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OZET
Yiiksek Lisans Tezi
ATP-Biyoliiminesans Yontemiyle Pastorize Siitlerin Mikrobiyal Kalitesinin Belirlenmesi
Pelin OK

Manisa Celal Bayar Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Biyoloji Anabilim Dah

Damisman: Prof. Dr. Mustafa OSKAY

Pastorize siitlerin tiiketimden once mikrobiyolojik kalitesinin belirlenmesi énemli bir
adimdir. Giliniimiizde pastorize siitlerin mikrobiyal kalitesinin belirlenmesinde zahmetli ve
uzun zaman alan kiiltiir temelli, 6rneklemeden sonra 1-3 giin arasinda sonug alinabilen
standart metotlar kullanilmaktadir. ATP biyoliiminesans teknigi, pastorize siit kalitesinin
belirlenmesinde yeni bir teknolojidir. Bu ¢alisma, pastorize siitlerin kalite kontrollerinin ATP
biyoliiminesans yontemiyle yapilmasi, kiiltiirel yontemler ile korelasyonunun belirlenmesi ve
nihayetinde secilen mikroorganizmalarin biyokimyasal ve molekiiler olarak tanimlanmasini
kapsamaktadir.

Pastorize siit ornekleri, Manisa ili yerel marketlerinden belli zaman araliklarinda
ornekleme plan1 yapilarak uygun miktarlarda temin edilmis ve kiiltiirel yontemlerle
mikrobiyolojik analize alinmistir. Mikrobiyolojik sayimlar sonucunda toplam aerobik
mikroorganizma 10° kob/mL’lik pastdrize siit bozulma sinirmin altinda bulunmustur.
Enterobacteriaceae, test edilen numunelerin %34 (n=17)’iinde belirlenmis olup 10*
kob/mL’nin altinda kalmistir, biitiin siit 6rnekleri koliform agisindan negatif sonug¢ vermistir.
Aerobik bakteriyel spor varlig1 33 (%66) ornekte tespit edilmis; en diisiik ve en yiiksek olarak
sirastyla 1.0 X 10! ve 7.6 x 102 kob/mL olarak hesaplanmistir. Termodurik mikroorganizma
sadece 2 (%4) ornekte belirlenmis olup en yiiksek 2.0 x 102 kob/mL’dir. Petrifilm hazir
kiiltiirel besiyerlerine yapilan ekimler sonucu toplam aerobik mikroorganizma sayisi, 1.0 x 10*
ila 1.1 x 10° kob/mL arasinda degisen ortalama degerler gdstermistir. Enterobacteriaceae 34
ornegin 2 (%6)’sinde en yiiksek 1.2 x 102 kob/mL olarak sayim limitinin altinda bulunmustur.
Bununla birlikte, analize aliman O6rneklerin 1 (%3)’inde tipik E. coli tespit edilmistir.
Orneklerin hig birinde maya/kiif belitlenmemistir.

ATP biyoliiminesans teknigi ile analize alinan 50 farkli pastorize siit 6rneginin dl¢iim
degerleri 46-9858 RLU arasinda degismektedir. Elde edilen standart degerlerimizle ATP
biyoliiminesans Ol¢im degerlerini karsilastirdigimizda pastorize siit 6rneginin 4 (%8)’linlin
kalitesinin kotii, 5 (%10)’nin siipheli ve diger geri kalanlarin kaliteli (%82) oldugu sonucuna
vartlmistir. Ancak pastorize siitlerin farkli selektif besiyerleri ve petrifilm kiiltiirleri ile elde

Xi



edilen koloni sayimlari ile ATP biyoliiminesans Ol¢iim degerleri arasinda korelasyon zayif
bulunmustur.

Kiiltiirel yontemlerle izolasyonlar sonucu secilen 11 farkli bakteri morfolojik, kiiltiirel
karakteristikleri, biyokimyasal testler ve 16S rRNA sekans verileri araciligiyla
tamimlanmislardir. Belirlenen tiirler sirasiyla, Acinetobacter Iwoffii, Acinetobacter johnsonii (2
izolat), Acinetobacter junii (2 izolat), Escherichia coli, Aeromonas media (2 izolat) ve
Aeromonas hydrophila,’dir. Ayrica 2 bakteri ise cins bazinda Escherichia sp. ve Acinetobacter
sp. olarak tanimlanmistir. Pastorize siit orneklerinden izole edilen ve tanimlanan bu bakteri
tiirleri firsatg1 patojenlerdir.

Kiiltiirel calismalar ve ATP yontemi bulgularinin topluca degerlendirilmesi ve nihai
olarak firsatg1 patojenlerin tanimlanmasi ile 8 (%16) adet pastdrize siitiin kalitesinin
standartlara uygun olmadigi sonucuna varilmistir. Arastirma bulgularina goére, ATP
biyoliiminesans yontemi ile pastdrize siitlerin mikrobiyal yiikiinlin belirlenmesinin miimkiin
olabilecegi ancak patojenlerin tespiti i¢in kiiltiirel ve ileri testlerin yapilmasinin zaruri oldugu
sonucuna ulagilmistir.

Anahtar kelimeler: ATP biyoliiminesans, Gida saghgi, Lusiferaz, Pastorize siit, Firsatgt
patojen.

2019, 85 sayfa.
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ABSTRACT
Master of Science Thesis

Determining the Microbial Quality of Pasteurized Milk through the
ATP-Bioluminescence Method

Pelin OK

Manisa Celal Bayar University
Graduate School of Applied and Natural Sciences
Department of Biology

Supervisor: Prof. Dr. Mustafa OSKAY

Microbiological control of pasteurized milk quality is an important step before it
consumed. Current standard methods for determination of pasteurized milk microbial quality
are culture based, which are laborious and time-consuming, where results not are available
before one to three days after sampling. ATP bioluminescence technique is a new technology
in determining the quality of pasteurized milk. This study presents the quality control of
pasteurized milk by ATP bioluminescence method, correlation with cultural methods and
finally biochemical and molecular identification of selected microorganisms.

Pasteurized milk samples were collected from local markets in Manisa province at
certain time intervals and obtained in appropriate amounts and taken to microbiological
analysis by cultural methods. As a result of microbiological counts, total aerobic
microorganism was found below 10° cfu/mL pasteurized milk spoilage limit.
Enterobacteriaceae was determined in 34% (n=17) of the samples tested and was below 10*
cfu/mL, all milk samples were negative for coliform. The presence of aerobic bacterial spore
was detected in 33 (66%) samples; the lowest and highest values were calculated as 1.0 x 10*
and 7.6 x 102 cfu/mL, respectively. The thermoduric microorganism was determined in only 2
(4%) samples with a maximum of 2.0 x 102 cfu/mL. The total number of aerobic
microorganisms, as a result of the cultivation on Petrifilm ready culture media, showed
average values ranging from 1.0 x 10! to 1.1 x 103 cfu/mL. Enterobacteriaceae was found to
be below the counting limit as 1.2 x 10 cfu/mL in 34 of 2 (6%) samples. However, typical E.
coli was detected in 1 (3%) of the samples. Yeast/mold was not detected for none of the milk
samples.

The measured values of 50 different pasteurized milk samples analyzed by ATP
bioluminescence technique ranged from 46-9858 RLU. When we compared the measured
values of ATP bioluminescence with our standard values, it was concluded that 4 (8%) of the
50 pasteurized milk samples were analyzed bad quality, 5 (10%) were suspicious and the rest
were good quality (82%). However, between colony counts obtained with petrifilm cultures or
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different selective media and ATP bioluminescence measurement values of pasteurized milk
were found to be weak correlation.

11 selected different bacteria as a result of isolation by cultural methods are identified by
morphological, cultural characteristics, biochemical tests and 16S rRNA sequence data. The
identified species are Acinetobacter Iwoffii, Acinetobacter johnsonii (2 isolates), Acinetobacter
junii (2 isolates), Escherichia coli, Aeromonas media (2 isolates) and Aeromonas hydrophila,
respectively. In addition, 2 bacteria on the genus level were identified as Escherichia sp. and
Acinetobacter sp. These bacterial species isolated and identified from pasteurized milk
samples are opportunistic pathogens.

It is concluded that the quality of 8 (16%) pasteurized milk is not in accordance with the
standards by collectively evaluating the cultural studies and ATP method findings and
ultimately identifying opportunistic pathogens. According to the research findings, it is
possible to determine the microbial load of pasteurized milk by ATP bioluminescence method
but it is necessary to conduct cultural and advanced tests for the detection of pathogens.

Keywords: ATP bioluminescence, Food safety, Luciferase, Pasteurized milk, Opportunistic
pathogen.

2019, 85 pages.
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1. GIRIS

Diinyada yilda 121 milyar litre tiiketilen siitiin %65°1 giinliik siit (pastorize siit)’diir.
Tiirkiye’de ise 1 milyar litre sade siitlin sadece %5’inin giinliik siit olarak tiiketildigi
vurgulanmaktadir. Ancak {lilkemizde pastorize siit tiiketimi her gecen giin artmaktadir [1].
Pastorize siitlin raf dmrii, UHT (Ultra High Temperature) sterilize siite gore daha kisadir.
Pastorize igme siitiiniin dayanikliligi, oncelikle ham madde olarak kullanilan ¢ig siitiin
kalitesine baglidir. Bu nedenle iiretim kosullarinin teknik ve hijyenik bakimdan optimize
edilmesi ve tlim islemlerin son derece kusursuz gerceklestirilmesi ¢ok onemlidir. Yiiksek
kaliteli ¢ig siitten uygun teknik ve hijyenik kosullar altinda {iretilen pastorize siit, ambalaji
acilmaksizin 5-7 °C’de yaklasik 5-21 giin muhafaza edilebilmektedir. Ancak ¢ig siitte 1s1ya
direngli enzimleri salgilayan (lipaz ve proteazlar) mikroorganizmalar (Pseudomanas sp.
tiyeleri) ve sporlar (Bacillus cereus, Bacillus subtilis gibi) kontaminasyon s6z konusu ise bu
stire belirgin sekilde kisalmaktadir. Pastorize siitteki canli mikroorganizma sayis1 mL’de

108-10" koloni olusturan birim (kob) diizeyine ulastiginda raf dmrii sona ermektedir [2].

Siit ve siit iirlinleri metabolizmalar1 oldukga hassas olan, ¢ocuklar, hamile kadinlar ve
yaslilar tarafindan ¢ok fazla tiiketilen degerli gida maddelerindendir. Giinliik siit tirtinlerini
tireten firmalar tiretim islemlerinin tiim basamaklarini kontrol etmeliler ve bu tiir tiriinlerin
Listeria monocyogenes, Escherichia coli, Salmonella enteritidis, Salmonella typhimurium,
Staphylococcus aureus, aflatoksin iireten kiiflerden vs. gibi patojenlerden arindirilmis
oldugundan emin olmalidirlar [3]. Bu tiir patojenler sicakliga duyarli olduklarindan
sterilizasyon islemleriyle kolayca bertaraf edilirler. Pastorizasyon islemlerinde daha iliml
kosullar uygulandigindan bazi patojen mikroorganizmalar canli kalabilirler [4]. Patojenlerin
kiiltiirel yontemlerle tespiti yiiksek miktarlarda 6rnek kullanimini, yogunlastirmay1 ve ¢ok
fazla farkli tip/miktarda selektif/ayirt edici besiyerlerinin kullanimin1 gerektirmekte olup
oldukca pahaliya mal olmaktadir. Hatta diisiik miktarlardaki patojenler ile kiiltiirasyonu i¢in

kompleks besiyerine gereksinim duyan mikroorganizmalar tespit edilememektedir.

Pastorize edilecek siitiin en 6nemli kalite dlciilerinden biri de hijyenik niteligidir. Bu
durumda bakteri sayisi, bakteri tiirii, toksinler ve 6zellikle de sicaga direngli enterotoksinler
dikkate alinmalidir. Bakteri sayis1 ¢ok yiiksek ¢ig siitler, pastorize siit liretimi i¢in uygun
degildir. Ciinkii pastorizasyon igsleminde siite uygulanan sicaklik/stire normunda yaklagik
%99 diizeyinde bakteri rediiksiyonu saglanabilmekte, yani siitteki bakterilerin %1°1 canli

kalmaktadir. Bu yiizden ¢ig siit icerisinde bulunan bakteri sayis1 kadar bakterinin cinsi de



onemlidir. Eger sicagi seven (termofilik) ve sicaga karsi direngli olan (termodurik) bakteri

sayisi fazla ise, bunlarin pastérizasyon normunda rediiksiyonlari oldukga zordur [5].

Pastorize giinliik siit iirlinlerinin raf démriinii kisaltan en 6nemli faktorlerden birisi 1s1l
islemlerden sonra gram negatif [Gr (-)] psikrofilik bakterilerin tiriine bulasmasidir. Bu tiir
kontaminasyonlar genellikle ileri-pastorizasyon islemleri esnasinda gergeklesmekte olup, bu
asamadan sonra herhangi bir islem yapilmadigindan dolay: siitiin raf émrii kisalmaktadir.
Tiiketime sunulan bu tiir pastorize triinler dogrudan halk sagligini ilgilendirmekte ve

olduk¢a 6nemlidir.

Bu calismada pastdrize siitlerin mikrobiyal yiikiiniin hizli ve giivenilir bir teknik olan
ATP olglim esasli yontemle belirlenmesi ve kalite kontrollerinin ortaya c¢ikarilmasi
hedeflenmistir. Ayrica calisma kapsaminda pastorize siitlerin kiiltiirel yontemlerle
mikrobiyal analizinin yapilarak ATP 6l¢tim teknigiyle elde edilen sonuglarla bir korelasyon
olup olmadig1 ortaya ¢ikarilacaktir. Boylece giderek tiikketimi artan pastorize siitlerle ilgili
modern tekniklerin uygulanarak mikrobiyal yiiklerinin daha dogru sonuglarla ortaya
cikarilmasi saglanacak, bu tiir gida iirlinlerindeki patojenlerin tiiketilmeden 6nce hizli tespiti

ile halk saglig1 korunacak ve insanlara bulasabilecek hastaliklarin 6niine gecilmis olacaktir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Pastorize Siit ve Mikroorganizmalar

Siit pastorizasyonunun amaci, siitiin i¢inde oldugu varsayilan patojenleri 6ldiirerek sivi
stitiin glivenligini saglamak ve istenmeyen enzimleri yok etmek, bozulmaya neden olan canlt

mikroorganizmalarinin sayisini azaltarak raf dmriinii uzatmaktir.

Pastorizasyonun hedefi, canli mikroorganizmalarda %99.99 (5 log) azalma elde
etmektir. Pastorizasyon, gidadaki tiim mikroorganizmalar1 (patojen ve bozulmaya neden
olan diger mikroorganizma ve irilinlerini) o©ldiirmek olan ticari sterilizasyonla
karistirilmamalidir. Pastdrizasyon genellikle, ayirma, standardizasyon ve homojenizasyonla
birlikte siirekli 1s1l islem kullanan yiiksek sicaklik-kisa siireli ekipmanlarla saglanir.
Pastorizasyon i¢in Onerilen sicaklik-zaman kombinasyonlari, mikrobiyal o6ldiirmeyi
optimize etmek ve siitiin beslenme kalitesi tizerindeki olumsuz etkiyi en aza indirgemek igin
secilmigtir. Suda ¢oziinen vitaminler 6zellikle 1siya duyarlidir ve pastorizasyondan sonra
aktivitelerinin %5-20’sini kaybederler. Pastorize siit steril olmadigindan sogutma altinda
depolanmali ve dagitilmalidir. Pastorize siitlin raf omrii genellikle, cig siit kalitesi ve
pastOrizasyon sonrasi kontaminasyon kontrolii ile baglantilidir. Yaygin pastorize siit tiirleri
arasinda tam yagh siit, az yagl siit ve yagsiz siitliin yan1 sira aromali siit, organik siit, az

laktozlu siit ve se¢ilmis besinlerle takviye edilmis siit igecekleri bulunur [6].

Siit pastorizasyonu, ¢ogunlukla ¢ig siitle iligkili hastaliklara neden olan sicakliga
direngli, spor yapmayan organizmalar1 etkisiz hale getirmek i¢in gereken minimum sicaklik
ve zaman kombinasyonunu saglayacak sekilde tasarlanmistir. Baglangicta en 6nemli hedef
organizma, tiiberkiiloza (Mycobacterium bovis veya M. tuberculosis) neden olan bakteridir.
1950’lerde, minimum pastdrizasyon sicakligi, 1stya daha direngli ve Q-atesine neden olan,
¢ig siit bakterisi Coxiella burnetti’yi yok etmek i¢in biraz daha artirllmistir. Giiniimiizde

pastorizasyon icin kullanilan en yaygin minimum sicaklik ve zaman sunlardir:
161 °F (72 °C) 15 saniye (Yiksek Sicaklik Kisa Siire)
145 °F (63 °C) 30 dakika (Diisiik Sicaklik Uzun Siire).

Sicakliga en direngli patojenleri yok eden pastdrizasyon kosullari, diger potansiyel
patojenlerin dldiiriilmesini saglar ve ek olarak bozulmaya neden olan diger bir¢ok bakteri

tirtinii de yok etme avantajina sahiptir [7].



Tablo 2.1. Siitte Patojenlerin Desimal (Ondalik) Azalma Siireleri [8].

Patojen Sicakhik (°C) Zaman
Bacillus spp. 95.0 1.2-36.0 dk”
Bacillus spp. 100.0 2.0-5.4 dk
Brucella abortus 61.5 23 dk
Brucella abortus 72.0 12-14 sn
Campylobacter spp. 60.0 0.12-0.14 dk
Clostridium botulinum 100.0 240 dk
Clostridium botulinum 125.0 5sn
Coxiella burnetii 62.2 30 dk
Coxiella burnetii 73.4 15.2-17 sn
Escherichia coli O157:H7 63.0 16.2 sn
Listeria monocytogenes 63.3 33.3sn
Listeria monocytogenes 68.9 7.0sn
Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis 63.0 12.2-17.8 sn
Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis 66.0 5.2-6.3 sn
Mycobacterium bovis 64.0 6.6 sn
Mycobacterium bovis 69.0 0.6 sn
Pathogenic Streptococcus 66.0 0.1-0.2 dk
Salmonella spp. 62.8 0.11dk
Salmonella spp. 71.7 0.004 dk
Staphylococcus aureus 65.0 0.2 dk
Staphylococcus aureus 75.0 0.02 dk
Yersinia enterocolitica 62.8 0.7-17.8 sn

“dk; dakika, sn; saniye.

Pastorizasyon, mikrobiyal riskleri azaltmada etkiliyken, baz1 bakteriler
pastdrizasyondan sag ¢ikar; bunlara termodurik bakteri denir. Inek igin dogal olarak kabul
edilen bakterilerin ¢ogu (6rnegin, ciltte, gogiislerde bulunanlar gibi) ve ayrica mastitis'e
neden olan bakterilerin ¢ogu termodurik olarak kabul edilmez. Siitte bulunan termodurik

bakteriler en yaygin olarak bazi kirlilik kaynaklar ile iliskilidir [7].

Taze pastorize siitlin baslangigtaki mikroflorasi, genellikle ¢ig siitiin i¢inde bulunan
gram-pozitif [(Gr (+)] termodurik organizmalar1 yansitir. Gr (-) bakteriler genellikle ¢ig
siitiin i¢indeki toplam bakteri sayilari, pastérizasyon isleminin termal tahribat kapasitesini
asmadikgca pastdrizasyondan gegemez [9]. Islenmis siit {iriinlerinden izole edilen termodurik
bakteriler arasinda Microbacterium, Micrococcus, Enterococcus, Streptococcus,
Arthrobacter, Lactobacillus; ve ayrica Bacillus, Paenibacillus ve Clostridium gibi spor

olusturucular bulunmaktadir [10]. Taze pastorize edilmis siitlerde Bacillus tiirleri arasinda



en sik izole edilenler genellikle B. licheniformis, B. cereus, B. circulans ve B. subtilis’dir
[11]. Pastorizasyon igin kullanilan spesifik islem parametreleri, pastorizasyonda hayatta
kalan bakteri tiplerinin nispi oranlarini etkileyecektir. Sporlu bakteriler i¢in daha yiiksek
sicakliklar ve/veya daha uzun zaman se¢gmek uygun olacaktir. Cig siitiin genel olarak
pastorize siitiin i¢indeki termodurik organizmalarin ana kaynagi oldugu diisiiniilmesine
ragmen, yanlis sekilde temizlenmis bir siit isletme tesisi de biiyiik miktarlarda buna katkida
bulunabilir; kirlenme pastorizasyon isleminden once, sirasinda veya sonrasinda ortaya

¢ikabilir [12].

Cogu termodurik bakteri suslari, soguk depolama kosullarinda pastorize siitte
tirememektedir. Bununla birlikte, Bacillus, Micrococcus, Enterococcus, Corynebacterium,
Microbacterium, Arthrobacter ve Lactobacillus’un psikrotrofik tiirleri tanimlanmustir [9]. B.
cereus suslarinin (ve ilgili organizmalarin) siitiin “tatli kesilmesine” ve kremaya neden
oldugu anlasilmistir. Bacillus ve diger psikrotrofik spor olusturucularla iliskilendirilen diger
siit bozulmalari, siit proteinlerinin pihtilagsmasinin yaninda aci tat olusumudur. Ayrica,
Bacillus spp. gibi psikrotrofik Gr (+) organizmalar pastérize siitiin raf dmriinii sinirlamaktan
da sorumlu olabilir. 6.1 °C’de 14 giin sonra toplam bakteri sayis1 10 kob/mL’yi asan ticari
pastdrize siit numunelerinin dominant mikroflorasini Gr (-) gubuklar olusturmasina ragmen,
ayni 6rneklerden Gr (+) koklar izole edilmistir [13]. Baska bir ¢alismada, siit numunelerinin
yaklasik %7’sinde Leuconostoc, Lactobacillus, Enterococcus ve diger tanimlanamayan Gr
(+) bakteri suslar1, 7 °C°de iki hafta sonra 107 kob/mL olarak bulunmustur. Cogu termodurik
psikrotrof, ozellikle spor olusturanlar, siit iriinlerinde daha yavas ve/veya daha sonra
bliylime egilimindedir. Bu nedenle, daha sonra raf 6mriinde kalite endiselerine neden olurlar
ve Pseudomonas spp. gibi daha hizli bilyiiyen pastorizasyon sonrast bozulmalara neden olan

mikroorganizmalarin yoklugunda baskin hale gelirler [14].

Gida kaynakli potansiyel bir patojen olan B. cereus, yaygin olarak siitte bulunmasina
ragmen, B. polymyxa ve B. circulans’in aksine diisiik sogutma sicakliklarinda (<5 °C)
biiylimeyebilir. 5 °C’de 3 hafta ve 7 °C’de 2 hafta boyunca tutulan ¢ift siit numunelerinin
sirastyla %66 ve %86’ mdan B. polymyxa izole edilmis olup sadece 7 °C’de 2 hafta boyunca
tutulan ¢ig siit numunelerinin %18’inden B. cereus izole edilebilmistir. 5 °C’de tutulan
iriinde ise B. cereus izole edilememistir. Bu durum artan sicakligin, organizmalarin lireme

yeteneklerini etkiledigini gostermektedir [7, 14].



2.1.1. Pastorize Siitiin Mikrobiyolojik Kalitesini Etkileyen Faktorler

Pastorize siitiin raf omrii; ¢ig siitiin kalitesi, islenmeden once ¢ig siitiin depolanma
siiresi, kullanilan 1s1l iglem, 1siya diren¢li mikroorganizmalarin konsantrasyonu,
pastdrizasyon sonrasi kirletici maddeler, 151k, paketleme sistemi ve pastdrizasyon sonrasi

saklama kosullarindan etkilenmektedir.

Siitiin tipi: Sttiin tiri, farkli Kimyasal kompozisyon ve enzim aktivitesinden dolay:
siitiin raf émriinii etkiler. Onemli derecede, 4.5 °C veya 7 °C’de depolama sirasinda yagsiz
siitlin tam yagl siitten daha diislik raf 6mrii, yagsiz siitiin i¢indeki nispeten daha yiiksek
proteaz aktivitesine veya proteazin inhibe edilmesine veya proteinin biitiin olarak yag

nedeniyle enzimatik proteolizden korunmasina baglanabilir.

Cig siitiin mikrobiyolojik kalitesi: Pastorize siitiin mikrobiyolojik kalitesi, ¢ig siitiin
icinde bulunan organizmalarin tipinin yani sira mikrobiyal yiike de baglhidir. Cig siit, Bacillus
spp. ve Paenibacillus spp. gibi 1siya dayanikli farkli cinslerin sporlarini igerebilir.
Paenibacillus spp. sogutma sicakliklarinda biiyliyebilir ve sinirli raf 6mrii igin ana faktorii
temsil eder. Cig siitte toplam mikrobiyal floranin en biiyiik kismini termodurik ve termofilik
organizmalardan ziyade psikrofilik organizmalar (¢ig siitte %98, pastorize siitte %53
oraninda) olusturur [15]. Gr (+), aerobik veya fakiitatif anaerobik olarak spor olusturan,
hareketli, cubuk seklinde bir bakteri olan Bacillus cereus, termal olarak direnglidir ve siit
pastorizasyonuna dayanabilir. Dolayisiyla pastorizasyon ile rekabet¢i spor olusturmayan
bakteriler kaldirilarak psikrofilik spor ¢imlenmesi buzdolabinda depolama sicakliginda
tetiklenebilir [16].

Kullanilan isul islem: Gida kaynakli mevcut organizma sayisinda azalmaya neden olan
ve uygulanan 1s1l islem; organizmalarin 6zellikleri, organizmanin farkli suslarmin 1siya
duyarhiliklarindaki cesitlilik, islemden 6nce organizmanin fizyolojik durumu ve gidanin

kimyasal bilesimi gibi faktorlerden etkilenir [17].

Normal pastorizasyon sicaklik ve siireleri siitteki bakteri tipi ve baslangigtaki bakteri
konsantrasyonuna dayanmalidir. Siitiin diisiik sicaklikta pastorize edilmesi, siitteki diisiik
bakteri sayisini indiiklemektedir. Siitiin 72.9-85.2 °C sicaklik araliginda isitilmasi, farkl
bakteriyel cinsler tizerinde 6ldiiriicii etkide herhangi bir degisiklik gostermemekte, ancak
stitiin iginde bulunan endospor olusturan psikrotolerant bakterilerin pastorize siitte daha

etkili bir sekilde biliylimesine neden olabilmektedir.



Saklama kogullari: Pastorize siitlin 2-21 giin raf 6mrii vardir ve ¢ig siitiin kalitesine,
isleme yontemine, doldurma sirasindaki hijyen kosullara ve tiim soguk zincir boyunca
sicakligin korunmasina baglidir [18]. Depolama sicakligi pastorize siitiin mikrobiyolojik raf
omrii tlizerinde daha biiyiikk bir etkiye sahiptir ve sogutulmus pastorize siit 6.1 °C’de
depolandiginda yaklasik 10-20 giinliik bir raf dmriine sahiptir. 4-6 giin 4 °C’de saklanan
pastorize siit 15 °C gibi yiiksek bir sicaklikta depolandiginda mikrobiyal aktivitenin 15 kat
daha fazla oldugu kaydedilmistir [8].

Pastorizasyon sonrasi kirletici maddeler: Islenmis siv1 siitte mikrobiyal bozulma,
pastorizasyon sicakliklarinda hayatta kalan Gram (+) ve/veya Gram (-) organizmalardan
veya pastdrizasyon sonrasi kontaminasyondan kaynaklanir. Siit {irlinlerinin pastorizasyon
sonrast kontaminasyonlar1 esasen dolum makineleri ve biyofilmli contalardan
kaynaklanmaktadir. Pastorizasyon sonrasi siit temas yiizeylerinin 6zellikle Bacillus
cereus’dan yalitilmasi, pastorizasyon ve sanitasyon islemlerinin etkinligini artirmaktadir. Bu

siit temas yiizeylerinde bakteri sayis1 108 kob’a kadar ulasabilmektedir [8, 14].

Pastorize siitiin daha uzun raf omrii icin proses yenilikleri: Siit iceren kabin iist
boslugunun CO> ve N2 ile doldurulmasi bakteri sayisindaki diisiise, proteolitik ve lipolitik
aktivitelerin azalmasina neden oldugu igin pastorize siitiin raf 6mriinde uzamaya sebep

olmaktadir [8].

HTST pastorizasyonu, spor olusturan bakterileri yok etmede genellikle etkisizdir.
Mikrofiltrasyon kullanilarak siitteki sporlar ayrilabilir ve pastorizasyon daha verimli hale
getirilebilir. Te Giffel ve van der Horst [12], mikrofiltrasyon (% 99.1-99.9) kullanarak daha
fazla aerobik sporun siitten uzaklastirildigini bildirmistir. HTST pastorizasyonundan (72
°C/18.6 sn) once 10 dakika boyunca mikrofiltrasyon yapilarak elde edilen pastorize siitler 4

°C’de saklandiginda 7 giine kadar sporlu bakteri iremesi gostermemistir [8, 14].
2.2. ATP ve ATP Biyoliiminesans Yontemi

Canli organizmalarda meydana gelen kimyasal bir reaksiyonun sonucu olan
biyoliiminesans, dogada yaygin bir fenomendir. Bu konuyla ilgili bilimsel arastirmalarla,
ilki lusiferaz ve ikincisi lusiferin denilen enzim-substrat sisteminin kesfedilmesine yol
acmistir (Latince Lucifer'den “Isik Getiricisi” anlamindadir). Tim biyoliiminesan
organizmalar arasinda atesbocekleri 6zellikle Kuzey Amerika atesbocegi Photinus pyralis
(Takim: Coleoptera, Aile: Lampyridae) en ¢ok incelenen ve en iyi karakterize edilen

organizmadir [19].



Atesbocegi lusiferazi; oksijen 4-oksidorediiktaz (dekarboksilasyon, ATP-hidrolizi)
Photinus-lusiferin olarak smiflandirilir (EC 1.13.12.7). Substrati atesbocegi lusiferindir
(LH2) ve reaksiyon ATP, oksijen ve metalik bir katyon gerektirir. Lusiferaz i¢in tipik
emisyon spektrumu sari-yesil bolgede (550-570 nm) olup, 562 nm’de ve bazik ortamda (pH
7.5-7.8) zirveye ulasir. Bununla birlikte, lusiferaz pH’a duyarli bir enzimdir ve asit ortamda
(pH 5-6) emisyonu kirmizi bolgeye (en fazla 620 nm’de) gecer, ayrica daha yiiksek
sicakliklara ve agir metal katyonlarina ihtiya¢ duyabilir [19].

ATP biitiin canli hiicrelerde enerji tasiyan temel molekiildiir ve enerjisini hiicresel
fonksiyonlarda gerekli enzimlere aktarmakta, hiicre Oliimiinden sonra otolisiz ile
yikilmaktadir. Lusiferin/Lusiferaz kompleksi kullanildiginda ortaya ¢ikan 1sik miktar
ortamdaki ATP miktartyla dogrudan iliskilidir. Dolayisiyla 6rnekteki mikrobiyal aktivitenin
belirlenmesinde ATP yararli bir parametredir. ATP-biyoliiminesans metodu ¢ok adimli bir

islem olup biyokimyasal reaksiyonlar1 agagida goriildiigii gibidir [20]:

Mg?*
Luc* + LH> + ATP » Luc.LH>- AMP + PPi (1)
Luc.LH2— AMP + O2 > Luc.Oksilusiferin + AMP + CO2 (2)
Luc.Oksilusiferin » Luc.Oksilusiferin + Isik (3)

* Luc: Lusiferaz, LH>: D-Lusiferin

Gilintimiizde gidalarin mikrobiyolojik kalitesi heterotrofik plaka sayimi (HPC) ve
beraberinde E. coli ve enterokoklar gibi koliformlarin (fekal indikatorlerin) belirlenmesiyle
gerceklesmektedir. Bu tiir kiiltiirel metotlarda genellikle sonuglar 6rneklemeden sonra 1-3
giin arasinda alinabilmekte ayrica kiiltiire edilemeyen fakat canli olan (unculturable, VBNC)
mikroorganizmalar ~ ise  belirlenememektedir. ~ Son  zamanlarda  gidalardaki
mikroorganizmalarin sayisinin belirlenmesi ve tanilanmalarinda yeni/hizli metotlar ve
aletler kullanilmaktadir. Bu hizli metotlar arasinda; direk epifluoresan filtre teknigi (DEFT),
flow sitometresi (FCM), bazi biyosensorler ve polimeraz zincir reaksiyonu (PCR),
ribotiplendirme, mikroarray gibi agliitinasyon/immunolojik teknikler yer almaktadir [20-
22]. Yeni yontemlerden bir tanesi de hizla farkli alanlarda uygulama imkani bulan ve

ozellikle gidalarin kalite kontroliiniin belirlenmesinde kullanilan ATP biyoliiminesans



yontemidir [23]. Yontem hizli, basit, ekonomik ve olduk¢a hassas olup, ilk uygulamalari
1950°’li yillarda NASA bilim adamlan tarafindan farkli gezegenlerde canli hiicrelerin
varliginin arastiritlmasinda kullanilmistir [24]. Bu yontem Avrupa iilkelerinde 6zellikle igme
ve kullanma sulari, meyve sular, siit ve siit tirtinleri ile et iirlinlerinin mikrobiyal kalite
kontroliinde, bina i¢i mikrobiyal yiikiin ortaya ¢ikarilmasi, klinik materyallerin ve aletlerinin

hijyenite kontroliinde vb. basarili bir sekilde uygulanmaktadir [25-28].

Giinliik siit tiriinlerinin ileri-pastdrizasyon islemlerinde kontaminasyonu belirlemeye
yonelik ¢ok sayida metot tanimlanmistir. Bu yontemlerden bazilar1 6n inkiibasyonda (37 °C’
de 24 saat) Gr (-) bakteri inhibitorlerinin (Benzalkon A ve kristal violet gibi) kullanilarak
psikrofilik organizmalar1 belirlemeye yoneliktir. Bu islemlerden sonra yani 6n islemden
geemis pastorize siit 6rneklerinde ATP 6l¢iimiine bagl olarak bakteri sayisi ¢ok daha dogru
bir sekilde belirlenebilmektedir [29]. On inkiibasyonda psikrofilik Gr (-) bakterilerin 1 litre
(L) pastorize siit orneginde dahi tespit edilebilecegi vurgulanmaktadir [30]. Ancak yapilan
diger bir ¢aligmada 6n inkiibasyonun 21 °C’de 25 saat (h) siireyle kristal violet (20 pg/mL),
penisilin (200 U/mL) ve nisin (400 U/mL) inhibitorleri varliginda yapilmasi ile Gr (-)
psikrofilik mikroorganizmalarin ¢ok daha 1yi belirlenebildigi tespit edilmistir. Pastorize
sitlerin ve kremanimn mikroorganizmalara bagli olarak raf Omrii, oOrneklerin 6n
inkiibasyondan gegirilmesi ve nihayetinde ATP biyoliiminisans yontemine tabi tutulmasi ile
cok daha dogru olarak belirlenebilmekte ve elde edilen sonuglar Avrupa komitesinin kalite

testlerine uygunluk gostermektedir [31].

Siit ve siit iirtinlerinin mikrobiyolojik kalite kontrolleri ile ilgili yapilan ¢alismalarin
¢ogunlugu ham (¢ig) siit lizerinedir [32]. Manzano ve ark. [33], aminopeptidaz aktivitesi
tayini ile buzdolabinda bekletilmis ¢ig siitlerde Gr (-) bakterileri tespit etmisler, bu tiir gida
tirtinlerinde genellikle psikrofilik Gr (-) bakterilerin 6zellikle de Pseudomonas spp.
tiyelerinin mikrobiyolojik bozulmaya yol agtigini belirtmislerdir. Elde ettikleri bakteri
sayisinin hizli tekniklerden DEFT ile elde edilen verilerle uyumlu olduklar1 sonucuna

varmiglardir.

Cunha ve ark. [34], UHT siitlerin mikrobiyolojik kalite kontrollerini kiiltirel ve ATP
biyoliiminesans yontemiyle belirleyerek karsilastirmislardir. Oncelikle UHT siitlerini 48, 72
ve 168 h 6n-inkiibasyona almislar, Plate Count agar (PCA) ve Beyin-Kalp Infiizyon agar
(BHI) bestyerlerinde kiiltiirel olarak mezofilik ve psikrofilik organizmalari tespit etmislerdir.
PCA ile elde edilen mezofilik bakteri sayisinin 6n isleme alinan ve ATP 6l¢iimii ile elde

edilen bakteri sayisiyla paralellik gosterdigini, ancak ATP biyoliiminesans yonteminin daha
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pratik ve daha dogru sonuglar verdigini arastirmalarinda vurgulamaktadirlar. Pastorize
stitlerin tiretim yerinden paketlenip tiiketiciye sunuluncaya kadar temas ettigi alanlarin
(Depolama tanki, tasima tanki, dolum tanki, pastorize siit santrifiijii) hijyenite kontroli
temizleme-dezenfeksiyon dncesi ve sonrast ATP biyoliiminesans yontemiyle belirlenmistir.
Ilave olarak kiiltiirel ¢alisma ile elde edilen mezofilik bakteri sayisinin ATP &lgiimiine bagh

olarak ¢ikan sonuglarla istatistiksel olarak anlamli olmadigi tespit edilmistir [35].
2.2.1. Gida isleme Endiistrisinde ATP Testi

90’ yillarin orta baslarinda ATP testlerinin saghk sektoriinde temizlik
uygulamalarinin izlenmesinde rol oynayabilecegi Onerisi, saglikla iliskili enfeksiyonlarda
kullaniminda artisa neden olmustur. Bu tiir enfeksiyonlarin gériilme sikligi 6zellikle Bati
iilkelerinde yaygindi ve etkileri o zamandan beri bu iilkeler i¢in belgelenmistir. Bu
enfeksiyonlar genellikle hastane ortamlarinda yayginlasmis ve antibiyotik direnci kazanmis
bakterilerden kaynaklanmistir. Enfeksiyonlardan bir¢ok farkli bakteri sorumlu olmasina
ragmen, en yaygin iki tanesi metisiline direngli Staphylococcus aureus (MRSA) ve
Clostridium difficile’dir. 2005 yilina kadar, MRSA’nin Ingiltere ve Galler’de neden oldugu
yillik 6limler, 1600'in tizerinde zirveye ulagsmistir [36]. Sonrasinda C. difficile’ nin sorumlu
oldugu 6liimler 8000°e ulagmistir. Her ne kadar goriiniiste diistise ragmen, her ikisi de 6nemli
sayida Olim nedenidir. Kagmilmaz OJliimler ticari kuruluslara hastane temizligi
sozlesmelerinin yolunu agmustir. Sonugta gida isleme endiistrisindeki uygulamalarda

kullanilan ATP testi saglik sektoriinde kullanilmaya baslamigtir [27].

Gida endiistrisinde hizli ATP tespit kitlerinin kullanimi yaygimlagmistir. Bu tiir kitlerin
kullanimi, tiim potansiyel kirletici organizmalarin kabul edilebilir seviyelere diistirtildiigii
gidalarin iiretimini saglayacak onlemleri sistematik olarak uygulamaya koymak icin bir
konseptin gida endiistrisindeki kabul edilmesine yol agmustir. Bu olgu, tehlike analizi ve
kritik kontrol noktalar1 (HACCP) olarak bilinir. Ilk olarak, gida zehirlenmesine neden
olabilecek patojenik mikroorganizmalardan arindirilmis yiyeceklerin astronotlara tedarik
edilmesi ve korunmasi amaciyla multi-milyon dolarlik kesife yol agmistir [37]. Gida
giivenligi tehlikesini 6nlemek veya ortadan kaldirmak veya kabul edilebilir bir seviyeye
indirmek igin kritik kontrol noktalari (CCP) olusturulmustur [27].

Bir gida isleme tesisinde CCP, belirli bir gidanin temas edebilecegi ylizeylerin
mikrobiyal kontaminasyon igermediginden emin olmaktir. Ornek vermek gerekirse;

yiyecekler mikro organizmalar1 barindiran bir yilizeye temas ederek kontamine olabilir [38].
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Yiizeye yapisan herhangi bir yiyecegin yikama yoluyla uzaklastirilmasi gerekecektir, zira
bu tiir yiyecekler yiizey tizerinde birakildigi takdirde, ortamda bulunan mikroorganizmalar
i¢cin bir besin kaynagi olarak islev gorebilir. Yiyecek artiklarini uzaklastirmakta basarisiz
olmanin sonucu, mikroorganizmalarin yiizeyde ¢ogalabilmesi ve daha sonra kendisiyle
temas eden yiyecekleri kontamine etmeye devam etmesine neden olacaktir. Yiizeylerin
yikanmasi, genel olarak herhangi bir mikroorganizmayr oldiirmek icin uygun bir
dezenfektan uygulamasi ile gergeklestirilir. HACCP hiikiimleri, kritik kontrol noktalarinin
“kontrol altinda” kalmasini saglamak icin diizenli zamanlarda izleme prosediirlerinin
uygulanmasini gerektirir. CCP’lerde kontrol yiizeyden siirtiintii 6rnegi alinmasi ve ardindan
uygun sekilde agarli besiyerine aktarilmasini gerektiren geleneksel mikrobiyolojik
yontemlerle yeterli bir sekilde basarilabilir. Bununla birlikte, bu yaklagimin dezavantaji,
agar plakalarinin 48 saat boyunca inkiibasyonunun gerektigidir. Bekletme, yani {iriiniin
dagitim zincirinde serbest birakilmamasi - bu tiir yerlerde islenmis gidalarin depolanmasi
acisindan pahaliya mal olur ve diger birgok nedenden otiirii pratik degildir. ATP 6l¢iimii su
anda sagladigi kolaylik nedeniyle, geleneksel mikrobiyal analizlere uygun bir alternatif
sunarlar ve bir yiizeyde mikroorganizma varliginin saniyeler i¢inde tespit edilmesini saglar
[39]. Ornek vermek gerekirse, belirli bir yerde yiiksek bir ATP okumasi temizlik gerektiren
bir miidahaleyi, yani bir temizligi gerektiren bir durumu belirtir. Tiim yiyecekler - ister bitki
ister hayvan kokenli olsun - ATP igerir ve mikrobiyal ATP, genel olarak, bir gida isleme
ortaminda belirli bir yilizeyde bulunabilecek toplam ATP’nin nispeten kiiglik bir kismim

temsil eder [27, 40].
2.2.2. ATP Olgiimlerini Yorumlama

Rutin islemlerden sonra yapilan yiizey ATP olgiimleri, genel organik yiizey kirliligi
seviyelerinin degerlendirilmesini saglar. Bu dl¢limler, temizlik kalitesinin bir gostergesidir,
ancak dogrudan mikrobiyal yiizey kirlenmesinin bir gostergesi olarak yorumlanmamalidir.
ATP hijyen takibi, siit isleme [41] ve bira tiretimi [42] dahil olmak iizere ¢esitli gida isleme
ortamlarinda kullanilmaktadir. Hem ATP testlerinin hem de mikrobiyolojik plaka
sayimlarinin aynt anda yapildigi ¢alismalar, temizlikten sonraki basarisizliklar1 belirlemede
yaklagik %70’lik bir dogruluk saglamaktadir [43]. Vakalarin ¢ogunda, iki test arasindaki
farklar1 ortaya c¢ikaran numunelerin geri kalan %30’unda, ¢ok diisiik plaka sayilar ile
birlikte, temizleme islemlerinde bir basarisizlia isaret eden yiiksek ATP okumalari
alinmistir. Bu tutarsizlik, biiyiik 6l¢iide mikroorganizmalardan ardirilmis olan yetersiz

temizlik nedeniyle gida kalintilarinin varligindan dolayr ATP sinyali iiretilmesi ile
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aciklanabilir. Tam aksine bazi ¢aligmalarda bakteri sayisinin yiiksek, ancak ATP’nin diisiik
oldugu vakalarda ortaya ¢ikmistir ve yanlis negatif sonuglarin alinmasina neden olmustur

[27].
2.3. Mikroorganizmalar ve ATP
2.3.1. ATP’nin Mikrobiyal Konsantrasyon ile Korelasyonlar:

Mikrobiyal sayimlar ile ATP seviyeleri arasinda bir korelasyonun varligina dair
arastirmalarin incelenmesi boyle bir korelasyonun varligina dair giiglii kanitlar igermektedir.
Mikrobiyal sayilar koloni olusturan birim (kob) ve ATP seviyeleri goreceli 151k birimleri
(RLU) olarak ifade edilir. lvancic ve ark. [44] idrardaki mikrobiyal patojenlerin tespiti
tizerine, RLU’larin kob’lara kars1 iyi bir korelasyon gosterdigini ortaya koymuslardir. Ancak
calismalarin ¢ogunda ATP o6l¢iim degerlerine hedef organizmalardan baska somatik
hiicrelerden ve diger organik maddelerden gelen ATP’nin katkisinin olabilecegi
vurgulanmaktadir. Bu durum, ticari olarak temin edilebilen az sayidaki hizli ATP test kiti

ile ¢oziimlenmistir [27].
2.3.1.1. Hiicre ici ATP icerigi ve Bunu Etkileyen Faktorler

Bireysel mikrobiyal hiicrelerin ATP igerigi, farkli organizma taksonlarinin mikrobiyal
temsilcileri arasinda spesifik farkliliklar gostermektedir. EK olarak, bir organizmanin ATP
havuzu biiylidiigi ortam ve fizyolojik kosullarindan ya da ¢evresinden etkilenmektedir.
Diger taraftan bakteri, bakteriyel spor, maya ve kiif sporlari i¢in hiicre bagina ATP molii
degiskenlik gostermektedir. Ayrica, laboratuvarda kiiltiir edilen bakterilerin dogal
ortamlarindaki hiicre basina diisen ATP miktarinin ¢ok daha az oldugu hesaplanmistir. Bu
durumun aksine, Li ve ark. [45] laboratuvar ortaminda gelistirilen Listeria monotostogenes
i¢in hiicre bagma 3.44 x 102! mol ATP bulundugunu ve dogal ortamindan daha fazla
oldugunu ortaya ¢ikarmstir. Venkateswaran ve ark. [46] hiicre basina 0.28 x 107'% ila 2.5 x
107" mol arasinda degisen bir ATP miktarini, ortamdan izole ettikleri organizmalar igin
sasirtict derecede yiiksek belirlemislerdir. Daha yakin zamanda Hattori ve ark. [47] 54 farkli
laboratuvarda yetistirilmis mikroorganizma tiiriiniin ATP igerigini 0.4 ile 16.7 x 1078

mol/kob olarak tespit etmislerdir.

Ele alinmasi gereken ikinci husus, bir mikrobiyal hiicrenin ATP igeriginin sabit olup
olmadigidir. Fairbanks ve ark. [48], nem stresi ve besin durumunun topraktaki Pseudomonas
paucimobilis’in biiylimesi tizerindeki etkilerini incelemislerdir. Hiicreleri 'nem stresi' altinda

biiyiittiikten sonra, ortamin tekrar nemlendirilmesi ve ayrica glukoz, amonyum tuzlarinin
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ilave edilmesi ile hiicre ATP seviyelerinin 2.8-5.9 kat arttigin1 bulmuslardir. Schneider ve
Gourse [49], laboratuvarda yetistirilen E. coli’deki ATP seviyelerinin biiyiime hiziyla sabit
kaldigini tespit etmis ve onceki ¢calismalarda biiyiime oranina bagh farkliliklarin kullanilan

yontem nedeniyle hatali oldugunu iddia etmislerdir.

Mikroorganizmalar, ¢evresel streslere hayatta kalma stratejilerini harekete gecgirerek
yanit verir. Bakteriyal sporulasyon bdyle bir tepkidir ve esasen Bacillus ve Clostridium
cinsine ait tiirlerde meydana gelir. Bazi spor olusturmayan bakteriler ise, yaygin olarak
uyusukluk olarak nitelendirilebilecek bir duruma girerek sert ortamlarda hayatta
kalabilmektedirler. Ornegin, yakin tarihli bir ¢alisma MRSA’nin kuru plastik yiizeylerde
1000 giinden fazla hayatta kalma kabiliyetine sahip oldugunu bildirmistir [50]. Bu gibi
durumlarda metabolik aktivite ¢ok diisiik bir oranda korunmaktadir. Gengenbacher ve ark.
[51], besin aghigmma cevaben Mycobacterium tuberculosis’in ATP seviyelerini normalin
altina diisiirdiigiinii ve bunun bir sonucu olarak, bakteri tiiberkiiloz ilaglarinin etkilerine karsi
koyabilmistir. Li ve ark. [45], strese tabi tutulmus Listeria monocygenes hiicrelerinin sukroz
ilavesiyle aktive edildiginde, ATP seviyelerini %250 yiikselttigini, strese tabi tutulmayan

kontrollerde ise sadece %50 arttigin1 gézlemlemislerdir.

Aglik ile ilgili ancak ondan ayri olan “canli fakat kiiltiire edilemeyen” (VBNC)
durumda bakteriler dengesizligi korur, ancak yapay laboratuar ortaminda tireme yetenegini
kaybeder. VBNC durumuyla ilgili ¢aligmalarin ¢ogu Vibrio cinsi tizerinde yapilmistir [52].
Bunun bir istisnasi, Lleo ve ark. [53]’nin vankomisine direngli enterokoklar (VRE) tizerinde
yaptig1 c¢aligmadir. Enterococcus faecalis ve E. faecium'un, VBNC durumundan tekrar
ciktiklarinda vankomisine karsi direnglerini korudugunu kanitlamiglardir. Bakterilerde
VBNC durumunu normal sicaklik araligi disinda inkiibasyon ve hatta beyaz 1s18a maruz
kalma dahil olmak iizere indiikleyebilen bir dizi faktor gosterilmistir [54]. Hicrelerin
boyutlart kiigiilmekle birlikte makro molekiiler sentez ve solunum oranlarinda diisme

goriilmiis ancak, ATP seviyeleri VBNC durumunda yiiksek kalmistir.

Belirli bir ortamda bulunan mikro organizmalarin sayisini degerlendirmek igin
kullanilan herhangi bir biiylime ortami kacinilmaz olarak secici olacaktir. Toplam canl
sayisint (TCS) elde etmek icin kullanilan kati biiylime ortami, maya ve kiiflerden ziyade
bakterilerin saptanmasi i¢in formiile edilir. Hizli ATP kitleri, farkli taksonlardan gelen
mikroorganizmalarin i¢inde bulunan ATP’nin serbest birakilmasi bakimindan farklilik

gostermesi nedeniyle kiiltiirle korelasyonu diisiik olacaktir [55], ancak bu durum metot
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validasyonu ile ozellikle gida maddeleri ve viicut sivilart gibi mikrobiyal olmayan ATP

kaynaklariin tespit edilmesiyle ¢oziimlenebilecektir.
2.4. Liiminesans Tabanh ATP Testlerinde I¢sel Simrlamalar

Belirli bir gidanin kalite kontroliinii veya ortamin hijyenitesini degerlendirmek igin
kullanilan herhangi bir 6l¢iim sisteminin duyarlilik ve tekrarlanabilirlik agisindan dogal
olarak tutarli olmasi gerekir. Ek olarak, 6l¢iim sonuglari, yaygin olarak kullanilan temizlik

ve koruyucu maddelerden olumsuz olarak etkilenmemelidir.

Ortamdaki yiizeylerin temizlenmesi ve dezenfekte edilmesi, kacinilmaz olarak, bu
yiizeylerin temizlik i¢in kullanilan ajanlarin kalintilarinin ortamda kalmasma neden
olacaktir. Bu tiir ylizeylerde ATP testi i¢in kullanilan swablar tarafindan temizleyici ajanlar
toplanacak ve daha sonra tiim hizli ATP test kitlerinin bir pargasini olusturan reaktif
tiiplerine birakilacaktir. Bu ajanlarin, lusiferin-lusiferaz bazli sistemler kullanilarak yapilan
ATP olgtimleri tizerinde kafa karistirict bir etkisinin olabilecegini gosteren kanitlar vardir.
Omegin, Velazquez ve Feirtag [56], bir dizi temizlik maddesi ve dezenfektanin ATP
Olctimleri tizerindeki etkilerini test etmis ve enzimatik reaksiyon sirasinda iiretilen 11k
sinyalini azalttiklarin1 belirlemislerdir. Test edilen ajanlarin ¢ogu, diisiik konsantrasyonlarda
151k siddetini arttirmis, ancak konsantrasyonlari yiikseldikge 151k siddetini azaltmigslardir.
Lappalainen ve ark. [55], dezenfektanlarin, lusiferin-lusiferaz tahlili kullanilarak yapilan
ATP ol¢iimlerini etkileyebildigini dogrulamistir. Hizli ATP o6lgiimlerinde bulunan ve
ATP’yi mikroorganizmalardan serbest birakmak i¢in kullanilan kimyasalla baz1 temizlik
maddelerinin benzer oldugunu gozlemlemislerdir. Bu durumda alinan 6rneklerdeki

mikroorganizmalardan salinan ATP artacaktir.

Biyoliiminesan bazlit ATP 6l¢iimlerine etti eden bir baska ajan sitrik asittir. Sitrik asit
agirhikli olarak igecekler basta olmak iizere bazi gida maddelerinde bulunur ve ATP

Olgtimlerini de etkileyebilir [57].
2.4.1. ATP Biyoliiminesans Testinin Avantaj ve Dezavantajlari

ATP biyoliiminesans yontemi basit, son derece hassas, uygun maliyetli, hizl1 (giinler
alan geleneksel yontemlerle karsilastirildiginda) ve dakikalar i¢inde ger¢ek zamanli sonuglar

alinmasini saglar. ATP biyoliiminesans testi ile ayrica:

e (ig siit veya siit tiriinlerindeki mikrobiyal yiik tespit edilebilir,
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Sigir ve domuz karkaslarinin  ve kiyilmis etlerin  mikrobiyolojik  kalitesi

degerlendirilebilir,

I¢ ortamdaki mikrobiyolojik aktivite izlenebilir,

Klinik ortamlarda sihhi kosullar izlenebilir,

Icecek ve meyve sularindaki maya ve bakteriler izlenebilir,

NASA uzay aracinin temizligi (biyo-yiikii) ve diger gezegenlerde yasami (canli hiicreler)

tespit edilebilir,

Su kalitesi izlenebilir ve kullanilan klor ve dezenfektan kullanimi optimize edilebilir,
Uretimde kullanilacak alet ve ekipmanlarin temizligi dogrulanabilir.

ATP biyoliiminesans testinin dezavantajlar: nelerdir?

Testin dezavantajlari kisaca sunlardir:

ATP mikroorganizmalardan, hayvanlardan, bitkilerden ve kontaminantlardan kolayca

ayirt edilemeyebilir,

Gida kaynakli organik molekiillerden gelen 1sildama, gercek ATP biyoliiminesans

degerlerini etkileyebilir,
Deterjan, dezenfektan veya diger kimyasallarin varlig1 da okumalari etkileyebilir,
Sporlarda ATP seviyesi ¢ok diisiikk oldugundan spor tespitinde ¢ok hassas olmayabilir,

Patojen varliginin tespitinde geleneksel mikrobiyolojik analizlerin yerine gegmez [24].
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3. MATERYAL VE YONTEM
3.1. MATERYAL

3.1.1. Pastorize Siit Orneklerinin Temini ve Kaynag:

Calisma materyali olarak pastorize siit ornekleri, Manisa ili yerel marketlerinden belli
zaman araliklarinda (Aralik 2015-Agustos 2017) ornekleme plan1 yapilarak uygun
miktarlarda temin edilmis (N=50), uygun saklama kosullarinda kisa siirede laboratuvara
getirilerek en kisa siirede analize alinmistir [58-60]. Siit 6rnekleri analize alinincaya kadar
4+2 °C’ de muhafaza edilmistir. Alinan siit 6rnekleri ve bazi 6zellikleri Bolum 4, Tablo

4.1.’de verilmistir.
3.1.2. Kullanilan Besiyerleri, Cozeltiler ve Kimyasallar
Calismada kullanilan besiyerleri, ¢6zelti ve kimyasallar asagida listelenmistir.

Besiyerleri
Besiyeri 1: Plate Count Agar (PCA)
Ticari olarak besiyeri (Merck 1.05463.0500)’inden 22.5 g/L olarak hazirlanmig ve

kullanilmigtir. Besiyerinin genel igerigi asagida verilmistir.

Enzimatik Digest Kazein 5 g
Yeast Ekstrakt 2.5 g
Glukoz 1 g
Agar 16 g
Distile Su 1000 mL
pH 7.0+0.2

Biitiin besiyeri i¢erikleri tamamen ¢6ziintinceye kadar kaynatilmig ve 121 °C” de 15 dakika
sterilize edilmistir. Ortam kiiltiirel calismalarda toplam mikroorganizma, termotdlerant ve

spor sayimi amactyla kullanilmstir.

Besiyeri 2: Eosin Methylene Blue (EMB) Agar
Ticari olarak besiyeri (Merck 1.01347.0500)’inden 36 g/l olarak hazirlanmis ve

kullanilmistir. Besiyerinin genel icerigi asagida verilmistir.

Pepton 10 g
Laktoz 5 g
Sakkaroz 5 g
Dipotasyum Fosfat 2 g
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Eosin Y 0.4 g

Metilen Mauvisi 0.07 g
Agar 135 g
Distile Su 1000 mL
pH 7.1+0.2

Besiyeri bilesenleri tamamen ¢6ziiniinceye kadar kaynatilmis 121 °C’ de 15 dakika
sterilize edilmistir. Ortam ¢alismamizda toplam Enterobacteriaceae ve toplam kolifom

sayisinin belirlenmesinde kullanilmistir.

Besiyeri 3: Violet Red Bile Agar (VRBA)
Ticari olarak besiyeri (Lab M, Lab 31)’inden 38.5 g/L olarak hazirlanmis ve kullanilmistir.

Besiyerinin genel icerigi asagida verilmistir.

Yeast Ekstrakt 3 g
Pepton no: 1 7 g
NaCl 5 g
Bile Salt no: 3 1.5 g
Laktoz 10 g
Notral Red 0.03 g
Kristal Violet 0.002 g
Agar 12 g
Distile Su 1000 mL
pH 7.4+02

Biitiin besiyeri igerikleri tamamen ¢oziinlinceye kadar kaynatilarak kullanilmistir.
Besiyeri sterilizasyon i¢in otoklavlanmamaktadir. Ortam c¢alismamizda toplam

Enterobacteriaceae ve toplam kolifom sayisinin belirlenmesinde kullanilmistir.

Besiyeri 4: MacConkey Agar (MCA)
Ticari olarak besiyeri (Merck 1.5465.0500)’inden 50 g/L olarak hazirlanmis ve

kullanilmistir. Besiyerinin genel icerigi asagida verilmistir.

Jelatin Peptonu 17 g
Kazein Peptonu 1.5 g
Et Peptonu 15 g
NaCl 5 g
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Bile Salt Karigimi 15 g
Laktoz 10 g
Notral Red 0.03 g
Kristal Violet 0.001 g
Agar 135 g
Distile Su 1000 mL
pH 7.1+£0.2

Besiyeri bilesenleri tamamen ¢oziiniinceye kadar kaynatilmis 121 °C’ de 15 dakika
sterilize edilmistir. Ortam ¢alismamizda toplam Enterobacteriaceae ve toplam kolifom

sayisinin belirlenmesinde kullanilmistir.

Besiyeri 5: Salmonella-Shigella Agar (SSA)
Ticari olarak besiyeri (Merck 1.07667.0500)’inden 60 g/l olarak hazirlanmis ve

kullanilmistir. Besiyerinin genel igerigi asagida verilmistir.

Pepton 10 g
Laktoz 10 g
Ox Bile 8.5 g
Sodyum Sitrat 10 g
Sodyum Tiyosiilfat 8.5 g
Amonyum Demir (I1) Sitrat Citrate 1 g
Brilliant Green 0.0003 g
Notral Red 0.025 g
Agar 12 g
Distile Su 1000 mL
pH 7.1+£0.2

Biitiin besiyeri igerikleri tamamen c¢oziiniinceye kadar kaynatilarak kullanilmistir.
Besiyeri sterilizasyon igin otoklavlanmamaktadir. Ortam ¢alismamizda Salmonella-

Shigella sp. sayisinin belirlenmesinde kullanilmistir.

Besiyeri 6: Mannitol Salt Phenol Red Agar (MSA)
Besiyeri formiiladan hazirlanarak kullanilmistir. Besiyerinin genel icerigi asagida
verilmistir.

Kazein Peptonu 5 g
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Enzymatic Digest of Animal Tissue 5 g
Beef Ekstrakt 1 g
NaCl 75 g
D(-) Mannitol 10 g
Fenol Red 0.025 g
Agar 12 g
Distile Su 1000 mL
pH 7.1+0.2

Besiyeri bilesenleri tamamen ¢6ziiniinceye kadar kaynatilmis 121 °C’ de 15 dakika
sterilize edilmistir. Ortam c¢alismamizda toplam Staphylococcus aureus sayisinin

belirlenmesinde kullanilmistir.

Besiyeri 7: Potato Dekstroz Agar (PDA)
Ticari olarak besiyeri (Oxoid CM0139)’inden 39 g/L olarak hazirlanmig ve kullanilmistir.

Besiyerinin genel icerigi asagida verilmistir.

Patates Infiizyonu 4 g
D(+) Glukoz 20 g
Agar 15 g
Distile Su 1000 mL
pH 5.6+£0.2

Besiyeri bilesenleri tamamen ¢6ziiniinceye kadar kaynatilmis 121 °C’ de 15 dakika
sterilize edilmistir. Ortam calismamizda toplam maya-kiif sayisinin belirlenmesinde

kullanilmustir.

Besiyeri 8: Luria-Bertani Broth (LBB)
Ticari olarak besiyeri (Difco 244620)’inden 25 g/L olarak hazirlanmis ve kullanilmastir.

Besiyerinin genel icerigi asagida verilmistir.

Tripton 10 g
Yeast Ekstrakt 5 g
NaCl 10 g
Distile Su 1000 mL
pH 7.0+£0.2
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Besiyeri bilesenleri tamamen ¢o6ziiniinceye kadar kaynatilmis 121 °C’ de 15 dakika
sterilize edilmistir. Ortam ¢alismamizda DNA izolasyonlari i¢in hiicre pelletlerinin elde

edilmesinde biiyiime ortami1 olarak kullanilmstir.

Besiyeri 9: Nutrient Broth (NB)
Ticari olarak besiyeri (Merck 1.05443.0500)’inden 8 g/L olarak hazirlanmis ve

kullanilmistir. Besiyerinin genel igerigi asagida verilmistir.

Et Peptonu 5 g
Meat Ekstrakt 3 g
Distile Su 1000 mL
pH 7+£0.2

Besiyeri bilesenleri tamamen ¢o6ziiniinceye kadar kaynatilmis 121 °C’ de 15 dakika
sterilize edilmistir. Ortam ¢alismamizda secgilen bakteri izolatlarinin biyokimyasal testler

oncesi aktiflestirme besiyeri olarak kullanilmistir.

Besiyeri 10: Nutrient Agar (NA)

Ticari olarak besiyeri 9 (Merck 1.05443.0500)’a 15 g/L agar ilavesi yapilarak olusturulan
besiyeridir. 121 °C’ de 15 dakika sterilize edildikten sonra ¢aligmada bakteri izolatlarinin
biiytitiilmesi, yatik agarli besiyerinde kisa siireli saklanmasi ve saflik durumlarinin

kontrolii amaciyla biiylime ortami olarak kullanilmistir.

Kullanilan Cozeltiler ve Kimyasallar

TBE Tamponu (Tris-Borik asit-EDTA; 10x, pH 8)

Tris 121.10 g
EDTA (susuz) 5.84 g
Borik asit (Merck) 61.83 g
dDH20 1000 mL

Biitiin igerikler 1000 mL’lik beher igerisine kondu. Icerisine 500 mL dDH2O eklenerek
berraklagincaya kadar manyetik karistiricida bekletildi. Son hacim 1000 mL’ye
tamamlanarak. pH 8’e ayarlandi ve +4 °C’de saklandi. PCR iiriinlerinin agaroz jel

elektroforezinde yiirlitiilmesinde tampon olarak kullanilmstir.
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TEA Tamponu (Tris, asetik asit, EDTA, 10x pH:8)

Tris base 48.4 g
Glacial acetic acid 11.42 mL
Na,EDTA-2H,0 7.44 g
dDH20 1000 mL

Biitiin icerikler 1000 mL’lik beher igerisine kondu. Igerisine 500 mL dDH-O eklenerek
berraklasincaya kadar manyetik karistiricida bekletildi. Son hacim 1000 mL’ye
tamamlanarak. pH 8’e ayarland1 ve +4 °C’de saklandi. izole edilen DNA’larin agaroz jel

elektroforezinde yiiriitiilmesinde tampon olarak kullanilmistir.

0.5 M EDTA (pH:8)

Diaminoetan tetraasetik asit (FW 372.2 g/mol) 18.6 g
dDH20 100 mL
Orta sicakliktaki hotplate iizerinde karistirilarak, NaOH ile pH:8’ e ayarlanmalidir. DNA

izolasyonunda ekstraksiyon asamalarinda kullanilmistir.

Lizozim (20 mg/mL)

1 M Tris-HCI (pH:8) 60 uL
Lizozim 120 mg
dDH20 5.40 mL

Verilen miktarlarda her seferinde taze olarak hazirlanan lizozim soliisyonu DNA

ekstraksiyon asamasinda hiicre duvarinin kolayca parcalanmasi amaciyla kullanilmigtir.

%0.8 Agaroz Jel
Agaroz 0.8 g
TBE tamponu 100 mL

0.8 g agaroz tartilarak 100 mL TBE tamponuna alinmis, eriyinceye kadar mikrodalga
firinda bekletilmistir. 65 °C” kadar sogutulduktan sonra iizerine 10 pL DNA boyasi ilave
(Invitrogen, SYBR, Safe DNA Gel Stain) edilerek manyetik karistiricida homojen
karisimi saglanmis, uygun sekilde dokiimii yapilarak donmasi beklenmistir. izolatlarin

PCR amplifikasyon {iriinlerinin agaroz jel elektroforez uygulamalarinda kullanilmistir.
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%1 Agaroz Jel

Agaroz 1 g

TAE tamponu 100 mL

1 g agaroz tartilarak 100 mL TAE tamponuna alinmis, eriyinceye kadar mikrodalga firinda
bekletilmistir. 65 °C’ kadar sogutulduktan sonra iizerine 10 uL DNA boyasi ilave
(Invitrogen, SYBR, Safe DNA Gel Stain) edilerek manyetik karistiricida homojen
karisimi saglanmis, uygun sekilde dokiimii yapilarak donmasi beklenmistir. Izolatlarm

DNA’larinin agaroz jel elektroforez uygulamalarinda kullanilmistir.

Metilen Mavisi Cozeltisi

Metilen Mavisi 19 mg
Steril Distile Su 1000 mL

19 mg saf metilen mavisi bir miktar steril saf suda ¢ozlindiikten sonra son hacim 1 L’
ye steril saf su ile tamamlanir. Filtre edildikten sonra karanlik ortamda saklanmalidir.

(Calismada metilen mavisi indirgeme testlerinde kullanilmastir.
Kullanilan Test Kitleri

API 20E (bioMérieux, France)
DNA Izolasyon Kiti [(Wizard® Genomic DNA Purification Kit (Promega, A1120)]
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3.2. YONTEM
3.2.1. Kiiltiirel Yontemle Mikroorganizma Sayimi

3.2.1.1. Seyreltme ve On Islem

Laboratuvara getirilen pastorize siit 6rnekleri homojen olarak karistirildiktan sonra, en
uygun seyreltme konsantrasyonunu belirlemek icin 107 ile 10 arasinda seri seyreltmeleri
steril ve 0.22 um filtreden gegirilmis %0.8’lik fizyolojik tuzlu su kullanilarak hazirlanmas,
her birinden kiiltiirel ekimler ve ATP 6l¢timleri gergeklestirilmistir. Denemeler sonucu en
uygun seyreltme konsantrasyonunun 107Vlik seyreltme oldugu belirlenmis ve sonraki

analizler bu seyreltmede gergeklestirilmistir.

3.2.1.2. Mikroorganizma Sayim

3.2.1.2.1. Farkh Besiyerlerinde Kiiltiirel Sayim

Seri dillisyonu yapilan pastorize siit 6rneklerinde mikroorganizma sayimi asagida
belirtildigi gibi yapilmistir. Uygulanan yontemler genellikle modifiye edilmistir ve Halkman
[61], Masuda-Nishimura ve ark. [62] ve Tanaka ve ark. [63] kaynaklarindan yararlanilmistir.

Toplam Mikroorganizma Sayrmi: 1071ik pastérize siit seyreltmesinden 1 mL alinarak
steril petrilere aktarilmis ve tizerine uygun dékme sicakligina kadar sogutulan steril Plate
Count agar (PCA)’dan (Bolim 3.1.2. Besiyeri 1) 20 mL ilave edilerek homojen olarak
karigtirilmistir.  Besiyerinin katilasmasi tamamlandiktan sonra ekimi yapilan petriler
psikrofilik mikroorganizma sayimi i¢in 4 °C’de 14 giin, mezofilik mikroorganizma sayimi
icin 30 °C’de 2 giin ve termotolerant mikroorganizma sayimi i¢in 45 °C’de 2 giin
inkiibasyona tabi tutulmustur. Inkiibasyonlar tamamlandiktan sonra 25-250 koloni
aralifinda mikroorganizma gelisen petriler secilmis ve sayimlar gerceklestirilmistir. Her
sayim en az 3 tekrarli olarak yapilmig ve ortalama mikroorganizma degerleri koloni

olusturan birim (kob)/mL cinsinden hesaplanmustir.

Toplam Enterobacteriaceae Sayimi: 1071k pastorize siit seyreltmesinden 1 mL
almarak steril petrilere aktarilmis ve iizerine uygun dokme sicakligina kadar sogutulan steril
ticari besiyerleri Eosin Methylene Blue (EMB, Besiyeri 2), Violet Red Bile Agar (VRBA,
Besiyeri 3) ve MacConkey Agar (MCA, Besiyeri 4)’dan ayr1 ayr1 20 mL ilave edilerek
homojen olarak karistirilmistir. Besiyerleri katilagtiktan sonra 37 °C’de 18-24 saat
inkiibasyona tabi tutulmustur. inkiibasyon sonrasi laktoz fermentasyonu pozitif koyu kirmiz

ve etrafinda kirmizims1 presipitat zonu olusturan (pH diismesine bagli olarak)
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Enterobacteriaceae iiyeleri li¢ tekrarli olarak sayilarak ortalama sayilart kob/mL olarak

belirlenmistir.

Toplam Koliform Sayimi. Enterobacteriaceae familyasi i¢inde ¢ok sayida koliform
bakteri bulunur. Bununla beraber gida mikrobiyolojisi a¢isindan koliform grup bakteriler
denildiginde Escherichia coli, Enterobacter aerogenes, Enterobacter cloacae ve

Citrobacter freundii gibi bakteriler anlasilmaktadir.

Toplam koliform sayimi i¢in izlenen yontem toplam Enterobacteriaceae sayiminda
izlenen yontemle aymidir ancak farkli olarak ekimi yapilan petriler 37 °C’de 48 saat
inkiibasyona tabi tutulmustur. Inkiibasyon sonras1 EMB agarda; menekse renkli ve yansiyan
1s1kla yesilimsi metalik parlak goriilen koloniler E. coli, pembe — menekse renkli, mukoid,
gri kahverengi merkezli koloniler Enterobacter ve diger koliformlar olarak sayilmistir.
VRBA ve MCA’da 1-2 mm ¢apinda kirmizimsi bir presipitat zonu ile gevrili kirmizi
koloniler laktoz pozitif Enterobacteriaceae familyasi iiyeleri olan koliform grup bakteriler
olarak sayilmistir. Her ii¢ besiyerinde sayimlar yapilarak toplam koliform sayist kob/mL

olarak belirlenmistir.

Salmonella-Shigella Sayimi: 10™%°1ik pastdrize siit drneginden 1 mL alinarak steril
petrilere aktarilmig ve tizerine uygun dokme sicakligina kadar sogutulan steril Salmonella-
Shigella agar (SSA, Besiyeri 5)’dan 20 mL ilave edilerek homojen olarak karistirilmigtir.
Besiyerinin katilagmasi tamamlandiktan sonra ekimi yapilan petriler 37 °C’de 24 saat
inkiibasyona tabi tutulmustur. Inkiibasyonlar tamamlandiktan sonra renksiz-yari saydam
(laktoz negatif), koloni etrafinda besiyeri renk degisimi sarims1 kahve ve siyah merkezli
koloniler (H2S olusumu) Salmonella sp., renksiz koloni etrafi besiyeri renk degisimi kirmizi
olan koloniler ise Shigella sp. iiyeleri olarak degerlendirilmis ve kob/mL olarak sayilari

hesaplanmuistir.

Toplam Staphylococcus aureus Sayimi: 107Vlik pastorize siit 6rneginden 1 mL
alinarak steril petrilere aktarilmis ve lizerine uygun dokme sicakligina kadar sogutulan steril
Mannitol Salt Phenol Red Agar (MSA, Besiyeri 6)’dan 20 mL ilave edilerek homojen olarak
karistirtlmistir. Besiyerinin katilagmasi tamamlandiktan sonra ekimi yapilan petriler 35-
37°C’de 72 saate kadar inkiibasyona tabi tutulmustur. inkiibasyon sonunda kirmizi
besiyerinde iyi gelisen ve parlak altin sarisi, etrafi sar1 zon ile gevrili koloniler S. aureus

olarak degerlendirilmis ve kob/mL olarak sayisi hesaplanmuistir.
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Termodurik Bakteri Sayimi: Termofil sinirlarinda gelisebilen ve 6zellikle
pastorizasyon sicakliginda canliligini  koruyabilen bakterilerin  sayimi, toplam
mikroorganizma sayimi i¢in izlenen yontem ile aynidir ancak farkli olarak ekimi yapilan
petriler 55 °C’de 48 saat inkiibasyona tabi tutulmustur. Inkiibasyon sonunda PCA
besiyerinde gelisebilen mikroorganizmalar termodurik olarak degerlendirilmis ve kob/mL

olarak sayis1 hesaplanmistir.

Toplam Sporlu Bakteri Sayimi. Sporlu bakteri sayimi i¢in pastorize siit 6rnekleri 85
°C’ de 5 dakika (dk.) 6n islemden gegirilmis, 10"2’lik seyreltmelerinden 1 mL alinarak PCA
besiyerine dokme plaka ekim yontemi ile ekilmiglerdir. Ekimi yapilan petriler spor sayimi
icin 30 °C’de 48 saat inkiibasyona tabi tutulmustur. Inkiibasyon sonunda PCA besiyerinde
gelisebilen bakteriler sporlu bakteri olarak degerlendirilmis ve kob/mL olarak sayisi

hesaplanmustir.

Toplam Maya-Kiif Sayimi: 107V1lik pastdrize siit drneginden 1 mL alinarak steril
petrilere aktarilmig ve iizerine uygun dokme sicakligina kadar sogutulan steril Potato
Dekstroz Agar (PDA, Besiyeri 7)’dan 20 mL ilave edilerek homojen olarak karistirilmustir.
Besiyerinin katilagmas1 tamamlandiktan sonra ekimi yapilan petriler 28 °C’de 72 saate kadar
inkiibasyona tabi tutulmustur. Inkiibasyon sonunda besiyerinde gelisen tipik kiif ve maya
kolonileri sayilarak sonuglar kob/mL olarak hesaplanmigtir. 3. giin sonunda gelisme
goriilmeyen petriler ayni inkiibasyon sicakliginda 48 saat daha inkiibasyona tabi tutularak

sonuglar degerlendirilmistir.
3.2.1.2.2. Hazir PetriFilm Besiyerlerinde Kiiltiirel Sayim

3M™ Petrifilm hazir kiiltiir ortamlarinda toplam aerobik mikroorganizma, Eschericha
coli/koliform ve Maya/Kiif sayim1 34 adet pastorize siit orneginde gerceklestirilebilmistir.
Bu hazir ortamlar iiretici firma tarafindan hediye olarak tarafimiza verilmistir. 10™°lik
diliisyonlardan 1 mL aktarilarak iiretici firmanin Onerileri dahilinde besiyerine ekimler

yapilarak sonuglar alinmistir.

Toplam Aerobik Mikroorganizma Sayimi: 3M™ Petrifilm Aerobik Sayim (AC)
Plakasi, modifiye Standart Metot besin maddeleri, soguk suda ¢oziiniir jellestirici ajan ve
koloni sayimin1 kolaylagtiran bir tetrazoliyum indikatorii iceren, 6rnek kullanima hazir bir
kiltir ortamidir. Caligmada aerobik bakterilerin sayimi i¢in petrifilmler iiretici firmanin
onerileri dahilinde hazirlanmis 30 + 1 °C’de 72 + 3 saat inkiibasyon sonunda kirmizi

koloniler hesaplanarak kob/mL cinsinden verilmistir.
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Eschericha coli/Koliform Sayimi: 3M™ Petrifilm E. coli/Koliform Sayim film
plakalari, Violet Red Bile (VRB) besiyeri, soguk suda ¢oziinebilen bir jellestirici ajan,
glukuronidaz aktivitesini gosteren ve koloni sayimini kolaylastiran bir indikator icerir. Cogu
E. coli (yaklasik %97), koloni ile iliskili bir mavi ¢okelti tireten beta-glukuronidaz tiretir.
Ust film, laktoz fermentasyonu yapan koliformlar1 ve E. coli (yaklasik %95) tarafindan
tiretilen gazi yakalar. 3M Petrifilm sayim plakasinda yaklasik 1 mm koloni ¢ap1 dahilinde
hapsedilmis gazla iliskili mavi veya kirmizi-mavi koloniler E. coli ’yi isaret eder. ABD Gida
ve Ilag Idaresi Bakteriyolojik Analitik Kilavuzu (FDA-BAM) koliformlari, metabolik
fermentasyon sirasinda laktozdan asit ve gaz iireten Gr (-) ¢ubuklar olarak tanimlar. 3M
Petrifilm plakalarinda biiyiiyen koliform koloniler, pH gostergesi olarak jel renginin koyu
kirmiz1 olmasini saglayan asit tiretirler. Kirmiz1 koliform kolonilerin etrafinda sikisan gaz,
koliformlar1 dogrulalar. 3M™ Petrifilm E. coli/Koliform sayimu tiretici firmanin direktifleri

dahilinde hazirlanmis ve sonuglar 35 + 2 °C’de 48 saat inkiibasyon sonunda alinmuistir.

Maya/Kiif Sayimi: 3M™ Petrifilm Maya ve Kiif Sayimi Plakasi, antibiyotiklerle
takviye edilmis besin maddeleri, soguk suda ¢oziiniir jellestirici ajan ile maya ve kiif

sayimini kolaylastiran bir indikator i¢ceren, kullanima hazir bir kiiltiir ortamidir.

3M Petrifilm maya ve kiif sayim plakasinda maya ve kiif kolonilerini ayirmak oldukca
kolaydir. Mayalar, pembe-mavi veya mavi-yesil renkli, tek tip renkte kiigiik koloniler olarak
tanimlanir. Kiifler ise; farkli renklerde, biiyiik, diffiiz koloni kenarli ve koloni merkezi daha
koyu renkli olarak tanimlanir. Bu kiiltiir besiyerinde maya ve kiif sayimu iiretici firmanin

direktifleri dahilinde yapilarak, sonuglar 25 °C’de 5 giin inkiibasyon sonunda alinmustir.
3.2.2. Metilen Mauvisi ile Mikrobiyolojik Analiz

Metilen mavisi indirgeme testi genellikle ¢ig siitlerin hizli mikrobiyolojik kalitesinin
belirlenmesinde uygulanmaktadir. Calismamizda analize alinan pastdrize siitlerin kalitesiyle
ilgili on bilgi edinmek ve diger testlerle karsilastirmak amaciyla uygulanmistir. Analiz su
sekilde gerceklestirilmistir; siit 6rnegi iyice kanistirildiktan sonra igerisinden 10 mL 6rnek
steril tiipe alinarak iizerine filtre ile siiziilmiis 1 mL metilen mavisi ¢6zeltisi aktarilmistir.
Plastik polipropilen hava almayan kapakla kapatilarak 2-3 kere ters diiz edilmistir. Bu
sekilde hazirlanan tiipler karanlik ortamda 37 °C de 6 saat boyunca inkiibasyona tabi
tutulmustur. Belli zaman araliklarinda (30 dk) tiiplerde rediiksiyon olup olmadig1 kontrol
edilerek kayitlar1 tutulmustur. Mavi rengin beyaza dondiigii stireler tespit edilerek sonuglar

degerlendirilmistir.

26



3.2.3. Pastorize Siit Orneklerinde ATP Ol¢iimii

3.2.3.1. Pastorize Siit Orneklerinin Analize Hazirlanmasi ve On Islem

Pastorize siit Ornekleri laboratuvara ulastiginda vakit kaybetmeden ATP-
biyoliiminesans yontemine gore analiz edilmistir. Bunun i¢in ATP oOlglimii Oncesi siit
orneklerinin ardisik seyreltmeleri izotonik uygun ortamda (%0.8’lik fizyolojik tuzlu su, ultra
saf su ile hazirlanmus, steril ve hiicreden arindirilmis) yapilarak, sicakliklari su banyosunda
21-23 °C’ye ayarlanmustir. Fosfat-tuz tamponu (PBS) ve Bovin Serum Albumin (BSA) gibi
diliisyon sivilar1 bu yontemle yanlis sonuglarin alinmasina neden olduklari i¢in (Lusiferazi
inhibe edebilmektedirler) onerilmemektedir. pH kontrolleri yapilarak reaksiyon pH
degerlerine uygunlugu test edilmis ve 6n denemeler ile ATP Olglimleri gergeklestirilmistir.
Pastorize siit Orneklerinin 6n denemelerle elde edilen sonuglarinin durumuma gore
mikrobiyal yiikleri indeksi (ATP miktari) dl¢iimiiniin genellikle 107 seyretmelerde daha
uygun oldugu sonucuna ulasilmis ve sonraki analizler bu seyreltme degerinde

gergeklestirilmistir.

Bolimiimiizde mevcut bakterilerden Escherichia coli (ATCC 29998) ve
Staphylococcus aureus (ATCC 25923), Luria-Bertani broth (LB, Besiyeri 8) iginde
kiiltirlenerek, 600 nm dalga boyunda yaklasik 0.8’lik optik yogunluga kadar biiyiitiilmiistiir.
Bu saf kiiltiirlerin 10 seyreltileri, steril fizyolojik tuzlu su iginde hazirlanmis ve her bir
diliisyon ATP 6l¢limii i¢in numune olarak kullanilmigtir. Ayrica uygun her iki bakterinin
uygun diliisyonlart 1:1 oraninda karistirilarak karigik kiiltiirlerde de ATP Olgiimii
gerceklestirilmistir. Hiicre yogunlugundan dolayr cihaz tarafindan tespit edilen ATP
miktarin1 belirlemek icin her diliisyondan 10 pL kullamilmistir. Elde edilen sonuglar
pastorize siitlerde gerceklestirilen ATP Ol¢limlerinin degerlendirilmesinde standart olarak
kullanilmis ayrica saf bakteri Kkiiltlirleri ile ATP Ol¢limiinde kullanilacak olan

liminometrenin 151k 6l¢iim degerleri, dl¢tim kapasitesi ve hassasiyeti kontrol edilmistir.
3.2.3.2. ATP Ol¢iim Prosediirii

Pastorize siit Orneklerinde mikrobiyal ATP disinda diisilk miktarlarda da olsa
ekstraseliiler ATP (Serbest ATP; somatik ATP) bulunabilmektedir. Literatiire gore bu miktar
ATP’nin sonuglar1 ¢ok degistirmeyecegi ve ihmal edilebilecegi onerilmekle beraber, daha
dogru sonuglarin okunabilmesi agisindan toplam mikrobiyal ATP’den ayrilmasi
gerekmektedir. Pastorize siitlerdeki ATP, canli ve aktif hiicrelere bagl olarak Mikrobiyal
ATP ve serbest ATP’den olusmaktadir (Toplam ATP=Mikrobiyal ATP + Serbest ATP).
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ATP varliginin belirlenmesinde farkli prosediirler bulunmakla beraber bu ¢alisma igin
100 pL pastorize siit 6rnegi prob icinde bulunan O6rnekleme firgast ile alinarak proba
yerlestirilmis 2 sn sonra liiminometrede (3M Clean-Trace Luminometer LM1, USA) (Sekil
3.1.) 10 sn boyunca &l¢iim yapilmistir. Olgiim igin optimum sicaklik ve pH sirasiyla 21-23
°C ve 7.5-7.8’ dir.

Mikrobiyal ATP konsantrasyonu iki adimli ATP 6l¢iim islemiyle gergeklestirilmistir.
Oncelikle serbest ATP, hiicre lizisi yapilmadan yani ekstraksiyon ayirac1 eklenmeden, 1:10
oraninda seyreltilen siit 6rneginde serbest ATP O6l¢iimii igin gelistirilen prob (3M Clean-
Trace Free ATP, AQF100) (Sekil 3.1.) ile 15 sn araliklarla 2 dk. boyunca 6l¢tilmiistiir (8
6l¢iim). Sonrasinda toplam ATP, ayni siit 6rnegi i¢in total ATP igin gelistirilen prob (3M
Clean-Trace Total ATP, AQT200) (Sekil 3.1.) yardimiyla 15 sn araliklarla 2 dakika boyunca
Olglilmiistiir (8 Olgtim). Elde edilen Ol¢iim degerlerinin ortalamas: alinarak toplam
mikrobiyal ATP; toplam ATP’den serbest ATP miktarinin ¢ikarilmasiyla hesaplanmistir
(Mikrobiyal ATP = Toplam ATP - Serbest ATP) [64, 65]. Her bir pastorize siit 6rneginin
ATP miktarlar1 Relatif Isik Miktar1 (RLU/mL) cinsinden hesaplanarak ortalama degerler
mikrobiyal yiik indeksi olarak verilmistir.
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Sekil 3.1. ATP Olgiimii i¢in Kullanilan Liiminometre (1) ve Problar1 (2 ve 3 Toplam
ATP, 4 ve 5 Serbest ATP Probu).
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3.2.4. Segilen Mikroorganizmalarin Tanimlanmasi

Pastorize siitlerin kiiltiirel analizleri ile elde edilen mikroorganizma izolatlarindan
birbirinden farklilik gdsteren 48 adet mikroorganizma segilerek stoklar1 olusturulmustur.
Gliserol stok Kkiiltiirleri Boliimiimiiz mikroorganizma koleksiyonunda -80 °C’de
saklanmaktadir. Caligma kapsaminda 48 adet mikroorganizma izolati1 temsil ettigini
diisiindiiglimiiz 11 adet mikroorganizmanin tanilanmasinda asagida belirtilen testler

uygulanmustir.
3.2.4.1. Morfolojik ve Kiiltiirel Testler

Secilen mikroorganizmalar kendi izolasyon ortamlar1 bagka olmak iizere gerektiginde
uygun besiyerlerine tekrardan ekimi yapilarak gelismeye birakilmis ve inkiibasyon sonrasi
kolonilerin; koloni morfolojisi, formu, yiikseltisi, kenar tipi, biiyiikligi, yiizey goriiniimi,
yogunlugu, rengi, kokusu ve 1sik gecirgenligi gibi kriterleri belirlenmistir. Koloni
morfolojileri ¢iplak gozle ve gerektiginde mikrometrik okiilerli, 10X biiyiitmeli 11k

mikroskobu kullanilarak, pigmentasyon ise gorsel acidan degerlendirilmistir.

Ortalama 3 giin gelisen s1v1 kiiltlirlerden hazirlanan preparatlar gram reaksiyonunun
belirlenmesi amaciyla gram boyama islemine tabi tutulmustur. 1 6ze dolusu s1v1 kiiltiirlerden
alian érnekler lam iizerine 1 cm? biiyiikliigiinde yayilarak acik hava ortaminda kurutulup
tespit edildikten sonra kristal violet boyasiyla 1.5 dk. boyanip fazla boya akitilarak %10'Tuk
tuzlu suyla yikanmistir, {izeri lugol ile kaplanarak 1 dk. bekledikten sonra tekrar hafifce
yikama yapilmis, %95'lik etanolle 10 saniye muamele edilmistir. Kalan etanol hafifce
yikanarak uzaklastirilmis ve sonrasinda karsit boya safraninle boyama yapilip 1 dakika
reaksiyona girmesini takiben nazikg¢e tekrar yikanmis havada kurutularak immersiyon
objektifi ile 151k mikroskobunda incelenmistir. Mor siyah renkli boyanan hiicreler Gr (+),

karsit boya rengi (pembe) boyanan hiicreler Gr (-) olarak degerlendirilmistir.
3.2.4.2. Biyokimyasal Testler (API Testleri)’in Yapilmasi

Gliniimiizde API biyokimyasal test kitleri bakteri ve maya tiirlerinin tanimlanmasinda
referans olarak kabul gormektedir. Se¢ilen izolatlarimiz i¢in daha 6nceki projelerden temin
edilen APl 20E biyokimyasal testleri (20 test) uygulanmistir. Test striplerine aktarilan
mikrobiyal kiiltiirler taze olarak hazirlanmis ve tiretici firmanin direktifleri dogrultusunda
uygulanmustir. Inkiibasyon sicaklign ve siireside firmanin uygulama yonergesi 1siginda
gerceklestirilmistir. Biyokimyasal testlerde paralel olarak pozitif ve negatif kontroller

sonuglarm almmasini kolaylastirmistir. Inkiibasyon siiresi sonunda izolatlarin hangi bakteri
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cins/tiir oldugu API tarafindan onerilen niimerik tanimlama hesaplama yontemi kullanilarak
(7 rakamdan olusan ID kod) APIWEB
(https://apiweb.biomerieux.com/servlet/Authenticate?action=prepareLogin) tabanli yazilim

sayesinde tanimlanmuistir.

3.2.4.3. Molekiiler Tanimlama
3.2.4.3.1. DNA Izolasyonu icin Hiicre Pelletinin Elde Edilmesi

Kat1 ortamda aktif olan bakteri izolatlarindan bir 6ze dolusu alinarak icerisinde 20 mL
LB s1v1 besiyerinin bulundugu 50 mL’lik erlenlere transfer edilmis, calkalamali inkiibatorde
30-32 °C’de 2 giin 160 devirde gelistirilmistir. Bu suretle bakterilerden DNA izolasyonu i¢in
uygun biomass saglanabilmistir. Her bir broth kiiltiirden aseptik olarak 1.5 mL alinarak steril
2 mL’lik eppendorflara transfer edilmis ve 15000 rpm’de 5 dk. +4 °C’de santrifiij islemiyle
hiicre pelleti ¢oktiirtilmiistiir. Hiicre pelletinin iistiinde kalan siv1 faz atilarak hiicre pelleti

steril dDH20 su ile 3 kez yikanmis ve DNA izolasyonuna gecilmistir.
3.2.4.3.2. Genomik DNA izolasyonu

Elde edilen hiicre pelletlerinden Genomik DNA izolasyonu, Promega firmasinin
belirttigi kosullara uygun bir sekilde “Wizard® Genomic DNA Purification Kit (Promega,
A1120)” izolasyon kiti kullanilarak gerceklestirilmistir. Prosediir kisaca asagidaki gibidir:

1. Hiicre pelleti 480 pL 50 mM EDTA’ da ¢o6ziilmiistiir,

2. Uzerine 120 pL litik enzim lizozim ilave edilmis ve 37 °C* de 60 dakika inkiibe
edilmistir,

3. Siire sonunda 15.000 rpm’ de 2 dk. santrifiij yapilarak siipernatant uzaklastirilmistir,

4. Hiicre lizisi i¢in lizerine 600 pL Nukleus Lisis Soliisyonu ilave edilerek nazikge
karistirilmistir, 5 dk. 80 °C’de su banyosunda inkiibe edilerek siire sonunda oda
sicakligina kadar sogutulmustur,

5. Uzerine 3 pL RNaz Soliisyonu ilave edilerek karistiriimis ve 37 °C’de 60 dk. bekletilmis
sonrasinda oda sicakligina kadar sogumasi saglanmistir,

6. Sonrasinda tlizerine 200 pL Protein Coktiirme Soliisyonu ilave edilmis, 5 dk. soguk
buzda bekletilmistir, siire sonunda 14.000 rpm’ de 5 dk. santrifiij edilerek siipernatant;
icerisinde 600 pL isopropanol (2-propanol, oda sicakligindaki) bulunan eppendof
tiiplerine alinmistir,

7. Karisim 15.000 rpm’de 2 dk. santrifiijlenerek siipernatant uzaklastirilmstr,
8. Uzerine oda sicakliginda bulunan %70’lik etanolden 600 pL ilave edilmistir,
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9. Etanol 15 dk. siireyle oda sicakliginda aspire edilmistir,

10. Elde edilen pellet {izerine DNA rehidrasyon soliisyonundan 70 pL eklenerek 1 saat 65
°C’ de inkiibe edilerek DNA eldesi tamamlanmistir.
Elde edilen DNA’lar PCR reaksiyonlar1 gerceklestirilinceye kadar -20 °C” de muhafaza

edilmistir.
3.2.4.3.2.1. DNA Miktar Tayini ve Saflik Derecesinin Belirlenmesi

DNA orneklerinin miktar tayini ve saflik derecesi, nanodrop (Thermo 2000c) 260 ve
280 nm’lerdeki absorbanslar1 dikkate alinarak belirlenmistir. 260 nm’de 6lgiilen absorbsiyon
degerleri (A260) DNA ¢o6zeltisindeki DNA miktarin1 ve 280 nm’de 6lgiilen absorbsiyon
degerleri (A280) ise protein miktarinit gostermektedir. A260/A280 oran1 1.90 ve iizerinde
olan DNA o6rnekleri saf olarak kabul edilmistir [66].

Elde edilen DNA 6rnekleri, izolasyon isleminin bir sonucu olarak geleneksel bir metot
olan agaroz jel elektroforezi ile kontrol edilmistir. DNA saflik kontrolleri %1 (w/v)’lik 10
nL DNA boyasi (Invitrogen, SYBR, Safe DNA Gel Stain) eklenerek hazirlanmis agaroz jel
elektroforezi ile ilk kuyucuga DNA marker (1 kb DNA Ladder, Geneaid DL006) digerlerine
DNA o6rnegi aktarilarak [(1.2 pL DNA loading boyasi (biotechrabbit 6x DNA loadind dye),
+ (6 uL DNA o6rnegi)] 100 V 45 dk. siireyle TAE tamponu kullanilarak yapilmistir.
Sonrasinda DNA 6rnekleri UV transilliiminator’de (gLite gel scanner, 900 BW) incelenerek

tek saf olarak bank olusturan DNA 6rnekleri PCR reaksiyonuna alinmistir.
3.2.4.3.3. 16S rRNA Geninin PCR Amplifikasyonu

Her bir bakteriden saflastirilan genomik DNA’dan, 16S rRNA genini kodlayan DNA
bolgesinin amplifikasyonu i¢in, evrensel iki primer 27F (forward primer: 16S rRNA’nin
baglangi¢ bolgesine baglanan evrensel primer, 5'-AGAGTTTGATCMTGGCTCAG-3') ve
1525R (reverse primer: 16S rRNA’nin son bolgesine baglanan evrensel primer 5'-
AAGGAGGTGWTCCARCC-3") kullanilmigtir [67]. PCR ig¢in optimize edilen reaksiyon
karigimlart Tablo 3.1. ve optimize PCR kosullar1 Tablo 3.2.’de goriilmektedir. Bu kosullarla
PCR f{iriinii i¢in ¢aligmalar Applied Biosystems Veriti Thermal Cycler ile gerceklestirilmis
ve nihayetinde elde edilen PCR iiriinleri i¢in elektroforez %0.8 agaroz jelde, ilk kuyucuga
DNA marker (100 bp DNA Ladder, Geneaid DL007) digerlerine PCR iiriinii aktarilarak (1.2
pL DNA loading boyasi, 6x + 6 pL. PCR 6rnegi) TBE tamponu ile 100 V 30 dk. siireyle
yapilmistir. Sonrasinda PCR {iriinleri UV transilliiminatdr’de (gLite gel scanner) incelenerek

tek saf olarak bank olusturanlar sekans analizleri i¢in ayrilarak -20 °C’de saklanmistir.
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Tablo 3.1. PCR Reaksiyonu Bilesenleri ve Konsantrasyonlari.

Stok Reaksiyondaki Son
Bilesen Son Hacim (pL)
Konsantrasyonu Konsantrasyonu
DMSO 100 % 5% 2.5
Triton-X100 100 % 0.6 % 0.3
PCR Bufer 10X 1X 5
Mg soliisyonu” 20 mM 15 3
dNTP 10 mM (her birinden) 0.2 mM (her birinden) 1
Forward primer 20 uM 0.5 uM 1.25
Reverse primer 20 uM 0.5 uM 1.25
Polimeraz” 5.0 U/uL 1.6 U/uL 0.32
Template DNA 50/70 ng/uL 50 1
PCR grade su - -- 34.38
Toplam reaksiyon
hacmi - N >0
*“ThermoScientific, Tag DNA polymerase, EP0402.
Tablo 3.2. PCR ile Uriin Eldesi i¢in Belirlenen Kosullar.
Adim Sicakhik Siire Cevrim
Baslangi¢ 95°C 5dk 1
Denatiirasyonu
Denatiirasyon 95°C 60 s
Baglanma 49.5°C 40s 36
Uzama 72°C 90s
Son Uzama 72°C 8 dk 1

Elde edilen PCR iiriinleri sekans analizi i¢in GATC Biotech (Almanya) firmasina

gonderilmis ve firmadan 16S rRNA kromatogramlari alinmistir.

3.2.4.3.4. 16S rRNA Gen Dizi Verilerinin Analizi, Gen Bankasindaki Siralarla

Karsilastirilmasi ve Filogenetik Dendogramlarinin Olusturulmasi

16S rRNA ve sekans analizleri yurtdisinda hizmet alimlar1 kapsaminda yaptirilmistir.
Elde edilen ham sekans verileri degenaratif bazlarin karsilifi i¢in BioEdit Sequence
Alignment Editor programi (V, 7.2.5.) ile diizenlenerek yine ayni program kullanilarak ileri
ve geri okuma sekanslar1 birlestirilmistir. Elde edilen sekanslarin diizenlenmesi ise MEGA

X (V, 10.0.4) programi ile gergeklestirilmistir. Sonrasinda islenmis ve diizenlenmis sekans
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verileri muhtemel tiirlerin belirlenmesi amaciyla gen bankasindaki verilerle karsilagtirmak
icin blastlanmistir. 16S rRNA gen analizi filogenetik dendogramlari ig¢in, gen
databanklarindan elde edilen yakin bakteri tip 6rnegi 16S rRNA gen dizileri (referans
sekanslar) 1ile test bakterilerinin gen dizileri karsilagtirilarak secilen bakterilerin tiir veya
cins seviyesinde tanilamalar1 yapilmistir. Filogenetik dendogramlari Neighbour-joining,
Maximum Composite Likelihood algoritmalar1 kullanilarak olusturulmustur. Filogenetik

analizler igin MEGA X (V, 10.0.4) paket programindan yararlanilmistir [68, 69].
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4. BULGULAR

4.1. Pastorize Siit Ornekleri ve Baz1 Ozellikleri

Manisa ili merkez yerel marketlerinden yaklasik 2 yil boyunca farkli zaman

araliklarinda toplanan pastorize siit Orneklerinin (n=50) mikrobiyolojik kalitesi
incelenmistir. Her 6rnek yaklasik 1 L’lik pastorize, yagli (minimum %0.15-3.5), plastik,
tetrapak veya cam siselerde homojenize inek siitiinden olugsmaktadir. Orneklemeden sonra,
her siit 6rnegi yalittmli sogutucu kutuya (yaklastk 6 °C) koyularak ve ilk Ornegin
alinmasindan sonra en fazla 90 dakika i¢inde laboratuvara taginmistir. Pastorize siitlerin
alindig1 marketlerdeki dolaplarin sicakligi ortalama olarak 8.5 + 0.9 °C araliginda olup
pastorize siitlerin saklanmasi i¢in 6nerilen 6 °C’nin istiinde oldugu tespit edilmistir. Ayrica
temin edilen pastorize siitlerin {iretici firma bilgileri etik sorunlar dogurabilecegi igin
calismada verilmemistir. Orneklemelerin pastdrize siitiin son kullanma tarihinden &nce
olmasina dikkat edilmistir. Pastorize siit orneklerinin alindig1 market, tarih ve bazi 6zellikleri

Tablo 4.1.’de verilmistir.

Tablo 4.1. Siit Orneklerinin Alindig1 Yerler ve Baz1 Ozellikleri.

Siit Niteligi Ozel Son

=~ .. | Miktar1 | (Yag | Ambalaj - . Alindifr Alinma

Ol"\ll‘legl (mL) Oram) Tipi Kaynag1 | KatkilvKatkisiz Islem Market Tarihi Kulla_nr_na

0 (%) (Standart) Tarihi

PS01 1000 3 Tetrapak inek Katkisiz Tgd” Kipa 14.12.2015 | 26.12.2015
PS02 1000 3 Tetrapak Inek Katkisiz Tgd Kipa 14.12.2015 | 21.12.2015
PS03 | 1000 3 P';i‘zgk inek Katkisiz Tgd Pehlivanoglu | 14.12.2015 | 18.12.2015
PS04 1000 3 Tetrapak Inek Katkisiz Tgd Pehlivanoglu | 21.12.2015 | 03.01.2016
PS05 1000 3 Tetrapak Inek Katkisiz Tgd Kipa 21.12.2015 | 28.12.2015
PS06 1000 3 Plseil:telk Inek Katkisiz Tgd Pehlivanoglu | 21.12.2015 | 27.12.2015
PS07 1000 3 Tetrapak Inek Katkisiz Tgd Pehlivanoglu | 18.01.2016 | 28.01.2016
PS08 500 3 Tetrapak Inek Katkisiz/light Tgd Migros 25.01.2016 | 30.01.2016
PS09 1000 3 Plseil:telk Inek Katkisiz Tgd Pehlivanoglu | 25.01.2016 | 29.01.2016
PS10 1000 3 Cam sise Inek Katkisiz Tgd Ege ¢iftigi 25.01.2016 | 30.01.2016
PS11 1000 3 PIS?ZQK Inek Katkisiz Tgd Bim 27.01.2016 | 04.02.2016
PS12 1000 3 PL?Ztelk Inek Katkisiz Tgd Pehlivanoglu | 04.01.2016 | 08.01.2016
PS13 500 3 P';i‘:te'k inek Katkisiz Tgd Migros 18.01.2016 | 24.01.2016
PS14 1000 3 Cam sige Inek Katkisiz Tgd Kipa 24.07.2017 | 02.08.2017
PS15 1000 3 Cam sige Inek Katkisiz Tgd Migros 24.07.2017 | 29.07.2017
PS16 1000 35 Tetrapak Inek Katkisiz Tgd Kipa 24.07.2017 | 31.07.2017
PS17 1000 31 Pl;ilzgk Inek Katkisiz Tgd Bim 24.07.2017 | 29.07.2017
PS18 500 3 Tetrapak Inek Katkisiz Tgd Migros 24.07.2017 | 02.08.2017
PS19 1000 3.5 Tetrapak Inek Katkisiz Tgd Kipa 27.07.2017 | 10.08.2017
PS20 1000 31 Pls?zgk Inek Katkisiz Tgd Bim 27.07.2017 | 03.08.2017
PS21 1000 3 Cam sise Inek Katkisiz Tgd Kipa 27.07.2017 | 31.07.2017
PS22 1000 3 Tetrpak Inek Katkisiz Tgd Kipa 24.07.2017 | 31.07.2017
PS23 1000 3.1 Cam sige Inek Katkisiz Tgd Kipa 27.07.2017 | 07.08.2017
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PS24 1000 3 Cam sige Inek Katkisiz Tgd Kipa 31.07.2017 | 03.08.2017
PS25 1000 3.5 Tetrapak Inek Katkisiz Tgd Kipa 31.07.2017 | 13.08.2017
PS26 1000 3.1 Cam sige Inek Katkisiz Tgd Kipa 31.07.2017 | 11.08.2017
PS27 | 1000 31 P';i“;‘gk inek Katkisiz Tgd | Bim 31.07.2017 | 07.08.2017
PS28 1000 3 Tetrapak Inek Katkisiz Tgd Kipa 31.07.2017 | 08.08.2017
PS29 1000 3 Cam sige Inek Katkisiz Tgd Kipa 03.08.2017 | 07.08.2017
PS30 1000 35 Tetrapak Inek Katkisiz Tgd Kipa 03.08.2017 | 05.08.2017
PS31 1000 3 Cam sise inek Katkisiz Tod Pehlivanoglu | 02.08.2017 | 07.08.2017
PS32 1000 3 Tetrapak Inek Katkisiz Tgd Kipa 03.08.2017 | 10.08.2017
PS33 1000 31 Pl;‘;'gk Inek Katkisiz Tgd Bim 03.08.2017 | 10.08.2017
PS34 1000 3.1 Cam sige Inek Katkisiz Tgd Kipa 03.08.2017 | 14.08.2017
PS35 1000 3.1 Cam sige Inek Katkisiz Tgd Kipa 07.08.2017 | 16.08.2017
PS36 1000 15 Tetrapak inek Laktozsuz Tgd Migros 07.08.2017 | 15.08.2017
PS37 1000 3.5 Tetrapak Inek Katkisiz Tgd Migros 07.08.2017 | 13.08.2017
PS38 500 3 Tetrapak Inek Katkisiz Tgd Migros 07.08.2017 | 13.07.2017
PS39 1000 3 Cam sise inek Katkisiz Tod Migros 07.08.2017 | 12.08.2017
PS40 500 3 Cam sise inek Katkisiz Tod Migros 07.08.2017 | 13.08.2017
PS41 1000 31 Plsai:gk Inek Katkisiz Tgd Sok 07.08.2017 | 14.08.2017
PS42 1000 31 Pl;ilzgk Inek Katkisiz Tgd Bim 07.08.2017 | 10.08.2017
PS43 | 1000 3.1 P';i“;‘te'k inek Katkisiz Tgd Bim 10.08.2017 | 17.08.2017
PS44 1000 31 P;lzgk Inek Katkisiz Tgd Sok 10.08.2017 | 17.08.2017
PS45 1000 3 Cam sige Inek Katkisiz Tgd Pehlivanoglu | 10.08.2017 | 16.08.2017
PS46 500 0.15 Tetrapak Inek Katkisiz/light Tgd Kipa 10.08.2017 | 19.08.2017
PS47 1000 3 Cam sise Inek Katkisiz Tgd Migros 10.08.2017 | 14.08.2017
PS48 500 31 Tetrapak Inek Katkisiz Tgd Kipa 10.08.2017 | 14.08.2017
PS49 1000 3 Tetrapak Inek Katkisiz Tgd A101 10.08.2017 | 20.08.2017
PS50 1000 3.1 Cam sige Inek Katkisiz Tgd Sok 10.08.2017 | 21.08.2017

* Tgd: Tiirk Gida Kodeksi — Cig Siit ve Isil Islem Gormiis igme Siitii Tebligi (Resmi Gazete: 14.02.2000-
23964, Teblig No: 2000/6, Giincelleme tarihi: 27.02.2019) [70). PS: Pastérize siit.

4.2. Kiiltiirel Yontemle Mikroorganizma Sayimi

4.2.1. Farkh Besiyerlerinde Kiiltiirel Sayim Sonuglari

Siit ornekleri laboratuvara ulastiginda siseleri 10 kez ters yiiz edilerek hafifce elle
karigtirllmistir.  Analizlerin baslamasindan o6nce, iki 100 mL’lik siit alt 6rnegi kendi
kaplarindan aseptik olarak c¢ikarilarak kapakli 100 mL kapasiteli steril cam siselere
aktarilmistir. Bu 6rnekler karanlikta (aliiminyum folyo ile sarilmis) 4 veya 8 °C'de Boliim
3.2.°de agiklandig1 gibi daha sonra incelenmek tizere saklanmistir. Mikrobiyolojik sayimlar
toplam aerobik mikroorganizma (TAM; psikrofilik, mezofilik ve termotdlerantlar dahil),
Enterobacteriaceae (TE), Toplam koliform (TK), toplam termodurik (TT), Toplam
Staphylacoccus aureus (TSA), aerobik bakteriyel spor sayimlari (TSAB) ve toplam maya
kiif (TMY) numune alindiktan sonra kisa siirede yapilan ekimler sonucu elde edilmistir

(Tablo 4.2.).
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Tablo 4.2. Farkl1 Besiyerlerinde Kiiltiirel Sayim Sonuglari (x10* kob/mL).
ON” TAM TE TK | TSAB | TSS TT TSA | TMY

a b c d a a f

PS01 -
PS02 -
PS03 -
PS04 -
PS05 -
PS06 -
PS07 -
PS08 -
PS09 -
PS10 -
PS11 -
PS12 -
PS13 -
PS14 -
PS15 -
PS16 E
PS17 -
PS18 -
PS19 -
PS20 -
PS21 -
PS22 -
PS23 -
PS24 -
PS25 -
PS26 :
pPS27 -
PS28 -
PS29 -
PS30 -
PS31 6
PS32 | 33
PS33| 5
PS34
PS35 -

PS36 -

PS37 | 150
PS38 | 2

PS39 - - - 4 - - -
PS40 - - - - - - -
PS41 - - - - - - -
PS42 - - - - - - - - - - - -
PS43 - 2 - - - - - - - - - 50
PS44 - - -
PS45 - 13 2

PS46 - - 3 - - - - 1 - - -
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PSa7| - | 80 3B | - - - 40 - - - [ 180
Psas | - - 110 | - | 180 | - 2 - - - -
PS49 | - | 65 - - - - - - - - - 20

PS50 - 3 6 90 - 140 - - - - - -

* Kisaltmalar: ON; Ornek no, TAM; Toplam aerobik mikroorganizma (P; Psikrotrofik, M; Mezofilik, T; Termotélerant), TE; Toplam
Enterobacteriaceae, TK; Toplam koliform, TSAB; Toplam sporlu aerobik Bakteri, TSS; Toplam Salmonella-Shigella; TT; Toplam
termodurik, TSA; Toplam Staphylacoccus aureus, TMY; Toplam maya/kiif. ** Besiyerleri: a; PCA, b; EMB, ¢; VRBA, d; MacConkey, ¢;
SSA, f; MSA, g; PDA.
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Diger taraftan TAM 10° kob/mL’lik pastorize siit bozulma sinirmin altinda
bulunmustur [70, 71]. Enterobacteriaceae populasyonlari, test edilen numunelerin
%34’iinde (n=17) belirlenmis olup 10* kob/mL nin altinda kalmistir, biitiin siit érnekleri
koliform varligi agisindan negatif sonu¢ vermistir. Mikrobiyolojik a¢idan bakildiginda,
veriler Tirk Gida Kodeksi Yonetmeligi'ne gore pastorize siit Orneklerinin kalite
standartlarina uygun oldugunu géstermektedir (Tablo 4.3.).

Tablo 4.3. Kiiltiirel Sayimlarla Elde Edilen Mikroorganizma, Pozitif ve Negatif Ornek

Sayilar1 Sonuglari.

Ornek Sayis1 (N= | Mikroorganizma Sayis1 | Tirk Gida Kodeksi Y&netmeligi
50) (kob/mL) (teblig no: 2009/6-68)

P?;(');'f N?(?/g)“f En Diisiik | En Yiiksek | Kabul Siipheli
TAM | 39(78) | 11(22) 1.0 x 10* 8.9 x 10? 50 0
TE 17 (34) | 33(66) 1.0 x 10! 2.9x10° 50 0
TK 0(0) 0(0) 0 0 50 0
TSAB | 33(66) | 17 (34) 1.0x 10! 7.6 x 10? 50 0
TSS 2(4) 48 (96) 2.0 x 10! 3.0x 10! 48 0
TT 2 (4 48 (96) 1.4 x 102 2.0 x 10? 50 0
TSA 2(4) 48 (96) | 4.0x 10! 7.0 x 10* 50 0
TMY | 15(30) | 35(70) | 1.0x 10 | 1.8x10° 50 0

* Doigrulama testleri yapilmamistir.

Kiiltiirel yontemle yapilan ekimler sonucu 50 farkli pastorize siit 6rneginin 5 tanesinde
psikrofilik mikroorganizma sayis1 en diisiik 2.0 x 10! en fazla 1.5 x 10° kob/mL olarak
belirlenmigtir. Analize alinan pastorize siit orneklerinin biiyiik boliimiinde (36 adet)
mezofilik, 14 adet siit 6rneginde termotdlerant mikroorganizma tespit edilmis olup mezofilik
mikroorganizma sayis1 1.0 x 10%ile 8.0 x 10> kob/mL arasinda; termotdlerant organizma
sayist ise 1.0 x 10t ile 5.0 x 102 kob/mL arasinda degismektedir (Tablo 4.2.).

Farkli selektif besiyerlerine ekim ile elde edilen Ornek goriintii Sekil 4.1.°de

verilmistir.
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Sekil 4.1. Farkl1 Kiiltiirel Besiyerlerinde Ekim Sonuglarina ait Ornek Goriintii.

4.2.2. Hazir PetriFilm Besiyerlerinde Kiiltiirel Sayim Sonuclari

Pastorize siit Orneklerinin 3M petrifilm hazir besiyerlerindeki mikrobiyolojik
analizlerinin sonuglari Tablo 4.4.°de, 6rnek analiz goriintileri ise Sekil 4.2.°de
gosterilmektedir. Ornekler laboratuvara geldigi giinkii yapilan mikrobiyolojik analizler ile
TAM sayist, 1.0 x 10% ila 1.1 x 10% kob/mL arasinda degisen ortalama degerler gostermistir.
Aseptik olarak ¢ekilmis bu siitlerin alt 6rnekleri, 3 giin boyunca (6rneklemeden 72 saat
sonra) dolapta (4 veya 8 °C) laboratuvarda saklandiginda, ozellikle Ornekler 8’de
tutuldugunda, TAM’da 2 kat net artislar kaydedilmistir (ortalama 1.6 x 10* kob/mL).

Bununla birlikte, siit numuneleri 4 °C'de saklandiginda raf Omriiniin sonundaki
ortalama TAM degerleri 1.1 x 10 kob/mL nin altinda kalmistir. Ek olarak, hi¢bir numunenin
raf dmrii sonunda gozle goriiliir bir koku veya gozle goriiliir bozulma belirtisi olmamustir.
Bununla birlikte, bu ¢alismada test numunelerinde ayrintili kimyasal testler veya organize

duyusal degerlendirme testleri yapilmamustir.

Pastorize siit 6rneklerinde Enterobacteriaceae 34 6rnegin 2’sinde (%6) en yliksek 1.2
x 102 kob/mL olarak sayim limitinin altinda bulunmustur. TAM sayis1 34 &rnegin 26’sinda
(%77) pozitif olarak gdriilmiis, en yiiksek 1.1 x 10® kob/mL olarak hesaplanmistir, kalan 8

ornekte petrifilm besiyerlerinde tireme gortilmemistir (Tablo 4.5.).
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Tablo 4.4. Kiiltiirel Sayim Sonuglar1 (3M PetriFilm) (x10! kob/mL).

Ornek No: E. coli TOp'a”? Tgplam Aer.Oblk* Maya | Kiif
Enterobacteriaceae Mikroorganizma
PS01 - - - - -
PS02 - - - - -
PS03 - - 10 - -
PS04 1 - - - -
PS05 - - 27 - -
PS06 - - 31 - -
PS07 - - 1 - -
PS08 - - 19 - -
PS09 - - 14 - -
PS10 - - 7 - -
PS11 - - 1 - -
PS12 - 12 12 - -
PS13 - - 16 - -
PS14 - - 9 - -
PS15 - 3 106 - -
PS16 - - 2 - -
PS17 - - 2 - -
PS18 - - 2 - -
PS19 - - 2 - -
PS20 - - - - -
PS21 - - 19 - -
PS22 - - 47 - -
PS23 - - 51 - -
PS24 - - 6 - -
PS25 - - 4 - -
PS26 - - - - -
PS27 - - - - -
PS28 - - 6 - -
PS29 - - 59 - -
PS30 - - - - -
PS31 - - - - -
PS32 - - 36 - -
PS33 - - 48 - -
PS34 - - 51 - -

" PS: Pastorize siit.

Bununla birlikte, analize alinan 6rneklerden 1’inde (%2) tipik E. coli kolonisi tespit

edilmis ve bu ornek standartlara gore siipheli olarak degerlendirilmistir. Orneklerin hig

birinde TMY tespit edilmemistir ve kalan 33 Ornek standartlara gére uygun bulunmustur

(Tablo 4.5.). Pastorize siit 6rneklerinin mikrobiyolojik analizlerini karsilagtirmak iizere ¢ig

stitten 3M petrifilm tabakalarina ekim yapilmis, pozitif sonu¢ veren maya/kiif kolonileri

Sekil 4.2.°de gosterilmistir.
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Tablo 4.5. 3M Petrifilm Kiiltiirel Sayimlarla Elde Edilen Mikroorganizma, Pozitif ve

Negatif Ornek Sayilar1 Sonuglar.

Tiirk Gida Kodeksi Yonetmeligi

Ornek Sayis1 (N= Mikroorganizma
34) Sayis1 (kob/mL) (teblig no: 2009/6-68)
Pozitif | Negatif En En
(%) (%) Diisik | Yiiksek
TAM | 26 (77) | 8(23) | 1.0x 10" | 1.1x 10°
EC 1(3) | 33(97) | 1.0x10' | 1.0x 10¢
TE 2(6) | 32(94) | 3.0x 10" | 1.2x 102
TMY | 0(0) 0(0) 0 0

Sekil 4.2. 3M Petrifilm Kiiltiirel Besiyerlerine Ekim Sonuglarina ait Ornek Goriintii.
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4.3. Metilen Mavisi ile Mikrobiyolojik Analiz Sonug¢lar1

Bolim 3.2.2.°de agiklanan yoOntemle metilen mavisi indirgeme testleri
gerceklestirilmistir (Sekil 4.3.). Analize alinan pastorize siitlerin hi¢ birinde kabul edilen
inkiibasyon zamaninda renkte agilma ger¢eklesmemistir. Tiipteki siitiin en {ist yiizeyindeki
5 mm’lik kismin beyaza donmemesi, goz ardi edilebilir. 2 6rnekte 10 saat ve tizerindeki
stirelerde renkte sadece kismi agilma gerceklesmistir. Sonug olarak pastorize siitteki bakteri
sayis1 degil (metabolik aktivitesine bagli oldugundan) mevcut bakterilerin patojen olup

olmamasi1 onemlidir.
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Sekil 4.3. Metilen Mavisi Indirgeme Testlerine ait Ornek Goriintii.

||£

4.4. Pastorize Siit Orneklerinde ATP Ol¢iim Sonugclar:

Mikrobiyal canliligin 6l¢imii i¢in geleneksel yontemler kiiltiirasyonu gerektirir ve
zahmetlidir. Ekim yapmadan gida iirtinlerinin kalite kontrollerinin yapilabilmesi i¢in hizli
yontemlere ihtiyag vardir. ATP biyoliiminesans yontemi, son derece etkili bir yontem olarak
kabul edilir; ¢iinkii ATP, tiim canli mikroorganizmalarin enerji kaynagidir ve mikrobiyal
canliligin hizli bir gostergesi olarak kullanilabilir. Mikrobiyal canliligit ATP biyoliiminesans
yontemiyle tespit etmek ve pastorize siitlerin analiziyle ortaya c¢ikan sonuglari
degerlendirebilmek i¢in S. aureus, E coli ile bunlarin 1:1 oraninda uygun karigimlart
hazirlanarak ATP o6l¢iimleri yapilmistir. Bakteriyel sayimlar, geleneksel plaka sayma
yontemiyle dogrulanmistir. Tiim bu sonuglar ile pastorize siitlerin analiziyle elde edilen

degerler ve calismada kullanilan cihaz ile yontem g6z onilinde bulundurularak ATP 6l¢iimii
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icin standart degerler ortaya ¢ikarilmistir. Bu degerlere gore ayni laboratuvar kosullar: ve
analiz parametreleri olusturuldugunda pastdrize siitlerin kabul, siipheli ve red degerleri RLU

olarak sirasiyla 0-4000, 4001-8000 ve 8001< olarak tespit edilmistir (Tablo 4.6.).

Tablo 4.6. ATP Olgiim Sonuglarinin Degerlendirilebilmesi i¢in Uyarlanan Standart

Degerler.
RLU Uyarlanan Standart Degerleri (RLU)
Ornek (kob/mL) | S. aureus | E.coli S. aureus + Kabul Siipheli
' ' E. coli (1:1)
Diliisyon 1 (10°)
Diliisyon 2 (10°)
Diliisyon 3 (10%) | 7.360 7.780 7.984 _ _
Diliisyon 4 (109 | 1.216 1.416 1.630 0-4000 | 4001-8000
Diliisyon 5 (10%) | 190 264 314
Diliisyon 6 (10) | 30 78 112

ATP biyoliiminesans teknigi ile analize alinan 50 farkli pastorize siit 6rneginin 6l¢iim
degerleri 46-9858 RLU arasinda degismektedir (Tablo 4.7.). Elde edilen standart
degerlerimizle ATP biyoliiminesans 6l¢iim degerlerini karsilastirdigimizda analize alinan 50
pastorize siit orneginden 4’iiniin kalitesinin kotii (red, %8), 5’nin siipheli (%10) ve diger geri
kalanlarin kaliteli (kabul, %82) oldugu sonucuna varilmistir. Ancak pastorize siitlerin farkl
selektif besiyerleri ve petrifilm kiiltiirleri ile elde edilen koloni sayimlar1 ile ATP
biyoliiminesans 6l¢iim degerleri arasinda korelasyonun zayif oldugu bir gergektir. Bunun
nedenleri arasinda ise bazi pastorize siitlerde tespit edilen serbest ATP 6l¢iim degerlerinin
yiiksek olusu ve sonugclar1 etkilemesi, canli fakat kiiltiire edilemeyen mikroorganizmalarin
slitte varlig1 sayilabilir. ATP kaynagi olarak S. aureus ve E coli’nin farkli hiicre
yogunluklarina kars1 yapilan biyoliiminesans deneyi ile koloni sayis1 arasinda dogrusal
olarak bir orant1 gézlenmistir. Dolayisiyla saf kiiltiirlerle ve bunlarin karisik kiiltiirleri ile
olusturulan standart degerlerle bire bir korelasyon gézlemlenmis olup ayrica daha giivenilir

sonuclarin alinabilmesi i¢in ATP standartlarinin da ¢alismaya dahil edilmesi gerekmektedir.
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Tablo 4.7. Mikrobiyal ATP (RLU) Olgiim Degerleri.

Serbest

Toplam

P. Mikrobiyal
Siit Serbest ATP (RLU) (2 d k.“Boziunca G- arahligy ol Toplam ATP (RLU) (2 dk. Boyunca 15 sn. araliklarla 6l¢iim) ATP ATP
No: olciim) Ortalamasi Ortalamasi (RLU)

' (RLV) (RLU)

1

2

3

4. 5. 6. 7. 8.

1

2

;
PS02 | 1034 1034 | 1038 | 1032 | 1030 | 1032 | 1030 1033 4920 | 4926
|

3.

4922 | 4900

4

5

7.

8

8 4916 3883

|
| PS06 | | 2187 | 2314 | 2415 | 2476 | 2487 [ 2531 |
PS08 | 324 | 473 | 566 | 633 | 683 | 735 | 761 | 790 663 6050 | 6185 | 6193 | 6192 | 6200 | 6194 | 6209 | 6181 6193 5530
PS09 | 2831 | 3256 | 3501 | 3698 | 3874 | 4020 | 4116 | 4225 3813 10294 | 10492 | 10370 | 10289 | 10183 | 10077 | 9945 | 9858 10173 6360
PS10 | 2393 | 3143 | 3652 | 4062 | 4405 | 4668 | 4867 | 5049 4264 9462 | 9661 | 9637 | 9642 | 9669 | 9628 | 9584 | 9574 9628 5364
PS11 | 7496 | 7739 | 7706 | 7681 | 7615 | 7576 | 7527 | 7440 7612 4884 | 6149 | 6993 | 7606 | 8083 | 8478 | 8734 | 8914 7851 239
PS12 | 1207 | 1295 | 1358 | 1411 | 1438 | 1462 | 1480 | 1485 1418 4763 | 5322 | 5391 | 5452 | 5557 | 5744 | 5987 | 6310 5680 4262
PS13 | 527 | 774 | 894 | 969 | 1016 | 1047 | 1064 | 1076 977 2079 | 2063 | 2027 | 1991 | 1955 | 1931 | 1896 | 1868 1962 985
PS14 | 4727 | 4632 | 4552 | 4451 | 4398 | 4327 | 4263 | 4203 4404 4799 | 5076 | 5141 | 5121 | 5089 | 5410 | 5423 | 5405 5238 834
PS15 | 1991 | 2583 | 2979 | 3295 | 3533 | 3658 | 3734 | 3753 3362 6089 | 6126 | 6781 | 6775 | 6755 | 7456 | 7490 | 7449 6976 3614
PS16 | 14 16 18 20 25 27 29 31 24 3251 | 3284 | 3258 | 3231 | 3180 | 3102 | 3070 | 3036 3166 3142
PS17 | 92 118 | 150 | 163 | 174 | 197 | 205 | 211 174 3359 | 3354 | 3201 | 3134 | 3066 | 3016 | 2965 | 2892 3090 2916
PS18 | 1478 | 2365 | 2986 | 3346 | 3567 | 3687 | 3752 | 3769 3353 3695 | 3652 | 3544 | 3469 | 3380 | 3318 | 3246 | 3184 3399 46
PS19 | 805 | 996 | 1158 | 1250 | 1316 | 1369 | 1395 | 1406 1270 3597 | 3666 | 3605 | 3595 | 3564 | 3515 | 3472 | 3426 3549 2279
PS20 | 775 | 976 | 1228 | 1318 | 1381 | 1413 | 1432 | 1430 1311 3992 | 4044 | 4059 | 4006 | 3945 | 3878 | 3816 | 3764 3930 2619
PS21 | 818 | 1055 | 1265 | 1354 | 1414 | 1437 | 1445 | 1438 1344 3266 | 3301 | 3645 | 3621 | 3565 | 3507 | 3465 | 3407 3502 2158
PS22 | 443 | 589 | 719 | 710 | 700 | 680 | 684 | 682 681 1902 | 1926 | 2060 | 2037 | 2000 | 1969 | 1930 | 1894 1974 1293
PS23 | 1165 | 1430 | 1770 | 1904 | 2011 | 2079 | 2111 | 2121 1918 3217 | 3218 | 3311 | 3274 | 3219 | 3155 | 3098 | 3041 3188 1270
PS24 | 1977 | 2566 | 3089 | 3236 | 3301 | 3337 | 3329 | 3303 3166 4964 | 5097 | 5766 | 5852 | 5904 | 5924 | 5933 | 5927 5772 2606
PS25 | 1401 | 2149 | 2764 | 2974 | 3067 | 3099 | 3108 | 3086 2892 3250 | 3342 | 3547 | 3555 | 3536 | 3522 | 3511 | 3486 3500 608
PS26 | 3714 | 3768 | 4420 | 4413 | 4359 | 4298 | 4246 | 4198 4243 2806 | 3667 | 4367 | 4556 | 4630 | 4636 | 4605 | 4543 4429 186
PS27 | 3861 | 3909 | 4507 | 4511 | 4470 | 4442 | 4397 | 4360 4371 4199 | 5201 | 6143 | 6583 | 6472 | 6462 | 6407 | 6553 6260 1889
PS28 | 1701 | 1719 | 2002 | 1989 | 1962 | 1925 | 1900 | 1873 1910 1526 | 2146 | 2561 | 2635 | 2651 | 2641 | 2606 | 2560 2543 633
PS29 | 2135 | 2745 | 4009 | 4241 | 4359 | 4386 | 4364 | 4360 4066 4954 | 5156 | 5824 | 5920 | 5907 | 5901 | 5884 | 5871 5780 1714
PS30 | 754 | 1063 | 1437 | 1524 | 1547 | 1560 | 1553 | 1535 1460 2465 | 2512 | 2829 | 2842 | 2831 | 2818 | 2802 | 2786 2774 1314
PS31 | 1071 | 1405 | 1905 | 2024 | 2070 | 2078 | 2078 | 2068 1947 3598 | 3937 | 4659 | 4898 | 5160 | 5482 | 5864 | 6245 5178 3231
PS32 | 946 | 1361 | 2016 | 2143 | 2194 | 2222 | 2220 | 2208 2052 2662 | 2743 | 3079 | 3066 | 3045 | 3019 | 2988 | 2965 2986 934
PS33 | 1939 | 2553 | 2785 | 3645 | 3698 | 3707 | 3675 | 3632 3385 4574 | 4662 | 5068 | 5111 | 5118 | 5129 | 5112 | 5097 5042 1657
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PS34 | 2855 | 3951 | 5011 | 5258 | 5354 | 5372 | 5348 | 5292 5084 6604 | 6880 | 7347 | 7347 | 7322 | 7293 | 7255 | 7223 7238 2154
PS35 | 8945 | 9068 | 9016 | 8950 | 8888 | 8810 | 8715 | 8633 8869 9487 | 10106 | 11366 | 11446 | 11276 | 10903 | 10491 | 10097 10812 1943
PS36 | 625 | 826 | 892 | 912 | 909 | 897 | 879 | 857 882 1281 | 1309 | 1328 | 1331 | 1336 | 1343 | 1342 | 1349 1334 452
PS37 | 2072 | 2768 | 3166 | 3399 | 3513 | 3564 | 3552 | 3512 3353 4098 | 4309 | 4699 | 4761 | 4788 | 4809 | 4823 | 4827 4717 1364
PS38 | 2267 | 3154 | 3787 | 4011 | 4123 | 4157 | 4247 | 4107 3941 4129 | 4246 | 4738 | 4789 | 4783 | 4781 | 4749 | 4724 4687 746
PS39 | 5338 | 6572 | 7204 | 7408 | 7641 | 7727 | 7733 | 7697 7426 8142 | 8342 | 8678 | 8749 | 8765 | 8785 | 8791 | 8806 8702 1276
PS40 | 4553 | 4695 | 4787 | 4969 | 4996 | 5047 | 5075 | 5104 4953 4576 | 5416 | 5616 | 5673 | 5655 | 5605 | 5523 | 5431 5560 607
PS41 | 3141 | 3957 | 4531 | 4647 | 4684 | 4680 | 4617 | 4506 4517 6451 | 6643 | 6678 | 6686 | 6680 | 6673 | 6653 | 6631 6663 2146
PS42 | 3868 | 4743 | 5087 | 5252 | 5261 | 5191 | 5084 | 4956 5082 6314 | 6597 | 6770 | 7187 | 7381 | 7521 | 7649 | 7751 7265 2183
PS43 | 2619 | 3536 | 4075 | 4645 | 4906 | 5077 | 5188 | 5245 4667 4889 | 5391 | 5716 | 5783 | 5874 | 5937 | 5971 | 6007 5811 1144
PS44 | 3827 | 5362 | 6124 | 6567 | 6826 | 7532 | 7593 | 7592 6799 8078 | 8756 | 8732 | 8654 | 8695 | 8753 | 8699 | 8635 8703 1904
PS45 | 5218 | 5684 | 5793 | 5911 | 5983 | 6034 | 6073 | 6102 5940 5584 | 7360 | 8399 | 9105 | 9598 | 9879 | 10088 | 10175 9229 3289
PS46 | 2151 | 2546 | 2648 | 2706 | 2755 | 2795 | 2832 | 2850 2733 1990 | 3034 | 3613 | 3894 | 4059 | 4158 | 4006 | 4186 3850 1117
PS47 | 4408 | 5991 | 6556 | 6753 | 6828 | 6815 | 6745 | 6635 6618 8144 | 8598 | 8880 | 9096 | 9309 | 9497 | 9657 | 9783 9260 2642
PS48 | 2682 | 3924 | 4557 | 5179 | 5401 | 5519 | 5546 | 5542 5095 5859 | 6013 | 6087 | 6134 | 6203 | 6249 | 6267 | 6294 6178 1083
PS49 | 1492 | 2344 | 2746 | 3092 | 3214 | 3252 | 3257 | 3230 3019 3570 | 3687 | 3662 | 3637 | 3627 | 3602 | 3573 | 3554 3620 601
PS50 | 3911 | 4843 | 5335 | 5646 | 5839 | 5914 | 5957 | 5969 5643 6906 | 7153 | 7354 | 7465 | 7567 | 7647 | 7688 | 7724 7514 1871

" Serbest ve toplam ATP dlgiimleri 107! seyreltmelerde dlgiilmiistiir. PS: Pastérize siit. RLU: Relative Light Unit (Relatif Isik Birimi).

karsilagtirmaya yonelik bir 6n ¢aligmadir. Patojenlerin spesifik tanimlanmasinda istenilen hassasiyet ve 6zgiilliigli elde etmek icin birtakim
tekniklerin kombinasyonu gerekir. Enzime bagli immiinosorbent (ELISA), gida kaynakli patojenleri hizli bir sekilde tespit etmek i¢in yaygin olarak
kullanilir, ancak hem canli hem de 6lii hiicreler, bir antijenik tepki ortaya ¢ikarabilir. Bu nedenle, kombine ATP biyoliiminesans immiinoassay,

duyarhilik ve 6zgiilliigii korurken, canli hiicrelerin tespitini de saglayabilecektir. Gelecekte, farkli gidalarda patojenlerin belirlenmesinde bu tiir ileri

calismalar yapilmalidir.

stitlerin kalite kontrollerinin arastirilmasinda oldukca yararli bilgiler vermektedir. ATP testi, siit dahil olmak {izere gida {iriinlerindeki bakterilerin

spesifik olmayan tespiti ve miktar tayininde miikemmel bir yardimci yaklasim olabilir. Ayrica, canli ve Oli hiicreler arasindaki farklar,

biyoliiminesans analiziyle belirlenebilir.
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Genel olarak, ¢alismamiz pastorize siit kaynakli patojenlerin tespiti ve tanimlanmasi ve ayrica ATP biyoliiminesans ydntemiyle

Sonug olarak koloni sayma teknigi ile karsilastirildiginda, ATP biyoliiminesans yontemi analiz siiresini 6nemli 6l¢lide azaltmakta ve pastorize




4.5. Secilen Mikroorganizmalarin Tanimlanmasi

4.5.1. Morfolojik ve Kiiltiirel Test Sonuclar:

Calisma sonucunda elde edilen izolatlarin koloni ¢api yaklasik olarak 3-15 mm
arasinda olup, koloniler genellikle agik krem/krem renkten pembe ve mor renklere kadar
degiskenlik gostermektedir. Koloniler ¢ogunlukla mukoit, nemli veya yapiskanimsi 6zellik
tasimaktadir. Koloni formu genellikle daireselden diizensize kadar degismekle beraber

koloni kenarlar1 genellikle diiz veya dalgalidir (Tablo 4.8.).

Tablo 4.8. Kiiltiirel Sayimlarda Belirlenen Bakterin Baz1 Kiiltiirel Ozellikleri.

Koloni Morfolojisi

Yiikselti R, . . Isik
izolat No Besiyeri Forkr’rl1‘u (Yandan K;‘_n&_lr Bityiikligi G"Ytlzeiy . g,oi::ll uk Pi Rertlk Gecirgenligi
(Sekli) Gériiniis) ipi (mm) oriiniimii ~ (Tekstiire) (Pigmentasyon) (Opaksiti)
PS03-01 PCA Trregular Flat Dalgali 8 Damarli Nemli Agik Krem Opak
PS03-02 MSA Dairesel Pulvinat Diiz 4 Parlak Mukoit Sari-Pembe Agik Seffaf
PS03-03 PCA Filement6z Diiz Lobat 8 Piirtiiklii Kuru Agik-Krem Opak
PS03-04 PDA Dairesel Diiz Diiz 4 Piiriizsiiz Kuru Agik-Krem Translukent
PS03-05 PDA Dairesel Konveks Testere 6 Piiriizsiiz Kuru Agik-Krem Translukent
PS03-06 PCA Diizensiz Diiz Lobat 13 Piirtiikli Kuru Agik-Krem Opak
PS03-07 EMB  Filementoz ~Umbunat  Filiform 3 Piirtiiklii g"e‘#;‘é'rtl Mor-Siyah Translukent
PS04-01 PCA Sirkular Yiikselmis Diiz 6 Pliriizsiiz Nemli Acik-Krem Opak
PS06-01 PCA Punctiform  Umbonat Lobat 7 Piirtiiklii Kuru Agik-Krem Opak
PS10-01 PCA Sirkular Diiz Diiz 4 Parlak Nemli Agik-Krem Opak
PS11-01 PCA 2?{&:}2‘; Konveks Dalgali 8 Damarli Kuru Agik-Krem Opak
PS12-01 PCA Diizensiz Diiz Loblu 13 Burusuk Yapiskanimsi Acik-Krem Opak
PS19-01 PCA Diizensiz Diiz Diiz 6 Parlak Nemli Agik-Krem Opak
PS23-01 PCA Diizensiz Konveks Dalgali 8 Parlak Nemli Agik-Krem Opak
PS23-02 EMB Dairesel Diiz Diiz 9 Parlak Kuru Mor-Siyah Translukent
PS23-03 MAC Diizensiz Diiz Dalgali 5 Parlak Nemli Acik-Pembe Opak
PS23-04 PDA Diizensiz Konveks Dalgali 6 Parlak Nemli Agik-Krem Opak
PS31-01 PCA Dairesel Pulvinat ~ Filementoz 3 Damarli Kuru Krem-Kahve Opak
PS32-01 PCA Dairesel Diiz Diiz 4 Piirtiiklii Nemli Krem Opak
PS32-01 PCA Diizensiz Konveks Dalgali 3 Parlak Nemli Krem Opak
PS32-02 EMB Dairesel Yiikselmis Dalgali 9 Parlak Nemli Mor Opak
PS33-01 MAC Dairesel Diiz Diiz 5 Parlak Nemli Pembe Opak
PS33-01 PCA Dairesel Diiz Diiz 2 Parlak Nemli Krem Opak
PS34-01 PCA Dairesel Yiikselmis Diiz 7 Parlak Nemli Sar1 Opak
PS37-01 PDA Dairesel Diiz Diiz 3 Parlak Nemli Krem Opak
PS37-01 PCA Diizensiz Diiz Diiz 3 Parlak Nemli Krem Opak
PS38-02 PCA Diizenli Diiz Diiz 2 Parlak Nemli Krem Opak
PS39-01 PCA Diizensiz Konveks Dalgali 4 Parlak Nemli Krem Opak
PS39-02 EMB Diizensiz  Yiikselmis Dalgali 6 Parlak Kuru Pembe-Krem Opak
PS43-01 PCA Dairesel Yiikselmis Diiz 6 Parlak Nemli Krem Opak
PS43-02 PDA Dairesel Konveks Diiz 4 Parlak Nemli Krem Opak
PS45-01 PCA Dairesel Diiz Dalgali 10 Parlak Yapigkanimsi Krem Opak
PS45-02 PDA Dairesel Diiz Diiz 4 Parlak Nemli Krem Opak
PS45-03 EMB Diizensiz  Yiikselmis Dalgali 5 Parlak Nemli Mor Opak
PS46-01 PCA Dairesel Diiz Diiz 6 Parlak Nemli Krem Opak
PS46-02 PCA Dairesel Yiiksek Diiz 3 Parlak Nemli Krem Opak
PS47-01 PCA Diizensiz Diiz Diiz 8 Parlak Nemli Krem Opak
PS47-02 PCA Diizensiz Diiz Dalgali 15 Mat Kuru Krem Opak
PS47-03 PCA Diizensiz Diiz Diiz 4 Parlak Nemli Krem Opak
PS47-04 EMB Dairesel Diiz Dalgali 5 Pirizli Kuru Pembe Opak
PS47-05 PDA Diizenli Diiz Diiz 3 Parlak Nemli Krem Opak
PS48-01 PCA Diizensiz Yiiksek Dalgali 8 Parlak Nemli Krem Opak
PS48-02 MAC Diizensiz Yiiksek Diiz 4 Parlak Nemli Pembe Opak
PS48-03 EMB Diizensiz Diiz Diiz 5 Parlak Nemli Mor Opak
PS49-01 PCA Diizensiz Yiiksek Dalgali 6 Parlak Nemli Krem Opak
PS49-02 PDA Diizenli Konveks Diiz 4 Parlak Nemli Krem Opak
PS50-01 MAC Diizensiz Yiiksek Dalgali 5 Parlak Nemli Krem-Pembe Opak
PS50-02 EMB Diizensiz Yiiksek Diiz 2 Parlak Nemli Mor Opak

N
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Kiiltiirel calismalarla izole edilen ve birbirinden farklilik gdsteren, farkli siit
orneklerinden secilen 48 farkli mikroorganizma detaylica incelenerek bunlari temsil eden 11

farkli organizmanin tanimlanmasi gerceklestirilmistir.
4.5.2. Biyokimyasal Testler (API Testleri)’in Sonuglari

Secgilen bakterilerin tanimlanabilmesi i¢in boliim 3.2.4.2°deki yontemle API
(Analytical Profile Index) testleri uygulanmistir. Segilen 11 izolatin tamami API 20E
sisteminde incelenmistir ve sonuglar Tablo 4.9’da verilmistir. APl 20E ile elde edilen test
sonuglarinda ¢ogu izolat %66.6 ile %100 arasinda degisen benzerlik oranlar1 gostermistir. 4
izolat Serratia liquefaciens olarak tanimlanmis olup, benzerlik oranlar1 oldukga diistiktiir.
PS19 01 nolu izolat %100 Acinetobacter baumannii, PSP4_EC nolu izolat ise %99.9
benzerlik oraniyla Escherichia coli olarak tanimlanmustir. 3 izolat farkli benzerlik oranlari
ile Aeromonas hydrophila olarak tanimlanmistir. 1 izolat %99.7, diger 1 izolat ise %86 orani
ile Pseudomonas aeruginosa olarak belirlenmistir. Nihai tiirlerin belirlenmesi molekiiler

calismalarla elde edilen sekans verileri ile desteklenerek kesinlesecektir.
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Tablo 4.9. izolatlarin Gram Reaksiyonu ve API 20E Biyokimyasal Test Sonuglar.

X %ID
Izolatlar GrR | ONPG" | ADH | LDC | ODC | CIT | H,S [ URE | TDA | IND | VP | GEL | GLU [ MAN [ INO | SOR | RHA | SAC | MEL | AMY | ARA | ID Kod Muhmetel Cins/Tiir
Acinetobacter
PS19-01 Gr(-) = = - - + - - - - v v - - - - - - ; . = 0203000} 100 | o mannii/calcoaceti
PS23-01 Gr(-) + - i + + - - - - + + + + + + - + + A + ]5307763 | 66.6 | Serratia liquefaciens
Aeromonas
PS32-01 (P) | Gr(-) + + - - - - - v - - W u + - - - + - : + o |3026122Y 75 hydrophila
PS32-02 | Gr(-) - + - -+ ] - - o - - - - - - - - - | 2223000| s6 Pseudomonas
aeruginosa
Aeromonas
PS33-01 (N) | Gr(-) + + - - + - - - - - + + + - - - + - - + 3206122 82.3 hydrophila
Aeromonas
PS33-01 (P) | Gr(-) + + - - + - - - - - + + + - - - + - - + [3206122] 82.3 hydrophila
PS39-01 Gr(-) + - + + + - - - - - + + + + + - + + + + 5306763 76.1 | Serratia liquefaciens
PS39-02 | Gr(-) - + - N - - - - - - - + - - - 2212020 99.7 Pseudomonas
aeruginosa
PS43-01 Gr(-) + - + + + - - - - - + + + + + - + + + + 5306763 76.1 | Serratia liquefaciens
PS48-02 Gr(-) + - + + + - - - - - + + + + + - + + + + 5306763 76.1 | Serratia liquefaciens
PSP4-EC Gr(-) + - i + - - - - + - - + + - + + - + - + ]5144552] 99.9 Escherichia coli

*GrR: Gram reaksiyonu, ONPG: B-Galaktosidaz, ADH: Arjinin dehidrolaz, LDC: Lizin dekarboksilaz, ODC: Ornitin dekarboksidaz, CIT: Sitrat kullanim, H,S: Hidrojen siilfiir,
URE: Ureaz, TDA: Triptofan deamilaz, IND: indol, VP: Voges-Proskauer, GEL: Jelatin hidrolizi, *Karbonhidratlardan asit olusum Testleri; GLU: Glukoz, MAN: Manitol,
INO: Inositol, SOR: Sorbitol, RHA: Ramnoz, SAC: Sukroz, MEL: Melibiyoz, AMY: Amigdalin, ARA: Arabinoz.

Bazi izolatlara ait API test sonuglart Sekil 4.4.’de gosterilmektedir. Sekil lizerinde tiikenmez kalem ile verilen numaralarin hangi izolatlar

oldugu sekil altinda dip not olarak belirtilmistir.
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Sekil 4.4. API Biyokimyasal Testlerine ait Goriintiiler. *Sekil iizerinde tiikenmez kalem ile belirtilen
numaralarin karsilik geldigi izolatlar: 6 = PS23-01, 8 = PS32-01 (P), 9 = PS43-01, 10 = PS33-01 (P), 11 =
PS33-01 (N), 12 = PS39-01, 13 = PS39-02 ve 14 = PS48-02.
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4.5.3. Molekiiler Tanimlama
4.5.3.1. Genomik DNA izolasyon Sonugclar
45.3.1.1. DNA Miktar ve Saflik Derecesi

Secilen bakterilerden DNA izolasyonu bolim 3.2.4.3.1. ve 3.2.4.3.2.°de verilen
yonteme gore yapilarak, izole edilen DNA orneklerinin miktar tayini ve saflik derecesi,
nanodrop (Thermo 2000c) ile 260 ve 280 nm’lerdeki absorbanslar1 dikkate alinarak
belirlenmistir (Tablo 4.10.). 260 nm’de olgiilen absorbsiyon degerleri (A260) DNA
cozeltisindeki DNA miktarini ve 280 nm’de 6l¢iilen absorbsiyon degerleri (A280) ise protein
miktarini gostermektedir. A260/A280 orant 1.90 ve buna yakin ¢ikan (£0.2 birim) DNA
ornekleri saf olarak kabul edilmistir ve agaroz jel elektroforezi ile saflik dereceleri

dogrulanmistir. Bununla ilgili sonuglar Tablo 4.10.’da goriilmektedir.

Tablo 4.10. DNA ve Protein Miktar ile Saflik Oranlari.

Izolat No Nukleik Asit Konsantrasyonu (ng/pL) A260 A280 260/280

PS19-01 64.60 1.320 0.680 1.94
PS23-01 142.00 3.180 1.692 1.88
PS32-01 (P) 70.60 1430 0.733 1.95
PS32-02 210.00 4430 2.368 1.87
PS33-01 (N) 79.92 1.848 0970 1.90
PS33-01 (P) 48.16 1.094 0589 1.86
PS39-01 78.60 1.547 0.799 1.93
PS39-02 52.80 1.088 0576 1.89
PS43-01 68.64 1.744 0.927 1.88
PS48-02 160.00 3.124 1.640 1.90
PSPA-EC 91.35 1.610 0.862 1.87

PCR c¢alismalarinda genellikle DNA miktar1 40-80 ng/uL konsantrasyonda olan
ornekler agaroz jel caligmalarindan sonra kontrol edilerek direkt olarak, 80 ng/uL
konsantrasyonundan yiiksek olanlar uygun sekilde seyreltilerek PCR reaksiyonlarinda kalip

DNA olarak kullanilabilmistir.
4.5.3.2. 16S rRNA Geni PCR Amplifikasyonu Sonuglari

Her bir izolattan saflastirilan genomik DNA kalip olarak kullanilarak, 16S rRNA
genini kodlayan DNA bolgesinin amplifikasyonu i¢in, evrensel iki primer 27F ve 1525R

araciligr ile Bolim 3.2.4.3.3.’de verilen yontem, PCR bilesenleri ve kosullar1 1s1ginda
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reaksiyonlar gerceklestirilmistir. Sonrasinda PCR {irtinleri UV transilliiminator’de (gLite gel
scanner) incelenerek tek saf olarak bank olusturanlar sekans analizleri i¢in ayrilarak -20
°C’de saklanmustir. Toplamda 11 bakterinin PCR amplifikasyonu ile elde edilen tiriinleri
sekans analizine gonderilmis ve sonuglar almmistir. PCR firlinlerine ait agaroz jel

goriintlileri Sekil 4.5.’de verilmektedir.

Sekil 4.5. Secilen Bakterilerden Elde Edilen PCR Uriinlerinin Agaroz Jel Goriintiileri
(M; 100 bp DNA markir, 1-11; bakterilerin PCR iiriinii, N; negatif kontrol, B; bos).

Farkli jel goriintiileri orijinalini bozmadan tek bir sekil {izerinde birlestirilmistir.

45.3.3. 16S rRNA Gen Dizi Verileri Analizi, Gen Bankasindaki Siralarla

Karsilastirilmasi Sonuglari

Bolim 3.2.4.3.4.°de verilen yonteme gore yapilmistir. 16S rRNA sekans verileri
alindiktan sonra ham diziler BioEdit Sequence Alignment Editor (V, 7.2.5.) ve MEGA X
(V, 10.0.4) programi kullanilarak diizenlenmis, muhtemel tiirlerin belirlenmesi amaciyla gen
bankasindaki verilerle karsilastirmak amaciyla blastlanmistir. Elde edilen ve diizenlenen
izolatlarin 16S rRNA sekans verilerinin gen bankasiyla karsilastirilmast sonucu en yiiksek

(%97 ve lizerinde) benzerlik gosteren bakterilerin verileri Tablo 4.11.’de verilmistir.
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Tablo 4.11.

16S rRNA Dizilerinin Gen Bankasi (NCBI:

Verileri ile Karsilagtirilmasi.

https://blast.ncbi.nlm.nih.gov)

. . Eslesen (En yiiksek benzerlik . Gen Bank . -
Izolat No: gisteren) Muhtemel Cins/Tiir Benzerlik (%0) Erisim No” Atanan Cins/Tiir
PS19 01 Acinetobacter sp. 88 CP026426.1 | Acinetobacter Iwoffii
. Acinetobacter
PS23 01 Acinetobacter sp. T1-3 99 HF548450.1 johnsonii
Aeromonas rivipollensis strain .
PS32_01 (P) | \N-Mc-11N1 99 CP027856.1 | Aeromonas media
Uncultured  bacterium  clone Acinetobacter
PS32_02 XXM _1_047 97 JX559193.1 johnsonii
Aeromonas rivipollensis strain Aeromonas
PS33 01 (N) KN-Mc-11N1 99 CP027856.1 hydrophila
Aeromonas rivipollensis strain .
PS33 01 (P) KN-Mc-11N1 99 CP027856.1 | Aeromonas media
PS39 01 E?ggemh'a coli strain 2014C- 78 CP027640.1 | Escherichia sp.
PS39 02 Acinetobacter junii strain zhy28 99 KC422700.1 | Acinetobacter junii
PS43 01 Acinetobacter junii strain zhy28 99 KC422700.1 | Acinetobacter junii
Uncultured  bacterium  clone .
PS48_02 SYN201307-2 g KX508830.1 | Acinetobacter sp.
Uncultured  Escherichia  sp. . .
PSP4 EC clone EecD03 93 KM244773.1 | Escherichia coli

“Gen Bankasi erisim numaralar1 en yiiksek benzerlik gosteren muhtemel tiirlere aittir. “~"Son belirlenen
(Atanan) tiirlerin tespitinde kiiltiirel ve biyokimyasal karakterlerden yararlanilmustir.

Sonuglarimiza gore pastorize siitlerden izole edilen ve segilen izolatlarin sekans
verilerine gore 7 tanesi tiir bazinda %97 ve lizerinde benzerlik gostermistir. PS19 1 ve
PSP4_EC nolu izolatrimiz ise hem sekans verileri hem de kiiltiirel ve biyokimyasal testlerin
1s18inda sirasiyla Acinetobacter Iwoffii ve Escherichia coli olarak tanimlanmistir. Boylece
11 izolatin 9’u tiir bazinda belirlenebilmistir. %97 ve altinda benzerlik gosteren 2 izolat ise
cins bazinda Escherichia sp. ve Acinetobacter sp. olarak belirtilmistir. Siklikla Gr (-)
bakterilerin tanimlanmasinda kullanilan API biyokimyasal test sonuglari ve sekans
sonuclarina gore tanimlanan bazi bakteri izolatlar1 i¢in genus bazinda tutarlilik gériilmesine
ragmen tiir bazinda sadece 2 izolat ayni tiir olarak tanimlanmistir. Bu izolatlardan PS33_01
PSP4_EC

identifikasyonunda biyokimyasal testlerin molekiiler verilerle desteklenmesinin daha uygun

(N) Aeromonas hydrophila, ise E. colidir. Sonu¢ olarak bakteri
oldugu bu ¢aligma ile de dogrulanmstir. identifikasyonu yapilan bakterilerin (tiir bazinda
olanlar) gen bankasina sunulmasi ve erisim numaralarinin alinmasi i¢in ¢alismalarimiz

devam etmektedir.

16S rRNA gen analizi filogenetik dendogramlari i¢in gen bankasindan alinan bakteri

tip Ornek dizileri ile elde ettigimiz ve diizenledigimiz 16S rRNA gen dizileri
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karsilastirilmistir. Filogenetik analizler icin ise MEGA X (V, 10.0.4) paket programindan

yararlanilmig, Neighbour-joining ve Maximum Composite Likelihood algoritmalar

kullanilarak dendogramlari olusturulmustur (Sekil 4.6.).
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498: PS33_01 (N)
PS32 01 (P)

36

63

&7

PS33 01 (P)
|: NR 036911.2 Aeromonas media strain RM
94 NR 043638.1 Aeromonas hydrophila strain CCM 7232
NR 024570.1 Escherichia coli strain U 5/41
PS39 01
PS19 01
PSP4 EC
100 { PS32_02
100 PS23 01
PS43_01

62

KC422700.1 Acinetobacter junii strain zhy28

7

—|: PS48 02
76 PS39 02

—— NR. 0262091 Acinetobacter Iwoffii strain DSM 2403

73 L——— NR 044975 1 Acinetobacter johnsonii strain Mannheim 3865/60

Sekil 4.6. Segilen ve Tanimlanan Strainlerin Yakin Bakteri Tip Tiirleri ile Evrimsel

[liskileri. (Evrimsel analizler Neighbor-Joining metodu ile 1000 replikattan elde edilen bootstrap

konsensiis

agaci kullanilarak ¢ikarilmistir. %50'den daha az filogenetik dallanmalar

gosterilmemektedir. Evrimsel uzaklik Maksimum Kompozit Likelihood yontemi kullanilarak

hesaplanmistir [68, 69]. Bosluklar ve eksik veriler igeren tiim pozisyonlar elenmistir).

Elde edilen filogenetik agaca gore izolatlarimiz ve tip tiirler arasinda net bir

ayrilma/benzerlik elde edilememis, izolatlar daha ¢ok kendi aralarinda yiiksek homoloji

gostermistir.
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5. TARTISMA

Siit, erken bozulmasma neden olan c¢esitli mikroorganizmalarin biiylimesi ve
¢cogalmasi igin ideal bir ortamdir. Cig siit tiiketimi, baz1 6liimlerin kaydedildigi sayisiz
epidemiyolojik salginlar oldugu i¢in Onerilmemektedir. Farkli yOntemler arasinda
pastorizasyon, siitii insan tiiketimi i¢in gilivenli kilan yaygin olarak kullanilan bir
teknolojidir. Pastdrize siitiin mikrobiyolojik kalitesini, ¢ig siitiin kalitesi, kullanilan 1s1l
islem, saklama kosullar1 ve pastorizasyon sonrasi kontaminasyon derecesi gibi cesitli
faktorler etkilemektedir [8]. Mevcut ¢alismada, pastorize siitiin mikrobiyolojik kalitesinin
belirlenmesinde ATP temelli yontemin uygulanabilirligi ve sonuglarin agar plaka
yontemleriyle tutarligi test edilmistir. Ayrica ATP tabanli yontemin pastorize siitlerin
mikrobiyal yiikiinlin belirlenmesindeki yararlar1 ve smirlamalar1 belirlenerek, su anda

kullanilan kiiltiir esasli mikrobiyolojik yontemlere gore avantajlari tartisilmistir.

Son zamanlarda, gida {irlinlerinin pastorizasyonu ve sterilizasyonunu izlemek igin
ATP tabanli mikrobiyolojik izleme yontemleri gelistirilmistir. Bu izleme sistemleri su anda
gida diretim tesislerinde, devlet saglik laboratuarlarinda ve ilag sirketlerinde
kullanilmaktadir. Sistemler kat1 yilizeylerde organik madde (canli veya 6lii) varligini veya
yoklugunu hemen tespit eder. ATP algilama cihazlarinin ¢ogu, yilizeylerde mevcut kalan
ATP seviyesini belirlemek igin biyoliiminesans kullanir. Yiizeyden alinan numune bir ATP
ekstraksiyonunu saglayan maddeye (lizis tamponu) ve bir ATP aktif 151k {ireten substrat ve
enzime (lusiferin ve lusiferaz) maruz birakilir. Test edilen yiizeylerde bulunan ATP miktari
daha sonra enzimatik reaksiyon sirasinda yayilan 1s1k miktari (nispi 151k miktari, RLU) ile
olgiilebilir. ATP algilama cihazi ile sonuglarin hizli alinmasi onlari mevcut temas agar plak
uygulamalarina alternatif hale getirmistir. Bununla birlikte, bu otomatik okuyucularin bazi
gidalardaki mikrobiyal yiikii tespit etmedeki etkileri yiiksek orandaki somatik ATP’den

dolay1 siirli kalmaktadir.

Pastorize edilmis siv1 siitiin mikrobiyal bozulmasi, tipik olarak (1) psikrotrofik Gr (-)
bakterilerin (agirlikli olarak Pseudomonas spp.) ve (2) psikrotrofik spor olusturucularin
(6rnegin, Paenibacillus sp.) tiremesi ile ger¢eklesmektedir. Bu ¢alismada Manisa ili merkez
yerel marketlerinden farkli zaman araliklarinda alinan pastorize siit Orneklerinin
mikrobiyolojik kalitesini belirlemek i¢in; toplam aerobik mikroorganizma (TAM,;
psikrofilik, mezofilik ve termotdlerantlar dahil), Enterobacteriaceae (TE), Toplam koliform
(TK), toplam termodurik (TT), Toplam Staphylacoccus aureus (TSA), aerobik bakteriyel
spor sayimlari (TSAB) ve toplam maya kiif (TMY) varlig1 analiz edilmistir. TAM 10°
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kob/mL’lik pastorize slit bozulma sinirinin altinda bulunmustur. Enterobacteriaceae
populasyonlari, test edilen numunelerin %34’iinde (n=17) belirlenmis olup 10* kob/mL’nin
altinda kalmistir, biitlin siit 6rnekleri koliform varlig1 agisindan negatif sonu¢ vermistir.
Kiiltiirel yontemle yapilan ekimler sonucu 50 farkli pastdrize siit 6rneginin 5 tanesinde
psikrofilik mikroorganizma sayis1 en diisiik 2.0 x 10* en fazla 1.5 x 10® kob/mL olarak
belirlenmistir. Analize alinan pastorize siit orneklerinin biiyiilk boliimiinde (36 adet)
mezofilik, 14 adet siit orneginde termotdlerant mikroorganizma tespit edilmis olup mezofilik
mikroorganizma sayis1 1.0 x 10 ile 8.0 x 10? kob/mL arasinda; termotdlerant organizma
sayist ise 1.0 x 10%ile 5.0 x 102 kob/mL arasinda degismektedir. Yapilan bir calismada 105
pastorize edilmis sivi siit numunesinin kapsamli mikrobiyolojik analizinde 60 numunenin
raf dmrii boyunca Gr (-) psikrofilik bakteri sayisinin (TPB) 2.0 x 10* kob/mL’ye ulastig
kaydedilmis olup bizim ¢alismamizdan daha yiiksek oldugu goriilmektedir. Ayn1 ¢alismada,
koliform olmayan, Enterobacteriaceae Gr (-) bakteri, numunelerin %20’sinde belirlenmistir
[72].

Calismamizda pastorize siit Orneklerinin 3M  petrifilm hazir besiyerlerindeki
mikrobiyolojik TAM sayis1, 1.0 x 10* ila 1.1 x 10% kob/mL arasinda degisen ortalama
degerler gostermistir. Ek olarak, higbir numunenin raf démrii sonunda gozle goriiliir bir koku
veya gozle goriiliir bozulma belirtisi olmamistir. Enterobacteriaceae 34 6rnegin 2’sinde
(%6) en yiiksek 1.2 x 102 kob/mL olarak sayim limitinin altinda bulunmustur. TAM sayzsi
34 &rnegin 26’sinda (%77) pozitif olarak goriilmiis, en yiiksek 1.1 x 10° kob/mL olarak
hesaplanmistir, kalan 8 Ornekte petrifilm besiyerlerinde tireme goriilmemistir. Bununla
birlikte, analize alinan 6rneklerden 1’inde (%2) tipik E. coli kolonisi tespit edilmis ve bu
ornek standartlara gore siipheli olarak degerlendirilmistir. Orneklerin hig birinde TMY tespit
edilmemistir ve kalan 33 6rnek standartlara gore uygun bulunmustur. Angelidis ve ark.
[73]’nin yapmis olduklar1 bir arastirmada pastorize siit 6rneklerinin (n = 39) mikrobiyolojik
kalitesi incelenmis; TAM, TPM, TE ve TASB 10’ kob/mL pastorize siit bozulmasinin
sinirinin altinda bulunmustur. Bu sonuglar yapmis oldugumuz c¢alismanin sonuglariyla

uyumluluk gdstermektedir.

Etiyopya'da farkli bdolgelerden toplanan 20 farkli pastorize siit orneklerinin
mikrobiyolojik kalitesi incelenmis, TAM ve TE aralig1 en diisiik ve en yiiksek olmak
kaydiyla sirasiyla 4.4 x 10 ila 4.43 x 10° kob/mL ve 4.5 x 10t ila 2.3 x 10* kob/mL olarak
belirlenmistir [74]. Bu sayilar mevcut ¢alismamizda yapilan sayim sonuglarindan yiiksek

goriinmektedir. Nairobi ve cevresinde pazarlanan ¢ig ve pastorize siitiin mikrobiyolojik
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kalitesi belirlenmistir. TAM, S. aureus, TK ve TE ortalama sayilari sirastyla 6.05, 3.46, 2.30
ve 3.93 log10 kob/mL, numunelerin %21.4’iinde 10° kob/mL’den daha fazla TAM tespit
edilmistir [75]. Yapilan diger benzer bir ¢alismada ise, ticari olarak islenmis pastorize siit
orneklerinin %77’sinde (n = 46) yiiksek aerobik plaka saymmi (TAM) (10* kob/mL)
belirlenmistir. Ayn1 ¢alismada &rneklerin higbirinde Shigella spp., Salmonella spp. ve
Campylobacter spp. tespit edilememistir. 14 6rnekte bulunan 23 patojenik E. coli’nin en az
bir antibiyotige direngli oldugu bulgular arasindadir [76]. Calismamizda ise nihai
degerlendirmeler sonucunda segilen organizmalardan 1’inin E. coli oldugu sonucuna
vartlmistir. Tahran’da Mart 2014 - Ocak 2015 tarihleri arasinda son kullanma tarihinde
pastorize siitlerin mikrobiyolojik kalitesini belirlenmistir. Toplam mikrobiyal sayim,
koliform sayim1 ve E. coli kontaminasyonu sirastyla %61.1 (> 7.5 x 10* kob/mL), %24.4
(>10 kob/mL) ve %8.7; ortalama toplam mikrobiyal sayim ise 7.1 x 10" kob/mL olarak
standart limitin tizerinde bulunmus olup ¢alismamizda elde edilen sonuglardan oldukga
yiiksektir. Calisilan drneklerin sadece %36.6’smnin Iran’in Ulusal Standart siirlaria uygun
oldugu rapor edilmistir [77]. Banglades’te farkli bolgelerden toplanan ¢ig, pastérize ve UHT
(Ultra Yiiksek Sicaklikta Islenmis) siit 6rneklerinin mikrobiyolojik kalitesini belirlemeye
yonelik yapilan bir ¢alismada, ¢ig siit drneklerinin TAM (5.2 x 108 kob/mL) ve TK (4.2 X
10*kob/mL) acisindan standartlarin altinda oldugu ortaya ¢ikarilmistir. Aksine, pastdrize ve
UHT ile muamele edilmis siitlerin kalitesi TAM (1.8 x 10° kob/mL) aralig1 agisindan,
Banglades Standartlar1 ve Test Kurumu (BSTI) tarafindan tavsiye edilenden biraz daha
diisiik olarak hesaplanmistir [78]. Bu ¢alismanin sonuglari ile kendi ¢alismamizin sonuglari

paralellik géstermektedir.

Siit pastorizasyonunun amaci, siitii giivenli hale getirmek ve raf dmriinii birkag haftaya
cikarmaktir. Ancak pastdrize siit bozulabilir ve kalitesinin degerlendirilmesi en 6nemli
endigelerden biridir. Giinimiizde baz1 iilkelerde pastorizasyon ilkelerine genellikle
uyulmamakta ve pastdrize siit sadece 2-4 giin raf dmrii garantisiyle satilmaktadir. Ulkemizde
ise ticari pastorize slitlerin raf 6mrii 21 giline kadar ¢ikabilmektedir. Hindistan’da yapilan bir
caligmada standart plaka sayisi (SPC), koliform sayisi (TK), laboratuvar pastorizasyon sayisi
(LPC) ve psikrofil sayis1 sirasiyla 6rneklerin %66.25, %73.75, %76.25 ve %23.75’inde
oldukga yiiksek oranlarda bulunmustur. Biitiin numunelerde psikrofilik bakteriler 1.0 x 103
- 4.9 x 10° kob/mL arasinda degisen oranlarda belirlenmistir. 4 ticari pastorize siitiin
mikroorganizma yiikii izin verilen smirlarin dstiinde ¢ikmis, bu duruma kusurlu

pastorizasyon, yetersiz sterilize edilmis pastdrizasyon ekipmani ve uygunsuz sterilize
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edilmis mutfak esyalar1 gibi bir veya daha fazla faktoriin neden oldugu belirtilmistir [79].
Siitten farkli siit iriinleri tretilebilmekte olup kaynak siitiin kalitesi nihai {irline etti
etmektedir. 124 pastorize siitten elde edilen ve 5 °C ile 7 °C'de saklanan kremadan 19 tip
Pseudomonas spp. ve Bacillus spp. tanimlanmistir. Enterobacteriaceae spp. ve
Acinetobacter spp. pastorize siitlerin, %65 oraninda bozulmasina neden olmustur [14].
Calismamizda biyokimyasal ve molekiiler olarak tanimladigimiz suslar arasinda agirlikli

olarak Acinetobacter spp. tiirleri belirlenmistir.

Siit ve siit Uriinleri arasinda ¢ig ve pastorize siitiin kalitesini belirlemeye yonelik
kiiltiirel yontemlere ait ¢ok sayida arastirma mevcuttur. Bunlarin sayisini artirmakta
miimkiindiir. Yapilan caligmalar genellikle lokal arastirmalar olup kendi wulusal
standartlaria gore degerlendirilmektedir. Yapmis oldugumuz hem standart besiyerlerinde
hem de 3M hazir besiyerlerinde yapilan kiiltiirel analizler ile gelisen ve segilen birbirinden
farkl1 11 bakteri izolatinin firsatgi patojenler olarak, 8 drnege ait oldugunu belirledik. Kendi
ulusal standartlarimiza gore pastdrize siitlerin hi¢ birinde patojen organizma bulunmamasi
onerilmektedir. Dolayisiyla analize alinan 50 farkli ticari pastorize siitlin 8 (%16)’i
pastorizasyon ilkeleri agisindan kusurlu bulunmustur. Diger alinan pastorize siit 6rnekleri

(42 adet, %84) mikrobiyal agidan oldukga kaliteli olarak degerlendirilmistir.

Siit tirtinlerinde pastorizasyon sonrast mikrobiyal bozulmanin tespiti i¢in bir takim
yontemler bulunmaktadir. ATP bioluminescence yontemi siit endiistrisinde; ham siitiin
kalitesi, somatik hiicre sayimi, mikrobiyal sayim, pastorize siit kalitesi, pastorize krem
kalitesi, siit tozu kalitesi, UHT sterilite testi, baslangic¢ kiiltiirii etkinligi, hijyen takibi, proteaz
ve alkalin fosfataz etkinliginin belirlenmesi gibi uygulamalarda kullanilabilmektedir [25].
Caligmamizda ATP biyoliiminesans teknigi ile analize alinan 50 farkli pastorize siit
orneginin Ol¢clim degerleri 46-9858 RLU arasinda degismektedir. Elde edilen standart
degerlerimizle ATP biyoliiminesans 6l¢liim degerlerini karsilastirdigimizda analize alinan 50
pastdrize siit 6rneginden 4’iinilin kalitesinin koti (%8), 5’nin siipheli (%10) ve diger geri
kalanlarin kaliteli (%82) oldugu sonucuna varilmistir. Ancak pastorize siitlerin farkli selektif
besiyerleri ve petrifilm kiiltiirleri ile elde edilen koloni sayimlari ile ATP biyoliiminesans
Ol¢iim degerleri arasinda korelasyonun zayif bulunmustur. Kaliteli olarak degerlendirilen
pastorize siitlerin yiizde oranlar1 hem kiiltiirel hemde ATP yontemine gére hemen hemen
tutarlilik sergilemesine ragmen farkli siit 6rneklerini isaret etmeleri nedeniyle tutarsizlik
sergilemektedir. Bunun nedenleri arasinda ise bazi pastorize siitlerde tespit edilen serbest

ATP olglim degerlerinin yiiksek olusu ve sonuglari etkilemesi, canli fakat kiiltiire
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edilemeyen mikroorganizmalarin siitte varlig1 sayilabilir. Diger taraftan koloni sayimlari ile
ATP yontemi sonuclarinin tutarli olup-olmadigini test etmek icin ATP kaynagi olarak S.
aureus ve E coli’nin farkl hiicre yogunluklarina kars1 yapilan biyoliiminesans testi ile koloni
sayis1 arasinda dogrusal olarak bir orant1 gézlenmistir. Dolayisiyla saf kiiltiirlerle ve bunlarin
karigik kiiltiirleri ile olusturulan standart degerlerle bire bir korelasyon gozlemlenmis olup
ayrica daha giivenilir sonuclarin alinabilmesi i¢in ATP standartlarinin da ¢alismaya dahil

edilmesi gerekmektedir.

ATP analizi kullanarak pastorize siitlerin mikrobiyolojik kalitesini belirlemeye
yonelik bu ¢alismada uygulanan yontem ile literatiirde su ana kadar yapilan kapsamli bir
aragtirmaya rastlanilmamistir. Bu yontem daha ¢ok ¢ig ve UHT siitlerde yapilagelmistir.
Dolayisiyla ¢calismamizda elde edilen verilerin karsilastirmali analizini kullandigimiz 6l¢tim
yontemine gore degerlendirememekteyiz. Ornegin ATP Biyoliiminesans teknigi ile 102
UHT tam yagh siitlerin olas1 kirlenmesini hizli bir sekilde gdstermek icin yapilan bir
calismada, kiiltiirel yontemlerle 48, 72 ve 168. saatlerde inkiibasyon ile TAM, mezofilik ve
psikrotrofik aerobik mikroorganizma sayist sonuglarinin anlamli olarak iligkili oldugu
sonucuna varilmistir. ATP teknigi ile esik degeri 150 RLU’nun altinda belirlenmistir [34].
Bu ¢alismada ise pastdrize siit kullanildigi i¢in 4000 RLU degerlerine kadar ¢ikan siitlerin

kaliteli olabilecegini 6nerilmistir.

Caligmada kiiltlirel yontemlerle elde edilen ¢ok sayidaki pastorize siit izolatindan
birbirinden farkli 11°1 secilerek biyokimyasal ve molekiiler olarak tanimlanmigtir.
Tanimlanan tiirler sirasiyla Acinetobacter Iwoffii (1 ornekte, %2), Acinetobacter johnsonii
(2 ornekte, %4), Acinetobacter junii (2 6rnekte, %4), Aeromonas media (2 6rnekte, %4),
Aeromonas hydrophila (1 6rnekte, %2) ve Escherichia coli (1 6rnekte, %2)’dir. Ayrica cins

bazinda Acinetobacter sp. (1 6rnekte, %2) ve Escherichia sp. (1 6rnekte, %2) tanimlanmustir.

Acinetobacter lwoffii, saglikli bireylerin yaklasik %25’inde orofarinks ve cildin
normal bir floras1 olarak goriilen, fermentatif olmayan aerobik Gr (-) bir basildir. Her yerde
bulunan dogasi1 geregi, bagisiklik sistemi zayif olan hastalarda potansiyel bir firsatci
patojendir ve septisemi, zatiirree, menenjit, idrar yolu enfeksiyonlari, cilt ve yara
enfeksiyonlar1 gibi hastane enfeksiyonlarinin bir nedeni olarak tanimlanmistir. Ayrica,
bakteriyemiye neden oldugu bildirilmektedir [80]. Sogutulmus ¢ig siit, islenmis s1v1 siit ve
siit Uriinlerinin kalitesini belirlemeye yonelik yapilan mikrobiyolojik bir caligmada,
proteolitikler arasinda Lactococcus lactis (%27.3), Enterobacter kobei (%14.8), Serratia

ureilytica (%8), Aerococcus urinaeequi (%6.8) ve Bacillus licheniformis (% 6.8); lipolitikler
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arasinda ise E. kobei (%17.7), L. lactis (%15.6), A. urinaeequi (%12.5) ve Acinetobacter
Iwoffii (%9.4) izole edilmistir [81].

Aeromonas sp. iiyeleri son zamanlarda insan patojenleri olarak artan ilgiye neden
olmustur. Ancak, ger¢ek gida kaynakli patojenler olarak siniflandirilmalariyla ilgili olarak
tartisilmaya devam edilmektedir. Aeromonas spp. her yerde bulunabilir ancak daha ¢ok
farkli su kaynaklarinda ve genel olarak gidalarda yaygindir. Et, ¢ig siit, kiimes hayvanlari,
balik, kabuklu deniz iiriinleri ve sebzelerden kolayca izole edilirler. Bir¢ok durumda,
Aeromonas spp. Yiyeceklerin hasat veya isleme sirasinda su temasina isaret etmektedir.
Ormegin hayvan rezervleri, toprak ve plankton gibi diger rezervuarlar mevcut olsa da, su,

ana besin kirliligi kaynagi olarak kabul edilir [82].

Kore’nin farkli illerinden siit toplama tanklarinda Acinetobacter spp. prevalansi
belirlenmistir. 176 Acinetobacter spp. arasindan 57 izolat, Acinetobacter baumannii olarak
tamimlanmis ve halk sagligi agisindan endise verici oldugu rapor edilmistir [83].
Ciftliklerden ve siit dokme tanklarindan 20 farkli ¢ig inek siitii numunesi, lipolitik ve
proteolitik mikroorganizma varligi agisindan analiz edilen bir arastirmada; toplamda 2906
izolat tanimlanmig ve bunlarin biiyiik ¢ogunlugunu (%62) Pseudomonas, Lactococcus ve

Acinetobacter sp. olusturmustur [84].

Farkli Acinetobacter tiirleri ayrica balik, et, peynir ve siit orneklerinden izole
edilmistir. Kirov ve ark. [85] Avustralya’da 72 ¢ig siit 6rnegi ve 183 pastorize siit
orneginden izole edilen suslarin viriilansini1 aragtirmiglardir. Ham ve pastorize siitten izole
edilen mikroorganizmalar toksin liretimi i¢in test edilmistir. Pastorize siitten elde edilen A.
sobria, biitiin ekzotoksinleri (hemolizinler, sitotoksin ve enterotoksin) tretmistir.
Aeromonas spp. ham numunelerin %60’inda, pastorize edilmis numunelerin ise %3.8’inde
goriilmistiir. Ayrica ¢ig siitten izole edilenlerin %74’tinti A. hydrophila olusturmaktadir.
Sonugta siitiin i¢inde bulunan Aeromonas tiirlerinin insidansinin yiiksek olmasinin
gastroenteritinin bulagmasinda bir arag¢ olarak potansiyel olabilecegi sonucuna ulasilmistir
[85]. Siipermarketlerden temin edilen 35 pastdrize siit ve 25 beyaz peynir Aeromonas varligi
acisindan degerlendirilmistir. Aeromonas suslari pastorize siitlerin %28.5’inden beyaz
peynir numunelerinin ise %32’inden izole edilmistir. Pastorize siit 6rneklerinden izole edilen
suslar Aeromonas caviae (%58.9), Aeromonas hydrophila (%12.8) ve Aeromonas schubertii
(%2.5) olarak tanimlanmistir [86].
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Akut gastroenterit (AGE), bagirsak sisteminin viral, bakteriyel veya paraziter
enfeksiyonunun neden oldugu bir hastaliktir. Hastalik en ¢ok ¢ocuklar arasinda yaygindir,
ancak her yastan hasta bir dereceye kadar etkilenir. Yeni tanilamalarin kullanilmasiyla, akut
gastroenteritle iliskili genisleyen bir dizi enterik patojenlerin taninmasi artmaktadir. AGE
etiyolojisi cografi bolgeye, yilin zamanina ve g¢aligilan populasyona gore degisir. Birgcok
enterik patojen, yiyecek veya su yoluyla veya bir kisiden digerine kolayca bulasir ve bazilari,
bagisiklik sistemi zayiflamis kisilere zarar verebilir. Yeterli sivi, elektrolit degisimi ve
bakimi ile erken besleme, etkin yonetim igin idealdir. Hastanin immiin sisteminin
baskilanmamig olup olmadiginin yami sira eksiksiz bir klinik ve epidemiyolojik
degerlendirme, teshis calismalarinin performansini ve antimikrobiyal tedavinin etkinligini
artiracaktir. Enterik patojenlerin yayilmasini onlemeye yonelik 6nemli adimlar arasinda
hijyen gida isleme ve hazirligi, sihhi su temini, siitiin pastorizasyonu, uygun el hijyeni, sthhi
atik su bertarafi, enfekte kisilerin gidaya temasinin 6énlenmesi gibi yontemler bulunmaktadir
[87]. Pastdrize siit orneklerinden izole edilen ve tanimlanan bakteri tiirlerinin AGE’ye neden

olabilecegine dair ¢ok sayida arastirma literatiirde yerini almistir.

Calismamizda izole edip tanimladigimiz Aeromonas sp. ve Acinetobacter sp.
tiyelerinin biiyiik ¢ogunlugu mezofilik olmalarina ragmen Aeromonas media olarak
tanimlanan 2 izolat psikrofiliktir. Bu tiir suslar, siitte tespit edilebilir bir bozulma olmadan
yiiksek sayilara ulasabilir. Kolonizasyon ve in vivo toksin tiretimi riski tagiyabilirler. Bunun
degerlendirilebilmesi i¢in daha ileri ¢alismalar gereklidir, ayrica depolanmis pastorize siitte
ekzotoksin tiretme kabiliyetine sahip psikrotrofik aeromonadlarin, nadir goriilmesi sonucu

siitte ekzotoksin liretiminin anlamli derecede diisiik olabilecegi diisiintilmektedir.
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6. SONUCLAR VE ONERILER

Gida kaynakli patojenler her zaman halk sagligi icin bir tehdit olustururken,
mikrobiyal canliligin geleneksel tespit yaklasimlari ile belirlenmesinin birgok dezavantaji
vardir. ATP biyoliiminesans algilama testinin uygulanmasi, gida kaynakli patojenlerin
biiyiimesini izleyen giivenilir, hizl1 bir tespit teknigidir. ATP biyoliiminesans algilama testi,
bakteriyel canliligi hizli bir sekilde tespit eder. Dahasi, bu yontem, geleneksel yaklasimlarla
karsilastirildiginda ¢ok fazla numune almayi gerektirmez ve kisa siirede sonu¢ almamiza
olanak saglar. Bildigimiz kadariyla giiniimiize kadar tilkemizde pastorize siitlerin ve hatta
diger gidalarin mikrobiyal yiikiiniin ve kalite kontrollerinin ATP biyoliiminesans yontemi
ile arastirilmasina yonelik ¢alismalar yapilmamistir. Dolayisiyla bu ¢alisma kapsaminda
alman veriler ilk kayit olmasi nedeniyle oldukca degerlidir ve bu alanda literatiire nemli

katkilar saglayacaktir.

Cig siit mikrobiyal biiylimeye oldukga elverisli oldugundan ve patojenleri barindirdigi
icin tiiketimi saglik tehlikesi olusturabilir. Pastorizasyon, genellikle siitte bulunan tiim
patojenik ve diger patojenik olmayan ancak bozulmaya sebep olan sporsuz
mikroorganizmalarin tamamen imha edilmesini ve siitiin besin degerini korumak bazi
istenmeyen enzimlerin etkisiz hale getirilmesinin veya azaltilmasinin saglanmasi i¢in yaygin
olarak kullanilan en etkili yontemdir. Pastorize siit uygun pastdrizasyon sonrasi, diisiik
sicaklikta saklama ve pastorizasyon sonrasi kontaminasyondan kaginilmasi ile giivenli hale
getirilir. Ayrica sagim ve ardindan siitiin islenmesi sirasinda iyi hijyen uygulamalari, ¢iftlikte
ve siit isleme tesisinde kontaminasyon riskini azaltmak i¢in onemlidir. Pastérizasyondan
once mikrofiltrasyon yapilmasi, sporlarin tamamen elemine edilmesini sagladigi i¢in

pastdrize siitlin mikrobiyolojik giivenligini arttirmak i¢in 6nerilmektedir.

Arastirmamiz, ATP biyoliiminesans yontemi ile pastorize siitlerin mikrobiyal yiikiiniin
belirlenmesinin miimkiin oldugu ve mikrobiyal yiik indeksinin yiiksek ¢iktig1 ayni
numunelerde kiiltiirel yontemlerle sonuglarin dogrulanmasi, patojen varligindan siiphe
duyulan numunelerden izole edilen mikroorganizmalarin ise biyokimyasal ve molekiiler
yontemlerle tanimlanmasmin daha net sonuglar verebilecegi sonucuna varilmistir. ATP
yontemi ile analize alman ¢ok sayida Ornekten sadece mikrobiyal yiik indeksi yiiksek
cikanlar ileri analizlere alindig1 i¢in bu yontem hem ekonomik olmakta hem de zamandan
kazandirmaktadir. Ancak bu yontem cok hassas oldugu ve gida kaynakli ATP’den
etkilendigi i¢in paralel denemelerle yontemin defalarca test edilmesi ve validasyonunun

yapilmasi Onerilmektedir. Diger 6nemli bir husus ise siit kompleks bir gida oldugundan ATP
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olciimlerinin  10Vlik  seyreltmelerde yapilmast daha net sonuglarin  alinmasin

saglamaktadir.

Bu calisma ile analize alinan pastorize siitlerin %16 (8 6rnek)’sindan firsatci patojenler
izole edilmis ve tanimlanmistir. Diger %84 (42 o6rnek)’iiniin standartlara uygun oldugu
sonucuna vartlmistir. %16 ornekteki firsat¢1 patojen kontaminasyonunun ise pastorizasyon
sicakligt ve siiresine yeterince uyulmamasit veya pastOrizasyon sonrasi islemlerden
kaynaklanabilecegi diisiiniilmektedir. Bu nedenle, giivenli pastdrize siit saglamak i¢in uygun
pastorizasyon yapilmasi ve pastorizasyon sonrasit kontaminasyonun onlenmesi énemlidir.
Ayrica pastdrize siit tesislerinde personel hijyeninin saglanmasina daha fazla 6nem

verilmelidir.

Bu caligmada elde edilen bulgularimiz, gidalarda ATP tabanli bir biyo-izleme
sisteminin  lilkemizde uygulanabilecegini, giincellenmis mikrobiyolojik  izleme
protokollerinin/standartlarinin kurulmasinda yararli olabilecegini gostermektedir. Ayrica,
bu calisma kapsaminda elde edilen sonuglar benzer alanlarda yapilacak olan diger
arastirmalara Ozellikle metot ve verilerin degerlendirilmesi asamalarinda katkida

bulunabilecegi ve 6n kaynak teskil edebilecegi nedeniyle 6nemlidir.
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