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TESEKKUR

Bu c¢alisma siiresince tiim bilgilerini benimle paylasmaktan kagimnmayan, her
konuda destegini esirgemeyen, yiiksek lisans egitimim siirecinde yaninda bulunmaktan ve
calismaktan gurur duydugum ve laboratuvar ile ilgili bilgi ve tecriibelerini paylasarak
tezimde biiyiik emegi olan Harran Universitesi 6gretim iiyelerinden danisman hocam,
Yrd.Dog.Dr. Serap KILIC ALTUN’ a sonsuz minnet ve tesekkiirlerimi sunarim.

Calismam sirasinda katkilarin1 ve yardimlarmi aldigim Harran Universitesi 6gretim
iiyelerinden degerli hocam Yrd.Dog.Dr. Akin YIGIN ’ e sonsuz tesekkiirlerimi sunarim.

Ziraat Yiiksek Miihendisi Ilyas RAT’ a, Veteriner Hekim Mehmet HULUL’ e
Veteriner Hekim Murat UZTIMUR’ a, Hilvan Gida Tarirm Ve Hayvancilik llce
Miidiirliigiinde calisan mesai arkadaslarima, tezime yaptiklari katki icin tesekkiir ederim

Tez c¢alismamda bilgi ve tecriibelerinden yararlandigim Sanlurfa Gida Kontrol
Laboratuvar ¢alisanlarina, 6zelikle Veteriner Hekim Mehmet SAVRUNLU’ ya, tesekkiirii bir
borg¢ bilirim.

Biitiin egitim hayatim boyunca maddi ve manevi emekleri olan, bugiine kadar
degismeyen tek destek¢im olan varlik sebebim aileme de, gosterdikleri sabir ve anlayis igin

saygl, sevgi ve sikkranlarimi sunarim.

ibrahim Halil DENiZ

2016



SEKILLER DiZINi

Sayfa No
Sekil 1. Yoresel Urfa Peynit CeSitleri ... cuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiie i 3
Sekil 2. Listeria monocytogenes’ in Kontaminasyon Kaynaklart ..........cccccooviiiiiinnnnnnn 9
Sekil 3. Listeria monocytogenes’ in Mikroskobik GOTUNLUSTL .......eevvveeriiiiiiiniiiiiesieeee e 10
Sekil 4. ABD 2000-2004 Yillarinda Goriilen Listeriozis Vakalart .........c.cccoocevvveeviiieeeiiinnnnn. 12
Sekil 5. LiSterioziS DONGUSTL ...eevvveriiiieiiiieiiieeiiieesiie st snee st s bbb e s snbe e nnneesnanees 14
Sekil 6. insanlarda Listeriozis KoOmplKasyonlart ...........cccccoeevveeriveceeiieevesieessseeeseseeseseenens 15
Sekil 7. Peynit OINEKIETi..........c.oveevevieeiiiceeieccie ettt 18
Sekil 8. Supplementsiz Listeria Enrichment Brothlarda Selektif Olmayan On
ZeNGINIESHIMELET ......ceeiiiiiietie ittt ettt e e e e e e ne e nneane e 20
Sekil 9. Supplement ilave Edilmis Listeria Brothlarda Selektif On Zenginlestirmeler-.......... 20
Sekil 10. Ekime Hazir On Zenginlestirilmis NUMUNEIET ..........ccoeevevevceereierieesceeeesseneseeesenans 24
Sekil 11. Listeria spp. nin Aloa Agardaki koloni morfolojisi..........cccccevvvvieiiviiciicieciccee, 25
Sekil 12. DNA Nanodrop Cihazindaki OIGHMIET.............c.cvevevevrieerererererereeesiseresesenesesesesenenenns 26
SekKil 13. Real-time PCR SONUCU .......cciiiiiiieiie ettt neas 28



CIZELGELER DiZiNi

Sayfa No
Cizelge 1. Inek Peynir UM .....cccvovvvvieieieeeeeeseseseeeseseseseeeseseseseses s s s esesesesesesssesesesenenenans 4
Cizelge 2. Ulkelere gore kisi bas1 peynir tiiketim miktarlart (Kg/Kisi/y1l) .......ccooveevereierniennns 5
Cizelge 3. Listeria monocytogenes’ in Tarihsel Geli$Imi .........coccoovviiiiiiiiiiiiiicsic e 8
Cizelge 4. Listeria Tiirlerinin Biyokimyasal OZelliKIETi ..........cccvoveveverereriveririrerieerereseeeresenenens 11
Cizelge 5. Listeria monocytogenes’ in Gelisme Kosullart ..........cccccevviiiiiniieiie e, 12
Cizelge 6. Yillara Gore Diinyada Goriilen Listeria monocytogenes Olaylart ..........cc.ccocveeeeee. 16
Cizelge 7. Peynir Mikrobiyolojik Krterleri. ... 17
Cizelge 8. DNA OIGUMIETI.......c.cvevivivirieeteiieecciete et ss et ss et es s ssebe s s s sesesesans 26

Cizelge 9. Real-time PCR Sonucu Listeria monoctygones 'in Izolasyon ve Identifikasyonu ..28



%

°C
ABD
aw
CAMP
cm
Cumh.
dk
DNA
EDTA
FAO
FDA

H20
H2S
HCI
Hly
ISO
Kg
Kob

MgCI2
ml

mM
NaCl
NO2
PCR
pH

SIMGELER VE KISALTMALAR

Yiizde

Santigrat

Amerika Birlesik Devletleri

Su Aktivitesi

Christe Atkins Munch Peterson
Santimetre

Cumhuriyet

Dakika

Deoksiribo Niikleik Asit

Etilen Diamin Tetra Asetik Asit
Food and Agriculture Organization
Food and Drug Administration
Gram

Su

Hidrojen Siilfiir

Hidro Klorik Asit

Hemolizin Geni

International Standardization Organization
Kilogram

Koloni Olusturan Birim

Litre

Magnezyum Kloriir

Mililitre

Milimolar

Tuz

Nitrat

Polimeraz Chain Reaction

Power of Hidrojen

Vi



SDS
TUIK
Wiv
WHO

ng

um

pmol

SIMGELER VE KISALTMALAR (Devami)

Sodyum Dodesil Siilfat
Tiirkiye Istatistik Kurumu
Hacimde Agirlik¢a Yiizde
World Health Organization
Beta

Mikrogram

Mikrolitre

Mikrometre

Mikromol

vii



OZET

SANLIURFA ILINDE TUKETIME SUNULAN YORESEL PEYNIRLERDE
LISTERIA MONOCYTOGENES iZOLASYONU VE iDENTIFIKASYONU

ibrahim Halil DENiZ

Besin Hijyeni ve Teknolojisi Anabilim Dali, Yiiksek Lisans Tezi

Bu ¢alisma Sanlwrfa ili ve Ilgelerinde semt pazarlarinda tiiketime sunulan ¢ig koyun
ve inek siitinden yapilmis yoresel Urfa peynirlerinde Listeria monocytogenes
kontaminasyonunun varligini ve oranini tespit ederek halk sagligi agisindan risklerini
degerlendirmek amaciyla planlanmistir.

Calisma kapsaminda semt pazarlarindan toplanan 97 adet peynir ornegi Listeria
monocytogenes agisindan ISO 11290-1 teknigi ile kiiltiir ekimi ile izolasyonu yapilmis ve
Real- time PCR ile identifiye edilmistir. 97 peynir érneginin incelendigi ¢alismamizda; 3 adet
(% 3.09) Listeria monocytogenes etkeni tespit edilmistir.

Calisma verileri, Sanlurfa Ili ve ilgelerinde geleneksel yontemlerle iiretilip semt
pazarlarinda agikta satilan peynirlerin, Listeria monocytogenes ile kontamine oldugu ve bu
peynirlerin halk sagligi agisindan riskli oldugu ve tehlike olusturabilecegi sonucuna

varilmistir.

Anahtar Kelimeler: Listeria monocytogenes, Urfa Peyniri, 1ISO 11290-1, Real-time PCR,
Koyun.
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ABSTRACT

THE ISOLATION AND IDENTIFICATION OF LISTERIA MONOCYTOGENES
CONSUMPTION OF LOCAL CHEESE IN SANLIURFA PROVINCE

ibrahim Halil DENiZ

Food Hygiene and Technology Department, Master Thesis

This study was conducted in order to explore and identify the existence and rate of
Listeria monocytogenes contamination in cheese made from local cow and sheep milk and
also assessing risks to public health in Sanliurfa province.

Within the aim of study, 97 different cheese samples had been collected from local
markets, isolation was done by 1ISO 11290-1 technique regarding Listeria monocytogenes and
were identified by Real-time PCR. The study examined 97 cheese; 3 (3.09%) Listeria
monocytogenes factors have been identified.

Obtained data, it was found that these traditionally made cheese and openly sold
cheese in neighborhood markets is contaminated with Listeria monocytogenes in conclusion
create a risk and danger to public health.

Keywords: Listeria monocytogenes, Urfa Cheese, ISO 11290-1, Real-time PCR, Sheep.



1. GIRIS

Insanlarin hayatin1 saglikli ve giiclii bir sekilde idame ettirebilmesi icin yeterli ve
dengeli beslenmesi ve bunun iginde ihtiya¢ duyduklari besin maddelerini bitkisel ve
hayvansal kaynaklardan karsilamalar1 gerekmektedir. Hayvanlardan elde edilen beslenme
iriinleri, biyolojik degerlerinden dolay1 diger beslenme kaynaklarina kiyasla daha fazla
oneme sahiptir (1). Yiiksek kaliteli bir besin kaynagi olan, mineral, protein, karbonhidrat, yag
ve vitamin maddelerini biinyesinde barindirmanin yani sira bu maddelerin miktari, yararlilik
derecesi ediniminin kolay olmasiyla olgiiliir. Siit, bu ozelliklerin tamamini barindiran bir

hayvansal gida maddesidir (2).

Siit, hayatin tiim evrelerinde, 6zellikle yavru doneminde en miikemmel gida {riinii
olarak tanimlanmaktadir. Kalsiyum, fosfor, protein ve riboflavin gibi B vitaminlerini ytiksek
miktarda igerdiginden, beslenme ile birlikte halk sagligi agisindan da 6nem teskil etmektedir.
Kapsamis oldugu antibakteriyel ajanlar, immiinoglobinler, biiyiime hormonlar1 ve enzimler
gibi peptid yapili 6geler, protein ile vitamin, mineraller ve yag asitleri sayesinde yasamsal
onem arz etmektedir (3, 4). Ancak siitiin hacimli olmasi, bir yerden bir yere transferinin zor
olmasi ve ¢abuk bozulmasi gibi nedenler onun peynir gibi daha dayanikli tiriinlere islenmesini

zorunlu kilmaktadir (5).

Harran Universitesi Veteriner Fakiiltesinde yiiriitiilen bu ¢alismanin amagclarini soyle

stralamak miumkindiir.

1. Sanlurfa yoresinde mahalli olarak {retilen Urfa peynirinde Listeria
monocytogenes kontaminasyonunun olup olmadigini tespit etmek.

2. Listeria monocytogenes’ in Urfa peynirlerinde halk sagligi agisindan bir tehlike
olusturup olusturmadigini belirlemek.

3. Sanlwrfa yoresinde Urfa peynirlerindeki Listeria monocytogenes ile alakali daha

sonra yapilabilecek ¢aligmalara kaynak olmasi agisindan drneklik teskil etmek.



2. GENEL BILGILER

2.1. Peynir

Peynir, siitin maya veya =zararsiz asitlerin tesiriyle pihtilagtiriimast ve farkl
yontemlerle islenmesi, arindirilmasi, sekillendirilmesi, tuzlanmasi, bazen tat ve aroma verici
zararsiz katkilar ilave edilmesi ile belirli siire ve sicaklik derecelerinde olgunlastirilmasi ile

olusturulan yiiksek besin degerine sahip siit tirtiiniidiir (6).

2.1.1. Peynirin Tarihgesi

[Ik peynirin “Kanana” adinda bir Arap gezginin koyun rumeninden yapilmis bir
kesede muhafaza etmeye ¢alistigi siitiin pihtilasip peynirlesmesiyle olustugu sdylense de ilk
yapilig tarihi ve yoresi kesin olarak bilinmemektedir (3,7). Fakat peynirin tarihte ilk yapilist
muhtemelen tesadiif olmus ve daha sonra olusum mekanizmasi yayginlasarak yapilmaya
baslanmistir (7). Bu dogrultuda 1851 de ABD ve Avrupa’ da; 1890’ da da Ingiltere’ de ilk

peynir fabrikalari tiretim faaliyetine gegmislerdir (8).

2.1.2. Peynirin Besin Icerigi

Peynir; kalsiyum, fosfor ve protein ile birlikte icerdigi yag oranina gore degisen
miktarlarda A, D, E ve K gibi yagda ¢oziinen vitaminler ile B12, B2, B6 gibi suda ¢oziinen
vitaminler i¢in kaynak olusturmaktadir (9). Sanlurfa’ da taze sekilde satisi yapilan Urfa
peynirinin duyusal ve kimyasal ozelliklerinin belirlendigi arastirmada; pH’ nin 4.45-6.01,
proteinin %210.77-26.39, yagin %4.10-27.80 oldugu, kuru maddenin % 27.26-47.87, titrasyon
asitliginin %0.28-1.21, tuzun %0.09-0.30, kiiliin %1.05-2.84 araliginda degistigi saptanmistir
(10).

2.1.3. Peynir Cesitliligi

Bir¢ok ¢esidi yapilmakta olan peynirin diinyada 1000’ den fazla ¢esidinin oldugu
tahmin edilmektedir (11). Tirkiye’ de de 193 peynir g¢esidi bulunmaktadir (12). Peynir
cesitliliginde siitlin cinsi (inek, koyun, ke¢i), piht1 olusturma yontemi (asit, maya), 1s1l islem
gorlip gormeme durumu (¢ig, pastorize), yag orani (yagsiz, az yagl, yagli, tam yagli), yapisi
(cok sert, sert, yumusak), tuz orani (tuzlu, tuzsuz), katki maddeleri (¢esitli ot ve baharatla,

eritici tuzlar, kiif gelisimi olanlar), olgunlasma siiresi (taze, yar1 olgun, olgun) gibi faktorler



etkili olmaktadir (13). Tiirkiye’ de endiistriyel anlamda iiretimi yapilan beyaz peynir, tulum
ve kasar peynirleri gibi ticari peynir ¢esitlerinin disinda Urfa peyniri, ¢okelek peyniri, ¢ivil
peyniri, mihali¢ peyniri ve otlu peynir gibi yoresel peynir gesitleri de iretilmektedir (14).
Peynirlerin smiflandirilmasi kategorisine gére Urfa peyniri gézeneksiz peynirler arasinda, sert

ve yagli peynirler grubuna girmektedir (Sekil 1) (15).

Sekil 1. Yoresel Urfa Peynir Cesitleri

2.1.4. Peynir Uretimi

Diinyadaki endiistriyel peynir liretimi 20 milyon tondan fazladir. Bu iiretimin % 80’
inden fazlasi inek siitlinden, kalan kismi ise manda, koyun ve keg¢iden sagilan siitlerle
yapilmaktadir. Uretilen peynirin % 70’ i Avrupa ve Kuzey Amerika iilkelerinde
gerceklesmektedir. Cizelge 1 ’de goriilecegi tizere; 2012 yilinda diinya genelindeki iiretim

2011 yilina gore %2.2 artig gosterdigi; ancak, Misir’ da azaligin oldugu gézlenmistir (16).



Cizelge 1. inek Peynir Uretimi (16)

INEK PEYNIRI URETIMI

2012 (MILYON TON)  11/12 YILLIK TOPLAM BUYUME (%)

AB-27 8.8 1.4
ABD 4.9 2.8
RUSYA 0.4 4.8
MISIR 0.6 -8.2
TURKIYE 0.6 8.7

TUIK 2016 Subat ay1 verilerine gore; inek siitiinden yapilan peynir iiretimi 50 bin 885
ton ile 2015 yilinin Subat aymna gore % 0,1 azalirken; diger siitlerden elde edilen peynir
cesitleri ise 664 ton ile 2015 yili Subat ayina gore % 28 azalmustir (17). Mart ayr TUIK
verilerine gore ise; inek peyniri iiretimi 56 bin 784 ton ile 2015 yilmin Mart ayma gore %1,5
artmig; koyun, ke¢i, manda ve bunlarin karisimlarindan elde edilen siitlerden yapilan peynir

cesitleri ise 2 bin 94 ton ile 2015 y1l1 Mart ayina gore %13 azalmistir (18).

2.1.5. Peynir Tiiketimi

Cizelge 2’ den anlasilacagi iizere FAO 2009 verilerine gore; diinyada en fazla peynir
tiilketen {ilke Yunanistan’dir. Yunanistan’t Fransa, Danimarka, Italya ve Avusturya takip

ederken, Tirkiye; diinya iilkeleri ortalamasina gére daha diisiik miktarda peynir tiiketmistir
(19).



Cizelge 2. Ulkelere gore kisi basi peynir tiiketim miktarlar1 (kg/kisi/yil) (19)

Ulkeler 1990-94 2000-04 2005-08 2009 Indeks
Yunanistan 24,38 24,56 27,98 26,70 109,52
Fransa 21,78 24,18 24,20 24,60 112,95
italya 19,30 21,76 22,05 22,80 118,13
Avusturya 12,80 20,44 21,08 21,50 167,97
Hollanda 14,94 20,62 18,75 20,60 137,88
Almanya 17,10 19,70 20,33 20,10 117,54
Isveg 16,16 17,78 18,20 19,10 118,19
Isvigre 15,20 18,68 18,95 18,90 124,34
[srail 16,68 17,10 18,98 17,50 104,92
Cek Cumh. 9,70 13,72 15,98 16,70 172,16
ABD 13,02 15,26 15,28 14,90 114,44
Norveg 14,38 15,26 15,10 14,80 102,92
Diinya 2,66 2,76 2,90 2,90 109,02
Tiirkiye 2,52 1,88 1,98 1,90 75,40

* Indeks hesaplamalarinda 1990-94 donemi 100 olarak almmustir.

2.1.6. Peynirin Faydalar

A\

Kemik gelisimini destekler ve kemik erimesini 6nler.
Immun sistemi gelistirir.

Diyareyi onler.

Gastroenterit rahatsizliklarini giderir.

Mide barsak florasini diizenler

Gastrit ve iilseri Onler.

Iyi bir enerji kaynagdur.

Iyi bir protein kaynagidir.

vV V.V V V V V V¥V

Dis yapisin1 korur ve ¢iiriiklerini onler.

olarak siralanabilir (20).



2.1.7. Peynirin Yapihsi
Peynir tiretimini basamaklar halinde soyle siralamak miimkiindiir (21).

1. Cig Siit

2. Kaba kirlerinden arindirma (siizme)

3. Yag ylizdesine gore standardizasyon

4. Homojenizasyon

5. Pastorizasyon (72-74°C’de 15-30 saniye)

6. Sogutma (30-32°C)

7. Starter kiiltiir eklenmesi (1-4 g mezofilik kiiltiir/100 g)

8. Fermentasyon (28-32°C, 75-90 dakika pihtinin sekillenmesi)

9. Teleme kesim islemi 2-4 cm kiipler halinde kesilir ve 5-10 dk dinlendirilir

10. Pihtinin suyun alinmasi (30-45 dakika)

11. Baskilama ve Kaliplama

12. Salamura (%12-16’lik NaCl ile 15-21°C’da 6-12 saat)

13. Paketleme (%14-16’NaCl igerisinde)

14. Olgunlastirma (12-15°C’de 30-60 giin)

15. Depolama (4-8°C’de)



Urfa peyniri ise geleneksel olarak koyun siitii veya koyun-keci siitii karigimlarindan
tiretilmektedir. Ancak, kiiclikbag hayvanlarin laktasyon siiresinin kisa olmasi nedeniyle
giiniimiizde inek siitii veya karisimindan da yapilmaktadir. Uretim genel itibariyle geleneksel
yontem, bilgi ve maharet ile atadan kalma alet ve ekipman kullanilarak hijyenik olmayan
ortamlarda, pastorize edilmeden yapilmaktadir. Yoresel olarak Urfa peynirinin yapimi su
sekildedir; Sagimdan sonra siit, kaba kirlerinden tiilbent ya da silizgegle armdirilmanin
akabinde peynir mayasi ile sagim sicakliginda kap igerisinde mayalanir. Kabin etrafi bezlerle
kapatilir. Mayalanma stiresi, mayanin etkisine gore 3-3,5 saat arasinda siirebilmektedir. Urfa
yoresinde mayalanmanin tamamlanip tamamlanmadigi; pihtinin bigakla kesilme esnasinda
bicaga yapismasiyla ya da pihtiya daldirilan parmaga pihti taneciklerinin tutunmasiyla
anlagilir. “ Parzin” denilen tiilbentlere kesilen piht1 bir kepge ile doldurulmaktadir. Tiilbent bir
tahta lizerinde siiziilmeye birakilir. Sonra tiilbentlerin agz1 baglanir ve tstiine tahta ve tahtanin
tistiine de agirlik birakilarak kalip tutmasi i¢in baski uygulanir. Kaliplar yore halki tarafindan

“deleme” olarak adlandirilan koni seklini alir (10).

2.1.8. Peynirde Bulunabilen Patojen Bakteriler

Cig siit ve lriinlerinde goriilen bazi patojen mikroorganizmalari su sekilde siralamak

miimkiindiir;

Listeria monocytogenes
Mycobacterium tuberculosis
Brucella spp
Mycobacterium bovis

E. coli

Mycobacterium fortuitum
Staphylococcus aureus
Salmonella spp.

Shigella paradysenteria

vV V V V V V V V V VY

Mycobacterium avinum

Salmonella spp. suslar1 dondurma, siit tozu ve koyulastirilmis siit i¢in Gnem arz
ederken; peynir igin; Listeria spp., Brucella spp., Salmonella spp., Enteropatojenik E. coli ve
Shigella spp. bakterileri dnem arz etmektedir (22).



2.2. Listeria spp.

Listeria spp. spor olusturmayan, fakiiltatif anaerob ve mikroaerofil, Gram pozitif, basit
boyamada ¢ubuk ve kokobasil, kimi zaman Cin alfabesi harfleri gibi goriilen psikrotrof bir

bakteridir (23).

2.2.1. Listeria’ min Tarihgesi

Cizelge 3. Listeria monocytogenes’ in Tarihsel Gelisimi (24)

Yil Aragtirmaci Yer Isimlendirme  Patojen kaynag:
1891 Hayem Fransa - Insan
1893 Henle Almanya - Insan
1911 Hiilpers Isveg Bacillus hepatis Tavsan
1926 Murray ve ark. Cambridge/Ingiltere Bacterium Tavsan/Domuiz
monocytogenes

1927 Pirie Giiney afrika Listerella Gerbil

hepatolytica

1927 Leningham Londra/Ingiltere Listerella -
monocytogenes

1929 Nyfeld Danimarka Listerella Insan

hominis

1937 Gill Yeni Zelanda Listerella ovis Koyun

1940 Pirie - Listeria -
monocytogenes

Cizelge 3’ den anlasilacag1 tizere Listeria monocytogenes; tarihsel gelisim siireci
icerisinde farkl kisiler tarafindan farkli sekillerde isimlendirilmistir (25). Ornegin Hiilpers,
1911 yilinda etkeni; tavsan i¢ organlarindan izole edip Bacillus hepatis adiyla; Murray ve
arkadaglari, 1926 yilinda Cambridge’ de yaban domuzlarinda ve laboratuar tavsanlarinda izole
ettikleri izolata Bacterium monocytogenes adini1 vermislerdir (26, 27, 28). Son olarak Pirie,
1940 yilinda etkeni Listeria monocytogenes olarak adlandirmis ve bu adlandirma ile son

halini almistir (24).



2.2.2. Listeria Tiirlerinin Taksonomisi

Listeria genusu Bergey's Manual of Systematic Bacteriology’de c¢ubuk formunda, Gram
pozitif, sporsuz, alti tiirden olusmaktadir. Patojen olanlar; Listeria monocytogenes ve Listeria
ivanovii ve patojen olmayan; Listeria innocua, Listeria seeligeri, Listeria welshimeri, ve
Listeria grayi’ dir. Bu grupta yedi cins (Listeria, Kurthia, Lactobacillus, Brochothrix,
Erysipelothrix, Renibacterium, Caryophanon) bulunmaktadir. Bu grubun en belirgin 6zelligi
diisiik guanin/sitozin orani, lipoteikoik asit varligidir (29). Listeria familyasinda yalnizca
Listeria monocytogenes insan listeriozisleri ile iliskilendirilmigse de; Listeria seeligeri ve

Listeria /vanovii, ender de olsa goriilmiistiir (30).

2.2.3. Listeria monocytogenes’ in Bulas Kaynaklar:

Listeria monocytogenes’ in bulas kaynaklari; hava, su, giibre, yem, bitki, hayvanlar,
insan, toprak, kanalizasyon atiklari, isleme malzemeleri, katki maddeleri ve paketleme
materyalleridir (Sekil 2) (31, 32). Ayrica, dogada yaygin olarak bulundugundan gidalarda

kontaminasyon olasilig1 da artmaktadir (33).
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Sekil 2. Listeria monocytogenes’ in Kontaminasyon Kaynaklari (32).



Listeria monocytogenes, sigir diskisinda 16 ay, koyun diskisinda 3 ay, toprakta 2-6 ay,
stitte 12 ay ve diger gida iiriinlerinde 5-26 aya kadar canliligini siirdiirebilmektedir (34, 35).

2.2.4. Listeria monocytogenes’ in Morfolojisi

Listeria tiirleri mikroskobik goriintiileri bakimindan benzerlik gostermektedirler (29,
36). Sekil olarak Listeria monocytogenes, 0,4-0,5 um eninde, 0,5-2 pm. uzunlugunda diizgiin
cubuk veya kokobasildir (24, 28). Mikroskobik muayenede, taze kiiltiirler tek veya birkag
bakteriden olusan kisa zincirli kokobasil olarak goriilir (Sekil 3). Biiyiikliik olarak eski
kiiltiirlerde, 6-20 um boyunda flamentéz yapida goriilebilirler (28, 34). Sayilar1 1-5 arasinda
degisiklik gosteren peritrik flagellalar1 yardimiyla 25 °C’ de hareketli olmasina ragmen, 37
°C’ de flagella gelisimi yavas sekillendiginden hareket fark edilemeyebilir. Yar1 kat1 besi
yerinde tipik semsiye ya da cam agaci seklinde goriilebilirler. Faz kontrast, muayenesi

mikroskopla yapildiginda, takla hareketi goriilebilmektedir (27, 28, 30, 37).
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Sekil 3. Listeria monocytogenes’ in Mikroskobik Goriintiisii (24, 38).

2.2.5. Listeria monocytogenes’ in Biyokimyasal Ozellikleri

Listeria monocytogenes’ in sahip oldugu cok degisken biyokimyasal aktivitesi
identifikasyonda olduk¢a onemlidir (Sekil 4). Cogu besi yerinde iireyebilmesine ragmen;

gelismesi igin riboflavin, teikoik asit, biotin, tiamin, sistein, glutamin, 16ysin, izoldysin, valine
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gereksinim duymaktadir. Oksidaz negatif, katalaz pozitiftir. Glikoz, maltoz, ramnoz, mannoz,
salisin, dekstrin, fruktoz ve nisastay asit olusturarak fermente etmesine ragmen; mannitol,
ksiloz, rafinoz, dulsitol, inulin, inositol, adonitolii fermente edemez. VVoges-Proskauer (MR-
VP) ve Metil-Red pozitif, H2S, iire, indol, nitrat negatiftir. Eskulin’ i hidrolize eder ve kanli
agarda [-hemoliz yapar (24, 28, 39).

Cizelge 4. Listeria Tiirlerinin Biyokimyasal Ozellikleri (24, 28).

)
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S m
L.monocytogenes  + + + - + + + - +/- + ++ - - - R
L.grayi - + - - + + - -+ o+ - + - -
L.innocua - + - - + + - - +/- + +/+ - - - R
L.seligeri + + + - + + +/- - +/- + +/+ - . + .
L.ivanovii + + + + + + - - +/- + +/+ - - + R
L.welshimeri - + - - + + +/- - +/- + +/+ - - + -

+: pozitif reaksiyon. -: negatif reaksiyon. +/-: degisken reaksiyon. +/+: pozitif/pozitif reaksiyon.

2.2.6. Listeria monocytogenes’ in Gelisme Kosullar

Listeria monocytogenes aerobik, fakiiltatif anaerobik veya mikro aerofilik ortamlarda
tireyebilir. Optimum pH araligi 6.0-8.0 olmasma karsin genis pH araliklarinda (3.0-9.5)
gelisme gosterir. Sicaklik degeri olarak -0.1 ile 45 -C’ de gelisme gosterebilmesine ragmen

gelisebilmesi igin optimum sicaklik araliklar1 30-37 -C’ dir (24, 28, 37, 40).
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Listeria monocytogenes yiiksek diizeydeki tuza dayanikli bakteridir. Bakterinin %10-
12 Sodyum Kloriir’ de ¢ogalabildigi ve %25,5 Sodyum Klortir igeren ortamda 4°C*de aylarca
yasayabildigi saptanmistir. Gelisebildigi su aktivitesi degerleri minimum 0,92 iken optimum
0,97’ dir (Cizelge 5) (24, 28,37).

Cizelge 5. Listeria monocytogenes’ in Gelisme Kosullari (24, 28, 37).

Faktor Min. Opt. Max.
Sicaklik (°C) -0.1 30-37 45
pH 3.0 6.0-8.0 9.5
Su aktivitesi (aw) 0.92 0.97 -

2.2.7. Listeria monocytogenes Enfeksiyonunda Risk Gruplari

Listeriozis; hamileler, yeni doganlar, yaslilar, AIDS ve lenfoma gibi hastaliklar
neticesinde bagisiklik sistemleri zarar gormiis kisiler, bagisiklik sistemleri immiinistipresif
ilaclarla baskilanmis transplant alicilar1 ve kotli huylu tiimorlii hastalar, 6liim oraninin yiiksek
tespit edildigi risk gruplaridir. Bunlarin yani sira yas ve cinsiyetinde goriilme sikligini

etkiledigi bildirilmistir (Sekil 4) (24, 32, 41, 42).

A% ,./ - ——Eriek
158 e —a_ Kadn

Wilzda Granlan

1 1=2 =5 513 1525 25-35 3545 45056 O5-B5 6573 =75

Yag Gruplan

Sekil 4. ABD 2000-2004 Yillarinda Gortilen Listeriozis Vakalari (24, 41).
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2.2.8. Listeria monocytogenes Enfeksiyonu Semptomlar:

Listeria monocytogenes; intestinal sistem disinda bir¢ok doku ve organda olusmasiyla;
septisemi, menenjit, mastit, konjuktivit, meningoensefalit, faranjit, siniizit, yavru atma,

gelisme geriligi, siroz, karaciger apsesi gibi semptomlar olusturabildigi igin 6nemlidir (43).

2.2.8.1. Hayvanlarda Listeriozis

Listeriozis sigir, koyun, ke¢i, manda, geyik, tavsan, tavuk, , giivercin, yarasa, at,
kopek, domuz, kedi, tilki, balik, fare, hindi, ve siiliin gibi birgok hayvan tiiriinde
goriilmektedir. Hastaligin  enfeksiyonunda bazi hayvanlarin  digkilarinda  Listeria
monocytogenes tespit edilmistir. Bakteri; hasta hayvanlar ile birlikte saglikli hayvan
digkilarindan da izole edilebilmektedir (35). Weber ve ark. (44) saglikli hayvan digkilarindan
Listeria monocytogenes izole edilmesiyle alakali ¢alismalarinda; sigirda (%33), koyunda
(%8), kuslarda (%8), domuzda (%5.9), atlarda (%4.8) ve kopekte (%0.9) oraninda Listeria
monocytogenes tespit etmislerdir. Diger hayvan tiirleriyle kiyaslandiginda silajla beslenen
ruminantlarda daha fazla Listeriozis olgular1 goriilmekte ve enfeksiyonlar c¢ogunlukla
kontaminasyona ugramis silaj tiikketimine bagli olarak gergeklesmektedir. Enfektif hayvanlar
tilkliriik ve salgilaryla ortami kontamine etseler de saglikli hayvanlara bulagsma genelikle oral
yolla gerceklesmektedir (Sekil 5) (24).

Sigir ve koyun basta olmak iizere gebe hayvanlarda; uterusun enfekte olmasiyla yavru
atma, Olii dogum veya dogumdan sonra ilk ay igerisinde yavru oOliimleri goriilmektedir.
Sigirlarda nadiren, dogumu yeni gerceklesmis kuzularda ise sik bir sekilde viseral ve
septisemik enfeksiyonlar goriilmektedir. Ayrica, yiiriime bozukluklar1 ve felg belirtileriyle
goriilen ensefalitis, hayvanlar1 etkilemektedir. Sigir mastitisi ender goriilmesine karsin

tedavinin bitimine kadar bakterinin siitle salgilandig bilinir (45).
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KONTAMINE
YEMLERIN DISKI VE
TUKETIMVI iDRARLA
SONUCU KONTAMINA
ENFEKSIiYO SYON
N
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GUBRE VE
TOPRAK

SAGLIKLI
HAYVAN

SILAJ YEM
KONTAMINA
SYONU

Sekil 5. Listeriozis Dongiisii (24).

2.2.8.2. insanlarda Listeriozis

Insanlarda ilk Listeriozis hadisesi, birinci diinya savasindan sonra menenjit
hastaligiyla bir askerde goriilmiistiir. Almanya’ da 1949 yilinda yeni dogan bebeklerde
epidemik listeriozisin patojen Ozelligi kesinlesmistir (46). Listeria monocytogenes insanlara;
deri ve g6z yoluyla direkt bulagsmakla birlikte, gidalardan, hayvanlardan, boceklerden,
topraktan ve bitkilerden de bulagabilmektedir. Kontamine gidalarin tiiketimiyle bulagsma en
stk goriilen yol iken; goz ve deri yoluyla bulasma en fazla veteriner hekimlerde, laboratuar
calisanlarinda ve hayvan bakicilarinda goriilmektedir (32). Listeriozis insanlarda goriilme
sekilleri olarak invaziv ve invaziv olmayan (hafif form) formlar olarak ikiye ayrilir. Invaziv
olmayan sekilde kisa bir inkiibasyon donemi sonunda bas agrisi, ishal, ates ve miyalji baglica
semptomlardir. Invaziv form ise hamileler, malign tiimérlii hastalar ve yaslilar gibi predispoze
bireylerde yiiksek mortalite gosteren ve inkiibasyon siiresi 90 giine kadar ulasabilen

formudur(Sekil 6) (41).
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Sekil 6. insanlarda Listeriozis Komplikasyonlar (24, 47)

Listeria monocytogenes’ in enfeksiyon dozu tam olarak bilinmese de enfekte
insanlarin  bagisiklik sistemi, gidanin yapist etkenin virlilansi, gibi faktorler goz ardi

edilmemesi gerekmektedir (24).

2.2.8.3. Gidalarda Listeriozis

Listeria monocytogenes; Amerika ve Kanada’ da 1980’ ler de teshis edilen ve birgok
oliimle sonuglanan salginlardan sonra gida patojeni oldugu anlagilmigtir (48, 49). Gida
kaynakli listeriozis; salmonellozis ve kampilobakteriyozis kadar yaygin olmamasina ragmen,
klinik olarak daha agir tablolar olusturabilmektedir (34, 50). 1999 yil1 Hastaliklar1 Kontrol ve
Onleme Merkezi verilerine gore; gida kaynakli enfeksiyonlar arasinda %20 lik mortalite
orantyla Listeria monocytogenes ikinci sirada yer almistir (50). Gidalar arasinda enfeksiyon
kaynaklar1 olarak; ¢ig siit, pastdrize edilmis siit, dondurma, meyve ve sebzeler, et ve et
riinleri, kanath etleri, ¢ig yada islenmis balik, kabuklu deniz mahsulleri, 1sil islem
uygulanmamus siitten elde edilen taze peynirler, yumusak peynirler, tiikketime hazir endiistriyel
gidalar, 1s1l islemden gegmis islenmis et {irlinleri sayilabilir (24, 51, 52, 53). Degisik iilkelerde

sporadik ve epidemik listeriozis vakalar1 Cizelge 6’ da bildirilmistir.
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Cizelge 6. Yillara Gore Diinyada Goriilen Listeria monocytogenes Olaylari (24).

Tarih Ulke Olay/6liim Gida maddesi
sayisl
2009-2010 Almanya, 34/8 Cokelek Peyniri (54)
Avusturya
Cek Cumh
2007 ABD 5/3 Pastorize Siit (55)
2006 Cek Cumbh. 75/12 Peynir ve salata (56)
2002 Kanada 17/0 Peynir (57)
2001 Japonya 38/0 Peynir (58)
2001 Isveg 42/0 Siit {iriinleri (59)
2000 ABD 13/0 Meksika tipi peynir (60)
1998-1999 Finlandiya 25/6 Tereyagi (61)
1995 Fransa 17/4 Yumusak peynir (62)
1994 ABD 45/0 Cikolatal1 Siit (63)
1992 Fransa 279/85 Joleli domuz dili (64)
1991 Tazmanya 4/0 Midye (65)
1987-1989 Ingiltere 185/129 Et iiriinleri (66)
1983-1987 Isvigre 122/31 Cig siitten elde edilen
peynir (67)
1981 Kanada 41/17 Salata (68)
1976 ABD 20/4 Cig Salata (62)
1966 Almanya 279/109 Siit Uriinleri (63)

16



2.2.9. Peynirde Listeria monocytogenes

Genellikle Listeria Monocytogenes ’in firline, peynir yapimi, olgunlastirilmasi,
depolanmasi ve pazarlanmasi asamalarinda bulastig1 ve onemli saglik riskleri olusturdugu, siit
tirtinlerine siklikla pastorizasyon sonrasi bulastigi, siit isletmelerine ise ¢ig siit yoluyla girdigi
belirtilmektedir (36, 69, 70).

Tiirk Gida Kodeksi 2009 tebliginde bazi patojenlerin ve maya-kiifiin peynirlerde
belirtilen limitleri Cizelge 7° de belirtilmistir (24).

Cizelge 7. Peynir Mikrobiyolojik Kriterleri*.

n C m M
Maya ve Kiif (kiifle olgunlastirilanlar haric) 5 2 10° 10°
Staphylococcus aureus 5 2 10° 10°
(koloni olusturan birim-kob/g)**
Listeria monocytogenes 5 0 0/25g-ml
Salmonella spp. 5 0 0/25g-ml
Esherichia coli O157:H7 5 0 0/25g-ml

* Eritme peynir hari¢ diger tim peynirler
* *Koagiilaz pozitif stafilokoklar

Teblig verilerine gore tiim peynir numunelerinde Listeria monocytogenes’ in izole
edilmemesi gerekmektedir. Cig koyun siitiinden iiretilen savak salamura peynirlerinde {iretim
aninda inokiile edilen Listeria monocytogenes susunun 120 giin siiresince canli kaldig tespit
edilmistir. Bu arastirma Listeria monocytogenes susunun salamura siiresince peynirlerde goz

ard1 edilmemesi gereken bir patojen oldugunu gostermektedir (71).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Gerec¢

3.1.1. Kullanilan Gida Ornekleri

Bu ¢alismamizda; Sanliurfa il ve ilge merkezlerindeki semt pazarlarinda yoresel olarak
koyun ve inek siitiinden iiretilen taze peynirlerden, toplamda 97 adet peynir 6rneginde Listeria
monocytogenes’ in varligi arastirildi (Sekil 7).

Sekil 7. Peynir Ornekleri
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3.1.2. Kullanilan Besiyerleri ve Alet EKipman

3.1.2.1. Besiyerleri

3.1.2.1.1. Fraser Listeria Selective Enrichment Broth (Base) (Merck 1.10398)

A\

Proteose peptone 5,0 g/L
Esculin 1,0 g/L

Yeast extract 5,0 g/L

NaCl 20,0 g/L

KH,PO, 1,35 g/L

Meat extract 5,0 g/L
Lithium chloride 3,0 g/L
Peptone from casein 5,0 g/L
Na,HPO, 12 g/L

YV V.V V V V V V

On zenginlestirme asamasinda kullanilmak iizere, hazir besi yerinden 55 g tartilarak
1000 ml distile suda ¢ozdiiriildii ve pH’ s1 7,0+0,2’ye ayarlandiktan sonra 15 dakika otoklavda
121°C’de sterilize edildi (Sekil 8). Otoklavdan alinan besi yeri sicakligi 50°C’ye
diisiiriildiikten sonra tizerine 5’er ml steril distile su ile siispanse edilmis 1 ampul Ammonium
Iron (111) citrate (Merck 1.00092) ve 2 ampul Fraser Listeria Selektif Supplementten (Merck
1.00093) ilave edilerek karistirildi. Steril cam kavanozlara aseptik kosullarda 225 ml transfer
edildi (Sekil 9).
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Sekil 8. Supplementsiz Listeria Enrichment Brothlarda Selektif Olmayaﬁ On
Zenginlestirmeler

Sekil 9. Supplement Ilave Edilmis Listeria Brothlarda Selektif On Zenginlestirmeler
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3.1.2.1.2. Fraser Listeria Selektif Supplement (Merck 1.00093)

Fraser Listeria Selective Enrichment Broth Base (Merck 1.10398) besiyeri igin
katkidir. Bilesiminde Nalidixic acid 5 mg; Acriflavine 6,25 mg bulunur. Yaklasik 1 ml su

Selektif katk sisesine ilave edilerek ¢oziindiiriliir.

1/2 kuvvette Fraser Broth (Tam kuvvet) hazirlamak igin 1000 ml steril Fraser Broth
besi yerine 1 sise Ammonium Iron(l11) supplement (Merck 1.00092) ile birlikte 1 sise Fraser
Listeria Selektif Supplement (Merck 1.00093 ) kulanild:.

3.1.2.1.3. Fraser Listeria Ammonium iron(111) (Merck 1.00092)

Bilesiminde 250 mg Ammonium iron(I11) citrate bulunur. Fraser listeria selektive ile

birlikte 1 sise olarak katilir.

3.1.2.1.4. Chromocult Listeria selective Agar Base (Merck 1.00427)

Zengin bir bilesime sahip ISO 11290 standartlarina gére kromojenik besi yeri olarak

kullanilir.
Tipik bilesime (g / litre),

Peptone from meat 18,0 g/L;

Di-Sodium hydrogen phosphate 2,5 g/L;
Yeast extract 10,0 g/L;
5-bromo-4-chloro-3-indolyl -B-D-glukopiranozid 0.05 g/L;
Magnesium Glycerphosphate 1,0 g/L
Magnesium Sulphate 0,5 g/L;

Sodium Chloride 5,0 g/L;

Lithium chloride 10,0 g/L ;

Agar-agar 13,0 g/L

Sodium pyruvate 2,0 g/L ;

Peptone from casein 6,0 g/L;

Glucose 2,0 g/L

V V.V V V VYV V V V V V VY
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Hazirlanist; 35 g dehidre besi yeri toplam 476 ml distile suda eritilir. Kaynar su
banyosunda ¢ozdirilir. (Bu besi yeri otoklavlanmaz.) 48-50 °C’ ye kadar sogutulur

sumplementler eklenir ve 16-18 er ml steril petri kutularina dokiiliir.

3.1.2.1.5. Chromocult Listeria Agar Selective Supplement(Merck 1.00432)

Her bir sisede 5 mg Amphotericin B;20 mg Ceftazidime;20 mg Nalidixic acid Sodium
salt ve 76700U Polymyxin B sulphate vardir.

Supplement sisesine 4 ml 1:1 oraninda su ve etanol (%96) ilave edilir. Her sise 500 ml

besi yeri i¢in kullanilir.

3.1.2.1.6. Chromocult Listeria Agar Enrichment Supplement (Merck 1.00439)

Her bir sisede 1 g L-a (Alfa)- Fosfatidilinositol vardir. Listeria monocytogenes’ in

diger listeria tiirlerinden ayirt etmesi igin kullanilir.

L-a (Alfa)- Fosfatidilinositol bulunan sise benmaride 48-50 °C’ye kadar sitilir. 4 ml
selektif katki eklendikten hemen sonra zenginlestirme katkisi aseptik olarak agar besi yerine

ilave edilir.

3.1.2.2. Alet ve Ekipmanlar

Otoklav(ALP)

Inkiibatérler (Niive)

Real-time PCR Cihaz1 (Rotor-Gene Q)
Analitik teraziler (0.01g hassasiyette)
Bunzen beki

Biyogiivenlik kabini (Esco Class I1)
Steril bicak, pens,spatiil, vb. malzemeler
Su banyosu (80-100 °C)

Tiip karistirict

Otomatik pipet ve steril pipet ucu

Cam kavanoz

Derin Dondurucu

V V V V V VYV V V V V V V VY

Plastik steril petriler (15x90mm )
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Nanodrop DNA Cihazi(Denovix)

Cam tiipler ve tiip standlar1

Erlen , meziir, beher vb. cam malzemesi
Mikrodalga

Manyetik karistiricili 1sitict (Wisestir)
Isitict blok Dupont

Otomatik pipet 20-200 nl

Otomatik pipet 5-50 pl

YV V.V V V V V V V

Stomacher

3.2. Yontem

3.2.1. Kiiltiir

Bu ¢aligmada Sanliurfa il ve ilge merkezlerindeki semt pazarlarindan satin alinan 97
adet taze yoresel urfa peynir ornegi aseptik kosullarda soguk zincir altinda laboratuara
getirildi. Ornekler analize kadar -18 °C muhafaza edildi. Daha sonra 1ISO 11290-1 metoduna

gore analize alindi.

Fraser Listeria Selective Enrichment Broth Base (Merck 1.00427)’den 55,0 g/L
tartilarak, 1000ml distile suda ¢6zdiiriildii ve 121 °C de otoklavda 15 dk sterilize edildi.
Hazirlanan besiyeri 21°C’da pH’s1 7,2 ve sarimsi1 kahve renkte ve berraktir. Fraser Broth
besiyeri ISO 11290-1 yonteminde belirtildigi iizere 6n zenginlestirme igin Fraser Listeria
Selective Supplement (Merck 1.00093) ve Fraser Listeria Ammonium iron(IlI) (Merck
1.00092) ilave edilerek karistirildi. Her numune steril stomacher torbalarina 25°er gram
tartilarak i¢ine 225 ml Fraser Listeria Selective Enrichment Broth (Merck 1.10398) ilave
edildi. 2 dk. homojenize edilerek 37 °C’ de 48 saat aerob ortamda inkiibasyona birakildi
(Sekil 10).
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Sekil 10. Ekime Hazir On Zenginlestirilmis Numuneler

Listeria Selective Agar Base (Merck 1.00427.) 35 gram 300 ml distile suda
karistirildiktan sonra tizerine 176 ml distile su eklendi. 20-35 dk. Karistirilip su banyosunda
1sitildi. Daha sonra 50 °C’ ye kadar sogutuldu. Septik olmayan kosullarda 4 ml steril damitik
etanol/su karisimi (1:1) ile karigtirilan Chromocult Listeria Agar Selective Supplement
(Merck 1.00432.) besiyerine ilave edildi. Selective katkinin ilavesinden hemen sonra
zenginlestirme katkisi olarak 20 ml 48-50 °C de olan, 480 ml Chorocumult Listeria Agar
Enrichment supplement (Merck 1.00439) besiyerine ilave edildi ve karistirildi.

ALOA Agarlar Steril petrilere dokiildii. Besiyerlerine ¢izgi ekimi yapildi. 37 °C’ de 24
saat inkiibatorde inkiibe edildi. ALOA agarda Listeria monocytogenes opak bir hale ile ¢evrili
yesil- mavi koloniler olustu (Sekil 11). Siipheli koloniler tespit edildi. Ayn1 giin i¢inde Real-
time PCR cihazinda okutuldu.
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Sekil 11. Listeria spp. nin Aloa Agardaki koloni morfolojisi

3.2.2. DNA izolasyonu

Siipheli kolonilerden 5’er adet almarak Brain Heart Iinfusion Brotha gegilerek 37°C’de
18 saat inkiibe edildi. Inkubasyonu takiben s1v1 besiyerleri steril 1.5 ml microsantrifiij tiipiine
minimum 10° bakteri hiicresi sayilarak alindi. Santrifiijde 8000 x g de 5 dakika gevirilerek
olusan pellet iizerine 200 pl PBS eklendi. Uzerine 20 pl lizozim enzimi eklenerek (10 mM
Tris-HCI, pH 8.0, 1 mM EDTA pH:8.0, 0,1 %(w/v) SDS) 37°C’ de 15 dakika hiicre duvarini
yikmak i¢in bekletildi. Bu lizatlardan DNA izolasyonu, High Pure PCR template DNA
ekstraksiyon kitinde (11796828001; Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Almanya)
bulunan, kiiltiirden bakteri izolasyon prosediirii kullanilarak iiretici talimatlar1 dogrultusunda
yapildi. Elde edilen 26 adet siipheli kolonilerin DNA’lart Nanodrop cihazi ile 6lgiilerek
260/280 nm saflig1 ve ng/ul olarak miktarlar1 tespit edildi (Sekil 12, Cizelge 8). Izole edilen
DNA 6rnekleri -20 °C de Real-time PCR analizi i¢in muhafaza edildi (72).
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Sekil 12. DNA Nanodrop Cihazindaki Olgiimler

Cizelge 8. DNA Olgiimleri

Say1 Ornek No DNA Miktari(ng/pl) 260/280nm
1 5 70,25 2
2 7 14,76 1,9
3 9 43,13 2,1
4 24 38,29 2
5 26 142 2
6 34 113,13 2
i 44 62,1 2
8 51 48,88 1,8
9 52 26,14 2

10 54 124 2
11 60 99,85 1,9
12 62 114 1,6
13 66 182 1,9
14 72 74,3 2
15 74 128,72 1,91
16 76 152,73 2,06
17 80 26 1,9
18 82 32,3 2
19 84 56 1,9
20 85 13,07 2,1
21 86 71 2
22 87 76,15 2
23 89 28,62 2
24 90 108,33 1,95
25 94 21,32 1,6

N
(o]

95 50,35 2,1




3.2.3. Real-time PCR Yontemi ile Listeria spp. identifikasyonu

Listeria spp. siipheli kolonilerden 6nce niikleik asid izolasyonu yapilarak elde edilen
DNA’lardan Listeria monocytogenes identifikasyonu, Listeriolysin gen bolgesi kullanilarak
Real-time PCR yontemi ile incelendi. Tiim Real-time PCR reaksiyonlarinda ornekler 2
tekrarli ¢alisildi. Real-time PCR islemi, Rotorgene Q (Qiagen, Hilden, Almanya) sisteminde
Light Cycler FastStart DNA Master SYBR Green | kiti (03003230001; Roche Diagnostics
GmbH, Mannheim, Almanya) kullanilarak iiretici direktifleri dogrultusunda yapildi. Listeria
monocytogenes’in, Listeriolysin O gene (hly) bolgesi icin spesifik dizayn edilmis primerler

kullanilarak tiretici direktiflerine gore galisma ve analiz gergeklestirildi (73).
Listeria monocytogeneses igin
Diiz primer (5’-GGGAAATCTGTCTCAGGTGATGT-3’) ve
Ters primer (5’-CGATGATTTGAACTTCATCTTTTGC-3’)

Listeria monocytogenes i¢in PCR iiriinlerinin amplifikasyonlar i¢in PCR karigimi 2 pl 10x
SYBRGreen mix (Tag-polymerase igeren), 2ul 25mM MgCl,, 12ul ddH,O ve herbir
primerden 1pl (10 umol) ve izole edilen DNA (50ng/ul) 2 ul eklenerek hazirlandi. 95°C 30
saniye ve 45 dongii 95°C 10 saniye, 62°C’de 30 saniye tekli okuma yapildi. Erime egrisi
analizi i¢in 1 dongli 62°C’den erime egrisi 95°C 0 saniye 1°C /saniye siirekli okuma yapildi.
Soguma 40 °C de 30 saniye ile gerceklestirildi. Real-time PCR islemleri Rotorgene Q

(Qiagen, Hilden, Almanya) cihazi kullanilarak yapildi (73).
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4. BULGULAR

Sanlwurfa il ve ilge merkezlerindeki semt pazarlarinda toplanan yoresel olarak koyun
ve inek siitiinden iretimi yapilmis Urfa peynirlerinden, toplamda 97 adet peynirde Listeria
monocytogenes’ in varhiginin arastirildi. Bu numunelerden 50 adedi koyun ve keg¢i peyniri

olup geriye kalan 47 adet peynir 6rnegi ise inek peyniri olarak toplanmaistir.

Calismada incelenen 97 adet peynir numunesinde ISO 11290-1 metoduyla yapilan
Listeria spp. izolasyonunda 26 siipheli koloni gériilmiis, siipheli kolonilerin Hly bolgesi ve
Real-time PCR cihaziyla identifikasyonu yapilip 3’ {iniin (% 3.09) Listeria monocytogenes
oldugu tespit edilmistir. Tespit edilen 3 6rnekte Inek Peyniri oldugu belirlenmistir (Cizelge 9,
Sekil 13). Calisma kapsaminda incelenen peynirlerde Listeria monocytogenes oraninin bazi

calismalara gore oldukca diisiik olmasina ragmen bazi ¢alismalarinda lizerinde bulunmustur.

Cizelge 9. Real-time PCR Sonucu Listeria monoctygones 'in Izolasyon ve Identifikasyonu

Listeria monoctygones Real-time PCR

Peynir Tiirii Numune Sayisi Negatif Pozitif
Inek Peyniri 47 44 3
Koyun Peyniri 50 50 0

Numune 66

Harm. Flyoro.

o

8
Numune 62

0,4 |

Negatif Kontrol

0,0 |

- Sekil 1§. Real-t1inme PCIR;SSOnUCUZD

25 30 35 40 45
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5. TARTISMA

Fermente bir siit iiriinii olan peynir; uzun Omri, yiiksek protein degeri ve yoresel
cesitliligi ile fazlaca tiiketilen hayvansal bir gidadir. Uretimdeki hijyen hatalari, ambalajlama
ve muhafaza sirasinda olusan kontaminasyon, gida kaynakli patojenler ag¢isindan tehlike
olusturabilmektedir. Tiirkiye’ de ve Diinyada siit ve siit liriinlerinde ve 6zellikle de peynirde
Listeria monocytogenes ile ilgili bircok arastirma yapilmistir (74, 75, 76). Bu ¢alismamizda
97 adet Sanliurfa yoresel peynir drneklerinde Listeria monocytogenes orant % 3.09 olarak
belirlenmigtir. Calismamizda elde edilen bu deger, diinya genelindeki mevcut g¢alisma

sonuclarinin ¢ok altindayken; bazi ¢aligmalarin ise iizerinde oldugu goriilmiistiir.

51 Savak peyniri lizerine yapilan bir ¢alismada %21.96 Listeria monocytogenes
kontaminasyonuna rastlanirken (74), Giilmez ve Giiven’ in 2001 yilindaki ¢alismalarinda 40
Cecil peyniri 6rnegi tizerinde 1 (%2.5) adet Listeria monocytogenes kontaminasyonuna
rastlamiglardir (75). Kahraman ve ark. (76) 2010 yilinda inceledikleri kasar peynirlerinde %
1.7, Biiyiikyoriik ve Goksoy (77) 2011°de 58 adet peynirde % 1.72, Telli (24) 2012 yilinda %
1.56 Listeria monocytogenes oranlart saptanmislardir. Karadal tarafindan 2013 yilinda
hazirlanan doktora tezinde; arastirmada kullanilan 200 peynirden 2 adet (% 1) Listeria
monocytogenes kontaminasyonuna rastlanmistir (78). Azak ve arkadaslarinin Erzincan tulum
peynirlerinde yapmis olduklar1 ¢alismada ise 100 tulum peyniri numune olarak kullanilmis ve
arastirma neticesinde tulum peynir numunelerinin 3’i (%3) Listeria spp. olarak goriilmiis ve
izole edilen numunelerin tiimii PCR ile Listeria monocytogenes olarak identifiye edilmistir
(79). Yavuz 2015 yilinda yapmis oldugu yiiksek lisans tezinde 57 adet Ornek iizerindeki

caligmasinda herhangi bir Listeria monocytogenes kontaminasyonuna rastlamamistir (80).

Manfreda ve ark. (81) Italya’ da Gorgonzola peyniri iizerine yaptiklari bir ¢alismada
Listeria monocytogenes kontaminasyonunu %?2.1 olarak tespit etmislerdir. Gohil ve ark (82)
1995 yilinda 196 adet salamura beyaz peynir Orneginin 2 (% 1.02) adet Listeria
monocytogenes izole etmislerdir. Wernars ve arkadaglarinin PCR teknigi ile yumusak
peynirlerde yaptiklari arastirmada bazi drneklerde 10° kob/0.5 g Listeria spp. izolasyonu i¢in
yeterli bakteri sayisi oldugunu belirlemislerdir (83). El- Silva ve ark., Brezilyada yoreye has
peynir c¢esidi olan Minas peynirinin {retiminde kritik kontrol noktalarinda Listeria

monocytogenes varligini tespit etmek igin yaptiklar arastirmada 218 6rnekten; 54 gida, 107
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ekipman, 22 personel ve 35 g¢evresel ornek tizerinde ¢alisip; 13 Listeria spp. izolasyonu
yapmis ve identifikasyonunda; 9’unun Listeria innocua, 2’sinin Listeria monocytogenes ve

2’sinin de Listeria grayi olarak belirtmislerdir (84).

Tiirkiye’ de onceki yillarda yapilan bazi diger arastirmalarda siit liriinlerinde Listeria
monocytogenes izolasyonu ve yayginligr arastirilmis ve farkli yorelere ait calismalar
bildirilmistir. Nitekim Akkaya ve arkadaslarinin Afyon il merkezinde bulunan pazarlardan
temin ettikleri 100 adet beyaz peynir numunesinde kiiltiir yontemi ile yaptiklar1 arastirmada
analiz edilen 100 adet peynir numunesinin 6’ sinda (%6) Listeria monocytogenes tespit
etmislerdir (85). Istanbul’ da Uysal ve Ang’ 1n kiiltiir ve API Coryne ( Bio Merieux ) metodu
ile yapmis olduklar1 bir arastirmada ise peynir 6rneginin 11 tanesinde (% 4) Listeria
monocytogenes izole etmislerdir (86). Kara ve arkadaslarinin Erzurum’ da 34 adet beyaz
peynir ve 16 adet civil peynir 6rneginde yapmis olduklari ¢alismada ise 4 Listeria susu tespit
etmislerdir (87). Yapilan ¢alismaya benzer sekilde Sagun ve arkadaslarinin Van ili merkez ve
cevre koylerden almis olduklar1 254 Otlu peynir 6rneklerinden 13 adedi (%S5,11) Listeria spp.
olarak izole edilmis olup identifikasyonunda 10 adet (%3,93) Listeria monocytogenes, 1 adet
(%0,39) Listeria ivanovii, 1 adet (%0,39) Listeria innocua ve 1 adet (%0,39) de Listeria
Welshimeri olarak siniflandirilmistir (88). EImas’ in (89) 2014 yilinda Aydin ilinde yapmis
oldugu yiiksek lisans ¢alismasinda 60 adet peynir 6rneginden 3 adet (%5), Colak ve ark., (90)
2006 yilinda 250 tulum peynirinin 12 adet (% 4.8) , Ceylan ve Demirkaya (91) 2007’ de
yapmis olduklar1 ¢alismada, salamura beyaz peynir numunelerinden yalnizca bir tanesinde (%
3,45) Listeria monocytogenes tespit ederlerken, Giiner ve Telli’nin (92) 2011 yilinda Urfa
tulum peyniri 6rneklerindeki caligmalarinda Listeria monocytogenes prevelanst % 13.3 olarak
belirtilmistir.

Diger bazi Ulkelerde Listeria monocytogenes’ in insidensini ortaya koymak iizere
peynirlerde yapilan ¢alismalarda ise; Marrakchi ve arkadaslarinin Fas’ da yapmis olduklari
calismada 22 taze peynir numunesinin % 4.54’unde Listeria monocytogenes izole etmislerdir
(93). Torres-vitela ve arkadaslarinin Meksikada panela ve adobera peynirlerinde kiiltiir ve
minividas sistemle yapmis olduklari arastirmada 200 peynir numunesinde toplam % 18
oraninda Listeria monocytogenes izole etmislerdir (94).

Aragtirmamizdaki bulgular ile daha Onceki arastirmacilarin buldugu degerler

arasindaki farklilik, kullanilan farkli peynir iiretim teknikleri, peynir yapiminda kullanilan
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stitlerdeki farkli kontaminasyon seviyeleri, semt pazarlarindaki farkli ¢evresel sartlar, cografi
farkliliklar ve yetersiz hijyenik uygulamalardan kaynaklandig: diistintilmektedir.

Ayrica Real-time ile yapilan ¢alismalarda Berrada ve arkadaslarinin Real-time PCR
sistemi ile Listeria monocytogenes calismalarinda etkinliginin (>%85) tizerinde oldugu ayn1
zamanda PCR-esasl analizlerde dogrulugun yiizde olarak ifade edilen sapmanin %9 ile %26
arasinda oldugunu, hassasiyetin yiizde olarak %9-22 oldugunu ve tim kiiltiir pozitif
orneklerin ayn1 zamanda Real-time PCR sisteminde de pozitif oldugunu gosterilmislerdir
(72).

Hein ve arkadaglariin yaptiklari ¢alismada 42 Listeria monocytogenes ve 33 Listeria
Innocua iap geni kullanilarak Real-time PCR’da tanimlanmistir. Spesifitenin dogrulanmasi
icin 22 farkli bakteri tiiriide ¢aligilarak tanimlanmadi goriilmiistiir. Listeria monocytogenes
direkt olarak siitten izole edildiginde kantitasyon ve deteksiyon yapildiginda geleneksel plate
sayma metoduna gore Real-time PCR’ 1 ¢ok daha hizli ve hassasiyetinin yiiksek oldugunu

belirtmislerdir (95).
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6. SONUC

Yapilan tez ¢aligmasinda, Sanliurfa’ da tiiketime sunulan toplam 97 peynir 6rnegi ISO

11290-1 izolasyon metodu ile analiz edilerek 3 6rnegin (% 3.09) Listeria monocytogenes ile

kontamine oldugu saptanmistir. Bu durumun, yapilan hayvancilik yonteminden kullanilan

yemin tiirline, liretim kosullarindaki hijyen noksanligindan pazar kosullarina kadar bir ¢ok

faktorden kaynaklandigr disiiniilmektedir. Bu c¢alismada bulgular degerlendirildiginde

Listeria monocytogenes kontaminasyonun az miktarda oldugu fakat az miktarda olsa dahi

halk sagligi agisindan 6nemli riskler tagiyabilecegi bulunmustur.

Olas1 sikintilarin 6nlenmesi agisindan bu ¢aligmanin bulgular ile asagidaki maddeler

Onerilir.

YV V. V V V

Hastaliklardan ari, saglikli hayvan yetistirmelidir.

Sagim asamasinda mastitislerin teshis ve tedavisine 6zen gosterilmelidir.
Sagim hijyenine dikkat edilmelidir.

Siit pastdrizasyon islemine tabi tutulmalidir.

Modern igletmelerde peynir iiretiminin ilk asamasindan baslanip tiliketiciye
sunuluncaya kadar HACCP (Hazard Analysis and Critical Control Points)
sistemi uygulanmalidir.

Aile isletmelerinde iiretimin tiim asamalari i¢in bilin¢lendirme programlar1 ve
iretim hijyeni acisindan egitim programlar: diizenlenmeli

Halk sagligi acisindan Listeria monocytogenes’ in varligi ve etkilerinin de
oldugu egitim programlari diizenlenmeli ve konuyla alakali brosiir ve el
kitapciklari iiretici ve de tiiketicilere ulastirilmalidir.

Gida isletmelerinde temiz ve kirli sahalar birbirinden ayrilmalidir.

Yanlizca iiretim degil muhafaza, tasima gibi peynirlerin tiiketiciye ulagsana dek

tiim asamalarda dekontaminasyonuna 6zen gosterilmelidir.

Listeria monocytogenes, zoonoz bir patojen oldugundan dolayi isletmelerde,
personel (Veteriner hekimler, hayvan bakicilar ve ilgili kisiler) hijyeni dikkate

alinmali, diizenli portdr muayeneleri yapilmalidir.
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