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BEYAZ PEYNIRDE L. MONOCYTOGENES PATOJENININ
ARANMASI] UZERINE BiR ARASTIRMA

A RESEARCH ON DETERMINATION OF L. Monocytogenes PATHOGEN IN
WHITE CHEESE

Siddik GONG, Sevda KILIG
Ege Universitesi Ziraat Fakiiltesi Siit Teknolojisi Balumi 35100 Bomova - kzmir, Tirkiye

OZET: Bu galigmada Izmir ili ve gevresindeki biiyik satig yerlerinden temin edilen 82 beyaz paynir Sredinde L. monocylogenes aranmigiir,
Sojuk ve sicak kogullarda iki farkh zenginlestirme teknidi uygulanmigtir. izolasyon igin iki dedigik besiyerine ekim yapilarak Listeria kolonileri
elde edilmigtir. Fizyolojik ve biyokimyasal testler sonucunda 82 beyaz peynirden &rneginden 11' (%13.4) L. manocytogenes agisindan pozitif
olarak degerlendirilmigtir. Galismada sofjukta zenginlegtirme teknidi ve Oxford agar besiyeri kullaimiyla daha iyi sonug alinmighr. Bltin
drneklerde E. aerogenes adurlikl olmak lzere E. cofiye de raslanmigtir,

ABSTRACT: In this study, 82 white cehesse samples collected from stores in and around Izmir city were assessed for the presence of L.
monocytogenss. Two different enrichment techiques have been used for cold and wamm conditions. Listeria colonies to be isolated were obtained
on two ditferent nutritive media. As a result of biochemical and pysiclogical test, 11 of 82 samples (13.4%) were found fo ba L. monpcytogenes
positive. Better results were obtained by using cold enrichment and Oxford agar ag nutriive medium. In all the samples E. aarogenes was dominat
with E.coli in a lesser quantity.

GIRIS$

ilk defa 1911 yilinda tavgandan daha sonra da kobay, kegi, inek ve insandan izole edilen L.
moneocytogenes dodada yaygin olarak bulunan bir tilrdir.

1929 yilinda PIRIE tarafindan Bacterium monocytogenes geklinde adlandirtlan bakteriye daha sonra
MURRAY ve ark. tarafindan L. monocytogenes ismi verilmistir. Bu bakterinin neden oldudu enfeksiydz
hastalifa da listeriosis denilmistir (SHARIF, 1990}

Kéti kogullarda hazirtanan silaj, bitki materyalleri, toprak, kanalizasyon gamur ve suyu ile sit ve sit
mamilleri gibi besinler sézkonusu bakterinin sikga izole edilebildigi kaynaklardir. Hatta saglikli insan ve
hayvanlarin da bu bakteriyi tagidiklan belirlenmigtir. 1980'li yillarda ardarda bilylk epidemilerin ortaya gikmas:
dikkatlerin daha gok gidalara, dzellikle siit mamiillerine gevrilmesine neden olmugtur. Nitekim 1985 yilinda
ABD'de Kaliforniya eyaletindeki olayda 86 kisiden 29'unun 6limiine, Meksika tipi yumusak peynirin tiiketimi
neden olmustur (GRAY, 1960; GITTER, 1985; HAMMER, HAHN ve HEESCHEN, 1989).

Konuyla ilgili yapilan ¢aligmada bakteri hem peynir hem de igletme ekipmanlarindan izole edilmigtir. Stt
igletmelerinde bulagma ihtimalinin hemen her ortamda mimkiin oldugu bildirilerek bagta sit toplayicilari ve
tagima araglart olmak {izere sit sayaglan, separatorler, pihti presleri, yikima dlizenleri ve salamura havuzlar
ile gailsan personel bakterinin bulagmasinda en etkin arag olarak g&rilmugtar.

L. monoecytogenesin énemi insan ve hayvan organizmasinda birgok hastalija neden olabilen bir
patojen olmasina dayanmaktadir. GITTER {1985) bakterinin yavru atma, septisemik enfeksiyon, mastitis,
meningo ensefalitis, konjonktivit, faranjit, sinizit, geligme geriligi ile siroz benzeri birgok tehlikeli hastahk
olusturdugunu bildirmigtir.

Tiirkiye’de genelde peynir yapimi igin temin edilen ¢ig siit, gogu zaman diigiik kalitelidir. Toplam bakteri
~ sayis1 oldukga yiiksektir. Bu yiizden uygulanan isil iglem sonucu mikroorganizmalann biyik bir kism sitte
canh kalmaktadr. iletmelerde temizlik ve hijyen de geregi sekilde yapiimadigindan bulugma kaynagi oldukga
fazladir. En dnemlisi ise peynirin belli bir olgunlagma devresi gegirmeden satiimasidir. Bu nedenlerden
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bakterinin peynirde canli kalma riski artmaktadir. Peynirde bulunmasr arzulanmayan mikroorgnaizmalardan bir
digeri de koliform grubu bakterilerdir. Bunlar siitteki laktozu heterofermentatif olarak pargalarlar. Laktik, asetik
asit, alkol yarinda CO, ve H, gazi olugturarak peynirlerde erken gigme denilen yapi bozukiuguna sebep olurlar.
Bu arada proteinleri pargalamalan sonucu tat ve aroma bozukluklan da ortaya gikar. Bu gruptaki E. coii ve E.
aerogenes’in peynirlerde gaz olugturduklari, %10'dan fazla tuz igeren ortamtarda bile geligebildikleri aragtiricilar
tarafindan belirlenmigtir. S6zkonusu bakterilerin peynire ¢i§ sitten gegtigi, pastérize edilmis peynir siitiinde
bulunmadigi halde taze peynirlere yapim agamasmnda bulasti§i da ortaya konulmugtur (ERGULLU, 1980).

Bu grubu olugturan bakteriler pislik kaynakl ve indikatér mikroorganizma oluglan nedeniyle peynitierde
aranmalari dngoriilmustdr. Nitekim PONCET (1988), PRENTICE ve NEAVES (1988) listeria'nin arandigj)
durumiarda koliform bakterinin kontrolunun da yapilarak aradaki iliskinin belirlenmesinin gerekliligini
bildirmiglerdir.

MATERYAL ve METOT

Materyal ‘

izmir ili ve gevresindeki biiyiik gida magzalarinda satiga beyaz peynirlerden 1 yil boyunca, 4 devrede
alinan drnekler aragtirmanin materyalini olugturmugtur. Bu siregte 0.5 kg.lik 82 adet beyaz peynir 6rnegi satin
alinmigtir. Steril kavanozlara konufan Grnekler analiz edilinceye kadar buzdolabinda saklanimstir.,

Referans sug L. monocytogenes ve L. inocua ile camp testinde yararlanilan S. aureus sugu Refik
Saydam Hifz: Sihha Enstitiisii izmir Subesi bakteriyoloji laboratuvarindan temin edilmigtir.

" Metot

Orneklerin Analize Hazirlanmasi
: Ornekler énce blenderde pargalanarak hamojen bir duruma getirilmigtir. Daha sonra herbirinden 4’er
- adet 25 g lik tarhmlar yapiimigtir (ANONYMOUS, 1990).

L. monocytogenes’in izolasyonu:
Bu amagla birgok aragtirmact birbirinden farkli yéntem ve besiyeri énermislerdir. Ancak materyalin ve
bakterinin Szelligi ve teknikteki son geligmeler dikkate alinarak besiyerinin segimine 8zen gosterilmigtir,

Zenginlestirme

Sézikonusu bakterinin izolasyon olasilifin yikseltmek ve kolaylagtirmak amaciyla bu iglem yapilmigtr,
Bunun igin 2 zenginlegtirme buyyonu (ZB) kullamlmigtir. Her peynir émegi igin iclerinde 225 mi buyyon bulunan
2 7B, (ANONYMOUS, 1990} ve 2 ZB, (HICKS ve LUND, 19¢1) erlenleri hazirlanmig ve 25'er g olarak tartilan
Grnekler erlentere aktanimig ve galkalanarak kanigmalar saglanmistir. Her iki ZB’'na alinan dmeklerden 1’er
tanesi soguk zenginlegtirme yapmak igin 7 giin siireyle buzdolabinda birakiimistir. Sicak zenginlegtirmeye
aynilan ZBy 30°C'de (2+5) 7 giin, ZB, ise 25°C’de (2+5) 7 giin siireyle inkiibe edilmisierdir.

izolasyon

1. IDF Yéntemi ile Oxford Agar'da izolasyon

ZB, ve ZB,'de soguk ve sicak kosulda birakilan érneklerden 1'er 8ze dolusu alinmis ve gizgi ydntemiyle
Oxford Agar plaklarina ekim yapilmistir. 37°CA1 °C'de 48 saat inkiibasyona birakidmigtir. Siyahimsi, koyu
kahverengi bir zonla gevrili koloniler Triplon Soyton Yeast Extract Agar (TSYEA) plaklarina yine gizgi
yontemiyle aktanimigtir (ANONYMOUS, 1990).

2. Listeria Selektif Agar (LSA)’da izolasyon

Daha §nceden hazirlanarak petri kutularinda dondurulan Listeria Selektif Agar (LSA) besiyerine ZB1 ve
ZB2'de soguk ve- sicak kogulda inkilbe edilen buyyonlardan ayr ayn gizgi yéntemi ile ekim yapilmis ve tim
plaklar 37°Cfi1 °C'de 48 saat inkiibe edilmigtir. Kiigilk, yiizeyi pirizli, gevresi geffaf, parlak, yesil-mavi, ortas
yesil-sari olan koloniler geligtirilip saklanmak (izere Tripton Soyton Yeast Extract Agar (TSYEA) plaktarina gizgi
yontemi ile aktanilmighir (MERCK, 1986)
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identifikasyon

Tripton Soyton Yeast Extract Agar (TSYEA) Plaklarinda geligen koloni ve bakteri morfolojisi; katalaz
reaksiyonu, hareketlilik, hemoliz, karbonhidrat kultanimi incelenmis ve camp testi uygulanmistir (RODRIGUEZ,
1985; RALOVICH ve NAIDU, 1988; PRENTICE ve NEAVES, 1988; SEELIGER ve LANGER, 1988; ANONYMOUS,
1990). Bu analizler aragtirmacifar tarafindan olusturulan indentifikasyon tablolanyla karsilagtinimak suretiyle
bakterinin tamimlanmasi yapilmigtir (GITTERD, 1985; SEELIGER ve LANGER, 1988; SHARIF, 1990).

Koliform Grubu Bakterilerin Belirlenmesi

S6z konusu bakterilerin izolasyonunda Brillant Green Bile Broth {BGBB) ile Vrolet Red Bile Agar
{VRBA) kullanmimigtir (HARRIGAN, 1976). Kolonilerin tanimlanmasi IMVIC testine gére yapilmistir.
{HARRIGAN, 1976, ERGULLU, 1980).

ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA
Cizelge 1'de goruldigi {zere 4 degisik devrede temin edilen 82 peynir drnedinden farkll besiyerinde
gelismig olan kolonilerden Listeria siiphesiyle 416 adet izolat incelenmeye alinmigtir.

Cizelge 1. Beyaz Peynir Orneklerinden Listeria Siiphesiyle Elde Edilen izolatlanin Satig Yeri ve Devrelere Gore Dagihim

Satis Yeri
Devre 1 2 3 4 5 6 Toplam
1 20 37 - 22 22 - 10]
2 - 18 - - - - 18
3 19 - 32 24 - - 75
4 35 38 42 32 42 33 222
Toplam 74 93 74 78 64 33 416

Kolonilerde &nce G reaksiyon testi uygulanmigtir. (G+) olanlar Henry igiklandirma ydntemi ile
mikroskopta incelenmig, ditzgiin kenarli, merkezi belirgin mavi-yegil renkli, konveks olan koloniler ayrilmigtir.
Bunlar daha sonra saflagtirma igtemi igin Triplon Soyton Yeast Extract Agar (TSYEA) plaklarina alinmistir.
Clugan kolonilerin katalaz + reaksiyon verenlerinde camp testi, hemoliz testi ile hareketlilik kontrolu yapitmigtir,
Biyokimyasal testler ise Tripton Soyton Yeast Extract Bullion (TSYEB)'de gergeklestiriimistir. Karbonhidrat
kullanmiminda baghca ayirici farklar olarak ramnoz ve ksiloz testlerinin tirletinin belirlenmesinde &nemili rol
oynadikian anfagimigtir. '

Cizelge 2. Listeria Izolatlari Elde Edilen Beyaz Peynir Orneklerinin Satig Yeri ve Devrelere Gire Dagilim:

Satig Yeri
Devre "1 2 3 4 5 6 Ornek Sayisi
1 2 - 1 1 - 5
2 - - - - -~ 1
3 1 1 1 3
4 2 2 3 2 2 2 I3
Toplam 4 5 4 4 3 2 22

Cizelge 2'de gbrildigl gibi Listeria genusu iginde yer aidifj belirlenen 22 izolat daha sonra
karbonhidrat ve camp testine tabi tutularak tir diizeyinde de belilenmigtir. Bunlar arasindan 11 érnegin L.
monocytogenes oldugu saptanmigtir. Bu bulgulara gére galigma boyunca incelenen beyaz peynir drneklerinin
°,13.4'de L. monocytogenese raslanmistir.
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Caligma sirasinda bakterinin izolasyonun zorlugu géz éniine alinarak &rnekler iki farkhi zenginlestirme
buyyonuna agilanmigtir. Her iki ZB soguk ve sicak olmak iizere iki farkh sicakiikta inkiibasyona brrakilmigtir.
Sogukta birakilan her iki buyyondan yapilan ekim sonucu Oxford Agar plaklarninda Listeria Selektif Agar (LSA)
plaklarina kiyasla daha yiksek oranda L. monocytogenes izole edilmistir.

TUMBAY ve ark, (1991) 262 beyaz peynir drnegniden %.2.7 oraninda L. monocytogenes izole
etmiglerdir.

Bir bagka galigmada 644 adet degisik cins yumugak peynir rneginin %93'tinde L. monocytogenes izole
edildigi aragtincilar tarafindan bildirilmigtir (HICKS ve LUND, 1991).

JUNG ve ark. (1989) uzun bir periyotta 9 siitglilik igletmesinden temin ettikleri 5558 &rnekte farkl
Listeria tdrleri belirlemiglerdir. igletmelerin dérdinde sirasiyla %98, %68, %35 ve %20 gibi oldukga ylksek
cranda L. monocytogenes saptanmigtir. Gogunlukta bunlanin ¢i§ sit ve bununla bulagtk alet ekiprmantardan
izole edildigi bildiriimistir. ,

1740 adet peynir drneginin %3'Unlin diigilk patojenite gdsteren L. monocytogenesi 102 adet/g'dan
diisiik seviyede bulundurdugu belirlenmigtir (COMI, 1990),

BRINDANI ve FRESCHI (1988, 1989) ise farkl tipten 68 peynir drneginde L. monocytogenese
raslamadiklarin agiklamiglardir.

Calismada elde edilen bulgular diger arastincitannki ile kiyasiandiginda bazilan ile benzer, bazilar ile
oldukga farkh oldugu dikkati gekmektedir. Burada en biiyiik etkenin incelenen materyalin dzelikleri ile izolasyon
yontemlerinden ileri geldidi karmsina vanimigtir.

. Nitekim SEELIGER ve LANGER (1988} bunun igin sicakta FDA zenginlegtirme buyyonunu, izolasyonda
ise sikloheksimid ilaveli modifiye Mc.| Bride Agar (MMA) énermiglerdir. TUMBAY ve ark. (1988) ayni yéntemi
kullanmglardir. .

MEUMER ve ark. (1988) LiCl ve nalidixic asit ilaveli zenginlestirme buyyonunda zenginlestirmeyi
takiben Oxford Agar ve LPM'nin bagariyla kullanildigini ortaya koymuglardir.

JATISATIENR ve BUSSE (1989) zenginlestirmede LOVETT buyonunun tiyosiyanat buyonundan gok
daha iyi sonug verdidini, Oxford Agar'in izolasyon igin glvenilir bir ortam oldugunu agikiamislardir.

SHARIF (1990) TFB'de 4°C'de 2 ay siireyle zenginlegtirmeyi miteakip SMLA besiyeri (zerinde %18.2
oraninnda L. monocylogenes izole etmigtir. Aragtiricl uzun siireli soduk zenginlestirme ile psikrofil karekterli
Listeria’min gelismesine olanak saglandigi igin izolasyonun daha kolay oldugunu bildirmigtir.

Galismada koliform grubu bakterilerin aranmasina da yer verilmigtir. Gizelge 3'te analizi yapilan 82
&rnekte belirlenen koliform grubu bakterilerin ortalama degerlerinin devrelere ve satig yerlering gére dagilimi
verilmigtir. Agirlikli olarak E. aerogenes izole edilmig, ancak hemen her devrede farkh satis merkezlerinden
alinan peynir Srneklerinde E. colfye raslanmigtir. Fakat L. monocytogenesin bulunusu ile koliform grubu
bakterileri arasinda herhangi bir ilgi séptanmamlgtir. Sonugta drneklerde E. coli*nin belidenmis olmasi beyaz
peynir isletmelerindeki kosullarin istenilen diizeyde olmadigi ortaya konmaktadir.

ERGULLU (1980), ERALP ve ark. (1974) lanmin 54 adet beyaz peynirden 4 farkl olgunlagma
agamasinda 216 6rnek temin ettiklerini ve yaptiklari analizlerde ¢i§ sitten yapilan taze peynirlerde 2x102-
2.3x10%/g arasinda, 3.5 aylik olanlarda 2x102/g’dan az sayida koliform belirlediklerini bildirmistir.

Cizelge 3. Degisik Satis Yerlerinden Farkh Zamanlarda Ahnaw Beyaz Peynir Orneklerinde Saptanan Koliform Grubu
Bakterilerin Dagilim (x100/g)

Satig Yeri
Devre 1 2 3 - 4 5 6
1 180 53x 1 159 23 76
2 37 14 143% 312 714% 08
3 8 72x 291 34 241x 1725
4 42x 69 482 213 522 138x

x: E. coli belirlenen sates yerleri ve devreleri
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ERGULLU (1980) yaptig galismada koliform bakterilerinin birgok faktére bagli olarak ham peynirden
itibaren olguniagma siiresi ilerledikge azaldigini ortaya koymustur. 10. giinde 7.5x106/g iken 90. giinde 2.3 x
10%g, 180. ginde 47 adet/g’a diistigiinit saptamistir. E. coli ve E. aerogenes'in agdirhkl olarak bulundugunu
ve bunlann beyaz peynirde delik olugturdukiarini da belirlemistir.
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