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ONSOZ

Ulkemizde biiyiik oranlarda tiiketimi olan siit ve siit {iriinleri mirobiyal gelisime
olduk¢a uygun gidalardir. Ozellikle de patojen mikroorganizmalar1 icerebilmesi
acisindan biiyiik tehlike olugturmaktadirlar. Patojen mikroorganizmalardan 6zellikle
yasalarla bu gidalarin 25 g’da hi¢ bulunmamamasi gereken Salmonella spp. ve
Listeria monocytogenes’in tespiti i¢in 5-7 gilin gibi uzun siire gerekmekteyken hizli
patojen tayin yontemleri gelistirme calismalari devam etmektedir. Bu caligmada da
s0z konusu patojenlerin tayininde klasik yontem ile otomatik VIDAS yontemi
karsilastirilmis ve Istanbul piyasasindan temin edilen peynir, tereyagi ve kumpir
orneklerinin mikrobiyal yiikleri belirlenmistir.

Bu tezin hazirlanmas1 sirasinda, degerli fikirleriyle c¢alismami yonlendiren

danigmanim Sayin Prof Dr. Dilek HEPERKAN’a ve her zaman yanimda olan aileme
¢ok tesekkiir ederim.

Temmuz 2005 Hatice Imge OKTAY
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PEYNIR, TEREYAGI ve KUMPIiRDE PATOJENIK MiKROFLORANIN
BELIRLENMESI ve BAZI PATOJENLERIN VIDAS YONTEMI iLE TAYIiNi

OZET

Siit ve siit tiriinleri Tiirkiye ve diinyada siklikla tiiketilen besinsel a¢idan onemli
gidalarin  basinda gelmektedir. Tiirkiye’de kayitlar iyi tutulmamakta fakat
bilinmektedir ki diinyada, siit triinleri kaynakli hastaliklar dolayisiyla ¢ok sayida
salgin sekillenmektedir. Ozellikle de siit {iriinleri iiretimi ¢ig siitten yapilmaktaysa
risk daha biiylik olmaktadir.

Siit sanayiinde pastorizasyonun kullanimu ile birlikte ¢ig siit ve iiriinleri ile olusan
hastaliklarin yayilimi ciddi oranlarda azalmistir. Fakat yine de siit ve siit iirlinleri
liretiminin tiim agsamalarinda (tasima, depolama, imalat ve sagim gibi) patojen ve
bozulma etmeni olan mikroorganizmalarla kontaminasyon sekillenebilmektedir. Siit
tirtinleri ile ilgili salgin hastaliklarin baginda Salmonella, Listeria ve E.coli O157:H7
gelmektedir. Bu salginlar dolayisiyla ortaya ¢ikan ekonomik kayiplar da isin diger
boyutunu olusturmaktadir.

Bu ¢alismada materyal olarak siit tiriinlerinden kasar peyniri, terayagi ve her ikisinin
de katilarak tiiketildigi kumpir kullanilmistir. Calisma iki asamadan meydana
gelmektedir. Ilk asamada Istanbul piyasasindan temin edilen 42 kasar peyniri, 42
tereyagi ve 38 kumpir 6rneginde patojen mikroorganizma mevcudiyeti aranmistir.
Ikinci asamada yukarida bahsi gegen ise 122 dogal kontamine drnege ilave olarak
ayrica kasar peyniri, tereyagt ve kumpir Ornekleri Salmonella typhimurium ve
Listeria monocytogenes ile 2 farkli konsantrasyonda asilanarak ISO yéntemi ve mini-
VIDAS otomatik sisteminin kullanildigr yontemlerle analizlenmistir. Boylece iki
yontemin etkinliklerinin L.monocytogenes ve Salmonella spp. tayini agisindan
degerlendirilmesi hedeflenmistir.

Calismanin sonucunda 42 peynir érneginde Escherichia coli, Staphylococcus aureus,
Clostridium perfringens sayilar1 sirasiyla ortalama 48 adet/g, 4.5x10° cfulg, ve
1x10% adet/g’dir. Orneklerin 3’iinden (%7.1) Listeria monocytogenes izole edilmistir.
Salmonella spp. ise mevcut degildir. 42 tereyagi orneginde ise Escherichia coli,
Staphylococcus aureus sayilari sirastyla ortalama 3.8x10% adet/g ve 1.6x10%
cfu/g diir. Orneklerin higbirisinden L.monocytogenes ve Salmonella spp. izole
edilmemistir. incelenen drneklerden patojen mikroorganizma igerigi en diisiik tespit
edilmis olan kumpirin Staphylococcus aureus, Clostridium perfringens, Bacillus
cereus ortalamalar1 sirasiyla 8.9x102 cfu/g, 24 adet/g ve 1.8x10% cfu/g’dir. E.coli,
L.monocytogenes ve Salmonella spp. ise belirlenmemistir. 42 peynir O6rneginin
%21.4’t  E.coli, 9%90.5’, S.aureus, %30.9’u Cl.perfringens ve %7.1’i
L.monocytogenes agisindan, 42 tereyagi drneginin %52.4°1 S.aureus, %26.2’si E.coli
acisindan ve 38 kumpir Orneginin %44.7’si S.aureus ve %?2.6’s1 Cl.perfringens
acisindan Tirk Gida Kodeksi Mikrobiyolojik Kriterler Tebligine uygun olmadigi
goriilmistiir. Sonuclar kasar peyniri ve tereyagi iiretiminde daha siki hijyenik ve
teknolojik kontrollerin yapilmasi gerektigini ortaya koymaktadir.

vii



Klasik yontem ve mini-VIDAS sisteminin karsilastirilmasina yonelik g¢alismalar
sonucunda ise her iki mikroorganizmanin tayini acisindan a = 0.05 énem diizeyinde
yontemler arasinda istatistiksel anlamda farklilik olmadig1 tespit edilmistir

viii



INVESTIGATION OF PATHOGENIC MICROORGANISMS AND
ANALYSIS OF SOME PATHOGENS BY VIDAS SYSTEM IN BUTTER,
CHEESE AND BAKED POTATO PRODUCT

SUMMARY

Milk and other dairy products are important foods for everday human nutrition both
in Turkey and in the world. Even though records are not good in Turkey, it is known
that milk product related outbreaks occur very often in world. Especially if the dairy
products made from raw milk, risk will be greater.

After pasteurization started to use in milk industry, raw milk and products related
diseases became lesser. However, unfortunately every step of production (carrying,
storage, milking) milk and dairy products may contain pathogenic and spoilage
microorganisms. Dairy product related outbreaks occur mainly because of
Salmonella spp., Listeria and E.coli O157:H7

In this study kashar cheese, butter and baked potato product ‘kumpir’ were used. The
study has two steps. In the first step, 42 cheese, 42 butter and 38 baked potato
samples were taken from Istanbul market and analized for detecting foodborne
pathogen microorganisms. In the second step, in addition to these 122 naturally
contaminated samples mentioned above, kashar cheese, butter and baked potato
samples inoculated with 2 different concentrations of Salmonella typhimurium and
Listeria monocytogenes. All these naturally contaminated and inoculated samples
were tested in mini-VIDAS and in parallel by the ISO traditional methods. Thus, this
study was conducted to evaluate the efficacy both mini-VIDAS system and ISO
method.

As a result, in 42 cheese samples counts of Escherichia coli, Staphylococcus aureus,
Clostridium perfringens averaged 48 MPN/g, 4.5x10°" cfu/g, ve 1x10° MPN/g
respectively. 3 of the 42 cheese (%7.1) samples also contained Listeria
monocytogenes. Salmonella spp. were not detected in any of the cheese samples. In
42 butter samples counts of Escherichia coli, Staphylococcus aureus averaged
3.8x10° MPN/g ve 1.6x10* cfu/lg respectively. No Listeria monocytogenes or
Salmonella spp. were detected in any of the butter samples. Averages of
Staphylococcus aureus, Clostridium perfringens, Bacillus cereus of kumpir which
contains the least pathogenic microorganisms are respectively 8.9x10% cfu/g, 24
adet/g and 1.8x10? cfu/g. E.coli, L.monocytogenes and Salmonella spp. were not
detected in any of the kumpir samples. A proportion of 42 cheese samples has high
counts for E.coli (%21.4), S.aureus (%90.5), Cl.perfringens (%30.9) and
L.monocytogenes (%7.1) and are unacceptable to Turkish microbiological standards.
A proportion of 42 butter samples has high counts for S.aureus (%52.4), E.coli
(%26.2) and are unacceptable to Turkish microbiological standards. And the last
group of 38 kumpir samples S.aureus (%44.7) ve Cl.perfringens (%2.6) and are
unacceptable to Turkish microbiological standards. Results suggest the need for a



more strict and hygienic and technological control during cheese and butter
manufacture.

In classical cultural method and mini-VIDAS system comparison, statistical
differences at the 0.05 level of significance were not observed.



1. GIRIS

Insan beslenmesinde ¢cok 6nemli yeri olan siit ve siit iiriinleri, protein, Ca, P, Mg ve
diger minerallerin kaynagi olmasi nedeniyle oldukga besleyici olmakla birlikte notr
civarinda pH’s1 ile mikroorganizmalar i¢in miikemmel bir yagam ve gelisme ortami
olustururlar. Buna karsilik icerdikleri patojen mikroorganizmalar, toksinler
(mikrobiyal veya bitkisel kaynakli) ya da pestisit, agir metal veya ilag ve antibiyotik

kalintilar1 ile kontamine durumda olup, insan sagligini tehdit edebilmektedirler.

Kasar peyniri ve tereyagi lilkemizde yiliksek oranlarda tiiketilen siit tirlinlerindendir.
Kumpir ise; hazir yemek olarak smiflandirilabilen, patatesin firinda pisirildikten
sonra igerisine kasar peyniri ve tereyagi katilip sade olarak tiiketilebildigi gibi; tursu,

cesitli sebze ve et tirlinleri ile zenginlestirilerek tiiketilen bir gida ¢esididir.

Peynirin mikrobiyolojisine ait bu giine kadar c¢ok sayida calisma yapilmigtir
(Sarimehmetoglu ve dig., 2004; Kiigiik¢etin ve dig., 2004; Araujo ve dig., 2002;
Yaldiz, 2002; Diraman, 1989; Sik ve dig., 2004). Peynir mikrobiyolojisi ile ilgili
yapilan ¢aligmalar sonucu biiyiik oranda fekal bulagsmaya maruz kaldigi, bunun yani
sira patojen mikroorganizmalardan da Staphylococcus aureus, Shigella, Yersinia sp.,
Aeromonas sp., Escherichia coli ile yaygin sekilde kontamine oldugu ve Salmonella
spp. ile Listeria monocytogenes’in de peynir yapimi sirasinda canli kalabildigi
yapilan c¢alismalarla ortaya konmustur (Leuschner ve Boughtflower, 2002; Aric1 ve

dig., 1999).

Literatiirde tereyagi mikrobiyolojisi ile ilgili de cok sayida calisma mevcuttur
(Simsek ve dig., 1995; Bodur, 1993; Hayaloglu ve Konar, 2001; Holliday ve dig.,
2003; Rue ve dig., 2004). Finlandiya’da tereyag ile iliskili listeriosis salgini ortaya
cikmistir. Ayrica literatlirde tereyagi Orneklerinin peynirde oldugu gibi yliksek
diizeyde fekal kontaminasyona maruz kaldigi ve E.coli, S.aureus ve Listeria sp.’nin

de siklikla izole edilmis patojen mikroorganizmalar oldugu belirlenmistir.

Literatiirde kumpire ait yapilmis herhangi bir ¢alisma mevcut degildir. Tiiketime

hazir yemek ve mezelerle ilgili yapilmis ¢alismalarin biiyiik ¢ogunlugu Bacillus



cereus tizerinedir. Bu mikroorganizma diginda E.coli, L.monocytogenes, S.aureus,

Clostridium perfringens’in de bulunabildigi belirtilmektedir.

Literatiirde Salmonella spp. ve L.monocytogenes’in kasar peyniri, tereyagi ve kumpir
orneklerinin 25 gramda hi¢ olmamasi gerektigine iliskin yasal diizenlemeye
dayanarak yapilan konvansiyonel yontem ve mini-VIDAS otomatik sisteminin
kargilastirilmasina  yonelik ¢alismalarda birbirinden farkli  sonuglar alindig
gorilmektedir. Kimi caligmalarda otomatik sistemin patojenlerin tayininde daha
etkili oldugu belirtilmekteyken, kimisinde aradaki farkin Onemsiz oldugu

goriilmektedir.

Bu tez calismasi iki asamadan meydana gelmektedir. Ik asamada, Istanbul
piyasasindan temin edilen kasar peyniri, tereyagi ve kumpir Ornekleri patojen
mikroorganizma yiikleri agisindan degerlendirilmis, sadece Listeria monocytogenes
ve Salmonella spp. tayinlerinde iki farkli ydntem uygulanmustir. ikinci asamada ise,
Salmonella spp. ve Listeria monocytogenes tayini agisindan yukarida soziinii
ettigimiz dogal kontamine 6rnekler analiz edilmis; ayrica kasar peyniri, tereyagi ve
kumpir ornekleri Salmonella typhimurium ve Listeria monocytogenes ile 2 farkli
konsantrasyonda asilanmis yontem karsilastirmasi amaciyla ISO yontemi ve mini-

VIDAS otomatik sisteminin kullanildigi yontemlerle analizlenmistir.



2. LITERATUR OZETi

2.1. Siit ve Siit Uriinlerinde Bulunan Mikroorganizmalar

Saglikli bir hayvandan aseptik kosullarda sagilan taze siit ¢ok az sayida bakteri
icermektedir. Siite mikrobiyal bulagsma sagim ile baslamakta ve en 6nemli bulagsma
kaynaklar1 hayvanin memesi, deri, kil, insan eli, sagim makineleri, siit kaplar1 ve
sogutuculardir. Siit iirlinlerine siit kaynakli mikroorganizmalar disinda ilave olarak
iiretim sirasinda insan eli, su, alet ve ekipmanlar, katki maddeleri ve ambalajlama
materyalinden gelen mikroorganizmalarla da bulasma gerceklesebilmektedir

(Hocalar ve Hocalar, 2001).

Cig siitin florasim1 yaygin olarak Lactococcus, Lactobacillus, Streptococcus,
Staphylococcus ve Micrococcus spp. cinslerine ait tiirler olusturmaktadir. Bunlarin
yanisira, sagildiktan sonra siit iirtinlerine islenmek iizere sogukta depolanan siitlerde
flora psikrotrof bakterilerce zengindir. Bu grupta gram negatif bakteriler %90’ 1n1
olusturmaktadir. Bu mikroorganizmalardan en siklikla izole edileni Pseudomonas
fluorescenstir. Ikinci sirada Enterobacteriaciae ailesi iiyeleri yer almaktadir.
Flavobacterium, Chromobacterium ve Alcaligenes ise gine sik¢a izole edilen gram
negatif psikrotrofik mikroorganizmalardir. Bu mikroorganizmalar 1sil islem ile
kolaylikla &ldiiriilebilirler. Ikinci sirada yer alan onemli bakteriler ise 1stya direngli
mikroorganizmalardir. Bu grupta da en Onemli mikroorganizma Bacillus ve

Corynebacteria cinsine ait olanlardir (Chye ve dig., 2004; Muir ve Banks, 2003).

Cig siit ile iliskili patojen mikroorganizmalar ise Salmonella typhimurium, Listeria
monocytogenes, Campylobacter jejuni, Yersinia enterocolitica, Escherichia coli,
Coxiella burnetii, Staphylococccus aureus, Brucella abortus, Brucella melitensis,
Mycobacterium bovis ve Mycobacterium tuberculosis seklinde siralanabilmektedir
(Kiik ve dig., 1998).

Siit tirtinlerinin kontaminasyonunda baslica rolii ¢ig siit kullanimi tistlenmektedir. Siit
tirtinleri igerisinde 6nemli bir yeri olan peynirin yapiminda kullanilan siite sagim,

tasima ve isleme sirasinda ¢ok farkli kaynaklardan ¢esitli mikroorganzimalar



bulasabilmektedir. Bu mikroorganizmalardan bazilar1 saprofit olup, peynirde bulunan
protein, yag, karbonhidrat gibi besin maddelerini kullanarak kotii tad ve aromaya
sebep olan metabolitleri iiretirler. Bunun sonucu olarak da peynirlerde acilagma,
kokusma, eksime gibi bozulmalar meydana gelerek ekonomik kayiplara yol
acmaktadir. Bu mikroorganizmalarin bir kism1 6liimle sonuglanabilen ¢esitli hastalik

ve gida zehirlenmelerine yol agmaktadir (Digrak ve Ozgelik, 1996).

Siit sanayiinde pastorizasyonun kullanimi ile siit ve iirlinlerinin insan sagligi
acisindan olusturduklar1 tehdit oldukc¢a azalmistir. Giliniimiizde siit kaynakh
enfeksiyonlar: yaratan mikroorganizmalar biiyiik 6l¢iide elimine edilmistir. Fakat siit
tiriinlerinin igleme sonrasi kontaminasyona duyarli oldugu uzun siireden beri

bilinmektedir (Donnelly, 1990).

Siit ve siit tirlinlerinde halk sagligi agisindan giiniimiizde de 6nemini koruyan patojen
mikroorganizmalar ise Mycobacterium sp., Brucella sp., Salmonella sp., Listeria
monocytogenes, Staphylococcus aureus ve Escherichia coli O157:H7 seklinde
siralanabilmektedir (Papageorgiou, 2004). Bu patojenlere ait ayrintili bilgi ve

calismalar boliim 2.1.1°de verilmistir.

Siit ve siit tirlinlerinde sagliga zararli olabilecek diger bir mikroorganizma grubu da
kiifler ve olusturduklart mikotoksinlerdir. Bazi Aspergillus spp. tiirleri tarafindan
tiretilen aflatoksin B1 (AFB1) toksini ile kontamine yemlerle beslenen siit sigirlari,
laktasyon déneminde siitlerinde aflatoksin M1 (AFM1) salgilamaktadir. Genel olarak
hayvandan hayvana, giinden giline ve laktasyon donemlerine gore degismekle birlikte
yemlerde mevcut olan AFB1’in  %1-3’i siitte AFM;: olarak ortaya ¢ikmaktadir
(Sarimehmetoglu ve dig., 2004). Maya ve kiifler, gram (-) mikroorganizmalarla
birlikte gram (+) mikroorganizmalara nazaran 1sil islemlere karsi daha hassas
olduklart i¢in pastorizasyonda yok edilmekte ve dolayisiyla ciddi bir problem
olusturmamaktadir (Kornacki ve Flowers, 1998). Fakat AFM; siit ve iirlinlerinde
1s1ya ve islemeye karsi oldukca dayanikli oldugundan siitte mevcut ise liriinlerinde de
mevcut olabilmektedir. Yapilan bir ¢caligmada, 100 kasar peyniri 6rneginin %85’ inin
AFM; ile kontamine oldugu ve bunun %34’iiniin Kodekste belirtilen limitlerin
tizerinde oldugu tespit edilmistir. Tereyaginda %92.6 ve bunun %3.7’si, kasarda ise
%88.68 bunun da %13.2’s1 Tiirk Gida Kodeksi’nde belirtilen limitlerin lizerinde
olmak iizere AFM;1 tespit edilmistir (Aygigek ve dig., 2005). Yaroglu ve dig. (2004),



200 kasar peyniri 6rneginin %6’sinda AFM1 bulmustur. Bunun %1°1 yasal sinirlarin

disindadir.

2.1.1. Peynir ve tereyaginda bulunan patojen mikroorganizmalar

Peynir, bir¢ok gida kaynakli hastaligin kokenini olusturmaktadir. Cig ve yeterince
1s1l iglem gormemis siitlerden iretilen peynirler 6zellikle Brucella, Listeria ve

Shigella’nin potansiyel tasiyicisidir (Marth ve Steele, 1998).

1973-1992 yillar1 arasinda 32 peynir kaynakl salgin ortaya ¢iktigi bunlarin 11°inde
oliim sekillendigi ve peynirlerin tiretiminde ¢ig ya da yeterli pastérizasyon gormemis
stitlerin kullanilmast ve pastorizasyon sonrasi kontaminasyonun en 6nemli etkenler
oldugu tespit edilmistir. Salginlarda Salmonella, Listeria ve E.coli O157:H7’nin en
yaygin rol oynayan mikroorganizmalar oldugu bildirilmistir (Altekruse ve dig.,
1998).

Her peynir; ¢eside bagli olmaksizin, starter kiiltiir ya da olgunlastirici kiif ya da
mayalar disinda kendine ait mikrofloraya sahiptir. Peynirde mikroorganizmalarin
gelisebilmesi ya da en azindan canliligini siirdiirebilmesi, diger gidalarda oldugu gibi
pH, nem, tuz konsantrasyonu, asitlik, redoks potansiyeli, yarismaci flora, sicaklik ve
aerobik/anaerobik sartlar gibi bazi kriterlere baglidir. Peynirin mikroflorasini
mikroorganizma mevcudiyeti ve mikroorganizmanin gelisebilme yetenegi seklinde

iki faktor belirlemektedir (Marth ve Steele, 1998).

Yiicel ve Ulusoy’un (2005), Ankara’da 200 ¢ig siit ve peynir 6rneginde Yersinia sp.,
toplam koliform ve E.coli taramasi yaptiklari ¢alismada ¢ig siit 6rneklerinin %55,
peynir 6rneklerinin %14 oraninda, Yersinia sp. ile bulasik olduklar1 Y.enterocilitica
oraninin ise ¢ig siitte %47.3, peynirde %35.7 oldugunu belirlemisler ve Yersinia sp.
ile kontamine Orneklerin toplam koliform sayisinin E.coli’den fazla oldugunu
bildirmislerdir. Yersinia sp. ile kontamine olan 6 peynir 6rneginin toplam koliform

ve E.coli sayis1 da >1.1x10° cfu/g olarak bulunmustur.

Yaldiz (2002), Kirklareli il merkezinde satisa sunulan 24 paketlenmis taze kasar
Oorneginin toplam aerobik mezofilik bakteri ve toplam koliform sayisim
belirlemislerdir. Sonucta, taze kasar peyniri orneklerinin toplam aerobik mezofilik
bakteri ve toplam koliform sayisi siyasiyla en ¢ok 1.31x108 cfu/g, 3.1x10% cfu/g; en
az 4x10* cfu/g, 4x10! cfu/g ve ortalama 3.65x10° cfu/g, 6.54x10' cfu/g olarak

saptanmuistir.



Diraman’in (1989), Trakya bolgesinde iiretilen 16 adet vakum paketlenmis taze kasar
peynirinin mikrobiyolojik 6zellikleri iizerine yaptiklart ¢alismada, toplam koliform
sayis1 en ¢ok 6.95x10° adet/g, en az 7.6x10° adet/g ve ortalama 1.45x10° adet/g
olarak tespit edilmistir. Maya ve kiif sayis1 ise 1.4x10° — 1.8x10° adet/g arasinda
degismis ve ortalama 2.86x10% adet/g olarak belirlenmistir.

Araujo ve dig. (2002), Brezilya’da yaptiklart bir ¢alismada Rio de Janerio’da
marketlerden temin ettikleri 45 yumusak peynir érneginde S.aureus, enteropatojenik
E.coli, Aeromonas sp. ve Yersinia sp. taramasi yapilmis ve orneklerin %20’si
S.aureus, %17.7 Aeromonas sp. ve %21.1°1 de enteropatojenik E.coli (EPEC) ile

kontamine bulunmustur.

Leuschner ve Boughtflower (2002), diisik diizeyde (1-10 cfu/g) E.coli 0157,
L.monocytogenes ve Salmonella serotip typhimurium, enteritidis ve dublin ile
asiladiklart siitli laboratuvar sartlarinda yumusak peynir iiretiminde kullanarak peynir
yapim siireci sonunda patojen mikroorganizmalarin durumuna bakmislar ve her 3
patojeninde peynir {retiminde 1-50 cfu/g diizeyinde canli kaldiklarii

belirlemislerdir.

Arict ve dig. (1999), 10° adet/ml L.monocytogenes asiladiklar1 inek ve koyun
stitiinden peynir iireterek 4°C’de 20 hafta depolayarak mikroorganizmanin durumunu
incelemislerdir. 8. hafta sonunda L.monocytogenes sayis1 >10* adet/g iken 20. hafta
sonunda inek peynirinde >10 adet/g ve koyun peynirinde >100 adet/g olmak tiizere

canli kaldigini tespit etmislerdir.

Sik ve dig. (2004), Antalya piyasasindan temin ettikleri 50 beyaz peynir 6rneginde
patojen taramasi yaptiklar1 bir bagka ¢alismada %43 toplam koliform, %24 S.aureus,
%38 oraninda Shigella kontaminasyonu tespit etmislerdir. Hi¢bir drnekte Salmonella

ya da Cl.perfiringens’ e rastlanmamugtir.

Tereyaginin mikroflorasin1 olusturan mikroorganizmalarin kaynagimi hammaddesi
olan krema olusturmaktadir (Kornacki ve Flowers, 1998). Peynirde oldugu gibi,
krema da yapildig1 ¢ig siitten gelen mikroorganizmalar icerebilmekte ve fiziksel
yapist nedeniyle yag tanecikleri arasinda mikroorganizmalar korunabilmektedirler.
Psikrotrofik Bacillus ve Clostridium sp. tiirlerinin kremanin pastdrizasyonunda canli
kalabildigi bildirilmistir (Marth ve Steele, 1998).



Tereyaglart uygun kosullarda saklandigi takdirde, mikrobiyal gelismeye sik
rastlanmaz. Gelisme olsa dahi ¢ok yiiksek sayilara ulagsmazlar fakat az sayr dahi

lezzet bozukluklarina sebep olabilir.

Pastorize kremanin yaygin olarak kullanilmaya baslanmasinda 6nce tereyaglarindan
siklikla Salmonella, Sterptococcus ve Mycobacterium sp. izole edilmistir. Bunlarin
disinda Irak’ta enteropatojenik E.coli ve Listeria innocua ve monocytogenes de izole

edilmistir. (Kornacki ve Flowers, 1998)

Tereyag tiikketimiyle ilskili gida zehirlenme vakalari, pastorizasyonun kullanimindan
once bile oldukga diisiik sayida ortaya ¢ikmaktadir. Daha ¢ok tifo ve difteri ortaya
cikmigtir. Pastorizasyondan sonra ise c¢evresel bulagsma sozkonusudur. Birkag

stafilakokal intoksikasyon olayt ABD’de ortaya ¢ikmustir.

Simsek ve dig. (1995), Tekirdag piyasasndan temin ettikleri 14 kahvaltilik tereyagi
orneginin bazi nitelikleri iizerine yaptiklar1 ¢alismada toplam koliform sayisini 4.10°

ad/g ve maya-kiif sayisin1 da 15.10° ad/g olarak tespit etmislerdir.

Bodur (1993), Van piyasasinda satisa sunulan 20 adet tereyagi 6rneginin maya ve kiif
sayist ve toplam koliform sayisi sirasiyla en diisiik 17 adet/g, 2.5 adet/g; en yiiksek
2.1x10° adet/g, 1.27x10° adet/g ve ortalama 2.6x10* adet/g, 9.6x10° adet/g olarak

tespit etmistir.

Hayaloglu ve Konar (2001); 25 adet tereyagi Ornegi ile yaptiklari ¢aligmada
ortalama toplam koliform ve maya sayisini sirastyla 1.1x10° ve 7.3x10° olarak

belirlemislerdir.

Finlandiya’da Subat 1999°da kontamine tereyagindan kaynaklanan Listeriosis salgini
ortaya c¢ikmistir ve salgin etkeninin L.monocytogenes 3a serotipi oldugu tespit
edilmistir. Haziran 1998 — Nisan 1999 arasinda 25 vaka hastaneye kaldirilarak tedavi
edilmistir (Maijala ve dig., 2001).

Holliday ve dig. (2002) tereyagi ve margarinde Salmonella, Escherichia coli 157:H7
ve Listeria monocytogenes iizerinde yaptiklart ¢alismada; once Orneklere yiizey
astlamas1 uygulanmig ve ardindan 4.4°C ve 21°C’lerde 21 giine kadar depolanmustir.
Her 3 patojen de 21°C’de tathh krema ve tuzlu tereyaginda (pH 6.40) 1-2 giinde
gelismekteyken, L.monocytogenes ayni iirtinde 4.4°C’de 7-14 giin arasinda gelisme
gostermistir. Patojenlerden higbiri tatli krema ve tuzsuz tereyaginda (pH 4.51), tuzlu

diyet tereyaginda (pH 4.58), diyet margarinde (pH 5.34) ne 4.4°C ne de 21°C’de 21



giin boyunca gelisme gostermemistir. 3 patojenin de inaktivasyon hizi 4.4°C’de

depolanan 6rneklere gore 21°C’de daha hizli olmustur.

Belcika da yapilan bir baska ¢alismada, 143 ¢ig siit ve 100 ¢ig siit liriiniinde (64
tereyagl, 16 peynir, 9 yogurt, 7 dondurma, 4 taze peynir) toplam koliform, E.coli
0:157, S.aureus, Salmonella sp., Listeria sp. ve Listeria monocytogenes taramasi
yapilmis ve Avrupa Birligi yasalariyla karsilastirilmistir. Cig siit Orneklerinin
%0.7’sinde E.coli, %6.3’iinde L.monocytogenes bulunmusken, Salmonella sp.
gozlenmemistir. Tereyagi orneklerinin %18.7’sinin L.monocytogenes ile ve hijyen
belirteci olan toplam koliformlar acisindan da yasalarin belirledigi degerlerin

tizerinde kontaminasyon oldugu belirlenmistir (Rue ve dig., 2004).
2.1.1.1. Staphylococcus aureus

Staphylococcus cinsi ilk olarak 1884 yilinda Micrococcaceae ailesine ait olarak
tanimlanmistir (Wong ve Bergdoll, 2002) . Gram (+), hareketsiz, spor olusturmayan,
katalaz pozitif, fakiiltatif anaerob, 0.5-1.5 pum capinda tek, cift ya da diizensiz
kiimeler halinde bulunabilen kok seklindeki hiicrelerdir (Kinik ve dig., 1998; Wong
ve Bergdoll, 2002). Bu organizmanin optimum gelisme sicakligi 30-37°C’dir.
Staphylococcus cinsi 23 tiire ayrilmaktadir (arlettae, aureus, auricularis, capitis,
chromogenes, cohnii, epidermidis, gallinarum, haemolyticus, hominis, hyicus,
intermedius, kloosii, lentus, lugdunensis, saprophyticus, schleiferi, sciuri, simulans,
warneri, and xylosus). En yaygin goriilen tiirli insan ve hayvan derisinde bulunan ve

nadiren hastalik olusturan Staphylococcus epidermidis’tir (Cosenza-Sutton, 2004).

Siit ve siit iirlinlerinde siklikla rastlanan bir mikroorganizma olan enteropatojenik
S.aureus suslarinin kaynagini Ozellikle mastitisli hayvanlardan sagilan siitler
olusturmaktadir. S.aureus, stafilakok tiirleri arasinda enterotoksin iireterek gida
kaynakli hastaliklara yol agmaktadir. Staphylococcus intermedius ve hyicus’un da
gidalarda enterotoksin tiretebildigi belirlenmistir. Staphylococcus saprophyticus ise
sadece iiriner sistem hastaligi olusturmaktadir Koagiilaz testi, Staphylococcus aureus
koagiilaz enzimi {ireticisi oldugundan diger stafilakok tiirlerinden ayriminda

kullanilmaktadir (Kinik ve dig., 1998).

S.aureus’un bircok susu gida zehirlenmesine sebep olan enterotoksin {ireticisi
oldugundan, gidalarda gelismesi halk sagligi acisindan tehlike olusturmakta,
Stafilakokal gida zehirlenmesine neden olmaktadir. Ozellikle ¢ig gidalardan, ¢ig etler



ve kiimes hayvanlart stafilakoklarla bulasmis durumda olabilmekte fakat yarigsmaci
floraya karsi dayanamamaktadir. Mikroorganizma uygun gidada yerlesmis ve gida
buzdolabinda depolanmamis ise yeterli sayiya kadar ¢ogalarak, enterotoksin

tiretmektedir (Cliver ve Riemann, 2002).

Insanlar S.aureus’un baslica tasiyicisidir. Saglikli bireylerin %30-50’si burun,
koltukalti, cilt dokusu, yutak dokusu, gobek dokusu, sindirim sistemi, iirogenital

organlarinda bulunmakta ve bunlarin %40-50’si de enterotoksin iireticisidir

(Cosenza-Sutton, 2004).

1914 yilinda Dr. M. A. Barber isimli arastirmaci Stafilakoklar tarafindan iretilen
toksik bilesenlerle iligkili buzdolabinda saklanmamis siit kaynakli gida
zehirlenmelerini ortaya koymugstur. 15 yil sonra 1929°da, Dr. Gail M. Dack ayni
bulguyu krema dolgulu yilbasi kekleriyle yaptigi bir calisma sonucu yinelemistir
(Wong ve Bergdoll, 2002).

Isitma S.aureus inaktivasyonunda en etkili yontemdir. PastOrizasyon islemi igin
kullanilan sicaklik-zaman siitteki inaktivasyonunu saglamak icin yeterli olmaktadir

(Araujo ve dig., 2002).

S.aureus’un patojenitesi enfeksiyon ve intoksikasyon olmak {iizere iki temel yolla
ortaya ¢ikmaktadir. Asil 6nemli olan Stafilakokal gida zehirlenmelerinden sorumlu
maddenin sindirim sistemi {lizerine etkisinden dolay1 enterotoksinlerdir. Serolojik
olarak birbirinden farkli 9 enterotoksin tanimlanmistir. Bunlar enterotoksin A (SEA),
B (SEB), C (SEC), D (SED), E (SEE), G (SEG), H (SEH), I (SEI) ve J (SEJ)
seklindedir. SEA enterotoksini stafilakokal gida zehirlenmelerinde en ¢ok identifiye
edilendir. SED ikinci sirada gelmektedir. Genellikle mikroroganizmanin gelismesi ve
cogalmasi enterotoksin olusumu i¢in gerekliyken, 6zellikle gidalarda toksin tiretimi
gelismeyle birlikte goriilmeyebilmektedir. Mikroorganizma mevcut olmasa da toksin
hastaliga sebep olmaktadir (Cosenza-Sutton, 2004, Kinik ve dig., 1998, Cliver ve
Riemann, 2002).

Stafilakokal gida zehirlenmeleriyle baglantili gidalardan baslicalar et (tavuk, domuz,
kirmiz1 et), et {irtinleri (sosis, sucuk, salam), salatalar, kremali firincilik tirtinleri ve

sut urunleridir.

Stafilakokal gida zehirlenmeleri diinyada oldukga sik goriilmektedir. Amerika’da

%1-5 oraninda vakanin rapor edildigi bildirilmistir. Ger¢gek durumun bunun 10 kati



oldugu tahmin edilmektedir. Bu kadar az diizeyde rapor edilmesinin sebebi ¢ok kisa
stirede kendiliginden iyilesmesi, doktora ihtiya¢ duyulmamasi ve kalic1 hasara neden

olmamasidir (Kinik ve dig., 1998).

Belirtileri kontamine gidanin tiiketiminden sonra 1-6 saat icinde sekillenmekte ve
mide bulantisi, 6glirme, kusma, mide kramplar1 ve diare ile kendini gostermektedir.
Siddetli vakalarda basagrisi, ates, kas kramplari, kan basincinin diisiisii de eslik
edebilmektedir. Cogu durumda iyilesme hizla birka¢ saat ya da 1 giin gibi hizla
olmaktadir. Oliim olduk¢a seyrek olmakla birlikte 6zellikle gocuklarda meydana

gelebilmektedir (Cosenza-Sutton, 2004, Cliver ve Riemann, 2002).
2.1.1.2. Koliform bakteriler ve Escherichia coli

Koliform bakteriler Enterobacteriaceae ailesi i¢inde yer alan ¢ok sayida cins ve tiirii
kapsayan oldukca genis bir gruptur. Avrupa Birliginin yasal diizenlemelerinde
Koliform grubu bakterilerin tanimi1 ‘gubuk seklinde, spor olusturmayan, gram (-),
oksidaz negatif, aerobik ya da fakiiltatif anaerobik, tuz ya da ona esit gelismeyi
inhibe edici diger yiizey aktif bilesenlerin varliginda gelisebilen ve 48 saatte
37£1°C’de laktozu fermente ederek gaz ve asit (ya da aldehit) olusturabilen

mikroorganizmalar’ seklinde yapilmistir (Rompre ve dig., 2002).

Koliform bakteriler fekal kontaminasyonun belirteci olarak yasal diizenlemelerle
kontrol edilmektedir. Sicakkanli hayvanlarin barsak mikroflorasinda en yaygin
bulunan koliform bakteri E.coli oldugundan, gidalarda mevcudiyeti temelde fekal
kontaminasyonla iliskilidir ve mevcudiyeti yasalarla diizenlenmistir (Dogan ve dig.,

2001)

E.coli, enterobacteriaceae ailesinin bir tiyesi olan gram (-), tek veya ¢iftli olarak
bulunan diiz c¢ubuk seklinde, spor olusturmayan fakiiltatif anaerobik
mikroorganizmalardir. Hareketli ve hareketsiz olabilmektedirler. Optimum gelisme

sicakliklar1 37°C’dir (Kinik ve dig., 1998, Cliver ve Riemann, 2002).

Escherichia coli’nin insanlarda hastaliklarla olan iligkisi ilk olarak Alman
bakteriyolojist Theodor Escherich tarafindan 1885 yilinda ¢ocuklarin digkisindan
izole edildiginden beri bilinmektedir. Bu bulgunun ardindan dogal yasam ortaminin
sicakkanli hayvan ve insanlarin kalin barsaklar1 oldugu ortaya konmustur. Firsatgi

patojen olarak smiflandirilabilmekte ve genellikle diski mikroflorasinin %1 ini
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olusturmaktadir. Cogu E.coli susu gastrointestinal hastaliga neden olmazken bazisi

yasami tehdit eden diyarenin nedeni olabilmektedir (Deisingh ve Thompson, 2004).

E.coli serolojik olarak 3 ana yiizey antijenine gore siniflandirilmaktadir: O (somatik),
H (flagella) ve K (kapsiil). Suslarin serogrubu O (somatik) antijeni ve serotipi ise H
(flagella) antijeni ile olan kombinasyonu ile tanimlanmaktadir. E.coli’nin 170’den
fazla serogrubu tanimlanmistir. Diyareye sebep olan E.coli izolatlari patojenite
mekanizmalarina, klinik sendromlarina ve spesifik O:H serotiplerine gore farkl
gruplar altinda toplanmistir. Bu gruplar, enterotoksijenik E.coli (ETEC),
enteropatojenik E.coli (EPEC), enteroinvasiv E.coli (EIEC), enteroagregative E.coli
(EAEC) ve enterohemorajik E.coli (EHEC) seklindedir (Cosenza-Sutton, 2004).

1940’11 yillarin baslarinda Ingiltere’de yeni dogan bebeklerde gériilen yaz ishali ile
E.coli’nin 3 patojen susu tamimlanmigtir. Bunlar enterotoksijenik E.coli (ETEC),
enteropatojenik E.coli (EPEC), ve enteroinvasiv E.coli (EIEC). 1982’de bunlara
E.coli O157:H7 serotipinin neden oldugu hemorajik kolit ve hemolitik iiremik
sendrom (HUS)’un sekillendigi olan 2 salgin goriilmiis ve bdylece dordiincii patojen

sus olan enterohemarojik E.coli siniflandirmaya dahil edilmistir.

ETEC suslar ince barsak mukozasinda tutunarak isiya duyarli ve 1siya dayanikli
olmak iizere iki enterotoksin iiretmektedir. Diyare mikroorganizmanin mukozaya
tutunmasiyla degil olusturdugu toksinlerin etkisiyle sekillenmektedir. Kontamine
gidalar ve su, ETEC infeksiyonlarinin en énemli kaynagidirlar (Kinik ve dig., 1998,
Cliver ve Riemann, 2002).

Gelismekte olan iilkelerde, ETEC yeni doganlar, ¢cocuklar ve yaslilarda goriilen akut
diyarenin biiyiilk Ol¢lide sorumlusu oldugu icin Olim vakalarniyla da ilgili
bulunmaktadir. Bununla birlikte gelismekte olan iilkeleri ziyaretleri sirasinda
turistlerde sekillenen turist ishalinin de etkenidir. Insanlarda enfeksiyonun
olusabilmesi i¢in 10° hiicrenin alinmas1 gereklidir. inkiibasyon siiresi 8-44 saat
arasinda degismekle beraber ortalama 26 saattir. Hastalik siiresi ise 24-30 saat olup

sulu ishal ve dehidrasyona neden olmaktadir (Kyriakides ve Bell, 2002b).

EAEC suslar1 ¢cocuklarda 1srarci ishalin sebebidir. Bu suslarin toksin {iretimi yoktur.
Mukozada ilerleyerek diyareye bazende diyare ile birlikte kusmaya neden olmaktadir
(Cosenza-Sutton, 2004).
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EPEC suslar1 da toksin iiretmez ve mukoza da lezyonlara neden olarak yeni dogmus

bebekler ve ¢ocuklarda siddetli ishale sebep olmaktadir (Cliver ve Riemann, 2002).

EIEC suslar1 genetik ve patojenik olarak Shigella sp. ile yakindan iligkilidir fakat
shiga toksin iiretimi yoktur. Bu suslar mukozadaki epitel hiicrelerine nufiiz edip,
cogalarak hiicrelerin 6liimiine neden olmakta ve kanli diyare, ates meydana

getirmektedirler (Unliitiirk ve Turantas, 2003).

EHEC grubuna dahil birgok serotip vardir fakat O157:H7 serotipi en yaygin gida
patojenidir. Bu serotip ilk olarak 1982 yilinda az pismis kiyma tiiketimiyle ortaya
¢ikan 2 hemorajik kolit salginindan sonra tanimlanmistir. 1992-1993 yillar1 arasinda
700’den fazla insan bu mikroorganizmadan etkilenmis ve 4 Sliim goriilmiistiir. CDC
(Center for Disease Control and Prevention)’a goére EHEC Amerika Birlesik
Devletleri’nde her yil 200.000’den fazla vaka ve 250 6liime neden olmaktadir. Diger
suslarin kaynagi insanken, EHEC’in asil kaynaginin dana eti ve siit oldugu ve gidaya
sigir digkisi, et ve siit igletmeleri araciligiyla bulastigi belirlenmistir. E.coli
O157:H7’nin patojenitesi Urettigi shiga toksini ile ilgilidir. Hemorajik kolit genelde
2-9 giin siirmekte ve karinda agri, kramplar, sulu diyare ve devaminda kanli diyare
bazen ates ile seyretmektedir. Hemolitik iremik sendrom (HUS) kanli ishal ile
baslamakta ve kan pihtilar1 bobreklerde tikanmalara neden olmasi ve bobreklerin
gbrevini yapamamasi ile sekillenmektedir. Oliim orani yiiksektir (Deisingh ve

Thompson, 2004).

2.1.1.3. Clostridium perfringens

Clostridium perfringens, Bacillaceae ailesine mensup, gram (+), nispeten bilyiikge,
cubuk seklinde, sporlu, kapsiillii, anaerobik, hareketsiz bir mikroorganizmadir.
Mezofilik bir mikroorganizma olmasina ragmen optimum gelisme sicakligi 43-45°C
gelisme araligi 15-50°C’dir (Cliver ve Riemann, 2002). 6°C’de gelisebildigine dair
veriler de mevcuttur. Diisik pH ve aw’ye karsi tolerans gosterememektedir.

Minimum gelisme pH’s1 5.5 ve aw ise 0.95 olarak belirtilmektedir (Gibbs, 2002).

Cl.perfringens ilk olarak Birinci Diinya Savasi sirasinda gazli kangrenle olan iligkisi
ile ortaya cikmustir. Gida kaynakli hastaliklardaki rolii, 1940’larda Ingiltere ve
Amerika’daki yag ve tavuk etinin tagiyici1 oldugu salginlarda izole edildiginde iyice
belirginlesmistir.  1950’lerde Hobbs ve arkadaslari yaptiklart ¢alismalarla

Cl.perfringens’i 1stya dayanikli (az ya da hemolitik olmayan) ve 1siya duyarl
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(hemolitik) olmak iizere iki kategoriye ayirmistir. 1969°da gida zehirlenmesinden

enterotoksinin sorumlu oldugu anlasilmistir (Novak ve Juneja, 2002).

CDC’nin (Centers for Disease Control) 1999°da yayinladigr yillik raporunda
Amerika’da meydana gelen gida kaynakli hastaliklarda etken olarak Cl.perfringens,
Campylobacter ve Salmonella spp.’nin ardindan 3. sirada gelmektedir (Novak ve
Juneja, 2002).

Cl.perfringens gida zehirlenmesi ne gergekten intoksikasyon ne de infeksiyondur.
Hastalik, sicaklik ihlallerine maruz kalmis ¢ok sayida (>108) canli vejetatif hiicre
iceren gidanin tiiketimiyle ortaya ¢ikmaktadir. Hiicreler mideden gegerek ince
barsaklarda sporlanmaktadir. Cl.perfringens enterotoksini (CPE) olarak bilinen
enterotoksin de sporlanma sirasinda tiretilmektedir. Cogu susu laboratuvar ortaminda
nadiren spor olusturmakta ve enterotoksin mevcudiyeti sporlanmay1 gdstermektedir

(Cliver ve Riemann, 2002).

Cl.perfringens kaynakli gida zehirlenmesi saglikli bireylerde yasami tehdit
etmemektedir. Pisirildikten sonra agikta sogumaya birakilan gidalar en riskli grubu
olusturmaktadir. Tipik olarak, hastaligin semptomlar1 akut diyare ve karinda agr ile
kendini gosteren hastaligin inkiibasyon siiresi 8-24 saattir. Ates nadiren
goriilmektedir. Belirtiler herhangi bir tedaviyi gerektirmeden 24 saat iginde
kaybolmaktadir. Bazen kramplar 1-2 giin siirmektedir. Oliim baslica yashi ve
hastanede yatan hastalarda olmak iizere seyrek olarak goriilmektedir. Mide asitine
dayanikli olmadigindan hastaligm sekillenebilmesi i¢in 10° gibi ¢ok sayida
mikroorganizma iceren gidanin tiiketilmesi gerekmektedir. Hastaligin kisa silirmesi
ve semptomlarinin hafif olmasi nedeniyle ger¢ek goriilme sikligiin oldukga altinda

rapor edilmektedir (Gibbs, 2002; Unliitiirk ve Turantas, 2003).

2.1.1.4. Salmonella spp.

Gida kaynakli gastroenteritis etkeni olan gram (-) ¢ubuk seklinde mikroorganizmalar
icinde en O6nemlisi Salmonella spp. cinsi iiyeleridir. Bugiine kadar Salmonella’nin
2400°den fazla serotipinin tanimlanmis olmasi nedeniyle de siniflandirma ve

taksonomide sorunlar yaganmaktadir. Serotiplerin sayisi1 giin gectik¢e artmaktadir.

Salmonella’nin siniflandirmasi yillar iginde degismistir ve bugiin enterica ve bongori
olmak tizere iki tiire ayrilmistir. S.enterica 6 alttiire ayrilmistir ve herbir alttiir de ¢ok

sayida serotipe sahiptir. S.bongori ise tek tiir olarak mevcuttur. Baz1 Salmonella
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serotipleri konak ile iligkilidir. S.gallinarum ve kiimes hayvanlari, S.choleraesuis ve
domuz, S.typhi, S.paratyphi A ve insan gibi. Bununla beraber bazi suslar bazi
hayvanlara kars1 daha patojendir. S.choleraesuis domuz, S.dublin sigirlara karsi etkili

olmasina ragmen yine de insanlarda da hastalik olusturabilmektedirler (Heng, 2000).

Cevrede olduk¢a yaygin olarak bulunan ve ¢ok ¢esitli gida maddesinde ortaya ¢ikan
Salmonella genusu Enterobacteriaceae familyasina dahil, gram (-), spor
olusturmayan, kisa ¢ubuk seklinde, genellikle hareketli ve fakiiltatif anaerobik
mikroorganizmalardir. Cogu Salmonella tiirti hareketli olmasina karsin Salmonella
gallinarum ve Salmonella pullorum gibi flagellasiz tiirleri de mevcuttur. Salmonella
icin en iyi gelisme sicaklig1 35-37°C iken 5-47°C araliginda gelisebilmesi de olasidir.
Gelisiminin tamamen inhibe olabilmesi pH<3.8, sicaklik<7°C ya da aw<0.94
oldugunda miimkiindiir. %3-4 tuz igeren ortamlarda gelisimi engellenmektedir. Isiya
da oldukga hassas bir mikroorganizmadir. Salmonella pisirme, kaynatma ya da
esdegeri kizartma ve pastdrizasyon ile elimine edilebilmektedir. Dolayisiyla, siit
tiriinlerinde mevcudiyeti pastdrizasyon sonrast kontaminasyona isaret etmektedir.
Salmonella sp.’nin dogal yasam ortami kuslar, insan ve ¢iftlik hayvanlar1 gibi
hayvanlarin sindirim sistemidir. Dolayisiyla bu mikroorganizma digki yoluyla ¢ok
genis alanlara yayilabilmektedir. Salmonella sicak kanli hayvanlar ve insanlarin
sindirim sisteminde yerlestiginden dolayr hayvansal kaynakli gidalar 6zellikle de
fekal kontaminasyon siiphesi olanlar hastaligin kaynagi olarak rol oynamaktadir.
Salmonella sp.’ye ¢ok sayida gidada rastlanmasina karsin yumurta, kiimes
hayvanlari, et ve et tirtinleri en sik rastlanan tasiyici gidalardir (Brehm-Stecher, 2002,
El-Gazzar ve Marth, 1992).

Salmonella insanlarda hafif veya siddetli gida zehirlenmeleri (gastroenteritis), veya
daha siddetli durumlarda tifo, paratifo, bakteriyemi, septisemi seklinde klinik
hastaliklara yol acabilmektedir. Siddetli vakalarda salginlar ve oliimler meydana

gelebilmektedir (Donnelly, 1990).

Insanlarin Salmonella nedeniyle hasta olabilmesi icin canli bakteri iceren gidanin
tilketilmesi gerekmektedir. Patojen sindirim sistemine girerek ince barsaklarda
gelistikten sonra enterokolit ile sonuglanan ince barsak yangisina neden olmaktadir.
Salmonellosis semptomlar1 kontamine gidanin tiikketiminden yaklasik 12-36 saat
sonra ortaya ¢ikmakta ve karinda kramplar, mide bulantisi, kusma, diare ve ates

olarak kendini gdstermektedir. Bazen dehidrasyon, basagrist da goriilebilmektedir.
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Sonugta Salmonella enfeksiyonunun mortalitesi diisiik olmasina ragmen bebekler ve
yaglilar i¢in yiiksek olabilmektedir. Cogu insan Salmonella enfeksiyonuna duyarl
olmasma ragmen gengler, yaslhilar, kronik hastalig1 olan ya da bagisiklik sistemi
baskilanmus kisiler daha duyarlidir. Hastalik sirasinda Salmonella diski ile ¢ikmakta
sonrasinda ise gittikce azalarak kesilmektedir. Nadir olmakla birlikte bazi

durumlarda kisi kronik tasiyici olabilir (Kyriaides ve Bell, 2002c).

Salmonella i¢in enfektif doz yillardir 10%nin iizeri olarak bilinirken o6zellikle
cikolata, peynir ve salam gibi yag icerigi yiiksek bazi gidalarla iligkili salginlara
neden olan enfektif dozun 10-100 hiicre gibi olduk¢a az oldugu belirlenmistir. Su
aktivitesi >0.98 gibi yiiksek gidalarda Salmonella kolaylikla sicaklik ile 6lmektedir.
Fakat yaglh gidalar gibi su aktivitesi diisiik gidalarda mikroorganizmay1 6ldiirmek
icin daha yiiksek sicaklik gerekmektedir. Dondurulmus gidalarda su aktivitesi diisiik
oldugu i¢in Salmonella aylarca hatta yillarca canliligini stirdiirebilmektedir (Peng,
2000).

1993-97 yillar1 arasinda CDC’nin raporuna gore S. enteritidis en yaygin goriilen
tirdir. S.enteritidis, S.typhimurium ve S.heidelberg insanlardan her yil en sik izole

edilen ii¢ serotiptir.

Siit trtinleri kaynakli Salmonella salginlaria bakildiginda 1985 yilindaki Chicago
salgini pastdrize siit tilketiminden kaynaklanmis ve 23.000 vaka bildirilmistir (Kinik
ve dig., 1998). 1984 yilinda Kanada da cheddar peyniri tiiketimi ile >1500 vaka
bildirilmis ve 1983 yilinda ise ABD’de mozarella peyniri kaynakli 16 vaka

bildirilmis ve bunlarin 2’si 6liimle sonuglanmustir.

2.1.1.5. Listeria monocytogenes

Listeria monocytogenes 1980’lerin basindan itibaren gida kaynakli patojen olarak
anilmaya baslanmistir. Dogada oldukca yaygin olarak bulunmakta ve zaman zaman
tim ¢ig gida maddelerinde goriilmektedir. Cig gidalardaki mevcudiyetinin tamamen
onlenmesi miimkiin olmamakla beraber iyi hijyen uygulamalar1 ile gidalarda

rastlanma sikliginin ve miktarinin azaltilabilmesi miimkiindiir.

Listeria cinsi Bacillus, Staphylococcus, Streptococcus, Lactobacillus ve Brochothrix
cinsleriyle birlikte Bacilli sinifina dahildir. Salmonella’nin tersine Listeria cinsindeki
mikroorganizmalar birbirinden ¢ok farkli 6zelliklere sahiptir. Listeria ailesi iginde

L.monocytogenes, L. ivanovii, L.innocua, L.welshimeri, L.seeligeri ve L.grayi olmak
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tizere 6 tiir mevcuttur. L.monocytogenes ve L.innocua gidalarda en yaygin bulunan
tirlerdir. Bunlardan L.monocytogenes, L. ivanovii patojen tiirlerken, L.ivanovii
seyrek olarak insanlarda hastalik meydana getirmektedir. L.seeligeri birkag listeriosis
vakasinda izole edilmesine ragmen yinede patojen olmayan tiirler arasinda yer
almaktadir. Diger patojen olmayan tiirler indikator olarak rol oynamaktadir. Bunlarin
gidalardaki mevcudiyeti, patojen olan tiirlerin de mevcut olabileceginin bir

gostergesidir (Cosenza-Sutton, 2004, Kinik ve dig., 1998, Ryser ve Marth, 1999).

Listeria monocytogenes gram (+), ¢ubuk seklinde, spor olusturmayan , kapsiilsiiz,
fakiiltatif anaerob, cevrede cok yaygin olarak bulunan bir mikroorganizmadir.
Listeria sp. 20-25°C’de gelistiginde birkag peritrik flagella ile hareketlidir. Cok farkli
cevresel kosullara dayanikli olan mikroorganizmanin en 6nemli 6zellligi buzdolab1
sicakliginda bile yasamini siirdiiriip cogalabilmesidir. Bu 6zelligi ile siit {irlinlerinde
onemli olmaktadir. Optimum gelisme sicakligi  30-37°C olan psikrotrof
mikroorganizma 0°C ve 45-50°C’ler arasinda da gelisebilmektedir. Nispeten tuza
(%10°da geligsebilmekte, %20-30’da canliligini siirdiirebilmekte) ve diisik pH’ya
(4.4’de gelisebilmekte) dayaniklidir (Kyriakides ve Bell, 2002a).

Listeria monocytogenes’in neden oldugu gida kaynakli enfeksiyona listeriosis
denilmektedir. Avrupa ve ABD’de yilda milyonda 2-10 vaka gibi ¢cok az olay ortaya
cikmaktadir. Listeriosis vakalarina seyrek olarak rastlanmasina karsin mortalitesi
%30’1ara ulastigindan dolay1 olduk¢a 6nem kazanmaktadir (Kinik ve dig., 1998).
Center for Disease Control and Prevention (CDC)’in verilerine gore
(http://www.cdc.gov/ncidod/dbmd/diseaseinfo/listeriosis_g.htm)  ABD’de  yilda
yaklasik 2500 listeriosis vakasi ortaya cikmakta ve bunun da %20’si oliimle
sonuglanmaktadir. Dolayisiyla gidalarda hizli tespitini saglayan teknikler korunmada

¢ok onemlidir.

Listeriosis’e karsi riskli grubu olusturan kisiler organ nakli yapilmis hastalar, AIDS
hastalari, hamileler, kanser hastalar1 ve yaghlardir. L.monocytogenes c¢ok cesitli
enfeksiyonlara neden olmakla birlikte uterus enfeksiyonuna neden olabilmekte,
merkezi sinir sistemini etkileyebilmekte ve hamilelerde diisiiklere, erken dogumlara
ya da bebegin hasta dogmasina neden olmaktadir. Bagisiklik sistemi baskilanmig
kisilerde listeriosis’in klinik belirtileri menenjit ve septisemi seklindedir. Hastaligin
inkiibasyon periyodu hastalia maruz kalan kisinin hassasiyeti ve alinan doza bagh

olarak degisiklik gostermekle birlikte 24 saat ile 91 gilin arasinda oldugu
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bildirilmektedir. Hastaligin semptomlar1 da olduk¢a degiskendir. Usiitme benzeri
kusma ve diareden septisemi ve menenjite kadar farkli semptomlar goriilmektedir.
Hamile kadinlar i¢in 6zellikle 6nemli olan listeriosis diisiiklere neden olmaktadir.
Fakat ozellikle yaslilar, yeni doganlar ve bagisiklik sistemi baskilanmis kisilerde
O0lim goriilmektedir. L.monocytogenes hayvanlarla direk temas, yeni dogmus
bebeklerin hastanede capraz kontaminasyonu ve gida kaynakli olmak iizere ii¢ ana

yolla bulagsmaktadir (Brehm-Stecher, 2002; Schlech, 2000).

Listeria dogada toprak, su, atiklar, ¢esitli gidalar ve insan, hayvan diskis1 gibi ¢ok
cesitli kaynaktan izole edilmistir. Bugiine kadar listeriosis vakalariyla en ¢ok iligkili
olan gidalar yumusak peynirler ve diger siit iirlinleri, et liriinleri, salatalar, tiiketime
hazir yemekler ve mezeler seklinde listelenebilmektedir. Marketlerde satilan et
iriinleri, pate ve sosisli sandvicler listeriosis salginlari ile iliskili bulunmustur. Bu
triinlerdeki nitrit mikroorganizma sayisini azaltmasina ragmen, gelismesini
onleyememektedir. L.monocytogenes ¢ig meyve ve sebzelerde de oldukga yaygindir
(Cliver ve Riemann, 2002).

L.monocytogenes  pastdrizasyonda canli kalmamakta dolayisiyla siit {iriinleri
kaynakli salginlarin sebebinin pastorizasyon sonrast bulasma neticesinde oldugu

bildirilmektedir (Kinik ve dig., 1998).

2.2. Kumpirde Bulunan Patojen Mikroorganizmalar

Bu calismada kumpirin secilmesinde asil etken igerisine tereyagi ve kasar peyniri
koyularak tuketilmesidir. Tirk Gida Kodeksi Mikrobiyolojik Kriterler Tebligi’nde
tilketime hazir yemek ve mezeler boliimiine dahil edilerek ele alinmistir. Peynir ve
tereyagindan gelebilecek patojen mikroorganizmalar disinda literatiirde patates
salatas1 ile ilskili ¢ok sayida Bacillus cereus kaynakli gastroenteritis salgini

sekillendigi de goriilmektedir.

Kanada’da 2002’de meydana gelen gastroenteritis salginindan sonra yapilan
arastirma sonucu etken olan B.cereus patates salatasindan izole edilmistir (Gaulin ve

dig., 2002).
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2.2.1. Bacillus cereus

Bacillus cereus, Bacillaceceae ailesinin Bacillus cinsine aittir. Gelismesinin
baslangicinda vejetatif hiicreler gram (+) fakat sonra degisebilen, sporlu, hareketli,
fakiiltatif anaerobik ¢ubuk seklinde mikroorganizmalardir. Gelisme sicakliklar1 5/15-
35/50°C’ler arasi, pH 4.3-9.3 aras1 aw brot’da 0.95 ve pismis piringte 0.91 olarak
belirtilmektedir. Bacillus cinsi olduk¢a karigik olmasima ragmen, 6 alt gruba
ayrilabilir. Spor morfolojilerine dayanarak, B.cereus B.subtilis grubunun iginde
smiflandirilabilmektedir. Bu grup i¢indeki 34 tiirden 2’si B.cereus ve B.anthracis en
yaygin patojenlerken yalnizca B.cereus gida kaynakli hastaliklarda rol oynamaktadir
(Cosenza-Sutton, 2004; Gibbs, 2002).

Bacillus sp. tiirlerinin en 6nemli 6zelligi endospor olusturmalaridir. Bu sporlar 1s1ya,
kurutmaya, gida koruyuyucularina ve diger gevresel kosullara vejetatif hiicrelerden
daha dayaniklidirlar. Bacillus cinsi i¢indeki bakteriler genellikle bir tasiyiciya ihtiyag
duymadan bagimsiz olarak canliliklarini siirdirmekte ve sporlari dogada yaygin
olarak bulunmaktadir. Bacillus sp. tiirleri toprakta saprofit olarak yaygin sekilde
bulunarak makarna, piring, et, yumurta ve siit irlinleri gibi c¢ok cesitli gidayi

kontamine edebilmektedir (Cliver ve Riemann, 2002).

Normalde B.cereus ¢evresel suslart 10°C altindaki sicakliklarda gelisme
gosterememektedir. Fakat son yillarda, buzdolab1 sicakliklarinda depolanan
gidalardan psikrotrofik suslar izole edilmis ve gida endiistrisinde hazir yemekler
acisindan artan bir 6neme sahip olmustur. Cesitli ¢alismalar B.cereus’un buzdolabi

sicakliginda dahi enterotoksin olusturabildigini gostermistir (Duffrene ve dig., 1994).

Bacillus cereus gida patojenidir ve diyare ve emetik olmak iizere iki tip gida
zehirlenmesine neden oldugu bilinmektedir. Diyare-tip 1955’de Hauge tarafindan
yapilan gonillilerin katildigi deneysel ¢alisma ile kanitlanmistir. Diyare-tipi
B.cereus’un vejetatif hiicrelerinin ince barsaklarda {irettigi enterotoksin nedeniyle
meydana gelmektedir. Diyare-tipin sebebi olan enterotoksin tam olarak
aydinlatilamamis olmasina ragmen 1s1ya ve aside kars1 duyarli, protein yapisindadir.
Diyare tipi gida zehirlenmesinin inkiibasyon siiresi 8-16 saat arasinda degismekte
olup, hastalik 12-24 saat stirmektedir. Zehirlenme belirtileri karinda kramplar, ishal
ve seyrek olarak da mide bulantisi seklindedir. Bu semptomlari ile C.perfringens

zehirlenmesine benzemektedir. (Cosenza-Sutton, 2004, Unliitiirk ve Turantas, 2003).
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Gida kaynakli bir hastalik olan emetik tip ise mikroorganizmanin gidalarda gelismesi
ve toksin liretmesi sonucu olusmaktadir. Toksin 1s1ya ve pepsin, tripsin basta olmak
lizere aside dayaniklidir. Daha agir seyreden emetik tip gida zehirlenmesinde ise
inkiibasyon siiresi 0.5-5 saat ve hastalik stliresi 6-24 saattir. Belirtileri arasinda mide
bulantisi, kusma ve seyrek olarak da diyare goriilmektedir. Hastalik S.aureus
zehirlenmesine benzemektedir. Her iki tipte de 6lim seyrek olarak goriilmektedir

(Gibbs, 2002). Tablo 2.1°de diyare ve emetik tipin 6zellikleri gosterilmistir.

Tablo 2.1. Bacillus cereus ile iliskili gida kaynakli hastaliklar (Cliver ve Riemann,
2002)

Ozellik Diyare tip Emetik tip
Inkubasyon periyodu 8-16 saat 0.5-5 saat
Hastalik siiresi 12-24 saat (>24) 6-24 saat
Enfektif doz 10°-107 sindirimde Gidada 10°-108 hiicre/g
Semptomlar Karinda agri, sulu diyare, |Mide bulantisi, kusma, seyrek

seyrek olarak mide bulantisi olarak diyare
Salgnlarla Iligkili Et liriinleri, ¢orbalar, siit ve | Piring, makarna, hamur isi
gidalar siit tirtinleri, sebzeler, iirtinler
puding ve soslar

Gidalar 1s1l iglem gorse bile sporlar canli kalmakta ve 1sil islem sporlarn
germinasyonuna neden olmakta ve yarismaci flora olmadig: takdirde B.cereus iyi bir
sekilde gelisebilmektedir. Ozellikle servis dncesi bir siire bekletilen nisastali gidalar
B.cereus zehirlenmesine duyarl gidalardir (Duffrene ve dig., 1994).

Mikroorganizma, sayis1 >10° gibi yiiksek oldugu siirece toksin iiretmekte ve tiim
insanlarda infeksiyona neden olabilmektedir. Gastroenteritis’e neden olmakta ve
uzun vadede bir etkisi goriilmemektedir. Bitkisel orjinli tiim ¢ig gidalar B.cereus’un
kaynagi olarak rol oynamaktadirlar. Organizmanin genis dagilimi, sporlarinin 1sil
direnci ve depolamada canli kalabilmesi dolayisiyla tiiketime hazir yiyeceklerin ¢ogu
bu mikroorganizma ile kontamine olabilmektedir. Gidalar disinda da dogada toz,

toprak, su ve atiklarda da oldukga yaygindir (Robinson ve dig., 2000).

B.cereus kaynakli gida zehirlenmelerinin ¢ogunda pismis gidalarin yavasca

sogutulup yanlis depolandiklar1 goriilmiistiir. Emetik tipte zehirlenmelerin ¢ogunun
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piring irlinleri ya da patates ve makarna gibi nisastali {iriinlerin tiiketimiyle iliskili
oldugu goriilmektedir. Diyare-tipte ise B.cereus’un geliserek yiiksek sayilara kadar
cogalabildigi tiim gidalar sorumludur (Gibbs, 2002, Robinson ve dig., 2000).

2.3. Peynir, Tereyag ve Kumpir ile lgili Mikrobiyolojik Standartlar

Diinyada uygulanan mikrobiyolojik standartlar iilkelere gore farklilik gostermektedir.
Calismamizda uygulanan mikrobiyolojik analizlerin belirlenmesi ve sonuglarin
yorumlanmasi, Tarim ve Koyisleri Bakanligi ile Saglhik Bakanligi tarafindan
hazirlanip 2.9.2001 tarihli resmi gazetede yayinlanmis olan ‘Tiirk Gida Kodeksi
Mikrobiyolojik Kriterler Tebligi’ (TGKMKT-Teblig No: 24511) esas alinarak
yapilmuistir.

Nem icerigi ile ilgili olarak kasar peyniri i¢in 3272 (1989) no.lu, tereyagi icin 1331
(1989) no.lu Tiirk Standardi temel alinmigtir. Kumpir i¢in ise ABD Tarim

Bakanligina (USDA) ait gidalarin besin degerlerinin  verildigi veritabani

kullanilmastir.

2.3.1. Kasar peyniri ile ilgili standartlar

Tiirk Gida Kodeksi Mikrobiyolojik Kriterler Tebligi’nde peynirlere ait genel kriterler
mevcuttur. Kasar peyniri i¢in ayr1 standart yoktur. Bu tebligde yer alan peynirlere ait

mikrobiyolojik kriterler Tablo 2.2°de goriilmektedir.

Tablo 2.2. Peynirlere ait mikrobiyolojik kriterler (TGKMKT, 2001)

n c m M
Koliform® 5 1 9 95
E.coli” 5 0 <3 —
Salmonella sp. 5 0 25 g’da bulunmayacak
L.monocytogenes 5 0 25 g’da bulunmayacak
S.aureus (kob/g) 5 1 1.10* 1.10%
Cl.perfiringens(kob/g) 5 1 1.10t 1.10?
Maya™ (kob/g) 5 2 1.10? 1.108
Kiif™ (kob/g) 5 2 1.10* 1.102

* EMS tablosuna gore ( /g)

** Kiif starterleri ve/veya maya ile olgunlastirilan peynirlerde kiif ve maya sayimi
yapilmayacaktir.
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Eritme peynirlerde aerobik mezofilik bakteri say1si; n:5, ¢:2, m:1.10%, M: 1.10* diir.
TS 3272 (1989)’da kasar peynirinin nem igeriginin kiitlece en ¢ok %40 olabilecegi
blirtilmektedir.

2.3.2. Tereyagi ile ilgili standartlar

Tirk Gida Kodeksi Mikrobiyolojik Kriterler Tebligi’nde belirtilen tereyagina ait

degerler Tablo 2.3’de goriilmektedir.

Tablo 2.3. Tereyagina ait mikrobiyolojik kriterler (TGKMKT, 2001)

n c n M
Koliform™ 5 2 <3 9
E.coli 5 1 <3 9
S.aureus (kob/g) 5 2 1.10* 1.102
Salmonella sp. 5 0 25 g’da bulunmayacak
L.monocytogenes 5 0 25 g’da bulunmayacak
Maya (kob/g) 5 1 1.10! 1.10?

* EMS tablosuna gore ( /g)

TS 1331 (1989)’a gore kahvaltilik ve mutfak tereyagilarinin nem miktari kiitlece en
¢ok %16 olmalidir.

2.3.3. Kumpir ile ilgili standartlar

Tebligde kumpir ile ilgili birebir degerler mevcut degildir. Bu calismada tiiketime
hazir glinlik yemek ve mezelere ait mikrobiyolojik degerler kullanilmistir ve bu

degerler Tablo 2.4’de gosterilmistir.
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Tablo 2.4. Tiiketime hazir giiniikk yemek ve mezelere ait mikrobiyolojik kriterler
(TGKMKT, 2001)

n c n M
E.coli” 5 2 <3 9
B.cereus 5 1 1.10? 1.108
S.aureus 5 2 1.10t 1.10?
Cl.perfiringens 5 1 1.10t 1.10?
Salmonella sp. 5 0 25 g’da bulunmayacak

* EMS tablosuna gore ( /g)

2.4. VIDAS’1n Diger Yontemler ile Karsilastirilmasina Ait Calismalar

Gidalarda patojen mikroorganizmalarin tayininde kullanilan konvansiyonel
yontemler oldukga zaman almakta ve isgiicii gerektirmektedir. Ozellikle Salmonella
ve Listeria monocytogenes gibi minimum enfektif dozu tam olarak belirlenememis
mikroorganizmalar i¢in diinyada pek ¢ok {ilkede gidalarin 25 graminda
bulunmayacak seklindeki yasal diizenlemeler nedeniyle bu mikroorganizmalarin

tayininde sadece negatif sonu¢ almak yeterli olmaktadir.

Gidalarda patojen mikroorganizmalarin tayininde kullanilmak amaciyla klasik
yontemlerin disinda daha hizli tekniklerde her giin yeni gelismeler saglanmaktadir.
Analiz yontemlerini, standart analiz teknikleri ve hizli teknikler olarak ikiye ayirmak
yanlis olmaz. Gidalarin mikrobiyolojik analizinde kullanilan hizli mikrobiyolojik

teknikler ana basliklar halinde asagidaki sekilde siralanabilir:
1. Hidrofobik Grid Membran Filtre Teknigi (HGMF)
2. Direkt Epifluoresans Mikroskopi Teknigi (DEFT)
3. ATP Biyoliiminesans Ydntemi
4. Elektrik Impedans Yontemi
5. Enzim Immunoessey Y®ontemi

6. Polimeraz Zincir Reaksiyonlar1 (PCR)
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7. DNA Hibridizasyon Y ontemi

Bu calismada kullanilan tamamen otomatik mini-VIDAS cihazi hizli teknikler
icinde yer alan enzim immunoessey yontemi olan ELFA (Enzyme-linked
fluorescent assay) prensibi ile calismaktadir. Cihaz Salmonella ve Listeria
monocytogenes antijenlerini Enzim Baglantili Floresan Analiz (Enzyme-linked
fluorescent assay - ELFA) prensibi ile tespit etmekte ve iki kompartmaninda ayni
anda 12 numune analizleyebilmektedir. Kat1 Faz Haznesi (SPR), kat1 faz olarak
kullanilmakta ve analiz i¢in pipet gorevi gormektedir. SPR’nin i¢ kismi, yiizeyine
adsorbe edilmis anti- L. monocytogenes ve Salmonella spp. antikorlari ile
kaplanmistir. Testlerde gorev yapan antikorlar monoklonal antikorlardir. Analizin
reaktifleri, kapali reaktif seritleri icerisinde kullanima hazir ve dnceden dagitilmis
durumdadir. Analizin son kademesinde substrat (4-metil-umbelliferil fosfat)
fluoresans veren tiriinlere (4-metil-umbelliferon) hidrolize olmakta ve bu fluoresans
450nm’de Olciilerek cihaz tarafindan sonug pozitif/negatif seklinde kalitatif olarak

alinmaktadir.

2.4.1. Listeria monocytogenes

Listeria genellikle gidalarda az sayida bulundugundan, tayini zor bir bakteridir.
Tespit edebilmek icin sayisin1 artirmak amaciyla Onzenginlestirme ve selektif
zenginlestirme olmak {izere iki agsamali zenginlestirme uygulanmaktadir. Listeria
monocytogenes’in klasik yontem ile tayin ve identifikasyonu; onzenginlestirme,
selektif zenginlestirme, selektif izolasyon ve dogrulama olmak iizere 4 asamadan
olusmaktadir. Uluslararas1 Standartlar Organizasyonu (ISO), Uluslararas: Siitgiiliik
Federasyonu (IDF), ABD Gida-Ilag Kurulusu (FDA) tarafindan belirtilen klasik

yontemler birbirinden kullanilan besiyerleri ve inkiibasyon siireleri ile ayrilmaktadir.

Konvansiyonel yontem c¢ok kullanilmasina ragmen negatif ya da pozitif sonug¢ almak
icin en az 5 giine ihtiya¢ duyulmasi ve kisa raf 6mrii olan gidalara uygulanamayabilir
olmasi dolayisiyla bazi sorunlar yaratmaktadir. Antikorlara (ELISA) ya da molekiiler
tekniklere (DNA hibridizasyon) dayali olarak gelistirilen yontemler ¢ok hassas
oluslari, baskilanmis ya da hasarli mikroorganizmalar1 da tespit edebilmeleri ve daha
ileri diizeyde tiir diizeyinde tayin saglamalari nedeniyle diger yontemlere karsi
avantajlara sahiptir. Avantajlar1 yanisira saf kiiltiire ve tayin asamasinda 10%-10° gibi

yiiksek diizeyde mikroorganizmaya ihtiya¢ duyulmasi da dezavantajlaridir. Diger bir
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genetige dayali yontem olan Polimeraz zincir reaksiyonu (PCR), yalmizca Listeria
monocytogenes’te bulunan DNA parcgasini hedef alarak capraz reaksiyonlar1 en aza
indirmektedir. Diger yontemlerde oldugu gibi bu yontemde de 48 saat
zenginlestirmeye gereksinim duyulmaktadir. Son yillarda RNA’y1 hedef alan
molekiiler teknikler gelistirilmistir. Bu testler yalnizca hiicre canliligim1 6lgmekle
kalmaz ayn1 zamanda kantitatif analizlerde de kullanilabilmektedir. Ayrica 6zellikle
epidemiyolojik arastirmalarda alttiirlerin karakterizasyonunda kullanilmak iizere ¢ok

sayida test mevcuttur (Gasanov ve dig.,2005).

Vaz-Velho ve dig. (2000); mini-VIDAS cihazinin Listeria monocytogenes
tayinindeki etkinligini belirlemek amaciyla Portekiz’deki 3 isletmeden temin ettikleri
taze ve soguk-isli balik orneklerinde calismislardir. 295 balik 6rnegi hem mini-
VIDAS Listeria monocytogenes hem de ISO 11290 konvansiyonel yontemuna goére
analizlenmistir. Sonucta mini-VIDAS cihazi 11 dogrulanmis pozitif drnegin 8’ini
tespit etmis ve 11 hatali pozitif sonu¢ vermistir. Mini-VIDAS-LMO sisteminin

spesifikligi 0,96 ve hassasiyeti 0,73 olarak bulunmustur.

Sewell ve dig. (2003); 324 dogal kontamine 6rnek (44 ¢ig siit lirlinii, 4 ¢ig yumurta,
105 ¢ig balik, 81 ¢ig et, 90 ¢ig sebze) klasik yontem ve VIDAS cihaz1 kullanilarak
Listeria spp. mevcudiyeti agisindan analizlenmistir. VIDAS cihazinin etkinligi
%97,5 olarak bulunurken hassasiyet %98,1 spesifiklik ise %97 bulunmustur. Hatali

negatif ve pozitif sonu¢ verme orani sirastyla %1,9 ve %3 olarak bulunmustur.

VIDAS cihaz1 ve standart kiiltiir yonteminin Listeria monocytogenes’in tayinindeki
etkinliginin arastirildigi bir baska calismada dondurma, peynir, pismis et,
dondurulmus yesil fasiilye olmak iizere 4 farkli gida, mikroorganizma ile diisiik ve
yiiksek olmak {izere iki diizeyde asilandiktan sonra her iki yontemle analize
alinmustir. Iki yéntem arasinda istatistiksel acidan énemli bir fark tespit edilmemistir

(Silbernagel ve dig., 2004).
2.4.2. Salmonella spp.

Salmonella’nin klasik yontem ile tayininde dnzenginlestirme, selektif zenginlestirme,
selektif kat1 besiyerine slirme, biyokimyasal testler ve serolojik dogrulama vardir. Bu
yontem isglicii ve 5-7 glin arasinda zaman gerektirmektedir. Bu yontemde
L.monocytogenes’te oldugu gibi ¢esitli kuruluslar tarafindan farkli besiyerleri ve

inkiibasyon sicakliklari 6nerilmektedir.
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Daha hizli ve hassas yontemler olan DNA hibridizasyon, enzim immunoessey
yontemi (ELISA), polimeraz zincir reaksiyonu ve bakteriyofaj yontemleri ile
Salmonella tayininde giivenilir sonuglar alimmustir. Zamandan ciddi tasarruf
saglamasi ve tiir diizeyinde tayin yapmasi bu yontemlerin en énemli avantajlaridir.
Gidalarda Salmonella sayist az oldugu i¢in hizli yontemler i¢in yine 2 basamakli

zenginlestirme kullanilmaktadir (Peng, 2000).

Giliniimiizde Salmonella i¢in ¢ok sayida ticari dogrulama yontemi bulunmakta ve
bunun yanisira klasik yontemi kisaltmak ve duyarliliklarini artirmak i¢in ¢alismalar

yapilmaktadir.

Walker ve dig. (2001); California’da siithanelerde filtrelerden ve tanklar icindeki
stitlerden aldiklar1 600 6rnegi konvansiyonel yontem ve VIDAS cihazi kullanilarak
Salmonella agisindan analizlenmistir. Iki yontem arasindaki korelasyon %95,57

olarak bulunmustur.

McMahon ve dig. (2004), FDA’nin klasik yontemi ve AOAC’nin VIDAS cihazi ile
gidalarda Salmonella sp. tayinindeki etkinligini belirlemek i¢in yaptiklari ¢alismada

iki yontem arasinda istatistiki olarak fark olmadigini belirlemislerdir.

Kiimes hayvanlarinin etlerinde Salmonella tayininde klasik kiiltiirel ydntem,
modifiye yari-kati Rappaport-Vassiliadis (MRSV) yontemi ve VIDAS cihazinin
etkinliginin karsilastirildigr bir baska calismada, yontemler arasinda 6nemli fark
bulunmamigken, VIDAS sistemi zamandan tasarruf saglamasi ile, MRSV yontemi
ise ucuz olusu ile klasik yontemden daha avantajli oldugu sonucuna varilmistir (De

Medici ve dig., 1998).

Uyttendaele ve dig. (2003), kiimes hayvani ve kirmizi ette Salmonella tayininde
PCR, VIDAS ve klasik yontemi karsilagtirmiglardir. Sonugta klasik yontemin PCR
yontemi ile %92, VIDAS yontemi ile %95 diizeyinde uyum sagladigi bulunmustur.
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3. MATERYAL VE METOT

3.1. Materyal

Bu arastirmada kullanilan 42 tereyagi, 42 kasar peyniri ve 38 kumpir 6rnegi, Subat
2005-Mayis 2005 tarihleri arasinda Istanbul piyasasindan temin edilmistir. 250’ser
gram tereyag1 ve kasar peyniri 6rnegi steril stomacher torbalarina konulmus, sogutma
modiilleri iceren izolasyonlu canta igerisinde laboratuvara gotiiriilerek 24 saat i¢inde

analize alinmustir.

Asilama calismalarinda kullanilmak {izere Listeria monocytogenes (ATCC 7644) ve
Salmonella typhimurium (ATCC 1428) saf kiiltiirleri Istanbul il Kontrol Laboratuvar

Miidiirligii’nden temin edilmistir.

Yontem karsilastirilmasinda kullanilan mini-VIDAS (BioMerieux, Vitek) cihazi

bioMerieux Tiirkiye’den temin edilmistir. Sekil 3.1°de cihazin resmi verilmistir.

Sekil 3.1. Mini-VIDAS cihazinin goriinimii
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3.2. Metot

Calismaya Istanbul piyasasindan elde edilen drneklerde patojen mikroorganizma
aranmasiyla baslanmistir. Bu amagla, drneklerde, Tiirk Gida Kodeksi Mikrobiyolojik
Kriterler Tebligine gore toplam koliform, Escherichia coli, Staphylococcus aureus,
Clostridium perfringens, Bacillus cereus, Salmonella spp., Listeria monocytogenes,

ile toplam maya ve kiif analizleri yapilmustir.

Calismada ayrica; yontem karsilastirmasi igin tereyagi, kasar ve kumpir ornekleri;
Listeria monocytogenes ve Salmonella typhimurium ile asilandiktan sonra geleneksel

yontem ve mini-VIDAS cihazi kullanilarak analizlenmistir.

3.3. Orneklerin Analize Hazirlanmasi

Orneklerde dnce mikrobiyolojik analizler yapilmis, kalan kismi nem, pH ve su

aktivitesi (aw) analizlerinde kullanilmak tizere ayrilmistir.

10 g ornek steril stomacher torbasina, aseptik sartlarda tartilarak tizerine 90 ml.
peptonlu su ilave edilmis ve stomacher (seward 400) cihazinda yiiksek hizda 2
dakika siireyle homojenize edilmistir. Homojenize edilen bu sividan 1:10%-1:10°
diliisyonlart hazirlanarak koliform grubu bakteriler ile Staphylococus aureus,

Clostridium perfringens, kiif ve maya analizlerinde kullanilmistir.

25 g 6rnek 225 ml tamponlu pepton su i¢eren kavanozlara tartilarak Salmonella spp.

analizi i¢in 6nzenginlestirme islemi yapilmistir.

25 g ornek steril stomacher torbasina tartilarak tizerine 225 ml. fraser broth ilave
edilmis ve stomacher cihazinda 2 dakika yiiksek hizda homojenize edilerek Listeria

monocytogenes analizi i¢in 6nzenginlestirme islemi yapilmistir.

3.4. Mikrobiyolojik Analizler

3.4.1. Koliform bakterilerin izolasyonu

Tereyagi, kasar peyniri ve kumpirde koliform ve E.coli izolasyonu Harrigan
(1998)’da belirtilen EMS yontemi kullanilarak yapilmstir.
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3.4.1.1. Toplam Koliform izolasyonu

Ornekler 1:10 oraninda steril peptonlu su (%0.1) ile stomacher cihazinda homojenize
edildikten sonra 102, 10 dilusyonlarinin herbirinden durham tiipii iceren 3’er adet
Modifiye Lauryl Sulphate Tryptose Brot (MLTB) besiyerine 1’er ml ekim yapilarak
35°C’de 24-48 saat inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonunda gaz olusumu
gbzlenen tiipler pozitif olarak kaydedilmis ve pozitif tiip kombinasyonu belirlenerek
en muhtemel sayr (EMS) tablosundan ilgili kombinasyon igin verilen say1 ‘gramda

toplam koliform sayis1’ olarak degerlendirilmistir.

3.4.1.2. Escherichia coli izolasyonu

Inkiibasyon siiresi sonunda gaz olusumu gozlenen MLTB tiiplerine Kovac’s ayiraci
eklenerek indol reaksiyonu gozlenmistir. Kovac’s ayiraci ilave edildikten sonra
kirmizi renk olusan tlipler indol pozitif olarak kabul edilmis ve pozitif tiip
kombinasyonu kaydedilerek en muhtemel say1 (EMS) tablosundan sdzkonusu tiip
kombinasyonu igin verilen sayr ‘gramda Escherichia coli sayisi” olarak

degerlendirmeye alinmistir.

3.4.2. Staphylococcus aureus izolasyonu

S.aureus izolasyonu i¢in boliim 3.3°de belirtildigi sekilde hazirlanan diliisyonlardan
Baird-Parker Agar (BPA) besiyerine 0,3, 0,3, 0,4 ml olacak sekilde 3 petriye yayma
plak yontemiyle ekimler yapilmis, 35-37°C’de 24-48 saat inkiibe edilmistir. 48 saat
inkiibasyon sonunda yuvarlak, 2-3mm capinda diizgiin kenarli konveks gri/siyah
renkli etrafinda seffaf bir zon bulunan koloniler siipheli S.aureus kolonileri olarak
kabul edilmis ve koagiilaz testi uygulanmistir. Koagiilaz pozitif olan kolonilere

katalaz testi ve gram boyama uygulanmistir (ISO/6888-1, 1999).

3.4.3. Clostridium perfringens izolasyonu

Clostridium perfringens izolasyonu i¢in bolim 3.3’de belirtildigi sekilde hazirlanan
diliisyonlardan Differential Reinforced Clostridial brot (DRCM) besiyerine EMS
yontemine gore ekim yapilarak anaerobik ortam saglamak amaciyla tiiplere sivi
parafin (%2’lik agar) ilave edilip tlizerleri kapatildiktan sonra 35°C’de 48 saat inkiibe
edilmistir. Siyah renk alan tiipler pozitif kabul edilmis ve pozitif tiip kombinasyonu
belirlenerek en muhtemel say1 (EMS) tablosundan ilgili kombinasyon icin verilen

say1 ‘gramda Cl. perfringens sayis1’ olarak ifade edilmistir (Harrigan, 1998).
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3.4.4. Bacillus cereus izolasyonu

Bacillus cereus izolasyonu igin tekrar boliim 3.3’de belirtildigi sekilde hazirlanan
dilisyonlardan Mannitol Egg-yolk Polymyxine (MYP) agar besiyerine
mikroorganizma sayisinin diisiik olabilecegi diisiiniilerek 0.3, 0.3, 0,4 ml olacak
sekilde 3 petriye ekim yapildiktan sonra 30-32°C’de 18-40 saat inkiibasyona
birakilmustir. Inkiibasyon sonunda petrilerde gelismis olan pembe/mor renkli, etrafi
opak zon ile ¢evrili koloniler siipheli kabul edilmis ve saflastirma amaciyla koloniler
nutrient agar besiyerine alinarak, 30°C’de 24 saat siireyle inkiibe edilmistir. Saf halde
izole edilen kolonilere dogrulama amaciyla glikoz ve Voges-Proskauer testleri
uygulanmistir (ISO 7932, 2004).

3.4.5. Maya ve kiif izolasyonu

Maya ve kiif sayiminda geleneksel agar ekimine alternatif olarak gelistirilmis daha
hizli kiiltiirel bir teknik olan petrifilm kullanilmigtir (Robinson ve dig., 2000). Bolim
3.3’de belirtildigi sekilde hazirlanan diliisyonlardan paralel olarak petrifilm’e 1ml
ekim yapilmis ve 45°C’de 5 giin siire ile inkiibe edilmistir. 3. giin diizgiin kenarli,
yesil renkli, kiiclik koloniler sayilarak maya sonucu olarak kaydedilmis, 5.giin
sonunda ise yaygin, kenarlar1 diizgiin olmayan, biiyiikk, kahverengi koloniler

sayilarak kiif sonucu olarak kaydedilmistir (Taniwaki ve dig., 2001).

3.4.6. Listeria monocytogenes izolasyonu

Listeria monocytogenes izolasyonu amaciyla klasik ve mini-VIDAS yontemi olmak
tizere iki farkli yontem kullamilmistir. Asagida her iki yontem de ayrintili olarak

anlatilmistir.

3.4.6.1. Listeria monocytogenes’in klasik yontem ile izolasyonu

L.monocytogenes’in klasik yontem ile izolasyonunda Sekil 3.2°de gdsterilmis olan
ISO 11290 metodu kullanilmistir. Yontemde Onzenginlestirme amaciyla steril
stomacher torbasina 25 gr. tartilan ornek tizerine 225 ml. half-fraser brot ilave
edilerek yiiksek hizda 2 dakika siireyle homojenize edildikten sonra 30°C’de 24 saat
inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonunda énzenginlestirme kiiltiiriinden 10 ml fraser
brot iceren besiyerine 0,1 ml ekim yapilarak 35-37°C’de 48 saat inkiibasyona
birakilmigtir. Fraser brot kiiltiirinden PALCAM agar ve/veya OXFORD agar
besiyerlerine siirme ekim yapilarak OXFORD igin 30°C’de 24 saat ve PALCAM igin
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37°C’de 48 saat inkiibasyona birakilmustir. Inkiibasyon sonunda PALCAM agardaki
gri-yesil, siyah zonlu, yuvarlak koloniler ve OXFORD agardaki kahverengi-siyah,
siyah zonlu, yuvarlak, kii¢iik koloniler siipheli kabul edilerek dogrulamasi
yapilmistir. Dogrulama igin siipheli kolonilerden Tryptic Soy Yeast Ekstrakt Agara
(TSYEA) ekim yapilarak 35-37°C’de 18-24 saat inkiibasyona birakilmistir. TSYEA
besiyerinde gelisen 1-2 mm ¢apinda konveks, renksiz-opak kolonilere katalaz testi ve
gram boyama testi uygulanmistir. Gram pozitif, uglar1 yuvarlak, kisa cubuk
goriiniimiinde katalaz pozitif kolonilerden hemoliz testi i¢in kanli agara slirme ekim

yapilarak 37°C’de 24 saat inkiibasyona birakilmistir.

3.4.6.2. Listeria monocytogenes’in mini-VIDAS cihaz ile izolasyonu

Listeria monocytogenes’in mini-VIDAS cihazi ile analizinde AFNOR (Association
Frangaise de Normalisation) BIO 12/9-07/02 no’lu yontem takip edilmistir.
Onzenginlestirme amaciyla 25 gr 6rnek steril stomacher torbasma tartildiktan sonra
lizerine 225 ml half-fraser brot ilave edilerek stomacher cihazinda yiiksek hizda 2
dakika siireyle homojenize edilip, 30°C’de 24-26 saat siireyle inkiibasyona
birakilmustir. Inkiibasyon sonunda 1 ml alinarak 10 ml. fraser brot iceren tiiplere
aktarilmis ve 30°C’de 24-26 saat inkiibe edilmistir. Inkiibasyondan sonra 500 pl
alinarak mini-VIDAS cihazinda analizlenmek tizere kite konulmus ve sonug¢ 70
dakikada alinmistir. Pozitif sonug¢ alinan 6rneklerin dogrulamasinin yapilmasi igin
fraser brot’daki kiiltirden PALCAM ve/veya OXFORD selektif besiyerlerine siirme
ekim yapilarak 37°C’de 24 saat inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonunda
kahverengi-siyah koloniler siipheli kabul edilerek gram boyama ve katalaz testi
uygulanip kanli agara ekimleri yapilmigtir. Kolonilerin tiir diizeyinde
belirlemelerinin yapilmasi amaciyla API kiti (BioMerieux) kullanilmigtir. AP kiti
kullanim talimatinda belirtildigi sekilde hazirlanarak 24 saat 30°C’de inkiibe edilmis,

sonug bilgisayar programi kullanilarak alinmastir.
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Sekil 3.2. Listeria monocytogenes’in ISO 11290 ydntemine gore izolasyon akis
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3.4.7. Salmonella spp. izolasyonu

Salmonella spp. izolasyonu amaciyla L.monocytogenes’de oldugu gibi klasik ve
mini-VIDAS cihazi olmak tizere iki yontem kullanilmistir. Her iki yontem de asagida

detayli olarak anlatilmistir.

3.4.7.1. Salmonella’min klasik yontem ile izolasyonu

Salmonella’nin klasik yontem ile izolasyonunda ISO 6579 yontemi kullanilmis, akis
semast Sekil 3.3’de verilmistir. Onzenginlestirme amaciyla 25 gr. érnek 225 ml.
tamponlanmis peptonlu su igeren kavanozlara tartilarak 37°C’de 18 saat inkiibe
edilmistir. Inkiibasyon sonunda kiiltirden 0,1 ml. alimarak 10 ml. Rappaport
Vassiliadis Soy Brot (RVS) igeren tiiplere konulup 41,5°C£1°C’de 24 saat
inkiibasyona birakilmistir. Ayni kiiltiirden 0,1 ml daha alinarak 10 ml. Muller-
Kauffmann Tetrathionate-Novobiocin Brot (MKTTn) iceren tiiplere aktarilarak
37°C+1°C’de 24 saat inkiibasyona birakilmustir. Iki ayr1 brottan Xylose Lysine
Deoxycholate (XLD) agar besiyerine siirme ekim yapilarak 37°C£1°C’de 24 saat
inkiibe edilmistir. XLD besiyerinde gelisen pembe koloniler merkezleri siyah veya
tamamen siyah koloniler siipheli kabul edilmis ve dogrulama amaciyla Nutrient Agar
(NA) besiyerine siirme ekim yapilarak 37 C+1°C’de 24+2 saat inkiibe edilmistir.
Biyokimyasal dogrulanmasi amaciyla saf halde izole edilen siipheli kolonilerin
Triple Sugar Iron agar (TSI) ve Ure Brot (UB) besiyerlerine ekilerek; TSI agar
besiyerinde glikozdan asit ve gaz olusumu, laktoz ve/veya sakkarozun kullanimi,
H2S olusumu ile Ure brot besyerinde iire testi yapilmistir. Ure brot besiyerinin
inkiibasyon sonunda kirmizi renkte kalmasi durumunda iire pozitiftir ve Salmonella
mevcut degildir. Test sonucu negatif ise Triple Sugar Iron agar yatik besiyerine
siirme ve dibe daldirma yapilir ve 35°C’de 48 saat inkiibe edilmistir. Inkiibasyon
sonunda dip kismin sar1 (glikozun kullanimi) ve siyah olmasi (H2S olusumu),
yiizeyin kirmizi olmasi (laktoz veya sakkarozun kullanilmamasi), besiyerinde gaz
delikleri ve/veya yariklarin olmasi ve/veya besiyerinin yukart dogru itilmesi

(glikozdan gaz olusumu) Salmonella’yr dogrulamaktadir.
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3.4.7.2. Salmonella’nin mini-VIDAS cihaz ile izolasyonu

Salmonella spp.’nin mini-VIDAS cihaz1 ile analizinde AFNOR (Association
Frangaise de Normalisation) BIO 12/01-04/94 no’lu yontem izlenmistir.
Onzenginlestirme amaciyla 25 gr. érnek 225 ml. steril tamponlanmis peptonlu su
iceren cam kavanozlara tartilarak 37°C£1°C’de 16-20 saat inkiibe edilmistir.
Inkiibasyon sonunda kiiltiirden 0,1 ml. almarak 10 ml. Rappaport Vassiliadis Soy
Brot (RVS) igeren tiiplere konulup 41,5°C£1°C’de 6-8 saat inkiibasyona
birakilmistir. Ayni kiiltiirden 1 ml alinarak 10 ml Muller-Kauffmann Tetrathionate-
Novobiocin Brot (MKTTn) igeren tiiplere aktarilarak 37°C+1°C’de 6-8 saat
inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonunda RVS brot besiyerinden 1 ml,
MKTTn besiyerinden 0,1 ml alinarak 10 ml. Mannose brot (M-brot) iceren tiiplere
aktarilip, 41,5°C+1°C’de 16-20 saat siireyle inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon
stiresi sonunda iki tiipten 1’er ml steril tiipe alinip 15 dakika 100°C’deki su
banyosunda tutularak oda sicakligina getirilmis, 500 pl alinarak mini-VIDAS
cihazina verilmis, 40 dakika sonra sonug¢ alinmistir. Sonucun pozitif olmasi
durumunda M-brotlardan Xylose Lysine Deoxycholate (XLD) agar SM ID agar,
Bismuth Sulfite Agar (BSA), Hektoen Enteric Agar (HEA) besiyerlerine siirme ekim
yapilarak 37°C£1°C’de 24 saat inkiibe edilmistir. XLD besiyerinde gelisen pembe
koloniler merkezleri siyah veya tamamen siyah koloniler, SM ID’de gelisen pembe
koloniler, BSA’da gelisen kahverengi ¢evresinde metalik parlaklik olan koloniler ve
HEA besiyerinde gelisen siyah merkezli renksiz, seffaf koloniler siipheli kabul
edilmekte ve dogrulama amaciyla API kit kullanilarak 37 C+1°C’de 2442 saat
inkiibe edilmektedir. Dogrulama islemi, klasik yontemde anlatilan biyokimyasal

testlerle de yapilabilmektedir.

3.5. Orneklerde Nem, Su aktivitesi (aw), pH ve Sicaklik Analizleri

Tereyagin nem igerigi TS 1331 (1989)’de belirtilen yontem ve kasar peynirinin nem
icerigi ise TS 3272 (1989)’de belirtilen yontem ile tayin edilmistir. Kumpirin nem
tayininde ise TS 11345 (1994) kullanilmistir.

Hanna Instruments HI 9321 modeli pHmetre ile pH tayini ve ‘Decagon pawkit’

modeli cihaz ile su aktivitesi tayinleri yapilmistir.
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Alman kumpir 6rneklerinin sicakliklar1 Vario Therm marka dijital termometre ile

Olciilmiistiir.

3.6. Asillama Calismalari
3.6.1. Listeria monocytogenes asillanmasi

Tereyag, taze kasar ve kumpir 6rneklerinin agilanmasinda Listeria monocytogenes
(ATCC 7644) saf kiiltiirii kullanilmistir. Asilamada, Silbernagel ve dig. (2004) ile
Gangar ve dig. (2000), yaptiklar1 c¢alismalar esas alinmistir. Buna gore
L.monocytogenes kiiltiirii 6ze ile alinarak %6 maya ekstrakti igeren Trypticase Soy
Brot besiyerinde 30°C’de 24 saat inkiibe edildikten sonra, Trypticase Soy Agar
(Oxoid) besiyerine siirme ekim yapilip tekrar 35°C’de 24 saat inkiibasyona
birakilmigtir. Bu sirada brottaki kiiltiir +4°C’de saklanmigtir. Asilama iki diizeyde
gerceklestirilmis, diislik diizeyde 1-5 hiicre/25g ve yiiksek diizeyde 10-50 hiicre/25g
hiicre kullanilmistir. Ornekler rendelendikten sonra 3 gruba ayrilarak ilk ikisi diisiik
ve yiiksek diizey olmak iizere inokiile edilmis ve ii¢iinciisii negatif kontrol olmak
lizere ayrilmistir. Asilama; uygun diliisyonlarda hazirlanan kiiltiiriin  asilama
miktarlarinin ayarlanmasmin ardindan rendelenmis 6rneklere ilavesiyle yapilmaistir.
Asilamadan sonra mikroorganizmalarin sayiminda En Muhtemel Sayr (EMS)

yontemi (Gombas ve dig., 2003) kullanilmistir.
3.6.2. Salmonella typhimurium asillanmasi

Tereyagi, taze kasar ve kumpir 6rneklerinin asilanmasinda Salmonella typhimurium
(ATCC 1428) saf kiiltiirii kullanilmistir. Asilama islemi McMahon ve Schultz (2004)
calismasina uygun olarak yapilmigtir. Salmonella saf kiiltiirii 6ze ile alinip,
Trypticase Soy Brot (TSB) besiyerinde 35°C’de 24 saat siireyle inkiibe edildikten
sonra  XLD agar besiyerine ekilerek sayilmistir. Rendelenmis Ornekler
L.monocytogenes asilanmasinda oldugu gibi tekrar 3 gruba ayrilmus, ikisi 1-5
hiicre/25g (diisiik) ve 10-50 hiicre/25g (yiiksek), tiglinciisii ise negatif kontrol olacak
sekilde agilanmistir. Asilamanin ardindan mikroorganizma sayimlart EMS yontemi

(Koivunen ve dig., 2003; Escartin ve dig., 1999) kullanilarak yapilmistir.
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3.7. istatistiksel Analizler

Bu calismada tereyagi, taze kasar ve kumpir 6rneklerinde Listeria monocytogenes ve
Salmonella typhimurium varliginin belirlenmesinde uygulanan 1ISO ve mini-VIDAS
yontemlerinin farkliliklarinin analizinin istatistiksel olarak yorumlanmasinda ki-kare
(X?) testi kullanilmistir. Bu amagla X2 degeri Gangar ve dig. (2000) ¢alismasinda
belirtilen ( | a-b | -1)%/(a+b) formiilii ile hesaplanmistir. Formiilde yer alan
degerlerden; a=VIDAS’la pozitif klasik kiiltiirel yontem ile negatif test sayisini,
b=VIDAS’la negatif klasik kiiltlirel yontem ile pozitif test sayisini ifade etmektedir.
Iki yontem arasindaki farklilk o = 0.05 &nem diizeyinde istatistiksel acidan

incelenmistir.
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4. BULGULAR VE TARTISMA

Istanbul piyasasindan temin edilen kasar peyniri, tereyag: ve kumpir drnekleri 250 g.
olarak steril stomacher torbalari igerisine konulmus, sogutma modiilleri i¢ceren canta

icerisinde laboratuvara getirilmistir.

Yapilan ¢alisma iki asamadan olusmaktadir. ilk asamada kasar peyniri, tereyagi ve
kumpir oOrnekleri Gida Maddeleri Tiiztigii Mikrobiyolojik Kriterler Tebligi’ne
uygunluklar1 agisindan degerlendirilmis ve ikinci kisimda ise Salmonella
typhimurium ve Listeria monocytogenes tayininde klasik yontem ve ELFA prensibi

ile ¢alisan mini-VIDAS cihazi ile elde edilen bulgular karsilastiriimistir.

4.1. Orneklerde Nem, aw, pH ve Sicakhik Bulgular

pH degerleri peynir, tereyagi ve kumpir drneklerinde sirasiyla 4.90-5.91 arasinda ve
ortalama 5.35, 4.22-4.84 arasinda ve ortalama 4.46 ve 5.41-5.86 arasinda ve ortalama

5.69 olarak bulunmustur.

Su aktivitesi degerleri peynir, tereyagi ve kumpir orneklerinde sirasiyla 0.965-0.980
ve ortalama 0.969, 0.875-0.900, ortalama 0.895 ve 0.965-0.985 ortalama 0.977

olarak bulunmustur.

Nem miktarlar1 ise peynir, tereyagr ve kumpir Orneklerinde sirasiyla %33.5-41.7
ortalama %37.4, %9.1-17.7 ortalama %14.2 ve %72.8-78.2 ortalama %67.6 olarak

bulunmustur.

Alinan kumpir orneklerinin sicakliklar1 vakit geg¢irmeden 6l¢iilmiis ve sicakliklarin
60.2°C ile 77.6°C’ler arasinda dagildigi, ortalama 67.9°C oldugu belirlenmistir.
Tablo 4.1°de kasar peyniri, tereyagi ve kumpire ait ortalama nem, su aktivitesi, pH ve

sicaklik degerleri gosterilmistir.
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Tablo 4.1. Kasar peyniri, tereyagi ve kumpire ait ortalama nem, su aktivitesi, pH ve

sicaklik degerleri

Ornek Nem (%) Su aktivitesi pH Sicaklik (°C)
Kasar peyniri|  %37.4 0.969 5.35 —
Tereyag! %14.2 0.895 4.46 —
Kumpir %74.4 0.977 5.69 67.9

4.2. Kasar Peynirine Ait Mikrobiyolojik Ozellikler

Kasar peyniri orneklerinde toplam koliform, E. coli, koagiilaz pozitif S. aureus,

Cl.perfringens, toplam kiif ve maya sayilar1 Tablo 4.2’de verilmistir.

Tablo 4.2. Kasar peyniri 6rneklerine ait mikroorganizma sayilari

Ornek | Toplam E.coli Clostridium S.aureus Koagiilaz Maya Kiif

No koliform | Adet/ perfringens cfulg (+)S.aureus | cfulg cfulg
adet/g g adet/g cfulg

1 4 4 6x102 2.7x10% 2x10* 0 0
2 <3 0 6x102 9x102 9x102 0 2x102
3 <3 0 0 2.2x103 2.2x103 27x10° 0
4 <3 0 0 1x10° 0 46x10° 3x10?
5 <3 0 0 1.7x10° 1.7x10° 5x10° 3x10?
6 <3 0 0 1x10? 1x10? 1.9x10% | 5.1x10%
7 <3 0 0 1.7x103 1.7x103 0 1.1x10°
8 43 7 0 8.2x10° 8.2x10° 6x102 1.1x10%
9 9 0 2x102 3.3x10° 0 2.9x10° 2x10°
10 <3 0 2x10? 1x10° 1x10° 1x103 2.5x10%
11 <3 0 0 3.4x102 3x102 8.6x10° | 6.3x10°
12 <3 0 0 8x10! 8x10* 0 1.7x10°
13 <3 0 3.7x102 1.4x10° 1.4x10° 2x10°8 0
14 11 0 1x10? 1.6x10° 1.6x10° 1.7x10° 3x102
15 <3 0 0 0 0 0 0
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Tablo 4.2. Kasar peyniri 6rneklerine ait mikroorganizma sayilari devam

Ornek | Toplam E.coli Clostridium S.aureus | Koagiilaz Maya Kiif
No koliform | Adet/ perfringens cfulg (+)S.aureus | cfulg cfulg
adet/g g adet/g cfulg

16 <3 0 0 0 0 0 0
17 <3 0 0 1x10! 1x10% 5%103 0
18 <3 0 1x10! 0 0 2x10! 1x10?
19 <3 0 3 2.8x10° 2.8x10° 2.8x10° 1x10%
20 4 0 93 6x10? 6x102 6x10° 0
21 4 0 0 2.1x10° 2x10% 5.7x10% 0
22 <3 0 0 4.1x102 4.1x102 3.8x104 1x102
23 1100 43 0 1.1x10% 1.8x10° 1.2x10? 0
24 <3 0 0 6.3x10% 6.3x10% 1x10% 0
25 <3 0 1.1x103 1.9x104 0 1x103 1x10?
26 9 4 4x10° 4.2x10° 0 0 0
27 2.4x10° 0 0 1.8x10° 0 3x10% 0
28 4x10° 0 7%103 9.1x10° 0 2.7x10% 3x10°
29 11 7 1.1x10° 1.5x10° 0 4x102 1x102
30 460 240 120 2.2x10° 0 0 1x103
31 <3 0 0 2.9x10% 1.2x10° 3.3x10° 1x103
32 1100 120 0 2.2x10° 8x10% 5.1x10° 2x10?
33 <3 0 0 1x103 1x103 2.10t 0
34 <3 0 0 1x103 1x103 2.10t 0
35 <3 0 0 1.2x106 0 0 0
36 <3 0 0 9.1x10° 0 0 0
37 9 4 0 6x10? 6x102 0 0
38 43 0 21 1x10? 1x10? 5.10% 0
39 7 4 0 3x103 3x108 0 3x10?
40 <3 0 0 2x108 0 0 0
41 <3 0 0 4.4x10° 0 0 1.4x10?
42 1100 0 0 4.8x10° 0 0 7x10*

4.2.1. Koliform bakteriler ve Escherichia coli sayimm

Tablo 4.2°de goriildiigii gibi incelenen 42 kasar peyniri drneginde toplam koliform
sayist (<3) — (2.4x10°) adet/g arasinda, ortalama 5.9x10° ve E.coli sayis1 (4) — (240)

adet/g arasinda, pozitif drneklerin ortalamasi 48 adet/g’dir. Orneklerin 10 adedinde




toplam koliform sayist 9 adet/g’1n iizerinde ve 9 adedinde E. coli sayis1 <3 adet/g’in
tizerinde olup Tirk Gida Kodeksine (TGK) uygun degildir.

4.2.2. Staphylococcus aureus sayimi

Incelenen 42 kasar peyniri 6rneginin 39’unda (%92.9) S.aureus belirlenmistir.
Orneklerdeki S.aureus sayis1 (1x10%) — (4.8x10°) cfu/g arasinda olup pozitif sonug
elde edilenlerin ortalamasi 4.5x10 cfu/g’dir. Orneklerin 38’inde S.aureus sayisi

1x10%in iizerinde olup Tiirk Gida Kodeksine uygun degildir.

4.2.2.1. Koagiilaz pozitif Staphylococcus aureus sayimi

Kasar peyniri 6rneklerinde Koagiilaz pozitif S.aureus sayilari (1x101) —(1.6x10°)
cfu/g arasinda degismektedir. 42 kasar peyniri 6rneginin 26’sindan pozitif sonug elde
edilmis olup bunlarin ortalamasi 2.7x10* cfu/g’dir. 39 adet S.aureus pozitif 6rnegin

26’sinda (%66.7) koagiilaz pozitif S.aureus mevcudiyetine rastlanmistir.

4.2.3. Clostridium perfringens sayimi

Incelenen 42 kasar peyniri 6rneginin 15’inde (%35.7) Cl.perfringens belirlenmistir.
Omneklerdeki Cl.perfringens sayis1 (3) — (7x10%) adet/g arasinda olup pozitif sonug
elde edilenlerin ortalamas1 1x10° adet/g’dir. Orneklerin 13 adedinde Cl.perfringens

sayist 1x10%iizerinde olup TGK’ya uygun degildir.
4.2.4. Listeria monocytogenes analizi

42 kasar peyniri Orneginin klasik yontem (ISO) ile analizinde 4 Ornekte
L.monocytogenes siipheli pozitif sonug elde edilmis ve APl (Biomerieux) Kiti
kullanilarak yapilan dogrulama islemi sonunda 3 6rnekte (%7.14) L.monocytogenes
oldugu tespit edilmistir. Siipheli pozitif bulunan dordiincii 6rnekteki Listeria’nin ise
L.ivanovii oldugu gorilmistir. 42 kasar peyniri Orneginin mini-VIDAS ile
analizinde ise 3 Ornekte silipheli L.monocytogenes varligr belirlenmis, API
(Biomerieux) kiti kullanilarak yapilan dogrulama caligmasi sonucunda tiglinlinde
L.monocytogenes oldugu belirlenmistir. Tablo 4.3’de ISO ve mini-VIDAS
yontemleri ile kasar peynirinde elde edilen L.monocytogenes bulgularinin

karsilastirilmasi verilmistir.
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Tablo 4.3. Mini-VIDAS ve ISO yontemleri ile kasar peyniri 6rneklerinde Listeria

varlig
Stipheli Dogrulama
L. monocytogenes L. monocytogenes L. ivanovii | L.innocua
Mini-VIDAS | ISO Mini-VIDAS | ISO iSO
Peynir 3 4 3 3 1 0
n=42

4.2.5. Salmonella spp. analizi

42 kasar peyniri orneginin ISO yontemi ile analizinde 7 drnekte siipheli kolonilere
rastlanmistir. API (Biomerieux) kiti kullanilarak yapilan dogrulama caligmasinda
higbirisinin Salmonella olmadig, stipheli pozitif kolonilerin diger enterobakteriaceae
tiyeleri olduklari belirlenmistir. Tablo 4.4’de kasar peyniri 6rneklerinden Salmonella

stiphesi ile izole edilen diger bakteri tiirlerine ait bilgiler verilmistir.

Tablo 4.4. Kasar peyniri 6rneklerinden izole edilen Salmonella siipheli kolonilerin

ait olduklar tiirler

KASAR PEYNIRI POZITIF ORNEK SAYISI
(n=42)
Klebsiella ornithinolytica 1
Serratia liquefaciens 1
Citrobacter freundii group 1
Serratia odorifera 1
Proteus mirabilis 1
E. coli 2

42 kasar peyniri 6rneginin mini-VIDAS yontemi ile analizinde Salmonella pozitif

sonug elde edilmemis, 6rneklerin Salmonella igermedikleri goriilmiistiir.
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4.2.6. Maya ve Kiif sayimlari

Incelenen 42 kasar peyniri 6rneginin 27’sinde (%64.3) maya belirlenmis, maya sayisi
(1x10%) — (2.8x10°%) arasinda, ortalamasi 1.9x10° olup, 15 ornekte (%35.7) maya
mevcudiyetine rastlanmamustir.

42 kasar peyniri orneginin 23’{inde (%54.8) kiif belirlenmis, kiif sayis1 (1x10%) —
(1.1x10°) arasinda, ortalamas1 5.1x10° olup, 19 drnekte (%45.2) kiif sayis1 0°dir.

4.3. Tereyagi Orneklerine Ait Mikrobiyolojik Ozellikler

Tereyagi 6rneklerinde toplam koliform, E.coli, S.aureus, koagiilaz pozitif S.aureus,

toplam maya ve kiif sayilar1 Tablo 4.5’de verilmistir.

4.3.1. Koliform bakteriler ve Escherichia coli sayimi

Tablo 4.5’de gorildigi gibi incelenen 42 tereyagi 6rneginde toplam koliform sayisi
(<3) — (2.8x10%) adet/g arasinda, ortalamasi 2.8x10* diir. Orneklerin 23’iinde toplam
koliform sayis1 <3 adet/g tizerinde olup TGK’ne uygun degildir.

Incelenen 42 tereyag1 6rneginin 12’sinde (%28.6) E.coli sayis1 (3) — (2.8x10%) adet/g
arasinda olup, pozitif sonu¢ elde edilenlerin ortalamasi 3.8x10%’diir. Orneklerin

11’inde E.coli sayis1 <3 adet/g lizerinde olup TGK’ne uygun degildir.

4.3.2. Staphylococcus aureus sayimi

Incelenen 42 tereyagi Orneginin 33’iinde (%78.6) S.aureus belirlenmistir.
Orneklerdeki S.aureus sayist (1x10Y) — (1x10°) arasinda olup, pozitif sonuc elde
edilenlerin ortalamas1 1.6x10*diir. Orneklerin 22’sinde (%52.4) adedinde S.aureus

sayis1 1x10! iizerinde olup TGK ’ne uygun degildir.

4.3.2.1. Koagiilaz pozitif Staphylococcus aureus sayimi

Incelenen 42 tereyagi orneginin 16’sinda (%38.1) koagiilaz pozitif S.aureus
belirlenmistir. Orneklerdeki koagiilaz pozitif S.aureus sayis1 (1x10%) — (1.4x10%)
arasinda olup, pozitif sonug elde edilenlerin ortalamasi1 6.6x10?’dir. 33 adet S.aureus
pozitif tereyagi orneginin 7’sinde (%21.2) koagiilaz pozitif S.aureus mevcudiyetine

rastlanmustir.
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Tablo 4.5. Tereyag1 drneklerine ait mikroorganizma sayilari

Ornek No Toplam E.coli S.aureus Koagiilaz (+) Maya Kiif
koliform adet/g cfulg S.aureus cfulg cfulg
adet/g cfulg
1 <3 0 0 0 1.8x10° 0
2 <3 0 3x10! 1x10t 1.5x108 0
3 <3 0 1x10! 0 1.7x10% 0
4 <3 0 1x10t 0 9x10° 0
5 4 4 6x10* 0 2.2x10° 9x102
6 <3 0 0 0 1.9x108 10x10?
7 <3 0 0 0 3.9x10° 0
8 <3 0 0 0 3.3x10° 0
9 2.8x10% 4x103 3.8x104 1.5x102 1.6x10° 0
10 4.3x10% 9x10° 4.7x10* 6x102 1.3x10° 0
11 4x10° 11 2x10t 0 1.1x10% 0
12 460 3 3.8x10? 0 6.6x10° 0
13 2.4x10% 2.8x10% 2.3x103 3.8x10? 1.8x10° 0
14 4 0 0 0 1.7x10° 1x10?
15 4x10° 0 9.8x10* 0 1.3x10° 0
16 4x10° 0 1x10° 0 1.6x10° 0
17 23 0 5x10! 5x10! 2x10° 0
18 <3 0 3.4x10? 3.4x10? 1.5x10° 0
19 4x10° 4x103 1.4x10° 1.4x10° 1.8x10° 2x10t
20 1100 120 9.2x102 0 1.4x108 0
21 <3 0 2x10t 2x10! 1x103 2x10°
22 <3 0 4x10* 4x10! 4x102 3x103
23 <3 0 5.1x103 0 5.1x10° 0
24 <3 0 9x10! 0 2.8x102 4x10?
25 <3 0 2.8x10? 0 2.4x10° 5x10!
26 <3 0 0 0 1.4x10° 0
27 1100 0 9x10° 0 1.7x10° 0
28 1100 0 1.2x10% 0 2x10° 0
29 43 0 0 0 2.1x108 | 2.8x102
30 43 0 1x103 1x10° 2.3x108 0
31 <3 0 6x10! 6x10! 2.5x108 1x10?
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Tablo 4.5. Tereyag1 drneklerine ait mikroorganizma sayilari devam

Ornek No Toplam E.coli S.aureus Koagiilaz (+) Maya Kiif
koliform adet/g cfulg S.aureus cfulg cfulg
adet/g cfulg
32 <3 0 0 0 2.9x106 0
33 1100 21 0 0 9.6x10° 0
34 1100 240 1.5x103 0 1.1x10% 0
35 <3 0 2.2x10% 6x10? 1.2x10% 0
36 9 0 1.8x10* 1x102 1.2x10* 0
37 93 0 2.9x10° 0 1.4x10* 0
38 1100 9 9.5x103 0 1.5x10% 0
39 <3 0 2x102 0 9.6x10° 2x10t
40 <3 0 4x10* 9x10? 9.3x10° 0
41 23 9 3.8x103 6x10? 1.6x10% 2x10%
42 9 0 4.3x103 2x10° 1.1x10° 5x10!

4.3.3. Listeria monocytogenes analizi

42 tereyagi Orneginin klasik yontem (ISO) ile analizinde 2 Ornekte Listeria

monocytogenes siipheli pozitif sonu¢ elde edilmis ve API (Biomerieux) Kkiti

kullanilarak yapilan dogrulama islemi sonunda higbirisinin L.monocytogenes

olmadigi tespit edilmistir. 42 tereyagi Orneginin mini-VIDAS ile analizinde tiim

orneklerden L.monocytogenes negatif seklinde sonu¢ alinmistir. Tablo 4.6’da 1SO ve

mini-VIDAS yontemleri ile tereyagindan elde edilen L.monocytogenes bulgularinin

karsilastirilmasi verilmistir.

Tablo 4.6. Mini-VIDAS ve ISO yontemleri ile tereyag: 6rneklerinde Listeria varlig

Stipheli Dogrulama
L. monocytogenes L. monocytogenes L. ivanovii | L.innocua
Mini-VIDAS | iSO Mini-VIDAS | ISO iSO
Tereyagi | O 2 0 0 1 1
n=42
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4.3.4. Salmonella spp. analizi

42 tereyagl Orneginin ISO yoOntemi ile analizinde 5 ornekte siipheli kolonilere
rastlanmistir. API (Biomerieux) kiti kullanilarak yapilan dogrulama g¢alismasinda
hi¢birisinin ~ Salmonella spp. olmadigi, siipheli pozitif kolonilerin diger
enterobakteriaceae iiyeleri olduklar1 belirlenmistir. Tablo 4.7°de tereyagi
orneklerinden Salmonella siiphesi ile izole edilen diger bakteri tiirlerine ait bilgiler

verilmistir.

Tablo 4.7. Tereyagi 6rneklerinden izole edilen Salmonella siipheli kolonilerin ait

olduklar tirler

TEREYAGI POZITIF ORNEK SAYISI
(n=42)
Hafnia Alvei 2
Klebsiella ornithinolytica 1
Citrobacter freundii group 1
Ent. Aerogenes 1

42 tereyagi orneginin mini-VIDAS yontemi ile analizinde Salmonella pozitif sonug

elde edilmemis, 6rneklerin Salmonella igermedikleri goriilmiistiir.

4.3.5. Maya ve kiif sayimlari

42 tereyag orneginin hepsinde (%2100) maya belirlenmis, maya sayis1 (4x10%) —
(2.9x10°) cfu/g arasinda olup ortalamasi 9.4x10°dir.

42 tereyagi drneginin 13’iinde (%31) kiif belirlenmis, kiif sayis1 (1x10%) — (3x103)
arasinda olup, ortalama 1.9x10%dir. 29 ornekte (%69) kiif mevcudiyetine

rastlanmamuistir.

4.4. Kumpir Orneklerine Ait Mikrobiyolojik Ozellikler

Kumpir 6rneklerinde toplam koliform, E.coli, S.aureus, koagiilaz pozitif S.aureus,
Cl.perfringens, L.monocytogenes, Salmonella spp., toplam maya ve kiif sayilari
Tablo 4.8’de gosterilmistir. Mikrobiyolojik Kriterler Tebligi’nde kumpirde ilave

olarak Bacillus cereus ile ilgili kriter oldugundan dolay1 analizlere ilave edilmistir.
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4.4.1. Koliform bakteriler ve Escherichia coli sayimm

Incelenen 38 kumpir drneginin toplam koliform sayis1 Tablo 4.8°de goriildiigii gibi

(<3) — (9) adet/g arasinda degismektedir.

38 kumpir Orneginin higbirisinde E.coli’ye rastlanmamistir. Kumpir 6rneklerinin
toplam koliform bakteri ve E.coli mevcudiyeti agisindan tamamen yasal sartlari

sagladiklar1 goriilmektedir.
4.4.2. Staphylococcus aureus sayimi

Incelenen 38 kumpir &rneginin 28’inde (73.7) S.aureus belirlenmistir. Orneklerdeki
S.aureus sayist (1x10%) — (5.7x10%) cfu/g arasinda olup pozitif sonug elde edilenlerin
ortalamas1 8.9x10%°dir. Orneklerin 17 adedinde S.aureus sayis1 1x10%’in iizerinde

olup TGK’ne uygun degildir.
4.4.2.1. Koagiilaz pozitif Staphylococcus aureus sayimi

Incelenen 38 kumpir orneginin 10’unda (%26.3) koagiilaz pozitif S.aureus
belirlenmistir. Orneklerdeki koagiilaz pozitif S.aureus sayis1 (1x10%) — (5.7x10°%)
arasinda olup, pozitif sonug elde edilenlerin ortalamas1 1x10%diir. 28 adet S.aureus
pozitif kumpir 6rneginin 10’unda (%35.7) koagiilaz pozitif S.aureus mevcudiyetine

rastlanmistir.

4.4.3. Clostridium perfringens sayimi

Incelenen 38 kumpir &rneginin 5’inde (%13.2) Cl.perfringens belirlenmistir.
Orneklerdeki Cl.perfringens sayisi (9) — (93) adet/g arasinda olup, pozitif sonug elde
edilenlerin ortalamas1 24 adet/g’dir. Orneklerin yalnizca 1 adedinde Cl.perfringens

sayis1 1x10%iizerinde olup TGK’ya uygun degildir.

4.4.4. Bacillus cereus sayimi

Incelenen 38 kumpir érneginin 3’iinde (%7.9) B.cereus belirlenmistir. Orneklerdeki
B.cereus sayist (1.4x10%) — (2.4x10%) cfu/g arasinda olup, pozitif sonug elde
edilenlerin ortalamas1 1.8x102 cfu/g’dir. Orneklerin higbiri TGK’da belirtilen yasal

sinirlarin disinda B.cereus igermemektedir.
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4.4.5. Listeria monocytogenes analizi

38 kumpir o6rneginin klasik yontem (ISO) ile analizinde higbir drnekte Listeria
monocytogenes siipheli pozitif sonug¢ elde edilmemistir. Kumpir 6rneklerinin mini-
VIDAS ile analizinde de tiim 6rneklerden L.monocytogenes negatif seklinde sonug

alimustir.
4.4.6. Salmonella spp. analizi

38 kumpir 6rneginin ISO yontemi ile analizinde sadece 1 6rnekte Salmonella siipheli
kolonilere rastlanmis ve API (Biomerieux) kiti kullanilarak yapilan dogrulama
calismasinda bunun Salmonella olmadig1 ve enterobakteriacae ailesinin iiyelerinden
Enterobacter cloacae oldugu belirlenmistir. Kumpir 6rneklerinin mini-VIDAS ile

analizinde tiim 6rneklerden Salmonella negatif saklinde sonug¢ alinmastir.

4.4.7. Maya ve kiif sayimlari

38 kumpir drneginin 3’iinde maya belirlenmis, maya sayis1 gibi (1x10%) — (4.5x10%)
cfu/g arasinda olup ortalamas1 1.5x10%diir. 35 6rnekte (%92.1) maya mevcudiyetine

rastlanmamustir.

38 kumpir &rneginin 5’inde kiif belirlenmis, kiif sayis1 (1x101) — (1x10?) cfu/g
arasinda olup ortalamasi1 3.4x10"dir. 33 ornekte (% 86.8) kiif mevcudiyetine

rastlanmamuistir.

Tablo 4.8. Kumpir 6rneklerine ait mikroorganizma sayilari

Ornek | Toplam | E.coli | Clostridium | B.cereus | S.aureus | Koagiilaz(+) | Maya | Kiif
No koliform | adet/g | perfringens cfulg cfulg S.aureus cfu/g | cfulg
adet/g adet/g cfulg

1 <3 0 0 0 4x10! 0 0 0
2 <3 0 0 0 2x10! 0 0 0

3 <3 0 0 1.4x10? 4x10! 0 0 1x102
4 <3 0 0 1.7x102 0 0 0 0
5 <3 0 0 0 1x10? 0 0 0
6 <3 0 0 0 1x10? 0 0 0
7 <3 0 0 0 3x10! 0 0 0
8 <3 0 0 0 3x10° 0 0 0
9 <3 0 0 0 4x10! 0 0 0
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Tablo 4.8. Kumpir 6rneklerine ait mikroorganizma sayilart devam

10 <3 0 0 0 5%10° 2x10° 0 0
11 <3 0 0 0 7%10% 0 1x10* 0
12 <3 0 0 0 2.4x10? 0 0 0
13 <3 0 0 0 0 0 0 0
14 <3 0 0 0 2x10? 0 0 0
15 <3 0 0 0 9x10! 0 0 0
16 <3 0 0 0 3.1x10? 0 0 0
17 <3 0 0 0 7.1x10? 0 0 0
18 <3 0 0 0 2.4x102 0 0 0
19 <3 0 0 2.4x10% | 1.3x10° 3x101 0 0
20 <3 0 0 0 3.3x10? 1x10? 0 0
21 9 0 0 0 0 0 1x10* 0
22 <3 0 0 0 0 0 0 0
23 <3 0 0 0 5.7x103 5.7x10° 0 1x101
24 <3 0 0 0 2x10° 2x10° 0 0
25 <3 0 0 0 4.2x102 4.2x102 0 0
26 <3 0 0 0 3x101 3x101 0 0
27 <3 0 0 0 2x10? 2x10? 0 0
28 <3 0 0 0 0 0 0 0
29 <3 0 0 0 1.2x103 0 4.5x10% | 1x10*
30 <3 0 0 0 8.1x10? 0 0 0
31 <3 0 0 0 0 0 0 0
32 <3 0 0 0 0 0 0 0
33 <3 0 9 0 2.9x102 2.1x10! 0 0
34 <3 0 93 0 0 0 0 3x101
35 <3 0 9 0 0 0 0 0
36 <3 0 9 0 6x101 6x10? 0 2x10t
37 <3 0 0 0 2.7x103 0 0 0
38 <3 0 9 0 0 0 0 0
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4.5. Listeria monocytogenes ve Salmonella typhimurium Icin 1SO ve Mini-VIDAS

Yontemlerinin Karsilastirilmasi

42 tereyagi, 42 kasar peyniri ve 38 kumpir 6rneginin higbirisinde VIDAS yontemi ile
Salmonella belirlenmemistir. Klasik yontemde ise tereyaginda 5, kasar peynirde 7 ve
kumpirde bir olmak tiizere 13 Ornekte siipheli Salmonella varligi belirlenmistir.
Klasik yontemle elde edile Salmonella-siiphesi olan mikroorganizmalarin API
(Biomerieux) sistemi ile identifikasyonu sonucunda higbirisinin Salmonella olmadig:
goriilmiistiir. Stipheli kolonilere ait tiir diizeyindeki bulgular Tablo 4.3 ve 4.6’da
gosterilmistir. Sonugta dogal kontamine drneklerde Salmonella spp. tayini agisindan
mini-VIDAS yo6nteminin hassasiyet ve spesifikliginin %100 oldugu sdylenebilir. De
De Medici ve dig. (1998) kiimes hayvani etleriyle yaptiklar1 ¢alismada Salmonella
tayini agisindan hem dogal kontamine oOrneklerde hem de asilama calismalar
sonucunda iki yontem arasinda fark bulamamiglardir. Walker ve dig. (2001) dogal
kontamine Orneklerle yaptiklari bir baska calismada yontemlerden higbirinin tim
pozitif Ornekleri saptayamadigi bulunmus fakat VIDAS yonteminin Standart

yontemlerle karsilastirilabilecek kadar etkili oldugu bildirilmistir.

Tablo 4.8’de gortldigi gibi mini-VIDAS yontemi ile 42 peynir orneginden 3
ornekte siipheli L.monocytogenes varligi belirlenmis, yapilan dogrulama caligsmasi
sonucunda bu 3 siipheli mikroorganizmanin {i¢iiniin de L.monocytogenes oldugu
belirlenmistir.  Tereyagit ve kumpir Orneklerinde ise L.monocytogene’e
rastlanmamistir. ISO-11290 yonteminde ise 42 peynir 6rneginden 4 drnekte slipheli
L.monocytogenes varligr belirlenmis, yapilan dogrulama caligmasi sonucunda bu 4
ornekten izole edilen siipheli kolonilerin iigiiniin L.monocytogenes, birisinin ise L.
ivanovii oldugu belirlenmistir. 42 tereyagi Orneginden 2 Ornekte siipheli
L.monocytogenes varligi belirlenmis, yapilan dogrulama caligmasi sonucunda bu 2
stipheli 6rnegin ikisinin de L.monocytogenes olmadigi, birisinin L.ivanovii digerinin
ise L.innocua oldugu belirlenmistir. Bu durumda ISO yontemi peynir ve tereyagi
orneklerinde  L.monocytogenes olmayan  Listeria  kolonisini  baslangicta

aylramamigtir.

Ozet olarak; toplam 42 peynir drneginden VIDAS ile 3 6rnek, klasik yontemle 4
L.monocytogenes siiphesi olan Ornek belirlenmigstir. VIDAS ile olan siipheli
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orneklerdeki organizmalar cihaz tarafindan da L. monocytogenes olarak

dogrulanmistir.

Klasik yontemle 4 oOrnekte belirlenen siipheli kolonilerden ise 3 adedi L.
monocytogenes, bir adedi L.ivanovii olarak belirlenmistir. L.ivanovii, Listeria’nin

patojen olmayan tiirtidiir.

42 tereyagi orneginde VIDAS ile siipheli mikroorganizma belirlenmemistir. Klasik
yontemde ise 3 siipheli belirlenmis bunlardan ikisinin L.ivanovi, birisinin L. innocua

oldugu belirlenmistir.

38 kumpir (sadece peynir ve tereyagu igeriyor) orneginde ise her iki yontemde de

stipheli Listeria bulgusuna rastlanmamustir.

Sonug¢ olarak; patojenik L. monocytogenes varligi acisindan incelenen 42 kasar
peyniri Orneginin tiglinde L. monocytogenes belirlenmis, 42 tereyagi ve 38 kumpir
orneginde ise L. monocytogenes’e rastlanmamistir. Bunlarin disinda Orneklerde
patojenik olmayan Listeria iiyelerinin dagilimi ise; 32 kasar peyniri 6rneginde bir
adet L.ivanovii, 32 tereyagi orneginde 2 Ornekte L.ivanovii ve 1 ornekte ise L.

innocua dur. Kumpirde Listeria’ya rastlanmamuistir.

Tablo 4.9. Mini-VIDAS ve ISO yontemleri ile 6rneklerde Listeria varlig

Stipheli Dogrulama
L. monocytogenes L. monocytogenes L. ivanovii | L.innocua
Mini-Vidas ISO Mini-Vidas | ISO ISO

Peynir 3 4 3 3 1 0

n=42

Tereyagt | O 2 0 0 1 1

n=42

Kumpir 0 0 0 0 0 0

n=38

Tablo 4.9.°daki sonuglar 1518inda dogal kontamine Orneklerde L.monocytogenes
analizinde klasik yontemin spesifikligi peynir i¢in %99, tereyagi i¢in ise %98 olarak
bulunmustur. Peynir ve tereyagi i¢in hatali pozitif 6rnek oranlari ise sirasiyla %1 ve
%2 seklindedir. miniVIDAS sisteminin hassasiyeti ve spesifikligi ise %100 olarak
bulunmustur. Bulgularimiz Sewell ve dig. (2003) yaptiklar1 ¢alismada elde ettikleri
sonuglara benzemektedir. VIDAS sisteminin etkinliginin tayini i¢in dogal kontamine

orneklerde yaptikar1 caligmada VIDAS sisteminin hassasiyeti %98.1 ve spesifikligi
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%97 Olarak bulunmustur. Aradaki farkliligin sebebinin toplam 324 olmak tizere ¢cok
gesitli {irlin  gruplariyla calismalart  olabilecegi  disiiniilmektedir. Nitekim
kullandiklar1 44 ¢ig siit {irtiniinlin bulundugu 6rnek grubunda 23 pozitif mevcutken
hem klasik hem de VIDAS yontemi ile tiim pozitif ornekler tespit edilebilmistir.
Vaz-Velho ve dig. (2000), yaptiklar1 ¢alismada ise 295 dogal kontamine Grnek
L.monocytogenes i¢in iki yontem ile analizlenmis ve sonugta miniVIDAS cihazinin
hassasiyeti %73 ve spesifikligi ise %96 olarak olarak bulunmustur. Ornek olarak
balik ve cevresel kontaminantlart kullanmis olmalar1 belki de aradaki farkliligin

gidalarin farkli olmasindan kaynaklanabilecegini diisiindiirmektedir.

Listeria monocytogenes ve Salmonella typhimurium asilanarak yapilan yontem
karsilastirilmasinda Tablo 4.10°dan da goriilebilecegi gibi Salmonella tespiti
acisindan iki yontem arasinda fark yoktur. Fakat L.monocytogenes acisindan
bakildiginda (Tablo 4.11) diisiik diizeyde asilama sonrasinda tespitte klasik yontemin
hepsini tayin edemedigi ve 3 hatali pozitif sonug¢ elde edildigi goriilmiistiir. Fakat
a=0.05 dnem diizeyinde X? degerinin 1.33 seklinde bulundugu ve 3.84’ten kiigiik
olmasi dolayistyla iki yontem arasindaki bu farkliligin istatistiksel agidan Gnemi

yoktur.

Calismanin baglangicinda bu asilama calismasi ile diisiik diizeyde asilamada iki
yontem arasinda fark oldugu goriildiikten sonra Ornek sayisi arttirilarak c¢alisma
tekrarlanmistir. 3 ornekle yapilmisken X2 degeri 0.5 iken &rnek sayist 9’a
cikarlldiginda X2 degeri 1.33’e yiikselmistir. Karsilastirma calismalar1 6zellikle
Listeria sayisinin ¢ok diisiik oldugu durumlarda VIDAS’in daha dogru sonug verdigi

yoniindedir.

Hem salmonella hem de L.monocytogenes asilamasindan sonra yapilan analizlerde
mini-VIDAS cihazinin biitim pozitif 6rnekleri tayin ettiginden dolay: spesifikligi
%100 ve hatali pozitif oran1 da %0 olarak bulunmustur. Silbernagel ve dig. (2004)
farkli driinler 1ile yaptiklar1 asilama ¢alismasinda 1ki yOntem arasinda
L.monocytogenes tayini acisindan istatistiksel olarak fark bulamamis olmalar
bulgularimiz ile tamamen uyum igerisindedir. McMahon ve dig. (2004) Salmonella
agilayarak yaptiklart iki yontemin karsilastirilmasi ¢alismasinda yine bulgularimizla
uyum i¢inde olan «=0.05 Onem diizeyinde istatistiksel agidan fark olmadigi

bildirilmistir.
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Gecmiste yapilmis bir ¢alismada (Blackburn ve dig. 1994) bildirildigine gore,
Citrobacter freundii’nin bazi suslarinin VIDAS cihaz1 ile Salmonella tayin
calismasinda c¢apraz reaksiyon vererek hatali pozitif sonuglara neden oldugu

bildirilmistir. Fakat bu ¢alismada bodyle bir sorun ile karsilasilmamastir.
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Tablo 4.10. Salmonella typhimurium asilanarak ile elde edilen yontem karsilastirilmasinin sonuglari

Pozitif Ornekler Hassasiyet % Hatali1 Negatif %

Gida tipi Asilama MPN/g Toplam Toplam | VIDAS | Kiiltiir X? VIDAS | Kiiltir | VIDAS Kiiltiir

diizeyi ornek

Yiiksek 0,53 3 3 3 3 — 100 100 0 0

TEREYAGI Diistik 0,13 3 3 3 3 — 100 100 0 0

Kontrol <0,03 3 0 0 0 - - - -

Yiiksek 0,37 3 3 3 3 — 100 100 0 0
KASAR Diisiik 0,19 3 3 3 3 — 100 100 0 0
PEYNIRI

Kontrol <0,03 3 0 0 0 - - - -

Yiiksek 1,87 3 3 3 3 — 100 100 0 0
KUMPIR Diistik 0,11 3 3 3 3 — 100 100 0 0

Kontrol <0,03 3 0 0 0 - - - -
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Tablo 4.11. Listeria monocytogenes asilanarak elde edilen yontem karsilastirmasinin sonuglari

Pozitif Ornekler Hassasiyet % Hatali Negatif %
Gida tipi Asilama MPN/g Toplam | Toplam | VIDAS | Kiiltir | X2 | VIDAS | Kiiltir | VIDAS Kiiltiir
diizeyi ornek
Yiiksek 0,57 3 3 3 3 — 100 100 0 0
TEREYAGI Diisiik 0,13 9 9 9 6 1,33 100 67 0 33
Kontrol <0,03 3 0 0 0 — - - - -
Yiiksek 1,83 3 3 3 3 — 100 100 0 0
KASAR Diistik 0,23 3 3 3 3 — 100 100 0 0
PEYNIRI
Kontrol <0,03 3 0 0 0 — - - - -
Yiiksek 1,67 3 3 3 3 — 100 100 0 0
KUMPIR Diistik 0,15 9 9 9 8 0 100 89 0 11
Kontrol <0,03 3 0 0 0 — - - - -
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