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SUMMARY In this study, it was evaluated of the risk in terms of public health because of the occurence of L. monocytogenes
in local produced cheese in Hatay, and its resistance against some antibiotics. 116 local produced cheese
obtained from village and district markets were used as material. Classical culture methods and PCR techniques
were used in microbiological analysis. The susceptibility tests of the antibiotics, ampicillin (10 pg), gentamicin
(10 pg), streptomycin (10 pg), tetracycline (30 pg), chloramphenicol (30 pg), erythromycin (15 pg) and
vancomycin (30 pg) applied to the obtained isolates via disk diffusion method, and data was evaluated
according to CLSI 2012 and EUCAST 2014. L. monocytogenes was detected in 20 of 116 (17.24%) samples. It
was observed that among the obtained isolates, 1 isolate (5%) vancomycin, 2 isolates (10%) chloramphenicol,
6 isolates (30%) tetracycline, 1 isolate (5%) ampicillin, 4 isolates (20%) erythromycin, 5 isolates (25%) against
gentamicin is resistant and all of the isolates is sensitive against streptomycin. Determination of L.
monocytogenes as ratio of 17.24% in the local produced cheese samples that collected from different districts
of Hatay province, and detection of resistance of these isolates against to the different antibiotics was evaluated
as a risk factor in terms of public health. It was suggested that advanced research should be focused on
development of standard production technique in local products, control of production and sales point, and
conscious antibiotics usage.

Key Words: Cheese, L. monocytogenes, Antibiotic resistance

OZET Hatay’da Tiiketime Sunulan Yoéresel Peynirlerde Listeria monocytogenes Varhgi ve
Antibiyotik Duyarhiliginin Belirlenmesi

Bu ¢alisma ile Hatay’da iiretilen yoresel peynir drneklerinde Listeria monocytogenes varligl ve elde edilen
izolatlarin bazi antibiyotiklere kars: direngliliklerinin belirlenmesi ile halk saglig1 agisindan olusturabilecegi
riskin degerlendirilmesi amaglanmistir. Bu ¢alismada; Hatay ilinde bulunan kéy ve semt pazarlarindan temin
edilen 116 adet yoéresel peynir érnegi materyal olarak kullamlmigtir. Orneklerden klasik kiiltiir metodu ile L.
monocytogenes izolasyonu yapilarak, izolatlar PCR teknigi ile dogrulanmistir. Elde edilen izolatlara disk
difiizyon metodu ile ampisilin (10 pg), gentamisin (10 pg), streptomisin (10 pg), tetrasiklin (30 pg),
kloramfenikol (30 pg), eritromisin (15 pg) ve vankomisin (30 pg) yoniinden antibiyotik duyarllik testleri
yapilarak elde edilen sonuglar CLSI 2012 ve EUCAST 2014’e gore degerlendirilmistir. Calisma sonucunda 116
ornegin 20’sinden (%17.24) L. monocytogenes identifiye edilmis, elde edilen izolatlarin 1’inin (%5) vankomisin,
2’sinin (%10) kloramfenikol, 6’sinin (%30) tetrasiklin, 1’inin (%5) ampisilin, 4’tiniin (%20) eritromisin ve
5’inin de (%25) gentamisin’e karsi direngli, tamaminin ise streptomisine duyarli oldugu saptanmistir. Hatay’da
farkli noktalardan toplanan yoresel peynir 6rneklerinden L. monocytogenes’in %17.24 oraninda izole edilmesi
ve bu izolatlarin farkli antibiyotiklere diren¢ gostermesi halk saghigi acgisindan risk faktérii olarak
degerlendirilmistir. Bu nedenle bu tip yoresel liriinlerde standart iiretim tekniklerinin belirlenmesi, iretim ve
satis noktalarinda denetimlerin ve bilingli antibiyotik kullaniminin saglanmasi yoniinde ¢alismalarin yapilmasi
onerilmektedir.
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GiRiS

Listeria  monocytogenes,  Listeriaceae  familyasinda,
psikrotrof 6zellikte, genis pH araliklarinda iireyebilen ve
ubiquiter karakter gosterebilen patojen bakterilerdir
(Harrigan 1998; Erol 2007). L. monocytogenes, koyun, keg¢i
ve sigirlarda ensefalit, abort ve septisemiye, domuz ve
kanatlilarda ise septisemiye neden olmaktadir. Insanlarda
meningitis ve  septisemiye neden olmakta ve
immunsupresif gruplarda ise yiiksek oranlarda 6liime yol
acabilmektedir  (Schlech 2000). L. monocytogenes
intraseliiler bir patojendir ve ©nemli virulens
faktorlerinden biri spesifik bir hemolizin olan Listeriolizin-
O (LLO)’dur. Bu nedenle hlyA gen analizi L. monocytogenes
saptanmasinda siklikla kullanilmaktadir (Low ve ark. 1992;
Ormanci ve ark. 2008; Elmal ve ark. 2015). Cesitli
gidalardan izole edilen L. monocytogenes énemli bir gida
patojeni olup, ilk gida kaynakli listerioz 1981’de (Schlech ve
ark. 1983) bildirilmistir. Gida kaynakl Listeria
enfeksiyonlar1 ¢ogu yumusak peynirler olmak tizere siit
urunleri, kirmizi et, kanatl eti, su tirtinleri, salatalar ve hazir
gidalardan kaynaklanmaktadir (Ekici ve ark. 2004;
Swaminathan ve Gerner-Smidt 2007; Elmal ve ark. 2013).
Ulkemizde ve Diinya’da yasal mevzuata gore analiz edilen
gida oOrneklerinin 25 graminda L. monocytogenes’in
bulunmamasi gerektigi bildirilmektedir (Anon 1995; Anon
2011)

Gram (+) bakterilere kars: etkin olan antibiyotiklerin ayni
zamanda L. monocytogenes’'e duyarli oldugu kabul
edilmigstir. Listeriozise karsi, immunsupresif hastalarda
etkin tedavi segenegi, penisilin, ampisilin gibi beta-laktam
antibiyotiklerin tek basmma veya gentamisin gibi
aminoglikozidler ile kombine olarak kullanimidir. ikinci
tedavi secenegi, beta-laktamlara allerjisi olan hastalarda,
trimethoprim ve stilffanamid kombinasyonudur. Listerioz
teshisi konan hamile hastalarda siklikla vankomisin ve
eritromisin kullanilir. Bunlar disinda rifampicin, tetrasiklin,
kloramfenikol ve fluoroglunose da tedavide kullanilan diger
antibiyotik secenekleridir (Conter ve ark. 2009; Mackiw ve
ark. 2016).

Gidalarda antibiyotik direngli bakterilerin ¢ogu, dogal
mikrofloradaki saprofit bakterilerdir. Bu direng¢ genleri,
transpozon ve plazmidler gibi hareketli genetik yapilar ile
gastrointestinal sistemdeki L. monocytogenes gibi gida
patojenlerine aktarilir. Direng¢ genleri diger Gram (+) ve
Gram (-) bakterilerden de aktarilabilir. Bu klinik olgularda
tedaviyi zorlastiran veya engelleyen bir durum oldugu i¢in
énemlidir (Oztiirk 2002; Conter ve ark. 2009). Son yillarda
bakterilerde antimikrobiyel diren¢ gelismesinin diinya
genelinde ciddi bir halk saghgl sorunu oldugu tiim
otoritelerce kabul edilmektedir (istanbulluoglu 2012).

Sunulan c¢alismada Hatay yoresel peynirlerinde Listeria
monocytogenes varligl ve elde edilen izolatlarin bazi
antibiyotiklere karsi direncliliklerinin belirlenmesi ile halk
sagligl agisindan olusturabilecegi riskin degerlendirilmesi
amaglanmistir.

saat inkiibasyona birakildi. Zenginlestirme isleminden
sonra, homojenizattan 0.1 ml alinarak Brillance Listeria
(Oxoid) Agar’a ¢cizme plak yontemiyle ekildi ve 37 °C’de 24
saat inkiibasyona birakildi. Yesil-mavi koloniler (zon
olusturan veya olusturmayan) Listeria spp. siipheli
koloniler olarak kabul edildi (Oxoid 2012). Siipheli
koloniler Tripticase Soy Yeast Extract Agar’a gecildi ve 30
°C'de 24-48 saat sonra lreyen kolonilerden Gram pozitif,
katalaz pozitif, oksidaz negatif, hareketli koloniler Listeria
spp. olarak tanimlandi (Harrigan 1998). izolatlara hemoliz,
CAMP test, karbonhidrat rediiksiyon testleri (L-rhamnoz, D-
ksiloz, D-mannitol) uygulandi. Elde edilen izolatlar DNA
ekstraksiyonunda kullanildi. Takiben, PCR teknigi ile hlyA
geni yoniinden incelenerek L. monocytogenes olarak
belirlendi.

Arastirmada DNA ekstraksiyonu amaciyla ticari kit (Nucleic
Acid Extraction Kit, GF-1, Vivantis, Malaysia) kullanildi.
Ektraksiyon kitte belirtilen protokole gore yapildi. Elde
edilen DNA 6rnekleri analiz edilecegi siireye dek -20 °C’de
depolandi.

PCR Analizi: Bu arastirmada Listeria monocytogenes icin
tir spesifik olan hlyA geninin saptanmasi amaglandi.
Asagida dizilimi verilen primer ve reaksiyon bileseni
kullanildi (Bohnert ve ark. 1992).

PCRGO:5-GAA TGT AAA CTT CGG CGC AAT CAG-3%;
PCRDO:5°-GCC GTC GAT GAT TTG AAC TTC ATC-3".

Reaksiyon bilesenleri; 1xPCR buffer (Sigma-Aldrich), 0.2
mM dNTP mix (Sigma-Aldrich), 1.5 mM MgCl2 (Sigma-
Aldrich), 0.50 pmol primer (biotech, GmbH), 1 U Tag DNA
polymerase enzimi (Sigma-Aldrich) ve 10 pl template DNA
olarak hazirlandi (Bohnert ve ark. 1992). Baslangi¢
denaturasyon 98 °C’de 30 saniye, 30 siklus denaturasyon
98 °C'de 7 saniye, annealing 60 °C’de 20 saniye, extension
72 °Cde 20 saniye ve final extension 72 °C’de 7 dakika
olarak uygulandi (Boeco, Hamburg, Germany). Takiben,
amplifikasyon tiriinleri agaroz jelde (% 1.5) elektroforezde
120 V’'da 40 dakika (Cleaver, CS-300V, England) sonunda
UV transillumination’de (UVP, Upland, USA) degerlendirildi
(Elmali ve ark. 2015).

Elde edilen L. monocytogenes izolatlarina, ampisilin (10 pg),
gentamisin (10 pg), streptomisin (10 pg), tetrasiklin (30
ug), kloramfenikol (30 pg), eritromisin (15 pg) ve
vankomisin (30 pg) yoniinden antibiyotik duyarlilik
testleri, disk difiizyon metodu ile yapilarak, EUCAST 2014’e
ve CLSI 2012’ye gore degerlendirilmistir.

MATERYAL ve METOT

Bu ¢alismada, Mart-Agustos (2014) aylar arasinda, Hatay
ilinde farkli kdy ve semt pazarlarindan temin edilen 116
adet yoresel peynir drnegi (beyaz peynir, dil peyniri, 6rgii
peyniri, sikma peynir vb.) materyal olarak kullanildi.

Aseptik  kosullarda alinarak, soguk zincir altinda
laboratuvara getirilen peynir 6rneklerinin her biri steril
polietilen posetlere 25 g tartilip, tizerine 225 ml ONE Broth-
Listeria (Oxoid) katilarak, stomacherde homojenize edildi
ve zenginlestirme amaciyla aerob kosullarda 30 °C'de 24
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BULGULAR

Calisma sonucunda analize alinan 116 peynir érneginin
20’sinden (%17.24 oraninda) L. monocytogenes izole ve
identifiye edilmistir (Sekil 1).

388 bp

Sekil 1. hlyA pozitif L. monocytogenes izolatlarinin
elektroforezdeki goriintiisti. (1; Pozitif kontrol, 2; Negatif
kontrol, 3-8; Listeria monocytogenes)
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Figure 1. Electrophoresis imagene of hlyA positive L.
monocytogenes isolates. (1; Positive control, 2; Negative
control, 3-8; Listeria monocytogenes)

izolatlarin 1’inin  (%5) vankomisin, 2’sinin (%10)
kloramfenikol, 6’sinin (%30) tetrasiklin, 1’inin (%5)
ampisilin, 4’tintin (%20) eritromisin ve 5’inin de (%25)
gentamisine karsi direngli, tamaminin ise streptomisine
duyarli oldugu saptanmistir.

Tablo 1. Antibiyotik direnglilik-duyarllik testi sonuglari
Table 1. Antibiotic resistance-susceptibility test results

Calismada saptanan 20 L. monocytogenes izolatinin, 10’u
(%50) tiim antibiyotiklere kars1 kismi veya tam duyarh
olarak belirlenmistir. Antibiyotik diren¢ saptanan 10
izolatin; 6’sinin (%30) bir, 1’inin (%5) iki, 2’sinin (%10) ti¢
ve 1’inin (%5) ise bes antibiyotige karsi ¢oklu direng
gosterdigi saptanmistir.

Ornek VA* c* TE* AM** E** GM* HLS*

12§ 15S 8S 195 8S 135S 20S
20 71 31 61 81 21
1R 2R 6 R 1R 4R 5R

S (%) 60 75 40 95 40 65 100
R (%) 5 10 30 5 20 25 0

VA: vankomisin, C: kloramfenikol, TE: tetrasiklin, AM: ampisilin, E: eritromisin, GM: gentamisin, HLS: streptomisin; S:Duyarli R: Direngli
*.CLSI 2012 Staphylococcus spp.’ye gore degerlendirilmistir** EUCAST 2014 L. monocytogenes’e gore degerlendirilmistir

TARTISMA ve SONUC

Calisma sonucunda 1s1l islem gérmemis stitlerden yapilan
yoresel peynirlerde %17.24 oraninda L. monocytogenes
saptanmistir. Bu sonug; Lovett ve ark. (1987) tarafindan
siitlerde (%20), Ozkaya ve Yildirnm (2010) tarafindan
Kayseri'de ¢ig stitlerde (%14), Giilmez ve Giiven (2001)
tarafindan beyaz peynirlerde (%15) ve Mena ve ark. (2004)
tarafindan ¢ig siitte (%16.7) saptanan L. monocytogenes
izolasyon oranlar1 ile benzerlik gostermektedir. Bu
calismada yukardaki ¢alismalarla benzer sekilde yliksek
izolasyon oranlarinin elde edilmesi, incelenen siit
orneklerinin ¢ig veya yetersiz 1s1l islem gérmiis olmasina,
uygun hijyenik sartlarda iliretim ve satis1 yapilmamasina
baglanabilir.

Ulkemizde konu ile ilgili yapilan bazi c¢alismalarda;
Biiyiikyoriik ve Goksoy (2011) Aydin ili kéy peynirinde L.
monocytogenes saptayamadiklarini, Karada ve Yildirim
(2014) Nigde’de ¢ig siitten yapilan peynirlerde %1,
Cetinkaya ve ark. (1999) taze peynirlerden yaklasik %2,
Sagun ve ark. (2001) ¢ig siit 6rneklerinde %1.20, Aygiin ve
Pehlivanlar (2006) beyaz peynir oOrneklerinde %?2.35,
Diimen ve ark. (2011) peynir drneklerinde %2, Soyutemiz
ve ark. (2001) ¢ig siit 6rneklerinde %3, Erol ve Sireli (2002)
¢ig ve pastdrize siitte sirasi ile %1 ve %5, Colak ve ark.
(2007) tulum peynirlerinde %4.8, Akkaya ve Alisarli (2006)
beyaz peynirlerde %6, Arslan ve Ozdemir (2008) ev yapimi
beyaz peynirlerde %9.2 ve Ceylan ve Demirkaya (2007)
beyaz peynir orneklerinde %3.45 oraninda L.
monocytogenes  saptadiklarim1  bildirmislerdir.  Diger
arastirmacilarin tespit ettigi yukardaki sonuglarin, bu
calismada elde edilen oranlara gore oldukga diistik olmasi,
izolasyon metotlarina, peynir iretim tekniklerine,
hayvanlarin bakim ve besleme sartlarina ve bdlgesel-
mevsimsel farkliliklara baglanabilir.

L. monocytogenes’in diger Listeria tirleri gibi genellikle
genis bir antibiyotik grubuna karsi1 duyarh oldugu (Hof ve
ark. 1997), 1988’de Fransa’da ilk ¢oklu diren¢ gésteren tiir
izole edildiginden beri (Poyard-Salmeron ve ark. 1990) pek

¢ok arastirmaci bir veya daha fazla antibiyotige karsi direng
gosteren, gida kaynakli listerioza neden olan tiirleri
saptadiklarini bildirmislerdir (Zhang ve ark. 2007; Ormanci
ve ark. 2008; Granier ve ark. 2011).

Bu arastirmada izole edilen 20 L. monocytogenes izolatinin
10’'unun (%50) vankomisin, kloramfenikol, tetrasiklin,
ampisilin, eritromisin, gentamisine karsi kismi veya tam
duyarly, tiimiiniin (%100) ise streptomisine duyarl oldugu
saptand. Sireli ve Giiciikoglu (2008), Conter ve ark. (2009),
Karada ve Yildirim (2014), benzer sekilde antibiyotiklere
duyarhlik saptadiklarini bildirmislerdir.

Antibiyotik diren¢ saptanan 10 izolatin, %30’unun bir,
%>5’inin iki, %10’unun ii¢ ve %5’inin de bes antibiyotige
karsi ¢oklu direng gosterdikleri saptanmistir. Yan ve ark.
(2010), Granier ve ark. (2011) ve Rahimi ve ark.’da (2012)
benzer sekilde antibiyotiklere ¢oklu diren¢ saptadiklarini
bildirmislerdir.

Calismamizda saptadigimiz L. monocytogenes ampisilin
diren¢ orani %5, Mackiw ve ark’nin (2016) arastirma
bulgular1 (%9.5) ile benzerlik géstermektedir.

Calismamizda L. monocytogenes’in tetrasikline direncliligi
%30 olarak saptanirken, Filiousis ve ark. (2009)
Yunanistan’da peynir oOrneklerinde %8 orannda L.
monocytogenes saptadiklarini ve bu suslarin tetrasikline
kars1 direncli olduklarini bildirmislerdir.

Farkli arastiricilarin gida kaynakli L. monocytogenes
izolatlarinin antibiyotik direncliligi hakkinda yaptiklari
degisik calismalarda; Conter ve ark. (2009) tiim izolatlarin
benzilpenisilin, ampisilin/sulfaktam, imipenem, gentamisin
ve teicoplanin’e duyarli, diger antibiyotiklere degisen
oranlarda direncli olduklarini, Granier ve ark. (2011) tiim
izolatlarin penisilin, gentamisin, linezolid, rifampin ve
vankomisin’e duyarli, sefalosporine ise direngli oldugunu,
sadece 4 susta kazanilmis diren¢ saptadiklarini ve
bunlardan 2’sinin eritromisin, 1’inin tetrasiklin, 1’inin de
trimetroprim-tetrasikline diren¢li oldugunu bulduklarini,
Rahimi ve ark. (2012) elde ettikleri izolatlarin tiimiiniin
vankomisin ve gentamisin’e duyarly, 2’sinin ampisilin, 1’inin
kloramfenikol, 1’inin siproflaksosin, 3’iiniin eritromisin,
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3’linlin nalidiksik asit, 3’linilin penisilin ve 3’iniin de
tetrasikline direngli oldugunu, Sireli ve Giiciikoglu (2008)
inceledikleri izolatlarin tiimiiniin rifampine direngli,
kloramfenikol, trimetoprim, tetrasiklin ve tobramisine
duyarl olduklarini, Karada ve Yildirim (2014) arastirdiklari
suslarin nalidiksik asite direngli, tetrasiklin, siprofloksasin,
gentamisin, ampisilin, eritromisin, trimetoprim,
vankomisin, kloramfenikol, nalidiksik asit, penisilin G ve
siilfonilamide duyarli oldugunu, Yan ve ark. (2010)
izolatlarin siprofloksasine (%17.8), tetrasikline (%15.6) ve
streptomisine (%12.2) oranlarinda direngli oldugunu,
Zhang ve ark. (2007) izolatlarin siilfonamide %73,
tetrasikline %8.4 ve siprofloksasine %1.8 oraninda direncli
oldugunu ve Ormancit ve ark. (2008), inceledikleri
izolatlarin %82.6 oraninda penisilin G ve %73.9 oraninda
ampisiline direngli oldugunu, eritromisin ve streptomisine
kismi direncli olduklarini bildirmislerdir.

Antibiyotik duyarliligi konusunda farkli bilim adamlarinin
farkli sonuglar elde etmesinde ¢evre, cografi bolgeler, hatta
enfekte gidalarin igerdikleri saprofit mikroorganizmalarin
saylist ve oranl ile L. monocytogenes serotiplerinin
farkliiginin, genetik cesitliligine baglh olarak antibiyotik
direncliligi tzerine etkisinin oldugu (Yan ve ark. 2010;
Diimen ve ark. 2011; Mackiw ve ark. 2016) ve bundan
dolay1 gelecekte L. monoctogenes varligl ve antibiyotik
direngliliginin siirekli olarak izlenmesi gerektigi kanaatine
varilmistir.

Arastirmada incelenen oOrneklerde L. monocytogenesin
(%17.24) yiksek oranda saptanmasi, siite yeterli 1s1l islem
uygulanmamasi, liretim ve satis yerlerinde hijyen eksikligi,
orneklerin ilkbahar-yaz déneminde toplanmis olmasi,
saglikli hayvan-saglikli hammadde temelinde problemler
olmas1 ile agiklanabilir. Bulgularimiza benzer sekilde,
diinyada ve iilkemizde L. monocytogenes’in antibiyotik
direngliligi lizerine yapilan pek ¢ok calismada diisiik
seviyelerde de olsa ¢oklu antibiyotik direng tespit edildigi
bildirilmistir. Biitin bu nedenlerden dolay1r bu tir
iriinlerde L. monocytogenes kontaminasyonunun izlenmesi
ve bu Uriinlerin iiretiminden tiiketimine kadar gecen tiim
asamalarda hijyen ve kontrol uygulamalarina azami
derecede dikkat edilmesi gerekmektedir.
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