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Sit her yagtaki insanin faydalandig: viicuda yararh ve lizumlu
maddeleri tagiyan bir besindir. Buna kargilik siit bazi1 hastaliklarin bazi
kogullarda halk kitlelerine yayilmasinda ve bulagmasinda 6nemli bir rol
oynar. Listeriyoz, siit ve siit driinleri yoluyla insana bulasan 6nemli hasta-
liklar arasinda bulunur.

Insan igin mikemmel bir besin olan siit, tiiketiciye ¢ig siit geklin-

de veya belirli 1s1 uygulamalar: yapilarak (Pastérizasyon-UHT gibi) daya-
nikli hale getirildikten sonra sunulur(33).

Ulkemizde siitler genel olarak evlerde siitii 1sitarak kabartma
veya kaynatma ydntemi uygulandiktan sonra daha az olarak da pastérlen-
mis halde tiketilir. Gig sit igme aligkanhift yurdumuzda pek yerlegmis
degildir. Suti 1sitarak kabartma metodu Tirkiye'nin en basit kdylerinden
en bilyiik gehirlerine kadar her tarafta gimdiye kadar kullanilagelmigtir.
Hocamiz Prof.Dr.Ekrem Kadri Unat ve Dr.Virjin Kasparyan yaptiklar: bir
galigmada kabartma yéntemi uygulanan siitlerde Mycobacterium tiiberculo-
sis, Salmonella typhi, Salmonella paratyphi A, Salmonella paratyphi B, Shi-
gella schmitzii, Shigella flexneri, Shigella sonnei, Escherichia coli, Entero-
bacter aerogenes, Pseudomonas aeruginosa, Proteus mirabilis, Proteus vul-
garis, Proteus rettgeri, Staphylococcus aureus, Streptecoccus pyogenes,

Enterococcus, Brucella abortus, Brucella melitensis ve Corynebacterium



diphtheriae kokenlerinin 61dugini gostermiglerdir(54).

Biz buradan yola ¢ikarak, sitin isitilarak kabartilmasi yontemiy-
le siitlerin listeriyoz yoninden tehlikesiz hale getirilip getirilemeyecegini
arastirmak istedik. Bununla ilgili olarak 6nce ¢i§ sutlerde, listeria bakteri-
lerinin hangi oranda bulunduunu tesbit etmeye galigtik. Ayrica yapilan
bazi galigmalarda pastdrlenmis sitlerde listeria bakterileri bulundugunun
bildirilmi olmasini ve pastorize siitlerin genellikle kabartma yontemi uygu-
lanmadan kullanilmakta oldugunu dikkate alarak pastérlenmis stlerde de
listeria bakterilerinin bulunup bulunmadigini aragtirdik. Bundan sonra igi-
ne listeria bakterileri ilave edilmiy siitleri kabarincaya kadar 1sitarak bu
yontemin listeria’lar1 6ldirip 6ldirmedigini gormeye caligttk. Son olarak
da tezimizin bashiginin sinirlari iginde kalmak gartiyla bazi listeria bakteri-

lerinin 1s1iya dayaniklilik durumlarint tesbit ettik.



GENEL BILGILER

Listeria monocytogenes 1926’da Murray, Webb, Swann tarafin-
dan tavganlardaki monositoz hastaliinin etkeni olarak bildirilmigtir. 1929
yilinda Danimarka’li Nyfeld tarafindan da bu bakterinin insanlarda hasta-

lik yaptig1 yayinlanmistir(3,53).

Listeria cinsindeki bakteriler 0.4-0.5 gm capinda 0.5- .2 um
uzunlugunda, sporsuz, kapsiilsiiz, aside direngsiz, oda sicakhigindaki kiltiir-
lerde hareketli Gram pozitif gomaklardir. Kisa zincirler olugturabilir ve
difteri etkeni gibi X, Y sekilleri de gosterebilirler. Ancak beyin omurilik
sivisinda toparlagimsidir. Uremeleri igin en uygun sicakhk 30-37°C’-
dir(53). Ayrica 2-42°C arasinda iireyebilirler(30). pH ortalama 7.4-7.8 ise
de pH 9.6’ya kadar varan kalevilikte bile direrler. Ancak ortamin asitligi 5
ve daha altina di1§efse 2-3 giinde oliirler(52,53).

Bunlar oksijene ilgisine gdre aeropluktan, fakiiltatif anaeropluga
~kadar degigik bir durum gosterir(37). % 10 NaCl ve % 40 safra bu bakteri-
lecin Giremesini durdurmaz. Bitin bu listeria kdkenleri % 0.25 talyum ase-
tat, % 3.75 potasyum tiyosiyonat, % 0.4 potasyum tellurit varlifinda irer-
ler, fakat % 0.02 sodyum azid Giremelerini durdurur(35).

Ozel besiyerinde (Listeria agar’da) 0.2-0.4 mm gapinda, ufak,

sari, saydam, iistten basik ve dizgiin kenarli koloniler yaparlar. Bu koloni-



ler saydam besiyerinde, yandan verilen 1gikta mikroskopta incelenirse

mavimsi yesil renkte gorinircler(53).

Listeria bakterileri katalaz pozitif, oksidaz negatif, metil kirmiz:-
s1 ve Voges-Proskauer reaksiyonlar: pozitiftir. Indol ve H,S olugturmazlar,
sitrattan yararlanamazlar, nitrati nitrite indirgemezler (L.murrayi harig).
Jelatini eritmez, nigasta ve ireyi hidrolize etmez; fakat eskilin ve hippura-
t1 hidrolizler(45).

Bitiin listeria kokenleri 48 saat iginde glukoz; mannoz, salisin,
amyglandin, sellobioz, eskilin, fruktoz’dan gaz yapmadan asit olugturur.
Asit olusumu maltoz'dan (4 giinde) dextrin’den (8 giinde) gliserol’den (10
giinde) olabilir. Galaktoz, laktoz, melesitoz, @-metil-D-mannosid, sorbitol,
ramnoz, sukroz, trehaloz ve ksiloz’dan asit olugturmasi bakimindan tiirler
arasinda farklar vardi(45.52).

Higbir zaman adonitol, arabinoz, dulcitol, eritritol, glikojen, ino-

zitol, iniillin, mannitol, mellibioz, raffinoz ve sorboz’dan asit olugturmaz-

lar(45).

Listeria kokenleri, cogu antibiyotiklere duyarlidir. Listeria bak-
terilerinin in vitro deneylerinde ampicillin, neomycin, novabiocin, carbeni-
cillin, cephaloridine, chloromphenicol, erythromycin, ticarcillin, azlocillin,
daha az olmak iizere chlortetracycline, oxytetracycline, tetracycline, gen-
tamycin, kanamycin, nitrofurantoin, penicillin G ve streptomycin’e, trime-
toprim-siilfametoksazol’e duyarlidir. Ampicillin-sulbactam kombinasyonu
ampicillin’e direngli kokenlerde bile in vitro etkili bulunmugtur. Buna kar-
silik colistin siilfate, nalidiksik asit, polymxin B ve sulfonamidlere direngli-
dir(13,35,50).

Listeria bakterilerinden yalnizca Listeria monocytogenes ve Lis-
teria ivanovii in vivo deneylerde fareler igin hastalandiricidir(35). Bu giine
kadar ancak bir L.seeligeri kékeni meninjitli bir hastanin beyin omurilik

sivisindan ayrilmig ve birkag giin iginde erigkin fareler canli kalmiglar-



dir(37).

Listeria monocytogenes’i diger mikroplarla karigtk halde olan
muayene maddelerinden ayirmak igin segici besiyeri gelistirme gabalari ilk

kez Gray ve arkadaglar1 tarafindan baglatilmigtir(35).

1948’de itk kez Gray tarafindan tarif edilen, kiiltirleri +4 dere-
cede gogaltma teknigi, degisik muayene maddelerinden Listeria monocyto-

genes’i ayirmak igin tavsiye edilmig ve kullanilmigtir(35).

Listeria bakterileri +4 derecede iireyebilmekte ve 3-4 sene bu
1sida canli kalabilmektedir(16,19,22,48,49).

Besiyerine diger bakterileri baskilayici olarak tuz, safra ve gesit-
li boyalarin belirli yogunluklarda ilavesi esasina dayanan ayirdetme yén-
temleri de bildirilmigtir. Ayrica ilk kez Henry tarafindan tarif edilen ve
Listeria kolonilerinin saydam besiyerine yandan verilen 1pikla mavi-yesil
rofle vermesi Ozelligine dayanan teknik, bakterilerin tanimlanmasinda

ginimizde de basariyla kullanilmaktadir(35).

Listeria bakterilerinin dogada yaygin olarak bulunmasina kargi-
lik klinik belirti veren infeksiyonlarin seyrek olusu etkenin firsatgi bir
patojen oldugunu diisiindirmektedir. Bu sebeple Listeria monocytogenes

ile olugan infeksiyonlar, bildirilen salginlar diginda genellikle seyrektir.

Listeria infeksiyonlarinda g6zlenen artig, laboratuvardaki ayirim
ve tanimi yOdntemlerinin geligmesine ve daha givenilebilir olmasina bagla-
miglardir(38).

Insanda Listeria monocytogenes ile olugan infeksiyonlar gebeler-
de, yenidoganlarda ve bafigiklik sistemi herhangi bir sebeple baskilanmig
erigkinlerde daha sik olarak goriilmektedir(2,7,25,39).

Hayvanlarda 6zellikle koyun ve sigirlarda digik, ensefalit ve sep-



tisemi baglica klinik gériinimdir(33).

Listeria bakterileri ayrica kopek, kedi, kegi, domuz, at gibi gesit-
li memelilerde, kusglarda, kiimes hayvanlarinda, kaplumbagalarda, baliklar-
da ve kenelerde bulunabilmektedir. Kuglarda tasiyicilik fazladir ve 6zellik-
le lagimlarda beslenen martilarda % 24 kadar listeria tagiyicihig bildiril-
mistir(34,39).

Listeria monocytogenes, brucella, salmonella ve mikobakteriler
gibi zorunlu olmayan bir hiicre igi parazitidir. Makrofajlarin igine yerlegip
gogalabilirler. Listeria monocytogenes’e kargt direngte timusa bagimh T

limfosit aktivitesi ve makrofajlar 6nemli rol oynamaktadir(25,52,53).

Ozellikle T limfosit ve makrofajlari olumsuz etkileyen durumlar,
hastaliga zemin hazirlamaktadir. Insanlarin gogunda Listeria monocytoge-
nes’e kargi, T hiicre aktivitesinin bulunmasi, hig olmazsa kismi bir bagigik-
lik oldugunu gdsterir(2%39,53).

Infeksiyona direngte dncelikle hiicre araciligy ile ilgili bagigiklik

s6z konusu ise de sivilardaki faktorlerde kismen etkilidir(25).

Bagigiklik yetersizliginin bulundugu durumlarda; fizyolojik sart-
larda (prematire, gebelik, ileri yaglilik) altta yatan hastaliklarda (limfo-
ma, lésemi, timoérler, diyabet, alkolik siroz, agirt demir yiklenmis kronik
hemodiyaliz ...) veya bagisikli1 baskilayici tedavi olanlarda (6zellikle béb-
rek nakli yapilan hastalar) listeriyoza duyarlilik s6z konusudur. Bununla
birlikte goriinirde normal kigilerde de infeksiyon ortaya gikabilmekte-
dir(2,45,38).

Insanlar L monocytogenes’i belirtisiz olarak tagirlar ve saglikh
goriinenler iginde tagiyicilik % 5’dir. Bobrek nakli gecirmis hastalar, hami-
le kadinlar, hayvan trinlerini isleyen insanlar gibi gruplarda bu oranin art-
tig1 gorillir(26). Ozellikle tagiyict hayvan gikartilari ile kirlenen toprak,

su, bitki gibi canli ve cansizlar L.monocytogenes’in dogada yayilmasina ve



kalicilifina yardim edebilmekte ve difer yandan tagiyici hayvanlarin kesim
islemi veya listeriyozlu hayvanlardan siit sagilmasi esnasinda bu bakterinin
yiyecek ve igeceklere bulagtirabilecegi diginilmektedir. Bitin bunlar, kli-
nik olarak saglikli gériinen L.monocytogenes ile infekte hayvanlar ve bunla-
rin kirlettigi dogal gevrenin insan listeriyozu igin gigli bir birikim olugtur-
dugunu gostermektedir(35,56).

Listeria cinsi, Bergey’'s Manual of S stematic Bacteriology’de
gey y gy

(1986) 5 tiir olarak gdsterilmistir.

Bu beg tiir, Listeria monocytogenes, Listeria innocua, Listeria
ivanovii, Listeria seeligeri, Listeria welshimeri’dir. Genomlar: bakimindan
bu 5 tiir ayr1 olmasina ragmen ileri derecede fenotipik benzerlikler goster-
mektedir.

Bu 5 tiirden bagka Bergey’in Manual’inde Listeria cinsi iginde
kalan 3 tiir daha vardir. Bunlar Listeria denitrificans, Listeria grayi ve Lis-
teria murrayi’dir. Son yillarda yapilan ileri galigmalarda Listeria denitrifi-
cans’in Jonesia denen yeni bir cins iginde siniflandirildi1 gorialmektedir.
Buna karsilik L.grayi ve L.murrayi Listeria cinsi iginde birakilmigtir.
1987’de L.denitrificans, Jonesia adinda ayri1 bir tiir olarak gdésterilmig-

tir(26,45).

Ideal bir siniflandirma veya taksonomi miimkiin oldugu kadar
morfoloji, fizyoloji, biyokimya ile oldugu kadar genomu ve genlerle ilgili
bilgilere de dayandirilmalidir. lyi bir siniflandirmada farkli bilgi gesitleri-
ne dayanarak yapilan gruplama esnasinda yiiksek derecede uyumluluk séz
konusu olmalidir(26).

Listeria cinsinin diger cinslerle iligkili olan taksonomice durumu
heniz aydinlanmamigtir. Son zamanlarda elde edilen bilgilerle taksonomi,
seroloji, kimya ve nikleik asit bilgileri listeria cinsini Coryneform bakteri-
lerden ayirirken bu cinsin Bacillus, Erysipelothrix, Lactobacillus ve Strep-

tococcus cinsi ile olan yakin iligkisini de géstermigticr. Ayrica hiicre duvari



bilesimine giren kimya maddeleri Listeria cinsinin Brochothrix cinsi ve L.g-
rayi, L.murrayi siniflari ile biyik derecede benzerligini de ortaya koymus-
tur(45).

Listeria cinsindeki baz:1 tirlerde hemolizin mevcuttur. Qzellikle

L.monocytogenes igin bunun bir virulens faktord oldugu gdsterilmigtir.

1940°da Paterson H ve O antijenlerine gore Listeria cinsini sero-
lojice dort tipe ayirmigtir ve bu esasa dayanarak antijen gemasi 1972’de
Donker-Voet ve 1975-1976 yillarinda Seeligeri tarafindan gésterilmis-

tir(45).

Ginimiizde Seeliger ve Dwnker-Voet tarafindan sunulan seroloji-
ye dayanan tablo, 5 kirpik antijeni ile 14 somatik antijen esas alinarak
ortaya ¢ikmistir. L.monocytogenes, L.seeligeri, L.welshimeri, L.innocua,

L.ivanovii olmak iizere (5 tiir) bugiin 16 serotip igermektedir(37).

CETVEL-1: Listeria tiirlerinin serovarlarinin dagilimi

L.monocy-
Serovarlar togenes | L.seeligeri |L.welshimer] L.nnocua Livanovii
1/2ab,c +++ +++ +
3a,b,c 4+ +4
4a,ab,b,c,d,e +++ + + +
6a,b,A.S ++ ++ +++
5 - i +++

+ : 1lile 10 koken

++ : 1lile 50 kdken

+++ : 50 den daha fazla koken
A.S : Anlagilmayan serovarlar(37)

Cetvel-1 Listeria tirlerinin (5 tiir) serovorlarinin dagilimin1 gos-

termekte ve ayrica bu gemaya dahil edilmeyen L.denitrificans, L.grayi,



L.murrayi serolojice de Listeria cinsi Uyelerinden farklidir(45).

Listeria bakterilerinin stafilokoklar, streptekoklar, enterokok-
lar, E.coli, Corynebacterium pyogenes, Bacillus subtilus gibi degigik cins-

lerden bazi Gram pozitif bakterilerle ortak antijenleri vardir(45,53).

Listeria cinsi iginde Listeria monocytogenes, Listeria ivanovii ve
Listeria seeligeri hemolitik olmasina ragmen yalnizca L.monocytogenes ve
L.ivanovii patojendir. Bundan dolayt hemoliz, Listeria cinsinde virulan
kékenlerin in vitro gostergesi olarak diginilmemektedir. Bir patojenik
ozelligi gostermemekle beraber hemoliz deneyi farkl: listeria tiirleri arasin-

daki ayirimi ortaya ¢ikarmak igin genellikle kullantimaktadir(35).

In vitro deneylerde ortaya gikan zayif veya siipheli hemolitik
reaksiyon, hemolitik aktiviteyi arttiran CAMP (Christie, Aktins, Munch-Pe-
terson) deneyi kullanilarak ¢éziillebilmektedir.

Bu deney beta hemoliz olusturan bir Staphylococcus aureus koke-
ni ile hemolitik aktivitesi incelenen bakterinin birlikte iiretilmesi esasina
dayanir. Ancak L.ivanovii’nin ayirim: igin, Rhodococcus equii kokeni ile
yapilan CAMP deneyi daha uygundur(2331,35,46).

Tirler aras1 ayirimda faydalanilabilecek deneyler ve bunlarin
sonuglar1 Cetvel-2’de gosterilmigtir.
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Listeria’larin 1s1ya dayanikhlik aragtirmalar: 1926’da bu bakteri-
lerin ortaya ¢ikarilmasiyla baglamistir(17). Isiya dayaniklilik deneyleri en
fazla Zeller tarafindan yapilmigtir(9).

1988 yilinda Dinya Saghik Orgiti’niin bir bilteninde, degisik
caligmalarda L.monocytogenes’in 1siyla inaktivasyonu ile ilgili birbirleriyle
celigen sonuglar ortaya konmugtur. Bu durum isiya direnci aragtirmak igin
kullanilan deney yontemlerindeki farkliliklarla agiklanabilecegi bildirilmis-
tir(56).

Listeria bakterilerinin degigik 1s1 iglemleri kargisinda nasil etki-
lendikleri konusunda ¢ok sayida aragtirmaci tarafindan farkh sonuglar bil-
dirilmigtir(9,17,56).

Arastirmactlarin bir kismi Listeria bakterilerini yok etme iglemi
icin pastdrlenmeyi giivenilebilir bir yontem olarak goériirken(11,12,15),
diger bir kism1 da bu bakterilerin pastorizasyon sicaklifina dayaniklilik
gosterdiklerini bildirmiglerdir(19,25).

Lovett 1988’de sit ariinlerinden L.monocytogenes’in ayxrdedil-
mesi igin acriflavine, nalidiksik asit ve cxloheximide igeren zenginlestiril-

mis buyyonu ve degistirilmig Mc Bride agarini kullanmigtir(31).

Bannerman ve Bille diger mikroplari da tagiyan muayene madde-
lerinden Listeria kokenlerinin ayirimi igin yeni bir besiyeri gelistirmeye
caligmiglar. Acriflavine ve Ceftazidime eklenerek hazirlanan besiyerinin,
degistirilmis Mc Bride agari ile kargilagtirmasint yapmiglar, sit ve siit diriin-
lerinde bu yeni besiyerinin daha gabuk sonug verdigini géstermiglerdir(6).
Kiirsimiizde de Dr.Ferda Soysal tarafindan gergeklestirilen bir tez galigma-
sinda siitlerdeki listeria bakterilerinin varlifini gosterebilecek besiyeri
gelistirilmigtir(47).

Son yillarda ditnyada listeriyoz vak’alarinda belirgin bir artig goz-

lenmektedir. Gidalara bagli gesitli Listeria infeksiyonlarindan 6lim orani
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oldukga yuksektir(16,28,38,39).

Anneden gocuga bulagma disinda genellikle bulagma, sindirim
yolundan gidalarla olmaktadir. Seyrek olarak da veterinerlerde temas
yoluyla cilt infeksiyonu da goériilmektedir(1,23,38). Bakteri sindirim siste-
mi ve vaginada yerlesmektedir(33).

Diinyanin gesitli tilkelerinde gorillen salginlar bulagmanin gida
yoluyla oldugunu ¢ig siit, pastdrize siit, peynir, gig et, kiimes hayvanlari,
cig balik, istridye, ¢ig sebzelerin dnemli rol oynadigini ve infeksiyonun kay-
nagini olusturduklar: gosterilmistir(17,28,38,41,43).

Gida iglemlerinde bulagmanin énlenmesi, triiniin cinsine ve
hazirlanma y6ntemlerine baglidir. Listeriyozdan korunmada beslenme ve

pisirme aligkanliinin biyik 6nemi vardir(39).

Yurdumuzda ilk kez Ozcebe ve Dogruer tarafindan 1945 yilinda
Bandirma Merinos Ciftligi koyunlarinda listeriyoz vak’as: tesbit edilmig ve
koyunlarin beyninden Listeria monocytogenes iiretilmigtir. 1954 yilinda lyi-
goren Inanh Inekhanesinde iki vak’a tesbit etmig ve danalarda Listeria
monocytogenes’i ayirmigtir. Yine 1957 yilinda Bogriin, Inanli Inekhanesi
koyunlarinda listeriyoz tesbit etmigtir. 1960 yilinda Yilmaz, Sungurlu kaza-

sinda bir yetistiriciye ait siriideki bir ceninden Listeria monocytogenes
ayirmigtir(14). '

Daha sonraki yillarda 1968’de abseden(4), 1971 yilinda vagina
salgisindan(1), 1972 yilinda bir meninjit vak’asinda beyin omurilik sivisin-

dan(5), Listeria monocytogenes iiretildigi bildirilmigtir.

Anabilim Dalr’mizin protokol defterlerinde beyin omurilik sivisi
ve kandan Listeria iiretildigini bildiren kayitlar vardur.

Potel (1954) adli bir aragtirict a tipik mastitisli bir inegin sitin-

den L.monocytogenes’i ayirmig ve bu inegin siitind igen bir gebe kadinda
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vakitsiz ikiz bebek 6limii meydana gelmistir. Annenin igtigi ¢ig siit ile bu
inegin siitinden elde ettigi L.monocytogenes’in ayni serotipte oldugunu
gormigtiir. Bu vak’a Listeria infeksiyonunun siitle gegtigini gdsteren kesin
bir delil olmugtur(23,42).

1959 yilinda Welshimer ve arkadaglar: tarafindan bildirilen bir
¢aligmada Richmond hastanesinde 2 yil 3 aylik bir zamanda 8 giinliik ile 64
yaslari arasinda degigen 7 listeriyoz vak’ast tesbit edilmis ve 9 giinlik bir

bebek 6limi gorulmigtiic(55).

1981 yilinda Kanada’da listeriyoz salgini goriilmiig ve lahana sug-
lanmigtir. Bir hastanin buzdolabindaki lahana yemeginden ve hastanin
hemokiiltirinden ayrilan listeria ile ayn1 serotipte olan L.monocytogenes
iiretilmigtir. Ayrica Kanada’da ithal peynir ve ev dondurmalarinda da liste-
ra kékenleri ayrilmigtir(18,40).

1985 yilinda Los Angeles California’da Mexican-style yumusak
peynirinden kaynaklanan vak’a tesbit edilmistir. ingiltere’de de ithal yumu-

sak peynir kaynakli bir vak’a bildirilmistir(29,41).

1987 yilinda Isvigre’deki salgin yumugak peynire baglanmis-
tir(44).

1988 yilinda Ege Universitesi Tip Fakiiltesi Mikrobiyoloji Anabi-
lim Dal tarafindan yurdumuzda yapilan bir aragtirmada Tirkiye peynirle-
rinde L.monocytdgenes orant % 1 bulunmugstur. Oysa bu oran Orta ve Bati
Avrupa peynirlerinde % 5 kadardiur(41,51).

Ingiltere’de rapor edilen listeriyoz vak’alar1 garpict bir artig gos-
termigtir. 1970’lerin baglarinda 25 olan vak’a sayisi 1988 yilinda 52 alim
ve 11 digik ile sonuglanan 291 vak’aya ulagmigtir. 1986 ve 1987 yillari ara-
sinda bu sayi iki katina ¢ikmig, 1989’da ise vak’a sayist 251°e inmigtir.
1990 yilinin ilk 6 ayinda 59 vak’a tesbit edilmis ve bu rakam 1989 yilinin
ilk 6 ayina gore bir digits oldugunu gostermigtir(48,56).
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GEREC VE YONTEM

GERECLER
I. DENEYLERIMIZDE KULLANILAN KOKENLER

Deneylerimizde Cerrahpaga Tip Fakiiltesi Mikrobiyoloji Anabi-
lim Dali'miz laboratuvarlarinda ayrilip isimlendirilen Listeria cinsine ait
50 tane bakteri kokeni kullanildi. Bu bakteri kékenlerinden 28 tanesi ¢iJ
siitten, 10 tanesi pastorlenmig siitten, 12 tanesi de peynirlerden ayrildi.
Cig sut ve pastorlenmiy siit 6rneklerinden ayrilan Listeria bakterileri tara-
findan elde edildi. Peynir kokenlerinden ayrilan Listeria bakterileri ise
Anabilim Dali’'mizda bu konuyla ilgili ¢aliyma yapan arkadagimiz Biyolog
Deniz Parlakgil’den saglandi. Deneylere aldigimiz bitiin Listeria cinsi bak-
terilerden 10 tanesi L.monocytogenes, '12 tanesi L.innocua, 8 tanesi L.wels-
himeri, 7 tanesi L.seeligeri, 3 tanesi L.ivanovii, 8 tanesi L.grayi, 2 tanesi
L.murrayi'dir. Bunlarin tir ve elde edildigi kaynaklarla ilgili dékimi Cet-
vel-3’de gosterildi.
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CETVEL-3: Deneylerimizde kullandigimiz Listeria bakterilerinin tiir ve
elde edildigi kaynaklara gore dagilimi

Kokenler Cig Siit Pastorlenmiy Siit Peynir
L.monocytogenes 4 3 3
L.innocua 9 1 2
L.seeligeri 5 1 1
L.welshimeri 4 3 1
L.ivanovii 1 1 1
L.grayi 5 1 2
L.murrayi - - 2
Toplam 28 10 12

Gerek kendi ayirdigimiz tiirlerin isimlendirilmesinde gerekse
Biyolog D.Parlakgiil’den sagladigimiz kokenlerin cins ve tiir olarak kontrol-

lerinde agagida anlatilan besiyerleri ve yontemler uygulandi.

Deneylerimizde bakterileri iiretmek ve tanimlamak amactyla aga-

gida bildirilen besiyerleri ve ayiraglar kullanildi.

II. LISTERIA’LARI URETMEK VE TANIMINI YAPMAK AMACIYLA
KULLANILAN BESIYERLERI}

A. Bakterileri Uretmek I¢in Kullanilan Besiyerleri
1- Ana baliklt Buyyon(53)

Bu besiyeri baligin biitiin viicudunu kendi enzimlerine hazmetti-

rerek hazirlanir.

Hamsi, istavrit, sardaya, uskumru, palamut ... gibi baliklar kulla-
nilabilirse de deneylerimizde hamsideén hazirladigimiz ana balikli buyyon
kullanildi. Bunlarin kiigitk, yagsiz ve en tazeleri tercih edilir. Bunlar suda

iyice yikandi ve kiyma makinesinden gekildi. Eger bunlar kiyma makinasin-
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dan gekilemiyecek kadar kalin kemikli iseler bunlarin omurga ve ytizgegle-
ri gikarildi. Fakat ig organlari asla atilmadi. Balik kiymasi tartildt bir balo-
na veya uygun bir kaba kondu. Agichiginin iki kat1 % 0.6 sodyum karbonath
su kondu, karigtirildi ve igine % 7.5 olacak kadar kloroform katildi ve

37°C’de 48 saat, arada sirada kanigtirilacak hazma ugratildr.

Bu metodla elde edilen sivi dnce bez torbalardan sonra siizgeg
kagidindan siizildd. HCI ile pH’sy 7.5-7.6’ya ayarlandi. Bugu kazaninda
100°C’de bir saat isitilarak steril edildi. Tekrar siizgeg kagidindan siuzilda
ve 100°C’de 1 saat veya otoklavda 115°C’de 15 dakika isitilarak steril edil-
di. Serin ve karanlik bir yerde saklandi. Elde edilen bu besiyeri (1/2 balik-
l1 besiyeri) ana balikli besiyeridir. % 0.5 NaCl'li su ile 5 kat1 sulandirila-
rak 1/10 balikli buyyon, 10 kat:i sulandirilarak % 1 Peptonlu su yerine kul-
lanildr. Ayrica diger baz: besiyerlerini hazirlamak iizere temel bir besiyeri

olarak da ana balikli besiyerlerinden faydalanildi.
1-a) 1/5 sulandirilmig balikli buyyon

1/2 Ana balikli buyyon 20 ml
% 0.5 Fizyolojik tuzlu su 80 ml

1-b) 1/10 sulandirilmig balikli buyyon

1/2 Ana balikli buyyon 10 ml
% 0.5 Fizyolojik tuzlu su 90 ml

1-c) 1/20 sulandirilmis balikli buyyon

1/2 Ana balikli buyyon 5 ml
% 0.5 Fizyolojik tuzlu su 95 ml
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2- Maya Ozli Egri Gukulatamsi Agar(53)

1/20 sulandirilmig balikli buyyon 1000 ml
Maya 6zii 5 g
Agar agar 10 g

pH’s1 7.4’e ayarlanip 120°C’de 30 dakika otoklavlandi.
45-50°C’ye kadar sogutulduktan sonra % 5 olacak gekilde koyun kani ilave
edilip kaynamakta olan suda 2 dakika tutuldu. Soguduktan sonra tiiplere
bolinip egri olarak katilagtirildi.

Saf kultiir elde etmek ve kékenleri saklamak igin kullanildi.

3- Sivi Cogaltici - Segici Besiyeri: Degistirilmig Talyum Asetat-Cef-
tazidimli Besiyeri(47)

1/20 sulandirilmig balikli buyyon 1000 ml
Maya 6zii 5 g
Talyum asetat 2 g
Ceftazidime 50 mg/. 1
Cycloheximide 100 mg/ 1

1/20 sulandirilmig 1000 ml miktarindaki balikli buyyona 5 g
maya 6zit ve 10 g agar agar ilavesiyle hazirlanan besiyerinin pH’s1 8-8.5’a
ayarlandiktan sonra 120°C’de 20 dakika otoklavlanarak sterilize edildi.
Besiyeri 60°C’ye kadar sogutulduktan sonra ceftazidime ve cycloheximide
ilave edilip kangtirildi. Soguduktan sonra steril sartlarda deney tiiplerine
10’ar ml olarak dagitildi.

Ceftazidime’nin Hazirlanmasi (50 mg/ I):
100 mg ceftazidime +0.5 ml distile su karigtirilir. Eger 1000 ml’-

lik sivi besiyeri hazirlaniyorsa bu karigimdan 0.25 ml alinir. Ceftazidime

diger bakterilerin iremesini dnlemek igin kullanilmigtic(6).
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Cycloheximide’nin Hazirlanmas: (100 mg/ 1):

100 mg Cycloheximide +10 ml distile su ilave edilir ve kan§tir1-
lir. Eger 1000 ml'lik siv1 besiyeri hazirlaniyorsa bu karigimin tamami kulla-
nilir. Cycloheximide maya mantarlarinin iiremesini 6nlemek igin kullanil-
di(31,48).

Listeria sivi goZaltici-segici besiyeri, Listeria bakterilerinin ire-

tilmesi amaciyla kullanildi.

4- Kati Segerek - Ayirtict Besiyeri: Degistirilmig Talyum Asetat -
Nalidiksik Asitli Besiyeri(47).

1/20 sulandirilmig balikli buyyon 1000 ml
Maya 6zii : 5 g
Agar agar _ 10 g
Defibrine koyun kani 50 ml
Nalidiksik asit 40 pg/ml
Acriflavin 10 pg/ml

1/20 sulandirilmig 1000 ml miktarindaki balikli buyyona 5 g
maya 62U ve 10 g agar agar ilavesiyle hazirlanan besiyerinin pH’s1 8-8.5’a
ayarlanip 120°C’de 30 dakika otoklavliandi. Besiyeri 45-50°C’ye kadar sogu-
tulup % S koyun kant ilave edildi ve kaynamakta olan suda 10 dakika tutul-
du. 60°C’ye kadar soButulduktan sonra igerisine nalidiksik asit ve acrifla-

vin ilave edilip karigtirildi ve besiyeri Petri kutularina dagitilds.
Nalidiksik Asidin Hazirlanmasi (40 ug/ml):

100 mg Nalidiksik asit, 1 ml % 4’lik NaOH iginde eritildi.

Bunun iizerine 9 ml distile su ilave edildi.
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Acriflavin’in Hazirlanmas: (10 gg/ml):

10 mg Acriflavin 1 m! distile su igine ilave edilir ve iyice karigti-

rilir. Eger 1000 ml’lik sivi hazirlaniyorsa bu karigimin tamami kullanilir.

Listeria kat1 segerek-ayirtict besiyeri listeria kolonilerinin tanim-

lanmas1 amaciyla kullanildi.

B. Tanimda Kullanilan Besiyerleri(53).

1-  Kanh agar besiyeri
1/20 sulandirilmi§ balikli buyyon 1000 ml
Agar agar 10 g
Defibrine koyun kan1 20 ml
pH 7.2-7.4 20 ml

Agar agar 1/20 balikli buyyonda isitilarak eritildi. pH 7.4’e ayar-
landi. Otoklavda 120°C’de 20 dakika steril edildi. 40-45°C’ye sogudugunda
icine 20 ml koyun kani ilave edildi ve Petri kutularina dékildi. Bu besiye-

rinde bakterilerin hemoliz yapip yapmadiklar: incelendi.
2-  Listeria’larin hareket muayenesi igin kullanilan besiyer

1/20 sulandirilmig ana balikli buyyon 100 ml
Maya 6z 0.5 g

Bu kartgimin pH’s1 7.4’e ayarlandiktan sonra 5 ml olarak tiiplere

boliindii ve 120°C’de 20 dakika otoklavda steril edildi.

3- Karbonhidratl besiyerleri

Deneylerde kullanidan karbonhidrath ve benzeri olan maddeler

sunlardir:
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Monosakkaridler: Glukoz, D-ksiloz, L-ramnoz, galaktoz
Disakkaridler: Laktoz, sukroz, maltoz

Polisakkaridler: Dekstrin

Polihidrik alkoller: Mannitol

Glikozidler: Eskilin

a) Glukozlu besiyeri

Ana balikli buyyon 20 ml
% 0.5 Fizyolojik tuzlu su 100 ml
% 0.5 1ki sodyumlu fosfat 80 ml
(Na,HPO, 12 H,0)

Bromtimol mavisi (% 0.4) 1 ml

(0.4 g Bromtimol mavisi +12.8 ml 0.05 N NaOH bir havanda ezi-

lir ve damitik su ile hacmi 100 ml’ye tamamlanir)

Glukoz 1 g
- Sodyum tiyosiilfat (suda 1/10) 2 ml
pH 7.2-7.4

Yukarida ad: gegen ilk dort madde karigtirildi. 100°C’de 1 saat
isitildi. Sicak iken igine glukoz ve 1/10’luk sodyum tiyosiilfat eriyiginden2
ml konuldu. Tuplere 5’er ml olarak dagitildi ve bugu kazaninda 100°C’de
30 dakika steril edildi.

Bu besiyeri bakterilerin asit ve gaz olugturmalarinin aragtirilma-

st ile birlikte, H,S yapiminin da incelenmesi amaciyla kullanildi.

Gaz olusumunu incelemek igin bu besiyerinin bulundugu deney

tiiplerine bir Durham tipi konuldu.

b) Diger Karbonhidratli Besiyerleri (Laktoz, Maltoz, Sukroz, Man-
nitol, Dekstrin, Galaktoz):

1/10 sulandirilmig balikli buyyon 1000 ml
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Bromtimol mavisi (% 0.4) 10 ml
pH 7.2-7.4

Buyyon besiyeri ve bromtimol mavisi karigtirildi. Karbonhidrat-
lar besiyeri igine % 1 oraninda konuldu. Tuplere S’er ml dagitilarak
100°C’de 30 dakika steril edildi.

Bu besiyerleri bakterilerin laktoz, maltoz, sukroz, mannitol,

dekstrin, galaktoz’dan asit olugturup olusturmadiklarint anlamak iizere kul-
lanild1.

¢) D-Ksiloz ve L-Ramnoz Besiyerleri:

1/20 sulandirilmig balikli buyyon 1000 ml
Fenol kirmizist (% 0.4) ‘ 10 ml

Buyyon ve fenol kirmizis1 karigtirildi. L-Ramnoz (D-Ksiloz) besi-
yeri igine % 1 oraninda ilave edildi. Tiplere 5’er ml olarak dagitildi. Kay-
nayan suda 10 dakika tutularak steril edildi.

Yukarida yapilis1 anlatilan 3-a,b,c karbonhidratli sivi besiyerleri
icine bakterilerin 24 saatlik buyyon kiltirlerinden 0,1 ml ilave edildi.
37°C’de bir hafta bekletildi. Bu siire iginde besiyerinde asit olusumu sebe-

biyle meydana gelen sar1 renk pozitif olarak degerlendirildi.

4- Degistirilmig Clark-Lups Besiyeri:

1/5 sulandirilmig balikli buyyon 1000 ml
Glukoz 5 8
Dipotasyum fosfat ' 5 g

Yukaridaki maddeler karigtirildi. Tiplere S’er ml olarak dagitil-
di. 100°C’de 30 dakika steril edildi. Bu besiyerinde bakterilerin asetoin

yapimi ve metil kirmizisi deneyleri incelendi.
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Nitratli Buyyon Besiyeri:

1/5 sulandirilmig balikli buyyon 1000 ml
Potasyum nitrat 1 g
pH 7.3-7.4

Maddeler buyyonda eritildi. Tiuplere 5’er ml olarak dagitildi.

100°C’de 30 dakika steril edildi.

nild:.

Bu besiyeri nitrat rediktazin varlifini ortaya ¢ikarmak igin kulla-

Sitrath Besiyeri:

Sodyum amonyum fosfat 1.5 g
Monopotasyum fosfat 1 g
Magnezyum silfat | 0.2 g
Sodyum sitrat 3 g
Distile su 1000 ml

Yukaridaki maddeler karigtirildi. pH 6.8’e ayarlandi. Tiplere 5

ml olarak daditildi ve 100°C’de 60 dakika ya da 120°C’de 15 dakika otok-
lavda steril edildi.

Bu bakterilerin karbon kayna§ olarak sitrattan yararlanip yarar-

lanmadiZint ortaya ¢ikarmak igin kullanildi.

III. DENEYLERIMIZDE KULLANILAN AYIRACLAR(53)

1-

Indol Ayiracr:

Indol olugumu ortaya ¢ikarmak igin H.Braun ve W.Silberstein’in

degistirdigi Ehrlich-Pringsheim eriyigi kullanilds.
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Para-dimetil aminobenzaldehit 5 g
Metanol 50 ml
Fosforik asit 10 ml

Yukaridaki maddeler karigtirildi. 5x0.5 cm boyutlarindaki stizgeg
kagitlarina emdirildi. Kurutulduktan sonra kullanild:.

2-  Katalaz Ayiracu:

Katalaz enziminin varlifin: géstermek igin % 30 H,0, kullanildi.
3- Oksidaz Ayirac:

Oksidaz gostergesi olarak Kovacs ayiraci kullanildi.

Tetrametyl-para-.phenylendiamine ,

dihydrochloride 0.1 g

Distile su 10 ml

Yukaridaki maddeler karigtirilarak hazirlandi. Bu ayirag az zehir-
li, gok duyarlidir. Fakat dayanikli degildir. Bu sebeple hazirlanir hazirlan-
maz hemen kullanildi.

4- H,S Ayiraci:

H,S tegkilini gérmek igin kurgun asetat ¢ozeltisi emdirilmig suz-
geg kagitlar: kullanildr.

Kursun asetat 10 g
Distile su 100 ml

Cozelti hazirlandiktan sonra 5x0.5 cm boyutlarindaki stzgeg
kagitlarina emdirildi. Oda 1s1sinda bekletilerek kurutulduktan sonra besiye-

rinin bulundugu tiplerin igine, pamukla cam arasina sikigtirilarak kullanil-
di.
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Ureaz Ayiract:

Ure 0.5 g
Fenol ftalein (alkoldeki % 1 eriyikten) 0.2 ml
Distile su 20 ml

Yukaridaki maddeler karigtirildi. Tiplere 1’er ml olarak dagitil-

Nitrat Ayiract:

A ¢ozeltisi
Silfanilik asit 8 g
Asetik asit (5N) ' 1000 ml

B ¢Gzeltisi
Alpha-naphthylamine 5 g

Asetik asit (5 N) ' 1000 ml

Yukaridaki maddeer ayri ayr1 karigtirilarak A ve B g¢dzeltileri

5-
d1.
6-
hazirlanir.
7-

Voges-Proskauer Ayiracit (Coblentz Ayiraci):

A ¢ozeltisi

% 85’lik alkol 10 ml
Alfa naftol 5 g

B ¢ozeltisi

KOH 40 g
Distile su 100 ml
Kreatin 0.3 g

Bu ¢6zeltiler ayr1 ayri hazirlandi.
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8-  Metil Kirmizist Ayiract:

Metil kirmizisi 0.1 g
% 95'lik alkol . 300 ml
Distile su 200 ml

Metil kirmizisi, alkolde eritildikten sonra damitik su ilave edil-
di.

IV. KULLANDIGIMIZ MUAYENE MADDELERI

1- Gig siit ve pastorlenmig siit 6rneklerinden Listeria kdkenleri-
nin aytrimi ve tanimlanmasini gergeklestirmek iizere 50 adet pastorlenmis
siit, 50 adet de giigiimlerde satilan ¢ig sokak sttid kullanildi. Pastorlenmis
siitler gegitli firmalara ait olup 46 tanesi gigelerde, 4 tanesi de kutularda
pazarlanmigti. Cig siitler ve pastdrlenmiy siitler Istanbul’da degisik semtler-
de, farkli zamanlarda tiiketime sunulan sitgi, bakkal ve marketlerden
temin edildi. Peynirler de gesitli zamanlarda, gesitli semt pazarlarindan
temin edildi. ‘

2- Sitin isitilarak kabartilmasi metodu ile sitlerin listeryoz
yoniinden tehlikesiz hale getirilip getirilemiyecegini aragtirmak amaciyla
degisik semtlerden farkli zamanlarda saglanan 50 adet 500 ml’'lik gig siit
kullanildi.

3- Listeria bakterilerinin 1siya direncinin incelenmesi igin ¢ig

siit, pastdrlenmis sit, sterillenmis sit kullanildi.
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YONTEMLER
Amacimiza uygun olarak;

I. Sokakta giigimlerde satilan siit (gig siit) ve pastdrlenmis siit
orneklerinde listeria bakterilerinin tretilmesi ve tanimlanmasi,

II. Sitidn isitilarak kabartilmas: metodu ile sitlerin listeriyoz
yoniinden tehlikesiz hale getirilip getirilemiyeceginin aragtirilmasi,

III. Listeria bakterilerin 1s1ya direncinin incelenmesi planlanip
agagida yazildid: sekilde uygulandt.

I. Sokakta Gugiimlerde Satilan St (Cig Siit) ve Pastorlenmiy Siit

Orneklerinde Listeria Bakterilerinin Uretilmesi ve Tanimlanmasi:

Istanbul’un degisik semtlerindeki market ve bakkallarda satilan
46 adet gige, 4 adet kutu pastorlenmis siitlerden ve sokakta gigimlerde
satilan 50 adet ¢i3 siitlerden en az 100 ml olacak sekilde steril cam Erlen-
mayer’e numuneler alindi. Bu numuneler +4°C’de tutulmak gart1 ile en geg
24 saat iginde laboratuvara getirildi. Bu siitlerin herbirinden iki ayr1 santri-
fij tipine bélindid ve santrifijlendi (12,36) (ist kisstmda krema oluncaya
kadar). Ustteki krema kismindan ve altta toplanan ¢okiintiiden toplam ola-
rak 4 ml olacak gekilde 6rnek alind..

Yukarida anlatildigi gibi hazirlanan 6rnekler Listeria sivi qogalt.l-
ci-segici besiyerine 1’er ml olarak ekildi ve +4°C’ye kaldirildi(22). Bu besi-
yerinden 7 giin sonra Listeria kati1 segici-ayirtict gukulatamsi agar besiyeri-
ne ilk pasajlari alindi. Ortalama § ile 7 giin arasinda, oda 1sisinda iiremeye
birakildi. Sivi besiyerleri yine +4°C’ye kaldirildi(11,24).

Listeria kati segici-ayirtici qukulatams: agar besiyerinde iireyen
1-1.5 mm gapinda ufak sar1 saydam istten basik ve dizgiin kenarli olan sip-
heli kolonilerden maya 6zli egri gukulatamsi agar besiyerine pasajlar alina-
rak 37°C’de 24-48 saat tutuldu ve saf kiiltirleri elde edildi. Ureyen bakteri-
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lerden Gram preparasyonu hazirlandi. Diizenli boyanan birbirine paralel
veya V, Y sekilleri gosteren sporsuz, kapsiilsiz ince gram pozitif gomakcik-
lar geklinde gorillen bakteriler ileri incelemeye alindi. Bualarin 22°C ve
37°C’de hareket 6zellikleri, katalaz varlhigi, eskilini hidrolize etme 6zellik-
leri aragtirildi. 22°C’de hareketli, katalaz deneyi pozitif ve eskiilini hidroli-
ze eden bakteriler Listeria cinsi bakteriler olarak kabul edildi. Bakterile-

rin bu o6zellikleri agagidaki sekilde aragtirildi.
1- Hareket Deneyi

% 0,5 g maya 6zii ilave edilen 1/20 sulandirilmig balikli buyyo-
na, bakterilerin, 24 saatlik buyyon kiltirinden bir ekim halkast miktarin-
da ilave edildi. Hem 22°C, hem de 37°C olmak ilizere 24 saat iiretime bira-
kildi. Bu iireme sonucunda, gukur lam kullanilarak yapilan mikroskop ince-
lemesinde 22°C’de ve 37°C’de hareket 6zellikleri degerlendirildi.

2- Katalaz Deneyi

Bakterilerin katalaz aktivitesini gostermek igin temiz lam’a
pipetle alinan maya 6zlu egri gukulatams: agar besiyerindeki 24 saatlik bak-
teri 6rnegi siiriildii. Uzerine bir damla % 30 H,0,’den damlatildi. Karigt:-

rilmadan gaz gikip gikmadigina bakildi. Gazin gikmasi katalaz enziminin
varlifin1 gosterdi.

3- Eskiilin Deneyi

Bakterilerin maya 6zla egri gukulatams: agardaki 24 saatlik dri-
niinden bir ekim halkas: miktar: eskilinli balikli buyyona ekildi. 37°C’de

24 saat iiretildi. Besiyerinde olugan siyah renk eskilin hidrolizini gosterdi.

Eger bu ilk pasajda Listeria cinsi bakteriler iirememis ise
+4°C’de bekletilen sivi ¢ogaltici segici besiyerinden onddrdiincii giinde
ikinci pasaji, yirmibirinci giinde iiglincii pasaj, yirmisekizinci giinde dérdiin-

cit pasajlar alinarak inceleme siirdirildi.
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Listeria cinsine ait oldudu tesbit edilen bakterilerin tir tanimi

icin agagidaki diger 6zellikleri de incelendi.
1- Oksidaz Deneyi:

Kovacs ayiract ile gosterildi. Bir Petri kutusu igine siizgeg kagid:
konarak ortasina 2-3 damla Kovacs ayiraci damlatildi. Maya 6zli egri guku-
latamsi agardaki 24 saatlik bakteri kiltirinden pipetle alinarak kagit iize-

rine siriildii. Pozitif reaksiyonda koyu renk meydana geldi.
2- Voges-Praskauer:

Clark-Lubs besiyerine, bakterilerin 24 saatlik buyyon kiltiriin-
den ekildi. 48 saat 37°C’de uretildi. Bu siire sonunda besiyerine 0.6 m! A
ve 0.2 ml B olmak iizere Coblentz ayiraci ilave edildi. Karigtirildi. 15 daki-

ka iginde meydana gelen kirmizi renk pozitif olarak degerlendirildi.
3- Metil Kirmizisi Deneyi:

Clark-Lubs besiyerine bakterilerin 24 saatlik buyyon kiltirlerin-
den bir ekim halkasi miktar: ekildi. 37°C’de 48 saat iiretildi. Bu siire
sonunda besiyerine 5 damla metil kirmizist ayiraci ilave edildi. Karigtiril-

di. Kirmizi renk pozitif, sar1 renk negatif olarak degerlendirildi.
4- Ureaz Deneyi:

Ureazin varhifini gostermek igin hazirladigimiz besiyerine bakte-
rilerin maya 6zlii egri gukulatamsi agardaki 24 saatlik iriiniinden tipiin
kenarinda bol miktarda ekim halkasiyla bastirarak ezmek suretiyle kondu.
Ekilmemig bir kontrol tiipa ile birlikte 37°C’de iretim dolabina kaldirildi.
24-48 saat iginde rengin kizarmasi pozitif, rengin degismeden kalmasi nega-
tif olarak degerlendirildi.
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5- Sitrat Deneyi:

Bakterilerin karbon kayna@: olarak sitrattan yararlanip yararlan-
madigin1 ortaya g¢ikarmak igin, bakterilerin maya 6zla egri gukulatamsi
agardaki 24 saatlik irininden az miktarda ekim ignesiyle bastirarak
ezmek suretiyle bulandirmadan ekildi. 24 saat sonra besiyerinde meydana
gelen bulaniklik, bakterinin karbondan faydalanip iiredigini, higbir degisik-

lik olmamasi ise ireme olmadigin: gosterdi.
6- Nitrat Rediikleme Deneﬁ:

Bakterilerin 24 saatlik buyyon kiiltiiriinden bir ekim halkasi mik-
tar1 tipiin kenarinda bastirarak ezmek suretiyle nitrat buyyona ekildi.
37°C’de 48-72 saat tutuldu. Bu siire sonunda nitrat A ve B ayiraglarindan
I’er ml miktarinda besiyerine ilave edildi. Birkag dakikada beliren kirmizi

renk pozitif olarak degerlendirildi.
7- Indol Yapiminin Arastirilmas: Deneyi:

Bu deney i¢in maya 6zli egri qukulatams: agar besiyerindeki 24
saatlik kiltirinden, triptopanca zengin bir besiyeri olan 1/20 sulandiril-
mig balikli buyyona bir ekim halkasiyla tipiin kenarinda bastirarak ezmek
suretiyle ekildi. Tipiin Gst kismina Ehrlich-Pringsheim ¢ozeltisi emdirilmig
indol kagitlar: asildi. 24-48 saat 37°C’de iremeye birakildi. Bu siire sonun-

da asihi kagidin renginin kizarmasi indoliin varligint gosterdi.

8- Karbonhidratlardan Asit ve Gaz Olusumunun Incelenmesi
Deneyi:

Bu deney Glukoz, D-Ksiloz,.Mannitol L-Ramnoz, Maltoz, St;k-
roz, Dextrin, Galaktoz igeren sivi karbonhidratli besiyerleri kullanilarak
yapildi. Bakterilerin 24 saatlik yogun buyyon kiiltirlerinden 0,1 ml miktar
bu besiyerine ilave edildi. 37°C’de bir hafta bekletildi. Bu siire iginde besi-

yerlerinde asit olusumu sebebiyle meydana gelen sari renk pozitif olarak
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degerlendirildi.
9- Hemoliz Deneyi:

Bakterilerin maya 6zli egri qukulatams: agar besiyerindeki 24
saatlik kiltirinden bir ekim iZnesi miktannda alinan bakteri kiltird % 2
koyun kanli agar besiyerine g¢izgi seklinde ve ayrica batirma ydntemiyle
ekildi. Besiyerleri 37°C’de 48 saat iiretime birakildi. Bu siire sonunda iire-
yen bakterilerin gevresinde beta hemolizli bir bolgenin olugmasi pozitif ola-
rak degerlendirildi.

10- CAMP Deneyi:

% 2 koyun kanli agarda gipheli hemoliz gdsteren bakterilerin
hemolitik etkilerini ortaya ¢ikarmak ilizere bu deney yapildi. Staphylococ-
cus aureus bakterilerinin 24 saatlik kiltiriinden bir ekim halkasi miktan
kanli agar besiyerinin ortasina 1 cm genigliinde ekildi. Hemoliz etkisi
denenen bakterilerin maya 6zlii egri gukulatamsi1 agar besiyerindeki 24
saatlik kiltirlerinden ekim ignesi ile alinan driin, bu bakterilere dik ola-
rak ekildi. 48 saat 37°C’de iremeye birakildi. Bu siire sonunda iki bakteri-
nin birbirine degdigi gorilen artan bir beta hemoliz, pozitif olarak deger-
lendirildi.

II. Sitiin Isitilarak Kabartilmasi Metodu ile Sitlerin Listeriyoz
Yoniinden Tehlikesiz Hale Getirilip Getirilemiyecegini Amaglayan Deney-

ler:

Steril cam balona alinmig olan gig siit 6rnekleri +4°C’de tutul-
mak sartiyla en geg¢ 24 saat iginde laboratuvara ulastinildi. 500 ml’lik ¢ig
siit 6rnei 250’ser ml’lik iki Erlenmayer’e béliindii. Listeria bakterilerinin
(L.monocytogenes, L.ivanovii, L.seeligeri, L.innocua, L.welshimeri, L.mur-
rayi, L.grayi) Listeria siv1 gogaltici-segici besiyerinde 24 saatlik kulticleri
elde edildi. Bu kialtirlerin bulaniklifi yaklagik olarak 1 ml’de 300 milyon

bakteri igerecek gekilde ayarlandi. Bu sivi besiyerindeki kiltiirlerden S’er
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m! alinarak iginde 250’ser ml ¢ig siit bulunduran Erlenmayer’lere ilave edil-
di.

Hazirlanan bu iki Erlenmayer’den biri kontrol amaci olarak kul-
lanildi. Ikincisi de hava gazi iizerinde 1sitildi. Siitler kabarma siiresince
gozlendi ve kabarmaya baglayinca kabaran siitiin altindan hava gazi gekil-
di. 250 m!’lik satiin kabarmaya bagladi3: anda sicaklik 97-98°C’de idi ve bu
sicaklikta 3-4 saniye kaldi. Isitilan siitiin sicakligi oda sicakligina gelince
buradan ve kontrol olarak kullanilan drneklerden 4 ml’lik siv1 gogaltici-se-

gici listeria besiyerine 1’er ml ekimi yapildi. +4°C’ye kaldirild1.

Ekimlerden 7 giin sonra Listeria siv1 gogaltici-segici besiyerin-
den bir ekim halkasi miktarinda Listeria kat:1 segerek-ayirtict gukulatamsi
agara pasajlari alindi. Oda sicaklifinda iiremeye birakildi(10,22). 7-10 giin
sonra kontrol tipiinden alinan pasajlarda ireme gozlendi. Ureyen bu kolo-
nilerden Gram yontemiyle preparat hazirlanip boyandiginda Gram pozitif
gomakciklarin oldugu goruldi. Kabartilarak isitilan siitlerden pasajlarin

alindif1 besiyerinden yapilan incelemelerde higbir iireme olmadif: tesbit
edildi.

Yukarida anlatildig: gibi ekimlerin yapildig1 Listeria sivt gogalti-
ci-segici besiyerinden, Listeria kati segerek-ayirtici gukulatamsi agara
onddordiinci giinde ikinci bir pasaj, yirmibirinci giinde tgiincii bir pasaj, yir-
misekizinci giinde ddrdiinci bir pasaj daha alindi ve bu siireler sonunda
tireme olup olmadig: incelendi. Sonugta birinci pasajda oldugu gibi sadece
kontrol tiiplerinde iireme gorildi. Kabartma yontemi uygulanan tiiplerde

ise iireme gozlenmedi.

Bu kabarmig siit 6rnekleri +4°C’de 7 ay bekletildikten sonra ali-

nan pasajlarda listeria bakterilerinin Giremedigi gézlendi.
III. Listeria Bakterilerinin Isiya Direnglerinin Incelenmesi:

Bu bakterilerin 1stya direngleri iki sekilde incelendi:
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1- Farkli Listeria kokenlerinin (L.monocytogenes, L.ivanovii,
L.seeligeri, L.welshimeri, L.innocua, L.grayi, L.murrayi) Listeria sivi
gogaltici-segici besiyerinde 24 saatlik kiltiicleri elde edildi. Bu kiltirlerin
bulanikligi yaklasik olarak 1 ml’de 300 milyon bakteri igerecek gekilde

ayarlandi.

Deney tiiplerine 4’er ml Listeria sivi g¢o3altici-segici besiyeri
konuldu. Herbir deney tipiiniin iizerine ayr1 ayrt gesitli Listeria kokenleri-
nin 24 saatlik sivi gogaltici-segici besiyerindeki kiltirlerinden 1’er ml ila-
ve edildi. Daha sonra bu tipler mikroplu sivilt kisimlari tamamen sicak su
iginde kalacak gekilde su banyosuna yerlestirildi. 50°C’de 5, 10, 15, 20, 25,
30 dakika tutuldu. Bu siirelerin sonunda su banyosundan ¢ikarilan tiipler
akan musluk suyu altinda derhal sogutulduktan sonra sivi gogaltici-segici
besiyerine 1’er ml olacak gekilde ekildi. Ekimi yapilan tipler +4°C’ye kal-
dirildi. 7 giin bekletildikten sonra bu tiiplerden kati segici-ayirtict gukula-
tamst agar besiyerine pasajlari alindi ve 37°C’de 48-72 saat Giremeye bira-
kildi. Ureme gozlenen besiyerlerindeki koloniler Gram ydntemiyle boyana-

rak incelendi.

50°C’den bagka 55°C, 60°C, 65°C’lerde de ayni deney tekrarlan-
di.

Ayrica 50°C, 55°C, 60°C, 65°C’de 5, 10, 15, 20, 25 dakika siiceler-
le yapilan bu deneyler en az ii¢ kez, 60°C’de 30’uncu dakika siiresi sonuna

kadar yapilan deneylerde de en az beg kez olmak koguluyla tekrarlandi.

2- Deneye aldigimiz gesitli listeria kokenlerinin listeria agarinda-
ki 24-48 saatlik kiltiirlerinden fizyolojik tuzlu suda siispansiyonlari hazir-
landi. Bu siispansiyonlarin bulanikliint yaklasik olarak 1 ml’de 300 milyon
bakteri igerecek gekilde ayarlandi. Deney tiiplerine 4’er ml siit (gig sit,
pastorlenmis siit, sterillenmis stit) konuldu. Herbir deney tiipliniin Gizerine
yukarida hazirlanmig olan gegitli listeria bakterilerinin tuzlu sudaki stispan-
siyonlarindan 1’er ml ilave edildi. Sonra tipler mikroplu sitld kisimlar:

tamamen sicak su iginde kalacak gekilde su banyosuna yerlegtirildi.
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50°C’de 5, 10, 15, 20, 25, 30 dakika tutuldu. Bu siirelerin sonunda su ban-
yosundan ¢ikarilan tipler akan musluk suyu altinda derhal sogutulduktan
sonra sivi gogaltici-segici besiyerine 1'er ml olacak sekilde ekildi. Ekimi
yapilan tiipler +4°C’ye kaldirildi. 7 giin bekletildikten sonra tiiplerden katy
segici-ayirtici gukulatamsi agar besiyerine pasajlari alindr. 37°C’de 48-72
saat Gremeye birakildi. Ureme gozlenen besiyerindeki koloniler Gram yéa-

temiyle boyanarak incelendi.

50°C’den baska 55°C, 60°C, 65°C’lerde de ayn: deney tekrarlan-
d1.

Ayrica 50°C’de, 55°C, 60°C ve 65°C’de 5, 10, 15, 20, 25, 30 daki-

ka siireyle yapilan bu deneyler en az 3 kez olmak koguluyla tekrarlandi.
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BULGULAR

Geregler ve yontemler bdoliminde agiklanan iig grup deneylerden
elde edilen bulgular agagidaki maddelerde 6zetlenerek toplanmugtir:

I. Cig sitt ve pastdrlenmis siit 6rneklerinde listeria bakterilerinin
iiretilmesi ve tanimlanmasi deneylerine ait bulgular.

II. Sitin 1sitilarak kabartilmasi metodu ile sitlerin listeriyoz
yoniinden tehlikesiz hale getirilip getirilemiyecegi deneylerine ait bulgu-
lar.

III. Listeria bakterilerinin 1siya direnglerinin incelenmesi deney-
lerine ait bulgular.

I. Gig Siit ve Pastdorlenmis Siit Orneklerinde Listeria Bakterileri-
nin Uretilmesi ve Tanimlanmasi Deneylerine Ait Bulgular:

Incelenen 50 gig siit drneginden 28 tane (% 56), 50 pastdrlenmig
siit 6rneginden ise 10 tane (% 20) olmak iizere toplam 38 tane (% 38) liste-

ria cinsine ait bakteri iretildi ve tiir olarak tanimlar1 yapilds.

Cetvel-3 ve 4’de goriildigi gibi gig siit ve pastdrlenmis siit 6rnek-
lerinden dretilen listeria bakterilerinin tamami +4°C’de iireme,
22°C-28°C’de hareket ozelligi gosterdi. Katalaz deneyi pozitif, oksidaz
deneyi negatif, Voges-Proskauer ve metil kirmizisi deneyleri pozitif, nitrat
rediiksiyonu deneyi negatif, sitrat deneyi negatif, indol ve H,S deneyi nega-
tif, ireaz deneyi negatif, eskilin hidrolizi pozitif olarak belirlendi.
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Cetvel-5'de goruldagu gibi 50 ¢ig siit orneginden 4 tane (% 8)
L.monocytogenes, 9 tane (% 18) L.innocua, 4 tane (% 8) L.welshimeri, 5
tane (% 10) L.seeligeri, 1 tane (% 2) L.ivanovii, 5 tane (% 10) L.grayi

olmak iizere toplam 28 tane (% 56) Listeria cinsi bakteri tretildi.

50 pastorlenmig siit 6rneginden 3 tane (% 6) L.monocytogenes, 1
tane (% 2) L.innocua, 3 tane (% 6) L.welshimeri, 1 tane (% 2) L.seeligeri,
1 tane (% 12) L.grayi 1 tane (% 2) L.ivanovii iretildi.

Cig siitlerde ve pastorlenmis siitlerde buldugumuz Listeria tiirle-
ri sayt ve yiizde olarak Cetvel-5’de gosterildi. Bu cetvelin incelenmesinde
goriilecegi gibi toplam 100 siit 6rneginden 7’sinde (% 7) L.monocytogenes,
10’unda (% 10) L.innocua, 7’sinde (% 7) L.welshimeri, 6’sinda (% 6) L.se-
eligeri, 2’sinde (% 2) L.ivanovii, 6’sinda (% 6) L.grayi bulundu. Ornekle-

rin hig birinde L.murrayi tesbit edilemedi.

CETVEL-S: Cig siit ve pastorlenmiy siit 6rneklerinden iiretilen Listeria cin-

sine ait 38 bakterinin tiirlere gore dagilimi ve yuizdesi

50 i sutte 50 pastirlenmig sitte Toplam
Listeria tirlerinin ad1 Sayns1 Yizdesi Sayis1 Yizdesi Sayis1 Yiizdesi
Listeria monocytogenes 4 %8 3 %06 7 %7
Listeria innocua 9 %18 1 %2 10 %10
Listeria welshimeri 4 %8 3 %06 7 %7
Listeria seeligeri 5 %10 1 %2 6 %6
Listeria ivanovii 1 %2 1 %2 2 %2
Listeria grayi 5 % 10 1 %2 6 %6
Toplam 28 %56 10 %20 38 %38

Listeria cinsi olarak belirlenen bakterilere, tiir 6zelliklerini orta-
ya gikaracak deneyler uygulandiginda bunlarin Cetvel-5’de gorildigi sekil-
de 6 tiire ait olduklar: tespit edildi.
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II. Sitin Isitilarak Kabartilmas: Metodu fle Sitlerin Listeriyoz
Yoniinden Tehlikesiz Hale Getirilip Getirilemiyece3i Deneylerine Ait Bul-
gular:

Degisik yerlerden toplanan 50 ¢i suitin her birine, yontemler
boliminde agiklandi sekilde; 7 tirden Listeria kiltiirleri ilave edilip
kabarincaya kadar 1sitildiktan sonra incelendiginde biitin siit 6rneklerinde-
ki Listeria bakterilerinin tamaminin canstz kaldigini, kontrol grubunu olug-
turan yani 1sitarak kabartma yéntemi uygulanmayan siit drneklerindeki bu
bakterilerin ise canli olduunu tespit ettik.

Kabarmig siit 6rnekleri +4°C’de 7 ay bekletildikten sonra alinan
pasajlarda listeria bakterilerinin Gremedigi, buna karsilik kabarmamig sit
orneklerindeki listeria bakterilerinin tiredigini gordik.

III. Listeria Bakterilerinin Isiya Direncinin Iincelenmesi Deneyle-
rine Ait Bulgular

Cetvel-6’da toplanan bu sonuglar incelendiginde; Listeria sivi
gogaltici-segici besiyerine ve ayrica ¢ig siit, pastorlenmis sit ve sterillen-
mig siit 6rneklerine 7 tiirden listeria kiiltiirleri ilave edildikten sonra 50,
55, 60 derecede sicaklifin uygulandig: bitin deney gruplarinda ve 5, 10,
15, 20, 25 dakika siireler sonunda listeria kokenlerinin canli kaldig goril-
mektedir. Diger bir ifadeyle siitlerde bulunan listeria kdkenlerini 6ldiir-
mek igin 25 dakika siireyle uygulanacak 50, 55, 60 derecelik sicakligin
yeterli olmadig1 anlagilmaktadir. 60°C’lik sicaklikta 30 dakika siireyle uygu-
landi$: deney grubuna gelince burada yalnmiz bir deney harig bitiin listeria’-
larin 6ldiga goriilmektedir.

Bu ayricalik gésteren deney, L.monocytogenes’in ilave edildigi
Listeria stv1 gogaltict-segici besiyerini, 60°C’de 30 dakika 1sitip +4°C’de 4
hafta bekletildikten sonra gézlemlenmis olup en az bey defa tekrarlanan
bu deneyin yalniz birinde bu bakterinin canli kaldigins, digerlerinde 6lmisg
oldugunu tespit ettik.

Ayrica bu bakterilerin 65°C’de 5 dakika isitma siiresine bile
dayanamadiklarini gérdik.
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TARTISMA

Dogada yaygin olarak bulunan Listeria bakterileri ¢ok gesitli,
kaynaklardan elde edilmistir. Bunlar; toprak, digki, akarsular, lagim sular,
tarim alanlari, yemlikler, koyun, sifir, kegi, kopek, kedi, at, domuz gibi
evcil yabani hayvanlar, kuglar ve kiimes hayvanlari, baliklar, kabuklular,
\kanathlar, cig et ve et drinleri, ¢if sit ve siit drtnleri ile sebzeler-
dir(2,7,25,35,39,41,43,48,49,51).

Listeria bakterileri igin gxdé kaynaklarinin 6nem tasiyan dérdi;
siit ve siit driinleri, ¢ig et ve et iriinleri, ¢ig sebze ve salatalar ile deniz
irinleridir(2#,41). Listeria bakterileri i¢ginde en dnemli tir L.monocytoge-
nes’dir ve bu tiriin ¢ig sitlerden yaklagik olarak % 5 oraninda ayrildig bil-
dirilmigtir(56).

Her yagtaki insanin faydalandigi ¢ok kiymetli besin olan siit yur-
dumuzda (bélgelere gore de degigsmek iizere) genel olarak pastdrlenmeden
ve pastorlenmis olarak tiketilmektedir. Bu sebeple galismamiz da Istan-
~ bul’da tiiketilen ¢ig sitler ile pastdrlenmig sitlerde Listeria bakterilerinin
~ bulunma oraninin tespiti ve ayirdigimiz bu kokenlerinin tanimi yapilmistir.
Ayrica Listeria bakterilerinin 1siya direnci aragtirilmigtir. Bundan bagka
bilindigi gibi yurdumuzda siitii agz1 aqik kapta isitarak kabarincaya kadar
beklemek ve kabarinca da tagmamasi ig¢in 1sitma iglemine son vermek adet-

tir. Iste bu halk metodunun siitleri listeriyoz yoniinden tehlikesiz hale geti-
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rilip getirilemiyecedi tespit edilmigtir.

Istanbul’un degisik semtlerinden elde ettigimiz 50 ¢ig siit 6rnegi-
nin 4’inden (% 8) L.monocytogenes ve ayrica 9 tane (% 18) L.innocua, 4
tane (% 8) L.welshimeri, 5 tane (% 10) L.seeligeri, 1 tane (% 2), L.ivano-
vii, 5 tane (% 10) L.grayi olmak iizere toplam 28 listera bakterisi 28 ¢ig
siit 6rneginden ayirdedildi.

Cig sitte L.monocytogenes’in varli1 konusunda degisik ulkeler-
de aragtirmalar yapilmis oldugu gériilmektedir. Bunlar Cetvel-6’da 6zetlen-

migtir.

CETVEL-7: Cig siitte L.monocytogenes’in varlif1 ile ilgili olarak gesitli
iilkelerde yapilan aragtirmalar(8,21,24,31,32).

Incelenen Listeria
. ornek monocytogenes
ULKE sayist pozitifiik Aragtirmaailar
Fransa : 337 13(%3,8) Gledal J (1986).
Hollanda , 137 6(%4,3) Befkcrs,H.J . ve ark(1987).
B.Almanya 635 2(%0,2) Gasparovig,E. (1988).
US.A. 350 13(%37) Lovett ve ark.(1987).
California 100 0 Lovett ve ark.(1987).
Massaschusetts 200 14(%1,0) Lovett ve ark.(1987).
Atlanta : 121 15(%12) Hayes,S.P. ve ark.(1985).

Bizim g¢aligmamizda 50 ¢i st Ornegi icin L.monocytogenes’in
bulunma oraninin % 8 oldugu, Dr.Ferda Soysal tarafindan yapilan bir galis-
mada ise bu oranin 63 ¢if siit Srnedi igin % 6.3 oldugu gdsterilmigtir. Ayni
zamanda Cetvel-7 incelendifinde ¢i§ sit orneklerindeki L.monocytoge-
nes’in bulunma oraninin % 0-12 arasinda degistigi goriillmektedir. Bu oran-
larin bizim galigmamizdaki oranla kiyaslandiginda birbirine yakin oldugu
anlagitmaktadir.

Ricorun Menncl
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[stanbul’un degisik semtlerinden elde ettigimiz 50 pastdrlenmis
siit drneginin 3’inde (% 6) L.monocytogenes bulduk. 1 6rnekte (% 2) L.in-
nocua, 3 6rnekte (% 6) L.welshimeri, 1 6rnekte (% 2) L.seeligeri, 1 6rnek-
te (% 2) L.ivanovii, 1 drnekte (% 2) L.grayi’e rastlandi. Orneklerin higbi-
rinde L.murrayi’e rastlanmadi ve 10 pastorlenmis siit 6rneginden, 10 liste-

ria koékeni elde edilmi§tir.

50 ¢ig siit 6rnefinden 28 tane, 50 pastdrize siit 6rneginden top-
lam 10 tane listeria cinsi bakteri @iretilmistir. Bu sonuglara gére g¢aligma-
mizda listeria bakterileri ¢ig siit 6rneklerinde pastorize siite gore daha yiik-
sek oranda bulunabileceji, pastdrlemenin bunlarin sayisint azalttig1 ancak
tamamen yok etmedigi gorillmektedir. Ancak bu durum pastdérlemenin

uygun sekilde uygulanip uygulanmadig: endigesini de hatira getirmektedir.

Diger taraftan L.monocytogenes’in uygun pastorlenme iglemine
dayanabilecegi bildirilmistir. Bu sebeple siitte bu bakterilerin yagama ve
gogalmalarini etkileyen faktorler buyitk onem tagimaktadir. WHO, 1988’-
den itibaren 71.7°C’de 15 saniyelik pastérlemenin sit igindeki L.monocyto-
genes’e karg1 giivenilir bir 1s1 iglemi oldugunu belirlemistir. Béyle olmakla
beraber gesitli iilkelerde farkli zamanlarda gorilen listeriyoz salginlarinda

infeksiyon kaynaginin pastérlenmig stitler oldugu da anlagilmigtir(39,56).

1983’de Massachustiys' de bastérlenmi§ siitten kaynaklanan 49
listeriyoz vak’asi saptanarak bunlarin 40’indan Listeria monocytogenes
ayrilmigtir. Listeria bakterilerinin pastérlenmeye direngli olabilecegini
veya siitiin pastdrizasyondan sonra bulasabilecegini gdsteren yayinlar da
bulunmaktad:ir(10,12,15,20,24,28,32).

1985 yilinda Ispanya’da (% 32 ya§ igeren 78°C’de 5 saniye iglem
gdren) 28 pastdrlenmis sit orneginin 6’sindan Listeria monocytogenes
kokeni elde edildigi bildirilmigtir(19).

1985 yilinda Atlanta’da yapilan bir galigmada da pastdrleme

islemlerinin yapildig1 tesiste kullanilan 14 sit filtresi érneginden 2 tane
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(% 14) L.monocytogenes kdkeni tesbit edilmigtir(24).

1991 yilinda Istanbul’da Dr.Ferda Soysal tarafindan yapilan bir
galigmada 37 pastorlenmis sit 6rneginin 2’sinden (% 5.4) L.monocytoge-
nes ayirdedilmistir(48).

Bizim ¢aligmamizda Istanbul’un degigik semtlerinden elde ettigi-
miz 50 pastdrlenmis siit 6rnedinden 3 tanesinde (% 6) L.monocytogenes

elde edilmistir.

Pastorlenmis sitlerden Listeria bakterilerinin elde edilmesi, pas-
torleme islemi hakkinda veya temizligi konusunda siiphelerin dogmasina

yol agmigtir. Baoyle bir tesiste pastdrlenmis sitlerin % 20’den fazlasinda lis-
teria cinsinden bakteriler elde edildigi yazilmigtir(39).

Bu sonuglara dayanarak pastérlenmis sitlerin, listeriyoz agisin-
dan giivenilir bir yontem olmadig: kabul edilebilir. Listeria’larin pastdrlen-
meye dayanabilmesinin sebebi bu bakterilerin makrofaj ve notrofillerin ige-
risinde bulunmalarina bagh oldugu da sanilmaktadir(41).

Pastérlenmiy siitlerde Listeria bakterilerinin bulunmasi, bu bak-
terilerin 1s1iya dayaniklilik sorusunun incelenmesini gerektirmigtir. Birgok
aragtirict Listeria bakterilerinin 1siya dayanikliliint incelemek iizere
deneyler yapmistir(9,17).

Listeria bakterilerinin 1siya dayaniklihk derecesini belirledigi-
miz deneylerle ilgili galigmamizda; igerisinde ¢ig siit, pastorlenmisg sit, ste-
rillenmig siit ve Listeria sivi gogaltici-segici besiyerini bulunduran tiplere
belli yogunlukta Listeria bakterisi igeren kiiltirden belli miktar ilave edil-
di. Daha sonra bu tiipler tamamen bir su banyosuna daldirilarak deneyfer
yapildi. Yaptigimiz bu deneylerin sonucunda 60°C’lik bir sicaklikta 25 daki-
kalik bir etki siiresine kadar bitin Listeria kokenlerinin canh kaldigin
gorditk. Ayrica 60°C’de 30 dakikalik bir 1sitma islemi sonunda da bu bakte-

rilerin 6ldigind, yalmiz Listeria’lar igin hazirlanmig sivi gogaltici-segici
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besiyerinde +4°C’de 4 hafta bekletildikten sonra canl1 kalan L.monocytoge-
nes bakterilerinin bulundugunu tespit ettik. Ayrica biitin Listeria kdkenle-

rimizin 65°C’de 5 dakikalik bir 1sitma siiresine bile dayanamadiklarini gér-
diik.

Listeria bakterilerinin 1siya dayaniklilig1 birgok arastirica tarafin-
dan incelenmiy ve bu aragtiricilarla ilgili galigma sonuglari Cetvel-9, 10,
11, 12°de toplanarak 6zetlemektedir(17).

Cetvel-9, 10, 11, 12 incelenecek olursa farkli aragtirmacilarin
degisik yillarda yapmig olduklar: bu galigmalar arasinda kullanilan besiyer-
leri, aletler, 1sitma ortami, bakteri sayisi gibi ayriliklarin olduBuna dikkat
edilmelidir. Bu sebeplerden dolay: sonuglar arasinda da farklilik goriilmek-
tedir

Cetvel-12’de goriildigii gibi 1987 yilinda Berkers ve arkadaglari-
nin yapmi§ olduklar: bir galigma sonucunda Listeria bakterilerinin 65°C’de
30 dakikalik bir 1sitma siiresi sonunda canli kalan bakterilerin oldugunu
bildirmiglerdir. Bu sonug bizim buldugumu sonugla da bir uygunluk géster-
mektedir.
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Listeria bakterilerinin 1siya dayaniklilik deneyleri en fazla Zel-
ler (1944) tarafindan yapilmigtir. Zeller’e gore bu deneylerde 60°C’lik bir
sicaklikta 10 dakikalik bir etki siiresinin uygulanmasi biitiin Listeria koken-
lerinin 6lmesi igin yeterlidir. Zink ve Mitarbeitern, Schoop ve Murray’da
L.monocytogenes’in 60°C’de 10 dakikada 6ldigini, Ozgen de 60°C’de 12
dakikada 6ldiagini tesbit etmigtir(9).

~ Dedie ve Shulze (1957) ve Schulze (1957) farkli genislikteki tiip-
ler kullanildiginda 60°C’de 14 dakikanin, 80-85°C’de 1 dakikanin bu bakte-
rileri 6ldiirmek igin yeterli oldugunu gostermiglerdir. Ayni aragtiricilar 0.3
mm ¢apinda kapiller cam tipler kullanildiginda 60°C’de 1 dakika, 75°C’de
10 saniye, 85°C’de 1 saniye gibi ¢ok daha kisa siirelerin bu bakterileri
6ldiirmek igin yeterli oldugunu bildirmistir(17). |

Bearns ve Girard (1985) L.monocytogenes’in pastérlenmeyle
oldiiriillebilmesinin bakteri sayisina bagh oldugunu yazmiglardir. Bu aragti-
ricilar mililitrede 5.10¥den daha fazla L.monocytogenes igeren tiiplerle
yapilan deneylerde 61.7°C’de 35 dakikada bile L.monocytogenes’in 6lmedi-
gini gormiglerdir(17).

Bearns ve Girard (1958), Ikonomov (1969), Stajner (1976),
J.F.Fernandez ve arkadaglari (1985) gibi aragtirmacilar da Listeria’larin

pastérlenme sirasinda uygulanan ist iglemine dayanikli olduklarini vurgula-
miglardir(19).

Seeliger ve Linzenmeier (1953), Dedie (1955), Bisping (1957),
Kampelmacher (1958) ve Amtsberg ve arkadaglan (1969) ¢ig sit igindeki
listeria bakterilerinin o6ldiirilmesi igin aligilmig pastorleme yodnteminin
yeterli oldugu disincesindeyken, Seeliger (1961), Sielaff (1966), Potel
(1968) ve Obiger (1976) onceleri yiiksek 1s1 daha sonra yiiksek 1sida kisa
siirede 1sitmanin yeterli oldugunu bildirmiglerdir. Goret ve Ovdar (1965)
ve Seeliger (1981) uzun siireli pastdrizasyonun listeria bakterilerini 61dir-
mek igin yeterl‘i oldugunu gdéstermiglerdir. Potel (1953/54 ve 1955) kisa
siireli 1sitmanin, Hof ve arkadaslari yiiksek isinin listeria bakterilerini

oldirmek igin yeterli olduZunu kabul etmiglerdir(17).
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1986 yilinda Doyle ve arkadaslarinin kisa siireli yiksek sicaklik-
taki pastorlenmenin uygulandi3i L.monocytogenes ilave edilmig siitlerde
bu bakterinin varhig ile ilgili ¢aligmalarinda, (16.4 saniye 71-73.9°C)’nin
uygulandig: pastérlenmeden sonra L.monocytogenes’in canli kalip kalmadi-
gint aragtirmiglar ve 9 galigmadan 6’sinda canli kaldigini gérmislerdir. 3
galigmada ise bu bakteriyi bulmamiglardir. Bu durumun uygulanan 1sinin
(16.4 saniye 71-73.9°C) L.monocytogenes’i 6ldirmek igin kifi gelmedigini
gostermektedir. Diger yonden 76.4’den 77.8°C’ye gikan bir sicaklik ve 15.4
saniyelik bir siirenin uygulandn pastérleme islemi sonunda L.monocytoge-
nes’e rastlanmadi bildirilmigtir(15).

Bradshaw ve arkada§lar1nm' yapmig olduklari bir galigmada da
siite ilave edilen L.monocytogenes’in 1s1iya direnci aragtirilmigtir. Kapali
tip metodu uygulanarak yapilan bu ¢aligmada; 71.7°C’lik bir sicaklikta 0.9
saniyenin uygulandifi 1sitma siiresi sonunda L.monocytogenes’e rastlanma-
dig gésterilmi§tir(10,l1,56).

1988 yilinda Diinya Saglhik Orgitii tarafindan yayinlanan bir yazi-
da 6zellikle pastorlenmis siitlerde L.monocytogenes’in 1siya direnci ile ilgi-
li yapilan galigmalar agagida anlatilmistir. Bunlara ait 6zet bilgi soyledir:

Bu ¢aligmanin birinde, L.monocytogenes bakterisi ile bulagik siit-
leri igeren test tiipleri kismen su banyosu igine daldirilmig ve L.monocyto-
genes’in 61.7°C’de 35 dakikalik bir pastorlenme iglemine dayanabildi3i gos-
terilmigtir. Diger bir ¢caligmada ise bu test tipleri tamamen su banyosuna
daldirilmig ve L.monocytogenes’in 62°C’de 0.1-0.4 dakikalik bir pastérizas-
yon uygulamasina dayanamadifi goésterilmigtir. Bu sonuglarin degisikligi
kullanilan deney tekniklerinin farkli olmas: ile agiklanmigtir. Bagka bir
g¢aligmada da L.monocytogenes agilanan inekten elde edilen siit,72°C’de 15
saniyede pastdrlenmis ve gok nadir olarak canli organizmaya rastlandi:
bildirilmistic. Ayrica her tarafi kapalt tiipler veya spiral akimlt 151 degigim
metodlar: ve daha duyarli metodlar kullanilarak siite eklenen Listeria bak-
terilerinin 6ldirulme siiresinin 71.7°C’de 1.2 saniye oldugu ifade edilmis-
tir. Bu degerin sifir 16kositlerindeki Listeria bakterileri igin 75°C’de 4.1
saniye oldugu gosterilmistir(56).
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Bu ¢aligma sonucunda "siitii isitarak kabartma metodu"nun siit
ile bulagabilecek hastalik yapici Listeria bakterilerini 6ldirmek igin yeterli
oldugunu saptadik. Deneylerimizde degigik Listeria bakterilerinin, Liste-
ria’lar igin hazirlanmig siv1 goBaltici-segici besiyerindeki 24 saatlik yoZun
bakteri kiltirlerinden S’er ml olarak 250’gser ml'lik gig siitlerin igine ilave
ettik. Bu sitlerin bir kismina "siitii 1sitarak kabartma metodu" uyguladik ve
sitiin kabardigi anda 1sinin 97-98°C oldugunu saptadik. Sitiin kabarmaya
bagladig1 zamanla kabaran siitiin 1sitilmasina son verilmesi arasinda gegen
zamanin yaklagik olarak 3-4 saniye oldugunu belirledik. Deneylerimizin
sonucunda 97-98°C’ler arasinda yaklagik 3-4 saniyelik sicaklik uygulamasi
sonucunda gif sit igine ilave edilen Listeria bakterilerinin hepsinin canli-
liklarini yiticdiklerini tesbit ettik. Buna kargilik kabartma yéntemi uygulan-
mayan siitlerde bu bakterilerin canli olarak kaldiklarini gérdiik.

Kabarmig ve kabartilmamig siit 6rneklerini +4°C’de 7 ay siireyle
beklettikten sonra incelemeye aldigimizda kabarmig siit 6rneklerinde Liste-
ria bakterilerinin iremediklerini fakat kabartilmamig siit 6rneklerinde bu
bakterilerin liredigini gozledik. ‘

Sitii 1sitarak kabartma metodunun diger bir iyi tarafi da kontrol-
lu olmasidir. Bilindigi gibi siitiin iginde bakterilerin tesiri ile laktoz parga-
lanir ve meydana gelen laktik asidin miktari arttikga gozle bir bozukluk
6nceden farkedilmez. Fakat sit 1sitilirsa, kesilmek suretiyle bu bozukluk
ortaya gikar. Bu gekilde halk sitiin kesilmig oldugunu da anlar ve bdyle siit-
leri igmez. Bu metodun bir igiincii iyi tarafi da basitligidir. Sitin 1sitilma-
sina-yarayan bir kapla, bir hararet kaynagindan bagka higbir geye ihtiyag
yoktur(54).

Bu .metod ile sadece siit igindeki Listeria bakterilerini degil
Mycobacterium tiiberculosis, Salmonella ve Shigella tiirleri, E.coli, Pseugio-
monas aeruginosa, Proteus tiirleri, Staphylococcus aureus, Streptecoccus
pyogenes, Entero\coccus, Brucella abortus, Brucella melitensis, Corynebac-
terium diphtheriae kékenlerinin siite ilavesinden sonra, kabartma yontemi
uygulanarak yapilan deneylerde bu bakterilerin 61digi gérilmigtiir(54).
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"Siti 1sitarak kabartma metodu" Tirkiye’nin en basit kéylerin-
den en modern gehirlerine kadar her tarafta simdiye kadar kullanilagelmis-
tir. Bu metod bizim beslenme sistemimizde higbir aksaklik yaratmamis ve

memleketimizde sitten ileri gelen salginlar goriilmemistir(54).
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SONUC

Aragtirmamizda Istanbul’un bazi semtlerinde satilan 50 ¢ig siit
6rneginin 28’inden ve bakkallardan alinan 50 pastérlenmig st 6rneginin
10’undan olmak Gizere toplam 38 listeria bakterisi iretildi. Ayrilan bu Lis-
teria bakterilerinin tiir olarak tanimlar1 biyokimya é6zelliklerine bakilarak

yapildi.

Cig siitlerden; 4 tane L.monocytogenes, 9 tane L.innocua, 4 tane
L.welshimeri, 5 tane L.seeligeri, 1 tane L.ivanovii, 5 tane L.grayi tirleri

ayrildi.

Pastorlenmis siitlerden ise; 3 tane L.monocytogenes, 1 tane L.in-
nocua, 3 tane L.welshimeri, 1 tane L.seeligeri, 1 tane L.ivanovii, 1 tane
L.grayi tiirleri elde edildi.

Yaptigimiz diger bir galigmada da; Listeria sivi gogaltici-segici
besiyerine ve ¢ig sit, pastorlenmis siit, sterillenmis siit drneklerine 7 tiir-
den listeria bakterisi ilave edildikten sonra su banyosunda 50, 55, 60 dere-
cede sicakligin uygulandig: biitin deney gruplarinda ve 5, 10, 15, 20, 25
dakika siireler sonunda listeria kokenlerinin canli kaldigi1 gorildia. 60 dere-
celik sicaklikta 30 dakika siireyle uygulandigi deney gruplarinda ise yalniz

bir deney harig bitin listeria bakterilerinin 6ldiigu tesbit edildi.



Ayrica bir bagka deney grubunda bu bakterilerin 65°C’de 5 daki-

kalik bir 1sitma siresine dayahamadxklanm saptadik.

Yurdumuzda sitii agzi agik kapta kabarincaya kadar i1sitmak ve
siitiin kabardig:i anda 1sitmaya son vermek ananevi bir halk metodudur.

Siti kabartmak, siitii kaynatmak demek degildir.

Cig site gesitli kaynaklardan elde edilen degisik Listeria bakteri-
lerini (L.monocytogenes, L.innocua, L.welshimeri, L.seeligeri, L.ivanovii,
L.grayi, L.murrayi) ilave ettikten sonra siitin kabarincaya kadar 1sitilmasi
yontemi ile siitle bulagabilecek listeria kokenlerinin 6ldagu gérildi.
+4°C’de 7 ay bekletildikten sonra alinan pasajlarla bu sonucun degigmedi-

gi anlagildi.

Yaptigimiz bu galigmada pastérlenmis siit 6rneklerinin bir kis-
minda Listeria bakterilerini Giretmemiz bize pastorlenmeyle siitleri listeri-

yoz yoniinden tehlikesiz hale getirilemiyecegini digiindirdi.

Bu sebeple gerek ¢i siitlerin gerekse pastorlenmis siitlerin 1s1t1-

larak kabartildiktan sonra kullanilmasinin gerektigini tavsiye ediyoruz.
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OZET

Aragtirmamizda Istanbul’un gesitli semtlerinde gig olarak satilan
siitlerden alinan 50 adet 6rnegin 28’inde ve bakkallardan alinan, pastorlen-
mig olarak satilan 50 adet 6rnegin 10’unda olmak iizere toplam 38 érnekte,
38 tane listeria bakterisi elde edildi. Ayrilan bu bakterilerin tiir olarak
tanimlar: biyokimya 6zelliklerine bakilarak yapildi.

Cig siitlerden; 4 tane L.monocytogenes, 9 tane L.innocua, 4 tane
L.welshimeri, 5 tane L.seeligeri, 1 tane L.ivanovii, 5 tane L.grayi tiirleri

ayrildi.

Pastdrlenmis siitlerden ise, 3 tane L.monocytogenes, 1 tane L.in-
nocua, 3 tane L.welshimeri, 1 tane L.seeligeri, 1 tane L.ivanovii, 1 tane
L.grayi tirleri elde edildi.

Cig sit, pastorlenmis siit ve peynirden ayrilan 7 farkli Listeria
tirinin yogun kiltirlerinden S’er ml olarak 250’ger ml’lik gig sttlere ilave
edildi ve 1sitarak kabartma metodu uygulandi. Sidtin kabardifi andaki
sicakligin 97-98°C oldugu belirlendi. Sitiin kabarmaya bagladigi zamanla
kabaran siititn 1sttilmasina son verilmesi arasinda gegen zamanin yaklagik
olarak 3-4 saniye oldugu saptand:i. Bu 1s1t uygulamasi sonunda listeria bak-

terilerinin hepsinin canhliklarin yitirdikleri gorildi. Kabartma metodu-



56

nun uygulanmadigi diger sitlerdeki Listeria bakterilerinin canliliklarini
devam etticdikleri goralda. Kabartilmig ve kabartilmamis siit drneklerinin
+4°C’de 7 ay bekletildikten sonra uygun besiyerlerine ekimleri yapildi.
Kabarmig siit drneklerinde Listeria bakterilerinin iiremedikleri fakat kabar-

tilmamig stit 6rneklerinde tiredigi belirlendi.

Sit igerisindeki Listeria bakterilerini 6lddrmek igin "suti 1sita-
rak kabartma" metodunun yeterli oldugu ve bu metodun siitlerin listeriyoz
yoniinden tehlikesiz hale getirilebilmesi bakimindan giivenilir oldugu tes-
bit edildi.

Listeria sivi goZaltici-segici besiyerine ve ayrica gig siit pastorlen-
mig sit ve sterillenmig siit 6rneklerine 7 tiirden Listeria kiltiirii ilave edil-
dikten sonra 50, 55, 60 derecede 1sinin uygulandig: bittiin deney gruplarin-
da ve 5, 10, 15, 20, 25 dakika siireler sonunda Listeria kdkenlerinin canh
kaldigi goraldd. Bunun sonucunda Listeria kékenlerini 6ldiirmek igin bu
1sinin yeterli olmadig anlagildi. 60°C’lik sicaklikda 30 dakika siireyle uygu-
landi1g1 deney gruplarinda ise yalniz bir deney grubu harig bitiin Listeria’la-

rin 6ldiagi belirlendi.

Farklilik gdsteren bu deney ile L.monocytogenes’in ilave edildigi
Listeria siv1 gogaltici-segici besiyerini 60°C’de 30 dakika 1sitip +4°C’de 4
hafta bekletildikten sonra gozlemlenmis olup, en az bes defa tekrarlanan
bu deneyin yalniz birinde, L.monocytogenes’in canli kaldigi digerlerinde
6ldagi tesbit edildi.

Ayrica bitin listeria kékenlerinin 65°C’lik 30 dakika siireyle
uygulandifi deney gruplarinda ise bu bakterilerin 5 dakikalik 1sitma sﬁresi-

ne bile dayanamadiklar: gorilda.
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SUMMARY

In this research, Listeria bacteria were produced at a total of 38
milk samples out of which 28 were from 50 raw milk samples from various
districts and 10 were from 50 pasteurized milk samples from various
markets in Istanbul. Listeria bacteria were identified according to their
biochemical characteristics.

4 L.monocytogenes, 9 L.innocua, 4 L.welshimeri, 5 L.seeligeri, 1
L.ivanovii, 5 L.grayi were identified from the raw milk samples and 3
L.monocytogenese, 1 L.innocua, 3 L.welshimeri, 1 L.seeligeri, 1 L.ivanovii

and 1 L.grayi were identified from the pastorized milk samples.

5 ml each of concentrated culture of 7 different Listerie species
extracted from raw'milk, pasteurized milk and cheese were added to 250
ml raw milk samples and rising method was applied. The temperature was
97-98°C while the milk rose. It was determined that there was 3 to 4
seconds difference between the time the milk started to rise and the time.
at which cooking was stopped. At the end of heat application it was
observed that all Listeria bacteria lost their life activities while at other
milk samples where the rising method was not applied the bacteria
survived. Keeping both risen and not risen milk samples at +4°C for 7.
months, the samples were cultured on appropriate mediums and it was

observed that the Listeria bacteria grew at the not risen milk samples
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while risen milk samples stayed sterile.

It was determined that rising by heat was a reliable method to

kill the Listeria bacteria in milk and obtain milk, safe from listeriosis.

Seven different species were added to productive-selective
medium, raw milk, pastorized milk and sterilized milk samples. All the test
samples were heated at 50°C, 55°C and 60°C for 5, 10, 15, 20 and 25
minutes. It was observed that the bacteria stayed alive since the applied
temperatures were not sufficient to kill the Listeria strains. In all test
groups except one, however, where 60°C of temperature was applied for 30

minutes all the Listeria strains were killed.

Only L.monocytogenese showed an exception. The bacteria of
mentioned species were culture onto the productive-selective medium and
heated up to 60°C for 30 minutes. After this process the cultured medium
was kept at +4°C for 4 weeks. This test was repeated at least 5 times and

only once L.monocytogenese was alive and were dead at all other tests.

In the test groups where 65°C was applied it was observed that
all the Listeria strains were unable to stand to this temperature even for 5

minutes.
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