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OZET

TURGAY S.. Nisin ve EDTA Tuzlarinin Tiirk Tipi Kéftelerde Escherichia coli
0157:H7 ve Staphyloccocus aureus Varligi Uzerine Etkisi. Istanbul Universitesi Saglik
Bilimleri Enstitiisii, Besin Hijyeni ve Teknolojisi ABD. Doktora Tezi. Istanbul. 2013

Bu caligsma, laktik asit bakterileri tarafindan tiretilen ve dogal bir antimikrobiyal madde
olan nisin ve EDTA tuzlarinin, gerek tek baslarma gerekse birlikte kullanimlarinin,
Gram (+) ve Gram (-) bakteriler iizerine etkisinin tespit edilmesi amaciyla yapilmistir.
Bu amagla tiiketicilerin en ¢ok tercih ettigi gidalar arasinda yer alan koftede, nisin,
EDTA ve kombinasyonlarinin tiiketici saghgimi tehdit eden S. aureus ve E. coli

O157:H7 lizerine etkisi arastirilmistir.

Deneysel olarak hazirlanan kofte 6rnekleri, biri kontrol grubu olmak iizere toplam alt1
gruba ayrilmustir. Gruplarda E. coli O157:H7 ve S. aureus sayilar1 10° kob/g, nisin ve
EDTA konsantrasyonlar1 ise 1. grupta nisin ve EDTA olmayacak sekilde, 2. grupta
1000 1U/g nisin, 3. grupta 10 mM EDTA, 4. grupta 50 mM EDTA, 5. grupta 1000 1U/g
Nisin ile 10 mM EDTA ve 6. grupta 1000 IU/g Nisin ile 50 mM EDTA olacak sekilde

ayarlanmistir. Hazirlanan kofte 6rnekleri porsiyonlanarak paketlenmistir.

Deneysel kofte ornekleri 0., 2., 4., 6., 9. ve 12. giinlerde, E. coli O157:H7 ve S. aureus
yoniinden, E. coli O157:H7 ya da S. aureus inokule edilmeyen kofte ornekleri ise
toplam aerobik mezofilik bakteri sayisi, pH ve a,, degerleri yoniinden analiz edilmistir.

Elde edilen bulgular kontrol grubu ile kiyaslandiginda, nisin ve EDTA’nin birlikte
kullanilmasinin, Gram (+) bakteri olan S. aureus ve Gram (-) bir bakteri olan E. coli
O157:H7'nin {iremesi tlizerine engelleyici ve yavaslatici bir etkisi oldugu, nisin ve
EDTA’nin birlikte kullanilmasi kadar olmasa da EDTA’nin tek basina kullanilmasinin
da E. coli O157:H7 nin {iremesi iizerine engelleyici ve yavaslatict etkisi oldugu tespit

edilmistir.

Tiketici saghg tizerine herhangi bir zarar1 olmayan ve gidalarda kullanimina izin
verilen nisin ile EDTA’nin basta kofte olmak iizere gidalarda kullaniminin
yayginlagtirilarak, koruyucu amacla kullanilan sagliga zararli diger kimyasal katki

maddelerinin kullaniminin siirlandirilabilecegi ve azaltilabilecegi sonucuna varilmistir.
Anahtar Kelimeler: Kofte, nisin, EDTA, S. aureus, E. coli O157:H7

Bu calisma, Istanbul Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi tarafindan
desteklenmistir. Proje No: 11331
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ABSTRACT

TURGAY S.1. Effect of Nisin and EDTA on Presence of Escherichia coli 0157:H7 and
Staphyloccocus aureus in Turkish Meatballs. Istanbul University, Institute of Health
Science, Department of Food Hygiene and Technology, PhD Thesis.2013.

This study has been carried for the purposes of determining the effects of a natural
antimicrobial substance nisin, produced by lactic acid bacteria, and EDTA — used either
together or separately - on Gram (+) and Gram (-) bacteria. For this purpose, it has been
intended to examine the effects of nisin, EDTA and the combination thereof on
S. aureus and E. coli O157:H7 in meatballs, being one of the most preferred foods.

Meatball dough was contaminated with E.coli O157:H7 and S.aureus separately at
concentration of 10’ cfu/g. Experimentally contaminated meatball samples were divided
into 6 equal groups. No nisin or EDTA were added in the group 1 — control group, nisin
was added to group 2 with concentration of 1000 1U/g, 10 mM EDTA in group 3, 50
mM EDTA in group 4, combination of 1000 1U/g Nisin and 10 mM EDTA in group 5
and combination of 1000 IU/g Nisin and 50 mM EDTA was added to group 6. Prepared
meatballs were portioned and packaged.

Experimentally contaminated meatball samples have been examined at 0, 2, 4, 6, 9 and
12" days for E. coli 0157:H7 and S. aureus. Also aerobic measofilic bacteria count and
physco-chemical analyses (pH and a,,) have been carried out for the meatballs which
does not contain E. coli O157:H7 or S. aureus.

When the findings were compared to the control group, it has been observed that, nisin
and EDTA combinations are decreased both E. coli O157:H7 and S. aureus count in the
samples. Even if it is not effective as the combination of nisin and EDTA, EDTA being
added separately was also decreased E. coli O157:H7 count.

It has been concluded that the use of other chemical preservative additives those are
harmful to human health, can be limited by using nisin and EDTA more commonly in
foods, especially in meatballs, both of which do not have any harmful effects on
consumer health and are permitted to be used in foods.

Key Words: Meatballs, nisin, EDTA, S. aureus, E. coli 0157:H7

The present work was supported by the Research Fund of Istanbul University. Project
No0.11331



1. GIRIS VE AMAC

Ozellikle biiyiik sehirlerde yogun is yasami sebebiyle “zaman” en énemli konu
haline gelmistir. Tiiketiciler, zamandan tasarruf etmek amaciyla pratik hazirlanabilen ve
ayni zamanda lezzetli olan gida arayigina girmislerdir. Her gegen giin, teknolojinin de
ilerlemesiyle bu talabe karsilik pek ¢ok hazir gida iiretilmekte ve satisa sunulmaktadir.
Tiirkiye’de, tiliketicilerin ¢ogu et ve et triinlerini kiyma formunda kullanmayi tercih
ettiginden, ¢esitli tipteki pismeye hazir kofteler, hazir gida sektoriinlin onemli bir
kismini olusturmaktadir. Ancak et iiriinlerinde bulunabilen, Escherichia coli O 157:H7
ve Staphylococcus aureus gibi bazi patojen mikroorganizmalar tiiketici ve halk sagligin
ciddi sekilde tehdit etmektedir (Blake ve ark. 1996; Siriken 2004).

E. coli insan ve hayvanlarin bagirsaklarinda dogal olarak bulunan
Enterobacteriaceae familyasindan, Gram (-), fakiiltatif anaerob ¢omaklardir (Ugur ve
ark. 2001). E. coli O157:H7, iirettigi verotoksin ile kanli diarenin yani sira hemorajik
kolit ve hemolitik iiremik sendrom gibi ciddi hastaliklara sebep olabilen bir E. coli
serotipidir (Griffin ve Tauxe 1991). Ilk kez 1982 yilinda Amerika’da cikan salgn ile
gida kaynakli bir patojen oldugu tespit edilmistir (Doyle 1991). lyi pisirilmemis
kofteler, ¢ig et, siit, salata soslar1 ve iyi yikanmamig sebzeler insanlara bulagsma
kaynagidir (Neill 1989). Tiirk Gida Kodeksi Mikrobiyolojik Kriterler Yonetmeligi'nde,
E. coli O157’nin 25 g iiriinde hi¢ bulunmamasi gerektigi bildirilmektedir.

Tiiketici sagligi agisindan tehlike arz eden diger bir patojen bakteri de
S. aureus’dur. S. aureus Gram (+), fakiiltatif anaerob, hareketsiz koklardir. Bazi suslari,
tirettikleri enterotoksinler sebebiyle gida zehirlenmesine sebep olabilmektedirler
(Arbuthnott ve ark. 1990). Gidalardaki S. aureus toksinleri, normal pisirme,
pastorizasyon ve diger basit 1s1 uygulamalarina kars1 direnglidir (Ugur ve ark. 2001).
S. aureus zehirlenmeleri insanlarda abdominal kramp, bulanti, kusma ve intestinal
kanalda olusturduklar1 yangi sebebiyle diareye sebep olurlar (Yves Le Loir ve ark.
2003). Etken, hava, toz, su, atik su, insekt gibi kaynaklarda yaygin olarak bulunur.
Ancak baglica kaynak insandir. Saglikli insanlarin %30-50’si S. aureus tasir (Yves Le
Loir ve ark. 2003). Burun-bogaz boslugunda, deride, ellerde, enfekte yaralarda, diskida,
apse ve sivilcelerde ¢ok sayida S. aureus bulunabilir. S. aureus’un siklikla izole edildigi

gidalar kirmiz1 et, balik, tavuk eti, 1s1 islem gormiis iirlinler, yumurtali ve kremali



tirtinler ile meyve, sebze ve salatalardir (Ugur ve ark. 2001). Tiirk Gida Kodeksi Cig
Kirmiz1 Et ve Hazirlanmis Kirmizi Et Karigimlar: Tebligi’nde (Teblig no: 2006/31), bes
adet numunenin ii¢ adedinde, numunenin 1 g’da bulunabilecek S. aureus miktar1 en

fazla 5x10° kob/g, iki adedinde ise 5x10° kob/g olarak belirlenmistir.

Bahsi gegen patojen mikroorganizmalar koftelere, kontamine hammaddelerin ve
baharatlarin tiretimde kullanilmasi, liretimin hijyen kontrol programlar1 c¢ergevesinde
yapilmamasi, personelin hijyen kurallarina gerekli 6nemi gdstermemesi ve iiretimde
kullanilan alet-ekipmanin bakimsiz ya da kotii sartlarda olmasi gibi ¢esitli nedenlerde

bulasabilmektedirler (Inal 1992).

Gidalarda patojenlerin  kontaminasyonunu elimine etmek amaciyla gesitli
antimikrobiyal maddelerden faydalanilsa da, et {irinlerinde, nitrit, nitrat gibi
antimikrobiyal maddelerin izin verilen dozlarin {izerinde katilmasinin insan sagligi
tizerinde olusturdugu olumsuz etkiler, bu gibi maddelerin serbest¢ce kullanimini

engellemektedir (Hampikyan ve Colak 2007).

Birlesmis Milletler Gida ve Ila¢ Idaresi tarafindan “Generally Recognized as
Safe (GRAS)” statiisiinde oldugu kabul edilen nisin (Millette ve ark. 2007), gerek
mikroorganizmalar lizerine olan antimikrobiyal etkisi ve gerekse yapilan aragtirmalar
sonucunda insanlar i¢in tamamen giivenilir bulunmasi nedeniyle cesitli gidalarda

kullanim alani bulmaktadir.

Nisin, laktik asit bakterilerinden (LAB) Lactococccus lactis tarafindan
tiretilmekte ve Gram (+) mikroorganizmalar tizerine etki edebilmektedir (Delves
Broughton ve ark. 1996). Ancak nisin, Gram (-) bakterilere karsi tek basmna etkin
olamamakta, ancak Etilendiamintetraasetikasit (EDTA) tuzlar1 ile kombine edilerek
kullanildiginda Gram (-) mikroorganizmalar1 inhibe edebilmektedir (Economou ve ark.
2008).

Bu tez galismasinda, nisin ve EDTA tuzlarinin ¢esitli kombinasyonlarinin, tiirk
tipi koftelere uygulanarak, mevcut E. coli O157:H7 ve S. aureus iizerine inhibe edici
etkisinin arastirilmasi ve bunun neticesinde liretimde kullanilarak tiiketici sagliginin

korunmasi amaglanmustir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Kiyymanin Mikrobiyolojik Ozellikleri
Tiirk Gida Kodeksi Et ve Et Uriinleri Tebligi’ne gore; kemiklerinden ayrilmus
etin kiyma makinesinden gegirilmesiyle elde edilen ete kiyma ad1 verilmektedir (Teblig

No: 2012/74).

Kiyma haline getirilen etler, islenmemis etlere gore mikrobiyal bozulmaya daha
elverislidir ve yiiksek risk tasir. Bunun sebebi etlerin kiyma haline getirilmesi ile
birlikte etin i¢ kisimlarinin hava ile temas etmesi, acrobik bir ortamin olugmasi ve etin
yiizey mikroflorasini olusturan mikroorganizmalarin ¢ekim islemi ile etin her tarafinda

dagilmasidir (Jay 1970; Goktan ve ark. 1988; Sinell 1992).

Et ve et iriinlerin tiikketilmesi ile meydana gelen zehirlenmeler agirlikli olarak
Salmonella spp., E. coli 0157, S. aureus ve Clostridium perfiringens kaynaklidir.
Ulkemizde yapilan ¢aligmalarda kiymalarda bu patojen bakterilerden énemli oranda
tespit edilmistir (G6kmen ve Alisarli 2003).

Cetin ve arkadaslar1 (2010), Istanbul’un gesitli bolgelerinde satisa sunulan 127
adet kiyma Ornegini toplam aerobik mezofilik bakteri, Escherichia coli ve
Staphylococcus aureus yoniinden incelemisler ve orneklerde sirasiyla 1.3x10°, 2.8x10°
ve 3.1x10° kob/g seviyesinde iireme tespit etmislerdir. Orneklerin 4 (%3.14) tanesi ise

Salmonella spp. pozitif olarak tespit edilmistir.

Istanbul Anadolu Yakasinda satisa sunulan 27 kiyma numunesini igeren bir
arastirmada, 3.1x10* ile 6.3x10’ kob/g arasinda toplam aerobik mezofilik bakteri,
3.3x10° ile 6.2 x10* kob/g arasinda koliform bakteri, < 1.0x10* ile 1.4x 10* kob/g
arasinda E. coli ve 8.0x10? ile 8.2x10° kob/g arasinda koagulaz pozitif Stafilokok tespit
etmislerdir (Baskaya ve ark. 2004).

Gokmen ve Alisarli (2003), Van’da kasap ve marketlerde tiilketime sunulan 100
adet sigir eti ve 100 adet koyun eti olmak iizere toplam 200 adet kiyma Ornegini,
Salmonella spp., Listeria monocytogenes, Clostridium perfringens ve Bacillus cereus
varhigl yoniinden arastirmiglardir. Sigir kiyma 6rneklerinin %3’tinde Salmonella spp.,
%22’sinde L. monocytogenes, % 15’inde C. perfringens ve %7’sinde B. cereus tespit

edilmistir. Benzer sekilde, koyun kiymalarinin %4’iinde Salmonella spp., %11’inde



L. monocytogenes, %9’unda C. perfringens ve %5’inde B. cereus saptanmis ve sonug
olarak incelenen hazir kiymalarin halk saglhigi agisindan biiyiik bir risk tasidig

belirlenmistir.

Direkel ve ark. (2010), Mersin ilinde yapmis olduklar1 ¢alismada 6rneklerin
%6.9’unda E. coli O157:H7, érneklerin tamamida ortalama 5.8x10* kob/g S. aureus,
4.7x10* kob/g toplam aerobik mezofilik bakteri ve 4.8x10* kob/g maya saptanmis ve bu

orneklerin Tiirk Gida Kodeksi’ne uygun olmadigini tespit etmistir.

Tekingen ve arkadaslarmin (1980) Ankara'da satisa sunulan kiymalarin
mikrobiyolojik  kalitesi ile ilgili yaptiklari calismada 6rneklerin %95'inde toplam
aerobik mezofilik bakteri sayisimn 10” kob/g'dan fazla oldugu, éreklerin tamaminda
koliform bakteri sayisimun 10* kob/g’dan, Staphylococcus spp. sayisimn ise 10°

kob/g’dan yiiksek oldugu bulunmustur.

Nussinovitch ve arkadaslar1 (2000), 57 adet donuk kiyma numunesinin 22’sinde
toplam aerobik mezofilik bakteri sayisin ortalama 1.1x10° log kob/g, 14iinde koliform
sayisin1 2.5x10° log kob/g, 36’sinda toplam stafilokok sayismi 1.5x10% log kobl/g,

27’sinde toplam enterokok sayisini 3.0x10° log kob/g seviyelerinde tespit etmislerdir.

Oztiirk (2007), Antalya’da yaptig1 tez calismasinda incelenen 60 adet kiyma
numunesinde ortalama toplam aerobik mezofilik bakteri sayis1 5.22 logjokob/g,
koliform bakteri sayis1 4.51 logiokob/g, E. coli 2.61 logiokob/g, koagulaz pozitif S.
aureus 3.42 logigkob/g olarak tespit edilmistir.

Siriken (2004), Aydin ve Afyon illerinde satisga sunulan kiymalarin
mikrobiyolojik kalitelerini inceledigi ¢alismada, numunelerin %79’unda toplam aerobik
mezofilik bakteri sayismin 10° kob/g’in iizerinde, %44’iinde Pseudomonas spp.
sayisiiin 10*  kob/g’in iizerinde, %47’sinde enterobakter sayisimnin 108 kob/g’1n
tizerinde, %65’inde enterokok sayisinin 10° kob/ g’1n lizerinde, %42’sinde mikrokok ve
stafilokok sayisinin 10° kob/g’in iizerinde, %64’tiinde koliform sayisinin 1100
MPN/g’1n iizerinde oldugunu bildirmistir. Orneklerin %21.4’iiniin koagiilaz pozitif
stafilokok oldugunu ve bunlarin %5.7’sinde koagiilaz pozitif stafilokok sayismm 10°
kob/g’m iizerinde bulundugunu, oOrneklerin %30’unun E. coli yoniinden pozitif
oldugunu ve bunlarin %20’sinde E. coli sayisinin 9.44 MPN/g’in iizerinde oldugunu,

orneklerin %10’unun ise Salmonella spp. pozitif olarak tespit edildigini bildirmistir.



Goniilalan ve Kose (2003), Kayseri ilindeki marketlerden toplanan 100 adet sigir
kiymasi 6rneginde yiiriittiikleri caligmada, koliform bakteri, E. coli, maya ve kiif, aerob
mezofilik-psikrofilik mikroorganizma, Staphylococcus spp., koagiilaz pozitif stafilokok,
stlfit indirgeyen anaeroblar ve C. perfringens yoniinden incelemisler, 6rneklerdeki
mikroorganizma sayilarmni sirast ile 1.8 x107, 1.0X105, 5.1X107, 6.0X108, 1.9X106,
1.7x10°, 8.7x10° ve 1.8x10* kob/g diizeylerinde tespit etmislerdir.

Erol (19979), Ankara’da c¢esitli semtlerde satisa sunulan 120 adet kiyma

numunesinin %3.3’iinde Salmonella spp. izole etmistir.

Bayar (2007), Izmir ilinden topladigi 10 adet dana kiyma Orneginin 4’iinde
E. coli O157:H7 tespit etmistir.

Sancak ve ark. (1993), Van’da satigsa sunulan kiymalarda toplam aerobik bakteri,
S. aureus, koliform ve E.coli aramislar ve sirasiyla, 2.3x10°-1.4x10% kob/g, 0-9.2 x10°

kob/g, 4x 10° ve 4.1x10° kob/d diizeyinde tespit etmislerdir.

2.2. Koftenin Mikrobiyolojik Ozellikleri

Tiirk Gida Kodeksi Et ve Et Uriinleri Tebligi’nde kofte, kiyilmis biiyiikbas ve
kiicikbas hayvanlarin biri veya birkacinin etlerinin karigimina, istenildiginde ayni tiir
hayvanlarin yaglari, lezzet vericiler ile diger gida bilesenlerinden biri veya birkagt ilave
edilerek cesitli sekillerde hazirlanan pisirilmeye hazir kirmizi et karisimi veya pisirilmis

et tirtinli olarak tanimlanmistir (Teblig No: 2012/74).

Inegdl Kofte, Tekirdag Kofte, Izmir Kofte, Akgaabat Kofte, Satir Kofte gibi
cesitler basta olmak iizere llkemizde ¢ok sayida farkli kofte g¢esitleri yapilmaktadir.
Hazir gida sektoriinde de hazir kofteler hem cesitliligi hem de kolay hazirlanabilmesi

sebebiyle ¢ok tercih edilen gidalar arasinda yer almaktadir (Kaymaz 1987).

Koftenin hammaddesi olan kiyma, yapisi geregi mikroorganizmalarin kolayca
tireme ortami buldugu bir gidadir. Gerek kiyma, gerekse i¢ine giren baharatlar ve diger
ingredientler sebebi ile kofte, hizli bozulabilen ve igerisinde halk saglig1 agisindan risk
olusturabilecek patojen mikroorganizmalar: ihtiva edebilen bir et iirliniidiir (Cetin ve

Bostan 2002).

Tiirk Gida Kodeksi Mikrobiyolojik Kriterler Yonetmeligi’ne gore ¢ig kirmizi et
ve hazirlanmis kirmizi et karisimlarinda, bes adet kofte numunesinin higbirinin 25

g’inda Salmonella spp. ve E. coli O157 bulunmamali, S.aureus sayisi ise 5 numunenin



2’sinde 5x10° kob/g’in {iizerine ¢ikmamalidir. Ancak iilkemizde yapilan pek ¢ok
calismada, sonuglarin bu degerlerin iizerinde oldugu gorilmektedir (Kaymaz 1987;
Cetin ve Yicel 1992; Sarimehmetoglu ve ark. 1998; Kivang ve Kunduhoglu 1996; Kok
ve ark. 2007).

Ankara'da tiiketime sunulan hamburgerlerde (¢ig ve pismis) halk saglig:
yoniinden 6nemli olan bakterilerin varligin1 saptamak amaciyla 22 adet ¢ig, 22 adet
pismis hamburger numunesi toplanmistir. Calismada ¢ig numunelerin %77.2’sinde
toplam aerobik mezofilik bakteri sayist 10" kob/g’dan, %100’iinde koliform sayist 10°
kob/g, %86’sinda E. coli 10° kob/g’dan, %95.54’tinde fekal streptokoklarin sayis1 6x10°
kob/g’dan ve %27.3"iinde koagulaz pozitif stafilokok sayis1 1x10 kob/g’dan fazla tespit
edilmistir. Pigmis numunelerde ise %27.3'inde toplam aerobik mezofilik bakteri sayisi
10’ kob/g’dan, % 4.54’tinde toplam koliform sayis1 10° kob/g’dan , %4.54’iinde E. coli
10? kob/g’dan, %9’unda fekal streptokoklarin sayist 2x10% kob/g’dan ve %27.3’iinde
koagulaz pozitif stafilokok sayis1 1x10° kob/g’dan fazla tespit edilmistir (Kaymaz
1987).

Sarimehmetoglu ve arkadaslar1 (1998), Ankara’da tiiketime sunulan 100
hamburger ve 100 Inegdl Kofte numunesinde yaptiklari c¢alismada, hamburger
orneklerinin %2’sinde, Inegdl Kofte drneklerinin ise %5’inde E. coli O157 tespit

etmislerdir.

Bursa’da kasap kofte oOrneklerinde yapilan bir c¢alismada, ortalama toplam
aerobik mezofilik bakteri says1 1.11x10° kob/g, koliform bakteri 1.4x10° kob/g, E. coli
1.75x10* kob/g, S. aureus 1.78x10* kob/g ve Salmonella spp. (3 érnekte) 7.0x10" kob/g
olarak tespit edilmistir (Cetin ve Yiicel 1992).

Bitlis’de sunulan pismemis kofte ornekleri lizerine yapilan ¢alismada, toplam
aerobik mezofilik bakteri, stafilokok ve mikrokok, S. aureus, enterobacteriaceae,
koliform bakteriler, enterokoklar, Pseudomonas spp., B. cereus, kiif-maya, E. coli ve E.
coli O157:H7 analizleri yapilmis ve sirasiyla ortalama 4.3X106, 1.0X105, 6.3X103,
4.8x10°, 1.7x10% 3.1x10°7.9x10°% 1.5x10%, 6.7x10° 1.2x10° ve < 2.0x10? kob/g olarak
tespit edilmistir. Orneklerin %36’sinda (18 adet) ise Salmonella spp. tespit edilmistir
(Elmali ve Yaman 2005).

Kok ve arkadaslarinin (2007), Aydin ili Cine ilgesinde, Cine koftelerinin

mikrobiyolojik kalitelerinin incelenmesine yonelik yaptiklar1 ¢alismada, Cine kofte



orneklerinin, toplam mezofilik toplam aerobik mezofilik bakteri sayisi bakimindan
%30’nun, S. aureus bakimindan %68’nin, toplam maya ve kiif bakimindan %56’sinin,
Salmonella spp. bakimindan % 18’inin, Cig Kirmiz1 Et ve Hazirlanmis Kirmizi Et

Karisimlar1 Tebligi’ne (Teblig no: 2006/31) uymadig tespit edilmistir.

Kivang ve Kunduhoglu’nun (1996), Eskischir’de satisa sunulan koftelerde
yaptiklar1 ¢aligmada, pismis 1zgara koftelerin %20 sinde, ¢ig 1zgara koftelerin ise %48
inde E. coli, pismis 6rneklerin 1’inde, ¢ig orneklerin ise 5’inde Salmonella izolasyonu
yapilmistir. Cig 1zgara koftelerin %50 si, pismis 1zgara koftelerin ise %5 inde stafilokok
sayilar1 standartlarin {izerinde bulunmustur. Cig 6rneklerin 7’sinde, pismis Orneklerin

ise 1’inde kuagiilaz pozitif S. aureus saptanmaistir.

Katynna ve ark. (2002), Venezuela’da satisa Sunulan dondurulmus sigir
hamburgerlerinde ortalama toplam aerobik mezofilik bakteri sayisin1 16.02+0.69 log10
kob/g, koliform sayisini 8.88+0.49 log10 kob/g, fekal koliform sayisini 8.12+0.47 log10
kob/g ve E. coli sayisin1 4.02+0.68 log10 kob/g olarak bulurken 6rneklerdeki S. aureus
sayisin1 20 kob/g’dan az bulmuslardir.

2.3. Staphylococcus aureus

2.3.1. Genel Ozellikleri

Staphylococcus aureus, Staphylococcacea familyasi igerisinde yer alan, Gram
pozitif, fakiiltatif anaerob, katalaz pozitif, oksidaz negatif, hareketsiz ve spor
olusturmayan bakteridir. ilk kez, 1882 yilinda Sir Alexander Ogston tarafindan
bulunmus ve iki yil sonra Rosenbach, saf kiiltiir izole ederek, Staphylococcus aureus
admn1 vermistir. Bu isim, bakterin diizensiz kiimeler halinde ve iiziim salkimina
benzeyen iireme sekilleri nedeniyle eski Yunanca’da izim salkimi anlamina gelen

“staphyle” den esinlenerek konmustur (Cayan 2000; Whitman 2009).

Secici olmayan besiyerinde 0.5-1.5 pum c¢apida, diizgiin, parlak, konveks
koloniler olustururlar. Griden sari turuncuya kadar degisen pigmentasyon ozelligi

gosterirler (Medvedova ve Valik 2012).

S. aureus suslarinda lesitinaz aktivitesi yiiksektir. Besiyerine yumurta sarisi
katildiginda suslarin irettikleri lesitinaz, yumurta sarisindaki lesitini hidrolize ederek

koloni etrafinda parlak bir zon olusturarak tanimlamayi kolaylastirir. S. aureus



bakterileri ayni zamanda termoniikleaz pozitiftirler ve sicakliga kars1 dayanikli

termontikleaz salgilarlar (Beckers 1988).

Staphylococcus aureus, basta 1s1 islemi olmak iizere, mikroorganizma sayisinin
azaltilmasma yonelik tiim uygulamara karsi yiliksek duyarlhilik gostermekte, ancak
insanlarda zehirlenmeye neden olan ve 1sil isleme dayanikli enterotoksinler
tiretebilmektedir (Tiikel 2000). Rekabetci 6zelligi zayif bir bakteridir. Gelisimi, karigik
kiiltiirlerde diger mikroorganizmalar tarafindan kolayca baskilanir. Gidalardaki
baslangi¢ sayisinin yiiksek olmadigi durumlarda iyi gelisemez (Erol 2007; Whitman
2009). Gelisimleri i¢in, B vitaminine (tiamin ve nikotinik asit), nitrojen kaynagi olarak
inorganik tuzlar ve arjinin, sistin, prolin, valin gibi amino asitlere ihtiya¢ duyarlar
(Medvedova ve Valik 2012). %10 NaCl konsantrasyonunda iyi geligim gosterirken %15
NaCl konstantrasyonunda gelisimleri zayiftir (Demiret ve Karapmar 2000). Aerob
gelisme ig¢in, optimum pH 7-7,5’tur. Ancak 4,0-9,3 pH smirlar1 arasinda da
gelismelerini  siirdiiriirler.  Optimum  gelisim sicakligt  30-40 °C’dir. Donmaya
direnclidir. Ette, -18 °C de en az 6 ay siire ile mevcut sayilarinda hicbir degisiklik
olmadan varliklarini siirdiirebilirler. Optimum su aktivite degeri ise aw= 0,83-0,86’dir
(Demiret ve Karapinar 2000; Whitman 2009; Medvedova ve Valik 2012). Anaerobik
sartlarda Ki gelisme igin, aerobik sartlardaki gelismeye gore, daha yiiksek su aktivite
degerine ve pH’a ihtiya¢ duyarlar. Gidalarda toksin olusturabilmek igin minimum pH
istekleri vejetatif gelisme isteklerinin biraz tizerindedir. Benzer durum su aktivitesi (aw)
degerlerinde de goriiliir. Toksin olusturmak igin daha yiiksek su aktivitesi degerlerini
tercih ederler. Diisiik su aktivitesi ile bakterinin gelisme hizlar1 ve enterotoksin olusumu

azalir (Atic1 1999; Tunail 2000; Reginald ve ark. 2001; Medvedova ve Valik 2012).

Staphylococcus aureus, insanlarda hastalik etkeni olarak sik rastlanan, viriilansi
yiiksek bir bakteridir (Diindar 2000). Bu sebeple gida kaynakli patojenler arasinda
onemli bir yere sahiptir. Insan ve hayvanlarm deri ve mukozalarinda bulunan ve normal
floray1 olusturan bakterilerden olmasina ragmen insan ve hayvanlarda, deride iltihapl
yaralar, logusa hummasi, menenjit, septisemi ve gida zehirlenmesi gibi ¢ok ¢esitli
hastaliklara sebep olabilirler. Ciddi enfeksiyonlara yol acan S. aureus’un toplumun
%30’unda saglikli bireylerin nazofarenks ve burnunda lokalize oldugu bildirilmistir
(Unal ve Akhan 1996). Bu bakterilerin enterotoksin iiretebilen ve iiretemeyen iki alt

tirli bulunmaktadir. Gida zehirlenmeleri bakterinin kendisi ile degil, salgiladigi



enterotoksinler sebebiyle meydana gelmektedir. Enterotoksijenik S. aureus tasiyicisi
olan, gidalarin iretimi, muhafazasi, taginmasi, hazirlanmasi ve servisi islemlerinin
herhangi bir asamasinda gidaya direkt temas eden personelin, stafilokokal gida
zehirlenmelerinin  6nemli kaynagi oldugu bildirilmistir. Bu sebeple gidalarda bu
bakterilerin varligi, genellikle gida {iretiminde calisan personelin deri, agiz ve solunum
yollarindan kaynaklanan kontaminasyonun gdostergesi olarak dikkate alinmaktadir
(Tunail 2000; Tiikel ve ark. 2000). Et, siit, peynir gibi hayvansal gidalarda, toprak, hava

ve dogal su kaynaklarindan da izole edilebilmektedirler (Tunail ve Kosker 1989).

2.3.2. Stafilokokal Enterotoksinler

2.3.2.1. Genel Ozellikleri

Stafilokokal Enterotoksinler (SE), molekiiler agirligi 26.000 ile 29.000 arasinda
degisen tek zincirli proteinlerdir. SEA, SEB, SEC1,2,3, SED, ve SEE olmak {izere bes
ana enterotoksin tipi mevcuttur (Erol ve Iseri 2004). Giiniimiizde tespit edilmis 21 cesit
SE mevcuttur (Ono ve ark. 2008). En yaygin olani enterotoksin A’dir (Whitman 2009).
SEA ve SED ozellikle gida zehirlenmelerinden sorumludur (Bostan ve ark. 2006). Daha
once F tipi olarak adlandirilan toksinin, enterotoksin olmadiginin anlasilmasi {izerine
Toksik Sok Sendrom Toksin 1 (TSST-1) olarak adlandirilmistir (Erol 2007).
Insanlardan izole edilen suslarda daha ¢ok A, B, C tiplerine, sigirlardan ve koyunlardan
izole edilen suslarda 6zellikle C tipine, tavuklardan izole edilen S. aureus suslarinda ise
D tipi enterotoksine rastlanmaktadir (Yiice 1992). ABD’de zehirlenmeye neden olan
gidalarin %77.8’inde SEA ve %10’unda SEB tespit edildigi bildirilmistir (Balaban
2000).

Stafilokokal enterotoksinlerin en 6nemli 6zelligi 1siya karsi direngli olmalaridir.
Yapilan ¢alismalar sonucunda 100°C'de 10 dakika 1s1l islem ile toksinlerin aktivitelerini
%350 oraninda koruduklar1 ancak 121°C' de 1-2 dakikalik 1s1l islem sonucu inaktif hale
geldikleri tespit edilmistir (Yaygin ve Milci 2006). S. aureus enterotoksinlerinin
inaktivasyonu i¢in gerekli sicaklik derecesi 100 °C'de 1-3 saat veya 120 °C'de 10-40
dakika olarak da verilebilmektedir (Tunail 2000).

Toksinler, sicakligin yani sira tripsin ve pepsin gibi proteolitik enzimlere karsi
da direnglidirler. Bu nedenle sindirim dokularindan etkilerini yitirmeden

gecebilmektedirler (Yaygin ve Milci 2006).
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2.3.2.2. Stafilokokal Enterotoksinler ve Gida Zehirlenmeleri

Stafilokokal gida zehirlenmesi, enterotoksijenik stafilokoklar tarafindan gidada
olusturulan toksinlerin alimenter yolla alinmas1 sonucu olusur (Erol ve Iseri 2004).
Stafilokokal enterotoksinlerin toksikasyon dozu 1 pg’dan azdir. Duyarli bireylerde 100-
200 ng enterotoksinin de zehirlenemeye sebep olabildigi gozlenmistir. Gidada
enterotoksinlerin olusabilmesi i¢in, S. aureus bakeri sayisinin gidada 10° kob/g’in
tizerinde olmasi gerekmektedir (Bennet ve Hait 2012). Gidalarda enterotoksin iiretimi,
gidanin kompozisyonu, sicaklik, diger fiziksel ve kimyasal parametrelere bagli olarak
degisiklik gosterir (Karapmar ve Goniil 1999, Erol 2007). Tirk Gida Kodeksi
Mikrobiyolojik Kriterler Yonetmeligi’nde stafilokokal enterotoksinlerin, 5 gida
numunesinin  hi¢birinin 25 g’inda  bulunmamas1  gerektigi  belirtilmektedir

(Mikrobiyolojik Kriterler Yonetmeligi 2011, Ek 1).

Stafilokokal gida zehirlenmelerinin 6nde gelen iki klinik sendromu kusma ve
ishaldir. Stafilokok enterotoksinleri, insan beynindeki kusma merkezini uyararak
oglirmeye neden olduklarindan ayni zamanda norotoksin etkisi de gosterirler (Marth
and Halpindohnalek 1989). Zehirlenme semptomlari, gida ile alinan toksin miktarina,
bireysel Ozellikler ve duyarlilik gibi faktorlere bagli olarak, enterotoksinli gidanin
alinmasindan 1-7 saat sonra olusur. Zehirlenme semptomlari, bulanti, 6giirme,
abdominal kramp, kusma ve ishaldir. En yaygin komplikasyon kusma ve ishale bagh
dehidrasyondur (Bennet ve Hait 2012). Semptomlar 24-48 saat siirmekte, bu siire
zarfinda hizli bir iyilesme gozlenmektedir (Erol ve Iseri 2004). Oliim nadiren
gorilmektedir. Cocuklar ve yashlarda Oliim oraninin %0.03’ten %4.4’e kadar

degisebildigi bildirilmistir (Yiice 1992).

[k stafilokokal gida zehirlenmesi 1884 yilinda ABD’de gériilmiistiir. Cheddar
peynirinin tiiketiminden sonra gesitli hastalik vakalar1 ortaya ¢ikmig ve analizler
sonucunda peynir Orneklerinden yiiksek diizeyde stafilokok tiirleri izole edilmistir

(Kiigtlikgetin ve Milci 2008).

Tiirkiye’de gida zehirlenmeleri ile ilgili resmi raporlar yetersizdir. Ancak c¢esitli
tilkelerde yapilan ¢aligmalarda, gida zehirlenmesi vakalarinin yaklasik {i¢te birinin S.
aureus enterotoksinleri ile kontamine gidalarin tiiketilmesinden kaynaklandigi
bildirilmektedir. Gida kaynakli mikrobiyolojik hastaliklar i¢inde S. aureus zehirlenme
oraninin ABD’de %45, Japonya’da %25-30 ve Macaristan’da %40 oldugu tahmin
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edilmektedir. ABD’de stafilokokal gida zehirlenmeleri sebebiyle her yil 241.188 kisi
hastalanmakta, 1.064 kisi hastanelik olmakta ve 6 kisi hayatin1 kaybetmektedir.

Toplamda 1.5 milyar dolarlik iirtin kayb1 ve tedavi giderlerinin meydana geldigi

belirtilmektedir (Kiigiik¢etin ve Milci 2008; Bennet ve Hait 2012).

1990 yilinda Rhode Island’da 100 o&grenci, okullarinda yedikleri 06gle
yemeginden zehirlenmistir. Alinan 7 yemek 6rneginin 5’inde 2x10° kob/g’in tizerinde
S. aureus tespit edilmis, S. aureus tespit edilemeyen 2 yemek 6rneginde ise stafilokokal

enterotoksin tespit edilmistir (Richards ve ark. 1990).

ABD’de 1993-1997 yillar1 arasinda S. aureus’tan kaynaklanan 42 zehirlenme

vakas1t meydana gelmis ve bunlardan biri 6liimle sonuglanmistir (Olsen ve ark. 2000).

Londra’da bulunan Gida Hijyeni Laboratuvari’nin resmi rakamlarina goére 1969
ve 1990 yillar1 arasinda S. aureus enterotoksinlerinin neden oldugu 359 adet gida

zehirlenme vakasi tespit edilmistir (Wieneke ve ark. 1993).

1999 yilinin subat ve mayis aylarinda Brezilya’da goriilen gida zehirlenme
vakalarinin ilkinde 50 kisi peynir, ikincisinde ise 328 kisi ¢ig siit tiiketimi sonucu,
zehirlenme belirtisi ile hastaneye kaldirilmis ve siipheli gidalarda 2.4x10°-2x10® kob/g
seviyesinde S. aureus bulundugu ve orneklerin enterotoksin igerdigi tespit edilmistir
(Carmo ve ark. 2002).

Avrupa Gida Giivenligi Otoritesi’nin, 27 Avrupa Birligi Ulkesi’nden elde ettigi
verilere gore, 2008 yilinda bildirilen gida zehirlenme vakalarinda, S. aureus
zehirlenmeye sebep olan etkenler arasinda 4.sirada yer almaktadir (European Food
Safety Authority 2010).

2.3.3. Gidalarda S. aureus Varhg

Yapilan ¢aligmalar S. aureus ve toksinlerinin, kirmizi et, kofte, tavuk eti, domuz
eti, balik, siit ve siit tiriinleri, sebze, salata, ¢orba, yumurtali tiriinler ve pasta gibi pek
¢ok ¢ig ya da tiketime hazir gidada bulundugunu gostermektedir (Sokari 1991;
Alvarez-AStorga ve ark. 2002; Alisarli ve ark. 2003; Aric1 ve ark. 2003; Kitai ve ark.
2005; Bostan ve ark. 2006; Topgu 2006; Onganer ve Kirbag 2009; Waters ve ark. 2011;
Korkmaz 2012).

Istanbul’da cesitli satis noktalarindaki pismeye hazir kofte ve beyaz peynirlerde

S. aureus ve toksinlerinin tespitine yonelik yapilan calismada, 30 kofte Orneginin
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%43’iinde S. aureus miktarinin 5x10° kob/g’m, 30 beyaz peynir drneginin %63 ’iinde
<10 kob/g’m iizerinde oldugu tespit edilmistir (Bostan ve ark. 20086).

Erzurum ilinde ii¢ farkli toplu yemek {iretimi yapan firmadan alinan gesitli gida
orneklerinin tiimiinde, S. aureus sayis1 <2 log kob/g bulunurken, mikrokok - stafilokok
sayist ¢ig sebzede 5,12+0,67, ¢ig ette 6,01+£0,87, koftede 2,09+1,58 ve corbalarda ise
2,83+1,49 log kob/g olarak belirlenmistir. Koftelerin 2 tanesinde SEA (%25), 3
tanesinde SEB (%37,5), 3 tanesinde SEC (%37,5) ve 3 ornekte ise SED (%37,5);
corbalarin 2 tanesinde SEA (%25), 2 tanesinde SEB (%25), 1 tanesinde SEC (%12,5) ve
3 ornekte ise SED (%37,5) tespit edilmistir (Korkmaz 2012)

Diyarbakir’da ambalajsiz olarak satisa sunulan c¢okeleklerin mikrobiyolojik
kalitesini belirlemek amaciyla yapilan ¢alismada 30 numunede 6,0-10,28x10° kob/g

arasinda S. aureus tespit edilmistir (Onganer ve Kirbag 2009).

Ankara merkezde, ¢esitli biife ve lokantalarda tiiketime sunulan donerlerin
mikrobiyolojik kalitesini belirlemeye yonelik yapilan ¢aligmada, 25’1 ¢ig ve 25’1 pismis
olmak tizere toplam 50’ser adet et ve tavuk doneri incelenmistir. Cig et doner
orneklerinin %32’sinde (8 adet), pismis et doner drneklerinin %20’sinde (5 adet), ¢ig
tavuk doner orneklerinin %24’tinde (6 adet), pismis tavuk doner orneklerinin ise

%16’sinda (4 adet) S. aureus tespit edilmistir (Topgu 2006).

Amerika’da tavuk, hindi ve dana etlerinin S. aureus kontaminasyonunu
incelemek {izere yapilan c¢alismada, 136 numunenin 64’iinde (%47) S. aureus izole
edilmistir (Waters ve ark. 2011).

Japonya’da perakende olarak satilan tavuk etlerinde yapilan bir ¢alismada, 292

ornekten 131’inde (%65,8) S. aureus izole edilmistir (Kitai ve ark. 2005).

Ispanya’da perankende satis1 yapilan tavuk ve iiriinleri {izerinde yapilan
calismada, 30 6rnegin %13,3’linden S. aureus izole edilmis ve tespit edilen S. aureus
miktariin ulusal standartta belirtilen limit seviyenin iizerinde oldugu belirtilmistir

(Alvarez-Astorga ve ark. 2002).

Sokari, Nijerya’da yaygin olarak tiiketilen kirmiz1 et, balik ve sebzeden olusan
880 gida oOrneginden izole ettigi 552 (%62) koagulaz pozitif S. aureus susundan

269’unun (%48) enterotoksijenik oldugunu bulunmustur (Sokari 1991).
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Alisarli ve ark. 2003, 100 adet puding tiiriiniin 10 (%10)’undan ve 75 adet

kremal1 pasta tiirlinlin 20 (%27)’sinden S. aureus izole etmisglerdir.

Hazir salatalarin hijyenik durumunun incelendigi bir ¢alismada, 22 yar1 hazir
salata Orneginin 15’inde 12-2,8x10° kob/ g arasinda degisen sayilarda S. aureus
bulundugu tespit edilmistir. Toplam 14 adet mayonezli salata 6rneginin 10 tanesinde ise
32-3,0x10° kob/g arasinda degisen miktarda S. aureus bulunmustur (Arici ve ark. 2003).

2.4. E. coli O157:H7

2.4.1. Genel Bilgiler

Enterobacteriaceae familyasina ait E. coli nin 6zel bir serotipi olan O157:H7
serotipi, son yillarin en 6nemli gida kaynakli patojeni olarak kabul edilmektedir (Noveir
ve ark. 2002). Gram negatif fakiiltatif anaerob, sporsuz, comak seklinde bir bakteridir.
Flagellalar1 araciligiyla hareket ederler ancak hareketleri yavastir (Bilgehan 2004).

E. coli’ nin Enterohemorajik (EHEC) grubunda yer alir (Halkman ve ark. 2001).
E. coli O157:H7 serotipi Shiga like toxin 1; SLT-1 olarak adlandirilan (yeni
terminolojide Stx 1 ve Stx 2) toksinler tiretmektedir (Cosansu ve Ayhan 2000). Flagellar
(H) ve somatik (O) antijenlere sahiptir (Erol 2007). E. coli O157:H7 serotipi glikozdan
gaz olusturur, lireaz1 yoktur ve HoS olusturmaz. Optimal iireme sicakligi 37 °C, optimal
aw degeri 0.99, optimal pH’1 7-7,2dir (Leyer ve ark. 1995). E. coli O157:H7’yi diger
E. coli suslarindan ayiran baslica Ozellikleri; sorbitolii fermente edememesi, 4-
methylumbelliferonglucoronide’s  (MUG) hidrolize eden p-glukorinidaz enzim
aktivesine sahip olmamasi ve 44-45 °C ve tlizerindeki sicakliklarda gelisememesidir

(Leyer ve ark. 1995).

E. coli O157:H7, aside toleranshdir. Bu tolerans sayesinde midenin kuvvetli asit
ortamindan rahatlikla gegebilmektedir. Bakterinin asit direnci, insanlarda enfeksiyon
dozunun ¢ok diisiikk olmasini etkileyen bir faktor olarak kabul edilmektedir. 1- 2 pH
olan insan midesinde yaklasik 3 saat siiren sindirim sirasinda canli kalabilmesi ve
buradan bagirsaga geg¢mesi bu iliskiyi aciklamaktadir. Benzer sekilde mayonez,
fermente etler, cottage peyniri gibi asitli gidalarda diger patojenler inhibe olurken, E.
coli O157:H7 rahatlikla gelisebilmektedir. Bu o6zelligi ile elma suyu ve geleneksel
olarak giivenli kabul edilen fermente et iiriinlerinde de canliligin1 koruyabilmektedir

(Halkman ve ark. 2001).
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E. coli O157:H7 serotipi, yiiksek tuz konsantrasyonlarina da direng
gostermektedir. E. coli O157:H7’ nin %6,5 NaCl’de gelisebildigi, NaCl’nin inhibisyon
etkisinin %8,5 oraninda basladigi, 200 ppm nitrit ve %4,0 NaCl i¢eren, pH’1 5,6 olan
siv1 besiyerinde gelisebildigi, %3,5 NaCl ve 69 ppm sodyum nitritli ve pH’1 4,8 olan
fermente sucukta indirgendigi ancak 40 °C’de 2 ay siiren depolama sirasinda kullanilan
starter kiiltiire bagl olmaksizin tiimiiyle inhibe olmadig tespit edilmistir (Glass ve ark.
1992).

E. coli O157:H7, sicaga duyarlidir. Pastorizasyon islemi ile inaktive olur. Bir
gidada ki 10* kob/ml bakterinin 6lmesi icin 72°C pastorizasyon sicakligi 16-20 saniye
yeterli bulunmaktadir. Soguga ise direnglidir. Dondurulmus gidalarda -20 °C’de
(krymalarda) canliligin1 korur ve pH 5,7-7,5°de iyi iirer. Bununla beraber pH’1 3,6 olan
ve buzdolabi sicakliginda muhafaza edilen gidalarda da canliligin1 koruyabilmektedir
(Wang ve ark 2000).

2.4.2. Gidalarda E. coli O157:H7 Varhg:
Gidalarda E. coli O157:H7 serotipi ilk kez ABD’de 1982 yilinda 2 salginda 47
vaka ile goriilmiistiir (Noveir ve ark. 2002).

Bu bakterinin baslica kaynagi daha ¢ok sigirlar olmak iizere koyun, kegi, geyik,
tavuk, kopek, domuz ve martilardir. Genelde digkidaki yayginlhigi %0-10 oraninda
degismekle beraber, gen¢ hayvanlarda daha fazla oldugu, sigir diskisinda 5 °C’de 70
giine kadar canliligim1 koruyabildigi ve verotoksin liretme kapasitesini kaybetmedigi
ortaya konulmustur (Temelli 2002). Cesitli arastirmalar, bu bakterinin basta siit inekleri
olmak iizere sicak kanli hayvanlar olarak tanimlanan memeli ve kanatli hayvanlarin
digkilan ile ete, siite, topraga, suya ve dolayisiyla tiim c¢evreye yayildigin1 géstermistir

(Halkman ve ark. 2001).

Salginlara yol acan bu patojen, en yaygin olarak et iirlinlerinde bulunmakla
birlikte, cesitli peynirlerde, ¢ig siitte, genel olarak patojenler acisindan gilivenilir bir gida
olarak tanimlanmasina karsin yogurt gibi siit iirlinlerinde, ¢esitli su kaynaklarinda,
salatalar ve salata soslarinda, evde yapilan sandvig, turp filizi, pastorize edilmemis elma

sarabi ve taze sikilmis elma sularinda da bulunabilmektedir (Ozalp ve Kaymaz 1992).

Avrupa Gida Giivenligi Otoritesi verilerine gore, 2011 yilinda 9485

verotoksijenik Escherichia coli enfeksiyonu vakasi bildirilmis ve vakalarin ¢ogunda
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etken serogrubunun O157 oldugu tespit edilmistir (European Food Safety Authority
2013).

Chapman ve ark. 2000, bir yil siiren ¢alismalarinda 5093 adet dana ve kuzu eti
tirtinlerinde E. coli O157 varligini arastirmislar ve 6rneklerin 72 adedinde E. coli O157

izole edildigini bildirmislerdir.

Rahimi ve ark. 2012, iran’da yiiriittiikleri calismada inek, deve, manda, koyun
ve kecilerden topladiklart toplam 734 adet ¢ig siit 6rneginin 17’sinde (%2.3) E. coli
0157 tespit etmislerdir.

Willshaw ve ark. 1994, Ingiltere'de 134 kiyma, 52 sosis ve 124 hamburger
orneginden toplam 5 ornekte (%1.6) verotoksin olusturmayan E. coli O157 tespit

etmislerdir.

Vernazy-Rozand ve ark. 1997, Fransa'da yiiriittiikleri bir ¢alismada, toplam 250
adet tavuk, sosis ve sigir kiymasinda E. coli O157 aramislar ve 4 tavuk, 1 sosis ile 1

kiyma 6rneginde verotoksin olusturmayan E. coli O157 tespit etmislerdir.

Mabrouk 2001, Misir’da yiriittiigi calismada, 19 sigir eti 6rneginin 1’inde
(%35.26), 20 adet inek siitii drneginin 1’inde (%5), 21 adet manda siitii 6rneginin 1’inde
(%4.76), 20 adet kirmizi et 6rneginin 1’inde (%5), 25 hamburger numunesinin 1’inde
(%4), 20 tavuk orneginin 1’inde (%5), 20 hindi eti 6rneginin 1’inde (%5) E. coli
O157:H7 tespit etmistir.

Doyle ve Schoeni 1987, inceledikleri 263 hindi ve broyler budunda %21.5
oraninda E. coli O157:H7 bulmuslardir.

Samadpour ve ark. 1994, ABD’de satis noktalarindan aldiklar1 hindilerin
%7’sinde, broylerlerin ise %12’sinde E. coli O157:H7 saptamiglardir.

Diyarbakir’da 105 adet 6rgili peyniri 6rneginin % 7.62’sinde E. coli O157 tespit
edilmistir (Vural ve ark. 2010).

Alisarli ve Akman 2004, Van’da yiiriittiikleri ¢calismada 150 dana kiymasinin
7’sinde (%4.6) ve 150 koyun kiymasinin 3’tinde (%2) E. coli O157 bulmuslardir.

Halkman ve ark. 1998, cesitli gidalarda yaptiklari bir galismada, E. coli O157’yi
255 adet ¢ig kiyma, 50 adet hamburger ve 101 adet sucuk Orneginin 1'inde tespit

etmislerdir.
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Sarimehmetoglu ve ark. 1998, 100’er adet hamburger ve Inegdl koftesi iizerinde
yaptiklar1 calismada, Inegdl koftelerinin %5'inin ve hamburgerlerin %2'sinin E. coli
0157 ile kontamine ve izolatlarin ise tiimiiniin verotoksijenik 6zellikte olduklarini

bildirilmiglerdir.

Afyonkarahisar’da yliriitiilen ¢alismada analize alinan 100 adet ¢ig siit 6rneginin
3’tinde (%3) ve 100 adet peynir 6rneginin 1’inde (%]1) E. coli O157:H7 tespit edilmistir
(Akkaya ve ark 2007).

Konya ilinde, pazarlarda agikta satilan kiiflii peynirler iizerine yapilan bir
caligmada, 234 adet kiifli peynir 6rneginin %2.5’ugundan E. coli O157:H7 izole
edilmistir (Akgamli 2008).

Erzurum ili ve ilgelerinde yiiriitiilen ¢aligmada, toplanan sigir eti numunelerinin
% 1,6’sinda, tavuk ve hindi eti numunelerinin ise %0,9’unda E. coli O157:H7 tespit
edilmistir (Unsal 2007).

Balpetek ve Giirbliz 2010, Konya ilinde yiiriittiikkleri caligmada kiyma
numunelerinin 2 tanesinde (%8.1), sogutulmus hamburger koftelerinin ise bir tanesinde
E. coli O157:HT7tespit etmislerdir.

2.4.3. E. coli O157:H7 Serotipinin Sebep Oldugu Hastalhiklar

E. coli O157:H7 serotipi, insanlarda kolon mukoza hiicrelerinin sitolizine
(Hemorajik Kolit-HC), Hemolitik Uremik Sendroma (HUS) ve Trombotik
Trombositopenik Purpuraya (TTP) neden oldugu igin halk saghgi agisindan biiyiik
onem tagimaktadir (Buchanan ve Doyle 1997).

Etkenin minimal enfeksiyon dozu 10 ile 100 kob/g arasindadir (Coia 1998).
Tiirk Gida Kodeksi Mikrobiyolojik Kriterler Yonetmeliginde, E. coli O157:H7 ile ilgili
bir kriter yoktur. Ancak yonetmelikte E. coli O157’nin 25 g iirinde hi¢ bulunmamasi

gerektigi bildirilmektedir (Mikrobiyolojik Kriterler Yonetmeligi 2011).

Escherichia coli O157:H7, ilk kez ABD’de 1982 yilinda hemorajik kolitli
hastalarda tespit edilmistir (Riley ve ark. 1983). Ancak, 1993 yilinda bir fast food
restoran zincirindeki az pigmis koftelerin tiiketimi sonucu meydana gelen toplu
zehirlenme sonrasinda halk sagligini tehdit eden 6nemli bir patojen oldugunun farkina

vartlmstir (Bell ve ark. 1994).
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ABD’de 1983 ve 1997 yillari arasinda toplam 6.899 E. coli O157:H7
enfeksiyonu vakasi bildirilmistir. Bu vakalarin 2.035°1 hastanede tedaviye alinmis, 57’si

ise hayatin1 kaybetmistir (Mead ve ark. 1999).

Ingiltere’de sadece 1996 yilinda 506 vakanin ortaya ¢ikmasma (Reilly 1994),
Iskogya’da 1990-1996 yillar1 arasinda 700 kisinin hastalanmasina (Cowden 1997),
Japonya’da da 7000 okul ¢agindaki ¢ocugun zehirlemesine neden olmustur (Watanabe
1996).

E. coli O157:H7 serotipinin sebep oldugu hastaliklarda tipik belirtilerden biri
olan hemorajik kolitin ortaya ¢ikmasina, invaziv bakteriler tarafindan olusturulan
sitotoksin neden olmaktadir (Oksiiztepe ve ark. 2010). Semptomlar genellikle etken
viicuda alindiktan 3-4 giin sonra gozlenmektedir. Siddetli karin agrisi ve sulu ishal, daha
sonraki giinlerde digkisiz kan sekline doniisen ishal ve atesin olmamasi en belirgin
klinik bulgulardir. Hastalik genelde 2-9 giin iginde kendiliginden iyilesir. Ciddi
komplikasyonlarin olustugu durumlarda nadiren 6liim goriilebilir (Ozbas ve Aytag
1995). Eger 6-10 giin igerisinde iyilesme goriilmezse infeksiyon, ekstra intestinal
komplikasyonlardan “Hemolitik Uremik Sendroma” (HUS) yol acar (Oksiiztepe ve ark.
2010).

Hemolitik iiremik sendromda, hemoltik anemi, trombositopeni, akut bobrek
yetmezligi ve kanli ishal 6nemli klinik bulgulardir. Hastalik ¢ocuklar1 ve yaslilari daha
fazla etkiler. Oliim orani cocuklarda %10, yaslhilarda %50 olarak bildirilmistir.
Hastaligin patogenezisinin endoteliyal hiicreleri hasara ugratan ve pihtilasma
mekanizmasin1 bozan toksinle ilgili oldugu, mikrotrombuslarin bobrek veya diger
organlardaki kilcal damarlar tikayarak kanda artik {dirlinlerin birikimine yol agtigi
bildirilmistir (Willshaw ve ark. 1994). Hastalarda siklikla kuvvetli kronik bobrek
yetmezligi ortaya ¢ikabilmekte ve hasta Omiir boyu diyaliz cihazina bagiml

yasayabilmektedir (Oksiiztepe ve ark. 2010).

Etkenin sebep oldugu Trombotik Trombositopenik Purpura (TTP) tablosunda ise
klinik belirtiler genelde HUS’a benzerlik gosterir. Ancak TTP’de daha ¢ok merkezi
sinir sistemi etkilenir. Ates, hemolitik anemi, trombositopeni ve ndrolojik belirtiler tipik
klinik bulgulardir. Beyinde olusan kan pihtilar1 nedeniyle 6liim orani oldukga ytiksektir

(Willshaw ve ark. 1994).
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2.5. Bakteriyosinler ve Nisin

2.5.1. Bakteriyosinlerin Tanim
Bakteriyosinler, bakteri ribozomlari tarafindan sentezlenen, protein yapisindaki
antimikrobiyal bilesenlerdir. Inhibisyon etkileri, sentezlendikleri bakteri tiirlerine yakin

olan tiirler tizerinedir (James ve ark. 1996).

Bakteriyosinlerin tanimlanmasina yonelik ilk ¢alisma 1925°te E. coli tarafindan
sentezlenen Kolisinin tespiti ile baslamistir. fleri ki dénemlerde E. coli suslarinm yani
sira  Lactococcus, Lactobacillus, Pediococcus, Leuconostoc, Staphylococcus ve
Enterococcus gibi bir¢ok mikroorganizmanin da bakteriyosin lrettigi tespit edilmistir
(Chen ve Hoover 2003). Ancak daha ¢ok, gidalarda giivenli oldugu diisiintilen laktik
asit bakterileri tarafindan sentezlenen bakteriyosinler lizerinde aragtirma yapilmakta ve
gidalarda bu bakteriyosinler kullanilabilmektedir. Bu nedenle laktik asit bakterileri,
ozellikle de Lactobacillus ve Lactococcus tarafindan sentezlenen bakteriyosinler

tizerinde 6nemle durulmaktadir (Kurt ve Zorba 2005).

Bakteriyosin sentezleyen laktik asit bakterileri ve sentezlenen bakteriyosinler
Tablo 2-1’de verilmistir (Parada ve ark. 2007).



Tablo 2-1: Laktik Asit Bakterileri Tarafindan Sentezlenen Bakteriyosinler ve Siniflar
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Sentezleyen Bakteri

Bakteriyosin

Etki Spektrumu

Siifi

Lactococcus lactis subsp. lactis

Lactococcus lactis subsp. cremoris

Lactobacillus acidophilus

Lactobacillus amylovorus

Lactobacillus casei

Leuconostoc gelidum

Leuconostoc mesenteroides

Pediococcus acidilactici

Pediococus pentosaceous

Enterococcus faecium

Lactobacillus sake

Lactobacillus curvatus

Lactoba cillus helveticus

Nisin

Lacticin 3147

Lactococcin B
Acidocin CH5

Lactacin F

Lactacin B

Lactobin A

Lactocin 705

Leucocin A

Mesentericin Y105

Pediocin F

Pediocin PA-1

Pediocin AcH

Pediocin A

Enterocin A

Lactocin S

Sakacin P
Curvacin A

Helveticin J

Gram pozitif bakteriler

Clostridium sp.

Listeria monocytogenes
Staphylococcus aureus
Streptococcus dysgalactiae
Enterococcus faecalis
Propionibacterium acne
Streptococcus mutans

Lactobacillus

Gram pozitif bakteriler

Lactobacillus
Lactobacillus fermentum
Enterococcus faecalis
Lactobacillus delbrueckii
Lactobacillus helveticus

Lactobacillus debrweckii
Lactobacillus helveticus
Lactobacillus.bulgaricus.
Lactococcus lactis.

Lactobacillus acidophilus
Lactobacillus delbrueckii

Listeria monocytogenes
Lactobacillus plantarum

Lactobacillus
Enterococcus faecalis
Listeria monocytogenes

Enterococcus faecalis
Listeria monocytogenes

Gram pozitif bakteriler

Listeria monocytogenes

Gram pozitif ve negatif bakteriler

(Stres faktorleri altindaki)

Lactobacillus
Lactococcus
Leuconostoc
Pediococcus
Staphylococcus
Enterococcus
Listeria
Clostridium

Listeria monocytogenes
Pediococcus

Lactobacillus
Leuconostoc
Pediococcus

Listeria monocytogenes

Listeria monocytogenes
Enterococcus faecalis

Lactobacillus bulgaricus
Lactococcus lactis

1.Grup Lantibiyotik

1.Grup Lantibiyotik

11.Grup Bakteriyosin
11.Grup Bakteriyosin

11.Grup Bakteriyosin

111.Grup Bakteriyosin

11.Grup Bakteriyosin

11.Grup Bakteriyosin

11.Grup Bakteriyosin

11.Grup Bakteriyosin

11.Grup Bakteriyosin
11.Grup Bakteriyosin

11.Grup Bakteriyosin

11.Grup Bakteriyosin

11.Grup Bakteriyosin

1.Grup Lantibiyotik

11.Grup Bakteriyosin
11.Grup Bakteriyosin

111.Grup Bakteriyosin
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2.5.2. Bakteriyosinlerin Simiflandirilmasi

En fazla bekteriyosin iireten bakteri grubu laktik asit bakterileridir. Laktik asit
bakterileri arasinda ise en fazla bakteriyosin treten gruplar Laktobasiller ve
Laktokoklardir. Bu sebeple bu bakteriler tarafindan tiiretilen bakteriyosinlerin yapilari,
simiflandirmada temel olarak alinmistir. Klaenhammer’in simiflandirma konusunda
yaptig1 etkin calismalar sebebiyle “Klaenhammer Siniflandirmasi” esas olarak kabul
edilmektedir. Bu smiflandirma, gram pozitif bakteriler tarafindan sentezlenen
bakteriyosinlerin kimyasal yapilarina, molekiil biiyiikliiklerine, termostabilitelerine, etki
mekanizmalarina ve enzim hassasiyetlerine gore yapilmaktadir. Siniflandirma dort

gruptan olusmaktadir (Kuleasan ve Cakmakeg1 2003).

I.Grup Bakteriyosinler: Yapilarinda bulunan modifiye amino asitler
(lantiyonin ve B-metillanlantiyonin) sebebiyle lantibiyotikler olarak adlandirilirlar.
Lantibiyotikler yapisal 6zellikleri ve antimikrobiyel 6zelliklerine gore A ve B olmak
tizere iki alt gruba ayrilir. Tip A lantibiyotikler hedef hiicrenin sitoplazmik zarini
depolarize ederek etkilerini gosterirler. Ortalama biiyiikliikleri 21-38 amino asittir. Bu
grubun en bilinen iiyesi Nisin’dir. Tip B lantibiyotikler, Tip A lantibiyotiklerden
oldukga kiiciiktiir. Biiyiklikleri 19 amino asiti agsmamaktadir. Tip B lantibiyotikler

konakg1 hiicre enzimlerini inhibe ederler (Guder ve ark. 2000).

Lantibiyotikler Gram pozitif bakterileri inhibe edebilmekte fakat Gram
negatiflere kars1 etki edememektedirler (Liickl ve Jager 1997).

I11.Grup Bakteriyosinler: Bu gruptaki bakteriyosinler I.Grup’dan farkli olarak
modifiye amino asit icermezler. Ayrica, molekiil agirliklar1 10kDa’dan daha diisiik olup,
151 stabilitesine sahiptirler. Bu gruptaki bazi bakteriyosinler 100 °C’den 121 °C’ye kadar
olan sicakliklara kars1 stabildirler. Antimikrobiyal aktiviteleri, membran aktif
olmalarindan kaynaklanmaktadir. Cok sayida bakteriyosin iceren bu grup A, B ve C

olmak iizere 3 alt gruba ayrilmaktadir (De Martinis ve ark. 2002).

111.Grup Bakteriyosinler: Bu grupta yer alan bakteriyosinler biiyiik (>30kDa)
ve 1s1ya duyarli proteinlerdir (De Martinis ve ark. 2002).

IVV.Grup Bakteriyosinler: Bu gruptaki bakteriyosinler ise biiylik ve kompleks
molekiiller olup, aktiviteleri igin karbonhidrat veya lipid bilesenlerine gereksinim
duymaktadirlar (Chen ve Hoover 2003).
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2.5.3. Bakteriyosinlerin Sentezi ve Etki Mekanizmasi

Bakteriyosinler farkli genetik determinantlara sahip olmakla birlikte,
sentezlerdindeki temel proses aynidir. RNA tarafindan kodlanan polipeptid dizisi 6ncii
protein olarak ayrildiktan sonra molekiiler sinyalizasyona tabi tutulmakta, cesitli
modifikasyonlar1 takiben yapisindaki sistein sayisina gore son seklini kazanmakta ve
sec-dependent (sekresyon) mekanizmasi yardimi ile hiicre disina salgilanmaktadir
(Parante 1999). Bazi bakteriyosinlerin iiretimlerinin ise daha gelismis sistemlerle
(katabolik represyon, spesifik reseptor bolgeleri) regiile edildigi belirlenmistir (Eijsink
1998).

Bakteriyosinler duyarli mikroorganizmalar ilizerinde farkli etki mekanizmalarina
sahiptirler. Laktik asit bakteriyosinleri pozitif yiikli molekiillerdir ve hidrofobik
kisimlara sahiplerdir. Duyarli hiicre zarinda bulunan negatif yiiklii fosfat gruplarinin
etkisiyle ortaya c¢ikan elektrostatik etkilesim sonucu bakteriyosin hiicre zarina
tutunmaktadir. Hiicre zarina tutunan bakteriyosin, hidrofobik kisim araciligiyla zar
yapisinin i¢ine girer ve zarda porlar olusturur. Diisiik molekiil agirligina sahip hiicre

bilesenleri bu porlardan hiicre disina sizar. Bununla birlikte, iyonlarin ve hiicre i¢i pH

dengesinin korunmasinda etkili olan K’ iyonunun hiicre disina sizmasi, hiicrede enerji
tiiketimine neden olmaktadir. Hiicrede meydana gelen bu degisimler, DNA ve RNA gibi
hiicre i¢in hayati 6nemi olan makro molekiillerin degredasyonuna, bu molekiillerle
birlikte protein ve peptidoglikan gibi biyolojik proseslerin inhibisyonuna yol agmaktadir
(Kurt ve Zorba 2005).

2.5.4. Bakteriyosinlerin Gidalarda Kullanimi

Patojen olmayan mikroorganizmalar ile metabolitlerinin, gidalarda istenmeyen
mikroorganizmalarin liremesini engellemek ve raf Omriinli uzatmak amaciyla
kullanilmas1 biokoruma olarak adlandirilmistir (De Martinis ve ark. 2001). Laktik asit
bakterilerinin ge¢misten beri geleneksel fermente gidalarin olusturulmasinda gilivenilir
sekilde kullanilmasi ve bakteriyosinlerin biiyiik ¢ogunlugunun laktik asit bakterileri
tarafindan tiretilmesi sebebiyle, bu bakteriler biokoruma amaciyla kullanimda da tercih

sebebi olmuglardir (Parada 1984; Caplice ve Fitzgerald 1999).

Gidalara uygulanan bazi bakteriyosinler ve olusturduklart etki Tablo 2-2’de

verilmistir (Cleveland ve ark. 2001).
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Tablo 2-2: Gidalara Uygulanan Baz1 Bakteriyosinler ve Etkileri

Bakteriyosin

Uygulanan gida

Etkileri

Nisin A Yeniden sekillendirilen et tiriinleri Bakteriyel inaktivasyon
(formed meat products)

Nisin A Ricotta peynirinde L. monocytogenes’i 8 hafta etkili
L. monocytogenes 'in kontrolii igin bir sekilde inhibe etmistir
kullanilmigtir

Pediocin AcH Pediocin AcH sentezleyen L. monocytogenes 'in gelisimini
L. plantarum WHE 92, olgunlagmanin  engellemistir
baslangicinda Munstar peynirinin
yiizeyine spreylenmistir

Enterocin 4 Enterocin sentezleyen E. faecalis L. monocytogenes Ohio’yu inhibe
INIA4, Manchego peyniri tiretiminde ederken, Listeria monocytogenes
kullanilmigtir Scott A’y1 inhibe etmemistir

Linocin M-18 B .lines kirmiz1 peynir iiretiminde L. ivanovi ve L. monocytogenes’te
starter olarak kullanilmigtir 2 log diisiise neden olmugtur

Piscicolin 126 Jambonda L. monocytogenes kontrolii Ticari bakteriyosinlerden daha
i¢in kullanilmigtir etkili bulunmustur

Leucocin A L. gelidium UAL187 vakum L. sake ‘nin de etkisiyle bozulma

Lactocin 705

paketlenmis sigir etinde bozulma
kontrolii i¢in kullanilmistir

Kryilmis sigir etinde L.
monocytogenes’ in gelisimini dnlemek
icin kullantlmigtir

8 haftaya kadar geciktirilmistir.

L. monocytogenes’ in kiyilmis
etlerde gelisimini 6nlemistir.

Pediocin AcH Tavuk eti sosisinde L. monocytogenes’i  Etkili bir gekilde L.
nhibe etmek i¢in pediosin iireten monocytogenes sayisini
P. acidilactici (Ped ) kullanilmigtir azaltmistir.
Pediocin Sarap ve firincilik {irtinlerinde kullanim  Bu tiir {irlinlerde kullanim
potansiyeli aragtirtlmigtir potansiyeli oldugu belirlenmistir
Pediocin AcH Ta.VUk. eFine pediosin preparati ilave 5 OC’de 28 giin L. monocytogenes
edilmistir gelisimini kontrol etmistir
Pediocin PA-1 Fermente sosiste starter olarak P. L. monocytogenes’i etkili bir
acidilactici (Ped ) kullanilmigtir sekilde kontrol etmistir.
Enterocin Jambon, domuz eti, tavuk gogis eti, Cesitli sartlar altinda L.

pate ve sosis’te kullanilmigtir

monocytogenes

2.5.5. Nisinin Tanim ve Kimyasal Yapisi

Nisin, laktik asit bakterilerinden (LAB) Lactococcus lactis subsp. lactis’in dogal
suslar1 tarafindan siit veya seker besiyerinin fermentasyonu sirasinda ftretilen bir
bakteriosindir. Molekiil formiilii C143H230N42037S7 ve molekiil agirligi 3354.12 Da’dir
(Sekil 2-1). Beyaz renklidir (Tiirk Gida Kodeksi, Gidalarda Kullanilan Renklendiriciler
Ve Tatlandiricilar Digindaki Katki Maddelerinin Saflik Kriterleri 2012). Yapisinda 34

adet aminoasit bulunur (Sekil 2-2). Nisin, yapisindaki 27. aminoasidin tiiriine gore 2’ye
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Sekil 2-1: Nisinin Kimyasal Yapis1

Sekil 2-2: Nisinin Amino Asit Yapist (Koponen 2004)

Dha = dehidroalanin, Dhb = dehidrobutirin, Abu = c-aminobutirik asit, Ala-S-Ala = mezo-lantiyonin,

Abu-S-Ala = threo-metillantiyonin ve diger L-amino asitler (1zolosin, Alanin, Lésin, Prolin, Glisin, Lizin,

Metiyonin, Asparagin, Serin, Histidin, Valin)
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ayrilir. 27. aminoasit aspartik asit ise Nisin A, Histidin ise Nisin Z olarak adlandirilir

(Wessels ve ark. 1998; Koponen 2004).

"NH,
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Nisin ilk kez 1933 yilinda Yeni Zelanda’da protein yapisinda bir madde olarak
tanimlanmis ve 1947 yilinda nisin olarak isimlendirilmistir. Nisinin ticari olarak
kullanimina ise 1953 yilinda ilk defa Ingiltere’de baslanmustir (Cotter ve ark. 2005).
1969 yilinda Gida ve Tarim Organizasyonu/Diinya Saglik Organizasyonu tarafindan
gidalarda katki maddesi olarak kullaniminin giivenli oldugu onaylanmis ve o zamandan
beri E 234 numarali gida katki maddesi olarak 50’yi askin iilkede kullanilmaktadir
(Delves-Broughton 2005). Insanlar dahil tiim memeliler igin toksik etkisi olmadig1
tespit edilmis ve Birlesmis Milletler Gida ve Ila¢ Idaresi tarafindan “GRAS” (Genel
Olarak Giivenli Kabul Edilebilir Uriin) statiisiinde kabul edilmisdir (Wessels ve ark.
1998; Bouttefroy ve Milliere 2000). Nisin ilk olarak pastorize peynirlerde Clostridium
gelisimini engellemek tizere kullanilmistir. Daha sonra sivi yumurta iriinleri, salata
soslari, konserve gidalar, mayonezli iirlinler, domates soslar1 ve etlerde de kullanilmigtir

(Delves-Broughton 2005; Millette ve ark. 2007).

Nisinin etki spektrumu diger birgok bakteriyosine kiyasla daha genis olup, asidik
gidalarda ve Gram (+) mikroorganizmalar iizerinde olduk¢a etkilidir. Vegetatif
hiicrelerin yani sira bakteri sporlari {izerinde de inhibisyon etkisi bulunmaktadir (Scott
and Taylor 1981). Asidik ortamlarda yiiksek stabilite ve ¢oziiniirliige sahiptir. pH
yiseldikge ¢oOziinlirlilk diismektedir. Asidik ortamlarda yiiksek sicakliga daha
dayaniklidir. pH 3.0-3.5 araliginda 121 °C de 5 dakika otoklavlandiginda aktivitesinin
sadece %10’unu kaybetmektedir. Peynir {iretiminde, pastorizasyon sicakliginda ve 5.6-
5.8 pH araliginda aktivitesinin %20’sini kaybettigi tespit edilmistir. Nisinin gidalardaki
stabilitesi, inkiibasyon sicakligina, depolama siiresine ve pH’a baghdir. Nisin disiik
sicakliklarda daha stabildir. Nisin eklenen gida yiiksek sicaklikta depolanacaksa daha
yiiksek seviyede nisin kullanimina gereksinim vardir. Ortamda titanyum dioksit ve
sodyum metabisulfit varligi nisinin stabilitesini olumsuz yonde etkilemektedir (Delves-
Broughton 2005).

Nisin iki 6nemli etki mekanizmasina sahiptir. Bunlardan birincisi, hiicre zarinda
porlar olusturarak hiicre i¢indeki organellerin, amino asitlerin, potasyumun, ATP’nin ve
hiicre i¢in esansiyel diger maddelerin disar1 akmasini saglamak, ikincisi ise hiicre
zarinda Lipid Il molekiilii ile kompleks olusturmak suretiyle, Lipid II molekiiliiniin
peptidoglikan zincirine birlesmesini Onleyerek hiicre duvari sentezini durdurmasidir.

Gram negatif bakterilere kars1 etkisinin olmamasi, Gram negatif bakterilerin hiicre



25

zarinin, Gram pozitif bakterilere gore ¢ok daha az gegirgen olmasindan
kaynaklanmaktadir (Bauer ve Dicks 2005; Delves-Broughton 2005).

2.5.6. Nisinin Gidalarda Kullanim

Artan tliketici talebini karsilamak amaciyla her gegen giin yeni gidalar
gelistirilmektedir. Bu gidalarin gelistirilmesinde, gerek patojen mikroorganizmalarin
inhibe edilmesi gerekse raf omriiniin uzatilmasi amaciyla ¢esitli katki maddelerinden
faydalanilmaktadir. Ancak bu katkilarin bazilarinin sagliksiz olusu, kullanim oranina
bagl olarak kanserojenik ve toksik etki yapabilmeleri, dogal ve giivenilir katkilarin elde

edilmesini ve kullanimini oldukga 6nemli hale getirmistir (Kurt ve Zorba 2005).

Bu noktada, giiniimiizde ticari olarak {iretilen gidalarda kullanilmasina izin
verilen bakteriyosinlerden nisin, herhangi bir toksik etkisi bulunmadigi, patojen ve
bozulma etmeni organizmalara karsi etkili oldugu i¢in bu isteklere hizmet etmekte ve
cesitli gidalarda patojen mikroorganizmalara etkisi {izerine arastirmalara konu

olmaktadir (Akkog ve ark 2009).

Ruiz ve ark. 2009, nisinin hindi jambonda Listeria monocytogenes iizerine
etkisini tespit etmek icin yaptiklar1 ¢alismada, L. monocytogenes inokule edilen hindi
jambonlara %0.2, %0.3, %0.4 ve %0.5 nisin soliisyonlar1 eklemistir. Uriinler vakum
paketlenerek +1 - +4 °C arasinda 63 giin sire muhafaza edilmistir. Tim nisin

uygulamalarinda 0. giin 4 log diisiis gézlenmistir.

Thomas ve ark. 2002, Clostridium sporogenes ve Clostridium tyrobutyricum
sporlarint pismis patates piiresine inokule ettikten sonra vakum paketleme ve
pastorizasyon islemlerinden gecirmis, 8 ve 25 °C sicaklikta inkube etmislerdir. 25 °C’de
inkube edilen patates piirelerinde, 6.25 pg/g nisin ilavesi ile raf omriiniin 58 giine,
8°C’de inkube edilen patates piirelerinde ise, 6.25 pg/g nisin ilavesi ile raf dmriiniin 30

giine ¢ikt1g1 tespit edilmistir.

Aktiirkoglu ve Erol 1998, pastorize siitlerden iiretilen beyaz peynirlerde, nisinin
Listeria monocytogenes iizerine etkisini arastirdiklar bir ¢aligmada, beyaz peynirlerde
30 g/ml nisin kullanim1 ile L. monocytogenes bakterilerinin 60. giinde peynirlerden

tamamen elimine oldugunu saptamistir.

Nisin et ve et Uriinlerinde birgok mikroorganizma tizerinde etkilidir. Bununla

birlikte, en onemli 6zelliklerinden birisi, hastalik ve oliimlere yol acabilen Listeria
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monocytogenes’i inhibe edebilmesidir (Pawar ve ark. 2000). Nisin yine, et ve et
tirtinlerinde oldukga tehlikeli bir patojen olan C. botulinum tizerine de etkilidir. Nisin,
antimikrobiyal olarak nitrit i¢in belli diizeylerde alternatif olusturabilmektedir. Ayrica
nisinin  Brochothrix thermosphacta, Carnobacterium divergens ve L. innocua
tizerindeki etkisini arastirmak amaciyla, karkas ylizeyine spreylenmesi ile bu
mikroorganizmalarin sayisini onemli diizeyde azalttigi gorilmistiir. Brochothrix
thermosphacta iizerinde etkili nisin seviyesinin 400 IU/ml oldugu da bildirilmektedir
(Cutter ve Siragusa 1994).

Hampikyan ve Ugur 2007, fermente sucuklarda nisin kullaniminin
L. monocytogenes tlizerine etkisini tespit etmeye yonelik yaptigi caligmada, 100 pg/g
nisin oraninin L. monocytogenes tiremesini engelledigini tespit etmistir. Hampikyan
2009, yirittigii bir diger calismada ise 150 pg/g nisinin, sucuk hamurunun
fermantasyon ve depolama asamalarinda S. aureus gelisimini engellemek amaciyla

kullanilabilecegini bildirmistir.

Reunanen ve Saris 2004, nisinin et irtinlerindeki etki siiresi tizerine yaptiklar
caligmada, sosis orneklerine 0.9 pg/g oraninda nisin ilave etmisler, 28. giin sonunda
ilave edilen nisin miktariin % 68’inin tirinde kaldigini1 ve nisinin uzun siire etkin

dozda etki ederek, tirliniin raf dmriinii uzatabildigini bildirmislerdir.

Cankaya ve ark. 2010, nisinin (250 ppm) tavuk kiymasinda MAP ile
kombinasyonunun soguk depolamada L. monocytogenes’in kontroliinii sagladigini, 6
giin sonunda kontrol-aerobik Orneklere gore bakteri sayisinit 2,5 logio diislirdiigiinii

tespit etmistir.

Economou ve ark. 2008, tavuk etlerine uyguladiklari 1500 IU/g nisinin,
mezofilik bakteri, Pseudomonas sp., Brochothrix thermosphacta, laktik asit bakterileri

ve Enterobacteriaceae popiilasyonuna karsi etkili oldugunu tespit etmislerdir.

Codex Alimentarius ve Tiirk Gida Kodeksi Gida Katki Maddeleri Yonetmeligi
2011 koruyucular boliimiinde nisin kullanilmasina izin verilen gida gesitleri ve limitleri

sirastyla Tablo 2.3 ve Tablo 2.4°de belirtilmistir.
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Tablo 2-3: Nisin Kullanimina izin Verilen Gidalar ve Limitleri (Codex Alimentarius)

Gida Katki Maddesinin

E Kodu ve Adi Gida Maddesi En Yiiksek Deger
E 234 Nisin Tahil ve un bazh tathilar (6r;
stitlag, tapioca puding vb.) 3 mg/kg
Peynir igeren gidalar 12,5 mg/kg
Olgunlagtirilmig peynir 12,5 mg/kg
Kaymak 10 mg/kg

Tablo 2-4: Nisin Kullamimina izin Verilen Gidalar ve Limitleri (Tiirk Gida Kodeksi 2011)

Gida Katki Maddesinin . .. <
E Kodu ve Adi Gida Maddesi En Yiiksek Deger
E 234 Nisin Irmik ve tropik kék bitkisi/tapioca
pudingleri ve benzeri {iriinler 3 mg/kg
Olgunlastirilmig peynir ve 12,5 mg/kg
islenmis peynir
Kaymak 10 mg/kg
Mascarpone 10 mg/kg
Pastorize s1vi yumurta (beyaz, sari
6,25 mg/L

veya biitiin)

2.5.7. Nisinin Diger Maddeler ve Farkh Teknikler ile Birlikte Kullanimi
Nisin ¢ok genis bir yelpazede Gram pozitif bakterilere ayrica klostridium ve
basillus tiirlerinin sporlarina kars1 bakterisidal etkiye sahipken, Gram negatif

bakterilere, maya ve kiiflere karsi etkisizdir (Chen ve Hoover 2003).

Nisin, aktivitesinin ve etki spektrumunun genisletilmesi amaciyla EDTA,
trisodyum fosfat, sodyum laktat, sodyum sitrat, sodyum klorid, potasyum sorbat, bazi
organik asitler ve sarimsak ekstrakti gibi maddeler ile birlikte kullanilabilmektedir

(Denktas 2010).

Ukuku ve Fett 2004, Salmonella inokule ettikleri biitiin kavun {izerinde, nisin-
EDTA, nisin-sodyum laktat, nisin-potasyum sorbat, nisin-sodyum laktat-potasyum
sorbat kombinasyonlarini uygulamiglar ve 0. giinde Salmonella miktarinda yaklasik 3

log kob/cm? diisiis tespit etmislerdir.
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Pawar ve ark 2000, ¢ig manda eti kiymasinda L. monocytogenes’in gelisimini
engellemek tizere 400 ve 800 1U/g nisin ile birlikte %2 sodyum klorid kullanmiglar ve
L. monocytogenes’in gelisiminin kontrol grubuna kiyasla ciddi sekilde engellendigini

gozlemlemislerdir.

Singh ve ark. 2001, nisin ve sarimsagin listeria gelisimine etkisini humus
tizerinde arastirmiglar ve kombinasyonun listeria gelisimini engellemede etkili oldugunu
ayrica sarimsagin, nisinin Gram pozitif bakteriler {izerine etkisini arttirdigini tespit

etmislerdir.

Nisin/EDTA, nisin/asetik asit ve nisin/potasyum sorbat kombinasyonlarinin
kalsiyum aljinat jel iginde immobilizasyonunun, dana kiymada 10 °C’de E. coli
0O157:H7’nin gelismesini biiylik 6l¢iide onledigi bildirilmistir (Fang ve Tsai 2003).

Bir diger ¢alismada, Rajkovic ve ark. 2005, B. cereus ve B.circulans ile
kontamine ettikleri patates piirelerine gesitli konsantrasyonlarda nisin ve corvacrol ilave
ederek vakum paketlemigler ve mikroorganizma sayilarinda belirgin distsler

saptamislardir.

Nisinin etkisini artirmak i¢in koruyucu katkilarin yani sira yiiksek basing ve
yiiksek voltaj elektrik alan pulslarinin (PEF) uygulanmasi 6nemli katki saglamistir
(Kurt ve Zorba 2005). Ornegin 100 IU/ml nisinle birlikte 155-400 MPa basing
uygulamasinin Escherichia coli, S.Enteridis, Salmonella typhimurium, Shigella sonnei,
Pseudomonas fluorescens ve Staphylococcus aureus’ u inaktive ettigi saptanmistir
(Masschalck ve ark. 2001). Nisinle PEF’in etkisinin arastirildigi ¢alismalarda ise, 10,
100 1U/ml nisin ile birlikte farkli seviyelerde (30, 40, 50 kV/cm) PEF uygulamasinin,
yagsiz siit ve sivi yumurtada L.innocua’nin inaktivasyonunu artirdigi tespit edilmistir

(Calderon-Miranda ve ark. 1999a; 1999b).

Tavuk etlerindeki Arcobakter kontaminasyonunu dnlemeye yonelik yapilan bir
calismada, %2 sodyum laktat ve 500 1U/g nisin kombinasyonu ile muamelenin tavuk
etlerini sadece diisiik sicaklikta depolamaktan daha etkili oldugu tespit edilmistir (Long
ve Phillips 2002).

Lee ve ark. 2004, antimikrobiyal paketlemenin pastorize siit ve portakal suyuna

etkisini Olgmek amaciyla paketlerde nisin ve/veya kitosan kullanmislardir. Bu
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paketlemenin 3 ve 10 °C sicakliklarda pastorize siit ve portakal suyunun mikrobiyal

stabilitesini ciddi sekilde sagladigini tespit etmislerdir.

Nisin gida yiizeyine uygulanan filmler ile de kulanilabilmektedir. Bu tiir
antimikrobiyal biyofilmler, temas ettikleri gida yiizeyinde mikrobiyal gelisimi
etkileyebilmektedir. Nisin, kullanildig1 biyofilmlerden gida ylizeyine belli oranlarda
gecerek, ylizeyde mikrobiyal gelisimi engelleyebilmektedir (Kumar ve Anand 1998).

Millette ve ark 2007, 500 ve 1000 IU/mL nisin i¢eren filmleri dana eti dilimleri
lizerine uygulamislar ve S. aureus iizerine inhibe edici etkisini aragtirmislardir.
Arastirma sonucunda, 500 IU/mL nisin kullanilanlarda 0.91, 1000 IU/mL nisin
kulanilanlarda ise 1.86 log kob/cm? diisiis tespit etmislerdir.

2.5.8. Nisin ve EDTA Tuzlarimin Gidalarda Birlikte Kullanimi

Etilendiamintetraasetikasit (EDTA), gidalarda oksidasyonu ve metal iyonlar
tarafindan katalize edilen bozulma reaksiyonlarini Onleme amaciyla kullanilan
selatorlerdir. Ayrica, 6zellikle Gram (-) mikroorganizmalara kars1 antimikrobiyal etkiye
de sahiplerdir (Belfiore ve ark. 2006).

Tiirk Gida Kodeksi Katki Maddeleri Yonetmeligi 2011, diger katki maddeleri
bolimiinde, E 385 kodu ile belirtilen EDTA’nin kullanilabilecegi gidalar ve kullanim
miktar1 Tablo 2.5’de belirtilmistir.

Economou ve ark. 2008, ¢esitli nisin ve EDTA kombinasyonlarinin modifiye
atmosfer paketleme ile paketlenmis taze tavuk etlerinin raf dmrii lizerine etkisini tespit
etmeye yonelik yaptiklari ¢alismada, 500 1U/g-50 mM EDTA kombinasyonunun raf
omriinii 24 giine, 1500 1U/g-50 mM EDTA kombinasyonunun ise 20 giine kadar

cikardigini tespit etmislerdir.

Stevens ve ark. 1991, nisin ve EDTA’nin ¢esitli Salmonella tiirleri ve segilen
bazi Gram (-) bakteriler {izerine etkisini gormek amaciyla in vitro olarak yiirtttiikleri
calismada, 50 pg/ml nisin ve 20 mM disodium EDTA ile 1 saatlik muamele sonrasinda
secilen bakteriler tizerinde 37°C’de, 3.2 ile 6.9 log siklusu arasinda diisis

gbzlemlemislerdir.

Gill ve Holey 1999, jambon ve Bolonya sosisleri {izerine lizozim, nisin ve
EDTA kombinasyonlari ile g¢alismislardir. Sonucunda, jambonda E. coli O157:H7

gelisiminin 4 hafta boyunca diistiigii, sosiste Lc. mesenteroides ve L. monocytogenes
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gelisiminin 2 hafta boyunca diistiigii, her iki {rinde ise B. thermosphacta ve

Lc. mesenteroides popiilasyonlarinin diisiis gosterdigi tespit edilmistir.

Zhang ve Mustapha 1999, nisin ve nisin-EDTA kombinasyonu ile taze kirmizi et
tizerinde ¢alismislardir. Kusbasi etlere dnce 7 log kob/ml Listeria monocytogenes ya da
Escherichia coli O157:H7 inokule etmislerdir. Arkasindan nisin ya da nisin-EDTA
kombinasyonu igeren soliisyonlarin i¢inde 10 dakika bekletip, 15 dakika dinlendirdikten
sonra vakum paketleyerek 4°C’de 30 giin depolamislardir. Nisin ve nisin-EDTA
kombinasyonu, kontrol grubuna kiyasla L. monocytogenes popiilasyonunu sirasiyla 2.01
ve 0.99 log kob/cm? diisiirmiistiir. E. coli O157:H7 popiilasyonunda ise sirasiyla 1.02
log kob/cm? ve 0.8 log kob/cm? diisiis saglamuslardir.

Natrajan ve Sheldon 2000, broyler tipi tavuklarin derilerindeki Salmonella
inhibisyonu amaciyla yiiriittiikkleri ¢calismada; nisin konsantrasyonlar1 (0, 100, 300 ve
500 pg/ml), 3% sitrik asit, 5.0 mM EDTA ve %0.5 Tween 80’den olusan kombinasyonu

NA" ile kontamine

%0.5 kalsiyum aljinat filme katmislar ve Salmonella Typhimurium
ettikleri deri Ornekleri lizerine uygulamislardir. 4°C’de 72 saatlik uygulamadan sonra
derideki Salmonella Typhimurium™*" popiilasyonunda 1.98 ile 3.01 log siklusu arasinda
diisiis gozlemlemislerdir.

Tablo 2-5: EDTA Kullamimina izin Verilen Gidalar ve Limitleri (Tiirk Gida Kodeksi
Katki Maddeleri Yonetmeligi 2011)

Gida Katki Maddesinin

E Kodu ve Adi Gida Maddesi En Yiiksek Deger

E 385 Kalsiyum disodyum etilen Emiilsifiye edilmis soslar 75 mg/kg

diamin tetra-asetat Baklagil, mantar,enginar ve

(Kalsiyum disodyum EDTA) 250 mg/kg
konservesi
Kabuklu su iiriinleri ve
yumusakea konserveleri 75 mo/kg
Balik konservesi 75 mg/kg
Siiriilebilir margarin (yag igerigi
%41 veya az olanlar) 100 mg/L
Dondurulmus ve derin

75 mg/kg

dondurulmus kabuklular

2.5.9. Patojen Bakterilerin Nisin Direnci
Bakteriyosinlerin hedef aldig1 bakterilerin zaman igerisinde o bakteriyosine karsi

direng gelistirme olasiliklari, bakteriyosinlerin gida korunmasinda etkin olarak
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kullanimlar1 konusunda bazi endiselere yol agmaktadir. Bu konudaki calismalar,

Ozellikle nisin iizerinde yogunlagsmaktadir (Akkog ve ark. 2009).

Nisin direncini tespit etmeye yonelik yapilan calismalarda bazi1 S. aureus
suslarinin nisine direngli oldugu tespit edilmistir (Martinez ve ark. 2008; Sudagidan ve

Yemenicioglu 2012; Sudagidan ve Aydin 2013).

Jarvis 1967, yiriittiigli bir ¢calismada, Bacillus tiirlerinin nisini inaktive eden
nisinaz enzimini iirettigini tespit etmistir.

L. monocytogenes suslarinda da nisine direngli mutantlarin oldugu yapilan

caligmalar ile tespit edilmistir (Harris ve ark. 1991; Davies ve Adams 1994).

Grade ve ark. 2004, siirekli nisine maruz kalan streptokok suslarinda hiicre
duvarinin kalinlagsmast sonucu nisine kars1 diren¢ gelisiminin oldugu sonucuna

varmiglardir.
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3.1.1. Kofte Hamuru Icerigi
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Kofte oOrnekleri Istanbul Universitesi Veteriner Fakiiltesi mezbaha ve et

degerlendirme {initesinden saglanan 2-3 yas arasi saglikli kasaplik sigirlarin, usuliine

uygun olarak kesilmesinden elde edilen etlerden ¢ekilmis kiymalardan hazirlanmistir.

Kofte hamurunun hazirlanmasi geleneksel tarife gore yapilmistir ve igeriginde %84

kiyma (%90 et ve %10 et yagi), %8 galeta unu, %3 sogan, %0,5 sarimsak, %0,4

kimyon, %0,1 karabiber, %2 kirmizi biber ve %2 tuz bulunmaktadir (Colak 2008).

3.1.2. Alet ve Cihazlar

Deneysel koftelerin iiretimi, mikrobiyolojik ve fiziksel analizleri Istanbul

Universitesi Veteriner Fakiiltesi Besin Hijyeni ve Teknolojisi Anabilim Dali

Laboratuarlarinda, agsagidaki cihazlardan yararlanilarak yapildi.

Kiyma makinesi

Hamur yogurma makinesi

Tabak kapatma makinasi

Hassas terazi

Benmari

Otoklav

Etiv

Manyetik karistirict

Otomatik pipet

Vortex

Lab Blender 400

pH metre (Hanna HI 9321)

Su aktivitesi 6l¢iim cihazi (Higrometre, Lufft)
Cam malzemeler ve diger laboratuvar malzemeleri
Soguk depo

Ceker ocak ve UV sterilizator
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3.1.3. Besiyeri, Kimyasal Madde ve Suslar

Staphylococcus aureus subsp.aureus ATCC 25923 (MBL 0360)
E. coli O157:H7 NCIMB 13861 (MBL NCIMB 13861)
Baird Parker Medium Base (Oxoid CM 275)

Egg Yolk Tellurite Emulsion (Oxoid SR054)

DNase Agar (Oxoid CM 321)

Coagulase Plasma (Remel, RML 21060)

Tryptone Soya Broth (Oxoid CM 989)

Sorbitol Mac Conkey Agar (Oxoid CM 813)

Cefixime Tellurite Supplement (Oxoid SR 172)

E. coli O157:H7 Rapid Latex Test (Remel, RML 30959601)
Violet Red Bile Agar (VRB, Oxoid CM0107)

TBX Agar (Oxoid CM0945)

Chloramphenicol Selective Supplement (Oxoid SR0078)
Tamponlanmig Peptonlu Su (Oxoid CM 009)

Rappaport Vassiliadis Soya Broth (Oxoid CM 866)
Brilliant Green Agar (Oxoid CM 263)

Triple Sugar Iron Agar (Oxoid CM 277)

Lysine Iron Agar (Oxoid CM 381)

Salmonella Latex Test (Oxoid FT 203)

DRBC Agar Base (Oxoid CM0727)

Plate Count Agar (Oxoid CM0463 )

Nisin (Sigma — N5764)

EDTA (Titriplex)
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3.2. Yontem

3.2.1. S. aureus ATCC 25923 ve E. coli O157:H7 NCIMB 13861 Suslarmmin
Hazirlanmasi

S. aureus ATCC 25923 (MBL 0360) ve E. coli O157:H7 NCIMB 13861 (MBL
NCIMB 13861) suslar1t McFarland standardina gore 10%/ml olacak sekilde ayarlandi.
Hazirlanan siispansiyonun konsantrasyonu, spektrofotometrede Tablo 3.1°de belirtilen
McFarland Standardi 0,5 degeri ile karsilagtirilarak dogruland: (Bilgehan 2004).

Tablo 3-1: McFarland Standartlarina Karsihk Gelen Bakteri Yogunlugu

McFarland Standardi kob (x 10%/mL) 1% BaCl2/1% H2S04 (mL)
0,5 15 0,05/9,95
1 3 0,1/9,9
2 6 0,2/9,8
3 9 0,3/9,7
4 12 0,4/9,6
5 15 0,5/9,5

3.2.2. Nisin Soliisyonunun Hazirlanmasi

Her bir ¢alisma igin 9 g nisin (Sigma N5764) 200 m1 0.02 N HCl i¢inde ¢6ziildii
0.22 um membran filtreden gegirilerek steril edildi (Schillinger ve ark. 2001).
Hazirlanan bu stok soliisyondan, 2., 5. ve 6. gruplara 1000 1U/g ilave edildi. 1. grup
olan kontrol grubu ile EDTA igeren 3. ve 4. gruba ise herhangi bir nisin ilavesi

yapilmada.

3.2.3. EDTA Soliisyonunun Hazirlanmasi
Deneylerde 10 mM ve 50 mM EDTA soliisyonlar1 kullanildi. 10 mM EDTA
soliisyonu i¢in 18,67 g EDTA, 50 mM EDTA soliisyonu i¢in 93,55 g EDTA 500 ml

distile suda ¢ozdiiriildii, 0.22 um membran filtreden gegirilerek steril edildi.

3.2.4. Deneysel Kofte Orneklerinin Hazirlanmasi
Deneysel kofte orneklerinin hazirlanmasindan, analizlerin yapilmasina kadar
gegen siiregte yapilan islemler Sekil 3.1°deki is akis semasinda gosterilmistir. Gruplara

Tablo 3.2’de belirtilen miktarlarda nisin ve EDTA konsantrasyonlar1 eklenmistir.
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KOFTE HAMURUNUN
HAZIRLANMASI

KOFTE HAMURUNUN IKi ESIT

PARCAYA AYRILMASI
S.aureus ATCC 25923 E.coli O157:H7 NCIMB 13861
SUSUNUN EKLENMESI SUSUNUN EKLENMESI
HOMOJENIZASYON HOMOJENIZASYON

GRUPLARIN OLUSTURULMASI
25’er gramlik 6 grup

NiSiN VE EDTA
EKLENMESI (Tablo 3-2)

PAKETLEME
(Strafor tabaklar hava almayacak
sekilde strec film ile kapatildr)

SOGUKTA MUHAFAZA
(+4 °C’de analizler tamamlanana
kadar)

LABORATUAR ANALIZLERI
©.,2.,4.,6.,9. ve 12. giinler)

GRUPLARIN OLUSTURULMASI
25’er gramlik 6 grup

NIiSIN VE EDTA
EKLENMESI (Tablo 3-2)

PAKETLEME
(Strafor tabaklar hava almayacak
sekilde strec film ile kapatildr)

SOGUKTA MUHAFAZA
(+4 °C’de analizler tamamlanana
kadar)

LABORATUAR ANALIZLERI
0.,2.,4.,6.,9. ve 12. giinler)

Sekil 3-1: Deneysel Kofte Orneklerinin Hazirhk ve Analizi Is Akis Semasi
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Tablo 3-2: Deney Gruplar:

GRUPLAR NiSIN VE EDTA KONSANTRASYONLARI
1.GRUP Kontrol grubu (Nisin ve EDTA yok)

2.GRUP 1000 1U/g nisin; EDTA yok

3.GRUP 10 mM EDTA,; nisin yok

4.GRUP 50 mM EDTA,; nisin yok

5.GRUP 1000 IU/g nisin ve 10 mM EDTA

6.GRUP 1000 1U/g nisin ve 50 mM EDTA

3.2.5. Laboratuar Analizleri

Laboratuar analizleri Ocak-Haziran 2013 aylar1 arasinda gergeklestirilmistir.
Hazirlanan kofte hamurunun baslangig florasini belirlemek iizere; toplam aerobik
mezofilik bakteri, E. coli, koliform, kiif-maya, S. aureus ve E. coli O157:H7 analizleri
yapildi. Deneysel olarak hazirlanan kofte 6rnekleri ise, tiretimden itibaren 0., 2., 4., 6.,
9. ve 12. gilinlerde mikrobiyolojik (S. aureus, E. coli O157:H7 ve toplam aerobik
mezofilik bakteri) ve fiziko-kimyasal (pH ve su aktivitesi) analizlere tabii tutuldu.

Tiim mikrobiyolojik analizlerde; kofte orneklerinden her grup i¢in ayr1 olmak
lizere aseptik sartlarda steril posetlere 25 gram numune alinarak, {izerine 225 ml steril
peptonlu su ilave edildi ve stomacherde (Lab Blender 400) homojenize edildi. Elde
edilen ana diliisyondan, ayni sulandirict kullanilarak seri diliisyonlar hazirland1 ve
aranilan mikroorganizmalar yoniinden analizler gergeklestirildi (FDA 1995; Harrigan
1998; ISO 2001).

3.2.5.1. Toplam Aerobik Mezofilik Bakteri Sayim

Toplam aerobik mezofilik bakteri sayisinin belirlenmesinde Standard Plate
Count Agar (Oxoid CMO0463) kullanildi. Dokme yontemiyle ekim yapilan plaklar 35
°C’de 48 saat inkiibe edildikten sonra olusan koloniler sayildi (Harrigan 1998).

3.2.5.2. Toplam Koliform Bakteri Sayimi
Koliform bakterilerin izolasyonu amaciyla Violet Red Bile Agar (VRB, Oxoid
CMO0107) kullanild1. Cift tabaka dokme ekim yontemi ile ekim yapildiktan sonra



37

petriler 37 °C’de 24 saat inkiibasyona birakildi. inkubasyon sonunda 2-3 mm ¢apindaki
kirmiz1 viyole renkli koloniler sayildi (Harrigan 1998).

3.2.5.3. E. coli Sayim

TBX Agar (Oxoid CMO0945) besiyerine inokiile edilen ornek diliisyonlari
44°C’de 24 saat inkiibe edildikten sonra lireyen biitliin tipik koloniler sayild1 (FDA
1995).

3.2.5.4. Kiif-Maya Sayimi

Kiif-maya saymmi i¢in, hazirlanan diliisyonlarin Chloramphenicol Selective
Supplement (Oxoid SR0078) ilaveli DRBC Agar Base (Oxoid CM0727)’e yayma
yontemi ile ekim yapildiktan sonra 25 °C’de 5 giin inkiibasyona birakild1 ve inkiibasyon

sonunda degerlendirmesi yapildi (Harrigan 1998).

3.2.5.5. Staphylococcus aureus Sayimi
Staphylococcus aureus sayisinin saptanmasi amaciyla Baird Parker Agar (BPA,

Oxoid CMO0275) besiyerine yayma plak ekim yontemi ile ekim yapildi ve 35 °C’de 24-
48 saat inkiibasyon sonrasinda iireyen biitiin tipik koloniler degerlendirildi. S. aureus
stipheli tipik koloniler DNase, koagulaz ve katalaz testine tabi tutuldu (FDA 1995).

3.2.5.6. E. coli O157:H7 Sayim

E. coli O157:H7 tespitinde 6n zenginlestirme igin alinan 25 g 6rnek 225 ml
Novobiyosin igeren Tryptone Soya Broth (TSB+n) igerisinde 37°C’de 24 saat siireyle
zenginlestirme islemine tabii tutuldu. On zenginlestirmenin ardirdan Cefixime Tellurit
(Oxoid SR0172) ilaveli selektif besiyeri Sorbitol MacConkey Agar (SMAC, Oxoid
CMO0813) besiyerine yayma plak yontemiyle ekim yapildi. Petriler 35 °C’de 24 saat
inkiibasyona birakildi. 1-2 mm c¢apindaki saman sarist renginde/renksiz koloniler
degerlendirildi. Siipheli koloniler E. coli O157:H7 Rapid Latex Testi (Remel, RML
30959601) ve flagellar H serum ile dogruland: (Harrigan 1998 ; Hitchins ve ark.2000).

3.2.5.7. Salmonella Aranmasi

Salmonella spp. aranmasinda, secici olmayan 6n zenginlestirme igin alinan 25 g
ornek 225 ml Tamponlanmis Peptonlu Su (TPS, Oxoid CM 009) ile homojenize
edilerek 37 °C’de 18 saatlik inkiibasyona birakildi. Segici zenginlestirme amaci ile

inkiibasyon sonunda 6n zenginlestirme ortamindan alinan 0.1 ml 6rnek, i¢lerinde 10 ml



38

Rappaport Vassiliadis Soya Broth (RVS, Oxoid, CM 866) bulunan tiiplere inokule
edilerek, 42 °C’de 24-48 saat inkiibe edildi. Inkubasyon sonunda RVS broth’dan
Brilliant Green Agar (BGA, Oxoid CM 263)’a gegilerek 37 °C’de 20-24 saat inkiibe
edildi. BGA’da etrafi parlak kirmizi alan ile g¢evrili pembe-kirmizi renkli koloniler
Salmonella spp. siipheli olarak degerlendirildi. Salmonella spp. siipheli kolonilerden
biyokimyasal dogrulama testleri yapilmak tizere Triple Sugar Iron Agar (Oxoid CM
277) ve Lysine Iron Agar (Oxoid CM 381) yatik agarlara ekimleri yapilarak 37 °C’de
24 saat inkiibe edildi. Inkubasyon sonunda renk degisimine gore tiiplerin pozitiflik
degerlendirilmesi yapildi. Serolojik dogrulama ise Salmonella Latex Test (Oxoid, FT
203) kullanilarak yapildi (I.C.M.F.S 1982).

3.2.5.8. pH Tayini

Homojenize edilmis ve sulandirtlmig (10 g/100 ml saf su) kofte drneklerinin pH
degerleri TSE tarafindan onerilen metoda gore dijital bir pH metre (Hanna HI 9321)
kullanilarak saptandi (AOAC 1984).

3.2.5.9. Su Aktivitesi (ay) Tayini
Kofte orneklerinin su aktivitesi higrometre (Lufft) ile dlgiildii (AOAC 1984).
Cihaz skalasindan a, degeri okundu ve cihazin kullanma talimatinda bildirilen

prosediire gore standart sapmalar hesaplanarak tam deger kaydedildi.
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4. BULGULAR

Kofte hamurunun baslangi¢ florasini tespit etmek amaciyla; hazirlanan kofte
hamuru, E.coli O157:H7 ve S.aureus suslari ile nisin-EDTA kombinasyonlar1 kofte
hamuruna katilmadan once, toplam aerobik mezofilik bakteri sayisi, E. coli, koliform,
kiif-maya, S. aureus, E. coli O157:H7 ve Salmonella spp. yoniinden analiz edildi.
Deneysel olarak hazirlanan kofte ornekleri ise, tiretimden itibaren 0., 2., 4., 6., 9. ve 12.
giinlerde S. aureus, E. coli O157:H7, pH ve su aktivitesi analizlerine tabii tutuldu. Nisin
ve EDTA kombinasyonlarinin katildigi ancak E.coli O157:H7 ve S.aureus suslarinin
eklenmedigi kofte hamurunda ise toplam aerobik mezofilik bakteri sayisi analizi

yiriitildi.
4.1. Deneysel Kofte Orneklerinin Mikrobiyolojik Analiz Sonuclari

4.1.1. Kofte Hamuru Baslangic Florasi

Ko6fte hamurunun baslangic florasinda; toplam aerobik mezofilik bakteri sayisi
4.3x10" kob/g, E. coli 2x10% kob/g, koliform bakterileri 4x10° kob/g, kiif-maya 1x10°
kob/g olarak tespit edilmistir. S. aureus, E.coli O 157:H7 ve Salmonella spp. ise hig

bulunamamustir.

4.1.2. S. aureus Analiz Sonuclari
Nisin, EDTA ve kombinasyonlarinin eklendigi deneysel kofte 6rnekleri, 0., 2.,
4., 6., 9., 12. giinlerde ii¢ pararlel ekim yapilarak S.aureus analizine tabii tutulmus ve

saptanan S. aureus sayilar1 Tablo 4-1’de gosterilmistir.

Nisinin S. aureus’un iiremesi tizerine etkisi Sekil 4-1’de, farkli miktarlarda
kullanilan EDTA’nin S. aureus’un iiremesi tizerine etkisi Sekil 4-2°de, nisin ve EDTA
kombinasyonlariin S. aureus’un iiremesi lizerine etkisi Sekil 4-3’de kontrol grubu ile
birlikte belirtilmistir. Sekil 4-4’de ise tiim gruplarin S. aureus’un liremesi tlizerine etkisi

topluca gosterilmistir.
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Tablo 4-1: Deneysel Kofte Orneklerinde Saptanan S. aureus Sayilar1 (log10 kob/g)

GRUP KOMBINASYON 0. giin 2.gin  4.giin  6.gin  9.giin 12 giin

1 Kontrol 7,34 7,41 7,52 7,63 7,78 8,04
2 1000 IU/g nisin 7,34 7,04 6,90 7,30 7,45 7,53
3 10mMEDTA 7,34 7,15 7,17 7,39 7,43 7,79
4 50 mMEDTA 7,34 7,04 7,09 7,31 7,35 7,64

1000 1U/g nisin 234 6.79 663 727 754 7,74
ve 10 mM EDTA ’ ' ’ ’ ' '
1000 IU/g nisin

ve 50 mM EDTA 7,34 6,78 6,38 7,11 7,48 7,61

8,50

8,00 > 3

i =

6,50

log 10 kob/g

6,00
0 GUN 2 GUN 4 GUN 6 GUN 9 GUN 12 GUN

=¢=—KONTROL =li=1000 IU NiSIN

ekil 4-1: Deneysel Kofte Orneklerinde Nisinin S. aureus’un Uremesi Uzerine Etkisi
S y
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8,50

8,00
0 ‘W
7,00

6,50

log10 kob/g

6,00
0 GUN 2 GUN 4 GUN 6 GUN 9 GUN 12 GUN

=®=KONTROL =#=10 mM EDTA ==2¢=50 mM EDTA

Sekil 4-2: Deneysel Kéfte Orneklerinde Farkli EDTA Miktarlarimin S. aureus’un Uremesi

Uzerine Etkisi
8,50
8,00 >
/
7,50
Lo
O
3 T*_’" //
o
o0 7,00 w
=
6,50 o
6,00
0GUN 2 GUN 4 GUN 6 GUN 9GUN 12 GUN
=4=KONTROL ===1000 IU NISIN+10mM EDTA =®=1000 IU NiSIN+50mM EDTA

Sekil 4-3: Deneysel Kofte Orneklerinde Nisin ve EDTA Kombinasyonlarinin S. aureus’un

Uremesi Uzerine Etkisi
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8,50

8,00 o

7,50 /
6,50 V

log 10 kob/g

6,00
0 GUN 2 GUN 4 GUN 6 GUN 9 GUN 12 GUN
=== KONTROL == 1000 IU NiSiN
e=fe=10 mM EDTA ==>¢=50 mM EDTA
e=t=1000 IU NiSIN+10mM EDTA —@=1000 IU NiSIN+50mM EDTA

Sekil 4-4: Deneysel Kofte Orneklerinde Nisin, EDTA ve Kombinasyonlarimin S. aureus’un

Uremesi Uzerine Etkileri

4.1.3. E. coli 0157:H7 Analiz Sonuglari
Nisin, EDTA ve kombinasyonlarinin eklendigi deneysel kofte 6rnekleri, 0., 2.,

4., 6., 9., 12. giinlerde li¢ pararlel ekim yapilarak E. coli O157:H7 analizine tabii
tutulmus ve saptanan E. coli O157:H7 sayilar1 Tablo 4-2’de gosterilmistir.

Nisinin E. coli O157:H7’nin tiremesi Ulzerine etkisi Sekil 4-5de, farkli
miktarlarda kullanilan EDTA’nin E. coli O157:H7’nin iiremesi iizerine etkisi
Sekil 4-6’da, nisin ve EDTA kombinasyonlarinin E. coli O157:H7’nin tiremesi {lizerine
etkisi Sekil 4-7°de kontrol grubu ile birlikte belirtilmistir. Sekil 4-8’de ise tiim gruplarin

E. coli O157:H7’nin liremesi tizerine etkisi birarada gosterilmistir.
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Tablo 4-2: Deneysel Kofte Orneklerinde Saptanan E. coli 0157:H7 Sayilar (log10 kob/g)

GRUP KOMBINASYON 0. giin 2.gin  4.giin  6.gin  9.giin 12 giin

1 Kontrol 7,60 7,83 7,97 8,02 8,19 8,44
2 1000 1U/g nisin 7,60 7,08 7,13 7,28 7,63 7,93
3  10mM EDTA 7,60 6,88 6,92 7,18 7,41 7,59
4 50 mM EDTA 7,60 6,75 6,77 7,04 7,30 7,51

1000 1U/g nisin 7 71 4 7,21 7,42
ve 10 mM EDTA 60 659 6, 6,9 ' ’
1000 IU/g nisin

ve 50 mM EDTA 7,60 6,48 6,64 6,87 700 7,34

9,00
8,50

8,00 e /
7,50 / A.//.
7,00 \ —

6,50

log 10 kob/g

6,00

5,50
0GUN 2 GUN 4 GUN 6 GUN 9 GUN 12 GUN

=¢=—=KONTROL ==ll=1000 IU NiSIN

Sekil 4-5: Deneysel Kofte Orneklerinde Nisinin E. coli O157:H7’nin Uremesi Uzerine
Etkisi
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9,00
8,50

8,00 / /
7,50

7,00

log 10 kob/g

6,50

6,00

5,50
0 GUN 2 GUN 4 GUN 6 GUN 9 GUN 12 GUN

=@=KONTROL ==#=10 mM EDTA ==¢=50 mM EDTA

Sekil 4-6: Deneysel Kofte Orneklerinde Farkh EDTA Miktarlarimin E. coli O157:H7’nin

Uremesi Uzerine Etkisi

8,50
8,00 /_— /
7,50

0 GUN 2 GUN 4 GUN 6 GUN 9 GUN 12 GUN
—9—KONTROL  ==#=1000 |U NiSIN+10mM EDTA  =@=1000 IU NiSIN+50mM EDTA

Sekil 4-7: Deneysel Kofte Orneklerinde Nisin ve EDTA Kombinasyonlarmm E. coli
0157:H7’nin Uremesi Uzerine Etkisi
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9,00

8,50
8,00 /

7,50
2
)
°
S 7,00
g
6,50
6,00
5,50
0GUN 2 GUN 4 GUN 6 GUN 9 GUN 12 GUN
== KONTROL == 1000 IU NiSiN
=10 mM EDTA =50 mM EDTA
===1000 IU NiSiN+10mM EDTA === 1000 IU NiSIN+50mM EDTA

Sekil 4-8: Deneysel Kofte Orneklerinde Nisin, EDTA ve Kombinasyonlarmm E. coli
0157:H7’nin Uremesi Uzerine Etkileri

4.1.4. Toplam Aerobik Mezofilik Bakteri Sayis1 Analiz Sonuglari

Nisin, EDTA ve kombinasyonlarin toplam aerobik mezofilik bakteri sayisi
lizerine etkisini tespit etmek amaciyla bakteri inokule edilmemis kofte hamuru, 0., 2., 4.,
6., 9., 12. giinlerde analize tabii tutulmus ve saptanan toplam aerobik mezofilik bakteri

sayilar1 Tablo 4-3’de gdsterilmistir.

Nisinin toplam aerobik mezofilik bakteri sayisi tizerine etkisi Sekil 4-9’da, farkli
miktarlarda kullanilan EDTA’nin toplam aerobik mezofilik bakteri sayisi iizerine etkisi
Sekil 4-10’da, nisin ve EDTA kombinasyonlarinin toplam aerobik mezofilik bakteri
say1s1 lizerine etkisi Sekil 4-11°de kontrol grubu ile birlikte belirtilmistir. Sekil 4-12°de
ise tiim gruplarin toplam aerobik mezofilik bakteri sayisi iizerine etkisi birarada

gosterilmistir.
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Tablo 4-3: Deneysel Kofte Orneklerinde Saptanan Toplam Aerobik Mezofilik Bakteri
Sayilari (log10 kob/g)

GRUP KOMBINASYON 0. giin 2.gin  4.giin  6.gin  9.giin 12 giin

1 Kontrol 4,63 4,76 5,32 5,72 5,59 6,23
2 1000 1U/g nisin 4,63 4,51 4,46 4,78 4,91 4,94
3 10mMEDTA 4,63 4,48 4,43 4,74 4,86 4,91
4 50 mM EDTA 4,63 4,46 4,18 3,97 4,11 4,41

1000 1U/g nisin 463 391 3,70 3,69 3,86 4,15
ve 10 mM EDTA ' ' ’ ' ' '
1000 IU/g nisin

ve 50 mM EDTA 4,63 3,66 3,58 3,52 3,79 3,93

6,50

6,00
5,50 /\/

5,00 /

. .<f 4/./l———'

4,00

log 10 kob/g

3,50

3,00
0GUN 2 GUN 4 GUN 6 GUN 9 GUN 12 GUN

==¢==KONTROL ===1000 IU NiSiN

Sekil 4-9: Kéfte Hamurunda Nisinin Toplam Aerobik Mezofilik Bakteri Sayis1 Uzerine
Etkisi
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6,50

Pt

6,00 /\/
5,50 /

5,00 2

4,50 #/
/x/x

log 10 kob/g

4,00 o
3,50
3,00
0GUN 2 GUN 4 GUN 6 GUN 9 GUN 12 GUN
== KONTROL —=t=10 mM EDTA =50 mM EDTA

Sekil 4-10: Kofte Hamurunda Farkh EDTA Miktarlarinin Toplam Aerobik Mezofilik
Bakteri Sayis1 Uzerine Etkisi

6,50

6,00 M

5,50
2
§ /
s 500
2
= 4,50
4,00 M =K
150 .%'
3,00
0GUN 2 GUN 4 GUN 6 GUN 9 GUN 12 GUN

—9—KONTROL ==#=1000 IU NiSIN+10mM EDTA  =®=1000 IU NiSiIN+50mM EDTA

Sekil 4-11: Koéfte Hamurunda Nisin ve EDTA Kombinasyonlarimn Toplam Aerobik
Mezofilik Bakteri Sayis1 Uzerine Etkisi
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6,50
6,00

5,50 /\/
5,00 /

4,50 /
4,00 e X
3,50 E—' f

log 10 kob/g

3,00
0GUN 2 GUN 4 GON 6 GUN 9 GUN 12 GUN
=== KONTROL =fi=1000 IU NiSiN
===10 mM EDTA =>&=50 mM EDTA

«=ié=1000 IU NiSiIN+10mM EDTA ==@=1000 IU NiSIN+50mM EDTA

Sekil 4-12: Kofte Hamurunda Nisin, EDTA ve Kombinasyonlarimin Toplam Aerobik
Mezofilik Bakteri Sayis1 Uzerine Etkisi

4.2. Deneysel Kofte Orneklerinin Fiziko-Kimyasal Analiz Sonuglar

4.2.1. Kofte Orneklerinin pH Degeri Analizi Sonuclar

Nisin, EDTA ve kombinasyonlarinin deneysel kofte 6rneklerinin pH degerine
etkisini tespit etmek amaciyla, orneklerin 0., 2., 4., 6., 9., 12. giinlerde pH olgtimii

yapilmis ve sonuglar Tablo 4-4’de gosterilmistir.

Nisin, EDTA ve kombinasyonlarinin deneysel kofte orneklerinin pH degeri

tizerine etkisi ise Sekil 4-13’de grafik olarak verilmistir.

4.2.2. Kofte Orneklerinin Su Aktivitesi (aw) Analiz Sonuglar

Nisin, EDTA ve kombinasyonlarinin deneysel kofte orneklerinin ay degerine
etkisini tespit etmek amaciyla, 6rneklerin 0., 2., 4., 6., 9., 12. giinlerde ay analizi

yapilmis ve sonuglar Tablo 4-5’de gosterilmistir.

Nisin, EDTA ve kombinasyonlarinin deneysel kofte orneklerinin ay degeri

izerine etkisi ise Sekil 4-14’de grafik olarak verilmistir.
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Tablo 4-4: Deneysel Kofte Orneklerinin pH Analizi Sonuclar:

GRUP KOMBINASYON 0. giin 2.gin  4.giin  6.gin  9.giin 12 giin

1 Kontrol 5,75 5,78 5,83 5,85 5,88 5,93
2 1000 IU/g nisin 5,72 5,74 5,76 5,79 5,83 5,86
3 10mMEDTA 5,69 5,72 5,74 5,76 5,80 5,84
4 50 mM EDTA 5,68 5,69 571 5,73 5,75 5,79

5 1000 IU/g nisin - ga7 559 572 572 574 577
ve 10 mM EDTA

g 1000 IU/g nisin  5a7 558 570 571 573 576
ve 50 mM EDTA

5,95
5,9
5,85 -~
plel]
Q
© 538
T
o
5,75
5,7 =
5,65
0.GUN 2.GUN 4.GUN 6.GUN 9.GUN 12.GUN
== KONTROL —fi— 1000 IU NiSIN
=10 mM EDTA =>=50 mM EDTA
=3=1000 IU NiSIN+10mM EDTA —=®-1000 IU NiSIN+50mM EDTA

Sekil 4-13: Deneysel Kofte Orneklerinde Nisin, EDTA ve Kombinasyonlarimin pH Degeri
Uzerine Etkisi
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Tablo 4-5: Deneysel Kofte Orneklerinin ay Analizi Sonuclar

GRUP KOMBINASYON 0. giin 2.gin  4.giin  6.gin  9.giin 12 giin
1 Kontrol 0956 0967 0976 0988 0969 0,971
2 1000 1U/g nisin 0,96 0,97 0,982 0,984 0,981 0,974
3 10 mMEDTA 0962 0973 0984 098 0983 0976
4 50 mMEDTA 0965 0974 0985 0987 0982 0977
5 1000 IU/g nisin 966 0974 0986 0988 098 0,969

ve 10 mM EDTA
g 1000 IU/g nisin o969 0976 0988 099 0983 097
ve 50 mM EDTA
1
0,99
0,98 \
% 0,97
E
0,96 /
0,95
0.GUN 2.GUN 4.GUN 6.GUN 9.GUN 12.GUN
== KONTROL «===1000 |U NISIN

==fe=10 mM EDTA

===1000 IU NiSIN+10mM EDTA

==e=50 mM EDTA
=@==1000 IU NiSIN+50mM EDTA

Sekil 4-14: Deneysel Kofte Orneklerinde Nisin, EDTA ve Kombinasyonlarinin a, Degeri
Uzerine Etkisi
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5. TARTISMA

Tiirkiye’de, tiiketicilerin ¢ogu et ve et iriinlerini kiyma formunda kullanmay1
tercih ettiginden ¢esitli tipteki pismeye hazir kofteler, hazir gida sektoriiniin 6nemli bir
kismint olusturmaktadir (Siriken 2004). Ancak et iriinlerinde bulunabilen, E. coli
O157:H7 ve S. aureus gibi baz1 patojen mikroorganizmalar tiiketici ve halk sagligini
ciddi sekilde tehdit etmektedirler (Blake ve ark. 1996). Bu baglamda patojen
mikroorganizmalarin tiiketici sagligina etkisi diisliniilerek, iiretimde cesitli kimyasal
koruyucu ve katki maddelerinden yararlanilmaktadir. Ancak kimyasal katki
maddelerinin tespit edilen zararlar1 sebebiyle tiiketiciler katki maddesi igermeyen dogal

gidalara yonelmektedirler.

Nisin, laktik asit bakterileri tarafindan tiretilen dogal bir antimikrobiyal madde
olmasi, yapilan ¢esitli bilimsel c¢alismalarda 6zellikle Gram (+) patojen
mikroorganizmalara, EDTA katkisi ile de Gram (-) mikroorganizmalara karsi inhibe
edici ya da azaltici etkisinin tespit edilmesi ve GRAS statiisiinde yer alan bir madde
olmasi sebebiyle hem iiretici ihtiyacini hem de tiiketici talebini kargilamaya uygun bir
antimikrobiyal madde olarak goziikmektedir (Scott ve Taylor 1981; Belfiore ve ark.
2006).

Bu tez c¢alismasinda, farkli konsantrasyonlardaki nisin, EDTA ve
kombinasyonlarinin Tiirk tipi koéftelerde, E. coli O157:H7 ve S. aureus iizerine etkileri
arastirilmistir. Deneysel olarak hazirlanan koéfte ornekleri, biri kontrol grubu olmak
{izere toplam alt1 gruba ayrilmustir. Gruplarda E. coli O157:H7 ve S. aureus sayilar1 10
kob/g, nisin ve EDTA konsantrasyonlar1 ise 1. grupta nisin ve EDTA olmayacak
sekilde, 2. grupta 1000 1U/g nisin, 3. grupta 10 mM EDTA, 4. grupta 50 mM EDTA,
5. grupta 1000 1U/g Nisin ile 10 mM EDTA ve 6. grupta 1000 1U/g Nisin ile 50 mM
EDTA olacak sekilde ayarlanmistir. Deneysel kofte drneklerinin hazirlik ve analiz is

akist Sekil 3-1’de, deney gruplari ise Tablo 3-2’de detayli olarak verilmistir.

Hazirlanan deneysel koéfte ornekleri 0., 2., 4., 6., 9. ve 12. giinlerde, E. coli
O157:H7, S. aureus, toplam aerobik mezofilik bakteri, pH ve a, degerleri yoniinden

analiz edilmistir.

S. aureus inokule edilen deneysel kofte 6rneklerinin 0. giin analizlerinde etken

tim gruplarda 7,34 logl0 kob/g diizeyinde tespit edilmistir. Tablo 4-1’den
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gozlenebilecegi gibi, 2. giin analizlerinde etken, 1. grup, 2. grup, 3. grup ve 4. grupta, 0.
giinle benzer diizeyde kalmis, nisin ve EDTA kombinasyonundan olusan 5. ve 6.

gruplarda ise 0,56 log10 kob/g diisiis géstermistir.

Kontrol grubu olan 1. grupta, ctken analiz giinlerinin higbirinde disiis

gostermemis, 12. giin ise 8,04 10910 kob/g diizeyine ¢ikmustir.

1000 IU/g nisin igeren 2. grupta, etken sayisinda 4. giin 0,44 log10 kob/g azalma
goriiliirken, 6., 9., ve 12. giinlerde etken sayis1 tekrar artis géstermis ancak yine de son

analiz giiniinde S. aureus sayisi kontrol grubuna gore 0,51 10g10 kob/g diisiik kalmistir.

10 mM EDTA igeren 3. grup ile 50 mM EDTA igeren 4. gruplarda sonuglar
birbirine ¢ok benzer olup, tiim analiz giinlerinde etken sayis1 10’ kob/g seviyesinde
kalmis, artis ya da diisiis gozlenmemistir. Son analiz giiniinde kontrol grubu ile
kiyaslandiginda S. aureus sayisinin 0,39 logl0 kob/g daha disiik oldugu tespit

edismistir.

Nisin ve EDTA kombinasyonlarini igeren 5. ve 6. gruplarda ise, etkenin 2. giin
0,56 log10 kob/g seviyesinde bir azalma gosterdigi, 4. giin analizlerinde etkeinin 0.
giine gore; 5. grupta 0,71, 6. grupta 0,96 logl0 kob/g azalma gdsterdigi tespit edilmistir.
6. Giin ise etken sayisinda tekrar artis gézlenmis, 9. ile 12. giinlerde etken sayisindaki

artis devam etmis ancak kontrol grubunun iizerine ¢ikmamustir.

Kontrol grubu ile kiyaslandiginda, EDTA ile ¢alisilan gruplarda, EDTA’nin
Gram (+) bir bakteri olan S. aureus bakterilerinin sayisinda 6nemli bir disis
saglamadigi, EDTA miktarindaki artisin da S. aureus sayisinda dnemli bir degisime

sebep olmadigi tespit edilmistir.

Nisin ve EDTA kombinasyonlarinin ise S.aureus sayisini azaltmada etkili

oldugu gozlenmistir.

Nisin, EDTA ya da kombinasyonlarinin kullanildigi tiim gruplarin son giin

analizlerinde, etken sayisinin kontrol grubuna gore daha diisiik oldugu tespit edilmistir.

E. coli O157:H7 inokule edilen deneysel kofte orneklerinde ise etken, 0. Giin
analizlerinde tim gruplarda 7,60 logl0 kob/g diizeyinde tespit edilmistir. Tablo 4-2’den
izlenebilecegi gibi, 2. giin analizlerinde etken sayisinda, kontrol grubu ve yalnizca 1000
IU/g nisin igeren 2. grupta onemli degisim gozlenmezken, EDTA igeren 3., 4., 5. ve 6.
gruplarda sirasiyla 0,72, 0,85, 1,01 ve 1,12 log10 kob/g seviyesinde diislis gostermistir.
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Kontrol grubu olan 1. grupta, etken analiz giinlerinin hi¢birinde diisiis
gostermedigi, 12. giin analizinde tespit edilen etken sayisinin 0. giine gore 0,84 logl0
kob/g daha yiiksek oldugu ve 8,44 logl0 kob/g seviyesinde varligini stirdiirdiigii tespit

edilmistir.

1000 IU/g nisin igeren 2. grup, kontrol grubu ile kiyaslandiginda, nisinin Gram
(-) bir bakteri olan E. coli O157:H7 sayisinda énemli bir diisiis saglamadigi, ancak son
analiz giliniinde etken sayisinin kontrol grubuna kiyasla 0,51 logl0 kob/g daha diisiik

oldugu gozlenmistir.

10 mM EDTA igeren 3. grup ile 50 mM EDTA igeren 4. gruplarda sonuglar
birbirine benzer olup, etkenin 2. giin analizlerinde 3. ve 4. gruplarda sirasiyla 0,72 ve
0,85 logl0 kob/g azaldigi, 6. gilinden itibaren etken sayisinin tekrar ylikselmeye
basladig: tespit edilmistir. Son analiz giiniinde kontrol grubu ile kiyaslandiginda etken
sayisinin 3. ve 4. gruplarda sirastyla 0,85 ve 0,93 log 10 kob/g daha diisiik oldugu

gozlenmistir.

Nisin ve EDTA kombinasyonlarini igeren 5. ve 6. gruplarda ise, etken sayisinin
2. giin sirasiyla 1,01 ve 1,12 logl0 kob/g azaldigi, 4. giinden itibaren etken sayisinda
artts oldugu goézlenmistir. Son analiz giinii olan 12. giinde kontrol grubu ile
kiyaslandiginda 5. grupta etken sayisinin 1,02, 6. grupta ise 1,10 loglO kob/g daha
diisiik oldugu tespit edilmistir.

Bulgular degerlendirildigine, nisinin Gram (-) bir bakteri olan E. coli O157:H7
sayisinda onemli bir diigiis saglamadigi, ancak iliremeyi yavaslattigi tespit edilmistir.
EDTA ile ¢alisilan gruplarda ise EDTA’nin E. coli O157:H7 nin sayisin1 azalttig1 ancak
EDTA miktarindaki artisin bu bakterinin tiremesinde onemli bir etkiye sahip olmadigi

tespit edilmistir.

EDTA ve nisinin birlikte kullanildig1 gruplarin ise, sadece EDTA kullanilan
gruplara gore E. coli O157:H7 bakterilerinin sayisinin azalmasinda daha fazla etkili

oldugu tespit edilmistir.

Nisin ve EDTA nin gidalarda kullanimimin S. aureus ve E. coli O157:H7 iizerine
etkisini tespit etmeye yonelik yapilan cesitli calismalarda, Stevens ve ark. 1991,
Salmonella tiirlerini ve igerisinde Escherichia coli 0157:H7’nin de bulundugu diger
Gram (-) bakterileri 37 °C’de 1 saat 50 pg/ml nisin ve 20 mM disodyum EDTA
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kombinasyonuna maruz birakmislar ve test ettikleri bakterilerin sayisinda 3.2 ile 6.9 log
arasinda diisiis gozlemlemislerdir. Ayni aragtirmacilar nisin ya da disodyum EDTAnin
tek basma kullanilmasinin test edilen Gram (-) bakteriler {izerine 6nemli bir etkisinin
olmadigini tespit etmisler ve ayrica nisin ile EDTA kombinasyonunda kullanilan nisin
miktarinin 50 pg/ml’nin iizerine ¢ikarilarak gerek Salmonella tiirleri gerekse diger
Gram (-) bakterilerin iiremeleri {izerinde daha fazla etki saglanabilecegini
bildirmislerdir. Bu sonuglar, ¢alismamizda elde ettigimiz sonuglar ile kiyaslandiginda
nisin-EDTA kombinasyonunun Gram (-) bir bakteri olan E. coli O157:H7’nin sayisinda
diisiis sagladig1r yoniinde paralellik gozlenmektedir. Ancak Stevens ve arkadaslarinin
calismasindan farkli olarak, EDTA’nin tek basina kullanilmasinin da Gram (-) bakteri

populasyonunda diisiis sagladig1 gézlenmistir.

Zhang ve Mustapha 1999, taze parga ette nisin ve nisin-EDTA
kombinasyonunun E. coli O157:H7 iizerine etkisini tespit etmeye yonelik yaptiklari
calismada, parga etleri nisin ve nisin-EDTA kombinasyonundan olusan soliisyonlara
daldirmiglar, 10 dakika beklettikten sonra 15 dakika kurumaya birakmiglardir.
Arkasindan vakum paketleme yaparak 4 °C de 30 giin siire ile muhafaza etmislerdir.
Nisin ve nisin-EDTA kombinasyonunun E. coli O157:H7’nin sayisinda sirasiyla 1.02
log kob/cm? ve 0.8 log kob/cm? diisis meydana getirdigini tespit etmislerdir.
Bulgularimiz nisin ve EDTA kombinasyonunun E. coli O157:H7 sayisinda disiis
meydana getirmesi bakimindan paralellik gostermektedir. Ancak calismamizda bu
caligmadan farkli olarak nisinin tek bagma kullanildigi grupta E. coli O157:H7

sayisinda onemli bir diisiis gozlenmemistir.

Fang ve Tsai 2003, ¢esitli antimikrobiyal maddelerin kiymadaki E. coli
O157:H7 lizerine etkisini tespit etmek amaciyla 100, 1000 ve 10000 IU/g nisin
kullandiklar1 ¢aligmada, yalniz nisin uygulamasimnin E. coli O157:H7 iremesi iizerine
fark edilir bir etkisinin olmadigini bildirmislerdir. Ayni1 ¢alismada 0, 50, 100 ve 150
ug/g EDTA kullanilmis, kontrol grubu ile kiyaslandiginda sadece 100 ve 150 ug/g
EDTA konsantrasyonunun 10 °C’de muhafaza edilmis parga etlerdeki E. coli O157:H7
populasyonu iizerine etkisi oldugu tespit edilmistir. Nisin ve EDTA’nin birlikte
kullanilmasinin ise, E. coli O157:H7 populasyonu iizerine etkisinin sadece EDTA ya da
nisin kullanilmasindan daha fazla oldugu bildirilmistir. Calismamiz Fang ve Tsai

tarafindan tespit edilen bulgular ile paralellik gostermektedir.
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Cutter and Siragusa 1994, nisin ve nisin-EDTA kombinasyonunun E. coli
0157:H7 ve Salmonella typhimurium iizerine etkisinin kiiltiirde, kirmiz1 ette gore daha

etkili oldugunu belirtmislerdir.

Hampikyan 2009, yaptigi c¢alisma sonucunda 150 pg/g ya da daha yiiksek
miktarda nisinin sucuk hamuruna katilmasiyla S. aureus bakterilerinin iiremesinin
engellenebilecegini bildirmistir. Calismamizda kullandigimiz 1000 1U/g nisin kofte

orneklerinde ki S. aureus sayisinin diismesini saglamstir.

Millette ve ark. 2007, 10* kob/g Staphylococcus aureus inokule edilmis
dilimlenmis dana eti ve kiymaya, 500 ya da 1000 IU/mL nisin igeren aljinat film ile
muamele etmisglerdir. 4°C’lik depolamanin 7. giiniinde dilimlenmis dana etindeki S.
aureus sayisinda sirastyla 0.91 ve 1.86 log kob/cm? azalma tespit etmislerdir. Kiymada

ise, S. aureus sayisinin sirasiyla 2.2 ve 2.81 log kob/g azaldigini bildirmislerdir.

Nisin, EDTA ve kombinasyonlarinin, E. coli O157:H7 ve S. aureus suslar
inokule edilmemis kofte hamurundaki toplam aerobik mezofilik bakteri sayisi iizerine
etikisini gormek amaciyla, tim gruplar 0.,2.,4.,6.,9. ve 12. giinlerde toplam aerobik
mezofilik bakteri yoniinden analize tabii tutulmustur. Tablo 4-3’de verilen bulgular
dogrultusunda, 0. giin analizlerinde tiim gruplardaki toplam aerobik mezofilik bakteri

sayis1 4,63 10910 kob/g diizeyinde tespit edilmistir.

Toplam aerobik mezofilik bakteri sayisi, kontrol grubunda 4. giinden itibaren
artts gostermis, son analiz giinli olan 12. giinde 6,23 log1l0 kob/g seviyesinde tespit
edilmistir. Nisin ve EDTA’nin tek basina kullanildigr 2., 3. ve 4. gruplarda ise toplam

aerobik mezofilik bakteri sayisinda 6nemli bir diisiis gézlenmemistir.

Nisin ve EDTA tuzlarmin birlikte kullanildigi 5. ve 6. gruplarda ise, toplam
aerobik mezofilik bakteri sayisinda 2. giinden itibaren sirastyla 0,72 ve 0,97 log10 kob/g
diizeyinde azalma g6zlenmis, son analiz giiniinde kontrol grubuna gore 5. grubun 2,08
log10 kob/g, 6.grubun ise 2,30 logl0 kob/g daha az aerobik mezofilik bakteri icerdigi

tespit edilmistir.

Nisin, EDTA ya da nisin-EDTA kombinasyonlarinin kullanildig: tiim gruplarda,
son analiz giiniinde kontrol grubuna gore toplam aerobik mezofilik bakteri sayisinin

daha diisiik oldugu gozlenmistir. Buna goére nisin ve EDTA’ nin tek basia kullaniminin
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bakterilerin liremesini yavaslattigi, nisin ve EDTA’nin birlikte kullaniminin ise bakteri

sayisini azalttig1 tespit edilmistir.

Hampikyan ve Ugur 2007, fermente sucuklarda 5, 10, 25 ve 50 pg/g nisinin L.
monocytogenes iizerine inhibe edici etkisini tespit etmeye yoOnelik olarak yiirlitigi
caligmada, farkli nisin konsantrasyonlart kullanilan gruplar ile kontrol grubu arasinda
toplam aerobik mezofilik bakteri sayisi agisindan 6nemli bir farklilik bulunamadigini
belirtmistir. Tespit edilen bulgularin bizim bulgularimizla 6rtiismemesi, kullanilan nisin
miktarinin bizim ¢alismamiza gore diisiik olmasindan kaynaklanabilecegi gibi, sucuk ve

kofte mikrofloralarinin farklilik arz etmesinden de kaynaklanabilecegi diisiiniilmektedir.

Economou ve ark. 2008, nisin, EDTA ve nisin-EDTA kombinasyonlarinin
vakum paketlenmis taze tavuk etlerinin raf dmriine etkisini tespit etmeye yonelik bir
calisma yiirtitmislerdir. Buna gore, N1 (kontrol grubu, nisin ve EDTA yok), N2 (500
IU/g; EDTA yok), N3 (1500 1U/g; EDTA yok), N4 (500 1U/g-10 mM EDTA), N5
(1500 1U/g-10 mM EDTA), N6 (500 IU/g-50 mM EDTA), N7(1500 1U/g-50 mM
EDTA), N8 (10 mM EDTA,; nisin yok) ve N9 (50 mM EDTA; nisin yok) gruplarini
olusturmuslardir. N3, N4, N5, N6 ve N7 gruplarinin mezofilik bakteri, Pseudomonas
sp., Brochothrix thermosphacta, laktik asit bakterileri ve Enterobacteriaceae
populasyonlarinda diisiis sagladigini, N3 ve N4 gruplarinin raf dmriinii 5-6 giine, N5
grubunun 9-10 giine, N6 grubunun 12-13 giine, N7 grubunun ise 14-15 giine uzattigini
bildirmislerdir. Sadece EDTA iceren N8 ve N9 gruplarmin ise istatistiksel olarak

onemli sayilabilecek bir degisiklik meydana getirmedigini tespit etmislerdir.

Tiim gruplardaki deneysel kofte ornekleri, pH degerindeki degisimleri gormek
amaciyla 0., 2., 4., 6., 9. ve 12. giinlerde analiz edilmis, ancak E. coli O157:H7 ve S.
aureus bakterilerinin tiim gruplarda son analiz giinli olan 12. giline kadar varligim
stirdiirmesi sebebiyle nisin, EDTA ve kombinasyonlarinin pH degeri lizerine etkisi

saptanamamigtir.

Nisin, EDTA ve kombinasyonlarinin eklendigi kofte ornekleri, nisin ya da
EDTA icermeyen kontrol grubu ile kiyaslandiginda, pH degerlerinde belirgin bir

farklilik olmadig1 gozlenmistir.

Huot ve ark. 1996, nisinin etkinligini en iyi gosterdigi pH degerinin 5.8
oldugunu, pH degerinin 6.4 ve 7.2’ye cikarilmasiyla, nisinin etkinliginin sirasiyla % 1.4

ve % 49 oraninda diistiiglinii bildirmislerdir.



57

Thomas ve Wimpenny 1996, yaptiklar1 ¢alismada pH degerinin 7.9’dan 5.0°¢

indirilmesi ile nisinin etkinliginin arttigini tespit etmislerdir.

Lima Grisi ve Gorlach-Lira 2005, nisin ve yiiksek pH degerinin S. aureus ve
Salmonella iizerine inhibisyon etkisini tespit etmeye yonelik yiiriittiikleri ¢alismada,
kiiltiir ortaminda S. aureus ve Salmonella inhibisyonunda etkili olan nisinin, yengeg
etinde her iki bakteri {izerine de etki gosterememesinin yiiksek pH (pH 7.0-8.0)

degerinden kaynaklanabilecegini belirtmislerdir.

Zhang ve Mustapha 1999, ise kirmuzi ette gergeklestirdikleri ¢esitli pH
uygulmalarindan sonra, nisinin, bakteri tiremesini dnlemesinde pH degerinin ana faktor

olmadigini bildirmislerdir.

Mikroorganizma faaliyetlerinde 6nemli bir etken olan ay, et ve et iiriinlerinde
kalite, dayaniklilik ve mikrobiyal giivence ile ilgili olarak mikrobiyolojik, enzimatik,
kimyasal ve fiziksel reaksiyonlar etkilemektedir (Ozay ve ark.1993). Calismamizda
nisin, EDTA ve kombinasyonlarinin a,, lizerine etkisini tespit etmek amaciyla deneysel
kofte ornekleri 0., 2., 4., 6., 9. ve 12. giinlerde analiz edilmistir. Nisin, EDTA ve
kombinasyonlarinin eklendigi kofte Orneklerinin ay, degeri, nisin ya da EDTA
icermeyen kontrol grubu ile kiyaslandiginda, a,, degerinde belirgin bir farklilik olmadig:

gozlenmistir.

Sonug olarak; bu ¢alisma ile, nisin ve EDTA’nin birlikte (1000 IU/g nisin + 10
mM EDTA,; 1000 1U/g nisin + 50 mM EDTA) kullanilmasinin, Gram (+) bakteri olan S.
aureus ve Gram (-) bir bakteri olan E. coli O157:H7 nin iiremesi iizerine engelleyici ve
yavagslatic1 bir etkisi oldugu, nisin ve EDTA’nin birlikte kullanilmas: kadar olmasa da
EDTA’nin tek basina kullanilmasinin da E. coli O157:H7’nin iiremesi iizerine

engelleyici ve yavaslatict etkisi oldugu tespit edilmistir.

Tiiketici saglig1 tizerine herhangi bir zarar1 olmayan ve gidalarda kullanimina
izin verilen nisin ile EDTA’nin gidalardaki koruyucu etkileri {izerine bugiine kadar
yapilmis ve ileride yapilacak ¢alismalarin 1s1¢inda nisin ve EDTA kombinasyonlarinin
cesitli gidalarda kullanimmin yaygilastirilarak, koruyucu amagla kullanilan sagliga
zararli diger kimyasal katki maddelerinin kullaniminin sinirlandirilabilecegi ve

azaltilabilecegi sonucuna varilmistir.
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