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ERZINCAN iLi TULUM PEYNIRLERINDE LISTERIA SPP. iZOLASYONU VE
IDENTIFIKASYONU
Mustafa Giirkan AZAK

Erciyes Universitesi, Saghk Bilimleri Enstitiisii
Veteriner Mikrobiyoloji Anabilim Dah
Yiiksek Lisans Tezi, Haziran 2011
Damsman: Prof.Dr. Hiiseyin KILIC

KISA OZET

Bu ¢alismada, Erzincan ilinde iiretilen ve satisa sunulan, Erzincan Tulum Peynirlerinin, Listeria
monocytogenes varliglt yoniinden konvansiyonel ve molekiiler yontemlerle incelenmesi

amaclanmustir.

Bu amagla 100 adet tulum peyniri materyal olarak kullanilmistir. Listeria spp. izolasyonunda
ISO 11290-1/A1-2004 metodu kullamilmustir. Elde edilen Listeria spp. izolatlarinin genus ve tiir
diizeyinde identifikasyonu ise sirasiyla iap gen bolgesi ve listeriolysine gen bolgesine spesifik
primerler kullanilarak yapilan Polimeraz Zincir Reaksiyonu ile gerceklestirilmistir. Calisma
sonucunda tulum peynir 6rneklerinin 3’1 (% 3) Listeria spp. yoniinden pozitif olarak saptanmis

ve izolatlarin tamami PZR ile L. monoytogenes olarak identifiye edilmistir.

Bu calismada, Erzincan ilinde, onemli bir tiikketim potansiyeline sahip Erzincan Tulum
Peynirlerinde L. monocytogenes varliginin saptanmasi sebebiyle bolgede etkenle bulasik tulum

peyniri tiikketiminin, halk saglig1 agisindan risk olusturabilecegi kanisina varilmstir.

Anahtar Kelimeler: Peynir, Listeria spp., L. monocytogenes, PZR
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ISOLATION AND IDENTIFICATION OF LISTERIA SPP. FROM TULUM CHEESE
OF ERZINCAN CITY AND REGION
Mustafa Giirkan AZAK
Erciyes University, Graduate School of Health Sciences
Department of Veterinary Microbiology
M.Sc. Thesis, June 2011

Supervisor: Prof.Dr. Hiiseyin KILIC

ABSTRACT

The aim of this study is to investigate Listeria monocytogenes existence in Erzincan Tulum

Cheese produced and sold in Erzincan city by conventional and molecular methods

For this purpose, 100 Tulum Cheese specimens are used as a starting material. The isolation of
Listeria spp. was done by using ISO 11290-1/A1-2004 method. The genus and species level
identification of obtained Listeria spp. isolates were performed by Polimerase Chain Reaction
using specific primers in iap and listeiolysine gene region, respectively. In the light of the search
results, 3 % of the analyzed Tulum Cheese specimens were found as Listeria spp. positive and

all of these isolates were identified as L. monoytogenes by using PCR.

In this work, the existence of L. monocytogenes were determined in Erzincan Tulum Cheese
which has high consumption potential in Erzincan territory, therefore it is concluded that the

consumption of infection carrying Tulum Cheese can generate risk in public health.

Keywords: Cheese, Listeria spp., L. monocytogenes, PCR
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1.GIRIS VE AMAC

Peynir iiretimi siit endiistrisinde en fazla cesitlilik gosteren alani olusturmaktadir.
Giiniimiizde sayis1 binlerle ifade edilen peynirin, tilkemizde elliyi askin cesidinin
bulundugu tahmin edilmektedir. S6z konusu iiriinlerin bir kismi unutulmaya yiiz tutmus,
bir kismu ise aile tipi isletmelerde iiretilerek yore pazarlarinda satilmak suretiyle ayakta

kalmay1 bagsarmstir (1, 2).

Tulum peyniri zengin bir protein, yag, kalsiyum ve fosfor kaynagi olmasmin yani sira,
ozellikle ulagim imkanlarmin smirh oldugu bolgelerde siitiin yerinde degerlendirilmesi
bakimimdan nem tagimaktadir. Ulkemizde iiretilen peynirler icinde nemli bir yeri olan
tulum peyniri, liretim miktar1 bakimmdan beyaz peynir ve kasar peynirinden sonra
liciinci srrada yer almaktadir. Tulum peynirleri iiretim bolgelerine gore Erzincan

(Savak), Dicle ve Cimi tulum peynirleri gibi degisik yoresel isimlerle anilmaktadir (3).

Peynirler yararlar1 yani sira, yiiksek besin icerikleri ile olumsuzluklara da yol acan
mikroorganizmalar icin iyi bir besin ortamidir. Onemli besinlerimizden birini teskil
eden peynirler cesit, ambalajlama ve saklama durumlarmma gore az veya c¢ok
mikroorganizma yiikii bulundurabilirler. Patojen Listerialar 0Ozellikle de L.

monocytogenes hem hayvanlarda hem de insanlarda hastalik olusturdugundan 6nemli
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zoonoz hastaliklardan kabul edilmektedir. Listerialar dogada, gidalarda, insanlar,
hayvanlar ve bitkilerde bulunurlar. Listerialarin saprofit olarak yasadiklar1 yerler
clirimiis bitki yiginlar1 olup, ayn1 zamanda onlarm dogal yasam cevreleridir. Ayrica
nemli ve kuru g¢evre sartlarinda, toprak ve bitkilerde aylarca canli kalabilirler (4,5).
Giiniimiizde Listerialarin insanlara ve hayvanlara daha cok gida kaynakli olarak
bulastiklarma dair yaygin bir kan1 bulunmaktadir. Ancak Listerialar, vertikal, zoonotik,

nosokomial gibi farkl yollardan kolaylikla bulasabilmektedir (6).

Patojen Listerialarin insanlara bulasmasi, tarimsal alanlardan, diger cevrelerden ve
gidalardan almmalari ile olur. Ancak bunlar arasinda ¢ogunlukla gidalar, 6zellikle iyi
pisirme islemi uygulanmamis olan ve hazir yiyecekler onem tasimaktadir. Listerialar
basta siit ve siit iirinleri olmak iizere et ve et liriinleri gibi hayvansal gidalarin yani sira
sebze ve salatalar gibi bitkisel gidalardan da bulasabilmektedir. Patojen Listerialarin
gidalarla bulasabilmesi icin yiiksek dozlarda alinmasi gerekmektedir ( >10”. Ancak
bazen yiiksek dozlarda alinmalarma ragmen bagisikliga baghi olarak hastalik
olugsmamaktadir. Her ne kadar insanlarda Listeria vakalarma diger hastaliklara nispeten
az rastlanilsa da gecmiste Listeria salgmlar1 belirlenmistir (7). Insanlarda Listeriozis,
meningitis, septisemi ve erken Olii dogumlarla karakterize bir hastalik olusturur.
Gecmiste belirlenen en biiyiik salginlardan birisi Amerika Birlesik Devletlerinde 142

kisinin 6liimii ve 93 6lii dogum vakasiyla sonuclandigi bildirilmistir (8).

Erzincan Tulum Peynirleri bolgede yogun olarak tiiketilmektedir, 6zellikle son yillarda
diger bolgelerimizde de taninmaya baslanmis ve bu peynire talep artmistir. Buna bagli
olarak da eskiden sadece ciftciler tarafindan geleneksel olarak iiretilirken giiniimiizde
tulum peyniri iiretimi amaciyla daha biiyiik isletmeler acilmistir ve Erzincan Tulum

Peyniri bolge halki agisindan 6nemli bir ekonomik kazang yolu olmustur.

Bu calismada, Erzincan bolgesinde, onemli bir tiikketim potansiyeline sahip Erzincan
Tulum Peynirlerinde, halk saglig1 acisindan risk olusturan 6nemli patojenler arasinda

yer alan Listeria monocytogenes varliginin incelenmesi amag¢lanmstir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. TARIHCE

Listerialar ilk olarak Almanya’da 1891°de hasta hayvanlardan izole edilmistir. Bunun
ardindan ise Isve¢’te 1911 yilinda bir tavsanin karacigerinden, 1917 ve 1920 yillarinda
da hastalarin omurilik sivilarindan Listeria monocytogenes izole edildigi bildirilmistir.
Ancak, bu bakterilerin tam olarak tanimlanmasi Murray, Webb ve Swann’in 1926
yilinda hamster ve tavsanlarda ¢ikan bir salginda etkeni izole etmeleriyle olmustur.
Murray, Webb ve Swann, bulduklart kiigciik, Gram pozitif ¢comak¢ik seklindeki bu
bakteriyi ilk olarak “Bacterium monocytogenes” olarak adlandirmislardir. Pirie, 1927
yilinda Giiney Afrika’da yasayan kemirgenlerde bu Gram pozitif basillerden izole
ettigini agiklamig; buldugu bu bakteriyi cerrah Lord Lister’in amisina “Listerella
hepatolytica” olarak adlandirmistir. Bu bakterinin adi 20. yiizyil ortalarina dogru
dolasim sisteminde monositogenezis yaptigindan dolayr “Listeria monocytogenes”
olarak degistirilmistir ve giiniimiizde de bu isim kullamilmaktadir (9). Listeria
tiirlerinden Listeria grayi 1948 de, Listeria murrayi 1966 yilinda belirleninceye kadar
uzunca bir siire Listeria monocytogenes tek tiir olarak diisiiniilmiistiir. Insanlarda ilk
Listeriosis vakas1 1936 yilinda bildirilmistir. ilk gida kaynakli Listeriosis vakasi ise

1953 yilinda bildirilmistir. Hastanin Listerialarmm sebep oldugu mastitisli bir inegin
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stitiinii icmek suretiyle Listeria monocytogenes etkenlerini almis oldugunu belirtilmistir.
Ayrica bu etkenlerin ikiz hamileligi bulunan bir annenin bebeklerinin 6lii dogmasma
sebep oldugu da bildirilmistir (6). Kanada’da 1983 yilinda kontamine gidalarla insanlara
bulasan salgin hastaliklarin ortaya ¢ikmasi, bilim diinyasmin dikkatlerinin Listerialar
izerine yogunlagsmasma neden olmustur (10). Listerialar genusu icersinde en iyi
bilinen tiirler Listeria monocytogenes, Listeria innocua, Listeria welshimeri, Listeria
seeligeri, Listeria Ivanovii, Listeria grayidir. Ayrica bu tiirlerin yan1 sira 2 adet daha
yeni identifiye edilmis tiir 2009 ve 2010 yillarinda rapor edilmistir. Bu tiirler Listeria
Marthi ve Listeria Roccurtiae dir. Listeria Grayi diger Listeria tiirlerine gére son
derece uzak baglantilar icerir. Listeria Ivanovii ve Listeria monocytogenesin her ikiside
memelilerde patojen iken, Listeria [Ivanoviininde nadiren ve predominant olarak
ruminantlardada hastaliklara sebebiyet verdigi goriilmiistiir. Listeria Monocytogenes
hayvan ve insanlarda hastalik yapan pek ¢ok Listeria tiiriiyle yakindan ilgilidir. Ayrica
fakiiltatif bir patojen olan Listeria Moncytogenes toprakta ve c¢iirlimiis bitkilerde
yasayabilmektedir. Fakat onun bir kez hayvana yada insana konak olarak girmesi
gereklidir. Bundan dolay: siddetli hastaliklara sebebiyet verebilir. Saglhikli bireylerde
nadiren kontak invaziv listeriosisler goriiliiyor iken kontak listeriosis i¢in yiiksek risk
grubu olusturanlar yash , bebek, hamile bayanlar ve immiin sistem yetersizligi olan

bireylerdir.
2.2. LISTERIA SPP
2.2.1. Taksonomi

Listerialar Taksonomide, Brochotrix cinsine olduk¢a yakindir. Son yillarda yapilan 16S
ribozamal RNA calismalar1 Listerialarin siniflandirmada Lactobacilluslar ile Bacilluslar
arasindaki yeri iggal ettigini gostermistir. Bilim adamlar1 tarafindan Brochotrixler ile
yakm genetik iligkide olduklar1 ve bdyle smiflandirmalar1 gerektigine kanaatine
varilmigtir (11). Gliniimiizde taksonomide Listeria genusu icerisinde en iyi bilinen tiirler
L. monocytogenes, L. innocua, L. seeligeri, L. welshimeri, L.ivanovii, L. grayi’dir (12).
Bu tiirlerden L. monocytogenes, L.ivanovii ve L. innocua patojen tiirlerdir. L. ivanovii
ve L. innocua’nin hayvanlar icin patojen oldugu bildirilmesine ragmen, L.ivanovii’nin
insanlarda nadiren hastaliklardan izole edildigi bildirilmistir. L. grayi, L.grayi subsp.

murrayi ve L.grayi subsp. grayi ve L.ivanovii de L. inanovii subsp. ivanovii ve
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L.ivanovii subsp. iondiniensis olmak iizere ikiser alt tiire sahiptirler. Listeria
monocytogenes hem insanlar hem hayvanlar i¢in Listerialar arasinda en 6nemli patojen
tiir olarak kabul edilir. Ayrica L. monocytogenes’in, gida kaynakli patojen bakteriler
arasinda da en 6nemlilerinden biri oldugu ve pek ¢ok kaynakta bildirilmektedir (13).

Listerialar tabiatta yaygin olarak bulunmalarindan dolayi, siitlere, gidalara ve yem
bitkilerine kolaylikla bulasabilmektedir. Bu sebeple Listeria enfeksiyonlarinda bulagsma

kaynaginin tespitini yapabilmek oldukca giictiir (13).
2.2.2. Morfoloji

Listerialar, 0.5-2 ym x 0.4-0.5 pm boyutlarinda, gram pozitif ve fakiiltatif anaerobik
mikroorganizmalardir. Mikroskobik goriiniimleri sporsuz, c¢omak¢ik seklindedir
(13,14). Hareket kabiliyetlerini 20-28 °C sicakliklarda gosterirken, 35-37 °C derece
sicaklikta ise hareket yeteneklerini kaybetmektedirler. Taze kiiltiir ortamlarinda Gram
pozitif olarak goriinmelerine ve kapsiilleri olmamasina ragmen, bazi c¢aligmalarda
mukopolisakkarit bir katmana sahip olduklar1 bildirilmistir (15-17). Psikrotrofik
mikroorganizmalar olup, 0 °C ile 45 °C (optimum 37 °C) sicaklik araliginda
cogalabilmektedirler. Bu bakteriler i¢in optimal su aktivitesi degeri 0.97 dir. Listerialar
yiikksek adaptasyon yeteneklerine sahip olmalarindan dolayi, ¢cok degisik ortamlarda
yasayabilmektedirler. Ornegin, yiiksek tuz yogunluklarinda (%10), genis pH (pH 4.4 -
9.4) ve sicakliklarda hayatta kalabilmektedirler (9).

Listerialar yar1 kat1 ortamlarda 37 °C de, 24 saatte diizensiz koloniler olusturlar ve
tiremeleri ylizeyden 3-5 mm semsiye benzeri bir goriiniim olusturur. Listerialar, nutirent
agarda 24-48 saatlik inkubasyonlarda, 0.5-1.5 mm capinda yuvarlak seffaf, etrafi
tamamen belirgin koloniler olustururlar. Tryptic soy agarda (TSA) hem 1yi tirerler hem
de tipik koloniler olusturlar. Koyun kanli agar basta olmak iizere diger temel besi

yerlerinde de kolaylikla iireyebilirler (9).



2.2.3. Biyokimyasal Ozellikleri

Listerialarin identifikasyonunda Gram boyama, hareketlilik, iireaz, H,S, indol, oksidaz
testi, Methyl Red/Voges Proskauer (MR/VP), eskiilin hidrolizi, katalaz testi, glukoz,
hemoliz, mannitol, cylose ve rhamnose ve Christie, Atkins and Munch-Peterson
(CAMP) testleri kullanilmaktadir. Listerialar, Gram pozitif diizgiin comak seklinde,
tireaz, H,S, indol, oksidaz negatif, Methyl Red/Voges Proskauer (MR/VP), eskiilin
hidrolizi, katalaz pozitif, glukoz ve salisinden gaz olusturmadan asit olusturan

bakterilerdir (18).

Listerialar 20-28 °C sicaklikta hareketlidirler. Bu hareketliliklerini, oda 1sisinda inkube
edilmis 8-24 saatlik genc sivi kiiltiirlerde (tryptone soya yeast extract broth) asili damla
metoduyla veya yar1 kat1 agarda 20-28 °C de inkube edilmis kiiltiirlerde ¢iplak gozle
gormek miimkiindiir. Yar1 kati agarda hareketliliklerinden 6tiirli semsiye benzeri bir
alan olustururlar L. monocytogenes, L. seeligeri ve L. ivanovii tiirleri bircok memeli

alyuvar hiicresini lize ederek, hemoliz olusturabilirler (18).
2.2.4. Christie, Atkins, Munch-Petersen (CAMP) Testi

CAMP testi, L. monocytogenes, L. ivanovii ve L. seeligeri gibi hemolitik Listeria
tiirlerinin ayrimimda kullanilan baslica testtir. Bu testte B-hemolitik Staphylococcus
areus ve Rhodococcus equi susu kanli agara birbirine paralel olacak diiz bir ¢izi
seklinde ekilir. Siipheli Listeria Kkiiltiirleri de bu ¢izgiler dik olacak sekilde birbirine
degmeden tek cizgi olarak ekilir ve 35 'C de 24-48 saat inkubasyona birakilir. L.
monocytogenes, S.aureus ¢izgisine yakin yerde hemoliz olusturur. R. equi tarafindan
herhangi bir hemoliz olusturmaz, L. ivanovii ise R. equi ¢izgisine yakin yerde hemoliz
olusturur. L. seeligeri ise L. monocytogenes’e gore daha zayif bir hemoliz

olusturmaktadir (17,19).
2.2.5. Virulens Faktorleri

L. monocytogenes, kendine 6zgii 6zellikleri bulunan ve hiicre icinde yasayan patojen bir
bakteridir. Insan ve hayvan viicudunda olusturulan cok cesitli savunma ve baski
faktorlerinden kagis mekanizmalarma sahiptir. Ornegin; bulasmis oldugu gidalarin
konakgis1 tarafindan alinmasiyla konak¢imin sindirim sisteminde proteolitik enzimlerle
asidik bir pH ile (yaklasik pH 2), safra tuzlarmin etkisi ve konak¢inin savunma
hiicrelerine kars1 koyabilmektedir (20).
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L. monocytogenes, internalin ismi verilen protein yardimiyla fagositleri ve diger tiim
doku hiicrelerini istila edebilme yetenegine sahiptir. Internalin A ve B (inlA ve iniB)
proteinleri infeksiyonun baslangicta, etkenin hiicrelere tutunmasi ve yasamini
siirdirmesine yardimci olan baglica proteinlerdir. Patojen Listerialarin konakci
hiicresine girdikten sonra ilk yaptiklari i, tek membranli vakuollere yerlesmektedir.
Tek membranli vakuolleri listeriolysin O proteinleri ile lize etmektedirler. LLO,
haemolysin (hly) geni tarafindan kodlanan patojen Listerialarin virulensini belirleyen
baslica proteindir. Listerialarin hiicre icinde ¢ogalabilmesi i¢in ortamla 1 saatlik siire

yeterlidir (21).
2.2.6. Epidemiyoloji

Paojen Listerialar 6zellikle de L. monocytogenes, hem hayvanlarda hem insanlarda
hastalik olusturdugundan 6nemli zoonoz hastaliklardan biri olarak kabul edilmektedir.
Listerilar, dogada (toprak, sular, lagim sulari, atik sular, giibreler), gidalarda (yemler,
otlar, silajlar, sebzeler, bitkiler, et, siit ve bunlardan elde edilen gida iiriinleri),
insanlarda, hayvanlarda ve hayvanlarin atik yavrularinda, vajinal akintilarda, fotal
membranlarda, siit idrar ve gaitalarinda, ciirlimiis sebzeler, deniz iriinlerinde yaygin
olarak bulunurlar (15-17). Listerialarin saprofit olarak yasadiklar1 yerler yani ciiriimiis
bitki yiginlar1 olup, ayn1 zamanda onlarin dogal yasam cevreleridir. Ayrica nemli ve
kuru cevre sartlarinda, toprak ve bitkilerde aylarca canl kalabildikleri goriilmiistiir (22).
Giiniimiizde listerilarmm insanlara ve hayvanlara daha cok gida kaynakli olarak
bulastiklarma dair yaygm bir kam1 bulunmaktadir. Ancak Listerialar, vertikal (anneden
cocuguna), zoonotik (hayvanlardan insana) nosokomial (hastane orijinli) gibi farkh

yollardan kolaylikla bulasabilmektedir (9).

Gida endiistrisinde yapilan c¢esitli hijyen diizenlemelerinden sonra listeriosis’in
insidensinin diistiigii goriilmiistiir. En yiliksek enfeksiyon orani yeni doganlar ile 60
yasindan biiyiiklerde goriilmektedir. Tiim vakalarin %30 unu hamile kadinlar ve 10-40
yas arasindaki insanlar olusturmaktadir. Ayrica, gebelikle ilgili olmayan hastalarin
%70°’1 yash insanlar, yeni dogan bebekler, bagisiklik sistemini baskilayan ilag
kullananlar veya bu sistemi baskilayan bir hastalia sahip olanlar (AIDS gibi)

listeriosis’e daha duyarlilardir. Ancak patojen Listerialar tiim insanlarda hastalik
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olusturabilirler. Hamile kadinlarda, 6lii dogumlara, erken dogumlara ya da abortuslara

sebep olabilirler (23).

Siit, peynir, tereyagi, tiitsiilenmis balik, yenmeye hazir domuz eti, sosis, et, hindi eti gibi
gidalar yenerek cesitli yillarda bakteriyemi ve meningitis ile sonuclanmis Listeria
salginlar bildirilmistir. Ayrica yenmeye hazir gida iiriinler arasinda kontaminasyonun

en ¢ok oldugu gida grubu kanath tiriinleri olusturmaktadir (24).

Insanlara gida kaynakli ya da diger yollarla L. monocytogenes bulasabilir. Diger yollarla
bulagsma anneden cocuga plasenta ya da dogum kanali yoluyla olabilir. Yeni dogan
bebeklerin kontamine olmus sularda banyo yaptirma yoluyla da L. monocytogenes,
bulasabilmektedir. Enfekte hayvanlara dogrudan temas ile ¢ift¢i ve veteriner hekimlerde

lokalize kutandz enfeksiyonlar olustugu bildirilmistir (25).

Listeriosis genellikle gelismis iilkelerde 5nem kazanmus bir hastalik durumundadir. Ilk
zamanlar Listerialarin bulunduklar1 yerlerin tespitine yonelik arastirmalar yapilirken,
son yillarda ise ¢calismalar dogada yasayan patojen Listerialar ile insanlardan izolasyonu

yapilan Listerialar arasindaki genetik iliskilerin arastirilmasina yonelmistir (26).
2.2.7. Dogal Yasam Yerleri

Listerialarda 1lgili yapilan ¢aligmalarin biiyiik boliimii Listerialarin, gidalar, ¢iftlikler ve
bunlarla iliskili yerlerden izolasyonu konularina odaklanmistir (27). Ancak cevre ve
tarimsal olmayan mekanlarda Listerialarin arastirildigr calismalar az da olsa
bulunmaktadir. Son zamanlarda tabiat veya ciftlik disindaki cevrelerde de insan
Listeriosis vakalarina rastlandigi bildirilmistir. Yapilan calismalar da tespit edilen

Listerialarin insanlar icin hastalik kaynagi olabilecegi goriilmektedir (25).

Welshimer ve Donker’in 1971 de yaptig1 calismada tarimsal araziler disindaki alanlarda
ilkbahar doneminde %6 oraninda L. monocytogenes izole edildigi bildirilmektedir (59).
Daha sonra Giiney Almanya’da yapilan bagka bir ¢aligmada misir bitkisinde %9.7,
cimenlerde %13.3, tarim arazilerinde %12.5, tarimsal olmayan arazilerde %44,
otlaklarda %15.5, ormanlarda %21.3 ve vahsi hayvanlarin beslendigi bolgelerde %23.1
oraninda Listeria spp. tespit edildigi bildirilmistir (25). Baska bir calismada ise

topraktan hi¢c L. monocytogenes izole edilemedigi bildirilmesine ragmen, silaj ile
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beslenen koyun ve sigirlarin gezindigi bolgelerdeki topraklardan izole edildigini ve bu
bolgelerdeki toprak ve bitkilerin L. monocytogenes kaynagi olarak hayvanlar igin

Onemine isaret edilmistir.(28).

Iki y1l siiren tabiat ve sehirdeki alanlarin karsilastirildigi Listerialarla ilgili bir diger
calismada ise L. monocytogenes’in sehir alanlarindaki varhigi % 7.5, tabiattaki varligi
ise % 1.4 oraninda bulunmustur (29). Listerialarin dogal yasam cevresinin tarimsal

araziler digindaki ¢evre oldugunu bildiren pek ¢ok bilimsel ¢calisma mevcuttur (27,28).

Listerialarin toprakta 295 giin canli kalabildigini gdsteren calismanin yaninda bir diger
caligmada ise steril veya steril olmayan toprakta (dogal), suda, kis sartlarinda dogada -
15 °C den 45 °C’ye kadar bir sicaklik araliginda hayatta kalabildigi ve ¢ogalabildigi
bildirilmistir. Ornegin, 10° cfu/ml Listeria bakterisi verilmis steril bir toprakta 154 giin
yasayabilmesi, tabiata ve tarimsal alan olmayan yerlerde ne kadar uzun siire hayatta

kalabildigini gostermektedir (25).
2.2.8. Tarimsal Alanlar

Hayvanlarda ilk Listeria izolasyonundan bu yana, pek c¢cok kez evcil ve vahsi
hayvanlardan Listeria spp. izole edildigi bildirilmistir. Bu hayvanlar cogunlukla sigirlar,
koyunlar ve kegiler, yani c¢iftlik ruminantlaridir. Bu sebeple Listerialar hakkinda
edinilmis bilgilerin biiyiik kismi ruminantlar ve ruminant ciftliklerinde Listerialarin
ekolojisine ve varhigmma dayali olmaktadir. L. monocytogenes’in prevalansi
ruminantlarda ve ruminant ciftliklerinde degisiklik gostermesine ragmen en yiiksek

prevalans silaj ile beslenen sigirlarda gozlemlenmistir (30).

Ciftlik cevreleri ve ciftlik hayvanlar1 bu sebeplerden dolay1 L. monocytogenes icin

onemli bir kaynak ve potansiyel bir rezevuar olabilir (27).

Patojen Listerialarin silaj yemlerindeki varligi ve ruminantlarin bulundugu cevredeki
fekal bulasmasi, havanlar arasinda ve ciftlik ¢evresinde yasayan insanlara bulagma icin
en Onemli sebep olarak gosterilmektedir. Patojen Listerialar fekal olarak kolaylikla
bitkilere ve bitkilerin bulundugu cevreye bulasabilir ve bu bitkiler hayvan yemi ya da

insan gidasi olarak tiiketilebilir (13).
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Herhangi bir hastalik belirtisi gostermeyen pek cok sigirin diskisinda Listerialara,
ozellikle de L. monocytogenes bakterilerine rastlanabilir. Ote yandan kiiciik
ruminantlarin digkilarinda genellikle daha az oranda Listeria belirlenmis ve bunlarinda

silaj yemleriyle beslendiklerinde patojen Listerialara maruz kaldiklar: bildirilmistir(24).

Insan Listeriosislerinde oldugu gibi hayvan Listeriosis vakalarinda da gida-yem
kaynakli, ozellikle silajlanmis yemlerin tiiketimine, kismen de dogru bir sekilde
fermente edilmemis yemlere bagl bir hastalik durumu mevcuttur. Silaj ile besleme ve
fekal yolla bulasan L. monocytogenes, ruminatlarda Listeriosis hastaligina sebep olan
yiiksek risk faktorleridir (27). Ruminantlarin beslenmesinde silaj yemleri yaygin olarak
kullanilmaktadir. Eger dogru bir sekilde fermentasyon gerceklesmisse, silaj yemlerinde
patojen Listerialarin ve diger mikroorganizmalarin inhibe etmeye yardimci olan bir pH
(pH=4.5) vardir. Dogru bir fermantasyon yapilmamis silaj yemlerinde pH yaklasik
>5.5’tir. Bu ortamda kolaylikla patojenler ve ciiriime bakterileri ¢ogalabilir. Silaj
yapilmadan once musir tarlalari, vahsi hayvanlar veya c¢iftlik hayvanlar: tarafindan fekal
bulagsma vasitayla patojen Listerialar ile bulagsmis olabilir. Bu sekilde herhangi bir
isleme tabi tutulmaksizin miswrlardan yapilan silajda dogru bir fermentasyon

olusturulmadig: takdirde, patojen Listerialar yogun olarak bulunabilir (27).

Ruminantlar disinda pek cok hayvanda veya tarim arazileri disindaki cevrelerde
yasayan hayvan tiirlerinden de Listerialar izole edilmistir. Listerialarin izole edildigi
hayvanlar arasinda kus, domuz, at, kiimes hayvanlar1 ve diger evcil havanlar, baliklar

bulunmaktadir (30-32).

Ruminantlarin yetistirildigi ya da diger ¢iftlik hayvanlarmin yetistirildigi ciftliklerde
Listeialarm yaygin olarak yasamasindan ve bu alanlarda yapilan gida iiretim-isleme
faaliyetleri yapildigindan dolay1 bu yerlerde hazirlanmis gidalara bulusma, bu gidalarin
da insanlar tarafindan tiiketilmesiyle, insanlara bulasmasi daha kolay olmaktadir.
Ornegin L. monocytogenes, ile kontamine olmus ¢ig siitiin tiiketilmesiyle insanlara
bulasabilir. Cogu Listerosis vakasinda, tarimsal cevreden kaynaklanan bulasmadan daha
cok, cig olarak gidalarin tiiketilmesiyle bulagsmanin oldugu bildirilmistir. Patojen

Listerialarin prevalansi ¢ig gidalarda % 1.1-85.7 oranlarinda bulunabilmektedir (25).
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Insanlardan izole edilen L. monocytogenes izolatlari ile topraktan, tarimsal alanlardan,
hayvan diskilarindan izole edilen L. monocytogenes, izolatlar1 arasinda bir iliski
oldugunu, dolayisiyla tarimsal ¢evrenin ve ciftliklerin insan ve hayvanlardaki Listeriosis

ile bir bag1 oldugunu gosteren pek cok ¢alismada gosterilmistir (27,29).
2.2.9. Gidalari Bulundugu Cevreler ve Gidalar Arasindaki iliskiler

Listerialarin gidalarda, Ozellikle hayvansal gidalar ve yenmeye hazirr gidalarda
bulundugunu gosteren pek ¢ok arastirma bulunmaktadir (13,25,33). Giiniimiizde ise
gidalardaki Listerialarin bulusma kaynagini ve hangi L. monocytogenes alt tipleri
oldugunu gostermeye yonelik caligmalara agirlik verilmistir. Molekiiler tiplendirme
calismalarinda L. monocytogenes 1/2b ve 4b gidalarla iligkili izolatlarda ve insanlarda
hastalik olusturan izolatlar arasinda oldukca yaygin oldugu bildirilmektedir (33). Gida
izolatlar1 ile insanlardan izole edilen izolatlar arasinda virulens genlere bakilarak
yapilan (inlA, iap, hly, prfA) calismalarda ve tiplendirmelerde farkli L. monocytogenes
alt tiplerinin insanlardaki Listeriosis’ten sorumlu oldugu bildirilmistir. Gida isleme ve
perakende cevrelerden L. monocytogenes’in izole edildigi tiplendirme caligmalarinda
insanlardaki izolatlarla bu cevrelerdeki izolatlarin birbirleriyle iligkilerinin bulundugu

bildirilmistir (25).
2.2.10. Hayvanlarda Listerialar

Hayvanlarda Listeriosis c¢ok cesitli hastaliklar seklinde goriilmektedir. L.
monocytogenes koyun, keci ve sigirlarda ensefalitis, abortus, septisemi, endoftalmitis,
sigirlarda mastitis, at, kedi ve kopeklerde abortus ve nadiren de olsa ensefalitis,
domuzlarda septisemi L. ivanovii koyun ve sigirlarda abortus, L. innocua ise koyunlarda
meningoensefalitis yapmaktadir. Kuslar genellikle subklinik tasiyicilar olmasma
ragmen, sporadik vakalar olmasma ragmen septisemi ve meningioensefalits rapor
edilmistir. Avian Listeriosis, Salmonellosis veya viral hastaliklarin sonucunda olarak

ikincil olarak ortaya cikabilir (15).

Ciftlik hayvanlarindan o6zellikle ruminantlar, Listerialarm kirsal cevredeki fekal-oral
siklusunda (digkiyla kontamine olan gidalarm agiz yoluyla alinmasi) anahtar rol
oynamaktadirlar (34). lyi fermente edilmemis hayvan yemlerindeki patojen Listerialarin

varlig1 uzun zamanlardan beri bilindiginden dolayi, silajli yem {iriinleriyle hayvanlari
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beslemek Onemli diizeyde risk olusturmaktadir (35). Ayrica yapilan ¢aligmalarda sigir
ciftliklerinin insan veya hayvanlardaki Listerialarin ¢evreye yayilmasinda ve hastaligin
ortaya ¢ikmasinda, kiiciik ruminantlara gore daha etkin bir rol oynandig: bildirilmistir

27).

Monfort ve ark. (36), kabuklu deniz hayvanlarinda % 53, Barbuddhe ve ark. (37),
Hindistan’da toplam 201 adet koyun ve kegilere ait siit ve et drneklerinde % 17.64 ,
Kalorey ve ark. (38), sigir siitlerinde % 6.75 oraninda Listeria spp. varligi oldugunu
bildirmistir. Tiirkiye’de hayvanlarda Listerialarin varligi bilim adamlar1 tarafindan
bildirilmistir. Sahin ve ark. (39), Kars ve bolgesindeki koyunlarda goriilen abortlardan
L. ivanovii izole etmislerdir. Aygiin ve ark. (40), Hatay bolgesinde 157 adet koyun siitii

orneginden % 8.23 oraninda Listeria spp. izole ettiklerini bildirmistir.
2.2.11. insanlarda Listerialar

Listeria spp. dayanikli bakterilerdir, pH, sicaklik ve tuz kosulu gibi gida iiretim
siirecinde uygulanan pek cok muameleye dayanabilecek yetenektedirler ve siklikla
insanlar kontamine olan bu gidalar tiikketerek enfekte olurlar. Bazen insan midesinde, L.
monocytogenes asidik ortamin iistesinden gelerek bagirsaklara gecer ve viicudun diger
kistmlarina go¢ ederler (6r, karaciger, dalak, beyin, fetiis ve plasentaya ait dokular gibi),
burada tiremeye devam ederler ve konakc¢ida cesitli reaksiyonlar1 ve klinik hastaliklar:
tesvik ederler. Sonug olarak, hamile kadinlarda, listeriozis hafif grip benzeri semptomlar
olusturabilir (ates, basagris1 gibi) ya da belirti vermeksizin kalabilir, siklikla enfekte

fetiis, diisiik olur (abort) ya da bebeklik doneminde neonatal listeriozis goriiliir (41).

Gebe olmayan ve yeterli bagisikligi bulunmayan bireylerde, menenjit ve
meningoensefalit gelisebilir. L. monocytogenes’in yol actigi listeriozis yliksek oranda

mortaliteye sahip oldugu bildirilmistir (yaklasik %30) (41).

L. monocytogenes enfeksiyonlar1 genellikle sporadiktir, epidemik listeriozis salginlari
zaman zaman meydana gelmektedir. Insan listeriozisinin sezonluk olmasma ragmen

hazir gidalardan ise bakterinin sezona bagli olmadan izole edildigi bildirilmistir (42).
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Hamile kadinlarda, %17-24 arasinda klinik listeriozis goriilebilmektedir ve bu
listeriozisli hamile kadinlarin 6nemli kisminda (%?28’den fazla) spontan abort ya da 6lii

dogum (gebelikte 16-35 haftalar arasinda fetal kayip olmakta) goriilebilmektedir (43).

Epidemik ve sporadik listeriozis vakalarinin toplam bebek oliimlerinin %20-30’sinden
sorumlu tutuldugu bildirilmistir. Enfekte anneler, belirti gostermeyebilirler ya da grip
benzeri hastaliga sahip olabilirler, nadiren merkezi sinir sistemi hastaliklar1 gelisir.
ABD‘de yapilan bir ¢calismada ise L. monocytogenes serotip 4b hamile kadmlardaki

listeriozisin ortak nedeni olarak gosterilmektedir (43).

Bebeklerde dogumu izleyen ilk 48 saatte hayatta kalan listeriozisli bebeklerde siklikla,
agir neonatal septisemi ve menenjit gelisir, bu durum granulomatosis infantiseptica
olarak bilinir, yaygin granulomlardan olusmus mikroapseler ile karakterizedir ve

mortalite oran1 yiiksektir (yaklasik %30) (41).
2.3. LISTERIA TURLERININ iZOLASYONU

Giiniimiizde Lisrerialarmn  izolasyonu yeni metotlarin gelistirilmesiyle oldukga
kolaylastirilmistir. Izolasyonda dikkat edilmesi gereken durum Listerialarm izole
edilecegi ortam veya oOrneklerdir. Ornegin Listerialar steril ortamlardan alinan
numunelerden drnegin; kan, beyin omurilik sivisi, amniyotik sivisi, plasenta yada kulak
stvablar1 vb. dogrudan selektif besi yerlerine ekimi yapilarak kiiltiirti yapilabilir.
Listerialarin ekildikleri ortama alisabilmeleri i¢in bir gece 35°C de inkube edilmeleri
gerekmektedir. Ancak digki, cevresel Ornekler ve gida Ornekleri izolasyon ig¢in
kullanilacak olursa, selektif zenginlestirmeye gerek duyulmaktadir. Eger cok farkli
mikroorganizmalarm bulundugu bir Ornekle calisiliyorsa, diger bakterileri elimine

etmek i¢cin immunomagnetik separasyon da yapilabilir (44).

Listerialarin izolasyonunda iki anahtar konu vardir. Bunlardan biri zaman, digeri ise
zarar gormiis, zedelenmis Listeria hiicrelerinin geri kazanilmasi konusudur. Gidalardan
ve diger materyallerden Listerialarin izolasyonunda, 6nceki zamanlarda bu bakterilerin
diisiikk sicakliklardaki tireme kabiliyetlerinden yararlaniliyordu. Ancak bu yontemle
Listerialarin izolasyonu haftalar aliyordu ve de zarar gormiis Listeria hiicreleri ortamin

stresinden dolay1 geri kazanilamiyordu. Ayrica izolasyonda yarismaci bakterilere,
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mantar vb. gibi ajanlara karsi Listerialara bir avantaj saglamak ic¢in acrifilavin ve

nalidixic asit gibi bazi kimyasallar tiim standart metotlarda kullanilmaktadir (44).
2.3.1. FDA BAM ve ISO 11290

FDA BAM yalnizca igerisinde zenginlestirme basamagi iceren bir metotdur. Bu
zenginlestirme basamaginda acrifilavin, nalidixic asit ve cycloheximide selektif
ajanlarini iceren Listeria Enrichment Broth (LEB) kullanilir. LEB’de 30°C de 48 saat
inkiibe edilir ve ardindan Oxford, PALCAM, MOX gibi selektif Listeria agara ekim
yapilir (45).

ISO 11290 metodu ise iki asamali zenginlestirme basamagi icermektedir. Ik asama
zenginlestirmede Half Fraser Broth (Half FB) kullamilmaktadir. Half FB’de 24 saat
30°C de inkube edilir. Ikinci asamada zenginlestirme icin Fraser Broth (FB) kullanilir.
FB ajanlardan acrifilavin ve nalidixic asit kimyasal ajanlarina ilaveten B—D- glukozidaz
aktivitesini 6lcmek i¢in eskiilin de igerir. FB’de 36-48 saat 37°C de inkiibasyon yapilir.
Daha sonra Oxford ya da PALCAM agara gecilir (45).

2.3.2. USDA/FSIS ve AOAC/IDF

USDA’nin metodu siklikla et, yumurta, kanatli ve cevresel orneklerden Listeria
izolasyonunda kullanilmaktadir. Bu metot iki zenginlestirme asamasi icermektedir. Ilk
zenginlestirme adiminda acrifilavin, nalidixic asit iceren University of Vermont
Medium (UVM) kullanilir. UVM’de 30°C de 24-36 saat inkiibe edilir. Tkinci adiminda
acrifilavin, nalidixic asit ve eskiilin iceren FB kullanilir. FB’de 37°C de 24-36 saat
inkiibasyon yapilir. Daha sonraki asamada moxalactam ve colistin sulphate iceren

modified Oxford (MOX) agara ekim yapilir (46).

Siit ve iiriinlerinden Listeria izolasyonunda tercih edilen metot ise AOAC/IDF metodur.
Bu metot bir zenginlestirme basamag: icermektedir. Acrifilavin ve nalidixic asit i¢eren

LEB besiyerinde 36-48 saat 30°C de inkiibe edilir ve ardindan Oxford agara secilir (46).
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2.3.3. Kromojenik Besiyerleri

Listerialarin izolasyon ve identifikasyon siirelerinin uzunlugu ve giicliigii besi yeri
tireten firmalari, kromojenik besiyeri arayisina sevk etmistir. Yapilan ¢alismalarla son
yillarda “RAPID’L.MONO, ALOA, BCM Listeria monocytogenes” gibi isimlere sahip
kromojenik besi yerleri iiretilmistir. Kromojenik besi yerlerinin ortak ozellikleri kisa
stire icinde, genellikle 24-48 saat icinde Listeria spp. veya L. monocytogenes i¢in hizl,
spesifik identifikasyon imkam vermeleridir. Kromojenik besi yerlerinin, standart besi
yerlerine gore izolasyon performanslarinin daha iyi oldugu ve daha hizli sonuca

gidildigi pek ¢ok literatiirde bildirilmistir (47,48).
2.4. MOLEKULER YONTEMLER

Giiniimiizde molekiiler tekniklerle Listerialarin identifikasyonu gittikce popiiler bir
konu olmaktadir. Molekiiler teknikler arasinda DNA hibridizasyonu, Polimeraz Zincir

Reaksiyonu (PZR) 6n plana ¢ikmaktadir.
2.4.1 DNA Hibridizasyonu

Gidalarda Listerialarm aramasida kullanilan en basit molekiiler yontemdir. Kimyasal
bir 151k veren DNA problar1 ile ilk izolasyon agarlarindan L. monocytogenes
kolonilerinin tespiti miimkiindiir. Radyoaktif 6zellige sahip bir maddenin problar: ile
hedef DNA iizerindeki kendine 6zgii bolgesine baglanir. Serbest kalinca radyoaktif
madde floresan 151k vermeye baslar ve bu floresanin 6l¢iilmesiyle teshis yapilir. Yiiksek

bir spesifitiye sahip bu metot ile 30 dakika i¢inde sonu¢ almak miimkiindiir.
2.4.2. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR)

Bilim diinyas1 PZR ile tanmistigindan beri, PZR’nin biitiin molekiiler uygulamalara ¢ok
biiyiik etkisi olmustur. Listerialara 6zgii virulens genleri ya da ribozomal bdolgeleri
hedefleyen primerler (16S ve 23s rRNA genleri, intergenic bolgeler, hly, inlA, inlB, iap,
hypersensitivite geni, aminopeptidaz geni ve putativetranscriptional regulator geni gibi)
ile hem tiir bazinda hem de cins bazinda PZR ile identifikasyonlar yapmak miimkiindiir
(44). PZR analizi 24-48 saatlik zenginlestirmelerden sonra yapilir. Dogrudan
orneklerden yapilan PZR sonuglar1 dogru sonuclar vermemektedir. Dogrudan

orneklerden yapilamamasi, Orneklerde PZR’yi inhibe eden faktorlerin bulunmasi ve
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bunlarin kolaylikla bertaraf edilmemesinden kaynaklanmaktadir. Biitiin bunlara ragmen
yeni teknikler gelistirildikce dogrudan orneklerden Listeria identifikasyonuna yonelik

caligmalar artmaktadir (49).

PZR karisimina bir adet degil de, coklu primer c¢iftlerinin eklenmesiyle yapilan metodun
adina multipleks PZR denilmektedir. Multipleks PZR metoduyla, ¢oklu primler setleri
kullanilarak ayn1 anda ayn1 drnek icin birden fazla patojen taranabilmektedir. Ornegin;
Listeria ve Salmonella (50) ya da biitiin Listeria tiirlerini tek PZR analizinde aranmasi
miimkiindiir (51). Coklu primer setlerinin kullanildig1 diger PZR yontemi ise nested
PZR dir. Spesifite ve sensitivitenin arttirilmasi amaclanan gida, cevre, kan ve siit
orneklerinden Listeria taramasinda, ayni hedef icin farkli primerler kullanilmaktadir
(52). Multipleks PZR de dikkat edilmesi gereken nokta, secilen hedef genin secilen

tiirler icin tek olmasmin gerekliligidir (44).
2.4.3. Tiplendirme

Listerialarin sebep oldugu salginlarda, suslarin cesitliligini ¢ikarmak, epidemiyolojisini
ortaya koymak, populasyon genetigini goérmek gibi sebeplerle tiplendirme
yapilmaktadir. Tiplendirme metotlar1 fenotiplik ve genotipik (molekiiler ya da DNA)
tiplendirme olarak temelde iki ayrilir. Fenotipik tiplendirme olarak serotiplendirme,
multilocus enzyme electorphoresis (MLEE) ve esterase yontemlerini sayilabilir.
Molekiiler tiplendirme metotlar1 ise pulsed-field gel -electrophoresis (PFGE),
ribotiplendirme, random amplification polymorphic DNA (RAPD), amplified fragment
lenght polymorphism (AFLP), PZR-restriction fragment length polymorphism (RFLP),
repetetive element PZR (rep-PZR) ve DNA sekanslama seklinde sayilabilir. Fenotipik
tiplendirmenin  diisik bir ayrim giici ve {retilebilirligi vardir. Molekiiler
tiplendirmelerde, yiiksek duyarlilik, ayrim giicii ve {iretilebilirlik vardir. Listeria
salginlarinda iyi bir alt tiplendirme yapabilmek i¢in iki ya da daha fazla molekiiler ya da

fenotipik tiplendirme teknigini birlikte kullanmak gerekmektedir (18).



3. GEREC VE YONTEM

3.1. GEREC
3.1.1. Orneklerin Toplanmasi

Bu arastirmada materyal olarak Erzincan ilinde iretilen ve satisa sunulan 100 adet
Erzincan tulum peyniri kullanildi. Ornekler aseptik kosullarda yaklasik 200’er gram

almarak laboratuara getirildi ve ayni1 giin isleme tabi tutuldu.
3.1.2. Standart Sus

Bu calismada, izolasyon ve identifikasyon calismalar1 sirasinda kontrol sus olarak
Erciyes  Universitesi ~ Veteriner  Fakiiltesi ~Mikrobiyoloji ~ Anabilim  Dali

Laboratuvari’ndan temin edilen L. monocytogenes 1/2b susu kullanild1.

3.1.3. Listeria spp. izolasyon ve Identifikasyonunda Kullanilan Besiyerleri ve

Kimyasallar

Buffered Listeria Selective Enrichment Broth (BLEB) (Merck 1.11.398)
Peptone 5,0 g/l

Peptone from casein 5,0 g/l
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Yeast extract 5,0 g/l
Meat extract 5,0 g/l
NaCl 20,0 g/L
Na,HPO, 12,0 g/LL
KH,PO4 1,35 g/L
Esculin 1,0 g/L
Lithium chloride 3,0 g/L

Dehidre besiyeri distile su i¢inde 57,4 g/L olacak sekilde 1sitilarak ¢oziildii ve otoklavda
121 ° C 'da 15 dakika sterilize edildi. (55).

Oxford Listeria Selective Agar (Merck 1.107004)

Peptone 23,0 g/L;
Starch 1,0 g/L;
NaCl 5,0 g/L;
Agar-agar 13,0 g/LL
Esculin 1,0 g/L;
Ammonium iron(IIl) citrate 0,5 g/L;
Lithium chloride 15,0 g/L.

Dehidre besiyeri, 29,25 g/500 mL olacak sekilde isitilarak distile su i¢inde eritildi ve
icinde manyetik tas ile birlikte otoklavda 121 °C'da 15 dakika sterilize edildi. Otoklav
cikist 45 °C'a sogutulup iizerine 1 mL steril distile su iginde ¢oziilmiis 1 sise selektif
katk1 (Oxford Listeria Selective Supplement; Merck 1.07006) ilave edildi. Manyetik
karistiricy ile selektif katki homojen bir sekilde dagitilip steril petri kutularina 12,5 ml
kadar dokiildii (55).

Peptonlu Fizyolojik Su

Pepton 1,0 g/L
NaCl 85,0 g/L
Distile Su 1000 ml

Karisim 121 °C'de 15 dakika sterilize edildikten sonra kullanildi (55).
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Blood Agar Base (Merck 1.10886)

Nutrient substrate 20,0 g/LL
NaCl 5,0 g/LL
Agar-agar 15,0 g/L

Dehidre besiyeri 40 g olacak sekilde 1 L distile su icinde 1-2 dk kaynatilarak tiimiiyle
¢oziindiiriildii ve otoklavda 121 °C’de 15 dakika sterilize edildi. Bazal besiyeri 45 °C’a
sogutuldu ve manyetik karistiricida yavasca karistirilirken iizerine steril defibrine koyun

kam1 % 5 oraninda ilave edildi (55).
Listeria Rapid Test Kiti

Oxoid Listeria Rapid Test (FT0401)
Oksidaz Test Cubugu

Oksidaz test cubugu (Merck 1.13300).
3.1.4. Primerler

Listeria spp’ yi saptamak amaciyla iap gen bolgesine spesifik primerler kullanildi

(Bubert ve ark. 1992)
Lis 1A: ATGAATATGAAAAAAGCAA
Lis 1B: TTGGCTTCGGTCGCGTATAA

L. monocytogenes’i saptamak amaciyla ise listeriolysine gen bolgesine spesifik

primerler kullanildi. (Border ve ark. 1990)
LM1: CCTAAGACGCCAATCGAA

LM2: CGCTTGCAACTGCTC
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3.2. YONTEM
3.2.1. Listeria spp. izolasyonu

Izolasyon amaciyla, ISO 11290-1/A1-2004 metodu cercevesinde 25 g peynir 6rnegi,
225 ml Y2 konsantrasyonda (inhibitorleri yarim konsantrasyonda iceren) Half Fraser
Broth (Merck 1.10398.0500) iceren stomacher posetleri icgerisine konularak
stomacherde orta hizda 2 dk homojenize edildi. Posetler, on zenginlestirme amaci ile 30
°C 'da 24 saat siire ile aerobik ortamda inkiibe edildi. Daha sonra 6n zenginlestirme
kiiltiirtinden 0.1 ml almarak, 10’ar ml’lik tiiplere tam kuvvette hazirlanan Fraser
brothlara (Merck 1.110398.0500) aktarildi. Fraser brothlar 37°C’de 2 giin aerobik
sartlarda inkiibe edilerek selektif zenginlestirme asamasi tiiplerde gerceklestirildi. Son
asamada, bu kiiltiirden almip 6ze yardimiyla polymyxin - acriflavine - lithium chloride -
ceftazidime - esculin — mannitol iceren Listeria selektif agara ¢izme yontemiyle ekim

yapilarak petriler 37°C'de 24 saat siire ile aerobik ortamda inkiibe edildi (53).
3.2.2. Listeria spp. identifikasyonu

Izole edilen Listeria siipheli kolonilerin fenotipik testlerle identifikasyonu amaciyla
siipheli izolatlara, Gram boyama, hareket muayenesi, hemoliz aktivitesi, katalaz ve

oksidaz testleri yapildi.
3.2.2.1 Fenotipik Testler
Gram Boyama

Bir lam {izerine damlatilan bir damla serum fizyolojik tuzlu su icinde Listeria Selective
Agar’dan alman siipheli koloniler homojenize edildi. Preparat havada kurutulduktan
sonra ii¢ kez alevden gecirilerek tespit islemi gerceklestirildi. Preparat kristal moru
cozeltisi (GBL 5026/01) ile 2-3 dakika boyandi. Boya dokiilerek distile su ile yikandi.
Daha sonra iyot ¢ozeltisi (GBL 5026/02) 1-2 dakika boyandi. Boya dokiilerek distile su
ile yikandi. Preparatin ilizerine damla damla denatiire alkol ¢ozeltisi (GBL 5026/03)
damlatilarak dekolore edildi. Distile su ile yikandi ve safranin ¢ozeltisi (GBL 5026/03)
ile 30 saniye boyandi Preparat distile su ile yikandi1 ve kurutuldu. Immersiyon

objektifte incelendi (54).



21

Katalaz Testi

Hidrojen peroksit (H»O,)’in % 3’liik soliisyonundan temiz lam iizerine bir damla
damlatild1 ve kat1 besiyerinden 6ze ile alinan koloni lam iizerindeki H,O, damlas: ile
karistirildi. Bir-iki saniye igerisinde kabarcik seklindeki gaz olusumunun gozlenmesi ile

katalaz reaksiyonu pozitif olarak degerlendirildi (15).
Oksidaz Testi

Bu testte ticari oksidaz stikler kullanildi (Merck 1.13300). Oksidaz stikler iizerine
Listeria Selective Agar’da iiretilen saf ve taze kiiltiirlerinde bir koloni alinarak 6ze ile
siiriildii. Bu islemi takiben bir iki dakika igerisinde stikler {iizerinde kolonilerin
stiriildiigli yerde mavi-mor rengin olugmast pozitif renk degisiminin olmamasi ise

negatif olarak degerlendirildi (55).
Hareket Muayenesi

Temiz bir lam iizerine bir damla fizyolojik tuzlu su damlatildi. Siipheli izolattan bir
koloni almarak bu suda homojenize edildi. Uzerine lamel kapatilarak lam lamel arasi
hazirlanan preparat immersiyon objektifinde incelendi. Hareket muayenesinde 25°C’de
aktif hareketin olmasi ve 37°C’de hareketin olmamasi pozitif sonu¢ olarak

degerlendirildi.
Hemoliz Testi

Listeria Selective Agar’da izole edilen Listeria siipheli kolonilerden kanli agara tek
koloni olacak sekilde ekim yapilarak saf kiiltiirleri elde edildi. 37 °C’de 24 saat
inkiibasyon sonunda olusan koloniler etrafinda hemoliz zon olusumunun gézlenmesi

hemoliz pozitif olarak degerlendirildi (55).
3.2.2.2 Listeria Rapid Test

Fenotipik testlerle Listeria spp. izolasyonu yapilan orneklere dogrulama amaciyla bir
diger yontem olarak Oxoid Listeria Rapid Test (FT0401) uygulandi. Bu amagla 6n
zenginlestirme isleminden sonra orneklerden 1 ml almarak Selective Enrichment
Supplement, (SR0141) iceren 10 ml lik Oxoid Buffered Listeria Enrichment Broth
(BLEB) Base, (Oxoid CMO0897) icerisine inokiile edilerek 30 °C de aerobik kosullarda
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24 saat inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasinda besiyerinin iist kismindan 2 ml 6rnek
almarak steril tiiplere aktarildi. Bu tiiplerde 80 °C de ki su banyosunda 20 dk
bekletilerek flagella antijenlerinin agiga ¢ikmasi saglandi. Tiipler sogutulduktan sonra
her bir ornekten 135 pl alinarak Oxoid Listeria Rapid Test kiti iizerindeki Ornek
bolmesine damlatildi. 20 dakika icerisinde tiip kitlerin pozitif kontrol pencerelerinde
mavi renkli ¢izgi olusumu goriildii ve ornek okuma pencerelerinde ayni sekilde mavi

renkli ¢izgi olusumu pozitif olarak degerlendirildi (56).

Listeria Selective Agar, biyokimyasal testler ve Listeria Rapid Test sonucu pozitif olan

numunelerden elde edilen Listeria izolatlarina molekiiler testler uygulandi.
3.2.2.3 Molekiiler Testler
DNA Ekstraksiyonu

Listeria kolonilerinden DNA ekstraksiyonu i¢in Proteinaz K yontemi kullanildi (17). Bu
yontemde siipheli koloniden alinarak 300ul distile su igerisinde hazirlanan yogun
siispansiyonlarin iizerine 300u1 K-tamponu (20mM Tris pH 8.0+150mMNac1+10mM
EDTA+%0.2 Sodyum dodesil siilfat) ve 200 pg/ml Proteinaz K ilave edildi. Sonra 56
°C’de 2 saat inkiibe edildi. Inkiibasyondan sonra Proteinaz K’ min inaktivasyonu icin
10dk. kaynatma islemine tabi tutuldu. Kaynatmadan sonra fenol ekstraksiyon islemine
gecildi. Siispansiyona 600 ul Tris-HCI ile satiire edilmis fenol ilave edilerek ve elle 5
dk. calkalandi. 13.000 rpm 10 dk. santrifiij ilave edildi. Tiipiin iist tarafinda biriken
siipernatant kismi mikropipet yardimiyla dikkatli bir sekilde yeni bir tiipe alindi.
Ekstraksiyon islemine yeni tiipe alinan siipernatant kisim ile devam edildi. Daha sonra
piresipitasyon amaciyla siispansiyona 0.1 hacim 3M sodyum asetat ve 2.5 hacim saf
etanol ilave edilerek -20 °C’de 2 saat bekletildi. Ardindan yiiksek devirde (116000 g.)
10 dk. santrifiij edildi. Elde edilen tortu once 300 pl miktarindaki %90’lik ve daha
sonraki %70’lik etanol ile her basamakta 5 dk. santrifiij islemi uygulanarak yikandu.
Geriye kalan tortu 100 ul distile su ile sulandirildi ve molekiiler islemlerde DNA olarak
kullanilmak iizere -20 °C’de muhafaza edildi (17).
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Listeria spp. Identifikasyonu icin PZR

Listeria spp. identifikasyonu i¢in yapilan PZR tekniginde Bubert ve ark.’mm (51),
gelistirdigi metot temel alinarak kullanildi. Bu amacla iap gen bolgesine spesifik primer
cifti kullanildi. (Lis1A, Lis1B). PZR amplifikasyonu 94 °C’de 3 dk. 6n denaturasyon
asamasini takiben, 94 °C’de 45 saniye denaturasyon, 55 °C’de 1 dk. baglanma ve 72
°C’de 1 dk. uzama safthas1 olmak iizere toplam 30 siklus olacak sekilde gerceklestirildi.
Son sikliisii miiteakip 72 °C de Sdk. ekstra sentez islemi yapild1 (34). Cogaltilan PZR
triinleri %1.5’lik agaroz jelde elektroforez islemine tabi tutuldu. Ultraviole (UV)
transilluminatorde incelenerek sonuglar gozlemlendi. Olusan bantlarm molekiiler
agirhigint saptamak amaciyla 100 bp’lik DNA ladder (MBI Fermentas SM 0321)
kullanildi. PZR iiriinlerinin agaroz jel elektroforezi neticesinde olusan 1454 bp

molekiiler uzunlugundaki bantlar Listeria spp. pozitif olarak kabul edildi (51).
L.monocytogenes Identifikasyonu icin PZR

L. monocytogenes identifikasyonu icin yapilan PZR tekniginde, Border ve ark. (1990)
i (57), gelistirdigi yontem kullanildi. Bu amacla Listeriolysin genine spesifik primer
cifti (LM1 ve LM2) kullanild1. PZR amplifikasyonunda 94 °C’de 4 dk. 6n denaturasyon
asamasini takiben, 94 °C’de 30sn. denaturasyon, 52 °C’de 60 sn. baglanma ve 72 °C’de
90 sn. uzama safhasi olamak {iizere toplam 30 siklus olacak sekilde gerceklestirildi.
Cogaltilan PZR iirtinleri %1.5’lik agaroz jelde elektroforez islemine tabi tutuldu.
Ultraviole (UV) transilluminatérde incelenerek sonuglar gozlemlendi. Olusan bantlarin
molekiiler agirhigini saptamak amaciyla 100 bp’lik DNA ladder (MBI Fermentas SM
0321) kullamildi. PZR iiriinlerinin agaroz jel elektroforezi neticesinde olusan 702 bp

molekiiler uzunlugundaki bantlar L.monocytogenes pozitif olarak degerlendirildi.
3.2.2.4. Agaroz Jel Elektroforez
Agaroz Jelin Hazirlanmasi

Amplifikasyon sonrasinda olusan iirlinlerin degerlendirilmesi i¢cin %1,5’luk agaroz jel
hazirlandi. Agaroz jel hazirlanirken tampon soliisyon olarak 0,5x TBE tamponu
kullanildi. Agaroz 50 ml TBE tamponu igerisinde mikrodalga firinda eritildikten sonra,

3 ul ethidium bromid ilave edilerek, jel elektroforez tablasina dokiildi. Bes mm
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kalinliginda dokiilen agaroz iizerine elektroforez tarag: takilarak, jelin katilagmasi icin

30 dakika beklenildi. Bu siire sonunda taraklar jele zarar vermeden ¢ikartildi (58).
Elektroforez islemi

Jel elektroforez tablasi elektroforez tankina yerlestirildikten sonra, elektroforez tankinin
icerisine TBE tampon soliisyonu jelin 1 mm iistiine gelecek kadar ilave edildi. Elde
edilen amplifikasyon iiriinlerinden 5 pl alinarak, 2 pl 6x loading dye ile karistirildi. Bu
karisimin hepsi jele yiiklendi. DNA 6rnekleri 100 voltta 70 dakika elektroforez islemine
tabi tutuldu (58).

Goriintiileme islemi

Jeldeki Ornekler bilgisayarli UV transilliminator kutusu igine yerlestirilerek

goriintiilendi ve fotograflar: ¢cekilerek termal printerden kopyalar alindi (58).



4. BULGULAR

4.1. 1ZZOLASYON SONUCLARI

4.1.1. Listeria spp. Izolasyonu

Calismada, 100 adet Erzincan tulum peynirinden ISO 11290-1/A1-2004 metodu ile
yapilan Listeria spp. izolasyonunda, 3 numune Listeria spp. yoniinden pozitif olarak

saptandi. Listeria spp. izolatlarinin tamami Gram pozitif, katalaz pozitif, oksidaz

negatif, 25°C’de hareketli, 37°C’de hareketsiz olarak tespit edildi.

Tablo 4.1. Listeria spp. izolasyon Sonucu

Numune Cinsi Numune Sayis1

Pozitif Numune Sayisi (%)

Erzincan Tulum Peyniri 100

3 (%3)
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4.2. LISTERIA RAPID TEST

Ayn1 zamanda biitiin numuneler Listeria spp. varligmin incelenmesi amaciyla bir diger
yontem olarak Oxoid Listeria Rapid Test (FT0401)’e tabi tutuldu. Klasik konvansiyonel
metodla Listeria spp. izolasyonu yapilan numuneler bu test sonucunda da Listeria spp.

yoniinden pozitif olarak saptandi.

Tablo 4.2. Listeria spp. izolatlarimin Listeria Rapid Test Sonucu

Numune Cinsi izolat Sayis1 Pozitif Numune Sayisi (%)

Listeria spp. Izolasyonu
yapilan Erzincan tulum 3 3 (%100)

peyniri numuneleri

4.3. LISTERIA SPP. IDENTIFIKASYONU
4.3.1. Molekiiler Analiz Sonuclari

Fenotipik analizler ve Listeria Rapid Test sonucu ile Listeria spp. yoniinden pozitif
olarak saptanan Listeria izolatlarinin dogrulanmasi amaciyla Listeria spp. spesifik
primer (iap gen bolgesi) ve L. monocytogenes’e spesifik primer (listeriolysin gen
bolgesine spesifik primerler) kullanilarak PZR islemi yapildi. PZR islemi sonucunda
izolatlarin tamamu Listeria spp. ve Listeria monocytogenes olarak saptandi. izolatlar,
genus spesifik PZR islemi sonucunda jel elektroforez goriintiisiinde, 1454 bp
biiytikliiglinde bantlar olustururken, L. monocytogenes spesifik PZR’de ise 702 bp
boyutlarinda bantlar olusturdu (Sekil 4.4.-4.5).

Tablo 4.3. Molekiiler Analiz Sonucu

izolat sayis1 Pozitif Numune Sayisi (%)

Listeria spp. Listeria monocytogenes

3 (%100) 3 (%100)




Sekil 4. 1 : Listeria Selektif Agar’da Listeria spp.Goriiniimii

Sekil 4. 2 : Listeria Selektif Agar’da Listeria spp.Gortiniimii
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Sekil 4.3 : Listeria Rapid Test kiti pozitif 6rnek.

1454 bp
1000 bp

Sekil 4.4 : Listeria spp. Izolatlarinin PZR ile Dogrulanmasi

M. Marker, NC:Negatif kontrol, PC: Pozitif kontrol (1454 bp),1,2,3 tulum peynirden izole edilen Listeria
spp. (1454 bp)
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M 1 & 3N

702 bp

500 bp

Sekil 4.5 : Listeria monocytogenes Izolatlarmin PZR ile Saptanmasi

M. Marker, 1,2,3: Tulum peynirden izole edilen Listeria spp.izolatlar1 (702 bp), NC:Negatif kontrol, PC:
Pozitif kontrol (L. monocytogenes (702 bp),



5. TARTISMA VE SONUC

Tulum peyniri ¢ig siitten iiretilir ve iilkemizde en yaygin tiiketilen semi-soft peynir
tiirlidiir. Erzincan Tulum peyniri ise yillardir Erzincan ve cevresinde iiretilmis ve
bolgesel olarak yogun sekilde tiiketilmektedir. Son yillarda ise daha biiyiik ¢apl iiretim
isletmeleri kurulmus ve Erzincan ili disina da pazarlanmaya baslanmistir. Bu calismada
arastirtlan 100 adet Erzincan Tulum peyniri Orneginden 3 (%3)’linden Listeria
monocytogenes izole ve identifiye edildi. Tiirk Gida Kodeksine gore 25 gram peynir
orneginde Listeria monocytogenes bulunmasi uygun degildir. Bu calismada bulunan

%3’liik pozitif deger Tiirkiye Yasal Limitlerine gore uygun degildir (59).

Ulkemizde daha ©nce yapilan calismalarda siit iriinlerinde L. monocytogenes
izolasyonu ve yayginligi bildirilmistir. Tiimbay ve ark. (1988), 323 adet Beyaz Peynir
orneginden 11 (%3,4) ‘inde L. monocytogenes izole ettiklerini bildirmislerdir (60).
Benzer sekilde, Sagun ve ark. (2001), Van ili ve ¢evre koylerinden topladiklar1 250 adet
cig siit Ornegi ve 254 adet de yoresel bir peynir cesidi olan Otlu Peynir Ornegi
kullanarak yaptiklar1 bir caliymada, ¢ig siit orneklerinden 6 (%2,40) tanesinin Listeria
spp. yoniinden pozitif olarak bulduklarini bildirmislerdir. Bunlarin ise 3 (%1,20) ‘linii L.
monocytogenes olarak identifiye etmislerdir. Ayrica ¢calismada kullandiklar1 254 adet
otlu peynir 6rneginden ise 13 (%35,11) tanesinin Listeria spp. ve bunlarinda 10 (%3,93)
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tanesinin L. monocytogenes olarak identifiye ettiklerini bildirmislerdir (61). Benzer
sekilde Ciftcioglu ve Ugur (62), 105 adet Beyaz Peynir Ornegiyle yaptiklar1 bir
caligmada Orneklerin 3 adetinden, Giilmez ve Giiven (63) 40 adet Civil peyniri
Orneginin bir adetinden L. monocytogenes izole ettiklerini bildirmislerdir. Akkaya ve
Alisarh (64), ise Afyon ilinde bulunan semt pazarlarindan topladiklar1 100 adet beyaz
peynir Orneginden 6 (%6)’sinda L. monocytogenes izolasyonu oldugunu rapor
etmislerdir. Colak ve ark.(65), Istanbul da ¢esitli marketlerden sagladiklar1 250 adet
Tulum Peyniri 6rnegi ile yaptiklar1 calismada L. monocytogenes izolasyonunu %4,8
(12) oraninda belirlemislerdir. Kahraman ve ark. (66) 105 adet beyaz peynir, 70 adet
eritme peyniri, 45 adet dil peyniri ve 60 adet kasar peyniri olmak iizere 280 adet peynir
ornegi ile yaptiklar1 calismalarinda, beyaz peynir 6rneklerinde %4,8 oraninda, eritme
peynirlerinde %1,4 oraninda kasar peynirlerinde %1,7 oraminda L. monocytogenes
izolasyonu oldugu, dil peyniri Orneklerinden ise L. monocytogenes izolasyonu
olmadigini bildirmislerdir. Bu c¢alismalarda elde edilen bulgular bizim verilerimizle
(%3) uyumludur. Buna karsin Cetinkaya ve ark. (67). Elazig yoresinde iiretilen taze
beyaz peynir, tulum peyniri, tereyagr ve cokelekte Listeria tiirlerinin sikligini
arastirmay1 amacladiklar1 bir calismalarinda perakende satis merkezlerinden 51 adet
Savak tipi beyaz peynir, 52 adet tulum peyniri, 50 adet tereyagi ve 10 ¢cokelek olmak
tizere toplam 163 adet numuneyle calismislardir. Bu c¢alismada beyaz peynir
orneklerinden bir tanesinden L. monocytogenes ve tuzlu tereyagi numunelerinin bir
tanesinden L. innocua izole ettiklerini bildirmisler, ancak tulum peyniri ve c¢okelek

orneklerinden ise izolasyon olmadigini belirtmislerdir.

Tiirkiye disindaki iilkelerde ise, farkli geleneksel peynir tiplerinde L. monocytogenes
varligi arastirilmistir. Silva ve ark.(68), Brezilya ya 6zgii geleneksel bir peynir ¢esidi
olan Minas Freskal peynirlerinde L. monocytogenes yayginhigini arastirmiglardir.
Calisma i¢in peynir iiretimi yapilan iki siit fabrikasi se¢misler ve bu fabrikada iiretim
prosediiriiniin onemli asamalarindan Ornekleme yapmislardir. Caligmalarinda 54 adet
gida ornegi, 107 adet ekipman Ornegi, 22 adet is¢i el numunesi ve 35 adet de cevresel
ornek olmak iizere toplam 218 6rnek kullanmislardir. Caligmada toplam olarak 13 adet
Listeria ssp. izolasyonu yapilmig ve bunlarin 9’unu L. innocua, 2’sini L. grayi, ve 2’sini
de L. monocytogenes olarak identifiye ettiklerini bildirmislerdir. Yaptiklar1 bu

calismada giinliik 10 000 litre siit isleme kapasitesi olan birinci fabrikada yapilan
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calismada Listeria spp. nin ¢ig siit Orneklerinden %350, peynir pihtisinda %33,3,
pastorize siit orneklerinde %16,7, peynir orneklerinde %16,7 ve tasityici borulardan
alman oOrneklerin %25 oraninda bulundugunu bildirmisler, cevresel Orneklerde ise
Listeria spp. izolasyonu almadigmi belirtmislerdir. Giinliik 2000 litre siit isleme
kapasitesine sahip ikinci fabrikada ise cig siit orneklerinde %16,7, cevresel drneklerde
%17,6 oraninda Listeria spp. izolasyonu yapilmis ve cig siitlerden %16,7 L.
monocytogenes ve peynir depolama odalarinin tabanindan %14,3 oraninda L.
monocytogenes izolasyonu yaptiklarini bildirmislerdir. Izole ettikleri etkenlerin
serotiplerinin gida zehirlenmelerinde en cok karsilasilan serotipler olduklarim
belirtmislerdir. Rudolf ve Scherer (69), Avrupa da ¢esitli iilkelerden topladiklar1 329
adet Avrupa red-smear peyniri 0rnegi ve 45 adet de hard peynir 6rnegi kullandiklar1 bir
caligmalarinda, Avusturya orijinli orneklerde %10, Fransa orijinlilerde %3,3 oraninda,
Almanya orijinliler de %9,2 oraninda, Italya orijinliler de %17,4 oraninda L.
monocytogenes izolasyonu oldugunu Danimarka ve Isvigre orijinli orneklerde ise L.
monocytogenes izolasyonu olmadigimi bildirmislerdir. Toplam olarak ise Orneklerden
%6,4 (21 adet) oraninda L. monocytogenes kontaminasyonu belirlediklerini rapor
etmislerdir. Ayrica arastiricilar, L. monocytogenes izolasyonunun soft ve semi-soft
peynir tiirlerinde daha fazla karsilasildigini belirtmislerdir. Makino ve ark. (70),
Japonya da karsilagilan bir gida zehirlenmesi salgminda, 123 adet geleneksel peynir
Ornegi ve bu peyniri tilkketen 86 kisiden ornekleme yapmislardir. Arastiricilar bu 86
kisinin 38’inde gastro-enterit ve benzeri klinik belirtiler gozlendigini bildirmislerdir. Bu
calismada Orneklerin 15’inde L. monocytogenes izolasyonu ve bu izolatlarin
serotiplendirme ve PZR’a dayali tiplendirme analizleri ile hastalardan izole edilenlerle
yakin iligkili olduklar1 belirlenmis ve insanlarda hastaliga neden olan suslarin bu
peynirlerin tiiketiminden kaynaklandigi belirtilmistir. Menéndez ve ark. (71), Galigya
da iretilen ¢ig inek siitiinden yapilan tetilla peynirlerinde calismislar ve 24 Ornegin
2(%8,3)’inde L. monocytogenes izole etmislerdir. Baska bir ¢aligmada Olarte ve
ark.(72), Ispanyada taze kegi siitlerinden yapilan yoresel bir peynir cesidi olan Kameros
Peyniri ile yaptiklar1 bir calismada 18 adet Ornegin sadece 1 (%5,6)’inde L.
monocytogenes izole ettiklerini bildirmislerdir. Fakat, Ashenafi (73), Etiyopya da
yaptig1 bir calismada 100 adet yoresel peynir 6rneginde L. monocytogenes izolasyonu

olmadigint belirtmislerdir. Benzer sekilde, Yunanistanda yapilan bir caligmada
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Angelidis ve ark. (74), geleneksel peynirlerde 14 Ornekte L. monocytogenes izole

edemediklerini bildirmislerdir.

Bu calismada belirlenen L. monocytogenes varligi (%3) Erzincan Tulum Peynirinin ¢ig
siitten yapilmasi, ayrica iiretim ve saklama kosullarinin hijyenik olmayisindan
kaynaklanabilir. Ayrica iilkemizde tulum peyniri iiretimi yapan Kkiiciik isletmelerin
hijyenik sartlarinin iyi olmayisindan dolay:1 diisiik mikrobiyolojik kalitede olduklari
cesitli calismalarla belirlenmistir (75-78).

Bu calismada, Erzincan bolgesinde ©Onemli bir besin maddesi olarak tiiketim
potansiyeline sahip Erzincan Tulum Peynirlerinde L. monocytogenes varhginin
saptanmas1 sebebiyle bolgede etkenle bulasik tulum peyniri tiiketiminin, halk sagligi
acisindan risk olusturabilecegi kanisina varilmistir.  Tulum peynirinin ¢ig siitten
hazirlanmas1 nedeniyle, peynir yapilacak siitiin saglikli isletmelerden almmmasi yani sira
tiretim ve saklama islemleri swrasinda hijyenik tedbirlerin azami sekilde uygulanmasi

gerekmektedir.
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