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ORDU BOLGESI’ NDE TUKETIME SUNULAN BALIKLARDAN LISTERIA SPP.
IZOLASYON VE IDENTIFiKASYONU
Gamze ATASEVER
Erciyes Universitesi, Saglik Bilimleri Enstitiisii
Veteriner Mikrobiyoloji Anabilim Dah
Yiiksek Lisans Tezi, Ocak 2012
Damsman: Prof. Dr. Fuat AYDIN

KISA OZET

Bu calismada, su iiriinleri yetistiriciliginde Tiirkiye’ nin 6nde gelen illerinden biri olan Ordu Bolgesi’
nde tiiketime sunulan baliklarda Listeria spp. varligi arastirildi. Bu amacla Ordu sehir merkezi ve
cevresindeki seyyar balikgilardan ve kiiltiir balik¢iligi isletmelerinden temin edilen 50 adet tath su
balig1 (alabalik (Oncorhynchus mykiss)) ve 50 adet tuzlu su balig1 (levrek (Dicentrarchus labrax),
istavrit (Trachurus mediterraneus)) kullanildi.

Numuneler soguk zincirde kisa siirede laboratuvara ulastirildi ve baliklarin hem gévde hem de barsak
iceriklerinden 6rnek alindi. Calismanin birinci safhasinda numunelerden Listeria tiirlerinin izolasyonu,
ikinci safhasinda ise Listeria tiirlerinin identifikasyonu yapildi. Listeria spp. izolasyonu amaciyla,
Listeria Selektif Buyyon (Oxoid), ve Listeria Selektif Agar (Oxoid) kullanildi. Elde edilen izolatlarin
identifikasyonu amaciyla Microbact 12L Listeria Identifikasyon kiti (Oxoid) kullanildi. Calismada 100
numuneden 10’ u Listeria spp. yoniinden pozitif saptandi. Elde edilen 10 Listeria spp. izolatinin 1’1 L.
monocytogenes, 5’1 L. seeligeri, 4’1 L. innocua olarak identifiye edildi. Bu izolatlardan biri barsaktan
olmak iizere 9° u balik gdvdesinden elde edildi. Sonug olarak yapilan bu calisma ile toplam 100 balik
orneginin 10’undan (% 10) izole edilen Listeria spp.” nin halk saghg: agisindan potansiyel risk

olusturdugu diisiiniilmektedir.

Anahtar Kelimeler: Balik, Listeriozis, izolasyon, identifikasyon
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ISOLATION AND IDENTIFICATION OF LISTERIA SPP. IN FISHES WHICH ARE
PRESENTED TO CONSUME IN ORDU
Gamze ATASEVER
Erciyes University, Graduate School of Health Sciences
Department of Veterinary Microbiology
Master’ s Thesis, January 2012
Supervisor: Prof. Dr. Fuat AYDIN

ABSTRACT

In this study, investigation of Listeria spp. in fishes, presented to consume the in Ordu, has been
performed, where one of the most important provinces of Turkey in respect of aquaculturing. Fresh
water materials were total of 50 fishes which are commonly consumed in Ordu and consisted of trout
(Oncorhynchus mykiss). Brine water materials were also total of 50 fishes which are commonly
consumed in Ordu and consisted of seabass (Dicentrarchus labrax), bluefin (Trachurus
mediterraneus). Materials were obtained from costermongers and aquaculture enterprices which are
located in and around Ordu.

Fishes were transported to laboratory regarding the cold-chain principles then samples were taken
from both bodies and ingredient of bowels. At first part of the study, the isolation of Listeria types
have been performed, then idenfication of Listeria types have been performed in the second part.
Listeria Selective Buyyon (Oxoid), ve Listeria Selective Agar (Oxoid) were used with the intention of
isolation of Listeria spp. Microbact 12L Listeria Identification kit (Oxoid) was used with the intention
of identification of isolates. 10 percent of 100 samples were determined positive in terms of Listeria
spp. 1 L. monocytogenes, 5 L. seeligeri, 4 L. innocua were identified in 10 pieces of Listeria spp.
isolates. 1 of these isolates was taken form bowel, other 9 isolates were taken from bodies. As a result
of this study, potential risk for the public health, because of Listeria spp. which is isolated from 10
pieces of (%10) of total of 100 fish samples, is considered.

Keywords: Fish, Listeriosis, Isolation, Identification
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1.GIRIS VE AMAC

Diinyada, avciligi yapilan hayvan gruplarinin ¢ogunlugunu, 20.000° in iizerindeki
taninmug tiirleriyle su iriinleri olusturmaktadir. Bu tiirlerin yaklasik 650 adedi balik
tiirlerinden meydana gelmektedir (1). Su {iriinleri 1997 yili verilerine gore diinyada
tiretilen tiim balik miktar1 95 milyon ton dolayindadir. 2007 yilinda 91,2 milyon tonu
avcilik, 65,2 milyon tonu yetistiricilikten olmak iizere toplam 156,4 milyon tona
ulagsmustir. Bu 6zelligi nedeni ile su iiriinleri Food and Agriculture Organization (FAO)
tarafindan "diinyanin en hizli biiyiiyen gida sektorii" olarak belirlenmistir (2). Tiirkiye
2010 yilinda toplam 653 bin tonluk {iiretimle, diinya su iiriinleri tiretiminin % 0,7’ sini

karsilamaktadir (3).



Tablo 1.1: 1998-2010 yillarinda Tiirkiye'de elde edilen su iiriinleri iiretimi (TUIK 2010)

Donemi Su Uriinleri Uretimi (Ton)
2010 653 080
2009 623 191
2008 646 310
2007 772 323
2006 661 991
2005 544 773
2004 644 492
2003 587715
2002 627 847
2001 594 977
2000 582 376
1999 636 824
1998 543 900

Deniz iirlinleri iiretiminde ilk siwray1r %58,75’lik oran ile Dogu Karadeniz Bolgesi
almaktadir. Bunu %17,28 ile Bat1 Karadeniz, %8,89 ile Ege, %8,86 ile Marmara ve
9%6,22 ile Akdeniz Bolgeleri izlemektedir (3).

Karadeniz Bolgesi iilke balik¢iligindaki onemi yaninda karada ve denizde kiiltiir
balik¢ilig1 agisindan cok biiyiik bir potansiyele sahiptir. Karadeniz, kendisini besleyen
pek cok akarsu sebebiyle yetistiricilik a¢isindan olduk¢a zengin bir denizdir. Bolgedeki
akarsular iizerinde de yetistiricilige uygun sayisiz ortam mevcuttur (4). Ordu ili ise
Dogu Karadeniz® de 100 km*’ lik bir kiy1 seridine sahiptir. Denizlerde su iiriinleri

yetistiriciligi ile Tiirkiye’ nin onde gelen illerindendir (5).
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Sekil 1.1. 2010 y1l1 deniz iiriinleri iiretimi ( TUIK, 2011)

Sinirli olan karasal kaynaklarin, niifus artisi, cevre kirlenmesi, kentlesme, sanayilesme
ve benzeri olumsuz kosullar karsisinda daha fazla ihtiyaci karsilayamayacagi acikca
goriilmektedir. Bu sorunun ¢6ziimii icin, karasal kaynaklara alternatif olarak saglik
acisindan beslenme degeri daha yiiksek olan su iiriinlerinden en {iist diizeyde
faydalanilmas1 gerekmektedir. Dengeli beslenme sartlarindan biri giinlik protein

ihtiyacinin % 30-35’ inin hayvansal kokenli olmasidir (6, 7).

Tiirkiye’ de kisi basina diisen su iiriinleri tiiketimi miktar1 ¢ok diisiik seviyededir (8).
Diinyada yilda kisi bagina ortalama 16 kg balik tiiketilirken, AB’ de (Avrupa Birligi)
yullik tiiketim, kisi basina 22 kg diizeyindedir. AB iilkeleri ile kiyaslandiginda iiretim
yoniinden 7. swrada bulunan Tiirkiye, tiikketimde kisi bas1 7,5 kg’ lik oranla son sirada

yer almaktadir (4).

Taze baligin raf omriinii siirlandiran en temel etken mikroorganizmalarm faaliyetidir
(1). Bu gidalarin giivenilirligi patojen mikroorganizmalarin  enfeksiyona ve

zehirlenmelere neden olmamalar1 agisindan Onemlidir. Gidalar ¢ig veya 1sitma islemi
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uygulansa dahi mikroorganizmalar1 tasirlar. Ozellikle baliklar kas dokulari diger
memeli hayvanlarin kaslarindan daha hizli bozuldugundan dolay1 kolaylikla bozulan

gidalar olarak bilinir (7).

Baliklarin mikroflorasi; cinse, yasadigi sulara, mevsim ve gelisim donemine gore
farklilik gosterir. Derisinde, solungaglarda, barsak iceriginde ve cevrede bulunan
mikroorganizmalar birinci derecede bulasmaya neden olurken; isleme, tasima ve
pazarlama asamalarinda ise ikincil bulagmay1 olusturur. Boylece baliklarda bozulmalara

ve gida kaynakl zehirlenmeler ortaya ¢cikmaktadir (9).

Genellikle temiz sularda avlanilan balik ve diger su {iiriinleri oldukca diisiikk oranda
bakteri tasimaktadir. Ancak avlama sirasinda ve sonrasinda yiizeysel bakteri sayisi

onemli Olciide artar (10).

Baslica tath sulardan, endiistriyel, insan ve hayvan kaynakli kontaminasyona maruz
kalmis kiy1 deniz sularindan avlanan baliklar Listeria spp. ile kontamine olabilir. Bu
nedenle balik ve diger su iiriinleri, hayvan tiirleri ve insanlar i¢in potansiyel bir risk

olusturmaktadir (1).

Yapilan caligma kapsaminda, su iiriinleri yetistiriciligi yoniinden Tiirkiye’ de 6nemli bir
paya sahip olan Ordu Bolgesi’ nde tiiketime sunulan tath ve tuzlu su baliklarindan

Listeria spp. izolasyonu ve bu izolatlarin identifikasyonu amag¢lanmaistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. TARIHCE

Gram pozitif bir bakteri tiirii olan Listeria spp., ilk olarak Almanya’ da 1891 yilinda

hastalarin doku 6rneklerinden izole edilmistir (11).

1910 yilinda Isve¢’ te iki tavsanmn karacigerinde, 1917 ve 1920 yillarinda da insanlarin

omurilik sivilarindan Listeria izole edilmistir (12).

Murray et al. (11) Ingiltere, Cambridge’ de rodentlerde monositozla birlikte seyreden bir
infeksiyonla etkeni tam anlamiyla tanimlamislardir. Bilyiilk mononiikleer 16kositoza neden
olan bu bakteriye Bacterium monocytogenes adin1 vermisglerdir. Prie (13), Giiney Afrika’ da
enfekte olmug bir gerbilin karacigerindeki nekrozlardan Gram pozitif bir bakteri izole
etmigstir. Cerrah Lord Lister’ in anisina tiire Listerella adim1 vermis ve etkeni Listerella
hepatolytica olarak isimlendirmistir. Murray and Prie (14), daha sonra bu iki bakteri
tiirtiniin aynm1 bakteri oldugunu kesfetmisler ve bakterinin adin1 Listerella monocytogenes
seklinde birlestirmislerdir. Bu bakterinin adi 20. ylizyilin ortalarma dogru, dolasim
sisteminde monositozis yaptigindan dolay: “Listeria monocytogenes”  olarak

degistirilmistir ve giiniimiizde de bu isim kullanilmaktadir (12).
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Danimarka’da, 1929 yilinda mononucleosis benzeri enfeksiyon geciren hastalarin kan
kiiltiirlerinden L. monocytogenes izole edilmistir (15). Yine 1936 yilinda Amerika Burn’ de
hem yeni dogmus bebeklerde sepsis hem de yetigkinlerde menenjite neden olan Listeria
etkeni saptanmistir (16). 1980° lere kadar yiiksek mortalite ve morbidite oranina sahip bir
salgin olmasimna ragmen insan listeriozisi tam olarak aydinlatilamamis bir hastalik olarak
kalmistir. Ornegin; 1966 yili boyunca Almanya’ da, 1975 ve 1976 yillar1 arasinda Fransa’
da, swrasiyla 279 ve 166 insanda Listeriozis vakas1 meydana gelmistir (17). 1980’ 1i yillarin
ortalarma dogru, Avrupa ve Kuzey Amerika’ da insan ve hayvanlarda meydana gelen
listeriozis sayisinda bir artis meydana gelmistir. Ustelik Kuzey Amerika ve Avrupa’ da ki
salgilarin lahana salatas1 (18), siit (19), ve peynir (20, 21) tiiketimi ile ilgili oldugu tespit
edilmistir (17).

1980’ lerden bu yana goriilen seri salgmlar, L. monocytogenes’ in son derece tehlikeli,
genellikle insan hayatini1 tehdit eden gida kaynakli hastaliklara neden oldugunu gostermis
ve bu ozellikleri ile kamu saglik kuruluslarinda ve gida endiistrisinde biiyiik ekonomik

kayiplara neden oldugu anlagilmistir (17).
2.2. TAKSONOMI

Listeria spp. taksonomik olarak onceleri Coryneform grup bakteriler i¢inde yer almis
olmakla beraber, 1986 yilindan bu yana Staphylococcus, Streptococcus, Lactobacillus,

Brochothrix tiirleri ile beraber Clostridium alt dalinda yer alir (22).

Listeria genusu Bergey's Manual of Systematic Bacteriology’ de cubuk sekilli, Gram
pozitif, diizgiin, spor olusturmayan 6 tiirden olusmaktadir. Bunlar L. monocytogenes, L.

ivanovii, L. innocua, L. seeligeri, L. welshimeri ve L. grayi’ dir (12).

Ayrica 2009 yilinda L. marthii ve L. rocourtiae olarak iki tiir daha identifiye edilmistir. L.
marthii ve L. rocourtiae’ nin, sirastyla New York™ ta bulunan gollerin ¢evresinden ve

Avusturya’ da onceden kesilmis maruldan ileri geldigi 6ne siiriilmiistiir (23, 24).

L. monocytogenes, L. ivanovii, L. innocua patojen tiirlerdir. Insan ve hayvanlar icin en
onemli patojen tiir ise L. monocytogenes’ dir. L. ivanovii ve L. innocua’ nin hayvanlar i¢in
patojen oldugu bildirilmesine ragmen, L. ivanovii nadiren insanlarda hastalik

olusturabilmektedir (25).



Listeria sistematigi (12).
Alem : Bacteria Takim: Bacillales
Bolum : Firmicutes  Alile : Listeriaceae

Sinf : Bacilli Cins : Listeria

2.3. KARAKTERISTiK OZELLIKLERI

2.3.1. Morfolojik Ozellikleri

Listeria’ lar, diizgiin, spor olusturmayan, Gram pozitif, fakiiltatif anaerob ve mikroaerofil,
cubuk seklinde psikrotrof bakterilerdir. Boyutlar1 0,4-0,5 x 0,7-2,0 um arasindadir.
Hareketli olmasimni saglayan 1-5 adet peritrik flagelleya sahiptirler (26, 27).

Agarda 20-25 °C’ de, 6 ile 20 saat arasinda kiiltiir edildiginde karakteristik yuvarlanma
hareketi (tumbling) yapmaktadir (25). Hareket kabiliyetlerini 20-28 °C sicakliklarda
gostermelerine ragmen, 35-37 °C’ de hareket yetenekleri azalmaktadir. Bu yiizden en iyi
calismalar oda sicakliginda yapilir. Bu bakteriler taze kiiltiir ortamlarinda Gram pozitif
olarak goriinmelerine ragmen, Ozellikle eskimis kiiltiirlerde Gram boya alma 6zelligini

yitirirler (28).

Listeria spp., 24- 48 saat inkiibasyonda, kat1 besiyerinde 0.5-1.5 mm capinda koloniler
olugturur. Optimum biiyiime sicakligi 30-37 °C arasindadir, fakat 0 °C ile 45 °C sicaklik
araliginda ¢ogalabilmektedirler (29).

Listeria’ larin bir diger oOzelligi genis pH aralifinda iireyebilmeleridir. Minimum 4.3,
maksimum 9.6 pH’ da yasamlarini siirdiirebildikleri gibi, optimum 6.8 pH’ da rahatlikla
tireyebilirler. Ayrica % 10 veya % 40 safra varliginda da iireyebilirler (30). Bu bakteriler
icin optimal su aktivitesi degeri 0,97 dir (31). Adaptasyon yetenekleri olduk¢a yiiksektir.
Ornegin; yiiksek pH ve tuz yogunlugu, genis sicaklik arahiklar1 vb. (32-34).



2.3.2. Biyokimyasal Ozellikleri

Listeria’ lar % 30 tuz (NaCl) ve gidalarda bulunmasma izin verilen diizeylerde nitrit
konsantrasyonunda canlhigini siirdiirebilir. -18 °C’ de dondurma ile ardisik donma ve
¢Oziindiirme uygulamalarinda az hasar goriir. Psikrotrof ©6zelligi nedeni ile buzdolabi
sicakliginda gelisebilir. Buna karsin, diisiik dozdaki radyasyon uygulamalarina duyarhdir
(22). Ureyen Listeria’ lar biyokimyasal olarak Gram pozitif, diizgiin comak seklinde, iireaz,
H2S (Hidrojen peroksit), indol, oksidaz negatif; MR/VP (Metil red/ Voges proskauer),
eskiilin hidrolizi, katalaz pozitif; glikoz ve salisinden gaz olusturmadan asit olusturan

bakteriler olarak tanimlanmaktadir (35).

Genel besiyerlerine % 0,5 oraninda glikoz katildiginda tireme hizlanir. Ayrica glikozu gaz
olusturmadan laktik aside kadar parcalayarak karakteristik taze ayran kokusuna benzer bir
koku meydana getirirler. Glikozun yani sira sorbitol, trehaloz, amigdalin, selobioz, fruktoz,
mannoz, maltoz ve salisini de fermente ederler. Eskiilin ve sodyum hippurati hidrolize

ederler (36).



Tablo 2.1. Listeria tiirlerinin biyokimyasal aktivitelerine iligkin testler (12, 22)

L. L. L. L. L. L.
Testler . T s s
monocytogenes | ivanovii | innocua | welshimeri | seeligeri grayi
Ramnoz + - v @ v? - -
Ksiloz - + - + + -
Mannitol - - - - - +
Hippurat + + + + + -
B-Hemoliz + + - - + -
Nitrat - - - - - -
HaS - - - - - +
CAMP (S.a.) + - - - + -
CAMP (R.e.) - + - - - -
Katalaz + + + + + +
Tumbling
. + + + + + +
hareketi

(1) Kursun asetat serit ile , (2) degisken, S.a.: Staphylococcus aureus, R.e.:
Rhodococcus equi
Listeria tiirleri, yar1 kat1 agara (Sulphate Indol Motility (SIM) Medium) yapilan ekimlerde
20-25 °C’ de inkubasyon sonrasinda ekim hattindan etrafa dogru yaptig1 radyal tarzda bir

bulaniklik ile semsiye tarzinda bir goriiniim olusturur (37).
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Sekil 2.1. Listeria varhiinda gozlenen tipik semsiye goriiniimii (38)

2.3.3. Kiiltiir Ozellikleri

Listeria tiirleri, optimal kosullarda s1vi ve kat1 besi yerlerinde kolayca iireyebilirler. Kat1
ortamlarda 24 saat i¢inde gozle goriilebilecek biiyiikliikte (0.5-1 mm capinda) kenarlari

diizgiin, kabarik ve parlak goriiniimde koloniler gelistirirler (17).

Hastalik olgularindan yeni izole edilen Listeria’ lar, genellikle, S-formunda bir koloni
goriiniimiine sahip olmalarina karsin, eski Kkiiltiirlerde veya fazla pasajlar sonunda I-
intermedier ve R- formunda koloni morfolojisine sahiptir. R- formlu koloniler, fizyolojik

tuzlu su ile spontan aglutinasyon verir (39).

Ayrica penisilin veya glisin iceren ortamlarda iireyen Listeria’ larda L- formlarma
rastlanabilir. Bunlarin hiicre duvar1 olmadigi gibi kati besi yerlerinde ortas1 diigmeli
koloniler olustururlar. Bireysel mikroorganizmalar bazen pleomorfik bir morfoloji

gosterebilirler (36).
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Listeria tiirlerinin ilk izolasyonunda besiyeri olarak TSA (Tryptic Soy Agar) kullanilir.

Morfolojik inceleme ile gelisen kolonilerin 6n dogrulama islemi yapilmaktadir (22).

Listeria kolonileri bu besiyerinde 35-37 °C’ de 18-24 saat inkiibasyon sonunda 1-2 mm
capinda konveks, renksiz ya da opak diizgiin kenarli koloniler olusturur. TSA besiyerinde
tireyen siipheli kolonilerin 24 saatlik bir inkubasyondan sonra stereomikroskopta 15-25
biiyiitme ile incelenmesinde Listeria kolonilerinin mavi renkte, diger bakteri kolonilerinin

sarimst - turuncu renkte oldugu goriiliir (12).

Stipheli Listeria spp.’ ler Akriflavin Seftazidim Agar’ da seffaf sar1 renkte; Lityum kloriir -
Feniletanol Moksalaktam Agar’ da kirilmig cam goriintiisiinde beyaz kiimeler halinde;
Oxford Agar’ da siyah haleli siyah koloniler halinde; MOX (Modifiye Oxford Agar) Agar’
da siyah zeminde beyaz; PALCAM Agar’ da pembe zemin iizerinde siyah haleli yesil; Al-
Zoreky-Sandin Listeria Medium’ da siyah zeminde koyu yesil renkli koloniler halinde

tireme gosterirler (36).
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Sekil 2.2. Listeria tiirlerinin selektif izolasyonu i¢in kullanilan selektif besi yerleri (17).

A: PALCAM-Listeria tirleri B: ALOA-Benzer medium (COMPASS) - L.
monocytogenes; C: ALOA - Benzer medium(CHROM agar) - L. innocua; D: Rapid’L.
Mono - L. monocytogenes; E; Rapid’L.mono-L. monocytogenes ve L. innocua F: Rapid’ L.
monocytogenes-L. welshimeri

Listeria tiirlerinden bazilar1 (L. monocytogenes, L seeligeri, L ivanovii) hemolitik 6zellik
gostermekte, koyun, inek, at, tavsan ve insan kanli agarda B-hemolitik zon olusturmaktadir

(12).

Koyun kanlarinin genellikle, patojenik Listeria’ lara karsi antikor tasima ihtimalinden
dolay1r yapilan inokiilasyonlarda, hemolitik zonu gosterme olasihigi yiiksektir. L.
monocytogenes kanli agarda B-hemoliz olusturdugu gibi sivi ortamlarda da eriyebilir
hemolizin sentezlemektedir. CAMP (Christie, Atkins, Munch-Peterson ) testi hemolizleri

dogrulamak veya saptamak icin kullanilan bir diger yontemdir (40).
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Listeria- CAMP Testi

CAMP testi, hemolitik Listeria’ larin yani L. monocytogenes, L. ivanovii ve L. seeligeri

tiirlerinin ayriminda kullanilan baglica testlerdendir (41).

Staphylococcus aureus ve Rhodococcus equi kiiltiirleri koyun kani ile hazirlanan kanl agar
plagina birbirine paralel ve zit kutuplarda olacak sekilde ¢izgi ekim tarzinda bir hat
boyunca ekilir. Inokulum ince ve diiz olmalidir. Bunun i¢in inokulasyon 6zesi agara dik ac1
yapacak sekilde tutulur. Deney suslar1 benzer sekilde dik agiyla ve c¢izgi ekim tarzinda
ekilir. Deney Kkiiltiirii ile S. aureus ve R. equi Kiiltiirleri birbirine temas etmemeli, ancak 1-2
mm ayr1 olacak sekilde ¢ok yakin olmalidir. Ayn1 zamanda L. monocytogenes, L. innocua
ve L. ivanovii kontrol kiiltiirleri de ¢izgi ekim tarzinda ekilir. Ekimi yapilan petri kutulari
35-37 °C’ de 18-24 saat inkiibe edilir. S. aureus ve R. equi kiiltiirleri ile deney kiiltiirlerinin
kesistigi noktada B-hemoliz zonunun artmasi pozitif reaksiyon olarak kabul edilir. R. equi
ile L. ivanovii hemoliz reaksiyonu olusturur. L. monocytogenes ve L. seeligeri, S. aureus ile
kesistigi alanda genis hemoliz reaksiyonu olusturmaktadir (42). L. innocua ise hemoliz
negatiftir. S. aureus veya R. equi ile kuvvetlenen hemoliz ters ok basi, raket, sise seklinde

tanimlanmaktadir (22).

A
i

L

Sekil 2.3. CAMP testi (43).
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CAMP Testi Ornegi Dikey cizgiler: S. aureus (S) ve R. equi (R). Kiiciik yan cizgiler:
Hemolizli bolgeler, Yatay cizgiler: 1,5: Listeria spp. siipheli koloni, 2: L. monocytogenes

(kuvvetli hemoliz),3: L. seeligeri (zayif hemoliz), 4: L. ivanovii.
2.4. IZOLASYON

Gida kaynakli bir patojen olan Listeria etkenleri, insan saglig1 i¢in tehlike arzetmekte olup,
etkenin izolasyon ve identifikasyonu icin daha hizli selektif yontemler gelistirilmistir. Bu

yontemlerle beraber Listeria’ larin izolasyonu olduk¢a kolaylagmistir (35).

Pek cok farkli metotlarla Listeria izolasyonu yapmak miimkiindiir. Ancak diinya ¢apinda
kabul gormiis ve tercih edilen metotlar; ISO (International Standards Organization), FDA
(Food and Drug Administration), IDF (International Dairy Federation) ve USDA (United
States Department of Agriculture) kurumlarmin gidalarda bulunan Listeria spp.
izolasyonuna yonelik gelistirdigi yOontemlerdir. Bu yontemlerin her biri, farkh
zenginlestirme prosediirleri ve besiyerleri icermektedir (44). ISO’ nun metodunda, 25 gr’
lik gida 6rnegi 225 ml Half Fraser Broth (CM 895) besiyeri igerisine almir ve 37 °C’de 24
saat inkiibe edilir. Inkubasyondan sonra ikinci zenginlestirme s1vis1 olan ve icerisine segici
ajanlar nalidiksik asit ve acriflavin eklenmis olan Half Fraser Broth besiyerine aktarilir ve
37 °C’de 48 saat inkiibe edilir. ikinci zenginlestirme ortamindan bir 6ze ile PALCAM ve
Oxford Agar kat1 besiyerine ekim yapilir. PALCAM ve Oxford agar besiyerleri 30-37 °C’
de 48 saat kadar inkiibe edilir. Olusan koloniler {izerinden yapilacak biyokimyasal testlerle

tiir diizeyinde identifikasyon yapilir (22, 45).

IDF’ nmm yonteminde 25 gr gida ornegi 225 ml LEB (Listeria Enrichment Broth)
besiyerinde homojenize edilip, 30°C’ da 48 saat siireli 6n zenginlestirmeden sonra
PALCAM ve/veya Oxford agar besiyerlerine inokiile edilir. 30 °C’ de 48 saat
inkiibasyondan sonra tipik en az 5 koloni TSA besiyerine inokiile edilir. 37 °C’ de 24 saat

inkiibasyondan sonra elde edilen koloniler identifikasyon amaci ile ileri asama testlere

alinir (22).
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USDA’ nin yonteminde Ornekler on zenginlestirme sivist olan UVM (University of
Velmont Broth) besiyerinde homojenize edilir ve 30 °C’ de 48 saat siire ile inkiibe edilir.
Inkiibasyon siiresi sonunda 6n zenginlestirme sivisi ikinci zenginlestirme sivis1 olan Fraser
Broth besiyerine inokiile edilir ve 35 °C’ de 48 saat inkiibe edilir. Inkiibasyon siiresi
sonunda Fraser Broth besiyerinden 6ze ile alman 6rnek MOX (Modifiye Oxford Agar)
agara ekilir ve 35 °C’ de 48 saat inkiibe edilir. Gelisen tipik koloniler iizerinden

biyokimyasal testlere gecilip tiir diizeyinde identifikasyon yapilir (46).

FDA’ nin yonteminde, 25 gr gida o6rnegi selektif inhibitorler katilmadan 225 ml Listeria
Enrichment Broth (LEB) besiyerinde homojenize edilip, 30 °C’ de 4 saat inkiibe edilir,
sonra selektif inhibitorler katilip 44 saat siire ile ayn1 sicaklikta inkiibasyona devam edilir

47).

Inkiibasyon asamasindan sonra Oxford, PALCAM, MOX gibi Listeria selektif agara ekim

yapilir. Elde edilen koloniler tanimlama amaciyla ileri agsama testlere tabi tutulur. (22, 48).

Tablo 2.2. Listeria izolasyonunda segici kat1 besiyerlerinde kullanilan bilesenler ve kullanim amaglari (49).

KATKI ADI KULLANIM AMACI

Polimiksin B dGJ?(rl?lrrllﬁ;g;;g ;;;)ir;laklann ve streptokoklarin gelisiminin
Nalidiksik Asit Gram negatif bakterileri inhibe etmek i¢in

Lityum Klorid/Feniletanol Listeria’ lar1 ¢ogaltmak icin

Akrifilavin/Tripafilavin Gram pozitif koklar1 inhibe etmek icin

Seftazidim Genis spektrumlu bir antibiyotiktir

Genis spektrumludur. Staphylococcus, Proteus ve Pseudomonas

Moksalaktam gibi birgok Gram pozitif ve Gram negatif bakteriyi inhibe eder.
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2.5. IDENTIFIKASYON

Immunomanyetik Ayirma

Immunolojik yontemler, gida sanayinde 6zellikle et endiistrisinde kalite kontrolde ve cesitli
gidalarda toksin, hormon, ilag, pestisit ve antibiyotik kalintilar1 gibi bircok maddenin
saptanmasinda kullanilmaktadir. Buna ilaveten bu yontemler kolay, cabuk ve pratik
yontemler olmalar1 nedeniyle gidalarda patojen mikroorganizmalarin ve mikrobiyal
toksinlerin saptanmasinda da yaygimn sekilde kullanilmaya baglanmistir. Antijen-antikor
reaksiyonlar1 bakterilerin tamimlanmasinda i¢inde bulundugumuz yiizyilin basindan beri
kullanilmaktadir (50). Immunomagnetik Seperasyon (IMS) yontemi 1990 'l yillarin
baginda gelistirilmis bir yontemdir. YOntemin prensibi manyetik tasiyicilar iizerine
tutturulmus  antikorlarin  hedef  mikroorganizma  hiicrelerini  tutabilmeleridir.
Immunomanyetik ayrim yontemi ile gidalarda L. monocytogenes belirlenmesi icin once
standart bir sekilde on zenginlestirme yapilir. Sonrasinda bu Kkiiltiir immunomanyetik
ayirim tekniginin uygulanmasi i¢in antikorlar1 iceren 6zel bir siispansiyon ile karistirilir.
Daha sonra manyetik uygulama asamas: ile ayrim ve konsantrasyon islemi tamamlanir

(22).
Clearview (Oxoid) L. monocytogenes Hizh Test Kiti

Listeria tiirlerinde bulunan A, B, C ve D flagellar antijenlerinden en yaygin sekilde
bulunani, B antijenidir. Clearview hizli test kiti, B antijeninin varliginin arastirilmasi ile
Listeria spp. varligmin gosterilmesi iizerine kurulmus hizli bir test kitidir. Toplam analiz
siiresi iki asamali zenginlestirme, ekstraksiyon ve Clearview iinitesinin kullanimi ile

sonucun alinmasma kadar gecen siiresidir ve 43 saattir (22).
Pathalert (Merck) Listeria Hizh Test Kiti

Flagella antijenleri yiiksek inkiibasyon sicakliginda gelismemektedir. Dolayisiyla sahte
negatif reaksiyonlar alinabilmektedir. Buna karsin bu kit flagella antijenlerini degil,
Listeria' ya 0zgii ekstraseliiler protein olan p60 'in belirlenmesine yonelik ve analiz edilen

ornekte Listeria olup olmadigini gosteren hizli bir sistemdir (22).
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Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR)

Polimeraz zinciri reaksiyonu, plating (kaplama) ve zenginlestirme metodlarina gore
gidalarda L. monocytogenes’ in belirlenmesine yonelik hizli bir yontemdir. Fakat gidalarda
bulunan yag, protein ve kalsiyum iyonlarmin konsantrasyonu PCR (Polymerase Chain
Reaction) reaksiyonunu inhibe etmektedir. Bakterinin yumusak peynir, siit ve alabalik gibi
gidalarda PCR ile identifikasyonunda ve inhibisyon problemini azaltmak icin cesitli

prosediirler gelistirilmistir (51, 52, 53).
2.6. LISTERIOZIS

Listeriozis, L. monocytogenes ile kontamine olmus gidalarin tiiketilmesiyle olusan ciddi bir
enfeksiyondur (54). Listeria tiirleri i¢inde sadece L. monocytogenes insanlar i¢in patojen ise

de nadiren L. ivanovii de insanlarda patojenite gdstermektedir (22).

Listeria spp., ¢evrede (toprak, su, lagim sulari, atik sular, giibre) gidalarda (et, siit ve
bunlardan elde edilen gida iirlinlerinde) ve hayvan yemlerinde (yem, ot, silaj, sebze, bitki)
bulunurlar. infekte insanlarda, hayvanlarda ve hayvanlarin atik yavrulari, vajinal akintilari,
fotal membranlari, siit, idrar ve gaitalarinda, ciiriimiis sebzelerde ve deniz iiriinlerinde de

etkeni izole ve identifiye etmek miimkiindiir (28, 55).
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insan

—:

Bahk/Kabuklu

Sebreler \
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Besinler Hayvan Yemleri j
Hayvanlar
Bﬁcuklur)

Sekil 2.4. Listeria tiirii bakterilerin dagilimi, bulagsmasi, yayilimi (42).

Meyveler/ Et/Siit

4—P—P

Listeria’ larin saprofit olarak yasadiklar1 yerler ¢iirlimiis bitki yiginlar1 olup, ayn1 zamanda
onlarin dogal yasam cevreleridir. Ayrica nemli ve kuru cevre sartlarinda, toprak ve
bitkilerde aylarca canli kalabilirler (56). L. monocytogenes, buzdolab1 sicakliginda sadece
hayatta kalmaz ayn1 zamanda sayilarm arttirirlar. Bu 6zelligi 1s1l islem uygulamadan yenen
uzun Omre sahip soguk depolanmis gidalarm biiyiik risk tasimasmna neden olur (57).
Listeriozis ¢ok fazla goriilen bir hastalik degildir. Fakat ciddi 6liimlere neden olabilir.
Etken viicuda genellikle, sindirim sisteminden ve deriden girerek hastalik olusturur. Ayrica

inhalasyon ve konjunktival yolla da infeksiyon alinabilmektedir (58).

Listeria etkeni viicuttan, infekte hayvanlarin siit, idrar, gaita, atik fetus, fotal membranlar,

vajinal akmtilar, burun akintilar1 ile digar1 ¢ikmakta ve etrafa bulagmaktadir. Hastaligin
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bulagsmasinda kan emici artropodlarin, Ixodes ricinus, Dermanyssus gallinae ve Tabanidae’

lerin de etkinlikleri fazladir (36).

Tablo 2.3. Gida kaynakli listeriozis riskini etkilen faktorler (59).

Riski Arttiran Faktorler

Riski Azaltan Faktorler

Bakteri ile iligkili faktorler

Uretim alanlarinda ¢ig iiriinlerin
kontaminasyonu

Diger Gidalarla ¢apraz
kontaminasyon

Gida zincirinde biiyiime
esnasinda daha viriilent soylar ve
gida zincirine adaptasyon

L. monocytogenes’ in gida
zincirinden dislanmasi

Yeterli sicaklik ve raf omrii
kontrolii

Uretim alanlarinda kalite ve
cevresel hijyen

Kaliteli hammadde

Az viriilent ya da patojenik
olmayan soylar

Kontaminasyon ya da
enfeksiyonla iligkili tiirlerin
siniflandirilmasi ve
identifikasyonu

Konake1 disindaki faktorler

Az islenen, perakende satilan ve
depolanan gidalarda noksan
denetleme

Konakei ile ilgili faktorler

Riskli gidalarin tiiketilmesi

Yasla birlikte artan hassasiyet ya
da bagisiklik baskilayict ajanlar
ve sartlar

Riskli gidalara yonelik
bilgilendirme

Bagisiklik

L. monocytogenes, 75 yili askin bir siiredir insanlarda hastalik etkeni olarak bilinmektedir.

Son yillarda gidalardan Listeria' larin izolasyon ve identifikasyon metotlarindaki gelismeler

ve epidemiyolojik ¢alismalardan elde edilen sonuclar, L. monocytogenes' den kaynaklanan

Listeriozis vakalarinin biiyiik 6nem kazandigini ortaya koymaktadir (60).

Listeriozis yillar once tanimlanmis olmasma ragmen oOzellikle 1980' 1i yillarda bazi

tilkelerde oliimlerle sonuclanan bir ¢cok enfeksiyon vakasmin ortaya ¢ikmasi dikkatlerin

tekrar Listeria’ lar iizerine ¢ekilmesine sebep olmustur (61). Sekil 2.5 te 1980-2000 yillar1

arasinda Isve¢’ de 6liimle sonuclanan Listeriozis vaka sayilar1 gosterilmistir.
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Yillara gore vaka sayilari

Vaka sayisi
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Sekil 2.5. 1980-2000 yillar1 arasinda Isveg” de goriilen

Listeriozis vakalar (61).

Insanlarda menenjit, septisemi, konjuktivit, deri ve mukoza lokalizasyonlar1 ve kan
tablosunda monositoza yol acmaktadir. Kontamine gida tiiketimi ile diisitk miktarda L.
monocytogenes alimi, saglikli yetiskinlerde herhangi bir klinik belirtiye yol agmaz iken
cocuk ve bebek, yash, hamile, ila¢ veya hastalik nedeniyle bagisiklik sistemi zarar goren
kisilerin bu canliya daha duyarli oldugu bilinmektedir (62). Ozellikle hamilelerde
Listeriozis enfeksiyonlari, grip benzeri semptomlar géstermekte ve plasenta yolu ile fetusa
gecebildigi i¢cin erken sanci, abortus, 6lii dogum, yeni dogan bebegin erken 6liimiine veya
konjenital anomali dogumlara neden olabildigi gozlenmistir. Oliim oran1 oldukca yiiksektir,

bebeklerde % 50 ve diger gruplarda en az % 25’ dir (63).

Listeriozis, daha c¢ok evcil ruminantlarda 6zellikle koyunlarda goriilebilir. Fakat diger

hayvanlar da bu hastaliga duyarhdir (36).

Hayvanlar aleminde (memeliler, kanathlar, baliklar ve omurgasizlar) Listeria spp’ nin
hastalik hali olusturmadan digk: ile tasindigir ve bu yiizden hayvan diskisiyla kontamine

ortamlarin siklikla bu bakteriyi icerdigi bildirilmistir (27, 64). Bu yiizden insan gidasi
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olarak kullanilan hayvanlar i¢in diizenlenmis ¢evrelerde Listeria spp. bulunmasi pek siirpriz
olmamalidir. Avusturya’ da yapilan bir caligmada ineklerin bulundugu ortamdan alman

saman Orneklerinin % 42-87° sinde bu bakterilerin bulundugu bildirilmistir (65).

Listeriozis, hayvanlarda ensefalitik veya septisemik formla seyredebilir. Septisemik form,
pek yaygm olmamakla beraber, cogunlukla yeni dogan hayvanlarda goriilmektedir.
Depresyon, istahsizlik, ates ve 0liim goriilmektedir. Ensefalitik form ise genellikle tek yone
dogru donme ile karakterize bir hastalik olusturmaktadir. Bu sebeple iilkemizde buna
“Koyunlarin Donme Hastaligi’ da denmektedir. Silajla beslenen ciftlik hayvanlar1 ile
listeriozis gelisimi arasindaki iliski uzun zamandir bilinmektedir. Ozellikle ortam pH’s1
5,5 den yiiksek oldugu zaman ve silaj diisiik kalitede ise ya da uzun siire aerobik faaliyete

maruz kalmis ise 6nemlidir. (66).

Wagner et al. (67), Listeriozis salginit oldugu bildirilen 55 koyunluk bir siiriide hastalik
sebebinin L. monocytogenes ile kontamine cayir otu silaji oldugunu bildirmislerdir.
Salgmnin ¢esitli evrelerinde, Listeriozis’ in cesitli formlardaki klinik semptomlar1 yavru
atma (9 koyun), ensefalit (I koyun) ve septisemi (4 koyun) gdzlemlenmistir. Septisemik
vakalar Listeria’ larin beyinde degil i¢ organlarda biriktigini gostermektedir fakat ensefalit

geciren koyunlarda ise merkezi sinir sistemi semptomlar1 geligsmistir.

Gebe hayvanlar infeksiyonun 1-4. haftalarinda yavru atarlar. Uterusda oOlerek kalan fetus
kolayca dekompoze olur. Olii fetusun uterusda kalmasi veya enfekte membranlarin
atilamamasit durumlarinda septisemi olusarak annenin saghgini tehlikeye sokar.
Infeksiyonda morbidite % 2-5 arasinda olmasma karsin, spontan iyilesmeler nadirdir ve
hastalik genellikle Oliimle son bulur. Hayvanlarda olusan infeksiyonun insanlara da

bulagma tehlikesi nedeniyle teshis ve erken sagaltim ¢ok biiyiik onem tasimaktadir (36).

2.6.1. Su Uriinlerinde Listeria spp.

Listeria spp. dogada yaygin olarak bulunmaktadir. Bu nedenle suda yasayan canlilar
potansiyel bakteri kaynaklar:1 olmaktadirlar. Hammaddede bakteri varsa cesitli islem

basamaklar1 sirasinda bakterileri etkisiz hale getirmek imkansiz hale gelmektedir. L.
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monocytogenes, hem islem sirasinda hem de islemden sonra yetersiz sanitasyon iglemleri

nedeniyle gidaya bulasabilmektedir (68).

Yapilan bir arastirmada igerisinde su Ornekleri ve ayni1 bolgeden avlanan istiridye, karides
orneklerinin bulundugu toplam 227 érnek Listeria yoniinden incelenmistir. Incelenen 78 su
orneginin 4’ ii (% 5) Listeria agisindan pozitif bulunmustur. Bunlarin 1’inin L. innocua 3’

inlin ise L. monocytogenes oldugu saptanmistir (69).

L. monocytogenes, taze, dondurulmus, dumanlanmis ve kurutularak tuzlanmis su
iriinlerinden izole edilmis olup; cogunlukla uzun raf dmriine sahip dondurulmus iiriinlerde
ve az pismis; ya da hic pismemis gidalarda bulunmaktadir. Yetersiz pismis, isleme
esnasinda kontamine olmus kabuklular ve soguk dumanlanmis baliklar L. monocytogenes’

in rastlanildig1 deniz {iriinleri arasinda yer almaktadir (70).

Weagent et al, (71) tarafindan ¢esitli iilkelerden temin edilen donmus deniz iiriinlerinde,
FDA metodu kullanilarak L. monocytogenes ve diger Listeria tiirlerinin varhigi
arastirilmistir. Orneklerin 35 inde Listeria tiirleri izole edilmistir. Pozitif 6rneklerden 15°
inde L. monocytogenes tiirii oldugu tespit edilmistir. 9 farkl iilkeden elde edilen pozitif
ornekler c¢ig karides, pismis ve soyulmus karides, pismis yenge¢ eti, ¢ig istakoz,
langostinos, midye, kalamar ve benzeri deniz canlilaridir. Yapilan ¢caliymada dondurulmus

karideslerde Listeria tiirlerine ilk kez rastlanmustir.

Ericsson et al. (72), tarafindan Isve¢’ de 2’ si 6liimle sonuclanan 3’ ii dogum ile iliskili ve
6’ s1 dogumla iliskisiz Listeriozis olay1 rapor edilmistir. Bu salginda goriilen Listeriozis
vakalarmmin L. monocytogenes ile kontamine olmus ‘gravad’ (Taze somon baligi
filetolarinin seker, tuz ve biber karigimi ile ovulmasi sonucunda dereotu ile kaplanarak
plastik torbalar igerisinde vakum paketlenmesiyle elde edilen yiyecek) tiiketiminden

kaynaklandig: bildirilmistir.

Benzer sekilde, diger bir calismada ise L. monocytogenes ile kontamine olmus soguk
tiitsiilenmis gokkusagi alabaligini tiiketen 5 kisinin atesli seyreden mide enfeksiyonu

gecirmis oldugu rapor edilmistir (73).
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Bazi kaynaklar su iriinleri ve bunlardan elde edilen iriinleri, Listerozis potansiyel riski
acisindan degerlendirerek, yiiksek risk iceren ve diisiik risk igeren su iiriinleri olmak iizere 2

gruba ayirmislardir (74).

Bu gruplandirmada yiiksek risk igeren su iiriinleri (diisiik oranda asit, tuz vs. ile muamele
edilmis) icerisinde; tiiketime hazir ¢ig kabuklular (midye, deniz taragi ve istiridye),
tikketime hazir ¢ig balik ve bazi balik {iriinleri (tuzlanmis, marine edilmis, fermente edilmis,
soguk tiitsillenmis ve gravad), az 1sil islem gormiis balik iiriinleri (pastorize edilmis,
pisirilmis ve sicak tiitsillenmis) ve kabuklular (6nceden pisirilmis, pane filetolar)
bulunmaktadr. ikinci grupta yer alan ve Listeriozis acisindan diisiik risk i¢eren su iiriinleri
(yiiksek oranda asit, tuz vs. ile muamele edilmis) ise bazi balik iiriinleri (tuzlanmig, marine
edilmis baliklar, havyar ve fermente iiriinler), 1s1l islem uygulanmis baliklar (konserve
irtinler), kurutulmus, kuru tuzlanmus, tiitsiilenerek kurutulmus balik, taze/dondurulmus
balik ve kabuklulardir. Deniz kaynakli su iiriinleri ve bunlarla iiretilen iirtinlerin (6rnegin
salatalar) diisik pH (pH<4,5) ve icerdigi tuz konsantrasyonundan (>% 3,5) dolayr L.
monocytogenes ve diger Listeria tiirleri ile kontamine olma acisindan diisiik riskli oldugu
ifade edilmistir (75, 76). Listeria tiirlerinin, organik materyal ac¢isindan zengin sulardan
ornegin nehirler, kiyisal bolgeler ve kirlenmis sulardan izole edilebilecegi bildirilmektedir.
Listeria tiirlerinin tath su baliklarinda dogal olarak bulunabilecegi ve nadir olarakta deniz
baliklar1 veya pelajik balik tiirlerinde de bulunabilecegi belirtilmistir. Cevrenin bakteriyel
yiikiiniin baliklarin bakteriyel florasi iizerinde etkili oldugu belirtilerek, Listeria tiirlerinin

baliga kontamine olmus sulardan bulastig1 belirtilmistir (54).

Dillon and Patel (58) tarafindan 1992 yilinda yapilan bir ¢calismada, deniz suyu 6rneklerinin
% 33 ’iinde, tath su Orneklerinin % 81’ inde Listeria spp. varligi tespit edilmistir. L.
monocytogenes’ in su Orneklerinin % 62’ sinden izole ettiklerini belirtmislerdir. Ayni
bolgeden toplanan sediment Orneklerinin ise % 30.4’° iinde Listeria tiirleri bulundugu, bu

oranin % 17.4’liniin ise L. monocytogenes’e ait oldugu bildirilmistir.



3. GEREC VE YONTEM

3.1. GEREC

3.1.1. Materyal

Calisma kapsaminda Ordu sehir merkezi ve ¢evresindeki balik¢ilardan ve ayrica ilgelerdeki
kiiltiir balik¢ilig1 isletmelerinden toplanan 50 adet tath (alabalik) ve 50 adet tuzlu su baligi
(25 adet levrek, 25 adet istavrit) materyal olarak kullanildi. Alinan baliklarin makroskobik
muayenelerinde saglikli (viicutlar1 parlak, solungaclari agik kirmizi, {izerinde herhangi bir
leke mevcut degil, gozleri parlak ve dogal goriintiisiinde) olduklar1 gozlendi. Orneklerin her

biri steril posetlerde muhafaza edilerek soguk zincir altinda laboratuara ulastirildi.

3.1.2. Standart Sus

[zolasyon ve identifikasyon ¢alismalarinda kontrol amaciyla standart sus, L. monocytogenes
serotip 1/2b kullanildi. Kontrol susu Hifzissihha Merkezi Refik Saydam Ulusal Tip Kiiltiir
Kolleksiyonu’ ndan (RSSK: 472) temin edildi.
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3.1.3. Listeria spp. lIzolasyon ve Iidentifikasyonunda Kullamlan Besiyerleri ve

Kimyasallar
-Listeria Selective Enrichment Broth Base (Oxoid, CM 862)
-Listeria Selective Enrichment Supplement ( Oxford formulation, Oxoid SR 141)

18 gr besiyeri 500 ml distile suda kaynatilarak ¢ozdiiriildii. 121 °C’ de 15 dk otoklavda
sterilize edildi. Besiyeri 50 °C’ ye kadar sogutulduktan sonra aseptik kosullarda bir vial
Listeria Selective Supplement SR 141, 2 ml steril distile su ile ¢ozdiiriildiikten sonra
besiyerine ilave edildi. Besiyeri oda sicakliginda sogumaya birakildi. Daha sonra +4 °C’ de

muhafaza edildi.
-Listeria Selective Agar Base (Oxoid, CM 856)
-Listeria Selective Supplement ( Oxford formulation, Oxoid SR 140)

27.75 gr besiyeri 500 ml distile suda kaynatilarak ¢ozdiiriildii. 121 °C’ de 15 dk otoklavda
sterilize edildi. Besiyeri 50 °C’ ye kadar sogutularak iizerine 5 ml etanol ile ¢ozdiiriilmiis 1
vial Listeria Selective Supplement SR 140 eklendi. Steril petrilere dokiildi. Oda

sicakliginda katilasmaya birakildi ve +4 °C’ de muhafaza edildi.
-Kanli Agar (Blood agar base)

40 gr besiyeri distile suda kaynatilarak ¢ozdiiriildii ve 121 °C” de 15 dk otoklavda sterilize
edildi. Steril petrilere dokiildii. Oda sicakliginda katilasmaya birakildi ve +4 °C’ de

muhafaza edildi.
Listeria Identifikasyon Kiti

Listeria izolatlarinin identifikasyonu amaciyla Microbact 12L test kiti (Microbact Listeria
12  Listeria Identification System Mbl1128 Oxoid) kullanildi. Microbact 12L
Identifikasyon Sistemi’ nde 11 farkl1 seker ve bir hemoliz test kutucugundan olusan mikro-
substrat sistemi vardir. Test kiti ile tek bir koloni 18-24 saat inkiibe edilerek
kullanilabilecegi gibi, inokiilim 0.5 McFarland’a ayarlandiginda 4 saatlik hizli test kiti
olarak da kullamlabilir. Inkiibasyon sonrasi kuyucuklarda olusan renk degisimi kontrol
kartina islenerek elde edilen dort basamakli kod 0zel bilgisayar programina girilir ve testi

yapilan koloninin Listeria tiirlerinden hangisine ait oldugu program tarafindan yiizde olarak
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verilir. Testin giivenilirligi 4 saatlik inkiibasyon sonrasi1 % 92 iken 24 saatlik inkiibasyon

sonrasi ise % 100 olarak belirtilmektedir (77).
Oksidaz test: Bactident Oxidase (Merck 113300)

Katalaz test: H,O, (Hydrogen Peroxide) (Merck 8597). Ticari % 30’ luk H,O,’ den 2 ml

alinarak 27 ml distile su ile karistirildi ve % 3’ liik H,O, solusyonu hazirlandi.
3.2. YONTEM

3.2.1. izolasyon Calismalar

Soguk zincirde laboratuara getirilen numuneler, Listeria tiirleri yoniinden analiz edildi.
Izolasyon g¢aligmalar1 kapsaminda oncelikle numuneler, Listeria Selektif Zenginlestirme
Buyyonu’ na inokiile edilerek 37 °C’ de 48 saat inkubasyona birakildi. Daha sonra
zenginlestirme buyyonundan Listeria Selektif Agar’ a ekim yapilarak inokiilasyon

tamamlandi.
Listeria Selektif Zenginlestirme Buyyonu’ na inokiilasyon

Ordu sehir merkezi ve cevresindeki seyyar saticilardan ve ilgelerde bulunan Kkiiltiir
balik¢ilig1 isletmelerinden 100 adet balik numunesi alindi. Balik Ornekleri, steril buz
posetleri ile tek tek sarilarak ayri posetlerle laboratuara getirildi. Balik orneklerinin steril
sartlarda deri kismi ayrilarak kas tabakasindan 10’ ar gr ve barsak igeriklerinden 1’ er gr
alindi. Hassas terazide tartildi. Steril stomacher posetlerine konuldu. Uzerlerine govde
numuneleri icin 90 ml, barsak icerikleri i¢in 9 ml LEB (Listeria Enrichment Broth) ilave
edilerek stomacherde orta hizda 5 dk homojenize edildi. Posetler mikroaerobik ortamda 37

°C’ de 48 saat inkubasyona birakildu.
Listeria Selektif Agar’ a Inokiilasyon

Inkubasyondan sonra Listeria Selektif Zenginlestirme Buyyonu’ nda zenginlestirilmis olan
ornekler LSA (Listeria Selektif Agar) besiyerine ekildi ve 37 °C’ de aerobik kosullarda 24-
48 saat inkube edildi. LSA’ da olusan kiiciik, gri, yesilimsi, etrafi siyah haleye sahip olan
Listeria stipheli kolonileri saflastirmak amaciyla Kanli Agar’ a ekildi ve 37 °C’ de 24 saat
inkube edildi.
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Sekil 3.1. Listeria Selektif Agar‘da Listeria Kolonilerinin Goriintiisii

3.2.2. identifikasyon Calismalari

Kanli Agar’ da saflastirilan Listeria siipheli izolatlara Gram boyama, oksidaz, katalaz ve
hareket muayenesi yapildi. Gram pozitif, kisa comak, oksidaz negatif, katalaz pozitif, 25
°C’ de hareketli, 37 °C’ de hareketsiz olarak saptanan Listeria siipheli izolatlar microbact

identifikasyon kitiyle identifiye edildi.
Gram Boyama

Gram boyamada, preparatlar ilk olarak kristal violet ile muamele edildi. 2-3 dk bekledikten
sonra boya dokiildii ve preparat lugol c¢ozeltisi ile yikanarak 1-2 dk bekletildi. Absolut
alkolde dekolere edildi. Su ile yikanarak safraninle 5-10 saniye muamele edildi. Daha sonra

su ile yikanarak safranin giderildi. Kurutma kagidinda kurutuldu.
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Oksidaz Testi

Oksidaz test kiti (Bactident Oxidase) (Merck) kullanildi. Kit ¢cubugu, bir bakteri kolonisine
degdirildikten sonra 30-60 sn i¢inde renk reaksiyonunun olugmamasi: durumunda oksidaz

testi negatif olarak degerlendirildi.
Katalaz Testi

Katalaz testinde % 30’ luk H202 (Hidrojen Peroksit) , analizde kullanilmak iizere % 3’ liik
olarak ayarlandi. Kullanimdan once taze olarak hazirlanan % 3’liik H202’ den bir lam
tizerine 1-2 damla konuldu ve siipheli koloni 6ze yardimi ile alinarak H202’ e karistirildi.

Gaz kabarciklarinin olusumunun gézlenmesi halinde test sonucu pozitif kabul edildi.
Hareket Muayenesi

Hareket muayenesinde, temiz bir lam iizerine bir damla FTS (Fizyolojik Tuzlu Su)
damlatildi. izolattan bir koloni alindi ve FTS’ de homojenize edildi. Uzerine lamel
kapatildi. Hazirlanan preparat immersiyon objektifinde incelendi. 25 °C’ de hareketli olup,

37 °C’ de hareketin goriilmemesi sonucun pozitif olarak degerlendirilmesini saglamistir.
Hemoliz Testi

Gram pozitif, kisa ¢omak, oksidaz negatif, katalaz pozitif, 25 °C’ de hareketli, 37 °C’ de
hareketsiz olarak saptanan Listeria siipheli izolatlar, Microbact 12L kitiyle identifiye edildi.
izolattan bir koloni alinarak test kiti i¢indeki sulandirma sivisi ile siispanse edildi. Test
stripi 0zel tagima tepsisine yerlestirildi ve steril bir pipet ile her kuyucuga hazirlanmis olan
bakteri siispansiyonundan 100 pl konuldu. 12 nolu kuyucuga 100 ul siispansiyon iizerine
bir damla hemoliz reaktifi ilave edildi. Strip kapagi kapatilarak 24 saat 35+1 °C’ de
inkubasyona kaldirildi. Inkubasyon sonucu test striplerinin kuyucuklarinda olusan renk

degisimleri kit raksiyon tablosu verilerine gore gozle okunarak kayit formuna islendi.
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Sekil 3.2. Listeria’ larin identifikasyonunda kullanilan Microbact 12L Listeria Identifikasyon kiti

Izolasyon ve identifikasyonda kullanilan testler ve bu testlere iliskin basamaklar Sekil: 3.3’

de verilmistir.



100 adet (50 tatli,
50 tuzlu su) balik
numunesi

/N

Barsak icerigi Govde

l

l

1 gr barsak igerigi 10 gr gdvde
+ +
9 ml Listeria Selektif 90 ml Listeria Selektif
Zenginlestirme Buyyonu Zenginlestirme Buyyonu

37 C® de 48 saat mikroaerobik inkubasyon

l

Listeria Selektif Agar’ a ekim

!

37 C® de 48 saat aerobik inkubasyon

l

Kanli Agara ekim

!

Gram boyama
Oksidaz
Katalaz

Hareket muayenesi

l

Microbact 12L Listeria identifikasyon Sistemi

Sekil 3.3. izolasyon ve identifikasyona iliskin basamaklar.
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4. BULGULAR

Bu calismada, Ordu sehir merkezi ve ¢evresindeki seyyar saticilardan ve ilgelerdeki
bazi kiiltiir balik¢ilig1 isletmelerinden alinan 50 tath ve 50 tuzlu su olmak iizere toplam
100 adet balik 6rneginde Listeria spp. varligi arastirildi. Tablo 4.1. de balik tiirlerinin

Listeria spp. varlig1 yoniinden dagilimi yiizde olarak gosterilmistir.

Tablo 4.1. Listeria spp. tespit edilen balik 6rnekleri ve yiizdelerine gore dagilimi.

Balik tiirii Ornek sayist Pozitif ornek sayisi Yiizde (%)
Alabalik 50 3 6
Levrek 25 3 12
Istavrit 25 4 16

Bu caligmada, incelemeye alinan 100 balik numunesinden 10 tanesi (% 10) Listeria spp.
yoniinden pozitif olarak belirlenmistir. Elde edilen 10 Listeria izolatmin 1° i L.
monocytogenes (% 1), 4 0 L. innocua (% 4), 5’ 1 L. seeligeri (% 5) olarak identifiye
edildi. Yine 10 numunenin 1 tanesinin barsak iceriginden etken izole edilirken, 9
tanesinin govdesinde etken belirlenmistir. Tablo 4.2.” de Listeria spp. pozitif balik

orneklerinin Listeria tiirlerine gore dagilimlar1 gosterilmistir.
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Tablo 4.2. Listeria spp. pozitif balik 6rneklerinin Listeria tiirlerine ve yiizdelerine gore dagilimu.

izole Edilen Listeria

Izolasyon Oram

Bahk Su tiirii Materyal Tiirii (%)
Alabalik Tatl1 su Barsak igerigi L. monocytogenes 1
Alabalik Tatl1 su Govde L. seeligeri

Istavrit Tuzlu su Govde L. seeligeri 5

Levrek Tuzlu su Govde L. seeligeri
Alabalik Tatli su Govde L. innocua

Levrek Tuzlu su Govde L. innocua 4

Istavrit Tuzlu su Govde L. innocua




5. TARTISMA VE SONUC

Listeria spp.” nin patojen olan suslarinin tiiketilmeye hazir su iiriinlerinde gelismesi
onlar tiikketim agisindan riskli gidalar haline getirmektedir. Listeria tiirlerinin ¢esitli su
irtinlerinde bulunmasi ve bu iiriinlerin Listeriozis’in potansiyel kaynaklar1 oldugu
diisiiniilmesine ragmen, su iirlinleri ile insan Listeriozis’inin baglantili oldugu son

yillarda anlagilmistir (54, 57, 72).

Listeria tiirleri icinde patojenitesi en yiiksek tiir L. monocytogenes' dir. Avrupa Birligi
Direktifi (Commission Regulation (EC) No 2073/2005 of 15 November 2005 on
Microbiological Criteria for Foodstuffs) 'ne gore L. monocytogenes’ in, marketlerde
bulunan yenmeye hazir gidalarda sayet bu gidalar, bakteri iiremesini destekleyen bir
ortam yaratmiyorsa ve son tiiketim tarihinde de soz konusu gidada etken sayist 100
kob/g’ 1 ge¢cmeyecek diizeydeyse bulunmasina izin vermektedir. Enfeksiyon goriilen
gidalarda, ortalama kontaminasyon seviyesi cogu vakalarda 10°-10° kob/ml/g

diizeyindedir (78, 79).

Tiirkiye’ de gidalarda L. monocytogenes’ in belirlenmesinde sifir tolerans politikasi

gecerli olup sayim yerine dogrudan 25 g drnekte var/yok testi uygulanmaktadir (80).
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Tirk Gida Kodeksi tarafindan 17. 03. 2001 tarihli 24345 sayili Resmi Gazete’ de
yayinlanan Mikrobiyolojik Kriterler Tebligi’ ne gore et ve et iirlinlerinin 25 graminda L.

monocytogenes bulunmamasi gerekmektedir (81).

Yapilan bu calismada Ordu Bolgesi’ nde toplanan baliklarda, Listeria varhigi
arastirilmistir. Caligma kapsaminda toplam 100 6rnegin 10 tanesinde (%10) Listeria
spp. pozitif olarak izole edilmistir. Bunlarin 3’ iinii alabalik, 3’ iinii levrek, 4’ {inii ise
istavrit balig1 olusturmustur. Orneklerden % 1 oraminda L. monocytogenes, % 4

oraninda L. innocua ve % 5 oraninda L. seeligeri identifiye edilmistir.

Diinyada su iiriinlerinde Listeria spp. varhigina dair yapilan ilk caligmalardan biri
Stamatin et. al. (82), tarafindan gerceklestirilmistir. Calismada, havuzlarda veya kiigiik

gollerdeki gokkusagi alabaliklarinda Listeria’ nin varligi belirlenmistir.

Su iiriinlerinde Listeria bulunmasina yonelik yapilan bir ¢calismada en ¢ok izole edilen
Listeria tiirlerinin, L. grayi, L. innocua, L. murrayi ve L. seeligeri oldugu belirtilmistir

(83).

Diinyada, c¢esitli arastirmacilar tarafindan yapilan c¢alismalarda Listeria spp.
insidenslerinin oldukg¢a farkli oldugu goriilmiistiir. Taze balik 6rneklerinde Listeria
tiirlerinin izolasyon oram1 % 14,8 ve % 56 arasinda farklilik gostermektedir (54, 73, 84,
85, 86). Bunun nedeninin genel olarak avlanma sekli, avlanilan yerin karaya olan
uzakligi, avlanma miktari, avlandiktan sonraki muhafaza sekli, avlandiktan sonra satis
tezgahlarina ulasincaya kadar gecen siire, tagima ve satis esnasindaki
kontaminasyonlara bagli oldugu diisiiniilebilir. Ayrica {iiriinlerin tiiketiciye sunuldugu

tezgahlarin hijyenik kurallarina uygun olup olmadigi da bu faktorlerden biri olabilir.

Miettinen and Wirtanen (73) tarafindan yapilan bir ¢alismada, tath sudan avlanmis olan
510 adet gokkusagi alabaliginda Listeria spp. % 30 oraninda saptanmis iken L.

monocytogenes % 27 oraninda belirlenmistir.

Adesiyun (84), tarafindan yapilan bir ¢calismada deniz iiriinleri ve et iirlinlerinin Listeria
spp. seviyeleri belirlenmistir. Balik 6rneklerinde Listeria spp. ve L. monocytogenes’ in

kontaminasyon oranlari sirasiyla % 14,8 ve % 2 olarak bildirilmistir.

Bazi literatiirlerde su iiriinlerinde dominant olarak L. innocua tespit edilmistir (58, 87,

88, 89).
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Moharem et al. (85) tarafindan yapilan bir ¢alismada Hindistan’ da marketlerden
toplanan 164 (132 taze, 32 kurutulmus balik) taze ve kurutulmus balik 6rnekleri Listeria
tiirleri varligi yoniinden incelemeye alinmistir. Buna gore, 132 taze balik 6rneginin 62’
si (% 46,9) Listeria yoniinden pozitif bulunmustur. L. innocua 50 6rnekten (% 30.49)
identifiye edilmistir. Diger taraftan L. grayi 8 ornekte (% 4.9), L. monocytogenes 3
ornekte (% 1.83), L. seeligeri ise 1 drnekte (% 0.6) tespit edilmistir.

Fuchs et al. (90), 35 balik ve balik iirliniinde Listeria varh@ina yonelik yaptiklari

arastirmada 10 taze baligin 3’ tinde (% 30) L. innocua tiiriinii saptamiglardir.

Jelenena et al (91) tarafindan taze, donmus balik ve deniz iiriinlerinde Listeria spp.’ nin
arastirildigr calismada 470 oOrnek kullanilmistir. Calismamizda oldugu gibi, bu
caligmada da 43 taze balik Orneginden diisiik oranda (% 2,3) L. innocua identifiye
edilmistir.

Listeria tiirleri arasinda insanlarda ve hayvanlarda en 6nemli patojeniteye sahip tiir L.
monocytogenes’ dir. Bu konuda yapilmig bir calismada taze ve donmus baliklar ve
bunlarla elde edilen iiriinlerde Listeria tiirlerinin ¢ogunlukla bulunabilecegi ve L.
monocytogenes bulunma olasilig1 oranlarinin % 4 ile % 12 arasinda degisebilecegi

belirtilmistir (54).

Tham et al. (92) tarafindan yapilan bir ¢alismada da alabaliklarda L. monocytogenes’ in
gelisim oraninin % 21-27 arasinda degisebilecegi ifade edilmistir. Aksine Kwiatek (93)’
in Polonya’da taze ve islenmis olan hayvansal iiriinlerde L. monocytogenes bulunma
yogunlugunu arastirdigi calismada L. monocytogenes oram diisiik tespit edilmistir.
Toplam 1118 balik ve balik iiriinii ile 2172 et ve et iiriinii kullanilarak analiz edilmistir.
Arastirmada 633 taze balikta % 1.26 oraninda L. monocytogenes tespit edildigi
bildirilmistir.

Dhanashree et al. (94) taze baliklarda L. monocytogenes oranm % 1,3 olarak
belirlemistir. Diger Listeria tiirlerinden hicbirinin identifiye edilemedigi ifade
edilmistir. Bu ¢alismada da L. monocytogenes orant % 1 olarak tespit edilmistir. Yine L.
monocytogenes orani, Moharem et al. (85) tarafindan yapilan caliyjmada % 1,83, Vaz-

Velho et al. (95) tarafindan yapilan ¢alismada ise % 5 olarak tespit edilmistir.
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Manoj et al. (96), tarafindan yapilan calismada ise 51 balik Orneginin 2’ sinde L.
seeligeri (% 3,93) identifiye edilmistir. Calismamizdan farkli olarak bu ¢alismada, L.

monocytogenes’ in, orneklerin hicbirinden izole edilemedigi belirtilmistir.

Ulkemizde taze tiiketime sunulan su iiriinleri iizerinde Listeria spp. arastirmalari
olduk¢ca sinirli olmakla beraber, Kiling (97) tarafindan yapilan calismada L.
monocytogenes’ in su iriinlerinde bulunma yogunlugu derlenmistir. Bu calisma ile
diinyada, L. monocytogenes ve diger Listeria tiirlerinin, su iiriinlerinden 1987’ den bu
yana diizenli bir sekilde izole edildigi ifade edilmistir. Tiiketilmeye hazir su iiriinlerinin
islenmesinde uygun 1s1l iglem, tuzlama ve tiitsiileme gibi islemlerin uygulanmasi, soguk
depolama ve inhibe edici bilesiklerin kullanilmasi ve isleme esnasinda veya sonrasinda
kontaminasyonun Onlenmesi ile L. monocytogenes tiiriiniin inhibe edilebilecegi ve
boylelikle mikroorganizmanin sebep olacagi saglik sorunlarinin ¢oziimlenebilecegi

belirtilmistir.

Tiirkiye’ de Geng (98), taze tiiketime sunulan balik tiirlerinde L. monocytogenes, Vibrio
parahaemolyticus, toplam mezofil bakteri ve fekal koliform bakteri sayilarini
belirlemis, buna gore analiz edilen ii¢ farkl tiirden (palamut, istavrit, mezgit) olusan 36
balik 6rneginin 8 ( % 22.2 ) tanesinden L. monocytogenes izole edildigini bildirmistir.
Vural ve Erkan (99), Diyarbakir ilinde cesitli balik tiirleri ile ilgili bir ¢alisma
yapmuglardir. Salmonella, L. monocytogenes ve E. coli gibi patojen bakterilerin sirasiyla
9% 15,69, % 3,9 ve % 5,88 diizeyinde bulundugunu tespit etmislerdir. Bu durumun Dicle
Nehri Baliklari’ nin halk sagligi agisindan 6nemli bir risk olusturdugunu da ortaya

koymuslardir.

Su iirlinlerinde Listeria spp. bulunmasi ile ilgili yapilmis ¢alismalarin ¢cogunlugunun,
taze baligin yam swra, daha ¢ok deniz kabuklular1 ve islenmis deniz iiriinlerinde

yogunluk kazandig1 goriilmiistiir (58, 69, 83, 87, 94, 95, 100, 101, 102, 103, 104).

Konu ile ilgili olarak arastirmacilar, bazi su iiriinlerinin Listeria spp. kontaminasyonu
nedeniyle tekrar giindeme geldigini belirtmislerdir. Bu iirlinlerin dondurulmus, konserve
yapilmis, pisirilmis yenge¢ eti, pisirilmis karides, dondurulmus karides, taze ve
konserve yapilmis dondurulmus taraklar, tiitsilenmis somon; dondurulmus ve konserve

istakoz iiriinleri oldugunu ifade etmislerdir (58).

Sonug¢ olarak, Tirk Gida Kodeksi, Mikrobiyolojik Kriterler Tebligi’ nde belirtilenin

aksine Ordu’ da tiiketime sunulan taze baliklarda L. monocytogenes tespit edilmistir. Bu
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durum etkenle kontamine olmus iiriinlerin tiiketilmesi durumunda halk saglig1 a¢isindan
potansiyel bir risk olusturabilecegini gostermektedir. Listeria enfeksiyonlarinin
kontaminasyonla kolaylikla yayilabilmesi ve genis sicaklik degerlerinde gelismesini
sirdiirebilmesi alinacak onlemlerin énemini artirmaktadir. Bu nedenle, avlanma sekli,
avlandiktan sonra muhafaza sekli, satis tezgahlarina ulasincaya gecen siire, tasima ve
satig asamalari, tlim bu asamalarda kullanilan alet ekipmanlarda hijyen kurallarmin
uygulanmas1 6nem teskil etmektedir. Uriin ile ilgili her faktoriin tiim bunlar dikkate
almarak degerlendirilmesi ile ¢apraz kontaminasyonun engellenmesi alinan tedbirlerin
Onemini arttiracaktir.

Ayrica su iriinleri potansiyeli bakimindan oldukca zengin olan iilkemizde kaliteli ve
giivenilir iiriin tiikketilmesi i¢cin bu ve benzeri ¢calismalarin daha fazla yapilmasi gerektigi

diistiniilmektedir.
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