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OZET

IZMIiR BOLGESINDE SATISA SUNULAN ET VE ET
URUNLERININ PATOJEN MiKROORGANIZMALAR
ACISINDAN ANALIZi VE PCR iLE BAKTERIYOSIN

URETIMININ SAPTANMASI

TUNALIGIL, Serra
Doktora Tezi, Temel ve Endiistriyel Mikrobiyoloji Anabilim Dali
Tez Yoneticisi: Prof. Dr. Sanver EKMEKCI
Temmuz 2009, 176 sayfa

Yapilan calismalar sonucunda Izmir ilinden 129 adet sucuk, sosis,
salam ve kiyma 6rnegi toplanarak, marka, paketlenme, satis sezonu gibi
kriterlere gore siiflandirilmistir. Bu 6rneklerde Mezofilik Aerobik Canli
saymmi, Staphylococcus aureus sayimi, Bacilus cereus sayimi, Maya-Kiif
sayimi, Koliform saymmi, Laktik asit bakterisi sayimi, Clostridium
perfringens sayimi ve Salmonella spp. ve Listeria monocytogenes
analizleri ylriitiilmiis, ayrica Laktik asit bakterilerinin antimikrobiyal
aktivitesi ve bakteriyosin aktivitesi de arastirilmistir. Elde edilen
sonuglara gore, sucukta bu oranlarin ortalamasi sirasiyla 2,8x10” kob/g,
1,3x10° kob/g, 1,7x10° kob/g, 4,7x10* kob/g, 71 EMS/ g , 1,0x10® kob/g
bulunurken, bir tirtinden Salmonella sp. izole edilmis, Listeria spp. izole
edilmemistir. Sosiste bu oranlar sirasiyla 5,3x10° kob/g, 3,9)(102 kob/g,
9,8x10" kob/g, 4,4x10" kob/g, 30 EMS/g, 1,3x10* kob/g bulunurken,
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salamda Toplam aerobik mezofilik bakteri sayisi ortalamasi 9,9x10*
kob/g, Staphylococcus aureus ortalamas: 2,2x10* kob/g, Bacillus cereus
say1st ortalama 7,7x10' kob/g ,Maya-Kiif sayis1 1,4x10” kob/g, Koliform
sayis1 tayin limitinin altinda, Laktik Asit Bakterisi sayisi ortalama
6,5x10% kob/g bulunmustur. Sosis ve salamda ikiser 6rnekte Salmonella
spp. izole edilmis, salamda bir drnekte ise Listeria spp. tespit edilmistir.
Kiymada sayim sonuglari sirasiyla ortalama, Toplam aerobik mezofilik
bakteri say1s1 5,8x10” kob/g, Staphylococcus aureus sayist 9,0x10? kob/g,
Bacillus cereus sayisi, 1,2x10° kob/g, Maya-Kiif sayis1 4,6x10° kob/g,
Koliform, 126 EMS/g, Laktik Asit Bakterisi Sayisi, 5,0x10° kob/g,
olarak tespit edilirken, 2 kiyma 6rneginde Salmonella spp., bir 6rnekte
ise Listeria monocytogenes izole edilmistir. Muhtemel Clostridium
perfringens sayisi ortalamalar1 sucuk, sosis, kiyma ve salam igin tayin
limitinin altinda bir deger olarak bulunmustur. Paketli-A¢ik {irlinler ve
Markali- Markasiz Ornekler arasindaki farklar bazi kriterler igin
istatistiksel a¢idan anlamli bulunmustur. Bakteriyosin aktivitesi sadece 3
laktik asit bakterisi izolatinda saptanirken, antimikrobiyal aktivitenin

bakteriyosin ile birlikte bircok faktore bagli oldugu sonucuna varilmistir.

Anahtar sézciikler: Sucuk, Sosis, Salam, PCR, Bakteriyosin, Gida

Patojeni, Laktik Asit Bakterisi, Nisin, Enterocin, Pediocin
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ABSTRACT

THE ANALYSIS OF MEAT AND MEAT PRODUCTS SOLD IN
IZMIR REGION FOR PATHOGENIC MICROORGANISMS AND
THE DETECTION OF BACTERIOCIN PRODUCTION WITH
PCR.

TUNALIGIL, Serra
PHD. Thesis, Department of Biology
Supervisor: Prof. Dr. Sanver EKMEKCI

July 2009, 176 pages

As a result of our work, 129 Turkish sucuk, Frankfurter type
sausage, salami and ground meat samples were taken from the Izmir
province and were classified according to criteria such as brand,
packaging and season. In these samples, Mesophilic aerobic bacterial
count, S.aureus count, B.cereus count, Yeast-Mold Count, Coliform
bacteria count, C. perfringens count and Salmonella spp. and Listeria
monocytogenes  analyses were carried out. Apart from these, the
antimicrobial and bacteriocinogenic activity of lactic acid bacteria have
been investigated. According to the work, the average of the microbial
analyses in sucuk samples were 2.8x10" cfu/g for Total Aerobic
Mesophillic Bacteria Count, 1.3x10° cfu/g for Staphylococcus aureus
count, 1.7x10° cfu/g for Bacillus cereus count, 4.7x10* cfu/g for Yeast-
Mold Count, 71 MPN/g for Coliform Count, and 1.0x10® cfu/g for Lactic

Acid Bacteria Count. For Frankfurter type sausages these were found to
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be 5.3x10° cfu/g, 3.9x10% kob/ gr, 9.8x10"' cfu/g, 4.4x10' cfu/g, 30
MPN/g, and 1.3x10% cfu/g for Total Mesophillic Aerobic Count,
Staphylococcus aureus count, Bacillus cereus count, Yeast Mold Count,
Coliform Count and Lactic Acid Bacteria Count respectively and for
salami they were 9.9x10* cfu/g for Total Aerobic Mesophillic Count,
2.2x10* cfu/g for Staphylococcus aureus count, 7.7x10' cfu/g Bacillus
cereus count , 1.4x10” cfu/g for Yeast Mold Count, and for Lactic Acid
Bacteria count; 6.5x10? cfu/g. In salami samples, Coliform bacteria were
found to be below detection limit. 2 of the sausage and salami samples
were found to be positive for Salmonella spp. and one of the salami
samples was found to contain Listeria spp. Ground meat counts were
respectively 5.8x107 cfu/g, 9.0x10° cfu/g, 1.2x10° cfu/g, 4.6x10° cfu/g,
126 MPN/g ,and 5.0x10* cfu/g for Total Aerobic Mesophillic Count,
Staphylococcus aureus count, Bacillus cereus count, Yeast-Mold Count,
Coliform Count, and Lactic Acid Bacteria Count. Clostridium
perfringens count average values were found to be under the detection
limit for sucuk, Frankfurter sausage, salami and ground meat samples.
The difference between packaged and non — packaged products and
branded and non-branded products were statistically different for certain
criteria. As bacteriocin activity was detected only in 3 lactic acid
bacterial isolates, the antimicrobial activity was decided to be a result of

various factors along with bacteriocins.

Key words: Turkish Sucuk, Franfurter sausage, Salami, PCR, Food

Pathogen, Bacteriocin, Lactic Acid Bacteria, Nisin, Pediocin, Enterocin
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1. GIRIS

Ulkemizde sevilerek tiiketilen et ve et iiriinleri aym1 zamanda bir
cok gida kokenli enfeksiyonunun ve gida zehirlenmesinin kdkeninde yer

almaktadir.

Et driinlerinin daha lezzetli hale getirilmesinin yan1 sira
mikrobiyolojik ag¢idan da daha giivenli olmalarmi saglamak,

arastiricilarin amaglari arasinda yer almaktadir.

Ikinci Diinya Savasindan bugiine uzanan siirecte, gida giivenligi ve
teknolojisi iizerine yapilan AR-GE c¢alismalarinda biiyiik gelisme
kaydedilmistir. Yine de gerekli teknolojik ve hijyenik kurallara
uyulmamas1 sonucu istenmeyen mikroorganizmalar iireyebilmekte ve
tiriinlerin kalitesini digiirerek insan sagligini tehdit edebilmektedirler. Bu
mikroorganizmalarin arasinda S.aureus, C. perfringens, Salmonella spp.,
Listeria monocytogenes, Bacillus cereus ve bazi E.coli suslar ile gesitli
maya ve kiifler yer almaktadir. Toplam gida intoksikasyonlar1 ve gida
enfeksiyonlarmin % 54,7’sinin et ve et iriinlerinin tliketilmesi sonucu
ortaya ¢iktig1 bildirilmigtir (Gokmenve Alisarli., 2003). Avusturalya’da
yapilan bir ¢alismada, 1999-2000 yillar1 arasinda meydana gelen 190
gida kaynakli enfeksiyon ve intoksikasyonun, %12’°si S.aureus, %11°1
C.perfringens, %9’u Bacillus cereus, ve %6’st Salmonella spp.
nedeniyle olustugu belirlenmistir (Gokmen ve Alisarli, 2003). Bu gida
patojenlerinin ve bunlarin metabolit ve toksinlerinin yarattig1 sorunlar

uzun yillardir devam etmektedir; tistelik bu patojenlerin yeni veya daha
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az bilinen strain ve tiirleri ve mikroorganizmalarin antibiyotik direncliligi
gibi yeni sorunlar da ortaya c¢ikmustir. Tirk Gida Kodeksi kalite
standartlarin1 belirlemek adina, tipki diger gidalarda oldugu gibi et ve et
tirtinleri ile ilgili tebligler yayinlamistir (Anonymous, 2001; Anonymous,

2006; Anonymous, 2009)

Tiurkiye’de de et ve gesitli et iriinleriyle ilgili caligmalar
gerceklestirilmistir. Bu calismalar, farkli sehirlerde farkli yillarda
yapilmis; sonuglar1 bazen birbirileriyle benzer, bazen farkli bulunmustur.
Boyacioglu, 1970-2007 yillar1 arasinda Tiirkiye’de gida giivenligi ile
ilgili ulusal ve uluslar aras1 634 yayin tek tek incelemis ve gida giivenligi
konularint detaylandirmigtir. Tiirkiye adresli olup “Gida Giivenligi”
alaninda yaymlanmig ¢alismalar agirlikli olarak; mikotoksinler ve
patojenik bakteriler lizerinde yogunlagmistir (148 adet). Bu calismalari,
ise agir metal ve pestisit bulagmalar1 ile antibiyotik kalintilarinin

analizleri izlemektedir (Boyacioglu, 2007).

Mikrobiyal kontaminasyonu oOnlemek veya en azindan etkisini
azaltmak amaciyla, 6zellikle fermente et iirlinlerinde mikrofloray1 kontrol
altina alma gereksinimi ortaya ¢ikmustir. Ikinci Diinya Savasi sonrasi,
fermente et {riinlerine olan talebin artmasi sonucu, arastirmacilar et
irlinleri i¢in fermentasyon siirecini standardize ederek, kaliteyi arttiracak
starter kiiltiirlerin gelistirilmesine baslamislardir. 1940 yilinda Jensen ve
Paddock tarafindan Lactobacillus spp. fermente sucuk hamuruna inokule
edilerek baglatilan siireg, starter kiiltiirlerin gelismesine ve farkl
firmalarin degisik starter kiiltiir karisimlarini piyasaya siirmesiyle

cesitlenmistir. Gen miihendisligi ile yeni, tat ve aroma gelisiminde veya



gida giivenliginde, daha etkin starter Kkiiltlirler, probiyotik ve
prebiyotikler yaratma istegi dogmustur. Bu nedenle, ozellikle starter
kiiltiirler arasinda, ayricalikli yere sahip olan laktik asit bakterileri ile

ilgili aragtirmalar da yogunlagmustir.

Bu ¢aligmada Izmir ilinde tiiketilen prestijli-markali veya markasiz,
piyasaya agik veya kapali sunulan sucuk, sosis, salam ve kiyma gibi
iriinler, hem patojen ve indikator mikroorganizmalar yoniinden hem de
bakteriyosin iireten laktik asit bakterileri acisindan, sezona bagl olarak
incelenmis; bu lriinlerin olumlu ve olumsuz ydnleriyle genel bir profili
ile farkli sunum sekilleri, sezonlarina gére mikrobiyal zenginliklerindeki

degisimler ortaya konmaya calisilmistir.

Ayrica, Enterococcus faecalis ile Enterococcus faecium tarafindan
tiretilen enterocin AS-48, Lactococcus lactis subsp. lactis tarafindan
uretilen nisin, Pediococcus acidilacitici tarafindan {tretilen Pediocin
AcH/PA-1 igin, spesifik primerler yardimiyla bu genlerin izole edilen
laktik asit bakterilerindeki varlig1 incelenmis, ve bu bakteriyosinlerin et

iiriinlerindeki mevcudiyeti arastirilmistir.



2. ONCEKI CALISMALAR

2.1.Et ve Et Uriinleri.

2.1.1. Sucuk

Tirk sucugu iilkemizde et iriinleri piyasasinin O6nemli bir
boliimiini olusturmakta ve et iiriinleri igerisindeki pay1 % 42’ye kadar
cikabilmektedir. Tiirkiye’de kaliteli bir sucuk yaklasik %38 su, %30 yag,
%30 protein ve %2 NaCl icermektedir (Con et al., 2002).

Fermente et {irlinleri genel olarak, diisikk pH ve diisiik su aktivitesi
(aw), yiiksek tuz konsantrasyonu, diisiik nem igerigi ile uzun raf dmriine
sahip triinlerdir. Fermente et iirlinleri genellikle belli oranda et ve yag
pargaciklarinin emiilsiyonu, tuz, kiir maddeleri, baharatlar v.b.’nin belli
bir kilif igerisinde fermentasyonu ve kurutulmasindan ibarettir (Con et

al., 2002).

Tirk sucugu graniil yapida ve kurutulmus bir fermente et tiriintidiir.
Sucuk, kiirlemeden sonra fermentasyona tabi tutulur. Takip eden kurutma
islemi ile iiretim tamamlanir. Bu tiir iirtinler kuru, tam kuru, yar1 kuru, az
kuru olarak hazirlanir. Tam kuru sucuklar yaklasik %30-35 civarinda su
icerirken, yart kuru %40-50, az kuru friinler ise% 50’den fazla su
icermektedirler. Geleneksel Tiirk tipi sucuk, baharathh — aci, yar1 kuru,
fermente bir et {iriinii olarak tanimlanmaktadir. Ulkemizde son
zamanlarda bazi firmalar sucuklara iiretim sirasinda 1s1l iglem

uygulamakta boylece hem daha ekonomik iiretim yapmakta hem de
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bakteriyolojik acidan daha giivenli {iriin elde etmektedirler. Bu islem
sirasinda sucuklara merkezi sicaklik 46-63 derece olacak sekilde 1sil
islem uygulanmakta, bu sekilde elde edilen sucuklar1 tanimlamak igin

pastorize sucuk deyimi kullanilmaktadir.

Sucuk yapim asamalar1 geleneksel olarak ; Hamurun hazirlanmasi,
bekletilmesi, kiliflara hamurun doldurulmasi, fermentasyon, kurutma,

paketleme ve depolama asamalarindan olusmaktadir.

Hamur yapimi sirasinda soguk et ve yaglar 1,3-2,5 cm ¢apindaki
delikli aynalardan gegirilerek, dogranir. Uzerine kiirlemede kullanilan
tuzlar ve baharatlar eklenir. Homojen bir karisim olusturulur. Daha sonra
sucuk karisimi dogal/ yapay kiliflara basing altinda doldurulur. Sucuk
yapimi sirasinda hamurun bekletilmesi, fermentasyon ve kurutma, ile

depolama sirasinda sicaklik kontrolleri yapilmalidir.

Sucuk yapimi sirasinda olusabilecek mikrobiyal kontaminasyonun
cesitli nedenleri vardir; baharattan ileri gelen kontaminasyonlar, yetersiz
kiirleme, yetersiz fermentasyon, starter kiiltiirin direk olarak nitrit/nitrat
ile temas etmesi, yeterince hijyenik c¢alisilmamasi, paketleme sonrasi

tiriiniin iyi muhafaza edilmemesi gibi nedenler yiiziinden ortaya ¢ikabilir.

Sucuga starter kiiltiir katilmasi zorunlu degildir. Starter kiiltiir
kullanim1 her ne kadar yayginlagssa da ozellikle kiigiik isletmeler

geleneksel iiretim yontemlerini tercih etmektedirler (Colak et al., 2007).



Sucuk iiretimi Tiirk Gida Kodeksinde Fermente Et Uriinleri icin
belirtilen  standartlara ~ (Anonymous, 2009) uygun  sekilde

gergeklestirilmek zorundadir.
2.1.2. Emiilsiyon Tipi Et Uriinleri (Sosis-Salam).

Ulkemizde salam ve sosis olarak ikiye ayrilan emiilsiyon tipi et
tiriinlerinin diinyada 250 kadar degisik sekil ve yapida olan1 mevcuttur.
Emiilsiyon, birbiri igerisinde ¢oziilmeyen iki maddenin (yag-su) ligiincii
bir madde yardimiyla bir arada tutulmasi olayidir. Gida iiriinlerinde iki

tip emiilsiyon mevcuttur;

a. Suicinde yag: Salam-sosis
b. Yag i¢inde su: Mayonez

Et olarak tgiincii smif etler kullanilabilmekte, sicak et tercih
edilmektedir. Bunun disinda, kabuk ve kuyruk yagi bag doku ve sakatat
ta emiilsifiye et iirlinii iiretimi i¢in tercih edilebilir. Sosis ve salam
yapiminda su karigima buz seklinde katilarak sicakligin artmasini onler,
emiilsiyona belli bir akicilik kazandirir, {iriine belirli bir tekstiir
kazandirilmasina yardimer olur. Tuz katilimi da ayni sekilde 6nemlidir.
Tuz, suda ¢oziinen myofibriler proteinlerin ekstraksiyonunu saglayarak,
emiilsiyon olusumuna katkida bulunur, etin su baglama kapasitesini,
lezzetini arttirir ve kismen de olsa antimikrobiyal etkisi vardir. Biitiin
bunlardan bagka, un ve nisasta gibi dolgu maddeleri, antimikrobiyaller,
tat ve aroma vericiler, baharatlar, askorbik asit, sitrik asit, fosfat, renk

maddeleri gibi ek malzemeler de katilarak hamur hazirlanir. Emiilsiyon
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icin ortamin optimum sicakligi 11-15 °C civarindadir. 21 dereceden fazla

olursa emiilsiyon kirilir.

Sosis yapiminda, kutere oncelikle yagsiz et pargalari, tuz, nitrat,
baharat, antimikrobiyaller eger arzu edilirse bitkisel protein takviyesi
konulur. Yagh et ve yag daha sonra eklenir. Unlar ve nisasta siirecin son
asamasinda eklenmelidir. Sicakhigin bu swada 5-10 °C  olmas:
gerekmektedir. Kuterde yapilan karisim i¢in 1500-3000 rpm kuter hizi

tercih edilmelidir, asir1 hiz emiilsiyon kapasitesini diisiirmektedir.

Kuterde yapilan karistirmadan sonra elde edilen homojen karigim
dogal/yapay kiliflara miimkiin oldugunca diisiik sicakliklarda doldurulur.
Doldurulup duslanan sosisler, once 20-25 dakika boyunca 40-45
derecede kurutulur, sonra da aroma olusumuna yardimci olmak i¢in 60-
65 derecede 20 dakika boyunca tiitsiilenirler. Daha sonra haslanarak 1s1l
isleme tabi tutulan sosisler, paketlemeye alinabilirler. Sosislerde 1sil

islem 70-80 derecede yaklasik 2 saat boyunca uygulanir.

Haglama yoluyla 1s1l islem uygulamasinin amaci; proteinlerin
koagiile ve jelatinize olmasimi saglayarak kararli bir yapr ve tekstiir
olusumunu saglamak, sosisin tipik renginin myoglobin pigmentinin
denatiirasyonu yoluyla olusumunu saglamak, {iriiniin pastorize edilmesi,
irline pismis tat, aroma ve lezzet katilmasimma yardimci olmak olarak

Ozetlenebilir.

Salam tiretimi de sosis lretimi ile benzerlikler gostermektedir.

Karkas halindeki biiylik bas hayvanlarin etleri kuterde kiyildiktan sonra
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katki maddeleri ve yag ile emiilsifiye edilir. Kiliflara dolum yapildiktan
sonra 40-45 derecede 20-25 dakika kurutulur, 60-65 derecede 20-30
dakika dumanlanir, ve bundan sonra 80-85 derecede 60-90 dakika
boyunca haslanarak 1sil islem goriir. Salam iiretiminde eger salama
kusbasi et veya dil eklenecekse temel hamura karistirmadan dnce bunlari
kiirlenmesi gerekmektedir. Eger zeytin, antepfistii, tane karabiber
eklenecekse bunlarin soyma pargalama gibi 6n islemlerden gegirildikten
sonra tiiketilebilecek sekilde son asamada hamura katilmasi

gerekmektedir.

Tiirk Gida Kodeksi Et ve Et Uriinleri Tebligi (Anonymous, 2001)
sucuk i¢in oldugu kadar; sosis ve salam i¢in de gerekli kalite
standartlarin1  belirlemekteydi. Yeni kodekste, sosis, salam, doner,
kavurma, kofte, jole iskembe gibi 1s1l islem gormiis et {irlinleri bir grup
icerisinde yer almakta; mikrobiyal kriterler bu grup i¢in ayrica

belirlenmektedir (Ek Cizelge 1;2;3).
2.1.3. Etve Kiyma

Tiirk Gida Kodeksi, Cig Kirmiz1 Et ve Hazirlanmis Et Karisimlari
Tebligine gore, “Cig Kirmiz1 Et, modifiye atmosfer yontemi veya vakum
ile ambalajlanmis kirmiz1 etler de dahil olmak iizere sogutma, dondurma,
veya hizli dondurma disinda herhangi bir koruyucu islem goérmemis,
pargalanmis veya parcalanmamis taze kirmizi et” anlamina gelmektedir.
Bu iiriinler kendine has, tat, koku, goriiniis ve yapida olmali, bozulmamais

olmali ama bozulmay1 engelleyici bir madde de eklenmemis olmalidir.
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Kiyma ise kasaplik hayvanlarin kemiklerinden ayrilmis ¢ig kirmizi
etinin kiyma makinesinden gecirilmesi ile veya bicak ve satirla
dogranmasiyla elde edilmektedir. Hazirlanmis et karigimlarinin, et ve
kiymadan farki; ¢ig ete diger gida maddeleri ve lezzet verici katkilarin
eklenmesi ile olusturulmalaridir. Bu karigimlara eklenen baharat ve gida
katkilari, dogal olarak, {irlinlin mikrobiyal yiikiinii etkilemektedir (Elmali

ve Yaman, 2005).

Tiirk Gida Kodeksine gore ¢ig et +4 C’nin iizerinde, kiyma ise +2
C’nin iizerinde depolanamamaktadir. Direkt olarak tiikketime sunulacak
olan kiyma ve hazirlanmis et karigimlarinin {iretimlerini takiben hijyenik
olarak ambalajlanmas1 gerekmektedir. Ambalajli ve ambalajsiz iiriinlerin
biribirleriyle temasinin olmamasi1 gerekmektedir. Yine de lilkemizde bu
tiriinlerle ilgili yiiriitiilen ¢aligmalar, bu kurallara tamamen uyulmadiginm

ortaya koymustur (Bkz.Bolim 2,5,3).

Yeni gida kodeksinde yukarida belirtilen temel tanimlarda 6nemli
bir degisiklik olmamasina ragmen, mikrobiyolojik kriterler, hazirlanmis
kanath ve kirmizi et karisimlari, ¢ig kirmiz1 et ve kiyma ile sakatat icin

ayr1 basliklar altinda ele alinmistir. (Anonymous, 2009)

2.2.Gidalarda Patojen Bakteriler ve Fungal Etkenler

2.2.1. Staphylococcus aureus

Gram pozitif kiigiik kok sekilli S.aureus, siklikla gida

zehirlenmelerine neden olan bir bakteridir. Staphylococcus genusu insan
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epidermisi ve solunum sistemi mikroflorasinin bir pargasi olarak sik sik
firsat¢1 patojenler olarak goriiliirler. Staphylococcus aureus’un gida
zehirlenmeleriyle  iliskilendirilmesinin ~ nedeni, 1siya  dayanikli
enterotoksinlere  sahip olmasidir.  Enterotoksinleri igeren gida
tiiketildiginde bulanti, kusma, ishal ile karakterize gastroenterit tablosu
kendini 1-6 saatte gosterir. S.aureus 7 farkli enterotoksin tiretir: A, B, C1,
C2, C3, D ve E. Enterotoksin A gida zehirlenmelerinde en sik rastlanan
siiper antijen yapili enterotoksindir. Superantijenler yiiksek sayida T
hiicresinin uyarilmasina ve sitokin salinimina neden olurlar, boylece
barsaklarda gastroenterit tablosu ile sonuclanan genel bir yangisal

reaksiyon ortaya ¢ikar.

S.aureus enterotoksin A, kromozomal bir gen tarafindan kodlanan
30 000 Da boyutunda kiiclik bir peptiddir. ent A geninin ve diger
toksinleri kodlayan genlerin klonlanmasi ve dizi analizi ¢aligmalar
sonucunda bu toksinlerin genetik agidan iliskili olduklar1 ortaya
konmustur. ent A geni kromozom iizerinde olsa da Tip B ve C
enterotoksinlerinin genleri plasmidler, transposonlar veya lizojenik fajlar

tizerinde kodlanmis olabilir.

A.B.D.’de her yil vyaklastk 185,000 Staphylococcal gida
zehirlenmesi vakasi bildirilmektedir. Zehirlenmelerde en ¢ok rol oynayan
etkenler kremali tatlilar, et ve et tiriinleri, tavuk etleri, et sular1 ve soslar,
yumurtali ve etli salatalar ve kremali salata soslari olmaktadir. Bu tiir
gidalarin  saklanmasinda soguk zincir kurallarina uyulmazsa hizli

bakteriyel iireme ve enterotoksin iiretimi ortaya g¢ikabilir. Bu durumda
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iriiniin yeniden 1sitilmast yetersiz kalabilmektedir ¢ilinkii toksin 1siya
oldukca dayanikhidir ve aktivitesini koruyabilir (Madigan and Martinko,
2006).

Et drlinlerinde ve ¢ig etten S.aureus rahatlikla izole edilebilir.
Staphylococcus genusu tuz ve nitrite karsi olduk¢a direnglidir ve
anaerobik kosullarda zorlansa da hayatta kalabilir. Bu ylizden ¢ig ette
oldugu gibi sucuk, sosis, salam gibi irlinlerde- oOzellikle tam
olgunlagmamig  {riinlerde-  S.aureus’un  enterotoksin  iiretmesi
miimkiindiir. S. aureus diisiik pH ve sicaklik diizeyine kars1 duyarlidir. S.
aureus saymmi 6zellikle sucuk tiretimi sirasinda Lactobacillus gelisiminin
lag (uyum) fazi sirasindaki yiiksek fermentasyon 1sis1 nedeniyle ozellikle
iirlinlin dis katmanlarinda yiikselebilir. S.aureus’un kontrolii i¢in iirliniin
baslangic pH’1 ve laktik asit bakterilerinin aktivitesinin 6zellikle 6nemli
oldugu ortaya konmustur. 24-26 C”lik fermentasyon sicakliklarinda eger
baslangic S. aureus saymm 10 * kob/g ‘dan disiik olursa risk diisiik
olacaktir. Bazi iilkelerde — mesela — A.B.D’de, 43 °C ‘ye cikan
fermentasyon sicakliklar1 yaygindir; bu durumda erken dénemde pH’da
hizli bir diisiis S.aureus inhibisyonunu garantileyebilecektir. Laktik asit
bakterilerinin S.aureus’ u baskilamasinin biiyiik 6l¢iide peroksitler ve
benzeri bilesiklere baglh oldugu da bilinmektedir (Yaman et al.,1998).
Stres altindaki S.aureus hiicreleri peroksitlere karsi ¢cok duyarhidir, bu da
bu organizma i¢in segici olan ortamlara piruvat eklenmesinin altindaki
neden olabilir. Staphylococcus sayimlarinda ayrica, tuz orani
yiikseltilmis, yaklasik % 7,5 oraninda sodyum veya lityum kloriir iceren

bir ortam selektiviteyi arttirmak i¢in uygun olabilir.
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Tiirk Gida Kodeksinin en son bigimine gore, S.aureus, sucuk ile
emiilsifiye et {iriinlerinde 5 6rnegin ikisinde en fazla 10° kob/g oraninda,

kiyma ve ¢ig ette ise en fazla 10* kob/g oraminda bulunabilir.
2.2.2. Clostridium spp.

Clostridium perfringens ve Clostridium botulinum ciddi seyreden
gida zehirlenmelerinde etken olabilen, zorunlu anaerob, Gram pozitif,

sporlu, comak sekilli bakterilerdir.

Clostridium perfringens: Dogada yaygin olarak bulunan, spor
olusturan Gram pozitif g¢omaklardir. Bir ¢ok hayvanin barsak
mikroflorasinin igerisinde yer almakta, bu nedenle lagim ve atik
sistemlerinde bulunabilmektedir. A.B.D’de gida zehirlenmesi vakalarinin
onemli bir boliimiinii olusturmakta, bu iilkede her yil yaklasik 248,000
vaka bildirilmektedir.

Hastalik tablosu kontamine gidalarla yiiksek oranda C.perfringens
alinmasi sonucu ortaya ¢ikar. C. perfringens i¢in minimum infeksiyon
dozu 10 ® kob/g diizeyindedir. Baz1 kaynaklarda ise minimum infeksiyon
dozunun 10 ® kob/g oldugu bildirilmektedir (Madigan and Martinko,
2006). Ozellikle et, tavuk eti, deniz iiriinleri riskli gidalar smifinda yer
almaktadirlar. Ozellikle biiyiikk miktarlarda, kazanlarda pisirilen
yiyeceklerde 1s1 transferi yetersiz ve yavas oldugu i¢in C.perfringens
gelisimi  baskilanmayabilir. ~ Anoksik ~ kosullar ~ sporulasyonu
hizlandirabilir. Ama asil toksin olusumu kontamine gidayi tiiketen kisinin

barsaklarinda gergeklesir ve toksin barsak epitheliumunun gecirgenligini
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arttirarak mide bulantisi, abdominal kramplar ve ishal semptomlarinin
ortaya ¢ikmasina neden olur. Ates veya kusma genellikle goriilmezken,

vaka nadiren 6liimle sonuglanir.

Tiirk Gida Kodeksinin en son sekline gore, 1s1l islem gérmiis, sosis,
salam gibi et {irlinlerinde ve fermente sucukta C. perfringens 5 6rnegin

ikisinde en fazla 10’ kob/g oraninda bulunabilir (Anonymous, 2009)

Clostridium botulinum: Clostridium botulinum, Gram (+), zorunlu
anaerob, sporlu ¢omaklardir. Dogada yaygin olarak bulunmaktadirlar,
hem tarimsal hem de ormanhk arazilerde, sulak alanlarin dip
sedimentinde, memeli hayvanlarin ve deniz canlilarinin gastrointestinal
kanallarinda rastlanabilirler. Clostridium botulinum sporlari 1siya oldukg¢a
dayaniklidir ve ozellikle islem gérmemis ya da hatali sekilde islenmis
gidalarda kolaylikla hayatta kalabilmektedirler. Ozelllikle pH seviyesinin
4,6’'nin lizerinde olmasi etkeninin gelismesi ve toksin liretmesi icin

uygun olmaktadir.

Bildirilen botulizm vakalarmin ¢ogunlugu, oOzellikle konserve
gidalarin tiiketilmesi sonucu ortaya ¢ikmistir. Ev yapimi konserveler bu
acidan oOzellikle tehlikelidir. Et iiriinleri, 6zellikle fermente sucuklar,
konserve sebzeler ve deniz friinleri riskli gidalar arasinda yer

almaktadirlar.

Botulismus hastaligi ndrotoksin nedeniyle ortaya c¢ikan bir
hastaliktir. 7 tip botulizm tanimlanmistir: A, B, C, D, E, F ve G. A, B ve

F tipleri insan botulismusuna neden olmaktadirlar. Toksin, 1siya
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duyarhdir ve 80 °C veya daha yiiksek sicakliklarda 10 dakika boyunca
1s1l iglem uygulanmasi toksinin etkinligini kaybetmesi igin yeterlidir.

Sporlar ise 1siya dayaniklidir ve hayatta kalabilmektedirler.

Botulinum toksini adi verilen bu neurotoksin, motor sinirlerinin
myoneural kavsaklarda bloke edilmesine neden olarak, flassid (gevsek)
paralize neden olur. Bu fel¢ durumu bastan ayaklara dogru simetrik
olarak ilerler. Diyafram ve goglis kaslari tam anlamiyla paralize
oldugunda, solunum baskilanir ve asfeksi sonucu 6liim sekillenir. Gida
kokenli botulismus vakalari i¢in 6nerilen tedavi Clostridium botulinum’a
kars1 gelistirilmis antitoksinin erken uygulanmasi ve yogun destekleyici

bakimdir (Madigan and Martinko, 2006).

Sodyum nitrit eklenmesi ve pH’in 4,6 ‘ninn altinda olmasinin
saglanmasi, 6zellikle et tirlinlerini tiikketilmesi sonucu ortaya ¢ikabilecek
botulismus vakalariin kontroliinde 6nem tagimaktadir. Tiirk tipi sucukta,
pH genellikle 5,10.-5,20 arasinda kaldigindan bu yonden riskli oldugu
diisiiniilebilir (Yaman et al.,1998). Bu nedenle kiirleme islemine 6zellikle

dikkat edilmesi Onerilebilir
2.2.3. Bacillus cereus

Bacillus cereus, Gram (+), fakiiltatif aerob, sporlu ¢omaklardir.
Etken, et ve et liriinleri, sebzeler, siit Uiriinleri, balik ve deniz iiriinlerinde
yayginlikla bulunmaktadir. Ozellikle piring, patates, makarna gibi nisasta
oraninin yiiksek oldugu besinler ve hazir ¢orbalar, pudingler, soslar gibi

hazir gida karisimlari Bacillus cereus gelisimi i¢in Ozellikle uygun
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ortamlardir. Bacillus cereus sayimmim 10° kob/g’dan fazla olmasi bir
gida icin organizmanin aktif olarak gelistiginin ve saglik i¢in tehlike

arzettiginin gostergesi olmaktadir.

Bacillus cereus enterotoksini, sulu ishal, abdominal kramplar ve
mide bulantis1 ile seyreden ama kusmanin nadiren goriildiigii bir
intoksikasyona neden olmaktadir. Bu durum Clostridium perfringens
nedeniyle ortaya ¢ikan gida zehirlenmelerine benzemektedir. Bacillus
cereus intoksikasyonlarinin bir diger tipinde ise kusma siklikla
goriilmekte ve teshiste vaka sik stk S. aureus intoksikasyonlariyla
karistirilmaktadir (Madigan and Martinko, 2006).

Cig sucuk/ sosis karigimlart kaynagi, biiyiik 6l¢iide baharatlar olan,
Bacillus spp. sporlarimi yiiksek oranda igerir. Uygun kosullar altinda
Bacillus spp. sporlari nedeniyle proteoliz gibi bozulma belirtileri
goriilebilmektedir, fakat ¢ig sucuk/ sosis karigimlarinda hatali
olgunlastirma kosullar1 segilse bile, Bacillus spp. kaynakli bozulma
nadirdir. Bacillus spp. sporlarinin sayisinin olgunlastirma islemi sirasinda
biiyiik ol¢lide sabit kaldigr ama kurutma igleminin vejetatif bakterilerin
sayisin azalttigi ortaya konulmustur. Bacillus spp.’nin fermente et
tiriinlerinde diisiik su aktivitesi, diisik pH degeri, ve anaerobiosis gibi
kosullarin ~ kombinasyonu  ile = kontroliiniin  gergeklestirildigi

diisiiniilmektedir (Gokmen et al., 2003).

Tiirk Gidas kodeksinin en son bigiminde et ve et {iriinlerinde B.cereus ile

ilgili herhangi bir kriter bulunmamaktadir (Anonymous, 2009).
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2.2.4. Salmonella spp.

Salmonellosis, ¢ogu zaman “gida zehirlenmesi” adi altinda
bildirilmektedir fakat aslinda, gida kaynakli bir gastrointestinal
enfeksiyondur. Semptomlar, etken barsak epitelini kolonize ettikten sonra

ortaya ¢ikar.

Salmonella spp. Enterobacteriaceae familyasindan Gram negatif,
fakiiltatif aerobik ¢omaklardir. Neredeyse tiim Salmonella spp. insanlar
icin patojendir. S. typhi, tifo hastaliginin etkeni olup, 6zellikle gelismekte
olan iilkeler i¢in ciddi bir sorundur ama gida yoluyla bulasan ve
gastroenteritis nedeni olan bagka Salmonella spp. tiyeleri de vardir. Farkli
tiirlere ait yaklagik 1400 Salmonella spp. serotipinin insanlar i¢in patojen
oldugu bilinmektedir. A.B.D’de her yil yaklagik 45,000 Salmonellosis
vakast bildirilmektedir. Bildirilen Salmonellosis vakalarinin, toplam
vakalarin sadece % 4’1 oldugu sanilmaktadir. Bu a¢idan bakildiginda,
A.B.D’de her yil toplam 1,300.000°den fazla Salmonellosis vakasi

oldugu diisiiniilebilir.

Gida kokenli Salmonella spp. enfeksiyonunun en 6nemli kaynaklart
insanlar ve diger sicakkanli hayvanlarin barsaklaridir. Mikroorganizma,
gidalara, gidalarin iglenmesinden sorumlu kisiler nedeniyle fekal
kontaminasyon yoluyla bulasabilir. Kiimes hayvanlari ve sigirlar, patojen

Salmonella tiirlerini yumurta, et, siit gibi taze gidalara bulastirabilirler.

Salmonella  spp. nedeniyle ortaya ¢ikan gida kokenli

enfeksiyonlarin nedeni, ¢ogu zaman, ¢ig yumurtayla pisirilen tathilar, siit
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ve siit trilinleri, et ve kiirlenmis ama pisirilmemis et {riinleri, kiimes

hayvanlarinin etleri olabilir (Madigan and Martinko, 2006).

Salmonella spp. sucuk, sosis, salam gibi et riinlerinin tretimi
sirasinda, bir ¢ok faktdre bagl olarak gelisebilmektedir. Bu faktorler,
stirecin baglangicinda su aktivitesinin, pH degerinin ve olgunlagsma
sicakliginin yiiksek olmasi, fermente edilebilir karbonhidrat miktarinin
diisiik olmasi, taze sucuk/ sosis karisiminda laktik asit bakterilerinin
yetersiz olmasi, ve kiirleme islemi sirasinda yetersiz diizeyde nitrit
kullanilmasi olarak sayilabilir. Normal kosullarda, Salmonella spp. dahil
Enterobacteriaceae’nin kurutma islemi sirasinda yavas yavas inaktive

olmasi beklenmektedir (Gokmen et al., 2003).

Salmonella spp. icin Minimal infeksiyon Dozu, 10 °> — 10 ® olarak
bildirilmistir (Madigan and Martinko, 2006). Hastalik semptomlari, gida
yoluyla etkenin alinmasindan 8- 48 saat sonra ortaya c¢ikmaktadir.
Belirtiler; bas agrisi, lirperme, kusma, ishal ve birkag giin siiren ates
olarak Ozetlenebilir. Hastalik 2-3 giin siirdiikten sonra genellikle
kendiliginden iyilesmekte ama hastalar, iyilestikten sonra birka¢ hafta
boyunca etkeni sa¢cmaktadirlar. Hatta, baz1 kisiler kronik tasiyici
durumuna gecerek, aylar boyunca etkeni ¢evreye bulastirmaya devam
ederler. S.typhi nedeniyle ortaya c¢ikan tifo hastaliginda, sistemik
enfeksiyon ve haftalarca siiren ates nedeniyle, tedavi edilmeyen

vakalarda, mortalite oran1 % 15 ¢ kadar ¢ikabilmektedir.



18

Gida tiretilen, islenilen ve satilan mekanlarda, Salmonella spp. ile
enfekte olan kisilerin art arda yapilan {i¢ Salmonella taramasindan negatif

sonu¢ alinincaya kadar isten uzaklastirilmalar1 gerekmektedir.

Tirk Gida Kodeksinde et ve et iirlinlerinde 25g/ml Ornekte
Salmonella spp. bulunmamalidir. Bu kriterde zaman igerisinde herhangi

bir degisiklik olmamuistir.
2.2.5. Koliform Bakteriler ve Escherichia coli

Koliform Grup bakteriler 37 °C’de 24- 48 saat icerisinde laktozdan
asit ve gaz olusturan Gram negatif, sporsuz ¢omak sekilli bakterilerdir.
Bu tanima gore, Enterobacteriaceae familyasi iiyeleri Escherichia coli,
Enterobacter aerogenes, Enterobacter cloacae, Citrobacter freundii ve
Klebsiella pneumoniae koliform bakteriler igerisinde tanimlanmustir.

Fekal koliformlar ise ayr bir gruptur.

Koliform bakteriler gida hijyeni agisindan “indikatoér bakteriler”
olarak goriiliirler, gidalarda koliform bakteri sayisinin yiiksek olmasi
hijyen agisindan bir eksikligin gostergesidir. Gidalarda grup iiyelerinin
icerisindeki primer patojen olan E.coli O157:H7 serotipi ile firsat¢1 bazi

patojenler bulunmaktadir.

Gida sanayinde tartisma konusu olan; Klebsiella pneumoniae gibi
firsatg1 patojenlere gida orneklerinde rastlandigi zaman saglik acisindan
nasil yargiya varilacagidir. Bir bakis agisina gore bu bakterilerin

rastlandig1 gida ne olursa olsun insan saglig1 agisindan tehlikelidir. Tiirk
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Gida Kodeksi Cig Et ve Hazirlanmig Kirmizi Et Karisimlar: Tebliginde,
E.coli O157:H7’nin ne ¢ig et ve kiymada ne de hazirlanmig et
karigimlarinda bulunmamasi gerektigi bildirilmis ama diger firsat¢i
patojenler veya genel koliform sayis1 hakkinda bir kriter
belirlenmemistir. Yeni gida kodeksi, Mikrobiyolojik Kriterler Tebligine
gore E.coli O157:H7 disinda koliform bakteri sayimi ya da E.coli varlig:
ile ilgili bir kriter ne fermente et iiriinleri, ne 1s1l islem gérmis et tirtinleri,
ne ¢ig et ne de kiyma icin bulunmaktadir (Anonymous, 2001;

Anonymous, 2006; Anonymous,2009).

Escherichia coli Enterobacteriaceae familyasinin tipik 6zelliklerini
tagtyan bir bakteridir. Gram negatif, sporsuz, ¢omak sekillidir. Hazir
gidalardan E.coli izole edilmesi genellikle digki ile bir bulasma
oldugunun gostergesidir. Bu nedenle Tiirk Gida Kodeksi Et Uriinleri
Tebliginin bir onceki gore 1si1l islem goérmiis et {irlinlerinde hig
bulunmamalidir; 1s1l iglem gérmemis triinlerde, alinan 5 6rnegin 4’{inde
en fazla 5x10' kob/g oraninda, kalan 1 6rnekte ise en fazla 1x10* kob/g
oraninda bulunabilir. Bu teblig su anda yiirtirliikte degildir. (Anonymous,

2001).

Enterik E.coli serolojik 6zellikleri ve viriilens 6zelliklerine gore 5
alt grup igerisinde toplanmaktadir. Enterotoksijenik E.coli (ETEC) insan,
domuz, koyun, kegi, sigir kopek ve atta ishal etkenidir. ETEC fimbrial
adhesinler ile ince barsaktaki enterositlere baglanir ve iki protein yapili
enterotoksin iiretirler. Enteropatojenik E.coli (EPEC) ise tipki ETEC gibi

hayvanlarda ishal etkenidir ama kolonizasyon ve etyolojisi farklidir.
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EPEC fimbria’ya sahip degildir. Intimin ismindeki adhesin ile
enterositlere baglanmaktadir. Enteroinvazif E.coli (EIEC) sadece
insanlarda goriilen Shigellosis’e benzer yliksek ates ve yogun ishalle
seyreden non toksijenik bir hastalik etkenidir. Enteroaggregatif E.coli
(EAggEC) ise sadece insanlarda goriilen, invazif olmayan ishal etkeni
olup, isimlerini doku kiiltiirlinde hiicrelerin agregasyonuna neden olan

fimbriae’ya sahip olmalarindan alirlar.

Enterohemorajik E.coli O157:H7 serotipi (EHEC) oldukga tehlikeli
gida kaynakli patojenlerden biridir. Hemolitik-tiremik sendroma neden
olabilmekte ve bobrek yetmezliklerine yol acabilmektedir. Hiicrelere
baglanmak icin bakteriyel fimbria kullanabilmektedir ve orta derecede
invaziftir. En 6nemli 6zelligi bir faj tarafindan kodlanan bir Shiga toksine
sahip olmasidir. Siit¢ii ve et¢i sigirlar E.coli O157:H7’nin asil
rezervuaridirlar, semptom gostermeksizin etkeni tasir ve sagarlar. E.coli
O157:H7 intoksikasyonlarmin iliskili oldugu gidalar, ¢ig kiyma, ¢ig
tohum ve yaprakh bitkiler, ¢ig siit, pastorize edilmemis meyve sular1 ve
gida sektoriinde calisanlar tarafindan fekal-oral yolla kontamine edilen

gidalar olarak belirtilmektedir (Madigan and Martinko, 2006).

A.B.D FDA (Food and Drug Administration) tarafindan, fekal oral
bulagmanin gidanin 1s1l isleme tabi tutulmasi, ¢capraz kontaminasyonun
engellenmesi, gida sektoriinde calisanlar i¢in eldiven kullanimi gibi
koruyucu 6nlemler alinmasi, pastorizasyon, kisisel hijyen uygulamalarina
dikkat edilmesi, ¢alisanlara hastalandiklarinda tedavi imkan1 saglanmast

gibi 6nlemlerin 6nemi vurgulanmistir (Madigan and Martinko, 2006).
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2.2.6. Listeria monocytogenes

Listeria monocytogenes, 6nemli bir gida kokenli patojen etkendir.
Asit tolerant, psikrotolerant, fakiiltatif anaerobik, halotolerant, Gram
pozitif, sporsuz ¢omaklardir. Toprak ve suda yaygin olarak bulunur. Taze
gidalarin  higcbiri  Listeria monocytogenes ile kontamine olma
olasiligindan uzak degildir. Soguga kars1 dayanikli oldugu i¢in, normalde
mikrobiyal biiylimeyi yavaglatan, gidayr soguk zincir altinda koruma
Onlemi ise yaramaz. Bu nedenle, hazir gidalar, et ve et {iriinleri ile uzun
siire buzdolabr 1s1sinda (+ 4 C°) tutulan siit ile siit tiriinleri Listeriosis icin

uygun kaynaklardir.

Insan Listeriosis’i ates, septisemi, meningoencephalitis, diisiikler
veya 0li dogumlarla seyreden ciddi bir enfeksiyondur. Bazi durumlarda
kusma, ishal gibi gastrointestinal sistem belirtilerinin Listeriosis’in daha
ciddi  belirtilerinden  6nce  ortaya  c¢ikabildigi  bildirilmistir.
Meningoencephalitis ~ olgularinda  6liim  oram1  %70’e  kadar
cikabilmektedir. A.B.D’de her yi1l en az 1600 Listeriosis vakasi
gorliilmekte, bunlarin 415’1 oOliimle sonuglanmaktadir. Vakalarin
cogunlugu sporadik olarak ortaya ¢ikmakta, bu durum da epidemiyolojik

calismalar yoluyla kisinin tiikettigi gidaya ulasmay1 zorlagtirmaktadir.

Listeriosis ¢ok ¢esitli gidalarla bulagabilmektedir. Bunlarin
arasinda, ¢ig siit ve siit trlinleri, 6zellikle yumusak krem peynirler,
dondurma, ¢ig sebzeler, et ve fermente et iiriinleri, kiimes hayvanlarinin
etleri, balik ve diger deniz {riinleri bulunmaktadir (Madigan and

Martinko, 2006).
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Listeria monocytogenes iiremesinin kontrol altina alinmasi tipki
diger gidalarda oldugu gibi et ve et tirlinlerinin glivenligi ile ilgili bir ¢ok
aragtirmanin odagi olmustur. Alves et al., (2006) 1s1l islem gormiis
jambonda Lactobacillus sakei kullamiminin Listeria monocytogenes
tiremesi tizerindeki etkisini aragtirmislar ve L. sakei’nin L.monocytogenes
tizerindeki inhibe edici etkisini belgelemislerdir. Aymerich et al., (2000).
Ispanyol tipi fermente sucuklardan izole ettikleri L.sakei, L.curvatus ve
L. plantarum’un bakteriyosin iireten suslarinin L.monocytogenes ve
S.aureus izerindeki baskilayict etkisini arastirmiglar ve bu etkiyi
gostererek bu bakterilerin bakteriyosinlerini karakterize etmislerdir.
Ostergaard et et al., (1998), Tayland tipi fermente deniz iiriinlerinden
elde edilen laktik asit bakterilerinin anti-listerial etkisini belgelemislerdir.
Benzer calismalar Tiirkiye’de de gerceklestirilmistir. Colak et al.,. 2007
yilinda yaptiklart calismada, sucuklarda L.monocytogenes goriilme
sikligimi belirlemigler, 2007 yilinda ise Hampikyan ve Ugur nisin

katkisinin sucuklarda L.monocytogenes’i baskiladigini belirlemislerdir.

Tirk Gida Kodeksinde et ve et iirlinlerinde 25gr/ml Ornekte L.
monocytogenes bulunmamalidir. Bu kriterde zaman igerisinde herhangi

bir degisiklik olmamustir.
2.2.7. Maya ve Kiifler

Dogada yaygin olarak bulunan funguslar okaryotik, heterotrof
mikroorganizmalardir. Kiifler, basitge miselyum olusturan filament6z
funguslar olarak tanimlanirken, mayalar c¢ogunlukla tek hiicreli ve

miselyum olusturmayan yapilar olarak tantimlanmaktadirlar.
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Maya ve kiif tiirleri, ekmek, bira, sarap, peynir {iretiminde oldugu
gibi bazi et iirlinlerinde de ekonomik dneme sahiptir. Endiistriyel alanda
cesitli maya ve kiiflerden elde edilen fungal enzimler, vitaminler ve
antibiyotikler (Penisilinler, Sefalosporinler) basariyla kullanilmaktadirlar.
Buna ragmen, birgok tiiriin fermentasyon ve gida sanayinde istenmeyen
kontaminantlar olarak goriildigii bilinmektedir. Bu tiirler igerisinde,
gidalarin bozulmasima neden olanlar oldugu gibi, salgiladiklar1 toksik
metabolitler, mikotoksinler nedeniyle insan saghgm da tehdit

edebilmektedirler (Madigan and Martinko, 2006).

Maya ve kiifler oldukca genis bir pH araliginda (pH: 2-9),
depolama  sicakliginda  (10-35 °C), ve su aktivitesinde
iireyebilmektedirler. Yiiksek tuz ve seker oranlarinda gelisme yetenegine
sahip olduklar1 gibi, kompleks karbonhidratlari, organik asitleri, protein

ve lipidleri de kullanabilmektedirler.

Uriinde bulunan Maya-Kiif sayis1 6zellikle acik hava ile fazla
temas1 olan, Ogiitillerek paketlenen, sogutulma, dondurulma gibi

islemlerden gegirilen gidalar i¢in 6zellikle 6nemli olmaktadir.

Et iirlinlerinde olgunlagtirma ve kurutma evrelerinde, maya ve
kiifler, tiirlerine, irline, kuruma derecesine ve cevre kosullarina gore
yogun veya seyreltik lekelere yol acarlar. Once kiigiik koloniler halinde
baslayan kusur {irlinlin tiim ylizeyine yayilabilmektedir. Kiifler genellikle
yesil-siyah renkte goriiliirken, ozellikle lipolitik karakterli mayalar,
nemli, yapigkan bir tabaka olustururlar. Yiiksek sicakligin, nisbi nemin

ve olgunlastirma-kurutma yapilan ortamlarin diizgiin
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havalandirilmamasinin, durumun 6zellikle kotiilesmesine neden oldugu

bildirilmektedir (Kivang et al., 1992).

Ozellikle Tiirk sucugu ile ilgili yapilan bir ¢alismada, sucugun 28
giinliik olgunlasma siireci boyunca yaklastk 10* diizeyinde seyreden
Maya-Kiif sayismim fermentasyon siirecinin sonuna dogru 10* diizeyine
diistigii belirtilmistir (Tekingen, et al., 1982). Bir baska ¢alismada 49
adet sosis, sucuk, salam ve kavurma ornegi, farkli maya ve kif tiirleri
acisindan incelenmis, Orneklerin %75’inde Penicillium spp. izole
ediliriken, hi¢ Aspergillus flavus veya Aspergillus parasiticus’a
rastlanmamistir (Kivang et al., 1992). Arastirmacilar, basta sucuk olmak
lizere et Urilinlerinin bu Aspergillus tiirleri igin yetersiz bir ortam

oldugunu belirtmislerdir (Kivang et al., 1992).

Maya-Kiif sayimmi1 yeni kodeks kriterlerinde birbirinden ayrilmistir.
Ornegin sucuk gibi fermente iiriinlerde sadece kiif sayilirken (iist sinir
10° kob/g), emiilsifiye tip et diriinlerinde maya-kiif birlikte sayilacaktir
(iist simr 10° kob/g).

2.3.Tiirkiye’de Et ve Et Uriinleri ile ilgili Calismalar ve
Mikrobiyolojik Kalite ile Tlgili Sorunlar

Boyacioglu, 1970-2007 yillar1 arasinda Tiirkiye’de gida giivenligi
ile ilgili ulusal ve uluslar arasi 634 yayin tek tek incelemis ve gida
giivenligi konularin1 detaylandirmigtir. Tiirkiye adresli olup “Gida
Giivenligi” alaninda yayinlanmis  caligmalar  agirhikli  olarak;

mikotoksinler ve patojenik bakteriler lizerinde yogunlasmistir (148 adet).
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Bu caligmalari, ise agir metal ve pestisit bulagsmalar1 ile antibiyotik
kalintilarinin analizleri izlemektedir (Boyacioglu, 2007). Bu béliimde, bu

calismalarin bir bolimii ve bulgular degerlendirilmistir.

Tiirkiye’de 6zellikle fermente bir et iirlinii olan sucuk ile emiilsifiye
tip irilinlerden sosis ve salam yaygin bir sekilde tiiketilmektedir. Bu
tiriinlerin iiretimi, depolanmasi, satist ve tiiketimi sirasinda oOzellikle
mikrobiyal kaynakli sorunlar ortaya ¢ikabilmektedir. Tiirkiye’nin ¢esitli
illerinde farkli tipte et ve et drlnlerinin, fiziksel, kimyasal ve
mikrobiyolojik analizleri yapilmis ve birbirinden farkli sonuglar elde

edilmistir.

Et iriinlerinde tespit edilen mikroflora iriinlerin mikrobiyolojik
kalitesini ortaya koymaktadir. Yiiksek kaliteli et iiriinlerinde genellikle
arzu edilen mikroorganizmalar mikrofloraya hakimdir. Gerekli teknolojik
ve hijyenik kurallara uyulmamasi sonucu {riinlerde istenmeyen
mikroorganizmalar lireyebilmekte ve iiriinlerin kalitesini diisiirerek insan

saglhigini tehdit edebilmektedirler.

Ulkemizde et iiriinleri {izerine yapilan arastirmalar tiiketimi son
derece yaygin olan ve Tiirkiye’ye 6zgii fermente bir iiriin olan sucuk
tizerine yogunlasmaktadir. Bu ¢aligmalar iilke genelinde sucuklarin
mikrobiyolojik kalitesini inceleyebildikleri gibi (Sirikan et al.,2006), iller
bazinda sucuklarin mikrobiyolojik kalitelerini, bazen diger et iiriinleriyle
birlikte degerlendirmislerdir. Yayinlar, Afyon’da (Con et al.,2002),
Aydin ilinde (Kok et al., 2007), Kahramanmaras’ta (Erdogrul et
al.,2005), Konya’da (Ozkalp et al., 2006), Van’da (Sancak et al., 2007)
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ve Istanbul’da (Colak et al.,2007) satisa sunulan sucuklarm incelendigi

caligsmalar sonucunda ortaya ¢ikmuistir.

Afyon’da incelenen 30 sucuk igerisinde toplam aerobik mezofilik
bakteri say1st ortalama 2,9x10’ kob/g oraninda bulunmus, S.aureus sayist
ortalama 3,8x10" kob/g oraninda, Enterobacteriaceae sayimi ortalama
1,3x10° kob/g oraninda bulunmustur. Clostridium perfringens ise % 7
oraninda izole edilmistir. Kahramanmaras’ta satisa sunulan 60 sucukta
toplam aerobik mezofilik bakteri sayist 3,2x10" kob/g olarak
belirlenmistir. Toplam koliform sayis1 244 EMS/g olarak bulunmustur. 1
ornekte Salmonella spp., 9 6rnekte E.coli izole etmislerdir. Aydin ilinde
yapilan c¢aligmada (Kok et al.,2007) ise 100 Ornegin 5 tanesinde
Salmonella spp., 4 tanesinde L.monocytogenes, 10 tanesinde diger

Listeria spp. izole edilmistir.

Listeria monocytogenes, insanlarda ciddi bir hastalik etkeni oldugu
i¢in, et Uriinlerinde en ¢ok tizerinde durulan patojenlerden biridir. Birgok
arastirmada  sucugun  hammaddesi olan  kiymanin  siklikla
L.monocytogenes icerdigi bildirilmistir (Baskaya et al.,2004, Kok et al.,
2007). Van’da ambalajli ve ambalajlanmamis sucuk, sosis ve salamlarda
Listeria monocytogenes %15, %25 ve %10 oraninda izole edilmistir.
Vakum paketli sucuk ve salamlarda Listeria monocytogenes
belirlenmemis, paketli sosislerin %5’inde ise izole edilmistir. Soyutemiz
et al (2001) fermente sucuk Orneklerine inokule ettikleri

L.monocytogenes’in olgunlagsmadan sonra da hayatta kalabildigini
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belirtmisler ve bu nedenle starter kiiltiir kullaniminin ve pastorizasyon

isleminin ¢ok 6nemli oldugunu vurgulamiglardir.

Sucuk orneklerinde E. coli ve Salmonella spp. bulunmasi barsak
kokenli bulagmalarin oldugunu ve etin hijyenik kalitesinin yetersiz
oldugunun gostergelerinden bazilaridir, TS 1070’e ve Tirk Gida
Kodeksine gore bu iki bakteri sucukta bulunmamalidir (Anonymous,
2000). Yapilan ¢aligmalarin ¢ogunlugunda koliform bakteri sayimlar1 da
genellikle, standartlarda belirtilen rakamlarin tizerinde bulunmustur. Yeni
gida kodeksi, Salmonella spp. ile ilgili bir degisiklik yapmamasina

ragmen, koliform analizlerini E.coli O157:H7 ile sinirlamustir.

Sucuk Orneklerinde markali ve markasiz {iirlinler arasinda da
mikrobiyolojik kalite a¢isindan farklar bulunabilmektedir. Konya’da
satisa sunulan sucuklarda markali tirlinlerde koliform bakteri sayimlari ve
Staphylococcus aureus sayisi agisindan istatistiksel agidan 6nemli fark
elde edilmis fakat toplam mezofil aerobik bakteri sayisinda 6nemli bir
fark bulunamamustir (Ozkalp et al.,2006). Arastirmacilar toplam mezofil
aerobik bakteri sayisinin markali iirlinlerde de markasiz {iriinlerde oldugu
kadar fazla olusunun nedeninin markali iirlinlerde starter kiiltiir kullanimi

ile ilgili oldugunu belirtmislerdir.

Emiilsifiye tipli et Uriinleri de ¢esitli yonlerden arastirilmislardir.
Tiirkiye’de degisen beslenme aligkanliklarina bagli olarak, bu tip
iiriinlerin tiikketiminde artis gdézlemlenmistir. Bu tiir iirlinler fermente
tiriinler degildirler ve iiretim sirasinda 1s1l iglem goriirler, bu nedenle son

tirinde mikrobiyal yiikiin az olmasi beklenmektedir. Yine de iiretim
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sirasinda kullanilan baharatlar tipki depolama kosullari ve saticilarin
hijyen kurallarina dikkat etmeleri kadar son iirliniin mikrobiyal yiikii

uzerine etkilidir.

Kars’ta yapilan bir ¢alismada, paketli ve agik salam ile Frankfurter
sosis Orneklerinin mikrobiyal kalitesi arastirilmig, 100 adet iiriiniin
toplam aerobik bakteri sayimi, Pseudomonas spp. sayimi, Enterococcus
spp.sayimi, Enterobacteriaceae sayimi, Clostridium perfringens sayimu,
S.aureus saymmi ve Maya-Kiif sayimi gerceklestirilmistir (Elmal1 et al.,
2005) Sonugta paketli tiriinlerde Clostridium perfringens harig biitiin bu
sayimlarm 2,0x10”°den diisik oldugu gozlemlenmistir. Clostridium
perfringens sayimmi ise 12 paketli sosis ve salam 6rneginde daha yiiksek
bulunmustur. Acik tiriinlerde ise durum biraz farklidir. Toplam aerobik
bakteri sayis1 ortalama 1,3x10%, Pseudomonas spp. sayist ortalama 6,0
x104, Koliform sayisi 2,4x10°, Enterobacteriaceae sayi1sl 2,8x10°,
Enterococcus sayisi 1,1x10°, Staphylococcus aureus sayist 2,6x10°
olarak tespit edilmistir. 35 acik sosis 6rneginin 25’inden E.coli izole
edilmistir. C. perfringens tiim orneklerden izole edilmis, sayisi 10%- 10*
arasinda bulunmustur. Arastirmacilar, agik liriinler ile paketli {iriinler
arasindaki bu farklarin depo kosullart ve kisisel hijyen ile iliskili

oldugunu bildirmislerdir (Elmali et al., 2005).

Erzurum piyasasindan elde edilen 4 farkli firmaya ait salamlarin
degerlendirilmesi sonucunda Enterobacteriaceae, koliform grubu bakteri,
E.coli, Staphylococcus aureus, Pseudomonas spp., Enterococcus spp.

sayilar1 saptanabilir siirlarin altinda bulunmustur (Apaydin, 2003).
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Ayrica bu salamlarin Salmonella spp. ve Listeria spp. icermedikleri
saptanmistir. Oysa 1988 yilinda yapilan bir baska calismada Istanbul
piyasasinda satilan salam Orneklerinin % 24’liinde fekal koliform, %

4’tinde Salmonella spp. izole edilmistir (Aran., 1988).

Sucuk, sosis ve salam gibi et {rlinlerinin disinda ¢ig et, kiyma ve
kofte karigimlarinin mikrobiyolojik kalitesi de arastirilmistir. Ozellikle
kiyma, bakterilerin gelismesi i¢in ¢ok elverisli bir ortamdir. Etin
ylzeyinde bulunan mikroorganizmalar kiymanin hazirlanmasi, 6zellikle
cekilmesi ve karistirilmasi sirasinda tiim iiriine bulasarak gelismekte ve
kiymanin raf Omriiniin kisalmasina neden olmaktadirlar. Kayseri’de
yapilan bir ¢alismada Kayseri piyasasinda satisa sunulan kiymalarda
toplam aerobik canli sayisi 7,4x10° kob/g- 5,3x10° kob/g arasinda,
koliform sayis1 8,6x10' kob/g- 4,5 x10® kob/g, E.coli sayis1 <1,0x10’
kob/g-5,2x10° kob/g arasinda, koagulaz pozitif Staphylococcus spp.
say1s1 8,0x10% kob/g-8,2x10° kob/g arasinda bulunmustur (Goniilalan et
al., 2003).

Van ilinde yapilan bir ¢aligmada, 100 adet sigir ile 100 adet koyun
kiymast Salmonella spp., L.monocytogenes, C. perfringens ve B. cereus
yoniinden incelenmis; sigir kiymasi orneklerinde Salmonella spp. %3, L.
monocytogenes %22, . perfringens %15, ve B. cereus ise %5 oraninda
tespit edilirken, koyun kiymasi orneklerinde, bu oranlar sirasiyla; %4,
%11, % 9, ve %5 olarak belirlenmistir. Tiirk gida kodeksine gore ¢ig et
ve kiyma icin Bacillus cereus ve C. perfringens i¢in bir mikrobiyolojik

kriter belirlenmemistir. Sadece hazirlanmis et karisimlarinda, Bacillus
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spp. en fazlal,OxlO“—l,OXIO5 kob/g arasinda, C. perfringens ise, 2,0X101—
1,0x10” kob/g arasinda bulunabilir (Gokmen, 2003).

Istanbul’da satisa sunulan hazir kiymalarla ilgili bir baska
calismada ise, Toplam aerobik canli ortalama 2,7x 10° kob/g oraninda,
koliform 4,1x104 kob/goraninda, E.coli 7,2 x10° kob/g oraninda,
koagulaz pozitif Staphylococcus aureus 3,2x10° kob/g oraninda, Bacillus
cereus 9,5 x103 kob/g oraninda tespit edilmistir (Baskaya et al., 2004).
Ayrica 27 Ornegin ligiinde Salmonella spp. saptanmistir. Bu ¢alismada
ayrica hazir kiymalarda siklikla {irliniin igerisine fazla miktarda yag doku

ve sakatat karistirildig da tespit edilmistir.

2.4. Et Uriinlerinde Starter Kiiltiirler

2.4.1. Laktik Asit Bakterileri

Firmicutes Phylum’u ve Lactobacillales takimi igerisinde yer alan
bir ¢ok bakteri genusu “Laktik Asit Bakterileri” adiyla bilinen bakteri
grubunu olusturmaktadir. Carnobacterium, Enterococcus, Lactobacillus,
Lactococcus, Lactosphaera, Leuconostoc, Melissococcus, Oenococcus,
Pediococcus, Streptococcus, Tetragenococcus, Vagococcus ve Weisella
laktik asit bakterisi (LAB) olarak taninmaktadir (Holzapfel et al.,2001).
Laktik asit tireten ama Actinobacteria phylumuna ait olan Aerococcus,
Microbacterium ve Propionibacterium ile Bifidobacterium genuslar1 da
genomik acidan farkli olsalar da fonksiyonlar1 ve fizyolojileri nedeniyle

LAB igerisinde degerlendirilirler (Holzapfel et al., 2001).
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Ik kez 19. yiizy1l sonlarinda siitte fermentasyona ve koagulasyona
yol acan bakteriler laktik asit bakterileri olarak isimlendirilmis ve daha
sonraki yillarda Lactobacillaceae familyas1 icerisinde
siniflandirilmiglardir. Morfolojik acidan degisik 6zellik gosteren (kisa
veya uzun ¢omak ya da kok sekilli) familya tiyeleri fizyolojik acidan
oldukca benzer ozellikler gostermektedirler. Tiim tliyeler Gram pozitif,
katalaz negatif (diigiik oranda seker i¢eren ortamda pseudokatalaza sahip
suslar goriilebilmektedir.), sporsuz, fakiiltatif anaerobik, Pediococcus
genusu hari¢ yalmz tek diizlemde boliinen, bazi istisnalar harig
hareketsiz, ¢cubuk veya kok sekilli bakteriler olarak tanimlanmaktadirlar
(Con ve Gokalp, 2000). Fermentatiftirler ve asil fermentasyon riinii
olarak laktik asit liretmektedirler. Hem grubu igermeksizin (katalaz,
sitokrom) oksijen varliginda geligebilen nadir organizmalardir (Con ve

Gokalp, 2000).

Dogal ortamlari, siit ve slit mamulleri, taze veya ¢iliriimiis bitkiler,
insan ve hayvanlarin barsak mukozalari ve igerikleridir. Bunlarin disinda
et ve et lirlinleri, sebzeler, deniz iiriinleri igecekler, firmcilik iirtinleri gibi
gidalardan, toprak, su, giibre ve atik sulardan izole edilmislerdir. Ayrica
laktik asit bakterileri, et, deniz {iriinii ve iceceklerde bozulma etkeni
olarak da goriilebilmektedirler (Con ve Gokalp, 2000). Bagisiklik sistemi
baskilanmis insanlarda, 6zellikle Lactobacillus rhamnosus basta olmak
lizere, firsatgr patojen olarak hastalik etkeni olabilmekte, dis
clirimelerinde katilimci olarak rol oynayabilmektedirler (Cleveland et al,

2001). Baz1 Enterococcus faecium ve Enterococcus faecalis strainleri
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antibiyotik direnci gelistiren patojenler olarak insan saghigini tehdit

edebilmektedirler (Cleveland et al, 2001).

Laktik  asit  bakterileri  fermentatif  Ozelliklerine  gore
homofermentatif veya heterofermentatif olarak siniflandirilabilirler.
Homofermentatif laktik asit bakterileri; sekerleri fruktozdifosfat (FDP)
yolu ile fermente ederek saf veya hemen hemen saf (<%90) laktik asit
tiretmektedir. Fermentasyon igleminin son sathasinda piriivik asitin laktik
asite indirgenmesi i¢in gliseraldehit 3-fosfat’in dehidrogenasyonundan

elde edilen NADH+H kullanilmaktadir (Con ve Gokalp, 2000).

Heterofermentatif laktik asit bakterileri FDP yolunun o6nemli
enzimlerinden aldolaz ve trioz-fosfat izomeraz enzimine sahip
degillerdir. Bu yiizden heterofermentatif tirler FDP yolunu
kullanamamaktadir. Glukozun yikimi pentozfosfat (PP) yolu ile olmakta
sonugta laktat ile birlikte yaklasik esdeger miktarda etil alkol ve
karbondioksit tiretilmektedir (Con ve Gokalp, 2000).

Bir kisim heterofermentatif laktik asit bakterileri ise Asetil - P’yi ya

kismen ya da tamamen asetik asite doniistiirebilmektedir.

Laktik asit bakterilerinin 16S ribosomal RNA (rRNA) dizi
analizine dayanan taksonomik siniflandirmasina fenotipik o6zelliklerin

filogenetik iligkilerle birebir uyusmadigini1 ortaya koymustur (Holzapfel
etal., 2001).
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Sekil 2.1. Laktik asit bakterilerinin Filogenetik Agact ( Holzapfel et al., 2001 )

16S r RNA genlerinin karsilastirmali analizine dayanan, laktik asit
bakterilerinin 6nemli filogenetik gruplarim1 ve onlarla genetik agidan
iligkili olmayan Gram pozitif Bifidobacterium ve Propionibacterium
genuslarin1 gosteren filogenetik aga¢ bu bakterilerin genetik c¢esitliligini

ortaya koymaktadir (Holzapfel et al., 2001).

Laktik asit bakterileri, dogada yaygin oluslari, cesitli gida
maddelerinde sik¢a rastlanan bozulmalara neden olmalart ve bazi
gidalarin iiretimi ve olgunlastirilmalarinda olumlu ve o6nemli rol
oynamalar1 nedeniyle gida teknolojisinde Onemli yer tutmaktadirlar

(Champomier Verges et al., 2002).

Cig materyalin laktik asit bakterileri yardimiyla fermente edilerek
yeni gidalarin {iretilmesi ve gesitli gidalarin bu yontemle muhafazasi en

eski gida koruma yontemlerinden biri olarak kabul edilmektedir. Siit
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tirlinleri, fermente et triinleri, farkli sebzelerden iiretilen tursular laktik
asit bakterilerinin fermentasyon siireci sonucu ortaya ¢ikmaktadirlar (Con

ve Gokalp, 2000).

Cesitli gidalarda dogal olarak bulunan veya starter kiiltiir olarak
kullanilan bir ¢ok laktik asit bakterisinin, gidalarin bozulmasima neden
olan mikroorganizmalar veya gida kaynakli patojenleri iceren bazi
mikroorganizmalara ~ karst  antagonistik  aktivite  gosterdikleri
bilinmektedir. Laktik asit bakterilerinin diger mikroorganizmalara karsi
gosterdigi bu anatagonistik aktivitenin farkli bazi mekanizmalar sonucu
olustugu bilinmektedir (Con ve Gokalp, 1999; Parada et al, 2007). Bunlar

asagida maddelenmistir:

1. Laktik asit bakterilerinin karbonhidrat kaynaklarini fermente
etmeleri sonucu laktik ve asetik asit gibi organik asitler
iretilmektedir. Gidalarda bulunan bir¢ok mikroorganizma bu

organik asitlere ve bunlar nedeniyle diisen pH’a kars1 duyarhidir.

2. Laktik asit bakterileri tarafindan aerobik gelisme sirasinda
tiretilen H,O,, bircok mikroorganizma iizerinde inhibitr etki

gosterebilmektedir.

3. Baz1 laktik asit bakterileri tarafindan iretilen ve bakteriyosin
veya bakteriyosin benzeri metabolitler olarak isimlendirilen
antimikrobiyal karakterli peptidler oOzellikle yakin iligkili

bakteriler iizerine inhibitor etki gostermektedir.

4. Bazi laktik asit bakterileri tarafindan tiretilen, diasetil, alkol ve

CO; gibi metabolitlerin de inhibitor etkisi bulunmaktadir.
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Tiim bu bilesenlerin ayr1 ayri inhibitor etkide bulunabilmesine
ragmen laktik asit bakterilerinin diger bakterilere karsi inhibitor etkisi
bunlarin sadece birisine bagli olmayip, bunlarin kombinasyonu sonucu
ortaya ¢ikmaktadir (Cleveland et al., 2001; Con ve Gokalp, 2000; Parada
et al., 2007 ).

2.4.2. Laktik Asit Bakterileri ve Genetik

Laktik asit bakterilerine hayatimizin gesitli donemlerinde gida ve
cevresel kaynaklar yoluyla maruz kaliriz. Laktik asit bakterileri bir ¢cok
farkli genusu icerdiginden, nisleri cesitlilik gdsteren bu bakterilerin,
metabolik son {iriin olarak laktik asit tiretmeleri 6nemli bir ortak noktadir

(Cleveland et al., 2001; Con ve Gokalp, 2000; Parada et al.,2007 ).

Bugiine kadar, laktik asit bakterileri iizerine yapilan molekiiler
caligmalar genetik ve metabolik Ozelliklerinin ve kapasitelerini
arasgtirtlmasi, evrimsel ge¢mislerinin kesfi, gen miihendisligi ile yeni
starter ve prebiyotik tilirlerin gelistirilmesi gibi amaglarla yiirtitilmistiir

(Pfeiler and Klaenhammer, 2007).

Bu giine kadar 20 adet Laktik asit bakterisinin genom dizi analizi
tamamlanmis ve yaymlanmistir (Valenzuela et al., 2008). Laktik asit
bakterilerinin genomlar1 diisiik GC igerigine sahiptirler ve bircok LAB
genomunun biyosentetik kapasitesi gastrointestinal sistem veya siit gibi
besinden yana zengin ortamlara uyum siireci sirasinda kiigiilmiistiir. LAB

genomu, Oenococcus oeni’nin 1,8 Mb’lik genomundan 3,3. Mb
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boyutunda olan Lactobacillus plantarum’a kadar degisik boyutlarda
olabilmektedir (Nes and Johnsborg, 2004).

Lactobacillales takiminin Bacilli igerisindeki atalarindan ayrilmasi
600-1200 kadar genin kaybi ile sonuclanmistir. Biyosentez ile ilgili
enzimler ve sporulasyon genleri kaybedilen genlerin arasindadir. Bu
genomik farklilasmaya en giizel ornek; patojen Streptococcus spp.den
ayrilan Streptococcus thermophilus’un antibiyotik direnci ve adhezyon
gibi viriilens o6zellikleri ile iligkili genlerini kaybederek gecirdigi

degisimdir (Pfeiler and Klaenhammer, 2007).

Gen kazanimlar1 ise, spesifik nislere organizmanin adaptasyonunu
saglamak  amaciyla  gerceklesmistir.  Lactobacillales  takiminin
ayrigmasindan sonra, karbonhidrat metabolizmasi ve taginmasi ile iliskili
genler ile amino asit transportu ve protein sentezi ile iliskili genlerde bir
duplikasyon gerceklesmistir. Bu sekilde farkli laktik asit bakterilerinin
protein ve karbonhidrat agisindan zengin ortamlara adaptasyonu
gerceklesmistir. Mesela, et iirlinlerinde yayginlikla kullanilan bir starter
kiiltir olan Lactobacillus sakei’nin genomu, tiiriin ilk izolasyonunun
gerceklestirildigi  fermente sucuk ortamima nasil adapte oldugunu
yansitmaktadir. Osmotik ve ortam 1sisindaki degisimlere karsi koruyucu
proteinleri kodlayan bir ¢ok ORF (Open reading frame) identifiye
edilmig, bunun diginda heme kullanim1 ve oksidatif strese karsi direng
saglayan genler de bulunmustur. Lactobacillus sakei, zorlu fermentasyon
kosullarina karst bu stres tolerans genlerinin yardimiyla kars

koymaktadir (Pfeiler and Klaenhammer, 2007).
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Laktik asit bakterilerinin genomik o6zelliklerinin ve evrimsel
gecmiglerinin aydinlatilmast ile ilgili ¢aligmalar disinda bu bakterilerin
gida endiistrisi ve insan sagligindaki rolii kapsaminda arastirmalar
yapilmaktadir (Nes and Johnsborg, 2004; De Vuyst and Leroy, 2007). Bu
tip ¢alismalar genellikle endiistriyel veya medikal amaglarla laktik asit
bakterilerinden saglanan yararlarin gen miihendisligi yardimiyla daha da
arttirllmasina yoneliktir. Bu calismalar, laktik asit bakterilerinin gida
fermentasyonlarinda kullanilan  strainlerin  genetik  potansiyelinin
tyilestirilmesi ve gidalara daha iyi tat ve aroma kazandirilmas: ile
birlikte, bu suslarin antimikrobiyal etkilerinin optimize edilmesini, yeni
prebiyotik ve probiyotiklerin gelistirilmesini, ayrica bu bakterilerin olasi
zararhi etkilerinin ortaya ¢ikarilmasini, bdylece insan sagliginin
korunmasini amaglamaktadir (Nes and Johnsborg, 2004; De Vuyst and
Leroy, 2007).

Fermentasyon teknolojisi ile ugrasan bilim insanlar1 i¢in strain
gelistirme devamlilik gdsteren bir ugrastir. Bu c¢alismalarin sonucunda,
yiiksek kalitede iirtinlerin hizli bir fermentasyon siireci sonucunda eldesi
amaglanmaktadir. Bakteriyel genom yapisinin acikliga
kavusturulmasiyla, bir susun tiim  biyosentetik  kapasitesini
degerlendirmek olasi hale gelmektedir. Mesela, L. helveticus
CNRZ32’nin proteolitik sistemini aydinlatmak i¢in yapilan c¢alismalar
sonucunda, proteolitik enzimleri kodlayan 12 gen kesfedilmis, ve buna
bu strainin genom dizisinin belirlenmesi c¢aligmalar1 ile proteolizis
sirasinda etkinlik gosteren bagka gen dizileri eklenmistir. Proteolizis

peynir yapiminda énemli rol oynamaktadir. Proteolizis ile iligkili genlerin
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aydinlatilmas1 ile bu strainin proteolitik aktivitesinin diizenlenmesi

miimkiin olabilecektir (Klaenhammer, 1993).

Laktik asit bakterilerinin daha genel metabolik yolizlerinin
aydinlatilmas1 diginda, antimikrobiyal aktivitelerinin kesfedilmesi ve
diizenlenmesi de genetik ¢alismalarmin  odagmdadir.  Ozellikle
bakteriyosinler basta olmak {izere bu bakteriler tarafindan sentezlenen
antimikrobiyal ajanlar (Ehrmann, 2000), yapi-fonksiyon iligkilerinin
kesfi (Fregeau Gallagher et al., 1997), yeni bakteriyosinlerin klasik
yontemlere dayanmadan daha hizli bir sekilde belirlenmesi (Elegado et
al., 2004), bakteriyosinlerin ve diger antimikrobiyal maddelerin farkli
ozelliklerinin- diren¢ mekanizmalarinin gelisimi gibi- aciga ¢ikarilmasi
gibi amaglarla genetik c¢aligmalara konu olmaktadirlar (Nes and
Johnsborg, 2004; Pfeiler and Klaenhammer, 2007).

Hem smif I hem de smif II bakteriyosinlerin yapi-fonksiyon
iligkileri ciddi sekilde arastirilmistir. Bu calismalar en iyi bilinen
lantibiyotik olan nisin (Nes and Johnsborg, 2004). Pediocin ve pediocin
benzeri smf II bakteriyosinler (Eijsink et al., 1998), Leucocin A
(Fregeau Gallagher et al.,1997) ve carnobacteriocinler (Wang et al.,1999)
lizerinde yliriitiilmiis, bu bakteriyosinlerin antimikrobiyal etkilerinin
hedef hiicrelerde spesifik bir reseptorle iliski kurumalarina bagli oldugu
goriilmiistiir. Bu arastirmalarin  nihai amact dogal olarak, gen
mithendisligi ile yeni ve daha giiclii bakteriyosinlerin tasarlanabilmesi

icin gerekli bilgiyi saglamaktir.

Yeni ve daha etkin bakteriyosinlerin identifikasyonu i¢in laktik asit
bakterilerinin genomu hakkindaki bilgimizi kullanabiliriz. Her ne kadar

farkli bakteriyosin lokuslarinin yapisi farkli olsa da bazi organizasyon
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ozellikleri ortaktir. Korunmus olan bu o6zellikler, bakteriyosin dizileri
hakkindaki bilgimizle birlikte, bakteriyosin genlerinin arastirilmasinda

yardimci olmaktadir.

Normal kosullarda bakteriyosin yapisal geni bir pre-kiirsor peptid
kodlar. Bu peptid daha sonra islenir ve 6zel bir transport mekanizmasi ile
saliverilir. Bu 0zel transport sistemi dizideki konsensiis elementleri
tarafindan taninan tipik bir lider peptid kullanirlar. Nisin ve diger
lantibiyotikler hidrofilik bir lider peptid ile iiretilirler. Bu lider,
bakteriyosin lokusundaki bazi genlerle ortak transkripsiyon siirecinden
gecen Ozel bir serin proteaz tarafindan kesilir. Bazi lantibiyotikler ve
Sinif II bakteriyosinlerde goriilen bir diger lider peptid tipi ise ¢ift glisin
lideri adiyla bilinmektedir. Bu tip bakteriyosin prekiirsorleri bir ABC
Transporteri ve bir aksesuar proteinden olusan, transkripsiyonu ortak
gergeklestirilen 6zel bir mekanizma tarafindan islenir ve saliverilir. Sinif
IT bakteriyosin genleri ile ilgili bir baska 06zellik ise bakteriyosin
kodlayan genlerin, bagisiklik geni ile ortak transkribe edilmesidir
(Eijsink et al., 1998).

Bakteriyosin genleri derinlemesine arastirildik¢a, peptidlerin
antimikrobiyal potansiyelinin anlasilmasi, yeni peptidlerin sentezi, in
vivo ekspresyon klonlamasi, in vitro olarak transkripsiyon/translasyonun
indiiklenmesi, ve antimikrobiyal {retiminin arttirilmas: i¢in 6zel
kosullarin kullanim1 gibi ¢alismalar kolaylasacaktir (Nes and Johnsborg,
2004).

Geleneksel antibiyotiklerde oldugu gibi, bakteriyosinlerin
durumunda da direng gelisimi miimkiindiir. Diren¢ mekanizmalar1 biiyiik

olasilikla hiicrelerin lipid kompozisyonunu degistirme kapasitesinin
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sonucu olarak gelismektedir ama bunun spontan mutasyonlarin sonucu
gelisip gelismedigi belli degildir. Direng mekanizmalari hem pediocin
grubu hem de nisin icin arastirilmistir. Mannoz fosfotransferaz sistemi
bakteriyosinlere direng gelisimi i¢in dnemlidir. Bakteriyosinlere direngli
veya duyarl izojenik strainlerin transkripsiyon profillerinin ¢ikarilmasi,
diren¢ mekanizmalarinin gelisiminin anlasilmasia yardimci olmaktadir

(Pfeiler and Klaenhammer, 2007).

Probiyotik ve prebiyotik strainlerin gelistirilmesi ve arastirilmasi
amaciyla da laktik asit bakterileri gen miihendisligi ile manipiile
edilebilmektedir. “Probiyotik”, uygun miktarlarda alindiginda konak¢inin
saghigimmi  olumlu ydnden etkileyen canli  mikroorganizmalari
tanimlamakta, “Prebiyotik™ ise sinirl sayida 6zgiin bakterinin gelisimini
secici olarak uyaran ve konak¢inin sagligint koruyan normalde
sindirilebilir olmayan maddelere verilen isimdir. Probiyotik laktik asit
bakterileri, Ozellikle Lactobacillus spp. sindirim kanalinin zorlu
kosullarinda hayatta kalabilmektedirler. L. acidophilus, L. casei, L.
johnsonii, L.plantarum ve L. salivarius’de biyosentez yeteneklerinin
yerine proteolitik sistemler ve makromolekiil alim kapasitesinin gegmis
olmasi, asit ve safra iceren ve bakteri lizerinde stres yaratan kosullara
direnglilikleri ve gastrointestinal epitele adhezyon o6zellikleri ile farklilik
arz etmektedirler. Laktik asit bakterilerinin genom projeleri icersinde
adhezyonda rol oynayan hiicre yiizey proteinlerinin aydinlatilmasi ayri
bir 6nem tasimaktadir. Ornegin L. acidophilus genomu hiicre yiizeyine
baglanmay1 saglayan proteinleri kodlayan 26 gen igermektedir. Bu
genlerin arasinda mukus ve fibrinojen baglayan proteinleri kodlayanlar

da bulunmaktadir. Fonksiyonel analizler, bu proteinlerden {igiiniin in
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vitro olarak barsak epitelyum hiicrelerine adherens mekanizmasinda rol

oynadigini ortaya koymustur (Pfeiler and Klaenhammer, 2007).

Laktik Asit bakterilerinin kullaniminin insan sagligi agisindan da
gbzden gegirilmesi gerekmektedir. Laktik asit bakterileri genelde GRAS
(Generally Regarded As Safe) statlisiinde olsalar da, ozellikle bazi
Enterococcus faecium ve Enterococcus faecalis strainleri Risk Grubu II
icerisinde yer alan patojenlerdir. Bu enterokoklar ile birlikte bazi
Lactobacillus spp. ve Leuconostoc spp.’nin teicoplanin ve vancomycine
gibi antibiyotiklere direncli oldugu bildirilmistir. Bu direng, hareketli bir
genetik element vasitasiyla farkli bakteriyel strainlere aktarilabilir ve
yeni direngli tiir ve suslarin dogmasina neden olabilir. Ozellikle, plasmid
yoluyla genetik materyal akisinin, Laktik asit bakterileri igin,
transposonlara gore daha Onemli oldugu bildirilmistir. Bu giivenlik
konusu da aragtirmacilarin 6zellikle tizerinde durmasini gerektirmektedir
(Klaenhammer, 1993).

2.4.3. Starter Kiiltiirler

Etin fermentasyon yoluyla saklanmasi yiizlerce yildir kullanilan bir
tekniktir. Uzun zaman boyunca bu tirlinlerin raf émrii, ette bulunan dogal
mikrofloraya, nitrat kullanimina ve yiiksek oranda {iriine katilan tuza
bagimliydi. ikinci Diinya Savasi sonrasi, fermente et iiriinlerine olan
talebin artmasi sonucu, arastirmacilar et {irtinleri i¢in fermentasyon
stirecini  standardize ederek kaliteyi arttiracak starter kiiltlirlerin
gelistirilmesine basladilar. 1940 yilinda Jensen ve Paddock tarafindan
Lactobacillus spp. fermente sucuk hamuruna inokule edilerek,
olgunlagma siirecinin kisaltilmasi ve aroma ile kalitenin arttirilmasi

sagland1 (Klaenhammer,1993). Ilk laktik asit bakterisi olan et starter



42

kiiltiirii, Pediococcus cerevisae’nin saf bir kiiltiiriydii ve 1955 yilinda
A.B.D’de gelistirilmisti. Giintimiizde bir ¢ok firma, Lactobacillus spp.,
Pediococcus acidilactici, P.pentosaceus, Staphylococcus xylosus veya S.
carnosus strainlerinin saf kiiltiirlerini veya karisimlarint piyasaya
sunmaktadirlar (Alves et al, 20006).

Hammes’in tanimima gore (1996), et starter kiiltiirleri “Ette
istenilen metabolik aktivitenin gelisimini saglayan mikroorganizmalari
iceren karigimlar”dir (Cleveland et al., 2001). Bu mikroorganizmalar
genel olarak heterofermentatif strainler olup heksoz sekerlerden laktik
asit, pentoz sekerlerden ise hem laktik hem de asetik asit {iretirler.
Uretilen asetik asit miktar1 tipik olarak laktik asit miktarinmn 1/10’udur
(Con ve Gokalp, 1999).

Fermente sucuk iiretimi ve olgunlagmasi sirasinda gerceklesen
kimyasal ve enzimatik reaksiyonlar sonucu proteinler peptidlere,
dipeptidlere ve amino asitlere parcalanirken, lipidler ise yag asitlerine
ayrilir. Amino asitler daha da fazla dekarboksile olarak, biyojenik
aminler veya aroma bilesiklerine doniisiirler. Biyojenik aminler, 6zellikle
Enterococcus spp., Carnobacterium spp., Pseudomonas spp.,
Enterobacter spp., Micrococcus spp. ve et tiriinlerinin florasinda bulunan
laktik asit bakterileri tarafindan tiretilmektedirler. Bu bilesiklerin yiiksek
oranda tliketilmesi toksik etki yaratabilmektedir. Histamin ve Tiramin

toksik etkileri belgelenmis biyojenik aminlerdir (Con ve Gokalp, 1999).

Starter kiiltiir kullaniminin  fermente et iriiniiniin  pH’1nin
diisiiriilmesine, {riiniin renk, tekstiir, tat, su icerigi, hijyenik kalitesi ve
raf omrii tizerinde olumlu etkisi oldugu daha once bildirilmistir (Yaman
et al., 1998).
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Fermente et iirliinlerine eklenebilecek olan starter kiiltiirler, su

amaclar i¢in kullanilabilmektedirler :

1. Laktik asit ve diger organik asitler ile bakteriyosin iiretilmesi

(Biyo-koruyucu kiiltiirler).
2. Renk ve tat olusturulmasina katkida bulunmak
3. Uriiniin yiizeyinde tabaka olusturmak (Kiif ve mayalar).
Starter kiiltiir kullanimin yarattig1 birgok avantaj bulunmaktadir. Bunlar:

1. Bilinen say1 ve kalitede kiiltiirlerdir. Fermentasyon siirecinin
diizglin islemesi, 1iyi bir renk elde edilmesinde daha

garantilidirler.

2. Fermentasyon siirecini hizlandirabilmektedirler. Ticari kiiltiirler
farkli 1s1 araliklarinda ¢alismak iizere optimize edilmektedirler,
bu da geleneksel sucuk tretiminden daha kisa siirede daha

giivenli ve kaliteli iiriin eldesine yardime1 olmaktadir.
3. Uretim siirecinin standardize edilmesine yardimc1 olurlar

4. Gida patojeni olan veya gidalarda bozulmaya yol agan
istenmeyen mikroorganizmalarla rekabet ederek daha gilivenli

iiriin elde edilmesini saglarlar (Con ve Gokalp,1999).
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Cizelge 2.1. Farkli fermente et iiriinlerinde kullanilabilecek starter kiiltiirlere genel bir

bakis (Con ve Gokalp,1999):

Pediococcus

P.pentosaceus

Mikroorganizma Genus Tiir Etki
L.plantarum Antimikrobiyal etki
Lactobacillus L.pentosum Antimikrobiyal etki
Laktik asit bakterileri L.sakei Antimikrobiyal etki
L.curvatus Antimikrobiyal etki
P.acidilactici

Antimikrobiyal etki

Kocuria K.varians Renk ve aroma
Renk ve aroma
olusumu em . S.xylosus Renk ve aroma
kullandabilecek tiirler | Staphylococcus
S.carnosus Renk ve aroma
Debaryomeces D.hansenii aroma
Mayalar
Candida C.famata aroma
o P.nalgiovense Beyaz kiif
Kiifler Penicillium
P.chrysogenum | Beyaz kiif

Laktik asit bakterileri, laktik asit ve bakteriyosin iireticisi olduklari
gibi, asetik asit, H,O,, diasetil, CO,, alkol gibi diger antimikrobiyal etkili
metabolitleri ile de patojen mikroorganizmalarin inhibisyonuna katkida

bulunmaktadirlar (Con ve Gokalp, 1999).
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Cizelge 2.2.Laktik asit bakterilerinin metabolik iiriinlerinin ticari dnemi (Con ve

Gokalp,2000)
Metabolit Yararh Etki Zararh Etki
Laktik asit Urlinlin qugmpash tat Asidifikasyon
gelisimi
Asetik asit Aroma Kotii tat
Diasetil Aroma Kotii tat (Birada)
co Uriiniin korunmast, tat ve Gaz olusumu,siskinlik
2 aroma geligimi

H,0, Uriin korunmast Dekolorasyon
Biyojenik Aminler - Saglik (Gida zehirlenmeleri)
Metan, thiol, H,S Aroma Kotii tat ve koku
Bakterivosinler Uriiniin korunmas1 Yararl Laktik asit

Y bakterilerinin baskilanmasi

Patojen ve gida bozulmasina Barsak mikroflorasinda direng
Genis spektrumlu neden olan . .
anti mikrobiyaller mikrooroganizmalarin gelismesi
inhibisyonu

Ozellikle Staphylococcus spp. ve Kocuria spp. kiirleme siireci
sirasinda etkinlik gostermektedirler. Bunun i¢in nitrat’tan nitrit iireterek
renk, aroma ve {irlinlin giivenliginin saglanmasina yardimci olurlar. Artik
sodyum nitrit, nitratin yerini aldig1 i¢in, bu mikroorganizmalara ihtiyag
kalmamig gibi goriinebilir ama yine de bazi1 durumlarda kullanilan nitritin
tekrar nitrata dontisebildigini unutmamak gerekir. Bu durumda
Staphylococcus spp. ve Kocuria spp.’ye ihtiya¢ duyulacaktir (Yaman et
al., 1998).

Kiiflerden Penicillium spp. oOzellikle Macaristan ve Italya’da
iiretilen baz1 geleneksel fermente et {iriinlerinin dis ylizeyinde arzulanan
mermer goriiniimii veya tiiylii bir goriiniim vermeleri, mikotoksin iireten
kif tirleri ile rekabet etmeleri, tUriine oOzel tat ve aromalarim

kazandirmalar i¢in kullanilmaktadirlar (Kivang et al., 1992).
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Her ne kadar, Tiirk tipi sucuk yapiminda starter kiiltiir kullanim
zorunlu olmasa da kullaniminin renk, tat ve giivenlik saglanmasi
acisindan olumlu etkisi oldugu kabul edilmelidir. Sucuk karisimina
“hurdle” sisteminin bir parcasi olarak eklenen starter kiiltiir, sucuk
karistmindaki olasi patojenlerle nem, O, sekerler, protein gibi hiicresel
ihtiyaclar i¢in rekabet ederek bu patojenlerin gelisimini engelleyecektir
(Erdogrul et al., 2006).

Tiirkiye de de fermente et iiriinleri tiretiminin dnemli bir boliimiinii
olusturan sucuk yapiminda da starter kiiltiir kullanimi son 25 yilda
yayginlik kazanmaya baslamistir. Tiirkiye’de sevilerek tiiketilen sucuk
tretiminde Lactobacillus plantarum, Lactobacillus sake, Lactobacillus
curvatus, Pediococcus acidilactici, Pediococcus pentosaceus gesitli
kombinasyonlar halinde kullanilmaktadir. Bunlara Micrococcus spp. ve
Staphylococcus spp. de eklenebilmektedir (Erdogrul et al., 2006).

2.4.4. Bakteriyosinler

Bakteriyosinlerle yapilan ilk ¢aligmalar E.coli’nin bir strainine ait,
spesifitesi yiliksek bir antimikrobiyal bilesigin 1925 yilinda Gratia
tarafindan kesfedilmesi ile baslamistir. Bu ilk bakteriyosin Kolisin V
olarak isimlendirilmistir. Bundan sonra Enterobacteriaceae familyasinin
cesitli liyeleri tarafindan {liretilen benzer yapida antimikrobiyallerin bir

grubu oldugu anlasilmis ve genel bir isim olarak “kolisin” dnerilmistir.

Sonugta “bakteriyosin” teriminin tanimi uzunca bir siire kolisinlere
Ozgii karakteristik Ozelliklere gore yapilmaya calisilmistir. Jacob et al
(1953) bakteriyosinleri ¢ok dar spektrumlu 06zel hiicre duvari

reseptorlerine baglanma yetenegi olan bakteriyosidal proteinler olarak
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tanimlamigtir  (Klaecbhammer, 1993). Daha sonralar1 bakteriyosin

sentezinin plasmidlerle iliskilendirilmesi s6z konusu olmustur.

Bakteriyosinler; ribozomal olarak sentezlenen, iiretici bakteri ile
yakin iligkili tiirler lizerinde inhibe edici veya oldiirlicii etkisi bulunan
antimikrobiyal proteinler veya peptidler olarak tanimlanmaktadirlar. Bu
tanim bakteriyosinlerin ¢ogunlugu icin gecerli olmakla birlikte, bu
antimikrobiyal peptidlerin, kendi iiretici bakteri tiirii ile yakindan iliskili
olmayan diger bakteriler lizerinde de bakterisidal etkide bulunabildikleri
bilinmektedir (Klaenhammer, 1993).

Laktik asit bakterilerinin tim genuslar1 igerisinde bakteriyosin
tretimi belirlenmistir. Buna ragmen farkl tiirlerin bakteriyosin iiretme
sikliklar1 da birbirlerinden farklilik gostermektedir (De Vuyst and Leroy,
2007). Bakteriyosin {ireticisi bazi Onemli tiirler, bakteriyosinleri,
bakteriyosinlerin ozellikleri ve etki spektrumlar1 asagidaki tabloda

verilmistir.

Cizelge 2.3.Bakteriyosin Ureticisi Onemli Tiirler (Klaenhammer, 1993)

Uretici Tiir Bakteriyosin Etki spektrumu Ozellikleri
Sinif I lantibiyotik, 3,5
.. . kDa, 34 amino asit,
Nisin Gram (+) bakteriler ticari olarak kullanimi
var
Lactococcus lactis Clostridiumsp. Sif T lantibiyotik, 4,2
subsp. lactis L.monocytogenes
S aureus kDa, 1s1ya dayanikli,
Lacticin 3147 ' . fizyolojik ve asidik pH
S.dysgalactiae .
- altinda aktif
E faecalis
S. mutans
Lactococcus lactis Sinif II bakteriyosin
subsp. cremoris Lactococcin B Lactobacillus spp. yaklasik 5 kDa, dar etki
spektrumu
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Cizelge 2,3 (devam)

Uretici Tiir Bakteriyosin Etki spektrumu Ozellikleri
Ozellikle Sinif 1T bakteriyosin.
Acidocin CHS Lactobacnlu.i spp. Yvuksek molekiil
basta olmak iizere agirlikli aggregatlar
Gram (+) bakteriler olusturur.
L. fermentum L
Lactobacillus Lactacin F E. faecalis 2 lgulfll)labzl;tzgﬁilr;s't
acidophilus L. delbrueckii o 1no astt,
L. helveticus ya day
L. delbrueckii Simif III bakteriyosin,
Lactacin B L. helveticus 6,3 kDa 1s1ya
L. bulgaricus dayanikli, sadece pH
L.lactis 5,0-6,0 arasinda geligir.
. - . Sinif II bakteriyosin
Lactobacillus Lactobin A L. aCIdOphIIL.J.S 4,8 kDa 50 amino asit
amylovorus L. delbrueckii

dar etki spekturumu

Lactobacillus casei Lactocin 705

L.monocytogenes
L. plantarum

Sif 1T iki
komponentli
bakteriyosin 3,4 kDa

Lactobacillus spp.

Smif1I, 3,9 kDa, 37
a.a., asidik pH’da

Leuconostoc gelidum | Leucocin A E nf]%encoachio e Kararl, 100 C"de 20
) ylog dk. boyunca kararli
Leuconostoc - E. faecalis SmfII, 3,8 kDa, 37
- Mesentericin Y105
mesenteroides L.monocytogenes a.a., 1stya dayanikl
Smif 1, 4,5 kDa,
. . litik enzimlere
Pediococcus Pediocin F . proteo
acidilacitici Pediocin PA-1 Gram (+)bakteriler | duyarl, 1siya ve PH
degisikliklerine
direncli
Sinif II bakteriyosin

Pediococcus

2,7 kDa, proteolitik

Pediocin A Gram (+)bakteriler .
pentosaceus enzimlere duyarl ve
1stya direngli
Enterococcus Enterocinler L.monocytogenes Smif I1, 4,8 kDa, 1s1ya
faecium Gram (+)bakteriler dayanikli
Lactocin S Lactobacillus spp. Smfl, 3,7 kDa, 4’5. ve
. 5,5 pH arasinda etkin
Lactobacillus sake —
Sakacin P L.monocytogenes Sunf IT bakteriyosin
) 4,4 kDa 1s1ya dayanikli
Lactobacillus Curvacin A L.monocytogenes SmifIL, 4.3 kDa
curvatus E .faecalis
Smf III, 37 kDa, dar
Lactobacillus . L. bulgaricus spektrumlu, proteolitik
- Helveticin J . .
helveticus L. lactis enzimlere duyarly, 1stya

duyarli
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2.4.5. Smiflandirma

Bakteriyosinlerin smiflandirilmasi, yeni molekiillerin kesfiyle
ortaya c¢ikan farklilik ve benzerlikleri yansitmak amaciyla sik sik

yenilenmektedir (Cleveland et al.,2001).

Giliniimiizde en kabul goren simiflandirmaya gore bakteriyosinler 3
gruba ayrilmaktadirlar (Klaenhammer, 1993; Nes et al.,, 1996)
Klaenhammer (1993) tarafindan gelistirilen bu sisteme gore
bakteriyosinler molekiil agirligi, termostabilite, enzimatik duyarlilik, post
translasyonel modifikasyonlar sonucu olugsan amino asitler, ve etki tarzi

gibi 6zellikler goz Oniine alinarak 4 gruba ayrilmaktadirlar.

Sinif I bakteriyosinler lantibiyotikler olarak da bilinmektedirler ve
lanthionine, methyl lanthionine, dehydrobutyrine ve dehydroalanine gibi
az rastlanan amino asitleri igermektedirler. Siif I bakteriyosinler Grup Ia
ve Ib olarak iki alt smnifa ayrilmaktadirlar. Grup I a iiyeleri 5 kDa ‘dan
kiigtik molekiil agirligina sahip, kiigiik esnek peptidlerdir. Bu grup hedef
hiicrenin membraninda porlar olusturarak membran biitiinligilini
bozmaya yarayan hidrofobik ve katyonik peptidleri igermektedir.1928
yilinda kesfedilen nisin de bu grubun igerisinde yer almaktadir. Grup 1b
ise globuler sekilli, Grup la’ya gore daha kati anyonik veya noétral
peptidleri igerir. Grup 1b lantibiyotikler hiicre duvarinin biyosentezinin
inhibisyonu yoluyla antimikrobiyal etki gosterirler. Bu grubun igerisinde

mercacidin, cinnamicin ve actagradin yer almaktadir.
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Smif II kiigiik 1siya dayanikli, modifiye edilmeyen peptidleri
icermektedir ve yine iki alt gruba ayrilabilir. Grup II a pediocin benzeri,
N terminalde bir Tyr-Gly-Asp-Gly- Val konsensiis dizisi ve yine peptidin
N terminal yariminda bir siilfid kopriisii olusturan iki sistein igeren anti
Listerial etkili bir peptid grubudur. Pediocin AcH/PA-1, Sakacin A ve P,
Leucocin A, Carnobacteriocinler bu grup igerisinde yer almaktadirlar.
Grup IIb aktif bir por olusturma kapasitesi i¢in, iki farkli peptid ihtiyag¢
duyan, iki komponentli bir sistemdir. Bu iki peptidin amino asit
dizilimleri biribirinden farklidir. Her biri kendi iligkili geni tarafindan
kodlansa da, tek bir bagisiklik genine ihtiya¢ duyarlar. Enterocin L50A
ve B, Lactococcin G ve M/N, Plantaricin EF ve JK bu grup icerisinde yer

alir.

Smif III bakteriyosinleri haklarinda fazla bilgi olmayan > 30
kDa’luk 1stya duyarli iri proteinlerdir. L. helveticus 481 tarafindan
tiretilen helveticin J, L. acidophilus atarafindan iiretilen lacticin B bu

sinifin tiyeleridir (Cizelge 2,4)

Klaenhammer bu yaygin kabul goren 3 grubun disinda 4. bir grup
daha Onermistir. Bu grup glikoprotein veya lipoprotein yapisinda
kompleks bakteriyosinlerdir. Glikoprotein yapisinda olan Lactocin 27
veya lipo-protein yapisinda olan Lacstrepcinler bu gruba dahildir. Yine
de bu bakteriyosinler heniiz tam olarak saflastirilmamistir. Bu grupta yer
aldig1 diisiiniilen bakteriyosinlerin katyonik ve hidrofobik ozellikleri

nedeniyle diger makromolekiillerle kompleksler olusturma egilimine
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sahip olduklar1 ve bu nedenle bu kompleks bakteriyosinlerin aslinda bir

kalint1 olabilecekleri de gbz dniinde bulundurulmalidir.

Klaenhammer’in bu siniflandirilmast  disinda, 2003 yilinda
Kemperman tarafindan yeni bir siniflandirma modeli daha onerilmistir.
Siif V isimli bu yeni sinif, ribozomal olarak sentezlenen , modifiye

edilmeyen, kuyruk-bas baglantili siklik antimikrobiyalleri icermektedir.

Cotter et al., (2005) daha radikal bir diizenleme Onermistir.
Klaenhammer’in ilk iki sinifin1 (lantibiyotikler ile lanthionine igermeyen
bakteriyosinler) bliyilik 6l¢iide kabul etmis, sinif III’ e litik etkilerinden
otliri  bakteriyolisinler demis, smif IV’ ise reddetmistir. Ayrica
Kemperman’in simif V’ini sinif Ilc olarak ele almistir. Sinif II d adinda
yeni bir smf daha olusturmus ve lanthionine igermeyen ve

siiflandirilamayan bakteriyosinleri bu gruba dahil etmistir.

Bakteriyosinlerin ~ siniflandirilmast  hala tartisilan  bir  konu

olmaktadir.
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Cizelge 2.4..Klaenhammer’n (1993) smiflandirmasina gore bakteriyosinler

Simif Grup Ozellikler Ornekler
I Lantibiyotikler,

<5kDa,

la Lanthionine ve
beta methyl Nisin
lanthionine
igerirler. Esnek
molekiillerdir.

Ib
Notral veya Mercacidin
anyonik globuler Cinnamicin
peptidler Actagardin
Kiigiik, termostabil | Pediocin AcH/PA-1

I peptidler. Anti- Sakacin A ve P

Listerial etki. N- Leucocin A

Ia terminalde bir Carnobacteriocin’ler
konsensus dizisi.

Lactococcin G ve F

iki komponentli Laktac.in. EF ve JK

1Ib sistemler Helveticin J ve V-1829

) Acidophilocin A
Istya duyarli iri Lacticin A ve B
I molekiiller

2.4.6. Bakteriyosinlerin Ozellikleri

Diistik pH’da yiiksek antimikrobiyal aktivitenin farkli nedenleri
olabilir. Oncelikle bu durum, hidrofilik peptidlerin agregasyon olusturma

yeteneginin azlhi§i ve duyarli hiicrelerle daha fazla etkilesime girme
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zorunlulugu sonucu olabilir. Ayrica hiicre duvarina daha az molekiil
baglandigindan bakterisidal aktivite icin daha ¢ok molekiil elde
edilebilmektedir. Ucgiincii olarak, hidrofilik bakteriyosinler duyarl
bakterilerin hiicre duvarinin hidrofilik bélgelerinden ge¢mek i¢in yiiksek
kapasiteye sahptirler. En son olarak, sunu sdyleyebiliriz: Non lantibiyotik
bakteriyosinlerin membran reseptorleriyle etkilesimi, yiikselen pH

diizeyleri ile birlikte inhibe olabilmektedir (Klaenahmmer, 1993).

Bakteriyosinler genellikle antibiyotiklerle karistirilmaktadir ve bu
durum bakteriyosinlerin gida alanindaki kullanim alanimi simirlamigtir.
Tip alaninda kullanilan antibiyotiklerden farkli olan bakteriyosinler,
gidalardaki hedef patojenlerin {iremesinin giivenli sekilde kontrol
edilmesine  yardimci  olabilir.  Bakteriyosinler  antibiyotiklerden
biyosentez, etki sekli, etki spektrumu, toksisite ve diren¢ mekanizmalari

yoniinden ayrilir. Bu farklari sdyle maddeleyebiliriz:

1. Bakteriyosinler ribosomal olarak sentezlenen peptidlerdir, oysa
antibiyotikler ¢ok adimli yol izleri aracilifiyla sentezlenen

sekonder metabolitlerdir.

2. Bakteriyosinler genellikle antibiyotiklere gore daha dar etki

spektrumuna sahip antimikrobiyallerdir.

3. Konuk¢u hiicre, bakteriyosinlerine karsi bagisiktir ¢iinkii, bu
“bagisiklik proteinleri”ni kodlayan genler, bakteriyosin sentezi ile
ilgili diger genlerle yakin genetik lokasyonlarda bulunur. Yapisal
bakteriyosin geni ve bagisiklik geninin ayni operon iizerinde,

hatta yan yana olmasi sik rastlanan bir durumdur. Bu durum
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konuk¢u hiicre bagisikliginin  goriilmedigi antibiyotiklerden

farklidir.

Hedef hiicre direngliligi bakteriyosinlerde genellikle hedef hiicre
membraninda  fizyolojik  degisimden  kaynaklanmaktadir.
Antibiyotiklere kars1 gelisen direng ise hiicreler, strainler ve tiirler
arasinda diren¢ Ozelliginin aktarimini saglayan bir genetik
determinantla ilgilidir. Yine de bakteriyosinlere karsi direng
gelisimi ile ilgili baz1 caligmalarda, mutasyonlar sonucu
bakteriyosin direnci kazanilabilecegine dair bulgular elde
edilmistir. Mesela Gravesen et al (2000) yiiriittiikkleri bir
aragtirmada,  Pediyosin =~ AcH/PA-1’e¢  direngli  Listeria
monocytogenes  mutantlarinda  beta  glukosit  spesifik
fosfoenolpiruvat bagimli fosfotransferaz sistemlerini (PTS)
kodlayan gen fragmanlarinda artan bir gen ekspresyonu orani
tespit etmiglerdir. PTS’in Pediocin ile nasil etkilestigi ise heniiz

aciga kavusturulmamustir.

. Bakteriyosinler genelikle por olusturarak, transmembran

potansiyeline etki etmektedirler. Bu sayede seliiler igerigin disar1
sizmasina neden olmaktadirlar. Nisin ve Pediocin AcH/PA-1’in
etki mekanizmas1 boyledir. Bazi durumlarda hiicre duvari
biyosentezini bozduklar1 bilinmektedir. Mesela, Mercacidin

peptidoglikan biyosentezini inhibe ederek etki gdsterir..

. Bakteriyosinlerin bilinen toksik etkileri bulunmamaktadir.

Ozellikle nisin ile ilgili, akut, kronik, subkronik toksisite

caligmalari, ayrica iirogenital sisteme etkileri, sensitizasyon ve
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carpraz reaksiyonlar1 lizerine yapilan arastirmalarda Nisin’in 2,9
mg/kg oraninda giinliik tiiketiminin insan saglig1r agisindan her
hangi bir tehdit olusturmadigi Ongoriilmiistiir. Ayrica yapilan
caligmalarda, nisinin barsak mikroflorasi iizerine herhangi bir
olumsuz etkisi tespit edilememistir. Pediocin AcH/PA-1 ile ilgili
yapilan c¢alismalarda da heniiz, herhangi bir zararli etkiye
rastlanmamigtir. Oysa antibiyotiklerin toksik etkileri olabilecegi
gibi farkli yan etkileri de bilinmektedir (Con ve Gokalp, 1999;
Klaenhammer,1993).

2.47.Gida Sistemlerinde Bakteriyosinlerin Kullanim1 ve
Etkinlikleri

Ozellikle fermente gida iiretiminde laktik asit bakterileri siklikla
kullanildigindan bakteriyosin iireticisi olan tiirlerin starter kiiltlir olarak
kullanimi uzun zamandan beri arastiricilarin ilgi alanlarindan biri
olmustur. Bunlar arasinda Lactococcus lactis subsp. lactis’in yani sira
Lactobacillus plantarum, L.sake, L. helveticus, Pediococcus acidilacitici,
P.pentosaceus, Enterococcus faecalis, Carnobacterium spp., v.s. gibi bir
cok tiir bulunmaktadir. Bu konu daha once starter kiiltiirler ile iligkili

boliimde islenmistir.

Arastirmacilar ayrica molekiiler genetik metodlarin yardimiyla
bakteriyosin kodlayan genlerin farkli tiirler igerisinde ekspresyonu
tizerinde de calismiglardir. Mesela Pediocin AcH/PA-1’i kodlayan
plasmidin Lactococcus lactis igerisinde ekspresyonu ile cheddar peynir

tiretiminde kalitenin artirilmasi (Buyong et al.,1998), yine Pediocin
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AcH/PA-1’in Streptococcus thermophilus igerisinde (Coderre ve
Somkuti,1999) veya Saccharomyces cerevisae igerisinde (Schoeman et
al., 1999) ekspresyonu da bu ¢aligmalara Ornektir. Bir baska c¢alismada
Pediocin AcH/PA-1 ve Nisin’in, Lactococcus lactis igerisinde ko-
ekspresyonunu basariyla gerceklestirilmistir (Horn et al., 1999). Benzer
bir ¢alismada, Reviriego et al., (2007) yine Pediocin AcH/PA-1’in nisin
tireten ve iiretmeyen L. lactis strainleri igerisinde heterolog iiretimini
gerceklestirmislerdir. Smid et al., (2005) laktik asit bakterilerinin,
istenilen metabolitlerin sentezletilebildigi fabrika-hiicreler olarak nasil

gelistirilebilecegini aragtirmistir.

Bakteriyosinlerin gida sistemlerinde kullaniminin bir baska yolu da
bakteriyosin karisimlarinin triinlere direkt olarak eklenmesidir. Nisin
Amerika Birlesik Devletleri ve Avrupa Birligi tiye iilkeleri tarafindan
onaylanan tek bakteriyosindir. Gidalarda kullanilmasi Diinya Saglik
Orgiitii tarafindan  1968’de, A.B.D’de kullanimi ise 1988’de
onaylanmistir. Giinlimiizde A.B. {ilkeleri dahil 40’dan fazla iilkede
kullanimina onay verilmistir. Nisin A.B. iilkelerinde kullanilabilen gida
katki maddelerinin listesinde E 234 olarak yer almakta, “koruyucu” veya
“dogal koruyucu” olarak da etiketlenebilmektedir. Nisin farkl tiirlerde
gidalarda antimikrobiyal etkisi nedeniyle kullanilmaktadir (Tablo2).
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Cizelge 2.5. Nisin’in gida sistemlerinde etkin kullanimu ile ilgili 6rnekler

(Cleveland et al., 2001)

Gida Uriinii Hedef Etkin Nisin Derisimi
Mikroorganizma (IU/ml)
Cokelek Peyniri L.monocytogenes 2000
Ricotta Peyniri L.monocytogenes 100
Siit B.cereus sporlari 4000

Lactob.sake ve

Bolonya tipi sucuk 1000
curvatus

Bonfile Bro. thermosphacta 400

Kimchi Lactobacillus spp. 100

Bir bakteriyosinin gida koruyucusu olarak kullanilabilmesi igin;
kimyasal olarak tanimlanmis ve karakterize edilmis olmasi, etki sekli ve
tretim tarzinin agiklanmasi, kantitatif analizi ve standardizasyonuna

iliskin testlerin yapilmasi, toksikolojik verilerin bilinmesi gerekmektedir
(Cizelge 1).

Dogal antimikrobival bilesiklerin Gida koruyucusu olarak

kullanimi icin gerekli kosullar (Klaenhammer, 1993).

Toksikolojik verileri kabul edilebilir diizeyde olmalidir.

Gida Triiniiniin  organoleptik etkileri {izerinde olumsuz etki
yaratmamalidir.

Medikal alanda kullanimi olmamalidir.

Gorece olarak diisiik konsantrasyonlarda etkinlik gostermelidir.

Kullanimdan 6nce depolama boyunca ve gidanin raf démrii boyunca

kararl kalabilme 6zelligi yeterli olmalidir.

Maliyeti endiistri agisindan uygun olmalidir.
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Gida koruyucular1 olarak bakteriyosinlerin ve starter kiiltiirlerin
kullanim1 ile ilgili 6rnek ve Onerilerin bazilar1 asagidaki tabloda
belirtilmistir (Tablo 3).

Cizelge 2.6. Gida korucusu olarak bakteriyosinler ve gida sistemlerinde uygulamalari

(Cleveland et al, 2001)
Bakteriyosin Uygulamasi Sonu¢ Referanslar
Yeniden
Nisin’in baglayici bir ?el.flllen.dmlel.l ot
Nisin A sistemle tiriinlerinde nisin (Qutter ve
birlestirilmesi istenmeyen Siragusa,1998)
? bakterileri
baskilayabilir.
Olgunlastirma
stirecinin baginda
pediocin AcH/PA-1 L monocvtodenes
Pediocin iireticisi Lactob. cytog
AcH/PA-1 plantarum ile liremesinin Ennabhar et al., 1996
. .. baskilanmasi
Munster tipi peynirin
ylizeyinin
spreylenmesi
Enterocin 4 iireticisi Listeria
monocytogenes

Enterocin 4

olan Enterococcus
faecalis INIA4’{in
starter kiiltiir olarak
Machengo peynirine
eklenmesi

Ohio iiremesi
baskilanmis ama
L.monocytogenes
Scott A
baskilanamamustir.

Nunez et al., 1997

Leucocine treticisi
Leu. Gelidum UAL

8 hafta boyunca
ette Lactobacillus

Leucocin A 187 nin vakum sake’ye bagl Leisner et al., 1996
paketli dana etine bozulmanin
eklenmesi engellenmesi

Lactocin 705

Dana kiymasinda
L.monocytogenes
iiremesinin kontrolii
icin bakteriyosin
eklenmesi

L.monocytogenes
dana kiymasinda
inhibe edilmistir.

Vignolo et al., 1996




Cizelge 3,6 (devam)
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Bakteriyosin

Uygulamasi

Sonuc¢

Referanslar

Tavuk Sosisi tiretimi

P.acidilactici starter
kaltira

Pediocin sirasinda pediocin L.monocytogenes’in Baccus Taylor.,
AcH/PA-1 AcH/PA-1 iireticisi etkin gekilde 1993
P.acidilactici eklenmesi | azaltilmasina yardimci
olmustur.
. L . | 5°Cde
Pediocin Bu pediocin karigimi ¢ig
AcH/PA-1 tav1}1)k etine eklensrnistig;.g !T'mono,c){mgenes . Goff et al., 1996
iremesinin kontrolii
Sucuk
fermentasyonunda L.monocytogenes
Pediocin [I;edi_ocin lireticisi inhibis.yonun.a . Foegeding et al.,
AcH/PA-1 e_dI_OCOC_CEJS . Pedpcm etkin bir 1992
acidilactici’nin starter sekilde katkida
kiiltiir olarak bulunmustur
kullanilmasi
. Enterocin’in jambon, I.T'mono.c){mgen.es. Aymerich et al.,
Enterocin sucuk, domuz eti ve iiremesinin ¢esitli 2000

tavuk gogsiine katilmasi

kosullarda kontrolii

Bakteriyosinlerin gida alaninda bir ¢ok uygulamasi olsa da

gidalarin  korunmasi1 i¢in sadece bakteriyosinlere glivenmek akilci

degildir. Bakteriyosinlerin c¢ok faktorlii bir sistemin pargasi olarak

kullanilmast daha basarili sonuglar alinmasini saglamaktadir. Gida

giivenliginin saglanmasinda, birden fazla antimikrobiyal faktoriin bir

arada kullanilmasi sonucu sinerjistik bir etkinin ortaya ¢ikmasina

“Hurdle Etkisi” denilmektedir. Bu kombine yontemlerle gidalarin

muhafazasinda tek basina yeterli olamayan bir ¢ok faktdr — sicaklik, su

aktivitesi, pH, oksidasyon/ rediiksiyon potansiyeli, farkli antimikrobiyal

maddeler — bir araya getirilerek, bunlarin interaksiyonlar1 sonucu

kiimiilatif bir etki yaratilmaktadir.
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Nisin  ve  Pediocin  AcH/PA-1  “Hurdle  Teknolojisi”
uygulamalarinda en sik kullanilan bakteriyosinler olmuslardir. Nisin’in
CO; ile kombine edilmesi nisine direng¢li L.monocytogenes mutantlarina
karst basart saglamistir (Nilsson et al., 2000). Nisin A’nin siit
laktoperoksidazi ve diisiik sicaklik faktorleriyle kombine edilmesi sonucu
L.monocytogenes’e karsi artan oranda inhibisyon goézlemlenmistir
(Rodriguez et al.,1997). Pediocin AcH/PA-1 hidrostatik basing ve yiiksek
sicaklik seviyesi ile birlestirildiginde S.aureus, L.monocytogenes, E.coli
O157:H7, Lactobacillus sake ve Leuconostoc mesenteroides’i basariyla
inhibe ettigi gozlemlenmistir (Cleveland, 2001). Pediocin AcH /PA-1
lireticisi olan Pediococcus acidilactici ile ispanyol “Alheira sucugunun
inokulasyonu sonucunda, test bakterisi olarak kullanilan Listeria innocua
strainlerinin tayin limitlerin altina ¢ekildigi gézlemlenmistir (Albano et

al., 2008).

Laktik asit bakterilerine ette ve et iriinlerinde siklikla
rastlandigindan, bakteriyosinler et {iriinlerinden izole edilmis ve
kullanimlar1 aragtirilmistir (Schillinger and Liicke, 1989; Cintas et al.,
1995; De Martinis et al., 1998, Erol et al., 1999; Noonpakdee et al., 2000;
Erdogrul et al.,, 2006; Abriouel et al., 2008). Nisin’in siit irlinlerinde
oldugu gibi et {riinlerinde de antimikrobiyal olarak kullanimi
aragtirtlmistir. Nisin’in et lirlinlerinde direkt kullaniminin, yiliksek pH ve
fosfolipidler gibi dogal et komponentleri tarafindan baskilandig1
bildirilmistir (Cleveland et al., 2001). Davies et al., (1999) ¢ig ette
bulunan glutathion nedeniyle nisin aktivitesinin azaldigini belirlemis,

ayrica sucuk gibi fermente et iirlinlerinde yag oraninin diismesi ve
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fosfath emiilsifiye edici ajanlarin nisin aktivitesinin etkinligini korumada
basar1 sagladigin1 bildirmistir (Cleveland et al., 2001). Tirkiye’de
yapilan bir uygulamada, Nisin’in Tiirk tipi sucuk hamuruna eklenmesi
sonucunda, L.monocytogenes’in baskilandig1 gozlemlenmistir
(Hampikyan, 2007). Bu inhibisyon etkisinin, artan Nisin

konsantrasyonlarina paralel olarak yiikseldigi belirtilmistir.

Cig ette nisin kullanimi ile ilgili zorluklar oldugu igin, diger
bakteriyosinlerin kullanimi incelenmistir. Leucocin A, Enterocinler,
Sakacinler, Carnobactericinler ve Pediocin AcH/ PA-1 ile ilgili timit
vadeden sonuglar elde edilmistir. Pediocin AcH/ PA-1 uygulamasi
sonucu hedef mikroorganizmalarin sayisinda hizli bir azalma
gozlemlenmistir (Nielsen et al., 1990). Pediocin AcH/ PA-1 yine de
A.B.D’de onaylanmus bir gida katki maddesi degildir.
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1.0rnekleme

Sucuk, sosis, salam ve kiyma 6rnekleri Izmir ili icerisinde farkli
ilcelerde bulunan kasap, sarkiiteri ve marketlerden alinmis, aseptik
kosullar altinda analize tabi tutulmustur. Ornekler, acik-paketli, markali-
markasiz, olarak smiflandirilmistir. Ayrica ilkbahar-yaz ve sonbahar-kis
sezonu olarak da gruplandirilmistir. Toplam 129 adet Ornekle
calisilmigtir. Bozulma belirtileri gosteren, veya sadece tavuk ve/veya
hindi eti igeren Ornekler caligmaya dahil edilmemistir. Olgunlagsmamis

sucuk Ornekleri caligmaya dahil edilmemistir.

3.2.Materyal

3.2.1. Bakteriyolojik Analiz Materyali

3.2.1.1. PCA(Plate Count Agar)

Bilesim

Peptone from casein 5,0 g/l;

Yeast extract 2,5 g/l;

D(+) Glucose 1,0 g/l;

Agar-agar 14,0 g/l

Merck 1,05463 katalog numarali bu besi yeri, hazir olarak

kullanilmistir.
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Hazirlanmasi

Dehidre besiyeri, 22,5 g/l olacak sekilde damitik su i¢inde 1sitilarak
eritilip, otoklavda 121 °C'da 15 dakika sterilize edilmis ve steril Petri
kutularina 12,5'er ml dokiilmiistiir. Hazirlanmis besiyeri berrak, ¢ok acik
sarimsi renktedir ve 25 °C'da pH'st 7,0+0,2'dir. Bu besi yeri TAMB
sayimi i¢in kullanilmigtir (Halkman, 2005).

3.2.1.2. MYP Agar (Mannitol-Egg-yolk-Polymyxine Agar)
Cereus Selective Agar acc. to Mossel

Bilesim

Peptone from casein 10,0 g/1;

Meat extract 1,0 g/1;

D(-) Mannitol 10,0 g/I;

NaCl 10,0 g/

Phenol red 0,025 g/l;

Agar-agar 12,0 g/l

Sterile Egg Yolk Emulsion 50 ml.

Merck 1,05267 katalog numarali bu besi yeri hazir olarak

kullanilmistir.
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Hazirlanmasi

Besiyerinin hazirlanmasi i¢in 450 ml damitik su icinde 21,5 g
dehidre besiyeri 1sitilarak eritilmis ve otoklavda 121 °C'da 15 dakika
sterilize edilmistir.. Su banyosunda 45-50 °C'a sogutulup iizerine 50 ml
steril yumurta saris1 emiilsiyonu ile 1 sise B. cereus selektif katkisi ilave
edildikten sonra kanistirilarak standart Petri kutularina dokiilmiistiir.
Hazirlanmig besiyeri yumurta saris1 nedeni ile bulanik ve hafif portakal
renklidir. 25 °C'da pH's1 7,2+0,2'dir. Bu besi yeri B.cereus analizinde
kullanilmistir (Halkman, 2005).

3.2.1.3. MRS Agar

Lactobacillus Agar acc. to DE MAN, ROGOSA and
SHARPE).

Bilesim

Peptone from casein 10,0 g/l;
Meat extract 10,0 g/l;

Yeast extract 4,0 g/l;

D(+) Glucose 20,0 g/l;
K2HPO4 2,0 g/l;

Tween 80 1,0 g/l;

di-Ammonium hydrogen citrate 2,0 g/I;
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Sodium acetate 5,0 g/l;
MgS0O4 0,2 g/l;
MnSO4 0,04 g/1;
Agar-agar 14,0 g/l

Merck 1,10660 katalog numarali bu besi yeri hazir olarak

kullanilmistir.
Hazirlanmasi

Dehidre besiyeri 68,2 g/l olacak sekilde damitik su iginde 1sitilarak
eritilmis, otoklavda 118 °C'da 15 dakika sterilize edilmistir. Otoklav
sonrasi 45-50 °C'a sogutulup, steril Petri kutularma  dokiilmiistiir.
Hazirlanmis besiyeri berrak ve kahve renkli ve 25 °C'da pH's1 5,7+0,2'dir.
Bu besi yeri laktik asit bakterileri i¢in segicidir (Halkman, 2005).

3.2.1.4. MRS Broth

Lactobacillus Broth acc. to DE MAN, ROGOSA and SHARPE
Bilesim

Peptone from casein 10,0 g/l;

Meat extract 8,0 g/l;

Yeast extract 4,0 g/l;

D(+) Glucose 20,0 g/l;
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K2HPO4 2,0 g/1; Tween 80 1,0 g/l1;
di-Ammonium hydrogen citrate 2,0 g/1;
Sodium acetate 5,0 g/l;
MgS0O4 0,2 g/l;
MnS0O4 0,04 g/1

Merck 1,10661 katalog numarali bu besi yeri hazir olarak

kullanilmistir.
Hazirlanmasi

Dehidre besiyeri 52,2 g/l olacak sekilde damitik su iginde eritilmis,
amaca uygun kaplara dagitilip, otoklavda 118 °C'de 15 dakika sterilize
edilmistir. Hazirlanmus besiyeri berrak ve kahve renkli olup, 25 °C'da
pH'st 5,7+0,2'dir. Bu besi yeri laktik asit bakterileri i¢in secicidir
(Halkman, 2005).

3.2.1.5. Lauryl Sulfate Broth
Bilesim

Tryptose 20,0 g/1;

Lactose 5,0 g/1;

NaCl 5,0 g/l;

Sodium Lauryl Sulfate 0,1 g/1;

K2HPO4 2,75 g/l;
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KH2PO4 2,75 g/l

Merck 1,10266 katalog numarali bu besi yeri hazir olarak

kullanilmistir.
Hazirlanmasi

Dehidre besiyeri, tek kuvvet i¢in 35,6 g/litre; ¢ift kuvvet i¢in 71,0
g/litre olacak sekilde damitik su icinde eritilmis, i¢inde Durham tiipii
bulunan tiiplere 10'ar ml dagitilip otoklavda 121 °C'da 15 dakika sterilize
edilmistir. Sterilizasyon sonrasi 25 °C'da pH 6,8+0,2'dir. Hazirlanmis
besiyeri berrak ve sarimsi renktedir. Koliform sayiminda bu besi yeri

kullanilmistir (Halkman, 2005).
3.2.1.6. Brillant-green 2%-Bile Broth
Brilliant Green Bile (BGB) Broth - BRILA Broth
Bilesim
Peptone 10,0 g/l;
Lactose 10,0 g/l;
Ox Bile 20,0 g/1;
Brilliant Green 0,0133 g/1

Merck 1,05454 katalog numarali bu besi yeri hazir olarak

kullanilmistir.
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Hazirlanmasi

Dehidre besiyeri 40,0 g/l olacak sekilde damitik su i¢inde eritilmis,
icinde Durham tiipii bulunan tiiplere 10'ar ml dagitilip, otoklavda 121
°C'da 15 dakika sterilize edilmistir. Otoklav sonras1 25 °C'da pH'si
7,2+0,2'dir. Hazirlanmis besiyeri berrak ve yesil renktedir. Koliform
sayiminda bu besi yeri Lauryl Sulfate Tryptose Broth’dan sonra
kullanilmistir (Halkman, 2005).

3.2.1.7. Endo Agar

Bilesim

Peptones 10,0 g/1;

K2HPO4 2,5 g/l;

Lactose 10,0 g/1;

Na2S03 (anhydrous) 3,3 g/l;

Pararosanilin (Fuchsin) 0,3 g/l;

Agar-agar 12,5 g/

katalog numarali bu besi yeri hazir olarak kullanilmistir.
Hazirlanmasi

Dehidre besiyeri, 39,0 g/l olacak sekilde olacak sekilde 1sitilarak

damutik su i¢inde eritilmis ve otoklavda 121 °C'da 15 dakika sterilize
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edilmistir.45-50 °C'a sogutulup Petri kutularina 12,5'er ml dokiilmistiir.
Hazirlanmis besiyeri berrak ve soluk pembe renkli olup, 25 °C'da pH's1
7,4+0,2'dir. E.coli  basta olmak fiizere koliform grubu bakterilerin

gelisimi i¢in kullanilmistir (Halkman, 2005).
3.2.1.8. Selenite Cystine Broth
Bilesim
Peptone from casein 5,0 g/l ;
L(-)cystine 0,01 g/l ;
Laktoz 4,0 g/l ;
Phosphate buffer 10,0 g/l ;
sodium hydrogen selenite 4,0 g/I seklindedir.

Merck 1,07709 katalog numarali bu besi yeri hazir olarak

kullanilmastir.
Hazirlanmasi

100 ml distile su iginde 2,3 g dehidre besiyeri 60 °C 'a kadar
isitilarak ¢oziilmiistiir. Bu besiyeri otoklavlanmaz. Besiyeri berrak ve
agik sar1 renklidir, pH 's1 25 °C 'da 7,0+0,2 'dir. Besiyeri bilesimindeki
selenit inkiibasyonun ilk 12 saatine kadar koliform bakterilerin

gelisimini baskilar, daha sonra inhibisyon etkisi giderek azalir. Bu
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ozelligi ile, Salmonella spp. i¢in selektif bir 6n zenginlestirme ortami
olarak kullanilmigtir (Halkman, 2005).

3.2.1.9. TBG-Broth, Modified
Tetrathionate-Brillant-green Bile Enrichment Broth

Bilesim
Peptone 8,6 g/1;
Ox-bile 8,0 g/l;

NaCl 6,4 g/1;

CaC03 20,0 g/l;

Potassium tetrathionate 20,0 g/I;
Brilliant green 0,07 g/1

Merck 1,05178  katalog numarali bu besi yeri hazir olarak

kullanilmustir.
Hazirlanmasi

Dehidre besiyeri 63,0 g/l olacak sekilde damitik su i¢inde eritilmis,
otoklavlanmadan sitilmistir. Hazirlanmis besiyeri bulanik, beyaz
sedimentli yesil renktedir ve 25 °C'da pH's1 7,0+0,2'dir. Salmonella spp.

icin On zenginlestirme ortami olarak kullanilmistir (Halkman, 2005).
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3.2.1.10. BPLS Agar

Brilliant-green Phenol-red Lactose Sucrose Agar
Bilesim

Peptone from meat (peptic) 5,0 g/L;

Peptone from casein 5,0 g/L;
Yeast extract 3,0 g/L;

NaCl 5,0 g/L;

Lactose 10,0 g/L;

Sucrose 10,0 g/L;

Phenol red 0,08 g/L;

Brilliant green 0,0125 g/L;

Agar-agar 13,0 g/L

Merck 1.07232 katalog numarali bu besi yeri hazir olarak

kullanilmustir.
Hazirlanmasi

Dehidre besiyeri, 51,0 g/L. olacak sekilde isitilarak damitik su
icinde eritilmis ve otoklavda 121 °C'da 15 dakika sterilize edilmistir.
Otoklav sonrasinda 45-50 °C'a sogutulup steril Petri kutularmna 12,5'er
mL dokiilmiistiir. Hazirlanmig besiyeri berrak, kirmizi-kahve renktedir ve

25 °C'da pH's1 6,9+0,2'dir. Salmonella spp. analizi i¢in kullanilmistir.
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3.2.1.11. Bismuth Sulfite Agar
Bilesim

Meat extract 5,0 g/l;

Peptone from meat 10,0 g/I;
D(+) Glucose 5,0 g/l;

Na2HPO4 4,0 g/1; 1

Iron(III) sulfate 0,3 g/1;

Brilliant green 0,025 g/1;
Bismuth sulfite indicator 8,0 g/l;
Agar-agar 15,0 g/l

Merck 1,05418 katalog numarali bu besi yeri hazir olarak

kullanilmustir.
Hazirlanmasi

Dehidre besiyeri 47,5 g/l olacak sekilde damitik su iginde tiimiiyle
¢oziiliinceye kadar kaynar su banyosunda karigtirilarak eritilmis ve steril
Petri kutularima 25'er ml olacak sekilde kalin bir tabaka halinde
dokiilmiistiir. Bu besiyeri otoklavlanmadan kullanilmistir. Hazirlanmis
besiyeri bulanik ve yesil renklidir. pH's1 25 °C'da 7,6+0,2'dir. Salmonella

spp. analizinde kullanilmistir.



73

3.2.1.12. Triple Sugar Iron Agar
Bilesim

Peptone from Casein 15,0 g/l;
Peptone from meat 5,0 g/l;

Meat extract 3,0 g/l;

Yeast extract 3,0 g/l;

NaCl 5,0 g/l;

Lactose 10,0 g/1;

Sucrose 10,0 g/1;

D(+) glucose 1,0 g/l;

Ammonium iron(III) citrate 0,5 g/l;
Sodium thiosulfate 0,5 g/l;

Phenol red 0,024 g/l;

Agar-agar 12,0 g/

Merck 1,08483 katalog numarali bu besi yeri hazir olarak

kullanilmustir.
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Hazirlanmasi

Dehidre besiyeri, 65,0 g/l olacak sekilde damitik su i¢inde 1sitilarak
tam olarak eritilmistir Besiyeri heniiz sivi halde iken, tiiplere 7'ser ml
olarak dagitilip, tiipler 121 °C'da 15 dakika sterilize edilmistir. Otoklav
cikisinda besiyeri heniiz sivi iken tlipler 1-1,5 cm yiiksekliginde bir
cubuga yatirilarak (tiipiin dibinde 2-2,5 cm yiiksekliginde bir besiyeri
kalinligi  olacak sekilde) besiyerinin katilasmasi  beklenmistir.
Hazirlanmis besiyeri berrak kirmizi renklidir ve 25 °C'da pH'si
7,4+0,2'dir. Salmonella spp. ve E.coli’nin Glikoz, Laktoz kullanimi ve

H,S {iretmesinin gozlemlenebilmesi i¢in kullanilmistir (Halkman, 2005).
3.2.1.13. Urea Broth
Bilesim
Yeast extract 0,1 g/l;
KH,PO,4 9,1 g/l;
Na,HPO4 9,5 g/1;
Urea 20,0 g/1;
Phenol red 0,01 g/l

Merck 1,03915 katalog numarali bu besi yeri hazir olarak

kullanilmastir.
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Hazirlanmasi

Dehidre besiyeri, 38,5 g/l olacak sekilde gerekirse hafifce 1sitilarak
eritilmigtir. Tiiplere 3'er ml dagitilip en fazla 60 °C'a kadar isitilarak
sterilize edilmistir. Hazirlannmis besiyeri berrak, portakal renkli ve 25
°C'da pH'st 6,8+0,2'dir. Ureaz enzimi aktivitesinin belirlenmesi igin
kullanilmaktadir (Halkman, 2005).

3.2.1.14. Phenol Red Broth Base Bilesim

Peptone from casein 5,0 g/l;
Peptone from meat 5,0 g/l;
NaCl 5,0 g/l;

Phenol red 0,018 g/1
Agar-Agar 0.5ml/gr
Mannitol 2 gr.

Merck 1,10987 katalog numarali bu besi yeri hazir olarak

kullanilmistir.

Hazirlanmasi

Dehidre besiyeri 1,5 g/80 ml olacak sekilde damitik su iginde
eritilmis, tiiplere 4'er ml dagitilip otoklavda 121 °C'da 15 dakika sterilize
edilmistir. Mannitol, filtre ile sterilize edilir ve tiiplerdeki besiyeri
tizerine 1 ml eklenmistir. Hazirlanmis besiyeri berrak ve Phenol red
indikatoriine bagh olarak kirmizi renktedir, 25 °C'da pH's1 7,4+0,2'dir. Bu
besi yeri Mannitol kullanimi ve Hareket 6zelliginin belirienmesi igin

uygundur (Halkman, 2005).
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3.2.1.15. Tryptone (indol) Besiyeri
Bilesim

Peptone from casein 10,0 g/L;

NaCl 5 g/L

Kovacs Indole Reagent

Merck 1,09293 katalog numarali bu besi yeri hazir olarak
kullanilmigtir. Kovacs Indole Reagent yukarida formiilii belirtilen besi
yerine ekim yapilip, 37 °C’de inkiibasyondan sonra ortama damlatilmus,

menekse rengin olusumu gézlemlenmistir.
Hazirlanmasi

Dehidre besiyeri, 15,0 g/L olacak sekilde damitik su iginde
coziilerek, tiiplere dagitilip otoklavda 121 °C'da 15 dakika sterilize
edilmigtir. Hazirlanmig besiyeri berrak ve sarimsidir, 25 °C'da pH'si
7,3+0,2'dir. Bu besi yeri 6zellikle Enterobacteriaceae familyasinin indol

reaksiyonunun belirlenebilmesi i¢in kullanilmustir.
3.2.1.16. Lysine Iron Agar
Bilesim
Peptone from meat 5,0 g/L;

Yeast extract 3,0 g/L;
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D(+) Glucose 1,0 g/L;

L-Lysine monohydrochloride 10,0 g/L;
Sodium thiosulfate 0,04 g/L;
Ammonium iron(III) citrate 0,5 g/L;
Bromocresol purple 0,02 g/L;
Agar-agar 12,5 g/L;

Merck 1,11640 katalog numarali bu besi yeri hazir olarak

kullanilmustir.
Hazirlanmasi

Dehidre besiyeri, 32,0 g/L olacak sekilde damitik su iginde kaynar
su banyosunda 5-10 dakika tutularak ve siirekli karistirilarak iyice
eritilmistir.. Besiyeri heniiz s1v1 halde iken , tiiplere dagitilmis ve tiipler
121 °C'da 15 dakika sterilize edilmistir. Otoklav ¢ikisinda besiyeri heniiz
stvi iken tiipler 1-1,5 cm yiiksekliginde bir cubuga yatirilarak bekletilmis,
besiyeri katilastiktan sonra kullanilmistir. Hazirlanmis besiyeri berrak ve
menekse renkli olup, 25 °C'da pH's1 6,7+0,2'dir. Bu besi yeri ozellikle
Salmonella spp. ‘nin tespitinde biyokimyasal test olarak, lisin

dekarboksilasyonunu belirlemek i¢in kullanilmistir.
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3.2.1.17. Fraser Listeria Selective Enrichment Broth Base
Bilesimi

Proteose peptone 5,0 g/l ;

Peptone from casein 5,0 g/l ;

Yeast extract 5,0 g/l ;

Meat extract 5,0 g/l ;

NaCl 20,0 g/1;

Na2HPO4 12,0 g/1;

KH2PO4 1,35 g/l ;
Esculin 1,0 g/1;

lithium chloride 3,0 g/l seklindedir.

Merck 1,10398 katalog numarali bu besi yeri hazir olarak

kullanilmistir.
Hazirlanmasi

Dehidre besiyeri distile su i¢inde 57,4 g/l olacak sekilde ve
gerekirse 1sitilarak ¢oziilmiis ve otoklavda 121 °C 'da 15 dakika sterilize
edilmistir. Hazirlanmis besiyeri sarimsi kahverenginde, hemen hemen
berrak ve 25 °C 'da pH 's1 7,2+0,2 'dir. Fraser Broth besiyeri inhibitorsiiz,
yarim kuvvette (1/2) inhibitor ilave edilmis ve tam kuvvette inhibitor
ilave edilmis olmak {izere ii¢ sekilde Listeria spp. i¢in 6n zenginlestirme

amactyla kullanilmistir (Halkman, 2005).
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3.2.1.18. Oxford Listeria Selective Agar Bilesim

Peptone 23,0 g/l;
Starch 1,0 g/l;
NaCl 5,0 g/l;

Agar-agar 13,0 g/l

Esculin 1,0 g/l;

Ammonium iron(III) citrate 0,5 g/1;

Lithium chloride 15,0 g/1.
Selektif Oxford antibiyotik katkis1 1 ml.

Merck 1,07004 katalog numarali bu besi yeri hazir olarak

kullanilmastir.
Hazirlanmasi

Dehidre besiyeri, 29,25 g/500 ml olacak sekilde 1sitilarak damitik
su i¢inde eritilmis ve i¢inde manyetik tas ile birlikte otoklavda 121 oC'da
15 dakika sterilize edilir. Otoklav ¢ikisi 45 °C'a sogutulup tizerine 1 ml
steril damitik su iginde ¢ozilmis, 1 sise selektif katki (Oxford Listeria
Selective Supplement; Merck 1,07006) ilave edilmistir. Manyetik
kanistiric1 ile selektif katki homojen bir sekilde dagitilip steril Petri
kutularina 12,5'er ml dokiilmiistiir. Hazirlanmis besiyeri berrak ve
mavimsi kahve renklidir, 25 °C'da pH'st 7,0+0,2'dir. Listeria
monocytogenes analizi i¢in selektif bir besi yeri olarak kullanilmigtir
(Halkman, 2005).
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3.2.1.19. PALCAM Agar
Bilesim

Peptone 23,0 g/L;

Yeast extract 3,0 g/L;

Starch 1,0 g/L;

NaCl 5,0 g/L;

Agar-agar 13,0 g/L

D(-) Mannitol 10,0 g/L;
Ammonium iron(III) citrate 0,5 g/L;
Esculin 0,8 g/L;

Glucose 0,5 g/L;

Lithium chloride 15,0 g/L;

Phenol red 0,08 g/L

Merck 1,11755 katalog numaral

kullanilmastir.

Hazirlanmasi

bu besi yeri hazir olarak

Dehidre besiyeri, 35,9 g/500 mL olacak sekilde 1sitilarak damitik

su ic¢inde eritilmis ve otoklavda 121 °C'da 15 dakika sterilize edilmistir.
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Otoklav ¢ikist 45 °C'a sogutulup tizerine 1 mL steril damitik su i¢inde
¢oziillmiis 1 sise selektif katki (PALCAM Listeria Selective Supplement;
Merck 1,12122) ilave edilmistir. Steril Petri kutularma 12,5'er mL
dokiilmistiir. Hazirlanmig besiyeri berrak ve kirmizi renklidir, 25 °C'da

pH's1 7,2+0,2'dir. L. monocytogenes analizi i¢in kullanilmigtir.
3.2.1.20. Blood Agar Base
Kanh Agar
Bilesim

Nutrient substrate (heart extract and peptones; kalp ekstrakti ve

peptonlar) 20,0 g/1;
NaCl 5,0 g/l;
Agar-agar 15,0 g/l
Defibrine Koyun Kan1 (% 5)
Merck 1,1088 katalog numarali1 besi yeri hazir olarak kullanilmistir.
Hazirlanmasi

Dehidre besiyeri 40,0 g/l konsantrasyonda olacak sekilde 1sitilarak
damitik su icinde eritilmis ve otoklavda 121 °C'da 15 dakika sterilize
edilmigtir. Otoklav ¢ikisinda 45-50 °C'a sogutulmus, %5 oraninda
defibrine koyun kani ilave edilerek, Petri kutularina dokiilmiistiir. Bazal

besiyeri berrak, sarims1 kahverengindedir ve 25 oC'da pH’s1 6,8+0,2'dir.
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Esculin ilavesi ile oOzellikle Laktik asit bakterilerinin eskiilin
kullanabilme 6zelligini ve CAMP testi i¢in belirlemek amaciyla, bunun
disinda mikroorganizmalar icin genel bir besi yeri olarak ve hemoliz

ozelligini gozlemleyebilmek i¢in kullanilmistir (Halkman, 2005).
3.2.1.21. Rose Bengal Chloramphenicol Agar
Bilesim

Mycological peptone 5,0 g/l;
Glucose 10,0 g/l;

KH2PO4 1,0 g/l;

MgS0O4 0,5 g/l;

Rose bengal 0,05 g/1;
Chloramphenicol 0,1 g/l;
Agar-agar 15,5 g/l

Merck 1,00467 katalog numarali besi yeri hazir olarak

kullanilmistir.
Hazirlanmasi

Dehidre besiyeri, 32,2 g/l olacak sekilde damitik su i¢inde 1sitilarak
eritilmistir Otoklavda 121 °C'da 15 dakika sterilize edilerek steril Petri
kutularma dokiilmiistiir. Hazirlannmis besiyeri pembe-kirmizi renktedir ve
25 °C'da pH's1 7,2+0,2'dir. Hazirlanmis besiyerinin pH'st 7,0+0,2'dir.
Maya-kiif sayimi i¢in kullanilmistir (Halkman,2005).
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3.2.1.22. Staphylococcus Selective Agar acc. to BAIRD-
PARKER

Bilesim

Peptone from casein 10,0 g/l;

Meat extract 5,0 g/l;

Yeast extract 1,0 g/l;

Sodium pyruvate 10,0 g/1;

Glycine 12,0 g/l;

Lithium chloride 5,0 g/l;

Agar-agar 15,0 g/l.

Egg-yolk-tellurite emulsion 50 ml (Merck-103785).

Merck 1,05406 katalog numarali bu besi yeri hazir olarak

kullanilmastir.
Hazirlanmasi

58,0 g dehidre besiyeri 950 ml damitik su iginde 1-2 dakika
kaynatilarak tiimiiyle ¢6ziindiiriilmiis ve otoklavda 121 oC'da 15 dakika
sterilize edilmigtir. Bazal besiyeri 45 °C'a sogutularak, yavasca
karigtirilirken iizerine dnceden oda sicakligina getirilmis 50 ml yumurta

sarisi-tellurit emiilsiyonu ilave edilip, standart steril Petri kutularina
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dokiilmiistiir. Hazirlanmis besiyeri opalesent (menevis, yanardoner)
sarimsi-kahve renkte olup 25 °C'da pH's1 6,8+0,2'dir. Staphylococcus

aureus sayimi amactyla kullanilmistir (Halkman,2005).
3.2.1.23. H,0; Solusyonu (%3).

H,0, (%35) 8,5 ml. (Riedel De Haen, 18312)

Distile su 91,5 ml

Karigtirllarak mikrorganizmalarin, 6zellikle S.aureus ve laktik asit
bakterilerinin, katalaz aktivitesinin belirlenmesi amaciyla kullanilmistir.
H;0, ile muamele sonucunda gaz kabarciklarinin olugmasi pozitif

reaksiyonu gosterir.
3.2.1.24. TSC Agar (Tryptose Sulfite Cyclocerine Agar) Base

Bilesim

Tryptose 15,0 g/L;

Peptone from soymeal 5,0 g/L;

Yeast extract 5,0 g/L;

Sodium disulfite 1,0 g/L;
Ammonium iron(III) citrate 1,0 g/L;
Agar-agar 15,0 g/L

Merck 1.11972 katalog numarali bu besi yeri hazir olarak

kullanilmistir.
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Hazirlanmasi

Dehidre besiyeri, 42,0 g/L. olacak sekilde isitilarak damitik su
icinde eritilmis ve otoklavda 121 oC'da 15 dakika sterilize edilmistir. 45-
50 oC'a sogutulduktan sonra filtre ile sterilize edilmis, %5
konsantrasyondaki D-Cycloserine ¢ozeltisinden 10 mL/L olacak sekilde
ilave edielerek steril Petri kutularma 12,5'er mL dokiilmistir.

C.perfringens analizi i¢in kullanilmistir.

3.2.1.25. Nitrat Testi icin Broth

Pepton 2,0 g (Merck 1,07214).
NaCl 0.5 gr (Merck 1,06404).
KNO; 1,0 gr (Merck 1,08342).
Distile su 1000 ml.

Yukarida belirtilen igerik distile su igerisinde ¢oziilerek, tiiplere
dagitilmis, 121 °C’da 15 dakika sterilize edilmistir. Nitrat indirgeme

0zelliginin belirlenmesi i¢in kullanilmistir.
3.2.1.26. Nutrient Agar
Bilesim

Peptone from meat 5,0 g/L;

Meat extract 3,0 g/L;

Agar-agar 12,0 g/L
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Merck 1,05443 katalog numarali bu besi yeri hazir olarak

kullanilmsitr
Hazirlanmasi

Dehidre besiyeri 20,0 g/L olacak sekilde damutik su i¢inde 1sitilarak
eritilip, otoklavda 121 °C'da 15 dakika sterilize edilmis ve 45-50 °C'a
sogutulup steril Petri kutularina 12,5'er mL dokiilmiistiir. Hazirlanmis
besiyeri berrak ve sarimsi kahve renkte olup, 25 °C'da pH's1 7,040,2'dir.
Genel bir besi yeri olarak, 6zellikle Kirby-Bauer Disk Diflizyon Testi

i¢in kullanilmustir.
3.2.1.27. Tamponlanmis Peptonlu Su Bilesimi
Peptone 10,0 g/l;
NaCl 5,0 g/l;
Na,HPO4;2H,0 9,0 g/l;
K,HPO, 1,5 g/l seklindedir.

Merck 1,07228 katalog numarali bu ¢o6zelti hazir olarak

kullanilmustir.
Hazirlanmasi

Dehidre besiyeri 25,5 g/l olacak sekilde su i¢inde gerekirse hafifce
sitilarak eritilerek, 500 ml erlenlere 225'er ml olacak sekilde ya da diger

hacimlerde uygun cam malzemeye dagitilmis ve otoklavda 121 °C'da 15
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dakika sterilize edilmistir. Hazirlanmig besiyeri berrak ve sar1 renklidir.
Otoklav sonrast 25 °C'da pH 7,0+02'dir. Salmonella spp. igin selektif

olmayan 0n zenginlestirme i¢in kullanilmigtir.
3.2.1.28. Maximum Recovery Diluent

Bilesim
Peptone 1,0 g/L;
NaCl 8,5 g/L

Merck 1,12535 katalog numarali bu ¢ozelti hazir olarak

kullanilmustir.
Hazirlanmasi

Damitik su i¢inde 9,5 g/L olacak sekilde hazirlanmistir. Amaca
uygun kaplara (tiip, erlen, vb.) dagitilip, otoklavda 121 °C'da 15 dakika
sterilize edilmistir. Sterilizasyon sonrast 25 °C'da pH's1 7,0+0,2'dir.
Kullanima hazir haldeki ¢ozelti berrak ve renksizdir. Gida orneklerinin

homojenizasyonu ve seyreltmelerin hazirlanmasinda kullanilmigtir.
3.2.1.29. Gram’in Jansiyan Viyole Solusyonu:
Bilesim

Jansiyan Viyole 10 gr
Fenol 8 ml
Alkol 100 ml

Distile su 1000 ml
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Hazirlanmasi

Yukarida formiilii belirtilen BioChemica 94448 katalog numarali
ana mahlul solusyonundan 100 ml. alinarak, 25 ml. fenol ve 875 ml.

distile su ile karistirilmis ve kullanima hazir hale getirilmistir.
3.2.1.30. Gram’in Lugol Soliisyonu
Bilesim

Iyot 4 gr.
Potassium iodure 8 gr.

Distile su 1200 ml.

Hazirlanmasi

Yukarida formiilii belirtilen BioChemica 90107 katalog numarali
lugoliin ana mabhliil soliisyonudan 100 ml. alinarak, 900 ml. distile su ile

karistirilmis ve kullanima hazir hale getirilmistir.

3.2.1.31. Gram’in Fuchsin Solusyonu:

Bilesimi

Fuchsin 20 gr.
Etanol 100 ml.
Fenol 8 ml

Distile su 1000 ml
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Yukarida formiilii belirtilen BioChemica 87794 katalog numarali
fuchsin ana mahliilden 100 ml. almarak 900 ml. distile su ile

karistirilarak kullanima hazir hale getirilmistir.
3.2.1.32. Karbonhidrat Testleri icin Cozelti

Hazirlanan seker soliisyonlartyla, bu besiyerinde bakterinin hangi
karbonhidratlar1 kullandig1 gozlenmistir. 5 ml besiyerine bakteri inokule
edildikten sonra, 4-5 damla istenilen seker soliisyonundan damlatilarak

37 °C’de 24 saat inkiibasyona birakilmis ve pozitif reaksiyon

gbzlenmistir.
Peptone 20.0 g (Merck 1,07214).
NacCl 5,0 g (Merck 1,06404).
Distile su 1000 ml
Brome cresol purple (% 0.6) 2,5 ml (Sigma B5880)

pH 7,6’ ya ayarlanir.

Kullanilacak karbonhidratin distile su igerisindeki solusyonlari
asagidaki tabloda belirtilen ¢oziintlirliik ylizde oranlarina gore

hazirlanmistir.
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Cizelge 3.1. Biyokimyasal testlerde kullanilacak karbonhidratlarin distile suda ¢oziinme

oranlar1 (Yukaridan asagiya; soldan saga dogru: Merck 1,08342, Merck
1,04736, Merck 1,07651, Merck 1,01492, Merck 1,08689, Merck
1,07549, Merck.01252, Merck, 1,07657, Merck 1,07758 )

Coziiniirliik Karbonhidratlar

Orani(%)

%30 Glycose, Rhamnose, Sucrose, Arabinose, Xylose,
Raffinose

%25 Lactose

%20 Mannitol

%10 Sorbitol

3.2.1.33. Oksidaz Testi

Kullanima hazir test stripleri (Merck 1,13300.) olarak alinmistir.

Enterobacteriaceae igin ayiricidir

3.2.1.34. Proteinaz K

4 mg. Proteinaz K (Sigma P82518)

10 ml. TE tamponu igerisinde ¢oziilerek hazirlanmstir.

3.2.1.35. 1 N Hidroklorik Asit Cozeltisi (HCI)

81 ml derisik HCI (Merck 1,00317) asitten alinarak 1 litre saf su

ile tamamlanmistir.




3.2.1.36. PCR analiz materyali

3.2.1.36.1. Primerler
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Cizelge 3.2. Kullanilan primerler, dizilimleri, ve olusturduklar1 amplikonlarin

boyutlarini gosteren gizelge

Enterocin AS-48

CATATTGTTAAATTACCAAGCAA

Amplikon
Primer Dizilim (5°-3”) Referans
boyutu
Nisin IAAGAATCTCTCATGAGT Rodriguez et
898 bp.
Nisin CCATGTCTGAACTAACA P al., 2000
Enterocin AS-48 GAGGAGTITCATGITTAAAGA 318 Rodriguez et
p.

al., 2000

Pediocin-AcH/PA-1

IAAAATATCTAACTAATACTTG

Pediocin- AcH/PA-1

TAAAAAGATATTTGACCAAAA

711 bp.

Rodriguez et

al., 1997

Kullanilan primer dizilim spesifitesi, GenBank ve PrimerBlast veri

tabanlar1 yardimiyla kontrol edilmistir.Lactococcus lactis subsp.lactis
nisA gen dizilimi i¢in Genbank numarasi: AM410671, Enterocin AS- 48

sentezleyen gen dizilimi i¢in Genbank numarasi: Y12234, Pediocin

AcH/PA-1sentezleyen ped A geni i¢in Genbank numarast M83929 olarak

belirlenmistir.

Metabion International AG firmasindan alian liyofilize primerler,

100 pl TE tamponu ile diliie edilerek nazikge karistirilmis, bu stoklar -20

derecede saklanmistir. Bu primer stoklarindan steril nukleaz igermeyen

su ile ¢alisma dillisyonlar1 hazirlanmstir.
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3.2.1.36.2. Standart ve Referans Bakteri Suslari

Bakteriyosinlerin inhibisyon etkisinin belirlenmesinde kullanilan
Escherichia coli (BVKAE-BAK-BOV-07), Enterococcus faecalis
(BVKAE-BAK-MAST-65), Micrococcus luteus ( BVKAE-BAK-MAST-
44), Listeria monocytogenes (BVKAE-BAK-OV-3), Staphylococcus
aureus (BVKAE-BAK-MAST-11) strainleri ile sadece CAMP testinde
kullanilan Rhodococcus equi (BVKAE-BAK-RESP-1) daha 6nce
Bornova Veteriner Kontrol ve Arastirma Enstitlisi’'nde yiiritiilen
aragtirmalarda elde edilmis ve biyokimyasal testler yapilarak
dogrulanmiglardir. Saf kiiltiirler, yatik olarak hazirlanmis Nutrient Agar’a
aseptik kosullarda ekilmis, 24 saat inkiibasyondan sonra +4°C’de

saklanmistir.

Bakteriyosin fireticisi referans sus olarak, Lactococcus lactis
subsp.lactis ATCC 11454, Pediococcus acidilactici ATCC 8042,
Enterococcus faecalis ATCC 27270, kullanilmig; bu suslar MRS Broth
icerisinde 24 saat inkiibasyondan sonra +4°C’de saklanmuglar ve
gerektikce tazelenerek kullanimiglardir. Bu suslarin antimikrobiyal ve
bakteriyosin aktiviteleri Kirby Bauer Disk Difiizyon Teknigi ile test
edilmis ve yeterli genel antimikrobiyal aktivite ve bakteriyosin aktivitesi

gosterdikleri belirlenmistir.(Rodriguez et al., 2000)
3.2.1.37. Kimyasallar
3.2.1.37.1. Master Mix (2x)-

50units/ml Taq DNA polymerase
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Reaction buffer Ph :8,5

400uM each: dATP, dGTP, dCTP, dTTP
1,5 Mm MgCl2

Nuclease Free Water

PCR reaksiyonu i¢in 6nceden hazirlanmis ticari master mix kiti
Qiagen 201443 marka ve katalog numarasiyla, tedarik edilmis ve hazir
olarak, primerler ve DNA template’in eklenmesi ile kullanilmistir

(Rodriguez et al., 2000)
3.2.1.37.2. Agaroz Jel % 1’lik .
Bilesim
Agaroz 2 g (Sigma-A 2114).
TBE 1x 200 ml (Applichem A3945).
Ethidium Bromide 20 pl (Sigma E1385).
Hazirlanmasi

Agaroz tartilmis, erlene konulmustur. Uzerine TBE eklenmis,
calkalanarak mikrodalga firina yerlestirilmistir. Ornek kaynamaya
baslayincaya kadar calistirilmis, araliklarla cikarilip c¢alkalanmstir.
Tamamu eriyene kadar 1sitilmistir. Ethidium bromide eklenerek, ¢ozeltiye
karistirilmistir.  Tray icerisinde dokiilerek katilasmast beklenmistir

(Rodriguez et al., 2000)
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3.2.1.37.3. TBE Tamponu Stok Solusyonu (10x pH:8,0)
Bilesim

121,10 gr. Tris Base

61,83 gr Borik Asit

5,84 gr. EDTA (susuz).

Hazirlanmasi

Yukarida formiilii verilen hazir stok solusyon, 1000 ml. distile su
ile sulandirilmigtir. Applichem A3945 katalog numarasiyla hazir olarak

alimmustir.
3.2.1.37.4. TE Tamponu

10 mM Tris HC1 315,12 mg (Sigma-T6066).
ImM EDTA (58,4 mg EDTA- Sigma E6758)

200 ml. distile su igerisinde ¢oziilen Tris HCI igerisine EDTA

sonradan eklenmistir. NaOH ile pH:8,0’e ayarlanmistir.
3.2.1.37.5. Ornek Yiikleme Boyas1 10X, 100mL
Bromphenol Mavisi 250 mg (Sigma B0126).
Tris pH 7,6 150 mM (33 mL- Sigma-T6066).
Gliserol 60 M1 (Fluka 49767).

Distile su 7 mL
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Yukaridaki stok solusyon steril distile su ile sulandirilarak

kullanilmistir.
3.3.Yontem
3.3.1. Bakteriyolojik Analizler

3.3.1.1. Kat1 Besiyerinde Toplam Mezofil Aerobik Bakteri

Sayimi

1. 25 g. sucuk, sosis, salam veya kiyma Ornegi 225 ml. maximum
recovery diluent i¢erisinde IUL Instruments markali, Masticator

Basic model homojenizator ile homojenize edilmistir.

2. Homojenize edilmis ornekten 1 ml. alinarak, 9 ml. maximum

recovery diluent igeren tiip serisinin ilkine aktarilmistir.

3. Daha sonra her bir tiipten digerine 1’er ml. aktarilarak 10°°a

kadar seyreltme iglemi yapilmistir.

4. Seyreltme isleminin gerceklestigi tiiplerden, 107 den-10""e
kadar ,lizerine seyreltme orani yazilmig olan bos petrilere 1’er

ml.6rnek aktarilmistir.

5. Daha sonra bu petrilerin lizerine 45-50 °C’de tutulan steril Plate
Count Agar (Merck 1,05463) en az 2 mm. kalinlik olusturacak
sekilde dokiilmiis, 8 hareketi ile homojenize olmasi saglanmis

ve sogumaya birakilmistir.



6. Katilagan besiyeri, 37 °C de Memmert markali Tv506 model
etlivde 24-48 saat inkiibe edilmis, olusan koloniler sayilmustir.

(Karaboz, 2002)

3.3.1.2. Koliform Grup Bakterilerin Analizi ve Escherichia coli

Saptanmasi

1. 25 g sucuk, sosis, salam veya kiyma 6rnegi 225 ml. Maximum
recovery diluent igerisinde IUL Instruments markali, Masticator

Basic model homojenizator ile homojenize edilmistir.

2. Homojenize edilmis ornekten 1 ml. alinarak, 9 ml. maximum

recovery diluent iceren tiip serisinin ilkine aktarilmistir.

3. Daha sonra her bir tiipten digerine 1’er ml. aktarilarak 10™*e

kadar seyreltme igslemi yapilmistir.

4. Daha sonra 10 ml. tek kuvvette hazirlanmis Lauryl Sulfate
Tryptose Broth (Merck 1,10266) ve gaz olgiimii icin Durham
tiipii igeren tiiplere 10%107,10™ seyrelme oranlarindan 1’er ml.,

her bir seyreltmeden 3 tiip olacak sekilde ekilmistir.

5. 37C’de 24 saat Memmert markali Tv506 model etiivde
inkiibasyondan sonra gaz olusumu gorilen LST pozitif
tiplerden 1’er ml. 9 ml. Brilliant Green Bile Broth (Merck
1,05454) ve Durham tiipii i¢eren tiiplere aktarilmis ve 37 °C *de

48 saat inkiibe edilmistir.
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6. Gaz olusan tiipler pozitif olarak degerlendirilerek, EMS (En
Muhtemel Say1) tablosundan sonuglar okunmustur. (Halkman,

2005). Ek Cizelge 4’de 6rnek EMS ¢izelgesi verilmistir.

7. Escherichia coli izolasyon ve identifikasyonu i¢in Brilliant
Green Bile Broth’da pozitif goriilen tiiplerden bir 6ze dolusu

kiiltiir Endo Agar’a cizilerek ekim yapilmistir.

8. 37 C’de 24 saat Memmert markali Tv506 model etiivde
inkiibasyon sonucu metalik yesil renkli rofle veren, Gram (-),
Oksidaz (-), koloniler Triple Sugar Iron Agar , Ure Besi Yeri ,
Mannitollii Phenol Red Besi yeri ve Indol Besi yerine ekilmis,

37 °C’de 24-48 saat sonra degerlendirilmistir.
3.3.1.3. Maya-Kiif Sayimi

1. 25 g. sucuk, sosis, salam veya kiyma 6rnegi 225 ml. Maximum
recovery diluent icerisinde IUL Instruments markali, Masticator

Basic model homojenizator ile homojenize edilmistir.

1. Homojenize edilmis 6rnekten 1 ml alinarak, 9 ml maximum

recovery diluent igeren tiip serisinin ilkine aktarilmigtir.

2. Daha sonra her bir tiipten digerine 1’er ml. aktarilarak 10’ya

kadar seyreltme islemi yapilmugtir.

3. Seyreltme isleminin gerceklestigi tliplerden, Onceden petrilere
dokiilerek hazirlanmis Egg Yolk Tellurite ilaveli Baird Parker
Agar‘a (Merck 1,05406) ekim yapilmaistir.
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4. Heraeus marka B6066 kodlu etiivde 30 °C’de 4-5 giin inkiibe

edildikten sonra olusan koloniler sayilmistir (Karaboz, 2002).
3.3.1.4. Staphylococcus aureus sayimi

1. 25 g sucuk, sosis, salam veya kiyma 6rnegi 225 ml. maximum
recovery diluent igerisinde IUL Instruments markali, Masticator

Basic model homojenizator ile homojenize edilmistir.

2. Homojenize edilmis Ornekten 1 ml. alinarak, 9 ml. maximum

recovery diluent igeren tiip serisinin ilkine aktarilmigtir.

3. Daha sonra her bir tiipten digerine 1’er ml. aktarilarak 10°°a

kadar seyreltme islemi yapilmstir.

4. Her bir seyreltmeden, onceden petrilere dokiilerek hazirlanmig

Baird Parker Agar‘a (Merck 1,05406) ekim yapilmistir.

5. 37 °C’de Memmert markali Tv506 model etiivde 24 saat inkiibe
edildikten sonra etrafi saydam zonlu, 1-1,5 mm ¢apl siyah,

parlak koloniler S.aureus olarak sayilmistir.(Karaboz, 2002)

6. Ayrica, Gram (+), Katalaz (+), liziim salkim1 seklinde koloniler

S.aureus olarak degerlendirilmistir.
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3.3.1.5. Bacillus cereus Sayimi

1. 25 gr. sucuk, sosis, salam veya kiyma 6rnegi 225 ml. maximum
recovery diluent icerisinde IUL Instruments markali, Masticator

Basic model homojenizator ile homojenize edilmistir.

2. Homojenize edilmis ornekten 1 ml. alinarak, 9 ml. maximum

recovery diluent igeren tiip serisinin ilkine aktarilmstir.

3. Daha sonra her bir tiipten digerine 1’er ml. aktarilarak 10°°a

kadar seyreltme iglemi yapilmistir.

4. Her bir seyreltmeden, 6nceden petrilere dokiilerek hazirlanmis
Mannitol Egg Yolk Polymyxine Agar‘a (Merck 1,05267) yayma

ekim yapilmigtir.

5. 37 °C’de Memmert markali Tv506 model etiivde 24-48 saat
inkiibe edildikten sonra etrafi saydam zonlu, pembe menekse
merkezli, yaygin  koloniler  Bacillus  cereus olarak
sayilmistir.(Karaboz, 2002)

6. Daha ileri identifikasyon i¢in Mannitol, Glikoz, Nitrat
Indirgenmesi testleri yapilmistir.(Halkman, 2005)

3.3.1.6. Clostridium perfringens sayimi

1. 25 gr. sucuk, sosis, salam veya kiyma 6rnegi 225 ml. Maximum

Recovery Diluent igerisinde IUL Instruments markali,
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Masticator Basic model homojenizatér ile homojenize

edilmistir.

. Homojenize edilmis ilk 6rnekten 1 ml. alinarak, 9 ml. Maximum

Recovery Diluent igeren tiip serisinin ilkine aktarilmistir.

. Daha sonra her bir tiipten digerine 1’er ml.aktarilarak 10’ya

kadar seyreltme islemi gerceklestirilmistir.

. Her bir seyreltmeden, iizerine seyreltme orani yazilmis, 1’er ml.

steril petrilere aktarilmistir.

. Daha sonra, bu petrilere 45-50 °C’de tutulan, yumurta sarisi

icermeyen Tryptose Sulfite Cycyloserine Agar dokiilmiis, 8
hareketi ile besi yerinin, Ornekle karigsmasi saglanmis ve

soguyarak katilasmaya birakilmistir.

. Bu petriler Anaerobik Jar igerisinde 37 °C ’de anaerobiosis

saglayict sistem yardimi ile Heraeus- CO,- Auto-Zero markali

%7 oraninda CO; igeren etlivde inkiibasyona birakilmistir.

. 20 saat sonunda olusan koyu renkli, siyah koloniler sayilmistir

(Karaboz, 2002).

. Konfirmasyon i¢in Nitrat kullanimi, hareket ve laktoz pozitiflik

dikkate alinmistir.
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3.3.1.7. Salmonella spp. Analizi

1. 25 gr. sucuk, sosis, salam veya kiyma Ornegi 225 ml.
tamponlanmis peptonlu su icerisinde IUL Instruments markali,
Masticator Basic model homojenizatér ile homojenize

edilmistir.

2. Bu homojenat Memmert markali Tv506 model etiivde,selektif
olmayan 0On zenginlestirme i¢in 37 °C’de 18 saat inkiibe

edilmistir.

3. Inkiibasyonun sonunda, selektif zenginlestirme ig¢in 10 ml.
Modifiye TBG Broth (Merck 1,05178) igerisine ve 10 ml.
Selenite Cystine Broth’a (Merck 1,07709) 6n zenginlestirme
ortamindan 1’er ml. eklenmistir. Selenite Cystine Broth 37
°C’de 24 saat, Modifiye TBG Broth (Merck 1,05178) ise yine 37
°C’de 24 saat Memmert markali Tv506 model etiivde inkiibe

edilmistir.

4. Inkiibasyondan sonra Brilliant Green Phenol Red Lactose
Sucrose Agar ve Bismuth Sulfide Agar ‘a her iki
zenginlestirmeden g¢izilerek ekim yapilmustir. 37 °C’de 24 saat

inkiibasyondan sonra olusan koloniler degerlendirilmistir.

5. Salmonella spp. identifikasyonu: Salmonella spp. Bismuth
Sulfide Agar’da yesil renkli bazen siyah merkezli olarak

goriilmektedirler. Daha ileri testler i¢in Triple Sugar Iron
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Agarda laktoz negatif, glikoz ve H,S pozitif olmasi, Mannitollii
Phenol Red Besiyeri, Ure testinde negatif sonug vermesi, Indol
negatif, Oksidaz negatif, Lisin Dekarboksilaz pozitif olmasi

dikkate alinmustir.

3.3.1.8. Listeria monocytogenes Analizi

1. 25 g sucuk, sosis, salam veya kiyma ornegi 225 ml. '2 kuvvette

hazirlanmis Fraser Broth (Merck 1,1,0398) icerisinde IUL
Instruments markali, Masticator Basic model homojenizatorede

homojenize edilmistir.

.30 °C’de Heraeus marka B6066 model etiivde, 24 saat

inkiibasyondan sonra bu 6n zenginlestirme ortamindan Oxford
(Merck 1,07004)ve PALCAM agar (Merck 1,1755) igeren
petrilere ekim yapilmis, ayn1 zamanda, selektif katkilar1 tam
olarak eklenmis 10 ml. Fraser Broth’a tekrar 0.1 ml. ekim
yapilmustir. Oxford ve PALCAM Besi yerleri 30 °C’de 24 saat,
Fraser Broth ise 37 °C’de 24-48 saat Memmert markali Tv506

model etlivde inkiibasyona birakilmistir.

. Fraser Broth’dan 24. ve 48. saatlerde Oxford ve PALCAM Besi

yerlerine tekrar ekim yapilmig, bunlar 30 °C’de tekrar

inkiibasyona kaldirilmustir.

4. Olusan koloniler degerlendirmeye alinmigtir.
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5. Listeria spp. PALCAM Agar (Merck 1,11755) igersinde 1,5-2
mm ¢apinda zeytin yesili-gri renkli, bazen siyah merkezli ama
her zaman siyah zon ile iirer. Oxford Agar (Merck 1,7004)
icerisinde 2-3 mm capinda siyahimsi yesil kahverengi, siyah
zonlu ¢okik merkezli koloniler olusturur. Karbonhidrat
testlerinde, Listeria monocytogenes Rhamnose’u
kullanabilmekte ama Xylose’u kullanamamaktadir.(Halkman,

2005)
3.3.1.9. Laktik Asit Bakterisi Sayimi

1. 25 gr. sucuk, sosis, salam veya kiyma 6rnegi 225 ml. maximum
recovery diluent i¢erisinde IUL Instruments markali, Masticator

Basic model homojenizatér ile homojenize edilmistir.

2. Homojenize edilmis ornekten 1 ml. alinarak, 9 ml. maximum

recovery diluent igeren tiip serisinin ilkine aktarilmistir.

3. Daha sonra her bir tiipten digerine 1’er ml. aktarilarak 10°’a

kadar seyreltme islemi yapilmugtir.

4. Her bir seyreltmeden, iizerine seyreltme orani yazilmis petrilere

I’er ml. aktarilmistir.

5. Bu petrilere 45-50 °C sicaklikta tutulan MRS Agar (Merck
1,1,660) 2 mm. kalinlik olusturacak sekilde dokiilmiis, 8

hareketi ile besi yeri ve drneklerin karigmasi saglanmustir.
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6. Bu petriler 30 °C’de Heraeus- CO,- Auto-Zero markal etiivde
% 7 CO2’li ortamda 48-72 saat boyunca inkiibasyona

birakilmustir.
7. Daha sonra olusan koloniler sayilmistir.(Karaboz, 2002)

3.3.2. Bakteriyosinlerin  Antibakteriyel Aktivitesinin

Belirlenmesi

3.3.2.1. Laktik asit bakterileri ve bakteriyosinlerinin

inhibisyon etkilerinin belirlenmesi:

Laktik asit bakterilerinin genel inhibiyon yeteneginin belirlenmesi
icin aktif laktik asit bakterisi strainleri, 10 ml. MRS Broth’a inokule
edilip Memmert markali Tv506 model etiivde 30 °C’de 24 saat inkiibe
edilmistir. Inkiibasyon bitiminde besi yeri 5000 rpm’de Heraeus markali
Biofuge model sogutmali santrifiijde 15 dakika santrifiijlenip, berrak
kisim (supernatant) 0.45 upm’lik membran filtreden siiziilmustiir.
Bakteriyosin ve benzeri maddelerin inhibisyon etkisinin belirlenmesi:
Bakteriyosin {iretiminin belirlenmesi i¢in laktik asit bakterisi suslari,
MRS Broth besi yerine inokule edilerek mikroaerofilik ortamda, % 7
oraninda CO,’li inkiibatorde 37 °C’de 24 saat inkiibe edildikten sonra
5800 rpm’de Heraeus markali Biofuge model sogutmali santrifiijde 15

dakika santrifiij edilmis,0.45 pm’lik membran filtreden siiziilmiistir.
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Organik asitlerin etkisini bertaraf edebilmek icin, NaOH ve HCI
kullanilarak pH 5,5-6,0° a ayarlanmistir (Rodriguez, 1998; Rodriguez,
2000).

3.3.3. Kirby- Bauer Disk Difiizyon Metodu:

Bakteriyosin aktivitesini gosterebilmek icin Oncelikle, indikator
mikroorganizma  olarak  kullanilacak  olan  Escherichia  coli,
Staphylococcus aureus, Listeria monocytogenes, Enterococcus faecalis
ve Micrococcus luteus, Kanli Agar’da 24 saat boyunca 37 °C’de inkiibe
edilmistir. Daha sonra olusan saf koloniler McFarland Standardina gore
0.5-0.6 McFarland diizeyinde (1.5x10® kob/gr) steril fizyolojik tuzlu su
ile siispanse edilmistir. Olusan siispansiyon Nutrient Agar’li petrilere
dokiilerek, Drigalski spatiilii ile dagitilmig, daha sonra iizerine santrifiij
ve membran filtreden gegirilmis siipernatant ve %7 CO; ‘li etlivde inkiibe
edilmis ve pH noétralizasyonu yapilmig Orneklerin emdirildigi kagit

diskler (6 mm) yerlestirilerek 37 °C’de 24 saat inkiibasyona birakilmistir.

Sonugta olusan zon caplar1 her iki grup i¢in de ayr1 ayri Ol¢iilmiis
ve ¢ok iyi inhibisyon aktivitesi (++++), iyi inhibisyon aktivitesi (+++)
orta derecede inhibisyon aktivitesi (++) ve yetersiz inhibisyon

aktivitesi(+) olarak siniflandirilmistir (Cizelge 4.10).

Siipernatantlar, ayrica Proteinaz K ile muamele edilmis, 60 °C’de
60 dk., 100 °C’de 20 dk. ve 121 °C’de 15 dk. sicaklik muamelesi
yapilmis, ayrica pH 2, 6 ve 9’da stabiliteleri Ol¢lilmiistiir. 100 pg/ ml

Proteinaz K enzimi 150 pl siipernatant ile karistirilmis, 37 °C sicaklikta 1
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saat boyunca inkiibe edilmis, bu silirenin sonunda her bir 6rnek, tekrar

Kirby-Bauer Disk Difilizyon testi ile degerlendirilmistir.

3.3.3.1. Laktik Asit Bakterilerinin izolasyon ve

Identifikasyonu:

Laktik Asit Bakterilerinin Izolasyon ve Identifikasyonu igin Klasik
izolasyon, identifikasyon testlerinden yararlanilmig, mikroskopileri
Olympus BX50F4 markali 151k mikroskobunda gergeklestirilmis, ayrica
API 20 (Biomerieux) ve VITEK II Identifikasyon sistemleri

(Biomerieux) ile dogrulama yapilmistir.
3.3.4. PCR ile Bakteriyosin iireticisi tiirlerin tayini
3.3.4.1. DNA Izolasyonu:

Calismalar sonucu elde edilen ve bakteriyosin aktivitesi gosterdigi
saptanan Enterococcus faecalis, Enterococcus faecium, Pediococcus
pentosaceus ve P. acidilactici, Lactococcus lactis subsp.lactis kiiltiirleri
ile ATCC katalog numarali referans suslarin 24 saat 6nce MRS broth
igerisinde 30 derecede inkiibe edilmis olan alt kiiltirlerinde 1,5 ml.
Eppendorf tiiplerine aktarilmistir. Bu 6rnekler 5 dk. boyunca, 8000 rpm
(4300 xg) devrinde Heraeus markali Biofuge model sogutmali santrifiijde
santrifiijlenmis ve {istte kalan kisim atilmistir. Altta kalan kisma, 200 pl
TE buffer eklenerek, vortekslenmis, 10 dakika boyunca kaynatildiktan
hemen sonra, 1 dakika siiresince buz icerisinde sogutulmustur. Daha

sonra tekrar 10.000 rpm (6700 xg) devrinde santrifiijlenmis, sonug olarak
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DNA template’ini igeren 5 ul siipernatant toplanmistir. (Suwanjinda,

2007)

3.3.4.2. PCR Reaksiyonu

1. Eppendorf tiiplerine, 50ul reaksiyon karisimi olacak sekilde;

her bir reverse ve forward primer stok solusyonundan 0.4 mM,

100 ng DNA template, 25 pl PCR master-mix buffer konularak,

niikleaz icermeyen su ile tamamlanmistir. Negatif kontrol olarak

su kullanilmustir.

2. Asagidaki reaksiyon parametreleri ile Techne markali Genius

model Thermal Cycler’da islem gerceklestirilmistir.

Nisin: Denaturasyon:

Baglanma:

Uzama:

Toplam:

Enterocin AS-48: Denaturasyon:

Baglanma:

Uzama:

Toplam:

92°C 2dk
41°C 24k
72°C 2dk
26 gevrim

95°C  30sn
42°C  30sn.
72°C  30sn
30 ¢evrim
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Pediocin AcH/PA-1: Denaturasyon: 92 °C 2 dk.
Baglanma: 44°C 2 dk.
Uzama: 72°C 2 dk.
Toplam: 25 gevrim

3. Optimizasyon sirasinda, reaksiyon Master —mix icerisindeki

MgCl,’lin bagarili ve yeterli oldugu gozlemlenmistir.

. Sonuglar, agaroz jel elektroforezi ile gdzlemlenmistir.

Hazirlanmis olan % 1’lik agaroz jel, Primo yatay elektroforez
tankina yerlestirilerek TBE Buffer, jeli kaplayacak sekilde

tizerine dokiilmiistiir.

. Bir parafilm parcasinin iizerine 2 pl 6rnek yiikleme boyasi

noktaciklar olusturacak sekilde pipetlenmis ve 5 ul PCR {iriinii
her noktaciga bir {riin denk gelecek sekilde eklenmis ve
karistirilmistir. 5 pl DNA ladder agaroz jelin ilk kuyucuguna,
diger trlin-boya karigimlart ise diger kuyucuklara sirayla

yiiklenmistir.

. Kapak kapatilarak, EC 105 model gii¢ kaynagi baglanmis, boya

jelin sonuna ulastifinda baglant1 kesilmistir ve DNA bantlar
U.V. altinda, ETS Vilbert Lourmat transilluminator’de

gozlemlenmistir (Rodriguez, 2000).
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3.3.5. Istatistiksel Analizler

Arastirma sonucunda elde edilen veri ve bilgiler, SPSS 15.0
(Statistical Package for the Social Sciences) programi yardimiyla
degerlendirilmistir. Arastirmada Capraz Tablolar, Bagimsiz "t" testi ve
Tek Yonlii Varyans Analizi (ANOVA) analizlerinden yararlanilmistir.
Tek Yonli Varyans Analizinde, anlamli farklilik bulunan gruplar
arasinda Post-Hoc testleri uygulanarak, farkliligin hangi gruptan
kaynaklandig1r incelenmistir. Elde edilen sonuglar, tablolastirilarak
bulgular boliimiinde yorumlanmistir. Arastirmada tiim bulgular %95
giiven diizeyinde, p = 0.05 anlamlilik diizeyinde ve ¢ift yonlii olarak

Ssmanmigtir
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4. BULGULAR

Toplam olarak, 129 sucuk, sosis, salam ve kiyma 6rnegi alinmis, bu
ornekler prestijli markalara ait olmalar1 ya da daha az bilinen firmalar
tarafindan tiretilmis olmalari, sonbahar-kis ,ilkbahar-yaz sezonunda
toplanmis olmalar1 ve agik ya da paketli olarak satisa sunulmalar

yoniinden siiflandirilmislardir.

Bu c¢aligmada toplam 39 sucuk Ornegi toplanmis, bunlarin 11°i
paketli ve prestijli markali, 14’ii markasiz ve agik, 9’u markasiz ve

paketli, 5’1 ise hem markasiz hem de acik {iriindiir.

Alman toplam 20 kiyma 6rneginin, 11’1 acik yine 9’u paketlidir. Bu
calismada alinan 35 salam 6rneginden 14’1 paketli ve prestijli markali,
5’1 prestijli markalarin acik driinleri, 8’1 az bilinen firmalarin agik
trtinleri, 8’1 ise yine az bilinen firmalarin paketli {riinleri olmaktadir.
Sosis Ornekleri ise, 15’1 prestijli markali, paketli iiriin, 8’1 prestijli
markalarin agik trtinleri, 5’1 az bilinen firmalarin paketli, 7’si ise yine az

bilinen firmalarin agik iirtinleri olmaktadir.
4.1.Bakteriyolojik Analiz Bulgular:

Orneklerden elde edilen sonuglar asagida tablolar halinde
verilmistir. Sucuk, sosis, salam 6rnekleri i¢in 6rnekleme yapilan prestijli
markalar, PN, MR, AT, IB, CM, POL olarak kodlanmistir. Az bilinen,
ekonomik 6zellikli firmalarin en yaygin bulunabilenleri RT ve SR olarak

kodlanmistir. Agik iiriinler alindiklar1 semte gore isimlendirilmistir.
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Sayimlarin sonucunda B.cereus, C.perfringens, S.aureus, Listeria
spp. ve Salmonella spp.’nin identifikasyonunda klasik biyokimyasal
analizler ile birlikte API ve VITEK identifikasyon sistemlerinden de
yararlanilmistir. Kolonilerin sayimlari sonucunda muhtemel say1 ile kesin
say1 formiile edilerek hesaplanmistir ( Karaboz, 2002). Kesin rakamlar,
muhtemel saymin konfirme ve identifiye edilen koloni sayisi ile
carpilmast ve bu rakamin konfirmasyon testlerine tabi tutulan koloni
sayisina boliinmesi ile elde edilmis, bu deger seyreltme faktori ile

carpilmustir.

Salmonella spp. identifikasyonu i¢in, Triple Sugar Iron Agar’da dip
kismini sar1 (glikoz ve sakkaroz kullanimi), ve siyah olmasi (H,S
iiretimi), yiizeyin kirmizi kalmasi (laktozun kullanilamamasi), besi
yerinde gaz olugmasi dikkate alinmistir. Salmonella spp. genellikle
Mannitol’ii kullanabilmektedirler. Ure testinde Salmonella spp. iire besi
yerinin orijinal portakal kirmizisi renginin ayni kalmasini saglayarak,
negatif reaksiyon verir. Ure testinde 4 adet tiip kullanilarak, ilkine
inokulasyon yapilmamis ve sahit olarak kullanilmig, ikincisine test
kiiltiirii  inokule edilmis ve tiipler kiyaslanmistir. Salmonella spp.
genellikle Indol negatif olmaktadir. Lisin Dekarboksilaz testi i¢in, Lysine
Iron Agar ve kontrol tiipline bir 6ze dolusu saf kiiltiirden ekim
yapilmustir. Parafilm ile hava temasi kesilmistir. Salmonella spp. lisini
kullanabilmektedir, bu nedenle, kontrol tiipii sar1 renge donerken, test
tiipiinde menekse-moru renk olusur (Halkman, 2005). Et ve et iiriini

orneklerinde, 7 6rnekten Salmonella spp. izolasyonu gergeklestirilmistir.
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Listeria monocytogenes identifikasyonu i¢cin CAMP testi
yapilmistir. CAMP Testi i¢in, Kanl1 Agar (Merck 1,10886) besi yerinde 2
uca hemolitik bir S. aureus susu ve Rhodococcus equi siirtilmiistiir.
Analiz edilen siipheli bakteri bunlara dik olarak, ama S.aureus ve R.
equi’ye degmeyecek sekilde ¢izgi halinde ekilmistir. 37 °C’de 24 saat
Memmert markali Tv506 model etiivde inkiibasyonun sonucunda
S.aureus tarafinda hemolizin artmasi ama R. equi tarafinda degisiklik
olmamas1 L. monocytogenes icin pozitif olarak degerlendirilmistir. Et ve
et uriini Orneklerinde toplam 3 adet Listeria spp. izolasyonu
gercgeklestirilmig, bunlardan ikisi L. monocytogenes, biri L. innocua

olarak identifiye edilmistir.
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Cizelge 4.6. Elde Edilen sonuglarin, 6rneklerin markali-markasiz olma 6zelligine gore

ortalamasi
MARKALI MARKASIZ

salam sucuk sosis salam sucuk sosis
TAMB (kob/g)| 5,3x10* | 1,7x107 | 1,9x10° | 1,5x10° | 6,4x10" | 1,1x10°
Maya-Kiif (kob/g)| 1,0x10% | 1,9x10* | 1,4x10*° | 1,8x10° | 1,1x10* | 5,2x10°
S.aureus (kob/g)| 2.2x10% | 53x10* | 2,9x10* | 2,3x10° | 2,8x10° | 3,1x10?
C.perfringens |(kob/g)| L.A. LA L.A. L.A LA L.A.
B.cereus (kob/g)| 3,8x10' | 7,1x10* | 9,9x10" | 1,2x10* | 17x10° | 3,6x10?
LAB (kob/g)| 4,7x10° | 44x10” | 3,0x10° | 6,0x10* | 1,5x10° | 8,0x10'
Salmonella spp.| var/yok| var-1 yok var-1 var-1 var-1 var-1
Listeria spp.  |var/yok| yok yok yok var-1 var-1 yok
Koliform EMS/g| L.A 36 LA LA 10° 55

Cizelge 4.7. Elde edilen sonuglarin sezona gore ortalamast

ILKBAHAR-YAZ SONBAHAR-KIS

salam | sucuk |kiyma| sosis | salam | sucuk | kiyma | sosis

TAMB (kob/g) | 1,3x10° [ 2,6x107 |1,0x10%(8,3x10°| 7,2x10* | 2,9x107 | 1,3x107|6,4X10*

Maya-Kiif | (kob/g) | 1,8x10% | 3,0x10° [9,0x10%(4,5x107| 1,1x10? | 5,7x10° | 1,9x10%|1,4X10'

S.aureus (kob/g) | 2,4x10% | 1,3x10° |1,3x10%(4,7x107| 1,6x10 | 1,3x10° |6,1x10%|2,7X10"

C.perfringens| (kob/g) | L.A LA LA | LA LA LA LA LA

B.cereus (kob/g) | 1,2x10% | 9,6x107 |2,1x10°|3,0x10%| 3,4X10" [ 2,1x10° |5,6x10%|1,5X10"

LAB (kob/g) | 7,7x10* | 5,8x107 |1,9x10%2,2x10%| 5,4X10* | 3,5x10" |8,3x10%|7,1X10"

Salmonella | var/yok| var-1 yok | var-1 | var-2 | var-1 var-1 | var-1 | yok

Listeria var/yok | var-1 yok | var-1 | yok yok var-1 yok yok

Koliform EMS/g | LA 49 226 41 LA 30 60 LA
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4.2. Laktik Asit Bakterilerinin Identifikasyonu,
Antibakteriyel Inhibisyon Yeteneginin ve Bakteriyosin

Aktivitesini Belirlenmesi

Izole edilen Laktik asit bakterileri igerisinde sadece 29 tanesi saf
olarak izole edilerek identifiye edilebilmis ve antibakteriyel aktiviteleri
ve Dbakteriyosin liretimleri yOniinden inhibisyon testine tabi
tutulabilmislerdir. ~ Sonuclar, c¢izelge 4.9° da  gosterilmistir.
Identifikasyonda, koloni morfolojisi, mikroskobi ve biyokimyasal
testlerden yararlanilmis, ayrica VITEK 1I (Biomerieux) Identifikasyon
sistemi ile dogrulama yapilmistir. Asagida tabloda belirtilenlerden bagka,
7 adet Carnobacterium spp., 9 adet Leuconostoc spp., 7 adet
Lactobacillus spp., 13 adet Streptococcus spp. ve 1 Kocuria sp. izole
edilmigtir.  Bu  izolatlarin  higbirinde  bakteriyosin  aktivitesi
saptanmamistir. Cizelge 4.8° de laktik asit bakterisi genuslarinin

biyokimyasal 6zellikleri ile ¢alismada ytirtitiilen testler gosterilmistir.
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Cizelge 4.9. Saf olarak izole ve identifiye edilebilen laktik asit bakterilerini ve

antibakteriyel aktiviteleri

izolat Ozellikleri Antimikrobiyal aktivite
Tiir GuaOmegi | E.faecalis | E.coli S.aureus Lmonocytogenes | M. luteus
Lactobacillus plantarum 1 (S;ICVT; + + ++ + ++
Lactobacillus plantarum 2 (S:;lgl; + - ++ + ++
Lactabacillus plantarum 3 (Slg;él; + + ++ + ++
Lactobacillus sake 1 Sucuk + - + + T
(AT2)
Lactobacillus sake 2 Sucuk + + - + ++
(AT3)
Lactobacillus helveticus Sucuk + + + + ++
(K.yakal)
Pediococcus acidilactici 1 Sucuk ++ - +++ ++ +++
(K.yakal)
Pediococcus acidilactici 2 <1§o§if) +++ + ++ ++ ++
n. .
Pediococcus acidilactici 3 ( Suaﬂ;) - ++ ++ ++ ++
OIT..
Pediococcus acidilactici 4 Sosis ++ ++ ++ ++ ++
(PnA2)
Pediococcus pentosaceus 1 (Sculfdulk) et + ++ ++ ++
Pediococcus pentosaceus 2 (sCuI‘\:/FZk) ++ ++ ++ ++ ++
Enterococcus faecalis 1 Kiyma (tans) -+ + ++ ++ +
Enterococcus faecalis 2 Kiymatans) ++ - + + +
Enterococcus faecalis a Sucuk + - + + +
(K.yaka3)
Enterococcus faecium 1 Klymagz)ﬂaybcy - - - - -
L.lactis subsp.lactis 1 Sucuk + - + + T
(RT1)
L.lactis subsp.lactis 2 (S;% ++ + ++ + .
L.lactis subsp.cremoris Kiyma(bost2) + + + + +
Lactobacillus garviae Kiyma - - - - R
(Goztepe2)
Lactobacillus rhamnosus 2 Sucuk - - - +
(Born2)
Aerococcus viridans Sosis - R N T
(DIGERI)
L. sake Salam (PNA) _ _ _ ¥ i
Enterococcus faecium 2 Sucuk + - + + +
(Born2)
Enterococcus faecium 3 Sucuk + + ++ - ++
(Foga)
Enterococcus faecium 4 %u;;l; + - + R T
Enterococcus faecalis p-1 (SosliIS) + + + + -+
po!
Enterococcus faecalis p-2 (SAOS; + - - R T
t:
L.mesenteroides Kiyma - - + ++ +
(Goztepel)
L. delbrueckii Sosis - - R N T
(Mr5)

(++++): Cok iyi inhibisyon etkisi-antimikrobiyal aktivite
(+++): Iyi inhibisyon etkisi-antimikrobiyal aktivite

(++): Orta derecede inhibisyon etkisi-antimikrobiyal aktivite
(+): Zay1f inhibisyon etkisi-antimikrobiyal aktivite

(-): Inhibisyon etkisi-antimikrobiyal aktivite goriilmedi
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Cizelge 4.10. Inihibisyon Yeteneginin Degerlendirilmesinde kullanilan Kirby-Bauer
Disk Diflizyon Yonteminde Zon Caplar1 (Rodriguez et al., 2000)

Zon Capi (mm) Inhibisyon Ozelligi
goriilmedi -
<10 (+)
10-14 (++)
15-19 (++1)
2024 ()

(+): Zay1f Inhibisyon Yetenegi
(++): Orta inhibisyon yetenegi
(+++): Iyi inhibisyon yetenegi
(++++): Cok iyi inhibisyon yetenegi

Cizelge 4.11. Standart suslar ve ¢aligma sonucu elde edilen izolatlarda bakteriyosin

aktivitesinin proteaz, 1s1 ve pH’a gore degisimi.

Proteaz Is1ile Muamele pH degisimleri

Proteinaz K 60 C 100 C 121C 2 6 9
L. lactis subsp.lactis (Standart) + - - + + -
L. lactis subsp.lactis 2 + - + + B R
E.faecium 3 + - + - - -
E.faecalis (Standart) + - - + B R
E.faecalis 1 + - - + - B
P. acidilactici (Standart) + - +/- + +/- _

+: iqhibisyon yeteneginin kaybi
-/+: Inhibisyon yeteneginin azalmasi
-: Inhibisyon yeteneginin korunmas1

Yapilan bakteriyosin aktivitesini belirleme calismalari sonucunda
sadece Lactococcus lactis 2, Enterococcus faecalis 1 ve Enterococcus
faecium 3’de aktivite gozlemlenmistir. Enterococcus faecalis 1, M.
luteus’a zayif, standart E. faecalis susuna ise orta diizeyde bakteriyosin
inhibisyonu gostermistir Sekil 4.1°de Enterococcus faecalis 1 ile L. lactis

subsp. lactis 1 ’in Micrococcus luteus’a karsi zayif antibakteriyel
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inhibisyon aktivitesini gérmek miimkiindiir. Ayrica, Enterococcus
faecalis’in  zayif Dbakteriyosin  aktivitesi de goriilebilmektedir.
Lactococcus lactis 2, M. luteus’a zayif, Enterococcus faecium 3 ise E.
faecalis’e orta derecede bakteriyosin aktivitesi gostermistir. 4
Pediococcus acidilactici  susu, Dbasarili antibakteriyel inhibisyon
ozelliklerine karsin (Sekil 4.2) hicbir indikator bakteriye karst
bakteriyosin aktivitesi gostermemistir. Bu suslar ile bakteriyosin
aktivitesi gosteren suslar PCR amplifikasyonuna tabi tutulmustur. Sekil
44de bir susun giliglii antibakteriyel aktivite gOstermesinin
(P.pentosaceus 1), bakteriyosin aktivitesi goOstermesi anlamina
gelmedigini gorebilmek miimkiindiir. Bu sus, ayrica PCR reaksiyonu ile

analiz edilmis ve Pediocin AcH/PA-1 i¢in negatif bulunmustur.

Bakteriyosin aktivitesinin pH, 1s1 ve proteaz muamelesi sonucu
nasil degistigini Cizelge 4.11°de gorebiliriz. Hepsinin proteaz aktivitesine
duyarli olmasi , 1s1ya biiytik dl¢iide direng gostermeleri, diistik ve yiiksek
pH diizeylerinde aktivitelerini kolayca kaybetmemeleri bu inhibitor

maddelerin bakteriyosin olabilecegini diislindiirmektedir.
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Sekil 4.1. L.lactis sub sp. lactis ile E. faecalis i¢in Disk Difiizyon Testi. Saat yoniinde;
1. L.lactis subsp. lactis 1 antibakteriyel aktivite (zayif) 2. L. lactis sub sp.
lactis 1 bakteriyosin aktivitesi (negatif) 3. E. faecalis 1 antibakteriyrel
inhibisyon aktivitesi (+) 4. E. faecalis 1 bakteriyosin inhibisyonu (+).

Indikatér Mikroorganizma: Micrococcus luteus
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Sekil 4.2. Antibakteriyel Inhibisyon. Saat yoniinde Ust sol: P. acidilactici 1
antibakteriyel inhibisyon (++). Sag: Pediococcus acidilactici 3
antibakteriyel inhibisyon(++). Alt Sol: P. acidilactici 2 antibakteriyel
inhibisyon (+++). indikatér Mikroorganizma: E. faecalis
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Sekil 4.3. Bakteriyosin aktivitesi. Saat yoniinde: 1. Enterococcus faecalis 2 bakteriyosin

aktivitesi, 2. Enterococcus faecalis 3 bakteriyosin aktivitesi, 3. Enterococcus
faecalis a bakteriyosin aktivitesi, 4. Enterococcus faecium 1 bakteriyosin
aktivitesi. Hepsi negatif bulunmustur. Indikatér Mikrorganizma: L.

monocytogenes
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Sekil 4.4. Enterococcus faecalis’e kars1 bakteriyosin aktivitesi ile genel antibakteriyel
aktivitenin kiyaslanmasi. Solda, P. pentosaceus 1 bakteriyosin analizi

(negatif) , Sagda, P.pentosaceus 1 antibakteriyel aktivite (+++)
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Sekil 4.5. Bakteriyosin aktivitesi. Saat yoniinde Ust sol: Enterococcus faecium 3

bakteriyosin inhibisyon aktivitesi (++), Ust Sag: Lactococcus lactis subsp.
lactis 2 bakteriyosin aktivitesi (negatif) Alt sol: Lactococcus lactis
subsp.lactis referans strainin bakteriyosin aktivitesi (++), Alt Sag:
Enterococcus faecalis 1 bakteriyosin aktivitesi(++), Orta: Enterococcus

faecalis referans susun  bakteriyosin  aktivitesi.(+++) Indikator
Mikroorganizma: E.faecalis
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4.3.PCR Amplifikasyonu Bulgular

N 1 2 3 4

<«— 900
“— 800

Sekil 4.6. Lactococcus lactis subsp. lactis PCR amplifikasyon sonuglari.
Soldan saga: ilk sira, negatif kontrol, ikinci sira Lactococcus lactis subsp.
lactis 1, indikatér mikroorganizmalara karsi disk difiizyon testinde
bakteriyosin aktivitesi gostermemistir (sucuk-RT1), i¢iincti sira L. lactis
subsp. lactis 2 (sucuk-RT 3), indikatér mikroorganizmalara karsi disk
difiizyon testinde bakteriyosin aktivitesi géstermistir. Dérdiincii sira L. lactis
subsp. lactis referans strain, indikatér mikroorganizmalara karsi disk
diflizyon testinde bakteriyosin aktivitesi gostermistir. son sira, 100 bp. DNA
ladder. 898 bp. amplikon elde edilmistir.
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Sekil 4.7. E.faecalis PCR amplifikasyon sonuglar1. Soldan saga: ilk sira, 100 bp. DNA
ladder, ikinci sira, E.faecalis referans strain, tiglincii sira E. faecalis 1
(Kiyma) indikator mikroorganizmalara karsi disk difiizyon testinde
bakteriyosin aktivitesi gdstermistir, dérdiincii sira E. faecium 3 (sucuk-foga)
indikatdr mikroorganizmalara karsi disk diflizyon testinde bakteriyosin
aktivitesi gOstermistir, besinci swa E. faecalis a (Kiyma) indikator
mikroorganizmalara karsi disk diflizyon testinde bakteriyosin aktivitesi
gostermedigi halde PCR ile pozitif sonu¢ elde edilmistir. Son sira negatif
kontrol. 318 bp. amplikon elde edilmistir.
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Sekil 4.8.

Pediococcus acidilactici PCR amplifikasyon sonuglari. Soldan saga: ilk sira
100 bp. DNA ladder, ikinci sira, Pediococcus acidilactici bakteriyosin tireten
standart sus, liglincii sira Pediococcus acidilactici 2 (sosis, PnAl) indikator
mikroorganizmalara karsi disk difiizyon testinde bakteriyosin aktivitesi
gostermemistir., dordiincii sira P. acidilactici 3 (sucuk Born.2) indikator
mikroorganizmalara karsi disk diflizyon testinde bakteriyosin aktivitesi
gostermemistir, besinci sira P. pentosaceus 1 (sucuk CM1), indikator
mikroorganizmalara kars1 disk difiizyon testinde bakteriyosin aktivitesi
gostermemistir. Son sira, negatif kontrol. 711 bp. amplikon boyutu elde

edilmistir.



4.4. Istatistiksel Analizlerin Sonuglar

135

Cizelge 4.12.Salam i¢in, markali ve markasiz arasindaki farkin incelenmesi

Standart
N | Ortalama Sapma t Anlamhlik

TAMB Markal 19 |53799,16 141474,89

Markasiz |16 |153877,50 |250961,64 -1,42 0,170

. Markali 19 |3,16 9,46

Koliform

Markasiz |16 | 19,63 22,50 -2,73 0,013
Maya-Kiif Markali 19 |106,68 116,95

Markasiz |16 | 185,81 216,56 -1,31 0,204

Markali 19 (222,00 355,50
S.aureus

Markasiz |16 |232,50 281,48 -0,10 0,923

.. Markali 19 10,00 0,00

Clostridium spp.

Markasiz |16 |0,18 0,48 -1,45 0,168

Markali 19 |[38.42 50,21
B.cereus

Markasiz |16 | 123,13 268,10 -1,25 0,231
LAB Markali 19 |694,47 1487,57

Markasiz |16 | 603,75 1030,84 0,21 0,833

Cizelge 4.13. Sucuk i¢in, markali ve markasiz arasindaki farkin incelenmesi

N Ortalama Standart t Anlamhhk
Sapma

TAMB Markali 16 |17661062,50 |29077232,37

Markasiz |23 |35722704,35 |57998235,25 -1,28 0,209
Koliform Markali 16 |36,38 45,07

Markasiz |23 | 67,39 67,38 -1,72 0,093
Maya-Kiif Markali 16 |197,31 201,77

Markasiz |23 |7819,63 9657,09 -3,78 0,001
S aureus Markali 16 |537,69 806,06

Markasiz |23 |2005,69 2480,02 -2,65 0,013
Clostridium spp. Markali 16 |0,00 0,00

Markasiz |23 |0,06 0,27 -1,00 0,328
B.cereus Markali 16 | 712,75 1245,15

Markasiz |23 |2324,78 5029,61 -1,47 0,153
LAB Markali 16 |6328437,50 14776193,09

Markasiz |23 |72407995,65 |228302626,83 | -1,38 0,180
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Cizelge 4.14. Sosis i¢in, markali ve markasiz arasindaki farkin incelenmesi

N Ortalama Standart t Anlamhhk
Sapma
Markali |23 | 199161,30 | 668890,22 S
TAMB Markasiz | 12 | 1175078,33 |2521115,13 ’ '
Markali |23 | 14,26 24,08 185 0.089
Koliform Markasiz | 12 | 56,33 76.85 ’ ’
Markali |23 |144,70 24435 L1 0287
Maya-Kuf Markasiz |12 | 529,08 118031 ’ ’
Markali |23 |292,52 1049,81 005 | ooel
S-aureus Markasiz |12 | 31033 973.72 ’ ’
Clostridium Markali |23 [0,00 0,00 1,00 0,339
spp. Markasiz |12 |0,13 0,46
Markali |23 [99,13 130,33 10| oass
B.cereus Markasiz | 12 | 362,08 758,42 ’ ’
LAB Markali |23 |[303,52 611,65 171 0.100
Markasiz |12 |80,25 95,43
Cizelge 4.15.Salam i¢in, acik ve paketli arasindaki farkin incelenmesi
N | Ortalama Standart t Anlamhhik
Sapma
Ack |13 [176967,69 |247060,01
TAMB Paketli |22 |53802,00 |159697,54 1,61 0,125
. Ack |13 20,46 22,78
Koliform Paketli |22 |4.91 12,65 2,26 0,037
. Ak |13 |230,77 203,34
Maya-Kif Paketli |22 |90.91 128,73 2,23 0,039
Ack |13 |453,08 421,43
S.aureus Paketli |22 | 93,00 114,24 3,02 0,010
Clostridium Ack |13 0,22 0,53
spp.- Paketli |22 |0,00 0,00 1,46 0,170
Ack |13 | 151,69 288.23
B.cereus Paketli |22 |33,09 5938 1.47 0,167
Ak |13 | 100231 1467,15
LAB Paketli |22 | 446,59 1144,11 L17 0,255
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Cizelge 4.16. Sucuk i¢in, agik ve paketli arasindaki farkin incelenmesi

N Ortalama Standart t Anlamhhik
Sapma
TAMB Acik 19 |39828263,16 |62414621,82 1,44 0.163
Paketli |20 |17373110,00 |27843930,96
Koliform Agik |19 77,79 69,43 2,44 0,021
Paketli |20 |32,70 41,58
Acik 19 |8033,81 9915,81
Maya-Kiif o . . 2,60 | 0,015
Paketli |20 |1518,31 4685,28
Acik 1 1 2512
S.aureus i 0 | 173653 °12,50 1,02 | 0316
Paketli |20 |1067,99 1574,61
Clostridium spp. Agik 1’ 1007 0,30 1,00 0,331
Paketli |20 |0,00 0,00
B.cereus Acik 19 [1310,00 2745,35 0,54 0.592
Paketli |20 |1999,20 4941,86
Acik 1 1841 24 196,4
LAB Gl 9 |88184100,00 9397196,47 1,46 0.162
Paketli |20 |4557050,00 13455548,92
Cizelge 4.17. Kiyma igin, agik ve paketli arasindaki farkin incelenmesi
N Ortalama Standart t Anlamhlik
Sapma
Acik 11 |30607454,55 | 68294195,41
TAMB . -1,02 0,327
Paketli |10 |89680500,00 |170544844,96
. Acik 11 170,36 228,56
Koliform . 1,34 0,205
Paketli |10 | 73,00 74,05
. Acik 11 |4734,00 7838,99
Maya-Kif . 0,08 0,934
Paketli |10 |4473,00 6336,84
Acik 11 616,91 1488,99
S.aureus . -0,66 0,519
Paketli |10 |1221,10 2517,76
. Acik 11 {0,36 0,63
Clostridium spp. . 1,91 0,086
Paketli |10 |0,00 0,00
Acik 11 906,64 1795,48
B.cereus . -0,53 0,603
Paketli |10 |1447,50 2730,24
Acik 11 299,73 227,69
LAB . -0,70 0,503
Paketli |10 |588,20 1293,37
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Cizelge 4.18. Sosis icin, agik ve paketli arasindaki farkin incelenmesi

N | Ortalama S;z;‘:::t t Anlamhhk
TAMB o [0 |16t [sosdssd | 295 | 0028
Kolifom b [0 {50 1310 30 | 0008
MaKil o0 | todo[asaz0 | 167 | 0104
Sawrews ol [0 [si3s —anas | W72 | 00
Clostridium spp. ?flféﬂi ;(5) 8233 (0):(3)(6) 086 | 0394
Boerews ot [0 [sids | 1a9as | 199 | 0122
LaB pakei |20 10905385 163 | 013

Cizelge 4.19. Salam i¢in, ilkbahar-yaz ve sonbahar-kis arasindaki farkin incelenmesi

N | Ortalama S;igﬁ:t t Anlamhhk
P D B0 (230 o | o
oo [t {16 6028y o
kot e i ol 1 |
sare [t {16003 o5y | o
vy, Dbt [ [08 —1850 5, | o5
D v P
o (e B o s oo | o
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Cizelge 4.20. Sucuk i¢in, ilkbahar-yaz ve sonbahar-kig arasindaki farkin incelenmesi

N | Ortalama S;z;(lij:t t Anlamhhk
e [Bri R 2 s |
. Ilkbahar/Y 16 | 16,63 21,98
Koliform songaﬁ;fﬁfs 19 [5.68 13.49 1.81 0,080
erar [t e iode” T,
sores (Wi 1o s sy T, |
L AT S =
poon (W i i o
R e

Cizelge 4.21. Kiyma i¢in, ilkbahar-yaz ve sonbahar-kis arasindaki farkin incelenmesi

N Ortalama Standart t Anlamhhk
Sapma

TAMB Ilkbahar/Yaz |7 85187142,86 | 154514698,84 0.92 0371
Sonbahar/Kis | 13 | 31321307,69 | 107796781,87

Koliform Ilkbahar/Yaz |7 153,43 145,77 1.96 0,066
Sonbahar/Kis | 13 | 60,77 68,58

Maya-Kiif Ilkbahar/Yaz |7 10270,00 9800,63 3,00 0,008
Sonbahar/Kis | 13 | 1902,62 2250,52

S aureus Ilkbahar/Yaz | 7 846,43 1920,97 027 |0.792
Sonbahar/Kig | 13 | 613,23 1831,80

Clostridium spp. Ilkbahar/Yaz |7 0,19 0,49 0,09 |0.928
Sonbahar/Kis | 13 | 0,21 0,52

B.cereus Ilkbahar/Yaz |7 2406,43 3181,39 1.81 0,087
Sonbahar/Kis | 13 | 568,69 1408,53

LAB Ilkbahar/Yaz |7 923,43 1469,11 1.80 10,089
Sonbahar/Kis | 13 | 192,69 219,12
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Cizelge 4.22.Sosis i¢in, ilkbahar-yaz ve sonbahar-kis arasindaki farkin incelenmesi

N | Ortalama Standart t | Anlamhhk
Sapma

Ilkbahar/Yaz |21 |885320,48 [2009717,23

TAMB 2,00 {0,059
Sonbahar/Kis | 14 | 6422,86 12003,17
[lkbahar/Yaz |21 |44,29 60,75

Koliform 2,73 10,011
Sonbahar/Kis |14 |5,29 19,78
[lkbahar/Yaz |21 |451,29 898,94

Maya-Kiif 2,22 10,038
Sonbahar/Kis |14 | 14,29 53,45
Ilkbahar/Yaz |21 |479,62 1283,27

S.aureus 1,61 (0,122
Sonbahar/Kis |14 |27,14 41,74

. Ilkbahar/Yaz |21 |0,08 0,35

Clostridium 1,00 |0,329

spp. Sonbahar/Kis | 14 | 0,00 0,00
Ilkbahar/Yaz |21 |[305,10 571,55

B.cereus 2,32 10,031
Sonbahar/Kis |14 | 15,57 25,67
Ilkbahar/Yaz |21 |330,90 632,46

LAB 1,84 10,079
Sonbahar/Kis |14 | 71,07 109,72
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5. SONUC VE TARTISMA

Et, kimyasal yapist ve icerik bakimindan hayvansal {irlinler
icerisinde karmagik bir gida maddesidir. Gerek iiretiminin kolay, lezzetli,
biyolojik degerliliginin yiiksek olmasi, gerekse de icerdigi B kompleks
vitaminleri, Fe, P, Ca gibi c¢esitli mineral maddeleri, eksojen amino
asitler gibi besin 6gelerinin yeterli ve dengeli oranda olmas1 nedeniyle
insan beslenmesinde temel bir gida olma 6zelligini tasimaktadir (Baskaya

et al.,2004).

Et islenmemis olarak tiiketildigi gibi, cesitli lezzet ve aroma
ozellikleri kazandirmak ve dayanikliligmi arttirmak amaciyla cesitli

teknolojik iglemlere tabi tutularak farkli et iiriinleri de tiretilmektedir.

Bu calismada incelenen sucuk, sosis ve salam oOrnekleri paketli-
acik, markali-markasiz oluslarina ve sezona gore siniflandirilmislardir.
Kiyma Ornekleri ise paketli-hazir {riinler ve ag¢ik  kiyma olarak

siiflandirilmistir.

Bu calismada, sucuk, sosis, salam ve kiyma Ornekleri Toplam
Aerobik Mezofilik Bakteri Saymmi: (TAMB), Koliform Sayimu,
Staphylococcus aureus Sayimi, Clostridium perfringens Sayimi, Maya-
Kif Sayimi, Bacillus cereus sayimi, Laktik Asit Bakterisi Sayimi ile
Salmonella spp. ve Listeria monocytogenes belirlenmesi i¢in analizlere
tabi tutulmustur. Yiriitiilen ¢alismalar neticesinde elde edilen ortalama

sonugclar, et lirliniiniin tipine gore asagidaki tabloda belirtilmistir.
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Cizelge 5.1. Et iiriinlerine gore elde edilen ortalama degerler

Sosis Salam Sucuk Kiyma
Analiz/ Metot Deger
TAMB kob/g 5,3x10° 9,9x10* 2,8x10’ 5,8x10’
Koliform EMS/g | 30 LA 71 126
S.aureus kob/g 3,9x10° 2,2x10° 1,3x10° 9,0x10
C.perfringens kob/g LA LA LA L.A
Maya-Kiif kob/g 4,4x10" 1,4x10° 4,7x10" 4,6x10°
B. cereus kob/g 9,8x10' 7,7x10" 1,7X10° 1,2x10°
LAB kob/g 1,3x10° 6,5x10° 1,0x10° 5,0x10°
Salmonella spp. Var/yok | Var-2 Var-2 Var-1 Var-2
Listeria spp.* Var/yok | Yok Var-1 Var-1 Var-1

*Listeria monocytogenes disindaki diger Listeria spp. de bu tabloda
belirtilmektedir.

5.1.Sucuk Orneklerinin Analiz Sonuclar

Incelenen sucuk orneklerini TAMB sayis;, Con et al, (2002) ve
Erdogrul et al.’in bulgulariyla paraleldir. Paketli sucuk 6rneklerinin, bu
acidan acik orneklerden; markali iirlinlerin, markasiz iirtinlerden farkli

olmadig1 goriilmiistiir.

Buna ragmen farkli bir gruplama yaptigimizda, TAMB sayimu
sonucunda, hem ag¢ik hem de markasiz olan 6rneklerde ortalama sayinin
diger gruplara gore daha yiiksek oldugu gdzlemlenmistir. Bu grupta
bulunan degerler (Ortalama 5,5 x10° kob/g) genelde Con et al (2002)
nin olgunlasmis bir sucukta bulunabilecegini belirttikleri say1 olan 10°-

10" “den yiiksektir. Paketli-Markali, Paketli- Markasiz, Acik-Markal
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triinlerde ise bu siirlara yakin ve diger arastiricilarin (Bagkaya et
al.,2004; Con et al., 2002; Ozkalp et al.,2006) bulgulariyla uyumlu

degerler elde edilmistir.

Maya kiif sayimu, tiim 6rnekler icin ortalama 4,7x10* kob/g olarak
belirlenmistir. Bu bulgu Con et al., bulgulari ile benzerlik géstermektedir
fakat, Ozkalp et al. degerlerinden (1,0x10'-1,1.x10" kob/g) belirgin bir
sekilde yiiksektir. Markasiz iirlinlerde bu oran, markali iiriinlerin Maya-
Kiif sayisinin ortalamasindan yaklasik iki kat daha fazla bulunmustur. Bu
sonug istatistiksel olarak da anlamlidir. Bu grup mikroorganizmalar daha
diisiik su aktivitesi ve pH degerinde c¢ogalabilmeleri nedeniyle, sucuk
gibi fermente ve yar1 kuru gidalarin ylizeyinde geliserek istenilmeyen
degisimlere yol agabilmektedirler. Prestijli markalara ait {iriinlerde bu
oranin daha diisiik olmasi bu firmalarin iiretimde hijyenik kurallara daha

fazla dikkat etmesi ile agiklanabilir (Cizelge 4.13).

Staphylococcus aureus sayimlart sonucunda tiim Ornekler igin
ortalama deger 1,3x10° kob/g olarak bulunmustur. Bu bulgu Con et al’m
(2002) degerlerinden daha diisiik olmakla birlikte Ozkalp et al (2006)
yaptiklari ¢alisma sonucu elde ettikleri degere (2,6x10°- 2,7x10” kob/g)
yakin bulunmustur. Sucukta S.aureus sayimi yoniinden markali ve
markasiz Uriinler arasinda istatistiksel olarak anlamli fark bulunmustur

(Cizelge 4.13)

43 oOrnegin sadece ikisinde muhtemel Clostridium perfringens

izole edilebilmistir. Bunlardan birinde 1,2x10' kob/g, digerinde
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isel,4x10" kob/g degerleri elde edilmistir. Con et al. da inceledikleri

sucuk orneklerinin % 93,33’linde C. perfringens tespit edememislerdir.

Bacillus cereus sayim sonuglari, tiim sucuk 6rnekleri igin ortalama
1,7x10° kob/g oraninda bulunmustur. Bacillus cereus sayimi, mikrobiyal
yiikiin belirlenmesine yardimc1 olmak amaciyla gercgeklestirilmistir.
Bacillus cereus i¢in minimal enfeksiyon dozu 10° oldugundan, elde
ettigimiz degerler bu diizeyin altinda kalmaktadir. Bu nedenle aldigimiz
orneklerin hig¢ birinde, Bacillus cereus agisindan bir gida zehirlenmesi
riski bulunmamaktadir. Bacillus cereus sayim sonuglari agisindan
markali-markasiz, paketli-acik sucuklar arasinda anlamli bir fark

goriilmemistir (Cizelge 4.13; 4.16).

Salmonella spp. i¢in yapilan analiz sonucunda sadece agik ve
markasiz  sucuklardan birinde  Salmonella  sp. izolasyonu
gerceklestirilmistir. Salmonella spp. gida patojenleri igerisinde insan
saglig1 icin ciddi tehdit olusturan 6nemli bir patojendir ve sucukta Tiirk
Gida Kodeksine gore 25 gr’da hi¢ bulunmamasi gerekmektedir. Bu
konuda kodekste herhangi bir degisim s6z konusu degildir. Bu durum,
s6z konusu sucugun iireticisi olan firmanin gida hijyeni konusundaki
yetersizligini gostermektedir. Salmonella spp.’nin sucuk hamuruna
bulasma gergeklesmis olsa dahi, Enterobacteriaceae familyasinin diger
tiyeleri gibi fermentasyon siireci boyunca inaktive olmasi beklenir. Yine
de Salmonella spp. kontaminasyonunun olgunlagmis son {irlinde
belirlenmesinin ¢esitli nedenleri olabilmektedir. Siirecin baslangicinda,
su aktivitesinin, pH degerinin ve olgunlagsma sicakliginin yiiksek olmasi,

fermente edilebilir karbonhidrat miktarinin diisiik olmasi, taze sucuk/
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sosis karigiminda laktik asit bakterilerinin yetersiz olmasi, ve kiirleme
islemi sirasinda yetersiz diizeyde nitrit kullanilmasi bu nedenler arasinda
sayilabilir. Ayrica insan kaynakli kontaminasyon olasilig1 da mevcuttur.
Uriiniin laktik asit bakterisi sayim1 sonucunda elde edilen deger fermente
bir iiriinii i¢in yiiksek bir deger degildir. Ayrica bu iiriinde Koliform ve S.
aureus sayim sonuglarinin da yiiksek olmasi dikkat cekicidir. Aydin
ilinde yapilan c¢aligmada (Kok et al.,2007) 100 oOrnekten 5’inde
Salmonella spp. izole edilmistir. Bu oran bu caligmada yaklasik % 2,5

bulunmustur.

Koliform sayim ortalamasi sucuk i¢in 71 EMS/g bulunmustur.
Agik ve markasiz satilan “kasap sucugu” oOrneklerinin iiglinde (Foga,
Alsancak ve Bornova 2), E.coli izole ve identifiye edilmistir. Bu
tirinlerden biri Salmonella spp. izolasyonunun yapildig: iriindiir. 2001
yil1 Gida Kodeksi mikrobiyolojik kriterlerine gore, et iiriinleri igerisinde
1s1l islem gérmiis {irtinlerde hi¢ E.coli bulunmamali, 1s1l islem gérmemis
iirinlerde ise 5 Ornegin birinde en fazla 1x10% kob/g diizeyinde

gortilmelidir. Ayrica higbir sekilde E.coli O157:H7 bulunmamalidir.

Yeni kriterler fermente et iiriinlerini (sucuk), 1s1l iglem gérmemis et
riinlerinden ayirmaktadir. Buna gore, sucukta 25 gr. 6rnekte E.coli
O157:H7 bulunmamalidir, bunun disinda bir kriter belirlenmemistir

(Anonymous,2009).

Et ve et ftrlnleri Listeria monocytogenes ile iiretimin degisik
asamalarinda kontamine olmaktadir. Yapilan bir ¢ok arastirmada Listeria

spp. ile kontaminasyonda sucugun hammaddesi olan kiymanin énemli rol
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oynadig1 belirtilmistir. Kontaminasyon mezbahada hayvanlarin diskilari,
derileri ve ayaklari, ayrica isletmede calisan personelin elleri, elbiseleri
ve kullandiklar1 aletler aracihigiyla gergeklesebilmektedir. Listeria
monocytogenes’in et lriinlerinde canli kalabilmesi ve c¢ogalmasi igin
muhafaza sicakligi uygunsuz ve kullanilan koruyucu katki maddeleri ile
mikroflora aktivitesinin yetersiz olmasi gerekmektedir. Sirikan et al,
(2006) sucuk igerisinde, fermentasyon ile kurutma siireci boyunca
L.monocytogenes sayisinda artis olmadigini bildirmistir. Yine de
pastorize edilmeyen sucuklarda, sucuk hamurunda 10° kob/g diizeyinde
L. monocytogenes bulunmasi durumunda, bu mikroorganizmalarin
canliligin1 koruyabilecekleri bildirilmistir (Sirikan et al., 2006). Bu
calismada Listeria monocytogenes igin pozitif bulunan iriin agik ve
markasiz bir “kasap sucugu” dur. Koliform ve Staphylococcus aureus
icin elde edilen degerlerin de kalite standartlarina uygun olmamasi, satis
ve saklama kosullarinin Ornekleme sirasinda gozlemlenen belirgin
yetersizligi bu bulgu ile uyum igerisindedir. Con et al., inceledikleri
sucuk orneklerinin %?23,3’linde, Kaya ve Gokalp %]18’inde, Sancak et
al., ambalajlanmamis sucuk Orneklerinin % 45’inde Listeria spp. izole
etmiglerdir. Sirikan et al, ise %9 oraninda Listeria spp. izolasyonu
gerceklestirmistir. Bu calismada 43 iirlin igerisinde sadece bir {iriinde
L.monocytogenes bulunmasi (%2,3), diger arastiricilarin bulgularina gore

fark arzetmektedir.

Laktik asit bakterisi sayisi, fermente bir iiriin grubu i¢in normal
kabul edilen 10°-107 kob/g smrimin tizerinde bulunmustur (Yaman et

al.,1998).
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5.2.Salam ve Sosis Orneklerinin Analiz Sonuclari

Tiirkiye’de emiilsifiye tip et iiriinleri olan sosis ve salam ornekleri
tizerinde yapilan ¢aligmalarda bu {riinlerde yiiksek sayida

mikroorganizma bulunabilecegi gosterilmistir

Agik salamlarda TAMB sayisimi 1,3x10* kob/g bulan Elmali ve ark..’nin
bu sonucu, 9,9x10* kob/g genel sonucundan ve agik salam 6rneklerinde

elde edilen 1,7x10’ kob/g sonucundan biraz daha diisiiktiir.

34 salam Orneginin 15’inde (%44,1) Maya-Kiif sayim1 eski Tiirk Gida
Kodeksi kriterlerinde belirtilen 1x10> kob/g smrmm iizerinde
bulunmustur. Bunlardan 2’si paketli markali iirlinler grubu icerisinde
(%14,2), 4’1 agik ve markali tirlinler igerisinde (%80), 6’s1 markasiz ve
acik iriinler igerisinde (%75), 3’i paketli ama markasiz iirlin grubu
igerisinde (%37,5) yer almaktadir. Maya ve kiifler genis bir pH aralifinda
(pH 2-9), depolama sicakliginda (10-35 C), ve su aktivitesinde (0.85 ve
tizeri) gelisebilmektedirler. Yiiksek tuz ve seker konsantrasyonlari
tarafindan kolaylikla inhibe edilemedikleri icin gidalarda bozulmalara
neden olabilirler. Ozellikle hava ile temasi fazla olan, yikama yapilmadan
paketlenen, iglem goren gidalarda, maya —kiif sayis1 onemli bir kalite
kriteridir. A¢ik ve Paketli salam 6rnekleri icin bu fark; istatistiksel olarak
da anlamhi bulunmustur (Ek Cizelge 4.15). Yeni kriterlerde iist sinir
1x10° kob/g olarak belirlenmistir, rnekler ierisinde bu diizeyde bir iiriin

bulunmamastir.

Sadece Acik satilan triinlerde Salmonella spp. ve Listeria sp

(Listeria innocua) izolasyonu yapilmasi, dikkat ¢ekicidir. Bu sonuglar,
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Apaydin et al.’1n (2003), Tiirkiye’de yaygin sekilde satis yapan 4 firmaya
ait salam Orneklerinde elde ettikleri sonuglardan farklidir; onlar, Listeria
spp. ve Salmonella spp. izole etmemislerdir. Apaydin et al., (2003)
iriinlerin satisa agik veya paketli olarak satisa sunulmalar1 hakkinda
herhangi bir veri sunmamislardir. Yine Elmali et al (2005) Kars’ta farkli
marketlerde satilan 30 adet paketlenmis salam 6rneginde Toplam aerobik
mezofil bakteri sayisi, koliform sayisi, maya- kiif sayist ve
Staphylococcus aureus sayismni 2,0x10%den diisiik bulunmustur. Sadece
C. perfringens sayisinin 7 Ornekte (%23,3) 10%-10° kob/g arasinda
degistigini belirtmislerdir. Bu caligmada ise, salam Orneklerinde 34
iirinden sadece ikisinde muhtemel C.perfringens sayist 10 kob/g’m
tizerinde ¢ikmiustir (%35,8) Bu orneklerin her ikisi de markasiz- agik iiriin

grubundadir.

Agik salam orneklerinde, TAMB, Koliform, S.aureus ve Maya-Kiif
sayimlart paketli iirlinlere gore daha yiiksek bulunmus, paketli salam
orneklerinde Listeria spp. ve Salmonella spp. izole edilmezken, agik
orneklerden ikisinde Salmonella spp. izole edilmis, bir ornekten Listeria
innocua izole ve identifiye edilmistir. Bu 6rnek ayni zamanda TAMB
(7,7x10° kob/g) ve Bacillus cereus (1,1x10° kob/g) icin elde edilen
degerlerin de en yiiksek oldugu iriindiir. Bu iiriinde ayrica 1,2x10” kob/g
degerinde muhtemel Clostridium perfringens sayimi gergeklestirilmistir.
Bu iirlinde insanlar igin patojen olan Listeria monocytogenes izole
edilmemis, diger degerler ilgili minimal enfeksiyon dozlarinin altinda
bulunmustur. Markasiz ile markali {riinleri karsilastirdigimizda,
Koliform sayimi haricinde diger kriterler yoniinden anlamli bir farklilik

goriilmemistir.
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2 Salmonella sp. izolasyonunun biri markali, digeri markasiz
triinler igerisinde yer alirken, Listeria innocua markasiz bir iiriinden

izole edilmistir.

34 Salam o6rneginin 17’sinde (%50) Laktik asit bakterisi sayim
sonuclar1 tayin limitinin altinda bulunmustur. Fermente et iirlinlerinde
oldugu gibi, salam ve sosis gibi emiilsifiye tip et liriinlerinde de laktik
asit bakterilerinin floraya hakim oldugu goriisii yaygindir fakat bu
calismada bulgular farklhidir. Apaydin et al. nmin (2003) Erzurum
piyasasindan temin ettikleri salamlar ile yaptiklar1 ¢alismada 6rneklerin
%80’inde laktik asit bakterilerinin, tayin limitinin altinda bulundugunu
belirtmislerdir. Bu ¢aligmada ise, diger o6rneklerde elde edilen sonuglar en
az 3,1x10'kob/g ile en fazla 4,7 x10” kob/g arasinda degismektedir. Bu en
yiiksek deger, et katkili bir lirlinden elde edilmistir; laktik asit bakterisi
sayiminin ylksek ¢ikmasi bu katki ile iligkili olabilir. Laktik asit bakterisi
sayim sonuglarinin diisiik olmasinin ve bu iiriinlerin mikrobiyal agidan
zengin olmamasimin  nedenleri arasinda emiilsifiye tip {riinlerin,
fermente iiriinler olmamalar1 ve sosis-salam karisimlarina starter kiiltiir

katilmamasi olabilir.

Sosis Orneklerinde, paketli iiriinlerin agik iirlinlere gore ozellikle
TAMB, ve Koliform bakteri basta olmak {izere, mikrobiyal analizlerinde
kayda deger farklilik gortilmistiir. Paketli ve markali 6rneklerde TAMB
sayist iki ornek hari¢ 1,1 x10* kob/g ile 9,8x10> kob/g arasinda
bulunmustur, sadece iki drnekte bu say1 43x10% ile 2,2 x10° kob/g olarak
belirlenmistir (Diger, Diger 2). Bu orneklerin son kullanma tarihinin

dolmasindan ¢ok kisa bir siire dnce siipermarketlerde, ilkbahar-yaz
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sezonunda, indirimli olarak satildiklar1 not edilmistir. Bu iki Ornekte
Maya-Kiif sayis1 sirayla 1,1x10° kob/g ile 3,2x10* kob/g, S.aureus
birinde tayin limitinin altinda bulunurken, digerinde 1,1x10*> kob/g
bulunmustur. Yine de bu grup sosislerin hi¢gbirinde minimal infeksiyon
dozu asilmamus, Listeria spp. ve Salmonella spp. gibi gida patojenleri

tespit edilmemistir.

Hem markali, hem de agik olarak satisa sunulan 8 iiriinden, 4
tanesinde (%50) Maya- Kiif oran1 10” kob/g’m iizerinde bulunmustur.
Ayrica, bu gruptaki 6rneklerden birinde Salmonella spp. izole edilmistir.
Bu 6rnekte Maya-Kiif sayis1 3,1x10° kob/g, TAMB sayis1 4,2x10°

bulunmustur.

Markasiz agik iirtinlerde, 6rneklerden birinde 6nemli bir patojen
olan Salmonella sp. izole edilmistir. Bu ¢rnekte TAMB sayis1 7,9x10°
kob/g, koliform bakteri sayim sonucu 210 EMS/g bulunmus, S.aureus
say1s1 3,4x10° kob/g olarak belirlenirken , laktik asit bakterisi sayis1 tayin
limitinin altinda bulunmustur. Bu {irinde, ayrica Escherichia coli
izolasyonu gerceklestirilmistir. Et tirlinlerinde E. coli varligi, liretim ve
depolama sartlarinda sanitasyon ve hijyen kurallarina dikkat edilmedigini
gostermektedir. Hem Salmonella sp. hem de E.coli izolasyonu barsak

kokenli bulagsmalarin varligimin altin1 ¢gizmektedir.

Bu c¢aligmada genel olarak, salam ve sosis drneklerinde, ambalaj
varliginin 6nemli bir fark yarattigi sdylenebilir (Cizelge 4.14;4.15).
Ambalajli {riinlerde o6zellikle Maya- Kif Sayimi, TAMB sayimu,

koliform bakteri sayimi, E.coli varlig1 agisindan daha giivenli sonuglar
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elde edilmistir. Agcikta satilan iriinlerin bu “hijyen indikatorleri”
acisindan daha yetersiz olmasinin nedeni, ambalaj yoklugunda {iriiniin
ozellikle depolama ve satis ortaminda cevresel ve insan kaynakli
bulagmalara daha acik olmasinda yatiyor olabilir. Markali ve markasiz
iriinler acgisindan bakildiginda- 6zellikle sosis Ornekleri i¢in- markali
iriinlerle markasiz olan {iriinler arasinda ciddi, istatistiksel agidan anlamli

bir fark olmadig1 soylenebilir (Cizelge 4.12;4.13;4.14)
5.3.Kiyma Orneklerinin Analiz Sonuclari

Kiyma ornekleri agik satilan iiriinler ve paketli-hazir iirlinler olarak
smiflandirilmistir.  Kiyma  Orneklerinden elde edilen sonuglarda
ambalajlanarak satisa sunulan et iriinlerinin (Paketli-hazir kiyma)
mikrobiyolojik kalite a¢isindan diger iirlin grubundan olumlu yoénde bir
farki olmadig1 goriilmistiir (Cizelge 4.17). Etlerden kiyma hazirlanmasi
stiresince, etlerin makinede kiyilmasi, depolanmasi, ambalajlanmasi, ve
satisga  sunulma asamalarinda  degisik  derecelerde  bakteriyel
kontaminasyon ger¢eklesmektedir. Yapilan baska bir arastirmada kasap
diikkkanlarinda hazirlanan kiymalarin evde hazirlanan kiymalara gore
aerobik mezofilik canli, Enterobakteri ve Staphylococcus aureus
sayilarinin sirasiyla 12,5, 20 ve 1,5 kat daha fazla oldugu belirtilmistir
(Bagkaya et al., 2003). Baz1 6rneklerde kiymanin mikrobiyal kalitesinin
daha yiiksek olmasi saklama kosullarinin ve ambalaj tipinin daha saglikli
olmasi ile de iligkili olmaktadir. Kiymanin hazirlanmasi sirasinda kiyma
makinelerinin iyi temizlenmemesi ve kisisel hijyen yetersizlikleri kadar

depolama ve saklama kosullarinin da 6nemli oldugu diisiiniilmektedir.
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Bu c¢alismada elde edilen sonuclar Baskaya et al.’nin Istanbul’da
yaptiklari caligmayla biiyiik dl¢lide uyumlu bulunmugstur. Baskaya et al.,
(2003) Istanbul’da satisa sunulan kiymalarda TAMB sayisin1 ortalama
2,7);106 kob/ gr, koliform sayisin1 ortalama 4,1x104 bulmustur. Ozellikle
koliform sayis1 bu ¢alismada daha diisiik bulunmustur. Maya- Kiif sayist,
Staphylococcus aureus sayist ve Bacillus cereus sayisi ortalama degerleri
yoniinden paralel sonuglar elde edilmistir. Bu degerler Baskaya et al.’nin
calismasinda sirasiyla, 5,7x10* kob/g, 1,4x10° kob/g ve 9,5x10° kob/g
olarak bulunmugstur. Goniilalan et al.’nin Kayseri’de gergeklestirdigi
calismada TAMB, 7,4x10°- 5,3x10° arasinda, koliform sayisi, 8,6x10'-
4,5x10* arasinda ve koagulaz pozitif Staphylococcus sayist 8,0x10°-

8,2x10° arasinda bulunmustur.

Gokmen ve Alisarli’nin., 2003 yilinda yiiriittiikleri bir ¢alismada,
sigir  kiymalarinin  %22’sinde  Listeria monocytogenes, %3 iinde

Salmonella spp. izole etmislerdir.

Hem bu ¢alismada hem de Baskaya ve Goniilalan’in ¢alismalarinda
elde edilen sonuglarin bazilari, Tiirk Gida Kodeksinde belirtilen
siirlamalara uymamaktadir. 20 kiyma 6rneginin 8’1 (%40) TAMB sayis1
yoniinden Gida kodeksinde belirtilen 5,0x10° st smirmimn tizerinde
bulunmustur. Bu kriter yeni teblig igerisinde 1x10° olarak belirlenmistir.
Bu kosullar altinda 14 o6rmek TAMB agisindan kosullara uygun
olmamaktadir.Bu 6rneklerden ikisi, S.aureus igin belirtilen 5,0x10° kob/g
siirmin tizerinde bulunmus, iki 6rnekte Salmonella spp. izole edilmistir.
S.aureus ic¢in yeni iist sir 1x10* kob/g olarak belirlenmistir. Eski

kodeks’te ¢ig et ve kiyma i¢cin Koliform sayimi, Maya-Kiif sayimi,
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Bacillus cereus sayimi, Clostridium perfringens sayimi ve Listeria
monocytogenes tayini ile ilgili kriterler bulunmamaktadir. Yeni kriterlere

L.monocytogenes eklenmistir.
5.4.0rneklerin Mevsimsel Ac¢idan Degerlendirilmesi

Sucuk ve salam orneklerinde analiz sonuglar1 arasinda mevsimsel
bir farklilik goriilmemektedir. Kiymada, Maya-Kiif sayisi, Ilkbahar- yaz
sezonunda daha yiiksek bulunmus, diger kriterler agisindan anlamli bir
fark elde edilmemistir. Sosis Orneklerinde ozellikle, Maya-Kiif sayisi,
Bacillus cereus sayisi ve Koliform sayisinda ozellikle acik satilan
triinlerin farklilik yarattigi gézlemlenmistir. Markasiz agik triinlerden
RTA1 ve RTA2 kodlu iirtinlerde Maya-Kiif ve B.cereus sayilar1 diger
iirlinlere gore yiiksek bulunmustur. Markali acik Ttriinlerde, 6zellikle
PNA1 ve PNA2 kodlu iiriinlerde, Maya-Kiif sayis1 sirasiyla, 3,2x10°
kob/g ve 2,9x10° kob/g olarak belirlenmistir. Bu iriinlerde, Bacillus
cereus saymim sonuglari da Maya-Kiif sayilart ile benzerlik
gostermektedir. Acik triinlerde 6zellikle ilkbahar-yaz sezonunda farklilik
goriilmesini nedeni, ag¢ik Trlinlerin sicaklik, nem gibi ¢evresel
kosullardaki degisimlere daha agik, mikrobiyal kontaminasyona daha

elverisli olmasi olabilir.

Acik satilan sosis 6rnekleri haricinde, sucuk ve salam 6rneklerinin
indikator ve patojen mikroorganizmalar agisindan analizlerinde sezona

bagl bir degisim goriilmemistir (Cizelge 4.18; 4.19; 4.20; 4.21;4.22).

Arastirmanin  sonuglarinda  iriinlerin  satisa  agik-kapali

sunulmasiin, mikrobiyal zenginlik agisindan,  irilinlerin markali-
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markasiz olmasindan veya sonbahar-kis/ ilkbahar-yaz sezonunda satiga
sunulmasindan daha 6nemli oldugu goriilmektedir. Et ve et iiriinlerinde
tiretim agamalari ile birlikte depolama ve satisin gergeklestigi kosullar da
Onem tasimaktadir. Prestijli markalarin iiriinleri daha hijyenik kosullarda
iiretilse de, dis etkenlere agik sekilde satilan ve depolanan iiriinlerin
markali da olsa markasiz da mikrobiyal kirlilige acik hale geldigi

goriilmektedir.

Satis yapilan mekanlarda kisisel hijyene, sicaklik ve nem gibi
cevresel etmenlere dikkat edilmemesi, salam gibi dilimlenerek satilan
tirtinlerin islemden gecirildigi makine ve bigaklarin, ylizeylerin temiz

tutulmamasi, mikrobiyal kontaminasyon riskini arttirmaktadir.
5.5.Laktik Asit Bakterileri ve Bakteriyosin Aktivitesi

Sucuk, sosis, salam ve kiyma orneklerinden izole edilen laktik asit
bakterilerinin bakteriyosin aktivitesi Kirby- Bauer Disk Diflizyon metodu
ile belirlenmistir. Bu metot ile saf olarak izole edilebilen Laktik asit
bakterilerinin antimikrobiyal aktiviteleri 6zellikle Gram (+) bakteriler
olan L. monocytogenes, Staphylococcus aureus, Micrococcus luteus ve
Enterococcus faecalis acisindan yeterli goriilse de, bakteriyosin
aktiviteleri diisiik bulunmustur. E.coli {izerinde genel antimikrobiyal ve
bakteriyosin etkilerinin daha zayif oldugu gézlemlenmistir. Bakteriyosin
aktivitesinin, genel antimkrobiyal inhibisyon aktivitesinden daha diisiik
olmasi, 6zellikle laktik asit ve asetik asit gibi metabolitler sonucu ortam
pH’ inin  diismesi, H,0, gibi metabolitlerin  sentezlenmesinin

antimikrobiyal aktivitenin etkinliginde bakteriyosin aktivitesinden daha
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onemli oldugunu ortaya koymaktadir. Con ve Gokalp, (2000) ve De
Martinis ve Franco (1998), Parada et al (2007)’nin ¢alismalarinda
belirtildigi gibi, laktik asit bakterilerinin inhibisyon yetenegi birden fazla
faktorle iligskilidir.  Bu calismada elde edilen sonucglar da bunu
dogrulamaktadir. Yaman et al.’in 1998 yilinda yiiriittkleri ¢aligmada,
ticari Tiirk sucuk Orneklerinden izole ettikleri 100 Laktik asit
bakterisinden sadece 6 strainin bakteriyosin ve benzeri metabolitleri
iretme Ozelligine sahip oldugunu bulmuslardir (%6). Bu strainlerden
ticti Lactobacillus plantarum diger tcii ise Pediococcus pentosaceus
olarak identifiye edilmistir. Bir baska ¢alismada ise, sucuk ve sosislerden
izole edilen 39 Lactobacillus plantarum susunun 18’inin bakteriyosin ve
benzeri madde {irettigi ama bunlarin igerisinde kullanilan test suslarina
kars1 sadece birinin bakteriyosininin, gii¢lii inhibisyon etkisine sahip
oldugu bildirilmistir. Bu strainlerin hemen hepsinin genel antimikrobiyal
inhibisyon etkisinin bulundugu gézlemlenmistir (Toksoy et al.,1999). Bu
acidan elde edilen ve genus diizeyinde tanimlanan 37 izolat ile, tiir
diizeyinde tanimlanan 29 bakterinin 3’linde (yaklasik 9%4,05)
bakteriyosin aktivitesinin tespit edilmesi 6zellikle Yaman et al., (1998)

tarafindan yiiriitiilen caligmayla uyumludur.

PCR igin segilen bakteriyosin iireticisi Pediococcus acidilactici,
Enterococcus faecalis ve Lactococcus lactis subsp. lactis suslari
ozellikle fermente ve fermente olmayan et iiriinlerinde mikrofloranin
o6nemli bir pargasi olmalari, bakteriyosinlerinin Listeria spp. basta olmak
tizere ¢esitli bakterilere inhibisyon etkisinin gii¢lii olmasi nedenleri ile
secilmistir. Daha Onceleri sadece siit {liriinlerine 6zgii oldugu diisiiniilen

Lactococcus lactis subsp. lactis’in siit triinlerinde oldugu kadar sucuk
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gibi et lirlinlerinde de florada baskin oldugu belgelenmistir (Rodriguez et
al., 1997) Yine de bu ¢alismadaki bulgulara gore, et ve et iiriinleri icin
Enterococcus spp., Pediococcus spp. ve Lactobacillus spp. ¢ok daha

onemli turler olmaktadir.

Enterococcus spp. ¢evrede siklikla rastlanan bakteriler arasindadir.
Et iirlinlerinde mikrofloranin dnemli bir parcast olduklar1 bildirilmistir.
Bu ¢alismada arastirilan Enterocin AS-48’in hem Enterococcus faecalis
hem de Enterococcus faecium strainlerinin bazilari tarafindan tretildigi
bildirilmistir (Abriouel et al., 2004). Bu ¢alismada hem bir E. faecalis
izolat1 (E. faecalis 1-kiyma) hem de E. faecium izolatinda (E. faecium 3-
sucuk) bakteriyosin genlerinin varlig1 gosterilmistir. Bir bakteriyosinin
birden fazla strain tarafindan iiretilmesi veya bir strainin birden fazla
antimikrobiyal peptit liretmesi, dogada sik rastlanan olgulardir (Herranz

etal., 2001).

Bakteriyosin  oldugu disiiniilen antimikrobiyal bilesiklerin
inhibisyon aktivitesinin proteolitik enzim muamelesine duyarli olmasi
ama pH’in diisiiriilmesi sonucu ortadan kalkmamasi, 100 °C’ye kadar
1stya dayanikli olmalari, bu antimikrobiyallerin bakteriyosin veya
bakteriyosin benzeri antimikrobiyel peptidler oldugunu dogrulamaktadir
Bu ozellikler agisindan; standart referans suslar ile bu c¢alismada elde
edilen izolatlar paralel bulunmustur. Ozellikle nisin ve enterocin AS-48
1s1 ve pH degisimlerine olduk¢a direngli bulunmustur; bu durum,
Klaenhammer’in verilerine uymaktadir. Et {riinlerinden elde edilen
bakteriyosinlerin 6zellikle asidik pH’a direngli olmalar1 normaldir; ¢iinkii

ozellikle fermentasyon teknolojisinde et iiriiniiniin pH’1 diismektedir. Bu
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calismada, bakteriyosinlerin 0Ozellikle iiretici tiirlerin yakin iliskili
olduklar1 bakterilere kars1 inhibisyon etkisi gosterdikleri gortilmiistiir. Bu

durum, bakteriyosinler hakkindaki bilgimiz ile uyumludur.

PCR c¢alismasinin sonucunda bu 6rnekler dogrulanabilmistir. PCR,
Rodriguez et al (1997) tarafindan bakteriyosin ¢esitliliginin belirlenmesi
icin hizl1 ve uygun bir metot olarak tanimlanmasina ragmen, bakteriyosin
ve benzeri peptidler ile et liriinlerinde laktik asit bakterilerinin tiir ve
strain ¢esitliliginin fazla olmasi, bu metodun bakteriyosin ¢esitliligini

belirlemede pratik ve ucuz bir sekilde uygulanabilmesini kisitlamaktadir.

Ayrica  PCR  uygulamasi sirasinda  bakteriyosin  etkinligi
gozlemlenemeyen bir strainin de (E. faecalis a-kiyma) bakteriyosin
genlerine sahip oldugu goriilmiistiir. Bakteriyosin genlerinin varligi, bu
peptitlerin  mutlaka etkin bir sekilde ifadesinin gerceklestigi veya
bakteriyosin kaynakli giiclii bir antimikrobiyal etkinin garantilendigi
anlamma gelmemektedir. Bakteriyosinlerin inhibisyon etkisi ve

bakteriyosin sentezi birden fazla faktore bagh olarak gerceklesmektedir.

Bakteriyosinler karmagik bir kimyasal yapiya sahiptir, ve iiretici
hiicrenin biyosentetik ve genetik yapist iizerinde Onemli bir yiik
olusturmaktadirlar. Bu nedenle, bakteriyosin liretme yetenegi, bakterinin
hayatta kalabilmesi i¢in vazge¢ilmez olmalidir. Laboratuvar kosullarinda,
bakteriler se¢ici ortamda, monokiiltiir olarak tutulmaktadir. Bu durum,
rekabetci floranin olmamasi ve stres kosullarinin az olmasi anlamina
gelmektedir.  Bu  nedenle, rekabete  yardimci  molekiiller

sentezlenmeyebilmektedir (Cotter, 2005) Ayrica, bakteriyosin yapisal
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genlerini veya direng genlerini tagiyan plasmidler dis etkenlerle (sicaklik,
U.V.,) kaybedilebilmektedir; bakteriyosin iiretimi kararli bir 6zellik
degildir.

Kisacasi, bakteriyosin sentezi i¢in bakteriyosin ekspresyonunun
sagladigr hayatta kalma avantaji, bunun metabolik ve genetik bedeline

degmelidir.

Bu caligmalar sirasinda bu olasiliklarin g6z onilinde tutulmasi

gerekmektedir.

Ayrica, klasik PCR uygulamalar1 yerine multipleks PCR, hatta
DNA microarray metotlar1 aragtirmalarda daha hizli ve bu {irlinlerin tiir,
strain ve metabolit zenginligine daha uygun sonuglari, -her ne kadar
ekonomik olmasalar da- verme egiliminde yontemlerdir (Suwanjinda et

al., 2007).
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EKLER

Ek Cizelge 1. Et Uriinleri I¢in Mikrobiyolojik Kriterler (Anonymous,2000)

m M
Escherichia coli (cfu/g) Bulunmamali
n=5c¢=0
Staphylococcus aureus (cfu/g) 2 3
15 =1 5x 10 5x10
Clostridium perfringens (cfu/g) 10 102
n=>5 c=2
Salmonella (cfu/g) 25gr’da bulunmamali
n=5 c=0
Maya-kiif miktar1 (cfu/g) 2
Ne 5 o) 10 10

n: Deney numunesi sayisi

c: mile M arasindaki sayida mikroorganizma ihtiva eden kabul edilebilir en fazla deney
numunesi sayist

m: (n-c) sayidaki deney numunesinin 1 graminda bulunabilecek kabul edilebilir en fazla
mikroorganizma sayisi

M: ¢ sayidaki deney numunesinin 1 graminda bulanabilecek kabul edilebilir en fazla
mikroorganizma sayisi



Ek Cizelge 2. Et Uriinleri Igin Mikrobiyolojik Kriterler (Anonymous, 2001)

Escherichia coli (kob/g)

Escherichia coli (kob/g)*

E. coli O157: H7(kob/g)

Staphylococcus aureus (kob/g)

Clostridium perfringens (kob/g)

m M
5X 10" 1X 10
Bulunmamali
Bulunmamali
5X 107 5X10°
1X10' 1X10?

Salmonella (kob)

25 gr’da bulunmamal

Listeria monocytogenes (kob)

25 gr’da bulunmamal

Maya, kiif (kob/g)

1X 10!

1 X107

* Is1 uygulamasi gormiis tiriinlerde

n: deney numune sayisi
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c: m ile M arasindaki sayida mikroorganizma ihtiva eden kabul edilebilir en fazla deney

numune sayisini

m: (n-c) sayidaki deney numunesinin 1 graminda bulunabilecek kabul edilebilir en fazla

mikroorganizma sayisi

M: ¢ sayidaki deney numunesinin 1 graminda bulunabilecek kabul edilebilir en fazla

mikroorganizma sayisi
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Ek Cizelge 3. Et iiriinleri i¢in Gida Kodeksinde yeni Mikrobiyolojik Kriterler Tebligi

igerisinde et iiriinleri ile ilgili kriterler (Anonymous, 2009)

3,3,1,2. Fermente | Kiif 5 2 10° 10°
(sucuk vb.) S. aureus (%) 5 2 10 10°
Salmonella spp. 5 0 0/25 g-mL
L. monocytogenes 5 0 0/25 g-mL
E. coli O157:H7 5 0 0/25 g-mL
3,3,2. Isil islem Maya ve kiif 5 2 10° 10°
gdrmiis et tiriinleri S. aureus () 3 5 102 10°
(sosis, salam, )
kavurma, doner, C. perfringens 5 2 10 10°
ligf)te’ jole iskembe e cnelia spp. 5 0 0/25 g-mL
L. monocytogenes 5 0 0/25 g-mL
E. coli O157:H7 5 0 0/25 g-mL
3,1,1. Kasaplik 2 5 6
hayvanlarin karkasi, TAMB () 10 10
¢ig kirmizi et ve 4 3 4
Kiyma, kanatl S. aureus (%) 10 10
karkasi ve ¢ig )
Kanatls eti Salmonella spp. 0/25 g-mL
(sogutulmus, :
dondurulmus) ve L. monocytogenes 0/25 g-mL
dondurulmus hindi | £ o0 157,17 0/25 g-mL

kiyma
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Ek Cizelge 4.. EMS Cizelgesi; EMS/g (mL). Partiden 1 6rnek alinmasi igindir
(Halkman, 2005).

Pozitif Say1 ve kategori %095 giivenlik %99 giivenlik
tipler sinirt sinirt

1 0,1 0,01 EMS Kategori | Alt Ust Alt Ust
mL mL mL

0 0 0 <0,30 - 0,00 0,94 0,00 1,40

0 1 0 0,30 2 0,01 1,00 0,00 1,60

0 2 0 0,62 3 0,12 1,70 0,05 2,50

1 0 0 0,36 1 0,02 1,70 0,01 2,50

1 1 0 0,74 1 0,13 2,00 0,06 2,70

1 1 1 1,10 3 0,40 3,50 0,20 4,60

1 2 0 1,10 2 0,40 3,50 0,20 4,60

1 2 1 1,50 3 0,50 3,80 0,20 5,20

1 3 0 1,60 3 0,50 3,80 0,20 5,20

2 0 0 0,92 1 0,15 3,50 0,07 4,60

2 0 1 1,40 2 0,40 3,50 0,20 4,60

2 1 0 1,50 1 0,40 3,80 0,20 5,20

2 1 1 2,00 2 0,50 3,80 0,20 5,20

2 2 0 2,10 1 0,50 4,00 0,20 5,60

2 2 1 2,30 3 0,90 9,40 0,50 14,20
2 3 0 2,90 3 0,90 9,40 0,50 14,20
3 0 0 2,30 1 0,50 9,40 0,30 14,20
3 0 1 3,80 2 0,90 10,40 | 0,50 15,70
3 0 2 6,40 3 1,60 18,10 1,00 25,00
3 1 0 4,30 1 0,90 18,10 0,50 25,00
3 1 1 7,50 1 1,70 19,90 1,10 27,00
3 1 2 12,00 3 3,00 36,00 2,00 44,00
3 2 0 9,30 1 1,80 36,00 1,20 43,00
3 2 1 15,00 1 3,00 38,00 2,00 52,00
3 2 2 21,00 2 3,00 40,00 | 2,00 56,00
3 2 3 29,00 3 9,00 99,00 5,00 152,00
3 3 0 24,00 1 4,00 99,00 3,00 152,00
3 3 1 46,00 1 9,00 198,0 5,00 283,00
3 3 2 110,00 1 20,00 400,0 10,00 570,00
3 3 3 >110,00
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