ARASTIRMA (Research Report)

SAGLIKLI SIGIRLARIN DISKILARINDAN
LISTERIA SPP. IZOLASYON VE IDENTIFIKASYONU*
Isolation and Identification of Listeria Spp. from Faeces Samples of Healty Cattle

Secil ABAY', Fuat AYDIN?

Ozet : Bu calismada, siit sigircihigt yapilan ozel bir
isletmeye ait saghkl sigirlardan 2003 yilimin Ekim,
Ocak, Nisan, Temmuz aylarinda aliman 100’er adet
(Toplam 400 adet) diski orneklerinden Listeria spp.
izolasyon ve identifikasyonu gergeklestirildi.

Diski 6rneklerinden Listeria spp. izolasyonu amaciyla,
Listeria Selektif Buyyon (Oxoid) ve Listeria Selektif
Agar (Oxoid)  kullanildi. Numunelerin ilk ekimleri
yapudiktan sonra izolasyon yapilamayan numuneler
icin sogukta zenginlestirme yontemi kullanildi. Negatif
numunelere iigiincti ve yedinci hafta ayni izolasyon
prosediivii  uygulandi.  Izolatlarin  identifikasyonu
amaciyla klasik biyokimyasal testler ve API Listeria
(Biomerieux, Fransa) Test Kiti kullanildl.

Ekim, Ocak, Nisan, Temmuz aylarinda saglkli
sigirlardan  100°er adet diski ornegi  alindi. Ik
izolasyonda ekim ayinda 100 diski orneginden, 52°si
(%52), ocak ayinda 55°i (%55), nisan ayinda 31°i (%
31), temmuz ayinda ise 30'u (%30) Listeria spp.
yoniinden pozitif bulundu. Soguk zenginlestirme
isleminde iigiincii hafta ekimlerinde iireme gozlenmedi.
Yedinci hafta ekimlerinde ise Ekim, Ocak, Nisan,
Temmuz aylarinda siwrasiyla 48 negatif numunenin 7’si
(%14.58), 45 negatif numunenin 6’st (%13.31), 69
negatif numunenin 8°i (%11.59), 70 negatif numunenin
6’s1 (%8.57) Listeria spp. yoniinden pozitif bulundu.
Calismamizda elde edilen bulgulara gore, genis yasam
wsisina sahip Listeria tiirlerinin  tasiyyict  konumdaki
sigirlarin diskilart ile dogaya yayilmalari, insan ve
hayvanlarin saghgi agisindan potansiyel bir tehlike
olusturmaktadur.

Anahtar  kelimeler
izolasyon, identifikasyon

Listeria spp., sigwr, diski,

Summary : In this study, Listeria spp were isolated
and identificated in faecal samples from 100 healthy
cows in a Private Commercial Dairy Products
Company in different periods (January, October,
April, July) of the 2003. For the isolation of Listeria
spp., Listeria Selective Broth (Oxoid) and Listeria
Selective Agar (Oxoid) were used on the samples of
faeces. Upon the first isolation of the samples, the
method of cold enrichment was used for the samples
on which isolation was not possible. Then the
isolation procedure was reapplied to negative
samples after the third and the seventh week. In order
to grow isolates common biochemistry tests were
applied and API Listeria (Biomerieux, France) Test
Kit was used. A hundred faeces samples were taken
from healthy cattle in the months of January, October,
April and July. In the first isolation studies carried
out in October, out of 100 faeces, 52 (%52), in
January 55 (%55), in April, 31 (%31) and in July 30
(%30) were positive for Listeria spp. In the cold
enrichment process, no production of Listeria spp was
observed in the 3" week. In the seventh week, seven
(%14.58) of 48 negative samples in October, six (%
13.31) of 45 negative samples in January, seven (%
11.59) of 69 samples in April, six (%8.57) of 70
negative samples in July were isolated Listeria spp.
According to the findings in our research, the
spreading, to the nature in the cow faeces of Listeria
spp. which has a wide range of survival temperature,
is a potantial danger for the health of humans and
animals.

Key words : Listeria spp., cattle, faeces, isolation,
identification
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Listeria grubu mikroorganizmalarin, 6zellikle
hayvansal orijinli besinler araciligi ile insanlarda
sporadik veya epidemik karakterde Listeriozis
olgularini meydana getirmesi ve hayvanciligin
yogun oldugu bolgelerde ekonomik kayiplara ne-
den olmasi bakimindan biiyiik 6nemi bulunmakta-
dir.

Listeriozis, fakiiltatif intraselliiler patojenik bir
etken olan Listeria monocytogenes tarafindan olus-
turulan, genellikle sporadik, zaman zaman enzootik
olarak ortaya g¢ikan, meningoensefalitis, abortus,
septisemi ya da konjunktivitis ile karakterize, ayni
zamanda endokardit, menenyjit, artrit ve hepatit gibi
ciddi saglik problemlerine yol agan zoonotik bir
enfeksiyondur (1, 2).

Listeria monocytogenes ve L. ivanovii, insan ve
hayvanlarda hastalik olusturan patojen tiirlerdir.
Transplasental yolla gebe anneden yavruya gecebi-
len Listeria’lar; yavrunun Olii atilmasina veya
Listeriozis’li dogmasina neden olmaktadir. Hastali-
ga yasl, organ transplant1 yapilmis, lenfomali, ya-
da AIDS gibi hastalik tagiyan immun sistemi zayif
insanlar daha duyarhdir. L. monocytogenes merke-
zi sinir sisteminde siddetli hastaliga sebep olur ve
yiiksek mortaliteye (%20-50) sahiptir (2).

Listeria’lar diisik pH’ya, sicakliga ve tuza tole-
ransh bakteriler olup, psikrofilik karakterleri nede-
niyle sogukta muhafaza edilen gidalarda birgok
bakteriye gore daha iyi g¢ogalabilirler. L.
monocytogenes; insan ve hayvanlara ait klinik ma-
teryallerden oldugu kadar, digkilarindan da izole
edilmistir. Etken insan ve hayvanlarin normal bar-
sak florasinda yer almaktadir. Infekte insan ve hay-
vanlar, saglikli goriinseler de etkeni diskilar ile
etrafa sacabilmekte ve portor gérevi yapmaktadir-
lar. Bu sebeple toprak, su ve dolayisiyla gidalarin
diski ile kontaminasyonu Listeria infeksiyonlarinin
ortaya ¢ikisi bakimindan bilyiik 6nem tagimaktadir
(3,4,5).

Bu caligsmada, insan ve hayvan saglhiginda ciddi
sorunlar olusturan Listeria tiirlerinin saglikli s1g1r-
larin diski 6rneklerinden selektif ortamlar kullani-
larak izolasyonu ile identifikasyonu ve yilin farkl

donemlerinde (Ekim-Ocak-Nisan-Temmuz) diski
orneklerinin alinmasi sureti ile Listeria spp.’nin
mevsimsel olarak saglikli sigir digkilarinda bulun-
ma oranlarmin tespit edilmesi amaglandi.

GEREC VE YONTEM

Orneklerin Ahnmasi: Calismada kullanilan digk:
ornekleri, 2003 yil1 igerisinde Ekim, Ocak, Nisan ve
Temmuz aylarinda Sivas ili Gemerek ilgesindeki
stit sigircilig isletmesine ait 160 adet saglikli sigir
icerisinden segilen 100’er adet hayvandan alind1.
Orneklerin alindigi hayvanlar olasilikli érnekleme
yontemlerinden sistematik 6rnekleme yontemi ile
segildi.

izolasyon ve identifikasyon: Diski Grneklerinden
Listeria spp. izolasyon ve identifikasyon caligmasi
Erdogan (6)’1mn bildirdigi yonteme gore yapildi.

Bu yonteme gore 1g diski 6rnegi 10 ml’lik Listeria
selektif zenginlestirme buyyonu ile homojenize edil-
di (son konsantrasyon 1/10) ve 30°C de 48 saat
mikroaerobik olarak inkubasyona birakildi. Elde
edilen kiiltirden bir 6ze dolusu alinarak Listeria
selektif agara (Oxford formulasyonu) seyreltme
yontemi ile ekim yapildi ve 30°C de 48 saat aerobik
olarak inkubasyona birakildi. Zeminde siyah haleler
olusturan Listeria siipheli kolonilerden %5°lik koyun
kanli agara pasajlar yapildi. Daha sonra elde edilen
izolatlar Gram boyama, Oksidaz testi, Katalaz testi,
Karbonhidrat Fermentasyon testleri gibi fenotipik
testler ile Listeria spp. yoniinden incelendi.

[zolasyon yapilamayan negatif numuneler ii¢ hafta
sonra ikinci kez, yedi hafta sonra ii¢iincii kez izolas-
yon prosediirii uygulanmak iizere + 4°C’de saklandi.

Ayrica 50 adet izolata identifikasyonda son yillarda
kullanilan ve kisa zamanda Listeria spp.’nin
identifikasyonunu saglayan ticari API Listeria Test
Kiti (Biomerieux, Fransa) uygulandi. Bu amacla
gram pozitif ¢omak, 37°C’de hareketsiz, 25°C’de
hareketli, oksidaz negatif, katalaz pozitif olarak sap-
tanan Listeria siipheli kolonilerin saf kiiltlirleri elde
edildikten sonra API Listeria Testi uygulandi.
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istatistiksel Degerlendirme : Ekim, Ocak, Nisan,
Temmuz aylarinda aliman numunelerin = Listeria
spp yoniinden pozitif bulunma orani ve bu dénem-
lerde identifiye edilen L. monocytogenes, L.
innocua, L. welshimeri tirlerinin izolasyon oranla-
rinin belirlenmesinde SPSS.10.00 programinda, Ki
Kare (X?) Testi kullanildi (7).

BULGULAR

Arastirmada, ilk izolasyonda diski O6rneklerinin
aylara gore Listeria spp. yoniinden pozitif bulunma
oranlar1 arasindaki fark ¢ok Onemli bulunmustur.
(p<0.001) Ekim, Ocak, Nisan, Temmuz aylarinda
ilk izolasyonda negatif olan ve +4°C’ye kaldirilan
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disk1 6rneklerinde 3 hafta sonra yapilan ikinci izo-
lasyonda iireme gozlenmemistir. Yedi hafta sonra
yapilan igiincli izolasyonda ise digki orneklerinin
aylara gore Listeria spp. yoniinden pozitif bulunma
oranlart arasindaki fark onemli degildir (p>0.05)
(Tablo I).

Caligmada ilk izolasyonda identifiye edilen L.
monocytogenes, L. innocua, L. welshimeri tiirlerinin
aylara gore izolasyon oran1 Tablo II’de, ti¢ilincii izo-
lasyondaki oranlar1 ise Tablo III’de verilmistir.

Digski  Orneklerinden elde edilen 50 izolata
identifikasyon amaciyla API Test Kiti kullanildi ve
karbonhidrat fermentasyon testlerine paralel olarak
dogru identifiye edilmistir.

Tablo I. Ekim, Ocak, Nisan ve Temmuz 2003’te alinan digki numunelerinin Listeria spp. yoniinden pozitif

bulunma orani

Aylar ik izolasyon

Numune Sayisi

Ugiincii izolasyon

Numune Sayisi

Toplam izolat

Numune Sayisi

Pozitif Negatif Toplam Pozitif Negatif Toplam Pozitif Negatif Toplam

Ekim 52 48 100 7 41 48 59 41 100
Ocak 55 45 100 6 39 45 61 39 100
Nisan 31 69 100 8 61 69 39 61 100
Temmuz 30 70 100 6 64 70 36 64 100
Toplam 168 232 400 27 205 232 195 205 400
¥’ ve p degeri ¥*=21.92, p<0.001 x=1.17, p>0.05 ¥*=20.52, p<0.001
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Tablo II. Ekim, Ocak, Nisan ve Temmuz 2003’te alinan digki numunelerinin ilk izolasyonunda
L. monocytogenes, L. innocua, L. welshimeri bulunma orani

Ik izolasyon
Aylar Listeria monocytogenes Listeria innocua Listeria welshimeri
Numune sayisi Numune sayisi Numune sayisi

Pozitif Negatif Pozitif = Negatif Pozitif Negatif
Ekim 7 45 38 14 7 45
Ocak 7 48 40 15 8 47
Nisan 4 27 19 12 8 23
Temmuz 3 27 21 9 6 24
Toplam 21 147 118 50 29 139
¥’ ve p degeri ¥’=0.22, p>0.05 ¥’=1.55, p>0.05 ¥’=2.55, p>0.05
Tablo III. Ekim, Ocak, Nisan ve Temmuz 2003 ’te alinan digki numunelerinin tigiincii
izolasyonunda L. monocytogenes, L. innocua, L. welshimeri bulunma orani

Ugiincii zolasyon
Aylar Listeria monocytogenes Listeria innocua Listeria welshimeri
Numune sayisi Numune sayisi Numune sayisi

Pozitif Negatif Pozitif = Negatif Pozitif Negatif
Ekim 2 46 3 45 2 46
Ocak 1 44 3 42 2 43
Nisan 2 67 4 65 2 67
Temmuz 1 69 3 67 2 68
Toplam 6 226 13 219 8 224
¥’ ve p degeri ¥’=0.89, P>0.05 ¥’=0.37, P>0.05 ¥’=0.35, P>0.05

194 Saglik Bilimleri Dergisi (Journal of Health Sciences) 14(3) 191-197, 2005



TARTISMA

Listeriozis insan ve hayvanlarda sporadik ve ende-
mik enfeksiyonlara neden olan zoonotik bir
infeksiyondur. Diinyanm birgok iilkesinde gida
orneklerinde, klinik materyallerde ve saglikli hay-
vanlarin digkilarinda Listeria spp. izolasyonuna
yonelik aragtirmalar bulunmaktadir (8, 9).

Skovgaard ve ark. (8), siit sigirlarina ait digki or-
nekleri, yemler ve hayvansal orijinli gidalar iizerin-
de Listeria spp.’nin izolasyonuna yonelik yaptiklar1
caligmada; sigir digki 6rneklerinin %67’sinde ka-
natli digki Grneklerinin %33’ilinde Listeria spp.
izole etmisler ve sirastyla %51, %33 oraninda L.
monocytogenes’i ise tespit etmislerdir.

Husu (10), siit sigirlarinin digki 6rneklerinde; hay-
vanlarin ahirda bulundugu kis déneminde %12.7
oraninda Listeria spp., %9.2 oraninda ise L.
monocytogenes’i izole ettigini ancak hayvanlarin
merada bulundugu bahar déneminde bu oranlarin
sirasiyla %5.1 ve %3.1 oldugunu belirtmektedir.
Diski orneklerinde Listeria spp. (%19.4) ve L.
monocytogenes (%16.1) izolasyonunu aralik aymda
en yiiksek oranda bulundugundan ve digkinin ¢ig
siitlerin kontamine olmasinda 6nemli bir unsur
oldugundan da s6z etmektedir.

Erdogan (6), sigir digk1 drneklerinden Listeria spp.
izolasyonuna yénelik Ingiltere’de yaptig1 calisma-
da sogukta zenginlestirme prosediiriinii uygulamis-
tir. Y1l boyunca her ay inceledigi digki 6rneklerin-
de en yiiksek oranda 77 hayvandan 69’unda (%
89.9) Listeria spp’yi Ozellikle ocak ayinda izole
etmistir. Kasim ve nisan aylar1 arasinda Listeria
spp. izolasyonunu daha fazla oranda gerceklestir-
mistir. Arastirici, sogukta zenginlestirme isleminde
iiclincii hafta ve 6zellikle yedinci haftalarda izolas-
yon sansinin daha yiiksek oldugunu saptamistir.

Bu caligmada da saglikli sigirlarin diski 6rnekle-
rinden yiiksek oranda Listeria spp. izole edilmistir.
Yapilan izolasyon c¢aligmalarinda ekim ayinda 100
digki  6rneginden, dokuz adet (%9) L.
monocytogenes, 41 adet (%41) L. innocua, dokuz
(%9) adet L. welshimeri olmak tizere 59 (%59) adet
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Listeria spp, ocak ayinda sekiz adet (%S8) L.
monocytogenes, 43 adet (%43) L. innocua, on adet
(%10) L. welshimeri olmak tizere 61 adet (%61)
Listeria spp, nisan ayinda alti adet (%6) L.
monocytogenes, 23 adet (%23) L. innocua, on adet
(%10) L. welshimeri olmak iizere 39 adet (%39)
Listeria spp, temmuz ayinda ise dort adet (%4) L.
monocytogenes, 24 adet (%24) L. innocua, sekiz
adet (%8) L. welshimeri olmak iizere 36 adet (%
36) Listeria spp. izole edilmistir

En yiiksek izolasyon oraninin da Husu’nun bildir-
digine (10) benzer olarak Ocak ayinda oldugu tes-
pit edilmistir. Soguk zenginlestirme isleminde
liglincii hafta ekimlerinde iireme gdzlenmedi. Bu
durum Listeria’larin sogukta zenginlestirme islemi
sirasinda ii¢ hafta igerisinde yeteri miktarda tireme-
mis olmasima bagl olabilir. Yedinci hafta ekimle-
rinde daha basarili sonuglar alindi. Orneklerin so-
gukta bekletilme siiresi arttikca Listeria spp. izo-
lasyon sansi artmistir. Bu durum ise Erdogan’in
bildirdigine (6) paralellik gostermektedir.

Weber ve ark. (11), evcil hayvanlardan aldiklart
fekal orneklerde L. monocytogenes’in varligina
iliskin ¢alismalar yapmislar ve 138 sigira ait digki
Orneginde %33.3 oraninda L. monocytogenes’i
izole etmislerdir. Hofer (9), saglikli sigirlara ait 61
digk1 6rneginden 11 adedinde L. monocytogenes’i
izole etmis ve bu hayvanlardan dokuz adedinin bes
yasinda ikisinin ise daha geng yaslarda olduguna
dikkat ¢cekmistir.

Unnerstad ve ark. (12), Isveg’te 34 ciftlikten klinik
olarak saglikli siit sigirlarina ait 102 digki 6rnegini
Listeria spp. varligl yoniinden incelemislerdir. Ca-
lismada Orneklerin iki (%2)’sinden L. innocua ve
alt1 (%6)’sindan L. monocytogenes izole etmisler-
dir. Rodriguez ve ark. (13), bir y1l siiresince koyun-
larin rektumlarindan alinan digkilarda yaptiklart
Listeria izolasyon calismalarinda izole ettikleri
toplam 275 Listeria susunun 68’inin L.
monocytogenes, 188’inin L. grayi, 16’sinmn L.
murrayi ve 3’Uniin L. denitrificans oldugunu bildir-
mislerdir.
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Incelenen literatiir verilerine gore ¢alismamiz diin-
yada hayvanlarin digki Orneklerinde Listeria
spp.’ye yonelik olarak yapilan epidemiyolojik ¢a-
ligmalarin bazilari (8, 11) ile paralellik gosterse de,
izolasyon orani bazi ¢alismalardan (9, 10, 12) yiik-
sek gozlenmektedir. Bu fark izolasyon yapilan iil-
kelerdeki iklim ve cografik kosullara, hayvan bes-
leme aligkanliklarina, farkli izolasyon yontemleri,
zenginlestirme prosediirleri ve besiyerlerinin kulla-
nilmasina baglh olabilmektedir.

Yurdumuzda da hayvanlarin digki 6rneklerinden
Listeria spp. izolasyonuna yonelik arastirmalar
yapilmigtir. Tastan (14), Ankara, Erzurum ve Er-
zincan illerinde degisik yas grubundan broiler pilig
ve yumurta tavuklarma ait i¢ organlar, bagirsak
igerigi ve kiimes altliklarindan sirastyla 54, 50, 50
adet olmak tizere toplam 154 6rnegi Listeria spp.
varlig1 yoniinden incelemistir. Orneklerden 14 adet
(%9.09) L. monocytogenes, 8 adet (%5.19) L.
murrayi, 6 adet (%3.89) L. innocua, 5 adet (%3.24)
L. welshimeri ve 2 adet (%1.29) L. grayi olmak
iizere toplam 35 adet (%22.72) Listeria spp. izole
ve identifiye etmis ve tavuk eti ve iiriinlerinin iilke-
mizde halk sagligi yoniinden potansiyel bir risk
olusturabilecegini vurgulamistir.

Kalender ve ark. (4), Elazig’da mezbahalarda kesi-
len 206 tavuk, 170 koyun, ve 130 sigira ait digki
orneklerinde sirastyla %4.36, %0.58, %1.53 L.
monocytogenes izole etmis ve etkenin karkaslara
bulasarak insanlarda gida kaynakli Listeriozise
sebep olabilecegini bildirmistir. Arslan ve ark. (5),
Elaz1g ilindeki broilere ait bagirsak igerigi, i¢ or-
ganlar, yem numuneleri, ve kiimes altliklarindan
Listeria tiirlerinin izolasyonuna yonelik c¢alisma
yapmuglardir. 50 adet kiimes althgindan 2 adet L.
monocytogenes, 2 adet L. seeligeri izole etmisler
ve Elaz1g bolgesinde yetistirilen broilerlerde ¢ok
yaygin olmadigina dikkat ¢gekmisler ve bunu mev-
simsel farka baglamislardir. Hasoksiiz (15), Mar-
mara bolgesindeki 180 koyuna ait digk1 drneklerin-
de 2 adet L. monocytogenes, 2 adet L. welshimeri,
1 adet L. grayi, 1 adet L. murrayi izole etmistir.

Bille ve ark. (16), 646 Listeria spp. izolatinin API
Listeria kiti kullanarak %85’inin tiir bazinda ayri-
minin  gerceklestirilebilecegini  bildirmektedirler.

Bu sistem ile 258 L. monocytogenes susunun 252’si
(%97.7) ve 176 L. innocua susunun ise 175’1 (%
99.4) dogru olarak identifiye edildigini ve L.
monocytogenes’in L. innocua’dan ayrimimin yapila-
bildigini ve API test kitinin kullanish ve ucuz oldu-
gunu ayrica basarili sonuglar verdigini de vurgula-
maktadirlar.

Calismamizda sigir digki drneklerinden izole edilen
50 adet izolata API Listeria kiti ile identifikasyon
prosediirii uygulanmig ve basarili sonuglar alinmis-
tir. Bu kit kullanimi kolay olmasi, zaman kaybinin
olmamasi ve degerlendirmenin klasik biyokimyasal
testlere oranla daha basit olmasi nedeniyle diger
caligmalarda (16) da belirtildigi lizere tercih edilebi-
lir.

Sonu¢ olarak, saglikli sigir diskilarinda Listeria
spp.’nin  yiikksek oranda saptanmasi Listerial
infeksiyonlarin eradikasyonu yoniinde ciddi 6nlem-
lerin alimmasi geregini ortaya c¢ikmustir. Diski ile
etkenin dogaya yayilmasi toprak, su, gida maddeleri
ve  Ozellikle hayvansal orijinli  gidalarm
kontaminasyonuna neden olarak insan ve hayvan
sagligimi tehdit etmektedir. Bu sebeple 6zellikle hay-
vanlarin kesimi esnasinda ve gida maddelerinin is-
lenmesi sirasinda bu tiir kontaminasyonlarin engel-
lenmesi ve sartlarin hijyenik olmasina dikkat edil-
melidir.
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