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OZET

Yiiksek Lisans Tezi

EV YAPIMI VE TiCARI PEYNIRLERIN MiKROBIYOLOJiK ACIDAN
INCELENMESI

Aysu AYTAC

Cankir1 Karatekin Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Biyoloji Anabilim Dali

Danisman: Prof. Dr. Se¢il AKILLI SIMSEK

Bu calismada Cankiri ilinde geleneksel olarak evde yapilan ve ticari olarak satilan
toplamda 34 adet peynirin fungal florasi, peynirlerin ezilip diliisyon yontemi ile PDA
besi ortamina ekimi yapilarak incelenmistir. Kullanilan peynirlerin 14 adedi ev yapimi,
20 adedi ise ticari olarak satilan peynirlerdir. Ev yapimi peynirlerde en ¢ok gelisim
gosteren 2 fungus tiirii tespit edilmistir. Bu tiirler Geotrichum candidum ve Penicillium
commune’dir. Bu iki tiir disinda az sayida peynirde Trichoderma sp. ve Rhizopus
stolonifer gelisim gostermistir. Ticari olarak satilan peynirlerin ¢gogunda fungal gelisim
gbzlenmemis olup, bazi peynirlerde ise Cladosporium cladosporiodes, Cladosporium
herbarum, Penicillium commune ve Coprinellus aff. radians tiirleri tespit edilmistir. Sik
tespit edilen bazi funguslarin teshisinde ribosomal DNA’nin ITS (The internal
transcribed spacer) bolgesine dayali tiir teshisi yapilmis, elde edilen DNA dizileri
NCBTI’a blast edilerek fungus tiirleri ile karsilastirilmistir. Geleneksel ev peynirlerinde
daha ¢ok fungal gelisim tespit edilirken, ticari peynirlerde bu oran daha az bulunmustur.
Hem ev yapimi hem de ticari olarak satilan peynirlerde en c¢ok bulunan fungus
Penicillium commune olmustur. Geotrichum candidum, yalnizca ev yapimi peynirlerde
tespit edilirken, Cladosporium spp. ve Coprinellus aff. radians ise yalnizca ticari olarak
satilan peynirlerde tespit edilmistir. Ayrica peynirlerde bakteriyel gelisimler tespit
edilmis ve 2 tiir bakteriyel 16S rDNA’ya dayandirilarak tiir teshisi yapilmistir. Ev
yapimi peynirlerde Staphylococcus aureus tespit edilirken, ticari olarak satilan
peynirlerde ise Serratia sp. tiirli bulunmustur. Bu ¢alisma ile Cankir1 ilinde hem ev
yapimi hem de ticari peynirlerde farkli yollarla meydana gelmis olabilecegi diisiiniilen
kontaminasyon nedeni funguslar ve bakteri gelisimi tespit edilmistir.

2023, 26 sayfa
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ABSTRACT
Master of Science Thesis

MICROBIOLOGICALLY INVESTIGATION OF HOMEMADE CHEESES AND
COMMERCIAL CHEESES

Aysu AYTAC

Cankir1 Karatekin University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Biology Sciences

Advisor: Prof. Dr. Secil AKILLI SIMSEK

In this study, fungal flora of 34 cheeses, which are traditionally made at home and sold
commercially in Cankir1 province has been investigated. After the cheeses were
crushed, they were cultivated in PDA by dilution method. 14 of the cheeses used were
homemade and 20 of them were commercially sold cheeses. The 2 fungi species which
showed the most growth in homemade cheeses were determined. These species are
Geotrichum candidum and Penicillium commune. Apart from these two species, a few
cheeses contain Trichoderma sp. and Rhizopus stolonifer developed. Fungal growth was
not observed in most of the commercially sold cheeses, while in some cheeses
Cladisporium cladosporiodes, Cladosporium herbarum, Penicillium commune and
Coprinellus aff. radians species have been identified. Species were identified based on
the internal transcribed spacer (ITS) region of ribosomal DNA of some fungi that were
detected frequently, and fungal species were compared by a BLASTn search of the
sequence in NCBI. While more fungal growth was detected in traditional house cheeses,
this rate was found less in commercial cheeses. Penicillium commune was the most
abundant fungus in both homemade and commercial cheeses. Geotrichum candidum
was detected only in homemade cheeses, while Cladosporium spp. and Coprinellus aff.
radians was detected only in commercially available cheeses. In this study, fungi, which
were thought to have occurred in different ways, in both homemade and commercial
cheeses in Cankir1 province, were determined.

2023, 26 pages

Keywords: Microbiological Flora, Cheese, Fungus



ONSOZ VE TESEKKUR

“Ev Yapim ve Ticari Peynirlerin Mikrobiyolojik Acidan Incelenmesi” adli tez
calismas1 Cankir1 Karatekin Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisiine 2019-2022 yillari
arasinda hazirlanarak “Yiiksek Lisans Tezi” olarak sunulmustur. Arastirmanin amaci,
yoremizin Onemli peynir c¢esitlerinde, mikotoksijenik funguslarin  izolasyon ve
identifikasyon ¢aligmalarin1 yapmak ve toplanan peynirlerde hangi mikrofungus

tiirlerinin bulundugu ve baz: tiirlerin baskin oldugunu saptamaktir.

Calismanin her asamasinda yakin ilgi ve dnerileri ile beni yonlendiren, danigsman hocam
Prof. Dr. Se¢il Akilli SIMSEK’e tesekkiir ederim. Ayrica calismamin laboratuar
asamasinda yardimci olan Dr. Deniz CAKAR’a ve Beyza AKSOY’a da tesekkiir

ediyorum.
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Cankiri, Subat 2023
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1. GIRIS

Stit Omriinii uzatarak kullanim siiresini artirmak amaci ile peynir iiretimi yapilmaya
baslanmistir. Giiniimiizde diinyada 6nemli bir besin kaynagi olarak ¢ok farkli tatlarla

Oonemli bir besin kaynagi olarak hayatimizda yerini almistir.

Siitli pihtilagtirilmak ve peyniralti suyunu ayrilmak sonrasinda pihtinin farkli yollarla
islemesi ile temin edilen peynirler, taze ya da kendine 6zgii tatta, aromada ve tekstiir
kazanma amaci ile belirli bir slirede olgunlastirildiktan sonra tiiketime sunulur (Eroglu
ve Ozcan 2018). Peynir iiretiminde farkli mikroorganizma gruplari rol almaktadir ve

peynirin kalitesi i¢inde 6nemlidir.

Mikroorganizmalarin gelismesine siit uygun bir ortam oldugu i¢in mikrorganizmalardan
kaynaklanan bozulmalara karsi oldukga hassas bir maddedir (Kalkan ve Halkman
2006).

Peynir i¢in kullanilacak siite uygulanan 1s1l islem sicakligi, pihti isleme teknikleri ile
islem siirecindeki degisiklikle peynir tiirlerine ait 6zelliklerin olusmasinda 6nemli bir
rol oynar. Peynir mikroflorasi peynirlerin tat, aroma, yapi olarak farklilagmasinda
onemli bir rol oynamaktadir (Yaygin ve Kilic 1993, Yerlikaya 2018). Ornegin iinlii
Rokfor peynirinde Fransa’daki magaralarda bulunan yesil renkli kiif olan Penicillium
roqueforti adli fungus neden olmaktadir. Bu peynir, bu fungusla bulasik olmasi igin
magaralarda tutulmaktadir. Ancak diinyada farkli yerlerde de insanlar tarafindan bu

bulasma saglanarak benzer peynirler iiretilebilmektedir (Oguz ve Andi¢ 2019).

Beyaz peynir, tulum peyniri ve kasar peyniri tilkemizde en ¢ok iiretilen peynirlerdendir.
Hayvan 1rki, yoresel farkliliklar ve iklimsel degisisliklere gore degerlendirildiginde
yirmigbesten fazla yoresel ve bolgesel peynirlerin bulundugu fakat peynri ¢esit sayisinin

daha fazla oldugu bildirilmektedir (Kaynar 2011).



Peynirde bahsedildigi gibi faydali mikroorganizmalarin yani sira peynirde bozulmaya
bozulmaya yol agan nu nedenle kalitenin diismesine neden olan mikroorganizmalarda
mevcuttur. Peynirde rahatca gelisen baz1 Funguslar, gida giivenligi acisindan risk olan

mikotoksinler de tiretebilmektedir.

Birgok arastirict tarafindan, peynirlerde bozulma neden olan, en yaygm fungus
cinslerinin Penicillium sp. Alternaria sp., Aspergillus sp., Cladosporium sp., Geotricum
sp., Mucor sp., Rhizopus sp. Trichoderma sp. ve Scopulariopsis sp. oldugu

bildirilmistir. Peynirde bozulmaya neden olan fungus tiirleri mikotoksin tiretebilir.

Ulkemizde iiretimi yapilip, tiiketimi saglanan peynirlerin mikrobiyolojik acidan
incelenmesi tlizerine gesitli ¢alismalar yapilmistir. Calismalarin sonucunda; peynirlerin
kalitesinin yeterli olmadigi oldugu ve mikrobiyolojik incelemeler sonucunda

vatandagslarin sagligi acisindan risk oldugu tespit edilmistir.

Peynirlerde tespit edilen mikrobiyolojik etmenlerin kaynagimin, ¢ig siitlerin elde
edilmesi esnasinda kontaminasyonun ¢ok olmasi, hijyen kurallarin {ireticiler tarafindan
iyi bilinmeden uygulanmasi, siitiin sagildiktan hemen sonra sogutulmamasi ve uygun
olmayan saklama kosullarinda bekletilmesi ile isletmelere ulagiminin ge¢ yapilmasi
gibi nedenlerdir. Ote yandan, mikroorganizmalarin gelisimi i¢in lazim olan besi
maddeleri; siit yagi, protein, karbonhidrat, vitamin, mineral madde ve suyu
icermektedir. Peynirin depolanmasi ve olgunlasmasi i¢in gerekli nem, sicaklik ve

oksijen genellikle mikroorganizmalarin biiyiimesine imkan vermektedir (Oksiiz 1996,
Pekel 2008).

Bu calismada yo6remizin O6nemli peynir cesitlerinde, mikotoksijenik funguslarin
izolasyon ve identifikasyon c¢aligmalar1  yapilmistir. Toplanan peynirlerde
mikrobiyolojik incelemeler yapilmis olup, fungus tiirleri agiga ¢ikarilmis ve hangi

fungus tiirlerinin dominant oldugu saptanmustir.


https://www.sciencedirect.com/topics/food-science/mycotoxin

Arastirmanin sonucuna gore yorede liretim ve tiiketimi yiiksek peynir tiirlerinin gida
endiistrisin de dnemli unsurlardan biri olan hijyen konusunun 6nemli oldugu saptanarak

tireticilere 151k tutulmustur.



2. LITERATUR OZETi

Peynirlerin doku, lezzet ve aroma gibi belli 6zelliklerinin olugmasin1 saglayan en
onemli basmaklardan biri peynirlerin olgulastiriimasidir. Olgunlasma denilen olay, asit,
yag ve proteinlerin mikroorganizmalarin metabolizmasi ve enzimlerin aktivitesine bagl

bozulmasini veya pargalanmasi ifade etmektedir (Walther et al. 2012).

Endiistriyel olarak iiretilen peynirlerin yaninda tilkemizde yoresel olarak kiigiikk ¢apli
isletmeler veya evlerde iretilen, semt pazarlarinda iiretilen ¢ok c¢esitli peynirler
mevcuttur. Geleneksel olarak yapilan peynirler, genellikle ¢ig siit kullanilarak
yapilmaktadir. Geleneklesel peynir yapiminda, gerekli mayalama sicakligi degerinin
tizerindeki sicaklik degerlerine kadar 1sitilip, sonrasinda beklemeden sogutularak
mayalandig1 bilinmektedir. Bu nedenle siitiin dogal florasinda bulunan ve siite bulasan
mikroorganizmalarin peynire gectigi ve fermantasyon sirasinda da gelistigi

goriilmektedir (Karabryikli ve Erdogmus 2019, Sert ve Ozdemir 1989).

Peynirde tespit edilen mikroorganizmalarin, peynirlerin yapisinda degisimlere sebep
olabilecegi gibi tiiketilmesi sonucunda da gida zehirlenmelerine yol agabilmektedir.
Peynirlerde bulunan mikrobiyolojik floranin varligi tizerine iilkemizde yapilan ¢esitli
arastirmalar sonucunda; iiretiminden tiiketimine tiim asamalarda, bu asamlarin hijyenik
kosullarda yapilmasmin peynirin mikrobiyolojik kalitesi {izerinde etkili oldugu

belirlenmistir (Kaynar 2011).

Peynir iiretimindeki sorunlardan sorumlu olan funguslar ¢esitlidir ve Acremonium,
Alternaria, Aspergillus, Aureobasidium, Botrytis, Cladosporium, Epicoccum, Eurotium,
Exophiala, Fusarium, Gliocladium, Lecanicillium, Mucor, Penicillum, Rhizopus, ve
Wallemia birkag cinse aittir. Ancak bozuk peynirlerden en sik izole edilen cins
Penicillium ve bunu Aspergillus takip etmektedir. Farkli 6zelliklere sahip ¢esitli peynir
tiirleri nedeniyle, peyniri bozabilecek ¢ok c¢esitli farkli fungus cinsleri sasirtici degildir.
Bir¢ok calisma, belirli bir peynir tiiriinden zaman zaman izole edilen ¢ok ¢esitli cins ve
tirler olsa bile, diizenli olarak hakim olan yalnizca birkag tiiriin oldugunu

gostermektedir. Belirli bir gida {irlinliniin kendi ile iligkili mikofloras1 vardir ve bu



nedenle farkli peynir tiirleri, goriiniir kiiflii peynir tizerinde ¢ok 6zel mikofloraya sahip

olabilir (Kure and Skaar 2019).

Ornegin, Bekada ve ark. (2008) Camemberti peynirinden izole edilen Mucor racemosus
ve Mucor circinelloides, Mucor racemosus, Mucor hiemalis ve Mucor plumbeus dahil

en az alt1 farkli Mucor tiiriinii peynirden izole etmislerdir.

Uretim yerlerindeki kontaminasyon kaynaklarmi degerlendirmek igin Kore'deki siit
ciftliklerinde peynir olgunlastirma odalarinda (duvar, zemin, peynir tahtasi, hava ve
olgunlastirilmis peynir) fungus olusumu ve ¢esitliligi hakkinda bir arastirma yapilmastir.
10 siit ciftliginden 8'indeki fungal kontaminasyonun kabul edilebilir araligin disinda
saptandigi bildirilmistir. Toplam 986 fungal izolat tanimlanmis bunlar, Ascomycota (14
cins) ve Basidiomycota (3 cins) olarak ayrilmistir. Bunlardan Penicillium, Aspergillus
ve Cladosporium en sik ve baskin tespit edilenlerdir. Peynir olgunlastirma odalar1 9
ciftlikte Penicillium (%76), Aspergillus ise tek bir ¢iftlikte en fazla goriilmiistiir. 39 tir
arasinda one ¢ikan iyeler Penicillium commune, P. oxalicum, P. echinulatum ve
Aspergillus versicolor’ dir. Yiizeylerde tespit edilen kiif tiirlerinin ¢ogu, peynir
olgunlastirma odalarinin i¢ havasinda bulunanlarla ayni funguslar olarak saptanmistir

(Kandasamy Park et al. 2020).

Baz1 ¢aligmalarda {ilkelerin yoresel peynirleri yada sehirlerde tiiketilen peynir
orneklerinde yapilmistir. Naser (2001), Arabistanda Riyad sehrinde peynir
numunelerinde 160 peynir pargast arasinda fungus sayisini nispeten diisiik buldugunu
bildirmistir. Penicillium (P. brevicompactum, P. chrysogenum, P. paxilli ve P.
waksmanii) ve Aspergillus (A. flavus, A. niger ve A. oryzae) cinsinde mantarlar en

yaygin tespit ettigi olmustur. Ayrica, bazi bilinmeyen mayalara da rastlamistir.

Giiney Italya'da da iiretilen, magaralarda yiizeydeki kiifle olgunlastirilan bir peynir
cesidinde mikroflora arastirmasi yapilmistir. Cogunlukla Apulian bdlgesinde olmak
lizere Italya'nin 13 cografi bolgesinden toplanan 22 farkli magara peynir drneginden 148
fungus izole edilmistir. Magaralarda olgunlastirilan peynirin dis kisminda yirmi dort

fungus tiiriiniin varligini tespit etmislerdir. Aspergillus westerdijkiae ve Penicillium



biforme en sik izole edilen tiirler olurken, bunu Penicillium roqueforti ve Penicillium
solitum izlemistir. Peynir 6rneginin %86's1 en az bir toksijenik tiir sunarken ve %45'i
okratoksijenik tiirleri, A. westerdijkiae ve A. steynii'nin varligini ortaya koymustur.
Orneklerin  %36'smin  kabugunda okratoksin A (OTA) bulunmasiyla dogrulanan,
magaralarda olgunlasma asamasinda olas1 mikotoksin riskini akla getirmektedir (Anelli

et al. 2019).

Giiney Ispanya'da iiretilen farkl siit tiirlerinden (inek, koyun, kegi ve karisik) yapilmis
52 ticari peynir 6rneginde (10 taze, 17 yar1 olgun ve 25 olgun) Penicillium cinsine 6zel
referansla fungus biyotasi incelenmistir. Analiz edilen toplam peynirlerin 41'inde (%79)
mantar izole edilmistir. Omeklerin %63'iinde Penicillium, Mucor spp. %27'de,
Geotrichum candidum %217'de ve Cladosporium herbarum %10'da; %2 ila %4 arasinda
degisen on bir diger fungus cinsi de tespit edilmistir. Otuz bes Penicillium tiiriiniin
dagilimi; taze peynirde 7, yart olgunlastirilmis peynirde 16 ve olgunlastirilmis peynirde
30 olarak saptanmustir. Penicillium tiirlerinin insidansi. taze peynirde %20, yar1 olgun
peynirde %71 ve olgun peynirde %76 gibi olgunluk derecesi daha yiiksek olan
peynirlerde de daha fazla goriilmiistiir (Barrios et al. 2007).

Alzamily (2022) siit triinlerindeki kontaminasyonu tespit i¢in yaptigi bir ¢alismada
calismada Tirkiye den Ravan peynirini incelemis ve Penicillium expansum tespit etmis

ve diisiik oranda da olsa bu fungusun mikotoksin tirettigini bildirmistir.

Ulkemizin farkli sehirlerinde iiretilen peynirlerin mikrobiyolojik kalitelerinin
belirlenmesi amach da ¢esitli arastirmalar yapilmistir. Durlu-Ozkaya vd. (2005); beyaz,
kasar ve lor peyniri Orneklerinde 10 adet Saccharomyces cerevisiae, Candida
pseudotropicalis, C. krusei, C. lipolytica, C. lusitaniae, C. ciferrii, Torulopsis glabrata

ve Rhodotorula rubra. izole etmislerdir.

Korukluoglu vd. (2005) 45 peynir 6rneginden, beyaz (14), kasar (8), ¢ecil (6), tulum (5),
kiip (6) ve krem peynir (6) olarak fungal flora tespiti yapmustir. Tespit edilen
funguslarin 247 tanesini Penicillium spp. (% 64.37), 63’iinii Aspergillus spp. (%25.51),
12’sini Mucor spp. (% 4.86), 5’ini  Rhizopus spp. (% 2.02), 3’inii Alternaria spp.



(%1.21), 2’sini Fusarium spp. ve Cladosporium (% 0.81), 1 adedi Scopulariopsis (%
0.41) cinsinden saptamigtir. Karabryikli (2006), Kopanisti peynirindeki mikroflorasinin
tespiti i¢in yapilan ¢alismada, Aspergillus ve Geotrichum cinsine ait funguslar tespit

edilmistir.

Colakoglu ve Erkol (2018) Erzincan ilinde yaptiklari ¢alismada, ilkbahar, yaz, sonbahar
ve kis mevsimlerinde farkli liretim ve satis mekanlari ile evlerden temin edilen tulum
peyniri lizerinde mikrofynguslarin varhigimi saptamislardir. Calismada kullanilan
peynirlerden 200 fungal gelisim saptamislardir. Sonuglara goére Aspergillus,
Cladosporium, Fusarium, Geotrichum, Penicillium ve ait 14 tiir (Aspergillus flavus, A.
niger, A. parasiticus, A. versicolor, F. oxysporum, G. candidum, P. chrysogenum, P.
echinulatum, P. griseofulvum, P. palitans, P. roqueforti, P. solitum, P. verrucosum ve

C. herbarum) oldugunu bildirmistir.

Gortildiigi tizere iilkemizde de degisik arastiricilarca gesitli peynirlerde (Salamura
beyaz peynir, yari-sert peynir, tuzlanmig veya tuzlanmamis peynir, Kafkas peynir,
Cedar peyniri, Tulum peyniri, Kiifli peynir) mikrobiyolojik kalite ilizerine yapilan
arastirmalar mevcuttur. Bunlarda peynirlerdeki bozulmaya neden olan fungal flora tespit
calismalarinda en yaygin saptanan funguslar Penicillium sp. onu takiben Mucor sp.,
Aspergillus sp., Geotricum sp., Rhizopus sp., Alternaria sp., Cladosporium sp.,
Trichoderma sp. ve Scopulariopsis sp. cinsleri olmustur (Ozdemir ve Demirci 2006,
Kamber 2008, Kivang 1990).

Bu bulagikligin iiretim tesilseri i¢in tesisdeki havanin kontamisayonuna baglanmasi ve
peynirin yiizeyine giren fungus sporlarinin, biiylime kosullarinin uygun olmasi ile,
islemin ileri kisimlarinda peynirde biiylimesi seklinde olabilecegi diisliniilmektedir. Bu
sorunun ortadan kalkmas1 i¢in bulagsma kaynagimin belirlenmesi icin, funguslarin en
azindan tiir diizeyinde tanimlanmasi dnemlidir. Peynirde fungal gelismeler gerek kalite
gerekse gida giivenligi agisindan sorun olusturmaktadir. Bazi funguslarda Penicillium,
Aspergillus gibi irettikleri mikotoksinlerle sagligimizi tehdit etmektedir (Kure and
Skaar 2019).



Ulkemizde 1960°Ii yillardan giiniimiize kadar yapilmis calismalarda bazi
mikrofunguslarin toksik etkili metabolitler olusturdugu ve kanser yapict etkilerinin
oldugu saptanmistir (Ozkalp ve Durak 1998, Korukluoglu vd. 2005). Yapilan ¢alismalar
300.000’den ¢ok fungust tirii bulundugunu, bunlardan 250’sinin  toksin
sentezleyebildigini, yaklasik 20 tiiriin ise mikotoksinleri ile hayvan ve insanlarda saglik
acisindan soruna yol agtigini saptamistir (Van-Egmond 1991, Vural 1984). Peynirlerde
mikrofunguslarin tespiti lizerine Yyapilan bir ¢aligmada, elde edilen mikrofunguslarin %
86.1°1 Penicillium sp., % 3’ Aspergillus sp., % 10.9’unun ise farkli mikrofunguslar
oldugu tespit edilmistir (Topal 1986). Bu funguslarin mikotoksinlerden aflatoksin ve
penisilinin fazlasi, insanlar i¢in farkli olumsuz etkiler ortaya ¢ikarmaktadir (Ciegler
1975).

Yapilan bu ¢alismada, Cankir1 ilinde marketlerde satilan ticari ve ilde iiretilen koylii
pazarlarinda satilan peynirlerde gelisen mikrofunguslar, izole edilip, teshis edilmistir.

Numunelerde hangi fungus tiirlerinin bulundugu ve baskin oldugu saptanmistir.



3. MATERYAL VE METOT

Calismada Cankir ilinde ev yapimi ve marketlerde satilan hijyenik kosullarda iiretildigi
diisiiniilen peynirler farkli yerlerden toplanmistir. Toplamda 14 adet ev yapimi, 20

adette ticari amagli liretim yapilan peynirde ¢aligilmistir.

3.1 Peynir Orneklerinden Mikroorganizmalarin Tespiti

Toplam 34 adet peynir 6rnegi ¢alisma materyali olarak kullanilmistir. Bunun 14 adedi
ev yapimi peynir olup, 20 adedi ise ticari olarak satilan peynirlerdir. Ornek i¢in alian
peynirler steril kaplara konularak muhafaza edilmis ve steril kosullar saglanarak 10 g
peynir Ornekleri tartilmis ve 90 ml steril su igerisinde bir steril havan ve havan eli
kullanilarak yogurt kivamma gelene kadar ezilmis ve 107 diliisyon seklinde
hazirlanmistir (Sekil 3.1). Dilisyonlar PDA (Potato Dextrose Agar) besi ortamlarina

ekim yapilmistir. Caligmalar iki tekerriirlii yiiriitiilmiistiir.

Sekil 3.1 Havan ve havaneli kullanilarak peynirlerin yogurt kivamina getirilmesi



3.2 Peynir Orneklerinden Bakteri Tespiti

107! olarak hazirlanan soliisyonlardan, 10 kat seyretme islemi yapilmis ve steril kosullar
altinda bir pipet yardimiyla 100 pl alinarak Plate Count Agar besiyeri ortamina ekimler
yapilmistir. 37°C’de 24-48 saat inkiibasyona tabi birakilmistir (Sekil 3.2).

Sekil 3.2 Plate Count Agar ortamina bakterilerin ¢izim teknlgl 1le ekimi

3.3 Mikroorganizmalarin Molekiiler Teshisi

3.3.1 Ribozomal DNA’mn ITS (The Internal Transcribed Spacer) ve Bakteriyel
16S rDNA Dayal Tiir Teshisi

3.3.1.1 DNA izolasyonu ve PCR (Polimeraz Zincir Reaksiyonu) Calismasi

Peynir orneklerinden izole edilen funguslar, PDA besi ortaminda 7 giin inkiibasyona
birakilmig ve steril bir bistiirli yardimiyla fungus hifleri, steril Eppendorf tiiplere alinmis
ve DNA izolasyonu c¢alismast DArT DNA  izolasyon  ydnteminde
(http://www.diversityarrays.com) belirtildigi gibi "fresh buffer" kullanilarak yapilmistir.

Bakteri 1zolasyonlar1 i¢in de aym1 yontem kullanilmistir. Elde edilen DNA’lar

spektrofotometre cihazi kullanilarak ol¢im yapilmistir. Funguslarin teshisi i¢in ITS-


http://www.diversityarrays.com/

1/ITS-4 (White et al. 1990), bakteri tiirlerinin tespiti i¢in 27F/1492R (De Lillo et al.
2006) universal primeler kullanilmisgtir. PCR amplifikasyonlari segilen primerler ile 25
puL reaksiyon miksinde gerceklestirilmis olup miks igerigi 40 ng template DNA, 1x
FirePol PCR Buffer BD (0,8 M Tris-HCI, 0,2 M (NH4), 1ul (10 uM) her bir primer, 200
puM dNTPs, 1 unit of FIREPol Tag DNA polymerase olarak ayarlanmistir

Calisma bir Thermo Scientific™Arktik™ Thermal Cycler i¢inde gergeklestirilmistir.
PCR kosullar1 baslangi¢c denatiiresyonu i¢cin 95 °C 2 dk., denatiirasyon 95 °C’de 30
saniye, anneling 52 °C ve 55°C’de 30 saniye, extensiyon 72 °C’de 1 dk ve final
extension 72 °C’de 5 dk olup 30 dongii yapilarak tamamlanmistir. Uriinlerin varligmin
dogrulanmasi i¢in PCR {iriinleri 1 x TAE tampon ¢6zeltisi kullanilarak %1.4’lik agaroz
jelde yiiriitiilmiis ve etidyum bromiir ile boyanarak UV altinda jel goriintiileme sistemi
ile fotograflari ¢ekilmistir. Ham sekans datalar1t MEGAX (Kumar et al. 2018) programi
ile islenmis ve GenBank veritabanina (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/) karst BLAST
aragtirmasiyla, tiim National Center for Biotechnology Information (NCBI) niikleotid
koleksiyonu (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/) ile karsilastirilarak en yakin tiirler tespit

edilmistir.
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4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1 Peynirlerden izole Edilen Mikroorganizmalar

Diliisyon yontemi kullanilarak besi ortamina ekim yapilan peynirlerden gelismeler 5.
giinden itibaren gozlenmeye baslanmistir. Gelismelerden elde edilen saf kiiltiirler teshis
icin ilk olarak cins bazinda ayrilmistir. Daha sonra ¢esitli teshis kitaplar1 ve bazi internet
sitelerinden yararlanilarak cins diizeyinde gruplama yapilmistir. Ev yapimi peynirlerde
en yaygin tespit edilen Penicillium commune ve Geotrichum candidum olmustur (Sekil
4.1a,b). Ticari peynirlerde en sik tespit edilen tiir ise Penicillium commune olmustur
(Ek-1).

Sekil 4.1 Peynir orneklerinden izole edilen Penicillium commune (a), Geotrichum

candidum (b) tiirlerinin PDA ortaminda gelisimi

Her iki tip tiretime sahip peynirlerde de tespit edilen Penicillium commune peynirlerde
kiiflenmeye neden olan en yaygin funguslardandir. P. commune'un peynir iizerinde

biiyiimesi, yiizeyinin renginin solmasina ve kotii tatlarin iiretilmesine neden olmaktadir

(Lund and Filtenborg 1995, Garnier et al. 2017).

Iki farkli peynir mandirasindaki P. commune kirleticilerinin cesitliligi ve dagilimma
iligkin 8 yillik bir calismada, iiretim tesislerinden, isleme ortamindan ve kontamine

peynirlerden siiriintii ve hava 6rnekleri alinarak incelenmistir. Peynir mandiralarindan
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P. commune kontaminantlaria iliskin bazi izolatlarin agar besiyerinde farkli koloni
goriiniimiine sahip oldugu fark edilmistir Ornegin, baz1 izolatlar farkli koloni capina ve
konidia renginde goriilmiistiir. Ayni sekilde, baz1 P. commune izolatlarin, siklopiazonik
asit, rugulovasin A&B ve siklopaldik asit (Lund and Filtenborg 1995) i¢in karakteristik
olan ii¢ ikincil metaboliti de iiretmedigini, bazi izolatlar Ornegin bu sekonder
metabolitlerden yalnizca birini {rettigini saptayarak izolatlar arasindada farklilik
oldugunu ortaya koymustur (Lund and Filtenborg 1995). P. commune tarafindan
iiretilen 6nemli Siklopiazonik asit ve regulovasin A ve B, mikotoksinlerdir (Boutrou

and Gueguen 2005).

Fransa'nin yedi biiyiik peynir iiretim bolgesinde toplanan siit, lor ve peynirden 64 izolat
elde edilmis ve bunlarin yiiksek genetik cesitliligi oldugu bildirlmistir. Mantarla
olgunlastirilmis Fransiz peynirlerinin cesitliligi, kismen olgunlasma sirasinda peyniri
kolonize eden mantarlarin art arda gelmesinden kaynaklanmaktadir. Geotrichum
candidum, Camembert gibi yumusak peynirlerde ve St. Nectaire ve Reblochon gibi yari
sert peynirlerde olgunlagmanin erken asamalarinda goriiliir. Yiizyillar boyunca Fransiz
peynir treticileri tarafindan ampirik olarak segilen muazzam bir G. candidum

cesitliligini ortaya koymaktadir (Marcellino et al. 2001).

Ev yapimi peynirlerde ayrica Trichoderma sp., Rhizopus stolonifer tiirleri de tespit
edilmistir. Daha 6nce arastiricilarca da geleneksel iiretim yoluyla yapilan Italyan peyniri
(Fossa peyniri) ve ticari amaglh iiretilen Iran ticari peynirinden (Hazar peyniri) de R.

stolonifer tespit edilmistir. (Santi et al. 2010, Ando et al. 2012)

Ticari olarak satilan peynirlerde sadece 1 6rnekte Coprinellus aff. Radians gorilmistiir.
Coprinellus aff. radians sadece 1 6rnekte saptanmasi da giibre ve toprakta yasayabilen
odun seven mantar olmasi nedeniyle (Badalyan et al. 2011) peynire herhangi bir ahsap
materyalden bulastigin1 diisiindiirmektedir. Peynirde ilk kez rastlanilan bir fungal

etmendir.

Yine ticari 1 peynir 6rneginde Cladosporium herbarum (Sekil 4.2 a,b) ve 1 peynir

orneginde ise Cladosporium cladosporiodes tiirleri tespit edilmistir. Hocking and Faedo
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(1992), Cladosporium (C. cladosporioides ve C. herbarum) tiirlerini peynirlerde tespit

etmis ve vakuumla paketleme, olgunlagtirma asamasinda tehtit olacagini bildirmistir.

Sekil 4.2 Peynir 6rneklerinde gelisim gosteren Cladosporium herbarum (a), Coprinellus
aff. radians (b)

Caligmada incelenen 20 ticari peynir 6rneginin 13 tanesinde herhangi bir fungal gelisme
olmamistir. Fungal gelisme goriilen 7 ticari peynirde ise 1 fungus tiirii tespit edilmistir.
Karisik bir fungal kontaminasyon a rastlanmanmustir. incelenen 14 evde yapilan peynirde
ise sadece 2 tanesinde fungal gelisim tespit edilmezken 12 tane peynirde farkli fungal

etmenlerle kontamisansyona rastlanmaistir.

Kiiltiirlerde 2 bakteri kolonisi de gozlenmis ve sekillerine, renklerine gore ayrilmis
saklamaya alinmistir. Peynirlerden 2 bakteri tiirii siklikla izole edilmistir (Sekil 2). Ev
yapimi peynirlerde siklikla Staphylococcus aureus gelisim gosterirken (5), ticari olarak
satilan peynirlerde ise Staphylococcus aureus (1), Serratia sp. (1) tespit edilmistir
(Sekil 4.3, Cizelge 4.1).
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Sekil 4.3 Plate Count Agar besi ortaminda gelisim gosteren farkli bakteri kolonileri

Peynir, besinsel olarak zengin bir gidadir. Siit ve siit irlinlerinde patojenik bir bakteri ve
insanlarda gida kaynakli enfeksiyonlara neden olur (Koiche et al. 2013). Bu nedenle de
S. aureus’un gelismesi i¢in uygun bir ortamdir. S. aureus’un peynirde bulunusunu
yiiksek miktarda S. aureus igeren bulasik siitlerin pastorize edilmeksizin peynir
yapiminda kullanilmasi, kullanilan starter kiiltiir aktivitesinin yeterli olmamasi,
pastorizasyon sonrasi kontaminasyona ugrayan siitin kullanilmasi ve depolama
kosullarinin uygun olmamasi gibi durumlardan kaynaklandig: diisiiniilmektedir (Baran
et al. 2017).

Serratia spp. ile enfeksiyon siit sigir1 siirilerinde mastitis (memede iltihaplanma)

salginlar1 yapabilen firsat¢1 enfeksiyonlara neden olabilen, her yerde bulunan g¢evresel
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bakterilerdir. Bu organizmalar sudan, topraktan, farkli bitki tiirlerinden ve boceklerden
izole edilmistir, altlik ve sagimhane gibi c¢iftlik ortam1 ve siit ineklerinin digkisi hatta

tank siitii 6rneklerinin de tespit edilmistir (Friman et al. 2019).

Ozellikle ev yapimi peynirlerde pastorize olmayan siitler kullanilmas1 miimkiindiir.
Calismada da ev yapimi peynirlerin 10 tanesi bakteri ile bulasik ¢ikarken bazilarinda

bakterinin yanisira fungal bulasiklik da mevcuttur (Cizelge 4.1).

Cizelge 4.1 Cankir ilinde toplanan peynirlerden bakteri gelisimi gdsteren peynir
numuneleri

Bakteriyal gelisim tespit edilen peynirlerin 6rnek kodu Peynir tipi
1,2,3,4,5,6,7,8,9,10 Ev yapimi
11,12,13,14,15,16,17,21,22,23,24,25,26,27,29,30,31,32,33,34 Ticari satilan

4.2 Ribozomal DNA’nin ITS ve Bakteriyel 16S rDNA Bolgesine Dayali Tani

Elde edilen funguslarin tiir tespiti i¢cin Geotrichum candidum’a ait 3 izolat, Penicillium
commune’e ait 3 izolat, Cladosporium herbarum’a ait 1 izolat, Cladosporium
cladosporiodes’e ait 1 izolat, Coprinellus aff. radians’a ait 1 izolat olmak {izere
toplamda 9 fungal izolatin ITS bolgesine dayali tiir tespiti yapilmistir (Cizelge 4.2).
Staphylococcus aureus’a ait 1 izolat, Serratia sp.’ye ait 1 izolat olmak {izere toplamda 2

izolatin bakteriyel 16S rDNA bolgesine dayali tiir teshisi yapilmistir (Cizelge 4.3).
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Cizelge 4.2. Fungal izolatlarin Ribozomal DNA’nin ITS Bélgesine Dayandirilarak

Yapilan Tiir Teshisleri
S. No izolat GenBank Erisim Benzerlik Gosteren izolatlarin
Numarasi Erisim Numaralari

1 Gc_01 0Q372945 MK967716
JN227034

2 Gec_02 0Q372946

3 Gec_07 0Q372947

4 Ca_17 0Q372955 FJ185160

5 Ch_19 0Q372953 KX611004

6 Cc_30 0Q372954 HM776418

7 Pc_04 0Q372948 KY549810

8 Pc_07 0Q372949

9 Pc_14 0Q372950

Cizelge 4.3 Bakterilerin 16S rDNA’ya Dayandirilarak Yapilan Tiir Teshisleri

S. No izolat GenBank Erisim Benzerlik Gosteren izolatlarin
Numarasi Erisim Numaralar
1 Sa_05 0Q380508 MKO054200
2 Se 18 0Q380509 MT335661
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5. SONUC

Calismada 34 peynir 6rneginden 7 farkli fungus tiirii ile 2 farkli bakteri tiirii tespit
edilmistir. Bulununan funguslar ve bakteriler daha 6nce yapilan ¢alismalrla uyumlu
olmustur. Ancak sadece bir peynirden izole edilen Coprinellus aff. radians adli fungus

ilk kez bir peynirde gorilmiistiir.

Lund ve Filtenborg (1995)’e gore Danimarka, Fransa, Yunanistan, Ingiltere ve diger
iilkelerden gelen sert, yar1 sert ve yar1 yumusak peynirler {izerinde yapilan bu ¢aligmada
en yaygin ve en sik %42 gibi bir oranla saptanan Penicillium commune’niin bu
calismada da en yiiksek oranda ve yaygin olan fungus oldugu tespit edilmistir. Bu
fungusun Mikotoksin olusturabilecegi bilnidigi gibi tiir i¢inde farkliliklar da gosterdigi
arastiricilarca bildirilmektedir. Bu nedenle bu fungusun tespit edildigi yerde mikotoksin

tiretip liretmediginin saptanmasi 6nemlidir.

Calismada saptanan diger bir fungal etmen G. candidum peynirin olgunlasmasinda
onemlidir ve peynirin olgunlasmasina ve lezzet olusumuna dogrudan katkis1 hakkinda
cok sey bilinmektedir. G. candidum'un bircok yumusak ve yar1 sert peynirin
olgunlagsmasinda 6nemli bir rol oynayabilecegi ve tat ve aroma gelisimine olumlu katki
saglayabilecegi anlamina gelir. Ayni zamanda hem degerli hem de zararli diger
mikroorganizmalarin biiyiimesini etkileyebilir. G candidum'un varliginin 6nemi
peynirdeki belirli {iretim tiirline ve belirli metabolizma tiirlerini igeren biyotiplerin
varligina baglidir. Bununla birlikte, peynir olgunlasmasinda yer alan in situ metabolik
yollar ve bunlarin diizenlemeleri esas olarak bilinmemektedir (Boutrou and Gueguen
2005).

Tim bu funguslarin yaninda farkli fungal etmenlerde saptanmamistir. Bu etmenlerin
tespiti peynir iiretiminde kosullarin hijyenden uzak oldugunu géstermektedir. Ozellikle
fungal etmenlerin ¢esitliliginin ev peynirlerinde daha fazla goriilmesi siit isleme

asamasinda sorunlarin oldugunu diisiindiirmektedir.
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Calismada fungal etmenler yaninda 2 farkli bakteriyal etmen tespit edilmistir. Bunlar
patojenik bakterilerdir. Insan sagligina zararl olacak bu etmenler hayvandan siite siitten
peynire seklinde bir zincir olusturarak son iirline kadar canli olarak gelebilmektedir.
Burada da yine dikkat ¢eken ticari peynirlerde bakterilerin daha fazla elde edilmis
olmasidir. Burada disiindiiriicii olan kullanilan siitiin saglikli hayvandan alinip
alinmadig1 ve ¢evre hijyenin olup olmadigidir. Serratia spp. cansiz yiizeylerde biyofilm
olusturabilen ve 1siya dayanikli enzimler {retebilen, boylece siit islemenin farkl
noktalarinda bozulmaya sebep olabilen bir bakteridir. Ancak S. liquefaciens gibi baz alt
tirler de proteolitik aktivitelerinden dolay1 ¢ig siit peynir iiriinlerinin olgunlagsmasina
katkida bulunarak faydali olabilmektedir. Bu nedenle bu bakterinin tiir tespitinin

yapilmasinin da 6nemli oldugunu ortaya koymustur.

Bu ¢aligsma, siit ve siit iirlinlerinde ve liretim ortamlarinda mikrobiyolojik bozulmalarin
kontrolii i¢in yeterli dnlemlerin alinmadig1 ya da uygulanmadigini ortaya koymaktadir.
Bu verilerin ilgili kurum ve yetkili kisilerin gerekli onlemleri almas1 ve {ireticileri

bilgilendirerek bilin¢lendirmeye katki saglayacagini diisiinmekteyiz.
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EK-1 Peynirlerden Izole Edilen Fungus Tiirleri

Ornek Peynir Peynirlerden elde edilen funguslar
kodu tipi

Penicillium Geotrichum Cladosporium Cladisporium Coprinellus aff. Trichoderma Rhizopus

commune candidum herbarum cladosporiodes radians sp. stolonifer
1 Ev tipi - + - - - - +
2 Ev tipi + + - - - - -
3 Ev tipi - - - - - + +
4 Ev tipi + - - - - _
5 Ev tipi + - - - - B +
6 Ev tipi + + - - - - -
7 Ev tipi + + - - - - -
8 Ev tipi + - - - - - -
9 Ev tipi + - - - - - -
10 Ev tipi + - - - - - -
11 Ev tipi - - - - - - -
12 Ev tipi + - - - - - -
13 Ev tipi - - - - - - -
14 Ev tipi + - - - - - -
15 Ticari - - - - - - -
16 Ticari - - - - - - -
17 Ticari - - - - + - -
18 Ticari - - - - - - -
19 Ticari - - + - - - -
20 Ticari - - - - - - -
21 Ticari - - - - - - -
22 Ticari - - - - - - -
23 Ticari + - - - - - +
24 Ticari - - - - - - -
25 Ticari + - - - - - -
26 Ticari - - - - - - -
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27

Ticari

28

Ticari

29

Ticari

30

Ticari

31

Ticari

32

Ticari

33

Ticari

34

Ticari
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