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ONSOZ

Peynir, insan beslenmesinde O6nemli yer tutan hayvansal gidalar arasindadir.
Pastorizasyon islemi uygulanmaksizin ¢ig siitten iiretilen geleneksel peynirler bir¢ok
muhtemel gida patojeni ve firsatci patojen i¢in gerekli besin maddelerini
icermektedir. Diisiik pH ve yiiksek konsantrasyonlarda tuz igeren salamurada
canliliklarin1  devam ettirebilen ve firsat¢1 patojen olarak degerlendirilen
enterokoklarin peynirdeki varligi tartismaya agik bir konudur. Starter kiiltlir olarak
kullanilma potansiyeli olan enterokoklarin izolasyonu ve tanimlanmasinin yapilmasi
calismanin ilk basamagini olusturmaktadir. Tanimlamada geleneksel yontemlerin
uzun siirmesi ve bazi tiirlerin tanimlanmasinda yetersiz kalmasi, genotipik
yontemlerin de altyapir ve deneyim gerektirmesinden ve pahali olmasindan dolay1
alternatif bir yontem olan kiitle spektrometresi (MALDI-TOF-TOF-MS Biotyper)
kullanilmistir. Ek olarak, birbirine benzer iiretim yontemleri ile iiretilen 4 farkli
geleneksel peynirin kimyasal 6zellikleri bakimindan istatistiki agidan benzerlikleri de
aragtirilmustir.
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OZET

YORESEL BAZI PEYNIRLERDEKI ENTEROCOCCUS CINSI
BAKTERILERIN MALDI-TOF-TOF-MS YONTEMIi iLE TANIMLANMASI

Bu ¢alisma kapsaminda, geleneksel yollarla, ¢ig siitten iiretilen ve genel olarak sikma
peyniri olarak adlandirilan Antep, Urfa, Malatya ve Maras peynirlerinden
Enterococcus cinsi bakterilerin izolasyonu ve identifikasyonu gergeklestirilmistir. On
identifikasyonlar1 Gram ve katalaz reaksiyonlar1 ve morfolojik testler ile yapilan
izolatlar cins diizeyinde Enterococcus spp. olarak degerlendirilmistir. Saflik kontrolii
yapilan 84 izolat daha sonra -24°C’de muhafaza edilmistir. Izolatlarm tiir diizeyinde
tanis1 Matrix-Assisted Laser Desorption Ionization - Time of Flight - Time of Flight
Mass Spectrometry (MALDI-TOF-TOF-MS) yontemi ile yapilmistir. Tanimlama
sonucuna gore 84 izolattan 32’si E. faecalis, 31’1 E. faecium, 13’1 E. durans, 4’i E.
gallinarum, 3°i E. casseliflavus ve 1°i de E. thailandicus olarak tanimlanmustir.
Tanimlamas: yapilan 84 izolatin 66 tanesi 3,000 > GA > 2,300 giiven araliginda
bulunurken tiir diizeyinde %78,57°lik oraninda bir tanimlama saglannustir. Ote
yandan, karsilagtirilmasi yapilan 4 peynir grubundan enterokok sayisi bakimindan
Antep ve Urfa peynirleri arasinda anlamh fark belirlenirken (p<0,05), Malatya ve
Maras peynirleri arasinda istatistiki agidan bir fark tespit edilememis ve Antep peynir
grubu, Malatya ve Maras peynir gruplariyla istatistiki agidan enterokok sayilari
bakimindan benzer bulunmustur. Peynir gruplar1 kimyasal 6zellikleri bakimindan
degerlendirildiginde ise kurumadde igerigi yoniinden 6nemli bir farka rastlanmamis
(p>0,05), kiil degerlerinde ise Maras peynirinin diger ii¢ grup ile dnemli derecede
farklilik gosterdigi (p<0,05) gbzlemlenmistir. Protein icerikleri incelendiginde Maras
ve Urfa, yag degerleri incelendiginde Antep ve Maras, tuz igerikleri incelendiginde
Marag ve Antep, titrasyon asitligi incelendiginde Antep ve Urfa peynirleri istatistiki
acidan benzerlik gosterirken, pH degerleri bakimindan Antep peynirinin diger 3
peynir grubundan farklilik gosterdigi gézlemlenmistir. (p<0,05).

Anahtar Kelimeler: Enterococcus, MALDI-TOF-TOF-MS, Biotyper, Geleneksel
peynirler.
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ABSTRACT

IDENTIFICATION OF ENTEROCOCCUS GENUS BY MALDI-TOF-TOF-MS
IN SOME TRADITIONAL CHEESES

Within the scope of this study, isolation and identification of Enterococcus spp. from
Antep, Urfa, Malatya and Maras cheeses, which are produced from raw milk by
traditional methods and generally called as squeezed cheeses, were studied. Isolates
whose pre-identifications made by Gram, katalaz and morphological tests were
evaluated to be Enterococcus spp according to specifications. 84 isolates were then
stored at -24°C after purity control. Identification on species level was done by
Matrix-Assisted Laser Desorption Ionization-Time of Flight- Time of Flight-Mass
Spectrometry (MALDI-TOF-TOF-MS) method. Out of 84 isolates, 32 E. faecalis, 31
E. faecium, 13 E. durans, 4 E. gallinarum, 3 E. casseliflavus and 1 E. thailandicus
were identified. Sixty six of the identified 84 isolates were found at a confidence
interval of 3.000 > ID > 2.300, and a correct identification of 78.57% was achieved
on species level. On the other hand, there was a statistically significant difference
between the Antep and Urfa cheeses in terms of the number of enterococci (p <0.05),
whereas, no statistically significant difference was found between Malatya and
Maras cheeses. In addition, Antep cheeses were statistically found similar with
Malatya and Maras cheeses. When the cheese groups were evaluated according to
chemical compositions, there was no significant difference in terms of dry matter
content (p >0.05), whereas ash values of Maras cheese group differ significantly
from the other three groups (p<0.05). In terms of protein contents, Maras and Urfa
cheeses, in terms of fat content Antep and Maras cheeses, in terms of salt content
Maras and Antep cheeses, in terms of total acidity Antep and Urfa cheeses were
found statistically similar. Lastly, in terms of pH values, Antep cheeses were found
to be statistically different from other 3 cheese groups (p<0.05 ).

Key Words: Enterococcus, MALDI-TOF-TOF-MS, Biotyper, Traditional cheeses.
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1. GIRIS

Peynir, ¢ig siitiin direkt olarak veya pastorize siitiin starter kiiltiir eklenerek rennet
gibi proteolitik enzimler ile pihtilagtirilmasiyla elde edilen fermente bir siit {iriiniidiir.
Igerdigi protein, yag, mineral maddeler ve probiyotik karakterdeki laktik asit
bakterilerini barindirmasindan dolay1 insan beslenmesinde olduk¢a 6nemli bir gida
triiniidiir.

Tiirkiye Istatistik Kurumu (TUIK) siit ve siit iiriinleri iiretimi Temmuz 2017
verilerine gore, inek siitlinden peynir liretimi 53.675 ton ile bir 6nceki yilin Temmuz
ayma gore %10 oraninda artig gosterirken koyun, keci, manda ve karisik siitlerden
elde edilen peynir ¢esitleri ise 3.422 ton iiretim ile %26,7 oraninda artis géstermistir
(TUIK, 2017). Tiirkiye’de iiretilen peynirlerin genel anlamda tiiketim oranlarini
yaklasik olarak %60’1m1 beyaz peynir, %17’sini kasar peyniri, %12’sini tulum ve
Mihalig¢ peynirleri ve geri kalan %11’ini ise yerel olarak iiretilen geleneksel peynirler
olusturmaktadir (Kamber, 2015). Destek Patent A.S. tarafindan yapilmis olan
calismaya gore Tirkiye’de 193 peynir ¢esidinin iiretildigi bildirilmektedir (URL-1).
Tiirkiye’de starter kiiltiir kullanilmadan, geleneksel yollarla iiretilen bir¢ok ydresel
peynir ¢esidi mevcuttur. Bu peynirlerin tiretiminde belli bir standardin olmamasi son
{iriiniin kalitesini ustanin becerisine bagli birakmaktadir. Ulkemizde geleneksel
yollarla iiretilen peynirlerin ne yazik ki ¢ok az bir kismi kendisine endiistriyel
boyutta yer bulabilmektedir (Ozer vd., 2002). Dogu ve Giiney Dogu Anadolu
Bolgelerinde siklikla tliketilen Gaziantep sikma, Maras parmak/sikma, Malatya
kaynamis ve Urfa peynirleri pasta filata (telemesi haslanan) grubu peynirlere
ornektir. Bu tip yoresel peynirler, kullanilan ¢ig siitiin tiirii, telemenin baskilanma ve
haglanma asamalar1 ile salamurada muhafazalari bakimindan birbirlerine benzer
ozellik gosterir (Tekingen, 2001).

Enterococcus cinsi bakteriler Gram (+), katalaz (-), morfolojik olarak kok seklinde
bulunup laktik asit bakterileri grubunda yer almaktadir (Klein vd., 1998). Bu

bakteriler insan ve hayvan bagirsak mikroflorasinin birer parcasit olmasina karsin



aynm1 zamanda geleneksel yollarla {iiretilen fermente iirtinlerde de yaygin olarak
bulunmaktadir (Tuncer vd., 2013). Fermente siit Uriinlerinde enterokok cinsi
bakteriler arasinda siklikla rastlanan tiirler arasinda Enterococcus faecalis ve E.
faecium yer almaktadir (Giraffa, 2003). Bagirsak kokenli olan enterokoklarin siit ve
triinlerinde bulunmalar1 her ne kadar pastorizasyondan sonra gerceklesen bir
kontaminasyonu gosterse de peynirin aromasinin olusmasina katkida bulunmalari,
bakteriyosin {iiretmeleri gibi fonksiyonel 0&zelliklerinden dolayr son yillarda
probiyotik etkileri ve virlilens faktorleri arastirilmis ve bir¢ok arastirmanin konusu
olmustur.

Enterococcus cinsi bakterilerin tanimlanmasinda fenotipik, serolojik veya genotipik,
yontemler ile kiitle spektrometresi kullanilabilir. Fakat klasik yontemlerin uzun
stirmesi, giivenilirliliginin daha diisiikk olmas1 ve ciddi zaman alic1 6zelliklerinden
dolay1 genotipik yontemlere gore dezavantajlari bulunmaktadir (Cakir ve Cakmakei,
2005). Ozellikle 2000°1i yillarin basindan beri giin gegtikge kullanimi artan genotipik
yontemler, biyokimyasal yontemlere gore tiplendirilebilirlik, tekrarlanabilirlik ve
tirleri birbirinden ayirma konularinda daha {istiindiir. Ayrica, geleneksel
yontemlerde molekiiler yontemlere gore istatistiksel ve metodolojik hata olasiliginin
daha yiiksek oldugu bilinmektedir. Bunlara ek olarak geleneksel analiz yontemleri
uygulandiginda izolasyon ve identifikasyon i¢in gerekli siire bir hayli uzun olup
laboratuvar yiikiiniin arttig1 da bilinmektedir. Biitliin bu sorunlara cevap olarak basta
Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR) olmak {lizere genotipik yontemler bu tiir
dezavantajlar1 gidermede kilit rol oynamaktadir. PZR molekiiler biyolojide
uygulanilan bir teknik olup, basit¢e uygun kosullar altinda niikleik asit ¢ogaltilmasi
olarak tanimlanmaktadir (Aydin ve Sudagidan, 2016).

Ote yandan, bir kiitle spektrometre yontemi olan Matrix-Assisted Laser Desorption
Ionization-Time of Flight-Mass Spectrometry (MALDI-TOF-MS) yonteminde saf
kiiltiirden protein parmak izi iretilerek tanimlama yapilmaktadir. Son yillarda
genotipik metotlarin pahali ve laboratuvar yiikiiniin ¢ok olmasi arastirmacilari
tanimlamada alternatif yontemler gelistirme c¢abasi igerisine sokmustur (Steensels
vd., 2011). MALDI-TOF-MS cihazinin veritaban1 metodun en biiyiik handikapini
olustursa da, veritabaninin her gecen sene daha da iyilestirilmesiyle son yillarda
yapilan caligmalar bu metodun laktik asit bakterilerinin tanisinda uygulanabilir
oldugunu ve biyokimyasal yontemlerden ¢ok daha iyi sonug¢ verdigini gostermistir.

Buna gore, 16S rRNA tam1 yontemi ve MALDI-TOF-MS tanm1 ydntemleri
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karsilastirilmis ve sonuglarin %84,1 ile %100,0 arasinda benzerlik gosterdigi
belirlenmistir (Bareika vd. 2017, Carbonnelle vd. 2012, Angelakis vd. 2011; Nacef
2017; Han vd. 2014; Soro-Yao vd. 2014; Seng vd. 2009).

Bu ¢alismada materyal olarak Gaziantep sikma peyniri, Urfa peyniri, Malatya sikma
peyniri ve Maras stkma peyniri kullanilmistir. izole edilen suslarin 6n tanimlamalar,
Gram reaksiyonu ve katalaz testi ile belirlenmistir. Enterococcus spp. olarak
adlandirilan ve saflik kontrolleri yapilan suslar ise MALDI-TOF-TOF-MS Biotyper
yontemiyle tlir diizeyinde tanimlanmistir. Enterokok izolasyonu icin yapilan
ekimlerden sonra peynirlerin her birinin kimyasal 6zellikleri de belirlenmistir. Bu
amac dogrultusunda kurumadde, protein, yag, tuz, kiil, laktik asit cinsinden toplam
asitlik ile pH tayinleri yapilmistir. Peynir gruplarinin birbirine benzerligi istatistiki

acidan degerlendirilmistir.



2. LITERATUR OZETI

2.1 Geleneksel Peynirler

Peynir, icerdigi yiiksek oranda protein, yag ve mineral madde zenginligiyle
insanoglu icin elzem bir gida maddesidir. Sahip oldugu esansiyel amino asitler, A
vitamini, bazi B vitaminleri ile kalsiyum ve fosfor gibi mineral maddelerin
zenginliginden dolay1 6zellikle ¢ocuk ve yetiskin beslenmesinde oldukc¢a onemlidir
(Metin, 2003).

Peynirlerin siiflandirilmasi olduk¢a karmasik ve zor bir konudur. Birgok iilkede
degisik ozellikteki peynirlerin {iretilmesi, tiretilen her peynirin kendi i¢inde sekil ve
0zellik bakimindan birbirlerinden ayrilmasi, kullanilan siit tiirtiniin degismesi gibi
nedenler net bir siiflandirmay1 ¢ok da miimkiin kilmamaktadir (Ugiincii, 2013).
Bir¢ok iilkede telemesi haslanarak veya haslanmadan iiretilen yar1 sert veya sert
tipteki peynirler, farkli isimler altinda ¢ig siitten geleneksel yollarla iiretilmektedir.
Diinya’da ve Tiirkiye’de Kkiiltiirel zenginliklere bagli olarak c¢ok fazla sayida
geleneksel peynir ¢esidi mevcuttur. Bu tip peynirlerde, peynirin iretildigi yore,
kullanilan siitiin ¢esidi ve {liretim teknigi son iriiniin kalitesini etkileyen baslica
faktorler arasindadir (Kamber, 2015). Yapilan ¢alismalara gore farkliliklar olsa da
Tiirkiye’de iiretilen yaklasik olarak 130’un iizerinde peynir ¢esidi oldugu fakat
tiketimin yalnizca %11’inin geleneksel peynirlerden olustugu bildirilmektedir.
(Kamber, 2005; Kamber, 2015).

Geleneksel peynirlerin biiyiikk bir ¢ogunlugunda ¢ig siit kullanilmaktadir. Cig siit
sahip oldugu dogal mikroflora sayesinde pastorize siite kiyasla daha fazla miktarda
tat ve aroma bilesenleri icermektedir. Bu sebeple ¢ig siitten yapilan peynirler de
karakteristik tat ve aroma bilesenleri bakimindan daha zengindir. Bu yiizden ¢ig
stitten yapilan peynirler lezzet profili agisindan daha zengin olmaktadir (Ocak vd.,
2015).

Tirkiye’de iiretilen geleneksel peynirlere 6rnek olarak Antep sikma, Erzincan tulum,
Kelle peyniri, Mihali¢ peyniri, Van otlu peyniri, Tomas peyniri, Urfa peyniri, Sepet
peyniri, Abaza peyniri, Malatya peyniri, Siirk peyniri, Civil peyniri ve Maras



peyniri verilebilir (Kamber, 2015). Bunlarin arasindan Dogu ve Giliney Dogu
Anadolu bolgelerinde iiretilen Gaziantep sikma, Maras parmak/sikma, Malatya ve
Urfa peynirleri telemesi haslanan peynirlere 6rnektir (Tekingen, 2001).

2.1.1 Antep peyniri

Pisken ve Kelle peyniri olarak da bilinen Antep sikma peyniri koyun, kegi ve inek
siitlerinden yapilan genellikle salamurada muhafaza edilen yar1 sert 6zellikte bir
geleneksel peynir gesitidir. Antep peyniri telemeye uygulanan 1s1l islemden dolay1
kasar peynirine, salamurada saklanmasindan dolay1 ise beyaz peynire benzemektedir
(Kamber ve Terzi, 2008).

Cig siit kullanilarak yapilan Antep peyniri ilk olarak rennet enzimi ile
pihtilastirildiktan sonra bez torbalara alinarak peynir alti suyundan uzaklasmasi
saglanmaktadir. Slizme islemi tamamlandiktan sonra ‘sesbezi veya cibinlik’ adi
verilen tiilbentlere koyulan teleme iyice sikilmaktadir. Daha sonra teleme 80-90
°C’de 1 dakikayr gecmeyecek sekilde kaynatilmakta ve soguduktan sonra elle
sikilarak sekil verilmektedir (Kamber ve Terzi, 2008; Hayaloglu vd. 2008).
Pastorizasyon etkisi gosterdigi kabul edilen haslama islemi bazi kaynaklarda 80°C’de
2 dakika ya da %12-18 NaCl igeren salamurada 72°C’de 30-35 saniye boyunca
bekletmek olarak da gegmektedir (EI-Salam ve Allchanldls, 2004).

Sekil verilen peynir daha sonra istek dogrultusunda, %20-25 tuz oranma sahip
salamurada 1 yila kadar bekletilebilmektedir (Hayaloglu vd., 2008). Yiiksek
salamura konsantrasyonlarindaki muhafaza peynirin baz1 yapisal, oksidatif ve
ransidite problemlerini de beraberinde getirmektedir. Kaya vd. (1999) farkli tuz
konsantrasyonlarinin ransidite iizerindeki etkisini arastirdigi ¢alismada artan tuz
konsantrasyonunun oksidatif ransiditeyi artirdigini, azalmasinin ise hidrolitik
ransiditeyi arttirdigini saptamstir.

Cizelge 2.1: Antep peynirine ait baz1 kimyasal 6zellikler.

Kurumadde Kiil Protein Yag Tuz Asidite pH Kaynak

(%) (%) (%) (%) (%) (%)

43,71 - 1406 2259 625 - -~ Kaya (2002)**
53,10 - 17,08 2421 894 - - Kaya (2002)***
53,00 - 2025 2328 324 171 - Caglar vd. (1998)
50,35 - 26,13 19,14 3,78 - - Celikbilek (2010)

* : Laktik asit cinsinden % asitlik
** 1 %15’lik NaCl igeren salamurada 90 giinliik depolama sonunda
**%: 920’1ik NaCl igeren salamurada 90 giinliik depolama sonunda



Peynirin mikroflorasinin ¢esitliligi, telemenin haglanmasi ve salamura tuz
konsantrasyonunun yani sira kuru maddede yag orani da peynirin reolojik ve
fonksiyonel 6zelliklerini etkilemektedir (Kahyaoglu ve Kaya, 2003). Cizelge 2.1°de
Antep peynirine ait bazi kimyasal 6zellikler verilmistir.

2.1.2 Urfa peyniri

Urfa peyniri, Giiney Dogu Anadolu Bolgesinde Sanlurfa ili basta olmak iizere
siklikla tiiketilen, yapiminda genellikle koyun ve/veya keci siitlerinin kullanildigs,
telemesi haglanan ve elle sekillendirilen yoresel bir peynir g¢esididir (Ardic ve
Nizamlioglu, 2004).

Yapim agamasi olarak Antep, Malatya ve Maras peynirlerine oldukca benzeyen Urfa
peynirinin yapiminda ilk olarak siit sagimdan sonra 1sil islem uygulanmaksizin
mayalanmaktadir. Pihti  olustuktan sonra ‘Parzin’® adi verilen tiilbentlere
doldurulmakta ve peynir alti suyunun siiziilmesi saglanmaktadir. Stizme isleminden
sonra tiilbentin agz1 baglanmakta ve bir agirlik ile baskiya alinmaktadir. Baski
isleminden sonra peynir yoresel halkin ‘Deleme’ olarak isimlendirdigi silindir veya
koni seklindeki yapiya biirlindiiriilmektedir (Yetismeyen ve Yildiz, 2003). Daha
sonra, istek dogrultusunda peynirlere ya 12-24 saat boyunca kuru tuzlama uygulanip
salamuraya alinmakta ya da peynirler 5 dakika boyunca yaklasik 75°C’de haslanip
daha sonra salamuraya alinmaktadir (Ardi¢ ve Nizamlioglu, 2004). Baz1 kaynaklarda
ise haglama sicakligimin 90-95°C’de 2-3 dakikada yapildig1 bildirilmektedir
(Hayaloglu vd., 2008).

Ardi¢ ve Nizamlioglu (2004), pastdrizasyon ve farkli haslama sicakliklarinin Urfa
peynirinin kalitesi lizerine etkisini aragtirdig1 ¢calismada, pastdrize siitten ve ¢ig siitten
tiretilen Urfa peyniri gruplarina 65°C ve 75°C’de beser dakika olmak tizere iki farkl
haglama sicakligi denemistir. Pastorize siit kullanilarak yapilan ve haslama
sicakligimin 75°C uygulandig1 gruptaki mikrobiyal kalitenin diger gruplara gére daha
yiiksek oldugunu ve duyusal analizlerde gruplar arasinda istatistiki agidan 6nemli bir
fark goriilmedigini bildirmistir.

Tiirk Standartlar1 Enstitiisii Urfa peynirinin standartlarina gore kimyasal bilesimleri:
kuru madde minimum %45, tuz igerigi %10-15, titrasyon asitligi laktik asit cinsinden
%0.6 olmalidir (TSE, 2005). Cizelge 2.2’de Urfa peynirinin bazi kimyasal 6zellikleri

verilmistir.



Cizelge 2.2: Urfa peynirine ait bazi1 kimyasal 6zellikler.

Kurumadde Kiil Protein Yag Tuz Asidite* pH  Kaynak

(%) (%) (%) (%) (%) (%)

46,48 509 16,78 22,06 395 0,73 - (Caglar vd., 1996)

50,09 - 1698 2329 812 0,69 531 (Atasoy, 1999)

4833 2,11 17,53 2296 680 123 544 (Yetismeyen ve Yildiz,
2003)

44,70 921 - 18,50 8,04 0,39 511  (Ozer vd., 2002)

46,86 737 2696 1592 898 0,31 580 (Ardig ve Nizamhoglu,
2004)

*: Laktik asit cinsinden % asitlik

2.1.3 Malatya peyniri

Malatya peyniri, koyun ve/veya kegi siiti kullanilarak dogrudan ¢ig siitiin
mayalanmasiyla ve daha sonra telemenin haslanmasiyla iiretilen yoresel bir peynirdir
(Hayaloglu vd., 2008).

Yapim asamasinda ilk olarak ¢ig siit 32°C’de mayalanmakta ve Urfa peynirinde
oldugu gibi peynir alt1 suyu uzaklastirildiktan sonra baskilama asamasi1 gelmektedir.
Telemenin haslanmas1 ise 85-90°C’de 3-5 dakika arasinda gerceklesmekte ve daha
sonrasinda %10-12 konsantrasyonlarinda NaCl iceren salamurada olgunlagsmaya
birakilmaktadir (Hayaloglu vd., 2008). Son yillarda pastorize siit kullanilarak yapilan
Malatya peynirleri de mevcuttur (Hayaloglu vd., 2010). Fakat pastorize siit
kullanilarak yapilan peynirlerde aroma gelisiminin ¢ig siitten yapilanlara gére daha
zayif ve geg gelistigi bilinmektedir (Lynch vd., 1997). Yoresel peynirlerde aroma bir
hayli onemli kalite parametresi oldugundan iiretimi mahalli kosullarda yapilan
peynirlerde daha ¢ok ¢ig siit kullanilmaktadir.

Hayaloglu vd. (2010) pastorizasyonun ve teleme haslama sicakliklarinin olgunlasma
siirecindeki aroma gelisimine etkilerini inceledigi calismada, farkli sicakliklardaki
haslama suyunun proteoliz lizerindeki etkisinin pastorizasyondan daha az oldugunu
belirlemistir.

Karatekin (2014), yaptig1 calismanin bir bdliimiinde olgunlasma sonunda kuru
madde degerini %42,56, protein icerigini %19,00, yag oranin1 %20,75, tuz igerigini
%7,02, toplam asitligi laktik asit cinsinden %0,93 ve pH degerini ise 5,57 olarak

bulmustur.



2.1.4 Maras peyniri

Maras peyniri, 6zellikle Kahramanmaras ilinde ke¢i, koyun ve inek siitlerinin veya
bunlarin karisimlarinin rennet ile mayalanmasi sonucu olusan, telemenin haglanmasi,
baskilanmasi ve sekil verilmesiyle elde edilen, yar1 sert 6zellikte yoresel bir peynir
¢esididir (Turgay vd., 2011).

Yapim asamasi olarak Urfa, Malatya, Antep peynirlerine ¢ok benzeyen Maras
peyniri kullanilan siitiin tiirli, telemenin baskilanma asamasi, haslama sicaklik ve
stiresi ve muhafazasi bakimindan kiigiik farkliliklar tasimaktadir (Tekingen, 2001).
Ozellikle 2000°li yillarda calismalari artan ‘geleneksel peynirlerin starter kiiltiir
kullanilarak iiretilmesi’ ¢alismalarina Maras peyniri de dahil olmustur. Tekingen ve
Nizamlioglu (2003), siitin 68°C’de 10 dakika 1s1l islem gormesinden sonra
Streptococus thermophilus, Lactococcus lactis subsp. lactis ve L. lactis subsp.
cremoris kiltiirlerini 1:0.5:0.5 oraninda iceren karisim kultiri kullanarak Maras
peyniri tiretmislerdir.

Ote yandan, haslama sicakliginin artmasmin telemesi haslanan peynir gruplarinda
yag kaybini arttirdig1 ve peynirde sar1 renk olusumunu hizlandirdigr belirtilmektedir.
Ayrica, 70°C’de 5 dakika uygulanan haslama isleminin peynirin kimyasal
ozelliklerinin korunmasi bakimindan diger 1s1 ve siire normlarina gore daha etkili
oldugu aragtirmacilar tarafindan vurgulanmaktadir (Tekinsen, 2001). Cizelge 2.3’de
Maras peynirinin bazi kimyasal 6zellikleri verilmistir.

Cizelge 2. 3: Maras peynirine ait bazi kimyasal 6zellikler.

Kurumadde Kiil (%) Protein Yag Tuz Asidite* pH Kaynak

(%) () () (%) (o)

55,32 - - 24.43 7.22 0.43 - (Tekingen, 2005)

56,49 7,48 - 22,49 8,20 0,48 5,10 (Tekingen ve
Nizamlioglu, 2003)

53.00 - 20.25 23.25 3.28 1.71 - (Caglar vd., 1998)

*: Laktik asit cinsinden % asitlik

2.2 Geleneksel Peynirler ve Laktik Asit Bakterileri

Laktik asit bakterileri genel olarak; Gram pozitif, Sporolactobacillus inulinus diginda
spor olusturmayan, katalaz negatif, morfolojik olarak kok veya ¢ubuk seklinde olan,
karbonhidrat fermentasyonu sonucu son iiriin olarak laktik asit {ireten bakteriler
olarak tanimlanabilirler (Domingos-Lopes vd., 2017). Son yillarda, gelismis
molekiiler tiplendirme teknikleri ile yapilan guplandirmaya goére 12 adet laktik asit

bakterisi cinsi bulunmaktadir. Bunlar; Aerococcus, Alloiococcus, Carnobacterium,



Enterococcus,  Lactobacillus,  Lactococcus,  Leuconostoc,  Pediococcus,
Streptococcus, Tetragenococcus, Vagococcus ve Weisella cinsleridir. Fakat bu
cinsler arasinda sadece Enterococcus, Lactobacillus, Lactococcus, Leuconostoc ve
Streptococcus siit rlinlerinin  iiretiminde starter kiltiir olarak kullanilma
potansiyeline sahiptir (Klein vd., 1998).

Birgok iilkede pihtis1 veya telemesi haslanan veya haslanmadan iiretilen yar1 sert
veya sert peynirler, farkli isimlerle ¢ig siitten geleneksel yollarla iiretilmektedir. Bu
tip peynirler Orijini Korunan Peynirler (PDO-Protected Designation of Origin)
olarak da adlandirilmaktadir. Bu peynirlerde dogal laktik flora son {iriiniin
karakteristik 6zellikleri a¢isindan oldukca 6nemli bir yere sahiptir. Diger bir ifadeyle,
farklr tlir ¢ig siitlerden elde edilen peynirlerin biyokimyasal yapilar1 ve duyusal
ozelliklerinin farkli olmasinin sebebi biiyilik oranda peynirlerin degisik mikrofloraya
sahip olmalarindan kaynaklanmaktadir (Callon vd., 2004; Kirmaci vd., 2016). Cig
siit yapisinda barindirdigi dogal mikroflora sayesinde pastorize siite kiyasla daha
fazla miktarda tat ve aroma bilesenleri icermektedir. Bu sebeple ¢ig siitten yapilan
peynirler karakteristik tat ve aroma bilesenleri bakimindan daha zengindir (Ocak vd.,
2015).

Laktik asit bakterilerinin peynirin olgunlasma asamasinda 5 temel gorevi vardir
(Hassan vd., 2013);

1) Laktozu parcalayarak uygun biyokimyasal yollarla laktik asit iiretimi ve
asitligin yiikselmesi,

1) Sitrik asit metabolizmasi ve aroma olugumu,

1i1) Olgunlasma esnasinda proteinlerin parcalanmasi olarak adlandirilan proteoliz,

v) Stit lipazlarinin trigliseritleri parcalamasi sonucu olusan digliseritlerin
parcalanmasi,
V) Bakteriyosinlere ek olarak hippurik asitin parcalanmasi sonucu benzoik asit

olusumu sonucu antimikrobiyal aktivitenin saglanmasi.

Laktik asit bakterileri peynirde birincil ve ikincil mikroflora konumunda
bulunmaktadir. Birincil mikroflora olarak adlandirilan starter kiiltiirlerin temel gorevi
siit sekerini fermente ederek laktik asit liretmek ve bunun neticesinde pH’y1
diisiirmektir (Beresford vd. 2001; Giirsoy ve Kinik 2006).

Starter olmayan laktik asit bakterileri (NSLAB) olarak da adlandirilan ikincil
mikroflora ise aroma olugsumunda 6nemli bir rol oynamaktadir. NSLAB’nin 6nemli

bir kismini1 Enterococcus spp. tiirleri olusturmakta ve 6zellikle geleneksel peynirlerin
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olgunlagsma agamasinda aromaya katkida bulunmaktadir. Bunun yani sira iirettikleri
bakteriyosinler sayesinde Listeria monocytogenes, Staphylococcus aureus,
Clostridium botulinum, Clostridium perfringens gibi gida patojenlerini inhibe etme
ozelligine sahiptir. Enterococcus spp. tiirleri bu 6zellikleri sayesinde koruyucu kiiltiir
olarak kullanilabilme potensiyeline de sahiptir (Giraffa, 2003).

NSLAB ¢ig siitte ilk baslarda ¢ok az bir oranda bulunsa da popiilasyonlar
olgunlagsma esnasinda bir hayli artmakta ve dominant flora haline gelmektedir
(Mcsweeney ve Sousa, 2000). Enterokoklar, olgunlagsma siiresi boyunca gostermis
olduklart lipolitik ve proteolitik faaliyetler sayesinde tat, aroma ve yapiya katkida
bulunma ve sentezledikleri bakteriyosinler sayesinde antimikrobiyal 6zellik
gostermelerinden dolayr geleneksel peynirler i¢in olduk¢a Onemli bir rol
oynamaktadir (Fenolon vd. 1999; Giraffa 2003).

2.3 Enterokoklar

Enterococci grubu ilk olarak 19. yiizyilin sonunda Thiercelin tarafindan
tanimlanmistir. Enterococcus cinsi ise insan bagirsagi kokenli, Gram pozitif diplokok
olarak 1903 yilinda Thiercelin ve Jouhaud tarafindan adlandirilmistir (Franz vd.,
1999). Bu grup, 1906 yilina gelindiginde endokardit hastalig1 olan bir insandan izole
edilen bakteri bazi bagirsak kokenli bakterilerle gosterdigi yliksek benzerlikten
dolay1 Streptococcus faecalis olarak Onerilmistir (Franz vd., 1999). Daha sonra
Lancefield (1933), D grubu antijene sahip fekal streptokoklar icin serolojik bir
tiplendirme gelistirmistir. Lancefield tarafindan 6nerilen tiplendirme Sherman (1937)
tarafindan Onerilen gruplandirmayla bagdasmistir. Bu gruplandirmada ise
streptokoklar; piyojen, viridans, laktik ve enterokoklar olmak iizere 4’e ayrilmistir.
Daha sonra Sherman (1938), enterokoklarin 10°C ve 45°C’de, pH 9.6’da ve %6.5
NaCl konsantrasyonlarinda canliliklarini = siirdiirdiigiinii  belirtmis ve bunlarin
Streptococcus faecium, S. faecalis ve S. durans oldugunu 6ne siirmiistiir. Biitiin bu
ugraslara ragmen molekiiler tekniklerin gelisimine kadar enterokoklar 1906-1984
yillar1 arasinda streptokoklarin i¢inde degerlendirilmeye devam etmistir. Daha sonra
1984 yilinda DNA-DNA ve DNA-RNA hibridizasyonuyla S. faecalis ve S. faecium
tirlerinin Enterococcus cinsine transferi saglanmistir (Schleifer ve Kilpper-Balz,
1984; Kohler, 2007). Sonraki yillarda molekiiler tekniklerin iyice gelismesiyle
birlikte streptokoklar; Streptococcus, Lactococcus ve Enterococcus olmak iizere 3

cins altinda degerlendirilmistir (Hardie ve Whiley, 1997).
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16S rRNA gen sekanslama sonuglarina gore 35 enterokok tiirli oldugu ve bu tiirlerin
25 tanesinin 6 gruba ayrildig: bilinmektedir. Bu gruplar Cizelge 2.4’de gosterilmistir
(Lemsaddek ve Tenreiro, 2012).

Cizelge 2. 4: Enterokok gruplarina ait bakteri tiirleri.

Grup Bakteri tiirleri

E. avium E. avium, E. devriesei, E. gilvus, E.
maloduratus, E. pseudoavium ve E. raffinosus

E. cecorum E. cecorum ve E. columbae

E. faecalis E. caccae, E. faecalis, E. haemoperoxidus, E.
moraviensis, E. silesiacus ve E. termitis

E. faecium E. canis, E. durans, E. faecium, E. hirae, E.
mundtii, E. ratti ve E. villorum

E. gallinarum E. casseliflavus ve E. gallinarum

E. italicus E. camelliae ve E. italicus

Bu gruba dahil olmayan diger tiirler arasinda ise E. aquimarinus, E. asini, E.
canintestini, E. dispar, E. hermanniensis, E. pallens, E. phoeniculicola, E.
saccharolyticus, E. sulureus ve E. thailandicus yer almaktadir (Lemsaddek ve
Tenreiro, 2012).

Enterococci grubu Gram pozitif, katalaz negatif, spor olusturmayan, biiylik bir
cogunlugu hareketsiz, 10 ve 45°C , pH 4.6 ve 9.6 gibi genis pH araliginda gelisen ve
eskulini hidrolize eden bakterilerdir (Klein, 2003). Bu 6&zelliklerinden dolay1
enterokoklar o&zellikle peynir basta olmak {lizere bircok fermente {iriiniin
mikroflorasinda bulunmaktadir (Crespo ve Alves, 2012). Siit ve siit {liriinlerindeki
enterokok varliginin diski  kdkenli kontaminasyonlar oldugu bilinmektedir.
Enterococcus spp. tiirleri arasinda E. faecalis, E. faecium ve E. durans’in giftlik
hayvanlariyla iligkisinin az oldugu ve bunlarin arasinda E. faecium’un diger tiirlere
gore daha siklikla sigirlarin bagirsaginda bulundugu bilinmektedir (Franz vd., 2003).
Peynirde enterokok varlig1 geleneksel yollarla ¢ig siit veya pastorize siitten {iiretilen
peynirlerde goriilmektedir. Siitlin dogal mikroflorasinda bulunmayan enterokoklar
siite sagim esnasinda digki ile kontamine olmus hayvan memesinden veya alet ve
ekipmanlardan bulasarak telemeye ve sonrasinda da peynire kadar ge¢mektedir
(Giraffa, 2003). Enterokoklarin peynirde bulunan popiilasyonlar: ise oldukca
heterojen bir yap1 gostermektedir. Telemede baslangigta 10*-10° kob/g arasinda
bulunan enterokoklar olgunlasma periyodunda 10°-107 kob/g’a kadar ¢ikmaktadir.
Ciinki diisiik pH ve yiiksek tuz konsantrasyonlarinda yasamlarini siirdiirebilmeleri
ve diger laktik asit bakterilerine kiyasla 1siya gostermis olduklar direng sayesinde
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geleneksel peynirlerde olgunlasma asamasinda sayica logaritmik olarak artis
gostermektedir (Franz vd., 1999). Olgunlagsma periyodu esnasinda ise peynirde tat ve
aroma bilesenleri olusturarak organoleptik 6zellikleri iyilestirmektedirler (Moreno
vd., 2006). Bir Enterococcus faecium susunun destek kiiltlir olarak kullanildigi bir
calismada E. faecumun’un starter olmayan laktik asit bakterilerinin gelisimini
destekledigi, proteolizi, tadi, aromay1 gelistirdigi ve yap1 ve diger duyusal 6zellikler
tizerinde de olumlu etkide bulundugu belirtilmektedir (Sarantinopoulous vd., 2002).
Enterokoklar, kimi kaynaklarda hastane enfeksiyonlarindan sorumlu firsatci
patojenler olarak da tamimlanmaktadir. Ozellikle bagisiklik sistemi zayif olan
bireylerde baz1 enterokok tiirleri hastaliga neden olabilmektedir (Crespo ve Alves,
2012). Bagisiklik sistemi zayif hastalardan izole edilen ve Enterococcus spp. olarak
tanimlanan tiirlerden %80’ini Enterococcus faecalis’in olusturdugu belirtilmektedir
(Franz vd., 2003). Hastaliga sebep olan tiirlerin antibiyotik direnci (6zellikle
vankomisin) ve/veya viriilens faktorlerden en az birine sahip oldugu bilinmektedir
(Crespo ve Alves, 2012). Patojenitenin yani sira bazi enterokok tiirleri gida
intoksikasyonuna da neden olmaktadir. Dekarboksilaz aktivitesine sahip
mikroorganizmalar amino asitleri pargalayarak biyojen amin olusturmaktadir. Bu da
hassas bireylerde cesitli hastaliklar1 ve alerjik reaksiyonlar1 beraberinde
getirmektedir (Ertiirkmen ve Oner, 2015). Bu yiizden fermente gida iiretimi igin
secilecek suglarin dekarboksilaz aktivitelerinin dikkatle belirlenmesi gerekmektedir.
Enterokok tiirlerinin ise daha c¢ok tirozin amino asitini pargalayarak tiramin
olusturdugu belirtilmektedir (Ertiirkmen ve Oner, 2015).

2.4 Enterococcus spp. Tiirii Bakterilerin Fonksiyonel Ozellikleri

Asitligi kayda deger miktarda arttirmayan fakat peynirin olgunlasma periyodunda
proteoliz, lipoliz ve sitrat metabolizmasi sayesinde tat ve aromaya katkida bulunan,
sentezledikleri enterosinler sayesinde Listeria monocytogenes gibi patojen 6zellikteki
Gram pozitif bakterilere karsi antimikrobiyal etki gosteren ve probiyotik olarak da
kullanilan enterokoklar ¢cok yonlii bakterilerdir (Halender vd., 1997; Moreno vd.,
2006; Barbosa vd., 2014).

2.4.1 Aroma olusturma
Peynirde aroma olusumu sekerin fermentasyonu ile baglamaktadir. Bu etki dolayl
olsa da siitiin asitlenmesi olgunlasma asamasinda yer alacak NSLAB’lerinin

gelismelerini ve bu sayede olusacak aroma bilesiklerini de dogrudan etkilemektedir.
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Aroma bilesenleri ¢cogunlukla olgunlagsma asamasinda meydana gelmektedir. Her ne
kadar bazi suglar amino asitleri pargalayip aroma bilegenleri sentezleme yetenegine
sahip olsalar da peynir teknolojisinde aroma olusumu i¢in en énemli metabolik yol
sitrat metabolizmasidir (Hassan vd., 2013).

Sitrat siitte dogal olarak, kazein miselleri igerisinde bulunan bir bilesiktir (Ugiincii,
2013). Sitrat permeaz enzimine sahip olan ve Cit (+) olarak adlandirilan baz1 laktik
asit bakterileri sitrat1 metabolize ederek asetat, diasetil, asetoin ve 2,3-butanediol
aroma bilesiklerini iiretirler. Sitrat agirlikli olarak Lactococcus spp. ve Leuconostoc
spp. gibi mezofilik starterler tarafindan metabolize edilse de bazi enterokok tiirleri
tarafindan da metabolize edilebilmektedir (Moreno vd., 2006; Hassan vd., 2013).
Sitrat, fermantasyon ortaminda fermente edilebilir bir seker kaynagiin bulunmasi
durumunda daha rahat bir sekilde metabolize edilmektedir (Ozer, 2014). Fakat
bakterinin tiiriine ve suslar arasindaki farkliliklara gore karbonhidratin, ortamdaki
oksijen varliginin ve ortamin asitliginin sitrat kullanimi {izerinde etkili oldugu
bilinmektedir (Sarantinopoulos vd., 2001la). Sarantinopoulos vd. (2001b)
Enterococcus faecalis FAIR-E 229 susunu kullanarak sitrat kullanimini arastirdigi
calismasinda ortamda fazla miktarda bulunan sitratin son iiriinde asetat ve format
konsantrasyonlarini artirdigini gézlemlemistir.

Olgunlagma periyodunda sayilar1 artan ve dominant mikroflora olarak gdze ¢arpan
enterokoklar (Franz vd., 1999) enerji kaynagi olarak olgunlagsma asamasinda sitrati
kullandiklar1 zaman asetat, etanol, asetaldehit ve diasetil gibi peynirin tat ve
aromasini dogrudan etkileyen bilesikler olusturmaktadir (Glirsoy ve Kinik, 2005).
2.4.2 Proteolitik Aktivite

Proteoliz peynirin hem olgunlagsma Oncesinde hem de olgunlasma asamasinda
oldukca 6nemlidir. Proteoliz ile peynirde meydana gelen degisiklikleri asagidaki gibi

siralamak mimkiindiir.

1) Protein agimin yikimlanmasi, serbest kalan amino ve karboksi gruplarmin
suyu baglamasi sonucu peynir pihtisinin olusumu,

i) Peptit ve serbest amino asitlerin olusumuyla aromaya dogrudan etki,

111) Olast ikincil katabolik reaksiyonlar i¢in amino asitlerin saliimi
(deaminasyon, dekarboksilasyon vb.) (Fox ve Sweeney, 1996).

Olgunlagma esnasinda proteoliz, koagiile edici enzim, siitlin kendi biinyesinde

barindirdig1 enzimler ve laktik asit bakterileri tarafindan gerceklesmektedir. Cogu
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peynir c¢esidinde parcalanma ilk olarak rennin benzeri enzimler vasitasiyla
gerceklesmektedir. Daha sonra yikimlanma siitiin igerisinde bulunan enzimlerle
devam etmekte ve sonunda suda ¢Oziinen ve ¢ozliinmeyen kazein fraksiyonlari
ayrilmaktadir. Daha sonra bu fraksiyonlar peynirde bulunan starter ve starter
olmayan laktik asit bakterileri tarafindan yikimlanarak daha kiigiik peptitlere ve
serbest amino asitlere par¢alanmaktadir (Hassan vd., 2013). Orta ve kiigiik boyutlu
serbest amino asitler ise bircok peynirin karakteristik aromasini olusturmaktadir
(Urbach, 1995).

Yikimlanma iirlinii olan serbest aminoasitlerin ise daha ileri boyutta pargalanmasi
peynirin aromasini keskin bir sekilde etkilemektedir. Bakteri kiiltlirlerinin proteolitik
aktiviteleri Citti vd. (1963)’nin onerdigi yontem dikkate alinarak yapildiginda
sonuclar tirozin esdegeri olarak verilmektedir. Laktik asit bakterilerinin iirlinde
karakteristik tat, aroma ve yapi1 olusturmasi ag¢isindan tespit edilen optimum
proteolitik aktivite degeri 20 pg/mL olarak bildirilmistir (Karakus, 1994). Ote
yandan 50 pg/mL ve ilizerinde proteolitik aktivite iceren suslar olusturduklar1 yiiksek
miktarda protein kalintilar1 ve serbest amino asitler sebebiyle son iiriinde istenmeyen
tatlarin ortaya ¢ikmasina neden olmaktadir (Ertiirkmen ve Oner, 2015).

Tunail vd. (2001), yaptig1 ¢alismada Ozellikle Enterococcus faecium suslarinin
gosterdigi proteolitik aktivitenin laktokok ve laktobasillerden daha fazla oldugunu
belirlemistir. Benzer sekilde Ertiirkmen ve Oner (2015), yaptiklar1 ¢alismada benzer
sonuglar1 elde ederek enterokok suslarinin gosterdigi proteolitik aktivite degerini
izole edilen diger starter laktik asit bakterilerine gore daha yiiksek oldugunu
belirlemistir.

2.4.3 Lipolitik aktivite

Siit yagi, blinyesinde bulundurdugu kisa zincirli yag asitleri sayesinde siit ve siit
tirlinlerine duyusal bir {istlinliik kazandirmaktadir (Metin, 2003). Boylece siit yagi
peynirin aromasinda ve tekstiirel 6zelliklerinde 6nemli bir yere sahiptir ve aroma

tizerinde 3 farkli sekilde etkide bulunmaktadir;

1) Ozellikle biitirik, kapronik, kaprilik ve kaprinik asit gibi kisa zincirli yag
asitlerince zengin olup (Metin, 2003) bunlarin degredasyonu sonucu metil
keton veya lakton gibi aroma maddelerinin olugmasi,

i1) Oksidatif ransidite sonucu istenmeyen tat ve koku maddelerinin olugmasi,

1i1) Sentezlenen aroma maddeleri i¢in iyi bir ¢oziicli olmasi1 (Moreno vd., 2006).
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Peynirin yapim ve olgunlasma asamalarinda meydana gelebilen siit yaginin hidrolizi,
stit lipaz1, laktik asit bakterileri ve psikrofil bakteriler tarafindan sentezlenen lipolitik
enzimler dolayisiyla meydana gelmektedir (El Soda vd., 1995).

Laktik asit bakterileri, diger mikroorganizma gruplarina kiyasla daha zayif lipolitik
aktivite gostermektedir (El Soda wvd., 1995). Laktik asit bakterileri arasinda
enterokoklar grubun diger {yelerine kiyasla daha yiiksek lipolitik aktivite
gostermektedir (Giraffa, 2003). Enterococcus cinsi arasinda ise en yiiksek lipolitik
aktiviteyi Enterococcus faecium gostermektedir (Sarantinopoulos vd., 2001b). Durlu-
Ozkaya vd. (2001) yaptign ¢alismada bazi Lactococcus lactis subsp. lactis ve
Enterococcus faecium  suslarinin  yeterli miktarda bulunmalar1  halinde
gosterdiklerikleri lipolitik aktivite sayesinde aromaya olumlu katkida bulunacagini
belirtmistir.

2.4.4 Antimikrobiyal aktivite

Laktik asit bakterilerinin mikroorganizmalar {izerinde antimikrobiyal 0zellik
gbstermesinin baslica nedeni siit sekerinin fermantasyonu sonucunda olusan laktik
asit ile birlikte yiikselen asitliktir (Sanlibaba ve Giiger, 2015). Uretilen laktik asite ek
olarak, hidrojen peroksit, diasetil ve oOzellikle de bakteriyosinler antimikrobiyal
aktivite agisindan 6nemli bir rol oynamaktadir (Helander vd., 1997).

Laktik asit bakterileri tarafindan sentezlenen bakteriyosinler mikroorganizmalara
kars1 genis spektrumlu bir antibiyotik rolii istlenerek ¢ogu zaman Gram (+)
patojenler iizerinde etkili olsa da, Gram (-) bakteriler ile maya ve kiiflere de bazi
bakteriyosinler etki etmektedir.

Enterokoklar tarafindan sentezlenen bakteriyosinlere enterosin adi verilmektedir.
Enterosinler genellikle Grup II bakteriyosinler sinifina aittir, yani kiiclik, 1siya
direncli, lantionin igermeyen ve genellikle kuvvetli antilisterial aktiviteye sahiptirler
(Nalvuran, 2013). Enterokoklar arasinda siklikla enterosin sentezleyen tiirler arasinda
Enterococcus faecalis ve E. faecium basta olmak tizere E. casseliflacus, E. durans ve
E. mundtii tiirleri yer almaktadir (Abriouel vd., 2012).

Yapilan birgok ¢alismada enterosinlerin Gzellikle Listeria monocytogenes ve
Staphylococcus aureus tizerinde bakteriosid etki gosterdigi goriilmiistiir (Ananou vd.,
2010; Abriouel vd., 2012). Fakat yapilan caligmalarda enterokoklarin direkt olarak

gidaya katilmasiyla elde edilen bakteriyosidal etikinin direkt olarak enterosin
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uygulanmasiyla elde edilen etkiden daha kuvvetli oldugu bildirilmektedir (Abriouel
vd., 2012).
2.4.4 Probiyotik ozellikleri

Probiyotik terimi glinlimiize kadar farkli tanimlamalarla anilmistir. Gilintimiizdeki
tanimiyla ise ‘yeterli miktarlarda viicuda alindigi zaman birey iizerinde olumlu bir
saglik etkisi gdsteren canli mikroorganizmalar’ olarak tanimlanmaktadir. Probiyotik
kiiltir dendigi zaman akla ilk olarak Bifidobacterium ve Lactobacillus cinsleri gelse
de virlilens faktorlere sahip olmayan ve antimikrobiyal direng gostermeyen
enterokok tiirlerinden Enterococcus faecalis ve E. faecium da probiyotik 6zellikler
gostermektedir (Gupta ve Garg, 2012).

Bazi1 Enterococcus faecium suslarinin ishali antibiyotik kullanimina gerek kalmadan
tedavi ettigi yillar oncesinde arastirmacilar tarafindan bildirilmistir (Belloma vd.,
1980). Rossi vd. (1999) tarafindan yapilan ve fermente soya siitli yapiminda
Lactobacillus jugurti ile birlikte kullanilan bir Enterococcus faecium susunun in-
vitro kosullarda kolesterolii ¢ok ciddi bir oranda disiirdiigiinii gostermistir. Bagka
arastirmacilar tarafindan yapilan ve yapiminda E. faecium bakterisinin kullanildigi
fermente siit tirlinlerinin serum kolesteroliinii diigtirdiigii de bildirilmektedir (Gupta
ve Garg, 2012).

Olumlu saglik etkilerinin olmasina ragmen firsat¢1 patojen olarak degerlendirilen
enterokok cinsi bakterilerin glinlimiizde probiyotik olarak kullanimi1 konusunda
tartismalar devam etmektedir.

2.5 Enterokoklarin Patojenitesi

Enterokoklarin teknolojik ve saglik yararlarinin yani sira firsatgr patojen 6zellik
tagimalarindan dolay1 detayli bir sekilde incelenmesi gerekmektedir. Bunlarin en
basinda ise antibiyotik direnci ve viriilens faktorleri gelmektedir.

2.5.1 Antibiyotik direnci

Antimikrobiyal diren¢ hastane enfeksiyonlarinin tedavisinde olduk¢a Onemli bir
konudur. Mikroorganizmalarin antibiyotiklere karsi gosterdikleri direng genetik veya
sonradan kazanilmis olabilmektedir (Moreno vd., 2006). Son yillarda antibiyotiklerin
bilingsiz ve fazla miktarlarda kullanilmasi sonucu aralarinda enterokoklarin da
bulundugu bir¢ok bakteri antibiyotiklere karsi diren¢ kazanmis, bu da hastaliklarin

iyilesmesini zorlastirmistir.
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Enterokoklarin en fazla vankomisine direng gosterdikleri bilinmektedir. Enterokoklar
arasinda ise 6 farkli vankomisin tiiriine karsi diren¢ oldugu bilinmektedir. Bunlar
VanA, VanB, VanC, VanD, VanE, VanG olmakla birlikte VanA ve VanB operonlari
en biiyiilk 6neme sahip olanlaridir (Araujo ve Ferreira, 2013). Fakat bakterinin
vankomisine kars1 gostermis oldugu direng tek basina enterokoklarin viriilens 6zellik
gosterdigi anlamina gelmemektedir (Moreno vd., 2006).

Bakteriler ayni1 zamanda birlikte yasadigit mikrofloranin diger iiyelerini de
etkilemektedir. Sonradan kazanilan antibiyotik direnci bir mikroorganizmadan
digerine aktarilabilmektedir. Vankomisin direncine sahip enterokoklara dair en
bliyiik endise kazanmis olduklar1 antibiyotik direncinin kodlu oldugu gen bdlgesinin
plazmitler araciligiyla Staphylococcus aureus gibi patojen bakterilere aktarilmasidir
(Armin vd., 2017). Cilinkii antibiyotiklere karsi sonradan kazanilan direng
kromozomlarda degil, plazmitlerde saklanmaktadir. Bu da antibiyotik direncinin
baska bakterilere konjugasyon yoluyla tasinmasini miimkiin kilmaktadir (Araujo ve
Ferreira, 2013).

Citak vd. (2004), 101 Enterococcus cinsinin (62 tane E. faecalis, 25 tane E. faecium,
7 tane E. durans, 5 tane E. mundtii ve 2 tane E. dispar) aralarinda vankomisinin de
bulundugu 13 farkli antibiyotige karsi direncin incelendigi ¢alismada E. faecalis
izolatlarimin yaklasik %97’si ve E. faecalis suslarinin ise %76’s1 vankomisine karsi
direng gostermistir. En etkili antibiyotiklerin ise ampisilin ve imipenem oldugu tespit
edilmistir.

Franz vd. (2001) ise enterokok izolatlarin antibiyotik direnclikleri ve viriilens
faktorlerini inceledigi ¢alismasinda E. faecium ve E. faecalis izolatlarinin penisiline
kars1 direngli oldugunu gozlemlerken vankomisine ve ampisiline kars1 olan direng
daha diisiik bulunmustur.

Ispirli vd. (2017) beyaz peynirden izole ettigi enterokok izolatlarinin antibiyotik
direncini genel olarak diisiikk bulmus fakat aralarindan iki adet Enterococcus durans
suslarinin vankomisine kars1 direng gdsterdigini tespit etmistir.

2.5.2 Viriilens Faktorler

Patojenite hastalik yapabilme yetenegi iken, viriilens etki bunun siddetini ifade
etmektedir. Bir bakteri hiicresi ne kadar fazla viriilens faktore sahipse o kadar agir
derecede enfeksiyona neden olmaktadir (Semedo-Lemsaddek ve Mato, 2012).

Enterokoklar diger Gram (+) patojenlere gore daha az sayida viriilens faktore sahip
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olasa da antibiyotige kazanilan diren¢ ile birlikte artan hastane enfeksiyonlar
enterokoklarin viriilens faktorlerini de mercek altina almistir (Franz vd., 1999).
Enterokoklarin enfeksiyona sebep olmasi i¢in gerekli ilk adim bakterinin hiicre
duvarina yapigabilmesi ve kolonize olmasidir. Sonraki adim ise konak hiicreyi
invazyondur (Semedo-Lemsaddek ve Mato, 2012).

Enterokoklarin viriilens faktorleri arasinda ise adezyon faktorleri (efaAfm, efaAfs,
esp), sitolitik aktivite (CylA ve cylB), jelatinaz aktivitesi (gelE) ve seks
feromonu/agregasyon maddesi (cob ve agg) yer almaktadir (ispitli vd., 2017).
Adezyon faktorleri, bakterinin hiicreye tutunmasmi saglamaktadir (Semedo-
Lemsaddek ve Mato, 2012). Agregasyon maddeleri ise bakteri yapistiktan sonra
konjugasyon asamasinda rol alarak agregat olusmasini saglamaktadir.

Jelatinaz aktivitesiyle iliskilendirilen bir virililens faktdr olan jelatin; kazein, kollojen,
hemoglobin ve diger biyoaktif peptitlerin hidrolizine yol agan bir hiicredisi
metaloproteinazdir (Kayaoglu ve Qrstavik, 2004). GelE iiretimi E. faecalis suslari
arasinda oldukga yaygin olarak goriilmektedir (Franz vd., 2001).

Ote yandan, sitolitik aktivite enterokok tiirleri arasinda belirlenen ilk viriilens
faktordiir. Sitolizin hemolizin ve bakteriyosin 6zelligi gosteren bir proteindir (Araujo
ve Ferreira, 2013). Daha ¢ok E. faecalis suslarinda goriilen sitolitik aktivite
antimikrobiyal aktivite gostermesinin yani sira Okaryot hiicreleri de lize etme
ozelligine sahiptir (Araujo ve Ferreira, 2013).

Ispirli vd. (2017) tarafindan beyaz peynirden izole edilen 12 Enterococcus cinsi
bakterinin 8 adet viriilens faktoriine bakildigi ¢alismada en cok rastlanan viriilens
faktoriin jelatinaz aktivitesi ve adezyon faktorlerden efaAfs ve efaAfm oldugu
belirlenmistir. Adezyon maddelerinden agg ve cob gen bolgeleri belirlenmemis fakat
hiicredis1 yiizey proteini 9 izolatta belirlenmistir.

2.6 Enterokoklar:1 Tanimlama Yontemleri

Laktik asit bakterileri grubunda yer alan enterokoklarin tanimlanmasinda fenotipik
yontemler, molekiiler/genetik yontemler (Kiran ve Osmanagaoglu, 2011) veya

MALDI-TOF-MS ve tiirevleri kullanilabilmektedir (Carbonnelle vd., 2012).
2.6.1 Fenotipik yontemlere dayali tammlama

Bakterilerin cins ve tiir diizeyinde tanimlanmasina imkan saglayan ve geleneksel

yontemler olarak da adlandirilan fenotipik yOntemler arasinda mikroorganizmanin
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morfolojik, metabolik, biyokimyasal ve serolojik karakterleri yer almaktadir (Kiran
ve Osmanagaoglu, 2011).

2.6.1.1 Morfolojik yontemlere dayah tammmlama

Bakterilerin tanimlanmasi i¢in gerekli ilk adim bakteriyi saf bir sekilde elde etmektir
(Sutherland ve Rafii, 2006). Daha sonraki asamayi1 ise morfolojik karakterler
olusturmaktadir. Enterokoklar Gram pozitif, katalaz negatif, Enterococcus
casseliflavus ve E. gallinarum hari¢ hareketsiz (Lemsaddek ve Tenreiro, 2012) olan,
aerobik veya fakiiltatif anaerob olarak gelisebilen, mikroskobik olarak genellikle
diplokok veya kisa zincirler halinde bulunan bakterilerdir (Kaleli ve Durlu-Ozkaya,

2000).
2.6.1.2 Biyokimyasal yontemlere dayalh tammlama

Elde edilen saf kiiltiirlerin cins ve tiir diizeyinde tanimlanabilmesi i¢in baz1 fizyolojik
ve biyokimyasal testlerden yararlanilmaktadir. Bu 6zellikler; farkli pH ve sicaklik
degerlerinde gelisebilme, oksijene karsi gosterilen tolerans, degisik sekerleri
fermente edebilme yetenegi, hiicre morfolojisi, hidrojen peroksit ile tepki verme
durumlart  ve degisik tuz konsantrasyonlarinda gelisme durumlar1 olarak
siralanabilmektedir (Sutherland ve Rafii, 2006). Bunlar arasindan farkli tuz
konsantrasyonlari, pH ve sicaklik araliklarinda gelisme fizyolojik testler arasinda yer
alirken katalaz reaksiyonu ve seker fermentasyonu gibi testler ise biyokimyasal
testler grubunda yer almaktadir (Ertiirkmen ve Oner, 2015).

Cizelge 2. 5: Bazi1 enterokok tiirlerinin biyokimyasal 6zellikleri.

E. E. E faecium E. E. E.
durans  faecalis ' casseliflavus  gallinarum  thailandicus

10°C + + + + + -
45°C + + + + + +
pH: 9,6 + + + + + +
%6,5 NaCl + + + + + +
%0,04 - + + + -
Tellurite
%0,01 - + - - - -
Tetrazolium
Sorbitol - + - - - -
Mannitol - + + + + +

Cizelge. 2.5’de Bergey’s Manual of Determinative Bacteriology’ye gore
enterokoklarin bazi biyokimyasal oOzellikleri verilmistir (Holt vd., 1994). E.
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thailandicus tiiriine ait biyokimyasal sonuglar ise Tanasupawat vd. (2008) referans
alinarak verilmistir.

Ote yandan, giiniimiizde molekiiler tekniklerin gelismesinden dolay: yaygin olarak
kullanilmasa da hazir API 50 CH ve API 20 CH gibi karbonhidrat ve LRA Zym ve
API AZM gibi enzimatik kitleri mevcuttur. Bu kitler saf kiiltiirlerin karbonhidratlar
fermente edebilme Ozelliklerinden faydalanilarak ozellikle laktik asit bakterilerinin
tir diizeyinde tanimlanmasinda hizli bir yontem olarak kullanilmaktadir. Test
kitinden alinan sonuglar, bilgisayar programinin veri tabaninda yer alan bakteri
tirleri ile siirli bir sekilde tanimlanmaktadir ve sonuglar ‘% tanimlama’ seklinde
verilmektedir (Ertiitkmen ve Oner, 2015).

Fenotipik ve biyokimyasal yontemler hem ¢ok zaman almakta hem de bakterileri tiir
ve alt-tiir diizeyinde ayirmada bazen yetersiz kalmaktadir. Bunlarin yani sira faj
direngliligi, antimikrobiyal aktivite testleri, hiicre duvar1 kompozisyonlarinin
belirlenmesi ve protein profillerinin incelendigi elektroforetik yontemler de (SDS-
PAGE) fenotipik yontemlere dahil olup daha kesin sonuglar verebilmektedir
(Coeuret vd., 2003). Fakat klasik yontemlerin uzun siirmesi, giivenilirliginin daha
diisiik olmasi ve ciddi zaman alic1 6zelliklerinden dolay1 molekiiler yontemlere gore
dezavantajlar1 bulunmaktadir (Aydin ve Sudagidan, 2016).

2.6.2 Molekiiler Yontemlere Dayali Tanimlama

Ozellikle 2000°li yillarin basindan beri giin gegtikge kullanimi artan molekiiler
yontemler, biyokimyasal yontemlere gore tiplendirilebilirlik, tekrarlanabilirlik ve
tiirleri birbirinden ayirma konularinda daha dstiindiir. Ayrica, geleneksel
yontemlerde molekiiler yontemlere gore istatiksel ve metodolojik hata olasiliginin
daha yiiksek oldugu bilinmektedir. Bunlara ek olarak geleneksel analiz yontemleri
uygulandiginda izolasyon ve identifikasyon i¢in gerekli siire bir hayli uzun olup
laboratuvar yiikiiniin arttig1 da bilinmektedir. Bu nedenlerle, basta Polimeraz Zincir
Reaksiyonu (PZR) olmak {izere genotipik yontemler bu tiir dezavantajlar1 gidermede
kilit rol oynamaktadir (Aydin ve Sudagidan, 2016).

PZR, bir DNA amplifikasyon metodu olup hedef gen bdlgesinin g¢ogaltilmasi
prensibi esas almmaktadir. U¢ asamada gergeklesen reaksiyonda ilk olarak yiiksek
sicaklikta hiicre DNA’sinin denatiirasyonu gergeklesmektedir. Daha sonra, tiire 6zgii
primerlerin veya problarin ilgili gen bolgesine baglanmasi asamasi gelmektedir. Son
olarak ise Taq polimeraz enzimi sayesinde ilgili bdlgenin uzamasi asamasi

gelmektedir (Cakir ve Cakmakgi, 2005).
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Laktik asit bakterilerinin tanimlanmasinda siklikla kullanilan molekiiler yontemler
PZR temelli yontemler ve PZR temelli olmayan yontemler olmak {izere ikiye
ayrilmakta ve bunlarin arasinda ¢ok biiylik ¢ogunlukla PZR temelli yontemler
giinimiizde kullanilmaktadir. Bunlarin arasinda Es zamanli PZR, Restriksiyon
Fragment Uzunluk Polimorfizmi (RFLP)-PZR, Rastgele Cogaltilmis Polimorfik
DNA(RAPD)-PZR, Cogaltilmis Fragment Uzunluk Polimorfizmi (AFLP),
Tekrarlanan Palindromlara dayali (Rep)-PZR, ve aralarinda DNA sekans analizinin
de bulundugu PZR ribotiplendirme teknikleri bulunmaktadir (Kiran ve
Osmanagaoglu, 2011).

Enterokoklarin diger laktik asit bakterilerinden ayrilmasi molekiiler yontemlerden
RAPD-PCR kullanilarak yapilabilir. Boylece enterokoklarin cins diizeyinde diger
laktik asit bakterileri kolonilerinden ayrimi saglanmis olur. Bu amag¢ dogrultusunda
evrensel primerler kullanilir. Bunlara 6rnek olarak, siklikla kullanilan M13 ( 5°-
GAGGGTGGCGGTTCT- 3°) primeri verilebilir (Ispirli vd., 2017). Ote yandan,
bakterilerin tiir ve alt tlir bazinda tanimlanabilmesi i¢in 16S rRNA bdlgesi
cogaltilmaktadir. 16S olarak adlandirilan ve nesillerce korunan bu bolge her bir
bakteri tiirline 6zgiidiir ve bakterilerin jenerasyonu i¢in gereklidir. Ek olarak, 1500
baz ¢ifti (bp) uzunluguna sahip olan bu bolge sekanslama islemi agisindan da bir
avantaj saglamaktadir (Ispirli, 2016). PZR kullanilarak 16S rRNA bdlgesinin
cogaltilmasindan sonra ise sekanslama islemi yapilarak elde edilen veriler
veritabanindaki dizilerle karsilastiriimaktadir. Boylece, tiir ve alt-tiir diizeyinde ¢ok
basarili bir sekilde sonug alinabilmektedir (Kiran ve Osmanagaoglu, 2011).

2.6.3. MALDI-TOF-MS ile tanimlama

Morfolojik, fizyolojik ve biyokimyasal 6zelliklere dayali fenotipik tanimlamalar ile
molekiiler tanimlama metotlar1 mikroorganizmalarin identifikasyonunda siklikla
kullanilmaktadir. Bunlarin arasindan molekiiler yontemler en gilivenilir sonucu verse
de siireyi, maliyeti ve is yiikiinlii azaltmak amaciyla baska alternatif yontemler de
kullanilmaktadir (Singhal vd., 2015). Alternatif yontemlerden olan kiitle
spektrometresi, 1975 yilindan bu yana bakteri karakterizasyonu amaciyla zaman
zaman kullanilmis ancak MALDI-TOF-MS sistemi gelistirilene kadar pek etkili
olamamustir (Mazzeo vd., 2006).

MALDI-TOF-MS mikrobiyolojide kat1 besiyerinden saf bakteri ile maya ve kif

kiiltiirlerinden protein parmak izi liretmek i¢in kullanilmaktadir. Tanimlamada ilk
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adim kiiltiirii saf bir sekilde elde ettikten sonra matriks ve 6rnek arasinda bir kristal
olusturmaktir. Bu ama¢ dogrultusunda kiiltlir bir kiirdan yardimiyla MALDI-TOF
plakasina stiriiliip iizerine uygun miktarda organik bir matriks ¢ozeltisi eklenmekte
ve boylece kurumaya birakilmaktadir. Daha sonra plaka cihazin igine yerlestirilerek
lazer 1s1masi gergeklestirilmektedir. Istmadan sonra bakteri kiiltiirii gaz iyon fazlarina
ayrilarak bir tiip boyunca yiiriitiilmektedir. Bunun sonucunda, iyonlar molekiiler
kiitle (m) / yik (z) orant ve bagil yogunluklarina gore bir detektoér sayesinde
ayrilmaktadir. Her bakteri tiirline 6zgii olan bu karakteristik 6zellikler ise daha sonra
cihazin veritabanindaki referans spektrumlarla karsilastirilarak mikroorganizmanin
tanis1 dakikalar i¢cinde ger¢eklesmektedir (Steensels vd., 2011).

Baz1 tekniklerde iyonlarin birbirlerinden tam olarak ayrilmasinin saglanmasi igin
iyonlar detektére ulagmadan Once elektrik alan kuvveti uygulayan iyon aynalari
vasitastyla TOF tiipiine tekrar gonderilmektedir. Geri yansitilan iyonlar tekrar tiip
boyunca hareket ederek birbirlerinden tam olarak ayrilmasi saglanmaktadir. Boylece
daha dogru tanimlama sonuglar1 elde edilmektedir. Yontemde iyonlar geri yansitilir
ve tekrar yiriitilirse yontem MALDI-TOF-TOF-MS adii alir (Hosseini ve
Martinez-Chapa, 2017). Tanimlamada veritaban1 olarak Biotyper veya Saramis
veritabanlar1 kullanilmaktadir. Eger Biotyper veritabani kullanilirsa yontemin adi
MALDI-TOF-TOF-MS Biotyper olmaktadir.

MALDI-TOF-MS yonteminde saf kiiltiir direkt olarak veya oncesinde proteini izole
edilerek yapilabilmektedir (Bizzini vd., 2010). Bakteri kiiltiirlerinde direkt yontem
genelde sonug verirken, maya ve kiiflerde proteinin ekstraksiyon asamasi dogrulugu
arttirmaktadir (Stenseels vd., 2011). Ote yandan, birbirine yakin tiirlerin veya alt
tirlerin tanimlanmasinda ise genotipik yOntemlerin tercih edilmesi gerektigi
vurgulanmaktadir (Duskova vd., 2012).

Yapilan bazi caligmalarda degisik bakteri kiiltiirlerinin 16S rRNA sekans analizi baz
almarak MALDI-TOF-MS sonuglarinin cins ve tiir diizeyinde dogrulugunun
karsilastirilmast Cizelge 2.6’da verilmistir.

MALDI-TOF-MS yonteminde veritabant en biiyilk handikapt olustursa da
veritabaninin her gecen sene daha da iyilestirilmesiyle son yillarda yapilan ¢aligsmalar
bu metodun laktik asit bakterilerinde uygulanabilir oldugunu ve biyokimyasal
yontemlerden ¢ok daha iyi sonug¢ verdigini gostermistir. MALDI-TOF-MS, 16S
rRNA bolgesinin ¢ogaltilmasiyla yapilan sekanslama sonuglariyla karsilastirilmis ve

sonuclarin yapilan ¢alismalara gore %84,1 ile %100 arasinda degistigi belirlenmistir
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(Bareika vd., 2017; Carbonnelle vd., 2012; Angelakis vd., 2011; Nacef vd., 2017;
Han vd., 2014; Soro-Yao vd., 2014; Seng vd., 2009).

Cizelge 2.6: MALDI-TOF-MS yo6nteminin bakterilerin cins ve tiir diizeyinde
tanimlama etkinligi.

Cins diizeyinde Tiir diizeyinde Bakteri grubu Kaynak

tanimlama (%) tammmlama (%)

95,4 84,1 Karisik (Seng vd., 2009)

100 95,2 Karisik (Eigner vd., 2009)

97,4 92,2 Karisik (Van veen vd.,
2010)

100 100 Clostridium spp. (Chean vd., 2014)

95,2 90,5 Laktik asit (Bareika vd., 2017)

bakterileri (LAB)

100 92,3 (LAB) (Angelakis vd.,
2011)

100 96,7 (LAB) (Nacef'vd., 2017)

100 100 Enterococcus spp. (Carbonnelle  vd.,
2012)

Cizelge 2.7°de laktik asit bakterilerinin tanimlanmasinda kullanilan metotlarin
yeterlilik diizeyleri, Cizelge 2.8’de ise geleneksel yollarla tiretilen yerli ve yabanci
baz1 geleneksel peynirlerin Enterococcus spp. mikroflorasi ve tanimlama yontemleri
verilmigtir.

Cizelge 2.7: Laktik asit bakterilerinin tanimlanmasinda kullanilan metodlarin

karsilastirilmasi.
Yontemler Diizey Sonu¢
Fenotipik Yontemler
Morfolojik Yontemler Cins Diisiik
Fizyolojik Yontemler Cins Diisiik
Biyokimyasal Yontemler Cins/Tiir Orta
Protein Profilleri Tiir Yiiksek
Molekiiler Yontemler
RFLP-PCR Tiir/Sus Yiiksek
RADP-PCR Cins/Tiir Yiiksek
AFLP-PCR Tiir/Sus Yiiksek
16S rRNA Sekanslama Tiir/Sus Altin standart
Hibridizasyon Cins/Tiir Yiiksek
Kiitle Spektrometrik Yontemler
MALDI-TOF-MS Cins/Tiir Yiiksek
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Cizelge 2.8: Geleneksel yollarla iiretilen peynirlerin enterokok mikroflorasi.

Peynir Tiirii

Laktik mikroflorada bulunan
enterokoklar

Tanimlama Yontemi

Kaynak

Comlek Peyniri

%33,64 :
Enterococcus faecium
E. faecalis

E. durans

RFLP

Biyokimyasal yontemler ve PCR-

(Bulut vd., 2005)

Erzincan Tulum Peyniri

%41,48 :
Enterococcus faecium
E. faecalis

E. italicus

E. thailandicus

E. hirae

E. mundtii

16S rRNA

(Ispirli, 2016)

Urfa Peyniri

%48,95:
Enterococcus faecium
E. durans

E. faecalis

E. lactis

E. hirae

16S rRNA

(Kirmaci vd., 2016)

Salamura Beyaz Peyniri

%44,88 :
Enterococcus faecalis
E. faecium

E. avium

E. durans

Biyokimyasal yontemler

(Dagdemir ve Ozdemir, 2008)

Tomas Peyniri

%35,00:
Enterococcus faecium

API 50 ve API 20 test kitleri

(Korucu, 2012)

Kargi Tulum Peyniri

%11,40:
Enterococcus durans,
E. faecium

16S rRNA

(Kunduhoglu vd., 2012)
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Cizelge 2.8 (devam): Geleneksel yollarla iiretilen peynirlerin enterokok mikroflorasi.

Beyaz Peynir %62,33: Biyokimyasal yontemler (Durlu-Ozkaya vd., 2001)
(Ankara Yoresi) Enterococcus faecium

E. durans

E. faecalis

E. hirae
Beyaz Peynir %28,57: Biyokimyasal yontemler (Ertiirkmen ve Oner, 2015)
(Isparta Yoresi) Enterococcus faecalis

E. durans

E. avium
Piko peyniri %73,70: 16S rRNA (Domingos-Lopes vd., 2017)
(italyan) Enterococcus faecalis,

E. italicus,
E. pseudoavium

Pecerino peyniri

%41,0:
Enterococcus faecium
E. faecalis

Biyokimyasal yontemler

(Aquilanti vd., 2007)

Ibores

%21,51:
E. faecium
E. faecalis
E. avium

API 50 ve API 20 test kitleri

(Mas vd., 2002)

Pirot peyniri

%42,5:

E. faecalis
E.faecium
E. durans

Rep-PZR

(Terzic-Vidojevic vd., 2009)

Maroille peyniri (Fransa)

%03,00:
Enterococcus devriesei

MALDI-TOF-MS

(Nacef'vd., 2017)
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3. MATERYAL VE METOT
3.1 Materyal

Caligmada Antep, Urfa, Malatya ve Maras peynirlerinin her birinden 5’er adet olmak
tizere toplam 20 adet peynir 6rnegi materyal olarak kullanilmistir. Numuneler, soguk
zincir kirilmadan laboratuvarlara getirilmistir. Peynir oOrnekleri kitleyi temsil
edebilmesi i¢in her bir ilin farkli cografi bolgelerinden temin edilmistir. Cizelge
3.1’de izolasyon 6rneklerine iliskin bazi bilgiler verilmistir.

Cizelge 3.1:izolasyon materyalleri.

Ornek Kodu Temin edildigi yer Peynir adedi
P1, P2, P3, P4, Ps Gaziantep 5
Ps, P7, Ps, Po, P1o Sanliurfa 5
P11, P12, P13, P14, P15 Malatya 5
Pis, P17, P1s, P19, P20 Kahramanmaras 5
3.2 Metot

3.2.1 Enterokok suslarinin izolasyonu ve saflastirilmasi
3.2.1.1 Enterokok suslarinin izolasyonu

Aseptik kosullar altinda 10 g peynir 6rnegi, 90 ml steril 4 kuvvetinde Ringer
sollisyonu ile karistirilarak stomacher cihazinda homojenize edilmistir. Daha sonra
homojenize peynir érneginden aseptik sartlar altinda 107°ye kadar seyreltme yapilip
Kanamycin Esculin Azide Agar’a (KEA) (Merck 1.05222) yayma yontemi ile ekim
yapilmistir. Ekimden sonra Petri kaplar1 37°C’de aerobik kosullar altinda 48 saat
inkiibasyona birakilmstir. Inkiibasyon sonunda ilk olarak, uygun sayim araligindaki
(30-300) koloniler sayilmistir. Koloniler ilgili diliisyon faktorii ile ¢arpilarak log
kob/g olarak tespit edilmistir. Ikinci olarak, her bir peynir rnegi igin 4-5 adet olmak
tizere etrafi siyah zonlu tipik enterokok kolonisi izolasyon i¢in secilmistir (Harrigan,
1998).

3.2.1.2 izolatlarin saflastirilmasi

KEA {izerinde olusan etrafi siyah zonlu enterokok kolonileri ¢ift kademeli olarak

saflastirilmistir. Saflastirmada ilk olarak enterokok kolonileri aseptik sartlar altinda



bir 6ze ile alinarak Tryptic Soy Borth (CASO Broth) (Merck 1.05459) igerisinde 18-
24 saat gelistirilmistir. Daha sonra slirme yontemi ile Tryptic Soy Agar (CASO
Agar) (Merck 1.05458) fizerine ekim yapilmis ve tek koloni disiiriilmeye
calisilmigtir (Sekil 3.1). Tek koloniye diisiiriilen kolonilerin tekrar CASO Broth

besiyerine ekimi yapilmistir.

Sekil 3.1: KEA {izerinde tipik enterokok kolonileri ve saflagtirma basamaklari.

3.2.2 Enterokoklarin 6n identifikasyonlari
3.2.2.1 Katalaz reaksiyonu

Cift kademeli saflastirma islemi sonunda CASO Broth besiyerinde gelisen 18-24

saatlik kiiltiirlerden bir 6ze dolusu alinarak iizerine %30’luk H202 c¢ozeltisi
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damlatilmistir. Bu islemin sonucunda, gaz ¢ikisi gozlenmeyen koloniler katalaz
negatif olarak degerlendirilmistir (Whittenburry, 1964).

3.2.2.2 Gram reaksiyonu

Gram reaksiyonu Norris vd. (1981) tarafindan Onerilen metoda gore
gergeklestirilmistir. CASO broth besiyerinde gelisen taze kiiltiirler Gram boyamaya
tabi tutulmustur. Bakterilerin en ge¢ 18-24 saatlik kiiltiirler olmasma 6zen
gosterilmistir. Gram boyama sonucu menekse moru olarak gozlenen koloniler Gram
(+) olarak degerlendirilmistir. Gram boyamasi sonucu menekse moru olan kok,
diplokok ve/veya tetrakok yapidaki kiiltiirler saflik kontrolleri yapildiktan sonra

ayrilmistir (Kaleli ve Durlu-Ozkaya, 2000).
L5 2

Sekil 3.2: Saflastirilmis izolatlarin gram reaksiyonlarinin mikroskoptaki goriintiisti.

3.2.3 Saf kiiltiirlerin muhafazasi

On tanimlama sonucu Gram (+) ve katalaz (-) izolatlar saflik kontrolleri yapildiktan
sonra %40 oraninda steril gliserol igeren CASO Broth besiyerinde -24°C’de
muhafaza edilmistir.

3.2.4 Enterococcus spp. tiirlerinin MALDI-TOF-TOF-MS yontemi ile
tanimlanmasi

3.2.4.1 Kiiltiirlerin aktiflestirilmesi

Muhafaza edilen saf kiiltlirler aktiflestirme amaciyla steril CASO Broth igeren
tiiplere inokiile edilmistir. Bu amag¢ dogrultusunda saf kiiltiirlerin her birinden aseptik
sartlar altinda bir 6ze dolusu alinarak CASO Broth besiyerlerine aktarilmigtir. Daha
sonra, kiltlirler 18-24 saat boyunca 37°C’de gelismeye birakilmistir. Aktiflestirilen
kiiltiirler CASO Agar besiyerine slirme yontemiyle ekilerek her bir izolatin tek

koloniye diismesi saglanmistir.
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3.2.4.2 Organik ¢oziiciiniin hazirlanmasi ve matriks ile karistirilmasi

[k olarak, 2 mg HCCA (a-siyano-4-Hidroksisinnamik Asit) matriks kimyasali 150
ul organik ¢oziicii ile karistirilmistir. 1 ml organik ¢dziiciiniin hazirlanmasi i¢in ise
475 ul ddH20, 500 pl ACN (asetonitril soliisyonu) ve 25 pl TFA (Trifluoroasetik
asit) ¢ozeltilerinden alinmis ve steril bir eppendorf tiipii i¢erisinde iyice homojenize
olana kadar karistinnllmistir (Han vd., 2014).

3.2.4.3 MALDI-TOF-TOF-MS plakasinin hazirlanmasi

Tek koloniye diisen saf kiiltiirlerden aseptik sartlar altinda steril bir kiirdan
yardimiyla alinarak MALDI-TOF plakasinin (MTP 384; Bruker Daltonik GmbH,
Karlsruhe, Germany) spotlarina siiriilmiistiir. Daha sonra, hazirlanan organik ¢ozelti
ve matriks karisgtmindan 1 pl bakteri kiiltlirliniin iizerine damlatilmis ve oda
sicakliginda kurumaya birakilmistir. Damlatilan  sollisyonun siiriilen bakteri
kolonisini tamamen kaplamasina 6zen gosterilmistir. Bu islem her birinden iki

paralelli olmak tlizere toplam 84 enterokok izolati i¢in gerceklestirilmistir. Plaka son

olarak MALDI-TOF-TOF-MS cihazinin igerisine yerlestirilmistir (Sekil 3.3).
T ——— :

Sekil 3.3: MALDI-TOF-TOF-MS plakasi ve cihaza yerlestirilmesi.

3.2.4.4 izolatlarin tanimlanmasi

[k olarak, cihazin mikrobiyolojik anlamda tanimlama yapabilmesi i¢in uygun metot
olan MBT-FC.par secilmistir. Daha sonra, yapilacak olan lazer igimasinin siddeti
%350 (50 Hz) olarak ayarlanmis ve 1s1ma baglatilmistir. Her spotta yaklasik olarak 4-5
farkli yere yapilan 1s1ma uygun pikler alinincaya kadar devam etmis ve bir sonraki

spota gecilmistir. Ilk seferde sonu¢ alinamayan bakteri izolatlar1 tekrar siirme
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yontemiyle gelistirilip ayn1 islem basamaklar1 tekrarlanmistir. Sistem veritabani
olarak MALDI-BioTyper 3.0 kullanilmistir (Bruker Daltonik, Karlsruhe, Germany).

3.2.5 Peynir orneklerinin kimyasal analizleri

Her bir peynir 6rneginin 100 gramindaki kurumadde, kiil, protein, yag ve tuz
miktarlar ile laktik asit cinsinden % asitlik tayini ve pH degerleri belirlenmistir.

3.2.5.1 Kurumadde tayini

Desikatorde saklanan sabit agirliktaki kurutma kaplar igerisine yaklasik 3 g
ufalanmis peynir 6rnegi tartilarak 105°C’deki etiiviin igerisine konulmustur. Kurutma
islemi basladiktan sonra dordiincii ve besinci saatlerde yapilan tartimlar sonucu sabit
tartim agirligina gelmis kurutma kaplar1 desikatore alinarak sogumasi beklenmistir.
Son olarak ise 100 gram peynirdeki kurumadde miktarlar1 hesaplanmistir (Tekinsen
vd., 2002).

3.2.5.2 Protein tayini

Protein miktar1 Kjeldahl yontemi ile belirlenmistir. Bu baglamda yaklasik 1 g peynir
ornegi kjeldahl balonlarina aktarilarak tizerine 2 adet Kjeldahl tableti ve yaklasik 15
ml H2O4 ¢oOzeltisinden eklenmistir. Daha sonra saydam yesil renk godzlemlenene
kadar 420°C’de yakma islemi gergeklestirilmistir. Yakma isleminden sonra damitma
isleminde bir erlenmayere 25 ml %4’liikk borik asit ¢ozeltisi ve 1 ml bromo kserol
yesili indikator olarak eklenmistir. Kjeldahl tiipiine ise 50 ml saf su eklendikten sonra
damitma cihazina yerlestirilmis ve iizerine 50 ml %40’lik NaOH c¢ozeltisi ilave
edilmistir. Daha sonra yaklasik 100°C’de damitma islemi gerceklestirilmistir. Son
olarak 0.1 N HCI kullanilarak titrasyon islemi yapilmistir. Toplam protein
hesaplandiktan sonra 6,38 faktorii ile carpilarak % protein miktar1 belirlenmistir
(Metin, 2008).

3.2.5.3 Yag tayini

Yag icerigini belirlemek amaciyla %40°lik Van Gulik biitirometresinin kadehcigine
rendelenmis peynir orneginden 3 g tartilarak biitirometreye yerlestirilmistir. Daha
sonra peynir hizasim gegene kadar yogunlugu 1.50 g/cm® olan H2SO4 ¢dzeltisinden
eklenerek sicak su banyosuna birakilmistir. Peynir 6rnegi siilfirik asit ¢ozeltisinde
tamamen ¢oziindiikten sonra iizerine 1 ml isoamil alkol eklenmis ve %35 taksimata
kadar ayn1 yogunluktaki siilfirik asit ¢ozeltisinden eklenmistir. Son olarak 65 °C’ye

ayarlanmig gerber santrifiijiine yerlestirilen biitirometreler 5 dakika boyunca 1200
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devir/dakika siddetinde santrifiij edilmistir. Santrifiijjden sonra sonuglar skaladan %
olarak okunmustur (Metin, 2008).
3.2.5.4 Tuz tayini

Tuz miktarin1 belirlemek amaciyla Mohr yontemi uygulanmigtir. Bu amag
dogrultusunda 500 ml’lik balon jojeye 5 g peynir O6rnegi tartilarak {izerine yaklasik
200 ml distile su ilave edilmistir. Daha sonra balon joje 60 °C’deki su banyosuna
konulmus ve yaklasik 30 dakika bekletildikten sonra 500 ml su ¢izgisine kadar distile
su ile doldurulmustur. Soliisyon siizge¢ kagidindan siizdiiriildiikten sonra siiziintiiden
25 ml almmigtir. Daha sonra, 25 ml siiziintiiniin tizerine 1 ml %5’lik K2CrO4
eklenerek 0.1 N AgNOs ile titre edilmistir. Harcanan AgNO3 miktar1 formiilde yerine
konularak tuz miktar1 % cinsinden bulunmustur (Tekinsen vd., 2002).

3.2.5.5 Kiil tayini

Desikatorde saklanan sabit agirliktaki porselen krozelerin igerisine yaklagik 1 g
ufalanmis peynir 6rnegi alinarak 550°C’deki kiil firininin igerisine konulmustur.
Yaklagik 3 saat sonra krozeler kiil firinindan ¢ikarilip desikatore yerlestirilmistir.
Islemin sonunda % kiil miktarlar1 hesaplannmstir (Tekinsen vd., 2002).

3.2.5.6 Asidite tayini

Rendelenmis peynir 6rneginden 10 g bir erlenmayere alinarak iizerine 40 °C’de
bekletilen 105 ml su eklenmistir. Peynirin dagilimi saglandiktan sonra soliisyon
stizgec kagidindan siiziilmiis ve siiziintiiden 25 ml alinmistir. Siizlintliniin {izerine 2-3
damla %1’lik fenolftalein ¢ozeltisi damlatildiktan sonra 0.1 N NaOH ile titre
edilmistir. Son olarak laktik asit cinsinden asidite, sarfiyat miktarinin formiilde
yerine koyulmasiyla elde edilmistir (Tekinsen vd., 2002).

3.2.5.7 pH tayini

Peynirlerin pH’sin1 belirlemek icin 10 g peynir 6rnegi alimarak 10 ml su ile
karistirildiktan sonra pH metre (Hanna pH 211 Instruments) ile direkt olarak 6l¢iim
yapilmistir (Tekingen vd., 2002).

3.2.6 istatistiksel analizler

Arastirmanin sonunda elde edilen verilerin degerlendirilmesinde SPSS 22.0 paket
programi kullanilarak varyans analizi uygulanmigtir. Gruplar arasindaki farkliliklar
Duncan testi ile degerlendirilmistir (Duncan, 1955). Onem seviyesi p<0,05 olarak

alinmustir.
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4. BULGULAR VE TARTISMA
4.1 Enterokoklarin Sayim Sonuclar:

Antep, Urfa, Malatya ve Maras peynirlerinin enterokok sayilar1 ve istatistiksel
karsilastirilmast Cizelge 4.1°de verilmistir. Cizelge incelendiginde enterokok sayisi
en diisiik 3,18 £ 0,02 log kob/g olarak bulunurken en yiiksek deger 8,25 + 0,05
olarak saptanmistir. Ote yandan, peynir gruplar ayri ayri incelendiginde enterokok
say1s1 en diigiik Urfa peynirlerinde tespit edilmistir.

Cizelge 4.1: Peynir 6rneklerinin enterokok sayim sonuglari ve peynir gruplarinin
Duncan testi sonuclar1 (log kob/g).

Antep Peyniri Enterokok Malatya Peyniri Enterokok
Py 7,34+ 0,01 Pu 6,11 £0,05
P> 8,25 +£0,05 P12 6,99 + 0,13
Ps 4,67+0,21 Pis 7,15 £0,04
Py 6,25+ 0,07 P4 3,67£0,15
Ps 7,15+0,09 Pis 6,56 = 0,03
Ortalama 6,73 £1,35% Ortalama 6,09 +1,41%
Urfa Peyniri Enterokok Maras Peyniri Enterokok
Ps 5,62 £0,04 Pis 6,99 + 0,09
Py 3,40 £ 0,03 Py 6,72 £ 0,04
Py 5,38 £0,14 Pig 7,15+ 0,14
Py 5,32+ 0,07 P9 4,11+0,15
Pio 3,18 0,02 P2 6,73 £ 0,03
Ortalama 4,58 +£1,18° Ortalama 6,34+ 1,26®

* Farkh harflerle gosterilmis sonuglar istatistiki olarak birbirinden farklidir (p<0,05).

Peynir gruplar1 arasinda enterokok sayisi bakimindan Antep ve Urfa peynirleri
arasinda istatistiki agidan 6nemli fark belirlenirken (p<0,05), Malatya ve Maras
peynirleri arasinda istatistiki agidan bir fark tespit edilmemistir. Diger taraftan, Antep

ve Urfa peynir gruplarinin enterokok sayilari istatistiki ag¢idan Malatya ve



Maras peynir gruplariyla benzer bulunmustur. Peynir gruplarindaki enterokok
sayilarinin farkli olmasmin nedenleri arasinda kontaminasyon kaynaklar1 ve
diizeyleri, uygulanan haglama sicakligt ve olgunlasma kosullar1 oldugu
distiniilmektedir.

Enterokoklar siitiin dogal mikroflorasinda bulunmadigindan sayilar1 ¢ogunlukla
kontaminasyona bagli olarak olduk¢a heterojen bir dagilim gostermektedir (Giraffa,
2003). Cig siitten iiretilen peynirlerde, enterokoklarin sayisinin olgunlasma periyodu
sonucunda 5,00 — 7,00 log kob/g arasinda degistigi bildirilmektedir (Franz vd.,
1999). Sonuglar incelendiginde peynir numunelerinde belirlenen enterokok
sayilarmin genellikle diger caligmalarda belirtilen aralikta oldugu goriilmektedir.
Kirmaci (2010), Sanlwurfa’nin degisik bolgelerinden topladigi 20 adet Urfa peyniri
orneginde enterokok sayisini ortalama 5,71 + 0,90 log kob/g olarak bulurken bu
deger tespit ettigimiz degerlerden daha yiiksektir. Diger yandan, arastirmacinin
Sanliurfan’nin Kisas yoresinden topladigi peynirlerde bu say1 ortalama olarak 4,78 +
0,33 log kob/g bulunmus olup ¢alisma sonuglariyla benzerlik gostermektedir.
Yapilan literatiir arastirmasinda Antep, Malatya ve Maras peynirlerinde enterokok
sayilarint belirten bir aragtirmaya rastlanmamistir. Bu sebeple elde edilen sonuglar
benzer peynirler baz alinarak degerlendirilmistir.

Bulut (2011), salamurada olgunlastirilan ve pastorizasyon islemi uygulanarak
tiretilen beyaz peynirde olgunlasma periyodu sonucunda enterokok sayisini 5,22 +
0,14 log kob/g olarak bulmustur. Bu sonug tez ¢alismasinda elde edilen sonuglarla
kiyaslandiginda Urfa peynirinden elde edilen sonuclarla benzerlik gostermektedir.
Colombo vd. (2010), ¢ig siitten geleneksel yollarla iiretilmis italyan kegi
peynirindeki enterokok sayisini olgunlagsma periyodu sonunda 6.8 + 0.6 log kob/g
olarak belirlemistir. Aragtirmacinin bildirdigi deger tez calismasinda elde edilen
Antep, Malatya ve Maras peynirlerinden elde edilen sonuclarla benzerlik
gostermektedir. Diger yandan, Renye vd. (2008) yari-sert oOzellikteki Meksika
peynirinde olgunlasma sonunda enterokok sayisini ortalama olarak 7,49 + 0,35
olarak tespit etmis olup bu degerin ¢alisma sonuglarindan daha yiiksek oldugu
saptanmustir.

Tez ¢alismasinda elde edilen degerler ile diger calismalar arasindaki farkliliklarin ¢ig
stitiin baglangictaki mikroorganizma yiikiiniin farkli olmasi, telemeye uygulanan
haslama isleminin 1s1 ve siiresi ile salamuranin tuz miktarindaki farkliliklardan

kaynaklandig1 diistiniilmektedir
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4.2 Enterococcus spp. izolasyon Sonuclar

Arastirma kapsaminda 20 adet peynir Orneginden Antep peynirinden 23, Urfa
peynirinden 22, Malatya peynirinden 21 ve Maras peynirinden 18 adet olmak iizere
toplam 84 sus izole edilmis (Cizelge 4.2) ve yukaridaki kriterlere gore segilen 84
izolatn  hepsi  Enterococcus spp. olarak  degerlendirilmistir.  izolatlarin
numaralandirilmasinda ise peynirin numarasi ve o peynire ait izolatin sirast dikkate
alinmigtir. Orne@in 3 numarali peynirden izole edilen ve Enterococcus spp. olarak
degerlendirilen 2. izolat P3E2 seklinde kodlanmustir.

Cizelge 4.2: Calisma kapsaminda izole edilen enterokoklarin izolasyon kaynagi ve

Sayisi
izolasyon kaynag izolat Kodu izolat Sayis1
Antep peyniri P[E[, P1E2, P1E3, P1E4, P1E5,
PoEi, P:Es, P2Es, PyEs4, PiEs, 23

P:E., PsE», PsEs, PsEi, PuFs,
PuEs, PiEs, PiEs, PiEs, PsEi,
PsE,, PsEs, PsE4, PsEs

Urfa peyniri PcEi1, PsEs, PsEs, PcE4, PeEs,
PsE,, P;E,, P;Es, P;E4, P;Es, 22
PsE1, PsE;, PsEs, PsEs, PsEs,
PoE1, PoEa, PoE;, PoEs, PoEs,

P1oE1, PioE2
Malatya peyniri PuEi;, PuEs, PuEs, PikEs,
P;Es, PpE;, PpE;, PpE;,
PEs, PisEi, PisEa, PisEs, 21

Pi3Es, Pi3Es, PuEr, Pubs,
P14E3, P14E4, PisEq, PisEs, PisE;

Maras peyniri PisE1, PicEs, PigEs, PigEs,
Pi7E1, P17E2, PiiE;,  PigEs, 18
Pi7Es, PisEi,  PisEa, PisEs,
PioE1, PioEa, PxEi, PykEa,
P3oE3, PaoE4

4.3 MALDI-TOF-TOF-MS Biotyper Tanimlama Sonuglar1

On tamimlamas1 yapilan ve cins bazinda enterokok olarak tanimlanan 84 izolatin

tamami tiir diizeyinde tanimlanmistir. Tamami Enterococcus tiirleri olarak
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tanimlanan izolatlarin MALDI-TOF-TOF-MS Biotyper sonuglar1 detayli olarak
Cizelge 4.3 de verilmistir.

Cizelge 4.3: Enterokoklarin MALDI-TOF-TOF-MS Biotyper tanimlama sonuglari
ve gliven araliklar

Tanmimlama sonucu GA Tamimlama sonucu GA
E. faecium (P,E)) 2,526 E. faecium (P¢E)) 2,165
E. faecium (P,E,) 2,495 E. faecium (P¢E,) 2,596
E. faecium (P,Es) 2,327 E. faecium (P4Es) 2,376
E. faecium (P,Es) 2,528 E. faecium (P¢Es) 2,611
E. faecium (P;Es) 2,573 E. faecium (P¢Es) 2,441
E. faecium (P.E;) 2,306 E. durans (PsE)) 2,334
E. faecium (P;E,) 2,403 E. faecium (P7E,) 2,433
E. faecium (P;Es) 2,585 E. faecium (P7E3) 2,523
E. faecium (P2E4) 2,454 E. faecium (P7E4) 2,485
£ | E. faecium (P,Es) 2,467 IE E. faecium (P;Es) 2,498
£ | E. faecium (P;E;) 2,090 | 2z | E.durans (PsE) 2,303
% E. faecalis (P3E,) 2,196 | & | E.durans (PsE>) 2,360
g |E thailandicus (P;Es) 2,083 | 5 |E.durans (PsEs) 2,380
< | E. faecalis (P4E)) 2,455 E. durans (PsE4) 2,370
E. faecium (P4E,) 2.487 E. faecium (PsEs) 2,403
E. faecium (P4Es) 2,470 E. faecium (PoE)) 2,313
E. faecalis (P4E4) 2,352 E. faecium (PoE,) 2,358
E. faecalis (P4Es) 2,008 E. faecium (PoE;) 2,346
E. faecalis (PsE:) 2,349 E. faecium (PoE4) 2,367
E. faecium (PsE») 2,411 E. faecium (PoEs) 2,599
E. faecalis (PsEs) 2,014 E. durans (PyoE)) 2,405
E. faecalis (PsE4) 2,330 E. casseliflavus (P1oE2) 2,127
E. faecium (PsEs) 2,408
E. faecalis ( P11E)) 2,392 E. durans (PiE)) 2,350
E. faecalis ( P11E2) 2,429 E. durans (PiE2) 2,384
E. faecalis ( P11E3) 2,385 E. durans (P16E3) 2,214
E. faecalis ( P11E4) 2,323 E. faecium (P6E4) 2,375
-« | E. faecalis ( P1:Es) 2,439 E. faecalis (P17E)) 2,152
2 | E. gallinarum (P1:E)) 2,375 | £ |E. faecalis (Pi7E2) 2,429
2. | E. gallinarum (P12E,) 2,314 % E. faecalis (P17E3) 2,335
£ | E. gallinarum (P1,Es) 2,346 | = | E. faecalis (P17Es) 2,301
c—; E. gallinarum (P12E4) 2,311 § E. faecalis (P17Es) 2,234
= | E.faecalis (PsE1) 2366 | = |E. durans (PsE)) 2,183
E. faecalis (P13E>) 2,409 E. casseliflavus (PisE») 2,336
E. faecalis (P13E3) 2,377 E. faecalis (P1sEs3) 2,228
E. faecalis (Pi3E4) 2,365 E. faecalis (P19E1) 2,424
E. faecalis (P13Es) 2,397 E. faecalis (P19E>) 2,350

35



Cizelge 4.3 (devam): Enterokoklarin MALDI-TOF-TOF-MS Biotyper tanimlama
sonuglar1 ve giliven araliklar1

E. faecalis (P14E)) 2,335 E. durans (PyE:) 2,226
‘£ | E. faecalis (Pi4E») 2,360 | = | E.durans (PyE>) 2,326
=. | E. faecalis (P14Es) 2,300 | E | E. casseliflavus (PxEs) 1,992
= | E. faecalis (P1sEs) 2,207 % E. durans (P2oEs) 2,414
§ E. faecalis (P1sE:) 2219 | £
§ E. faecalis (PisE2) 2,300 | =

E. faecalis (P1sE3) 2,184

MALDI-TOF-TOF-MS sonuglarina gore 84 izolatin 32’si Enterococcus faecalis,
31’1 E. faecium, 13’1 E. durans, 4’1 E. gallinarum, 3’1 E. casseliflavus ve 1’1 de E.
thailandicus olarak tanimlanmustir (Cizelge 4.4).

Cizelge 4.4: Tanimlanan enterokok tiirleri ve toplamdaki say1 ve yiizdeleri.

Bakteri tiirii Izolat sayis1 Izolat orami (%)
Enterococcus faecalis 32 38,09
Enterococcus faecium 31 36,90
Enterococcus durans 13 15,48
Enterococcus gallinarum 4 4,76
Enterococcus casseliflavus 3 3,57
Enterococcus thailandicus 1 1,20

Her bir peynir farkli farkli degerlendirildiginde ise en fazla tiir cesidi Maras ve Antep
peynirlerinde elde edilmistir. Peynir gruplarina gore tiirlerin dagilimi ise Cizelge
4.5’de verilmistir.

Enterokoklarin peynir mikroflorasinda canliligini siirdiirebilmesinin en biiylik nedeni
diisik pH ve yliksek tuz konsantrasyonlarina dayanabilmesidir (Klein, 2003).
Geleneksel yollarla iiretilen Antep, Urfa, Malatya ve Maras peynirleri gibi sikma
peynirlerinin hijyenik olmayan kosullarda ve ¢ig siitten iiretilerek yiiksek tuz
konsantrasyonlarinda olgunlastirilmasi1 enterokoklarin gelisimini desteklemektedir
(Giraffa, 2003). Olgunlasma esnasinda gelisimlerini siirdiiren ve telemede ilk olarak
4-6 log kob/g diizeylerinde bulunan enterokoklar olgunlagsma periyodu sonunda 5-7
log kob/g diizeylerine kadar c¢ikabilmektedir (Franz vd., 1999). Enterokoklar,
Akdeniz kusaginda ozellikle ¢ig siitten geleneksel yollarla iiretilen peynirlerde bol
miktarda bulunmaktadir (Giraffa, 2003). Peynirde bulunmalar1 her ne kadar fekal
kontaminasyonu ifade etse de olgunlasma periyodunda tat ve aroma bilesenleri
olusturarak peynirin organoleptik 6zelliklerini iyilestirmektedir (Moreno vd., 2006).

Enterokoklar arasinda peynirde en c¢ok bulunan tiirler sirasiyla Enterococcus
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faecium, E. faecalis ve E. durans’dir (Franz vd., 1999; Giraffa, 2003). Tez ¢alismasi
kapsaminda da tanisi yapilan 84 izolatin 76 tanesinin bu ii¢ tiire ait suslar oldugu
tespit edilmistir.

Cizelge 4.5: Peynir gruplar1 ve enterokok dagilimlari.

Antep peyniri Izolat sayisi Izolat oram (%)
Enterococcus faecium 15 65,22
Enterococcus faecalis 7 30,43
Enterococcus thailandicus 1 4,35
Urfa peyniri

Enterococcus faecium 15 68,18
Enterococcus durans 6 27,27
Enterococcus casseliflavus 1 4,55
Malatya peyniri

Enterococcus faecalis 17 80,95
Enterococcus gallinarum 4 19,05
Maras peyniri

Enterococcus faecalis 8 44,44
Enterococcus durans 7 38,89
Enterococcus casseliflavus 2 11,11
Enterococcus faecium 1 5,56

Enterokoklarm dogal yasam ortamn memeli hayvanlarin bagirsaklaridir. insan
diskisinda enterokok tiirleri arasinda dominant olarak bulunan E. faecalis disinda E.
faecium, E. hirae, E. avium ve E. durans tiirlerinin de bulundugu bildirilmektedir
(Gelsemino vd., 2002). Ayrica, memeli hayvanlarin digkisindan daha az sikliklarla
enterokoklar izole edilebilmektedir. Bunlar arasinda E. faecium inek bagirsagindan
en ¢ok izole edilen tiir olup bunu E. faecalis, E. hirae ve E. casseliflavus tiirleri takip
etmektedir (Devriese vd., 1992). E. gallinarum tiirii 6zellikle vankomisine karsi
gosterdigi direng nedeniyle bir¢ok hastane enfeksiyonundan izolasyonu miimkiindiir
ve zaman zaman insan bagirsak mikrobiyatasinin da bir parcasi olabilmektedir ve
dolayisiyla digkidan izole edilebilmektedir (Narciso-Schiavon vd., 2015). Son olarak,
E. thailandicus ilk olarak Tayland’da sosisten izole edilmistir. Insan diskis1 kaynakli
oldugu diistiniilen E. thailandicus molekiiler genetik olarak %99.3-%99.6 gibi biiyiik
oranda E. hirae ile benzerlik gosterdigi bilinmektedir (Tanasupawat vd., 2008).

Calismada elde ettigimiz sonuglar literatiir bilgileri ile kiyaslandiginda E. faecalis, E.
faecium tiirlerinin hem insan diskisindan hem de memeli hayvan digkisindan bulagsma
ihtimallerinin olmasindan dolayr dominant mikrofloranin bu iki tiir tarafindan
olusmasi sasirtici bir sonug degildir. Ote yandan, baskin olmayan mikrofloranin

basinda gelen E. durans, E. casseliflavus, E. gallinarum ve E. thailandicus tiirlerinin
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insan kaynakl1 bir fekal bulasi olmasindan dolay1 direkt veya indirekt olarak insan
diskisindan bulasmasi sonucu siite, oradan telemeye, oradan da peynire gectigi
distiniilmektedir.

Geleneksel Urfa peynirinde yapilan bir ¢aligmada Uraz vd. (2008) elde ettigi 80
laktik asit bakterisi izolatinin 37’sini Enterococcus spp. olarak tanimlarken, bunlarin
26’s11 (%70,27) E. faecalis, 5’ini E. faecium (%13,51) ve 1’ini de E. hirae (%2,70)
olarak tamimlamistir. Uraz vd. (2008) tarafindan elde edilen sonuglar g¢alisma
sonuclariyla benzerlik gosterse de hakim enterokok florasini tez c¢aligmasinda E.
faecium ve E. durans olusturmasi bakimindan farklilik géstermektedir.

Urfa peynirinde yapilan bir baska ¢alismada ise Kirmaci vd. (2016), izole ettigi
laktik asit bakterilerini 16S rRNA dizi analizi ile tanimlamis ve aralarindan izole
ettigi 70 Enterococcus spp. tiiriinde baskin floray1 E. faecium (%40,00), E. durans
(%32,85) ve E. faecalis (%18,57) tiirlerinin olusturdugunu bildirmis ve bunlara ek
olarak da az sayida izolat1 E. lactis (%5,71) ve E. hirae (%2,81) olarak tanimlamistir.
Arastirmacinin tespit ettigi sonuglar tez sonuglariyla karsilastirildiginda baskin
mikroflora bakimidan benzerlik gdsterse de azinligi olusturan tiirler bakimindan
farkliliklar gostermektedir.

Literatiirde Antep, Malatya ve Maras peynirlerinden enterokok ve/veya laktik asit
bakterisi izolasyonu ile ilgili herhangi bir calismaya rastlanmamistir. Bu sebeple
calisma sonuglar1 benzer peynirler baz alinarak degerlendirilmistir.

Geleneksel olarak inek siitii kullanilarak ¢ig siitten elde edilen ve telemesi haglanan
Piko peynirinde sekanslama ile yapilan tan1 sonucunda elde edilen 84 izolatin 81’inin
Enterococcus faecium, 2’sinin E. pseudoavium ve 1’inin de E. italicus olarak
tanimlandig: bildirilmektedir (Domingos-Lopes vd., 2017). Sonuglar tez sonuglari ile
karsilastirildiginda hakim enterokok tiirii bakimindan benzerlik gostermekte, diger
tiirler bakimindan ise farklilik géstermektedir.

Aquilanti vd. (2007) Pecerino peynirinden izole ettigi 43 enterokok tiiriiniin fenotipik
karakterler baz alinarak yapilan identifikasyonu sonucu 24’{inii E. faecium (%55,81)
ve 19’unu ise E. faecalis (%44,19) oldugunu bildirmektedir. Sonuglar tez sonuglari
ile kiyaslandiginda dominant tiirler bakimindan benzerlik gostermektedir.
Durlu-Ozkaya vd. (2001) Ankara ilinden toplanan ve geleneksel yollarla ¢ig siitten
tiretilmis beyaz peynir 6rneklerinden izole ettigi enterokoklart SDS-PAGE ydntemi
ile tanimlamig, baskin enterokok mikroflorasinin sirasiyla E. hirae (%54,34), E.

faecium (%32,60) tiirlerinden olustugunu ve baskin olmayan enterokok
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mikroflorasinin ise sirasiyla E. faecalis (%8,69) ve E. durans (%4,35) tarafindan
olustugunu bildirmistir. Bu sonuclar tez sonuclariyla karsilastirildiginda hem baskin
hem baskin olmayan enterokok mikroflorasi bakimindan farklilik gostermektedir.
Tez ¢alismasinda E. hirae hi¢ izole edilmezken baskin mikrofloray1 E. faecium, E.
faecalis ve E. durans olusturmaktadir.

Ispirli (2016) tarafindan yapilan ¢alismada Erzurum tulum peynirlerinden elde edilen
enterokok izolatlar1 16S rRNA dizi analizi ile tanimlanmis ve baskin mikrofloranin
E. faecium (%61,61) ve E. faecalis (19,64) tiirlerinden olustugu, baskin olmayan
mikrofloranin ise sirasiyla E. italicus (%8,03), E. thailandicus (%5,36), E. hirae
(%3,57) ve E. mundtii (%1,78) tiirlerinden olustugu bildirilmistir. Arastirmacinin
elde ettigi sonuclar ile tez calisma sonuglari kiyaslandiginda baskin mikroflora
bakimindan E. durans tirii hari¢ benzerlik gosterirken baskin olmayan
mikrofloradaki en biiyilik benzerlik E. thailandicus tiiriiniin varligi olmustur.

Ispirli vd. (2017) tarafindan yapilan bir diger ¢alismada ise beyaz peynirden 12 adet
enterokok izole edilerek sekanslama sonucunda tanimlanmis ve bunlar arasinda
baskin mikrofloranin E. durans (%41,67) ve E. faecalis (%33,33) tiirleri tarafindan
olustugu goriliirken baskin olmayan tiirler arasinda ise E. faecium (%8,33), E.
gallinarum ve E. italicus (%8,33) yer almistir. Bu sonuglar tez sonuglari ile
kiyaslandiginda en dikkat ¢ekici bakteri tiiriiniin her iki calismada da baskin olmayan
mikroflorada ortak olan E. gallinarum oldugu goriilmektedir.

MALDI-TOF-MS veya MALDI-TOF-TOF-MS yontemleri kullanilarak peynirden
izole edilip tanimlanan sadece 2 ¢alismaya rastlanmistir. Nacef vd. (2017) peynirden
izole ettigi 67 izolattan yalnizca 2 tanesini enterokok olarak tanimlarken iki izolat da
E. devriesei olarak tammlanmistir. Ote yandan, Dogan ve Ozpmar (2017),
Tiirkiye nin ¢esitli bolgelerinden topladigr 40 farkli peynirden 43 adet enterokok
izole ederken bunlarin tamamim E. faecium olarak tanmimlamistir. Bu sonuglar tez
calismasiyla kiyaslandiginda tanimlanan tiir ¢esidinin azligi bakimindan oldukca
farklilik gostermektedir.

Peynir gruplari arasinda izole edilen tiirlerin farkli olmasinin en biiyiik sebebinin
kontaminasyon kaynagi oldugu diisiintilmektedir. Bunun yani sira MALDI-TOF-MS
yontemi altin standart olarak kabul edilen 16S rRNA dizi analizi ile elde edilen
sonuglar kadar kesinlik tasimamaktadir. Dolayisiyla giiven seviyesi diigilk olan

tiirlerde tanimlama %100 kesin degildir.

39



MALDI-TOF-MS yontemi ve tiirevleri bakteri izolatinin protein parmak izinin
veritabanindaki verilerle kiyaslanmasini baz alarak bakteri tanimlamasi yapmaktadir
(Steensels vd., 2011). Yapilan ¢alismalar sonucunda MALDI-TOF-MS yo6nteminin
biyokimyasal yontemlerden ¢ok daha iyi sonu¢ verdigi ancak genotipik yontemler
kadar her bakteri tiirii ve alttiiriinde basarili olmadig1 goriilmiistiir (Bareika vd.,
2017). Elde edilen bakteri spektrumlar1 sistemde kayitli olan verilerle kiyaslanarak
bir giiven aralig1 (GA) elde edilmektedir. Skor ¢aligmalara gore degismekle birlikte
genellikle birbirine yakin olmaktadir. Ornegin Van Veen vd. (2010) GA > 2,0
degerini tiir bazinda dogru, 2,0 > GA > 1,7 degerini cins bazinda dogru kabul
ederken, 1,7 > GA degerini ise dogru bir tanimlama olarak kabul etmemektedir.

Tez caligsmasi sonuglarina gore, giivenirlilik sinirt Van Veen vd. (2010) tarafindan
kullanilan sinir dogru kabul edildiginde GA > 2,0 skorunu saglayan 83, 2,0 > GA >
1,7 degerini saglayan ise 1 izolat bulunmaktadir. Bu sonuglar 1s18inda cins bazinda
tanimlama da 84 izolatin 84 tanesi de dogru tanimlanarak %100’liik basar1 sonucu
elde edilmistir. Bu veriler MALDI-TOF-TOF-MS Biotyper ile tanimlama 6ncesinde
gerceklesen morfolojik testler, Gram ve katalaz reaksiyonlari ile desteklenmektedir.
Nitekim tanimlama 6ncesinde 84 saf bakteri izolati da Gram pozitif, katalaz negatif
reaksiyon verirken, morfolojik olarak kok seklinde goriilmiistiir. Sonuglar tiir bazinda
incelendiginde ise 84 izolattan 83 tanesi GA > 2,0 skorunu saglarken %98,81°lik bir
basari elde edilmistir.

Ote yandan, Nacef vd. (2017) tarafindan degerlendirilmeye alinan giiven araligi
referans alindiginda cins ve tiir diizeyinde elde edilen basar1 oranlar1 degismektedir.
Cizelge 4.6’da detayli bir sekilde verilen agiklamalar MALDI-TOF-TOF-MS
Biotyper cihazinin tedarik¢isi tarafindan da Onerilmektedir (Bruker Daltonik,
Karlsruhe, Germany).

Cizelge 4.6: MALDI-TOF-TOF-MS Biotyper cihazinin giiven araliklarinin

anlamlari.
Giiven Arahg Tanim Sembol Renk
2,300 — 3,000 Cok yiiksek ihtimalli tiir +++ Yesil
tanimlamasi
2,000 - 2,299 Cins bazinda kesin tanimlama, ++ Yesil
yiiksek ihtimalli tiir tanimlamasi

1,700 — 1,999 Yiksek ihtimalli cins tanimlamasi + Sari
0,000 - 1,699 Giivenilir olmayan tanimlama - Kirmizi
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Cizelge 4.6°da verilen giiven araliklar1 baz alinarak yapilan degerlendirme sonucuna
gore elde edilen bulgular Cizelge 4.7°de verilmistir. Sonuglar degerlendirildiginde
izolatlarin % 78,57’si 3,000 > GA > 2,300, %19,05’s1 2,300 > GA > 2,000 araliginda
bulunurken, 1,999 > GA > 1,700 araliginda yalnizca bir izolat tanimlanmistir. Bu
aralikta tanimlanan Enterococcus casseliflavus morfolojik olarak kok seklinde
gozlemlenirken, Gram pozitif ve katalaz negatif reaksiyon vererek cins diizeyinde
MALDI-TOF-TOF-MS Biotyper sonucuyla ortiigmektedir.

Cizelge 4.7: MALDI-TOF-TOF-MS Biotyper cihazinin giiven araliklarina gore
tanimlanan izolat sayilari.

GA Antep peyniri Urfa peyniri Malatya peyniri  Maras peyniri  Toplam
2,300-

3000 18 20 18 10 66
2.000-
00 5 2 3 7 17
1.700-
1,999 - 1 !

MALDI-TOF-MS tanimlamasinda iyonlar molekiiler kiitle (m) / yik (z) orani ve
bagil yogunluklarina gore ayrilmaktadir. Her bakteri tiirline 06zgii olan bu
karakteristik 6zellikler ise daha sonra cihazin veritabanindaki referans spektrumlarla
karsilastirilmaktadir. izolatlardan elde edilen ve karsilastirmalar1 yapilan spektrumlar

Sekil 4.1,4.2,4.3,4.4,4.5 ve 4.6’ da verilmistir.

- Emesoaocous faecalis D5MI0ATET JUG
1.5 T T

Lt LU U

08 4 4

Sekil 4.1: Enterococcus faecalis DSM 20478T susuna ve P4E1 izolatina ait spektrum.
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Enterscoccus gallinarum D5M 20628T JUG
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Sekil 4.4: Enterococcus gallinarum DSM 20628T susuna ve P12E2 izolatina ait

spektrum.

Enwrococcus canneliflavus D3M TIT2 DEM
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Sekil 4.5: Enterococcus casseliflavus DSM 20628T susuna ve PisE3 izolatina ait
spektrum.
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Enterococcus thailandicus DSM 21TETT JUG
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Sekil 4.6: Enterococcus thailandicus DSM 21767T susuna ve P3Es izoaltina ait
spektrum.

4.4 Peynir Orneklerinin Kimyasal Analiz Sonuclar

Yirmi adet peynir 6rnegine ait elde edilen bazi kimyasal 6zelliklere iligskin analiz
sonuclar1 Cizelge 4.8’de verilmistir. Tez ¢aligmasinda elde edilen sonuglar ile peynir
gruplarinin kendi arasindaki istatistiki sonuglari Duncan testi kullanilarak yapilmis
ve Cizelge 4.9°da verilmistir.

Cizelge 4.9’da peynir gruplarinin kurumadde igerikleri incelendiginde gruplar
arasinda istatistiki agidan 6nemli bir farka rastlanmamustir.

Numuneler tespit edilen protein degerlerine gore karsilastirildiginda ise en biiytlik
farkin Antep, Maras ve Malatya peynirlerinde oldugu saptanmistir (p<0,05). Ote
yandan, Maras ve Urfa peynirleri ile Antep ve Urfa peynirleri protein igerikleri
bakimindan birbirlerine benzerlik gostermektedir. Aradaki farkliligin ise kuru madde
oranlart istatistiki agidan farkli olmadigindan dolay1 kullanilan siitlin ¢esidinden ve
tiretim tekniklerindeki ufak farkliliklardan oldugu diisiiniilmektedir.

Incelenen peynirler yag igerikleri bakimindan kiyaslandiginda en biiyiik farkliligin
Urfa ve Malatya peynirlerinde oldugu gériilmektedir (p<0,05). Ote yandan, Antep ve

Maras peynirleri yag igerikleri bakimindan birbirlerine benzer bulunmustur.
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Aragtirma bulgular1 arasindaki farkliliklarin iiretim tekniginin farklilik gostermesi ve

kullanilan siitiin ¢esidine bagl olarak kaynaklandig: diisiiniilmektedir.

Cizelge 4.8: Peynir 6rneklerinin kimyasal analiz sonuglari.

Ornek Kurumadde Protein Yag Tuz Kiil Asitlik pH

(%) (%) (%) (%) (%) (%)
Antep Peyniri
P1 58,93+0,07 27,40£0,20  26,00+£0,00 6,29+0,15  8,12+0,02  0,4320+0,036  5,48+0,05
P2 57,96+0,02 26,63+0,24  23,00+£0,00 2,80+0,16  8,04+0,05  0,3600+0,036 5,24+0,02
Ps3 51,31+0,11 23,66+0,12  20,00+0,50 2,92+0,07  5,72+0,07  0,6116+0,000 5,65+0,01
P4 63,45+0,05 28,75+0,05 27,00+1,00 2,69+0,10  6,24+0,09  0,5037+0,072  5,74+0,00
Ps 57,45+0,10 25,45+0,09 24,00+0,00 2,05+0,22  7,89+0,13  0,4320+0,000 5,46+0,04
Ortalama 57,82+4,34 26,38+1,93  24,00+2,74 3,35+1,68  7,20+1,13  0,4679+0,095 5,51+0,19
Urfa Peyniri
Ps 49,5940,13 22,78+0,12  14,00+0,50 11,24+0,21 10,23+0,16 0,3600+0,036 5,72+0,03
P7 50,50+0,09 23,54+0,24  15,00+£0,00 9,89+0,07  10,40+0,11 0,4320+0,036 5,65+0,01
Ps 58,02+0,14 23,95+0,27 23,50+0,00 9,52+0,09  8,71+0,09  0,4320+0,036 5,57+0,02
Py 61,03+0,27 28,74+0,22  25,50+0,50 8,62+0,12  9,47+0,06  0,5040+0,072 5,67+0,00
Pwo 48,60+0,16 20,72+0,10  16,00+£0,50 9,07+0,17  7,75+0,13  0,3240+0,000 5,73+0,01
Ortalama  53,55+5,60 23,95£2,95 18,80+5,30  9,67+1,00  9,31+1,10  0,4104+0,070  5,66+0,06
Malatya Peyniri
Pu 50,36+0,06 19,48+0,16  23,50+0,50 5,71+0,02  6,17+0,07  0,3600+0,000 5,60+0,01
P12 57,94+0,17 20,79+0,22  33,00+0,00 3,42+0,11  4,47+0,16  0,3240+0,072 5,68+0,03
P13 55,54+0,38 19,46+0,19  24,00£0,00 8,90+0,16  9,94+0,14  0,2520+0,036 5,72+0,00
P14 61,60+0,20 21,24+0,31 27,00+£0,50 9,24+0,27  11,58+0,15 0,2880+0,036 5,74+0,03
Pis 57,55+0,05 21,04+£0,19 30,00+0,00 4,10+0,07  5,12+0,09  0,3600+0,108 5,62+0,01

Ortalama  56,60+4,11 20,40+0,87  27,50+4,03  6,27£2,69  7,46+£3,13  0,3168+0,046  5,67+0,06

Maras Peyniri

P16 59.74+0,04  22,78+0,12 30,0£0,50  2,74%0,07  3,70£0,06 _ 0,5400£0,000 5,67+0,02
P17 52,66£036  25.85:031 21,020,00  2,60£0,03  3,14£0,09  0,2880+0,036 5,80+0,03
Pis 57754039 22,600,226 28,5+0,00  3,42+0,15  4.84+0.18  0,2160£0,036 5,83+0,01
P 46,874027  22,16£0,13 15,0£0,50  2,14+0,08  2,96+0,04  0,2520+0,000 5,81+0,00
P2 51,8840,09  23,174£0,07 22,5+0,00  2,81£0,09  3,27+0,08  0,2880+0,072 5,77+0,02

Ortalama _ 53,75+5,09 23,31+£1,46  23,40+£6,06  2,74+0,46  3,58+0,75  0,3168+0,128 5,77+0,06

Cizelge 4.9: Peynir gruplarina ait bazi kimyasal 6zelliklerin Duncan testi ile

karsilastirilmasi.
Peynir Kurumadde Protein Yag Tuz Kiil Asitlik pH
cesidi (%) (%) (%) (%) (%) (%)
Antep 57,82+4,34*  26,38+1,93*  24,0042,74™  3,35£1,68*  7,20+1,13* 0,4679+0,0951*  5,51+0,19*
peyniri
Urfa 53,55+5,60°  23,95+2,95®  18,80+530°  9,67+1,00° 9,31=1,10° 0,4104+0,0702*  5,660,06
peyniri
Malatya  56,60£4,11°  20,40+0,87°  27,50+4,03°  6,27+2,69°  7,46+3,13° 0,3168+0,0469°  5,67+0,06°
peyniri
Maras 53,7545,09°  23,31£1,46°  23,40+6,06 2,74£0,46*  3,58+0,75" 0,3168+0,1283°  5,77+0,06°
peyniri

*: Aynui siitiinda farkli harflerle gosterilmis sonuglar istatistiki olarak birbirinden farklidir (p<0,05).

Incelenen peynir érneklerinin tuz igerikleri karsilastirildiginda birbirine en yakin iki
grup Maras ve Antep peynirleri olurken istatistiki agidan en biiylik fark bu iki peynir
ve Urfa peyniri gruplari arasinda gozlenmistir (p<0,05). Tuz igeriginin farklh
olmasinin sebeplerinin ise liretimde kullanilan tuz miktar1 ve olgunlagma sartlarina

gore degistigi digiiniilmektedir.
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Kiil degerleri incelendiginde ise Maras peynirinin Antep, Urfa ve Malatya
peynirlerinden farklilik gosterdigi goriilmektedir (p<0,05). Birgok arastirmaci da
peynirde tuz oraninin artmasiyla kiil miktarinin da artig gosterdigini bildirmektedir
(Ardig, 2003; Tekingen 2001). Dolayistyla kiil miktarindaki degisikligin sebebinin
tuz miktarlariin farkli olmasindan ve/veya peynire islenilen siitiin ¢esidinin farkl
olmasindan kaynaklandig diisiiniilmektedir.

Peynir gruplan titrasyon asitligi degerlerine gore kiyaslandiginda Antep ve Urfa
peynirleri arasinda 6nemli bir fark goriillmezken Antep peyniri ve Malatya ve Maras
peynirleri arasinda istatistiki acidan fark oldugu goriilmektedir (p<0,05). Gruplar
arasindaki farkliligin haslama sonrasinda biinyede kalan laktik asit bakterilerinin
faaliyetleri ve olgunlagsma kosullar1 oldugu diisiiniilmektedir.

Son olarak, peynir gruplar1 pH degerleri bakimindan incelendiginde Antep peynirinin
diger 3 peynir grubundan istatistiki agidan farkli oldugu goriiliirken (p<0,05) diger 3
peynir grubu arasinda bir fark goriilmemistir. Gruplar arasindaki farkliligin titrasyon
asitliginde oldugu gibi, laktik asit bakterilerinin faaliyetleri ve olgunlasma kosullar
oldugu diisiiniilmektedir.

4.4.1 Antep peynirlerinin kimyasal ozellikleri

Antep peynirlerinin bazi kimyasal 6zelliklerine iligkin minimum, maksimum ve
ortalama degerleri Cizelge 4.10°da verilmistir.

Cizelge 4.10: Antep peynirinin baz1 kimyasal 6zellikleri.

Ozellik Minimum Maksimum Ortalama
Kurumadde (%) 51,31+0,11 63,45+ 0,05 57,82 +£4,34
Protein (%) 23,66 +0,12 28,75+ 0,05 26,38 £ 1,93
Yag (%) 20,00 = 0,50 27,00 + 1,00 24,00 £2,74
Tuz (%) 2,05+0,22 6,29 +0,15 3,34+ 1,68
Kiil (%) 5,72 +0,07 8,12+0,02 7,20+ 1,13
Asitlik (%) 0,3600 + 0,036 0,6116 +0,00 0,4679 + 0,095
pH 5,24 + 0,02 5,74 + 0,00 5,51+0,19

Incelenen Antep peyniri &rneklerinde kurumadde miktar1 ortalama olarak 57,82 +
4,34 olarak tespit edilmistir. Bu deger Kaya (2002), Caglar (1998) ve Celikbilek
(2010) tarafindan bildirilen degerlerden daha yiiksektir. Sonuglar arasindaki
farkliligin oncelikle salamura tuz oran1 ve olgunlasma kosullarindan kaynaklandig:
diisiiniilmektedir. Nitekim % tuz igerikleri incelendiginde ¢alisma sonuglar1 Kaya

(2002) tarafindan elde edilen sonuglardan daha diisiik bulunurken Caglar (1998) ve
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Celikbilek (2010) tarafindan elde edilen sonuclarla benzerlik gostermektedir. Tuz
icerikleri benzerlik gosteren g¢alisma sonuglari arasinda ise farkliligin kullanilan
siitlin ¢esidinden, siitiin igleme metodundan ve olgunlasma kosullarindan oldugu
distiniilmektedir.

Incelenen peynir drneklerinin ortalama protein oranlari ortalama %26,38 + 1,93
olarak belirlendi. Bu sonuclar Caglar (1998) tarafindan bulunan sonuglardan ytiksek,
Kaya (2002) ve Celikbilek (2010) tarafindan tespit edilen sonuglarla benzerlik
gostermektedir. Aradaki farkin, tez ¢alisma sonuglarinda elde edilen kuru madde
degerinin daha yiiksek olmasi, peynire islenen siitiin ¢esidinin degisik olma durumu
ve olgunlasma kosullar1 oldugu diisiiniilmektedir.

Antep peyniri Ornekleri yag icerikleri bakimindan kiyaslandiginda ise yag igerigi
ortalama olarak %24,00 + 2,74 tespit edilmistir. Bu degerler Kaya (2002) ve
Celikbilek (2010) tarafindan bulunan degerlerle benzerlik gosterirken, Caglar (1998)
tarafindan bulunan ortalama degerlerden daha yiiksektir. Bu durum; peynir
yapiminda kullanilan siitiin ¢esidi ve bilesiminden kaynaklanabilecegi gibi tez
calismasinda tespit edilen kurumadde miktarinin daha yiliksek olmasindan dolay1 da
kaynaklanabilecegi diisiiniilmektedir.

Literatiirde kiil igeriklerini kiyaslayacak Antep peyniri ¢alismasina rastlanmamustir.
Dolayisiyla kiyaslama iiretim yoniinden benzerlik gosteren ve tuz igerigi istatistiki
acidan farkli bulunmayan Maras peyniri temel alinarak yapilmistir. Tekingsen ve
Nizamliogh (2003) kurumadde ve tuz oranini sirasiyla ortalama olarak %56,49 ve
%8,20 buldugu Maras peyniri grubunda kiil icerigini %7,48 olarak bulurken bu deger
tez calisma sonuglarindan yiiksek bulunmustur. Kiil igeriginin yiiksek ¢ikmasinin en
biiyiik sebebinin ise peynir gruplari arasindaki tuz iceriklerinin farkli olmasindan
kaynaklandig1 diistiniilmektedir.

Antep peyniri Ornekleri pH degerleri bakimindan kiyaslanacak bir ¢alisma
bulunmazken titrasyon asitligi bakimindan kiyaslandiginda, % laktik asit cinsinden
ortalama % 0,4679 + 0,0951 olarak bulunan asidite degeri Caglar (1998) tarafindan
bulunan degerlerden daha diisilk bulunmustur. Bunun en biiyiik sebebinin telemenin
haslanmasi sonucu biinyede kalan laktik asit bakterilerinin olgunlagsma esnasinda
laktozu kullanarak laktik asit liretmesinden kaynaklandig: diisiiniilmektedir. Bir diger
sebep olarak ise olgunlagsma kosullarinin ve % tuz miktarmin da bu duruma etki ettigi

distiniilmektedir.
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4.4.2 Urfa peynirlerinin kimyasal 6zellikleri

Urfa peynirlerinin bazi kimyasal O6zelliklerine ilisgkin minimum, maksimum ve
ortalama degerleri Cizelge 4.11°de verilmistir

Cizelge 4.11: Urfa peynirlerinin baz1 kimyasal 6zellikleri.

Ozellik Minimum Maksimum Ortalama
Kurumadde (%) 48,60 +0,16 61,03 £0,27 53,55 +£5,60
Protein (%) 20,72 +0,10 28,74 + 0,22 23,95+£2,95
Yag (%) 14,00 + 0,50 25,50 +0,50 18,80 = 5,30
Tuz (%) 8,62+0,12 11,24 £0,21 9,67 + 1,00
Kiil (%) 7,75+0,13 10,40 £0,11 9,31 +£1,10
Asitlik (%) 0,3240 £+ 0,000 0,5040 + 0,072 0,4104 + 0,07
pH 5,57 +£0,02 5,73 +0,01 5,66 +0,06

Incelenen Urfa peyniri rneklerinde kurumadde degerleri ortalama olarak %53,55 +
5,60 olarak tespit edilmistir. Elde edilen degerler Caglar vd. (1996), Atasoy (1999)
ve Yetisemeyen ve Yildiz (2003) tarafindan bulunan degerlerden daha yiiksektir.
Cizelge 4.11 incelendiginde Urfa peynirinin kurumadde degerleri oldukca
degiskenlik gostermektedir. Bu degiskenligin temel nedenlerinin peynire islenen
stitliin ¢esidi, kurumadde igerigi, olgunlasma kosullar1 ve iiretim teknikleri oldugu
diistiniilmektedir.

Incelenen Urfa peynirlerinde ortalama %23,95 + 2,95 olarak belirlenen protein
icerigi, Caglar vd. (1996) ile Yetisemeyen ve Yildiz (2003) tarafindan bulunan
degerlerden daha yiiksek, Ardi¢ (2003) tarafindan elde edilen degerlerle ise benzerlik
gostermektedir. Bu durumun, elde edilen kurumadde degerlerinin diger ¢alismacilar
tarafindan elde edilen degerlerden daha yiiksek olmasi ve peynire islenen siitiin kuru
madde iceriginin farkli olmasindan kaynaklanabilecegi diistintilmektedir

Incelenen Urfa peynirlerinin grubunun ortalama %18,80 + 5,30 olarak bulunan yag
degerleri, Caglar vd. (1996), Yetisemeyen ve Yildiz (2003) ile Atasoy (1999)
tarafindan bildirilen degerlerden daha diisiik oldugu tespit edilmistir. Bu durum, inek,
koyun ve kegi siitii gibi farkli yag oranlarina sahip siitlerin kullanilmasiyla veya
Ardigc (2003) tarafindan belirtildigi gibi telemeye uygulanan farkli haslama
sicakliklariin kismi yag kaybina sebep olmasiyla aciklanabilir.

Urfa peyniri Orneklerinin kiil degerleri ortalama % 9,31 + 1,10 olarak tespit
edilmistir. Bu degerler, Caglar vd. (1996) ile Yetisemeyen ve Yildiz (2003)
tarafindan bulunan degerlerden daha yliksek oldugu, Ardi¢ (2003) tarafindan elde
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edilen degerlerle ise benzerlik gosterdigi tespit edilmistir. Bunun temel nedeninin
peynirin grubunun tuz oranlarinin arastirmacilarin bildirdigi degerlerden farkl
olmasindan kaynaklandig1 disiiniilmektedir. Nitekim Urfa peynirinde bulunan
ortalama tuz oranlar1 Caglar vd. (1996) ve Yetisemeyen ve Yildiz (2003) tarafindan
bulunan degerlerden daha yiiksektir

Incelenen Urfa peynirlerinin laktik asit cinsinden toplam asitligi ortalama olarak
%0,4104 £ 0,0702 olarak tespit edilmistir. Elde edilen sonuglarin Ardig (2003)
tarafindan elde edilen sonucglardan yiiksek, Caglar vd. (1996), Yetisemeyen ve Yildiz
(2003) ile Atasoy (1999) tarafindan elde edilen degerlerden diisiik oldugu tespit
edilmigtir. Farkliliklarin en biiyiik sebebinin telemenin haglama sicaklik ve siire
normu oldugu diistiniilmektedir. Nitekim yiiksek sicakliklarda haglanan telemelerde,
telemede kalan laktik asit bakterileri sayica azalacagindan dolayr olgunlagma
periyodunda laktoz daha az miktarlarda kullanilacak ve bunun sonucunda laktik asit
miktar1 daha az olacaktir. Benzer sekilde, salamuradaki tuz oraninin da toplam asitlik
degerini etkileyecegi diisiiniilmektedir.

Incelenen Urfa peynirlerinin ortalama olarak 5,66 + 0,06 belirlenen pH degerleri
yapilan diger calismalarla kiyaslandiginda Ardi¢ (2003) tarafindan elde edilen
sonuglarla benzerlik gosterirken, Atasoy (1999) ile Yetisemeyen ve Yildiz (2003)
tarafindan elde edilen sonuclardan daha yiiksek oldugu tespit edilmistir. Bunun
nedeninin kullanilan ¢ig siitiin mikroorganizma yiikiiyle ve olgunlagsma periyodu ile
iligkili oldugu disiiniilmektedir. Nitekim pH degeri daha diisiik olan peynirlerin
baslangi¢ laktik mikroflorasinin, pH degeri yiliksek c¢ikanlara kiyasla daha yogun
oldugu varsayilmaktadir. Ayrica, telemenin haslama sicaklik ve siiresinin de bu
durumda etkili oldugu diisiiniilmektedir.

4.4.3 Malatya peynirlerinin kimyasal ozellikleri

Malatya peynirlerinin bazi kimyasal o6zelliklerine ait minimum, maksimum ve
ortalama degerleri Cizelge 4.12°de verilmistir.

Incelenen Malatya peyniri érneklerinin kurumadde degerleri ortalama olarak %56,60
+ 4,11 olarak belirlenmistir. Bu deger, Karatekin (2014) tarafindan yapilan ¢aligma
bulgularindan yiiksek olarak gozlemlenirken Golge ve Sahan (2008) tarafindan
yapilan c¢alisma sonuglar ile benzerlik gostermektedir. Golge ve Sahan (2008),
yaptiklar1 calismada inek ve koyun siitiinden elde edilen peynirleri ayri ayri

degerlendirmigler ve koyun siitinden elde edilen peynirlerin  kurumadde
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miktarlarinin daha yiiksek oldugunu bildirmislerdir. Calismada tespit edilen degerler
ile arastirmacilarin bildirdigi degerler arasindaki farkliligin kullanilan siitiin

¢esidinden oldugu diisiiniilmektedir.

Cizelge 4.12: Malatya peynirinin bazi kimyasal 6zellikleri.

Ozellik Minimum Maksimum Ortalama
Kurumadde (%) 50,36 + 0,06 61,60 + 0,20 56,60 + 4,11
Protein (%) 19,46 £ 0,19 21,24+ 0,34 20,40 £ 0,87
Yag (%) 23,50 £ 0,50 33,0+ 0,00 27,50 £4,03
Tuz (%) 3,42+0,11 9,24+ 0,27 6,27 +2,69
Kiil (%) 447+0,16 11,58 £0,15 7,46 + 3,13
Asitlik (%) 0,2520 + 0,036 0,3600 + 0,108 0,3168 + 0,046
pH 5.60 + 0,01 574+ 0,03 5,67+ 0.06

Incelenen Malatya peyniri Orneklerinin ortalama olarak %20,40 + 0,87 olarak
belirlenen protein igerigi, Karatekin (2014) ile Golge ve Sahan (2008) tarafindan elde
edilen arastirma bulgulartyla benzerlik gostermektedir.

Incelenen Malatya peyniri 6rneklerinin ortalama yag icerigi ortalama %27,50 + 4,03
olarak bulunurken bu deger Golge ve Sahan (2008) tarafindan koyun siiti
kullanilarak {iiretilmis Malatya peynirlerinden elde edilen sonuglarla benzerlik
gosterirken, Karatekin (2014) tarafindan yapilan ¢alisma sonuglarindan daha
yiiksektir. Bunun sebebinin kullanilan siitiin yag icerigi ve siitiin ¢esidi oldugu
diisiiniilmektedir. Nitekim Golge ve Sahan (2008), inek peynirinden yapilan Malatya
peynirlerinin yag icerigini koyun siitiinden yapilan peynirlere kiyasla yaklasik %38
oraninda daha az oldugu belirlemislerdir.

Ote yandan, ortalama 6,27 + 2,69 olarak bulunan % tuz miktar1 Karatekin (2014)
tarafindan yapilan ¢alisma bulgusuyla benzerlik gosterirken Golge ve Sahan (2008)
tarafindan elde edilen bulgulardan diisiik bulunmustur. Bunun sebebinin olgunlagsma
stiresi ve tiretim tekniklerinden kaynaklandig diisiintilmektedir

Literatiirde Malatya peynirinin kiil igerigini belirten bir ¢alismaya rastlanmadigindan
dolay1 kiyaslama Duncan testi sonucunda Malatya ve Maras peynirlerinin tuz
igerikleri yoniinden benzerlik gosterdiginden Maras peyniri baz alinarak yapilmstir.
Tekingen ve Nizamliogli (2003) tarafindan bulunan kiil igerigi ile tez ¢aligmasinda
elde edilen Malatya peynirinin kil igerigi birbirlerine benzerlik gostermektedir.
Incelenen Malatya peyniri 6rneklerinin toplam asitlik degeri ortalama %0,3168 +

0,0469 olarak saptandi. Elde edilen ortalama asitlik degeri, Golge ve Sahan (2008)
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tarafindan elde edilen sonuglarla benzerlik gosterirken, Karatekin (2014) tarafindan
elde edilen sonuclardan daha diisiikk bulunmustur. Farkliligin sebebinin haslama
sicakligi  ve olgunlasma siiresi oldugu diisliniilmektedir. Karatekin (2014),
olgunlagmanin 30. giiniinde toplam asitlik degerini % 0,5000 olarak tespit ederken bu
deger olgunlasma safhasinda artis gdstermistir. Ote yandan, siitiin ¢esidinin, i¢erdigi
laktik mikrofloradan dolay1 toplam asitlikte etkili oldugu diisiiniilmektedir. Golge ve
Sahan (2008), inek siitiinden yapilmis peynir drneklerindeki toplam asitlik degerini
koyun siitlinden yapilmis peynirlere oranla yaklasik 2 kat daha fazla oldugunu
bildirmislerdir.

Incelenen Malatya peyniri drneklerinde tespit edilen ortalama pH degeri 5,67 £ 0,06
olarak tespit edilirken bu sonu¢ Karaktekin (2014) ile Golge ve Sahan (2008)
tarafindan elde edilen sonuglarla benzerlik gostermektedir.

4.4.4 Maras peynirlerinin kimyasal ozellikleri

Maras peynirlerinin bazi kimyasal 6zelliklerine ait minimum, maksimum ve ortalama
degerleri Cizelge 4.13’de verilmistir

Cizelge 4.13: Maras peynirlerinin bazi kimyasal 6zellikleri.

Ozellik Minimum Maksimum Ortalama
Kurumadde (%) 46,87 £0,27 59,74 + 0,04 53,75+ 5,09
Protein (%) 22,16+0,13 25,85+ 0,31 23,31+ 1,46
Yag (%) 15,00 £ 0,50 30,00 + 0,50 23,40 £ 6,06
Tuz (%) 2,14+ 0,08 3,42+0,15 2,74 £ 0,46
Kiil (%) 2,96 £ 0,04 4,84+0,18 3,58 +0,75
Asitlik (%) 0,2160 + 0,036 0,5400 + 0,00 0,3168 0,128
pH 5,67 0,02 5,83 +£0,01 5,77 £ 0,06

Incelenen Maras peynirlerinin kurumadde igerikleri ortalama olarak %53,75 + 5,09
belirlenmis olup Tekingen (2005), Tekinsen ve Nizamlioglu (2003) ile Caglar vd.
(1998) tarafindan bulunan caligma sonuclariyla benzerlik gostermektedir. Peynirin
besleyici degeri hakkinda kabaca bilgi veren kuru madde miktar1 Maras peynirinde
genis sinirlar gostermektedir. Bu durum diger yoresel peynirlerde oldugu gibi
standart bir liretim tekniginin olmadigindan kaynaklanmaktadir.

Incelenen Maras peyniri drneklerinin protein igerigi ortalama %23,31 + 1,46 olarak
belirlenen degerler Caglar vd. (1998) tarafindan elde edilen sonuglardan daha

yiiksektir. Bunun sebebinin peynire islenen siitiin ¢esidinden kaynaklandigi
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diistiniilmektedir. Nitekim koyun ve kegci siitlerinin kuru maddedeki protein orani
inek siitline oranla daha fazladir.

Incelenen Maras peyniri orneklerinin yag icerigi ortalama %23,40 + 6,06 olarak
saptanmistir. Elde edilen degerler Caglar vd. (1998), Tekinsen (2005) ile Tekingen ve
Nizamlioglu (2003) tarafindan bildirilen sonuglarla benzerlik gostermektedir. Fakat
Maras peynir grubu Cizelge 4.8’de belirtildigi gibi yag icerigi bakimindan oldukca
degiskenlik gostermektedir. Bunun sebebinin peynire islenen siitlin ¢esidi ve haslama
sicakliginin farkli olmasindan kaynaklandig: diisiiniilmektedir.

Olgunlagma siirecinde peynirin kendine has tat ve aromasinin olusumunda, yapisal
Ozelliklerinin iyilestirilmesinde ve muhafazasinda rol oynayan tuz orani ortalama
olarak %2,74 + 0,46 tespit edilmis olup, Caglar vd. (1998) tarafindan elde edilen
sonuclarla benzerlik gosterirken, Tekingen (2005) ile Tekingen ve Nizamlioglu
(2003) tarafindan elde edilen sonuglardan diisiik oldugu gozlemlenmistir. Bunun
sebebinin salamuradaki tuz miktar1 oldugu diisiiniilmektedir.

Ek olarak, tuz miktarinin tez ¢alisma sonuglarinda az bulunmasinin % kiil oranlarina
da etki ettigi diisiiniilmektedir. Nitekim tez calismasinda ortalama %3,58 + 0,75
olarak bulunan kiil ortalamasi, tuz oraninin ortalama %8,20 bulundugu Tekingen ve
Nizamlioglu (2003) tarafindan elde edilen sonuglarla farklilik géstermektedir
Incelenen Maras peyniri 6rneklerinin toplam asitlik degeri ortalama %0,3168 + 0,128
olarak belirlenmistir. Elde edilen bu deger Tekingen (2005) ile Tekinsen ve
Nizamlioglu (2003) tarafindan elde edilen degerlere benzerlik gosterirken, Caglar
vd. (1998) tarafindan elde edilen degerlerden diisiik oldugu goriilmektedir. Bunun en
biiylik sebebinin telemeye uygulanan haslama sicaklik ve siirelerinin farkli olmasi ile
olgunlagma kosullarindaki farkliliklar oldugu diistintilmektedir.

Maras peynirlerinin pH degeri ortalama 5,78 + 0,06 olarak tespit edilmistir. Elde
edilen bu deger Tekingen ve Nizamlioglu (2003) tarafindan bildirilen degerlerden
daha ytiksektir. Diger taraftan, aragtirmada tespit ettigimiz ortalama pH degeri Golge
ve Sahan (2008)’in Elbistan yoresinde iiretilen benzer tipteki Kelle peynirinde tespit
ettikleri pH degeri (5,63 + 0,22) ile benzerlik gostermektedir. Aradaki farkliliklarin
sebebinin peynire iglenen siitiin ¢esidi, baslangic laktik mikroflora yiikii, haslama

sicaklik ve siiresi ve olgunlasma kosullart oldugu diisiiniilmektedir.
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5. SONUCLAR VE ONERILER

Bu tez ¢aligmasinda yoresel olarak {iretilen ve iiretim teknikleri bakimindan benzerlik
gosteren yoresel peynirlerde Enterococcus cinsi bakteriler izole edilerek tanimlanmis
ve tanimlamada MALDI-TOF-TOF-MS Biotyper yonteminin kullanilabilme durumu
incelenmistir. Ayrica, literatiirde telemesi haglanarak iiretilen yoresel peynirlerin
birbirleri arasinda istatistiki bir degerlendirmenin bulunmamasindan dolay1
peynirlerin kimyasal 6zellikleri de incelenerek birbirleriyle benzerlik ve farkliliklari
belirlenmistir. Tez calismasi kapsaminda elde edilen 6nemli sonuglar ve Oneriler
asagida belirtildigi sekilde siralanabilir:

Peynir gruplar1 arasinda enterokok sayist bakimindan Antep ve Urfa peynirleri
arasinda istatistiki agidan onemli fark tespit edilirken (p<0,05), Malatya ve Maras
peynirleri arasinda farkin 6nemli olmadigi belirlenmistir. Ayrica, Antep peynir
orneklerinin enterokok sayilari, Malatya ve Maras peynir 6rneklerinin enterokok
sayilar1 ile benzerlik gosterdigi tespit edilmistir. Enterokoklarin peynirdeki varligi
fekal bulasty1 gostermektedir. Peynirde olgunlagsma asamasinda her ne kadar tat ve
aroma verse de geleneksel yollarla iiretilen peynirlerin pastorize siitten, daha hijyenik
sartlarda tiretilmesi gerekmektedir.

Antep peynirinden 23, Urfa peynirinden 22, Malatya peynirinden 21 ve Maras
peynirinden 18 adet olmak iizere toplam 84 adet izolat elde edilmistir. zolasyon
sonrasi tiir diizeyinde identifikasyon MALDI-TOF-TOF-MS Biotyper yOntemi ile
yapilmistir. Tanimlama sonucunda izolatlarin cins diizeyinde tamami Enterococcus
spp. olarak tammlanmustir. Izolatlarm 66 tanesi 3,000 > GA > 2,300 araliginda
belirlenirken tiir diizeyinde %78,57°lik bir tanimlama bagaris1 elde edilmigtir
Enterokoklar gibi patojen suglart bulunan bakterilerde dogru taninin yapilmasi
elzemdir. Bu amag¢ dogrultusunda, izolatlarin kesin tanisinin yapilabilmesi i¢in 16S
rRNA bolgelerinin ¢cogaltilarak sekanslama isleminin yapilmasi gerekmektedir. Fakat,
biyokimyasal yontemlerden ¢cok daha dogru ve hizli sonug veren bu yontemin literatiir

ile kiyaslandiginda, enterokoklarin hizli tanisinda kullanilabilecegi goriilmistiir.



Ek olarak, MALDI-TOF-TOF-MS Biotyper yonteminin bakterileri 6zellikle cins
diizeyinde birbirinden ayirmak i¢in oldukca elverisli bir yontem oldugu ve
biyokimyasal testlere gore daha dogru ve hizli sonuglar verdigi ve cinsleri birbirinden
ayirmada RAPD-PZR yo6ntemine alternatif olarak kullanilabilecegi diistiniilmektedir.
Calismanin ikinci asamasi olarak peynir gruplarinin birbirleri arasinda bazi1 kimyasal
ozellikleri istatistiki agidan degerlendirilmistir. Buna gore:

Peynir gruplari birbirleri arasinda kiyaslandiginda kurumadde igerikleri bakimindan
istatistiki agidan onemli bir farka rastlanmamustir.

Numuneler tespit edilen protein degerlerine gore karsilagtirildiginda ise en biiyiik
farkin Antep ve Malatya peynirlerinde oldugu (p<0,05), Maras ve Urfa peynirlerinin
ise benzerlik gosterdigi gozlemlenmistir.

Peynir gruplar1 yag igerikleri bakimindan kiyaslandiginda en biiyiik farkliligin Urfa
ve Malatya peynirlerinde oldugu goriiliirken (p<0,05) Antep ve Maras peynirleri
istatistiki agidan birbirlerine benzerlik gostermektedir.

Incelenen peynir &rneklerinin tuz igerikleri kiyaslandiginda birbirine en yakin iki
grubun M aras ve Antep peynirleri oldugu goriiliirken istatistiki agidan en biiyiik
farkin Marag ve Antep peynirleriyle Urfa peyniri grubu arasinda goriilmiistiir
(p<0,05).

Kiil degerleri bakimindan kiyaslandiklarinda ise Maras peynirinin Antep, Urfa ve
Malatya peynirlerinden farklilik gosterdigi belirlenmistir (p<0,05).

Peynir gruplan titrasyon asitligi degerlerine gore kiyaslandiginda Antep ve Urfa
peynirleri arasinda 6nemli bir fark tespit edilmezken, Antep peyniri ile Malatya ve
Maras peynirleri arasinda istatistiki agidan fark oldugu belirlenmistir (p<0,05).

Son olarak, peynir gruplar1 pH degerleri bakimindan incelendiginde Antep peynirinin
diger 3 peynir grubundan istatistiki a¢idan farkli oldugu goriiliirken (p<0,05) diger 3
peynir grubu arasinda anlamli bir fark goériilmemistir.

Bu calismada yalnizca identifikasyonu yapilan enterokoklarin peynir endiistrisinde
starter veya destek kiiltlir olarak kullanilabilmesi ic¢in teknolojik 6zelliklerinin ve
bunlarin yani sira antimikrobiyal madde direnclikleri ile viriilens faktorlerinin

belirlenmesi de gerekmektedir.
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