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Siit ve Siit Uriinlerinden izole Edilen Listeria Tiirleri
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OZET

Caligmanzda Istanbul, Trakya, Anadolu’nun farkli bolgelerinden toplanan 271 peynir, 221 siit, 11 lor, 8 tereyag1 olmak iizere
511 ornekte Listeria cinsi bakteriler arastirilmistiz. Bu amagla Food and Drug Administration (FDA)’ 1in 6nerdigi yonteme
gore, ornekler zenginlestirici besiyerinde 1-7 giin inkiibe edilerek, siire sonunda lityum klorid-feniletanol-moksalaktam agar
(LPM) ve Oxford selektif agar besiyerlerine ekim yapilmistir. Bu besiyerlerinde Listeria cinsi bakterilerin izolasyon oranlari
esdeger bulunmustur. Peynir 6rneklerinden 11 L. monocytogenes (% 4), bir L.grayi (% 0.36); cig siit orneklerinden bir L.
monocytogenes (% 0.45); tereyagindan bir L. monocytogenes (% 12) susu izole edilmistir. Listeria polivalan O1 ve O4
antiserumlar1 ile yapilan serotiplendirme ¢alismalarinda 13 L. monocytogenes susunun yedisinin serotip 1, altisinin ise
serotip 4 oldugu belirlenmistir.

Anahtar kelimeler: Listeria, siit ve siit {irtinleri
SUMMARY

Listeria Species Isolated from Milk and Dairy Products

Listeria spp were investigated in a total of 511 specimens including 271 cheese, 221 milk, 11 lor and eight butter collected
from Istanbul, Thrace and different regions of Anatolia. For this purpose, the specimens were incubated in enriched medium
for one day and seven days in parallel, before inoculation onto lithium chloride-phenylethanol moxolactam agar (LPM) and
Oxford selective agar plates, according to the recommendations of Food and Drug Administration ( FDA). The isolation rates
from these media were found equal. 11 L. monocytogenes ( 4 %) and one L.grayi (0.36 %) strains from cheese, one
L.monocytogenes (0.45 %) strain from raw milk and one L. monocytogenes (12 %) strain from butter specimens were isolated.
Of the 13 L. monocytogenes strains, seven were found to be serotype 1 and six serotype 4 by using Listeria polyvalent O' and
O* antisera.
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GIRIS infeksiyonun yanisira listeriyozun bulagmasinda da

Listeria cinsi bakteriler insan ve bircok hayvan tiirleri onemli yer tutmaktadir (2,6,7.8).

icin patojen mikroorganizmalardir. Dogada genis bir
alana yayilmiglardir; toprakta, bitkilerde, sebzelerde,
hayvan yemlerinde, su ve lagim atiklarinda, giinliik
yasantimizda besin olarak kullandigimiz siit ve siit
tirtinlerinde, ¢ig veya dondurulmug besinlerde et ve
deniz iiriinlerinde bulunabilirler ( 1,2,3).

Listeriosis (listeriyoz), diinyanin birgok iilkesinde insan
ve hayvanlarda sporadik ve endemik olarak
goriilmektedir. Septisemi, meningoensefalit ve abortusa
neden olmasi, ayrica hayvanlarda ekonomik kayiplara
da yol agmasi hastali§in 6nemini attirmaktadir (4,5 ).

Insan besinleri arasinda siit ve siit iiriinleri en ©n
siralarda yer almaktadir. Ancak bu iriinlerin uygun
olmayan kosullarda hazirlanisi ve bu besinlerin
yenmesi, bruselloz, tiiberkiiloz... gibi bir¢ok

Giinlimiizde 6nemli bir besin kaynagi olan ve sik tiiketilen
bu iiriinler ile bulagan hastaliklarda artmaktadir. Amerika
Birlesik Devletleri, Kanada ve bazi Avrupa iilkelerinde
yapilan arastirmalarda besinlerden kaynaklanan listeriyoz
salginlar1 bu konuya dikkatleri cekmig ve konu iizerinde
cesitli aragtirmalar yapilmistir (5,7).

Calismamizda Istanbul, Trakya, Anadolu’nun farkh
bolgelerinden toplanan peynir, siit ve diger siit tiriinlerinde
Listeria cinsi bakterilerin saptanmasi amaglanmustir.

GEREC ve YONTEM

Calismamizda Trakya, Dogu Anadolu ve Giineydogu
Anadolu bolgelerinden toplanan 271 peynir, 221 siit, 11
lor, 8 tereyag1 olmak iizere toplam 511 6rnek incelenmistir.

Peynir, siit, lor, tereyag1 ornekleri Lovett tarafindan
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gelistirilen sicakta zenginlestirme yontemine (FDA)
gore incelenmistir. Bu yonteme gore 25g — 25 ml
ornek 225 ml Listeria Enrichment Broth’a ekilmis ve
30°C’de 7 giin inkiibasyona birakilmistir.
Inkiibasyonun 1. ve 7. giinii bu kiiltiirlerden 1 ml
almarak 9 ml % 0.5’lik KOH ile sulandirilarak ve
sulandirilmadan LPM ve Oxford agar besiyerlerine
35°C’de 48 saat
inkiibasyona birakilmistir. Ureyen kolonilerden

ekimler yapilmistir. Besiyerleri

Gram boyama, katalaz ve oksidaz testi yapilarak
Listeria siipheli oldugu belirlenen kolonilerden TSA
- YE besiyerlerine saf kiiltiir alinarak identifikasyon
calismalar yapilmustir.

Izole edilen suslarda klasik yontemler ile
biyokimyasal 6zelliklerinin saptanmasinin yani sira
API Coryne ( Bio — Merieux ) kiti kullanarak bu
ozellikler dogrulanmistir. Calismada izole edilen L.
monocytogenes suglart Bacto Listeria polivalan
Ol ve 04 antiserumlart kullanilarak serotip-
lendirilmigstir. Bununla birlikte Listeria suslarinin
patojenitesini saptamak amaciyla beyaz findik
fareleri kullamilmistir. 1x10° bakteri igeren
siispansiyonlar iicer adet beyaz farelere 0.1 ml, her
bir sus icin kontrol olarak kullanilan farelere ise 0.1
ml fizyolojik tuzlu su periton ici yoldan verilmigtir.

Inokulasyondan sonra fareler 5 giin gozlem altinda
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yapilan dalaktaki

morfolojik degisiklikler gdzlenmistir.

otopsilerde; karaciger ve

BULGULAR

Calismamizda peynir, siit, lor, tereyag1 drneklerinden
izole edilen Gram pozitif comak seklinde, katalaz
pozitif, oksidaz negatif ve hareketli Listeria
suglarinin biyokimyasal 6zellikleri Tablo 1°de, API
ile tanimlanmalar1 Tablo 2’de gosterilmistir.

Peynir ornekleri

184’1
bolgelerinden,

Istanbul, 70’i Anadolu’nun farkli
17°si Tekirdag ve Kirklareli’nden
temin edilen 271 beyaz peynir ornegi incelenmistir.
Anadolu bolgesinden toplanan 70 6rnegin dordiinde
( % 5.7 ) L. monocytogenes, Istanbul’dan toplanan
184 ornegin yedisinde ( % 3.8) L. monocytogenes,
birinde ( % 0.54 ) ise L. grayi izole edilmistir.

Siit Ornekleri

189°u Tekirdag ve Kirklareli'nden 32’si Istanbul’un
degisik semtlerinden toplanan 221 ¢ig siit drnegi
incelenmistir. Istanbul yoresinden Halkali — Esenler

bolgesinde topladigimiz siit orneklerinden birinde
( % 3.1) L. monocytogenes izole edilmistir.

Tereyag: ve Lor Ornekleri

tutularak, 6liip 6lmedikleri izlenmistir. Oliim halinde Yedisi Tekirdag ve Kirklareli, dordii Anadolu

Tablo 1: Siit ve siit iirtinlerinden izole edilen Listeria cinsi bakterilerin biyokimyasal 6zellikleri
Suslar 1P* 2p* 3p* 4p* 5p* 6P* 7P* 8p* 9p** 10P* 11pP* 12P* 13S* 14T*
Hareket + + + + + + + + + + + + + +
Katalaz + + + + + + + + + + + + + +
Oksidaz
Ureaz
indol - - - - - - - - - - - - _
MR + + + + + + + + + + + + + +
VP + + + + + + + + + + + + + +
TSI a/a a/a a/a a/a a/a a/a a/a a/a aja a/a a/a a/a a/a a/a
Sitrat - - - -
Sodyum hipurat hid. + + + + + + + + + + + + +
Eskiilin hid. + + + + + + + + + + + + + +
S.aureus ile CAMP + + + + + + + + + + + + +
R.equi ile CAMP - -
Glukoz + + + + + + + + + + + + + +
Maltoz + + + + + + + + + + + + + +
Ramnoz + + + + + + + + - + + + + +
Mannit - + -
Ksiloz -

* : L. monocytogenes P: Peynir S: Siit

#*: L. grayi T: Tereyagt a/a: asit/asit
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Tablo 2. Siit ve siit iiriinlerinden izole edilen Listeria cinsi bakterilerin API ile tanimlanmast

Suglar 1P*  2P* 3p* 4p* S5pP*

6P*

7P* 8p*  gp** 10P*  11P*  12P*  13S*  14T*

Nitrat rediiksiiyonu
Pirazinamidaz
Pirolidonil arilamidaz
Alkalin fosfataz

b- Glukuronidaz

b- Galaktosidaz

a- Glukosidaz
N-Asetil-b- Glukosaminidaz
Eskiilin

Ureaz

Jelatin - - - - -
Glukoz
Riboz - - - - -
Ksiloz - - - - -
Mannit
Maltoz
Laktoz
Sakkaroz
Glikojen - - - - -

o 4

o4 4

o 4
\

+ L+ 4
L+ 4+

+

+ L+

+

Lo+ o+
Lo+ o+
o+ o+
o+ o+

o4 4

o 4

o+ o 4

Lo 4
\

o4 4

A
A
o+
A
A
| + |
o+

R
.

o+ o+

o+ +

* : L. monocytogenes S: Siit

*#: L. grayi

P: Peynir
T: Tereyagt

bolgesinden temin edilen onbir lor, altist Istanbul, ikisi
Anadolu’dan

incelenmigtir.

getirilen  sekiz ornegi
Anadolu tereyagi

orneklerinin birinde L. monocytogenes izole edilmistir.

tereyagi
bolgesindeki

Izole edilen 13 L. monocytogenes susunun yedisi
listeria polivalan 0, antisorumu ile altis1 Listeria
polivalan 0, antiserumu ile pozitif sonu¢ vermistir.
Listeria suglarinin patojenitesini saptamak amaciyla
yapilan hayvan deneylerinde izole edilen 13 L.
monocytogenes susunun fareleri 6ldiirdiigii belirlenmis,
olen farelerin yapilan otopsilerinde dalagin bilyiidiigii,
karacigerin koyu renk aldigr ve iizerinde kiiclik
nekrotik odaklarin  bulundugu gozlenmistir. L.grayi
susu ile infekte edilen fareler ise dlmemistir.

TARTISMA

Insanlarda goriilen listeriyoz olgularnin son yillarda
giderek arttigi ve bu infeksiyonlarinin kaynaginin
kontamine besin maddeleri ya da infekte hayvanlarin
iirtinleri oldugu bildirilmistir (9,10). Diinyanin bir¢cok
tilkesinde ve yurdumuzda et, siit ve siit iiriinlerinde
yapilan arastirmalarda yiiksek oranda L. monocy-
togenes bulundugu saptanmistir (8,11,12).

Listeria bakterilerinin incelemesi amaciyla direkt
zenginlestirme yontemi ile yapilan izolasyon
calismalarinda genellikle istenen basari

a/a: asit/asit

saglanamamistir. Bu nedenle Listeria cinsinin
4°C’de tireme ozelliginden yararlanilarak soguk
zenginlestirme yontemi gelis-tirilmistir.
Zenginlestirici s1vi besiyerinde 4°C’de inkiibasyona
birakilan orneklerde bu bakterilerin izolasyonu
diisiik  sicakliktaki

besiyerlerinde 6n zenginlestirme islemi birgok

kolaylasacagindan S1V1

arastirict  tarafindan  uygulanmistir.  Soguk

zenginlestirme yontemi, iiremesi
mikroorganiz-malar1  inhibe

izolasyonunu kolay-lastirmaktadir.

istenmeyen
ederek, Listeria
Ancak bu
yontemde 2-3 aylik bir inkiibasyon periyodu
gerekmektedir (13,14). Bu siirenin uzun olmasi
kaybi1
diistiniilmektedir; bu nedenle c¢alismamizda bu
yontem kullanilmamastr.

arastiricilar icin zaman olarak

Aragtiricilar, Listeria cinsi bakterilerin izolasyonu
i¢in, Uluslararast Gida ve Saglik Orgiitleri ( FDA,
IDF, USDA-FSIS ) tarafindan Onerilen sicak
zenginlestirme  yontemlerini, ayni zamanda
inkiibasyon siiresinin kisali§1 nedeniyle de tercih
ettiklerini bildirmiglerdir. Birgok bilim adami
selektif bir zenginlestirme 6zelligi olan FDA ( Food
and Drug Administration ) yontemini siit ve siit
iiriinlerinden Listeria izolasyonu i¢in onermektedir

(15-18).
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FDA yontemi, ilk olarak Lovett ve ark.(17)
tarafindan gelistirilmis olup Amerika ve Avrupa’da
Listeria izolasyonlar1 i¢in siklikla kullanilmaktadir. Bu
yontemde kullanilan maddeler Listeria tiirleri disinda
diger bakterilerin iliremesini engellemektedir. Bunlar
arasinda  LiCl, akriflavin, nalidiksik asid,
siklohekzimid sayilabilir ki stafilokok, enterokok,
gram negatif comak, maya ve kiiflerin iiremesini
engellemektedir. Bu nedenle bu kimyasal maddeler ve
antibiyotikler, Listeria tiirlerinin ¢ok daha kisa
zamanda ve kolay iiremeleri icin zenginlestirme
formiillerinde kullanilmustir (15,19).

Soguk zenginlestirme yontemine alternatif olarak
kullanilan FDA yontemi sayesinde Listeria tiirlerinin
izolasyon ve identifikasyonu bes ya da alt1 giinde
yapilabilmektedir. Arastiricilar FDA yonteminde
izolasyon siiresinin azalmasinin onceki yontemlere
gore avantajlar saglayacagini belirtmiglerdir. Bu
yontem bircok halk saglifi ve besin endiistrisi
laboratuvarinda besin maddelerinin L. monocy-togenes
yoniinden kalite kontroliinii saglamak icin hizli ve
giivenilir bir izolasyon yontemi olarak benimsenmistir
(14,17).

Bu aragtirmalarin sonuclarina gére FDA yontemi,
Listeria izolasyonu ve identifikasyonunda kullanilan
en kisa ve en giivenilir bir yontem olarak ortaya
cikmaktadir. Bizde calismamizda ¢ig siit, peynir, lor,
tereyag1 orneklerinden Listeria tiirlerinin izolasyon ve
identifikasyonunda FDA yontemini kul-
landik. Yaptigimiz ¢alismada 511 siit ve siit iirliniinden
13 L. monocytogenes, bir L. grayi susu izole
edilmistir.

Schonberg ve ark. (20) Listeria cinsi bakteriler ile
kontamine olan siit {iriinlerinin tiiketilmesi sonucu
listeriyoz salginlarinda bir artis goriildiigiinii
bildirmisler, izolasyon caligmalarinda, FDA yon-
temini kullanarak bagsarili sonuglar aldiklarini
belirtmislerdir. inceledikleri 89 peynir rneginde sekiz
L.monocytogenes, 17 L.innocua izole etmislerdir.

Rodler ve Korbler (21), 80 ¢ig siit ve 100 cesitli peynir
orneginde FDA ve soguk zenginlestirme yontemini
kullanarak Listeria cinsi bakteriler icin caligmalar
yapmuglardir. Cig siitlerin iigiinde ve kiiflii peynirlerin
ikisinde L.

bildirmislerdir.

monocytogenes izole ettiklerini
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Giil ve ark.(22) Diyarbakir ili’'nden toplanan 224
peynir Orneginde FDA yontemi ile Listeria cinsi
bakteriler icin arastirmalar yapmiglardir. Taze,
erimis, beyaz, otlu, tulum ve c¢okelek gibi cesitli
peynirlerin incelenmesi sonucu taze ve beyaz
peynirlerde dort L. monocytogenes, altt L. innocua
otlu peynirlerde de bir L. innocua; susu izole
etmiglerdir.

Coskun ve ark. (23) Izmir ve Manisa illerinden
topladiklar1 308 cig siit 6rnegini Listeria yoniinden
incelemiglerdir. Izolasyonda FDA yontemini
kullanarak bir L. ivanovii, bir L. murrayi izole
etmislerdir. Bizim c¢alismamizda incelenen 221 ¢ig
siit Orneginin birinde L. monocytogenes izole
edilmigtir.

Tiimbay ve ark. (24) Anadolunun degisik
yorelerinden topladiklart 323 peynir 6rneginde FDA
yontemini kullanarak 19 Listeria tiirii identifiye
etmislerdir. Tiirleri tic L. monocytogenes 1/2a, dort
L. monocytogenes 1/2b, 11 L. innocua 6a, bir L.
secligeri 4b olarak tespit etmislerdir. Bizim
calismamizda 271 peynir 6rneginde FDA yodntemi
kullanilarak 11 L. monocytogenes bir L. grayi izole
edilmigtir. L. monocytogenes suslarinin Listeria
polivalan O, ve O, antiserumlar1 ile yapilan
serotiplendirmelerinde bes L. monocytogenes tip 1
ve alt1 serotip 4 saptanmugtir.

Lovett ve ark. (8) Cincinati, Massachusetts,
California’daki 650 ¢ig siit oOrne§inde FDA
yontemini kullanarak 27 L. monocytogenes, 50 L.
innocua, 3 L. ivonovii, 6 L. welshimeri, 1 L. seeligeri
izole etmiglerdir. Bu calismada aragtiricilar 27 L.
monocytogenes susunun 25’inin fareler i¢in patojen
oldugunu bildirmislerdir. Bizim c¢alismamizda ¢ig
siit, peynir ve tereyagindan izole edilen 13
L. monocytogenes susunun fareler i¢in patojen
oldugu saptanmustir.

Aragstiricilar son yillarda yaptiklart calismalarda
Listeria cinsi Dbakterilerin izolasyonlar1 igin
gelistirilen LPM, Oxford, PALCAM, McBride gibi
cesitli selektif besiyerlerini basariyla kullandiklarini
belirtmiglerdir. Art ve ark. (25) 391 farkli et
iiriiniinde, 66 peynir ve 14 dondurma orneginde
Listeria cinsi bakterilerin izolasyonu icin PALCAM,
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Oxford ve nalidiksik asitli kanli agar1 karsilastirmali
olarak  kullanmiglardir.  Bu  besiyerlerinde
L. monocytogenes tiirlerinin izolasyon oranlarimi
siras1 ile  %8.43, %8.43, %8.18 olarak bildir-
miglerdir. Bununla birlikte PALCAM ve Oxford
agarin mikrofloranin iiremesini engelleyerek Listeria
kolonileri igin daha belirgin bir lireme ortami
sagladig1 gozlenmistir. Bizim yaptigimiz ¢alismada
selektif besiyerleri olarak LPM ve Oxford agar
kullanilmistir.  Incelemeler sonucu her iki
besiyerinde izolasyon oranlarinin esgit degerde
oldugu saptanmustir.

Calismamizin  sonuglari, yurdumuzun cesitli
yorelerinde, L. monocytogenes’e ender olmayarak
rastlanabilecegini gostermektedir. Bu nedenle,
ozellikle besin sanayiinde Listeria’larin hizli ve
duyarli yeni tani teknikleri ile rutin olarak
arastirilmasinin  halk saghigi agisindan gerekli
oldugunu diisiinmekteyiz.

* Calismamiz proje no: T/47 olarak 1.U. Arastirma
Fonunca desteklenmistir.
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