Van Sag Bil Derg
2022;15(0zel Say1):192-205

Orjinal Arastirma Makalesi/ Original Paper

Otlu Peynirlerde Listeria monocytogenes'in Olgunlasma Boyunca Canli Kalma

Siuresi

Survival Time of Listeria monocytogenes During Maturation in Herbed Cheese

Rabia Mehtap TUNCAY

Atif Yapmak i¢in: Tuncay
RM, Sancak YC. Otlu pey-
nirlerde Listeria monocytoge-
nes'in olgunlasma boyunca
canli kalma stiresi. Van Sag
Bil Derg 2022, 15,(Ozel Say1)
192-205.

https://doi.org/10.52976/van

saglik.1130603.

Gelis Zamani: 14/06/2022
Kabul Zamani: 11/08/2022
Basilma Zamani: 30/11/2021

GIRIS

Peynir, cabuk bozulabilme ozelligine sahip olan
stitlin rutubet oranmin azaltilmasiyla besin degeri
yiiksek, cesidine gore muhafaza kosullar1 4-5 giin-
den 5-10 yila kadar degisen stirelerde bozulmadan
saklanabilen forma dontismesiyle elde edilen bir stit
urtintidiir (Tekinsen, 2000). Sut triinleri icerisinde
en ¢ok bilinen ve {iretimi en eski olan gida maddesi
peynirdir (Demirci, 1996). Peynir; hosa giden tat ve
aromasl, hicbir hazirlik yapilmadan tiiketilebilmesi,
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OZET

Amag: Bu arastirma, Van ili piyasasindan toplanan Otlu peynir 6rneklerden identifiye edilen Listeria monocy-
togenes suslari ile farkli diizeylerde kontamine edilen ¢ig siitten deneysel olarak ayr1 ayr: tiretilen Otlu peynir-
lerde olgunlasma stiresince L. monocytogenes’in canli kalabilme kabiliyetini belirlemek amaciyla gerceklestiril-
misgtir.

Materyal ve Metot: Siitlere 6rneklerden identifiye edilen ve Real-time PCR’da dogrulanan iki adet saha ve bir
adet referans L. monocytogenes susu 107, 10° ve 10° kob/ml diizeylerinde katildi. L. monocytogenes katilarak tire-
tilen Otlu peynirler salamurada 90 giin siireyle olgunlastirilmis ve L. monocytogenes’in canli kalma stireleri ile
peynirde meydana gelen mikrobiyolojik ve kimyasal degisimler incelenmistir.

Bulgular: Deneysel olarak tiretilen Otlu peynir gruplarinda L. monocytogenes sayilar: farkli sekillerde seyrede-
rek olgunlasmanin 50. giintinden itibaren baz1 gruplarda izole edilememistir. Olgunlasmanin 75. giintinden
sonraki analizlerde ise hicbir grupta L. monocytogenes tespit edilememistir.

Sonug: Otlu peynirlerin tiiketime sunulmadan 6nce en az 90 giin olgunlastirilmasimin gerekli oldugu diisti-
niilmektedir.

Anahtar Kelimeler: L. monocytogenes, Otlu peynir, Olgunlasma periyodu.

ABSTRACT

Objective: This research was carried out to determine the viability of L. monocytogenes during ripening in
Herby cheeses produced experimentally from raw milk contaminated with different levels of L. monocytogenes
strains identified from Herby cheese samples collected from the Van market.

Material and Method: Two area and one reference L. monocytogenes strain, which were identified from the
samples and verified in Real-time PCR, were added to the milk at the levels of 107, 10° and 10°cfu/ml. Herby
cheeses produced by adding L. monocytogenes were matured in brine for 90 days and the survival times of L.
monocytogenes and the microbiological and chemical changes in the cheese were investigated.

Results: L. monocytogenes numbers were different in experimental herby cheese groups and could not be
isolated in some groups from the 50th day of ripening. In the analyzes after the 75th day of maturation, L.
monocytogenes could not be detected in any group.

Conclusion: It is thought that herbed cheeses must be matured for at least 90 days before being offered for
consumption..

Keywords:L. monocytogenes, Herbed cheese, Maturation period.

den dolay1 degerli gida maddeleri arasinda kabul
edilmistir (Akm, 2010). Otlu peynir Van'da genel-
likle mayis ve haziran aylarinda ¢ogunlukla koyun
sutti kullanilarak yapilmaktadir (Akytiz ve Coskun,
1996). Koyun siittine keci ve inek stitti karistirilarak
koyun stitintin az bulundugu temmuz, agustos ve
daha sonraki aylarda da tiretim gergeklestirilmek-
tedir (Coskun ve Tungtiirk, 1998). Yoresel adlariyla
sirmo, mendo, heliz ve kekik en ¢ok kullanilan otla-
dir (Ozgelik, 1989). Otlu peynirler yaz aylarinda taze
olarak da satilmaktadir. Tiiketiciler Otlu peyniri

gida veya katki maddesi olarak kullanilabilmesin-
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riskli bir sekilde taze olarak tiiketebildikleri gibi,
istege bagli olarak topraga gomerek veya salamu-
rada olgunlastirdiktan sonra da tiiketebilmektedir-
ler (Sancak, 1989).

Listeriozis’in mortalite orani ytiksek oldu-
gundan dolayr onlenmesi gida endiistrisi igin
onemli bir sorun haline gelmistir. Insan ve hayvan
Listeriozis etkeni olan Listeria monocytogenes (L. mo-
nocytogenes) son 20 yilda tizerinde en cok calisilan
mikroorganizmalardan biri haline gelmistir (No-
termans ve Powell, 2005). L. monocytogenes, buzdo-
lab1 sicakliginda gelisebilen, 1sitma, sogutma ve
dondurma gibi olumsuz kosullarda bile canli kala-
bilen, ayrica gevreye genis olgtide yayilabilen halk
saglig1 acisindan onemli bir patojen mikroorganiz-
madir (FSIS, 2003). Bazi arastirmacilar sicakligin;
pH, atmosfer ve tuz konsantrasyonu ile iliskili ol-
dugunu belirtmislerdir. Gida maddesinin icerigine
gore de L. monocytogenes’in termal o6lim zamam
degismektedir (Martin ve Fisher, 1999; Datta, 2003).
L. monocytogenes’in (1/2a, 1/2b, 1/2¢, 3a, 3b, 3c, 4a,
4b, 4ab, 4c, 4d, 4e ve 7) 13 serotipi bulunmaktadir

(McLauchlin ve Ress, 2009). Onemli gida kaynakli L.

monocytogenes suslar1 arasnda (1/2a, 1/2b ve 4b)
farklilasmanin olmasi, sus serotiplerinin daha kolay
tanimlanmasina neden olmaktadir (Borucki ve Call,
2003).

Bu arastirma, Van ili piyasasindan toplanan Otlu
peynirlerden izole edilen L. monocytogenes suslari
ve referans susun farkli diizeylerde cig siite katil-
mastyla deneysel olarak ayri ayr tiretilen Otlu
peynirlerde olgunlasma stiresince L. monocytoge-
nes'in canli kalabilme kabiliyeti ve antibiyotik di-
rengclilik profillerini belirlemek amaciyla yapilmis-
tir. Bu calisma geleneksel bir peynir olan Van Otlu
peynirinin olgunlasmasi sirasinda referans ve saha
L. monocytogenes suslarmin ¢ogalma ve canli kalma
yeteneklerinin karsilastirildigi ilk calismadar.

MATERYAL ve METOT
Materyal

Bu arastirmada, deneysel Otlu peynirlerin tireti-
minde kullanilan ¢ig siitlerin inokulasyonunda Van
Gida Kontrol Laboratuvar Midiirliigii'nden temin
edilen L. monocytogenes (ATCC7646)referans susu (R)
ve Van Ilinden toplanan Otlu peynirinden izole
edilen L. monocytogenes saha suslarmndan 2 tanesi (A
ve B) kullanldi.

Metot

Otlu peynir iiretimi i¢in Van peynirciler garsisinda
salamura olarak satilan ve mahali adiyla mendo
(Antriscus nemorosa) ve sirmo (Allium spp.) olarak
bilinen otlar kullanilda.

Otlu peynir orneklerinin yapiminda Van ili Ercis
[lcesi'nde bulunan bir ciftlikten tek sagimda temin
edilen ve deterjan ile antibiyotik kalintilar1 igerme-
yen ¢ig inek sttt kullanildi.

Cig siitte antibiyotik varliginin belirlenmesi

Peynir yapimu igin laboratuvara getirilen stit 6rnek-
lerinde beta laktam ve tetrasiklin grubu antibiyotik
kalintis1 varlig1 twinsensorBT (Kit085-DA-001, Bel-
gium)antibiyotik test stripleri kullanilarak yapildu.

Siite inokule edilen L. monocytogenes sayisinin

hesaplanmasi

Piyasa ¢rneklerinden elde edilen 2 saha (A ve B) ve
1 referans (R) (ATCC7646) L. monocytogenes susu
taze kiiltiir olarak hazirlandi ve baslangi¢ soliisyo-
nu McFarland 0.5 olacak sekilde ayarland: (UMS,
2015b). Elde edilen yaklasik 1.5x108 baslangic so-
liisyonundan, stittin 1 ml’sini 10?, 103 ve 105 seviye-
sinde kontamine edecek sekilde diltisyonlar hazir-
land1.

Cig stitten deneysel Otlu peynir yapimi

Cig olarak ciftlikten alinan stitler 1s1s1 30+1 °C’ye
ayarlanarak L. monocytogenes’'in katilma seviyelerine
gore; NK: L. monocytogenes susu katilmadan (kontrol
grubu), Referans L. monocytogenes grublari, R1:
1.5x10t kob/ml, R2: 1.5x103 kob/ml,R3: 1.5x105
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kob/ml, saha L. monocytogenes gruplart iseAl:
1.5x10* kob/ml, A2: 1.5x10° kob/ml,A3: 1.5x10°
kob/ml, B1: 1.5x10! kob/ml, B2: 1.5x103 kob/ml, B3:
1.5x105 kob/ml olacak sekilde 10 gruba ayrilarak
yaklasik 90 dk’da pihtilasacak sekilde peynir maya-
st (Mayasan, Turkiye) ile 1/10.000 maya kuvvetinde
olacak sekilde mayalandi. Yeterince sertlesen pihti

bicak yardimu ile yaklasik 1 cm¥iik parcalara ayrildi.

Parcalama isleminden sonra, daha 6nce salamura
olarak 1/1 oraninda hazirlanan otlar sirmo ve men-
di, stit agirlig1 esas alinarak %1.5 oraninda katild ve
telemede iyice karismasi saglandi. Stizme bezlerin-
de telemenin siiziilmesi saglanarak kalan suyun
iyice atilmasi i¢in 2 saat baski islemi uygulandi.
Baskis1 tamamlanan teleme bir bicak yardimiyla
yaklasik 7x7x3 c¢cm boyutlarinda kaliplar halinde
kesildi. Otlu peynirler temiz kalin tuz ile kuru tuz-
lama yapilarak 24 saat siireyle ve oda 1s1sinda st
bezle ortiilii sekilde bekletildi. Bu asamadan sonra
peynirler, 1 kg'lik steril cam kavanozlara yerlestiril-
dikten sonra tizerine %16’lik taze hazirlanmis sa-
lamura ilave edilerek agizlar1 sikica kapatildi. Elde

edilen otlu peynirler 4 °C’de 90 giin stireyle olgun-
lasmaya birakildi.

Deneysel Otlu peynirlerde mikrobiyolojik ana-
lizler

Analizi yapilacak peynir 6rneginden 10 g tartild ve
10¥e kadar desimal dilusyonlar1 hazirlandi. Daha
sonra sayimi yapilacak mikroorganizmalar icin ayr1
ayr1 hazirlanan besiyerlerine cift paralelli ekimler
yapildi (ISO, 2001b).

L. monocytogenes sayimi i¢in; ISO 11290-2:1998/
FDAM 1:2004 sayim metodu kullanild: (ISO, 2006b).
L. monocytogenes sayminda kolonilerin azaldigi
glinlerden itibaren saymm analizinin yaninda zen-
ginlestirme yontemi ile var/yok analizi de yapildi
(ISO, 2006a). Boylece yayma yontemi ile tespit limi-
tinin altinda L. monocytogenes igeren drneklerdeki L.
monocytogenes varligi belirlenmis oldu.

Otlu peynirlerin olgunlasma stiresi boyunca sayilan

mikroorganizmalar Tablo 1'de  gosterilmistir
(Bridson, 1998;Roberts ve Greenwood, 2003;
Anonymous, 2015.

Tablo 1. Mikrobiyolojik analizlerde kullanilan besi yerleri, yontemleri ve inkiibasyon kosullar1

Mikroorganizma Besiyeri Ekim Inkiibasyon Koloni
TAMM Plate Count Agar (PCA) (Oxoid, Dokme 37 °C'de 48 saat,
CM325) Aerob
TAPM Plate Count Agar (PCA) (Oxoid, Dokme 6x1 °C’'de 10 giin,
CM325) Aerob . .
LLP de Man, Rogosa ve Sharpe Agar (MRS) Yayma 30£1 °C'de 72 Tam koloniler
(LABM, LAB093) saat, Anaerob
MK Potato Dextrose Agar (PDA) Dokme 25%1 °C’de 5 giin,
(LABM LABO098) Aerob

TAMM: Toplam aerob mezofil mikroorganizma, TAPM: Toplam aerob psikrofil mikroorganizma, LLP: Lactobacil-

lus-Leuconostoc-Pediococcus, MK: Maya-kiif

Deneysel Otlu peynirler 6rneklerinde kimyasal
analizler

Orneklerde pH degeri pH metre ((Hanna® HI221)
ile, titre edilebilir asitlik derecesi %LA cinsinden,
tuz miktar1 Mohr metodu kullanilarak belirlendi
(Tekingen ve ark., 1997; (Metin ve Oztiirk, 2002).

DNA Sekans Analizi

Calismanin deneysel kisminda kullanilan L. mo-
nocytogenes referans susunun ve iki adet saha izola-
tinin sekans analizleri lontek (Tiirkiye) firmasi ara-
cligiyla yapild.

Istatistiksel Analizler
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Calismada elde edilen verilerin istatistiksel analiz-
leri SPSS (Version 21) paket istatistik programi ile
yapimistir. Degiskenler arasindaki iliskinin énem
diizeyini belirlemek icin “pearson correlasyon’” ana-
lizi, tek yonlii varyans analizi (Anova) ve Duncan
testi kullanild1. Hesaplamalarda anlamlilik diizeyi
(a) %1 ve %5 olarak alind1

BULGULAR
Cig siitiin antibiyotik kalintis1 sonuglar1

Otlu peynir yapimi amaciyla bir isletmeden tek sa-
gimda alman 500 litre stit mikrobiyolojik ve kimya-

sal analize alinmadan 6nce antibiyotik varlig1 yo-
niinden incelendi ve antibiyotik kalintisina rast-
lanmad.

Mikrobiyolojik analiz bulgular:

Olgunlasma siiresi boyunca belirlenen L. mo-
nocytogenes sayisi

Calismada 10 farkli peynir grubunda L. monocytoge-
nes’in olgunlasma siiresi boyunca tespit edilen sa-
yisal degisimi Tablo 2’da verilmistir.

Tablo 2. L. monocytogenes sayisindaki degisimler (logio kob/g).

Giinler
Teleme 1 7 15 30 45 50 55 60 75 90
NK ND* ND* ND* ND* ND* ND* ND* ND* ND* ND* ND*
R1 2.54 2.93 2.00 2.00 1.70 A% ND* ND* ND* ND* ND*
R2 410 448 3.63 2.54 1.70 A% ND* ND* ND* ND* ND*
R3 5.19 6.36 5.06 4.48 2.70 2.00 V** ND* ND* ND* ND*
Al 270 3.04 2.30 2.00 1.70 1.70 V** ND* ND* ND* ND*
A2 440 4.81 3.98 3.40 2.40 2.18 1.70 V** ND* ND* ND*
A3 629 6.45 5.40 4.65 3.04 2.54 2.00 1.70 V** ND* ND*
B1 2.81 3.11 240 2.00 2.00 1.70 V** ND* ND* ND* ND*
B2 4.45 4.89 3.99 3.42 2.54 2.30 1.70 V** ND* ND* ND*
B3 6.27 6.46 5.45 4.62 2.98 2.48 2.00 1.70 A% ND* ND*

*ND: Not Detected. **V: L. monocytogenes var/yok analiz sonucunda ‘var’ olarak bulunmustur.

Olgunlasma siiresi boyunca belirlenen mikrobi-
yolojik analizler

Peynir gruplarindan olgunlasma siiresi boyunca
alman orneklerde tespit edilen TAMM, TAPM, LLP,

MK sayilar1 ve bu sayillarda meydana gelen degi-
simler sirasiyla Tablo 3 ve 4'te verilmistir.
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Tablo 3. Olgunlasma boyunca mikroorganizma sayisindaki degisimler (log10 kob/g).

Giinler

1 7 15 30 45 50 55 60 75 90
TAMM
NK 9.08 9.00 9.23 8.46 8.06 8.11 7.95 7.10 7.00 6.34
R1 9.13 9.01 9.26 9.00 8.65 8.58 8.30 8.04 7.30 6.42
R2 9.27 8.56 9.40 8.93 8.71 8.61 8.36 7.48 7.30 6.17
R3 9.39 8.50 8.81 9.24 8.04 8.77 8.30 7.67 7.32 6.77
Al 9.23 8.88 8.76 9.53 8.24 8.02 7.90 7.54 7.48 6.72
A2 9.30 8.83 9.02 9.55 8.26 8.38 8.26 7.27 7.51 6.72
A3 9.10 8.92 8.86 9.57 8.39 8.12 8.00 7.29 7.46 6.60
B1 9.15 8.65 8.69 9.34 8.55 8.26 8.12 7.09 7.57 6.72
B2 9.44 9.31 8.83 9.00 8.52 8.33 7.95 7.12 7.34 6.53
B3 9.42 8.83 8.88 9.10 8.51 8.34 8.15 7.58 7.36 6.63
TAPM
NK 8.57 8.98 7.81 7.65 7.92 7.98 7.90 7.81 7.08 6.30
R1 9.10 8.49 7.32 7.35 7.05 7.49 7.35 7.91 6.89 6.41
R2 9.24 8.43 7.75 7.45 7.67 7.43 7.40 7.70 6.99 6.87
R3 9.60 8.11 7.88 7.43 7.02 711 7.00 6.89 6.41 6.43
Al 9.21 8.14 8.07 7.81 7.50 7.46 7.30 7.14 7.15 6.98
A2 9.17 8.28 8.48 7.81 8.14 7.57 7.30 7.28 7.22 6.76
A3 9.35 8.28 8.29 7.40 8.17 7.28 7.00 6.81 7.26 6.60
B1 9.23 8.24 8.55 8.03 8.97 7.24 711 6.92 7.32 6.18
B2 9.15 8.12 7.62 8.73 8.89 7.12 7.02 6.89 7.13 6.91
B3 9.06 8.23 7.48 7.46 8.76 7.23 7.05 7.08 6.92 6.90
LLP
NK 9.06 8.85 9.14 8.11 7.43 711 7.10 7.06 6.85 6.15
R1 9.02 8.72 8.89 8.93 7.83 7.57 7.38 7.26 7.22 6.30
R2 9.19 8.23 8.66 8.69 7.67 7.61 7.51 7.26 7.18 6.41
R3 8.90 8.46 8.40 9.00 7.94 7.77 7.57 7.06 7.00 6.38
Al 9.46 8.83 8.68 9.01 8.00 7.34 7.26 7.04 7.00 6.63
A2 9.28 8.49 8.85 8.23 8.10 7.38 7.30 7.22 6.76 6.40
A3 9.31 8.86 8.36 8.34 8.07 7.12 7.12 7.04 7.02 6.43
B1 9.11 8.60 8.30 9.00 7.95 7.26 711 7.02 6.90 6.30
B2 9.28 8.29 8.58 8.63 7.30 7.28 7.12 7.08 6.95 6.20
B3 9.30 8.77 8.87 9.05 8.06 7.57 7.28 7.12 7.04 6.09

TAMM: Toplam aerob mezofil mikroorganizma, TAPM: Toplam aerob psikrofil mikroorganizma, LLP: Lactobacillus-Leuconostoc-Pediococcus.
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Tablo 4. Olgunlasma boyunca MK sayisinda tespit edilen degisimler (logokob/g).

Giinler
Teleme 1 7 15 30 45 50 55 60 75 90
NK 5.12 7.30 7.33 7.08 7.03 6.24 6.80 6.84 6.92 6.36 5.84
R1 5.56 7.40 7.67 7.00 7.58 6.29 6.30 6.40 6.94 6.15 5.65
R2 5.10 7.15 7.78 7.40 7.77 6.54 6.67 6.60 6.62 6.28 5.85
R3 5.20 7.28 7.28 6.45 7.27 6.25 6.76 6.50 6.48 6.15 5.74
Al 5.79 7.10 7.39 6.93 7.54 6.06 6.37 6.55 6.68 6.26 5.59
A2 5.06 7.45 6.94 6.89 7.94 6.44 6.76 6.77 7.01 6.86 5.86
A3 5.66 7.36 7.77 7.32 7.72 6.56 6.64 6.70 6.74 6.30 5.76
B1 5.88 7.64 7.90 7.04 7.67 6.00 6.45 6.26 6.46 6.27 5.62
B2 5.18 7.29 7.46 711 7.67 6.03 6.46 6.30 6.48 6.30 5.68
B3 5.18 7.28 7.67 7.25 7.18 6.25 6.93 6.70 6.43 6.28 5.70

Kimyasal analiz bulgular1

Olgunlasma siiresi boyunca incelen peynir 6rnek-

lerinde tespit edilen pH, Laktik asit (LA) cinsinden

titre edilebilir asitlik ve tuz degerleri degerleri

sirastyla Tablo 5'te verilmistir.

Tablo 5. Olgunlasma boyunca 6rneklerde belirlenen kimyasal degerler.

Giinler
1 7 15 30 45 50 55 60 75 90

pH

NK 5.03 4.90 4.70 4.68 4.60 4.60 4.58 4.65 4.82 494
R1 4.96 4.90 4.70 4.70 4.55 4.55 4.52 4.65 491 498
R2 4.96 4.92 4.75 4.72 4.60 4.60 4.58 4.70 4.90 4.96
R3 498 494 4.80 4.70 4.58 4.55 4.55 4.65 495 5.14
Al 4.96 4.86 4.70 4.68 4.55 4.55 453 4.68 4.90 495
A2 4.95 4.90 474 472 4.60 4.55 4.55 4.70 4.90 495
A3 4.96 4.90 4.70 4.65 4.58 4.55 4.54 4.65 494 4.99
Bl 4.95 4.85 4.70 4.68 4.60 4.58 4.55 4.70 4.95 5.00
B2 498 4.90 476 4.70 4.58 4.55 4.50 4.75 498 5.05
B3 4.90 4.86 4.70 4.65 4.60 4.58 4.50 4.65 498 5.10
Titrasyon Asitligi (%LA)

NK 0.63 0.73 0.82 0.96 1.12 1.15 1.20 1.30 1.39 1.63
R1 0.65 0.82 0.84 0.97 0.99 1.08 1.21 1.44 1.61 1.74
R2 0.65 0.74 0.75 0.94 1.08 1.13 1.24 1.48 1.63 1.80
R3 0.72 0.75 0.85 0.95 1.02 1.14 1.18 1.24 1.48 1.76
Al 0.63 0.82 0.82 0.90 1.08 1.12 1.15 1.20 1.38 1.80
A2 0.72 0.79 0.83 1.02 1.12 1.13 1.20 1.44 1.60 1.93
A3 0.70 0.77 0.83 0.95 1.02 1.08 1.18 1.21 1.56 1.82
Bl 0.60 0.61 0.72 0.90 0.97 1.12 1.16 1.36 1.48 1.74
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B2 0.61 0.61 0.76 0.82 0.85 1.05 1.13 1.30 1.44 1.68
B3 0.60 0.61 0.72 0.79 0.95 1.02 1.20 1.24 1.33 1.60
Tuz (%)

NK 4.68 6.80 7.95 8.48 8.89 8.89 9.00 9.13 9.36 9.50
R1 4.80 6.61 7.72 8.42 8.71 9.01 9.08 9.21 9.30 9.59
R2 491 6.79 7.95 8.19 8.77 9.34 9.40 9.44 9.50 9.57
R3 497 7.02 7.25 8.77 8.89 9.07 9.10 9.36 9.36 9.50
Al 4.80 7.25 7.96 9.06 9.44 9.45 9.50 9.57 9.71 9.71
A2 4.45 7.60 8.19 8.65 8.78 9.13 9.15 9.21 9.36 9.36
A3 5.85 6.79 7.95 8.20 8.71 8.77 8.80 8.86 9.30 9.57
B1 5.85 7.02 8.89 9.06 9.21 9.25 9.28 9.36 9.50 9.50
B2 4.68 7.72 8.19 8.66 8.78 9.21 9.24 9.44 9.44 9.59
B3 4.68 7.25 8.65 9.06 9.21 9.30 9.36 9.36 9.44 9.50

LA: Laktik asit

Referans sus ve saha izolatlarinin sekans analiz
sonuglari

Referans sus ile deneysel calismada kullanilan saha
izolatlarinda yapilan sekans analiz sonugclari, saha-
dan izole edilen suslar (A ve B) ile referans su-
sun %95 oraninda benzer oldugunu ve L. monocyto-
genes serotipl/2a oldugunu gostermistir.

® LM_referans-F
@ LM_saha_A-F
i‘ LM_saha_g-F

Sekil 1. Referans Sus ile Saha Izolatlarinin Sekans

Analiz Sonugclarma Gore Olusturulan Cladogram
TARTISMA

Bu arastirmada, Otlu peynir {iretiminde kullanilan
¢ig stit ve otlar L. monocytogenes kontaminasyonu
yoniinden arastirilmis ve {iretimde kullamilan ¢ig
stit ve otlarda L. monocytogenes tespit edilmedi.

L. monocytogenes sayisinda biuitiin gruplarda tele-
mede yaklasik 1 log artis gortilmiistiir. Ancak saha
suslarindaki artis referans susa gore biraz daha faz-
la olmustur. Tablo 2'de gortildiigu gibi, olgunlas-
manin 1. giintinde tim gruplarda L. monocytogenes
sayisinda hafif bir artis gortilmiis, daha sonra ol-

gunlasma boyunca stirekli olarak azalma meydana
gelmistir.

Bu calismada inokulasyondan sonra teleme grupla-
rinin 6nemli bir kisminda L. monocytogenes sayisin-
da artis gortilmesi Patir ve Giiven'in (1999) yaptik-
lar1 galisma ve ayni sekilde calismadaki 10° ve 105
diizeyinde L. monocytogenes inokule edilerek de-
neysel olarak tiretilen otlu peynir telemesinde be-
lirlenen degerlerle ve artis oranlariyla Yildirim'in
(2005) yapmis oldugu calisma ile benzerlik goster-
mektedir.

Cig stite L. monocytogenes’in referans ve saha susla-
rin farkli diizeylerde (10?, 103, 105) kontaminas-
yonu ile yapilan tiim otlu peynir gruplarinda genel
olarak, L. monocytogenes ile asitlik ve tuz arasinda
p<0.01 duizeyinde negatif bir iliski oldugu belirlen-
mistir. Bu durum, olgunlasmanin ilerleyen dénem-
lerinde otlu peynirlerin asitlik ve tuz degerlerinin
artmasiyla birlikte L. monocytogenes sayisinda azal-
ma olmasi ve olgunlasmanin 50. giintinden itibaren
direkt sayim ve zenginlestirme metodu ile L. mo-
nocytogenes’in tespit edilememesi ile uyum goster-
mektedir.

Biittin Otlu peynir gruplarinda L. monocytogenes ile
TAMM, TAPM ve LLP arasinda pozitif yonde ve
¢ok onemli diizeyde (p<0.01) istatistiksel bir iliski
bulunmustur. Bu durum, peynirlerde mikrofloranin
genel olarak Laktik asit bakterilerinden olusmasina
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ve mikrobiyolojik analizlerde TAMM ve TAPM
saywsinin tespit edildigi besi yerlerinde Laktik asit
bakterilerinin de {iremesine ve ¢ogalmasma bagla-
nabilir. Benzer sekilde +4°C’de olgunlastirilan tiim
peynir gruplarinda L. monocytogenes, psikrofilik
karakterinden dolay1 uzun stire canliligin1 korumus
ve TAMM, TAPM ve LLP grubu mikroorganizma-
larla birlikte mikrofloranin bir kismini olusturmus-
tur. Ancak, olgunlasmanin 50. giintinden itibaren
artan tuz ve asitlik ile otlarin, pH nin ve Laktik asit
bakterilerinin inhibitor etkilerine bagh olarak L.
monocytogenes direkt sayim ve zenginlestirme me-
todu ile tespit edilememistir.

Tablo 2'de gorildugii gibi olgunlasmanin 45. gii-
ntinde R1 ve R2, 50. giintinde R3, Al ve B1, 55. gii-
niinde A2, B2, 60. giintinde ise A3 ve B3'te L. mo-
nocytogenes saptama sirmin altina dusmustiir.
Ayrica, olgunlasmanin 50. giintinde R1 ve R2, 55.
guntinde R3, Al ve B1, 60. giintinde A2, B2, 75. gii-
niinde ise A3 ve B3'te hem direk hem de zenginles-
tirme metodu ile L. monocytogenes tespit edileme-
mistir. Otlu peynirlerde L. monocytogenes sayilarmin
saptama sinirmin altina diisme ve tespit edilememe
sureleri peynir gruplarinin baslangictaki kontami-
nasyon diizeylerine paralel olarak degismistir. Bu
durum, L. monocytogenes’in elimine edilme stireleri-
nin peynirlerin baslangictaki kontaminasyon dii-
zeylerine paralel olarak degistigini belirten Yildi-
rim’imn (2005) degerlendirmesi ile uyum gostermek-
tedir.

R, A, B grubu Otlu peynir 6rneklerindeki L. mo-
nocytogenes, olgunlasmanin 50. giintinden itibaren
yok olmaya baslamustir. L. monocytogenes’in R grubu
Otlu peynirlerde olgunlasmanin 55. giintinde, A ve
B grubu Otlu peynirlerde ise, olgunlasmanin 75.
glintinde L. monocytogenes tespit edilememistir. Re-
ferans susun saha susundan daha erken inhibe ol-
mas1 muhtemelen saha suslarinin ortama adapte
olup direng¢ kazanmalarindan kaynaklanmaktadir.
Otlu peynir orneklerinde L. monocytogenes sayisi
olgunlasmanin 15. giiniinden itibaren biitiin grup-
larda peryodik olarak azalmis, R1, R2 gruplarinda
45. gtin, R3, Al, Bl gruplarinda 50. giin, A2, B2

gruplarinda 55. gtin, A3, B3 grubunda 60. giin sa-
dece var/yok analizinde tespit edilebilmistir (Tablo
1). Calismada, L. monocytogenes’in canli kalabilme
kabiliyeti bakimindan R ile A ve B grubunun farkh
oldugu, referans susun saha suslarina gore daha
once yok oldugu ve saha suslarinin daha dayaniklh
oldugu tespit edilmistir.

Calismamizda referans susglarin 50., saha suslariin
ise, 60. glinden sonra 75. giinde tespit edilememesi
Durmaz’in (2003) yaptig1 calismayla benzerlik gos-
terse de olusan farkliliklarm L. monocytogenes susla-
riin farkli olmasindan ve peynir yapim metodu-
nun standart olmamasindan kaynaklandigr diisu-
niilmektedir.

Calismada tespit edilen degerler, Patir ve Giiven
(1999), Ryser ve Marth (1987) ile Solano-Lo’pez ve
Herna'ndez-Sa'nchez’in (2000) yaptig1 calisma ile
uyumsuzluk gostermektedir. Bu uyumsuzlugun
nedeni, peynir cesidinin, teknolojisinin ve olgun-
lasma sartlarimin farkli olmasi ve farkli suslarin
kullanilmas: olabilir. Yaptigimiz calismada, tre-
timde kullandigimiz otlarla birlikte olgunlasma
suresince olusan yiiksek asitlik, tuz ve dusiik
pH'nin L. monocytogenes’in canli kalabilme kabiliye-
tini engelledigi kanaatine varilmistir. Ayrica katilan
otlardan ozellikle sirmodan (Allium spp.) kaynak-
landig diistintilmektedir.

Yaptigimiz calismada 103 ve 105 diizeyinde L. mo-
nocytogenes inokule edilen peynirde belirlenen de-
gerlerle Yildirim'in (2005) yaptig1 calisma sonucu
benzer bulunmustur. Morgan ve ark. min (2001)
yaptig1 calisma, peynir cesidi farkli olsa da bizim
calismamizdaki bulgularla uyum gostermektedir.
Aricl ve ark.'nmn (1999) calismalarinda elde ettikleri
bulgular pH yontinden bizim bulgularimizla ben-
zerken, L. monocytogenes agisindan farkli oldugu
gortilmektedir. Bu farkliligin yine peynir cesidinin
ve tiretim seklinin farkli olmasindan, katilan otlar-
dan, yiiksek asitlik ve tuzdan kaynaklandig: diist-
niilmektedir.

Otlu peynir orneklerinde olgunlasma stiresi bo-
yunca, L. monocytogenes’intespit edilemedigi gtine
kadar, L. monocytogenes sayilarinda meydana gelen
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degisimlerin istatistiksel olarak p<0.05 diizeyinde
onemli oldugu belirlenmistir. Bu durum, olgunlas-
ma siiresinde asitlik, tuz ve pH’da meydana gelen
degisiklikler, Laktik asit bakterilerinin ve katilan
otlarin L. monocytogenes’in tireme ve gelismesine
olan etkisinden kaynaklandigr dustintilmekte-
dir.Her analiz doneminde gruplari istatistiki agidan
degerlendirdigimizde, R, A ve B gruplarmn kendi
icinde (R1, R2, R3; A1, A2, A3 ve B1, B2, B3) konta-
minasyon diizeyine gore gruplar arasi farkin p<0.05
diizeyinde onemli oldugu tespit edilmistir. Bu du-
rum, inokulasyon diizeylerinin farkli olmas: ve her
inokulasyon diizeyindeki azalmanin belirli bir dii-
zen i¢inde olmasindan kaynaklanmais olabilir. R1 ile
Al ve Bl, R2 ile A2 ve B2 ve R3 ile A3 ve B3 grupla-
r1 arasi farkin istatistiki olarak p<0.05 diizeyinde
onemli oldugu goriilmektedir. Bu durum, referans
(R) L. monocytogenes susunun, saha (A, B) suslarma
gore daha erken dénemde yok olmasiyla yani, saha
suslarmin referans susa gore daha direncli olmasty-
la acgiklanabilir. Elde edilen veriler, saha suslari
inokule edilerek yapilan A ve B gruplar1 arasinda
onemli diizeyde istatistiksel bir fark olmadigim
ortaya koymustur. Bu durum, saha suslarmin di-
renclerinin ve adaptasyon yeteneklerinin birbirine
benzer oldugunu gostermektedir.

Calismamizda, Otlu peynir ¢rneklerinde TAMM
sayisinin, NK, R1, R2 gruplarinda 15. giine kadar
arttigl, daha sonraki giinlerde ise azaldig1 tespit
edilmistir. R3, A2 grubunda ise degerlerin degisken
bir seyir izledigi, A1 grubunda 1. giinden sonra
azaldigi, A3, Bl, B2, B3 gruplarinda ise 30. giine
kadar degisken olan degerlerin sonraki giinlerde
azalarak devam ettigi tespit edilmistir (Tablo 3).
Otlu peynir gruplarinin tamaminda TAMM sayis1
ile TAPM ve LLP arasinda p<0.01 diizeyinde pozitif
bir iliski oldugu belirlenmistir. Bu durum incelenen
peynir Orneklerinde mikrofloranin genel olarak
Laktik asit bakterilerinden olusmasina, nonstarter
Laktik asit bakterilerinin ortamda dominant hale
gecmelerine ve mikrobiyolojik analizlerde TAMM
ve TAPM sayisinin tespit edildigi besi yerlerinde
Laktik asit bakterilerinin de tireyip cogalmasma

baglanabilir. Calismamizda, ilk 30 giin bulgular
arasinda degiskenlik olmasi ve sonraki giinlerde
degerlerin periyodik olarak azalmasi Durmaz’in
(2003) yaptig1 calismayla benzerlik gostermektedir.
Isleyici'nin (1999) yaptig1 calismada elde ettigi bas-
langic degerleri bizim calismamizdaki bulgularla
¢ok benzer olup, olgunlasma sonunda her iki calis-
mada da degerlerin diizenli bir sekilde azalarak
benzer seviyelere geldigi gortulmiistiir. Morgan ve
ark. (2001), yaptiklar1 calismada, olgunlasma doéne-
mi sonunda elde ettikleri degerlerle calisma sonug-
larimizin uyumlu oldugu goriilmektedir.
Calismamizda, orneklerdeki TAPM sayisinin biitiin
gruplarda 1. giinden sonra olgunlasmanin sonuna
kadar diizenli bir sekilde azaldig1 tespit edilmistir
(Tablo 3).

Orneklerinde olgunlagma siiresi boyunca LLP say1-
larinda meydana gelen degisimler ile analiz do-
nemlerinde genel olarak gruplar arasi farkin istatis-
tiksel acidan p<0.05 diizeyinde 6nemli oldugu go-
rilmisttr. Otlu peynir gruplarmin tamaminda LLP
mikroorganizma sayisi: ile TAMM ve TAPM sayis1
arasinda, TAMM sayis1 ile TAPM ve LLP arasinda
oldugu gibi p<0.01 diizeyinde pozitif bir iliski ol-
dugu belirlenmistir. ik 30 giin LLP sayilarinda de-
giskenlik olmasi ve daha sonraki giinlerde degerle-
rin periyodik olarak azalmasi Durmaz’'mn (2003)
yaptig1 calisma ile farklilik gostermektedir. Bu fark-
lilik, muhtemelen olgunlasma sartlarmin ve ham-
maddenin farkli olmasindan kaynaklanmaktadir.
Isleyicinin (1999) yaptigi calisma ile galismamiz
arasinda farkliliklar vardir. Bizim c¢alismamizda,
daha ytiksek LLP sayisi ile baglayan olgunlasma
stireci sonunda 90. giinde elde edilen LLP sayilar
bu calismada elde edilen degerlerden yaklasik 2
logaritmik birim daha diisiiktiir. Bu durum Isleyici
(1999) tarafindan {iretilen Otlu peynir 6rneklerinin
¢ig koyun stitlerinden yapilmasina ve kuru tuzlama
sonrasi topraga gomdiilerek olgunlastirilmasima bagh
olabilir. Boylece 6rneklerde anaerobik ortam olusa-
rak LLP grubu mikroorganizmalarin gelismesi ve
¢ogalmasi olumlu yonde etkilenmis olabilir.

Yapilan bu calismada; orneklerde MK sayisinn,
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tim gruplarda degiskenlik gosterdigi ve 7. giinde
gortilen artis 15. gtinde azalmis ve 30. giinde tekrar
artarak daha sonraki giinlerde genel olarak periyo-
dik bir sekilde olgunlasma sonuna kadar azaldig:
tespit edilmistir (Tablo 4). Orneklerde MK sayisi
baslangicta laktik asit bakteri sayisma gore daha
disiik iken olgunlasma boyunca bir miktar artmis
ancak olgunlasma sonuna dogru azalarak tekrar
baslangi¢ seviyelerine gelmistir. Yapilan istatistiksel
analizlerde MK sayisi ile tuz miktar1 arasinda nega-
tif yonlti ve ¢cok onemli bir iliski belirlenmistir. Bu
durum olgunlasma boyunca artan tuz miktarmin
MK grubu mikroorganizmalarin tiremesini baski-
lamasma baglanabilir. MK grubu mikroorganizma
say1st ¢ig stitte 4.95 logio kob/g seviyelerinde iken
peynir yapimi ile birlikte telemede ortalama 5 logo
kob/ g seviyelerinde tespit edilmis, olgunlasmanin 1.
guni ise tum peynir gruplarinda ortalama 1.5-2
logio kob/g diizeyinde 6nemli bir artis gostermistir
(Tablo 4). Daha sonra tiim gruplarin MK sayisinin
tedrici olarak olgunlasma sonuna kadar yavas ya-
vas azaldig1 ve baslangi¢ seviyelerine geldigi go-
rilmistiir. Teleme ile 1. giin arasindaki ciddi artis
telemeye MK sayis1 6.23 logio kob/g olan otlarin
katilmasina baglanabilir. Otlarda yiiksek sayida
bulunan MK grubu mikroorganizmalarin telemede
uygun ortam ve sicaklikta stiratle cogalarak 1. gtin 7
logio kob/g seviyelerine ulastiklar1 diistintilmekte-
dir.

Bu calismada elde edilen bulgular, Durmaz'm (2003)
yaptig1 calismada inokulasyon diizeyi 105 olan
grubun bulgular ile benzerlik gostermektedir. Ca-
lismamizda ki baslangic MK sayis1 i@leyici'nin (1999)
yaptig1 calisma ile benzer olup, her iki calismada
baslangic donemindeki hafif bir yiikselmenin ar-
dindan olgunlasmanin sonuna kadar diizenli bir
azalma so6z konusudur. Bizim calismamizdaki 90.
gilin degerlerinin bu ¢alismadan daha ytiiksek olma-
s1, deneysel peynirlerin bu ¢alismada kuru tuzlama
ile tretilip gomiilerek olgunlastiriimasindan kay-
naklanabilir.

Calismamizda, orneklerde pH degerinin NK, R, A
ve B gruplarinda 55. giine kadar periyodik olarak

azaldig1 daha sonra 90. giine kadar arttif1 ve bas-
langi¢ seviyelerine ulastig tespit edilmistir (Tablo
5). Olgunlasmanin sonuna dogru pH’'da meydana
gelen yiikselme, maya ve kiiflerin laktik asidi kul-
lanarak ve olusturduklar: proteazlarin kazeini par-
calamasi ile olusan deaminasyona baglanabilir.
Martin ve Fisher (1999), L. monocytogenes’in hayatta
kalma stiresinin pH 5.0'in altina diistigti zaman
kisaldiginy;, Papageorgiou ve Marth (1989), pH
4.6'ya dustugtinde gelismenin durdugunu; Cole ve
ark. (1990), 5 °C'de pH 5.13’te biiytimenin gercek-
lesmedigini; Schirmer ve ark. (2014) ise, pH 4.5'te L.
monocytogenes’in 6lim oraninin en yiiksek oldugu-
nu belirtmislerdir. Bu arastirmacilarin tespitleri,
calismamizda L. monocytogenes’in canli kalabilme
kabiliyetini kaybettigi donemdeki pH degerleri ile
uyum gostermektedir.

Calismamizda, ilk 55 giin azalan pH degerinin 60.
giinden itibaren artmasi Durmaz’in (2003) yaptig
calismada elde ettigi degerlere benzerlik goster-
mektedir. Isleyici'nin (1999) yaptigi calismada pH
degeri baslangictan itibaren yavas yavas azalarak 90.
glin sonunda 4.43+0.160 seviyesine ulasmustir. Ca-
lismamizda ise, pH degeri 55. giine kadar azalmis
fakat daha sonra olgunlasmanin sonunda artis gos-
termistir. Bu durum, Isleyici (1999) tarafindan tire-
tilen deneysel Otlu peynirlerin ¢ig koyun stitlerin-
den tretilmesine ve kuru tuzlama sonrasi topraga
gomiilerek olgunlastirilmasma bagli olabilir. Mor-
gan ve ark. (2001), yaptiklar1 calismada pHnin
diismesi ve starter laktik asit bakterilerinin artmasi-
nin L. monocytogenes’in iiremesini engelledigini be-
lirtmislerdir. pH degerinin olgunlasma stiresince
devaml yiikselmesi yoniiyle bizim calismamizdaki
sonuglardan farklidir. Bu durum peynir cesidi ve
tiretim teknolojisinin farkli olmasindan kaynakla-
nabilir. Patir ve Guiven’in (1999) yaptig1 arastirmada
belirledikleri pH degeri ile L. monocytogenes sayisi
arasmdaki iliski calismamiza benzer niteliktedir.

Bu calismada, orneklerde titre edilebilir asitlik ve
tuz degerlerinin olgunlasmanin ilk giinden itibaren
tim gruplarda olgunlasma sonuna kadar artarak
devam ettigi tespit edilmistir (Tablo 5). Baz1 deney-
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sel Otlu peynir 6rneklerinde tuz miktar: ile pH ara-
sinda negatif yonli (p<0.05) (p<0.01), titrasyon asit-
ligi arasinda ise pozitif yonlii (p<0.01) bir iliski be-
lirlenmistir. Bunun nedeni, olgunlasma ilerledikce
salamuradan peynire tuz gecisinin artmasi ve laktik
asit bakterilerinin ortama héakim olarak pH'y1 di-
stirtip titrasyon asitligini arttirmalaridir. Tuz ile
TAMM, TAPM, LLP ve maya-kif arasinda negatif
bir iliski oldugu (p<0.01) belirlenmistir.

Tablo 5 incelendiginde, L. monocytogenes’in Otlu
peynirlerde canliligin1 kaybetmeye basladig1 55. ve
60. giinlerde %9"un tizerinde tuz oranina sahip ol-
dugu goriilmektedir. Ayn1 giinlerde pH 4.5, titre
edilebilir asitlikde %1.2 LA seviyelerinde tespit
edilmistir (Tablo 5). Uretimde kullanilan otlarin da
L. monocytogenes tizerinde olumsuz etkisi oldugu
bildirilmistir (Sagun ve ark., 2006). Asitlik ve tuz ile
TAMM, TAPM ve LLP arasinda p<0.01 diizeyinde
negatif bir iliski, tuz ile MK arasinda yine p<0.01 ve
p<0.05 diizeyinde negatif bir iliskinin oldugu belir-
lenmistir. Calisma sonucunda olgunlasma donemi
boyunca asitlik ve tuzun devamli artmasi ve bu
mikroorganizmalarin sayilarinin  6nemli 6lgiide
diismesi istatistiki agidan onemli olan bu negatif
iliskiyi agiklamaktadr.

Yapilan bu ¢alismada, ilk glinden itibaren LA dege-
ri ve tuz miktarinin artarak devam etmesi Dur-
maz'in (2003) yaptig1 calismada elde edilen bulgu-
larla benzerlik gostermektedir. Isleyici (1999) yapti-
g1 calismada titre edilebilir asitlik degeri ve tuz
miktarinin olgunlagsmanin 90. giiniine kadar artarak
ilerlemesi yapilan bu calisma ile benzerlik goster-
mektedir.

Bazi1 baharatlar ve Otlu peynire katilan otlar
tizerine yapilan ¢alismalarda (Bakirci 1999; Durmaz
ve ark., 2006; Indu ve ark., 2006; Dagdelen, 2010;
Dagdelen ve ark., 2014; Kose ve Ocak, 2018) otlarin
bazi patojen bakteriler {izerine inhibitor etkisinin
oldugu belirlenmistir. Sarimsak ve peynire katilan
otlarin L. monocytogenes tizerine inhibitor etkisinin
arastirildigl calismalar da (Bahk ve ark., 1990; Ku-
mar ve Berwal, 1998; Sagun ve ark., 2006; Shakur-
fow ve ark., 2015) bulunmaktadir. Calismamizda,

deneysel Otlu peynir tiretiminde sirmo, stit agirlig:
tzerinden hesaplanarak %2 oraninda kullanilmistir.
Deneysel olarak L. monocytogenes inokule edilerek
tiretilen otlu peynir gruplarinda L. monocytogenes’in
50. gtinden itibaren yok olmaya baslamasi ve 75.
glin tamamen canliligini yitirmesinde, olgunlasma
stiresince asitlik, tuz ve pH’da meydana gelen degi-
sikliklerle birlikte katilan otlarin da L. monocytoge-
nes’in tureme ve gelismesini inhibe etmesinde rol
oynadig distintilmektedir.

Calismamizda incelenen referans ve saha suslarmin
tamaminin L. monocytogenes 1/2a oldugu yapilan
sekans analizi ile tespit edilmistir. Yapilan calisma-
larda (Erol ve Sireli, 1999; Hofer ve ark., 2000; Ma-
kino ve ark. 2005; Ayaz ve Erol, 2011; Kevenk,
2014) degisik oranlarda L. monocytogenes 1/2a su-
sunun tespit edildigi bildirilmektedir.

Sonug olarak, L. monocytogenes ile kontamine ¢ig
stitten yapilan Otlu peynirlerde L. monocytogenes’in
en az 75 gun siire ile canli kalabilecegi ve 6zellikle
taze ya da tam olgunlasmadan tiiketilmesi halinde
halk saglig1 acisindan potansiyel bir risk olustura-
bilecegi belirlenmistir. L. monocytogenes’in belirlenen
75 guinliik canli kalabilecegi stireye tolerans payini
da ekleyerek tiretilen Otlu peynirlerin tiiketime
sunulmadan once en az 90 giin olgunlastirilmasinin
gerekli oldugu duistintilmektedir.
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Yazarlar ¢ikar ¢atismasi olmadigin1 beyan eder. Bu
makale 509622 numarali tezden iiretilmistir
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