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Isolation Of Listeria Species In Milk Products
SUMMARY

The aim of this study was to investigate the frequency of Listeria spp. in fresh white cheese, skin-cheese, butter
and skimmed-cheese produced in Elazig and the surrounding towns. A total number of 163 samples; 51 of which were
fresh Savak-style white cheese, 52 skin-cheese, 50 butter and 10 skimmed-cheese, were collected from rctailers in
Elaz13. In the cultural examination of these samples, L. monocylogenes and L. innocua were isolated from one fresh
white cheese and one salted-butter, respectively, but no other species of Listeria were found in the milk products. This
is the first study that reports Listeria spp. isolation in butter in Turkey, as far as the authors are aware. These results

suggest that Listeria species are not common cither in the milk of animals or the environment in our region. However
further work needs to be conducted in order to prove this.
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OZET

Bu gcalismada Elazig ve civar illerde imal edilen taze beyaz peynir, tulum peyniri, tereyagi ve gokelekte Listeria
tirlerinin sikhiginim saptanmasi amaglandi. Elazig ilindeki parakende satis merkezlerinden 517 taze Savak tipi bevaz
peynir, 52°si tulum peyniri, 50°si tereyagi ve 10'u gokelek olmak iizerc toplam 163 numune toplandi. Bu numunelerin
kiiltiiri ncticesinde, bir adet taze beyaz peynirden L. monocytogenes ve bir adet tuzlu tereyagindan ise L. innocua
izole cdilirken, siit Griinlerinde diger Listeria tiirleri bulunmadi. Bu ¢alisma bilindigi kadanyla Tiirkiye’de tereyagin-
da Listeria spp. izolasyonu bildiren ilk ¢alismadir. Bu sonuglar bélgemizde Listeria tirlerinin gerek hayvanlarin sii-
tiinde ve gerekse gevrede pek yaygin olarak bulunmadigi kamisint dogurmaktadir. Ancak bunu ispatlamak igin daha

kapsaml1 galigmalara ihtiya¢ duyulmaktadir.

Anahtar Kelimeler: Listeria, beyaz peynir, tulum peyniri, tereyag, gokelek.

GiRIS

Listeriosis, insan ve hayvanlarda
meningoensefalitis, yavru auma  ve septisemi ile
karaklerize sporadik olarak scyreden enfeksiyoz bir
hastalikur. Hastalik, tim diinyada yaygin olmasina
ragmen 1hman ve nemli iklime sahip bélgelerde daha
stk kendini gdstermektedir (2,25). Listeriosis, ¢ogunluk-
la Listeria monocytogenes tarafindan olusturulmakla
birlikwe Listeria ivanovii, Listeria innocua ve Listeria
seeligeri gibi tirlerin de hastahga scbep oldugu bildi-
rilmistir (19,21).

Listeriosisin insanlara taginmasinda en énemli ro-
lii kontamine gidalar oynamakta ve bu gidalar igerisinde
¢cig ct ve sebzelerin yanisira siit ve siit tiriinleri de 6nem-
li ver tutmaktadir (1,26). Listeria etkenlerinin, daha gok
lobrak, nehir suyu, cesitli bitkiler ve hayvan yemleri
(6zellikle silaj) ve althk gibi materyallerden izole edil-
melerinin yansira, siit ve peynir gibi siitiin yan drinle-
rinden de izole edildikleri bildirilmistir (8,11). L.
monocytogenes’in - yukanida  belirtilen  bozukluklara
ilaveten mastitise de sebep olmasi bu etkenlerin siitle de
atilubilecegini kanitlamaktadir. Bu nedenle ¢ig siitin
tiiketimi Listeriosisin insanlarda olugmasinda onemli

bir risk faktorii olarak rol oynar. Savak tipi beyaz peynir
ve diger siit iriinlerinin gogunlugu da gencllikle gig
siitten hazirlandigl igin insan saghgim ciddi boyutlarda
tchdit etmektedirler.

Ulkemizde eskiye nazaran daha az oranda cig siil
tiketimi oldugundan ve genellikle siitiin dikkatli bir
pastdrizasyona tabi tutuldugu durumlarda Listeria ct-
kenleri intraselliiler organizmalar olmalarina ragmen
enfektivitelerini  kaybedeceklerinden, insanlarnn  siit
aracithigiyla enfcksiyona yakalanma riski haliyle azal-
mustir (3,5). Bununla birlikle peynir gibi siit tirtinlerinin
hazirlanmasinda bu pastorizasyon isleminin 6zcllikle
boélgemizdeki koyun ve kegilerden hazirlanan Savak tipi
beyaz peynirlerde hi¢ uygulanmadigi ve inek peynirle-
rinde ise bu prosediire tam uyulmadigl bilinen bir ger-
cektir. Buna ilaveten Listeria ctkenlerinin yiiksek tuz
konsantrasyonlarinda ve buzdolab:r 1sisinda bile canli
kalabilmesi konunun ciddiyetini daha da artirmaktadir
(19,21).

Listeriosisin gerek dinya ve gerekse dlkemizde
onemli bir yer tuttugu yapilan ¢aligmalarda ortaya kon-
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mustur. Kanada’da ¢ig siittc yapilan bir galismada
Listeria etkenlerine % 12.4 (8), Amerika’da %9.0 (18),
Ispanya’da az sayidaki ¢ig siit érncginde sadece L.
monocytogenes’in tespitine yonelik olarak yapilan bir
calhismada %44 (10) ve Ingiltere’de peynirlerde yapilan
calismalarda 1se %7.8 (11) ve %10 (23) gibi olduk¢a
viiksek oranlarda Listeria spp. izolasyonu bildirilmistir.
Ulkemizde ise siit ve siit iirinlerinde yapilan birkag
¢alismada ¢ig siitte %28 (16). %0.6 (4), %15 (14) ve
%8.2 (13), taze beyaz peynirde ise %6.3 (17), %5.8 (27)
ve %l1 (16) oranlarinda Listeria spp. izolasyonu rapor
edilmistir,

Bu c¢alismada Elazi ve civaninda iirctilerek
parakende sauis merkezlerinde halkin tiiketimine sunu-
lan taze beyaz peynir, tulum peyniri, tereyag: ve coke-
lekte Listeria tiirlerinin sikligiun tespiti amagland.

MATERYAL VE METOT

Numunelerin Toplanmasi: Mayis-Eyliil 1997 ay-
lann arasinda Elazig ilinde mevcut, siit iiriinlerinin
parakende sausim yapan yaklasik 100 merkezden, 51
tanesi beyaz peynir, 52 tulum peyniri, 50 tereyagi ve 10
cokelek olmak iizere toplam 163 numune toplandi.
Numunelerin her birinin farkli yerlesim yerlerine ait
olmasina dikkat edildi. Saticilardan elde edilen bilgilere
gore bu numuneler, Elazig’in farkl ilgeleri yamusira
Tunceli. Erzurum, Erzincan ve Sanlwurfa gibi gevre
illeri de kapsamina almusur. Ayrica saticilara numune-
lerin hangi hayvanlardan elde edildigi de soruldu ve
numunelerin tamamina yakinmun koyun siitiinden ha-
zirlandigy tespit edildi. Yaklasik 20’ser gram alinan
numuneler steril posetlere konarak laboratuvarlara
tasindi1 ve ekim iglemleri ivedilikle gerceklestirildi.

Metot: izolasyon isleminde daha énce Food and
Drug Administration (FDA) tarafindan Bacteriological
Analytical Manual’de tanimlanan Lovett ve Hitchins'in
onerdigi, sonradan The International Dairy Federation
(IDF) tarafindan siit ve siit tiriinleri i¢in modifiye edilen
izolasyon metodu kullanildi (28). Bu metoda yapilan tek
modifikasyon, selektif zenginlestirme buyyonunun her
25 ¢ numune igin 225 ml olarak lavsiye edilmesine
karsin daha ekonomik olmasi agisindan bu ¢alismada
kullanilan vasat miktarinin 90 ml’ye ve numune mikta-
nnin da 10 g’a diigiriilmesi olmugtur. Ancak metotta
vapilan bu degisikligin sensitiviteyi etkileyip etkileme-
digini tespil etmek amaciyla bir seri bakteri sulandirma-
larinmn steril beyaz peynire ilave edilmesi ile yapilan
ekimlerde metodun minimum kag bakteriyi saptayabil-
digi test edildi.

Yirmidort saatlik L. monocytogenes kiiltiirinden
birkag 6ze dolusu aliarak igerisinde fizyolojik tuzlu su
bulunan bir seri tiipte sulandinldi, Sulandirma yapilan
tiplerden bir 6ze dolusu alinarak TSA-YE'a ekildi. Her
tiipte bir 6ze dolusu sividaki bakteri sayisi koloni sayim
yontemi ile belirlendi. Zenginlestirme besiyerlerine 10
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gr steril taze beyaz peynir ve yaklagik 9. 17. 56_ ve l‘IS
cfu (plak olusturan birim) miktannda baktert :h‘u\-_u
eden sulandirmalardan bir o6ze dolusu ilave edildi.
inokulasyon yapilan besiyerleri 30 °C de 48 saat inkube
edildikten sonra Listeria Selektif Agar’a (LS_A) iki_("'w.lc
dolusu zenginlestirme besiyeri siinme yontemi ile ckildi-
ler. LSA besiyerleri 37 °C’de 48 saatlik inkuhasy()n_da.n
sonra Listerialarin iiremesi yoniinden muayene edildi-
ler. Listeria benzeri koloniler, saf olarak Triptic Soy
Agar-Yeast Extract (TSA-YE) besiyerine ckildi ve diger
identifikasyon testleri yapildi.

Caligmada toplanan siit triinleri, 200 ml'lik sise-
lerde hazirlanan 90 ml Selektif Listeria Zenginlestirme
buyyonu igerisinde siispansiyon haline oetrildi. Bu
siispansiyon birkag defa kuvvetlice karnistirilmak suretiy-
le homojenize edildi. Bu agamadan sonra yukanda be-
lirtilen inkubasyon ve selektif izolasyon basamaklan
takip edildi. Listeria siiphesiyle iireyen koloniler saf
olarak TSA-YE besiyerine ekilerek diger identifikasyon
testleri yapildi.

.Tdentifikasyon: LSA’da Listeria siiphesivle etra-
finda siyah halka ile iireyen en az bes koloninin TSA-
YE’da saf kiiltiirleri hazirlandi. 24 saat sonra kontrol
edilen TSA-YE besiyerlerinde ireyen koloniler 45° ag
ile gelen 1s1kta Henry lluminasyon teknigi ile muayene
edilerek tipik mavi yesil parlama yoniinden incelendi.
Ayrnica bu saf kiiltiirlere identifikasyon amaciyla Gram
boyama, katalaz, oksidaz, 25 °C’de hareket, B hemoliz.
CAMP (Staph. aureus ile), MR, TSI agarda iireme,
iireaz, nitrat rediiksiyonu, indol, eskulin, sitrat, ramnoz.
glikoz, mannitol ve ksiloz testleri yapild: (20).

BULGULAR

Metodun sensitivitesi: Metotta yapilan modifi-
kasyonun sensitiviteyi etkileyip etkilemedigini tespit
etmek amaciyla yapilan testlerde, kullamlan tiim bakteri
sulandirmalannda basanli bir sekilde izolasyon yapildi.
225 ml vasat 1le yapilan deneme izolasyonlannda elde
edilen minumum izolasyon sinin olan 10 cfy bakterivi
tespit edebilmesi 90 ml vasat kullanilarak da gercekles-
tirildi. Béylece kullamlan vasaun miktanmn 225
ml’den 90 ml'ye indirilmesinin vasaun sensitiy
etkilemedigi tespit edildi.

itesini

Izolasyon Bulgular:: Numunelerin 48 saatlik
zenginlegtirme sonras1 LSA’ ya gegilmesi neticesinde 2
adet ornekte Listeria giipheli koloniler iiredi. LSA’da
tireyen bu kolonilerin etraflaninda siyah bir halka lespit
edildi.

Identifikasyon Bulgulari: Listeria stphesiyle i-
reyen bu kolonilerden TSA-YE besi yerine tek koloni-
den yapilan ekimlerden sonra, besi yeri  Henry
lluminasyon teknigi ile incelendiginde 13° |ik act ile
gelen 1gikta mavi-yesil parlama veren kolonilerin olus-
wgu gozlendi. TSA-YE besi yerinde iireyen by kolonile-

Scanned by CamScanner



rin. Gram boyama neticesinde Gram pozitif diizgin
comak goriiniimii saptandi. Yapilan diger identifikasyon
testerinde elde edilen sonuglar Tablo 1’de gosterilmig-
lr.

Tablo 1. Cahsmada izole edilen iki Listeria (tiriiniin
kiiltiirel ve biyokimyasal 6zellikleri.

L.monocyto
Testler genes L. innocua

Katalaz + +
Oksidaz - -
Harcket (25°C’de)
B-hemoliz

CAMP (Staph. aureus)
MR

TSI (Asit/Asit)

Ureaz - =
Nitrat Rediiksiyonu - -
indol - -
Eskulin + +
Sitrat - -
Ramnoz
Glukoz
Mannitol
Ksiloz - -

+ 4+ + + +
]

Listeria siiphesi ile iircyen kolonilere yapilan bu
testler neticesinde toplam 51 taze peynirden izole edilen
etkenin L. monocylogenes, 50 tereyagindan izole edilen
etkenin ise L. innocua oldugu lesbit edildi. Incelenen 52
tulum peyniri ile 10 ¢okelek 6rmeginden ise Listeria
izolasyonu yapilamadi. Calismada incelenen siit uriinle-
rinden Listeria tiirlerinin izolasyon oranlart Tablo 2’de
gosterilmistir.

Tablo 2. Cahsmadaki siit iiriinlerinden izole edilen
Listeria tiirlerinin siklig1.

Numune Numune L.monocytog L.innocua Listeria
tiirii saylisl encs (%) (%) spp-(%)
Beyaz 51 1(1.96) - 1(1.96)
Peynir

Tulum 52 - - -
Peynini

Tereyag 50 - 1(2) 1(2)
Cokelek 10 - . -
Toplam 163 1 (0.6) 1(0.6) 2(1.2)

TARTISMA VE SONUC

Elazipin merkez ve ilgelerine bagh koyler ve
gevre illerden getirilerek Elazig piyasasina siiriilen siit
iirinlerinde yapilan Listeria taramasi neticesinde
Listeria tiirlerinin bu iriinlerde %1.2 oranminda mevcut
oldugu bulundu. Bu caligma neticesinde sadece bir adet
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taze beyaz peynirden ve bir adet tereyagindan Listeria
izole edildi ve ¢alismada incelenen tulum peyniri ve
cokelek orneklerinin ise hig birinde Listeria tiirlerine
rastlanmadi. Beyaz peynirden ve tercyagindan izole
edilen tiirlerin  yapilan  testlerle  sirasiyla L.
monocytogenes ve L. innocua olduklarn saptandr. Bu
caligmada sadece iki drnckten Listeria izole edilmesi.
izole edilen tiirlerden birinin L. monocylogenes olmasi
ve bu tiiriin insan saghg igin olusturdugu tehlike goz
oniine almdiginda, o6nem arzetmektedir. Ayrica L.
innocua’mn da koyunlarda meningoensefalitise scbep
oldugu bildirilmistir (29).

Az sayidaki gokelekte Listeria etkenlerinin hig i-
zole edilmemesi bu iiriinlerin imalat esnasinda belirli
asamalarda yiiksek 1simn uygulanmasi ile aciklanabilir.
Ancak yine yiiksek 1s1 uygulanmasi sonucu elde edilen
tereyaginda etken izolasyonu geceklestirildi.
Listerialarin intraselliiler organizmalar olmalart dolayi-
styla gidalarla bulasan mikroorganizmalar icerisinde
1s1ya en fazla direngli tiirler olduklan bilinen bir gergek
olmasina ragmen bir adet tereyaginda L. innocita’nin
izole edilmesi pastorizasyon  sonrast  gevresel
kontaminasyondan kaynaklanabilir. Ciinkii pastorizas-
yonun bu mikroorganizmayi etkisiz hale geturdigi bildi-
rilmistir (3,5). Bununla birlikte etkenin izole edildigi
tereyagimin tuzlu olmasi, Listeria etkenlerinin yiiksek
tuz konsantrasyonlarinda canli kalabileceklerini destek-
leyici mahiyettedir. Aynica, bu galisma bilindigi kada-
riyla iilkemizde tereyaginda Listeria spp. izolasyonunu
bildiren ilk ¢alismadir.

Listeriosisin bélgedeki siit triinlerinde diisitk o-
randa tespit edilmesi, hastaligin sporadik bir karaktere
sahip olmasina baglanabilir. Aym laboratuvarlarda 300
civarinda siit érneginde yapilan bir ¢alismada sadece iki
tane apatojen Listeria tiiriiniin identifikasyonu bu ¢alis-
mamn sonuglarint destekleyici mabhiyettedir (7). Bu
¢alismanin sonuglarina bir diger destek de yinc aym
bolgedeki koyun populasyonunda yapilan bir auk ¢ahis-
masindan gelimektedir. Bu g¢alismada incelencn 110
atiktan sadece bir tanesinde L. monocytogenes izolasyo-
nu Listeriosis’in bdlgede ¢ok yaygin olmadigint savun-
maktadir (24). Buna karsihik Elazig ilinde beyaz pey-
nirde L.monocytogenes’in izolasyonuna yonelik olarak
yapilan bir doktora tezinde etkenin 35 &rnegin %1171
gibi yitksek bir oraminda izole edildigi bildirilmistir
(16). 1991-92 yillarinda gergeklestirilen bu ¢alismada
ornekleme metodu ile ilgili herhangi bir bilgiye rasta-
nilmamastir. Bu durumda iki ¢aligma arasindaki farkli-
ligin 6rneklemeden kaynaklanmast séz konusu olabilir.
Aynica ¢alismalann farkli yillarda yapilmasi farkh
sonuglarin alinmasimin bir baska sekilde sebebi olabilir
ki bu durum Listeria etkenlerinin bolgede bulunma
sikliginin 1991 yilindan bu yana dramatik bir azahs
gosterdigini ortaya g¢ikarmaktadir. Eger son ihtimal
dogru olarak kabul edilirse bu azalisin neden(ler)inin
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olarak kabul edilirse bu azahsin neden(ler)inin dikkatli
bir sekilde arastinlmasi gerekir. Ancak son bes yilda
bdlgemiz havvancilik vetistinciliginde beslenmeden
bannmaya kadar hi¢ bir alanda kokli bir degisiklik s6z
Konusu olmamustir. Yani Listeria igin bilinen risk fak-
torlerinde herhangi bir degisiklik gozlemlenmemistir.

Listerniosisin bulasmasinda cevrescl
Kontaminasyonun biiviik rol ovnadigi bilinmektedir
(15.30). Ancak sitin hayvandan sagimindan beyaz
peynir ve diger @rinlenn dretimine kadar pek ¢ok asa-
madan ge¢mesine ve bu asamalarda her an gevresel
fakiorlerle temas s6z konusu olmasina ragmen az savida
1zolasyon vapilmast bdlgedeki cevresel kontaminasyon
riskinin de asgan dizevde oldugu fikrini dogurmakta-
dir.

Hastaligin ontava ¢ikmasinda rol oynayan bir di-
ger onemli fakior beslenme olup ozellikle silajla bes-
lenmenin onemli bir risk faktéri oldugu bilinmektedir
(9.12). Elaz1g ve civar sehirlerde silaj kullamimimin pek
vavemn olmamasinim da izolasyon sayisimn disik olma-
sinda etkin rol oynamas: muhtemeldir.

Ulkemizin dsgisik bdlgelerinde yapilan benzer
cahismalarda farkli sonuglanin elde edilmesi, ¢alismala-
nn herhangi birinde s6z konusu olabilecek ornekleme
hatalanna. farkl cografik konumlara ya da mevsimsel
fakiorlere baglanabilir. Bu ¢alismada érneklerin mim-
kin oldugu kadar farkli verlesim yerlerinden temin
edilmesine ve avm kovden hazirlanan siit {iriinlerinden
sadece bir omek alinmasina biiyiik 6zen gosterildi.
Dolavisiyla Listeria tirlerinin sikhiginin hayvan bazin-
dan zivade verlesim veri bazinda tespit edilmesi amag-
land1.

[klimin hastalikta dnemli rol oynadig ve 6zellikle
iman ve nemli iklimlerin Listeria etkenleri igin en
uvgun ortam olugturduklar bilinmektedir (2,25). Nite-
kim Ingiltere gibi 1liman ve nemli iklime sahip iilkeler-
de gerceklestirilen genisg kapsaml epidenuyolojik ¢a-
hismalarda. Listeriosis ruminantlann onemli bir prob-
lemi olarak kendini gostermektedir (6.23). Bununla
birlikte iilkemizde Listeria etkenlerine, kurak bir iklime
sahip olan Dogu ve Giinevdogu Anadolu bolgelerinde
yapilan calismalarda daha yiksek oranlarda tesadif
edilmistir. Kurak iklim Listeria etkenleri igin iyi bir
ortam olusturmadigindan bu durum, adi gegen bolgeler-
deki dreticilerin bakim ve hijyen kurallarina yeterince
dikkat etmemeleniyle agiklanabilir.

Calismada incelenen numunelerin ilkbahar ve yaz
avlannda toplanmasi da disiik izolasyonda rol oynaya-

bilir. ingiltere’de Listeriosisin sikligini ve risk faktorle-
rini tespite yonelik olarak yapilan cpidemiyolojik bir
calismada hastaligin tin mevsimlerde goriilmekle be-
raber kis avlarinda daha yiiksck oranlarda gorildiigii ve
ilkbahardan itibaren sonbahar baslangicina kadar diigii-
se geetigi saptanmigtir (6). Listeria etkenleninin gebelik
esnasinda ve dogumda siit ve gayta ile daha fazla oran-
da atldiginin saptanmasi, hastahgin gebelik aylart olan
kis avlarinda ve doguma rastlayan ilkbahar baslangicin-
da neden daha cok goriildiiginii aciklayabilir (10). Ay-
rica soguk aylarda hayvanlarin kapah ortamlarda tutul-
malan da hastaligin gorilmesinde ctkin rol oynar. Bun-
lara ilaveten Ingiltere gibi Avrupa iilkelerinde kig ayla-
nnda hayvanlann beslenmesinde yogun olarak silaj
kullamlmas1, silajin Listeriada énemli bir risk fakt6ri
oldugu bilindiginden, hastahigin bu aylarda daha sik
goriilmesini agiklayabilir.

izolasyonun diisiik olmasinda kullamlan metodo-
lojinin de rolii soz konusu olabilir. Numunelerden
onerilen miktardan (25 g) daha diguk miktarlarda (10
g) ekim yapilmasi, dolayll olarak etkenin yakalanma
ihtimalini azaltabilir. Yani ¢ok az sayida bakten ile
kontamine olan bir numuneden 25 g yerine 10 g alindi-
ginda, bu az sayidaki bakterinin 10 g’hk numunede
bulunma ihtimali 25 g’a oranla daha diisik olur.

Sonug olarak, bu ¢aligma Listeria etkenlerinin
bolgemizde tiiketilen sut driinlerinde ne siklikta bulun-
dugu ve insanlarda Listeriosisin gérilmesinde bu volla
bulasmamn oynayabilecegi rol ile ilgili kantitatif venler
sunmaktadir. Bu veriler literatiirlerde sik sik belirulen
insanlarda hastaligin yayilmasinda sit ve sit drinleri-
nin ¢ok énemli bir fonksiyonu oldugu tezi ile paralellik
arz etmemektedir. Ancak bu ¢alismada Listeria etkenle-
rinin az sayrdaki numunelerde bulunmas: hastahgin siit
iiriinleriyle yayilmadigini veya bolgede yaygin olmadi-
gim kamitlamaz. Bu nedenle bu bélgede ve dolayisiyla
tiim Tiirkiye'de Listeriosisin hayvansal gidalardan hay-
vana dogru nasil bir siklus takip ettiginin daha kupsan{h
bir sekilde ¢ahigilmasimin Listenosisin oraya ¢ikmasin-
da onemli olan risk faktorlerinin tespit cdilmesi, enfek-
siyonun mevsimsel egrisinin ortaya konmasi ve béylece
hastaligin epidemiyolojik bir haritasinin ortaya kona-
bilmesi i¢in zorunlu oldugu ortaya gikmaktadir. Enfek-
siyonun taginma ve bulasma mekanizmasim daha sag-
likh bir sekilde takip etmek ve béylece daha etkin kont-
rol stratejileri gelistirmek molekiiler biyolojinin gelis-
mesi sayesinde daha iimit verici bir durum alnugur,
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