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OZET

Yiiksek Lisans Tezi

MODEL SUT iSLETMESINDE KONTAMINASYON
KAYNAKLARININ BELIRLENMESi AMACI ILE YUKSEK
COZUNURLUKLU ERIME (HRM) ANALIZININ KULLANIMI

Funda TARAKCIOGLU

Atatiirk Universitesi
Fen Bilimleri Enstittisi
Gida Miihendisligi Anabilim Dali

Danisman: Prof. Dr. Biilent CETIN

Uriin ve isletmelerde kontaminasyon kaynaginin belirlenmesi gida giivenligi agisindan
onem arz etmektedir. Bu amagla, calismada piyasa ve isletme kaynakli E. coli
izolasyonunda bulunularak klasik ve molekiiler yontemlerle kontaminasyon kaynagi
belirlenmeye c¢alisilmistir. Denemede 22 piyasa 6rneginden 77 koliform izolat1 elde
edilmis olup, 38’1 (%49) E. coli olarak belirlenmistir. Siit isletmesinden elde edilen 25
numunede ise 45 izolattan 21°i (%47) E. coli susu olarak tespit edilmistir. Ilgili
izolatlarin benzerlikleri oncelikle morfolojik, kiiltiirel ve IMViC sonuglar1 dikkate
alinarak gerceklestirilmistir. E. coli oldugu tespit edilen suslarda spesifik HRM sicakligi
belirlenmesi ve ScreenClust programi ile Principal Component Analysis (PCA)
yapilmistir. Deney sonucunda elde edilen E. coli izolatlari i¢in geleneksel metotlarla iki,
spesifik HRM sicakligi belirlenmesi ile bes ve PCA ile sekiz farkli izolat
gruplandirmas1 yapilabilmistir. Isletme numunelerine uygulanan PCA sonucunda elde
edilen dort farkli grup igerisinde de ¢ig siit kaynakli izolatlarin varlhigi, isletmede
hammaddenin 6nemli bir kontaminasyon kaynagi oldugunu gostermektedir. Sonug
olarak HRM analizinin kontaminasyon kaynagmin belirlenmesinde kullanilabilecegi
ortaya koyulmus olup optimizasyon ¢alismalariyla sensitivite ve spesifitenin
artirtlabilecegi belirlenmistir.

2019, 81 sayfa

Anahtar Kelimeler: kontaminasyon, E. coli, Ger¢ek Zamanli-Polimeraz Zincir
Reaksiyonu, Yiiksek Coziintirliiklii Erime, Temel Bilesen Analizi



ABSTRACT

Master Thesis

DETERMINATION OF CONTAMINATION SOURCES IN MODEL DAIRY
PLANT BY HIiGH RESOLUTION MELTING (HRM)

Funda TARAKCIOGLU

Atatiirk University
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Supervisor: Prof. Dr. Biilent CETIN

Determining the sources of any type of-contamination in products and factories is an
important for food safety. Here, it was aimed to determine the sources of microbial
contamination classical and molecular methods by isolating Escherichia coli in various
food products collected from the market and factory. For this purpose, 77 coliform
isolates were obtained from 22 market samples and 38 of them were identified as E.
coli. In 25 samples collected from a dairy factory, 45 isolates were obtained and 21 of
which were identified as E. coli strains. The similarities of the isolates were primarily
determined by considering morphological, cultural and IMVIC results. Specific HRM
temperatures were determined in E. coli strains and Principal Component Analysis
(PCA) was performed with ScreenClust program. E. coli strains isolated from market
samples were divided into two groups by conventional methods, five by specific HRM
temperatures and eight by PCA. In the factory samples, the presence of raw milk
isolates in the four different groups obtained by PCA results shows that the raw material
is an important source of contamination. As a result, it has been shown that HRM
analysis can be used to determine the source of contamination and it has been
determined that sensitivity and specificity of the method can be increased by
optimization studies.

2019, 81 pages

Keywords: contamination, E. coli, Real Time-PCR, HRM (High Resolution Melting),
PCA (Principal Component Analysis)
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1. GIRIS

Gida; insanin biiyiimesi, gelisebilmesi ve hayatini devam ettirmesi i¢in ihtiyaci olan
enerji, vitamin, mineral gibi elzem maddeleri karsilamasinin yaninda, igerdigi
mikroorganizmalar nedeni ile sagligi olumlu yonde etkileyen en 6dnemli unsurlardan
birisidir. Bu sebeple tiiketilen gidalarin giivenilirligi saglikli yagamin gelisimi ve
stirdiiriilebilirligi agisindan 6nem arz etmektedir. Giivenilir gida, hammadde temini ile
baglayan iiretim asamasindan, tiiketime uzanan zincir boyunca igeriginde fiziksel,
kimyasal ve biyolojik riskleri barindirmayan, dolayist ile saglik agisindan sakinca
olusturmayacak sekilde tiiketime hazir hale getirilmis, besin degerini koruyan gidalar
olarak tanimlanabilmektedir (Erkmen 2010). Giivenilir gida {iretiminde ise {iretim hatt1
boyunca kritik kontrol noktalarinin belirlenerek takibi ve diizeltici 6nlemlerin hayata

gecirilmesi 6zel oneme sahiptir (Ray and Bhunia 2013; Walls et al. 2019).

Toplumun her kesimi gidalarin tasiyabilecegi riskler acisindan benzer hassasiyete
sahip degildir. Giivenilir olmayan gida tiikketimi sonucu oOzellikle bagisiklik sistemi,
saglikli yetiskin bireylere nispeten zayif olan yenidoganlar, ¢ocuklar, hastalar ve
yaglilarda olusabilecek gida kaynakli hastaliklardan dolayr daha fazla tahribata
ugradiklart bilinmektedir. Bu kapsamda gidanin iiretimi, islenmesi, ambalajlanmasi,
depolanmasi, muhafazasi ve tiiketiciye ulagsmak {izere satis1 asamalarinda rol alan ilgili
kigilerin de gerekli hijyen ve optimum ortam kosullarmmin saglanmasi1 adina GMP
(Good Manufacturing Practices) ilkelerine uygun sekilde hareket etme hassasiyetine
ve bilincine sahip olmalidirlar. Uriinii satin alan tiiketici i¢in de bu zincir devam
etmekte olup, gidaya uygun pisirme sicaklifi ve normunun uygulanmasi, gidanin
giivenli sicakliklarda muhafazasi ve capraz kontaminasyona mahal vermeyecek
sartlarin saglanmasi gibi hususlara dikkat edilerek, gidanin zararli hale doniismesi
engellenip tiiketim anma dek giivenilir kalmasi saglanabilmektedir. Giinlimiizde
yeterli bilincin saglanamamasindan Otiirli acgikta satilan etiketsiz {irtinler de talep
gormeye devam etmektedir. Bu gidalar, alt yap1 yetersizligi ve ¢evre kosullart olumsuz

bolgelerde insan sagligini tehdit etmektedir (Aureli et al. 2000).



Amerika ve Avrupa da ki gelismis {ilkelerde dahi Escherichia coli salginlarinin neden
oldugu saglik sorunlar1 ve ekonomik kayiplar konunun 6nemini ortaya koymaktadir.
Ormegin 1996’da Japonya'da ve 2000 yilinda Kanada'da bildirilmis olan E. coli
kaynakli salginlarda 9000’den fazla kisi hastalanmis ve Japonya’da 12 kisi, Kanada'da
ise 7 kisinin 6limiine neden oldugu bildirilmistir (Anonim 2017a; Wei et al. 2019).
Gida kaynakli bakteriyel patojenlerin sebep oldugu hastaliklar diinya ¢apinda onemli
bir saglik sorunu haline gelmistir (Zhang et al. 2018). Diinya Saglik Orgiitii'ne gore,
her yil yaklasik 1,5 milyon insan igme suyu ve gidalarda bulunan patojenlerin neden
oldugu hastaliklardan dolay1 hayatlarini kaybetmektedir (WHO 2008). Yine 53 kisinin
oliimi ile sonuglanan Enterohemorajik Escherichia coli (EHEC) salgini da ¢ok sayida
vakanin bildirildigi Kuzey Amerika ve Avrupa’da ki biiyilkk caphh gida
salginlarindandir. Almanya’da 2011 yilinda gergeklesen E. coli salgini, AB’ye iiye 22
iilkede acil yardim harcamalaria 236 milyon dolar, ¢iftciler ve endiistri igin ise 1,3
milyar dolarlik bir zarara sebep olmustur (Anonim 2017b). Amerika da her yil 2
milyondan fazla gida kaynakli hastaligin goériilmesine neden olan etkenler ve oranlari

Cizelge 1.1°de verilmistir (Anonim 2011).

Cizelge 1.1. Amerika’da gida kaynakli hastaligin goriilmesine neden olan etkenler
(Anonim 2011)

Hastaligin Olusmasinda Etken Faktor Hastahk Olusumuna Etki Oram

Uygun Olmayan Depolama Sartlar %37
Kisisel Hijyen Yetersizligi %22
Yetersiz Pisirme %17
Gida Isleme Ekipmanlarinin Kontaminasyonu %10
Gidanin  Giivenilir Olmayan Kaynaktan Elde %7
Edilmesi

Diger %7

Protein igerigi yiksek et, yumurta, siit ve siit Grlinleri gibi gidalar hastalik etmeni
mikroorganizmalarin gelisimi agisindan riskli gruptadir. Siit tirinleri icerisinde en ¢cok

cesitlilige sahip olan ve tiiketimde en fazla yer alan gidalardan biri Beyaz peynirdir



(Hayaloglu vd 2002). Ulkemizde ydresel ve endiistriyel dlgekte iiretilen birgok peynir
cesidi tiiketilmektedir. Hammaddenin sadece siit olmasina karsin bu kadar fazla peynir
iiretilebilmesinin sebebi; siitlin tiirli, islenme yontemi, yag icerigi, kullanilan maya
cesidi, pihtiy1 isleme sekli, olgunlasma siireci ve kosullari, tuzlama bigimi gibi iiretim
teknolojilerindeki farkliliklardan kaynaklanmaktadir (Cebeci 2013). Beyaz peynir
bilesimi itibari ile yeterli ve dengeli beslenmede 6nemli rol almakta ayni zamanda
mikroorganizmalarin gelisimi igin de uygun bir besin ortami sunmaktadir. Ozellikle
¢ig siitten tretilen peynirlerde ¢ig siitiin kalitesi ve standardizasyonu, iiretim
yontemleri, hijyen kurallar gibi faktorler peynir kalitesini ve tiiketici sagligin1 énemli
olgtide etkilemektedir. Bir gidanin sagliga zararli olup olmadiginin belirlenmesinde
indikator mikroorganizmalar kullanilmaktadir. Bu amagla koliform, Escherichia coli,
Enterobacteriaceae, Enterococcus ve Bacillus gibi mikroorganizma grup, cins ve
tirleri farkli ulusal veya uluslararas1 kurumlar tarafindan kontaminasyon kaynaginin
belirlenmesinde kullanimi tavsiye edilmektedir. ilgili mikroorganizmalarm tespitinde

kiiltiirel ve molekiiler temelli birgok metot kullanilabilmektedir (Harrigan 1998).

Koliformlar, Enterobacteriaceae familyasinda bulunan gram negatif, fakiiltatif
anaerob, sporsuz, 35°C’de 48 saat iginde laktozu asit ve gaza fermente edebilen, Eosin
Methylen-Blue (EMB) ve Endo agarda tipik gelisme gosteren bakteriler olarak
tamimlanmaktadir. Gida mikrobiyolojisi agisindan 6nemli olan koliformlar;
Citrobacter, Enterobacter, Escherichia ve Klebsiella cinsleri iginde yer almaktadir.
Koliform grubu bakterilerin baslica habitatlar1 insan ve hayvanlarin bagirsagi olmakla
beraber, toprak ve bitkilerde de bulunabilmektedirler. Bagirsak kokenli koliformlardan
en onemlisi Escherichia coli olup, gidalarda E. coli bulunmasi fekal kontaminasyon
gostergesi olarak degerlendirilmektedir (Unliitiirk and Turantas 1998; Cetin 2013).

Ik olarak 1885 yilinda Theodore Escherich tarafindan tanimlanan Escherichia coli
gram negatif, fakiiltatif anaerob, kisa ¢ubuk seklinde sporsuz bir bakteridir. Optimum
gelisme sicakligi 35-37°C olan E. coli 4-45°C gibi genis sicaklik araliklarinda da
gelisebilmektedir. Bazi suglar1 peritrik flagellalar1 ile hareketlidir. Besin istegi

acisindan segici olmayan E. coli basit karbonhidratlarin bulundugu her besi ortaminda



gelisebilmektedir. pH 5-9 arasinda gelisebilen bu bakteri pH 2 gibi diisiik degerlere
kisa siireli maruz kalmasi durumunda da canliligini koruyabilmektedir. Bu 6zelligi ile
asidik mide ortamindan gegerek bagirsakta kolonize olabilmektedir. E. coli biyotip-I
tim suslarin  %95’ini olusturmakta ve indol, metil testlerinde pozitif; Voges-
Proskauer, sitrat testlerinde ise negatif sonu¢ vermektedir. Biyotip-Il ise indol
negatiftir. Serolojik olarak tiplendirme yapilirken somatik (O), kapsiiler (K veya V) ve
flagella (H) antijenleri dikkate alinmaktadir (Ray and Bhunia 2013; Zorba 2013; Baker
et al. 2016).

1950’1 yillarin sonuna kadar patojen oldugu bilinmeyen E. coli’nin bazi suslar
patojen 6zellik gosterebilmekte ve diyare basta olmak lizere ¢esitli hastaliklara neden
olabilmektedir. Patojen E. coli tiirlerinin enterohemorajik E. coli (EHEC),
enteropatojenik E. coli (EPEC), enteroinvazif E. coli (EIEC), enterotoksijenik E. coli
(ETEC), enteroagregatif E. coli (EAggEC) ve diffuz-adhering E. coli (DAEC) olmak
iizere en az alt1 patotip grubu vardir. Insanlarda gastroenterite sebep olan EHEC tipleri
icerisinde O157:H7 serotipi en 6nemlisi olup, 6liimle sonuglanan enfeksiyonlara yol
acabilmektedir. Ciftlik hayvanlarindan genellikle siit sigirlarinin tasiyicist oldugu bu
serotipin 10-100 hiicre arasinda alinmasi enfeksiyon i¢in yeterlidir. Shigella benzeri
toksin tireten bu serotip verotoksijenik E. coli veya Shiga toksin tireten E. coli (STEC)
olarak da adlandirilmakta ve {irettigi toksinlerle sindirim sistemine ciddi zararlar
vermektedir. E. coli O157:H7’nin sebep oldugu en 6nemli enfeksiyonlar; hemolitik
iremik sendrom (HUS), trombotik trombositopenik purpura (TTP) ve hemorajik
kolittir (kanamali kalin bagirsak iltihab1). Hemolitik tiremik sendrom ¢ocuk, yash ve
bagisiklik sistemi baskilanmis kisilerde bobrek yetmezligi ve bobrek fonksiyonlarinin
kalic1 olarak kaybina sebep olabilmektedir. Oliim oran1 %3-5 arasinda degismekte ve
bobrek yetmezligine ilaveten merkezi sinir sisteminde bozukluklar veya hipertansiyon
goriilebilmektedir. Sinir sistemi ile ilgili olan TTP beyinde kan pihtilagmasindan
meydana gelmekte ve sik sik dliimle sonuclanmaktadir. Hemorajik kolit ise siddetli
kanli ishal olarak bilinmekte ve tiim yas gruplarinda goriilmesine ragmen bebek ve
yaslilarda 6liime yol agabilmektedir (Arican 2008; Ray and Bhunia 2013; Zorba 2013;
Miszczycha et al. 2014; Liu et al. 2019).



Gida kaynakli mikrobiyal hastaliklara yol agan patojenler icerisinde E. coli ilk sirada
yer almaktadir. Bu patojen Ozellikle sigirlarda herhangi bir belirti gostermeden
bulunabilmekte ve bu hayvanlarin diskis1 araciligi ile toprak ve suya buradan da
meyve sebzelere kolaylikla bulagabilmektedir. Ayrica sagim esnasinda siite, kesim
esnasinda ete bulasabilen E. coli, ¢ig veya yeterince pisirilmemis et ve et lirlinleri, ¢ig
slit ve siit triinlerinde bulunarak salginlara yol agabilmektedir (Zorba 2013; Arslan
and Ozdemir 2013).

E. coli O157:H7 kaynakli salginlar, ¢ig ve pastorize siit ile bunlarin iriinleri de dahil
olmak iizere ¢ok cesitli gida ile iliskilendirilmistir. Bunlarin arasinda ¢ig siitten yapilan
peynirlerin en sik kontamine olan {irlin oldugu bilinmekte ve kisa olgunlastirma
stiresine sahip olan (60 giinden daha az) peynirlerin ciddi salginlara yol acabilecegi

ifade edilmektedir (Guzman-Hernandez et al. 2016; loanna et al. 2018).

Diinyada gidalarda bulunabilecek patojenler igin iist sinir degerler yonetmelik veya
tebligler ile belirlenmistir (Turan 2012). Ulkemizde ise Tiitk Gida Kodeksi
Mikrobiyolojik Kriterler Yonetmeligi bu sinirlari belirlemektedir. ilgili yonetmelik
Gida Giivenligi Kriterleri ve Uretim Hijyen Kriterleri olmak iizere iki basliktan
olusmaktadir. Yonetmelige gore siit ve siit triinlerinde bulunabilecek E. coli’nin gida
giivenilirligi kriterleri ve kabul edilebilir {ist sinir degerleri sirasiyla Cizelge 1.2 ve

Cizelge 1.3’te goriilmektedir.



Cizelge 1.2. Tirk Gida Kodeksi Mikrobiyolojik Kriterler Yonetmeligi siit ve siit
iriinlerinde E. coli i¢in gida giivenilirligi kriterleri

) ) Numune o
Gida Grubu | Mikroorganizma Gida Cesidi Limitler
Alma Plam
n c m | M
Fermente siit tirtinleri (kefir,
E. coli* yogurt, meyveli vb. yogurtlar, 5 0 <3
Siit ve siit ayran vb.)
tiriinleri E. coli* Koyulagtirilmus siit 5 0 <3
Koliform** 5 1 9 | 95
. Peynirler
E. coli** 5 0 <10t

n: Numune sayisi.

c: mile M limiti arasinda degere sahip olmasina izin verilen numune sayisi.
m: (n — ¢) sayidaki numunede bulunabilecek en fazla deger.

M: ¢ sayidaki numunede bulunabilecek en fazla deger.

*EMS tablosuna gore (/g)

**kob/g

Cizelge 1.3. Tiirk Gida Kodeksi Mikrobiyolojik Kriterler Yénetmeligi Uretim Hijyeni
Kriterleri’ne gore siit ve siit tirlinlerinde i¢in E. coli’nin kabul edilebilir Gist limitleri

. . Numune Lo
Gida Grubu | Mikroorganizma Giuda Cesidi Limitler
Alma Plam

n C m M

Is1l islem uygulanmis

] slit veya peynir alti
E. coli* 5 2

suyundan iiretilen 100 100
peynirler

Siit ve siit —
Cig siit veya

iiriinleri

pastorizasyondan daha
disiik sicakliklarda 1s1l

E. coli* 5 0 10

islem uygulanmis 100

siitten tretilen tereyagi

ve krema

n: Numune sayisi.
c: mile M limiti arasinda degere sahip olmasina izin verilen numune sayist.
m: (n — ¢) sayidaki numunede bulunabilecek en fazla deger.

M: ¢ sayidaki numunede bulunabilecek en fazla deger.
*Kkob/g



Gidalarda bulunan mikroorganizmalarin geleneksel yontemlerle tespiti uzun zamandir
kullanilmakta ve bu yontemler dogrudan mikroskobik sayim ve Kkiiltiirel sayim
metotlar1 olarak ikiye ayrilmaktadir. Kiiltiirel sayim metotlarinda mikroorganizmalarin
gelisip ¢ogalmalarina olanak saglayacak besiyerleri kullanilmaktadir. Membran
filtrasyon, en muhtemel say1 (EMS) ve kati besiyeri kullanilan kiiltiir metotlar1 ise
gidalarda bulunan mikroorganizmalarin belirlenmesinde kullanilan nicel yontemlerdir.
Membran filtrasyon yonteminde ornekler genellikle 0,2 um goézenek c¢apindaki
filtreden gecirilmekte ve bu membranlar uygun besiyerine koyularak inkiibe edildikten

sonra sayim yapilmaktadir.

Kat1 besiyerinin kullanildigi kiiltiir yontemlerinden en Onemlileri yayma plak ve
dokme plak metotlaridir. Bu yontemlerde besiyerinde gelisen koloniler ¢iplak gozle
sayllmakta ve sonuglar gram veya mililitredeki koloni olusturan birim (kob/g-mL)

olarak verilmektedir.

EMS ise genellikle mikroorganizma sayisinin diisiik olmasinin beklendigi 6rneklere
uygulanan bir yontem olup, ardisik ii¢ diliisyondan {icer veya beser adet siv1 besiyeri
bulunan tiipe ekim yapilarak inkiibasyona birakilmaktadir. Inkiibasyon sonunda
bulaniklik goézlemlenen tiipler pozitif olarak degerlendirilmekte, mikroorganizma
sayillar1 1se istatistiksel yontemlerle elde edilen cizelgeler kullanilarak

hesaplanmaktadir (Harrigan 1998).

Mikroorganizmalarin var/yok analizinde kullanilan yontemler ise nicel yontemler
olarak adlandiriimaktadir. On zenginlestirme ve/veya segici zenginlestirmenin
kullanildig1 bu metotlar ekim ve dogrulama basamaklarinin da dahil edilmesi ile 5-7

giin arasinda sonug verebilmektedir (Pichhardt 2004).

Geleneksel mikrobiyolojik analiz yontemleri gidalarda bulunan patojenlerin tespitinde
ve saymminda giivenilir sonuclar vermekte fakat uzun zaman ve yogun is yikii

gerektirmektedir. Bu yontemlerin diger bir dezavantaji ise canli fakat besiyerinde



gelisemeyen (viable but non culturable; VBNC) mikroorganizmalarin tespit

edilememesidir (Torun 2011; Turgay 2013; Hu et al. 2018; Priyanka et al. 2016).

Insanlarda hastalik hatta &liimlere sebep olabilen gida kaynakli patojenlerin hizli
tespiti ve giivenilir gida iiretimine olan ilgi her gegen giin artmaktadir. Immunoloji,
molekiiler biyoloji, otomasyon ve bilgisayar teknolojilerinde yasanan gelismeler,
gidalarda bulunabilen mikroorganizmalarin tespitinde hizli, hassas ve daha pratik
yontemlerin gelistirilmesine katkida bulunmustur (Mandal et al. 2011). Gida kaynakli
patojenlerin belirlenmesinde kullanilan hizli mikrobiyolojik analiz yontemlerinden

bazilarina asagida kisaca yer verilmistir.

ATP Biyoliiminesans yontemi, canli hiicrelerde bulunan adenozin trifosfat (ATP)’in
belirlenmesi prensibine dayanmaktadir. Ates bodceklerinde bulunan lusiferin ATP
varhiginda lusiferaz enzimi ile tepkimeye girdiginde 151k yayilmasina sebep
olmaktadir. Ortaya ¢ikan 11k miktar1 ortamdaki ATP ile dogru orantilidir ve 11k
olgiim cihazlar1 kullamlarak belirlenebilmektedir. Biyoliiminesans kullanilarak 10%
kob/mL hiicre (minimum esik deger) 5-10 dakika gibi kisa bir siirede belirlenebilirken,
hem gida bilesenleri hem de mikroorganizmalarda ATP bulunmasi yontemin gidalarda
uygulanabilirligini kisitlamaktadir. Bu yontem daha c¢ok iiretim alanlarindaki
malzemelerin yiizey temizliginin kontroliinde kullanilmaktadir (Torun 2011; EKkinci
and Sofu 2013).

Immunolojik y&ntemler, spesifik antijen-antikor etkilesimine bagli yontemler olarak
tanimlanmaktadir. Gida kaynakli patojenlerin belirlenmesinde en ¢ok kullanilan
immiinolojik yontem ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay)’dir. ELISA
antijen veya antikora bir enzimin baglanmasiyla renkte meydana gelen degisimlerin
Olglilmesi esasina dayanmaktadir. Sandvi¢ ELISA ise iki antikorun kullanildigi en
etkin ELISA yontemidir. Bu yontemde genellikle birinci antikor mikroplate
kuyucuklart {izerinde immobilize edilir. Hedef antijen (patojen veya toksin)
kuyucuklara ilave edilerek primer antikora baglanmasi icin bir siire beklendikten sonra

baglanmamis antijenler yikanarak ortamdan uzaklastirilir. Daha sonra enzim baglh



ikinci antikor eklenmekte ve antijen iki antikor arasina sikismaktadir. Antijene
baglanmamis ikincil antikorlar ise yikanarak uzaklastirilmaktadir. Son asamada
enzime spesifik substrat eklenmekte ve reaksiyon sonucu olusan renkten patojen tayini
yapilabilmektedir. ELISA’da kullanilan farkli enzimler olmakla birlikte horseradish
(yaban turpu) peroksidaz (HRP), alkalin fosfataz ve beta-galaktosidaz en ¢ok
kullanilanlardir (Law et al. 2015; Priyanka et al. 2016).

Biyosensorler, hedef biyolojik sinyali algilayan bir biyoreseptor ve elde edilen
sinyalleri elektrik enerjisine doniistiirebilen bir tranduserden (doniistiiriicii)

olusmaktadir. Biyoreseptor tarafindan tanimlanacak analitler;

a. Biyolojik materyaller; enzim, antikor, niikleik asit
b. Biyolojik olarak tiiretilmis malzemeler; aptamerler, rekombinant antikorlar

c. Biyomimetik malzemeler; baskili polimerler ve sentetik katalizrler

olarak siniflandirilmakta ve mutlaka biyolojik bir materyal olmasi gerekmektedir.
Gida kaynakli patojenlerin tespitinde genellikle optik, elektrokimyasal ve kiitle bazl
biyosensorler kullanilmaktadir. Biyosensorlerin en biiyiik avantaji, patojenleri diisiik
tespit limitlerinde yiiksek o0zgiillik ve hassasiyetle saptayabilmeleridir. Ancak
biyosensorler dogru sonuglar verebilmek i¢in uyumlu bilgisayar yazilimi ile oldukca
spesifik ve pahali cihazlar gerektirmektedir (EKinci and Sofu 2013; Law et al. 2015;
Priyanka et al. 2016).

Molekiiler metotlar arasinda yer alan PCR (Polimeraz Zincir Reaksiyonu), belirli
DNA (Deoksiribo Niikleik Asit) bolgelerinin g¢ogaltilmasinda kullanilan in vitro bir
metottur. Polimeraz zincir reaksiyonunun gerceklesebilmesi i¢in ortamda kalip DNA,
niikleotid karisimi (ANTP), kalip DNA’daki hedef bolgeye spesifik primerler, DNA
polimeraz enzimi, enzime uygun tampon ¢ozelti ve katalizor olarak rol alan MgCl2
bulunmasi gerekmektedir. PCR’1n ilk asamasi olan denatiirasyonda sicaklik 94-
96°C’ye yiikseltilmekte ve ¢ift zincirli olan DNA molekiilii, yapisindaki hidrojen

baglarinin agilmasi ile tek zincirli hale donlismektedir. Erime sicakligi cift zincirli
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DNA molekiiliniin yarisinin  tek zincirli forma donistiigii sicaklik olarak
tanimlanmaktadir. Reaksiyonun ikinci asamasi olan baglanmada (annealing) sicaklik
45-60°C’ye diigiiriilmekte ve bu esnada primerler kalip DNA’daki hedef bdlgeye
tutunmaktadir. Reaksiyonun {i¢iincli ve son agamasi olan uzamada (elongasyon) ise
sicaklik DNA polimeraz enziminin c¢aligabildigi optimum deger olan 72°C’ye
cikarilmakta ve tek zincirli DNA molekiiline baglanan primerlerden itibaren
kopyalama islemi gergeklestirilmektedir. DNA polimeraz enzimi sicakliga (96°C)
dayanikli olup, DNA’nin 5’ ucundan 3’ ucuna dogru dNTP’leri ekleyerek hedef
bolgeyi ¢ogaltmakta boylece bir dongili tamamlanmaktadir (Sekil 1.1). Yeni olusan her
DNA g¢ift sarmal1 bir sonraki dongiide kalip olarak kullanilir ve bu islem 20-40 kez
tekrar edilir. Cevrimler sonunda 2" (n: dongii sayisi) sayida DNA kopyasi elde
edilmektedir. Klasik PCR metotlarinda PCR firiinleri jel veya kapiler elekroforez
kullanilarak DNA marker ile birlikte yiiriitilmekte ve ultraviyole 15181 altinda
goriintiilenerek uzunluklart belirlenmektedir (Anonymous 2007; Ekinci and Sofu
2013; Elkins et al. 2016; Bilginer 2018).

Molekiiler esasli tiplendirme yontemlerinden Randomly Amplified Polymorphic DNA
(RAPD) metodunun temel prensibi ilgili olan tiire ait genomik DNA {izerinde rastgele
sec¢ilmis primerin diisiik baglanma sicakliginda tesadiifi olarak baglanarak PCR islemi
ile amplifikasyonunun yapilmasidir. Teknigin devaminda ise elde edilen iiriin standart
jel elektroforezinde yiiriitiiliir ve bantlar halinde gdézlemlenerek incelenir. Bantlarin
sayis1 ve gesitlilige gore sonuglar degerlendirilir (Trcek et al. 1997; Kiran ve Agaoglu
2011).

Rep-PCR c¢ogu bakterinin genomunda birgok kopyasinin dogal olarak bulundugu,
olduk¢a korunmus ve tekrarlanan DNA sekanslarinin amplifikasyonu {iizerine
kurulmus bir genomik parmakizi teknigidir. Bugiline kadar tekrarlanan DNA
sekanslarinin 3 tliri tamimlanmigtir. Bunlardan birincisi; tekrarlanan ekstrajenik
palindromik (REP) olarak adlandirilan 35-40 baz ¢ifti biyiikliigiinde ve ¢esitli
halkalar1 yapisinda bulunduran elementlerdir. Enterobakteriyal tekrarlanan interjenik

palindromik konsensus (ERIC) ise; 124-127 baz ¢ifti biyiikliginde ve merkezi
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korunmus palindromik yapiya sahip sekanslardir. Son olarak BOX dizisi ise 154 baz
ciftlik BOX A, BOX B, ve BOX C seklinde isimlendirilmis korunmus alt tinitelere
sahip elementlerdir (Redondo et al. 2009; Kiran ve Agaoglu 2011; Vegas et al. 2013).

RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism) yonteminde kromozomal DNA
izole edilmekte, genellikle PCR islemi yapilmakta ve restriksiyon enzimiyle muamele
edildikten sonra olusan fragmentlerin agaroz jelde ayrimi gergeklestirilmektedir. Gen
irlinleri olan proteinler, genin farkli allelik yOnlerini yansittig1 i¢in bu tiirden
polimorfizmlerin tespit edilmesi, tiir i¢i ya da tiirler arasi varyasyonu molekiiler
diizeyde tanimlamak acisindan onemlidir. Kisaca RFLP analizinde restriksiyon
enzimlerinin DNA’daki kesim noktalarindaki farkliliklardan faydalanilmaktadir.
Bantlar ve bantlar arasindaki farklhiliklar karsilagtirilarak her izolatin ayrimi
saglanmaktadir (Gonzalez et al. 2006; Gullo et al. 2006; Kiran ve Agaoglu 2011; Ata
2012; Karacan 2013; Cetin vd 2017).

DGGE (Denaturing Gradient Gel Electrophoresis) metodu, kompleks mikrobiyal
populasyonun genetik ¢esitliligini dogrudan belirleyen yaklasimlardandir. Bu metodun
temeli DNA’nin denatiirasyonuna yani sarmallarin birbirinden ayrilmasi esasina
dayanir. DGGE’de DNA parcalari aym1 uzunluktadir fakat farkli baz ¢ifti dizilimine
gore ayrilabilmektedirler. Farkli DNA amplikonlarinin erime noktas1 farkl
oldugundan elektroforetik olarak normal ve mutant yapilar birbirinden olusturulan
kimyasal maddelerin gradienti ile rahatlikla ayirt edilebilmektedir. Bu metod 6zellikle
fermantasyon siireci hakkinda bilgi edinilmesi amaci ile fermente gidalarda

kullanilmaktadir (Ercolini 2004; Sofu 2009; Taskan 2013).

AFLP (Amplified Fragment Length Polymorphism) yiiksek rezoliisyonlu, PCR temelli
bir genomik fingerprinting metotudur. Genellikle birbirine yakin tiirlerin karakter
analizlerinde kullanilan AFLP sonuclar1 giliniimiizde bakteriyel taksonomiyi
aciklamakta ve sonuglari DNA-DNA hibridizasyonu gibi teknikler ile
desteklenmektedir. AFLP temelde RFLP ve RAPD-PCR tekniklerinin bir arada

kullanildig1 ve identifikasyon da 6zellikle tiir ve sus diizeyinde oldukca yiiksek oranda
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basartya ulasan popiiler bir tekniktir. Ancak maliyet ve kalifiye eleman ihtiyaci,
yaygin olarak kullanimini siirlandirmaktadir (Kiran ve Agaoglu 2011; Lomonaco et

al. 2011).

PFGE (Pulsed Field Gel Electrophoresis) sergilemis oldugu yiiksek ayrim giicli ve
yiiksek tekrarlanabilirlik 6zelliklerinden dolayr molekiiler tiplendirme yontemleri
arasinda “altin standart” olarak gdsterilmektedir. Bu yontem, total genomik DNA’nin
kontrollii olarak restriksiyon enzimleriyle kesimi sonucu olusan biiyiik DNA
fragmentlerinin elektrikli ortamda belirli acilarla verilen elektrik akimi altinda
molekiiler separasyonunu amaglayan bir elektroforez yontemidir (Erdem 2011;

Lomonaco et al. 2011; Kiran ve Agaoglu 2011; Kanber 2014).

Sekans analizinde ise PCR ile elde edilen amplikonlarin dolayisi ile hedeflenen
bolgenin niikleotid dizi analizi gerceklestirilmektedir. Hedef bdolgenin niikleotid
dizilimi 6zel kiitiiphanelerle (NCBI vb) kiyaslanarak tiir ve/veya sus seviyesinde tani
amaci ile kullanilabilmektedir (Gonzalez et al. 2006; Gullo et al. 2006; Kiran ve
Agaoglu 2011; Karacan 2013; Bilginer 2018).

Gida kaynaklt mikroorganizmalarin tespitinde kullanilan geleneksel ve PCR temelli
metotlar karsilastirildiginda, PCR temelli metotlarin daha hizli, spesifik ve hassas
oldugu goriilmektedir (Hu et al. 2018). Sekil 1.1°’de PCR isleminin ana basamaklari

goriilmektedir.
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Sekil 1.1. Polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) asamalar1 (Anonymous 2007)

5
3

Real-time PCR kantitatif PCR (qPCR) olarak da bilinmekte, reaksiyon dongiisii
ilerledikce ortaya ¢ikan amplikonlarin miktar1 es zamanl olarak belirlenebilmektedir.
Klasik PCR’dan farkli olarak floresan isaretli prob veya boyalarin kullanildigi bu
yontemde, amplikonlar uzarken floresan boya DNA ile hibridize olmakta ve buna
paralel olarak 1s1mada meydana gelen artis cihazin detektorii  yardimiyla
belirlenebilmektedir. Gida bilimlerinde her gecen giin kullanimi daha da artan RT-
PCR genetigi degistirilmis organizmalar (GDO), gida alerjenleri, tiir tayini ve gida
kaynakli patojenlerin belirlenmesinde kullanilmaktadir (Giinel 2007; Rodriguez-
Lazaro 2013).

Klasik PCR’dan sonra yapilan islemlerin dezavantaji genel olarak pahali olmasi ve
geleneksel metotlar kadar olmasa da uzun zaman almasidir. Real-time PCR
metodunda ise es zamanli ve daha hassas sonu¢ alinabilmekte, PCR sonrasi rutin

islemlere gerek kalmamaktadir (Elkins et al. 2016; Bundidamorn et al. 2018).
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Bagka bir tanilama metodu olan ve gen-¢ip olarak da isimlendirilen mikroarraylar ise
ilk kez gen ekspresyon ¢alismalarinda kullanilmistir. Bu teknoloji oligoniikleotit DNA
mikroarraylerin gelistirilmesiyle gida kaynakli patojenlerin tespitinde yaygin olarak
kullanilmaya baslanmistir. Mikroarrayler yiizlerce spesifik oligoniikleotit probla kapli
cam, plastik veya silikon ¢iplerden olusmaktadir. Oligoniikleotit problar 25-80 baz
cifti arasinda degisen kimyasal olarak sentezlenmis kisa sekanslardir ve her bir prob
bir gen dizisinin belirli bir boliimiinii hedeflemektedir. Bu yontemde kullanilacak olan
niikleik asitler (DNA, mRNA veya cDNA) floresan boya ile etiketlenmekte ve daha
sonra tek iplikli fragmanlar olusturmak i¢in denatiire edilmektedir. Bu fragmanlar
daha sonra c¢ip lizerinde bulunan ve komplementerleri olan oligoniikleotit problara
hibridize olmaktadir. Hibridizasyon sonucu olusan floresan sinyallerin yogunlugu her
bir etiketli niikleik asit fragmaninin konsantrasyonuyla orantilidir ve spesifik cihazlar
ile Olgiilebilmektedir. Ticari olarak temin edilebilen mikroarraylerin ¢ogu gen
ekspresyon analizi g¢aligmalar1 i¢in tasarlanmistir. Gida kaynakli patojenlerin
belirlenmesinde kullanilabilen mikroarrayler hassas ve es zamanli sonug
verebilmektedir. Fakat bu g¢ipler 6zel tiretim gerektirir ve maliyeti oldukga yiiksektir
(Mandal et al. 2011; Ekinci and Sofu 2013; Law et al. 2015).

Calismada kullanilan HRM (High Resolution Melting) analizi, tek bir niikleotid
polimorfizmine (SNP) kadar dizi degisimini incelemek i¢in kullanilabilecek hassas bir
PCR sonrasi islemdir. HRM analizinde hedef diziler floresan bir interkalasyon boyasi
(6rn; SYTO9, EvaGreen) esliginde Real-Time PCR cihazi kullanilarak PCR ile
amplifiye edilir. Daha sonra bu PCR amplikonlari, tedrici sicaklik artisi ile eritilirken
cift zincirli DNA tek zincire doniisiir ve floresan 1sima keskin bir sekilde azalir.
Ornekten veya saf suslardan elde edilen DNA, erime profili ve spesifik erime
sicakligina (Tm) gore karakterize edilebilmektedir. Spesifik erime sicakligi ¢ift zincirli
DNA amplikonlarmin  %50°sinin  eridigi sicaklik olarak tanimlanmakta ve
amplikonlarin dizi uzunlugu, sekansi ayrica G+C igerigine gore degiskenlik
gostermektedir. Erime analizi 16S rRNA gen bolgesi kullanilarak bakterilerin
tanimlanmasi1 ve siniflandirilmasi i¢in daha once de kullanilmis olmasina ragmen,

gelisen teknoloji HRM’nin ¢6ziiniirliik ve o6zgilliigiinii artirarak daha cazip hale
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gelmesini saglamistir. HRM klasik ve molekiiler metotlara gore cesitli avantajlara

sahiptir:

I.PCR sonrasi jel elektroforez ve sekans gerektirmemektedir,
ii.Pahal1 boya etiketli primerler veya jel reaktiflerine ihtiya¢ duyulmamaktadir,
iii.  Bir veya daha fazla tiiriin dahil oldugu multipleks bir deneyde secilen tiiriin

DNA’s1 ayirt edilebilmektedir.

Yukarida bahsedilen 6zellikler HRM analizini, klasik ve diger molekiiler temelli
metotlara gore daha ucuz ve kolay hale getirmektedir. HRM rutin olarak test edilen
orneklerdeki (kan, tiikiiriikk, feces, gida) DNA’larin tanilanmas: veya farkliliklarin
belirlenmesinde kullanilabilecek diisikk maliyetli bir metottur. Ayrica, amplikon
olusturma ve goriintilleme islemlerinin ayni tiip icerisinde art arda yapilmasi da
kontaminasyon riskini diisiirmektedir (Pestana et al. 2010; Druml and Cichna-Markl
2014). Bu dstiin ozelliklere ragmen Real-Time PCR HRM analizi, canli ve 6li
hiicreleri birbirlerinden ayrramamaktadir (Rudi et al. 2007; Porcellato et al. 2012;
Dhakal et al. 2013; Elkins et al. 2016; Bundidamorn et al. 2018). Sekil 1.2’de ayn1

karisimdaki mikroorganizmalarin HRM analizi ile ayrimi goriilmektedir.

Raw Channel (HRM AHRM) (E=3 B8 =)
1o

Sekil 1.2. Ornek bir HRM kiirvesi; L. casei (1), L. casei-E. coli (2) karisim1 ve E. coli
(3) (Cetin and Aktas 2018).
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16S rRNA geninin tiim bakterilerde bulunmasi, evrimsel siire¢ boyunca oldukga iyi
korunmasi ve yeterince uzun (1500 bg¢) olmasindan dolay1 bakterilerde filogeni ve
taksonomi ¢alismalarinda kullanilmaktadir (Janda and Abbott, 2007). Bu gen dokuz
farkli yiiksek degiskenlik gosteren bolge (V1-V9) icermekte ve molekiiler
caligmalarda bu bolgelerden yararlanilmaktadir. Calismada 16S rRNA geninin yiiksek
degiskenlik gosteren bolgelerinden V3 kullanilmistir (Sekil 1.3).

2
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Sekil 1.3. 16S rRNA geninin E. coli i¢in yiiksek degiskenlik gosteren bolgeleri
(Vasileiadis et al. 2012).
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2. KAYNAK OZETLERI

Konu ile ilgili kaynaklar ¢alismamizin ana basliklari itibari ile incelendiginde {i¢ ana
grup seklinde verilmesinin uygun oldugu goriilmektedir. Bunlar; koliform grubu
bakteriler, morfolojik ve biyokimyasal testler ile HRM analizidir. Calismamizla ilgili

literatiir belirtilen bagliklar ¢cercevesinde asagida sunulmaya calisilmistir.

Keskin vd (1993), tarafindan gergeklestirilen calismada Istanbul Uskiidar Belediyesine
bagli 20 semt pazarindaki 50 Beyaz peynir saticisindan temin edilen numuneler
mikrobiyolojik agidan incelenmistir. TAMB ile maya-kiif sayimi yapilmis ve peynir
orneklerinde koagiilaz (+) stafilokok, total koliform, E. coli, Salmonella spp, L.
monocytogenes, Clostridium perfringens varligi arastirilmistir. Calisma sonucunda
numunelerin %96’sinda koliform bakteri, %86’sinda E.coli, %66’sinda S. aureus,
%S52’sinde C. perfringens ve tamaminda kiif ve maya gelistigi ancak Salmonella spp.
ile L. monocytogenes’e rastlanmadigi bildirilmistir. Elde edilen mikrobiyolojik
bulgular 1s181inda tiikketime sunulan peynir 6rneklerinin ilgili yonetmeliklere uygun

olmadigi ortaya koyulmustur.

Tekingen vd (1993), Elaz1g piyasasinda satisa sunulan Savak peynirlerinde koliform
grubu bakteriler iizerine caligmislardir. Analize tabi tutulan peynir Orneklerinin
hepsinde koliform tiirleri tespit edilmis ve trlinlerde goriilme siklig1 sirast ile %75,6
Aerobacter aerogenes |, %70,1 Escherichia coli I, %48,9 Escherichia freundii I,
%22,2 Escherichia coli Il, %13,3 Aerobacter aerogenes Il ve %6,7 Escherichia

freundii 1l seklinde bildirilmistir.

Digrak ve Ozgelik (1996), Elazig kapali carsisinda tiiketiciye sunulan Beyaz peynir ve
Savak (Erzincan tulum) peynirlerinden koliform grubu bakteriler izole edip, IMVIC ve
baz1 biyokimyasal testlerle dogrulamislardir. Caligmaya ait verilerin incelenmesi
sonucu Savak peynirlerinden izole edilen 316 adet koliform bakteriden, 72’si E. coli

tip I, 32’si ise E. coli tip II olarak tespit edilmistir. Taze peynirlerden izole edilen 302
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adet koliform bakteriden ise 86’s1 E. coli tip I, 42’si E. coli tip Il olarak
tanimlanmistir. Aragtirmada gergeklestirilen testler sonucu tanimlanamayan 19 susun

oldugunu da bildirmislerdir.

Kasimoglu (1998), modern bir siit isletmesinde iiretilen Beyaz peynirlerde ger¢eklesen
kontaminasyon kaynaklarmin belirlenerek, alinabilecek oOnlemlere yon vermesi
acisindan elde edilen bulgular1 degerlendirmistir. Caligmada {iretim basamaklarinin
farkli noktalarindan alinan numuneler ic¢in ¢esitli mikroorganizma gruplarinda tespit
edilen degerler kaydedilmistir. Bu veriler sonucunda iiretim acgisindan olumsuz
kosullara sahip oldugu goriilen siit isletmesinin, belirlenen kritik noktalarma iliskin
aliabilecek onlemler detayli olarak agiklanmistir. Tedbirlerin uygulanmas: sonucu
peynir kalitesine yansiyan olumsuz etkenlerin ortadan kaldirilabilecegi elde edilen
verilerle savunulmustur. Arastirma baslamadan once ve calismanin ilk 6 haftasinda
iiretilmis olan peynirlerin teneke ambalajlarinda sisme gozlenmistir. Bu peynirlerde
yapilan analizler sonucu 5-6 log kob/g gibi yiiksek oranda koliform degerleri

saptanmis ve 16 ton peynir imha edilmek iizere toplanmaistir.

Saltan Evrensel vd (2003), mandira diizeyindeki isletmelerde Beyaz peynir liretiminde
kritik kontrol noktalarin1 belirlemeye calismislardir. Bu amagla iiretim hatt1 boyunca
23 farkli noktadan numune alinarak TAMB, stafilokok-mikrokok, koagiilaz pozitif
stafilokok, enterobakteriler, koliform bakteri, E. coli, enterokok, maya ve kiif sayilari
yoniinden incelenmistir. Koliform sayis1 sadece bir ornekte tespit edilemezken en
yiiksek deger 7,32 log kob/g olarak tespit edilmistir. Calismada ¢ig siitteki Kkalite
diistikliglintin, pastorize siit ve triinlerin kalitesine de olumsuz etkide bulundugu

kanaatine varilmistir.

Baz vd (2003) Kars ilinde satisa sunulan ¢ig siit ve taze Beyaz peynirlerde koliform
grubu bakteriler ve E. coli {izerine inceleme yaptiklari ¢alismada, ¢ig siit ve peynir
orneklerinin tamaminda koliform gelistigi saptanmistir. Piyasadan temin edilen 100
Beyaz peynir 6rneginin koliform sonuglarinda >6 log kob /g oldugu 19 6rnek ve E.

coli i¢in >6 log kob /g oldugu 13 6rnek tespit edilmistir. Caligma sonucu 6rneklerde
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gozlenen yiiksek koliform ve E. coli degerleri g6z oniinde bulundurularak tirtinlerin

halk sagligina uygun olmadig ifade edilmistir.

Ulusoy (2004) calismasinda, Ankara'daki cesitli semt ve marketlerden temin edilen ¢ig
slit ve peynir orneklerinde koliform grubu mikroorganizma ve E. coli izolasyonu
gerceklestirmistir. Cig siit orneklerinde 3,84-4,48 log kob/mL arasinda koliform ve
3,70-4,48 log kob/mL araliginda E. coli sayis1 degisimi rapor edilmistir. Peynir
orneklerinde ise bu degerlerin koliform i¢in 3,87-5,04 log kob/g, E. coli igin ise 2,55-

5,04 log kob/g araliginda degistigi bildirilmistir. Bu sonuclara gore en az bir 6rnegin

icerdigi koliform grubu izolatlarin tiimiiniin E. coli oldugu anlagilmaktadir.

Alas (2004), Ankara piyasasinda tilketime sunulan Beyaz peynir ve sade dondurmada
yaptig1 caligmasinda Listeria monocytogenes, Bacillus cereus, koliform, fekal
koliform ve E. coli varligin1 tespit etmeye calismistir. Calismada toplam peynir
orneklerinin %26’simnda koliform grubu mikroorganizma tespit edilirken en yiiksek

deger 3,04 log kob/g olarak bildirilmistir.

Cetinkaya and Soyutemiz (2006) tarafindan yapilan ¢aligmada 12 adet kasar peynir
prosediirii, iretim ve olgunlastirma periyodu boyunca laktik asit bakterileri, total
aerobik mezofilik bakteri, psikrofil mikroorganizmalar, maya, kif ve koliform
sayllarinda meydana gelen degisimler ile E. coli varligi ag¢isindan incelenmistir.
Koliform bakterilerin sayimi Violet Red Bile (VRB) besiyeri kullanilarak yapilmistir.
VRB’de elde edilen tipik koloniler durham tiipli igeren Lactose Broth’ta inkiibe
edilmis ve gaz olusumu gozlemlenen suslara indol, metil, voges-proskauer ve sitrat
(IMVIC) testleri yapilmistir. IMVIC testlerinde sirasiyla (+,+,-,-) sonug alinan 6rnekler
E. coli pozitif olarak degerlendirilmistir. 12 farkli ¢ig siitiin 2 tanesinde E. coli tespit
edilmis fakat peynir iiretiminde uygulanan haslama (75°C’de 5 dak.) isleminden
sonraki Uretim ve olgunlastirma asamalarinda koliform veya E. coli tespit
edilememistir. Calisma sonuglar1 kasar peynir {retiminde uygulanan haslama
isleminin koliform grubu bakteriler ve o6zellikle E. coli’nin inhibisyonunda etkili

oldugunu gostermektedir.



20

Nespolo and Brandelli (2012), Brezilya’da koyun ve kegi siitlerinden iiretilen Feta
peynirlerinin  karakterizasyonu ve bir siit fabrikasinda isleme alanlarinin
mikrobiyolojik degerlendirmesi iizerine ¢alismislardir. Koliform degerlerin koyun ve
kegi siitiinden tiretilen Feta peynirlerinde sirasi ile 1,63 log kob/g ve 1,50 log EMS/g
oldugu tespit edilmistir. Peynirlerden elde ettikleri mikrobiyolojik degerlerin

mevzuatlarina uygun olduklar bildirilmistir.

Ajitkumar et al. (2012), 16S rRNA genindeki V5 ve V6 bolgelerinin HRM analizi ile
sigirlarda mastitise neden olan Escherichia coli, Streptococcus agalactiae, Klebsiella
pneumoniae, Streptococcus uberis, Staphylococcus aureus, Mycoplasma bovis,
Arcanobacterium pyogenes, Corynebacterium bovis ve Streptococcus dysgalactiae
patojenlerini  belirlemislerdir. S. uberis’e ait PCR amplikonlarinda olusan
heterojenlikten dolay1 streprokoklarin tespitinde zorluk yasanmasina ragmen,
patojenler bu metot kullanilarak %95 dogrulukla tespit edilmistir. Yapilan ¢alisma
HRM’nin sigirlarda mastitise sebep olan patojenlerin belirlenmesinde kullanilabilecek

hizli ve diisiik maliyetli bir metot oldugunu gostermektedir.

Akel (2013), Van piyasasinda tiikketime sunulan Feta peynirlerinin mikrobiyolojik ve
kimyasal kalitesini belirlemek amaciyla 50 6rnek kullanmistir. Calismada ¢esitli
mikroorganizmalara yer verilmis olup i¢lerinde koliform grubu bakterilerin sayis1 0,78
log kob/g, E. coli sayisi ise 0,10 log kob/g olarak tespit edilmistir. Elde ettigi kimyasal
ve mikrobiyolojik veriler sonucunda Feta peynirlerinin kalitesinin yetersiz oldugu ve

tilkketici saglig agisindan risk olusturabilecegi sonucuna varmustir.

Arslan ve Ozdemir (2013) yaptiklari galismada, Tiirkiye’de iiretilen 245 adet ev
yapimi Beyaz peynir Ornegini E. coli O157 igerip i¢emedigi agisindan
degerlendirmislerdir. MacConkey agar kullanilarak elde edilen izolatlara biyokimyasal
testler yapildiktan sonra 223 izolatin E. coli oldugu belirlenmistir. Daha sonra bu
izolatlar sefiksim-telliirite igeren sorbitol MacConkey besiyerinde sorbitolii fermente
etme agisindan degerlendirilmis ve sorbitolii fermente edemeyen 21 susun E. coli

O157 olma ihtimalinden siiphelenilmistir. Uygulanan lateks agliitinasyon testi
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sonuglaria gore bu izolatlarin E. coli O157 olmadigi anlagilmasina ragmen Beyaz
peynirlerde diger E. coli suslarinin bulunmas: tiiketiciler igin potansiyel bir saglik riski
olarak degerlendirilmistir. Bahsedilen ¢alismada uygulanan kiiltiirel ve biyokimyasal

metotlarin yaklasik olarak 48 saat gerektirmesi dikkat ¢ekmektedir.

Iki farkl1 STEC susu olan E. coli 026: H11 ve E. coli O157: H7 nin ¢ig siitten iiretilen
peynirler ve simiile insan sindirim sisteminde hayatta kalma oran1 Miszczycha et al.
(2014) tarafindan arastirillmistir. Cig siitler ayr1 ayri1 her bir sustan 500 kob/mL
icerecek sekilde kontamine edilmis ve peynir iiretimi gergeklestirilmistir. Uretimin ilk
24 saatinde peynirdeki her iki STEC susunun sayist 2 log kob/mL’den, 4 log
kob/mL’ye ¢ikmis ve 20 giinliik olgunlagtirma siiresince yaklasik 4 log kob/mL’de
sabit kalmigtir. Marker olarak kullanilan mavi dekstranla karsilastirildiginda, E. coli
O157:H7 suslarinin %0,2’sinin E. coli 026: H11 susglarinin ise %1,8’inin yapay mide
ve bagirsak ortaminda hayatta kalabildigi belirlenmistir. Sonug olarak, STEC suslari
arasinda simiile insan sindirim sisteminde hayatta kalma oranlar1 agisindan farklilik
bulundugunu ve E. coli 026:H11’in E. coli O157: H7’den daha fazla dayanabildigini
ortaya koymuslardir.

Celik (2016) tarafindan yapilan bir ¢alismada, yogurt yapimi ve muhafazasi esnasinda
Shiga toksin iireten E. coli O157:H7, 026, O111, 0103 ve 0145 (STEC)
serogruplarinin {irtinde dayanimi arastirilmistir. Siitiin pastorizasyonunu takiben starter
kiiltiir ile birlikte her bir patojenden ayr1 ayr1 yaklasik 107 kob/g olacak sekilde inokiile
edilmistir. Inkiibasyon (44°C) isleminin ardindan yogurtlar 4°C’de 20 giin depolanmis
ve patojenler depolamanin 0, 5, 10, 15 ve 20. giinlerinde Sorbitol MacConkey agar
kullanilarak sayilmistir. Siitiin inkiibasyonu sonucu olusan yogurtlardaki E. coli 0157,
026, 0111, 0103, O145 sayisi sirastyla 4,11; 4,05; 4,03; 4,16 ve 4,06 log kob/g olarak
bulunmustur. Depolamanin 20. giiniinde yapilan sayimda ise E. coli O157:H7, 0103
ve 0145 tespit edilemeyecek seviyenin altina diismiis, O26 ve Ol111 sayilar ise
sirastyla 1,51 ve 1,18 log kob/g olarak tespit edilmistir. STEC serotiplerinin yogurdun
tiretim ve depolanmasi esnasinda canli kalabilmesi, kontamine olan yogurtlarin

tiiketiminin 6nemli saglik sorunlarina sebep olabilecegini gostermektedir.
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Guzman-Hernandez et al. (2016) tarafindan yapilan bir diger arastirmada, Meksika’da
¢cig siitten lretilen taze peynirlerin sirasiyla %67 ve %63 oranlarinda fekal koliform ve
E. coli igerdigi belirlenmistir. E. coli’ye ait 26 viriilans genin bakildig1 ¢alismada, 53
numunenin 9’unda diyarejenik E. coli, 8’inde O157 olmayan Shiga toksin iireten E.
coli (STEC), 1 numunede hem STEC hem de diffuz-adhering E. coli (DAEC), 15
numunede ise potansiyel tiropatojenik E. coli (UPEC) suslarini tespit etmislerdir.
Salmonella analizi de yapilan galismada 2 peynir numunesinin bu patojenle kontamine
oldugu anlagilmistir. Sonuglar, Meksika’da pastorize edilmemis siitten iiretilen
peynirlerin mikrobiyolojik Kkalitesinin diisikk oldugunu ve siklikla gida kaynakli

patojenleri barindirabildigini gostermektedir.

Diyarel (ishal) ve emetik (kusma) sendrom olmak {izere iki farkli gida zehirlenmesine
sebep olan Bacillus cereus’un hizli tespiti i¢in Real-Time PCR HRM metodunun
kullanildig1 ¢alismada, 4 major enterotoksin geni (cytK, entFM, hblD, nheA) ve emetik
toksin geni (ces) hedef alinmistir. Analizler 17 emektik B. cereus, 9 enterotoksik B.
cereus, 4 B. cereus grup iiyesi, 23 yabani B. cereus ve 18 B. cereus olmayan sus
kullanilarak dogrulanmis ve yapay olarak kontamine edilen gidalarda da test
edilmistir. Ilgili patojenlerde bahsedilen genler icin ortalama erime sicakliklar:
72,20°C (ces), 74,23°C (cytK), 76,55°C (nheA), 78,42°C (entFM) ve 81,90°C (hbID)
olarak bulunmustur. Yontemin gida numunelerindeki tespit limiti zenginlestirme
olmadan 10°® kob/g, 7 saat zenginlestirme yapildiginda ise 10 kob/g olarak
belirlenmistir. Kiiltiir temelli metotlar ile 3 giin igerisinde tespit edilebilen B. cereus,
Real-Time PCR HRM kullanilarak 12 saatten daha az bir siirede belirlenebilmis ve
tespit edilen suslarin toksijenik profilleri hakkinda ek bilgi saglanmistir (Forghani et
al. 2016).

Punoo et al. (2018), Kesmir bolgesine 6zgii Kradi peynirinin fizikokimyasal ve
mikrobiyolojik 6zelliklerini incelemislerdir. Calismada yag, protein, nem, kiil, laktoz
muhtevast ve asitlik gibi 0Ozelliklerinin yaninda TAMB, koliform ve maya-kiif

analizinin de gerceklestirildigi goriilmekte olup, koliform sayisinin 3,92-4,38 log
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kob/g, TAMB sayisinin 4,96-5,25 log kob/g, maya-kiif sayisinin ise 3,84-4,22log
kob/g araliginda degistigini bildirmislerdir.

loanna et al. (2018) yaptiklar1 ¢alismada, Cacioricotta ke¢i peynirinin tiretimi ve
olgunlastirilmas: sirasinda Escherichia coli O157:H7'nin gelisme ve hayatta kalma
durumunu degerlendirmislerdir. Kegi siitleri 102 kob/mL E. coli O157:H7 ile
kontamine edilmis ve peynir iretildikten sonra olgunlasmanin 90. giinline kadar
izlenmistir. Olgunlasmanin ilk haftas1 boyunca 6,20 log kob/g’a ¢ikan E. coli O157:H7
sayisi, 28. giline kadar sabit kalmis ve olgunlasma sonunda 4,30 log kob/g’a kadar
diismiistiir. Sonuglar iiretim ve olgunlagtirma islemlerinin E. coli O157:H7’yi inhibe
etmek i¢in yeterli olmadigini ve diisiik miktarda da olsa bu patojenle kontaminasyonun

salginlara yol agabilecegini gdstermektedir.

Liu et al. (2018) tarafindan yapilan bir ¢alismada, gida orneklerinde bulunan
Salmonella serotiplerinin belirlenmesi i¢in HRM kullanilmigtir. PCR igleminde
patojeniteden sorumlu olan invA, stn ve fimA genlerine spesifik primerler
tasarlanmistir. Metot, 81 Salmonella susu ile dogrulanmis ve uygulanabilirligi ¢ok
cesitli gida numunelerinde (biftek, yagsiz siit, badem, i1spanak vb.) test edilmistir.
Calisma sonuglar1 102 kob/g Salmonella ile kontamine edilen 24 farkli gida 6rneginin
25 graminda, 6 saatlik bir zenginlestirme isleminden sonra, hedef genlerin tespit
edilebildigini gostermektedir. Salmonella tespiti kiiltiir temelli metotlarla 48-72 saat
arasinda gergeklestirilebilirken, HRM ile zenginlestirme asamasi dahil toplam 10 saat

stirmiis ve yogun is yiikii oldukc¢a azaltilmistir.

Bundidamorn et al. (2018), gidalarda bulunan Shiga toksin tireten Escherichia coli,
Salmonella spp. ve Listeria monocytogenes’in es zamanli olarak ayni tiipte
belirlenmesi i¢in Real-Time PCR HRM metodunu kullanmiglardir. 18 saat
zenginlestirme islemini takiben DNA ekstraksiyonu yapilmis ve her bir patojenin
DNA’s1 ayni tiipe alindiktan sonra EvaGreen boyasi esliginde Real-Time PCR HRM
uygulanmistir. Erime sicakliklar1 STEC, Salmonella spp. ve L. monocytogenes igin
sirastyla ortalama 84.52 + 0.90°C, 87.51 £+ 0.54°C ve 79.32°C = 0.48°C olarak
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bulunmusg ve 3 ayr1 spesifik tepe noktasi belirlenmistir. Yontemin uygulanabilirligi bu
patojenlerle kontamine edilen gidalarda da dogrulanmis ve tespit limiti 1 kob/25 g
olarak bulunmustur. Bu ii¢ patojenin tespiti standart metotlarla en az 4 giin siirerken
Real-Time PCR HRM kullanilarak zenginlestirme asamasi dahil toplam analiz siiresi

20 saate kadar distiriilmiistiir.

Cisse et al. (2019), Burkina Faso’da farkli hayvan siitlerinden iretilen fermente
iirinlerin mikrobiyolojik ve bazi kimyasal karakteristiklerini belirlemeye calistiklar
arastirmalarinda mikrobiyolojik olarak TAMB, LAB (laktik asit bakterileri), maya-
kif, S. aureus, toplam Kkoliform ve termotolerant koliform parametrelerini
incelemislerdir. Sayim islemleri sonucunda log kob/ml cinsinden 9,88 TAMB, 7,76
LAB, 5,70 maya-kiif, 3,29 S. aureus, 3,30 toplam koliform ve 2 termotolerant

koliform degerlerini bulmuslardir.

Merchan et al. (2019) yaptiklar1 ¢alismalarinda, Kolombiya’da geleneksel yontemlerle
iiretilmis 31 peynir 6rnegini ulusal standartlarina gore degerlendirmislerdir. Orneklerin
TAMB, toplam koliform, fekal koliform, S. aureus ve maya-kiif sayilarini sirasi ile
6,78; 5,80; 5,60; 5,20 ve 5,61 log kob/g olarak bildirmislerdir. Sonu¢ olarak
arastiricilar peynir numunelerinin mikrobiyal yikiiniin oldukca yiiksek oldugu ve

peynir iiretiminde hijyen kurallarina uyulmasinin gerekligini vurgulamislardir.

Ekici et al. (2019), Van otlu peynirinde biyojenamin, bazi mikrobiyolojik ve
fizikokimyasal parametrelerin incelemesini ger¢eklestirmislerdir. 100 peynir 6rneginin
analizlerinin gergeklestirildigi calismada 4,0-8,90 log kob/g TAMB, <1-6,08 log kob/g
koliform, 3,70-8,05 log kob/g maya-kif ve <1-2,60 log kob/g araliginda S. aureus

varlig1 tespit edilmistir.

Bozatli (2019) sosislerde Shiga toksin tireten E. coli O157:H7, 0103, 026 ve 0145
serotiplerinin canli kalma siireleri ve asit dayanimlarini belirlemistir. Her bir serotipten
piyasadan toplanan (iiretimden sonra) ve laboratuvar kosullarinda iretilen sosislere

(iiretim esnasinda) 10°-10° kob/g olacak sekilde kontamine edilerek vakum ambalaj
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icerisinde 75 giin depolanmis ve depolamanin 0, 15, 30, 45 ve 75. gilinlerinde Sorbitol
MacConkey agar kullanilarak sayim yapilmistir. Ayn1 zamanda bu serotiplerin simiile
mide sivisinda dayamimlarin1 incelemek amaciyla kontamine edilen sosisler
depolamanin 0, 15, 30, 45 ve 75. giinlerinde mide sivist ile homojenize edildikten
sonra 37°C’de inkiibe edilmis ve 0, 30, 60 ve 90. dakikalarda sayim yapilmistir.
Calisma sonucunda rekabet¢i mikrofloranin (6zellikle laktik asit bakterileri) olustugu
piyasa drneklerinde STEC serotiplerinin gelisiminin olumsuz etkilendigi bulunmustur.
Uretim esnasinda kontamine olan sosislerde ise rekabet¢i mikrofloranin patojen
gelisimine herhangi bir olumsuz etki gostermedigi belirlenmistir. Piyasa drneklerinde
bulunan STEC serotiplerinde azalma belirlenmesine ragmen, enfektif dozun diisiik
oldugu g6z oniine alindiginda, bu patojenlerle kontamine olan sosislerin risk teskil
ettigi ifade edilmektedir. Simiile mide sivisi denemelerinde ise STEC O157:H7
serotipinin dayanimi depolamanin 45. gliniinden itibaren azalmis ve 75. gilinde tespit
edilememistir. Bunun aksine STEC O103, 026 ve 0145 serotipleri 75. giine kadar

mide simiilasyon ¢dzeltisinde 90 dakika boyunca dayaniklilik géstermistir.

Bu c¢alisgmada temel olarak, kontaminasyon kaynaginin belirlenmesinde E. coli
suslarmin tiplendirilebilirligi arastirilmistir. Boylece son iiriinde gozlenen E. coli,
tretimin farkli asamalarinda izole edilen diger E. coli suslariyla kiyaslanarak
kontaminasyon kaynagi belirlenebilecektir. Bu kapsamda yerel ve ulusal firmalardan
22 adet Beyaz peynir orneginin mikrobiyolojik kalitesi (toplam aerobik mezofilik
bakteri, maya-kiif, koliform grubu bakteriler ve S. aureus sayimlar1) belirlenmistir.
Ayrica orneklerden E. coli izolasyonu gergeklestirilmis olup Suslar arasinda ki
muhtemel farkliliklar ortaya koyulmaya calisilmistir. Boylece farkli E. coli suslarinin
bulunabilecegi bir kiiltiir koleksiyonu olusturulmustur. Koleksiyondaki suslarin
farkliliklar1 biyokimyasal (IMViC) ve molekiiler (HRM) yontemlerle belirlenmistir.
Ardindan ayni isletmenin farkli {iretim asamalar1 ve triinlerinden izole edilen E. coli
suslari, kontaminasyon kaynagmin belirlenmesi amactyla molekiiler ve biyokimyasal

yontemlere tabi tutulmustur.
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3. MATERYAL ve YONTEM

3.1. Materyal

Denemede kullanilan metotlarin E. coli suslar1 arasindaki farkliligi belirleyebilme
kabiliyetini tespit etmek ic¢in E. coli izolatlarindan bir kiiltir koleksiyonu
olusturulmustur. Bu amagla ayn1 gida ¢esidinde bulunabilecek farkli E. coli suslarin
izolasyonu ic¢in 22 farkli yerel ve ulusal Beyaz peynir Ornegi kullanilmustir.
Kontaminasyon takibinin gergeklestirilebilirliginin gozlenebilmesi i¢in de aym
isletmenin farkl iiriin, yardimer ekipman, hammadde ve iiretim asamalarindan olusan
toplamda 25 adet 6rnek alinmistir. Tiim ¢alisma boyunca E. coli ATCC 11775 susu
referans olarak kullanilmustir. Ilgili drneklere ait bilgiler Cizelge 3.1°de sunulmustur.
Elde edilen tiim ornekler +4°C’de muhafaza edilerek analizleri yapilmak tizere derhal

laboratuvara getirilmistir.

Cizelge 3.1. Calismada kullanilan isletme numuneleri ve kaynaklari

Hammadde ve Ara Uriinler Uriinler

Cigsit 1 Ambalajli yagli Civil peynir
Cig siit 2 Yagsiz Civil peynir

Cendere bezi sikma suyu Kasar peynir

Teleme suyu (ilk mayalanma) Didilmis (tel haline getirilmis) yagh
Salamura suyu Civil peynir

Teleme suyu (baski agamasi) Didilmemis yaglh Civil peynir
Kuyu suyu (sistem bas1)

Kuyu suyu (sistem sonu)

Sebeke suyu (sistem basi)

Sebeke suyu (sistem sonu)

Kasar telemesi
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Cizelge 3.1. (devam)

Personel Svaplari ve Yardimc1 Ekipman Yiizeyi

Cendere bezi

Cig siit tank1

Personel 1 eldiven svap

Personel 2 eldiven svap

Ambealaj cihazi (list mekanizma)
Ambalaj cihazi (ambalaj materyali)
Ambealaj cihazi (alt mekanizma)
Kasar kalibi 1

Kasar kalib1 2

3.2. Yontem

Denemede kullanilan piyasa peynirleri ve fabrika numunelerinde o6ncelikle temel
mikrobiyolojik parametrelerden TAMB, maya-kiif, S.aureus ve koliform grubu
bakterilerin sayimlar1 gergeklestirilmistir. E. coli izolasyonu amaciyla VRB agarda
gozlenen tipik koloniler EMB besiyerine ¢izilerek, 6n degerlendirmeden gegirilmis ve
biyokimyasal testlere tabi tutulmustur. Bu amagla gergeklestirilen islem basamaklarina

asagida yer verilmistir.

3.2.1. Diliisyonlarin hazirlanmasi

Orneklerdeki hedef mikroorganizmalarin saymmi  ve izolasyon islemlerinin
gerceklestirilebilmesi adina seyreltme islemi i¢in %0,85 NaCl ve %0,1 pepton iceren
steril fizyolojik ¢ozelti kullanilmistir. Kat1 numunelerin hazirlanmasinda 10 g 6rnek
tartilip, 90 ml steril fizyolojik ¢ozelti igerisinde stomacher (MAYO HG400)
yardimiyla homojenize edilerek ilk diliisyon elde edilirken, sivi numunelerde 1 mL
ornek, 9 mL steril fizyolojik ¢ozelti icerisinde vorteks yardimiyla karistirilarak

homojenize edilmistir. Hazirlanan desimal diliisyon serilerinin ardindan ilgili petrilere
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2 paralel galisma olacak sekilde mikrobiyolojik ekimler gergeklestirilmistir (Harrigan
1998).

3.2.2. Toplam aerobik mezofilik bakteri (TAMB) sayimi

Calisma orneklerindeki TAMB sayilarinin belirlenmesi i¢in yayma kiiltiirel sayim
yontemi kullanilmistir. Bu amagla ilgili diliisyonlardan, steril Plate Count Agar (PCA,
Merck) besiyeri bulunan petri plaklarina 0,1’er mL aktarilarak ekim islemleri
gergeklestirilen mikroorganizmalar, 30-32°C’de 48 saat inkiibasyona birakilmistir.
Inkiibasyon sonucu petrilerde tespit edilen sayilar, diliisyon faktérii ile carpilarak
orneklerin 1 mL’sinde bulunan TAMB yiikii belirlenmistir. Elde edilen sonuglar sivi
ornekler i¢in log kob (koloni olusturan birim)/mL, kat1 6rnekler igin ise log kob/g
olarak ifade edilmistir (Maturin and Peeler 1998).

3.2.3. Maya-kiif sayimi

Otoklavda steril edilen Potato Dekstrose Agar (PDA, Merck) besiyeri, %10’luk steril
laktik asit ¢ozeltisi ile asitlendirilerek (pH 3,5) katilagsmasi i¢in petrilere dokiilmiistiir.
Ekim islemi i¢in hazir hale gelen petrilere ilgili diliisyonlardan gerekli aktarimlar
yapilarak oda sicakliginda 5-7 giin inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonunda

olusan kolonilerin mikroskobik ve makroskobik incelemeleri yapilip, sayim sonuglari

kaydedilmistir (Speck 1984).

3.2.4. S. aureus sayimi

S. aureus sayimi i¢in hazirlanan Baird Parker Agar (BPA, Oxoid) besiyeri steril
edildikten sonra 45°C’ye sogutularak, lizerine oda sicakligina getirilmis yumurta
sarisi-tellurit  (Egg-yolk tellurit, Oxoid) emilsiyonu ilave edilip (50 mL/L)
karistirildiktan sonra petrilere aktarimi gergeklestirilmistir. Katilasan besiyerine uygun

dilisyonlardan ekim yapilarak petriler 37°C’de 24 saat inkiibasyona birakilmistir.
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Inkiibasyon sonunda numunelerde tipik koloni gelisimi gdzlenmemistir (Pichhardt
2004).

3.2.5. Koliform grubu bakterilerin sayimi ve muhtemel E. coli suslarmin

izolasyonu

Orneklerde bulunan koliform mikroorganizmalarin saymm ve E. coli suslarmin
izolasyonu amaciyla VRB agar (Merck) kullanilmistir. Uygun diliisyonlardan ekimi
gerceklestirilen petriler, 35-37°C’de 1-2 giin inkiibasyona birakilmigtir. Inkiibasyon
sonunda gelisen 1-2 mm ¢apinda, haleli, kirmiz1 koloniler tipik koliform bakteri olarak
degerlendirilmistir (Unliitirk ve Turantas, 2002). Sekil 3.1’de VRB agarda gelisen

koliform grubu bakterilerin goriiniimii verilmistir.

Sekil 3.1.VRB agarda gelisen koliform grubu bakterilerin goriiniimii

VRB agardan makroskobik ve mikroskobik incelemelerle desteklenen tipik kolonilerin
on E. coli degerlendirmesi amaciyla EMB agara (Merck) itgli g¢izimleri
gerceklestirilerek, petriler 35-37°C’de 1 giin inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonucu
gozlenen metalik parlak yesil koloniler muhtemel E. coli olarak degerlendirilip,
Nutrient agara (Merck) ¢izilmistir. Cizimi gergeklestirilen petriler 35-37°C’de 1 giin
inkiibasyona tabi tutulmustur. Inkiibasyon sonunda gelisen kolonilerden diger testlerde
kullanilmak tizere 3 6ze dolusu toplanarak, %20 gliserol esliginde LB Broth (Luria
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Bertani, Merck) besiyeri igerisine alinip -80°C’de muhafaza edilmistir (Sekerci 2012).
Sekil 3.2’de VRB’den alinarak EMB besiyerine ¢izimi gergeklestirilen muhtemel E.
coli bakterileri (sol) ve -80°C’den Nutrient agarda canlandirilan saf kiiltiir izolat1 (sag)

verilmistir.

Sekil 3.2. EMB agara ¢izimi gerceklestirilen E. coli bakterileri (sol) ve -80°C’den
Nutrient agarda gelistirilen saf kiiltiir izolat1 (sag)

Izolatlarin tiimii -80°C’den Nutrient agarda canlandirilarak taze kiiltiirleri elde
edildikten sonra morfolojik ve biyokimyasal 6zelliklerinin belirlenmesi amaci ile gram

boyama, katalaz testi, oksidaz testi ve IMVIiC testlerine tabi tutulmustur.

3.2.5.a. Gram boyama

Gram boyama testi ile hiicrelerin morfolojik 6zellikleri hakkinda bilgi edinilerek gram
pozitif ve gram negatif tiirler ayirt edilebilmektedir. Dogru sonuglarin alinabilmesi igin
gram boyamada geng kiiltiir (16-24 saat) kullanilmalidir. Bu metot i¢in lam iizerine bir
damla distile su damlatilip, gen¢ kiiltiirden 6ze yardimiyla alinarak lam ylizeyine
yayilmasi saglanmistir. Hazirlanan preparat alevden gegirilerek fikse edildikten sonra
kristal viyole ile boyanip, 1 dakika bekletilmistir. Daha sonra lam yiizeyi su ile
yikanarak tizeri lugol ¢ozeltisi ile kaplanmistir. Ardindan lugol ¢ozeltisi lam tizerinden
akitilarak, etil alkol ve su ile yikanmistir. Son olarak sulu karbolfiiksin ile boyanarak
30 saniye bekletilen preparat, tekrar su ile yikamasi gerceklestirildikten sonra
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kurumaya birakilmistir. Sonuglar normal 1s1tk mikroskobunda (Olympus BX51T
Scientific) incelenerek gozlenen renge gore degerlendirme yapilmis olup, mor renkli
bakteriler gram pozitif, pembe renkli bakteriler ise gram negatif olarak
degerlendirilmistir (Karahan vd 2002).

3.2.5.h. Katalaz testi

Katalaz bir enzim olup, ortamdaki hidrojen peroksiti (H202), su ve oksijene
parcalayarak varligim1 gostermektedir. Muayane edilecek saf kiiltiirler taze olmalidir,
aksi takdirde eski kiiltiirler yalanci negatif sonuglar verebilir. Taze kiiltiirlerin tizerine
%3’liik H202’den (Merck) damlatildiktan sonra serbest oksijenin gaz kabarciklari
halinde gozlenmesi katalaz varligina isarettir. H2O2 ¢ozeltisi etkinligini korumasi i¢in
buzdolabr sicakliginda muhafaza edilmelidir. Sonu¢ olarak gaz olusumu gozlenen
koloniler katalaz (+), gaz olusturmayanlari ise katalaz (-) olarak kaydedilmistir (Cisem

2003). Sekil 3.3’de katalaz (+) reaksiyon sonucu verilmistir.

Sekil 3.3. Katalaz pozitif reaksiyon sonucu

3.2.5.c. Oksidaz testi

Bakterilerdeki sitokromoksidaz enziminin varligmi ortaya koymak amaciyla

kullanilmaktadir. Oksidaz testi icin taze kiltiirden steril 6ze yardimi ile bir miktar
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alinarak strip (Merck) iizerine siiriilmiistiir. 10 saniye bekledikten sonra mavi-mor
renk olusumu gozlenenler oksidaz (+), renk degisimi gozlenmeyen koloniler ise
oksidaz (-) olarak kaydedilmistir. Sekil 3.4’de 5 nolu izolata ait oksidaz pozitif test
onucu verilmistir (Pichhardt 2004).

Sekil 3.4. 5 nolu izolata ait oksidaz pozitif reaksiyon sonucu

3.2.5.d. IMVIC testi

EMB besiyerinde metalik parlak yesil renk olusturan kiiltiirlerin E. coli dogrulamasini
yapmak lizere bu testlerden yararlanilmistir. IMVIC; indol, metil kirmizisi, Voges
Proskauer ve sitrat testlerinin bas harfleri kullanilarak olusturulmus kisaltmasidir. Test
sonuglarma gore bir sonraki adim olan molekiiler metotlarda kullanilmak tizere E. coli
suslar1 belirlenmistir (Holt et al. 1994, Halkman 1999, Pichhardt 2004). Koliform
bakterilerin IMViC reaksiyonlar1 Cizelge 3.2’de verilmistir.



33

Cizelge 3.2. Koliform grubu bakterilerin® IMViC reaksiyonlar1 (Unliitiirk ve Turantas
2003)

Koliform Bakteri mdo.l Meti P::;i:zer Sitrat

Testi Kirmizisi Testi . Testi
Testi

Escherichia coli;

Biyotip 1 (Tipik) + + - -

Biyotip 2 (Atipik) - + - -

Enterobacter

aerogenes; - - + +

Tip 1(Tipik) + - + +

Tip 2 (Atipik)

Enterobacter cloaceae - - + +

Acra tipler

(Citrobacter); - + Q) +

Tip1 + + _ (b +

Tip 2

Klebsiella -© -© + +

pneumoniae

Diizensiz diger tipler d d d d

(a): Bu bakteriler 35-37°C’de laktozdan 48 saat iginde asit ve gaz tretirler.
(b): Nadiren zay1f pozitif reaksiyon verenlerine rastlanmaktadir.

(¢): Nadiren pozitif sonug verenlerine rastlanmaktadir.

(d): Degisken

indol testi

Bu test, mikroorganizmalarin triptofan1 enzimatik hidrolize ugratarak indol olusturma
yetenegini belirlemek amaciyla yapilmaktadir. Asagida triptofandan indol olusum

reaksiyonu goriilmektedir.

Triptofanaz

H:0 .
Triptofan =—=—="—=—Indol + Pirivik Asit +NH3
Deaminasyon

Sekil 3.5. Triptofandan indol olugum reaksiyonu
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Bunun i¢in izolatlarin peptonlu suya ekimleri gerceklestirilerek 37°C’de 24 saat
inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonunda tiiplere 0,5 mL Kovacs ayiraci
(Merck) damlatilmas1 sonucu ylizeyde parlak kirmizi halka olusturanlar indol (+), sar1
halka olusumu go6zlenenler ise indol (-) olarak kaydedilmistir (Pichhardt 2004,
Anonim 2011). Sekil 3.6’da indol (+) ve (-) suslara ait resim verilmistir.

Sekil 3.6. indol negatif (sol) ve indol pozitif (sag) test sonucu

Metil kirmizisi testi

Metil kirmizisi testi, bakterilerin glikozu fermente ederek organik asit olusturmalari ile
ortamimm pH’sim1  diisiirme esasmma dayanmaktadir. Sekil 3.7°de glikozdan

fermentasyonla organik asit olusumu reaksiyonu verilmistir.

2 Glikoz + H) O, ————» | aktik asit + Asetik asit + Etanol + 2CO2 + 2H>

Sekil 3.7. Glikozdan fermentasyonla organik asit olusumu reaksiyonu

Glikoz fosfatli siv1 besiyerine kiiltiirler ekilerek 37°C’de 24 saat inkiibe edilmistir.

Siire sonunda tiiplere metil kirmizis1 indikatériinden 5 damla ilave edilerek
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karistirilmistir. Bu indikator pH 6,2°’de sari, pH 4,2 ve altinda ise kirmizi renk
olusturmaktadir. Dolayisiyla tliplerde gozlenen kirmizi renk pozitif, sari renk ise
negatif sonuc olarak degerlendirilmistir (Ozdemir ve Sert 1996). Sekil 3.8°de 75

numarali izolata ait metil kirmizis1 pozitif test sonucu goriilmektedir.

Sekil 3.8. 75 nolu izolata ait Metil Kirmizis1 pozitif test sonucu

Voges-Proskauer testi

Bu testin esasi bakterilerin glikozu parcalayarak asetoin olusturma kabiliyetine
dayanmaktadir. Boylelikle agiga ¢ikan asetoin, potasyum hidroksit (KOH) varliginda
okside olarak diasetil meydana getirmekte ve bu {iriin ise alfa naftol ile muamele
edildiginde kirmizi renk olusturmaktadir. Bunun i¢in metil kirmizist testinde oldugu
gibi saf kiiltiirden glikoz fosfatli sivi besiyerine alinarak tiipler 37°C’de 24 saat
inkiibasyona birakilmistir. Bu siire sonunda tiiplere 1 mL %40’lik KOH ve 3 mL
%5’lik alfa naftol ilave edilmistir. Tiipler iyice karistirildiktan sonra 2-5 dakika iginde
kirmizi renk olusumunun go6zlenmesi pozitif reaksiyon olarak degerlendirilmistir
(Pichhardt 2004). Sekil 3.9°da 1F3 kodlu izolata ait VP pozitif test sonucu

goriilmektedir.
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Sekil 3.9. 1F3 kodlu izolata ait VP pozitif test sonucu

Sitrat testi

Sitrat testi bakterinin karbon kaynagi olarak sitrat1 kullanip kullanmadiginin gostergesi
olarak uygulanmaktadir. Simmon’s sitrat agar besiyeri tiiplere aktarildiktan sonra steril
edilerek yatik bir sekilde katilagmalari saglanmistir. Besiyerinin rengi, nétral pH
degerinde yesildir fakat pH 7,6’nin iizerinde koliform {iremesine bagli olarak
amonyum tuzlarindan alkali iiretimi sonucu besiyeri muhteviyatinda bulunan brom

timol mavisi indikatorii bu yesil rengi koyu prusya mavisine doniistiirmektedir.

Testin uygulanmasinda taze saf kiiltiirlerden igne yardimi ile bir miktar alinarak sitrat
yatik agar besiyerine ekim yapilmigtir. Ekim sonrasi tiipler 37°C’de 24 saat
inkiibasyona birakilmistir. Bu siire sonunda tiiplerde mavi renk olusumu pozitif (+)
reaksiyon olarak degerlendirilirken, orijinal yesil renk ise negatif (-) sonug¢ olarak
kaydedilmistir (Pichhardt 2004). Sekil 3.10’da izolatlara ait sitrat (-) ve (+) test sonucu

verilmistir.
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Sekil 3.10. izolatlara ait sitrat negatif (sol) ve sitrat pozitif (sag) test sonucu

3.2.6. E. coli izolatlarimin HRM analizi

Numunelerden elde edilen ve -80°C’de depolanan izolatlar molekiiler metotlarda
kullanilmak iizere tekrar aktiflestirilmistir. Ilgili besiyerinde (Nutrient Agar, Merck)
gelisen kiiltiirler saflik kontroliinden gegirildikten sonra DNA izolasyonunda
kullanilmak {izere steril saf su igerisine alinarak, -20°C’de muhafaza edilmistir.
Mevcut E. coli bakterilerinin sus seviyesinde farkliliklarini ortaya koymak amaciyla
izolasyonu gerceklestirilen bakteri DNA’lar1, V1 ve V3 boélgeleri hedef alinarak HRM

analizine tabi tutulmustur.

3.2.6.a. DNA izolasyonu

DNA izolasyonu amaciyla -20°C’de muhafaza edilen kiiltlir soliisyonundan 20 pL
alinarak, tizerine 500 pL steril saf su ilave edilip vorteks yardimi ile karigtirilmistir.
Elde edilen bakteri siispansiyonu 5000xg’de 3 dakika santrifiij edildikten sonra fosfat
tamponu ile 3 kez yikanmistir. Bu islemlerin ardindan, siispansiyon igerisine 0,5 mL 6

M iire ve 0,1 mL %10 SDS ilave edilerek 37°C’de 20 dakika inkiibasyona tabi
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tutulmustur. Daha sonra 6rnekler 95°C’de 5 dakika bekletilerek, 8000xg’de 25°C’de
10 dakika santrifiij edilip, slire sonunda siipernatant uzaklagtirilmistir. Geriye kalan
pelletin iizerine 0,1 mL 0,2 N NaOH ilavesi yapilarak 37°C’de 10 dakika inkiibe
edilmistir. Hiicresel pargalarin ayrilmast maksadiyla 3000xg’de 25°C’de 3 dakika
santrifiij isleminden gecirilerek siipernatant kismi atilmigtir. Saf DNA eldesi i¢in 2,5
hacim absolute (mutlak) alkol ilave edilerek -20°C’de 2 saat bekletilmistir. Ardindan
13200xg’de, 4°C’de, 15 dakika santrifiij islemi gergeklestirilerek %70’lik etanol ile
yikama yapilmistir. DNA pelleti kuruduktan sonra 20 ul Tris-EDTA (TE) tamponunda
tekrar siispanse edilerek PCR islemi i¢in hazir hale getirilmistir (Singh and Ramesh
2009). izole edilen DNA’nin safligi ve miktarin1 belirlemek amaciyla nanodrop
spektrofotometre (Epoch Microplate Spectrophotometer, BioTek) cihazi kullanilmastir.
A260/280 orani bu amagla kullanilmakta olup, saf DNA o6rneklerinde bu deger
yaklagik 1,8 olmalidir. Sekil 3.11°de bazi suslara ait nanodrop Ol¢lim sonuglari

verilmistir.

2 3
SPLA SPLA Well ID
A Spectrum
1,861 1,857 2600280
83,726 77,997 ngipL
SPL2 SPLE Well 1D
B Spectrum
1,859 1,851 2600280
121,286 127,617 |ngil
SPL3 SPLT Well ID
C Sipectrum
1.841 1.851 260/280
68,652 56,439 ngiuL
SPL4 SPLE Well I
) Spectrum
1,844 1,886 260280
87,197 41,005 ngpl

Sekil 3.11. Bazi suslara ait nanodrop 6l¢iim sonuglari
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3.2.6.b. Real-Time PCR HRM ile genotiplendirme

Real-Time PCR (RT-PCR) ile genotiplendirme islemlerinde, suslar arasindaki
farkliliklarin belirlenmesi amaciyla HRM analizine basvurulmustur. Gergeklestirilen
HRM analizlerinde V1 ve V3 hedef bolgeleri denenmis olup primerlerin baglanma
sicakliklar1 (Tm), erime degerlerine uygun olacak sekilde secilmistir. ilk etapta
deneme ic¢in secilen temsili suslarin ayr1 ayr1 hem V1 hem de V3 bolgeleri
incelenmistir. Inceleme sonucunda E. coli suslar1 i¢in V3 bélgesinin daha uygun
oldugu goriilmiis ve tiim Ornekler 16S rRNA geninin V3 bolgesi dikkate alinarak
calisilmistir. Asagida V3 bolgesi i¢in uygulanan RT-PCR HRM analiz prosediirii

sunulmustur.

RT-PCR HRM ig¢in hazirlanmas1 gereken ¢ozeltinin toplam hacmi 13 pL olacak
sekilde; 6,5 uL EvaGreen PCR Master Mix (Qiagen), 0,5uL V3F ve 0,5uL V3R
primerleri (10 uM), 50 ng/uL Template DNA ve geri kalan kisimda deiyonize su ile
tamamlanacak sekilde PCR tiiplerine alinmistir. Hazirlanan Ornekler i¢in uygulanan
protokoliin agsamalarina gore belirlenen siire ve sicaklik normlar1 asagida verilmistir.
On deneme amaci ile gergeklestirilen V1 RT-PCR isleminde baglanma sicakligi 63°C

olarak kullanilmistir.

RT-PCR prosediirii

e 95°C’de 10 dakika, ilk denatiirasyon

e 95°C’de 20 saniye; denatiirasyon

e 58,5°C’de 60 saniye; baglanma 40 siklus
e 72°C’de 90 saniye; uzama

e 72°C’de 10 dakika son uzama

HRM prosediirii

e 70°C’den 95°C’ye 0,1°C/2 sn olacak sekilde tedrici sicaklik artisi
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PCR islemi tamamlandiktan sonra her bakteriye ait HRM verileri elde edilmistir

(Fukushima et al. 2003; Pornprasert et al. 2008; Pang et al. 2011; Sekerci 2012).

3.2.7. istatistiksel analizler

Calismada kaydedilen veriler SPSS for Windows Release ver. 16.00 paket programi
kullanilarak istatistiksel analiz sonuglari elde edilmistir (SPSS Inc. Chicago, IL. USA).
Izolatlarin PCA (Principal Component Analysis) islemi ScreenClust software package
programi kullanilarak gergeklestirilmistir (Rotor-Gene ScreenClust HRM Software,
QIAGEN, Hilden, Germany).
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4. ARASTIRMA BULGULARI ve TARTISMA

4.1. Mikrobiyolojik Bulgular

Calismada Erzurum piyasasindan elde edilen 22 adet Beyaz peynir 6rnegi ve siit
isletmesinden alinan 25 adet numunede oncelikle TAMB, maya-kiif, S. aureus ve
koliform grubu bakteriler i¢in mikrobiyolojik sayim islemleri yapilmistir. Ardindan
VRB agarda gelisen tipik koloniler E. coli izolasyonu i¢in kullanilmigtir. Denemede
kullanilan higbir 6rnekte tipik S. aureus kolonisine rastlanilmamustir. Elde edilen

kiiltiirel sayim sonuglar1 Cizelge 4.1 ve Cizelge 4.2°de verilmistir.

Cizelge 4.1. Piyasa Beyaz peynir 6rneklerine ait mikrobiyolojik sayim sonuglari (log
kob/qg)

Numune | Tekerriir| TAMB | MAYA | KUF |KOLIFORM
1 6,05 <2 <2 <1
. 2 6,30 <2 <2 <1
1 8,27 2,90 <2 6,70
2 2 8,21 2,85 <2 6,48
3 1 8,03 4,30 <2 4,30
2 8,11 4,3 <2 4,30
A 1 7,88 <2 <2 <1
2 7,78 <2 <2 <1
1 6,16 2,70 <2 5,30
> 2 6,20 2,60 <2 5,26
1 7,83 2,70 <2 2,90
6 2 7,72 2,78 <2 2,78
1 8,03 4,90 <2 7,00
! 2 8,08 5,00 <2 6,90
1 7,38 5,40 4,48 <1
8 2 7,30 5,34 4,00 <1
1 8,28 <2 <2 <1
9 2 8,36 <2 <2 <1
10 1 8,38 3,70 <2 6,90
2 8,35 3,68 <2 6,85
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Cizelge 4.1. (devam)

1 7,63 3,36 <2 6,30

1 2 7,60 3,40 <2 6,00
1 7,08 2,70 2,70 3,68

12 2 7,00 2,60 2,48 3,77
1 7,08 3,23 3,04 4,78

13 2 7,11 3,18 3,00 4,70
1 7,11 3,45 <2 4,90

14 2 7,18 3,48 <2 4,70
15 1 7,97 <2 2,70 7,68
2 7,99 <2 2,30 7,79

1 7,79 5,52 <2 6,00

16 2 7,81 5,54 <2 6,00
1 7,61 3,98 <2 7,34

17 2 7,52 4,30 <2 7,40
1 8,00 <2 <2 7,92

e 2 7,99 <2 <2 7,95
1 7,79 4,24 2,48 6,70

19 2 7,80 4,30 2,00 6,48
1 7,64 4,30 <2 6,00

20 2 7,62 4,00 <2 6,00
1 7,81 5,08 <2 6,48

21 2 7,84 511 <2 6,30
1 7,74 3,00 <2 5,70

22 2 7,76 2,90 <2 5,78
En Kiiciik 6,05 <2 <2 <1
En Biiyiik 8,38 5,54 4,48 7,95
Ortalama 7,62 2,97 0,66 4,82

TAMB: Toplam Aerobik Mezofilik Bakteri

Piyasa Orneklerine ait mikrobiyolojik sayim sonuclar1 (Cizelge 4.1) incelendiginde;
TAMB i¢in en kiigiik degerin 6,05 log kob/g, en biiyiik degerin 8,38 log kob/g,
ortalamalarinin ise 7,62 log kob/g oldugu goriilmektedir. En diisik TAMB degerine
sahip 1 numarali 6rnek ile 4 ve 9 numarali numunelerde de TAMB disinda diger
mikroorganizma gruplarina ait verilerin, tespit edilebilir seviyenin altinda olduklari

anlasilmaktadir. TAMB icin en yiiksek deger ise 10 numarali 6rnege aittir.
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Elde edilen verilere gore; maya sayim sonuglarinin <2-5,54 log kob/g arasinda oldugu
goriilmekte olup, ortalama degeri ise 2,97 log kob/g seviyesindedir. Sonuglar
incelendiginde toplam 22 adet peynir Orneginden 4 tanesi disinda tiim Orneklerde

maya gelisimi goriilmiistiir. En yiiksek deger ise 16 numarali 6rnege aittir.

Beyaz peynir numunelerine ait kiif sonuglart <2-4,48 log kob/g degerleri arasinda
degismektedir. Tespit edilen kiif sayimlarinin ortalamast 0,66 log kob/g olarak
belirlenmistir. Piyasaya ait 22 adet peynir 6rneginden 8, 12, 13, 15 ve 19 numarali
ornekler haricinde diger numunelerde kif gelisimi gergeklesmemistir. Sayim

sonuglarina gore en yiiksek degere 8 numarali 6rnegin sahip oldugu goriilmektedir.

Koliform grubu bakteri sayisinin <1-7,95 log kob/g degerleri arasinda degistigi
goriilmektedir. Toplam 22 adet peynir 6rnegi icerisinde koliform grubu bakterilerin
belirlenemedigi 1, 4, 8 ve 9 numarali orneklerin, ulusal firmalara ait oldugu dikkat
cekmektedir. Ayrica 2 ile 6 numarali numuneler ayni firmanin farkli marka isimleriyle
piyasaya siirdiigi ornekler olup; 6 numara kendi ambalajindan (teneke) uygun
sartlarda alinmig peynir numunesini, 2 numara ise markette belirli gramajlarda satisa
sunulmasi igin dilimlenerek stregle kaplanan peynir numunesini temsil etmektedir.
Sonug olarak bu iki numune mukayese edildiginde 2 numarali 6rnekteki TAMB, maya
ve koliform yiikiiniin 6 numaraya gore fazla oldugu tespit edilmistir. Koliform degeri
ortalamas1 6 ve 2 numarali 6rneklerde sirasi ile 2,84 log kob/g ve 6,59 log kob/g
olarak belirlenmistir. Tespit edilen degerler marketten alinan peynirin, diger peynire
oranla 3,76 log kob/g gibi bir mikrobiyal yiik fazlaliginin oldugunu gostermektedir.
Bu durum, satis esnasinda uygulanan islemlerin iirlinlin mikrobiyal yiikiine 6nemli
derecede etki edebildigini ortaya koymaktadir. Satis noktasi uygulamalarinda; ilgili
personel hijyeni, gida temas yiizeyleri, uygun olmayan ortam kosullari, kullanilan
geregler gibi olumsuz nedenlerin kontaminasyonun kaynaklar1 arasinda olabilecegi

unutulmamalidir (Kaynar vd 2005).

Koliform mikroorganizma acisindan en yiiksek degere sahip olan 18 numarali 6rnekte

TAMB ve koliform grubu bakterilerin disinda mikroorganizma gelisimi
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goriilmemistir. Bu Ornege ait veriler incelendiginde, VRB agarda gozlenen tipik
kolonilerin E. coli 6n dogrulama islemleri i¢in EMB’ye ¢izimleri gergeklestirilerek,
metalik parlak yesil renkte gelisim gosteren 4 bakteri izole edilmistir. Ardindan
uygulanan testler sonucu izolatlarin gram (-), katalaz (+), oksidaz (-) ozellikleri
belirlenmis ve yapilan IMViC test sonuglar1 (+,+,-,-) seklinde olup bdylelikle dort
izolatinda Tipik E. coli oldugu tespit edilmistir. Daha sonra HRM analizinin sus
seviyesinde ¢esitliligi ortaya koymak ic¢in uygulanabilirligini denemek maksadiyla
analize tabi tutulan izolatlardan elde edilen verilerin degerlendirilmesi sonucu; 58, 59
ve 60 numarali suslarin sonuglar1 birbiriyle yakinlik gosterdiginden ayni sus

olabilecekleri, 61 numarali susun ise bunlardan farkli olabilecegi diistiniilmiistiir.

Mikrobiyal verilerin korelasyon analizi sonucunda koliform, TAMB ve maya sayilari
arasinda pozitif bir iliskinin (p<0,05) oldugu gorilmiistiir. Bu durum genel olarak
peynir Orneklerindeki mikrobiyal yiikiin yiikselmesi ile koliform grubu bakteri

sayilarinin da dolayli olarak arttig1 anlamina gelmektedir.

Cizelge 4.2. Ayn siit isleme tesisine ait numunelerin mikrobiyolojik sayim sonuglari

Numune | Tekerriir| TAMB | MAYA | KUF |KOLiFORM
- 1 8,87 3,85 <1 7,89
2 8,83 3,78 <1 7,83
1 8,18 4,54 <1 7,00
F2 2 8,13 4,51 <1 6,34
1 8,24 4,68 <1 6,18
k3 2 8,20 4,63 <1 6,11
1 8,91 4,99 <1 7,26
F4 2 8,88 4,95 <1 7,21
1 4,70 2,95 <1 2,68
ks 2 4,63 2,93 <1 2,70
Eo 1 7,81 3,85 <1 6,43
2 7,78 3,78 <1 6,54
1 2,41 <1 <1 1,00
al 2 2,36 <1 <1 1,00
1 2,40 <1 <1 2,32
F8 2 2,32 <1 <1 2,26
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Fo 1 2,91 <1 <1 <1
2 2,88 <1 <1 <1
1 3,38 <1 <1 <1
F10 2 3,35 <1 <1 <1
<
F11 1 8,96 5,36 2 7,66
2 8,95 5,26 <2 7,58
F12 1 8,48 3,60 4,60 2,70
2 8,44 3,35 4,25 2,60
<
F13 1 8,60 6,20 2 4,90
2 8,57 6,10 <2 4,70
1 5,83 5,26 <2 <1
=N 2 5,79 5,18 <2 <1
<
F15 1 6,20 4,78 2 2,00
2 6,18 4,70 <2 2,00
1 8,26 4,85 <2 <1
p'- 2 8,22 4,78 <2 <1
<
F17 1 8,11 5,15 2 5,93
2 8,05 5,09 <2 5,95
<
Fis 1 6,96 5,66 2 5,15
2 6,94 5,63 <2 5,05
1 3,04 1,48 <2 <1
F19 2 2,95 1,40 <2 <1
1 2,04 3,11 <2 <1
F20 2 2,00 3,04 <2 <1
1 4,32 4,00 <2 <1
F21 2 4,30 3,90 <2 <1
1 4,54 4,20 <2 <1
F22 2 453 4,08 <2 <1
1 3,26 3,78 <2 <1
F23 2 3,23 3,70 <2 <1
1 5,00 4,18 <2 <1
F24 2 4,99 411 <2 <1
1 5,32 5,32 <2 <1
F25 2 5,27 5,24 <2 <1
En Kii¢iik 2,00 <1 <1 <1
En Biiyiik 8,96 6,20 4,60 7,89
Ortalama 5,85 3,63 0,17 2,74
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Cizelge 4.2 genel olarak incelendiginde, ¢ig siitin mikrobiyolojik Kalitesinin iyi
olmadigi ancak hammaddenin {iriine islenmesi ve uygulanan 1sil iglem sonucu

mikrobiyal yiikiin nispeten diistiigii gozlenmektedir.

Beyaz peynir, Kasar, Civil peynir iiretimi yapan bir siit isleme tesisinden bazi
hammadde, iiriin ve gida temas ylizeylerinden alinan numunelerdeki mikrobiyolojik
sayim sonuglarina (Cizelge 4.2) bakildiginda TAMB i¢in minimum ve maksimum
degerlerin 2-8,96 log kob/g-mL arasinda oldugu saptanmistir. Numunelerdeki TAMB
sonuglarinin ortalamasi ise 5,85 log kob/g-mL olarak tespit edilmistir. En yiiksek
deger F11 numarali 6rnege (kasar telemesi) ait olup, en diisiik deger ise F20 numarali
numuneye (personel eldiven svap 2) aittir. F11 numarali 6rnekte TAMB’nin yani sira

koliform grubu bakterilerin de yiiksek seviyede oldugu goriilmektedir.

Siit isletmesine ait numunelerde gergeklestirilen maya sayim sonuglart <1-6,20 log
kob/g-mL degerleri arasindadir. En yiiksek deger yagsiz Civil peynirde (F13)
goriilmekle birlikte kuyu suyu ve sebeke suyunu temsil eden 6rneklerin (F7, F8, F9,
F10) disinda isletmeye ait tim numunelerde maya gelisimi tespit edilmistir.
Dolayisiyla ¢ig siit temininden son iiriin elde edilinceye kadar uzanan iiretim hatti
boyunca hemen her asamanin ve ortam kosullarinin maya gelisimi i¢in miisait oldugu
on goriilmektedir. Nitekim hammadde ile baslayip personellerin eldivenlerinden svap
yontemi ile alinan numunelere, gidanin temas ettigi; ylizey, alet-ekipman ve ambalaj
materyallerinden, son iiriin olarak elde edilen ¢esitli peynir tiirlerine kadar alinan 21
ornekte tespit edilen degerlerin bu kaniy1 destekler nitelikte oldugu sonucuna
varilmistir. Ayrica isletme sicakligi, cendere bezi, salamura suyu gibi etkenlerinde bu

durumun devamliliginda 6nemli parametreler oldugu goriilmektedir (Yalg¢in vd 2011).

Kif gelisimi sadece ambalajli yagli Civil peynir érneginde belirlenmistir. Bu 6rnekte
gelisen kiiflerin ise ambalajin deformasyonu sonucu hava almasindan kaynakli oldugu

gorilmiistiir.
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Koliform grubu bakterilerin minimum ve maksimum degerlerinin <1-7,89 arasinda
oldugu saptanmistir. Toplam 25 6rnek igerisinden sebeke sulari, ambalaj materyalleri,
kasar kaliplar1, personellerin eldivenlerinden alinan svap ornekleri, kasar ve yagh Civil
numunelerini temsil eden 11 6rnekte koliform grubu bakterilerin tespit edilebilir
diizeyin altinda oldugu ortaya koyulmustur. Gelisimin gézlendigi numuneler arasinda
en yiiksek degerin ise ¢ig siitii temsil eden F1 6rnegine ait oldugu gorilmektedir.
Hammaddeden iirline uzanan iiretim hattinda 6zellikle teleme 6rneklerinde ortalama
107 kob/g seviyesine varan koliform bakteri tespit edilmistir. Teleme ve peynir alt:
suyunun besinsel bilesimi ve matrikslerinin, mikrobiyal gelisime zemin hazirladigi
goriilmektedir. Didilmemis Civil peynir 6rneginde (F16) koliform belirlenemezken,
didilmis (tel haline getirilmis) Civil peynir 6rneginde (F15) 2,00 log kob/g diizeyinde
koliform degeri tespit edilmistir. Bu peynir numunelerinin, firmadan diger numuneleri
aldigimiz tarihten bir giin onceki tiretime ait oldugu dikkate alinarak didme iglemini
(tel haline getirme) gerceklestiren personellerden ya da peynirlerin temas ettigi yiizey
gibi etkenlerden kaynakli olabilecegi diisiiniilmektedir. Sayim sonuglarina bakilarak,
hammadde (¢ig siit) kalitesinin diisiikliigiiniin tiretim hatt1 boyunca etkili oldugu ve

son Uriinde de kendisini farkli oranlarda gosterdigi anlasiimistir (Kaynar 2011).

Calismada piyasadan toplanan Beyaz peynir 6rneklerinden 77 adet, siit isletmesine ait
numunelerden ise 45 adet olmak iizere toplamda 122 adet izolat elde edilmistir. Piyasa
ornekleri (Cizelge 4.3) ve aymi isletmeye ait 6rneklerden (Cizelge 4.4) elde edilen

izolatlarin kaynag1 ve kodlart asagida verilmistir.
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Cizelge 4.3. Piyasa 0rneklerine ait izolatlarin kaynagi ve izolat kodlar

izolat Kaynag izolatlarin Kodu Izolat - izolatlarin Kodu
Kaynagi
Numune 1 - Numune 12 30, 31, 32, 33, 34
Numune 2 1,2,3,4,5 Numune 13 35, 36, 37, 38, 39, 40
Numune 3 6,7,8 Numune 14 41, 42, 43, 44
Numune 4 - Numune 15 45, 46, 47, 48, 49
Numune 5 9,10,11 Numune 16 50, 51, 52
Numune 6 12,13, 14 Numune 17 53, 54, 55, 56, 57
Numune 7 15, 16, 17, 18, 19 Numune 18 58, 59, 60, 61
Numune 8 - Numune 19 62, 63, 64
Numune 9 - Numune 20 65, 66, 67, 68
Numune 10 20, 21, 22, 23 Numune 21 69, 70, 71, 72, 73
Numune 11 24, 25, 26, 27, 28, 29 | Numune 22 74,75, 76

Erzurum piyasasinda tiiketime sunulan 22 adet Beyaz peynir 6rneginden 18’1 yerel
firmalara aittir. Bu firmalarin hepsinden siipheli E. coli bakterilerinin dogrulamasini
yapmak {izere izolasyonlar1 gerceklestirilmistir. En ¢ok sus 11 ve 13 numarali
orneklerden izole edilmistir. Fakat elde edilen suglarin IMViC ile dogrulanmasinda
hepsinin E. coli olmadig1 gorilmiistiir. 11 numarali 6rnege ait izolatlara uygulanan
IMVIC testleri sonucu peynirlerde atipik E. coli ve Escherichia cinsine ait farkli
tiirlerin oldugu da tespit edilmistir. Ayn1 sekilde 13 numarali 6rnekten elde edilen
izolatlarin da ¢esitlilik gosterdigi gozlenmis olup tipik E. coli, atipik E. coli ve yine

Escherichia cinsine ait farkli tiirler oldugu belirlenmistir.

Cizelge 4.3 incelendiginde koliform grubu bakterilerin tespit edildigi tiim 6rneklerden
en az 3, en fazla 6 izolat elde edildigi goriilmektedir. Bu suslar miimkiin oldugunca

farkli koloni 6zelliklerine sahip olanlardan segilerek izole edilmistir.
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Cizelge 4.4. Ayn siit isletmesinden alinan orneklere ait izolatlarin kaynagi ve izolat
kodlar

Hammadde ve Ara Uriinler Uriinler
Numune | ; < izolatlarin Numune | . < izolatlarin
kodu Izolat Kaynag Kodu kodu Izolat Kaynag Kodu
. 1F11F2 1F3 Ambalajli yagl TF17F2
FL | Cigsitl 1F4 1F5 F12- | Civil peynir 7F3 7F4
- Yagsiz Civil 9F1 9F2
F2 Cig siit 2 2F1 2F2 2F3 2F4 F13 peynir 9F3 9F4
3 Cendere bezi 3F13F2 3F3 F14 K .
sikma suyu 3F4 3F5 asar peynir -
Didilmis  (tel
F4 | elemesuyu AF14F2 4F34F4 | pp5 | haline getirilmis) 10F1
(ilk mayalanma) yagh Civil
peynir
Didilmemis yagh
F5 Salamura suyu 5F1 5F2 F16 - X -
Civil peynir
F6 Teleme suyu 6F1 6F2 6F3
(bask1 agamast) 6F4 6F5
Kuyu suyu
F7 g -
(sistem bagi)
Kuyu suyu
F8 LY SHY :
(sistem sonu)
Sebeke suyu
F9 . -
(sistem sonu)
Sebeke suyu
F10 (sistem bagi) i
. 8F1 8F2 8F3 8F4
F11 Kasar telemesi 8F5

Personel Svaplar1 ve Yardime1 Ekipman Yiizeyi

Numune | ; o ;
kodu Izolat Kaynagi Izolatlarin Kodu
F17 Cendere bezi 11F1, 11F2, 11F3
F18 Cig siit tank1 12F1, 12F2, 12F3
Personel 1
F19 . -
eldiven svap
Personel 2
F20 . -
eldiven svap
21 Ambalaj cihazi
(st mekanizma)
Ambealaj cihazi
F22 - . -
(ambalaj materyali)
F23 Ambalaj cihazi
(alt mekanizma)
F24 Kasar kalib1 1 -
F25 Kasar kalib1 2 -
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Cizelge 4,4’de sunulan verilere gore; hangi numunelerden izolasyonlarin yapildigi
goriilmektedir. Numuneler arasinda sadece F7 ve F8 numarali 6rneklerde koliform
gelisimi tespit edilmesine ragmen E. coli izolat1 elde edilememistir. Firmadan alinan
25 numuneden 45 adet izolat elde edilmistir. En ¢ok ¢ig siitten, en az ise didilmis Civil

peynir orneginden izolasyon igslemleri gergeklestirilmistir.

Elde edilen mikrobiyolojik veriler literatiirle kiyaslandiginda nispeten benzer
sonuglarin elde edildigi goriilmektedir. Ornegin, calisma verileri Merchan et al.
(2019)’in  Kolombiya yoresel peynirlerinden elde ettigi sonuglarla mukayese
edildiginde bizim iiriinlerimizin nispeten daha yiiksek TAMB, daha diigitk maya-kiif
ve koliform sayisina sahip oldugunu gostermektedir. Bu farklarin genel olarak 1 log

kob/g seviyesinde oldugu tespit edilmistir.

Saltan Evrensel vd (2003) tarafindan Bursa’da gerceklestirilen benzer bir ¢alismada,
Beyaz peynir iiretimi yapan bir mandiranin iiretim hatt1 boyunca farkli noktalarmdan
numuneler alinarak kontaminasyon kaynaklarinin belirlenmesi amaglanmistir. Elde
edilen veriler sonucunda numunelerde en yiiksek 7,32 log kob/g seviyesinde koliform
bakterilerin oldugu saptanmistir. Bu sonuglar gergeklestirdigimiz fabrika caligmasi ile
mukayese edildiginde numunelerden elde ettigimiz en yiiksek koliform degeri (7,89)
ile ayn1 logaritmik seviyede oldugu dikkat ¢cekmektedir. Ayrica ¢caligmada mikrobiyal
sayim sonuglart ele alinarak, isletmenin tiretim hattinda tespit edilen kritik noktalara
deginilip, kontaminasyon kaynaklari hakkinda ¢ikarimlara yer verilmistir.
Gergeklestirilen ¢caligmada kontaminasyon kaynagini belirlemek maksadiyla molekiiler

metotlara bagvurulmamustir.

Ulusoy (2004)’a ait bulgular incelendiginde Ankara'daki gesitli semt ve marketlerden
alinan peynir numunelerinde tespit edilen koliform bakterileri i¢in en diisiik deger 3,87
kob/g iken bizim g¢alismamizda bu deger tespit edilebilir seviyenin altinda oldugu

goriilmektedir.
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Akel (2013) Van piyasasinda tiikketime sunulan Feta peynirlerinin mikrobiyolojik ve
kimyasal kalitesini belirlemek amaciyla gerceklestirilen arastirmada ¢esitli
mikroorganizmalar ¢alisilmis olup, koliform grubu bakterilerin sayis1 0,78 log kob/g,
E. coli sayis1 ise 0,10 log kob/g olarak tespit edilmistir. Benzer bir ¢alismada Nespolo
and Brandelli (2012) tarafindan Brezilya’da gerceklestirilmis olup, arastirmada koyun
stitiinden iretilen Feta peynirlerinde koliform degerinin ortalama 1,63 log kob/g, kegi
stitiinden tretilen peynirlerde ise bu degerin 1,50 log EMS/g seviyesinde oldugu
g6zlenmistir. Calismamizda yer alan peynirlere ait koliform degerleri, Akel (2013) ve
Nespolo and Brandelli (2012) calismalarinda saptanan koliform seviyelerinden daha

yiiksek oldugu goriilmektedir.

4.2. E. coli Suslarimn Morfolojik ve Biyokimyasal Ozellikleri

Calismada VRB besiyerinde tipik koliform koloni 6zelliklerinin incelemesi yapilip,
EMB besiyerine ¢izimleri gergeklestirildikten sonra siipheli E. coli olarak 6n goriilen
bakterilerin dogrulanmasi i¢in bazi identifikasyon testleri gergeklestirilmistir. Cizelge
4.5 ve Cizelge 4.6’da mikroorganizmalara uygulanan gram boyama, katalaz, oksidaz

ve IMViC sonuglar1 yer almaktadir.

Cizelge 4.5. Piyasa peynirlerinden izole edilen koliform bakterilerin bazi morfolojik
ve biyokimyasal 6zellikleri

®
c . )
§ I;gé?; bs;:m a Katalaz | Oksidaz | indol kl':/llﬁzlls] prgsolgsjer Sitrat
z
1° - + - + + - -
2° - + - + + - -
2 3? - + - + + - _
42 - + - + + - -
5 - - + - + - +
6° - + - - + - -
7° - + - - + - -
’ 8° - + - - + - -
77° - + - R + - -




Cizelge 4.5. (Devam)
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Cizelge 4.5. (Devam)
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Piyasa orneklerine ait koliform grubu bakterilerin sonuglar1 incelendiginde, 77 peynir
orneginde en sik rastlanan tiir %49’luk bir oranla E. coli (38 adet) iken %51°lik kismin
ise farkli Escherichia tiirlerine ait olabilecegi belirlenmistir. Dogrulamast yapilan
E.coli tiirlerinin 29’u (%76) tipik, 9’u (%24) ise atipik olarak tespit edilmistir. Cizelge
4.5 incelendiginde 7, 16 ve 18 numarali peynirlerden izole edilen bakterilerin tlimiiniin
tipik E. coli oldugu tespit edilmistir. 3 numarali numuneye ait koliform bakterilerin ise
atipik E. coli oldugu belirlenmistir. Bu analizler neticesinde kolonilerin makroskobik
ve mikroskobik Ozelliklerinin tek basina yetersiz oldugu, mikroorganizmalarin
morfolojik ve biyokimyasal 6zelliklerinin cins ve/veya tiir tanimlamada 6nemli oldugu
sonucuna varilmigtir. Ornegin, ayn1 peynirden ekimleri gerceklestirilen ve VRB’de
ayn1 makroskobik 6zelliklere sahip olup EMB besiyerinde metalik parlak yesil renkte
koloni gelisimi gosteren 12 ile 14 numarali bakterilerden biri tipik E. coli olarak tespit
edilmisken, digeri farkli bir Escherichia tiirii olarak nitelendirilmistir. Elde edilen

izolatlardan tiimiiniin gram negatif oldugu ve 5, 21, 32 numaral izolatlar hari¢ diger
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mikroorganizmalarin ise katalaz pozitif, oksidaz negatif 6zellik gosterdikleri ortaya

koyulmustur.

Cizelge 4.6. Fabrika numunelerinden izole edilen koliform bakterilerin bazi
morfolojik ve biyokimyasal 6zellikleri

Numune Izolat ) Gram Katalaz | Oksidaz | indol Metil Voges Sitrat
kodu |boyama kirmmzisy| proskauer
1F1 - + - + + + +
1F2 - + - - + - +
Cigsit1 | 1F3 - + - - + + +
1F42 - + - + + - -
1F52 - + - + + - -
2F1° - + - - + - -
oo | 2F22 | - + - + + - -
Cig siit 2 SF32 ; N i N N _ i
2F4 - + - + + - +
3F1 - + - - + - +
Cendere | 3F2 x v - + + - +
bezi stkma | 3F3 - + - - + - +
suyu 3F42 - + - + + - -
3F5 - + - - + - +
4F1 - + - - + - +
Teleme suyu AE2 i + _ _ + _ N
(ilk AF3 i N i N N i i
mayalanma)
4F4 - + - - + - +
Salamura 5F1 - + - - + - +
suyu 5F2 - + - - + - +
6F1° - + - - + - -
Teleme suyu| 6F2° - + - - + - -
(baski 6F32 - + - + + - -
asamast) 6F4 - + - - + - +
6F5 - + - + + - +
7F12 - + - + + - -
Ambalajh b _ + _ _ + _ _
yagh Civil 7F2
eynir F3 - * i * * - -
i 7F42 - + - + + - -
8F1 - + - - + - +
8F2 - + - - + - +
Kasar 8E3P _ + _ _ + _ _
telemesi
8F42 - + - + + - -
8F5 - - - - + - +
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Cizelge 4.6. (devam)

9F12 - + - + + - -
Yagsiz Civil 9F2° - + - + + _ i
Peynir 9F32 - + - + + - -
9F42 - + - + + - -
lr))ég::;:ls Civil 10F1 ) i i i N ) N
11F1 - + - - + _ +
Cendere bezi | 11F2° - + - - + B _
11F3 - + - + + _ +
12F1 - + - - + _ +
Cig siit tanki1 | 12F2 - + = - + R +
12F3 - + - - + _ +
ATCC 11775 - + - + + - -
a: Tipik E.coli
b: Atipik E.coli

Cizelge 4.6 incelendiginde, fabrika numunelerine ait izolatlarin 21°i E.coli (%47),
kalan 24’iiniin (%53) ise farkli Escherichia tiirlerine ait olabilecegi tespit edilmistir.
Tanimlanan E. coli bakterilerinde 15 (%71) tipik, 6 (%29) atipik tiir oldugu
saptanmistir. Koliform grubu mikroorganizmalarin ¢esitliligi en fazla ¢ig siit
numunelerinde belirlenmistir. Teleme oOrneklerinin tiimiinde, son iirlinlerden ise
ambalajli yagl Civil ve yagsiz Civil peynir numunelerinde E.coli kontaminasyonu
oldugu tespit edilmistir. izolatlar incelendiginde ¢ig siitlerde 5 farkli Escherichia tiirii

gozlenirken, mamul iriinde ise 2-4 farkli Escherichia tiiriiniin oldugu tespit edilmistir.

Konuya iliskin daha 6nce gerceklestirilen bazi calismalara asagida deginilerek, elde

ettigimiz sonuglar bu ¢alismalar ile mukayese edilip degerlendirmeye tabi tutulmustur.

Keskin vd (1993) c¢aligmasinda, Istanbul’un semt pazarlarindan alman Beyaz peynir
orneklerinin %96’sinda koliform bakteri goriildiigi ve %86’sinin E.coli oldugunu
bildirmistir. Calisgmamizda Erzurum piyasasina ait peynirlerin %82’sinde koliform

bakteri tespit edilirken, %49’unun E. coli oldugu belirlenmistir. Sunulan veriler
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sonucu, peynir Orneklerimizin Istanbul piyasas1 iizerine gergeklestirilen mevcut

calismadaki peynirlerden daha diisiik oranda E. coli barindirdigi goriilmektedir.

Digrak ve Ozgelik (1996) tarafindan yapilan arastirmada, Elazig piyasasina ait Beyaz
peynirlerde %42 oraninda E. coli saptanmis, Savak peynirlerinde ise bu oranin %32
oldugu bildirilmistir. Yine Elazig piyasasindaki Savak peynirleri lizerine calisan
Tekinsen vd (1993)’nin verileri incelendiginde %39,5 oraninda E. coli tespit edildigi
aciklanmistir. Arastirmalarin bizim c¢alismamizda elde ettigimiz bulgularla nispeten

(%49) yakinlik gosterdigi goriilmiistiir.

Kasimoglu (1998) Beyaz peynir iiretimi olan modern bir siit isletmesinin iiretim
asamasinda farkli noktalarindan alinan Orneklerdeki mikrobiyal yiikk verileri
degerlendirilerek, kontaminasyon kaynaklarinin belirlenmeye calisildigi arastirmada,
peynirlerde 5-6 log kob/g seviyesinde koliform yiikii oldugu saptanmistir. Arastirma
sonucu tespit edilen kritik noktalara dnerilen 6nlemlerin uygulanmasindan 6nce peynir

numunelerinde goriilen bu deger, bizim ¢alismamizla uyum gostermektedir.

Sonug olarak; literatiir verileri incelendiginde piyasa peynirlerinde ve fabrika iretim
hattinda tespit edilen koliform mikroorganizma yikiiniin ¢ogunlukla ¢alismalarla
uyumlu oldugu gozlenmistir. Ulkemizin cesitli illerinde gerceklestirilen bu
caligmalarda genel olarak isletmelere ait hammadde ve iiriin kalitesinin yetersiz oldugu
bildirilmistir. Bunun yani sira iiretim asamasindan satis noktalarina varincaya dek
hijyen kosullarinin olmas: gereken seviyede goriilmedigi caligmalarla ortaya
koymustur. Peynir iretiminde temin edilen hammaddenin mikrobiyal yiiki, {iriin
kalitesine etki etmekte ve bu sebeple 1sil islem uygulamalarinda inhibe edilmesi
amaclanan mikrobiyal yiikiin {iretimin diger asamalarinda gerek personel tarafindan
gerekse gida temas yiizeyleri, tretimde kullanilan ekipman ve gereglerden, ayni

zamanda satis noktalarinin olumsuz kosullarindan kaynaklandigi gézlenmistir.
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4.3. PCA ve HRM Analiz Bulgular:

Elde edilen E. coli suslarmin farkliliklarin1 belirleyerek kontaminasyon kaynaginin
tespit edilmesinde HRM analizi kullanilmistir. Bu metotta teknik olarak SNP analizi
yapabilmekte ve Ozellikle tipta mutasyon taramalarinda kullanilmaktadir. Real-Time
PCR (RT-PCR) cihazi ile gergeklestirilen bu analizde floresan karakterli EvaGreen
boyast kullanilmig ve PCR isleminde amplikon olusumu grafiksel olarak verilmistir
(Sekil 4.1 (sol)). HRM analizinde uygulanan tedrici 1s1 artis1 neticesinde denatiire
edilen DNA’lar boyanin serbest kalmasina sebep olarak piklerde diisiis meydana
getirmektedir (Sekil 4.1 (sag)). Amplikon sekansindaki farkliliklar denatiirasyon
sicakligint 6zgilin kildigindan, metot SNP analizlerinde kullanilabilmektedir. Ancak
her ne kadar cihazin deneye 6zgii olusturdugu Excel dosyasindan denatiirasyon noktasi
tespit edilmeye ¢alisilsa da 6zgiin denatiirasyon sicakliginin belirlenmesinde HRM
egrisinin tlirevinin alinmasi gerekmektedir. Tiirev grafiginde spesifik HRM noktas1 net
olarak goriilmekle beraber, giiriiltii (noise) ve spesifik olmayan (non-spesific) erime
noktalarmin elimine edilmesi igin esik seviyesi (treshold) belirlenmesi faydali

olmaktadir (Druml and Cichna-Markl 2014).

Calismada 16S rRNA bdlgesine ait V1 ve V3 bolgeleri hedef alinarak bir 6n deneme
gerceklestirilmistir. Deneme sonuglari incelendiginde V3 bolgesine ait piklerin daha
keskin ve net oldugu goriilmektedir (Sekil 4.2 ve Sekil 4.3). Ayrica V3 bolgesi (~300
b¢), VI bolgesine (~100 bg) gore daha fazla baz ¢ifti i¢erdiginden daha genis bir
alanda farkliliklar1 incelemektedir. Diger bir fark ise Sekil 4.2 ve Sekil 4.4’de
gorlilecegi lizere noise seviyesinin V3’de V1’den daha diisiik olmasidir. Yukarida
sayllan nedenlerden dolayr ¢alismaya V3 bolgesi hedef alinarak devam edilmistir.
Sekil 4.1’de V1, Sekil 4.3 de ise V3 bdlgesi icin 6n denemede kullanilan suslara ait
RT-PCR sonuglari (sol) ve HRM grafigi (sag) verilmistir. Sekil 4.2°de V1 Sekil 4.4’de

ise V3 bolgesi igin HRM egrilerine ait tiirev piki verilmistir.
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Sekil 4.1. V1 bolgesi i¢cin denemede kullanilan suglara ait RT-PCR sonuglar1 (sol) ve
HRM egrileri (sag)

Sekil 4.1°de goriildiigi lizere calismada 4 farkli sus secilerek RT-PCR analizi
gerceklestirilmis (sol) ardindan 70-95°C arasinda uygulanan tedrici sicaklik artisi ile
HRM prosediirii uygulanmistir (sag). HRM isleminin 80-87°C arasinda gerceklestigi
goriilmektedir. Sekil 4.1 de iki farkli grafik bir araya getirilerek RT-PCR ve HRM
islemleri sonucu elde edilen egriler hizalanmaya calisilarak iki deney arasindaki
kuvvetli bag ortaya koyulmaya calisilmistir. Boylece bu iki islemin ayni tiipte
gergeklestirilen ardisik prosediirler oldugu gosterilmistir. HRM islemi sonucu elde
edilen numuneye ait erime sicakliginin net olarak ortaya koyulmasinda tiirev alma
islemi biiyiik kolaylik saglamaktadir. Sekil 4.2°de deneme suslarina ait V1 bolgesi
hedef almarak elde edilen HRM egrilerinin tiirevi goriilmektedir. Ilgili sekilde

kullanilan dort susun ti¢ farkli grup olusturdugu net olarak goriilmektedir.
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Sekil 4.2. V1 bélgesi i¢in 6n denemede kullanilan suslarin HRM egrisinin tiirevi

On denemede V3 bolgesi hedef almarak gergeklestirilen RT-PCR ve HRM egrilerinin
grafigi Sekil 4.3’de verilmistir. Sekil 4.1°de oldugu gibi burada da suslarin grafikleri

hizalanmaya c¢alisilmigtir.

Sekil 4.3. V3 bolgesi i¢in denemede kullanilan suslara ait PCR sonuglar1 (sol) ve
HRM egrisi (sag)

Sekil 4.4°de, yukarida sunulan HRM egrilerinin (Sekil 4.3) tiirev pikleri verilmistir.

Suslara ait HRM sicakliginin 83-86°C arasinda degistigi gériilmektedir. On denemede
kullanilan suslara ait iki tiirev grafigi incelendiginde (Sekil 4.2 ve Sekil 4.4) V1
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bolgesi igin noise (giriiltii) seviyesinin 0,4 treshold (esik seviyesi) cizgisiyle
sinirlandirildigr  goriiliirken, V3 bolgesinde bu degerin 0,1 dF/dT oldugu

goriilmektedir.

Beae—r

A: noise
B:DNA’nin denatiire oldugu sicaklik (erime sicakligt)
C: treshold

Sekil 4.4. V3 bolgesi i¢in denemede kullanilan suslarin HRM egrisinin tiirevi

On denemenin ardindan piyasadan elde edilen suslar biyokimyasal test sonuglari
dikkate alinarak 16S rRNA V3 bolgesi icin RT-PCR ve HRM analizine tabi
tutulmustur. HRM analizi sonunda 38 susa ait erime sicakliklar1 83,57°C-84,83°C
degerleri arasinda degiskenlik gostermistir. HRM egrileri ve bu egrilere ait tiirev
pikleri incelendiginde; HRM sicakliklar1 boyunca belirli bir gegisgenlik goriilmekle
beraber 0,2°C’lik bir farkin sus ayiriminda kullanilabilecegi diistinilmiistiir. Ohshima
et al. (2014) tarafindan Listeria spp. suslarmin ayrimi igin gergeklestirilen bir
calismada Idh geni kullanilarak HRM analizi yapilmig ve L. monocytogenes ile L.
welshimeri i¢in erime sicakliklar1 farki 0,5°C olarak belirlenmistir. Tiirler arasindaki
sicaklik farkinin 0,5°C oldugu g6z oniine alindiginda E. coli suslar1 i¢in belirlenmis
olan 0,2°C’lik sicaklik farki anlam kazanmaktadir. llgili pikler ve grafikler
incelendiginde HRM egrilerindeki sicaklik farklari g6z oniinde bulundurularak 38
susun 5 gruba ayrilabildigi goriilmiistiir. Bu 5 grup icin se¢ilen temsili suslara ait tiirev

pikleri Sekil 4.5°de sunulmustur.
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Sekil 4.5. Belirlenen 5 farkli E. coli susunu temsil eden izolatlarin HRM tiirev sonucu

Calismada kullanilan Rotor-Gene Q Series Software programi ile elde edilen ve HRM
egrilerine ait detayli Excel dosyasinda piklere ait erime sicakligi degeri virgiilden
sonra iki basamak hassasiyetinde goriilebilmektedir. Sekil 4.6’da piyasa Orneklerine

ait bes grubun temsili suslarinin spesifik erime sicakliklar verilmistir.

|f| Melt Curve Results - Melt 4.... EI@
M. |H M ame | Eenu:utype| Peak 1

7 84.20

13 83,93

17 [ | ga.72

24 [ | 8357

33 B 54,83

Sekil 4.6. Tespit edilen farkli suslarin temsili 6rneklerine ait spesifik sicaklik degerleri

Sekil 4.6’da sunulan spesifik erime sicakliklart géz Oniine alinarak tiim suglar
incelenmis ve 5 farkli grup olarak degerlendirilmistir. Calismada kullanilan
izolatlardan ticii i¢in ise tekerriir ¢alismalarina ragmen HRM egrileri ve dolayisiyla

tiirev pikleri elde edilemediginden gruplandirilamamastir.
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Erime profili DNA’nin uzunlugu ve G+C igerigine gore degiskenlik gostermektedir.
Bu sebeple A+T igeriginin fazla oldugu bdlgelerin daha diisiik sicaklikta, G+C
iceriginin fazla oldugu bolgelerin ise daha yiiksek sicaklikta eriyebildigi belirlenmistir.
Ayrica HRM isleminin SNP belirleme hassasiyeti, PCR amplikonlarinin uzunluguna
bagli olup <300 bg olan bélgelerin daha hassas sonuglar verdigi Saeidabadi et al.
(2017) tarafindan bildirilmistir. Temsili izolatlar Cizelge 4.7°de alt1 g¢izili olarak

goriilmektedir.

Cizelge 4.7. Piyasadan elde edilen E. coli suslarinin spesifik erime sicakliklarina gore
gruplandirilmast

Grup Spesifik erime sicakhigr | Benzer erime sicakhigina sahip suslar
(°C)
Grup 1 83,93 1, 2,8, 13* 52, 58, 60, 61, 64, 68
Grup 2 83,72 11, 16, 17*, 19, 43, 44, 51, 59
Grup3 83,57 15, 24*
Grup 4 84,83 3,4,6, 12,18, 26, 33*, 36,38, 71,72,73,75
Grup5 84,20 7*,50

Tekerriire ragmen saglikli pik elde edilemeyen suslar: 63, 70, 77
*Alt1 ¢izili olanlar temsili suglar1 ifade etmektedir.

Denemede suslarin farkliliklarinin tespiti dolayisi ile gruplandirilmalari amaciyla
spesifik erime sicakliklarindan yararlanilmistir. Ancak ¢aligmanin tiir alt1 ayrimi gibi
olduk¢a hassas bir mikrobiyal grup i¢in kullanilmasi ve suglar arasi spesifik HRM
degerlerinin yakinlig1 sadece erime noktasi dikkate alinarak gruplandirma islemini
zorlastirmaktadir. Haque et al. (2016) mutasyon taramalar1 amaci ile ScreenClust
programimi kullanmiglardir. Harrison and Hanson (2017) tarafindan gerceklestirilen
caligmada ise patojen E. coli suslarina ait HRM egrilerinin degerlendirilmesinde PCA
kullantminin suglarin gruplandirilmasinda pratik bir yontem oldugu bildirilmistir.
Mikroorganizmalara ait V3 bolgesinin niikleotit dizilimindeki spesifik farkliliklar
ScreenClust program: kullanilarak gruplandirilmaya ¢alisilmistir  (Rotor-Gene
ScreenClust HRM Software, QIAGEN, Hilden, Germany). Piyasa orneklerine ait

ScreenClust analiz sonuglar1 Cizelge 4.8’de sunulmustur.
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Cizelge 4.8. ScreenClust programi kullanilarak piyasa suslarinin tiplendirilmesi

Grup sayisi Benzer erime sicakligina sahip suslar
Grup1l 2,8,61, 64
Grup 2 11, 16, 17*, 19, 43, 44, 51, 59
Grup 3 15, 24*
Grup 4 6, 18, 33*, 71,72, 75,77
Grup 5 7*,50
Grup 6 4,12, 26, 38, 73
Grup 7 3, 36, 63, 70
Grup 8 1, 13*, 52, 58, 60, 68

Cizelge 4.8 incelendiginde spesifik HRM sicakliklar1 dikkate alinarak olusturulmus ve
sonuclart Cizelge 4.7°de sunulmus tablodan farkli olarak, ilgili program tarafindan
fazladan ii¢ grup daha olusturularak toplamda 8 grup oOnerildigi goriilmektedir. Bu
durumda calismaya ait verilerin, program tarafindan daha detayli incelenebildigi ve
ekstra gruplarin olusturuldugu goriilmiistiir. Cizelge 4.7 ile 4.8 karsilastirildiginda,
programin Grup 1’den farkli suslari ayirarak Grup 8’i olusturdugu, benzer sekilde
Grup 4’den Grup 6’y1 ve Grup 7°yi olusturdugu anlasilmaktadir. ScreenClust programi
HRM verilerine dayanarak PCA yapmakta ve analiz sonucunu gruplandirilmig olarak
vermektedir. Program analize tabi tuttugu veriler i¢in 6zel bir grafik (GAP Statistic)
olusturmakta bu grafik ile PCA analizi i¢in kiime ve boyut degerleri 6nermektedir.
Boylece en uygun gruplandirma islemi program destegi ile saglanmaktadir. Sekil
4.7°de PCA ile gruplandirma isleminde kullanilan programa (ScreenClust) ait istatistik

grafigi verilmistir.
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Sekil 4.7. ScreenClust programinin PCA islemi dncesi boyut ve kiime sayisini dneren
GAP Istatistik grafigi

Grafik (Sekil 4.7) incelendiginde, oncelikle farkin en fazla goriildiigii yer aranarak
bunu temsil eden boyut ve kiime sayisi tespit edilir. Verilen temsili grafik igin 2

boyutlu 4 kiime sayisinin suslar aras1 farki daha i1yi ortaya koyacag: anlagilmaktadir.

Piyasadan izole edilen E. coli suslarina ait HRM egrilerinin degerlendirilmesi i¢in
gerceklestirilen PCA ile gruplandirma isleminde, kiimeler ve igerdikleri sus kodlari

Sekil 4.8°de verilmistir.
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Kirmizi ile yazilanlar HRM sonucu segilen temsili suslar1 ifade etmektedir.

Sekil 4.8. Piyasa oOrneklerine ait E. coli suslarinin PCA (Principal Component
Analysis) sonucu

Sekil 4.8 incelendiginde HRM spesifik erime sicakliklarina gore yapilan
gruplandirmada (Cizelge 4.7) segilen temsili suglarin PCA sonucunda da farkl
kiimelere ait olduklar1 goriilmektedir. ScreenClust programi ile HRM egrilerinin
spesifik erime sicakliklar ile elde edilen bes kiimeye ilaveten olusturulan ii¢ kiimede

ise sorunlu piklerin toplandig1 dikkat c¢ekmektedir. Sonu¢ olarak program
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kullanilmadan 6nce spesifik erime sicakliklarina gore olusturulan 5 grubun igerdigi sus
farkliliklarinin, ScreenClust sonucu yapilan kiimelendirme islemiyle tutarlilik

gosterdigi ortaya konulmustur.

Calismada piyasa orneklerinden ayri1 olarak, ayni isletmedeki farkli iiriin ve tiretim
noktalarindan E. coli izolasyonu gergeklestirilmis ve HRM analizine tabi tutulduktan
sonra suslara ait PCA verileri elde edilmistir. Sekil 4.9°da ayni1 isletmeden elde edilen
21 izolatin PCA sonucu olusturulan kiimeleri, icerdikleri suslarin kodlar1 ile birlikte
verilmistir. Program kullanimi ile gergeklestirilen kiimelendirme islemi sonucu fabrika

suslarinin 4 farkli grup olusturdugu goriilmektedir.
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* Alti ¢izili izolatlar ¢ig siitten edilen E. coli suslarini ifade etmektedir

Sekil 4.9. Fabrika orneklerinden izole edilen E. coli suslarinin PCA sonucuna ait sus
numaralari

32 32

Bu sonuca gore ile gosterilen alt1 ¢izili izolatlarin ¢ig siit orijinli olduklar1 (Cizelge
4.4) ve tim gruplarda temsil edildigi goriilmektedir. Bu durum agik bir sekilde ¢ig
siitiin ana kontaminasyon kaynagi oldugunu gostermektedir. Ozellikle Cizelge 4.4°de
de gorilebilecegi gibi Civil peynir Orneklerinde ¢ig siit orijinli E. coli
kontaminasyonunun devam ettigi goriilmektedir. Bu durumda, Civil {tretim

prosediiriinde uygulanan diisiik sicaklik normunun yeterli olmadig1 anlagilmaktadir.
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Ote yandan, 1s1l islem yeterli sartlarda uygulansa dahi cendere bezinde goriilen

kontaminasyonun varligi énemli bir kritik kontol noktasi olarak dikkat ¢ekmektedir.

Gida sanayiinde ve iirlinlerinde kontaminasyon kaynaginin belirlenmesine yonelik
farkli metotlarla gergeklestirilen ¢alismalar bulunmakla beraber HRM analizi
kullanilarak gerceklestirilen herhangi bir arastirma bulunmamaktadir. Ancak HRM nin
basta tip olmak iizere gida alaninda ise mikrobiyal farkliliklarin tespitinde kullanildigi
goriilmektedir (Web of Science 2019). E. coli tanis1 i¢in HRM yapilan g¢alismalar
incelendiginde, genel olarak patojenite genleri hedef alinmis ve HRM’nin E. coli
suslarinin tespitinde kullanilabildigi belirlenmistir (Kagkli et al. 2012, Harrison and
Hanson 2017, Wang et al. 2017, Bundidamorn et al. 2018, Edwards et al. 2018,
Williams et al. 2019). V3 bolgesi hedef alinarak gergeklestirilen bu ¢alisma, yalnizca
patojen E. coli’leri degil tim E. coli suslarinin tanisinda kullanilmasi ve gida
isletmelerindeki kontaminasyon kaynaklarimin belirlenmesi amaci1 ile diger

caligmalardan farklilik gostermektedir.

Erdem et al. (2016) yaptiklari ¢alismada, gida kaynakli mayalarin tanisinda ve
cesitliligin belirlenmesinde HRM analizini kullanmuslardir. ilgili calismada maya
tanisinda ve cesitliligin belirlenmesinde spesifik erime sicakliginin kullanilabilecegi
vurgulanmistir. Calisma sonuglar1 bu yoniiyle bizim verilerimizle kiyaslandiginda E.
coli igin de spesifik erime sicakliklarmnin gbzlenmesi onemli bir orta nokta olarak

goriilmektedir.

Kontaminasyon kaynaginin belirlenmesinde, mevcut literatiir incelendiginde
genellikle mikrobiyal sayim verilerinden sonuca ulasilmaya calisildigr goriilmektedir.
Griffiths and Phillips (1990), iiriinlerde gozlenen psikrofilik Bacillus spp. varliginin
kaynagini arastirdiklar1 ¢alismalarinda {iretim hatti boyunca farkli noktalardan
ornekler almislardir. Sayim sonucu en yiiksek psikrofilik Bacillus spp. degerlerinin
gortildiigii siit tanklar1 ana kontaminasyon kaynagi olarak gdsterilmistir. Benzer

sekilde Saltan Evrensel vd (2003) bir siit isletmesinde farkli noktalardan elde ettikleri
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orneklerden koliform analizi ger¢eklestirmislerdir. Elde ettikleri koliform sayilarina

gore iiretim prosediirlerinde kritik kontrol noktalar1 tavsiye etmislerdir.

Fernandes et al. (2017), Morina baliklarinin orijinlerini tespit etmek amaciyla HRM
analizini kullanmiglardir. Dort balik tiirii igin cytochrome ¢ oxidase subunit I (coi) ve
cytochrome b (cytb) genlerini hedef alarak olusturduklart mini-barcode sistemi ile
piyasadaki 30 gida 6rneginde morina balik ¢esitliligini tespit etmislerdir. Ozellikle
cytochrome b (cytb) mini-barcode sisteminin yiiksek hassasiyete sahip oldugunu
(%99,3) vurgulamislardir. Tlgili calisma kullandig1 metot agisindan bizim ¢alismamizla
benzer olup HRM metodunun farkli canlilarda farkli genler hedef alinarak

kullanilabilirligini gostermektedir.

Ganopoulos et al. (2013) tarafindan yapilan baska bir ¢alismada ise Feta peynirinin
iiretiminde kullanilan siit ¢esitleri (inek, koyun ve keci) hakkinda bilgi edinmek amaci
ile mitokondrial DNA bolgeleri hedef alinarak HRM analizi yapilmistir. HRM’nin
sigir siitiiniin - varligmi  (Feta'da izin verilmez) % 0,1'e kadar dogru sekilde
belirleyebildigi ayrica farkli Feta peynirlerindeki koyun ve ke¢i siitii oranini da
dogrulayabildigi belirlenmistir. Sonug olarak, HRM analizinin Feta peyniri de dahil
olmak {izere siit ve siit Urlinlerinin orijinini dogrulamak ve karisim miktarlarini
kantitatif olarak tespit etmek icin daha yiiksek ¢oziiniirliiklii, diisiik maliyetli ve hizli
bir yontem olabilecegi ifade edilmistir. Bu calismada HRM metodunun farkli

hayvanlarn siitlinli ayirmada da kullanilabilecegi ortaya konulmustur.

Campylobacter jejuni ve Campylobacter coli gida kaynakli &nemli zoonotik
patojenlerdir. Ozellikle tavuk etlerinde bulunabilen C. jejuni ve C. coli tiirlerinin
belirlenmesi ve birbirinden ayrilmasinda her iki tiirde de bulunan cadF geni hedef
alinarak HRM analizi yapilmistir. Toplam 100 adet tavuk Orneginin kullanildigi
calismada 55 numunenin Campylobacter ile kontamine oldugu; bunlardan 7 tanesinin
C. jejuni, 29 tanesinin C. coli, 16 tanesinin hem C. jejuni hem de C. coli icerdigi, 3
tanesinde ise diger Campylobacter tiirleri oldugu bildirilmistir. Arastirmadan elde

edilen sonuglar HRM analizinin C. jejuni ve C. coli tiirlerini birbirinden ayirmada
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kullanilabilecek hizli bir yontem oldugunu ortaya koymasi yoniiyle ¢alismamiz ile

benzerlik gostermektedir (Hoseinpour et al. 2017).

Costa et al. (2012) yaptiklar1 ¢alismada, hassas kisilerde immiinolojik reaksiyonlari
tetiklemesi yoniiyle 6nemli bir alerjen olan bademin, islenmis gidalardaki igeriginin
hizli bir sekilde belirlenmesi i¢in HRM analizini kullanmistir. Calismada, cesitli
islenmis gidalarda (bademli ¢ikolata, cevizli kek, kuruyemis bari, bademli kurabiye
vb.) bademde bulunan Pru du 5 alerjen geninin belirlenmesi hedeflenmistir. Bu
yontemle EvaGreen boyasi kullanilarak, islenmis gidalarda bulunan badem miktarinin
% 0,005 (w/w)’e kadar basarili bir sekilde tespit edilebilecegi belirlenmistir. Bu
calisma HRM’nin gida alerjenlerini belirlemede kullanilabilecegini gostermesi

acisindan 6nem arz etmektedir.

Salmonella izolatlar1 arasindaki farkliliklarin hizli bir sekilde belirlenmesi amaci ile
yapilan bir ¢alisgmada hemD geni igin spesifik primerler kullanilarak HRM analizi
yapilmistir. Referans olarak 16 farkli Salmonella susu (S. Typhimurium, S. Enteritidis,
S. Dublin, S. Newport vb.) kullanilmis ve farkl ¢iftliklerdeki tavuk fegeslerinden 65
Salmonella susu izole edilerek HRM ile gruplandirilmistir. Bahsedilen suslar igin
hemD geninin sekans1 yapilmis olup, dizilimde niikleotid farkliliklar1 olan suglar HRM
analizi ile hizli bir sekilde tespit edilebilmistir. Fakat S. Typhimurium ve S. Dublin
suslarinda bulunan hemD geninde herhangi bir niikleotid farkliligi olmadigindan bu
suslar birbirinden ayirt edilememistir. Calisma sonucunda hemD geni hedef alinarak
gerceklestirilen HRM’ye gore farkli Salmonella suslarinin tespit edilebilecegi fakat S.
Typhimurium ve S. Dublin i¢in bagka bir gen belirlenmesi gerektigi ifade edilmistir
(Saeidabadi et al. 2017). Bu ¢alisma HRM’nin SNP belirlemedeki hassasiyetini sekans
ile dogrulayarak ortaya koymustur.
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5. SONUC

Calismada temel olarak HRM tekniginin SNP tespitindeki hassasiyetinden
yararlanilarak mikrobiyal bulasmanin kaynaginin tespitinde ve sus farkliliklarinin
belirlenmesinde kullanilabilirligi arastirilmistir. Bu amagla ulusal ve yerel 6lcekte
tretimi gergeklestirilen 22 Beyaz peynir 6rnegi elde edilerek E. coli izolasyonunda
bulunulmustur. Bu izolatlardan olusturulan kiiltiir koleksiyonu ile metodun
kullanilabilirligi test edilmis ve 6n veriler olusturulmustur. Ardindan yerel bir siit
isletmesine ait Uriin ve Uretim noktalarindan 25 adet numune alinarak E. coli

izolasyonu gergeklestirilmis ve kontaminasyon orijini belirlenmeye ¢alisiimistir.

Elde edilen veriler 1s1g81nda asagida belirtilen sonuglara ulasilmistir.

1. Piyasadan temin edilen 22 peynir 6rneginden 18’inde koliform mikroorganizma
belirlenmis ve bu 6rneklerden 77 sus izole edilmistir. Izole edilen suslarin 38’inin
yapilan morfolojik, kiiltiirel ve biyokimyasal testler sonucunda E. coli oldugu
sonucuna varilmistir. Tez ¢alismasi cercevesinde elde edilen sugslar sayesinde Beyaz
peynir kaynakli koliform ve 6zellikle E. coli suslari elde edilerek hem mevcut ¢alisma
hemde bundan sonraki c¢alismalarda kullanilabilecek 6n karakterizasyon islemlerinin

gergeklestirildigi bir kiiltiir koleksiyonu olusturulmustur.

2. Piyasa orneklerine ilave olarak bir siit isletmesine ait {irlin ve tiretim hatlarindan
E. coli izolasyonu gerceklestirilerek proje hipotezi test edilmeye calisilmistir. Bu
amagla 25 numuneden elde edilen 45 izolatin kiiltiirel, morfolojik ve biyokimyasal
testler sonucu 21’inin E. coli oldugu tespit edilerek kontaminasyon kaynaginin

belirlenmesi amaciyla suslar HRM analizinde kullanilmiglardir.

3. Calismada farkli koliform grubu mikroorganizmalar izole edilmekle beraber tiir
ve cins seviyesindeki farkliliklarin belirlenmesinin spesifik kontaminasyon kaynaginin

tespitinde sorun oldugu goriildiigiinden ozellikle E. coli tizerinden ¢alismalar
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yuriitilmistiir. Bu amagla E. coli’nin 6n tiplendirilmesine 6zel énem verilmistir. E.
coli suslarmin izolasyonu boyunca VRB agardan segilen tipik koloniler EMB
besiyerine ¢izilmis ve metalik parlak yesil koloniler IMViC testine tabi tutulmustur.
IMViC sonuglarina gore EMB besiyerinde metalik parlak yesil renkli suslarin hepsinin
E. coli olmadigi, Escherichia cinsinin diger tiirlerine ait oldugu goriilmiistiir. Boylece
E. coli dogrulamasinda EMB agarin tek basina kullanimimin yeterli olmadigi ve
calismanin IMVIC gibi biyokimyasal testler ile desteklenmesinin daha saglikli oldugu

ortaya konulmustur.

4. Deneme sonuglari genel olarak degerlendirildiginde tipik koliform kolonilerinin
yarisinin E. coli oldugu, elde edilen E. coli izolatlarinin ise bilyiikk kisminin tipik
ozellik gosterdigi biyokimyasal testler ile belirlenmistir. Ozellikle yerel firmalar
tarafindan {iretilen bazi peynir Orneklerinin igerdigi yiliksek koliform ve E. coli
degerleri nedeniyle ilgili standartlara uymadigr ve bu peynirlerin tiiketiminin halk

saglig1 agisindan risk olusturabilecegi tespit edilmistir.

5. HRM analizinin mikrobiyal ¢esitliligin veya farkliligin belirlenmesi amaci ile
kullanilabilecegi bu c¢alisma ile ortaya konulmus ve analizlerde dikkat edilmesi
gereken bazi hususlar tespit edilerek asagida sunulmustur.

a. Her mikroorganizma i¢in tespit edilen spesifik HRM sicakliginin deney tekrarinda
farkli rotorlarda nispeten degistigi goriilmiistiir. Bu olumsuzluktan etkilenmemek igin
standart sus kullaniminin faydali olacagi anlasilmis ve bu amacla referans olarak E.
coli ATCC 11775 kullanilmustir.

b. RT-PCR teknigi c¢alisma agisindan yiiksek kalitede DNA izolasyonu
gerektirdiginden 6zellikle uygun kit kullaniminin faydali olabilecegi belirlenmistir.

c. Deneme boyunca 3 adet piyasa susundan tekerriirlerine ragmen HRM egrisi elde
edilememistir. Bu durumun DNA izolasyon kalitesi ile ilgili olabilecegi dolayis1 ile
calisan kisinin kosullarina bagl olarak gelisebilecek pipetaj hatasi, kontaminasyon
gibi faktorlerin minimuma indirilmesi gerektigi diisliniilmektedir.

d. Calismada yapilan 6n denemeler sonucunda 16S rRNA geninin V3 bolgesi uygun

goriilmekle beraber deneyin hassasiyetinin artirilmasi amaci ile farkli genlerin
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kullanimmin da faydali olacagi goriilmiistiir. Ozellikle patojen suslarda virulans
genlerinin yiiksek degiskenlik gosteren uygun uzunluktaki sekanslarinin metodun
spesifikligini artirabilecegi diisiiniilmektedir. Ornegin konu ile ilgili bir ¢alismada,
rarA geni kullanilarak HRM analizi yapilmis ve bu gen i¢in L. monocytogenes ile L.
welshimeri tiirleri ayirt edilememistir. Bu tiirler Idh geni hedef alinarak tekrar analize
tabi tutulmus ve 33 izolattan 18’1 L. welshimeri, 14’ L. monocytogenes olarak
belirlenmesine ragmen 1 sus bu iki gen i¢in de gruplandirilamamistir (Ohshima et al.
2014).

6. Calismada kontaminasyon kaynagina Ozgii tiir i¢i mikrobiyal farkliligin
belirlenmesinde biyokimyasal testler, spesifik HRM sicakligt ve PCA analizi
yapilmistir. Kullanilan bu ti¢ analizin de yararli veriler sundugu ortaya konulmustur.
Biyokimyasal testler ile iki, spesifik HRM sicaklig1 ile bes ve PCA analizi ile sekiz
farkli gruplandirmanin yapilabilmesi, molekiiler metotlarin kullaniminin 6zellikle
ScreenClust gibi istatistik programlari ile desteklenmesi durumunda daha faydali
oldugunu gostermistir. ScreenClust programinin optimum kiimelendirme Onerisinde
bulunmasi ve cihazin iirettigi tiim verileri kullanabilmesi nedeni ile kullanici hatalarini

minimuma indirerek en ideal ve hassas sonucu verebilecegi goriilmiistiir.

7. Calismalar sonucunda HRM metodunun kullanilabilirligi  goriilmiis olup,
sensitivite ve spesifitesinin artirilmasi i¢in optimizasyon c¢alismalarina ihtiyag
duyulduguna kanaat getirilmistir. Bu optimizasyon c¢alismalarinin farkli gen
bolgelerinin denenmesi, DNA izolasyonunda uygun kit kullanimai, tekerriirlii ¢alismak

ve analizlerde referans sus kullanmak gibi islemleri icermesi gerektigi tespit edilmistir.

8. Calisma sonucundan elde edilen PCA verilerinde belirgin bir sekilde ¢ig siitiin
iretim hatt1 boyunca isletmedeki kontaminasyonun ana nedeni oldugu goriilmiistiir.
PCA analizinde olusturulan dort farkli grubun her birisinde ¢ig siit kaynakli E. coli
suslarinin bulunmasi1 bunun en 6nemli kanit1 olarak goriilmektedir. Benzer sekilde
cendere bezi sitkma suyu numunesi ve cendere bezinden alinan svap Orneklerine ait

suglarin ayn1 grupta yer almasi da metodun hassasiyetini ve benzer kontaminasyon
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kaynaklarmin  gosterilebilmesi acgisindan  Onemlidir. Ayrica markette belirli
gramajlarda satisa sunmak igin dilimlenerek paketlenen peynirdeki E. coli sayisinin,
ayni igletmenin orijinal ambalajindan (teneke) alinan peynir 6rnegine gore yaklasik
10* kob/g seviyesinde daha fazla E. coli igermesi, satis noktalarinda gerceklesen
kontaminasyonuda ortaya koymaktadir. Yine isletmeden alinan numunelerde
didilmemis (tel tel ayrilmamis) Civil peynirde koliform tespit edilemezken, didilmis
(tel haline getirilmis) Civil peynir 6rneginden koliform izole edilmesi bu islemi
gerceklestiren personellerinde kontaminasyonda etkili olduklarin1 gostermektedir.
Isletmeye ait artezyen suyu &nemli bir kontaminasyon kaynag: olarak diisiiniilmiis

ancak yapilan analizler neticesinde boyle olmadigi goriilmiistiir.

9. Elde edilen veriler degerlendirildiginde ¢ig siitiin isletme i¢in Onemli bir
kontaminasyon kaynagi oldugu, uygun 1sil islem uygulanmadiginda veya capraz
kontaminasyonlar engellenmediginde iiretim hatti boyunca varligmi devam
ettirebildigi tespit edilmistir. Bu durumun molekiiler yontemlerle hassas olarak
belirlenmesinin yaninda klasik metotlarla da genel olarak belirlenebildigi sonucuna
varigmistir. Yapilan calisma neticesinde hijyen agisindan kritik kontol noktalarinin

belirlenerek titizlikle takibinin 6nemi ortaya koyulmustur.

Calisma sonucunda HRM analizinin isletmede veya f{iriinlerde kontaminasyon
kaynaginin belirlenmesinde kullanilabilecegi goriilmiis olup aragtirmanin klasik
metotlar ve bilgisayar programlar ile desteklenmesi ile detayli veri elde edilebilecegi
ortaya koyulmustur. Metodun SNP tespiti dolayisi ile sundugu yiiksek hassasiyeti, ilk
yatirnm masraflar1 karsilandiginda saglayacagi ekonomikligi ve ayni tiip igerisinde
PCR ve HRM islemlerini art arda gerceklestirebilme kolaylig: ile sagladigi zaman
tasarrufu acisindan birgok metot ile mukayese edildiginde avantajli oldugu
gorilmektedir. Bununla beraber yaptifimiz c¢alismalar sonucunda metodun
kullanilabilirligi kanitlanmis olup, sensitivite ve spesifitesinin artirilmasina yonelik

optimizasyon ¢aligmalarina ihtiya¢ oldugu belirlenmistir.
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