklerin vajinal sivap érneklerinden izolasyon yapilamadi.

3.2. Vajinal sivap orneklerinden Listeria turlerinin izolasyon ve

identifikasyon bulgulari

Yapilan galismada kullanilan 250 vajinal sivap 6rneg@inin 14’Gnden
(%5.6) Listeria spp. izole edildi. Bunlarinda 7’si (%2.8) L. monocytogenes,
3’0 (%1.2) L. welshimeri, 2'si (%0.8) L. seeligeri ve 2’side (%0.8) L. innocua
olarak identifiye edildi. Atik yapmis 96 inegin vajinal sivap Orneklerinin
8’inden (%8.3) Listeria spp. izole edilmigtir.

Toplamda atik yapmis 96 inegin 10’'undan (%10.4) Listeria spp. izole
edilmistir. izolatlarin elde edildigi hayvanlara ait bazi bilgiler Tablo 6'da ve

izolatlara ait bilgiler Tablo 7 ve 8'de gosterilmistir.

3.3. PCR bulgulari

PCR yontemi ile 16 izolattan 27S, 14V, 19V, 242V ve 244V olmak
uzere 5 izolatin ve referans suslarin 1.6 kb bant olusturduklan tespit edildi
(Resim 4).



Tablo 6: izolatlarin Biyokimyasal Test Sonuglari
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4 | 14 | 17 | 19 | 27 | 32|90 | 130 | 143 | 178 | 183 | 236 | 241 | 242 | 244 | 250 | L.m | L.in | L.iv
Gram boyama | + | + + + + |+ |+ |+ + + + + + + + + + + +
Hareket + | + + + + |+ |+ |+ + + + + + + + + + + +
Katalaz + | + + + + [+ |+ | + + + + + + + + + + + +
Eskulin + | + + + + |+ |+ | + + + + + + + + + + + +
Oksidaz - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
Metil Red + | + + + + |+ |+ | + + + + + + + + + + + +
Pr\(/)os?(?olsu-er + | + + + + |+ |+ |+ + + + + + + + + + + +
indol - - - - I - - - - - - - - - _ _
Sitrat - - - - - -] - - - - - - - - - - - - -
Ure - - - - - - - - - - - - - - - -
H.S - | - - - - -] - - - - - - - - - - - - -

Not: 4 ve 27 nolu izolatlar sit izolatlari, digerleri vajinal sivap izolatlaridir. L.m: L. monocytogenes, L. in: L. innocua, L. iv: L. ivanovii
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Tablo 7: izolatlarin identifikasyon Sonuglari

4S 14v | 17V | 19V | 27S | 32V | 90V | 130V | 143V | 178V | 183V | 236V | 241V | 242V | 244V | 250V | L.m L.in L.iv

Glukoz + + + + + + + + + + + + + + + + + + +
Mannitol - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
Ksiloz - - - - - + - + - + + - - - - + - - +
Ramnoz + + + + + - + - + - - + + + + - + - -
Hemoliz + + + + + + + - + - + - - + + - + - +
S. aureus + + + + + + + - + + - - + + - + - -
R. equi - - - - - - - - - - - - - - - - - . +
Tar Lm{Lm|L.m|L.m|Lm|Ls|L.m|Lw|Lm|Lw|Ls | |Lin|Lin|{L.m|L m|Lw

Not: 4S ve 27S nolu izolatlar sut izolatlari, digerleri vajinal sivap izolatlandir. L.m: L. monocytogenes, L. in: L. innocua, L. iv: L. ivanovii,

L.s: L. seeligeri, L. w: L. welshimeri
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Tablo 8: izolatlarin Elde Edildigi Hayvanlara Ait Bazi Bilgiler

No Adresi Irki Atik Durumu Atik Zamani\Ay
4S Sarigin\Selim Yerli + 7
14v Baykara\Selim Yerli + 7
17v Darbogaz\Selim Yerli + 6
19v Darbogaz\Selim Yerli + 6
27S Bayburt\Selim Simental + 4
32V Merkez\Selim Montofon - -
90v Haciveli\ Kars Yerli - Gebe
130 Subatan\ Kars Yerli + 6
143V Olgili\Kars Montofon + 6
178V Bogazkdy\Kars Montofon - -
183V Bogazkoy\Kars Montofon + 7
236V Cakmak\Kars Yerli - -
241V Cakmak\Kars Montofon - -
242V Cakmak\Kars Montofon - Gebe
244V Cakmak\Kars Montofon + 8
250V Cakmak\Kars Montofon + 8
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Resim 2: Gram pozitif Listeria kolonilerinin mikroskobik gérunumleri

Resim 3: B hemolitik Listeria turlerinin kanli agarda CAMP testi gérinumleri
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1600 bp
1500 bp

Resim 4: izolatlara uygulanan iap gen bazli PCR ydntemi ile saptanan

Listeria DNA’sInin % 1.5’luk agaroz jeldeki gérintisu.

1 nolu sutun; 1 kb DNA step ladder plus marker
2-4 nolu sutunlar; referans suslar
5-9 nolu sutunlar; izolatlar

10 nolu situn; negatif kontrol
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4. TARTISMA ve SONUC

Listeriozis, dunyanin birgok Ulkesinde hayvan ve insanlarda sporadik
ve endemik olarak gorulen, infeksiydz ve zoonotik bir hastaliktir (46).
infeksiyon hayvanlarda septisemi, meningoensefalitis ve abort sonucu énemli
ekonomik kayiplara neden olmaktadir. infekte hayvanlardan elde edilen
onemli bir besin kaynagi olan sut ve sut urlnlerinin tiketimiyle insanlara
bulasabilmektedir. Ayrica diger gida kaynakli patojenlerin aksine, buzdolabi
Isisinda etkenin ¢ogalabilmesi nedeniyle onemli bir halk saghgr problemi
olusturmaktadir (30, 57).

Kennerman ve arkadaslari Bursa Yoéresi'nde vyaptiklari L.
monocytogenes antikor seroprevalans c¢alismasinda, silajla beslenen
sigirlarin - %57.5’luk  seropozitifik oranlarinin  silajla  beslenmeyenlerin
%18.3'luk seropozitiflik oranindan istatistiki olarak daha yuksek oldugunu
tespit etmiglerdir (66). Abay ve Aydin tarafindan 2003 yilinda yapilan
calismada, Sivas ili Gemerek ilgesinde bir sut sigircilhigi isletmesinde bulunan
saglhkh 160 sigirdan 100 tanesi secilerek Ocak, Nisan, Temmuz ve Ekim
aylarinda digki érnekleri alinmistir. Ocak doneminde %61, Nisan doneminde
%39, Temmuz déneminde %36 ve Ekim déneminde %59 Listeria spp. izole
edilmistir (1). Bu c¢alismanin yapildigi Kars Yoéresi'nde vajinal sivap
orneklerinden %5.6 ve sut 6rneklerinden %0.8 gibi dusuk oranlarda izolasyon
saglanmistir. Bu bolgede silaj ile beslemenin yok denecek kadar az olmasi,
yorede infeksiyonun yayilimina katkida bulunan bagka faktorlerinde varhigini
ortaya koymaktadir. Bolgemizdeki kig sartlarinin ¢ok agir olusu ve siddetli
soguklar nedeniyle hayvanlarin ¢ok uzun sdre kapal kalmalarinin
olusturdugu stresin, infeksiyonda olumsuz etki yapacagi dusunulmektedir.
Hayvan barinaklarinin uygun standartlarda olmamasi ve yeterli
havalandirmanin  yapilamamasi da olumsuz sartlari daha da
agirlastirmaktadir. Bununla birlikte bdlgenin sosyoekonomik yapisinin dusuk
olmasi ve Ureticilerin hastaliklar hakkinda yeterli bilgiye sahip olmamalari

infeksiyon riskini artirabilmektedir.
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Bu c¢aligmada Listeria tirlerinin izolasyonunda FDA yontemi
secilmistir. Bu yontemi se¢memizin sebebi, kisa zaman periyodunda
izolasyon saglanmasi ve kullanilan kimyasal maddelerle diger
mikroorganizmalarin baskilanmasinin maksimum duzeyde saglanabilmesidir.
Gun tarafindan yapilan calismada FDA yonteminde 24 ve 48 saatlik
zenginlestirmenin yeterli oldugu sonucuna varilmis ve daha uzun sureli
zenginlestirmelerin anlamsiz ve gereksiz zaman kaybina sebep olacagi
vurgulanmigtir (53). Ayrica Guven yaptigi ¢galismada LSA besiyerinin Listeria
turleri icin, MMBA ve MBA besiyerlerinden daha iyi izolasyon sagladigini
tespit etmigtir. Bununla birlikte FDA yonteminde 48 saatlik zenginlestirmenin
7 gunlik zenginlestirmeden daha basarli oldugunu bildirmistir (54).
Besiyerleri degerlendirildiginde, diger bakterilerin Uremesinin baskilandigi
LSA besiyerinin, Listeria tlrlerinin Gremesi igin en uygun besiyeri oldugu
goOrulmektedir. Cins dlzeyinde ve tur duzeyinde Listeria’larin belirlenmesinin
LSA besiyerinde daha kolay oldugu goértlmektedir. Yapilan degerlendirmeler
sonucunda bu ¢alismada da, Listeria tlrlerinin izolasyonu igin kullanilan LEB
ve LSA besiyerlerinin tatminkar olduklari ve kisa surede sonug verdikleri

gOzlendi.

Yapilan g¢alismada 250 sut numunesinin, sadece 2’sinden (%0.8) L.
monocytogenes izole edildi. Rawool ve arkadaslari tarafindan Hindistan’da
yapilan calismada, mastitisli 169 inek ve 74 bufalodan alinan sit 6rnekleri
incelenmis, inek sut dérneklerinden (%0.6) ve bufalo sit érneklerinden (%1.4)
1’er 6rnekte L. monocytogenes izole edilmistir (89). Calismadaki bulgular ile

Rawool ve arkadasglarinin bulgulari paralellik gostermektedir.

Hindistan’da sut ineklerinden toplanan 2060 sut Ornegi ile yapilan
diger bir galismada ise, 139 (%6.74) Listeria spp. izolasyonu saglanirken, L.

monocytogenes izolasyonu 105 (%5.1) olmustur (63).

Parihar ve arkadaslari tarafindan Hindistan’da yapilan galismada st
besiciligi yapilan ciftliklerden saglanan 123 sut 6rnegi Listeria spp. yonunden
analiz edilerek, 30’undan (%24.4) Listeria spp. izole edilmistir. identifikasyon
sonucunda bunlarin, 22’sinin (%17.87) L. monocytogenes, 4’Unin (%3.25) L
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seeligeri, 2’sinin (%1.63) L. innocua ve 2 (%1.63)’sinin L. welshimeri oldugu
tespit edilmistir (80). Yapilan c¢alisma ile karsilastirildiginda Hindistan'da
gergeklestirilen bu galismada oldukga yuksek oranda izolasyon saglanmistir.
Calismada genital sistemi hastaligi bulunan hayvanlardan 6rneklemenin

yapilmasi, izolasyon oranlarinin olduk¢a yuksek olmasini etkilemis olabilir.

Ertas Elazig ilinde yaptigi calismada, atik yapmis koyunlardan aldigi
50 sit 6rneginin hicbirinden Listeria cinsi bakteri izole edememistir (38).
HasOksuz doktora tezinde calistigi 100 koyun sut ornegdinin bakteriyolojik
muayenesi sonucunda Listeria tlrl izole edemedidini bildirmistir. FDA
yontemi ile yapilan izolasyon galismalarinda PALCAM Agar ve LSA (Oxoid)
kullanmistir (55). Ertasg’in yaptid1 calismada izolasyon saglayamamasi, atik
yapan koyunlardan saglanan ornek sayisinin azligi nedeniyle olabilecegi
dusunulebilir. Ayrica mastitislere sebep olan asil etkenlerin, Listeria turleri
olmadidi gercegini akla getirmektedir. Hasdksluzln ¢alismasinda ise Listeria
turh izole edememesini, herhangi bir semptom goéstermeyen koyunlardan
alinan sut orneklerinin calisilmasina ve sayinin nispeten az olmasina

baglanabilecegi dusunulebilir.

izmir ve civarindaki isletmelerden saglanan, klinik ve subklinik
mastitisli 200 inede ait ¢i§g sut orneklerinin incelenmesi sonucu, 2 (%1)
ornekte L. innocua tespit edilmistir (39). Sivas ilinde yapilan ¢alismada, FDA
yontemi ve 4°C’de uygulanan iki asamali zenginlestirme teknigi kullanilarak
100 ¢i§ sUt o©rnedi incelenmistir. izolasyon sonucunda 4 (%4) L.
monocytogenes ve 2 (%2) L. innocua olmak Uzere, toplam %6 oraninda
Listeria kontaminasyonu tespit edilmistir. iki asamali zenginlestirmenin FDA
yonteminden daha iyi sonu¢ vermesine ragmen, 21 gun surmesi zaman
acisindan olumsuz bir tablo gdstermektedir (106). Istanbul Anadolu
yakasindaki buylkbas hayvan ciftliklerinden toplanan 370 c¢ig sit ve
marketlerden toplanan 186 sert peynir drnegdi incelenmigtir. Kiltir yontemi ile
yapilan incelemede, ¢ig sut Orneklerinin 17’sinde (%4.6), sert peynir
érneklerinin 5’inde (%2.7) Listeria spp. izole edilmistir. incelenen 370 cig sit

orneginden izole edilen 17 Listeria spp.’nin 8'i (%47.1) L. monocytogenes,
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6’s1 (%35.3) L. innocua, 3'U (%17.6) L. welshimeri olarak tespit edilmistir (5).
Arastirmacilar yaptiklari galismada FDA yontemi kullanilarak 271 peynir, 221
¢ig sut, 11 lor ve 8 tereyadl olmak Uzere toplam 511 6rnegi Listeria cinsi
bakteriler acgisindan incelemeleri sonucunda, peynir orneklerinden 11 L.
monocytogenes (%4), 1 L. grayi (%0.36); ¢ig sut orneklerinden 1 L.
monocytogenes (%0.45); tereyaglarindan 1 L. monocytogenes (%12) susu
izole etmiglerdir (105). Yapilan c¢alismalar bizim sut o6rneklerinden elde
ettigimiz izolasyon oranlarina nispeten uygunluk gdstermektedir. Van il
merkezindeki pastanelerden temin edilen 50 kremali pasta 6rneginin, 8’'inden
(%16) L. monocytogenes, 4’Unden (%8) L. innocua olmak Uzere toplam 12
ornekten (%24) Listeria spp. izole edilmigtir (94). Listeriozis salgini olan bir
bdlgede, soguk zenginlestirme ydntemi ile 121 sut drneginin 15(%12)’'inden
ve sutleri sizmede kullanilan 14 filtrenin 2(%14)’sinden L. monocytogenes
izole edilmigtir (56). Sonuglar degerlendirildiginde sut ve islenmis sut
drtnlerinde listerial kontaminasyonun ¢ok fazla oldugu goériimektedir. Buda
cogunlukla, vyeterince hijyen kurallarina uyulmadigi gercegini akla

getirmektedir.

Yapilan calismada kullanilan 250 vajinal sivap 6érneginin 14’lGnden
(%5.6) Listeria spp. izole edildi. Bunlarinda 7’si (%2.8) L. monocytogenes,
3’0 (%1.2) L welshimeri, 2’si (%0.8) L. seeligeri ve 2’side (%0.8) L. innocua
olarak identifiye edildi. Chaudhari ve arkadaslari da Hindistan’da yaptiklari bir
calismada bufalolardan aldiklari 125 vajinal sivap 6rneginden, 8’inde (%6.4)
Listeria spp. izole etmislerdir. Bunlarinda 3’Gnun (%2.4) L. monocytogenes,
1’inin (%0.8) L ivanovii oldugu tespit edilmistir (23). L. monocytogenes
izolasyon orani bizim oranimiza benzerdir. Parihar ve arkadaslari tarafindan,
genital sistem hastali§i bulunan 20 inekten alinan cervico-vaginal sivap
ornekleri Listeria spp. yonunden analiz edilmigtir. Cervico-vaginal sivap
orneklerinin 4’Gnden (%20) Listeria spp. izole edilmistir. Bunlarin 2’si (%10)
L. monocytogenes ve 2’side (%10) L. innocua olarak identifiye edilmistir (80).
Parihar’in izolasyon oranlari ise bizim oranlarimizdan oldukga fazladir. Bunun
sebebi sadece genital sistem hastaligi bulunan ineklerden 6rneklerin alinmig

olmasi olabilece@i gibi, drnek sayisinin az olmasi da etkilemis olabilecegi
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kanaatindeyiz. Yapilan c¢alismada da sadece atik yapan 96 inek dikkate
alindiginda, bu oran %8.3’e c¢ikmaktadir. Yapilan c¢alismada ¢ogu atik
vakalarinin ¢ok eski oldugu, 4 ay onceki atik vakalarinin dahi oldugu ve atik
vakasinin olugsmasindan kisa bir zaman sonra ulastigimiz hayvan sayisinin

az olmasi nedeniyle izolasyon oranlarimizin dastigu de dusunulebilir.

Holko ve arkadaglari 60 peynir ve 30 ¢ig sut orneginde geleneksel
yontemlerle ve Nested PCR yodntemiyle izolasyon ve identifikasyon yapmislar
ve PCR ile bu 6rneklerin 18’'inde pozitif sonu¢ almiglardir. Kultir yonteminde
24 saatlik zenginlestirme sonrasi 12 pozitif sonug alinirken, 48 saatlik
zenginlestirme sonrasi 18 pozitif sonug alinmistir (59). Kiltir yénteminde
islemler 5-10 gun surmekte oysa PCR iki gun gibi kisa bir surede
sonuglanmaktadir. Ayrica bagka laboratuvarlarda identifikasyonu yapiimis 60
izolatlada vyapilan c¢alisma ile de gosterilmigtir ki, nonhemolitik L.
monocytogenes ile L. innocua’nin ayrimi geleneksel biyokimyasal

yontemlerle daha zordur (59).

PCR yontemi ile 16 izolattan, 27S, 14V, 19V, 242V ve 244V numarali
izolatlar (%31.25) pozitif olarak tespit edilmistir. Rawool ve arkadaslari da
(89) yaptiklari galismada izole ettikleri 5 Listeria izolatina iap genini hedef
alan PCR uygulamislar ve 3 izolatta pozitif sonug almislardir. Ayrica virllensi
belirlegen diger genleri, plcA, prfA, actA ve hlyA’y1 hedef alan PCR
islemlerinin higbirinde tek basina tam pozitiflik saglanamamistir. Bu ¢alisma
Ozellikle saha suslan ile yapilan ve virilens genlerini hedef alan PCR
calismalarinda her Listeria izolatinda kesin pozitif sonu¢ alinamayabilecegini
gostermektedir. PCR ile pozitifligi ispatlanamayan izolatlarin farkli saha

suslari olabilecegi veya iap geninde farkhliklar olabilecegi anlasiimaktadir.

Listeria cinsindeki bakteriler hiicre icinde yasamalari, olumsuz g¢evre
sartlarinda hatta buzdolabi i1sisinda yasayabilmeleri, sagliklh insanlarin ve
hayvanlarin sindirim sisteminde higbir hastaliga neden olmadan varliklarini
surdurebilmeleri ve ¢evrede ¢ok yaygin olarak bulunabilmeleri nedeniyle ¢ok
dikkatli degerlendirilmelidirler. L. monocytogenes infeksiyonuna maruz kalan

hayvanlar atik fetuslari, salgilari ve sutleri ile gevresel kontaminasyona sebep
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olurlar. infeksiyonda mortalite orani diisiik olmasina ragmen, morbidite orani
%20 civarindadir. Cig sutlerdeki listerial varlik her ne kadar enfeksiyon
kaynakli ise de, 6zellikle pastorize sutlerdeki Listeria varligi ancak sonradan
olusan kontaminasyona ve buzdolabi isisinda ureyebilme yetenegine
baglanabilmektedir. Listerial infeksiyonlarda silaj onemli bir yer tutmaktadir.
Yapilan birgok arastirma, uygun sartlarda hazirlanmayan ve muhafaza

edilmeyen silajlarin listerial infeksiyon icin tehlike arz ettigini géstermektedir.

Sonu¢ olarak calismanin yapildigi Kars Yoresi'nde atik yapan
sigirlarin satleri ile L. monocytogenesi c¢evreye yaydiklari ve bunun
sonucunda da hayvancilikla ugrasanlarin ve bu sutleri tUketenlerin listerial
infeksiyonlara maruz kalabilecegi kanaatine variimistir. Ayni surudeki
hayvanlarinda enfeksiyona maruz kalabilecegi ve bunun sonucunda daha
buyuk ekonomik kayiplarin olugacagi dusunulebilir. Yaklasik 400 bin bas
s1girin bulundugu ve 285 bin ton inek sutu Uretiminin oldugu yoremizde insan
ve hayvan sagliginin listerial infeksiyonlar bakimindan risk tegkil edebileceqdi
kanaatine varildi. Hayvan vyetigtiriciliginin ve hayvansal urunlerin fazlaca
uretildigi ve pazarlandigi Kars ilinde listerial infeksiyonlarin g6z ardi
ediimemesi ve gereken koruma ve Kkontrol tedbirlerinin alinmasi, bu
baglamda ciftlik sahiplerinin, hayvan bakicilarinin, gida drunleri Uretimi
yapilan igletmelerin personelinin ve hatta veteriner hekimlerin infeksiyonlar
hakkinda bilgilendiriimelerine o6nem verilmelidir. Ayrica daha kapsamli
calismalarin planlanarak uygulamaya konmasi, halk saghgi agisindan onemli

oldugu gibi ekonomik faydalarda saglayacaktir.
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5. OZET

Kars Yéresi Sigirlarindan Alinan Siit ve Vajinal Sivap Orneklerinden

Listeria Turlerinin Arasgtiriimasi

Listeriozis ruminanthlarda abortus, ensefalomyelitis ve septisemi ile
seyrederek, onemli ekonomik kayiplara yol agcan zoonoz bir infeksiyondur.
Listeria’larin dogal rezervuarlarinin toprak ve memelilerin sindirim sistemi
olmasi, Listeria’lar ile gidalarin kontaminasyon ihtimalini artirmaktadir.
Teknolojinin gelisimiyle birlikte daha hizli bir yasam tarzinin benimsendigi
toplumlarda hazir gida tuketiminin artmasi, buzdolabi i1sisinda ureyebilen

Listeria’lara karsl daha dikkatli ve kontrollt tiiketimi gerektirmektedir.

Bu calismada, Kars Merkez ve Selim ilgesine bagl kdylerde atik
yaptigi bilinen sigir surulerinde bulunan 250 inekten alinan sut ve vajinal
sivap orneklerinden olusan toplam 500 o6rnek Listeria cinsi bakteriler
yonunden kulturel olarak degerlendirildi. FDA (Food and Drug Administration)
yontemi ile yapilan izolasyon c¢alismasinda, LEB (Listeria Enrichment Broth)
ve LSA (Listeria Selective Agar) kullanildi. izolasyon ve identifikasyon
sonucunda sut orneklerinin sadece 2’sinden (%0.8) L. monocytogenes izole
edildi. Satlerinden L. monocytogenes izole edilen ineklerin ikisi de atik
yapmisti. Atik yapan 96 inekten, 2 (%2.1) L. monocytogenes izole edilmis
oldu. Calismada kullanilan vajinal sivap oérneklerinin 14’tUnden (%5.6) Listeria
spp. izole edildi. Bunlarinda 7’si (%2.8) L. monocytogenes, 3’0 (%1.2) L
welshimeri, 2’si (%0.8) L. seeligeri ve 2’side (%0.8) L. innocua olarak
identifiye edildi. izolatlara uygulanan PCR igsleminde 16 izolattan 5 tanesinde

pozitif sonug elde edildi.

Bu calisma ile Kars Yoresi'nde, sut érneklerinden L. monocytogenes
kultarel yontemlerle ilk kez izole edilmis ve tanimlanmistir. Yogun hayvan
populasyonuna sahip yodredeki atik vakalarinin L. monocytogenes
infeksiyonu sonucu olusabilecegi ve atik yapan ineklerin, en azindan belli bir

zaman diliminde satleri ve diger akintilari ile etkenleri gevreye sacgabilecekleri
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gorulmektedir. Hayvan ve insan sagligi agisindan 6nemli olan infeksiyonun
ekonomik kayiplara da sebep oldugu diusunuldiginde, koruma ve kontrol
tedbirlerinin zamaninda ve aksatilmaksizin uygulanmasi gerektigi kanaatine

varildi.
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6. SUMMARY

An investigation of Listeria species isolated from milk and

vaginal swabs of cows in the province of Kars, Turkey

Listeriosis, which is a zoonotic infection, causes abortion,
encephalomyelitis and septicaemia in ruminants, leading to significant
economic loss. The fact that soil and the digestive systems of mammals are
the natural reservoir for Listeria spp. increases the likelihood that food
contamination will occur. In developed societies, the faster pace of life and
technological advances have resulted in increased consumption of
processed foods, making it necessary to take more precautions against

Listeria spp., which propagate even under refrigeration.

In this study, a total of 500 samples of milk and vaginal swabs from
250 cows from herds with a recent history of abortion, from villages
administered by the city of Kars and the town of Selim, were cultured for
bacteria of the Listeria genus. Isolation was performed by the FDA (Food and
Drug Administration) method, using LEB (Listeria Enrichment Broth) and LSA
(Listeria Selective Agar). The results of the isolation and identification
process showed that L. monocytogenes was present in only two of the milk
samples (0.8%), both from cows which had recently aborted. Thus, L.
monocytogenes was isolated from two (2.1%) out of 96 cows with a history of
abortion. Listeria spp. were isolated from 14 (5.6%) of the vaginal swab
samples used in the study. Seven (2.8%) of these were identified as L.
monocytogenes, three (1.2%) as L. welshimeri, two (0.8%) as L. seeligeri
and two (0.8%) as L. innocua. Five out of 16 isolates were found to be
positive by PCR.

In this study, L. monocytogenes was isolated and identified in milk
samples by the culturing method for the first time in the region of Kars. The
findings show that L. monocytogenes infection may contribute to cases of

abortion encountered in the region which has a large population of farm
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animals, and that milk and other excretions from cows which have aborted
may spread the bacteria into the environment for at least a period of time. It
may be concluded that, since the infection is important for both animal and
human health and causes considerable economic loss, timely and rigorous

prevention and control measures should be implemented in the region.
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8. OZGEGMIS

Kars’in Digor ilcesinde 1972 yilinda dogdu. ilkégrenimini ve lise
dgrenimini Kars'ta tamamladi. Kafkas Universitesi Veteriner Fakiltesi’'nden
1995 yilinda mezun oldu. Ayni fakultenin Patoloji Anabilim Dali’'nda, 1998
yilinda Uzman kadrosunda goreve basladi. Saglik Bilimleri Enstitisu Patoloji
Anabilim Dal’'nda Yuksek Lisans yaparak, 2003 yilinda Bilim Uzmani Unvani
aldi. Ayni yil Saglik Bilimleri Enstitisi Mikrobiyoloji Anabilim Dal’'nda
Doktora 6grenimine bagladi. Halen Patoloji Anabilim Dal’'nda Uzman olarak

gOrev yapmaktadir. Evli ve bir kiz babasidir.
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EKLER

izolasyon ve identifikasyonda Kullanilan Besiyerleri (11)

Listeria Enrichment Broth (LEB)

Pancreatic digest of casein 17.0g
Yeast extract 6.0g
NacCl 50¢g
Papaic digest of soybean meal 3.0¢g
Glucose 25¢g
K2HPO4 25¢g
Cycloheximide 0.05¢
Nalidixic acid 0.04 g
Acriflavine-HCI 0.015¢
Distile su 10L
pH 7.3

Listeria Enrichment Broth, FDA (LEB)

Pancreatic digest of casein 1709
Yeast extract 6.09
NaCl 509
Papaic digest of soybean meal 3.0g
K2HPO4 259
Glucose 25¢g
Nalidixic acid solution 8.0 ml
Cycloheximide solution 5.1 ml
Acriflavin-HCI solution 3.0ml
Distile su 10L
pH 7.310.2
Nalidixic Acid Solution (100.0 ml)

Nalidixic acid 05¢g
Distile su 100 ml
Cycloheximide Solution (100.0 ml)

Cycloheximide 15¢
Ethanol 40.0 ml
Distile su 60.0 ml
Acriflavin-HCI| Solution (100.0 ml)

Acriflavin-HCI solution 059

Distile su 100.0 ml
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Hazirlanisi: Nalidixic acid, acriflavin, cycloheximide ve glukoz filtre ile siteril
edilir. Icerikteki diger maddeler ise 1 atmosfer basingta 121°C’de 15 dakika
siteril edilir

Listeria Enrichment Broth |
(Listeria Primary Selective Enrichment Broth, UVM 1) (University of
Vermont | Listeria Primary Selective Enrichment Broth), USDA/FSIS (Oxoid)

NaCl 2009
Na2HPO4 1209
Beef extract 504¢g
Proteose peptone 509
Pancreatic digest of casein 5009
Yeast extract 509
KH2PO4 1.35¢9
Esculin 109
Nalidixic acid solution 1.0 mi
Acriflavine solution 1.0 ml
Distile su 10L
pH 7.410.2
Nalidixic Acid Solution (10.0 ml)

Nalidixic acid 0.2g
NaOH (0.1M) 10.0ml
Acriflavine Solution (10.0 ml)

Acriflavine 0.12g
Distile su 10.0 ml

UVM Listeria Enrichment Broth
(University of Vermont Listeria Enrichment Broth)

NacCl 20.0g
Na2HPO4 9649
Pancreatic digest of casein 50¢g
Peptic digest of animal tissue 50¢9
Beef extract 500¢9
Yeast extract 500¢9
KH2PO4 1.35¢
Esculin 109
Nalidixic acid 40.0 mg
Acriflavine-HCI 12.0 mg
Distile su 10L

pH 7.210.2
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Listeria Enrichment Broth II,
(Listeria Primary Selective Enrichment Broth, UVM II) (University of Vermont
Il Listeria Primary Selective Enrichment Broth), USDA/FSIS (Oxoid)

NacCl 20.0g¢g
Na2HPO4 1209
Beef extract 50¢g
Protease peptone 50¢9
Pancreatic digest of casein 50¢g
Yeast extract 5009
KH2PO4 1.35¢g
Esculin 109
Nalidixic acid solution 1.0 ml
Acriflavine solution 1.0 mi
Distile su 10L
pH 7.410.2
Nalidixic Acid Solution (10.0 ml)

Nalidixic acid 0.2¢9
NaOH (0.1M) 10.0 ml
Acriflavine Solution (10.0 ml)

Acriflavine 0.25¢
Distile su 10.0 ml

Amag: Gida, sit ve sit driinlerinden Listeria spp. Izolasyonu icin
kullaniimaktadir.

Demi-Fraser Broth

NacCl 20.0g
Tryptose 10.0g
Na2HPO4 9649
Beef extract 5009
Yeast extract 5009
LiCl 3.0g9
KH2PO4 1.35¢g
Esculin 109
Acriflavin-HCI 12.5 mg
Nalidixic acid 10.0 mg
Ferric ammonium citrate supplement 10.0 ml
Distile su 10L
pH 7.240.2

Ferric Ammonium Citrate Supplement (10.0 ml)
Ferric ammonium citrate 05¢g
Distile su 10.0 mi



Fraser Broth

NacCl

Na2HPO4

Beef Extract

Proteose peptone
Pancreatic digest of casein
Yeast extract

LiCl

KH2PO4

Esculin

Fraser supplement solution
Distile su

pH
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Fraser Supplement Solution (10.0 ml)

Ferric ammonium citrate
Acriflavine-HCI

Nalidixic acid

Ethanol

Distile su

Fraser Secondary Enrichment Broth

NacCl

Na2HPO4

Beef extract

Proteose peptone
Pancreatic digest of casein
Yeast extract

LiCl

KH2PO4

Esculin

Acriflavin solution

Ferric ammonium citrate solution

Nalidixic acid solution
Distile su

Ferric Ammonium Citrate Solution (10.0 ml)

Ferric ammonium citrate
Distile su

Acriflavin Solution (10.0 ml)

Acriflavin
Distile su

Nalidixic Acid Solution (10.0 ml)

Nalidixic acid
NaOH (0.1N)

20049

1209
509
50¢g
509
50¢g
309
1359
109

10.0 mi
10L

7.210.2

05¢g
0.25¢g
0.1g
5.0 mi
5.0 ml

2009
1209
50¢g
509
5009
509
309
1.35¢
109
10.0 ml
10.0 mi
1.0 ml
1.0L

05¢
10.0 ml

0.025¢g
10.0 ml

0.04 ¢
10.0 ml
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Listeria Fermentation Broth

Proteose peptone No. 3 10.0g
NacCl 500
Beef extract 10g9
Bromcresol Purple 0.1g
Carbohydrate solution 10.0 ml
Distile su 1L
Carbohydrate Solution (10.0 ml)

Carbohydrate 50g¢g
Distile su 10 mi

Amag: Glucose, salicin, rhamnose, dulcitol, ya da raffinose. gibi
karbonhidratlarin fermentasyonlarini test etmek icin kullanilir.

Listeria Transport Enrichment Medium

Sodium glycerophosphate 10.0g
Agar 20g¢g
Sodium thioglycolate 10g9
CacCl2 0.1g
Nalidixic acid 0.04 g
Acridine solution 2.0ml
Distile su 1L
pH 7.4+0.2

Acridine Solution (10.0 ml)
Acridine 0.04 g
Distile su 10 ml
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Modifiye Mc Bride Agar

Agar 15009
Glycine anhydride 10.0g
Tryptose 10.0g
NacCl 50¢g
Beef extract 3.0¢g
Phenylethanol 25¢g
LiCl 059
Cycloheximide solution 10.0 ml
Distile su 1L
pH 7.3£0.2

Cycloheximide Solution (10.0 ml)
Cycloheximide 0.2¢
Distile su 10 ml

Amag: Siit triinlerinden Listeria spp. izolasyonu igin kullanilir.

McBride Listeria Agar

Agar 1509
Glycine 10.0g
Pancreatic digest of casein 50¢9
Peptic digest of animal tissue 50¢g
NacCl 50¢g
Beef extract 3.0g9
Phenylethyl alcohol 25¢g
LiCl 059
Distile su 1L

pH 7.320.2



89

LPM Agar (BAM M81)
(Lithium Chloride Phenylethanol Moxalactam Plating Agar)

Agar 1509
Glycine anhydride 10.0g
LiCl 50¢9
NacCl 500
Pancreatic digest of casein 50g¢g
Peptic digest of animal tissue 509
Beef extract 3.0¢g
Phenylethyl alcohol 25¢g
Moxalactam solution 2.0ml
Distile su 1L
pH 7.310.2
Moxalactam Solution (10.0 ml)

Moxalactam 01lg
Distile su 10 ml

LPM Agar with Esculin and Ferric Iron (BAM M82)

Agar 1509
Glycine anhydride 10.0g
LiCl 500
NacCl 50¢g
Pancreatic digest of casein 50¢9
Peptic digest of animal tissue 50¢g
Beef extract 3.0¢g
Phenylethyl alcohol 25¢g
Esculin 10g
Ferric ammonium citrate 05¢g
Moxalactam solution 2.0 ml
Distile su 1L

pH 7.310.2
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Modified Oxford Listeria Selective Agar
(Oxford Agar, Modified) (Listeria Selective Agar, Modified Oxford)
(MOX Agar) (BAM M103a)

Special peptone 23.0¢g
LiCl 1509
Agar 120g9
NacCl 50¢g
Cornstarch 109
Esculin 1.0g9
Ferric ammonium citrate 05¢g
Buffered colistin methane sulfonate solution 1.0 ml
Buffered moxalactam solution 2.0 ml
Distile su 1L

pH 7.210.2
Buffered Colistin Methane Sulfonate Solution (100.0 ml)
Colistin methane sulfonate 1049
Potassium phosphate buffer (0.1M) 100 ml

pH 6.0£0.2
Buffered Moxalactam Solution (100.0 ml)

Sodium ya da ammonium moxalactam 109
Distile su 100 ml

Not: Buffered colistin methane sulfonate ve buffered moxalactam solisyonu
filtre ile siteril edilerek —20°C’de saklanir.

Oxford Agar
(Listeria Selective Agar, Oxford)

Special peptone 23.0g
LiCl 15.04¢
Agar 10049
NacCl 50¢g
Cornstarch 1.0g9
Esculin 10g
Ferric ammonium citrate 05¢g
Antibiotic inhibitor 10.0 mi
Distile su 1L

pH 7.0+0.2
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Antibiotic Inhibitor (10.0 ml)

Cycloheximide 049

Colistin sulfate 0.02 g
Fosfomycin 0.01g
Acriflavine 5.0 mg
Cefotetan 2.0 mg
Ethanol (% 50) 10.0 ml

Antibiyotiklerin Hazirlanigi: Antibiyotiklerin hepsi 10 ml ethanol igerisinde
iyice ¢ozulur ve filtre ile siteril edilir.

Hazirlanigi: Antibiyotikler harig, butin maddeler 990 ml distile su igerisinde
iyice ¢ozulur. 1 atmosfer basingta 121°C’de 15 dakika siteril edilir. Besiyerinin 1sisi
45-50°C’ye kadar soguduktan sonra filtre ile siteril edilen 10 ml antibiyotik
solusyonu da ilave edilir ve iyice karistirilarak petrilere veya tuplere dokulur.

Oxford Agar, Modified

(Listeria Selective Agar, Modified Oxford) (MOX Agar)

Special peptone 23.0¢g
LiCl 15.09
Agar 1209
NacCl 500
Cornstarch 1.0g9
Esculin 109
Ferric ammonium citrate 05¢g
Antibiotic inhibitor 10.0 mi
Distile su 1L

pH 7.0£0.2
Antibiotic Inhibitor (10.0 ml)

Moxalactam 0.015¢g
Colistin sulfate 001g

Distile su

10 mi
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PALCAM Agar
(Polymyxin Acriflavine LiCl Ceftazidime Esculin Mannitol Agar)
(PALCAM Listeria Selective Agar) (BAM M118a)

Peptone 23.04¢g
LiCl 15.09
Agar 10.0g
Mannitol 10.0g
NacCl 50¢g
Yeast extract 3.0¢9
Starch 1.0g9
Esculin 0.8¢g
Ferric ammonium citrate 05¢g
Glucose 05¢g
Phenol Red 0.08 g
PALCAM selective supplement 10.0 ml
Distile su 1L
pH 7.210.2
PALCAM Selective Supplement (10.0 ml)

Ceftazidime 20.0 mg
Polymyxin B 10.0 mg
Acriflavine-HCI 5.0 mg
Distile su 10 ml

Tryptic Soy Agar with 0.6% Yeast Extract

Agar 1509
Pancreatic digest of casein 1509
Yeast extract 6.0g
Pancreatic digest of soybean meal 50¢g
NacCl 50¢g
Distile su 1L

pH 7.0-7.5

Trypticase Soy Agar Yeast Extract (TSAYE) (BAM M153)

Agar 1509
Pancreatic digest of casein 17.0g
Yeast extract 6.0g
Papaic digest of soybean meal 3.0¢9
NacCl 50¢g
K2HPO4 259
Glucose 259
Distile su 1L

pH 7.310.2
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Trypticase Soy Broth Yeast Extract (TSBYE)

Pancreatic digest of casein 17.0g
Yeast extract 6.0g
Papaic digest of soybean meal 3.0¢g
NacCl 500
K2HPO4 25¢
Glucose 25¢
Distile su 1L

pH 7.3+0.2

Motility Test and Maintenance Medium

Peptone 10.0g
NacCl 500
Agar 4049
Beef extract 3.0¢g
2,3,5-Triphenyltetrazolium chloride 0.05¢g

Distile su 1L



