A.U. Vet. Fak. Derg.
41 (2): 234-242 1994

TURK SALAMURA BEYAZ PEYNIRINDE YAPIM VE

OLGUNLASMA ASAMALARININ LISTERIA
MONOCYTOGENES UZERINE ETKISI

Belgin Sannmehmetoglu’ Serif Kaymaz?

The effect of manufacturing and ripening conditions of Turkish white brined cheese on
survival of Listeria monocytogenes.,

Summary: In this study, the survival ability of Listeria monocyrogenes
was examined both during the manufacturing and ripening period of Turkish
white brined cheese which is widely consumed in Turkey. For this purpose, four
different groups of cheese samples were prepared experimentally. In the first
group, which is control group. raw milk was used without containing L. mono-
cytogenes. In the second group raw milk was used with containing L. monocyto-
genes. In the third and fourth groups milk containing L. monocytogenes were
used after pasteurisation at 63°C for 30 min and at 72°C for 2 min respectivel-
ly. Milk used for cheese making was inoculated with L. monocytogenes 1/12a at
levels of 102, 10°, 10, 10° cfulml. The cheese samples were ripened 12% brine
solution for 90 days at 4°C.

In the second group of cheese samples, L. monocytogenes inoculated at all
levels was isolated in the manufacturing stages and ripening period.

In the third group of cheese samples, pasteurisation (63°C for 30 min) in-
activated L. monocytogenes levels of 10° and 10° cfulml. Hovewer, did not inac-
tivate levels of 10° and 105 cfulml. Thus in the later samples survival of L. mon-
ocytogenes was observed in both during the manufacturing and ripening
period.

In the fourth group of cheese samples, L. monocytogenes inoculated at all
groups was not isolated. Because pasteurisation performed at 72°C for 2 min
completely eliminated L. monocytogenes at all levels in the milk used for these
cheese samples.

Under the conditions of this study, it can be concluded that L. monocyto-
genes could survive in the Turkish white cheese manufactured traditionally by
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using raw milk. In addition to this L. monocytogenes can also survive in Turkish
white cheese even milk with pasteurized at 63°C for 30 min, which initially was
contaminated with L. monocytogenes more than 104 cfulml. The resulds also in-
dicated that manufacturing and ripening conditions did not have significant ef-

fect.

Ozet: Bu ¢caligmada, Tiirkiye'de yaygin olarak tiiketilen Tiirk salamura be-
yaz peynirinin yapim ve olgunlagmasi sirasinda L. monocytogenes'in canliligin
siirdiirebilme yetenegi incelenmigtir. Bu amagla, deneysel olarak dort farkl
grupta peynir ornekleri hazirlannugtir. Birinci grup kontrol grubu olup, L. mo-
nocytogenes kullamimanugtir. Ikinci grupta L. monocytogenes inokule edilen
¢ig siit kullanilmigtir. Yine L. monocytogenes inokule edilen ii¢ ve dérdiincii
grup siitler ise sirasiyla 63°C de 30 dakika ve 72°C de 2 dakika pastorizasyon-
dan sonra kullamlmuignir. Peynir yapimi icin kullanilacak siitlere, 6.0x10°,
8.0x10°, 9.6x10¢4, 4.6x105 kob/ml diizeylerinde L. monocytogenes 1/2a inokule
edilmigtir. Peynir ornekleri %12 lik salamurada 90 giin 4°C’de olgunlagtirilmig-
nr.

Ikinci grup peynir érneklerinde, peynir yapim ve olgunlasma periyodunda
L. monocytogenes'in biitiin diizeyleri izole edilmigtir.

Ugiincii grup peynir orneklerinde 63°C'de 30 dakikalik pastorizasyon L
monocytogenesin 107 ve 10 kobiml diizeylerini inaktive etmis olmasina rag-
men, 104 ve 105 kobiml diizeylerinde inaktivasyon goriilmemigtir. Bu nedenle
son iki inokulasyon diizeyi yapim ve olgunlagma periyodunda incelenmigtir. 4

Dérdiincii grup peynir érneklerinde L. monocytogenes izole edilememisgtir.
Ciinkii 72°C'de 2 dakikalik pastorizasyon bu peynir ornekleri i¢in kullamlan
siitteki L. monocytogenes'in biitiin diizeylerini tamamen elimine etmistir. Bu ¢a-
lisma sonuglarina gére, ¢ig siit kullamlarak geleneksel yontemle yapilan Tiirk
beyaz peynirinde L. monocytogenes canlihigin siirdiirebilecektir. Buna ilave
olarak, baglangi¢ta 10* ve daha fazla sayida L. monocytogenes ile kontamine
siit, 63°C'de 30 dakika pastorize edilse bile bu siitten yapilacak Tiirk beyaz pey-
nirinde L. moncytogenes canliligini siirdiirebilecektir. Bu ¢alisma sonuglart ay-
ni zamanda, L. monocytogenes’in canliigint siirdiirebilmesi agisindan peynir
yapim ve olgunlagma kogullarinin 6nemli derecede etkili olmadigini gostermis-
ur.

Giris

Listeria monocytogenes, insanlarda ve gesitli hayvan tiirlerinde ciddi, spo-
radik enfeksiyonlara neden olan 6nemli bir etkendir (6, 7, 20). Ozellikle son yil-
larda baz: iilkelerde 6liimle sonuglanan ¢ok sayida enfeksiyon vakasinin ortaya
¢ikmasr nedeni ile diinya gida endiistrisini yakindan ilgilendiren 6nemli bir so-
run olmustur. Nitekim istatistiki verilere gore 1949-1987 yillan arasinda, degi-
sik iilkelerde L. monocytogenes'in 1322 6liime neden oldugu bildirilmektedir.
(1, 2, 6). Gida maddeleri iizerinde yapilan ilk gahigmalar, insanlarda ortaya ¢i-
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kan listeriosis vakalarinin en fazla peynirlerden kaynaklandigini, 6zellikle ol-
gunlagmis yumusak peynirlerin bu mikroorganizmay: daha sik igermesi nede-
niyle listeriosis olayinda biiylik potansiyel olusturdugunu ortaya koymaktadir.
Enfeksiyonun ¢ikisinda Fleming ve ark (6) pastorize siitiin, James ve ark (8)
Meksika tipi peynirlerin, 6nemli rol oynadigim bildirmektedirler. Cesitli yollar-
la ¢ig siitlere bulagan L. monocytogenes'in istya olan dayamklili§ iizerinde ya-
pilan ¢ok sayida aragtirma tartigilabilir sonuglar ortaya koymug ise de (4, 5),
Diinya Saghk Orgiiti (WHO) 1988 yilinda yayinladigi bir raporda (19),
71.7°C'de 15 sn. de gergeklestirilen pastorizasyonun ¢ig siitlerdeki L. monocy-
togenes kontaminasyonunu insan igin saglik riski olusturmayacak bir diizeye in-
dirgedigini bildirmistir.

Bu ¢alismalardan elde edilen bulgular, gesitli peynirlerin iilkelerin cogunda
listeriosis olusumunda ne denli rol oynadigini belirlemeyi amaglayan aragtirma-
lan1 yogunlastirmistir (9, 13, 14, 15).

Tiirkiye'de en fazla tiiketilen salamura beyaz peynir (3), gogu zaman pasto-
rize siitten degil, ¢ig siitten yapilir. Ulke genelinde bu peynirin yapim kogullan-
nin genellikle hijyenik olmadig: ve yeterince olgunlagmadan taze olarak piyasa-
ya siiriildiigii bir gergektir. Bu sebeple diger peynir gesitleri gibi Tiirk beyaz
peynirinin de L. monocytogenes'in kaynak ve tayigicisi olma olasiligi oldukga
yliksektir. Iste bu ¢alismada Tiirk beyaz peynirinin yapim ve olgunlagma agama-
larinda, L. monocytogenes'in canhiligim belirlemek ve bu peynirlerin saghk agi-
sindan risk olusturup olusturmadigini saptamak amaglanmgtir.

Materyal ve Metot

L. monocytogenes 1/2a susu: L. monocytogenes 1/2a susu Almanya Fede-
ral Saghk Teskilati Berlin, Almanya' (Budesgesundheitsamt) dan saglanmistir.
Inokulasyondan once sus, yeast extract igeren tryptic soy broth'da (TSB. YE-
OXOID) 37°C'de 24 saat zenginlestirilmis ve sonra OXFORD-Agar'da 30°C'de
48 saat inkubasyona birakilmigtir. Inkubasyon sonu olusan tipik kolonilerden
biri, 10 ml TSB.YE'de 37°C'de inkubasyona birakilmig ve inkubasyonun 1., 2.,
3., 4. ve 5. saatlerinde seri diliisyonlarindan ekimler yapilarak L. monocytoge-
nes 1/2a’'nin TSB.YE'un ml.sindeki miktar: tesbit edilmistir. Boylece, belirli ara-
liklarla yapilan ekim sonuglarina gore, deneysel inokulasyonlarda kullanilacak
olan 6.0x10?, 8.0x10% 9.6x10* ve 4.6x10 3 kob/ml. diizeylerinde L. monocytoge-
nes sayilan tesbit edilmisgtir.

Starter Kiiltiir: Ticari kiiltiir olarak Streptococcus thermophylus ve Lacto-
bacillus bulgaricus (1:1) kullamlmigtir. Konsantre kiiltiirler steril siitte 37°C'de
14-16 saat rejenere edildikten sonra kullanilmstir.

Gig siitin L. monocytogenes ile inokulasyonu ve salamura beyaz peynir
numunelerinin yapimi:
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1. peynir yapiminda laboratuvara getirilen 40 litre ¢ig siit, oncelikle 10'ar
litrelik 4 gruba aynlmugtir. Birinci grup siit, L. monocytogenes inokulasyonu ya-
pilmaksizin negatif kontrol grubu olarak degerlendirilmistir. Diger ¢ grup siit,
6.0x10? kob/ml diizeyinde L. monocytogenes ile kontamine edildikten sonra; 2.
grup siit mayalama 1sisina kadar (30-32°C) isitilmig; 3. grup siit 63°C'de 30 da-
kika; 4. grup siit 72°C'de 2 dakika pastorize edilmistir. Pastdrizasyon uygulanan
3. ve 4. grup siitlere mayalama 1sisinda iken (30-32°C), %1 oraminda starter kiil-
tiir ve 10g/100 1t. CaCl, ilave edilmigtir.

Gruplarin tiimii, 30-32°C'de peynir mayas: ilavesinden sonra mayalanmaya
birakilmiglardir.

Mayalanan siitlerde spatiille pihti olusumu gozlenerek zaman tesbit edil-
mis, bulunan rakam 4 ile garpilarak pihtinin kesilme zamam bulunmugtur. Sire
sonunda olusan peynir pthtisi yaklagik 2 cm araliklarla enine ve boyuna kesil-
mistir. Kesilen piht1 15 dakika sonra baskiya alinmigtir. 2-2.5 saat siiren baski
isleminden sonra olugan tuzsuz peynir (teleme) 7x7x7 cm olacak sekilde kesil-
mis ve %12 NaCl iceren agz: kapakh cam kavanozlara yerlestirilerek 12 saat
oda 1sisinda bekletildikten sonra +4°C'de 90 giin olgunlagmaya birakilmiglardir
(12,18).

1. uygulamada 6.0x10? kob/ml diizeyinde L. monocytogenes susu inokule
edilen siitler, 2. uygulamada 8.0x10?, 3. uygulamada 9.6x10¢ ve 4. uygulamada
4.6x10° kob/ml diizeyinde L. monocytogenes susu ile inokule edilmistir.

Yapim agamalarinda numunelerin mikrobiyolojik analizleri:

Yapim agamalarinda oncelikle siit ve sonra sirasiyla pihti, peyniralti suyu,
tuzsuz peynirden; ve sonra tuzlamayi takiben olgunlagma siirelerinin 1., 7., 15.,
30., 60. ve 90. giinlerinde peynir numunelerinden, 25'er gramlik ¢ift ornekler
alinmigtir. Her numune, 225 ml trypticase soy broth da homojenize edildikten
sonra OXFORD agara gift paralelli ekim yapiimigtir. 30°C'de 48 saat inkubas-
yondan sonra segilen tipik L. monocytogenes kolonileri Lowett (11) tarafindan
Onerilen yonteme gore degerlendirilmigtir. Buna gore, tryptone soy agarda
Henry'e gore yapilan aydinlatmada (10) goriilen mavi, mavi-gri kolonilerden
katalaz, oksidaz ve hareketlilik testleri ile Gram-boyama yapilmigtir.

Kimyasal analizler:

Numunelerin pH degerleri pH- metre (Beckman Zeromatic-SS 3) ile 6l¢i-
liirken, tuz tayini Mohr metodu ile yapilmigtir.

Bulgular
Peynir yapim agamalanimin, L. monocytogenes'e etkisi:

Cig siit peynirinde maya ilavesinden sonra L. monocytogenes sayisi inoku-
le edilen miktara gore sirasiyla 0.67, 0.70, 0.34, 0.28, log,, kob/ml diizeyinde;
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tuzsuz peynirde ise inkule edilen miktara gore sirasiyla 0.53, 1.0, 0.63, 0.66,
log,, kob/g diizeyinde artmigtir (Tablo 1). Bu sirada telemede pH diizeyi ortala-

ma 5.8 olarak bulunmugtur.

Tablo 1. Cig sit peyniri yapim agamalannin L. moncytogenes (1/2a)'in yagam seyrine etkileri

fnokulasyon Peynir Yapim Asamalari (loglo kob/g)
diizeyi T
(logm kob/ml) Mayalama Pihti Peyniralt: suyu Teleme
2.77 344 4.00 393 330
3.90 4.60 6.77 5.60 490
4.98 532 6.00 4.23 5.61
5.66 594 6.60 4.83 6.32

Tablo 2. Cig siit peyniri olgunlagma agamasinin L. monocytogenes (1/2a)'in yasam seyrine etkisi

Inokulasyon Peynir Olgunlagma Giinleri (loglo kob/g)
diizeyi
(log,  kob/ml) 1 7. 15. 30. 60 90.
2.77 3.32 379 4.00 391 304 2.69
3.90 430 4.60 4.65 4.00 347 2.85
4.98 4.30 4.65 474 3.69 3.00 295
5.66 5.00 5.17 5.23 4.23 3.60 3.47

63°C'de 30 dakika pastérizasyondan sonra, L. monocytognes'in diisiik dii-
zeylerinde (2.77, 3.90 log,, kob/ml) eliminasyon olmus, diger diizeylerde (4.98
ve 5.66 log  kob/ml) ise sirasiyla 0.73 ve 0.85 log,, kob/ml'lik azalma gériilmiis-
tiir. Tuzsuz peynirde, inokule edilen miktara gore sirastyla 0.21 ve 0.56 log
kob/g diizeyinde azalma olmustur (Tablo 3). Bu sirada tuzsuz peynirde pH dii-
zeyi ortalama 5.9 olarak bulunmustur.

72°C'de 2 dakika pastorizasyondan sonra L. monocytogenes'in inokulasyon
yapilan biitiin diizeyleri elimine olmus, yapim ve olgunlagsma asamalarinda da
bu mikroorganizmaya rastlanmamistir. Dolayisiyla, bu grup peynirler icin tablo
diizenlenmemistir.

Olgunlagma doéneminde L. monocytogenes'in geligimi:

Gerek ¢ig ve gerekse 63°C'de pastorizasyondan sonra yapilan peynirlerin
olgunlagma doneminde her inokulasyon diizeyi i¢in hemen hemen benzer sekil-
de olmak iizere, L. monocytogenes sayisinda 15. giine kadar diizenli bir arts,
15.- 90. giinler arasinda yine diizenli bir azahg gézlenmigtir.
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Tablo 3. Pastorize siit peyniri yapim agamalarinin L. monocytogenes (1/2a)'in yasam seyrine etki-
lc JHE

ri
fnokulasyon Peynir Yapim Agamalan (logwkob/g)
diizeyi 7]
(log, kob/ml) Mayalama Pihu Peyniralti suyu Teleme
2.77 0.00 0.00 0.00 0.00
3.90 0.00 0.00 0.00 0.00
498 4.25 5.00 430 477
5.66 481 5.38 4.60 5.07

Tablo 4. Pastérize siit peyniri olgunlagma agamasinin L. monocytogenes (1/2a)in yagam seyrine

ctkileri
Inokulasyon Peynir_Qlgunlasma Giinleri_(log kob/g)
diizeyi
(log, kob/ml) 1 7. 15. 30. 60 90.
2.7 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
3.90 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
4.98 417 5.00 5.11 497 390 3.69
366 430 330 S38 5.25 407 3.95
Not :
* . kob= koloni olugturan birim

** . Pastorizasyon kogullan 63°C'de 30 dakikadur.

Olgunlagma siirecinde L. monocytogenes diizeyinde meydana gelen degi-
simler Tablo 2 ve 4'de gosterilmigtir. Tablolar incelendiginde, 1. giinde mikro-
organizma diizeyinin, ¢ig siit peynirlerinde, pastorize siit (63°C'de 30 dakika)
peynirlerine gore daha yiiksek oldugu, sonraki giinlerde ise pastorize siit peynir-
lerinde bu mikroorganizmanin daha fazla iiredigi ve bu durumu 90. giine kadar
korudugu goriilmektedir.

Tartisma ve Sonug

Peynir yapiminda ¢ig siit kullamlmasi veya ¢ig siite uygulanan pastorizas-
yon igleminin yetersiz yapilmasi, yada yeterli pastOrizasyon uygulanmig olsa bi-
le isletmelerde hijyenik kurallara yeterince uyulmamasi, peynirlerin L. monocy-
togenes ile kontaminasyonunda baglica etkili faktorler olarak goriilmektedir

(19).
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Bu galigmada salamura beyaz peynire islenecek siite, L. monocytogenes
inokule edilerek yapim ve olgunlagma asamalannin L. monocytogenes lizerine
etkileri incelenmistir.

Peynir yapim sirasinda L. monocytogenes diizeyi:

Cig siit peynirlerinde, siitiin mayalama isisina kadar isitilmasindan sonra
yapilan sayimlarda, inokulasyon diizeyine oranla daha fazla sayida L. monocy-
togenes bulunmugtur. Tuzsuz peynirde ise pihtiya oranla azalma goriilmiistiir
(Tablo 1).

63°C'de 30 dakika pastdrizasyondan sonra yapilan peynirlerde ise, siite ino-
kule edilen 2.77 ve 3.90 log, kob/ml diizeyleri, pastorizasyon sonunda elimine

olmug ve takip eden yapim agamalarinda da L. monocytogenes'e rastlanmarmis-
tir. Bu durum, 63°C'de 30 dakikalik pastorizasyonun L. monocytogenes'in dii-
siik diizeyleri i¢in yeterli olabilecegini ortaya koymaktadir. Ancak siite 4.98 ve
5.66 log,, kob/ml diizeylerinde inokulasyon yapildiginda bu 1s1 ve siirenin L.
monocytogenes'in tamamim ortadan kaldirmaya yeterli olmadigi, bu siitlerden
yapilan peynirlerde de 90 giinliik olgunlasma periyodu boyunca mikroorganiz-
manin yagsamn siirdiirebildigi gozlenmistir. Bu peynirlerde, siite inokule edilen
mikroorganizma sayisina oranla, pastorizasyon sonunda azalma meydana gel-
migtir. Bu durum, pastérizasyon sirasinda L. monocytogenes'in bir kisminin eli-
minasyonundan kaynaklanmaktadir. Tuzsuz peynirde yine pihttya oranla azal-
ma olmugstur (Tablo 3).

Olgunlagma agamasinda L. monocytogenes diizeyi:

Olgunlagma asamasinda L. monocytogenes sayisinin pastorize siit (63°C'de
30 dakika) peynirlerinde, ¢ig siit peynirlerine oranla daha yiiksek oldugu goz-
lenmigtir. Bu durum ¢ig siit peynirlerinin mikroflorasinda bulunabilecek diger
mikroorganizmalarin (Enterokok, stafilokok, koliform v.b.) L. monocytoge-
nes'in geligmesini engellemesinden veya izolasyonunu gii¢lestirmesinden kay-
naklanabilmektedir.

Tablo 2 ve 4 incelendiginde, olgunlagma doneminin 1. giinii pastorize siit
peynirlerinde, ¢ig siit peynirlerine gére L. monocytogenes sayisinin daha az ol-
dugu, takip eden giinlerde ise pastorize siit peynirindeki sayinin, ¢ig siit peyni-
rindeki sayidan daha fazla oldugu ve bu durumun 90. giine kadar korundugu gé-
rilmiistiir. 1. glin pastorize siit peynirindeki sayinin az olmasinin nedeni, L.
monocytogenes'in, pastorizasyon isisindan zarar gorerek, lireme yeteneginin
azalmasindan kaynaklanmaktadir. Sonraki giinlerde ise pastorize siit peynirinin,
¢ig siit peynirine gore, L. monocytogenes'in gogalmasi agisindan daha uygun bir
ortam olmasi (pastorizasyon iglemi sirasinda siitte bulunabilecek mikroorganiz-
malar yikimlandig: igin, pastorize siit peyniri L. monocytogenes'in ¢ogalmasi
agisindan daha uygun bir ortamdir) pastorize siit peynirlerinde L. monocytoge-
nes sayisinin genel olarak daha yiiksek diizeyde seyretmesine neden olmustur.
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Ozellikle bu durum gozoniine alindiginda, pgynir yapiminda once ¢ig siite uy-
gulanacak 1sinin 72°C'nin altina disiiriilmemesi gerekmektedir. Bu 1s1 derecesi,
ayni1 zamanda WHO tarafindan da kabul edilmekte ve Snerilmektedir (19).

Benzer ¢aligmalar, yapim ve olgunlasma kogullan farkli peynir gesitlerinde
de denenmistir. Omegin Camambert peynirlerinde L. monocytogenes sayisinda
ilk 24 saat igerisinde 5-10 kat artig olmus, olgunlagmanin 18. giiniinden itibaren
1.0 log,, kob/g diizeyinde azalma goriilmiigtir (15). Cheddar peynirlerinde L.
monocytogenes 14. giine kadar 1.0 log,, kob/g diizeyinde artmug, 365 giin sonra
2.0 log,, kob/g olarak bulunmustur (14). Trappist peynirlerinde L. monocytoge-
nes sayis1 30. giinde en yiiksek diizeye ulagmig, 30. giinden sonra 1.0 log, kob/g
diizeyinde azalmug, olgunlagma siiresi sonunda peynirlerde bulundugu tesbit
edilmigtir (9).

Sonug olarak L. mpnocytogenes ile kontamine ¢ig siitten, pastorizasyon uy-
gulanmadan yapilacak salamura beyaz peynirler kadar pastérizasyon iglemi ye-
terli uygulanmadan yapilacak salamura beyaz peynirler de ozellikle duyarl: kisi-
lerde potansiyel halk saglig1 problemi olugturabilecektir.

Dolayisiyle, peynir yapimindan once ¢i§ siit, mutlaka pastorize edilmeli,
pastorizasyon 1sisinin da WHO tarafindan onerilen 72°C'nin altina diigiiriilme-
mesine dikkat edilmelidir. Yine peynir yapimi sirasinda sonradan olabilecek
kontaminasyonlari da gdzoniinde tutarak gerekli hijyen kurallarina uyulmahdir.
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