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OZET

Kegi siitii tiim diinyada yaygin olarak tiiketilen koyun ve inek siitiine alternatif bir gidadir. Bu
arastirmada Sanlwurfa ilinin Akcakale ve Eyyiibiye ilgelerinde bulunan kiiciik dlcekli isletmelerde
iretilen ¢ig kegi siitii drneklerinde viriilent L. monocytogenes prevalansinin belirlenmesi amaglanmustir.
88 adet ¢ig keci siitii 6rnegi alt1 farkl isletmeden toplanmustir. L. monocytogenes suslart ISO 11290-1
metodu ile izole edilmis ve ilyA gen bolgesine spesifik primer kullanilarak Real-time PCR metodu ile
identifiye edilmistir. Aragtirmada analiz edilen 88 adet ¢ig kegi siitii 6rneginden 4’1 Listeria spp. (%64.54)
olarak izole edilmis, bunlardan 2’si (%2.27) virulent L. monocytogenes olarak identifiye edilmistir. Bu
arastirma keci siitlerinin L. monocytogenes ile kontamine oldugunu, 1sil islem ve hijyen kurallarma
dikkat edilmesi gerektigini vurgulamaktadir.

Anahtar sozciikler: Ke¢i siitii, L. monocytogenes, Real-time PCR

PREVALANCE OF LISTERIA SPP. AND DETECTION OF VIRULENT LISTERIA
MONOCYTOGENES IN GOAT MILK BY REAL-TIME PCR

ABSTRACT

Goat milk is an alternative food to sheep and cow milk which is widely consumed all over the world.
In this study, it was aimed to determine the prevalence of virulent L. monocytogenes in raw goat milk
samples produced in small scale farms located in Akgakale and Eyyubiye districts of Sanlurfa province.
88 samples of raw goats’ milk were collected from six different farms. L. monocytogenes strains were
isolated by the method of ISO 11290-1 and identified by Real-time PCR method using primer specific to
hlyA gene region. Of the 88 raw goat milk samples analyzed in the study, 4 (4.54 %) were Listeria spp.,
and 2 (2.27 %) of them were identified as virulent L. monocytogenes. This study emphasizes that goat’s
milk is contaminating with L. monocytogenes and heat treatment and hygiene rules should be considered.
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GIRIS

Keci siitii; diinyada yaygin olarak tiike-
tilen, koyun ve inek siitiine alternatif olan
besin degeri yiiksek bir gidadir. Genellikle
gelismekte olan iilkelerin kiigiik 6lcekli aile
isletmelerinde iiretilen kegi siitii her yasta in-
san i¢in 1yi bir gida olmasinin yani sira tibbi
amacli kullanomi ve bebek beslenmesinde
tercih edilmesi Onemini artirmaktadir (1).
Kegi siitii inek siitiine alerjisi olan bireyler
icin 6nemli bir alternatiftir. Tiirkiye’de keci
sttli igme siitli olarak kullanimin yani sira
dondurma, peynir ve benzeri gidalarin {ire-
timinde de kullanilmaktadir. Gida, Tarim ve
Hayvancilik Bakanligi’nin verilerine gore
Tiirkiye’de 2015 yilinda toplam 481.174 ton
keci siitii tiretilmistir (2).

L. monocytogenes Listeria genusunda bu-
lunan gram pozitif, sporsuz, fakiiltatif anae-
rob, zoonoz bir bakteri olarak tanimlanir (3).
13 farkli serotipi bulunan L. monocytoge-
nes’in ozellikle 1/2a, 1/2b ve 4a serotipleri
gidalardan izole edilmektedir (4). Tiim diin-
yada siit ve siit lirlinleri tiiketimi sonucu olu-
san listeriozis salginlar1 pek ¢ok arastirmaci
tarafindan rapor edilmistir (5,6). Rahimi ve
ark.(7) cig siit tiiketiminin listeriozis salgin-
larin1 artirdigini bildirmislerdir. Siitii fazlaca
tilketmesi gereken yeni doganlar, hamile ka-
dinlar, yashi ve immun sistemi baskilanmig
insanlar listerioziste yiiksek riskli gruplardir
(8). Ozellikle ¢ig siitten iiretilen yoresel siit
iirtinleri bulasmada 6nemli kaynaklardir (7).
L. monocytogenes insanlarda, invaziv listeri-
oz (listeriyoz) ve invaziv olmayan gastroin-
testinal listeriyoz (febril gastroenterit) olmak
iizere iki farkli klinik formda seyreder (9).
Salmonella tiirlerinden sonra gida kaynakli
Oliimlerde ikinci siray1 alan L. monocytoge-
nes hayvanlarda bagka hi¢ bir klinik semp-
tom gostermeksizin laktasyon periyodunda

sadece mastitise sebep olabilmektedir. (10,
11,12,13) Cig ket siitli, L. monocytogenes
ile sagim ekipmani, kirli meme veya liste-
riyal mastitli hayvanlar yoluyla kontamine
olabilmektedir. Sagim ekipmanlarinda biyo-
film olusturabilme yetenegine sahip olan L.
monocytogenes 'in, enfekte hayvanlarin dis-
kilar1 ve diisiik kaliteli silaj ile ¢iftlik hay-
vanlar1 i¢in kontaminasyon riski artar (14).

Tiirkiye’de L. monocytogenes’in kegi
siitlerinde prevalansini arastiran sinirli sayi-
da arastirma olup bu ¢aligmanin amaci keci
yetistiriciliginin yogun yapildigi Akcakale
ve Eyylibiye ilgelerinde ¢ig keci siitlerinde
virlilent Listeria spp. prevalansini ve Real-ti-
me PCR metodu ile virulens genlerini belir-
lemektir.

MATERYAL VE METOD

Orneklerin Toplanmas:

Bu arastirmada 2016 yilinin Nisan-Agus-
tos aylarinda Sanlurfa ilinin Akcakale ve
Eyyiibiye il¢esinde bulunan alt1 farkl kiigiik
Olcekli isletmeden toplanan ¢ig keci siitli or-
nekleri (n=88) steril falkon tiiplere alinarak
buz akiileri ile saglanan soguk zincirde 3 sa-
atte analiz i¢in Harran Universitesi Veteriner
Fakiiltesi Gida Hijyeni ve Teknolojisi labo-
ratuvarina getirilerek analize baglanmistir.
Cig kegi siitli 6rnekleri son 28 gilinde antibi-
yotik uygulanmamis laktasyondaki keciler-
den aseptik olarak alinmistir.

Listeria spp. izolasyonu:

Cig keci siitii 6rneklerinden Listeria spp.
izolasyonu yapmak i¢in ISO 11290-1 (15)
metodu kullanildi. Bu amagla ¢ift agsamali
(Half Fraser ve Fraser) 6n zenginlestirme is-
lemi uygulandi. 25 mL ¢ig keci siitii 6rnegi
225 mL Listeria Enrichment Broth’(Oxoid,
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CMO0862) a ilave edildi, iyice calkalandiktan
sonra 30 °C’de 24 saat inkiibe edildi. Ardin-
dan 1 mL alinarak 9 mL Fraser Broth’(Oxo-
1d, CM0895) a eklendi ve tekrar 37 °C’de 48
saat inkiibasyona birakild1 her bir drnekten
On zenginlestirme asamasinin ardindan bir
0ze dolusu alinarak ALOA Agar (Oxoid,
CM1084)’a ekim yapildi ve 37 °C’de 48 saat
inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon siiresi so-
nunda petrilerde Listeria spp. siipheli koloni-
lerden Real-time PCR i¢in %0,6 Yeast Extra-
ctilaveli Tryptic Soy Agar (Oxoid, CM0862)
a gecildi ve 37 °C’de 24 saat inkiibe edildi.
Pozitif kontrol olarak Listeria monocytoge-
nes (ATCC 19118) susu kullanildi.

Real-time PCR ile viriilent L. monocy-
togenes identifikasyonu:

Stipheli kolonilerin DNA izolasyonlari
sirastyla 8500 x g de 5 dakika santrifiijiin ar-
dindan 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 bek-
letilerek lizatlar olusturuldu. Bu lizatlardan
DNA izolasyonu, High Pure PCR template
DNA ekstraksiyon kiti (11796828001; Roc-
he Diagnostics GmbH, Mannheim, Alman-
ya) uretici firma talimati dogrultusunda ya-
pildi. Elde edilen 4 adet silipheli koloninin
miktart DNA’lar1 nanodrop cihaz ile dl¢iile-
rek 260/280 nm saflig1 ve ng/uL olarak tes-
pit edildi. Izole edilen DNA 6rnekleri derhal
Real-time PCR analizine alindi (16).

Altun

Real-time PCR islemi, Rotorgene Q (Qi-
agen, Hilden, Almanya) sisteminde Light
Cycler FastStart DNA Master SYBR Gre-
en I kiti (03003230001; Roche Diagnostics
GmbH, Mannheim, Almanya) ile yapildi.
Listeria monocytogenes’in, Listeriolysin
O gen (hly4) bolgesi icin spesifik dizayn
edilmis primerler kullanilarak analizi ger-
ceklestirildi (16). Bu amagla amplifikasyon
icin PCR karigimina 2 pL 10x SYBRGreen
mix (Tag-polymerase i¢eren), 2 uL 25 mM
MgCI2, 12 pL ddH2O ve her bir primerden
1uL (10 pmol) ve stipheli DNA (50 ng/uL) 2
uL ilave edildi. 95°C’de 30 sn ve 45 dongi,
95°C’de 10 sn, 62°C’de 30 sn tekli okundu.
Erime egrisi analizi i¢in 1 dongli 62°C’den
erime egrisi 95°C’de 0 saniye 1°C /sn siirekli
okundu. Soguma 40°C’de, 30 sn ile gercek-
lestirildi (17).

BULGULAR

Bu calismada incelenen 88 adet ¢ig keci
siitli orneginde viriilent L. monocytogenes’
in varlig1 arastirildi. Bu amagla ISO 11290-1
metoduyla 4 ornekte (%4.54) siipheli Liste-
ria spp. kolonisi tespit edildi. Listeria spp.
stipheli 6rneklerin 3 tanesi Eyylibiye ilgesi-
ne, 1 tanesi ise Akgakale ilgesine ait siit Or-
neklerinden izole edildi. Real-time PCR me-
todu ile 2 6rnekte (%2.27) hlyA gen bolgesi
tespit edildi. hlyA gen bolgesi pozitif olan bu
izolatlarin viriilent L. monocytogenes oldugu
saptandi (Sekil 1).

Izole edilen 2 adet L. monocytogenes su-

@l

Sekil 2. Pozitif 6rneklerin Real-Time PCR goriintiisii
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sunun Eyyiibiye il¢esinden alinan 48 6rnege
ait oldugu belirlendi (Tablo 1).

Tablo. 1. Keci siitlerinde Listeria monocytogenes prevalansi

cytogenes izole edilmesine ragmen 15 keci
siitli 6rneginin higbirinde etkene rastlanma-
mistir (20). Abou-Eleini ve ark.’min 2000

Eyyiibiye 48
Akgakale 40
TARTISMA

Diinya Saglhk Orgiitii’niin (WHO) 1988
yilt raporunda L. monocytogenes’in insan-
lara genellikle kontamine gidalar vasitasiyla
gectigi bildirilmistir (18). L. monocytoge-
nes’in Ozellikle ¢ig siitten yapilan yoresel
iirinlerden bulas riskinin son yillarda arttigi
Soncini ve Valnegri (2005) tarafindan bildi-
rilmistir. Etkenin buzdolab1 1sisinda da tire-
yebildigi gbz onilinde bulunduruldugunda siit
ve ¢ig siitten liretilen gidalarin kontaminas-
yonu halk sagligi i¢cin 6nemlidir (19).

Bu calismada analiz edilen kegi siitli Or-
neklerinde % 4.54 oraninda Listeria spp.
izole edilmis ve izolatlarin %2.27’sinde vi-
rilent L. monocytogenes identifiye edilmis-
tir. Rahimi ve ark.’nin 2007 ile 2009 yillar
arasinda 60 kegci siitii 6rnegi ile yapmis ol-
duklar1 bir caligmada 4 (% 6.7) 6rnekte Lis-
teria spp. izole edilmis ve bu orneklerden 1
(%1.7) tanesinin L. monocytogenes oldugu
bildirilmistir (7). Soncini ve Valnegri (2005)
tarafindan Italya’nin Valtellina ve Valchia-
venna sehirlerinde 2002-2003 yillarinda 96
¢ig keci siitii ile yapilan ¢alismada Ornek-
lerin 2’ sinde (% 2.1) Listeria spp. tespit
edilirken, identifikasyonda ise bunlarin L.
innocua ve L. ivanovii oldugu bildirilmistir
(19). Tiirkiye’de Adiyaman ve Sanlurfa ille-
rinde Durmaz ve ark.’nin 2015 yilinda kegi
siitli ve silajlarda yapmis olduklar1 bir aras-
tirmada 90 silaj 6rneginin 2’sinde L. mono-

3 2

1 0

yilinda 39 kegi ciftliginden topladiklar1 450
¢ig kegi siitii 0rnegi ile yaptiklar1 baska bir
arastirmada ise % 3.8 oraninda L. monocy-
togenes izole edilmistir (21). iran’in Tahran
kentinde 2008-2010 yillar1 arasinda 41 ¢ig
keci siitiinde duplex —PCR metodu ile ya-
pilan bir arastirmada 2 6rnekte (% 4.9) Lis-
teria spp. izole edilirken, bunlardan birinin
L. monocytogenes oldugu bildirilmistir (22)
Osman ve ark.’nin Misir’in Kahire kentinde
2013 yilinda 107 adet kegci siitii ile yapmis
olduklar1 arastirmada multiplex PCR metodu
kullanilmis ve izole edilen iki susun L. mo-
nocytogenes oldugu tespit edilmistir (14). Bu
arastirma bulgular1 diinyada ve iilkemizde
yapilan calismalarla karsilastirildiginda so-
nuglarin paralel olmasi kegi siitiiniin Listeria
enfeksiyonlar1 i¢in kontaminasyon kaynagi
olabilecegini gostermektedir.

Ciftlik hayvanlari; kontamine yemler, pa-
tojenin inhalasyonu, kaynaga direk temas,
diisiik kaliteli silaj, kontamine sular veya
toprak, hasta hayvanlar ile Listeria enfeksi-
yonlarina maruz kalabilir (14, 22) Gidalarda
L. monocytogenes’in izolasyonunda konvan-
siyonel kiiltlir, API sistem ve PCR gibi pek
¢ok yontem kullanilmaktadir (7,14,20,22).
Bu ¢alismada Real-time PCR ile L. monocy-
togenes’in hlyA viriilens gen bolgesi analiz
edildi. Listeria tiirlerinin identifikasyonuna
yonelik mevcut genetik testler 16S ve 23S
rRNA gen bolgeleri farkliliklarina spesifik
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yapilmaktadir (23) Listeria tiirlerinin hedef
spesifik virlilens genlerinden olan hly4 geni
kan hiicrelerinin hemolizinden sorumlu gen-
dir (24). L. monocytogenes’in viriilent sus-
lariin belirlenmesine kullanilan Ayl4 geni
LIPI-1 gen dizininde yer alir (14). Calisma
bulgular viriilent L. monocytogenes’in kegi
siitlerinde bulunabildigini ve bolgede farkli
hayvan siitlerinin L. monocytogenes agisin-
dan viriilent ve patojenik farkli gen bolgele-
rine spesifik detayli ¢alismalarla desteklen-
mesi gerektigini ortaya koymaktadir.

SONUC

Calisma sonuglarina gore Eyyiibiye ilge-
sinden alinan kegi siitii 6rneklerinde viriilent
L. monocytogenes varligi, hem hayvan hem
de inan sagligr icin risk olusturmaktadir.
Keci siitii ve keci siitiinden tiretilen iiriinlerin
L. monocytogenes ile kontaminasyonunun
Onlenebilmesi i¢in;

- Isletme hijyenine 6nem verilmesi

- Saglikli sagim tekniklerinin uygulanmasi

- Sagim ekipmanlariin temizlik ve de-
zenfeksiyonuna dikkat edilmesi

- Hayvanlarin beslenmesinde kaliteli silaj
kullanilmast

- Kegi siitliniin tiiketimi ile olusan riskin
Onlenmesi i¢in pastorize siitiin tiiketimi ile
ilgili tiiketici bilincinin olusturulmasi ile ger-
ceklesecektir.

Tim bu konularda hayvan yetistiricileri-
nin ve gida iiretim igletmelerinin bilinglendi-
rilmesi onerilmektedir.
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