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NiGDE’DE SATISA SUNULAN CiG SUTTEN YAPILMIS PEYNIR ORNEKLERINDE
LISTERIA MONOCYTOGENES VARLIGININ, SEROTIP DAGILIMININ VE
ANTIMIKROBIYEL DIRENCLILIK PROFILININ BELIRLENMESI

Fulden KARADAL
Erciyes Universitesi, Saghk Bilimleri Enstitiisii
Veteriner Besin Hijyeni ve Teknolojisi Anabilim Dali
Doktora Tezi, Ocak, 2013
Damsman: Doc. Dr. Yeliz YILDIRIM

OZET

Bu caligsma, Nigde ili kdy ve pazarlarinda tiiketime sunulan ¢ig siitten yapilmis peynirlerin
listeriozis agisindan tasidigi halk sagligi risklerini degerlendirmek ve peynirlerden elde edilen
izolatlarin serotip dagilimint ve mikrobiyel diren¢ profillerini belirleyerek tedavi siirecine
katkida bulunmak amaciyla planlanmistir. Calisma kapsaminda 200 ¢ig siitten yapilmis yerel
peynir ornegi (100 taze beyaz peynir ve 100 tulum peyniri) Listeria monocytogenes agisindan
klasik kiiltiir teknigi ile analiz edilmis ve PCR ile dogrulanmistir. Beyaz peynir 6rneklerinden
I’inin (% 1) ve tulum peyniri orneklerinden yine 1’inin (% 1) olmak iizere toplam 2 (% 1)
ornegin L. monocytogenes ile kontamine oldugu ortaya konmustur. L. monocytogenes
izolatlarinin serotip dagilimi1 1/2a (beyaz peynir izolat1) ve 4a (tulum peyniri izolat1) olarak
belirlenmistir. Son olarak izolatlarin hayvan ve insan tedavisinde siklikla kullanilan toplam 11
antibiyotige (Tetrasiklin, Siprofloksasin, Gentamisin, Ampisilin, Eritromisin, Trimetoprim,
Vankomisin, Kloramfenikol, Nalidiksik asit, Penisilin G ve Siilfonilamid) kars1 direnc¢ profilleri
belirlenmis ve MIC degerleri ortaya konmustur. Izolatlarin her ikisinin de nalidiksik asite
direngli, diger antibiyotiklere duyarli oldugu tespit edilmistir. Sonu¢ olarak incelenen
orneklerde L. monocytogenes prevalansinin ¢ok diisiik diizeylerde bulunmasina karsin insan
listeriozisinden ikinci sirada sorumlu tutulan 1/2a serotipinin belirlenmis olmasi halk sagligi
acisindan risk unsuru olarak degerlendirilmistir. L. monocytogenes’in diger bakterilere gore
oldukca yavas antimikrobiyel diren¢ kazanma 6zelligi g6z Oniinde bulundurularak, 6zellikle
hayvansal gidalardan elde edilen L. monocytogenes izolatlarmin antimikrobiyel direng

profillerinin siirekli gbzetim altinda tutulmasi halk saglig1 acisindan 6nem arzetmektedir.

Anahtar kelimeler: Antimikrobiyel direng, Listeria monocytogenes, PCR, peynir, serotip

dagilimu.
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ANTIMICROBIAL SUSCEPTIBILITY AND SEROTYPE DISTRIBUTION OF
LISTERIA MONOCYTOGENES ISOLATED FROM RAW MILK CHEESE SAMPLES
SOLD AT RETAIL IN NIGDE

Fulden KARADAL
Erciyes University, Institue of Health Sciences
Department of Veterinary Food Hygiene and Technology
Phd Thesis, January, 2013
Supervisor: Associated Prof. Dr. Yeliz YILDIRIM

ABSTRACT

This study was designed to evaluate public health risks in respect to listeriozis due to
consumption of local raw milk cheese sold at retail in villages and public bazaars of Nigde. In
addition, this study aims to contribute to the treatment process of listeriozis by determining
serotype distribution and microbial resistance profiles of the isolates. During the work, 200 local
raw milk cheese samples (100 white and 100 tulum cheeses) were analysed by classical culture
technique in terms of Listeria monocytogenes and confirmed by PCR. One of white (1 %) and
one of tulum cheese (1 %) samples, totally 2 (1 %) of all samples were found contamined with
L. monocytogenes. Serotype distribution of the isolates were determined as 1/2a (white cheese
isolate) and 4a (tulum cheese isolate). Finally, antimicrobial resistance profiles of the isolates
against 11 antibiotics (Tetracycline, Ciprofloxacin, Gentamicin, Ampicillin, Erythromycin,
Trimethoprim, Vancomycin, Chloramphenicol, Nalidixic acid, Penicillin G and
Sulphanilamide) frequently used for both animal and human treatments were determined and the
MIC values were specified. Both of the isolates were found to be resistant to nalidixic acid but
sensitive to the others analysed. As a result, although low L. monocytogenes prevalance rates
were detected in this study, it is a public health concern to isolate serotype 1/2a which is
secondly incriminated serotype to cause human listeriozis. In addition, it is important in terms
of public health to continue surveillance of emerging antimicrobial resistance among L.
monocytogenes isolated especially from foods of animal origine as this pathogen much slowly

develops antimicrobial resistance compared to other bacteria.

Keywords: Antimicrobial resistance, cheese, Listeria monocytogenes, PCR, serotype

distribution.
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1.GIRiS VE AMAC

Gectigimiz 10-15 yi1l icerisinde Listeria monocytogenes’den kaynaklanan gida
enfeksiyonlar1 biiyiik 6nem kazanmistir. Listeriozis tiim diinyada olduk¢a yaygindir.
Etkenin dogada, ozellikle toprak ve cevrede yaygin olarak bulunmasi gidalarin

kontaminasyonunu ve buna bagl olarak gida kaynakl listeriozis sikligini artirmaktadir.

Dogada yaygin olarak bulunan L. monocytogenes’e cogunlukla kanalizasyon, bataklik,
nehir suyu ve sebzelerde rastlanmaktadir (1,2,3). Ayrica hayvan yemlerinden, saghkl
ve mastitisli ineklerin siitlerinden, hasta insan ve hayvan diskisindan, kemirgenlerden,
baz1 sebzelerden, bazi peynir ¢esitlerinden de ¢ok sayida Listeria izolasyonu yapilmistir
(4,5,6,7,8). Siit ve siit iiriinlerinden kaynaklanan L. monocytogenes’e iliskin enfeksiyon
olgularindan genellikle yetersiz pastorizasyon islemleri ve pastorizasyon sonrasi
kontaminasyonlar sorumlu tutulmaktadir (9). L. monocytogenes 6zellikle hijyeninin
yetersiz oldugu, iiretim ve muhafaza kosullarinin uygun olmadigi, iiriin yapiminda c¢ig
siitiin kullanildigi, hatali pastorizasyon islemlerinin uygulandigi ve pastorizasyon
sonrasi kontaminasyonlarin 6niine ge¢ilmedigi durumlarda siit ve siit liriinlerinde yaygin

olarak bulunabilmektedir.



Listeria monocytogenes’in insan ve hayvanlar i¢in patojen oldugu uzun zamandan beri
bilinmektedir. Hastalik oldukg¢a diisiik bir insidensle seyretmesine ragmen risk grubunda
bulunan bireylerde yaklasik % 30’lara varan Olim oranlarina ulagsmasi hastaligin

ciddiyetini ortaya koymaktadir (10,11).

Son zamanlarda antimikrobiyel ajanlarin hayvan yetistiriciliginde hastaliklarin
onlenmesi ve tedavisinde ve hatta biiyiimeyi destekleyici olarak kullanilmasi, direngli
bakterilerin gelismesine ve bu bakterilerin gida zinciriyle insanlara tasinmasina neden
olmustur (12.13). Hayvansal gidalardan gecgebilecek direngli bakterilerin insanlarda
yaratabilecegi saglik problemlerine iliskin halk bilinci artmaktadir. Bunun yani sira
hayvan ve hayvansal gidalarin diinya ¢apinda ticareti s6z konusudur. Bu durumda biitiin
ilkelerde hayvanlardan elde edilen izolatlarda diren¢ varligim belirlemek icin standart
bir izleme sisteminin kullanilmas1 ve etkin bir bi¢imde yiiriitiilmesi gerekmektedir (14).
Antibiyotiklere direncli bakterilerin olusturdugu enfeksiyonlara iliskin tedavi
problemlerinin son derece endise verici boyutlara ulasmasindan dolay1r gida yoluyla
maruz kalian bakterilerin direnglilik profillerinin ortaya konmasi son donemlerde bilim

cevrelerinin 6nemle {izerinde durdugu bir konu halini almistir (15).

Tiirkiye’de sagim hijyeninin yeterli olmamasi, peynir yapiminda ¢ig siitiin kullanilmasi,
hatali pastorizasyon uygulamalar1 ve {iretimin uygun olmayan kosullarda
gerceklestirilmesinin yani sira pastorizasyon sonrasi kontaminasyonlarin meydana
gelmesi sonucu siit ve iiriinleri L. monocytogenes ile siklikla kontamine olabilmekte ve
bu sekilde iiretilen siit ve siit iiriinlerinin tiiketime sunulmasi halk saglig1 acisindan risk

teskil etmektedir.

Bu calismada, Nigde ve koylerinde satisa sunulan ¢ig siitten yapilmis beyaz peynir ve
tulum peyniri 6rneklerinde L. monocytogenes varligi oncelikle klasik kiiltiir teknigi ile
belirlenmistir. Kiiltiir teknigi ile L. monocytegenes oldugu belirlenen izolatlarin
Polymerase Chain Rection (PCR) teknigi ile dogrulamasinin ardindan Denka Seiken
antiserum seti kullanilarak serotip tayini yapilmistir. Son olarak, elde edilen izolatlarin
antimikrobiyel duyarliliklar1 mikrodiliisyon yontemi ile belirlenmistir. Bu sayede Nigde
ve koylerinde siklikla tiiketilen ¢ig siitten yapilmis beyaz peynir ve tulum peynirlerinin
L. monocytegenes agisindan tasidigr halk sagligi riski ve etkenin antimikrobiyellere

kars1 direnglilik profili ortaya konulmustur.



Kiiciik capta iiretim yapan isletmelerde Ozellikle de cig siitten yapilan peynirlerde
bircok patojen bulunabilmekte ve halk saglig: riski yaratabilmektedir. Bu calisma ¢ig
siitten yapilan ve halk pazarlarinda satisa sunulan yerel peynirlerin tiiketilmesiyle
ozellikle listeriozis acisindan karsi karsiya kalinan saglik risklerini degerlendirmek
amaciyla planlanmistir. Elde edilen izolatlarin hayvan ve insan tedavisinde siklikla
kullanilan toplam 11 antibiyotige kars1 direng profillerinin belirlenmesiyle de hastaligin

tedavi siirecinde karsilasilabilecek problemlere isaret etmek amacglanmistir.



2.GENEL BILGILER

2.1. TARIHCE

Listeria tiirleri ilk kez 1891 yilinda Almanya’da, etkenin hastalarin doku 6rneklerinden
izole edilmesi ile bildirilmistir. Murray, 1926 yilinda laboratuar rodentlerinde ¢ikan bir
salgindan izole etikleri bakteriye mononiikleer lokositoza neden olmasi sebebiyle
Bacterium monocytogenes ismini vermislerdir. Nyfelt 1929’da bakterinin insanlar i¢in
de patojen oldugunu bildirmis ve etkeni Bacterium monocytogenes hominis olarak
adlandirmistir. Pirie, 1927 yilinda bakteriyi vahsi gerbillerden izole ederek cins isminin
cerrah Lord Lister’e atfen Listerella hepatica olmasini onermistir. Murray ve Pirie’nin
isimleri birlestirmesiyle Listerella monocytogenes ismi olusturulmus, daha sonra
yapilan taksonomik caligmalarla bakterinin ismi L. monocytogenes olarak

degistirilmistir (16).

Gida kaynakl ilk listeriozis vakasi ise 1953 yilinda, L. monocytogenes’in sebep oldugu
mastitisli bir inegin siitiiniin i¢ilmesi ile tanimlanmistir. S6z konusu vakada kontamine
stitii tiiketen hamile kadinin ikiz bebeklerinin 6ldiigii bildirilmistir (17). Almanya’da
1966 yilinda 279, Fransa’da 1976 yilinda 126 kisinin etkilendigi listeriozis vakalari
bildirilse de 1981 yilinda Kanada’da ortaya ¢ikan listeriozis salginina kadar insan

enfeksiyonlar1 ¢ok dikkat cekmemistir (18).

Mortalitenin yiiksek olmasi (% 20-30) hastaligin Onemini arttirmaktadir. Her yil
yaklasik 1600 listeriozis enfeksiyonunun goriildiigii, bunlarin 400 ila 500 kadarinin

Oliimle sonug¢landig1 tahmin edilmektedir (19).



2.2. LISTERIA TURLERININ VE LISTERIA MONOCYTOGENES’iN
TAKSONOMISI

Gram pozitif, sporsuz ve katalaz pozitif Listeria cinsi bakteriler baslangicta
Corynebacteriaceae familyas: icinde simiflandirilmistir. Firmicutes filusunun rRNA alt
unite sekanslarinin karsilastirilmas:1 sonucu Listeria ve Brochothrix cinslerinin,
Firmicutes filusunun, Bacilli sinifinin, Bacillales takiminin, Listeriaceae familyasina ait

oldugu bildirilmistir (20,21).

Listeria monocytogenes 1961 yilina kadar soyunun tek tiirii olarak kabul edilmis fakat
daha sonra Listeria grayi, Listeria innocua, Listeria ivanovii, Listeria seeligeri, Listeria
welshimeri ve Listeria murrayi olarak 6 tiir daha belirlenmistir (21). Yapilan cesitli
molekiiler caligmalar ile L. murrayi’nin L. grayi’nin alttiirii oldugu ortaya ¢ikmustir
(22). Listeria marthii ve Listeria rocourtiae isimli iki yeni tiir ise 2009 yilinda rapor

edilmistir (23).

Listeria tiirlerinden L. monocytogenes, L. ivanovii ve L. innocua memeliler icin
patojendir (24). L. ivanovii ve L. innocua c¢ogunlukla ruminantlarda hastalik
olustururken, L. monocytogenes hem insanlarda hem de hayvanlarda hastalik
olusturmaktadir (24). Literatiirde L. grayi’nin immun sistemi baskilanmis hastalarda yol

actig1 bakteriyemi ile ilgili 2 vaka bildirilmistir (25,26).

Listeria monocytogenes, memeli hiicrelerine invaze olup iireyen hiicre i¢i bir bakteridir.
Fakiiltatif saprofit patojen olarak toprakta ve ciiriimiis bitkilerde bulunabilmekte, insan

veya hayvanlarda siddetli bir enfeksiyon tablosu olusturmaktadir (23).

Listeria monocytogenes ilk olarak 1940 yilinda Paterson tarafindan serotiplendirilmis,
bu metot Seeliger ve Hohne tarafindan gelistirilmistir (27). Flagellar ve somatik
antijenlerine gore belirlenen L. monocytogenes serotiplerinin 4 alt grup altinda toplandigi

bildirilmistir (28). L. monocytogenes’e ait serotipler Tablo 2.1°de yer almaktadir.



Tablo 2.1. L. monocytogenes alt gruplari ve serotipleri (23)

Alt ik identifikasyon Serotipler | Genetik Karakter | Dagihmu
Grup
I Multilokus Enzim 1/2b,  3b, | Serotipler arasinda | Cesitli kaynaklardan
Elektroforezis (MLLE) ile 3c, 4b, 4d, | en az cesitlilik ve yaygin olarak izole edilir.
tanimlandi 4e rekombinasyon Bunlarin arasinda en ¢ok
olan alt grup insan izolatlarinin

temsilcileri bulunmaktadir.

II MLLE ile tanimland1 1/2a, 1/2c, | Serotipler arasinda | Cesitli kaynaklardan
3a, en cok cesitlilik ve | yaygin olarak izole edilir.
rekombinasyon Bunlarin arasinda en ¢ok
olan alt grup gida ve gida ile iliskili

cevreler ile dogal cevrenin
temsilcileri bulunmaktadir.

I Kismi sekans bilgi analizi 4a, 4b, 4c AltgrupIvell Siklikla ruminantlardan
kullanilarak tanimlandi. arasinda yer alan elde edilen izolatlar
diizeyde cesitlilik
arzeden seotipler
v Kismi sekans bilgi analizi 4a, 4b, 4¢ Giiniimiize kadar Siklikla ruminantlardan
kullanilarak IIIB ismi ile cok az izolat analiz | elde edilen izolatlar
tanimlandi. Ward et al. edildi.

tarafindan alt grup IV
olarak 2008’de ilk kez rapor
edildi.

Altgrup I ve II’nin insan klinik ve gida izolatlarindan, altgrup III’iin ise hayvan klinik
izolatlarindan olustugu belirlenmistir (23). Roberts et al. 2006 yilinda yaptiklar1 sekans
analizi ile III. altgrup a ve b olarak iki gruba ayrilmis, altgrup IIIb 2008 yilinda Ward et
al. tarafindan altgrup IV olarak isimlendirilmistir (28,29). Her altgruptan gelen
izolatlarin enfeksiyon olusturma potansiyeli ve stres kosullarinda yasayabilme kabiliyeti
acisindan farklhilik gosterdigi bildirilmektedir (30). 1/2a serotiplerinin 4°C’de 0,I1M
Phosphate Buffer Saline’de (PBS) virulanslarinin azaldigi, ancak aym sartlarda 4b
serotipinin virulansinin azalmadigi belirlenmistir (31). Serotip 1/2a’nin bakteriyosinlere
diger serotiplerden daha direng¢li olmasi ve serotip 1/2a izolatlarinin ¢evredeki toksik
metallere ve bilesiklere kars1 direng gostermelerini saglayan plazmidleri diger
serotiplerden daha fazla sayida tasimasi, gidalardaki yiiksek prevelansini agciklamaktadir
(23). insan listeriozis vakalarinin % 96’sindan 1/2a, 1/2b ve 4/b serotipleri sorumlu

tutulmaktadir (30).

Altgrup I’de yer alan daha patojen suslarin ince bagirsak epitel hiicreleri ve diger hiicre
tiplerine invazyonunun altgrup II’dekilerden daha etkili oldugu anlagilmistir. Bu farka
sebep olarak da altgrup II’ deki suslarin inlA geninde olusan stop kodonu
gosterilmektedir. Bu genetik degisiklik altgrup I suslarinda ¢ok nadir goriilmektedir
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(23). Dogal ¢evrelerine uyum gostermeyi kolaylastirmak igin L. monocytogenes suslari farkl
gen setlerine sahiptir. Mesela, alt grup I ve II suslari alt grup III suslarindan daha fazla
transkripsiyonel diizenleyici gen tagimaktadir (30). Altgrup III ve IV izolatlar1 gida ve gida
ile ilgili gevrelerde az bulunmaktadir. Asit ve 1s1 stresine cevap veren /mo0038 geninin,
altgrup I ve II izolatlarinda bulunurken altgrup III ve IV izolatlarinda bulunmamasi ve
bu serotiplerin hayvan yetistirme cevrelerine gida iiretim ¢evrelerinden daha iyi adapte
olmasi, s0z konusu serotiplerin gidalarda iireyememesinin sebepleri olarak
gosterilmektedir (32). Liu et al. (33) tarafindan aviriilent olarak nitelendirilen 4a
serotipine ait bir izolatin [mo2821- InlJ ve transkripsiyonal diizenleyici farzedilen
Imo2672, Imol134 ve ORF2819 genlerini tasimadigi, farelere 8x10” kob diizeyinde

inokule ediginde dahi 6liim olusturmadigi bildirilmektedir.

Listeria monocytogenes’in suglar1 arasindaki farklar1 ayirt etmek igin bircok
gruplandirma metodu kullanilmaktadir. Serotiplerin fenotipik karakterlerini temel alan
ticari antiserumlar ile serotiplendirme, faj tiplendirme ve izoenzim analizi gibi daha
geleneksel metodlarin yaninda ribotiplendirme, pulse-field gel electrophoresis (PFGE),
random amplification polymorphic DNA (RAPD), amplified fragment lenght
polymorphism (AFLP), multilocus sequence based typing (MLST), PCR-restriction
fragment length polymorphism (RFLP) ve direkt DNA sekanslama gibi genotipik
metodlar da bulunmaktadir (34,35,36). Bu metodlarla L. monocytogenes’in populasyon
genetigi, ekolojisi ve bulasma yollar1 hakkinda bilgiler edinilmistir. L. monocytogenes
icin  PFGE’nin ribotiplendirme ve MLST’den daha ayirici bir metod oldugu
belirtilmektedir (37).

Listeria monoctogenes 1/2a’da altgrup I’e spesifik 19 gen bulunmus, ayrica Imol118 ve
Imol119 genlerinin sadece 1/2c ve 3c’de bulundugu bildirilmistir. L. monoctogenes
4b’de ise altgrup II'ye spesifik 5 gen bulunmus ve bunlardan 3’iiniin sadece 4b, 4d ve
4e’de oldugu bildirilmistir (37). Doumith et al. (37), L. monoctogenes serotiplerini ayirt
etmek i¢in bir multiplex PCR protokolii gelistirmislerdir. Ancak bu yontemle 1/2a
3a’dan, 1/2b 3b ve 7°den, 1/2c 3c’den veya 4b 4d ve 4e’den aywrt edilememektedir.
Bunlarin disinda Palumbo et al. (38) serotiplendirme antiserumlarini kendi
gelistirdikleri Enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) protokolii ile kullanarak
daha giivenilir ve daha fazla Ornege uygulanabilen sonuglar elde ettiklerini

bildirmislerdir.
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Genetik arastirmalar entitiisii, (The Institute of Genomic Research, TIGR) listeriozis
salginma neden olan ili¢ L. monocytogenes susunun gen sekanslarmi yayinlamistir:
1985°de California/ABD’de salgina neden olan ve peynirden izole edilen F2365 susu ve
1998- 1999 yillar1 arasinda ABD’de bircok eyalette salgina neden olan ve sosisten
bulagsan H7858 susunun serotip 4b; sporadik vakalardan izole edilen ve hindi sosisinden
bulastig1 bildirilen F6854 susunun ise serotip 1/2a oldugu bildirilmistir (39). Son
zamanlardaki insan listeriozis salginlarindan biri Finlandiya’da, bir hastanedeki immun sistemi

baskilanmis hastalar arasinda goriilmiistiir. Etkenin insan listeriozis enfeksiyonlarinda ¢ok nadir

rastlanan 3a serotipine ait oldugu ve tereyag tiikketimi sonucu bulastig1 bildirilmistir (40).

2.3.LISTERIA MONOCYTOGENES’IN MORFOLOJiSi VE BiYOKIMYASAL
OZELLIiKLERIi

Listeria monocytogenes, mikroskop altinda 0.4- 0.5 um eninde ve 1- 2 um boyunda,
Gram pozitif, diizgiin cubuk seklinde, tek basina ya da kisa zincirler halinde goriiliir
(41). Eskimis Kkiiltiirlerde gram boya alma ozelligini yitirip Gram negatif olarak
goriilebildigi gibi direkt frotilerde kokoid goriintii verebilir (20).

Listeria monocytogenes sporsuz, kapsiilsiiz, peritrik flagellalar1 ile hareket eden bir
ajandir. Hareket yetene§i yar1 kati besiyerinde, 30°C’de, yukardan asagiya dogru
semsiye seklindeki iiremesi ile gozlenebilir (42).

Listeria monocytogenes’in diger Listeria tiirlerinden identifikasyonu igin cesitli
biyokimyasal testler uygulanmaktadir (Tablo 2.2). Bunlara gore L. monocytogenes,
diger Listeria tiirleri gibi katalaz pozitif, oksidaz negatiftir ve eskiiliini hidrolize eder.

Ramnozu fermente ederek asit olusturur, ksiloz ve mannitolii fermente edemez (43).



Tablo 2.2. Listeria tiirlerinin fenotipik 6zellikleri (44)

Tiirler*
] L.monocytogenes | L. ivanovii | L. innocua | L.welsimeri | L. seeligeri | L. grayi
In Vitro Karakter
Gram boyama + + + + + +
Katalaz testi + + + + + +
B-hemoliz + ++ - - + -
Lipaz tiretimi + + - - + _
AA Peptidaz - + + + + +
Eskiilin hidrolizi + + + + + +
B-D glikosidaz + + + + + +
Asit Uretimi
D-mannitol - - - - - +
L-ramnoz + - + + - +
D-ksiloz - + - + + _
o-metil, D-mannosit + - + + + +
CAMP testi®
S. aureus + - - - + -
R. equi - + - - - _

* +pozitif reaksiyon, - negatif reaksiyon, +degisken ya da zay1f reaksiyon
> CAMP: Hemoliz reaksiyonunda artma

‘++Giiglii hemolitik reaksiyon

Listeria monocytogenes hiicre duvarinda iki farkli polianyonik polimer bulunur. Bunlar
peptidoglikana kovalent bag ile baglanmis teikoik asit (TA) ve lipoteikoik asittir (LTA).
Bu polimerler hiicre duvar1 kuru maddesinin % 50-60’m1 meydana getirir. Ayni
zamanda bu polimerler, metal katyon dengesinde, iyon, besin maddesi ve protein
tasinmasinda ve ylizey proteinlerinin sabitlenmesinde 6nemli fonksiyonlar1 vardir.
Ayrica TA ve LTA, L. monocytogenes’in serotipleri arasindaki temel farkliliklari
belirlemektedir (45).

Listeria tiirlerinden L. monocytogenes, L. ivanovii ve L. seeligeri koyun, at ya da insan
kan1 eklenmis kanli agarda B-hemoliz yapmakla birlikte L. ivanovii diger tiirlere gore
daha genis hemoliz alan1 olusturmaktadir. S6z konusu bakterilerin ayriminda CAMP
testi kullanilmaktadir (46). Bu teste gore L. monocytogenes kanl agarda Staphylococcus

aureus ile; L. ivanovii ise Rhodococcus equi ile sinerjik hemolitik etki gostermektedir.
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Listeria monocytogenes tarafindan salgilanan A 58-kDa protein Listeriolisin O (LLO),
S. aureus ile kombine bir sekilde koyun eritrositlerinde kuvvetli hemoliz
olusturmaktadir (47). CAMP testinde L. monocytogenes’i dogrulayan ve S. aureus’a
dogru genisleyen karakteristik B-hemolitik zonu, S. aureus’un B-toksin’i ile LLO’un
sinerjik etkisi ile olugmaktadir (46). L. seeligeri de S. aureus ile sinerjik etki
gostermektedir ancak olusturdugu hemoliz alam1 L. monocytogenes’e oranla daha dardir.
Mathakia et al. (46), 28 L. monocytogenes susunun 23’liniin S. aureus’ a dogru
genisleyen karakteristik hemolitik zon olusturdugunu, 5’inin hemolizinin ise zayif

oldugunu belirtmislerdir.
2.4. LISTERIA MONOCYTOGENES’IN FiZYOLOJiSi
2.4.1. Ureme Ozellikleri

Bakteri psikrotrof 6zellikte olup 0- 45 °C arasinda iireyebilmektedir. Optimal iireme
1s1s1 ise 30- 37°C arasindadir (43). L. monocytogenes’in buzdolabi 1sisinda (4°C)
tireyebilmesi, 1s1 iglemi gormeyen ya da 1s1 isleminden sonra kontamine olan ve
buzdolabinda uzun siire muhafaza edilen tiiketime hazir gidalarda c¢ogalma riskini
artirmaktadir  (47). Oldiiriicii diizeyin altinda 1sitya maruz birakildiginda bakteri
termotoleransinin arttig1 kanitlanmustir (48). Siit iiriinlerinde, buzdolabi 1s1sinda bakteri

sayisinin iki katina ¢ikma siiresinin 1-2 giin oldugu bildirilmektedir (49).

Listeria monocytogenes’in metabolizmas1 anaerobik ve fakiiltatif anaerobik o6zellik
gostermektedir (42). Notral ya da hafif alkali ortamlar1 tercih etse de pH 4.3 ile 9.6
arasinda iireyebilmektedir. Bakterinin 3.0 ile 12.0 arasindaki pH degerlerinde hayatta
kaldig1 bildirilmektedir (50,51). Optimal su aktivitesi (ay) degeri 0.97 olmasina karsin
tireyebilecegi en diisiik a, degeri 0.92 olarak belirtilmistir. Ayrica 0.83 a,’de de
canliligimi muhafaza edebilmektedir (52). Tuza (NaCl) toleransli oldugu, yaklasik % 40
civarindaki yiiksek tuz konsantrasyanlarinda dahi uzun siire canliigim siirdiirebildigi
belirtilmektedir (51,53). Bakteri, % 10’luk NaCl ve 200 ppm sodyum nitrit (NaNO,,
konsantrasyonunda iireyebilmekte ve gida iiretim cevrelerinde nemli ve kuru ortamlarda
yillarca yasayabilmektedir (51). Etkenin % 4’liik tuz konsantrasyonunda yiiksek 1s1,

diisiikk pH ve nisin gibi bariyerlere kars1 direncinin arttig1 belirtilmektedir (54).

Biofilm olusturma o6zelligi, bakterinin endiistriyel gida hazirlama siireglerindeki
kurutma ve antimikrobiyel ve dezenfektan uygulama islemlerine kars1 direncini

artirmaktadir. Biofilm sayesinde bakteri cam esyalara, paslanmaz celik gibi metallere ve
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plastik kaplara tutunabilmektedir (52). Gida endiistrisinde yaygin olarak kullanilan
dezenfektanlara kars1 L. monocytogenes’in saf ve Pseudomonas aeroginosa ile karisik
kiiltiirlerinin 37°C ve 12°C’de biofilm olusturdugu, 12°C’de olusturulan biofilmin
dezenfektanlara daha az duyarli oldugu bildirilmistir (53). Gida hazirlama tezgahlarinin
L. monocytogenes acisindan giivenli bir sekilde dezenfekte edilebilmesi i¢in sodyum

hipoklorid, kuaterner amonyum bilesikleri ve peroksi asetik asit Onerilmektedir (55).

Sosis, rosto ve hindi gibi tikketime hazir etlerde bakteri sayisini 3 log azaltmak icin 1.5;
5 log azaltmak icin 3.5-4 kGy irradyasyon uygulamasi gerektigi belirtilmektedir
(56,57). Bakterinin iyonize radyasyona diren¢ gosterdigi bildirilmistir (58). Ancak SDA
(Sodyum Di Asetil), sitrik asit ve potasyum laktat eklenmesi radyasyon duyarlili§ini
artirmaktadir. Tiiketime hazir hindi jambonuna koruyucu olarak % 2 sodyum laktat - %
1 SDA karistmi ya da % 2 sodyum laktat - % 0.1 potasyum benzoat karigimi
eklendiginde L. monocytogenes’in 42 giinliik buzdolab1 muhafazasi boyunca 1 log’dan

daha az iiredigi tespit edilmistir (59).

Listeria monocytogenes’in siitteki D7, 7 °C degeri 2.7-4.1 saniye, etteki Dg g °C degeri
2.56 dakikadir (41). Biftekte L. monocytogenes i¢in D degeri 60 °C’de 4.67 dakika, 65
°C’de 0.72 dakika 71.1 °C’de 0.17 dakika 73.9 °C’de 0.04 dakika olarak bildirilmistir
(60).

Listeria monocytogenes’in serotipleri farkli iireme Ozellikleri gosterbilmektedir. 4b
serotipindeki izolatlarin soguk muhafaza sonrast 60°C’lik 1s1 islemine 1/2a
serotipindekilerden daha dayanikli olduklar1 ve lag fazlarinin daha kisa oldugu
belirtilmistir (31). Serotip 4b’nin Tyriptic Soy Broth (TSB)’da 1/2a’dan daha fazla
biyofilm olusturdugu, daha az besin iceren diliie edilmis TSB’da ise 1/2a serotipinin

daha fazla biyofilm olusturdugu bildirilmistir (61).

Gida, gaita ve su gibi ortamlardan L. monocytogenes’i izole etmek icin International
Organization for Standardization (ISO), Food and Drug Administration (FDA), US
Department of Agriculture (USDA) ve Association of Official Analytical Chemists’in
(AOAC) bildirdigi klasik kiiltiir yontemleri kullanilmaktadir (62,63,64,65). ISO11290
metodunda iki asamali zenginlestirme uygulanmakta on zenginlestirme i¢in half fraser,
selektif zenginlestirme i¢in ise fraser broth kullanilmaktadir. Fraser broth, akriflavin ve
nalidiksik asit gibi selektif ajanlar ile Listeria tiirlerinin B-D-glukozidaz aktivitesini

Olcen eskiilin icermektedir. Zenginlestirme asamalarindan sonra Oxford, PALCAM ya
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da MOX agara ekim yapilmaktadir (62). Bakteri, Listeria selektif besi yerlerinde, 24- 48
saat inkiibasyonun ardindan 0.5- 1.5 mm c¢apinda, yuvarlak, yar1 saydam, etrafi belirgin
ve hafif konveks koloniler olusturur. Koloniler 6ze ile toplandiginda yapiskandir ve besi
yerinde izleri kalir (44). Selektif besi yerlerinin Listeria tiirlerini diger bakterilerden
ayirmasi eskiilinaz reaksiyonuna dayanmaktadir. Ancak Enterococcus ve Bacillus
tirleri de eskiilini benzer sekilde kullanmaktadirlar. Bu gibi durumlarda siipheli
kiiltiirler Tyriptic Soy Agar (TSA)’a aktarilip egimli 1s1kta incelenirse, Listeria spp.
kolonileri verdikleri mavi-yesil rofle ile digerlerinden ayrilmaktadir (43). Klasik kiiltiir
yontemlerinin yeterince hizli olmamasi ve son yillarda epidemiyolojinin Onem
kazanmasi nedeniyle bir¢cok izolasyon ve idendifikasyon yontemi gelistirilmistir. Bu

yontemler Tablo 2.3’de kisaca gosterilmektedir (43).

Tablo 2.3. Gida ve cevredeki Listeria tiirleri ve L. monocytogenes’in izolasyon, identifikasyon

ve tiplendirilmesi i¢in kullanilan metotlara genel bakis (43).
IZOLASYON

SELEKTIF ZENGINLESTIRME
IS0 11220
FDA BAM
UsDA

LISTERIA SEIEKTIF AGAR

OXFOFRD AGAR
PALCAM AGAR
MOX AGAR
LEM AGAR
DOGRULAMA
Futin olarak kullamlan metotlar
FENOTIP GENOTIP
KULTUR BIVOKIMYASAL IMMUNOLOJE DNA EMA
Motilite Seker Immuno-presipitasyon DINA Hibridizasvon FReal Time PCR
Gram boyama fermantasyon ELisA PCR NasBal
Hemoliz Testi
CAMP Testi
TIPLENDIRME
Epidemivolojik arastimalar icin Gzellestinlmis metotlar
Serotiplendirme MLEE? Eibotiplendirme PCR-RFLP? Sekanslama PFGES Mikroarray
Faj Tiplendirme RAPD4

ssCP?

'NASBA: Nucleic Asid Sequence Based Amplification

*MLEE Multi-Locus Enzyme Electrophoresis,

’PCR-RFLP: Polymeraz Chain Reaction — Restriction Fragment Length Polymorphism
“RAPD: Random Amplification of Polymorphic DNA

>SSCP: Single Strand Conformation Polymorphism

PFGE: Pulsed Field Gel Electrophoresis
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Giintimiizde rutin olarak kullanilan PCR temelli yontemler, gidanm bilesimi (protein,
yag ve kalsiyum gibi), ektraksiyon yontemi, amplifikasyon kosullar1 gibi sartlardan
olumsuz etkilenebilmektedir (66). Et ve et iirlinlerinde L. monocytogenes’in tespiti i¢in
PCR protokolii gelistiren Manzano et al. (67) m bildirdigine gore gidadaki bakteri sayis1
100’tin altinda oldugunda PCR yanlis negatif sonu¢ vermektedir. Dolayisiyla 24 saatlik

zenginlestirme islemi uygulanmalidir.
2.4.2. Stres Toleransi

Bakteri, sicaklik, pH, ozmotik basing, oksidatif stres ve safra tuzlari gibi stres

faktorlerine karsi ¢esitli proteinler sentezlemektedir:
2.4.2.1. Is1 Stresi Yamtlan

Bir¢ok organizmada oldugu gibi L. monocytogenes’in de 1s1 stresine karsi, 1s1 soku
proteinlerinden (Heat shock proteins, Hsps) olusan korunma mekanizmasi
bulunmaktadir (68). L. monocytogenes’in 1s1 soku proteinleri, GroELS, DnaKlJ, HtrA,
Clp (ABCEP) olarak belirlenmistir (69).

GroEL ve GroES proteinlerini kodlayan groEL ve groES genleri her 1sida iireme icin
gereklidir (68). Degisik calismalar, GroEL protein iiretiminin diisiik pH ve osmolarite,
etanol ve safra tuzu gibi stres ortamlarinda da arttigin1 gostermektedir (69,70). DnaK ve
DnalJ proteinleri dnaK operonu iizerinde bulunan dnaK ve dnaJ genleri tarafindan
kodlanmaktadir (71). Cesitli ¢alismalarda 6liimciil olmayan 1s1 islemi uygulamasini
takiben GroEL ve DnaK 1s1 soku yanitlarinin verildigi belirtilmistir (68,70). Gidanin
yavas yavas 1sitilmasi, sodyum laktat veya NaCl eklenmesi bakterinin 1siya direncini

artirmaktadir (72).

Clp (caseinolitik proteaz) proteinlerini kodlayan clpB, clpC, clpE, ve clpP genlerinin
aynt zamanda basin¢g toleransinda, harekette ve viriilansta da rol oynadigi
bildirilmektedir (73). HtrA proteinini kodlayan yiiksek 1s1 gereklilik genleri (high
temperature requirement, htr) degisik bakterilerden de izole edilmektedir. Bu protein
asit, antibiyotik, 1s1, oksidatif ve ozmotik stres gibi durumlarda bakteriye direng

saglamakta ve biyofilm olusumunda rol oynamaktadir (74).
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2.4.2.2. Asit Stresi Yanitlar:

Listeria monocytogenes sitoplazmik pH’sin1 nétrale yakin tutabilmek igin asit sok
proteinleri ~ (ASPs) iiretebilmektedir. Bakterinin glutamat dekarboksilaz, arjinin

deiminaz ve FOF1-ATPaz gibi asit direng mekanizmalar1 vardir (69).

Glutamat dekarboksilaz (GAD) sisteminde sitoplazmik GAD ekstraseliiler kaynakli
glutamat1 geri doniisiimsiiz olarak dekarboksile eder ve y-aminobiitirat (GABA)
olusturur. Reaksiyon boyunca hiicre ici protonlar harcanir bdylece sitoplazma
asitlesmesi azaltilir ve pH dengesi saglanir. GABA glutamattan daha az asidiktir ve
cevrenin alkalizasyonuna katkida bulunur. Bu reaksiyonu gerceklesmesi i¢in ortamda
serbest glutamat bulunmasi gerekmektedir. Gidalarda asitligi ayarlamak ve aroma
saglamak i¢in gida katkisi olarak kullanilan glutamat, bircok gidada L.
monocytogenes’in  gelisimine katkida bulunmaktadir. GAD sisteminin genetik
diizenlemesini yapan gadDITI genleri hafif asit ortamlarda, gadD2T2 genleri kuvvetli
asit ortamlarda hayatta kalmayr saglamaktadir. Bu genlerin transkripsiyonel
diizenlenmesi, asit ortamda sigB geni tarafindan kodlanan alternatif sigma faktor (c°)
tarafindan yapilmaktadir. o®, asit, alkali, oksidativite ve ozmotik strese direncte rol
oynar, ayrica bakterinin diisiik 1s1, yliksek 1s1, besin ve karbon yetersizligi gibi sartlar1

tolere etmesini kolaylastirir (50,75,76).

Arjinin deiminaz (ADI), katabolik ornitin karbamoiltransferaz (cOTCase) ve karbamat
kinaz (CK) enzimleri, arjininin ornitin, amonyak ve karbondioksite parcalanmasini
saglamaktadir. Bu reaksiyon sonucu olusan amonyak (NHs3), sitoplazmik protonlarla
birleserek amonyum (NH,) iyonlarin1 olusturmakta ve sitoplazmik pH’nin dengede
kalmasma yardim etmektedir. Bakteri, kullandig1 arjinini konak hiicresinden temin
etmektedir. Arjinin ayn1 zamanda, konak hiicresinin hiicre ici patojenlere kars1 savunma
amaclh kullandig1 nitrik oksitin (NO) 6n maddesidir. Bu nedenle konak hiicresindeki
arjininin azaltilmas1 NO {iiretim kapasitesini azaltmakta dolayisiyla L. monocytogenes
infeksiyonuna bagisiklik yanit1 vermek giiclesmektedir. Bu enzim sisteminin genetik
kontrolii arcA, arcB, arcC, arcD, arcE, arcG ve arcH genleri tarafindan yapilmaktadir

(69).

FoF1ATPaz, ATP sentezi ya da hidrolizi sirasinda olusan protonlarin hiicreden

cikarilarak pH dengesinin saglanmasma yardim eden bir enzim sistemidir. Bu sistemi
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kontrol eden operonda, atpA, atpB, atpC, atpD, atpE, atpF, atpG, atpH ve atpl
adlarinda 9 gen vardir (77).

2.4.2.3. Ozmotik Stres Yanitlari

Yar1 gecirgen yapidaki bakteriyel sitoplazmik membran, su i¢cin gecirgen olmasma
ragmen metabolitler icin gecirgen degildir. Hiperozmotik sok karsisinda bakteri hiicresi,
“ozmolit” ad1 verilen ve hiicre fonksiyonlarin1 degistirmeyen kiiciik organik molekiilleri
hiicre i¢inde biriktirmeye ¢alisir. Glisin betadin, prolin, prolin betadin, asetil karnitin,
karnitin, gama-biitirobetadin ve 3-dimetilsiilfaniol-propiyonat bilinen ozmolitlerden
bazilaridir. En etkilileri glisin betadin ve karnitindir (69,78). Prolin sentezini diizenleyen
proBA genini icermeyen L. monocytogenes mutantlarinin yiiksek basingli ortamlarda
yasayamadigi bildirilmistir (78). L. monocytogenes’in glisin betadin ve karnitin alimu,
BetL, Gbu ve OpuC adi verilen 3 ozmolit tasiyicisi vasitasiyla olmaktadir. Glisin
betadin, BetL ve Gbu tarafindan tasmir. Tasinma islemini kodlayan betL geni
osmolaritenin diismesiyle, ghuABC operonu ise ozmotik basincin artmasi ya da 1sinin
yiikselmesi ile aktive olmaktadirlar. Karnitin tasiyicisi olan OpuC, opuC operonundaki

ozmotik basing ve soguk stresi ile aktive edilen genler tarafindan kodlanmaktadir (79).

Ozmotik stres yanitlarindan ikincisi ozmotik stres proteinleridir. RelA, Ctc, HtrA,
KdpE, LisRK, ProBA ve BItA ad1 verilen proteinler, ctc, htrA, kdpD, kdpE, orfX, lisRK,
proBA ve btlA genleri tarafindan kodlanmaktadir. Bu genlerin regiilasyonunda o°
etkilidir (69). BtlA, L. monocytogenes’in safra tolerans lokusudur ve bakterinin % 7’lik

yiiksek osmolaritede iiremesini saglar (80).
2.4.2.4.Stresten Capraz Korunma

Capraz koruma veya stres katilagsmasi terimleri bir stres durumunun diger stres
faktorlerine kars1 koruma saglama yetenegi olarak agiklanabilir. Bu durum maruz
kalinan stresin ¢esidine ve letalitesine bagl olarak degiskenlik gosterir. Bu fenomen bir
cok bakteride tarif edilmistir ve mevcut gida isleme teknolojileri modifiye edilirken
veya yeni teknolojiler gelistirilirken géz Oniine alinmasi1 gereken onemli bir ayrintidir.
Nitekim bu durum gida muhafaza onlemlerinin etkinligini azaltarak gida giivenligini
riske atabilmektedir (54,81). S6z konusu ¢apraz koruma fenomeni L. monocytogenes’de
de bulunmaktadir (82). L. monocytogenes’de ozmotik basing, hidrojen peroksit, 1s1,
etanol ve glikoz adaptasyonu ile indiiklenen ¢apraz koruma sistemi, asit adaptasyonu ile

olusan capraz korumadan c¢ok daha sinirhi bir capraz koruma saglamaktadir. L.
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monocytogenes’in pH 4.5- 5’e 1 saat maruz birakilmasinin ardindan pH 3.5, % 17.5
etanol veya % 0.1’lik hidrojen peroksite maruz birakildiginda bakteri hiicrelerinin canl
kalma yeteneginin arttig1 gozlemlenmistir (83). Bu durum, asit adaptasyonunun bakteri
tarafindan daha genel bir stres indikatorii olarak algilandigini 6te yandan tuz, sicaklik,
etanol, hidrojen peroksit ve glikozun daha spesifik stres olarak algilandigini ortaya
koymustur. Sonu¢ olarak gida isleme endiistrisinde asite maruz birakilan
mikroorganizmalar, mide ve bagirsakta ve son olarak sistemik enfeksiyon siiresince
maruz kaldig1 invivo streslere iyi bir sekilde hazirlanmis olmakta dolayisiyla adapte
edilmis capraz diren¢ bakterinin canli kalma ve hastalik olusturabilme yetenegini

desteklemektedir (69).
2.4.3. Viriilans Faktorleri

Listeria monocytogenes ile L. innocua’nin dairesel gen haritalar1 Glaser et al (84)
tarafindan yaymlanmigtir. Listeria tiirlerinde viriilanstan sorumlu genlerin bulundugu
9.6-kb’lik gen kiimelerine Listeria patojenite adas1 ad1 verilmektedir. Listeria patojenite
adas1t 1 (LIPI-1) L. monocytogenes ile L. seeligeri’de bulunurken, Listeria patojenite
adas1 2 (LIPI-2) L. ivanovii’de bulunmaktadir. L. ivanovii’de bulunan LIPI-2 gen
klusteri ruminant eritrositlerindeki posfolipitleri par¢alayan fosfokolinesteraz enzimini

kodlamaktadir (44,50).

Viriilans genlerinin iiretilmesi ve diizenlenmesi icin prfA geni tarafindan kodlanan
Pozitif Regiilator Faktor A (PrfA) ve ayni zamanda stres tolerans genlerini de
diizenleyen o” gereklidir. Enfeksiyonun gastrointestinal asamasinin ¢°, kanda yayilma
asamasmnin ise PrfA tarafindan diizenlendigi diisiiniilmektedir (85). Bagmrsakta o°
tarafindan diizenlenen genler: inlH, inlA, inlB, strA, bsh; kanda PrfA tarafindan
diizenlenen genler: prfA, plcA, plcB, hly, mpl, actA, orfX, orfZ, inlA, inlB, uhpT, inlC ve

inlJ olarak belirlenmistir (85,86).

Hiicre ici bir patojen olan L. monocytogenes’in hiicreye adhezyonu i¢in internalin A ve
B proteinleri kullanilmaktadir. Internalin A (InlA), tiim viicuttaki fagositik olmayan
epitel hiicrelerine tutunmak icin gereklidir. Intestinal bariyeri ve plasentayr gecmede
kritik role sahiptir. S6z konusu protein, memeli hiicre duvarindaki peptidoglikanda
bulunan e-kaderin isimli proteine kovalent baglanarak hiicreye penetre olur ve
bakterinin hiicreye alinmasmi saglar (87). Internalin B ise konak hiicre duvarinda

bulunan lipoteikoik asidin insan hepatosit biiylime faktor (HGF) reseptorii olan c-Met
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tirozin kinaz bolgesine, non kovalent baglanir. InIB-Met etkilesimi, L.
monocytogenes’in hepatosit, endotelyal hiicreler ve fibroblastlar gibi InlA’nin
baglanamadig1 cesitli hiicre tiplerine invazyonu i¢in gereklidir (45,85). InlA ve B’nin
haricinde InlIC, InlC2, InID, InlE, InlF, InlG InlH ve InlJ olarak isimlendirilen ve konak
hiicresine internalizasyonda rol oynayan baska internalinler de belirlenmistir. Ancak L.
monocytogenes serotiplerinin Inl proteinlerini kodlayan in/ genlerinin hepsini
icermeyebilecegi ve inlC ile inlJ genlerini tasimayan serotiplerin viriilansmin c¢ok diisiik
oldugu bildirilmektedir (88). inlC ve inlJ genlerinin varhig farelere yapilan
intraperitoneal inokulasyonda L. monocytogenes susunun potansiyel viriilansini1 gosterse
de bu suslarin insanlarda oral olarak alindiginda hastalik olusturabilecegini
gostermemektedir. 3a, 3b, 3c, 4c, 4d ve 4e gibi serotiplerin viriilans potansiyeli yiiksek
cikmis olmasina ragmen bu serotipler insanlarda nadiren hastalik olusturmaktadir. Buna
sebep olarak s6z konusu serotiplerin intestinal bariyeri etkin sekilde gecememesi ya da
immun sistem tarafindan baskilanmalar1 gosterilmektedir. A¢ik yaradan ya da inravendz
olarak bulasmadig siirece bu serotiplerin hastalik olusturmayacag belirtilmistir (30,88).
Chen et al. (89) 4a serotipindeki L. monocytogenes izolatlariin inlA ve inlB haricindeki
inl genlerinden higbirini icermedigini ve 4a serotipindeki izolatlarin farelerdeki

viriilensinin dnemsenmeyecek diizeyde oldugunu bildirmislerdir.

Internalin proteinleri ile konak hiicreye penetre olan bakteri, konak hiicre tarafindan
vakuol icine alinir. Tek membranli vakuolden kurulmak igin hlyA geni tarafindan
kodlanan (LLO) salgilanir. LLO, fosfolipidleri parcalayan ve plcA geni tarafindan
kodlanan fosfoditil inositol fosfolipaz (PI-PLC) ile birlikte vakoul memranini lize
ederek sitoplazmaya gecer (50,90,91). Bakteri, tekrar lireyebilmek i¢in hiicre i¢i ortama
adapte olur. Metabolik adaptasyon ic¢in bakteri hiicresine seker alimi1 gerekmektedir. Bu
alim, heksoz fosfat transporter (hpt) ve benzeri genlerin ekspresyonu ile gerceklestirilir
(85). Hiicre i¢cinde 1 saatte cogalan bakteri, komsu hiicreye gecmek icin hareket
kazanmak zorundadir. Bunun icin actA geni tarafindan kodlanan aktin polimerizasyon
proteini (ActA) ile konak hiicrenin sitoplazmasindaki polimerize aktini kullanir ve
flagella benzeri bir yapr olusturarak hareket kazanir (85,90). Enfekte hiicredeki aktin
kuyruklar1 Sekil 2.1.’de goriilmektedir.
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Sekil 2.1. Enfekte hiiceredeki aktin kuyruklari. Bakteriler antilisteria antikorlar1 ile mavi renkte, aktinler,
antiaktin antikorlar ile yesil renkte isaretlenmis (93)

Bakteri hiicre disina hi¢ ¢ikmadan konak hiicreden komsu hiicreye gectiginde etrafi cift
memranli vakuol ile ¢evrilidir. Bu membran1 ge¢mek icin plcB geni tarafindan kodlanan
fosfaditil kolin fosfolipaz (PC-PLC) gereklidir. PC-PLC’nin aktivasyonu i¢in ise mlip
geni tarafindan kodlanan metalloproteinaz (Mlp) proteinine ihtiya¢ vardir (30). Mlp
proteini tarafindan aktive edilen PC-PLC, fosfaditilkolini parcalayarak hiicreden
hiicreye gecisi saglar (94). Hiicre ici iireme ve hareket yeni hiicrede de devam eder

(Sekil 2.2).

() Cift membranh
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Sekil 2.2. L. monocytogenes’in hiicre iginde tiremesi ve komsu hiicreye gecisi (95)

Bu siirece katkida bulunan ¢esitli proteinlerden p104 isimli yiizey proteini, bagirsak

hiicrelerine tutunmay1 saglar. Tiim Listeria tiirlerinde bulunan iap geni tarafindan
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kodlanan p60 isimli hiicre dis1 protein ise InlB ile birlikte patojen Listeria tiirlerinde
fibroblastlar gibi fagositoz yetenegi olmayan hiicrelere invaze olmay1 saglar (96). PrfA
ayn1 zamanda, sarfa direncinine katkida bulunan safra tuzu hidrolaz (bile salt hydrolase
gene, bsh) ve safra atim sistemi (bile exclusion system, bilE) genlerini regiile etmektedir
(97,98). Yine PrfA tarafindan diizenlenen vip geni ise LPXTG proteinlerini
kodlamaktadir. Patojen Listeria tiirlerinde bulunan bu proteinler, konak sinyal sistemine

ve immun yanitina engel olmaktadir (99,100).

Agi1z yoluyla aliman bakteri sekum ve kolon lamina propriasinin altindaki fagositik
hiicrelere gecer. Kan ve lenf yoluyla mezenterik lenf yumrularina, dalaga ve karacigere
ulasir (101). Karaciger ve dalak, bakteriyel iireme icin birincil hedef organlardir.
Bakteri bu organlarda apse olusturur. Deneysel intravenoz enfeksiyondan 10 dakika
sonra inokulumun % 90’min karacigerde, % 5- 10’unun dalakta toplandigi, ilk 6 saatte
karacigerde bulunan canli bakteri hiicre sayisinin 10 kat azaldig1 goriilmiistiir (85).
Deneysel olarak enfekte edilen hayvanlarda bakterinin, dalak ve karacigerdeki fagositik
hiicreler tarafindan ilk enfeksiyondan 10-14 giin sonra kandan temizlenebildigi
goriilmiistiir. Ancak o6zellikle immun sistemi yetersiz bireylerde, aktive edilmemis
fagositik hiicrelerdeki bazi bakterilerin yasamaya devam ettigi ve hepatositler gibi diger
konak hiicrelerine yayildigi daha sonra da kan-beyin ve plasenta gibi bariyerleri
gecebilmesinden dolay1 uterusa ya da sentral sinir sistemine invaze oldugu bildirilmistir.
Bu olay, baz1 hastalarda kontamine yiyecek tiiketiminden sonra, 3 aydan uzun siiren

inkiibasyon siiresini aciklamaktadir (101).
2.5. LISTERIA MONOCYTOGENES’IN ANTIBIYOTIiK DIiRENCI

Antimikrobiyel direng, insan ve veteriner hekimliginde gittikce artan bir krize neden
olmaktadir. Antimikrobiyel diren¢, mikroorganizmalarin gosterdigi bir adaptasyon
sireci olmasina ragmen, antibiyotiklerin hatali kullanilmasi sonucu mikroorganizmalar
arasinda direng artis1 hizlanmistir (12). Bakteriyel enfeksiyonlarin tedavisi, bakterilerin
farkli antibiyotiklere diren¢ gelistirebilmesinden dolay1 gittikce karmasiklagsmaktadir
(15). Antibiyotiklerin biiylimeyi destekleyici olarak kullanilmasi Avrupa Birligi’nde
yasaklanmis olmasma ragmen ABD, Kanada ve diinyanin bircok yerinde halen bu

amacla kullanilmaktadir (13).

Listeria monocytogenes’in genellikle gram pozitif bakterilere kars1 kullanilan

antibiyotiklere duyarli oldugu (IIl. kusak sefalosporinler, baz1 kinolonlar ve fosfomisin
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hari¢) bildirilmektedir. Son zamanlarda listeriozisin standart tedavisinde [-laktam
antibiyotiklerden ampisilin tek basma ya da gentamisin gibi aminoglikozidlerle birlikte,
B-laktam alerjisi olan hastalarda ise trimetoprim (TMP) ile birlikte sulfometoksazol
(STX) gibi bir siilfonamid tiirevi kullanilmaktadir. Ayrica vankomisin ve eritromisinin
de bakteriyemi ve hamilelerde listeriozisin tedavisinde kullamildigi belirtilmektedir
(102,103). Bilinen ve listeriozis tedavisinde kullanilan antibiyotiklere diren¢ gosteren
Listeria tiirlerine ait artan sayida izolat bildirilmektedir (102). Yakin zamanda
tetrasiklin, TMP- STX, kloramfenikol, eritromisin, streptomisin ve vankomisine direngli
izolatlar bildirilmistir (103,104,105). Gentamisin, penisilin, ampisilin, kanamisin,
sulfonamid ve rifampisin de L. monocytogenes’in direngli oldugu antibiyotikler arasinda
rapor edilmistir (106). Grayo et al. (107) L. monocytogenes’in moksifloksasin gibi yeni
florokinolonlara duyarli oldugunu ve bu ilaglarin listeriozis tedavisinde alternatif olarak

diisiiniilebilecegini belirtmislerdir.

In vitro antimikrobiyel duyarliligin belirlenmesinde: Disk difiizyon, e-testi, agar
diliisyon, broth mikrodiliisyon ve broth makrodiliisyon gibi metotlar kullanilmaktadir.
Antimikrobiyel duyarlilik testleri (AST: Antimicrobial Susceptibility Testing) klinik
sonuclara olan pozitif etkileri, antimikrobiyellerin etkisini siirdiirmelerine yardimci
olmalar1, klinisyenlerin antimikrobiyelleri giivenli bir sekilde kullanmasina imkan
vermelerinden dolay1r son derece Onemlidir. Sonuglarin farkli laboratuarlar arasinda
karsilagtirilabilir olmasi agisindan standardize edilmis ve uluslar arasi kabul goren
metotlarin kullanilmasi ve minimum inhibisyon konsantrasyonu (MIC: Minimum

Inhibitory Concentration) degerlerinin belirlenmesi gerekmektedir (108).

AST caligmalari, bakteri izolatlarin test edilen her bir antimikrobiyel ajan icin, MIC
diizeylerine veya zon caplarina gore ‘“duyarli (susceptible: S)”, “orta duyarh
(intermediate: 1)” veya “direncli (resistant: R)” olarak kategorize etmeyi
amaclamaktadir. Boyle bir klasifikasyon onaylanmus kriterler cercevesinde yapilmahdir.
Son zamanlarda iki farkli yorum kriteri bulunmaktadir. Bunlar: Klinik breakpoints
(kirilma noktast) ve epidemiyolojik cut- off degerleridir Yapilan ¢alismanin dnceligine
gore hangi kriterin kullanilmasi1 gerektigi ortaya cikacaktir. Eger veriler terapotik
yaklasimlara rehberlik etmeyi amacliyorsa (Or: Calismanin amaci hangi antimikrobiyel
ajanin terapotik amacla kullanilacagini belirtmekse) klinik kirilma noktalari

kullanilmahdir. Epidemiyolojik cut- off degerleri bakterinin MIC dagilimlarint klinik
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bir amag¢ giitmeden belirtmek i¢in kullanilir. Klinik breakpoint ve epidemiyolojik cut-
off degerleri birbirine cok benzer hatta bazi bakteri ilag¢ kombinasyonlar: i¢in tamamen
ayn1 olabilir fakat epidemiyolojik cut-off degerleri dozaj, antimikrobiyel ajanin
uygulanma sekli, ilacin farmakokinetik ve farmakodinamik parametreleri gibi klinik
etkinlik calisma sonuglarin1 goz Oniinde bulundurmamaktadir. “Breakpoint” terimi,
klinik kirilma noktalarin1 belirtmek icin ve duyarl, orta duyarlh ve direngli

kategorilerini tamimlamak icin kullanilmalidir (14).

Bakterilerin antimiktobiyal ajanlara kars1 gosterdikleri in vitro duyarliliklar1 saptamak
icin kullanilan laboratuar testleri: Disk difiizyon, broth ve agar diliisyon teknikleridir
(108). L. monocytogenes’in antimikrobiyel direncinin belirlenmesinde CLSI (108) broth
mikrodiliisyon yonteminin kullanilmasini 6nermektedir. Broth mikro diliisyon yontemi,
bilinen bir bakteri kiiltiiriine kars1 antibakteriyel ajanin niceliksel in vitro aktivitesini
O0lcmek icin kullamilir. Bir seri kuyucuk icerisine c¢esitli konsantrasyonlarda
antimikrobiyel ajan eklenmis agar ya da broth ile hazirlanir. Sonra, uygun sekilde
standardize edilmis test organizmasi kuyucuklara inokule edilir. 35°C’de bir gecelik
inkubasyondan sonra testler incelir ve MIC degeri tanimlanir. MIC, logaritmik tabana
gore swralanmig (1, 2, 4, 8, 16 pg//mL gibi) iki kath diliisyonlardan elde edilmis
konsantrasyonlarm kullanilmasi ile tanimlanmistir (108). Insan ve hayvanlarda hastalik
olusturan L. monocytogenes’in antimikrobiyel direncini arastirmak; yaygin kullanilan
antibiyotiklere kars1 diren¢ degisim durumunu takip edebilmek, antimikrobiyel ajanlarin
kullanimin1 kontrol edebilmek ve coklu ila¢c direncine sahip izolatlarin yayilmasini

onlemek icin 6nemlidir (109).
2.5.1. Dogal Direncg

Baz1 bakteriler, fenotipik oOzelliklerinden dolayr bazi antibiyotiklere dogal direnc
gosterebilmektedir. Bakterinin, antibiyotigin hedefi olan yapiy1 icermemesi,
antibiyotigin hedefe ulagsmasini engelleyecek bir yapiya sahip olmasi veya antibiyotigi
inaktive edecek enzimleri tasimasi ile gerceklesen bu durum dogal diren¢ olarak

isimlendirilmektedir (110,111).

Bakteri hiicresinde transgikozilasyon ve transpeptidasyon reaksiyonlarmi yiiriiten
enzimler penisilin baglayict proteinler (PBPs) olarak bilinmektedir. Penisilin,
karbepenem, monobaktam ve sefalosporin gibi B-laktam antibiyotikler PBP’leri

doniisiimsiiz olarak baglayarak transpeptidasyon reaksiyonlarin1 ve buna bagli olarak
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hiicre duvari sentezini engellerler (112). PBP’ler multimoduler yapida olduklar i¢in her
PBP B-laktam antibiyotiklere ayn1 sekilde affinite gostermez. L. monocytogenes suslari
5 farkli PBP’ye sahiptir. Bunlardan PBP3, B-laktam antibiyotikler i¢in oncelikli hedeftir
ve bu enzimin engellenmesi bakterinin inaktivasyonu ile sonuc¢lanmaktadir. Genis
spektrumlu (III. kusak) sefalosporinler ve monobaktamlar PBP3’e yiiksek affinite ile
baglanmadiklarindan L. monocytogenes suslar1 soz konusu antibiyotiklere dogal direng
gostermektedir (113). Li et al. (114), Yan et al. (102) ve Lotfollahi et al (115)
arastirmalarinda L. monocytogenes’in Ill. kusak sefalosporinlerden olan sefotaksime
yilksek direng gosterdigini bildirmislerdir. Ayrica Troxler et al. (113) tarafindan
bakterinin; sefdinir, sefpodoksim, seftriakson, sefuroksim, sefetamet ve seftazidim gibi

diger III. kusak sefalosporinlere de direncli oldugu rapor edilmistir.

Ayrica L. monocytogenes nalidiksik asit, fusidik asit ve fosfomisin gibi antibiyotiklere
dogal olarak direncli oldugundan listeria selektif broth ve agarlarda bu antibiyotikler

diger mikroorganizmalarin {iremesine engel olmak amaciyla kullanilmaktadir

(103,104,116).
2.5.2. Kazanilmis Direng

Bakteriler antibiyotiklere kars1 mutasyon ya da aktarim yoluyla diren¢ kazanmaktadirlar
(15,117). L. monocytogenes antibiyotik direncini mobilize plazmid ve konjugatif
transpozon olarak iki farkli aktarim yoluyla kazanmaktadir. Konjugasyon yoluyla
kazanim daha fazladir (118). Yapilan baz1 caligmalarda enterokokal ve streptokokal
plazmidlerin ve transpozonlarin antibiyotik diren¢ genlerini konjugasyon ile
Enterococcus ve Streptococcus tiirlerinden Listeria tiirlerine, Listeria tiirlerinin de kendi
aralarinda transfer edebildikleri ortaya konmustur (119). Ancak Fransa’da gida ve klinik
izolatlar1 tizerinde yapilmis iki farkli calismada, L. monocytogenes izolatlar1 arasindaki

kazanilmig direng¢ oraninin % 2’den fazla olmadigi rapor edilmistir (120,121).

Streptomisin, neomisin, kanamisin ve gentamisin gibi aminoglikozidler, ribozomdaki
30S alt biriminde bulunan 16S rRNA’ya baglanarak protein sentezini
engellemektedirler. Aminoglikozidlere gosterilen direng genellikle, 6zel enzimler
vasitasiyla, ilacim yapisinin degistirilmesi seklinde olmaktadir (15). L. monocytogenes
izolatlarinda sterptomisin direnci aad6 geni tarafindan kodlanan 6-N-streptomisin

adeniltransferaz enziminin etkisi ile gelismektedir (118). Streptomisine direncli
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izolatlarda bulunan 54 kb’lik plazmidin tranfer edilebilir nitelikte oldugu bildirilmistir
(122).

Eritromisin, spiramisin ve linkomisin gibi makrolid antibiyotikler 50S ribozomal alt
birimdeki peptidil transferaz merkezine etki ederek protein sentezini engellemektedirler.
Makrolidlere kars1 direng; erm genleri tarafindan sifrelenen ribozomal hedef degisimi,
mef genleri tarafindan sifrelenen membran- firlatma effluks proteinlerinin olusturdugu
aktif ila¢ effluks mekanizmasi, 23S rRNA'daki mutasyonlara ile olusmaktadir (15).
Eritromisin direnci gosteren L. monocytogenes klinik izolatlarinin erm genlerinden
yalnmizca erm(B)’yi tasidigi, diger erm genleri ile mef genlerini tasimadigi rapor
edilmistir  (121). Enterococ tiirlerinin bazi erm genlerinin donorii  oldugu
bildirilmektedir (123). Plazmid pAMB1’in eritromisine diren¢ 6zelligini Enterococcus
faecalis’ten L. monocytogenes’e konjugasyonla transfer edebildigi tespit edilmistir

(118).

Kloramfenikol, 50S ribosomal alt {initeye baglanarak bakteride protein sentezine engel
olmaktadir. Bakterilerde car geni tarafindan sifrelenen kloramfenikol asetiltransferaz
enzimi ilac1 degistirerek ribozoma baglanmasin engellemektedir (15). Ilk olarak
Streptococcus agalactiae’de bildirilen genis-konakli plazmid pIP501°deki genler,
kloramfenikol, makrolid, linkozamid ve streptograminlere kars1 gelisen antimikrobiyel
direnci kodlamaktadir. Bu plazmidin konjugasyon yoluyla antimikrobiyel direnglilik
genlerini S. agalactiae’dan L. monocytogenes ve L. grayi’ye transfer edilebildigi ve
Listeria tiirlerinin plazmidi c¢ogaltarak kendi tiirleri arasinda ve diger bakterilere

aktarabildigi bildirilmektedir (121,124).

Vankomisin, teikoplanin, ristosetin ve avoparsin gibi glikopeptid antibiyotikler
peptidoglikan olusumunda kullanilan peptidil D-alanin-D-alanin u¢ kismina baglanip
bakteride hiicre duvar1 sentezini onleyerek etki gostermektedirler (125). Glikopeptid
antibiyotiklere kars1 direng, van genlerinin sifreledigi bir mekanizma ile ilacin
baglandig1 hedef molekiiliin degistirilmesi seklinde gerceklesmektedir. van genlerinin
transpozon iizerende bulundugu ve gram pozitif bakteriler arasinda kolaylikla
taginabildigi rapor edilmektedir (126). Vankomisin direncini kodlayan vanA geninin
plazmidler vasitasiyla Enterococcus faecium’dan L. monocytogenes’e, L. ivanovii’ye ve
L. welshimeri’ye aktarilabildigi ortaya konmustur (127). L. monocytogenes’in

vankomisine diren¢ gosterdigi cesitli calismalar mevcutken (103,109). Aurelia et al.
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(104) tarafindan yapilan bir calismada ise 148 susun hepsi vankomisine duyarli

cikmustir.

TMP ve STX gibi siilfonamidler bakterilerde folik asit metabolizmasini engelleyerek
niikleik asit sentezine engel olmaktadirlar. Siilfonamidler PABA (para- amino benzoik
asit)’nin yerine gecerek dihidropteroat sentetaz (DHPS) enzimi inhibe ederler.
Trimetoprim ise dihidrofolik asitin analogudur ve dihidrofolat rediiktaz (DHFR)
enzimine baglanarak enzimi inhibe eder ve folik asit metabolizmasini engeller.
Trimetoprim icin gelistrilen diren¢ mekanizmalarindan biri dfr genleri tarafindan
sifrelenen asirt DHREF {iretilmesidir (15). L. monocytogenes’deki TMP direnc geni drfD,
Staphylococcus haemolyticus’tan izole edilen ile ayn1 oldugu ve s6z konusu genin genis
konak spektrumlu ve hem gram (+) hem de gram (-) bakterilerde bulunan pIP823
plazmidi iizerinde bulundugu belirtilmistir (128). Son yillarda yapilan ¢calismalarda, L.
monocytogenes izolatlarinin, B-laktam antibiyotiklere alerjisi olan hastalarda basariyla

kullanilan TMP’ye kars1 gosterdigi dirence dikkat cekilmektedir (102,103,109).

Florokinolonlar, DNA giraz ve topoizomeraz IV enzimlerini inhibe ederek bakteride
DNA sentezini engellemektedirler (15,129). Gram pozitif bakterilerde kromozom
tarafindan kodlanan florokinolon direnci, DNA giraz ve topoizomerazin molekiiler
hedeflerinin mutasyonlar1 veya efluks pompasinda ortaya cikan asir1 atim sonucu
olugmaktadir. Efluks pompasi ile ilgili mutasyon, DNA girazin ve topoizomeraz I'V’iin
altiinitelerini kodlayan, spesifik “belirlenmis kinolon direnci- quinolone resistance
determining regions (QRDR)” bolgesinde bulunan gryA, gryB, parC ve parE genlerinde
olugsmaktadir (130). Korsak et al. (131) gidadan elde ettikleri L. monocytogenes
izolatinin siprofloksasine gosterdigi direncin Ide geni tarafindan kodlanan aktif efluks
sisteminin asir1 ¢alismasi sonucu olustugunu bildirmislerdir. Aktif efluks sisteminin L.

monocytogenes’in ¢evreye uyumunda onemli rolii oldugu diistiniilmektedir (132).

Tetrasiklinler ribozom 30S alt birimine baglanarak protein sentezini engellemektedirler
(133). Gram pozitif bakterilerde 7 sinifa ait tetrasiklin diren¢ genleri (tet(K), tet(L),
tettM), tet(O) tet(P) tet(S) ve tet(T)) tanimlanmistir. Ancak L. monocytogenes
izolatlarindan sadece tet(M), tet(S) ve tet(L) genleri izole edilmistir (102,118). fet(M) ve
tet(S) genleri, ribozomu koruyarak diren¢ olustururken, fe#(L) tetrasiklinin bakteriden
aktif efluksu i¢in protein kodlamaktadir (118). tet(K), tet(L) sadece tetrasiklin direnci

verirken tet(M) tet(S) ve tet(T) ribozomu koruma yoluyla hem tetrasikline hem de
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minosikline kars1 diren¢ olusturmaktadir (134). fet(M) ve tet(L) streptokoklar ile
enterokoklar arasinda yaygin oldu ve Listeria tiirlerine bu bakterilerden transfer edildigi
bildirilmektedir (135). Bir¢ok c¢alismada fet(M)’nin, gidadan elde edilen L.
monocytogenes izolatlarmin tasidigi tek tetrasiklin geni oldugu rapor edilse de
(106,114,118,119,136), Yan et al. (102) calismalarinda tetrasiklin direnci gosteren 14
izolatin birinden te#(S) geni izole ettiklerini bildirmislerdir. L. monocytogenes’deki
kazanilmig tetrasiklin direnci, transfer edilebilir plazmidler ya da Kkonjugatif
traspozonlar (Tn/545- Tn916 gibi) araciligiyla gerceklestirilen horizontal bir gen
transferidir (118). tet genleri tasiyan L. monocytogenes izolatlarmin bu genleri transfer
edebilme oOzelligi Tnl545- Tn916 ailesindeki transpozonlar1 tasimasina gore
degismektedir (102,131). Tnl545- Tn916 ailesindeki transpozonlarin bakterideki
varliginin belirlenmesinde integraz geni (int) indikator olarak kullanilmaktadir. Korsak
et al. (131) calismalarinda elde ettikleri tetrasiklin direnci gosteren ve fef(M) geni
tastyan L. monocytogenes susunun int geni dolayisiyla da Tn/545- Tn916 ailesindeki
transpozonlari tagimadigini bildirmiglerdir. Yan et al. (102) arastirmalarinda fe#(M) geni
tastyan L. monocytogenes 13 izolatindan 9’unun transfer edilebilir Tn9/6 transpozonu
tasiyicisi oldugunu dolayisiyla bakterinin mobil ter genini gida zincirine tagiyabilecegini

rapor etmislerdir.

Tnl545 transpozonunun birden fazla direng genini icerdigi ve Enterococcus faecalis’ten
L. monocytogenes’e transfer edildigi belirtilmektedir. Bu transpozonun icerdigi
kanamicin (aph), eritromicin (erm), and tetrasiklin (zef) diren¢ genleri de transpozonla

birlikte Listeria tiirlerine konjuge edilmistir (137).
2.5.3. Coklu Direng

Coklu direng gosteren ilk L. monocytogenes izolati 1998’de Dijon hastanesinde 84
yasindaki meningoensefalitli hastadan izole edilmistir. Izolatin, kloramfenikol (MIC 64
ug/ml), eritromisin (MIC 2048 ug/ml), streptomisin (MIC 256 pg/ml) ve tetrasikline
(MIC 128 pg/ml) direng gosterdigi ve swrasiyla cat221, erm(B), aad6 ve tet(S) genlerini
ve kendi kendine transfer edilebilir plazmid pUBX1 tasidig1 tasidigr bildirilmistir
(118,138). S6z konusu plazmidin L. monocytogenes, E. feacalis, Streptococcus
agalactiae ve S. aureus arasinda konjugasyon yoluyla transfer edilebildigi

vurgulanmaktadir (118).
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Coklu direng gosteren ikinci izolat ise 1990 yilinda bir septik abort vakasindan izole
edilmistir, kloramfenikol, eritromisin ve tetrasikline diren¢ gostermektedir ve sirasiyla
cat221, erm(B) ve tet(S) genlerini tasimaktadir (121). Bunlarin haricinde biri Isvicre’de
bir endokarditis hastasi, digeri de Yunanistan’ da neonatal menenjit vakasi olmak iizere

diinyada ¢oklu diren¢ gosteren klinik izolati iki kez daha rapor edilmistir (139,140).
2.6. LISTERIA MONOCYTOGENES ENFEKSIYONLARI
2.6.1 Epidemiyoloji, Bulasma Yollar ve Tiplendirme

Listeria monocytogenes konagin farkli dokularmma kolonize olarak farkli klinik
semptomlara neden olan multisistemik invaziv bir patojendir. Bu semptomlardan
bazilari, digerlerinden daha sik olarak rastlanan ve etkenin spesifik olarak beyine ve
plasentaya affinite gosterdigini ortaya koyan meningoensefalit ve abort seklinde goriilen
semptomlardir. Cogu durumda etken zayif ve immun sistemi baskilanmig bireylerde
kendini gosterdigi icin L. monocytogenes oportunist bir patojen olarak
degerlendirilebilir. Etken aym1 zamanda kuslar ve memeliler de dahil olmak iizere
bircok hayvan tiiriinde hastalifa neden olabilmektedir. Hayvanlarda ve insanlarda
goriilen patolojik bulgular birbirine benzemektedir ki bu durum patogenez
mekanizmasinin biitiin duyarli konaklarda ayni oldugunu ortaya koymaktadir. Son
yillarda L. monocytogenes’e iligkin viriilans determinantlar1 ve mevzuat diizenleme

konular1 en 6nemli aragtirma basliklar1 arasinda yer almaktadir (90,101).

Listeriozis genellikle sporadik olarak seyreden ancak salginlarin da gorildigi ve
cogunlukla gida ile bulasan bir hastaliktir. Listeriozis salginlarinda, sorumlu gidanin
belirlenmesi diger gida kaynakli infeksiyonlarina oranla daha zordur. Bakterinin uzun
inkiibasyon periyodu (90 giiniin iizerine c¢ikabilir), bulasmaya neden olan gidanin
mikrobiyolojik arastirmada kullanilmasin1 zorlastirmaktadir. Genis salginlarda bile,

vaka kontrol ¢alismalar1 sorumlu gidayi her zaman tanimlayamamaktadir (141).

Gidalar, listerozisin bulasmasinda temel faktor olarak yer alsa da hastaligin baska
bulagsma yollar1 da vardir. Hasta hayvanla ya da hayvan materyali ile temas, veteriner
hekimler ve ciftlik calisanlarinda cesitli deri ve gdz semptomlarinin olusmasina neden
olabilmektedir (141). Yeni dogan bebeklerde capraz kontaminasyon yoluyla olusan
enfeksiyonlarin belirtileri, bebek hastaneyi saglikli olarak terk ettikten 5- 12 giin sonra
goriilmektedir. Bu enfeksiyonlarda bulasma, genellikle ayni bakim {initesindeki

bebeklerde kullanilan ortak ekipman ya da ¢alisan hemsireler yoluyla gerceklesmektedir
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(143). Ayrica anneden bebege plasenta ya da enfekte dogum kanali yoluyla da bulagsma
gerceklesebilmektedir (144).

Listeria monocytogenes mastitis etkenlerinden biri olmasma ragmen, gidalarin enfekte
hayvandan direkt kontaminasyonu nadir goriilmektedir. L. monocytogenes, vahsi
kuslarin, atlarmm, domuzlarin, sigirlarin ve kiimes hayvanlarinin digkilarindan, ciftlik
baliklarinin bagirsaklarindan izole edilmistir (145). Gida iiretiminde kullanilan
hayvanlarin L. monocytogenes tastyicisi olmasi, bu hayvanlardan elde edilen gidalara ve
giibrelere bakteri bulasmasina ve bu giibrelerden de sebzelere bulasmasina neden

olmaktadir (146).

Bakterinin pastorizasyon 1sisinda inaktive olmasi L. monocytogenes iceren gidalari 1s1
isleminden sonra giivenli hale getirmektedir. Cogunlukla c¢ig tiiketilen ya da
rekontamine gidalarin listeriozise neden oldugu belirtilmektedir. Rekontaminasyonun
en Oonemli nedeni ise iiretim siirecinde gida imalathanelerinde hijyen ve sanitasyona
dikkat edilmemesidir (145). Gida iiretim cevrelerinde kullanilan ahsap ekipman,
dilimleme makinasi, ahsap ya da metal raflar, delikli tasiyic1 bant gibi temizlenmesi zor
ekipmanlarin temizligine gerekli Ozenin gosterilmemesi, iiretim {initesinde gida
kalintilar1, sikisik sogutma odasi ve yetersiz drenaj gibi olumsuz faktorler bakteri
tiremesine firsat vermektedir (145). Kontamine gida matriksinin L. monocytogenes
tiremesine uygun olmasi (yiiksek su aktivitesi, notral pH), yiiksek oranda kontamine
olmasi (>103k0b/g), tiikketime sunulmadan 6nce uzun siire buzdolabinda bekletilmesi ve
cig tiiketilmesi hastalik riskini artirmaktadir (147). Kontamine gida mideyi gecerken,
asit ortam L. monocytogenes sayisinda onemli Ol¢iide azalmalara neden olmaktadir.
Ancak antiasit tedavisi goren hastalarda bakterinin mideden gecisinin kolaylastigi
bildirilmektedir. Baz1 gidalarmm tampon kapasitesi de bakteriyi ortam asitiliginden

korumaktadir (143).

Avrupa iilkelerinde 2000 yilinda 1.9-7.5 vaka/milyon kisi arasinda bildirilen listeriozis
insidensinin 2000 yilindan beri 6zellikle 65 yas lizerindeki kisilerde artis gosterdigi
belirtilmektedir (148). ABD’de 1998- 2002 boyunca gida kaynakli hastaliklarin neden
oldugu oliimlerin yaklasik % 43’tine L. monocytogenes’in sebep oldugu rapor edilmistir

(102).
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Siit ve siit tiriinlerinden kaynaklanan bazi listeriozis salginlarindan sorumlu tutulan gidalar ve bu

salginlardan elde edilen izolatlarin serotipleri tablo 2.4’de gosterilmistir (149,150,151,

152,153,154,155,156).

Tablo 2.4. Siit ve siit tirtinlerinden kaynaklanan listeriozis salginlarindan sorumlu tutulan gidalar ve bu
salginlardan elde edilen izolatlarin serotipleri.

Ulke Yil Tiiketilen Uriin | Etkilenen Toplam | Sorumlu | Literatiir
Toplam Kisi Oliim Serotip
Sayisi
- 1983- .
Isvigre Yumusak peynir 122 34 4b 151
1987
Fransa 1995 Yumusak peynir 17 4 4b 151
ABD 1994 Cikolatal siit 45 0 1/2b 151
ABD 2000- Meks1kq stili 13 5 4b 150
2001 peynir
Isveg® 2001 Siit iiriinleri 42 0 1/2a 154
Japonya® 2001 Peynir 38 0 1/2b 155
Kanada 2002 Peynir 17 0 4b 156
ABD 2007 Pastorize siit 5 3 4b 149
Cek 2006 Peynir ve salata 75 12 1/2b 152
Cumbhuriyeti
Almanya,
Avusturya ve 2009- . ..
Cek 2010 Cokelek peyniri 34 8 1/2a 153
Cumbhuriyeti

*Gastrointestinal listeriozis

Listeria monocytogenes’in altgruplarinin belirlenmesi, etkenin viriilans karakteri ve

kaynaginin tanimlanmasi agisindan ¢ok onemlidir (157). Gida kaynakli listeriozisten

etkili bir korunma saglamak icin oncelikle L. monocytogenes’in evrimini ve ekolojisini

anlamak, daha sonra ise kontaminasyon kaynaklarini belirleyerek bu kaynaklari uygun

sekilde izlemek gerekmektedir. Listeriozis salginina neden olan suslar ve gidalarda

bulunan suslarin benzerliklerini ortaya koymak i¢in ¢esitli tiplendirme yontemleri

kullanilmaktadir (23). Jiang et al. (157) L. monocytogenes izolatlarini alttiplerine

ayirmak icin MLST ve PFGE yontemlerini kullanmislar; her iki yOntemin de

kontaminasyon kaynagini belirlemede benzer kesinlikte oldugunu belirtmislerdir.
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2.6.2. Hayvanlarda Listeriozis

Sigir, keci, koyun gibi ciftlik hayvanlar1 basta olmak iizere 40’tan fazla vahsi ve evcil
hayvan tiirliniin listeriozis enfeksiyonuna duyarli oldugu belirtilmektedir (48).
Hayvanlarda listeriozisin belirtileri, meningoensefalit, abort, endoftalmit, septisemi ve
mastitistir (158). Meningoensefalit gelisen hayvanlarda kendi ekseni etrafinda dénme
hareketi ile karakterize tipik semptom ilk kez 1933 yilinda Gill tarafindan Yeni
Zellanda’da tanimlanmistir (6). Meningoensefalitli bufalolarin beyinlerinden 4b, infertil

sigirlarin endometriumundan ise 4b ve 1/2c serotipleri izole edilmistir (158).

Silajla beslenen hayvanlarda L. monocytogenes’in prevalansit belirgin sekilde
artmaktadir. Silajin kotii kalitede olmasi, pH’sinin 5.5’in {izerinde olmasi ve modern
sistemlerde biiyiik balyalar halinde toplanmasi riski artirmaktadir (48,159). Hayvanlarda
listeriozis bulagici olmayan sporadik vakalar seklinde ortaya c¢ikar. Fakat silaj gibi
kontamine kaynaklar koyunlarda salginlara yol acabilir. Hastalik o6zellikle kis ve
ilkbahar aylarinda ¢ok sik goriiliir. Kig aylarinda sik goriilmesinin nedeni olarak silajla
beslenmenin yani sira diger patojenlerin iiremesinin baskilandig1 diisiik 1silarda

bakterinin iireyebilmesi gosterilmektedir. (160).

Akga ve Sahin, (5), 96’s1 atik yapmis 250 inekten aldiklar1 siit ve vajinal sivap
orneklerinin 9’unda L. monocytogenes izole ettiklerini, siit 6rneklerinden izole edilen 2
susun atik yapan ineklerden elde edildigini, vajinal sivap orneklerinden izole edilen 7

susun 5’inin atik yapan ineklerden elde edildigini rapor etmislerdir.

Monogastrik hayvanlarda listeriozis nadir olarak septisemi ve meningoensefalitise
neden olmaktadir. Hastalik kugslarda septisemi ve miyokardial nekroz ile birlikte

seyretmektedir (6).

Listeria monocytogenes enfeksiyonuna maruz kalan hayvanlarin atik fotuslari, salgilari
ve siitleri ¢evresel kontaminasyona sebep olabilmektedir. Hastaligin insidensi diisiik
olsa da antibiyotik tedavisine ragmen Ozellikle gebe hayvanlarda mortalite yiiksektir.
Bakterinin hiicre i¢i gelismesi ve hiicre disina c¢ikmadan hiicreden hiicreye ge¢mesi
buna sebep olarak gosterilmektedir. Hastaligin tedavisi i¢in antibiyotik uygulamalarma

ilaveten kuvvetli bir konak hiicre savunmas1 da gereklidir (48).

Listeria ivanovii ruminantlarda aborta ve mastite neden olmaktadir (158). Bakteri, smcL

geni tarafindan kodlanan sfingomiyelinaz enzimini tasimaktadir. Bu enzim, ruminant
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epitel hiicrelerinde iiremeyi 2 ila 4 kat artirmaktadir. Ruminantlarin hiicre zarlarinda
yiikksek oranda sfingomiyelin olmasi L. ivanovii’nin ruminant hiicrelerinde liremesini

kolaylastirmaktadir (161).

Ayrica L. innocua’nin da koyunlarda meningoensefalitise neden oldugu bildirilmektedir

24).
2.6.3. insanlarda Listeriozis

Listeriozis; genellikle hamile kadinlar, yaslhlar, yeni doganlar, ¢ocuklar ve steroid veya
sitotoksik tedavi goren ya da kotii huylu tiimérii olan immun sistemi zayiflamis yetiskinler
gibi yiiksek risk grubundaki bireyleri etkilemektedir. (156) Besin ile birlikte alinmis
bakteri sayisi, viriilans1 ve patojenik Ozellikleri ile konagm immiinolojik durumu,
enfeksiyona ait klinik belirtilerin ciddiyetini belirlemektedir (11,30). Hastaligin insidensi

diisitk olmasina ragmen ozellikle risk grubundakilerde yiliksek mortalite (yaklasik %30)
goriilebilmektedir (10,11).

Hastaligin invaziv formunda etken, yiiksek risk grubundaki bireylerde bakteriyemi ile
birlikte hedef organlar1 etkileyerek ensefalit, menenjit ve abort gibi ciddi semptomlarla
seyredebilmektedir (36,162). Listeriozis vakalarinin % 7.5’inde endokarditis
sekillenmekte ve hastalarin % 50’si kalp nakline ihtiya¢ duymaktadir. (163).

Listeriozisin son yillarda bildirilen non-invaziv formu ise duyarli olmayan kisilerde
gastroenteritis, ates, kusma, mide kramplari, diyare ve grip benzeri semptomlarla
seyretmektedir. Gida, fazla sayida bakteri ile kontamine ise bu semptomlar bir iki giin
icerisinde  baslamaktadir. Vakalarmm c¢ok azi1 ciddi sistemik enfeksiyonlara
doniismektedir (164). Listeriozis klinik tablolarinda nadir olarak artritis, hepatitis,

endoftalmitis, deri lezyonlar1 ve endokarditis ile sonu¢lanan peritonitis goriiliir (141).

Veteriner, ¢iftlik calisan1 gibi enfekte hayvan veya havyan materyali ile temas eden
kisilerde papiiler ya da piistiiler kutanedz lezyonlar goriilebilir. Bu lezyonlar, genellikle
sigir abortundan 1-4 giin sonra abort materyali ile temas etmis kisilerin kol ya da
bileklerinde goriiliir ve tedaviye ihtiya¢ duyulmaksizin gecer. Aym sekilde yine temas

yoluyla konjuktivitis olusabilmektedir (6).

Vakalarin % 10-20’si hamile ve yeni doganlarda goriilmektedir. Maternal listeriozis
gebelik siiresince devam edebilir fakat semptom gostermedigi icin 20 haftaliktan 6nce

nadiren anlasilir. Listeriozisli gebelerin % 5’inde hastalik fotusa gecmez. ABD’de 2007
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yilinda pastorize siitten bulasan salginda etkilenen hamile kadinlardan birinin erken
dogum yaptig1 ancak bebegin saglikli oldugu bildirilmistir (149). Bazi1 gebelerde
titreme, ates, sirt agrisi, bogaz enfeksiyonu ve bas agrisi, bazen ise konjuktivitis, diyare
ve uyusukluk gibi cok yumusak semptomlar goriilebilir. Bunun yaninda kan, vajinal
svap, disk1 ve idrar kiiltiirleri pozitiftir (141). Ates basladiginda fotal hareket azalir ve
yaklasik 1 hafta icinde dogum, o©li dogum ya da abort meydana gelir. Prematiire
bebeklerin yaklasik %70’inde erken neonatal listeriozis gelismektedir. Erken neonatal
listeriozisin semptomlar1 genellikle pneumoni, hepatosplenomegali, petesi, karaciger ve
beyinde apseler, peritonitis ve enterokolitistir (158). Yeni doganlarda hastalik
hastaneden bulastig1 zaman belirtiler 5. giinden sonra baslar ve gec neonatal listeriozis
olarak adlandirilir. Hastaliin bu formu menenjit ile birlikte seyreder. Ge¢ neonatal
listerioziste Olim orant % 10 civarinda iken erken neonatal listerioziste % 30-60

arasimndadir (141,158).

Anneden fetusa gecis haricinde insandan insana listeriozis  bulagmasi

gerceklesmediginden hastalar1 izole etmek gerekmemektedir. (165)
Hastaliktan korunmak icin:
1- Cig hayvansal gidalari uygun bir sekilde pisirilmesi.

2- Cig olarak tiiketilecek sebzelerin yenmeden Once bol su ile iyi bir sekilde

yikanmasi

3- Is1 islemi gormemis hayvansal gidalarin sebzelerden ve pisirilmis ve tiiketime

hazir gidalardan uzak tutulmasi
4- Cig siit veya iiriinlerinin tiikketiminden kacmilmasi
5- Is1isleminden sonra gidalarin tekrar kontamine edilmemesi

6- Cig gidalar1 hazirladiktan sonra ellerin, bigaklarin, tezgahlarin ve kesme
tahtalarmin yikanmasi. Miimkiinse ¢ig olarak tiiketilecek olan sebzeler ve c¢ig
etin dogranmas1 i¢in farkli renkte iki ayri dograma tahtast bulundurulmasi

gerekmektedir.
Ayrica yiiksek risk grubundaki bireyler i¢in:

1- Meksika stili, feta, brie, camembert gibi yumusak peynirlerin, mavi damarl

peynirlerin tiiketilmemesi tavsiye edilmektedir. Buna karsin sert peynir, krem



32

peynir ve yogurt tiiketiminde listeriozis riskinin ¢ok daha diisiik oldugu

belirtilmektedir.

2- Buzdolabinda muhafaza edilen yemeklerin ve tiiketime hazir gidalarin
tilketilmeden o©nce yeterli derecede 1s1 islemine tabi tutulmasi tavsiye

edilmektedir.
3- Listeriozis agisindan riskli gidalarin tiiketilmemesi de dnemle vurgulanmaktadir.
2.7. LISTERIA MONOCYTOGENES’IN CEVREDE DAGILIMI

Listeria tiirleri c¢evrede, toprakta, suda ve Kkalitesiz silajlarda yaygin olarak
bulunmaktadir. Bu kaynaklardan hayvanlara ve hayvanlarin diski, kan ve siitleri ile de
cevreye bulasmaktadir. Sanitasyon uygulamalarinin yetersiz oldugu durumlarda ise gida
maddeleri iiretim, tasima ve tiiketim prosesleri boyunca kontamine olmaktadir (166).
Listeria tiirleri, hiicre i¢inde yasamalari, olumsuz cevre sartlarina ve buzdolabi 1sisina
direnglilikleri, saglikli insan ve hayvanlarda hastaliga neden olmadan varliklarmi
sirdiirebilmeleri ve her yerde bulunabilmeleri nedeniyle c¢ok dikkatli
degerlendirilmelidirler (5). Abay ve ark. (167) sigir kiymalarindan, koyun digkisindan
ve listeriozisli hastalardan izole ettikleri farkli sayidaki suslarin % 90’dan biiyiik oranda

molekiiler benzerlik gosterdigini rapor etmislerdir.

Sindirim sisteminde bulunmasina ragmen Listeria tiirleri saprofitik hayata adapte olmus
bakterilerin bir¢cok 6zelligini gosterir. Hayvanlarin gastrointestinal kanallarinda nadiren

ve gecici olarak bulunurlar (44).

Steril ve dogal topragin L. monocytogenes’in yagamasina ve liremesine imkan sagladigi,
bakterinin tarimsal olmayan alanlarda da yasayip iireyebildigini bildirilmektedir.
Yapilan bir calismada, steril toprak siispansiyonuna inokule edilen yaklasik 10° kob/ml
L. monocytogenes’in 154 giin sonra 2.14x10" kob/ml’ye ¢iktigi belirtilmistir (145).
David and Odeyemi (168) 36 toprak 6rneginden 32’sinin (% 91.6) ve 20 sigir digkisi
orneginden 17°sinin (% 85) L. monocytogenes ile kontamine oldugunu rapor
etmislerdir. Ulkemizde yapilan bir cahsmada Atl ve ark. (4) sigir ve koyun
ciftliklerinden topladiklar1 digki, su ve yem Orneklerinin L. monocytogenes ile

kontaminasyon oraninin sirasiyla % 0.8, % 2.3 ve % 0.8 oldugunu bildirmislerdir.

Kanada’da nehir havzasindaki ylizey sularindan alinan Orneklerden elde edilen

izolatlarin serotip dagiliminin belirlenmesine yonelik olan bir ¢calismada, izolatlarmn 1/2¢
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ve 3c hari¢ diger serotipler arasinda dagilim gosterdigi bulunmustur (2). Cevreden elde
edilen izoloatlarin serotip dagiliminin mevsimsel olarak degistigi bildirilmektedir.
Serotip 4b’nin durgun sularda ve yaz aylarinda daha sik rastlandigi, serotip 1/2a’nm ise

kisin ve soguk sularda daha fazla bulundugu bildirilmistir. (2, 169).
2.8. LISTERIA MONOCYTOGENES’IN GIDALARDA BULUNUSU

Epidemiyolojik caligmalara gore listeriozis olgularinin 6nemli bir bdliimii kontamine
gidalardan kaynaklanmaktadir. Listeriozis salginlar1 gida endiistrisi ile 1ilgili
oldugundan, L. monocytogenes'in gida iiretimindeki epidemiyolojisi ile ilgili bilgilere
ulasmak cok onemlidir (36). Etken, siit ve siit iiriinleri (peynir, dondurma) kirmizi et,
kanath eti, balik, sebzeler ve gida iiretim tesislerinden izole edilmistir (66,170). Ayrica
sebzeler ve sebze salatalar1 ve tiikketime hazir gidalar da etkenin Onemli tasiyicilari

arasimdadir (10).

Gida iiriinlerine L. monocytogenes bulagsmasindaki en 6nemli faktor, gidanin hazirlanmasi
sirasinda olusan capraz kontaminasyonlardir (66). L. monocytogenes’in gida ile
bulagmasin1 Onlemek i¢in, gida isletmelerinde hammadde ile islenmis iiriinlerin
birbirinden ayrilmasi, hammaddenin kontamine edilmemesi, toplama, isleme, tagsima ve
satig esnasinda hijyen kurallarna uyulmasi, iiriiniin islenmesi swrasinda
kontaminasyonlarin Onlenmesi icin etkin temizlik ve dezenfeksiyon islemlerinin
yapilmasit ve yapilan uygulamalarin etkinligini ©olgmek icin gerekli kontrollerin

yapilmasi, kisaca HACCP kurallarina uyulmasi gerekmektedir. (171).
2.8.1. Deniz Uriinleri

Soguk tiitsiilenmis balik iiriinleri iiretim asamasinda teknolojisi geregi Listeria tiirlerini
inaktive edecek herhangi bir islemden gegcmemekte dolayisiyla listeriozis bulasmasinda
risk teskil etmektedir (145). Finlandiya’da 1999 ylinda tiitsillenmis soguk alabaligin
neden oldugu listeriozis salgini ates ve gastroenteritis ile seyretmistir (172). S6z konusu
salgmma neden olan baligin hastalar tarafindan tiiketilmeden 17 giin once vakum
paketlenmis oldugu ve 4.6°C’de muhafaza edildigi rapor edilmistir (172).

Nakamura et al. (173), 95 tiitsilenmis soguk balikk Orneginin 12’sinden L.
monocytogenes izole ettiklerini rapor etmislerdir. On {i¢ izolatin 8’inin 1/2a, 2’sinin 4b,
I’inin 3a serotipinde oldugu bildirilmistir. Buna karsin Wang et al. (174) calismalarinda
90 karides, balik ve ahtapot Ornegininin hi¢ birinden L. monocytogenes izole

edilemedigini belirtmislerdir. Yan et al. (102) 343 deniz iiriinii inceledikleri
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caligmalarinda 4 Ornekten L. momnocytogenes izolati elde ettiklerini bildirmislerdir.
Ulkemizde yapilan bir calismada Cenet (175) Manisa’da bulunan bir alabalik
cifliginden satin aldig1 66 alabalik fletosunun 3’iiniin L. monocytogenes ile kontamine

oldugunu rapor etmistir.
2.8.2. Et ve Et Uriinleri

Et ve ldriinlerinin L. monocytogenes 1ile kontaminasyonu kesim asamasinda
baslamaktadir. Kesimhanelerde hayvan diski, deri ve ayaklar1 ayrica isletmede ¢alisan
personel, is kiyafetleri, kullanilan sular, cevre ve ekipman bulasmanin baslica
kaynagidir (176). Navratilova et al. (9) yaptiklar1 calismada kesim asamasinda
kontamine olmayan etlerden isleme asamasinda alinan 6rneklerin L. monocytogenes ile
kontamine oldugu bildirilmistir. Ayn1 caligmada et iiretim tesisindeki ekipmandan da L.
monocytogenes izole edildigi belirtilmistir. Rorvik et al.(146) tarafindan tavuk
kesimhanelerinde yapilan caligmada tavuk diskisinin tavuk iiriinlerinden bulasan L.
monocytogenes i¢in onemli bir kaynak olamayacagi, tavuk iiriinlerinin muhtemelen
kesim ve isleme esnasinda kontamine olabilecegi belirtilmistir. Ozmen ve Kili¢ (177),
100 tavuk karkas1 ve 100 tavuk bagirsak icerigi orneklerinin sirasi ile % 24 ve % 5’inin
L. monocytogenes ile kontamine oldugunu bildirmislerdir. Bagirsak iceriklerinden izole
edilen L. monocytogenes sayisinin karkaslardan diisiik olmasini; kesimhanelerdeki
hijyen kalitesinin diisiikliigiine, etlerin uzun siirelerde ¢oziindiiriilmesine (24 saat) ve L.
monocytogenes’in psikrofilik 6zelligine baglamislardir (177). Kanath eti ve iiriinlerinin
Listeria tiirleri ile yiiksek diizeyde kontamine olmasinda kanath kesim isleminin tily
yolma, i¢ organ c¢ikarma, sogutma ve parcalama gibi kritik asamalarinda olusan ¢apraz
kontaminasyon biiyiik rol oynamaktadir. Insanlardaki tiim listeriozis olgularinin %
6’sminin iyi pismemis kanath eti tiiketiminden kaynaklandigi bildirilmektedir (178).
Ayaz ve ark. (179) donmus pili¢ karkaslarmin % 20.2’sinin L. monocytogenes ile
kontamine oldugunu saptamislardir. Erol ve ark. (178), calismalarinda taze pilic ve
parca et (but, gogiis, kanat) Orneklerinin % 23,3’linden L. monocytogenes izole
ettiklerini bildirmislerdir. Sireli ve ark. (180), Ankara’dan satin alinan 40 kiyma, 30
kofte ve 30 burgerden olusan 100 tavuk eti iiriiniinde Listeria spp. kontaminasyon
diizeyini belirledikleri caliymalarinda 3 iiriinde de L. monocytogenes tespit ettiklerini ve
en fazla kontaminasyonun tavuk kiyma 6rneklerinde oldugunu rapor etmislerdir. Arslan

ve ark. (181), tavuk et parcalar1 ve karkas yikama sularinda Listeria tiirlerini
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arastirdiklar1 caligmalarinda but, boyun, kanat, gogiis ve karkas yikama suyundan alinan
20’ser Ornegin 8’inin L. monocytogenes ile kontamine oldugunu rapor etmislerdir.
Arastirmacilar, izole edilen suslarin 2’sinin boyundan, 2’sinin ise buttan elde edilmis
olmasini, kesim sonrasinda kursak ve sindirim sistemi icerigi ile kontaminasyona isaret
ettigini One siirmektedirler (181). Hindi eti iizerinde yapilmis arastirmalarda; Bilir
Ormanci ve ark. (182), 180 paketlenmis taze parca hindi etinden 23’iiniin (% 12.7),
Ayaz ve Erol (183), 180 hindi eti 6rneginden 32’sinin (% 17.7) L. monocytogenes ile

kontamine oldugunu bildirmislerdir.

Hayvan orijinli tiiketime hazir gidalar, kanath eti icerenler basta olmak iizere tiiketime
hazir et iiriinleri, yiiksek oranda kontaminasyon riski tasimaktadir. Sporadik vakalarin
% 32’si sarkiiteri tezgahinda hazirlanarak tiiketime sunulan et {riinlerine
dayandirilmaktadir (143). Son 15 yil icinde tiiketime hazir et ve kanath iiriinlerinden
kaynaklanan cesitli listeriozis salginlar1 bildirilmistir. 1998- 1999 yillarinda sosis ve
tilkketime hazir diger et iirlinlerinin neden oldugu L. monocytogenes salgminda 101
hastadan 21’inde Oliim meydana gelmistir (72). Tiiketime hazir hindi etinin neden
oldugu 2000 yilindaki salginda ise 29 kisi hastalanmis 4 6liim ve 3 abort goriilmiistiir
(184). Hazir tiikketime hazir hindi etinin sebep oldugu 2000’deki listeriozis salginindan 9
eyalette 54 kisi etkilenmis, 7 kisi 6lmiis ve 27.4 milyon paundluk islenmis gida iiriinii
geri toplanmistir. Bu rakam ABD’de bildirilen en fazla miktardaki gida toplatma
vakasidir. (185). Kanada’da 2008 yilinda tiiketime hazir et iiriinlerinden bulasan
salgindan 57 kisi etkilenmis ve hastalarin 23’ olmiistiir (186). Danimarka’da 2009
yilinda ortaya c¢ikan salgindan 8 kisi etkilenmis ve 2 kisi 0lmiistiir. Hastalarin 7’sinin
hastalik belirtileri ortaya ¢ikmadan 3 hafta once ayni yemek sirketinin hazirladigi

tikketime hazir ve dilimlenmis sigir etini siparis ettigi bildirilmistir (187).

Bu patojenin ¢ig etlerdeki prevalansinin daha yiiksek oldugu bildirilse de pismis et
irtinlerinde L. monocytogenes varligi da (% 4.9) Uyttendaele et al. (188) c¢alismasinda
rapor edilmistir. Yan et al. (102) caligmalarinda inceledikleri 733 ¢ig et ve 302 pismis et
orneklerinden 46’s1 cig etten ve 10’u pismis etten olmak iizere toplam 56 L.
monocytogenes izole ettiklerini belirtmislerdir. Bu konuda iilkemizde yapilmis olan bir
calismada da Yiicel et al. (189) inceledikleri ¢ig et orneklerinden 42 kiyma Orneginin

2’sinin, 26 tavuk eti Orneginin 3’iintin ve 19 sigir eti Orneginin 1’inin; pismis et
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orneklerinden ise 31 kirmizi etten 2’sinin, 28 tavuk etinin ise 1’inin L. monocytogenes

ile kontamine oldugunu rapor etmislerdir.

Manzano et al. (67) caligmalarinda domuz, sigir, tavuk gibi c¢esitli hayvanlarin et ve
kiymalar1 ile fermente sosisten olusan 85 Ornegi incelediklerini, bunlarin 25’inde L.
monocytogenes saptadiklarimi bildirmislerdir. Ayrica Wang et al. (174) sigir eti, tavuk
cigeri ve domuz bagirsagindan olusan 90 6rnegin 16’sindan L. monocytogenes izole
ettiklerini bildirmislerdir. Buna karsin Jajali et al. (190) calismalarinda toplam 332 et,
kiyma ve hamburger Orneginin sadece 4’ilinde L. monocytogenes saptadiklarini
belirtilmiglerdir. Cig et, kiyma ve et iiriinlerinde L. monocytogenes varhigi ile ilgili
ilkemizde yapilan bir ¢alismada Giiven ve Patir (191), Elazig ilinden temin edilen 100
kiyma, 80 sucuk, 80 tavuk eti ve 70 parca kirmizi et 6rneginde sirast ile % 13, % 7.5, %

38.8 ve % 11.4 oraninda L. monocytogenes izole ettiklerini bildirmislerdir.

Vakumlu paketlenmis et ve iiriinlerinde L. monocytogenes’in canlihigi, muhafaza
sicakligi, kullanilan katki maddeleri, iiriiniin pH degeri ve dogal mikrofloranin iirettigi
antibakteriyal ajanlarin miktarina baghdir (175). L. monocytogenes’in tiiketime hazir
etler ile bulagmasina engel olmak igin etler paketlenmeden Once pastorizasyon,
irradyasyon veya antimikrobiyel katki ilavesi gibi islemlerden gecirilmektedir. Gida
giivenligi ve inceleme birimi (FSIS) nisin, EPL (e-poly-L-lysine), ACS (Asidik
kalsiyum siilfat) ve LAE (Laurik arjinat ester) gibi antimikrobiyellerin tiiketime hazir et
ve tavuk iirlinlerinde tek basina ya da kombine olarak kullanilmasina izin vermektedir
(192). Nisin ve ACS’1n L. monocytogenes’e kars1 inhibitor etkilerinin, sinerjik; ELP ve
ACS etkilerinin ise antagonist oldugu belirtilmistir (193). Tiiketime hazir et iiriinlerinde
L. monocytogenes iiremesini engellemek i¢cin kullanilan hurdle (engeller) teknolojisi
uygulamalarinda 1s1 islemi, vakum paketleme, sogukta depolama ve nitrit ilavesi birlikte
kullanilmaktadir (194). Sommers and Fan (194) irradyasyon ile antimikrobiyal madde

uygulamalarinin birlikte kullanilmasin1 tavsiye etmektedir.

Sucuk, sosis, salam ve pastirma ile ilgili ¢alismalardan birinde, 25 sucuk 6rneginin 6’s1,
25 sosis Orneginin 3’ii, 25 pastirma Orneginin ise 4’ii L. monocytogenes ile kontamine
bulunurken, 25 salam orneginde L. monocytogenes bulunmadigi rapor edilmektedir
(195). Benzer sekilde Sancak ve ark. (176) vakumlu paketlenmis 20’ser adet sucuk,
salam ve sosis Orneginden sadece 1’inden, ambalajlanmamis 20’ser adet sucuk, salam

ve sosis orneginden ise toplam 10 L. monocytogenes izole edildigini bildirmislerdir.
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Arastirmacilar, salamlardaki L. monocytogenes izolasyon oraninin sosislerden daha
diisiik bulunmasina sebep olarak salamlara 80°C 1 — 3 saat haslama seklinde uygulanan

181 islemini gostermektedirler.

Tiirk tipi fermente sucuklarda olgunlagma siiresinden sonra floraya laktobasiller hakim
olmaktadir. Bu bakterilerin olusturdugu bakteriosinler asit ortamda, pH, tuz, nitrit ve
sarimsaginda etkisi ile L. monocytogenes’in yasam ve gelisimini engellemektedir (191).
Sucuk iiretiminde olgunlagsmanin baglangic safhasinin L. monocytogenes gelisimi
acisindan en kritik asama oldugu, bu asamada pH degerinin hizli bir sekilde
diisiiriilmemesi halinde L. monocytogenes sayisiin arttigi belirtilmektedir (196).
Ulkemizde sucuk iiretiminde starter kiiltiir kullanim1 bazi biiyiik isletmeler hari¢ pek
yaygin olmadigindan, bazi isletmelerde sucuklarin 2-3 giin igerisinde ve yeterince
olgunlagsmadan piyasaya siiriilebildiginden, yeterince 1s1 islemi gormeden veya cig
olarak tiiketilen sucuklar listeriozis acgisindan tehlike arz edebilmektedir (196). Bu
konuda yapilan iki ayr1 ¢alismada pediosin iireten Pediococcus acidilactici ve sakasinA
tireten Lactobacillus sakei’nin starter kiiltiir olarak kullanildiklar1 sucuklarda L.

monocytogenes sayisinin hizli bir sekilde diistiigii belirlenmistir (196,197).

Ayaz ve Erol (198), hindi etinden elde edilen L. monocytogenes izolatlarinin %
51.4’iiniin 4b (ya da 4d ya da 4e), % 27.0’sinin 1/2a (ya da 3a) ve % 21.6’sinin 1/2b (ya
da 3b) serotipinde oldugunu, kis aylarinda toplanan 6rneklerden elde edilen izolatlarin

cogunun 4b serotipinde oldugunu bildirmislerdir.
2.8.3. Sebze ve Meyveler

Hayvanlarla ilgili tarimsal cevrelere ek olarak L. monocytogenes, bitki yetistirilen tarim
cevrelerinden de izole edilmektedir. Degisen tiiketim aligkanliklar1 ve tercihleri
dogrultusunda, tiiketime hazir ¢ig sebze tiiketiminin artmasiyla bu gidalar insan
listeriozis salginlarina neden olmaktadir (145). Sebze tiiketiminin neden oldugu
listeriozis salginlarindan ilkinin 1981 yilinda Kanada’da lahana salatasindan
kaynaklandig1 bildirilmistir (200). Ikincisi ise 1997 yilinda italya’da bildirilmis,
konserve misir ve ton baligi salatasinin sorumlu tutuldugu salgindan etkilenen 1566
kiside ates ve gastroenteritis ile birlikte seyreden listeriozis semptomlart goriilmiistiir
(141). ABD’de 28 eyalette goriilen ve 146 kisinin etkilendigi ve 31’inin 6ldigii 2011
yilindaki biiyiik salgindan sorumlu gidanin kavun oldugu aciklanmustir (201).
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2.8.4. Tiikketime Hazir Gidalar

Tiiketime hazir gidalar genis bir alana dagitilmakta ve hazirlanma kaliteleri degisiklik
gostermektedir. Bu tiir gidalarin uzun depolama siireleri, tuza ve diisiik pH’ya dayanikli
olan ayrica diisik sicakliklarda {ireyebilen L. monocytogenes’i bulastirma
potansiyellerini arttirmaktadir (157). Commission Regulation, tiikketime hazir gidalari
gram ya da mililitresinde maksimum 100 kob L. monocytogenes bulunma smir1

getirmistir (202).

Jiang et al. (157) cesitli gidalar ve hazirlanma siirecleri {izerine yaptiklar1 ¢alismada,
Listeria spp. kontaminasyonunun cogunlukla isleme siirecinde gerceklestigini ve bu
acidan tiiketime hazir gidalarin riskli oldugunu rapor etmislerdir. Benzer sekilde
Gombas et al. (203) da tiiketime hazir gidalarda L. monocytogenes prevelansinin iiretim
asamasindan paketlenmis iiriiniin depolama asamasina kadar % 0.17 ile % 4.7 arasinda
degistigini rapor etmisler, paketlenmis ve depolanmis iiriindeki bakteri sayisinin
belirgin olarak yiiksek olmasin1 L. moncytogenes’in muhafaza sirasinda iiremesine

baglamislardir.

Ulkemizde sevilerek tiiketilen tiiketime hazir gidalardan etsiz ve etli ¢ig kofte ile ilgili
calismalarda: Taban (204), 70 etsiz ¢ig kofte 6rneginden 12’sinin (% 17.1) ve Isleyici
ve ark. (205), 50 cig kofte orneginden 6’smin (% 12) L. monocytogenes ile kontamine

oldugunu bildirmislerdir.
2.8.5.Siit ve Siit Uriinleri

Bilinen en biiyiik listeriozis salginlarindan biri 1983 yilinda ABD’nin Massachusetts
eyaletinde yasanmis, salgindan 49 kisi etkilenmis ve 14 kisi Olmiistiir. Salgindan

sorumlu tutulan gida pastorize siit olarak aciklanmistir (206).

Siit ve yumusak peynir gibi siit iirlinleri listeriozisi bulastirmalari bakimindan risk
degerlendirmesine gore Ozel gidalar kategorisinde siniflandirilmaktadir. Bu iiriinlerin
herhangi bir 1s1 islemi olmadan geleneksel olarak iiretildigi iilkelerde, ¢ig siit
kontaminasyonunun ¢iftlik diizeyinde azaltilmasi giindeme gelmistir (207). Bakterinin
cig siitlerdeki prevelanst % 2-5 arasindadir (163). Cig siitteki L. monocytogenes
kontaminasyonu sagim, depolama ve tasima esnasinda Ozellikle silajla beslenen
hayvanlardan veya enfekte hayvanlardan kaynaklanan fekal ve cevresel bulagmayla

olmaktadir. Tasc1 ve ark. (208), Burdur yoresinden toplanan 75 silaj, 85 silaj ile
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beslenen inek siitii ve 90 silajla beslenmeyen inek siitiindeki Listeria tiirlerini
arastirdiklar1 caligmalarinda, silaj 6rneklerinden 5’inin (% 6.66), silajla beslenen inek
stitii Orneklerinden 1’inin (% 1.17) L. monocytogenes ile kontamine oldugunu, silaj ile
beslenmeyen ineklerden alman siit Orneklerinde ise hicbir Listeria tiirii izole
edilemedigini rapor etmislerdir. L. monocytogenes izole edilen silaj 6rneklerinin pH
degerinin 5.1- 8.3 arasinda oldugu ve bu Orneklerin a,, degerinin yiiksek oldugu

bildirilmektedir (208).

Navratilova et al. (9) cig ve pastorize siit ile siit liretim c¢evreleri i¢in bildirdikleri L.
monocytogenes prevalanst Tablo 2.6’da gosterilmistir. Bu sonuglara gore siitiin
pastorizasyon icin bekletildigi siirecte bakteri hizla tiremektedir. Ancak pastorizasyon

1s1s1 ile inaktive olmaktadir.

Tablo 2.5. Cig ve pastorize siit ile siit tiretim cevrelerinde L. monocytogenes prevalansi (9)

2+ . . Kontamine ornek | izole edilen L.
Ornekler Incelenen 6rnek sayisi

sayisl monocytogenes sayisl
Cig siit 278 6 (% 2.1) 11
Tankerden alinan cig siit 77 4 (% 5.1) 8
Pastorizasyon dneesi ana 20 3 (% 15.0) 6
tanktan alinan ¢ig siit
Pastorizatoriin -~ balans
tankindan alinan ¢ig siit 14 2 (% 14.0) 3
Pastorize siit 20 1 (% 5.0) 3
Yar1 islenmis iiriin (semi
finished product) 10 0 0
Son iiriin 200 0 0
Toplam 619 16 (% 2.6) 31

Deve siitiiniin L. monocytogenes iizerinde bakteriyostatik etkisi oldugu bildirilmektedir
(209). Rahimi et al. (209) 90 cig inek siitii Orneginin 1’inden, 62 c¢ig koyun siitii
Orneginin 4’iinden, 60 ¢ig keci siitii 6rneginin 1’inden L. monocytogenes izole ettiklerini
ancak s0z konusu etkenin 48 ¢ig deve siitii orneginin hicbirinden izole edilemedigini

rapor etmislerdir.

Aurora et al. (35) 471 ¢ig inek siitli ve 627 tiiketime hazir siit iiriiniinden olusan 1098

ornekten 18’inin L. monocytogenes ile kontamine oldugunu bildirmislerdir. Elde edilen
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izolatlar1 serotiplendirmek i¢in multiplex PCR kullandiklarini ve suslarin 13’iiniin 4b
(4d ya da 4e); 4’liniin 1/2b (ya da 3b); 1’inin ise 1/2a (ya da 3a) serotipinde oldugunu

belirtmislerdir.

Ulkemizde de ¢ig siit 6rneklerinde L. monocytogenes prevelansi iizerinde ¢alismalar
yapilmistir: Sagun ve ark. (210) caligmalarinda inceledikleri 250 ¢ig siit Orneginin
3’tinden (% 1.20), Uraz ve Yiicel (211) 211 ¢ig siit orneginin 2’sinden (% 0.94), Diimen
ve ark. (212) 300 ¢ig siit orneginin 12’sinden L. monocytogenes izole ettiklerini
bildirilmislerdir. Uysal ve Ang (213), 221 ¢ig siit Orneginin sadece 1’inden L.
monocytogenes 1izole ettiklerini rapor etmiglerdir. Aygiin ve Pehlivanlar (214)
Antakya’dan toplanan 157 ¢ig siit 6rneginin hicbirinin L. monocytogenes ile kontamine

olmadigini bildirmislerdir.

Ulkemizde ¢ig siitten elde edilen izolatlarin serotiplendirilmesi ile ilgili olarak da Unlii
ve ark. (215), Sivas ilinden topladiklar1 100 adet ¢ig siit Orneginin 4’iiniin L.
monocytogenes ile kontamine oldugunu, elde edilen izolatlarin serotiplerinin 1/2b ve 4b
olarak belirlendigini, bir siit 6rneginden iki farkli serotipte izolat izole edildigini rapor

etmislerdir.
2.8.5.1. Peynirde Listeria monocytogenes

Cig siitten yapilmig peynirler, geleneksel tatlar1 ve organoleptik 6zellikleri bakimindan
tilkketiciler tarafindan tercih edilmektedir (170). Ancak ¢ig siitiin florasindaki
mikroorganizma cesitliliginin organoleptik ozelliklere katkisi bilinmektedir. Bununla
birlikte patojen varliginin engellenebilmesi icin s6z konusu floranin kontrol edilmesi
gerekmektedir. Patojenlerin giivenli bir sekilde ortadan kaldirilabilmesi igin siite
mutlaka 1s1 islemi uygulanmasi gerekmektedir. Is1 islemi uygulanmais siitlerden yapilan
peynirlerde geleneksel lezzetlere ulasabilmek zor olmaktadir. (170). Rahimi et al. (209)
caligmalarinda 30 ticari peynir Orneginin hicbirinde L. monocytogenes bulamazken,
geleneksel yontemlerle iiretilmis 60 peynir orneginin 9’undan L. monocytogenes izole
edildigi belirtmislerdir. Tiirkiye’de siit genellikle koy ciftliklerinde iiretilmekte ve
retilen siitiin biiytik bir kismi siit iriinleri haline getirilerek ev tiikketimi ic¢in
ayrilmaktadir. Evde iiretilen peynirlerin kiiciik bir boliimii taze olarak, biiyiik kismu ise
salamurada olgunlastiktan sonra tiiketilmektedir (216). Sagun ve ark. (210)
calismalarinda en cok izolasyonun yaz aylarmda ikinci olarak da sonbaharda oldugunu,

ilkbahar ve kis aylarinda hi¢ izolasyon olmadigini bildirmislerdir. Arastirmacilar bu
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durumu, izolasyonun daha c¢ok oldugu yaz ve sonbahar donemlerinde piyasadaki
peynirlerin heniiz olgunlasmamis taze ve kismen olgunlagsmis peynirler olmasina
baglamiglardir (210). Kum ve ark.(8) 29’u c¢ig siitten iretilen, 21°1 1s1 islemi gormiis
slitten yapilmis olan 5 cesit peynir 6rnegi i¢inde L. monocytogenes ile kontaminasyon
yiizdesi en yiiksek olanin (% 22,7) ev yapimi ¢Omlek peyniri oldugunu rapor

etmislerdir.

Diinyada 1000’den fazla peynir c¢esidi tanimlanirken, iilkemizde bu rakam 40-50
civarindadir ve sadece kasar peyniri, beyaz peynir ve tulum peyniri uluslar aras1 alanda
ekonomik oneme sahiptir (210). Tiirk Gida Kodeksi (TGK)’ nin peynir cesitleri icin
belirledigi mikrobiyolojik kriterler tebligi tablo 2.7’ de goriilmektedir (217).

Tablo 2.6. TGK tarafindan peynir ¢esitleri icin belirlenen mikrobiyolojik kriterler tebligi (217)

Numune Limitler'
. . Alma Plam Uygulanacak
Gida Mikroorganizmalar .
Yontem
n c Min. Max.
Koagulaz pozitif 5 2 107 10 | EN/ISO 6888-1
stafilokoklar veya 2
Peynir (eritme peynir
hari¢ diger tiim
peynirler) Salmonella 5 0 0/25 g-mL EN/ISO 6579
L. monocytogenes 5 0 0/25 g-mL EN/ISO 11290-1
Stafilokokal 5 0 25 g’da
enterotoksinler bulunmamal1
Eritme peynirler
ve eritme peynir
{irtinleri E. coli 5 0 <10’ ISO 16649-1 ve 2
L. monocytogenes 5 0 0/25 g-mL EN/ISO 11290-1

' Aksi belirtilmedikge limit kob/g-mL olarak degerlendirilir.

L. monocytogenes’in beyaz peynirdeki canliligimin starter kiiltiir eklenmesi, tuz orani ve
baslangictaki bakteri miktarina bagli oldugu, bakterinin 4°C’de 3 ay muhafazaya
dayanabildigi  belirtilmektedir (218,219). Yiudwrmm ve Sarimehmetoglu (220)
Lactobacillus plantarum ve Lactobacillus acidophilus’un starter kiiltiirler ile birlikte

beyaz peynir yapiminda kullanildig1 c¢alismalarinda L. monocytogenes’in inhibisyon
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profilini belirlemislerdir. Starter kiiltiir iceren peynirlerde L. monocytogenes
olgunlagsmanin son asamalarinda inhibe olurken stater kiiltiire ilave olarak probiyotik
iceren peynirlerde daha erken inhibe oldugu ve probiyotiklerin L. monocytogenes
acisindan ekstra bir giivenlik sagladigi rapor edilmistir. Ayrica, starter kiiltiir ilave
edilmeyen peynirlerde olgunlasma periyodu siiresince % 6.6- 7.2 arasinda saptanan tuz
konsantrasyonunun L. monocytogenes’in inhibisyonu i¢in yeterli olmadig1 belirtilmistir
(220). Benzer sekilde Arici ve ark. (221), L. monocytogenes’in beyaz peynirde 18
haftalik olgunlagma siiresi sonunda toplum saglig1 i¢in potansiyel risk olusturdugunu,

4°C’de 20 haftadan fazla canl kalabildigini rapor etmislerdir.

Filiousis et al. (136) sert peynir ve feta peynirinde L. monocytogenes bulunamamasina
ragmen 10 yumusak peynir 6rneginin 4’iinde bulundugunu bildirmislerdir. Pintado et al.
(222) ¢ig koyun siitiinden geleneksel yontemlerle yapilmis 63 yumusak peynirin
47’sinin Listeria tiirleri ile kontamine oldugunu ve bunlarin 29’unun L. monocytogenes
oldugunu bildirmislerdir. Gorgonzola peyniri (kiiflii ve yamusak bir peynir tiirii) izerine
yapilan bir ¢calismada 1656 peynir 6rneginin paketlendikten sonraki L. monocytogenes
kontaminasyonu % 2,1, peynirlerin son tiiketim tarihindeki (paketlendikten 30 ila 60
giin sonra) kontaminasyonu ise % 4,1 olarak belirlenmistir (223). Benzer sekilde
Abrahao et al. (224) calismalarinda nem orammna goére 10 gruba ayrilan 90 peynir
orneginin % 6.7’sinden L. monocytogenes izole ettiklerini ancak nem oram diisiik

peynirlerden hi¢ bakteri izole edemediklerini rapor etmislerdir.

Ulkemizde yapilan calismalarda: Aygun ve Pehlivanlar (214) 85 Tiirk tipi beyaz peynir
orneginin 2’sinden Sagun ve ark.(210) ise 254 adet otlu peynir orneginin 10’undan L.
monocytogenes izole ettiklerini belirtmislerdir. Uysal ve Ang (213), Trakya, Dogu
Anadolu, Giineydogu Anadolu bolgeleri ve Istanbul’dan toplanan 271 peynir 6rneginin
11’inden L. monocytogenes izole ettiklerini bildirmislerdir. Kum ve ark. (8), 1s1 iglemi
gormiis peynirlerden 5 lor peyniri 6rneginin 1’inin (% 20) ve 7 tel peynir 6rneginin
I’inin (%14,2) L. monocytogenes ile kontamine oldugunu rapor etmislerdir. Bolu’da
acik pazarlardan toplanan 142 ev yapimi beyaz peynir 6rneginin 47’sinin Listeria tiirleri
ile kontamine oldugu ve bunlarin 13’iiniin L. monocytogenes oldugu bildirilmistir (225).
Gong ve ark. (226), 82 beyaz peynir 6rneginin %13,4’iinde, Aric1 ve ark. (221), 50
koyun peyniri 6rneginin % 4’iinde L. monocytogenes saptadiklarmi bildirmislerdir.

Giilmez ve Giiven (227), Kars ilinde satisa sunulan 40 taze, 40 salamura olmak iizere
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toplam 80 beyaz peynir ile 40 c¢ecil peyniri Orneginden 3’iiniin (% 2.5) L.
monocytogenes ile kontamine oldugunu, salamura peynirlerden L. monocytogenes
izolasyonu yapilamadigmi rapor etmislerdir. Akkaya ve Alisarli (228) Afyonkarahisar
ilinden toplanan 100 beyaz peynir Orneginin 6’smin, Ceylan ve Demirkaya (229)
Erzurum’dan temin edilen 29 beyaz peynir Orneginin 1’inin L. monocytogenes ile
kontamine oldugunu belirtmislerdir. Diimen ve ark. (212) 150 beyaz peynir drneginden
3’liniin, 150 kasar peyniri 6rneginden 4’tiniin ve 100 krem peynir 6rneginden 1’inin L.

monocytogenes ile kontamine oldugunu rapor etmislerdir.
2.8.5.2.Diger Siit Uriinlerinde Listeria monocytogenes

Dondurma, tereyagi, yogurt ve ayran gibi siit iiriinlerinde L. monocytogenes varhgini
arastirmak amaciyla c¢esitli calismalar yapilmistir. Geleneksel yontemle yapilmis ev
dondurmalarmin L. monocytogenes ile kontaminasyonu pastorize siit ile yapilmis ticari
dondurmalardan belirgin derecede yiiksektir (209). El-Sharef et al. (230) 160 dondurma
ornegini inceledikleri calismalarinda acikta satilan dondurmalardan 7’sinin (% 4) L.
monocytogenes ile kontamine oldugunu ancak pakette satilanlarda L. monocytogenes
bulunmadigini rapor etmislerdir. Brezilya’da yapilan bir calismada ise Abrahao et al.
(224) marketlerden temin ettikleri 60 dondurma Orneginin hi¢birinden etkeni izole
edemediklerini  belirtmiglerdir. Kayseri’de satisa sunulan sade ve meyveli
dondurmalardaki Listeria turlerinin, ISO 11290- 1/ A1-2004 metodu kullanilarak
arastirildigr bir ¢calismada 25 sade dondurmadan 3’iiniin sadece L. monocytogenes ile
2’sinin de hem L. monocytogenes hem de L. ivanovii ile kontamine oldugu bildirilmistir.
Yine bu calismada ayni sayidaki meyveli dondurma orneklerinden ise 1’inin sadece L.
monocytogenes, 1’inin L. monocytogenes ve L. seeligeri, 1’inin ise L. monocytogenes ve
L. grayi ile kontamine oldugu belirtilmistir (231). Buna karsin Keskin ve ark. (232)
Istanbul’dan satin alinan 50 sade dondurma oOrneginden L. monocytogenes izole

edemediklerini belirtmislerdir.

Yogurt, kashk gibi laktik asit bakterilerinin hakim oldugu ve pH’s1 diisiik siit
iriinlerinde L. monocytogenes varligi bildirilmemektedir (136,174,190,209,214). Ayrica
tereyaginda da ya hi¢ bulunmamakta ya da ¢cok az miktarda bulunmaktadir (213,214).



3. GEREC VE YONTEM

3.1. GEREC
3.1.1. Materyal

Calisma kapsaminda Nigde ili halk ve kdy pazarlarindan, 2011 Nisan- Haziran aylar1
arasinda toplanan ¢ig siitten yapilmis 100 taze beyaz peynir ve 100 tulum peyniri olmak
izere toplam 200 peynir numunesi kullanildi. Steril posetlere alinan peynir ornekleri
soguk zincir altinda laboratuara ulastirildiktan sonra en gec 1-2 saat icerisinde analiz

edildi.
3.1.2. Standart Sus

Listeria monocytogenes’in izolasyon, identifikasyon ve PCR analizlerinde kullanilmak
lizere L. monocytogenes ATCC 7644 referans susu ve Nigde Universitesi Bor Meslek
Yiiksekokulu Gida isleme Boliimii’'nden temin edilen L. monocytogenes saha izolati
kontrol sus olarak kullamildi. L. monocytogenes izolatlarinin antibiyotik duyarhilik
testlerinde negatif kontrol olarak Erciyes Universitesi Veteriner Fakiiltesi Gida Hijyeni
ve Teknolojisi Boliimii’'nden temin edilen S. aureus ATCC 25923 referans susu

kullanildi.

3.1.3. Listeria spp. Izolasyon ve Identifikasyonunda Kullamlan Besiyeri ve
Kimyasallar

3.1.3.1. Half Fraser Broth

Fraser Listeria Selective Enrichment Broth Base (Merck 1.10398.0500)



Bilesim

Proteose peptone

Peptone from casein

Yeast extract

Meat extract

Sodium chloride

Disodium hydrogen phosphate
Potassium dihydrogen phosphate
Esculin

Lithium chloride

pH
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50¢g
50¢g
50¢g
50¢g
200¢g
96¢g
135¢
1.0g
30¢g
7.0+0.2

Fraser Listeria SelectiveSupplement (Merck, 1.11883)

Hazirlamisi

On zenginlestirme asamasi icin toz halindeki ticari besiyerinden 18 g tartilarak 500 ml

distile suda ¢oziindiiriildii, pH’s1 ayarland1 ve otoklavda 121°C’de 15 dakika sterilize

edildi. Otoklavdan ¢ikarilan besiyeri 50°C’ye sogutulduktan sonra iizerine 1 ml steril

distile su ile siispanse edilmis Fraser Supplement’ten ve 1 ml steril distile su ile

stispanse edilmis Amonyum iron (III) citrate’den 1’er vial eklendi.

3.1.3.2. Oxford Listeria Selective Agar
Oxford Listeria Selective Agar (Merck 1.07004.0500)

Bilesim

Peptone

Sodium chloride
Glucose

Starch

Lithium chloride
Esculin
Ammonium(III) citrate
Agar

pH

230¢g
50¢g
05¢g
1.0g
150¢g
1.0g
05¢g
130¢g
7.0£0.2



46

Oxford Listeria Selective Supplement (Merck 1.07006)

Hazirlamisi

Hazir besiyerinden 29.25 g tartilarak 500 ml distile suda ¢6ziindiiriildii ve pH degeri 7.0
+ 0,2’ye ayarlandi. Manyetik karistiricida (Velp Scientifica ARE) eritildikten sonra
otoklavda 121°C’de 15 dakika sterilize edildi. Otoklavdan ¢ikarilan besiyeri 50 °C’ye
sogutulduktan sonra iizerine 2.5 ml etanol ve 2.5 ml steril distile su karisimi ile
sulandirilmig 5 ml Listeria Selektive Supplement eklendi. Besi yeri steril petrilere

dokiilerek kullanilana kadar +4°C’de muhafaza edildi.

3.1.3.3. Kanh Agar
Blood Agar Base (Merck 1.10886.0500)
Bilesim

Nutrient substrate (heart extract and peptones, kalp ekstrakti ve 20.0 g/L
peptonlar)

NaCl 5.0 g/L
Agar-agar 15.0 g/L
pH 6.8
Hazirlanisi

Hazir besiyerinden 40 g tartilarak 1 1t distile suda ¢oOziindiiriilldi ve manyetik
karstiricida (Velp Scientifica ARE) eritildi. Karigimin pH degeri 6.8 £ 0.2’ye
ayarlanarak otoklavda 121°C’de 15 dakika sterilize edildi. 50 °C’ye sogutulduktan sonra
tizerine % 5 defibrine koyun kam eklendi. Steril petrilere dokiilerek 4°C’de muhafaza

edildi.

3.1.3.4. Tryptic Soy Broth (TSB)
Tryptic Soy Broth (TSB) (Merck 1.05459)

Bilesim

Peptone from casein 17.0 g/LL
Peptone from soymeal 3.0g/L
D(+) Glukose monohydrate 2.5 g/
Sodium chloride 5.0 g/LL
di-potassium hydrogen phosphate 2.5 g/

pH 7.3
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Hazirlamisi

Hazir besiyerinden 30 g tartilarak 1 It distile suda ¢oziindiiriildii ve pH degeri 7.3 +
0.2’ye ayarlandi. Karisim, manyetik karistiricida (Velp Scientifica ARE) eritildi ve
121°C’de 15 dakika otoklavda sterilize edildi.

3.1.3.5. Oksidaz Test

Bactident Oxidase (Merck 113300) Stick
3.1.3.6. Katalaz Test

Hydrogen Peroxide (H,0;) (Merck 8597)
Hazirlanisi

Ticari % 30’luk hidrojen preoksitten 2 ml alinarak 27 ml distile suyla karistirild1 ve %

3’liikk H,O, solusyonu hazirlandi.
3.1.3.7. Listeria spp. identifikasyon Kiti

Listeria spp. izolatlarinin identifikasyonu ig¢in Microbact 12L test kiti (Microbact
Listeria 12L Listeria identification system MBI1128 Oxoid) kullanildi. Bu
identifikasyon kitinde 11 farkli seker ve 1 hemoliz test kutucugundan olusan mikro
diizeyde biyokimyasal test sistemi vardir. Siipheli her bir koloninin 18-24 saat
inkiibasyonu sonrasinda olusan renk degisimi degerlendirilmektedir. Renk degisimi,
kontrol kartlarina islenerek elde edilen 4 basamakl kod 6zel bilgisayar programina
girilmektedir. Ozel bilgisayar programi, girilen koda gore koloninin hangi Listeria

tiirline ait olabilecegini % olarak vermektedir.
3.1.4. Listeria monocytogenes Izolatlarmm PCR Analizinde Kullamlan Kimyasallar
3.1.4.1. Axygen Biosiciences AxyPrep Bacterial Genomic DNA Miniprep Kit

DNA ekstraksiyon kiti. AxyPrep Bacterial Genomic DNA Miniprep Kit, 50-prep
LotNo: KC40091203.

3.1.4.2. Tag DNA Polymerase Seti (Vivantis)
Bilesimi
Tag DNA polymerase 500 U (5 U/ul)

PCR Buffer 10 x



48

MgCI2 25 mM

3.1.4.3. ANTP Seti (Vivantis)

Bilesimi

dATP 100 mM

dCTP 100 mM

dGTP 100 mM

dTTP 100 mM

3.1.4.4. Gene Ruler Seti (Vivantis)

Bilesimi

DNA Ladder Plus (G210A) 100bp

Blue/Orange Loading Dye 6x (G190A)

3.1.4.5. Primerler

HIyA (listeriolizin-O) 840 bp

Primer Dizilimi

primer A [5°-CCT AAG ACG CCA ATC GAA-37]
primer B [5°-TAG TTC TAC ATC ACC TGA GAC AGA-37]

Border ve ark. (1990) tarafindan bildirilen ve liyofilize olarak temin edilen primerler

iiretici firmanin 6nerdigi miktarlarda steril distile su ile sulandirilarak kullanild.

3.1.4.6. 10X TBE Stok Soliisyonu (GIBCO, Invitrogen, 15581-004)

Bilesimi

Tris Base 1.0M
Boric Acid 0.9M
EDTA 0.01 M
Hazirlamisi

10xTBE stok soliisyondan 50 ml alarak distile su ile 1 litreye tamamlanip 1xXTBE

soliisyonu elde edildi.
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3.1.4.7. Ethidium Bromide (Merck 1.11608.0030)
Hazirlamisi
Stok soliisyon 1:9 oraninda sulandirilarak 1 pg/ml konsantrasyonda kullanildi.
3.1.4.8. Agaroz Jel (Vivantis, AG6330 )
Hazirlamisi

Yiizde 1,5’Iuk agaroz jel hazirlamak icin 100ml 1xXTBE Buffer icinde 1.5 gram agaroz
jel mikrodalga firinda eritildi ve 50°C’ye sogutuldu. Uzerine 4uL etidium bromid ilave

edildi ve elektroforez kiivetine dokiildii.

3.1.5. Listeria monocytogenes Izolatlarmm Antibiyotik Duyarhihk Testinde
Kullanilan Besiyerleri, Antibiyotikler, Coziicii ve Sulandiricilar

3.1.5.1. Mueller Hinton Buyyon Katyon- Ayarlanmis

Mueller Hinton Buyyon (Katyon- Ayarlanmis) (GLB, REF-LOT: 0263-8511)

Icerik (1 litrede):

Et enflizyonu 3g.
Kazein asit hidrolazi 17.5 g.
Nisasta 1.5¢g.
Kalsiyum 20 mg
Magnezyum 10 mg.
Distile su

3.1.5.2. Antibiyotikler

Penisilin G sodium salt 10MU (Sigma Aldrich, Lot# 071M074V)
Trimethoprim 25¢g (Sigma Aldrich, Pcode: 100946080)
Vancomisin HCI 5g (Multicell Lot#400138010)
Chloramphenicol 25g (Sigma Aldrich Lot#100M0061V)
Erythromycin 25g (Sigma Aldrich Lot#090M1715V)
Nalidixic acid 25g (Sigma Aldrich Lot#020M1562V)
Tetracycline hydrochloride 25¢g (Sigma Aldrich Lot#110M1693V)
Ciprofloxacin 25g (Sigma Aldrich Lot#BCBC7322V)
Sulfanilamide 100g (Sigma Aldrich Lot#STBB4751V)
Ampicilin Sodium 10g (Duchefa Biochemie Lot#006701.05)

Gentamicin Sulfate Salt Hydrate 250mg  (Fluka Lot#SZBA050XV)
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3.1.5.3. Coziiciiler

Steril Distile Su

Distile su cihazindan (Millipore France) elde edildi ve 121°C’de 15 dakika otoklavda
sterilize edildi.

1 mol/l NaOH

1 litre distile suya 4 g NaOH (Merck 106462.9050) eklenerek ¢ozdiirtildii.
2.5 mol/l NaOH

1 litre distile suya 10 g NaOH (Merck 106462.9050) eklenerek ¢ozdiiriildii.
%95°lik etanol

Etil Alkol, (Tekkim TK.200650.05000)

pH 8,0'lik 0,1mol/l fosfat tamponu:

NaH,PO4-2H,0 (sodyum dihidrojenfosfat) 7.8 g

Na,HPO, .12H,0 (sodyum hidrojenfosfat) 179 g

pH 8.0

3.1.5.4. Sulandircilar

0.05 mol/1 HC1

100 ml distile suya 0.41ml %37’lik HCI (Carlo Erba, 403872) eklenerek ¢ozdiiriildii.
pH 6,0'ik 0,1mol/l fosfat tamponu:

NaH,PO,4-2H,0 (sodyum dihidrojenfosfat) 7.8¢g
Na,HPO, .12H,0 (sodyum hidrojenfosfat) 179 ¢
pH 6.0

3.1.6. Listeria monocytogenes’in serotiplendirilmesinde kullanilan gerecler
3.1.6.1. Listeria Antisera Set Denka Seiken
Listeria Antisera Set Denka Seiken (2mlx8, Smix4, 294616, Japan)
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3.1.6.2. Brain Heart Infusion Agar
Brain Heart Infusion Agar (Merck 1.13825, Darmstadt Germany)

Bilesim

Nutrient substrate 275¢g
D(+) Glukose 20¢g
Sodium chloride 50¢g
di- Sodium hydrogen phospate 25¢g
pH 7.4
Hazirlams1

Hazir besiyerinden 26 g tartilarak 500 ml distile suda ¢oziindiiriildii ve manyetik
karistiricida (Velp Scientifica ARE) ¢oziindiiriildii. Karigimin pH’s1 ayarlandiktan sonra
otoklavda 121°C’de 15 dakika sterilize edildi. Besi yeri steril petrilere dokiilerek

kullanilana kadar +4°C’de muhafaza edildi.

3.1.6.3. Brain Heart Infusion Broth
Brain Heart Infusion Broth (Merck, 1.10493, Darmstadt Germany)

Bilesim

Nutrient substrate 275¢g
D(+) Glukose 20¢g
Sodium chloride 50¢g
di- Sodium hydrogen phospate 25¢g
pH 7.4
Hazirlanisi

Hazir besi yerinden 18.5 g tartilarak 500 ml distile suda ¢oziindiiriildii ve manyetik
karistiricida (Velp Scientifica ARE) ¢oziindiiriildii. Karigimin pH’s1 ayarlandiktan sonra

otoklavda 121°C’de 15 dakika sterilize edildi.
Agar No.2

Agar No.2 (LAB M, International Diagnostics Group plc Q24969).
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3.1.6.4. %0.3 Agar iceren Brain Heart Infusion Broth
Hazirlamsi

Brain Heart Infusion Broth (Merck, 1.10493) hazir besiyerinden 18.5 g tartilarak 500 ml
distile suda ¢oziindiiriildii, iizerine 1.5 g agar agar (Agar No.2 LAB M) ilave edildi ve
manyetik karistiricidda (Velp Scientifica ARE) coziindiiriildii. 121°C’de 15 dakika

otoklavda sterilize edildi.
Su banyosu

Su banyosu (Niive BM 302)
%2 sodyum klorid

2 g NaCl 100 ml distile suda ¢oziindiiriildii. 121°C’de 15 dakika otoklavda sterilize
edildi.

3.2. YONTEM
3.2.1.Peynir Orneklerinden L. monocytoges izolasyonu

Aseptik sartlarda alinarak soguk zincir altinda laboratuara getirilen peynir 6érneklerinde
L. monocytogenes’in varligr ISO 11290-1/A1- 2004 metodu ile saptanmistir (62). S6z

konusu metodun asamalar1 sekilde 6zetlenmistir (Sekil 3.1.).
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% 25g (veya 25ml) drmek 225g (veya 225ml) Half - Fraser broth'a
=
[
z 4 l
© % 30°C £ 1°C'de 24 saat + 2 saat inkube edilir
; i
|
=
% 0,1ml alinarak 10ml
L E Fraser broth'a eklenir
AT
E I
L % ¥
- 35 - 37°C £ 1°C 46 saat £ 2 saat
-]
h 4 h 4 i ¥
1 6ze dolusu alinarak Ottaviani ve 1 6ze dolusu alinarak tercine
- Agosti tarafindan dnerilen Listeria gire PALCAM veya Ouxford
% Agara ekim yapilir agar'a ekim yapilir
2 ¥ __ v
E IT°C £ 1°C 24 saat + 3 saat Uretici firmamin tavsiyelerine
o (Gerekirse ek olarak 24 saat + gire inkube edilir
3 saat inkube edilir.
b karakteristik koloni secilerek Ottoviani - Agosti tarafindan &nerilen
% ve pozitif koloniler igin turkuaz mavi opak haleli koloni morfolojisi
g veren Listeria Agara secilir.
[
8 Biyokimyasal dogrulama (hemoliz, karbonhidrat kullammi, Camp
o
testi) vapilir.

Sekil 3.1. Horizontal yontemle L. monocytogenes izolasyonu. ISO11290-1/A1-2004 (62).

ISO 11290-1/A1-2004 metodu cercevesinde 25’er g peynir ornegi steril filtreli numune
posetlerine (Bag Fitler 400P, Interscience, St. Nom La Breteche, Fransa) tartildi.
Uzerine 225 ml 1/2 konsantrasyonda (inhibitorleri yarim konsantrasyonda iceren)
Fraser Listeria Selective Enrichment Broth Base (Merck 1.10398) besiyeri ilave
edilerek stomacherde (BagMixer, Interscience, France) 2 dk homojenize edildi ve 6n

zenginlestirme amaci ile 30°C 'de 24 saat inkiibe edildi (Sekil 3.2).
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Inkiibasyon siiresi sonunda 6n zenginlestirme yapilmis kiiltiirlerden 0.1 ml alinarak
10’ar ml’'lik tam kuvvette hazirlanan (inhibitérleri normal konsantrasyonda igeren)
Fraser Listeria Selective Enrichment Broth Base (Merck 1.10398) tiiplerine ilave edildi
ve 37°C’de 24 saat inkiibe edildi (Sekil 3.3).

Sekil 3.3. Fraser Broth ile selektif zenginlestirme asamasi
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Daha sonra brothlardan 6ze yardimiyla polymyxin- acriflavin- lithium chloride-
ceftazidime-esculin- mannitol igeren Oxford Listeria Selective Agar besiyerlerine
(Merck 1.07004.0500) ¢izme plak yontemiyle ekim yapilarak 37°C 'de 24 saat inkiibe
edildi (Sekil 3.4).

Sekil 3.4. Oxford Listeria Selektiv Agar’a ekim asamasi

L. monocytogenes siipheli kolonilerden 1-5 adet koloni secilerek biyokimyasal testleri

gerceklestirmek igin kanli agara gegildi ve 37°C 'de 24 saat inkiibe edildi.
3.2.2.Biyokimyasal Testler

Kanli agarda B-hemoliz olusturarak iireyen kolonilere sirasiyla Gram boyama, Katalaz
(Hydrogen Peroxide Merck) ve Oksidaz (Bactident Oxidase, Merc 113300) testleri
yapildi.

3.2.2.1. p-Hemoliz
Listeria spp. stipheli koloniler defibrine koyun kani ile hazirlanan % 5’lik kanl agarlara
ekilerek 35°C’de 24 saat inkiibe edildi. Inkiibasyon siiresi sonunda etrafinda acik renkli

berrak zon olusan koloniler B-hemoliz pozitif olarak degerlendirildi.
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3.2.2.2.Gram Boyama

Siipheli koloniler lam iizerinde preparatlart hazirlanarak alevde tespit edildi. Preparatlar
kristal viyole ile 1-2 dakika boyandiktan sonra saf su ile yikandi. Bir dakika lugol
¢Ozeltisi uygulamasini takiben dnce % 96’lik alkol ile daha sonra saf su ile yikandi.
Yikanan preparatlar sulu karbon fuksin c¢ozeltisi ile 10-20 saniye boyandiktan sonra
tekrar saf su ile yikanip kurutuldu. Bu sekilde Gram boyamasi yapilan preparatlar
mikroskobun (Nikon Alphaphot-2, Japonya) immersiyon objektifinde incelendi ve
mavi-menekse renk almis, kisa cubuk, kokobasil formundaki mikroorganizmalar

Listeria spp. slipheli olarak kabul edildi (Sekil 3.5).

Sekil 3.5.Gram boyama asamasi

3.2.2.3. Katalaz Test
Kanli agardan alinan siipheli koloniler bir lam {izerinde 6ze yardimiyla bir damla %
3’liik H,0, ile karistir1ldi. 1-2 saniye icinde goriilen kopiirme seklindeki gaz olusumu

katalaz pozitif olarak degerlendirildi.
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3.2.2.4. Oksidaz Test

Test cubugu kati besiyerindeki (kanli agar) siipheli Listeria spp. kolonisine
dokunduruldugunda, 20-60 saniye i¢inde renk reaksiyonunun olusmamasi oksidaz

negatif olarak degerlendirildi.
3.2.2.5. Hareket muayenesi

Temiz bir lam iizerine bir damla FTS (Fizyolojik Tuzlu Su) damlatildi. izolattan 6ze
yardimiyla alman bir koloni FTS i¢inde homojenize edildi. Uzerine lamel kapatilarak
immersiyon objektifinde incelendi. 25°C’de hareket gozlenip 37°C’de gozlenmemesi

pozitif kabul edildi.
3.2.2.6. Microbact Testi

Katalaz pozitif, Oksidaz negatif ve Gram pozitif olan koloniler Microbact test kitinde
(Microbact Listeria 121 Listeria identification system MB1128 Oxoid) biyokimyasal
ozellikleri (Esculin, Mannitol, Ksiloz, Arabitol, Ribose, Rhamnose, Trehalose,
Tagatose, Glucose-1-Phosphate, Methyl-D-Glucose, Methyl-D-Mannose, Hemolysis)
acisindan degerlendirildi (Sekil 3.6).

Sekil 3.6. Microbact Test Kiti



58

3.2.3. PCR Teknigi

PCR isleminde tiim L. monocytogenes serotiplerine spesifik hlyA gen bolgesine ait 840

bp’lik primerler kullanilmistir (234). Bu primerlere ait baz dizilimleri asagida

verilmistir (235).

primer A [5°-CCT AAG ACG CCA ATC GAA-3]

primer B [5°-TAG TTC TAC ATC ACC TGA GAC AGA-37]

3.2.3.1. DNA Ekstraksiyonu

Ekstraksiyon icin gliserinli TSB igeren boncuklu cryo tiiplerinde -20 °C’de muhafaza

edilen izolatlar Brain Heart Infusion Broth’da (Merck, 1.10493) 37°C’de inkiibe

edilmek suretiyle zenginlestirme islemine tabi tutuldu. Inkiibasyonun ardindan genomik

DNA ekstraksiyonu, Axygen Biosciences AxyPrep Bacterial Genomic DNA Miniprep

Kit kullanilarak yapildi. Ticari firmanin direktifleri dogrultusunda:

1-

2ml’lik mikrofug tiipte 1x10° bakteri toplanarak 11.227 rpm’de 30 dakika
santrifiij (Universal 320R Germany) edildi. Daha sonra siiziintii dokiildii ve

bakteriyel pelet 150uL Buffer S ile yeniden sulandirildi.

Elde edilen bakteri siispansiyonunun iizerine 20uL lizozim eklendi ve 37°C’de

30 dakika bekletildi.

Uzerine 30uL 0,25M ETDA (pH8) eklendi. lyice karistirildi. Karisim buz
izerinde 5 dakika bekletildi.

450uL Buffer G-A eklendi ve 15 dakika vortekslendi.

Uzerine 400uL Buffer G-B eklendi. Daha sonra dnceden sogutulmus 1ml Buffer
D-V’den iizerine ilave edilerek iyice karistirildi. 11.227 rpm’de 2 dakika
santrifiij (Universal 320R Germany) edildi.

Ortadaki katmana dokunmadan uist faz atildi.

Onceden sogutulmus Buffer D-V’den 1ml eklendi. lyice karistirihp 2 dakika
santrifiij (Universal 320R Germany) edildi.

Renkli iist katman atildi, alt katman spin — fitler takilmis 2ml’lik mikrofug tiipe
transfer edildi. Sonra 1 dakika santrifiij (Universal 320R Germany) edildi.

Spin filter uzaklastirildi. Filtrata 400uL Buffer B-V eklendi ve iyice karistirildi.
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10-2ml’lik mikrofug tiipe miniprep column yerlestirildi ve Buffer B-V eklenmis
filtrat bu tiipe aktarildi. Daha sonra 1 dakika santrifiij (Universal 320R
Germany) edildi.

11-Filtrat uzaklastirildi, miniprep column yeniden 2 ml’lik mikrofug tiipe konuldu.
Uzerine 500uL Buffer W, eklendi, 1 dakika santrifiij (Universal 320R Germany)
edildikten sonra filtrat uzaklastirildi.

12-Minprep yeniden mikrofug tiipe koyuldu ve iizerine 700uL Buffer W, eklendi. 1
dakika santrifii j(Universal 320R Germany) edildikten sonra filtrat
uzaklastirildi.

13-12. basamaktaki islem tekrar edildi.

14-Filtrat uzaklastirildi. Miniprep yeniden mikrofug tiipe koyularak 1 dakika
santrifiij (Universal 320R Germany) edildi. Daha sonra miniprep 1,5ml’lik temiz
bir mikrofug tiipe transfer edildi. Uzerine DNA’y1 ayristirmak amaciyla 100-
200uL eluent eklendi. Oda 1sisinda 1 dakika beklettikten sonra 1 (Universal
320R Germany) dakika santrifiij edildi. Miniprep colum atildi. Mikrofug tiipteki
DNA 6rnegi PCR mixi hazirlamak icin kullanildi.

3.2.3.2. PCR Amplifikasyonu

Zhang, (236) tarafindan bildirilen PCR mixi modifiye edilerek kullanildi.
25uL’lik PCR mixi i¢in:

1xBufferA (Vivantis)

1,5mM MgCl, (Vivantis)

0,1mM dNTPs (Vivantis)

0,2mM primer A (Dr. Zeydanl)

0,2mM primer B (Dr. Zeydanli)

SmM DNA kullanildi

Zeng ve ark. (237) tarafindan bildirilen amplifikasyon siklusu uygulandi (Techne TC-
512, USA). Siklus parametreleri:
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[k denatiirasyon 94°C’de 4 dakika

94°C’de 40 saniye denatiirasyon ,

62°C’de 40 saniye primer baglanmasi, 30 siklus
72°C’de 40 saniye, primer uzamasi

72°C’de 5 dakika son extension olacak sekilde uygulandi.
3.2.3.3. Elektroforez

Elde edilen amplikonlar % 1’lik Ethidium Bromide’li agarda 90 voltta 1 saat
elektroforez (Thermo EL, MIDICELL, PRIMO) islemine tabi tutuldu. Jel UV 15181
altinda incelendi ve 840 bp’lik bantin goriilmesi 6rnegin L. monocytogenes yoniinden

pozitif oldugunu gosterdi.
3.2.4. Serotiplendirme

Orneklerden izole edilen L. monocytogenes suslari, L. monocytogenes’in serotiplerine
ait ticari spesifik antiserumlar (Denka, Seiken, Tokyo Japan) kullanilarak,

serotiplendirildi.
3.2.4.1. O antijeninin tanimlanmasi

O antijeninin tanimlanmasi 1s1 ile inaktive edilmis bakterilerden ylizey aglitiinasyon
metodu ile yapilmaktadir. Brain Heart Infusion agarda (Merck 1.13825) kiiltiir edilmis
bakteriler (sekil 3.7.) %0,2’lik sodyum klorid i¢inde bakteri siispansiyonu yaklasik
10mg/ml (kob/ml cinsinden olmali) olacak sekilde siispanse edildi. Siispansiyon
121°C’de 30dk. otoklavlandiktan sonra 3000 rpm’de 20 dk. santrifiij (Universal 320R
Germany) edildi. Ustteki siv1 atild1 ve elde edilen pelet az miktarda %0.2’lik sodyum

klorid ile yeniden siispanse edildi.
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Sekil 3.7. Brain Heart Infusion Agar’da L. monocytogenes kolonileri

Temiz bir lamin iizerine birer damla (yaklasik 30ul) I/IT ve V/VI antiserumlar: ile
fizyolojik tuzlu su koyuldu. Antiserumlarin ve fizyolojik tuzlu suyun iizerine hazirlanan
bakteri siispansiyonundan 5-10 ul ilave edildi. 1 dk. beklenerek aglitiinasyon gozlendi.

Fizyolojik tuzlu su ve bakteri karigimi negatif kontrol olarak kullanildi (Sekil3.8).

Sekil 3.8. Lam iizerinde aglitiinasyon goriintiisii
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I/IT antiserumunda aglitiinasyon olusturan bakteriler 1/2 ya da 3 serogruplarina aittir. Bu
bakterilere lam iizerinde I ve IV antiserumlar1 ayr1 ayr1 uygulandi. Calismamizdaki iki

bakteri, I antiserumuna pozitif sonu¢ verdi ve 1/2 serogrubunda olduklar1 tespit edildi.

V ve VI antiserumunda aglitiinasyon olusturan L. monocytogenes izolatinin ise 4
serogrubuna ait oldugu belirlendi. Serotipinin belirlenebilmesi i¢in izolata VI, VII, VIII
ve IX antiserumlar: lam iizerinde ayr1 ayr1 uygulandi. Calismamizdaki diger bakteri VII

ve IX antiserumlar1 ile aglitiinasyon olusturdu.
3.2.4.2. H Antijeninin Tamimlanmasi

L. monocytogenes’in 1-4 flagellas1 bulunmaktadir. Bu test ile flagellasi olan hareketli

bakteriler tespit edilmekte ve flagellar antijen tamimlanmaktadir. Hareketin tespiti i¢in

ilk once bakteri % 0.3 agar igeren Brain Heart Infusion Broth’a (Merck, 1.10493)
ekilerek 30°C’de 24 saat inkiibasyona birakildi. Bu islem 3 kez tekrarland1 ve hareketli
bakteriler ¢cogaltildi (sekil 3.9).

Sekil 3.9. Hareketli izolatlarin yukar1 dogru tiremesi (Craigie tiipleri ile yapilan islemin adaptasyonudur)

Yukari dogru iireme goriilen Craigie tiiplerinden 6ze yardim ile alinan koloniler Brain
Heart Infusion agara (Merck 1.13825) ekildi. Yine 30°C’de 24 saat inkiibasyondan
sonra agarda iireyen koloniler bir 6ze yardimi ile siyrilarak esit miktarda fizyolojik tuzlu
su ve % I’'lik formalin igeren soliisyonun iginde siispanse edildi. Steril cam

aglitiinasyon tiiplerine 0.5ml bakteriyal siispansiyondan konuldu ve {izerlerine H
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antiserumlarinin her birinden 2’ser damla (HA, HAB, HC, HD) ilave edildi. Antiserum
koyulmayan tiipler kontrol grubu olarak kullanildi. Her bir tiip, homojenizasyon icin
karistirild: ve 52°C’lik su banyosunda 1 saat bekletildi. Siire sonunda aglitiinasyon

goriilen tiipler pozitif kabul edildi (sekil 3.10).

Sekil 3.10. Agliitinasyon tiiplerinde H antijeni tespiti

3.2.5. Antibiyotik Direnclilik Testi

Calisma sonunda elde edilen L. monocytogenes izolatlarinin antimikrobiyel direnglilik

profilleri CLSI (108)’de belirtilen broth mikrodilusyon test yontemiyle belirlendi.

Calismada: Tetrasiklin, Siprofloksasin, Gentamisin, Ampisilin, Eritromisin,
Trimetoprim, Vankomisin, Kloramfenikol, Nalidiksik asit, Penisilin G ve Sulfonilamid

antibiyotikleri kullanildi.
3.2.5.1. Antibiyotik Stok Soliisyonlarinin Hazirlanmasi

Oncelikle antibiyotiklerin etken madde igerigi ve stok solusyonlarin hazirlanmasi

CLSI’nim (108) standardinda belirttigi formiille hesaplandi.
Etken Madde = Tahlil saflig1 x aktif madde x (1-su igerigi)
Agirlik (mg) = hacim (ml) x konsantrasyon (ug/ml) / Etken Madde (ug/mg)

Hazirlanan stok soliisyonlar1 kullanilana kadar +4°C’de muhafaza edildi (sekil 3.11)
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Sekil 3.11. Antibiyotik stok soliisyonlar1

Bu ¢aligmada kullanilan antibiyotiklere ait stok soliisyonlarinin hazirlanmasi icin hangi
antibiyotikten ne kadar kullanilmasi gerektigi CLSI (108)’de belirtilen yOntem
kullanilarak hesaplanmis ve Tablo 3,1. de belirtilmistir. Kullanilan her bir antibiyotige
iligkin baslangi¢c konsantrasyonlar1 ve kirilma noktalari, ilgili literatiirlere ve CLSI

dokiimanina gore belirlenmistir (Tablo 3.1).



Antibiyotiklerin
kirilma noktalar:

e . Bir gramda .. Baslangi¢ e
Antibiyotikler etken madde (ug/ml) Stok soliisyonu konsantrasyonu Coziici madde Aciklamalar
S I R
Su 1s1t1ld1, son hacmin %10'u
Trimetoprim 980 mg >2 - <4 64 ug/ml 16 pg/ml Su kadar 0,05mol/1 laktik veya
hidroklorik asit eklendi
e e %50 su, %50 NaOH olacak
Nalidiksikasit 980 mg - - >32 128 ug/ml 32 pg/ml Su ve 1mol NaOH sekilde sulandirilds
Siprofloksasin 980 mg >2 | 2-4 <4 16 pg/ml 4 pg/ml Su
Kloramfenikol 980 mg <8 16 >32 128 ug/ml 32 pg/ml %95'lik Etanol
. .. %95'lik Etanol veya .
< - >
Eritromisin 850 mg <05 | 1-4 >8 32 ug/ml 8 pg/ml olasiyal asetikasit Sulandirma su ile yapildi
Su ve 2.5mol/l T7Z hacim sicak su ve en az
Siilfanilamid 990 mg - - >512 | 2048 pg/ml 512 ug/ml 4 VN (’)H miktarda 2,5mol/l NaOH'ta
a eritildi
Tetrasiklin HCI 878 mg <4 8 >16 64 ug/ml 16 pug/ml Su
Penisilin G 935 mg <2 - - 32 pg/ml 8 ug/ml Su
Vankomisin HC1 975 mg <2 | 4-8 | =16 64 ug/ml 16 pug/ml Su
. Sulandirici olarak pH 6,01k
Ampisilin 83mg | <2 | - - 32 pug/ml gugiml | PHBOMKOImOlL =05 oy gocfat tamponu
fosfat tamponu
kullanildi
Gentamisin 832 mg <4 8 >16 64 ug/ml 16 pug/ml Su

(OQZ ‘80[‘90[) Ie[erjou ewjLIy A ISeWos supue[ns UIJQI)HIOK!(]UUV ‘T°€olqel,

<9
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3.2.5.2. Broth Mikrodiliisyon Testi

3.2.5.2.1. Katyonu Ayarlanmis ve %5 Lize At Kam Iceren Mueller Hinton Broth

Hazirlanmasi

Bu islem i¢in %S5 oraninda lize at kani hazirlandi ve Katyonu Ayarlanmis Mueller
Hinton Broth’a (CAMHB Cation Adjusted Muller Hinton Broth, GLB) icine 500ul
ilave edildi. Lize at kan1 iceren (%5) CAMHB’den 96 kuyulu steril U plate’in (Eren
Kimya) biitiin kuyucuklarma 50’ser pl koyuldu.

3.2.5.2.2. Antibiyotiklerin ilave edilmesi

96 kuyulu steril U plate’in (Eren Kimya) 1. ve 8. kuyucuguna, (CAMHB’un {iizerine)
her bir antibiyotigin stok soliisyonundan 50ul koyuldu. Ilk kuyucukta pipetaj
yapildiktan sonra buradan 50ul alinarak 2. kuyucuga aktarildi. Ayni isleme 8. kuyucuga
kadar devam edildi. 7. kuyucukta artan 50ul disar1 atildi. 8. kuyucuk negatif kontrol
kabul edildi.

3.2.5.2.3. Bakteri siispansiyonlarinin hazirlanmasi

Kanl agara ekilen L. monocytogenes izolatlarindan bir koloni alinarak serum fizyolojik
icerisinde siispanse edildi. Bakteri yogunlugu 0,5 Mc Farland (Biosan Den-1, Latvia)
bulanikligina gore ayarlandi. (sekil 3.12).
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Sekil 3.12. 0.5 Mc Farland bulaniklig:

Mc Farland 0,5 bulamkligi 1.0x10® kob/ml bakteri sayisina esit oldugu i¢in bakteriler
diliie edildi. Mc Farland 0,5’e esit bakteri siispansiyonundan 1ml alinarak 9ml CAMHB
ile karistrildi ve 1.0x10’ kob/mI'lik bakteri siispansiyonu elde edildi. Bu
siispansiyondan da Iml alindi ve 9ml CAMHB ile karistirildi ve 1.0x10°kob/ml’lik
bakteri siispansiyonu elde edildi. 96 kuyucuklu steril U plate’de 50ul antibiyotik +
CAMHB bulunmaktaydi. Kuyucuklarm her birinin iizerine 50ul 1.0x10° kob/ml’lik
bakteri siispansiyonundan ilave edildiginde kuyucuklarda 5.0x10° kob/ml yogunlukta
bakteri iceren siispansiyon elde edildi (108). Pozitif kontrol olarak Nigde Universitesi
Bor Meslek Yiiksekokulu Gida Isleme Boliimii’nden temin edilen L. monocytogenes
susu, negatif kontrol olarak da Erciyes Universitesi Gida Hijyeni ve Teknolojisi
Boliimii’nden temin edilen S. aureus susu kullanildi. Mikroplateler 35°C’de 16-20 saat
inkubasyona birakildi (sekil 3.13).
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Sekil 3.13. Inkubasyon sonunda 96 kuyucuklu steril U plate’de bakteri iiremesi

Inkubasyon sonucu olusan iiremeden emin olunabilmesi igin her bir antibiyotik
sulandirmasindan Oxford Listeria Selectiv Agar’a (Merck 1.07004) ekim yapild1 ve
yeniden 35°C’de 16-20 saat inkubasyona birakildi. Inkubasyon sonunda besiyerinde
goriilen tipik L. monocytogenes kolonileri pozitif kabul edilerek her bir antibiyotik i¢in

MIC degerleri belirlendi (Sekil 3.14).

Sekil 3.14. Oxford Listeria Selectiv Agar’da iireme



4. BULGULAR

Bu calismada, Nisan-Haziran 2011 tarihlerini kapsayan siire icerisinde Nigde koy ve
pazarlarindan toplanan ¢ig siitten yapilmis toplam 200 peynir Orneginde L.
monocytogenes varligi arastirildi. izolatlar hlyA gen bolgesi esas alinarak PCR ile

dogrulandi.

Calismada incelen 200 peynir numunesinden 2’sinin (% 1) L. monocytogenes ile
kontamine oldugu belirlendi. Calisma sonucunda 200 peynir numunesinin 17°si (% 8.5)
L. grayi ve 4’ti (% 2) L .ivanovii ile kontamine bulundu. Calismada elde edilen klasik
kiiltir ve biyokimyasal test sonuclar1 Tablo 4.1, Tablo 4.2 ve Sekil 4.1° de

Ozetlenmistir.



4.1. Klasik Kiiltiir ve Biyokimyasal Test sonuclar

Tablo 4.1. Klasik Kiiltiir ve Biyokimyasal Test sonuglari
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Microbact Hemoliz Gram Katalaz Oksidaz
boyama
Tulum 17 L. grayi - + + -
Beyaz P. 45 L. ivanovii + + + -
Beyaz P. 79 L. grayi - + + N
Beyaz P. 86 L. grayi - + + _
Beyaz P. 42 L. grayi - + + _
Beyaz P. 16 L. grayi - + + N
Beyaz P. 30 L. ivanovii + + + -
Beyaz P. 81 L. grayi - + + N
Tulum 20 L. grayi - + + _
Beyaz P. 99 L. grayi + + + -
Tulum 90 (2) L. ivanovii +L. + + + -
monocytogenes

Tulum 13 L. grayi - + + _
Beyaz P. 85 L. monocytogenes + + + -
Beyaz P. 100 L. grayi - + + N
Beyaz P. 6 L. grayi - + + _
Tulum 14 L. grayi + + + -
Tulum 35 L. grayi - + + _
Beyaz P. 10 L. ivanovii - + + _
Beyaz P. 41 L. grayi - + + _
Beyaz P. 49 L. grayi - + + _
Beyaz P. 97 L. grayi - + + _
Tulum 96 L. grayi - + + _
Tablo 4.2. Peynir Orneklerinde Listeria spp. Dagilimi

L. monocytogenes L. grayi L. ivanovii
Beyaz Peynir 1/100 (% 1) 11/100 (% 11) 4/100 (% 4)
Tulum Peyniri 1/100 (% 1) 6/100 (% 6) -
Toplam 2/200 (% 1) 17/200 (% 8.5) 4/200 (% 2)
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M L. monocytogenes M L. grayi WL.ivanovii

11%

beyaz
Y tulum

eynir
pey peyniri toplam

Sekil 4.1. Peynir Orneklerinde Listeria spp. dagilimi

4.2. PCR sonuglar

Microbact sonuglarinda Listeria tiirlerine ait oldugu kesinlesen 23 izolatin DNA’s1
ekstrakte edildi ve L. monocytogenes’e spesifik hlyA geni arandi. Yirmi ii¢ izolatin 2’si
(% 8.69) PCR’da L. monocytogenes agisindan pozitif sonu¢ verdi. Buna gore calismada
kullanilan toplam 200 adet peynir Orneginin 2’si (% 1) (1/100 beyaz peynir, 1/100

tulum peyniri) L. monocytogenes olarak tespit edildi (Sekil 4.2).
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Sekil 4.2. L. monocytogenes’e spesifik hlyA geninin 840bp’lik bantin goriintiisii
M: Marker, 1: Pozitif Kontrol-1 (L. monocytogenes ATCC 7644, hlyA geni icin), 2: Negatif Kontrol

(Steril Distile Su), 3:Pozitif Kontrol-2 (Nigde Universitesi Bor Meslek Yiiksekokulu Gida Isleme
Boliimii’nden temin edilen L. monocytogenes saha susu), 4: hlyA geni iceren Beyaz peynir izolati, 5: hlyA

geni iceren Tulum peyniri izolat1

4.3. Serotiplendirme Sonuclari

Calismada PCR ile L. monoctogenes oldugu dogrulanan 2 peynir izolatina yapilan
serotiplendirme sonuglarina gore izolatlardan 1‘inin serotip 4a digerinin ise serotip 1/2a

oldugu belirlendi.

Denka Seiken serotip testi sonucunda, tulum peyniri izolati, /Il ve V/VI
antiserumlarindan V/VI ile pozitif reaksiyon verdi. Bu durum, 4a, 4b, 4c, 4d ve 4e’den
birine ait oldugunu ortaya koydu. Daha sonra VI, VII, VIII ve IX antiserumlari
uygulandi. Bakteri, VII ve IX ile pozitif reaksiyon verdi. Ayrica H antijeni icin
uygulanan antiserumlardan HA, HAB ve HC ile pozitif reaksiyon verirken HD ile
negatif reaksiyon verdi. Bu sonuglar, ticari antiserumun kullanma kilavuzundaki listeye

gore degerlendirilerek tulum peyniri izolatinin serotip 4a oldugu tespit edildi.
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Beyaz peynir izolati, I/II ve V/VI antiserumlarindan I/II ile pozitif reaksiyon verdi. Bu
sonug, 1/2a, 1/2b veya 1/2c serotiplerinden birine dahil oldugunu ortaya koydu. Daha
sonra izolata I ve IV antiserumlar1 uygulandi ve izolat I ile pozitif reaksiyon verdi. H
antijeni i¢in uygulanan antiserumlardan HA ve HAB ile pozitif reaksiyon verirken HC
ve HD ile negatif reaksiyon verdi. Denka Seiken ticari antiserumun kullanma
kilavuzundaki listeden takip edilerek beyaz peynirden elde edilen izolatin 1/2a

serotipine ait oldugu tespit edildi.

Calismada pozitif kontrol olarak kullanilan ve Nigde Universitesi Bor Meslek Yiiksek
Okulu Gida Isleme Boliimii’nden temin edilen saha susu I/II ve V/VI antiserumlarindan
I/IT ile pozitif reaksiyon verdi. Bu sonug¢ 1/2a, 1/2b veya 1/2c serotiplerinden birine
dahil oldugunu ortaya koydu. Daha sonra izolata I ve IV antiserumlar1 uygulanarak I ile
pozitif reaksiyon verdigi gozlemlendi. H antijeni i¢cin uygulanan antiserumlardan HAB
ve HD ile pozitif reaksiyon verirken HA ve HC ile negatif reaksiyon verdi. Denka
Seiken ticari antiserumun kullanma kilavuzundaki listeden takip edilerek pozitif

kontroliin serotip 1/2c oldugu tespit edildi (Tablo 4.3).

Tablo 4.3. L. monocytogenes izolatlarmin serotip dagilimi (Denka Seiken ticari antiserumlart ile
agliitinasyon sonugclar1)

O Antijeni H Antijeni
/11 V/VI
Serotip HA | HAB | AC | HD

I v VI VII VIII IX
Tulum 4a
peyniri - - - + - + + + + -
izolat1
Beyaz 1/2a
peynir + - - - - - + + - -
izolat1
Pozitif 1/2¢
Kontrol + _ _ _ _ _ _ + _ +

4.4. Broth Mikrodiliisyon Testi Sonuclan

Peynirlerden elde edilen izolatlarim antibiyotik direnglilik profillerini belirlemek icin
broth mikrodiliisyon yontemi kullanildi. Calisma kapsaminda beyaz peynirden elde
edilen L. monocytogenes izolat1 ile tulum peynirinden elde edilen izolatin nalidiksik
asite direncli, kullanilan diger antimikrobiyellere ise duyarli oldugu tespit edildi. S6z
konusu antibiyotiklerin bu izolatlar icin belirlenen MIC degerleri ve direng profilleri

tabloda gosterilmektedir (Tablo 4.4).
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Tablo 4.4. Tulum ve beyaz peynirlerden elde edilen L. monocytogenes izolatlarinin kirilma noktalari,
MIC degerleri ve antimikrobiyel direng profilleri

Antibiyotiklerin Tulum peyniri Beyaz peynir izolati Negatif kontrol

Kirilma Noktalar1 izolat S.aureus ATCC
Antibiyotikler (ug/ml) 25923

S I R MIC Direng MIC Direng MIC Direng

degeri durumu degeri durumu degeri durumu
(ng/ml) (pg/mb) (ug/ml)
Siprofloksasin® <2 2-4 >4 lug/ml S 1pg/ml S lpg/ml S
Tetrasiklin® <4 8 | >16 | 2ugml S lug/ml S <0,25pg/ S
ml
Penisilin G° <2 - - 0,5pg/ml S 0,5ug/ml S 0,25ug/ml R¢
Vankomisin® <2 | 4-8 | =16 1pg/ml S 0,25ug/ml S lpg/ml S
Ampisilin® <2 - - 0,125ug/ 0,25ug/ml 0,25ug/ml S
ml
Nalidiksik asit" - - >32 | >32ug/ml R >32ug/ml R >32ug/ml R
Kloramfenikol” | <8 16 >32 4ug/ml S 4ug/ml S 16pg/ml 1
Siilfonilamid" - - >512 | 64pg/ml S 64ug/ml S 128ug/ml S
Trimetoprim® <2 - >4 | <0,5pg/ml S 0,5ug/ml S >32ug/ml R
Eritromisin® <05 | 14 >8 | 0,25ug/ml S 0,125ug/ S 0,25ug/ml S
ml

Gentamisin® <4 8 >16 | 0,5ug/ml S lpg/ml S 2ug/ml S

*Bolivar et al. (250) tarafindan bildirilmistir.
" CLSI tarafindan streptokoklar haricindeki mikroorganizmalar icin belirlennistir
¢ CLSI tarafindan Listeria spp. i¢in belirlenmisgtir

4 CLSI tarafindan S. aureus igin belirlenmistir.

¢ CLSI tarafindan Staphylococcus spp. i¢in belirlenmisgtir
thang et al. (206) tarafindan bildirilmistir.

€ CLSI tarafindan belirlenmistir.

S: Duyarl (Sensitive)

I: Orta derecede duyarli (Intermediate)
R: Direngli (Resistance)




5. TARTISMA VE SONUC

Ulkemizde ve diinyada L. monocytogenes’in peynirlerdeki prevelans ile ilgili bircok
arastirma yapilmistir. Bu calismada 200 beyaz peynir ve tulum peyniri 6rneginde L.
monocytogenes prevelanst % 1 olarak belirlenmistir. Bu rakam diinyada yapilan bazi
caligmalarda belirlenen prevelans diizeyinden cok diisiiktiir. Yiiksek diizeyde
kontaminasyon rapor edilen calismalardan bazilarinda L. monocytogenes prevelanst;
Portekiz’de geleneksel yontemlerle iiretilmis yumusak peynirlerde % 46 (222), iran’da
geleneksel yontemlerle iiretilmis peynir 6rneklerinde % 15 olarak bildirilmistir (209).
Bu caligmalara benzer olarak, Filiousis et al. (136) da 10 yumusak peynir 6rneginin
4’tinden (% 40) Makino et al. (155) ise 19 peynir Orneginin 15’inden (% 78.9) L.
monocytogenes izole ettiklerini bildirmiglerdir. Liibnan’da geleneksel olarak iiretilen
farkli peynir cesitlerinde L. monocytogenes prevelanst % 26.67, % 13.89 ve % 7.23
olarak bulunmustur (109). Brezilya’da da peynirlerde etkenin prevelans: % 6.7 olarak
belirtilirken bu rakamin sadece nem orani yiiksek peynirler icin gecerli oldugu

vurgulanmustir (224).

Bu calismada elde edilen sonuglara benzer sekilde italya’da Gorgonzola peyniri (kiiflii
ve yumusak bir peynir tiirli) iizerine yapilan bir calismada L. monocytogenes
kontaminasyonu % 2,1 olarak belirlenmistir (223). Yine Cetinkaya ve ark. (238) 51
Savak peyniri 6rneginin 1’inden L. monocytogenes izole ettiklerini bildirmislerdir. Jajali

et al. (190) tarafindan iran’da yapilan bir calismada 23 peynir 6rneginden, Atil ve ark.
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(4) tarafindan yiiriitiilen bir caliymada evde iiretilmis 28 peynir 6rneginden ve Aydin’da
Biiyiikyoriik ve Goksoy (239) tarafindan analiz edilen 58 kOy peyniri 6rneginden hig L.

monocytogenes izole edilemedigi rapor edilmistir.

Bu calismada incelenen beyaz peynirlerde L. monocytogenes kontaminasyon orant %1
olarak belirlenirken ¢ig siitten yapilmis peynirlerde L. monocytogenes varh@mni
belirlemek amaciyla tilkemizde yapilan diger bazi1 ¢calismalarda bu ¢alisma bulgular ile
kiyaslandiginda yiiksek kontaminasyon oranlari; Nigde’de % 6 (240) Kayseri’de % 17.2
(8) Bolu’da % 9.2 (225), Afyonkarahisar’da % 6 (228), Trakya, Dogu Anadolu ve
Giineydogu Anadolu’da % 4 (213), Van’da % 3.93 (210) ve Kars’da % 3.75 (227)

olarak bildirilmistir.

Calisma kapsaminda incelen peynirlerde L. monocytogenes kontaminasyon oraninin
diger bircok calisma sonuclarma gore diisiik bulunmasi ornekleme yapilan aylardan
kaynaklanabilir. Peynir ornekleri Nigde ili kdy ve yaylalarinda havyan yetistiriciligi
yapan ve kendi tiiketimleri i¢in peynir yapan ailelerden, Nisan- Haziran aylarinda
toplanmistir. Orneklerin toplandig: tarih araligi hayvanlarin meraya ciktigi ve silaj ile
beslenmedigi aylardir. Beyaz peynir gibi tarimsal c¢evrelerde iiretilen gidalara L.
monocytogenes bulagsmasinda, hayvan digkilarinda ve toprakta bulunan etken sayisinin
etkili oldugu, silajla beslenen ruminantlarin digski ve c¢evrelerinde L. monocytogenes
prevelansinin  belirgin sekilde yiiksek c¢iktig1r bildirilmektedir (159,208). Ayrica
calismamiz i¢in toplanan beyaz peynir ornekleri kiiciik ¢iftliklerde yasayan ailelerin
kendi tiiketimleri i¢in {irettikleri peynirler oldugu igin iiretim esnasinda hijyen

kurallarina uyuldugu diistiniilmektedir.

Ulkemizde oldukca yaygin bir sekilde ve sevilerek tiiketilen tulum peynirlerindeki L.
monocytogenes kontaminasyon diizeylerini ayri olarak ele almak gerekirse, bu calisma
sonucunda elde edilen %1°lik kontaminasyon oranindan oldukga yiiksek degerler dikkat
cekmektedir. Ornegin Giiner ve Telli’nin (241) calismalarinda Urfa tulum peyniri
orneklerinde L. monocytogenes prevelansi; % 13.3 olarak, Kum ve ark, (8) tarafindan
yapilan bagka bir caligmada ise % 22.7 olarak bildirilmistir. Buna karsin Cetinkaya ve
ark. (238) calismalarinda 52 tulum peyniri 0rneginin hicbirinden L. monocytogenes

izole edemediklerini belirtmislerdir.
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Tulum peyniri iilkemizin hemen her bolgesinde kuru ya da salamurali cesitleriyle ¢ig
siitten iiretildikten sonra oglak ya da kuzu tulumu, plastik bidon, teneke, fi¢c1 ve ¢omlek
gibi ambalajlar icine hava almayacak sekilde bastirilarak 7°C’den diisiik sicaklilarda 3-
9 ay olgunlastirilan bir peynir tiiriidiir (242). Nigde’de tulum peyniri, oglak tulumu ya
da c¢omlege basilarak soguk hava depolarinda, serin kuyularda ve toprak altinda
olgunlastirilmaktadir. Calismamiz i¢in toplanan tulum peyniri 6rnekleri, 2010 yilinda
tretilen ve 2011 yilinda satisa sunulan yaklasik 6- 9 ay olgunlastirilmis peynirlerdir.
Cesitli ¢alismalarda olgunlagma siiresi boyunca tulum peynirinin florasma laktik asit
bakterilerinin hakim oldugu rapor edilmektedir (243,244,245). Peynirlerde L.
monocytogenes’in canli kalabilme siiresinin; peynire starter kiiltiir eklenip eklenmedigi,
peynirin tuz orant ve peynirdeki baslangi¢c kontaminasyon diizeyine bagh oldugu,
bakterinin 4°C’de 3- 4 aylik muhafazaya dayanabildigi belirtilmektedir
(218,219,220,221). Bu verilere bagh olarak calismamiz i¢in toplanan tulum
peynirlerinin yeterince olgunlasmis oldugu ve L. monocytogenes’in ortamdaki dogal
floraya ait laktik asit bakterileri ve bunlarin metabolizma {iiriinleri ve bakteriyosinleri

tarafindan inhibe edilmis olabilecegi diisiiniilmektedir.

Bu c¢alismada beyaz peynirden elde edilen L. monocytogenes izolatinin 1/2a serotipinde
oldugu belirlenmistir. Bu konuda yapilan cesitli calismalarda: O’Connor et al. (246),
bizim calismamizla uyumlu olarak, inceledikleri peynir Orneklerinden elde ettikleri
toplam 4 L. monocytogenes izolatinin hepsinin serotip 1/2a oldugunu belirtmislerdir
(246). Benzer sekilde Abrahao et al. (224) da peynir orneklerinden elde ettikleri 6 L.

monocytogenes izolatinin serotipini 1/2a olarak bildirmislerdir.

Korsak et al. (131) caligmalarinda siit iiriinlerinden elde ettikleri 13 L. monocytogenes
izolatin1 multiplex PCR yontemi ile serotiplendirdiklerini ve izolatlarin hepsinin (%
100) bizim c¢ahsmamizla paralel sekilde serogrup I'e ait oldugu dolayisiyla
serotiplerinin 1/2a ya da 3a oldugu belirtmislerdir. Benzer sekilde Acciari et al. (247)
peynir Orneklerinden elde ettikleri 47 L. monocytogenes izolatmin % 76.6’sinin 1/2a
serotipinde oldugunu bildirmislerdir. Buna karsin, Pintado et al. (222) cig siitten
yapilmis yumusak peynirlerden elde edilen L. monocytogenes izolatlarinmm 24’{inii
serotiplendirdiklerini ve izolatlarm 20’sinin 4b, 3’liniin 1/2b ve 1’inin 1/2a serotipinde
oldugunu rapor etmislerdir. Aurelia et al. (104) ¢alismalarinda, 148 L. monocytogenes

izolatindan 36’sinm siit ve yumusak peynirden elde edildigi ve Denka Seiken Listeria
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Antiserum ile serotiplendirildigi belirtmigler, arastirma sonucunda 36 izolatin %
19,4’tiniin 1/2a, % 52,8’inin 1/2b, % 5,5’inin 1/2c, % 2,8’inin 3a, % 19,4 liniin 4b-4e

serotipinde oldugunu bildirmislerdir.

Ochiai et al. (248) peynirden elde ettikleri 4 L. monocytogenes izolatinin serotipini 4b,
cig siitten elde ettikleri 6 izolatin serotipini 1/2a olarak belirlediklerini rapor etmislerdir.
Diimen ve ark. (212) 700 siit ve siit liriinlerinden elde ettikleri 20 L. monocytogenes

izolatinin hepsinin 4d serotipinde oldugunu belirtmektedirler.

Siit ve siit diriinlerinden ve diger gidalardan elde edilen L. monocytogenes izolatlarinin
serotiplendirildigi c¢alismalarda serotip 1/2a’min prevelansinin  yiiksek oldugu
bildirilmektedir (104,131,173,224,246,247). Serotip 1/2a’nmin gidalardaki yiiksek
prevelansi, bakteriyosinlere diger serotiplerden daha direngli olmasi1 ve serotip 1/2a
izolatlarinin cevredeki toksik metallere ve bilesiklere kars1i diren¢ gostermelerini
saglayan plazmidleri diger serotiplerden daha fazla sayida tasimasi ile a¢iklanmaktadir
(23). Diinyada 1990- 1999 yillar1 arasindaki listeriozis salginlarinda sorumlu serotip
genellikle 4b olarak bildirilmis (149,150,151,156) serotip 1/2a ve 1/2b izolatlarinin
genellikle gastroenteritisle seyreden vakalardan izole edildigi belirtilmistir (154,155).
Ancak son yillardaki listeriozis salginlarinda, serotip 4b prevelansmin azaldigi buna
karsin 1/2a ve 1/2b serotiplerinin daha fazla izole edildigi rapor edilmektedir. Ozellikle
serotip 1/2a’nm gittikce artan diizeyde ve daha fazla vakadan sorumlu tutulmasina
dikkat cekilmektedir (152,153,184,186,201,249). Son yillarda bildirilen ve sorumlu
serotip olarak 1/2a’nin izole edildigi ©Onemli listeriozis salginlar1 Tablo 5.1°de

gosterilmektedir.

Tablo 5.1. Serotip 1/2a’nin izole edildigi onemli listeriozis salginlari

Ulke Yil Salgina neden olan | Etkilenen | Oliim | Serotip Literatiir
gida kisi sayisi
ABD 2000 | Tiiketime Hazir
Hindi Eti 54 7 1/2a 184
Kanada 2008 | Tiiketime Hazir Et 57 23 1/2a 186, 249
Isvec, Almanya, 2009-
Avusturya, Cek 2010 | Cokelek Peyniri 34 8 1/2a 153
Cumbhuriyeti
ABD 2011 | Kavun 147 33 1/2a- 1/2b 201
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Zhang et al. (106) tiiketime hazir et, ¢ig tavuk eti, organik cig tavuk eti, yesil sebze ve
organik yesil sebzeden elde ettikleri toplam 167 L. monocytogenes izolatinin
serotiplerini multiplex PCR yontemi ile belirlemislerdir. izolatlarin 68’inin 1/2b (ya da
3b), 53’iiniin 4b (ya da 4d ya da 4e), 43’iiniin 1/2a (ya da 3a), 2’sinin 1/2c (ya da 3c),
I’inin ise 4a (ya da 4c) serogrubunda oldugunu belirtmislerdir. 1/2c (ya da 3c) ve 4a (ya
da 4c) serotipindeki izolatlarin organik yetistirilmis tavuk etinden ve taze sebzeden elde
edildigini rapor etmislerdir. Zhang et al. (106) tarafindan bildirilenin disinda, gidalardan
4a serotipinde L. monocytogenes izolat1 bildirilmemektedir. Bizim ¢alismamizda elde
edilen tulum peyniri izolatinin serotipi de 4a olarak belirlenmistir. L. monocytogenes 4a
serotipi, genellikle hayvansal ¢evrelerden izole edilmekte ve patojenitesi siipheli olarak
kabul edilmektedir (32,33). 4a serotipinde, normalde L. monocytogenes’de 25 adet olan
0zel yiizey proteinlerinden (internalin A ve B hari¢) 13 tanesi eksiktir (161). Siklikla
hayvansal cevrelerden izole edilen 4a serotipinin, calismamizda tulum peyniri izolatinda
tespit edilmesinin, cevresel ya da tulum peynirinin basildig1 oglak tulumu vasitasiyla
gerceklesen kontaminasyona igaret ettigi diisiiniilmektedir. Calismamizda beyaz peynir
ve tulum peynirinden elde edilen izolatlara uygulanan antimikrobiyel direnclilik testi
sonucunda izolatlarin nalidiksik asite direncli; siprofloksasin, tetrasiklin, penisilinG,
vankomisin, ampisilin, kloramfenikol, siilfonilamid, eritromisin, gentamisin ve
trimetoprime duyarli olduklar1 belirlenmistir. Bu c¢alismada kullanilan her bir
antibiyotige ait kirilma noktalar1 ilgili literatiir bilgileri ile birlikte Tablo 4.4’de yer

almaktadir.

Bu caligma sonucunda peynirlerden elde edilen L. monocytogenes izolatlarinin kinolon
grubu antibiyotiklerden nalidiksik asite diren¢li oldugu bulunmustur. Bu sonuca paralel
olarak Rahimi et al. (209), Zhang et al. (106) ve Yiicel ve ark. (189) da ¢alismalarinda
L. monocytogenes izolatlarmin nalidiksik aside direncli oldugunu bildirilmislerdir.
Calismamizda kullanilan izolatlarin nalidiksik asit icin MIC degeri >32ug/ml olarak
tespit edilmistir. Benzer sekilde mikrodiliisyon yontemini kullanan Zhang et al. (106) da
cesitli gidalardan elde ettikleri L. monocytogenes izolatlarinin nalidiksik asit icin MIC

degerini >32ug/ml olarak belirlemislerdir.

Bu calismada orneklerden elde edilen her iki izolatin da siprofloksasin i¢in MIC degeri
lug/ml olarak tespit edilmistir. Benzer sekilde Ruiz-Bolivar et al. (250) tarafindan
yapilan caligmada siprofloksasin icin MIC araligi 0,12- 2ug/ml, Vela et al. (34)
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tarafindan yapilan calismada 1- 4 pg/ml, Aarestrup et al. (251) tarafindan yapilan
calismada 0,25- 4 pg/ml ve Korsak et al. (131) tarafindan yapilan ¢alismada ise 1pg/ml
olarak belirlenmistir. Calismamizda kullanilan izolatlarin siprofloksasine duyarli oldugu
ve belirlenen MIC degerinin yapilan diger ¢alismalarla benzer oldugu goriilmektedir.
Ote yandan L. monocytogenes izolatlarinmn siprofloksasine direngli bulundugu cesitli

caligmalar da mevcuttur (102,103,106,131,209,246).

Bu calismada elde edilen izolatlarin tetrasikline duyarli oldugu belirlenmistir. Yapilan
cesitli arastirmalarda L. monocytogenes izolatlarinin tetrasiklin direncinin yayginlastigi
bildirilmektedir (34,102,103,106,136,162,168,209,212,181,246,252). Calismamizdaki
beyaz peynir izolatinin tetrasiklin i¢in MIC degeri 1 pg/ml, tulum peyniri izolatinin
MIC degeri 2 pg/ml olarak belirlenmistir. Tetrasiklin i¢in MIC degerinin belirlendigi
caligmalarda soz konusu deger: 0.25- 1 pg/ml (136,253) , 0.1- 8 pug/ml (34,104,250),
0.5- 1 pg/ml (9,105,131), 0.5- 2 pg/ml (251) olarak belirlenmistir. Bu c¢alismalarda,
izolatlarin tetrasiklin icin saptanan MIC degerleri bizim calismamizla uyumludur. Buna
karsin David et al. (168) tarafindan yiiriitiilen bir calismada bu deger 4- 16 pug/ml olarak
bildirilmektedir ki bu deger bizim ¢alisma sonuclarimizla kiyaslandiginda oldukca

yiiksektir.

Bu calisma kapsaminda incelenen her iki izolatin da penisilin G’ye duyarl oldugu tespit
edilmis ve penisilin G i¢cin MIC degerleri 0.5 pug/ml olarak belirlenmistir. Bizim
caligmamiza benzer sekilde pensilin G’nin MIC degeri Wiggins et al. (253) tarafindan
0.125- 0.5 pg/ml, Aarestrup et al. (251) tarafindan 0.25- 1 pg/ml, Filiousis et al.(136)
tarafindan 0.12- 2 pg/ml, Navratilova et al. (9) tarafindan 0.06- 2 pg/ml olarak
bildirilmistir. Ancak MIC degerinin 4 pug/ml’ye ulastig1 ¢calismalar da mevcuttur. Bu
caligmalarda MIC degeri, Zhang et al. (106) tarafindan 4 pg/ml, Vela et al. (34)
tarafindan 0.06- 4 pg/ml, Ruiz- Bolivar et al. (250) tarafindan 1- 4 pug/ml olarak rapor
edilmistir. Diinyada ve iilkemizde penisilin G’ye direncli L. monocytogenes izolatlarinin

bildirildigi ¢alismalar mevcuttur (102,109,162,174,198,181,209,246,252).

Bu ¢alismada incelenen her iki izolatin da vankomisine duyarl oldugu tespit edilmis ve
tulum peyniri izolatinin vankomisin i¢in MIC degeri 1 pg/ml, beyaz peynir izolat i¢in
bu deger 0.25 pug/ml olarak belirlenmistir. Benzer sekilde duyarl izolatlarda vankomisin
icin MIC degerini; 0.25- 1 ug/ml (9), 1- 2 pg/ml (104), 0.12- 1 pg/ml (34), 0.5 pg/ml
(136) , 0.5- 2 pg/ml (131), 1- 2 pg/ml (105) olarak bildiren ¢calismalar da mevcuttur.
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Bununla birlikte diinyada ve iilkemizde vankomisine direncli L. monocytogenes

izolatlarinin bildirildigi calismalar da bulunmaktadir (102,109,250,252).

Bu calismada incelenen her iki izolatin da ampisiline duyarli oldugu tespit edilmis ve
tulum peyniri izolatinin ampisilin icin MIC degeri 0.125 ug/ml, beyaz peynir izolatinin
MIC degeri ise 0.25 pug/ml olarak belirlenmistir. Bu bulgulara paralel olarak yapilan
ilgili caligmalarda duyarl izolatlarda ampisilin i¢cin MIC degeri, Wiggins et al. (253)
tarafindan 0.125- 1 pg/ml, Navratilova et al. (9) tarafindan 0.5- 1 pg/ml, Korsak et al.
(131) tarafindan 0.125- 1 pg/ml, Marco et al. (105) tarafindan 1.12- 1 pg/ml olarak
bildirilmistir. Ampisiline direngli L. monocytogenes izolatlarmin bildirildigi cesitli

caligmalar da mevcuttur (102,109,250,252).

Bu calisma kapsaminda elde edilen izolatlarin kloramfenikole duyarli oldugu tespit
edilmis ve her iki izolatin da kloramfenikol i¢in MIC degeri 4 ug/ml, olarak
belirlenmistir. Ayn1 sekilde, duyarli izolatlarda ampisilin i¢in MIC degeri, Wiggins et
al. (253), Aurelia et al. (104) ve Ruiz- Bolivar et al. (250) tarafindan 4- 8 pg/ml, David
and Odeyemi (168) ve Vela et al. (34) tarafindan 8- 16 pg/ml, Aarestrup et al. (251) ve
Filiousis et al. (136) tarafindan 2- 8 ug/ml ve Marco et al. (105) ve Korsak et al. (131)
tarafindan 4- 16 ug/ml olarak belirlenmistir. Kloramfenikole direncgli L. monocytogenes

izolatlarinin bildirildigi cesitli caligmalar da bulunmaktadir (102,109,174,209,181,252).

Bu calismada incelenen izolatlarin siifonilamid i¢in MIC degeri 64 pg/ml olarak
belirlenmis ve Zhang et al. (106) temel alinarak izolatlarin siifonilamid ve trimetoprime
duyarli olduklar1 tespit edilmistir. Trimetoprim acisindan her iki izolat i¢in belirlenen
MIC degeri 0.5 pg/ml’dir. Benzer sekilde, duyarh izolatlarda trimetoprim icin MIC
degeri, Vela et al. (34) tarafindan 0.12- 1 pg/ml, Aarestrup et al. (251) tarafindan 1- 2
ug/ml, Korsak et al. (131) tarafindan 0.02- 0.25 pug/ml olarak belirlenmistir. TMP-
SMX’e direngli L. monocytogenes izolatlarmin bildirildigi cesitli caligmalar da

mevcuttur (102,103,109,162,189,246).

Bu calismada elde edilen izolatlarin eritromisine duyarli oldugu tespit edilmis ve tulum
peyniri izolatinin eritromisin i¢in MIC degeri 0.25 pg/ml, beyaz peynir izolatmin ise bu
antibiyotik i¢cin MIC degeri 0.125 pg/ml olarak belirlenmistir. Buna paralel olarak
duyarl izolatlarda eritromisin icin MIC degeri, Korsak et al. (131) tarafindan 0.02- 0.5
pug/ml, Marco et al. (105) tarafindan 0.06- 0.25 pg/ml, Ruiz-Bolivar et al. (250)
tarafindan 0.25- 1 pg/ml, Aurelia et al. (104) ve Wiggins et al. (253) tarafindan 0.125-
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0.25 pg/ml, Aarestrup et al. (251) tarafindan 0.125- 0.5 pg/ml, Filiousis et al.(136)
tarafindan 0.12 ug/ml, Vela et al. (34) tarafindan 0.12- 4 ug/ml ve Navratilova et al. (9)
tarafindan 0.25- 0.5 pg/ml olarak belirlenmistir. Eritromisine direngli L. monocytogenes

izolatlarinin bildirildigi ¢esitli calismalar da mevcuttur (102,109,168,209,250,252).

Bu ¢alisma cercevesinde incelenen izolatlarin gentamisine duyarl oldugu tespit edilmis
ve tulum peyniri izolatinin gentamisin i¢cin MIC degeri 0.5 pg/ml, beyaz peynir
izolatinin eritromisin i¢in MIC degeri 1 pg/ml olarak belirlenmistir. Benzer sekilde,
duyarli izolatlarda gentamisin icin MIC degeri, Navratilova et al. (9) tarafindan 0.25- 1
ug/ml, Aurelia et al. (104) tarafindan 0.125- 0.25 pug/ml, Vela et al. (34) tarafindan
0.03- 1 pg/ml, Filiousis et al.(136) tarafindan 1 pg/ml, Wiggins et al. (253) tarafindan
2- 4 pg/ml, Marco et al. (105) tarafindan 0.25- 0.5 pug/ml ve Korsak et al. (131)
tarafindan 0.025- 2 pg/ml olarak belirlenmistir. Gentamisine direncgli L. monocytogenes
izolatlarinin bildirildigi ¢esitli calismalar da bulunmaktadir (102,109,168,209,246,250,
252).

Bu arastirmada antimikrobiyel duyarliliklari incelen her iki izolatin da, calismada
kullanilan antibiyotiklerden sadece nalidiksik asite direngli oldugu belirlenmistir.
Nalidiksik asit, L. monocytogenes izolatlarinin dogal diren¢ gosterdigi antibiyotiklerden
biridir. Bakteriler antibiyotiklere karsi mutasyon ya da aktarim yoluyla direng
kazanmaktadirlar (15,117). L. monocytogenes antibiyotik direncini mobilize plazmid ve
konjugatif transpozon olarak iki farkli aktarim yoluyla kazanmaktadir (118). L.
monocytogenes izolatlar1 arasinda kazanilmis direng oraninin % 2’den az oldugu
bildirilmektedir (120,121). Calismamizda kullanilan antibiyotiklere karsi direnclilik
tespit edilememesinin nedeninin incelenen izolat sayismin diisiikliigii oldugu

diistiniilmektedir.

Listeria monocytogenes siitte ¢ok az miktarlarda bulunsa dahi peynirin olgunlagmasi
asamasinda veya uygun olmayan muhafaza ve pazarlama kosullarinda iireyerek son
tiriinde saglik riski olusturabilecek diizeylere ulasabilmektedir (254). Bu calismada
incelenen peynir cesitlerinde L. monocytogenes kontaminasyonu her ne kadar diisiik
diizeyde bulunmus olsa da ev tipi peynirlerin ¢ig siitten iiretilerek satisa sunulmasi L.
monocytogenes agisindan risk teskil eden bir durumdur. Bireysel olarak siit inegi
yetistiriciligi yapan koyliiler tarafindan ev ortaminda geleneksel yontemlerle yapilarak

satisa sunulan bu peynirler i¢in, sabit birer pH, tuz, a,, ve kuru madde degerlerinden
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bahsetmek miimkiin olamamaktadir. S6z konusu peynirler ¢ig siitten, herhangi bir
starter kiiltiir kullanilmadan, peynir mayasi ve kendi mikrobiyel floralariyla iiretildikleri
icin son derece lezzetli olmakla birlikte iiretim depolama ve pazarlama asamasinda
etkenin iiremesini kontrol altina alabilecek herhangi bir engel bulunmamaktadir.
Dolayisiyla bu asamalarda etkenin canli kalabilme ve hatta tireyebilme potansiyeli halk
saghgi acisindan Oonemli bir risk olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Bu ¢alismada beyaz
peynirden elde edilen izolatin, son yillarda Avrupa ve ABD’de yiiksek Oliim oranma
sahip listeriozis vakalarindan izole edilen 1/2a serotipinde olmasi da s6z konusu halk

saghgi riskine isaret etmektedir.

Insan ve hayvanlarin gastrointestinal sistemi, Listeria tiirlerinin 6zellikle Enterococcus
ve Streptococcus tiirleri basta olmak iizere diger biitiin Gram pozitif bakterilerden
konjugatif plazmid ve transpozonlar yardimiyla direnclilik genlerini kazanmalar1 icin
oldukca uygun ortamlardir. Dolayisiyla L. monocytogenes’in diger Gram pozitif
bakterilere etkili olan biitiin antibiyotiklere karsi duyarli oldugu kanisi artik kabul
edilmemektedir. Farkli gidalardan elde edilen L. monocytogenes izolatlarmin listeriozis
tedavisinde uygulanan standart antibiyotiklere karsi gostermis oldugu direnglilik bu
kaniy1 dogrulamaktadir. Bu baglamda bu calismada elde edilen izolatlar her ne kadar
sadece nalidiksik asite kars1 direng¢li bulunmus olsa da cesitli gidalardan elde edilen L.
monocytogenes  izolatlarma iliskin  antimikrobiyel direnclilik  calismalarinin

stirdiiriilmesi halk saglig1 agisindan 6nem arz etmektedir.

Is1 isleminin etkin bir sekilde uygulanmasi, isletme bazinda kontrollii kosullar altinda
tiretilip olgunlastirilmasi, pastorizasyondan sonraki kontaminasyonlarin engellenmesi ve
gerekli denetim mekanizmalarmin etkin bir sekilde uygulanmasi, peynirlerden
kaynaklanan listeriozis olgularinin 6nlenmesinde etkili olacaktir. Her ne kadar soz
konusu etken buzdolabi sicakliklarinda iireme yetenegini siirdiirse de soguk zincir
altinda muhafaza edilerek satisa sunulmasi ve en onemlisi de halk pazarlarinda acik
olarak satisa sunulan bu peynirlerin denetim altina alinmasi etkenin halk saghigi
acisindan olusturdugu risklerin Onlenmesi acisindan kritik ©neme sahiptir. Bu
peynirlerin yapiminda pastorize siit kullanilmasi, ¢ig siitten yapilan peynirlerin 1s1 islemi
gormeden tiiketilmemesi, peynirlerin iiretim asamalarinda hijyen kurallarina uyulmasi
bunun yaninda oldukg¢a begenilerek tiiketilen bu peynir tiplerinin hijyenik bir sekilde

tretilebilmeleri i¢cin ilgili otoriteler tarafindan gerekli Onlemlerin alinmasi
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gerekmektedir. Yine lokal peynir iireticilerinin sz konusu peynirlerin yarattig1 saglik
riskleri hakkinda sadece L. monocytogenes agisindan degil, diger patojenler agisindan

da bilgilendirilmesi i¢in egitim programlar1 diizenlenmelidir.
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