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OZET

MASTITISLi SIGIR SUTLERINDE LISTERIA MONOCYTOGENES VARLIGININ
ARASTIRILMASI

Saymn M. Adnan Menderes Universitesi Saghk Bilimleri Enstitiisii Mikrobiyoloji Programu,
Doktora Tezi, Aydin, 2016.

Arastirmamizda Aydin ili ve yoresinde bulunan ciftliklerdeki mastitisli sigirlardan alinan siit
orneklerinde L. monocytogenes etkeni varliginin fenotipik ve genotipik yontemlerle arastirilmasi
amaglanmistir.

Aragtirma materyalini Aydin ili ve gevresinde bulunan sigir isletmelerinde bulunan mastitis
semptomu gozlenen 200 adet sigir olugturmustur. Sigirlardan alinan toplam 200 adet mastitisli siit
ornegi soguk zincir altinda Adnan Menderes Universitesi Veteriner Fakiiltesi Mikrobiyoloji
Anabilim Dali laboratuvarlarina getirilmistir. Siit Orneklerinden fenotipik yontemlerle L.
monocytogenes identifikasyonlar1 yapilmigtir. L. monocytogenes olarak identifiye edilen izolatlar
genotipik olarak PCR ile dogrulanmustir. Incelenen 200 adet siit 6rneginin 11 (% 5.5) L.
monocytogenes izolasyon ve identifikasyonu gergeklestirildi. L. monocytogenes spesifik primerler
kullanilarak gerceklestirilen PCR sonrasinda incelenen toplam 11 adet L. monocytogenes izolatinin
hepsi (% 100) inIB geni agisindan pozitif olarak saptanmistir

Sonug olarak arastirmamizda mastitisli sigirlardan alinan siit drneklerinden fenotipik ve genotipik
yontemlerle % 5.5 oraninda L. monocytogenes identifiye edilmis ve Aydin ili siit sigirciligi

isletmelerinde L. monocytogenes varlig ortaya konulmustur.

Anahtar Kelimeler: Listeria monocytogenes, siit, sigir, identifikasyon, PCR



ABSTRACT

INVESTIGATION OF LISTERIA MONOCYTOGENES FROM CATTLE MILK WITH
MASTITIS

Saymn M. Adnan Menderes University, Health Sciences Institute, Microbiology Programme,
PhD Thesis, Aydin, 2016.

In our research, it was aimed to investigate the L. monocytogenes from milk samples taken from
cattle with mastitis in Aydin province and its provinces by phenotypic and genotypic methods.

The research material consisted of 200 cattle that had symptoms of mastitis in cattle farms in and
around Aydin province. A total of 200 milk samples with mastitis taken from cattle were brought to
the laboratories of Microbiology Department of Adnan Menderes University Veterinary Faculty
under cold chain. Identification of L. monocytogenes was carried out by phenotypic methods from
milk samples. The isolates identified as L. monocytogenes were genotypically confirmed by PCR.
The isolation and identification of 11 (5.5%) L. monocytogenes in 200 milk samples were
identified. A total of 11 isolates of L. monocytogenes (100%) confirmed by PCR using L.
monocytogenes specific primers and were identified as positive for the inIB gene.

As a result, 5.5 % of L. monocytogenes were identified by phenotypic and genotypic methods in
milk samples taken from cattle with mastitis in our research and L. monocytogenes was brought out

in Aydin dairy milk cattle farms.

Keywords: Listeria monocytogenes, milk, cattle, identification, PCR



1. GIRIS

Hayati fonksiyonlardan biri olan beslenme, insan var oldugu siirece devam edecektir.
Bu amag i¢in ihtiya¢ duyulan besin maddeleri ya bitkisel kaynaklardan ya da hayvansal
kaynaklardan temin edinilmek zorundadir. Bunlarin i¢inde hayvansal kaynakli olan gida
maddeleri biyolojik degerlerinden dolay1 daha fazla 6neme sahiptir (Coskun 1995).

Diinya niifusunun her gecen giin hizla artmasi, sinirli olan besin kaynaklarinin daha
verimli kullanilmasini zorunlu kilmistir. Diinyada insanlarin doyurulmasi degil, ayni zamanda
dengeli bir sekilde beslenmesinin de 6nemli oldugu anlasilmistir. Dengeli bir beslenme
saglanabilmesi i¢in protein yoniinden zengin hayvansal gidalarin tiiketiminin artirilmasi
gerekmektedir (Kiigiikoner ve Tarak¢t 1998).

Iyi bir besin maddesi, biinyesinde bulundurdugu protein, yag, karbonhidrat, vitamin ve
mineral gibi maddelerin varligi, miktari, yararlilik derecesi ve kolay bulunabilmesiyle kiymet
ifade etmektedir. Siit bu 6zelliklerin tiimiinii i¢eren bir gidadir (Coskun ve ark 1990). Ayrica
bilesimindeki ¢cok degerli ve komple besin maddeleri nedeniyle mikroorganizmalarin gelisimi
icin de uygun bir ortam olusturmaktadir. Bu nedenle ¢abuk bozulabilen ve kolaylikla degerini
kaybedebilen bir niteliktedir (Giiven 1993).

Normalde saglikli bir siit hayvaninin siitii sagim aninda steril olmasina karsin, hijyenik
olmayan sagim kosullarina bagl olarak siit, bakteriler ile kontamine olur. Saglikli olmayan
slit hayvanlari, mastitis ve subklinik mastitis gibi lokal enfeksiyon etkenlerinin yani sira,
sistemik enfeksiyon etkenlerinden olan Coxiella burnetii, Mycobacterium bovis ve Brucella
spp. gibi patojen mikroorganizmalar siite bulastirabilirler (Erol 2007).

Stit ve siit iiriinleri ile iliskili hastaliklarin % 90’ 1indan ¢ogu bakteriyel kokenlidir. Tifo
ve kizil hastaliklar1 etkeni olan Salmonella Typhi ve Streptococcus pyogenes adli patojenler,
bu bakterilerin tasiyicisi olan insanlar tarafindan ¢ig siite bulastirildigindan, 1940 yilindan
once, tifo ve kizil siitten kaynaklandigi en sik rapor edilen hastaliklar olmustur. Ikinci Diinya
Savasindan bu yana Brusellozis, Salmonellozis ve Stafilokok kaynakli gida zehirlenmeleri
halk saglhigini tehdit eden en 6nemli tehlikelerdendir. Listeriozis ise giiniimiizde insanlar igin
¢ig siitte bulunan Listeria monocytogenes adli patojen bakteri tarafindan olusturulan ve
oliimciil olabilen bir hastaliktir (McSweeney ve Fox 2008). Listeria monocytogenes halk
sagligini ilgilendiren en onemli patojenlerden biridir. Bu patojen 6zellikle immun sistemi

zay1f insanlar arasinda gida kaynakli bulagmalarla seyir gostermektedir (Schlech 2000; Liu



2008). Listeria monocytogenes, et ve et tirtinleri, balik ve balik tirtinleri, siit ve siit tiriinleri
gibi bir ¢ok ¢esitli yiyecek araciligiyla bulasabilmektedir (Adzitey ve Huda 2010).

Listeriozis, insanda nadiren goriilliir ve en biiyik sorun hastaligin rotasinin
bilinmemesidir (Gahan ve Collins 1991). Fakat, salginlar ve yapilan ¢alismalardaki kanitlar
ayakiistii tiiketilen trtinlerde Listeria spp.’nin varligimi gostermektedir. Siit ve siit iirlinleri
Listeria monocytogenes kontaminasyonu ile ilgili olan ilk gidalardir ve bu enfeksiyon i¢in en
fazla rapor edilendir (Rocourt 1994). L. monocytogenes, ¢ig siit drneklerinde % 2-5 civarinda
bulunmustur, bunlar ¢evresel kaynaklardan kontamine olabilir, inek diskilarinda, toprak ve
samanda bulunabilir (Bickley ve ark 1996).

Infeksiyoz hastaliklarin teshisi amaciyla genellikle direkt ve indirekt ydéntemlerden
yararlanilmaktadir. Hastalik etkenlerinin izolasyon ve identifikasyonlarin1 amaglayan klasik
direkt yontemler ya da konvansiyonel teshis yontemleri; klinik bulgulara, otopsi bulgularina,
etken izolasyonu ve identifikasyonuna, antijenik materyallerin saptanmasina ve serolojik
yontemlere dayanmaktadir. Bu yontemler bazen basarili sonuglar vermez ya da latent ve gizli
enfeksiyonlarda izolasyon bakimindan bazi olumsuzluklara yol agarlar. Ayrica, bazi
bakteriyel ve viral enfeksiyonlarda, spesifik etkeni izole ve identifiye etmek her zaman
miimkiin olmamaktadir ve baz1 durumlarda etkenin identifikasyonu uzun stirmektedir. Ayrica,
mikroorganizmalarin fagositik hiicreler tarafindan endositozisi veya hastalik etkenlerinin
intraseliiler bir karakter tagimasi da konvansiyonel tekniklerle hastalik etkenlerinin
izolasyonunu gii¢lestirmektedir. Listeria monocytogenes'in gidalarda tanisinda, sifir tolerans
politikas1 gecerli olup sayim yerine 25 g drnekte var/yok esasina dayanan ISO 11290 yontemi
kullanilmaktadir ve gold standart yontem olarak giincelligini korumaktadir (EFSA 2010).

Ancak bakteriyolojik testlere dayanan teshis yoOntemlerinin  yani  sira
mikroorganizmaya ait genetik materyallerin (DNA ya da RNA) veya proteinlerin
saptanmasini amaglayan, spesifitesi ve sensitivitesi oldukca yiiksek olan daha ¢abuk, kesin ve
giivenilir sonuglar veren biyoteknolojik teshis yontemlerinin kullanilmalar1 giderek yayginlik
kazanmustir (Saiki ve ark 1988, Bilgehan 1993).

Genetik, biyoteknoloji, molekiiler biyoloji ve biyokimya alanlarinda, genetik materyal
lizerine yapilan arastirmalarin 6n ¢aligmasi olarak DNA izolasyonu, biiyiikk 6neme sahip bir
asamadir. DNA yapisinin analizi, DNA hibridizasyonu, DNA sira analizi, PCR ’a (Polimeraz
Zincir Reaksiyonu) dayanan metotlarla, polimorfizm caligmalar1 ve gen klonlanmasi gibi
genetik arastirmalarda oncelikle biliyiik molekiiler agirliktaki, saflagtirilmis genomik DNA nin

elde edilmesi gerekmektedir (Ozdil ve Bagpinar 2004).



Cesitli kaynaklardan DNA izolasyonu yapilabilmekte 6zellikle havyan materyallerinde
yaygin olarak kan hiicreleri kullanilmaktadir (Jeanpierre 1987, Ciulla ve ark 1988, Johns ve
Paulus-Thomas 1989, Montgomery ve Sise 1990, Mullenbach ve ark 1989). Bunun disinda
stit, sperm, kil, kemik, deri vb. hiicrelerden de DNA elde etmek miimkiindiir (Brown 1991).

Siitte yiiksek ancak degisken sayida (kegi siitiinde yaklagik 10°-10"/ml; inek siitiinde
10%-10"/ml) somatik hiicre bulunmaktadir. Bu say1 siitiin elde edildigi hayvanin durumuna
bagli olarak (mevsim, laktasyon donemi, hastalik vb.) farklilik gostermektedir. Siitteki
somatik hiicreler; notrofiller, makrofajlar, lenfositler gibi 16kositlerden ve daha az oranda da
(< %2) epitel hiicrelerinden olusmaktadir (Kehrli ve Shuster 1994). Bu hiicrelerin kullanimi
ile siitten genomik DNA 6rneklerinin elde edilmesi miimkiin olmaktadir (Lipkin ve ark 1993,
De ve ark 2000).

Listeria tiirlerinin teshis yontemleri gelismesine ragmen, bunlar yogun c¢alisma
gerektiren arastirma yontemleridir. L. monocytogenes’in PCR ile aranmasi uzun
zenginlestirme prosediirlerini igerse de PCR kullanimi veya diger DNA’ya dayali yontemler
prosesin hizlanmasindaki 6nemli yollardir (Golsteyn ve ark 1991, Rossen ve ark 1991,
Niederhauser ve ark 1992). On zenginlestirme yapilmaksizin gidalardan direk PCR
yapilmasinda sadece birkag ¢alisma problem bildirmistir (Bessesen ve ark 1990, Furrer ve ark
1991, Starbuck ve ark 1992). Siiphesiz PCR, gidalardan bakteriyel patojenlerin basarili bir
sekilde aranmasinda gerekli, olduk¢a hassas ve spesifik bir tekniktir. (Bickley ve ark 1996).

Arastirmamizda Aydin ili ve yoresinde bulunan ciftliklerdeki mastitisli sigirlardan
alinan siit 6rneklerinde L. monocytogenes etkeni varliginin fenotipik ve genotipik yontemlerle

arastiritlmasi amaglanmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Siitiin Bilesimi ve Genel Ozellikleri

Her yas grubundaki insanlarin yeterli ve dengeli beslenebilmeleri igin, yiiksek
proteinkalitesine sahip hayvansal gidalar tiiketmeleri gerekmektedir. Oysa iilkemizde kisi
basmadiisen gilinliik protein ihtiyacinin ancak % 25’1 hayvansal {iriinlerden
saglanabilmektedir. Gelismis iilkelerde ise bu oran oldukca yiiksektir. Ornegin Amerika
Birlesik Devletlerindekisi basina diisen giinliikk protein miktarinin hayvansal {iriinlerden
saglanan kismi1 % 68, Fransa’da % 65, Israil’de % 54 tiir (Coskun 1995, Unal ve Besler
2008).

Tayar ve Sen (2007)’e gore siit organizmanin geligebilmesi ve yasamini devam
ettirebilmesi igin gerekli olan besin unsurlarinin hemen hemen hepsini igerdiginden uzun
yillardir, insanlar i¢in dnemli bir besin maddesi olma 6zelligini korumaktadir. Bilesimleri
agisindan ideal bir besin maddesi olarak kabul edilen siit proteinleri, yasam i¢in 6nemli olan
eksojen amino asitlerin tiimiinii i¢erdiginden yiiksek biyolojik degere sahiptirler.

Diinyada kisi basina yilda 97.1 kg siit diismektedir. Kisi basina yillik inek siitii tiretimi
iseYeni Zelanda’da 2255.0 kg, Danimarka’da 921.7 kg, Hollanda’da 758.0 kg, Isvicre’de
597.7 kg ve ABD’inde 263.6 kg iken Pakistan’da 26.5 kg, Irak’da 16.3 kg, Afganistan’da 21.3
kg, Banglades’de 6.5 kg ve Hindistan’da 0.02 kg kadardir. Tiirkiye’de ise 1993yilinda kisi
basina diisen siit miktar1 154.8 kg dir (Baspinar ve Batmaz 2006).

Ieme siitii olarak ya da islenmis siit iiriinleri halinde tiiketimi, insanlarin her yastaki
temel besin ihtiyaglarina cevap vermektedir. Bunun nedeni temel besin unsurlarini diger besin
maddelerinden daha fazla ve yeterli igermesinden ileri gelmektedir. Siit 6zellikle, kalsiyum,
fosfor, riboflavin, Vitamin B12 ve yiiksek kaliteli protein kaynagi olarak tanimlanmaktadir.

Tiim bu olumlu faktdrlerin yaninda siit, havyan hastaliklarindan ve bazi gevresel
bulagsmafaktorlerinden etkilenip bazi olumsuz sonuglar dogurmaktadir. Bu olumsuzluklar
bazidurumlarda insan saglhigimi etkilerken bazi durumlarda da iiriin kalitesinin bozulmasina
neden olmaktadir. Sagim anindan itibaren siitiin hijyenik kalitesi ve besin degeri bozulma
riski ile kars1 karsiyadir (Tablo 1). Bu nedenle sagimdan tiiketime sunulana kadar hijyenik
kurallara dikkat edilmeli, modern teknoloji ve igletme metotlar1 dikkatli ve titiz birsekilde

uygulanmalidir.



Tablo 1. Gida kaynakli enfeksiyon ve intoksikasyonlarin olusum nedenleri ve oranlart (Erol
2007)

Neden Oran (%)
Uretim hatasi 235
Hatali veya ¢ok uzun siire muhafaza 23.5
Hijyen eksikligi 19.7
Infekte hayvanlar tarafindan kontaminasyon 19.7
Pisirme-1sitma hatasi 6.2
Hatal1 ¢ig materyal 4.9
Paketleme ve nakil hatasi 0.5

2.1.1. Siitiin Tanim

Tayar ve Sen (2007) kitaplarinda siitii, “genelde tim memeli hayvanlarin dogum
yapmalarindan hemen sonra yavrularini besleyebilmek icin olusan ve meme bezlerinden
salgilanan biyolojik bir siv1” olarak tanimlasa da, insan gidasi olarak kullanilma amaci ile
asagidaki sekillerde tarif edilebilir. Amerika Birlesik Devletleri Tarim Bakanlig: siitii; bir
veya daha fazla sayida Ozel bir sekilde beslenen ve bakima almman saglikli ineklerin,
buzagilamalarindan 15 giin 6nce ve 5 giin sonra sagilmalar1 sonucunda elde edilen tamamen
temiz, taze meme salgisi olarak tanimlamistir. Birlesmis Milletler Halk Sagligi Teskilati siitii,
bir veya daha fazla sayidaki saglikli ineklerin tam olarak sagilmalar1 sonucu elde edilen,
kolostrumdan yoksun, % 8.25 den daha az yagsiz kuru madde ve % 3.25 den daha az siit yagi
vermeyen taze meme sekresyonu olarak tanimlamistir. Tiirk Standartlar1 (TS) ise 1018 ¢ig siit
standardina gore: Siit, inek, koyun, keci ve mandalarin meme bezlerinden salgilanan, kendine
0zgii tat, koku ve kivamda olan, i¢ine bagka maddeler karistirilmamis ve icinden herhangi bir
maddesi alinmamis beyaz renkli bir s1v1 olarak tanimlanmistir (Besler ve Unal 2006).

Tirk Gida Kodeksine gore: ¢ig siit; bir veya daha fazla inek, kec¢i, koyun veya
mandanin sagilmasiyla elde edilen, 0 °C’nin {izerinde 1sitilmamis veya esdeger etkiye sahip

herhangi islem gérmemis kolostrum disindaki meme bezi salgisidir (Anonim 2).




Genel oOzelliklerine bakilirsa, siit, beyaz, opak (saydam olmayan) kendine has bir
lezzette, bazen sagildigi hayvanin yedigi yeme gore degisik kokuda, 6,3-6,5 pH’l1 mevcut
gidalarin i¢inde en miikemmel besleyici degere sahip bir stvidir. Siit denildiginde sadece inek
stitii anlagilir. Diger hayvan siitleri sagildigi hayvanin tiirii ile adlandirilmaktadir (koyun siitii,
kegi siitli, manda siitii v.b.) fakat dogumdan 15 giin 6nce ve 7 giin sonraya kadar sagilan ticari
stitlerin bir énemi yoktur. Kolostrum (agiz siitii) olarak adlandirilan bu siitler yavrularin

beslenmesinde biiyiik 6nem tasir (Tayar ve Sen 2007).

2.1.2. Siitiin Ozellikleri ve Yapisi

Tayar ve Sen (2007)’e gore, siit ¢esitli tuzlar ve siit sekerinden olusan kristaleoitlerin
bir eriyigidir. Bu eriyik iginde kazein ve albiimin koloidal halde, yag ise emilsiyon halinde
bulunmaktadir. Siitteki su ve diger maddelerin miktarlari ayn1 olmakla birlikte protein ve yag
miktarlar1 bakim ve beslenmeye, yasa ve hayvanlarin tiriine gore degisiklikler
gostermektedir.

Damitik su normal kosullarda 0 °C’de donmaktadir. Siit, bilesiminde gercek cozelti
halinde bulunan laktoz ve minerallerden dolay1, damitik suya kiyasla daha diisiikk derecede,
yaklagik -0.55 °C’de donmaktadir. Siitiin donma noktasina temel olarak laktoz ve minerallerin
% 75 oraninda etkisi varken, protein ve yagin donma noktasi lizerine etkisi Onemsiz
miktardadir (Anonim 1).

Kendi haline birakilan ¢ig siitiin iizerinde bir siire sonra bir kaymak tabakasi olusur.
Bu siit yagindan ibarettir. Kaymak tabakasi alinip, kalan kisma peynir mayas: katildiginda
pihtilasan kisim ise siitiin azotlu kisminda bulunan kazeindir. Olusan peynir pihtist siiziiliip
akan yesilimsi s1v1 biraz tuz ve sirke ile kaynatilirsa diiglimciik seklinde pargaciklardan olusan
lor elde edilir. Bu da siitiin azotlu kismidir ve albiimin olarak adlandirilir. Nihayet loru
c¢ikarilmis peynir suyu koyu bir surup halini alana dek kaynatilir ve sogumaya birakilirsa cam

gibi billurcuklar elde edilir ki bu da siit sekeri laktozdur (Tayar ve Sen 2007).

2.1.3. Siitiin Bilesimi

Fox ve McSweeney (1998) tarafindan siitin kompozisyonu Tablo 2’deki gibi

yayinlanmistir;



Tablo 2. Baz1 memeli tiirlerinin siit kompozisyonu (%) (Fox ve McSweeney 1998)

Tiir Toplam Yag Protein Laktoz Kiil
Kuru madde
Insan 12,2 3,8 1,0 7,0 0,2
Inek 12,7 3,7 3,4 4.8 0,7
Bufalo 16,8 7,4 3,8 4,8 0,8
Keci 12,3 4,5 2,9 4,1 0,8
Koyun 19,3 7,4 4,5 4,8 1,0
Domuz 18,8 6,8 4,8 5,5
At 11,2 1,9 2,5 6,2 0,5
Esek 11,7 1,4 2,0 7,4 0,5
Geyik 33,1 16,9 11,5 2,8
Tavsan 32,8 18,3 11,9 2,1 1,8
Hint Fili 31,9 11,6 4,9 4,7 0,7
Kutup Ayisi 47,6 33,1 0,9 0,3 1,4
Gri Ay1
Bahg 67,7 53,1 11,2 0,7

Tayar ve Sen (2007)’in kitaplarinda belirttigine gore ise, 1 L siitiin agirlig1 1028-1039
garasinda degismektedir. Bunun yaklasik 905 grami su, 129 gramu kuru maddedir. Kuru
maddenin ise 35 grami yag, 94 grami yagsiz kuru maddeden olugmustur. Siitteki su miktarinin
fazla olmas1 tasima ve muhafazasini zorlastirirken, suyun %96 gibi biiylik bir boliimiiniin
serbest su halinde bulunmasi bakteri liremesi i¢in uygun ortam olusturmaktadir. 1 L siitiin

bilesiminde ortalama, 36 g protein, 35 g yag, 47 g laktoz, 650 kalori, 1500 Vitamin A,1,2 g

kalsiyum bulunmaktadir.




2.1.4. Siitiin Yagh Maddeleri

Siitte bulunan lipidler basit ve birlesik lipidler olmak iizere iki grup altinda incelenir.
Basitlipidler (Gliserid ve steridler), 1 It siitte 35-45 gr bulunur. Yag asitlerinin gliserin ile
yaptig1 esterlere gliseridler, sterol ile yaptig1 esterlere de steridler denilmektedir. Siitiin total
basit lipidlerinin biiylik bir kismimi gliseridler olusturmaktadirlar. Steridler siitte 0,10-0,17
gr/lt miktarinda bulunurlar. Birlesik lipidler (lesitin ve sefalinler) ise, 1 It siitte 0,3-0,5gr
bulunur. Birlesik lipidler C,H ve O ile birlikte belli miktarlarda fosfor ve kiikiirt igerirler.
Siitte bunlardan yalnizca azotlu ve fosforlu lipidlerden olusan fosfoamino lipidler bulunur
(Unal ve Besler 2008).

2.1.5. Siitiin Azotlu Maddeleri

Tayar ve Sen (2007)’in kitaplarinda bildirdigine gore, 1 litre siitte bulunan azotlu

maddeler ve miktarlari asagidaki gibidir.

Siitiin Total Azotlu Maddeleri..........c.oouiiiiiiiii e, 33-36 gr.
L Proteinler. ... 31-34 gr.
Q) KazZeIn. ... e, 26-29 gr.

b) Betalaktoglobulin.......... ..ot 2.5-4 gr.

C) Alfalaktalblimin. ..........oooiuiii e 0.8-1.5gr.

d) Immiinglobulinler. .. .............oiiii e 0.5-0.8 gr.

€) PrOteOS-Pepton. ......vitit it 0.8-1.5gr.

F) MInor Proteinler. ... .....o.oe i e eseri

2. Protein tabiatinda olmayanlar..................coooiiiiiiiii i, 0.8-1.4 gr.
Q) Protidler. .. .o 0.2-0.3 gr.

b) Protid olmayan azotlu maddeler...................ooooiiiiiiiiiii e 0.6-0.9 gr.

Proteinler bir¢ok aminoasit molekiiliiniin bir araya gelmesi ile olugmuslardir.

Siitlin erimis azotlu maddeleri ve miktarlar1 asagidaki gibidir.
1. Globiilinler (Immiinglobiilinler)

2) Eugloblilin.........oooiiii 0.3-0.5 gr/lt.
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B) Pseudogloblilin...........cooouiiiii e 0.2-0.3 gr/lt.
2. Albiiminler

@) Alfa Laktalblimin...........ooooiiiiii e 0.8-1.5 gr/lt.
b) Beta Laktoglobllin..........o.oiiuiiii e 2.5-4 gr/lt.
3. PrOtEOS-PePtON. ... e ettt e 0.8-1.5 gr/lt.
4. Protein olmayan azotlu maddeler
@) Polipeptidler. . .. ..ot 0.8-1.8 gr/lt.
D) DT, i, 0.2-0.3 gr/It.
¢) Diger organik maddeler................oooiiiiii i, 0.3-0.5 gr/it.
) AMONYAK. ...\t 0.3-1.0 gr/It.
€) Kreatin. .. ..o e 0.03-0.05 gr/it.

Total azotlu maddelerin yaklasik % 20-24’iinii siitlin erimis azotlu maddeleri olusturur.
Bunlarin % 18-20 sini de protein tabiatinda olanlar olusturmaktadir. Siitiin erimis azotlu

maddelerinin, protein fraksiyonunun esasini laktalbumin ve laktoglobulin olusturmaktadir.

2.1.6. Siit Karbonhidratlari

Siit karbonhidratlarinin en biiyiik kismini laktoz olusturur. Siitte laktozdan baska eseri
miktarlarda glukoz, galaktoz ve diger bazi sekerler bulunmaktadir. Beslenme fizyolojisi
acisindan siit sekerinin Onemli fonksiyonlar1 vardir. Galaktoz 06zellikle bebeklerin
barsaklarinda beta galaktosidazin etkisi ile glukoz ve laktozla birlikte olusur. Siitle alinan
laktoz kalin barsaga ulastiginda fermentasyon sonucu laktik asit meydana gelir. Olusan asit
reaksiyonu kalsiyumun rezorpsiyonu ve vitamin sentezi {izerine olumlu etkiler yapar. Laktoz
viicutta yavas parcalandigindan ve barsagin ¢alismasini olumlu yonde etkilediginden, kan
seker seviyesi ¢cok hizli ylikselmez ve boylece de ¢ok fazla kalori depolanmaz. Bunlarin

disinda siitte yine eseri miktarda arabinoz bulundugu da tespit edilmistir (Tayar ve Sen 2007)

2.1.7. Siit Vitaminleri

Protein tabiatinda olmayan siit vitaminleri ¢ok kiiciik molekiil agirliklarina sahiptirler
ve siitte genelde ¢ok az miktarda bulunurlar. Siitte bulunan vitamin miktarlar1 hayvanin yedigi
yeme ve bakim sartlarina gore degisiklikler gosterir. Ornegin yesil otla beslenen (mera

besisine tutulan) siit hayvanlarinda, siit vitamin orani, kuru yemle beslenenlere gore daha



yiiksektir. Siit vitaminleri iki gurup altinda incelenmektedir. Bunlar yagda eriyen vitaminler
(A, D, E, K) ve suda eriyen vitaminlerdir. (B1, B2, PP, B5, B6, B9, C, H) (Tayar ve Sen
2007; Unal ve Besler 2006).

2.2.Mastitis

Mastitis, meme dokusundaki patolojik degisiklikler ve siitteki somatik hiicre sayisinin
artis1 ile karakterize, meme bezlerinde olusan yangisal degisiklikler olarak tanimlanir. insan
ve hayvan sagligi, beslenmesi ve ulusal ekonomide ¢ok dnemli olan siit ve siit iiriinleri, ancak
saglikli hayvanlardan elde edilebilir. Meme bezinin yangisal durumuna bagli olarak olusan
patolojik degisikliklerin sonucunda siitte bir takim fiziksel ve kimyasal degisimler de
meydana gelir. Meydana gelen bu degisimler siit ve siit {iriinlerinin kullanilabilirligini sinirlar
ve bu nedenle mastitis, lizerinde dikkatle durulmasi gereken 6nemli bir problemdir (Khan ve
ark 2003).

2.2.1. Mastitisin Onemi

Isletme diizeyinde etkin kontrol programlarmin uygulanmasi ile mastitis nedenli
kayiplarin azaltilmas1 miimkiin olabilmektedir. Mastitis kontrol programlarinin uygulanmasi
ve bu programlarin devamliligimin saglanmasi, oOzellikle kapasiteleri biiyiik olan siit
isletmelerinde, ekonomik verimliligin en 6nemli gostergesidir. Ancak tlilkemizde 6zellikle siit
yonlii yetistiricilikte isletme kapasitelerinin kiiciik olmast ve heniiz verimlilik merkezli
mastitis kontrol programlarinin olusturulamamasi nedeniyle, siit {iretiminde biiyiik ekonomik
kayiplar ortaya ¢ikmaktadir. Saglikli siit, saglikli hayvanlardan elde edildigi i¢in, hayvan
sagligin1 korumak ve mastitis olgularini erken teshis etmek temel hedeftir. Siit endiistrisinde
mastitis nedenli ekonomik kayiplar, siit kalitesinin ve siit veriminin azalmasi, buna bagl
olarak da ilag¢ ve veteriner hizmet kullaniminin artmas: ve yem giderlerinin artig1 sonucunda
ortaya ¢ikmaktadir. Ayni zamanda, enfeksiyonun tedavisi i¢in kullanilan antibiyotiklerin siitte
kalint1 birakmasi, bilingsiz olarak ilag kullanimina baglh gelisen antibiyotik direngli bakteriler,
tedavi olanaklarinin sinirlanmasi gibi olumsuz etkiler olusmaktadir. Diizenli ve bilingli
kontrol programlarinin uygulanmasi, klinik mastitis olgularinin azaltilmasimni ve subklinik

enfeksiyonlarin da erken teshis edilmesini saglamaktadir (Blowey ve Edmondson 1995).
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2.2.2. Bulasici ve Cevresel Mastitis

Mastitise neden olan etkenler arasinda bakteriler 6nemli bir yere sahiptir (Phuektes ve
ark 2001a). Memelerdeki anatomik bozukluklar ve travmalar da enfeksiyonun yerlesimini ve
olusumunu hizlandirmaktadir. Anatomik bozukluklara bagli mastitis olgularinda; memelerin
dogmasal olarak bozuk anatomik yapisi, hayvanin yasi, irk1 gibi etkiler, siit veriminin fazla
olmasi, laktasyonun donemi (aktif involusyon, peripartum periyot, erken laktasyon vb.),
beslenme durumlar1 (Se ve Vit. E eksiklikleri), siit ineklerini enfeksiyona duyarli kilmaktadir
(Blowey ve Edmondson 1995).

Cevresel faktorler arasinda, uygun olmayan g¢evre kosullari, ahir ve bariaklarin saglik
yoniinden uygun olmamasi, yetersiz havalandirma kosullari, altliklarin sert ve kirli olmasi
sayilabilir. Siit verimini arttirmak amaciyla protein yoniinden zengin besleme mastitise
yakalanma olasihigmi arttirmaktadir. Sagimcilarin temizlik ve dezenfeksiyona dikkat
etmemeleri de hayvanlar arasinda enfeksiyonun yayilmasini hizlandirmaktadir. Mikrobiyel
nedenlere bakildiginda; pek ¢ok bakteri, mantar ve viral etken mastitisin olusumuna neden
olmaktadir. Mastitis etkenleri, meme ve meme kanaliyla iligkileri yaninda, 6zellikleri de
dikkate alinarak bulasici ve ¢evresel patojenler olarak ayrilmistir. Mikrobiyel patojenler, sigir
meme bezine yerleserek cogalir ve hayvandan hayvana sagim sirasinda bulasirlar. Cevresel
patojen olan Streptococcus uberis, Streptococcus dysgalactiae ve Escherichia coli gevresel
mastitis enfeksiyonlarina neden olmaktadir. Bulasici patojenler olarak Staphylococcus aureus,
Streptococcus agalactiae, Mycoplasmatiirleri ve Corynebacterium bovis bulunmaktadir.
Ayrica tiiberkiiloz etkenleri, Proteus, Leptospira, Listeria ve Brucella tiirleri de mastitise
neden olmaktadir. Cevresel patojenlerin enfeksiyon olusturmasi hayvanlar arasinda sagim
esnasinda ya da sagim aralarinda ¢evre temasi ile meydana gelir (Oliver ve ark 2005).

Cogunlukla kuru donemde, laktasyonun erken evresinde ve hayvan sikliginin arttigi
durumlarda, serbest hayvanciliktan =ziyade ahir isletmelerinde, c¢evresel patojenlerin
olusturdugu enfeksiyonlara daha sik rastlanir. Bakim ve beslemenin iyi yapildigi durumlarda,
koliform mastitisleri nadiren ortaya ¢ikar ve oran1 % 1-2’de kalirken, streptokokkal nedenli
mastitis oran1 % 5’den daha az seyreder, ancak siiriide mevcut herhangi bir problemde bu oran
% 10’u asar. Cevresel streptokoklarin olusturdugu mastitis enfeksiyonlarinin % 49-50’sinde
klinik semptomlar kendini gosterir. Klinik mastitislerin sonucuna bagli olarak da siit
iretiminde, reprodiiktif aktivitede azalma ve isletme giderlerinin artis1 ile ekonomik kayip
sekillenir. Bulasic1 mastitis enfeksiyonlar ise, bir meme bezinin enfeksiyon kaynagi olmasi

ve bu infekte meme bezine sahip hayvandan, saglikli bagka bir hayvana etkenin tasinmasi ile
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gerceklesir. Meme basi lezyonlari, yetersiz bakim kosullar1 etkenlerin yerlesimini
kolaylastirir. Bulasici mastitis olgular1 siklikla akut, kronik veya subklinik formlarda
goriilebilir. Mikroorganizmanin gecisi sagimcilarin elleri, sagim makineleri gibi sagim
esnasinda yayilma gosterir. Bu sekilde infekte hayvanlardan saglikli hayvanlara

mikroorganizmalarin gegisi gerceklesir (Blowey ve Edmondson 1995).

2.2.3. infeksiyonun Klinik ve Subklinik Formlar

Infeksiyonun klinik formlarina bakildiginda; mikroorganizma meme bezini enfekte
ettikten sonra buraya yerleserek hizli bir sekilde c¢ogalmaya baslar ve bunu konak-
patojeniliskisine bagli olarak c¢esitli klinik bulgular takip eder. Konak immun cevabinin
basarisiz, antibiyotik tedavisinin yetersiz oldugu durumda etken meme bezine kolonize olur
ve mastitis sekillenir. Sonug olarak da yanginin klinik bulgular olan siskinlik, renk degisimi,
1s1 artist ve agri gelisir. Klinik semptomlar perakut, akut, subakut ve kronik formlar halinde
karakterize edilir. Klinik mastitis durumlarinda siitteki degisimler (pihti, renk degisimi, kan
gorlilmesi vb.) agiga ¢ikar. Ates, anormal sekresyon, istah kaybu, siit tiretiminin azalmas1 akut
mastitis durumlarinda goriilen ilave klinik bulgulardir. Klinik mastitis bulgulariin tersine
subklinik enfeksiyonlarda meme bezi ve siitteki degisimlere nadiren rastlanir ya da hig
rastlanmaz. Semptom gostermeyen hayvanlar saglikli kabul edilir, bu nedenle subklinik
infekte hayvanlarin teshisi zordur. Klinik belirti gostermeyen infekte hayvanlar diger saglikli
hayvanlar i¢in bir rezervuar gorevi goriir ve saglikli hayvanlar arasinda enfeksiyonun
yayilimina neden olurlar. Mastitis etiyolojisinde ¢evresel patojen olan Streptococcus uberis,
Streptococcus dysgalactiae ve Escherichia coli rol oynamaktadir. Ayrica bulasici patojenler
olarak  Staphylococcus aureus, Streptococcus agalactiae, Mycoplasmatiirleri ve
Corynebacterium bovis de mastitislerde yer almaktadir. Bununla beraber tiiberkiiloz etkenleri,
Proteus, Leptospira, Listeria ve Brucella tiirleri de mastitislerde goriilmektedir (Blowey ve
Edmondson 1995).

2.3. Listeria ve Listeriozis

Listeriozis olusturan bakteriler insan ve bir¢ok hayvan tiirleri i¢in patojen

mikroorganizmalardir. Dogada genis bir alana yayilmislardir; toprakta, bitkilerde, sebzelerde,
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hayvan yemlerinde, su ve lagim atiklarinda, giibrelerde, giinliik yasantimizda besin olarak
kullandigimiz siit ve siit {irlinlerinde, ¢ig veya dondurulmus besinlerde et ve deniz
iriinlerinde, otlarda, saglam insan ve hayvanlarin atik yavrularinda, vajinal akintilarinda, fotal
membranlarda, siit, idrar, gaitalarinda ve diger kontamine materyallerde fazlaca bulunurlar
(Breer ve Schopfer 1988, Uysal ve Ang 2003).

Listeria tiirleri Bergey’s Manual of Systematic Bacteriology’de “Diizgilin, spor
olusturmayan, Gram pozitif comaklar” seksiyonunda bulunmaktadir. Bu grup i¢inde 7 cins
(Lactobacillus, Listeria, Erysipelothrix, Brochothrix, Renibacterium, Kurthia, Caryophanon
cinsleri) yeralmaktadir. Listeria’lardan L. monocytogenes, zoonotik Ozellige sahip bir
bakteridir (Holt ve ark 1994).

Infekte insan ve gesitli hayvanlarm (evcil ve yabani, memeli ve kanatlr) sekret, ekskret
ve dokularinda mikroorganizmayi izole ve identifiye etmek miimkiindiir (Baykal 2008).

Listeriozis, diinyanin bir¢ok {iilkesinde insan ve hayvanlarda sporadik ve endemik
olarak goriilmektedir. Septisemi, meningoensefalit ve abortusa neden olmasi, ayrica
hayvanlarda ekonomik kayiplara da yol agmasi hastaligin 6nemini attirmaktadir (Pinner ve
ark 1992, Oliver ve ark 2005, Uysal ve Ang 2003).

2.3.1. Tarihge

Arda ve ark (2005) tarafindan belirtildigine gore, Hiilphers (1911) Isvec’te
tavsanlardaki karaciger nekrozlarindan iirettigi mikroorganizmay1 Bacterium hepatitis olarak
adlandirmistir. Von Aktinson (1917) Avustralya’da ve Von Dumont Contoni (1919), Paris’de
insanlardaki meningitidis olgularindan benzer 6zellikler gosteren bakteriyi izole ettiklerini
aciklamislardir. Murray, Webb ve Swann (1926), tavsanlarda mononiikleer 16kositozis’e yol
acan generalize bir seyir izleyen bir hastaligi tamimlamiglar ve infekte hayvanlardan izole
ettikleri Gram pozitif ve spor olusturmayan mikroorganizmaya da Bacterium monocytogenes
admi vermislerdir. Gill (1931) Yeni Zelanda’da koyunlar arasinda donme hastaliginin
bulundugunu bildirerek, infekte hayvanlardan ayirdigi etkeni Listeria ovis olarak
adlandirmistir. Ten Broech (1932) New Jersey’de tavuklardan, Jones ve Little (1934) ayni
eyalette sigirlardan, Burn (1934) Connecticut’da insanlardan, Biester ve Schwarte (1939),
lowa’da domuzlardan ve Grini (1943) Norveg¢’te atlardan L. monocytogenes izole ve
identifiye ettiklerini bildirmislerdir. Tirkiye’de de enfeksiyonun varligi yapilan birgok

arastirma ile ortaya konulmustur. Ozcebe ve Doguer (1945), Ozgen (1952), lyigéren (1952,
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1954), Bogriin (1959), Yilmaz (1960), Doguer (1961), Yiicel (1963) ve Finci (1968)
listeriozis lizerinde hastaligin ¢esitli yonlerini aydinlatan degerli ¢aligmalar yapmislardir.
Listeriozis’e  yurdumuzda, zaman zaman sporadik olgular halinde (abortus,

meningoensefalitis) rastlandigi agiklanmistir (Arda ve ark 2005).

2.3.2. Listeria Tiirlerinin Taksonomisi

Listeria tiirleri Bergey’s Manual of Determinative Bacteriology’de spor olugturmayan,
Gram pozitif, diizglin ¢ubuk bakteriler grubunda yer almaktadir. Bu grup ic¢inde yedi cins
(Lactobacillus, Listeria, Erysipelothrix, Brochothrix, Renibacterium, Kurthia, Caryophanon)
bulunmaktadir. Bu grubun baslica 6zellikleri arasinda diisiik guanin/sitozin orani, mikolik asit
yoklugu ve lipoteikoik asit varligi sayilabilir. Bergey’s Manual of Determinative
Bacteriology’nin dokuzuncu sayisinda yapilan taksonomide, Listeriaceae familyasinda L.
monocytogenes, L. ivanovii, L. innocua, L. welshimeri, L. seeligeri, L. grayi ve L. murrayi
olmak iizere yedi tiir bulundugu belirtilmektedir (Holt ve ark 1994). Molekiiler biyolojik ve
filogenetik analizler sonucu, L. murrayi’nin L. grayi ile 6zdes ve Listeria soyu igerisinde alt1
tirlin oldugu saptanmistir. Bu tiirler; L. monocytogenes, L. ivanovii, L. innocua, L.
welshimeri, L. seeligeri ve L. grayi’dir. L. grayi ve L. ivanovii’nin her ikisi de ikiser alt tiir
icermektedir (Holt ve ark 1994, Hitckins 2003). Listeria soyunda sadece L. monocytogenes
insan listeriozisleri ile iliskilendirilmis olmakla birlikte; L. ivanovii ve L. seeligeri de seyrek
olarak saptanmistir. Somatik (O) ve flagellar (H) antijenlerin faktor antiserumlar ile yapilan
serotiplendirmede 1/2a, 1/2b, 1/2c, 3a, 3b, 3c, 4a, 4ab, 4b, 4c, 4d, 4e, 7 olmak {lizere L.
monocytogenes’in 13 serotipi oldugu saptanmustir. Ozellikle 4b, daha az olarak da 1/2a ve
1/2b serotipleri insan listeriozisine neden olan dominant serotipler olarak énem kazanmistir
(Hitckins 2003, Kog¢an ve Halkman 2006, Erol 2007). DNA/DNA hibridizasyon
caligmalariyla, genetik yakinliklar1 ve evrimsel 6zellikleri dikkate alinarak, L. monocytogenes
serotipleri li¢ soy grubuna ayrilmistir. Buna gore 1/2a, 1/2c, 3a ve 3c serotipleri Grup I’de,
1/2b, 3b, 4b, 4d, 4¢ ve 7 serotipleri Grup 1I’de, 4a ve 4c serotipleri Grup I1I’de yer almaktadir.
Bunun yani sira her bir soy grubu kendi i¢inde iki gruba ayrilmistir. Grup Ia 1/2a ve 3a, Grup
Ib 1/2c ve 3c, Grup lla 4b, 4d, ve 4e, Grup llb 1/2b, 3b ve 7, Grup llla 4a, Grup Illb 4c

serotiplerinden olusmustur (Rocourt ve Buchrieser 2007).
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2.3.3. Etiyoloji

Listerialar Gram pozitif, hareketli, sporsuz, kapsiilsiiz, kiicikk, diiz veya hafif
biikiilmiis comakc¢ik veya kokoid tarzinda mikroorganizmalardir. Kiiltiirlerde tek tek, cift, V,
Y seklinde veya kisa zincirler halinde goriiliirler. Genellikle 22-26 °C de belirgin aktif hareket
vardir. Geng kiiltiirlerde comak sekilli mikroorganizmalarin yanisira, korinebakterilere ¢ok
benzeyen kokoid formlara da sikga rastlanir (Arda ve ark 2005, Anonim 3).

Bu bakteriler kiictlik, 0.4-2 um boy ve 0.5 um ende, hafif kivrik, uglar1 yuvarlak, uglar
bazen sis olarak goriilen tekli veya kis zincir formunda goriilen basillerdir. Sporsuz,
kapsiilsiiz, Gram pozitif, kiiltiirleri eskidik¢e kokoid formdan uzun flamanli sekillere kadar
degisik sekillerde goriilebilirler. Zenginlestirilmis besiyerlerinde daha kolay ve 1-45 °C gibi
genis bir sicaklikta iireyebilirler. Bu nedenle 4 °C’da bekletilen kiiltiirlerden daha sonra 37
°C’da inkiibe edilecek besiyerlerine ekimler pasajlaninca bakteri daha iyi ilireme gosterir.
Degisen anaerop 6zellik gosterdiklerinden % 10 CO5’li ortamda daha iyi tirerler. (Erol 2007).

Kanli agarda L. monocytogenes suslar1 dar bir beta-hemoliz alan1 meydana getirirler.
Serumlu glukozlu veya kanl glukozlu tryptose agar gibi kati besi yerlerinde 24-48 saat i¢inde
0.5-1.0 mm c¢apinda parlak, seffaf, yuvarlak, S-tipli koloniler meydana getirir. Eski
kiiltiirlerde ise R-formu koloniler olusturur. L. monocytogenes kiiltiirlerde trypsine duyarli,
diyalize olmayan, termolabil ve antijenik karakterde hemolizin sentezler. L. monocytogenes’in
biyokimyasal aktivitesi olduk¢a degisik ve ayn1 zamanda da zayiftir. Karbonhidratlarin
bazilarindan (glikoz, maltoz, mannoz, salisin, fruktoz, dekstrin, nisasta) asit olusturur. Ancak
gaz meydana getirmez. Katalaz, metil red, VVoges-proskauer reaksiyonlari, eskulin ve hippurat
hidralizasyon testleri pozitif, oksidaz, iire, jelatin, kazein ve siit hidrolizasyon testleri ise
negatiftir (Aydin ve ark 2006). Listerialar flagellaya sahip olduklarindan kendilerinin de hem
flagellar (H) antijeni ve hem de somatik (O) antijeni bulunur. L. monocytogenes O ve H
antijenlerine gore aglutinasyon ve aglutinasyon absorbsiyon testleriyle 17°den fazla sero alt
gruba ayrilmistir.

L. monocytogenes, cesitli antibiyotiklere (ampisilin, eritromisin, kloramfenikol,
tetrasiklin, sulfonamid) degisik derecede duyarli, polimiksin-B’ye direnglidir. Ayrica, diger
fiziksel ve kimyasal maddelerede farkli derecelerde duyarlilik gostermektedir. Pastdrizasyon
sicakliginda (65 °C de 30-40sn, 75 °C de 10 sn) oliirler. Toprakta 2-6 ay, siit icinde 12 ay,
koyun gaitasinda 3 ay, sigir gaitasinda 16 ay ve ¢esitli gida maddelerinde 5-26 ay kadar canli
kaldig1 belirlenmistir (Aydin ve ark 2006).
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2.3.4. Epidemiyoloji

L. monocytogenes, aslinda, ¢abuk yayilan ve epidemiler olusturan bir mikroorganizma
olmay1p sporadik olgular halinde ortaya ¢ikan enfeksiyonlara yol agmaktadir. Ayrica, insan ve
hayvanlarda rastlanan birgok olguda da gizli enfeksiyonlar tarzinda bir seyir gozlenmektedir.
Epidemiyolojik a¢idan; mevsim ve yatkinlik faktorleri ve Kongenital bulasma (dogumsal) ve
veneral bulagsma Onemlidir. Hastaligin ¢ikisinda daha ¢ok viicut direncini kiran predispoze
faktorler rol oynar. Beslenme bozukluklari, viral ve paraziter enfeksiyonlar hazirlayici
nedenlerdir. L. monocytogenes bir¢cok hayvanin (koyun, sigir, kegi, manda, geyik, domuz,
kopek, kedi, laboratuvar hayvanlari, kiirk hayvanlari, hindi, kaz, ¢ingila, 6rdek, giivercin,
tavuk, vs) sekret ve ekskretlerinden (infekte hayvanlarin doku ve organlarindan, atik yavru ve
yavru zarlarindan, siit, gaita, idrar, vajinal akintilardan, vs), sulardan, toprak, giibre,
gidalardan izole ve identifiye edilebilmektedir. Silaj yemleri bulagsmada 6nemlidir. Etken
viicuda sindirim kanalindan girerek hastalik olusturur. Inhalasyon ve konjunktival yolla da
enfeksiyon alinabilir. Mikroorganizma viicuttan infekte hayvanlarin siit, idrar, aborte fetus,
fotal membranlar, vajinal akintilar, burun akintilari ile disar1 gikarak etrafi bulagtirmaktadir.
Mikropla bulasik gida ve sular bulasmada 6nemlidir. Bulagsmada kan emici sinek ve keneler

de rol oynar (Aydin ve ark 2006).

2.3.5. Patogenezis

L. monocytogenes’in konak hiicre i¢ine girmesi, vakuollerden etkilenmemesi,
sitozollerde ¢ogalabilmesi ve hiicrelere dagilabilmesi patojenitesinde 6nem arz etmektedir. L.
monocytogenes, epitel hiicrelerine ve diger hiicrelere etkin bir sekilde girebilmek i¢in sirasiyla
internalin A (InlA) ve internalin B (InlB), konak hiicresi i¢ine girdikten sonra vakuollerden
korunabilmek igin listeriolizin O (LLO) ve fosfolipaz C sentezlemektedir. Bunun yan1 sira
hiicre i¢i ve hiicreler arasi tasinmayi saglamak icin de aktin transferaz protein (ActA) ve
metalloproteaz (Mpl) sentezledigi bilinmektedir. Bu invazyon ve viriilans baglantili
proteinler, konak bagisiklik sisteminin hedef olarak kabul ettigi yapilardir (Wagner ve
McLauchlin 2008, Kum 2009). L. monocytogenes’in [-listeriolizin adi verilen protein
yapisinda toksik bir hemolizin liretimine bagl olarak patojenite gosterdigi bilinmektedir. -
listeriolizin, hiicrelerin sitoplazmik membranlarinda porlar acarak gegirgenliklerini bozmakta

ve pargalanmalarina neden olmaktadir. Doku ve kirmizi kan hiicrelerini lize ederken, siklik
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AMP {iretimini de tesvik etmektedir (Caglar ve ark 2000, Kuhn ve Goebel 2007). L.
monocytogenes, bagirsak mukozasina yerlestikten sonra B-listeriolizin tireterek, karaciger ve
dalak makrofajlarinda c¢ogalir. B-listeriolizin, bagirsak mukozasina yerlesme asamasinda
bagirsak hareketlerini yavaslatmasinin yani sira gebelikte uterus kasina etki ederek prematiire
dogumlara neden olabilmektedir. L. monocytogenes’in kiiltiir ortamlarinda da tripsine duyarls,
termolabil ve antijenik karakterde B-listeriolizin sentezledigi bilinmektedir. B-listeriolizin ile
lipaz iiretimi arasinda bir iligki oldugu ve sadece virulent suslarin lipolitik oldugu
belirtilmektedir (Kogan ve Halkman 2006). B-listeriolizin disinda diger patojenite faktorleri;
demir konsantrasyonu, intraseliiler iireme kapasitesi, siiperoksit dismutaz enzim aktivitesi,
katalaz ve yiizey bilesikleridir (Caglar ve ark 2000, Kuhn ve Goebel 2007). Katalaz ve
sliperoksit dismutaz enzimleri, intraseliiler yasam i¢in gereklidir. Biitlin suslarda tespit edilen
fosfataz aktivitesinin patojenitede etkili oldugu bilinmektedir. Yiiksek demir seviyesi de L.

monocytogenes ‘in gelisimini artirmaktadir (Caglar ve ark 2000).

2.3.6. Listeria monocytogenes’in Viriilans Faktorleri

L. monocytogenes’in konakgi hiicrelerine adhezyon ve invazyonunda farkli
proteinlerin fonksiyonu bulunmaktadir. Bu proteinlerden InlA ve InIB identifiye edilmis ilk

proteinlerdir ve L. monocytogenes hiicre yiizeyine salinirlar (Peiris 2005, Bhunia 2008).

Internalin A

InlA proteini, 800 amino asitten olusmustur. InlA, L. monocytogenes’in intestinal
epitel hiicrelerine girmesini saglayarak intestinal bariyerin asilmasinda O6nemli rol
oynamaktadir (Peiris 2005). E-kaderin, intestinal epitel hiicrelerinden salgilanan bir
transmembran glikoproteini (Giig 2004) olup InlA’nin reseptorii olarak goérev yapmaktadir.
InlA ve E-kaderin arasindaki tiire 6zgi etkilesim, viriilans kabiliyetinde olduk¢a 6nem arz
etmektedir (Peiris 2005). Klinik vakalardan elde edilen L. monocytogenes izolatlarinin biiyiik
cogunlugunda (%96) InlA tam uzunlukta sentezlenmesine karsin gidalardan elde edilen
izolatlarin daha az (%65) kisminda tam uzunlukta sentezlenmektedir. InlA, insan
listeriozislerinin patojenitesinde 6nemli bir role sahiptir ve gida kaynakli listeriozis

vakalarinda viriilansin bir isaretidir (Peiris 2005, Barbuddhe ve ark 2008, Bhunia 2008).
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Internalin B

InlB proteini, hepatositler ve nonepiteliyal hiicreleri de igeren birgok farkli hiicre
ylizeyine girmeyi ve hareket etmeyi saglayan 630 amino asitten meydana gelir. Hedef
hiicreler lizerindeki hepatosit biiylime faktorii (hgf), InlB igin baslica reseptor olarak
tanimlanmustir (Peiris 2005, Bhunia 2008).

Otolizin amidaz

Otolizin amidaz (Ami), L. monocytogenes hiicre duvari iizerinde bulunan bir
proteindir. Litik aktivitesi vardir ve hiicre adhezyonunda rol oynar (Peiris 2005, Bhunia
2008).

p60
p60, hiicre duvar1 hidrolizisinde katalizér rol oynayan bir proteindir (Peiris 2005,

Bhunia 2008).

Fibronektin baglayici protein

L. monocytogenes’de bes ayri fibronektin baglayici protein (Fbp) saptanmustir.
Bunlardan molekiiler agirligi en fazla olan FbpA, LLO ve InIB’nin seviyelerini diizenler ve
bazi viriilant proteinlerin degredasyonunu onler. Bunun yan sira farelerin karaciger ve dalak,
insanlarinda epitel hiicrelerinde bakterinin etkili kolonizasyonunda rol oynadig: bildirilmistir
(Peiris 2005, Bhunia 2008).

Listeriolizin O

LLO, L. monocytogenes’in primer ve sekonder fagozomlardan ka¢gmasina yardim
eden, porlarda olusmus bir proteindir. Bunun yani sira LLO, makrofajlarda interldykin-1
sekresyonu, apoptozis, hiicre adhezyonu ve enfekte epitel hiicrelerde protein salinimi gibi

bir¢ok hiicresel cevabi agiga ¢ikarir (Peiris 2005, Bhunia 2008).

Aktin transferaz protein

Aktin transferaz protein (ActA), L. monocytogenes’in yiizey proteinidir. 639 amino
asitten olusmaktadir. Hedef hiicrelere baglanma ve hiicre igine giris fonksiyonlarinda
gorevlidir. Enfekte hiicrelerin sitoplazmasindaki bakterilerin hareketini baslatan ve hiicreden
hiicreye iletimini siirdiiren aktin filamentlerinin polimerizasyonunu baglatir (Peiris 2005,
Kuhn ve Goebel 2007, Bhunia 2008).
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Sortases
Hiicre yiizey proteinlerini sabitleyerek, L. monocytogenes’in viriilans ozelliklerine

katk1 saglayan transpeptidazlardir (Peiris 2005).

Auto

Otolitik aktiviteye sahip bir yiizey proteinidir. Okaryotik hiicrelerin invazyonunda rol
oynar. Auto, erken ve ge¢ enfeksiyon sathalarinda bulunur. L. innocua ve L. monocytogenes
4b’de yoktur (Peiris 2005).

Safra tuzu hidrolazi
Konjuge safra tuzlarmi dekonjuge eden bir enzimdir. Safra tuzlarinin hidrolizi, L.

monocytogenes’i safra tuzlarinin toksik etkisinden koruyan bir mekanizmadir (Peiris 2005).

2.3.7. Listeria monocytogenes’in Olusturdugu Hastaliklar

L. monocytogenes’in 6nemi, intestinal sistem disinda birgok doku, organ ve sistemde
cesitli hastaliklara (6rn., yavru atma, septisemi, mastit, menenjit, meningoensefalit,
konjonktivit, faranjit, siniizit, gelisme geriligi, karaciger apsesi, Siroz) neden olabilen bir

patojen olmasindan ileri gelmektedir (Gong ve Kilig 2002).

2.3.7.1. Hayvanlarda Listeriozis

Birgok hayvan tiiriinde (6rn., sigir, manda, koyun, ke¢i, geyik, domuz, tavuk, hindi,
stiliin, giivercin, yarasa, kopek, kedi, tilki, fare, at, tavsan, balik) ortaya ¢ikan listeriozis
olgulart goriilmektedir. Listeriozis enfeksiyonunda bazi hayvan tiirlerinin (6rn., sigir, koyun,
keci, domuz, tavuk, hindi, siiliin, marti, karga, gilivercin ve balik) diskilarinda L.
monocytogenes tespit edildigi bildirilmistir. Bu durum, ¢evrenin kontaminasyonunda énemli
rol oynamaktadir. L. monocytogenes, hasta hayvanlarin yani sira saglikli hayvanlarin
digkilarindan da izole edilebilmektedir (Saunders ve Wiedmann 2007). Weber ve ark (1995),
saglikli hayvanlarin digkilarindan izole ettikleri L. monocytogenes oranlarini sirasiyla sigir (%
33), koyun (% 8), kuslar (% 8), domuz (% 5,9), at (% 4,8) ve kopek (% 0,9) olarak
bulmuslardir. Silajla beslenen ruminantlarda diger hayvan tiirlerinden daha fazla listeriozis

olgulart goriilmektedir. Bu hayvanlarda listeriozis enfeksiyonlar1 genellikle kontamine silaj
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tiketimine bagli gerceklesmektedir (Saunders ve Wiedmann 2007). Enfekte hayvanlar
salgilariyla cevreyi kontamine edebilmektedirler. Saglikli hayvanlara bulasma daha ¢ok oral
yolla gergeklesmektedir. Gebe hayvanlarda (basta sigir ve koyunlar olmak iizere) uterusun
enfeksiyonuyla abort, 6lii dogum veya dogum sonrasi ilk dort haftada yavru oliimleri
goriilmektedir. Yeni dogan kuzularda siklikla, sigirlarda nadiren visseral veya septisemik
enfeksiyonlar goriilebilmektedir. Bunun yani sira yiiriime bozukluklar1 ve felg semptomlariyla
goriilen ensefalitis, koyun, kec¢i ve sigirlart etkilemektedir. Sigir mastitisi nadir goriilmesine

karsin tedavi siirecinin sonuna kadar siitle bu bakterinin salgilandig1 bilinmektedir (Kinik ve

ark 1998).

2.3.7.2. insanlarda Listeriozis

Insanlarda goriilen ilk listeriozis vakasi I. Diinya Savas1 sonrasinda bir askerde goriilen
menenjit olgusudur. Bunun yani sira bakterinin patojen 6zelliginin kesinlik kazanmasi, 1949
yilinda Almanya’daki yeni dogan bebeklerde goriilen epidemik listeriozis olgularinda,
bakterinin ekstraintestinal sistemlerdeki etkilerinin de ortaya konmasiyla miimkiin olmustur
(Hof 2003). L. monocytogenes, géz ve deri yoluyla direkt olarak da bulasabildigi gibi
gidalardan, hayvanlardan, insektlerden, bitkilerden ve topraktan da insanlara
bulasabilmektedir. Kontamine gidalarin tiiketimi, bulasmada en sik karsilasilan yoldur. Gz
ve deri yoluyla bulagsma daha g¢ok laboratuar ¢alisanlari, hayvan bakicilart ve Veteriner
Hekimlerde goriilmektedir (Erol 2007). Insanlarda olusturdugu enfeksiyon bakimindan
listeriozis, invaziv ve invaziv olmayan olarak iki formda incelenebilmektedir. invaziv
olmayan listeriozis, febril listerial gastroenterit olarak nitelendirilen hastaligin hafif formudur.
Kisa bir inkiibasyon dénemi sonunda bas agrisi, diare, ates ve miyalji ortaya ¢ikan baslica
semptomlardir. Hastaligin invaziv formu ise predispoze bireylerde (6rn., hamileler,
yenidoganlar, yasllar, bazi hastaliklar neticesinde bagisiklik sistemleri etkilenmis bireyler,
immiinstipresif ilaglarla bagisiklik sistemleri baskilanan transplant alicilar1 ve malign tiimorlii
hastalar) goriilen, yiiksek mortalite oranlariyla seyreden ve inkiibasyon periyodu 90 giine
kadar cikabilen seklidir (Painter ve Slutsker 2007). Invaziv listeriozisde baslica formlar ve
klinik bulgular; akut septik form (yeni dogan listeriozisi), merkezi sinir sistemi formu
(menenjit, ensefalit, ensefalomiyelit), glandular form (lenfadenit), lokal form (deri listeriozisi,

konjonktivit) ve kronik septik form (endokardit, apse) olarak belirtilmektedir (Erol 2007).
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2.3.8. Semptomlar

Aydmn ve ark (2006) tarafindan bildirildigine gore, gen¢ koyunlarda enfeksiyon
septisemik ve erginlerde de meningo-ensefalitis tarzinda bir klinik tablo izler. Gebelerin bir
kismi da yavrularimi atarlar. Hastaligin inkiibasyon siiresi, giren mikroorganizmanin giris
yoluna, miktarina, virulensine, konak¢min duyarliligima ve predispoze edici faktorlerin
durumuna gore degisir. Bu siire 3-4 haftaya kadar uzayabilir.

Listerial enfeksiyon koyunlarda baslica 3 klinik tablo ile ortaya ¢ikmaktadir (Arda ve
ark 2005). Bunlar;

Meningo-ensefalitis: Hastalarda durgunluk, yavas hareket, siiriiniin gerisinde kalma, bir yere
yaslanma, yemleri ¢ignememek ve agizda unutmak, koselere sikisma, boyunda sertlik, dis
gicirdamast, tortikolis, kulaklardan birinin diismesi, tek tarfl yiiz felci, agizdan salya ve burun
deliklerinden mukoid bir salginin akmasi; dudaklarda titreme, yutma zorlugu, ensefalit ve son

donemlerde dairesel donme (circling disease) ve ekstremitelerde paraliz goriliir.

Septisemi: Enfeksiyonun bu tablosuna, genellikle, kuzularda ve geng hayvanlarda rastlanir.
Hayvanlarda ates, durgunluk, istahsizlik, dermansizlik ve fazla susama, goriilebilen baslica
klinik belirtiler arasindadir. Baz1 hayvanlarda daireye de rastlanabilir. Hayvanlar ¢ok bitkin
hale gelerek yere yatarlar ve 1-7 giin icinde septisemiden Oliirler. Bu dénemde,
mikroorganizma biitiin viicuda yayildigindan, organ ve dokulardan etkeni izole etmek

mumkindiir.

Abortus: Listeria enfeksiyonlarinda ana karninda fetusun infekte olmasi sonu abortuslara
sporadik olaylar halinde rastlanir ve gebeligin 11-12. haftasindan sonra goriiliir. Gebeligin ilk
doénemlerinde infekte olmasi sonu atilan yavrular, genellikle &lii olarak dogarlar. ileri gebeler
yavrularini canli dogurabilirler. Ancak, bu yavrular kisa bir siire sonra septisemiden 0liirler.
Infeksiyonun klinik tablosu koyunlarda oldugu gibidir. Buzagilarda septisemi, erginlerde
meningo-ensefalitis gebelerde yavru atimlarma yol agar. Etken siitle disar1 ¢ikar. Infeksiyonda
morbidite % 2-5 arasinda olmasina karsin, spontan iyilesmeler nadirdir ve hastalik genellikle
oliimle son bulur. Tek midelilerde ise septisemi ani Oliim, uterus enfeksiyonlari ve abort
goriliir. Erol (2007)’un bildirdigine gore, insanlarda inkiibasyon periyodu 1-90 giin arasinda
degismekle birlikte, tipik inkiibasyon periyodu siklikla 1-7 giindiir. Tablo 3’de Listeria
enfeksiyonlariin insanlarda goriilen baslica formlar1 verilmistir. Genel olarak Listerioz’da

mortalite gocuklarda ve immunsupresif insanlarda % 50, diger gruplarda % 25 civarindadir.
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Tablo 3. Listeria enfeksiyonlarinda insanlarda goriilen baslica formlar (Erol 2007)

Akut-septik form Yeni dogan listeriozu

MSS formu Meningit, ensefalit, ensefalomiyelit
Glandular form Lenfadenit

Lokal form Deri listeriozu, konjuktivit
Kronik-septik form Endokardit, apse vb.

2.3.9. Teshis

2.3.9.1. Klinik Teshis

Arda ve ark (2005)’a gore, klinik belirtilere dayanarak Listeriozis teshisi koymak
genellikle zordur. Benzer hastaliklarla da karisabilir. Bunlar arasinda, enterotoksemi, beyin
abseleri, brucellosis, vibriozis, ketozis, bradzot, loupig ill, akut gastroenteritis, zehirlenme,

kuduz, viral ensefalitus, avitaminozis, Coenurus cerebralis enfeksiyonlari sayilabilir.
2.3.9.2. Nekropsi Bulgular

Listeriozis’de otopside goriilen makroskopik bozukluklar hi¢cbir zaman patognomonik
degildir. Histopatolojik bakida, pons, medulla ve spinal kordan yapilan seksiyonlarda,

perivaskiiler 16kosit infiltrasyonuna, 6demli ve hemorojik alanlara rastlanir (Arda ve ark
2005).

2.3.9.3. Laboratuar Muayeneleri

2.3.9.3.1. Bakteriyoskopi

Marazi maddelerden hazirlanan preparatlar Gram yontemi ile boyanir ve preparatta

Gram pozitif kiiciik ¢omakeik veya kokoid formlu mikroorganizmalar goriilmeye caligilir.
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Ancak, materyaller genelde kontamine olduklar1 i¢in bakteriyoskopide etkeni tanimlamak
olanaksizdir (Holt ve ark 1994).

Marazi maddelerden yapilan frotilerde ve doku kesitlerinde fluoresan antikor teknigi
yardimiyla etkeni gormenin kolay oldugu ortaya konulmus ve bir¢ok laboratuarda bu

yontemden yararlanilmaktadir (Arda ve ark 2005).

2.3.9.3.2. L. monocytogenes izolasyon Metotlar:

Siit ve tirtinlerinden L. monocytogenes izolasyonunda kullanilabilen metotlar kiiltiirel
olmayan, kiiltiirel ve hizli metotlar olarak simiflandirilabilmektedir (Celik ve Temiz 1991,

Isleyici ve Sancak 2000).

2.3.9.3.2.1. Kiiltiirel Olmayan Izolasyon Metotlar1

Enzyme Linked Immunosorbent Assay (ELISA) Teknigi

Teknik, bir enzimin bilinen bir antijen veya antikora kovalent baglanmasi, sonra enzim bagh
materyalin 6rnekle tepkimeye sokulmasi ve daha sonra enzime 6zel substrat eklenerek enzim
etkinliginin hem nicel hem de nitel olarak tespitine dayanmaktadir (Reid ve ark 2006). ELISA
teknigini Wagner ve Bubert (1999), L. monocytogenes’in izolasyonunda, Palumbo ve ark
(2003), gidalardan, ¢evreden ve Kklinik vakalardan elde edilen L. monocytogenes izolatlarini
serotiplendirmede kullanmisglardir.

Fluorescence Antibody (FAT) Teknigi

Teknigin esasi, fluorojenik ve kromojenik 6zellikteki bir boya ile (6rn., akridin orange, ndtral
red, fosfatidilinositol) boyanmis hiicrelerin ihtiva ettigi deoksiribo niikleik asit (DNA) ve ribo
niikleik asit (RNA) miktarlarina bagli olarak farkli renklerde ve yogunlukta fluoresans
vermesidir (Cherry ve Moody 1965, isleyici ve Sancak 2000).

Polymerase Chain Reaction (PCR) Teknigi

PCR, spesifik bir DNA parcasinin kopyalarinin primerler tarafindan yonlendirilerek enzimatik
olarak sentezlenmesi temeline dayanan in vitro bir tekniktir (Ar1 2008). PCR reaksiyonu;
DNA’nm iki zincirinin yliksek sicaklik ile birbirinden ayrilmasini (denatiirasyon), sentetik
oligoniikleotitlerin hedef DNA’ya baglanmasini (hibridizasyon), zincirin uzamasini
(polimerizasyon, cift iplik¢ikli DNA’larin sentezi) ve tiim bu sikluslarin belirli sayida

tekrarlanmasini kapsamaktadir (Brehm-Stecher ve Johnson 2007, Liu ve ark 2008).
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2.3.9.3.2.2. Kiiltiirel izolasyon Metotlar

Listeria izolasyonunda kullanilan kiiltiirel teknikler, zenginlestirme ve izolasyon
asamalarindan olusmaktadir (Curtis 1999). Selektif zenginlestirme asamasinda Listeria
besiyerlerinin bilesimindeki suplementler, Listeria spp. disindaki mikroorganizmalarin
tremesi {lizerine inhibitdr etkide bulunur. Listeria besiyerlerinin bilesimindeki akriflavin
enterokoklarin, siklohekzimid maya ve kiiflerin, nalidiksik asit Gram negatif bakterilerin
gelisimini engeller. Bu suplementler Listeria spp.’lerin tireme ve gelismeleri i¢in uygun ortam
olusturur (Donnelly ve Nyachuba 2007). Bunun yani sira besiyerinin bilesiminde bulunan ve
Listeria bakterileri tarafindan kullanilan bazi maddeler (6rn., eskulin, ferrik amonyum sitrat)
izolasyon asamasinda tipik renkli veya zonlu kolonilerin olusmasinda ve dolayisiyla selektif
ayrimda etkilidirler (Isleyici ve Sancak 2000).

Food and Drug Administration (FDA) Teknigi

FDA tekniginde, selektif inhibitorler (suplement) ilave edilmeden, hasar gérmiis Listeria
bakterilerinin onarilmasini saglamak igin 4 saatlik inkiibasyon gergeklestirilmektedir. Listeria
spp. varligi yoniinden arastirilacak numuneden 25 g ya da ml, 225 ml’lik Listeria Enrichment
Broth zenginlestirme ortaminda homojenize edilir. Suplement ilave edilmeden 30 °C’de 4
saat, suplementli 44 saat inkiibasyona birakilir. Inkiibasyon sonrasinda zenginlestirme
ortamindan McBride Agar, Oxford Agar, PALCAM Agar veya LPM Agar gibi selektif bir
kat1 besiyerine ekilir. LPM Agar’da 30 °C’de, diger agarlarda ise 35 °C’de 24-48 saat
inkiibasyona birakilir. Selektif agarlarda gelisen tipik en az bes koloniden, Tryptone Soya
Yeast Ekstract Agar’a ve identifikasyon asamalarina gegilir (Curtis 1999, Hitckins 2003,
Donnelly ve Nyachuba 2007).

International Dairy Federation (IDF) Teknigi

IDF tekniginde, 25 g ya da ml numune, 225 ml IDF Selective Enrichment Broth’da
homojenize edilir. 30 °C’de 48 saatlik 6n zenginlestirmeyi takiben PALCAM ve/veya Oxford
Agar’a ekim yapilir. 30 °C’de 24-48 saat inkiibe edilir. Selektif agarlarda gelisen tipik en az
bes koloniden, Tryptone Soya Yeast Ekstract Agar’a ve identifikasyon asamalarina gegilir
(Donnelly ve Nyachuba 2007).

International Standardization Organisation (ISO) Teknigi

ISO tekniginde, yar1 selektif 6n zenginlestirme icin 25 g ya da ml numune, 225 ml '
giiciindeki Fraser Broth’da inkiibasyona birakilir. 30 °C’de 24 saatlik inkiibasyonu takiben
PALCAM ve/veya Oxford Agar’a ekim yapilir. Bunun yani sira tam giiciindeki 10 ml Fraser
Broth igeren bir tiipe zenginlestirme brothundan 0,1 ml aktarilir. 35-37 °C’de 24 saat
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inkiibasyonu takiben PALCAM ve/veya Oxford Agar’a ekim yapilir. Selektif agarlarda 30-37
°C’deki inkiibasyonun 24. ve 48. Saatlerinde tipik en az bes koloniden, Tryptone Soya Yeast
Ekstract Agar’a ve identifikasyon asamalarma gecilir (Curtis 1999, Isleyici ve Sancak 2000).
Sogukta Zenginlestirme Teknigi

Inkiibasyonun gerceklestirildigi 4 °C’de L. monocytogenes’in ortamdaki sayis1 arttign gibi
mikroflorada yer alan diger bakterilerin gelisimi hi¢ olmamakta ya da Onemsenmeyecek
diizeyde olmaktadir (Celik ve Temiz 1991, Donnelly ve Nyachuba 2007). Listeria varlig
yoniinden arastirilacak olan 50 g ya da ml numune, 450 ml Nutrient Broth’da homojenize
edilir. Homojenizasyon sonrasi 4 °C’de 8 haftaya kadar inkiibasyona birakilir. Sirasiyla bir,
dort ve sekiz hafta sonunda sogukta zenginlestirme ortamindan 1 ml, 9 ml selektif buyyon
(6rn., nutrient buyyon) igeren tiiplere aktarilir. 35 °C’de 24 saatlik inkiibasyonu takiben LPM
Agar, Gum-Based Nalidixic Acid Medium ya da modifiye Mcbride’s Agar gibi selektif
besiyerlerinden birisine ekim yapilir. Selektif besiyerlerinde tireyen kolonilerden tipik olanlar
degerlendirilerek identifikasyon asamalarina gecilir (Celik ve Temiz 1991, isleyici ve Sancak
2000). Eld ve ark (1993), listeriozisden o&len hayvanlarin kadavralarinda sogukta
zenginlestirme teknigiyle, IDF teknigini L. monocytogenes’in izolasyon oranlari bakimindan
karsilastirmak amaciyla kullanmiglardir.  Arastirmacilar  IDF  tekniginin, sogukta

zenginlestirme teknigine kiyasla daha hizli ve spesifik oldugunu bildirmislerdir.

2.3.9.4. Hizh Teknikler

Mikroorganizmalarin, klasik  kiiltlir teknikleriyle gidalardan izolasyonu ve
identifikasyonunun uzun zaman almasi1 énemli bir sorundur. Hizli teknikler, kisa raf dmriine
sahip gidalarin tiikketim noktalarina sunulmadan 6nce L. monocytogenes varligi bakimindan

arastirilmalarinda 6nem arz etmektedir (Celik ve Temiz 1991, Isleyici ve Sancak 2000).

2.3.9.4.1. Antijen Antikor Reaksiyonlarina Dayalh Hizh Teknikler

Genellikle ticari olarak ayni esas temel alinarak iiretilen bir¢ok test kiti bulunmaktadir.
Bunlar arasinda; Unique Listeria Tecra, VIP Listeria Biocontrol Systems, Clearview Listeria
Oxoid, Listeria Tek Organon Technique, Listeria VIA Tecra, Assurance Listeria EIA
Biocontrol Systems, Transia Listeria Diffchamb, Pathalert Listeria spp. + L. monocytogenes
Merck, Vidas bioMerieux ve EIA Foss Electric Kkitleri sayilabilir (Wagner ve Bubert 1999).
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Immuno Magnetic Separation (IMS) Teknigi

Manyetik tasiyicilar {izerinde tutulmuS antikorlarin (6rn., monoklonal veya poliklonal
antikorlar, lektinler ya da agliitininler) hedef mikroorganizma hiicrelerini tutabilme prensibine
dayanmaktadir. Numuneye ©On zenginlestirme yapilir. Antikorlar1 igeren siispansiyon ile
karistilir. Karisim manyetik uygulama ile ayirim ve konsantrasyon islemine tabi tutulur. Metot
on zenginlestirme isleminden sonra 30 dk. igerisinde tamamlanabilmektedir (isleyici ve
Sancak 2000, Brehm-Stecher ve Johnson 2007).

Clearview (Oxoid) Hizh Test Kiti

Bu yontemde Listeria spp. kontaminasyonunu belirlemek amaciyla H antijeninin B tipi aranir.
Numuneden 25 g ya da ml alinir ve %2 yogunluktaki 225 ml Fraser Broth ile homojenize edilir.
30 °C’de 21-24 saat inkiibasyona birakilir. Kiiltirden 0,1 ml, 10 ml Buffered Listeria
Enrichment Broth besiyerine aktarilir. 30 °C’de 21-24 saat inkiibasyona birakilir. Tiip
sarsilmadan ve karigmamasina 6zen gostererek list kismindan 2 ml alimir. O antijenlerinin
eliminasyonu amaciyla 80 °C’deki su banyosunda 20 dk. tutulur. Sogutulan ekstrakttan 135 pl
aliarak test kitinin 6rnek alma bolmesine aktarilir. 20 dk. igerisinde mavi renk olusumu test
kitinin ¢aligtigin1 géstermektedir. Sonu¢ alma bélmesinde mavi ¢izgi olusumu B antijeninin
varligini belirtmektedir. Dolayisiyla 6rnekte Listeria spp. Oldugunu ifade etmektedir. Standart
bir katt besiyerine ekim yapilarak sonucun dogrulanmasi ve tir identifikasyonu
gergeklestirilir (Oxoid 2011).

Singlepath (Merck) Hizh Test Kiti

Numuneden 25 g ya da ml, 225 ml Fraser Broth igerisinde homojenize edilir. Listeria
spp.’lerin stres faktorlerinden etkilendigi ya da hasar gordiigii tahmin ediliyorsa Fraser Broth
besiyeri oncelikle 30 °C’de 4 saat suplementsiz inkiibe edilir. Sonra suplement ilave edilir. 30
°C’de 20 saat On zenginlestirme yapilir. Kiiltirden 0,1 ml, 9,9 ml Buffered Listeria
Enrichment Broth besiyerine ya da tam giiglii Fraser Broth’a aktarilir. 30 °C’de 18-24 saat
inkiibe edilir. Kiiltiirden tiipe 1-2 ml alinir. 100 °C’deki su banyosunda 15 dk. tutulur.
Sogutulduktan sonra 160 ul Singlepath Listeria kitine uygulanir. 20 dk. sonunda kontrol
bolmesinde kirmizi serit olusmalidir. Test bolmesinde de kirmizi serit goriilmesi humunede
Listeria spp. oldugunu ifade etmektedir. Standart bir kat1 besiyerine ekim yapilarak sonucun
dogrulanmasi ve tiir identifikasyonu gergeklestirilir (Merck 2011).

Pathalert (Merck) Hizh Test Kiti

H antijenleri yiiksek inkiibasyon sicakliklarinda gelismemektedir. Dolayisiyla H antijenlerinin
tespitine yonelik testlerde yanlis pozitif sonu¢ alinabilmektedir. Bu yontemde Listeria

bakterilerine 06zgli p60 ektraseliiler proteininin tespiti amaglanmaktadir. Yontemin L.
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monocytogenes ve Listeria spp. tespitine yonelik iki ¢esidi vardir. L. monocytogenes tespiti
icin numuneden 25 g ya da ml alinir. 2 yogunluktaki 225 ml Listeria Enrichment Broth ya da
PALCAM Broth besiyerinde homojenize edilir. 37 °C’de 16-24 saat inkiibasyona birakilir.
Kiiltiirden 0,1 ml, 10 ml tam yogunluktaki Listeria Enrichment Broth ya da PALCAM Broth
besiyerine aktarilir. 37 °C’de 22-24 saat inkiibasyona birakilir. Kiiltiirden tiipe 1 ml alinir. O
antijenlerinin eliminasyonu amactyla 95°C*deki su banyosunda 10 dk. tutulur. 14000 rounds
per minute (rpm)’de 1 dk. santrifiijlenir. Stv1 kisim mikrotitrasyon pleytlerine aktarilir. ELISA
okuyucusunda, 450 nm’de degerlendirilir (isleyici ve Sancak 2000, Merck 2011).

2.3.9.5. Listeria monocytogenes’i Genotiplendirme Metotlari

Listeriozise neden olan gida maddesinden izole edilen L. monocytogenes izolatinin,
iiretim hattinin herhangi bir noktasindan izole edilen izolat ile ayni ya da benzer oldugunu
ortaya koymak 6nem arz etmektedir. Kontaminasyon kaynaklarinin saptanabilmesine olanak
saglayan bu durum, genotiplendirme metotlarinin uygulanmasiyla miimkiin olabilmektedir.
Genotiplendirmeyle kontaminasyon kaynaklarinin tespitinin yani sira izolatlarin klonal
iligkileri de agiklanabilmektedir (Fugett wve ark 2007). L. monocytogenes’in
genotiplendirilmesinde geleneksel fenotipik metotlar (6rn., serotiplendirme, bakteriyofaj
tiplendirme, bakteriyosin tiplendirme, antibiyotik duyarlilik testi) ve molekiiler genotipik
metotlar [0rn., Arbitrarily-Primed PCR (AP-PCR) (Louie ve ark 1996), Random
Amplification Polymorphic DNA (RAPD) (Dhanashree ve ark 2003), PCR-Restriction
Fragment Length Polymorphism (PCR-RFLP) (Lew ve Desmarchelier 1992), Ribotyping
(Jeffers ve ark 2001), Pulsed Field Gel Electrophoresis (PFGE) (Louie ve ark 1996)]

kullanilmustir.

2.3.9.5.1. Geleneksel Fenotipik Genotiplendirme Metotlan

Geleneksel alt tiplendirme yontemleri is yiikii fazla, uzun zaman alan, degisken
sonuclar verebilen metotlardir.
Serotiplendirme
L. monocytogenes hiicre yiizeyinde farkli antijenik yapilar bulunmaktadir. Antijenik yonden
farkliligi saglayan bu yapilar flagella ve fimbria gibi ekstraseliiler organeller, membran
proteinleri, lipoteikoik asitler gibi birgok farkli ylizey yapilarn tarafindan iretilmektedir.

Serolojik yontemlerle bu farkliliklart belirlemek miimkiindiir. Serotiplendirmede esas, O ve H
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antijenlerinin faktor antiserumlar1 ile L. monocytogenes’in alt tiplerinin ortaya konmasidir
(Graves ve ark 2007). Serotiplendirme amaciyla, giiniimiize kadar farkli firmalar tarafindan
(6rn., Eurobio, Denka Seiken, Difco Bacto) iiretilen her bir antijen tiiriine spesifik
aglutininleri igeren antiserumlar kullanilmstir.

Bakteriyofaj Tiplendirme (Faj Tiplendirme)

L. monocytogenes izolatlar1 standart bir faj seti kullanilarak diren¢ ve duyarliliklart
bakimindan tiplendirilebilmektedir. Yiiksek ayirim giicii nedeniyle faj tiplendirme metotlari
serotiplendirme ile birlikte, molekiiler tiplendirme metotlarindan 6nce sik¢a kullanilmigtir
(Graves ve ark 2007).

Bakteriyosin Tiplendirme

Bakteriyosinler genellikle sentezlendigi bakterinin genetik yapisina yakin bakterilere karsi
antimikrobiyal etki gosterirler. Hedef ve translokasyon sistemlerinin spesifite gostermesi
nedeniyle bakteriyosinlerin yalniz benzer reseptor ve translokasyon sistemine sahip olan az
sayida hedefi tanidigi disliniilmektedir (Akkog¢ ve ark 2009). Bu o6zelliklerinden
faydalanilarak mikroorganizmalarin alt tiplendirmelerinde kullanilabilmektedirler.
Antibiyotik Duyarhlhik Testi

L. monocytogenes izolatlar1 antibiyotiklere farkli duyarliik ya da direng cevaplar
verebilmektedir. Bu farklilik epidemiyolojik olarak &nem arz etmektedir. izolatlarin bu

ozelliklerinden faydalanilarak alt tiplendirme yapilabilmektedir (Graves ve ark 2007).

2.3.9.5.2. Molekiiler Genotipik Metotlar

Molekiiler alt tiplendirmelerde yontemleri L. monocytogenes’in epidemiyolojisinin
anlasilabilmesine olanak saglamaktadir. Bu yontemler son zamanlarda yaygin kullanim alani
bulmustur. Bu DNA temelli metotlar; bakteriyel DNA restriksiyon sindirim enzimleri
kullanilarak, DNA fragmentlerinin bant desenlerinin olusturulmasin1 ve bakteriyel alt
tanimlamalarin yapilmasini amaglar (Saunders ve Wiedmann 2007).

Amplified Fragment Length Polymorphism (AFLP)

AFLP, genomik DNA"nin tiimiiniin par¢alanmasindan elde edilen restriksiyon
fragmentlerinin selektif PCR ile amplifikasyonuna dayanan bir yontemdir. AFLP; DNA’nin
restriksiyonu ve oligoniikleotid adaptdrlerinin baglanmasi, restriksiyon fragmentlerinin
selektif amplifikasyonu ve amplifiye fragmentlerin jel analizinden olusur. Yontem, edinilmis
sekans bilgisine gerek duyulmadan herhangi bir kaynaktaki DNA’dan parmak izi iiretmek i¢in
kullanabilmektedir (Graves ve ark 2007).
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Multilocus Enzyme Electrophoresis (MEE)

MEE, metabolik enzimlerin elektroforetik mobilite farkliliklarinin ortaya konmasi esasina
dayanmaktadir (Graves ve ark 2007). MEE yontemi; insan, hayvan ve ¢evresel kaynaklardan
(Boerlin ve Piffaretti 1991) elde edilen L. monocytogenes izolatlarinin tiplendirmesinde
kullanilmastir.

Chromosomal DNA Restriction Endonuclease Analysis (REA)

Restriksiyon endoniikleaz enzimleriyle kromozomal DNA’nmin belirli bolgelerinden
kesilmesiyle uygulanan bir metottur. Bu enzimler yiiksek Ozgiilliiklerinden dolay1
kromozomal DNA’nin istenen bazlardan kesilmesini ve DNA’nin agaroz jel profilinin ifade
edilmesini saglamaktadirlar. Metotta karsilasilabilen en biiyiik problem yiizlerce benzer DNA
profillerinin karsilastirilmasinda ortaya ¢ikmaktadir (Graves ve ark 2007).

Restriction Fragment Length Polymorphism (RFLP)

RFLP; DNA®“nin restriksiyon enzimleri ile kesime ugratildiktan sonra agaroz jel
elektroforezine tabi tutulmasi ve jelde olusan DNA bantlarinin yeri ve sayisi kiyaslanarak elde
edilen gesitliligin yorumlanmasi esasina dayanmaktadir. RFLP analizi, bakteriyel kromozom
ve ekstra kromozomal DNA’nin veya viral genomun restriksiyon profillerini belirlemede
kullanilmaktadir. Yontem; DNA’nin izolasyonu, DNA’nin restriksiyon enzimleri ile
kesilmesi, kesilen DNA’nin elektroforezi ve jeldeki DNA pargalarinin goriintiilenmesi olmak
tizere dort temel asamada gergeklestirilmektedir. RFLP yonteminde, PCR ile amplifiye edilen
cesitli suslara ait hedef sekanslarla, restriksiyon fragmentlerinin olusturdugu bantlarin
karsilastirilmas1 yapilmaktadir (Swaminathan ve Matar 1993).

Ribotyping

Ribotiplendirme, suslarin RFLP yontemiyle tanimlandigi bir ¢esit Southern hibridizasyon
analiz tipidir. Southern blot analizleriyle yalnizca spesifik kromozomal lokusla baglantili olan
kismi restriksiyon fragmentleri belirlenir. Bu nedenle ¢ok az miktardaki DNA fragmenti
analiz edilir. Ribotiplendirme, nitroselilloz ya da naylon membran iizerindeki jel matriks
tizerinde elektroforetik olarak ayristirilmis kromozomal DNA restriksiyon fragmentlerinin
tasinmasini igerir. DNA fragmentlerinin immobilizasyonundan sonra 16+23S ribozomal RNA
(rRNA) veya rekombinant DNA (rDNA) problariyla membran uygun bir sekilde isaretlenir.
Cinki, rRNA’lar kodlayan genler olduk¢a korunmuslardir. E. coli rRNA’s1 veya E. coli’nin
klonlanmig ribozomal operon klonu (rrnB) L. monocytogenes’i isaretlemede kullanilabilir.
Genelde, ribotip iirtinleri, suslarin in vitro ve in vivo pasajlarindan sonra oldukca dayanikli ve
tiretilebilirdirler. Bu nedenle, epidemiyolojik veya filogenetik ¢aligmalar i¢in en uygun metot

olarak kullanilabilmektedir (Graves ve ark 2007).
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Random Amplification of Polymorphic DNA (RAPD)

Yontem; arastirilan tiire ait genomik DNA iizerinde rastgele secilmis tek bir 9-10 base pair
(bp) oligoniikleotid pargasinin, diisiik baglanma sicaklifinda tesadiifi olarak baglanmasi ve
PCR ile ¢ogaltilmasina dayanmaktadir (Graves ve ark 2007). RAPD tekniginin PCR
asamasinda rastgele dizilimdeki primerler kullanilarak, bu primerlerin RAPD’in yapisma fazi
esnasinda tamamlayicisi olan bolgelere baglanmasi saglanir. Her bir RAPD primeri ayn1 PCR
dongiisiinde farkli lokuslardan farkli sayilarda DNA fragmentelerini ¢gogaltma potansiyeline
sahiptir. Diger bir ifadeyle farkli primerler farkli RAPD polimorfizmlerini iiretebilmektedir.
Amplifikasyonla elde edilen ¢ogaltma iirlinii, radyoaktif olmayan standart jel elektroforezinde
yiiriitiiliir ve ¢ogaltma iiriinleri bantlar halinde gézlemlenerek incelenir. Orneklerin hepsinde
bulunan RAPD bantlar1 monomorfik olarak kabul edilir. Diger 6rneklerde bulunmayan ya da
farkli mobilite sergileyenler polimorfik olarak tanimlanir. Elde edilen RAPD bantlarinda
sergilenen polimorfizmler, drnekler arasindaki genetik iligkilerin ortaya konmasinda 6nem arz
etmektedir (Devrim ve Kaya 2006).

Repetitive Element Based Subtyping (REB)

PCR’1n tekrarlayan element temelli alt tiplendirme metotu olan bu ydntemde kullanilan
primerler kisa tekrarlayan dizilerden olusan ekstrajenik ya da genel interjenik rRNA
oligoniikleotidleri ozelliklerindedir. Baz dizilimleri, etkili c¢ogaltilan DNA parcaciklar
arasinda, iki dizilimin birbirine ¢ok yakin yerlesmesini saglamak iizere bakteriyel kromozom
etrafinda birgok bolgede tipik olarak bulunurlar (Graves ve ark 2007). Van Kessel ve ark
(2005), tekrarlayan element temelli alt tiplendirme metodunu kullanmislardir.

Selective Restriction Fragment Amplification (SRFA)

SRFA metodunun esasi, genomik DNA’nin restriksiyon enzimiyle kesilmesi sonucu olusan
DNA pargalarmin bir grubunun selektif amplifikasyonuna dayanir. iki varyasyonu
bulunmaktadir. Birinci durumda iki farkli restriksiyon enzimi ve amplifikasyon i¢in iki primer
kullanilmaktadir. Ikinci durumda ise tek enzim ve tek primer kullanilmaktadir. Yaygim olarak
kullanilan yontemde bakteriyel DNA ekstrakte edilerek saflastirilmakta ve iki adet
restriksiyon enzimiyle kesilmektedir. Restriksiyon {iriinii olan DNA segmentleri her bir enzim
icin hazirlanmis olan adaptorlerle baglanmaya sokulmaktadir. Olusan DNA’nin
amplifikasyonunu takiben amplifikasyon iiriinii jel elektroforezine tabi tutulur (Yage1 2011).
DNA Macrorestriction Analysis by Pulsed Field Gel Electrophoresis (PFGE)

PFGE Uygulamali DNA Makro Restriksiyon analizi; enzimatik olarak pargalanan ve hiicresel
proteinleri sindirilen kromozomal DNA iceren bakteri hiicrelerinin agaroz jelde gomiilerek

degisken alanli jel elektroforezine tabi tutulmasi ve DNA fragmentlerinin ayrilarak taninmasi
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islemidir. PFGE Uygulamali DNA Makro Restriksiyon analizi, 40 kb’den daha biiyiik DNA
fragmentlerinin taninmasina olanak saglamaktadir. Genellikle 1 mb’den daha biiyiik dogrusal
cift iplikli DNA molekiilleri, jelin por biiyiikliigiiniin dogrusal DNA’nin jelde go¢ edebilmesi
icin yeterli olmamasindan dolayi, aym hizla gé¢ ederler. Bu durum, DNA fragmentlerinin
benzer bant profilleri sergilemesine neden olmaktadir. Dolayisiyla fragment uzunluklari
farkliliklarinin goriintiilenmesini engellemektedir. Por biiyiikligii, konsantrasyonu % 0,1 olan
agaroz kullanilarak artirilabilmekte ancak bu durumda jel dayaniksizlasarak kirilgan bir yap1
almakta ve kullanimi gii¢clesmektedir. Bu problem, 1984 yilinda gelistirilen PFGE teknigi ile
¢Oziilmiistiir. Schwartz ve Cantor tarafindan gelistirilen PFGE, restriksiyon enzim
analizlerinde kullanilan agaroz jel elektroforezinin jel iizerindeki elektrik alaninin yoniiniin
degistirilebilmesine olanak saglamaktadir. PFGE uygulamasinda, DNA molekiilleri belirli
zaman araliklarinda birbirlerine farkli agida iki elektriksel alan etkisinde birakilir. Standart jel
elektroforezinden en belirgin farki, uygulanan elektrik alaninin sabit olmamasi, ayirma
sirasinda yoniliniin ve siddetinin tekrarlanan bigimde degistirilebilmesidir. DNA molekiilleri
bir elektriksel akima uygun hareket ederken, kisa bir siire sonra diger akima uygunluk
gostermek zorunda kalirlar. Sonugta kiigiik molekiiller elektriksel alan degisimlerine daha

cabuk uyum sagladiklarindan daha hizli hareket ederler (Graves ve ark 2007).

2.3.9.6. Hayvan deneyi

Farelerde (subkutan ve intraperitoneal) ve tavsanlarda (intravenéz) deneysel
Listeriozis olusturulabilir. Farelerde otopside, karacigerde multiple fokal nekrozlara rastlanir
ve etken karaciger, dalak ve kalp kanindan kolayca izole edilebilir. Tavsanlarda otopside,
karacigerde ve daha az olarak da dalak ve miyokardiumda fokal nekrozlar bulunur. Ayrica, L.
monocytogenes'in kesin identifikasyonu i¢in tavsan goziinde Anton testi uygulanabilir (Arda
ve ark 2005).

2.3.10. Tedavi

Aydin ve ark (2006)’ye gore, hastalar ayrilip temiz bir yere alindiktan sonra, zaman
kaybetmeden antibiyotiklerle sagaltima alinirlar. Ne kadar erken sagaltima baslanirsa
(6zellikle sinir sistemi arazlar1 belirmeden 6nce) kurtulma sansi1 da o oranda artar. Hayvanlara
silaj yem giderek azaltilarak verilir veya tamamiyla kaldirilir. Bir¢ok antibiyotiklere

duyarlidir. Ozellikle klortetrasikin en etkili olanlar1 arasindadir. Aym amagla diger genis
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spektrumlu antibiyotikler hayvanin dayanabilecegi en yiiksek dozlarda kullanilir. Eger varsa

hayvanlara damar i¢i immun serum verilir.

2.3.11. Koruma

Hayvanlara iyi bir bakim ve beslenme uygulanir. Her tiirlii genel ve 6zel koruyucu
onlemler alinir. Hastalar ve hastaliktan siipheli olanlar derhal ayrilir. Aktif immunizasyon
saglamak ic¢in yapilan Olii ve canli asilardan heniiz iyi bir sonu¢ alinamamistir. Hastalik
insanlara da bulastigindan hayvan bakicilarinin, veteriner hekimlerin ve diger ilgili sahislarin
¢ok dikkatli bulunmalar1 gerekir. Infeksyon cikan yerlerde ¢ok iyi bir dezenfeksiyon
uygulanir, altliklar yakilir, aborte olmus 0lii hayvanlar, plasenta ve uterus akintilari agikta
bulundurulmaz, yakilir veya gomiiliir. Disaridan igeri kontrolsiiz hayvan sokulmaz.

Infeksiyon kaynaklar1 ortadan kaldirilir ve portdrler ayiklanir (Arda ve ark 2005).
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3. GEREC ve YONTEM

3.1. Gereg
3.1.1. Ornekler

Arastirmamizda, Aydmn ili ve gevresinde bulunan gesitli isletmelerdeki mastitis
problemi gosteren 200 adet hayvandan aseptik ve teknigine uygun olarak 10’ar ml siit
numunesi almarak soguk zincirde Adnan Menderes Universitesi Veteriner Fakiiltesi
Mikrobiyoloji Anabilim Dali’na getirildi. Siit 6rnekleri, Listeria izolasyonu ¢alismasindan
once California mastitis testine (CMT) tabi tutulmustur. Kit i¢erisindeki bélmeye 3 ml siit ve
ayn1 oranda CMT ayrac1 katilacak ve hafifce dondiiriildiikten sonra renk degisimi ve
yogunluguna gore reaksiyonlar negatif, zayif pozitif, orta dereceli pozitif ve kuvvetli pozitif
olarak degerlendirilmistir. Identifiye edilen suslarda virulans genine spesifik primerler
kullanilanarak suslarin  genotipik identifikasyonu Polimeraz Zincir Reaksiyonu ile

gergeklestirilmistir.
3.1.2. izolasyon Besiyerleri

3.1.2.1. On zenginlestirme besiyeri

UVM Modified ListeriaEnrichment Broth (BD Difco-222330)

Pankreatik hidrolize kazein 50
Proteoz Pepton No. 3 50
Sigir eti ekstrakti 50
Maya ekstrakti 5¢
NaCl 209
Di-sodyum fosfat 96¢
Monopotasyum fosfat 1.35¢
Eskulin 1lg
Nalidixic Asid 0.02g
Akriflavin HCI 12 mg
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3.1.2.2. Asil zenginlestirme besiyeri

Fraser Broth Base (BD Difco-211767) ve Fraser Broth Katkis1 (BD Difco-211742)

Pankreatik hidrolize kazein 50
Proteoz Pepton No. 3 5¢
Sigir eti ekstrakti 5¢
Maya ekstrakti 5¢
NaCl 20 ¢
Di-sodyum fosfat 9.6¢
Monopotasyum fosfat 1.35¢

Eskulin 1lg
Nalidixic Asid 0.02g

Akriflavin HCI 24 mg
Lityum Klorid 30

Fraser Broth Katkisi
Ferrik Amonyum Sitrat 059

3.1.2.3. Selektif kat1 besiyeri

PALCAM Medium Base (BD Difco-263620) ve PALCAM Antimikrobik Katkisi
(BD Difco-263710)

Pankreatik hidrolize kazein 8.9¢
Proteoz Pepton No. 3 4.4¢
Maya ekstrakti 4449
Triptik hidrolize sigir kalbi 2.79
Misir nisastasi 09g
Di-sodyum fosfat 9.6¢g
NaCl 449
Mannitol 10g
Dekstroz 05¢
Eskulin 1g
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Ferrik Amonyum Sitrat 059

Lityum Klorid 15¢
Fenol Kirmizisi 0.08 g
Akriflavin HCI 5mg
Polimiksin B Siilfat 0.01g
Agar 15.3 ¢
PALCAM Antimikrobik Katkis1

Seftazidim 40 mg

3.1.3. Kullanilan Solusyonlar ve Ayiraglar

3.1.3.1. Kaliforniya Mastitis Test Ayraci (Immucell®) 16 0z.

Alkil Benzen Siilfonat

pH indikatorii

250 mL konsantre ayrag, 1 L steril distile su icinde ¢ozdiiriildii. Ayrag, siit ile
karigtirllarak enfeksiyonun derecesine gore klinik mastitis semptomu hayvanlarin siitleri

toplandi.

3.1.3.2. indol ayiraci

P-Dimethylaminobenzaldehyde 10g

Isoamyl alcohol 150 ml

HCI (konsantre) 50 ml
3.1.4. PCR

3.1.4.1. PCR’da kullanilan soliisyonlar ve ayraclar

TBE (Tris, Borik Asit, EDTA, pH:8.0) Buffer

10X TBE Stok Solusyonu
Tris Base 1211 ¢
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Borik Asit
EDTA

61,83 ¢
5849

Distile su ile hacim 1000 ml’ye tamamlanarak 121 °C’de 15 dk otoklav edilip, pH 8.0

ayarlanarak buzdolabinda saklanmistir.

0,5X TBE Kullanma Solusyonu
10X TBE
Distile su

Karigtirilarak solusyon hazirlanmistir.

Gel Loading Buffer (6X)

Bromfenol Mavisi
Siikroz
H,O

Karstirilarak solusyon hazirlanmistir.

Tris (1M)

Tris Base

50 ml
950 ml

25 mg
49
10 ml

1219

Tris Base 800 ml distile suda eritilip, yaklasik olarak 60 ml HCI asit ilave edilerek pH:

7.6’ya ayarlanarak karigim 1000 ml’ye tamamlanmistir. 121 °C’de 15 dk otoklav edilmistir.

NaCl (1M)

NaCl
Distile Su

58,44 g
800 ml

NaCl distile suda ¢6ziildiikten sonra son hacim 1000 ml’ ye tamamlanmuigtir.

TE Buffer (10mM tris+ 1ImM EDTA)

Tris (1M)
EDTA(0,5 M)

10 ml
2 ml
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Karistirildiktan sonra karisim 1000 ml distile su ile tamamlanmastir.

MgCl,, Tag DNA Polymerase, 10X Taq Buffer, ANTP Set

25 mM MgCl,, Tag DNA polimeraz (5U), 10X Taq Buffer 1 (100 mM (Tris-HCI, pH
8.3,500 mM KCI), 10X Taq Buffer 2 ((NH4)2 SO4) 100mM deoksiniikleotid trifosfat (ANTP)
set (dATP, dCTP, dGTP, dTTP) (Fermentas®) kullanilmistir.

Ethidium Bromiir

Elektroforez isleminden sonra goriintiileme i¢in jelin boyanmasinda Sigma marka %
1’ lik ethidium bromiir 500 ml 0,5X TBE ile hazirlanan %2’ lik agaroz jelin igerisine 5 pl

miktarinda eklenerek kullanilmistir.

Agaroz Jel

Agaroz (Sigma) 20
TBE (0,5X) 100 ml

Buffer, sise igerisindeki agarozun iizerine ilave edilip, karistirilmis ve mikrodalga
firinda yaklasik 3-5 dk kaynatilan karisim, 40-50 °C’ye kadar sogutulmustur. Halen siv1 halde
olan karigim, jel kalibinin igerisine yavasga, kabarcik birakmayacak sekilde dokiilmiis ve
icerisine yiikleme kuyucuklarini olusturacak olan taraklar yerlestirilerek, 15-20 dakika oda
sicakliginda sogumaya birakilmistir. Sogutulan jel, kaliptan ¢ikarilarak, elektroforez tankina

dikkatlice yerlestirilmistir.

Marker

Marker olarak 100 bp’lik DNA ladder (Fermentas®) kullanilmustir.

3.1.4.2. Primerler

PCR yo6temiyle L. monocytogenes belirlenmesinde kullanilan primerler Tablo 4.’de

verilmistir.
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Tablo 4. PCR amplifikasyonlarinda kullanilan primer ¢iftleri ve beklenen amplifikasyon
boyutlar1 (Pangallo ve ark 2001).

Primer Oligoniikleotiddizisi ( 5°-3’) Hedef Gen Biiyiikliik
Cifti (bp)
inIB-F CTGGAAAGTTTGTATTTGGGAAA Internalin B 343
inIB-R TTTCATAATCGCCATCATCACT prekiirsor

3.1.5. Cihazlar

3.1.5.1. Termal Dongiileme Cihazi

PCR 25 o6rnek kapasiteli Eppendorf Master Cycler kademeli termal dongiileme cihazinda
gerceklestirilmistir.

3.1.5.2. Elektroforez Cihaz1

Elektroforez islemi Thermo marka, elektroforez tankinda, goriintileme iglemi

VilberLourmat marka goriintiileme cihazinda gerceklestirilmistir.

3.1.6. Pozitif Kontrol

Bakteriyel identifikasyon ve PCR asamalarinda L. monocytogenes ATCC® 19111

susu kullanilmistir.
3.1.7. DNA Ekstraksiyon Kiti

DNA ekstraksiyonu amaciyla genomik DNA ekstraksiyon kiti (Fermentas®)

kullanilmastir.
3.2. Yontem
3.2.1. L. monocytogenes izolasyon ve identifikasyonu
L. monocytogenes izolasyonu i¢in FDA standart metodu kullanilmigtir (Hitckins

2003). Arastirmamizda bazi basamaklarda modifikasyonlar yapilmistir. L. monocytogenes

izolasyonu i¢in 2,5 ml siit 6rnegi, 22,5 ml LEB (Listeria Enrichment Broth- suplement ilaveli)
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icerisine konuldu ve 2 dakika boyunca siispanse edildi. Ardindan 30 °C’de 24-48 saat
inkubasyona birakildi. Ardindan 1 ml LEB siispansiyonu Fraser broth besiyerine ikinci 6n
zenginlestirme olarak inokule edildikten sonra 37 °C’de 24 saat inkubasyona birakildi. Daha
sonra Fraser broth kiiltiirii, Palcam besiyerine pasajlandiktan sonra 35 °C’de 48 saat
inkubasyona birakildi. Inkubasyondan sonra siyah siipheli koloniler Triptik soy agara ekildi
ve 37 °C’de 24 saat inkubasyona birakildi. TSA da iireyen L. monocytogenes siipheli
kolonilere biyokimyasal testler uygulandi (Sekil 1) .

Ornek Hazirlama ve Selektif Zenginlestirme : Numune 2,5 g + 22,5 ml Listeria Enrichment
Broth.(suplement ilaveli)

30 °C*de 24-48 saat inkiibasyon

Ikinci 6n zenginlestirme: 1 ml {ireme olan LEB soliisyonu+ 9 ml Fraser Broth

37 °C*de 48 saat inkiibasyon

J

Izolasyon: Frase Broth“dan bir dze
dolusu 6rnegin PalcamAgar’a ¢izimi

35 °C’de 48 saat inkiibasyon
Palcam Agar’daki siyah stipheli koloniler TSA’ya ¢izim
37 °C’de 24 saat inkiibasyon
L. monocytogenes siipheli kolonilere biyokimyasal testler uygulanmasi
Sekil 1. Listeria monocytogenes’in izolasyon ve identifikasyon basamaklari

3.2.2. Listeria monocytogenes’in Fenotipik identifikasyonu

Tryptic Soy agarda tireyen koloniler, tipik Listeria kolonileri olup olmadigi yoniinden
incelendi. Bu amagla siipheli kolonilere oncelikle Gram boyama, katalaz, oksidaz ve Sulfat
Indole Motility medium besiyerinde hareket testi uygulandi. Tiir diizeyinde identifikasyon
amaciyla kanli agarda hemoliz, nitrat rediiksiyon testi, MR-VP testi, karbonhidrat

fermentasyon testleri ve Christe Atkins Munch Peterson (CAMP) testi uygulandi.
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Gram boyama

Stipheli kolonilerden hazirlanan preparat kristal viyole ile 1 dk. boyandi. Distile suyla
yikandiktan sonra lugol ile 30 sn. muamele edildi. Preparat saf etil alkol ile 10-15 sn.
dekolorasyon islemine tabi tutuldu. Distile suyla yikandi. Safranin ile 30 sn. boyandi.
Mikroskopta 100°liik objektifte immersiyon yagi yardimiyla incelendi. Mor renkle boyanmis
Gram pozitif, kisa ¢ubuk ya da kokobasil tarzinda goriinen bakteri hiicreleri Listeria sp.

stipheli olarak degerlendirildi.

Katalaz testi
Lam {izerine % 3’liik H,O, soliisyonundan birka¢ damla alindi. Lt”gne uclu 6ze yardimi ile
stipheli Listeria kolonisinden alinarak karistirildi. Gaz olusumu katalaz reaksiyonu pozitif

olarak degerlendirildi.

Oksidaz testi
Stipheli Listeria kolonisinden 6ze yardimi ile bir koloni oksidaz test Kiti tizerine alindi. Renk

degisimi gozlenmemesi oksidaz reaksiyonu negatif ve Listeria pozitif olarak degerlendirildi.

Hareket testi
Igne uglu 6ze yardmm ile siipheli Listeria kolonisinden yar1 kat1 Sulfate Indole Motility
medium besiyerine dik olarak batirtlip inokiile edildi ve 25 °C’de 2-5 giin inkiibasyona

birakildi. Semsiye tarzindaki iiremeler hareket pozitif olarak degerlendirildi.

Kanh agarda hemoliz

Tryptic Soy Agar’da tiremis kolonilerden igne u¢lu 6ze yardimiyla alinarak besiyeri tabanina
yakin fakat tabana degmeyecek sekilde agari parcalamadan kanli agara ekim yapildi. Pozitif
kontrol olarak L. monocytogenes ve negatif kontrol olarak L. innocua referans suslari
kullanildi. 24-48 saat inkiibe edildi. Kanli agarda iireyen koloniler hemoliz o6zellikleri
bakimindan 1g1k altinda incelendi. Ekim ¢evresinde hemoliz zonu olusturan koloniler siipheli

olarak degerlendirildi.

Nitrat rediiksiyon testi
Stipheli kolonilerden Nitrate Broth’a inokule edildi ve 35 °C’de 2-5 giin inkiibasyona
birakildi. Inkiibasyon sonunda énce 0,2 ml A test ¢dzeltisi ve sonra 0,2 ml B test ¢ozeltisi

ilave edildi. Cozeltilerin broth yiizeyinde temas ettigi kistmda kirmizi renk olugmasi nitratin
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nitrite indirgendigini dolayisiyla nitrat rediiksiyon testinin pozitif oldugunu gostermektedir.
Rengin olusmadigi durumlarda ¢inko tozu ilave edilerek 5 dakika beklendi. Kirmiz1 viyole

renk olugmasi nitratin hala mevcut oldugunu ve nitrite doniismedigini gosterdi.

Metil Red-Voges Proskauer testi

MR-VP besiyerine siipheli kiiltiirler inokule edildi ve 37 °C’de 2-7 giin inkiibasyona birakildi.
Inkiibasyon sonras1 Metil Red indirgenmesini belirlemek amaciyla dort damla Metil Red
soliisyonu damlatildi. Kirmizi renk olusumu pozitif, sar1 renk olusumu negatif olarak
degerlendirildi. Voges Proskauer testi i¢in ise 0,5 ml O’Meare ayiract konulup 37 °C’de su
banyosunda 4 saat birakildi, pembe renk olusumu pozitif olarak kabul edildi.

Karbonhidrat fermentasyon testleri

Steril %5’lik dekstroz, eskulin, maltoz, ramnoz, mannitol ve ksiloz karbonhidrat ¢6zeltilerinin
her birinden steril karbonhidrat besiyerine 1 ml aktarildi. Siipheli kolonilerden bu tiiplere
inokulasyon yapildiktan sonra 35 °C’de 2-7 giin inkiibe edildi. Sonuglar, Tablo 5’c¢ gore
degerlendirildi.

Tablo 5. Listeria monocytogenes’in karbonhidrat fermentasyon reaksiyonlari

Biyokimyasal _ ) ) )
Glikoz Eskulin Mannitol Ksiloz Ramnoz Maltoz
Testler
Listeria
+/- + - - + +
monocytogenes
CAMP testi

Koyun kanli agar plagma B-hemolitik S. aureus (ATCC 25923) ve R. equi (ATCC 6939)
kiiltiirlerinden birbirine karsit olacak ekildi. R. equi ve B-hemolitik S. aureus arasinda kalan
kisma birbirine paralel ve iki yandaki bu iki mikroorganizmanin ¢izimlerine temas etmeyecek
sekilde siipheli izolatlar ¢izim yontemiyle ekildi. 35 °C’de 24-48 saat inkiibe edildi.
Plaklardaki hemoliz standartlara gére degerlendirildi.
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3.2.3. Listeria monocytogenes’in Genotipik Identifikasyonu

DNA Ekstraksiyonu

DNA ekstraksiyonu amactyla enomik DNA’nin izolasyonu i¢in dizayn edilmis
genomik DNA ekstraksiyon kiti (Fermentas®) kullanilmis ve asagida belirtilen prosediirlere
gore gergeklestirilmistir.

Fermentas” DNA Isolation Kit Prosediirii:

*Bir 6ze dolusu listeria kiiltiirti 400 pl lizis solusyonu ile siispanse edildi. 65°C’de 5
dk inkiibe edildi.

*600 pl kloroform ilave edildikten sonra 10.000 rpm.de 2 dk santrifiij yapildi.
Stipernatant atild1.

*800 ul presipitasyon solusyonu pelet iizerine ilave edildikten sonra oda
sicakliginda 1-2 dakika karigtirildu.

*10.000 rpm’de 2 dakika santrifiij edildikten sonra DNA igeren pelet 1.2 M NaCl
solusyonunda ¢ozdiiriildii.

*300 pl etanol eklendikten sonra 10 dakika -20°C’de bekletildi. 10.000 rpm’de 3
dakika santrifiij edildikten sonra %70’lik etanol ile yikandi. Daha sonra 100 pl steril distile
suda ¢0ziildii. Her bir PCR reaksiyonu i¢in 5 pl template DNA kullanildi.

3.24. PCR

Master Miksin Hazirlamisi: Arastirmamizda L. monocytogenes identifikasyonu igin
yapilan PCR reaksiyonlarinda bir drnek i¢cin PCR amplifikasyonu 25 pl toplam hacimde
olacak sekilde, 2.5 ul PCR Buffer, 10 mM deoksiniikleotid triphosphate (ANTP)’den 200 uM,
250 nM primerlerden 1’er pl, Taq polymerase (1.5 U) 0.25 ul, template DNA 5 ul ve 14.25 pl
distile su (ddH;0) ilavesi ile hazirlanmistir (Pangallo ve ark 2001) (Tablo 6).
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Tablo 6. Mastermiks hazirlanma oranlar1 (Pangallo ve ark 2001)

Malzeme (Ticari) Istenen Son Miktar (ul)
PCR Buffer 2.5l
Taq polymerase (5 U) 0.25 ul
dNTP (10 mM) 1ul
inlB-F (250nM) 1ul
inIB-R (250nM) 1 ul
Template DNA Sul
ddH,0 14.25 ul
TOPLAM 25 ul

Mastermiks hazirlandiktan sonra 0,2 pL’lik tiipler, 6rnek adedi kadar numaralandirilip,
iclerine 20’ser pl hazirlanilan mastermiksden ilave edilmistir. Daha sonra, ekstraksiyonu
yapilan template DNA’dan 5’er pl alinip, ilgili tliplerin igerine eklenmis ve agizlar1 sikica
kapatilmigtir. Hazirlanan tlipler daha sonra termal dongilileme cihazlarma yiiklenip,
programlanmistir. inlB-F ve inlB-R primerlerine 6zgii hazirlanan mastermiks PCR
analizlerinde kullanilan 1s1l dongli ve siire diyagrami (Pangallo ve ark 2001) Tablo 7’de

gosterilmistir.

Tablo 7. PCR islemine ait 1s1l dongii ve siire diyagrami (Pangallo ve ark 2001).

Basamak Dongii Sayisi Sicaklik Siiresi
Baslangi¢ Denatiirasyon 1 94°C 2 dk
Denatiirasyon 94°C 45 sn
Baglanma 35 60°C 45 sn
Uzama 72°C 90sn
Son Uzama 1 72°C 8 dk
Bekletme 1 4°C o dk
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3.2.5. Amplikonlarin Elektroforez Tankina Yiiklenmesi

PCR islemi iizerine elde edilen iiriinlerden 10° ar pl pipet yardimiyla alinip, 3 ul 6x
loading dye solusyonu ile karistirilmistir. Olusturulan karigimin tamami alinarak, % 1.8’lik

agaroz jeldeki uygun pozisyondaki kuyucuga yiiklenmistir.
3.2.6. Jelde Yiiriitme

Hazirlanmis olan jele, istenilen 6rnekler ve markerlarin yiiklemesi yapildiktan sonra,
elektroforez tankinin kapagi kapatilip, elektrotlar uygun pozisyonda baglandiktan sonra 80V
500A akimda 15 dakika ve sonrasinda 40V 500A akimda 60 dakika yiiriitiilmiistiir.

3.2.7. Goriintiilleme ve Degerlendirme

Elektroforez isleminin ardindan elde edilen jel, dikkatli bir sekilde elektroforez
tankindan c¢ikarilmistir. Siire sonunda yliriitiilen jel, bilgisayara baglhh durumdaki
transilluminator cihazindaki odaciga yerlestirmistir. UV 15181 iistiinde fotograflandiktan sonra,
bant uzunluklar1 her PCR i¢in ayr1 degerlendirilmistir.

Degerlendirme daha o©nce bildirilen sekilde yapilmistir. PCR analizinde, L.

monocytogenes i¢in 343 bp uzunlugundaki bant olusumlar1 aranmistir.
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4.1. izolasyon ve Identifikasyon Bulgular

4. BULGULAR

Aragtirmamizda Aydin ili ve ¢evresinde bulunan ¢iftliklerden CMT pozitif 200 adet

stit ornegi toplanmustir. Toplanan siit 6rnekleri ile ilgilibilgiler Tablo 8’de gosterilmektedir.

Tablo 8. Siit Orneklerinin Alman Ciftliklere Gére Dagilimlari

) CMT | Ornekleme Sisirlarm Sigirlarin L.
Orneklerin pozitif | yapilan gYa Mastitis monocytogenes
Alindig1 Yerler | ornek | Sigirlarin Or talafnaSI Derecesi izole Edilen
sayisl Irka Ortalamalan Ciftlikler
Ciftlik 1 15 Holstayn 4 Orta 0
Ciftlik 2 15 Holstayn 4 Orta 1
Nazilli
Ciftlik 3 13 Holstayn 4 Yiiksek 2
Ciftlik 4 12 Holstayn 3 Orta 0
Ciftlik 1 15 Holstayn 2 Yiiksek 0
Ciftlik 2 15 Holstayn 4 Orta 2
Efeler
Ciftlik 3 13 | Simmental 2 Orta 0
Ciftlik 4 12 Holstayn 3 Orta 0
Ciftlik 1 20 Holstayn 3 Yiiksek 1
Soke Ciftlik 2 17 Holstayn 3 Orta 0
Ciftlik 3 17 Holstayn 4 Orta 1
Ciftlik 1 12 Holstayn 2 Orta 1
Cine | Ciftlik 2 10 Holstayn 2 Yiiksek 2
Ciftlik 3 14 Holstayn 3 Orta 1

Laboratuvara getirilen 6rneklere yapilan fenotipik identifikasyon metotlar1 sonucunda

200 adet siit Orneginin 11 (% 5,5)’inden L. monocytogenes identifiye edilmistir. L.
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monocytogenes identifikasyonunda kullanilan biyokimyasal testler ile ilgili bilgiler Tablo 9°da
belirtilmektedir.

Tablo 9. L. monocytogenes suslari kullanilarak yapilan bazi biyokimyasaltestlerin sonuglari

Testler Listeria monocytogenes
35 °C’de lireme +
Katalaz +
Hareket (25°C’de) +

Nitrat rediiksiyonu -

B-Hemoliz +

CAMP Test (S. aureus) +

CAMP Test (R. equi) -

Mannitol -
Ksiloz -
Ramnoz +
Maltoz +
Eskulin +
Glikoz +
Oksidaz +

4.2. PCR Bulgulari

Izole edilen 11 adet(% 5.5) adet L. monocytogenes susunun molekiiler olarak
dogrulanmas1 amaciyla L. monocytogenes spesifik inlB geni primerleri kullanilarak PCR
yapilmistir. Polimeraz Zincir Reaksiyonu ile ayn1 6rnekleri incelendiginde izolatlar, inlB geni
acisindan pozitif olarak bulunmus ve L. monocytogenes olarak dogrulanmistir (Tablo 10).

PCR iiriinlerine yapilan jel elektroforez goriintiisii Resim 1’de sunulmustur.
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Tablo 10. PCR Calismasi Sonunda izolasyon Yiizdesi

Izole Edilen Suslarin

PCR Hedef Patojenler
Sayisi (adet)

izolasyon Yiizdeleri
(%)

L. monocytogenes 11

5,5

Resim 1. L. monocytogenes inIB spesifik gen icin yapilan PCR sonuglart M: 100 bp DNA
ladder, P:Pozitif kontrol (L. monocytogenes ATCC 19111), N:Negatif Kontrol, 1-

11:inIB geni pozitif drnekler

Arastirmamizda toplamda 4 ilgede bulunan 14 giftlikten 200 adet 6rnek toplanmustir.

Bu 6rneklerden L. monocytogenes izolasyonu 8 adet g¢iftlikten gerceklestirilmistir. Nazilli’den
3 (% 28), Efeler’den 2 (% 18), Soke’den 2 (% 18), Cine’den 4 (% 36) adet olmak tizere 11
adet L. monocytogenes izole ve identifiye edilmistir. L. monocytogenes identifikasyon

dagilimi incelendiginde Cine ilgesinden en yiiksek oranda izolat elde edilmistir.
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5. TARTISMA

Gida kaynakli patojenlerin basinda L.monocytogenes en 6nemli yer tutmaktadir. Biitlin
Listeria tiirleri topraktan, c¢iliriimiis sebzelerden, silajlardan, lagim sularindan, sulardan,
hayvan yemlerinden, taze ve islenmis etlerden, ¢ig siitlerden, peynirlerden, mezbaha
atiklarindan ve asemptomatik insan ve hayvan portorlerden izole edilmektedirler. Cevrede bu
Ol¢iide yaygin bulunmasi, Listeria tiirlerinin gida iiretimi ve ¢evresel prosediirlerden gidalara
girigini arttirmakta ve yayginlastirmaktadir. Listeria tiirlerinin psikrotrofik dogasindan dolay,
biitiin tiirler buzdolabi derecelerinin de dahil oldugu tiim derecelerdeki yiyeceklerde
ireyebilme oOzelligine sahiptirler. Bu ylizden yaygin ve tekrarlayan Listeriozis vakalari
pastOrize siit, peynir, sebze salatalari ve et TUrlinleri gibi islenmis farkli gidalarda
goriilmektedir.1985 yilinda ABD ve Isvigre' de L. monocytogenes bulasmis taze peynir
iriinlerinin tiikketilmesine bagl olarak oliimlerin goriilmesi bu bakteriye dnem verilmesine
neden olmustur. L. monocytogenes'in neden oldugu hastaliklar grip benzeri rahatsizliklardan
baslaylp menenjite kadar degisen pek ¢ok sekilde goriiliir. Septisemi, hamilelerde diisiik
yapma ve 6lii dogum L. monocytogenes 'in semptomlari olarak karsimiza ¢ikmaktadir (Farber
ve Peterkin, 1991). L. monocytogenes, sporadik ve epidemik listeriosis vakalarinin nedeni
olan gida kaynakli bir patojendir (Farber ve Peterkin, 1991). Ozellikle ¢ocuklar, yaslhlar ve
immunsupresif hastalar (6zellikle kanserli, AIDS’li ve seker hastali§i bulunan) risk grubu
icinde yer almaktadirlar (Paul ve ark 1994). Listeriozis diisiik insidansa sahip olmasina
ragmen, % 20-30 oranlarinda 6liime sebebiyet vermektedir ve insanlar i¢in biiyiik bir sorun
teskil etmektedir (Skogberg ve ark 1992).

Listeria tirleri ¢ig ve islenmemis gida iriinlerinde yaygin olarak bulunmaktadir
(Schlech 2001). Cig sebze, ¢ig siit, peynir ve taze ve dondurulmus etler gibi gidalar,
retildikleri tesisler ve ftretim sartlari nedeniyle L. monocytogenes ile kontamine
olabilmektedir. Soguk pargalar veya hazir etler, peynirler ve diger siit Uriinleri gibi yenmeye
hazir gidalar da kontaminasyon i¢in ideal kaynaklardir (Bortolussi 2008). L. monocytogenes
vakumlu olarak paketlenmis gida iiriinlerinde de lireyebilmektedir (Henning ve Cutter 2001).
Bu patojenin en yiiksek insidanst kirmiz1 ve beyaz etler ile deniz {irlinlerinde olugmaktadir
(Farber ve Peterkin 1991). L. monocytogenes kontaminasyonu, 6zellikle kirmizi et, kanatl eti,
deniz iriinleri ve siit Uriinleri gibi gidalarin piyasadan toplanmasima neden olan Onemli

mikrobiyolojik etkenlerden biridir (Jemmi ve Stephan 2006).
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Listeria cinsi, gram pozitif spor olusturmayan bakteri grubudur. DNA-DNA
hibridizasyon c¢aligsmalarina gore Listeria cinsi i¢inde 7 tiirtin bulundugu ortaya ¢ikarilmistir:
Bunlar i¢inde sadece L. monocytogenes insanlara patojendir. Diger tiirler olan L. innocua, L.
ivanovii, L. welshimeri, L. seeligeri, L. grayi (L. grayi subs. grayi) ve L. murrayi (L. grayi
subs. murrayi) insanlara patojen degildir, sadece L. ivanovii farelere patojendir. L.
monocytogenes'in patojen olan ve olmayan tipleri vardir. Bunlardan patojen olmayanlar L.
innocua tiirti i¢inde toplanmiglardir (Rocourt ve ark 1982, Rocourt ve ark 1983). Bu tiirler
icinde L. monocytogenes, L. ivanovii ve L. seeligeri hemolitik tiirlerdir ve insan patojenitesi
ile iligkilidirler (Jacquet ve ark 1992). Gida kaynakli listeriosis vakalarmin igerdigi tiirlerin
basinda L. monocytogenes gelmektedir. Nadir olarak da patolojik olaylarda L. ivanovii, bazi
meningitis vakalarinda da L. seeligeri’nin izole edildigi bildirilmektedir (Lovett ve Twedt
1988). L. monocytogenes’in genis ¢apli epidemilerde goriilmesinde kontamine gidalar 6nemli
bir rol oynamaktadir. Ozellikle bu gidalar icinde taze sebzeler, siit ve siit iiriinleri, et ve et
tirtinleri 6nemli bir yer tutmaktadirlar (Schuchat ve ark 1991).

Listeria tiirleri, fakiiltatif anaerobik, 0.4-1.5 mm ebatlarinda, spor olusturmayan,
kapsiilsiiz ve 10-25 °C’lerde hareketli basillerdir (Rocourt 1994). Listeria tiirleri dogada ¢ok
yaygindir. Listeria tiirleri ¢evresel kaynaklardan, topraktan, akarsu ve gollerden, su, lagim,
silaj orneklerinden, taze sebze ve meyvelerden, insan ve hayvan diskilarindan izole
edilebilmektedir. Dogada bu bakterinin bitkilerde saprofit olarak bulundugu diisiiniilmektedir.
Dolayistyla bitkisel ve hayvansal gidalarda Listeria bulunmasi bir anlamda kaginilmazdir. Bu
nedenle 6zellikle ruminantlar L. monocytogenes’in seyrinde fekal-oral siklusunda 6nemli bir
rol oynamaktadirlar (Fenlon 1999).

Gidalarda Listeria aranmasi veya sayilmasi {izerinde pek ¢ok caligmalar yapilmasina
karsin Listeria halen gida mikrobiyolojisinde en zor belirlenen bakteriler arasindadir. Bunun
nedeni Listeria "nin gidalarda ¢cogu kez az sayida olmasina karsin ¢ok sayida refakatci bakteri
ile birlikte olmasidir. Listeria tiirleri dncelikle selektif kat1 besiyerlerinde olusturduklart tipik
koloniler ile tanimlanirlar. Daha sonra ise biyokimyasal ve serolojik testler ile dogrulama
ve/veya tiir tayini yapilir. Parantez i¢indeki + ve - isaretleri Listeria i¢in reaksiyon sonucu
olmak {iizere cins bazinda dogrulama icin hareket (+), oksijen gereksinimi (fakiiltatif), 35
°C’de gelisme (+), katalaz (+), H,S (-), glikozdan asit olusturma (+), MR (+), VP (+), indol (-
), sitrat (-), iire (-) testleri yapilabilir. Cins dogrulamasi yapildiktan sonra L. monocytogenes,
hemoliz, ramnoz ve ksiloz testleri ile diger tiirlerden ayrilir. Listeria tanimlanmasinda en

yaygin olarak kullanilan testlerden birisi de CAMP testidir (Holt ve ark 1994).
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Bir¢ok bakteriyel patojeni identifiye edebilmek i¢in kullanilan geleneksel yontemler
etkenlerin selektif besiyerlerinde veya hiicre kiiltiirlerinde iiretilmeleri ve daha sonra da
fenotipik 6zelliklerinin belirlenebilmesi amaciyla biyokimyasal testlerin yapilmasina
dayanmaktadir. Bu klasik yontemler, oldukca yavas ve zahmetlidir. Hayvanlara ait infeksiyoz
hastaliklarin 6nemi, onlarin ulusal ekonomi {izerine olan olumlu ya da olumsuz etkilerine
dayanmaktadir. Bu nedenle, mikrobiyal patojenleri identifiye edebilmek i¢in daha duyarli,
daha ozgiil ve daha hizli yontemlerin gelistirilmesi gerekmektedir. Tam amaciyla birgok
faydali nukleik asit problar1 ve immunolojik tani yontemleri gelistirilmistir, ancak bu
tekniklerin birgok eksiklikleri mevcuttur. Listeria ciddi ekonomik kayiplara neden olan daha
da 6nemlisi insan saghigini tehdit eden organizmalardir. insanlara bulasmasi daha cok siit ve
stit driinleri ile olmaktadir. Bu firlinlerin insanlara ulasmadan once gerekli kontrollerinin
yapilmasi ¢ok onemlidir. Klasik tanimlama yontemleri uzun, giivenilirligi sinirli ve maliyeti
daha yiiksektir. Cabuk bozulan iiriinler oldugu i¢in bu testlere ayrilan zamanin kisa ve kolay
olmas1 gerekir. Molekiiler tekniklere dayanan metotlarin basinda gelen PCR, en iyi bilinen ve
adapte olabilen, son zamanlarda kullanimi yayginlik kazanmuisg bir tekniktir. DNA sekanslarini
biiylitme, uzunlugunu kiigiiltme veya ¢ikarma, zenginlestirme ve mikro organizmalardan
izolasyon etmede kullanilabilir. Ayrica hizli ve giivenilir sonuglar igin tercih edilmektedir
(Kwok ve Higuchi 1989).

Abay ve Aydin (2005) tarafindan Sivas ilinin Gemerek ilgesindeki siit sigircilig
yapilan 6zel bir isletmeye ait saglikli sigirlardan 2002 yilinin Ekim ve 2003 yilinin Ocak,
Nisan ve Temmuz aylarinda alinan 100’er adet (Toplam 400 adet) disk1 6rneklerinde Listeria
spp. varlig1 arastirllmistir. Bu ¢alisma sonucunda, ilk izolasyonda Ekim ayinda 100 diski
orneginden, 52’si (% 52), Ocak aymda 55’1 (% 55), Nisan ayinda 31’1 (% 31) ve Temmuz
ayinda 30’unun (% 30) Listeria spp. yoniinden pozitif bulundugu ve bu pozitif numunelerden
Ekim, Ocak, Nisan ve Temmuz aylarinda sirasiyla 7, 7, 4 ve 3 tanesinden L. monocytogenes
izole edildigi bildirilmistir.

Ocal ve arkadaslar1 (2008) yaptiklar1 bir arastirmada, 100 inege ait 6rneklerin serolojik
incelemesinde; brusellozis’in % 19, listeriozis’in % 37 ve toksoplazmozis’in % 53 oraninda
seropozitif oldugu tespit etmislerdir.

Rawool ve ark (2007) tarafindan Hindistan’da yapilan ¢aligmada, mastitisli 169 inek
ve 74 bufalodan alinan siit 6rnekleri incelenmis, inek siit 6rneklerinden (%0.6) ve bufalo siit
orneklerinden (%1.4) 1’er 6rnekte L. monocytogenesizole edilmistir. Calismadaki bulgular ile
Rawool ve ark’mn bulgulari paralellik gostermektedir. Hindistan’da siit ineklerinden toplanan

2060 siit 6rnegi ile yapilan diger bir ¢aligmada ise, 139 (%6.74) Listeria spp. izolasyonu
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saglanirken, L. monocytogenes izolasyonu 105 (%5.1) olmustur (Kalorey ve ark 2008).
Parihar ve ark (2007) tarafindan Hindistan’da yapilan c¢alismada siitbesiciligi yapilan
ciftliklerden saglanan 123 siit 6rnegi Listeria spp. yoniinden analiz edilerek, 30’undan
(%24.4) Listeria spp. izole edilmistir. Identifikasyon sonucunda bunlarm, 22’sinin (%17.87)
L. monocytogenes, 4’iniin (%3.25) L. seeligeri, 2’sinin (%1.63) L. innocua ve 2
(%1.63)’sinin L.welshimeri oldugu tespit edilmistir. Yapilan galisma ilekarsilastirildiginda
Hindistan’da gergeklestirilen bu ¢alismada oldukga yiiksek oranda izolasyon saglanmistir.

Holko ve ark (2002) 60 peynir ve 30 ¢ig siit 6rnegini kiiltiirel ve Nested PCR
yontemiyle incelemisler; kiiltlir yonte-minde 24 saatlik zenginlestirme sonrasi 12, 48 saatlik
zen-ginlestirme sonrast 18 pozitif sonu¢ alinirken PCR ile de 18 Ornegin pozitif tespit
edildigini bildirmislerdir. Kiiltiir yonteminde islemler 5-10 giin siirmekte oysa PCR iki giin
gibi kisa bir siirede sonuglanmaktadir.

Kiiltiirel yontemlerle izole ve identifiye edilen 16 Listeria izolatinin PCR yontemi ile,
278, 14V, 19V, 242V ve 244V numarali izolatlar1 (%31.25) pozitif olarak tespit edilmistir.
Rawool ve ark’nin yaptiklar1 ¢alismada izole ettikleri 5 Listeria izolatina iap genini hedef alan
PCR uygulamislar ve 3 izolatta pozitif sonu¢ almislardir. Ayrica viriilensi belirleyen diger
genleri, plcA, prfA, actA ve hlyA’y1 hedef alan PCR islemlerinin higbirisinde tek basina tam
pozitiflik saglanamamistir. Bu ¢alisma 6zellikle saha suslar1 ile yapilan ve viriilens genlerini
hedef alan PCR c¢aligmalarinda her Listeria izolatinda kesin pozitif sonu¢ alinamayabilecegini
gostermektedir. PCR ile pozitifligi ispatlanamayan izolatlarin farkli saha suslar1 olabilecegi
veya iap geninde farkliliklar olabilecegi anlasilmaktadir.

Diimen ve arkadaslarinin 2011 yilinda yaptiklar1 bir galigmada Istanbul ve Trakya
bolgelerinden toplanan 300 adet siit ve 400 adet diger siit iriinlerini L. monocytogenes
yoniinden referans yontemler ile analiz etmislerdir. Analiz edilen toplam 300 adet siit
orneginden 12 adedinden L. monocytogenes identifiye etmislerdir. L. monocytogenes
izolatlarina PCR analizi yapilmis ve orneklerin tamami1 L. monocytogenes pozitif olarak
dogrulanmstir. Izolatlara serotiplendirme prosediirii uygulanmis ve etkenlerin 4d serotipine
dahil olduklar1 belirlenmistir.

Calismamizda biyokimyasal 6zelliklerin belirlenmesi ile identifiye edilen 11 adet L.
monocytogenes susunun tamaminda (% 100) inlB geninin saptanmasi, ilgili gen diziliminin
kullanilmasiin saha suslarinin tespit edilmesinde oldukg¢a faydali ve yiiksek giivenilirlik

tagidig1 ortaya konulmustur.
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6. SONUC ve ONERILER

Bu calisma ile Aydmn ili siit sigirciligr isletmelerinden L. monocytogenes varligi
arastirtlmis ve bu gida kaynakli patojenin 6rnek alinan siit sigircilig isletmelerinde mastitisli
hayvanlarda bulundugu saptanmistir.

L. monocytogenes patojenlerinin siit ve siit tiriinleri vasitasiyla gida zincirine katilarak
halk sagligi i¢in Onemli tehlikeler olusturabilecegi dikkate alindiginda, bu c¢alismanin
diizenlendigi siit isletmelerinde Ozellikle sagim yeri ve muhafaza boliimlerinde basta
dezenfeksiyon olmak iizere diger hijyen 6nlemlerinin artirtlmast gerektigi diistiniilmektedir.
Ayrica sagimhane calisanlarinin temizlik ve hijyen sartlarina 6zen gostermeleri ve 6zellikle
sagim aletleri olmak tizere isletme ekipmanlarinin da gerekli temizlik ve hijyenlerini artiracak
onlemlerin alinmas1 saglanmalidir.

Sonug¢ olarak calismanin yapildigi Aydin yoresinde mastitis hastaligina yakalanmig
sigirlarin  siitleri ile L. monocytogenes’i ¢evreye yaydiklar1 ve bunun sonucunda da
hayvancilikla ugraganlarin ve bu siitleri tiiketenlerin listerial enfeksiyonlara maruz
kalabilecegi kanaatine varilmistir. Ayni siirlideki hayvanlarin da enfeksiyona maruz
kalabilecegi ve bunun sonucunda daha biiyiik ekonomik kayiplarin olusacag diisiiniilebilir.
Yaklasik 350 bin bag sigirin bulundugu ve yillik 200 bin toninek siitii liretiminin oldugu
yoremizde insan ve hayvan saghigmimn listerial enfeksiyonlar bakimindan risk teskil
edebilecegi kanaatine varilmistir. Hayvan yetistiriciliginin vehayvansal triinlerin fazlaca
tretildigi ve pazarlandigi Aydin ilinde listerial enfeksiyonlarin goz ardi edilmemesi ve
gereken koruma ve kontrol tedbirlerinin alinmasi, bu baglamda giftlik sahiplerinin, hayvan
bakicilarinin, gida iiriinleri iiretimi yapilan isletmelerin ve saglik personelinin enfeksiyonlar
hakkinda bilgilendirilmelerine onem verilmelidir. Ayrica konuya iliskin daha kapsamli
caligmalarin planlanarak uygulamaya konmasi, halk sagligi acisindan 6nemli oldugu gibi

ekonomik faydalar da saglayacaktir.
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