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01. Standart Analiz Yontemi

Gidalarda Listeria aranmas1 ve sonucun var/yok seklinde verilmesi yaygin bir analiz yontemi
olmakla beraber, son zamanlarda Listeria sayimi i¢cin EMS yontemi diginda selektif kati
besiyeri kullanilarak yapilan sayimlar {izerinde de standart yontem ¢alismalari
stirdiirtilmektedir.

L. monocytogenes 54 °C ve lizerindeki sicaklilarda, dondurma isleminde ve diger ¢esitli
uygulamalarda hasar gormiis olarak canliligini siirdiirebilir. Selektif olmayan besiyerlerinde
bu hiicreler kendilerini onararak normal gelismelerini siirdiirebilirler. Bununla beraber,
selektif besiyerlerinde selektif inhibitorler hiicrelerin kendilerini onararak normal gelisme
stirecine girmelerine izin vermeyebilir. Bu nedenle L. monocytogenes 'i 6ldiirmeyecek ancak
sadece zarar verecek diizeyde islem gormiis gidalarda L. monocytogenes sayimminda farkl
besiyerlerinde selektif inhibitorlerin ¢esidi ve/veya konsantrasyonuna bagli olarak kabul
edilebilir limitlerin ¢ok iizerinde farkli sayim sonuglar1 alinabilmektedir. Ayrica L.
monocytogenes hi¢ bir sekilde Salmonella 'dan daha az tehlikeli bir bakteri degildir. Bu
nedenle gidalarin L. monocytogenes agisindan analizinde sayim yerine dogrudan 25 g drnekte
var/yok testi tartigmasiz bir sekilde ¢ok daha akilcidir.

Bu ¢ergevede standart var/yok testi ile selektif olmayan/yar1 selektif/selektif besiyerlerinde
bagimsiz veya ardisik 6n zenginlestirme, selektif kati besiyerine siirme, tipik kolonilerin
izolasyonu ve identifikasyonu ile analiz tamamlanir.

Listeria, psikrotrofik ozelliginden yararlanilarak Onceleri selektif olmayan zenginlestirme
ortaminda 2 aya kadar siiren bir soguk zenginlestirme ve bunu izleyen kati besiyerine siirme
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yontemi kullanilarak belirlenirken, bugiin selektif besiyerlerinde yapilan zenginlestirme
tekniklerinin uygulanmasi ile analiz siiresi olduk¢a kisalmistir. Bununla beraber cesitli
uluslararas1 kuruluslarda kullanilan yontemlerin higbirisi Listeria izolasyonu igin %100
duyarl ve etkili degildir.

Gidalarda aranmas1 veya sayilmasi iizerinde pek cok caligmalar yapilmasina karsin Listeria
halen gida mikrobiyolojisinde en zor belirlenen bakteriler arasindadir. Bunun nedeni Listeria
'min gidalarda az sayida olmasina karsin ¢ok sayida refakatci bakteri ile birlikte olmasidir.
Ayrica Listeria i¢in kullanilan selektif kati besiyerlerinde Listeria kiiglik koloniler
olustururken, gelismesi engellenemeyen bakterilerin bu kiiciik kolonileri ortecek sekilde
bliyiik koloni meydana getirebilmeleri Listeria belirlenmesinde bir diger zorluktur.
Dolayisiyla gidalarda Listeria aranmasinda siklikla sahte negatif sonuclar alinmaktadir.

Listeria ile g¢alisilmas1 zor ve tehlikelidir. Laboratuvarda L. monocytogenes ve L. innocua
'nin sahit olarak denemelerde kullanilmasi dahi laboratuvarda g¢ok fazla sayilarda L.
monocytogenes bulunmasina neden olmaktadir. Cocuk diisiirmeye yol acabilmesi nedeni ile
gebelerin ve gebelik siiphesi olanlarin Listeria analizlerine katilmamalar1 basta ISO olmak
lizere cesitli uluslararasi kuruluslar tarafindan uyarilmistir.

Diger mikroorganizma gruplarinda oldugu gibi, uluslararasi nitelikteki kontrol kuruluslar
tarafindan gidalarda Listeria spp. aranmasina yonelik yontemler arasinda basta kullanilan
besiyerleri olmak iizere ¢esitli uygulama farkliliklart bulunmaktadir. Asagida bu yontemler
Ozet olarak verilmistir.

02. izolasyon

ISO (International Standards Organization) : 25 g-ml gida 6rnegi 225 ml 2 konsantrasyonda
(inhibitorleri yarim konsantrasyonda igeren) Fraser broth besiyerinde 6n zenginlestirme amaci
ile 30 °C 'da 24 saat siire ile inkiibe edilir. Bu siirenin sonunda kiiltiirden polymyxin -
acriflavine - lithium chloride - ceftazidime - esculin - mannitol (PALCAM) ve/veya Oxford
agar besiyerlerine stirme yapilirken ayn1 zamanda 0,1 ml kiiltiir 10 ml tam konsantrasyonda
(inhibitorleri normal konsantrasyonda igeren) Fraser broth besiyerine asilanir ve 35-37 °C 'da
24-48 saat inkiibe edilir. Bu inkiibasyon siirelerinin bitiminde bu kiiltiirlerden de PALCAM
ve/veya Oxford agar besiyerlerine stirme yapilir. PALCAM ve/veya Oxford agar besiyerleri
30-37 °C 'da 48 saate kadar inkiibe edilir ve inkiibasyonun 24 ile 48. saatlerinde tipik en az 5
koloni tryptone soy - yeast extract agar (TSA-YE) besiyerine siiriiliir. Bu besiyerinde 30 / 35-
37 °C 'da 24 saat inkiibasyonlardan sonra elde edilen koloniler tanimlama amaci ile ileri
asama testlere alinir. Refakatgr floranin az oldugu tahmin edilen 6rneklerde Oxford agar
besiyerinde 30 °C, ¢ok oldugu drneklerde ise 37 °C 'da inkiibasyon yapilmasi gerekmektedir.
Refakatg1 floranin yogunlugu hakkinda 6n bilgi yoksa dogal olarak inkiibasyon 37 °C 'da
yapilir. Hangi inkiibasyon sicakligi secilirse secilsin analiz raporunda inkiibasyon sicakligi
belirtilmelidir. ISO yonteminde selektif inhibitdrlerin yarim konsantrasyonda kullanilmasi ile
yapilan yar1 selektif 6n zenginlestirme ile hasar gormiis Listeria hiicrelerinin onarilmast
saglanmaktadir.

FDA (Food and Drug Administration) : 25 g-ml gida 6rnegi selektif inhibitorler katilmadan
225 ml Listeria enrichment broth (LEB) besiyerinde homojenize edilip, 30 °C 'da 4 saat
inkiibe edilir, sonra selektif inhibitorler katilip 44 saat siire ile ayn1 sicaklikta inkiibasyona
devam edilir. Toplam inkiibasyon siiresi olan 48 saat sonunda buradan Oxford agar ve lithium



chloride-phenyletanol-moxalactam (LPM) agar besiyerlerine siiriiliir, Oxford agar 35 °C 'da,
LPM agar 30 °C 'da ve her bir besiyerinden 24 ve 48 saat inkiibasyondan sonra tipik en az 5
koloni TSA-YE besiyerine siiriiliir. 37 °C 'da 24 ve 48 saat inkiibasyonlardan sonra elde
edilen koloniler tanimlama amaci ile ileri asama testlere alinir. FDA yonteminde de selektif
inhibitorler katilmadan 6nce 4 saat siire ile yapilan 6n zenginlestirme islemi ile hasar gormiis
Listeria hiicrelerinin onarilmasina izin verilmektedir.

IDF (International Dairy Federation) : 25 g-ml gida 6rnegi 225 ml Listeria enrichment broth
(LEB) besiyerinde homojenize edilip, 30 °C 'da 48 saat siireli 6n zenginlestirmeden sonra
PALCAM ve/veya Oxford agar besiyerlerine siiriiliir, 30 °C 'da 48 saat inkiibasyondan sonra
tipik en az 5 koloni TSA-YE besiyerine stiriiliir. 37 °C 'da 24 saat inkiibasyondan sonra elde
edilen koloniler tanimlama amaci ile ileri asama testlere alinir.

USDA (United States Department of Agriculture) : Et ve tavuk etleri i¢in 25 g-ml gida 6rnegi
225 ml University of Velmont (UVM) I broth besiyerinde homojenize edilir ve 30 °C 'da 48
saat siire ile inkiibe edilip buradan alinan 0,1 ml kiiltiir 10 ml UVM II broth besiyerinde 30 °C
'da 24 saat siire ile inkiibe edilir ve LPM agar besiyerine siiriilir. 30 °C 'da 24 saat
inkiibasyondan sonra tipik en az 5 koloni TSA-YE besiyerine siiriiliir. 35 °C 'da 24 saat siireli
inkiibasyondan sonra elde edilen koloniler tanimlama amaci ile ileri asama testlere alinir.

Bu yontem kargasaliginin Otesinde ayni isimli besiyerlerinde de bilesim farkliliklar
goriilmektedir. Ornegin LEB, FDA 'ya ve IDF 'ye gore farkli selektif katkilarin ilavesi ile
hazirlanmaktadir. Listeria aranmasinda kullanilan selektif besiyerlerinin hazirlandiktan sonra
cok kisa siireli depolanma Ozellikleri bu bakterinin analizini gii¢lestiren ve pahali kilan bir
baska olumsuzluktur. Bununla beraber kullanilan tiim besiyerleri ve katkilar ticari preparat
olarak rahatlikla saglanabilmektedir.

Listeria aranmasinda selektif zenginlestirme ortami olarak besiyeri lireten firmalar tarafindan
onerilen ve ¢ogu standart metotlarda verilenlerin modifikasyonu olan bagka besiyerleri de
vardir. ISO 9000 serisi uygulamalarinda bu besiyerleri de kullanilabilmektedir.

Selektif kat1 besiyerlerinde Listeria tipik kolonileri ile tanimlanir. LPM agar c¢ok yiiksek
selektivitede olmakla beraber ayirt edici (diferansiyel) bir besiyeri degildir. Listeria,
PALCAM agar besiyerinde 1,5-2 mm ¢apinda zeytin yesili-gri renkli, bazen siyah merkezli
ancak her zaman siyah zonlu kolonileri ile, Oxford Agar besiyerinde ise 2-3 mm ¢apinda
siyahimsi-yesil renkli ve ¢Okiik merkezli, siyah-kahverengi zonlu kolonileri ile taninir.

Selektif kat1 besiyerlerinden elde edilen tipik koloniler yukarida 4 grup halinde verilen analiz
yontemlerinin tiimiinde TSA-YE besiyerine siiriilmekte ve burada olusan kolonilerin
morfolojik incelenmesi ile 6n dogrulama islemi yapilmaktadir. Listeria kolonileri bu
besiyerinde 35-37 °C 'da 18-24 saat inkiibasyon sonunda 1-2 mm ¢apinda konveks, renksiz ya
da opak diizgiin kenarli koloniler olusturur.

Yapilan son ¢aligmalar ile 1s1l islem ile hasar gérmiis L. monocytogenes 'in izolasyonu i¢in

zenginlestirme besiyerine 0,5 g/l diizeyinde L-cysteine ilavesi ile daha yiiksek diizeyde
izolasyon saglanabildigi gosterilmistir.

03. identifikasyon



TSA-YE besiyerinde tipik Listeria morfolojisi veren koloniler basit testler ile on
identifikasyona almir. Izolatin Gram pozitif, asili damla testinde takla atar gibi hareketli, yar
kat1 hareket besiyerinde tipik semsiye goriiniimii verecek sekilde hareketli, katalaz pozitif, D-
glikozdan asit olusturan, eskulin hidrolizi, metil red ve Voges-Proskauer pozitif oldugunun
saptanmasi ile Listeria cins olarak dogrulanir. 25 °C iizerinde yapilan hareket testlerinde
Listeria 'min hareketsiz olacag1 dikkate alinmali ve ozellikle yar1 kati hareket besiyerinde
hareket testi oda sicakliginda 24-48 saat siiren inkiibasyon ile yapilmalidir.

Listeria 6n identifikasyonunda yaygin olarak kullanilan bir test, Henry aydinlatmasi olarak da
tanimlanan, 45° 'lik 6zel bir 11k yansimasi ile steromikroskopta 15-25 biiyiitme ile koloni
renginin incelendigi analizdir. Bu analizde TSA-YA besiyerinde gelisen koloniler incelenir.
Listeria kolonileri bu besiyerinde Henry aydinlatmasi ile mavi renkte, diger bakteri kolonileri
sarimst - turuncu renkte goriiliir. Petri kutusu alttan 151k alabilecek bir yere konulur, standart
bir beyaz 151k kaynagindan ¢ikan 1sinlar 6nce 45° ag1 ile diiz (ya da bazi arastiricilarin 6nerdigi
sekilde konkav ; igbiikey) bir aynaya gelir, buradan petri kutusuna 45° ag1 ile yansir.
Enterococcus faecium gibi selektif kat1 besiyerinde gelisebilen ve L. monocytogenes 'in kiigiik
koloniler yapmasina neden olan refakatci floranin yogun varliginda dahi Henry aydinlatmast
ile L. monocytogenes belirlenebilmektedir (Sekil 1).

Bir 151k kaynagindan ¢ikan 151n
45° ag ile yansiyarak petri
kutusunu alttan aydinlatir.
Steromikroskop ile petri kutusu

L - ) X
e ustten incelenir.

Sekil 1. Henry aydinlatmasi

izolat cins bazinda Listeria olarak dogrulandiktan sonra cesitli kiiltiirel ve biyokimyasal
testler ile tiir bazinda standart identifikasyon yapilir. Bu amagla en ¢ok kullanilan testler ile
Listeria tlrlerinin ayrim1  Cizelge 1' de verilmistir. Listeria 'min biyokimyasal
identifikasyonunda basta API olmak {izere minyatiirize hazir ticari kitler de kullanilmaktadir.

Cizelge 1. Listeria tiirlerinin biyokimyasal test sonuglar1

Testler monocyt. ivanovii  innocua welshime. seeligeri grayi
Ramnoz + — v (2) v(2) — —
Ksiloz — + — + + -
Mannitol |- — — — - +
Hippurat + + + + + -
B-Hemoliz |+ + + -
Nitrat — — — — — -
H2S (1) - - - - - +
CAMP S.a. |+ - - - + -
CAMP Ree. |- + — — — —




(1) Kursun asetat serit ile , (2) degisken, S.a.: Staphylococcus aureus, R.e. : Rhodococcus
equi

Listeria identifikasyonunda 6nemli bir yer tutan Christie-Atkins-Munch-Peterson (CAMP)
testi asagida aciklanmistir. Diger testler standart sekilde yapilir.

Staphylococcus aureus ve Rhodococcus equi kiiltirleri koyun kani ile hazirlanan kanli agar
plagina birbirine paralel ve zit kutuplarda olacak sekilde ¢izgi ekim tarzinda bir hat boyunca
ekilir. Inokulum ince ve diiz olmalidir. Bunun i¢in inokiilasyon &zesi agara dik ag1 yapacak
sekilde tutulur. Deney suslar1 benzer sekilde dik agiyla ve ¢izgi ekim tarzinda ekilir. Deney
kiiltiirii ile S. aureus ve R. equi kiiltiirleri birbirine temas etmemeli, ancak 1-2 mm ayr1 olacak
sekilde cok yakin olmalidir. Bir ka¢ deney susu ayni petri kutusuna ekilebilir. Ayni
zamanda L. monocytogenes, L. innocua ve L. ivanovii kontrol kiiltiirleri de ¢izgi ekim tarzinda
ekilir. Ekimi yapilan petri kutular1 35 - 37 °C 'da 18-24 saat inkiibe edilir.

S. aureus ve R. equi kiltlrleri ile deney kiiltiirlerinin kesistigi noktada B-hemoliz zonunun
artmasi pozitif reaksiyon olarak kabul edilir. R. equi ile L. ivanovii hemoliz reaksiyonu
olusturur. L. monocytogenes ve L. seelegeri, S. aureus ile kesistigi alanda genis hemoliz
reaksiyonu olusturmaktadir. L. innocua ise hemoliz negatiftir (Sekil 2). S. aureus veya R. equi
ile kuvvetlenen hemoliz ters ok basi, raket, sise seklinde tanimlanmaktadir.

SR
L. monocytogenes + - =
L. ivanovii -+ =
L. innocua - >
L. welshimeri - =
L. seeligeri - =
L. grayi - >

S: S. aureus, R: R. equi

Sekil 2. CAMP Testi ; Petri kutusunda soldaki dikey ¢izgi S. aureus, sagdaki dikey ¢izgi ise
R. equi 'dir.

Sekil 2 'de de goriildigi gibi L. innocua, L. welshimerii ve L. grayii hemolitik olmadiklari
icin besiyerinde sadece normal gelisme gosterirler, diger tiirler ise zaten hemolitik olduklari
icin gelisme hatt1 ¢evresinde hemoliz gosterirler. Hemoliz, L. monocytogenes ve L. seeligeri
'de S. aureus 'a yaklastik¢a, L. ivanovii 'de ise R. equi 'ye yaklastik¢a artar. Bu durumda
izolatin tiir bazinda tanimi gerekiyorsa her iki bakteri de dikey olarak petri kutusuna
stiriilmeli, sadece L. monocytogenes olup olmadig1 arastiriliyor ise sadece S. aureus stiriilmesi
yeterlidir. Hatta bu kosulda S. aureus ortaya dikey bir ¢izgi olarak siiriiliip sagina ve soluna
yatay olarak daha fazla sayida izolat siiriilebilir. Nitekim CAMP testi, koyun kani ile
hazirlanmis petri kutularinda S. aureus 'dan elde edilmis P-Lysine iceren disklerin



kullanilmast ile de yapilabilir. Bu sekilde L. monocytogenes ve L. seeligeri 'nin hemoliz
reaksiyonlar1 disk etrafinda kuvvetlendirilir.

CAMP testinde kullanilan koyun kani ilave edilmis agarli besiyerinin olanaklar 6lgiisiinde
taze hazirlanmasi ve normalinden biraz daha ince dokiilmesi ile hemoliz reaksiyonu daha
kolay degerlendirilmektedir. L. monocytogenes 'in nadir olmak iizere R. equi ile de pozitif
sonu¢ veren suslarina rastlandigi gibi S. aureus ile reaksiyon vermeyen atipik suslar1 da
vardir. Biyokimyasal testleri L. monocytogenes 'i tanimlayan ancak CAMP testinde (S—)
alian sonuglar bu sekilde atipik L. monocytogenes olarak identifiye edilir.

04. Serolojik Testler

Diger bakterilerde oldugu gibi serotiplendirme somatik O ve flagellar H antijenlerine gore
yapilir ancak, diger bakterilerden farkli olarak ayni serotipin farkl tiirlerde de olmasi1 nedeni
ile serotiplendirme identifikasyon degil, daha ziyade hastalik etmeninin hangi serotipte
oldugunun belirlenmesi i¢in uygulanir. Cizelge 2 'de Listeria serotiplerinin tiirlere dagilimi
verilmistir.

Cizelge 2. Listeria serotiplerinin tiirlere dagilimu.

Tiirler Serotipler

L. grayi S (spesifik)

L. innocua 4ab, 6a, 6b

L. ivanovii 5

L. monocytogenes |'2a, Y2b, Y4c, 3a, 3b, 4a, 4ab, 4c, 4d, 4e,7
L. seeligeri Yaa, Yab, Yac, 4b, 4d, 6b

L. welshimeri Ysa, 4c, 6a, 6b

05. Faj Tiplendirmesi

Lizogenik tiirlere ait biitiin Listeria fajlar1 6zellikle klinik ve epidemiyolojik ¢aligmalarda
basarili bir sekilde kullanilmaktadir. Salginlarda ayni faj tipine giren suslarin izole edilmesi
epidemiyolojik olarak 6nemli oldugu gibi gidadan ve hastadan ayni susun izole edilmesi
gidalarin salginlardaki roliinii de belirlemektedir. Bununla beraber bazi suslarin fajlar ile
tiplendirilememesi bu yontemin yaygin kullanimini azaltmaktadir. Fajlar ile tiplendirilemeyen
suslarin oran1 degisken olup genel olarak gida ve ¢evresel izolatlarda bu oran daha yiiksektir.

06. Genetik Analizler

1989 yilindan bu yana multilokus enzim elektroforezi, ribotiplendirme, DNA
mikrorestriksiyon ve makrorestriksiyon profil analizi, polimorfik DNA 'min rastgele
amplifikasyonu (Random Amplified Polimorfic DNA ; RAPD) gibi molekiiler tiplendirme
yontemleri kullanilarak L. monocytogenes tiplendirmesi yapilmaktadir.



07. Listeria Sayimi

Listeria, standart EMS yontemi ile sayilabilecegi gibi yukarida belirtilen selektif kati
besiyerlerine dogrudan ekim ile de sayilabilir. Bu yontemde seyreltme c¢ozeltisi olarak
inhibitor katilmamis Fraser broth kullanilir ve 10-1 seyreltiden Fraser agar, PALCAM agar ve
yumurta sarist iceren PALCAM (PALCAM +EY) agar besiyerlerine ekim yapilir. 10-2, 10-3
seyreltilere gerek duyulursa yine ayni seyreltme ¢ozeltisi kullanilir. 35 - 37 °C 'de yapilan
inkiibasyonda 24 ve 48 saatlerde koloniler kontrol edilir. PALCAM agar ve Oxford agar
besiyerlerinde tipik Listeria koloni morfolojileri yukarida verilmistir. PALCAM + EY agar
besiyerindeki koloniler standart PALCAM agar besiyerindeki morfolojide onlardan daha
biiylik olarak 2 - 2,5 mm caplhdirlar. Listeria sayiminda tipik koloniler sayildiktan sonra
calisma bu agamada dogrulamanin ve tiir tayininin yapilmadigi, sadece kullanilan besiyerinde
olusan tipik Listeria koloni sayisi ile bu sonucun verildigi belirtilerek bitirilebilir. Eger tiir
bazinda dogrulanmis say1 verilmesi gerekiyor ise standart yonteme gore (bknz. boliim 06)
tipik koloniler sayilir, bunlar1 temsilen 5 adetten az olmamak {izere koloniler izole edilir, her
biri yukarida belirtildigi gibi ayr1 ayri dogrulanir ve identifiye edilir, burada bulunan
dogrulanmis ve L. monocytogenes oldugu belirlenmis izolat sayisi toplam tipik koloni
sayisina oranlanarak ve seyreltme faktorii dikkate alinarak gidanin 1 g ya da ml 'sindeki L.
monocytogenes sayisi verilir.

08. Hizh Yontemler
08.01. immunomanyetik Ayirma

Immunomanyetik ayirma (Immunomagnetik Seperasyon ; IMS) yontemi 1990 'Ii yillarin
basinda gelistirilmis bir yontemdir. Yontemin prensibi manyetik tasiyicilar iizerine
tutuklanmis  antikorlarin  hedef mikroorganizma hiicrelerini tutabilmeleridir. Ozgiil
monoklonal veya poliklonal antikorlar ya da lektinler ve agglutininler hedef hiicreleri
baglamak icin kullanilmaktadir. Kullanilan partikiillerin ¢ogu siiper manyetik olup bunlar
sadece dig bir manyetik alan varliginda bu 6zelligi gostermekte ve bu sekilde kolaylikla bu
siispansiyondan ayrilmaktadirlar. Ancak bu partikiiller normal ortamda birbirlerini
cekmedikleri i¢in kolaylikla homojen bir karisim olarak siispanse edilebilmektedirler.
Yontem, gida mikrobiyolojisinde L. monocytogenes ile Salmonella, E. coli O157:H7 gibi
diger patojenlerin ve S. aureus, C. perfringens, B. cereus gibi bazi patojen toksinlerinin
belirlenmesinde kullanilabilmektedir. Immunomanyetik ayirim yontemi ile gidalarda L.
monocytogenes belirlenmesi i¢in Once standart bir sekilde onzenginlestirme yapilir ve bu
kiiltir immunomanyetik ayirim tekniginin uygulanmasi i¢in antikorlar1 iceren 6zel bir
suspansiyon ile karistirtlir. Daha sonra manyetik uygulama asamasi ile ayrim ve
konsantrasyon iglemi tamamlanir. Bu yontemin en énemli 6zelligi ayrilan kismin rekonstiite
edilerek bu kismin standart kiiltiirel ve/veya serolojik testlere alinabilmesidir. Islem
onzenginlestirme asamasindan sonra 30 dakika i¢inde tamamlanmaktadir.

08.02. Clearview (Oxoid) L. monocytogenes Hizh Test Kiti

Listeria tiirlerinde bulunan A, B, C ve D flagellar antijenlerinden en yaygin olarak bulunan B
antijenidir (bknz. cizelge 2). Clearview hizli test kiti B antijeninin varliginin arastirtlmasi ile



Listeria spp. varhi@inin gosterilmesi iizerine kurulmus bir hizli test kitidir. 2 asamali
zenginlestirme, ekstraksiyon ve Clearview iinitesinin kullanimi ile sonucun alinmasina kadar
gecen siire toplam analiz siliresi 43 saattir. Analizin ilk agamasi yarim konsantrasyonda
hazirlanmis Fraser Broth ile 6rnegin homojenizasyonudur. Standart sekilde 25 g 6rnek 225 ml
onzenginlestirme besiyeri ile uygun bir sekilde homojenize edilir. 30 °C 'da yapilan
inkiibasyon siiresi en az 21 saat iken bu siire 24 saati gegmemelidir. Onzenginlestirme
sonunda 0,1 ml kiiltiir 10 ml Buffered Listeria Enrichment broth (BLEB) besiyerine aktarilir
ve ayni sekilde 30 °C 'da 21 - 24 saat inkiibasyona birakilir. Selektif zenginlestirme
kiiltiiriiniin sarsilmasina ve karistirilmamasina dikkat edilerek tiipiin iist kismindan 2 ml alinir
ve somatik antijenlerin eliminasyonu amaciyla 80 °C 'daki su banyosunda 20 dakika siire ile
tutulur. Oda sicakliginda kendi halinde birakilarak sogutulan bu ekstrakttan 135 pl alinip kitin
ornek koyma penceresine aktarilir. Bu islem sirasinda piht1 ve/veya viskoz bir materyalin
alinmamasina dikkat edilir. 20 dakika i¢inde kontrol penceresinde mavi bir renk olusumu kitin
dogru olarak calistigin1 gosterir. Sonu¢ alma penceresindeki mavi ¢izgi ise Listeria flagella
antijeninin varligin1 ve dolayisi ile analiz edilen 6rnekte Listeria oldugunu gosterir. Pozitif
sonu¢ alindiktan sonra selektif zenginlestirme kiiltiirlinden standart yontemlerle uygun bir
selektif kat1 besiyerine siirme yapilir ve analize devam edilir.

08.03. Pathalert (Merck) Listeria Hizh Test Kiti

Flagella antijenlerinin yiiksek inkiibasyon sicakliginda gelismemesi ve dolayisiyla sahte
negatif reaksiyonlarin alinabilmesine karsin bu kit flagella antijenlerini degil Listeria 'ya 6zgi
ekstraseliiler protein olan p60 'in belirlenmesi ve dolayisiyla analiz edilen drnekte Listeria
olup olmadigini gdsteren hizli bir sistemdir. L. monocytogenes ve Listeria spp. i¢in kullanilan
iki ayrt formu vardir. L. monocytogenes belirlenmesi icin 25 g o6rnek 225 ml yarim
konsantrasyonda Fraser Broth ya da PALCAM Broth besiyerinde homojenize edilip, 37 °C 'da
16 - 24 saat inkiibasyondan sonra 10 ml tam kuvvette Fraser Broth besiyerine 0,1 ml aktarilir.
37 °C 'da 22 - 24 saat inkiibasyondan sonra diger islemlere Listeria spp. 'de anlatildig1 sekilde
devam edilir. Selektif bir besiyerinden izole edilen tipik bir koloninin L. monocytogenes olup
olmadig1 bu kit ile ¢ok hizli bir sekilde belirlenebilir. identifiye edilecek koloninin 0,2 ml
distile su ic¢inde siispande edilmesi ve yukarida Ozetlendigi sekilde kaynatilip
santrifiijlendikten sonra Pathalert L. monocytogenes kitine uygulanmasi ile ¢ok kisa bir siire
icinde tanimlama islemi bitirilebilir.

08.04 Diger Hizh ve Gelismis Analizler

Cesitli enzim immuno analiz kitleri ile DNA - RNA hibridizasyon teknikleri L.
monocytogenes belirlenmesinde yiiksek duyarlikta kullanilmaktadir. Bu kitlerin bir kismi
AOAC ve/veya AFNOR tarafindan onaylanmistir. Standart impedans yontemi ile de Listeria
spp. belirlenmesi miimkiindiir. Bu yontemde tiir bazinda ayrim yapilamamaktadir.



