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. KAYSERi’DE SATISA SUNULAN SUCUKLARDA
LISTERIA SPP. VARLIGININ KLASIK KULTUR YONTEMI iLE
BELIiRLENMESI

Koral DUYGULU
Erciyes Universitesi, Saghk Bilimleri Enstitiisi
Veteriner Besin Hijyeni ve Teknolojisi Anabilim Dah
Yuksek Lisans, Nisan, 2014
Damisman: Dog¢. Dr. Nurhan ERTAS

KISA OZET

Bu ¢alismanin amaci Kayseri ilinde satisa sunulan sucuklarda Listeria spp. varligini
incelemekti. Calismada toplam 100 sucuk 6rnegi incelendi. Ornekler ISO 11290-1/A1-
2004’da onerilen Listeria izolasyon prosediiriine gore analiz edildi.  Calisma
kapsaminda, analiz edilen 100 drneginin 29 6rnek (%29) Listeria spp. agisindan pozitif
bulunurken Orneklerden altistnin (%6) L. monocytogenes ile kontamine oldugu
belirlendi. Bu ¢alismada elde edilen verilere gore, Kayseri’de satisa sunulan sucuklarin
halk saglig1 agisindan gz ardi edilmemesi gereken bir tehlike oldugu sonucuna varildi.

Anahtar kelimeler: L. monocytogenes, sucuk, izolasyon, Kayseri
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DETECTION OF LISTERIA SPP. BY CULTURAL METHOD FROM THE
SOUJOUK SAMPLES SOLD IN KAYSERI

Koral DUYGULU
Erciyes University, Institue of Health Sciences
Department of Veterinary Food Hygiene and Technology
Master Thesis, December, 2013
Supervisor: Associate Prof. Dr. Nurhan ERTAS
ABSTRACT

This study was designed to detect Listeria spp. from soujouk samples sold in Kayseri.
Total of 100 sucuk samples were analysed in this study. Samples were tested according
to the Listeria isolation procedure as recommended by ISO 11290-1/A1-2004. Among
100 samples analysed, 29 samples (29%) were positive for Listeria spp. and only 6
samples (6%) were found to harbour L. monocytogenes. The present study shows that
the sucuk samples sold in Kayseri must not be underestimated as a hazard for public

health.

Keywords: L. monocytogenes, sucuk, isolation, Kayseri
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1.GIRiS VE AMAC

Son yillarda Listeria monocytogenes’den kaynaklanan gida enfeksiyonlar1 biiylik Gnem
kazanmistir. Etkenin dogada, 6zellikle toprak ve ¢evrede yaygin olarak bulunmasi gidalarin
kontaminasyonunu ve buna bagl olarak gida kaynakli listeriozis sikligini tiim diinyada
artirmaktadir.

Dogada yaygin olarak bulunan Listeria tiirlerine ¢cogunlukla kanalizasyon, bataklik, nehir suyu
ve sebzelerde rastlanmaktadir (1-3). Ayrica hayvan yemlerinden, saglikli ve mastitisli
ineklerin siitlerinden, hasta insan ve hayvan digkisindan, kemirgenlerden, bazi yaprakli
sebzelerden, baz1 peynir ¢esitlerinden ¢ok sayida Listeria izolasyonu yapilmistir (4-8).

Listeria monocytogenes, insanlarda ve ¢esitli hayvan tiirlerinde ciddi, sporadik enfeksiyonlara
neden olan 6nemli bir etkendir. Listeria monocytogenes’in insan ve hayvanlar igin patojen
oldugu uzun zamandan beri bilinmektedir. Hastalik oldukca diigiik bir insidensle seyretmesine
ragmen risk grubunda bulunan bireylerde yaklasik %30’lara varan 6liim oranlarina ulagsmasi
hastaligin ciddiyetini ortaya koymaktadir (9,10).

Turkiye’de kesim hijyeninin yeterli olmamasi, sucuk yapiminda starter kiiltiir kullanilmamasi,
hatal1 1s1 uygulamalar1 ve iiretimin uygun olmayan kosullarda gerceklestirilmesinin yani sira
tiretim sonras1 kontaminasyonlarin meydana gelmesi sonucu et trtinleri L. monocytogenes ile
siklikla kontamine olabilmekte ve bu sekilde iiretilen sucuklarin tiiketime sunulmasi halk
saglig1 acisindan risk teskil etmektedir

Kayseri ve civarinda iretilen ve satisa sunulan sucuklarda Listeria spp. ve L.
monocytogenes’in varligt ve halk sagligi agisindan olusturdugu risklerin belirlenmesine
yonelik ¢aligmalar oldukca azdir. Bu ¢alismada Kayseri ve civarinda iiretimi ve satis1 yapilan
sucuklarda Listeria spp. varliginin klasik kiiltiir yontemiyle belirlenmesi amaglanmaktadir. Bu

sayede Kayseri’de satisa sunulan sucuklarin L. monocytogenes agisindan tasidigt halk sagligi
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riskinin belirlenmesi ve konuya iliskin literatiir bilgilerine zenginlik kazandirilmast miimkiin

olacaktir.

2. GENEL BILGILER
2.1. TARIHCE

Listerialar ilk olarak 1981 yilinda Almanya’da hasta hayvanlardan izole edilmistir. Gram-
pozitif bir bakteri olan L. monocytogenes ise ilk kez 1926 yilinda Birlesik Krallik
Cambridge’de monocytosis enfeksiyonu goriilen laboratuar rodentlerinde Murray tarafindan
tamimlanmis ve Bacterium monocytogenes olarak isimlendirilmistir. Pirie 1927 yilinda, bu
bakteriyi Giiney Afrikada enfekte vahsi gerbillerden izole etmis ve genus isminin cerrah Lord
Lister’e atfen Listerella olmasini Onermistir. Murray ve Pirie ayni tiirden bakteri ile
ilgilendiklerini fark ederek isimleri birlestirmisler ve Listerella monocytogenes ismini
olusturmuslardir. Daha sonra yapilan taksonomik ¢aligmalarla bakterinin ismi L.

monocytogenes olarak degismistir (11).

Yetiskinlerde meningitis ve yeni doganlarda sepsise neden olan hastalik Burn tarafindan 1936
yilinda listeriozis olarak tanimlanmistir (12). L. monocytogenes’in sebep oldugu mastitisli bir
inegin siitliniin hamile bir kadin tarafindan i¢ilmesi ve ikiz bebeklerinin 6limu ile sonuglanan
gida kaynakl ilk listeriozis vakasi ise 1953 yilinda bildirilmistir (13). Kanada’da 1981 yilinda
ortaya ¢ikan listeriozis salginina kadar insan enfeksiyonlar1 ¢ok dikkat ¢ekmemistir (12).

Listeriozisin Amerika Birlesik Devletleri (14), Ingiltere ve Galler’de (15) sirasiyla ikinci ve
dordiincii en cok Olim goriilen gida kaynakli bulasici hastalik oldugu bildirilmistir.
Listeriozisin her iki ¢alismada da gida zehirlenmesinden kaynaklanan oliimlerin yaklasik

%14-15’inden sorumlu oldugu bildirilmistir (14,15).
2.2. LISTERIA TURLERININ TAKSONOMISI

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 (16). Yapilan gesitli molekiiler ¢aligmalar
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ile L. murrayi’nin L. grayi’nin alttiiri oldugu ortaya ¢ikmustir (17). Listeria marthii ve
Listeria rocourtiae isimli iki yeni tiir ise 2009 yilinda rapor edilmistir (18).

Listeria tlrlerinden L. monocytogenes, L. ivanovii ve L. innocua memeliler igin patojendir
(19). L. ivanovii ve L. innocua c¢ogunlukla ruminantlarda hastalik olustururken, L.
monocytogenes hem insanlarda hem de hayvanlarda hastalik olusturmaktadir (16, 19).
Literatirde L. grayi’nin immun sistemi baskilanmis hastalarda yol agtig1 bakteriyemi ile ilgili
2 vaka bildirilmistir (20, 21).

Listeria monocytogenes ilk olarak 1940 yilinda Paterson tarafindan serotiplendirilmis, bu
metot Seeliger ve Hohne tarafindan gelistirilmistir (22). Flagellar ve somatik antijenlerine
gore 1/2a, 1/2b, 1/2c, 3a, 3b, 3c, 4a, 4b, 4c, 4d, 4e ve 7 olarak belirlenen L. monocytogenes
serotiplerinin 4 alt grup altinda toplandig: bildirilmistir (23).

Altgrup I ve I'nin insan klinik ve gida izolatlarindan altgrup III’iin ise hayvan klinik
izolatlarindan olustugu belirlenmistir (18). Her altgruptan gelen izolatlarin enfeksiyon
olusturma potansiyeli ve stres kosullarinda yasayabilme kabiliyeti acisindan farklilik
gosterdigi bildirilmektedir. Insan listeriozis vakalarinin % 96’sindan 1/2a, 1/2b ve 4/b
serotipleri sorumlu tutulmaktadir (24).

Listeria monocytogenes’in suslari arasindaki farklari ayirt etmek igin birgok 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 (25-27). Bu metodlarla L.
monocytogenes’in populasyon genetigi, ekolojisi ve bulagsma yollar1 hakkinda bilgiler
edinilmistir (28).

2.3. LISTERIA TURLERININ MORFOLOJIiSI VE BIYOKIMYASAL OZELLIKLERI

Listeria genusunun tiim iiyeleri, kisa diizgiin ¢ubuk seklinde, 0,4-0,5 ile 1-2 pm uzunlugunda
paralel yiizeyli, genellikle tek ya da kisa zincirler halinde kiiltiirler seklinde goriiliir (29). Bu
bakteriler Gram pozitif fakat 6zellikle yash kiiltiirlerde gram boya alma 6zelligini yitirip Gram
negatif olarak goriilebildigi gibi direkt frotilerde kokoid goriintii verebilen bakterilerdir (16).

Listeria tiirleri sporsuz ve kapsiilsiiz olup peritrik flagellalar1 ile hareket ederler (Sekil 2.1).

Hareket yetenegi 20-35°C’ler arasinda gozlenirken, 37°C’de hareketsizdirler. Hareketleri, yari
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kat1 besiyerinde, 30°C’de, yukardan asagiya dogru semsiye seklindeki tiremesi ile gozlenebilir

(30).

Sekil 2.1 Peritrik flagellalar1 ile L. monocytogenes preparati

Sitokromlar ve glikozun aneorobik katabolizmasi sonucu L(+)- laktik asit, asetik asit ve diger
son iirlinler tiretilir. Diger sekerlerden ise gaz olusturmadan asit iiretimi sekillenir (31).
Listeria tiirlerini benzer bakterilerden ayirt edebilmek icin, baz1 biyokimyasal reaksiyonlardan
faydalanilir (Tablo 2.1). Bu reaksiyonlar, seker fermentasyon, aminoasit peptidaz, lipolitik ve
hemolitik aktiviteler veya Camp testine dayanmaktadir (30, 31).

Listeria tdrlerinden L. monocytogenes, L. ivanovii ve L. seeligeri koyun, at ya da insan kani
eklenmis kanli agarda -hemoliz yapmakla birlikte L. ivanovii diger tiirlere gore daha genis
hemoliz alan1 olusturmaktadir. S6z konusu bakterilerin ayriminda CAMP testi
kullanilmaktadir (32). Bu teste gore L. monocytogenes kanli agarda Staphylococcus aureus
ile; L. ivanovii ise Rhodococcus equi ile sinerjik hemolitik etki gostermektedir (31). L.
seeligeri de S. aureus ile sinerjik etki gostermektedir ancak olusturdugu hemoliz alami L.

monocytogenes’e oranla daha dardir (32).
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Turler?
In Vitro L. . L. . )
L.monocytogenes | . .. |L.Innocua .| L.seeligeri| L. grayi
Karakter ivanovii welsimeri
Gram boyama + + + + + +
Katalaz testi + + + + + +
Kanli agarda + t i i + i
B-hemoliz
Lipaz Uretimi + + - - + -
Aminoasit i + + + + +
peptidaz
Eskilin 4 + + 4 + +
hidrolizi
B-D glikosidaz + + + + + +
Asit Uretimi
D-mannitol - - . . .
L-ramnoz + - + * - *
D-ksiloz - + - + + -
a-metil 4 i + 4 + +
D-mannosit
CAMP testi®
Staphylococcus 4 i i i 4 i
Aureus
Rhodococcus i + i i i i
Equi

4 +pozitif reaksiyon, - negatif reaksiyon, +degisken ya da zayif reaksiyon

® CAMP: Hemoliz reaksiyonunda artma
“++Glcli hemolitik reaksiyon

Bitun Listeria tirleri yapay besi yerinde morfolojik olarak benzerlik gosterir ve Listeria

kolonileri 24-48 saatlik inkibasyon periyodu sonunda 0.5- 1.5 mm ¢apinda yuvarlak yari

saydam, hafif konveks, keskin kenarli ve kristal merkezli renksiz sekilde goriiliirler.

Bakteriyel iireme besi yeri yiizeyinden kaldirildiginda yapiskan ve agar yiizeyinde iz birakmis

halde goriiliir. Eski kiiltiirlerin (3 ila 7 gilinliik) ¢ap1 3-5 mm’ye kadar genisleyebilir ve daha

opak bir yap1 kazanir (31).
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2.4. LISTERIA TURLERININ FiZYOLOJiSi
2.4.1. Ureme Ozellikleri

Bakteriler psikotrof 6zellikte olup 0- 45°C arasinda iireyebilmektedirler. Optimal tireme 1silar1
ise 30- 37°C arasindadir (30). Listeria spp. optimal Greme icin genellikle biotin, riboflavin,
tiyamin, alfa lipoik asit, ve amino asitlere (6rnegin sistin glutamin, isoleusin leusin ve valin)
gereksinim duyar. Karbonhidratlardan (6rnegin glikoz) yan {irlin olarak asitler iiretilir ve
bunlar Listeria spp.’nin ¢ogalmasi ig¢in de gereklidir. Genel olarak Listeria turleri sellektif
olmayan baz1 besi yerlerinde iyi Urerler. Tryptone soy broth veya brain-heart infusion (BHI)
broth gibi selektif olmayan besi yerlerinde Listeria spp. hem aerobik hemde anaerobik olarak
treyebilirler; BHI broth’da 30 °C de yaklasik 12 saat inkiibasyon sonunda duragan faza
gegilir. 20-25 °C arasinda inkiibe edilen kiiltiirlerde takla atma hareketi gdzlenir (1, 6, 31).
Listeria spp. diisiik sicakliklara ¢ok iyi adapte olmus psikrotrofik organizmalardir ve 0 °C nin
altindaki sicakliklarda canliligini siirdiiriirler. L. monocytogenes’in buzdolab1 1sisinda (4°C)
iireyebilmesi, 1s1 islemi gérmeyen ya da 1s1 isleminden sonra kontamine olan ve buzdolabinda
uzun slire muhafaza edilen tiiketime hazir gidalarda ¢ogalma riskini artirmaktadir (33).
Listeria tiirlerinin metabolizmas1 anaerobik ve fakiltatif anaerobik 6zellik gdstermektedir
(31). Notral ya da hafif alkali ortamlar1 tercih etseler de pH 4.3 ile 9.6 arasinda
ireyebilmektedirler. Bakterilerinin 3.0 ile 12.0 arasindaki pH degerlerinde hayatta kaldigi
bildirilmektedir (34,35). Optimal su aktivitesi (ay) degeri 0.97 olmasina Kkarsin
treyebilecekleri en diisik a, degeri 0.92 olarak belirtilmistir. Ayrica 0.83 a,’de de
canliliklarin1 muhafaza edebilmektedirler (36). Tuza (NaCl) toleranslh olduklari, yaklasik %
40 civarindaki yiiksek tuz konsantrasyanlarinda dahi uzun siire canliligini stirdiirebildikleri
belirtilmektedir (35, 37). Bakteriler, % 10’luk NaCl ve 200 ppm sodyum nitrit (NaNO)
konsantrasyonunda iireyebilmekte ve gida iiretim gevrelerinde nemli ve kuru ortamlarda
yillarca yasayabilmektedirler (35). Etkenlerin % 4 ‘liikk tuz konsantrasyonunda yiiksek 1s1,
diisiik pH ve nisin gibi bariyerlere kars1 direncinin arttig1 belirtilmektedir (38).

Listeria monocytogenes 1siya dayanikli degildir ve siitiin pastdrizasyon parametrelerine
dayanamamaktadir (39). Etkenin Siitteki D717 °C degeri 2.7-4.1 saniye, etteki Dgp g °C degeri
2.56 dakikadir (29).

Gida, gaita ve su gibi ortamlardan Listeria tlrlerini izole etmek icin International
Organization for Standardization (ISO), Food and Drug Administration (FDA), Association
of Official Analytical Chemists (AOAC) ve US Department of Agriculture’nin (USDA)
bildirdigi klasik kiiltiir yontemleri kullanilmaktadir (40-43). ISO11290 metodunda iki agamali
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zenginlestirme uygulanmakta 6n zenginlestirme icin half fraser, selektif zenginlestirme i¢in
ise fraser broth kullanilmaktadir. Fraser broth, akriflavin ve naladiksik asit gibi selektif ajanlar
ile Listeria tdrlerinin B-D-glukozidaz aktivitesini dl¢en eskiilin icermektedir. Zenginlestirme
asamalarindan sonra Oxford, PALCAM ya da MOX agara ekim yapilmaktadir (40). 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 (31). Selektif besi yerlerinin Listeria
tirlerini diger bakterilerden ayirmasi eskiilinaz reaksiyonuna dayanmaktadir. Ancak
Enterococcus ve Bacillus tiirleri de eskiilini benzer sekilde kullanmaktadirlar. Bu gibi
durumlarda siipheli kiiltiirler tyriptic soy agara (TSA) aktarilip egimli 1s1ikta incelenirse,
Listeria spp. kolonileri verdikleri mavi-yesil rofle ile digerlerinden ayrilmaktadir (31,44).
Selektif kromojenik L. monocytogenes agarlar1 L. monocytogenes deteksiyonuna 37 °C de 24-
48 saatlik siireye kadar kisaltabilmekle birlikte elde edilen izolatlarin daha sonraki testlerle de
dogrulanmasi gerekmektedir. Klasik kiiltiir yontemlerinin yeterince hizli olmamasi1 ve son
yillarda epidemiyolojinin 6nem kazanmasi nedeniyle bir¢ok izolasyon ve idendifikasyon

yontemi gelistirilmistir. Bu yontemler sekil 2.2°de kisaca gosterilmektedir (44).
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IZOLASYON
SELEKTIF ZENGINLESTIRME
IS0 11290
FDA BAM
USDA

LISTERIA SEIEKTIF AGAR

OXFORD AGAR.
PAILCAM AGAR
MOX AGAR
LBM AGAR
DOGRULAMA
Rutin olarak kullamlan metotlar
FENOTIP GENOTIP
KULTUR BIVOKIMYASAL IVMUNOLOJIE DNA RNA
Motilite Seker Immuno-presipitasyvon DNA Hibridizasyvon FReal Time PCR
Gram boyama fermantasyon ELISA PCR NasBal
Hemoliz Testi
CAMP Testi
TIPLENDIRME
Epidemivolojik arastirmalar icin dzellestinlmis metotlar
Serotiplendirme MLEE2 Ribotiplendirme PCR.RFLP’ Sekanslama PrGEY  Mikro array
Faj Tiplendirme RAPD4

$8CP-

INASBA: 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

Sekil 2.2. Gida ve ¢evredeki Listeria tirlerinin izolasyon, identifikasyon ve tiplendirilmesi
icin kullanilan metotlara genel bakis (44)

2.4.2. Stres Toleransi

Bakteri, sicaklik, pH, ozmotik basing, oksidatif stres ve safra tuzlar1 gibi stres faktorlerine
karsi ¢esitli proteinler sentezlemektedir:

2.4.2.1. Is1 Stresi Yanitlari

Birgok organizmada oldugu gibi Listeria tirlerinin de 1s1 stresine karsi, 1s1 soku
proteinlerinden (Heat shock proteins, Hsps) olusan korunma mekanizmasi bulunmaktadir
(45). Sicaklik soku cevap mekanizmasi yiiksek derecede hiicresel savunma mekanizmasidir ve
sicaklik soku proteini (HsPs) salgilanmasi ve birikimi ile karakterizedir (46). Cogu Hsps
diisiik seviyeli stres kosullarinda da salgilanir, fakat bakteri suni olarak uyarilarak ortam

sicakhigiin yiikseltilmesi ile ¢ok kisa siirede eyleme geger (47). Hsps’lerin kendileri birer
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virlans faktoridlr (48), hastaligin esas ve gelisimini indirekt olarak etkilerken, konakg1

savunmasina karsi bakterinin direncini artirir ya da viriilans genlerini regiile ederler (45, 49).

Listeria monocytogenes’in 1s1 soku proteinleri, GroELS, DnaKJ, HtrA, Clp (ABCEP) olarak
belirlenmistir (49) (Tablo 2.2). GroEL ve GroES proteinlerini kodlayan groEL ve groES
genleri her 1sida ilireme i¢in gereklidir (45). Degisik ¢alismalar, GroEL protein iiretiminin
disik pH ve osmolarite, etanol ve safra tuzu gibi stres ortamlarinda da arttigim
gostermektedir (50, 51). Gidanin yavas yavas 1sitilmasi, sodyum laktat veya NaCl eklenmesi
bakterinin 1s1ya direncini artirmaktadir (52).

Clp (caseinolitik proteaz) proteinlerini kodlayan clpB, clpC, clpE, ve clpP genlerinin ayni
zamanda basing toleransinda, harekette ve viriilansta da rol oynadigi bildirilmektedir (53).
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 diren¢ saglamakta ve biyofilm olusumunda rol
oynamaktadir (51, 54).

Tablo 2.2. L. monocytogenes i¢in tanimlanmis Hsps (51)

Stres Tipi Genetik Lokus Virilans Rol
Sicaklik Stresi groESL Evet

dnaK Evet

clpB Evet

clpC Evet

clpE Evet

clpP Evet

htrA Evet

2.4.2.2. Asit Stresi Yanitlari

Listeria turleri sitoplazmik pH’larin1 nétrale yakin tutabilmek igin asit sok proteinleri (ASPs)
uretebilmektedirler. Bakterilerinin glutamat dekarboksilaz, arjinin deiminaz ve FOF1-ATPaz
gibi asit diren¢ mekanizmalar1 vardir (49,51).

Glutamat dekarboksilaz (GAD) sisteminde sitoplazmik GAD geri doniisiimsiiz olarak
ekstraseliiler kaynakli glutamati dekarboksile eder ve y-aminobiitirat (GABA) olusturur.
Reaksiyon boyunca hticre i¢i protonlar harcanir boylece sitoplazma asitlesmesi azaltilir ve pH
dengesi saglanir. GABA glutamattan daha az asidiktir ve c¢evrenin alkalizasyonuna katkida

bulunur. Bu reaksiyonu gerceklesmesi i¢in ortamda serbest glutamat bulunmasi
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gerekmektedir. Gidalarda asitligi ayarlamak ve aroma saglamak i¢in gida katkisi olarak
kullanilan glutamat, bir¢ok gidada L. monocytogenes’in gelisimine katkida bulunmaktadir. Bu
genlerin transkripsiyonel diizenlenmesi, asit ortamda sigB geni tarafindan kodlanan alternatif
sigma faktor (¢°) tarafindan yapilmaktadir ( 34, 55, 56).

2.4.2.3. Ozmotik Stres Yanitlar

Yar gecirgen yapidaki bakteriyel sitoplazmik membran, su icin gegirgen olmasina ragmen
metabolitler i¢in gecirgen degildir. Hiperozmotik sok karsisinda bakteri hiicresi, “ozmolit” ad1
verilen ve hiicre fonksiyonlarini degistirmeyen kiiclik organik molekiilleri hiicre iginde
biriktirmeye c¢alisir. Glisin betadin, prolin, prolin betadin, asetil karnitin, karnitin, gama-
bltirobetadin ve 3-dimetilstlfaniol-propiyonat bilinen ozmolitlerden bazilaridir. En etkilileri
glisin betadin ve karnitindir (49,51). L. monocytogenes’in glisin betadin ve karnitin alimi,
BetL, Gbu ve OpuC ad1 verilen 3 ozmolit tastyicisi vasitasiyla olmaktadir (57).

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 bagli olarak degiskenlik gosterir. Bu fenomen bir ¢ok bakteride tarif edilmistir
ve mevcut gida isleme teknolojileri modifiye edilirken veya yeni teknolojiler gelistirilirken
gbz Oniine alinmasi gereken Onemli bir ayrintidir. Nitekim bu durum gida muhafaza
onlemlerinin etkinligini azaltarak gida giivenligini riske atabilmektedir (38,58). S0z konusu
capraz koruma fenomeni L. monocytogenes’de de bulunmaktadir (59). L. monocytogenes’de
ozmotik, hidrojen peroksit, 1s1, etanol ve glikoz adaptasyonu ile indiiklenen ¢apraz koruma
sistemi, asit adaptasyonu ile olusan ¢apraz korumadan c¢ok daha sinirli bir ¢apraz koruma
saglamaktadir. L. 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
canli kalma yeteneginin arttig1 gézlemlenmistir (60). 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. Sonug
olarak gida isleme endiistrisinde asite maruz birakilan mikroorganizmalar mide ve bagirsakta
ve son olarak sistemik enfeksiyon siiresince maruz kaldigi invivo streslere iyi bir sekilde
hazirlanmis olmakta dolayisiyla adapte edilmis capraz diren¢ bakterinin canli kalma ve

hastalik olusturabilme yetenegini desteklemektedir (49,51).
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2.4.3. Virulans Faktorleri

Listeria monocytogenes ile Listeria innocua’nin dairesel gen haritalar1 Glaser et al (61)
tarafindan yayinlanmigtir. Listeria tiirlerinde viriilanstan sorumlu genlerin bulundugu 9.6-
kb’lik gen kiimelerine Listeria patojenite adasi adi verilmektedir. Listeria patojenite adasi 1
(LIPI-1) L. monocytogenes ile L. seeligeri’de bulunurken, Listeria patojenite adasi 2 (LIPI-2)
L. ivanovii’de bulunmaktadir. L. ivanovii’de bulunan LIPI-2 gen klusteri ruminant
eritrositlerindeki posfolipitleri par¢alayan fosfokolinesteraz enzimini kodlamaktadir (31,34).
Virtlans genlerinin Gretilmesi ve dizenlenmesi igin prfA geni tarafindan kodlanan Pozitif
Regiilator Faktor A (PrfA) ve aym zamanda stres tolerans genlerini de diizenleyen o®
gereklidir. Enfeksiyonun gastrointestinal agamasinin o°, kanda yayllma agamasinin ise PrfA
tarafindan diizenlendigi diisiiniilmektedir (62).

Hicre ici bir patojen olan L. monocytogenes’in hiicreye adhezyonu icin 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 alinmasini
saglar (63,64). Internalin B ise hepatosit benzeri hiicrelere girmek igin gereklidir. InlA ve
B’nin haricinde InIC, InIC2, InID, InlE, InlF, InlG InlH ve InlJ olarak isimlendirilen ve konak
hiicresine internalizasyonda rol oynayan baska internalinler de belirlenmistir (65).

Internalin proteinleri ile konak hiicreye penetre olan bakteri, konak hiicre tarafindan vakuol
icine alinir. Tek membranli vakuolden kurulmak icin hlyA geni tarafindan kodlanan (LLO)
salgilanir. LLO, fosfolipidleri par¢alayan ve pICA geni tarafindan kodlanan fosfoditil inositol
fosfolipaz (PI1-PLC) ile birlikte vakoul memranini lize ederek sitoplazmaya geger (34, 66, 67).
Bakteri, tekrar treyebilmek igin hicre igi ortama adapte olur. Metabolik adaptasyon igin
hiicreye seker alimi gerekir. Bu alim, heksoz fosfat transporter (htp) ve benzeri genlerin
ekspresyonu ile gergeklestirilir (62). Hiicre i¢inde 1 saatte cogalan bakteri, komsu hiicreye
geemek icin hareket kazanmak zorundadir. Bunun i¢in actA geni tarafindan kodlanan aktin
polimerizasyon proteini (ActA) ile konak hiicrenin sitoplazmasindaki polimerize aktini
kullanir ve flagella benzeri bir yap1 olusturarak hareket kazanir (62,66,68).

Bakteri hiicre disina hi¢ ¢ikmadan konak hiicreden komsu hiicreye gectiginde etrafi c¢ift
memranlt vakuol ile g¢evrilidir. Bu membran1 ge¢gmek icin plcB geni tarafindan kodlanan
fosfaditil kolin fosfolipaz (PC-PLC) gereklidir. PC-PLC’nin aktivasyonu i¢in ise mpl geni
tarafindan kodlanan metalloproteaz (Mpl) proteinine ihtiyag vardir (65). Mpl proteini
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tarafindan aktive edilen PC-PLC, fosfaditilkolini parcalayarak hiicreden hiicreye gecisi saglar
(69, 70). Hiicre igi tireme ve hareket yeni hiicrede de devam eder (Sekil 2.3).

(6) Cift membranh
vakuolun erimeasi

(1) Giris LLO, PC-PLC

InlA, InlB
|

LLO, PLELC @ N[
\\ ¥ P -_ : ' -
. r-r;:-\‘ =, ol X
‘f.ﬁ N N A7
(3) Metabolic g 4
adaptasyon - i
Pl
(4} Harzkeat kazanma -~ o (j} Hiteraden hﬁ_ﬁg}re E&g_-l:-}
Act

Sekil 2.3. L. monocytogenes’in hiicre i¢inde liremesi V:EOIHSU hiicreye gecisi (70)

Bu siirece katkida bulunan g¢esitli proteinlerden pl04 isimli yiizey proteini, bagirsak
hiicrelerine tutunmayi saglar. Tiim Listeria tlrlerinde bulunan iap geni tarafindan kodlanan
p60 isimli hiicre dis1 protein ise patojen Listeria trlerinde fibroblastlar gibi fagositoz yetenegi
olmayan hiicrelere invaze olmayi saglar (71, 72). PrfA tarafindan diizenlenen vip geni ise
LPXTG proteinlerini kodlamaktadir. Patojen olan Listeria turlerinde bulunan bu proteinler,
konak sinyal sistemine ve immun yanitina engel olmaktadir (73,74).

Agi1z yoluyla alinan bakteri sekum ve kolonun lamina propriasinin altindaki fagositik
hlcrelere geger. Kan ve lenf yoluyla mezenterik lenf yumrularina, dalaga ve karacigere ulasir
(75). Karaciger ve dalak, bakteriyel tireme igin birincil hedef organlardir. Bakteri bu
organlarda apse olusturur (62). Deneysel olarak enfekte edilen hayvanlarda bakterinin, dalak
ve karacigerdeki fagositik hiicreler tarafindan ilk enfeksiyondan 10- 14 gin sonra kandan
temizlenebildigi gorlilmistiir. Ancak Ozellikle immun sistemi yetersiz bireylerde, aktive
edilmemis fagositik hiicrelerdeki bazi bakterilerin yagsamaya devam ettigi ve hepatositler gibi
diger konak hiicrelerine yayildigi daha sonra da kan-beyin ve plasenta gibi bariyerleri
gecebilmesinden dolay1 uterusa ya da santral sinir sistemine invaze oldugu bildirilmistir. Bu
olay, bazi hastalarda kontamine yiyecek tiikketiminden sonra, 3 aydan uzun sliren inkiibasyon

stiresini agiklamaktadir (75).
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Antimikrobiyallere Karsi Duyarhhk ve Dayamklihk

Antimikrobiyel direng, mikroorganizmalarin gosterdigi bir adaptasyon siireci olmasina
ragmen, antibiyotiklerin hatali kullanilmas1 sonucu mikroorganizmalar arasinda direncin artis1
hizlanmistir (76). Listeria spp. bazi antimikrobiyel ajanlara karsi duyarhidir. Troxler ve ark.
(77) Listeria susunun (21 L. monocytogenes, 21 L. innocua, 21 L. seeligeri, 19 L. ivanovii, 11
L. welshimeri, and 10 L. grayi iceren ), pek ¢ok antimikrobiyele kars1 dogal olarak duyarli
bazilarina ise dikkate deger bir sekilde direngli oldugunu bildirmislerdir (Tablo.2.3).
L.grayi’nin trimethoprim, co-trimoxazole, ve rifampicine kars1 direngli goriindiigiinii,
kinolonlardan ise kolay etkilendigini bildirmislerdir. Ayrica L. ivanovii’nin kinolonlarin
¢oguna kars1 dogal direncinin bulundugu, L. monocytogenes’in ise nalidiksik asit, fusidik asit
ve fosfomisin gibi antibiyotiklere dogal olarak direngli oldugu ve bu antibiyotiklerin diger
mikroorganizmalarin liremesine engel olmak amaciyla listeria selektif broth ve agarlarda
kullanildig1 belirtilmektedir (78-80).

Tablo 2.3. Listeria tiirlerinin antimikrobiyel ajanlara karsi direng ve duyarliliklar

Dogal duyarh Dogal direngli
Cephalosporinler
Tetracyclines Aztreonam
Aminoglycosides Pipemidic acid
Penicillins (except oxacillin) Dalfopristin/quinupristin

Cephalosporinler (loracarbef, cefazoline, Sulfamethoxazole
cefaclor)

Cefotiam

Cefoperazone

Carbapenems

Macrolides

Lincosamides

Glycopeptides

Chloramphenicol

Rifampicin (L. grayi haric)

Listeria monocytogenes’in genellikle gram pozitif bakterilere karsi kullanilan antibiyotiklere duyarli oldugu (III. kusak

sefalosporinler, bazi kinolonlar ve fosfomisin hari¢) bildirilmektedir. Son zamanlarda listeriozisin standart tedavisinde B-

laktam antibiyotiklerden ampisilin tek bagina ya da gentamisin gibi aminoglikozidlerle birlikte, B-laktam alerjisi olan

hastalarda ise trimetoprim (TMP) ile birlikte sulfometoksazol (STX) gibi bir stulfonamid tirevi
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kullanilmaktadir. Ayrica vankomisin ve eritromisinin de bakteriyemi ve hamilelerde listeriozisin tedavisinde

kullanildig1 belirtilmektedir (80,81). Bilinen ve listeriozis tedavisinde kullanilan antibiyotiklere direng gosteren Listeria

tiirlerine ait artan sayida izolat bildirilmektedir (81). Yakin zamanda tetrasiklin, TMP- STX, kloramfenikol, eritromisin,
streptomisin  ve vankomisine direngli izolatlar bildirilmigtir (79, 80). Gentamisin, penisilin, ampisilin,

kanamisin, sulfonamid ve rifampisin de L. monocytogenes’in direngli oldugu antibiyotikler arasinda rapor
edilmistir (82).
2.5. LISTERIA ENFEKSIYONLARI

2.5.1. Epidemiyoloji, Bulasma Yollar1 ve Tiplendirme

Listeria tiirlerinin insan ve hayvanlarda meydana getirdigi enfeksiyona listeriozis adi
verilmektedir. Neredeyse tiim insan listeriozis vakalariin L. monocytogenes (83); ¢ok nadir
olarakta L. ivanovii ve L. seeligeri kaynakli oldugu rapor edilmistir (84,85). Her ne kadar
koyunlarda goriilen septiseminin yaklasik %10’unun L. ivanovii kaynakli oldugu bildirilse de
(86); L. monocytogenes diger hayvanlar i¢in de major patojendir. Ek olarak sahip oldugu
virtilens gen kimeleri (Listeria’ da bilinen patojenitik alan island 1 ya da LIPI-1) L.
monocytogenes ve L. seeligeri igin ortaktir. L. ivanovii island 2 (LIPI-2) ye sahip olmasi ile
Listeria patojenitesinden ayrilir ki fosfokolinesteraz kodu ruminant eritrositlerinde bulunan
fosfolipidleri daha verimli kullanmak icindir (87). Bu da kiigiik ruminantlarin L. ivanovii

enfeksiyonlarina karsi olan hassasiyetlerini agiklamaktadir.

Listeria monocytogenes konagin farkli dokularina 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 gdsterdigini
ortaya koyan meningoensefalit ve abort seklinde goriilen semptomlardir. Etken ayni zamanda
kuslar ve memeliler de dahil olmak {izere bir¢ok hayvan tiirlinde hastalifa neden
olabilmektedir. Hayvanlarda ve insanlarda gorulen patolojik bulgular birbirine benzemektedir
ki bu durum patogenez mekanizmasinin biitiin duyarli konaklarda ayni oldugunu ortaya
koymaktadir (66

Gidalar, listerozisin bulagsmasinda temel faktor olarak yer alsa da hastaligin baska bulagsma
yollart da vardir. Hasta hayvanla ya da hayvan materyali ile temas, veteriner hekimler ve
ciftlik c¢alisanlarinda ¢esitli deri ve goz semptomlarmin olugsmasina neden olabilmektedir
(3,14,16,18). Yeni dogan bebeklerde ¢apraz kontaminasyon yoluyla olusan enfeksiyonlarin
belirtileri, bebek hastaneyi saglikli olarak terk ettikten 5- 12 gin sonra gorulir. Bu
enfeksiyonlarda bulagsma, genellikle ayni bakim {initesindeki bebeklerde kullanilan ortak

ekipman ya da c¢alisan hemsireler yoluyla gerceklesmektedir (88). Ayrica anneden bebege
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plasenta ya da enfekte dogum kanali yoluyla da bulasabilmektedir (89). Listeria
monocytogenes mastitis etkenlerinden biri olmasina ragmen, gidalarin enfekte hayvandan

direkt kontaminasyonu nadir gorilmektedir (90).

Bakterinin pastorizasyon 1sisinda inaktive olmasi L. monocytogenes igeren gidalart 1s1
isleminden sonra giivenli hale getirmektedir. Cogunlukla ¢ig tiiketilen ya da rekontamine
gidalarin listeriozise neden oldugu belirtilmektedir. Rekontaminasyonun en énemli nedeni ise
iretim siirecinde gida imalathanelerinde hijyen ve sanitasyona dikkat edilmemesidir
(82,83,87,90). Gida iiretim gevrelerinde kullanilan ahsap ekipman, dilimleme makinesi, ahsap
ya da metal raflar, delikli tagiyic1 bant gibi temizlenmesi zor ekipmanlarin temizligine gerekli
Ozenin gosterilmemesi, tiretim tnitesinde gida kalintilari, sikisik sogutma odasi ve yetersiz
drenaj gibi olumsuz faktorler bakteri liremesine firsat vermektedir (90). Kontamine gida
matriksinin L. monocytogenes iiremesine uygun olmasi (yiikksek su aktivitesi, nétral pH),
yiiksek oranda kontamine olmasi (>10%kob/g), tiketime sunulmadan once uzun siire
buzdolabinda bekletilmesi ve ¢ig tiketilmesi hastalik riskini artirmaktadir. L.
monocytogenes’in minimal enfeksiyon dozu 100 kob/g olarak bildirilmistir (65,76,80).
Avrupa iilkelerinde 2000 yilinda 1.9-7.5 vaka/milyon kisi arasinda bildirilen listeriozis
insidensinin 2000 yilindan beri ozellikle 65 yas iizerindeki kisilerde artis gosterdigi
belirtilmektedir (91). Listerial enfeksiyonlarda izlenecek yol Sekil 2.4’de kisaca
gosterilmektedir (92).
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Guda : Yumusak peynir, sarkiiteri et, deniz frfin, diger

Enfeksiyon
Tedavi——  Hastalik
Risk Faktdrleri Risk Faktor
Yag, immun sistem hastaliklan Gebelik
immun sistem baskilayic ilaglar ‘
‘ Perinatal Listeriozis

Gida ile baglantinin kurulmasi Nonpernatal Listeriozis ¥ Erken baslangich — Sepsis

¥ Sepsis, menenjit, yara infeksiyonlar, % Geg baslangich — Menenjit
gastroenteritis arteriel infeksiyonlar

H

Salgin bulastiran gidadan | Lokal saglik kuruluslarina bildirilmelidir |
elde edilen suglara PFGE 4b Sporadik vakalardan |
uygulanmasi elde edilen suglara
PFGE uygulanmasi
2 statistiksel] | 1 Toplum saghg
calismalar arastirma birimi
4a Salgn hastafidardan 3 Salgin arastirmalan
elde edilen suslara PFGE
uygulanmast

Klinik ve toplum sagl icin listerial enfeksiyonlarda izlenecek yol
Sekil 2.4. Toplum saglig1 icin Listerial enfeksiyonlarda izlenecek yol (92)
2.5.2. Hayvanlarda Listeriozis

Listeria tiirlerinin saglikli evcil hayvanlardan ve atiklarindan izole edildigini bildiren gesitli
caligmalar mevcuttur. Bunlardan bazilarinda: Hofer ve ark. (93) Brezilya’daki saglikli
ineklerden 239 Listeria spp. izolat1 elde ettiklerini; bunlarin igerisinde 96 L. monocytogenes,
141 L. innocua, bir L. ivanovii, ve bir L. grayi bulundugunu bildirmislerdir. Antoniollo ve ark.
(94) Brezilya’da bulunan kuzulardan aldiklar1 35 diski 6rneginde 7 (%20) L. welshimeri ve 3
(%8.6) L. innocua izole ettiklerini bildirmislerdir.

Hutchison ve ark. (95) ingiltere’de ciftlik hayvanlar1 atiklarindaki L. monocytogenes
prevalansimi arastirdiklar1 bir arastirmada, taze inek digki 6rneklerinden %29.8’inden
(241/810), taze domuz diski Orneklerinin %19.8’inden (24/126), taze kanath diski
orneklerinin %19.4’tinden (13/67), ve taze koyun diski orneklerinin %29.2°sinden (7/24) L.

monocytogenes izole ettiklerini bildirmislerdir.
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Sigir, keci, koyun gibi ciftlik hayvanlari basta olmak {izere 40’tan fazla vahsi ve evcil hayvan
tirliniin  listeriozis enfeksiyonuna duyarli oldugu belirtilmektedir (63). Hayvanlarda
listeriozisin belirtileri, meningoensefalit, abort, endoftalmit, septisemi ve mastitistir
(12,16,17). Meningoensefalit gelisen hayvanlarda kendi ekseni etrafinda donme hareketi ile
karakterize tipik semptom ilk kez 1933 wyilinda Gill tarafindan Yeni Zellanda’da
tanimlanmaistir (6).

Hayvanlarda listeriozis bulasicit olmayan sporadik vakalar seklinde ortaya ¢ikmaktadir. Fakat
silaj gibi kontamine kaynaklar koyunlarda salginlara yol agabilmektedir. Hastalik 6zellikle kis
ve ilkbahar aylarinda ¢ok sik goriilmektedir. Kis aylarinda sik goriilmesinin nedeni olarak
silajla beslenmenin yani sira diger patojenlerin iliremesinin baskilandig1 diisiik 1silarda
bakterinin Ureyebilmesi gosterilmektedir. (16,29,39).

Diger taraftan L. monocytogenes’den farkli olarak L. ivanovii koyunlarda ve ineklerde
septisemi, enteritis ve abortlarin baglica sebebidir, aynt zamanda hayvanlarda
meningoencephalitise neden olur (51, 75) Monogastrik hayvanlarda listeriozis nadir olarak
septisemi ve meningoensefalitise neden olmaktadir. Hastalik kuslarda septisemi ve

miyokardial nekroz ile birlikte seyretmektedir (6).
2.5.3. insanlarda Listeriozis

Listeriozis; genellikle hamile kadinlar, yaslilar, yeni doganlar, ¢ocuklar ve steroid veya
sitotoksik tedavi goren ya da kotu huylu tmdord olan immun sistemi zayiflamis yetiskinler
gibi yliksek risk grubundaki bireyleri etkilemektedir. (29,72,75) Besin ile birlikte alinmis
bakteri sayist, viriilanst ve patojenik 6zellikleri ile konagin immiinolojik durumu, enfeksiyona
ait klinik belirtilerin ciddiyetini belirlemektedir (10,29). Hastaligin insidensi diisiik olmasina
ragmen Ozellikle risk grubundakilerde yliksek mortalite (yaklasik %30) goriilebilmektedir
(10).

Hastaligin invaziv formunda etken, yiiksek risk grubundaki bireylerde bakteriyemi ile birlikte
hedef organlar1 etkileyerek ensefalit, menenjit ve abort gibi ciddi semptomlarla
seyredebilmektedir (27). Listeriozisin son yillarda bildirilen non-invaziv formu ise duyarl
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 baglamaktadir. Vakalarin ¢ok az1 ciddi sistemik enfeksiyonlara
doniismektedir (2,13,28,). Listeriozis klinik tablolarinda nadir olarak artritis, hepatitis,

endoftalmitis, deri lezyonlar1 ve endokarditis ile sonuglanan peritonitis goriiliir (6,75).
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Veteriner, ¢iflik ¢alisan1 gibi enfekte hayvan veya havyan materyali ile temas eden kisilerde
papiler ya da pustiler kutanedz lezyonlar goéralebilir. Bu lezyonlar, genellikle sigir
abortundan 1-4 giin sonra abort materyali ile temas etmis kisilerin kol ya da bileklerinde
goriliir ve tedaviye ihtiya¢ duyulmaksizin gecer. Ayni sekilde yine temas yoluyla konjuktivitis
olusabilmektedir (6).

Vakalarin % 10-20’si hamile ve yeni doganlarda gorilmektedir. Maternal listeriozis gebelik
stiresince devam edebilir fakat semptom gostermedigi i¢in 20 haftaliktan 6nce nadiren
anlasilir. Listeriozisli gebelerin % 5’inde hastalik fGtusa ge¢gmez (75,92). Bazi gebelerde
titreme, ates, sirt agrisi, bogaz enfeksiyonu ve bas agrisi, bazen ise konjuktivitis, diyare ve
uyusukluk gibi ¢ok yumusak semptomlar goriilebilir. Bunun yaninda kan, vajinal svap, diski
ve idrar kiiltlirleri pozitiftir (92). Ates basladiginda fotal hareket azalir ve yaklasik 1 hafta
icinde dogum, 6lii 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 (6). Yeni doganlarda hastalik hastaneden bulastigi zaman belirtiler 5. giinden
sonra baslar ve ge¢ neonatal listeriozis olarak adlandirilir. Hastaligin bu formu menenjit ile
birlikte seyreder. Ge¢ neonatal listerioziste 6liim oran1 %10 civarinda iken erken neonatal
listerioziste %30-60 arasindadir. Anneden fetusa ge¢is haricinde insandan insana listeriozis
bulagsmasi gergeklesmediginden hastalari izole etmek gerekmemektedir. (92).

2.6. LISTERIA TURLERININ CEVREDE DAGILIMI

Listeria tiirleri ¢evrede, toprakta, suda ve kalitesiz silajlarda yaygin olarak bulunmaktadir. Bu
kaynaklardan hayvanlara ve hayvanlarin diski, kan ve siitleri ile de ¢evreye bulagsmaktadir.
Sanitasyon uygulamalarinin yetersiz oldugu durumlarda ise gida maddeleri {iretim, tasima ve
tilketim prosesleri boyunca kontamine olmaktadir (5,6,13). Listeria tdrleri, hicre icinde
yagsamalari, olumsuz cevre sartlarina ve buzdolabi 1sisina direnclilikleri, saglikli insan ve
hayvanlarda hastaliga neden olmadan varliklarim1 = siirdiirebilmeleri ve her yerde
bulunabilmeleri nedeniyle ¢cok dikkatli degerlendirilmelidirler (15,19).

Sindirim sisteminde bulunmasina ragmen Listeria tiirleri saprofitik hayata adapte olmus
bakterilerin birgok 6zelligini gosterir (31). Listeria spp. deniz suyundan, yeralti sularindan ve
yagmur sularindan nadiren izole edilebilmistir. Bununla birlikte genellikle nehir, koy, lagim

sularinda, endiistriyel ve ¢iftlik atiklarinda bulunabilmislerdir. (1,2,29,39,41).



35

2.7. LISTERIA TURLERININ GIDALARDA BULUNUSU

Epidemiyolojik g¢aligsmalara gore listeriozis olgularinin énemli bir bdliimii kontamine gidalardan
kaynaklanmaktadir. Listeriozis salginlari gida endistrisi ile ilgili oldugundan, L. monocytogenes'in
gida iiretimindeki epidemiyolojisi ile ilgili bilgilere ulasmak ¢ok énemlidir (27). Etken kirmizi et ve
iirlinleri, kanatl eti, siit ve siit triinleri (peynir, dondurma) balik, sebzeler ve gida liretim tesislerinden
izole edilmistir. Ayrica sebzeler ve sebze salatalari ve tiiketime hazir gidalar da etkenin Onemli

tagiyicilar1 arasindadir (9).

Gida irinlerine L. monocytogenes bulasmasindaki en énemli faktor, gidamin hazirlanmast sirasinda
olusan capraz kontaminasyonlardwr (27). L. monocytogenes’in gida ile bulasmasini énlemek igin,
gida isletmelerinde hammadde ile islenmis iirlinlerin birbirinden ayrilmasi, hammaddenin
kontamine edilmemesi, toplama, isleme, tagima ve satis esnasinda hijyen kurallarina
uyulmasi, triiniin islenmesi sirasinda kontaminasyonlarin 6nlenmesi igin etkin temizlik ve
dezenfeksiyon islemlerinin yapilmasi ve yapilan uygulamalarin etkinligini 6l¢gmek icin gerekli
kontrollerin yapilmasi, kisaca HACCP (Hazard Critical Control Point) kurallarina uyulmasi
gerekmektedir (96).

2.7.1. Et ve Et Urunleri

Et ve drlnlerinin Listeria tiirleri ile kontaminasyonu kesim asamasinda baslamaktadir.
Kesimhanelerde hayvan diski, deri ve ayaklar ayrica isletmede calisan personel, is kiyafetleri,
kullanilan sular, ¢evre ve ekipman bulasmanin baslica kaynagidir (1,6,12,35). .

Hayvan orijinli tiikketime hazir gidalar, kanatli eti igerenler basta olmak tizere tiikketime hazir et
uriinleri, yiikksek oranda kontaminasyon riski tasimaktadir. Sporadik vakalarin % 32’si
sarkiiteri tezgahinda hazirlanarak tiiketime sunulan et iirlinlerine dayandirilmaktadir
(2,6,29,96). Son 15 yil iginde tiiketime hazir et ve kanatlh {irlinlerinden kaynaklanan ¢esitli
listeriozis salgimlar1 bildirilmistir. 1998-1999 yillarinda sosis ve tiiketime hazir diger et
tiriinlerinin neden oldugu L. monocytogenes salgininda 101 hastadan 21’inde 0lim meydana
gelmistir (52).

Bu patojenin ¢ig etlerdeki prevalansinin daha yiiksek oldugu bildirilse de pismis et
urtnlerinde L. monocytogenes varligi da (% 4.9) Uyttendaele ve ark. (97) ¢alismasinda rapor
edilmistir. Yan ve ark. (81) c¢alismalarinda inceledikleri 733 ¢ig et ve 302 pismis et
orneklerinden 46’s1 ¢ig etten ve 10’u pismis etten olmak {izere toplam 56 L. monocytogenes
izole ettiklerini belirtmislerdir. Jajali ve ark. (98) c¢alismalarinda toplam 332 et, kiyma ve

hamburger 6rneginin sadece 4’iinde L. monocytogenes saptadiklarini belirtilmislerdir.
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Bu konuda iilkemizde yapilmis olan bir calismada da Yiicel ve ark. (99) inceledikleri ¢ig et
orneklerinden 42 kiyma Orneginin 2’sinin, 26 tavuk eti Orneginin 3’ilinlin ve 19 sigir eti
orneginin 1’inin; pismis et orneklerinden ise 31 kirmizi etten 2’sinin, 28 tavuk etinin ise
1’inin L. monocytogenes ile kontamine oldugunu rapor etmislerdir. Tiirk Gida Kodeksi
(TGK) tarafindan et {irlinleri i¢in belirlenen mikrobiyolojik kriterler tebligi Tablo 2.4.’te
gosterilmektedir.

Tablo 2.4. TGK tarafindan et iiriinleri i¢in belirlenen mikrobiyolojik kriterler tebligi (100)

Gida Mikroorganizmalar | Numune alma Limiter ()
plani
Et Urunleri n c " w
Isil islem gormemis
et drdnleri
Fermente (sucuk vb.) | « 5 2
S. aureus @ 5 2 10° 10°
Sall lla spp. 5 O 0/25 g-mL
L. monocytogenes 5 O 0/25 g-mL
E. coli 0157:H7 5 O 0/25 g-mL
Isil islem gOormiis et | wewwwr 5 2 w w
drdinleri (sosis,
salam, kavurma,
doner, kofte, jole
iskembe vb.)
S. aureus 8] 5 2 10° 10°
C. perfring 5 2 10° 10°
sall lla spp. 5 O 0/25 g-mL
L. monocy ytogenes 5 O 0/25 g-mL
E. coli 0157:H7 5 O 0/25 g-mL.

(M) : Aksi belirtilmedikge limit kob/g-mL olarak degerlendirilir. kob: Koloni olusturan birim
(kat1 besiyerinde)
2.7.2. Sut ve Sut Uranleri

Listeria spp, ve L. monocytogenes ¢ig siit tanklarinda ve isletme siit 6rneklerinde genel olarak
az bulunmaktadir.(8,75). Cig siitteki Listeria spp. kontaminasyonu sagim, depolama ve tasima
esnasinda Ozellikle silajla beslenen hayvanlardan veya enfekte hayvanlardan kaynaklanan

fekal ve cevresel bulagsmayla olmaktadir (4,5,8,82).

Listeria monocytogenes’in beyaz peynirdeki canliliginin starter kiiltiir eklenmesi, tuz orani ve
baslangigtaki bakteri miktarina baglh oldugu, bakterinin 4°C’de 3 ay muhafazaya
dayanabildigi belirtilmektedir (101). Ayrica, starter kiiltiir ilave edilmeyen peynirlerde

olgunlagsma periyodu siiresince %06.6-7.2 arasinda saptanan tuz konsantrasyonunun L.
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monocytogenes’in inhibisyonu i¢in yeterli olmadig belirtilmistir (102). Yogurt, kashk gibi
laktik asit bakterilerinin hakim oldugu ve pH’s1 diislik siit {iriinlerinde L. monocytogenes
varlig1 bildirilmemektedir (103,104). Ayrica tereyaginda da ya hi¢ bulunmamakta ya da ¢ok az
miktarda bulunmaktadir (103). Geleneksel yontemle yapilmis ev dondurmalarinin L.
monocytogenes ile kontaminasyonu pastdrize siit ile yapilmis ticari dondurmalardan belirgin
derecede yuksektir (104).

2.7.3. Sebze ve Meyveler

Hayvanlarla ilgili tarimsal cevrelere ek olarak L. monocytogenes, bitki yetistirilen tarim
cevrelerinden de izole edilmektedir. Sebze 6rnekleri ile L. monocytogenes kontaminasyonu
diisiik oranlarda (<%?3) bildirilmektedir (3,7). Yan ve ark. (81) 323 sebze 6rneginin 2’sinden
L. monocytogenes elde ettiklerini rapor etmislerdir. Fliousis ve ark. (105) ise 50 salata
orneginin hicbirinden L. monocytogenes izole edemediklerini bildirmislerdir. Etken
prevalansinin marul, sogan, domates gibi sebzelerden yapilan salatalarda % 3,9 oraninda
oldugu bildirilirken, etkenin rus salatasinda bulunmadig: bildirilmistir (106). Degisen tiiketim
aligkanliklar1 ve tercihleri dogrultusunda, tiiketime hazir ¢ig sebze tiikketiminin artmasiyla bu
gidalar insan listeriozis salginlarina neden olmaktadir (90). Abadias ve ark. (7) inceledikleri
meyve Orneklerinin higbirinde L. monocytogenes izole edemediklerini belirtmislerdir.

2.7.4. Tiiketime Hazir Gidalar

Tiiketime hazir gidalar islem gormiis balik, et ve sebzeleri kapsamaktadir, bu gidalar
tilketimden Once ayrica pisirme gibi islem gerektirmemektedir. Pek ¢ok hazir gida, (6r soguk
tiitsiilenmis balik ) yaklasik %2-5 NaCl igermektedir. Her ne kadar hazir gidalar, genellikle
diistiik sicakliklarda tutulsalar da (4 ve -20°C arasinda), L. monocytogenes in yasama ve
gelismesi 4°C’de depolamada dahi etkin bir sekilde engellenemedigi igin s6z konusu hazir
gidalarin L. monocytogenes i¢in miikemmel lireme ortami sagladiklar1 kabul edilmektedir
(31,51). Son 15 yil iginde tiiketime hazir et ve kanath iirlinlerinden kaynaklanan gesitli
listeriozis salginlart bildirilmistir. 1998- 1999 yillarinda sosis ve tiikketime hazir diger et
iriinlerinin neden oldugu L. monocytogenes salgininda 101 hastadan 21’inde 6liim meydana

gelmistir (52).

Listeria monocytogenes’in tiiketime hazir etler ile bulagmasina engel olmak igin etler
paketlenmeden Once pastorizasyon, irradyasyon veya antimikrobiyel katki ilavesi gibi

islemlerden gegirilmektedir. Bunlarin disinda paketlenmis gidalara 85°C’de 10 sn ya da 90.6-
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96.1 °C’de 1 dakikadan az olmak iizere yapilan pastorizasyon uygulamalarinin etkili oldugu
rapor edilmistir (52).
2.7.5. Balik ve Su Uriinleri

Listeria spp., kirletilmemis sulardan elde edilen deniz iriinlerinden nadiren izole
edilmektedir. Eklund ve ark. (107) somonlarda stimiiksii maddede, deride ve karin boslugunda
L. monocytogenes bulamamistir. Hansen ve ark. (108) 14 taze su akimntisinda L.
monocytogenes tespit edemese de, balik ciftliklerindeki deniz suyu 6rneklerinin %2, balik
ciftligi taze sularindan alman Orneklerin %10, isleme tesis Orneklerinin %16, tiitsiileme
tesislerindeki Orneklerin ise %68 oraninda s6z konusu bakteri ile kontamine oldugunu
bildirmislerdir. Bu sonuglar géstermektedir ki, Listeria spp. nin sudaki insidensi hayvan ve
insan aktivitesinin artmasina bagli olarak sekillenen kirlilikle artmakta ve ¢amur ve lagim

suyundaki besinler temiz suya gore listeria i¢in biiylime ortami saglamaktadir (107,108).

Miettinen ve Wirtanen (109) Finlandiya’da gesitli deniz ve gol balik ciftliklerinden toplanan
toplam 510 gokkusagi alabaligi 6rneginin %0 ila 75 oraninda L. monocytogenes ile kontamine
oldugu belirlendiklerini rapor etmislerdir. Ayrica, L. monocytogenes izolasyonlarinin %95.6
(43/45)’inin balik solungag¢ oOrneklerinden, %4.4’nin (2/45) ise balik derisinden ya da i¢
organlarindan izole ettiklerini belirtmislerdir. Ayn1 arastirmada ¢6ziindiiriilmiis baliklarin da
sirast ile %14.3 ve %8.8 Listeria spp. ve L. monocytogenes igerdikleri tespit edilmistir (109).
Ulkemizde ise Cenet (110) Manisa’da bulunan bir alabalik ¢iftliginden satin aldig1 66 alabalik

fletosunun 3’0ndin L. monocytogenes ile kontamine oldugunu rapor etmistir.

Balik ve gesitli su iiriinlerinin hazirlanma stiregleri ve tiiketime sunulma bi¢imleri de Listeria
tiirleri ile kontaminasyonlarina yol agabilmektedir. Soguk tiitsiilenmis balik {iriinleri iiretim
asamasinda teknolojisi geregi Listeria tirlerini inaktive edecek herhangi bir islemden
gecmemekte dolayisiyla listeriozis bulasmasinda risk teskil etmektedir (oliver, goldfine).
Finlandiya’da 1999 yilinda tiitsiilenmis soguk alabaligin neden oldugu listeriozis salgini ates

ve gastroenteritis ile seyretmistir (109).
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3. GEREC VE YONTEM
3.1. GEREC
3.1.1. Materyal

Calisma kapsaminda Kayseri’de 2013 yili Mayis-Eyliil aylar1 arasinda farkli firmalara ait
toplam 100 sucuk numunesi kullanildi. Steril posetlere alinan sucuk numuneleri soguk zincir

altinda laboratuara ulastirildiktan sonra en ge¢ 1-2 saat icerisinde analiz edildi.
3.1.2. Standart Sus

Listeria monocytogenes’in izolasyon ve identifikasyonunda kullanilmak tizere L.

monocytogenes ATCC 7644 referans susu kontrol sus olarak kullanildi.
3.1.3. Listeria spp. izolasyon ve Identifikasyonunda Kullanilan 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

(Merck, 1.11883)

Hazirlanis1

40

509

509

509

509

20.0¢

9.6¢

1.35¢

1049

309 Fraser Listeria
70+£0.2 SelectiveSupplement

On zenginlestirme asamasi igin toz halindeki ticari besiyerinden 18 g tartilarak 500 mL distile

suda ¢oziindiiriildii ve otoklavda 121°C’de 15 dakika sterilize edildi. Otoklavdan ¢ikarilan

besiyeri 50°C’ye sogutulduktan sonra tlizerine 1 mLsteril distile su ile siispanse edilmis Fraser

Supplement’ten ve 1 ml steril distile su ile siispanse 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(lll) citrate
Agar

pH

23049
50¢9
059
109
1509
109
059
13.0¢g
7.0£0.2

Oxford Listeria Selective Supplement (Merck 1.07006)

Hazirlanis1
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Hazir besiyerinden 29.25 g tartilarak 500 mLdistile suda ¢oziindiiriildii. 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 ckstrak ve peptonlar) 200g/L

Nacl 50gL

Agar-agar 15091

pH 68

Hazirlanis1

Hazir besiyerinden 40 g tartilarak 1 L distile suda ¢dziindiiriildii ve manyetik karistiricida
(Velp Scientifica ARE) eritildi. Karisimin pH degeri 6.8 + 0.2’ye ayarlanarak otoklavda
121°C’de 15 dakika sterilize edildi. 50 °C’ye sogutulduktan sonra iizerine % 5 defibrine koyun
kan1 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 gL
Peptone from soymeal 309

D(+) Glukose monohydrate 2.5g/L
Sodium chloride 5.0g/L
di-potassium hydrogen phosphate 2.50/L
pH 7.3
Hazirlanis1

Hazir besiyerinden 30 g tartilarak 1 L distile suda ¢oziindiiriildii. 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)

Hazirlamisi
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Ticari % 30’luk hidrojen peroksitten 2 mL alinarak 27 mL distile suyla karistirildi ve %3 liik

H,0; sollisyonu hazirlandi.
3.1.3.7. Listeria spp. identifikasyon Kiti

Listeria spp. izolatlarinin identifikasyonu i¢in Microbact 12L test kiti (Microbact Listeria 12L
Listeria identification system MB1128 Oxoid) kullanildi. Bu identifikasyon kitinde 11 farkli
seker ve 1 hemoliz test kutucugundan olusan mikro diizeyde biyokimyasal test sistemi vardir.
Stipheli her bir koloninin 18-24 saat inkiibasyonu sonrasinda olusan renk degisimi
degerlendirilmektedir. Renk degisimi, kontrol kartlarina islenerek elde edilen 4 basamakli kod
ozel bilgisayar programina girilmektedir. Ozel bilgisayar programi, girilen koda gore

koloninin hangi Listeria tiirine ait olabilecegini % olarak vermektedir.
3.2. YONTEM
3.2.1.Sucuk Orneklerinden Listeria spp. izolasyonu

Aseptik sartlarda alinarak soguk zincir altinda laboratuara getirilen sucuk Orneklerinde
Listeria spp. varligi ISO 11290-1/Al- 2004 (40) metodu ile saptanmistir (ISO). S6z konusu

metodun asamalari sekilde 6zetlenmistir (Sekil 3.1.).
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% 25g (veya 25ml) ormek 225g (veya 225ml) Half - Fraser broth'a
=
5
Z 4 l
© % 30°C £ 1°C'de 24 saat t 2 saat inkube edilir
; i
|
[ |
% 0.1ml alinarak 10ml
L E Fraser broth'a eklenir
AT
E —
L % ¥
- 35 - 37°C + 1°C 46 saat + 2 saat
|
¥ ¥ i ¥
1 6ze dolusu ahinarak Ottaviani ve 1 6ze dolusu alinarak tercihe
- Agosti tarafindan énerilen Listena gtre PALCAM veya Oxford
% Agara ekim yapilir agar'a ekim yapilr
2 v v
S 37°C + 1°C 24 saat + 3 saat Uretici irmanin tavsiyelerine
o (Gerekirse ek olarak 24 saat + gére inkube edilir
3 saat inkube edilir.
5 karakteristik koloni secilerek Ottoviani - Agosti tarafindan dnerilen
% ve pozitif koloniler igin turkuaz mawi opak haleli koloni morfolojisi
% veren Listeria Agara secilir.
[
§ Biyokimyasal dogrulama (hemoliz, karbonhidrat kullamimi, Camp
testi} yvapilir.

Sekil 3.1. Horizontal yontemle Listeria spp. izolasyonu. 1ISO11290-1/A1-2004 (40).

ISO 11290-1/A1-2004 metodu gergevesinde 25’er g sucuk Ornegi steril filtreli numune
posetlerine (Bag Fitler 400P, Interscience, St. Nom La Breteche, Fransa) tartildi. Uzerine 225
mL1/2 konsantrasyonda (inhibitorleri yarim konsantrasyonda igeren) Fraser Listeria Selective
Enrichment Broth Base (Merck 1.10398) besiyeri ilave edilerek homojenizatérde (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 &n zenginlestirme yapilmis kiiltiirlerden 0.1 mL alinarak 10’ar
mL’lik tam kuvvette hazirlanan (inhibitorleri normal konsantrasyonda igeren) Fraser Listeria
Selective Enrichment Broth Base (Merck 1.10398) tiplerine ilave edildi ve 37°C’de 24 saat
inkiibe edildi (Sekil 3.3).

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

Sekil 3.4. Oxford Listeria Selektiv Agar’a ekim agamasi

L. monocytogenes siipheli kolonilerden 1-5 adet koloni segilerek biyokimyasal testleri
gerceklestirmek icin kanl agara gecildi 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 kanli agarlara
ekilerek 35°C’de 24 saat inkiibe edildi. Inkiibasyon siiresi sonunda etrafinda agik renkli berrak

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

Stipheli koloniler lam {izerinde preparatlari hazirlanarak alevde tespit edildi. Preparatlar
kristal viyole ile 1-2 dakika boyandiktan sonra saf su ile yikandi. Bir dakika lugol ¢ozeltisi
uygulamasini takiben once % 96’lik alkol ile daha sonra saf su ile yikandi. Yikanan
preparatlar sulu karbon fuksin ¢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. siipheli olarak kabul edildi.
3.2.2.3. Katalaz Test

Kanli agardan alinan siipheli koloniler bir lam {izerinde 6ze yardimiyla bir damla % 3’liik
H,0, ile karistirildi. 1-2 saniye iginde goriilen kopiirme seklindeki gaz olusumu katalaz
pozitif olarak degerlendirildi.

3.2.2.4. Oksidaz Test

Test c¢ubugu katt besiyerindeki (kanli agar) siipheli Listeria spp. kolonisine
dokunduruldugunda, 20-60 saniye i¢inde renk reaksiyonunun olugsmamasi 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 icinde homojenize edildi. Uzerine lamel kapatilarak
immersiyon objektifinde incelendi. 25°C’de hareket gozlenip 37°C’de gtzlenmemesi pozitif
kabul edildi.

3.2.2.6. Microbact Testi

Katalaz pozitif, Oksidaz negatif ve Gram pozitif olan koloniler Microbact test kitinde
(Microbact Listeria 12L 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) agisindan
degerlendirildi (Sekil 3.6).



Sekil 3.5. Microbact Test Kiti
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Bu ¢alismada, Mayis-Eyliil 2013 tarihleri arasinda Kayseri’deki marketlerden temin edilen

farkli firmalara ait toplam 100 sucuk numunesinde ISO 11290-1/A1-2004’da 6nerilen metod

ile yapilan Listera spp. izolasyonunda; toplam 29 6rnek (%29) Listeria spp. agisindan pozitif

bulundu. Listeria spp. izolatlarinin tamami Gram pozitif, katalaz pozitif, oksidaz negatif, 25

°C’de hareketli olarak tespit edildi (Tablo 4.1).

Listeria spp. pozitif Orneklere yapilan microbact (Microbact Listeria 12L Listeria

identification system MB1128 Oxoid) testi sonucunda; orneklerden altisinin (%6) L.

monocytogenes ile kontamine oldugu belirlendi. Ayrica ¢alisma kapsaminda analiz edilen

sucuk orneklerinden 10 tanesinin (%10) L. innocua; 8 tanesinin (%8) L. ivanovii; 3 tanesinin

(%3) L. welshimeri ve 2 tanesinin ise (%2) L. grayi ile kontamine oldugu ortaya konuldu

(Tablo 4.2., sekil 4.1)
Tablo 4.1. Sucuk 6rneklerinde Listeria spp izolasyon sonucu

Numune Numune sayisi Listeria spp. Pozitif 6rnek
sayis1 (%)
Sucuk 100 29 (%29)

Tablo 4.2. Sucuk 6rneklerinde Listeria tiirlerinin dagilimi

Pozitif 6rnek Pozitif 6rnek yuzdesi

sayisi
L. monocytogenes 6 %6
L. innocua 10 %10
L. ivanovii 8 %8

L. welshimeri 3 003
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L. grayi 2 %2

10% -

8%
/ W L. innocua
6% - W L. ivanovii
W L. monocytogenes
0 -
4% W L. welshimeri
~u, - m L. grayi
0% |
Sucuk

Sekil 4.1. incelenen sucuk &rneklerinde Listeria tiirlerinin dagilimi
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5. TARTISMA VE SONUC

Et ve et Grlnlerinin Listeria tiirleri ile kontamine olmasinda ¢esitli kaynaklar etkili olmaktadir
(110). Kontaminasyonda mezbaha ve et isletmelerinin ¢ok énemli bir yeri vardir. Hayvanlarin
diskilar1, derileri ve ayaklarindan, ayrica isletmede calisan personelin elleri, elbiseleri ile
kullandiklar1 aletlerden, isletmede kullanilan sular 6nemli kontaminasyon kaynaklaridir
(111,112). Etin islenmesi ve et iriinlerinin iiretimi asamasinda personel, et parcalama ve
isleme ekipmanlari Listeria spp.’nin bulagsma kaynagi olabilir (112, 113).

Bu calismada 100 sucuk drneginden 29’u (%29) Listeria spp. agisindan pozitif bulunurken
orneklerden altisinin (%6) L. monocytogenes ile kontamine oldugu belirlenmistir. Ayrica
calisma kapsaminda analiz edilen sucuk o6rneklerinden onunun (%10) L. innocua; sekizinin
(%8) L. ivanovii; ugtnun (%3) L. welshimeri ve ikisinin (%2) L. grayi ile kontamine oldugu
belirlenmistir. Ulkemizde L. monocytogenes’in sucuklardaki prevelans: ile ilgili birgok
aragtirma yapilmstir.

Bu calisma ile paralel olarak Giiven ve Patir (114), Elazig ilinden temin edilen 80 sucugun
%?7.5’inden L. monocytogenes izole ettiklerini bildirmislerdir. Ancak iilkemizde yapilan bazi
caligmalarda sucuk Orneklerindeki L. monocytogenes kontaminasyonu bu calismada elde
edilen verilerden oldukca yiiksek ¢ikmustir. Ornegin: Berktas ve ark. (115), % 24’iinden;
Sharif ve Tunail (116) %20’sinden; Barut ve Ates (117) ise 18 6rnegin 3’tinden (%17); L.
monocytogenes izole ettiklerini bildirmislerdir.

Listeria spp. ilizerine yapilan ¢aligmalarda ise; Kaya ve Gokalp (118), incelenen sucuk

orneklerinin %39’unun Listeria spp.; %16’sinin L. monocytogenes ile; Colak ve ark. (119) ise
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300 sucuk 6rneginin 63’linliniin (%21) Listeria spp.; 35’in de (%11.6) L. monocytogenes ile
kontamine oldugunu rapor etmislerdir. Ayrica, Sancak ve ark. (120) vakumlu paketlenmis 20
sucuk Orneginden bakteriyi izole edemediklerini ancak ambalajlanmamis 20 sucuk 6rneginin
9’undan (%45) Listeria tiirlerinin izole edildigini bildirmislerdir. Arastirmacilar elde ettikleri
9 izolatin tlirlere gore dagilimini ise 3 L. monocytogenes, 4 L. innocua, 1 L. welshimeri ve 1 L.
innocua ve L. seeligeri olarak rapor etmislerdir.

Bu calismada elde edilen sonuglardan daha diisiik kontaminasyon orani bildirilen
calismalardan bazilarinda; Kok ve ark. (121) Aydin’da, Oksiiztepe ve ark. (122) Elazig’da
yaptiklart caligmalarda fermente sucuklarin % 4’iinde L. monocytogenes bulundugunu
bildirmislerdir. Benzer sekilde Cift¢ioglu ve Ugur (123) inceledikleri sucuk 6rneklerinin %
2’sinden L. monocytogenes izole ettiklerini belirtmislerdir.

Degisik iilkelerde tiretilen fermente sosisler {izerine yapilan ¢aligmalardan birinde Manzano ve
ark. (124) caligmalarinda domuz, sigir, tavuk gibi cesitli hayvanlarin et ve kiymalar ile
fermente sosisten olusan 85 Ornegi incelediklerini, bunlarin 25’inde L. monocytogenes
saptadiklarini bildirmislerdir. Isvigre’de yapilan bir calismada Jemmi ve ark. (125), 142
fermente sosis 6rneginin %15’inin; Portekiz’de yapilan bir ¢calismada ise Mena ve ark. (126)
27 Ispanyol tipi sosis érneginin 1’inin (% 3.7) L. monocytogenes ile kontamine oldugunu
rapor etmiglerdir. .

Anaerobik ve fakiiltatif anaerobik bir metabolizmasi olan L. monocytogenes, asidik pH
degerlerinde (pH 4.3), 0.92 a, degerinde ve % 10’luk NaCl’de Ureyebilmektedir (36, 37).
Sucuklarda mikrobiyel giivenligi saglamak icin kullanilan NaNO,’e direngli oldugu ve 200
ppm NaNO;, konsantrasyonunda iireyebildigi bildirilmektedir (65) Gida iiretim ¢evrelerinde
uzun siire hayatta kalabilen bakteri 1siya dayanikli olmadigindan (39) gidalar uygulanan
pastorizasyon islemlerinin L. monocytogenes kontaminasyonunu 6nlemede énemli bir faktor
oldugu ongoriilmektedir.

Et ve drlnlerinde L. monocytogenes’in canliligi, muhafaza sicakligi, kullanilan katki
maddeleri, tirliniin pH degeri ve dogal mikrofloranin iirettigi antibakteriyel ajanlarin miktarina
baghdir (120). Tiirk tipi fermente sucuklarda olgunlagma siliresinden sonra floraya
laktobasiller hakim olmaktadir. Bu bakterilerin olusturdugu bakteriosinler asit ortamda, pH,
tuz, nitrit ve sarimsagin da etkisi ile L. monocytogenes’in yasam ve gelisimini engellemektedir
(114). Bu konuda yapilan iki ayr1 ¢alismada pediosin iireten Pediococcus acidilactici ve
sakasinA Ureten Lactobacillus sakei’nin starter kiiltiir olarak kullanildiklari sucuklarda L.

monocytogenes sayisinin hizli bir sekilde diistiigii belirlenmistir (118, 127).
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Sucuk iiretiminde olgunlasmanin baslangic sathasinin L. monocytogenes gelisimi agisindan en
kritik asama oldugu, bu asamada pH degerinin hizli bir sekilde diisiirilmemesi halinde L.
monocytogenes sayisinin arttin belirtilmektedir (118, 128). Ulkemizde sucuk iiretiminde
starter kiiltiir kullanimi bazi biiylik isletmeler haric pek yaygin olmadigindan, bazi
isletmelerde sucuklarin  2-3 gun icerisinde ve yeterince olgunlasmadan piyasaya
siiriilebildiginden, yeterince 1s1 islemi gérmeden veya ¢ig olarak tiiketilen sucuklar listeriozis
acisindan tehlike arz edebilmektedir (118).

Sonug olarak; bu ¢alismada incelenen sucuk 6rneklerinde Listeria spp ve L. monocytogenes
varligimi ortaya konulmustur. Listeria enfeksiyonlarinin kontaminasyonla kolaylikla
yayilabilmesi ve genis sicaklik degerlerinde gelismesini siirdiirebilmesi ve zoonoz 6zellikte
olmas1 agisindan sucuk Orneklerinde Listeria tiirlerinin belirlenmesi halk sagligi agisindan
tehlike olusturabilecegi goz oniinde bulundurulmalidir. Zira, Listeria monocytogenes’in neden
oldugu enfeksiyonlar olduk¢a diisiik bir insidensle seyretmesine ragmen risk grubunda
bulunan bireylerde yaklasik % 30’lara varan 6liim oranlarina ulagmasi hastaligin ciddiyetini
ortaya koymaktadir. Bu nedenle sucuk yapiminda iiriin ile ilgili her faktoriin (hammadde,
bilesim, 1s1l islem, depolama, raf 6mrii, personel, ¢apraz bulagma riski gibi) dikkate alinarak
ciftlikten sofraya gida giivenligi kapsaminda standartlara uygun triin elde edilmesi onemlidir.
Bu amagcla sucuk iiretiminde kullanilan etler i¢in saglikli hayvanlar yetistirilmeli, isletme
icerisinde ve c¢evresinde insekt ve rodent miicadele yapilmalidir. Kesimhanelerde hijyenik
kosullar HACCP programlar1 ¢ergevesinde iyilestirilerek, 6zellikle capraz kontaminasyon
kontrol altina alinmali, sucuk yapiminda temas edecek yiizey, alet ve ekipmanin temizlik ve
dezenfeksiyonu etkin bir sekilde yapilmalidir. Uretim, dagitim ve satis asamalarinda soguk
zincirin siirekliligi saglanmalidir. Personel hijyenine 6nem verilmeli, patojen bakterilerin gida
hazirlama yerleri ve evlerde capraz kontaminasyonu dnlenmeli ve etkin pastdrizasyon islemi

uygulanmalidir.
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