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Ozet

Yogurt disik pH (4.2-4.5) icerigi ile mikrobiyolojik acidan genellikle gtvenilir gida olarak
dustintilmektedir. Diger taraftan Sal/monella spp. st Urlnleri tiketimi ile iliskili hastaliklarin en sik
nedeni olarak gosterilmektedir. Bu calismada geleneksel yogurt kiltiirii kullanilarak yapilan yogurtlarda,
Salmonella Enteritidis’'in stite fermantasyon Oncesi farkli inoktlasyon dizeylerinde bulastirilmasi
durumunda fermantasyon stiresince canli kalma durumu arastirilmistir. Sayim yapilan her asamada pH
Olcimu yapilmustir. Fermantasyon sonunda S. Enteritidis sayist yaklasik 3; 5 ve 7 log KOB/mL diizeylerinde
bulasma durumlari icin sirasiyla 2.95; 4.93, 7.05 log KOB/g'dan 3.26; 5.55; 6.98 log KOB/g’a ulasmustir.
Farkli inokulasyon kosullarinda ¢rneklerin pH degerleri arasinda fark goriilmemis (2>0.05), fermantasyon
stiresince pH degeri 6.3’ten 4.5’e dusmiistiir. Calisma distiniilenin aksine, Salmonellanin yogurt
fermantasyonu stiresince diistik inoktlasyon dizeyinde dahi canliligini stirdiirebilmesi bakimindan

onem tasimaktadir.
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INVESTIGATION OF SURVIVAL OF SALMONELLA ENTERITIDIS
DURING YOGHURT FERMENTATION AT DIFFERENT
INOCULATION LEVELS

Abstract

Yoghurt has generally been considered microbiologically safe as a consequence of low pH (4.2-4.5). On
the other hand, Salmonella spp. is reported the most common cause of diseases associated with
consumption of dairy products. In this study, survival of Sa/monella Enteritidis at different inoculation
levels during fermentation of yoghurt prepared using traditional yoghurt cultures was investigated. The
pH of the samples was monitored when the enumeration procedures were carried out. At the end of
the fermentation process, the counts of S. Enteritidis reached from 2.95; 4.93; 7.05 to 3.26; 5.55; 6.98 log
CFU/g for the three initial inoculum levels (3; 5 and 7 log CFU/mL), respectively. The changes of pH
values were similar for all experiments (£>0.05), and the pH dropped from 6.3 to 4.5 during
the fermentation period. In contrast to common belief, the study showed that this pathogen can survive
in milk fermentation process even at low contamination level.
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GIRIS

Fermantasyon teknolojisi gidalarin muhafazasinda
kullanilan en eski teknolojilerden biridir.
Fermantasyon sirasinda olusan bazi bilesikler
fermente urtinlerin kendilerine 6zgu lezzetini ve
besleyici degerini kazandirmakta, bazi bilesikler
de pH'y1 dustrerek trlinlerin mikroorganizma
gelisimine karsi giivenilir hale gelmelerini
saglamaktadir (1).

Fermente bir Girtin olan yogurt, Streptococcus
thermophilus (Streptococcus salivarius subsp.
thermophilus) ve Lactobacillus bulgaricus
(Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus)’tan
olusan starter kultir ile laktik asit fermantasyonu
sonucu elde edilen bir stt triintidur. Sahip oldugu
besin degeri ve saglik izerine olumlu etkileri
nedeni ile diyette dnemli bir yere sahiptir (2-4).
Kullanilan starter kiltirtin orijininden bagimsiz
olarak yogurt Uretimi sirasinda disen pH, aside
duyarli bakterilerin gelisimini Onlemekte ve
yogurda antimikobiyel 6zellik kazandirmaktadir
(5). Bu bakimdan yogurt, mikrobiyolojik acidan
genellikle gtivenilir gida olarak diistiniilmektedir (6).

Bununla birlikte patojen bakteriler, yogurdun
asitli dogasina ragmen fermantasyon sirasinda
canliliklarint strdirebilirler (7, 8). 1993 yilinda,
ticari yogurt tiketimi sonrast HUS (Hemolitik
tremik sendrom) gelisimi gozlenmis, nedeni ise
E. coli O157:H7 olarak belirlenmistir (9).

Diger taraftan gida kaynakli hastaliklar, butin
dinyada en onemli halk sagligi sorunlart arasinda
gosterilmektedir. ABD diinyanin en giivenli gida
tedarikc¢ilerinden birisi olmasina ragmen, ABD
Hastalik Kontrol ve Onleme Merkezi (CDC), gida
kaynakli olarak; her yil 48 milyon insanin
hastalandigin;, 128 bin insanin hastaneye
yatirddigini ve 3 bin insanin yasamini yitirdigini
aciklamistir (10). Gida kaynakli hastalanmalarin
9.4 milyonunun, hastaneye yatirilmalarin
55961’inin, dlimlerin 1351’inin gida kaynakli
patojenler (virus, bakteri, parazit vb.) nedeniyle
oldugu belirtilmistir (11).

Gida kaynakli hastalanmalara en ¢ok neden
patojenin, noroviriis oldugu belirtilirken,
hastaneye vyatirdmalara ve olimlere en cok
neden olan patojenin Salmonella spp. oldugu
bildirilmistir (11). Enfeksiyonlara neden olan
Salmonella izolatlar serotiplendirildiginde ilk t¢
siray1 Enteritidis, Typhimurium ve Newportun

olusturdugu yine belirtilenler

arasindadir (12).

Salmonella ayn1 zamanda stt trtnleri tiketimi
ile iliskili hastaliklarin en sik nedeni olarak
gosterilmektedir. Bununla birlikte, stit Grlnleri
kaynakli olusan vakalarin ne kadarinin yogurt ve
diger fermente stit trtnleri ile ilgili olduguna
yonelik ulasilabilir bir veri yoktur (13).

raporlarda

Cig sttin mikrobiyel yikinin fazla olmasi,
yetersiz 1sil islem, hijyen eksikligi nedeniyle
paketleme sirasindaki ikincil bulagsma vb. nedenler,
yogurdun Salmonella icermesini muiumkin
kilmaktadir. Literatiir bilgileri, yogurdun Salmonella
gelisimi icin uygun ortam olmadigint belirtse de
mikroorganizma; tGriin tirti, pH degeri, depolama
sicakligt ve cevresel kosullara bagli olarak son
trtiinde canliligini stirdiirebilmektedir (13). Ayni
zamanda yogurt, FDA tarafindan hazirlanan listede
gida savunmasi acisindan zaaf degerlendirmesi
yapilmasi gereken, yani tedarik stirecinde glivenlik
ac1gi bulunan Griinler arasinda gosterilmektedir (14).
Bu nedenle onemli gida patojenlerinin neden
oldugu hastaliklarin 6nlenebilmesi icin, bu
patojenlerin gida icindeki davranislarinin
arastirilmast gerekmektedir. Literatiirde yogurdun
fermantasyonu ve depolamasi sirasinda patojen
gelisimi ile ilgili pek cok calisma yapilmis olsa da
(6-8, 15-18) yogurtta Salmonella davranisinin
incelendigi calismalar oldukea smurlidir (13, 19, 20).

Bu calismada, Atattirk Orman Ciftligi (AOC) Ciftlik
Koy Yogurdu tretiminde kullanilan geleneksel
starter kiltiire karsi, patojen bir mikroorganizma
olan Salmonella Enteritidis’in fermantasyon islemi
suresince farkli inokiilasyon dizeylerinde (103
10° ve 107 KOB/mL) canli kalma durumunun
arastirilmasi amaclanmistir.

MATERYAL ve YONTEM

Siit tozu

Yogurt yapiminda kullanilan yagsiz sit tozu
ENKA A.S.'den (Konya) saglanmustir. Stit tozunun
antibiyotiksiz oldugu sertifikalandirilmustir.

Bakteri kiiltirleri

Calismada kullanilan geleneksel yogurt kiilttrleri
(L. bulgaricus ve S. thermophilus) daha 6nce
Ankara Universitesi Miihendislik Fakiiltesi Gida
Mihendisligi Bolumi, Gida Mikrobiyolojisi



Laboratuvar’nda izole edilmis, fizyolojik ve
biyokimyasal yontemlerle tanist yapilmis ve son
olarak Gazi Universitesi Molekiler Biyoloji
Arastirma ve Uygulama Merkezi'nde (MOBAM)
16S rDNA analizi ile tani kesinlestirilmistir. Bu
bakteriler 2014 Ekim ayindan itibaren Atatlrk
Orman Ciftligi (AOC) Stit Fabrikasi tarafindan
uretilmekte olan "Ko6y Yogurdu" ve "Evde Yogurt
Yapma" setinde kullanilmaktadir. Buzdolab:
sicakliginda (4 °C) saklanan stok kiltiirler 44 °C'ta
bir gece aktiflestirildikten sonra kullanilmistir.
Aktiflestirme amact ile L. bulgaricus icin De Man,
Rogosa ve Sharpe broth (MRS, Merck 1.10601,
Germany), S. thermopbilus icin M17 broth (Merck
1.15029, Germany) kullanilmistir (21).

S. Enteritidis (ATCC 13076), adi gecen laboratuvarin
kaltir koleksiyonundan saglanmustir. S. Enteritidis,
tryptic soy (CASO) broth (TSB, Merck
1.05459, Germany) besiyerinde 37 °C' ta bir gece
aktiflestirildikten sonra kullanilmistir (21).

Yogurt yapimi ve Salmonella inokiillasyonu

Yogurt yapimminda kullanilacak sit, sit tozu
kullanilarak hazirlanmustir (% 10 m/v). Hazirlanan
400 mL stt otoklavda sterilize edilmistir (115 °C'ta
10 dk). Sutin sicakligt 43-44 °C'a ulastiginda
aseptik kosullarda 4 mL (% 1) L. bulgaricus, 4 mL
(% 1) S. thermophilus ilave edilmistir. Es zamanlt
olarak baslangi¢ inokiilasyon dizeyi 10°, 10° ve
107 KOB/mL olacak sekilde S. Enteritidis ilavesi
gerceklestirilmistir. On denemeler dikkate alinarak
her ti¢ bakterinin de (L. bulgaricus, S. thermophilus
ve S. Enteritidis) bir gece aktiflestirilmis ktltirtindeki
mikroorganizma sayisinin yaklasik 10° KOB/mL
oldugu kabul edilmistir. Buna gore 400 mL siit
ortamina fermantasyon 6ncesi yaklasik 107
KOB/mL L. bulgaricus, 100 KOB/mL S. thermophilus
ve ayri ayrt 10% 10° ve 107 KOB/mL sayida S.
Enteritidis inokiile edilmistir. Manyetik karistirict
kullanidarak yeteri kadar karistirilan stt, yaklasik
40’ar mL olacak sekilde 100 mL'lik kaplara
dagitilmis ve istenilen asitlik diizeyine ulasincaya
kadar (4.5 pH - 4.5 sa) 44 °C'taki inktibatorde
inktibasyona birakilmistir. Her bir deneme setine
(10° ;10° ve 10" KOB/mL duzeyinde S. Enteritidis
inoktilasyonu) ait deneyler farkli zamanlarda
yapilmis ve calisma 3 tekerrtirli olarak
yurtatalmustir.

Mikrobiyolojik analizler

S. Enteritidis sayist fermantasyon stiresince
baslangictan (0. sa) itibaren 30 dk araliklarla
belirlenmistir. Mikrobiyolojik analiz 6ncesi
ornekler yeterince karistirllmis ve homojen hale
gelmeleri saglanmustir. Sonrasinda aseptik kosullarda
5 g ornek aliip 45 mL maximum recovery diluent
(MRD, Merck 1.12535, Germany) iceren diliisyon
stvisina aktarilarak 10" lik dilisyon elde edilmistir
(Mikrobiyolojik analizlerden geri kalan ornekler
pH olctimi icin kullanidmustir). 10" lik diliisyondan
1 mL alinip 9 mL MRD iceren diliisyon stvisina
aktarilarak ve benzer islem sonraki dilisyonlar
icin de devam ettirilerek seri diltisyonlar
hazirlanmistir. Baslangic S. Enteritidis inokiilasyon
diizeyine (10% 10° ve 107 KOB/mL) bagli olarak
seyreltmelere devam edilmistir. Ardisik iki diliisyon
ile calisilmustir.

S. Enteritidis icin yayma plak yontemi kullanilarak,
xylose lysine deoxycholate agar (XLD, Merck
1.05287, Germany) besiyeri iceren Petri kaplarina
0.1 mL 6rnek aktarilarak ekim yapilmis ve Petri
kaplart 37 °C'taki inktbatorde 24 saat slre
ile inktibasyona birakilmistir. Sayim icin her
dilisyondan 2 Petri kabina paralel ekim
yapilmustir. Bakteri sayist standart sayim yontemine
gore hesaplanmus, sonuclar log KOB/g cinsinden
ifade edilmistir.

pH Olcimii

Sayim yapilan her asamada 6rneklerin pH’lar
olctlmustir. Bu islem pH metre (Inolab pH
level 2) kullanilarak gerceklestirilmistir. Kullanim
oncesi pH metre, pH 4 ve pH 7 tampon ¢ozeltileri
kullanilarak kalibre edilmistir.

istatistiksel analiz

S. Enteritidis’in stite farkli inokiilasyon diizeylerinde
(10% 10° ve 10" KOB/mL) ilave edilmesi durumlarinda,
yogurt 6rneklerinin pH davranisinda farklilik
olup olmadigr istatistiksel olarak tek yonli varyans
analizi ile belirlenmistir. Istatistiksel analizlerde
SPSS yazilimi (versiyon 11.5) kullanilmistir.

SONUC ve TARTISMA

Yogurt genellikle distk pH icerigi ile dogast
geregi mikrobiyolojik olarak giivenli gida olarak
diistintliir (6). Bununla birlikte fermente siit
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urlinleri Gretimi sirasinda yeterli hijyenik kosullar
saglanmazsa patojen bakteriler bir sekilde tretime
karisabilir (22) ve laktik asit bakterileri tarafindan
gelistirilen asitlik ve olusan pH dustisiine ragmen
gelisip canliliklarini stirdtrebilirler (7, 13).

Calismada S. Enteritidis’in fermantasyon oncesi
sute farkli dizeylerde inokile edilmesi ile
fermantasyon sliresince davranisi izlenmistir.
Fermantasyon stresince devam eden pH’daki
azalmanin S. Enteritidis’in gelisimini durdurmada
etkili olmadigt gortilmustiir. S. Enteritidis sayisi,
yogurt bakterilerinin varligina ve azalan pH’ya
ragmen belli bir noktaya kadar artis gostermis ve
fermantasyonun son asamasinda hafif bir azalma
gostermistir. Fermantasyon sonunda S. Enteritidis
sayist, yaklasitk 3; 5 ve 7 KOB/mL bulasma
diizeyi icin sirastyla 2.95; 4.93; 7.05 log KOB/g
degerlerinden 3.26; 5.55; 6.98 log KOB/g
degerlerine ulasmistir. S. Enteritidis davranisi
Sekil 1’de verilmistir.

Fermantasyon suresince sayim vyapilan her
asamada orneklerin pH degerleri olctilmustiir.
pH degisimi, S. Enteritidis’in farkli inoktilasyon
diizeylerinde vyuratildigi tim deneyler icin
benzer egilimde devam etmis, 6rneklerin pH’lari
bakimindan istatistiksel acidan fark gorilmemistir
(P>0.05). Fermantasyon boyunca pH degeri
6.3'ten 4.5’e diismustiir (Sekil 2).

Bu stire zarfinda pH degisimi ve S. Enteritidis
davranst iliskilendirildiginde; S. Enteritidis sayisinin
her tc¢ inokulasyon diizeyindeki denemelerde
yaklasik 5.5 pH dolaylarina kadar artis gosterdigi
sonrasinda bir siire devam eden durgun fazdan
sonra azalma egilimini fermantasyon asamalarmnin
sonuna dogru yaklasik <4.7 pH dolaylarinda
gosterdigi gortlmustir (Sekil 1-2). Salmonella
uzerine sinirlt sayida calisma olsa da (23) patojen
bakterilerin yogurdun fermantasyonu sirasindaki
canlt kalma durumu bir¢ok arastirmaci tarafindan
incelenmistir. Calismalar yogurdun fermantasyonu
sirasindaki pH'nin patojen bakterilerin (Staphylococcus
aureus, E. coli O157:H7) canli kalmalarina izin
verdigini ve fermantasyonun sonunda, kullanilan
yogurt kiltirlerinin orijinlerinden bagimsiz (5),
son pH degerine bagli olarak mikroorganizma
sayisinda sadece hafif bir azalmanin oldugunu
belirtmislerdir (7, 8). Diger taraftan laktik asit
bakterileri tarafindan Uretilen, antimikrobiyel
ozellik gosteren bakteriyosinler, hidrojen peroksit,

etanol, diasetil gibi bilesikler de fermente Grtinlerde
patojen gelisimi Gizerine etki edebilmektedir (24).
Bir baska calisma stte laktik asit bakterisi ilave
edilmedigi durumda patojenlerin gelismeye devam
ettiklerini, laktik asit bakterisi ilave edilmesi
durumunda ise ayni siire icinde fermantasyon
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Sekil 1. S. Enteritidis’in yogurdun fermantasyonu sirasinda
farkli inokilasyon dizeylerindeki (3 (A), 5 (B), ve 7 (C) log
KOB/mL) davranisi. Barlar ortalama S. Enteritidis sayisinin
standart sapmasini gdstermektedir, S. Ent: S. Enteritidis
sayisi

Figure 1. The behaviour of Salmonella Enteritidis during
fermentation of yoghurt at different contamination levels (3
(A), 5 (B), and 7 (C) log CFU/mL). Bars show the standard
deviations of the average S. Enteritidis viable cell counts.
S. Ent: S. Enteritidis counts
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Sekil 2. Yodurt 6rneklerinin S. Enteritidis’in farkli inokilasyon
dizeylerinde (3 (A), 5 (B), ve 7 (C) log KOB/mL) ilave
edildigi durumlarda fermantasyon siresince ortalama pH
degisimleri. Barlar ortalama pH degerlerinin standart
sapmasini géstermektedir

Figure 2. The changes of average pH values of yoghurt
samples at different contamination levels (3 (A), 5 (B), and
7(C) log CFU/mL) of S. Enteritidis during fermentation.
Bars show the standard deviations of the average pH values.

prosesine bagli olarak belli bir gelismenin ardindan
fermantasyonun sonunda mikroorganizma
sayisinda hafif bir azalmanin oldugunu gostermistir
(25). Bu calisma, yogurdun fermantasyonu
strasindaki patojen davranist bakimindan 6nceki
calismalarla benzerlik gostermektedir.

Diger taraftan calisma, S. Enteritidis’in yogurdun
fermantasyon kosullarinda (sicaklik (44 °C), pH
(6.3-4.5) vd.) gelisebilecegini gostermistir. Bu
durum Salmonella spp.’nin, <54 °C ve 3 pH gibi
optimum gelisme araliklarinin  disinda kalan
ekstrem cevresel kosullara adapte olabilmesi (26)
ve diger cevresel faktorlerin (gida matrisinin
kompleks yapisy) etkisi ile aciklanabilir. Ayrica
yapilan calismalar Salmonella suslarinin 44 °C'ta
dustk sicakliklara oranla (15-35 °C) sicakliga
daha toleransl oldugu yontindedir (27).

Yogurdun depolama baslangicinda S. Enteritidis
bulasmasi sonrast, farkli sicakliklarda depolama
islemi siiresince canliligini devam ettiriyor olmasi
(13) gida guvenligi ve halk sagligi acisindan,
Salmonellanin depolama Oncesi fermantasyon
asamasinda bulasmis olmasi durumundaki
davranisinin incelenmesini gerektirmektedir.
Calisma, yogurdun Salmonellanin gelisimi icin
uygun ortam olmadigr disincesinin aksine
mikroorganizmanin fermantasyon stiresince distk
inoktilasyon diizeyinde dahi gelismesi/ canliligini
stirdiirebilmesi bakimindan ¢nem tasimaktadir.
Bu durum gida giivenligi ve halk sagligi
acisindan, yogurt Uretimi sirasinda dogru Uretim
uygulamalarinin 6nemine dikkat cekmektedir.

Ayrica literatiir taramasinda, yogurdun fermantasyon
ve depolama asamalarinda patojen gelisimini
inceleyen bircok calismaya rastlanmakla birlikte,
Salmonellanin gelisimini inceleyen calismalarin
oldukca sinirli oldugu goriilmustiir. Bu nedenle
elde edilen bu bulgular, literatire konu ile
ilgili katk: saglamanin yani sira gida ortaminda
mikroorganizma davranislarinin matematiksel
modellerle tahmin edilmesini konu edinen prediktif
mikrobiyoloji calismalarinda, risk yoneticileri
tarafindan kantitatif risk degerlendirmelerinde
kullanilabilir.
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