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SHIGATOKSIN URETEN Escherichia coli’LERIN SOSISLERDE
CANLILIGININ VE ASIT DAYANIMININ iNCELENMESI

S.Betiil BOZATLI

Manisa Celal Bayar Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Gida Miihendisligi Anabilim Dah

Damisman: Dog. Dr. Abdullah DIKiCI
II. Danisman: Prof.Dr. Biillent ERGONUL

Bu calisma E.coli O157:H7 ve non-O157 “big six” serogruplarindan olan
0103, 026 ve 0O145’in emiilsifiye sosislerin 4°C’de depolanmas1 sirasinda
canliligt ve sentetik mide sivisina dayanimlarini incelemek amaciyla
gerceklestirildi. Calisma kapsaminda perakende satis noktalarindan temin edilen
ve deneysel iiretimi yapilan sosislere patojenler bulastirilarak (5,0+1,00 logio
kob/g) vakum ambalaj igerisinde 75 giin depolandi. Depolamanin 0, 15, 30, 45, 60
ve 75. gliniinde patojenlerin sayilart ve sentetik mide sivist igerisindeki asit
dayanimlar incelendi. Deneme gruplar1 piyasadan toplanan sosisler (Grup 1A ve
1B) ve deneysel iiretilen sosisler (Grup 2) seklinde siniflandirildi.

Grup 1A oOrneklerinde patojenler depolama siiresince farkli diizeylerde
canliliklarin1 korudu. Bu grup 6rneklerde, depolamanin 0. giinii haricinde sentetik
mide sivisina dayanim tespit edilmedi. Grup 1A sosis orneklerindeki denemeler
sonucunda bir markada sentetik mide sivisi dayaniminin diger markalara gore
daha uzun oldugu tespit edildiginden bu markaya ait sosisler ile 3 tekrar halinde
denemeler yapildi ve bu grup Grup 1B olarak smiflandirildi. Grup 1B 6rneklerinin
sentetik mide sivis1 deneylerinde patojenlerin canliliklar1 STEC 026 ve O145°te
60. glinden itibaren, O103°te 75. giinde, O157°de ise 45. giinden itibaren tespit
limitinin altina diistiigii belirlendi. Perakende satis noktalarindan temin edilen
sosislerde veriler elde edildikten sonra deneysel olarak sosis iiretimi yapildi ve bu
ornekler Grup 2 olarak siniflandirildi. Bu grup orneklerde sentetik mide sivisi
dayanimlari, STEC O157°de 45. giinden itibaren azalarak 75. gilinde tespit
edilemedi. Ote yandan STEC 0103, 026 ve O145’in 75. giinde dahi sentetik mide
stvisina 90 dakika boyunca dayanim gosterdikleri tespit edildi.

Calisma sonucunda, STEC patojenlerinin canliliklart ve sentetik mide
stvisina dayanimlarina etki eden faktorlerin, sus tipi, sosis pH’s1 ve rekabetci flora
gibi faktorler oldugu belirlendi. STEC enfektif dozunun oldukg¢a diisiik oldugu
gdz Oniine alindiginda, bulasma s6z konusu oldugunda sosisin risk teskil
edebilecek bir gida oldugu sdylenebilmektedir.

Anahtar Kelimeler: E.coli O157:H7, non-O157, asit dayanimi, sentetik mide s1visi, sosis
2019, 104 sayfa
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PhD Thesis

INVESTIGATING THE SURVIVAL AND ACID RESISTANCE OF
SHIGATOXIN PRODUCING Escherichia coli IN FRANKFURTERS

S.Betiil BOZATLI

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

Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Abdullah DIKiCi
Co-Supervisor: Prof. Dr. Biilent ERGONUL

In this study, survival and synthetic gastric fluid resistance of E.coli
O157:H7 and “big six” non-O157 serogroups; 0103, O26 and 0145 were
investigated during storage at 4°C of frankfurters. Frankfurters obtained from
local stores and experimentally produced frankfurters were inoculated with the
STEC pathogens (around 5,0+1,00 logiocfu/g) and stored in vacuum packages for
75 days. Pathogen counts and acid survival in synthetic gastric fluid were
evaluated on 0, 15, 30, 45, 60 and 75 days of storage.Treatment groups were
divided as frankfurters obtained from stores (Group 1A and Group 1B) and
experimentally produced frankfurters (Group 2).

The pathogens did not show any resistance to synthetic gastric fluid after
the first day (Day 0) of storage in Group 1A samples. The results of experiments
on Group 1A samples showed, on one brand of frankfurters pathogens had longer
synthetic gastric fluid resistance and therefore this brand was chosen for further
experiments. Frankfurters of this brand were grouped as Group 1B and triplicate
experiment results were reported. Synthetic gastric fluid experiments in this group
of samples showed that pathogen counts during SGF exposure decreased below
detection limit after 60 days of storage for STEC 026 and O145, on the 75th day
for STEC 0103 and after 45 days for STEC O157. After obtaining the results
from the Group 1A and Group 1B frankfurters, experimental production was
performed and these samples were grouped as Group 2. In this group of samples
STEC 0157 survival during synthetic gastric fluid exposure decreased after 45
days of storage and decreased below detection limit on the 75th day of storage.
On the other hand STEC 0103, 026 and 0145 survived the SGF exposure for 90
minutes even on the 75th day of storage.

As a result of this study, it can be concluded that survival and synthetic
gastric fluid resistance of STEC pathogens were affected by factors such as strain,
pH of the frankfurter, and competitive microflora. Taking into account that the
STEC infective dose is quite low, it can be said that frankfurters might pose a
food safety risk if STEC contamination occurs.

Keywords: E.coli O157:H7, non-O157, acid resistance, synthetic gastric fluid, sausage
2019, 104 pages



1. GIRIS

Shiga-toksin iireten Escherichia coli (STEC) suslar1 diinya ¢apinda bir¢ok
salgindan sorumlu olan gida kaynakli patojenlerdir. Gevis getiren hayvanlarin
bagirsaklarinda bulunan STEC, fekal yolla gida ve suyun kontaminasyonuna neden
olabilmektedir [1]. Bu patojenler insanlarda orta ve yiiksek siddette hastaliklara
neden olabilmekte, hastalik hemorajik kolit (HC) ve hemolitik uremik sendroma
(HUS) kadar ilerleyebilmektedir [2]. Escherichia coli (E.coli) O157:H7 disindaki
STEC serogruplarina non-0157 STEC’ler denilmektedir [3].

Son yillarda bir¢gok non-O157 STEC serogrubu gida kayakli hastaliklarla
iliskilendirilmistir. Daha 6zel olarak STEC 026, 045, 0103, 0111, 0121 ve 0145
Amerika Birlesik Devletleri’nde gida kaynakli hastalik vakalar ile iliskilendirilen
non-0157 serogruplarinin %75’ini olusturmaktadir [4]. Amerika Birlesik Devletleri

Tarim Bakanligi (USDA) bu STEC serogruplarina “top six/ big six” adin1 vermistir
[5].

STEC serotiplerinin enfektif dozunun olduk¢a diisiik olmasmin sahip
olduklar1 asit dayanimi kabiliyetleri ile de iligkili oldugu diisiiniilmektedir. En 6nemli
bulagsma kaynagi, sigir eti ve iirlinleri olmak iizere ¢esitli gidalar ile enfeksiyona

neden olabilmektedirler [5].

Ulkemizde siklikla tiiketilen et iiriinlerinden sosis, emiilsiyon teknolojisi ile
hazirlanan hamurun dogal veya yapay kiliflara doldurulduktan sonra belli araliklarla
bogumlanarak, tiitsilleme ve pisirme islemlerine tabi tutulmasi ile elde edilen bir
tirtindiir [6]. Sosis iiretiminde uygulanan pisirme isleminin tiim mikroorganizmalarin
oldiirtilmesi i¢in yetersiz oldugunu gosteren ¢aligmalar bulunmaktadir [7]. Bunun
yant sira sosislere 1sil islem sonrasindaki iiretim basamaklarinda cesitli bulagmalar
olmasi s6z konusu olabilmektedir [8, 9]. Tiikketime hazir olarak satisi yapilan
sosislerin mikrobiyolojik yiikiiniin yasal limitlerin {izerinde oldugu tespit edilen ve

E.coli gibi patojenlerin izole edildigi ¢alismalar bulunmaktadir [9, 10].

Gida kaynakli patojenlerin hastalia yol agmalart i¢in Oncelikle midenin
asidik kosullarina dayanim gosterebilmeleri gerekmektedir. Asit stresi ile bag
edebilmek i¢in ¢esitli mekanizmalar gelistirmis, asit dayanimi yiiksek olan patojenler

mide asidinden siyrilarak g¢esitli hastaliklara neden olabilmektedirler. Sosis gibi

1



soguk olarak da tiiketilebilen bir gida triiniinde Shigatoksijenik E.coli gibi asit
dayanimi kuvvetli ve patojenitesi yiiksek patojenlerin bulagmasinin, gida kaynakli
hastalik gelisimi agisindan olduk¢a riskli olabilecegi diisiiniilmektedir. Gida
ortaminda patojenlerin canliligin1 ve ¢esitli ¢evresel streslere direngliligini etkileyen
birgok faktor bulunmaktadir. Dolayisi ile gidanin bu anlamda risk tesil edip etmedigi,
bu gida ortami ile yapilacak ¢aligmalar ile daha objektif bir sekilde ortaya
koyulabilmektedir.

Bu tez ¢alismasi kapsaminda STEC serogruplarinin birincil bulasma kaynagi
olan sigir etinden {iretilmis sosislerde, STEC O157:H7 ve “big six” non-O157
serogruplarindan olan STEC 0103, 026 ve O145’in sosis ortaminda depolama
boyunca canliligi ve sentetik mide sivisina (SMS) dayanimlart incelenmistir.
Calismada STEC serotiplerinin sosis depolanmasi sirasinda pH, rekabetci flora ve
depolama siiresi gibi faktorlerden nasil etkilendikleri belirlenerek risk profilini ortaya

koymak amaglanmistir.



2. GENEL BILGILER
2.1. Escherichia coli

Escherichia coli (E. coli) 1885 yilinda yenidogan ve bebeklerin diski
florasinin incelendigi bir ¢alismada Theodore Escherich tarafindan tanimlanmigtir
[11]. Onceleri Bacterium coli commune olarak tamimlanan bu bakteri, Dr.
Escherich’in onuruna Escherichia coli olarak adlandirilmis ve giiniimiizde lizerinde

en ¢ok ¢alisilan mikroorganizmalardan olmustur [2].

E.coli insan bagirsaginin normal florasinin bir iiyesi olup kolonizasyonu
dogumdan kisa bir siire sonra ger¢eklesmektedir. Dolayisiyla, birgok susu patojenik
olmayip konakgist ile simbiyotik bir iligki i¢inde yasamaktadir. Bu iliskide bakteri
konakgidan fayda saglarken, kofaktorler sentezleyerek patojen mikroorganizmalara
kars1 dirence de katki saglamaktadir [11, 12]. Ote yandan E.coli’nin kiigiik bir grubu
evrilerek insan konakgisinda agir ishalli hastaliklar ve ciddi doku bozukluklarina
(sekel) neden olabilecek patojenik stratejiler gelistirmistir [13,14]. E.coli’nin bazi
suslarinin gastroenteritte rol oynadigi 1945 yilinda Bray ve ark. [14] tarafindan tespit
edilerek enteropatojenik E.coli (EPEC) seklinde ilk patotip grubu adlandirilmasi
gerceklestirilmistir [15].

Escherichia cinsi, baslica habitati insan ve hayvan bagirsagt olan
Enterobacteriaceae familyasinin iiyesidir [11]. E. coli, E. albertii, ve E. fergusonii;
Escherichia cinsinde tanimlanmusg tiirlerdir [16]. E.coli, familyanin diger iiyeleri ile
ve Ozellikle Shigella ile yakin akrabaligi bulunan bir Gram negatif ¢ubuk sekilli
bakteridir. Spor olusturmaz, peritrik flajella sayesinde genellikle hareketli, fibrilli,
tek veya ciftler halinde gozlenebilen bir bakteridir [12]. Igeriginde besin maddesi
olarak yalnizca gliserol veya glukoz gibi maddeler bulunan basit besiyerlerinde bile
iireyebilmektedir. Indol iireten, sitrat fermantasyonuna sahip olmayan, metil red testi

pozitif, tireaz ve Voges-Proskauer reaksiyonlari negatif olan bir bakteridir [13].

Bu mikroorganizmalar oldukca genis aralikta ¢evresel kosullara iyi bir sekilde
adapte olarak 7-49°C sicaklik araliginda; 4,5-9 pH araliginda ve %6,5 tuz
konsantrasyonlarina kadar gelisim gosterebilmektedirler. Bununla beraber optimum
tireme sicakliklart 35- 37°C’dir [17]. 5°C’de haftalarca, -20°C’de ise aylar, hatta
yillar boyunca canli kalabilmektedirler [18].



Anaerobik kosullarda fermente edilebilir karbonhidratlara gereksinim
duymaktadirlar. Glukozu piriivata fermente ederler, daha sonra piriivat, laktik, asetik
ve formik aside dondstiiriiliir. Formik asidin bir kismi1 format-hidrojenliyaz enzim
kompleksi ile hidrojen ve karbon dioksite doniistiiriilirken, bazi suslar gaz

tiretmezler (anaerogenik) [12].

Kuslar, domuzlar, biiyiikbas hayvanlar (sig1ir), tavsanlar, koyunlar ve insanlar
konakgilardir. Gastrointestinal sistem ve bdbrekler patojenik E.coli’nin hedefidir.
Ishal, dizanteri, sepsis, hemolitik {iremik sendrom (HUS) ve trombotik
trombositopenik purpura (TTP) neden oldugu hastalik ve komplikasyonlardandir
[12].

E.coli patojenitesi susa gore degisim gostermektedir. Tiirlerin hastalik yapma
kabiliyetlerindeki farklilik, viriilans faktorleri kodlayan spesfik genlerin varligi ve
gen aligverisi kapasitesi ile iliskilidir. E.coli’nin bakteriyel rekombinasyonu ilk
olarak Tatum and Lederberg (1947) tarafindan tanimlamis ve gesitli E.coli suslarinin
plasmidlerinde var olan ¢ok sayida patojenik faktor sayesinde, suslarin yeni genler
elde ettigi konjugasyon ile gen transferinin bu bakteriler i¢in 6nemli bir role sahip
oldugu kanitlanmistir. Diger kritik viriilans belirleyicileri bakteriyofaj genomlarinda
veya patojenite adalarinda kodlanmistir. Patojenik E.coli apatojenik E.coli’de
bulunmayan yiizlerce DNA bloguna sahip olabilir. Bunun yaninda tiim suslar bir¢ok
entegre bakteriyofaj genomuna sahiptir ve E.coli suslarinin patojenik potansiyelinin,
genomlarindaki spesifik virulans gen cesidine bagli oldugu sdylenebilmektedir

[11,12].

Dogada toprak, su ve genellikle fekal kaynaklar sayesinde, birincil
habitatindan ulagim saglayabilecegi herhangi bir kaynakta bulunabilmektedir. Bazi
serogruplarin insan fekal florasindaki yaygmligi, bagirsakta uzun siire varligim
stirdlirebilme (1srarla tutunma) kapasitelerine bagh olarak digerlerine gore daha fazla

olmaktadir [12].

E.coli izolatlari, O (somatik), H (Flajellar) ve K (kapsiil) antijeni olarak 3
temel antijen sayesinde serotipik olarak karakterize edilmektedir. Ayrica fibrilli

suslar fibril antijenleri ile siniflandirilabilmektedir [13].



E.coli, ¢ok genel olarak ii¢ grup altinda siniflandirilabilmektedir. ik grup
virulant olmayan, bagirsak mikrobiyotasinin dogal bir parcasi olan suslari; ikinci
grup oportunistik patojen suslarin yer aldigi, genellikle immiin sistemi zayif veya
baskilanmis bireylerde hastaliga neden olan suslari; tiglincii grup ise diinya capinda
cesitli salgin ve hastaliklara neden olan baslica toplum sagligi tehditlerinden olan
patojenik E.coli suslarimi kapsamaktadir [17]. Patojenik E.coli de kendi igerisinde
klinik ozelliklerine gore diyarejenik E.coli, uropatojenik E.coli, meninks-sepsis-
iliskili E.coli ve avian (kus) patojenik E.coli seklinde gruplara ayrilmaktadir [19].
Diyarejenik E.coli ise yol actig1 hastalik tipleri ve virulans faktorleri ile patotiplerine
siniflandirilmaktadir.  Insanlarda  hastalik yapan bu intestinal patotipler
enteropatojenik E.coli (EPEC), enterotoksijenik E.coli (ETEC), enteroagregatif
E.coli (EAEC), enteroinvaziv E.coli (EIEC), enterohemorajik E. coli (EHEC), Vero-
veya Shiga-toksin iireten E. coli (VTEC veya STEC), diffuz aderent E. coli (DAEC)
olarak simiflandirilmaktadir [20,21]. EHEC grubu aslen STEC’nin bir alt grubu
olarak kabul edilmektedir [22]. Bunun disinda insanda ve hayvanda idrar yolu
enfeksiyonu, meninks septisemi (beyin ve omurilik zarlari iltihabi) gibi ¢esitli
enfeksiyonlara neden olabilen bagirsak disi patojenik E.coli (ekstraintestinal,
EXPEC) suslart da bulunmaktadir [13,23]. Patojenik E.coli viriilans o&zellikleri,
patojenite mekanizmasi, klinik sendromlar1 ve farkli O:H serogruplarina gore
kategorize edilmektedir [12, 13, 24]. Diyarejenik E.coli patojenik aksiyonlari Sekil
2.1°de gosterilmektedir.
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Sekil 2.1: Diyarejenik E.coli’nin Patojenik Aksiyon Semalar1 [25]
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E.coli terminolojisi, yeni patojenlerin ortaya ¢ikmasi, ¢ok sayida E.coli
patotipinin tanimlanmis olmasi, farkli patotiplere verilen benzer isimler ve bunlarin
literatlirdeki kullanimlarindaki tutarsizliklar gibi sebepler dolayisiyla karmasik ve
anlasilmast zor bir haldedir. Bazi E.coli gruplari ve suslarinin benzer viriilans
ozellikleri gosterebilecegi ve g¢esitli patotiplerin patogenez mekanizmalarinda
ortiismeler goriilebildigini belirtmek gerekmektedir. Ornegin hem EPEC hem de
EHEC gruplari, patojenin intestinal hiicrelere tutunmasini saglayan bir protein olan
intimini tretmektedir [13] veya Tip Il salg1 sistemleri EPEC, EHEC ve EIEC grubu
bakterilerin patogenezlerinde ortak olarak 6nemli rol oynamaktadir. Yine Tip IV pili
ve Tipll salg: sistemleri hem EPEC ve hem de ETEC grubu bakterileri tarafindan
eksprese edilmektedir. RTX familyas1 hemolisinleri, ekstraintestinal enfeksiyona
neden olan bir¢cok E.coli susu, EHEC ve zaman zaman da intestinal enfeksiyona

neden olan diger suslar tarafindan tiretilmektedir [26].
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Sekil 2.2: E.coli Gen Transfer Mekanizmalart [27]. Transdiiksiyon,
konjugasyon ve transformasyon ile gen transferi



Patojenik E.coli gruplarmin tasidigi viriilans genlerinin ¢ogu mobil genetik
elementlerde olup, suslar arasinda transfer edilerek “yeni” suslar olusturabilmektedir
(Sekil 2.2). Bu tip bir transfer Almanya’da 2011 yilinda gergeklesen E.coli salginina
neden olan O104:H4 (non-O157 STEC) susunda tespit edilmistir [13]. Viriilans
faktorleri genellikle bakteriyofajlar gibi mobil elementlerde bulunmakta ve
boylelikle organizmalar arasinda aktarilabilmektedir. Bu sekilde bazi organizmalar
birden fazla patotip karakteristigine sahip olabilmektedirler. 2011 yilinda gergeklesen
salgindan sonra E.coli terminolojisine Enteroagregratif ve enterohemorajik E.coli
(EAHEC) olarak yeni bir kategori Onerilmistir. Bu 6zellikteki organizmalar1 diger
aragtirmacilar “enteroagregratif, verotoksin tireten E.coli” seklinde adlandirmaktadir

[22]. Suslar arasindaki bu kompleks baglantilar Sekil 2.3’te gosterilmistir.

Atypical
EPEC
Typical
EPEC

0104:H4

EIEC
Shigella

0157:H7 S. dysenteriae

Sekil 2.3: E.coli Patotipleri Arasindaki Iliskiyi Gosteren Venn diyagrami [26]

Ekstraintestinal patojenik E. coli (EXPEC, sar1; Sekil 2.3) suslari; meninks-
iligkili E. coli (MAEC, agik sar1); uropatojenik E. coli (UPEC, dik gizgiler, Sekil 2.3);

zatiirre, kolesistit (safra kesesi tahrisi), peritonit (karin zari iltihab1), ve diger



enfeksiyonlara sahip hastalardan izole edilen suslar igermektedir. Bu suslar bir¢ok
ortak viriilans faktore sahiptir ve tek bir klon hem meninks hem de idrar yolu
enfeksiyonuna neden olabilmektedir. UPEC arasinda bazi suslar doku kiiltiirti
hiicrelerine yayilarak tutunma (diffuse adherence) o6zelligi gostermektedir. Difuz
aderent E.coli (DAEC, turuncu; Sekil 2.3) ile ayn1 tutunma mekanizmalarina sahip
olabilmektedirler [26].

Shiga-toksinojenik E.coli (STEC, yesil; Sekil 2.3) suslarindan idrar yollar
enfeksiyonu ve diger bagirsak dis1 enfeksiyonlara neden olan suslar oldugu da rapor
edilmistir. STEC arasinda AE-E.coli (AEEC: Attaching and effacing E.coli; yatay
cizgiler; Sekil 2.3) o6zelligi tasiyanlar da mevcuttur. Hem STEC hem de AEEC
grubuna ait suslar enterohemorejenik E.coli (EHEC) olarak bilinmektedir. AEEC
grubunda Shigatoksin iiretmeyen suslar enteropatojenik E.coli (EPEC) olarak
adlandirilmaktadir. EPEC igerisinde bir¢ok sus demet olusturan (bundle-forming) pili
iretmekte ve doku hiicrelerine tutunabilmektedir. Bunlara tipik EPEC adi
verilmektedir (damali kisim, Sekil 2.3). Ote yandan bu iki 6zellige de sahip olmayan
suglarina da atipik EPEC adi verilmektedir. Bazi atipik EPEC suslari yayilarak
tutunma (diffuse adherence) ozelligi gostermektedir. Enteroinvazif E.coli (EIEC,
yatay c¢izgili kistm; Sekil 2.3), doku hiicrelerini yiiksek etkinlikte istila etmekte,
sitoplazmada ¢ogalmakta ve hiicreden hiicreye yayilabilmektedirler. Bu suglar
icersinde aslen filogenetik olarak tamami E.coli igerisinde yer alan Shigella cinsine
ait organizmalar bulunmaktadir. S. dysenteriae serogroup 1 suslart Shigatoksin
tiretebilmekte ve dolayistyla hem EIEC hem de STEC patotiplerinin iiyesi olmaktadir
[26].

Enteroaggrevatif E.coli (EAEC, mavi; Sekil 2.3) akut ve inat¢1 ishale neden
olabilmekte ve tutunma yollar1 ile tantmlanmaktadirlar. 2011 yilinda ciddi bir salgina
neden olan EAEC grubu O104:H4 serotipine ait sus Shigatoksin iiretebilmekte ancak
diger EAEC suslar iiretememektedir. Enterotoksijenik E.coli (ETEC, mor; Sekil 2.3)
akut ishale neden olmakta ve 1siya duyarli ve/veya 1siya dayanikli enterotoksin
tiretmeleri ile tanimlanmaktadirlar [26].

Patojenik E.coli diger mukozal patojenler tarafindan da kullanilan; mukozal
bolgede kolonize olma, konak¢i savunmasini atlatma, ¢ogalma ve konakgiya zarar

verme seklinde ¢ok basamakli bir patogenez diizeni izlemektedir [13,24]. Tablo



2.1’de  Escherichia’nin  patojen

gosterilmektedir.

gruplariin

patojenite

mekanizmalari

Tablo 2.1: Escherichia Patojenik Gruplarinin Enfeksiyon Bolgeleri ve Patojenite

Mekanizmalar1 [28].

Escherichia’nmin Patojenik Gruplari

Hastalik, Enfeksiyon Patojenite
Bolgesi Mekanizmasi
Diyarejenik Enteropatojenik (EPEC) Sulu ishal, ince Adherans (tutunma)
bagirsak
Enteroinvazif (EIEC) Sulu 1_sha1 takiben kanli  Doku igerisine girme
ishal, kolon (Invazyon)
Enterotoksijenik Sulu ishal, ince Ve}jéyz ?;yznﬁgigas
(ETEC) bagrsak Yok
Shiga-benzeri toksin
Ureten (STEC)

Verotoksijenik (VTEC)
Enterohemorojenik
(EHEC)

Enteroadherant (EAEC)
Difiizadherant (DAEC)

Sulu ishal bazen kanli,
kolon

Sulu ishal, ince
bagirsak ve kolon
Sulu ishal, ince
bagirsak

Shiga toksinler tip 1
velveya tip 2

Adherans (tutunma)

Adherans (tutunma)

Ekstraintestinal
(ExPEC)

Uropatojenik (UPEC)

Dolasim sistemi-/
meninksler- iligkili
(MNEC, BMEC)

Idrar yolu

Dolasim sistemi, beyin
ve omurilik zarlar1
(meninksler)

Adherans (tutunma),
toksinler

2.1.1.Enteropatojenik E.coli (EPEC)

Microcolony

N

BFP
1 2

4

EPEC

Sekil 2.4 EPEC(Kaynak [24] ‘dan modifiye edilmistir)




Ik olarak 1955 yilinda karakterize edilmis olan EPEC suslar1 genellikle 1 yas
altindaki ¢ocuklarda ishale neden olmaktadir. Bu grupta yer alan suslar genel olarak
toksin iiretmezler ancak ishale neden olabilmektedirler [29]. Enfektif dozu 108-10'°
kob olan EPEC oral yolla konak¢iya ulasarak kanli olmayan, mukuslu ve sulu ishale
neden olurlar [30]. EPEC enfeksiyonu genellikle sulu ishal, kusma ve ates
semptomlart ile gerceklesir ancak bazi1 vakalarda kronik enterit sekline
uzayabilmektedir. EPEC dogumhanelerde ve kreslerde gergeklesen salginlarla
iliskilendirilse de yetiskinlerde de salginlar yaygin olarak goriilmektedir [14]. Atipik
EPEC (aEPEC), tipik EPEC’ten (tEPEC) daha yaygin olarak goriilmektedir [15].

Sahip olduklar1 tutunma faktorti plazmidleri sayesinde bagirsak mukozasina
tutunabilirler. Intestinal mukozada kolonize olduktan sonra tutunma-yoketme
(attaching and effacing, A/E) lezyonlari tiretilir. A/E fenomeni EPEC suglarinin en
onemli virtilans faktoridiir [24]. Tutunma ve yoketme (A/E) lezyonlari tiretebilmesi
EPEC igin ayirt edici bir fenotipik 6zelliktir [25]. A/E geni(eaeA), intimini (tutunma-
yoketme faktorii) kodlar, bu faktér yardimi ile ciddi lezyonlar olusarak bagirsak
dokusundaki emilim vilusunun yokolmasina dolayisiyla malabsorpsiyona ve ishale

neden olurlar [15].

Tipik suslar yalnizca enterosit bozma bdlgesi (Locus enterocyte effacement,
LEE) ve EPEC tutunma faktorii (EAF) tarafindan kodlanan viriilans faktorlerini
tiretirler ve bu anlamda homojen bir viriilans gosterirler [30]. Tipik EPEC (tEPEC)
plazmidinin ayirt edici karakteristigi oto-aggregasyon tutunma (iist liste tutunma)
seklidir ve ¢evresel faktorler degisim gosterdiginde ayrilma gozlenir. Bunun yani sira
tipik suslar atipik EPEC (aEPEC)’ten intimin tipi ile ayrilmaktadir. Atipik EPEC
suglar1 kromozomal patojenite adasi1 olan LEE’e sahiptirler. LEE patojenite adas,

A/E lezyonlar1 olusumu igin gerekli olan kosullarin saglanmasini saglamaktadir [30].
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2.1.2. Enterotoksijenik E.coli (ETEC)

Guanylate
cyclase GM1,

ETEC
Sekil 2.5 ETEC(Kaynak [24] ‘dan modifiye edilmistir)

ETEC suslar1 seyahat ishali (treveler’s diarrhea) olarak anilan rahatsizligin
baslica etmenidir. Sanitasyonun zayif oldugu gelismekte olan iilkelerdeishale neden
olmaktadirlar [15]. Yine ozellikle tropik iklimlerde enfektif ishalin de en yaygin
nedeni ETEC olmaktadir. Hastalik sulu ishale eslik eden karin kramplar1 seklinde
goriilmektedir ve ates diisik seviye de ya da hi¢ goriilmez [14]. Hastaligin
gelisebilmesi icin, patojenin bagirsakta epitel hiicrelere pili veya kolonizasyon faktor
antijeni (CFA) ile tutunarak kolonize olmasi; ardindan 1stya duyarli (LT) veya 1s1ya
dayanikli (ST) toksinlerinden birini veya ikisini birden iiretmesi gerekmektedir [15].
Bu enterotoksinler sodyum emilimini engelleyip klorid salinimini uyararak sulu
ishale neden olurlar [19]. Bunlarin yani sira hastaligin olusabilmesi igin yiiksek
miktarda hiicrenin viicuda almmasi gerekmektedir (108-10° kob).Semptomlar 3 saat
icerisinde gelisebilmektedir ve koleranin daha hafif bir formunu andirmaktadir. Bag
agrist, mide bulantis1 ve kusma da goriilebilir. Cocuklarda sivi kaybina bagli 6liimler
gerceklesebilmektedir [15].

2.1.3. Enteroinvazif E.coli (EIEC)
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e cell

= movement
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>
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Sekil 2.6 EIEC([24] ‘den modifiye edilmistir)
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Shigella ve EIEC epitel hiicreleri isgal edebilme becerisini kazanarak evrilmis
ve ciddi intestinal rahatsizliklara yol acabilen enterik patojenlerdir. Bu bakteriler iki
ayri cinste siniflandirilmig (Shigella ve Escherichia) olsalar da molekiiler deliller bu
smiflandirmanin  dogru olmadigini gostermektedir ve beraberce invazif E.coli
grubunda degerlendirilmelerinin daha uygun oldugu diisiiniilmektedir. Bilinen tiim
Shigella suslar1 invaziftir ve basil tipi dizanteriye neden olmaktadir, bununla birlikte

sadece belli E.coli serotipleri (EIEC suslar1) ayn1 beceriye sahiptir [16].

EIEC suslar1 shigellozis benzeri dizanteriye neden olurlar. Oncelikle epitel
hiicrelere baglanirlar ve isgal ederler, buradan hiicreden hiicreye gecis yaparak
enfeksiyonun bagirsaklarda yayilmasina neden olmaktadirlar. Hiicre hasari
dolayistyla kanli, mukuslu bir ishale neden olurlar. Semptomlarin gelismesi i¢in 10°
kob kadar hiicrenin viicuda alinmasi1 gerekebilir. Hastalik semptomlar1 shigellozise
benzemektedir. Enfektif dozun viicuda alinmasimi takiben karin kramplari, siddetli
ishal, bas agrisi, titreme ve ates gézlenmektedir. Semptomlar 7-12 giin kadar devam
etse de, birey uzunca bir siire tasiyici olabilmekte ve patojenin yayilmasina neden
olabilmektedir. Yalnizca insanlarin bu patojenin konakgisi oldugu diisiiniilmekte ve
gidalara fekal yolla bulagmaktadir [15]. Enfeksiyonun insandan insana gegisi de soz

konusu olabilmektedir [14].

2.1.4.Difuz-aderent E.coli (DAEC)

DAF
F1845—% O

- 4

DAEC

Sekil 2.7 DAEC (Kaynak [24] ‘dan modifiye edilmistir)

DAEC, idrar yolu enfeksiyonuna yol actig1 ve 1-5 yas arasi ¢ocuklarda ishale
neden oldugu bilinen bir patojen gruptur. Bununla beraber ishal gelisimindeki rolii

hala tartisilmaktadir. Hep-2 hiicrelerinin ylizeyindeki parmak-benzeri uzantilari
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tahrik ederler. Bu parmak benzeri uzantilar bakteri hiicresinin etrafini sararak hiicre

igerisine alinmadan organizmaya koruma saglanmis olmaktadir [19,25].

2.1.5.Enteroagrevatif E.coli (EAggEC, EAEC)

Biofilm formation

Cytotoxins and enterotoxins
(including ShET1, Pic, EAST1.Pet)

A 4

EAEC

Sekil 2.8 EAEC ([24] ‘dan modifiye edilmistir)

EAEC, gelismekte olan iilkelerde yaygin olarak ¢ocuklarda ve yetiskinlerde
14 giinden uzun siirebilen “inat¢1” ishale neden olmaktadir. Cocuklarda goriilen ishal
ETEC tipi ishale benzemektedir ve hafif seyretse de, 6nemli mukozal hasara neden
olmaktadir. Enfeksiyon sirasinda aggrevativ tutunma fimbrias1 ilehiicreler
karakteristik tugla-benzeri topluluklar olusturmakta ve bdylelikle bagirsak
hiicrelerinin mukozal hasarina neden olmaktadir. Bunun yani sira, enteroaggrevatif
1stya dayanikli toksin (EAST) ve hemolisin (por olusumuna neden olur) olarak iki tip
toksin iretmektedirler. Genel olarak shiga-toksin (stx) iiretmezler. Ancak 2011
yilinda ortaya ¢ikan bir EAEC serotipi 0lanO104:H4, stx iireterek Almanya’daki en

biiyiik E.coli salginina neden olmus ve ezber bozmustur [15].

2.1.6.Enterohemorejenik E.coli (EHEC)

1< S

Stx

\ Systemic absor btior/

v EHEC

Sekil 2.9 EHEC ([24] ‘dan modifiye edilmistir)
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Bu gruptaki suslar kanli ishal (hemorojik kolit) ve hemorajik tiremik sendrom
(HUS) etmeni olarak, diger gruplara kiyasla daha yakin zamanlarda (1982)
tamimlanmistir. Bu patotipin en belirgin karakteristiklerinden biri shiga-benzeri
toksin (Stx) tretmesidir [15]. Tim EHEC, shiga-benzeri toksin iirettiginden ayni
zamanda shigatoksijenik veya verotoksijenik E.coli (STEC/VTEC) olarak
bilinmektedirler [15,31]. Tiim EHEC ler sitotoksin tiretmekte ise de sitotoksin iireten
tim tiirler EHEC degildir [32, 33]. Bu nedenle EHEC grubu STEC’nin bir alt grubu
olarak kabul edilmektedir. EHEC grubunun en bilinen tiyesi E.coli O157:H7dir.
Bunun yaninda O26:H11, 0103, 0104, O111, ve sorbitolii fermente eden O157-H"
serogruplari da bu grupta yer alan STEC’lere 6rnek verilebilir [12].

2.1.7.Shigatoksijenik E.coli (STEC)

Shiga-toksin tireten Escherichia coli (STEC), diinya ¢apinda bir¢ok salgindan
sorumlu olan gida kaynakli bir patojenik E.coli grubudur. Gevis getiren hayvanlarin
bagirsaklarinda bulunan STEC fekal yolla gida ve suyun kontaminasyonuna neden
olabilmektedir [1]. STEC grubunda 026, 0111, O114 gibi enteropatojenik (EPEC)
“O” gruplarinin yanisira 0145, 0103, O121 gibi EPEC olmayan serogruplar da
bulunmaktadir [34]. Bu patojenler insanlarda orta ve yiiksek siddette hastaliklara
neden olabilmektedir. Bu hastaliklar hemorajik kolit (HC) ve hemolitik tiremik
sendroma (HUS) kadar ilerleyebilmektedir [2]. STEC enfeksiyonlari, higbir
semptomun gelismedigi hafif rahatsizliklardan, 6liimle sonug¢lanan agir semptomlarin

gelistigi ciddi enfeksiyonlara kadar genis bir aralikta olabilmektedir [35].

Bu patojenlerin bulasma kaynagi gevis getiren hayvanlar olmakla beraber,
ozellikle sigirlarla tasmim oranlari toplum sagligmi tehdit etmektedir [5]. Insanlara
hastalik gecisleri temelde sigir kaynakli olmakta ve bu hastalik etmenleri genellikle
tastyict hayvanlarda hastalik yapmamaktadir [21]. Ozellikle hassas bireylerde 10*-
102 hiicrenin bile hastalik gelisimine neden olabilecegi belirtilmektedir[15]. ABD’de
¢ocuklarda akut bobrek yetmezliginin baslica sebebi HUS olmaktadir[14]. O157:H7
disindaki STEC serotiplerine non-O157 STEC’ler denilmektedir [3].

STEC terminolojisi i¢in Onerilen bazi siniflandirmalar bulunmaktadir.
Karmali ve ark. (2003), STEC seropatotip siniflandrmasi i¢in bir sistem Onermistir.
Buna gore STEC suslar1 rapor edilen salgin siklig1 ve hastaligin siddetine gore 5

gruba ayrilir (A’dan E’ye). Seropatotip A, O157:H7 ve O157:H-‘dan olusmaktadir.
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Seropatotip B grubunda; O26:H11, 0103:H2, O111:H-,0121:H19 ve O145:H- gibi
serapatotip A’ya gore daha az siklikta salginda rapor edilen suslar bulunmaktadir.
Seropatotip C, sporadik HUS vakalarina neden olmus ancak salgina neden olmamis
suslar1 igeren; Seropatotip D ve E de agir hastalik ve salginlarla iliskisi olmayan -
kendi aralarinda “insanlarda hastalik yapan ve yapmayan” olarak ayrilan- gruplardir
[4,36].Girardeau ve ark.,yaptiklar1 c¢alismada STEC filogenisi, patojenitesi ve
virlilans faktorleri arasinda bir iliski oldugunu gostererek STEC simiflandirmasina
katki saglamiglardir [37]. Buna gore suslar temel olarak iki gruba ayrilmis
goriilmektedir: Filogenetik grup B1 (%70) ve filogenetik grup A (%19). Filogenetik
grup A temel olarak, hastalik yapmayan seropatotiplerden eae viriilans genine sahip

olmayan suslar1 igermektedir [4,37].

2011 yazinda Avrupa’da (Almanya kokenli) gergeklesen E.coli salginina
neden olan izolatin Shiga-toksin fajina sahip oldugu ve daha Onceleri bu genetik
elemente sahip olmayan bir filogenetik grupta yer aldigi belirtilmektedir [26, 38, 39].
Molekiiler tanimlamalar dahilinde bu izolat STEC olarak siniflandirilabilmekte
ancak genom ¢ogunlugu enteroaggrevatif E.coli ile benzerlik gosterdiginden EHEC
grubuna alinmamaktadir. Genomik c¢alismalardan elde edilen bu bulgular mobil
genomik bolgelerin biyolojik isaret (biyomarker) olarak kabul edildigi veya kiigiik
miktarlarda DNA’nin kullanildigi mevcut tiplendirme semasmin kisitlayiciligini

ortaya koymaktadir [26].

Shiga-benzeri toksin, E.coli izolatlarinin lambdoid profajlar1 tarafindan
kodlanmaktadir [26, 40]. ilk olarak Shigella dysenteriae’nin sebep oldugu epidemik
bir dizanteri vakasinda karakterize edilmistir [26, 41]. Toksin Afrikan yesil
maymunlarinin bobrek hiicrelerine (vero hiicreleri) olan sitotoksik etkisi dolayisiyla
verotoksijenik ismi ile; Shigella dysenteriae tip I’in ftrettigi toksine olan
biyokimyasal benzerligi ve genetik akrabaligi dolayisiyla da shigatoksin (shiga-

benzeri toksin) ismi ile de anilmaktadir [19,26].

Shiga-benzeri toksinler temel olarak iki gruba ayrilmaktadir: Stx1 ve Stx2.
STEC suslari bu toksinlerden yalniz birini veya ikisini birden iiretebilmektedir.
Stx2’nin  Stx1’den daha kuvvetli oldugu ve patojenezden sorumlu oldugu
diistiniilmektedir. Stx bagirsak hiicreleri, bobrek hiicreleri ve 16kositlerdeki spesifik

glikolipit alicilarina baglanmakta boylelikle protein sentezini bloke ederek hiicre
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6liimiine neden olmaktadir. EHEC de, EPEC’te oldugu gibi Intimin ad1 verilen eaeA
geni ile kodlanan yakin tutunma faktoriinii (intimate adhesion factor) iliretmektedir.
Bunun yaninda 60-MDa’luk bir plasmidde ve TIR’de (translocated intimin receptor;
Intimin i¢in konakg¢i hiicre alicisi gorevi goren) kodlanan enterohemolisini

tiretmektedir [15].

En yaygin STEC’lerden E. coli O157:H7’nin viriilans faktorlerini kodlayan
genler hem kromozom hem de plazmidlerde bulunabilmektedir. Kromozom, en
onemlileri stl,st2 ve LEE (Locus of enterocyte effacement) genleri olan genis
yelpazede viriilans geni tasimaktadir. Iki ¢esit verotoksin -ST1 ve ST2 (ve
varyantlar1)- stl, st2 genleri ile kodlanir. Bunun yaninda LEE konakg1 hiicrelerine
tutunmak, transdiiksiyon yollarinin sinyallerinin baslatilmasi ve tutunma-yoketme
(A/E) lezyonlarinin olusumundan sorumlu proteinler i¢in gerekli genleri icermektedir
[4,42]. Plazmidlerdeki en Onemli viriilans faktorleri ehxA geni (EHEC
enterohemolisinini kodlar), farkli baglarin iiretimi icin gerekli genler olmaktadir
[4,42]. STEC serogruplar1 026, 0145 ve 0165 ‘nin O157 serogrubu kadar yiiksek
bir viriilansa sahip olabilecegi belirtilmektedir [4,43].

Kontamine gidanin tiiketiminden sonra bakteri oncelikle bagirsaktaki epitel
hiicrelere tutunmaktadir. Intimin, yakin tutunmayi kolaylagtirarak mikrovillis
tizerinde kaide benzeri bir yapi olusturur ve karakteristik A/E lezyonu olusturulur.
Bu yolla emilim villusunun yokedilmesi ile emilimin bozulmasi ve EPEC ile oldugu
gibi bir yikimlanmaya neden olur. Bakteri daha sonra kolon epitel hiicrelerine zarar
vererek hemorojik kolite neden olan Stx’i {iretir. Stx dolasim sistemine gegerek
bagirsaktaki, bobrekteki ve beyindeki kii¢lik kan damarlarinin hasar gérmesine neden
olur. Bu durum HUS ve trombotik trombositopenik purpura (TTP) olusumu ile
sonuglanabilmektedir. Semptomlar tiikketimden sonra 3 ila 9 giin i¢inde ortaya ¢ikar
ve genel olarak 4-19 giin siirer. Toksin ayni zamanda kirmizi kan hiicrelerinin
parcalanmasina neden olarakbobrekteki kiiglik kan damarlarinda tikanmaya ve bu
yolla HUS gelisimine neden olabilmektedir. HUS o6zellikle ¢ocuklarda &liimciil
olabilmektedir. TTP beyinde piht1 olusumuna ve dolayisiyla nébetlere, komaya ve

genellikle 6liime neden olmaktadir [15].

2011 yilinda Amerika Birlesik Devletleri Tarim Bakanlig1 baslica 7 STEC
serovarini (026, 045, 0103, O111, 0121, 0145, ve O157) saflik bozucu (adulterant)
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olarak tanimlayarak bu serovarlarin herhangi birini igeren etlerin insan tiikketimi i¢in
satilamayacagint agiklamistir [15]. Son yillarda birgok non-O157 STEC serogrubu
cesitli hastalanma vakalar ile iligskilendirilmistir. Daha 6zel olarak STEC 026, 045,
0103, O111, O121, ve O145 Amerika Birlesik Devletlerinde hastalanma vakalar ile
iliskilendirilen non-O157 serogruplarinin %75’ini olusturmaktadir [36]. USDA bu
STEC serogruplarina “top six/ big six” adin1 vermistir [5]. Scallan ve ark., A.B.D’de
gerseklesen O157 STEC enfeksiyonlarinin yillik ortalama %68’inin, non-O157
enfeksiyonlarnin ise %82’sinin gida kaynakli gerceklestigini ifade etmistir. Non-
O157 enfeksiyonlarinin O157’ye gore STEC enfeksiyonlarmin daha biiyiikk bir

kismindan sorumlu olduklari tahmin edilmektedir [4,44].
2.2. E.coli Asit Dayanim (AR) ve Asit Tolerans Cevabi (ATR)

STEC serotiplerinin enfektif dozunun diisilk olmasina, sahip olduklar1 asit

dayanimi kabiliyetlerininde katki sagladigi diistiniilmektedir.

Patojenlerin enfeksiyona neden olabilmeleri i¢in oncelikle gida ortamindaki
ve konakgei sindirim sistemindeki ¢esitli streslere dayanim gostermesi gerekmektedir.
Mikrobiyolojik anlamda stres, organizmanin iiremesini veya canliligini olumsuz
etkilen herhangi bir faktor veya kosula verilen isimdir. Mikroorganizmalara
uygulanan streslerin etki ve sonuglar1 degisim gostermektedir. Subletal diizeydeki
(6ldiiriicti dozun altinda) zayif stres canliligin kaybedilmesine neden olmazken
tiremeyi azaltir veya durdurur. Orta diizeyde stres liremeyi durdurarak bir kisim
canlilik kayiplarina neden olur. Ekstrem veya agir stres ise populasyonun ¢ogunun
6liimiine yol acar [12]. Bir organizmanin bir strese dayanikliliginin, bu stresten farkl
streslere subletal diizeyde maruz kalmasi ile arttirllmasi ¢apraz koruma olarak
adlandirilmaktadir [12,45].

Hem patojenik hem de patojenik olmayan E.coli subletal ¢evresel streslere
kars1 stres cevabi olusturmaktadir. Bu cevaplar sayesinde gesitli gevresel kosullara ve
isleme kosullarna kars1 direng gelistirilebilmektedir. Stres cevaplarinin dogasi ve
siddeti patojenik ve apatojenik E.coli suslar1 arasinda, hatta patojenik E.coli
igerisindeki suslar arasinda bile degisim gosterebilmektedir. E.coli, sicak stresi,
soguk stresi, aclik stresi, osmotik stres ve asit stresi gibi streslere karsi cevap

gelistirebilmektedir. Bunun yani sira bu streslerden herhangi birine maruz kaldiginda
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capraz koruma ile diger streslerden bir veya birkagina karst cevap

gelistirebilmektedir [46].

Invazif gida kaynakli patojenler mideden gecerken, ince bagirsaktaki gegici
kolonizasyonlar1 sirasinda ve konakg¢i hiicre fagozomlarinda, diisik pH ve/veya
organik asitler ile kars1 karsiya kalirlar. Patojenler bu ideal olmayan kosullarda
hayatta kalmak i¢in diisiik pH’ya adapte olabilecekleri —mekanizmalar
gelistirmislerdir. Asit tolerans cevabi (ATR: acid tolerance response) adi verilen bu
adaptif cevap, orta diizeyde asidik bir ortama kisa stireli maruziyet neticesinde asit

toleransinin kazanilmasina miisaade etmektedir [47].

Mikroorganizmalarin bagirsakta ¢ogalabilmeleri (kolonize olabilmeleri) igin
midenin asidik kosullarinda hayatta kalabilmesi gerekmektedir ve E.coli bu asidik
kosullarla bag edebilmek i¢in metotlar gelistirmis mikroorganizmalara iyi bir 6rnektir
[26]. Gastrointestinal hastaliklara neden olan E.coli gibi bakteriler mide asidine
hassasiyetlerini azaltan asit tolerans cevabi (ATR) veya asit dayanimi (AR) denilen
mekanizmalara sahiptir. Asit stresine dayanabilmek veya tolere edebilmek igin
bakteriler; hiicresel, enzimatik ve fizyolojik mekanizmalarint kullanarak hiicre ici
pH’y1 muhafaza etmekte ve hiicresel zarar1 engellemektedirler. Patojenler belirli
membran proteinleri iireterek pH’y1 tamponlama, proton gegirgenligini degistirecek
sekilde membran ozelliklerini diizenleme ve ¢esitli genlerin tetiklenmesi ile bu hiicre

zararini engelleyebilmektedirler [30].

Asit muamelesi sirasinda organik asitlerin varligi organizmalarin 6liimiinii
hizlandirmaktadir [48]. Laktik asit, asetik asit ve hidroklorik asit bakteriyel hiicre i¢i
pH’larin diismesine neden olabilmektedir ancak laktik asit gibi zayif organik asitlerin
daha kuvvetli bir antimikrobiyal mekanizmasi bulunmaktadir. Hiicre disinda yiiksiiz
olan (disosiye olmamis) zayif asitler hiicre membranindan difiize olabilmekte ve
burada disosiye olabilmektedir. Bu ayrisma hiicre i¢indeki nétral pH (pH 7 civari)
dolayisiyla gerceklesmektedir. Asit anyonu hiicre igersinde birikim gosterir ve
yiiklendigi i¢in (ayrisma formu) hiicre disina kolaylikla difiize olamaz ve hiicre
metabolizmast olumsuz etkilenir [4]. Ancak E.coli suslari aside dayanim
sistemlerinden olan, glutamat dekarboksilaz sistemini kullanarak zayif organik
asitlerin oldiriicti etkilerine karsit savunma saglayabilirler [48,49]. Bunun yaninda

oksidatif ve arginin dekarboksilaz sistemlerigibi farkli sistemlerede sahiptir [48].
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Diisiik pH’li ortamlarda hiicre populasyonlar1 2 tipte bulunabilir. Ik grup
sitoplazmik pH’s1 proteinleri denatiire edecek dlglide diismemis olan, protein sentezi
olmaksizin iyilesebilecek olan hiicrelerdir. Ikinci grupta ise sitoplazmik pH’sindaki
diisiis dolayisiyla protein denatiirasyonu goriilen ve iyilesmek i¢in protein sentezine
ihtiya¢ duyan hiicreler bulunmaktadir. Bir mikrorganizmanin pH toleransini
etkileyen birkag faktor bulunmaktadir. Bu faktorlere 6rnek olarak rekabetgi floranin
olusturdugu degisimler, organizmanin maruziyet oncesi 1sil islem veya diisiik su

aktivitesi gibi faktorlerle zarar gérmiis olmasi gibi faktorler verilebilir [48].

Escherichia coli, hiicre i¢i pH’sin1 olduk¢a iyi kontrol edebilen bir
mikroorganizmadir ve ortam pH’s1 diistilkge hiicre i¢i pH’st sabit kalir [48]. Bir
mikroorganizmanin hiicre i¢i pH’sin1 nétrale yakin olarak korumasi aktif ve pasif
mekanizmalarin kombinasyonu ile ger¢eklesmektedir. Pasif sistemde, sitoplazmada
bulunan amino asitler, proteinler, poliaminler, polifosfat ve inorganik fosfatin
tamponlama kapasitesi sayesinde asit dayanim gerceklesir. Aktif sistemler ise

fizyolojik, metabolik ve proton-tiiketen sistemler olarak gruplanabilir [50].

Daha ayrintili olarak asidik ortamda hayatta kalma su sekilde gercgeklesir;
Sitoplazmik membranin potansiyelini tersine c¢evirerek proton akisini yavaslatmak,
metabolik yollar1 proton iiretimini diisiirecek sekilde yeniden organize etmek, amin
tiretiminin arttirilarak alkalizasyona neden olmak ve asidin ndtrlenmesini saglamak.
Belirli proteinler ve amino asit dekarboksilaz sistemleri (glutamat, arginin ve lizin)

suslarin asit dayanimina katki saglamaktadir [30].

Escherichia coli’nin birkag aside dayanim sistemi mevcuttur. Bu sistemler
genel olarak katki eklenmemis minimal besin ortaminda (asit-tolerans cevabi
sistemleri: ATR sistemleri) ve bir cesit katki destegine gereksinim duyarak (asit-
dayanim mekanizmalar: AR mekanizmalari) tetiklenebilen ve fonksiyon gosteren
sistemler olarak 2 kategoride incelenebilmektedir. E.coli i¢in 3 temel AR sistemi
tanimlanmistir [48,49]. Bu sistemler oksidatif, glutamat dekarboksilaz ve arginin
dekarboksilaz sistemleridir. Diger AR sistemleri lisin ve ornitin dekarboksilaz
sistemleridir ancak bu sistemlerin E.coli asit dayanimindaki rolii tam olarak
anlasilamamstir. Bunlarin disinda E.coli’nin diger adaptif mekanizmalar1 saperon-

temelli AR veya ATR dir [4].
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2.2.1. Oksidatif Sistem (AR1)

Oksidatifsistem, E.coli gibi oksidatif metabolizmaya sahip bakterilerde
goriilen, hiicreleri minimal besin ortamlarinda pH 2,5’a kadar koruyabilen bir
sistemdir [48]. Bununla beraber bu sistem glukoz igermeyen ortamlardaiireyen
hiicrelerde goriilmektedir [4,48]. Bir baska deyisle bu sistem hiicreleri diisiik pH’l1
minimal ortamlarda aside karst korumaktadir [4]. Bu sistemin tetiklenmesi igin,
duragan faz alternatif sigma faktor,cS (RpoS), ve global diizenleyici protein CRP
(CAMP alic1 protein) gerekmektedir ve sistem glukoz igeren kompleks bir ortamda
inhibe olur [4].

2.2.2. Glutamat Dekarboksilaz Sistemi (AR2)

Glutamat dekarboksilaz sistemi hem aerobik ve hem de anaerobik kosullarda
indiiklenebilir [30]. GadA ve gadB genleri tarafindan kodlanan gadA ve gadB
izoenzimleri tarafindan diizenlenen E.coli hiicrelerinde dominant bir metabolik
yoldur. Glutamat varligina ve glutamat dekarboksilaz genlerinden (gadA, gadB) en
az birinin ekspresyonuna, gadC genine, glutamat/y-aminobiitirik asit antiportuna
gereksinim gostermektedir. GadA izoenzimi hiicreler asidik kosullarla karsilastiginda
ve gadB izoenzimi de hiicreler duragan faza gectiginde aktif olur. Asit stresini
hafifletmek icin fazla sitoplazmik protonlar, amino asitlerin dekarboksilasyonunda
kullanilir ve bu proses i¢ pH’ nin artmasi ile sonuglanir [30]. Proton alimi ile GadA
veya GadB tarafindan gerceklestirilen bu glutamat dekarboksilasyonu sonucunda vy-
aminobutirik asit tretilir. y-aminobutirik asit GadC ile hiicre digina aktarilirken

glutamat hiicre igerisine girer [4].
2.2.3. Arginin Dekarboksilaz Sistemi (AR3)

Bu sistem yalnizca anaerobik/fermantatif kosullarda indiiklenir. AdiA geni
tarafindan kontrol edilir ve arginin varligina bagimlidir. Hiicreler asidik strese maruz
kaldiklarinda adiA geni, amino asit argininin dekarboksilasyonunu diizenler ve bu
proses sonucunda hiicre i¢i pH yiikselir [30].Yine proton alimi ile AdiA tarafindan
gerceklestirilen arginin dekarboksilasyonu sonucunda agmatin {iretilir. Agmatin
AdiC ile hiicre digina aktarilirken arginin hiicre igerisine girer [4]. Arginin ve
glutamat dekarboksilasyonu sistemleri sirasiyla arginin ve glutamat varlifina bagh

olarak yine minimal besin ortaminda hiicreleri pH 2,5’e kars1 koruyabilir [43]. Bu iki
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sistemde glukoz igeren kompleksbesiyerlerinde iretilmis hiicreler, glutamat veya
arginin igeren diisiik pH’li minimal besiyerlerine aktarildiginda hiicreleri asidik

kosullarda korurlar [4].

Glutamate GABA ARZ2

Arginine Agmatine

Sekil 2.10: E.coli’nin Sahip Oldugu AR2 ve AR3 Sistemlerinin Ozeti (Sekil [51]’dan
modifiye edilmistir)

2.2.4. Asit Stresine Fizyolojik Adaptasyonlar

E.coli membran kompozisyonunu, membran akigkanligini disiirecek bir
sekilde degistirerek proton gegisini azaltabilmektedir. Bu durum, doymamis yaglarin
konsantrasyonunu azaltan ve siklopropan yag asitlerinin konsantrasyonunu arttirmayi
saglayan, siklopropan yag asit fosfolipit sentezi ile gerceklestirilir. Dahasi proton
gecisi, membran dist porinlerinin (OMP) polifosfat veya kadaverin ile baglanarak
bloke edilmesiyle azaltilabilir [50]. Periplazm da biinyesinde HdeA ve HdeB denilen
saperon proteinleri baridirir. Bu proteinler GadE’ye dayali aside uyum adasinin bir
pargasi olarak kopyalanir [50]. Bu proteinlerin genleri duragan fazda, asidik pH’da
tetiklenir [4]. HdeA ve HdeB noétral pH’da dimerik yapidadir, diisiik pH da kismen
acilmis (unfolded) monomerlere ¢oziilerek asit tarafindan denature edilen proteinlere
baglanir. pH yiikseldikce HdeA veHdeB substrat proteinleri serbest birakirlar. Bu
baglanma ve serbest birakma dongiisii periplazma proteinleri ATP’ye bagh
sistemlere (6r: GroEL/ES veya DnaK/Dnal/GrpE sistemler) ulasamadigindan 6nemli
bir adaptasyon olmaktadir [50].

21



E.coli’nin 1s1 soku gibi streslere karsi etkin bir sekilde isleyen ¢ok sayida
sitoplazmik saperon proteini olsa da Hsp31 asit stresi ile iliskilendirilmis tek
saperonudur. Homodimerik Hsp31 bir tutucu gorevi goriir: stres ortadan kalkincaya
dek katli olmayan ara iriinlere baglanir ve onlar1 stabilize eder. Daha sonra
proteinlerin yeniden, kendiliginden veya ATP’ye bagli saperon sistemler yardimiyla
katlanmasina miisaade eder. Protein saperonlarinin disinda DNA’ya baglanan Dps
proteini, DNA’ya baglanarak onu korumasi sayesindesiddetli asit stresine karsi
hayatta kalmaya katki saglar. Dps, Fe?* iyonlarini gevreleyerek kafes benzeri bir yap1
olusturur. Boylelikle Fenton reaksiyonu ile zararli hidroksil serbest radikallerin

olusumunu azaltir [50].
2.2.5. E.coli Suslarmin Asit Dayamimimi Etkileyen Diger Faktorler
2.2.5.1. Aerobik Ortam

Aerobik solunumda oksijen elektron alicisi olarak davranir boylelikle E.coli
suslar1 aerobik solunum zinciri ile membran iizerinden protonlarin yer degistirmesi
sayesinde enerji elde ederler. Aerobik kosullarda E.coli suslari stres kosullarina
cevaben redoks diizenleyiciler ve stres proteinleri gibi molekiiller iiretirler. Diisiik pH

da iiretilen 13 proteinin 2’si aerobik kosullarda aside maruziyette iiretilmektedir [30].
2.2.5.2. Anaerobik Ortam

Anaerobik kosullarda oksijen varliginda eksprese edilen genlerin 3’te biri
degisiklik gostermektedir. Oksijen yoklugu metabolizma {izerine olumsuz etki eder;
atiklarin birikmesine ve fermantasyon iriinlerinin atimimnin artmasina neden olarak
hiicreyi strese sokar. Yiiksek pH seviyeleri, fermantasyon asitleri ve amonyum
tiretimi ile fermantasyon prosesini hizlandirir. Dihidroksiaseton (Dha) kinaz sistemi
fosfati seker ve amino asitlerin katabolik {iriinlerine katalizler (dihidroksiaseton).
Dha, daha sonra yiiksek pH’da indiiklenen gliseraldehit fosfat dehidrogenaz (GapA)
enzimi ile pargalanir. Yiiksek pH’da GaT GABA’y1 siiksinat iriinlerine (igsel
alkalinizasyonu nétralize etmek veya fermantasyon asitlerine doniistiiriilmek igin

tiretilen asit) diizenler [30].
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2.2.5.3. Strese Onceden Maruz Kalma

E. coli O157:H7’nin subletal asidik kosullara maruz kalmasinin, aside alisma
(habiitasyon) ile asit toleransimi tetikledigini; takip eden asit stresi ve termal
streslere  adaptasyonlar gelistirmesine miisaade ettigini  gOsterencalismalar

bulunmaktadir [30].

Gida ortami1 ve isleme kosullart mikroorganizmalari birden ¢ok strese maruz
birakarak strese adaptasyonu destekleyebilir. Calismalar E.coli O157:H7 nin yavas
diisiis gosteren pH’li ortamlarda aside adaptasyonunun capraz korumaya neden
olarak, cesitli gidalarda 1sil inaktivasyona direng gosterebilmesine yol agtigini

gostermektedir [52].

Dolayisiyla E.coli gibi patojenlerin bazi g¢evresel kosullara daha onceden
maruz kalmalart mide asitligininbu patojenleri inaktive etmede daha az etkili

olmasina neden olabilmektedir [30].
2.2.5.4. DNA Tamir Mekanizmasi

Asit, DNA’nin ¢ift zincirini bozar, boylelikle asit maruziyeti yanlis baz
eslemeleri dolayisiyla hiicre 6limii ile sonuglanir. Asidik ortamlarin bu etkisini
karsilayabilmek i¢inhiicrelerin DNA’ya baglanan proteini olan Dps (DNA —binding
protein in starved cells, Dps), DNA ile birleserek diisiik pH’da stabil olan DNA-Dps
kompleksini olusturur. Bu kompleks DNA’y1 asidik kosullarda olusan radikallerden
korur. Saperon benzeri fonksiyon goOsteren HdeA proteini, denatiire olmus
periplazmik proteinlerin ¢6kelmesini engeller. Bu proteinler asit stresine karsi

sitoplazmik proteinlerden daha hassastir [30].
2.3. STEC ve Gida iliskisi

STEC ile insanlara hastalik gegisleri temel olarak sigir kaynakli olmakla
beraber, bu patojenler keci, koyun, geyik gibi gevis getiren hayvanlar araciligiylada
gida zincirine gegis yapmaktadirlar [21].

2017 yilinda STEC enfeksiyonlar1 2014-2016’ya kiyasla %28 oraninda artig
gostermistir. Bu artisin non-O157 STEC enfeksiyonlarinin teshisindeki artisa bagh
oldugu diistiniilmektedir. Klinik laboratuvarlar uzun yillardir O157 igin testler

gerceklestirebilmektedir. Kiiltlirden bagimsiz tanimlama tekniklerinin (culture
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independent diagnosting techniques: CIDT) kullanimindaki artis ile genel olarak
laboratuvarlar bir tiiriin 6ncelikle shiga-toksin tiretip iiretmedigini belirleyip daha
sonra O157 igin test etmektedirler. O157 igin negatif sonug aldiklarinda non-O157
sus veya suslarin varligina kanaat getirebilmektedirler. Daha sonra hangi non-O157
susu  oldugunu  belirlemek i¢in  uzmanlasmis  baska  laboratuvarlara
gonderebilmektedirler. CIDT’ler organizmalarin iiremesine yani kiiltiirlenmesine
ihtiya¢ duyulmadan uygulanan tanimlama ydntemleridir. Boylelikle bu yontemler

sayesinde ¢ok daha hizli sonug elde edilebilmektedir [53].

O157:H7 ciftlikte aylara veya yillara kadar uzayan siirelerde varliginm
stirdlirebilmekte ve dahasi “siiper bulastiric1” (super shedders) olarak adlandirilan
hayvanlar yiiksek miktarlarda hiicreyi uzun siire (genellikle 6-12 ay) bagirsaklarinda
tagtyabilmektedirler.

Hayvanlarda patojen tasiyicisi olabilecek temel bolgeler, deri ve bagirsak
olmaktadir. Etin kontaminasyonu ise kesim, karkas ylizme ve parcalama gibi islem

basamaklarinda ger¢eklesmektedir [4].

Sigir sindirim sistemi STEC suslarinin hayatta kalmasi i¢in idealdir ve bu
hayvanlar Shiga-toksin reseptorlerine sahip olmadiklarindan STEC bu hayvanlarda
hastalik yapamamaktadir. Sigirlarda hastalik gelisiminin olmamast STEC’nin

tespitini ayrica zorlastirmaktadir [35].

Et trilinlerinin yam sira STEC enfeksiyonlar1 ¢esitli kontaminasyonlar ile
baska birgok gida kanaliyla da gergeklesebilmektedir. Tablo 2.2°de CDC (Centers for
Disease Control: Hastalik Kontrol ve Koruma Merkezleri)’den elde edilen, 2006-

2018 yillar1 arasinda gergeklesen STEC salgin verileri 6zetlenmistir.
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Tablo 2.2: CDC Tarafindan Raporlanan STECSalginlar [54].

Mliskili Gida Uriinii/Isletmesi Sus/Serogrup Yil

Marul O157:H7 2018
Yaprakl Yesillik O157:H7 2017
Soya fistig1 Yagi O157:H7 2017
Sigir Eti Uriinleri O157:H7 2016
Un 0121 ve 026 2016
Tavuk Salatasi O157:H7 2015
MexicanGrill Restorant 026 2015
Sigir Kiymasi O157:H7 2014
Cig Yonca Filizi (clover sprouts) 0121 2014
Tavuklu Salatalar O157:H7 2013
Dondurulmus Gida Uriinleri 0121 2013
Tiiketime Hazir Salata O157:H7 2013
Bologna Sosisi O157:H7 2011
Kabuklu Findik O157:H7 2011
Dogranmis Marul 0157:H7 2011
Lahana Tohumu (Misir Kokenli) Almanya Salgini 0104 2011
Peynir O157:H7 2010
Dogranmis Marul 0145 2010
Sigir Eti O157:H7 2010
Sigir Eti Uriinleri 0157:H7 2009
Hazir Kurabiye Hamuru O157:H7 2009
S1gir Kiymasi 0157:H7 2008
Pizza O157:H7 2007
Sigir Kofte 0O157:H7 2007
Taze Ispanak 0O157:H7 2006
Meksika Yemegi Restoran Zinciri O157:H7 2006

Buzagilarda A/E bagirsak lezyonlar1 ve ishal gelisebildigini gdsteren bir
kisim veri olsa da STEC yayici sigirlarin biiyiik ¢ogunlugu klinik olarak
saglikhidirlar. Hatta E. coli 0157:H7 yayiciligi ile hastalik arasinda negatif bir
korelasyon bulundugu belirtilmektedir. Yayicilik, klinik olarak normal olan
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buzagilarin %3,7’sinde ishal olan buzagalarin ise %0,75’inde tespit edilmistir.
Sigirlarda shiga-toksin hastalik ile iliskilendirilmemektedir ve shiga-toksin’e bagl

vaskiiler lezyonlar bu hayvanlarda tespit edilmemistir [55].

USDA fermente sosisler [17,56] ve tiiketime hazir sigir eti iriinlerinde
[17,57], E. coli O157:H7 igin 5-log azaltma standardi belirlemistir. Buna ek olarak
12 Haziran 2012°de, non-O157 STEC patojenleri ile bas edebilmek i¢in 6 major non-
0157 STEC serogrubu ve E.coli O157:H7 igin ¢ig sigir eti isleme hatlarinda rutin
dogrulama testlerinin yapilmasi zorunlulugunugetirilmistir [17,58]. Sigir eti
isleyicileri HACCP planlarim1 yeniden degerlendirerek non-O157 STEC’lerin
“bulunmasi muhtemel” basamaklar1 belirlemeye ve bu basamaklarda patojenlere
kars1 gegerliligi kabul goérmiis miidahaleler yapmaya mecbur kilinmistir [16,58].
Takiben STEC O157°de oldugu gibi non-0157 STEC’ler de ¢ig sigir eti parcalarinda
safligi bozan madde (adulterant) olarak degerlendirilmistir[17,59].

STEC patojenlerinin 6zellikle et iriinleri ile neden olduklari salginlar
diistiniildiigiinde sosis gibi soguk olarak da tiiketilebilen et iriinlerinde bulagsma
durumunda patojenlerin yasam seyrinin ve asit dayanimlarinin izlenmesi 6nemli
goriinmektedir. Literatiir ¢alismalar1 incelendiginde de sosislerin STEC bulasmasi

acisindan risk tagiyabilecek iiriinler oldugu goriilmektedir.

Ulkemizde sosisler, emiilsiyon teknolojisi ile elde edilen hamurun yapay veya
dogal kiliflara doldurularak kurutma (60°C’de, 10-15 dk), dumanlama (75-78°C’de,
20-25 dk) ve haslama (85°C’de, 6-10 dk) islemlerine tabi tutulmasi ile elde edilen et
tirtinleridir. Haslama islemi sonrasinda soguk duslama ile sicakligi oda sicakligina
distiriilir. Bu sogutma isleminden sonra kilif soyma ve ardindan ambalajlamaya
alinir. Baz1 isletmelerde duslama isleminden sonra kisa siireli ikinci bir dumanlama
yapilabilmektedir [60]. Sosis lretimi genel akis semas: Sekil 2.11°de

gosterilmektedir.

26



Tuz, baharat, katki

Et kiyma haline getirilir - . ) Kuterleme
maddeleri ve buz ilavesi
v
Yag ve b-ag-layICI- Kuterleme Buz ilavesi ve
maddelerin ilavesi Kuterleme
Nisasta [lavesi ve Askorbik asit veya Kuterleme

Kuterleme

tirevlerinin ilavesi

Kiliflara doldurma

On kurutma (58-70 C’de

Tiitsiileme (65-78 C’de

Haslama/Pisirme (74-85
C’de 10-20 dk)

10-30 dk) 25-60 dk)
Sogutma Askida bekletme
Ambalajlama

Sekil 2.11: Sosis Uretim Akis Semasi [6]

Sosislerde kullanilan nitrit kiirlenmis iriinlerde tipik et rengi olusumunda

onemli rol oynayan bir katki maddesidir. Tat ve lezzete de katki saglayan bu katki

maddesi antimikrobiyal ve antioksidan etkiler de gostermektedir [61]. Nitrit {izerine

yapilan caligmalarda anaerobik bakteriler {lizerine inhibe edici etkisi oldugu ve

Achromobacter, Aerobacter,

Escherichia,

Flavobacterium, Micrococcus, ve

Pseudomonas gibi bakteriler ilizerine bakteriyostatik etki gosterdigi goriilmiistiir.

Bunun yani sira aragtirmacilar nitritin bakterileri inhibe etme veya o6ldiirme etkisinde

pH’nin 6nemli rol oynadigi diisiinmektedir [62].
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Emiilsifiye sosislere {iretim esnasinda uygulanan 1sil islem tiim
mikroorganizmalarin Sldiiriilmesini saglamamakta, toplam bakteri yiikii 10% kob/g
civarlarina diisiiriilmektedir [7]. Dograma, soyma islemleri gibi asamalarda isletme
ortamindan, personelden, ekipmandan bulagmalar olmasi s6z konusu olabilmektedir
[8, 9]. Samaha ve ark., rastgele orneklenen frankfurter sosislerin ve “hot dog” tipi
sosislerin sirasiyla %20 ve %24 liniin yasal limitlerin iizerinde mikrobiyal yiike sahip
olduklarini, bu iriinlerin sirasiya %48 ve %32’sinde entero-patojenik E.coli
bulundugunu tespit etmislerdir [10]. Yine bir baska ¢alismada yerel iiretim ve ithal
sosislerin mikrobiyal analizleri yapilmis, yerel {iretim sosislerin %40’indan, ithal
sosislerin ise %20’sinden E. coli izole edilmistir. Bu sosis gruplarinin ikisinde de
toplam aerobik bakteri ve koliform bakteri sayilarinin limitlerin iizerinde oldugu
belirtilmistir [9]. Bolghari, yaptig1 ¢alismada, gida marketlerinden ve fast-foodlardan

ornekleme yapilan sosislerin tamaminda E. coli’ye rastlandigini bildirmistir [63].

Isil islemin patojenlerin inaktivasyonu i¢in yeterli olmadigi durumlar da
mevcuttur. Oteiza ve ark., 1sil islem gérmiis Morcilla sosislerinde E. coli 026:H11 ve
E. coli O157:H7 izole etmisler ve sosis lretiminde nisasta ilavesinin termal
inaktivasyona karsi mikroorganizmalart  koruyucu bir etki  gosterdigini
vurgulamislardir [64]. Her ne kadar Morcilla sosisleri lilkemizde {iretilen sosislerden
farkli formiilasyonda ve proseste iiretiliyor olsa da, bu c¢alisma 90°C’de uygulanan
151l islemde bile sosis ortaminda patojenlere rastlanabilecegini ortaya koymaktadir.
Ayrica iilkemizde iiretilen sosislerin emulsiyon hamurunun (nisasta kullanimi
dolayis1 ile) da patojenler icin koruyucu bir yap1r gorevi gorebilecegini

diistindiirmektedir.

Sosis iriinleri sadece bulagma acisindan degil aym1 zamanda STEC
patojenlerinin asit tolerans yanitlarinin gelistirebilecekleri bir {iriin olmas1 dolayisiyla
da riskli goriilmektedir. Enterik patojenlerin hastalik yapabilmesi ic¢in insan
viicudundaki ilk koruma bariyeri olan mide asidine dayanim gostererek gastro
intestinal sisteme gecebilmeleri gerekmektedir [65]. STEC O157’nin enfektif
dozunun diisiik olmasina, sahip oldugu asit adaptasyon mekanizmasinin onemli
katkisininoldugu diisiiniilmektedir [66]. Letal asit iceren ortamlardan (mide) 6nce
zayif-orta asitli ortamlara maruziyet, E. coli’nin asit dayanimini arttirmasi dolayisiyla
intestinal sisteme geg¢isini kolaylastirmaktadir [67]. Bu sekilde aside adapte olan E.

coli O157 hiicrelerinin, sentetik mide sivisi ile muamelede, asit soklanmis hiicrelere
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gore daha iyi hayatta kaldiklar1 belirlenmistir [68]. Non-O157 STEC’lerin de gevis
getiren hayvanlarin gastro-intestinal sistemlerini STEC O157’ye benzer sekilde bir

asit adaptasyonu ile kolonize etmekte olduklar1 belirtilmektedir [69].

Sosislerde depolama boyunca pH’ da yavas bir diisiis gozlenmektedir.
Depolama sirasinda non-O157 STEC’lerin asit tolerans cevaplarinin gelismesi
muhtemel bir risk olarak disiiniilebilir. Diisiik 6l¢ekli bir stresin uzun zamana
yayillmis bir sekilde uygulanmasi sonucunda bakteriler stres adaptasyonunu
saglayabilir ve bdylelikle gidadaki stres kosullarinda hayatta kalabilirler. Waterman
ve Small [70], kiyma gibi kat1 gidalarin yiizeylerinde tutunan aside karsi hassas
enterik patojenlerin pH 2,5 gibi yiiksek asidik kosulda korunduklarini rapor
etmiglerdir [46].Yapilan bir ¢alismada ETEC minimal besiyerinde pH 5,8 ve pH 4,3
‘e maruz birakilmistir. Takip eden asit uygulamasinda (HCI; pH 3,0) pH 5,8’in pH
4,3’¢ kiyasla hiicrelere daha iyi bir asit korumasi sagladigi gézlenmistir [71].

Asit dayanimimin diisiikk sicakliklarda daha iyi gercgeklestigini gdsteren
calismalar da mevcuttur [69,72]. Asit tolerans cevaplarimin gelistirilmesinden sonra
soguk depolama sayesinde wuzun silire patojen hiicreleri bu 06zelliklerini
koruyabilmektedirler [66]. Sosislerin tiikketim 6ncesi soguktadepolaniyor olmasi bu
patojenlerin asit dayanimlarmin daha uzun siire korunabilmesi agisindan da risk

olusturabilecegi diisiiniilmektedir.

Literatiirdeki laboratuvar besiyerlerinde gergeklestirilmis ¢aligsmalar E.coli
stres cevaplarinin ne kadar genis ve derin olabilecegini géstermektedir. E.coli,
ozellikle STEC, iiretim kosullarindaki bir¢cok stres faktoriine karst direng
gelistirebilecegi sistemlere sahiptir. Arastirmalar cogunlukla, asidik gidalar1 da
vektor olarak degerlendirebilen STEC O157 iizerine yogunlagsmis olsa da bazi non-
O157 STEC serotiplerinin de en az O157 kadar asit dayaniminin gelismis oldugunu
gostermektedir [69]. Gida ortamindaki birgok degisken patojenlerin stres cevabini
etkileyebildiginden gida ortaminda c¢alismanin daha gercek¢i sonuglar ortaya

koyabilecegi diistiniilmektedir [46].

Gidalar ¢ok c¢esitli mikroorganizmalarin besin maddeleri i¢in yarigtigi
kompleks ortamlardir. Bunun sonucu olarak, laboratuvardaki saf kiiltiirlerden farkli
olarak gidaya 0zgii ve cevresel kosullara adapte olmus mikrobiyal tiirlerin hakim

oldugu kompleks mikrobiyal iliskileri barindirmaktadir. Gidalarda hayatta
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kalabilmek sinirlt besin maddesi, uygunsuz pH, oksidasyon, sicaklik, kimyasallar ve
yarigmaci flora vb. bir¢ok stres faktorii varliginda gergeklesebilmektedir. Bozulma
yapan ve patojen mikroorganizmalar gidalarda yarigsma halindedir. Tiim bu agilardan
spesifik bir gidadaki E.coli stres cevabi, o gida ile ilgili tiim mikroekolojik
faktorlerin g6z Oniine alinmasi ile tahminlenebilir olmaktadir [46].Tiim bunlar
is18inda STEC  kiiltlirlerini  risk teskil edebilecek bir gida matrisinde (sosis)
incelemek ve bu matrisin asit adaptasyonu ve canlilik gibi faaliyetler {izerindeki

etkisini gormek iizere bu ¢alisma planlanmustir.

Bu amagla STEC O157, 026, 0103 ve O145’in sosislerde en ¢ok bulagmanin
goriildiigii pisirme sonrast basamaklarda bulasma senaryosu kapsaminda SO0SiS
yiizeyine bulastirilarak, depolama siiresince patojenlerin yasami ve es zamanli olarak

sentetik mide sivisina dayanimlari izlenmistir.
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3. MATERYAL VE YONTEMLER

Bu calismada perakende satis noktalarindan temin edilmis sosisler (sigir
etinden {iretilmis), E.coli O157:H7 ve non-O157 STEC seroguplart olan E. coli
0145, 026, 0103 ile deneysel olarak kontamine edildi ve 4 °C’de raf émrii siiresince
patojenlerin canliligi ve sentetik mide sivisi (SMS) igerisindeki asit direngliligi
incelendi. Calisma esnasinda farkli perakende satis noktalarindantemin edilen farkli
markalardaki sosislerden elde edilen sonuglarda ciddi 6l¢iide farkliliklar sekillenince

calisma genisletildi.

Oncelikle ¢alisma icin kullanilacak olan patojen suslarin asit dayanim
kabiliyetlerinin gida ortamindan bagimsiz olarak degerlendirilebilmesi i¢in direk
sentetik mide sivist (SMS) dayanim testleri gergeklestirildi (Asama 1). Daha sonra
perakende satig noktalarindan temin edilen sosis 6rneklerinde yasam ve sentetik mide
stvisinda asit yanitlari incelendi (Asama 2). Bu sosis drneklerinden sonra yerel bir
isletmede deneysel iiretim yapilarak gida ortamina (sosis) bagli farkliliklarin daha net

olarak ortaya koyulmasi amaglandi (Asama 3).

Sosisler 75 gilin depolandi ve analizler depolamanin 0, 15, 30, 45, 60 ve 75.
giinlerinde gergeklestirildi.

3.1. Materyal

Bu calisma Manisa Celal Bayar Universitesi, Gida Miihendisligi Boliimii
laboratuvarlarinda yapildi ve Usak Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri
Koordinatorliigii tarafindan desteklendi (Proje No: 2017/MFO011). Calismada sigir
etinden yapilan sosisler kullanildi. Bu amagla Manisa ve Izmir illerinde bulunan
marketlerden en yeni iiretilmis partiden &rnekler (ayni parti) toplandi. Ornekler
ambalajli olarak temin edildikten sonra +4°C’de muhafaza edilerek en kisa stirede

laboratuvara ulagtirildi.

Calismada kullanilan E. coli O157:H7 suslar1t ATCC 43895 ve ATCC 35157
Amerikan Kiiltir Koleksiyonundan (American Type Culture Collection — ATCC)
temin edildi. STEC non-O157 serogruplar1 ise E. coli 0103, 025, 0145 Institute
Superiore di Sanita’dan (ISS) temin edildi.
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Perakende satis noktalarindan temin edilen sosisler Grup 1 olarak, yerel
isletmede iiretimi yapilarak temin edilen sosisler de Grup 2 olarak smiflandirilda.
STEC patojenlerinin asit dayanimi sonuglarindaki farkliliklarin daha 1yi
yorumlanabilmesi i¢in Grup 1, analiz sonuglarina gére Grup 1A ve Grup 1B olarak
alt gruplara boliindii. Calisma sonuglar1 asagida belirtilen deneysel gruplar halinde
incelendi (Sekil 3.1).

¢ Grup 1: Piyasada tiikketime hazir olarak satis1 yapilan sosisler

- Grup 1A: SMS Deneylerinde yalnizca 0.glinde canlilik
tespit edilen veya hicbir giinde canlilik tespit
edilemeyen, piyasadan toplanankE. coli O157:H7 veya
non-0157 STEC 026, 0145, 0103 ile kontamine
edilmis veya kontamine edilmemis (kontrol) 4 farkl
marka sosis (toplam 20 grup)

- Grup 1B: SMS Deneylerinde 0.giin disinda da
depolamanin diger giinlerinde canlilik tespit edilen ayni
markaya ait E. coli O157:H7 veya non-O157 STEC
026, 0145, 0103 ile kontamine edilmis veya kontamine
edilmemis (kontrol) sosisler (5 grup)

¢ Grup 2: Deneysel iretilen E. coli O157:H7 veya non-O157 STEC 026,
0145, 0103 ile kontamine edilmis veya kontamine edilmemis (kontrol)
sosisler (5 grup)

Perakende satis noktalarindan temin edilen sosislere ait verilerden sadece
Grup 1A 6n denmeler kapsaminda yapilmis olup, 1 tekrar halinde yapildi. Farkli
markalara ait olan sosislerde yapilan ve 1 kez tekrar edilen 6n denemelerde toplam 7
marka incelendi (7 tekrar). Bunlardan sadece, 75 giinliik depolama sonuna kadar
takip edilen 4 marka sosisin verileri paylasildi. Bu markalar A, B, C ve D olarak
adlandirildi. Grup 1A verileri (6n deneme verileri), patojenlerin asit dayanimlarina

etki eden faktorlerin anlamlandirilmasina katki sagladig: dolayisi ile sonuglara dahil
edildi.
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-

Sosis (Sigir Eti)

Grup 2: Deneysel iretilen E. coli
0157:H7 veya non-O157 STEC 026,
0145, 0103 ile kontamine edilmis veya
kontamine edilmemis (kontrol) sosisler (5

Grup 1: Piyasada tiiketime hazir olarak
satis1 yapilan sosisler

grup)
Grup 1A: SMS Deneylerinde yalnizca 0. giinde ' ) . ) \
canlilik tespit edilen veya hig bir giinde canlilik GFUIPl ]%Bt- SB{IS dl?leneylerlnde o.k giin d_ltslgda dﬁ
tespit edilmeyen, E. coli O157:H7 veya non- Coaf5'7fH7eSP' e Ien'Oal}én?l g‘ﬂigyaogls -01025'
0157 STEC 026, 0145, 0103 ile kontamine 0103 il kveya non- o7 STEC Q26, ous,
edilmis sosisler ve kontrol sosisleri 4 farkli iol ile kontamine edilmis sosislerf ve kontro
marka sosis sosisler )
Vv

Sekil 3.1. Deneysel Gruplar

Deneysel olarak iirettirilen sosisler (Grup 2), yerel bir isletmede isletmenin satig
yapti81 sosislerin formiiliine ve iiretim yontemine uygun olarak iiretilerek pisirme ve
kilif soyma basamaklar1 laboratuvarda gergeklestirildi. Pisirme i¢in, 90°C’lik su
ierisine daldirilan sosisler, merkezi nokta 72°C’ye gelinceye kadar haslandi. Uretim

basamaklar1 Sekil 3.2°de 6zetlenmektedir.

: Sosis tuzu,
Kiyma haline Kuterleme .|  baharatlarin | Kuterleme
getirilmig et [ g ilavesi
Kuterleme «— Stv1 tiitsti «— Kuterleme < Nisasta ilavesi
ilavesi

l

Kiliflara dolum

Sekil 3.2. Grup 2 Sosislerin iiretimi
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3.2. Yontemler
3.2.1. Sosis Yiizeyine Patojenlerin inokulasyonu
3.2.1.1. Kiiltiirlerin Hazirlanmas

Her bir bakteri kiiltiirlinlin yatik besiyeri stogundan Tyriptic Soy Broth
besiyerine Oze ile aktarim gergeklestirildi. 6 saatlik inkiibasyon sonunda Sorbitol
MacConkey Agar (Merck) besiyerine ¢izim yapilarak 37°C’de 24 saat inkiibe edildi.
Buradan tek koloni alinarak 50’ser ml’lik Tyriptic Soy Broth besiyerlerine aktarildi
ve yine 37°C’de 18 saat inkiibasyona birakild1 (Sekil 3.3).

Kiltiirlerin Hazirlanmasi

Yatik besiyeri stogu

/ S
Tyriptic Soy Broth ,6 saat 37°C’de
inkiibasyon

\

s

Sorbitol MacConkey Agar (Merck)
¢izim, 24 saat 37°C’de inkiibasyon

50’ser ml Tyriptic Soy Broth, 18
saat 37°C'de inkiibasyon

Sekil 3.3. Kiiltiirlerin Hazirlanmasi
3.2.1.2. inokulumun Hazirlanmasi

Inokulasyon islemi ile sosis yiizeyine 10°-10° kob/g patojen bakteri
tutundurulmas:1 hedeflendi. Bu hedefe ulasabilmek icin 6n denemeler yapilarak

basamaklar belirlendi.

Her bir patojene ait 18 saatlik kiiltlirler, sogutmali santrifiijde 4°C’de 15
(4000 rpm) dakika santrifiijlendi. Dibe ¢oken pellet serum fizyolojik ile yikanarak
tekrar santrifiije alinarak ve 4°C’de 15 dk (4000 rpm) santrifiij edildi. Bu islem
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sonunda siipernatant atilarak pellet kirildi ve tamami 300 ml steril serum fizyolojik
igerisine aktarildi. Bu karisim inokulasyon sivisi olarak kullanildi. STEC O157 igin 2
susun (ATCC 43895, ATCC 35150) esit miktarda bir karisimi kullanildi. Bu islem
yine yapilan ©6n denemeler sonucunda edinilen veriler 1s18inda su sekilde
gerceklestirildi; pellet 1’er ml serum fizyolojik ile kirildiktan sonra her bir

karisimdan 0,7 ml alinarak kontaminasyon sivilarina aktarildi (Sekil 3.4).
3.2.1.3. inokulasyonun Gergeklestirilmesi

Hazirlanan inokulasyon sivilarinin igerisine aktarilan sosisler iizerine
tutundurma islemi, minimum 2 dakika siiresince stirekli karistirma ile
gerceklestirildi. Buradan ¢ikarilan sosisler steril kurutma kagitlarmim (Whatman
No:3) lizerine aktarilarak yiizeydeki fazla sivinin uzaklagmasi saglandi. Daha sonra
sosisler gruplara boliinerek ambalajlara aktarildi ve vakum ambalaj cihazinda

paketlendi (Sekil 3.4).

; Inokulasyonun
Inokulumun Hazirlanmasi ' .
Gergeklestirilmesi

Her bir patojene ait 18sa kiiltiirler Sosis

Sogu trnaléks azzg(l){gijrg?n4;°C’de 15 Inokulasyon Sivilart

Pelletin Yikanmast Siirekli Karistirarak Tutundurma
(serum fizyolojik ile) (min. 2 dk)
Santrifiij 4°C’de 15 dk (4000 rpm) Gruplar Boterck Vakum
Siipernatant atilarak pelletin
kirilmast
Pelletin kontaminasyon sivilarina
(300 ml steril serum fizyolojik)
aktarilmasi

Sekil 3.4. Inokulumun Hazirlanmasi ve Inokulasyonun Gergeklestirilmesi

35



3.2.2. Mikrobiyolojik Analizler

Aseptik sartlar altinda her paketten 2’ser adet 25gram o6rnek alinarak, her
ornek 225 ml steril peptonlu su (%0,1) igerisine aktarildi ve 2 dakika karigtiricida
(Stomacher 400, Fransa) homojenize edildikten sonra desimal diliisyonlar
hazirlanarak plaklara g¢ift seri ekim yapildi. Psikrofil bakteri sayimi, maya Sayimi,
toplam mezofil aerob bakteri sayimi kontaminasyon oncesi sosislerde ve kontrol
gruplarinda depolama boyunca gerceklestirildi. Koliform bakteri sayimi depolamanin

basinda kontrol gruplarinda yapildi.

3.2.2.1. Toplam Mezofil Aerob Bakteri Saymmi: Plate Count Agar (PCA,
Merck) besiyerinde, 35°C “de 48 saat inkiibasyon sonucunda sayildi [73].

3.2.2.2. Psikrofil Bakteri Saymm: PCA (Merck) besiyerinde 7 °C’de 7 giin

inkiibasyon sonucunda sayild1 [73].

3.223. Maya Saymm: DRBC Agar (Dichloran Rose-Bengal
Chloramphenicol Agar, Merck) besiyeri kullanarak 25°C ‘de 5 giin inkiibasyon
sonunda olusan koloniler sayildi [74]. Mayalar ve kiifler koloni morfolojisine gore

ayirt edildi.

3.2.2.4. Koliform Bakteri Saymm: VRBA (Merck) besiyerine ¢ift tabaka
dokme plak ekim yapilarak petriler 35°C ‘de 24 saat inkiibasyona birakildi [75].

3.2.2.5. Laktik Asit Bakteri Sayimi: MRS Agar (De Man, Rogosa, Sharpe
Agar, LabM) besiyeri kullanilarak yine cift tabaka dokme plak yontemi ile ekim
yapildi, 35°C’de 72 saat inkiibasyon sonrasi olusan kremsi beyaz opak renkli bakteri

kolonilerinin sayimi alindi [76].

3.2.2.6. E.coli 0157 ve Non-O157 STEC Saymm: Her analiz giiniinde ve
sentetik mide sivis1 deneylerinin 0, 30, 60 ve 90. dakikasinda gergeklestirildi. Bu
amagla, SMAC (Sorbitol MacConkey Agar) besiyeri kullanilarak yayma plak
yontemi ile ekim yapildi 35°C” de 24 saat inkiibasyondan sonra olusan, serogruba
gore (renksiz veya pembe renkli) kolonilerin sayimlar alindi [77]. Sentetik mide
stvisi deneyleri sayimlarinda 24 saatte iireme gozlenmeyen petriler ikinci bir 24 saat

daha inkiibe edildi.
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3.2.3. Sentetik Mide Sivisinda Asit Dayanimi Testleri

Sentetik mide sivist (SMS), Beumer ve ark. Tarafindan [78] tanimlandig:
sekilde hazirland1. Kisaca, 8,3 g proteose peptone (E. Merck, Darmstadt, Germany),
3,5 g d-glucose(dextrose, anhydrous) (LABM, Lancashire, UK), 2,05 g sodyum
klorid (E. Merck, Darmstadt, Germany), 0,6 g potasyum fosfat (monobazik,
anhydrous) (E. Merck, Darmstadt, Germany), 0,11 g kalsiyum klorid (dehydrate) (E.
Merck, Darmstadt, Germany), 0,37 g potasyum klorid (E. Merck, Darmstadt,
Germany), 0,1 glizozim (yumurta aki orijinli, kristalize) (Fluka, D-89552 Steinheim,
Germany),50 mg safra tuzu (sigir orijinli) (Fluka, D-89552 Steinheim, Germany), ve
13,3mg pepsin (Pepsin A, domuz orijinli) (Sigma, D-89552 Steinheim, Germany)
1litre distile suda ¢oziindiiriilerek 1,0N HCI (E. Merck, Darmstadt, Germany) ilepH

1,5’e ayarlanda.

Patojenlerin asit dayaniminin incelendigi direck SMS dayanim analizleri igin
18 saatlik kiiltiirler 1:99 oraninda SMS igerisine aktarildi. Daha sonra 37°C’ deki
etiivde bekletilerek 30, 60 ve 90. dakikalarda ekim yapildi.

Sosis yilizeyindeki patojenlerin SMS dayaniminin incelendigi analizlerde her
ekim giiniinde 2x20 g sosis numunesi alinip her biri 120 ml sentetik mide sivis1 (HCI1
ile pH 1,5’e ayarli) eklenip karistiricida (Stomacher 400) 2 dakika homojenize
edildikten sonra 37°C’ deki etiivde bekletilerek 30, 60 ve 90. dakikalarda ekim
yapildi (Sekil 3.5).SMS miktari, 90 dakikalik maruziyet sonunda hedeflenen pH

degeri olan 2,5’in asilmamasi i¢in, gerekli 6n denemeler ile belirlendi.

2x 20 g sosis numunesi
(Her ekim giiniinde -Depolamanin 0, 15, 30, 45, 60 ve 75. giinleri-)
. I -

120 ml sentetik mide s1visi
(Sentetik mide s1visi (SMS) 1,0 N HCl ile pH 1,5’¢ ayarl)
T T

Homojenize etme
(Karistiricida (Stomacher 400) 2 dakika)
. | [

NS
37°C’ deki inkiibatorde bekletme
(30, 60,90. dakikalarda ekim)

Sekil 3.5. Sentetik Mide Sivis1 Dayanim Analizleri
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SMS, 0. dakika sayimlari i¢in 2x25 gr sosis 225ml peptonlu su ile homojenize

edildikten sonra desimal diliisyonlar hazirlanarak ekim yapildi.

On denemeler sirasinda sosisin formiilasyonu geregi SMS’nin pH’smi1 ciddi
oranda tamponladigi ve pH’nin hedeflenen pH’nin {izerine ¢itig1 tespit edildi.
Eklenen SMS miktar1 ayarlanarak tim SMS deneylerinde pH’nin 2,5’in altinda
kalmasini saglandi. Asit deneylerinde, sosis iizerine sentetik mide sivisi eklendikten
sonra meydana gelen pH degisimi her ekim asamasinda takip edildi ve pH’nin 2,5’ in
tizerine ¢itkmamasi hedeflendi. Deneylerde 90 dakikalik maruziyet sonunda pH’nin

2,5’in lizerine ¢1ktid1 tespit edilen deneyler iptal edilerek tekrarlandi.
3.2.4. Fizikokimyasal Analizler

Kimyasal analizler (pH analizi hari¢) depolamanin 0. giiniinde 2 paralelli
olarak yapildi. pH ve % asitlik analizleri ise asit deneylerinin giinlerinde
(depolamanin 0., 15., 30., 45., 60.,75. giiniinde) diizenli olarak yapildi. Nem, yag,
protein ve tuz analizleri yalnizca materyalde (sosis), kontaminasyon Oncesinde

yapildi.
3.2.4.1. Nem Tayini

Sabit tartima getirilmis kurutma kabina 5 g pargalanmis sosis tartildi. Etiivde
125°C ‘de 2 saat nemi ugurulduktan sonra desikatore almarak sogutuldu. Daha sonra

tartimi alinarak asagidaki esitlikten hesaplama yapildi [79].
Hesaplama: %nem= [(M2-M1) /m]x100

M1: Ornek ve kabin kurutma éncesi agirhig: (g)
M2: Ornek ve kabin kurutma sonrasi agirligi (g)
m: Ornek miktari (g)
3.2.4.2. Protein Tayini
Kjheldal Metodu kullanilarak yapildi. Kisaca siilfiirik asit ve katalizor
karigimi ile berrak yesil renk olusuncaya kadar yakma islemi yapildi. Sonrasinda
damitma yapildi. Damitmadan sonra ise 0,1 N HCl ile titrasyon yapilarak hesaplama

yapildi. Laboratuvarimizda mevcut olan protein yakma ve destilasyon cihazlarn ile

analiz gergeklestirildi [79].
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3.2.4.3. Yag Tayini

Soguk  ekstraksiyon ile kloroform-metanol  yontemi  kullanilarak
gerceklestirildi. 10g oOrnek {izerine 2:1 oraninda kloroform:metanol karisimi
eklenerek homejenizatorde pargalandi. Elde edilen karisim siiziildii, daha sonra
stiziintiiden ¢oziictiniin uzaklastirilmasi igin evaporatére baglandi. Son olarak tekrar
105°C’de sabit tartima getirildikten sonra desikatdrde sogutularak tartim alindi.

Asagidaki esitlikten hesaplama yapildi [79].
Hesaplama: %yag miktar1 = [(M2-M1)/m]x100

m: drnek miktari (g)
M2: balon+yag (son tartim)
M1: balon daras1

3.2.4.4. Tuz Tayini

10 g sosis 100 ml saf su ile pargalanarak bir behere alindi. Karigim
kaynatildiktan sonra siiziildii. Soguduktan sonra iizerine 2ml %5’lik potasyum

kromat eklenerek 0,1 N AgNOsile titre edildi [80].
Hesaplama: %tuz = (SxNx0,0585x100)/m

S: Titrasyonda harcanan AgNOs miktar1 —Kor
denemede harcanan AgNOs miktari

N: AgNOz normalitesi
m: Ornek agirhg
3.2.4.5. pH Olciimii

Her analiz giiniinde kontrol grubunda ve ayrica SMS deneylerinde son pH
Olgtimleri yapildi. Kontrol grubunda pH 6l¢timii igin 10 g sosis 90ml saf su ile iyice
homojenize edilip pH metre ile 6l¢iim alindi. SMS deneylerinde pH kontrolii ise yine

pH metre yardimi ile gerceklestirildi.
3.2.5. Istatistiksel Analiz

SMS deneylerinde ve diger mikrobiyolojik analizler sonucunda elde edilen

bakteri sayilar1 log kob/g veya log kob/ml’ye ¢evrilerek istatiksel analizler yapildi.
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Her patojene ait veriler tekerriir X serogrup X ornek sayist x zaman (giin ve dakika)
modeline uygun olarak ANOVA testine tabi tutularak degiskenler arasi
interaksiyonlar hesaplandi. Ortalamalar, istatistiksel 6nem seviyesi %5 olarak kabul
edilerek General Linear Models (GLM) prosediirlerine gore Fisher'in en kiigiik
kareler metodu kullanilarak ayristirildi. Verilerin analizi, Statistical Analysis System
(SAS) kullanilarak yapild1 [81].
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4. ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA

Bu tez kapsaminda sosis matrisinde bazi Shigatoksijenik E.coli
serogruplarinin yagami ve sentetik mide sivisinda canliliklari incelendi. Bu amagla
perakende satis noktalarindan temin edilen ¢esitli marka sosislere bulastirilarak,
patojenlerin asit dayanimlar1 ve canliliklar1 izlendi. Perakende satis noktalarindan
temin edilen sosislerde, sentetik mide sivist analizlerinde canliliklarin varyasyon
gosterdigi tespit edildi (Grup 1A). On denemeler kapsaminda gerceklestirilen bu
analizlerin sonuglart Grup 1A olarak yorumlandi. Daha sonra SMS deneylerinde
depolamanin ilerleyen giinlerinde de canlilik tespit edilen bir marka sosis ile ileri
denemeler yapilarak 3 tekerriir halinde sonuglar raporlandi (Grup 1B). Ardindan
SMS dayanimindaki varyasyonlarin daha iyi anlamlandirilabilmesi i¢in deneysel
olarak yerel bir isletmede {iretim yapildi ve denemeler gergeklestirildi (Grup 2).
Burada iiretilen sosisler iireticinin satisa sundugu sekilde iiretilerek 1s1l iglemi ve kilif

soyma iglemi tarafimizca gerceklestirildi (merkezi nokta 72°C).

Sonuglar analizi yapilan Orneklere ve bakterilerin SMS canliliklarina gore
siniflandirildi ve bu sekilde olusturulan gruplar halinde istatistiksel analizler yapildi.

Siiflandirmalar su sekildedir;

¢ Grup 1: Perakende satis noktalarindan temin edilen, tiiketime hazir olarak
satig1 yapilan sosisler
- Grup 1A: SMS deneylerinde 0. giin haricinde
depolamanin ilerleyen giinlerinde canlilik tespit
edilmeyen perakende satis noktalarindan temin edilmis
4 farkli marka sosis
- Grup 1B: SMS deneylerinde depolamanin ilerleyen
giinlerinde de canlilik tespit edilen ayn1 markaya ait
sosisler

¢ Grup 2: Deneysel liretilmis sosisler

Yukarida belirtilen gruplarin disinda STEC serogruplarinin ayrica her hangi bir

sosis matrisi disinda, direk SMS s1visi igerisinde asit dayanimlart da incelendi.
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4.1. Sosis Orneklerinin Bazi Kimyasal Ozellikleri

Sosis Orneklerinin bazi kimyasal ozelliklerini ortaya koymak amaciyla

gerceklestirilen analizlerin sonuglar1 Tablo 4.1°de gosterilmektedir.

Tablo 4.1: Sosis Orneklerinin Baz1 Kimyasal Analiz Sonuglar1

Kimyasal Ozellikler

Nem(%o) Yag(%) Protein(%b) Tuz (%)
= A | 60,58+0,55 10,05+1,34 10,88+0,02 2,23+0,08
‘ié B | 64,13+1,19 10,22+0,34 9,77+0,26 2,41+0,10
g g C | 60,62+0,05 12,52+1,67 9,51+0,07 2,78+0,24
D | 68,68+0,26 12,35+0,84 12,58+0,27 2,34+0,12
Grup 1B 60,98+2,59 10,70+1,42 11,62+0,74 2,44+0,14
Grup 2 57,61+1,62 14,84+0,58 14,96+0,24 1,85+0,04

Sosis Orneklerinde Grup 1A sosislerin nem, yag, protein ve tuz igerikleri
strastyla 60,58-68,68;10,05-12,52; 9,51-12,58; 2,23-2,78 arasinda oldugu bulundu.
Grup 1B sosislerin nem, yag, protein ve tuz igeriklerinin sirasiyla 60,98; 10,70; 11,62
ve 2,44 oldugu tespit edildi. Grup 2 sosislerin ise nem, yag, protein ve tuz igerikleri
sirastyla 57,61; 14,84; 14,96 ve 1,85 oldugu bulundu.

4.2. STEC Serogruplarimin Sentetik Mide Sivisi I¢erisindeki Canliliklar

STEC serogruplarinin asit dayanimlarinin gida matrisinden ayri1 olarak ortaya
koyulabilmesi i¢in direk sentetik mide sivisinda canliliklarina bakildi. Sonuglar

Tablo 4.2°de ve Sekil 4.1°de goriilmektedir.

Tablo 4.2. STEC Serogruplarmmin Sentetik Mide Sivisinda (pH 1,5)
Canliliklarinda Meydana Gelen Degisimler (n:3, N6) (logio kob/g) (R? 0,95)

Zaman (Dakika)

Serogrup 0 30 60 90
0103 9,08+0,77% 7,21£0,79" 7,22+0,94% 6,91+0,84%
026 9,25+0,94* 8,19+1,08™ 8,17+1,44 7,65+1,21%
0145 9,40+0,76* 8,801,113 8,50+1,17> 8,20+1,44
0157 9,31+£0,89* 7,94+1,28% 7,37+1,14 7,00+1,09%

abe Satirda farkli harflendirmeler istatiksel olarak énemli degisimleri ifade etmektedir (p<0,05)
*¥2 Siitunda farkli harflendirmeler istatiksel olarak 6nemli degisimleri ifade etmektedir (p<0,05)
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SMS dayanimlar1 degerlendirildiginde, tim patojenlerin sayilarinda 30.
dakikada 6nemli bir diisiis saptandigi goriilmektedir (p<0,05). Daha sonraki analiz
dakikalarinda canli bakteri sayilarinda, STEC 0157 disinda 6nemli diisiis tespit
edilmedi (p>0,05). STEC O157 i¢in 90. dakikada yeniden 6nemli bir canlilik kayb1
tespit edildi (p<0,05). Patojen sayilarmin ilk 30 dakikalik asit sokunda zayifladigi
takip eden 30 dakikada bu strese aligtiklari ancak O157’nin daha fazla maruziyette

yeniden hassasiyetinin arttig1 diistiniilmektedir.

90 dakikalik SMS maruziyetinin sonunda sayida en az azalma O145’te
gortiliirken (1,11 log), en fazla azalma ise O157°de goriildi (2,31 log). SMS’na giris
sayilari istatistiksel olarak benzer olan patojenlerin 90. dakika sonundaki istatistiki
olarak siralamas1 0145>026>0103,0157 seklinde oldu. Patojenlerin SMS igerisinde
onemli sayida canliliklarini siirdiirmelerinin, sahip olduklar1 asit direnglilik

kabiliyetlerinden kaynakli oldugu diistiniilmektedir.

E.coli, bulundugu ortam kosullarina goére farkli asit dayanimi sistemlerine
gerek duymaktadir. Ornegin Price ve ark. [82] E.coli O157:H7’nin elma sirkesinde
hayatta kalabilmesi i¢in sigma faktore dayali asit dayanimi sitemlerinin daha 6nemli
oldugunu ancak sigir gastrointestinal sisteminde hayatta kalabilmek i¢in sigma

faktorden bagimsiz asit dayanim sistemlerine ihtiya¢ duydugunu raporlamislardir.

12 ~
10 - T I
8 1 + | :
+ —X 0103
E 6 : :
= 026
S
X 4 0145
= —4=0157
2
0 T T T 1
0 30 60 90
Siire (dk)

Sekil 4.1. STEC Serogruplarinin Sentetik Mide Sivisinda (pH 1,5) Canliliklarinda
Meydana Gelen Degisimler
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STEC 0157 ve non-O157 STEC’lerin asidik kosullarda hayatta kalma
kabiliyetlerinin incelendigi ¢alismalarin  sonuglart  degisiklik gostermektedir
[83,84,85]. Bergholz ve Whittam (2007) E.coli O157:H7’nin non-O157’lere gore
daha yiiksek asit dayanimi oldugunu tespit etmislerdir [67]. Ancak bu farkin suslarin
daha uzun siire istasyoner fazda tutulmasi ile azaldigini belirtmislerdir. Bu bulgunun
E.coli O157:H7°nin asit dayaniminin hizlica istasyoner fazin baslarinda
gerceklesiyor olmasina isaret edebilecegi diisiiniilmektedir [83]. Ote yandan Molina
ve ark., belirli asidik kosullarda bazi STEC serotiplerinin stres dayanimlarinin
0157:H7’den daha fazla oldugunu saptamiglardir [84]. Bu tez ¢alismasinda da STEC
non-0O157 suslart SMS dayanimlar1 O157:H7’ye gore daha yiiksek bulunmustur.
Benjamin ve Datta, ATCC 43895 E.coli O157:H7 susunun diger O157:H7 ve non-
0157 suslarma gore asit dayaniminin daha yiiksek oldugunu tespit etmislerdir. Yine
bu calismada da aragtirmacilar O157:H7 suslar1 asit dayanimlarinin varyasyon

gosterdigini tespit etmiglerdir [86].

Genel olarak non-O157 STEC’lerin O157’ye benzer mekanizmalar ile asit
stresine dayanim gosterdikleri diislinlilse de asit dayanim sistemlerinin farkl
olabilecegini gosteren calismalar da vardir. Yapilan bir ¢alismada non-O157 STEC
suslar1 asit stresi ile miicadele etmek igin saperon-temelli asit stres cevabindan
(HdeA ve HdeB) yararlanabiliyorken E.coli O157:H7’de bu sistemin bulunmadigi
belirtilmistir. Carter ve ark., E.coli O157:H7’nin non-O157’lerin aksine saperon
proteinleri HdeA ve HdeB’ye dayali olmayan asit dayanimi sistemleri gelistirmis
olabileceklerini belirtmislerdir [87]. Large ve ark., E.coli O157:H7 ile non-O157
suslarmin  (O26:H11, OI111:H8, OI21:H19) oksidatif, glutamat ve arjinin
dekarboksilaz asit dayanim sistemlerini asitlendirilmis minimal besiyerlerinde
incelemis O157 nin non-O157’lere gore olaganiistii bir asit dayaniminin olmadigini
tespit etmiglerdir [88]. Bununla beraber O157:H7 nin dogal sistemlerde birden ¢ok
mekanizmaylr kombine olarak kullaniyor olabilecegini veya kendisini dogal
ortamlarda aside daha direngli kilabilecek alternatif mekanizmalar gelistirmis

olabilecegini 6ne siirmiislerdir.

Berry ve ark., E.coli O157:H7 susu ve 20 non-O157 susu iizerinde yaptiklar
calismada hiicreleri glukoz (%1) eklenmis ve eklenmemis TSB besiyerinde 18 saat
inkiibe etmislerdir [89]. Inkiibasyon sonunda glukoz icerikli besiyerlerinde pH

ortalama 4,3-5,0 iken glukoz igermeyen besiyerlerinde 6,2-6,9 olarak belirtilmistir.
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Kiiltiirler daha sonra HCI ile asitlendirilmis (pH 2,5) BHI broth besiyerinde 6 saat
inkiibe edilmistir. % 1 glukoz igerikli besiyerinde gelisen O157 ve non-O157
bakterilerin takip eden asit stresine daha dayanikli olduklarini tespit etmislerdir.
Ancak dogada bu tip ortamlarin bulunma ihtimalinin ¢ok diisiik olmasindan dolay1
genellikle ¢aligmalarin spesifik gida matrislerinde yapilmasinin sonuglarin gergegi

yansitmasi agisindan daha dogru bir strateji oldugu diistiniilmektedir.

Bu tez calismasinda yapilan SMS dayanim deneylerinde STEC O157:H7 nin
non-O157 serogruplarina gore daha diisik dayanim gosterdigi tespit edildi.
Buchanan ve Bagi, asit dayanimi gesitli izolatlar arasinda sus, asidiilant tipi ve farkli
pH’lardaki asit dayaniminin indiiksiyonuna bagli olarak onemli dl¢iide degisiklik
gosterdigini belirtmislerdir [90]. Asit dayanmimlarinin birgok faktérden etkileniyor
olmasi dolayis1 ile bu ¢alismada oncelikle kullanacak olan suslarin gida ortami
disinda SMS’da canliliklarina bakildi. Suslarin SMS dayanimlarinin ¢alismada
kullanilacak kiiltiir hazirlama yontemi ve asidiilant tipi (SMS) ile ortaya koyulmasi

amaclandi.

4.3. Sosis Orneklerinde Depolama Siiresince Meydana Gelen Mikrobiyal

Degisimler

4.3.1. Grup 1A Sosislerde Depolama Siiresince Patojenlerin ve Rekabetci

Floranin Canlihg:

Calisma kapsaminda perakende satis noktalarindan temin edilen sosislerden,
SMS muamelesinde higbir depolama giiniinde canlilik tespit edilmeyen veya yalnizca
0. glinde canli kalan bakterilerin tespit edilebildigi, 4 farkli marka sosis drneklerinin
sonuglar1 tek bir grupta toplandi (Grup 1A). On denemeler kapsaminda
gerceklestirilen bu analizler birer tekerriir olarak yapildi. Bu gruptaki farkh
markalara ait 6rnekler A, B, C ve D olarak adlandirildi. Patojenler bu sosislerde

depolama siiresince canliliklarini farkli diizeylerde korudugu tespit edildi.
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4.3.1.1. STEC 0103 Canhhgmin Grup 1A Sosislerde Depolama Siiresince

Degisimi

Tablo 4.3: STEC 0103 Yasaminin Grup 1A Sosislerde Depolama Siiresince
Degisimi (logio kob/g) (R? 0,99)

Zaman (Giin)

0 15 30 45 60 75

5,33+0,14%  4,48+0,68”  5,16+0,11%  510+0,02%  4,84+0,04%  4,5740,09%

A

B 5,1£0,02%Y  4,75+0,04% 3,47+0.0% 3,280,032 3,9440,05"  3,79+0,137
C 5,15£0,07%  4,6+£0,01%Y  3,9240,11°Y  3,86+0,06 3,79+0,07% 3,7£0,11%
D

4,45+021%  5,59+0,02%%  520+0,16°%  6,03£0,04%  6,31+0,11®  5,08+0,11°

abe Satirda farkli harflendirmeler istatiksel olarak énemli degisimleri ifade etmektedir (p<0,05)
*¥2 Siitunda farkli harflendirmeler istatiksel olarak onemli degisimleri ifade etmektedir (p<0,05)

Depolama siiresince Grup 1A sosislerde STEC 0103 yasamindaki degisimler
Tablo 4.3 ve Sekil 4.2°de gosterilmektedir. STEC O103 canliligt A, B ve C
markalarinda depolama sonunda azaldi ve bu azalmalar istatistiki olarak Onemli
bulundu (p<0,05). Bununla beraber depolama sonunda A markasinda 0,76 log, B
markasinda 1,31 log ve C markasinda 1,45 log azalma tespit edildi. D markasinda ise
depolama bast ve sonundaki STEC 0103 sayist istatistiksel olarak farkl
bulunmadigindan saymin depolama siiresince korundugunu sdylemek miimkiin

olmaktadir.

Marka A
Marka B
Marka C
=>e=Marka D

log,, kob/g

0 15 30 45 60 75

Zaman (Giin)

Sekil 4.2: STEC 0103 Canliliginin Grup 1A Sosislerde Depolama Siiresince
Degisimi
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4.3.1.2. STEC 026 Canhihiginin Grup 1A Sosislerde Depolama Siiresince

Degisimi

Tablo 4.4: STEC 026 Yagsaminin Grup 1A Sosislerde Depolama Siiresince
Degisimi (logio kob/g)(R? 0,99)

Zaman (Giin)
Marka

0 15 30 45 60 75

A 5,43£0,06™% 4,940,022 4,8+0,06%Y  4,22+0,32°%  4,10+0,14%*  4,0+0,05%
B 5,3040,23% 4,570,133y 3,92+0,117  3,81+0,33"  4,81+0,11%  4,9+0,05%
C 4,95+0,15%  4,51+0,13%  4,15+0,21°%%  3,48+0,31%  3,51+0,13%  3,48+0,25%

D 4,93+0,04™  549+0,08%%  4,97+0,08™  4,06+£0,08%  6,27+0,06%  5,2+0,03%

abe Qatirda farkln harflendirmeler istatiksel olarak énemli degisimleri ifade etmektedir (p<0,05)
*¥Z Siitunda farkli harflendirmeler istatiksel olarak dnemli degisimleri ifade etmektedir (p<0,05)

Grup 1A sosislerde 75 gilinliik depolama siiresince STEC 026 yasamindaki
degisimler Tablo 4.4 ve Sekil 4.3’ de goriilmektedir. STEC 026 canliligit A, B ve C
markalarinda depolama siiresince azaldi. A markasinda 1,43 log, B markasinda 0,4
log ve C markasinda 1,47 log azalma goriildii. B ve D markalarinda 0. ve 75.

giinlerdeki sayimlar istatistiki olarak farkli bulunmadi (p>0,05).
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4 - Marka A
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Sekil 4.3: STEC 026 Canliliginin Grup 1A Sosislerde Depolama Siiresince Degisimi

47



4.3.1.3. STEC 0145 Canhihiginin Grup 1A Sosislerde Depolama Siiresince

Degisimi

Tablo 4.5: STEC 0145 Yasaminin Grup 1A Sosislerde Depolama Siiresince
Degisimi (logio kob/g)(R? 0,99)

Zaman (Giin)

Marka
0 15 30 45 60 75
A 5,21£0,24™  4,79+0,14™  49+0,08%Y  4,62+0,11%  430+0,16%  4,13+0,21%
B 4,91+0,18%  4,5+0,14™  4,24+0,3437  3,02+0,05%%  4,59+0,08%  4,34+0,022Y
C 5,18+£0,07%  4,52+£0,06%*  3,95+0,07°%  3,26+0,37%  3,43£0,61%  3,13+0,18%
D) 5,05£0,41  531x0,19™  541+0,01™  6,63£0,51®  7,13£0,07%  5,71£0,09°

abc Qatirda farkln harflendirmeler istatiksel olarak énemli degisimleri ifade etmektedir (p<0,05)
*¥2 Siitunda farkli harflendirmeler istatiksel olarak 6nemli degisimleri ifade etmektedir (p<0,05)

A, B ve C markali sosislerdeki STEC 0145 canliliginin depolama siiresinde

azaldigi, A markasinda 1,08 log, B markasinda 0,57 log ve C markasinda 2,05 log

canlilik kayiplart oldugu tespit edildi. D markasinda ise 45. giinde énemli bir artig

tespit edildi (p<0,05) ancak yine 75. giin ve 0. giin verileri istatistiksel olarak farkli

bulunmadi (p>0,05). Depolama siiresince STEC O145 yasami Tablo 4.4 ve Sekil

4.4°te verilmistir.

log,, kob/g

(o) B N N 0]

15

30 45
Zaman (Gfin)

60

75

== Marka C
=>¢=Marka D

Marka A
Marka B

Sekil 4.4: STEC O145 Yasaminin Grup 1A Sosislerde Depolama Siiresince Degisimi
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4.3.1.4. STEC 0157 Canhih@gmin Grup 1A Sosislerde Depolama Siiresince
Degisimi

Tablo 4.6: STEC 0157 Yasaminin Grup 1A Sosislerde Depolama Siiresince
Degisimi (logio kob/g)(R? 0,99)

Zaman (Giin)

Marka
0 15 30 45 60 75
A 5,43+0,06%  3,21£0,13%2  2,15+0,21% <2 <2 <2
B 5,16£0,17%  4,71+0,02%  3,58+0,02%  3,87+0,04%  4,33+0,1°  4,11£0,09°
C 5,58+0,16™  4,14+0,2% <2 <2 <2 <2
D 4,63+0,21%Y  508+0,06%  3,88+0,05™  2,95+0,07%  4,17+0,18 <2

abe. Satirda farkli harflendirmeler istatiksel olarak énemli degisimleri ifade etmektedir (p<0,05)
*¥2 Siitunda farkli harflendirmeler istatiksel olarak 6nemli degisimleri ifade etmektedir (p<0,05)

STEC O157 Grup 1A sosislerinin depolanmasi siiresince canliligi en diisiik
patojen olarak tespit edilerek A, C ve D markalarinda depolama sonu olan 75. giinde
tespit edilebilir limitin altinda saptandi. En 6nemli azalma C markasinda belirlendi
ve 30. giinden itibaren tespit edilebilir seviyenin altinda saptandi. A markasinda ise
45. giinden itibaren tespit edilebilir seviyenin altinda bulundu. O157 canliligi B
markasinda daha yiiksek saptandi ve bu markada 75. giinde 4,11 log olarak tespit
edildi (R% 0,99). Grup 1A sosislerde STEC O157 yasamindaki degisimler tablo
Tablo 4.6 ve Sekil 4.5’te goriilmektedir.

7 -

6 ] —_—

5 .

4 - Marka A
L0
2 Marka B
= 3
%% Marka C
T2 «>é=Marka D

1 .

O T T T T T 1

0 15 30 45 60 75
Zaman (Gtlin)

Sekil 4.5: STEC O157 Yasaminin Grup 1A Sosislerde Depolama Siiresince Degisimi
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Depolama siiresince Grup 1A sosislerde patojen canliliklari incelendiginde
genel olarak canli patojen bakteri sayilarinda azalma tespit edildi. Depolama
stiresince 0103, 026 ve O145’in sirasiyla 0,76-1,45 log; 0,4-1,47 log ve 0,57- 2,05
log arasinda azalma gosterdigi tespit edildi. STEC O157:H7’nin depolama
stiresinden Onemli Ol¢iide etkilendigi ancak bu etkilenmenin matrise 6zel bir
etkilenme oldugu sdylenebilmektedir. B markasinda depolamanin son giiniine kadar

canliligini siirdiirdiigii ve depolama sonunda 1,05 log azalmis oldugu goriilmektedir.

Genel olarak depolama siiresince tiim patojenlerin 75. giindeki sayimlarinin 0.
giindeki sayimlardan daha diisiik oldugu tespit edildi. Ancak D marka sosislerde 75.
giinde tespit edilebilir limitin altina diisen O157 haricinde, patojen sayilar1 0. giinden
daha yiiksek bulundu. Bununla beraber bu depolama giinlerinde (0 ve 75) istatistiki

olarak 6nemli bir fark bulunmadi (p>0,05).

Depolama boyunca canlilik azalmalar1 izerinden patojen gruplar1 birbirleri ile
kiyaslanacak olursa, STEC O157’nin Grup 1A sosislerde en dayaniksiz serogrup,
STEC O103’lin ise en dayanikli serogrup oldugu sdylenebilmektedir.

4.3.1.5. Depolama Siiresince Grup 1A Sosislerde Rekabetci Floranin

Degisimi

Tablo 4.7: Grup 1A Sosislerde Depolama Siiresince Mezofil Aerob Bakteri
Sayisindaki Degisim (logio kob/g) (R? 0,99)

Zaman (Gtin)

Marka
0 15 30 45 60 75
A 4,48+0,17%  4,4440,2% 6,92+£0.0%  6,89+0,02%  6,93+0,03%  7,01+0,04%
B 3,15+0,21% 2+0.0° 3,57+0,11%  3,81+0,07%  3,63+0,44%  3,44+0,05%
C 6,08+0,12%  7,70+0,04%%  7.34+0,62°  7,9+0,003%  8,18+0,1®  8,20+0,04*

D 5,0940,12%  5.83+0,18%  628+0,03%  6,90£0,08%Y  7.26+£0,03%  7,49+0,11%

abe Qatirda farkli harflendirmeler istatiksel olarak énemli degisimleri ifade etmektedir (p<0,05)
*¥2 Siitunda farkli harflendirmeler istatiksel olarak 6nemli degisimleri ifade etmektedir (p<0,05)

Grup 1A sosislerde depolama siiresince mezofil aerob bakteri sayis1 (MAB)
degisimleri Tablo 4.7 ve Sekil 4.6’da gosterilmektedir. MAB sayis1 A, C ve D
markali sosislerde depolama siiresince artis gosterdi; sirasiyla 2,53 log, 2,12 log ve
2.4 log arttig1 tespit edildi. B marka sosislerde ise depolama siiresince 6nemli bir

artis tespit edilmedi (p>0,05).
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Sekil 4.6: Grup 1A Sosislerde Depolama Siiresince Mezofil Aerob Bakteri
Sayisindaki Degisim

Laktik asit bakterileri (LAB) sayilarinin 75 giinliik depolama siiresince
degisimleri Tablo 4.8 ve Sekil 4.7°de goriilmektedir. LAB say1s1 depolama siiresince
A, C ve D marka sosislerde artis gosterdi. B marka sosislerde ise 6nemli bir artig
tespit edilmedi (p>0,05). A ve D markasi ile kiyaslandiginda C markasinda LAB
sayis1 depolama siiresince daha az artt1 ancak depolama basinda zaten yiiksek olan
LAB sayis1 depolama sonunda da diger markalara kiyasla onemli oranda yiiksek
bulundu (p<0,05). C marka sosisler tiim patojenlerin sayilarinin depolama siiresince
en fazla azaldig1 Ornekler oldu. LAB sayis1 en yiiksek olan Ornekler olmasinin
patojen sayilarinin azalmasinda etkili oldugu disiiniilmektedir. Bu sosislerin
depolanmasi siiresince, patojen bakterilerin laktik asit bakterileri tarafindan iiretilen

cesitli antimikrobiyal metabolitler ile etkilenmis olabilecegi diisiiniilmektedir.

Tablo 4.8: Grup 1A Sosislerde Depolama Siiresince Laktik Asit Bakterileri
Sayisindaki Degisim (logio kob/g) (R? 0,99)

Zaman (Giin)

Marka
0 15 30 45 60 75
A <1 2,560,1297  3,46+0,04%  3,11+0,46°%  3,44+0,07%Y  3,97+0,23¥
B 3,3240,16% 3,030,113 2,94+0,14%7  3,17+0,12%  3,29+0,31%  3,19+0,09%
C 5,99+0.0° 5,760,09% 6,71+£0,15% 6,88+0,04°  7,59+0,543%  7.91+0,05%
D <1 1,89+0,16% 2,44+0,05 2,49+0,27% 3,77+0,03% 3,840,148

abe Satirda farkli harflendirmeler istatiksel olarak énemli degisimleri ifade etmektedir (p<0,05)
*¥Z Siitunda farkli harflendirmeler istatiksel olarak onemli degisimleri ifade etmektedir (p<<0,05)
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Sekil 4.7: Grup 1A Sosislerde Depolama Siiresince Laktik Asit Bakterileri
Sayisindaki Degisim

Grup 1A sosislerin depolanmas: siiresince psikrofil bakteri (PB) sayisindaki
degisimler Tablo 4.9 ve Sekil 4.8’de verilmistir. PB sayilar1 Grup 1A sosislerin
tamaminda depolama siiresince artti. Depolama sonunda B marka sosisler en diisiik
PB sayisina sahip ornekler oldu (6,08 log). Diger marka orneklerde depolama
sonundaki PB sayilari arasinda bir fark bulunmad: (p>0,05).

Tablo 4.9: Grup 1A Sosislerde Depolama Siiresince Psikrofil Bakteri Sayisindaki
Degisim (logio kob/g) (R? 0,99)

Zaman (Giin)
Marka

0 15 30 45 60 75

A 5,16£0,02%  7,34+0.0%  7,41£0,06%  7,46£0,22%  7,94+0,06%  8,11%0,1*
B 5,7540,08%2  5.80+0,04Y  579+0,14%  5,99+0,06% 6,350,029  6,08:£0.0%
C 6,25+0,1%9  6,3+0,07%  6,51+0,02%  6,90£0,03%  7,98+0,18%  824:0,09%

D 6,94+0,08™  7,944+0,07%  7,9240,01% 7,9+0,01% 7,8340,22%  §8,09+0,03*

abe Satirda farkli harflendirmeler istatiksel olarak énemli degisimleri ifade etmektedir (p<0,05)
*¥2 Siitunda farkli harflendirmeler istatiksel olarak 6nemli degisimleri ifade etmektedir (p<0,05)
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Sekil 4.8: Grup 1A Sosislerde Depolama Boyunca Psikrofil Bakteri Sayisindaki
Degisim

Grup 1A sosis orneklerinde depolama siiresince maya sayisindaki degisim
Tablo 4.10 ve Sekil4.9’da goriilmektedir. Depolama siiresince maya sayisinin
orneklerde azalmis veya degismemis oldugu tespit edildi. C marka sosislerde
depolamanin 60. giiniinde elde edilen sayim sonuglarinin analizi yapilan paketteki

vakumun bozulmus olmasindan kaynaklandig: diisiiniilmektedir.

Tablo 4.10: Grup 1A Sosislerde Depolama Siiresince Maya Sayisindaki Degisim
(logio kob/g) (R? 0,99)

Zaman (Giin)

Marka
0 15 30 45 60 75
A 4,79+0,45%  3,48+0.0%  4,79+0,05%  3,64+0,08%  3,45+0,21%  3,59+0,15%
B 5,08+0,11%  547+0,03%  553+0,1%  545+0,16%  535+0,49%  5,54+0,22%
C <1 <1 <1 <1 4,38+0,52 <1
D 3,85+0,1%  3,89+0,15%  3,97+0,1%  3,93+0,04%  4,02+0,09%  4,19+0,09¥

abe Satirda farkli harflendirmeler istatiksel olarak énemli degisimleri ifade etmektedir (p<0,05)
*¥2 Siitunda farkli harflendirmeler istatiksel olarak 6nemli degisimleri ifade etmektedir (p<0,05)
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Sekil 4.9: Grup 1A Sosislerde Depolama Siiresince Maya Sayisindaki Degisim

Genel bir degerlendirme yapilacak olursa tiim markalarda dominant flora
psikrofil bakteriler olmustur. Sosislerin buzdolabinda depolanmis olmasi dolayisiyla

bu durum dogal gortinmektedir.

A marka sosislerde MAB ve PB sayilarinin yiiksek olmasina ragmen STEC
0103’tin depolama siiresince diger serogruplara gore daha yiiksek canlilik
gdstermesi bu patojenin daha rekabetci olabilecegini diisiindiirmektedir. STEC O157

haricinde tiim serogruplar bu 6rneklerde daha yiiksek canliliklarini korumustur.

C marka sosislerde tiim patojen serogruplarinda en yiiksek canlilik kayiplar
tespit edilmistir. C marka sosislerde genel mikrofloranin (LAB, PB ve MAB)
depolama basinda yiiksek olmasi1 dolayisiyla patojenlerin etkilenmis olabilecegi
diigiiniilmektedir. Vimont ve ark., E.coli O157:H7’nin izolasyonu igin sigir
kiymasinin zenginlestirilmesi sirasinda kiymadaki mevcut floranin maksimum
seviyelerine ulagmasi ile E.coli O157:H7’nin gelismesinin durdugunu tespit
etmiglerdir [91]. Vold ve ark., aerobik ve anaerobik olarak depolanan kiyma
orneklerinde rekabetgi floranin yiiksek olmasinin E.coli O157:H7’yi inhibe ettigini
belirtmiglerdir [92]. Hwang ve Huang, E.coli O157:H7’nin kiymalarda mikroflora
tarafindan etkilenerek steril kiyma orneklerine gore daha diisiik seviyelerde tiredigini
tespit etmislerdir [93]. Bunlarin yani sira LAB’nin potojenlerin canliliklarina 6nemli
etkisinin olabilecegi diisiiniilmektedir. LAB sayilarimin en yiiksek tespit edildigi bu
orneklerde (C marka) elde edilen sonuglara bakildiginda STEC patojenleri {izerinde

depolama basindan beri yiiksek olan laktik asit bakterilerinin etkili olmus olabilecegi
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tahmin edilmektedir. LAB sayilar1 disinda benzer mikrobiyal yiike sahip sosis
orneklerinde patojen canliliklarinin daha ytiksek olmasi dolayisiyla LAB’nin patojen
inhibisyonunda baskilayici rol oynuyor olabilecegi diistiniilmektedir. Literatiirde de
LAB’nin E.coli suslarinin inhibisyonunda rol oynayabilecegini gosteren c¢alismalar
bulunmaktadir. Smith ve ark., Lactobacillus acdophilus’un 4 susunun kiymada ve
stvi besiyerinde E.coli inhibisyonuna katkisini arastirmis, aralarinda sosisten izole
edilen bir susun da bulundugu bakterilerin ayr1 ayr1 ve karisim halinde E.coli
O157:H7 sayilarmin diismesine katki sagladiklarini bulmuslardir [94]. Bununla
beraber Kirsch ve ark.,, LAB’nin O157 ve non-O157 izolatlarmin sigir
kontrfilelerinde inhibisyonunda tek basina degil baska stratejiler ile beraber etkili

olabilecegini belirtmislerdir [95].

B marka sosislerde MAB ve LAB sayilar1 depolama siiresince dnemli artig
gostermedi. Psikrofil bakteri sayilari ise 60. giinden itibaren artis géstermis olsa da
diger markalara kiyasla diisiik seyrettigi belirlendi. Bu marka sosislerde bir cesit
antimikrobiyal katki olmasi s6z konusu olabilecegi diisiiniilmektedir. Bu sosislerde
rekabetci floranin baskilanmis olmasininpatojenlere kolaylik saglamis olabilecegi
diisiiniilmektedir. Diger serogruplara gore en dayaniksiz serogrup olarak tespit edilen
STEC 0157 bile, diger markalarda 75. giinde tespit limitinin altinda kalmasina
ragmen bu markada 75. giinde 4,11 logioolarak tespit edilmistir. Et ve et lirinlerinde
mikrobiyal gelismeyi yavaslatarak raf Omriiniin uzatilmasini saglayabilecek c¢esitli
katkilar {izerine g¢aligmalar bulunmaktadir. Ornegin Bingdl ve Bostan, (2007),
konsantrasyona bagli olarak sodyum laktat kullanimmin sosis depolamasinda
mikrobiyal gelismeyi geciktirdigini belirtmislerdir [96]. Sodyum laktatin nétre yakin
pH’da gidalarin raf émriinii uzattig: belirtilmistir [97]. Ote yandan sigir kdftelerinde
yapilan bir ¢alismada kontrol grubu ile kiyaslandiginda sodyum laktat ilavesi E.coli
O157:H7 sayisinda bir degisime neden olmazken takip eden dondurma ve pisirme

gibi ¢esitli streslerle inhibisyona katki sagladigi tespit edilmistir [98].

4.3.2. Grup 1B Sosislerde Depolama Siiresince Patojenlerin ve Rekabetci

Floranin Canlihg:

Piyasadan temin edilen ve SMS deneylerinde 0. giin disinda da canlilik tespit

edilen sosisler bu grup (Grup 1B) altinda incelendi. Ayn1 markaya ait bu sosislerin
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analizleri 3 tekerriir olarak gergeklestirildi. Grup 1B sosis Orneklerinde STEC

serogruplarinin yasami Tablo 4.11 ve Sekil 4.10°da gosterilmektedir.

Tablo 4.11: Grup 1B Sosislerde Depolama Siiresince STEC Serogruplarinin Canliligt
(logio kob/g) (R? 0,91)

Zaman (Giin)
Serogrup

0 15 30 45 60 75

103 5,45£0,23%  5,54+0,35%  5,5540,44%  556+0,56®  4,67+1,01%  4,51+0,65>
26 5,5440,19%  4,89+0,34%%  4,59+0,38%  4,8240,563*  4,36+0,59™  3,25+1,24Y
145 5,70+0,3%  537+0,59%  5124+0,462  524+0,85%%  5,02+0,723*  4,62+0,74%

157 5,36£0,29%  3,49+1,04%  2,86+1,35%2  2.87+1,06%  2,61+0,96%  2,34+0,76%

abe Satirda farkli harflendirmeler istatiksel olarak énemli degisimleri ifade etmektedir (p<0,05)
*¥Z Siitunda farkli harflendirmeler istatiksel olarak énemli degisimleri ifade etmektedir (p<0,05)
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Sekil 4.10: Grup 1B Sosislerde Depolama Siiresince STEC Serogruplariin Canliligi

Grup 1B sosislerde depolama siiresince tiim patojenlerin canliliklarinda
kayiplar belirlendi. Bu sosislerde STEC O103’lin depolama boyunca canli bakteri
say1s1 (kob) depolamanin ilk 60 giiniinde istatistiksel olarak degismedi (p>0,05). 60.
giinden sonra 6nemli diisiis tespit edildi ve depolama sonunda toplam 0,94 log azaldi.
Depolama siiresince STEC 026 sayisinda 2,29 log, 0145 sayisinda 1,08 log, STEC
0157 sayisinda ise 3,02 log azalma tespit edildi (R? 0,91).
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Tablo 4.12: Grup 1B Sosislerde Depolama Siiresince Rekabetci Floradaki Degisim
(logio kob/g) (R?0,94)

Zaman (Giin)
Analiz*

0 15 30 45 60 75

MAB  5,15£1,14%  6,47+0,14™  597+0,71%  6,55+0,25%  6,44+0,33%Y  6,37+0,35%
LAB 2,34£1,36%7  1,1240,27%  2,42+0,88%%  2,89+1,83%  3,12+0,79%  3,35+0,77%
PB 5,79£0,99%  7,42+0,08%  7,19£0,17%%  7,35+0,30%*  7,26+0,30  7,55+0,14%

Maya 4,39+0,85"Y  5,41£0,45%Y  4,94+£0,45%  525+0,17%Y 559+0,61%  5,68+0,58%

abe Satirda farkli harflendirmeler istatiksel olarak énemli degisimleri ifade etmektedir (p<0,05)
*¥2 Siitunda farkli harflendirmeler istatiksel olarak 6nemli degisimleri ifade etmektedir (p<0,05)
*MAB:Mezofil Aerob Bakteri, LAB:Laktik Asit Bakterisi, PB: Psikrofil Bakteri

Grup 1B sosislerin MAB, LAB, PB ve maya sayist degisimleri Tablo 4.12 ve
Sekil 4.11°de verilmistir. MAB ve PB sayist depolama ile arttig1 tespit edildi. LAB
sayisi ise depolama siiresince 6nemli bir artis gostermedi. Bu grup 6rneklerde MAB
ve PB sayilari Grup 1A sosislerindeki bazi markalar ile benzerlik gosterse de LAB
depolama siiresince olduk¢a az sayida tespit edildi. MAB ve PB sayilarinim ani bir
artis gosterdigi 15.glinde patojen canliliklarinda ¢esitli diisiisler tespit edildi. Bu
diisiis en yiksek STEC O157°de gergeklesirken STEC O103’te 60. giine kadar
onemli bir diislis olmadi. Bu patojenin diger serogruplara gére daha rekabetci oldugu
fikri bu sonuglarla da desteklenmektedir. Yine STEC O145 Grup 1A sosislerde
oldugu gibi O103’ten sonra bu kosullardan en az etkilenen serogrup olmustur.
Depolama siiresince canlilik kayiplar1 en ¢cok STEC O157°de olup sirasiyla O26,
0145 ve 0103 seklinde gerceklesti.

57



N w H wuvi o)} ~N (o] (Vo]
1

X " MAB
R LAB
& .| 7 T [ | [ —a—rB
= 1 i == KM
4 i J_ \
14 1L -

0 15 30 45 60 75
Zaman (Gfin)

Sekil 4.11: Depolama Siiresince Grup 1B Sosislerde Rekabetci Floradaki Degisim

4.2.3. Grup 2 Sosislerde Patojenlerin ve Rekabet¢i Floramin Depolama

Siiresince Canlihig:

Deneysel olarak iirettirilen ve pisirme islemi laboratuvarda gergeklestirilen
sosislerin sonuglar1 bu grupta degerlendirildi. Grup 2 sosis 6rneklerinde depolama

stiresince STEC serogruplarinin degisimi Tablo 4.13 ve Sekil 4.12°de verilmistir.

Tablo 4.13: Grup 2 Sosislerde Depolama Siiresince STEC Serogruplarinin
Canlihig1 (logio kob/g) (R?0,87)

Zaman (Giin)
Serogrup

0 15 30 45 60 75

0103  544£0,41% 5624021  543£0,36™  4,78£021%%  4,12+0,38%  4,01+0,14"
026 5,890+40,20%  5,16+0,87%%  525+£1,02%%  5,00+£0,99%%  4,61+£0,26"Y  5,17+1,212*
0145  5,80+0,16%  5,64+0,41%  556£035%  5,10£0,63*  5,36£0,29%  5,32+0,60%

0157 5,71£0,14% 4,801,543 4,74£1,00%  3,97+0,94Y  4,11+1,64°Y  4,08+1,61°

abe Satirda farkli harflendirmeler istatiksel olarak énemli degisimleri ifade etmektedir (p<0,05)
*¥Z Siitunda farkli harflendirmeler istatiksel olarak onemli degisimleri ifade etmektedir (p<<0,05)
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Sekil 4.12: Grup 2 Sosislerde Depolama Siiresince STEC Serogruplarinin Canlilig

Grup 2 sosislerde STEC O103 sayisinin depolamanin 45. giiniine kadar
onemli bir diisiise ugramadigi (p>0,05), depolama siiresince bakteri sayisindaki
toplam azalmaninl,43 log oldugu belirlendi. Depolama boyunca STEC 026 sayisi
0,72 log, STEC 0145 sayis1 0,48 log ve STEC O157 sayis1 1,63 log azaldi. Canli
bakteri sayist (kob) Grup 2 sosislerinin depolanmasi siiresince en fazla diisiis
gosteren serogrup STEC O157 oldu. STEC 0145 sayisi1 depolama siiresince 6nemli
diisiis gostermedi (p>0,05).Grup 2 sosislerde depolamaya bagli patojen bakteri

sayisindaki azalmalar Grup 1B sosislerine kiyasla daha az oldugu goriildii.

Grup 2 sosislerde depolama siiresince MAB, LAB, PB ve maya sayilarindaki
degisimler Tablo 4.14 ve Sekil 4.13’de gosterilmektedir.

Tablo 4.14: Grup 2 Sosislerde Depolama Boyunca Rekabetgi Floradaki Degisim
(logio kob/g) (R? 0,99)

Zaman (Giin)
Analiz*

0 15 30 45 60 75

MAB 2,3840,63¢ 3,45+1,4% 6,05+1,63 7,31+0,8% 7,6+0,83% 6,98+0,95%

LAB <1 2,38£0,07%  6,01£1,98%  7,15£0,98%  7,55+£1,01%  6,93+1,41%
PB <1 3,024 0,51% 5204139  6,4241,62%  7,86£0,61%  7,37+1,04%
Maya <1 <1 <1 <1 <1 <1

abe Satirda farkli harflendirmeler istatiksel olarak dnemli degisimleri ifade etmektedir (p<0,05)
*MAB:Mezofil Aerob Bakteri, LAB:Laktik Asit Bakterisi, PB: Psikrofil Bakteri
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Sekil 4.13: Grup 2 Sosislerde Depolama Boyunca Rekabetci Floradaki Degisim

Grup 2 sosislerde depolama siiresince maya sayisi tespit limitinin altinda
seyretti. Bu matriste depolama boyunca MAB, LAB ve PB sayis1 6zellikte 15.glinden
sonra onemli artig gosterdi (p<0,05). 60. giinde depolamanin en yiiksek rakamlarina
ulagti ardindan 75. giinde sayisal olarak azalma tespit edildi. Ortamda besin
maddelerinin azalmasi, metabolitlerin birikimi ve rekabet gibi stres faktorleri
dolayisiyla depolamanin son 15 giliniinde diisiis go6zlenmis olabilecegi
diisiiniilmektedir. Rekabetgi flora sayilarindaki Onemli artisa ragmen patojen
canliliklarmin 6nemli diizeyde etkilenmemis olmasinin orneklerin pH’st ile ilgili
olabilecegi diistiniilmektedir. Grup 2 sosis Orneklerinin depolama siiresince pH ve
titrasyon asitligi degerleri Tablo 4.28’de gosterilmektedir. Grup 2 sosislerde
depolama basinda pH 5,18+0,26 iken depolama sonu pH 5,56+0,1 olarak tespit edildi
ve istatistiksel olarak depolama boyunca bir farklilik belirlenmedi (p>0,05). Bu
gruptaki 6rneklerin pH’s1 diger gruplara gore daha diisiik olmakla beraber bu pH’da
patojenlerin stres adaptasyonu tetiklenerek rekabetci floranin olumsuz etkileri gibi
cevresel faktorlere karsi da diren¢ kazanmis olmalart muhtemeldir. Orneklerin
pH’sinin  yaninda depolama baglangicinda refakat¢i floranin oldukca diisiik
seviyelerde olmasinin da patojenlere avantaj saglamis olabilecegi ve canliliklarinin
depolamanin ilerleyen giinlerinde onemli diizeyde etkilenmemesi sonucuna katki

sagladig diistiniilmektedir.
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4.4, Sentetik Mide Sivis1 Deneyleri Sonug¢lar:
4.4.1. Grup 1A Sosislerdeki Patojenlerin SMS Deneylerinde Canhliklari

Grup 1A sosis orneklerinde depolama siiresince patojenler belirli diizeylerde
canliliklarini korumus ancak SMS deneylerinde 0. giin haricinde canlilik tespit

edilmemistir. SMS 0.giin sonuglar1 Tablo4.15, 4.16, 4.17 ve 4.18’degosterilmektedir.

Grup 1A sosislerde STEC 0103 yasaminin 0. giin SMS deneylerinde
degisimi Tablo 4.15ve Sekil 4.14’de goriilmektedir. STEC O103 A marka sosislerde
SMS deneylerinde 90 dakika siiresince canliligini korudu ve 90 dakika sonunda 1,18
log azalma meydana geldi. 60 ile 90. dakikalarda kuyruk etkisi (tailing effect)
gozlendi. C marka sosislerde canli bakteri sayilar1 daha diisiik olmakla beraber yine
90 dakika siiresince canlilik belirlendi. Bu marka sosislerde 90dakika sonunda 2,38
log azalma tespit edildi (R?:0,99). Diger markalarda (B ve D) SMS deneylerinde
STEC 0103 sayilari tespit limitinin altinda kaldi.

Tablo 4.15: 0103 Canliliginin Grup 1A Sosislerde SMS Deneylerinde Degigimi
(logio kob/g) (R? 0,99)

Zaman (Dakika)

Marka
0 30 60 90
A 5,33+0,14% 4,5140,0880x 4,1440,06° 4,15+0,05>
B 5,1£0,02% <1,84 <1,84 <1,84
C 5,15+0,07% 3,52+0,04% 3,29+0,17> 2,77+£0,11%
D 4,45+0,21% <1,84 <1,84 <1,84

abe Satirda farkli harflendirmeler istatiksel olarak énemli degisimleri ifade etmektedir (p<0,05)
*¥2 Siitunda farkli harflendirmeler istatiksel olarak 6nemli degisimleri ifade etmektedir (p<0,05)
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Sekil 4.14: 0103 Canliliginin Grup 1A Sosislerde SMS Deneylerinde Degisimi

Grup 1A sosislerin SMS deneylerinde STEC 026 yagaminin degisimi Tablo
4.16 ve Sekil Tablo 4.15.’de verilmistir. STEC O26’nin A ve C marka sosislerde
SMS muamelesinin 30. dakikasindan itibaren canli bakteri sayisinda istatistiki olarak
onemli azalma olmadi. A marka sosislerde 90 dk sonunda canli bakteri sayisinda

1,68 log, C marka sosislerde ise 2,33 log azalma tespit edildi.

Tablo 4.16. 026 Canliliginin Grup 1A Sosislerde SMS Deneylerinde Degisimi (1010
kob/g) (R?0,99)

Zaman (Dakika)

Marka
0 30 60 90
A 5,43+0,06™ 4,68+0,82% 4,08+0,05 3,75+0,21
B 5,30+0,23% <1,84 <1,84 <1,84
C 4,95+0,15% 3,54+0,08% 3,18+0,15 2,6240,25%
D 4,93+0,04* <1,84 <1,84 <1,84

abe Satirda farkli harflendirmeler istatiksel olarak énemli degisimleri ifade etmektedir (p<0,05)
*¥Z Siitunda farkli harflendirmeler istatiksel olarak onemli degisimleri ifade etmektedir (p<<0,05)
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Sekil 4.15. 026 Canliliginin Grup 1A Sosislerde SMS Deneylerinde Degisimi

Grup 1A sosislerin 0. Giin SMS deneylerindeSTEC 0145 yasaminin degisimi
Tablo 4.17 ve Sekil 4.16 ‘da goriilmektedir. STEC 0145, SMS ile muamele sonunda
A marka sosislerde canli bakteri sayisinda 2,83 log, C marka sosislerde ise 2,35 log

azalma oldu.

Tablo 4.17 0145 Canliliginin Grup 1A Sosislerde SMS Deneylerinde Degigimi
(loguo kob/g) (R? 0,99)

Zaman (Dakika)

Marka
0 30 60 90
A 5,21£0,24% 4,18+0,995 3,03+0,06 2,38+0,09°
B 4,91+0,18" <1,84 <1,84 <1,84
C 5,18+0,07* 3,94i0,07bx 3,59+0,255cx 2,83+0,72%
D 5,05+0,41% <1,84 <1,84 <1,84

abe Satirda farkli harflendirmeler istatiksel olarak énemli degisimleri ifade etmektedir (p<0,05)
*¥Z Siitunda farkli harflendirmeler istatiksel olarak 6nemli degisimleri ifade etmektedir (p<0,05)
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Sekil 4.16: 0145 Canliliginin Grup 1A Sosislerde SMS Deneylerinde Degisimi

STEC 0157 yasaminin Grup 1A sosislerin 0. Giin SMS deneylerindeki
degisimleri Tablo 4.18 ve Sekil 4.17°de verilmistir. SMS’da STEC O157 canh
bakteri sayis1 C markasinda da B ve D markasinda oldugu gibi tespit limitinin altinda
belirlendi. A markasinda canli bakteri sayisinda 90dk sonunda 3,11 log azalma
goriildi ancak 30. dakikadan itibaren canli bakteri sayilari farkli bulunmadi (p>0,05).

Tablo 4.18. 0157 Canliliginin Grup 1A Sosislerde SMS Deneylerinde Degisimi
(loguo kob/g) (R? 0,99)

Zaman (Dakika)

Marka
0 30 60 90
A 5,43+0,06% 3,07+0.0° 2,34+0,28° 2.32+0.0°
B 5,16+0,17* <1,84 <1,84 <1,84
C 5,58+0,16” <1,84 <1,84 <1,84
D 4,63+0,21% <1,84 <1,84 <1,84

abe Satirda farkli harflendirmeler istatiksel olarak énemli degisimleri ifade etmektedir (p<0,05)
*¥:2 Siitunda farkli harflendirmeler istatiksel olarak 6nemli degisimleri ifade etmektedir (p<0,05)
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Sekil 4.17 0157 Canliliginin Grup 1A Sosislerde SMS Deneylerinde Degisimi

Grup 1A sosislerde depolamanin ilerleyen giinlerinde SMS dayanimi

saptanmadi, patojen sayilari tespit limitinin altinda kaldi.

B markali sosislerde diger depolama giinlerinde oldugu gibi 0. giinde de tim
patojen bakteri serogruplart SMS deneylerinde tespit edilebilir limitin altinda
saptandi. B marka sosislerde rekabet¢i floranin baskilanmasina neden oldugu
diigiiniilen muhtemel antimikrobiyal katkinin patojenler tizerinde olusturdugu stresin
takip eden SMS stresine karsi hassasiyet gelisimine katki saglamis olabilecegi

distiniilmektedir.

C marka sosislerde 0. giin disinda SMS deneylerinde patojenler tespit
limitinin altinda kaldi. C marka sosisler patojen sayilarinin depolamada en ¢ok
azaldigi sosisler oldu. Bu matriste patojen populasyonlarinin ¢esitli etmenlerle
zayifladig1 digiiniilmektedir. Depolama siiresince matriste mevcut olan LAB’nin
katk1 sagladig1 disiiniilen pH disiistiniin (Tablo 4.19), patojenlerin asit tolerans
cevaplarinin gelismesine yol acarak metabolitlere olan hassasiyetin artmasina neden
olabilecegi diistiniilmektedir. Hsin-Yi ve Chou, (2001), asit adaptasyonun
organizmanin bakteriyosinler, hidrojen peroksit, etanol ve diasetil gibi
antimikrobiyal maddelere olan hassasiyetini arttirdigi goriisiinii sunmuslardir [99].
Bu 6rneklerin pH’siin patojenlerin LAB metabolitlerine karsi hassasiyetini arttirmis
ve takip eden asit stresinde dayanimlarimin diismesine neden olmus olabilecegi

distiniilmektedir.
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A, B ve D marka sosislerde tim faktorlerin yani sira 6rneklerin pH’larinin da
asit hassasiyetine yol agmis olabilecegi diisiiniilmektedir (Tablo 4.19). E.coli
O157:H7’nin noétrale yakin pH ortamlarinda stresli ortamlara gére daha fazla asit
hassasiyeti gosterebilecegi belirtilmistir. E.coli’nin ¢evresel stres sinyalleri almadigi
ve/veya asit stresinin bulunmadig1 gida ortamlarinda diisilk ATR sergileyebilecekleri
diistintilmektedir [99]. Grup 1A sosislerde depolamada siiresince pH ve titrasyon

asitligi degisimiTablo 4.19’de gosterilmektedir.

Tablo 4.19: Grup 1A Orneklerde Depolama Siiresince pH ve % Laktik Asit Degisimi

Gilin
Marka
0 15 30 45 60 75
A 6,5 6,55 6,18 6,09 6,1 6,3
B 6,61 6,35 6,41 6,3 6,23 6,54
5
c 5,89 5,53 4,8 4,75 4,84 4,95
D 6,43 5,93 5,65 5,8 6,05 6,01
A 0,144 0,207 0,297 0,306 0,27 0,279
‘©
j B 0,261 0,432 0,45 0,423 0,513 0,234
k+
E C 0,306 0,351 0,468 0,36 0.567 0,288
X
D 0,216 0,315 0,576 0,37 0,271 0,207

Markalar arasindaki arasi asit dayanimifarkliliklarinin diger faktorlerin yani
sira nitrit igerigi farkliliklarinin da katki saglamis olabilecegi diisiiniilmektedir. Bir

sonraki kisimda bu konuya ayrmtili olarak deginilmistir.
4.4.2. Grup 1B Sosislerde Patojenlerin SMS Deneylerinde Canlihig

Ayni markaya ait sosis Orneklerinin 3 tekerriir halinde analiz edildigi bu
grupta SMS deneylerinde patojenlerin asit dayanimlart degisen oranlarda

depolamanin belirli gilinlerine kadar devam ettigi tespit edildi.

Grup 1B sosis Orneklerinin SMS deneylerinde STEC 026 yasamindaki
degisimler Tablo 4.20 ve Sekil 4.19.’da verilmistir. SMS deneylerinde STEC 026
canliligi 0. giinde ilk 30 dk icerisinde 6nemli bir diisiis (p<0,05) gosterdi ancak daha

sonra 6nemli degisim gostermedi(p>0,05). Depolamanin 15. ve 45. giiniinde yine ilk
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30 dakikada gergeklesen sayilardaki Onemli azalmadan (p<0,05) sonra tespit
edilebilir seviyenin altina diistiigli belirlendi. 45. gilinden sonraki depolama

giinlerinde yapilan analizlerde SMS deneylerinde tespit edilemedi (R?: 0,95).

Tablo 4.20: STEC O026’nin Depolama Siiresince Grup 1B Sosislerin SMS
Deneylerinde Degisimi (n:3, N6) (logio kob/g) (R? 0,95)

Zaman (Dakika)

Giinler
0 30 60 920
0 5,54+0,19% 3,09+0,62> 2,58+0,78> 2,42+0,69"
15 4,89+0,34>Y 2,09+0,39Y <1,84 <1,84
30 4,59+0,38% 2,22+0,60% 2,01+0,28° 2,06£0,34
45 4,82+0,562Y 2,32+0,62% <184 <184
60 4,36+0,59Y <1,84 <1,84 <1,84
75 3,251,247 <1,84 <1,84 <1,84

abc Qatirda farkli harflendirmeler istatiksel olarak énemli degisimleri ifade etmektedir (p<0,05)
*¥2 Siitunda farkli harflendirmeler istatiksel olarak 6nemli degisimleri ifade etmektedir (p<0,05)
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Sekil 4.19: STEC 026 Canliliginin Grup 1B Sosislerin SMS Deneylerinde Degisimi

Grup 1B sosislerin SMS deneylerinde STEC 0103 canliligi Tablo 4.21. ve
Sekil 4.20.’de goriilmektedir. STEC O103 SMS deneylerinde canlilig1 tiim depolama
giinlerinde ilk 30 dakika icerisinde 6nemli diisiis gosterdi (p<0,05). Depolamanin 0.

giinlinde bu diislis diger 6rnekleme dakikalarinda da kademeli olarak devam ettigi
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goriildii. Bununla beraber 15, 30 ve 45. giinlerde SMS deneylerinde 30, 60 ve 90.
dakikalarda canlilik 6nemli olarak degismedi (p>0,05). Depolamanin 60. giiniinde
SMS deneylerinin 60. ve 90. dakikalarinda 75. giinde ise SMS muamelesinden sonra
hicbir oOrnekleme dakikasinda tespit edilemedi. Bakteri SMS deneylerinin
45.giintinde 90.dakikaya kadar canli iken, 60. giiniin 30.dakikasindan sonra tespit
edilemedi.

Tablo 4.21: STEC O0103’in Depolama Siiresince Grup 1B Sosislerin SMS
Deneylerinde Degisimi (n:3, N6) (logio kob/g) (R? 0,95)

Zaman (Dakika)

Giinler
0 30 60 90
0 5,45+0,23% 3,86+0,65> 2,96+1,07° 2,53+0,68%*
15 5,54+0,35% 2,44+0,68% 2,56+0,71> 2,11+0,425%
30 5,55+0,44% 3,10+1,320% 2,911,010 2,64+0,75
45 5,56+0,56> 3,04+0,99 2,73+0,96> 2,57+0,89
60 4,67+1,012Y 2,09+0,40 <1,84 <1,84
75 4,51+0,65” <1,84 <1,84 <1,84

abe Satirda farkli harflendirmeler istatiksel olarak énemli degisimleri ifade etmektedir (p<0,05)
*¥2 Siitunda farkli harflendirmeler istatiksel olarak 6nemli degisimleri ifade etmektedir (p<0,05)
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Sekil 4.20:STEC 0103 Canliliginin Grup 1B Sosislerin SMS Deneylerinde Degisimi



Grup 1B sosislerin SMS deneylerinde STEC O145 yasamindaki degisimler
Tablo 4.22 ve Sekil 4.21°de verilmistir. Depolamanin 0. giininde SMS deneylerinde
STEC 0145 canliligt ilk 30 dakikada onemli diistis (p<0,05) gosterdi ancak 90
dakikalik maruziyet sonunda 2,21 log olarak tespit edildi. 0. ve 30. giinde SMS
deneyinde canlilig analiz dakikalarinda degismedi (p>0,05). 45. glinden itibaren asit
dayanimi zayifladigi, depolamanin 60. ve 75. gilinlerinde SMS deneylerinde tespit
edilebilir limitin altinda kaldig1 saptandi.

Tablo 4.22. STEC O145’in Depolama Siiresince Grup 1B Sosislerin SMS
Deneylerinde Degisimi (n:3, N6) (logio kob/g) (R? 0,95)

Zaman (Dakika)

Giinler
0 30 60 20
0 5,700,302 3,39+1,08> 2,74+1,225% 2,210,820
15 5,37+0,59 2,47+0,71° 2,11+0,30° <1,84
30 5,12+0,46>Y 2,52+0,75% 2,27+0,69° 2,16+0,63
45 5,24+0,85%Y 2,60+0,930x 2,16+0,64° 1,840
60 5,02+0,72¢ <1,84 <1,84 <1,84
75 4,62+0,74 <1,84 <1,84 <1,84

abe Qatirda farkli harflendirmeler istatiksel olarak énemli degisimleri ifade etmektedir (p<0,05)
*¥Z Siitunda farkl harflendirmeler istatiksel olarak 6nemli degisimleri ifade etmektedir (p<0,05)

7 -

6 - ¥

> ] 0.Giin
0o 4 - 15.Glin
S
E —&—30.Giin
o
o —=45.Gln
o 5

==ie=60.Gln
1 - —8—75.Giin
0 T T T 1
0 30 60 90
Sure (dk)

Sekil 4.21:STEC O145Canliliginin Grup 1B Sosislerin SMS Deneylerinde Degisimi
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Grup 1B sosislerin SMS deneylerinde STEC O157 yasaminin degisimi Tablo
4.23 ve Sekil 4.22°de gosterilmektedir. STEC O157 Grup 1B sosis Orneklerinin
depolanmasi sirasinda diger patojenlere gore daha kisa siireli SMS dayanimi
gosterdigi saptandi. Depolamanin 30. giinlinden sonra SMS deneylerinde tespit
limitinin altinda seyrettigi belirlendi. Bu tabloda patojenin 0. dk sayimlarindaki
azalmalar da dikkat ¢ekici goriinmektedir. Patojenin mevcut ortamda hayatta kalma
orant zayifladigindan asit stresine karsi daha duyarli oldugu diisiiniilmektedir.
Bununla beraber baslangi¢ (SMS’na giris) sayisinin nispeten yiiksek oldugu 0. giinde

de diger patojenlere kiyasla asit stresine daha duyarli oldugu goriillmektedir.

Tablo 4.23: STEC O157’nin Depolama Siiresince Grup 1B Sosislerin SMS
Deneylerinde Degisimi (n:3, N6) (logio kob/g) (R? 0,95)

Zaman (Dakika)

Giinler
0 30 60 90
0 5,36+0,29% 2,631,230 2,11+0,61% <1,84
15 3,49+1,047 <1,84 <1,84 <1,84
30 2,86+1,35% 1,90:£0,15% <1,84 <1,84
45 2,87+1,06Y <184 <1,84 <1,84
60 2,61+0,96Y <1,84 <1,84 <1,84
75 2,34+0,76Y <1,84 <1,84 <1,84

abc Qatirda farkli harflendirmeler istatiksel olarak énemli degisimleri ifade etmektedir (p<0,05)
*Y2 Siitunda farkli harflendirmeler istatiksel olarak 6nemli degisimleri ifade etmektedir (p<0,05)
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Sekil 4.22:STEC 0157 Canliliginin Grup 1B Sosislerin SMS Deneylerinde Degisimi
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Genel olarak degerlendirildiginde Grup 1B sosislerde SMS dayanimi en
yiiksek serogrup STEC 0103, en diisiik serogrup ise yine STEC O157 olarak tespit

edilmistir.

Tablo 4.24: Depolama Boyunca Grup 1B Orneklerde pH ve % Laktik Asit Degisimi

Giinler
Analiz

0 15 30 45 60 75

pH 6,74+0,028  6,44+0,16®°  6,07£0,3°  5,98+0,07*  5,564+0,31%  5,13+0,1¢

%Laktik Asit  0,243+0,02 0,306+0,02 0,261+0,04 0,267+0,05 0,429+0,07 0,489+0,15

abc Qatirda farkli harflendirmeler istatiksel olarak énemli degisimleri ifade etmektedir (p<0,05)

Grup 1A ve Grup 1B sosislerde tespit edilen SMS dayanimindaki
varyasyonlarin sosislerin nitrit igeriklerindeki farkliliklardan da kaynaklaniyor

olabilecegi diisliniilmektedir.

Mide sivisinin nitrit varliginda bakterilerin yikimlanmasinda daha etkili
oldugunu gosteren ¢aligmalar bulunmaktadir. Diisiilk pH’da nitritin daha biiyiikk bir
kismi ayrigmamis formda olacagindan antimikrobiyal etkinin arttigi belirtilmektedir
[100]. Nitrit, asidik kosullarda nitroz asit, peroksinitrit, nitrojen dioksit, nitrik oksit
gibi nitrojen bilesiklerine doniismekte ve bu bilesiklerin normal insan midesinde

patojen eliminasyonuna katki sagladigi diistiniilmektedir [101,102].

Dykhuizen ve ark., yaptiklari in vitro g¢alismada Y. enterocolitica, S.
Enteritidis, S. Typhimurium, Shigella sonnei ve E.coli O157 ‘nin asitlendirilmis nitrit
ile inhibisyonunu incelemis, E.coli O157’nin diger patojenlere goére nitrit olmayan
diisiik pH’larda daha dayanikli iken nitrit ilavesiyle bu farkliligin ortadan kalktigini
vurgulamislardir [103]. Nitrit ile pH arasindaki sinerjistik iligki tiim patojenler i¢in
gozlenebilmekte iken yalnizca asit ortamin tek basina daha az etkili oldugu hatta bazi
durumlarda bakterilerin tiremelerinin devam ettigini kaydetmislerdir [103,104]. Xu
ve ark.yaptiklar1 c¢alismada nitritin diisik pH ile kombinasyonunun E.coli
hiicrelerinin ~ dldiiriilmesine  katki  sagladigi  sonucuna varmiglardir  [105].
Aragtirmacilar bu antimikrobiyal etkinin asidik kosulda olusan nitroz asit dolayisiyla
olabilecegini belirtmislerdir. Benjamin ve ark., E.coli'nin pH 3’te 1 saatlik

inkiibasyonunda 10 uM kadar diisiik bir konsantrasyonda nitrit ile hassasiyetinin
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arttigini tespit etmislerdir [106]. Buchanan ve Bagi, sodyum nitrit iceren sivi besiyeri
ortaminda E.coliO157:H7 inhibisyonunun pH ile kuvvetli bir iligkiye sahip
oldugunu, pH<S5,5 kosullarinda 6nemli inhibisyon tesiri oldugunu ve inkiibasyon

sicakligi diisiiriildiigiinde bu inhibisyonun arttigini belirtmislerdir [90].

Sodyum nitritin fermente sosislerde de E.coli inhibisyonunda rol oynadigini
gosteren c¢alismalar bulunmaktadir. Diisiik pH’ya sahip ve 50 ppm diizeyinde nitrit
igeren sosislerde bile nitrit igermeyen sosislere gore E.coli sayilarinda daha hizli
azalma oldugu belirlenmistir [107]. Konvansiyonel sosisler nitrit igermeyen organik
sosislerle kiyaslandiginda da benzer sonuglar gozlenmistir [108]. Salamlara 100-500
ppm araliginda nitrit ilavesi ile yapilan bir ¢aligmada nitrit miktarinin arttirilmasi ile
bakteri sayilarmin daha ¢ok azaldigi ifade edilmistir [109]. Bu c¢alismada Sosis
matrisinde canliliklarini  koruyan patojenlerinin  SMS deneylerinde hayatta
kalamamalarina ve Ozellikle Ornekler arasindaki farkliliklara sodyum nitrit
igerigindeki farkliliklarin da katki saglamis olabilecegi diisiiniilmektedir. Ulkemizde
satisa sunulan sosislerin nitrit igeriklerinin yasal limitlerin iizerinde oldugunu
gosteren ¢alismalar mevcuttur. Sezer ve ark., marketlerde satisa sunulan sosislerin
kalintt nitrit ve nitrat miktarlarin1 incelemis, orneklerin %45’inin kalint1 nitrat
miktarinin ve %90’ 1min kalint1 nitrit (min. 92 mg/kg ve mak. 403 mg/kg) miktarinin
yasal limitlerin {izerinde oldugunu tespit etmislerdir [61]. Soyutemiz ve Ozenir, Sosis
orneklerinin % 66,6’sinin limitlerin iizerinde nitrit (mak. 152,97 ppm) ve nitrat

igerdigini bildirmislerdir [109].

Bu calismada Grup 1B sosisleri ile ayni markaya ait bagka denemeler
yapilmis ancak bu yapilan denemelerde elde edilen 3 tekerriir disinda SMS
deneylerinde canlilik tespit edilmemistir (bu denemelerin sonuglar1 verilmemistir).
Rekabet¢i flora seviyelerinin benzer oldugu, ayni marka sosislerde goriilen bu
degisken sonuglarin baska faktorlerin yani sira sodyum nitrit igerigi farkliligindan da
kaynaklaniyor olabilecegi diisiiniilmektedir. Ancak ¢alismada nitrit i¢erikleri ile ilgili
bir analiz yapilmadigin1 ve nitritin sosis ile asit ortamda bakteriyel yikimlanmaya
olan katkisinin tam olarak anlasilabilmesi i¢in daha ayrintili ¢aligmalar yapmak

gerektigini belirtmek gereklidir.
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4.4.3. Grup 2 Sosislerde Patojenlerin SMS Deneylerinde Canhihig:

Grup 2 sosis 6rneklerinde SMS deneylerinde STEC 026 yasamindaki
degisimler Tablo 4.25 ve Sekil 4.24°de verilmistir. STEC 026 canlilig1 depolamanin

0. giiniinde SMS maruziyeti sonunda 1,5 logazalma gosterdi. 15. giinden itibaren

SMS deneylerinde 6nemli canlilik kayiplari tespit edilmezken (p>0,05), 75. giinde

asit dayaniminin zayifladigi tespit edildi. Bakterinin depolamanin 15. giiniinden

itibaren SMS’na yiiksek dayanim gosterdigi tespit edildi. Ancak 75. giinde SMS

deneyleri siiresince gézlemlenen kuyruk etkisine ragmen daha zayif bir asit dayanimi

sergiledi. Depolamanin son giinii olan 75. giinde gesitli faktorlere bagli gelisen

metabolik yorgunlugun populasyonda stres dayanimini azaltmig olabilecegi

distiniilmektedir.

Tablo 4.25: STEC 0O26’nin Grup 2 Sosislerde Depolama Siiresince SMS

Deneylerinde Degisimi (n:3, N6) (logio kob/g) (R? 0,93)

Zaman (Dakika)

Giinler
0 30 60 90

0 5,89+0,2% 4,8840,53%x 4,730,643 4,3940,34>
15 5,160,872 5,1940,31% 4,97+0,48%Y 4,98+0,16%
30 5,25+1,01% 5,02+40,18% 4,76+0,29%Y 4,99+0,19*
45 5,09+0,99%Y 5,04+0,54% 5,07+0,74% 4,89+0,61*
60 4,61+0,26% 5,04+0,14% 4,870,228 4,87+0,25%
75 5,171,212 4,08+0,25%x 3,58+0,28" 3,33+0,26%

abe Satirda farkli harflendirmeler istatiksel olarak énemli degisimleri ifade etmektedir (p<0,05)
*Y2 Siitunda farkli harflendirmeler istatiksel olarak 6nemli degisimleri ifade etmektedir (p<0,05)
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Sekil 4.24: STEC 026 Canliliginin Grup 2 Sosislerde SMS Deneylerinde Degisimi

SMS deneylerinde STEC 0103 canlilig1 depolamanin 60. giinii haricinde ilk
30 dakika sonunda onemli diisiisler gosterdi. Ancak takip eden siirelerde (60. ve 90.
dakikalar) istatiksel olarak 6nemli diigiisler goriilmedi, kuyruk etkisi olustu. 60.giinde
ise SMS maruziyeti ile 6rnek alinan higbir dakikada istatiksel olarak 6nemli distisler
tespit edilmedi. Depolama sonu olan 75. giin depolama giinleri arasinda asit

dayaniminin en diisiik gézlendigi glin olmustur (Tablo 4.26, Sekil 4.25).

Tablo 4.26 STEC O0103’in Grup 2 Sosislerde Depolama Siiresince SMS
Deneylerinde Degisimi (n:3, N6) (logio kob/g) (R? 0,93)

Zaman (Dakika)

Giinler
0 30 60 90

0 5,44+0,41% 4,18+1,10 4,02+1,27™ 4,39+0,07%
15 5,62+0,21% 3,74+1,5> 4,37+0,46% 4,05+0,39™Y
30 5,43+0,36% 3,89+1,06 3,3620,74° 3,2240,75%92
45 4,78+0,21®Y 3,10+1,08™ 3,46+0,07 2,73+0,15%2
60 4,12+0,38% 4,27+0,33* 3,70+0,09% 3,380,092
75 5,01+0,14% 2,32+0,39% <1,84 1,89+0,12

abe Satirda farkli harflendirmeler istatiksel olarak énemli degisimleri ifade etmektedir (p<0,05)
*¥2 Siitunda farkli harflendirmeler istatiksel olarak 6nemli degisimleri ifade etmektedir (p<0,05)
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Sekil 4.25: STEC 0103 Canliliginin Grup 2 Sosislerde SMS Deneylerinde Degisimi

SMS deneylerinde O145 asit dayanimi incelendiginde depolamanin 45.
giinine kadar ilk 30 dk igerisinde canlilikta 6nemli diisiisler oldugu ancak SMS
deneyleri sirasinda canliligin anlamli olarak diismedigi tespit edildi. 45. ve
60.giinlerde 0, 30, 60 ve 90. dakikalar arasinda tam bir kuyruk etkisi saptandi. Takip
eden giinlerde asit dayanimi azalmis olsa da depolama sonu olan 75. giinde halen
devam ettigi goriildii ve SMS maruziyeti sirasinda canliliktaki azalma 1,65 log olarak
tespit edildi (Tablo 4.27, Sekil 4.26).

Tablo 4.27 STEC 0O145’in Grup 2 Sosislerde Depolama Siiresince SMS
Deneylerinde Degisimi (n:3, N6) (logio kob/g) (R? 0,93)

Zaman (Dakika)

Gilinler
0 30 60 90
0 5,80+0,15% 4,62+0,730x 4,32+0,90 3,93+1,29%
15 5,64+0,41* 4,7441,088bx 4,50+1,2820x 4,1141,53bx
30 5,56+0,35% 4,37+1,18 4,30+1,37™ 4,88+0,273
45 5,10+0,63* 5,12+0,34% 4,75+0,28% 4,69+0,40%
60 5,36+0,29% 4,56+0,5% 4,24+0,37% 4,30+0,2%
75 5,32+0,60% 4,360,193 4,12+0,323x 3,67+0,25

abe Satirda farkli harflendirmeler istatiksel olarak énemli degisimleri ifade etmektedir (p<0,05)
*¥2 Siitunda farkli harflendirmeler istatiksel olarak 6nemli degisimleri ifade etmektedir (p<0,05)
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Sekil 4.26.STEC 0145 Canliliginin Grup 2 Sosislerde SMS Deneylerinde Degisimi

STEC O157 depolamanin 0., 15. ve 30. giinlerinde ilk 30 dakikada
gerceklesen canlilik kayiplarindan sonra SMS maruziyeti siiresince 6nemli canlilik
diistisleri tespit edilmedi. 45. ve 60. giinlerde ilk 30 dakikada ciddi disiisler
belirlendi ve patojen sayisinin SMS deneylerinin 60. ve 90. dakikalarinda tespit
limitinin altinda seyrettigi belirlendi. Patojenin asit dayaniminin depolama giinleri
boyunca kademeli olarak azaldigi ve 75.giinde yitirildigi tespit edildi (Tablo 4.28,
Sekil 4.27).

Tablo 4.28. STEC OI157’in Grup 2 Sosislerde Depolama Siiresince SMS
Deneylerinde Degisimi (n:3, N6) (logio kob/g) (R? 0,93)

Zaman (Dakika)

Giinler
0 30 60 90
0 5,71+0,14% 4,62+0,85%x 3,77+0,79 3,94+0,05°
15 4,80+1,542 4,17+0,11% 3,50+0,09 3,22+0,14°
30 4,74+1,002¥ 3,38+0,09 2,77+0,18 2,85+0,48
45 3,97+0,93% 1,84+ 0,002 <1,84 <1,84
60 4,06+1,72% 1,99+0,37% <1,84 <1,84
75 4,08+1,61Y <1,84 <1,84 <1,84

abe Satirda farkli harflendirmeler istatiksel olarak énemli degisimleri ifade etmektedir (p<0,05)
*¥Z Siitunda farkli harflendirmeler istatiksel olarak onemli degisimleri ifade etmektedir (p<<0,05)
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Sekil 4.27:STEC 0157 Canliliginin Grup 2 Sosislerde SMS Deneylerinde Degisimi

Grup 2 sosis orneklerinin SMS deneylerinde 0145 ve 026’nin dayanimlarini
diger patojenlere kiyasla daha uzun siireli korundugunu sdylemek miimkiindiir.
Bunun yani sira tiim patojen gruplarinda Grup 2 sosislerindeki asit dayanimi diger
orneklere gore daha kuvvetli bulundu. 75. giindeki MAB, LAB ve PB sayilarindaki
diisiis egilimi patojen bakteri populasyonundaki asit dayaniminin azalmasi ile
uyumlu goriinmektedir. Metabolitlerin birikimi, besin maddelerinin azalmasi gibi
kosullarin tiim bakteri populasyonlarini olumsuz etkileyerek mevcut sonuglara yol
acmis oldugu diisiiniilmektedir. Rekabet¢ifloranin depolama basinda oldukga diisiik
seviyelerde olmasinin ve sosis pH’siin depolama siiresince asit tolerans cevaplarinin
gelisebilecegi pH’ya yakin olmasinin, patojenlerin bu o6rneklerde hizla direng
kazanmalarina neden olmus olabilecegi diisiiniilmektedir. Rekabet¢i floranin artig
gosterdigi depolamanin ilerleyen giinlerinde bile patojenlerin sosis ortamindaki
canliliklart ve SMS’na dayanimlart etkilenmemis goriinmektedir. Patojenlerin zayif
asitlige maruziyeti ile gergeklesen asit adaptasyonu ile E.coli bakterilerinin laktik asit
gibi LAB metabolitlerine karsi direncinin arttigina dair ¢aligmalar bulunmaktadir.
Leyer ve ark., aside adapte edilen (pH 5) ve edilmeyen (pH 7) E.coli O157:H7
suslarim1 pH 5,6’da fermente sosis hamuruna inokule etmigler ve aside adapte
suslarin olduk¢a diren¢ kazanmis oldugunu raporlamuslardir [110]. Oztiirk ve
Halkman [85], aside adapte (pH 5,5) E.coli O157:H7 bakterilerinin adapte edilmeyen

suslara gore refakatgi LAB sayilarinin yaklagik 9 log oldugu sucuk fermantasyonu ve
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depolanmasi sirasinda ¢ok daha dayanikli olduklarini tespit etmislerdir. E.coli asit

tolerans cevabinin pH 5-6 civarinda orta asitlikte sekillendigi diistiniilmektedir.

Grup 2 sosislerde pH ve % asitlik sonuglar1 Tablo 4.29°da gdsterilmektedir.
Depolama siiresince pH ve titrasyon asitligi degisimleri depolama giinleri arasinda

o6nemsiz bulundu (p>0.05).

Tablo 4.29: Grup 2 Sosislerde Depolama Siiresince pH ve % Laktik Asit Degisimleri

Giinler
Analiz

0 15 30 45 60 75

pH 5,1840,26  5,41+0.17 5,38+0,2 5,38+0,11 5,40+0,13 5,56+0,1
% Laktik Asit  0,62+0,12  0,34+0,14 0,32+0,23 0,26+0,06 0,35+0,15  0,31+0,08

Patojenlerin ~ tliim  Orneklerde = SMS  deneylerindeki  canliliklar
degerlendirildiginde gida ortamina bagh farkliliklar tespit edilmistir. STEC O157:H7
tiim matrislerde ve asit denemelerinde en az asit dayanimina sahip serogrup olarak
goriinmektedir. Bunun yaninda STEC 0103 Grup 1A ve 1B sosislerinde asit
dayanimi en yiiksek serogrup iken Grup 2 sosislerinde STEC 026 ve O145 asit
dayanimi en yiiksek patojen gruplari olmustur. Grup 1A ve 1B verilerinde STEC
0103’tin daha rekabetci bir izlenim verdigi ifade edilmisti. Grup 2 &rneklerinde
depolama baslangicinda kuvvetli bir rekabet ortami olmadigindan STEC
0O103’iinrekabetcilik avantaji ile 6ne ¢ikamadigi, O26 ve O145’in rekabetci flora
tarafindan strese sokulmadan asit dayaniminin aktive olmasi ile bu sonuglarin ortaya
ciktig1 diisiinilmektedir. Rekabetcilik avantaji ortadan kalktifinda STEC O103’iin
asit dayaniminin bu serotiplere gore daha zayif oldugu anlasilmaktadir. Gida
ortamindan bagimsiz olarak gergeklestirilen direk SMS deneylerinin sonuglar1 da bu
sonuglara paralellik gostermektedir (Tablo 4.2). STEC O157 Grup 2 6rneklerinde de
en dayaniksiz serogrup olarak tespit edilmis olmasina ragmen, Grup 1A ve Grup

1B’ye gore ¢ok daha iyi asit dayanimi ve canlilik gosterdigi tespit edildi.

Literatirde STEC serotiplerinin sosis ortaminda canliligmnin ve asit
dayaniminin izlendigi c¢aligmalara rastlanmamistir. Serotiplerin farkli gida
matrislerinde incelendigi ¢alismalar bulunmaktadir. Bu ¢alismalarda gida ortam, sus
secimi gibi degiskenler dolayisiyla sonuglarda varyasyon gozlenmektedir. Bu tez

caligmasinda da ayni iirlinde (sosis), ayn1 yontemler ve ayni suslar kullanilarak elde
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edilen sonuglarin degisiklik gosteriyor olmasi bu patojenlerin yasamlart ve asit
dayanimlarinin birgok faktdrden etkilendigini ortaya koymaktadir. Bu nedenle
literatiir verilerindeki varyasyonlarin dogal oldugu diistiniilmektedir [67, 111, 112,
113].

Fermente sosislerde yapilan ¢alismalarda E.coli canliligi, etin 6nceden islem
gormesi, NaCl, nitrit ve laktik asit miktari, su aktivitesi, pH, starter kiiltiirler ve
antimikrobiyal bilesenlerin eklenmesi gibi faktorler ile degisim gostermektedir.
Bunlarin yani sira fermantasyon sicakligi ve depolama siiresi de etkili olmaktadir
[103]. Bu tez ¢alismasinda elde edilen verilerile, emiilsifiye sosislerde de 6zellikle
perakende satis noktalarindan temin edilen sosislerin LAB, MAB, PB sayilar1 gibi
rekabetci floradaki, pH’daki ve katki maddelerindeki farkliliklarin sosisteki patojenin
yasam ve asit dayanimindaki degisimlerin olusmasinda etkili oldugu

diistiniilmektedir.

Rode ve ark., salginlardan izole edilen E.coli izolatlarinin fermente sosis
tiretim kosullarina ve takiben sentetik sindirim sivilarina dayanimini incelemislerdir.
Fermantasyon prosesine maruz kalan bakterilerin (20°C starter kiiltiir ilave edilmis
21 giin fermantasyon) kontrol grubuna (4°C’de starter kiiltiir ilave edilmemis 22 giin
yavas spontan fermantasyon) gére mide asidi dayaniminin daha diisiik oldugunu
tespit etmislerdir (pH 3). Arastirmacilar iki matriste de mevcut olan ayrismamis
(disosiye olmamis) laktik asidin, asit stresine katki sagladigini One siirmiislerdir
[112]. Mide sivist maruziyetini takiben gerceklestirilen sentetik bagirsak
sindiriminde bakteri sayisinin Once bir kisim azaldigi daha sonra bakterinin
toparlanarak sayisini arttirmaya basladigi tespit edilmistir. Calismada non-O157
STEC’ler ile STEC O157 arasinda asit dayanimi farkliligi bulunmadigi tespit
edilmistir. Elbette ki burada asit dayanimi pH 3’te test edilmis olmasi bizim
calstmamizdaki en 6nemli farkliliktir. Bizim ¢alismamizdaki SMS sivisi pH 1,5’a
ayarli olup deney siiresince pH 2,5’in iistiine ¢ikmamasi hedef olarak belirlenmistir.
pH’daki kiigiik farkliliklarin bile asit dayanimina etkili olabilecegi belirtilmektedir
[112]. Bu ¢alismada SMS deneylerinde pH’nin 2,5’i agsmamasinin hedeflenmesinin
nedeni dogal sindirimde mide pH’sinin tiiketimden sonra kademeli olarak

asitlenmesidir.
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Naim ve ark., E.coli O157:H7 inokule edilerek fermente edilen sosislerin
sindirim kosullarina dayanimini incelemislerdir. Statik sindirim denemelerinde mide
stvisi ile muamelenin ilk dakikasinda pH 3,2 iken 2 saatlik muamelede 4,0’e ¢iktigini
bu sirada patojen sayisinin degisime ugramadigini belirtmislerdir [113]. Takip eden
pankreatik sivi ile muamelede patojenlerin sayilarini 6nemli Slgiide arttirdiklarini
ifade etmislerdir. Dinamik sindirim denemelerinde mide sivisinin pH’s1 3,6’dan 30
dk’da 3,0°e; 60. dk’da 2,5’¢ ve 90.dk’da 2,0’ye ayarlanarak kademeli olarak
azaltilmistir. Bu sirada ¢alismada kullanilan iki susun 0,63 log ve 0,69 log kadar
sayilarint arttirdigini tespit etmislerdir. Takip eden pankreatik sivi muamelesinde
suslarin iireme yetisinin, Oncesinde uygulanan mide sivist muamelesinin siiresiyle
iligkili oldugunu, 120 dk mide sivisina maruz kalan patojenlerin pankreatik sivida
sayilarini arttiramadigi tespit edilmistir. Bu tez calismasinda da asit stresi siiresinin
uzamasi ile patojenlerin dayanimlarinin azaldiginit gosteren sonuglar elde edilmistir.
Rode ve ark., [112], Naim ve ark.’nin [113], sonuglari ile farklilik gésteren arastirma
bulgularm1 pH farkliligindan kaynaklanmis olabilecegini ve pH’daki ¢ok kiigiik
farkliligin bile asit dayaniminda farklhilik yaratabilecegini One siirmiislerdir.
Calismamizda elde etmis oldugumuz sonuglar bu diisiinceyi desteklemektedir. Grup
1A, 1B ve Grup 2 sosislerin depolama baslangic pH’s1 ortalamalar1 sirasiyla
6,36+0,32, 6,74+0,02 ve 5,18+0,26 seklindedir. Yine Rode ve ark., [112], bahsettigi
ayrismamis laktik asidin mide asidinde yikimlanmaya olan katkisindan burada da
bahsetmek miimkiin goriinmektedir. Matriste bulunan laktik asit bakterilerinin
urettigi laktik asidin depolamanin sonlarina dogru birikerek asit yikimlanmasina

katki saglamig olabilecegi de disiiniilmektedir.

Asit adaptasyonun gergeklestirilmesi veya asit dayanimin arttirilmasi igin
bakterinin maruz kaldig1 organik asidin cinsi de dnemli olmaktadir. Uljas ve Ingham
[114], E.coli O157:H7 hiicrelerinin asidik iceceklerde sogukta muhafazasinda
hayatta kalmasinin, asidin cinsi ile baglantis1 olmamasina ragmen takip eden SMS
maruziyetinde bu asit cinsinin &nemli tesiri oldugunu raporlamuslardir. Ozellikle
laktik asit maruziyetinin SMS deneylerinde bakterinin hassasiyetini arttirdigini
belirtmislerdir. HCl gibi tamamen ayrigmis asitler organik asitlere gére daha az
inhibisyon tesiri gostermektedir. Fermente sosislerde LAB tarafindan iiretilen laktik
asidin diisiik pH dolayisiyla ayrismamis formu artmakta dolayisiyla bakteriyel
inhibisyon da artmaktadir [103]. Grup 1B sosislerde LAB sayisi en yiiksek olan C
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marka sosislerde ortamdaki laktik asidin inhibisyona katki saglayan faktorlerden

olabilecegi diisliniilmektedir.

Kim ve ark.,E.coli O157:H7 ve non-O157 STEC’lerin ananas suyunda
adaptasyonu sonunda SMS’na dayanimini ve asit dayanim genlerinin (rpoS, gadA,
adiA) ekpresyonunu incelemislerdir [69]. pH 3,8’de gergeklestirilen adaptasyon
isleminde 4°C ve 20°C olmak iizere iki ayri sicaklik kullanilmistir. Ananas suyunda
20°C’de adaptasyonu gerceklestirilen bakterilerin 4°C’dekilere gore daha zayif asit
dayanimi gosterdigi, rpoS geni transkripsiyonu 4°C’de daha fazla gergeklestigi tespit
edilmistir. Adaptasyonun takip eden SMS deneylerinde dayanimi arttirdig
belirtilmistir. STEC suglarinin meyve suyunda soguk depolamada asit dayanimlarinin
arttigin1 gosteren bagka c¢alismalar da mevcuttur [68,72]. Bergholz ve Whittam, elma
suyunda (pH 3,5) 4°C’de 24 saat aside adapte edilen E.coli O157:H7 O26:H11 ve
O111:H8’in mide asitligine 22°C’de aside adapte edilen kiiltiirlerden daha fazla
dayanim gosterdigini tespit etmislerdir. Arastirmacilar ayrica STEC 026 ve O111’in
O157’ye gore asit dayanimlarinin daha disiik oldugunu raporlamiglardir. Bu
calismada mide asidi denemelerinde bebek mamasi ile kiiltiirler mide sistemine
alinmistir. Asit adaptasyonunun bakterilerin asit dayanimini arttirdigr belirtilmigtir
[68]. Bu galigmada Grup 2 sosislerde mevcut pH’nin diisiik olmasi dolayisiyla
sogukta depolama sirasinda bakterilerinin aside adapte olmus olabilecekleri ve
dolayisiyla takip eden asit stresine (SMS) bu nedenle daha yiiksek dayanim

gostermis olabilecekleri diisiiniilmektedir.

Molina ve ark., 0157 ve non-O157 genotipleri arasinda asetik ve sitrik aside
kars1 hassasiyetlerin varyasyon gosterdigini belirlemislerdir. Katoaka ve ark., [85]
sodyum bisiilfit ve sodyum benzoat i¢eren limon sularinda (pH2,5) O157:H7 ve non-
0157 suglarinin (026, 045, 0103, O111, O121, O145) 22°C’de 72 saat sonunda
>6log inaktivasyonunun gerceklestigini ve O157 ile non-O157 STEC’ler arasinda
fark tespit edilemedigini belirtmiglerdir [84].

Bahsedilen c¢alismalarla bu calismanin bulgular1 arasindaki farkliliklar asit
dayaniminin test edildigi pH ve organik asit profilindeki farkliliklardan

kaynaklanmuis olabilir.

Carey ve ark.,, marula kontamine edilen E.coli O157:H7’nin 4°C’de

depolamada rpoS geninin bir kisim arttigini ve 15°C’de daha uzun depolamada ise
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bu genin ekspresyonunun azaldigini raporlamislardir [115]. White-Ziegler ve ark.,
E.coli K-12’nin 23°C’de inkiibe edilmesiyle 37°C’de inkiibe edilmesinden 2-3 kat
daha fazla rpoS geni transkripsiyonu ger¢eklestigini belirtmislerdir [116].

Genel olarak stres geninin diisilk sicakliklarda tetiklendigini ifade
edilmektedir [69,70,72]. Bunun yaninda aglik, strese maruz kalma veya hiicrelerin
duragan faza gegisi gibi durumlarda RpoS sigma faktoriiniin tetiklendigi
(indiiklendigi) dolayisiyla takip eden bagka streslere dayanim kazandirabilecegi
sOylenebilir [117,118]. Arastirmacilar soguk stresi proteinlerin sentezlenmesi ile asit
stresine karsi ¢apraz koruma gelismis olabilecegini belirtmektedir [69, 119]. E.coli
stres adaptasyonun sogukta saklanan Triinlerde daha kolay gelisebilecegi
goriinmektedir. Asit adaptasyonunun gelistikten sonra sogukta daha uzun siireli
korundugu diisiintilmektedir [120]. Grup 2 sosislerinde elde edilen sonuglara sogukta
depolamanin da katki saglamis olabilecegi diisiiniilmektedir. Asit dayaniminin bu
matriste biiyiikk Olclide pH’ya bagli olarak daha gii¢lii oldugu diisiintiliiyorsa da
sogukta depolama bu dayanimin depolama siiresince korunmasina katki saglamis

olabilir.

AR2 sistemi (glutamat dekarboksilaz) E.coli bakterisini midenin asidik
kosullardan korumada en etkili sistem oldugu diisiiniilmektedir [121]. Kim ve ark.,
yaptiklar1 ¢aligmada O157:H7 ve OI103:H2’nin 4°C’de ananas suyuna
adaptasyonunda gadA geni traskripsiyonunun diger suslara gore daha fazla oldugu ve
bu bakterilerin SMS dayanimlarinin daha yiiksek oldugunu tespit etmislerdir [69].
Arastirmacilar AR gen transkripsiyonunun STEC serotipleri arasinda oldukca
farklilik gosterdigini ve bu gen transkripsiyonunun SMS maruziyette hayatta kalma
oranlariyla tiim suslarda korelasyon gostermedigini belirtmisler ve SMS’da hayatta
kalmada bagka faktorlerin de rol oynadigl sonucuna varmislardir. Bergholz ve
Whittam, yaptiklart calismada AR2 genleri (gadA, gadB) O157 STEC’de non-
O157’1ere (026, O111) gore daha fazla oldugunu belirtmislerdir [67].

Gidalarin mide pH’sim1 tamponladigi bilinen bir gergektir. Gidanin
tilketilmesiyle mide pH’s1 3-4,5 degerlerine tamponlanabilmektedir [122]. Bu etki
gida bilesenlerinin mide asidi ile interaksiyonu sonucunda ve proteinlerin pepsin ile
hidrolizinde olusan aminler sayesinde gerceklesmektedir. Mide sindiriminin ilk

sathalarinda pH tamponlanmakta daha sonra asit salinimi ile 2 saat sonunda 2,0
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civarina disiiriilmektedir. Ancak sindirim sirasinda yaklasik 30. dakikadan itibaren

mide icerigi kademeli olarak bagirsaklara aktarilmasi baglamaktadir [113].

Bu c¢aligmada yapilan SMS deneylerinde mide sivisinin pH’st 90 dakika
sonunda 2,5’i agsmamistir. Ancak yapilan 6n denemeler sirasinda sosisin mide
pH’sin1 oldukc¢a tamponladigi tespit edilmistir. Gergek bir tiikketim so6z konusu
oldugunda ilk etapta mide pH’sindaki bu tamponlanma dolayisiyla patojen
canliliklarmin daha yiiksek olabilecegi goz oniinde bulundurulmalidir. Mide pH’s1
gida tiikketiminden hemen sonra tirmanmakta ve konakg¢iya 6zgii bazi1 faktorler, yas,
gidanin tamponlama kapasitesi gibi ¢esitli faktorlere bagli olarak degisen siirelerde
aclik pH’sina donmektedir [123]. Geng yetiskinlerde gida tiiketiminden sonra mide
pH’s1 2 saat icinde pH 2’ye donerken bazi yasli bireylerde 4 saat sonunda bile
pH’nin bu degere diismedigi belirtilmistir. Yasgh bireylerde mide pH’sinin 2’ye
donmesi geng bireylere gore daha yavas gergeklestigi belirtilen c¢alismada, geng
bireylerde gida tiiketiminden sonra ortalama 42 dakikada pH 3’e donen mide
pH’smin yash bireylerde neredeyse 2 kati siirede (89 dakika) bu degere ulastigi
belirtilmistir [124].

Patojen bakterilerin tiiketim esnasinda mide pH’sinda meydana gelen
tamponlama sonucunda bile mide asidine diren¢ kazanabilecekleri de
belirtilmektedir. Rowe ve Kirk, E.coli bakterisinin ¢apraz koruma gelisimini
arastirdiklar1 ¢alismada E.coli stres adaptasyonunun 15 dakika kadar kisa siirede bile
gerceklesebildigini belirtilmistir [125]. De Jonge ve ark., insan midesindeki pH
degisimlerinin taklit edildigi ¢aligmalarinda asit hassasiyeti olan E.coli O157:H7

susunun bile 17 dakikada asit direnci kazandiklarini raporlamiglardir [123].

Sentetik mide sivist ile yapilan ¢aligmalarda gidanin koruyucu etkisi ayr1 bir
faktor olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Statik mide sindirimi denemelerinde bile bakteri
gida ile mide sivisina girdiginde, bakteriyel canliligin daha fazla oldugunu gosteren
caligmalar mevcuttur. Waterman ve Small, Salmonella Typhimurium, Salmonella
typhi, Campylobacter jejuni, ve Vibrio cholerae iizerinde yaptiklar1 ¢alismada HCI
asit ile asitlendirilmis (pH 2,5) Luria-Bertani broth besiyerinde sigir kiymasinin
patojenleri koruyucu bir etkisi oldugunu raporlamislardir. Arastirmacilar yiiksek
protein igerikli gidalarin bakterileri gastrik asitlikten koruyucu etkisi olabilecegini

belirtmislerdir [70]. Caligma sonuglarinin kiymanin pH’y1 tamponlamasina bagh
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olabilecegini belirtmiglerse de bu karmasik mekanizmanin pH’ya bagli olmadigini
gosteren calismalar da mevcuttur. Gontilliilerden aglik mide sivilarinin toplandigr bir
calismada 10° kob/ml diizeyinde enteropatojenik E. coli, Shigella flexneri, ve
Salmonella bakterileri bu mide sivilarinda oda sicakliginda hayatta kalamazken gida
tilketimi sonrast alinan mide sivilarinda ayni siire sonunda yaklagik 2-4 kat daha
fazla canlilik oldugu belirlenmistir [126]. Biftek ve tost tiiketiminden 20 dakika
sonra alinan mide sivilarmmin pH’s1 da 1,5’e¢ ayarlanmis oldugundan burada pH
disindaki baska faktorlerin de rol oynadigimi diisiindiirmektedir. Gidanin koruyucu
etkisinin hangi mekanizma ile gerceklestigi agiklanamamis ve tartismaya agik bir
konu olsa da protein igerigi yliksek gidalarda proteinlerin hidrolizi sonucunda ortaya
cikan azotlu bilesikler ile asit dayanimi mekanizmalarinin tetiklenebilecegi
diistiniilebilir. Ancak bu tez ¢alismasinda gidanin tek basina koruyucu bir etki

sagladigina dair herhangi bir veri elde edilmemistir.

Hiicrelerin cesitli streslerle yaralandigi ancak canliliklarinin yitirmedigi ve
klasik metodlarla canlandirilamadigi bir durum s6z konusu olabilmektedir. Bu durum
canli ancak kiiltiirlenemeyen (Viable but non-culturable, VBNC) seklinde
adlandirilmaktadir. ' VBNC  durumuna gegen bakteriyel hiicreler standart
besiyerlerinde kiiltiirlenemezken yavag gen transkripsiyonu, solunum gibi metabolik
aktivitelerini ve membran biitiinliiglinii korumaktadirlar. Bu formda hiicreler diisiik
metabolik aktivite gostermekte ve yeniden canlandirildiklarinda kiiltiirlenebilir hale
gelmektedir [127]. Yaron ve Matthews, stx1 ve 16S rRNA gibi genlerin
kiiltirlenemeyen E.coli O157:H7 hiicrelerinde eksprese edildigini gostermislerdir
[128]. E.coli bakterilerinin subletal ¢evresel streslerde VBNC forma gegerek hayatta
kaldiklarin1 gosteren ¢aligsmalar bulunmaktadir [129,130]. Berry ve ark., yaptiklart
calismada E.coli O157:H7 hiicrelerinin non-O157 hiicrelerine gore daha fazla

yaralandigini belirtmiglerdir [89].

Bu tez calismasinda VBNC durumdaki hiicrelerin tespiti i¢in bir analiz
yapilmamistir ve SMS deneylerinde canlilik tespit edilmeyen durumlarda hiicrelerin
VBNC forma gegmediklerini sdylemek miimkiin degildir. O157:H7’nin daha fazla
yaralandig1 tespit edilen caligma 1s18inda bizim denemelerimizde de bu tip bir
gerceklik olabilecegi akla gelmektedir. E.coli O157:H7’nin dogal ortamlarda asit
dayaniminin non-O157 serotiplerine goére daha fazla oldugunu gosteren birgok

calisma mevcuttur. Bizim sonuglarimizda bu verilerin tam aksini elde etmis
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olmamizin bu hiicrelerin diger serotiplere gore daha fazla yaralanmasindan kaynakli
olabilecegi akla gelebilir. Ancak sosis matrisindeki canlilik oranlarmabakildiginda da
O157:H7 en zayif grup olmaktadir. Dolayisiyla burada daha dnce bahsedilen baska
faktorlerden kaynakli olarak bu patojenlerin diger serotiplere kiyasla daha fazla
etkilendigi de goriilmektedir. Bunlarin yani sira VBNC durumdaki hiicrelerin
mideden ¢iktiktan sonra sindirimin diger kisimlarindaki streslere dayanarak yeniden

aktivite kazanabilecekleri konusu tartismalidir.
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5. SONUC VE ONERILER

Bu ¢alismada Shigatoksijenik E.coli suslar1 O157:H7 ve “big six non-O157”

serogruplarindan 0103, 026 ve O145’in sosislerin depolanmasi sirasinda canliligi ve

sentetik mide sivisina dayanimlar1 incelenmistir. Calisma ile birgok gida kaynakli

salgina ve ciddi rahatsizliklara neden olmus STEC serogruplarinin, canliligina ve asit

dayanimlarina etki eden faktorlerin sosis ortaminda incelenmesi amaglanmistir.

Calismada elde edilen veriler sayesinde, enfektif dozlarinin olduke¢a diisiik olabildigi

bilinen bu patojenlerin sosis gibi soguk olarak da tliketilmekte olan bir gidaya

bulagmasi durumunda olusabilecek risklerin degerlendirilmesi ve gelecek ¢aligmalara

Oon bilgiler saglanmasi hedeflenmistir. Calisma sonuglari ve Oneriler asagida

Ozetlenmektedir.

Rekabetgi floranin yiiksek seviyede olmasiin, STEC patojenlerinin
sosis ortaminda canliligina ve asit dayanimina olumsuz etki ettigi
goriilmektedir. Ozellikle de bu florada mevcut olan LAB seviyelerinin
yiikksek olmasinin inhibisyona ve asit hassasiyetine daha ¢ok katki
sagladign diisiiniilmektedir. Ote yandan depolama basinda rekabetci
flora seviyelerinin diisiik oldugu ve gida pH’sinin patojenlerin asit
tolerans cevaplar1 gelisimine olanak saglayan pH seviyelerine (pH
5,5) yakin oldugu sosis Orneklerinde, depolamanin ilerleyen
giinlerinde rekabet¢i floradaki artisin olumsuz bir etki olusturmadigi
goriilmiistlir. Dolayist ile rakabetci flora ve laktik asit bakterilerinin
olusturdugu stres kosullarinin, patojenlerin mevcut gida ortamina
aligmalar1 ve asit direnci kazanmalarindan once sekillenmis olmasi
patojenler ilizerinde olumsuz bir etki yaratirken; patojenlerin gida
ortamina alisip diren¢ kazanmalarindan sonra sekillenmesinin her
hangi bir olumsuz etkiye neden olmadig1 goriilmektedir.

Calismada tiim 6rnek gruplarinda canliligl ve asit dayanimi en diisiik
serogrup O157 olarak tespit edilmis ancak, gruplar arasinda dayanimi
en yiiksek non-O157 serogruplari arasinda farkliliklar tespit edilmistir.
Dolayis1 ile gida ortamindaki mikroekolojik faktor farkliliklarinin
STEC serogruplarinin dayanimlarina Onemli etkisi bulundugunu

s0ylemek miimkiin olmaktadir.
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Non-O157 serogruplarindan STEC O103 ‘iin rekabet¢i floranin
yiiksek oldugu orneklerdeki canliliginin diger serogruplara gore daha
yiksek olmasi, bu patojenin c¢alisilan diger serogruplara gore daha
rekabet¢i  olabilecegini  diisiindiirmektedir. ~ Rekabet¢i  flora
seviyelerinin diisiik oldugu sosislerde STEC 0O103’tin, SMS’da
canliligimin diger serogruplara gore daha diisiik olmas1 ve direk SMS
denemelerinin de bu sonuglara paralellik gostermesi bu patojenin daha
rekabetci olabilecegi fikrini destekler goriinmektedir.

Literatlirdeki calismalarin kiyaslanmasinda, caligsmalardaki
metadolojik farkliliklar sorun olusturmaktadir. Asit dayanimu ile ilgili
analizlerin sonuclar1 kullanilan asidiilantin ve gida ortaminin pH’s1 ile
degisim gostermektedir. pH’daki kiigiik farkliliklar bile canlilik
oranlarinda farkli sonuglarin alinmasmna neden olabilmektedir.
Patojenlerin asit tolerans cevaplarmin sekillendigi orta asitlikteki
ortamlarda, asit dayaniminin adaptasyon sayesinde arttigi ve rekabetgi
flora, asit stresi gibi takip eden streslere dayanimi arttirdig
diistintilmektedir. Calismada Grup 2 6rneklerinde elde edilen sonuglar
ile bu goriis korelasyon gostermektedir. Ancak ¢alisma sonuglarindan,
daha diisiik pH’I1 ortamlarda asit stresi dolayisiyla takip eden streslere
dayanimin azaldigi goriilmektedir. pH’nin emiilsiifiye sosislere gore
daha diisiik oldugu fermente sosislerle yapilan c¢aligsmalara
bakildiginda da patojenlerin dayaniminin, Onceden aside adapte
edilmeleri ile arttigi goriilmektedir. Bunun yani sira pH’nin nétrale
yakin oldugu, E.coli’nin c¢evresel stres sinyallerini almadigi ve/veya
asit stresinin  bulunmadigi gida ortamlarinda diisik ATR
sergileyebilecekleri belirtilmektedir.

Asit dayanimu ile ilgili ¢alismalarin birgogu laboratuvar besiyerlerinde
gergeklestirilmis olup gida ortamindaki birgok degiskenin hesaba
katilamadigin1  belirtmek gereklidir. Elbette ki bu caligmalar
patojenlerin asit dayanim kabiliyetleri hakkinda degerli verilerin elde
edilmesine katki saglamaktadir. Ancak mide sivisi ortaminda soz
konusu gidaya 0zgii reaksiyonlarin gerceklesebilecegi, bu gidanin
bilesiminin, katki maddelerinin ve depolama sirasindaki rekabetci

floranin asit dayanimlarina etkileri olacagi hesaba katilmalidir. E.coli
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bakterilerinin Onceden aside adapte edilerek canliliklarinin
kiyaslandig1 caligmalar bile farklilik gostermektedir. Bu ¢aligmalarda
elde edilen verilerin farkliligi, degisik gida sistemleri, depolama
sicakliklar1  ve inokulum seciminden olabilmektedir. Bu tez
calismasinda elde edilen verilerin de Grup 1A, 1B ve Grup 2
sosislerde farklilik gostermesi bu patojenlerin benzer gida matrisinde
bile farkli dayanimlara sahip oldugunun bir kanitt olmaktadir.
Rekabetci flora seviyesi ve cinsi, ortam pH’s1 ve katki maddeleri gibi
faktorin ~ bu  farklibklarin  gozlenmesinde  rol  oynadig
diisiiniilmektedir.  Objektif bir kaniya varabilmek igin asit
dayanimlarinin incelendigi ¢aligmalarin ayni serogrupta bir¢ok susu
iceren ve sentetik besiyerlerinin yani sira, risk teskil eden gercek gida
ortamlarinda yapilan c¢aligmalar olmast Onem tasimaktadir.
Laboratuvar ortamlarinda yapilan caligmalarda genellikle patojenler
zengin besin ortamlarinda ve rekabet¢i flora gibi streslerden uzak
olarak gelistirilmektedir. Ancak gida ortamlarinda patojen bakterilerin
stres altinda bulunduklari, bu stresler sayesinde stres dayaniminin
artabilece8i ve/veya capraz korumaya yol agabilecegi dolayisi ile
tahmin edilenden daha biiyiik risk unsuru olusturabilecegi gz ontinde
bulundurulmalidir. Elbette bunun yaninda gida ortamindaki streslerin,
patojenlerin dayanimlarina olumsuz etki ederek besiyerlerinde test
edilen dayanimlarindan daha diisiik dayanim sergilemelerine de neden
olabildigi goriilmektedir.

Calismada elde edilen veriler 1s181inda, sosisin STEC’ler ile bulagsmasi
durumunda ortam degiskenlerine bagl olarak risk teskil edebilecek bir
gida oldugu gorilmektedir. Bu gidanin ikinci bir 1s1l islem
uygulanmadan soguk salatalarda tiiketilmesi riskli gériinmektedir.
STEC serotiplerinin canliliklar1 ve asit dayanimlar1 sus farkliliklari,
iriin pH’s1, katki maddeleri ve refakatgi flora seviyesi gibi faktorler
ile etkilenmektedir. Bu etkilerin hangi 6lgiide stres dayanimina katki
sagladig1 veya arttirdi1 degiskenlerin tek tek ele alinarak yapilacak
olan daha ayrintili ¢alismalar ile ortaya koyulmalidir.

Literatiirdeki calismalar genel olarak STEC O157’ye odaklanmis
goriinmektedir ve non-O157 serotiplerinin O157’ye benzer veya daha
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zayif stres cevaplarma sahip oldugu fikri yaygin goriinmektedir.
Ancak, 2011’de Almanya’da ger¢eklesen STEC O104 salgini bazi
non-0157 serotiplerinin olduk¢a biiylik risk teskil edebilecegini
gostermektedir. Bu c¢alismada elde edilen veriler de non-O157
serotiplerinin, sosis ortaminda depolama boyunca O157’den daha
dayanikli oldugunu ve takip eden asit stresine daha yiiksek dayanim
gosterdigini ortaya koymustur. Arastirmalar STEC O157 ve non-
O157’lerin farkl evrimsel gegmisleri oldugunu gostermektedir. Non-
0157 STEC’lerin O157’ye benzer sekilde stres cevaplarinin oldugu
varsayimi ile hareket edilmemeli, bu patojenlerin gidalardaki stres
faktorlerine karst cevaplart ve konakgist ile iliskileri ayrintili
caligmalar ile incelenmelidir. STEC enfeksiyonlarinda non-O157
STEC’lerin daha biiyiik bir payt oldugu disiiniildiigiinde gelecek
caligmalarin bu patojenlerin davranislarin1 daha iyi ¢6ziimleyici,
ayrintili ve pesin yargilardan uzak olmasi gerekliligi daha da 6nem

kazanmaktadir.
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