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Bu ¢galigmada, E. coli O157:H7 ve L. monocytogenes'in asit ve tuz adaptasyonlar1 saglanarak, asit
ve tuza olan direngleri incelenmistir. Ayrica asit ve tuz adaptasyonunun E. coli O157:H7 ve L.
monocytogenes'in Tiirk sucuklarinda yasama diizeyleri tizerindeki etkileri de belirlenmistir. E. coli
O157:H7 ve L. monocytogenes pH 4,5; 5,0 ve 5,5t¢ 1, 2, 3 ve 4 saat siireyle aside adapte
edilmigtir. Aside adapte edilen E. coli O157:H7'nin pH 3,0 ve 3,5'te, L. monocytogenes'in pH 2,5,
3,0 ve 3,5'teki yasama diizeyleri saptanmuistir. Asit adaptasyonu iizerinde organik (asetik, laktik ve
sitrik asit) ve inorganik (HCI) asitlerin etkisi de tespit edilmistir.

E. coli O157:H7 tizerinde yiiriitiilen adaptasyon denemelerinde, HC1 kullaniminda pH 5,5'te 3
ve 4 saat, asetik asit kullammmiunda 3 saat, laktik asit kullaniminda ise 3 ve 4 saatlik
adaptasyonlar yasama orani {izerinde maksimum diizeyde artisa neden olmustur (p<0,01). Sitrik
asit kullaniminda ise yasama orani iizerinde 6énemli bir artig goriilmemistir. HCI, asetik ve laktik
asit adaptasyonu, L. monocytogenes'in pH 3,5'te yasama oranin da artisina neden olmamus, sitrik
asit denemelerinde ise, maksimum asit direnci pH 4,5; 5,0 ve 5,5'te 3 saatlik adaptasyonda
gerceklesmistir (p<<0,01). L. monocytogenes'in pH 2,5'te yasama orani tizerinde pH 4,5'te 3 saat,
pH 3,0'da yasama oram iizerinde ise pH 4,5; 5,0 ve 5,5'te 1, 2, 3 ve 4 saatlik adaptasyonlar
maksimum diizeyde artisa neden olmustur (p<0,01). Capraz diren¢ denemelerinde, asetik asit
kullaniminda pH 5,5'te 2, 3 ve 4 saat siireyle gerceklestirilen adaptasyonun E. coli O157:H7'nin
laktik aside olan ¢apraz direncinde maksimum diizeyde artisa neden oldugu (p<0,01), HCl
kullaniminin ise énemli bir etki olugturmadigi belirlenmistir. HCI ve sitrik asit adaptasyonu, L.
monocytogenes'in  laktik aside olan ¢apraz direncini arttirmamistir. Tuz adaptasyon
denemelerinde, %3,5 NaCl'de 1 saat siireyle tuza adapte edilen kiiltiirler %8 NaCl igeren
¢ozeltide 4 °C ve 25 °C'da 25 giin boyunca inkiibasyona birakilmistir. Bu denemeler sonunda L.
monocytogenes'in tuza diren¢ kazanmadigi goriilmiis, E. coli O157:H7'min ise 25 °C'da
muhafaza edilen kiiltiirde tuz direnci artmig (p<0,01), 4 °C'da muhafaza edilen kiiltirde ise
direng artist olmamustir. Asit adaptasyonu, E. coli O157:H7'nin Tirk sucugunda yasama
diizeyinde artisa neden olurken (p<0,01), L. monocytogenes'in yasama diizeyi iizerinde 6nemli
bir fark olusturmamistir. Ayrica tuz adaptasyonu E. coli O157:H7'nin Tiirk sucugunda yasama
diizeyini arttirmamustir.
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DETERMINATION OF THE SURVIVAL OF Escherichia coli O157:H7 AND Listeria
monocytogenes ADAPTED TO ACID AND SALT STRESS CONDITIONS IN
TURKISH SUCUK
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Department of Food Engineering

Supervisor: Prof. Dr. A. Kadir HALKMAN

In this research, acid resistance levels of E. coli O157:H7 and L. monocytogenes have been
examined under the conditions of acid and salt adaptations. In addition, the effect of acid and
salt adaptations on the survival of E. coli O157:H7 and L. monocytogenes in Turkish sucuk have
also been determined. E. coli O157:H7 and L. monocytogenes were adapted to pH 4.5; 5.0 and
5.5 for the periods of 1, 2, 3 and 4 hours. The survival of E. coli O157:H7 and L.
monocytogenes that were adapted to acid have been ascertained at pH 3.0 and 3.5, and at pH
2.5, 3.0 and 3.5 respectively. The effects of organic acids (acetic, lactic and citric acids) and
inorganic acids (HCl) on acid adaptation have also been studied.

At the adaptation tests that were carried out on E. coli O157:H7, it has been found that 3 and 4
hours adaptation at pH 5.5 in case of using HCI; 3 hours adaptation in case of using acetic acid,
and 3 and 4 hours adaptation in case of using lactic acid have been caused highest survival
(p<0.01). On the other hand, in case of using citric acid, any notable increase was recorded in
survival. It has been found that HCI, acetic acid and lactic acid adaptations at pH 3.5 have
resulted in no increase in the survival of L. monocytogenes. In case of citric acid experiments, it
has been found that maximal acid resistance was realized at the 3 hours adaptation at pH 4.5, 5.0
and 5.5 (p<0.05). It has been found that 3 hours adaptation at pH 4.5, and 1, 2, 3, and 4 hours
adaptation at pH 5.0 and 5.5 have resulted in maximum increases in the survival of L.
monocytogenes at pH 2.5 and pH 3.0 respectively (p<0.01). At the cross resistance tests, 2, 3,
and 4 hours adaptation to acetic acid have been caused maximum level of increases in the cross
resistance of E. coli O157:H7 to lactic acid (p<0.05). But, no significant increase has been
observed in case of using HCI. It has been determined that HCI and citric acid adaptation did
not increase the cross resistance of L. monocytogenes to lactic acid. In the salt adaptation tests,
the cultures that were adapted to 3.5% NacCl for the period of 1 hour were left to incubation for
25 days, in 8% NaCl solution, at the temperatures of 4 °C and 25 °C. At the end of these tests, it
has been determined that L. monocytogenes has not gained any resistance to salt, and salt
resistance of E. coli O157:H7 in the culture, which was kept at 25 °C (p<0.05), increased while
the resistance in the culture, which was kept at 4 °C did not increase. While acid adaptation
enhanced the survival of E. coli O157:H7 in Turkish sucuk (p<0.01), not significant difference
occur at the survival of L. monocytogenes. In addition, salt adaptation did not enhanced the
survival of E. coli O157:H7 in Turkish sucuk.
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1. GIRIS

Gida patojenlerinin kontrol altina alinabilmesi i¢in, gidalarin islenmesi ve muhafazasi
sirasinda yiiksek sicaklik uygulamasi, sogukta muhafaza, tuz ve asit uygulamasi gibi
cesitli stres ajanlar1 kullanilmaktadir. Geleneksel olarak bu yontemlerin giivenli oldugu
diistiniilmesine ~ ragmen, son  yillarda  yapilan  arastirmalarda  patojen
mikroorganizmalarin ¢esitli stres kosullarina adapte olarak direng kazandigi
gosterilmistir (Gutierrez vd. 1995, Russell vd. 1995, Gahan vd. 1996, Lou ve Yousef
1997, Dikici 2009).

Taze et ylizeyindeki mikroorganizmalarin organik asitlerle yikanmasi ve fermantasyon
gibi birgok gida iretim teknolojisinde diisik pH uygulamalar1 yaygin olarak
kullanilmaktadir. Asit uygulamalarinin siirekli kullanimi ile patojenlerin asit adaptasyon
yetenekleri artmakta ve aside daha direngli hale gelmektedir. Gidalarin hazirlanmasi
sirasinda kullanilan organik asitler mikroorganizmalarin hiicre i¢i pH'sini, hidrojen
iyonlariin hiicre sitoplazmasina akisiyla azalmaya zorlar, bdylece metabolizmayla ilgili
cesitli fonksiyonlar durur ve mikrobiyel gelisim kontrol altina alinmis olur (Hill vd.

1995, Koutsoumanis ve Sofos 2004).

Arastirmalarin ¢cogu, gida kaynakli hemorajik kolit vakalarinda anahtar rol oynayan
Escherichia coli O157:H7'nin aside direncli oldugunu ve bu toleransin midenin kuvvetli
asit ortamindan rahatlikla gecmesini sagladigini gostermistir. Bu bakterinin aside direnci,
insanlarda enfeksiyon dozunun g¢ok diisiik olmasini etkileyen bir faktér olarak kabul
edilmektedir. Mayonez, fermente etler, cottage peyniri gibi asitli gidalarda diger patojenler
inhibe olurken, bu asit ortamin E. coli O157:H7'nin rahatlikla gelisebilmesi i¢in bir avantaj
oldugu gosterilmistir. Bu 6zelligi ile elma suyu ve geleneksel olarak giivenli kabul edilen
fermente et tiriinlerinde canliligin1 koruyabilmektedir. pH's1 3,6-4,0 olan elma sarabinda 8
°C'da 31 giin canli kalabilen E. coli O157:H7'nin, % 40'dan fazla mayonez igeren ve pH'si
5,40-6,07 olan et salatasinda canliligini uzun stire koruyabildigi tespit edilmistir. pH 4,2'de
bir ka¢ hafta canli kalabildigi, hatta et salatasinin karakteristik pH'sinda geligebildigi ve
inhibitor etkinin asetik > laktik > sitrik asit seklinde oldugu belirlenmistir. Elma sarab1 ve

portakal suyu gibi asidik gidalardan kaynaklanan enfeksiyonlarin artmasi asidik



gidalarin giivenligi hakkindaki sorularin artmasina neden olmustur (Roering vd. 1999,

Halkman vd. 2001, Schurman 2001, Bjornsdottir vd. 2006).

Listeria monocytogenes, epidemik ve sporadik gida kaynakli hastaliklarin nedeni olarak
kabul edilen bir patojendir. Gastroenteritis, septisemi, merkezi sinir sistemi
enfeksiyonu, diisiik ve 6lii dogum gibi ciddi vakalara neden olmaktadir. Bu patojen,
genis bir sicaklik araliginda (-1 ve 45 °C), diisiik pH ve yiiksek tuzlulukta (%10 NaCl)
gelisme yetenegine sahiptir (Vialette vd. 1998, Dogan 2000, Dykes ve Moorhead 2000,
Tunail 2000, Ribeiro vd. 2006, Severino vd. 2007).

L. monocytogenes 4 °C'da depolanan portakal suyunda (pH 3,6) 4 giin, fermente ette
(pH's1 4,3-4,5 ve su aktivitesi 0,79-0,86) 84 gilin boyunca canlilifin stirdiirmiistiir (Kara
vd. 1999, Shabala vd. 2008).

L. monocytogenes'in canli kalma orani iizerinde gidalarin islenmesi ve korunmasi
sirasinda uygulanan yontemlerin etkili oldugu bilinmektedir. Buna ragmen, bu patojenin
stres kosullarina adaptasyon yeteneginin de, gida iiretimi ile ilgili oldugu saptanmistir
(Norrung vd. 1999, Bolton ve Frank 1999, Gandhi ve Chikindas 2007, Sergelidis ve
Abrahim 20009).

Asidik gidalardaki diisiik pH, mikrobiyel stabilite ve giivenlik agisindan 6nemli bir rol
oynamaktadir. Fakat son yillarda yapilan c¢alismalar, E. coli O157:H7 ve L.
monocytogenes'in asit tolerans mekanizmasi sayesinde, diisiik pH'l1 gidalarda canl

kalma oraninin arttigini géstermistir (Leyer vd. 1995, Gahan vd. 1996).

Asit tolerans yanitt (ATY), temelde bazi patojen bakterilerin belirli bir siire orta
derecede asitli (pH 5,0-6,0) ortamlara maruz kalmasi sonucu spesifik genler tarafindan
kontrol edilen asit sok proteinleri sentezleyerek yiiksek asitli ortamlara direng
kazanmasi ile olusur (Foster ve Hall 1990, Foster 1991, Leyer vd. 1995, O'driscoll vd.
1996, Riesenberg vd. 1996). Aside tolerans kazanmis patojenlerin fermente et ve siit

tirtinleri gibi asidik gidalarda uzun siire canli kalabildigi birgcok arastirici tarafindan



tespit edilmistir (Lindqvist ve Lindblad 2009, Leyer vd. 1995, Riordan vd. 2000, Gahan
vd. 1996). Aside tolerans kazanmis patojen bakteriler, hem gida sanayisi hem de insan

saglig1 agisindan 6nem tasimaktadir.

Bu arastirmada, gida zehirlenmelerine neden olabilen E. coli O157:H7 ve L.
monocytogenes'in asit ve tuz adapte hiicrelerinin elde edilerek, bu hiicrelerin kuvvetli
asit ve ylksek tuz konsantrasyonuna olan toleranslarinin belirlenmesi amaglanmistir.
Ayrica asit ve tuza karsi en yiiksek diizeyde tolerans kazanan kiiltiiriin Tiirk sucugunda

kullanim1 sonucu, bu ortama adaptasyon ve canli kalma diizeyi de tespit edilmistir.

Arastirmanin ilk asamasinda, E. coli O157:H7 ve L. monocytogenes farkli organik ve
inorganik asitler kullanilarak farkli pH'lara ayarlanan Tryptic Soy Broth (TSB)
besiyerinde aside adaptasyon amaciyla 1, 2, 3 ve 4 saat siireyle tutulmustur. Bu iglemin
sonunda aside adapte edilen ve edilmeyen kiiltiirlerin pH 2,5; 3,0 ve 3,5'te yasama
diizeyleri belirlenmistir. Tuz adaptasyonunda, %3,5 NaCl igeren TSB besiyerinde 1 saat
siireyle tuza adapte edilen kiiltiirler, %8 NaCl igeren ortamda 4 °C ve 25 °C'da inkiibe
edilerek tuza olan toleranslar1 saptanmistir. Arastirmanin ikinci asamasinda, asit ve tuza
en yiiksek diizeyde direng¢ kazanan kiiltiirler Tiirk sucuklarina ilave edilerek, bu ortama
adaptasyon ve canli kalma diizeyleri tespit edilmistir. Bu asit ve tuza direngli

patojenlerin yaratabilecegi saglik riskleri ortaya konulmaya calisilmistir.



2. KAYNAK OZETLERI

2.1 Bakterilerin Asidik Ortamlarda Canh Kalmalarina Olanak Saglayan Sistemler

2.1.1 Sitoplazma pH'sinin diizenlenmesi

Bakteriler, bulunduklar1 ortamin pH'sinda meydana gelen degisiklikleri algilayarak
belirli bir silire iginde uyum saglama yetenegine sahiptir. Buna pH homeostasis
mekanizma ad1 verilir. Bu mekanizma, dis ortam pH'sinda meydana gelen degisikliklere
karsi, sitoplazma pH'sinin nétiir degerlere yakin kalmasini saglar. E. coli'de, ortam pH's1
4,5-7,9 araliginda iken, pH'da meydana gelen 1 birimlik degisimin, sitoplazma pH'sinda
0,1 birimden daha az degisiklige neden oldugu bildirilmektedir (Hill vd. 1995, Tosun
2003).

Hiicre zarmin, proton ve diger iyonlar1 gegirgenlik 6zelliginin diisiik olmasi, sitoplazma
pH'sinda biiytik degisimlerin olmasini dnler. Ortamda bulunan protonlar, hiicre zarindan
kolayca gecip sitoplazma pH'sin1 diistiremez. Hiicre zarmmin bu gecirgenlik 6zelligi,
disosiye olmayan zayif asitlerle muamele sonucunda bertaraf edilebilir. Sitoplazma
pH'sinin 6nemli Olgiide degisimini engelleyen, ikinci faktdr, hiicrenin yiiksek
tamponlanma kapasitesidir. Bu olay, sitoplazmanin protein igerigi ile sitoplazmik

glutamat ve poliamin birikiminin bir sonucudur (Hill vd. 1995).

Bakteri sitoplazmasi, dis ortama gore daha baziktir. Bakteri, gelismek ve yasamsal
fonksiyonlarini siirdiirebilmek icin sitoplazma pH'sii kontrol etmek zorundadir.
Sitoplazmanin tampon kapasitesi, diisiik proton gecirgenligi ve sitoplazmadan proton
kacisin1 iceren pH homeostasis sistemi bakterileri korumaktadir. Ancak pH
homeostasisini olusturan biitlin bu sistemler bakteriyi etkili bir sekilde asitten
koruyamaz. Ozellikle zayif asitler, bakteri hiicre zarindan kolaylikla gecerek
sitoplazmada ¢oziinmekte ve sitoplazma pH'sin1 diisiirmektedir. Zayif asitlerin etkisi,
pH diistiikce daha ¢ok artmaktadir. Bu durumda bakteri, liremeden ziyade hayatta

kalmaya calisir. Ancak dig ortamin pH'st 4,6'min altina distiiglinde mevcut pH



homeostasis sistemi bakterinin asitten korunmasi i¢in yetersiz kalir ve bakteri hizla

O0lmeye baglar (Cakmake1 ve Karahan 1995, Hill vd. 1995, Benjamin ve Datta 1995).

pH homeostasis sistem dis ortam pH'sindaki degisimlere karsi sitoplazmadaki pH'nin
nispeten sabit kalmasini saglayarak hiicreleri aside karsi direngli hale getirir. Bununla
beraber, Salmonella Typhimurium ve E. coli'de hiicreleri asit stresten koruyan genetik
yanit kesfedilmistir. pH 5,5-6,0'da tetiklenen bu yanit adaptif olmayan pH homeostasis
sistemin basaramadigi durumlarda pH 3,0-4,0 gibi kuvvetli asitten hiicreleri

korumaktadir (Foster ve Hall 1991, Hill vd. 1995, Tunail 2009).

Asit adaptasyonu ile E. coli O157:H7 hiicrelerinin proton gecirgenligi onemli diizeyde

azalmaktadir (Sainz vd. 2005).

Diisiik pH stresine kars1 hiicrelerin nasil korundugunu belirlemek amaciyla iki agamali
bir model ¢alisitlmistir. On asit soku olarak ifade edilen ilk asamada (pH 5,8) pH
bagimli homeostasis sistem indiiklenir. Bakteri, pH's1 4,0'dan diigiik bir ortama maruz
birakildiginda, aside tolerans kazanan kiltliriin sitoplazma pH'st aside tolerans
kazanmamus kiiltiire gore daha yiiksektir. Aside tolerans kazanmamis kiiltiir, ortam
pH's1 4,0'in altina diistiiglinde sitoplazma pH'sin1 kontrol edemezken, aside tolerans
kazanmig kiiltiir ayn1 kosullarda sitoplazma pH'sin1 5,0'n {izerinde tutabilmekte ve

proteinlerin asit denatiirasyonunu en az diizeye indirmektedir (Foster ve Hall 1991).

Di1s ortamin pH degerleri 7,5 ile 4,0 arasinda iken hiicre pH's1 degismemektedir. Fakat
ortam pH's1 3,3 oldugunda sitoplazma pH'st aside tolerans kazanmis ve kazanmamis
hiicreler arasinda farklilik gosterir. Aside tolerans kazanmamis hiicrelerin sitoplazma
pH's1 tolerans kazanan hiicrelere kiyasla 0,5-0,9 birim daha diisiiktiir. Bu veriler, asit
adaptasyonu ile sitoplazma pH'sinin daha iyi korundugu hipotezini desteklemekte olup,
bu koruyuculugun asit tolerans yanit1 (ATY) bagimli pH homeostasis sistem tarafindan

saglandig belirlenmistir (Foster ve Hall 1991).



Browne ve Dowds (2002) tarafindan yiiriitiilen ¢alismada, aside adapte edilen ve
edilmeyen Bacillus cereusun pH's1 4,6 olan ortamda hiicre i¢i pH degerleri arastirilmis
ve aside adapte edilen hiicrelerin sitoplazma pH'sinin daha iyi korundugu ve ayrica
kullanilan asit ¢esidine bagl olarak hiicre i¢i pH degerinin farklilik gosterdigi tespit
edilmistir. Ornegin, daha diisiik pKa (2,98) degerine sahip salisilik asitte sitoplazma
pH'si, daha yiiksek pKa (4,19) degerine sahip benzoik aside kiyasla daha iyi

korunmaktadir.

Son yillarda yapilan c¢aligmalarda, bazi patojen bakterilerin asidik ortamlarda canli
kalmalaria olanak saglayan pH homeostasis sisteminden farkli olarak protein sentezini
gerektiren indiiklenebilir asit direng sistemleri gelistirdikleri ortaya konulmustur.
Bakterinin aside tolerans kazanmasini saglayan bu sistemler belirli kosullar altinda

indiiklenmekte ve belirli genler tarafindan kontrol edilmektedir (Tosun 2003).

2.1.2 Asit tolerans yamit1 (ATY)

Gida patojenleri, gidalarin hazirlanmasi ve islenmesi sirasinda farkli stres kosullarina
maruz kalmaktadir. Mikroorganizmalarin gelisimi ve yasamasi {izerine stres
kosullarinin zararli etkileri tespit edilmistir. Mikroorganizmalarin stres yanit sistemi
farkli stresler tarafindan aktive olarak bir¢ok strese karsi koruma saglar. Gida iiretimi
sirasinda mikrobiyel popiilasyonun kontrol edilmesi amaciyla yaygin olarak pH, NaCl

ve sicaklik uygulamasi yapilmaktadir (Lou ve Yousef 1997).

Stres yaniti, mikroorganizmalarin bulunduklar1 ortamda meydana gelen degisimlere
kars1 direng saglar. Mikroorganizmalar strese maruz kaldiklarinda ¢esitli sekillerde yanit

olusturur (Campbell vd. 2004).

Hiicreleri koruyan, yikimini 6nleyen ya da stres ajanlarini elimine eden proteinlerin
iretimi, stres faktorlerine karsi tolerans ya da direng¢ artisinin saglanmasi, spor gibi
dormant durumdaki hiicre formasyonlarinin olusmasi, konak organizmanin

savunmasindan kagma ya da adaptif mutasyonlar ger¢ekleserek mikroorganizmalar



strese maruz kaldiginda adaptif ya da koruyucu yanmit olusmaktadir. Bu yanit
mikroorganizmalarin ayn1 ya da farkli tipte streslere karsi tolerans yanitini

arttirmaktadir. Bu olay, adaptif yanit ya da tolerans olarak tanimlanmaktadir (Azizoglu

2005).

Asit tolerans1 sirasinda bakterilerde meydana gelen degisimler ii¢ temel sinifta
incelenmistir. Bunlar; hiicre zar1 kompozisyonunda meydana gelen degisimler,
sitoplazma pH'sinin korunmasi i¢in meydana gelen enzimatik ve fizyolojik degisimler
ile asidik pH tarafindan temel hiicresel komponentlerin yikiminin 6nlenmesi ya da
tamirinin gerceklestirilmesi seklinde siralanmistir. Sitoplazmanin tampon kapasitesi,
diisiik proton gegirgenligi ve hiicre zarinda meydana gelen proton pompasinin, asit
diren¢ mekanizmasinda rol oynadigi belirlenmistir (Foster ve Hall 1991, Leyer vd.

1995, Gahan vd. 1996, Choi vd. 2000).

Listeria monocytogenes, E. coli O157:H7 ve S. Typhimurium gibi gida kaynakli
patojenlerde asit tolerans yaniti tespit edilmistir. Caligmalarin ¢ogunda adaptif asit
toleransina bagli olarak meydana gelen molekiiller ve fizyolojik degisimler
incelenmistir. Adaptif asit toleransi, organizmanin tiirline, gelisme fazina, gelisme
ortamina, asit ¢esidine (organik/ inorganik) ve diger ¢evresel faktorlere bagli olarak
gerceklesen ve farkli sistemlerden olusan kompleks biyolojik bir mekanizma olarak
ifade edilmektedir. Bu mekanizmada, hiicre zarinin yag asidi iceriginde degisimler ve
protein sentezinde degisikliler meydana gelerek, hiicreler asidin dldiiriicii etkilerinden

korunmus olmaktadir (Koutsoumanis ve Sofos 2004).

Son yillarda E. coli O157:H7, L. monocytogenes ve Salmonella iizerinde yogunlasan
calismalar, bu bakterilerde asidik ortamlara uyum saglamalarima yarayan
mekanizmalarin oldugunu ortaya koymustur. Bu patojen bakteriler orta derecede asitli
ortamlara belirli bir siire maruz kalirsa spesifik genler tarafindan kontrol edilen asit ok
proteinleri sentezleyerek yiiksek asitli ortamda canliliklarini siirdiirebilmektedir. Yiiksek
asitlige kars1 kazanilan bu diren¢ ATY olarak ifade edilmektedir (Foster ve Hall 1990,
Foster 1991, Leyer vd. 1995, O'driscoll vd. 1996, Riesenberg vd. 1996).



ATY, ilk defa S. Typhimurium'da kesfedilmis bir sistemdir. Bu sistem, bakterinin hafif
asidik bir ortama kisa bir sire maruz kalmasi durumunda indiklenir ve bakterinin

olimciil pH degerlerinde yagamini siirdlirmesine olanak saglar (Foster ve Hall 1990).

S. Typhimurium, pH'st 5,0 olan besiyerinde gelisebilmekte, pH 4,0'm altinda ise hizla
Olmektedir. Ortam pH'st 4,0''n altina indiginde pH homeostasis sistemi etkili
olamamaktadir. S. Typhimurium'un 5,0 ile 9,0 arasindaki pH degerlerinde gelisme
ozelligine sahip oldugu, fakat son yillarda yapilan arastirmalarda bakterinin asidik mide
ve makrofaj fagolizozomlar1 gibi diisiik pH'I1 ortamlarda da gelisebildigi gosterilmistir.
Bu patojeni pH 4,0'n altindaki asit kosullarin oldiriicii etkilerinden koruyan

mekanizmanin asit tolerans yaniti oldugu belirlenmistir (Foster 1991, Tamplin 2005).

ATY yanitinda, iki farkli pH bagimli asit tolerans sistemi kesfedilmistir. Bunlardan biri
logaritmik faz ATY'si, digeri durma fazi ATY'sidir. Diger bir sistem ise gelisimin
durma fazinda goriilen pH bagimsiz sistem olup, rpoS genini icermektedir (Arnold ve

Kaspar 1995, Berry vd. 2004).

Logaritmik faz ATY'si, iki asamadan olusan bir sistemdir. On asit soku olarak ifade
edilen birinci asamada, bakteri belirli bir siire pH 5,0-6,0 dolaylarinda bir ortama maruz
kalmakta ve asit sok proteinleri (ASP) denilen 6zel proteinler sentezlenmektedir. Bu
asamada 18 polipeptit sentezi gergeklestigi bildirilmektedir. Bunlardan 12'si
uyarilmakta, 6's1 ise adaptasyon sirasinda baskilanmaktadir. Bu sistem hiicrede demir
emiliginden sorumlu olan fur geni tarafindan kontrol edilmektedir. Asit soku olarak
ifade edilen ikinci asamada; bakterinin bulundugu ortam pH's1 4,5'ten kiigiiktiir. Bu
asamada en az 52 protein sentezlenmektedir. Bu iki agsamadan sonra bakteride ATY
uyarilmis olur ve bakteri tiirden tiire degismekle birlikte pH 3,0-4,0 degerlerinde uzun
stire canli kalabilir (Sekil 2.1). ASP'lerin, diisiik pH'nin 6ldiiriicii etkisinden hiicreyi

nasil korudugu tam olarak bilinmemektedir.



pH 7,7

U

12 proteinin uyarilmasi
Onasitsoku  pH 5,8 6 proteinin baskilanmasi
ATY-spesifik pH homeostasis

Asit soku <pH 4,5

U

pH 3,3  Canlilign siirdiiriilmesi

37 proteinin uyarilmasi
15 proteinin baskilanmasi

Sekil 2.1 ATY'nin iki asamal1 ¢calisma sisteminin sematik gosterimi (Foster 1991)

Ancak bu proteinlerin pH 5,5'in altinda hiicre i¢i proteinlerinin denatiirasyonunu
onledigi diistiniilmektedir. pH 5,0-5,5 degerleri arasinda hiicre ¢ogalamamakta ve bu pH
degerlerinin altinda oliim hiz kazanmaktadir. Bu asamada ASP'lerin bakterinin
sitoplazma pH'sin1 diizenledigi veya hiicre i¢i organellerini asidin zararli etkisinden
korudugu diistiniilmektedir (Foster 1991). Asit soku sirasinda DraK ve GroE proteinleri
gibi caporonin sinifi proteinler sentezlenmektedir. Bunlar, sicaklik ve asit ile denatiire
olan proteinleri dogal formunda tutabilmektedir (Bang vd. 2000, Foster 1991). Durma
fazi ATY'si, logaritmik faz ASP'lerinden farkli olarak sentezlenen 15 proteinin
senteziyle karakterizedir. Bu proteinler, logaritmik faz ASP'lerinden farkli olarak gegici
olarak sentezlenmekte ve pH 4,3'e birka¢ saat dayanabilmektedir (Lee vd. 1994,
Riesenberg vd.1996).

Foster (1993), farkli uygulamalarin ATY indiiksiyonu ve bakterilerin canli kalmasi
tizerindeki etkilerini aragtirmistir. S. Typhimurium'da, ATY yanitinin pH 5,8'de
indiiklenen 6n asit sok asamasi ve pH 4,5'te indiiklenen "asit sok sonrasi" asamasi
olmak iizere iki asamadan olustugu bilinmektedir. On asit sok asamasinda, hiicre ici
pH'sinin korunmasinmi saglayan ATY-spesifik pH homeostasis sistem indiiklenmekte,
asit sok sonrasi asamasinda ise makromolekiillerin asit yikimmin Onlenmesi ve
tamirinde 6nemli role sahip ASP'lerin sentezi ger¢eklesmektedir. Diisiik pH'lara karsi

maksimum koruma i¢in iki asama gerekli olup, asit soku (pH 4,3) kisa siirede (15



dakika) tek basimma pH 3,3'i tolere edebilmekte iken, asit soku 30 dakikadan daha uzun
siire uygulandiginda bu koruyucu etki olusmamaktadir. Sonug olarak ASP'ler pH 4,3'te
gecici olarak sentezlenmekte ve daha sonra yok olmakta ve hiicreler diisiik pH stresine

kars1 savunmasiz hale gelmektedir (Sekil 2.2) (Foster 1993).

Asit stres yaniti, pH homeostasis sistem tarafindan saglanmaktadir. Bu sistem daha
yuksek diizeydeki sitoplazma pH'sin1 (pH;), diisiik ortam pH'sina (pH,) karsi korur.
Ortam pH,'sinin 5,8 ve sitoplazma pHj'sinin 4,0 oldugu durumda S. Typhimurium
hiicrelerinin yagama orant % 100'diir. pH 5,8'e adapte edilen logaritmik faz hiicrelerinin
pH 3,3'te gerceklesen asit sokunda yasama orani, adapte edilmeyen hiicrelere kiyasla
daha yiiksektir. Hiicrelerin pH 3,3'te yasayabilmeleri icin asit sok proteinlerinin sentezi

gereklidir. Asit sok proteinlerinin ¢ogu pH 5,8'de sentezlenmemektedir (Foster 1993).

Foster ve Hall (1990), durma fazi1 ve logaritmik faz Salmonella hiicrelerinin asit tolerans
yanitini tespit etmek amactyla, bu hiicreleri 30-60 dakika siireyle ilimli (pH 5,8) ve orta
(pH 4,5) diizeyde asit kosullara maruz birakmis ve bu siire sonunda hiicreleri pH 3,0'a
aktarmistir. Arastirma sonunda Salmonella'nin durma faz1 hiicrelerinin logaritmik faz
hiicrelerinden daha direngli oldugu tespit edilmistir. Durma fazi ve logaritmik faz
hiicrelerinin asit adaptasyonu sirasinda protein sentezi ger¢eklesmektedir. Lee vd.
(1994) tarafindan S. Typhimurium iizerinde yapilan ¢alismada, bu bakterinin durma fazi
hiicrelerinin pH 3,0'a olan toleransinin, logaritmik faz hiicrelerinden 1.000 kat daha

yiiksek oldugu rapor edilmistir.

Salmonella'da OmpR, o, fur ve Ada, L. monocytogenes'te o”, Bacillus subtilis'te ¢* asit
sok proteinleri olarak tanimlanan regiilator proteinlerdir. S. Typhimurium'da asit stres
yanitinin, 7poS geni tarafindan kodlanan alternatif sigma faktor (¢°) tarafindan regiile
edildigi belirlenmistir (Rees vd. 1995, Gahan ve Hill 1999, Berry ve Cutter 2000, Yuk
ve Schneider 2006).
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Adapte edilmeyen Asit sok Pre Sok Post sok

pH 7,7 pH 7,7 pH 7,7 pH 7,7
U U U U
pH 5,8 pH 5,8
U U Indiiklenen Indiiklenen
pH homeostasis pH homeostasis
U U U U
pH 4,3 pH 4,3
U ASP sentezi U ASP sentezi

U U U U

pHO 373 (le 4:7) pHO 3:3 (le 531)
ASP sentezi

pHo 3,3 (pHi 4.5) pH, 3,3 (pH; 5,1)

Olim Canl1 Kalma Canli Kalma Canli1 Kalma

Sekil 2.2 Asit Tolerans Yanit1 (Foster 1993)

Fizyolojik ¢alismalar sonucunda, diisiik pH stresine kars1 korumada ATPaz enziminin
de onemli bir role sahip oldugu belirlenmistir (Foster ve Hall 1991, Hill vd. 2002). pH
7,0'da gelistirilen S. Typhimurium DT104 susunun ATPaz diizeyinin pH 5,0 ile
karsilagtirildiginda daha diisiik oldugu saptanmistir (Berk vd. 2005).

2.1.2.1 E. coli O157:H7'nin asit tolerans yaniti

E. coli O157:H7 sogukta depolanan, diisiik su aktivitesine sahip {iriinlerde ve asidik
gidalarda canliligin1 uzun siire muhafaza eder. Bu ortamlarda karsilastigi olumsuz ¢evre
kosullarina adapte olarak diren¢ kazanabilir. Yapilan ¢alismalar E. coli O157:H7'nin,
pH 4,5-5,5 degerlerinde bir ortama maruz kalmasi durumunda aside adapte olarak
direng kazandigini1 gostermektedir. ATY, E. coli O157:H7'nin hem asidik gidalarda hem
de fermente gidalarda aside diren¢ kazanarak canliligini siirdiirmesini saglar. Ayrica
ATY, E. coli O157:H7'nin enfeksiyon dozunun ¢ok diisiik olmasindan sorumlu olan bir

faktor olarak degerlendirilmektedir (Tosun ve Goniil 2003).
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Bir hipoteze gore sigirlarin sindirim sistemi, bahsedilen bu aside tolerans kazanma
mekanizmalarindan bir veya daha fazlasinin indiiklenmesine olanak saglamaktadir.
Kontamine olmus gidanin yenmesiyle, daha Onceden aside adapte olan bakteri,
konak¢inin midesinden gecerek bagirsaklarda kolonize olmakta ve enfeksiyon
olusturmaktadir. Aside direng sistemleri sogukta depolama boyunca da etkinligini
devam ettirmektedir. E. coli O157:H7, et {iriinlerine veya diger gidalara bulastiginda,
gida uygun kosullarda depolandig: takdirde aside direng 6zelligini korumaktadir (Lin
vd. 1996).

Cutter ve Siragusa (1994), organik asitlerle yikama islemi ile sigir karkaslarina bulasan
E. coli O157:H7'nin tamamen yok edilemeyecegini belirlemislerdir. Bakterinin aside
tolerans kazanmasit durumunda, mayonez, ketcap ve meyve sular1 gibi baz1 asidik

gidalarda yasama orani artmaktadir (Weagant vd. 1994, Tsai ve Ingham 1997).

Enterobacteriaceae familyasindaki bakterilerde asit direnci, farkli ortamlardaki
aminoasit varliginda gerceklesmektedir. E. coli O157:H7'nin durma fazi hiicreleri
lizerinde yiiriitiilen ¢alismalarda, glukoz bagimli ARI1, glutamat bagimli AR2, arjinin
bagimli AR3, lisin bagimli AR4 sistemleri tespit edilmistir (Adhikari 2005, Bhagwat
vd. 2006, Kieboom ve Abee 2006).

E. coli O157:H7'de tespit edilen asit diren¢ sistemleri; asitle indiiklenen arjinin
dekarboksilaz, asitle indiiklenen glutamat dekarboksilaz ve asitle indiiklenen oksidatif
sistemdir. Ilk iki sistemin galigmasi igin ortamda arjinin veya glutamatin bulunmasi
gereklidir. Baz1 kosullarda her iki sistem de ayni anda aktif olabilir. Ugiincii sistem
durma fazi1 doneminde aktiftir ve karbohidrata gerek duymadan caligabilir. Bu sistemler
bir yandan bakterinin asidik gidalarda yasaminmi silirdiirmesine olanak tanirken, diger
taraftan sindirim sisteminde karsilastigi asidik ortama direng goOstererek hastalik
olusturma sansin1 artirir. Bu sistemler E. coli O157:H7'de dogal olarak bulunur ve nétral
pH'larda bulunan bakterinin pH 3,0 veya daha altindaki bir ortama maruz kalmasi
durumunda indiiklenir. Bu sirada asit sok proteinleri sentezlenmez (Tosun ve Goniil

2005).
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E. coli O157:H7'de ilk olarak tespit edilen diren¢ sistemi olan AR1, pH 5,5'te glukoz
icermeyen kompleks ortamlarda, durma fazindaki hiicrelerde goriiliir. Bu hiicreler pH
2,5'e sahip ortamlarda birkac saat canli kalabilmektedir. AR1, alternatif sigma faktor
rpoS tarafindan regiile edilmektedir. Glukoz kullanimi ile AR1'in baskilanmasiyla
aminoasit bagimli AR sistemlerinin varligi kesfedilmistir. Bu sistemlerden AR2, pH
5,5'e sahip glukoz iceren kompleks ortamlarda durma fazindaki hiicrelerde olusur ve bu
hiicreler pH 2,0-2,5'te glutamat varliginda birka¢ saat canli kalmaktadir. AR2'de
dekarboksilasyon sonucu glutamat, glutamat-y-amino biitirik aside (GABA) doniisiir.
Bu mekanizma, hiicre i¢i pH'sinin korunmasini saglar. Glutamat dekarboksilasyonundan
gadA, gadB ve gadC olmak iizere li¢ gen sorumludur. Diisiik pH'lara kars1 en yiiksek
korumay1 saglayan sistem AR2'dir. Glukoz igeren ortamda durma fazinda gergeklesen
AR3, arjinin katkilt minimum ortamlarda, AR4 ise daha az miktarda lisin igeren pH 2,0-
2,5'e sahip ortamlarda hiicrelerin birkag saat canli kalmasini saglamaktadir. E. coli'de en
yaygin olarak tespit edilen aminoasit dekarboksilaz sistemi olan AR2, .
Typhimurium'da saptanamamustir. AR3 sisteminin E. coli ve S. Typhimurium'da
bulundugu, bu sistemin E. coli'de yalnizca AR sistemine katki sagladigi belirlenmistir.
E. colimin asit direncinden arjinin dekarboksilaz (adid) ve arjinin-agmatin
tastyicilarinin (adiC) sorumlu oldugu tespit edilmistir. AR4 sisteminin ise E. coli'de
bulunmadig: fakat S. Typhimurium'da saptandig: belirtilmistir (Gorden ve Small 1993,
Waterman ve Small 1998, Kieboom ve Abee 2006).

E. coli O157:H7 hiicrelerini asetik, biitirik ve propiyonik asit gibi ugucu organik asitlere
kars1 etkin bir sekilde koruyan sistemlerin arjinin ve glutamat bagimli sistemler oldugu,
oksidatif sistemin ise daha az etkili oldugu belirtilmistir. Alternatif sigma faktor
rpoSnin oksidatif asit stresi i¢in gerekli oldugu fakat arjinin ve glutamat bagimli asit
direng sistemi i¢in kismen gerektigi belirlenmistir. Arjinin dekarboksilaz sistemi (adi ve
regiilatorleri cysB ve adiY), arjinin bagimli asit direncinden sorumludur (Lin vd. 1996,

Choi vd. 2000).

Sicaklik ve asit gibi c¢evresel stres kosullarina karst durma fazi hiicrelerinin direng
artisinda sigma faktor regiilasyonu (7poS) rol oynar. Enterohemorajik E. coli suslari

arasinda siklikla rpoS mutasyonu gorilmektedir. Shigella flexneri, Salmonella ve E. coli
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O157:H7 gibi baz1 gida kaynakli patojenlerin yasama orani iizerinde rpoS faktoriiniin
anahtar rol oynadig1 ifade edilmistir. S. flexneri, Salmonella ve diyarejenik E. colinin
asit diren¢ sistemlerinden biri olan glukoz bagimli oksidatif yol, aerobik gelisme
kosullarinda meydana gelmekte ve rpoS tarafindan regiile edilmektedir. Bu direng
sistemi, hiicreleri pH 3,0'n tlizerindeki asidik streslerden korur. Glutamat bagimli asit
direng sistemi ise pH 3,0'1n altindaki asidik streslerden hiicreleri korumaktadir (Bhagwat

vd. 2006, Mao vd. 2006).

Heyde ve Portalier (1990), E. coli O157:H7nin bulundugu ortam pH'sinin 6,9'dan 4,3'e
diismesi durumunda en az 16 polipeptidin sentezlendigini bulmustur. Bunlardan 7 tanesi
asit soku proteini olarak tanimlanmistir. Bu proteinlerin indiiksiyonunu rpoS faktori

diizenlemektedir.

E. coli ve Salmonella'da asit kosullar tarafindan indiiklenen proteinler, hiicre zari
proteinleri ile sicak sok proteinleri olan GroEL ve DnaK'dir (Hickey ve Hirshfield 1990,
O'Driscoll vd. 1996).

Hengge-Aronis (1999), E. coli'de cesitli stres kosullarina kars1 yanit saglayan regiilator
mekanizmanin oldugu belirtilmistir. Farkli stres kosullar1 altindaki E. coli'de tespit
edilen o”°(rpoS) ve o”’(rpoD) sigma alt {initelerinden olusan RNA polimeraz enziminin
varhig1 saptanmistir. Bu sigma faktorler farkli genler tarafindan kontrol edilmektedir.
rpoS geni, durma fazi gen ekspresyonu icin regiilatordiir. Bu gen yalnizca durma

fazinda ya da stres kosullar1 altindayken belirlenmistir.

Lin vd. (1996), enterohemorajik E. colinin asit diren¢ mekanizmalarinin belirlenmesi
amaciyla yiiriittiikleri ¢calismada, asitle indiiklenen oksidatif sistem, asitle indiiklenen
arjinin bagimli sistem ve asitle indiiklenen glutamat bagimli sistemlerin varligi test
edilmistir. Bu sistemler, mide (pH 1,0-3,0) ve bagirsak (pH 4,5-7,0) ortamindaki asit
stresinden E. coli O157:H7'yi korumaktadir. Bu sistemler, bir kez indiiklendikten sonra 4
°C'daki soguk depoda uzun siire (28 giin) aktif kalmakta ve bu bulgu ozellikle gida

endiistrisi i¢in 6nem tasimaktadir.
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2.1.2.2 L. monocytogenes'in asit tolerans yaniti

L. monocytogenes'in asidik gidalarda, mide sivisinda ve makrofaj fagozomlarindaki
diisiik pH'larda yasamasi stres adaptasyon mekanizmasi tarafindan saglanmaktadir. Bu
mekanizmalarin en 6nemlilerinden biri pH homeostasis sistemdir. Asit kosullara maruz
kalan hiicrelerde, asit tolerans yamit1 sirasinda bazi degisimler olmaktadir. Oliimciil ve
Olimciil olmayan asidik kosullara maruz birakilan hiicrelerde protein sentezi
gerceklesmektedir. Mikroorganizmalarin sitoplazma pH'si, hiicre membranindan proton
taginimini  gergeklestiren pH homeostasis mekanizma tarafindan korunmaktadir.
Aerobik mikroorganizmalarda, H™'nin aktif tasinimi, solunum zincirindeki elektron
tasima sistemi ile gerceklesmektedir. Anaerobik mikroorganizmalarda, H' tasmimu,
ATP hidrolizinden gelen enerjiyi kullanarak H'-ATPaz molekiilleri vasitasiyla
gerceklesir. Fakiiltatif anaerobik olan L. monocytogenes, pH homeostasis icin her iki
sistemi de kullanmaktadir. ATPaz, ATP'yi kullanarak, hiicre zar1 boyunca protonlarin
yer degistirmesi i¢in kanal gérevi yapan alt birimli bir enzimdir. Bu enzim, oldukca iyi
bir sekilde korunmustur ve E. coli'de yogun bir sekilde aragtirilmistir. Enzimin F; kismi
bes alt birimden a3, B3, vy, o, € olusur, Fy kism1 ise a, b, ve c¢jo birimlerinden
olugmaktadir. ATPaz'in, L. monocytogenes'in asit adaptasyonu sirasinda rol oynadigi
belirtilmektedir (Phan-Thanh ve Mahouin 1999, Cotter vd. 2000, Hill vd. 2002, Gandhi
ve Chikindas 2007).

L. monocytogenes Oliimciil (asit stres) ve Oliimcilil olmayan (asit adaptasyon) asit
kosullara maruz birakildiginda protein sentezi gerceklesmektedir. Oliimciil pH'ya maruz
kalan hiicrelerde daha fazla protein sentezlenmesine ragmen, bu proteinlerin biiylik
cogunlugunun her iki pH kosulunda da ortak oldugu belirtilmistir. L. monocytogenes'in
diisiik sicaklikta gelistirilmesi sirasinda sentezi artan GroEL proteininin asit stresi
altinda da indiiklendigi belirlenmistir. Asit stresi sirasinda tespit edilen diger proteinler

ATP sentaz ve transkripsiyonal regiilatérlerdir (Gandhi ve Chikindas 2007).

Asitlik arttikga sentezlenen proteinler de artmakta, pH 3,5'te 47 protein ve pH 5,5'te 37
protein sentezlenmekte olup, bu proteinlerden 23'iiniin ortak oldugu saptanmistir. Asidik

kosullarda sentezlenen bu proteinler notral pH'larda sentezlenmemektedir. Asit stres
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sirasinda sentezlenen proteinler, ATP sentaz, thioredoksin rediiktaz, sigma H faktor,
caperonin, alkol dehidrogenaz ve GroEL'dir (Phan-Thanh ve Mahouin 1999, Phan-
Thanh vd. 2000).

L. monocytogenes'in asit streste yasamasini saglayan diger bir sistem glutamat
dekarboksilazdir (GAD). GAD sistemi gadA, gadB ve gadC olmak {lizere 3 gen
icermektedir. gadA ve gadB glutamat dekarboksilazlarimi kodlarken gadC geni
glutamat/y-aminobiitirat tasiyicilarin1 kodlamaktadir. Bu sistemle baglantili genler E.
coli, Shigella, Vibrio ve Lactobacillus lactis tiirlerinde de identifiye edilmistir. Bu
sistemin varhigi  Clostridium, Mycobacterium, Bacteroides, FEubacterium ve
Lactobacillus brevis'te biyokimyasal olarak tespit edilmistir. GAD sisteminin asit
dirence nasil katki sagladigi bir modelle agiklanmistir. Spesifik enzimler tarafindan
glutamat parcalanarak intraseliiler proton tiikketimi meydana gelir. Bu reaksiyon {iriinii
glutamat-y-aminobiitirat (GABA) yasiyicilar araciligryla hiicreden uzaklastirilir. Proton
kaybi ile sitoplazma pH's1 artar ve ekstraseliiler pH'da hafif bir artis olur. Ekstraseliiler
glutamat daha alkali olan GABA donisiir. GAD sistem fonksiyonu, L.
monocytogenes'in aside direng kazanmasinda ve mide ortamindan basariyla gecip
enfeksiyon olusturmasi agisindan hayati 6neme sahiptir. Glutamatca zengin asitli
gidalarda, L. monocytogenes'in canli kalmasinda GAD sisteminin Onemli bir rol
oynadigt bilinmektedir (Sekil 2.3) (Conte vd. 2002, Hill vd. 2002, Wemekamp-
Kamphuis vd. 2004, Gandhi ve Chikindas 2007).

L. monocytogenes'te, stres yanit genlerinin regiilasyonuna katilan ¢evrimler hakkinda
nispeten daha az sey bilinmektedir. Son zamanlarda, L. monocytogenes'te, alternatif
sigma faktorii o” tanimlanmustir. Bu sigma faktorii, stres yanit proteinlerinin ¢ogunun
sentezini reglile etmektedir. L. monocytogenes'in tuz toleransiyla ilgili glisin betain
tasima sistemi olan BetL, ¢°- bagimli promotor baglanma bélgesine sahiptir (Gahan ve

Hill 1999).
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Sekil 2.3 Stres yanitinda rol oynayan sistemler (Hill vd. 2002)

L. monocytogenes'in farkli gelisme fazlarinda o”- bagimh ve o”- bagimsiz asit direng
mekanizmalarinin  varligr tespit edilmistir. Ilimli asit kosullara maruz birakilan
logaritmik faz L. monocytogenes hiicrelerinin hayatta kalmalar1 ve mide sivisina olan
direng artislari kismen o”'ye baglhidir. Asit stresi altinda, L. monocytogenes'in hayatta
kalisi tizerinde ¢”nin rolii bulunmaktadir. ¢® faktdrii aym zamanda, viriilens gen
ekspresyonunu da regiile etmektedir (Ferreira vd. 2003, Sue vd. 2004, Gandhi ve
Chikindas 2007).

iki komponentli sistem olarak tamimlanan LisRK, L. monocytogenes'in asit direncinin
regiilasyonunda 6nemli bir role sahiptir (Gahan ve Hill 1999, Merrell ve Camili 2002).
L. monocytogenes'te yanit regiilatorii ve histidin kinazi kodlayan /isR ve lisK'leri igeren
iki komponentli regiilator sistemin varligi tespit edilmistir. Bu sistem hiicre zan ile
iligkili histidin kinaz vasitastyla, diisiik pH, oksidatif ve etanol stresi gibi ¢evredeki
degisiklikleri algilayarak hiicrenin yanit vermesini saglamaktadir (Gandhi ve Chikindas

2007).
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Asit adaptasyonu ile diiz zincirli yag asitleri C14:0 ve C16:0 artis gosterirken, C18:0
diizeyi azalmistir. L. monocytogenes'in nisin direncli mutantlarinda C14:0 diizeyinde

artis tespit edilmistir (Hill vd. 2002).

2.1.3 Adaptasyonda etkili olan faktorler

Gida patojenlerinin aside tolerans kazanmasinda bakteri tiirleri, ayni tiirlerde sus
farkliliklar1, bakterinin iireme donemi, ortamin pH'si, ortamda bulunan asidin cinsi,
ortamin igerigi gibi faktdrlerin etkili oldugu bilinmektedir (Buchanan ve Edelson 1999).
E. coli O157:H7'nin asit toleransiyla ilgili olarak yapilan ¢aligmalarda, asit tolerans
yanitinda bakteri tiirii, gelisme donemi, gidanin ¢esidi ve depolama sicakliginin etkili

oldugu belirlenmistir (Schurman 2001).

Samelis vd. (2003), E. coli O157:H7, L. monocytogenes ve S. Typhimurium'u %]1
glukoz igeren ve icermeyen TSB besiyerinde 10 °C'da 14 giin, 30 °C'da 24 saat inkiibe
ederek aside adapte etmislerdir. 10 °C'da gerceklestirilen asit adaptasyonunda asit
tolerans yanit1, 30 °C'da gergeklestirilen adaptasyona kiyasla azalmistir. Asit adaptasyon
uygulamasi sirasindaki depolama sicakliginin, adaptasyon iizerinde etkili oldugu

anlagilmistir.

Adaptasyon siiresi ve pH diizeylerinin tolerans {iizerindeki etkisinin belirlenmesi
amaciyla yiiriitiilen ¢alismada, E. coli O157:H7'nin pH 4,5'e 2 saat maruz birakilmasiyla
pH 3,0'daki asit toleransinda maksimum diizeyde artis saglanmistir. Adaptasyon siiresi,
pH ve asit uygulamasindan sonraki kosullarin, asit toleransinda etkili oldugu

goriilmistiir (Tosun ve Goniil 2005).

Cheng vd. (2003), E. coli O157:H7'nin asit toleransi iizerinde asit kosullarin ve
adaptasyon siiresinin etkileri aragtirtlmistir. £. coli O157:H7'nin 3 susu pH 5,0'da 1, 2,
3, 4 ve 6 saat siireyle tutulmustur. Aside adapte edilen hiicrelerin asit toleransi, pH 3,0;
4,0 ve 5,0'da belirlenmistir. pH'larin ayarlanmasi amaciyla HCI, asetik, laktik ve

propiyonik asit kullanilmistir. Arastirma sonunda, asit adaptasyonu ile asit toleransinin
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arttigl, adaptasyon siiresine ve asit ¢esidine bagli olarak artisin  gerceklestigi
belirlenmistir. En yiiksek asit tolerans1 dort saatlik adaptasyon siiresi sonunda elde
edilmistir. HCIl adaptasyonu ile organik asitlere olan direngte de artis goriilmiistiir.
Asetik asit varliginda, aside tolerans kazandirilan ve kazandirilmayan bakteri sayisi
sirastyla 0,36 ve 1,00 log kob/mL, laktik asit varliginda ise 1,70 ve 3,47 log kob/mL

diizeyinde azalmustir.

Asit soku ve aside adaptasyon isleminin E. coli O157:H7'nin aside tolerans kazanmasi
tizerindeki etkileri incelenmistir. Durma fazi hiicreleri pH 4,5; 5,0 ve 5,5'te tutulmustur.
Daha sonra asit sokuna birakilan hiicreler 1, 2, 3 ve 4 saat, aside adapte edilen hiicreler
ise 18 saat inkiibe edilmistir. Asit soku ve aside adapte edilen hiicrelerin asit toleransi
pH 2,5-3,0'da belirlenmistir. Asit soku E. coli O157:H7'nin aside olan toleransini
arttirirken, asit adaptasyonu asit toleransinda artig saglamamustir. Aside en yliksek
tolerans pH 4,5'te 2 saat asit sokuna maruz kalan kiiltiirde elde edilmistir. Sonuglar E.
coli'nin pH's1 4,5-5,5 olan asidik ortamlara kisa bir slire maruz kalmasi durumunda aside

tolerans kazandigini géstermistir (Tosun ve Goniil 2005).

Koutsoumanis ve Sofos (2004) tarafindan yiiriitiilen bir ¢aligmada, 4,0 ile 6,0 arasindaki
pH'lara 90 dakika siireyle maruz birakilan E. coli O157:H7, L. monocytogenes ve S.
Typhimurium'un pH's1t 3,5 olan TSB besiyerindeki yasama diizeyleri aragtirilmistir.
Calisma sonunda aside tolerans kazandirma ile patojenlerin dliimciil asit kosullardan
korundugu ve aside kars1 olusan koruyuculugun pH'ya bagimli oldugu saptanmistir. E.
coli O157:H7'de 4,0 ile 5,5 arasindaki pH'lara muameleden sonra asit direncinin arttigi
ve pH uygulamalarinin etkilerinin patojenler arasinda farklilik gdosterdigi rapor
edilmistir. L. monocytogenes'te 5,0 ile 6,0 arasindaki pH'larda, S. Typhimurium'da ise
4,0 ile 5,0 arasindaki pH'larda asit direnci artmistir. Aside en yiiksek tolerans, E. coli
O157:H7'de pH 5,0'da, L. monocytogenes'te pH 5,5'te ve S. Typhimurium'da pH 4,5'te
gerceklesmistir.

Ryu ve Beuchat (1998) tarafindan, E. coli O157:H7'nin, asit sok, asit adapte ve kontrol
hiicrelerinin laktik asit ve asetik asit ile asitlendirilmis TSB besiyerindeki gelisme

ozellikleri incelenmistir. Asetik asit denemelerinde (pH 3.,4), bu ii¢ hiicre cesidi ayn
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davranis1 sergilemistir. Laktik asit denemelerinde (pH 3.9) ise, asit adapte ve asit sok
hiicrelerinin sayisinin kontrol hiicrelerine kiyasla daha yiiksek oldugu, asit adapte
hiicrelerin asidik kosullar1 asit sok hiicrelerine kiyasla daha iyi tolere edebildigi
saptanmigtir. Asit tolerans yanitinin asit ¢esidi, pH ve hiicre ¢esidine bagli oldugu ifade

edilmistir.

V. vulnificus'un ti¢ susu HCI, sitrik ve asetik asit (pH 5,5) kullanilarak aside adapte
edilmistir. Kontrol ve aside adapte edilen hiicrelerin pH 3,5'teki asit toleranslari
belirlenmistir. HCI kullaniminda pH 5,0'da 5 ve 10 saatlik adaptasyon direng artigina
neden olurken, 1 ve 3 saatlik adaptasyon direng artisi saglamamustir. Sitrik asit
adaptasyonuyla sitrik aside olan direncin arttig1, asetik asit adaptasyonunun ise direng
artisina neden olmadigr saptanmustir. En yiiksek asit tolerans yanitinin, HCI
kullaniminda gerceklestigi rapor edilmistir. HCI ve sitrik asitte gerceklestirilen asit
adaptasyonunda bakteri susu, adaptasyon siiresi ve asit ¢esidinin etkili oldugu
goriilmiistlir. Asit adaptasyonu ile dondurma-¢ozdiirmeye olan direng artmis ve sogukta

depolama sirasinda yasama orani artig géstermistir (Bang ve Drake 2005).

Greenacre vd. (2003) tarafindan yliriitillen calismada, adaptasyon siiresinin, hiicrelerin
sitoplazma pH'larin1 koruyabilme yetenekleriyle baglantili oldugu anlasilmistir. Hiicrelerin
sitoplazma pH'larin1 koruyarak 1liml asit kosullara adapte olduklar1 ve uzun adaptasyon
sliresinin adaptasyon saglamadigi belirlenmistir. Kritik zaman sonrasinda hiicre sitoplazma
pH'sin1 korumakta basarisiz olmakta ve hiicreler asidin 6ldiirticii etkilerine kars1 duyarl
hale gelmektedir. Kullamlan asit g¢esidine bagli olarak adaptasyon siiresi farklilik
gostermekte olup, asetik asit kullamilarak gerceklestirilen adaptasyonda L.
monocytogenes'in optimum asit toleranst 3 saatlik adaptasyondan sonra, laktik asit
kullanilarak gergeklestirilen adaptasyonda ise optimum tolerans 2 saatlik adaptasyon
sonrasinda gergeklesmistir. Ayrica asetik asit kullaniminda hiicre i¢i pH's1 laktik aside gore

daha hizli azalmstir.

Koutsoumanis vd. (2003) tarafindan, L. monocytogenes'te pH 4,0 ile 7,0 arasinda

gergeklestirilen asit adaptasyon uygulamasinda, pH 5,0; 5,5 ve 6,0'da 90 dakikalik
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adaptasyon sonunda asit direnci artarken, pH 4,0; 4,5 ve 7,0'da gerceklestirilen

adaptasyon asit direncinde artisa neden olmamustir.

Caggia vd. (2009) tarafindan yiiriitiilen ¢aligmada, pH's1 5,7'ye sahip ortamda 3 saatlik
adaptasyon uygulamasina tabi tutulan L. monocytogenes'in laktik asitle pH's1 3,7'ye

ayarlanmis ortama olan direncinin arttig1 tespit edilmistir.

Phan-Thanh vd. (2000), asit stresinden once L. monocytogenes EGD susu pH 4,8'de,
LO28 susu pH 5,5'te birkac saat aside adapte edilmistir. En yliksek asit toleransi 2 ve 3
saatlik adaptasyonda ger¢eklesmis, adaptasyon sliresi 24 saate uzatildiginda ise asit
tolerans1 azalmigtir. Aside adapte edilen kiiltirler, 4 °C'da muhafaza edildiginde asit

toleransi birka¢ hafta devam etmistir.

Lou ve Yousef (1997)'un yaptiklart bir ¢alismada, L. monocytogenes'in pH 4,5 ve pH
5,0'da 1 saatlik adaptasyon sonrasinda, pH 3,5'te yasama diizeyleri belirlenmistir. Bir
saatlik adaptasyon uygulamasi oliimciil diizeydeki aside olan direnci arttirmistir. En

yliksek asit direnci pH 5,0'da aside adapte edilen hiicrelerde saptanmustir.

Faleiro vd. (2003) tarafindan, asidik ve noétral gidalardan izole edilen farkli L.
monocytogenes suslari lizerinde yiiriitiilen arastirmada, diisilk pH ve yiiksek NaCl'ye
olan duyarliligin suglar arasinda farklilik gdosterdigi belirlenmistir. Laktik asit
kullanilarak pH 5,5'e ayarlanmis ortamda 1, 2 ve 4 saat siireyle gergeklestirilen asit
adaptasyonunda en yiiksek asit direnci en az 2 saatlik adaptasyonda ger¢eklesmistir.
Asit adaptasyonu, suslar arasinda farklilik gostermis, peynir izolatlarinda 2 saatlik, et
izolatlarinda ise 4 saatlik adaptasyon sonunda en yiiksek diizeyde asit direnci

kazanilmstir.

E. coli O157:H7'nin asit toleransi, gelisme fazina ve hiicre yogunluguna baghdir (Datta
ve Benjamin 1997). Durma faz kiiltiirlerinin asit toleransi, logaritmik faz kiiltiirlerinden

daha yiiksektir (Jordan ve Davies 2001). pH'st 2,5 olan ortamda, E. coli O157:H7'nin
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durma fazi hiicreleri 2 saat, logaritmik faz hiicreleri ise yarim saat i¢cinde canliliklarini

yitirmistir (Jonge vd. 2003).

L. monocytogenes'in asidik pH'ya olan direnci, gelisme ortaminin bilesimine, bakteri
susuna, gelisme fazina ve kullanilan asit ¢esidine baghdir. L. monocytogenes'in yasama
orani, HCI varliginda %96, asetik asit varliginda ise %31 olarak bulunmustur (Phan-
Thanh vd. 2000). Durma faz1 hiicreleri dogal olarak pH degisimlerine (pH 3,5) kars1
direnclidir. Fakat logaritmik faz hiicrelerin asit toleransinin indiiksiyonu i¢in pH 5,5'te

adaptasyon isleminin ger¢eklesmesi gereklidir (O'Driscoll vd. 1996).

Logaritmik fazdaki L. monocytogenes'in, laktik asitle pH's1 5,1'e ayarlanmis ortamda bir
saatlik adaptasyon sonrasinda, pH 3,5'e olan direncleri artmustir. pH 3,5'te inkiibasyonun
ikinci saatinde, logaritmik fazda aside tolerans kazanmis ve kazanmamis hiicreler ile
durma fazinda aside tolerans kazanmis hiicrelerin canli kalma diizeyleri sirastyla % 80;

% 20 ve % 70 olarak hesaplanmigtir (Cataldo vd. 2007).

Dlamini ve Buys (2009), %1 glukoz iceren TSB besiyerinde 18 saat siireyle aside
adapte edilen E. coli O157:H7 UT10 ve ATCC 25922 suslarinin, pH's1 4,5 ve 2,5'e
ayarlanmis Brain Heart Infusion (BHI) besiyerindeki canli kalma diizeylerini
arastirmiglardir. Asit adaptasyonu ile pH 4,5 ve pH 2,5'e olan direncin arttig1 ve direng

artisinin suslar arasinda farklilik gosterdigi belirlenmistir.

Vialette vd. (2003), L. monocytogenes'in klinik izolatlarinin asit ve ozmotik stres gibi
olumsuz kosullara adaptasyon yeteneklerinin gida izolatlarina kiyasla daha yiiksek
oldugu rapor etmiglerdir. Berk vd. (2005) ise, insan ve gida izolat1 S. Typhimurium'un
asit adaptasyonuna yonelik olarak ytriittiikkleri ¢calismalarinda, insanlardan izole edilen
suslarin asit direncinin daha yiiksek oldugu ve adaptasyon tizerinde sus farkliliklarinin

onemli oldugunu gostermislerdir.
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Goodson ve Rowbury (1989)'a gore, pH 5,0'da aside tolerans kazandirilan E. coli
O157:H7'nin, pH's1 3,5 olan, asetik, laktik, benzoik, propiyonik ve sorbik asit iceren

besiyerindeki canli kalma diizeyi artig gostermistir.

Farkli organik ve inorganik asitlerin bakterisidal ve bakteriostatik etkileri bilinmektedir.
Gida patojenlerine karsi organik asitler, inorganik asitlerden daha etkilidir. Bu etki,
hiicre i¢ine diffuzyon yeteneklerinin yiiksek olmasindan kaynaklanmaktadir. Asetik asit
gibi diisiik molekiiler agirliktaki organik asitler, sitrik asit gibi yiiksek molekiiler agirliktaki
organik asitlerden daha yiiksek inhibitor etkiye sahiptir (Deng vd. 1999, Phan-Thanh vd.
2000, Buchanan vd. 2004, Breidt vd. 2004, Bang ve Drake 2005).

Asitlerin inhibitor etkileri disosiasyon konstanti (pKa) ile korelasyon halindedir. Disosiye
formunda olmayan zayif asitlerin hiicre zarindan gegisi daha fazladir. Asitler arasinda
yapilan testlerde HCI'nin sulu ortamlarda tamamen disosiye oldugu, pH 5,4'te en yiiksek
disosiye olmayan asit konsantrasyonuna sahip asidin asetik asit (pKa 4,76) oldugu, laktik
asidin (pKa 3,86) ise en diisiik disosiye konsantrasyonuna sahip oldugu belirtilmistir. En
yiiksek pKa degerine sahip olan asetik asidin L. monocytogenes tizerindeki inhibitor etkisi,
HCl'den daha yiiksektir. En yiiksek inhibitor etkiye sahip asetik asidin bu 6zelligi hiicre
zarmdan gecis yetenegi ile agiklanmaktadir. Laktik asit daha diisiik inhibitor etkiye sahip
olup, hiicre zarmna etkili tutunamamaktadir. L. monocytogenes iizerindeki inhibitor etkinin
asetik asit>laktik asit>HCI seklinde oldugu belirlenmistir (Vasseur vd. 1999, Gravesen vd.
2004, Bang ve Drake 2005).

Sorelles vd. (1989), L. monocytogenes lizerinde organik asitlerin bakteriyostatik etkilerinin
asetik asit>laktik asit>sitrik asit seklinde oldugu belirtilmistir. Ryu vd. (1999), asitlerin E.
coli O157:H7 iizerindeki etkilerininin belirlenmesi amaciyla yiriittiikleri ¢alismada,
bakteriyostatik etkinin asetik asit>laktik asit>sitrik asit seklinde oldugu, Bang ve Drake
(2005) tarafindan yiiriitiilen ¢alismada ise, V. vulnificus tizerinde asetik asidin sitrik asitten

daha etkili oldugu rapor edilmistir.

Bir bagka arastirmada %1,25 glukoz igeren TSB besiyerinde 18 saat gelistirilerek aside
adapte edilen E. coli O157:H7'nin, asetik, sitrik ve malik asit kullanilarak farkli pH'lara
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ayarlanmig besiyerindeki yasama diizeyleri belirlenmistir (Deng vd. 1999). Arastirma
sonunda, organik asitlerin E. coli OI157:H7 {izerindeki inhibitér etkisi,

asetik>laktik>malik asit seklinde bulunmustur.

Leyer ve Johnson (1992) tarafindan gerceklestirilen calismada, HCI ile pH 5,8'de aside
tolerans kazandirilan S. Typhimurium hiicrelerinin asetik, propiyonik ve laktik asit gibi
organik asitlerdeki yasama diizeyleri tespit edilmistir. Asitlerin hepsinde aside tolerans
kazanan hiicrelerin yasama orani aside tolerans kazanmayan hiicrelere kiyasla daha
yiiksek bulunmustur. Laktik asidin en yiiksek o6ldiiriicii etkiye sahip oldugu, bunu asetik
ve propiyonik asidin izledigi belirtilmistir. Aside tolerans kazanmis S. Typhimurium,
peynirin fermantasyonu asamasinda, aside tolerans kazanmamus kiiltiire gére daha uzun

siire canl1 kalmustir.

Buchanan vd. (2004) tarafindan, farkli asit ¢esitlerinin (asetik, laktik, sitrik, malik ve
HCI) E. coli O157:H7'nin asit toleransi iizerindeki etkisini belirlemek amaciyla
ylriitiilen calismada, en yiliksek inhibitor etki laktik asitte, en diisiik inhibitor etki ise
HCI kullaniminda ger¢eklesmistir.

Buchanan ve Edelson (1999) tarafindan, HCI, asetik, laktik, malik ve sitrik asidin E. coli
O157:H7 tizerindeki inhibitdr etkisi arastirilmistir. En yiiksek inhibitor etki laktik asitte, en
diisiik inhibitor etki HCl'de elde edilmis olup, asetik, sitrik ve malik aside olan duyarlilik

ise suslar arasinda farklilik géstermistir.

2.1.4 Capraz direnc

Capraz direng, bakterinin karsilastigi strese adapte olurken ayni anda diger streslere de
adapte olarak diren¢ kazanmasi olarak tanimlanir. E. coli O157:H7'de ¢evresel streslere
direng saglayan en 6nemli gen rpoS genidir. Birgok arastirici, 7poS geninin regiile ettigi
proteinlerin aglikla indiiklendigini, sicaklik ve asit de dahil olmak iizere farkl streslere

kars1 ¢apraz direng sagladigini belirtmistir (Arnold ve Kaspar 1995, Cheville vd. 1996).
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rpoS geni sicak sok, ozmotik stres, oksidatif stres, aclik, asit ve etanol gibi genel stres
yanitlarini da igeren 35'ten fazla geni kontrol etmektedir. Stres hiicreleri ve durma fazi
hiicrelerinde daha yiiksek direncin olusmasinda rol oynayan alternatif sigma faktorii,

rpoS geni tarafindan kodlanmaktadir (Farewell vd. 1998).

Asit adaptasyonu sicaklik, tuzluluk, laktoperoksidaz sistem aktivasyonu gibi diger
cevresel stres ajanlarina karst da c¢apraz direng saglar. E. coli O157:H7'de subletal
sicaklik uygulamalarin, bakterinin aside olan toleransini artirdigi bilinmektedir. Bu
capraz direng, sicaklik ve asit soku proteinlerinin sentezlenmesi ile meydana gelir. Bu
ozellik, hafif 1sitma islemi uygulandiktan sonra asidik koruyucu kullanilan gidalarda E.

coli O157:H7"nin uzun siire canli kalmasini saglayabilir (Leyer vd. 1995).

Ug farkli E. coli O157:H7 susunun stres toleransi {izerinde, asit adaptasyonunun etkisi
arastirilmistir. Hiicreler pH 5,0'da 4 saat aside adapte edilmis ve hiicrelerin termal
toleransi (52 °C'da), NaCl, safra tuzu ve etanol varhiginda yasama oranlar1 incelenmistir.
Asit adaptasyonu ile termal ve NaCl toleransi artis gostermistir. Asit adaptasyonu safra

tuzuna tolerans iizerinde etkili olmamistir (Azizoglu 2005).

Bazi1 dondurulmus firiinlerde, soguk sokuna maruz kalan E. coli O157:H7'nin soguk
sokuna maruz kalmayan hiicrelere gore daha uzun siire canli kaldig1 goriilmiistiir. Ancak
onceden pH 5,0'da aside adapte edilen hiicrelerde bu etki olusmamaktadir. Ayrica soguk
stresi E. coli O157:H7'nin sicakliga olan direncini diistiriirken, donma- ¢6zlinme direnci
lizerinde artisa neden olmustur. Donma- ¢6ziinme direnci ise E. coli O157:H7'nin aside
adapte olmasi durumunda artmaktadir. Aclik stresi de E. coli O157:H7'nin donma-

¢Oziinme direncini arttirmistir (Tosun 2003).

pH 5,5'te 2 saat aside adapte edilen L. monocytogenes'in asit toleransinin arttig1 tespit
edilmistir. Asit toleransi, L. monocytogenes'in sicak sok (52 °C), ozmotik sok (%25-30
NaCl) ve alkol (%]15) stresine kars1 ¢apraz direncini arttirmustir. Ayrica 50 °C'da 45
dakika sicaga adapte edilen hiicrelerin asit direncinin arttigi da belirlenmistir (Phan-

Thanh vd. 2000, O'Driscoll vd. 1996).
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Laktik asit kullanilarak pH's1 5,5'e ayarlanmis TSB besiyerinde bir saat aside adapte
edilen L. monocytogenes'in modifiye atmosferde paketlenmis sebzelerde yasama orani
artmistir. Asit adapte L. monocytogenes'in yiikksek CO, (%25-30) atmosferine olan

direnci de artis gostermistir (Francis ve O'Beirne 2001).

Ug farkli L. monocytogenes susu farkli asitlerle (asetik, sitrik, laktik) pH'st 5,5'
ayarlanmig TSB besiyerinde 1 ve 4 saat siireyle adaptasyona birakilmistir. Asit adapte
hiicrelere diisiik diizeyde gama radyasyonu (0,59-0,72 kGy) uygulanmistir. Arastirma
sonunda radyasyona kars1 en yiiksek direng, asetik asitte 1 saat adapte edilen hiicrelerde

tespit edilmistir (Foley vd. 2005).

L. monocytogenes'in asit adaptasyonu sicaklik, etanol, oksidatif ve ozmotik streslere ve
nisin gibi bakteriyosinlere kars1 ¢capraz diren¢ saglamaktadir. Adaptif asit toleransinin
capraz direnci; mide sivisi, safra ve refakat¢i bagirsak florasi, fagozomdaki oksidatif
tiriinler ve ince bagirsaktaki organik asit gibi konakgidaki degisimlerden bakterilerin
etkilenmeden yagsamasina katkida bulunarak hastalik yapma sansinin artmasina neden

olmaktadir (Lou ve Yousef 1997).

Diisiik pH kosullarina adapte edilen L. monocytogenes hiicreleri adapte edilmeyenlere
kiyasla asidik kosullarda daha yiiksek yasama oranina sahiptir. Yiiksek ozmotik
kosullara adaptasyon L. monocytogenes'in termotoleransini artirmaktadir. Diistik
sicakliklara adapte edilen L. monocytogenes'in 10 °C sicakliktaki gelisiminde artis tespit
edilmistir. Stres kosullarina adaptasyon L. monocytogenes'in virulensinde de artisa
neden olmus ve adapte hiicreler yapay mide ortaminda daha uzun siire canliligini

korumustur (Bolton ve Frank 1999).

Farkli kaynaklardan izole edilen L. monocytogenes suslari, %10 NaCl (1,5 saat), pH 5,0
(1,0-1,5 saat) ve 46 °C sicaklik (0,5-1,5 saat) stresine tek tek ya da bu streslerin
kombinasyonlarina maruz birakilmigtir. En yiiksek termal tolerans, kombine stres

uygulamalar1 sonucunda elde edilmistir (Skandamis vd. 2008).
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Aside adapte edilmis ve edilmemis L. monocytogenes'in inokiile edildigi taze sigir etleri,
30 saniye siireyle sicak suya (75 °C ve 55 °C) ve 55 °C sicakliga sahip olan %2'lik
asetik ve laktik asit sollisyonlarina daldirilmistir. Asit adaptasyonu, L. monocytogenes'in

bu uygulamalara olan direncinde artisa neden olmamuistir (Ikeda vd. 2003).

Glukoz igeren ve igermeyen ortamda gelistirilen L. monocytogenes'in durma fazi
hiicreleri, asit stres (pH 4,0 4,5; 5,0; 5,5; 6,0 ve 7,0), ozmotik stres (%10,5 ile %?20,5
NaCl) ve sicak sok (-5; 50 °C) gibi farkli stres kosullarma 90 dakika maruz
birakilmistir. Iliml asit (pH 5,0; 5,5 ve 6,0) uygulamasi, patojenin kuvvetli aside (pH
3,5) olan direncini arttirmuis, fakat pH 4,0; 4,5 ve 7,0'da gergeklestirilen adaptasyon asit
direncinde artisa neden olmamustir. Asit stres disindaki subletal stresler, L.
monocytogenes'in asit direncini etkilememistir. Farkli sicakliklarda (4, 15 ve 30 °C)
ilimlr asit kosullara (pH 5,5) muamele edilen L. monocytogenes'in sicaklik azaldikca

aside olan direnglerinin azaldig1 belirlenmistir (Koutsoumanis vd. 2003).

L. monocytogenes'in logaritmik faz kiiltiirleri subletal dozdaki etanol (%5), asit (pH 4,5-
5,0), H,O, (500 ppm), NaCl (%7) ve sicak sokuna (45 °C) bir saat maruz birakilmistir.
Strese adapte edilen hiicrelerin 6liimciil diizeydeki etanol (%17,5), asit (pH 3.,5), H,O,
(%0,1), NaCl (%25) varliginda yasama diizeyleri tespit edilmistir. Asit ve etanole
adapte edilen L. monocytogenes'in asit, etanol ve H,O,'ye olan direnci artis gostermistir.
Etanol adaptasyonunun %25 NaCl'e olan direnci, H,O,, NaCl ve sicak adaptasyonu ise
H,05'ye olan direnci arttirmistir. L. monocytogenes'in farkl streslere adaptasyonundan
sonra letal kosullardaki streslere olan direnglerinin de arttigi belirlenmistir (Lou ve

Yousef 1997).

Sharma vd. (2005) tarafindan yiiriitiilen ¢aligsmada, aside adapte edilen ve edilmeyen
Salmonella, E. coli O157:H7 ve L. monocytogenes'in kavun ve karpuz suyunda desimal
indirgeme siiresi (D degeri) belirlenmistir. %1 glukoz iceren TSB besiyerinde 24 saat
siire ile aside adapte edilen Salmonella ve E. coli O157:H7'nin termal toleransinin

artmasina ragmen, L. monocytogenes'in termal toleransinda artis saglanamamustir.
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Calicioglu vd. (2002), aside adapte edilmis ve edilmemis L. monocytogenes'in inokiile
edildigi sigir etleri, 4 °C'da 24 saat farkli soliisyonlar kullanilarak marine edilmis ve 60
°C'da 10 saat kurutulmustur. Adaptasyon uygulamasinin L. monocytogenes'in kurutma

prosesine olan direncini arttirmadigi rapor edilmistir.

S. Typhimurium'da asit adaptasyonunun, sicaklik ve hidrojen peroksit sokuna karsi
capraz diren¢ saglamadig1 ancak polimiksin B, kristal viyole, laktoperoksidaz sistem
aktivasyonu ve tuz gibi stres kosullarina karsi capraz diren¢ sagladigi belirtilmistir

(Leyer ve Johnson 1993).

S. Typhimurium'un 1limli asit sartlara maruz birakilmasinin, hiicreleri siddetli asit
sokuna kars1 koruyan ATY sistemini aktive ettigi bilinmektedir. Bu sistem, tuz ve
sicaklik gibi diger stres kosullarina karst capraz direng de saglamaktadir. S.
Typhimurium'un ATY sistemi {lizerine laktik ve asetik asidin etkisi aragtirilmigtir. Asit
adapte hiicreler NaCl ve KCl sokuna maruz birakilmis ve yasama oranlart belirlenmistir.
Asetik asit adaptasyonu, hiicreleri NaCl ve KCI stresine karsi korumustur. Buna
ragmen, laktik asit adaptasyonunun ozmotik stres ajanlarina karsi koruyucu etkisi
olmamigtir. HCl'nin tesvik ettigi ATY, tuz ve sicaklik uygulamalarma kars1 direng
saglarken, H,O, (oksidatif) stresine karsi diren¢ saglamamaktadir. Kisa zincirli yag
asitlerine adaptasyon ile tuza karsi koruyucu yanit olusurken, H,O,'ye karsi yanit

olugsmamistir (Greenacre ve Brocklehurst 2006).

Asit ve alkali stres V. parahaemolyticus'un sicaklia direncini artirmaktadir. Asit
adaptasyonunun E. coli O157:H7'nin sicaklik, dondurma ve ¢ozdiirmeye direncini

arttirdig1 belirlenmistir (Bang ve Drake 2005).

S. Typhimurium, konakg¢1 ortami disinda aside oldukg¢a duyarlidir. Bu bakteri, pH 5,8'e
ayarlanmis ortamda bir jenerasyon siiresi boyunca inkiibe edilerek aside adapte
edilmistir. Aside adapte edilen hiicrelerin sicaklik, tuz ve organik asitler gibi farkli
streslere karsi tolerans kazanirken, soguga karsi1 capraz direng olugsmadigi belirlenmistir.

Aside adapte edilen hiicrelerin 50 °C'daki D degeri kontrol hiicrelerine gore oldukga
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ylksek bulunmustur. Bu sonuglar aside adaptasyonun hiicrenin bir¢ok farkli strese karsi

direncini artirdigini gostermistir (Tosun ve Goniil 2003).

Singh vd. (2006) tarafindan yiiriitillen ¢alismada, 4 °C ve -20 °C'da depolanan sigir
etindeki asit adapte E. coli O157:H7 ve Salmonella'nin termal toleranslar1 {izerine
depolama sicakliginin etkisi arastirilmistir. Bu amacgla %1 glukoz iceren TSB'de
gelistirilerek asidik kosullara (pH 4,6) adapte edilen hiicreler sigir etlerine inokiile
edilmistir. 4 °C'da depolanan ornekler 1, 7, 14, 21 ve 28. giinde, -20 °C'da depolanan
ornekler 1, 30, 60, 90 ve 120. giinde, 62 ve 65 °C sicakliga maruz birakilarak D degeri
belirlenmistir. 4 °C'da depolanan aside adapte edilmeyen E. coli O157:H7'de D¢, degeri
21. ve 28. giinde, -20 °C'da depolananlarda 90. ve 120. giinde daha yiiksek bulunmustur.
4 °C'da depolanan aside adapte edilmeyen Salmonella'da De, degerinin 21. ve 28.
giinde, 4 °C'da depolanan asit adapte Salmonella'da 28. giinde daha yiiksek oldugu
goOrtlmiistiir. Asit adapte Salmonella'da -20 °C'da depolananda Dg, degeri 30, 60 ve 90.
gilinde daha ytiiksektir. Aside adapte edilen ve edilmeyen E. coli ve Salmonella'larda Dgs
degerleri arasinda her iki sicaklikta depolamada 6nemli bir fark tespit edilmemistir. Bu
bulgular gida kaynakli patojenlerin asit adaptasyonunun daha diisiik pisirme sicakligi
gibi sicaklik uygulamasina karsi belirli bir koruma sagladigini, daha yiiksek sicaklik
uygulamasina karsi aside adapte edilen ve edilmeyen tiirlerin duyarliliklar1 arasinda

farklilik olmadigini gostermistir.

Arnold ve Kaspar (1995) tarafindan yiriitiilen ¢alismada, 4 °C'da E. coli O157:H7'de
asit toleransmin olusmadigi belirlenmisve E. coli O157:H7'de, 8 °C'in altindaki
sicakliklarda asit toleransi icin gerekli proteinlerin sentezinin inhibe edildigi rapor

edilmistir.

Bir bagka ¢alismada, ozmotik stres ile diisiik sicaklik ve yiiksek sicaklik stresine maruz
birakilan L. monocytogenes'in asit stresine olan direncinin artmadigi rapor edilmistir
(Koutsoumanis vd. 2003). Gida iiretimi sirasinda, bakterilerin stres kosullarina
adaptasyon yetenekleri, sicaklik, pH ve tuz gibi stres faktorlerinin sayisina ve gelisme

kosullarina baghdir. L. monocytogenes'in % 10,5 NaCl varliginda pH 5,5'e maruz
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birakilmasi, bakterinin asit direncinde azalmaya neden olmus, fakat diren¢ azalmasi

kontrol grubuna kiyasla daha diisiik diizeyde kalmistir.

2.1.5 Aside tolerans kazanmanin patojenitedeki rolii

Gida kaynakli hastaliklara yol acan bakteriyel patojenler, konak¢i bagisiklik
sisteminden kagmak ve konak hiicrede yerlesmek icin karmasik birgok sistem
gelistirmislerdir. Ornegin L. monocytogenes, hiicre isgalini kolaylastirmak, konakg1
hiicrenin fagozomlarindan kagmak ve komsu hiicrelere yayilmak i¢in 6zel enfeksiyon
yapict faktorler kullanir. S. Typhimurium, hedef hiicrelerin ele gecirilmesine imkéan
saglamak icin enfeksiyon yapici faktorleri uyarir ve fagozomlarin fagolizozomlara
dontismesini engeller. Bununla birlikte, bu patojenlerin hiicre i¢i yasam sekilleri ¢ok
biiylik farkliliklar gosterirken, her iki organizma da konakei hiicrede karsilagilan stres

kosullarinda yagama yetenegine sahiptir (Gahan ve Hill 1999).

Bu patojenler, gidalarin liretimi ve depolanisi sirasinda farkli ¢evresel stres kosullarina,
tilketimin ardindan ise, midenin diisiik pH'sina maruz kalmaktadirlar. Mideden gecis
sirasinda hayatta kalanlar ince bagirsaktaki yag asitleri, safra ve diisiik oksijene maruz
kalir. Bu agsamada bagirsak florasiyla olan rekabet cok siddetlidir, bu sartlarda da canli
kalanlar bagirsak epitel hiicrelerini isgal ederek enfeksiyon olustururlar (Hill vd. 1995,
Gahan ve Hill 1999). Bakteriyel hiicrelerin bagirsak reseptorlerine tutunmasi, gogalmasi
ve toksin liretimi ile sindirilen hiicrelerin viriilens derecesine bagl olarak enfeksiyon

semptomlar1 olusur (Buncic ve Avery 1998).

Asit direnci, E. coli O157:H7 gibi patojenlerin patojenitesi ve yagama oranina katkida
bulunan en oOnemli karakteristiklerden biridir. Gida kaynakli enfeksiyonlarin
kontroliinde mide s1vist 6nemlidir. Patojenlerin, insanlarda hastalik olusturabilmesi igin
bagirsaga ulagsmadan once midede karsilastiklari asidik kosullara direng gostererek
yasamini siirdiirmesi gereklidir. Mide sivisinin asiditesi, gida kaynakli patojen
saldirilarma kars1 ilk engeli olusturmaktadir (Benjamin ve Datta 1995, Merrell ve
Camili 2002). E. coli O157:H7'yi de iceren enterik bakterilerde diisiik pH'da asit

tolerans yanit1 indiiklenmektedir. Asit direnci, patojenin asidik gidalarda yasama oranini
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arttirmaktadir. Midedeki asiditeye olan direng, midedeki gastrik kosullarda yasama
kapasitesini ve bagirsak epiteline kolonize olma kapasitesini ylikseltmekte ve
enfeksiyon dozunun diisiik olmasima neden olmaktadir (Castanie-Cornet vd. 1999,

Smith 2003, Mao vd. 2006, Skandamis vd. 2007).

Gida patojenlerine karst savunmada midede salgilanan HCI 6nemli bir role sahiptir.
Mide sivisinin pH's1 1,0-2,0 arasinda olup bir¢cok patojen icin oOldiiriictidiir. E. coli
O157:H7 hiicrelerinin % 20- % 80'inin sindirilmeden canli olarak ince bagirsaga ulastig

in vitro sistemlerde belirlenmistir (Smith 2003).

Gorden ve Small (1993)'e gore, enteropatojenik E. coli tirleri, E. coli K-12 gibi
patojenik olmayan tiirlere gore asidi daha iyi tolere edebilmektedir. E. coli O157:H7,
pH 2,5'te 2 saat canli kalabilmektedir.

Asit adaptasyonu, E. coli suslarinin organik asitlere olan direncinde artisa neden olarak,
insan midesi gibi yiiksek asidik kosularda yasama yetenegini arttirmaktadir (Sainz vd.
2005). Farkl: tiirlerin asit tolerans1 yaygin varyasyonlar gostermesine ragmen, diisiik
enfeksiyon dozuna sahip olan bakteriyel patojenler asidi daha iyi tolere edebilmektedir
(Cheng ve Kaspar 1998). Enterohemorajik E. coli serotipleri asidi tolere edebilme
yeteneklerine gore, yiiksek asit tolerantlar (%50-100 yasama), orta diizeyde asit
tolerantlar (%10-50 yasama) ve zayif asit tolerantlar (< %10 yasama) olmak iizere 3
grupta incelenmektedir. Aside direngli suslar, pH 2,5't¢c en az 5 saat canliligm
siirdiirmektedir (Benjamin ve Datta 1995). E. coli O157:H7'nin yliksek asit tolerant
oldugu ve bunun patojenite agisindan onem tasidigi belirtilmistir (Arnold ve Kaspar

1995).

Cheville vd. (1996), E. coli O157:H7'nin subletal diizeydeki asit stresine maruz
birakilmasiyla gidalardaki yasama oraninin arttigit ve bu direng artisinin patojenite
tizerinde 6nemli bir role sahip oldugunu belirtmislerdir. L. monocytogenes, siit ve siit
tirtinleri ve 6zellikle de yumusak peynirler araciligiyla enfeksiyonlara neden olmaktadir.
L. monocytogenes'in patojenitesinin asit toleransiyla ilgili oldugu, asit toleransinin

bakteriyi midenin asit engeline kars1 korudugu, epitel ve fagositik hiicreler gibi farkl
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hiicrelerde yasamasi, yayilimi ve ¢ogalmasinda etkili oldugu gosterilmistir (Cataldo vd.

2007).

L. monocytogenes diisiik sicaklik, diisiik pH ve yiiksek tuz konsantrasyonu gibi olumsuz
cevresel kosullarda gelisebilme yetenegine sahiptir. L. monocytogenes'in diigik pH
kosullarinda yasayabilme ve tepki verme yetenekleri viriilens i¢in 6nemli bir rol
oynamaktadir. Bu yetenekleri sayesinde makrofaj fagozomlar1 ve insan midesi gibi
olumsuz kosullara sahip ortamlarda canliligini siirdiirebilmektedir (Shabala vd. 2002,

Vialette vd. 2003, Caggia vd. 2009).

L. monocytogenes'in gelisimi ve viriilensi lizerinde sicaklik, pH, tuz ve organik asitler
gibi  ¢evresel stres  kosullarimin  etkisi  arastirtlmistir.  Gidalarda  tipik
konsantrasyonlardaki organik asit ve NaCl varliginda L. monocytogenes'in logaritmik
faz hiicrelerinin generasyon zamani ve maksimal hiicre sayisinin alternatif sigma faktor
o”'ye bagimli olmadig1 belirlenmistir. L. monocytogenes'in Caco- 2 hiicrelerine saldirma
yetenekleri, gelisme fazi, sicaklik, tuz ve organik asit varligindan etkilenmektedir.
NaCl, sodyum diasetat ve sodyum laktat varliginda gelisen L. monocytogenes'in mide
stvisinda yagsama diizeyi azalmaktadir. Bu sonuglar L. monocytogenes'in enfeksiyon
dozunun gidanin spesifik ozelliklerinden etkilendigini (tuz, pH ve organik asit)
gostermektedir. Tuz ve organik asit gibi gida ile ilgili stres kosullarinin L.

monocytogenes'in viriilens karakteristiklerini etkiledigi saptanmistir (Garner vd. 2006).

Alternatif sigma faktor rpoS, Salmonella tiirlerinde iyi bilinen direng regiilatdrlerinden
birisi olup, stres kosullarinda bakterilerin yasama orani lizerinde etkilidir. Salmonella
DT104 susunun flagellin (FIjB) faji miktarinin asidik ortamlarda 82,4 kat daha fazla
artig gosterdigi belirlenmistir. Flagellaya bagimli hiicre hareketi diisiik pH ile regiile
edilmektedir. Fazla miktardaki flagellal proteinlerin diisiik pH'li ortamda yasama
oranini arttirdig1 saptanmistir (Berk vd. 2005).

LisRK olarak adlandirilan iki bilesenli sistem, L. monocytogenes'in asit direncinin
regiilasyonun da oOnemli bir role sahiptir. L. monocytogenes'te viriilens gen

ekspresyonunun regiilasyonu, transkripsiyonel aktivator olan Prf4 tarafindan

32



gerceklestirilir. Genelde virlilens gen ekspresyonu, artan sicaklikla pozitif yonde regiile
olurken, mono ve disakkaritler tarafindan negatif yonde regiile edilirler. Prf4 tarafindan
regiile edilen enfeksiyon yapict faktoriin (listeriolizin) diisikk pH tarafindan negatif

yonde regiile edildigine iligskin bazi kanitlar da bulunmaktadir (Gahan ve Hill 1999).

Subletal asidik (pH 5,1) kosullara maruz birakilan L. monocytogenes'in, insan bagirsak
epitel hiicrelerine (Caco-2) yayilliminin arttigi, yasama oraninin artig gosterdigi ve
makrofaj benzeri hiicrelerde c¢ogaldig1 belirtilmistir. L. monocytogenes'in farkli stres
kosullar1 altinda yasamasinda ¢”'nin katkida bulundugu bilinmektedir. ¢” regulonu, asit
kosullarda yasamayi saglayan; safra tuzu hidrolazlar1 tarafindan kodlanan BSH,
internalin A tarafindan kodlanan inl4, glutamat dekarboksilaz sistem tarafindan
kodlanan gadA gibi viriilensle ilgili genleri icermektedir (Conte vd. 2000, Garner vd.
2006).

Yuk ve Marshall (2004), farkli asit cesitlerinin kullanilmasiyla E. coli O157:H7'de
gerceklesen asit stresin, verotoksin iiretimi, hiicre zarmin lipit kompozisyonu ve pH
1,5'e sahip yapay mide sivisindaki yasama orani iizerindeki etkilerini incelemislerdir.
Asit adaptasyonu ile membrandaki vaksenik asidin azaldig1 ve palmitik asit miktarinin
arttig1 tespit edilmistir. Asidik pH'da vaksenik asit ve palmitik asit oranindaki artis,
hiicre zarmin akiciliginin azalmasina neden olmaktadir. Asit adapte hiicrelerin asit

direnci artmis, verotoksin salgis1 azalmistir.

E. coli O157:H7 hiicrelerinin subletal stres kosullarina maruz birakilmasinin direng
artisina ve buna bagl olarak viriilensin artmasina neden oldugu tespit edilmistir. Yuk ve
Marshall (2004), E. coli O157:H7 tarafindan {iretilen Shiga toksinin pH ve organik asit
cesidine bagh olarak {iretildigini belirtmislerdir. Duffy vd. (2000) tarafindan yiiriitiilen
calismada, pH 5,6'da pH 7,4'e gore daha az Shiga toksin iiretildigi goriilmiistiir.
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2.1.6 Aside tolerans kazanmanin gida endiistrisindeki 6nemi

E. coli O157:H7 ve L. monocytogenes'in asit adaptasyonuna yonelik yapilan ¢aligmalarda,
aside tolerans kazanan bakterilerin aside tolerans kazanmayan bakterilere gore asidik

gidalarda daha uzun siire canli kaldiklar belirlenmistir.

E. coli O157:H7'nin temel kaynag1 sigirlar olmakla birlikte kopek, kus, koyun, geyik ve
insanlarda da gortilmektedir. E£. coli O157:H7'nin neden oldugu hastaliklarda en 6nemli
kaynagin yeterince pisirilmemis si8ir etleri oldugu belirtilmistir (Berry ve Cutter 2000,
Cakar 2000)

Sigirlarm sindirim ve bosaltim sistemlerinde asidik ortama diren¢ kazanan E. coli
O157:H7'nin karkasa bulagsmasi halinde soguk depo ortaminda canligimi uzun siire
koruyacagi ve etten elde edilecek asitli iiriinlerde de ortam sicakligi gibi diger kosullarin
uygun hale gelmesi ile gelismesini rahatlikla siirdiirebilecegi ifade edilmistir (Park vd.

1999).

Sigir sindirim sistemindeki organik asitler ve diisilk pH'nin, E. coli O157:H7 ve diger
patojenlerin aside olan toleransini arttirdig1 bir¢ok aragtirmada tespit edilmistir. Berry
ve Cutter (2000) tarafindan yiiriitiilen ¢alismada, aside adapte edilen ve edilmeyen E.
coli O157:H7'nin ilave edildigi sigir diskilari, sigir karkas doku ylizeyine inokiile
edilmistir. Bu dokularda %2 asetik asit ile spreyle yikama yapilmistir. Asit adaptasyonu

ile E. coli O157:H7'nin asetik aside olan direnci artis gdstermistir.

Glukoz iceren ortamda aside adapte edilen ve edilmeyen E. coli O157:H7 hiicreleri sigir
etlerini kontamine etmek amaciyla kullanilmistir. Kontamine sigir etleri {izerine
uygulanan %?2'lik asetik asit soliisyonu ile yikama sonrasinda, aside adapte edilmeyen
hiicre popiilasyonu adapte edilen hiicre popiilasyonuna kiyasla daha hizli azalmistir

(Samelis vd. 2005).
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Durma fazindaki E. coli O157:H7'nin asit toleransinin belirlenmesi amaciyla yiirtitiilen
calismada, %1 glukoz igeren TSB besiyerinde hiicreler aside adapte edilmistir. Aside
adapte edilen ve edilmeyen E. coli O157:H7 hiicreleri sigir etine inokiile edilmistir.
Inokiile sigir eti sicak suya (75 °C'da 30 saniye) daldirilmis ve daha sonra % 2'lik laktik
asit (55 °C) ile muamele edilmistir. Inokiile sigir etleri 4-15 °C'da 6 giin depolanmistr.
Sigir etlerine inokiile edilen asit adapte E. coli O157:H7 laktik asit uygulamasina karsi
adapte edilmeyen hiicrelere kiyasla daha direncli hale gelmistir (Stopforth vd. 2007).

Asit adapte hiicrelerin, organik asitlere olan direncinin artti1 ve asit adapte hiicrelerin
adapte olmayan hiicrelere gore diisiik pH'li gidalarda daha iyi yasama oranina sahip
oldugu belirtilmistir. Buna ilaveten arastirmalarin bazilarinda asit adapte E. coli
hiicrelerinin buzdolab1 sicakligindaki mayonez, ketcap, hardal ve pastorize edilmemis
elma suyunda, oda sicakligindakine oranla daha uzun siire canli kaldig1 goriilmiistiir.
Pastorize edilmeyen elma suyunda (pH 3,6-4,0) E. coli 8 °C'da 31 giin canliigimi
siirdiirmektedir (Rhee 2003).

Erdogrul ve Erbilir (2005) tarafindan yiiriitiilen ¢alismada, E. coli'nin asit ve alkali
pH'lara olan direnci aragtirtlmistir. Dort saat siireyle pH's1 5,0 olan TSB besiyerinde
aside adapte edilen E. coli, mango suyu (pH 3,0), limon suyu (pH 3,5), diisiik yagh
yogurt (pH 4,0) ve yagh yogurda (pH 4,0) inokiile edilerek 4 °C ve 25 °C'da
depolanmistir. Asit adaptasyonu ve sogukta depolama ile E. coli'nin yasama orani

artmigtir.

Monosodyum glutamat (MSG), gida endiistrisinde en yaygin olarak kullanilan lezzet
arttiricidir. E. coli O157:H7'de tespit edilen asit direng sistemlerinden biri olan glutamat
bagimli sistemin, glutamat i¢geren minimal ortamlarda koruma sagladigi, gidalara ilave
edilen glutamatin bu diren¢ sistemini aktive ederek gida giivenligini tehdit edecegi
belirtilmistir. Campbell vd. (2004) tarafindan E. coli O157:H7'nin asit toleransi ve
soguk depolamada yasama orami iizerinde tuz, MSG ve pH'nin kombine etkisinin
arastirlldigr calismada, MSG kullanimiyla E. coli O157:H7'nin asit direncinin artis

gosterdigi saptanmigtir.
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Cogu gidanin asidik pH'si, gida kaynakli patojenlerin gelisimini dnleyen en onemli
faktorlerden birisidir. Gahan vd. (1996), aside adapte olmus ve olmamis L.
monocytogenes'in farkli asidik gidalarda yasama oranlarmi karsilastirmislardir. Ug
molar laktik asit ile pH's1 3,5'e ayarlanmis ortama uzun siire maruz birakilarak aside
dayanikli mutantlar elde edilmistir. Aside adapte olmus L. monocytogenes ve aside
dayaniklt mutant susu ticari yogurt ve laboratuar kosullarinda iiretilen ev tipi peynirde
daha yiiksek yasama orani gostermistir. Aside dayanikli mutant, ¢edar peyniri gibi sert
peynirlerin olgunlagsmasi sirasinda daha yiiksek direng gostermis ve 70 giinliik
olgunlasma doneminden sonra ¢ok fazla sayida hiicre geri alinmigtir. Ayrica aside
adapte edilen L. monocytogenes'in aside adapte edilmeyen Kkiiltiire kiyasla daha ytiksek
yasama oranmna sahip oldugu goriilmiistir. Aside dayanikli mutant susta
fermantasyonun ilk 4 saatinde, aside adapte olmus hiicrelere benzer bir hayatta kalis

sergilemistir.

Cheng ve Chou (2001) tarafindan yiiriitiilen ¢alismada, E. coli O157:H7'nin iki susu pH's1
5,0'a sahip TSB besiyerinde 4 saat aside adapte edilmistir. Aside adapte edilen ve
edilmeyen E. coli O157:H7 hiicreleri mango suyu (pH 3,2), kuskonmaz suyu (pH 3,6) ve
diisiik yagh yogurda (pH 3,9) inokiile edilerek 7 °C ve 25 °C'da depolanmis ve yasama
diizeyleri tespit edilmistir. Asit adaptasyonu ile E. coli O157:H7'min asidik meyve

sularindaki yasama diizeyi artmustir.

Ryu ve Beuchat (1998) tarafindan yiiriitiilen ¢alismada, asit adaptasyonunun E. coli
O157:H7'nin elma ve portakal suyunda yasama diizeyini arttirmadigi, fakat bakteri
sayisinin 5 °C'da depolanan orneklerde, 25 °C'da depolanan oOrneklere kiyasla daha
yiiksek oranda canli kaldig1, canliligin 42 giin boyunca siirdiigii belirlenmistir. Stopforth
vd. (2004) tarafindan da asit adaptasyonunun, E. coli O157:H7'nin elma dokularinda

canli kalmasi lizerinde 6nemli bir artig saglamadig1 rapor edilmistir. .

Leyer vd. (1995), pH 5,0'da aside tolerans kazandirilan E. coli O157:H7'nin, fermente
bir et lriiniinde ve dilimlenmis kuru salamda, canli kalma diizeyi arastirilmistir.
Fermente et {iriiniinde, fermantasyon sonunda (pH 4,4) kontrol kiiltiirii 2,2x10* kob/g

diizeyinden 1,2x10* kob/g diizeyine, aside tolerans kazandirilan kiiltir 2,3x10* kob/g
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diizeyinden 5,0x10° kob/g diizeyine diismiistiir. Bes °C'da depolanmis dilimlenmis
salamda ise (pH 5,0) 100 saat sonra aside tolerans kazandirilan kiltiir 1,2x10° kob/g,
kontrol kiiltiirii ise 1,6x10* kob/g diizeyinde canli kalmistir. Aside adapte edilen ve
edilmeyen E. coli O157:H7 inokiile edilen elma garaplarinin 4 °C'da depolanmasindan
28 saat sonra, aside tolerans kazanmamis E. coli O157:H7 canliligini tamamen yitirmis,

aside tolerans kazanmis E. coli O157:H7 sayis1 ise yalnizca 10 kat azalmustir.

Riordan vd. (2000), aside adapte edilen ve edilmeyen E. coli O157:H7'nin, fermente bir
et lirlinli olan pepperoni'deki yasama diizeyini arastirmiglardir. Fermantasyon siiresince,
aside adapte edilen E. coli O157:H7 sayis1 0,95 log kob/g, aside adapte edilmeyen E.
coli O157:H7 sayist ise 0,42 log kob/g azalmistir. Asit adaptasyonu, fermantasyon

asamasinda E. coli O157:H7'nin canli kalma diizeyini arttirmistir.

Cosansu ve Ayhan (2000) tarafindan yiiriitiilen bir ¢aligmada, 3 giin 24+2 °C ve %90-
95 nispi nem kosullarinda ve 5 giin 2242 °C'da sicaklikta %80- 85 nispi nem
kosullarinda fermantasyona tabi tutulan sucuklara inokiile edilen E. coli O157:H7'nin
yasama diizeyi incelenmistir. E. coli O157:H7 sayisinin, fermantasyon ve kurutma
periyodu boyunca 3 logaritmik birim azalma gosterdigi, bu organizmanin vakum
uygulanarak ambalajlanmig 6rneklerde vakum uygulanmamis orneklere nazaran daha
uzun siire canliligini siirdiirdiigi belirlenmigtir. Calicioglu vd. (2001) tarafindan
yiriitiilen ¢alismada ise, starter kiiltiir kullanilarak hazirlanan sucuklarda, 24 °C'da 3
giinlik fermantasyon (pH 4,6) ve kurutma (%40 nem) asamasindan sonra E. coli

O157:H7 sayisiin 2,0 log kob/g azaldig1 saptanmustir.

Oz vd. (2002) tarafindan, sucuk iiretiminde farkli nitrit dozlarinin ve starter kiiltiir
kullaniminin, E. coli O157:H7'nin gelisimi {izerine etkileri incelenmistir. Sucuk
hamuruna ilave edilen E. coli O157:H7 olgunlastirma-depolama siiresince azalma
egilimi gostermis olup, 3. giinde 0,50; 7. giinde 1,00; 14. giinde 2,50; 21. giinde 4,00
logaritmik birim azalmistir. Starter kiiltiir kullannomima baglh olarak, pH degeri

olgunlastirmanin ilk giinlerinde hizl1 bir diislis gostermistir.
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Glass vd. (1992), fermente bir et {liriiniinde E. coli O157:H7'nin davranisi lizerine pH ve
NaCl'nin etkileri arastirilmistir. Fermente {iriin hamuruna 4,8x10* kob/g diizeyinde E.
coli O157:H7 inokiile edilerek, pH 4,8'e diisiinceye kadar fermantasyona birakilmistir.
Kurutulduktan sonra vakum paketleme yapilarak 4 °C'da iki ay depolanmistir.
Bakterinin fermantasyon, kurutma ve depolama siiresince gelisemedigi, canliligini
stirdiirdiigli ve depolama sonunda yalnizca 2 logaritmik birim azalma meydana geldigi
belirlenmigtir. Fermente sucuklarda, Lactobacillus spp. tarafindan iiretilen organik
asitlere bagli olarak meydana gelen pH diisiisii, diisiik su aktivitesi, nitrit ve tuz
konsantrasyonu patojen bakteriler {izerinde inhibitor etkiye sahiptir (Erol vd. 1999,
Lindqvist ve Lindblad 2009). Buna karsin, Colak vd. (2007) tarafindan yiiriitiilen
calismada, marketlerden temin edilen 300 sucuk 6rneginin 63'tinde (%21) Listeria spp.

ve 35'inde (%]11,6) L. monocytogenes izole edilmistir.

Kaya ve Gokalp (2004) tarafindan, starter kiiltiir kullanimimnin L. monocytogenes'in
gelisimini engelledigi gosterilmistir. Starter kiiltiir kullanilmadan iiretilen sucuklarda L.
monocytogenes sayisi, olgunlastirmanin 3. giininde 10° log kob/g artmustir. Starter
kiiltiir kullanilarak {iretilen sucuklarda ise, ilk {i¢ giin icinde, Lactobacillus spp. sayisi
10° log kob/g diizeyine ulasmus, pH degeri 5,0'n altina diismiis ve L. monocytogens
gelisememistir. Ayrica starter kiiltiir kullanilarak tiretilen sucuklarda, olgunlastirmanin
baslangicinda %59,38-%60,11 arasinda olan nem degeri, 12. giinde %36,72-37,34

olarak bulunmustur.

Erkmen (2008) tarafindan yiiriitilen ¢aligmada, fermente sucuga ilave edilen L.
monocytogenes'in, olgunlagtirma periyodu siiresince sayisinin azaldigi, 25. giinden

sonra ise bakterinin tespit edilemedigi belirtilmistir.

Laktik asit bakterileri, sucuk hamuruna katilan sekerlerden laktik asit liretmektedir.
Laktik asit, tirtinde pH degerini diisiiriirken, eksi tat olusumuna neden olur. pH
diisiistiniin etkisiyle, et proteinlerinin denatiirasyonu sonucu meydana gelen yapisal
degisimler son iiriin tekstiirlinliin olusumuna katkida bulunur. Laktik asit bakterilerinin
inhibitor etkisi, organik asit ve antibakteriyel maddeler {iretme yetenekleri ile ilgilidir.

Bu antibakteriyel maddeler H,O,, reuterin ve bakteriyosinlerdir (Yaman vd. 1998, Con

38



ve Gokalp 2000, Kayardi ve Gok 2003). Lactobacillus spp. disinda fermente et
tiriinlerinde en fazla kullanilan tiirler, Micrococcaceae familyasininda yer alan
Staphlococcus carnosus ve S. xylosus'tur. Bu ikincil kiiltlirler tiriiniin lezzet ve renk

ozelliklerini gelistirmek amactyla kullanilmaktadir (Ensoy 2004).

Fermente yar1 kuru sucuklarin, fermantasyonu ve kurutulmasi asamasinda, pH 5,3 ve
4,8 oldugunda, L. monocytogenes ve E. coli O157:H7 sayisimin sirastyla 0,07-0,74 log
kob/g; 0,03-1,11 log kob/g diizeyinde azaldig: bildirilmistir (Porto-Fett vd. 2008).

Erol vd. (1999) tarafindan yapilan bir ¢aligmada, fermente sucuklara inokiile edilen L.
monocytogenes sayisinin, olgunlagtirma periyodunun sonunda (14 giin), bakteriyosin
olusturan kiltiir ilave edilen sucuklarda, 0,03 EMS/g seviyesine, bakteriyosin

olusturmayan kiiltiir iceren sucuklarda 2,4 EMS/g diizeyine diistiigii saptanmustir.

Fermantasyon islemi siiresince laktik asit bakterisi sayisindaki artiga bagli olarak
sucuklarin pH degerinde diisiis gézlenmektedir. pH degerinin fermantasyon sonrast 5,3
ve altinda bir degere ulagsmasi arzu edilmeyen mikrofloraya karsi nitritin daha etkin
olmasini saglamakta, mikrobiyel kalite acisindan daha giivenilir bir iirliin elde
edilmektedir. Hampikyan ve Ugur (2007) tarafindan, fermente sucuklarda baslangic pH
degerinin 5,87-5,90 oldugu ve olgunlastimanin 30. giiniinde pH'nin 4,72-4,82'ye ulastig1
ifade edilmistir. Yildiz-Turp ve Serdaroglu (2008)'na gore, baslangic pH's1 5,49-5,59
olan fermente sucuklarin pH degeri, olgunlastirmanin 12. giiniinde 4,60-4,82'ye

ulagmustir.

Erkmen (2009) tarafindan yapilan bir arastirmada, starter kiiltiir kullanilarak iiretilen
sucuklarda, fermantasyon siiresince pH'nin hizla diistiigli ve 3. giinde en diislik seviyeye
ulastig1 belirtilmistir (pH 4,82-4,92). Bozkurt (2007), olgunlastirmanin ilk 3 giiniinde
pH'nin diistiigii (5,84'ten 4,40'a) daha sonra pH'da artig (5,40'tan 5,50'ye) meydana
geldigini  ifade etmistir. pH degerinde gozlenen bu artisin  aminoasitlerin
dekarboksilasyonu sonucunda protein olmayan azotlu bilesik konsantrasyonunun

artmasindan kaynaklandig: belirtilmektedir.
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Sucuk iiretiminde, Lactobacillus spp. tarafindan karbohidratlar fermente edilerek laktik
asit olugsmakta ve pH diismektedir. Daha diisiik ortam pH's1, bakteriyel hiicrelerin
homeostasis sistemini etkileyerek gelisimi inhibe etmektedir. Buna ilaveten pH'nin
azalmasina bagl olarak etin su tutma kapasitesi azalmakta ve kuruma hizlanmaktadir

(Gonzalez-Fandos vd. 1999, Soyer vd. 2005).

Dalmis ve Soyer (2008), starter kiiltiirlii sucuklarda, baslangi¢ nem oraninin %60,12
oldugunu ve olgunlastirmanin 9. giiniinde %39,5'e diistiiglinii belirtmislerdir. Bu
donemde pH degeri, 5,73'ten 4,62'ye azalmistir. Starter ilave edilen sucuklarda pH, nem

ve su aktivitesinin kontrol grubuna kiyasla daha diisiik oldugu da saptanmustir.

Fermente sucuklarda E. coli O157:H7, L. monocytogenes ve S. Typhimurium'un yasama
diizeyi tlizerinde, pH, su aktivitesi ve depolama sicakliginin énemli bir faktoér oldugu
saptanmistir (Hwang vd. 2009). Fermente sucuklarin pH'st 5,2-4,6 iken, E. coli
O157:H7, L. monocytogenes ve S. Typhimurium sayist sirasiyla, 0-0,9; 0,1-0,5 ve 0-2,2
log kob/g azalmistir. Bakteri sayilarindaki azalma, 30 °C'da depolanan sucuklarda, 4 ve

21 °C'da depolanan sucuklara kiyasla daha yiiksektir.

Lindqvist ve Lindblad (2009) tarafindan yapilan bir arastirmada, fermente sucuklara
ilave edilen, aside adapte edilmis E. coli O157:H7, L. monocytogenes ve Yersinia
enterecoliticanin canlilik diizeyi iizerinde depolama sicakligimin ve siiresinin etkisi
arastirtlmistir. 8 °C'da depolanan sucuklarda bakteri sayisinin 1,0 log birimi azalmasi
icin gerekli siire, E. coli O157:H7'de 21 giin, L. monocytogenes'te >16 giin ve Y.
enterecolitica'da 18 giin olarak belirlenmistir. Yirmi °C ve daha yiiksek sicakliklarda
depolamada ise, E. coli O157:H7 i¢in 7-11 giin, L. monocytogenes igin 4-7 giin ve Y.

enterecolitica i¢in 1-4 giin gerektigi saptanmustir.

Dourou vd. (2009) tarafindan yiiriitiilen ¢calismada, Alman kdkenli siiriilebilir sucuklarin
(Teewurst) 1,5, 4 ve 10 °C'da 30 giinliik depolanmasindan sonra, E. coli O157:H7 sayisi
2,3; 3,2 ve 3,0 log kob/g, L. monocytogenes sayis1 2,2; 2,6 ve 2,6 log kob/g azaldigi
belirlenmistir. Uyttendaele vd. (2001) tarafindan, 7 °C'da depolanan fermente
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sucuklarda (pH 4,5, %5 NaCl) E. coli O157:H7min, 35 giin boyunca canliliginm

stirdiirdiigii rapor edilmistir.

2.1.7 Tuza tolerans kazanma

Gidalarin korunmasi amaciyla farkli yontemler kullanilmaktadir, bu yontemlerden en
yaygin olarak kullanilanlarindan birisi ozmotik basincin arttirilmast ya da su

aktivitesinin azaltilmasidir (Gutierrez vd. 1995, Adhikari 2005).

Mikroorganizmalar, siirekli olarak degisen ortamlar1 algilayip, onlara adapte olabilirler
ve bu onlarin gelisimi ve hayatta kalmalart acisindan ¢ok Onemlidir.
Mikroorganizmalarin ozmotik strese yaniti, hem fizyolojik degisimleri hem de gen
ekspresyonundaki degisiklikleri igerir ve bu duruma ozmoadaptasyon denilmektedir. Su
aktivitesini diisiirmek i¢in tuzun kullanilmasi, gidalar1 korumak i¢in gida endiistrisi
tarafindan kullanilan yontemlerden bir tanesidir. Bununla beraber L. monocytogenes
gibi patojenlerin yiiksek tuz konsantrasyonlarina uyum saglayarak hayatta kalmasi,
gidalardaki patojenlerin kontrol edilmesini zorlastirmaktadir (Gandhi ve Chikindas

2007).

Mikroorganizmalar gidalardaki yiliksek tuz ve seker konsantrasyonu nedeniyle de
ozmotik strese maruz kalirlar. Bu kosullar altinda hiicrelerin turgor basincin
koruyabilmeleri hayati 6neme sahiptir. E. coli'de turgor basincin regiilasyonundan
birkag¢ sistem sorumludur. Bu sistemlerin asil fonksiyonu, hiicre i¢i ozmotik basinci
diizenleyen maddelerin birikimini saglamak, yiiksek ozmotik basingta bakteriyel
gelisimi saglayan enzimlerin aktivitesinin inhibe edilmesini oOnlemektir. E. coli
hiicrelerinde ozmotik sok yanitinin baslangi¢ asamasinda, K* ve glutamat miktari
onemli diizeyde artarak turgor basinci yeniden diizenlenir. Ozmotik stres nedeniyle
hiicre metabolizmasinda da degisiklikler olur. Yiiksek tuz konsantrasyonuna maruz

kalan hiicrelerin yag asidi bilesimi degisir (Russell vd. 1995, Azizoglu 2005).
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Ozmotik kosullara adaptasyonda, ¢6ziinen maddelerin rolii konusunda bir¢ok arastirma
yapilmistir. Kiiciik organik molekiiller olan bu maddeler, yiiksek konsantrasyonlara
kadar c¢oziinebilirler ve ozmotik strese girmis hiicre sitoplazmalarinda yiiksek
degerlerde birikebilirler. Bunlar, nétral molekiillerdir. Dis ozmotik basincin belirledigi
diizeyde, hiicre zari, bu molekiillere kontrollii gecirgenlik gosterir. Enzimlere zarar
vermez, hatta tuzun neden oldugu denatiirasyondan koruyabilir. Degisik
mikroorganizmalar tarafindan biriktirilen bu maddelere 6rnek olarak; betain, trehaloz,
gliserol, sukroz, prolin, mannitol, glusitol, ektoin ve kiiclik peptitler verilebilir. Glisin
betain, prolin betain, asetil karnitin, karnitin, y-butirobetain ve 3-dimetil
sulfoniopropionatin L. monocytogenes'te ozmotik kosullarda koruyucu olarak gorev
yaptiklar1 belirlenmistir. Bu bilesiklerin varligi, tuz stresi altindaki hiicrelerin iireme
oranlarinda, herhangi bir koruyucu bulunmayan ortamda stres altinda bulunan hiicrelere
kiyasla 2,6 kata kadar artigla sonuglanmistir. Hiicreler, ozmotik strese yanit olarak dis
ortamdan ozmotik basinci diizenleyen maddeler alirlar ve bu da hiicre i¢inde ozmotik
dengenin yeniden kurulmasina yardimci olur (Gutierrez vd. 1995, Park vd. 1995, Duche

vd. 2002, Gandhi ve Chikindas 2007).

L. monocytogenes'in ozmotik strese adaptasyonu, betain ve aminoasit biriktirme
yetenegine baglidir. Betain, seker pancarinda ve diger bitki kokenli gidalarda yiiksek
konsantrasyonlarda bulunmaktadir. L. monocytogenes'in betain alimi; enerji bagimli, tuz
ya da soguk stres uyarimli tagima sistemi araciligiyla gerceklesmektedir. Hiicreler
yiiksek tuz konsantrasyonunda (%4 NaCl), tuzsuz ortamdan 200 kat; 7°C'da, 30°C'dan
15 kat daha hizli betain biriktirmektedir. Bakterinin tuza olan direnci, diisiik sicaklikta
daha ytiksektir. Glisin betain E. coli'nin yiiksek tuz konsantrasyonuna olan direncinde

artisa neden olmaktadir (Gutierrez vd. 1995, Park vd. 1995).

Ozmotik stres kosullarinda, E. coli O157:H7, S. Typhimurium, Bacillus subtilis, L.
monocytogenes ve S. aureus sitoplazmada betain biriktirme yetenegine sahiptir (Abee

ve Wouters 1999).

Karnitinin, L. monocytogenes'in yiikksek tuz konsantrasyonunda gelisimine katkida

bulundugu belirlenmistir. Karnitin konsantrasyonu, hayvansal gidalarda, bitkisel gidalara
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oranla daha yiiksektir. L. monocytogenes'te, ATP bagimli L-karnitin tagima sistemi,
karnitinin gidalarda iz miktarda bulundugu durumlarda bile, bakterinin L-karnitini
kullanmasina olanak saglar. Diisiik tuz konsantrasyonunda da karnitin birikimi
gerceklesmektedir. L. monocytogenes'te betainin, hem ozmotik hem de soguk strese karsi
koruyucu etkisi oldugu ispatlanmustir. Hiicreler, 7 °C gibi diisiik sicaklikta da, yliksek
konsantrasyonda L-karnitin biriktirebilmektedir (Ko vd. 1994, Verheul vd. 1995).

L. monocytogenes'in ozmotik strese adaptasyon mekanizmalar1 farkli arastiricilar
tarafindan caligilmistir. Patchett vd. (1992) tarafindan yiiriitiilen calismada, 75 g/L NaCl
varh@ginda gelistirilen hiicrelerin K, betain, glisin, alanin ve prolin konsantrasyonunun,
NaCl yoklugunda gelistirilen hiicrelere kiyasla daha yiiksek oldugu belirlenmistir. Ko
vd. (1994), L. monocytogenes'in ozmotik stres altinda gelisimi sirasinda hiicre i¢indeki

glisin betainin artmasi sonucu tuza olan toleransinin arttig belirtilmistir.

Tuz stresini tolere etmek i¢in L. monocytogenes tarafindan kullanilan mekanizmalardan
bir digeri, baz1 proteinlerin sentezinin artmasina veya azalmasina neden olan genlerin
ekspresyonunun degisimidir. L. monocytogenes'te tuz stresi sirasinda 12 proteinin
sentezi uyarilmigtir. Bu proteinlerin soguk sok sirasinda uyarilan iki grup proteinle (Csp
ve Cap) benzer olduklar1 anlagilmistir. Ozmotik stres sirasinda, hizli bir sekilde uyarilan
fakat kisa bir siire i¢in var olan tuz soku proteinleri (Ssp) ile hizli bir sekilde uyarilan ve
kosullar normale dondiikten sonra birkac saat daha ortamda varligin1 devam ettiren stres
ortamina alisma proteinleri (Sap) saptanmustir. L. monocytogenes'te uyarilmis Ssp'ler
arasinda, iki genel stres proteini (DnaK ve Ctc) tamimlanmistir. DnakK, sicak sok proteini
olarak gorev yapmakta ve hiicresel proteinleri stabilize etmektedir. Tanimlanan Saps'ler
arasinda olan GbuAd, tuz stres yaniti sirasinda uyarilmakta olup glisin betain ig¢in
ozmoprotektan olarak gdrev yapar. Ctc proteini de tuz stres yanitinda uyarilmaktadir.
Ctc geni, ortamda glisin betain ve karnitin gibi ozmotik koruyucularin yoklugunda L.
monocytogenes'in yiiksek ozmotik basinca direncine katkida bulunmaktadir Gandhi ve

Chikindas 2007).

Tuz stresi sirasinda yliksek oranda uyarilan proteinlerin, genel stres proteinleri (Ctc ve

DnaK), tastyicilar (GbuA ve mannoz spesifik fosfotransferaz sistem enzimi HAB) ve
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genel metabolizma proteinleri (alanin dehidrogenaz, CcpA4, CysK, EF-Tu, Gap, GuaB,
PdhA ve PdhD) oldugu bildirilmistir (Duche vd. 2002, Kazmierczak vd. 2003).

Esvan vd. (2000) tarafindan yiiriitilen ¢alismada, izotonik kosullarda (5 g/L NaCl)
gelistirilen L. monocytogenes'te ¢ok sayida protein sentezlendigi belirlenmistir. NaCl
konsantrasyonu 35 g/L iken, bu proteinlerden besi baskilanirken, 65 g/L NaCl

konsantrasyonunda yirmibiri baskilanmig ve onbiri tamamen kaybolmustur.

L. monocytogenes'te tespit edilen genel stres sigma faktérii o”, ozmotik koruyucu olarak
betain ve karnitin kullaniminda 6nemlidir. Ozmotik stres yanitina katkida bulunan ctc
geni ekspresyonunun o” faktoriine bagimli oldugu belirlenmistir. E. coli'de ozmotik stres

kosullarinda fre4 geni uyarilmaktadir (Gutierrez vd. 1995, Gandhi ve Chikindas 2007).

Ozmotik stres yanitina katilan iki komponentli transdiiksiyon sistemlerinin varligi tespit
edilmistir. Bu sistemlerden biri olan Kdp alim sistemi, potasyumun (K') L.
monocytogenes hiicresinin igine alinmasi iglemine katilmaktadir. Yapilan aragtirmalar
yiksek ozmotik strese adaptasyonda hem kdpE ve hem de orfX genlerinin
ekspresyonunun gerektigini ve bu etkinin ortamdaki potasyum diizeyine bagli olduguna
isaret etmektedir. Boylece, Kdp sistemi vasitasiyla ortamdan potasyum alimi, tuz
stresine kars1 L. monocytogenes lizerinde koruyucu etkiye sahip olmaktadir. orfX geni,

¢”'nin aktivasyonunu baslatmaktan sorumludur (Gandhi ve Chikindas 2007).

Farber vd. (1992), L. monocytogenes'in 130- 140 g/L NaCl varhginda 15- 30 °C'da
gelisme yeteneklerini aragtirmiglardir. Arastirma sonunda optimum gelisme 15 °C'da 80

g/L NaCl varliginda gerceklesmistir.

Farkli kaynaklardan izole edilen L. monocytogenes suslari, %3,5 NaCl iceren
besiyerinde 2 saat inkiibe edilerek tuza tolerans kazandirilmis ve %20 NaCl iceren
ortamdaki yasama diizeyleri belirlenmistir. Tuz toleransi, suslar arasinda farklilik

gostermis olup, 9 sustan ikisinin tuz direncinde artis saglanamamistir (Faleiro vd. 2003).
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Vasseur vd. (1999) tarafindan yiiriitiilen ¢calismada, L. monocytogenes'in pH 5,0-8,0'da,
25 °C'da ve %10 NaCl iceren Nutrient Broth'ta gelisebildigi, farkli miktarlarda ilave
edilen NaCl'nin ozmotik basinci arttirmasi ile lag fazin uzadigi ve gelisme oraninin
azaldig1 tespit edilmistir. Ozmotik stresin bakteriyel popiilasyon {izerindeki etkisinin

ortamdaki su aktivitesine ve sicakliga bagli oldugu ifade edilmistir.

Casey ve Condon (2002) tarafindan, fermente et modelinde pH 4,2'nin E. coli
O157:H7'ye bakterisidal etkisi iizerine NaCl'in (%4) etkisi arastirilmistir. Hiicrelerin NaCl
ve asit varliginda, yalnizca asit olan ortama gore daha iyi yasama oranina sahip oldugu

belirlenmistir. Bu kombine etki, ortamin su aktivitesinin azalmasindan kaynaklanmustir.

E. coli O157:H7'nin canli kalma orani tlizerinde, asit ve NaCl'nin etkisi arastirilmistir
(Glass vd. 1992). E. coli O157:H7'nin %6,5 gibi yiiksek NaCl konsantrasyonunda
gelisebildigi goriilmiistiir. Fakat %6,5 NaCl varliginda lag fazin normalden daha uzun

oldugu, bunun tuz tolerant popiilasyonunun se¢imi i¢in dnemli olabilecegi belirtilmistir.

Faleiro vd. (2003), peynirlerden izole edilen L. monocytogenes'in, pH (5,1-6,2) ve NaCl
(%2-3,5) stresine olan yanitini arastirmislardir. NaCl'de (%3,5) inkiibasyon sonrasinda
ozmotik kosullara olan tolerans artmistir. Ozmotik tolerans yaniti asit sok (pH 3,5)
kosullarina, asit tolerans yaniti da ozmotik sok kosullarina karsi ¢apraz direng
saglamistir. L. monocytogenes, %25,5 NaCl iceren TSB besiyerinde 37 °C'da 4 giin, 22

°C'da 24 giin ve 4 °C'da 132 giinden daha uzun siire canliligini siirdiirmiistiir.
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3. MATERYAL ve YONTEM

3.1 Materyal

3.1.1 Bakteri kiiltiirleri

Denemelerde kullanilan E. coli O157:H7 1461 susu Istanbul Universitesi Tip Fakiiltesi
Kiiltir Koleksiyonu (KUEN) ve L. monocytogenes ATCC 7644 susu Ankara

Universitesi Gida Miihendisligi Béliimii kiiltiir koleksiyonundan temin edilmistir.

3.1.2 SucuKk iiretiminde kullanilan hammadde ve starter kiiltiir

Sucuk iiretiminde kullanilan siir eti ve kuyruk yagi Giirsoylar kasabindan, sucuk
hamuruna katilan baharat ise isimnlanmig olarak Bagdat Baharat A. S.'den temin
edilmistir.  Uretimde;  Staphylococcus — carnosus, Staphylococcus xylosus ve
Lactobacillus curvatus suslarim igeren liyofilize formda Sacco LYOCARNI RBL-73

marka ticari starter kiiltiir preparati kullanilmistir.

3.2 Yontem

3.2.1 Bakteri kiiltiirlerinin hazirlanmasi

E. coli O157:H7 ve L. monocytogenes'in s1v1 formdaki stok kiiltiirleri, gliserol iceren (%
20; v/v) Tryptic Soy Broth (TSB, Merck) besiyerinde -20+2 °C'da muhafaza edilmistir.
Denemeler i¢in 10 mL TSB besiyerine stok kiiltiirlerden 100 pL aktarilip, 37 °C'da 24

saat inkiibe edilerek bakteriler aktiflestirilmistir. Aktiflestirme islemi iki kez

tekrarlanmustir.
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3.2.2 Bakterilerin gelisme egrisinin olusturularak durma fazinin saptanmasi

Aktif bakteri kiiltiirlerinden 5 pL aliarak 50 mL TSB besiyerine aktarilmis ve 37 °C'da
inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyonun 0. saatinden itibaren kiiltiirlerden 18 saat
boyunca her saat basinda tek kullanimlik kiivetlere aktarilarak, UV/VIS (Shimadzu UV-
1208) spektrofotometresinde 600 nm dalga boyunda absorbans degerleri okunmustur.
Incelenecek ornegin absorbans degeri okunmadan once bakteri asilanmams TSB
besiyeri kullanilarak spektrofotometre ayarlanmigtir (O'driscoll vd. 1996). Elde edilen

sonuclar degerlendirilerek, durma fazi igin gerekli inkiibasyon siireleri belirlenmistir.

3.2.3 Bakterilere aside tolerans kazandirma

E. coli O157:H7'nin 14 saatlik, L. monocytogenes'in 15 saatlik durma fazi hiicreleri
denemelerde kullanilmigtir. 50 mL TSB besiyerine aktif E. coli O157:H7 ve L.
monocytogenes Kiiltiirlerinden 5 uL aktarihp, 37 °C'da 14-15 saat inkiibasyona
birakilmistir. Bu siire sonunda kiiltiirler 9'ar mL olacak sekilde santrifiij tiiplerine
aktarilmis ve 10 dakika boyunca 5000 rpm hizda (Hettich EBA 12; Almanya)
santrifiijlenmistir. Fizyolojik tuzlu su (FTS) kullanilarak siispanse edilen hiicre peletleri
iki kez daha santrifiijleme islemiyle yikanmistir. Bu sekilde elde edilen hiicre peletleri, 6
N HCI (%37; Merck), 5 M asetik asit (%100; Merck), 3 M laktik asit (%85 DL-laktik
asit; Sigma) ve 1 M sitrik asit (%99,5; Merck) ¢ozeltisi kullanilarak, pH's1 4,5; 5,0 ve
5,5'e ayarlanmig 10 mL TSB besiyerinde 1, 2, 3 ve 4 saat siireyle inkiibasyona
birakilmistir. Aside tolerans kazandirilmis (ATK") kiiltiirler, bu yolla elde edilmistir.
Aside tolerans kazandirilmamis (ATK") kiiltiiriin hazirlanmasinda ise, aktif bakteri
kiiltiirlerinden 50 mL TSB besiyerine 5 uL aktarilmis ve 37 °C'da 14-15 saat
inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonrasinda kiiltiirler santrifiij edilmis ve elde
edilen hiicre peleti pH's1 7,0 olan 10 mL TSB besiyerinde siispanse edilmistir (Cizelge
3.1) (Cheng vd. 2003).
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3.2.4 Aside tolerans kazandirilan kiiltiirlerin aside direnclerinin belirlenmesi

HCI kullanilarak pH's1 2,5; 3,0 ve 3,5'e, asetik, laktik ve sitrik asit kullanilarak pH's1
3,5'e ayarlanmis 50 mL TSB besiyerine, ATK ve ATK" kiiltiirlerden 0,5 mL inokiile
edilmis ve 37 °C'da inkiibasyona birakilmistir (Cheng vd. 2003). On denemeler
sonucunda, HCI kullanilarak gerceklestirilen adaptasyonda E. coli O157:H7'nin 48
saatten, L. monocytogenes'in ise 24 saatten daha kisa siire canliligimi korudugu tespit
edilmistir. Bu nedenle; HCl kullanilarak yapilan denemelerde E. coli O157:H7'de
inkiibasyonun 0, 1, 2, 3, 4, 5, 24 ve 48. saatlerinde, L. monocytogenes'te inkiibasyonun
0, 1, 2, 3, 4, 5. saatlerinde, organik asit kullanilarak yapilan denemelerde ise
inkiibasyonun 0, 30, 60, 90 ve 120. dakikasinda Tryptic Soy Agar (TSA, Merck)
besiyerine yayma kiiltiir ydntemiyle ekim yapilarak 37 °C'da inkiibasyona birakilmis ve

bakteri sayist kob/mL olarak tespit edilmistir (Cizelge 3.1) (Temiz 2000).

3.2.5 Bakterilerin laktik aside olan capraz direnclerinin belirlenmesi

Farkl asitlere karsi tolerans kazandirilan kiiltiirlerin, sucugun fermantasyonu sirasinda
olusan laktik aside olan direngleri tespit edilmistir. Bu amagla, ATK" ve ATK bakteri
kiiltiirlerinden 0,5 mL alinip, laktik asit kullanilarak pH's1 3,5'e ayarlanmis 50 mL TSB
besiyerine aktarilmis ve 37 °C'da inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyonun 0, 30, 60, 90
ve 120. dakikasinda TSA besiyerine ekim yapilarak bakteri sayis1 tespit edilmistir.
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Cizelge 3.1 Bakterilere aside tolerans kazandirma ve aside direncglerinin belirlenmesi

ATR™ ATR"
(TSB'de 14-15 saat) (TSB'de 14-15 saat).
pH 4,5 pH 5,0 pH 5,5
U U U v U L Bl
U 5
Sl o2 3 41 2 3 4]1 2 3 4
U e | O I L O O 2 I | |
U | T |
U | O | O L L I |
y pH U U Yipg y U Y |pg § U
U 2125 pH U U |25 pH U U |25 pH U
U = 13,0 25 pH U |30 25 pH U |30 255 pH |
. pH 2135 3,0 25 pH|[35 30 25 pH|35 30 25 pH
gig 2,5 £ 35 3,0 2,5 35 3,0 2,5 35 3,0 2,5
g8 30 S 35 3,0 35 3,0 35 3,0
3,5 3,5 3,5 3,5

3.2.6 Bakterilerin tuza tolerans kazandirilmasi ve tuz direnclerinin belirlenmesi

Aktif E. coli O157:H7 ve L. monocytogenes kiiltlirlerinden 5 pL alinarak 50 mL TSB
besiyerine aktarilmis ve 37 °C'da 14-15 saat inkiibasyona birakilmis ve bu siire sonunda
kiiltiirler 9'ar mL olacak sekilde santrifiij tiiplerine aktarilarak 10 dakika boyunca 5000
rpm hizda (Hettich EBA 12) santrifiijlenmistir. FTS kullanilarak siispanse edilen hiicre
peletleri iki kez daha santrifiijleme islemiyle yikanmistir. Bu sekilde elde edilen hiicre
peletleri %3,5 NaCl igeren TSB besiyerinde 37 °C'da 1 saat inkiibe edilmistir.
Inkiibasyon sonrasinda kiiltiir tekrar santrifiij edilip elde edilen hiicre peleti 10 mL
phosphate-buffer (PBS) soliisyonuna aktarilmistir. Bu soliisyondan 1 mL alinip, 10 mL
% 8 NaCl igeren PBS soliisyonuna aktarilarak 4 °C ve 25 °C'da inkiibasyona
birakilmistir. inkiibasyonun 0, 1, 3, 5, 10, 15, 20 ve 25. giinlerinde TSA besiyerine
yayma kiiltiir yontemiyle ekimler yapilarak 37 °C'da inkiibasyona birakilmig ve bakteri
sayist kob/mL olarak tespit edilmistir (Lou ve Yousef 1997).
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3.2.7 SucuKk tiretimi

Son iirlinde %25 yag igerecek sekilde hazirlanan sigir eti ve kuyruk yagi, kusbasi
dograndiktan sonra, 3 mm caph diskten gegirilerek kiyma haline getirilmistir. Kiymalar,
Tiirkiye Atom Enerjisi Kurumu Saraykdy Nikleer Arastirma ve Egitim Merkezi
1sinlama tesisinde 25 kGy dozda isinlanmis ve kullanilincaya kadar -20+2 °C'da
muhafaza edilmistir. Sucuk iiretiminden bir gece Once ¢oOzdiirilen kiymalara, %1,6
NaCl, %1,2 sarimsak, %0,5 sakkaroz, %0,5 ac1 kirmizibiber, %0,6 tathi kirmizibiber,
%0,6 karabiber, %0,8 kimyon, %0,04 NaNOs ve %0,01 NaNO; ilave edilmistir (Soyer
vd. 2005). Ticari starter kiiltiir de ilave edilen sucuk hamuru, mikser yardimiyla
karigtirilarak homojen hale getirilmistir. Bu asamadan sonra, aragtirmada 3 deneme
grubu olusturulmustur. Birinci deneme grubunun sucuk hamuruna, aside tolerans
kazandirilmis E. coli O157:H7 (10° kob/g) ve L. monocytogenes (10° kob/g), ikinci
deneme grubunun sucuk hamuruna, tuza tolerans kazandirilmus E. coli O157:H7 (10°
kob/g) ve ti¢ilincli deneme grubunun (kontrol) sucuk hamuruna aside adapte edilmemis
E. coli O157:H7 (10° kob/g) ve L. monocytogenes (10° kob/g) ilave edilmistir. Bu
sekilde hazirlanan sucuk hamurlar1 buzdolabinda (4 °C'da) 1 gece bekletilerek katkilarin
ete daha iyi niifuz etmesi saglanmistir. Sucuk hamurlari, el tipi kiyma makinesi ile, 50-

60 g olacak sekilde suni kiliflara doldurulmus ve olgunlastirma islemine baglanmistir.

Sucuklar, sicaklik ve nem diizeyi otomatik olarak ayarlanabilen klima odasinda birbirini
takip edecek sekilde 3 giin 22 °C'da %85-90; 3 giin 22 °C'da %80-85 ve 2 giin 20 °C'da
%65-70 nispi nem kosullarinda olgunlastirilmistir (Soyer vd. 2005). Olgunlagtirma

asamasindan sonra sucuklar 4 °C'da depolanmustir.

3.2.8 Sucuklarda mikrobiyolojik analizler

Sucuklardan 10 g 6rnek alinarak, i¢cinde 90 mL Maximum Recovery Diluent (MRD,
Merck) bulunan stomacher posetlerine aktarilmis ve stomacherde (Seward
Stomacher®400 Circulator; Ingiltere) 235 devirde 1 dakika siireyle homojenize
edilmigtir. 9 mL'lik MRD kullanilarak hazirlanan uygun seyreltilerden, yayma
yontemiyle selektif besiyerlerine ekim yapilmustir. E. coli O157:H7 sayimu i¢in Sorbitol
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MacConkey Agar'a (SMAC, Merck) ekim yapilip 37 °C'da 24 saat, L. monocytogenes
sayimmi i¢in PALCAM Agar'a (Merck) ekim yapilip 37 °C'da 48 saat, Staphylococcus
spp. saymmi i¢in Baird Parker Agar'a (BPA, Merck) ekim yapilip 37 °C'da 48 saat
inkiibasyona birakilmistir. LAB saymu i¢in ¢ift tabaka teknigi kullanilarak De Man
Rogosa Sharp Agar'a (MRS, Merck) ekim yapilmis ve 30 °C'da 72 saat inkiibe
edilmistir (Anonymous 2005).

3.2.9 Sucuklarda kimyasal analizler

3.2.9.1 pH degerinin belirlenmesi

10 g sucuk 6rnegi iizerine 100 ml saf su ilave edilerek homojenize edilmis ve karigimin

pH's1 inolab (level 2) marka pH metre kullamlarak 8l¢iilmiistiir (AOAC 2000).

3.2.9.2 Nem miktarinin belirlenmesi

Bos kuru madde kaplari, 105 °C'da en az iki saat tutularak sabit agirliga getirilmistir.
Desikatore alinip oda sicakligina sogutulmus ve hassas terazide 0,0001g hassasiyetle
daras1 alinmistir. Daha sonra kuru madde kaplarna yaklasik 5 g ornek koyularak
tartilmigtir. Ornekler 105 °C'da yaklasik 18 saat siireyle, sabit agirlik elde edilinceye
kadar kurutulmustur. Desikatdre alinarak oda sicakligina sogutulup tartilmistir.

Ornekteki nem miktari asagidaki formiile gére hesaplanmistir (AOAC 2000).

% Kuru madde = ( B/A) x 100
% Nem = 100-% kuru madde
A : Ornegin yas agirlig1 (g)

B : Ornegin kuru agirligi (g)
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3.2.10 istatistik analiz

Uzerinde durulan &ézellikler bakimindan (farkli pH ve farkli adaptasyon siireleri) elde
edilen bulgular faktériyel diizende tekrarlanan 6l¢limlii varyans analizi teknigi ile
(repeated measurement ANOVA) analiz edilmistir. Denemede muamele (pH 4,5; 5,0 ve
5,5'te 1, 2, 3 ve 4 saatlik adaptasyon) ve saat (inkiibasyon siiresi) olmak {izere iki faktor
bulunmaktadir. Tekrarlanan 6l¢limler saat faktoriiniin seviyelerinde gergeklestirilmistir.
Farkli gruplarin saptanmasinda DUNCAN testi kullanmilmistir (Giirbliz vd. 2003).
Varyans analizlerinde SPSS 15 paket programi ile DUNCAN testlerinde CMSTAT

paket programi kullanilmstir. ,

Tuz adaptasyonuna yonelik yiiriitilen denemelerde elde edilen bulgular faktoriyel
diizende tekrarlanan Ol¢limlii varyans analizi teknigi ile analiz edilmistir.. Farkh

gruplarin saptanmasinda DUNCAN testi kullanilmistir (Giirbiiz vd. 2003).

Sucuk oOrneklerinde yapilan analizler sonucunda elde edilen verilerin istatistik
degerlendirmesi yapilmistir. Uzerinde durulan 6zellik (E. coli O157:H7 sayisi, L.
monocytogenes sayisi, pH ve nem) bakimindan elde edilen gozlemler faktoriyel
diizende tekrarlanan 6l¢iimlii varyans analizi teknigi ile degerlendirilmistir. Denemede
uygulama faktoriiniin A (aside adapte edilmis) ve K (aside adapte edilmemis) olmak
lizere 2 seviyesi, besiyeri faktoriiniin (BPA, MRS, SMAC, PALCAM) seviyesi ile giin
faktoriiniin ~ seviyeleri  bulunmaktadir. Tekrarlanan Olglimler giin  faktoriiniin
seviyelerinde gerceklestirilmistir. Farkli gruplarin saptanmasinda Duncan testi

kullanilmistir (Giirbiiz vd. 2003).

Saat faktoriiniin seviyelerinde fark olmayan deneme gruplarinin karsilastirilmasinda

ortalamalar dikkate alinmustir.

52



4. BULGULAR ve TARTISMA

4.1 L. monocytogenes ve E. coli 0157:H7'nin Gelisme Egrisi

L. monocytogenes ve E. coli O157:H7'nin aktif kiiltiiriinden 50 mL TSB besiyerine 5 uL
inokiile edildikten sonra 37 °C'da inkiibe edilen kiiltiirlerin absorbans degerleri Sekil 4.1

ve Sekil 4.2'de gdsterilmistir.
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Sekil 4.2 E. coli O157:H7'nin gelisme egrisi
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Absorbans degerleri okunan kiiltiirlerin baslangi¢ inokulasyon miktarlarinin; E. coli
O157:H7 i¢in 4,76 log kob/mL, L. monocytogenes i¢in 5,15 log kob/mL oldugu ve
durma fazina girmis kiltirlerin ulastigi maksimum saymin 10° kob/mL oldugu kiiltiirel
sayim yontemiyle.belirlenmistir. L. monocytogenes'in 15 saatlik, E. coli O157:H7'nin 14

saatlik durma fazi kiiltiirleri denemelerde kullanilmigtir.

4.2 L. monocytogenes'in HCl ile Aside Toleransh Hale Getirilmesi

HCI kullanilarak pH 4,5'te 1, 2, 3 ve 4 saat siireyle aside tolerans kazandirilan ve
kazandirilmayan L. monocytogenes'in pH 2,5'teki canlilik diizeyine iligkin sonuglar
Cizelge 4.1'de verilmistir. pH 4,5'te inkiibe edilerek aside tolerans kazandirilan
kiiltlirlerin pH 2,5'te canli kalma diizeyleri adaptasyon siirelerine bagl olarak degisim
gostermistir. Aside tolerans kazandirilmayan (ATK") deneme grubundaki bakteri sayisi,
diger deneme gruplarma kiyasla daha hizli azalma egilimi sergilemistir. Inkiibasyonun
3. saatinde en diisiikk canli kalma diizeyine sahip ATK™ deneme grubundaki bakteri
sayis1 2,33 log kob/mL diizeyine inerken, 3. deneme grubundaki bakteri sayisi 5,30 log
kob/mL diizeyinde olup en yiiksek degere sahiptir. ATK ™ deneme grubunda 4 saatlik
inkiibasyon sonrasinda canli kalan bakteri sayis1 <1,00 log kob/mL diizeyine inerken,
aside tolerans kazandirilan deneme gruplarinin tiimiinde canli kalan bakteri sayist ATK™
deneme grubundan daha yiiksek bulunmustur. Inkiibasyonun 4. ve 5. saatinde en yiiksek

canli kalma diizeyi 3. deneme grubunda tespit edilmistir.

Istatistik analiz sonuglarina gore; 1, 2, 3 ve 4 saatlik adaptasyona tabi tutulan deneme
grubu ile ATK™ deneme grubunda, inkiibasyonun 0. ve 1. saatinde tespit edilen bakteri
sayilar1 arasindaki fark &nemsiz bulunmustur. iki saatlik inkiibasyon sonunda ATK™
deneme grubu ile, aside adapte edilen deneme gruplari arasindaki fark Onemli
bulunurken (p<0,01), aside adapte edilen deneme gruplarinin kendi aralarinda
karsilagtirilmasinda ise gruplar arasinda fark 6nemsiz bulunmustur. Inkiibasyonun 3.
saatinde ise ATK  deneme grubundaki bakteri sayisi ile diger deneme gruplar
arasindaki fark dnemli bulunmustur (p<0,01). Inkiibasyonun 4. ve 5. saatinde en yiiksek
diizeyde aside tolerans kazanan grubun, 3 saat siireyle aside adapte edilen deneme grubu

oldugu anlagilmistir (p<0,01).
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Cizelge 4.1 pH 4,5'te HCl'ye tolerans kazandirilan L. monocytogenes'in pH 2,5'teki canli
kalma diizeyini gosteren sayim sonuglart (log kob/mL)* ve standart

sapmalari
Ink. DENEME GRUPLARI
(Saat) ATK siiresi (saat) ATK™
1 2 3 4

0 7,02A%0,06 7,00A%0,04 7,02A%0,14  7,05A%0,22  7,06A*+0,21
1 6,21B*+0,06 6,23B+0,05 6,27B*+0,07  6,10B*+0,02  5,60B*+0,06
2 5,78B*+0,38  5,98B™0,28 5,91B*+0,17  5,95B*+0,10  4,48C°+0,33
3 4,03C°£0,26 4,65C*+0,00 530C*+0,44 4,71C™+0,78  2,33D+0,10
4 342D%+024 3,00D°:0,00 5,09C*+0.44  4,08D°+0,25 <1,00E¢
5 2,08E%£0,25  1,95E°+0,00 3,42D%0,43 <1,00E° <1,00E°

* Sonuglar iki tekerriir ortalamasidir. ink: Inkiibasyon.
A, B, C(]); ™" ™ Aymi veya ortak harfleri tastyan ortalamalar arasindaki fark istatistik olarak
onemli degildir (p>0,01)

Cizelge 4.1'de goriildigi iizere pH 4,5'te 1, 2, 3 ve 4 saat siireyle HCl'ye tolerans
kazandirilan L. monocytogenes'in pH 2,5'te aside toleransinin arttigi belirlenmistir. pH

2,5'e olan en yiiksek tolerans 3 saatlik ATK siiresinde ger¢eklesmistir.

1, 2, 3 ve 4 saat siireyle pH 5,0'da HCl'ye tolerans kazandirilan ve kazandirilmayan L.
monocytogenes'in  pH 2,5'teki canlilik diizeyine iliskin sonuclar Cizelge 4.2'de
verilmistir. Inkiibasyon siiresi arttikca bakteri sayis1 azalmaktadir. 2 ve 3 saatlik
inkiibasyon sonrasinda ATK™ deneme grubundaki bakteri sayisi diger gruplara kiyasla
daha diisiiktiir. Inkiibasyonun 4. saatinde, 1., 2., 3. ve 4. deneme grubundaki bakteri
sayilarinin sirasiyla 2,37; 2,78; 3,58 ve 3,49 log kob/mL oldugu, ATK deneme
bakteri 1,00 log kob/mL diizeyinin altina diistigi

grubundaki sayisinin  ise

goriilmektedir.

Yapilan istatistik analiz sonucunda, aside adapte edilen deneme gruplar1 ile ATK™
deneme grubunda, inkiibasyonun 0. ve 1. saatinde bakteri sayilar1 arasindaki fark
onemsiz bulunmustur. 2 ve 3 saatlik inkiibasyon sonunda, 1., 2., 3. ve 4. deneme
gruplarinin bakteri sayilar1 arasinda fark yokken, bu gruplarin bakteri sayilari, ATK™

deneme grubundan daha yiiksek bulunmustur (p<0,01). inkiibasyonun 4. ve 5. saatinde
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ise 3 ve 4 saatlik adaptasyon uygulamasinda tespit edilen bakteri sayilar1 arasindaki fark
onemsiz olup, 1 ve 2 saatlik adaptasyon uygulamasindan daha yiiksek oldugu
gorlilmiistiir (p<0,01). 1, 2, 3 ve 4 saatlik asit adaptasyon uygulamasi L.
monocytogenes'in aside olan toleransini arttirmistir. En yiiksek asit toleransi ise 3 ve 4

saatlik adaptasyonda elde edilmistir (p<0,01).

Cizelge 4.2 pH 5,0'da HCl'ye tolerans kazandirilan L. monocytogenes'in pH 2,5'teki
canli kalma diizeyini gosteren sayim sonuclar1 (log kob/mL)* ve standart

sapmalari
Ink. DENEME GRUPLARI
(Saat) ATK siiresi (saat) ATK™

1 2 3 4
0 7,32A%0,02  7,44A%0,08 749A+0,11  6,90A*+0,60  7,06A%+0,21
1 6,04B*+0,11 6,07B*+0,13 6,06B*+0,21  5,90B*+0,26  5,60B*+0,06
2 5,43B*+0,20 545B*+0,27 5,58B*+0,35  530B*0,15  4,48C"+0,33
3 4,08C*+0,20 4,43C*+0,28 4.84C*+021  4,44C*+0,16  2,33D"+0,10
4 2,37D°+0,52 2,78D"+0,06 3,58D*+0,40  3,49D™+0,45 <1,00E¢
5 <1,00E° <1,00E° 2,43E*020  2,46E*+0,23 <1,00E°

* Sonuglar iki tekerriir ortalamasidir. ink: Inkiibasyon
A, B, C (}); **°™ Aymi veya ortak harfleri tastyan ortalamalar arasindaki fark istatistik olarak
onemli degildir (p>0,01)

pH 5,5'te HCl'ye tolerans kazandirilan L. monocytogenes'in pH 2,5'teki canli kalma
diizeyleri Cizelge 4.3'te gosterilmistir. 4 saatlik inkiibasyon sonunda ATK  deneme
grubunun bakteri sayist 1,00 log kob/mL’nin altina diiserken, adaptasyon islemine tabi
tutulan deneme gruplarindaki bakteri sayist 2,08 ile 4,48 log kob/mL arasindadir.
Bakteri sayisi, inkiibasyonun 5. saatinde, 1. ve 2. deneme grubunda 1,00 log
kob/mL’nin altina diiserken, 3. deneme grubunda 2,70 log kob/mL ve 4. deneme

grubunda 3,99 log kob/mL diizeyine inmistir. En yiiksek canli kalma diizeyi 4 saatlik

adaptasyon sonrasinda elde edilmistir.
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Cizelge 4.3 pH 5,5'te HCl'ye tolerans kazandirilan L. monocytogenes'in pH 2,5'teki canl
kalma diizeyini gosteren sayim sonuglart (log kob/mL)* ve standart

sapmalari
Ink. DENEME GRUPLARI
(Saat) ATK siiresi (saat) ATK™
1 2 3 4
0 7,30A°+0,07 7,28A"+0,10 7,28A%+0,08 7,18A*+0,10 7,06A°+0,21
1 6,17B°+0,02 6,15B°+0,11 5,92B*+0,23 6,11B"+0,13 5,60B"+0,06
2 5,71C*+0,05 5,41C°+0,00 5,86B"+0,02 5,87B"+0,22 4,48C"+0,33
3 3,84D°4+0,02 4,13D"+0,02 4,40C°+0,00 5,34C*+0,38 2,33D%0,10
4 2,08E+0,04 2,63E°+0,20 3,36D"+0,02 4,48D"+0,33 <1,00E°
5 <1,00F° <1,00F° 2,70E°+0,22  3,99E*+0,17 <1,00E°

* Sonuglar iki tekerriir ortalamasidir. Ink: Inkiibasyon
A,B, C (}); *™°™ Aym veya ortak harfleri tasiyan ortalamalar arasindaki fark istatistik
olarak 6nemli degildir (p>0,01)

pH 5,5'te aside adapte edilen deneme gruplari ve ATK™ deneme grubunun pH 2,5'te
inkiibasyonunun 0. saatinde tespit edilen bakteri sayilar1 arasindaki fark istatistik acidan
onemsiz bulunmustur. Bir saatlik inkiibasyondan itibaren aside adapte edilen deneme
gruplarindaki bakteri sayisi, ATK™ deneme grubundan daha yiiksek olup istatistik acidan
onemli bulunmustur (p<0,01). Adaptasyon siiresi arttik¢ca bakterinin aside toleransinin
arttig1, en yiiksek asit direncinin 4 saatlik adaptasyon sonrasinda gergeklestigi tespit

edilmistir (p<0,01).

Son yillarda E. coli, L. monocytogenes ve Salmonella iizerinde yogunlasan ¢alismalar,
bu bakterilerde asidik ortamlara uyum saglamalarina yarayan mekanizmalarin oldugunu
ortaya koymustur. Bu patojen bakteriler orta derecede asitli ortamlara belirli bir siire
maruz kalirsa spesifik genler tarafindan kontrol edilen asit sok proteinleri sentezleyerek
yiiksek asitli ortamda canliliklarini siirdiirebilmektedir (Foster ve Hall 1990, Foster

1991, Leyer vd. 1995, O'driscoll vd. 1996, Riesenberg vd. 1996).

Koutsoumanis ve Sofos (2004) tarafindan, 4,0 ile 6,0 arasindaki pH'lara maruz birakilan
E. coli O157:H7, L. monocytogenes ve S. Typhimurium'un kuvvetli asit kosullarda

yasama diizeyleri tespit edilmistir. Arastirma sonunda aside tolerans kazandirma ile
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patojenlerin 6liimciil asit kosullardan korundugu ve aside karsi olusan koruyuculugun
tire ve pH'ya bagimli oldugu goriilmistir. 5,0 ile 6,0 arasindaki pH'larda L.
monocytogenes'in asit direncinin arttigi, en yiiksek direncin pH 5,5'te gerceklestigi
belirtilmistir. Arastirmamizda, pH 3,0'da L. monocytogenes'in yagama orani iizerinde
pH 4,5; 5,0 ve 5,5'teki adaptasyon ayni oranda artisa neden olmus, pH 2,5'teki yasama
orani lizerinde en yliksek artis pH 4,5'te gerceklestirilen adaptasyonda elde edilmistir.

Foster (1991) tarafindan S. Typhimurium iizerinde yiiriitiilen calismada, ATK'nin
indiiklenmesinde en uygun pH'nin 5,8-6,0 araliginda oldugunu saptamistir. Bu aragtirma
da, pH 4,5- 5,5 araliginda gergeklestirilen adaptasyonla ATK'nin indiiklendigi tespit
edilmistir. Patojen bakterilerin asidik ortamlara adapte olmasi, hem insan viicudundaki
mide sivisinda hem de asidik gidalarda yasama olasiligim1  arttirmaktadir.
Arastirmamizda, L. monocytogenes'in HCI ile aside adapte olarak pH 2,5'te yasama
oraninin arttig1 tespit edilmistir. Bu patojenin bu kadar kuvvetli asit kosullarda
canliligmmi silirdliriiyor olmasi, insan midesinde (pH 1,5-2,5) uzun siire canli

kalabilecegini ve bagirsaga canli olarak gegebilecegini isaret etmektedir.

pH 4,5; 5,0 ve 5,5'te HCl'ye tolerans kazandirilan L. monocytogenes'in pH 2,5'teki canlt
kalma diizeylerinin karsilastirilmasi Cizelge 4.4'te verilmistir. HC1 kullanilarak pH 4,5;
pH 5,0 ve pH 5,5'te gergeklestirilen 1, 2 ve 3 saatlik adaptasyon uygulamasi L.
monocytogenes'in pH 2,5'e olan direncini arttirmistir (p<0,05). pH 4,5'te aside adapte
edilen deneme grubunun yasama orant pH 5,0 ve pH 5,5'te aside adapte edilen deneme
grubundan daha yiiksek bulunmustur (p<0,05). pH 5,0 ve pH 5,5'te aside adapte edilen

deneme grubu arasindaki fark istatistik agidan dnemsizdir.

HCI kullanilarak pH 4,5; pH 5,0 ve pH 5,5'te gerceklestirilen 4 saatlik asit adaptasyon
uygulamasi1 L. monocytogenes'in pH 2,5'e olan direncini arttirmistir (p<0,05). Dort
saatlik adaptasyon uygulamasinda, en yiiksek canli kalma diizeyinin pH 5,5'te

gerceklestigi gorilmiistiir (Cizelge 4.4).
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Cizelge 4.4 pH 4,5; 5,0 ve 5,5'te HCl'ye tolerans kazandirilan L. monocytogenes'in pH
2,5'teki canli kalma diizeylerini gosteren sayim sonuglar1 (log kob/mL)* ve
standart sapmalari

Inkiibasyon siiresi (saat)

sy
o

Deneme

Ort.

45
50 1
5,5
Ort.
4,5
50 2
5,5
Ort
4,5
50 3
5,5
Ort.
4,5
50 4
5,5
Ort.

7,02%+0,06
7,32°+0,02
7,30%+0,07
7,21+0,07
7,00°£0,04
7,44*£0,08
7,28"8+0,10
7,24+0,09
7,02%£0,14
7,49%+0,11
7,28%+0,08
7,26+0,10
7,05%£0,22
6,90"+0,60
7,18"+0,10
7,04+0,17

6,21%+0,06
6,04*+0,11
6,174+0,02
6,14+0,05
6,23%+0,05
6,07%+0,13
6,15%+0,11
6,15+0,05
6,27%+0,07
6,06*£0,21
5,92%40,23
6,08+0,10
6,10%+0,02
5,90%+0,26
6,11%£0,13
6,03+0,09

5,78%+0,38
5,43%40,20
5,71°40,05
5,64+0,13
5,98%+0,28
5,455+0,27
5,415+0,00
5,61£0,15
5,91%40,17
5,58%+0,35
5,86"+0,02
5,78+0,12
5,95%+0,10
5,30%£0,15
5,87%40,22
5,7140,15

4,03%40,26
4,08"+0,200
3,84"+0,02
3,98+0,10
4,65"£0,00
4,43810,28
4,135+0,02
4,400,12
5,30%+0,44
4,84"P+0,21
4,40%+0,00
4,85+0,21
4,71%£0,78
4,44%10,16
5,34%+0,38
4,83+0,28

3,42%+0,24
2,37°40,52
2,085+0,04
2,62+0,30
3,00%£0,00
2,78%£0,06
2,63"+0,20
2,80+0,09
5,09*£0,44
3,58°+0,40
3,36°+0,02
4,01+0,38
4,08"%+0,25
3,495+0,45
4,48"+0,33
4,02+0,24

2,08%+0,25
1,005+0,00
1,005+0,00
1,36+0,44
1,95%+0,00
1,00%+0,00
1,00%+0,00
1,32+0,21
3,42440,43
2,43%+0,20
2,70*%+0,22
2,85+0,23
1,00£0,00
2,465+0,23
3,99%+0,17
2,48+0,55

4,75+0,52
4,37+0,74
4,35£0,76

4,80+0,63
4,53+0,73
4,43+0,73

5,50+0,35
4,99+0,50
4,92+0,48

4,81+0,60
4,75+0,46
5,49+0,33

* Sonuglar iki tekerriir ortalamasidir. Ort: Ortalama
A B € Ayni veya ortak harfleri tasiyan ortalamalar arasindaki fark istatistik olarak 6nemli degildir
(p>0,05)

pH 4,5'te 1, 2, 3 ve 4 saat siireyle HCl'ye tolerans kazandirilan ve kazandirilmayan L.
monocytogenes'in pH 3,0'daki canlilik diizeyine iliskin sonuglar Cizelge 4.5'te
verilmistir. 5 saatlik inkiibasyon sonunda, ATK deneme grubunun canli kalma
diizeyinin, diger gruplara gore daha diisiik oldugu tespit edilmistir. 5 saatlik inkiibasyon
sonunda bakteri sayisi, ATK™ deneme grubunda 3,11 log kob/mL azalirken, 1., 2., 3. ve
4. deneme grubunda sirasiyla 1,54; 1,31; 1,04 ve 1,48 log kob/mL azalmistir.
Adaptasyon isleminin gergeklestirildigi deneme gruplarinin tiimiinde canli kalma

diizeyi, ATK deneme grubuna kiyasla daha yiiksektir.
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Istatistiksel degerlendirme sonucunda, 3, 4 ve 5 saatlik inkiibasyon sonrasinda, aside
adapte edilen tiim deneme gruplarinda tespit edilen bakteri sayisinin, ATK™ deneme
grubundan yiliksek oldugu saptanmistir (p<0,01). Aside adapte edilen deneme
gruplariin bakteri sayilar1 arasindaki fark ise 6nemsiz bulunmustur. 1, 2, 3 ve 4 saatlik

adaptasyon uygulamasi sonucunda L. monocytogenes'in asit toleranst artmistir (p<0,01).

Cizelge 4.5 pH 4,5'te HCl'ye tolerans kazandirilan L. monocytogenes'in pH 3,0'daki
canli kalma diizeyini gosteren sayim sonuclar1 (log kob/mL)* ve standart

sapmalari
Ink. DENEME GRUPLARI
(Saat) ATK siiresi (saat) ATK"

1 2 3 4
0 7.41A%0,05  7,23A™+0,19  7,06A™+0,10 6,93A°+0,35 7,28A%+0,08
1 6,47B%+0,13  6,32B®+£0,02 6,28B+0,00 6,06B°+0,10 6,25B®+0,21
2 6,25B+0,02 6,23BC*+0,05 6,22B*+0,04 6,02B®+0,07 5,67C"+0,06
3 6,19BC*%#0,01 6,15BC*+0,04 6,16B*+0,05 5,82B*+0,11  5,18D%+0,03
4 6,10BC*+0,02 6,06BC*+0,02 6,12B*+0,04 5,76BC*+0,14 4,56E°+0,15
5 5,87C°+0,12  5,92C*+0,04 6,02B*+0,02  545C*+0,15  4,17F°+0,38

* Sonuglar iki tekerriir ortalamasidir. ink. inkiibasyon
A, B, C (}); ™™ Aym veya ortak harfleri tastyan ortalamalar arasindaki fark istatistik olarak
onemli degildir (p>0,01)

pH 5,0'da 1, 2, 3 ve 4 saat siireyle aside tolerans kazandirilan ve kazandirilmayan L.
monocytogenes'in pH 3,0'daki canlilik diizeyine iliskin sonuclar Cizelge 4.6'da
verilmigtir. Deneme gruplar1  karsilagtirlldiginda, adaptasyon isleminin L.
monocytogenes'in pH 3,0'da canli kalma diizeyini arttirdig1 tespit edilmistir. 5 saatlik
inkiibasyon sonunda, ATK deneme grubunun bakteri sayis1 3,11 log kob/mL azalirken,
1., 2., 3. ve 4. deneme grubundaki bakteri sayilar1 sirasiyla 1,76; 2,03; 1,63 ve 1,69 log

kob/mL azalmistir.

pH 5,0'da HCl'ye tolerans kazandirilan deneme gruplari ile ATK™ deneme grubunda pH
3,0'da inkiibasyonun 0. ve 1. saatinde bakteri sayilar1 arasindaki fark Onemsiz
bulunmustur. Inkiibasyonun 3. 4. ve 5. saatinde ATK ™ deneme grubu ile aside adapte

edilen deneme gruplar1 arasindaki fark 6nemli bulunurken (p<0,01), aside adapte edilen
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deneme gruplar arasindaki fark 6nemsiz bulunmustur. 1, 2, 3 ve 4 saatlik adaptasyon
siiresi L. monocytogenes'in aside toleransini arttirmistir. Farkli adaptasyon siireleri

direng artis1 lizerinde farkli etkiler olusturmamastir.

Cizelge 4.6 pH 5,0'da HCl'ye tolerans kazandirilan L. monocytogenes'in pH 3,0'daki
canli kalma diizeyini gosteren sayim sonuglar1 (log kob/mL)* ve standart

sapmalar1
Ink. DENEME GRUPLARI
(Saat) ATK " siiresi (saat) ATK™
1 2 3 4

0  730A%0,12 7,18A%+0,14  7,29A*+0,09  7,19A%0,01 7,28A%+0,08
1 635B+0,05 6,25B*0,02 6,35B+0,09  6,26B“+0,08 6,25B*+0,21
2 622BC+0,04 6,19B®+0,01 6,16B*+0,08 6,14BC*+0,10 5,67C"+0,06
3 6,02BC+0,06 6,08BC*+0,08 6,08BC*+0,04 6,03BC*+0,05 5,18D"+0,03
4 5,78CD 0,21 5,63C+0,22 5,95BC*0,02 5,70CD*:0,19 4,56E"+0,15
5  554D%046 5,15D+022 5,66C+0,28  5,50D™+0,35 4,17E’+0,38

* Sonuglar iki tekerriir ortalamasidir. Ink: Inkiibasyon
A, B, C (1); *> ™ Aym veya ortak harfleri tastyan ortalamalar arasindaki fark istatistik olarak
onemli degildir (p>0,01)

pH 5,5'te 1, 2, 3 ve 4 saat siireyle HCl'ye tolerans kazandirilan ve kazandirilmayan L.
monocytogenes'in pH 3,0'daki canlilik diizeyine iligkin sonuglar Cizelge 4.7'de
verilmistir. pH 3,0'da 5 saatlik inkiibasyon sonrasinda 1., 2., 3. ve 4. deneme grubundaki
bakteri sayilar1 sirastyla 1,48; 1,31; 1,58 ve 1,70 log kob/mL azalirken, ATK™ deneme
grubundaki bakteri sayist 3,11 log kob/mL azalmistir. pH 5,5'te aside tolerans
kazandirilan deneme gruplarinin, ATK™ deneme grubuna kiyasla canli kalma
diizeylerinin daha yiiksek oldugu ve asit adaptasyonu ile L. monocytogenes'in kuvvetli

asidik kosullarda yasama oraninin arttig1 tespit edilmistir.

pH 5,5'te aside adapte edilen deneme gruplar1 ile ATK™ deneme grubunun pH 3,0'daki
inkiibasyonun 0. ve 1. saatinde bakteri sayilar1 arasindaki fark 6nemsiz bulunmustur.
Inkiibasyonun 2., 3., 4. ve 5. saatinde ATK™ deneme grubunun bakteri sayisi, aside
adapte edilen deneme gruplarindan daha diisiik olup bu farklilik istatistik acidan 6nemli

bulunmustur (p<0,01). Aside adapte edilen deneme gruplar1 arasindaki fark ise istatistik
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acidan onemsizdir. Sonug olarak, pH 5,5'te 1, 2, 3 ve 4 saatlik adaptasyon islemi L.
monocytogenes'in aside olan direncinde artisa neden olmustur. Farkli adaptasyon

siireleri direng artis1 lizerinde farkl etkiler olusturmamastir.

Cizelge 4.7 pH 5,5'te HCl'ye tolerans kazandirilan L. monocytogenes'in pH 3,0'daki
canli kalma diizeyini gosteren sayim sonuglar1 (log kob/mL)* ve standart

sapmalar1
Ink. DENEME GRUPLARI
(Saat) ATK " siiresi (saat) ATK"
1 2 3 4

0 7,29A°+0,11  7,35A°+0,09 7,36A°+0,02  7,28A"+0,05 7,28A°+0,08
1 6,36B°+0,02 6,66B*+0,28 6,27B*+0,01  6,64B+0,01 6,25B*+0,21
2 6,23B*£0,03  6,58B*+0,32  6,20B*+0,00 6,28BC*+0,10 5,67C"+0,06
3 6,12BC*£0,04 6,18C*+£0,03 6,12BC*+£0,04 6,15C*+0,15  5,18D"+0,03
4 6,02BC*£0,07 6,07C*+0,12 5,95BC*+0,10 5,93CD*+0,35 4,56E’+0,15
5 581C*0,09 6,04C*+0,12  5,78C*+0,10  5,58D"+0,36  4,17F"+0,38

* Sonuglar iki tekerriir ortalamasidir. Ink: Inkiibasyon
A, B, C (); ™™ Ayni veya ortak harfleri tastyan ortalamalar arasindaki fark istatistik olarak
onemli degildir (p>0,01)

Phan-Thanh vd. (2000) tarafindan asit stresinden 6nce L. monocytogenes LO28 susu pH
5,5'te birkag saat HCl'ye adapte edilmistir. pH 3,7'ye olan en yliksek toleransin 2 ve 3
saatlik adaptasyonda gergeklestigi, adaptasyon siiresi 24 saate uzatildiginda asit
toleransinin azaldig1 rapor edilmistir. L. monocytogenes'in asit adaptasyonuna yonelik
yiiriitiilen bu ¢aligmada ise, pH 2,5'e olan en yiiksek tolerans 4 saatlik adaptasyonda, pH

3,0'a olan tolerans ise 1, 2, 3 ve 4 saatlik adaptasyonda elde edilmistir.

pH 4,5; 5,0 ve 5,5'te HCl'ye tolerans kazandirilan L. monocytogenes'in pH 3,0'daki canli
kalma diizeylerinin karsilastirilmasi Cizelge 4.8'de verilmistir. HCI kullanilarak pH 4,5;
5,0 ve pH 5,5t 1, 2, 3 ve 4 saat siireyle gergeklestirilen asit adaptasyonu L.
monocytogenes'in pH 3,0'a olan direncini arttirmigtir (p<0,01). Fakat pH 4,5; 5,0 ve
5,5'te adapte edilen deneme gruplarinin canli kalma diizeyleri arasindaki fark 6nemsiz

bulunmustur.
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Koutsoumanis vd. (2003), pH's1 5,0; 5,5 ve 6,0 olan glukoz iceren TSB'de 90 dakika
siireyle gerceklestirilen adaptasyon uygulamasi ile L. monocytogenes'in asit direncininin
arttigini, fakat pH 4,0; 4,5 ve 7,0'de gerceklestirilen adaptasyonun asit direncinde artigsa
neden olmadigini saptamiglardir. L. monocytogenes'in asit adaptasyonuna yonelik
yiriitiillen bu ¢aligmada ise, pH 4,5; 5,0 ve 5,5'te gergeklestirilen asit adaptasyonu, L.

monocytogenes'in, daha kuvvetli asit kosullarda yasama oranini arttirmistr.

Cizelge 4.8 pH 4,5; 5,0 ve 5,5'te HCl'ye tolerans kazandirilan L. monocytogenes'in pH
3,0'daki canli kalma diizeylerini gosteren sayim sonuglari (log kob/mL)*
ve standart sapmalari

Inkiibasyon siiresi (saat)

o

T g 0 1 2 3 4 5 Ort.
o

4,5 7,41£0,05 6,47£0,13 6,25+0,02 6,19+0,01 6,10£0,02 5,87+0,12 6,38+0,15

50 1 7,30+0,12 6,35+0,05 6,22+0,04 6,02+0,06 5,78+021 5,544+0,46 6,20+0,18

55 7.2940,11 6,36£0,02 6,23+0,03 6,12+0,04 6,02+0,07 5,81+0,09 6,30+0,14
Ort 7,33%+0,05 6,39°+0,04 6,23%+£0,01 6,11°°+0,04 5,96"+0,08 5,74"+0,14

4,5 7.2340,19 6,3240,02 6,23+0,05 6,15+0,04 6,06£0,02 5,92+0,04 6,32+0,13

50 2 7,18+0,14 6,25+0,02 6,19£0,01 6,08+0,08 5,63+0,22 5,15+0,22 6,08+0,19

55 7,3540,09 6,66+0,28 6,58+0,32 6,18+0,03 6,07+0,12 6,04+0,12 6,48+0,15
Ort 7,25%40,07 6,41%+0,11 6,335+0,11 6,13°°+0,03 5,92%+0,11 5,70"+0,19

4,5 7,06+£0,10 6,2840,00 6,22+0,04 6,16+0,05 6,12+0,04 6,02+0,02 6,31+0,11

50 3 7,29+0,09 6,35+0,09 6,16£0,08 6,08+0,04 5,95+0,02 5,66+0,28 6,25+0,16

55 7,36+0,02  6,27£0,01  6,20+0,00 6,12+0,04 5,95+0,10 5,78+0,10 6,28+0,16
Ort 7,24"+0,07 6,30°+0,03 6,195°+0,03 6,12°°+0,02 6,00°+0,04 5,82°+0,10

4,5 6,93+0,35 6,06£0,10 6,02+0,07 5,82+0,11 5,76+£0,14 5,45+0,15 6,01+0,15

50 4 7,19x0,01 6,26x0,08 6,14£0,10 6,03£0,05 5,70+0,19 5,50+0,35 6,14+0,17

55 7,28+0,05 6,64+0,01 6,28+0,10 6,15+0,15 5,93+£0,35 5,58+0,36 6,31+0,18

Ort 7,13%+0,11 6,32°+0,113 6,14%°+0,06 6,00°°+0,08 5,79°5+0,12 5,515+0,14

* Sonuglar iki tekerriir ortalamasidir. Ort: Ortalama
A B C(2) Ayni veya ortak harfleri tasiyan ortalamalar arasindaki fark istatistik olarak énemli degildir

(p>0,05)
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pH 4,5'te 1, 2, 3 ve 4 saat siireyle HCl'ye tolerans kazandirilan ve kazandirilmayan L.
monocytogenes'in pH 3,5'teki canlilik diizeyine iliskin sonucglar Cizelge 4.9'da
verilmigstir. pH 4,5'te gerceklestirilen adaptasyon denemelerinde, 5 saatlik inkiibasyon
sonrasindaki bakteri sayisi, 1 saatlik adaptasyonda 1,57; 2 saatlik adaptasyonda 1,05; 3
saatlik adaptasyonda 1,73; 4 saatlik adaptasyonda 0,97 log kob/mL ve ATK  deneme
grubunda 1,25 log kob/mL azalmstir. Istatistiksel degerlendirme sonucunda, deneme
gruplarinin bakteri sayilar1 arasindaki farkin istatistik agidan Onemsiz oldugu

belirlenmistir.

Cizelge 4.9 pH 4,5'te HCl'ye tolerans kazandirilan L. monocytogenes'in pH 3,5'teki canli
kalma diizeyini gosteren sayim sonuglart (log kob/mL)* ve standart

sapmalari
. DENEME GRUPLARI
(;nk.t) ATK siiresi (saat) AT

aa 1 saat 2 saat 3 saat 4 saat

0 7,40 7,21 7,16 6,64 7,31
1 7,25 6,82 6,75 6,35 7,17
2 7,02 6,55 6,27 6,29 7,01
3 6,71 6,40 6,10 6,00 6,74
4 6,25 6,32 6,06 5,85 6,32
5 5,83 6,16 5,43 5,67 6,06

Ort. 6,74A+0,18 6,57A+0,11 6,29A+0,18 6,13A+0,10 6,77A+0,14

* Sonuglar iki tekerriir ortalamasidir. ink: Inkiibasyon; Ort: Ortalama
A, B, C (—) Ayn1 veya ortak harfleri tagiyan ortalamalar arasindaki fark istatistik olarak 6nemli
degildir (p>0,05)

pH 5,0'da 1, 2, 3 ve 4 saat siireyle HCl'ye tolerans kazandirilan ve kazandirilmayan L.
monocytogenes'in pH 3,5'teki canlilik diizeyine iligkin sonuclar Cizelge 4.10'da
verilmistir. pH 5,0'da aside tolerans kazandirilan 1., 2., 3. ve 4. deneme grubu ile ATK™
deneme grubundaki bakteri sayisi, 5 saatlik inkiibasyon sonunda sirastyla 1,11; 1,17,
1,13; 1,24 ve 1,25 log kob/mL azalmistir. Gruplar arasindaki fark istatistik agidan
onemsiz bulunmustur. pH 5,0'da gerceklestirilen asit adaptasyon uygulamalar1 pH 3,5'te

yasama orant lizerinde 6nemli bir etki olusturmamustir.
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Cizelge 4.10 pH 5,0'da HCl'ye tolerans kazandirilan L. monocytogenes'in pH 3,5'teki
canli kalma diizeyini gosteren sayim sonuglar1 (log kob/mL)* ve standart

sapmalari
Ink. DENEME GRUPLARI
(Saat) ATK siiresi (saat) ATK®
1 saat 2 saat 3 saat 4 saat
0 7,19 7,25 7,23 7,22 7,31
1 7,12 7,08 7,13 7,04 7,17
2 6,70 6,61 6,53 6,45 7,01
3 6,38 6,58 6,46 6,14 6,74
4 6,12 6,17 6,17 6,02 6,32
5 6,08 6,08 6,10 5,98 6,06

Ort. 6,60A+0,14 6,63A+0,14 6,60A+0,14 6,47A+0,15 6,77A+0,14

* Sonuglar iki tekerriir ortalamasidir. Ink: Inkiibasyon; Ort: Ortalama
A, B, C (—) Ayn1 veya ortak harfleri tagiyan ortalamalar arasindaki fark istatistik olarak 6nemli
degildir (p>0,05)

pH 5,5'te 1, 2, 3 ve 4 saat siireyle HCl'ye tolerans kazandirilan ve kazandirilmayan L.
monocytogenes'in pH 3,5'teki canlilik diizeyine iliskin sonuglar Cizelge 4.11'de
verilmigtir. Bes saatlik inkiibasyon sonunda, 1., 2., 3. ve 4. deneme grubuyla ATK™
deneme grubundaki bakteri sayisi sirasiyla 1,03; 1,24; 1,23; 1,40 ve 1,25 log kob/mL
azalmistir. Yapilan istatistik analiz sonuglarina gore, deneme gruplar1 arasindaki fark
Oonemsiz bulunmustur. pH 5,5'te gerceklestirilen asit adaptasyon uygulamalari, L.

monocytogenes'in pH 3,5'te yagama orani iizerinde artisa neden olmamustir.

Cizelge 4.11 pH 5,5'te HCl'ye tolerans kazandirilan L. monocytogenes'in pH 3,5'teki
canli kalma diizeyini gosteren sayim sonuclar1 (log kob/mL)* ve standart

sapmalar1
Ink. DENEME GRUPLARI
(Saat) ATK " siiresi (saat) ATK™
1 saat 2 saat 3 saat 4 saat

0 7,21 7,41 7,36 7,31 7,31
1 7,10 7,21 7,21 7,10 7,17
2 6,61 6,66 6,85 6,44 7,01
3 6,49 6,54 6,63 6,29 6,74
4 6,21 6,39 6,23 6,13 6,32
5 6,18 6,17 6,13 5,91 6,06

Ort. 6,63A+0,12 6,73A+0,14  6,73A£0,14  6,53A+0,16  6,77A+0,14

*Sonuglar iki tekerriir ortalamasidir. A, B, C (—) Ayn1 veya ortak harfleri tagiyan ortalamalar
arasindaki fark istatistik olarak énemli degildir (p>0,05)
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pH 4,5; 5,0 ve 5,5'te HCl'ye tolerans kazandirilan L. monocytogenes'in pH 3,5'teki canli
kalma diizeylerinin karsilastirilmas1 Cizelge 4.12'de verilmistir. HCI kullanilarak pH
4,5; 5,0 ve 5,5'te 1, 2, 3 ve 4 saat siireyle gerceklestirilen asit adaptasyonu L.
monocytogenes'in pH 3,5'e olan direncinde artisa neden olmamistir. Istatistiksel
degerlendirme sonucunda, pH 4,5; 5,0 ve 5,5'teki canli kalma diizeyleri arasindaki

farklilik 6nemli bulunmamustir.

Cizelge 4.12 pH 4,5; 5,0 ve 5,5'te HCl'ye tolerans kazandirilan L. monocytogenes'in pH
3,5'teki canli kalma diizeylerini gdsteren sayim sonuglari (log kob/mL)* ve
standart sapmalar1

Inkiibasyon siiresi (saat)

o
e g 0 1 2 3 4 5 Ort.
o
4,5 7,40 7,25 7,02 6,71 6,25 5,83 6,74+0,18
50 1 7,19 7,12 6,70 6,38 6,12 6,08 6,60+0,14
55 721 7,10 6,61 6,49 6,21 6,18 6,63+0,12
Ort 7,26"+0,07 7,15%+0,07 6,77°+0,14 6,52°+0,10 6,19°+0,05 6,03°+0,10
4,5 721 6,82 6,55 6,40 6,32 6,16  6,57+0,11
50 2 7,25 7,08 6,61 6,58 6,17 6,08 6,63+0,14
55 7,41 7,21 6,66 6,54 6,39 6,17  6,73+0,14
Ort 7,29%+0,04 7,03%+£0,08 6,61°£0,06 6,50°+0,07 6,29°+0,06 6,13"+0,04
4,5 7,16 6,75 6,27 6,10 6,06 5,43 6,29+0,18
50 3 7,23 7,13 6,53 6,46 6,17 6,10  6,60+0,14
55 7,36 7,21 6,85 6,63 6,23 6,13 6,73+0,14
Ort 7,25%+0,05 7,03"£0,10 6,54%+0,15 6,40°+0,14 6,15°+0,05 5,89"+0,17
4,5 6,64 6,35 6,29 6,00 5,85 5,67  6,130+0,104
50 4 7,22 7,04 6,45 6,14 6,02 598  6,47+0,154
55 7,31 7,10 6,44 6,29 6,13 591  6,53+0,159

Ort 7,06"+0,15 6,835+0,16 6,40°+0,08 6,14°+0,07 6,00°°+0,07 5,855+0,09

* Sonuglar iki tekerriir ortalamasidir. Ort: Ortalama
A B.C () Ayni veya ortak harfleri tasiyan ortalamalar arasindaki fark istatistik olarak 6nemli
degildir (p>0,05)
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L. monocytogenes'in diisiik pH'ya olan direncinin gelisme ortaminin bilesimine, bakteri
susuna, gelisim fazina ve kullanilan asit tipine bagl oldugu belirtilmistir (Phan-Thanh
vd. 2000). Vialette vd. (2003) ise L. monocytogenes'in klinik izolatlarinin asit ve
ozmotik stres gibi olumsuz kosullara adaptasyon yeteneklerinin gida izolatlarina kiyasla
daha yiiksek oldugunu rapor etmislerdir. Berk vd. (2005), insanlardan izole edilen S.

Typhimurium suslarin asit direncinin, gida izolatlarindan daha yiiksek oldugunu,

Lou ve Yousef (1997) yiiriittiikkleri denemede, pH 4,5 ve pH 5,0'da 1 saatlik adaptasyon
ile logaritmik fazdaki L. monocytogenes Scott A susunun pH 3,5'e olan direncinin arttig1
belirlenmistir. Ayrica pH 5,0'da gergeklestirilen adaptasyonun pH 4,5'ten daha ytiksek
diizeyde koruma sagladigi ifade edilmistir. O'Driscoll vd. (1996) yaptig1 calismada, L.
monocytogenes'in durma fazi hiicrelerinin dogal olarak pH degisimlerine (pH 3,5) karst
direngli oldugu, fakat logaritmik faz hiicrelerinin pH 3,5'te canliligini siirdiirebilmesi
icin pH's1 5,5'e sahip ortamda aside adapte edilerek ATK yanitin1 indiiklenmesinin sart
oldugu ifade edilmistir. Lee vd. (1994) tarafindan S. Typhimurium {izerinde yapilan
calismada, bu bakterinin durma faz hiicrelerinin pH 3,0'a olan toleransinin, logaritmik
faz hiicrelerinden 1000 kat daha yiiksek oldugu rapor edilmistir. Elde ettigimiz bulgular
degerlendirildiginde, HCIl ile pH 4,5; 5,0 ve 5,5t 1, 2, 3 ve 4 saat siireyle
gerceklestirilen adaptasyon uygulamasi, L. monocytogenes'in pH 2,5 ve 3,0'a olan

direncinde artisa neden olurken, pH 3,5'te yasama oraninda artisa neden olmamustir.

4.3 L. monocytogenes'in Organik Asitler ile Aside Tolerans Kazandirilmasi

Asetik, laktik ve sitrik asit kullanilarak pH's1t 4,5; 5,0 ve 5,5'¢ ayarlanmis TSB
besiyerinde 1, 2, 3 ve 4 saat siireyle aside tolerans kazandirilmis L. monocytogenes'in

pH 3,5'teki canlilik diizeyleri tespit edilmistir.

Asetik asit kullanilarak pH 4,5'te aside tolerans kazandirilan L. monocytogenes'in pH
3,5'teki canlilik diizeyine iliskin sonuglar Cizelge 4.13'te verilmistir. Tablo
incelendiginde ATK™ deneme grubunda inkiibasyonun 30. dakikasinda tespit edilen
bakteri sayist 4,16 log kob/mL iken, aside tolerans kazandirilan deneme gruplarindaki

bakteri sayismin 1,00 log kob/mL'nin altina diistiigii goriilmektedir. Istatistiksel

67



degerlendirme sonucunda, asetik aside adaptasyon denemeleri bakterinin aside olan
direncinde artisa neden olmamistir. Iliml1 asit kosullara muamele, L. monocytogenes'in

asetik aside olan direncinde azalmaya neden olmustur (p<0,01).

Cizelge 4.13 pH 4,5'te asetik aside tolerans kazandirilan L. monocytogenes'in pH
3,5'teki canli kalma diizeyini gosteren sayim sonuglari (log kob/mL)* ve
standart sapmalari

Ink. DENEME GRUPLARI
(Dk) ATK siiresi (saat) ATK"
1 2 3 4

0  7,00A%0,19 6,67A%£0,10 6,58A%+0,15 6,32A°+0,17  7,19A%0,08
30 <1,00B° <1,00B° <1,00B® <1,00B° 4,16B%+0,05
60 <1,00B? <1,00B? <1,00B? <1,00B? <1,00C?
90 <1,00B? <1,00B? <1,00B? <1,00B* <1,00C?
120 <1,00B" <1,00B? <1,00B® <1,00B? <1,00C?

* Sonuglar iki tekerriir ortalamasidir. ink: Inkiibasyon; Dk: Dakika
A, B, C (1); *>*™ Aym veya ortak harfleri tastyan ortalamalar arasindaki fark istatistik olarak
onemli degildir (p>0,01)

Cogu gidanin asidik pH'si, gida kaynakli patojenlerin gelisimini Onleyen en Onemli
faktorlerden birisidir. Organik asitler; gida bilesiminde dogal olarak, fermantasyon
sonucu ya da katki maddesi olarak bulunabilirler. Mayonez, ketcap, yogurt, meyve
sular1 ve salata sosu gibi asidik gidalarda bulunan organik asitler patojenler iizerinde
antimikrobiyel etki yapmaktadir (Weagant vd. 1994, Tsai ve Ingham 1997, Bang ve
Drake 2005). Bu arastirmada, asetik asidin L. monocytogenes iizerinde inhibitor etki
gosterdigi, asetik asitte gercgeklestirilen adaptasyonla patojenin bu aside olan
duyarliliginin arttig1 saptanmistir. Elde edilen bu bulgu, hem gida giivenligi hem de

insan saglig1 agisindan son derece dnemlidir.

Asetik asit kullanilarak pH 5,0'da aside tolerans kazandirilan L. monocytogenes'in pH
3,5'teki canlilik diizeyine iliskin sonuglar Cizelge 4.14'te verilmistir. pH 5,0'da
gerceklestirilen adaptasyon denemelerinde, 30 dakikalik inkiibasyon sonunda 1., 2., 3.
ve 4. deneme grubu ile ATK  deneme grubundaki bakteri sayisi sirasiyla 3,28; 3,51;
4,32; 2,91 ve 3,03 log kob/mL azalmistir. Istatistiksel degerlendirme sonucunda, 2 ve 3
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saatlik adaptasyon uygulamasmin L. monocytogenes'in asetik aside olan duyarliligini

arttirdig1 goriilmiistiir (p<0,01).

Cizelge 4.14 pH 5,0'da asetik aside tolerans kazandirilan L. monocytogenes'in pH
3,5'teki canli kalma diizeyini gosteren sayim sonuglart (log kob/mL)* ve
standart sapmalari

Ink. DENEME GRUPLARI
(Dk) ATK siiresi (saat) _
1 2 3 4 ATK

0 736A%0,04 722A%0,04 7.44A%0,18 7.29A%0,09  7,19A+0,08
30 4,08B°:0,04 3,71B°+0,04 3,12B%+0,12 4,38B*+0,10  4,16B™+ 0,05

60 <1,00B* <1,00B* <1,00B* <1,00B* <1,00C*
90 <1,00B* <1,00B* <1,00B* <1,00B* <1,00C*
120 <1,00B" <1,00B* <1,00B* <1,00B* <1,00C*

* Sonuglar iki tekerriir ortalamasidir. Ink: Inkiibasyon; Dk. Dakika
A, B, C(}); ™™ Aym veya ortak harfleri tasiyan ortalamalar arasindaki fark istatistik olarak
onemli degildir (p>0,01)

Asetik asit kullanilarak pH 5,5'te aside tolerans kazandirilan L. monocytogenes'in pH
3,5'teki canlilik diizeyine iliskin sonuglar Cizelge 4.15'te verilmistir. 30 dakikalik
inkiibasyon sonunda 1.; 2.; 3. ve 4. deneme grubu ile ATK™ deneme grubundaki bakteri
say1s1 sirastyla 3,17; 3,41; 3,07; 3,83 ve 3,03 log kob/mL azalmistir. Inkiibasyonun 60.
dakikasinda deneme gruplarindaki bakteri sayist <1,00 log kob/mL diizeyine inmistir.
pH 5,5'te gerceklestirilen asetik aside adaptasyon uygulamasi L. monocytogenes'in aside
direncini arttirmamistir. Deneme gruplarinin bakteri sayilarinin ortalamalar1 arasindaki

fark istatistik acidan 6nemsiz bulunmustur.

Laktik asit kullanilarak pH 4,5'te aside tolerans kazandirilan L. monocytogenes'in pH
3,5'teki canlilik diizeyine iliskin sonuglar Cizelge 4.16'da verilmigtir. Laktik aside
tolerans kazandirilan deneme gruplarinda, 120 dakikalik inkiibasyon sonrasinda bakteri
sayisi, 1 saatlik adaptasyonda 3,28; 2 saatlik adaptasyonda 2,98; 3 saatlik adaptasyonda
2,12; 4 saatlik adaptasyonda 1,91 ve ATK deneme grubunda ise 2,77 log kob/mL
azalmistir. 120 dakikalik inkiibasyon sonrasinda, aside adapte edilen deneme gruplari
ile ATK  deneme grubundaki bakteri sayisindaki farklilik istatistik agidan Onemsiz

bulunmustur.
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Cizelge 4.15 pH 5,5'te asetik aside tolerans kazandirilan L. monocytogenes'in pH
3,5'teki canli kalma diizeyini gosteren sayim sonuglar1 (log kob/mL)* ve
standart sapmalari

Ink. DENEME GRUPLARI
(DK) ATK siiresi (saat) _
1 2 3 4 ATK
0 7,20 7,55 7,28 7,03 7,19
30 4,03 4,14 421 3,20 4,16

Ort. 5,61A+0,92  5,84A+0,99  5,74A+0,89  5,11A=£1,11  5,67A+0,88

* Sonuglar iki tekerriir ortalamasidir. Ink: Inkiibasyon; Dk. Dakika; Ort: Ortalama
A, B, C (—) Ayni1 veya ortak harfleri tasiyan ortalamalar arasindaki fark istatistik olarak 6nemli
degildir (p>0,01)

Cizelge 4.16 pH 4,5'te laktik aside tolerans kazandirilan L. monocytogenes'in pH
3,5'teki canli kalma diizeyini gdsteren sayim sonuglari (log kob/mL)* ve
standart sapmalar1

Ink. DENEME GRUPLARI
(Dk) ATK siiresi (saat) ATK®
1 2 3 4

0  7,10A%0,10 6,81A™+0,11 6,29A°+0,11 549A°+0,09  7,21A*+0,03
30 6,96A%0,04 6,48A%+0,12 5,86A°+0,14 4,79B£0,09  6,12B™+0,12
60  4,55B*0,32 4,30B*+0,04 4,30B™+0,10 427C*+0,09  4,84C*+0,21
90  4,47B™+0,32 4,15B+0,04 3,97B™+0,12 3,83CD+0,04  4,74C*+0,26
120 3,82C™+0,56 3,83B™+0,01 4,17B®+0,42 3,78D°+0,04  4,44C*+0,29

* Sonuglar iki tekerriir ortalamasidir. ink: Inkiibasyon; Dk. Dakika
A, B, C (); ™™ Ayni veya ortak harfleri tastyan ortalamalar arasindaki fark istatistik olarak
onemli degildir (p>0,05)

Laktik asit kullanilarak pH 5,0'da aside tolerans kazandirilan L. monocytogenes'in pH
3,5'teki canlilik diizeyine iliskin sonuglar Cizelge 4.17'de verilmistir. Laktik asit
adaptasyonunda 120 dakikalik inkiibasyon sonrasinda, 1., 2., 3. ve 4. deneme grubu ile
ATK™ deneme grubundaki bakteri sayisi sirasiyla; 3,40; 3,45; 3,29; 2,84 ve 2,77 log
kob/mL azalmigtir. Deneme gruplarinin canli kalma diizeyleri karsilastirildiginda, laktik
asit adaptasyonunun L. monocytogenes'in canli kalma diizeyinde artisa neden olmadigi
tespit edilmistir. 120 dakikalik inkiibasyon sonrasinda gruplarin bakteri sayilari

arasindaki fark istatistik agidan 6nemsiz bulunmustur.
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Cizelge 4.17 pH 5,0'da laktik aside tolerans kazandirilan L. monocytogenes'in pH
3,5'teki canli kalma diizeyini gosteren sayim sonuglar1 (log kob/mL)* ve
standart sapmalari

Ink. DENEME GRUPLARI
(DKk) ATK siiresi (saat) _
1 2 3 4 ATK
0  7,29A%+0,06 725A°+0,14 727A*+0,01 7,12A*+0,12 7,21A*+0,03
30 7,25A%0,07  6,91A™0,30  7,21A%0,03 6,97A%0,08 6,12B"+0,12
60  549B°+0,50 4,89B°+0,04 6,36B*+0,25 4,78B°+0.42 4,84C°+0.21
90  4,20C*+0,20 4,13BC*+021 4,34C*0,26 4,24B*+0,30 4,74C*+0,26
120 3,89C*0,48  3,80C*+0,39  3,98C*+0,62 4,28B*+0,13  4,44C*+0,29

* Sonuglar iki tekerriir ortalamasidir. ink: Inkiibasyon; Dk. Dakika
A, B, C (); ™™ Ayni veya ortak harfleri tastyan ortalamalar arasindaki fark istatistik olarak
onemli degildir (p>0,05)

Gahan vd. (1996) tarafindan, laktik aside tolerans kazandirilmig L. monocytogenes'in,
laktik asit igeren yogurt ve cottage peyniri, sitrik asit iceren portakal suyu ve asetik asit
iceren salata sosunda yasama oraninin arttig1 belirlenmistir. Leyer ve Johnson (1992),
aside tolerans kazandirdiklar1 S. Typhimurium'un laktik, asetik ve propiyonik aside
diren¢ kazandigini rapor etmislerdir. Tarafimizca yiiriitiilen bu aragtirmada, asetik ve
laktik aside tolerans kazandirilan L. monocytogenes'in bu asitlere olan direncinde artig

saptanamamistir.

Laktik asit kullanilarak pH 5,5'te aside tolerans kazandirilan L. monocytogenes'in pH
3,5'teki canlilik diizeyine iliskin sonucglar Cizelge 4.18'de verilmistir. pH 3,5'te 120
dakikalik inkiibasyon sonrasinda, 1, 2, 3 ve 4 saat siireyle adaptasyona tabi tutulan
deneme grubuyla ATK™ deneme grubunun bakteri sayisindaki azalma 3,47; 3,45; 3,06;
2,80; 2,77 log kob/mL diizeyindedir. Deneme gruplari arasindaki fark istatistik a¢idan
onemsiz bulunmustur. pH 5,5'te gerceklestirilen asit adaptasyonu L. monocytogenes'in

laktik aside olan direncini arttirmamastir.

L. monocytogenes'te organik asitler kullanilarak yiiriitiilen adaptasyon denemelerinde,
asetik asit ve laktik asit kullanilarak pH 4,5; 5,0 ve 5,5'te, 1, 2, 3 ve 4 saat siireyle
gergeklestirilen asit adaptasyonu L. monocytogenes'in pH 3,5'¢ olan direncinde artigsa

neden olmamustir.
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Cizelge 4.18 pH 5,5'te laktik aside tolerans kazandirilan L. monocytogenes'in pH
3,5'teki canli kalma diizeyini gosteren sayim sonuglari (log kob/mL)* ve
standart sapmalari

Ink. DENEME GRUPLARI
(DK) ATK siiresi (saat) ATK™
1 2 3 4

0 7,34 7,36 7,30 7,26 7,21
30 6,52 6,79 7,13 7,11 6,12
60 4,66 5,23 5,44 6,04 4,84
90 4,42 4,45 4,45 4,57 4,74
120 3,87 3,91 424 4,46 4,44

Ort. 5,36A+0,45  5,55A+0,45 5,71A+0,44  5,88A+0,41 5,47A+0,35

* Sonuglar iki tekerriir ortalamasidir. ink: Inkiibasyon; Dk. Dakika; Ort: Ortalama
A, B, C (—) Ayni veya ortak harfleri tasiyan ortalamalar arasindaki fark istatistik olarak 6nemli
degildir (p>0,05)

Faleiro vd. (2003), farkli gidalardan izole edilen L. monocytogenes suslari iizerinde
yirtttiikleri aragtirmada, laktik asit kullanilarak pH's1 5,5'e ayarlanmis ortamda 1, 2 ve 4
saat siireyle aside adapte edilen L. monocytogenes suslarinin pH 3,5'e olan direnclerini
belirlemiglerdir. Maksimum ATK yaniti i¢in gerekli adaptasyon siiresinin suslar
arasinda farklilik gosterdigi, asit direnci i¢in 1 saatlik adaptasyonun yeterli olmadigi,
peynir izolatlarinda 2 saatlik, et izolatlarinda ise 4 saatlik adaptasyonun en yiiksek
diizeyde asit direnci sagladig tespit edilmistir. Bu aragtirmanin laktik asit
adaptasyonuna yonelik yiiriitiilen boliimiinde, pH 4,5; 5,0 ve 5,5'te 1, 2, 3 ve 4 saat
stireyle gerceklestirilen adaptasyon, L. monocytogenes ATCC 7644 susunun laktik aside
direncinde artisa neden olmamistir. Sus farkliligi, adaptasyon iizerinde etkili olan en

Onemli faktorlerden birisidir.

Gida sanayisinde yaygin olarak kullanilan asetik ve laktik asit gibi organik asitler L.
monocytogenes'in ATK yanitinin indiiklenmesine neden olmakta ve diisiik pH'l
gidalarda yasama oranini arttirmaktadir. Diisiik pH kosullarinda yagayabilme yetenegi
bakterilerin gelisme fazina bagli olarak degisim gostermektedir. Caggia vd. (2009)
tarafindan yiiriitiilen ¢alismada, laktik asit kullanilarak pH's1 5,7'ye ayarlanmis ortamda
3 saatlik adaptasyon uygulamasina tabi tutulan logaritmik fazdaki L. monocytogenes'in
pH 3,7'ye olan direncinin arttig1 tespit edilmistir. Lee vd. (1994) tarafindan da durma

fazi hiicrelerinin ATK yanitinin logaritmik faz hiicrelerinden farkli oldugu
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gosterilmistir. Tarafimizca yapilan bu arastirmada, laktik aside adapte edilen L.

monocytogenes'in durma fazi hiicrelerinin laktik aside diren¢ kazanmadig1 saptanmustir.

Cataldo vd. (2007) tarafindan, laktik asitle pH's1 5,1'e ayarlanmis ortamda 1 saat aside
adapte edilen logaritmik fazdaki L. monocytogenes hiicrelerinin pH 3,5'teki yasama
diizeylerinin arttig1 belirlenmistir. pH 3,5'te inkiibasyonun 2. saatinde, logaritmik faz
ATK"; logaritmik faz ATK ve durma fazi ATK hiicrelerinin canli kalma diizeyleri
sirastyla %80; %20 ve %70 olarak hesaplanmistir. Bu arastirma da ise, durma fazi ATK"

hiicrelerinin canli kalma diizeylerinin %62 diizeyinde oldugu tespit edilmistir.

Ikeda vd. (2003), aside adapte edilmis ve edilmemis L. monocytogenes inokiile edilen
taze sigir etleri, 30 saniye siireyle %2'lik asetik ve laktik asit soliisyonlarina
daldirilmigtir. Asit adaptasyonu, L. monocytogenes'in bu uygulamalara olan direncinde

artisa neden olmamustir.

Gahan vd. (1996), laktik asit ile pH's1 5,5'e ayarlamig besiyerinde bir saat silireyle aside
adapte edilen L. monocytogenes'in erken logaritmik faz hiicrelerinin pH 3,5'teki yasama
oraninin arttig1 rapor edilmistir. O'Driscoll vd. (1996), pH 5,5'te laktik aside adapte
edilen erken logaritmik fazdaki L. monocytogenes'in sayisinda bir logaritma biriminden
daha az diisiis olurken, aside adapte edilmeyen hiicrelerde 3 logaritma birimi azalma
oldugu goriilmiistiir. Durma fazi hiicrelerinin kullanildig1 bu arastirma sonucglarina gore
(Cizelge 4.19), 120 dakikalik inkiibasyon sonunda, 1 saatlik adaptasyonda 3,47; aside
adapte edilmeyen deneme grubunda ise 2,77 log kob/mL diizeyinde azalma tespit
edilmistir. Sonu¢ olarak durma fazi hiicrelerinin logaritmik faz hiicrelerine kiyasla

asidik kosullar1 daha iyi tolere edebildigi anlasilmistir.

Asit adaptasyonu; bakteri tiiriine, adaptasyon siiresine ve asit ¢esidine bagli olarak
degisim gostermektedir. Bir ¢alismada HCI (pH 5,0), sitrik asit (pH 5,5) ve asetik asit
(pH 5.,5) ile asitlendirilmis TSB'de 1, 3, 5 ve 10 saat aside adapte edilen V. vulnificus'un
pH 3,5'te yasama diizeyi tespit edilmistir. HCl kullaniminda pH 5,0'da 5 ve 10 saatlik
adaptasyon diren¢ artisina neden olurken, 1 ve 3 saatlik adaptasyon direng artisi

saglamamistir. Sitrik asit adaptasyonuyla sitrik aside olan direncin arttig1, asetik asit
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adaptasyonunun ise diren¢ artisina neden olmadigi belirlenmistir. En yiiksek ATK

yanitinin, HCI kullaniminda gergeklestigi rapor edilmistir (Bang ve Drake 2005).

Greenacre vd. (2003), L. monocytogenes ve S. Typhimurium'un asit adaptasyonuna
yonelik yiirtittiikleri caligmada, asetik ve laktik asit adaptasyonunun tiirler arasinda
farklilik gosterdigi tespit edilmistir. Asetik asit kullaniminda optimum asit toleransinin
L. monocytogenes'te pH 5,5'te 3 saatlik, S. Typhimurium'da 2 saatlik adaptasyonda,
laktik asit kullaniminda ise L. monocytogenes'te pH 5,5'te 2 saatlik, S. Typhimurium'da
ise 3 saatlik adaptasyon sonucunda gerceklestigi belirtilmistir. Bu arastirmada ise, asetik
ve laktik asit adaptasyonu L. monocytogenes'in bu asitlere olan direncini arttirmamus, E.
coli O157:H7'de ise asetik asit kullaniminda pH 5,5'te 3 saatlik, laktik asit kullaniminda
ise 3 ve 4 saatlik adaptasyonun en yiiksek diizeyde diren¢ artisina neden oldugu

belirlenmistir.

Sitrik asit ile pH's1 4,5'e ayarlanmis TSB besiyerinde 1, 2, 3 ve 4 saat siireyle aside
tolerans kazandirilmig L. monocytogenes'in pH 3,5'teki canlilik diizeyine iliskin
sonuglar Cizelge 4.19'da verilmistir. Sitrik asit adaptasyon denemelerinde, 120
dakikalik inkiibasyon sonrasinda bakteri sayisi, 1 saatlik adaptasyonda 0,73; 2 saatlik
adaptasyonda 0,33; 3 saatlik adaptasyonda 0,43; 4 saatlik adaptasyonda 0,91 log
kob/mL azalmistir. ATK™ deneme grubunda ise 1,14 log kob/mL azalma tespit

edilmistir.

Inkiibasyonun 120. dakikasinda, 1, 2 ve 3 saat siireyle sitrik aside adapte edilen deneme
grubundaki bakteri sayisi, ATK  deneme grubundan yiiksek bulunmustur (p<0,01). iki
ve 3 saatlik adaptasyon denemeleri arasindaki fark istatistik agidan onemsizken, en

yiiksek asit direnci 2 ve 3 saatlik adaptasyon denemelerinde elde edilmistir (p<<0,01).
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Cizelge 4.19 pH 4,5'te sitrik aside tolerans kazandirilan L. monocytogenes'in pH 3,5'teki
canli kalma diizeyini gosteren sayim sonuglar1 (log kob/mL)* ve standart

sapmalari
Ink. DENEME GRUPLARI
(DK) ATK siiresi (saat) ATK™

1 2 3 4
0 7,24A40,09  7,35A%0,17 7,47A40,06 7,50A*+0,02 7,39A*+0,01
30 7,08B*+0,22  7,32A*+0,17 7,42AB*+0,08 7,19B“+0,04 7,11B%+0,21
60 7,06B*+0,23  7,28A%0,17 7,33B*+0,07 7,13B*0,05 6,93C*+0,08
90 6,87C*+0,22  7,10B*+0,17 7,05C*+0,06 7,10B*+0,06 6,90C*+0,06
120 6,51D*+0,21  7,02B°:0,17  7,04C°+0,04 6,59C*0,05 6,25D*+0,07

* Sonuglar iki tekerriir ortalamasidir. ink: Inkiibasyon; Dk. Dakika
A, B, C (); ™™ Ayni veya ortak harfleri tastyan ortalamalar arasindaki fark istatistik olarak
onemli degildir (p>0,01)

Sitrik asit kullanilarak pH 5,0'da aside tolerans kazandirilan L. monocytogenes'in pH
3,5'teki canlilik diizeyine iliskin sonuglar Cizelge 4.20'da verilmistir. Sitrik aside
adaptasyon denemelerinde, ATK™ deneme grubunda 120 dakikalik inkiibasyon sonunda
canlilik kaybinin 1,14 log kob/mL, 1.; 2.; 3. ve 4. deneme gruplarinda ise sirasiyla, 1,55;
0,51; 0,52; 1,13 log kob/mL oldugu goriilmiistiir. 120 dakikalik inkiibasyon sonrasinda,
3 saat siireyle adaptasyona tabi tutulan deneme grubunda asit direncinin arttigi

belirlenmistir (p<0,05).

Cizelge 4.20 pH 5,0'da sitrik aside tolerans kazandirilan L. monocytogenes'in pH
3,5'teki canli kalma diizeyini gosteren sayim sonuglari (log kob/mL)* ve
standart sapmalari

Ink. DENEME GRUPLARI
(Dk) ATK siiresi (saat) -
1 2 3 4 ATK
0 721A%0,03 7,16A* 0,12 732A%0,17 7,21A*+0,06 7,39A%0,01
30 7,15A%0,04  7,12A%+0,12  7,26A*+0,18  7,08A%+0,04 7,11AB*+0,21
60 7,12A™+ 0,04 7,08A%+0,13  7,19A+0,19 7,04AB*+0,04 6,93B*+0,08
90  6,54B°+0,13  7,06A™0,06 7,06AB*+0,28 6,73B™+0,04 6,90B*°+0,08
120  5,66C'+0,13  6,65B™+0,08 6,80B+0,29  6,08C+0,45 6,25C"+0,07

* Sonuglar iki tekerriir ortalamasidir. Ink: Inkiibasyon; Dk. Dakika
A, B, C(}); ™™ Aym veya ortak harfleri tasiyan ortalamalar arasindaki fark istatistik olarak
onemli degildir (p>0,05)
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Sitrik asit kullanilarak pH 5,5'te aside tolerans kazandirilan L. monocytogenes'in pH
3,5'teki canlilik diizeyine iliskin sonuglar Cizelge 4.21'de verilmistir. pH 5,5'te aside
adaptasyon denemeleri sonucunda bakteri sayisi, 1., 2., 3. ve 4. deneme grubunda
strastyla 0,76; 0,79; 0,41 ve 0,87 log kob/mL, ATK™ deneme grubunda ise 1,14 log
kob/mL azalmistir. 120 dakikalik inkiibasyon sonrasinda, 1, 2, 3 ve 4 saatlik adaptasyon
denemelerinde tespit edilen bakteri sayisi, ATK™ deneme grubuna kiyasla daha yiiksek
olup istatistik acidan énemli bulunmustur (p<0,05). En yiiksek bakteri sayis1 2, 3 ve 4
saatlik adaptasyon uygulamasinda elde edilmis olup, bu gruplar arasindaki fark istatistik
acidan dnemsiz bulunmustur. Sonug olarak 1, 2, 3 ve 4 saatlik adaptasyon uygulamalari

bakterinin aside olan direncini arttirmistir (p<0,05).

Cizelge 4.21 pH 5,5'te sitrik aside tolerans kazandirilan L. monocytogenes'in pH 3,5'teki
canlt kalma diizeyini gdsteren sayim sonuglari (log kob/mL)* ve standart

sapmalari
Ink. DENEME GRUPLARI
(Dk) ATK siiresi (saat) ATK™

1 2 3 4
0 747A%0,06 7,85A%+0,15 7,60A®+0,14 7,91A%027 7,39A°+0,01
30 7,28B+0,05 7,47B®+0,02 7,57AB+0,16 7,33B®+0,13 7,11B%+0,21
60  722B%+0,04 7,45B+0,02 7,35BC*+0,01 7.25BC™+0,14 6,93B°+0,08
90  7,14B*+0,06 7,18C*+0,03  7,23C*+0,03 7,18BC*+0,14 6,90B*+0,08
120  6,71C°£0,22  7,06C°+£0,09  7,19C*+0,04  7,04C™+0,15 6,25C°+0,07

* Sonuglar iki tekerriir ortalamasidir. Ink: Inkiibasyon; Dk. Dakika
A, B, C (]); **°™ Ayni veya ortak harfleri tastyan ortalamalar arasindaki fark istatistik olarak
onemli degildir (p>0,05)

pH 4,5; 5,0 ve 5,5'te sitrik aside tolerans kazandirilan L. monocytogenes'in pH 3,5'teki
canli kalma diizeylerinin karsilastirilmas1 Cizelge 4.22'de verilmistir. pH 4,5 ve pH
5,5'te 1 ve 2 saat siireyle gergeklestirilen adaptasyon ayni diizeyde artisa neden olurken,
direng artist pH 5,0'dan daha yiiksektir. 3 ve 4 saat siireyle pH 4,5; 5,0 ve 5,5'te

gerceklestirilen adaptasyonda gruplar arasindaki fark 6nemsiz bulunmustur.

Bang ve Drake (2005), organik ve inorganik asitlerin bakterisidal ve bakteriyostatik
etkilerinin birbirinden farklilik gdsterdigi ve organik asitlerin inorganik asitlerden daha

etkili oldugu belirtilmistir. Ayrica diisiikk molekiiler agirliktaki organik asitlerin (asetik asit
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gibi), yliksek molekiiler agirliktaki organik asitlerden (sitrik asit gibi) daha etkili oldugu
ifade edilmistir. Vasseur vd. (1999), L. monocytogenes i¢in asitlerin inhibitor etkisinin,
asetik asit>laktik asit>HCI olarak, Sorelles vd. (1989) ise asetik asit>laktik asit>sitrik
asit>HCI olarak belirlemistir. Phan-Thanh vd. (2000), L. monocytogenes'in yasama
oranini, HCI varliginda %96 ve asetik asit varliginda %31 olarak saptamistir. Bu
arastirmada elde edilen veriler, yukarida belirtilen arastiricilarin sonuglariyla uyumlu
bulunmus olup, inhibitdr etki asetik asit>laktik asit>sitrik asit>HCl olarak tespit

edilmistir.

Cizelge 4.22 pH 4,5; 5,0 ve 5,5'te sitrik aside tolerans kazandirilan L. monocytogenes'in
pH 3,5'teki canli kalma diizeylerini gosteren sayim sonuclar1 (log
kob/mL)* ve standart sapmalari

Inkiibasyon siiresi (dakika)

o

T g 0 30 60 90 120 Ort.
o

4,5 7,24A*£0,09  7,08A™+0,22 7,06A™+0,23 6,87AB’+0,22 6,51A°0,21 6,95+0,11

50 1 721A%0,03 7154004 7.12A%0,04 6,54B°+0,13 5,66B°+0,13 6,73+0,20

55 TATA™0,06  728A%10,05 7.22A"£0,04  7,14A°+0,06 6,71A%0,22 7,16+0,09
Ort  7,30+0,06 7.17£0,07 7,13+0,07 6,85+0,13  6,29+0,22

4,5 7,35B°+0,17  7,32A%0,17 7,28A%+0,17 7,10A*+0,17 7,02A°+0,17 7,21%0,08

50 2 7,16B%0,12  7,12A"+0,12 7,08A%0,13  7,06A*+£0,06 6,65B°+0,08 7,01+0,08

55 7.85A%0,15 7TATA’0,02 7.45A°£0,02  7,18A°+0,03 7,06A0,09 7.40+0,09
Ort 7,45+0,15 7,30+0,08 7,27+0,09 7,11+0,05 6,9120,10

4,5 7,47 £0,06 7,42+0,08 7,33+0,07 7,05£0,06  7,04+0,04 7,26+0,06

50 3 7,32+0,17 7,26+0,18 7.1940,19 7,06£0,28  6,80+0,29 7,12+0,10

55 7,60+0,14 7,57+0,16 7,35+0,01 7,23+0,03  7,19+0,04 7,39+0,07
Ort  7,46+0,08 7,41+0,09 7,29+0,06 7,11£0,08  7,01%0,11

4,5 7,500,02 7,19+0,04 7,13+0,05 7,1040,06  6,59+0,05 7,10+0,10

50 4 7,21£0,06 7,08+0,04 7,04:£0,04 6,73+0,04  6,08+0,45 6,82+0,15

55 7,91+0,27 7,3340,13 7,25+0,14 7,18+0,14  7,04+0,15 7,34+0,12
Ort.  7,54%0,15 7,20+0,06 7,14+0,05 7,00£0,10  6,57+0,21

* Sonuglar iki tekerriir ortalamasidir. Ort: Ortalama
A, B, C(]); *™°™) Aymi veya ortak harfleri tasiyan ortalamalar arasindaki fark istatistik olarak Gnemli
degildir (p>0,05)
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4.4 L. monocytogenes'in Laktik Aside Kars1 Capraz Direncinin Belirlenmesi

Boliim 4.2 ve 4.3'te belirtildigi iizere farkli organik ve inorganik asitler kullanilarak L.
monocytogenes aside tolerans kazandirilmistir. HCI ve sitrik asit kullanimiyla L.
monocytogenes'in aside direng kazandigi, asetik ve laktik asit kullaniminin direng
artisina neden olmadig belirlenmistir. Laktik aside olan ¢apraz direncin belirlenmesi
asamasinda, yalnizca direng artis1 saglanan asitler tiizerinde denemelere devam

edilmistir.

pH 4,5'te sitrik aside tolerans kazandirilan L. monocytogenes'in laktik asit kullanilarak
pH's1 3,5'e ayarlanmig TSB besiyerindeki canlilii iizerine yiiriitilen denemede elde
edilen sonuglar Cizelge 4.23'te verilmistir. Sitrik asitle yiriitiillen deneme sonucunda
bakteri sayisi, 1 saatlik adaptasyonda 3,26; 2 saatlik adaptasyonda 3,55; 3 saatlik
adaptasyonda 3,02; 4 saatlik adaptasyonda 3,11 ve ATK deneme grubunda 2,77 log
kob/mL azalmistir. pH 4,5'te sitrik aside tolerans kazandirilan deneme gruplari ile ATK™
deneme grubunda 120 dakikalik inkiibasyon sonrasinda bakteri sayilar1 arasindaki fark
istatistik olarak onemsiz bulunmustur. Sitrik aside adaptasyon uygulamasi laktik aside

olan ¢apraz direnci arttirmamaigtir.

Cizelge 4.23 pH 4,5'te sitrik aside tolerans kazandirilan L. monocytogenes'in laktik aside
kars1 ¢apraz direnci (log kob/mL) gdsteren sayim sonuglar1 (log kob/mL)*
ve standart sapmalari

Ink. DENEME GRUPLARI
(Dk) ATK siiresi (saat) -
1 2 3 4 ATK
0 7,37+0,05 7,60+0,08 7,35+0,05 7,23+0,23  7,21+0,03
30 7,26+0,11 7,14+0,18 7,32+0,04 7,11+0,19  6,12+0,12
60 5,73+0,22 5,07+0,47 5,1120,42 5,38+0,02  4,84+0,21
90 4,41+0,18 4.35+0,24 4.36+0,28 4324038  4,74+0,26
120 4,11+0,12 4,05+0,10 4,33+0,50 4,1240,49  4,44+0,29
Ort. 5,77A+0,46 5,64A+0,49  5,69A+0,47 5,63A+0,45 5,47A+0,35

* Sonuclar iki tekerriir ortalamasidir. ink: Inkiibasyon; Dk. Dakika; Ort: Ortalama
A, B, C (—) Ayni veya ortak harfleri tasiyan ortalamalar arasindaki fark istatistik olarak 6nemli

degildir (p>0,05)
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pH 5,0'da sitrik aside tolerans kazandirilan L. monocytogenes'in laktik asit kullanilarak
pH's1 3,5'e ayarlanmis besiyerindeki canlilig1 lizerine yiiriitiillen denemede elde edilen
sonuclar Cizelge 4.24'te verilmistir. pH 5,0'da sitrik aside tolerans kazandirilan L.
monocytogenes'in sayisinda, 1 saatlik adaptasyonda 2,06; 2 saatlik adaptasyonda 1,95; 3
saatlik adaptasyonda 2,44; 4 saatlik adaptasyonda 2,17, ATK™ deneme grubunda ise
2,77 log kob/mL azalma tespit edilmistir. Yapilan istatistik analiz sonuglarina gore
gruplar arasindaki fark istatistik acidan 6nemsiz bulunmustur. Adaptasyon islemi L.

monocytogenes'in laktik aside olan ¢apraz direncini arttirmamistir.

Cizelge 4.24 pH 5,0'da sitrik aside tolerans kazandirilan L. monocytogenes'in laktik
aside kars1 capraz direnci (log kob/mL) gdsteren sayim sonuglar1 (log
kob/mL)* ve standart sapmalari

Ink. DENEME GRUPLARI
(DK) ATK siiresi (saat) ATK®
1 2 3 4

0 7,14 7,16 7,43 7,36 7,21
30 6,85 7,04 7,10 7,33 6,12
60 5,38 5,95 5,74 5,73 4,84
90 5,12 5,52 5,28 5,32 4,74
120 5,08 5,21 4,99 5,19 4,44

Ort. 5,91A+0,32  6,18A+0,31 6,11A+0,33 6,19A+0,33  5,47A+0,35

* Sonuclar iki tekerriir ortalamasidir. ink: Inkiibasyon; Dk. Dakika; Ort: Ortalama
A, B, C (—) Ayni veya ortak harfleri tasiyan ortalamalar arasindaki fark istatistik olarak 6nemli
degildir (p>0,05)

pH 5,5'te sitrik aside tolerans kazandirilan L. monocytogenes'in laktik asit kullanilarak
pH's1 3,5'e ayarlanmis besiyerindeki canlili1 {izerine yiiriitiilen denemede elde edilen
sonuclar Cizelge 4.25'te verilmistir. pH 5,0'da sitrik aside tolerans kazandirilan L.
monocytogenes'in sayisi 1., 2., 3. ve 4. deneme grubu ve ATK deneme grubunda
stirastyla 2,98; 2,84; 3,04; 2,98 ve 2,77 log kob/mL azalmistir. Deneme gruplarinin
bakteri sayilar1 arasindaki fark istatistik acidan Onemsiz bulunmustur. Adaptasyon

islemi L. monocytogenes'in laktik aside olan ¢apraz direncini arttirmamustir.

pH 4,5'te HCl'ye tolerans kazandirilan L. monocytogenes'in laktik asit kullanilarak pH's1
3,5'e ayarlanmisg besiyerindeki canlilig1 iizerine yiiriitilen denemede elde edilen

sonuclar Cizelge 4.26'da verilmistir. 1., 2., 3. ve 4. deneme grubu ve ATK  deneme
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grubundaki bakteri sayis1 sirastyla 2,78; 2,51; 2,14; 3,89 ve 2,77 log kob/mL azalmistir.

Deneme gruplarinin bakteri sayilarinin ortalamalar1 arasindaki fark istatistik acidan

Oonemsiz bulunmustur. Adaptasyon igslemi L. monocytogenes'in laktik aside olan c¢apraz

direncini arttirmamustir.

Cizelge 4.25 pH 5,5'te sitrik aside tolerans kazandirilan L. monocytogenes'in laktik aside
kars1 ¢apraz direnci (log kob/mL) gdsteren sayim sonuglari (log kob/mL)*
ve standart sapmalari

Ink. DENEME GRUPLARI
(DK) ATK siiresi (saat) _
1 2 3 4 ATK
0 7,35+0,12 7,22+0,11 7,30+£0,19  7,31+0,11  7,21£0,03
30 6,94+0,11 7,15+0,11 6,79+0,49  5,63+0,12  6,1240,12
60 4,62+0,36 4.89+0,04  4,95+0,67 5,33+0,07  4,84+0,21
90 4,47+0,32 4454034  427+40,23  4,46+0,16  4,74+0,26
120 4,37+0,40 4,38+0,15 426+0,11 4,33+0,13  4,4440,29
Ort. 5,55A+0,45 5,62A+0,44 551A+0,45 5,41A+0,36 5,47A+0,35

* Sonuclar iki tekerriir ortalamasidir. ink: Inkiibasyon; Dk. Dakika; Ort: Ortalama
A, B, C (—) Ayni veya ortak harfleri tasiyan ortalamalar arasindaki fark istatistik olarak 6nemli
degildir (p>0,05)

Cizelge 4.26 pH 4,5'te HCl'ye tolerans kazandirilan L. monocytogenes'in laktik aside
kars1 ¢apraz direnci (log kob/mL) gdsteren sayim sonuglari (log kob/mL)*
ve standart sapmalari

Ink. DENEME GRUPLARI
(Dk) ATK siiresi (saat) ATK"
1 2 3 4

0  7,51A™0,24  7,12A+0,18  7,18A%0,00 7,04A’+0,08 7,21A%+0,03
30 7,06A%0,12  6,87A™+0,09  7,06A™0,09 6,28B™+0,24 6,12B+0,12
60  529B®+0,06 5,19B®+0,01 5,87B+021 4,95C°+0,38 4,84C°+0,21
90  4,96B®+£0,08 4,99B*+0,09 5,32BC*+0,14 4,41C°+£0,56 4,74C™+0,26
120  4,73B*0,15  4,61B*+0,29  5,04C*+0,19 3,15D°£0,67 4,44C%+0,29

* Sonuglar iki tekerriir ortalamasidir. Ink: Inkiibasyon; Dk. Dakika
A, B, C(}); ™™ Aym veya ortak harfleri tasiyan ortalamalar arasindaki fark istatistik olarak
onemli degildir (p>0,05)

Asit adaptasyonu, yalnizca asit stresine degil diger subletal streslere karsida capraz

koruma saglamaktadir. L. monocytogenes'in stres adaptasyon mekanizmasinin, kuvvetli

asit, sicaklik, tuzluluk, kristal viyole, etanol, yiiksek CO, (%25-30) ve H,O; gibi farkl

streslere kars1 koruma sagladigi birgok arastirici tarafindan tespit edilmistir (Leyer vd.
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1995, O'Driscoll vd. 1996, Lou ve Yousef 1997, Bolton ve Frank 1999, Phan-Thanh vd.
2000, Francis ve O'Beirne 2001, Koutsoumanis vd. 2003). Foley vd. (2005), asetik,
laktik ve sitrik asit kullanarak aside adapte ettikleri L. monocytogenes'in gama
radyasyona (0,59-0,72 kGy) olan direnclerinin, kullanilan asit ¢esidine bagli olarak
degisim gosterdigini, radyasyona olan en yiiksek direncin asetik asit adaptasyonuyla
elde edildigini belirtmislerdir. Calicioglu vd. (2002) tarafindan yiiriitiilen ¢calismada, asit
adaptasyonunun L. monocytogenes'in kurutma prosesine olan direncini arttirmadigi
rapor edilmistir. Skandamis vd. (2008), HCl kullanilarak pH's1 5,0'a ayarlanmis
besiyerinde aside adapte edilen L. monocytogenes'in, laktik aside olan ¢apraz direncinin
arttig1 ve direng artisinda suslar arasindaki farkliligin 6nemli oldugu ifade edilmistir. Bu

aragtirmada ise HCI adaptasyonu laktik aside olan direnci arttirmamastir.

4.5 E. coli O157:H7'nin HCl ile Aside Tolerans Kazandirilmasi

HCI kullanilarak pH's1 4,5; 5,0 ve 5,5'e ayarlanmig TSB besiyerinde 1, 2, 3 ve 4 saat
stireyle aside adapte edilen E. coli O157:H7'nin pH 3,0 ve 3,5'teki canlilik diizeyleri
tespit edilmistir.

pH 4,5'te 1, 2, 3 ve 4 saat slireyle HCl'ye tolerans kazandirilan ve kazandirilmayan E.
coli O157:H7'nin pH 3,0'daki canlilik diizeyine iliskin sonuglar Cizelge 4.27'de
verilmistir. Inkiibasyonun 3. saatinde 1., 2., 3. ve 4. deneme grubu ile ATK deneme
grubundaki bakteri sayisi1 sirastyla 1,31; 0,69; 0,07; 0,80 ve 1,79 log kob/mL azalmistir.
6 saatlik inkiibasyon sonunda ise deneme gruplarinin tamaminda bakteri sayis1 1,00 log
kob/mL diizeyinin altina diismiistiir. Istatistik degerlendirme sonucunda, deneme
gruplarinin bakteri sayilarinin ortalamalar1 arasindaki fark istatistik agidan 6nemsiz

bulunmustur.

pH 5,0'da 1, 2, 3 ve 4 saat siireyle HCl'ye tolerans kazandirilan ve kazandirilmayan E. coli
O157:H7nin pH 3,0'daki canlilik diizeyine iliskin sonuglar Cizelge 4.28'de verilmistir. pH
5,0'da farkli siirelerde aside tolerans kazandirilan deneme gruplarinin pH 3,0'daki canli
kalma diizeyleri adaptasyon siirelerine bagl olarak degisim gostermistir. ATK™ deneme

grubundaki bakteri sayisi, diger deneme gruplarina kiyasla daha hizli bir azalma egilimi
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gostermistir. 6 saatlik inkiibasyon sonunda, 1., 2., 3. ve 4. deneme grubundaki bakteri
sayisi sirastyla 3,57; 3,27; 2,89; 2,96 log kob/mL azalmistir. ATK— deneme grubunda ise
bakteri sayist 1,00 log kob/mL diizeyinin altina inmistir. 24 saatlik inkiibasyon sonunda

ise bakteri sayis1 tiim gruplarda 1,00 log kob/mL diizeyinin altina inmistir.

Cizelge 4.27 pH 4,5'te HCl'ye tolerans kazandirilan E. coli O157:H7min pH 3,0'daki
canli kalma diizeyini gosteren sayim sonuglar (log kob/mL)* ve standart

sapmalari
Ink. DENEME GRUPLARI
(Saat) ATK Siiresi (saat) _
1 2 3 4 ATK
0 6,92 6,99 6,97 6,91 6,91
3 5,61 6,30 6,90 6,11 5,12

Ort. 6,26A+0,44  6,64A+ 0,29 6,93A+0,03 6,51A+0,35 6,02A+ 0,53

* Sonuglar iki tekerriir ortalamasidir. Ink: Inkiibasyon; Ort: Ortalama
A, B, C (—) Ayni1 veya ortak harfleri tasiyan ortalamalar arasindaki fark istatistik olarak 6nemli
degildir (p>0,05)

Cizelge 4.28 pH 5,0'da HCl'ye tolerans kazandirilan E. coli O157:H7'nin pH 3,0'daki
canli kalma diizeyini gosteren sayim sonuglar1 (log kob/mL)* ve standart

sapmalari
Ink. DENEME GRUPLARI
(Saat) ATK' Siiresi (saat) _
1 2 3 4 ATK

0 6,90A*+£0,02 6,94A°+0,01 6,85A%+0,05 6,83A*+0,04 6,91A*+0,02
3 5,99Bbi0,13 6,67A' 0,06  6,78A+0,01  6,67A*+0,01 5,12B°+0,26
6 3,33Cb:|:0, 15 3,67B*+0,07 3,96B*+0,02  3,87B+0,09 <1,00C¢
24 <1,00D" <1,00C* <1,00C* <1,00C* <1,00C*
48 <1,00D* <1,00C* <1,00C* <1,00C* <1,00C*

* Sonuglar iki tekerriir ortalamasidir. Ink: Inkiibasyon

A, B, C (); ™™ Ayni veya ortak harfleri tastyan ortalamalar arasindaki fark istatistik olarak
onemli degildir (p>0,01)

Cizelge 4.28'de gorildiigii tizere, 1., 2., 3., 4. deneme grubu ve ATK™ deneme grubunda,
inkiibasyonun 0. saatinde bakteri sayilar1 arasindaki fark istatistik a¢idan Onemsiz
bulunmustur. Inkiibasyonun 3. ve 6. saatinde ATK  deneme grubu ile aside adapte
edilen deneme gruplart arasindaki fark onemli bulunmustur (p<0,01). 2., 3. ve 4.

deneme gruplar1 arasindaki fark 6nemsiz olup, bu deneme gruplar ile 1. deneme
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grubundaki bakteri sayis1 arasindaki farkin 6nemli oldugu goriilmiistiir (p<<0,01). Sonug
olarak pH 5,0'da 1, 2, 3 ve 4 saatlik adaptasyon uygulamasiyla bakterinin aside olan
tolerans1 artmis, 2, 3 ve 4 saatlik adaptasyonda saglanan direng diizeyleri arasinda fark
yokken, 1 saatlik adaptasyon uygulamasina gore daha etkili olduklar belirlenmistir. 24
saatlik inkiibasyon sonrasinda ise deneme gruplar1 arasindaki fark Onemsiz

bulunmustur.

Diisiik pH'nin bakteri gelisimini engelledigi bilinmektedir. Fakat son yillarda bircok
arastirici tarafindan 1limh asit kosullara muameleden sonra asit toleransinin arttig1 rapor
edilmistir. Cheng vd. (2003), HCI kullanilarak pH's1 5,0'a ayarlanmig TSB besiyerinde
1, 2, 3, 4 ve 6 saat siireyle E. coli O157:H7'yi aside adapte etmisler ve pH 3,0; 4,0 ve
5,0'daki yasama diizeylerini belirlemislerdir. Asit toleransinin, pH'ya, asit ¢esidine ve
susa bagli olarak degisim gosterdigi ve en yiiksek asit toleransinin 4 saatlik adaptasyon
stiresi sonunda gergeklestigi rapor edilmistir. Direng artisin en belirgin olarak pH 3,0'da
goriildigl, bunu pH 4,0 ve pH 5,0'n izledigi belirtilmistir. Bu arastirmada elde edilen
verilere gore ise, adaptasyon siiresi arttikca asit toleransinin arttigi, en yiiksek asit

toleransinin 2, 3 ve 4 saatlik adaptasyonda meydana geldigi saptanmistir.

pH 5,5'te 1, 2, 3 ve 4 saat siireyle HCl'ye tolerans kazandirilan ve kazandirilmayan E.
coli O157:H7'nin pH 3,0'daki canlilik diizeyine iliskin sonuglar Cizelge 4.29'da
verilmigtir. 3 saatlik inkiibasyon sonrasinda bakteri sayisi, 1. deneme grubunda 1,75; 2.
deneme grubunda 0,30; 3. deneme grubunda 0,23; 4. deneme grubunda 0,54 ve ATK"™
deneme grubunda 1,79 log kob/mL azalmustir. inkiibasyon siiresi 6 saate ¢iktiginda 2.;
3. ve 4. deneme grubunda bakteri sayis1 sirasiyla 4,14; 2,89; 2,49 log kob/mL azalirken,
1. deneme grubu ile ATK deneme grubunda 1,00 log kob/mL diizeyinin altina

diismiistiir. Inkiibasyon siiresi arttik¢a E. coli O157:H7'nin aside toleransi artmaktadir.

pH 5,5'te aside adapte edilen ve edilmeyen deneme gruplarinda inkiibasyonun 0.
saatindeki bakteri sayilar1 arasindaki farkin istatistik agidan Onemsiz oldugu
anlasilmustir. Inkiibasyonun 3. saatinde 2, 3 ve 4 saat adaptasyona tabi tutulan deneme

gruplart ile ATK™ deneme grubu arasindaki fark oOnemli bulunmustur (p<0,01).

&3



Inkiibasyonun 6. saatinde en yiiksek asit direncinin 3 ve 4 saatlik adaptasyon sonunda

gerceklestigi tespit edilmistir (p<0,01).

Cizelge 4.29 pH 5,5'te HCl'ye tolerans kazandirilan E. coli O157:H7'nin pH 3,0'daki
canli kalma diizeyini gdsteren sayim sonuglar1 (log kob/mL)* ve standart

sapmalar1
Ink. DENEME GRUPLARI
(Saat) ATK' Siiresi (saat) ATK"
1 2 3 4

0 7,00A"+0,04 6,96Aa+0,04 7,08A°+0,04  7,05A"+0,10 6,91A%+0,02
3 525B°+1,20  6,66A%0,00 6,85A"£0,06 6,51A%+0,43 5,12B"+0,26

6 <1,00C* 2,82B°£0,33  4,19B*+0,04  4,56B*0,05 <1,00C*
24 <1,00C* <1,00C* <1,00C* <1,00C* <1,00C*
24 <1,00C* <1,00C* <1,00B* <1,00C* <1,00C*

* Sonuglar iki tekerriir ortalamasidir. Ink: Inkiibasyon
A, B, C(}); ™™ Aym veya ortak harfleri tasiyan ortalamalar arasindaki fark istatistik olarak
onemli degildir (p>0,05)

Mide sivisi enterik patojenlere karsi ilk bariyeri olusturmaktadir. Patojen bakteriler
enfeksiyon olusturabilmek icin midenin asidik kosullarinda (pH 1,5- 2,5) canliligimi
stirdiirmek zorundadir. E. coli O157:H7'nin enfektif dozu diger patojenlere kiyasla
oldukca diisiiktiir. Bakterinin enfektif dozunun diisilk olmasi mide asitligine ve
bagirsaklarda karsilastigi ucucu yag asitlerine direng gosterdigini ortaya koymaktadir.
Ayrica bu patojenin 1limh asit kosullara kisa veya uzun siire maruz birakilmasi ile
oliimciil asit kosullara olan direncinin arttig1 da bilinmektedir. Yuk ve Marshall (2004),
pH's1 5,0 ile 6,0 arasinda olan asidik kosullara adapte edilen E. coli O157:H7'nin pH's1
1,5 olan yapay mide sivisina olan direncinin arttig1 tespit edilmistir. Bu arastirma da,
farkli kosullarda aside adapte edilen E. coli O157:H7'nin pH 3,0 gibi kuvvetli asit

kosullarda yasama oraninin arttig1 saptanmustir.

Dlamini ve Buys (2009) tarafindan, %1 glukoz iceren TSB besiyerinde 18 saat aside
adapte edilen E. coli O157:H7 UT10 ve ATCC 25922 suslarinin, pH's1 4,5 ve 2,5'¢
ayarlanmis BHI besiyerinde canli kalma diizeyleri arastirilmistir. Asit adaptasyonu ile pH
4,5 ve pH 2,5'e olan direncin arttig1 ve direng artisinin suslar arasinda farklilik gosterdigi

saptanmistir. Ayrica pH 2,5'te 4 saatlik adaptasyon sonunda E. coli O157:H7 tespit

84



edilemedigi belirtilmistir. Asit adapte E. coli O157:H7'nin pH 2,5'tc yasama diizeyi
tizerinde yiiriitiilen caligmalarda elde edilen bulgular birbirinden farklilik géstermektedir.
Sainz vd. (2005), pH 2,5'te 1 saatlik inkiibasyondan sonra bakteri tespit edemediklerini,
Jonge vd. (2003), durma fazi1 hiicrelerinin pH 2,5'te 2 saat, logaritmik faz hiicrelerinin ise
yarim saat i¢inde canliliklarini kaybettigini, Gorden ve Small (1993), pH 2,5'te 2 saat
canli kalabildigini, Benjamin ve Data (1995) ise en az 5 saat bakterinin canliliini
stirdiirdiigiinii rapor etmislerdir. Asit adaptasyonunun E. coli O157:H7 iizerindeki
etkisinin belirlendigi bu arastirmada, adaptasyon pH'st ve siiresine bagl olarak, E. coli

O157:H7 susunun pH 3,0'da 3 ile 6 saat arasinda canliligint korudugu gozlenmistir.

Tosun ve Goniil (2005) tarafindan yiiriitiilen ¢alismada, E. coli O157:H7'nin durma fazi
hiicreleri pH 4,5; 5,0 ve 5,5'te 1, 2, 3 ve 4 saat siireyle aside adapte edilmis ve pH 3,0'a
olan direngleri belirlenmistir. Arastirma sonunda en yiiksek asit toleransinin pH 4,5'te 2
saatlik adaptasyonda elde edildigi belirtilmistir. Cheng ve Chou (2001), pH's1 5,0 olan
TSB besiyerinde 4 saatlik adaptasyondan sonra E. coli O157:H7'nin aside tolerans
kazandig1 ve farklh asidik gidalardaki yasama oraninin arttigi belirlenmistir. Bu
aragtirmada ise E. coli O157:H7'nin pH 3,0'da yasama orani lizerinde, pH 5,5'te 2, 3 ve
4 saatlik adaptasyon uygulamasi artisa neden olmus, en yliksek artis 3 ve 4 saatlik

adaptasyonda elde edilmistir.

pH 4,5; 5,0 ve 5,5't¢ HCl'ye tolerans kazandirilan E. coli O157:H7'nin pH 3,0'daki canli
kalma diizeylerinin karsilastirilmas: Cizelge 4.30'da verilmistir. E. coli O157:H7'nin pH
3,0'da yasama diizeyi iizerinde, pH 5,0'da 1 saat siireyle gerceklestirilen adaptasyon, pH
4,5 ve pH 5,5'e kiyasla daha etkili olmustur. pH 4,5; pH 5,0 ve 5,5'te tespit edilen
bakteri sayilarinin ortalamalar1 arasindaki fark istatistik acidan 6nemsiz bulunmustur.
pH 5,0 ve pH 5,5'te 2, 3 ve 4 saatlik adaptasyon uygulamasi ayn1 diizeyde direng artisa
neden olurken, bu artis pH 4,5'ten daha yiiksek bulunmustur (p<0,05).
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Cizelge 4.30 pH 4,5; 5,0 ve 5,5'te HCl'ye tolerans kazandirilan E. coli O157:H7'nin pH
3,0'daki canli kalma diizeylerini gdsteren sayim sonuglar1 (log kob/mL)*
ve standart sapmalari

Inkiibasyon siiresi (saat)

o
= § 0 3 6 Ort.
A
4,5 6,92 561 1,00 4,51£1,14
50 1 6,90 5.99 3,33 5,40+0,68
3,5 7,00 5,25 1,00 4,42+1,17
Ort. 6,940,02 5614037 1,78+0,49
4,5 6,99%+0,06 6,30%+0,53 1,00°+0,00 4764120
50 2 6,94%£0,01 6,67%+0,06 3,675+0,07 5.76+0,66
5,5 6,96*+0,04 6,66*+0,01 2,82%+0,33 5.48+0.85
Ort. 6,96:0,02 6,54+0,16 2,50+0,51
45 6,97°+0,01 6,90+0,05 1,00B+0,00 4,96+1,25
50 3 6,85+0,05 6,78"+0,01 3,96+0,02 5,86+0,60
55 7,08"+0,04 6,85*5+0,06 4,19%+0,00 6,04+1,26
Ort. 6,97+0,04 6,84+0,03 3,05+0,62
4,5 6,91"+0,08 6,11"+0,63 1,005+0,00 4,67+1,18
50 4 6,83"+0,04 6,67°+0,01 3,874+0,09 5,79+0,61
55 7,05%+0,10 6,51%+0,43 4,56"+0,05 6,04+0,50
Ort. 6,93+0,05 6,43+0,22 3,14+0,69

* Sonuglar iki tekerriir ortalamasidir. Ort: Ortalama
A B €U Ayni veya ortak harfleri tasiyan ortalamalar arasindaki fark istatistik olarak 6nemli
degildir (p>0,05)

pH 4,5'te 1, 2, 3 ve 4 saat siireyle HCl'ye tolerans kazandirilan ve kazandirilmayan E.
coli O157:H7'nin pH 3,5'teki canlilik diizeyine iliskin sonuglar Cizelge 4.31'de
verilmistir. pH 4,5'te aside tolerans kazandirilmis E. coli O157:H7'nin adaptasyon
siiresine bagli olarak canlilik diizeyinde farklilik oldugu goriilmiistir. ATK™ deneme
grubunda 24 saat sonunda bakteri sayisinda 3,95 log kob/mL azalma tespit edilmistir.

1.; 2.; 3. ve 4. deneme grubunda bakteri sayisi sirastyla 3,31; 4,34; 2,86 ve 4,29 log
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kob/mL azalmistir. 48 saatlik inkiibasyon sonunda deneme gruplarindaki bakteri sayisi
<1,00 log kob/mL diizeyine ulasmistir. Deneme gruplarindaki bakteri sayilarinin
ortalamalar1 arasindaki fark istatistik a¢idan 6nemsiz olup, pH 4,5'te gergeklestirilen

adaptasyon E. coli O157:H7'nin pH 3,5'te yasama diizeyinde artisa neden olmamustir.

Cizelge 4.31 pH 4,5'te HCl'ye tolerans kazandirilan E. coli O157:H7'min pH 3,5'teki
canli kalma diizeyini gdsteren sayim sonuglar1 (log kob/mL)* ve standart

sapmalari
Ink. DENEME GRUPLARI
(Saat) ATK siiresi (saat) _

1 2 3 4 ATK
0 7,10 7,17 7,17 7,10 7,21
1 7,15 7,10 7,08 7,08 7,20
2 7,10 7,09 7,01 7,04 7,17
3 7,08 7,05 6,94 7,02 7,14
4 6,97 6,98 6,86 6,98 7,13
5 6,93 6,87 6,92 6,87 7,08
24 3,79 2,83 4,31 2,81 3,26

Ort.  6,58A+0,33  6,44A+041 6,61A+0,26  6,41A+0,42 6,60A+0,38

* Sonuglar iki tekerriir ortalamasidir. Ink: Inkiibasyon; Ort: Ortalama
A, B, C (—) Ayni veya ortak harfleri tasiyan ortalamalar arasindaki fark istatistik olarak 6nemli
degildir (p>0,05)

pH 5,0'da 1, 2, 3 ve 4 saat silireyle HCl'ye tolerans kazandirilan ve kazandirilmayan E.
coli O157:H7'nin pH 3,5'teki canlilik diizeyine iliskin sonuglar Cizelge 4.32'de
verilmigtir. pH 5,0'da aside adaptasyon denemelerinde bakteri sayisi, 1., 2., 3. ve 4.
deneme grubu ile ATK™ deneme grubunda sirasiyla 3,25; 3,58; 3,86; 4,51 ve 3,95 log
kob/mL azalmustir. Istatistiksel degerlendirme sonucunda, 1. 2. ve 3. deneme
gruplarmin bakteri sayilar1 arasindaki fark Onemsiz bulunmustur. 4 saatlik asit

adaptasyon uygulamasi ise aside olan duyarliligi arttirmistir (p<0,05).
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Cizelge 4.32 pH 5,0'da HCl'ye tolerans kazandirilan E. coli O157:H7'nin pH 3,5'teki
canli kalma diizeyini gdsteren sayim sonuglar1 (log kob/mL)* ve standart

sapmalari
Ink. DENEME GRUPLARI
(Saat) ATK siiresi (saat) _
1 2 3 4 ATK
0 7,14A*+£0,06 7,08A"+0,04 7,10A*+£0,16  7,04A+0,05 7,21A*+0,10
1 7,11A*+0,07 7,06A*+£0,02 7,06A*+0,13  7,02A*+0,07 7,20A%*+0,09
2 7,02A*+0,07 7,03A*+0,05 7,02A*+0,14  6,95A+0,04 7,17A*+0,09
3 6,96A°+0,04 6,96A*+0,08 7,00A*+0,15 6,96A*+0,12 7,14A*+0,06
4 6,95A*+0,05 6,96A*+0,09 6,95A*+0,16 6,95A*+0,13 7,13A%+0,05
5 6,60A°+0,40 6,93A°+0,08 6,82A*+0,07 6,88A*+0,13 7,08A%+0,04
24 3,89B*+1,01 3,50B*+0,32 3,24B°+0,05 2,53Bbi0,38 3,26B*+0,11
48 <1,00C* <1,00C* <1,00C* <1,00C* <1,00C*

* Sonuglar iki tekerriir ortalamasidir. Ink: Inkiibasyon
A, B, C (1); *> ™ Aym veya ortak harfleri tastyan ortalamalar arasindaki fark istatistik olarak
onemli degildir (p>0,05)

pH 5,5'te 1, 2, 3 ve 4 saat siireyle HCl'ye tolerans kazandirilan ve kazandirilmayan E.
coli O157:H7min pH 3,5'teki canlilik diizeyine iliskin sonuglar Cizelge 4.33'te
verilmistir. pH 5,5'te aside tolerans kazandirilan E. coli O157:H7'min pH 3,5'teki
canlilif1 iizerine yliriitiilen denemelerde 48 saatlik inkiibasyondan sonra bakteri sayisi,
1., 2., 3. ve 4. deneme grubunda sirasiyla 4,84; 4,71; 4,69; 4,59 5,09 log kob/mL
azalmistir. ATK™ grupta ise bakteri sayis1 1,00 log kob/mL diizeyinin altina inmistir. 5
saatlik inkiibasyon siiresince deneme gruplarinin bakteri sayilar1 arasindaki fark
istatistik agidan dnemsiz bulunmustur. 24. ve 48. saatlerde ise ATK™ deneme grubunda
tespit edilen bakteri sayisi diger deneme gruplarindan daha disiiktiir (p<0,05). 1, 2, 3 ve
4 saatlik adaptasyon sonrasinda E. coli O157:H7'nin aside diren¢ kazandigi belirlenmis

olup, adaptasyon stireleri arasinda fark goriilmemistir.
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Cizelge 4.33 pH 5,5'te HCl'ye tolerans kazandirilan E. coli O157:H7'in pH 3,5'teki
canli kalma diizeyini gdsteren sayim sonuglar1 (log kob/mL)* ve standart

sapmalari
Ink. DENEME GRUPLARI
(Saat) ATK siiresi (saat) _

1 2 3 4 ATK
0  7,08A%0,04 7,03A%0,05 7,02A*+0,02 7,04A*0,05  7.21A*0,10
1 6,93A%0,06 6,99A+0,06 6,97A*0,04 7,03A*0,05  7,20A%*+0,09
2 6,92A%0,05 6,93A%0,01 6,89A%0,11 6,95A%0,04  7,17A%0,09
3 6,92A%0,05 6,92A™+0,02 6,87A™0,10 6,95A%0,05  7,14A*0,06
4 6,89A%0,04 6,83A%0,03 6,85A%+0,10 6,92A%0,05  7,13A%0,05
5  6,83A"+0,03 6,80A*0,01 6,79A%0,08 6,73A*+0,13  7,08A%+0,04
24 501B°+0,47 5,46B°+1,00 5,46B°+1,00 641A%0,11  3.26B°+0,11
48  224C*0,29 232C*+0,72 2,33C°+0,14 1,95B°+0,10 <1,00C¢

* Sonuglar iki tekerriir ortalamasidir. Ink: Inkiibasyon
A, B, C(}); ™™ Aym veya ortak harfleri tasiyan ortalamalar arasindaki fark istatistik olarak
onemli degildir (p>0,05)

pH 4,5; 5,0 ve 5,5'te HCl'ye tolerans kazandirilan E. coli O157:H7'nin pH 3,5'teki canli
kalma diizeylerinin karsilastirilmasi Cizelge 4.34'te verilmistir. 1 saatlik asit adaptasyon
uygulamasinda, pH 4,5; 5,0 ve 5,5 arasindaki fark 6nemsiz bulunmustur. pH 4,5 ve pH
5,0da 2, 3 ve 4 saat siireyle gergeklestirilen adaptasyon uygulamasinin E. coli
O157:H7'nin pH 3,5'te yasama orani {izerinde artisa neden olmadigi, pH 5,5'te 2, 3 ve 4

saat siireyle gerceklestirilen adaptasyonun direnci arttirdig: tespit edilmistir (p<<0,01).

Koutsoumanis ve Sofos (2004), 4,0-6,0 arasindaki pH degerlerinde 90 dakika aside
adapte ettikleri E. coli O157:H7'nin pH 3,5'teki yasama diizeyini arastirmiglardir. pH
5,0'da gerceklestirilen adaptasyonun en yiiksek diizeyde artisa neden oldugu
saptanmustir. Yirittiiglimiiz aragtirmada, pH 3,5'te yasama oraninda en ytiksek artis, pH

5,5'te gerceklestirilen adaptasyonda elde edilmistir.
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Cizelge 4.34 pH 4,5; 5,0 ve 5,5'te HCl'ye tolerans kazandirilan E. coli O157:H7'nin pH
3,5'teki canli kalma diizeylerini gdsteren sayim sonuclari (log kob/mL)* ve
standart sapmalari

Inkiibasyon siiresi (saat)

g
Z 2 0 1 2 3 4 5 24 48 Ort.
a
45 7,10 7,15 7,10 7,08 6,97 6,93 3,79 1,00 5,89+0,56
50 1 7,14 7,11 7,02 6,96 6,95 6,60 3,89 1,00 5,83+0,55
55 7,08 6,93 6,92 6,92 6,89 6,83 5,01 224 6,10£0,41
Ot  7,1040,03 7,06£0,05 7,01£0,04 6,98+0,05 6,93£0,04 6,78+0,13 4,23+043 1,41+0,27
4.5 7,17%+0,06 7,10°+0,10 7,09"+0,09 7,05*+0,06 6,98*+0,07 6,87*+0,13 2,83%+0,43 1,00°+0,00 5,76+0,59
50 2 7,08°40,04 7,06"+0,02 7,03*+0,05 6,96*+0,08 7,00*+0,09 6,93*+0,08 3,50%+0,32 1,00%+0,00 5,81+0,56
55 7,03%+0,05 6,99"+0,06 6,93"+0,01 6,92*+0,02 6,83*+0,03 6,80*+0,01 5,46*+1,00 2,32"+0,72 6,16+0,41
Ot 7,10£0,03 7,05+0,04 7,02+0,04 6,98+0,04 6,92+0,04 6,87+0,05 3,93+0,58 1,44+0,34
45 7,17%+0,06 7,08"+0,10 7,01°+0,07 6,94"+0,04 6,86"+0,11 6,92*+0,08 4,31%+0,03 1,00°+0,00 5,91+0,53
50 3 7,10°40,16 7,06"+0,13 7,02*+0,14 7,00*+0,15 7,00*+0,16 6,82*+0,07 3,24%+0,04 1,00%+0,00 5,78+0,67
55 7,024+0,02 6,97"+0,04 6,89"+0,11 6,87"+0,10 6,85*+0,10 6,79*+0,08 5,46*+1,00 2,33*+1,01 6,15+0,21
Ort  7,10+0,05 7,03+0,05 6,97+0,06 6,94+0,05 6,90+0,06 6,84+0,04 4,34+0,88 1,44+0,94
45 7,10°+0,15 7,08"+0,00 7,04"+0,00 7,02*+0,02 6,98*+0,06 6,87*+0,18 2,81%+0,66 1,00°+0,00 5,74+0,59
50 4 7,04%40,05 7,02°40,07 6,95°+0,04 6,96*+0,12 6,95*+0,13 6,88*+0,13 2,53%+0,38 1,00%+0,00 5,66+0,59
55 7,04%+0,05 7,03"+0,05 6,95"+0,04 6,95"+0,05 6,92*+0,05 6,73*+0,13 6,41%+0,11 1,95*+0,10 6,25+0,42

Ort 7,06£0,02  7,04+0,03 6,98+0,02 6,98+0,04 6,95+0,04 6,82+0,07 3,91+0,81 1,32+0,20

* Sonuglar iki tekerriir ortalamasidir. Ort: Ortalama
A B €M) Ayni veya ortak harfleri tasiyan ortalamalar arasindaki fark istatistik olarak onemli degildir
(p>0,05)

4.6 E. coli O157:H7'nin Organik Asitler ile Aside Tolerans Kazandirilmasi

HCI kullanilarak yiriitilen adaptasyon denemelerinde E. coli O157:H7'de en yiiksek
direng artisinin pH 5,5'te gergeklestigi belirlenmistir. Bu nedenden dolayi, organik asit
adaptasyon denemeleri, asetik, laktik ve sitrik asit kullanilarak pH's1 5,5'e ayarlanmis

TSB besiyerinde yapilmistir.

Asetik asit kullanilarak pH 5,5'te aside tolerans kazandirilan E. coli O157:H7'nin pH
3,5'teki canlilik diizeyine iliskin sonuglar Cizelge 4.35'te verilmistir. Bakteri sayis1 1.,
2., 3. ve 4. deneme grubunda sirasiyla 0,53; 0,54; 0,36 ve 0,90 log kob/mL, ATK"™

deneme grubunda ise 3,09 log kob/mL azalmistir.
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Cizelge 4.35 pH 5,5'te asetik aside tolerans kazandirilan E. coli O157:H7'nin pH 3,5'teki
canli kalma diizeyini gdsteren sayim sonuglar1 (log kob/mL)* ve standart

sapmalari
Ink. DENEME GRUPLARI
(DK) ATK siiresi (saat) _
1 2 3 4 ATK

0  6,99A%0,01 6,95A%0,10 7,02A%+0,02 7,15A*+0,00  7,00A%£0,00
30 6,46B™+0,23  6,41B°£0,03 6,66B+0,07 6,25B°+0,02  3,91B°+0,03

60 <1,00C* <1,00C* <1,00C* <1,00C* <1,00C*
90 <1,00C* <1,00C* <1,00C* <1,00C* <1,00C*
120 <1,00C* <1,00C* <1,00C* <1,00C* <1,00C*

* Sonuglar iki tekerriir ortalamasidir. ink: Inkiibasyon; Dk. Dakika
A, B, C (); ™™ Ayni veya ortak harfleri tastyan ortalamalar arasindaki fark istatistik olarak
onemli degildir (p>0,01)

pH 5,5'te 1, 2, 3 ve 4 saat silireyle asetik aside adapte edilen deneme gruplar ile ATK™
deneme grubunda inkiibasyonun 0. dakikasinda, bakteri sayilar1 arasindaki fark istatistik
acidan Onemsiz bulunmustur. 30. dakikada aside adapte edilen deneme gruplarinin
tiimiindeki bakteri sayilart ile ATK™ deneme grubundaki bakteri sayis1 arasindaki fark
istatistik agidan Onemlidir (p<0,01). En yiliksek asit direnci 3 saatlik adaptasyon
isleminde gergeklesmistir (p<0,01).

Laktik asit kullanilarak pH 5,5'te aside tolerans kazandirilan E. coli O157:H7'nin pH
3,5'teki canlilik diizeyine iliskin sonuglar Cizelge 4.36'da verilmistir. 1. deneme grubu
ile ATK™ deneme grubundaki bakteri sayis1 120. dakikada 1,00 log kob/mL'nin altina
inmigstir. 2., 3. ve 4. deneme grubundaki bakteri sayis1 ise sirasiyla 3,84; 2,39; 2,72 log

kob/mL azalmustir.

pH 5,5'te 1, 2, 3 ve 4 saat slireyle laktik aside adapte edilen deneme gruplari ile ATK™
deneme grubunda inkiibasyonun 0. ve 30. dakikasinda bakteri sayilar1 arasindaki farkin
istatistik a¢idan Onemsiz oldugu goriilmiistiir. 60. ve 90. dakikada 2, 3 ve 4 saatlik
adaptasyona tabi tutulan deneme gruplarindaki bakteri sayilar1 ile ATK  deneme
grubundaki bakteri sayilar1 arasindaki fark énemli bulunmustur (p<0,01). 120 dakikalik
inkiibasyon sonrasinda en yliksek asit direnci 3 ve 4 saatlik adaptasyon uygulamasina

tabi tutulan deneme gruplarinda tespit edilmistir (p<0,01).
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Cizelge 4.36 pH 5,5'te laktik aside tolerans kazandirilan E. coli O157:H7'nin pH 3,5'teki
canli kalma diizeyini gdsteren sayim sonuglar1 (log kob/mL)* ve standart

sapmalari
Ink. DENEME GRUPLARI
(DK) ATK siiresi (saat) -
1 2 3 4 ATK
0 7,01A%0,03 7,03A%0,05 7,04A%+0,11  7,06A°+0,06  7,08A%+0,08
30 6,93A%+0,07 6,97A+0,00 6,94A°+0,03  6,94A+0,04  6,89A*+0,10
60 539B°:025 6,38A%0,12 6,68A%+023  6,80A™0,06 5,31B°+0,77
90 4,17C°+£0,25 5,30B*+0,33  5,84B*+0,39  581B%*0,04  2,74C°+0,26
120 <1,00D¢ 3,19C°£033  4,65C*+0,54  4,34C*+0,04 <1,00D¢

* Sonuglar iki tekerriir ortalamasidir. Ink: Inkiibasyon
A, B, C (); ™™ Ayni veya ortak harfleri tastyan ortalamalar arasindaki fark istatistik olarak
onemli degildir (p>0,01)

Sitrik asit kullanilarak pH 5,5'te aside tolerans kazandirilan E. coli O157:H7'in pH
3,5'teki canlilik diizeyine iliskin sonuclar Cizelge 4.37'de verilmistir. pH 5,5'te sitrik
aside adaptasyon denemelerinde bakteri sayisi, 1. deneme grubunda 0,17; 2. deneme
grubunda 0,12; 3. deneme grubunda 0,20; 4. deneme grubunda 0,17 log kob/mL ve
ATK™ deneme grubunda 0,24 log kob/mL azalmistir.

Sitrik asit kullanilarak gercgeklestirilen adaptasyon denemelerinde, deneme gruplarmin
ortalamalar1 arasindaki farkin istatistik agidan dnemsiz oldugu, sitrik asit uygulamasinin

direng artisina neden olmadig1 tespit edilmistir.

E. coli O157:H7'de organik asitler kullanilarak yiiriitiilen adaptasyon denemelerinde,
sitrik asit adaptasyonu ile bakterinin sitrik aside olan direncinde artis meydana
gelmedigi belirlenmistir. Asetik asit kullanilarak yiiriitiilen adaptasyon denemelerinde,
1, 2, 3 ve 4 saatlik adaptasyon uygulamasmin E. coli O157:H7'nin asetik aside olan
direncini arttirdig1, en yliksek direncin 3 saatlik adaptasyon sirasinda gerceklestigi tespit
edilmistir. Laktik asit kullanilarak yiiriitiillen denemelerde, 2, 3 ve 4 saatlik adaptasyon
uygulamasinin E. coli O157:H7'nin laktik aside olan direncini artirdigi, en yiiksek

direncin ise 3 ve 4 saatlik adaptasyonda gerceklestigi belirlenmistir.
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Cizelge 4.37 pH 5,5'te sitrik aside tolerans kazandirilan E. coli O157:H7'nin pH 3,5'teki
canli kalma diizeyini gdsteren sayim sonuglar1 (log kob/mL)* ve standart

sapmalari
Ink. DENEME GRUPLARI
(DK) ATK siiresi (saat) _
1 2 3 4 ATK
0 7,06 7,08 7,06 7,08 7,10
30 7,00 7,06 7,04 7,06 7,04
60 6,96 7,02 6,96 7,00 7,01
90 6,94 6,99 6,95 6,99 6,97
120 6,89 6,96 6,86 6,91 6,86

Ort  6,97A+0,02 7,02A+0,01  6,97A+0,03  7,00A+0,02 6,99A+0,03

* Sonuglar iki tekerriir ortalamasidir. ink: Inkiibasyon; Dk: Dakika; Ort: Ortalama
A, B, C (—) Ayni veya ortak harfleri tasiyan ortalamalar arasindaki fark istatistik olarak 6nemli
degildir (p>0,05)

Ryu ve Beuchat (1998) tarafindan, E. coli O157:H7'nin, asit sok, asit adapte ve kontrol
hiicrelerinin laktik asit ve asetik asit ile asitlendirilmis TSB besiyerindeki gelisme
Ozellikleri incelenmistir. Asetik asit denemelerinde (pH 3,4), bu li¢ hiicre tipi ayni
davranis1 sergilemistir. Laktik asit denemelerinde (pH 3.9), asit adapte ve asit sok
hiicrelerinin sayisinin kontrol hiicrelerine kiyasla daha yiiksek oldugu, asit adapte
hiicrelerin asidik kosullar1 asit sok hiicrelerine kiyasla daha iyi tolere edebildigi
saptanmistir. Asit tolerans yanitinin, asit ¢esidi, pH ve hiicre tipine bagl oldugu ifade
edilmistir. Bu aragtirmada, tolerans yanitinin kullanilan asit cesidine bagli olarak
degisim gosterdigi ortaya konulmustur. E. coli O157.H7'nin, asetik ve laktik aside

toleransi artarken, sitrik aside olan toleransinda artis elde edilememistir.

Leyer vd. (1995), E. coli O157:H7, 1-2 generasyon zamani siiresince pH 5,0'da
gelistirilerek aside adapte edilmistir. Asit adapte hiicrelerin laktik asitle pH's1 3,85'e
ayarlanmig ortama olan direnglerinin arttig1, diren¢ diizeylerinin tiirler arasinda farklilik
gosterdigi belirlenmistir. Laktik aside yonelik ylriittigiimiiz deneme sonuclarma gore,
pH 5,5'te 2, 3 ve 4 saatlik adaptasyonun E. coli O157:H7'nin laktik aside olan direncini

arttirdig1 anlagilmistir. .
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Goodson ve Rowbury (1989) tarafindan, pH 5,0'da aside tolerans kazandirilan E. coli
O157:H7'nin, laktik, benzoik, propiyonik, sorbik ve asetik asit igeren pH's1 3,5 olan

besiyerinde canli kalma siiresinin arttig1 belirlenmistir

Gida patojenlerine karsi organik asitlerin inorganik asitlerden daha etkili oldugu ve bu
etkinin hiicre icine diffuz yeteneklerinin yiiksek olmasindan kaynaklandigi belirtilmistir

(Deng vd. 1999, Phan-Thanh vd. 2000, Buchanan vd. 2004, Breidt vd. 2004).

Buchanan ve Edelson (1999), E. coli O157:H7 iizerinde, HCI, asetik, laktik, malik ve sitrik
asidin inhibitdr etkisini arastirmislardir. En yiiksek inhibitdr etkinin laktik asitte, en az
inhibitor etkinin HCI'de elde edildigi, asetik, sitrik ve malik aside olan duyarliligin ise
suslar arasinda farklilik gosterdigi belirlenmistir. Deng vd. (1999), %1,25 glukoz iceren
TSB besiyerinde 18 saat gelistirilerek aside adapte edilen E. coli O157:H7 iizerinde
organik asitlerin inhibitér etkisinin asetik>laktik>malik asit seklinde oldugu
gosterilmistir. Ryu vd. (1999) tarafindan farkli asitlerin E. coli O157:H7 {izerindeki
etkilerinin belirlenmesi amaciyla yiriitilen calismada, bakteriyostatik etkinin asetik
asit>laktik asit>sitrik asit seklinde oldugu belirlenmistir. Bu arastirmada ise, asetik, laktik
ve sitrik asit, HCl'ye oranla daha etkili bulunmus, organik asitlerin bakterisidal etkisinin

asetik>laktik>sitrik asit seklinde oldugu belirlenmistir.

4.7 E. coli O157:H7'nin Laktik Aside Kars1 Capraz Direncinin Belirlenmesi

Boliim 4.5 ve 4.6'da belirtildigi lizere farkli organik ve inorganik asitler kullanilarak E.
coli O157:H7 aside tolerans kazandirilmistir. HCI, asetik ve laktik asit kullanimiyla E.
coli O157:H7'nin aside diren¢ kazandigi, sitrik asit kullanimimnin direng artisina neden
olmadig1 belirlenmistir. Laktik aside olan capraz direncin belirlenmesi asamasinda,

direnc artis1 saglanan HCI ve asetik asit lizerinde denemelere devam edilmistir.

pH 5,5'te asetik aside tolerans kazandirilan E. coli O157:H7'nin laktik asit kullanilarak
pH's1 3,5'e ayarlanmig TSB besiyerindeki canlilifi iizerine yiiriitilen denemede elde

edilen sonucglar Cizelge 4.38'de verilmistir. Laktik aside olan capraz direncin
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belirlenmesi sirasinda bakteri sayisi, 1., 2., 3. ve 4. deneme grubunda sirasiyla 5,08;
4,40; 3,57; 3,48 log kob/mL azalmistir. ATK™ deneme grubunda ise 120 dakika sonunda
bakteri sayis1 1,00 log kob/mL'in altina diigmiistiir. 3. ve 4. deneme grubunun bakteri

sayisindaki azalma diger gruplara kiyasla daha diigiik bulunmustur.

Cizelge 4.38 pH 5,5'te asetik aside tolerans kazandirilan E. coli O157:H7'nin laktik
aside kars1 ¢apraz direncini gosteren sayim sonuglart (log kob/mL)* ve
standart sapmalari

Ink. DENEME GRUPLARI
(DK) ATK siiresi (saat) ATK™
1 2 3 4

0 6,94A*+0,11  6,96A%+0,05 7,04A+0,04 6,99A%+0,02  7,08A"+0,08
30 6,74AB*+0,01 6,88A°+0,04 6,85A"+0,02 6,90A°+0,02  6,89A°+0,10
60 5,94B°+0,32  6,72A+0,06 6,82A°+0,03  6,61A*+0,23 5,3 leiO,77
90  4,36C"+0,32  5,58B+0,01 543B™+0,54 4,55B+0,60  2,74C°+0,26
120 1,86Dbﬂ:0,33 2,56Cabd:0,56 3,47C*+0,99  3,51C"+0,60 <1,00D°

* Sonuglar iki tekerriir ortalamasidir. Ink: Inkiibasyon; Dk: Dakika

A, B, C (); ™™ Ayni veya ortak harfleri tastyan ortalamalar arasindaki fark istatistik olarak
onemli degildir (p>0,05)

Inkiibasyonun 0. ve 30. dakikasinda deneme gruplarmin bakteri sayilar1 arasindaki fark
istatistik agidan Onemsiz bulunmustur. 60. 90. ve 120. dakikada 1, 2, 3 ve 4 saat
adaptasyona tabi tutulan deneme gruplarindaki bakteri sayilar1 ile ATK  deneme
grubundaki bakteri sayisi1 arasindaki fark istatistik agidan Onemlidir (p<0,05). 120
dakikalik inkiibasyon sonrasinda 2, 3 ve 4 saatlik adaptasyona tabi tutulan deneme
gruplar arasinda fark olmadigi belirlenmistir. Sonu¢ olarak 1, 2, 3 ve 4 saatlik
adaptasyon islemi bakterinin laktik aside olan ¢apraz direncini arttirmis, en yiiksek

direng 3 ve 4 saatlik adaptasyonda gerceklesmistir (p<0,05).

Bakterinin karsilastig1 strese adapte olurken ayni anda diger streslere de adapte olarak
direng kazanabilecegi bircok arastirici tarafindan belirlenmistir (Arnold and Kaspar
1995, Cheville vd. 1996, Tosun ve Goniil 2003). Bu arastirmada, asetik aside adapte
edilen E. coli O157:H7'nin laktik aside olan direncinin arttig1 tespit edilmistir. Aside
adapte edilen E. coli O157:H7 diger organik asitlere de direng kazanabilecegi

saptanmistir.

95



pH 5,5'te HCl'ye tolerans kazandirilan E. coli O157:H7'nin laktik asit kullanilarak pH's1
3,5'e ayarlanmis TSB besiyerindeki canlilig1 {izerine yiiriitiilen denemede elde edilen
sonuclar Cizelge 4.39'da verilmistir. 90 dakikalik inkiibasyon sonunda bakteri sayis, 1.,
2.,3.,4. ve ATK deneme grubunda sirasiyla, 4,51; 2,48; 2,57; 4,24 ve 4,34 log kob/mL
azalmistir. Istatistik degerlendirme sonucunda, deneme gruplarinin ortalamalar
arasindaki fark 6nemsiz bulunmustur. HCI adaptasyonu laktik aside olan ¢apraz direnci

arttirmamastir.

Cizelge 4.39 pH 5,5'te HCl'ye tolerans kazandirilan E. coli O157:H7'nin laktik aside
kars1 capraz direncini gosteren sayim sonuglari (log kob/mL)* ve
standart sapmalari

Ink. DENEME GRUPLARI
(Dk) ATK siiresi (saat) -
1 2 3 4 ATK
0 7,03 6,91 7,02 7,19 7,08
30 6,52 6,87 6,84 6,98 6,89
60 5,80 6,28 6,44 6,46 5,31
90 2,52 443 4,45 2,95 2,74

Ort. 547A+0,69 6,12A+0,42  6,19A+0,43 5,90A+0,66 5,50A+0,67

* Sonuglar iki tekerriir ortalamasidir. ink: Inkiibasyon; Dk: Dakika; Ort: Ortalama
A, B, C (—) Ayni1 veya ortak harfleri tasiyan ortalamalar arasindaki fark istatistik olarak 6nemli
degildir (p>0,05)

Cheng vd. (2003), pH 5,0'da (HCl) 4 saat aside adapte edilen E. coli O157:H7'nin,
asetik ve laktik aside olan ¢apraz direnci arastirilmistir. Asetik asit varliginda, ATK" ve
ATK" bakteri sayisinin sirasiyla 0,36 ve 1,00 log kob/mL, laktik asit varliginda 1,70 ve
3,47 log kob/mL diizeyinde azaldig: belirlenmistir. HCI adaptasyonu ile organik asitlere
olan direncin arttig1 belirlenmistir. Bu aragtirmada ise HCI adaptasyonu laktik aside

olan direnci arttirmamustir.

Elde ettigimiz sonuglarla bu konuda yapilan diger calismalar degerlendirildiginde, E.
coli O157:H7'nin farkli yontemler kullanilarak aside tolerans kazanabilecegi gergegi

ortaya koyulmustur.
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4.8 L. monocytogenes ve E. coli O157:H7'nin Tuz Toleransinin Belirlenmesi

Bolim 3.2.6'da belirtildigi sekilde tuza tolerans kazandirilan (deneme) ve
kazandirilmayan (kontrol) L. monocytogenes susu, %8 NaCl igeren phosphate- buffer
tamponuna inokiile edildikten sonra 4 °C ve 25 °C'da inkiibasyona birakilmigtir.
Inkiibasyonun belirli giinlerinde tespit edilen saymm sonuglari Cizelge 4.40'da
gosterilmistir. Tuza (%3,5 NaCl) tolerans kazandirilan L. monocytogenes'in, 4 ve 25
°C'da inkiibasyonu sirasinda %8 NaCl igeren phosphate-buffer tamponunda tuza olan

direncinin artmadig: tespit edilmistir.

Cizelge 4.40 Tuza tolerans kazandirilan ve kazandirilmayan L. monocytogenes'in %8
NaCl'deki direncini gosteren sayim sonuglar (log kob/mL)* ve standart

sapmalari
25°C 4°C
Giin Deneme Kontrol Giin Deneme Kontrol

0 8,35 8,49 0 8,39A"+0,09 8,46A*+0,01

8,25 8,36 1 8,27B%+0,04 8,43A%+0,00

8,00 7,71 3 8,21B%+0,06 8,36B%+0,02
5 7,25 6,90 5 8,14C°+0,09 8,32BC"+0,02
10 5,71 6,16 10 8,06D°+0,06 8,28C*+0,02
15 5,45 5,71 15  8,03D°:0,06  821D%0,06
20 5,33 5,70 20 7,95E°+0,06 8,16DE+0,05
25 5,08 5,41 25 7,85F+0,05 8,10E*+0,06

Ort. 6,67A+0,35 6,80A+0,31 Ort. 8,11A+0,05 8,29A+0,03

* Sonuglar iki tekerriir ortalamasidir. Ort: Ortalama
A, B, C (}); ** ™ Aymi veya ortak harfleri tastyan ortalamalar arasindaki fark istatistik olarak

onemli degildir (p>0,05)

Cizelge 4.40'da goriildiigh tizere, 4 °C'da inkiibasyonun 5. giiniinden itibaren deneme
grubundaki bakteri sayis1 kontrol grubuna kiyasla o6nemli diizeyde azalmistir. Tuz
adaptasyon uygulamasi, 4 °C'da inkiibe elden L. monocytogenes'in tuz direncinde

azalmaya neden olmustur (p<0,05).
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25 °C'da inkiibasyon sirasinda, inkiibasyon siiresi arttikgca bakteri sayis1 azalmaktadir.
Istatistik degerlendirme sonucunda, deneme grubu ile kontrol grubundaki bakteri
sayilarinin ortalamalar1 arasinda farkin 6nemli olmadigi, L. monocytogenes'in tuz

direncinin artmadig: tespit edilmistir.

Vasseur vd. (1999) tarafindan, L. monocytogenes'in pH 5,0-8,0'da, 25 °C'da ve %10
NaCl igeren Nutrient Broth'ta gelisebildigi belirtilmis olup, NaCl bulunan ortamda
gelisimin pH ve sicakliga bagh oldugu ifade edilmistir. NaCl miktarina bagl olarak
ozmotik basin¢ artmakta, lag faz uzamakta ve gelisme orani azalmaktadir. Farber vd.
(1992), L. monocytogenes'in optimum gelisiminin 15 °C'da 80 g/L NaCl varliginda
gergeklestigini saptamislardir. Faleiro vd. (2003), L. monocytogenes'in %25,5 NaCl
iceren TSB besiyerinde 37 °C'da 4 giin, 22 °C'da 24 giin ve 4 °C'da 132 giinden daha
uzun siire canliligini stirdiirdiigii rapor edilmistir. Bu aragtirmada, L, monocytogenes'in,
25 °C'da %8 NaCl igeren ortamda 25 giinden daha uzun siire canliligini siirdiirdiigii

belirlenmistir.

Tuz stresini tolere etmek i¢in L. monocytogenes tarafindan kullanilan mekanizmalardan
biri, bazi proteinlerin sentezinin artmasina veya azalmasina neden olan genlerin
ekspresyonunun degisimidir. L. monocytogenes'te tuz stresi sirasinda 12 proteinin
indiiklendigi tespit edilmistir (Duche vd. 2002, Kazmierczak vd. 2003, Gandhi ve
Chikindas 2007). Izotonik kosullarda (5 g/L NaCl), L. monocytogenes tarafindan
sentezlenen proteinlerden biiyiik ¢ogunlugu, bakterinin 35-65 g/L NaCl'ye 1 saat maruz
birakilmast sonucunda baskilanmaktadir. 35 g/ NaCl konsantrasyonda bu
proteinlerden 5'1 baskilanirken, 65 g/L. NaCl konsantrasyonunda 21'i baskilanmis ve 11'1
tamamen kaybolmustur (Esvan vd. 2000). Ko vd. (1994), L. monocytogenes'in ozmotik
stres altinda gelisimi sirasinda hiicre icindeki glisin betainin artmasi sonucu tuza olan

toleransinin arttig1 belirtilmistir.

Faleiro vd. (2003), farkli kaynaklardan izole ettikleri L. monocytogenes suslarini, %3,5
NaCl iceren besiyerinde 2 saat inkiibe ederek tuza tolerans kazandirmis ve %20 NaCl
iceren ortamdaki yasama diizeyleri tespit edilmistir. Tuz toleransinin suslar arasinda

farklilik gosterdigi 9 sustan 2'sinin tuz direncinde artis olmadigi ifade edilmistir. Bu
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arastirmada, tuz adaptasyonu ile L. monocytogenes'in tuza olan direncinin artmadigi

belirlenmistir.

Gutierrez vd. (1995), L. monocytogenes'in osmotik strese adaptasyonu, betain ve amino
asit biriktirme yetenegine baglidir. Hiicreler yiiksek tuz konsantrasyonunda (%4 NaCl),
tuzsuz ortamdan 200 kat, 7 °C'da, 30 °C'dan 15 kat daha hizli betain transport
etmektedir. Bakterinin tuza olan direnci, diisiik sicaklikta daha yiiksektir. Tuz
adaptasyonuna yonelik ylriitilen bu arastirmada, L. monocytogenes'in tuza olan

direncinin 4°C'da, 25 °C'tan daha yiiksek oldugu saptanmugtir.

Tuza tolerans kazandirilan ve kazandirilmayan E. coli O157:H7'nin 4 °C ve 25 °C'daki
canli kalma diizeylerini gosteren sayim sonuglari Cizelge 4.41'de verilmistir. 4 °C'da 25
giinlik inkiibasyon sonrasinda deneme grubu ve kontrol grubunun ortalamalari
arasindaki fark istatistik agidan 6nemsiz bulunmustur. Tuza tolerans kazandirma E. coli

0O157:H7'nin, 4 °C'da inkiibasyon sirasinda tuza olan direncini artttrmamuistir.

Cizelge 4.41 Tuza tolerans kazandirilan ve kazandirilmayan E. coli O157:H7’nin %8
NaCl'deki direncini gosteren sayim sonuclari (log kob/mL)* ve standart

sapmalari
25°C 4°C
Giin Deneme Kontrol Giin Deneme Kontrol
0 8,05A"+0,07 8,24A°+0,16 0 8,04 8,18
7,52AB*+0,12 7,95A°+0,17 1 7,95 7,94
6,94BC*+0,07 7,51A%+0,10 3 7,96 7,94
5 6,62CD*+0,19 7,44A°+0,16 5 7,77 7,9
10 6,02DE"+0,70 5,83B+0,68 10 7,59 7,81
15 5,27EF°+0,19 4,30C*+0,69 15 7,55 7,77
20 5,16EF°+0,12 3,61C%+0,25 20 7,39 7,68
25 4,93F"+0,12 3,26C"+0,26 25 7,15 7,43
Ort.  7,67°+0,08  7,83%+0,06

* Sonugclar iki tekerriir ortalamasidir. Ort: Ortalama
A, B, C (); ™™ Ayni veya ortak harfleri tastyan ortalamalar arasindaki fark istatistik olarak
onemli degildir (p>0,05)
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Tuza tolerans kazandirilan deneme grubu ve Kkontrol grubunun 25 °C'da
inkiibasyonunun 0, 1, 3, 5, 10 ve 15. gilinlerinde deneme gruplarindaki bakteri sayilari
arasindaki fark istatistik agidan Onemsizdir. 20. ve 25. giinlerde deneme grubu ile
kontrol grubunun bakteri sayilar1 arasindaki fark istatistik agidan énemli bulunmustur
(p<0,05). E. coli O157:H7'nin tuza tolerans kazandirilmasi ile tuza olan direncinin

arttig1 belirlenmistir.

Koutsoumanis vd. (2003), ozmotik stres, diisiik ve yliksek sicaklik stresine maruz
birakilan L. monocytogenes'in asit stresine olan direncinin artmadigi rapor edilmistir.
Gida iiretimi sirasinda bakterilerin stres kosullarina adaptasyon yeteneklerinin, {iretim
sirasindaki sicaklik, pH ve tuz gibi stres faktorlerinin sayisina ve gelisme kosullarina
bagli oldugu belirtilmistir. L. monocytogenes'in % 10,5 NaCl varliginda pH 5,5',
maruz birakilmasinin, bakterinin asit direncinde azalmaya neden oldugu, fakat direng
azalmasinin kontrol grubuna kiyasla daha diisiik diizeyde kaldigi belirtilmistir. Bolton
ve Frank (1999). yiiksek ozmotik kosullara adaptasyon L. monocytogenes'in

termotoleransini artirmaktadir.

Arnold ve Kaspar (1995) tarafindan, E. coli O157:H7'nin asit toleransinin belirlenmesi
amaciyla yiiriitiilen ¢alismada, 4 °C'da asit toleransinin olusmadig1 belirlenmistir. Bu
aragtiricilar tarafindan, 8 °C'in altindaki sicakliklarda E. coli O157:H7'yi gevresel streslere
kars1 koruyan proteinlerin sentezlenmedigi ifade edilmistir. Tarafimizca yapilan bu
aragtirmada, E. coli O157:H7'nin 25 °C'da muhafaza edilen grupta tuz direncinin
artmasina ragmen, 4 °C'da muhafaza edilen grupta direng artisinin olmadigi belirlenmistir.
Bunun, Arnold ve Kaspar (1995) tarafindan da belirtildigi gibi tuz toleransini saglayacak

proteinlerin sentezlenmemesinden kaynaklandigi diisiiniilmektedir.

Glass vd. (1992) tarafindan, E. coli O157:H7'nin yasama orani tizerinde asit ve NaCl'nin
etkisi arastirilmistir. %6,5 gibi yiiksek NaCl konsantrasyonunda E. coli O157:H7'nin
gelisebildigini belirlemislerdir. Fakat %6,5 NaCl varliginda lag fazin normalden daha
uzun oldugu bunun tuz tolerant popiilasyonunun se¢imi icin Onemli olabilecegi
belirtilmistir. Bu aragtirmada, E. coli O157:H7'nin %8 NaCl varliginda 25 giinden daha

uzun siire canliligini siirdiirdiigii tespit edilmistir.
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4.9 Aside Adapte Edilmis E. coli O157:H7 ve L. monocytogenes'in Tiirk Sucugunda
Yasama Diizeylerinin Belirlenmesi

4.9.10lgunlastirma ve depolama siiresince E. coli O157:H7'nin canh kalma
oranindaki degisim

Laktik asit kullanilarak pH's1 5,5'e ayarlanmis TSB besiyerinde 3 saatlik inkiibasyon

sonrasinda aside adapte edilen E. coli O157:H7 sucuk hamuruna ilave edilmistir.

ATK" ve ATK E. coli O157:H7 ilave edilen fermente Tiirk sucuklarinda, olgunlastirma
ve depolama periyodu siiresince belirlenen laktik asit bakterileri (LAB), Staphylococcus
spp., sayim sonuglart ile pH ve % nem diizeyleri Cizelge 4.42'de verilmistir. Deneme
grubunun sucuk hamuruna 5,80 log kob/g diizeyinde ilave edilen ATK" E. coli 0157:H7
sayisi, sucuk hamurunun bir gece 4 °C'da bekletilmesi sonucunda 0,43 log kob/g
diizeyinde azalmistir. Kontrol grubunun sucuk hamuruna 5,53 log kob/g diizeyinde
ilave edilen ATK™ E. coli O157:H7 sayis1 ise 0,89 log kob/g diizeyinde azalma
gostermistir. Olgunlasmanin baslangicindan itibaren ATK" ve ATK™ E. coli O157:H7
sayist azalmaya baslamis olup, 4. giinden itibaren daha hizli bir azalma egilimi
gdstermistir. 6. giiniin sonunda E. coli O157:H7 sayis1 ATK™ grupta 3,11 log kob/g;
ATK ™ grupta ise 2,30 log kob/g diizeyine inmistir. Bakteri sayis1 ATK" grupta 30.
giinde, ATK™ grupta ise 8. giinde <2,00 log kob/g diizeyinin altina inmistir. Asit
adaptasyonu ile E. coli O157:H7'nin fermente Tirk sucugunda yasama orani artmus,
aside adapte edilmemis E. coli O157:H7'ye kiyasla 22 giin daha fazla canliligim
sirdirmiigtiir. Deneme gruplarinin bakteri sayilari arasindaki fark istatistik agidan

onemli bulunmustur (p<0,01).
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Cizelge 4.42 Olgunlastirma (Fermantasyon + Kurutma) ve depolama déneminde E. coli O157:H7 sayisi, LAB sayis1, Staphylococus sayisi,
pH ve % nem miktar1

Deneme (ATK") Kontrol (ATK")
Giin E.coliO157:H7 LAB Staph.spp. pH % Nem | E.coliO157:H7 LAB Staph. spp. pH % Nem
Hamur
Bekletme 5,80 6,48 6,43 5,78 59,19 5,53 6,45 6,33 5,75 59,22
Olgunlastirma
0 5,37 6,65 6,39 5,80 57,15 4,64 6,52 6,29 5,75 58,62
1 4,82 9,25 6,69 4,65 56,11 4,37 9,14 6,17 4,62 58,51
2 4,31 9,42 6,09 4,42 54,35 3,89 9,31 6,28 4,39 54,00
3 4,15 9,35 6,16 4,56 50,21 3,68 9,36 6,12 4,59 50,47
4 4,03 9,19 6,09 4,54 48,20 3,51 9,20 5,98 4,52 49,19
6 3,11 9,21 6,69 448 43,01 2,30 9,32 6,08 4,44 38,49
Depolama
8 2,72 9,22 6,90 4,61 39,82 <2,00 9,12 7,15 4,59 35,88
15 2,50 8,75 6,21 4,74 35,37 <2,00 8,79 7,24 4,60 31,04
30 <2,00 8,83 5,75 4,76 34,39 <2,00 8,57 6,15 4,72 30,06

* Sonuglar iki tekerriir ortalamasidir
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Uyttendaele vd. (2001), E. coli O157:H7'nin fermente sucuklarda (pH 4,5, %5 NaCl) 7
°C'da 35 giin, Glass vd. (1992) tarafindan da, pH's1 4,4 olan ve %3.,5 NaCl iceren

fermente sucuklarda 4°C'da 8 hafta canliligini siirdiirebildigi belirtilmistir.

Oz vd. (2002), sucuk hamuruna ilave edilen E. coli O157:H7 sayisinin 3. giinde 0,50; 7.
giinde 1,00; 14. giinde 2,50; 21. giinde 4,00 logaritmik birim azaldigin1 belirlemislerdir.
Cosansu ve Ayhan (2000), E. coli O157:H7 sayisinin, fermantasyon ve Kkurutma
periyotlart boyunca (8. giinde) 3,00 logaritmik birim azalma gosterdigini tespit
etmiglerdir. Tarafimizca yiiriitiilen bu arastirmada ise E. coli 0157:H7 sayis1 3. giinde
1,85; 6. giinde 3,23; 15. giinde <2,64 logaritmik birim azalmistir. Kurutma periyodunun
sonunda, E. coli O157:H7 sayisi, deneme grubunda 3,08; kontrol grubunda 3,53 log
kob/g azalmigtir. Yapilan arastirmalar, olgunlastirma periyodunun E. coli O157:H7'nin

sayisinin azalmasinda 6nemli bir faktor oldugunu gostermistir.

Calicioglu vd. (2001), starter kiiltiir kullanilarak hazirlanan sucuklarda, 24 °C'da 3
giinlik fermantasyon (pH 4,6) ve kurutma (%40 nem) asamasindan sonra E. coli
O157:H7 sayisinin 2,0 log kob/g azaldigini belirtmistir. Yiiriitiilen bu arastirmada ise E.
coli O157:H7 sayisi, kurutma periyodunun sonunda 3,53 log kob/g azalmistir.

Glass vd. (1992), fermente kuru sucukta E. coli O157:H7'nin davranisi {izerine pH ve
NaClnin etkileri arastirilmistir. Sucuk hamuruna 4,8x10* kob/g diizeyinde E. coli
O157:H7 ilave edilmis ve pH 4,8'e diisiinceye kadar fermente edilmistir. Kurutulduktan
sonra vakum paketleme yapilarak 4 ©°C'da iki ay depolanmistir. Bakterinin
fermantasyon, kurutma ve depolama siiresince gelisemedigi, canliligini stirdiirdiigli ve
depolama sonunda 2 logaritmik birim azalma meydana geldigi bildirilmistir.
Tarafimizca yiiriitilen bu arastirmada fermantasyon baslangicindan itibaren E. coli

O157:H7 sayis1 azalmis ve 8. giinde 2,00 log kob/g diizeyinin altina diismiistiir.

Leyer vd. (1995), pH 5,0'da aside tolerans kazandirdigi E. coli O157:H7'nin canli kalma
siiresini, fermente bir et iiriiniinde ve dilimlenmis salamda tespit etmislerdir. Uriiniin
fermantasyonu sonunda (pH 4,4) kontrol kiiltiirii 2,2x10* kob/g diizeyinden 1,2x10°

kob/g diizeyine diiserken, aside tolerans kazandirilan kiiltiir 2,3x10* kob/g diizeyinden
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5,0x10° kob/g diizeyine diismiistiir. 5 °C'da depolanmus dilimlenmis salamda ise (pH
5,0) 100 saat sonra aside tolerans kazandirilan kiiltir 1,2x10° kob/g diizeyinde, kontrol
kiiltiirii ise 1,6x10% diizeyinde canli kalmistir. Tarafimizea yiiriitiillen bu arastirmada,
fermantasyonun 1. gilinlinde (pH 4,65) aside adapte edilen ve edilmeyen E. coli
O157:H7 sayist sirasiyla 0,98 ve 1,16 log kob/g azalmistir. Fermantasyon doneminde
pH diisiisiine bagli olarak bakteri sayis1 azalmaktadir. Fakat aside adapte edilen E. coli
O157:H7 sayisindaki azalma aside adapte edilmeyen E. coli O157:H7'ye kiyasla daha
diistiktiir. Aragtirma sonuglari, asit adaptasyonu ile E. coli O157:H7'nin fermente et

tiriinlerinde yasama oraninin arttigina isaret etmektedir.

Riordan vd. (2000), aside adapte edilen ve edilmeyen E. coli O157:H7'nin, fermente bir
et iriinli olan pepperoni'deki yasama diizeyini arastirmislardir. Fermantasyon siiresince,
asit adapte E. coli O157:H7 sayisinin 0,95 log kob/g azaldig1, kontrol grubundaki E. coli
O157:H7 sayisinin ise 0,42 log kob/g azaldigi belirtilmis olup, asit adaptasyonunun
fermantasyon asamasinda bakterinin canli kalma diizeyinde artisa neden olmadigi
belirtilmistir. Riordan vd. (2000)'nin aksine, bu arastirmada elde edilen veriler, asit
adaptasyonunun E. coli O157:H7'nin fermente Tirk sucugunda yasama oranini

arttirdigini gostermistir.

E. coli O157.H7'nin asit adaptasyonu iizerinde, soguk depolama ve depolama siiresinin
etkili oldugu bilinmektedir (Cheng ve Kaspar 1998). Lin vd. (1996), buzdolabinda
depolanan asit adapte E. coli O157:H7 hiicrelerinin, asit toleransinin 28 giin boyunca

korundugunu belirtmislerdir.

Asetik ve laktik asit soliisyonlari, sigir karkaslarindaki mikrobiyel ylikiin azaltilmasi
amaciyla yaygin olarak kullanilmaktadir. Stopforth vd. (2007), sigir etlerine inokiile
edilen asit adapte E. coli O157:H7'nin laktik asit uygulamasina kars1 adapte edilmeyen
hiicrelere kiyasla daha direngli hale geldigini belirlemislerdir. Berry ve Cutter (2000),
aside adapte edilen ve edilmeyen E. coli O157:H7 ile inokiile edilmis sigir karkaslarin,
%?2'lik asetik asit soliisyonu ile piliskiirtme yikama yapilmasindan sonra, karkas
dokularinda kalan asit adapte hiicre populasyonunun, adapte edilmeyen hiicre

populasyonundan daha yiiksek oldugunu bulmuslardir. Ayrica bu farkliligin 4 °C'da 14

104



giinliik depolama boyunca devam ettigi bildirilmistir. Fermente Tiirk sucugu iizerinde
ylriitiilen bu arastirmada, olgunlastirma ve kurutma asamalarmin tamamlandigr 8.
glinden sonra sucuklar 4 °C'da depolanmustir. Fermantasyonun 1. giiniinden itibaren
aside adapte edilen E. coli O157:H7 sayisi, adapte edilmeyen hiicre sayisindan daha
yuksektir. Hiicre sayilari arasindaki bu farklhilik 4 °C'da 24 giinliik depolama boyunca
devam etmistir. Aside direng sistemlerin sogukta depolama boyunca etkinligini devam

ettirdigi anlagilmastir.

Asit adaptasyonu ile E. coli O157:H7'nin, fermente et ve siit iriinleri, elma sarab,
portakal suyu, mango suyu, kuskonmaz suyu, limon suyu, yogurt, mayonez, ketcap,
hardal ve salata sosu gibi asidik gidalarda yasama oraninin arttigi tespit edilmistir
(Glass vd. 1992, Leyer vd. 1995, Cheng ve Chou 2001, Rhee 2003, Tosun ve Goniil
2003, Erdogrul ve Erbilir 2005, Samelis vd. 2005, Stopforth vd. 2007, Dlamini ve Buys
(2008). Ryu ve Beuchat (1998) tarafindan yiiriitiilen ¢alismada ise, asit adaptasyonunun
E. coli O157:H7'nin elma ve portakal suyunda yasama diizeyini arttirmadigi, fakat
bakteri sayisinin 5 °C'da depolanan 6rneklerde, 25 °C'da depolanan 6rneklere kiyasla
daha ytiksek sayida canli kaldig1 ve canliligin 42 giin boyunca siirdiigii tespit edilmistir.
Stopforth vd. (2004) tarafindan da, asit adaptasyonu ile, E. coli O157:H7'nin elma
dokularinda canli kalmasi {izerinde, asit adaptasyonunun dnemli bir artis saglamadigi

saptanmigtir.

4.9.2 Olgunlastirma ve depolama siiresince L. monocytogenes'in canhh kalma
oranindaki degisim

HCl kullanilarak pH's1 4,5'e ayarlanmis TSB besiyerinde 3 saatlik inkiibasyon

sonrasinda aside adapte edilen L. monocytogenes sucuk hamuruna ilave edilmistir.

ATK" ve ATK L. monocytogenes ilave edilen fermente Tiirk sucuklarinda,
olgunlastirma ve depolama periyodu siiresince belirlenen LAB, Staphylococcus spp.,

sayim sonuglari ile pH ve % nem diizeyleri Cizelge 4.43'te verilmistir.
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Cizelge 4.43 Olgunlastirma (Fermantasyon + Kurutma) ve depolama déneminde L. monocytogenes sayisi, LAB sayisi, Staphylococus
sayis1, pH ve % nem miktar1

Deneme (ATK") Kontrol (ATK")
Giin L. monocytogenes LAB  Staph.spp. pH % Nem | L. monocytogenes LAB  Staph.spp. pH % Nem
Hamur
Bekletme 5,89 6,48 6,43 5,78 59,19 5,69 6,45 6,33 5,75 59,22
Olgunlastirma
0 5,87 6,65 6,39 5,80 57,15 5,14 6,52 6,29 5,75 58,62
1 5,78 9,25 6,69 4,65 56,11 5,13 9,14 6,17 4,62 58,51
2 5,57 9,42 6,09 4,42 54,35 4,96 9,31 6,28 4,39 54,00
3 5,51 9,35 6,16 4,56 50,21 4,94 9,36 6,12 4,59 50,47
4 5,43 9,19 6,09 4,54 48,20 4,69 9,20 5,98 4,52 49,19
6 4,76 9,21 6,69 448 43,01 4,13 9,32 6,08 4,44 38,49
Depolama
8 4,44 9,22 6,90 4,61 39,82 3,66 9,12 7,15 4,59 35,88
15 3,53 8,75 6,21 4,74 3537 2,97 8,79 7,24 4,60 31,04
30 3,37 8,83 5,75 476 34,39 2,70 8,57 6,15 4,72 30,06
40 2,89 8,47 5,91 4,74 33,78 <2,00 8,33 6,19 4,80 2942

* Sonuglar iki tekerriir ortalamasidir
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Deneme grubunun sucuk hamuruna 5,89 log kob/g diizeyinde ilave edilen ATK' L.
monocytogenes sayisinda, sucuk hamurunun bir gece 4 °C'da bekletilmesi sonucunda
onemli bir azalma tespit edilmemistir. Kontrol grubunun sucuk hamuruna 5,69 log
kob/g diizeyinde ilave edilen ATK L. monocytogenes sayisi ise 0,55 log kob/g
diizeyinde azalmistir. Olgunlastirmanin baslangicindan itibaren L. monocytogenes sayisi
azalmis, 40. giinde deneme grubunda 2,89 log kob/g, kontrol grubunda <2,00 log kob/g
diizeyine ulagmistir. Asit adaptasyonu L. monocytogenes'in fermente Tiirk sucugunda
yasama oraninda artisa neden olmamustir. Deneme gruplarmmin bakteri sayilar

arasindaki fark istatistik agidan 6nemsiz bulunmustur.

Erkmen (2008), fermente sucuga ilave edilen L. monocytogenes'in, olgunlastirma
periyodu siiresince sayisinin azaldigini, 25. giinden sonra sucuk Orneklerinde L.
monocytogenes'in tespit edilemedigini belirtmistir. Bu arastirmada ise, 30. giine kadar L.
monocytogenes'in canliligini siirdiirdiigii  belirlenmistir. L. monocytogenes'in canli
kalma diizeyindeki farklilik, olgunlastirma kosullarinin ve kullanilan susun farkli

olmasindan kaynaklanmis olabilir.

Fermente sucuklarda E. coli O157:H7, L. monocytogenes ve S. Typhimurium'un yasama
diizeyi tlizerinde, pH, su aktivitesi ve depolama sicakliginin énemli bir faktoér oldugu
saptanmistir. Fermente sucuklarin pH'st 5,2-4,6 iken, E. coli OI157:H7, L.
monocytogenes ve S. Typhimurium sayisi sirasiyla, 0-0,9; 0,1-0,5 ve 0-2,2 log kob/g
azalmistir. pH'daki azalmaya bagl olarak bakteri sayist azalmig, E. coli O157:H7
sayisindaki azalma, L. monocytogenes'e kiyasla daha yiiksek bulunmustur (Hwang vd.
(2009). Bu arastirmada elde ettigimiz verilere gore, E. coli O157.H7'nin fermente Tiirk

sucugunda yasama diizeyinin L. monocytogenes'e gore daha diisiik oldugu anlagilmistir.

Lindqvist ve Lindblad (2009) tarafindan yapilan bir arastirmada, fermente sucuklara
ilave edilen, aside adapte edilmis E. coli O157:H7, L. monocytogenes ve Yersinia
enterecolitica'nin canlilik diizeyi iizerinde depolama sicakliginin ve siiresinin etkisi
aragtirtlmistir. 8§ °C'da depolanan sucuklarda bakteri sayisimin 1,0 logaritma birimi
azalmasi igin gerekli siire, E. coli O157:H7'de 21 giin, L. monocytogenes'te >16 giin ve
Y. enterecolitica'da 18 giin olarak belirlenmistir. 20 °C ve daha yiiksek sicakliklarda
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depolamada ise, E. coli O157:H7 igin 7-11 giin, L. monocytogenes i¢in 4-7 giin ve Y.
enterecolitica i¢in 1-4 giin gerektigi saptanmistir. Dourou vd. (2009) tarafindan
ylriitiilen ¢alismada, Alman kokenli siirtilebilir sucuklarin (Teewurst) 1,5; 4 ve 10 °C'da
30 giinliik depolanmasindan sonra, E. coli O157:H7 sayisinin 2,3; 3,2 ve 3,0 log kob/g,
L. monocytogenes sayisinin ise 2,2; 2,6 ve 2,6 log kob/g azaldigi belirlenmistir. Bu
arastiricilar tarafindan, sicaklik arttikca inaktivasyon oraninin arttigi rapor edilmistir.
Tarafimizca yiiriitiilen bu aragtirmada 4 °C'da depolanan sucuk 6rneklerinde, 24 giinliik

depolama siiresince (8. giin-30.giin) L. monocytogenes sayisi 0,96 log kob/g azalmstir.

Francis ve O'Beirne (2001) tarafindan yiiriitiilen caligmada, laktik asit kullanilarak pH's1
5,5'e ayarlanmis TSB besiyerinde bir saat aside adapte edilen L. monocytogenes'in
modifiye atmosferde paketlenmis sebzelerde yasama oraninin arttigi belirlenmistir.
Sharma vd. (2005) tarafindan yiiriitiilen ¢alismada, %1 glukoz iceren TSB besiyerinde
24 saat siire ile aside adapte edilen L. monocytogenes'in kavun ve karpuz suyunda

termal toleransinin artmadigi belirlenmistir.

Calicioglu vd. (2002), aside adapte edilmis ve edilmemis L. monocytogenes'in inokiile
edildigi sigir etleri, 4 °C'da 24 saat farkli soliisyonlar kullanilarak marine edilmis ve 60
°C'da 10 saat kurutulmustur. Adaptasyon uygulamasinin L. monocytogenes'in kurutma
prosesine olan direncini arttirmadigi tespit edilmistir. Tarafimizca yiiriitilen bu
arastirmada da, asit adaptasyonuyla L. monocytogenes'in fermente sucuklarda yasama

oraninin artmadig1 saptanmustir.

Gahan vd. (1996), aside adapte olmus ve olmamis L. monocytogenes'in farkli asidik
gidalarda yasama oranlarimi karsilastirmislardir. Aside adapte olmus L. monocytogenes
ve aside dayanikli mutant susu ticari yogurt ve laboratuar kosullarinda {iretilen ev tipi
peynirde daha yiiksek yasama oran1 gdstermistir. Aside dayanikli mutant, ¢edar peyniri
gibi sert peynirlerin olgunlasmasi sirasinda daha yiiksek direng gostermis ve 70 giinliik
olgunlasma doneminden sonra ¢ok fazla sayida hiicre geri alinmistir. Ayrica aside
adapte edilen L. monocytogenes'in aside adapte edilmeyen kiiltiire kiyasla daha yiiksek

yasama oranina sahip oldugu gorilmiistiir. Ydritilen bu aragtirmada ise, asit
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adaptasyonu ile L. monocytogenes'in fermente Tiirk sucugunda yasama oraninda artig

saglanamamustir.

4.9.3 Olgunlastirma ve depolama siiresince LAB ve Staphylococcus sayis1 ile pH
degerindeki degisim

Sucuk hamuruna starter kiiltiir olarak 6,48- 6,45 log kob/g diizeyinde L. curvatus ilave
edildigi Cizelge 4.42 ve Cizelge 4.43'te goriilmektedir. Fermantasyonun baslamasiyla
artan LAB sayis1 fermantasyonun 1. giiniinde, deneme grubunda 9,25 log kob/g, kontrol
grubunda 9,14 log kob/g'ye ulasmistir. LAB sayisinin deneme grubunda 2. giinde,
kontrol grubunda 3. giinde en yiiksek degere ulastig1 goriilmiistiir. Depolama siirecinin
basladig1 8. glinden sonra bakteri sayis1 azalmaya baslamig ve 15. glinde deneme

grubunda 8,75 log kob/g, kontrol grubunda 8,79 log kob/g diizeyine diismiistiir.

Olgunlastirma ve depolama siiresince, deneme ve kontrol gruplarinda tespit edilen LAB
sayilar1 arasindaki farkin istatistik olarak 6nemsiz oldugu anlasilmistir. LAB sayisi
arttikca pH'nin duistiigii tespit edilmis olup, bu interaksiyon istatistik agidan Onemli
bulunmustur (p<0,01). Deneme grubunun sucuk hamurunda 5,78, kontrol grubunun
sucuk hamurunda 5,75 olarak olgiilen pH degerinin fermantasyonun baslamasiyla
diistiigii gozlenmistir. pH degeri fermantasyonun 1. giiniinde deneme grubunda 4,65'e,
kontrol grubunda 4,62'ye diismiistiir. Olgunlastirma ve depolama boyunca sucuk
orneklerinin pH degerlerinde degisimler gozlenmistir. Deneme ve kontrol grubu
sucuklarinda olgiilen pH degerleri arasindaki fark istatistik agidan Onemsiz

bulunmustur.

Laktik asit bakterileri, sucuk hamuruna katilan sekerlerden laktik asit liretmektedir.
Laktik asit, tirlinde pH degerini diisiiriirken, eksi tat olusumuna neden olur. pH
diisiistiniin etkisiyle, et proteinlerinin denatiirasyonu sonucu meydana gelen yapisal
desisimler son liriin tekstiiriiniin olusumuna katkida bulunur. Laktik asit bakterilerinin
inhibitdr etkisi, organik asit ve antibakteriyel maddeler liretme yetenekleri ile ilgilidir
(Yaman vd. 1998, Con ve Gokalp 2000, Kayard1 ve Gok 2003). Bu arastirmada, LAB
sayis1 arttikca pH degerinin diistiigii saptanmustir (p<<0,01). Sucuklarin pH degeri ile E.
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coli O157:H7 ve L. monocytogenes sayisi arasinda bir interaksiyon oldugu, pH

diisiisiine paralel olarak, bu bakteri sayilarinin azaldigi belirlenmistir (p<0,01).

Fermente Tiirk sucuklarinda L. monocytogenes'in gelisimi iizerine, starter kiiltiir
kullanim1 ve olgunlasma sicakliginin etkili oldugu bilinmektedir. Kaya ve Gokalp
(2004) tarafindan, starter kiiltiir kullanimmnin L. monocytogenes'in gelisimini engelledigi
gosterilmistir. Starter kiiltiir kullanilmadan iiretilen sucuklarda L. monocytogenes sayisi,
olgunlastirmani 3. giiniinde 10° log kob/g diizeyinde artis gostermistir. Starter kiiltiir
kullanilarak iiretilen sucuklarda ise, ilk @i¢ giin i¢inde, LAB sayismin 10° log kob/g
diizeyine ulastigi, pH degerinin 5,0'n altina diistiigli ve L. monocytogens'in
gelisemedigi belirtilmistir. Porto-Fett vd. (2008) tarafindan, fermente yar1 kuru
sucuklarin, fermantasyonu ve kurutulmasi asamasinda, pH 5,3 ve 4,8 oldugunda, L.
monocytogenes ve E. coli O157:H7 sayisinin sirasiyla 0,07- 0,74 log kob/g; 0,03- 1,11
log kob/g azaldig: bildirilmistir. Yiiriitiilen bu arastirmada ise, L. monocytogenes sayisi

olgunlastirmanin baglangicindan itibaren azalmaya devam etmistir.

Hampikyan ve Ugur (2007) tarafindan, fermente sucuklarda baslangic pH degerinin
5,87-5,90 oldugu ve olgunlastimanin 30. giliniinde pH'nin 4,72-4,82'ye ulastig1 ifade
edilmistir. Yildiz-Turp ve Serdaroglu (2008)'na gore, baslangic pH's1t 5,49-5,59 olan
fermente sucuklarin pH degeri, olgunlastirmanin 12. giiniinde 4,60-4,82'ye ulagsmistir.
Fermantasyon islemi siiresince artis gosteren laktik asit bakterisine bagli olarak
sucuklarin pH degerinde diisiis gozlenmektedir. pH degerinin fermantasyon sonrasi 5,3
ve altinda bir degere ulagsmasi arzu edilmeyen mikrofloraya karsi nitritin daha etkin
olmasmi saglamakta mikrobiyel kalite acisindan daha giivenilir bir driin elde
edilmektedir. Fermantasyonun ilk giinlerinde pH'da meydana gelen azalma, istenmeyen
bakterilerin inhibisyonuna neden olarak, yiiksek kaliteli ve gilivenli sucuk iiretimi
gerceklesmis olmaktadir. Yiritilen bu arastirmada, aside adapte edilmis E. coli
O157:H7'nin fermantasyon siiresinde meydana gelen pH degisimlerine karsi direng

gosterdigi ve belli diizeyde canli kalabildigi goriilmiistiir.

Erkmen (2009) tarafindan yapilan bir aragtirmada, starter kiiltiir kullanilarak tiretilen

sucuklarda, fermantasyon siiresince pH'nin hizla azaldigi ve 3. giinde en diisiik seviyeye
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ulastig1 belirtilmistir (pH 4,82-4,92). Bozkurt (2007), olgunlastirmanin ilk 3 giiniinde
pH'nin azaldig1 (5,84'ten 4,40'a) daha sonra pH'da artis (5,40'tan 5,50'ye) meydana
geldigi belirtilmigtir. Bu arastirmada da, Ozellikle 15. giinden itibaren sucuk
orneklerinin pH degerlerinde artis goriilmiistiir. pH degerinde gozlenen bu artig
aminoasitlerin dekarboksilasyonu veya deaminasyonu sonucunda protein olmayan

azotlu bilesik konsantrasyonunun artmasindan kaynaklanmaktadir.

Erol vd. (1999), bakteriyosin olusturan starter kiiltiirlerin ilavesiyle, 10° kob/g
diizeyinde olan L. monocytogenes sayisinin, olgunlastirma periyodunun sonunda (14
giin) 0,03 EMS/g seviyesine diistligli, bakteriyosin olusturmayan L. curvatus susunu
iceren sucuk orneklerinde ise 2,4 EMS/g'a ulagtig1 belirtilmistir. Ayn1 starter kiiltiiriin
kullanildig1 bu arastirmada, fermantasyon baslangicinda 5,89-5,69 log kob/g olan L.
monocytogens sayisi, 15. giinde 3,53-2,97 log kob/g diizeyine ulasmustir.

Deneme grubunun sucuk hamuruna 6,43 log kob/g, kontrol grubunun sucuk hamuruna
6,33 log kob/g diizeyinde Staphylococcus spp. starter kiiltlir olarak ilave edilmistir.
Olgunlastirma ve depolama donemi boyunca Staphylococcus spp. sayisinda onemli
diizeyde bir degisim goriilmemistir (Cizelge 4.42 ve Cizelge 4.43). Deneme ve kontrol
gruplarinda tespit edilen Staphylococcus spp. sayilari arasindaki fark istatistik olarak
onemsiz bulunmustur. Istatistik degerlendirme sonucunda, Staphylococcus spp sayisinin
pH ve nem diizeyinden etkilenmedigi anlasilmistir. Ensoy (2004), Micrococcaceae
familyasi1 i¢inde fermente et {iriinlerinde en fazla kullanilan tiirler, S. carnosus ve S.
xylosus'tur. Bu starter kiiltiirler {irliniin lezzet ve renk 6zelliklerini gelistirmek amaciyla

kullanilmaktadir.

4.9.4 Olgunlastirma ve depolama siiresince olciilen nem diizeyindeki degisim

Deneme ve kontrol grubunda baglangicta sirasiyla %59,19 ve %59,22 olan nem miktari
ozellikle kurutma doneminde hizli bir azalma gostermistir. 8. giinde nem miktar
deneme grubunda %39,82 ve kontrol grubunda %35,88 olmustur. 40. giinde deneme
grubunda %33,78 ve kontrol grubunda %29,42 olarak belirlenmistir (Cizelge 4.42 ve

Cizelge 4.43). Deneme ve kontrol grubunun nem diizeyleri arasindaki fark istatistik
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acidan 6nemsiz bulunmustur. pH degeri ile nem diizeyi arasinda pozitif yonlii bir
interaksiyon oldugu, pH diiserken nem diizeyininde diisiis gosterdigi belirlenmistir
(p<0,05). Nem diizeyi azaldik¢a E. coli O157:H7 ve L. monocytogenes'in yasama

oraninin azaldigi gortilmistiir (p<0,01).

Kaya ve Gokalp (2004), starter kiiltlir kullanilarak iiretilen sucuklarda, olgunlagmanin
baslangicinda %59,38- 9%60,11 arasinda olan nem degeri olgunlasmanin 12. giiniinde
%36,72- 37,34 olarak bulunmustur. Dalmis ve Soyer (2008), starter kiiltiirlii sucuklarda,
baslangic nem oraninin %60,12 oldugunu ve olgunlastirmanin 9. giiniinde %39,5'e
diistiigiinii belirtmiglerdir. Bu donemde pH degeri 5,73'ten 4,62'ye azalmigtir. Starter
ilave edilen sucuklarda pH, nem ve su aktivitesinin kontrol grubuna kiyasla daha diistik
oldugu da belirtilmistir. Sucuk tretiminde, LAB tarafindan karbohidratlar fermente
edilerek laktik asit olusmakta ve pH diismektedir. Daha diigiik ortam pH's1, bakteriyel
hiicrelerin homeostasis sistemini etkileyerek gelisimi inhibe etmektedir. Buna ilaveten
pH'nin azalmasina bagli olarak etin su tutma kapasitesi azalmakta ve kuruma
hizlanmaktadir (Gonzalez-Fandos vd. 1999, Soyer vd. 2005). Bu arastirma da ise,
olgunlagsmanin baslangicinda %59,19-59,22 olan nem diizeyi, olgunlasmanin 8.

giintinde %39,82-35,88 olarak ol¢lilmiistir.

Casey ve Condon (2002) tarafindan, fermente et modelinde pH 4,2'min E. coli
O157:H7'ye bakterisidal etkisi lizerine NaCl'in (%4) etkisi arastirilmistir. Hiicrelerin
NaCl ve asit varliginda, yalnizca asit olan ortama goére daha iyi yasama oranina sahip
oldugu belirlenmistir. Bu kombine etkinin ortamin su aktivitesinin azalmasindan
kaynaklandigini ifade etmislerdir. Bu arastirmada da, nem diizeyi azaldik¢a E. coli

O157:H7 ve L. monocytogenes'in yasama oraninin azaldig: tespit edilmistir (p<<0,01).

4.10 Tuza Adapte Edilmis E. coli O157:H7'nin Tiirk Sucugunda Yasama
Diizeyinin Belirlenmesi

Tuza tolerans kazandirilan ve kazandirilmayan E. coli O157:H7'nin ilave edildigi

fermente Tiirk sucuklarinda, olgunlagtirma ve depolama periyodu siiresince belirlenen
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Lactobacillus spp., Staphylococcus spp. sayim sonuglart ile pH ve % nem diizeyleri ve

istatistik analiz sonuglar1 Cizelge 4.44'te verilmistir.

Deneme grubunun sucuk hamuruna 5,66 log kob/g diizeyinde ilave edilen tuza tolerans
kazandirilmis E. coli O157:H7 sayisi, sucuk hamurunun bir gece 4 °C'da bekletilmesi
sonucunda 0,42 log kob/g diizeyinde azalmistir. Kontrol grubunun sucuk hamuruna 5,53
log kob/g diizeyinde ilave edilen tuza tolerans kazandirilmamis E. coli O157:H7 sayisi
ise 0,89 log kob/g diizeyinde azalmistir. 6. giinde deneme grubu ve kontrol grubundaki
E. coli O157:H7 sayisinin sirastyla 2,39 ve 2,30 log kob/g oldugu belirlenmistir. 8.
giinden itibaren her iki deneme grubundaki E. coli O157:H7 sayis1 <2,00 log kob/g
olarak bulunmustur. Tuza tolerans kazandirma E. coli O157:H7'nin fermente Tiirk
sucugunda yasama diizeyinde artisa neden olmamistir. Deneme ve kontrol grubundaki

E. coli O157:H7 sayilar arasindaki fark istatistik agidan 6nemsiz bulunmustur.

Deneme grubunun sucuk hamuruna 6,43; kontrol grubunun sucuk hamuruna 6,45 log
kob/g diizeyinde LAB ilave edilmistir. Fermantasyonun baglamasiyla LAB sayis1 artmus,
1. glinde deneme grubunda 9,22 log kob/g, deneme grubunda 9,14 log kob/g diizeyine
ulagsmistir. LAB sayist deneme grubunda 4. giinde, kontrol grubunda 3. glinde en yiiksek
degere ulagmistir (Cizelge 4.44). Deneme ve kontrol grubunun LAB sayis1 arasindaki fark

Oonemsiz bulunurken, LAB sayisinin artmasina bagl olarak pH azalmistir (p<0,01).

Cizelge 4.44'te goriildiigii iizere, deneme grubunun sucuk hamuruna 6,56 log kob/g,
kontrol grubunun sucuk hamuruna 6,33 log kob/g diizeyinde Staphylococcus spp. ilave
edilmistir. Staphylococcus spp. sayisinda ilk 4 giin iginde 6nemli bir degisiklik olmamus,
deneme grubunda 6. giinden itibaren Staphylococcus spp. sayisi azalirken, kontrol
grubunda artig goriilmiistiir. Fakat bu farklilik istatistik acidan 6nemsiz bulunmustur. pH

ve nem diizeyindeki diisiis, Staphylococcus spp. lizerinde 6nemli bir etki olusturmamustir.
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Cizelge 4.44 Olgunlastirma (Fermantasyon + Kurutma) ve depolama déneminde E. coli O157:H7 sayisi, LAB sayis1, Staphylococus sayisi,
pH ve % nem miktar1

Deneme (ATK") Kontrol (ATK")
Giin E.coliO157:H7 LAB Staph.spp. pH % Nem E.coliO157:H7 LAB Staph. spp. pH % Nem
Hamur
Bekletme 5,66 6,43 6,56 5,76 59,56 5,53 6,45 6,33 5,75 59,22
Olgunlagtirma
0 5,24 6,62 6,31 574 56,95 4,64 6,52 6,29 5,75 58,62
1 4,84 9,22 6,28 4,59 55,92 4,37 9,14 6,17 4,62 58,51
2 4,38 9,32 6,25 436 53,62 3,89 9,31 6,28 4,39 54,00
3 4,13 9,22 6,19 4,54 49,32 3,68 9,36 6,12 4,59 50,47
4 3,72 9,43 6,14 4,54 48,74 3,51 9,20 5,98 4,52 49,19
6 2,39 9,25 5,98 444 3927 2,30 9,32 6,08 4,44 38,49
Depolama
8 <2,00 9,16 5,92 4,63 38,79 <2,00 9,12 7,15 4,59 35,88

* Sonugclar iki tekerriir ortalamasidir
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Deneme grubunun sucuk hamurunda 5,76, kontrol grubunun sucuk hamurunda 5,75
olarak olgiilen pH degerinin fermantasyonun baslamasiyla diistiigii gézlenmistir. pH
degeri, fermantasyonun 1. giiniinde deneme grubunda 4,59'a, kontrol grubunda 4,62'ye
diismiistiir. Olgunlagtirma ve depolama boyunca sucuk orneklerinin pH degerlerinde
degisimler gozlenmistir (Cizelge 4.44). Deneme ve kontrol grubunun pH degerleri
arasindaki fark istatistik agidan Gnemsiz bulunmustur. LAB sayis1 ile pH arasinda
negatif yonlii bir interaksiyon oldugu, LAB sayis1 arttikga pH degerinin diistiigii tespit
edilmistir (p<0,01).

Deneme ve kontrol grubunda baglangicta sirasiyla %59,56 ve %59,22 olan nem miktari
Ozellikle kurutma doneminde hizli bir azalma goéstermistir. 8. giinde nem miktari
deneme grubunda %38,79 ve kontrol grubunda %35,88 olmustur. Nem diizeyi 8. giinde,
deneme grubunda %38,79 ve kontrol grubunda %35,88 olarak bulunmustur (Cizelge
4.46). Istatistik degerlendirme sonucunda, deneme gruplarinin nem diizeyleri arasinda
farklilik olmadig1 anlagilmistir. LAB sayisindaki artigla beraber pH diismekte ve nem
diizeyi azalmaktadir (p<0,01). pH ve nem diizeyi azaldik¢a E. coli O157:H7 sayis1
azalmistir (p<0,01).

115



5. SONUC

L. monocytogenes ve E. coli O157:H7'nin asit adaptasyonuna yonelik yiiriitiilen
calismalarda elde edilen veriler birbirinden farklilik gostermektedir. Bu patojenler
tizerinde yapilan caligmalarda kullanilan suslar birbirinden farklidir. Dolayistyla asit
adaptasyonu Tlizerinde sus farkliliklarinin ¢ok Onemli oldugu goriilmistiir. Asit
adaptasyonunun tiirler arasinda farklilik gosterdigi belirlenmistir. Ayrica asit
adaptasyonu tizerinde, asit ¢esidi, pH ve adaptasyon siiresinin énemli bir etken oldugu

anlagilmistir.

Bu ¢alismada, E. coli O157:H7 ve L. monocytogenes'in farkl asit tipleri, farkli pH'lar ve
farkli adaptasyon siireleri kullanilarak aside tolerans kazandirilabilecegi gosterilmistir.
Sonu¢ olarak bu patojenlerin orta asidik (pH 4,5-5,5) kosullara maruz kalmalar
durumunda aside tolerans kazandiklar1 ve kendileri i¢in Oldiiriicii olan yiiksek asitli
ortamda uzun siire belli diizeylerde canli kalabildikleri belirlenmistir. Ayrica asit
adaptasyonu ile, E. coli O157:H7'nin fermente Tirk sucugunda yasama diizeyinin
arttigl, fakat L. monocytogenes'in yasama diizeyi iizerinde artisa neden olmadigi

saptanmuigtir.

Aragtirma sonunda, E. coli O157:H7'nin tuza tolerans kazandigi, L. monocytogenes'in
tuz toleransinda artis olmadigi saptanmustir. Tuz toleransi, E. coli O157:H7'nin fermente

Tiirk sucugunda yasama oraninda artig saglamamustir.

Aside adapte olan patojenler gida giivenligi ve insan sagligi acisindan bircok risk
tasimaktadir. Bu tiir patojenler asidik gidalarda canliligini siirdiirerek gida kaynakl
hastaliklara neden olmaktadir. Gida ile viicuda alinan bu patojenler mide asitligine ve
makrofajlara diren¢ gosterirler. Bu tiir patojenlerin viriilenslikleri artar ve infektif
dozlar1 diiser. Ayrica yiliksek sicaklik, tuzluluk, sogukta saklama ve dondurma-
cOzdiirme gibi diger ¢evresel streslere de direng kazanmakta olup, gida endiistrisinde
kullanilan gida muhafaza yoOntemlerinin yeniden gbézden gecirilmesini zorunlu

kilmaktadir. ATK mekanizmasinin anlasilmasi1 daha etkili gida giivenlik sistemlerinin
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olusturulmasina yardim edecek ve gida kaynakli hastaliklarin 6nlenmesinde rol

oynayabilecektir.
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