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GEMLIK GARNIZONUNDA TUKETIME SUNULAN TAVUK ETLERINDEN
LISTERIA SPP. iZOLASYONU

OZET

Bu calismada, Gemlik Garnizonundaki askeri birliklerde tiiketime sunulan tavuk
etlerinden ve kesimhanede kesilen tavuklardan alinan 100’er adet tavuk karkasi ve

bagirsak iceriginde Listeria spp. izolasyon ve identifikasyonu amaglandi.

Orneklerden Listeria spp. izolasyonu amaciyla, Buffered Listeria Sellective Enrichment
Broth ve. PALCAM Agar Base kullanildi. Elde edilen izolatlarin identifikasyonu
amaciyla klasik biyokimyasal testler ve Microbact 12 L Listeria identifikasyon test kiti

kullanildi.

Yapilan izolasyon ¢alismalarinda karkas orneklerinde 76 (% 76) adet Listeria spp. izole
edildi. Identifiye edilen Listeria’larin 24 (% 24)‘iniin L. monocytogenes, 43 (%
43)4iniin L. innocua, 4 (% 4)’intin L. murrayi, 3 (% 3)’tniin L. grayi ve 2 (% 2)’sinin

L. welshimeri oldugu tespit edildi.

Bagirsak iceriginden ise 12 (% 12) adet Listeria spp. izole edildi. Bunlardan 5 (%
5)‘inin L. monocytogenes, 2 ( % 2)’sinin L. murrayi, 2 ( % 2)’siinin L. welshimeri 2 ( %

2)’sinin L. seeligeri ve 1 ( % 1)’inin L. innocua oldugu tespit edildi.

Calismada elde edilen bulgulara gore kanatli eti tiiketiminin artmasi ve fast-food
alisgkanligimin yayginlagsmasi1 nedeniyle; kanatli hayvanlarin yetistirme asamasindan
kesimhanelere ve paketleme-dondurma iinitelerinden tiiketiminin yapildig: yerlere kadar

olan zincirde hijyenik kosullarin yerine getirilmesi biiyiik 6nem arz etmektedir.

Anahtar Kelimeler : Listeria spp., Tavuk eti, Izolasyon



ISOLATION OF LISTERIA SPP. FROM CHICKEN MEAT CONSUMED
IN GEMLIK GARRISON

ABSTRACT

In this current study, Listeria spp. were isolated and identified from 100 samples taken
from each of chicken carcasses (consumed in the garrison or slaughtered in abatoirs

located in the region) and gastrointestinal contents.

Listeria Sellective Enrichment Broth and PALCAM Agar Base were used for the
isolation of Listeria spp. from samples. The isolates obtained were identified using

biochemical tests and Microbact 12 L Listeria Identification test Kit.

Listeria spp. were isolated from 76 of 100 (76 %) carcass samples, identification of
those indicated 24 (24%) isolates as L. monocytogenes, 43 (43 %) as L. innocua, 4 (4
%) L. murrayi, 3 (3 %) L. Grayi and 2 (2 %) L. Welshimeri.

Listeria spp. were isolated from 12 (12 %) samples taken from gastrointestinal tract. 5
(5 %) of those L. monocytogenes, 2 (2 %) L. murrayi, 2 (2 %) L. welshimeri, 2 (2 %) L.

seeligeri, 1 (1 %) were L. Innocua.

Based on the findings of the current study, assurance of proper hygienic conditions
along the food chain, from chicken house to slaughter-packaging plants, is essential

because of increases seen in poultry meat and fast-food consumption.

Key words : Listeria spp., Chicken meat, Isolation
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1. GIRIS VE AMAC

Diinya niifusunun ve buna paralel olarak da insanlarin besin kaynaklarina olan
ihtiyacinin artmasi1 ozellikle hayvansal orijinli gida maddelerinin iiretiminde hijyen

kurallarina azami onem verilmesini zorunlu hale getirmistir.

Tavuklar her iklim kosulunda yetistirilebilen, kisa zamanda istenilen agirliga ulasabilen,
et verimi bakimindan ¢ok ekonomik olan bir hayvandir. Bu 6zelliginden dolay1 diinya

protein aciginin kapatilmasinda giderek 6nem kazanmaktadir.

Basta tavuk olmak iizere kanath etlerinin ekonomik olmasi ve kolay hazirlanmasi
nedeniyle insanlar tarafindan fazlaca tiiketilmeye baslanmasi bazi sorunlari da
beraberinde getirmigtir. Siirekli artan talebi karsilamak icin yeni tekniklerle biiyiik
kapasitelere sahip kiimeslerde iiretilen; yetersiz hijyene sahip kesimhanelerde kesilerek
cok cesitli sekillerde tiiketime sunulan kanath etleri ile Listeriozis olgular1 arasinda

iliski oldugu yapilan ¢alismalarla belirlenmistir.

Kanatl: etlerinin iiretim asamalarinda hijyen kurallarina uyulmamasi intoksikasyonlara,

sporadik Oliimlere, gebelerde abortuslara ve oOzellikle yaglh, organ transplantasyonlu,
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lenfomali, AIDS hastalig1 tasiyan immiin sistemi baskilanmis insanlarda encephalitis
veya oliimlere neden olmaktadir. immun sistemi zayiflatan hastaliklara yakalanmus

olanlar, yaslilar, organ nakli yapilmis insanlar, hastalifa daha duyarhdirlar.

Son yillarda, kanatli hayvan eti orijinli gida maddelerinin tiiketiminin artmasi ile
insanlarda sporadik veya epidemik karakterde Listeriozis olgularinin meydana gelmesi
yanisira hayvanciligin yogun oldugu bolgelerde ekonomik kayiplara neden olmasi

bakimindan Listeria cinsinin yeni tekniklerle arastirilmasinin 6nemi ortaya ¢ikmistir.

Diinyada yapilan aragtirmalar Listeriozis’in insan ve hayvan sagligi agisindan ¢ok
onemli bir zoonoz hastalik oldugunu ortaya c¢ikarmistir. Listeria spp. insan ve
hayvanlarin intestinal floralarinda, gaitalarinda ve lagim sularinda yaygin olarak
bulunmaktadir. Kanath etlerine kesim sonrasi kontaminasyonun bulagsmada 6nemli rolii

oldugu bilinmektedir.

Listeriozis etkeni; patojen, fakiiltatif intraselliiler, diisik pH’ya, soguga ve sicaga
dayanikli olmasi nedeniyle sogukta muhafaza edilen gidalarda ¢cogalabilen, cogu zaman
sporadik olarak ortaya cikan, abortus, septisemi, meningoensefalitis, konjunktivitis ile
karakterize, artrit, menenjit, endokardit ve hepatit gibi hastaliklara neden olan bir

mikroorganizmadir.

Listeria monocytogenes ve Listeria ivanovii, insan ve hayvanlarda hastalik olusturan
patojen tiirlerdir. Listeria spp. gebelerde abortusa neden olmaktadirlar. L.
monocytogenes merkezi sinir sistemine yerlestiginde % 50’ye kadar varabilen oranlarda

mortaliteye sebep olabilmektedir.

Bu calismada, Gemlik Garnizonunda tiiketime sunulan tavuk karkaslarindan ve
kesimhanelerden bagirsak igerigi alinarak Listeria spp. izolasyon ve identifikasyonunun
yapilmasi, gerek tiiketime sunulan tavuk karkaslarindan ve gerekse kesimhanelerdeki
tavuk bagirsak iceriklerinden Listeria spp.’nin varliginin ortaya konulmasi ve elde
edilecek bulgularla tavuk hastaliklar1 arasinda Listeriozis’in yerini belirleyerek
sonuglart halk saglig1 acisindan yorumlayarak Listeriozis’in 6neminin ortaya konulmasi

amaclanmugtir.



2. GENEL BiLGILER

Gida maddeleri ve ozellikle etler cesitli faktorler nedeniyle farkli sayr ve tiirde
mikroorganizma icermektedirler. Kanatli etlerinde en 6nemli kontaminasyon nedeni
kesim sirasinda gerceklesen kontaminasyondur. Mikroorganizmalarin aktivasyonu ile
insanlarda kanatli etlerinden kaynaklanan enfeksiyonlar goriilmekte, ekonomik

kayiplar artmaktadir.

Son yillarda kanath hayvan sektoriinde hizli gelismeler yasanmaktadir. Bunun nedeni
tavuk etinin diger etlere nispeten daha ucuz olmasi ve diyetlerde sik¢a kullanilmasidir.
Tavuk eti kirmizi etlerle kiyaslandiginda daha ¢ok protein daha az yag icermektedir.
Karbonhidrat bakimindan da kirmizi etden daha fakirdir. Bu 6zelliginden dolay1, 6zel

beslenme rejimlerinde aranilan bir besin maddesidir (1).

Tavuk eti saglikli ve ekonomik olmasina karsilik, iiretim teknolojisindeki capraz
kontaminasyon ile pisirme ve muhafaza hatalarina bagli olarak cogu patojen

mikroorganizmalarin da 6nemli bir kaynagi durumundadir (2).
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Gerek tavuk etlerinden kaynaklanan enfeksiyonlarda, gerekse tavuk yetistiriciliginde

yol actig1 ekonomik kayiplarla Listeria spp. onemli rol oynamaktadir.

2.1 TARIHCE

Fransa’da 1891 yilinda Hayem, 1893 yilinda ise Almanya’da Henle isimli
arastirmacilar Listeriozise benzer belirtiler gosteren bir hastaliktan 6len insanlarin
dokularinda Listeria benzeri bakterilere rastlamislardir. Isve¢’te 1911 yilinda Hiilpers
bir tavsanin karacigerinde bulunan nekrotik odaklardan izole ettigi ve Listeria

monocytogenes’e ¢cok benzeyen bakteriye Bacillius hepatitis adin1 vermistir (3).

Dumont ve Cotoni 1921 yilinda meningitis benzeri hastalik semptomlar1 gdsteren
insanlardan izole ettikleri sus Paterson tarafindan Listeria monocytogenes olarak
adlandirilmis, 1926 yilinda Ingiltere’de Muray laboratuvar tavsanlarinda goriilen ve
monositozla karakterize olan bir infeksiyonda hayvanlarin karacigerlerinden izole

edilen bakteriye Bacterium monocytogenes adin1 vermistir (4).

Pirie 1927 yilinda Giiney Afrika’da Tiger River bolgesinde “Tatera lobengulae” isimli
bir gerbilin karacigerinden izole ettigi bakteriyi Listerella hepatolytica olarak
adlandirmis, bir yil sonra ise izole ettigi bakterinin daha 6nce 1926 yilinda Murray’in
izole ettigi Bacterium monocytogenes’e ¢ok benzemesi nedeniyle Giiney Afrika
Arastirma Enstitlisii Baskan1 olan Dr. Spencer Lister’in onuruna “Listerella” olarak

adlandirmastir (3, 4 - 8).

Gill (9), 1937 yilinda Yeni Zelenda’da koyunlarda ensefalitis ile seyreden ve “Circling
Disease” olarak adlandirilan hastalikta infekte hayvanlardan izole ettigi etkeni
Listerella ovis olarak adlandirmistir. Etken 1949 yilinda yapilan taksonomi ¢aligmalari

ile “Listeria” olarak adlandirilmstir (6, 9, 10).

2.2 TAKSONOMI

Bergey’s Manual of Systematic Bacteriology’nin 1986 baskisinda Listeria cinsine
Lactobacillus, Listeria, Erysipelothrix, Brochothrix, Renibacterium, Kurthia,
Caryophanon ile birlikte “Diizenli, Sporsuz, Gram Pozitif Comaklar” boliimiinde yer
verilmistir (11 - 14). L. monocytogenes, 1961 yilina kadar Listeria cinsi igerisinde

bilinen tek tiir olmasi1 yaninda, uzun siire taksonomik calismalarda Listeria cinsinin
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yerinin belirlenmesi problem olmustur (6). L. Denitrificans 1961 yilinda, L.grayi
1966°da, L. Murrayi 1971°de, L.innocua 1979°da, L. welshimeri ve L. Seeligeri
1983°de, L. ivanovii 1984’de Listeria cinsine dahil edilmistir (12, 15).

L. denitrificans 1987 yilinda biyokimyasal, fenotipik ve DNA yapis1 yoniinden Listeria
cinsinden farkliliklar gostermesi nedeniyle (Listeria cinsi icerisindeki tiirlerde Guanin-
Sitozin % mol oram 36.8-39.9 iken, L. denitrificans’da bu oran 58-59’dur) Jonesia

cinsi igerisinde J.denitrificans olarak adlandirilmistir (12, 13, 16, 17).

DNA-DNA hibridizasyon, multilokus enzim analizi ve 16 S rRNA sekansi
katologlama, biyokimyasal analizler, DNA homolojileri ve diger fenotipik, fizyolojik
ozelliklerine gore Listeria’lar iki gruba ayrilmaktadir: Ik grup L. monocytogenes, L.
innocua, L. ivanovii, L. welshimeri ve L. seeligeri; ikinci grup ise L. grayi, L. grayi
subsp. murrayi, L. grayi subsp. grayi tiirlerinden olusmaktadir. L. murrayi, L. grayi

tiirti icerisinde degerlendirilmektedir (6, 13 - 15).

2.3 KOLONIi OZELLIiKLERI

Listeria cinsi igerisinde bulunan tiirler gram pozitif, diizgiin, tek tek veya ¢ok kisa
zincirler halinde, 0.4 - 0.5 um eninde, 0.7 - 2.0 um boyunda kii¢iik comak bi¢iminde
uclar1 yuvarlak bakterilerdir. Buyyon Kkiiltiirlerinden veya kati besiyerlerinden
hazirlanan preparatlarda V, Y seklinde yada kisa zincirler halinde goriilmektedirler

(11). Bu nedenle Streptokok ve Diplokoklarla karistirilirlar.

Listeria’lar 1 - 45 °C’ler arasinda genis bir aralikta iireme 6zelligine sahip olmalarina
karsin, optimal iireme 1s1s1 genellikle 30 - 37 °C’ler arasidir. Ureme 1sis1 flagella
formasyonunu etkilemektedir. 20-28 °C’ler arasinda inkube edilmeleri halinde 1 - 5
adet peritrik flagella yardimi ile hareket ederler. Fakat 37 °C’de inkube edildiklerinde
flagella olusumunun zayif olmasi nedeniyle genellikle hareketsiz veya nadiren hareketli
olabilirler (10, 11, 13, 17). Listeria tiirlerinin 18-24 saatlik buyyon Kkiiltiirlerinden
hazirlanan asili damla preparatlarinda tipik sicrama hareketi “tumbling motility”

gozlenir (10).

Listeria tiirleri Semisolid Motility Medium’a (SIM Medium) batirma tarzinda ekilir ve
20-25 °C’de inkubasyona birakilirsa ekim hattindan cevreye dogru radial tarzda bir
bulanik olusturur ve yiizeyin 3-5 mm altinda ‘“semsiye veya tersine ¢am agaci

goriintiisii” seklinde bir iireme bolgesi gozlenir. Bu sekilde yiizeyin 3 - 5 mm altindan
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ice dogru iireme gostermeleri bu Dbakterilerin mikroaerofilik olmalarindan

kaynaklanmaktadir.

Kanli agarda 24-48 saatlik inkubasyon sonucunda 0.5-1 mm c¢apinda, yuvarlak, cig
damlas1 seklinde, seffaf, etrafi belirgin ve hafif kabarik koloniler olustururlar (11, 17).
Tryptic Soy Agar’da (TSA) iireyen Listeria’lar 18-24 saatlik inkubasyon sonunda
koloni mikroskobunda 45°’lik ac1 ile gelen 1sikla alttan aydinlatildiginda (Henry
[luminasyon Teknigi), smooth (S) koloniler ve yiizeyde cok ince gozenekli bir yapr ile
birlikte karakteristik mavi-yesil rofle verirler. Normal 1sikla incelendiginde mavimsi-

gri renkte goriiniirler (6, 11).

Genel besiyerlerine % 0.5 oraninda glikoz katildiginda tireme hizlanir Ayrica glukozu
gaz olusturmadan laktik aside kadar pargalayarak karakteristik “taze ayran kokusu’na
benzer bir koku meydana getirirler. Glukozun yanisira sorbitol, trehaloz, amigdalin,
selobioz, fruktoz, mannoz, maltoz ve salisin’i de fermente ederler. Eskiilin ve sodyum

hippurat’1 hidrolize ederler (10).

Taze kiiltiirlerden alinan koloniler yapiskanlik gosterirken, fizyolojik tuzlu su igerisinde

kolay emiilsifiye olurlar. Metil Red (MR) ve Voges-Proskauer (VP) testleri pozitiftir.

Ure, jelatin, kazein ve siitii hidrolize etmezler. L. monocytogenes suslari penisilin veya
glisin iceren ortamlarda iretilirse L-formlart meydana gelmektedir (11). L.
monocytogenes, L. Ivanovii ve L. seeligeri kanli agarda beta-hemoliz olustururlar.
Hemolitik aktivitenin arastirilmasinda CAMP (Christie Atkins ve Munch-Peterson) testi
kullanilir. CAMP testi L. monocytogenes ve L. seeligeri i¢in Staphylococcus aureus ile
L. ivanovii i¢in Rhodococcus equi ile yapilir. L. monocytogenes ve L. seeligeri suslari 3
- hemolitik Staphylococcus aureus ile sinerjik hemoliz alan1 olarak yuvarlak “ok basi1”
seklini olusturur iken (pozitif CAMP testi), L. ivanovii’nin R. equi ile olusturdugu
hemoliz alam1 daha yayvan sekildedir (negatif CAMP testi) (11, 13, 18). CAMP

testinde kolonilerinin kanli agara ekimi Sekil 2.1°de gosterilmistir.



R. equi'nin hemolizinlerinin
yayilim alani

R. equi

? Listeria spp. L. ivanovii,

L. monocytogenes 1 12a, »_ (SLCC-2379)

(SLCC-2371)

AN
—> B -hem. . aureus

B-S. sureus'un hemolizinlerinin
yayilim alani

Sekil 2.1 CAMP testinde kolonilerinin kanl agara ekimi (18).

CAMP testi ile ayn1 zamanda hemoliz aktivitesi giiclendirilmektedir. Baz1 koyun kanlari
L. monocytogenes’e karsi antikor icerebileceginden CAMP testinde yikanmis koyun
kani kullanilmas1 onerilmektedir (11, 17). Listeria tiirlerinin CAMP testine gore ayrimi

Tablo 2.1°de gosterilmistir.

Tablo 2.1 Listeria tiirlerinin CAMP testine gore ayrimi (18).

Listeria spp. Staphylococcus aureus Rhodococcus equi
L. monocytogenes + -
L. ivanovii - +
L. innocua - -

L. welshimeri - -

L. seeligeri + -
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2.4 iZOLASYON VE IDENTIFIKASYON

Hayvansal gidalardan koken alan sporadik ve epidemik olgularda L. monocytogenes’in
sikca izole edilmesi daha hizli ve segici izolasyon yontemlerinin gelistirilmesini zorunlu

kilmustir.

Son yillarda Listeria tiirlerinin direncli oldugu diger bakterilerin ise gelismesini
sinirlayan antibiyotikleri iceren besiyerleri gelistirilmistir. Bu besiyerlerinin baslicalari;
Listeria Enrichment Broth (LEB), Fraser Broth (FB), Listeria Test Broth (LTB),
University Of Vermont Medium (UVM), FDA Broth, Tripaflavin-Nalidik Asit-Serum
Agar, Lityum Kloriir-Feniletanol Moksalaktam Agar (LPM), Oxford Agar (OXA),
Modifiye Oxford Agar (MOX), Akriflavin Seftazidim Agar (ASA), Lityum Kloriir
Seftazidim Agar (LSA), Polimiksin - Akriflavin - Lityumklorid - Seftazidim, Eskiilin -
Mannitol Agar (PALCAM), L - PALCAM, Al-Zoreky - Sandin Listeria Medium,
CHROMagar Listeria’dir. Selektif zenginlestirme besiyerlerinde genellikle gram negatif

bakterilerin inhibisyonu amaciyla nalidiksik asit ve akriflavin kullanilmaktadir (12).

Listeriozis olgularimin artmasiyla pek cok iilkede resmi kuruluslar konu ile ilgilenmeye
bagslamistir. Food Safety and Infection Service (FSIS), United States Department of
Agriculture (USDA), Food and Drug Administration (FDA), Department of Health and
Human Sevices (DHHS), International Dairy Federation (IDF) isimli kurumlar Listeria

spp. izolasyonuna yonelik yontemler gelistirmislerdir (19, 20).

Bazi ¢alismalarda USDA yonteminin (21, 22); klinik materyallerden L. monocytogenes
izolasyonunda IDF yonteminin; son yillarda yapilan caligmalarda ise on zenginlestirme
ve akabinde selektif besiyerlerinden izolasyonun onerildigi FDA yonteminin daha etkin

ve secici oldugu belirtilmektedir (23).

Jensen (24), insan digkilarinda L. monocytogenes izolasyonu i¢in igerisinde 50 mg/l
ceftazidime ve 0.05 g/l eskiilin bulunan s1vi L-PALCAM besiyerinde 35 ° C’de 24 saat
inkubasyon ardindan ise PALCAM besiyerine ge¢ilmesinin izolasyon sansini artirdigini
bildirmektedir.

Listeria spp. izolasyonu amaciyla, steril bolgelerden alinan 6rneklerden % 5 koyun, at
yada tavsan kami iceren agara dogrudan ekim yapilabilirken steril olmayan klinik
ornekler, kontamine gida ve ¢evreden alinan orneklerden Listeria spp. izolasyonunda

once selektif zenginlestirme yapilmalidir. Steril olmayan Orneklerden yapilan Listeria
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spp. izolasyonu, nonselektif bir buyyonda 2 ay yada daha fazla siireyle sogukta
zenginlestirme (+4 °C) islemi uygulandiktan sonra selektif bir agara ekimi seklinde

yapilmaktadir (12).

Listeria kolonileri eskiilin iceren besiyerlerinde siyah haleli olarak iiremektedirler.
Triptoz Agar, McBride Agar, Triflavin - Nalidik Asit - Serum Agar besiyerlerinde
Henry illuminasyon Teknigi ile yapilan incelemede koloniler alttan aydinlatildiginda
parlak mavi-yesil renkte; Akriflavin Seftazidim Agar’da seffaf sar1 renkte; Lityumkloriir
- Feniletanol Moksalaktam Agar’da kirilmig cam goriintiisiinde beyaz kiimeler halinde;
Oxford Agar’da siyah haleli siyah koloniler halinde; Modifiye Oxford Agar’da siyah
zeminde beyaz; PALCAM Agar’da pembe zemin lizerinde siyah haleli yesil; Al-
Zoreky-Sandin Listeria Medium’da siyah zeminde koyu yesil renkli koloniler Listeria

spp. stipheli olarak degerlendirilir (10).

Stipheli olarak belirlenen kolonilere Gram boyama yapilir. Boyama sonucunda Gram
pozitif, diizgiin, yuvarlak uclu, sporsuz, comak sekilli bakterilere katalaz testi uygulanir

(10).

Hareket muayenesi icin SIM Medium’a yapilan ekim sonucu bulaniklik ve yiizeyin 3-5
mm altinda tipik semsiye tarzinda (tersine cam agaci gOriintiisii) tireme goriilmesi

pozitif degerlendirilir (10).

Nitrat, D-ksiloz, mannitol, - hemoliz, eskiilin, Metil Red, Voges Proskauer ve CAMP
testleri uygulanarak identifikasyon yapilir (25). Listeria tiirlerinin ayirict tanis1t Tablo

2.2°de gosterilmistir.



Tablo 2.2 Listeria tiirlerinin ayirici tanist (11).
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Ayirict Tam Kriterleri

Listeria spp.

Hidrolizasyon

Eskiilin

+ | L. welshimeri

+ | L. seeligeri

+ | L. grayii

+ | L. murrayi

Hippurat

+ |+ | L. monocytogenes

+ |+ | L. ivnovii

+ |+ | L. innocua

Jelatin

Kazein

Nisasta

o

o

Seliiloz

Asit Olusumu

Arabinoz

Dekstrin

+

+

D-xylose

Galaktoz

Glukoz

Laktoz

D+ |~ |+

D+ |~ |+

+ |+ [+

+ |+ [+

p — Liksoz

Mannitol

+

+

Melezitoz

Melebioz

o — Methyl - 5 _Glukozid

+ |+

o — Methyl - p_Mannosidasid

Ramnoz

Salisin

+

+

+ |

Sorbitol

al+ [+ |+ |+

<+ e+

-~

Siikroz

B — hemoliz olusturma

+ | &

CAMP testi (Staphylococcus aureus)

Metil Red

Voges Proskauer

+ |+ |+ |+

+ |+

+ |+
+ |+

+ |+ |+ |+

+ |+

Nitrat rediiksiyonu

Fosfataz

Katalaz

+ |+

Lesitinaz

al+ |+

+ |+ |+

al+ |+
+

Ure

Mol % G + C

37-39

37-38

36-38]| 36

36

41-42

Virulans (Fare testi)
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Listeria tiirlerinin identifikasyonu amaciyla klasik biyokimyasal yontemlerin yani sira

gelistirilen yeni testler tablo 2.3’de gdsterilmistir.

Tablo 2.3 Listeria tiirlerinin identifikasyonunda kullanilan alternatif testler (26 - 30).

Test Adi Calisma Teknigi Test Siiresi (saat) Uretici Firma
AccuProbe™ Niikleik Asid Hibridizasyonu 18-48 Gen-Probe

API Test Biyokimyasal Reaksiyonlar 18-24 BioMerieux
Assurance Listeria EIA Enzim Immunoassay 50 BioControl

BAX Polimeraz Zincir Reaksiyonu 45 Qualicon
Chromogenic Listeria Kiiltiir 42-66 Biomedix
Dynabeads anti-Listeria Immunomanyetik Separasyon 48 Dynal

EIAFoss Listeria ELISA ve IA Kombinasyonu 48 Foss North America
GeneTrak Niikleik Asid Hibridizasyonu 48 Neogen Corp.
ISO-GRID Membran Filtrasyon 24 Neogen Corp.
Listeria Rapid Test Enzim Immunoassay 42 Oxoid

Listeria-Tek ™ ELISA 48 Organon Teknika
Lister Test™ Immunomanyetik Separasyon 24 Vicam

Mikrobact 12 L Biyokimyasal Reaksiyonlar 4-24 BioControl Systems
MICRO-ID Listeria Lateks Agliitinasyon 24 Remel

Probelia PCR System Polimeraz Zincir Reaksiyonu 30 BioControl Systems
Reveal® for Listeria ELISA (Sandwich) 48 Neogen Corp.
TECRA VIA ELISA 48 Inter. BioProducts
Transia Plate ELISA 48 Diffchamb

VIDAS LIS Enzim Linked Fluoresan Assay 48 BioMerieux

VIP for Listeria Visual Immunopresipitasyon 48 BioControl Systems
Pathalert ELISA 48 Merck

Listeria ID Biyokimyasal Reaksiyonlar 48 Microgen
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2.5 MICROBACT 12 L iDENTIiFIKASYON SISTEMIi

Bu test; 11 farkli seker ve bir hemoliz test kuyucugundan olusan mikro-substrat sistemi
ile Listeria spp. identifikasyonunu gerceklestirir. Test kiti ile tek bir koloni 18-24 saat
inkiibe edilerek kullanilabilecegi gibi, inokiilim 0.5 MacFarland’a ayarlandiginda 4

saatlik hizli test kiti olarak da kullanilabilir.

Inkiibasyon sonras1 kuyucuklarda olusan renk degisimi kontrol kartina islenerek elde
edilen dort basamakli kod 6zel bilgisayar programina girilir ve testi yapilan koloninin

Listeria spp.’den hangisine ait oldugu program tarafindan yiizde olarak verilir (28).

Testin gilivenilirligi 4 saatlik inkiibasyon sonrast % 92 iken 24 saatlik inkiibasyon

sonrasi ise % 100 oldugu belirtilmektedir (28).

Microbact 12 L Listeria identifikasyon sistemi reaksiyon tablosu Tablo 2.4’de

Microbact 12 L Listeria identifikasyon sistemi veri tablosu Tablo 2.5’de gosterilmistir.

API Listeria Test Kiti”nde ise bir strip iizerinde aym1 anda 10 adet biyokimyasal test
yapilmakta ve 18-24 saat igerisinde Listeria spp. ayrimi gerceklestirilmektedir. Testte
hemoliz gibi ek testlere ihtiya¢ duyulmamaktadir (31).



Tablo 2.4 Microbact 12 L Listeria identifikasyon sistemi reaksiyon tablosu (28).

el

Kuyucuk Reaksiyon sonucu
Substrat Reaksiyon Yorum
No Negatif Pozitif
1 Esculin Esculin hidrolizi Sar1 Siyah
2 Mannitol Mor Sar1
3 Xylose Mor Sar1 Bromcreosol purple indikatorii
4 Arabitol Mor Sar1 asitli ortamda renk degistirir.
5 Ribose Spesifik sekerlerin Mor Sar1
6 Rhamnose kullanimu asit 6zelligi Mor Sar1 ONEMLI : 4 saatlik
7 Trehalose tastyan son iiriinlerin Mor Sar1 inkiibasyonun ardindan pozitif
8 Tagatose olusmasina neden olur. Mor Sari reaksiyon pozitif sariya gecis
9 Glucose-1-Phosphate Mor Sar1 gosteren kahverengi/saman
10 Methyl-D-Glucose Mor Sar saris1 renk sergileyebilir.
11 Methyl-D-Mannose Mor Sart
Hemoliz varsa, kahverengi
renk degisimi ile sonuglanan
kirmiz1 hiicre hemolizi
12 Hemoliz Kirmizi kan hiicrelerinin Kirmiz1 hiicre Kahverengi gergeklesir. Hemoliz yoksa
hemolizi kirmiz1 hiicreler kuyucugun
dibine ¢okerek kirmizi bir
tortu olusturur.




Tablo 2.5 Microbact 12 L Listeria identifikasyon sistemi veri tablosu (28).
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2.6 BIYOKIMYASAL OZELLIKLER

Listeria tiirleri glukoz, sorbitol, trehaloz, selobioz, amigdalin, fruktoz, mannoz, maltoz
ve salisini gaz olusturmadan fermente ederler. Katalaz, Metil Red, Voges-Proskauer
reaksiyonlar1 ile eskulin ve hippurat hidrolizasyon testleri pozitif, oksidaz, iire, jelatin,
kazein ve siit hidrolizasyon testleri negatiftir. Jelatini hidrolize etmezler. Ancak bu
biyokimyasal ©zellikler, tam bir standardizasyon gostermemekte ve suslar arasinda

degisiklikler goriilmektedir (11, 17).

Arginin, histidin, metiyonin, ve triptofan gibi aminoasitler Listeria tiirlerinin iremesini
stimiile ederler. Listeria’lar iiremek i¢in basta glukoz olmak iizere bazi karbonhidratlara
ihtiyac duyarlar. L. monocytogenes iireme sirasinda karbon kaynagi olarak glukoz,
ksiloz, arabinoz, riboz’u kullanmamasina karsin L. innocua, L. ivanovii ve L. seeligeri
ksilozu fermente ederek asit olusturmakta ve karbon kaynagi olarak kullanmaktadirlar.
Besiyerlerinde uygun konsantrasyonlarda bulunan demirin, Listeria’lar {izerinde

tiremeyi stimiile edici etkisi bulunmaktadir (11, 18).

Listeria’lar flagellaya sahip olduklarindan hem flagellar (H) antijeni ve hem de somatik

(O) antijenine gore gruplara ayrilmislardir (32).

Bergey’s Manual of Systematic Bacteriology’nin son baskisindaki antijenik semada 16
serovar tanimlanmustir (11). Seeliger, Jones ve Rocourt’a gore L. grayi ve L.
murrayi’nin serolojik acidan Listeria cinsinden farkli olarak kendi aralarinda birbirleri

ile iligkili oldugu bildirilmektedir (8, 15, 17).

Yapilan aragtirmalarda Listeria’larda plazmid varligi da saptanmistir. Kolstad ve ark.
(33) tavuk eti, peynir, sosis ve insanlardan yaptiklar1 caligmada 139 Listeria spp. izole

etmisler; 107 susta ekstrakromozomal DNA ve 51 adet plazmid izole etmislerdir

Listeria spp. icin litik 6zellik gosteren fajlar goz 6niinde bulundurularak faj tiplendirme
sistemi gelistirilmistir. Listeria spp. “listeriozin veya monosin” adli maddeler
salgilayabilirler. Monosin kolisin benzeri olup antibiyotik etkilidir ve tripsine
dayaniklidir. Listeria’lar Gram (+) mikroorganizmalarda bulunan Ranz Antijenine de
sahiptirler ve bir ¢ok mikroorganizma ile antijenik iliskileri nedeni ile carpraz

reaksiyonlar sekillenmektedir (34).
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2.7 PATOJENITE

Listeria monocytogenes insan ve hayvanlarda, L. ivanovii ise 0zellikle gebe koyunlar

basta olmak iizere hayvanlarda patojen, diger tiirler ise apatojendir (6, 11 - 13).

Listeria spp. patojen olan tiirleri bagirsak mukozasina yerleserek listeriolizin isimli bir
hemolizin salgilayarak karaciger ve dalak makrofajlarinda ¢ogalirlar. Viriilent suslari
aviriilent suglardan ayiran en 6nemli 6zelliklerden biri intraseliiler olarak makrofajlar ve

lokositler icerisinde yerlesebilmeleri ve canli kalabilmeleridir (18).

Listeria spp. patojenitesini  etkileyen viriilens faktorler; demir konsantrasyonu,
intraseliiler ireme kapasitesi, siiperoksit dismutaz enzim aktivitesi, katalaz, yiizey

bilesikleri ve hemolizinlerdir (35).

Hemolizinler L. monocytogenes ve L. ivanovii i¢in viriilens etki bakimindan 6nem tasir
ve a ile B listeriosin olmak {iizere ikiye ayrilir. Hemolizinler bagirsak mukozasina
yerlesme asamasinda bagirsak hareketlerini yavaslatarak olumlu etkide bulunmasi yani
sira gebelikte uterus kasina etki ederek premature dogumlara neden olur. Listeriosinler

eritrosit ve lizozimleri parcalarlar (36).

Demir konsantrasyonuda Listeria’larin viriilensini etkilemektedir. Diisilk demir
konsantrasyonu listeriosin sentezini artirmaktadir. Demir iceren preparatlar verilen
farelere yapilan L. monocytogenes inokiilasyonlarinda yapilan incelemeler sonucu
deneme fareleri dokularinda kontrol grubuna gore daha fazla bakteri bulundugu

belirlenmistir (37).

Insan ve hayvanlarda infeksiyon olusturan Listeria spp. klinik materyallerin yanisira
diskilardan da izole edilmistir. Insan ve hayvanlar saglikli goriinseler dahi etkeni diski

ile cevreye sagmakta ve portor gorevi gormektedirler (3).

Epidemiyolojik arastirmalar ile Listeria spp.’nin neden oldugu salginlarda et ve et
iriinleri, siit ve siit driinleri, tavuk eti ve piyasada gida talebine gore satilan farkl
tiirlerde gida maddesinde degisen oranlarda izole edilmistir. Son yillarda hayvansal
kokenli gida maddelerinde ve gida kaynakli Listeriozis olgularinda et ve et {iriinlerinde
% 0 - 92, siit ve siit uriinlerinde % 0 - 87, tavuk eti ve iriinlerinde ise % 15 - 80

arasinda degisen oranlarda L. monocytogenes izole edilmistir (38 - 40).
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Tavuklarda ilk izolasyon 1932 yilinda New Jersey’de yapilmistir (41). Tavuklarda
Listeriozis tablosu genelde sporadik bazen ise epidemik seyretmekte olup mortalite %

0.5 ile % 40 arasindadir. Gengler hastalara oranla hastalifa daha duyarhdirlar (3, 41).

Tavuklarda hastalik visseral organlar1 tutan septisemi ve merkezi sinir sistemini tutan
ensefalitis olmak iizere iki sekilde seyretmektedir. Septisemik olarak seyreden tabloda
lezyonlar karaciger, dalak, kalp, akciger ve beyinde gozlenir. Karacigerde fokal nekroz
odaklari, dalakta biiylime ve nekroz, kalpte miyokardiyal dejenerasyonlar, biiyiime, gri
renkte nekrozlar ve perikardial boslukta sivi toplanmasi, splenomegali, nefritis,
peritonitis, pulmoner 6dem, enteritis, konjuktivitis gozlenmektedir. Ensefalik olarak
seyreden tabloda ise merkezi sinir sistemi hasarlar1 izlenmekte ve en 6nemli semptom

olarak tortikollis gbzlenmektedir (42).

Etken tavuklara kontamine toprak, digki, 6lii hayvanlarin atiklar ile kirlenmis gidalarin
yenmesi ile bulasir. Etken Newcastle, Tavuk Vebasi gibi viral, koksidiyozis, nematod
enfestasyonlari, ektoparaziter invazyonlar gibi paraziter, salmonellozis ve Infeksiyoz
Koriza gibi bazi1 bakteriyel hastaliklarda sekonder patojen olarak rol almaktadir. Ayrica
marek, IBD gibi immunsupresif hastaliklarda da sekonder olarak gozlenmektedir (3,

42).

Tavuklarda Listeria spp. normal olarak bagirsak florasinda bulunmaktadir. Bu nedenle
tavuklar portor olarak etkeni digkilari ile cevreye sagmaktadirlar. Son yillardaki verilere
gore Listeria spp.’nin tavuk eti ve {iriinlerinde fazlaca rastlanmasi bu konuda

arastirmalarin yapilmasini giindeme getirmistir.

Cooper ve ark. (43), 4-6 haftalik broiler siiriisiinden yaptiklart izolasyon ve

identifikasyonda L. monocytogenes serotip 4b izole etmislerdir.

Kwantes ve Isaac (44), 64 adet donmus tavuk 6rneginden 41 adet, 38 adet taze tavuk

orneginden ise 19 adet L. monocytogenes izole etmislerdir.

Gitter (45), toplam 62 adet tavuk (56 dondurulmus, 6 taze) Orneginden 60 adet L.
monocytogenes, 28 adet L. welshimeri, L. seeligeri, L. innocua izole etmis, L.

monocytogenes suslarinin serotip 1\2, 3a, 3b, 3¢, 4b, 4d grubu olduklarin1 bildirmistir.

Burrow ve ark. (46), yumurtalarda % 68, kiimes hayvanlar1 gaitalarinda % 82 oraninda

L. monocytogenes izole ettiklerini bildirmislerdir.
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Kerr ve ark. (47), dondurulmus tavuk iiriinlerinden 27 adet L. monocytogenes, 29 adet

L. seeligeri ve L. innocua izole etmislerdir.

Eld ve ark. (23), iki yil siire ile Listeriozis’ten siipheli 6len 68 adet hayvanin otopsi
materyallerinden sicak zenginlestirme yontemi ile % 27.5, soguk zenginlestirme
yontemi ile % 4.3 oraninda L. monocytogenes izole ederek sicak zenginlestirmenin daha

hassas oldugunu bildirmislerdir.

Bailey ve ark. (48), taze tavuk karkaslarindan % 42.5 oraninda Listeria spp. izole
etmisgler, ayn1 arastirmacilar bagka bir ¢alismalarinda ise, % 38 oraninda Listeria spp.
izole ettiklerini ve izolatlarin % 23’{iniin L. monocytogenes serotip 1\2b ve serotip 1\2¢

oldugunu bildirmislerdir.

Genigeorgis ve ark. (49), 160 adet tavuk eti 6rneginde % 40.6 oraninda Listeria spp.
izole etmisler bunlarin ise % 13.1°inin L. monocytogenes, % 26.3’tiniin L. innocua, %
1.3’tniin ise L. welshimeri oldugunu bildirmislerdir. Aym arastirmacilar tavuk
karacigerinden % 33.3, but derisinden % 36.7, kanat derisinden % 70 oraninda L.
monocytogenes izole etmisler, érneklerin + 4 °C’de 4 giin bekletilmesi sonucu yapilan

taramada ise izolasyon oraninin sirasiyla % 40, % 52 ve % 72 oldugunu bildirmislerdir.

Skovgaard ve Morgen (50), tavuk gaita Orneklerinden % 33, boyun derisinden % 47

oraninda L. monocytogenes izole etmislerdir.

Japonya’da Iida ve ark. (51), tavuk bagirsak iceriklerinden L. monocytogenes izole

edemediklerini, 6 adet L. innocua, 1 adet L. welshimeri izole ettiklerini bildirmislerdir.

Wong ve ark. (52), Tayvan’da tavuk etlerinden % 28.9 oraninda L. monocytogenes izole

ettiklerini ve suslarin % 28’inin serotip 1\2a grubu oldugunu bildirmislerdir.

Ojeniyi ve ark. (53), brolier kesimhanesinden aldiklar1 236 adet sekal ornekten % 4.7

oraninda L. monocytogenes izole etmislerdir.

Schonberg ve ark. (54), Almanya’da 100 adet tavuk karkas 6rneginden % 85 oraninda
L. monocytogenes izole ettiklerini ve serotip dagiliminin 66 adet 1\2a, 3 adet 1\2b, 7

adet 1\2c, 3 adet 3a, 1 adet 4a, 3 adet 4b, 4 adet 4d oldugunu bildirmislerdir.

Varabiof (55), Avustralya’da 80 adet dondurulmus tavuk karkasindan % 15 oraninda L.
monocytogenes izole etmis, izolatlarin serotip dagiliminin ise 9 adet serotip-1, 3 adet

serotip-4 oldugunu bildirmistir.
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Rijpens ve ark. (56), Polimer Chain Reaction (PCR) metodunu kullanarak yaptiklari
arastirmada tavuk eti iriinlerinden hazirlanan gida maddelerinde % 35.5 oraninda
Listeria spp. pozitif bulmuslar ve paketlenmis iiriinlerde kontaminasyon oraninin (%

11.1) paketlenmemis iiriinlerden (% 41.7) daha diisiik oldugunu bildirmislerdir.

Capita ve ark. (57), tavuk etlerinde Listeria spp. izolasyonu amaciyla iki zenginlestirme
buyyonu (UVM II, Fraser Broth) ile iki selektif agart (PALCAM, Modifiye Oxford
Agar) kullanmislar ve bu besiyerlerinin karsilastirmasini yapmislardir. Buna gore:
PALCAM besiyerinin Modifiye Oxford Agar’a oranla ¢ig kanatli etlerinde Listeria
spp. ve L. monocytogenes izolasyonu amaciyla daha uygun ve etkili oldugu,
zenginlestirme buyyonlarinin (UVM 1I ve Fraser Broth) her ikisinin de bu amagla esit

derecede etkili oldugunu bildirmislerdir.

Art ve ark. (58), 391 adet farkli gida orneginde L. monocytogenes izolasyonu amaciyla
tic adet selektif besiyerini (nalidiksik asit ilave edilmis kanli agar, PALCAM agar,
Listeria selektif agar) karsilastirmislar; L. monocytogenes’i sirasiyla % 8.43, % 8.43, %
8.18 oraninda izole etmisler ve gida drneklerinden Listeria izolasyonu icin Oxford agar

ve PALCAM agarin kanl1 agara gore daha selektif oldugunu bildirmislerdir.

Dijkstra (59), siit inegi isletmesinde meydana gelen ensefalitis olgusunda izole ettigi L.
monocytogenes serotip-4b’nin broiler kiimes artiklarinda % 4.1 oraninda bulundugunu
yaptig1 arastirmalar ile ortaya ¢ikartmis ve kiimes altliklarinin sigirlar icin altlik olarak

kullanilmasinin tehlikeli oldugunu bildirmistir.

Diinyada Listeria spp.’nin izolasyonuna yonelik aragtirmalarin artmasina paralel olarak

tilkemizde de pek cok arastirmaci konu iizerine egilmeye baslamistir.

Tastan (18), 50 adet tavuk bagirsak icerigi, 54 adet tavuk i¢ organi, 50 adet kiimes
althig1 orneginde yaptigr arastirmada 14 adet (% 9.09) L. monocytogenes, 8 adet (%
5.19) oraninda L. murrayi, 6 adet (% 3.89) oraninda L. innocua, 5 adet (% 3.24) L.
welshimeri, 2 adet (% 1.29) L. grayi olmak lizere 35 adet (% 22.72) Listeria spp.
identifiye etmis, L. monocytogenes’in 9 adetinin (% 64.28) serotip-1, 5 adetinin

(%35.71) ise serotip-4 oldugunu bildirmistir.

Sireli ve ark. (26), Ankara’da tavuk kiyma, kofte ve burger 6rneklerinin sirasiyla % 85,
% 83.3, % 40 oraninda Listeria spp. ile kontamine oldugunu oOrneklerdeki L.

monocytogenes oraninin ise sirasityla % 35, % 20, % 26.6 oldugunu bildirmislerdir.
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Ciftcioglu ve Ugur (60), Istanbul’da 100 adet tavuk eti 6rnegininden LSA besiyerinde
% 3 oraninda L. monocytogenes, % 14 oraminda L. innocua, PALCAM Agar
besiyerinde % 3 oraninda L. monocytogenes, % 14 oraminda L. innocua izole ettiklerini

bildirmislerdir.

Erol ve ark. (61), 30’ar adet taze pili¢ parca etleri ve yenilebilir i¢ organlarindan olusan
120 ornekte yaptiklar1 caligmada taze pili¢ parca etlerinin % 90 oraninda yenilebilir i¢
organ Orneklerinin ise % 46.6 oraninda Listeria spp. ile kontamine oldugunu

saptamiglardir.

Arslan (62), Elazig’da tavuk karkaslarindan % 8 oraninda L. monocytogenes izole
ettigini bildirmistir.
Giiven ve ark. (63), Elaz1g ilinde tiikketime sunulan kiyma, sucuk, tavuk eti ve parca et

orneklerinde Listeria tiirlerini arastirmiglar ve sirasiyla % 35, % 16.3, % 3.5, % 28.6

oraninda Listeria tiirleri ile kontamine oldugunu saptamiglardir.

Erol ve ark. (64), 50 adet donmus broiler karkas 6rneginin % 94’liniin Listeria spp. ile
kontamine oldugunu saptamislardir. Identifiye edilen tiirler arasinda % 90 ile L.
innocua predominant olarak bulunurken, bunu sirasiyla % 30 ile L. monocytogenes, %8

L. welshimeri, %2 L.grayi, %2 L. murrayi’nin izledigini saptamiglardir.

Akman (65), 160 adet kanath serumunda yaptig1 agliitinasyon testi sonucu 1 adetinin

(%0.62) L. monocytogenes yoniinden pozitif sonu¢ verdigini bildirmistir.

Listeria spp. identifikasyonu amaciyla gelistirilen kitler icerisinde API ve Mikrobact 12

L isimli kitler fiyat, kullanim kolaylig1 ve giivenilirligi acisindan 6ne ¢ikmaktadir.

Bille ve ark. (31), 646 adet Listeria spp. izolatinin API Listeria Kiti kullanarak %
85’1nin tiir ayrimin1 gerceklestirmisler ve 258 adet L. monocytogenes susunun 252’sini
(% 97.7) ve 176 adet L. innocua susunun 175’ini (% 99.4) dogru olarak identifiye

ettiklerini bildirmislerdir.

Sorin ve ark. (66), API ve Microbact Kitlerini kullanarak yaptiklar1 karsilastirmali
calismada API kitinin % 94, Microbact kitinin ise % 99 dogrulukla sonug verdigini
bildirmiglerdir. Cantoni ve ark. (67), Microbact Listeria Test Kitini kullanildig1
caligmasinda kitin kullanimi basit ve giivenilir bulunmustur. Bonardi ve ark. (68),

Italya’da mezbahalarda Listeria spp. yaygmligim arastirmislar ve identifikasyon
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amaciyla Mikrobact 12 L Identifikasyon Sistemini kullandiklarin1 ve giivenilir sonuclar

elde ettiklerini bildirmislerdir.



3. GEREC VE YONTEM

3.1 GEREC
3.1.1 Orneklerin Toplanmasi

Bu calismada, Gemlik Garnizonundaki askeri birliklerde tiikketime sunulan -18 °C’de
dondurulmus-posetlenmis tavuk karkaslari ve bu karkaslarin hazirlanmasi sirasinda

kesimhanelerden alinan bagirsak igerikleri arastirma materyali olarak kullanildi.

Calisma kapsaminda 01 Ekim 2004 - 30 Mart 2005 tarihleri arasinda 100 adet tavuk

karkasi ve kesimhanedeki tavuklardan 100 adet bagirsak igerigi alindu.

3.1.1.1 Karkas Orneklerinin Alinmasi

Soguk hava depolarinda (- 18 °C) muhafaza edilen tavuk karkaslari, igerisinde buz
akiileri bulunan termoslu kaplarla alinarak aseptik kosullarda laboratuvara getirildi.
Karkas, ambalaj1 agilmadan ¢6ziindiirme dolabia (+ 4 °C) alind1 ve 18 saat ¢oziinmeye

birakildi. Coziinme sonrasi steril ekim odasinda karkasin orijinal plastik ambalaji cift
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bek alevi arasinda alkole batirilan pamukla silinerek steril pens, makas ve bistiiri

yardimu ile steril posetlere 25 g miktarinda alindi (18, 70, 71).

3.1.1.2 Bagirsak Iceriklerinin Ahnmasi

Kesimhanede kesim bandina alinan tavuklarin karin bosluklarinin bosaltilmasi
asamasinda bagirsak icerikleri alinarak steril, agzi kapakli cam siselere konuldu.
Bagirsak iceriklerinin bulundugu cam siseler icerisinde buz akiileri bulunan termoslu
kaplara alinarak aseptik kosullarda laboratuvara getirildi. Steril ekim odasinda cift bek
alevi arasinda numune siseleri acilarak steril pens, makas ve bistiiri yardimi ile steril

posetlere 1 g miktarinda alind1 (18, 70, 71).

3.1.2 Besiyerleri
3.1.2.1 Buffered Listeria Selective Enrichment Broth (BLEB) (Oxoid-CM 897 )

Besiyerinden 25 g alinarak 500 ml distile suda ¢oziindiiriildii ve pH 7.3 + 0.2 olarak
ayarlandi. Daha sonra otoklavda 121 °C’de 15 dk sterilize edildi. Bir vial Listeria
Selective Enrichment Supplement (Oxo0id-SR141) iizerine steril enjektor ile 2 ml steril
distile su ilave edildi ve iyice coziinmesi saglandi. Besiyeri 50-60 °C’ye kadar

soguduktan sonra iizerine hazirlanan supplement ilave edildi (72).

3.1.2.2 PALCAM Agar Base (Oxoid-CM 877)

Besiyerinden 34.5 g alinarak 500 ml distile suda ¢oziindiiriildii ve pH 7.0 + 0.2 olarak
ayarlandi. Daha sonra otoklavda 121 °C’de 15 dakika sterilize edildi. Bir vial PALCAM
Selective Supplement (Oxo0id-SR150 E) iizerine steril enjektor ile 2 ml steril distile su
ilave edildi ve iyice ¢oziinmesi saglandi. Besiyeri 50-60 °C’ye kadar soguduktan sonra
tizerine hazirlanan suplement ilave edildi. Daha sonra bir vial PALCAM Selective
Supplement (Oxo0id-SR150 B) iizerine steril enjektor ile 10 ml steril distile su ilave

edildi ve iyice ¢coziinmesi saglandiktan sonra 0.2 vial besiyerine ilave edildi (72).
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3.1.2.3 Blood Agar Base (BAB) (Oxoid-CM 854)

Besiyerinden 400 g alinarak 1000 ml distile suda ¢6ziindiiriildii ve pH 7.3 + 0.2 olarak
ayarlandi. Daha sonra otoklavda 121 °C de 15 dk sterilize edildi. Besiyeri 50 °C’ye
sogutulduktan sonra 50 ml % 5 steril defibrine koyun kani (Oxoid-SR 0051) ilave

edilerek iyice karismasi saglandi (72).

3.1.2.4 Triple Sugar Iron Agar (TSIA) (Oxoid-CM 277)

Besiyerinden 65 g alinarak 1000 ml distile suda ¢oziindiiriildii ve pH 7.4 £ 0.2 olarak
ayarlandi. Daha sonra steril tiiplere 5 ml miktarinda dagitildi. Otoklavda 121 °C’de 15
dk sterilize edildi. 50-60 °C’ye kadar soguduktan sonra yatik agar seklinde hazirlandi
(72).

3.1.2.5 Urea Broth Base-Christensen Broth Base (Oxoid -CM 71)

Besiyerinden 0.9 g alinarak 95 ml distile suda ¢oziindiiriildii ve pH 6.8 + 0.2 olarak
ayarlandi. Daha sonra otoklavda 115 °C’de 20 dk sterilize edildi. Besiyeri 55 °C’ye
kadar soguduktan sonra 5 ml steril % 40 ik steril iire soliisyonu (Oxoid SR 20)
besiyerine ilave edilerek iyice karigmasi saglandi. Daha sonra steril tiiplere 10 ml

miktarinda dagitildi (72).

3.1.2.6 Metil Red — Voges Proskauer Medium (MRVP) (Oxoid -CM 43)

Besiyerinden 15 g alinarak 1000 ml distile suda ¢oziindiiriildii ve pH 7.5 £ 0.2 olarak
ayarlandi. Daha sonra steril tiiplere 5 ml miktarinda dagitildi. Otoklavda 121 °C’de 15
dk sterilize edildi (72).

3.1.2.7 Simmons Citrate Agar (SCA) (Oxoid -CM 155)

Besiyerinden 23 g alinarak 1000 ml distile suda ¢oziindiiriildii ve pH 7.0 + 0.2 olarak
ayarlandi. Daha sonra tiiplere 5 ml miktarinda dagitildi. Otoklavda 121 °C’de 15 dk
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sterilize edildi. Besiyeri 50 °C’ye kadar soguduktan sonra yatik agar seklinde hazirlandi

(72).

3.1.2.8 Nitrate Broth (NB) (Acumedia - 7321)

Besiyerinden 23 g alinarak 1000 ml distile suda ¢oziindiiriildii ve pH 7.0 = 02
olarak ayarlandi. Daha sonra tiiplere 9 ml miktarinda dagitildi. Otoklavda 121 °C’de 15
dk sterilize edildi (72).

3.1.2.9 Tryptic Soya Broth + Yeast Extract (TSB+YE) (Oxoid - CM 0129)

Besiyerinden 30 g alinarak 1000 ml distile suda ¢oziindiiriildii. Daha sonra 6 g Yeast
Extract (Oxoid-L 0021) ilave edildi ve pH 7.3 £ 0.2 olarak ayarlandiktan sonra tiiplere 9
ml miktarinda dagitildi. Otoklavda 121 °C’de 15 dk sterilize edildi. Besiyeri 50 °C’ye
kadar soguduktan sonra yatik agar seklinde hazirland1 (69).

3.1.3 Ayrraclar

3.1.3.1 Metil Red Ayiraci

Metil Red indikatoriinden 0.1 g alimarak 300 ml % 95’lik etil alkol icerisinde

¢oziindiiriildii. Uzerine 200 ml distile su ilave edilerek iyice karigsmasi saglandi (69).

3.1.3.2 Voges-Proskauer Ayiraci

a-naphtol’dan 5 g alinarak 100 ml etil alkol igerisinde ¢oziindiiriildii (69).

3.1.3.3 KOH Cozeltisi

KOH’den 40 g alinarak 100 ml distile su icerisinde ¢oziindiiriildii (69).
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3.1.3.4 Kovaks Ayiraci

Paradimetil aminobenzaldehit’den 5 g alinarak 70 ml isoamil alkolde ¢o6ziindiiriildii.

Daha sonra iizerine 25 ml HCl ilave edilerek iyice karismasi saglandi (69).

3.1.3.5 Katalaz Test Ayiraci

Hidrojen peroksit (H,O,) (% 30’luk)’den 3 ml alinarak 97 ml distile su ile iyice
karistirildi (69).

3.1.3.6 Griess-Ilosvay ayiraci

Esit miktarda % 0.5’lik o- naftilamin, % 0.5’lik asetik asit ve % 0.8’lik siilfanilik asit
karistirildi (69).

3.1.3.7 Oksidaz Touch Sticks (Oxoid - BR 64)

3.1.3.8 Referens Suslar
Izolasyon ve identifikasyon calismalarinin her asamasinda Erciyes Universitesi

Veteriner Fakiiltesi Mikrobiyoloji Anabilim Dali’ndaki Listeria monocytogenes,

Staphylococcus aureus ve Rhodococcus equi Kiirsii suslarindan yararlanildi.

3.2 YONTEM

3.2.1 izolasyon Cahismalari

3.2.1.1 Karkas Orneklerinden izolasyon

Karkaslar ambalaji acilmadan ¢oziindiirme dolabinda (+ 4 °C’de) kendi halinde 24 saat

coziinmeye birakildi. Her bir 6rnek icin ayr steril eldiven kullanilarak karkasin orijinal
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ambalaj1 alkole batirilan pamukla silindi ve steril pens, makas ve bistiiri yardimu ile ¢ift
bek alevi altinda stomacher torbasina 25 g miktarinda alindi. Stomacher torbasi igerisine
225 ml Buffered Listeria Selective Enrichment Broth ilave edildi ve stomachere

yerlestirilerek orta hizda 5 dk karistirildi.

Stomacher torbasi icerisindeki karisim 30 °C’de 48 saat inkiibasyona birakildi.
Inkiibasyon sonras: kiiltiirden tek kullanimlik 6ze ile cift bek alevi altinda PALCAM
Agar’a ekim yapildi ve 35 °C’de 48 saat aerobik ortamda inkubasyona birakildi.
PALCAM Agarda iireyen siyah haleli, kiiciik, kahverengi-siyah, kabarik, S-formlu
koloniler siipheli Listeria spp. olarak degerlendirildi (69). izolasyon prosediirii Sekil
3.1°de gosterildi.

3.2.1.2 Bagirsak Iceriklerinden izolasyon

Bagirsaklar aseptik kosullarda agilarak 1 gr miktarinda icerik stomacher torbasina
alindiktan sonra tizerine 10 ml Buffered Listeria Selective Enrichment Broth ilave edildi

ve stomachere yerlestirilerek orta hizda 5 dk karistirildi.

Stomacher torbasi icerisindeki karisim 30 °C’de 48 saat inkiibasyona birakildi.
Inkiibasyon sonras: kiiltiirden tek kullanimlik 6ze ile cift bek alevi altinda PALCAM
Agar’a ekim yapildi ve 35 °C’de 48 saat aerobik ortamda inkubasyona birakildi.
PALCAM Agarda iireyen siyah haleli, kiiciik, kahverengi-siyah, kabarik, S-formlu
koloniler siipheli Listeria spp. olarak degerlendirildi (69). izolasyon prosediirii Sekil
3.1°de gosterildi.
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Karkas Ornegi (25 g)

Bagirsak Icerigi (1 g)

v

Buffered Listeria Enrichment Broth (1/10)

30°C’de 48 saat inkiibasyon

\ 4

PALCAM Agar
30°C’de 48 saat inkiibasyon

A\ 4

Kanli Agar

37 °C’de 24-48 saat inkiibasyon

* Gram Boyama

* Katalaz
* Qksidaz
* CAMP Testi

* Hareket Muayenesi

* H,S olusumu

* Indol Testi

* Nitrat Testi

* Metil Red Testi

* Voges-Proskauer Testi
* Karbonhidrat Fermantasvon Testi * Ure Testi

\ 4

Microbact 12 L
Listeria Identifikasyon Testi

Sekil 3.1 Listeria tiirlerinin izolasyon ve identifikasyon prosediirii (18)
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3.2.2 identifikasyon Cahsmalar

PALCAM Agarda izole edilen Listeria spp. siipheli kolonilerden kanli agara tek koloni
diisecek sekilde pasaj yapilarak petriler 37 °C’de 24-48 saat inkiibasyona birakildi.

Bu asamadan sonra kanli agarda lireyen Listeria spp. yoniinden siipheli kolonilere Gram
boyama, hareket muayenesi, katalaz, oksidaz, CAMP, karbonhidrat fermantasyon, H,S
olusumu, indol, nitrat, Metil Red, Voges-Proskauer, iire testleri uygulanarak kolonilerin
identifikasyonu yapildi. Ayrica Kanli Agar’da iireyen siipheli Listeria spp. kolonileri

Microbact 12 L Listeria identifikasyon test kiti ile degerlendirildi.

3.2.2.1 Koloni Morfolojisi

Kanli agarda nonhemolitik veya dar bir hemoliz olusturan S-formlu gri-beyaz koloniler

stipheli Listeria spp. olarak degerlendirildi (69).

3.2.2.2 Gram Boyama

Kanli Agarda iireyen siipheli Listeria spp. kolonilerinden klasik yontemlere gére Gram
boyama yapilarak mavi-mor renkteki Gram (+) comaklar pozitif olarak degerlendirildi

(69).

3.2.2.3 Hareket Testi

Stipheli Listeria spp. kolonileri TSB+YE ekildikten sonra 30 °C’de 18 saatlik kiiltiirden bir
0ze dolusu lamele alinarak iizerine cukur lam kapatilip mikroskopta tipik “takla atma
hareketi” (tumbling motility) bulunup bulunmadig incelendi. Yine TSB+YE’da iireyen
kiiltiirden igne uglu 6ze ile SIM Mediuma dik daldirma yontemi ile ekim yapildi, ekim
hattindan c¢evreye dogru homojen bir yayilma, opaklasma ve ylizeyin altinda “ters cam
agac1 veya semsiye” tarzi liremenin olup olmadigi incelendi. Listeria tiirlerinin SIM

Medium’da tiremesi Sekil 3.3 de gosterilmistir. (69).
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3.2.2.4 Oksidaz Testi

Stipheli Listeria spp. kolonisinden 6ze ile alinip Oksidaz Test Cubuguna dokunduruldu.

Mor renk olusumu pozitif olarak degerlendirildi (69).

3.2.2.5 Katalaz Testi

Lam iizerine bir damla % 3’liikk H,O, ¢6zeltisinden konularak siipheli Listeria spp. kolonisi

oze ile degdirildi. Kabarcik olusumu pozitif olarak degerlendirildi (69).

3.2.2.6 H,S Testi

Stipheli Listeria spp. kolonisinin TSB+YE Kkiiltiiriinden bir 6ze dolusu alinarak TSIA
besiyerine ekildi ve 37 °C’de 24 saat inkubasyona birakildi. Gaz ve H,S olusumu pozitif
olarak degerlendirildi (69).

3.2.2.7 Nitrat Testi

Stipheli Listeria spp. kolonisinin TSB+YE Kkiiltiiriinden 0.1 ml alinarak Nitrat buyyona
ilave edildi ve 37 °C’de 24 saat inkubasyona birakildi. Kiiltiir iizerine Griess-Ilosvay

ayrract damlatildi. Tiipiin iist kistmda kirmizi renkte halka olusumu pozitif olarak

degerlendirildi (69).

3.2.2.8 Ure Testi

Stipheli Listeria spp. kolonisinin TSB+YE Kkiiltiirlinden 1 ml alinarak iire broth’a ilave
edildi ve 37 °C de 24 saat inkiibasyona birakildi. Pembe renk olusumu pozitif olarak
degerlendirildi (69).
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3.2.2.9 indol Testi

Stipheli Listeria spp. kolonisinin TSB+YE Kkiiltiirii iizerine 0.5 ml Kovaks Ayiraci ilave
edildikten sonra tiipiin iist kisminda kirmizi renkte halka olusumu pozitif, sar1 renkte halka

olusumu negatif olarak degerlendirildi (69).

3.2.2.10 Metil Red Testi

Stipheli Listeria spp. kolonisinin TSB+YE Kkiiltiiriinden 0.1 ml MRVP medium’a ilave
edildi ve 37 °C’de 24 saat inkiibasyona birakildi. Daha sonra iizerine 4 damla Metil Red

ayiracit damlatildiktan sonra tiipte kirmizi renk olusumu pozitif olarak degerlendirildi (69).

3.2.2.11 Voges-Proskauer Testi

Stipheli Listeria spp. kolonisinin TSB+YE kiiltiiriinden 0.1 ml MRVP medium’a ekildi ve
37 °C’de 24 saat inkiibasyona birakildi. Daha sonra iizerine 0.6 ml Voges-Proskauer

ayiract ve 0.2 ml KOH solusyonu ilave edildikten sonra kirmizi renk olusumu pozitif

olarak degerlendirildi (69).

3.2.2.12 CAMP Testi

Staphylococcus aureus ve Rhodococcus equi suslart % 5 lik koyun kanli agar besiyerlerine
karsilikli olarak vertikal ¢izim seklinde ekimleri yapildi. Siipheli kolonilerden bu ekim
cizgilerine horizantal olarak ekim yapildiktan sonra 37 °C’de 24 saat inkube edildi. L.
monocytogenes ve L. seeligeri i¢in S. aureus ile “ok bas1” seklinde sinerjistik hemoliz alani

olusumu pozitif, Rhodococcus equi ile ise negatif olarak degerlendirildi (69).



32

3.2.2.13 Karbonhidrat Fermentasyon Testleri

Fenol red indikatoriiniin peptonlu su ile hazirlanan soliisyonu ile glukoz, laktoz, mannitol,
ramnoz, ksiloz, salisinin % 1’lik ¢ozeltileri hazirlandi. Siipheli Listeria spp. kolonisinin
TSB+YE Kkiiltiiriinden bu c¢ozeltilere 0.1 ml ilave edildikten sonra 37 °C’de 1-10 giin

inkube edildi. Inkiibasyon sonucu sar1 renk olusumu pozitif olarak degerlendirildi (69).

3.2.2.14 Microbact 12 L Listeria identifikasyon Test Kiti

Kanli Agar’da iireyen siipheli kolonilere Microbact 12 L Listeria identifikasyon sistemi
uyguland1. Ureyen siipheli kolonilerden yavas test icin (18-24 saat) tek bir koloni alind1 ve
sulandirma sivist ile karistirildi (28). Test stripi 6zel tasima tepsisine kondu ve stripin
tizerindeki koruyucu film siyrilarak steril bir pipet ile her kuyucuga hazirlanmis olan

stispansiyondan 100 pl ve 12 nolu kuyucuga 1 damla hemoliz reaktifi ilave edildi (28).

Stripler, 24 saat 35 + 1 °C’de inbiibe edildi. Inkiibasyon sonucu kuyucuklarda olusan renk
degisimleri gozle okunarak kayit formuna islendikten sonra bilgisayar identifikasyon
programina veri tablosundan elde edilen kod say1 girildi ve programdan izolatin hangi

Listeria tiirline ait oldugu okundu (28).



4. BULGULAR

4.1 Karkas Orneklerinden Elde Edilen Bulgular

Karkas orneklerinden PALCAM Agar’a yapilan ekimlerin inkiibasyonu sonras1 yapilan
incelemede siyah haleli, kiiciik, kahverengi-siyah, kabarik, S-formlu 76 (% 76) adet
koloni siipheli Listeria spp. olarak degerlendirildi. Listeria tiirlerinin PALCAM Agar’da

tireyen kolonileri Sekil 4.1°de gosterilmistir.

Sekil 4.1 Listeria tirlerinin PALCAM Agar’da iireyen kolonileri.
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PALCAM Agarda izole edilen Listeria spp. siipheli kolonilerden kanli agara ekimi
sonrasi iireyen kolonilere Gram boyama, hareket muayenesi, katalaz, oksidaz, CAMP,
karbonhidrat fermantasyon, H,S olusumu, indol, nitrat, Metil Red, Voges-Proskauer, iire
testleri uygulanmasi ile yapilan identifikasyon sonucu identifiye edilen Listeria’larin 24
(% 24)’liniin L. monocytogenes, 4 (% 4)’iintin L. murrayi, 2 (% 2)’tiniin L. welshimeri,
43 (% 43)’tuniin L. innocua, 3 (% 3)’lniin L. grayi oldugu tespit edildi. Hareket
muayenesi amaciyla SIM Mediuma yapilan ekim sonrasi goriilen iireme sekil 4.2°de,
karkas oOrneklerinden yapilan izolasyon say1r ve oranlar1 tablo 4.2°de, karkas
orneklerinden izole ve identifiye edilen Listeria tiirlerinin grafiksel dagilim sekil 4.3’de,
karkas orneklerinden identifiye edilen izolatlarin biyokimyasal test sonuclari tablo 4.4’de

gosterilmistir.

Sekil 4.2 Listeria tiirlerinin SIM Mediumda hareket muayenesi.

Kanli Agar’da iireyen siipheli kolonilere uygulanan Microbact 12 L Listeria

identifikasyon sistemi sonucu 24 adet Listeria spp. tespit edildi. Bu Listeria tiirlerinin
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13 (% 13)’tiniin L. innocua, 8 (% 8)’inin L. monocytogenes, 1 (% 1)’inin L. murrayi, 1

(% 1)’inin L. welshimeri, 1 (% 1)’inin L. grayi oldugu tespit edildi.

Microbact 12 L Listeria identifikasyon sistemi sonuglari tablo 4.1°de, Microbact 12 L

Listeria 1identifikasyon test kiti’'nde reaksiyonlarin gozlenmesi sekil 4.3’de

gosterilmistir.

Sekil 4.3 Microbact 12 1 Listeria identifikasyon test kiti’nde reaksiyonlarin gézlenmesi
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Tablo 4.1 Microbact 12 L Listeria identifikasyon sistemi sonuclar1
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Tablo 4.2 Karkas orneklerinden yapilan izolasyon say1 ve oranlari.
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Listeria spp. pozitif numune sayis1 ve ylizdeleri

Ornek sayist

Listeria spp.

L. monocytogenes

L. murrayi

L. welshimeri

L. innocua

L. grayi

100

(% 76)

(% 24)

(% 4)

(% 2)

(% 43)

(% 3)

izolasyon Sayisi
BD - ?6

T0 4

B0

a0 -

40

30 A

204
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D -

Listeria spp.
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Sekil 4.4 Karkas orneklerinden izole ve identifiye edilen Listeria tiirlerinin grafiksel dagilimu.

L. lhhocug

L. seeiiger

L. welshimen

i vanovil

L grayi

Lomurrayi

Listeria spp.




Tablo 4.3 Karkas orneklerinden identifiye edilen izolatlarin biyokimyasal test sonuglari

Numuneler

Biyokimyasal Testler

2 03|56 7|9 1011|1314 15|17 |18 |20 |21 |23 |24 |25 |27 |28 |29 |30 31| 32|34
PALCAM Agarda o e o T T T T S S S S SO AR N I NN S IO IS I S
iireme
Oksidaz + |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ ||+ |+ ]+
Katalaz + |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ ]+ |+ |+ ]+ ||+ + ]+
H,S S A N A S A A A S N T S I A S A S N S S I S N N
Nitrat - - - - - - - - - - - - - - - + - - - - + - - - -
Ure - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
Indol S S S A A R S N S A S A N I I S N S A O A S N I S S A S I R e I S
Metil Red S S e R A R S N S A S A N I I S S A O O S I I S N S A S A S O S S S S A
Voges-Proskauer + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + +
CAMP + + - - + - - - - + - - - - + - + - - + - - - - +
Mannitol - - + - - - - - - - - - - - - + - - - - + - - - -
Glukoz + |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ ||+ |+ ]+
Laktoz + + + + + + + + + + + + +
Ramnoz + | + - + + + + + +
Ksiloz - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
Salisin + |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ ||+ |+ |+ ]+
Identifiye Edilen Tiir Lm|Lm| Lg| Li | Lm| Li| Lw| Li| Li|Lm| Li| Li| Li| Li | Lm|Lmr| Lm| Li| Li | Lm|Lmr| Li| Li| Li| Lm

Lm : Listeria monocytogenes, Lg : : Listeria grayi, Li : :

Listeria ivanovi, Lw : Listeria welshimeri, Lmr : Listeria murrayi

8¢



Numuneler

Biyokimyasal Testler

35 | 37 | 38|39 | 40 | 43 | 44 | 45 | 46 | 47 | 48 | 49 | 51 | 53 | 54 | 55 | 56 | 57 | 58 | 60 | 62 | 63 | 65 | 66 | 68
PALCAM Agarda
iireme s U s T R e N A e e N I (e O e N N I O B O B o
Oksidaz + |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ ]|+ |+ |+ |+ ]+ |+ |+ |||+ O+
Katalaz e B B R A o T S A I I N I A S I O I B S N R N I R
H,S e B B R A i T S A O I O I A I O I I I I i I
Nitrat - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - + - - -
Ure - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
Indol S S S A A R S N S A S A N I I S N S A O A S N I S S A S I R e I S
Metil Red S S e R A R S N S A S A N I I S S A O O S I I S N S A S A S O S S S S A
Voges-Proskauer + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + +
CAMP + + + - - - - + - - - - - - - + + - + - + - + + +
Mannitol - - - - - - - - - - - - - - + - - + - - - + - - -
Glukoz + |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ ]|+ |+ |+ |+ ]+ |+ |+ |||+ O+
Laktoz + + + + + + + + + + +
Ramnoz + + + + - + + - + + + + +
Ksiloz - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
Salisin + |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ ||+ |+ |+ ]+
Identifiye Edilen Tiir Lmfm |Lm | Li | Li | Li | Li ([Lm | Li | Li | Li | Li | Li | Li | Lg|Lm|Lm| Lg |Lm | Li [Lm |[Lmr| Lm|Lm |Lm

6¢



Numuneler

Biyokimyasal Testler
70 |\ 71|72 |73 |74 |75 |76 |77 |78 |79 |80 | 82 | 83 | 85 | 87 | 88 | 8 |90 | 91 (92 |94 |95|96 |97 |98 |99
PALCAM Agarda
N + S N R A S N A R I N S A S N S O N N s A N A O A S S B S
iireme
Oksidaz + + |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ ]|+ |+ |+ |+ |+ |+ |||+ |||+ ]+
Katalaz + S N R A S N A R I N S A S N S O N N s A N A O A S S B S
H,S + S N R A S N A R I N S A S N S O N N s A N A O A S S B S
Nitrat - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - + - - - -
Ure - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
Indol + S I A S N A S I N S A S N O S N S I I S O B N o B B s
Metil Red + + |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ ]+ |||+ ]+
Voges-Proskauer + S N R A S N A R I N S A S N S O N N s A N A O A S S B S
CAMP + - + - - - - + - - + - - - - - + - - - - - - - - -
Mannitol - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - + - - - -
Glukoz + + |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ ]|+ |+ |+ |+ |+ |+ |||+ |||+ ]+
Laktoz + + |+ |+ | + + | + + |+ |+ |+ |+ + |+ |+ | + + |+ | +
Ramnoz + + + + +
Ksiloz - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
Salisin + + |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ ]|+ |+ |+ |+ |+ |+ |||+ |||+ ]+
tgennye Batenter | & | L[ L[ L[ L[ L L L L L L L L L L L L L L L L L L L L L
m 1 m 1 1 1 1 m 1 1 m 1 1 1 1 1 m 1 1 1 1 mr 1 1 1 W
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4.2 Bagirsak Iceriklerinden Elde Edilen Bulgular

Bagirsak iceriklerinden PALCAM Agar’a yapilan ekimlerin inkiibasyonu sonrasi
yapilan incelemede siyah haleli, kiiciik, kahverengi-siyah, kabarik 12 (% 12) adet koloni
stipheli Listeria spp. olarak degerlendirildi.

PALCAM Agarda izole edilen Listeria spp. siipheli kolonilerden kanli agara ekimi
sonrasi iireyen kolonilere Gram boyama, hareket muayenesi, katalaz, oksidaz, CAMP,
karbonhidrat fermantasyon, H,S olusumu, indol, nitrat, Metil Red, Voges-Proskauer,
tire testleri uygulanmasit ile yapilan identifikasyon sonucu identifiye edilen
Listeria’larin 5 (% 5)’ inin L. monocytogenes, 2 (% 2)’sinin L. murrayi, 2 (% 2)’s inin
L. welshimeri, 1 (% 1)’ inin L. innocua, 2 (% 2)’s inin L. seeligeri oldugu tespit edildi.
Bagirsak iceriklerinden yapilan izolasyon sayr ve oranlari tablo 4.4°de, izole ve
identifiye edilen Listeria tiirlerinin grafiksel dagilimi sekil 4.5°de, identifiye edilen

izolatlarin biyokimyasal test sonuclar tablo 4.4’de gosterilmistir.

Tablo-4.4 Bagirsak igerigi orneklerinden yapilan izolasyon say1 ve oranlart.

Listeria spp. pozitif numune sayis1 ve ylizdeleri

Ornek say1st

%)

V

N

S =
I~ S - S < =
o o %\ §. N U
S Q = < S 0
= S S 3 S 3
2 S g 3 S b
~ ~ ~ ~ ~ ~
12 5 2 2 1 2

100
(% 12) (% 5) (% 2) (% 2) (% 1) (% 2)
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izolasyon Sayisi

14
12
12 1

10

b2

Lan]
L]

Listeria spp.

L. Innocua
L seeiigeri
L. fwgnowil

Lograyi
L. murrayl

o
=
o
L
M
5
.|

L.
monoeytogenes
L welshimeri

Sekil 4.5 Bagirsak icerigi 6rneklerinden izole ve identifiye edilen Listeria tiirlerinin grafiksel

dagilimi.
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Tablo 4.5 Bagirsak icerigi orneklerinden identifiye edilen izolatlarin biyokimyasal test
sonuglari

Ornek Numarasi
Biyokimyasal Testler

1 26 | 29 | 33 | 42 | 50 | 54 | 66 | 70 | 85 | 91
PALCAM Agarda lireme + + + + + + + + + + +
Oksidaz + + + + + + + + + + +
Katalaz + + + + + + + + + + +
H,S + + + + + + + + + + +
Nitrat + - - - - - - - - - +
Ure - - - - - - - - - - -
Indol + + + + |+ |+ + + + + +
Metil Red + + + + + + + + + + +
Voges-Proskauer + + + + + + + + + + +
CAMP - + - + + - - + + + -
Mannitol + - - - - - - - - - +
Glukoz + + + + + + + + + + +
Lactoz + - - - - - + - - + -
Ramnoz - + - - + - - - + + -
Ksiloz - - - - - - - - - - -
Salisin + + + + + + + + + + +
Identifiye Edilen Tiir Lmr | Lm | Lw | Ls | Lm| Lw | Li | Ls | Lm | Lm | Lmr

Lmr : Listeria murrayi, Lm : Listeria monocytogenes, Lw : Listeria welshimeri, Lw : Listeria seligeri




TARTISMA VE SONUC

Son yillarda hazir dondurulmus tavuk etinden iiretilmis gida maddelerinin tiiketime
sunulmas1 ile birlikte insanlarda sporadik ve epidemik listeriozis olgularina
rastlanilmaya  baglanmasi  arastirmacilarin  dikkatini  Listeria  spp. lizerine

yogunlastirmasina neden olmustur (73).

Listeria tiirlerinin olumsuz cevre kosullarina dayanikliligi, diisiikk 1silarda iireme
ozelliginde olmas1 yani sira normal bagirsak florasinda da bulunmasi gibi nedenlerle

insan ve hayvanlar icin tehlike olusturmaktadir (59).

Kanath tiirii hayvanlarin pek ¢ogunda patojenik Ozellik gosteren L. monocytogenes
tavuklarda oOzellikle geng siirillerde akut seyreden Listeriozise neden olmaktadir.
Tavuklarda septisemi, tortikollis ve opistotonus gibi semptomlarla seyreden Listeriozis
olgularinda i¢ organlar, bagirsak igerigi, kiimes althgi, diski, yem, kesimhane yikama

sulari, dondurulmus iiriinlerden Listeria spp. izole edilmistir (18, 26, 43, 48, 59).

Listeria tiirleri tavuklarin bagirsak florasinda saprofitik olarak bulunurlar ve tavuklar

etkeni diskilar1 ile ¢evreye sacarlar. Erginler genclere oranla daha aktif olarak portor
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islevi goriirler. Tavuklarin digkilar ile etkeni cevreye sacarak enfeksiyonlara neden
olduklarina dair pek ¢ok arastirma yapilmis ve bu hususun gerek insan gerekse hayvan

sagligi acisindan potansiyel tehlike oldugu arastirmacilar tarafindan belirtilmistir (59).

Skovgoard ve Morgen (50), yaptiklar1 c¢alismada normal goriiniimlii  broiler
diskilarindan % 23.7, bagirsak iceriklerinden % 33.3 oraninda L monocytogenes izole

etmislerdir (50).

Kemenes ve ark. (74), toprakta % 30, hayvan althik ve digkilarinda % 22 oraninda L.
monocytogenes izole etmislerdir. Bu durum kiimes altliklarinin portor kuslar ve diskilar
ile kontamine oldugunu ve saglikli tavuklarin althg gagalar ile karistirmalari ile

reenfeksiyona yakalandiklarini gostermektedir.

Kalender ve ark. (75), tavuk, koyun ve sigir diskilarinda sirasiyla % 4.3, % 0.5, % 1.5
oraninda L. monocytogenes izole etmislerdir. Arastiricilar Oxford ve PALCAM
besiyerlerinin birlikte kullanilmasi ile daha yiiksek oranda Listeria spp. izolasyonu

gerceklestirdiklerini bildirmislerdir.

Tastan (18), bagirsak icerigi, i¢ organ ve kiimes althiklarindan Listeria spp.
izolasyonunda MOX ve PALCAM besiyerlerini kullanmis bu besiyerlerinde iireyen
Listeria spp.nin Gram boyamalart sonucu daha uzun ve egri olarak gozlenmistir. Bu
besiyerlerinde koloni ayriminin gozle kolaylikla yapilabildiginden Henry teknigi gibi

zaman alan ugrasilara gerek duyulmadigini belirtmistir.

Bu calismada Listeria spp. izolayonu amaciyla FDA tarafindan Onerilen metod
uygulanmustir. Listeria spp. identifikasyonu amaciyla Nitrat rediiksiyonu, Mannitol, D-
ksiloz, L-ramnoz, o-metil-D-mannozid, o-D-melezitoz, D-glukoz, salisin gibi
fermentasyon testlerinin yaninda Metil Red testi, Voges-Proskauer testi, hippurat

hidrolizi gibi biyokimyasal testlerinde yapilmasi zorunludur (10).

McLauchlin (76), 350 adet Listeria izolatinin identifikasyonu i¢in DL-alanine -
naphtylamide hidrolizi, karbonhidrat fermentasyon ve hemoliz testleri ile API Listeria
test kiti kullanarak yaptig1 karsilastirma ¢alismasinda karbonhidrat fermentasyon testleri
ve hemoliz testini kullanarak % 99 oraninda, DL-alanine B-naphtylamide hidrolizi ile %
98 oraninda, API Listeria test kiti ile % 97 oraninda dogru olarak identifiye ettigini

bildirmistir.
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Bu calismada izolasyon i¢in kullanilan PALCAM Agar’in selectivitesinin yiiksek
seviyede oldugu tespit edilmistir. Ayrica zaman kazandirmasi ve hata oranini diisiirmesi
bakimindan Mikrobact 12 L Listeria identifikasyon sisteminin kullanisli ve giivenilir

oldugu sonucuna varilmistir.

Calismada 100 adet karkas 6rneginden 24 adet (% 24) L. monocytogenes, 4 adet (% 4)
L. murrayi, 2 adet (% 2) L. welshimeri, 43 adet (% 43) L. innocua, 3 adet (% 3) L. grayi
olmak tizere 76 (% 76) adet Listeria spp., 100 adet bagirsak icerigi orneginden de 5 adet
(% 5) L. monocytogenes, 2 adet (% 2) L. murrayi, 2 adet (% 2) L. welshimeri, 1 adet (%
1) L. innocua, 2 adet (% 2) L. seeligeri, olmak iizere 12 adet (% 12) Listeria spp. izole

edilmistir.

Sonug olarak, yapilan calismada bagirsak iceriklerinden izole edilen Listeria spp.
oraninin incelenen literatiirlerle paralellik gostermesine ragmen; karkaslardan izole
edilen Listeria spp. oraninin (% 76) yiiksek oldugu tespit edilmistir. Bu durumun,
kesimhanelerin hijyen kalitesinin diisiik olusuna, etlerin ¢oziindiiriilme asamasindaki
siirenin (24 saat) uzun olmasina ve Listeria spp.’nin psikrofilik 6zelliginden dolay1
soguk ortamlarda da iireme yeteneginin bulunmasindan kaynaklanabilecegi kanaatine
varilmistir. Ayrica askeri birliklere yapilan tavuk eti alimlarinda Listeria spp. yoniinden
de muayenelerin yapilmasinin uygun olacagi sonucuna varilmistir.

Kanatli hayvanlarin yetistirme asamasindan kesimhanelere, paketleme-dondurma
initelerinden askeri birlikler, okullar, yurtlar, lokantalar gibi toplu gida tiiketiminin
yapildig1 yerlere kadar olan tiikketim zincirinde hijyenik kosullarin yerine getirilmesi

biiyiik 6nem arz etmektedir.
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