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Mihali¢ Peynirinin Yapimi ve Olgunlasmasi Sirasinda Yersinia
enterocoliticanin Canli Kalabilme Yeteneginin incelenmesi
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Gelis Tarihi: 19.08.2002

Ozet: Bu calismada cig siitlerden iretilen Mihalig pe)énirinin yapimi ve olgunlasmast sirasinda Yersinia enterocolitica 0:9 susunun canli
kalabilme yetenegi incelendi. Bu amagla ¢ig site 10° kob/ml dizeyinde Y. enterocolitica 0:9 susu inokule edilerek Mihali¢ peynirleri
Uretildi. TUm peynir ¢rnekleri + 4 °C'de % 18-22'lik salamuralarda 30 gln olgunlastirildi. Cig sutten, haslanmis ve sizilmus
telemelerden, olgunlasmanin 1., 3., 5., 8., 15. ve 21. gunlerindeki peynirlerden alinan ¢rnekler Y. enterocolitica, pH degeri ve tuz
miktar1 yoninden analiz edildi. Sonugta; bakteri inokule edilen ¢ig sttlerde 10° kob/ml dizeyinde olan Y. enterocolitica, haslanmig
telemede 1,5 x 105-7,1 x 10 kob/g, siiziilmis telemede 4,2 x 10°-3,0 x 107 kob/g, 1. giinde 2,4 x 10%-3,4 x 10° kob/g, 3. ginde
3,8 x 10525 x 10° kob/g, 5. ginde 9,2 x 10%4,0 x 10* kob/g diizeylerinde tespit edildi. Olgunlasma donemi boyunca pH
degerindeki disls ve tuz miktarindaki artisa bagl olarak Y. enterocolitica, 1. partide 8. gin, 3. ve 4. partilerde 15. gin, 2. partide
ise 21. gunden itibaren yikimlandi.

Anahtar Sézcikler: Yersinia enterocolitica, peynir, olgunlasma, canlilik

Survival of Yersinia enterocolitica during the Manufacture and Ripening of Mihali¢ Cheese

Abstract: The survival of Yersinia enterocolitica strain 0:9 was investigated during the manufacturing and ripening of Mihali¢ cheese
produced from raw milk. Mihali¢ cheese was produced after inoculating 10° cfu/ml of Y. enterocolitica strain 0:9 into raw milk. Al
cheese samples were ripened at + 4 °C for 30 days in 18 to 22% of brine. Samples taken from raw milk, scalded and strained curd,
and cheese on days 1, 3, 5, 8, 15 and 21 of the ripening process were analyzed for Y. enterocolitica, pH values and salt content. In
raw milk, where initial inoculated Y. enterocolitica counts were 10° cfu/ml, counts were 1.5 x 10°-7.1 x 10° cfu/g in scalded curd,
4.2 x108-3.0 x 107 cfu/g in strained curd, 2.4 x 10%-3.4 x 10° cfu/g on day 1, 3.8 x 10°-2.5 x 10° cfu/g on day 3, and 9.2 x 10°-
40 x 10 cfu/g on day 5. During the ripening process, due to the decrease in pH values and the increase in salt content, Y.
enterocolitica was diminished in the 1% batch on day 8, in the 3 and 4™ batches on day 15, and in the 2™ batch on day 21.

Key Words: Yersinia enterocolitica, cheese, ripening, viability

Giris

Yersinia  enterocolitica,  genellikle insanlarda
gastroenteritise neden olan bir patojen olarak
tanimlanmakta ve gidalardan oldukca yaygin sekilde izole
edilmektedir. Y. enterocoliticanin soguk depolama (2-7
°C) boyunca ureme ¢zelligi, bu mikroorganizmanin saglk
acisindan tehlike riskini arttirmaktadir (1-5). Yapilan
calismalar (6-10), Avrupa ulkelerinde Ozellikle VY.
enterocolitica 0:9 susundan kaynaklanan sporadik
enfeksiyonlarin daha yaygin olarak gdzlendigini ortaya
koymaktadir. Y. enterocolitica ile kontamine olan
hayvansal kokenli gidalarin enfeksiyonun ortaya ¢ikisinda

onemli rol oynadidi kabul edilmekte; Ozellikle ¢ig sut,
pastorize sit, pastérize tereyag, dondurma ve ¢ig sutten
Uretilen cesitli peynirlerden Y. enterocoliticanin izole
edildigi bildirilmektedir (2,3,5,11-19). Y. enterocolitica
pastorizasyon islemi ile yikimlanmakta ancak,
pastdrizasyon isleminin yetersiz yapilmasi, pastorize site
¢ig sut karismasl ya da sutin pastdrizasyondan sonra Y.
enterocolitica ile kontamine olmasi sonucunda
mikroorganizma sutlerde bulunmaktadir (4,5,20-22).

Yapilan cesitli calismalar (22-24), Y. enterocoliticanin
sagim hijyenindeki olumsuzluklara bagli olarak ¢ig
sutlerde bulundugunu, dolayisi ile bu sutlerden yapilan
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peynirlerde canliigini devam ettirdigini ortaya koymustur.
Schiemann (25) pastorize edilmeden uretilen Cheddar ve
italyan peynirlerinde, Y. enterocoliticanin canli kalma
suresini inceledigi calismasinda, 4 °C'de 4 hafta tutulan
peynirlerde Y. enterocoliticanin pozitif, 8. haftanin
sonunda ise  negatif  oldugunu  belirlemigtir.
Karaioannoglou ve ark. (26), Y. enterocolitica 0:9
susunun, asitligi hizli gelisen (<pH 4,6) Feta peynirlerinde
72-120 saat arasinda inhibe oldugunu; asitligi yavas
gelisenlerde ise (pH 5,4) 30. glnde mikroorganizma
sayisinin arttigini ve inaktivasyon degerinin <pH 4,6
oldugunu bildirmislerdir. Akgin ve ark. (11), site Y.
enterocolitica inokule ederek beyaz peynir Uretmigler,
pastorize sutten yapilan peynirlerde Y. enterocoliticanin
pH degerinin dlusik olmasi nedeniyle olgunlagmanin
Uglincl gununden sonra tespit edilemedigini, cig sutten
yapilan peynirlerde ise pH degerinin yavas azalmasina
bagli olarak olgunlasmanin ilk on guninde
mikroorganizma sayisinin ¢ok az bir disus goésterdigini
bildirmiglerdir. Erkmen (27), farkli oranlarda Y.
enterocolitica 0:3 susu Katarak pastorize sutten Urettigi
Turk Feta peynirinde, olgunlasma stresi boyunca asitlik
artisina bagl olarak Y. enterocolitica sayilarinda azalma
oldugunu belirlemistir.

Calismada, cig site 10° kob/ml diizeyinde Y.
enterocolitica inokule edilerek Uretilen Mihalig
peynirlerinde yapim ve olgunlasma dénemi boyunca halk
saghgi acisindan potansiyel tehlike olusturan bu
mikroorganizmanin  canli  kalabilme  yeteneginin
saptanmasi amaclanmistir.

Materyal ve Metot
Materyal

Calismada, Uludag Universitesi Veteriner Fakiiltesi
Arastirma ve Uygulama Ciftligindeki saglikli ineklerden
temin edilen cig sttlere 10° kob/ml diizeyinde V.
enterocolitica 0:9 susu inokule edilerek 4 kez deneysel
Mihali¢ peyniri Uretildi.

Metot
Y. enterocolitica Kilturiinin Hazirlanmasi

Institut Pasteur Yersinia National Reference
Laboratory and WHO Collaborating Center’dan temin
edilen Y. enterocolitica 0:9 susu, Brain Heart Infusion
(BHI) Broth'da 22 °C'de 18 saat zenginlestirildi. Cig slte
inokule edilecek Y. enterocolitica duzeyi, Cefsulodin
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Irgasan Novobiocin (CIN) Agar'da 25 °C'de 24-48 saatlik
inklbasyon sonrasi sayildi (7,28).

Deneysel Mihali¢ Peynirinin Yapimi

Mihali¢ peyniri Gretimine alinacak sttler 10° kob/ml
duzeyinde Y. enterocolitica 0:9 susu ilavesinden sonra
mayalama sicakligi olan 35 °C'ye kadar isitildi. Pihti kesim
olgunluguna ulastiktan sonra 6nce ¢zel bicaklar yardimi
ile 2,5 x 2,5 x 2,5 boyutlarinda daha sonra da piring
tanesi buyukliginde Kkesildi. Pihti ve peynir alti suyu
karigimi icerisine sicak su dokulerek ve i¢ 1sisi 44 = 1 °C
olacak sekilde haslama islemine tabi tutuldu. Haslama
islemi sonrasi pihti hem ¢okmesi ve hem de parcaciklarin
151 etkisi ile birbirine yapismasini saglamak amaci ile 15
dakika dinlenmeye birakildi. Bu sire sonunda kazanin
altinda toplanan pihti el yardimi ile sizme bezi icine
alinarak digari ¢ikarildi ve stizilmek Uzere ¢engele asildi.
Yaklasik 2 saatlik sizme islemi boyunca pihti degisik
noktalardan sislendi. Suzulme iglemini tamamlayan pihti
sizme bezinden c¢ikarilarak ilk 3 gin % 18, 4. ve 5.
gunler % 20 ve 5. gunden sonra % 22'lik salamuraya
alinarak 4 °C'de 30 gun sure ile olgunlasmaya birakildi
(29,30).

OrnekKlerin Alinmasi ve Y. enterocolitica Sayimi

Y. enterocolitica 0:9 susunun inokulasyonunu takiben
cig sutlerden, haslanmis ve slzulmuls telemelerden,
olgunlasma sirasinda ise 1., 3., 5., 8., 15. ve 21.
gunlerdeki peynirlerden Y. enterocolitica sayimi ile pH ve
tuz analizleri i¢in aseptik kosullarda érnekler alindi.

Y. enterocolitica sayimi icin, sutlerden 25 ml, teleme
ve homajenize edilmis peynirlerden 25 g alindi ve Uzerine
225 ml % 10 pepton iceren Phosphate Buffered Saline
(PBS, pH 7,3, 0,067 M) ilave edilerek 107'ye kadar
dilisyonlari yapilan 6rneklerden selektif kati besiyeri olan
CIN Agar’a ylizey yayma yontemi ile ¢ift paralelli ekimler
yapilarak 25 °C'de 24-48 saat inkibasyona birakildi.
inkibasyon siiresi sonunda 1 mm capinda diizgiin kenarli,
etrafi seffaf koyu kirmizi Kkoloniler slpheli olarak
degerlendirildi.

Kalitatif tayin amaci ile sutlerden 25 ml, teleme ve
homojenize edilmis peynirlerden 25 g alindi ve Uzerine
225 ml 9% 10 pepton iceren Phosphate Buffered Saline
(PBS, pH 7,3, 0,067 M) ilave edilerek 4 °C'de 21 gln
inkibasyona birakildi.  Yirmibirinci gin sonunda
orneklerden selektif kati besiyeri olan CIN Agar'a ylzey
yayma yontemi ile ¢ift paralelli ekimleri yapilarak 25 °C'de
24-48 saat inkiibe edildi. inkiibasyon siresi sonunda 1



mm capinda dizgin kenarli, etrafi seffaf koyu kirmizi
koloniler supheli olarak degerlendirildi. Stpheli koloniler;
hareket, 22-37 °C'de laktoz fermentasyonu, MR-VP,
citrat kullanimi, indol ve H,S Uretimi, jelatin hidrolizi, tre
ve glikozdan gaz olusturma testlerine tabi tutularak
identifiye edildi (15,31,32).

pH Degeri ve Tuz Miktari Tayini

pH degeri Orion Research model pH metre ile (33),
tuz miktari ise IDF'nin standart metodu kullanilarak
saptandi (34).

[statistiksel Analizler

Calismada, Instat paket programi (35) kullanilarak
Tekrarli Olciimlerde Friedman Nonparametrik Tekrarli
Olgtimlerde Variyans Analizi prosediri ile farkl érnek
alim asamalarindaki Y. enterocolitica, pH ve tuz degerleri
karsilastirildi.  Gruplar arasinda fark bulundugu
durumlarda Dunn’in Coklu Karsilastirma Testi uygulandi.

Bulgular

10° kob/ml diizeyinde Y. enterocolitica 0:9 susu
inokule edilerek Uretime alinan cig sutlerde, 44 + 1 °C'de
haslanan ve slzulen telemelerdeki mikroorganizma
sayilarinda her 4 denemede de artis gdzlendi. ik bes
gunlik olgunlasma slresi boyunca azalma gosteren Y.

M. K. C. SEN, S. TEMELLI, S. SALTAN EVRENSEL

enterocolitica sayilart 1. denemede 8. gun, 2. denemede
21. gin ve 3. ve 4. denemelerde 15. giinden sonra
yikimlandi. Ayrica deneysel olarak yapilan Mihalic
peynirlerinde olgunlasma boyunca her 4 denemede pH
degerleri duserken tuz miktarlarinda artis gézlendi (Tablo
1). Yapilan istatistiksel analizler sonucunda V.
enterocolitica sayis! i¢in haglanmis teleme ile 15. ve 21.
gunler, suzidlmus teleme ile 8., 15. ve 21. glnler
arasindaki farkin P < 0,001 dizeyinde, pH degeri icin sut
ile 15. ve 21. glnler , haslanmis teleme ile 15. ve 21.
gunler arasindaki farkin P < 0,001 duzeyinde, tuz miktari
icin ise 1. gin ile 15. ve 21. glnler, 3. gin ile 21. gin
arasindaki farkin P < 0,01 dizeyinde ¢nemli oldugu
tespit edildi (Tablo 2).

Tartisma

Bursa ve Balikesir cevresinde Uretilen Mihali¢ peyniri,
cig sutlerden elde edilen ve yuksek tuz
konsantrasyonlarindaki salamuralarda olgunlasmaya
birakilan yoresel bir peynirdir. Isil islem gdrmemis
sutlerden Uretilen ve yeterli olgunlasma suresi gegirmeden
kisa slrede tiketime sunulan peynirler bir c¢ok
mikroorganizma acisindan halk saghgini tehdit etmektedir
(2,3,5,14,17-19). Y. enterocoliticanin hem ¢ig sutlerde
bulunmasi ve hem de soguk depo Kkosullarinda bile

Tablo 1. Dért Deneme Halinde Uretilen Mihalic Peynirlerinde Y. enterocolitica Sayilari (kob/ml-kob/g), pH Degerleri ve Tuz Miktarlari (%).

Ornek Alim 1. deneme 2. deneme 3. deneme 4. deneme
Asamalari Yersinia pH Tuz Yersinia pH Tuz Yersinia pH Tuz Yersinia pH Tuz
enterocolitica enterocolitica enterocolitica enterocolitica
Y. enterocolitica
inokule Edilmis 5 5 5 5
Cig Sit 25x 10 6,55 50x 10 6.63 2,1x10° 658 4,7x10 6.71
Haglanmig 5 6 6 6
Teleme 1.8x 10 5.83 7.1x 10 5.64 50x10° 587 15x 10 5.89
Suzilmus 5 6 7 6
Teleme 42x10 5,18 8.2x 10 5.27 30x10° 534 6.8x 10 5.43
1. gin 2.4x10° 494 397 34x10° 507 363 1,0x10° 510 385 2,9x10" 515 3,94
3. giin 38x10° 483 412 25x10° 491 437 6,0x10% 494 425 8,0x10° 5,07 4,44
5. giin 9,2 x 10° 471 563 40x 10 473 4,93 37x10° 487 527 34x10° 478 538
8. gin 437 597 83x10° 470 520 10x10° 468 584 21x10° 453 587
15. giin 431 671 35x 10° 468 6,93 442 712 435 681
21. gin 435 713 447 817 433 767 430 7.80

-- Direkt ekimle ve zenginlestirmeyle saptanamayan Y. enterocolitica
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Miktarlari (%).
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Tablo 2. Deneysel Mihalig Peynirlerinin Uretim Asamalarindaki Ortalama Y. enterocolitica Sayilari (logyo kob/ml-logyy kob/g), pH Degerleri ve Tuz

Ornek Alim Asamalari n Y. enterocolitica pH Tuz
X+ Sx X + SX X + SX
Y. enterocolitica inokule Edilmis Cig Siit 4 5,53 + 0,09 2 6,60 + 0,03 ?
Haslanmis Teleme 4 651 £0,17%® 5,85 + 0,05
Stiziilmus Teleme 4 6,87 + 0,182 5,30 = 0,05
1. giin 4 4,73 + 0,49 5,08 = 0,04 3,89+0,07°¢
3. gin 4 433 +041 % 4,92 +£004%® 431+0,07"
5. giin 4 3,54 + 0,34 % 4,75+ 0,03° 532 + 0,14 2
8. giin 4 2,16 + 0,63 ™ 4,60 + 0,07 ° 5,85 + 0,17 2
15. giin 4 0,00 + 0,00 438 +0,08° 6,87 + 0,08 %
21. gin 4 0,00 + 0,00 434 +0,03° 77302172

a-c: Ayni situnda degisik harflerle gosterilen gruplar arasindaki fark énemlidir (P < 0,01).

canliigint devam ettirebilmesi peynir teknologjisindeki
Oonemini arttirmaktadir (2-5). Bu nedenle calismada
deneysel olarak kontamine edilen ¢ig sutlerden yapilan
Mihali¢ peynirlerinde Y. enterocoliticanin yasam suresinin
belirlenmesi amaclandi.

Cig sute 10° kob/ml Y. enterocolitica inokule edilerek
Uretilen deneysel Mihali¢ peynirlerinde, her 4 denemede
Y. enterocolitica sayisinin, telemenin 44 + 1 °C'de
haslanma islemi sonrasinda 1,5 x 10°~7,1 x 10° kob/g
diizeylerine, stiziilme islemi sonrasinda ise 4,2 x 10°-3,0
x 107 Kob/g diizeylerine yiikseldigi saptandi. Bu artistaki
en onemli faktorin, ortamin sicakhginin
mikroorganizmanin gelisimi i¢in uygun olmasi ve peynirin
¢ig sutten yapimasi nedeniyle pH degderindeki dustsun
yavas gerceklesmesi oldugu dislntlmektedir. Calismada
elde edilen sonuglar, starter kiltir kullanilmadan Uretilen
peynirlerde asitligin yavas gelisimine bagli olarak Y.
enterocoliticanin canlihgini strdirdidgind ifade eden
arastiricilarin - sonuglart ile uyum gdstermektedir
(11,25,26).

Calismada, Y. enterocolitica 1. denemede tuzun %
5,97 oldugu 8. giun, 2. denemede % 8,17 oldugu 21.
gun, 3. denemede % 7,12 oldugu 15. gin ve 4.
denemede ise % 6,81 oldugu 15. gin canliidini yitirdigi
saptandi. Ahmed (36), % 5 tuz ilave edilerek yapilan
peynirlerde Y. enterocoliticanin gelisim oraninin % 10
tuz ilave edilerek yapilan peynirlere gore daha ylksek
sayida oldugunu ortaya koymus, olgunlasma doénemi
boyunca her iki peynirde de bakteri sayisinin zamanla
azaldigini ve 2 haftanin sonunda tespit edilemedigini,
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Raccach ve Henningsen (37) ise yine tuz oraninin artigina
bagl olarak Y. enterocolitica sayilarinda azalma oldugunu
belirtmiglerdir. Calismada elde edilen bulgular, yiksek tuz
konsantrasyonunun Y. enterocoliticanin yikimlanmasi
Uzerine etkili oldugunu ifade eden arastiricilarin bulgulari
ile uyum gostermektedir (36,37).

Y. enterocoliticanin 1. denemede pH'in 4,37 oldugu
8. gln, 2. denemede pH'In 4,47 oldugu 21. gin, 3.
denemede pH'in 4,42 oldugu 15. gin ve 4. denemede ise
pH'In 4,35 oldugu 15. gin canliigini yitirdigi saptandi.
Karaioannoglou ve ark. (26), deneysel olarak yaptiklari
Feta peynirlerinde, 30. ginde pH degerinin 4,9'a
dustiginu ve belirtilen gtine kadar Y. enterocoliticanin
canliligini korumasina distk asitligin sebep oldugunu
bildirmiglerdir. Tornadijo ve ark. (38) calismalarinda,
peynir yapiminda kullanilan ¢ig sitte % 5 oraninda Y.
enterocolitica tespit etmisler, bu sltten yapilan sert
peynirlerde olgunlasma sonunda disik pH de@erine bagli
olarak Y. enterocoliticanin izole edilemedigini
bildirmislerdir. El Sherbini ve ark. (39), ¢ig stte 10°-10°
cfu/ml duzeyinde Y. enterocolitica inokule ederek
yaptiklari Kareish peynirinde, inokulasyon ile pihti
olusumu arasinda gegen slrede mikroorganizma sayisinda
hafif bir artis oldugunu, ilk 24 saat icerisinde pH
dusistne bagll olarak azalma gdzlendigini buna ragmen
olgunlasma donemi sonunda bile Y. enterocolitica'ya
rastlanildigini ifade etmiglerdir. Calismada elde edilen
bulgular, Y. enterocoliticanin yikimlanmast Uzerinde pH
dusistnin tuz miktarindaki artisa gore ¢ok daha 6nem
tasidigini ortaya koyan arastiricilarin ¢alismalari ile uyum
gostermektedir (26,38-40).



Sonug olarak, Y. enterocoliticanin ¢ig sUtlerde

bulunabilecedi ve soguk depo kosullarinda bile canliligini
surdurme 6zelligi oldugu dusunildiginde, ¢ig sutten,
starter kultir kullanmaksizin Uretilen ve bazi durumlarda
az tuzlu taze peynir olarak tiketime sunulan Mihalig
peynirlerinde bu mikroorganizmanin halk sagligi agisindan
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