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Listeria spp. dogada yaygin olarak bulunmakta ve halk sagligt acisindan 6nemli derecede risk olusturabilmektedir. Bu
bakteriler mastitisli hayvanlar, hijyenik olmayan sagim ekipmanlari, transport veya depolama esnasinda ¢ig siite
bulasabilmektedir. Yapilan bu ¢alismada Afyonkarahisar ilinden toplanan 100 manda ve 100 inek siitii olmak tizere toplam
200 ¢ig siit numunesi materyal olarak kullanildi. Toplanan siit numuneleri ISO 11290-1 yéntemi kullamilarak Listeria spp.
varligl yoninden analiz edildi. Analiz edilen 100 ¢ig manda siit 6rneginin 1’inde (%1) ve 100 ¢ig inek stt 6rneginin 4’inde
(%04) Listeria spp. Klasik kiltiir metodu ile izole edildikten sonra Microbact 12L test kiti kullanilarak identifiye edildi. Ayrica
izole ve identifiye edilen Listeria tiitleri PCR ile onaylandi. Sonug olarak manda sttiinden izole edilen ve onaylanan Listeria
tirlerinin L. seeligeri (%o1) oldugu, inek sitlerinden izole edilenlerin ise L. seeligeri (%3) ve L. ivanovii (%1) oldugu belirlendi.
Yapilan  c¢alisma  sonucunda  Afyonkarahisar  ilinden  toplanan  ¢ig  manda  ve inek  sitlerinde
L. monocytogenes saptanmazken, L. seeligeri ve L. ivanovii tespit edilmis olup bu calisgma sonucunda Afyonkarahisar ilinden
toplanan ¢ig manda ve inek sitlerinde Listeria tiirlerinin yaygin olarak bulunmadigi belitlendi. Ancak Listeria tirlerinin
dogada yaygin olarak bulunmast nedeniyle saha tarama ¢alismalarinin periyodik olarak yapilmasi, 6zellikle siit ve siit Grinleri
isletmelerinde hijyen ve sanitasyon kurallarina uyulmasi, bu isletmelerde gorev alan personelin bilgilendirilmesi
6nerilmektedir.

Anahtar kelimeler: Listeria spp., Manda Siitii, Inek Siitii, Hijyen

Determination of Listeria Species in Water Buffalo and Cow Milk Obtained From Afyonkarahisar Province
ABSTRACT

Listeria is one of the significant and commonly found bacteria in the environment which presents a high risk to human
health. These bacteria can be transmitted to raw milk by mastitis infections, unhygienic milking equipment, transport, or
storage. In this work, 200 raw milk samples (100 buffalo milk and 100 cow milk) collected from Afyonkarahisar province,
were used as study material and milk samples were evaluated regarding the presence of Listeria spp. Detection of these
bacteria was performed according to the method of ISO 11290-1. One Listeria spp. from 100 buffalo milk and four Listeria
spp. from 100 cow milk samples were isolated by conventional method. The identification of isolated Listeria spp. was
performed by Microbact 12L test kit. Also, isolated bacteria were confirmed by PCR technique. Isolated Listeria spp. from
buffalo milk was determined as L. seeigeri (1%), those isolated from cow's milk were determined as L. seeligeri (3%) and L.
vanovii (%01). As a conclusion, this study shows that Listeria species are not widely present in raw buffalo milk and raw cow
milk collected from Afyonkarahisar province. However, periodic field surveys are suggested due to the widespread
presence of Listeria species in nature. Particulatly, it is recommended to obey hygiene and sanitation rules and inform the
staff working in milk and milk processing plant.
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GIRIS

Hayvansal trtnler biyolojik 6zellikleri sayesinde
hem beslenmede vazgecilmez hem de diger besin
maddeleri ile ikame edilemez 6zelliktedir. Dengeli
ve yeterli beslenmenin temel kosullarindan biri
gunlik protein ihtiyacinin %35-40’1nin hayvansal
driinlerden  kargilanmasidir.  Hayvansal —protein
kaynagini  ise baglica et, sit ve yumurta
olusturmaktadir (Anonim, 2001; Boland ve ark.,
2013).

Siit makro ve mikro besin 6geleri bakimindan
oldukea zengin bir kaynak olup yeterli ve dengeli
beslenme icin gerekli olan hayvansal kaynakli
protein, yag, laktoz, su, vitamin, mineral, enzim,
organik asit ve iz elementleri icermektedir
(Tekinsen, 2000; Pereira, 2014; Thorning ve ark.,
2016). Manda siti ise yag orant bakimindan
yiksek degere sahip olup (%7-8) degerli bir siit
olarak kabul edilmektedir. Ozellikle kaymak,
tereyagl,  yogurt  ve  peynir  iretiminde
kullanilmaktadir (Metin, 2001; Ugiincii, 2004). Bu
denli dstin Ozelliklere sahip olan sitin uygun
olmayan kosullarda tasinmasi, islenmesi ve
muhafaza edilmesi sonucu patojen
mikroorganizmalar ile kontaminasyon meydana
gelmekte ve bu kontaminasyon halk saghg
acisindan biyiik bir tehdit olusturmaktadir (Lejeule
ve Rajala-Schultz, 2009; Beale ve ark., 2014).
Listeria spp. patojenik ve patojenik olmayan on tiiri
icermektedir. Bunlar L. monocytogenes, L. innocua, 1.
welshimeri, 1. grayi, L. seeligers, L. ivanovii, L. marthii,
L. rocourtiae, L.  weibenstephanensis  ve L.
Sfleischmannirdir (Hellberg ve ark., 2013). Bu tutler
arasinda insanlar i¢in en patojen olan L.
monocytogenes’dir  (Nightingale, 2010; Maertens de
Nootrdhout ve ark., 2014). L. monocytogenes farkl
pHlarda  ve  sicakliklarda,  yiksek  tuz
konsantrasyonunda ve zotlu c¢evre sartlarinda
canliligini koruyan ve dUreyebilen bir bakteridir.
Tim bu kosullar Gzellikle pastérize olmayan
sutlerde L. monocytogenes’in canliligini siirdtiirmesi ve
cogalmasint tesvik etmektedir. Bununla bitlikte L.
monocytogenes  kontaminasyonu Uretim, paketleme,
tasima  ve  depolama  siresince  meydana
gelebilmektedir (Ciftcioglu ve ark. 1992; Carpentier
ve Cerf, 2011; Amajoud ve ark, 2018). L.
monocytogenes  kan-beyin, bagirsak ve plasental
bariyerleri asabilen gida kaynakli Onemli bir
zoonozdur.  Diinya genelinde hastaligin ortaya
ctkist sporadik olmasina karsin, hastalik ciddi
hasarlara neden olmaktadir (Dhama ve ark., 2015).
Oldukea ytksek mortaliteye sebep olabilen L.
monocytogenes  Ozellikle  yitksek risk  grubundaki
immin sistemi baskinlanmus kisilerde meningitise,
ensefalitise, meningioensefalitise ve septisemiye;
hamilelerde ise dustiklere yol acabilmektedir
(Uyttendaele ve ark., 1997; Beale ve ark., 2014).
Ayrica etkenin yayilmasint Onlemek icin hijyen

uygulamalarina  dikkat etmek  gerekmektedir
(Dhama ve ark, 2015). Bu calismada
Afyonkarahisar ilinden toplanan ¢ig manda ve inek
sttlerinde gida kaynakli bir zoonoz olan ve halk
saghgt acisindan Onem arz eden Listeria spp.
varliginin arastirilmasi amaglanmistir.

MATERYAL ve METOT

Yapilan  aragtirmada  Afyonkarahisar  ilinden
Haziran-Eylil 2016 arasinda 100 ¢ig manda siti ve
100 cig inek siiti 6rnegi olmak tzere toplam 200
sit Ornegi toplandi. Sit Ornekleri, steril kaplara
alinarak soguk zincir altinda laboratuvara getirildi
ve aynt giin analize alindt.

Listeria spp. izolasyon ve identifikasyonu icin, her
bir stit 6rnegi Gnzenginlestime amactyla Half Fraser
Broth (Oxoid, SR142) besi yerinde 30°C'de 24 saat
inkiibasyona birakilds. Bunu takiben
homojenizattan 0,1 ml alinarak 10 ml Fraser Broth
(Oxoid, SR143) besiyerine ilave edilip 30°C'de 24
saat inkibe edildi. Daha sonra, selektif
zenginlestirme stvi besiyerinden bir 6ze dolusu
stispansiyon almnarak Palcam Agar (Oxoid, CM
0877) ve Oxford Agar (Oxoid, CM 8506)'a gizilerck
37°C'de 48 saat inktubasyona birakildi ISO 11290-
1, 1996). Inkiibasyondan sonra, tireyen Iisteria
stipheli kolonilerden 3-5 tanesi secilerek Microbact
12L Listeria test kiti (Microbact Listeria 121 Listeria
identification system MB1128 OXOID) ile
identifikasyon yapildi.

Tespit edilen Listeria spp. suslarmin PCR ile
onaylanmasi amaciyla DNA ekstraksiyonu, DNA
izolasyon kiti (Qiagen DNeasy® DNA Izolasyon
Kiti, Almanya) ile tretici firma tarafindan belirtilen
protokole gore yapildi. PCR karisimi Taq DNA
Polimeraz (Ampliqon, Danimarka) kullanilarak her
bir 6rnek icin son hacim 25 pl olacak sekilde 2 pl
DNA, forward ve reverse primerden 0,2 mM
(Tablo 1), 2mM MgCl,, 20mM 10XBuffer,
dNTP’den 200 mM ve 0,5 U Platinum Taq DNA
Polymerase olacak sekilde hazirlandi. PCR 6n ayrim
basamagi (94°C, 2 dk), takiben ayrim (94°C, 30 sn),
primer yaptsmast (53°C, 30 sn) ve uzama (72°C, 1
dk) 35 dongii, son uzama basamagt ise 72°C’de 5
dk olacak sekilde programland: (T100™ Thermal
Cycler, Bio-Rad, ABD). PCR iriinleri 1X TAE
(Tris-Asetat-EDTA) soliisyonunda %01,5’luk agaroz
jel elektroforezinde yiritildi. Daha sonra UV
alunda jel gorintileme gerceklestirilerek (Vilber
Lourmat, Marine la Valeé, France) elde edilen
sonugclar degerlendirildi.
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Tablo 1. Calistlan Gene Ait Primer Dizilimi ve PCR Kosullart
Table 1. PCR Conditions and Primer Sequencing of the Gene

Gen Oligoniikleotid dizisi (5’-3’)

Uriin boyutu

Gen Bankasi No
(bg)

GCT GAA GAG ATT GCG AAA GAA G

F

Prs

R CAAAGAAACCTTGGATIT GCG G

370 NC_003210.1

BULGULAR
Calismada incelenen 200 sit Orneginden 4’tiniin
(%2) L. seeligers lle Vinin (%0,5) L. ivanovii ile
kontamine oldugu belirlenirken, stt 6rneklerinin
hicbirinde L. monocytogenes saptanamadi. Manda

stutlerininin Listeria spp. ile kontaminasyonu %l
(1/100) olarak belitlenirken bu oran inek sttlerinde

%4 (4/100) olarak belirlendi. Incelenen tim
sutlerde Listeria spp. kontaminasyon orant %2,5
(5/200) olarak belitlendi. Calismadan elde edilen
Listeria spp.lerin dagihmi Tablo 2 ve Sekil 1’de
verilmistir. Ayrica Listeria spp. pozitif 6rneklerin
PCR sonuglari Sekil 2’de gésterilmistir.

Tablo 2. Siit Orneklerinde Listeria spp. Dagilim1
Table 2. Listeria spp. Distribution of Milk Samples

Listeria spp.

L. seeligeri

L. ivanovii

Manda St %1(1/100) %1 (1/100) -
Inek Siitii %d (4/100) %3 (3/100) %1 (1/100)
Toplam %2,5 (5/200) %2 (4/200)  %0,5 (1/200)

%3

%2

—
‘Vl
II =

Manda St
inek Sitd

Listeria seeligeri

u [jsteria ivanovii

Toplam

Sekil 1. Stit 6rneklerinde Listeria spp. Dagilimi.
Figure 1. Distribution of Listeria spp. in Milk Samples

TARTISMA

Listeria cinsi  bakteriler dogada yaygin olarak
bulunmakta, buzdolabi sicakliginda, olumsuz ¢evre
sartlarinda yasayabilmekte, saglikli hayvanlarin ve
insanlarin  sindirim  sisteminde  varliklarint
sturdirebilmektedir. Cig sttlerdeki Listeria spp.
varligt infeksiyon kaynakli olmasina ragmen
Ozellikle pastorize sttlerdeki listerial varlik ancak
sonradan olusan kontaminasyona ve bu bakterinin
buzdolab: sicakliginda ireyebilme yeteneginden
kaynaklanabilmektedir (Ak¢a ve Sahin, 2011).

be Marker | 11 111 v v VI

Sekil 2. Listeria spp. Pozitif Orneklerin PCR Sonuglart.
I: Pozitif Kontrol, II: Manda Sitiinden Izole Edilen
Listeria spp., III-VI: Inek Siitiinden Izole Edilen Listeria
spp.

Figure 2. PCR Results of Listeria spp. Positive Samples.
I: Positive Control, II: Listeria Spp. Isolated From
Buffalo Milk, III-VI: Listeria spp. Isolated From Cow
Milk.

Ertas (1997) yaptigt bir ¢alismada 100 adet saglikh
koyun, 50 adet attk yapmis koyun ve 150 adet
saglikli keciden alinan toplam 300 siit numunesini
Listeria spp. yOninden incelemis ve tim siit
orneklerinden %1,66 (5/300) oraninda Listeria spp.
izole etmis ve elde edilen izolatlarin 4 tanesi (%o4)
saglikhi koyun sttiinden, 1’1 (%00,60) ise saglikh keci
siutinden  izole  edilmistir.  Toplanan  siit
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numunelerinden L. monocytogenes izole edilmedigini
bildirilmigtir. Hasékstz ve Ilgaz (2000), 100 koyun
st ile yaptigr calismada Listeria spp. izole
edemediklerini  bildirmislerdir. Sivas ili sut
isletmeleri ve ciftliklerinden toplanan 100 ¢ig inek
sit Orneginin  6’sinda  (%0) Listeria spp. izole
edilmistir. Tzolatlarin %4’ (4/100) L. monoyctgenes,
%2’si (2/100) ise I.. znmocna olarak belitlenmistir
(Unlii ve ark., 1998).

Uysal ve Ang (2003), Kirklareli, Tekirdag ve
Istanbul’dan topladiklart 189 ¢ig sit Grneginin
Tinden (%0,45) L. monocytogenes izole etmislerdir.
Diimen ve ark. (2011) Istanbul ve Trakya
bélgelerinde yaptiklart bir ¢alismada 300 adet ¢ig
st Ornegini L. monocytogenes varligl acisindan
incelemis ve bunlarin 12'sinin (%4) L. monoctogenes
pozitif oldugunu tespit etmislerdir. Ak¢a ve Sahin
(2011) Kars yoresinde yaptiklart ¢alismada 250 adet
inek sit numunelerinin @ 2'sinde  (%0,8) L.
monocytogenes izole etmislerdir. Abay ve ark. (2012),
50 koyun, 50 inek ve 50 tank sutii olmak tizere
toplam 150 stt Orneginini IListeria spp. varlig
yoninden incelemis ve incelenen siit 6rneklerinin
hicbirinde  Listeria  spp.  tespit  edilmedigini
bildirmislerdir.

Iranda yapilan bir ¢alismada manda  siitii
orneklerinde %11,8 (4/34) oraninda Listeria spp. (2
tanesi L. znnocna ve 2 tanesi de L. seeliger) izole
edilitken, L. mwnocytogenes saptanmamistir (Rahimi
ve ark., 2014). Hindistan (Adesiyun ve ark., 19906),
Isve¢ (Waak ve ark., 2002), Ispanya (Gaya ve ark.,
1998) gibi farklt iilkelerde tank siitlerinde yapilan
calismalarda L. monocytogenes varhiginin — %0-%5
arasinda oldugu rapor edilmistir.

Calismamizda, analiz edilen 200 sit numunesinden
5min (%2,5) Listeria spp. ile kontamine oldugu
saptand1. Izole edilen Iisteria suslarinin 4’iniin
(%2) L. seeligeri ile 1’inin (%00,5) L. vanovii oldugu
belirlenirken, hi¢bir siit 6rneginde L. monocytogenes
saptanmadt. Listeria spp. varhigt sit tlrlerine gbre
degerlendirildiginde, manda sttindeki Listeria spp.
kontaminasyonu %1 (1/100) olarak belitlenirken,
inek sutlerinde bu oran %4 (4/100) olarak
belirlendi. Ulkemizde ¢ig siitlerde Listeria spp.
varligt bircok arastirmada %0 ile %06 arasinda iken
L. monocytogenes acgisindan degerlendirildiginde %0
ile %4 arasinda degismektedir. Bu sonuglar
dogrultusunda, ¢alismamizda elde edilen veriler
tlkemizde yapilan diger calismalar ile Listeria spp.
varligt  yoninden  karstlasurildiginda  uyum
icerisindedir. Ancak dinyadaki ¢ig sutlerdeki
Listeria  spp. vathgr degerlendirildiginde  farklt
sonuglar rapor edilmistir. Bu sonuglarin nedeni,
farkll 6rnek alma proseditleri, analiz yontemleri,
cografyalar gibi cesitli nedenlerden
kaynaklanabilmektedir (Husu, 1990).

Sonug olarak arastirma bulgulari, Afyonkarahisar
ilinde tiiketime sunulan ¢ig manda ve inek siitleri L.
monocytogenes  yonunden degerlendirildiginde halk

saghgt  acwisindan  bir  risk  olusturmadigini
gostermektedir. Hayvan yetistiriciliginin  yogun
olarak yapildig1 ve hayvansal trtinlerin yogun olarak
tretilip pazatlandigi Afyonkarahisar ilinde Listeria
kaynakli infeksiyonlar gbz ardi edilmemeli ve
gereken koruma ve kontrol dnlemleri alinmalidur.
Bu amacla ciftlik sahipleri, hayvan bakicilari, gida
trinleri Gretimi yapan isletmeler ve saglik personeli
infeksiyonlar hakkinda bilgilendirilmelidir. Etkenin
kontrol altna alinmasinda Ozellikle stt ve sit
trinleri dreticilerinin meme ve sagim hijyeni, 1sil
islemin 6nemi ve 1sil islem sonrast meydana
gelebilecek kontaminasyonlar hakkinda yeterince
bilgilendirilmesi saglanmalidir. Bunun yant sira, ilgili
kurumlar tarafindan kontrol ve denetimin etkin
yurttilebilmesi de 6nem tagimaktadir. Ayrica halk
saglhgl acisindan O6nemli oldugu kadar ekonomik
6nemi de gbz Ontnde bulunduruldugunda, bu
konuyla ilgili daha kapsamli calismalar planlanarak
uygulanmalidir. Saha c¢alismalarina 6nem verilerek
risk durumu belirlenmeli ve gereken yasal
tedbitlerle  birlikte  hijyen  egitimi = gbzden
gecirilmelidir.
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