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Sanhurfa ilinde Satisa Sunulan Yogurtlarda Listeria spp. Varhiginin
Real-Time PCR ile Arastiriimasi
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Ozet: Bu galismada Sanliurfa'da satisa sunulan yogurtlarda Listeria spp. varigini ve sikhigini belirlemek ve real-time
PCR kullanilarak identifikasyonu amaglanmistir. Semt pazarlari ve marketlerden toplanan, toplam 62 adet yogurt 6rne-
ginde Listeria spp. varligini belirlemek igin ISO 11290-1/A1-2004 tarafindan 6nerilen iki asamali bir segici zenginlestir-
me kullaniimistir. Listeria spp. olarak izole edilen kolonilerden elde edilen DNA’lar kullanilarak yapilan real-time PCR
yontemi ile Listeria monocytogenes identifikasyonu gergeklestirilmistir. incelenen yogurt érneklerinde Listeria spp. pre-
valansi %3.2 (2 6rnek) olarak bulunmustur. Stpheli kolonilerin 6n zenginlestirme broth’tan izole edilen DNA'larla yapi-
lan real-time PCR calismasinda, bu iki Listeria spp. izolati L. monocytogenes olarak identifiye edilmistir. Yogurt érnek-
leri 4°C’de 10 guin sureyle muhafaza edilmis ve pozitif érnekler inkiibasyonun birinci, Gglincl ve onuncu gunlerinde pH,
izolasyon ve real-time PCR ile identifikasyon tekrarlanmistir. Calismamiz; Sanlurfa ilindeki semt marketleri ve pazar-
larda satilan yogurtlarda Listeria spp. turlerinin yayginligini gostermesinin yaninda, Listeria spp. turleri molekuler yon-
temle daha hizl identifiye edilmis ve insan sagligi agisindan ¢ok tehlikeli olan L. monocytogenes’in yogurtta varligini ve
bu yolla insanlarda ciddi gida kaynakli hastaliklara neden olabilecegi gercegini gostermistir.

Anahtar kelimeler: Listeria spp., real-time PCR, yogurt
Investigation of The Presence of Listeria spp. in Retailed Yoghurt Samples by Real-Time PCR in Sanhurfa

Summary: The purpose of this study was to detect the prevalence of Listeria spp. in retail yoghurts in Sanliurfa, Tur-
key. A total of 62 yoghurt samples were analyzed for the presence of Listeria spp. using a two-step selective enrich-
ment method recommended by ISO 11290-1/A1-2004. L. monocytogenes strains were identified by real-time polymer-
ase chain reaction (PCR) amplification. The prevalence of Listeria spp. in yoghurt was 3.2% (2 samples). All strains of
L. monocytogenes was identified by biochemical tests and by real-time PCR. Yoghurt samples were stored at 4°C for
10 days and pH measurements, isolation and identification procedures were carried out again in first, third and tenth
days for positive samples. The study shows the prevalence of Listeria species in yoghurt sold in the bazaars and local
markets. This work demonstrates that efficient heat-treated milk and the consumption of raw produced dairy products
can cause serious health problems so that manufacturers need to indicate the implementation of food safety training
program.
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Giris

Sat proteinlerinin fermentasyon islemi ile presi-
pitasyonu sonucu olusan yogurt; besleyici 6zelli-
ginin yani sira dusuk pH degerine sahip olmasi,
sindirim sistemi florasina olumlu etki etmesi,
laktoz intoleransi olan insanlar tarafindan gu-
venle tlketilebilir olmasi gibi Ustin oOzellikleri
sebebiyle Ulkemizde en yaygin uretilen ve tike-
tilen sut Grtnlerinden biridir (6). Fakat hijyen
kalitesi, iyi hammadde kullaniimamasi, Gretimde
hijyen hatalari gibi sebepler yogurdun tim bu
ozelliklerini olumsuz etkilemekte, raf Omrind
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kisaltmakta ve gida kaynakh patojenler ile kon-
taminasyonuna sebep olmaktadir. Listeria spp.
turleri icerisinde gida kaynakli patojenlerden biri
olan L. monocytogenes, Gram pozitif, sporsuz,
hareketli, fakultatif anaerop, kisa basil seklinde
bakteridir (5). L. monocytogenes, dodada yay-
gin bulunan ve buzdolabi sicakliginda bile yasa-
mini surddrebilen, sogutma, isitma, dondurma
ve kurutma gibi fiziksel mudahalelere ragmen
canliigini koruyabilen halk saghgr ac¢isindan
Onemli bir patojendir (2,3). Optimum gelisme
sicakh@i 35-37°C olup, suslar 1-45°C gibi genis
bir sicaklik aralijinda da yasamlarini surdurebi-
lirler. L. monocytogenes igin optimum pH degeri
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6.0-8.0 olup, pH 4.1-9.6 araliginda yasamlarini
surdurebilirler. Metil red, Voges-Proskauer ve
katalaz reaksiyonlari pozitif; oksidaz, tre ve in-
dol reaksiyonlari negatiftir (2). Son yillarda ABD
ve Avrupa'da insan listeriosis vaka sayilarindaki
dususe, gida sektérinde daha sik kullanilan
“Tehlike Analizi ve Kritik Kontrol Nokta-
s1” (HACCP) uygulamalari, iyi imalat uygulama-
lart (GMP) ve iyi veteriner hekimlik prosedtrle-
rinden (GVP) kaynaklandigi kabul edilmektedir
(9). Ulkemizde gerek aile isletmeleri gerekse
mandira tipi isletme sayisi oldukga fazladir. Bu
durum Kkaliteli ve standart Grtin Uretilmesini etki-
lemektedir. Sanhurfa ilinde sit ve Grtnleri Ureti-
mi yapan orta ve kuguk Olgekli birgcok isletme
vardir. Bu isletmelerde Uretilen yogurtlar guinlik
olarak semt pazarlarinda ve mahalle marketle-
rinde ambalajsiz satisa sunulmaktadir. Bu aras-
tirma, Sanlurfa ilinde Uretilerek, semt pazarlari
ve marketlerde satisi yapilan yogurtlarda Liste-
ria spp. ile kontaminasyon dizeyini ortaya koy-
mak, ayrica L. monocytogenes gibi insan sagligi
acisindan ¢ok dusuk dizeyleri ile karsilagmanin
bile hastalik sebebi oldugu bir patojenin bu yo-
gurtlarda identifikasyonun molekiler yéntemler-
le yapilmasi ve glincel durumu gdstermesi igin
gergeklestirildi.

Gereg ve Yontem

Orneklerin Toplanmasi

Calisma kapsaminda 2016 yili Mart ayi igerisin-
de Sanliurfa ilinde Uretimi yapilan dokuz adet
1000’er gr ambalajli, 53 adet 500’er gr ambalaj-
siz toplam 62 adet yogurt érnedi Sanliurfa ili
merkezde bulunan semt pazarlarindan ve mar-
ketlerinden temin edildi. Ambalajsiz 6rnekler
steril cam siselere alinarak, ambalajli 6rnekler
ise orijinal ambalajinda buz aklsi ile derhal
laboratuara getirildi ve bir saat igerisinde labora-
tuvar analizlerine baslandi.

pH Tayini

Yogurt érneklerinin pH degeri, pH metre (WTW
inolab pH 730, Almanya) ile 20+1 °C’de cihaz
kullanim talimatina gore belirlendi. ilk izolasyon-
da pozitif bulunan o6rnekler 4°C’'de muhafaza
edilerek Gglncu ve onuncu gunlerde pH deger-
leri tekrar olguldu.

Listeria spp. Izolasyon

Listeria spp. izolasyonu ic¢in 1ISO 11290-1/A1-
2004 metodu kullanilmistir (10). Hassas terazi-
de (Sartorius, Bohemia, NY, ABD) steril kosul-
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larda 25 gr tartilan yogurt 6rnekleri steril sto-
macher posetlerine alindi ve posetlere 225 ml
Listeria Enrichment Broth (M863+SR142; Oxoid
Ltd, Basingstoke, ingiltere) dokiilerek, stomac-
her (Laboratory Blender Stomacher 400;
Seward, Londra, ingiltere)de ii¢ dakika siire ile
homojenize edildi. Homojenizasyonu takiben
30°C’de 24 saat aerob ortamda inklbe edildik-
ten sonra, 0.1 mL homojenizat pipetlenerek 10
mL Fraiser Broth’a (110398; Merck Ltd, Darms-
tadt, AlImanya) gegcildi. Aerobik ortamda 30°C’de
24 saat inkUbasyonun ardindan Fraiser
Broth’dan 0.1 mL homojenizat alindi ve PAL-
CAM Agar (CM 877+SR150; Oxoid Ltd, Ba-
singstoke, Ingiltere) ve Oxford Agara (CM
856+SR140; Oxoid Ltd, Basingstoke, ingiltere)
ekimleri yapildi ve besiyerleri 30°C'de 48 saat
aerobik ortamda inkubasyona birakildi. Petriler-
de Ureyen Listeria spp. supheli kolonilerden bes
tanesi saflastirmak igin Tryptic Soy Agar-Yeast
Extract’a (TSA-YE, 0370; Difco, Toronto, Cana-
da) gecilerek, 30°C'de 24 saat inkUbe edildi.
Gram boyama, katalaz, 25°C ve 37°C’de hare-
ket, oksidaz ve CAMP testi uygulandi (17). ilk
izolasyonda pozitif bulunan érnekler 4°C’de mu-
hafaza edilerek yogurt érneklerinde inkiibasyon
suresini ve pH'In izolasyonda etkinligini belirle-
mek icin Uglncl ve onuncu glinlerde izolasyon
ve identifikasyon asamalari tekrarlandi.

DNA izolasyonu

Supheli koloniler Brain Heart Infusion Brot besi-
yerine pasajlanarak 37°C’de 18 saat inklbe
edildi. inkubasyonu takiben sivi besiyerleri steril
1.5 mL microsantrifijj tiiptine minimum 10° bak-
teri hiicresi sayilarak alindi. Santrifijde 8000 x
g'de 5 dakika cevirilerek olusan pellet tzerine
200 pL PBS eklendi. Hicre duvarini yikmak igin
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 bekletildi. Bu lizat-
lardan DNA izolasyonu, High Pure PCR templa-
te DNA ekstraksiyon kitinde (11796828001;
Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Alman-
ya) bulunan, kiltirden bakteri izolasyon prose-
durh kullanilarak dretici talimatlari dogrultusun-
da yapildi. izole edilen DNA &rnekleri -20°C de
real-time PCR analizi igcin muhafaza edildi (4).

Real-Time PCR Yontemi ile Listeria spp.
identifikasyonu

Listeria spp. sUpheli kolonilerden dnce nikleik
asid izolasyonu yapilarak elde edilen DNA’lar-
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dan L. monocytogenes identifikasyonu, Liste-
riolysin gen boélgesi kullanilarak real-time PCR
yontemi ile incelendi. Tim real-time PCR reaksi-
yonlarinda Ornekler iki tekrarli g¢alisildi. Real-
time PCR islemi, Rotorgene Q (Qiagen, Hilden,
Almanya) sisteminde Light Cycler FastStart
DNA Master SYBR Green | kiti (03003230001;
Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Alman-
ya) kullanilarak Uretici direktifleri dogrultusunda
yapildi. L. monocytogenes’in, Listeriolysin O
gene (hly) bolgesi icin spesifik dizayn edilmis
primerler kullanilarak uretici direktiflerine gore
¢alisma ve analiz gergeklestirildi (8).

L. monocytogenes igin; Diz primer (5-GGG
AAA TCT GTC TCA GG TGA TGT-3’) ve Ters
primer (5-CGA TGA TTT GAA CTT CAT CTT
TTG C-3’). L. monocytogenes igin PCR urlnleri-
nin amplifikasyonlari icin PCR karigimi 2 yL 10x
SYBRGreen mix (LightCycler Sybrgreen Master
Mix, Almanya), 2ul 25mM MgCl,, 12uL ddH,0
ve her bir primerden 1 yL (10 pmol) ve izole
edilen DNA (50ng/uL) 2 pL eklenerek hazirlan-
di. Real-time PCR protokoli 95°C 30 saniye ve
45 doéngu 95°C 10 saniye, 62°C’de 30 saniye
tekli okuma olarak yapildi. Erime egrisi analizi
igin bir dongu 62°C’den erime egrisi 95°C 0 sa-
niye 1°C /saniye slrekli okuma yapildi. Soguma
40°C de 30 saniye ile gergeklestirildi. Real-time
PCR islemleri Rotorgene Q (Qiagen, Hilden,
Almanya) cihazi kullanilarak yapildi. Real-time
PCR iglemlerinin tim asamalarinda pozitif kont-
rol olarak L. monocytogenes ATCC15313 refe-
rens susu, negatif kontrol olarak PCR grade su
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kullanildi.

Calismamizda, Guilbaud ve ark.lari (8) tarafin-
dan yapilan calismada bildirildigi gibi melting
analizlerine gore analizler yapildi, pozitif kontrol-
ler (PK) ve pozitif 6rneklerde 76°C de erime eg-
risi pikleri elde edildi.

istatistiksel Analiz

Calisma verilerimizin istatistiksel degerlendirme-
sinde SPSS “Statistical Package for Social Sci-
ences” for Windows version 10.0 programi kul-
lanildi. Verilerin tanimlanmasinda ortalama +
standart sapma (SS), pozitif ve negatif érnekler
arasindaki farkin istatistiksel degerlendiriimesin-
de Mann-Whitney U testi kullanildi. Istatiksel
olarak P<0.05 degerinin saptanmasi anlamli
kabul edildi.

Bulgular

Fermente bir sut Grind olan yogurt dustuk pH
seviyesi ve yapiminda kullanilan site uygula-
nan 1sil islem etkisi ile Listeria spp. turlerinin
yasamasi i¢in uygun bir besiyeri olmamakla bir-
likte Uretimdeki hijyen hatalari ve daha ziyade
ambalajlama ve muhafaza sirasinda kontami-
nasyon tehlike olugturabilmektedir (3).

Bu arastirmada incelenen drneklerde birinci gin
Listeria spp. izolasyonu sonucu; 62 adet yogdurt
orneginden kllttr yontemi ile acik olan yogutlar-
dan iki 6rnek Listeria spp. ydnunden pozitif bu-
lundu. Listeria spp. izolatlarinin tamami Gram
pozitif, oksidaz negatif, katalaz pozitif reaksiyon
verdi. Listeria spp. identifikasyonunda supheli

Tablo 1. Yogurt numunelerinde L. monocytogenes’in dagihmi n (%).

Ornek Sayisi (n:62)
Pozitif
Negatif

L. monocytogenes
2 (3.2)
60 (96.8)

Tablo 2. Yogurt numunelerinde pH degerlerinin dagilimi (pH + SS)

Ornekler
L. monocytogenes pozitif (n:2)
L. monocytogenes negatif (n:60)
*SS: Standart Sapma

pH Degeri
4.83+0.014
4.21+£0.325

Tablo 3. L. monocytogenes pozitif 6rneklerin pH degerlerinin ginler igindeki dagihmi

Ornek No 1.glin
1 4.82
2 4.84

3.glin 10.gln
4.60 4.24
4.56 413
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koloniler Hly bdlgesi ile real-time PCR sistemin-
de L. monocytogenes olarak tanimlandi (Tablo
1). Real-time PCR’da elde edilen 76°C’de ki
erime egrisi pikleri drneklerimizden ikisinin L.
monocytogenes oldugunu bize gdstermektedir
(Sekil 1) (8). L. monocytogenes pozitif ve nega-
tif saptanan numunelerdeki pH degerlerinin da-
gilimi Tablo 2'de gésterilmistir.

Ornekler 4°C’de muhafaza edildikten sonra 3.
gun yapilan ikinci izolasyonda ayni iki drnek L.
monocytogenes olarak identifiye edildi. 10. gun
drneklerden yapilan Gglincu izolasyonda kdltur
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L. monocytogenes, digeri ise L. innocua olarak
identifiye edilmistir (12). Arastirma bulgulari bu
arasgtirma ile benzerlik gdstermektedir.

Sri Lanka’da 2014 yilinda yapilan benzer bir
arastirmada ise toplam 266 sut ve sut Grand, L.
monocytogenes varligini  belirlemek amaciyla
toplanmis ve bunlar iginde 28 adet yogurt érne-
ginden, Gglindn (%10.71) L. monocytogenes ile
kontamine oldugu tespit edilmistir (19). Bu aras-
tirmada ki yogurt oOrneklerinde L. mo-
nocytogenes yayginliginin, bizim arastirmamiz-
dan daha fazla oldugunu gérilmektedir.

iran’in isfahan kentinde 2015 yilinda yapilan

au

L &5 m % [ s

Sekil 1. Real-time PCR ile saptanan, amplifikasyon ve erime egrileri.

negatif bulundu fakat real-time PCR ile identifi-
kasyon gerceklestirildi. Arastirma 10. gln izolat-
larin canlihdini kaybettigini fakat molekduler yon-
temle 6li de olsa saptanabildigini gostermigtir.
inkubasyonun 1., 3. ve 10. giinlerinde pozitif
orneklere ait pH degerleri Tablo 3 de verilmistir.
Pozitif 6rneklerin pH degerleri ile negatif érnek-
lerin pH degerleri arasinda istatistiksel anlamli
farklihk oldugu bulundu.

Tartisma ve Sonug¢

Yogurt, Uretim esnasinda hammade ve ¢evresel
unsurlardan kontamine olabilecedi gibi Uretim
prosesinde tasiyicilar tarafindan da g¢apraz bak-
teriyel kontaminasyona maruz kalabilir.
Ulkemizde Antakya ilinde 2006 yilinda yapilan
bir calismada toplam 157 ¢ig sut ve sut GrinU
Listeria spp. yonuinden incelenmis ve incelenen
15 yogurt 6rnedinin higbirinden izole edileme-
mistir (1).

Etiyopya’nin Jimma kasabasindan toplanan 200
adet st ve st Urlnd ile 2013 yilinda yapilmis
arastirmada 40 adet yogurt érnegdinin ikisinde
(%4) Listeria spp. izole edilmis ve suslardan biri
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baska bir arastirmada ise 292 sit ve sut UrlnU
arastirma materyalini olusturmus ve toplam 12
adet yogurt érnedinde Listeria spp. izole edile-
memistir (18). Yine isfahan’da 2008 yilinda ya-
pilan bagka bir arastirmada toplam 617 gida
ornegi Listeria spp. varligi yéniunden incelenmis
fakat arastirmada kullanilan sekiz adet yogurt
drneginde Listeria spp. izole edilememistir (11).
D’'Urso ve ark. (7) tarafindan yapilan ¢alismada
L. monocytogenes'in real-time PCR ile farkh
yuzdelerde Olu ve canli bakteri kullanarak hizli
bir sekilde tespit edilebilecegini yodurt érnekle-
rinde goéstermislerdir. Bu g¢alismada muhafaza
suresinin 10. guninde konvansiyonel metotlarla
L. monocytogenes izolasyonu yapilamazken
PCR ile etken identifiye edilmistir.

Mugampoza ve ark. (13) tarafindan yapilan
calismada ise ¢ig sut ve lokal olarak yapilan ev
yapimi yogurtlarda yaptiklari incelemede 30
ornegin %30’'unda Listeria spp. ve %3’Gnln L.
monocytogenes varligi saptamiglardir. Bizim
galismamizda L. monocytogenes (n=2/62) %3.2
pozitiflik bulmamiz aslinda ev yapimi yogurtlar-
da ekonomik olarak distk ve orta seviyeli din-
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yanin her bolgesinde rastlanabileceginin bir
gOstergesi olabilir.

Rodriguez-Lazaro ve ark. (15) tarafindan yapi-
lan ¢alismada belirttikleri gibi gtincel olarak kul-
lanilan geleneksel metodlar ile L. monocytoge-
nes tespiti ve tanimlanmasi birkag gunid bul-
maktadir. Fakat real-time PCR ile daha hizl,
daha guvenilir ve daha hassas sonug verilebildi-
gi gosterilmistir.

Rossmanith ve ark. (16) tarafindan yapilan ¢a-
lismada 76 sut Ornegini L. monocytogenes ile
kontamine ettikten sonra prfA geninden real-
time PCR ile galismiglardir. Bu g¢alismanin so-
nucunda ise relative dogruluk %96, relative 6z-
gullik %100 ve relative hassasiyeti %76.9 bul-
duklarini belirtmiglerdir. Bizim calismamizda da
sonug guvenirliligi ve hassasiyeti agisindan real-
time PCR ve melting analizi bu sebeple tercih
edilmigtir.

Oravcova ve ark. (14) tarafindan yapilan calis-
mada L. monocytogenes orneklerinde in-house
metod ile 10° CFU/mL tespit edebilirken real-
time PCR ticari kitler ile 10°~10* CFU/mL‘ye ka-
dar tespit edebilmislerdir. Gida orneklerinde L
monocytogenes tespitinde real-time PCR meto-
dunun c¢ok daha verimli, hizli, hassasiyeti ve
dogrulugu yuksek oldugunu vurgulamiglardir.

Bu g¢alismanin sonucunda Sanlurfa ilinde Ureti-
mi yapilan yogdurt drneklerinin Uretimi, muhafa-
zasl veya pazarlanmasi asamalarinda hijyenik
sartlara yeterince dikkat edilmedigini goster-
mektedir. Yogurt 6rneklerinde patojen Listeria
spp. turt olan L. monocytogenes identifikasyo-
nu cokca tuketilen fermente sat Griind olan yo-
gurdun halk saghg! agisindan risk olusturabile-
cegini gostermektedir. Ozellikle aile tipi isletme-
lerin ve kiiglk olgekli mandiralarin gida kékenli
zoonozlar ve hijyen konularinda bilinglendirilme-
leri ve hijyen kalitesinin artirimasi faydal ola-
caktir.
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