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Oz: Bu calismanin amaci Sanliurfa ili ve ilcelerinde semt pazarlarinda tiiketime sunulan cig koyun ve inek siitiinden yapilmis
yoresel Urfa peynirlerinde Listeria monocytogenes kontaminasyonunun varligini ve oranini tespit ederek halk saghgi agisindan
risk olusturup olusturmadigini degerlendirmektir. Calisma kapsaminda semt pazarlarindan toplanan 97 adet peynir 6rneginde
Listeria monocytogenes izolasyonu ISO 11290-1 standardina gore yapilmis ve Listeriolysin gen bolgesi kullanilarak Real-time
PCR ydntemi ile identifiye edilmistir. incelenen peynir rneklerinin 3 adedinde (%3.09) viriilent Listeria monocytogenes susu
tespit edilmistir. Calisma verilerine gore, Sanhurfa ili ve ilgelerinde geleneksel yontemlerle Uretilip semt pazarlarinda agikta
satilan peynirlerin, Listeria monocytogenes ile kontamine olabilecegi kanaatine variimistir.

Anahtar Kelimeler: Listeria monocytogenes, Real-time PCR, Urfa peyniri.

The Isolation and Identification of Virulent Listeria monocytogenes

Consumption of Local Cheeses in Sanliurfa Province

Abstract: The purpose of this study is to evaluate the presence and risk of Listeria monocytogenes contamination in local Urfa
cheeses made from raw sheep and cow milk and to determine whether it poses a risk in terms of public health in the Sanliurfa
province and its districts. In the scope of the study, isolation of Listeria monocytogenes was done according to I1ISO 11290-1
standard in 97 cheese samples collected from district markets and identified by Real-time PCR method using Listeriolysin
gene region. Three virulent Listeria monocytogenes were identified in the investigated cheese samples (3.09%). The findings
of this study showed that cheeses produced in traditional methods in Sanliurfa province and its districts and openly sold in
district markets may be contaminating with Listeria monocytogenes.
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Sanhurfa ilinde Tiiketim...

Deniz ve Kilig Altun

GiRiS

P

pihtilastiriimasi,

eynir, sitln rutubet oraninin azaltilarak starter

ilavesi ile enzim asitle

farkh
ile elde edilen yiksek protein

kdltar veya

yontemlerle islenmesi ve
sekillendirilmesi
degerine sahip bir sit Griintdar (1,2).

Dinyada 2000’den fazla c¢esidinin oldugu
tahmin edilen peynirin Turkiye’ de de 193 gesidi
bulunmaktadir (1,3). Peynir gesitliliginde sutln cinsi
(inek, koyun, kegi), pihti olusturma yoéntemi (asit,
maya), 1sil islem gorip goérmeme durumu (cig,
pastorize), yag orani (tam yagh, yagh, az yagli, yagsiz),
yapisi (¢ok sert, sert, yumusak), tuz orani (tuzlu,
tuzsuz), katki maddeleri (gesitli ot ve baharatlar,
eritici tuzlar, kif gelisimi olanlar), olgunlagma siiresi
(taze, vyari olgun, olgun) gibi faktorler etkili
olmaktadir (4). Tirkiye’ de endistriyel anlamda
Uretimi yapilan beyaz peynir, kasar ve tulum
peynirleri gibi ticari peynir gesitlerinin disinda Urfa
peyniri, cokelek peyniri, civil peynir, mihali¢ peyniri
ve otlu peynir gibi yoresel peynir cesitleri de
Uretilmektedir (5). Gozeneksiz, sert ve yaglh peynirler
grubuna giren Urfa peyniri, geleneksel olarak koyun
satd veya koyun-kegi satd karisimindan
Uretilmektedir (6). Ancak, kiigikbas hayvanlarin
laktasyon siiresinin kisa olmasi nedeniyle gliniimiizde
inek siitli 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
arindirildiktan sonra sagim sicakliginda mayalanir.
islemi takiben “Parzin” adi verilen tiilbentlere
doldurulur ve suziilmeye birakilir. Shzilen peynir
pihtisina geleneksel yontemlerle baski uygulanarak
kalip tutmasi saglanir. Kalplar yoére halki tarafindan
“deleme” olarak adlandirilan koni seklini alir (7).

Listeria genusu Bergey's Manual of Systematic
Bacteriology’de basil formda, Gram pozitif, sporsuz
olarak tanimlanir. Listeria monocytogenes’ in bulas
kaynaklari; hava, su, glibre, yem, bitki, hayvanlar,

insan, toprak, kanalizasyon atiklari, isleme

katki

materyalleridir (8,9,10). Hamileler, yeni doganlar,

malzemeleri, maddeleri ve paketleme
yaslilar, AIDS ve lenfoma gibi hastaliklar neticesinde
bagisiklik sistemleri zarar gormdis kisiler, bagisiklik
sistemleri baskilanmis

immunosupresif ilaglarla

transplant alicilari ve malign timorli  hastalar
Listeriozis icin yiksek risk grubundadir. Bunlarin yani
sira yas ve cinsiyetinde gorulme sikhgini etkiledigi
bildirilmistir (9,11,12,13). Listeria monocytogenes’in
Amerika ve Kanada’da 1980’ lerde teshis edilen ve
bircok olimle sonuglanan salginlardan sonra gida
patojeni oldugu anlasiimistir (14,15). Gida kaynakli
listeriozis; salmonellozis ve kampilobakteriyozis
kadar yaygin olmamasina ragmen, klinik olarak daha
agir tablolar olusturabilmektedir (16,17). 1999 vili
Hastaliklari Kontrol ve Onleme Merkezi verilerine
gore; gida kaynakli enfeksiyonlar arasinda %20’lik
mortalite oraniyla Listeria monocytogenes ikinci
sirada yer almistir (17). Gidalar arasinda enfeksiyon
kaynaklari olarak; ¢ig sit, pastorize edilmis siit,
dondurma, meyve ve sebzeler, et ve et Urlnleri,
kanath etleri, ¢ig ya da islenmis balk, kabuklu deniz
mahsulleri, sl islem uygulanmamis siitten elde
edilen taze peynirler, yumusak peynirler, tliketime
hazir endustriyel gidalar, 1sil islemden gegmis
islenmis et GUrlnleri sayilabilir (18,19,20,11). Tirk
Gida Kodeksi Mikrobiyolojik Kriterler Tebligine gore
tim peynir cesitlerinde Listeria monocytogenes’in
(21). Bu

ilcelerinde

izole  edilmemesi  gerekmektedir

arastirmanin  amaci, Sanhurfa ili ve
geleneksel yontemlerle dretilip semt pazarlarinda
Urfa

monocytogenes ile kontaminasyonunu ve dolayisiyla

acikta  satilan peynirlerinin, Listeria

halk saghgi acisindan durumunu belirlemektir.

MATERYAL ve METOT

Bu ¢alismada Sanliurfa il ve ilge merkezlerindeki
semt pazarlarindan satin alinan 50 adedi koyu-kegi
sltlinden, 47 adedi inek sitinden yapilmis toplam 97
adet taze yoresel Urfa peynir oOrnegi aseptik
kosullarda soguk zincir altinda laboratuara getirildi.
Ornekler analize kadar -18 °C muhafaza edildi. Daha

sonra ISO 11290-1 metoduna goére analize alindi.
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Her numune steril stomacher torbalarina 25’er
gram tartilarak igine 225 mL Fraser Listeria Selective
Enrichment Broth (Merck 1.10398) ilave edildi. iki
dakika sire ile homojenize edilerek 37 °C’ de 48 saat
aerob ortamda inklibasyona birakildi. Chromocult
Listeria Agar Selective Supplement (Merck 1.00432)
ile zenginlestirilen Listeria Selective Agar Base (Merck
1.00427) steril petrilere dokiildi. Besiyerlerine gizgi
plak teknigi ile ekim yapildi. 37 °C’ de 24 saat
inklibatorde inkiibe edildi. Besiyerinde opak bir hale
ile gevrili yesil-mavi koloniler siipheli kabul edilerek
ileri identifikasyon testleri amaciyla ayni giin icinde

Real-time PCR icin toplandi.

DNA izolasyonu

Supheli kolonilerden 5’er adet alinip Brain Heart
Infusion Broth’a (Oxoid CM1135) gegirilerek 37°C’'de
18 saat inkiibe edildi. inkiibasyonu takiben sivi
1.5 ml

minimum 5’er adet bakteri kolonisi, koloni 1.5 mL

besiyerleri steril mikrosantrifiij tlplne
mikrosantrifiij tipine alindi. Santrifiijde 8000 x g de
5 dakika gevrilerek olusan pellet tizerine 200 pul 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 igin
bekletildi. Bu lizatlardan DNA izolasyonu, High Pure
PCR DNA kitinde
(11796828001; Roche GmbH,

Mannheim, Almanya) bulunan, kultirden bakteri

template ekstraksiyon

Diagnostics

izolasyon prosediiri kullanilarak Gretici talimatlar
dogrultusunda yapildi. Elde edilen 26 adet slipheli
koloninin DNA’lari Nanodrop cihazi ile o&lgiilerek
260/280 nm safligi ve ng/uL olarak miktarlari tespit
edildi. izole edilen DNA &rnekleri -20 °C’de Real-time
PCR analizi icin muhafaza edildi (22).

Real-time PCR vyontemi ile Listeria

identifikasyonu

spp.

Listeria spp. sipheli kolonilerden 6nce niikleik
asit izolasyonu vyapilarak elde edilen DNA’lardan
virlilent Listeria monocytogenes identifikasyonu,

Listeriolysin gen bolgesi kullanilarak Real-time PCR

PCR

reaksiyonlarinda ornekler 2 tekrarli g¢alisildi. Real-

yontemi ile incelendi. Tum Real-time
time PCR islemi, Rotorgene Q (Qiagen, Hilden,
Almanya) sisteminde Light Cycler FastStart DNA
Master SYBR Green | kiti (03003230001; Roche
Diagnostics GmbH, Mannheim, Almanya) kullanilarak
uretici direktifleri dogrultusunda yapildi. Listeria
monocytogenes’in, Listeriolysin O gene (hly) bolgesi
icin spesifik dizayn edilmis primerler kullanilarak
Uretici direktiflerine calisma analiz

gore ve

gerceklestirildi (22).

Listeria monocytogenes igin

Diz primer (5'-GGGAAATCTGTCTCAGGTGATGT-3')
ve

Ters primer (5’-CGATGATTTGAACTTCATCTTTTGC-3’)
PCR  {riinlerinin

2 ulL 10x

Listeria  monocytogenes

amplifikasyonlari igin PCR karigimi
SYBRGreen mix (Tag-polymerase iceren), 2uL 25mM
MgClz, 12uL ddH20 ve her bir primerden 1uL (10
umol) ve izole edilen DNA (50ng/uL) 2 L eklenerek
hazirlandi. 95°C’de 30 saniye ve 45 dongi, 95°C'de
10 saniye, 62°C'de 30 saniye tekli okuma yapildi.
Erime egrisi analizi icin 1 dongii 62°C’den erime egrisi
95°C'de 0 saniye 1°C /sn slrekli okuma yapildi.
Soguma 40 °C de 30 saniye ile gergeklestirildi. Real-
time PCR islemleri Rotorgene Q (Qiagen, Hilden,

Almanya) cihazi kullanilarak yapildi (23).

BULGULAR

Calisma materyalini olusturan 97 adet peynir
orneginde viriilent Listeria monocytogenes’ in varligl
arastirildi. Bu amagla 1SO 11290-1 metoduyla 26
ornekte slipheli Listeria spp. kolonisi tespit edilip, Hly
gen bolgesi ve Real-time PCR cihaziyla
identifikasyonu yapilarak 3’ Gniin (% 3.09) viriilent
Listeria monocytogenes oldugu saptandi. Virilent
Listeria monocytogenes identifiye edilen peynir
orneklerinin inek stiinden yapilan peynirler oldugu

belirlenmistir (Tablo 1).
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Tablo 1. Real-time PCR ile Listeria monoctygones identifikasyonu.
Table 1. Identification of Listeria monoctyogenes by real-time PCR.

Listeria monoctygones Real-time PCR

Peynir TarG

Numune Sayisi

Negatif Pozitif

inek Peyniri 47

44 3

Koyun Peyniri 50

50 0

Sekil 1.Real-time PCR egrileri.
Figure 1. Real-time PCR curves.
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TARTISMA ve SONUC

Peynir; yuksek protein degeri ve yoresel
cesitliligi ile Turkiye’de fazlaca tiiketilen hayvansal bir
gidadir. Uretimdeki hijyen hatalari, ambalajlama ve
muhafaza sirasinda kontaminasyon, gida kaynakh
patojenler agisindan tehlike olusturabilmektedir.
Turkiye’ de ve Dilinyada sit ve sit drlinlerinde ve
ozellikle de peynirde Listeria monocytogenes ile ilgili
bircok arastirma yapilmistir (24,25,26). Bu ¢alismada
97 adet Urfa yoresel peynir orneginde Listeria
monocytogenes orani %3.09 olarak belirlenmistir.
Kahraman ve ark.’nin (26) 2007 ile 2008 vyillar

arasinda Marmara bolgesinde toplam 280 peynir

ornegi ile yapmis olduklari galismada %2.5 oraninda
Listeria monocytogenes tespit edilirken; Bliylkyorik
ve Go6ksoy’'un (27) 2011 yilinda starter kiiltir
kullanmadan geleneksel yontemlerle Uretilen 58 adet
koy peyniriyle yapmis olduklari ¢calismada Listeria
Bu

bulgulari ile paralelik gosteren Telli (11) tarafindan

monocytogenes’e  rastlanmamistir. ¢alisma
yapilan doktora tezinde; Haziran-Eylal 2010 tarihleri
arasinda toplanan 192 beyaz salamura peynir
orneginin %3.53’linde Listeria monocytogenes izole
edilmistir. Karadal (28) tarafindan hazirlanan doktora
tezinde ise; arastirmada kullanilan 200 peynir
orneginin 2 sinde (%1) Listeria monocytogenes

kontaminasyonuna rastlanmistir. Azak ve ark. ‘nin
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(29) 2012 vyilinda Erzincan tulum peynirlerinde
yapmis olduklari ¢alismada ise 100 tulum peyniri
numune olarak kullanilmis ve arastirma sonucunda
tulum peynirlerinin 3’tinde (%3) Listeria spp. izole
edilmis ve izole edilen numunelerin tamami PCR ile
Listeria monocytogenes olarak identifiye edilmistir.
Molla ve ark. (30) 2004 yilinda Etiyopya’da 61 lor
peynirinin yanhzca 1 tanesinde (%1.6) Listeria
monocytogenes identifiye etmislerdir. ElImas’in (31)
Aydin yapmis
calismasinda 60 adet
peynirlerinin 3’tnde (%5), Colak ve ark.’nin (32) Mart
2004-Mart 2005 tarihleri

toplanan 250 tulum peyniri

ilinde oldugu vyiksek lisans

beyaz, tulum ve lor

arasinda istanbul’dan
ornegi ile yapmis
olduklari galismada ise % 4.8’inde (12 adet), Cetin ve
ark.’nin  (33) Kirikkale ilinde 2015 yilinda analiz
ettikleri 17 kasar peynir 6rneginin sadece bir
tanesinde (%5.88) Listeria monocytogenes tespit
edilirken, Guner ve Telli'nin (34) 2011 yilinda Van,
Hatay ve Konya illerinden temin edilen 120 peynir
yapmis
monocytogenes

ile olduklari  ¢alismada L.
%28.3

belirtilmistir. Manfreda ve ark.nin (35) italya’ da

ornegi
prevelansi olarak
Gorgonzola peyniri lizerine yaptiklar bir ¢alismada
Listeria monocytogenes kontaminasyonunu %?2.1
olarak tespit etmislerdir. Gohil ve ark. (36) 196 adet
salamura beyaz peynir 6rnegi ile yapmis olduklar
arastirmalarinda orneklerin %1.02’sinde (2 ornekte)
L. monocytogenes izole etmislerdir. Wernars ve ark.
(37)min PCR teknigi
yaptiklari arastirmada bazi 6rneklerde 10° kob/0.5 g

ile  yumusak peynirlerde

Listeria spp. izolasyonu icin yeterli bakteri sayisi
El- Silva ve ark.(38),

Brezilyada yoreye has bir peynir ¢esidi olan Minas

oldugunu bildirmislerdir.

peynirinin Uretiminde kritik kontrol noktalarinda
Listeria monocytogenes varligini tespit etmek igin
yaptiklari arastirmada 218 6rnekten (54 gida, 107
ekipman, 22 personel ve 35 cevresel 6rnek) 13’Ginde
spp. yapilmis
identifikasyonunda; 9’unun Listeria innocua, 2’sinin

Listeria izolasyonu ve

Listeria monocytogenes ve 2’sinin de Listeria grayi
oldugunu belirlenmislerdir. Bu arastirmanin bulgulari

ile diger arastirmacilarin rapor ettigi bulgular

arasindaki farkliigin, kullanilan farkh peynir Gretim

teknikleri, peynir Uretiminde kullanilan sitlerdeki

degisik kontaminasyon seviyeleri, semt
pazarlarindaki farkli c¢evresel sartlar, cografi
farkhiliklar ve vyetersiz hijyenik uygulamalardan

kaynaklandig1 dusinilmektedir (35,36,37,38).
Berrada ve ark.” larinin (22) yapmis oldugu
PCR

monocytogenes identifikasyon etkinliginin %85’in

¢alismada Real-time sistemi ile Listeria
Uzerinde oldugu bildirilmis ve tim kiltlir pozitif
orneklerin ayni zamanda Real-time PCR sisteminde
de pozitif oldugu gosterilmistir. Aragtirma bulgulari
Real-time PCR metodunun etkinligini
koymaktadir (21).

Sonug olarak yoresel peynirlerin zoonozlarla

ortaya

kontamisyonunda Gretim kosullarindaki hijyen
noksanligindan pazar kosullarina kadar bir cok
faktoriin etkili oldugu daslinilmektedir. Bu calisma
bulgulari degerlendirildiginde Listeria
monocytogenes kontaminasyonunun engellenmesi
amaciyla aile isletmelerinde ve mandiralarda iretilen
Urfa peynirlerinin Gretiminin tim asamalari igin
hijyen ve bilinglendirme egitimleri dizenlenmeli,
yalnizca Uretim degil muhafaza, tasima gibi
peynirlerin tlketiciye ulasana dek tiim asamalarda

dekontaminasyonuna 6zen gosterilmelidir.
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