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ASIDE ADAPTE EDILEN Saimonella typhimurium’un BAZI MEYVE
SULARINDAKI CANLILIGI*

SURVIVAL OF ACID ADAPTED Salmonella typhimurium IN
SOME FRUIT JUICES
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1Celal Bayar Universitesi, Gida Miihendisligi Baloma, Manisa
2Ege Oniversitesi, Gida Mihendisligi Balomi, izmir

OZET: Bu ¢aligmada Salmonella typhimurium pH 5,8'de hidroklorik aside maruz birakilarak aside adapte edifdi. Ticari
olarak Gretilen pastbrize portakal suyu (pH 3,45), kayisi ve geftali nektar (pH 4,0) ile pastbrize edilmemis portakal suyu (pH
3,47) aside adapte edilen ve aside adapte edilmeyen (kontrol} S. typhimurium hicreler ile inokule edildi. Ornekier 4°C ve
20°C'de inkibe edildi.

Aside adaptasyon 4°C ve 20°C'de depolanan pastdrize portakal suyu ile pastérize edilmemig portakal suyunda ve
4°C'de depolanan kayisi nektannda S. typhimuriumun canl kalma sdresini artirmigtir. 4°C ve 20°C'de depolanan geftali
nektarinda ve 20°C’de depolanan kayisi nektarinda ise aside adapte edilen ve aside adapte edilmeyen hiicrelstin
canliliginda dnemii bir fark gérilmemistir,

Anahtar Kellmeler: S. typhimurium, meyve suyu, aside adaptasyon.

- ABSTRACT: In this study S. fyphimuriumn was adapted to acid by exposure to hydrochloric acid at pH 5.8. Commarcial
products of pasteurized oranje juice {(pH 3.45), apricot and peace nectar {pH 4.0) and nonpasteurized orange juice (pH 3.47)
were inoculated with acid adapted or nonadapted cells of S, typhimurium. Samples were incubated at 4°C and 20°C.

Acid adaptation enhanced the survival of 8. typhimurium in pasteurized and nonpastaurized orange juices stored at
4°C or 20°C and apricot nectar stored at 4°C. But survival of acid adapted and nonadapted cells in peace nectar stored at
4°C or 20°C and apricot nectar stored at 20°C did not show market differences.

Key Words: S. typhimuriumn, acidic foods, acid adaptation.

GiRis

Saimonelia typhimurium nétrofil bir bakteridir. Genellikle gida pH'sinin 4'ten kiigik oldugu durumlarda
hizla 6l0r. Septisemiye yol agmadan gastroenteritise neden olur. Tipik gida zehirlenmesi olan Salmonesifa
enfeksiyoniarnin klinik belirtileri karin agrisi, ates, bag agnsi, bulanti, kusma ve ishaldir (Unlitirk ve Turantag
1998).

Salmonella kaynakh gida zehirlenmelerinde kanat!: eti, yumurta, peynir, et ve iirinleri gibi hayvansal
gidalar rol oynamaktadir (Hobbs ve Roberts 1987). Ancak son yillarda dinyanin bir gok Ulkesinde Salmonella
asidik gidalarda da (pH<4,8} gida zehirlenmelerine yol agmaktadir.

Amerika'da 1987 yilina kadar pastérize edilmig ve pastérize edilrriemi§ elma ve portakal suyu tiiketimi
sonucu 15 adet Salmonella kaynakh gida zehirlenmesi rapor edilmigtir (Parish vd 1997}, Elma garabi, mayonez
ve peynir gibi asidik gidalarinda Salimonelia kaynakh gida zehirlenmelerine yol agtigini gdsteren raporiar vardir
(Miller ve Kaspar 1994, Smittle 2000, Leyer ve Johnson 1992).

Bu galisma, Celal Bayar Univ. Aragtirma Fonu tarafindan destekienen ve Ege Univ. FBE Gida Miih. Anabilim Dalinda
kabul edilen doktora tezinin bir béliimiinden alinmigtr.
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S. typhimurium’un asidik gidalarda neden oldugu gida zehirlenmeleri bakterinin aside tolerans kazan-
ma &zellikleri {zerinde aragtirmalar yapilmasi sonucunu dogurmugtur {(Foster 1991, Foster ve Hall 1991, Hic-
key ve Hirshfield 1990). Yapilan galigmalar S. typhimuriurmun aside tolerans kazanarak yiiksek asitli ortamla-
ra direng kazanabilecegini géstermigtir.

Aside adaptasyon orta asitlie (pH 5-6) maruz kalan bakterinin ézel proteinler yardimiyla yiiksek asitli
ortamlara direng kazanmasidir. Aside adaptasyon dzelligi Escherichia coli, Listeria monocytogenes ve S. typhi-
murium'da tespit edilmigtir {Foster ve Hall 1990, Garren vd 1997, O'driscoll vd 19986).

S. typhimurium'da aside adaptasyon iki agamada gergeklesir. Birinci agamada logaritmik {reme déne-
minde bakteri (pH 7,0) hafif asidik ortama {pH 5,8) en az bir generasyon siiresi maruz kalir. Bu agamada hilc-
rede asit gok proteinleri adi verilen 18 adet 8zel protein sentezlenir. ikinci agamada bakteri pH 4,5'ten agag bir
ortama maruz kalir ve bu agamada 52 adet asit gok proteini sentezleyerek aside tolerans kazanir. Aside adap-
tasyonun saglanmasi igin her ik kogulun olugmasi gerekir {Foster ve Hall 1990).

Aside adapte olan S. typhimurium sicaklk, tuz, organik asitler gibi farklh streslere de direng kazanabil-
mektedir (Fosun ve Géndl 2003).

Sonug ofarak bu ¢aligmada bazi meyve sularinda aside tolerans kazandirilan S. typhimuriurrun canii-
gt incetenerek aside adaptasyonun bu gidalarda Salmonella'nin yagamina etki edip etmedigi arastiniimak is-
tenmistir.

MATERYAL ve YONTEM

" Bu galismada S. typhimurium NRRL B 4420 sugu kullamilmigtir. E Glucose Medium igeriginden hazir-
lanmigtir. Stok gozelti igin 10 g MgS0,4.7H,0, 100 g Sitrik asit monohidrat, 500 g K,HPO, ve 175 g NaHNH,.
PO4.4H,0 tartilmis 670 ml suda erititmigtir. Stok gézelti 50 kat seyreltildikten sonra 98 mL ¢dzelti igine
%0,4'lik glikoz gozeltisinden 1mL ilave edilmig, 121°C'de 15 dakika sterilize edilerek besiyeri hazirlanmigtir
" (Vogel ve Bonner 1956). Diger besiyerleri ise Oxoid markadr.

S. typhimurium E Glucose Medium'da bir gece 37°C'de inkibe edilmigtir. Buradan alinan k{itir yeniden
E Glucose Mediurm’a inokule edilmig ve 37°C'de inkiibe edilmigtir. KiiltOrterin absorbans degeri 600 nm'de
0,2'ye ulagtiginda aside adapte edilecek kiltirin pH's) 10N HCI kullanilarak 5,8+0,1'e ayarlanmig, Kkontrol
kiltird ise pH 7,0'de 37°C’de tutulmaya devam edilmigtir. Her iki kiiltir absorbans degerleri 0,4’ ulaginca
santrifljlenmigtir, Elde edilen hiicre peleti, E tamponu {Glikoz igermeyen E Glucose Medium) ile siispanse
edilerek yeniden santrifiijlenmistir. Elde edilen pelet gidalara, killtiirlerin inokulasyonu amaciyla kullamilmistir
{Foster 1891).

izmir piyasasindan alinan kayisi ve geftali nektar, pasttrize portakal suyu ve pastérize ediimemis
portakal suyunun Salmonelfia igerip igcermedigi kontrol edilmis ve higbir &tnekte Salmonella bulunmadig:
gérlilmigtir. Bunun igin 25 mL gida drnedi 225 mL Tamponlanmis peptoniu suda 37°C'de 24 saat inkiibasyona
birakilmistir. Buradan alinan 1 mL kiltiir Selenite Cystine Broth {SCB) ve Tetrathionate Brilliant Green Broth
(TBGB)'a aktariimig, SCB 37°C'de TBGB ise 43°C'de 24 saat inkilbasyona birakimugtir, inkiibasyonun
sonunda her ki besiyerinden de XLD besiyerine yayma plak y8ntemi kullanilarak ekim yapiimig ve Petriler
37°C'de 24 saat inkilbasyona birakilmigtir. inkiibasyon sonunda besiyeri yiizeyinde tipik Salmoneila kolonileri
saptanmamistir {Karapinar 1990).

Pastérize portakal suyunun pH'sI 3,45, kayisi ve geftali nektarinin 4,0 ve pastérize edilmemis portakal
suyunun pH'si ise 3,47°dir. Ornekler 100 mi'ik steril erlenlere aktarildiktan sonra pastérize edilmemis portakal
suyu, kayrsi ve geftali nektarinin baglangigc hiicre sayisi yaklagik 105/ml, pastérize portakal suyunun ise
yaklagtk 107/ml olacak sekilde kontrol kiiltiirii ve aside adapte edilmig kiitirle inokule edilmigtir. Ornekler 4°C
ve 20°C’de depolanmistir. 4°C buzdolabi sicakhint 20°C ise raf sicaklidins temsil etmektedir. inkilbasyonun
farkh strelerinde &rneklerden alinan inokulumun uygun seyreltmeleri yapildiktan sonra paralel XLD Petrilerine
yayma plak yéntemiyle ekimleri yapiimistir. Petriler 37°C'de 24-48 saat inkiibe edildikten sonra tipik Saimoneifa
kolonileri sayllmis ve Griinde kalan canlt hilcre sayiiari saptanmigtir.
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ARASTIRMA BULGULARI

Pastdrize Portakal Suyunda S. typhimurium'un Canhhi

Ornek koruyucu (sitrik asit) icermektedir. pH'si 3,47'dir. Aside adapte edilen hiicreler 1,0.107/ml, kontrol
htcreleri ise 1,2.107/ml diizeyinde drneklere inokule edilmigtir. Ornekler 4°C ve 20°C'de inkiibe edilmigtir. Elde
edilen sonuglar Cizelge 1°de verilmistir.

Cizelge 1. S. typhimurium®un 4°C ve 20°C’de depolanan pastirize portakal suyundaki canhlig,

Aside Adapte Edilen §. typhimurium Kontrot Kiiltiirii
4°C | 20°C 4°C ] 20°C
Baglangig 1,0.107/ml 1,2.107/ml
1. Giin 4,8.105/ml 2,0.105/ml 6,8.10%ml 3,0.105/m}
2. Giin 1,4.105/m} 2,2.105/mi 1,2.103/ml 1,0.104ml
6. Giin 1,3.103/mt 3,5.105/m! 1,5.102/m1 7.0.10%/ml
14. Giin 6,0.101/ml Negatif/ml 3,0.101/mi Negatif/ml

4°C'lik inkibasyonda 20°C'lik inkilbasyona gdre hem kontrol hiicrelert hem de aside adapte edilen
hicreler daha uzun siire canh kalmistir. 4°C'lik inkiibasyonda inkiibasyonun 6. gliniinde aside adapte edilmig
hticreler kontrol hiicrelerinden 10 kat daha fazla sayidadir. 14. gliniinde ise ikl kat daha fazla sayidadir.

20°C'lik inkiibasyonda ise aside adapte edilmig hiicreler kontrol hiicrelerine gére inkiibasyonun ikinci
giiniinde 20 kat 6. giinindeé ise 5 kat daha fazla sayidadir. inkiibasyonun 14. giiniinde ise kontrol hiicreleri ve
aside adapte edilen hlicreler hem 4°C'de hem de 20°C'de depolanan portakal suyunda tespit edilememigtir.

Pastdrize Edilmemis Portakal Suyunda S. fyphimurium’un Canlihg)

Portakal suyunun pH's: 3,45 olup raf émrii bir haftadir. Koruyucu madde igermemeidedir. Kontrol Kiiltliri
ve aside adapte edilmig kiitir baglangig bakteri sayis1 3.105/m! olacak gekilde Grneklere inokule ediimis ve
érnekler 4°C ve 20°C'de inkilbe edilmistir. Sonuglar Cizelge 2'de verilmistir.

Cizelge 2. 8. typhimurinm’un 4°C ve 20°C’de depolanan pastirize edilmemis portakal suyundaki canliifL.

Aside Adapte Edilen S. typhimurium Kontrol Kiiltiirii
4°C [ 20°C 4C - ! 20°C
Baglangig 3.105/ml 3.105/ml
18. Saat 1,0.105/ml 1,3.105ml 1,2.10%ml 8,8.10%m1
24. Saat 4,7.10%ml 7,2.10%ml 7.8.103%ml 2,3.104ml
42, Saat 1,8.104ml 1,2.104ml 1,0.10%m] 7,5.103/ml
2. Giin 7,1.103/ml 4,4.10%/ml 3,1.10%/ml 1,5.103/ml
5. Giin 2,6.102/ml 7.6.102/ml 7,0.101/ml 1,1.10%ml
6. Giin 6,0.101/ml - 3,0.10!/ml -

4°C'de inkilbasyonun 18. saatinde aside adapte edilmig hicrelerin sayisi kontrol hiicrelerine gére
yaklasik 8 kat, 42. saatinde 18 kat ve 5. giinde ise 4 kat daha fazla sayidadir. 20°C'de ise inkiibasyonun 24.
saatinde 3 kat, 5. gininde ise yaklagik 7 kat daha fazla sayida canh kaldigi gériimektedir. 20°C'de
inkt’ibasyonun 6. glininde Uriin bozuldugu igin sayim yapimamigtir.

Kayisi Nektarinda S. typhimuriun'un Canlilids

Kayisi nektar pasttrize edilmig olup pH'si 4,0'tir. Aside adapte edilen hiicreler ve kontrol hiicreleri
yaklagik 105/ml olacak gekilde drneklere inokule edilmig ve érnekler 4°C ve 20°C'de inkiibe edilmistir. Sonuglar
Gizelge 3'te verilmigtir.
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Cizelge 3. S. typhimurium’un 4°C ve 20°C’de depolanan kayisi nektarindaki canhlig.

Aside Adapte Edilen S. typhimurium Kontrol Kiiktiiri
4°C | 20°C 4oC | 20°C

Baglangig 3.105/ml 2,2.105/ml

1. Giin 2,4.105/ml 8,5.10%mi 9,6.104ml 1,6.105/mi
2. Giin 2,0.105/ml 5,4.10%ml 2,1.10%/ml 9.8.10%ml
3. Giin 9,7.10%/ml 5,3.10%ml 1,8.10%ml 2,5,10%/ml
6. Giln 5,3.10%ml 3,2,10%/ml £,7.10%/mt 1,7.10%ml
9. Giin 8,0.10%/ml 9,3.10%ml 5,5.10'/ml 1,1.10%/ml
13. Giin 2,7.10%/ml 1,3.103/m! Negatiffml 1,7.10%/ml
15. Giin 8,8.101/ml 1,1.10%/ml Negatif/ml 6,4.10}/ml

4°C'lik inkiibasyonda kontrol hiicreleri inkilbasyonun 13. giininde tespit edilememistir. Aside adapte
edilmis hicreler ise hala canih@int strdirmektedir. Aside adapte edilmig hiicreler kontrol hiicrelerine gbre
inkiibasyonunu 2, giniinde 10 kat, 6. giinlinde 7 kat ve 9. giiniinde ise 15 kat daha fazla sayida canli kalmigtir.
20°C'de ise inkiibasyonun 9. giiniine kadar kontrol hiicreler! ile aside adapte edilmig hicrelerin sayisi arasinda
dnemli bir fark gériimemektedir. Ancak inkibasyon siresi ilerledikge aside adapte edilmig hiicrelerin kontrol
hiicrelerine gére daha fazla sayida canh kaldidi gdritimektedir. $oyle ki inkizbasyonun 9. gliniinde 9 kat, 13.
‘glniinde 8 kat ve 15. gliniinde ise 18 kat daha fazla sayida aside adapte edilmig hiicrenin Griinde bulundugu
‘gériimektedir. o

Seftali Nektarinda S. typhimurium'un Canlihgi

Seftali nektar pastérize edilmis olup pH's: 4,0'tiir. Aside adapte edilen hicreler ve kontrol hilcreleri
yaklasik 105/ml olacak gekilde érneklere inokule ediimis ve drnekler 4°C ve 20°C'de inkibe edilmigtir. Sonuglar
Gizelge 4'te verilmigtir. '

Cizelge 4. S. typhimurium™n 4°C ve 20°C’de depolanan seftali nektarindaki canhihg.

Aside Adapte Edilen S, pphimurium Kontrol Kéltiirii
4C 20°C 4°C 20°C
' Baglangig 3.105/ml 2,2.10%/mi
1. Giin 8,0.104ml 59.10%ml 8,9.10%ml 7.8.10%ml
2. Giin 3,0.10%ml 3,2.104/ml 3,9.10%ml 6,3.10%ml
3. Giin 1,5.10%ml 3,0.10%mi 3,0.10%ml 6,0.10%ml
6. Giin : 57.10%ml 3,0.10%ml 7,8.103/ml 57.10%ml
9. Giin 1,6.10%/m] 3,7.10%/ml 1,0.101/m? 1.5.10%ml
13. Giin 1,3.10%/ml 5,3.102/ml 5,0.10%/ml 8,0.10%/ml
15. Giin 9,4.10Yml 4,7.102/ml 2,8.10/ml 6,8.10%/ml

Seftali nektarinda 4°C ve 20°C'lik inkiibasyonda kontrol kiltirli ile kargilagtinidiinda aside adapte
edilmig hilcrelerin daha az sayida canl: kaldi§ géruimektedir. Aside adaptasyonun 4°C ve 20°C'de depolanan
seftali nektarinda S. typhimuriuntun canlih§ Uzerinde etkisinin clmadigr gérilmektedir. Ancak her iki kiitirde
hem 4°C'de hem de 20°C'de inkiibasyonun 15. giiniinde hala caniihi§in sbrdirmektedir.
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TARTISMA

Pastérize portakal suyunda yapilan bir galismada S. typhimurium 108/m| baslangi¢ sayisi igin 4°Clik
inkiibasyonda pH'si 3,5'e ayarlanmig Griinde 15 giin, pH'si 3,8'e ayarlanmig Urlinde ise 26 gin canh kaldig)
tespit edilmigtir (Parish vd 1997). Bu ¢aligmada triin pH’sinin ve depolama sicakh@imin Snemi vurgulanmis ve
portakal suyunda Szellikle hastaliklara duyarl insanlarda Salmonella'nin hastafik yapacak kadar uzun slre
canli kalabilecedi vurgulanmigtir. Galigmada kullandi§imuz portakal suyunun pH'si 3,47'dir. Buzdolabi
sicakh@inda Salmonellanin 14. giinde bile cant kaldii gériilmektedir. Ayrica aside tolerans kazandinlmig
-hticreterin kontrol hiicrelerine gére daha fazla say:da canli kaldigi gériilmektedir. Ancak portakal suyuna
uygulanan pastérizasyon iglemi Salmonellanin inaktivasyonu igin yeterlidir. igletme hijyeni &nem
kazanmaktadsr. Bunun igin alet ve ekipmanlann temiziigi, personel hijyeni ve igletme hijyenine &zen
gosteriimesi gerekmektedir. Ayrica meyve suyu endiistrisi galisanlarinin bu konularda bilgilendirilmesi gerekir.

Pastbrize edilmemig portakal sulan genellikle buzdolabi kogullarinda satiga sunulur ve kisa raf mriine
sahip OrOnlerdir. Bu tir Grinlerde koruyucu maddeler bulunmaz. Galismada kullandiimiz taze portakal
suyunun raf dmrii bir haftadir ve elde ettigimiz sonuglar Saimonellamn raf 8mrii siiresince firiinde canh
kalabilecegini gostermigtir. Saimonelianin aside tolerans kazanmasi durumunda da daha yiksek saytlarda
bulunabilecegi gériilmektedir.

Pastdrize edilmemis portakal sularindan kaynaklanan gida zehirlenmeleri yilksek asitligine ragmen bu
thr Grinterin riskli olabilecegini gostermektedir. ABD'de 1998'de FDA (Food and Drug Administration)
tiiketicileri taze meyve sulari hakkinda uyarmis ve bu tir Griinlerin ambalajlarina patojen mikroorganizmalan
elimine edecek bir islem uygulanmadigin: gésteren uyar etiketinin konmasini istemistir (Morris 1998). Ayrica
FDA hammaddeye uygulanan yikama, firgalama ve baz kimyasal maddelerle ylzeyinin temizlenmesi gibi
iglemterin baglangig mikroorganizma yilkiinii en az 5 logaritmik birim disiirecek etkinlikte olmasiri istemigtir.
Bu tir Grdnlerin Uretildigi igletmelerde personel hijyeni ve igletme sanitasyonu g¢ok Snemlidir. Kirli ve
- patojenlerle kontamine arag ve gereg meyve suyuna patojenlerin gegmesine neden olabiir.

Aside adapte edilmis hiicrelerin kayisi nektarinda hem 4°C'de hem de 20°C'de 15 glinden fazia canli
kalabilecegi gorilmektedir. Kayisi nektar pastérize bir triindir. Bu agidan givenli kabul edilebilir. Ancak
igsletmede pastérizasyen sonrast bulagma olmasi durumunda Orin riskli hale gelebilir. Ulkemizde gida
zehirlenmelerini bildirme zorunfulugu bulunmadid igin meyve sular tiketimi sonucu meydana gelen gida
zehirlenmeleri hakkinda istatistiksel verileri elde etmek zordur. Ancak kayisi ve seftali nektan severek tiketilen
Granlerdir. Bu Urinlere patojen bakterilerin bulagmas! durumunda uzun silre canl kalabilecegi gorlllmektedir,

Seftali nektarinda hem 4°C hem de 20°C'lik inkiilbasyonda aside adaptasyonun 8. typhimurium’un bu
Uriinde cantr kalmasina etkisi olmadig: gérilimektedir. Ancak hem kontrol hem de aside adapte edilmig kiktirin
inkibasyonun 15. giininde hala canliidn siirdirdagi gériilmektedir.

SONUC

Meyveler zaman zaman patojen bakterilerle kontamine olabilir. Uygun olmayan kogullarda depolama,
kalitesiz'hammadde kullammi, yetersiz hijyen ve sanitasyon gibi nedenlerle bu patojenler meyve sularina
gegebilir. Dugik pH degerlerine ragmen bu patojenler irlinde canl kalarak gida zehirlenmelerine yol agabilir.
Patojen bakterilerin aside adapte olmasi da bu etkiyi artirir, Ozellikle pastérize edilmemis taze meyve sulari bu
agidan risk olugturabilir. Halk sagiginin korunmasi igin hem ireticilerin hem de tiketicilerin bu konuda
bilgilendiriimesi gerekir. Meyve suyu isletmecileri meyve sularinda patojen bakterilerin bulunabilecegini géz
ardi etmemeli ve igletmelerinde HACCP sisteminin kurulmasini saglamalidir.
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