T.C.
FIRAT UNIVERSITESI
SAGLIK BIiLIMLERI ENSTITUSU
BESIN HIiJYENI ve TEKNOLOJIiSi ANABILIiM DALI

SAVAK TULUM PEYNIRININ URETIMI ve
OLGUNLASTIRILMASI SIRASINDA
Escherichia coli O157:H7, Listeria
monocytogenes ve Salmonella’ nin YASAM ve
ASIT ADAPTASYON KABILIYETININ
INCELENMESI

DOKTORA TEZi

Abdullah DIiKiCi

ELAZIG — 2008



ONAY SAYFASI

Prof. Dr. EMINE UNSALDI

Saglik Bilimleri Enstitiisii Muidiirti

Bu tez Yiiksek Lisans/Doktora Tezi standartlaria uygun bulunmustur.
Prof. Dr. Bahri PATIR
Besin Hijyeni ve Teknolojisi Anabilim Dali Baskanm
Tez tarafimizdan okunmus, kapsam ve kalite yoniinden Doktora Tezi olarak kabul

edilmistir.

Dog. Dr. Mehmet CALICIOGLU

Danigsman

Yiiksek Lisans/Doktora Smavi Jiiri Uyeleri

Prof. Dr. Harun AKSU

Prof Dr. Bahri PATIR

Prof. Dr. Ali ARSLAN

Dog. Dr. H. Basri ERTAS

Dog. Dr. Mehmet CALICIOGLU




Sevgili esim Selvihan DIKICI ve biricik kizum Berrunaz DIKICP ye
ithafen ...

111



TESEKKUR

Bu bilimsel ¢alismanin planlanmasi, yiiriitiilmesi ve ortaya konmasinda,
tim doktora donemim boyunca her tiirli ilgi ve destegini esirgemeyen
danismanim, saym Dog. Dr. Mehmet CALICIOGLU’ na tesekkiir etmeyi bir borg
bilirim. Ayrica Tez izleme Komitesi’ nde yer alan saym Prof. Dr. Bahri PATIR ve
saym Dog. Dr. H. Basri ERTAS’a siikranlarimi sunarim.

Calismada kullanilan koyun siitiiniin elde edilmesinde yardimci olan
KAPLAN Gida Ltd. Sti. sahipleri Fatih - Yavuz KAPLAN’ a, ¢alismanin biitiin
asamalarinda maddi ve manevi olarak yardimini esirgemeyen sevgili hocam ve
arkadasim Dr. Pmar SEKER’ e, ¢alismalarim esnasinda bana yardimci olan mesai

arkadaslarima tesekkiirlerimi sunarim.

Calismam esnasinda manevi destegini esirgemeyen, hicbir fedakarliktan
kagmmayan, bana her zaman gii¢ veren sevgili esim Selvihan DIKICI’ ye, en zor
anlarimda beni umutlandiran ve moral veren biricik kizim Berrunaz DIKICI’ ye,
her zaman destegini hissettigim sevgili annem Hacer DiKICI, sevgili babam Sabri
DIKICI ve sevgili kardesim Yusuf Tolga DIKICI’ ye sonsuz siikran ve

minnetlerimi sunarim.

v



ICINDEKILER

| 0 71 AR 1
20N 3 1 1 2 N 3
R 1 21 1 TR 5
3.1.Stresin Tanimi ..o 5
3.2. Bakterilerin Strese Kars1 Olusturduklart Yanit ............................. 7
3.2, 1 Adaptasyon .....oiiiiii e 8
3.2.20 TOIETanS ..ot 8
3.2.3.Yaralanma ... 8
3.3. Stres, Adaptasyon ve Gida Giivenligi Ile Iliskisi ........................... 9
3.4. Strese Kars1 Meydana Gelen Yanitin Mekanizmast ........................ 12
3.5. Genel Stres Yanitl .......ooueineieiini e 13
3.6. Ozel Stres Yanitlart .............coooiuviiiiiiiiiiie e, 13
3.6.1. Stcaklik ... 13
3062, SOZUK .o 14
30,3, ATt ottt 14
3.6.4. OZMOtIK STIES ....uinetinti i 21
3.6.5. Oksidatif Stres .......ooooiniiiii 21
3.7. Capraz KOTuma ........coiiiniiiiiiit it e 22
3.8. Stres ve Virulens Arasindaki Iliski  ..........ooooeiniiiiiiii e, 24
3.9. Gidalarda Patojenlerin Stres Adaptasyonu ...............cooevviiiiiieninn. 25
4. GEREC Ve YONTEM ..cuutvuiiiniruiinirnniiiereneesnerneeserseernesseesnnes 34
T B € 1S (T TR 35
4.1.1. Siit OrneKIEri .. ...ovuei e, 35



4.1.2. Deneysel gruplar .........ccooiiiiiiii 35

4.1.3. Deneyde Kullanilan Patojen Suslart ... 36
O ) 11131 37
4.2.1. Inokulumun Hazirlanmasi ve Inokiilasyon .......................cco..... 37
4.2.2. Deneysel Tulum Peyniri Uretim Prosediirii ........................ccce.. 38
4.2.3. Mikrobiyolojik Analizler ..............ccoviiiiiiiiiii 40
4.2.3.1. Salmonella SayIm1 ..........ociiiniiiiiiiii e 40
4.2.3.2.E. coli O157:H7 SQYIMI .....oveiiiiieiiiee e 41
4.2.3.3. Listeria monocytogenes SAYIML ........ooueeeiueeeineeineeieeaineanneans 41
4.2.3.4. Lactobacillus spp. SAYIMI .....oviiiniiie et ieeie e, 42
4.2.3.5. Lactococcus SPP. SAYIML ...ouueinrieneaieie e eiieeaiaeenneennnns 42
4.2.3.6. Toplam Aerob Mezofil Bakteri Sayimi ..............coocoiiiiiiiin... 42
4.2.3.7. Psikrofil Aerob Bakteri Saymmi ..............ccocoiiiiiiiiiiiiii, 42
4.2.3.8. Enterococcus SPP. SAYIML ....ouuiinnteitiieee et eaieeeiaeeneaanaennn 43
AN IO T\ B 7 BN T2 4 10| 43
4.2.3.10. Staphylococcus SPP. SAYIMI .....oveuieinieiiteiieeie e eieennann 43
4.2.3.11. Koliform SQYIMI ........c.oiiiiiiiiiiiiiiiiie e e 43
4.2.4. Sentetik Mide Sivisinda Aside Dayaniklilik Deneyleri ................... 43
4.2.5. Kimyasal Analizler ...........ccooiiiiiii e 45
4251 pH TaYINT c.uviii it e e e e 45
4.2.5.2. Peynirde Toplam Asitlik Tayini ..., 45
4.2.5.3. NACT TAYINT t.uviinetiitt e e et e e eee e 45
4.2.5.4. Su AKtivitesi Tayind .....oooeiiiiiiiiii i, 45
4.2.5.5. Protein TayIni ......c.oviuiiiiniiit i e 45

vi



4.2.5.6. Rutubet Tayini ........cvviiiiiiiiiii e 45

4.2.5.7.YaZ TAYINT o uttiitett e ettt e e e 45
4.2.5.8. Cig Siitte Asitlik Tayini .......ccevviiiiiiiiii i, 45
4.2.5.9. Cig Siitte Yag Tayind ..ouvvenreinteiiee ittt et eieeieeeiaeeaeans 45
4.2.6. Istatistiksel ANAliZIETr .................ooiiiiiiie e, 46
5. BULGULAR ...uiiiiitiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieiiiiiietietecatiasesnesnsnasassns 47

5.1. Deneysel Tulum Peyniri Yapiminda Kullanilan Cig Koyun Siitiiniin
Kimyasal OzelliKIEri. ..............ccooviiiiiiiiiii e 47

5.2. Deneysel Tulum Peynirinin Yapim ve Olgunlastrma Asamalarinda

Saptanan Mikrobiyolojik ve Kimyasal Degerler ...................ooovviinnn. 48
5.2.1. Mikrobiyolojik Degerler .........cooviiiiiiiii e 48
5.2.1.1. Salmonella Say1S1 ......ccooiniii i 48
5.2.1.2. E. coli O15T:HT SAYIST ..enuiiiiiiiiie i e 49
5.2.1.3. Listeria monocytogenes SAYIST .........uuuuueueueeeeeeieenneeineennens 49
5.2.1.4. Enterococcus SPP. SAYIST «..ueenuiiiiett i e eieeie i eiee e 50
5.2.1.5. Lactococcus SPP. SAYIST «..uvinuiiiiett it 51
5.2.1.6. Lactobacillus Spp. SAYIST .....ovuuiiiieiiiiii i 52
S.2. 1.7 MAYA SAYIST 1uvvteitiietteee e et e e e 53
5.2.1.8. Staphylococcus SPP. SAYIST ...evnnviuienie i 54
5.2.1.9. Toplam Aerob Mezofil Bakteri Say1st .......c.c.coooveiiiiiiiiii.n. 55
5.2.1.10. Psikrofil Aerob Bakteri Sayist .........ccovvviiiiiiiiiiiiiiiiii i, 56
5.2.1.11. Koliform Bakteri Sayist ......ccoevviiiiiiiiiiiiiii i, 57
5.2.2. Kimyasal Degerler .......cccooiiiiiiiii i 61
5220 PH DEGOIT vt s 61

vil



5.2.2.2. Toplam Asitlik Miktart ...........oooiiiiiii e 62

5.2.2.3. Rutubet Orant ........ooueiiiiiiiii e 63
5.2.2.4. Su Aktivitesi DeZeri (Aw) «.ovvueenieiniiiie e 64
5.2.2.5. TUZ OFANT cueitntii e 65
5.2.2.6. YaZ MIKLAIT . oovviee e 66
5.2.2.7. Protein MIKtart ... ..o 67

5.2.3. Deneysel Kontamine Tulum Peynirleri Orneklerinin Sentetik Mide
Sivisindaki Muameleleri Sonucu Patojen Bakterilerdeki Degisimler .......... 72
5.2.3.1. Tulum Peyniri Orneklerinin SMS ile Muamelesi Sonucunda

Salmonella Sayillarinda Meydana Gelen Degisimler .............................. 72

5.2.3.2. Tulum Peyniri Orneklerinin SMS ile Muamelesi Sonucunda E. coli

O157:H7 Sayilarinda Meydana Gelen Degisimler............................o.i. 75

5.2.3.3. Tulum Peyniri Orneklerinin SMS ile Muamelesi Sonucunda

Listeria monocytogenes Sayilarinda Meydana Gelen Degisimler .............. 78
6. TARTISMA ...cuiniiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieiietittitiattesesatsassesescnsnns 81
T SONUGQG iiiniiiiiiiiiiiiiieiitiiiiieiitttiateetiseesatsnssasessassnssssassnses 94
8. KAYNAKLAR ..uciiiitiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiietietttatsaseesnssassssen 95
9. OZGECMIS couiittiiiiiiiitiieetieeteerieenterneeeseereeseerneeseesneesesnnes 102

viil



Tablo 1.

Tablo 2.

Tablo 3.

Tablo 4.

Tablo 5.

Tablo 6.

Tablo 7.

Tablo 8.

Tablo 9.

Tablo 10.

TABLO LiSTESI

Deneysel Savak tulum peynirinin yapimi ve olgunlastirmasi
numune alma giinleri ve yapilan analizler ..........................
Deneysel tulum peyniri iiretiminde kullanilan ¢ig siitiin
kimyasal ve fiziksel 6zellikleri ................cooiiii.
Salmonella inokiile edimis ¢ig koyun siitlinden iiretilen Savak
tulum peyniri Orneklerinin yapimi ve olgunlastiriimasi
srrasindaki mikrobiyolojik degisimler ....................o
E. coli O157:H7 inokiile edimis ¢ig koyun siitliinden lretilen
Savak tulum peyniri 6rneklerinin yapimi ve olgunlastirilmasi
sirasindaki mikrobiyolojik degisimler .....................
Listeria monocytogenes inokiile edimis ¢ig koyun siitiinden
dretilen Savak tulum peyniri Orneklerinin yapimi ve
olgunlastirilmasi sirasindaki mikrobiyolojik degisimler .........
Salmonella inokiile edimis ¢ig koyun siitlinden iiretilen Savak
tulum peyniri Orneklerinin yapimi ve olgunlastirilmasi
sirasindaki kimyasal degisimler ...,
E. coli O157:H7 inokiile edimis ¢ig koyun siitliinden iretilen
Savak tulum peyniri 6rneklerinin yapimi ve olgunlastirilmasi
sirasindaki kimyasal degisimler ...l
Listeria monocytogenes inokiile edimis ¢ig koyun siitiinden
dretilen Savak tulum peyniri Orneklerinin  yapimi ve
olgunlastirilmasi sirasindaki kimyasal degisimler ................
Salmonella ile kontamine deneysel Savak tulum peynirleri
orneklerinin yapim ve olgunlastirma islemleri esnasinda
sentetik mide sivisindaki muameleleri sonucu patojenin
sayisindaki degisiklikler ...
E. coli O157:H7 ile kontamine deneysel Savak tulum
peynirleri yapim ve olgunlastirma islemleri esnasinda sentetik
mide sivisindaki muameleleri sonucu patojenin sayisindaki

degisiklikler ..o

X

39

47

58

59

60

69

70

71

74



Tablo 11. Listeria monocytogenes ile kontamine deneysel Savak tulum
peynirleri yapim ve olgunlastirma islemleri esnasinda sentetik
mide sivisindaki muameleleri sonucu patojenin sayisindaki

degisiklikler ...........ccooiiiiii e, 80



Sekil 1.
Sekil 2.
Sekil 3.

Sekil 4.

Sekil 5.

Sekil 6.

Sekil 7.

Sekil 8.

Sekil 9.

Sekil 10.

Sekil 11.

SEKIL LISTESI

Enterik patojenlerin bilinen asit tolerans yanitlar: ....................
Deneysel kontamine Savak tulum peyniri iiretim prosediirii ......
Kontamine ¢ig koyun siitiinden {iretilen Savak tulum peyniri
orneklerinin yapimi ve olgunlastirilmas: sirasindaki patojen
bakterilerin sayisindaki degisimler ...................oo
Kontamine ¢ig koyun siitiinden {iretilen Savak tulum peyniri
orneklerinin  yapimi  ve  olgunlastirilmast  smrasindaki
Enterococcus spp. sayisindaki degisimler ...........................
Kontamine ¢ig koyun siitiinden {iretilen Savak tulum peyniri
orneklerinin yapimi ve olgunlastirilmasi sirasindaki Lactococcus
spp. sayisindaki degisimler ...............oooiiiiiiiiiiii
Kontamine ¢ig koyun siitiinden {iretilen Savak tulum peyniri
orneklerinin  yapimi  ve  olgunlastirilmast  swrasindaki
Lactobacillus spp. sayismdaki degisimler ...........................
Kontamine ¢ig koyun siitiinden {iretilen Savak tulum peyniri
orneklerinin yapimi ve olgunlastiriimas: sirasindaki maya
sayisindaki degisimler .............coooiiiiiiiiii
Kontamine ¢ig koyun siitiinden {iretilen Savak tulum peyniri
orneklerinin  yapimi  ve  olgunlastirilmast  swrasindaki
Staphylococcus spp. sayisindaki degisimler .........................
Kontamine ¢ig koyun siitiinden {iretilen Savak tulum peyniri
orneklerinin yapimi ve olgunlastirilmasi sirasindaki Toplam
Aerob Mezofil Bakteri sayisindaki degisimler ......................
Kontamine ¢ig koyun siitiinden {iretilen Savak tulum peyniri
orneklerinin yapimi ve olgunlastirilmasi sirasindaki Psikrofil
Aerob Bakteri sayisindaki degisimler ...................oo
Kontamine ¢ig koyun siitiinden {iretilen Savak tulum peyniri
orneklerinin yapimi ve olgunlastirilmasi sirasindaki pH degeri

degiSIMICT ..ot

xi

50

51

52

53

54

55

56

57



Sekil 12.

Sekil 13.

Sekil 14.

Sekil 15.

Sekil 16.

Sekil 17.

Sekil 18.

Sekil 19.

Sekil 20.

Kontamine ¢ig koyun siitiinden {iretilen Savak tulum peyniri
orneklerinin yapimi ve olgunlastirilmasi sirasindaki % laktik asit
miktarindaki degisimler ...
Kontamine ¢ig koyun siitiinden {iretilen Savak tulum peyniri
orneklerinin yapimi ve olgunlastirilmas: sirasindaki % rutubet
miktarmndaki degiSTMIET .........cccevveiiieeiiieeiie e
Kontamine ¢ig koyun siitiinden {iretilen Savak tulum peyniri
orneklerinin yapimu: ve olgunlastirilmasi swrasindaki ay
miktarindaki degisimler ...
Kontamine ¢ig koyun siitiinden {iretilen Savak tulum peyniri
orneklerinin  olgunlastirilmast  swrasmndaki % tuz  orani
miktarindaki degisimler ...
Kontamine ¢ig koyun siitiinden {iretilen Savak tulum peyniri
orneklerinin olgunlastirilmas: sirasindaki % yag miktarindaki
degISIMICT ..ot
Kontamine ¢ig koyun siitiinden {iretilen Savak tulum peyniri
orneklerinin olgunlastirilmas: sirasindaki % protein miktarindaki
dEeZISIMICT ...ttt e e
Tulum peyniri Orneklerinin SMS ile muamelesi sonucunda
Salmonella sayilarinda meydana gelen degisimler ..................
Tulum peyniri 6rneklerinin SMS ile muamelesi sonucunda E.
coli O157:H7 sayilarinda meydana gelen degisimler ...............
Tulum peyniri 6rneklerinin SMS ile muamelesi sonucunda L.

monocytogenes sayilarinda meydana gelen degisimler ............

xii

63

64

65

66

67

68



1. OZET

Bu c¢alisma Savak tulum peyniri iiretiminin  Salmonella, Listeria
monocytogenes ve E. coli O157:H7 nin yasamlar1 ve sentetik mide sivisinda
(SMS) aside direnglilikleri iizerine etkilerini incelemek amaciyla yapilmistir. Bu
amacla Elazig ilinde Savak tulum peyniri liretimi yapan isletmelerin tiretim
kosullar1 incelendi ve model olarak en kisa yapim prosediirii se¢ildi. Her patojen
icin yapilan 3 tekerriirlii deneylerde, ¢ig koyun siitleri, her biri 5 sustan olusan
Salmonella, Listeria monocytogenes veya E. coli O157:H7 karigimlar1 ile ayr1 ayr1
inokule edilerek (ortalama 7.0 log;o kob/ml) tulum peynirinin yapimi (25 °C’ de 3
giin) ve plastik kavanozlarda olgunlasmasi (6 °C’de 90 giin) saglandi. Kontamine
tulum peynirinin yapimmi (1. ve 2. giinler) ve olgunlastirilmasi esnasinda belirli
giinlerde (0., 15., 30., 45., 60., 90.) mikrobiyolojik, kimyasal analizler ve SMS’de
(pH 1.5-2.5) aside maruz birakma deneyleri yapildi. Olgunlasma siirecinde tulum
peyniri Orneklerinin pH’s1 4.46-4.75, su aktivitesi 0.899-0.915, tuz oran1 %2.88-
4.05 arasinda degisti. Salmonella sayisi, yapim asamasinin 2. giinliinden itibaren
hizla diistii ve olgunlagsmanin 90. giiniinde tespit edilebilir seviyenin (<1.0 logi
kob/g) altinda bulundu. Fakat Listeria monocytogenes ve E. coli O157:H7 90. giin
itibariyle sirastyla 2.91+0.27 log;o kob/g ve 3.15+0.51 log;o kob/g bulundu. SMS
deneylerinde ise Salmonella’nin yapimin 2. giinlinde bile 90 dk maruz kalma
sonucunda canli kalmadigi, buna karsin 90. ginde 90 dk sonunda E. coli
O157:H7’ nin 0.90+0.02 log;o kob/ml ve L. monocytogenes’in 1.36+0.52 log;o
kob/ml seviyelerinde oldugu tespit edildi. Bu sonuglar, £. coli O157:H7 ve
Listeria monocytogenes’in Savak tulum peyniri iiretiminde olusan kosullara

Salmonella’ya gore daha dayanikli oldugunu ve bu patojenlerin yapim ve



olgunlasma asamalar1 boyunca SMS’ da 90 dk boyunca canliliklarini
koruyabildiklerini gdstermistir. Bunun nedeni, iiretim esnasinda olusan subletal
ortamin E. coli OI157:H7 ve L. monocytogenes’te aside direnclilik
mekanizmalarimni aktif hale getirmis olmasi olabilir.

Anahtar kelimeler: Tulum, peynir, Salmonella, E. coli O157:H7, Listeria

monocytogenes, aside direnclilik, olgunlastirma.



2. ABSTRACT

The present study was undertaken to investigate the effects of production
of Savak tulumi cheese on survival and acid resistance of Salmonella, Listeria
monocytogenes, and E. coli O157:H7. Production procedures of commercial
Savak tulumi producers in Elazig were evaluated and the shortest processing was
selected as a modal. In each of triplicate experiments per pathogen, raw ewe’s
milk was inoculated with 5-strain mixture of Salmonella, Listeria monocytogenes
or E. coli O157:H7 (average 7.0 logo cfu/ml) and processed (at 25°C, 3 days) and
ripened at (6°C, 90 days) in plastic containers. Microbiological and chemical
analysis and exposure experiments to synthetic gastric fluid (SGF, pH 2.0-2.5)
were carried out during processing (days 1 and 2) and on certain days (0, 15, 30,
45, 60, 90) during ripening. During ripening, range of pH for tulumi cheese
samples was 4.46-4.75, a,, was 0.899-0.915, and salt level was 2.88-4.05 %. The
numbers of Salmonella decreased relatively faster as of the second day of curd-
processing and dropped below detection limit (1.0 log;o cfu/g) on day 90.
However, numbers of L. monocytogenes and E. coli O157:H7 showed a gradual
decrease during ripening and their numbers were 2.914+0.27 log;o cfu/g and
3.15+0.51 logo cfu/g, respectively, on day 90. In SGF experiments, Salmonella
did not survive 90 min exposure even on the day 2 of processing while viable
cells 0of 0.90+0.02 log;o cfu/ml of E. coli O157 and 1.36+0.52 logo cfu/ml of L.
monocytogenes were recovered after 90 min exposure on day 90 of ripening.
These results indicate that compared to Salmonella cells, E. coli O157:H7 and L.
monocytogenes were more resistant to the intrinsic conditions occurred during

production of Savak tulumi cheese and these two pathogens could survive to 90



min exposure to SGF throughout the processing and ripening periods. This
increased survival could be due to activation of acid resistance mechanisms of E.
coli O157:H7 and L. monocytogenes by subletal conditions occurred during
production and ripening period.

Key words: Tulumi, cheese, Salmonella, E. coli O157:H7, Listeria

monocytogenes, acid resistance, ripening



3. GIRIS

Arastirmacilar uzun yillardir letal ortamlarda mikroorganizmalarin nasil
yasadiklarmi ve asir1 stresli ortamlarda, sonradan ortaya ¢ikan adaptasyon
mekanizmalarinmn yapismi merak etmistir. Ornegin Fay 1934 (40) yilinda ozmotik
strese maruz birakilmis bakterilerin, 1s1 adaptasyonunun artmis oldugunu
bildirmistir. Subletal strese maruz birakilan mikroorganizmalarda, uygulanan
strese karsilik diren¢ artmaktadir. Bu durum genellikle “strese adaptasyon” olarak
adlandirilmaktadir. Gida kaynakli mikroorganizmalarda strese adaptasyon
gecmiste goz ardi edilmistir. Fakat giinlimiizde bu fenomenin gida giivenligi
alanindaki 6nemi giderek artmaktadir.

Mackey ve Derrick (60) 1987 yilinda, 1s1 sokuna (subletal 1s1 stresi)
ugramis Salmonella enterica serovar Thompson susunun, gida i¢indeki 1siya
direncinin artmis oldugunu rapor etmislerdir. 1990 yilinda Farber ve Brown (39),
48 °C’ de 120 dakika 1s1 soku uyguladiklar1 Listeria monocytogenes suslarm,
sosis hamuruna inokule ettikten sonra 68 °C 1s1 islemi uygulamislar ve patojenin
1stya karsi direncinin arttigini tespit etmislerdir. Yapilan calismalar ile strese
adaptasyon fenomeni hakkinda bir¢ok veri saglanmaktadir.

3.1. Stresin Tanim

Stres ilgili oldugu alana gore farkli anlamlar tasimaktadir. Bir fizik¢iye
gore stres, birim alana uygulanan kuvvet anlamina gelmektedir. Ancak bir biyolog
icin ise suboptimal fiziksel sartlar, toksik kimyasallar ve zararli besinsel

ortamlarin zorla kabul ettirilmesi anlamma gelmektedir (66). Kisacasi



mikroorganizmalarin gelismesi veya iiremesini olumsuz yonde etkileyen herhangi
bir zararh faktdre/ortama stres adi verilmektedir. Islenmis gida iiriinleri bir ¢ok
stres faktoriinii bilinyesinde barindirmaktadir. Ancak bunlarin seviyeleri

(siddetleri) farklilik gostermektedir (95).

Bir mikroorganizma karsilasmis oldugu strese, farkli yanitlar verebilir.

Zavyif stres (mild) olarak adlandirilan subletal bir stres ile bakteriler

karsilastiginda, sayilarinda bir azalma meydana gelmemektedir. Fakat iireme

oraninda durma veya azalma ille sonug¢lanmaktadir. Mikroorganizmanin orta

siddetli (moderate) bir stres ile karsilastiginda mikrobiyel gelisimin durmasinin

yaninda, bakterilerin yasama kabiliyetlerinde azalma da meydana gelmektedir.

Siddetli (extreme veya severe) stres olarak adlandirilan durum ise bakteri

hiicreleri i¢in Oliimciil bir durum olusturmaktadir. Bakteri popiilasyonunun

cogunlugunun 6liimii ile sonu¢lanmaktadir (95).

Gidalarda bulunan bakteriler, ham maddenin elde edilmesi sirasinda
kontrol edilemeyen stres faktorleri (kuruma vb) ve hammaddenin islenmesi
esnasinda bilingli olarak uygulanan koruyucu faktorler ile karsilagsabilmektedirler.
Gidanin  Uretimi  ve islenmesi esnasinda mikroorganizmalarin  maruz
kalabilecekleri stresler asagidaki gibi siralanabilir (95).

- Is1, basing, elektrik akimi, ultrasonik dalgalar, 1sik/radyasyon ve

ozmotik sok gibi fiziksel stresler,

- Asitler, tuzlar ve oksitleyiciler gibi kimyasal stresler,



- Mikrobiyel metabolitler, antagonizma ve yarismaci flora gibi

biyolojik streslerdir.

Gidalardaki bakteriler yavas yavas artan veya ani streslere maruz
kalabilirler. Ozellikle ani maruziyet durumlarinda “sok” ad1 verilen durum sdz
konusu olmaktadir. Ornegin, gidalar ile birlikte alinan bakteriler mide ortaminda
ani pH degisikligine veya asit sokuna maruz kalirlarken, bir gidanin
fermantasyonu esnasinda yavas yavas artan bir asitlik ile karsilasabilirler.

3.2. Bakterilerin Strese Karsi Olusturduklarn Yamt

Herhangi bir strese maruz birakilmamig bir bakteri ilk maruz birakildig:
strese karsit duyarhidir. Duyarli oldugu stres karsisinda bakterilerde membran
gecirgenliginde degisimler (soguk soku), hiicre protein yapisinda degisimler veya
ribozomal hasarlar (1s1) ve niikleik asitlerin olumsuz etkilenmesi (y radyasyon)
gibi hiicresel aktiviteleri etkileyen olumsuz etkileyen cesitli degisiklikler ortaya
cikabilmektedir. Molekiiler diizeyde incelenecek olursak, bu olumsuz durumlarda
hiicrelerde sok diizenleyici proteinlerin sentezi meydana gelebilmektedir. Boylece
bakteri sentezlenen proteinler ile maruz kaldig1 stres ile bas edebilecek diizeye
ulasabilmektedir. Strese karsilik olusan mikrobiyel yanit asagidaki gibi

sonuglanabilir (95).

- Stres karsisinda meydana gelen hasar1i onarabilen, hiicrenin
yasamini devam ettirebilen veya stres ajanlarini elemine edebilen
proteinlerin {iretimi,

- Stres faktorlerine karsi toleransin veya rezistansin kisa siirede

sekillenmesi,



- Hiicrenin  transformasyona ugrayarak sporlanmasi veya
yasayabilen fakat kiltlirii yapilamayan (Viable-But-Not-
Culturable, VBNC) duruma ge¢mesi,
- Konakg1 oldugu organizmanin savunma sisteminden kurtulmasi.
3.2.1. Adaptasyon
Mikroorganizmalar strese maruz kaldiklar1 zaman, koruyucu veya adapte
edici yanit olusturabilmektedirler. Uygulanan strese karsilik olusan yanit, benzer
veya farkli streslere karsilikta c¢esitli seviyelerde adaptasyona (capraz koruma)
neden olabilmektedir. Bu fenomen adaptiv yanit, indiiklenmis tolerans, alisma

terimleriyle de tanimlanmaktadir (95).

3.2.2. Tolerans

Tolerans, mikroorganizmalarin strese karsi yasayabilme yetenegi olarak
tanimlanmaktadir. Her mikroorganizmanin belli bir strese kars1 tolerans seviyesi
farklidir. Fakat uyarilan bu tolerans seviyesi gecici olabildigi gibi, adaptiv tolerans
da olugabilir. Ornekgin, laktik asit bakterilerinin dogal asit toleransi, diger
bakterilere oranla ¢cok daha fazla olabilmektedir. Ayrica aside adapte edilen
bakterilerin asit tolerans1 daha da artabilmektedir. Bu kavramlarin anlatiminda
kullanilan rezistanslik ve tolerans kavramlari ise birbirine ¢ok yakin anlamlar

icermektedir (95).

3.2.3. Yaralanma

Mikroorganizmalar bir veya birden fazla zararli faktore karsilik duyarlilik
gosterebilmekte ve bu durumda hiicresel yapilar zarara ugrayabilmektedir. Bu
degisikliklere yaygin olarak yaralanma adi verilmektedir. Yaralanma daha ¢ok

strese maruz birakilmis hiicrelerde 6zel bir ajana karsilik duyarlilik seklinde



olusabilmektedir. Yani strese ugramis hiicrelerin maruz birakildig1 ajan, saglikl
hiicrelere uygulandiginda kolaylikla canliligini siirdiirtirken, strese ugramis
hiicrelerde bu ajan yaralanmalara sebep olabilmektedir (95). Hiicrelerdeki
yaralanma ve strese adaptasyon kavramlar1 tam olarak karakterize edilememistir.
Fakat yaralanma, bakterinin maruz birakildig1 strese karsilik olusan stres
yanitindaki yetersizlik, yanittaki bir gecikme veya adaptasyon yanitindaki
yetersizlikten kaynaklanabilir. Yaralanmis olan hiicrelerin sonu ya 6liim yada
iyilesme ile sonuglanmaktadir. Leistner (53), farkli stres faktorlerine maruz
birakilan bakterilerin enerji tiiketiminin arttigini, metabolik yorgunluk ve

hemostazisin bozulmasi yoluyla bakterilerde 6liime yol actigini isaret etmektedir.

3.3 Stres, Adaptasyon ve Gida Giivenligi ile iliskisi

Gidalardaki bakteriler hammaddenin tiretiminden, {Uriiniin islenmesine ve
sindirilmesi agsamasina kadar bircok stres faktorii ile karsilasabilmektedir. Gidanin
iretim ortaminda gilines 1s18indan kaynaklanan ultraviyole radyasyondan veya
gilines 1smlarindan bakteriler strese ugrayabilir, yaralanabilir ve hatta Glebilir.
Giines 1s181ndan kaynaklanan 1s1 da bakteriler iizerinde stres olusturabilmektedir.
Fermantasyon asitligi, deniz suyunun tuzlulugu, kuru hava diger stres faktorleri
arasinda sayilabilir. Bunun yani sira bakteriler tarafindan tiretilen metabolitler de
stres yaratabilmektedir. Bakterilerin yagamasi ve liremesi asamasinda esansiyel
besin maddelerinin eksikligi/aghigi, aclign siiresi ve boyutuna gore yaralanmalara
veya Oliimlere neden olabilmektedir. Kisacast dogada bulunan bakteriler farkli
siddetlerde kimyasal, fiziksel ve besinsel streslere maruz kalabilmektedir. Gida da
ise asit, 1s1, donma, ozmotik sok, kurutma, oksidasyon ve aglik gibi streslerle

karsilagabilmektedir (95).



Hiicresel yanitlar, c¢esitli tip ve biyiikliiklerdeki stres faktorleri ile
uyarilabilmektedir. Stres faktoriine karsi ortaya c¢ikan yanitin gida giivenligi
acisindan oldukca oOnemlidir. Ciinkii strese adapte olmus hiicrelerin benzer
(homolog) veya farkli (heterolog) streslere karsi da direng kazanabilecegi
bildirilmistir (95). Diren¢ kazanmis olan bakteriler, diren¢ kazanmadan Once
kendileri i¢in letal olan ortamlarda yasayabilmektedir. Is1 sokuna maruz birakilmig
hiicreler, daha sonradan letal bir 1s1tya maruz birakildiklarinda direncli olduklar1
icin, bu sicakliklara dayanabilmektedirler (17). Listeria monocytogenes’ in zayif
sicakliga (45 °C’de 60 dak.) maruz brrakildiktan sonra letal dozlardaki etanol,
hidrojen peroksit ve tuza kars1 Oonemli derecede direncinin (¢apraz koruma)
gelistigi saptanmistir (57). Patojen bakterilerde adaptasyon mekanizmalarmin
uyarilmasmin, ilgili patojenlerin hastalik olusturma kabiliyetlerini arttirdigi da
disiiniilmektedir. Stephens ve arkadaslarmm (82) yaptiklar1 calismada, soguk
ortamda cogaltilan L. monocytogenes hiicrelerinin, farelere inokiilasyonu sonrasi

virulenslerinin arttigin1 saptamislardir.

Geleneksel gida {iretimi esnasinda uygulanan asamalar (6rnegin
pastorizasyon) ¢ogunlukla bakterilerin 6lmesine neden olmaktadir. Ancak iiretim
asamalar1 esnasinda bakteriler zayif stresli ortamlarla da karsilasabilmekte ve
adaptasyon mekanizmalar1 uyarilabilmektedir. Ornegin asit adaptasyon
mekanizmalar1 uyarilmis Salmonella suslarmmn peynir igindeki yasam siirelerinin
arttig1 tespit edilmistir (55). Isiya adapte edilmis (48 °C’de 120 dak.) maruz
birakilmis Listeria monocytogenes suslarmin sosis hamurundaki isiya karsi
direnclerinin arttig1 rapor edilmistir (39). Asit adaptasyon mekanizmasi uyarilmisg

Listeria monocytogenes suslarmin yogurt, portakal suyu ve salata gibi asidik
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gidalarda yasayabildigi belirlenmistir (46). Bu durum gidalarin hazirlanisi
esnasinda bakterilerin maruz kaldiklar1 zayif stresler (1s1, asit, tuz vb) karsisinda
uyarilan adaptasyon mekanizmalarinin, gida giivenligi acisindan olusturdugu
tehlikeleri ortaya koymaktadir. Ornegin sucugun fermantasyonu esnasimda olusan
asitlik ve formiilasyondan gelen tuzun sayesinde patojen bakterilerde asit
adaptasyon yanit1 ve ozmotik sok yanit1i uyarilabilmektedir. Sucugun
fermantasyonu esnasinda asit ve ozmotik soka karsi uyarilmis patojenler, sucugun
daha sonraki asamalar1 olan pisirme ve dumanlama asamalaria kars1 direngli hale
gelmekte veya iirlinlin muhafaza asamasinda, stres faktorlerine karst dayanikli
hale gelebilmektedir. Benzer sekilde siitte bulunan bakteriler pastorizasyon
sicaklig1 altinda 1s1 islemine tabi tutulduklarinda (bazi peynir tiirlerinin yapiminda
oldugu gibi) zayif bir 1s1 stresine maruz kalmakta ve adaptasyon
kazanmaktadirlar. Uriiniin (peynir) ilerleyen asamalarinda maruz kaldiklar1 letal
sicakliklara karsi diren¢ kazanabilmektedirler. Anlasildigi gibi hammaddeden
veya kontaminasyondan kaynaklanan bulasmalarla direngsiz halde bulunabilen
bakteriler hammaddenin islenmesi esnasinda zayif stres faktorleri ile
karsilagabilmekte ve adaptiv yanitlar1 uyarilabilmektedir. Bu durumu engellemek
icin alternatif isleme teknolojilerinin (yiiksek basing, radyasyon, elektrik akimi
uygulamalar1 gibi non-termal teknolojiler) kullanilmasi tavsiye edilmektedir.
Ancak yeni teknolojiler ile yaratilabilecek zayif stres ortamlarma karsi da,
bakterilerin adaptiv yanit olusturulabilme ihtimalleri unutulmamalidir. Bu konuda

yapilmis calismalar da bulunmaktadir (95).

Gida kaynakli bakterilerin stres kosullarma adapte olmalarinin olumlu

taraflar1 da bulunmaktadir. Probiyotik bakteriler (Bifidobacterium spp.,
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Lactobacillus acidophilus vb.) yogurt ve benzeri asidik iiriinlere bilingli olarak
katilmaktadir. Kendilerinde bulunan mevcut adaptiv yanit uyarilarak iiriinde canli
kalmasi, hatta mideden gecerek bagirsaklara kadar ulagmasi istenmektedir. Bu
gida ortamindan, bagirsaklara kadar gelisi esnasindaki letal asitli (mide, pH 1.5)

ortamlardan asit adaptasyon mekanizmalar1 sayesinde gegmektedir (95).

3.4. Strese Kars1 Meydana Gelen Yamitin Mekanizmasi

Strese karsilik bakterilerde olusan tepkiler, ani (sok) yanitlar ve/veya uzun
siireli adaptasyonlar seklinde olmaktadir. Pek ¢ok durumda ani ve uzun siireli
adaptasyon yanitlar1 benzer sok proteinler araciligi ile meydana getirilmektedir.
Ayrica genel stres yanitlar1 bazi 6zel streslere karsi korunmada yardime1 olabildigi
gibi, pek ¢ok strese karsi da capraz koruma saglayabilmektedir. Bu durum pek ¢ok
0zel ve genel stres yanitlarinin olugmasi i¢in gerekli olan proteinlerin birbirine

benzemesinden kaynaklanmaktadir (95).

Bakteri hiicresi bir stres faktoriine maruz kaldiginda eger genetik kodunda
bir diren¢ mekanizmasi varsa, ilgili proteinleri iireterek korunmaya calisir.
Uygulanan stres neticesinde bakteri DNA’sinda transkripsiyon sonucu mRNA
olusmakta ve bu mRNA ribozomlarda translasyon sonucunda ilgili stresi
diizenleyici sok proteinini sentezlemis olmaktadir. Sentezlenen diizenleyici sok
proteini bakterinin fizyolojisini etkileyerek, uygulanan stres ile miicadele etmesini
saglamaktadir. Sentezlenen protein tek bir stres faktoriine karsi etkili olabildigi
gibi birden fazla stres faktoriine karsida etkili olabilmektedir. Ayrica her
bakterinin bir strese karsi aktive ettigi diren¢ mekanizmalar1 ayni olabildigi gibi

farkli da olabilmektedir. Hatta ayn1 bakterinin farkli gelisim evrelerindeki (lag faz,
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log faz, istasyoner faz) ayni strese karsi olusturdugu diren¢c mekanizmasi da farkl

olabilmektedir (95).

3.5.Genel Stres Yaniti
Genel stres yanit1 cesitli stres faktorleri ile aktive edilebildigi gibi ¢oklu
stres faktorleri tarafindan da uyarilabilir. Genel stres yanitinin aktive edilmesi,
genellikle gelisme oranindaki yavaslama veya istasyoner faza gec¢is esnasinda
meydana gelmektedir (6). E. coli ve diger Gram (-) bakterilerde en iy1 bilinen
genel stres yaniti sistemleri, alternatif sigma faktor (c°) tarafindan kontrol
edilmektedir. Gram (+) bakterilerde ise o® tarafindan kontrol edilmektedir.
Alternatif sigma faktér ve o® tarafindan uyarilmis genlerin DNA onarimma ve
osmoprotektan alimin1 sagladigi ve bdylece ozmotik ve oksidatif streslere hiicreyi
hazirladigi bildirilmistir (29,48).
3.6. Ozel Stres Yamitlan
3.6.1. Sicakhk
Gida kaynakli bakteriler gidalarin islenmesi veya korunmasi amaciyla
yapilan islemler sirasinda sik sik 1stya maruz kalmaktadir. Sicaklik hiicresel
komponentlerde makro molekiiler hasar meydana getirmektedir. Sicaklik ile
sentezlenen proteinler, olusan hasar1 onarir veya hasarli komponentleri yikimlar.
Pek c¢ok 1s1l islem ile uyarilmig stres proteinleri, 1s1 hasarina ugramis proteinleri
toplamakta ve hiicrenin bu hasarli proteinler ile miicadele etmesine yardimci
olmakta (GroEL ve DnaK vb.) veya hasara ugramig protein miktarini (Lon ve
CIpAP vb.) azaltmaktadir (6,48). Bu degisikliklere ek olarak bazi bakterilerde
hiicre membraninda trans-cis yag asiti orant degismektedir. Bu yapisal degisiklik

ortam sicaklig arttiginda membran akiskanlig1 azaltmaktadir (29).
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E. coli’de en fazla 1s1 ile uyarilan genleri kontrol eden mekanizma
alternatif sigma faktordiir (o). Sitoplazmada proteinler denatiirasyona ugradigi
zaman o tarafindan yaklasik 50 gen uyarilmaktadir (98). Ist stresi
bulunmadiginda diisiik seviyelerde bulunurken, 1s1 arttirildiginda dramatik olarak
artis gostermektedir (6,98).

3.6.2. Soguk

Soguk stresi sonucu bakterilerde, membran akiskanligini optimize etmek
icin membran yag asiti kompozisyonunda degisiklikler (77), ¢ift zincirli niikleik
asit lizerindeki sogugun etkisini stabilize eden DNA ve RNA’ ya bagh
proteinlerin sentezi (71) ve sitoplazma ile uyumlu maddelerin hiicre i¢ine transferi

(4) seklinde fiziksel degisiklikler meydana gelmektedir.

Soguk yanitinda meydana gelen protein sentezi, Csps (Soguk soku
proteinleri - Cold shock proteins) veya Caps (Soguk soku alistirma proteinleri -
Cold shock acclimation proteins) diye siniflandirilmaktadir. Csps hizli, fakat
soguk yanitinda gecici olarak sentezlenir. Caps diisiik sicakliklarda cogalma

esnasinda sentezlenir ve ¢abuk uyarilirlar (71).

Sicaklik disiiriildiigli zaman biitiin hiicrelerde c¢ift katmanli fosfolipid
membranlarin akigkanligr azalmaktadir. Optimum akiskanligi stirdiirmek igin
hiicreler membranlarindaki doymamis yag asiti miktarmi fazlalastrr veya
membran yag asitlerinin uzunluklarim azaltarak diisiik sicakliklarda akiskanligi

arttirirlar (77).
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3.6.3. Asit

Gida kaynakli bakteriler, konakg1 hiicrelerde, gastro-intestinal kanalda ve
gidalarda organik veya inorganik asitler ile karsilasmaktadir. Bakteriler asit
stresine karsilk DNA’y1r tamir eden enzimlerin uyarilmasi, amino asit
katabolizmasmin arttirilmasi, proton pompasmin (proton efflux) arttirilmasi ve
hiicre membranindaki kompozisyon degisikliklerini i¢eren pek ¢ok yolla karsilik
vermektedirler (95). Pek ¢ok bakteri subletal bir pH’ da uyarilan (koruyucu
proteinlerin sentezlenmesi) ve diisiik pH’ larda yasami saglayan asit tolerans
yanitt (Acid Tolerance Response — ATR) olarak adlandirilan bir fenomene
sahiptir. ATR, bakteri tiirleri arasinda ¢ok farkli diizeylerde oldugu gibi, ayni
bakterinin fizyolojik fazlar1 (gelisim-istasyoner faz) arasinda bile farklilik
bulunmaktadir. Asit soku ile indiiklenen yanit, hiicre i¢i veya hiicre dis1 pH’ nin

degisimiyle uyarilabilir.

Salmonella Typhimurium gida kaynakli patojenlerin en 6nemlilerinden biri
olup, hem gelisim (log) hem de istasyoner fazda asit tolerans yanit mekanizmasina
sahiptir (43). Adaptasyonun olustugu subletal pH’da ATR mekanizmas1 uyarilan
S. Typhimurium, ¢ok diisiik pH derecelerinde ATR mekanizmasi sayesinde
korunur. S. Typhimurium’un indiiklenen ATR mekanizmasi, bakterileri pH 3’te
birkag¢ saat koruyabilir (10). Gelisim fazindaki (minimal medyumda) Salmonella
hiicrelerinin pH 5.8’deki adaptasyonu, pH homeostasis sistem tarafindan meydana
getirilir ve bdylece sonradan olusabilecek letal asidik pH ile karsilasan hiicreler,
yasamlarint devam ettirebilecekleri seviyede internal pH ile yasamlarni
sirdiirebilirler (43). Adaptiv pH’nin 4.5 seviyesine dislriilmesi ile S.

Typhimurium’da 50 adet asit sok proteinin aktif hale geldigi ve aside toleransa
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katkida bulundugu tespit edilmistir. Asit toleransina katkida bulunan bazi Asit
Sok Proteinlerin (ASP) uyarilmasmin hiicre ici pH ile meydana geldigi
anlasilirken, diger yanitlarin hiicre dis1 pH ile olustugu anlasilmistir (43). Asit
toleransin aktif hale gelmesiyle S. Typhimurium hiicrelerinin yiiksek sicaklik,
osmolarite ve oksidatif zarara kars1 da ¢apraz koruma sagladig1 goriilmiistiir (43).
S. Typhimurium’un log fazindaki ATR ‘sinde, alternatif sigma faktor (c°),
rpoS tarafindan kodlanan Fe'™ diizenleyici Fur ve iki 6geli sinyal transdiiksiyon
sistem PhoP(Q’yu i¢ine alan birkag diizenleyici gen rol oynamaktadir. Her bir gen
ASP’ lerin sentezini kontrol etmektedir. Asit soku esnasinda alternatif sigma

faktoriin seviyesi artmaktadir. Alternatif sigma faktor, inorganik asitlerden

kaynaklanan streslere karsi olusan toleransta da katkida bulunur (47,92).

GABA Agmatine Cadaverine

Glutamate\ / Arginine\ / Lysine\ /

\
X
H H* H*
Glut e GABA Arg S Agmatine Lys A cad
H -put Inducible decarboxylases
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+ - . DL D :
H - H = PhoP — ASPs —— Protect/Repair
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Sekil 1. Enterik patojenlerin bilinen asit tolerans yanitlar1 (10) .

Bir diger diizenleyici faktdr olan Fur’un tanimlanabilmesi i¢in kullanilan

mutasyonlarda, asit tanimayan/demir taniyan ve asit tanityan/demir tanimayan
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fenotipler tanimlanmistir (43). Bu sonuglar Fur’un asit ve demiri ayri ayri
tanimladigin1 gostermistir.

Log fazindaki ATR’de ii¢lincii diizenleyici sistem olan iki 6geli sinyal
transdiiksiyon, PhoPQ’dur. Bu iki 6ge PhoP ve PhoQ’dur. PhoP ve Pho(Q’daki
mutasyonlar, 7poS mutant inorganik aside duyarli hiicreler ile sonuglanir (43).
Ayrica PhoQ mutant suglar pH’ya duyarl oldugu gibi magnezyuma da duyarli
olabilecegi tahmin edilmektedir (43).

E. coli hiicreleri Salmonella hiicreleri gibi log ve istasyoner fazda ATR
mekanizmalaria sahiptir. Ancak bu iki tiirlin asit rezistanslik mekanizmalarmin
arasinda onemli farkliliklar bulunmaktadir (10). Her iki tiiriin istasyoner fazdaki
hiicrelerinin ~ disik pH’da  kompleks medyumda aside  direngleri
karsilastirildiginda, E. coli hiicrelerinin asit direncinin daha fazla oldugu
belirlenmistir. Sa/monella hiicrelerinin pH 3’{in altinda yasayabilmeleri oldukca
zayifken, E. coli hiicreleri pH 2’de saatlerce yasayabilmektedir. Ancak bu farklilik
sadece kompleks medyumda bu sekilde gozlenirken, minimal medyumda asit
rezistanslikta ¢ok ciddi bir farklilik goriilmemektedir. £. coli 'nin istasyoner fazda
asit diren¢ mekanizmalari, {i¢ farkli sistemden olusmaktadir. E. coli’nin asit
rezistanslik sistemi alternatif sigma faktor ve cAMP reseptor protein bagiml bir
sistemi i¢ine almistir ve bu sistem minimal medyumda hiicreleri pH 2’ye kadar
koruyabilir. Bu sistem glikoz yoklugundaki oksidatif sistemin bir pargasidir (56).
Sistem hem cAMP’ye hem de reseptdr proteini CRP’ye ihtiya¢ duymaktadir (24).
Oksidatif sistem rpoS bagmmli, glikoz yoklugunda, kompleks medyumda, pH
5.5°de, istasyoner fazda meydana gelmektedir. ikinci sistem glutamat ve glutamat

/ gama amino biitirik asit antiportere (gadC) ihtiyac duymaktadir. Bu sistem
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glutamat bagimli olarak c¢alisir. Asit rezistanslikta tdiglincli sistem ise Adi
tarafindan kodlanan arjinin dekarboksilaz sistemidir ve bu sistem arjinin bagimli
olarak ¢aligir (43).

Son zamanlarda glutamat dekarboksilaz sistemini kodlayan iki gen, gadA4
ve gadB bulunmustur. Bu iki genden herhangi birisi gadC’nin varhiginda pH
2.5’da aside direnglilik saglarken, pH 2’de asit rezistansligi saglamak i¢in her
ikisine de ihtiyag duymaktadir (43). Istasyoner fazda aktif hale gelen gad
genlerinin, alkali pH’da alternatif sigma faktore bagimliyken, asit pH’da ise aktif
hale gelirken alternatif sigma faktorden bagimsiz oldugu belirlemistir (24,43).
Glutamat ve arjinin dekarboksilaz metabolizmasinin, arjinin yada glutamat
dekarboksilasyonu esnasinda proton harcadigi tahmin edilmektedir. Glutamat
dekarboksilazin son iriinii olan y-amino biitirik asit (GABA), gadC tarafindan
kodlanan bir antiporter tarafindan hiicre disma tasmir ve hiicre disindaki glutamat
ile degistirilir (24). Arjinin dekarboksilazin son {riinii olan agmatin, heniiz hangi
gen tarafindan kodlandig1 bilinmeyen bir antiporter ile hiicre dismna tasmir (24).
Boylece internal pH’nin 6liimciil seviyelerin altina diismesi engellenerek, hiicreye
alinan protonlar tiiketilip tekrar hiicre disma atilir (24).

E. colimin log fazindaki ATR’sinin, Salmonella’nin log fazindaki
ATR’sinden farkli oldugu diistiniilmektedir. Salmonella’nin (minimal medyumda
gelisen) log fazindaki ATR sistemi, alternatif sigma faktor ve Fur bagimliyken, E.
coli'nin (nutrient brotda gelisen) log fazindaki ATR sistemi CysB bagimlhidir (76).
CysB, arjinin dekarboksilaz sisteminin diizenleyicisidir (24).

E. coli’nin sahip oldugu arjinin dekarboksilaz ve glutamat dekarboksilaz

sistemi arasmda bazi farkliklar vardir. Glutamat dekarboksilaz sistemi, hiicrelerin
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gelisimi esnasinda kompleks medyumun indiiksiyonuna ihtiyag duymamaktadir.
Ancak arjinin dekarboksilaz sistemi adaptasyonda kompleks medyuma ihtiyag
duymaktadir (56). Bir diger fark ise glutamat dekarboksilaz sistemi, aktif hale
gelmek icin diisiik pH’ya ihtiyag duymazken, arjinin dekarboksilaz sistemi aktif
hale gelebilmek i¢in diisiik pH’ya ihtiya¢ duymaktadir (56).

Arjinin  ve  glutamat  dekarboksilaz  sistemlerinden,  glutamat
dekarboksilazin, arjinin dekarboksilaz sistemine gore daha baskin oldugu
saptanmistir (43). Son yillarda yapilan bir caligmada bir¢ok gidaya inokiile edilen
patojen ve non-patojen E. coli suslarmin asit toleransi ve gad mRNA seviyelerine
bakilmistir (94). Sonuclar, domates (pH 4.6) ve zencefilde (pH 4.5) asit toleransin
gelistigi goriilmiis ve bu iki gidanin asidik olmasiyla aciklanmistir (94). Asit
toleransin gelistigi hiicrelerde gad mRNA (gadA ve gadB) seviyesinin 6nemli
derecede arttig1 belirlenmistir (94).

L. monocytogenes gida kaynakli listeriozise neden olan, Gram (+)
intraseliiler bir patojendir. L. monocytogenes’in sahip oldugu ATR mekanizmasi
uzun yillardan beri bilinmektedir, fakat son zamanlarda suslar1 arasindaki aside
direnglilik minumum bazal seviyeleri arasinda Onemli derecede fark oldugu
anlasilmistir (36).

Diger Gram (+) bakteriler gibi L. monocytogenes de, hiicre i¢ci pH
dengesini koruyabilmek i¢in FoF;-ATP, proton pompasi mekanizmasini kullanip,
sitoplazmasindan ~ protonlar1  pompalayarak  saglamaktadir  (61). L.
monocytogenes 'in istasyoner fazdaki hiicreleri, pH 3.5’deki ortamlara kars1 dogal
dirence sahiptir. Ancak log fazinda bulunan hiicrelerinin pH 3.5’e¢ direncli

olabilmeleri i¢in, asit adaptasyonun zayif pH’da indiiklenmesi gerekir (67). Tiim
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adaptasyonlarda oldugu gibi, buradaki adaptasyonda da protein sentezine (sok
proteinleri) gereksinim vardir. Ayni zamanda asit adaptasyonun uyarilmasi, L.
monocytogenes hiicrelerini birgok cevresel faktore karsi da korumaktadir. Aside
adapte hiicrelerde termal stres, ozmotik stres, kristal violet ve etanole karsi
toleransin arttig1 saptanmistir (67). Ayrica aside adapte ve sahadan elde edilen L.
monocytogenes suslarmin farelere intraperitonal enjeksiyonu sonucu, asit adapte
suslarin, adapte olmayan suslara gore virulensinin arttig1 bildirilmistir (67).

L. monocytogenes, E. coli tarafindan kullanilan glutamat dekarboksilaz
mekanizmasina benzer bir ATR sisteminden yararlanmaktadir (28). E. coli’de
oldugu gibi burada da gadA, gadB, gadC genleri bu mekanizmay1 kodlamaktadir.
Glutamat dekarboksilaz mekanizmasini kodlayan gadB, asitle uyarilmasi sonucu
mekanizmay1 baglatir. Her ne kadar E. coli’deki glutamat dekarboksilaz
metabolizmasina benzetilse de, E. coli'nin glutamat mekanizmasi asit ile
uyarilmamaktadir (43). Bu mekanizmadaki bir diger gen olan gadA’da, glutamat
dekarboksilazi1 kodladig1 saptanmistir. Diger gen gadC 'nin ise hiicre i¢ine yetecek
kadar glutamat dekarboksilaz sentezini kodladigi belirlenmistir. Bu gen (gadC)
asit ile indiiklenmez ve her zaman diisiik seviyelerde mekanizmay1 ¢alistirir (61).
Glutamat dekarboksilaz metabolizmasmn1 kodlayan bu {i¢ gende yapilan
mutasyonlar sonucu, L. monocytogenes hiicrelerinin sentetik mide sivisindan
gecerken (yaklasik 4 saatte) yasama kabiliyetinin kayboldugu saptanmistir (61).
Bu sonug, L. monocytogenes’in mideden gecisi esnasinda ve cok diisik pH
sartlarinda hayati fonksiyonlarni kaybetmemesi i¢in, glutamat dekarboksilaz

metabolizmasmin ne kadar 6nemli oldugunu géstermektedir (61).
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L. monocytogenes iizerine yapilan son ¢alismalarda, /isRK geni tarafindan
kodlanan iki 6geli sinyal transdiiksiyon sistemi tanimlanmistir ve bu sistemin L.
monocytogenes’in virulensi ve strese toleranst i¢in ¢ok Onemli oldugu
belirlenmistir (27). Iki 6geli sinyal transdiiksiyon sistemini kodlayan lisRK
geninin ¢ikarilmasi, L. monocytogenes suslarmin log fazinda asit strese
duyarliligryla sonuglanmistir (61).

3.6.4 Ozmotik Stres

Bakteriler gidalarin icerisinde yiiksek seker ve tuz gibi veya kurutulmus
iirtinlerde oldugu gibi ¢esitli ozmotik streslere maruz birakilirlar. Bu durumlarda
ozellikle turgor basinci (sisme) ve de hidrasyon (su kaybetme) bakteriler i¢in ¢ok
onemlidir. Bu mekanizma bakterilerde ara sira olusan hiperozmotik durumlarda

veya orta siddetli ozmotik sartlarda ortaya ¢ikmaktadir (95).

Hiperozmotik sartlar altindaki bakterilerde en iyi karakterize edilen
metabolizma hiicre i¢i ozmolit olarak adlandirilan maddelerin birikimidir.
Uyumlu sivilarin birikimi, sentez yoluyla saglandigi gibi, hiicre disindan transfer
seklinde de gerceklesebilmektedir. Bu sivilar polar (kutupsal) yapidadir ve yiliksek
derecelerde hiicre i¢inde ¢oziilebilen bilesiklerdir. Cok yiiksek konsantrasyonlarda
bile hiicresel fonksiyonlar1 etkilemeden ozmotik basing ile miicadele edebilirler.
Glycine betain, proline, ectoine, carnitine, choline ve trehalose en yaygin bilinen
uyumlu maddelerdir. Bu bilesiklerin sitoplazma iginde birikimi direkt olarak

degismis enzim aktivesiyle veya gen transkripsiyon seviyesi ile diizenlenir (16).

E. coli’ de &° ve B. subtilis’de ise o® ozmoprotektan sentezini veya

transportu i¢cin gerekli bazi proteinlerin sentezlenmesini kontrol etmektedir (30).
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Ayrica yliksek tuz konsantrasyonlarinda bakteri hiicreleri membran yag asiti

kompozisyonlarinda, trans-cis doymamis yag rotasyonunu artirmaktadirlar (29).
3.6.5. Oksidatif Stres

Gidalarda bakteriler, siiper oksit, hidroksil radikalleri ve hidrojen peroksit
gibi artmis reaktif oksijen tiirlerine maruz kalabilirler. Bu gibi ¢esitli oksidantlar
niikleik asit, lipid, hiicresel proteinlerde zarara neden olurlar. Oksidatif stres
tarafindan induklendigi bilinen pek ¢ok protein antioksidant rol oynarlar. Digerleri
ise Ozellikle niikleik asit hasar1 basta olmak iizere oksidatif hasar1i onarmak icin

gereklidirler (95).

E. coli’de hidrojen peroksit ve super oksit ile uyarilan en Onemli
diizenleyici genler oxyR ve soxRS dir (85). Ayrica 6> de ozmotik stres hasarmnin
onarimasinda kullanilan proteinlerin diizenlenmesinde, sorumlu oldugu One

siirtilmiistiir.

3.7. Capraz Koruma

Strese adapte bakteriler benzer veya farkli streslere karsi da adaptasyon
kazanabilirler. Bir strese karsi adaptasyon esnasinda, baska bir strese karsi da
direnglilik olusmasina ¢apraz koruma (cross protection) olarak adlandirilmaktadir.
Bu capraz korumaya, erken donemlerde maruz kalindigr durumda, rpoS geni
tarafindan aracilik edilebilecegi belirlenmistir. Yani 1s1 sokuna maruz birakilmig
bakteriler, diger stres uygulamalarina kars1 daha rezistans hale gelebilmektedir.
Wang ve Doyle (91), subletal 1s1 islemi uygulanmis E. coli O157:H7 hiicrelerinde
asitlige karsi toleransin arttigini tespit etmislerdir. Is1 stresi ile uyarilmis Listeria

monocytogenes hiicrelerinde 1sinin, asit toleransmma neden olmadigi fakat
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hiicrelerin diisiik pH’da 1s1, tuz konsantrasyonu ve antimikrobiyal peptidlere daha
rezistans hale getirdigi anlagilmistir (49). Lou ve Yousef (58), gelisim fazindaki
Listeria monocytogenes hiicrelerinin belirli gevresel stresler tizerine subletal 1sinin
(45 °C’ de 1 saat) etkisini arastirmiglardir. Arastirma sonucunda subletal 1s1
uygulanmis hiicrelerin, normalde letal dozda olan hidrojen peroksit, etanol ve
NaCl’ye karsi rezistansliginin artigini ve bdylece g¢apraz koruma sagladigini
bulmuslardir (58). Lou ve Yousef (1996) stres katilasmasini (stres hardening),
hurdle konsepti (¢coklu bariyer koruma sistemi) igerisinde bir parca olarak ilk
olarak kullanmigs ve bariyer yaklasiminin vyararlarini, stres adaptasyonun

dengeleyebilecegini ilk defa ortaya atmiglardir (58).

Minimal gida isleme teknolojilerinde mikrobiyel gilivenlik amaciyla
yapilan farkli kombinasyonlar uygulanmadan 6nce, mutlaka spesifik patojenlerin
biitlin ¢apraz koruma adaptasyonlar1 da goz Oniine alinmalidir. Salmonella ile
yapilan ¢alismalarda aside karsi direngli hale getirilen Salmonella suslarmin ayni
zamanda yiiksek 1s1, osmolarite, oksidatif streslere karsida toleranslik kazandigi
ortaya ¢ikmustir (38). Campylobacter ile yapilan bir baska calismada ise oksidatif
strese karsi direncli hale getirilen suslarin, ayn1 zamanda asit stresine karsi da
direngli hale geldigi goriilmiistiir (64). Bu c¢apraz koruma, bakteri i¢in ¢oklu
bariyer koruma sistemine karsi biiyiik bir avantaj saglamaktadir. Boylece halk
sagligini tehdit eden potansiyel risklerinin daha da arttig1 goriilmiistiir.

Listeria monocytogenes’den korunmak amaciyla laktik asit bakterileri
tarafindan {retilen nisin, pediocin gibi isimler verilmis bakteriyosinler
kullanilmaktadir. Bonnet ve Montville (2005) ATR sistemine sahip olan ve

olmayan Listeria monocytogenes suslarini, nisin lireten laktik asit bakterileri ile
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fermantasyona tabi tuttuklarinda, ATR sistemine sahip olan suslarin (2 sus) 60.
giline kadar canli kalirken (ort 2.00 log;o kob/g), ATR sistemine sahip olmayan
suslarin 3 giin icerisinde tespit edilebilir seviyenin altma distiiklerini
saptamiglardir (13).

3.8. Stres ve Virulens Arasindaki iliski

Gida kaynakli bakteriler, gidalar ile mideden gecisleri sirasinda, ince
bagirsaklardaki gegici kolonizasyonlar1 esnasinda ve konakg1 hiicre fagozomlari
icerisinde organik ve inorganik asitlere maruz kalmaktadirlar (45). Daha 6nceden
maruz kaldiklar1 subletal streslerle aktif hale gelen adaptasyon mekanizmalari, bu
bakterilerin hayatta kalma sanslarmi arttirmaktadir. Olusan yanit sonucunda S.
Typhimurium (42) ve L. monocytogenes (67) gibi gida kaynakli bakterilerin diisiik
pH’larda ki gidalarda yasamina katkida bulunmaktadir. Calismalarda diisiik pH’da
yasama yeteneginin, virulens potansiyeline de katkida bulundugu belirtilmistir.
Ornegin asit tolerant Salmonella Typhmurium mutant suslarinmn, fare tifoid
modelinde virulens potansiyelinin artisinda bir miktar rol oynadig1 arastirmacilar
tarafindan kaydedilmistir (93). Ek olarak aside toleranslik kazanmis Salmonella
Enteritidis suslarinin normal referans suslara gore daha virulent oldugu
anlasilmistir (51).

Listeria monocytogenes lzerine yapilan bir c¢alismada, aside adapte
edilmis suslarin biyofilm olusturma yeteneklerinin, adapte olmayanlara gore ¢ok
arttig1 ve bu suslarin Caco-2 hiicrelerine (insana ait kolon karsinoma hiicresi)
invazyon yeteneginin arttigint rapor edilmistir (25). Ayrica siit iriinleri
icerisindeki tuz oraninin invazyon etkisini azalttigi, fakat aside adapte L.

monocytogenes suslarinin %10 tuzlu siit tiriinlerdeki diisiik invazyon etkisinin bile
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adapte olmamis susglara gore ¢ok yiiksek oldugunu saptanmistir (25). Bu veriler
1s51¢inda asit adaptasyonun virulens potansiyeli iizerine etkisinin énemli oldugu
anlasilmistir.

Son yillarda yapilan bir calismada antibiyotiklere direnglilik kazanmis
patojenlerin (E. coli O157:H7), daha fazla virulens faktorii iirettikleri anlagilmistir
(8,9).

3.9. Gidalarda Patojenlerin Stres Adaptasyonu

Mikroorganizmalar {izerine laboratuvar sartlarinda yapilan ¢aligmalarda
elde edilen bulgular, halen tartisilmaktadir. Ciinkii genellikle tek veya birkag stres
tipine karsi bakterilerin davranis1 incelenmektedir. Halbuki gida ortaminda
mikroorganizmalar, birden daha fazla stres faktori ile kars1 karsiya
kalmaktadirlar.

Faleiro ve arkadaslar1 (38), Portekiz peynirinden elde edilen (pH 5.1-6.2,
%2 NaCl(w/v)) 4, etten elde edilen 2 ve baliktan elde edilen 1 adet listeriozise
neden olmus toplam 7 klinik izolatin, dis etkilere kars1 vermis olduklar1 tepkiyi
arastirmislardir. Arastrma sonucunda NaCl’ye karsi her susun farkli tepkiler
gosterdigi, fakat peynirden elde edilen izolatlarin digerlerine gore daha toleransl
oldugu saptanmistir (38). Ancak suslarin tiimiine bakildiginda, NaCl duyarliligiyla
gida maddesinde bulunan NaCl miktar1 arasinda bir iliski bulunmamistir (38).
Peynir yapimi asamasinda ilk olarak pH’nin diismesi, NaCl’ye kars1 da bir
tolerans olugsmasina neden olabilir (38). Yapilan ¢alismada buna dayanarak peynir
orneklerinden alinan 4 izolata pH 5.5°de asit stresi uygulandiktan sonra %20 NaCl
soliisyonu igerisine birakilmistir (38). Deneyin sonucunda peynirden elde edilen

izolatlarin asit stresi sonras1 ozmotik stres kosullarinda canli kalma siireleri, asit
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uygulamasindan sonra onemli 6l¢iide (p<0.05) artmistir (38). Ancak etten alinan
izolatlarda varyasyon ¢ok fazla bulunmustur (38). Baliktan alinan izolatin ise asit
uygulamasindan sonra, diger suslara gére daha uzun siire (p<0.05) canl kaldig1
deneylerle saptanmustir (38). Ayrica peynirden elde edilen izolatlarm 30 °C ve 8
°C muhafaza sicakliginda pH 5.5 ve lizerinde gelisebildigi saptanmustir (38).
Calismada et ve peynirden elde edilen 4 izolatta, ozmoadaptasyon sayesinde aside
direncliliklerinin arttig1 saptanmistir (38). Ayrica peynir iiretimindeki sathalarin L.
monocytogenes hiicrelerini 6ldiirmedigi, tam tersine aside ve tuza karst olusan
toleransi arttirdig1 saptanmustir (38).

Sigir etinden hazirlanan “beef jerky”, baharatla karistirilip 24 saat 4°C’de
bekletildikten sonra 10 saat 60 °C’de pisirilerek hazirlanan kurutulmus bir et
irliniidiir. Calicioglu ve arkadaslar1 (21,22,23), beef jerky yapim asamalarinda
olabilecek kontaminasyon ihtimaline karsi, aside adapte ve adapte olmayan E. coli
O157:H7, L. monocytogenes ve Salmonella hiicrelerinin inaktivasyonunu
incelemislerdir. Arastirmacilar, etlerin baharatla karistirma asamasindan Once
patojen bakterileri inokiile etmisler ve farkli marinasyon uygulamalar1 yaptiklar
bes farkli gruba ayirip 1s1 islemi (60°C’de 10 saat) uygulamuslardir (21,22,23).
Arastirma sonucunda kurumaya karsi aside adapte olan Salmonella’larmn, tim
gruplarda adapte olmayanlara goére 6nemli (p<0.05) derecede istya direngli
oldugunu (23), L. monocytogenes’'in aside adapte ve adapte olmamis suslari
arasinda tiim gruplarda kurumaya kars1 direncinde bir farklilik goriilmedigini (21)
ve E. coli O157:H7’nin aside adapte suslarinin iki grupta (marinasyondan once
asetik asit ve/veya Tween20 uygulamasi) adapte olmayan suslara gore kurumaya

karst direncinin 6nemli (p<0.05) derecede azaldigini saptamiglardir (22).
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Arastirmacilar patojenlerin aside adapte olmasinin, direncliligi arttrmaya neden
olmadigini, jerkynin yapim asamalarinda antimikrobiyel bir asamaya ihtiyag
oldugunu ve baharatla karistirilma asamasmin degistirilmesiyle, kurutmanin
patojen inaktivasyonunu arttirabilecegi sonucuna varmislardir (21,22,23).

Calicioglu ve arkadaslarimin (18,19,20) “beef jerky” lizerine yaptig1 diger
calismalarda, jerkynin iiretim sonrasi ayni patojenlerin aside adapte ve adapte
olmayan kiiltlirleriyle inokiilasyonu durumunda patojenlerin  yasamini
incelemislerdir. Jerkyler baslangigta bes gruba ayrilmis ve farklt marinasyon
yontemleri uygulanip kurutulduktan sonra patojen inokiilasyonlar1 yapilmistir. L.
monocytogenes ile kontamine edilmis jerkylerin {ic grubunda (marinasyondan
once asetik asit ve/veya Tween20 uygulamasi veya sadece marinasyon) aside
adapte olmus ve olmamis suslarin inaktivasyonu arasinda bir farklilik
goriilmedigini (20), E. coli O157:H7’nin aside adapte suslarinin tiim gruplarda
adapte olmayanlara gore inaktivasyonunun daha hizli oldugunu (19),
Salmonella’nin aside adapte hiicrelerinin tiim gruplarda, adapte olmamus hiicrelere
gore daha hizli azaldigini saptamislardir (18). Arastirmacilar, kurutma Oncesi
marinasyon asamasinda uygulanan antimikrobiyel bir asamanin (asetik asit,
TW20, etanol v.b.) kurutma sonrasi olusabilecek kontaminasyonlara kars1 kalici
koruma sagladigini rapor etmislerdir (18,19,20).

Pepperoni, sigir etinden hazirlanan (pH 4.8) fermente bir sucuktur.
Riordan ve arkadaslar1 (73), adapte ve adapte olmayan E. coli O157:H7
hiicrelerini pepperoniye inokiile edip, D (1 log’luk 6liim i¢in gereken zaman
birimi) degerini ve farkli pH’lardaki pepperoniye, patojenin inokiilasyonundan

sonra 1s1 uygulanmasi sonucu bakterinin yasamini incelemislerdir. Caligma
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sonucunda adapte olmayan E. coli O157:H7 hiicrelerinin D degerleri 58.3 °C ve
61 °C’de sirasiyla 12.26 ve 3.58 dakika olarak belirlenmistir (73). Ayrica pH
4.8°deki iirlinde bulunan aside adapte olmayan hiicrelerin D degeri, pH 4.5’de
bulunan aside adapte olmamis bakterilerden yiiksek oldugu saptanmis ve pH
4.8’deki aside adapte olmamis hiicrelerin D degerinin, aside adapte olanlardan da
yiiksek oldugu belirlenmistir (73). Calismada 6 log;o kob/g E. coli O157:H7
inokiile edilmis pepperonilere 58.3 ve 61 °C’de 1s1 uygulanarak, sirasiyla 61.3 ve
17.9 dakika sonra patojen sayisimin tespit edilebilir seviyenin altmna indigi
saptanmistir (73). Calismada pepperoni gibi fermente bir et {iriiniindeki aside
adapte hiicrelerin, aside adapte olmamis hiicrelere gore 1siya daha duyarli oldugu
saptanmistir (73).

Bir grup arastirmaci (79), et kombinasinda bulunan dogal floranin, ayni
ortamda bulunan patojenlerin hayatta kalmasini, gelisimini ve aside dayamiklilik
tepkisini etkileyebilecegini diistinmiislerdir. Bu varsayimi arastirmak i¢in, yikama
suyuna inokiile edilmis (5.00 log kob/ml) L. monocytogenes popiilasyonundaki
degisimler ve ATR’leri, 6nceden filtre ile sterilize edilmis veya edilmemis 35 °C
suda veya patojenle kontamine %2 asetik/laktik asitli suyla karkas yikanmasi
yoluyla degerlendirilmistir (79). Inokiile edilmis L. monocytogenes’lerin asitli
yikama suyunda 24 saat i¢cinde 6ldiigli saptanmistir (79). Asitsiz yikama suyunda
patojenlerin, hakim olan dogal florayla ( >8 logip kob/ml) ilgisi olmaksizin
ortalama 1-2 log;o kob/ml sayismin arttig1 saptanmistir. Dogal florada bulunan
yada bulunmayan, patojenle kontamine yikama sularmin pH’smin artmis veya
azalmis oldugu saptanmistir. Ancak bu pH degisimlerinin L. monocytogenes’'in

ATR’sini zayiflattigi anlasilmistir (79). Filtre edilmeyen yikama suyunda patojen
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1. gin aside dayanmiklilik gosterirken, 8. giinde aside duyarli hale geldigi
belirlenmistir (79). Filtre edilerek yapilan yikamalar sonucunda patojenlerin
yasaminin (1. giinden 8. giine kadar) ortalama 1 log;o kob/ml arttig1 ve ATR’ sinin
degismedigi saptanmistir (79). Bu caligmalarla arastirmacilar, aerobik taze et
isleme ortamma hakim olan Gram (-) floranim, bakteriyel patojenleri aside kars1
duyarl hale getirebilecegini 6ne stirmiislerdir (79).

Berry ve arkadaslar1 (12) sigir karkaslarindan izole ettikleri 39 E. coli
O157:H7 ve 20 non-O157 suslarinin asit rezistansligmi incelemislerdir. Suglar
glikoz bulunmayan ortamda gelisip istasyoner faza geldiklerinde, 6nceden asit
adaptasyonu yapilmadan 6 saat pH 2.5’e birakilmalar1 sonucu 1-2 log;o kob/ml
azaldiklar1 saptanmistir (12). Ancak glikoz bulunan ortamda gelisip istasyoner
faza gelen suslarm, asit adaptasyondan sonra letal aside maruz birakilmalari
sonucu, 59 izolatin 57’sinde 0.5 log’luk bir azalma meydana geldigi ve
varyasyonun azaldigi belirlenmistir (12). Boylece E. coli O157:H7 ve non-O157
suslar1 arasinda, asidik durumlara adaptasyon yetenegi veya asit direngliliginde bir
farkin varligi saptanamamuistir (12). Arastirmacilar, diisiik pH ile gidalar1 korumak
icin mikrobiyel gida stratejileri planlanirken, bu patojenlerin 6nceki ortamlarmin
g0z oniinde bulundurulmalar1 gerektigi sonucuna varmiglardir (12).

Gahan ve arkadaslar1 (46), cottage peyniri (pH 4.71), yogurt (pH 3.9), az
yagl (pH 5.25) ve yagh (pH 5.16) ¢edar peyniri gibi asidik gidalarda, aside adapte
ve adapte olmayan L. monocytogenes hiicrelerinin (LO28, ATMS56 suslari)
yasamlarini arastirmiglardir. Her ii¢ asidik siit iirtiniinde de L. monocytogenes’in
asit adaptasyonunun arttig1 saptanmistir (46).Yapilan ¢alismada, cottage peyniri

(pH 4.71), yogurt (pH 3.9), yagh c¢edar peyniri (pH 5.16) ve az yagh cedar
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peynirinde aside adapte olmayan ATM56 susunun daha dayanikli oldugu
saptanmistir (46). Az yagh c¢edar peynirinin 70 gilinliik muhafaza sonrasinda,
patojen suslar arasinda sadece ATMS56’nin varligi tespit edilmistir (46). Daha
oncede belirtildigi gibi, fermente iiriinlerde asit disinda diger faktorler devreye
girdiginde, asit adaptasyonun bakteri i¢in yetersiz oldugu bu ¢alisma sonucunda
da saptanmistir. Mozzarella peynirinde de (pH 5.6) Listeria suslarmin aside
dayanikliliginin arttig1 belirlenmistir (46).

E. coli O157:H7 diger bakteriler gibi optimum pH 7’°de gelisirken, pH 4.5-
9 araliginda da gelisebilir (50). Bu patojen elma suyu (pH 3.7) (62), hardal (pH
3.1), taze tursu (pH 2.8) (50), ketcap (pH 3.65) (88), mayonez (pH 3.65) (92) gibi
baz1 asidik gidalarda degisen siirelerde yasayabilirler. Bunu sahip olduklar1 aside
direnglilik mekanizmasi ile yaparlar ve halk sagligi acisindan ¢ok ciddi potansiyel
tehlikeler olustururlar.

Hsin-Yi ve Chou tarafindan yapilan ¢alismada (50), yakult (fermente bir
siit icecegi) (pH 3.6), mango (hint kirazi) suyu (pH 3.2), kuskonmaz suyu (pH 3.6)
ve az yagl yogurt (pH 3.9) ilizerine asit adapte ve adapte olmayan E. coli
O157:H7 eklenerek, farkli muhafaza sicakliklarinda (7 ve 25°C) davraniglari
incelenmistir. E. coli O157:H7 ATCC 43895 susunun adapte ve adapte olmayan
hiicrelerinin kuskonmaz suyunda 7°C’de muhafazasi esnasinda yasamlarinda
belirgin bir fark goriilmedigi belirtilmistir (50). Ancak E. coli O157:H7 ATCC
43889 susunun adapte ve adapte olmayan hiicrelerinin kuskonmaz suyunda
7°C’de muhafazas1 esnasinda yasamlarinda belirgin bir farklilik (p<0.05)
goriilmiis ve adapte hiicrelerin yasama potansiyelinin daha fazla oldugu

belirlenmistir (50). £ coli O157:H7 suglarinin kuskonmaz suyundaki 25°C’de
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muhafaza esnasindaki yasamlar1 ise, ATCC 43889’un adapte ve adapte olmayan
hiicrelerinin 25°C* deki muhafaza esnasinda, muhafazanin 14. giiniinde adapte
olmayan hiicreler 6 log;o kob/ml’den 2 log;o kob/ml civarina diismiisken, adapte
hiicrelerde 6 log;o kob/ml’den 3-4 logio kob/ml’ye dustiigii belirlenmistir (50).
Mango suyunda ise ATCC 43889 hiicrelerinin 25 °C’de muhafazasi esnasinda,
muhafazanin 6. gilinlinde adapte ve adapte olmayan hiicrelerin varligi
saptanmazken, 7°C’deki muhafazanin 8. giiniinde ise 4 log;o kob/ml’nin tizerinde
hayatta kaldig tespit edilmistir (50). ATCC 43895 hiicrelerinin 7°C’deki mango
suyunda muhafazalar1 sirasinda sayilarinda onemli bir degisme saptanamamistir
(50). Ancak 25°C’deki muhafazanin 6. giiniinde adapte olmayan hiicreler
saptanmazken, adapte hiicreler 1 log kob/ml iizerinde saptanmistir (50). Yakult
‘da 7°C’de muhafazanin 6. giiniinde ATCC 43895’in ATCC 43889 hiicrelerine
gore onemli derecede (p<0.05) canli kaldig1 belirlenmistir (50). Az yagli yogurtta,
ATCC 43889 hiicrelerinin 7°C’ deki muhafazanin 120. saatinden sonra canli
hiicre saptanmamustir (50) Ancak ATCC 43895°in 144 saatlik muhafazasi sonrasi
adapte ve adapte olmayan hiicrelerin varligini korudugu, fakat sayilarinin azaldigi
saptanmustir (50). Ilging olarak arastirmada kullanilan fermente siit iiriinlerinde
adapte olmayan hiicrelerin, adapte olanlara gore daha direngli oldugu goriilmiistiir
(50). Bunun sebebinin fermente {riinlerde, laktik asit bakterileri tarafindan
iretilen asidin yani swra bakteriosinler, hidrojen peroksit, etanol ve di-asetil gibi
antimikrobiyel maddelerin etkisi sonucu olusan ¢apraz etki nedeniyle olustugu
disiiniilmektedir (50). Ayrica caligmada kullanilan suslardan ATCC 43895’in,

diger susa oranla daha dayanikli oldugu anlasilmistir (50).
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Yokoigawa ve arkadaslar1 (94) tarafindan yapilan c¢alismada, gidalarda
gelisen, E. coli O157 ve E. coli O157:H7’nin asit toleransi ile gad mRNA seviyesi
arasindaki  baglant1 arastirilmistir. Calismada ¢esitli  gida  Orneklerinin
(kuskonmaz, brokoli, havug, kereviz, salatalik, patlican, zencefil, yesil biber,
sogan, patates, turp, domates, sigir eti, inek siitii (10 ml)) 10 grammin yiizeyine
yaklasik 30.000 hiicre inokiile edilip, 10 ile 25°C’de depolanmustir. Zencefil ve
domates haricinde diger gidalarda, istasyoner fazda spesifik bir asit tolerans
gelismedigi saptanmistir (94). Ancak bu iki gidada, diger gidalara oranla olduk¢a
yiiksek bir asit tolerans gelistigi, fakat kontrol olarak kullanilan EC sivi besi
yerinde bulunan hiicrelere gore ise olusan rezistanshigin az oldugu saptanmigtir
(94). E. coli hiicreleri 25 °C’ de gelistigi zaman, asit tolerans seviyesi ile glutamat
dekarboksilaz mekanizmasint kodlayan genlerin (gad4B) mRNA seviyesi
arasinda baglant1 vardir, fakat 15 °C veya altinda gelistigi zaman istasyoner fazda
bile bu baglant1 diisiiktiir (94).

Savak tulum peyniri, ¢ig koyun siitiinden iiretilen, yapimi esnasinda starter
kiiltiir ilave edilmeden siitlin dogal floras1 tarafindan fermente edilen ve yaklagik
90 giin siireyle olgunlastirilan geleneksel bir peynir cesidimizdir. Uretiminin
higbir asamasinda 1s1l islem uygulanmamaktadir. Uriiniin yaygin olarak muhtemel
kontamine ¢ig siitten yapilmasi, pastorizasyon uygulanmamasi, starter kiiltiirlerin
kullanilmamas1 (kontrollii olmamas1), c¢apraz kontaminasyon riskinin yiiksek
olmas1 ve bilingsiz iireticiler tarafindan iiretilmesi, gida giivenligi ag¢isindan
problemleri beraberinde getirmektedir. Uygulanan yapim ve olgunlastirma
asamalariin patojen bakteriler iizerine etkisi tam olarak bilinememektedir. Klasik

gida gilivenligi anlayisma gore, gidalarin iiretim ve olgunlagmalari esnasinda
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zamana bagli olarak patojen bakterilerin sayilarinda meydana gelen azalma,
giivenli bir tiretim olarak kabul edilmektedir. Halbuki, son 10 yila ait literatiir
verileri hayatta kalan bakterilerin mide asidi gibi konak¢1 faktorlerine daha
diren¢li olacagr ve dolayis1 ile daha diisiik sayida olsalar bile enfeksiyon
olusturabileceklerini ortaya koymustur. Laboratuar ortaminda yapilan ¢ok sayida
calismada Salmonella, Listeria monocytogenes ve E. coli O157:H7’in asit
direnglilik sistemlerine sahip olduklar1 kanitlanmistir (46, 52, 56). Ancak
laboratuar ortaminda sadece tek bir stres faktorii (laktik, asetik asit, HCI vb.)
iizerinde durulurken, gida ortaminda bu stres faktorleri ¢ogunlukla birlikte
bulunmaktadir (46). Bakterilerin gidalardaki ¢ok sayidaki stres faktorlerine karsi
olusturduklar1 tolerans mekanizmalarmin, mide ortaminda patojenleri ne kadar
koruyacagi bilinmemektedir (65). Bu konuda yapilmis sinirli sayidaki et, et tiriinii,
meyve suyu gibi iriinler tlizerindeki calismalarda, direnglilik mekanizmalarinin
aktif hale gelebildigi ve bu mekanizmalarin sentetik mide sivisinda patojenlerin
yasam oranlarini artirdig1 goriilmektedir (41, 65, 74, 83, 84, 97) . Ancak gidalarda
yapilan caligmalar simirhdir ve oOzellikle de siit triinleri ile ilgili uluslararasi
literatiirlerde bir ¢calismaya rastlanmamastir.

Bu c¢alismanin amaci, Listeria monocytogenes, E. coli O157:H7, ve
Salmonella’ nin  Savak tulum peynirinin {iretim ve olgunlasma (6 °C)
kosullarindaki yasamlarint ve sentetik mide sivisindaki aside dayanikliliklarini

incelemektir.
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4. GEREC ve YONTEM

Elazig bolgesinde Savak tulum peynirinin iiretim prosediirleri ortaya
konarak en kisa yapim prensibine gére deneyler yapildi. Amaca bagli olarak en
kisa yapim senaryosuna gdre peynirin yapim ve olgunlastirilmasi sathalarinda
yasam kabiliyeti ve asit adaptasyon yetenekleri incelendi.

Bu amacla 6n calisma olarak Elazig bolgesindeki tulum peyniri isletmeleri
ziyaret edilmis ve tulum peyniri iiretim prosediirleri incelenmistir. Incelemeler
neticesinde, Ureticilerin tulum peyniri iiretimi amaciyla siit Ureticilerinden siit
yerine, teleme (kelle peyniri) aldiklar1 saptanmistir. Yani siit iireticisi tarafindan
koyunlardan sagilan siit, soguk zincirde muhafaza edilemediginden dolay1 sagim
sonrasi rennin enzimi ilave edilerek teleme haline getirildigi belirlenmistir. Peynir
iireticilerinin aldiklar1 telemeleri biiyiik ¢uvallarda giinessiz bir ortamda sularinin
siizilmesi amaciyla yaklasik 1-7 giin beklettikleri, daha sonradan telemeyi
ufalayip yaklasik %2.5 oraninda tuz ilave ederek tekrar aymi ortamda 1-7 giin
beklettikleri saptanmistir. Bu islemlerin hepsinin oda sicakliginda yapildig1 ve her
glin cuvallarin alt-list edildigi belirlenmistir. Bu bekletme siireleri ortamin
sicakligina, siparis miktarina ve depodaki liriiniin miktarma gore degismektedir.
Tim bu islemlerin ardindan ¢uvallardan ¢ikartilan tulum peyniri 6rnekleri kiigiik
parcalara ufalandiktan sonra, farkli ebatlardaki bidonlara hava almayacak sekilde
dolduruldugu saptanmistir. Ancak goézlemlerimiz esnasinda {ireticilerin ¢ogunun
soguk zincirde bekletilmesi gereken 90 giinliik siireye riayet etmedikleri

anlasilmistir.
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Bu calisma sahada iiretilen geleneksel iiretim prosediirleri uygulanarak
yapilmistir. Gozlemler esnasinda iiretim siiresinin 3 ile 15 giine kadar degistigi
gozlemlenmistir. Bu amacla calismada tulum peyniri yapim siiresi olarak, en kotii
senaryoya gore en kisa yapim siiresi olan 3 giin alinmistir.

4.1 Gerec¢

4.1.1. Siit Ornekleri

Deneysel tulum peyniri amaciyla kullanilan koyun siitleri Kaplan Gida Sti.
(Elaz1g) araciligi ile elde edildi. Sabah sagimimni miiteakip siitler en kisa siirede
soguk zincir altinda (30-45 dakika) laboratuvara getirildi ve hemen analizlere
baslandi. Her deneysel grup icin toplam 15 It siitten yaklasik 3-4 kg peynir
yapilip, toplam calisma boyunca ise yaklasik 135 It siitten 27-36 kg peynir yapildi.
Uretimde kullanilacak siitlerin kimyasal o6zelligi analizatorde (Lactoscan,
Milkotronic, Europa) belirlendi (Tablo 2). Ayrica siitlerin mikrobiyolojik
kalitesini belirlemek amaciyla yaklasik 500 ml siit ayrilip analiz edilinceye kadar
4 °C’de muhafaza edildi.

Tulum peyniri tiretiminde kullanilacak koyun siitii i¢ine her ii¢ patojenden
5 farkli sus ilave edildi ve bunlar bir karigim haline (mix) getirilip, tiim suslar
birlikte inokiile edildi. Inokiilasyon seviyesi 7.00+1.00 logiokob/g hedeflendi.
Toplamda 3 deneysel grup olusturuldu. Her deneysel grup ise 3 kere tekrar edildi.

4.1.2. Deneysel gruplar

- 1. grup: Salmonella ile inokule edilmis 6 °C” de olgunlastirilan tulum

peyniri.

- 2. grup: E.coli O157:H7 ile inokule edilmis 6 °C’ de olgunlastirilan

tulum peyniri.
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- 3. grup: L. monocytogenes ile inokule edilmis 6 °C’ de olgunlastirilan
tulum peyniri.
4.1.3. Deneyde Kullanilan Patojen Suslar

Salmonella suslar1:

Salmonella enteritidis RSKK 96046
Salmonella enteritidis RSKK 91
Salmonella enteritidis RSKK 92
Salmonella typhimurium RSKK 1017
Salmonella typhimurium ATCC 14028

E.coli O157:H7 suslar1:

E. coli O157:H7 ATCC 43890
E. coli O157:H7 ATCC 43894
E. coli O157:H7 ATCC 51657
E. coli O157:H7 ATCC 43895
E. coli O157:H7 ATCC 35150

Listeria monocytogenes suslari:

Listeria monocytogenes 3a N 7143
Listeria monocytogenes 1/2b N 7144
Listeria monocytogenes 1/2b RSKK 472
Listeria monocytogenes 3a RSKK 474
Listeria monocytogenes 4b RSKK 475
Kullanilan patojenlerden RSKK kodlu olanlar Refik Saydam Hifzisthha
Enstitiisii, ATCC ve N kodlu olanlar ise Colorado Eyalet Universitesi’nden

(Colorado, USA) temin edildi.

36



4.2. Yontem

4.2.1. inokulumun Hazirlanmasi ve Inokiilasyon

Her patojenin 5 susu — 70 °C’den ¢ikarilarak Triptik Soya sivi besiyerinde
(TSP, LABM, Lancashire, UK) Listeria monocytogenes 30 °C’de, Salmonella 35
°C’de, E. coli O157:H7 35 °C’de 1 gece bekletildi. Patojenler 3 kez pasajlandi.
Daha sonradan her patojenin 5 susu sanrifiij (4200 rpm/15 dk.) edilerek (Niive NF
800R, Ankara, Tiirkiye) listte kalan siipernatant uzaklastirildi ve yaklasik 9 ml
%0.9 ‘luk NaCl (serum fizyolojik) ilave edilerek pelet yikandi ve tekrar santrifiij
edildi. Santrifiij sonunda iistte kalan siipernatant tekrar alinip yine 9 ml %0.9 ‘luk
NaCl (serum fizyolojik) ilave edilerek pelet pargalandi. Serum fizyolojik ile
yikama islemi, patojenlerin sivi besiyerinde iiretilmeleri sirasinda kendilerinin
iirettikleri zararli metabolitlerin ve organik maddelerin ortamdan uzaklastirilmasi
amaciyla yapildi. Santrifiij sonrasi elde edilen peletler birlestirildi ve suslar
inokiilasyon i¢in hazir hale getirildi.

Inokiilasyon islemi, Sekil 1°de belirtildigi gibi siitiin mikrobiyolojik ve

kimyasal kalitesinin incelenmesinden sonra 32 °C’ ye 1sitildiktan sonra yapildi.
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4.2.2. Deneysel Tulum Peyniri Uretim Prosediirii

Koyun Siitii (15 It)
! Salmonella veya
32 °C 1sitma ve patojen inokiilasyonu <« mix: L.monocytogenes veya
! E.coli O157:H7
30 dk. bekleme
!

Peynir mayas1 (renin) ilavesi ve 20 dk. bekletme

!
Piht1 (4-5 cm) kesildi ve 10 dk. oda sicakliginda (25 °C) bekletildi

l

Piht1 siizek bezine alind1 (2 veya 3 pargaya bdliinerek) ve 4 saat oda sicakliginda

(25 °C) askida bekletildi

l
Teleme lizerine agirlik (yaklasik 4 kg) konup, 20 saat oda sicakliginda bekletildi
(yapim 1. giin)
l
Islem sonunda teleme nohut biiytlikliigiinde parcalandi, %2.5 tuz ilave edildi ve
tyice karigtirildi. Tekrar stizek bezine alinip 24 saat oda sicakliginda baskiya
alindi1 (5-6 kg) (yapim 2. giin)
l
Baski isleminden sonra plastik bidonlara (500 g’ lik) alinip hava almayacak
sekilde sikistir1ldi ve tizeri stre¢ film ile kapatilip kapaklar1 kapatildi
(0. giin).
l
6 °C’ de olgunlastirma (90 giin)

Sekil 2. Deneysel kontamine Savak tulum peyniri liretim prosediirii.

Asagidaki tabloda analiz gilinleri ve her analiz giliniinde yapilmis olan

kimyasal ve mikrobiyolojik analizler ayrmtisiyla verildi (Tablo 1).
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Tablo 1. Deneysel Savak tulum peynirinin yapimi ve olgunlastirmast numune alma giinleri ve yapilan analizler.

Asit adaptasyon

Mikrobiyolojik analizler Kimyasal analizler

deneyleri
Giinler patoren DiEer E.coli O157:H7,
analijzi mikrobiyolojik L. monocytogenes, pH Asitlik Rutubet Tuz a, Yag Protein
analizler ” Salmonella
Cig siit + + + +
Inokiilasyon +
sonrasi
Yapiml. + + + + +
gin
Yapim 2. + + + + + + + +
gin
0. giin + + + + + + +  + o+ +
15. giin + + + + + + +  + o+ +
30. gilin + + + + + + +  + o+ +
45. giin + + + + + + +  + o+ +
60. giin +* + + + + + +  + o+ +
90. giin +* + + + + + +  + o+ +

a : Zenginlestirme iglemi yapildi.
b: Lactobacillus spp., lactococcus spp, toplam mezofil aerob bakteri, aerob psikrofil bakteri, enterococcus spp., maya,
staphylococcus spp. sayimint igerir.
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4.2.3. Mikrobiyolojik Analizler

Peynir ornekleri aseptik sartlar altinda 2 x 25g 6rnekler alind1 ve 225 ml
%0.1’lik steril peptonlu su (LABM, Lancashire, UK) ilave edildi. Daha sonradan
2 dak. karstiricida (Stomacher 400) homojenize edildikten sonra desimal
diliisyonlar1 yapilip (10'8’6 kadar) plaklara ¢ift seri ekim yapildi. Mikrobiyolojik
analizler, yayma plak yontemi (koliform, mezofil aerob bakteri ve psikrofil aerob
bakteri sayimi hari¢) ile yapildi ve patojenler tespit edilebilir seviyenin (1.0 logo
kob/g) altma diistiigli durumlarda ise zenginlestirme yontemi uygulandi.

Analiz giinleri Tablo 1°de belirtilen giinlerde yapildi.

4.2.3.1. Salmonella Sayim

Salmonella ekimi Xylose lysine deoxycholate agar (XLD) (LABM-032,
Lancashire, UK) besiyerine yapildi ve 35 °C’de 24 saat inkiibe edildikten sonra
30-300 arasmdaki siyah renkli koloniler sayild1 (3).

Dogrulama islemi polivalan Salmonella latex aglutinasyon test Kkiti
(Eurobio, 7. Av de Scandinavie- F 91953 Les Ulis Cedex B, France) ile yapildi
(3).

Zenginlestirme islemi ise 25 g peynir 6rnegi tamponlanmis peptonlu suda
35 °C’de 24 saat inkiibe edildikten sonra sirasiyla 9.9 ml Rappaport-Vasilidas
broth siv1 besiyerine (Oxoid CM0866, Basingstoke, Hants., England) 0.1 ml ve 9
ml Tetrathionate broth sivi besiyerine (iodin soliisyonu ilave edilmis) (Merck
1.05285, E. Merck, Darmstadt, Germany) ise 1 ml homojenat ilave edildi. Her iki
s1v1 besiyeri de 42 °C’de 24 saat inkiibasyona tabi tutulduktan sonra XLD agar

besiyerine ekimi yapildi ve 35 °C’de 24 saat inkiibe edildi (3).
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4.2.3.2. E. coli O157:H7 Sayim

E. coli O57T:H7 ekimi Cefixim Tellurite (cefixim 0.05 mg/l, potasyum
tellurite 2.5 mg/l) ilaveli Sorbitol MacConkey agar (CT-SMAC) (LABM,
Lancashire, UK) besiyerinde yapild1 ve 35 °C’de 24 saat inkiibe edildikten sonra
30-300 arasindaki beyaz renkli koloniler sayildi (54).

Dogrulama islemi O157 antijenine spesifik E. coli O157 latex
aglutinasyon test kiti (Microscreen E. coli O157, Microgen Bioproducts,
Camberley, UK) ile yapildi (54).

Analizler esnasinda yayma plak yonteminin tespit edilebilir seviyesi olan 1
logio kob/g seviyesinin altina diistiigiinde ise zenginlestirme islemi yapildi.
Zenginlestirme islemi 9 ml novobiocinli (0.02 g/l) eklenmis EC broth sivi
besiyerine (LABM, Lancashire, UK) 1 g numune ilave edilip 35 °C’de 24 saat
inkiibasyonun ardindan CT-SMAC agara ekilip 2448 saat inkiibe edilerek yapildi
(54).

4.2.3.3. Listeria monocytogenes Sayimi

Listeria monocytogenes ekimi PALCAM agar (Oxoild CMO0877,
Basingstoke, Hants., England) (Palcam selective supplement, SRO150E, Oxoid,
Basingstoke, Hants., England) besiyerinde yapildi ve 30 °C’de 24 saat inkiibe
edildikten sonra 30-300 arasindaki kahverengi-zeytuni renkli koloniler sayildi
(20).

Dogrulama iglemi listeriolysin genini kodlayan primerler kullanilarak PCR
ile yapildi. Primer olarak LM1 (5'- CCT AAG ACG CCA ATC GAA - 3') ve
LM2 (5'- AAG CGC TTG CAA CTG CTC - 3") baz dizilimine sahip primerler

(IDT, Integrated DNA Tech. Inc., Coralville, USA) kullamildi (14). PCR
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reaksiyonu 30 siklus olarak gergeklestirildi ve her siklus 95 °C’de 1dk.
denaturasyon (ilk siklus da 4 dk.), 50 °C’de 2 sn. hibridizasyon ve 72 °C’de 1 dk.
(son siklusda 8 dk.) sentez asamasindan olusmustur (14).

Zenginlestirme islemi 9 ml Listeria Enrichment broth sivi besiyerine
(Merck 1.09628, E. Merck, Darmstadt, Germany) (Listeria selective enrichment
supplement, Merck 1.11781, E. Merck, Darmstadt, Germany)l g numune ilave
edilip 35 °C’de 24 saat inkiibasyonun ardindan PALCAM agara ekilip 24-48 saat
inkiibe edilerek yapildi (20).

4.2.3.4. Lactobacillus spp. Sayim

Mezofil Lactobacillus spp. sayimi i¢in Ornekler Lactobacillus agara (de
Man, Rogosa and Sharpe agar-MRS) (LABM, Lancashire, UK) yiizey yayma
teknigiyle ekimi yapilip, 30 °C’de 72 saat inkiibe edildi ve sayildi (75).

4.2.3.5. Lactococcus spp. Sayimi

Mezofil Lactococcus spp. sayimi i¢in Ornekler M17 agara (LABM,
Lancashire, UK) yiizey yayma teknigiyle ekimi yapilip, 22 °C’de 72 saat inkiibe
edildi ve sayild1 (75).

4.2.3.6. Toplam Aerob Mezofil Bakteri Sayimi

Toplam Aerob Mezofil Bakteri sayimi i¢in Ornekler Plate Count agar
(PCA) agara (LABM, Lancashire, UK) plak dokme teknigiyle ekimi yapilip, 35
°C’de 48-72 saat inkiibe edildi ve sayildi (75).

4.2.3.7. Psikrofil Aerob Bakteri Sayimi

Psikrofil Aerob Bakteri sayimi i¢in ornekler Plate Count agar (PCA)
agara (LABM, Lancashire, UK) plak dokme teknigiyle ekimi yapilip, 7 °C’de 7

giin inkiibe edildi ve sayild1 (75).
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4.2.3.8. Enterococcus spp. Sayimi

Enterococcus spp. saymi i¢in Ornekler Kanamycin Esculin Azide
(KEAA) agara (LABM, Lancashire, UK) yiizey yayma teknigiyle ekimi yapilip,
37 °C’de 48 saat inkiibe edildi ve sayildi (75).

4.2.3.9. Maya Sayimi

Maya sayimi i¢in 6rnekler Rose Bengal Chloramphenicol agara (Merck, E.
Merck, Darmstadt, Germany) yiizey yayma teknigiyle ekimi yapilip, 22 °C’de 5
giin inkiibe edildi ve sayild1 (75).

4.2.3.10. Staphylococcus spp. Sayim

Staphylococcus spp. saymmi icin Ornekler Baird-Parker agara (E. Merck,
Darmstadt, Germany) yiizey yayma teknigiyle ekimi yapilip, 35 °C’de 24 saat
inkiibe edildi ve sayild1 (75).

4.2.3.11. Koliform Sayimi

Koliform analizi i¢in ornekler (sadece ¢ig siit) VRB agara (LABM,
Lancashire, UK) plak dokme teknigiyle ekimi yapilip, ¢ift kat agar dokiildiikten
sonra 35 °C’de 24 saat inkiibe edildi ve sayildi (72). 3. grupta koliform grubuna
ait bir bakteri (E. coli O157:H7) oldugundan dolay1 ilerleyen analiz giinlerinde
ekimler yapilmadi.

4.2.4. Sentetik Mide Sivisinda Aside Dayamikhilik Deneyleri

Sentetik mide sivist Molly ve ark. (63) tanimladig1 sekilde hazirland:.
Kisaca, 8.3 g proteose peptone (E. Merck, Darmstadt, Germany), 3.5 g d-glucose
(dextrose, anhydrous) (LABM, Lancashire, UK), 2.05 g sodyum klorid (E. Merck,
Darmstadt, Germany), 0.6 g potasyum fosfat (monobazik, anhydrous) (E. Merck,

Darmstadt, Germany), 0.11 g kalsiyum klorid (dehydrate) (E. Merck, Darmstadt,
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Germany), 0.37 g potasyum klorid (E. Merck, Darmstadt, Germany), 0.1 g
lizozim (yumurta aki orijinli, kristalize) (Fluka, D-89552 Steinheim, Germany),
50 mg safra tuzu (sigir orijinli) (Fluka, D-89552 Steinheim, Germany), ve 13.3
mg pepsin (Pepsin A, domuz orijinli) (Sigma, D-89552 Steinheim, Germany) 1
litre distile suda ¢oziindiiriildii ve 1.0N HCI (E. Merck, Darmstadt, Germany) ile
pH 1.0 ayarland.

Her analiz giinlinde 10’ar g 3 peynir numunesi almip 30 ml steril %
0,9’luk NaCl (E. Merck, Darmstadt, Germany) eklendi ve karistiricida (Stomacher
400, France) 3 dakika homojenize edildikten sonra mevcut patojen bakteri sayimi
yapildi. Daha sonradan 40 ml sentetik mide sivis1 (HCl ile pH 1’e ayarli) eklenip
37 °C’ deki etiive konup 0., 30., 60., 90. dakikalarda yayma plak teknigine uygun
olarak ekim yapild1.

SMS deneylerinin 0. dakikasinda diliisyon orani 1/4 oldugu i¢in tespit
edilebilir sayr 4 bakteriden (0.6 log;p kob/g) baslamaktadir. Diger analiz
siirelerinde (30.,60., 90. dk.) diliisyon oran1 1/8 oldugu i¢in tespit edilebilir say1 8
bakteriden (0.9 log;o kob/g) baslamaktadir.

Sentetik mide sivisi ilave edildikten sonra peynirin tamponlama etkisinden
dolay1 meydana gelen pH degisimi her ekim agamasinda takip edildi ve pH 2.5’in
iizerine ¢iktig1 durumlarda deney tekrarlandi.

Asit deneyleri yapim 2. giin ve olgunlasmanm 0., 15., 30., 45., 60. ve 90.
giinlerinde yapildi (Tablo 1). Ekimler yayma plak yontemine goére, her patojen

icin uygun selektif besiyerine yapildi.
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4.2.5. Kimyasal Analizler

Kimyasal analiz giinleri Tablo 1’de verilmistir.

4.2.5.1. pH Tayini

pH tayini, pH metre ile (Selecta pH 2001,Spain) daldirma yontemi ile
yapildi (54).

4.2.5.2 Peynirde Toplam Asitlik Tayini

Peynirde toplam asitlik tayini, AOAC 920.124’ a gore yapildi (5).

4.2.5.3. NaCl Tayini

NaCl tayini, AOAC 983.14’°e gore yapildi (5).

4.2.5.4. Su Aktivitesi Tayini

Su aktivitesi, su aktivitesi cithazi (Testo 650) ile tespit edildi.

4.2.5.5. Protein Tayini

Peynirde protein tayini, AOAC 920.123’e gore Kjeldahl yontemi ile
yapildi (5).

4.2.5.6. Rutubet Tayini

Rutubet tayini, AOAC 948.12’ye gore yapildi (5).

4.2.5.7. Yag Tayini

Peynirde yag tayini, TS 3046’a gore yapildi (89).

4.2.5.8. Cig Siitte Asitlik Tayini

Cig siitte asitlik tayini AOAC 947.05°e gore yapildi (5).

4.2.5.9. Cig Siitte Yag Tayini

Cig siitte yag tayini, TS 8189’a gore yapildi (90).
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4.2.6. Istatistiksel Analizler

Bakteri sayilar1 log;o kob/g' a ¢evrildi. Her patojene ait veriler tekerriir x
ornek sayisi x zaman modeline uygun olarak ANOVA testine tabi tutuldu ve
degiskenler arasi interaksiyonlar hesaplandi. Ortalamalar General Linear Models
(GLM) prosediirlerine gore Fisher'in en kiiciik kareler metodu kullanilarak ayrildi
ve bunda istatistiksel onem seviyesi %5 olarak kabul edildi. SMS deneylerinde
canli kalan patojenlerin sayilari, 6rnekleme giinleri arasinda karsilastirildi.

Verilerin analizi, Statistical Analysis System (SAS) kullanilarak yapild1 (80).
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5. BULGULAR

5.1. Deneysel Tulum Peyniri Yapiminda Kullamilan Cig Koyun
Siitiiniin Kimyasal Ozellikleri

Deneysel tulum peyniri {retiminde kullanilan ¢ig siitiin kimyasal
ozellikleri Tablo 2’de verilmistir.

Tablo 2. Deneysel tulum peyniri iiretiminde kullanilan ¢ig siitiin kimyasal ve
fiziksel ozellikleri.

Parametre Tekerriirler X +Sd
1 2 3

pH 6.26 6.23 7.03 6.51 +0.45
Asitlik (SH cinsinden) 7.48 7.85 7.65 7.66 +0.18
Yagsiz Kuru Madde (%) 9.50 9.20 9.50 9.40 +0.17
Yag (%) 6.68 5.58 6.22 6.16 +0.55
Protein (%) 3.47 3.36 3.48 3.44 +0.07
Laktoz (%) 5.20 5.04 6.02 5.42+0.53
Ozgiil Agirlik 1.031 1.031 1.031 1.031

Mineral Madde (%) 0.78 0.76 0.69 0.74 + 0.05

Deneysel tulum peyniri yapiminda kullanilan siitiin asitligi (SH) ortalama
7.66+0.45, pH’s1 ise ortalama 6.51+0.45 olarak bulundu. Yagsiz kurumadde orani
ort. 9.40 + 0.17, yag miktar1 ort. % 6.16 + 0.55, protein oran ort. % 3.44 + 0.07,
laktoz orani ort. % 5.42 + 0.53, 6zgul agirlik ort. 1.031, mineral madde ort. %

0.74 + 0.05 tespit edildi (Tablo 2).
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5.2. Deneysel Tulum Peynirinin Yapim ve Olgunlastirma

Asamalarinda Saptanan Mikrobiyolojik ve Kimyasal Degerler

5.2.1. Mikrobiyolojik Degerler

Deneysel tulum peynirinin yapimi ve olgunlastirilmasi esnasindaki
mikrobiyolojik degisiklikler Tablo 3, 4, 5’de verildi.

5.2.1.1. Salmonella Saysi

Yapilan istatistiksel analizlerde deneysel tulum peyniri yapimi ve
olgunlastirma siiresinin (zaman), Sal/monella lizerine etkisi 6nemli (p<0.001)
bulundu.

Tablo 3 incelenecek olursa inokiilasyon miktar1 yaklasik 6.63 + 0.32 logo
kob/ml bulundu. Deneysel tulum peyniri yapimmin 1. giiniinde Salmonella
sayisinda bir miktar artis (7.95+0.024 log;o kob/g) olup, istatistiksel olarak
onemsiz bulundu (p>0.05). Ancak yapimin 2. giiniinde say1 3.82+1.12 log;o kob/g
bulundu (p<0.001). Yapimm 3. giiniine yani olgunlagtirmanin 0. giinde ise
Salmonella sayis1 5.29+1.56 log;o kob/g tespit edildi. Daha sonraki olgunlastirma
giinlerinde ise siirekli azaldi. Olgunlastirmanin 60. giliniinde deneysel tulum
peyniri 6rneklerinin 2 tekrarinda zenginlestirme islemi sonucu negatif bulunurken
1 tekrarda pozitif bulundu. Fakat 90. giine gelindiginde ise tiim tekrarlarda
zenginlestirme islemi sonrasi negatif bulundu. Tulum peynirinin yapim ve
olgunlastirma islemleri sirasinda Salmonella sayisinda yaklasik 6 log;o kob/g

azalma meydana gelerek tespit edilebilir seviyenin altina diistii.
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5.2.1.2. E. coli O157:H7 Sayisi

Yapilan istatistiksel analizlerde deneysel tulum peyniri yapimi ve
olgunlastirma siiresinin (zaman), E. coli O157:H7 tizerine etkisi 6nemli (p<0.001)
bulundu.

Tablo 4’de goriildigli gibi inokiilasyon sonrasi patojen seviyesi yaklagik
7.08+0.29 log;p kob/ml bulundu. Yapimin 1. giiniinde, ¢ig siitteki inokiilasyon
miktari ile kiyaslanacak olursa, E. coli O157:H7 sayisinda istatistiksel anlamda bir
artis (7.64+0.12 log;o kob/g) meydana gelmedi (p>0.05). E. coli O157:H7 sayis1
yapimin 2. giiniinden, olgunlastirmanin 90. giinline kadar siirekli bir azalis izledi
ve 90. giin 3.15+0.51 log;o kob/g ile olgunlastirma siiresini tamamladi. Yapimin 2.
giinli, olgunlastirmanin 0., 30., 60. ve 90. giinleri arasinda istatistiksel azalma
onemli (p<0.05) bulundu (Tablo 4). Cig siite inokiilasyondan, olgunlastirmanin
90. giiniine kadar E. coli O157:H7 sayisinda yaklasik 3.93 log;o kob/g’ lik azalma
meydana geldi.

5.2.1.3. Listeria monocytogenes Sayisi

Yapilan istatistiksel analizlerde deneysel tulum peyniri yapimi ve
olgunlastirma siiresinin (zaman), Listeria monocytogenes lizerine etkisi dnemli
(p<0.001) bulundu.

Tablo 5 incelenecek olursa, inokiilasyon miktar1 yaklasik 7.03+0.37 log;o
kob/ml bulundu. Tulum peynirinin yapimi esnasinda 1. giinde L. monocytogenes
sayisinda artis olsa da istatistiksel anlamda bir farklilik saptanmadi.
Olgunlastirmanin 0. giiniinden (6.67+0.31 log;o kob/g) 90. giiniine (2.91+0.27
logio kob/g ) kadar siirekli bir azalma gozlendi. Olgunlastirmanin 15., 30,. 60., ve

90. giinleri arasinda istatistiksel anlamda Onemli azalma goriildii (p<0.05). Cig
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siite inokiilasyondan, olgunlastirmanin 90. giinline kadar Listeria monocytogenes

sayisinda yaklasik 4.12 log;o kob/g’ lik azalma meydana geldi.

Sekil 3. Kontamine ¢i§ koyun siitiinden iiretilen Savak tulum peyniri 6rneklerinin
yapimi ve olgunlastirilmasi sirasindaki patojen bakterilerin sayisindaki degisimler

(logio kob/g) (n:6).

log10 kob/g

T T T v

Cigsit Yapm1 Yapm2 Olgun.0 Olgun. 15 Olgun. 30 Olgun. 45 Olgun. 60 Olgun. 90
Zaman (glin)

—e—Salmonella —s—E. coli 0157:H7 —a—L. monocytogenes

5.2.1.4. Enterococcus spp. Sayisi

Yapilan istatistiksel analizlerde her 3 gruptaki deneysel tulum peyniri

yapimi ve olgunlastirma siiresinin (zaman), Enterococcus spp. sayisi iizerine

etkisi 6nemli (p<0.001) bulundu.

Tablo 3,4,5 incelenecek olursa, her li¢ grupta da ¢ig siitlerde 5.68+0.24
logio kob/ml olan Enterococcus spp. sayisinda, yapimin 1 giliniinde 6nemli bir

artis saptandi (p<0.05), fakat daha sonraki analiz giinlerinde 6nemli bir artis

saptanmadi.
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Sekil 4. Kontamine ¢ig koyun siitiinden iiretilen Savak tulum peyniri 6rneklerinin
yapimi ve olgunlastirilmas: sirasindaki Enterococcus spp. sayisindaki degisimler
(logio kob/g) (n:6).

7 -
6,8 -
6,6 -
6,4 -
6,2 -

6 -
58 4
5,6 3
54 -
52 -

5 ‘ ‘ ‘

Cigsit Yapm1 Yapm2 Olgun.0 Olgun.15 Olgun.30 Olgun.45 Olgun.60 Olgun.90

Zaman (gln)

log10 kob/g

——Crup1 —m—Grup2 ——Grup 3

5.2.1.5. Lactococcus spp. Sayisi

Yapilan istatistiksel analizlerde her 3 gruptaki deneysel tulum peyniri
yapimi ve olgunlastirma siiresinin (zaman), Lactococcus spp. sayisi lizerine etkisi
onemli (p<0.001) bulundu.

Tablo 3,4,5 incelenecek olursa, her li¢ grupta da ¢ig siitlerde 7.60+0.38
logio kob/ml olan Lactococcus spp. sayismin, yapim asamalarinda her 3 grupta da
arttig1 (p<0.05), en yiiksek sayiya ise yapimim 2. giliniinde ulastigr bulundu (1.
grup: 9.49, 2. grup: 9.52, 3. grup: 9.61 log;o kob/g). Olgunlastirma boyunca
sayilarda (2. grup hari¢) azalma meydana geldigi fakat bunun 6nemli olmadigi
saptandi (p>0.005). 2. grupta 30. giin ile diger olgunlastirmanin oldugu giinler
arasinda (45., 60., 90. giinler) o6nemli farklililk bulundu (p<0.05). Fakat
olgunlastirmanin 90. giiniinde her 3 gruptaki Lactococcus spp. sayilari birbirine

¢ok yakm bulundu (1. grup: 8.90, 2. grup: 8.74, 3. grup: 8.74 log;o kob/g).
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Sekil 5. Kontamine ¢ig koyun siitiinden iiretilen Savak tulum peyniri 6rneklerinin
yapimi ve olgunlastirilmasi sirasindaki Lactococcus spp. sayisindaki degisimler

(logio kob/g) (n:6).

log10 kob/g

10 -

9 ,

8 ,

7 -

6 ,

5 T T T T T T T 1
Cigsit Yapm 1 Yapim 2 Olgun. 0 Olgun. Olgun. Olgun. Olgun. Olgun.

15 30 45 60 90
Zaman (gun)
—e—Grup 1 —a—Grup 2 —4—Grup 3

5.2.1.6. Lactobacillus spp. Sayisi

Yapilan istatistiksel analizlerde her 3 gruptaki deneysel tulum peyniri

yapimi ve olgunlastirma siiresinin (zaman), Lactobacillus spp. sayist iizerine

etkisi 6nemli (p<0.001) bulundu.

Tablo 3,4,5 incelenecek olursa, her lic grupta da ¢ig siitlerde 7.60+0.38

logio kob/ml olan Lactobacillus spp. sayisi, yapim asamalarinda her 3 grupta da

arttig1 (p<0.05), en yiiksek sayiya ise yapimin 2. giiniinde ulastig1 tespit edildi (1.

grup.

9.55, 2. grup: 9.55, 3. grup: 9.52 log;o kob/g). Olgunlastirma boyunca

sayllarinda azalma meydana geldigi fakat bunun Onemli olmadig1r saptandi

(p>0.005). Olgunlastrrmanmn 90. giinlinde her 3 gruptaki Lactobacillus spp.

sayilar1 birbirine yakin bulundu (1. grup: 8.42, 2. grup: 8.50, 3. grup: 8.37 logo

kob/g).
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Sekil 6. Kontamine ¢ig koyun siitiinden iiretilen Savak tulum peyniri 6rneklerinin
yapimi ve olgunlastirilmasi sirasindaki Lactobacillus spp. sayisindaki degisimler
(logio kob/g) (n:6).

10 -
9 4
2
g 8
X
o
BT
6 4
5 T T T T T T T 1
Cig sut Yapim 1 Yapim 2 Olgun. 0 Olgun. Olgun. Olgun. Olgun. Olgun.
15 30 45 60 90
Zaman (gun)
——Grup1 —a—Grup 2 ——Grup 3
5.2.1.7. Maya Sayisi

Yapilan istatistiksel analizlerde her 3 gruptaki deneysel tulum peyniri
yapimi ve olgunlastirma siiresinin (zaman), maya sayisi iizerine etkisi onemli
(p<0.001) bulundu.

Tablo 3,4,5 incelenecek olursa, her li¢ grupta da ¢ig siitlerde 2.04+0.24
logio kob/ml olan maya sayisinin, yapim asamalarinin her giiniinde (3. grup harig)
onemli derecede arttig1 (p<0.05), ilerleyen olgunlastirma gilinlerinde ise
sayilarinda istatistiksel anlamda 6nemli bir degisiklik olmadig1 saptand1 (p>0,05).
3. grupta ise yapimin 1. giiniinde énemli bir artig oldugu (p<0.05), ancak ilerleyen
yapim ve olgunlastirma giinlerinde 6nemli bir artis olmadigi tespit edildi (p>0.05).
Olgunlastirmanmn 90. giiniinde her 3 gruptaki maya sayilar1 birbirine yakin

bulundu (1. grup: 5.83, 2. grup:5.61, 3.grup: 5.93 log)o kob/g).
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Sekil 7. Kontamine ¢ig koyun siitiinden iiretilen Savak tulum peyniri 6rneklerinin
yapimi ve olgunlastirilmasi sirasindaki maya sayisindaki degisimler (log;o kob/g)

(n:6).

log10 kob/g

0 T T T T T T T 1
Cig sit Yapm Yapim Olgun. Olgun. Olgun. Olgun. Olgun. Olgun.
1 2 0 15 30 45 60 90
Zaman (gun)

——Grup1 —=—Grup 2 —a—Grup 3

5.2.1.8. Staphylococcus spp. Sayisi

Yapilan istatistiksel analizlerde her 3 gruptaki deneysel tulum peyniri
yapimi ve olgunlastirma siiresinin (zaman), Staphylococcus spp. sayist iizerine
etkisi 6nemli (p<<0.001) bulundu.

Her ii¢ grupta da ¢ig stitlerde 5.61+0.24 log;o kob/ml olan Staphylococcus
spp. sayismin, yapim asamalarmm ilk (yapim 1. giin) giinlinde (2. grup haric)
onemli derecede arttigi (p<0.05), ancak olgunlastirmanin 15. giiniinden sonra
istatistiki olarak dnemli miktarda azaldig1 belirlendi. 2. grupta ise Staphylococcus
spp. sayist tulum peynirinin  yapimi esnasinda sayisinin - degismedigi,
olgunlastirmanin 15. giiniinden sonra sayisinin énemli miktarda azaldig1 anlasild1
(p<0.05). Olgunlastrmanin 90. gliniinde her 3 gruptaki Staphylococcus spp.

birbirine yakin bulundu (1. grup: 4.36, 2. grup: 4.52, 3. grup: 4.29 log;o kob/g).
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Sekil 8. Kontamine ¢ig koyun siitiinden iiretilen Savak tulum peyniri 6rneklerinin

yapimi

ve olgunlastirilmas: swrasindaki  Staphylococcus spp. sayisindaki

degisimler (log;o kob/g) (n:6).

log10 kob/g

0 T T T T T T T 1
Cig sit Yapm Yapim Olgun. Olgun. Olgun. Olgun. Olgun. Olgun.
1 2 0 15 30 45 60 90

Zaman (gun)

——Grup1 —=—Grup 2 —a—Grup 3

5.2.1.9. Toplam Aerob Mezofil Bakteri Sayisi

Yapilan istatistiksel analizlerde her 3 gruptaki deneysel tulum peyniri

yapimi ve olgunlastirma siiresinin (zaman), aerob mezofil bakteri sayis1 iizerine

etkisi 6nemli (p<0.001) bulundu.

Tablo 3,4,5 incelenecek olursa, her ii¢ grupta da c¢ig siitlerde 8.29+0.19

logio kob/ml olan toplam aerob mezofil bakteri sayisinin, yapim asamalarmimn her

giinlinde (2. grupta yapimin 2. giinde) 6nemli derecede arttig1 (p<0.05), en yiiksek

saylya ise yapimin 2. giiniinde ulastig1 belirlendi (1. grup: 10.2, 2. grup: 9.91, 3.

grup.

9.82 logip kob/g). Olgunlastrmanm 0. giiniinden sonra ise sayilarmin

onemli derecede azaldigi tespit edildi (p<0.05). Olgunlastirmanin 90. giiniinde her

3 gruptaki toplam aerob mezofil canli sayis1 birbirine yakin bulundu (1. grup:

8.61, 2. grup: 8.48, 3. grup: 8.46 log; kob/g).
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Sekil 9. Kontamine ¢ig koyun siitiinden iiretilen Savak tulum peyniri 6rneklerinin
yapimi ve olgunlastirilmasi sirasindaki Toplam Aerob Mezofil Bakteri sayisindaki

degisimler (log;o kob/g) (n:6).

log10 kob/g

11 4

5 T T T T T T T 1
Cig sit Yapm Yapim Olgun. Olgun. Olgun. Olgun. Olgun. Olgun.
1 2 0 15 30 45 60 90

Zaman (gun)

——Grup1 —=—Grup 2 —a—Grup 3

5.2.1.10. Psikrofil Aerob Bakteri Sayisi

Yapilan istatistiksel analizlerde her 3 gruptaki deneysel tulum peyniri

yapimi ve olgunlastirma siiresinin (zaman), psikrofil aerob bakteri sayis1 iizerine

etkisi 6nemli (p<0.001) bulundu.

Tablo 3,4,5 incelenecek olursa, her ii¢ grupta da ¢ig stitlerde 7.04+0.08

logio kob/ml olan psikrofil aerob bakteri sayisinin, yapim asamalar1 sirasinda

onemli derecede arttig1 (p<0.05), en yiiksek sayiya ise olgunlastrmanin ilk

giininde (0. giin) ulastig1 belirlendi (1. grup: 8.13, 2. grup: 8.54, 3. grup: 8.04

10g10

kob/g). Olgunlagtrmanin 15. giiniinden sonra ise sayilarinin Onemli

derecede azaldig1 tespit edildi (p<0.05). Olgunlastirmanin 90. giiniinde her 3

gruptaki psikrofil aerob bakteri sayisi birbirine yakm bulundu (1. grup: 6.65, 2.

grup.

6.61, 3. grup: 6.85 log;o kob/g).
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Sekil 10. Kontamine ¢ig koyun siitlinden {iretilen Savak tulum peyniri
orneklerinin yapimi ve olgunlastirilmas: sirasindaki Psikrofil Aerob Bakteri

sayisindaki degisimler (log;o kob/g) (n:6).
9 -

8,

log10 kob/g
~

6,

5 T T T T T 1
Cig sit Yapm 1 Yapm2 Olgun. Olgun. Olgun. Olgun. Olgun. Olgun.
0 15 30 45 60 90

Zaman (gun)

——Grup 1 —#—Grup 2 —«— Grup 3

5.2.1.11. Koliform Bakteri Sayisi

Tablo 3,4,5 incelenecek olursa, her lic grupta da ¢ig siitlerde 5.22+0.38

logio kob/ml olan koliform sayisi, daha sonraki analiz giinlerinde incelenmemistir.
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Tablo 3: Salmonella inokiile edimis (grup 1) ¢ig koyun siitiinden iiretilen Savak tulum peyniri 6rneklerinin yapimi ve olgunlastirilmasi
sirasindaki mikrobiyolojik degisimler (log;o kob/g) (n:6).

Yapim Asamalar (giin)

Olgunlastirma Siiresi (giin)

Mikroorganizma

Cig Siit* Yapim 1 Yapim 2 0 15 30 45 60 90

ab a be b cd c d d

Salmonella 6.63+0.32°  7.95+0.24* 3.82+1.12%° 529+1.56° 2.24+0.95° 2.54+1.32° 1.03+0.20°  1.02+0.02 <1.0
Enterococcus spp.  5.68+0.24°  6.66+0.24*  6.78+0.31°  6.65+0.37°  6.61+0.36"  6.42+0.32"  6.38+0.26°  6.58+0.23"  6.50+0.19°
Lactococcus spp. 7.60+0.38°  9.47+0.30"  9.49+0.07*° 9.21+0.20 9.25+0.38™  8.53+0.18"  8.67+0.28°  8.70+0.19°  8.90+0.24°
Lactobacillus spp.  7.39+0.54°  9.0140.12"  9.55+0.06* 9.00+0.20"  8.59+0.45" 8.41+0.35° 8.45+0.31° 8.56+0.42° 8.42+0.13"
Maya 2.04+0.24°  3.98+0.95°  5.37+0.32° 5.83+1.36° 5.13+0.57®  6.08+0.95° 5.61+0.92 5.14+0.82  5.83+0.19"
fg‘;phy lococcus 5614024  6.23+0.34°  5.1310.28°  5.8740.44®  4.10+0.60° 4.28+0.73% 4.34+0.73%  4.04+0.18° 4.36+0.33™
Toplam aerob 8.20+0.19° 9.28+0.09°  10.2+0.54" 9.10+0.15™ 8.46+0.29° 8.40+0.24° 8.49+0.25  8.65+0.36° 8.61+0.40°
mezofil bakteri.
Eji{i‘r’fﬂ aerob 7.04+0.08°  7.69+0.45®  7.74+029"  8.1340.65° 6.28+0.41° 6.42+0.47° 6.44+035°  6.68+0.29°  6.65+0.31°

*: Patojen seviyesi inokiilasyondan sonra tespit edilmistir.
a,b,c,d: Ayni satirdaki farkli harfleri tagiyan ortalamalar arasindaki farkliliklar istatistiki olarak énemlidir (p<0.05)
n: Analize alinan 6rnek sayist.

AY: Analiz yapilmadi
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Tablo 4: E. coli O157:H7 inokiile edimis (grup 2) ¢ig koyun siitiinden iretilen Savak tulum peyniri 6rneklerinin yapimi ve
olgunlastirilmasi sirasindaki mikrobiyolojik degisimler (logio kob/g) (n:6).

Yapim Asamalar (giin) Olgunlastirma Siiresi (giin)

Mikroorganizma
Cig Siit*  Yapim 1 Yapim 2 0 15 30 45 60 90

ab a b c cd d de e f
E coliO157:H7  708£029%  7.64+0.12°  6.48+0.16"  5.70+40.21°  4.89+0.84% 4574045 4.2440.59% 3.76+0.50°  3.15+0.51
Enterococcus spp.  5.6840.24°  6.56+0.34°  6.79+0.19°  6.69+0.25°  6.41+0.28"  6.75+0.35"  6.65+0.48"  6.57+0.36"  6.73+0.22"
Lactococcus spp.  7.60+0.38°  9.19+0.29®  9.52+0.11*  9.15+0.32" 9.31+0.29°  8.59+0.30°  8.75+0.36"  8.59+0.24°  8.74+0.19"
Lactobacillus spp.  7.39+0.54°  9.19+0.08™ 9.55+0.08"  8.79+0.27° 8.47+0.34° 8.51+0.19° 8.52+0.28" 8.41+0.27° 8.50+0.27°
Maya 2.04+0.24°  3.87+0.84°  5.16+0.15° 5.78+0.30° 5.16+0.35°  6.16+0.98"  5.73+0.82°  5.21+0.79"  5.61+0.40"
fg‘;phy lococcus 5614024  6.1140.28*  5.27+0.45® 6.24+1.01° 3.97+0.61° 4.56+0.94° 4.59+0.76" 3.86+0.17°  4.52+0.41°
Toplam aerob 529+0.19°  9.34+0.17" 9.91+0.39* 8.60+1.18" 8.33+0.21" 8.64+0.23° 8.63+0.26" 8.37+0.36" 8.48+0.31"
mezofil bakteri.
Eji{i‘r’fﬂ aerob 7.04+0.08°  7.74+0.42" 8.05+0.21*°  8.54+0.91°  6.34+0.09" 6.28+0.37° 6.0140.68° 6.91+0.19® 6.61+0.38"™

*: Patojen seviyesi inokiilasyondan sonra tespit edilmistir.
a,b,c,d: Ayni satirdaki farkli harfleri tagiyan ortalamalar arasindaki farkliliklar istatistiki olarak énemlidir (p<0.05)
n: Analize alinan 6rnek sayisi

AY: Analiz yapilmadi
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Tablo 5: Listeria monocytogenes inokiile edimis (grup 3) ¢ig koyun siitiinden iiretilen Savak tulum peyniri 6rneklerinin yapimi ve
olgunlastirilmasi sirasindaki mikrobiyolojik degisimler (logio kob/g) (n:6).

Yapim Asamalar (giin) Olgunlastirma Siiresi (giin)

Mikroorganizma
Cig Siit* Yapim 1 Yapim 2 0 15 30 45 60 90

Listeria 7.03+0.37°  7.30+0.20°  7.12+0.05°  6.67+0.31° 5.95+0.16° 4.96+0.56°  5.29+0.55° 4.77+0.85°  2.91+0.27¢
monocytogenes

Enterococcus spp.  5.68+0.24°  6.52+0.27°  6.46+0.12°  6.44+0.53"  6.54+0.33"  6.66+0.37"  6.64+0.40"  6.52+0.33"  6.62+0.24°
Lactococcus spp.  7.60+0.38°  9.26+0.22"  9.61+0.17*  9.11+0.12" 9.08+0.12" 8.76+0.25°  8.86+0.30°  8.77+0.34°  8.74+0.16"
Lactobacillus spp.  7.39+0.54°  9.16+0.11®  9.52+0.14*  8.89+0.09° 8.65+0.22° 8.60+0.24° 8.47+0.27° 8.40+0.37° 8.37+0.35
Maya 2.04+0.24°  3.69+0.69°  4.53+0.56°  5.65+0.68" 5.04+0.28® 6.12+1.11°  5.59+1.14® 5.08+0.76® 5.93+0.39"
fg‘;phy lococcus 5.6140.24°  6.77+0.29°  4.98+0.38™ 6.39+1.09%° 4.0240.26° 4.30+0.66° 4.36+0.62°  3.76+0.33°  4.29+0.66°
Toplam aerob 8.20+0.19° 9.23+0.11°  9.82+0.58"  9.15+0.12°  8.53+0.22° 8.43+027° 8.58+0.26° 8.47+0.15°  8.46+0.17°
mezofil bakteri.

E:Li‘r’fﬂ aerob 7.04+0.08°  7.75+0.49%  7.87+0.14*  8.04+0.70°  6.49+0.22°  6.45+0.19° 6.32+0.38"  6.73+0.33"  6.85+0.25

*: Patojen seviyesi inokiilasyondan sonra tespit edilmistir.
a,b,c,d: Ayni satirdaki farkli harfleri tagiyan ortalamalar arasindaki farkliliklar istatistiki olarak énemlidir (p<0.05)
n: Analize alinan 6rnek sayist

AY: Analiz yapilmadi
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5.2.2. Kimyasal Degerler

Deneysel tulum peynirinin yapmmi ve olgunlastirilmast esnasindaki
kimyasal degisiklikler Tablo 6, 7, 8’de verildi.

5.2.2.1. pH Degeri

Yapilan istatistiksel analizlerde her 3 gruptaki deneysel tulum peyniri
yapimi ve olgunlastirma siiresinin (zaman), pH degeri iizerine etkisi 6nemli
(p<0.001) bulundu.

Tablo 6,7,8 incelenecek olursa, her iic grupta da ¢ig siitlerde 6.51+0.45
olan pH degeri, yapim asamasinin ilk giiniinde 6nemli derecede diistiigli (p<0.05)
(1. grup: 4.73, 2. grup: 4.64, 3. grup: 4.70), diger yapim asamalar1 ve
olgunlastirma giinleri arasinda istatistiki bir diisiisiin olmadig1 saptandi (p>0.05).
Olgunlastrmanin son giiniinde pH degerleri 1. grupta 4.65+0.11, 2. grupta
4.46+0.22, 3. grupta 4.71+0.14 olarak kaydedildi ve degerler birbirine ¢ok yakin
bulundu.

Sekil 11. Kontamine ¢ig koyun siitlinden {iretilen Savak tulum peyniri
orneklerinin yapimi ve olgunlastirilmasi sirasindaki pH degeri degisimler (n:6).

4 T T T T T 1

Cig sit Yapm 1 Yapim 2 Olgun. 0 Olgun. Olgun. Olgun. Olgun. Olgun.
15 30 45 60 90

Zaman (gun)

——Grup 1 —=—Grup 2 —a—Grup 3
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5.2.2.2. Toplam Asitlik Miktar
Yapilan istatistiksel analizlerde her 3 gruptaki deneysel tulum peyniri
yapimi ve olgunlastirma siiresinin (zaman), toplam asit degeri (% la.) iizerine
etkisi 6nemli (p<<0.001) bulundu.
Tablo 6,7,8 incelenecek olursa, her lic grupta da ¢ig siitlerde
0.1740.11 la. olan toplam asitlik miktari, yapim asamasinin ilk giiniinde 6nemli
derecede distiigi (p<0.05) (1. grup: %1.05, 2. grup: %1.09, 3. grup: %1.13),
yapim asamalarmin diger giinlerinde ise istatistiki bir artisin olmadig1 saptandi
(p>0.05). Olgunlastirmanin ilk giinii olan 0. giinde 2. ve 3. gruplarda 6nemli bir
artisin oldugu, ancak diger olgunlastirma giinlerinde istatistiksel derecede 6nemli
bir artisin olmadigr bulundu (p>0.05). 1. grupta ise yapimin 2. giliniinden
olgunlastirmanin 45. giinline kadar énemli bir artisin olmadigi, ancak 60. giinde
istatistiksel agidan 6nemli bir artisin oldugu saptandi (p<0.05). Olgunlastirmanin
90. giiniinde ise 60. giin ile arasinda bir degisikligin olmadig1 bulundu.
Olgunlastirmanin 90. giiniinde her 3 gruptaki total asitlik degerleri birbirine yakin

oldugu belirlendi (1. grup: %1.98, 2. grup: %1.96, 3. grup: %1.89 la.).
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Sekil 12. Kontamine ¢ig koyun siitiinden {iretilen Savak tulum peyniri
orneklerinin yapimi ve olgunlastirilmasi sirasindaki % laktik asit miktarindaki

degisimler (n:6).

2,5

% laktik asit

0 T T T T T T T T 1

Cig sit Yapim Yapim Olgun. Olgun. Olgun. Olgun. Olgun. Olgun.
1 2 0 15 30 45 60 90

Zaman (gun)

——Grup1 —a—Grup2 —a—Grup 3

5.2.2.3. Rutubet Oram

Yapilan istatistiksel analizlerde her 3 gruptaki deneysel tulum peyniri
yapimi ve olgunlastirma siiresinin (zaman), rutubet orami (%) iizerine etkisi
onemli (p<0.001) bulundu.

Tablo 6,7,8 incelenecek olursa rutubet tayini yapimin 1. giiniinden itibaren
yapilmaya bagslandi. Yapimm 1. giinii 1. grupta % 58.95+3.40, 2. grupta %
58.32+1.21, 3. grupta % 55.20+5.50 olarak bulundu. 1. grupta yapimin 2. giinii, 3.
grupta ise olgunlastirmanin ilk giinii (0. giin) 6nemli bir diisiis belirlendi (p<0.05).
Ancak olgunlastirmanin diger giinlerinde istatistiksel anlamda onemli bir diisiis
olmadi. 3. grupta ise yapmmin 2. giinii ve olgunlastirmanin 30. giinii rutubet
oraninda onemli bir diisiis tespit edildi (p<0.05). Olgunlastirmanin 90. giiniinde
her 3 gruptaki rutubet orani birbirine ¢ok yakin bulundu (1. grup: %44.34, 2. grup:

%43.12, 3. grup: %43.65).
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Sekil 13. Kontamine ¢ig koyun siitlinden {iretilen Savak tulum peyniri
orneklerinin yapimmi ve olgunlastirilmasi sirasindaki % rutubet miktarindaki
degisimler (n:6).

65
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40

% Rutubet miktar
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30 ‘ \

Yapm 1 Yapim 2 Olgun.0 Olgun. Olgun.  Olgun. Olgun.  Olgun.
15 30 45 60 90

Zaman (gin)

——Grup1 —a—Grup2 —a—Grup 3

5.2.2.4. Su Aktivitesi Degeri (aw)

Yapilan istatistiksel analizlerde her 3 gruptaki deneysel tulum peyniri
yapimi ve olgunlastirma siiresinin (zaman), aw miktar1 lizerine etkisi onemli
(p<0.001) bulundu.

Tablo 6,7,8 incelenecek olursak, su aktivetisi tayini yapimin 2. giiniinden
itibaren yapilmaya baslandi. Yapimim 2. giinii 1. grupta 0.924+0.005, 2. grupta
0.9284+0.007 ve 3. grupta 0.924+0.002 olarak bulundu. Her 3 grupta da
olgunlastrmanin 15. giinii istatistiksel anlamda o©nemli bir diisiis bulundu
(p<0.05). Olgunlastrmanin 15. giinlinden 90. giiniine kadar ise Onemli bir
degisiklik bulunmadi (p>0.05). Olgunlastirmanin 90. giiniinde her 3 gruptaki su
aktivitesi degeri birbirine ¢ok yakin bulundu (1. grup: 0.902, 2.grup: 0.904, 3.

grup: 0.905).
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Sekil 14. Kontamine ¢ig koyun siitlinden {iretilen Savak tulum peyniri
orneklerinin yapimi ve olgunlastirilmasi sirasindaki a,, miktarindaki degisimler
(n:6).
0,93
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Yapim 2 Olgun.0 Olgun. 15 Olgun.30 Olgun.45 Olgun.60 Olgun.90
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Zaman (gun)

——Grup1 —e—Grup 2 —a—Grup 3

5.2.2.5. Tuz Oram

Yapilan istatistiksel analizlerde her 3 gruptaki deneysel tulum peyniri
yapimi ve olgunlastirma siiresinin (zaman), tuz orani (%) lizerine etkisi 6nemli
(p<0.001) bulundu.

Tablo 6,7,8 incelenecek olursa tuz tayini olgunlastirmanin ilk giintinden (0.
giin) itibaren yapilmaya baslandi. Olgunlagtirmanin ilk giinii tuz oran1 1. grupta %
2.8840.13, 2. grupta % 2.88+0.13 ve 3. grupta % 2.88+0.13 olarak bulundu. Her 3
grupta da olgunlastirmanin 30. ve 90. giinii istatistiksel agidan 6nemli artis tespit
edildi (p<0.05). En yiiksek degerler olgunlasmanin 90. giiniinde elde edildi.
Olgunlastirmanin 90. giiniinde her 3 gruptaki tuz orani ayni bulundu (1.grup: %

4.05, 2. grup: % 4.05, 3. grup: % 4.05).
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Sekil 15. Kontamine ¢ig koyun siitlinden {iretilen Savak tulum peyniri
orneklerinin olgunlastirilmas: swrasindaki % tuz orami miktarindaki degisimler
(n:6).
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5.2.2.6. Yag Miktan

Yapilan istatistiksel analizlerde her 3 gruptaki deneysel tulum peyniri
yapimi ve olgunlastirma siiresinin (zaman), yag miktar1 (%) lizerine etkisi dnemli
(p<0.001) bulundu.

Tablo 6,7,8 incelenecek olursa yag tayini olgunlastirmanin ilk giiniinden
(0. giin) itibaren yapilmaya baslandi. Olgunlastirmanin ilk giinii yag miktar1 1.
grupta % 32.33+3.51, 2. grupta % 32.67+1.15 ve 3. grupta % 33.00+3.00 olarak
bulundu. Olgunlastirma periyodu boyunca 1. grupta olgunlagtirmanin 90. giinii, 2.
grupta olgunlastirmanin 45. ve 60. giinleri ve 3. grupta ise olgunlastirmanin 60.
glinii istatistiksel anlamda oOnemli artis oldugu tespit edildi (p<0.05).
Olgunlastirmanin 90. giiniinde her 3 gruptaki yag miktart ayni bulundu (1. grup:

% 42.33, 2. grup: % 42.33, 3.grup: % 42.33).
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Sekil 16. Kontamine ¢ig koyun siitlinden {iretilen Savak tulum peyniri
orneklerinin olgunlastirilmasi sirasindaki % yag miktarindaki degisimler (n:6).
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5.2.2.7. Protein Miktari

Yapilan istatistiksel analizlerde her 3 gruptaki deneysel tulum peyniri
yapimi ve olgunlastirma siiresinin (zaman), protein miktar1 (%) tlizerine etkisi
onemli (p<0.001) bulundu.

Tablo 6,7,8 incelenecek olursa protein tayini olgunlastrmanmn ilk
giinlinden (0. giin) itibaren yapilmaya baslandi. Olgunlastirmanin ilk giinii protein
miktar1 1. grupta % 22.87+0.83, 2. grupta % 21.37+1.36 ve 3. grupta %
22.00+0.72 olarak bulundu. Olgunlastirma periyodu boyunca 1. ve 2. grupta
olgunlastrmanin 90. giinleri ve 3. grupta ise olgunlastirmanin 45. giini
istatistiksel anlamda 6nemli artis oldugu tespit edildi (p<0.05). Olgunlastirmanin
90. giinlinde her 3 gruptaki protein miktar1 yakin bulundu (1. grup: % 25.77, 2.

grup: % 25.50, 3. grup: % 26.00).
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Sekil

17. Kontamine ¢ig koyun siitiinden {retilen Savak tulum peyniri

orneklerinin olgunlastirilmasi sirasindaki % protein miktarindaki degisimler (n:6).

% Protein miktari
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Tablo 6. Salmonella inokiile edimis (grup 1) ¢ig koyun siitiinden iiretilen Savak tulum peyniri 6rneklerinin yapimi ve olgunlastiriimasi

sirasindaki kimyasal degisimler (n:6).

Yapim Asamalar (giin)

Olgunlastirma Siiresi (giin)

Ozellik
Cig Siit Yapim 1 Yapim 2 0 15 30 45 60 90
pH 6.5140.45* 4.7340.21° 4.57+0.13° 460+ 0.12° 4.72+0.06° 4.70+0.12°  4.68+0.17° 4.75+0.13°  4.65+0.11°
Asitlik* 1 c b b ab ab ab ab a a
%) 0.1740.01°  1.05+0.03° 1.39+0.26°  1.72+0.07 1.8 14 0.24 1.82+0.21 1.85+40.13 1.93 40.25 1.98 +0.09
R‘Ef,}";’et AY 58.95+3.4°  46.65+1.79° 42.63+3.45° 44964249 43.03+255" 42.14+227° 44334338 43.65+3.05
(1]
aw AY AY 0.92+0.005*  0.916+0.006” 0.908 +0.005" 0.899 +0.001° 0.904 +0.004° 0.901 +0.003" 0.902 +0.006
Tuz (%) AY AY AY 2.8840.13°  3.1240.14™  3.5140.01°  3.674+027°  3.8940.13* = 4.05+0.14°
Yag (%) AY AY AY 32.33+3.51°  34.00+1.73°  36.67+0.58"  37.00+2.64™  40.33 +0.58"  42.33 +0.58"
Protein b ab ab ab ab a
%) AY AY AY 22.8740.83°  23.3+0.87 2470 40.17°  24.13+1.68"  25.3340.96®  25.77 +0.50
(1]

*: Asitlik miktar1 laktik asit cinsinden hesaplanmistir.
a,b,c,d: Ayni satirdaki farkli harfleri tagiyan ortalamalar arasindaki farkliliklar istatistiki olarak 6nemlidir (p<0.05).

n: Analize alinan 6rnek sayist.

AY: Analiz yapilmadi.
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Tablo 7. E. coli O157:H7 inokiile edimis (grup 2) ¢ig koyun siitiinden iiretilen Savak tulum peyniri Orneklerinin yapimi ve
olgunlastirilmasi sirasindaki kimyasal degisimler (n:6).

Yapim Asamalar (giin)

Olgunlastirma Siiresi (giin)

Ozellik
Cig Siit Yapim 1 Yapim 2 0 15 30 45 60 90
pH 6.5140.51° 4.64+0.14°  4.51+0.08°  4.66+0.25°  4.59+0.04°  4.62+0.08" 4.63 +0.12°  4.65+0.11"  4.46+0.22°
Asitlik* c b b a ab a a a a
%) 0.17+0.01° 1.09+0.04°  1.35+0.35 1.8940.19 1.72 40.28 1.90 40.13 1.85 +0.06 2.03 +0.08 1.96 + 0.06
(1]
R‘Ef,}";’et AY 58.32+41.21"  50.94+3.39°  44.31+1.32™ 46.35+1.88" 43.58 +1.55° 43.17+1.48° 44.8742.55°  44.34+3.52°
(1]
aw AY AY 0.928+0.007*  0.918+0.003®  0.910+0.003° 0.903+0.005° 0.904+0.006"  0.902+0.003°  0.904+0.005"
Tuz (%) AY AY AY 2.88+0.13°  3.12+40.14®  3.5140.01°  3.674+027°  3.89+0.13®  4.05+0.14"
Yag (%) AY AY AY 32,67 +1.15°  34.33+1.53* 36.00+0.00 36.67+1.53°  40.33+2.08"  42.33+0.58"
Protein b b ab ab ab a
%) AY AY AY 21.3741.36° 2323 +1.11° 24.6740.75" 25.13+0.92  25.80+0.36®  25.50 +0.53
(1]

*: Asitlik miktar1 laktik asit cinsinden hesaplanmistir.
a,b,c,d: Ayni satirdaki farkli harfleri tagiyan ortalamalar arasindaki farkliliklar istatistiki olarak 6nemlidir (p<0.05).
n: Analize alinan 6rnek sayist.
AY: Analiz yapilmadi.
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Tablo 8. Listeria monocytogenes inokiile edimis (grup 3) ¢ig koyun siitiinden iretilen Savak tulum peyniri orneklerinin yapimi ve
olgunlastirilmasi sirasindaki kimyasal degisimler (n:6).

Ozellik

Yapim Asamalar (giin)

Olgunlastirma Siiresi (giin)

Cig Siit Yapim 1 Yapim 2

0 15 30

45 60 90

pH

Asitlik*
(7o)

Rutubet
(%)

aw

Tuz (%)

Yag (%)

Protein
(%)

6.51+0.45° 4.70+0.11°  4.53+0.04°
0.17+0.01° 1.13+0.11°  1.43+0.32%®

AY 55.245.50° 46.25+1.95®

AY AY 0.924+0.002*
AY AY AY
AY AY AY
AY AY AY

4.62 +0.01° 4.68 +0.16° 4.69 +0.14°
1.80 +0.21* 1.66 +0.44®  1.82+0.16"
4426 +0.96°  44.02+4.37°  42.12 +2.50°

0.915+0.004®  0.906 +0.001° 0.901 +0.002°

2.88 +0.13° 3.12+0.14*  3.51+0.01°

33.00 +3.00°  35.00 +1.00° 37.67 +0.58"

22.00+0.72°  23.23+2.18® 24.77 +0.91®

4.68 +0.07° 4.72 +0.02° 471 +0.14°
1.74 +0.11* 1.83 +0.07* 1.89 +0.06"
39.99 +1.75°  40.25+5.24° 4312 +3.25°

0.904 +0.001°  0.902 +0.002° 0.905 +0.001°

3.67 +0.27°  3.89+0.13®  4.05+0.14%

38.00 +1.00°  41.67 +2.08"  42.33 +2.08"

26.03 +0.60*  25.67 £0.40"  26.00 +0.36"

*: Asitlik miktar1 laktik asit cinsinden hesaplanmistir.
a,b,c,d: Ayni satirdaki farkli harfleri tagiyan ortalamalar arasindaki farkliliklar istatistiki olarak 6nemlidir (p<0.05).
n: Analize alinan 6rnek sayist.
AY: Analiz yapilmadi.
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5.2.3. Deneysel Kontamine Tulum Peynirleri Orneklerinin Sentetik

Mide Sivisindaki Muameleleri Sonucu Patojen Bakterilerdeki Degisimler

Deneysel kontamine tulum peynirinin yapimi (yapim 2. giin) ve
olgunlastirilmas:1 esnasinda sentetik mide sivist (SMS) ile muamele deneyleri

sirasindaki patojen bakterilerdeki sayisal desiklikler Tablo 9, 10, 11°de verildi.

5.2.3.1. Tulum Peyniri Orneklerinin SMS ile Muamelesi Sonucunda

Salmonella Sayillarinda Meydana Gelen Degisimler

Yapilan istatistiksel analizlere gore, deneysel tulum peyniri yapimi ile
olgunlastirma siiresinin (zaman) ve SMS’de uygulanan muamele siirelerinin
Salmonella sayisina etkisi onemli (p<0.0001) bulundu. Ayrica tulum peynirinin
yapimi ve olgunlastirilma siireleri ile SMS’deki maruz kalma siireleri arasindaki
interaksiyonlar istatistiksel agidan 6nemli (p<0.0001) bulundu.

Tablo 9 incelendiginde SMS ile muamelelerinin 0. dakikasina bakildiginda
en yiiksek bakteri sayis1 yapimin 2. gliniinde (4.11+1.22) tespit edilmistir. Daha
sonraki olgunlastirma giinlerinde sayimin diizenli olarak azaldigi, olgunlastirmanin
60. giinline gelindiginde 3 tekrar halinde yapilan calismanin 2 tekrarinda
Salmonella sayisiin tespit edilebilir seviyenin altinda bulundugu, fakat 1 tekrarda
ise zenginlestirme islemi sonucunda pozitif bulundugu tespit edildi.
Olgunlastrrmanin 90. giiniinde ise her 3 tekrarda da Salmonella sayisi1 tespit
edilebilir seviyenin altinda bulundu (Tablo 9).

Salmonella ile kontamine tulum peynirlerinin SMS ile muamele siireleri
icinde sadece peynirin yapim asamalarinin 2. giinii ve olgunlastirma asamasinin 0.
giinii tespit edilebilir seviyenin tistiinde kaldig1 belirlendi (Tablo 9). Yapimin 2.

gilinlinde 30. ve 60. dakikalarda sayilabildigi, olgunlastirmanin 0. giiniinde ise
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sadece 30 dakikada canli kalabildigi, diger muamele siirelerinde tespit edilebilir
seviyenin altinda oldugu anlasildi (Tablo 9).

SMS ile muamelede en fazla dayaniklilik yapimin 2. giinlinde goriildii.
Ancak yapimin 2. giiniinde bile 90. dakika itibariyle Sa/monella sayis1 tespit

edilebilir seviyenin iistiinde bulunmadi (Tablo 9, Sekil 18).

Sekil 18. Tulum peyniri 6rneklerinin SMS ile muamelesi sonucunda Sa/monella
sayllarinda meydana gelen degisimler (log;o kob/ml) (n:9).

4,5 ——Yapm 2. gin —=—0Olgun. 0. gin —a—Olgun. 15. gln
—=—0lIgun. 30. giin —e—Olgun. 45. gin —=—0Olgun. 60. gln
—+—Olgun. 90. giin

log1o kob/ml

0 »
0 30 60 90
Zaman (dakika)
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Tablo 9. Salmonella ile kontamine deneysel Savak tulum peynirleri 6rneklerinin yapim ve olgunlastirma islemleri esnasinda sentetik mide
stvisindaki muameleleri sonucu patojenin sayisindaki degisiklikler (log;o kob/ml) (n:9).

Sentetik Mide Sivisina Maruz Kalma Siiresi (dakika)

ZAMAN
0. Dakika* 30. Dakika** 60. Dakika** 90. Dakika**
Yapim 2. giin 4.11+1.22* 1.52+41.08 ™ 1.18+0.52 ° <0.9
E 0. giin 3.57+1.10 1.05+0.31 > <0.9 <0.9
-
g 15. giin 2.05+1.30% 0.90+0.02 <0.9 <0.9
O
§ 30. giin 1.85+1.07 ™ <0.9 <0.9 <0.9
=
= 45. giin 1.25+0.96 ** <0.9 <0.9 <0.9
<
]
Z 60 giin 0.6340.04 ™ <0.9 <0.9 <0.9
Q
-
= 90. giin <0.6 <0.9 <0.9 <0.9

a,b,c,: Aymi satirdaki farkli harfleri tagiyan ortalamalar arasindaki farkliliklar istatistiksel olarak 6nemlidir (p<0.05)
X,y,z: Ayni siitundaki farkli harfleri tagiyan ortalamalar arasindaki farkliliklar istatistiksel olarak dnemlidir (p<0.05)
*: 1/4° lik sulandirma sistemine gore hesaplanmustir.
*%*: 1/8” lik sulandirma islemine gore hesaplanmistir.

n: Analize alinan 6rnek sayist.
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5.2.3.2. Tulum Peyniri Orneklerinin SMS ile Muamelesi Sonucunda E.

coli O157:H7 Sayillarinda Meydana Gelen Degisimler

Yapilan istatistiksel analizlere gore, deneysel tulum peyniri yapimi ve
olgunlastirilmasinin (zaman), SMS’deki uygulanan muamele siirelerinin E. coli
O157:H7 sayisma etkisi onemli (p<0.0001) bulundu. Ayrica tulum peynirinin
yapimi ve olgunlastirilma siireleri ile SMS’deki muamele siireleri arasindaki
interaksiyonun istatistiksel acidan 6nemli (p<<0.0008) oldugu bulundu.

Kontamine tulum peynirinin yapimi ve olgunlastirilmasi esnasinda, SMS
ile muamele siireleri icerisinde 0. ve 90. dakikalarda en yiiksek canli patojen
sayisi (0., 90. dakikada sirastyla 5.89+0.42, 2.04+0.89), yapimin 2. giiniindeki
deneylerde oldugu bulundu (Tablo 10).

SMS deneylerinde 0. dakikalar1 kendi igerisinde karsilastirildiginda, 15. ve
90 giinlerde patojen sayisi agisindan istatistiksel anlamda 6nemli azalma tespit
edildi (p<0.05). Yapimin 2. giinii 0. dakikada 5.89+0.42 log;¢ kob/g ile baslayan
E. coli O157:H7 sayisi, 90. giinde 0.dakikada 3.07+0.45 log;o kob/g ile sona
ermistir (Tablo 10).

SMS deneylerinde 90. dakikalar1 kendi icerisinde kiyaslayacak olursak, en
yiiksek patojen sayisi yapimim 2. giiniinde (2.04+0.89 log;o kob/g) tespit edildi
(Tablo 10). 90. dakikalar icerisinde sadece olgunlastrmanin 60. giinde E. coli
O157:H7 sayisi, tespit edilebilir seviyenin altina indigi saptandi (Tablo 10).
Ayrica yapimin 2. giinii hari¢ diger gilinlerde meydana gelen azalmalarim,
istatistiksel anlamda 6nemli olmadigi belirlendi (Tablo 10).

E. coli O157:H7 ile yapilan SMS deneylerinde analiz giinleri ve SMS

deney giinleri kiyaslandiginda 30. dakikalarda patojen sayisinda 6nemli derecede
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azalma (p<0.05) oldugu, ancak ilerleyen siirelerde (60. ve 90. dakika) patojen
seviyesinde istatistiksel anlamda 6nemli bir azalmanin olmadig: (p>0.05) anlasildi
(Tablo 10). Patojen sayis1 bakimindan SMS deneylerinin 30. dakikasindan sonra
sayisinin azalmadigi, yani kuyruk etkisi (tail effect) oldugu gorildii (Tablo 10,

Sekil 19).

Sekil 19. Tulum peyniri 6rneklerinin SMS ile muamelesi sonucunda E. coli
O157:H7 sayilarinda meydana gelen degisimler (log;o kob/ml) (n:9).

7 ——Yapim 2. gin —a—0Olgun. 0. gin  —a—Olgun. 15. giin
——0O0lIgun. 30. gin —e—0O0lgun. 45. gin ———Olgun. 60. gin
—+—Olgun. 90. giin

| o 2

E4

o)

(@]

X

831
2 —
1 |
0 T ! T

0 30 . 60 90
Zaman (dakika)
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Tablo 10. E. coli O157:H7 ile kontamine deneysel Savak tulum peynirleri yapim ve olgunlastirma iglemleri esnasinda sentetik mide
sivisindaki muameleleri sonucu patojenin sayisindaki degisiklikler (log;o kob/ml) (n:9).

Sentetik Mide Sivisina Maruz Kalma Siiresi (dakika)

ZAMAN
0. Dakika* 30. Dakika** 60. Dakika** 90. Dakika**
Yapim 2. giin 5.89+0.42 * 2.5141.56 ™ 2.00+1.29 ™ 2.04+0.89 ™
E 0. giin 5.80+0.60 ** 2.56+0.39 ™ 2.28+0.33 ™ 1.93+0.73 ¥
% 15. giin 4.19+1.46 ™ 1.94+0.28 ™ 1.40+0.49 > 1.3140.41 ™
= 30. giin 5.17+0.46 * 1.96+0.33 ™ 1.59+0.42 ™ 1.3340.36 ™
=~
% 45. giin 5.03+0.65 ** 1.56+0.73 ¥ 1.13+0.33 @ 0.95+0.20
% 60 giin 4.4240.31 % 0.91+0.02 ™ <0.9 <0.9
% 90. giin 3.07+0.45 ™ 1.09+0.33 0.94+0.11 % 0.90+0.02 »

A,B,C,: Ayni1 satirdaki farkli harfleri tagiyan ortalamalar arasindaki farkliliklar istatistiksel olarak 6nemlidir (p<0.05)
X,Y,Z: Ayni siitundaki farkli harfleri tasiyan ortalamalar arasindaki farkliliklar istatistiksel olarak énemlidir (p<0.05)
1/4’ likk sulandirma sistemine gore hesaplanmustir.

*.

**: 1/8” lik sulandirma islemine gore hesaplanmistir.

n: Analize alinan 6rnek sayist.

77



5.2.3.3. Tulum Peyniri Orneklerinin SMS ile Muamelesi Sonucunda

Listeria monocytogenes Sayllarinda Meydana Gelen Degisimler

Yapilan istatistiksel analizlere gore, deneysel tulum peyniri yapimi ve
olgunlastirilmasinin (zaman), SMS’deki uygulanan muamele siirelerinin L.
monocytogenes sayisina etkisi onemli (p<0.0001) bulundu. Ayrica tulum
peynirinin yapimi ve olgunlastirilma siireleri ile SMS’deki muamele siireleri
arasindaki interaksiyonun istatistiksel a¢idan 6nemli (p<0.0001) oldugu tespit
edildi.

Kontamine tulum peynirinin yapimi ve olgunlastirilmasi esnasinda, SMS
deneylerinde patojen sayisit agisindan en yliksek baslangic sayisi (0. dakika)
(6.21+0.38 log;o kob/g) ve en yiiksek bitis sayist (90. dakika) (4.79+0.25 log;o
kob/g) olgunlastirmanm 0. giinii oldugu anlasildi. Analiz giinleri icerisindeki 0.
dakikalar patojen sayisi acisindan kendi igerisinde karsilastirildiginda, en yiiksek
sayt 0. giinde olmasma karsin 90. giine kadar istatistiksel anlamda 6nemli
bulunmadi (p>0.05). Ancak 90. giin L. monocytogenes sayisinda Onemli bir
azalma (p<0.01) tespit edildi (Tablo 11).

SMS deneylerinde son siire olan 90. dakikalar kiyaslanacak olursa, patojen
sayis1 acisindan en yiiksek canli sayist 0. giinde (4.79+0.25 logio kob/g) oldugu
belirlendi (Tablo 11). SMS deneyleri igerisinde tiim 90. dakikalarda L.
monocytogenes sayisi tespit edilebilir saymnin iistiinde oldugu bulundu. Son analiz
gilinli olan olgunlastrmanin 90. giiniindeki SMS deneyinin 90. dakikasinda say1
1.36+0.52 log;o kob/g tespit edildi.

L. monocytogenes ile yapilan SMS deneylerinde analiz giinleri ve SMS

deney giinleri kiyaslandiginda 30. dakikalarda (0. giin hari¢) patojen sayisinda
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onemli derecede azalma (p<0.05) oldugu, ancak ilerleyen siirelerde (60. ve 90.
dakika) patojen seviyesinde istatistiksel anlamda 6nemli bir azalmanimn (15. giin
hari¢) olmadig1 (p>0.05) belirlendi (Tablo 11). Patojen sayis1 bakimimdan SMS
deneylerinin 30. dakikasmndan sonra sayisinin azalmadigi yani kuyruk etkisi (tail
effect) oldugu bulundu. 0. giinkii SMS deneylerinde 0. dakikadan 90. dakikaya
kadar L. monocytogenes sayisinda istatistiksel bir azalmani olmadig1 ve bu deney
gilinliniin diger deney giinleri ile kiyaslandiginda SMS’e kars1 en direngli giin
oldugu tespit edildi (Tablo 11). 15. giinde ise 30. ve 90 dakikalarda 6nemli bir
azalmanin oldugu anlasildi (Tablo 11). Ancak 15. giinden sonraki analiz
giinlerinde kuyruk etkisinin devam ettigi anlasildi (Tablo 11, Sekil 20).

Sekil 20. Tulum peyniri 6rneklerinin SMS ile muamelesi sonucunda L.
monocytogenes sayilarinda meydana gelen degisimler (log;o kob/ml) (n:9).

—— Yapim 2. glin —a—Olgun. 0. gun —a— Olgun. 15. gin
7 ——Olgun. 30. gin —e—Olgun. 45. glin ———Olgun. 60. gin
—— Olgun. 90. glin

\

= 4
@]
'
337
2,
—
1,
0 I I 1
0 30 60 90

Zaman (dakika)
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Tablo 11. Listeria monocytogenes ile kontamine deneysel Savak tulum peynirleri yapim ve olgunlagtirma islemleri esnasinda sentetik mide
stvisindaki muameleleri sonucu patojenin sayisindaki degisiklikler (log;o kob/ml) (n:9).

Sentetik Mide Sivisina Maruz Kalma Siiresi (dakika)

ZAMAN

0. Dakika* 30. Dakika** 60. Dakika** 90. Dakika**

Yapim 2. giin 5.78+1.07 3.59+1.99 ™ 2.9042.37 3.37+1.92 ™%

'E 0. giin 6.21+0.38 * 5.47+0.46 * 5.40+0.30 ™ 4.79+0.25 *

% 15. giin 6.07+0.49 * 4.53+1.02 ™ 3.68+0.97 °¥ 3.05+1.24 %

= 30. giin 5.91+0.21 3.37+0.48 ™ 2.54+0.18 ™ 2.23+0.29™
~

% 45. giin 5.47+0.65 * 2.20+0.27 > 1.75+0.49 ™ 1.63+0.44 ™

% 60 giin 4.85+0.76 * 2.18+0.66 ™ 1.59+0.44 > 1.47+0.50 ™

% 90. giin 3.18+0.38 ¥ 1.50+0.33 ™ 1.26+0.36 ™ 1.36+0.52 ™

A,B,C,: Ayni1 satirdaki farkli harfleri tagiyan ortalamalar arasindaki farkliliklar istatistiksel olarak 6nemlidir (p<0.05)
X,Y,Z: Ayni siitundaki farkli harfleri tasiyan ortalamalar arasindaki farkliliklar istatistiksel olarak dnemlidir (p<0.05)

*

n: Analize alinan 6rnek sayist.

: 1/4’ lik sulandirma sistemine gore hesaplanmstir.
**: 1/8” lik sulandirma islemine gore hesaplanmistir.
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6. TARTISMA

Bu c¢alismada, saha sartlarinda uygulanan tulum peynirlerinin {iretim
prosediirleri kullanilarak Sa/monella, Listeria monocytogenes ve E. coli O157:H7
ile kontamine edilmis ¢i§ koyun siitiinden yapilan Savak tulum peynirlerinin
yapimi ve olgunlastirilmasi esnasinda adi gegen patojenlerin yasami ve bu
patojenlerin sentetik mide sivisina dayanikliliklar1 arastirildi.

Calismada yasam siiresi en kisa patojen Salmonella olarak belirlendi. Cig
stite ilave edilen Salmonella sayis1 6.63 + 0.32 log;o kob/ml iken, ilerleyen yapim
asamalarinda sayida onemli azalmalar (p<0.05) meydana geldi ve bu azalma
olgunlastirma boyunca da devam etti (Tablo 3). Tiim tekrarlarda olgunlastirmanin
90. giinlinde patojen sayis1 tespit edilebilir seviyenin altina indi (Tablo 3).

Olgunlagsma sonunda en yiliksek sayida bulunan patojenlerin E. coli
O157:H7 ve L. monocytogenes oldugu belirlendi (Tablo 4). E. coli O157:H7 nin
cig siitteki inokiilasyon seviyesi ortalama 7.08 + 0.29 log;o kob/ml iken, yapim
asamalar1 sonunda 6.48 + 0.16 log;o kob/g’a geriledi ve olgunlastirma esnasinda
say1 anlaml1 sekilde (p<0.05) azaldi. Olgunlastirmanin son giinii (90. giin) patojen
sayis1 3.15 + 0.51 log; kob/g bulundu (Tablo 4). Cig stitteki inokulasyon seviyesi
ile olgunlastirmanin 90. giinii arasinda patojen sayisindaki azalis ortalama 3.93
logio kob/g oldu.

Kontamine Savak tulum peyniri 6rnekleri igerisinde olgunlastirmanm 90.
glinlinde yasayan patojen sayisi dikkate alindiginda ikinci sirada L.
monocytogenes yer aldi1 (Tablo 5). Cig siitteki kontaminasyon miktar1 7.03 + 0.37
logio kob/ml iken, yapim asamalarinin sonunda 6.67 + 0.31 log;o kob/g’a diistii

(Tablo 5). Ancak yapim asamalarindaki patojen sayisindaki bu diisiis istatistiksel
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anlamda 6nemli bulunmadi1 (p>0.05). Olgunlastirma asamalarinda ise dnemli bir
azalmanin oldugu (p<0.05) anlasild1 (Tablo 5). Cig siitteki patojen miktar: ile
olgunlastirmanin 90. giinlindeki patojen seviyesi arasindaki fark ortalama 4.12
logo kob/g bulundu.

Kontamine Savak tulum peynirindeki yapim asamalarinda patojen
miktarindaki diislis acisindan Salmonella ve E. coli O157:H7 ile kontamine
gruplarda 6nemli bir azalma (p<0.05) olmustur. Yapim asamalarinda patojen
seviyesindeki degisime bakildiginda en yiiksek saymin L. monocytogenes’ de
oldugu disiiniiliirse, Savak tulum peynirinin yapim asamalarinda Listeria
monocytogenes’in diger patojenlere gore daha dayanikli oldugu sdylenebilir.
Ancak olgunlastirmanin 90. giinlindeki veriler kiyaslandiginda, E. coli O157:H7
ile L. monocytogenes arasinda sayisal agidan ciddi bir farkliligin olmadigi
bulundu (Tablo 3,4,5). Patojenlerin tulum peynirinin yapimi ve olgunlastirilmasi
sirasindaki azalma veya tespit edilebilir seviyenin altina inmesinin sebebi, iirliniin
icerisindeki dogal flora bakterilerinin sayisindaki artis, besin maddesi i¢in yarigan
bakteri sayisindaki artis, pH daki diislis, asit miktarmdaki artis, metabolitlerin
birikimi (bakteriosin vb), yetersiz besin maddesi ve bunlarin patojen bakterilerde
olusturdugu metabolik yorgunluk oldugu diisiiniilmektedir (14,44,46,50,53,75).
Ancak patojenlerin sayisinda meydana gelen azalma, Amerikan Gida ve Ilag
Yonetim Birimi (US Food and Drug Administration - FDA) tarafindan agiklanan
insan saglig1 acisindan risk tasiyan E. coli O157:H7, L. monocytogenes gibi
patojenlerin seviyesinde 5 log’luk azalma sartin1 (78), kontamine Savak tulum

peynirlerinde E. coli O157:H7 ve L. monocytogenes i¢in karsilayamamustir.
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Gida iretimi ve muhafazasi veya olgunlastirilmas: esnasinda patojen
yasamini veya aside direncliligini arastiran calismalarda, ¢cogunlukla aside direncli
(organik veya inorganik asitlerle) ve aside direngli olmayan suslar arasindaki
farkliliklar incelenmistir (25,81,87). Fermente {iriinler ile yapilan c¢alismalarda
aside adapte olmayan suslar, c¢ogunlukla iiriiniin fermantasyonu sirasinda
adaptasyon kabiliyeti kazanabilmektedir (46,50,87). Uriiniin yapmm ve
muhafazasi esnasnda aside adapte olmamis suslarin daha uzun siireler
dayanabildikleri belirlenmistir (46,50,87). Son zamanlarda yapilan bir ¢alismada,
swv1 besi yerinde aside adapte edilmis (%1 glikoz ilaveli TSB) bakteriler ile gida
ortaminda aside adapte edilmis (alistirilmis) (portakal, elma ve domates suyunda
24 saat bekletilmig) bakterilerin SMS’ nda direngleri karsilastirildiginda, gida
ortaminda aside diren¢li hale getirilmis bakterilerin daha dayanikli oldugu
anlasilmistir (97). Bu nedenlerden dolay1 Savak tulum peyniri ile yapilan bu
calismada kullanilan patojenler aside adapte edilmeden, direkt olarak c¢ig siite
inokiile edilmistir.

Tosun ve ark. (87) yaptig1 bir calismada, aside adapte edilmis (HCI ile) ve
edilmemis E. coli O157:H7 suslarimmin simbiyotik yogurt, set-yogurt, kefir ve
siizme yogurtta fermantasyon dncesi veya sonrasit kontamine edilmesi sonrasi, 4
°C’ de muhafazasi esnasinda yasama Kkabiliyetlerini incelemistir (87). Sonug
olarak fermantasyon oncesi kontaminasyonda aside adapte olmayan bakterilerin
daha direngli olduklari, fakat fermantasyon sonrasi kontaminasyonda aside
adaptasyonun bakterinin yasama giiclinii arttirdigini rapor etmislerdir (87). Ancak
yapilan calismada aside adapte olmamis E. coli O157:H7 suslarinin fermantasyon

sonrasi asit direnci kazanip kazanmadiklar1 arastirilmamistir. Ayni sekilde cottage
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peyniri (pH 4.71), yogurt (pH 3.9), az yagl (pH 5.25) ve yagh (pH 5.16) cheddar
peyniri gibi asidik gidalarda yapilan bir ¢alismada, her ii¢ asidik siit {iriiniinde de
L. monocytogenes'in asit adaptasyonunun arttig1, ancak aside adapte olmamis L.
monocytogenes ATM56 susunun daha dayanikli oldugu saptanmistir (46). Savak
tulum peyniri ile yapilan bu c¢alismada ise aside direngli olmayan L.
monocytogenes ve E. coli O157:H7 nin peynirin yapim ve olgunlastirma
asamalar1 sirasinda sentetik mide sivisinda 90 dk. boyunca canliliklarini
stirdiirdiikleri tespit edilmistir. Ayrica Tosun ve ark. (87) yaptig1 ¢alismada HCI
ile diren¢li hale getirilmis bakterilerin, organik asitlerin bulundugu bir {iriinde
yasaminin test edilmesi sonucu etkileyebilmektedir. Ciinkii dogada bakterilerin
cogunlukla karsilastiklar1 asit stres, organik asitler olabilmektedir.

Pastorize (endiistriyel) veya ¢ig koyun siitiinden (geleneksel) iiretilen bir
peynir olan Galotyri ile yapilan ¢alismalarda (54,75), geleneksel ve endiistriyel
tipteki Galotyri peynirlerine E. coli O157:H7 ve L. monocytogenes inokiile
edilmis, 28 ginlik 4 °C ve 12 °C’ de depolanmasi esnasinda patojenlerin
yasamina bakilmistir (54,75). L. monocytogenes ile kontamine (7 log;o kob/g)
Galotyri peynirinde 12 °C’ de ki muhafaza esnasinda 21. giinden itibaren patojen
sayis1 tespit edilebilir seviyenin altina inmistir (75). Ancak 4 °C’ de muhafaza
edilen iirtinlerde L. monocytogenes sayis1 28. giin itibariyle yaklasik 1.6 logo
kob/g civarinda bulunmustur. E. coli O157:H7 ile kontamine (6.5 log;o kob/g)
Galotyri peynirinde ise endiistriyel iiretim ile hazirlanan peynirlerde her iki
muhafaza grubunda da (4 °C ve 12 °C) yaklasik 14. giinden sonra patojen tespit
edilebilir seviyenin altinda bulunmustur (54). Ancak geleneksel tiretimde ise her

iki muhafaza derecesinde de patojen seviyesi 5 log;o kob/g civarinda bulunmustur
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(54). Arastiricilar endiistriyel ve geleneksel tiretilen Galotyri peynirinde E. coli
O157:H7’ nin yasaminda olusan bu farki, 0. ve 7. giinler arasindaki L (+) laktik
asit artisina ve endiistriyel iiretimde kullanilan ticari starter kiiltiirlerin
olusturdugu metabolitlerden kaynaklanmis olabilece§ini iddia etmislerdir (54).
Ciinkii geleneksel iiretilen Galotyri peynirinde (¢ig siitten yapilan) starter kiiltiir
kullanilmadigi, pH nin dogal fermantasyon sonucu diistiigli rapor edilmistir (54).
Savak tulum peyniri ile ¢ok yakin benzerlikleri bulunan geleneksel Galotyri
peynirinde elde edilen sonuglar ile Savak tulum peyniri ile yapilan bu calismanin
sonuglar1 arasinda farkliliklar bulunmaktadir. Galotyri ile yapilan bu iki ¢alismada
da peynirin fermantasyon islemi tamamlandiktan sonra patojenler inokiile
edilmistir. Ancak fermantasyondan dnce meydana gelebilecek bir kontaminasyon
s0z konusu olsayd1 sonug¢larin nasil sekillenecegi tartisiimalidir.

Mango suyu (pH 3.2), kuskonmaz suyu (pH 3.6), yakult (fermente bir siit
icecegi, pH 3.6) ve yogurt (pH 3.9) ile yapilan bir calismada, aside adapte (HC1
ile) edilen E. coli O157:H7 suslarmmm meyve sularina inokiilasyonu sonucu aside
adapte edilmeyen E. coli O157:H7 suslarma gore muhafaza esnasinda (25 °C’ de)
yasamlarinin daha uzun slrdiigi saptanmistir (50). Ancak fermente siit
tirtinlerinde ise aside adapte edilmeyen suslarin depolama esnasmda (7 °C’ de)
daha uzun siire canli kaldiklar1 tespit edilmistir (50). Arastirmacilar bu farkin,
siitlin fermantasyonu esnasinda olusan asit, di-asetil, hidrojen peroksit, etanol ve
bakteriosinlerden kaynaklanabilecegi ve farkl test mikroorganizmalarinin degisik
gida sistemlerinde farkli sonuglar verebilecegi seklinde agiklanmistir (37,44,50).

Gidaya patojen bir bakterinin kontaminasyonu ¢ogunlukla hammaddeden

veya isletme icerisindeki hijyen ve temizlik probleminden dolay1 personel, alet ve
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ekipmandan kaynaklanan c¢apraz kontaminasyonlar sonucu olusmaktadir (59).
Isletme florasimda bulunan patojen bakteriler cok ¢esitli stres faktdrlerine dogal
olarak maruz kalmakta ve bir kisim patojen veya patojenin suslarinin elimine
olmasma, ancak geri kalanlarin ise karsilastiklar1 (temizlik ve dezenfeksiyon
ajanlari, tuz, aclik, yetersiz 1s1, fermantasyon) stres faktorlerine direngli olmasina
neden olmaktadir. Bir ¢alismada 3 farkli et {iretim yerinde, ortamda siirekli
bulunan ile gecici olarak bulunan L. monocytogenes suslar1 arasinda aside ve 1siya
kars1 direnglilikleri incelenmis ve kalici olan suslarin, kalici olmayanlara gore
aside daha direncli olduklar1 ama 1s1 direnci arasinda bir farkliligin olmadigmni
saptanmistir (59). Ayrica Yuk ve Marshall’ n (96) yaptig1 bir ¢calismada, karkas
dekontaminasyonu amaciyla sik kullanilan bir madde olan trisodyum fosfatin
(Trisodium Phosphate — TSP), E. coli O157:H7 hiicreleri ile % 0,4 oraninda
muamele edildiginde, SMS sivis1 igerisinde bakterilerin asit adaptasyonunu
arttirdig belirlemislerdir. Isletme igerisinden kaynaklanan bulasmalarda pek ¢ok
stres faktoriine karsi direngli hale gelen bu patojenlerin {iriin igerisinde daha uzun
siire canli kalabilmesi s6z konusu olabilir. Cig siitten yapilan geleneksel Savak
tulum peyniri gibi peynir ¢esitlerinin, ¢ig siitten veya ¢evreden kaynaklanabilecek
kontaminasyon kaynaklarmmin kontrol edilemedigi siirece ve dogal florasindaki
laktik asit bakterilerinin (LAB) kontrol altinda bulunmamasindan dolay1 (54),
direngli patojenlerin bu tip {iriinlerde (dogal fermente) daha uzun siireler
yasayabilecegi diisiiniilebilir.

Bu c¢alismada Savak tulum peynirinin 90. giiniine kadar Salmonella
sayisinin tespit edilebilir seviyenin altim1 diistiigli sonucuna varilmis olsa da,

sahada tulum peynirlerinde Salmonella tespit edilmis 6rnekler bulunmaktadir.
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Colak ve ark.’larmin (33) yapmis oldugu calismada, sahadan toplanan 250 tulum
peyniri 6rneginin 6’sinda Salmonella, 12 adedinde ise L. monocytogenes tespit
edilmistir (33). Savak tulum peyniri ile yapilan bu ¢alismada, SMS icerisinde 90
dakika sonuna (pH 1.5-2.5) kadar Salmonella tespit edilememistir (Tablo 9).
Ancak Salmonella’nin bulundugu ortama gore asit direncindeki degismeleri
gosteren kanitlar bulunmaktadir. Farkli ortamlara maruz birakilan Salmonella
suslarinm pH 1.5 (97), pH 2.5 (11), pH 3 (2)ve pH 3.3’¢ (86) direncli oldugu
tespit edilmistir. Salmonella ile kontamine edilmis Savak tulum peynirinin
olgunlasmasi esnasinda ve SMS deneylerinde canli kalmamis olmasinin sebebi,
peynirin yapiminin ilk giiniinde pH’nin 6.51°den 4.73’e¢ hizli diismesi olabilir.
Clinkii laboratuar ortaminda Sa/monella’nm en yiiksek asit tolerans yaniti1 pH 4.5
de elde edilmistir (52). Ancak yapilan bu tip calismalar laboratuar ortaminda bir
stres (laktik asit, asetik asit vb.) faktorii goz Oniine alinarak yapilmistir. Fakat
Savak tulum peyniri icerisinde dogal floranin, olusan metabolitlerin, organik
asitlerin vb. stres faktorlerinin bir karisim halinde bulundugu da unutulmamalidir.

Kontamine Savak tulum peynirlerinin yapim ve olgunlastirma
asamalarinda sentetik mide sivisinda (SMS) muameleleri sonucunda Listeria
monocytogenes ve E. coli O157:H7’nin, Salmonella’ya gore daha dayanikli
olduklar1 saptandi (Tablo 6,7,8). Olgunlastirmanin 90. giinii itibariyle SMS
icerisinde 90. dakikada Listeria monocytogenes ve E. coli O157:H7 tespit
edilebilir seviyenin iistiinde kald1 (Tablo 7,8). Salmonella ise deney giinlerinin
hic birinde 90. dakikaya kadar canli kalmadi. Salmonella SMS igerisinde

dayanabildigi en uzun siireyi, yapimin 2. giinii 60. dakikaya kadar gdsterdi (Tablo
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6). Geri kalan analiz giinlerinde 0. ve 15. giin haric SMS’ na birakildiktan 30
dakika igerisinde tespit edilebilir seviyenin altina diistii (Tablo 6).

E. coli O157:H7 ile kontamine tulum peynirlerinin SMS igerisinde canli
patojen sayilarin1 inceleyecek olursak, deney giinlerindeki SMS deneyleri
icerisinde 90. dakikalar arasinda en yiiksek say1 yapimin 2. giiniinde goriilmiistiir
(Tablo 7). Bu sonucun deneyin baslangicindaki bakteri sayisinin fazla olmasindan
kaynaklandig1r disiiniilmektedir. E. coli O157:H7 ile yapilan tiim SMS
deneylerine bakilacak olursa, SMS’ye maruz birakilmasindan (0. dakika) sonraki
30. dakikada istatistiksel anlamda 6nemli bir azalma oldugu (p<0.05), ancak diger
analiz stirelerinde (60. ve 90. dakikalar) istatistiksel anlamda azalmanm olmadigi
bulundu (Tablo 7). Bu durum deneyler esnasinda bir kuyruk etkisinin olustugunu
gosterdi. Ayni etki L. monocytogenes ile kontamine tulum peyniri 6rneklerinde de
gozlendi. Yani 6len bakteri sayismin asit sokuna ugradigi 0. ile 30. dakikalarda
fazla oldugu, ancak diger analiz siirelerinde Olen bakteri sayisinin istatistiksel
anlamda o6nemli olmadig1 ve bdylece patojen bakterinin maruz kaldigi soka
alismis olabilecegini gosterebilir.

Kontamine gidalardaki patojenlerin SMS’ deki davranislar1 {izerine
arastirma sayis1 oldukca azdir. Hatta siit lirtinleri {izerine yapilmis bir caligmaya
rastlanmamistir. Bu nedenle bu c¢alismadaki SMS deneylerinin sonuglari
cogunlukla et iiriinleri ve meyve suyu ile yapilan ¢alismalar ile karsilastirilmistir.
Roering ve ark.’ larinin (74) yaptig1 bir caligmada, pastorize edilmis ve edilmemis
elma sularmi (pH 3.3-3.5) Salmonella typhimurium DTI104, Listeria
monocytogenes, ve Escherichia coli O157:H7 ile inokiile etmisler ve 4-10 °C” de

21 giin muhafaza esnasinda patojenlerin yasamlarmi ve kullanilan suslarin SMS
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swvisindaki (pH 1.5) direnglerini incelemislerdir. Her iki elma suyu grubunda da 2
giin igerisinde L. monocytogenes sayisi tespit edilebilir seviyenin altina diismiistiir
(74). Salmonella ve E. coli O157:H7 ile kontamine pastdrize edilmis elma
sularinda Salmonella’ nin, fakat pastorize edilmemis elma sularinda ise E. coli
O157:H7’ nin sayisinin daha yiiksek oldugu tespit edilmistir (74). SMS’ sinda ise
en dayanikli suslarin 1. sirada E. coli O157:H7, 2. swrada ise L. monocytogenes
oldugu anlasilmis ve Salmonella’nin ise SMS ile muamele edildikten 5 dakika
icinde tespit edilebilir seviyenin altina diistiigii goriilmistiir. Bu ¢alismada ise
Savak tulum peyniri icerisinde L. monocytogenes’in 90 giinliikk olgunlastirma
boyunca canli kaldigi gorilmiis olup, Salmomnella’nin 90 giin canliligini
koruyamadig1 anlasilmistir. Ayrica sentetik mide sivisina en dayanikli bakterilerin
L. monocytogenes ve Escherichia coli O157:H7 oldugu belirlenmistir. Bu
sonuglar farkli ortamlardaki bakterilerin, farkli sonuglar ortaya koydugunu
gosterebilir. Ancak Yuk ve Schneider’m (97) yaptig1 calismada portakal, elma,
domates suyunda 24 saat bekletilen Salmonella suslarinmn, SMS’da (pH 1.5) 100
dakikadan fazla dayanabildikleri tespit etmislerdir. Arastirmacilar meyve
suyundaki ortamin SMS’ na maruz birakilan Salmonella’ larin yasamini ve aside
direnglerini arttirdigin1 rapor etmislerdir (97). Salmonella’nin Savak tulum
peynirinin yapimi ve olgunlastirilmas: esnasinda SMS’da canli kalamasa da,
bagska bir iirlinlin igerisinde SMS’ da canli kalabilecegi anlasilmaktadir.

Formato ve ark.” larmin (41) yaptig1 bir ¢calismada, cesitli antimikrobiyel
iceren (0. giin pH 6.20, 36. giin pH 6.10) veya icermeyen bologna sucuklarmna (0.
glin pH 6.24, 36. giin pH 4.77) adapte (TSBYE+G) veya adapte olmamis L.

monocytogenes (TSBYE-G) inokiile etmisler ve 10 °C’ de muhafazasi esnasinda
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patojenin yasamina ve SMS’ i¢erisindeki direncine bakmiglardir. Antimikrobiyel
icermeyen gruplarda adapte ve adapte olmamis patojenler arasinda bir farkliligin
olmadigmi ve muhafaza giinii arttikca SMS’ na direncin arttigini rapor etmislerdir
(41). Antimikrobiyel iceren gruplarda ise tiim analiz gruplarinda SMS ile
muamelenin 60. dakikasinda 1 logjo kob/g altinda oldugu tespit edilmistir (41).
Yazarlar SMS’ daki direncin artmasmin, gida igerisindeki patojenlerin bulunma
siiresinin artmasina (alismasina) ve tirtiniin pH’ sindaki degisimlere baglamislardir
(41). Baska bir calismada ise, farkli (antimikrobiyel iceren / igermeyen)
formiilasyonlarda hazirlanmis domuz sosislerine L. monocytogenes inokiile
edilmis ve farkli kimyasallara daldirma islemi yapilarak (%2.5 laktik asit veya
%2.5 asetik asit) veya yapilmayarak vakum paket icerisinde 10 °C’ de 40 giin
muhafaza esnasinda patojenin yasamina ve SMS igerisindeki direncine
bakmislardir (83). Formiilasyonunda antimikrobiyel madde bulunmayan, daldirma
islemi yapilmis veya yapilmamis tiim gruplarda muhafaza giinii arttikga SMS’ na
direncin artmakta oldugu belirtilmistir (83). Antimikrobiyel madde iceren
sosislerden % 2.5 laktik aside daldirilmis bazi gruplarda (asetik asit haric) SMS
stvisina diren¢ olustugu goriilmiistiir (83). Antimikrobiyel eklenmis ve laktik
aside daldirilmis bazi gruplardaki SMS sivisina direncin, lriintin pH’s1 (pH 5.5)
ile iligkili olabilecegi belirtilmistir. Genel olarak SMS’ daki direncin sebebi
bakterinin yasina, ortama alismasina ve mikro cevredeki pH degisikliklerine
baglanmistir (83). Ayni arastiricilarin yaptigir baska bir caligmada ise, farkh
sekillerde hazirlanan E. coli O157:H7 suslar1 taze sigir etine inokiile edilmis ve 4-
12 °C’de vakum paketlerde muhafazasi esnasinda (periyodik olarak 5 giin 7 °C’ de

saklanmig/saklanmamig) yasami1 ve SMS igerisindeki direnci arastirilmistir (84).
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Sonug olarak vakum paketlemenin SMS igerisindeki direnci arttirdigi, 4 °C’ de
SMS’ na direncin sekillenmedigi, fakat 12 °C’ de SMS sivisma direncin
sekillendigi kanitlanmistir (84). Calismada etin florasinda meydana gelen ve pH’
sindaki degisiklikler verilmemistir.

Et ve et iirlinleri lizerine yapilan ¢alismalarda, SMS icerisindeki direng
muhafazanin ilerleyen giinlerinde meydana gelmektedir (41,65,83,84). Bu
direncin, muhafaza giinii arttikga iriinlin pH’sindaki (yavas azalmakta) ve
florasindaki meydan gelen degisimlerden kaynaklandigi ve patojenin ortama
uyum sagladigr diistiniilmektedir (41,83,84). Kontamine Savak tulum peyniri ile
yapilan bu calismada ise, yapimin ilk giliniinde asitligin hizla artmasi, pH’ nin
hizla diismesi sonucu SMS sivisinda 90 dakika boyunca patojen bakteriler tespit
edildi. Hatta SMS ile muamelelerin 90. dakikasi itibariyle en yiliksek patojen
sayis1 baslangi¢ giinlerinde belirlendi. Et iirlinlerinde muhafaza siiresi uzadik¢a
SMS’na giren ortama aligmis bakteri sayisi arttigindan, asit soku sonrasi canli
bakteri sayisinda giderek artmaktadir. Ancak tulum peynirinin yapimi ve
olgunlastirilmasi sirasinda ortamin asitliginin ve pH’ sinin subletal siirelere ¢ok
cabuk ulasmasi ve ayrica ortamda bulunan diger stres faktorleri (ay, O/R,
yarigsmact flora, metabolitler) patojenleri siirekli yordugundan dolayi,
olgunlastirma siiresi arttikca SMS’na giren bakteri azaldig1 gibi, 90 dakika sonra
canli bakteri sayis1 da azalmaktadir. Ancak bu ¢alismada asit sokuna maruziyetten
sonra 30 dakika i¢cinde saynin azaldigi, ancak ileriki analiz siirelerinde saymin
onemli derecede degismedigi (kuyruk etkisi) belirlendi.

Aside direnglilik konusunda ve SMS’nda yapilan pek ¢ok calismada en

direngli bakteri E. coli O157:H7 bulunmustur (26,52,56,74). Ancak bu ¢alismada
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ise SMS’ na en direngli bakterilerin E. coli O157:H7 ve L. monocytogenes oldugu
tespit edilmistir. Deneysel olarak sivi besiyerlerinde yapilmig calismalarda bir
veya birkag stres faktorii géz oniine alindigindan sonuglar farkl ¢ikabilmektedir.
Ayrica gida ortamlarina bagh olarak da bu sonuglar farkli ¢ikabilir. Kirmizi et
kaynakli yapilan caligmalarda E. coli O157:H7° nin daha direngli olarak
goziikmesi, rezervuarmmin sigwr, sorumlu gidanin kiyma olmast sekilde
disiiniildiigiinde normal karsilanabilir. Ancak {riin (et iriinleri, siit Uriinleri,
yumurta triinleri, meyve sular1) veya yapildigi hammadde (domuz, kanatl,
koyun, sigir) degistirildiginde farkli sonuglar c¢ikarilabilir. Farkli iirtinler i¢in
HACCP programlar1 gelistirilirken bu faktorler gz 6niine alinabilir.

Kontamine tulum peynirleriyle ilgili bu ¢alismada ayrica Enterococcus
spp., mezofil Lactococcus spp., mezofil Lactobacillus spp., maya, Staphylococcus
spp., toplam mezofil aerob bakteri ve psikrofil aerob bakteri sayilari
belirlenmistir.  Tulum  peynirinin  florasindaki  laktik asit  bakterileri
incelenmemistir. Ancak Oksiiztepe ve ark. (68) yaptigi calismada, tulum
peynirinin olgunlagmasi esnasinda rol oynayan starter kiiltiirler incelemisledir.
Calismada Lactobacillaceae familyasindan Lactobacillus casei subsp. caseive,
Lactobacillus plantarum, Streptococcaceae familyasindan Lactococcus lactis
subsp. cremoris, Lactococcus lactis subsp. lactis ve Leuconostoc mesenteroides
subsp. cremoridim predominant oldugu ve tulum peynirinin olgunlagmasinda
onemli bir rol oynayabileceg§i sonucuna varilmistir (68). Ayrica bagka bir
calismada L. brevis, L. mesenteroides subsp. dextranicum, P.damnosus ve
E. mundtii dominant olarak tulum peynirlerinde (kargi tulum peyniri) bulunmustur

(32). Kontamine tulum peynirleri ile yapilmis bu caligmada elde edilen
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mikrobiyolojik bulgular, bu konuda c¢alismis diger arastirmacilarin bulgulariyla
benzerlik gostermektedir (7,15,31,32,34,69,70). Yukarida belirtilen
mikroorganizmalar ile tulum peyniri igerisinde genis bir popiilasyon meydana
gelmektedir (32). Olusan bakteri toplulugunun {iriiniin kimyasal 6zellikleri (pH,
asitlik) iizerine etkisi, besin maddesi gereksinimi amaciyla yarigmaci halde
olmalar1 ve olusturduklar1 muhtemel metabolitler ile patojen bakterilerin lizerinde
biiytik bir stres yaratmaktadirlar.

Kontamine tulum peynirlerinin kimyasal verileri bagka arastirmacilar
tarafindan yapilan c¢aligsmalar ile uyum igerisindedir (1,7,15,34,69,70). Bu
calismada laktik asitin formlar1 (D (-) laktik asit, L (+) laktik asit) hakkinda bilgi
verilmemistir. Ancak L (+) laktik asit formunun patojenler iizerine daha etkili
oldugu rapor edilmistir (54). Kargi tulum peynirinde organik asit bilesenleri
iizerine yapilan calismada, en yliksek seviyede olan organik asidin laktik asit
oldugu, sonra swrasiyla asetik, sitrik, propiyonik ve formik asit oldugu
bildirilmistir (35). Fakat calismada laktik asidin formlar1 hakkinda bilgi

verilmemistir.
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7. SONUC

Bu calismada Savak tulum peynirinin iiretimi ve olgunlastiriimasi
esnasinda incelenen patojen bakteriler, yasam profilleri acisindan farklilik
gostermislerdir. Uretim boyunca E. coli O157:H7 ve L. monocytogenes hayatta
kalirken, en duyarl patojenin ise Sa/monella oldugu ortaya konmustur. 90 dak.
siren SMS deneyleri sonucunda en yiiksek canli bakteri sayismna L.
monocytogenes’ in sahip oldugu belirlenmistir. Bu sonuglar, E. coli O157:H7 ve
Listeria monocytogenes’in Savak tulum peyniri iiretiminde olusan kosullara
Salmonella’ya gore daha dayanikli oldugunu ve bu patojenlerin yapim ve
olgunlasma asamalar1 boyunca SMS’ da 90 dk boyunca canliliklarini
koruyabildiklerini gdstermistir. Bunun nedeni, iiretim esnasinda olusan subletal
ortamin E. coli OI157:H7 ve L. monocytogenes’te aside direnclilik
mekanizmalarini aktif hale getirmis olmasi olabilir. Bu tiir iiriinlerde patojen
sayisinin az olmasi bile L. monocytogenes ve E. coli O157:H7 gibi patojenlerden
kaynaklanabilecek riskleri elimine etmeyebilir. Uretimde bu patojenler igin sifir
tolerans hedeflenmelidir. Geleneksel et ve siit Uiriinlerimizin, sanayide liretilmesi
sirasinda hazirlanan gida giivenligi sistemlerinde (HACCP) kritik limitler
belirlenirken, patojenlerde meydana gelebilecek adaptasyon kazanimlarinin

dikkate alinmas1 gerektigi diisiiniilmektedir.
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