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OZET

Bu c¢alismada Tunceli ve ilgelerinde piyasada satisa sunulan (Tunceli-Merkez,
Hozat, Mazgirt, Ovacik, Pertek, Piiliimiir ve Cemisgezek) toplanan 250-300’er gramlik 100
Savak tulum peyniri 6rnegi kullanilmistir. Tulum peynirlerinde Cronobacter spp. analizi
yapilmis ve elde edilen izolat tiplendirilmesi i¢in 16s rRNA dizi analizi kullanilarak 100
ornegin 7’sinin Cronobacter sakazakii, 1’inin Cronobacter muytjensil ve 1’inin de
Cronobacter malonaticus oldugu belirlenmistir. Tiplendirilen izolatin antibiyotik
direngliligi belirlenmis ve ayn1 zamanda peynirlerde antibiyotik kalintis1 Kundrat yontemi
ile analiz edilmistir.

Calismanin sonuglarina gore 100 adet 6rnegin lgiinden (%3) izole edilen ve
16sTRNA dizi analizi olarak tanimlanan Cronobacter sakazakii’nin CLSI standartlarina
gore sefalotine direngli oldugu bulunmustur. Tulum peyniri 6rneklerinden tigiinde (%3)
antibiyotik kalintis1 gozlemlenmistir.

Calismanin sonuglarinin da gosterdigi gibi gerekli hijyen tedbirlerinin alinmadigi
geleneksel iiretim sonucunda koliformlarin tiremesi gézlemlenebilmektedir. Bu kapsamda
gerekli hijyen egitiminin verilmesi ve peynir iiretiminde meydana gelen bulagmalardan
kaynaklanabilecek riskler hakkinda iireticinin bilgilendirilmesi ve farkindalik yaratilmasi
onem gostermektedir. Ayn1 zamanda Cronobacter spp. i¢in gerekli risk analizleri yapilmali
ve epidemiyolojik a¢idan 6nem gostermesi halinde yasal diizenlemelerde yer almasi halk
saglig1 ve toplum refahi yoniinden katma deger saglayacaktir.

Anahtar Kelimeler: Tulum Peyniri, Cronobacter spp, Enterobacter sakazakii, Gida

Giivenligi, Halk Sagligi, Antibiyotik Kalintisi.



SUMMARY

In this study, 100 Savak Tulum Cheese samples offered for sale approximately 250-
300 gr were collected from Tunceli-Central, Hozat, Mazgirt, Ovacik, Pertek, Piliimiir ve
Cemisgezek were used. Cronobacter spp. analysis were held and using 16S rRNA
sequence analysis for typing of isolate obtained was Cronobacter sakazakii. 7 of 100
samples were determined to be Cronobacter sakazakii, 1 of 100 samples is Cronobacter
muytjensil and 1 of 100 samples is Cronobacter malonaticus. The isolate was defined for
antibiotic resistance and were analyzed for antibiotic residue by Kundrat method on
cheeses at the same time.

According to the results, Cronobacter sakazakii which are isolated from three of
the 100 samples (%3) and as typed with 16 srRNA was found to be resistant to
cephalothin. Three of the samples of Tulum cheeses (%3) showed in antibiotic residue.

The results of the study underlines that, the necessary hygiene measures are not
taken as a result of the traditional production growth of coliforms observed. In this context,
it is important to give necessary hygienic education and training the manufacter about the
risks arising from contamination occurring in cheese production and create awareness. At
the same time, necessary risk analysis should be done for Cronobacter spp. and when it
attention to the epidemiological, it should get involved in legislation for public health and

welfare of the community will provide added value.

Key Words: Tulum Cheese, Cronobacter spp., Enterobacter sakazakii, Food Safety,
Public Health, Antibiotic Residue.
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1. GIRIS

Hayvansal bir gida olan peynir, temel besin maddelerinden protein, yag, mineral
maddeler ve bazi1 vitaminler yoniinden zengin bir gidadir. Bundan dolay besin degeri ¢ok
yiiksek ve ayrica sindirimi de kolaydir. Hemen her ¢esit siitten ( koyun, ke¢i, inek, manda)
yapilan peynir, Ozellikle protein, vitamin ve mineral bakimindan zengin bir kaynaktir
(Demirci, 1990). Bu baglamda saglikli ve dengeli beslenme agisindan peynir, diger siit
tirlinleri arasinda 6nemli bir yere sahiptir (Bayar, 2008). Beslenmede oldukc¢a 6nemli yer
tutan peynirin diinyada 4000 (Steele ve Unlii, 1992), Ulkemizde de 130’dan fazla gesidi
bulunmaktadir (Calim, 2007).

Diinyada peynir iiretiminin yilda, yaklasik 17 milyon ton oldugu ve % 4 diizeyinde
arttig1 tahmin edilmektedir. Glinlimiizde peynir iiretimi, uluslararasi ticarette hacmi giderek
artan, ¢ok saglam bir pazara sahiptir. Peynir sanayi, diinyanin her yerinde ¢ok gelismis bir
teknolojiye sahip olup, cesitliligi artmistir (Cetinkaya, 2005). Uretilen peynirlerin
% 85’inden fazlasin sirasi ile beyaz peynir, kasar peyniri ve tulum peyniri olusturmaktadir
(Tekingen ve Nizamlioglu, 1993). Tiirkiye’de yaklasik 300.000 ton peynir iiretimi s6z
konusudur. Uretilen peynirin aym yil igerisinde tiiketildigi varsayilirsa, iilkemizde yillik

kisi basina peynir tiiketiminin yaklasik 5 kg oldugu tahmin edilmektedir (Coskun 2003).

Tiirkiye Istatistik Kurumu (TUIK) 2010 yilindan itibaren siit ve siit iiriinleri
istatistiklerini aylik olarak ve temel siit iirlinleri (igme siitii, peynir, yogurt, ayran) olarak
bildirmeye baslamasi ve kategorilerin 2010 yili ve Oncesi yayimlanan kategoriler ile
eslesmemesi nedeniyle siit liretiminde % 8.5’lik bir artis olurken peynir {iretiminde 2009
ile 2010 yili karsilastirildiginda % 74 gibi yiiksek oranda bir artis oldugu goriilmektedir.
Peynir tretiminin genel seyrine bakildiginda ortalama % 4 oraninda bir artis oldugu
gorilmektedir. 2010 yilinda toplam arz bir 6nceki yila gore % 69 oraninda artarak 488.974
ton, toplam yurti¢i kullanim % 77 oraninda artarak 451.406 ton olarak gergeklesmistir.
Bitis stoklar1 ise % 0,7 oraninda artarak 10.800 ton olmustur. Tiirkiye’de en ¢ok tiiketilen
peynir c¢esidi beyaz peynirdir. Her yerde bulunmasina ragmen, beyaz peynir Trakya
bolgesi’ne mal edilir. Marmara Bolgesi’nde oldugu kadar, Ege ve Orta Anadolu’da da
iiretilen beyaz peynirin en {inliilerinden biri Canakkale’nin Ezine ilgesinde iiretilen Ezine

peyniridir. Ezine peynirini iinlii yapan da ke¢i ve koyun siitii karigimindan yapilmasidir. En



1yi taninan peynirlerimizden olan kasar peyniri, Kars, Erzurum, Mus gibi Dogu illerinde ve
Kirklareli, Edirne, Tekirdag gibi Bati illerinde ¢cogunlukla koyun siitiinden {iretilir. Mus,
Bayburt, Konya kasarlar1 iilkemizde olan yoresel peynirlerden bazilaridir. Taze kasar
peyniri ise inek siitlinden lretilen ve 75°C’de haglanarak iiretilen bir peynir ¢esididir.
Sarims1 beyaz-sari, hafif tuzlu bir peynirdir. 2010 yilinda ithalat bir 6nceki yila gére % 15
oraninda azalarak 5.191 ton, ihracat ise % 14.8 oraninda artarak 26.768 ton olarak
gerceklesmistir. TUIK verilerine gére, 2010 yilinda 473.057 ton olarak gerceklesen peynir
iiretim miktar1 2011 yilinda 518.850 tona yiikselmistir. Tiirkiye Istatistik Kurumu
verilerine gore Tiirkiye’de peynir tiretimi sekil 1.1 de gosterilmistir. Bu kapsamda siit
tirtinleri tiretimi iiriin bazinda degerlendirildiginde; Tiirkiye’de genel olarak beyaz peynir,

kasar, lor, Mihali¢ (kelle), Cerkez, dil, otlu peynir, Antep, Cegil ve Urfa peyniri tiretimi

yapilmaktadir.
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400.000
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Sekil 1.1 Tiirkiye’de peynir iiretiminin yillara gére degisimi(TUIK)

Bir¢ok peynir ¢esidinden biri olan Tulum peyniri, karakteristik tat ve aromasi
nedeniyle tercih edilen 6zel bir peynirdir (Sert ve Akin, 2008). Ulkemize has bir peynir
¢esidi olan Tulum peyniri, diger peynirlerden daha degisik aromaya sahip olmakla birlikte
halen ilkel sartlarda ve kii¢iikk mandiralarda iiretilmektedir. Tulum peyniri, diger peynir
cesitlerine gore besin degerinin yliksek olmasi ve daha degisik lezzet ve aromaya sahip

olmasi sebebiyle ayr1 bir 6neme sahiptir (Tatl1, 2009).

Antibiyotiklerin ¢iftlik hayvanlarinda biiyiimeyi destekleyici 6zellikleri 1940’larin
sonlarina dogru kesfedilmistir. 1950 yilinda ABD’nin Stockestad eyaleti, domuz yavrusu
ve civciv gibi hayvanlarin yemlerine kiicliik bir miktar antibiyotik ilave edildigi zaman
bliyiimenin arttigin1  dogrulamis ancak, mekanizmanin tam olarak anlasilamadig:

bildirilmistir. ABD Gida ve ilag Dairesi hayvanlar igin regetesiz antibiyotik kullanimini



onaylamistir (Jones ve Ricke, 2003). Hayvan rasyonlar1 igerisinde antibiyotik kullanimi,
yogun hayvansal iiretimin gelismesine paralel olarak artmistir. Antibiyotiklerin diisiik
dozlarda uygulanmasi kolayca kabul edilerek antibakteriyel biiylime destekleyicileri,
hayvancilik sektoriinde gelistirilen sistemlerin bir pargasi haline gelmistir (Castanon,
2007). Antibiyotik kullanimina izin verilen kosullar ve iriinler Annex 70/254’te
listelenmigtir. Annex I’de tiim Avrupa Birligi’'nde pazarlama kisitlamasi olmayan
antibiyotikler ve Annex II’de iiye devletler tarafindan kendi sinirlar igerisinde izin verilen
antibiyotikler listelenmistir. Annex II’de listelenen antibiyotikler: basitrasin manganez,
neomisin, framisetin, higromisin-B, tilozin ve eritromisin’dir (Koluman ve Dikici, 2013).
Biiylime faktorleri mekanizmasi sekil 1.2” de gosterilmistir (Anderson vd., 1999).

Ince Bagwsakta Mikroorganizmalarm Biiyiimesini Baskilama

Mikrobivel Depresyon

DOGRUDAN DOLAYLI
Besinicin azalanyangma — .
Buyumesi bastinimig
mikroorganizmalann metabholitlerinin
uretiminde azalma

= Aromatikfenol
= Amonyak
= Safraparcalama aranleri

v

ARTAN BUYUME VE ETKIN BESLENME

&

Badirsak mukozasinda degisim
= Olgunmiisin
=  Sindirim enzimi
= Badirsak morfolojisi

Sekil 1.2. Biiyiime Faktorlerinin Etki Mekanizmasi (Anderson vd., 1999).

Siit endiistrisinde antibiyotik kalintilar1 biiylik ekonomik kayiplara yol agmaktadir.
Starter kiiltiir olarak kullanilan mikroorganizmalar o6zellikle laktik asit bakterileri
gelismeleri sirasinda olusturduklar1 enzimlerle {irliniin bilesimindeki bazi maddeleri
parcalayarak Onemli metabolitleri olustururlar. Siit ve siit iirlinlerinde olusan bu
degisiklikler sonucunda {iriin kendine 0zgli karakteristik Ozelliklerini kazanir. Asit
olusturma, proteoliz ve lipoliz, lezzet ve aroma bilesiklerinin olusumu ve zararl

bakterilerin gelisiminin 6nlenmesi kullanilan bu kiiltiirlerin temel islevleridir.



1.1 Peynirlerin Siniflandirilmasi

Peynir yapiminda ilk islem; siitiin pihtilastirilmasi veya mayalanmasiyla pihtilagsmis
kazein elde edilmesidir. Uretimin ikinci asamasi, kazeinin sudan arindirilmasi ve
stiziilmesi, son agama ise peynirde istenilen aroma ve tekstiiriin olusmasi i¢in tuzlanmasi
ve olgunlastirilmasidir (Cetinkaya, 2005). Peynir siniflandirmasi, ¢esidinin ¢ok olmasi ve
baz1 nitelikler bakimindan bir digerine benzerlik géstermesi sebebiyle oldukca zordur. Bu
nedenle, simiflandirma  yapilirken birgok nitelik goz Online alinir. Peynir
siiflandirilmasinda dikkat edilecek baslica nitelikler Tablo 1.1°de verilmistir (Calim,

2007).
Tablo 1.1 Peynir simiflandirmasinda dikkate alinan nitelikler(Calim, 2007)

Orijin Ulke, yore

Siit Nevi Inek, koyun, keci, manda

Koagulasyon metodu (asit, enzim, asit+enzim, konsantrasyon-

kristalizasyon)

Peynirin Tipi
Olgunlasma siiresi
Olgunlasmada rol oynayan baslica mikroorganizma tipi
I¢ Nitelik Tekstiir, renk, gézenek, lezzet maddesi (6rn., baharat)
D1s Nitelik Kabuk, dumanlama, biiyiikliik, sekil, agirlik, ambalaj materyali
Kimyasal
Bilesim Kuru maddede % yag; % en az yag ve % en fazla rutubet

Tirkiye’de  peynirler, kuru maddedeki yag miktar1 dikkate alinarak
siiflandirilmistir. Bu siniflandirma Tablo 1.2.’de verilmistir (Tekingen ve Tekingen 2005).



Tablo 1.2 Kuru maddede yag miktarma gore peynir ¢esitleri(Tekingen ve Tekingen, 2005).

Kuru Maddede Yag (% )
Sumf

Tiirkiye Diinya
Cok yagh 60’dan fazla
Tam yagh 45°den fazla |45 — 60 arasi
Yagh 30°dan fazla |25 —45 aras1
Yarim yagh 20’den fazla |10 — 25 aras1
Az yagh (yavan, yagsiz) 20’den az 10’dan az

1.2. Diinya’da Peynir Uretimi

Peynir {iretimi diinya capinda biiyiik bir hayvansal besindir. Birlesmis Milletler
Gida ve Tarim Orgiitii’'ne gore 2004 yilinda diinya iizerindeki peynir iiretimi 17 milyon
tondur. Tablo 1.3’te de goriildiigii gibi, peynir iretiminin en fazla oldugu iilke Amerika

Birlesik Devletleri’dir. Diinya tiretiminin % 30’unu temin etmektedir ve bunu Almanya ve

Fransa takip etmektedir (URL-1, 2011).

Tablo 1.3 Diinyada peynir {iretim miktarlar1 (URL-1, 2011).

Ulkelerdeki Peynir Uretimi 1.000 Ton
Amerika Birlesik Devletleri 4.275
Almanya 1.994
Fransa 1.858
Italya 1.154
Hollanda 714
Polonya 579
Brezilya 495
Misir 462
Arjantin 425
Avustralya 395




1.3. Tiirkiye’de Peynir Uretimi

Tiirkiye’de baslica siitiin nevi, yore ve iiretimde uygulanan teknolojik iglemlere
bagli olarak tiirevleriyle birlikte 130°dan fazla peynir ¢esidi bulundugu ve en ¢ok tiretilen
peynir ¢esitlerinin ise beyaz, kasar ve tulum peynirleri oldugu bilinmektedir (Calim, 2007).
Tiirkiye’deki peynir cesitlerinin tiiketimdeki paymnin % 85-89’unu beyaz salamura, kasar
ve tulum peynirleri, geri kalan % 11-15’ini de ¢esitli yoresel peynirler olusturmaktadir
(URL-2, 2011).

Tiirkiye’de tulum peyniri, Trakya Bolgesi disinda, sikca yapilan peynir tiirleri
arasinda yer almaktadir. Uretim bolgelerine gére Savak, Divle ve Cimi Tulum peynirleri

gibi degisik isimler almaktadir (Kurt ve Oztek, 1984).

1.4. Tulum Peyniri ve Cesitleri

Tulum peyniri; ham peynirin ufalanip tuzlandiktan sonra tulumlara basilmasi ve
belli bir siire olgunlasmasi sonucu elde edilen peynir olarak tanimlanmaktadir (Calim,
2007). Bagka bir tanim da; beyaz ve krem renkte, kuru madde ve yag orani yiiksek, kolay
dagilmayan (plastik ozellikte), agiza alindiginda eriyerek kendine has tereyagi aromasi
kolaylikla hissedilen, yart sert, homojen tekstiirde ve belirgin asidik tatta olan bir peynir
¢esididir (Kurt vd., 1991). Tulum peyniri ismini ambalaj malzemesinden (tulumdan)

almaktadir (Dagdemir, 1998).

Ekonomik degere sahip olan ve Tiirkiye’de kasar peynirinden sonra en ¢ok iiretilen
peynir ¢esididir. Tiirkiye Istatistik Enstitiisiinden alinan bilgilere gére 2004 yilinda yillik
olarak {iiretilen tulum peyniri miktar1 10.000 ton olarak belirlenmistir (Aydin, 2007).

Tulum peynirleri 6nceden yoresel olarak ve kii¢lik ¢apta iiretilmekte iken, zamanla
her kesim tiiketicinin begenisini kazanmasi sonucu daha ¢ok miktarlarda iiretilmeye
baslanmigtir (Akytiz, 1981). Munzur Daglari’'nda 3 bin metredeki yaylalarda iiretilen ve
bin yillik ge¢misi olan tulum peynirinin ambalajlanip ABD’ye ihra¢ edildigi
vurgulanmaktadir (Aydin, 2007).

Tulum peyniri yaygin olarak Dogu Anadolu Bolgesinde, ¢ogunlukla da Tunceli,

Elaz1g, Bingél, Erzincan ve Erzurum illerinde iiretilmektedir. Ulkemizde genelde yoresine



gore isim alan tulum peynirinde 6rnegin Erzincan yoresinde iiretilene “Erzincan Tulum
Peyniri” denilmektedir. Divle tulum peyniri, Cimi tulum peyniri, Savak tulum peyniri gibi

yoresel ¢esitleri bulunmaktadir (Keles ve Atasever, 1996).

Tulum peynirinin rutubet oranimnin % 40’tan fazla olmamasi gerekmektedir. Bu
yiizden tulum peyniri, yar1 sert veya yumusak peynirler sinifinda yer almaktadir. Tulum
peyniri beyaz veya krem renginde, yliksek yag igerikli, kolay ufalanan, yar1 sert tekstiirlii
tereyagimsi ve keskin kokulu bir peynir ¢esididir (Aydin, 2007).

Tulum peyniri tliretiminde genellikle koyun siitii kullanilmaktadir. Ancak, zaman
zaman inek ve keci siitii kullanildig1 gibi, bu siitlerin degisik oranlardaki karigimlari da
kullanilmaktadir. Son yillarda yapilan bazi arastirmalarda peynir yapiminda siit pastorize
edilmesine karsin; geleneksel olarak iiretimde siite herhangi bir 1s1l islem uygulanmadan
hemen 28-32 °C sicakliklarda mayalanmaktadir. Mayalanma siiresi ise maya kuvvetine ve

miktarina bagl olarak 1-4 saat arasinda degismektedir (Koca, 1996).

Tiirkiye’de tulum peyniri kuru ve salamura olmak {iizere iki sekilde yapilmaktadir.
Kuru tulum peyniri en ¢ok I¢, Dogu, Giiney ve Giiney Dogu Anadolu Bélgeleri’nde,
salamura olan1 ise Ege Bolgesi’nde kiytya yakin yerlesim merkezlerinde tretilmektedir

(Tekinsen ve Tekingen, 2005).

Tulum peyniri iretiminde siit pihtilagtirildiktan sonra teleme kesilip baskiya
alinmaktadir. Baski isleminde yeterli miktarda sivi kaybettikten sonra teleme nohut
biiyiikliigiine kadar parcalanmaktadir. Nohut biiyiikliigiinde parcalanmig telemeye % 2-3
oraninda tuz ilave edilir ve teleme iyice karistirilir. Teleme tekrar bez torbalara alinip serin
bir ortamda bekletilir. Her giin belirli zaman araliklariyla karistirilan peynir, fazla suyunu
salar. Peynir pihtis1 tulumlara siki ve hava kalmayacak sekilde basilir. Tulumun agiz
kismina biraz fazla tuz serpilerek, bosluk kalmayacak sekilde tulum dikilir. Daha sonra

peynirler mahzen gibi serin yerlerde olgunlagsmaya birakilir (Kurt, 1994).

Tulum peyniri iiretiminde genel olarak koyun siitii kullanilmakta olup, siitlerin
mayalama sicakhign 26-39 °C arasinda de@ismektedir. Belirli bir pihti isleme tarzi

bulunmamakla birlikte teleme birka¢ kez parcalanarak bez torbalara konmakta, tuzlama



islemi telemenin par¢alanmasi esnasinda yapilmaktadir. Baz1 kaynaklarda telemeye yogurt
katildig1 (Tekinsen vd., 2002), bazen de olgunlagsmay1 saglayacak bakteri sayisini arttirmak
ve oksidasyonu saglamak amaciyla, 18-24 saat havalanmaya maruz birakilarak on
olgunlagsmaya tabi tutuldugu belirtilmektedir. Tuluma sikica basilan peynirlerin
olgunlastirma kosullar1 degiskenlik gostermekle birlikte, genellikle 3-4 °C sicaklik ve
% 70-80 bagil nemde veya 6-8 °C sicaklik ve % 75-85 bagil nemde 3-4 ay olup, istege
gore taze tiiketilebildigi bildirilmektedir (Calim, 2007).

Tulum peynirinde randiman, 6zellikle yapim tekniginin ilkelligi ve hammaddenin
degisik nitelikte olmasi nedeniyle azdir. Randiman karisik yagl siitten yapilanlarda
ortalama % 12, yavan siitten yapilanlarda da % 9 civarindadir (Tekingen ve Tekingen,
2005). Zengin protein, kalsiyum, yag ve fosfor kaynagi olan tulum peyniri insanlarin

dengeli beslenmesi ve sagligi agisindan biiyiik 6nem tasimaktadir (Sert ve Kivang, 1984).

Dogu Anadolu Bolgesi’nde; Erzincan, Erzurum, Elazig, Tunceli ve Bingdl illeri ile
bu illerin gevresinde iiretilen Savak Tulum peyniri su sekilde karakterize edilebilir: beyaz
ve krem renkte, kuru madde, protein ve yag orami yiiksek, kolay dagilmayan, agizda
kendine 0zgili tereyagi aromasi hemen hissedilen, yar1 sert, homojen yapida ve belirgin
asidik tatta olan bir peynir ¢esidimizdir (Giin ve Giizel, 2011). Ancak Savak Tulum
peynirlerinin liretiminde ne mandiralarda ne de aile isletmelerinde standart bir isleme
teknigi uygulanmamaktadir. Alisilagelen usullerle peynir {iretilmektedir. Bu durum
piyasada satilan peynirlerin ¢ok degisik lezzet ve kalitede olmasina neden olabilmektedir.
Bunun nedenleri olarak; iiretim tekniginin yore ve isletmeye bagli olarak dnemli farklilik
gostermesi; peynir iretiminde kullanilan mayanin ¢esit, miktar, mikrobiyal yiik ve
kuvvetge birbirinden farkli olmasi; temiz, kaliteli, pastorize edilerek starter kiiltiir ilave
edilmemis, iretim, ambalajlama ve pazarlama ile personel hijyenine gereken Onemin
verilmeyisi; olgunlagma sart ve siirelerinin farklilik gostermesi; biiylik ambalaja bagh
olarak uzun siirede pazarlama mecburiyeti v.b. faktorler sayilabilir.

Savak Tulum peyniri, ismini ambalaj malzemesinden almis olmasina ragmen,
bugiin piyasada satisa sunulan peynirlerin biiyiik ¢ogunlugu plastik bidonlar igerisindedir.
Plastik tiirii malzemelerin, ke¢i ve koyun derisinden daha dayanikli, istenilen hacimde,
daha ucuz ve kolay elde edilebilir olma gibi avantajlar1 vardir. Ayrica diisiik de olsa hava-

su buhar1 gegirgenliginin olmasi, peynirin olgunlasmasi sirasinda fazla suyun atilmasina



yardimci olmaktadir. Ancak bu tiir sentetik maddelerin i¢inde, peynir gibi yagh ve asitligi
yiiksek iirlinlerin saklanmasi halinde, birtakim kanserojenik maddelerin gida maddelerine
gecebilecegi degerlendirilmektedir.

Savak tulum peyniri iiretiminde genel hatlariyla su islemler takip edilir.

CIG SUT

SUTUN MAYALANMASI

PIHTININ KIRILMASI

BEZ TORBALARDA SUZME

PLASTIK TORBALARA
AKTARMA

PALSTIK TORBALARDA
SUZME

TEKNELERDE TUZLAMA
VE EZME

BEZ TORBALARA
BASKILAMA

OLGUNLASTIRMA 5-6 GUN

AMBALAJLAMA

SOGUK HAVA
DEPOSUNDA
OLGUNLASTIRMA

Sekil 1.3 Savak tulum peyniri {iretim agamalari.



Tiirkiye’de cesitli yorelerde tiretilen belli basli tulum peyniri ¢esitleri ve baslica

tiretim yoreleri Tablo 1.4’°te belirtilmektedir.

Tablo 1.4 Tiirkiye’de gesitli yorelerde tiretilen belli bagh tulum peyniri ¢esitleri ve baslica tiretim yoreleri

Tulum Peyniri Cesidi Uretim Yoresi

Bez Tulum Konya Eregli

Cimi Tulumu Antalya Akseki, Serik, Manavgat

Deri Tulumu Malatya, Mersin Anamur

Divle Tulumu Ugharman (Divle)

Erzincan Tulumu (Savak) Erzincan, Tunceli, Elaz1g

fvriz Tulumu Konya Eregli

Izmir (Salamural1) Tulum [zmir ve Cevresi

Kargi Tulumu Corum, Cankiri

Kiiflii Tulumu Konya, Konya Cihanbeyli

Pastorize Tulum Balikesir Ayvalik

Salamurali Deri Tulumu Izmir Bergama

Selguklu Tulumu Konya

Teneke Tulumu Izmir Odemis, Balikesir
Adana, Antalya, Isparta, Maras,

Tulum Ardahan Ikizdere, Sirnak Par.lcarh,
Aydin, Afyonkarahisar, Izmir,
Gaziantep, Ankara Golbasi

1.5 Peynirlerden Kaynaklanan Saghk Riskleri

Peynir, bir yandan besin olarak insan sagligina katkida bulunurken, 6te yandan
siitten kaynaklanan ¢ok ¢esitli hastaliklar nedeniyle tehlikeli de olabilmektedir. Bu nedenle
patojenik mikroorganizmalar veya viriislerle insan sagligi acisindan tehlikeli organik veya
inorganik Kirleticiler etkisiyle kontamine olabilmektedir. Peynir {iretim asamalarinin
farkliliklarindan ve kullanilan ham maddenin kontamine olmasindan dolayr birgcok
mikroorganizmayi icerebildigi gibi, ek olarak cevresel kontaminasyon konusu olan bir¢ok
kimyasalla da kirlenmis olabilir. Isil islem gérmeden {iretilen peynirler potansiyel halk
saglig1 tehlikelerinin olugmasinda etkin rol oynayabilmektedir. Bu kapsamda en fazla

gozlemlenen mikroorganizmalar asagida 6zetlenmistir.

10



1.5.1 Listeria monocytogenes
Listeria suslarimin insan sagligi i¢in 6nemi anlasilmaya baslandigindan beri etken
mikroorganizma ile ilgili stipheli konular1 agiga ¢ikarmak i¢in yapilan bakteriyolojik ve

epidemiyolojik ¢alismalar hizla artmistir(Yavuz ve Korukluoglu, 2010).

Listeria infeksiyonlarinin bulagmasi agisindan 6nem tasiyan besinlerin basinda siit
tirtinleri gelmektedir. Listeria bakterileri iginde en 6nemli olan tiir insanda patojen olabilen
L. monocyotogenes’dir ve bu tiiriin ¢ig siitlerden yaklasik olarak % 5 oraninda izole

edildigi bildirilmistir (Yavuz ve Korukluoglu, 2010).

Isvigre’de yapilan bir calismada 429 peynir 6rneklerinden % 25.6 ‘sinda, peynir
iiretilen 579 yerden alinan orneklerin % 7.4’linde ve siit {iriinii isleme merkezlerinde
calisan 73 personelden alinan burun kiiltiirlerinde % 4.1’inde Listeria izole edilmistir

(Bannerman ve Bille, 1988).

Tiirkiye’de Tumbay ve arkadaslar1 tarafindan yapilan bir ¢alismada 323 peynir
orneginden % 2.1°1 L. monocyotogenes olmak iizere toplam % 5.8’inin Listeria spp. tiirleri

ile kontamine oldugu saptanmigtir (Tumbay vd. 1988).

1.5.2 Salmonella

Hastalik yapan Salmonella tiirleri, yakin zamanda, pek c¢ok serovari olan
Salmonella enterica adli tek bir tiir olarak yeniden smiflandiriimigtir. Salmonella Typhi
tifoya neden olmaktadir. Diger Salmonella tiirleri sik¢a gida kaynakli hastaliklarin

nedenidir, 6zellikle kiimes hayvanlari ve ¢ig yumurtadan kaynaklanir (Brisabois vd. 2007).

Insan ve hayvanlarin digkisi, su ve gidalarin lagim suyu ile kontaminasyonu ile
bulasabilmektedir. Aniden ortaya ¢ikip kisa siirede iyilesen gastrointestinal problemlere
yol agtig1 tespit edilmistir. insanlarda tifo ve paratifo gibi hastaliklara sebep olmaktadir. Bu
bakteriye karsi gidalarin yeterli siire 1s1l islem gérmesi veya fermentasyona ugramasi
gerekmektedir. Cig siit veya yetersiz pastorize edilmis siit ile iiretilen dondurma ve peynir

cesitlerinde bulunabilir (URL-3, 2011).
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1.5.3 Escherichia coli

Insanlarda diyareye neden olan E. coli suslar1 2. Diinya Savasi’ndan sonra ortaya
cikarilmistir. Bu tarihe kadar diisiik virtilansa sahip oldugu ve idrar yollar1 enfeksiyonlarina
neden olabildigi kabul edilen E. coli’nin diyare etmeni olarak tanimlanmasi ile bu
bakteriye bakis degismistir. Bugilin insanlarda diyareye neden olan E. coli serotipleri
patojenik, enteropatojenik, enterovirulent, diyarejenik serotipler olarak
adlandirilmaktadir.(Briissow, 2005)

Ishalli hastaliklara neden olan E. coli tipleri asagidaki gruplara ayrilirlar:

o Enterotoksijenik E. coli (ETEC) tipleri, enterotoksin iireterek hastalik yapar.
Cesitli toksinler vardir, bazilar1 bagirsak mukozasina zarar veren Sitotoksik
enterotoksinlerdir, bazilar1 bagirsak hiicrelerinin su ve elektrolit salgilamalarina
neden olan sitotonik enterotoksinlerdir.

« Enteroinvazif E. coli (EIEC) tipleri, doku hiicrelerinin i¢ine girip ¢ogalirlar. Bunun
yol agtig1 enflamasyon tepkisi doku hasarini artirir.

o Enteropatojenik E. coli (EPEC) tipleri dokuya sikica baglandiktan sonra bir
enflamasyon reaksiyonu olustururlar. Toksin salgilayarak degil, hiicre igci
sinyalizasyona etki ettikleri i¢in ishale yol actiklar1 diisiiniilmektedir.

o Enterohemorajik E. coli (EHEC) Bu grupta olanlar Enteropatojenik ozellikler
tasimaya ilaveten Siga toksinleri salgilar. Bu gruba ait olanlarin en tnliisti E. coli
0157:H7'nin yol agtign hastalik hemorajik kolit olarak adlandirilir. ishal az sulu,
bol kanli ve mukuslu olur.

o EnteroAggregatif E. coli (EAEC), bagirsak epiteline baglanip tugla gibi dizilmis
bakteriler seklinde goriiniir. Bu gruba has bakterilerin salgiladigi toksinler
mukozaya zarar verip kronik ishale yol agarlar.

o Diffusely Adherent E. coli (DAEC), bir yastan kiigiik ¢ocuklarda ishale yol agar.
Ozellesmis fimbiralar sayesinde seyrek bir sekilde epitele baglanirlar ve hiicre igi

sinyal mekanizmasini etkinlestiriler. Bu grup hakkinda az sey bilinmektedir.

1.5.4 Staphylococcus aureus
Peynirlerden kaynaklanan stafilokokal gida zehirlenmeleri tiim diinyada yaygin

olarak karsilasilan Onemli bir sorundur. Yiiksek miktarda S. aureus iceren siitlerin
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pastorize edilmeden peynire islenmesi, kullanilan starter kiiltiir aktivitesinin yetersiz
olmasi, siitiin pastorizasyon sonrasi kontaminasyonu ile iiriiniin islenmesi ve depolanmasi
sirasindaki uygun olmayan sartlar peynirlerde bu problemlerin olusmasina neden

olmaktadir (Kiigiik¢etin ve Milci, 2008).

1.6 Enterobacter sakazakii (Cronobacter spp.)
E. sakazakii enfeksiyonlarmin ozellikle toz bebek mamalarindan kaynaklandigi
ifade edilmektedir. E. sakazakii et, sebze, peynir, tohum, kuru ot, baharat olmak tiizere

bir¢ok gidada tespit edilmistir (Iversen ve Forsythe, 2004).

Amerika ve Avrupa’da kontamine toz bebek mamasi ile iliskili 5 adet E.sakazakii
salgin1 rapor edilmistir. E.sakazakii’nin toz bebek mamasi iiretiminin pastdrizasyon
prosesinde canli kalamadigi ancak bu iriiniin pastorizasyonu takiben yapilan besin
bilesenlerinin eklenmesi ve rekonstitiisyon iglemleri sirasinda kontamine oldugu

belirtilmektedir (Togay vd. 2008).

1.6.1 Tarihge

Enterobacteriaceae familyasinda yer alan E. sakazakii, ilk baslarda Enterobacter
cloacae’nin sar1 pigment olusturan bir varyanti oldugu diisiiniilse de 1980’de E. sakazakii
ile E.cloacae arasindaki DNA-DNA hibridizasyon, biyokimyasal reaksiyonlar, sari
pigment olusturan koloniler ve antibiyotik duyarlilifindaki farkliliklardan dolayr E.
sakazakii yeni bir tiir olarak tanimlanmis (Togay vd. 2008) ve katkilarindan dolay1 Japon

Bakteriyolog Richi Sakazakii’nin ad1 verilmistir.

Bu bakterinin yeni doganlarda sebep oldugu 6liim oranmin yiiksekligi nedeniyle,
Yunan mitolojisindeki yeni dogan bebekleri yutan “Cronos” adindaki tanridan esinlenerek
Cronobacter adi verilmistir. Giintimiiz bilimsel literatiiriinde, bakteri tanimlanirken hem

Cronobacter spp. hem de E. sakazakii ismi kullanilmaktadir.

1.7. Cronobacter spp.
Cronobacter spp.min dogal yasam ortami iyi bilinmemektedir. Etken, su, toprak,
sebze gibi baslica ¢evresel kaynaklarda bulunabildigi gibi kemirgenler ve sinekler gibi

vektorlerle de gida maddelerine sonradan bulasabilmektedir (Iversen ve Forsythe, 2003).
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E. sakazakii tiim insanlarda hastalik olusturabilirken, en fazla bagisiklik sistemi zayif
olanlar etkilemektedir. Rapor edilen vakalar igerisindeki yas dagilimi dikkate alindiginda,
Ozellikle 1 yasindan kii¢iik bebeklerin diger yas gruplarina gére daha fazla risk altinda
olduklar1  belirlenmistir.  Rapor  edilen  salginlarda, hastalanan  bebeklerin
% 20'den % 50'lere kadar varan oranlarda oldugu, hayatta kalanlarda ise siiregelen
sorunlarin ndrolojik rahatsizliklarla sonuglandigi aciklanmistir. Etkenin, 6zellikle yeni
doganlar ve bebeklerde septisemi, menenjit ve nekrotik enterokolitis gibi hastaliklarla
iliskili oldugu tespit edilmistir. Enfeksiyonu takiben yeni doganlarin % 20’den fazlasinda

ciddi norolojik komplikasyonlarin gelistigi bildirilmistir (Koluman, 2011).

1.7.1 Ozellikleri

Enterobacteriaceae familyasinin tiimii oksidaz negatiftir, glikozu fermente eder,
fakiiltatif anaerobtur ve enerji liretim siireclerinde nitrati nitrite indirgerler. E. sakazakii,
peritrik flajellali, hareketli, Gram-negatif, ¢ubuk sekilli bir bakteridir. Optimum iireme
sicakligt 37-43°C olmasina ragmen, 6-450Cgibi cok genis bir sicaklik aralifinda
gelisebilme yetenegindedir (Koluman, 2011).

1.7.2 Gidalarda bulunusu
E. sakazakii enfeksiyonlarinin o6zellikle toz bebek mamalarindan kaynaklandigi
ifade edilmektedir. Bu bakteri bebek mamalarinin disinda peynir, et, sebze, hububat, bitki

ve baharatlardan da izole edilmektedir.

1.7.3 Neden Oldugu Hastahklar

E. sakazaki, tiim yas gruplarinda enfeksiyona sebep olmakla birlikte, 6zellikle, 1
yasin altindaki bebekler, yasamlarinin ilk 28 giinlinde olan bebekler, prematiire doganlar
(< 37 hafta), diisiik dogum agirlikli (2,5 kg’den az), immun sistemi zayiflamig bebekler ve
HIV pozitif annelerin bebekleri bu konuda ciddi risk altindadir. Bu risk gruplarinda,
konjenital anomalilerin yan1 sira, septisemi, hidrosefali ve bakteriyel menenjit gibi
enfeksiyonlara sebep oldugu bildirilmistir. Mortalite oraninin % 10-80 arasinda oldugu,
hayatta kalan vakalarda siliregelen nérolojik sonuglarin ortaya ¢iktigit ve hastaligin
yetiskinlerde daha hafif seyrettigi bildirilmistir (URL-4, 2011). Beslenme tepkilerinde
zayiflik, irkilmeler, sarilik, nefes alip vermede zorluk ve degisken ates olmakla birlikte, bir

cok vakada enfeksiyon ile birlikte gelisen menenjit s6z konusudur. Oliim birkag saat ile
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birka¢ gilinlik bir zaman dilimi icerisinde meydana gelebilirken, oran1t % 50’lerdedir.
Hayatta kalanlarda norolojik bozukluklar ve santral sinir sistemi enfeksiyonlari

gorilmektedir.(Togay vd. 2010)

Tedavi amagli uygulanan antibiyotik ve benzeri antimikrobiyallere karsi
Cronobacter spp.” nin de dahil oldugu patojen bakterilerde direng gelisimi s6z konusu
olabilir. Ozellikle patojen bakterinin ge¢misinde bulundugu ortama bagl olarak
seleksiyona tabi tutulmus olabilir. Béylece direncli suslar gida ortamina bulasmis olabilir.
Ozellikle hayvan hastaliklar sirasinda uygulanan antibiyotiklerin siit ile atilmalar1 sonucu,

peynir yapiminda kullanilan siitlerin antibiyotik ile kontamine olmas1 muhtemeldir.

1.8. Hayvanlarda Antibiyotik Uygulamalar:

Antibiyotikler, ¢esitli hayvan tiirlerinde bircok hastaligin sagaltimi ve kontrolii
amactyla kullanilmaktadir. Antibiyotikler, veteriner hekimlikte, hastaliklarin sagitimu,
hastaliklardan koruma ve verimi artirmak amaciyla yaygin olarak kullanilmaktadir.
Livingston ve Kaya, FAO (Diinya Gida ve Tarim Orgiitii) raporlarina dayanarak
hazirladiklar1 yaymlarda hayvanlarin % 50'sinin yasamlarinin belli donemlerinde veya
tamaminda igme sulart ve yemleri ile bu tir ilaglar1 aldiklarini bildirmektedirler.
Antibiyotiklerin bilingsiz bir bi¢imde kullanilmasi sonucunda direngli bakteri
popiilasyonlar1 artmakta basta karaciger, bobrek olmak iizere gesitli organ ve dokularda
birikmektedir. Diger taraftan siit ve yumurta gibi hayvansal iiriinlere gecebilmektedir.
Boyle {irtinleri tiikketen insanlarda, tirtindeki antibiyotik cesit veya miktarina bagl olarak
hafif alerjiden baslayarak anafilaktik soka kadar gidebilen olumsuzluklara yol agtigi

gozlemlenmistir.

1.9. Antibiyotik Kalintih Siitler

Laktasyondaki hayvanlarin antibiyotiklerle tedavisi, siitte kalinti problemlerine
neden olabilir. Siitteki antibiyotik kalintilari tiiketicilerde alerjik reaksiyonlar, bagirsak
bozuklugu ve genel olarak bakterilerde direng problemlerine neden olur. Ayrica siit
tiriinlerinin iiretiminde bozulmalara neden olabilirler. Gida kaynagi hayvanlarda veteriner
ilaglarin1 kontrol etmek icin Avrupa Birligi ve Gida ve Ila¢ Dairesi sirastyla her bir madde

icin 0zel maksimum kalnti limitleri veya tolerans diizeyleri belirlemislerdir. Siitte
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antibiyotik kalintilarinin varligini belirlemek i¢in ¢iftlikte veya siit dagitim kanalinin her

noktasinda birgok tarama testi gelistirilmistir (URL-5, 2011).

1.10. Antibiyotik Direncliligin Onemi

Antibiyotik direncliligi probleminin insan ve hayvan sagligina olan etkilerinin daha
1yl anlasilabilmesi, tartisilabilmesi bakimindan, ileride bu konulara yonelik ¢aligmalarin
yapilmasi bliyiik onem tasimaktadir. Antibiyotik kullanimina bagli gelisebilecek riskler
konusunda ileride daha uygun risk yonetim stratejilerinin olusturulmasi bakimindan daha

fazla bilgi toplanmalidir (URL-6, 2011).

Gram pozitif bakteriler uzun yillar toplumda kazanilmig enfeksiyon hastaliklarinin
en sik sebepleri olmalarinin yani sira ilerleyen yillarda giderek artan oranlarda olmak {izere
ozellikle son yillarda Gram negatif bakterilerle beraber hastane enfeksiyonlarinin énemli
etkenleri haline gelmistir (Unal, 2006). Gram pozitif bakteriler de diger
mikroorganizmalarda oldugu gibi tedavi ya da korunma amaci ile kullanilan antibiyotiklere
kars1 sistematik bir sekilde direng gelismektedir. Penisilin aktif kullanima girdigi 1940’
yillarda Stafilokok ve Prémokok gibi tedavisi ¢ok zor saglanan Gram pozitif bakterilerin
bu antibiyotige ¢ok duyarli olduklari tespit edilmistir. Penisilin tedavisiyle daha Once
hemen hemen % 100 oSlimciil seyreden Staphylococcus sepsisleri ve % 40 oliimciil
seyreden pnomokok enfeksiyonlarindan kaynaklanan 6liim kisa siirede Onlenebilir hale
gelmis ancak bu basariyla beraber 20. yiizyilda bile tibbin 6nemli sorunlarindan biri olan

antibiyotiklere diren¢ meselesi de baslamigtir (Fluit vd. 2001).

Penisilinin kullanima girmesinden kisa bir siire sonra stafilokoklarda penisilin
direnci tespit edilmis ve bu direng hizla yayilmistir. Direncin sebebi penisilini parcalayan
beta-laktamaz enzimidir. Stafilokoklarda penisilin direncinin hizla yayilmasinda kuskusuz
beta-laktamaz enzim sentezini saglayan genin bir plazmid iizerinde olmasi ve bu nedenle
de genetik bilginin horizontal olarak ¢ok hizli bir sekilde yayilabilmesinin rolii biiyiiktiir.
Metisilin, nafsilin, oxazolyl penisilinler gibi beta-laktamaz enzimine direncli
antibiyotiklerin kesfi ise bu bakterilerin neden oldugu hastaliklarin kontrolii bir siire
miimkiin olmus, ancak 1961 yilinda metisiline direncli ilk stafilokok Ingiltere’de izole

edilmistir. Bu problem Ingiltere’ye 6zgii kalmamis, 1960’larin sonuna dogru Metisiline
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direncli ilk S. aureus tiim diinyada tan1 ve tedavi giicliikleri sebebiyle problem haline
gelmistir (Gogebakan, 2003).

Stafilokoklarn aksine Pnémokoklarda penisilin direnci yavas gelismistir. Ik kez
1967 yilinda Avusturya’da penisilin Minimum Inhibitér Konsantrasyon (MIC) degeri 100
kez daha yiiksek suslar bildirilmistir. Daha sonralar1t MIC degerleri 1000 kez daha yiiksek
(MIC=6-20png/ml), ¢cok daha direncli suslar diinyanin degisik bolgelerinde tespit edilmistir
(Unal, 2006). Enterokoklarda ise beta-laktam antibiyotiklere kars1 oldukca yiiksek direng
degerine sahiptirler. Birbirine yakin 6zellikleri olan bu ti¢ Gram pozitif bakteri grubunda
ayni tiir antibiyotiklere karsi diren¢ gelisimi degisik siireclerde ve muhtemelen degisik

mekanizmalarla olmaktadir (Unal, 2006).

1.11. 16S rRNA Gen Sekans Analizi

1980’lerde bakterilerin identifikasyonu i¢in yeni bir standart gelistirilmeye
baslanmigtir. Bakterilerin genetik kodlarinin stabil bir pargasinin karsilastirilmasiyla
aralarindaki filogenetik yakinliginin belirlenebilecegi ortaya konmustur (Woese, 1987,
Woese vd., 1985). Bakteri genetik bolgesinde bunun i¢in aday genler 5S, 16S ve 23S
rRNA ve bu genlerin arasindaki bolgeleri kapsamaktadir. Giiniimiizde bakteri taksonomisi
amaciyla en yaygin olarak kullanilan DNA bolimi 16S rRNA genidir (Bottger, 1989;
Tortoli, 2003; Harmsen ve Karch, 2004).

16S rRNA yaklasimi1 mikrobiyal taksonomide en genis ¢apta kullanilan standart
tekniklerden biridir (Woese, 1987). 16S rRNA sekans analizleri iki organizma molekiilii
arasindaki akrabalig: tiir diizeyi ve yukarisindaki kategorilerde ortaya koymaktir. Ancak,
ayni tiire ait olan organizmalar arasindaki ayirt ediciligi ortaya koymasi i¢in tek basina

yeterli bir teknik degildir (O’Donnell vd., 1993).

16S rRNA gen sekansi yaklagik 1550 base pair (bp) uzunluktadir ve degisken,
korunmus bolgelerden olusur. (Chen vd., 1989). 500 bp uzunluktaki kisim maliyet
acisindan daha ucuz ve uygulanabilirligi daha kolay oldugu i¢in sekans analizlerinde daha
yaygin olarak kullanilmaktadir (Clarridge, 2004). 16S rRNA gen sekans analiz asamalari
sirastyla. DNA ekstraksiyonu, PCR asamasi, aritma asamasi, sekans dongiisii, sekans
analizi, elektroferogramlarin degerlendirilmesi ve verilerin yorumlanmasi asamalarindan

olugmaktadir (Clarridge, 2004).
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Basic Local Alingment Search Tool (BLAST), aranan dizi sirasini (niikleotid veya
aminoasit) veri tabaninda bulunan mikroorganizmalara ait baz dizileri ile karsilastirarak
ayni veya en yakin olan dizi sirasinin ait oldugu mikroorganizmayi, % benzerlikle veren
bir bilgisayar programidir. BLAST, molekiiler biyoloji ile ilgili bilgileri bir kaynakta
toplamay1 ve genom verilerinin bilgisayar ortaminda analiz edilmesi i¢in bilgisayar
programlar1 gelistirmeyi amaglayarak, 1988 yilinda kurulan National Center for
Biotechnological Information adli kurulus tarafindan gelistirilmis bir veri tabanidir. Sekans
analizi yapilarak aranan bolgenin baz dizisi belirlendikten sonra, bu dizi internet sayfasinda
bulunan program kullanilarak veri tabani ile karsilagtirilir. Tarama sonucu, aranan dizi
sirasinin hangi mikroorganizmaya ait olabilecegini, benzerlik yiizdesi ile verir. BLASTN
bir niikleotid dizisi ile komplementer diziyi ele alarak niikleotid dizisi veri tabanlariyla
karsilastirir. Hiz amaciyla tasarlanmistir. Yiiksek duyarlilik aranan durumlar i¢in uygun
degildir (Polat ve Karahan, 2009).

Calismanin amaci Tunceli ve ilgelerinde tiretilip satisa ¢ikarilan Savak tulum
peynirlerinde, Cronobacter spp. varliginin incelenmesi, elde edilen suslarin 16S rRNA dizi
analizi ile tiplendirilmesi ve antibiyotik direnglilik profillerinin ¢ikarilmasidir. Ayrica
calismada patojen tespitinde kullanilan 2 besiyerinin (Kromojenik Cronobacter sakazakii
agar (DFI) ve Kromojenik Cronobacter sakazakii izolasyon agar (ESIA)) performansi

karsilagtirilmis ve analize alinan peynir 6rneklerinde antibiyotik kalintis1 aranmustir.
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2. MATERYAL VE METOT

2.1. MATERYAL

Bu c¢alismada Tunceli ve ilgelerinde piyasada satisa sunulan (Tunceli-Merkez, Hozat,
Mazgirt, Nazimiye, Ovacik, Pertek, Piiliimiir, Cemisgezek) toplanan 250-300’er gramlik
toplam 100 tulum peyniri 6rnegi kullanilmistir. Alinan 6rneklerin ilgelere gore dagilimi

tablo 2.1°de gosterilmistir.

Tablo 2.1 Tunceli ve ilgelerinden alinan tulum peyniri érneklerinin dagilimi

Ornek toplanan yer Alinan 6rnek sayisi
Merkez 13
Hozat 12
Mazgirt 13
Nazimiye 13
Ovacik 13
Pertek 12
Piiliimiir 12
Cemisgezek 12
Toplam 100

Soguk zincir altinda laboratuvara getirilen gida 6rnekleri 1-2 saat igerisinde Ulusal Gida

Referans Laboratuar1 (UGRL) nda analize alinmistir.

2.1.1. Kullanilan Besiyerlerinin Hazirlanmasi
2.1.1.1.Tamponlanms peptonlu su (Oxoid CM1049 / Benzeri Ticari Besiyeri)

Temel besiyerinden 20 g tartilip, 1000 ml distile su ile isitilarak ¢6ziindiiriildii.
Otoklav sonrasi pH 7.2+ 0.2 olacak sekilde ayarlandi. 225 ml’ lik Tamponlanmis Peptonlu
Su (TPS) cam siselere koyuldu. 121°C de 15 dk. sterilize edildi.

2.1.1.2. Modified Lauryl Sulphate Broth + Vancomycin Supplement (5mg)(Oxoid
SR0247E/ Benzeri Ticari Reaktif)
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Temel besiyerinden 32.3 g tartildi. 500ml distile su ile sitilarak ¢6ziindiiriildd.
Otoklav sonrast pH 6.8 + 0.2 olacak sekilde ayarlandi. 121°C de 15 dk. sterilize edildi.
Temel besiyeri 50 °C’ ye sogutulduktan sonra 1 vial Vancomycin supplement (SR0247E)
2 ml distile suda eritilerek temel besiyerine eklendi. Hazirlanan besiyeri aseptik kosullarda

steril tiiplere 10 ml olacak sekilde dagitildu.

2.1.1.3. Kromojenik Cronobacter sakazakii izolasyon Agar (ESIA, Oxoid CM1134 /

Benzeri Ticari Besiyeri)

Temel besiyerinden 27.75 g tartildi. 1000 ml distile su ile 1sitilarak ¢oziindiiriildi.
Otoklav sonrast pH 7.0 £ 0.2 olacak sekilde ayarlandi. 121°C de 15 dk. sterilize edildi.
Temel besiyeri 50 °C’ ye sogutulduktan sonra aseptik kosullarda steril petri kutularina
dokiildii.

2.1.1.4 Kromojenik Cronobacter sakazakii agar (DFI Formulasyonu)
Enterobactericea Enrichment Broth’a yapilan zenginlestirmeden 10 pl alinarak,
cizme yada yayma plaka yontemi ile Onceden hazirlanarak dokiilmiis kromojenik

Cronobacter sakazakii agara ekildi. 35-37 °C ‘de 24 saat inkiibe edildi.

2.1.1.5. Kundrat Agar

Temel besiyerinden 40.5 gr alindi ve 121 °C’de 15 dk. sterilize edildi. Temel
besiyeri 50 °C’ye sogutulduktan sonra aseptik kosullarda Bacillus sterotermophilus

stispansiyonu katilarak steril petri kaplaria dokiildii.

2.1.1.6. Tryptic Soya Agar (TSA) (Oxoid CM0131/ Benzeri Ticari Besiyeri)

Temel besiyerinden 40 g tartildi. 1000 ml distile su ile 1sitilarak ¢oziindiirildii.
Otoklav sonras1t pH 7.3 + 0.2 olacak sekilde ayarlandi. 121 °C de 15 dk. sterilize edildi.
Temel besiyeri 50 °C’ ye sogutulduktan sonra aseptik kosullarda steril petri kutularina
dokiildii.
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2.1.1.7. Mueller-Hinton Agar (Merck 1.05437)
Dehidre besiyeri, 34.0 g/L konsantrasyonda damitik su iginde 1sitilarak eritildi,
otoklavda 121 °C'de 15 dk. sterilize edilip, steril Petri kutularina 12.5' er ml dokiildii.

2.1.1.8. Brain-heart infusion (BHI) Broth

Yaris1 Distile su ile dolu olan bir litrelik kaba 37 g askiya alindi. Yeterince
kanistirildi ve sik calkalamayla isitilarak ¢6ziildii. Tamamen c¢oziilene kadar bir dakika
kaynatildi. Uygun kaplara koyuldu ve 15 dk. boyunca 121 °C’de sterilize edildi.
Hazirlanmis besiyeri 4 °C’de muhafaza edildi.

2.1.2. Dogrulama

API 20E (Biomerieux Ref. 20100) kullanilarak yapilmistir.

2.2. METOT

Cronobacter spp. analizi i¢in ISO 6887 metodu kullanildi. Alinan 6rneklerde
Cronobacter spp. varligiin saptanabilmesi i¢in kullanilan yontemin kapsamini belirleyen
temel basamaklar asagidaki sekilde uygulandi. Islem akis semas: Sekil 2.1° de
gosterilmistir.

e  Numunenin Hazirlanmasi

e Secici On Zenginlestirme

e  Inkiibasyon

. Segici Ikinci Zenginlestirme
e  Inkiibasyon

e  Kati Besiyerine Inokiilasyon
e  Inkiibasyon

e  Degerlendirme (Biyokimyasal Testler)
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[ TPS 225ml + 25g numune ]

[ EE Broth’da 37+1°C’de 18+2 saat inkiibasyon ]

\ 4
[ 0,1mL kiiltiir 10ml mLSTV Broth ]

[ 44+0,5°C’de 24+2 saat inkiibasyon ]

A 4

[ ESI Agar’a 6ze ile inokiilasyon ]

[ 4441°C’de 2442 saat inkiibasyon ]

A 4

Petrilerdeki tipik kolonilerden 5 adedi isaretlenir.
Cronobacter spp. kiiltiirii hazirlamak i¢in TSA’ya gegilir.

25+1°C’de 24 -48 saat inkiibasyon

A 4

Biyokimyasal dogrulama testi uygulanir ( API 20E )

Sekil 2.1 Islem akis semasi

2.2.1. Ornegin Muhafazasi

e Numune soguk zincir bozulmadan laboratuvara getirildi ve bekletilmeden analize

alindi.

e Numune analize alindiktan sonra kalan kisim + 4 °C’ de muhafaza edildi..
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2.2.2. Numune Hazirlama

Aseptik kosullarda mevcut numuneyi temsil edecek sekilde 1/10 oraninda bir hacim
numune, dokuz hacim On-zenginlestirme sivi besi yerine aseptik ortamda eklendi
(25 g numune 225 ml TPS besiyeri). Numuneler stomacher torbasina aseptik kosullarda

alinarak 30 sn karistiricida homojenize edildi.

2.2.3. Cronobacter spp. izolasyonu

TPS’ya tartilarak hazirlanan 6n zenginlestirme 37 + 1 °C’de 18-24 saat inkiibe
edilerek selektif olmayan 6n zenginlestirme yapildi. TPS de 6n zenginlestirmeden 0.1 ml,
daha onceden hazirlanilarak tiiplere 10 mL olacak sekilde dagitilmis Modified Lauryl
Sulfate Tryptose Broth Vancomycin (mLSTV)’ a aktarilarak 44 + 0.5 ° C’ de 24 saat

inkiibasyon edilerek ikinci bir zenginlestirme yapildi.

Inkiibasyon sonunda mLSTV’den kat:1 besiyeri olan ESIA Agara ve Cronobacter
sakazakii Agara (DIF) gecildi. 44 + 1 °C de 24 saat inkiibe edildi. inkiibasyon sonucu
ESIA agardaki 1-2 mm ¢apli mavi yesil koloniler Cronobacter spp. i¢in tipik kabul edildi.
Benzer sekilde DFI agarda ayn1 renkli koloniler Cronobacter spp. olarak kabul edildi. Her

iki agarin performansi degerlendirildi.

Identifikasyon igin DIF ve ESIA’da iiremis olan tipik kolonilerden 5 adedi
isaretlendi. Bu tipik kolonilerden 5 adedi Tryptic Soya Agar (TSA)’a inokiile edildi ve 25
+ 1 °C’de 48 saat inkiibe edildi.

Inkiibasyonu takiben sari pigment olusturan koloniler ileri identifikasyon

islemlerine tabi tutuldu.

2.2.4. API 20 E Biyokimyasal Testi Kiti ile Identifikasyon

Prensip : API 20 E, 23 standartlastirilmis ve minyatiir hale getirilmis biyokimyasal

test ve bir veri tabani1 kullanan, Enterobacteriaceae ve diger Gram negatif comaklar igin

23



bir tanimlama sistemidir. API 20 E stripi dehidrate substratlar igeren 20 mikrotiipten
olusmaktadir. Inkiibasyon sirasinda metabolizma kendiliginden ya da reaktiflerin
eklenmesiyle ortaya c¢ikan renk degisikleri olustururlar. Reaksiyonlar, Okuma Tablosu’na
gore okunur ve tanimlama, Analitik Profil Indeksi ya da bilgisayar tanimlama programi

kullanilarak elde edilir.

Uygulama : Nutrient agarda zenginlestirilmis kiiltiirden 1 koloni alarak 5 ml api 20
E siispansiyon mediuma karistirildi. Siispansiyon mediumdaki kiiltiir karisimi api 20 E
mikro tiiplerine ( CIT, VP, GEL tiipleri tam, diger tiipler yarim doldurulur. ADH, LDC,
ODC, H,S ve URE tiipleri 4-5 damla mineral yag ile kapatilir.) inokiile edildi. Bu mikrotiip
profili, i¢indeki kuyucuklart su ile doldurulmus saklama kabina konuldu. 37 + 1 °C’de 18
saat inkiibe edildi. Inkiibasyon sonunda API 20 E degerlendirme tablosundaki islemler
uygulanarak mikrotiiplerdeki renk degisimlerinden ve damlatilan reaktiflerin verdigi renk
degisimlerine gore sonuglar +/- seklinde kaydedildi. Sonug¢ bilgisayar ortaminda

degerlendirildi.
Tablo 2.2 API 20E degerlendirme tablosu

SUBSTRAT SONUC

TEST NEGATIF POZITIF
ONPG ONPgalaktozidaz Renksiz Sar1 (1)
ADH Arjinin Sar1

LDC Lizin Sart

oDC Ornitin Sart

CIT Sitrat Soluk yesil-sar1

H,S Sodyum tiostilfat Renksiz- gri

URE Ure Sari

TDA Triptofan TDA ekle / Derhal sonug

Sari | Koyu Kahve
IND Triptofan JAMES ekle / Derhal sonug
Renksiz- soluk yesil-sar1 | Pembe
VP Piruvat VP 1 + VP 2 ekle/ Sonug 10 dk’da.
renksiz Pembe — kirmizi

GEL Jelatin Siyah pigment difuze degil Siyah pigment difuze
GLU Glikoz Mavi yesil- mavi Sar1
MAN Mannitol Mavi yesil- mavi Sari

INO Inozitol Mavi yesil- mavi Sar1
SOR Sorbitol Mavi yesil- mavi Sar1
RHA Ramnoz Mavi yesil- mavi Sar1
SAC Siikroz Mavi yesil- mavi Sar1
MEL Melibioz Mavi yesil- mavi Sari
AMY Amigdalin Mavi yesil- mavi Sar1
ARA Arabinoz Mavi yesil- mavi Sar1

OX Oksidaz (Haricen) OX ekle / sonug 1-2 dk’da
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renksiz | Eflatun
NO;-NO, NO, (GLU NIT 1 + NIT 2 ekle / Sonug 2-3 dk’da
kuyucugunda) kirmizi | Sar1
N, Zn ekle / sonug¢ 5 dk’da
Kirmizi Sar1
MOB Mobilite Sabit Kimildama
(Mikroskopta)
McC MacConkey agar Ureme yok Ureme
OF-F Glikoz fermantasyon Yesil Sar1
OF-O Glikoz oksidasyon Yesil Sar1

Cok soluk sar1 bile pozitif sayilmali.
24 saat inkiibasyon sonucu turuncu renk negatif sayilmali, Okuma st kisimda yapilmali.

2.2.5. Referans Kiiltiir
Pozitif kontrol olarak Cronobacter sakazakii ATCC 29544, E.coli ATCC 25922

negatif kontrol olarak kullanilmistir.

2.2.6. Antibiyotik Direnclilik

API 20E ile Enterobacter sakazakii (Cronobacter spp.) oldugu dogrulanan sus,
BHI broth igerisine aktarildi. 37 °C’de 24 saat inkiibasyonu takiben antibiyotik direngliligi
testi icin BHI’dan 100 pl siv1 besi yeri Mueller Hinton agara inokiile edildi ve drigalski
spatiilii ile yayildi. Uzerine insan ve hayvan saghgida yaygin olarak kullanilan ampisilin
(25ug), amoksisilin (30ug), ciproflokasin (10ug), tetrasiklin (30ug), oksitetrasiklin (30ug),
streptomisin  (25ug), gentamisin  (30ug) ve sefalotin (30ug) antibiyotik diskleri
yerlestirilerek 37 °C’de 24 saat inkiibe edildi ve zon ¢aplar dl¢iildii. Olgiimler CLSI (2010)

standardina gore yapildi.

2.2.7. Tulum Peynirinde Toplam Antibiyotik Kalintisinin Saptanmasi

Kundrat agar iizerine steril pastér pipetinin kalin ucu ile delikler agilmistir. 19
peynir eppendorf tiiplerde aktarildi ve 1ml steril distile su ile homojenize edildi. Takiben
homojenizat santifiij (14000 rpm’de 5 dk.) edildi. En iistte bulunan siipernatanttan 100 ml
kundrat agardaki kuyucuklara ilave edildi ve 60 °C’de 3-5 saat inkiibasyona birakildi. Sari
renk olusumu, i¢indeki Bacillus stereothermophylus {iremesini gosterdi. Mevcut
antibiyotik kalintisinda lireme olmadigindan mor renk antibiyotik kalintistnin varligimi

belirtmistir.
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2.2.8 16s rRNA sekans analizi ile Cronobacter spp. Tiplendirilmesi

TSA’da pigment veren koloniler sekans analizi yapilmak iizere ticari bir firma olan
REF-GEN’e hizmet alimi yapilarak gonderilmistir. Burada yapilan analizler agsagida ifade
edilmektedir:
1-Bakteri Genomik DNA izolasyonu (Qiagen Tissue-Blood kit): Bu amagla QIAamp DNA
Mini Kit ile DNA ekstraksiyonu yapilmistir. Silika membran yontemi ile mekanik
homojenizasyona gerek kalmaksizin DNA ekstraksiyonu yapilabilmektedir. Bakteri

hiicreleri enzimatik olarak pargalanabilmektedir.

2-PCR asamasi: Cronobacter spp. 16S rRNA bolgesine spesifik primerlar ile yaklagik 500
baz ¢ifti gogaltildi.

3-Sekans analizi asamasi (Applied Biosystems BigDye v.3.1 cycle sequencing Kkit):
Cogaltilan PCR iiriinleri sekans cihazinda floresan isaretli dideoksiniikleotidlerle

baglanarak siralama yapildi.
4-Sekans analizleri ABI 3100 Genetic Analyzer cihazinda siralanan niikleotidler bilgisayar

yazilimi ile okunabilir hale gevrilerek sonug¢lar MEGA yazilim kullanilarak benzerlik

yapildi ve komsu-baglant1 yontemi ile filogenetik agag ¢izildi.
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3. BULGULAR

Calismada 8 farkli bolgeden toplam 100 numune kullanilmistir. Ornekler Tunceli-

Merkez’den, Tunceli’nin Nazimiye ilgesinden ve Pertek ilgesinden alinmis ve analize tabii

tutulan tim Orneklerden toplam 9 adet (% 9) Cronobacter spp. izole ve identifiye

edilmistir. Orneklerin ilgelere gore dagilimi tablo 3.1°de gdsterilmistir.

Tablo 3.1 Caligmada izole edilen Cronobacter spp. ilgelere gore dagilimi

Ornek toplanan yer

Alinan 6rnek sayisi  Cronobacter spp.  Kontaminasyon seviyesi (%)

Merkez ilce
Hozat
Mazgirt
Nazimiye
Ovacik
Pertek
Piliimiir
Cemisgezek
Toplam

13 1 7.69
12 1 8.33
13 0 0
13 0 0
13 2 15.38
12 2 16.66
12 1 8.33
12 2 16.66
100 9 9

Calismada yedi adet Cronobacter sakazakii, bir adet Cronobacter malonaticus ve

bir adet Cronobacter muytjensii identifiye edilmistir. identifiye edilen suslarim ilgelere gore

dagilimi tablo 3.2°de gosterilmistir.

Tablo 3.2 Caligmada izole edilen farkli Cronobacter spp. ilgelere gore dagilimi

Ornek toplanan yer Alinan 6rnek  Cronobacter Cronobacter Cronobacter

sayisi sakazakii muytjensii malonaticus
Merkez ilce 13 1 0 0
Hozat 12 0 1 0
Mazgirt 13 0 0 0
Nazimiye 13 0 0 0
Ovacik 13 2 0 0
Pertek 12 2 0 0
Palimiir 12 1 0 0
Cemisgezek 12 1 0 1
Toplam 100 7 1 1
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Analiz amaciyla kullanilan ESIA ve DFI arasinda fark olmadigi tespit edilmistir.

CIA ve DFI’de tipik koloni morfolojisi sekil 3.1 de gosterilmistir.

Sekil 3.1 Cronobacter spp teshisinde kullanilan her iki besiyerine ait goriiniim

Elde edilen Cronobacter spp. antibiyotik direngliligi yoniinden degerlendirilmistir.
Bu kapsamda kullanilan antibiyotikler ve Olgiilen caplar (mm olarak) tablo 3.3’te

gosterilmistir. Antibiyotik direngliligin 6lglimiine ait goriiniim sekil 3.2 de verilmistir.

Sekil 3.2 Antibiyotik direngliliginin dl¢iimi
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Tablo 3.3 Kullanilan antibiyotikler ve izolatlarda 6l¢iilen ¢aplar(mm)

_ Clinical and Laboratory
Izolatlar Standards Institue (CLSI)
gore degerlendirme

Antibiyotik adi M:K 0-3 | 0-7 P;'- CS i C1C;‘- PSE- PlEl- Hl?) Direngli In::;?i Duyarh
Ampisilin 21 20| 19| 24 | 16 | 16 | 24 | 22 | 18 8 16 32
Amoksisilin 22 |19 (19| 25|21 |20 | 19 | 17 | 23 4 8 16
Ciproflokasin 20 |11 |17 | 15| 19 | 18 | 17 | 11 | 12 1 2 4
Tetrasiklin 18 | 17 | 18 | 14 | 15 | 17 | 19 | 20 | 17 4 8 16
Oksitetrasiklin 18 |19 |17 | 9 | 11|17 | 19 | 18 | 20 4 8 16
Streptomisin 14 |24 |28 (21|29 |35 |17 |19 | 21 4 8 16
Gentamisin 16 | 22 | 24 | 25 | 27 | 29 | 26 | 25 | 21 4 8 16
Sefalotin 9 (38|37 |13 |11 |33 |34 |39 38 8 16 32

Tablo 3.3’te goriildiigii izere suslarin tamami intermitans diizeyde ampisilin direnci
gostermektedir. Piiliimiir ve Cemisgezek Orneklerindeki birer susta intermitans diizeyde
tetrasiklin ve oksitetrasiklin direnci kaydedilmistir. Merkezden alinan 6rnekten izole edilen
susta streptomisine intermitans diizeyde direnclilik gozlemlenirken, ayni susta sefalotin
direnci belirlenmistir. Benzer sekilde Piiliimiir ve Cemisgezek orneklerindeki birer susta da

sefalotine diren¢ gdzlemlenmistir.

Peynirlerde toplam antibiyotik kalintis1 analizi de yapilmistir. Bu amagla yapilan
analizde 100 adet peynirin 3’iinde (% 3) antibiyotik kalintis1 oldugu belirlenmistir (sekil
3.3). Antibiyotik kalintisi Tunceli’'nin Nazimiye bolgesinden alinan peynirlerde
bulunmustur (Sekil 3.4). Ancak bu peynirlerde Cronobacter spp. tespit edilmemistir.
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M Tespit Edilen

M Tespit Edilmeyen

Sekil 3.3 Toplam antibiyotik kalintist igeren peynirlerin igermeyenlere orani

Sekil 3.4 Antibiyotik kalintisi tespit edilen petri kabi (P=Peynir)
Cronobacter spp. olarak tanimlanan ve antibiyotik direngliligi belirlenen sus sekans

dizilimi belirlenmek tiizere ticari hizmet veren bir firmaya gonderilmistir. Firmadan alinan
sonuglara gore izolatin C. sakazakii oldugu belirlenmistir. Bakteriye ait sekans dizisi ve
BLAST sonuglar sekil 3.5 ve sekil 3.6’da, sonug tablosu Tablo 3.4’te verilmistir.
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Suglar arasinda yapilan komsuluk iligkisi ve tiir bazinda tiplendirmeye bagli olarak

ortaya ¢ikan filogenetik baglantilar sekil 3.6’da gosterilmistir.

Bu kapsamda Ovacik Orneklerinde tespit edilen izolatlarin identik oldugu
gozlemlenirken benzer sekilde Pertek orneklerinde tespit edilen izolatlarin birbirine
benzedigi ve Piliimiir o6rneklerinde tespit edilen PL-2 kodlu ornekten izole edilen C.
sakazakii susu ile Cemisgezek Orneklerinde tespit edilen CG-5 kodlu suslarinin birbirine
benzedigi tespit edilmistir. Buna karsilik C. sakazakii suslarindan Merkez ilge drneginin
digerlerinden farklilik gosterdigi belirlenmistir. Hozat ve Cemisgezek’te belirlenen iki

ayr1 susun farkli tiirler oldugu ortaya konulmustur.
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Sekil 3.5 Tulum peynirinden izole edilen C. sakazakii suslarinin BLAST Niikleotid veri tabaninda sekans analiz sonuglari
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Recent Results Saved Strategies Help

» NCBI/ BLAST/! blastn suite/ Formatting Results - 8V S6T515013

Edit and

Other

Description ORNEK-1492R_H04 Description
Molecule type nucleic acid
Query Length 11568

Resubmit Save Search Strategies  » Formatting options  » Download
ORNEK-1492R_H04 (1168 letters)

Query ID Icl| 6645 Database Name nr

Program BLASTN 2.2.25+ [»Citation

reports: P Search Summary [Taxonomy reports] [Distance tree of results] [Enterobacter sakazakii genome view]

» Graphic Summary

¥ Descriptions

Legend for links to other resources: M unicene 3 ceo [A cene A structure [ Map Viewer B pubchem BioAssay

All GenBank+EMBL+DDBI+PDB sequences (but no EST, 5TS,
GSS,environmental samples or phase 0, 1 or 2 HTGS seguences)

GU122193.1 Cronobacter sakazakii strain 05CHPL38 165 ribosomal RNA gene, partial s

mne

Sequences producing significant ts:
Accession Description ;ﬁ ﬁ‘: cc?\rﬁt Y val_lzue i:Tal’:l Links
Transcripts
MR 044075.1 Cronobacter sakazakii strain ATCC 29544 165 ribosomal RNA, partial sequ 1838 1858 99% 0.0 93%
MR _044060.1 Cronobacter malonaticus strain ES25; CDC 1058-77; API 76-2121 165 rit 1844 1844 98% 0.0 6%
Genomic sequences[show first]
JE330130.1  Cronobacter sakazakii strain fmb04 165 ribosomal RNA gene, partial sequ 1862 1862 99% 0.0 95%
JF330127.1  Cronobacter sakazakii strain fmb01 165 ribosomal RNA gene, partial sequ 1862 1862 99% 0.0 93%
GU227689.1 | Cronobacter sakazakii strain KYU64 165 ribosomal RNA gene, partial sequ 1862 1862 99% 0.0 95%
1862 1862 99% 0.0 95%

Sekil 3.6 Elde edilen suslarin BLAST veri tabaninda identifikasyonunu gosteren sonug tablosu
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Tablo 3.4 Sekans sonug tablosu

MAX TOTAL QUERY

SCORE | SCORE | coOverage [ VALUE

ACCESSION DESCRIPTION LINKS

TRANSCRIPTS

Cronobacter sakazakii strain

TCC 29544 16S ribosomal
RNA, partial sequence
>gb|EF088379.1|
Enterobacter sakazakii
strain ATCC 29544 16S
ribosomal RNA gene, partial
sequence

NR 044076.1 1858 1858 99% 0.0

REF-GEN firmasindan alinan sonuglara gore %95 benzerlik oraninda Cronobacter spp. Susunun tespit edildigi Tablo 3.4’te
gorilmektedir.
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Tablo 3.5 Filogenetik baglant1
ABI 3100 Genetic Analyzer 7.22.2013 15:26 IDENTITY SOURCE SAMPLE NO
Cronobacter sakazakii Z-PTY8848 MERKEZ ILCE MRK-8
Cronobacter sakazakii Z-PTY8843 OVACIK 0-3
Cronobacter sakazakii Z-PTY8843 OVACIK 0-7
Cronobacter sakazakii Z-PRP3156 PULUMUR PL=2
Cronobacter sakazakii Z-PRP3156 CEMISGEZEK CG-5
‘ Cronobacter sakazakii Z-PRP3156 PERTEK PE-5
Cronobacter sakazakii Z-PRP3156 PERTEK PE-11
Cronobacter malonaticus K-HCT2569 CEMISGEZEK CG-12
HO-10

Cronobacter muytjensii H-HTE2569 HOZAT
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Tablo 3.5’te goriilecegi iizere Tunceli-Merkez’den ve Ovacik’tan alinan 6rnekler ile Piiliimiir, Cemisgezek ve Pertek’ten alinan 6rneklerden
izole edilen Cronobacter sakazakii suslar1 farklilik gosterirken Piliimiir, Cemisgezek ve Pertek’ten alinan orneklerden izole edilen

Cronobacter sakazakii suslar1 benzerlik gostermektedir.
Ayrica Cemisgezek’ten aliman ornekten Cronobacter malonaticus ve Hozat’tan alinan Ornekten Cronobacter muytjensii izole edilmistir.
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4. SONUCLAR VE TARTISMA

Stit ve triinleri, mikroorganizmalarin bulagmasi, beslenmesi ve iiremesi yoniinden
onemli bir gida oldugundan, siitte bulunan antibiyotikler bulundugu florada direnglilik
gelistirebilmektedir. Antibiyotiklere karsi gelisen bu direnglilik, siit her ne kadar cesitli
endiistriyel islemlerden gecirilse de, yeniden bulasma riski ve mevcut kontaminasyonun
giderilememesi durumu kalint1 ydniinden 6énemli problemlere yol agarak halk sagligi izerinde
olumsuz sonuclara neden olmaktadir. Giliniimiiz gida hijyeni politikalari, gidalarda
patojenlerin bulunusuna ek olarak antibiyotik direnglilikleri konusunda ve Onleyici tedbirler
alacak sekilde arastirmalar yapilmasina egilim gostermektedir.

Demet vd. (1992) Konya bolgesinde 50 adet siit 6rneginin 6’sinda penisilin-G tespit
etmislerdir. Aynm1 ¢alismada orneklerin higbirinde ampisilin bulunmadigint bildirmislerdir.
Temamogullar1 ve Kaya (2010) 120 ¢ig siit ve 7 ticari firmadan saglanan 120 pastorize siitten
olusan toplam 240 adet ornekte ampisilin, amoksisilin, danofloksasin, enrofloksasin,
eritromisin, florfenikol ve kloksasilin kalint1 analizi gergeklestirmistir. Kalint1 analizlerinde
ince Tabaka Kromatograli (ITK) ve mikrobiyolojik disk difiizyon teknigine dayali
biyootografik (ITK/Biyootografik) yéntem kullanilmistir. Sonuglara gére 1 pastorize siit
Oorneginde ampisilin kalintisina rastlanmistir. 239 Ornekte higbir antibiyotik kalintisi
belirlenmemistir. Orneklerin tiimiinde ampisilin ile kirlenme sikhigni % 0.4 olarak
bildirilmistir. Kaya ve Filazi (2010) Ankara’da satilan ¢ig siit ve pastorize siit tirlinlerinin
antibiyotik kalintilarinin arastirilmasi1 amaciyla Nisan 2003 ile Mart 2004 tarihleri arasinda,
cesitli satig yerlerinden her ay 10 ¢ig siit ve 10 pastorize siit olmak {izere toplam 240 adet siit
ornegi toplamiglardir. Toplanan 6rnekler penisilin G, oksitetrasiklin, gentamisin, streptomisin
ve neomisin yoniinden analiz edilmistir. Bu amagla test mikroorganizmasi olarak Bacillus
subtilis ATCC 6633’iin kullanildig: Ince Tabaka Kromatografisi /Biyootografi yonteminden
yararlanmistir. Buna gore penisilin G, oksitetrasiklin, streptomisin, gentamisin ve neomisin’in
en kiiciik belirlenme miktarlar1 sirasiyla pg/L olarak 4, 100, 200, 100 ve 1000, geri alinma
oranlar1 ise ylizde olarak yine sirasiyla 75.6, 79.7, 80.9, 84.7 ve 73.5 olarak belirlenmistir.
Pastorize siit 6rneklerinin birinde 150.4 ig/L oksitetrasiklin, birinde 33.5 ig/L penisilin G ve
bir adet ¢ig siit drneginde 7688.4 pg/L neomisin tespit edilmis ve bu konsantrasyonlarin
Tiirkiye ve Avrupa Birligi iilkelerinde siitlerde bulunmasina izin verilen maksimum kalinti
limitlerinin tstiinde oldugu bildirilmistir. Toplam analiz 6rne8i sayisina gore antibiyotikle
kirlenme siklig1 % 1.25 olarak bulunmustur (Kaya ve Filazi, 2010). Bu ¢alismada ise 100 adet

tulum peyniri Orneginden 3’linde (% 3) antibiyotik kalintisi tespit edilmistir. Mevcut
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kalintinin siitten bulastigi, bununda koyunlara tedavi amaciyla uygulanan antibiyotik oldugu
diistiniilmektedir. Antibiyotiklerin viicudu, siitle de terk edebildikleri ve siitlerdeki antibiyotik
kalintilarinin bunlarin teknolojik olarak islenmesini (yogurt, peynir yapimi gibi) ciddi bigimde
etkiledigi bildirilmistir (Yarsan, 2012). Bazi antibiyotiklerin plazmadakinin birgok kati
miktarlarda siite gecebildigi, giinlerce, bir yandan tiiketici sagligint olumsuz ydnde
etkileyebilecek, diger yandan da siitteki bakteri kiiltlirlinii baskilayabilecek miktarlarda siitte
bulunabilecekleri bildirilmistir (Yarsan, 2012).

Peynir, iiretim Oncesi, iiretim sirasinda veya sonrasinda g¢evresel bulagsmaya bagli
olarak ve hijyen eksikligi nedeniyle patojenik bakterilerle kontamine olabilmektedir. El-
Sharoud ve arkadaslar tarafindan 2009 yilinda yapilan calismada 40 peynir 6rnegi analiz
edilmis ve 4’tinde (% 10) Cronobacter spp. bulundugu bildirilmistir. Bir bagka ¢alismada, 62
peynir analiz edilerek 2’sinde (% 3.2) Enterobacter sakazakii (Cronobacter spp.) bulundugu
rapor edilmistir (Iversen ve Forsythe, 2004). Lehner vd. (2010) Isvigre’de yaptiklar1 bir
calismada 100 ¢ig siit 6rnegi, 91 siit konsantresi, 172 siit tozu 6rneginin sirastyla % 12, 2.19
ve 4.06’sinin Cronobacter spp. ile kontamine oldugunu bildirmislerdir. Slovakya’da yapilan
bir ¢alismada 602 farkli gida Orneginin 71’inde Cronobacter spp. kontaminasyonu
bildirilmistir. Avustralya’da yapilan bir ¢aligma ile 298 siit tozunun % 32°sinin Enterobacter
sakazakii ile kontamine oldugu bildirilmistir. Giiney Afrika’da yapilan bir ¢alismada 49 siit
orneginin 7 adedi, Cin’de 13 siit 6rneginin 8’i, ingiltere’de 195 siit iiriinii 6rneginin 25’i,
[rlanda’da 33 siit tozu Orneginin 17’si E. sakazakii ile kontamine oldugu bildirilmistir.
Ingiltere’de yapilan iki farkli calismada 823 bebek devam siitii ve 82 siit tozu ile 404 diger
gida iirinlerinde % 41 oraninda Enterobacter sakazakii bildirilmistir (Iversen ve Forsythe,
2004). Tirkiye’de yapilan c¢alismalarda Sanlurfa’da 332 siit Orneginin  5’inin  ve
Diyarbakir’da ise 392 siit 6rneginin 13’niin E. sakazakii ile kontamine oldugu tespit
edilmistir (Unal ve Yildirim, 2010). Bu ¢alismada ise Tunceli bdlgesinde iiretilen peynirlerin
% 9’unda Cronobacter spp. izole edilmistir.

Calismalarda elde edilen bu farkli sonuglar, kotii saglik 6nlemleri kosullarinin, yetersiz
veya yanlis pastdrizasyon uygulamalariin, pisirme ve pastdrizasyon sonrasi tekrar
bulagsmanin bir gostergesi olarak diisiiniilmektedir. Bununla birlikte elde edilen sonuglar
tiriiniin tiiketici ile bulustugu noktaya kadar kullanilan alet, ekipman, su, personel ve diger
noktalarda kalite kontroliiniin yetersiz oldugunu, kisisel hijyene gereken 6nemin verilmedigini
de ayrica gostermektedir. Peynirlerde hijyenik kalitenin diizeltilmesi icin; Ozellikle siitiin
sagimi esnasinda hijyenik kurallara uyulmali; bu amacgla inek memesi sagimdan once

dezenfekte edilmeli ve sonra sagima baglanmalidir. Ciinkii siitiin kontaminasyonu ilk olarak
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memeden baglamaktadir. Ayrica sagimda kullanilan kaplar dezenfekte edilmis olmali, ayni
sekilde sagimi yapan kisi saglikli ve temiz olmalidir. Ozellikle ellerini temiz tutmalidir.
Ayrica siitiin sagildigi c¢evreden gelebilecek kontaminasyonlarin 6nlenmesi igin de siit
sagildiktan hemen sonra sagildig1 yerden uzaklastirilmali, serin yerde bekletilmelidir (Ugur

2001).

Cronobacter spp. gentamisine, tetrasikline ve oksitetrasikline diren¢ gostermektedir.
Geleneksel olarak, E. sakazakii (Cronobacter spp.) menenjiti ampisilin ve gentamisin veya
ampisilin ve kloramfenikol ile tedavi edilmekte ve ikinci bir ajan olarak yeni nesil
sefalosporinler ~ distiniilmesi  gerektigi  bildirilmektedir.  Trimetoprim-sulfametoksazol
uygulamalarininda faydali olabildigi bildirilmistir (Lai, 2001). Farmer ve arkadaslar1 (1980),
biitiin klinik E. sakazakii suslarinin gentamisine, kanamisine, kloramfenikola ve ampisiline;
% 87 yada daha fazlasinin nalidiksik aside, streptomisine, tetrasikline ve karbenisiline; % 67-
71’inin sulfadiazine ve kolitsine; sadece % 13’linlin sefalotine duyarli oldugunu rapor
etmistir. Calismada kullanilan tiim suslar penisiline direncli; sadece 100 susun 1’inin ¢oklu
antibiyotik direncine sahip oldugu bildirilmistir. Muytjens ve Van der Ros-van der Repe
(1986), 25 antibiyotik ile test edilen 195 E. sakazaki susunun % 90’ina ait MIC degerlerinin
E. cloacae igin olanlardan en az iki kat daha disiik oldugunu rapor etmistir. Ancak
E.sakazakii suslarinin sefalotine ve sulfametoksazola direng gostermekte olduklari
bildirilmistir. Nazarowski-White ve Farber 1999 yilinda, sertifikali referans (ATCC 29544)
susun, 5/8 gida ve 8/9 klinik susun sadece sulpisoksazola ve sefalotine diren¢li oldugunu
gostermistir. Diger {i¢ gida susu kloramfenikola direngli iken, diger bir klinik sus tiim ajanlara
duyarlilik gosterdigi, buna ek olarak kloramfenikola direngli gida izolatlarmin ikisinin de
tetrasikline ve birisinin de ampisiline direngli oldugu gosterilmistir. Lai (2001), tim E.
sakazakii izolatlarinin ampisilin, sefazolin ve genislemis spektrumlu penisilinlere direngli
oldugunu rapor etmis, buna karsilik E. sakazakii izolatlarinin aminoglikozide ve tritoprim-
sulfametoksazola duyarli oldugunu bildirmistir. Bu ¢alismada tespit edilen izolatin sefalotine
direngli oldugu, ampisilin ve streptomisin’e orta diizeyde direngli oldugu tespit edilmistir.
Literatiirde farkli zaman ve yerlerde tespit edilen Cronobacter spp.’lerin antibiyotik

direncliliginin genis bir spektrumda oldugu anlasilmaktadir.

Yapilan farkli caligmalarda antibiyotik direncliligin iilkelere gore degiskenlik
gosterdigi ortaya konulmustur. Bu kapsamda Giiney Afrika’da siitten elde edilen 7 izolatin

6’s1 sefalotin direnci gosterirken (Witthuhn ve Cameron, 2011), benzer sekilde ingiltere’de
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siit irlinlinden elde edilen 25 izolatin tamaminin sefalotine diren¢li oldugu bildirilmistir
(Iversen ve Forsthe, 2003). Cin’de siitten elde edilen 8 izolatin tamaminin oksasiline direngli
oldugu ortaya konulmustur. Tiirkiye’de Sanliurfa’da siit kaynakli 5 susun sefalotine direngli
oldugu buna karsilik Diyarbakir’da yapilan c¢alismada suslarin tamaminin meropenem ve
amikasin’e direngli oldugu bildirilmistir. Stock ve Wiedemann yaptiklari ¢aligmada
E.sakazakii’nin  B-lactam antibiyotiklere yiiksek duyarlilik gosterdigini bildirmislerdir.
Antibiyotiklere karsi tespit edilen direngteki bu farklilik, {tlkelere gore antibiyotik
kullaniminin farkli prosediirlere bagli olabilecegi diisiincesini akla getirmektedir (Unal ve
Yildirim, 2010). Bu durum gerek kuru dénemde koruma maksatli kullanilan antibiyotiklerin,
gerekse mastitis tedavisinde kullanilan antibiyotiklerin tekrar tekrar uygulanmasinin mastitis

etkeni olan patojenlerin direng gdstermesine neden oldugunu diistindiirmektedir.

Stiphesizdir ki antibiyotik direngliligi yiiksek bir gida patojeninin yaratacag bir klinik
tablo hem saglik acisindan hem de ekonomik acidan iilkesel boyutta biiyiik sorun yaratacaktir.
Bu kapsamda c¢alismanin konusunu olusturan Savak Tulum peynirlerinde antibiyotik kalintisi

aranmuistir.

Claridge (2004) fenotipik olarak identifikasyonu zor olan 22 adet veteriner
Kliniklerinden elde edilen 22 adet bakteri izolatina 1503 bp. i¢eren 16S rRNA kisimlari ile
yaptig1 sekanslama sonucunda cins diizeyinde % 95 (21/22)’ini tiir diizeyinde ise % 86
(19/22)’s1n1, 16S rRNA’nin 512 bp.’lik V1-2-3 degisken bolgesi (29 bp.-514 bp.) ile yapilan
sekanslama sonucunda ise cins diizeyinde % 95 (21/22)’ini tiir diizeyinde ise % 73
(16/22)’sin1, V7-8-9 degisken bolgesi (1.170 bp.-1.520 bp.) ile yapilan sekanslama sonucunda
ise cins diizeyinde % 95 (21/22)’ini tiir diizeyinde ise % 41 (9/22)’sin1 identifiye ettiklerini
bildirmistir. Genbank’a verilen sekans dizilimlerinden cins diizeyinde izolatlar1 identifiye
edebilmek i¢in > 95-99% diizeyinde, tiir diizeyinde izolatlar1 identifiye edebilmek i¢in ise >
99% oraninda sekans benzerliginin olmasmin gerektigi bildirmistir. ATCC Cronobacter
sakazakii ile % 94.7 oraninda uyum gostermekte olup, farkliliklar sahada maruz kaldig: strese
bagli olarak yukar1 diizenlenen (up regulation) genlerin eksprese ettigi protein

degisimlerinden kaynaklandigi diisiiniilmektedir.
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5. ONERILER

Sonug olarak Tunceli bolgesinde farkli noktalardan alinan 100 peynir Orneginde
Cronobacter sakazakii tespit edilmis olup, sz konusu mikroorganizma koliform grubunda
bulundugundan dolayr siit sagim hijyeni, iiretim hijyeni gibi konularda eksiklik oldugu
diistiniilmektedir. Bu amagla iiretimde calisan personele egitim verilerek, halk sagligi
yoniinden risk tasiyan patojen mikroorganizmalar basta olmak iizere iiretimde hijyen
eksiklikleri iizerine bilgilendirmeler yapilmasi Onerilmektedir. Boylece kalifiye eleman
yetistirmenin yaninda, olumsuz analiz sonuglari nedeniyle meydana gelen ekonomik
kayiplarinda Oniline gegcilebilir. Aym1 zamanda g¢alismanin konusunu olusturan 6rneklerin
3’linde antibiyotik tespit edilmis olmasi, antibiyotik uygulamasini takiben viicuttan atilmasi
icin gereken siirenin bilingli ya da bilingsiz olarak firetici tarafindan uygulanmadigini
gostermektedir. Benzer egitim c¢alismalarin {iretim personeli ile beraber yetistiricilere de
uygulanmasinin, 6zellikle kalint1 problemleri basta olmak tizere hijyenik problemlerin ortadan
kalkmasina fayda saglayacagi ve isletmelerin kaliteli ham maddeye ulasmalarii

kolaylastiracag: diisiintilmektedir.

Cronobacter spp. yeni adlandirilmasina ragmen eski bir patojen olup halihazirda Tiirk
Gida Kodeksi Mikrobiyolojik Kriterler Yonetmeligi’nde bebek mamasi ve devam siitlerinde
aranmast zorunlu bir mikroorganizmadir. Patojenin peynirden izole edilmis olmasi halk
saglig yoniinden risk olusturabilecegini gostermektedir. Bu konudaki ¢calismalarin arttirilarak
yapilacak risk analizleri sonucunda Cronobacter spp.’nin Tirk Gida Kodeksi’ndeki yerinin

tekrar ele alinmasi gerektigi diistintilmektedir.

Cronobacter spp. izolasyonunda degisken biyokimyasal testler ile yanlis pozitiflik ve
yanlis negatiflik elde edilmekte ve sonuglarin tekrar edilmesi gii¢liik gostermektedir. Bu
nedenle Cronobacter spp. tiirlerinin belirlenmesinde 16s rRNA analizinin verimli oldugu ve
bu agamadan elde edilen verilerin susun bir¢ok Ozelligine ait farkli bilgileri i¢erdiginden

dolay1 izolasyonda tavsiye edilmektedir.
Cronobacter spp. ile ilgili caligmalarin sayisinin arttirilarak halk sagligi tizerindeki

riskler belirlenmelidir. Bu kapsamda siit triinleri basta olmak ftizere riskli tespit edilen

triinlerin islenmesi esnasinda olusturulan kritik kontrol noktalarindaki kritik limitlerin
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hesaplanmasinda, Cronobacter spp.’nin de dikkate alinmasi halk sagligi agisindan oldukca

Onemlidir.
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