GIDA Arastirma / Research
GIDA (2017) 42 (5): 603-608
THE JOURNAL OF FOOD doi: 10.15237/gida.GD17048

E-ISSN 1309-6273, ISSN 1300-3070

SALMONELLA, YOGURT BAKTERILERININ
GELISIMINI ETKILEYEBILIR Mi?*
Derya Savran, A. Kadir Halkman**
Ankara Universitesi Gida Mithendisligi Boliimii, Golbasi, Ankara, Tiirkiye

Gelis / Received: 16.05.2017; Kabul / Accepted: 17.08.2017; Online baski / Published online: 19.08.2017

Savran, D., Halkman A. K. (2017). Salmonella, yogurt bakterilerinin gelisimini etkileyebilir mi? GIDA
(2017) 42 (5): 603-608 doi: 10.15237/gida.GD17048

Oz

Bu calismada, Salmonella Enteritidis serotipinin yogurt siitiine bulasmast durumunda yogurt bakterilerinin
gelisimini etkileyip etkilemedigi arastirilmistir. Bu amacla yogurt stitiine, Lactobacillus bulgaricus ve
Streptococcus thermophilus yaninda 3; 5 ve 7 log KOB/mL diizeyinde S. Enteritidis bulastirilmus, 44+1 °C'ta
pH 4.5'e distinceye kadar inkibasyona birakilmistir. Mikroorganizma sayist plate count metodu ile
belirlenmistir. Alinan sonugclara gore, en yiiksek dizeyde (7 log KOB/mL) Salmonella bulasmasinin
dahi, yogurt bakterilerinin gelismesi tizerine olumsuz bir etki gosteremedigi (P >0.05) gorilmustir. Diger
taraftan, Salmonella, fermantasyon sonuna kadar en disuk baslangi¢ inokilim dizeyinde (3 log
KOB/mL) dahi canliligint sirdirmustir. Yogurdun daha distk sicaklikta fermantasyonu ve fermantasyona
4.5 pH'dan daha yukarida son verilmesi halk sagligi acisindan sorun olusturabilir.

Anahtar kelimeler: Yogurt, Salmonella Enteritidis, Lactobacillus bulgaricus, Streptococcus thermopbilus

CAN SALMONELILA AFFECT THE GROWTH OF
YOGHURT BACTERIA?

Abstract

The aim of this study was to investigate the effect of Salmonella Enteritidis serotype on the behaviour
of yoghurt starter cultures during milk fermentation. For this purpose, milk samples were contaminated
with S. Enteritidis at the approximate levels of 3; 5 and 7 log CFU/mL, besides Lactobacillus buigaricus
and Streptococcus thermophilus, and incubated at 44+1 °C for fermentation until the desired acidity was
reached (pH 4.5). The number of microorganisms was determined by the plate count method. According
to the results, the behaviour of yoghurt starter cultures was not affected by even high contamination level
(7 log CFU/mL) of Salmonella. On the other hand, the pathogen could still survive during fermentation
even at a low contamination level (3 log CFU/mL). Rather low incubation temperature and the higher
ending pH (>4.5 pH) could pose a significant public health issue.
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GIRIS

Temel besin 6gelerinin basinda gelen sut ve
urlnleri, beslenme ve saglik acisindan her yasta
insanin yasamlari boyunca tiiketmesi gereken
besin gruplart arasindadir. Yogurt, en yararlt siit
urtunlerinden biridir. Sttteki biytik molekilli
proteinler, yogurda islenirken daha kuctk
molekiillere dontiismekte ve buna bagli olarak
sindirilebilirlik 6zellikleri artmaktadir. Peynir,
kefir ve diger fermente sit Urlinlerinde de ayni
durum gecerlidir. Yogurdun tarihcesi tam olarak
bilinmemekle birlikte, cikis noktasinin Orta
Asya'da yasayan gocebe halklar ya da Ortadogu
oldugu en ¢ok kabul edilen gorisler arasindadir.
Bununla birlikte, farkli zamanlarda birbirinden
bagimsiz olarak farkli cografyalarda yogurt yapimina
baslanmis olmasi da mimkinduir. Arkeolojik
bulgular peynir olarak tanimlanan gidalarin bir
kismimin kurutulmus yogurt oldugunu gostermistir
(Tamime ve Robinson, 1999; Akin, 20006;
Yurdakok, 2015).

Klasik yogurt, yogurt bakterileri olarak da bilinen
Lactobacillus bulgaricus (%1) ve Streptococcus
thermophbilusun (%1) pastorize edilmis ve yaklasik
44 °C'a sogutulmus stite asilanmast ve bu sicaklikta
yaklasik 4-4.5 saat inkiibasyona birakilmasi ile
elde edilir. Bu iki bakteri stitte simbiyotik olarak
gelisirler. Baslangicta L. bulgaricus tarafindan
kazeinin parcalanmast ile olusturulan aminoasitler
S. thermophbilusun gelisimini destekler ve
S. thermophilus sayisinda artis olur. Sonrasinda
S. thermophilus asitligi ylikselterek L. bulgaricus
icin daha hizli gelisme ortami saglar. pH'nin diismesi
ile birlikte S. thermophilus gelismesi yavaslar ve
L. bulgaricus sayisi, S. thermophilus sayisint geride
birakir. Bunun temel nedeni L. bulgaricus'un,
olusan asitligi daha fazla tolere ediyor olmasidir
(Tunail ve Kosker, 1989; Yaygin ve Kili¢, 1993;
Kili¢, 2001; Kili¢, 2010; Erginkaya ve Kabak,
2011). Yogurdun eksimesi 6zellikle pazarlama
asamasinda benimsenmediginden, giinimizde
Lactobacillus acidopbilus ve Bifidobacter spp.
kullanilarak biyoyogurt tiretilmektedir (Yurdakok,
2015).

Yogurt, distik pH'st nedeni ile giivenilir gidalar
arasinda sayilmaktadir. Bununla birlikte, hijyen
eksikligi ve/veya sabotaj sonucu patojenlerin
yogurt yapilacak siite bulasmas: miimkiindiir. Bu
patojenler, yogurt fermantasyonu sirasinda
canliliklarint stirdiirebilirler. Klasik yogurt yapimi

sirasinda yogurt kiltiirii yaninda siite ilave edilen
S. Enteritidis'in fermantasyon siiresince canliligint
surdirdugi goralmistir (Savran ve Halkman,
2017). Ayrica EFSA ve ECDC raporuna gore,
Avrupa’da karsilasilan shiga toksin treten E. coli
ile iliskili 25 salgin vakasinmn blytik bir boliminin,
meyve sebze, et Grlnleri, stit Grtinleri ozellikle
de pastorize inek sitinden elde edilen taze
peynir ve yogurt ile iligkili siit Girtnleri oldugu
belirtilmistir (Anonymous, 2016). Namei vd.
(2015), endustriyel olmayan 30 yogurdun, her
biri klinik izolat olan 20 Shigella ve 15 Salmonella
izolatina kars: antibakteriyel etkisini incelemisler
ve sonucta bu yogurtlarin denenen patojenlere
karst bir antibakteriel etkisinin olmadigini
bulmuslardir.

Bu c¢alismada yogurt stitiine farkli diizeylerde ila-
ve edilen S. Enteritidis'in klasik yogurt kulttrleri
olan L. bulgaricus ve S. thermophilus gelismesi
uzerindeki etkisi arastirilmistir.

MATERYAL ve YONTEM
Bakteriler

Bu calismada kullanidan L. bulgaricus ve S.
thermophilus, Ankara Universitesi Miihendislik
Fakiltesi Gida Mihendisligi Bolimu Gida
Mikrobiyolojisi Laboratuvarinda izole edilmistir.
Fizyolojik ve biyokimyasal testler ile tanimlamalart
yapilan izolatlarin kesin tanisi, Gazi Universitesi
Molekiiler Biyoloji Arastirma ve Uygulama
Merkezinde (MOBAM) 16S rDNA analizi ile
yapilmistir. Bu bakteriler 2014 Ekim ayindan
itibaren Atattirk Orman Ciftligi (AOC) Stit Fabrikast
tarafindan tretilmekte olan "Koy Yogurdu" ve
"Evde Yogurt Yapma" setinde kullanilmaktadir.
Buzdolabt sicakliginda (4 °C) saklanan stok
kulttrler 44 °C'ta bir gece aktiflestirildikten sonra
kullanilmustir. Aktiflestirme amact ile L. bulgaricus
icin DeMan, Rogosa ve Sharpe broth (MRS, Merck
1.10661, Germany), S. thermophilus icin M17
broth (Merck 1.15029, Germany) kullanilmistir
(Anonymous, 2005).

S. Enteritidis (ATCC 13076), adi gecen laboratuvarin
kultiir koleksiyonundan saglanmustir. S. Enteritidis,
tryptic soy (CASO) broth (TSB, Merck
1.05459, Germany) besiyerinde 37 °C'ta bir gece
aktiflestirildikten sonra kullanilmistir (Anonymous,
2005).



Siit

Yogurt yapiminda kullanilacak stit, ENKA
A.S.'den (Konya) saglanan ve antibiyotiksiz oldugu
sertifikalandirilmis olan yagsiz stit tozu kullanilarak
hazirlanmustir (%10 m/v). Iclerinde manyetik tas
ilave dilmis olarak hazirlanan 400 mL yagsiz stit

besiyerleri (YSB) otoklavda sterilize edilmistir
(115 °C'ta 10 dk).

Yogurt kiiltiirii inokiilasyonu

Sterilize edilmis 400 mL'lik kaplardaki YSB'ne
%1’er (v/v) olacak sekilde Lactobacillus buigaricus
ve Streptococcus thermophilus ilave edilmistir.

Salmonella bulastirilmasi

Yogurt bakterileri ile es zamanli olarak 400'er mL
YSB’ne yaklasik 3; 5 ve 7 log KOB/mL diizeyinde
S. Enteritidis susu bulastirilmistir. Salmonella
susunun bu dizeylerde bulastirilmast icin
aktiflestirilmis kultirdeki sayilart dnceden standart
yontemlerle belirlenmistir.

Yogurt yapimi

Yogurt kilttrleri ve S. Enteritidis eklenmeden
once, YSB sicakligi 44+1 °C'a getirilmistir.
Bakterilerin inokiilasyonundan sonra 400'er mL
YSB, manyetik karistirict yardimi ile homojenize
edilmis ve 100 mL'lik kaplara aseptik kosullarda
yaklasik 40'ar mL olarak dagitilmis ve 44+1
°C'ta inktibasyona birakilmistir. YSB pH'st 4.5'e
distigiinde inkiitbasyona son verilmistir.

Mikrobiyolojik analizler

Inkiibasyon stiresince her {i¢ bakterinin say1
degisimleri 30 dk araliklarla belirlenmistir.
Mikrobiyolojik analiz dncesi yogurt o6rnekleri
yeterince karistirilmis ve 6rneklerin homojen
hale gelmeleri saglanmustir. Sonrasinda aseptik
kosullarda 5 g ornek alinip 45 mL maximum
recovery diluent (MRD, Merck 1.12535, Germany)
iceren dilisyon sivisina aktarilarak 10" diliisyon
elde edilmistir (mikrobiyolojik analizlerden geri
kalan ornekler pH olcimt icin kullanilmistir). 10
dilisyondan 1 mL alinip 9 mL MRD iceren
dilisyon sivisina aktarilarak ve benzer islem
sonraki dilisyonlar icin de devam ettirilerek seri
dilisyonlar hazirlanmustir.

S. Enteritidis icin yayma plak yontemi kullanilarak,
xylose lysine deoxycholate Agar (XLD, Merck
1.05287, Germany) besiyeri iceren Petri kutularma
0.1 mL ornek aktarilarak ekim yapilmis ve Petri
kutulari 37 °C'taki inkUbatorde 24 saat stre ile
inktibasyona birakilmuistir.

L. bulgaricus ve S. thermopbhbilus i¢in yine yayma
plak yontemi kullandmustir. L. bulgaricus sayimi
yapilacak Petri kutularindaki besiyeri ylizeyi yayma
islemini takiben % 1’lik olarak hazirlanmis agar
agar ile kapatilmustir (yaklasik 5 mL). L. bulgaricus
ve S. thermophilus ekimleri icin sirasiyla pH’st
5.3+0.1'e ayarli MRS agar (Merck 1.10660,
Germany) ve M17 agar (Merck 1.15108,
Germany) besiyerleri kullanilmistir (MRS agar
besiyerinde pH ayarlama islemi ile aynt Petri
kutusundaki S. thermophilusun gelisiminin 6ntine
gecilmistir. Diger taraftan L. bulgaricus M17 agar
tizerinde gelisememektedir. Boylelikle iki bakterinin
ayri ayri sayimi mumkin hale getirilmistir).
Ekim islemlerinin ardindan L. bulgaricus ve S.
thermophilus bakterileri 44 °C'taki inkibatorde
24 saat sure ile inkiibasyona birakilmustir. Sayim
icin her dilisyondan 2 Petri kutusuna paralel
ekim yapilmistir. Bakteri sayist standart formiile
gore hesaplanmis, sonuglar log KOB/mL cinsinden
ifade edilmistir (Anonymous, 2005).

pH Olcimii

Orneklerin pH degerleri sayim yapilan her
asamada Olc¢ilmustir. pH 6lcimi, pH metre
(InoLab pH level 2) kullanilarak gerceklestirilmistir.
Kullanim 6ncesi pH metre, pH 4 ve pH 7 tampon
cozeltileri (MTW) kullanilarak kalibre edilmistir.

istatistik analizler

Tim denemeler 3 tekerrtirlii olarak yapilmis,
sonucglar tek yonlt varyans analizi (ANOVA)
kullanilarak analiz edilmigtir. Istatistiksel analizlerde
SPSS yazilimi (versiyon 11.5) kullanilmistir.

ARASTIRMA BULGULARI ve TARTISMA

L. bulgaricus ve S. thermopbilusun fermantasyon
sirasindaki gelisimleri sekil 1'de gosterilmistir.
S. Enteritidis’in siite farkli dizeylerde inokiile
edilmesi ile yurutiilen deneylerde, yaklasik 1:1
oraninda ilave edilen yogurt kultirlerinden énce
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S. thermophilus hizla gelismis sonrasinda L.
bulgaricusun gelisimi S. thermophilusu geride
birakmistir. Calisma sonucunda elde edilen
yogurt bakterileri gelisimi literatiir ile uyumlu
bulunmustur.
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Sekil 1. S. Enteritidis’in sute farkli inokulasyon dizeylerinde
(3 (A), 5 (B), ve 7 (C) log KOB/mL) ilave edilmesi durumlarinda
yogurt bakterilerinin gelisme egrileri (S. therm: S. thermophilus,
L. bulg: L. bulgaricus). Barlar ortalama yogurt bakterileri
sayilarinin standart sapmalarini géstermektedir.

Figure 1. The growth curves of yoghurt bacteria at the
contamination levels of 3 (A), 5 (B), and 7 (C) log CFU/mL
S. Enteritidis (S. therm: S. thermophilus, L. bulg: L. bulgaricus).
The bars show the standard deviations of the average viable
cell counts of yoghurt bacteria.

Sekil 1'den izlenecegi gibi fermantasyonun 2.5-3.
saatlerinde S. thermophilus sayt artist durmustur.
Bu inktiibasyon stresi icinde pH cok yaklasik
S'tir. Cesitli kaynaklara gore S. thermophbilus pH
4.2-4.8'e kadar gelismesini strdirebilir, bu
pH'nin altinda baskilanir (Tamime ve Robinson,
1999; Kili¢, 2010; Yurdakok, 2015). Yine sekil
1'in incelenmesi ile inkiibasyona son verilen pH
4.5'e kadar L. bulgaricus sayisinda artis olmustur.
L. bulgaricusun S. thermophilus'a kiyasla daha
fazla asit olusturdugu/ asitlige daha direncli
oldugu literatirde bildirilmektedir (Tunail ve
Kosker, 1989; Yaygin ve Kili¢, 1993; Kili¢, 2001;
Erginkaya ve Kabak, 2011).

S. Enteritidisin siite yaklasik 3; 5 ve 7 KOB/mL
diizeyinde inokile edilmesi ile yuritilen
deneylerde; S. thermophbilusun fermantasyonun
baslangicindaki sayilart sirasiyla 7.07+£0.07;
7.17+0.15 ve 7.00+0.12 log KOB/g, fermantasyon
sonundaki sayilart sirastyla 8.25+0.00; 8.30+0.14
ve 8.18%0.20 log KOB/g olarak bulunmustur. Gerek
fermantasyonun baslangicinda gerek sonunda
elde edilen S. thermopbhbilus gelismesi Uzerine
S. Enteritidis’in stte farkli diuzeylerde inokiile
edilmesinin istatistiksel acidan 6nemli olcliide
etki etmedigi gorilmustiir (£ >0.05)

L. bulgaricus'un fermantasyonun baslangicindaki
sayilart 6.74+0.31; 6.88+0.22 ve 6.58+0.05 log
KOB/g, fermantasyon sonundaki sayilari
8.81+0.11; 8.86+0.06 ve 8.89+0.14 log KOB/g
olarak bulunmustur (sirastyla 3; 5 ve 7 KOB/mL
dizeyinde S. Enteritidis inoktile edilmesi
durumunda). S. thermophilus sonuclart ile benzer
olarak, S. Enteritidis’in sute farkli dizeylerde
inokiile edilmesinin fermantasyonun baslangicinda
ve sonunda elde edilen L. bulgaricus gelisimi
tzerine istatistiksel acidan 6nemli 6lctde etki
etmemistir (P >0.05).

Genel olarak her ti¢ Salmonella bulastirma dizeyinde
yogurt bakterilerinin gelisiminin, fermantasyon
boyunca benzer sekilde devam ettigi, disuk
(3 log KOB/mL) orta (5 log KOB/mL) ve ylksek
(7 log KOB/mL) Salmonella bulastirilmasinin,
yogurt bakterilerinin gelisimi Uzerinde etkili
olmadigr gorilmustir (P >0.05). S. Enteritidis
serotipi  yogurt fermantasyonu  sirasinda
yogurt bakterileri ile rekabet edebilecek, onlart
baskilayabilecek sayiya ve glice erisememistir.
Bu sonug yogurt ortaminin laktik asit bakterilerinin
gelisimi icin S. Enteritidis’e nazaran ¢ok daha
uygun bir ortam olmast ile iligkilidir.



Fermantasyon slresince elde edilen pH degisimleri
incelendiginde, S. Enteritidis’in farkli inokilasyon
duzeylerinde yurutuldigia tim deneyler icin
pH'nin benzer egilimde devam ettigi ve fermantasyon
boyunca 6.3’ten 4.5’e diistigi gorilmustiir.

S. Enteritidis sayist, yogurt bakterilerinin varligina
ve disen pH'ya ragmen belli bir noktaya kadar
artis gostermis ve fermantasyonun son asamasinda
azalma goOstermistir. Diger taraftan, dusik
inoktilasyon diizeyinde dahi (3 log KOB/mL)
fermantasyon boyunca canliligini korudugu
gorilmustiir (Savran ve Halkman, 2017).

Rubin vd. (1982), Salmonella Typhimurium Uzerinde
laktik asit ve HCI inhibisyonunu incelemisler,
farkli pH'larda farkli asitlerin dissosiasyon
ozelliklerinin, inhibisyon tizerinde etki oldugunu
goOstermislerdir.

Yogurt fermantasyonunda farkli patojen bakterilerin
gelisimi, canlt kalmasi ve indirgenmesi lizerinde
cesitli calismalar bulunmaktadir. Bu calismalarda,
fermantasyonun baslangicinda patojen sayisinda
bir artis goriilmekle beraber fermantasyonun
sonuna dogru patojenlerin baskilandigi ancak
timiyle yok olmadiklart ifade edilmistir (Pazakova
vd., 1997; Massa vd., 1997; Bachrouri vd., 2000;
Shen vd., 2007; Cirone vd., 2013). Calismada elde
edilen bulgular o6nceki calismalarla uyumlu
bulunmustur.

SONUC

S. Enteritidis serotipi 7 log KOB/mL duzeyinde
dahi yogurt bakterilerinin gelismesi tzerinde
olumsuz etki yapamamistir. Diger taraftan
fermantasyon stresince S. Enteritidis, distik
inoktlasyon  duzeyinde  dahi  canliligini
koruyabilmektedir.

Yogurt dustk pH icerigi ile cogu zaman gtivenilir
gida olarak distnilmektedir. Her ne kadar
fermente Urtinlerde laktik asit bakterilerinin
var olmalart urtnlerin  gtivenilir olduklarini
distindirse de alinan bu sonug¢ yogurt tiretiminde
dogru uretim uygulamalarinin 6nemine dikkat
cekmektedir. Bu nedenle gida glivenligi ve halk
sagligi ile ilgili olarak, fermantasyonun patojenler
ve bozulma yapan mikroorganizmalar tizerindeki
antimikrobiyel etkisinin yeterli olmayabilecegi ve
dogru uretim uygulamalarinin bir tamamlayicist
oldugu dikkate alinmalidur.

Gida mikrobiyolojisinde giderek 6nemi artan engeller
teknolojisi, sadece patojenlerin baskilanmasi icin
daha az koruyucu kullanilmasini hedeflemez. Bu
calismada, sadece pH ol¢ciimine bagli olarak S.
Enteritidis sayisinda azalma oldugu soylenebilir.
Fakat Salmonella icin maksimum gelisme sicakligina
yakin bir sicaklikta (4411 °C) inkiibasyon ve/veya
yogurt bakterilerinin olusturdugu bakteriyosinlerin
veya diger fermantasyon urlnlerinin etkisi
arastirtlmamuistir. Bununla beraber, daha dusik
inktibasyon sicakliklarinda yogurt yapimi ve/veya
daha az eksi (tatl) yogurt yapmak amactyla pH
4.5 tuzerinde inktbasyona son verilmesi kosulunda
Salmonella canliliginda vyeterli bir indirgeme
saglanamayabilir. Ayrica sus farkliliklarinin
onemi de dikkate alindiginda konu tizerinde
engeller teknolojisi esaslt cok daha fazla arastirma
yapilmasina ihtiya¢ vardir.

TESEKKUR

Bu calisma Derya Savran’in TUBITAK 2214-A
Yurt Dist Doktora Sirasit Arastirma Bursu ile
desteklendigi projenin (1059B141500410) bir
bolumiini olusturmaktadir.
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