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OZET

SUTE UYGULANAN ON iSLEMLER VE PEYNIR URETiMINDE PROBIYOTIK
MIKROORGANIZMALAR ILE Clostridium difficile’NIN ONLENMESI

Gizem TAYLAN YALCIN
Canakkale Onsekiz Mart Universitesi
Lisansiistii Egitim Enstitiisii
Gida Miihendisligi Anabilim Dali Doktora Tezi
Danigsman: Dog. Dr. Niikhet Nillifer ZORBA
29/08/2023, 176

Bu ¢alismada, sit ve peynirlerde C.difficile varliginin arastirilmasi, stite uygulanan
baktofugasyon ve 1sisal iglemlerin C.difficile’nin kontrollindeki etkisinin belirlenmesi ve
probiyotik mikroorganizmalarin C.difficile kontroliinde kullanilabilirliginin in-vitro ve
peynir tiretiminde arastirilmasi amaglanmistir. Calismada 91 siit ve 110 peynir incelenmis,
sitlerde %2,19’sinde C.difficile varlig1 tespit edilirken peynirlerde C.difficile tespit
edilememistir. C.difficile sporlarinin siitten eliminasyonu amaciyla D degerleri 5 farkli
sicaklik i¢in belirlenmistir. Sonuglar iki farkli modelle degerlendirilmistir. Dgs degerleri
Log-lineer modelde 10,85-9,55 dk arasinda iken Weibull modelinde 2,75-0,53 dk arasinda
belirlenmistir. Siitteki C.difficile sporlarinin eliminasyonu i¢in baktofligasyon benzeri
santrifdj islemleri (4000,10000, 12000 g -10-15 dk) uygulanmis ancak C. difficile
sporlarinda 1-log spor/mL’den daha az azalma gosterdigi tespit edilmistir. C. difficile
inhibisyonunun  belirlenmesi amaciyla probiyotik kilturler in-vitro yontemlerle
incelenmistir. Inhibisyon zonlarinin 14,25-78,96 mm arasinda degistigi belirlenmistir. En
yuksek inhibisyon zonu ticari probiyotik kiiltiir karisiminin C.difficile ATCC 700057'ye
karst kullanildiginda gozlenmistir. Ayrica inhibisyonun hangi tip bilesiklerden
kaynaklandiginin belirlenebilmesi amaciyla probiyotiklere ait hiicresiz stipernatantlar sonra
denenmistir. Caligmamizda kullanilan probiyotiklerin inhibisyon etkilerinin yalnizca asidik
bilesiklerden kaynaklanmadigi belirlenmistir. Etkin probiyotik kultlrlerden segilerek
peynir Uretimi ve olgunlastirilmas: sureglerinde C. difficile’nin 6nlenmesi amaglanmuistir.
Bu probiyotik karisimlarin peynirde 90 giinliikk olgunlastirma sonunda C.difficile

sporlarinda 1-logaritmik azalma sagladigi belirlenmistir. Sonu¢ olarak, sit ve Uriinlerinde
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C. difficile’nin diisiik oranda da olsa tespiti halk sagligi riskinin gostergesidir. Site
uygulanan 1s1l islemlerde sporlarin 5-log luk azalmasini saglayacak parametreler 85°C’de
15dk olarak oOnerilebilir. Baktofugasyon uygulamasinin tek basina C.difficile sporlarini
azaltic1 etkisi gozlenmemis dolayisiyla 1sil islemler ile kullaniminin denenmesi
onerilmistir. Calismada kullanilan probiyotiklerin dogrudan veya peynir starter kiiltiiri
olarak, C.difficile enfeksiyonlarinin tedavisinde destek amaciyla kullanilma potansiyeli

degerlendirilebilir.

Anahtar Kelimeler: Clostridioides difficile, Spor, Termal diren¢, Baktofiigasyon,

Probiyotikler, Peynir tretimi

Vi



ABSTRACT

Clostridium difficile PREVENTION BY APPLYING PRETREATMENTS TO MILK
AND USING PROBIOTICS IN CHEESE PRODUCTION

Gizem TAYLAN YALCIN
Canakkale Onsekiz Mart University
School of Graduate Studies
Doctoral Dissertation in Food Engineering
Advisor: Assoc. Professor Dr. Nikhet Nillifer ZORBA
29/08/2023, 176

In this study, it was aimed to investigate the presence of C. difficile in milk
and cheeses, to determine the effect of bactofugation and thermal treatments of milk
on the control of C. difficile, and to investigate the utility of probiotic
microorganisms in the control of C .difficile under in vitro and in cheese production.
Ninety-one milk and 110 cheese samples examined and while the presence of C.
difficile was detected in 2.19% of the milk samples, C. difficile could not be
detected in the cheese samples. To eliminate C. difficile spores from milk, D values
of C. difficile spores in milk were determined for 5 different temperatures. The
results were evaluated using two different models. Dgs values were determined
between 10.85 and 9.55 minutes for the log-linear model and between 2.75 and 0.53
minutes for the Weibull model. Bactofugation-like centrifugation processes (4,000,
10,000, 12,000 g - 10-15 min) were used to eliminate C. difficile spores in milk, but
the decrease in C. difficile spores was found to be less than 1 log spores/mL was

recorded. Probiotic cultures were examined with in-vitro methods to determine their
effectiveness in C. difficile inhibition. It was determined that the obtained inhibition zones
varied between 14.25-78.96 mm. The highest inhibition zone was observed when the
commercial probiotic culture mixture was used against C. difficile ATCC 700057.
Furthermore, to determine what type of compounds caused this inhibitory effect, cell-free

supernatants It was found that the inhibitory effect of the probiotics used in our study was

vii



not solely attributed to acidic compounds.Culture mixtures effective probiotic cultures
were selected to prevent C. difficile during the cheese production and ripening processes. It
was determined that these probiotic mixtures provided 1-log reduction in C. difficile spores
after 90 days of ripening in cheese. As a result, the detection of C. difficile in milk and
dairy products, although at a low rate, is an indicator of the public health risk. In thermal
treatments applied to milk, the parameters that will provide a 5-log reduction in spores can
be recommended as 85°C for 15 minutes. Since the effect of bactofugation alone in
reducing C. difficile spores was not enough, it was recommended to combine it together
with thermal treatments. The potential of the probiotics used in the study to be used
directly or as a cheese starter culture to support the treatment of C. difficile infections can

be evaluated.

Keywords: Clostridioides difficile, Spore, Thermal resistance, Bactofugation,

Probiotics, Cheese production
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BIRINCIi BOLUM
GIRIS

Clostridioides (Clostridium) difficile, insanlarda ve hayvanlarda hastaliga neden
olan, Gram pozitif zorunlu anaerobik ve spor olusturan bir bakteridir (Redding vd., 2021;
Tsai vd., 2016). ABD'de Hastalik Kontrol ve Onleme Merkezi’nin hazirlayarak
yayinlanladig: raporda ise, halk sagligina yonelik en kritik antimikrobiyal direnc¢ tehdidini
iceren bakterinin C. difficile oldugu belirtilmistir (CDC, 2019).

C. difficile enfeksiyonu (CDI), antibiyotikle iligkili ishalin en yaygin nedeni olarak
kabul edilir ve tedavisi diinya ¢apinda saglik hizmetlerine 6nemli bir ekonomik yik
olusturmaktadir (Pickering vd., 2019; Zhang vd., 2020)

C. difficile enfeksiyonlarinin temel viriilas faktorii bu bakteri tarafindan salgilanan
Toksin A ve Toksin B’dir. Bununla birlikte, antimikrobiyal tedavinin CDI gelisiminde
onemli bir rol oynadigi ifade edilmektedir. Glinumuizde halen antibiyotik tedavisi ve uygun
hastane enfeksiyon kontroll, CDI icin en 6nemli onleyici tedbirlerdir. Antibiyotikler
tedavinin ilk basamagi olmasmna ragmen, CDI gelisiminde de anahtar risk
faktorlerindendir. CDI'li hastalar igin mevcut tedaviler, vankomisin veya fidaksomisin
antibiyotiklerini icermektedir. Ancak antibiyotik tedavisi, siklikla niiksetme vakalartyla
iliskilendirilmektedir. Saglikli bireylerde, bagirsak mikrobiyotasi, C difficile'ye kars
kolonizasyon direnci saglamak icin gereklidir; ancak antibiyotik tedavisi bu var olan
koruyucu mikrobiyotanin bozulmasina neden olarak CDI'ye duyarliligi arttirmaktadir (Pike
ve Theriot, 2021; Blau ve Gallert, 2023).

Probiyotik mikroorganizmalar ise, besinler ve mukozal baglanma yerleri i¢in
patojenlerle rekabet edebilir, ayrica antimikrobiyal molekiiller Ureterek patojenik
organizmalarin neden oldugu enfeksiyonlara kars1 diren¢ olusumuna yardimci olmaktadir
(Mazzantini vd., 2022). Probiyotiklerin C. difficile {izerine etkilerinin arastirildig1 pek ¢ok
calisma bulunmaktadir (Na ve Kelly, 2011; Johnson vd., 2012; Fredua-Agyeman vd.,
2017; Pal vd., 2022). Yapilan ¢aligsmalar probiyotiklerin, 6zellikle antibiyotik tedavisi ile
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birlikte kullanildiklarinda, enfeksiyonun tekrarlamasini engellemede olumlu etkileri

bulundugunu ifade etmektedir.

Son yillarda, toplum ile iliskili artan C. difficile vakalarinin sayisi, C. difficile’'nin
farkl1 kaynaklardan (gevre, hayvanlar ve gidalar vd.) bulasabilecegi fikrini ortaya
cikarmistir (Hoover ve Rodriguez-Palacios, 2013; Dahms vd., 2014; Lund ve Peck, 2015;
Esfandiari vd., 2021). Ayrica 2000'li yillarin basindan bu yana yapilan molekiiler
caligmalar, gida hayvanlarindan ve diger gida iiriinlerinden elde edilen bazi izolatlarin,
hastaliga neden oldugu bilinen 027, 077 ve 078 gibi ribotiplerle genetik olarak ortiistiiglinii
gostermistir (Rodriguez-Palacios ve LeJeune, 2011; Janezic vd., 2014; Rodriguez-Palacios
vd., 2020)

Gida kaynakli bir C. difficile enfeksiyonu heniiz bildirilmemistir (Warriner vd.,
2017). Ancak zoonotik pek cok kaynak (Songer ve Anderson, 2006 Pirs vd., 2008; Alam
vd., 2019) ve sut drneklerinde (Jobstl vd., 2010; Rahimi vd., 2014; Romano vd., 2018) C.
difficile varliginin belirlendigini ifade edilmektedir C. diificile’nin gidalarda ve siit

drtinlerinde 6énlenmesine yonelik calismalar ise oldukga sinirlidir.

C. difficile enfeskiyonlarinin yayilmasinda, zorunlu anaerobik dogasi sebebi ile
aerotolerant ve metabolik olarak uykuda olan endosporlarinin  sorumlu oldugu
bilinmektedir. Bu sporlar gida zincirinin ¢esitli agamalarinda gidalara kontamine olarak
gidalarin bu  mikroorganizmanin  taginmasinda  bir  vektér olmasina  sebep
olmaktadir(Candel-Pérez vd., 2019). C. difficile’nin ¢esitli gidalarda tespit edildigi pek ¢ok
calisma bulunmaktadir (Marcos vd., 2021; Bacheno vd., 2022; Bolton vd., Marcos, 2023).

C. difficile sporlar 1s1, pH, oksijen, antimikrobiyal ajanlar ve dezenfektanlar gibi
fiziksel ve kimyasal kosullara kars1 oldukg¢a direnglidir (Arora vd., 2019; Chiu vd., 2021).
Ayrica sporlar kontamine olduklart bir ortamda, birka¢c haftadan birkac aya kadar
varliklarin1  koruyabilmektedirler (Moore vd., 2013). Ancak C. difficile sporlarmnin
gidalardan eliminasyonu amact ile farkli teknikler kullanilmasina yonelik calismalar

bulunmaktadir (Deng vd., 2015; Arora vd., 2019; Tosun vd., 2023). Bu ¢alismalarda,
2



Ozellikle gidalardan C. difficile’nin uzaklastirilmasi igin 1s1l islem uygulamalar1 6n plana

cikmaktadir.

Bu tez calismasinda 5 farkli boliimden olusan bir arastirma planlanmistir. Birinci
adiminda farkli illerden farkli hayvan tirlerinin sttleri ve peynirlerinde C. difficile
varliginin arastirilmasi1 amaclanmistir. Ayrica elde edilen ve tanimlanan izolatlarin
antimikrobiyal duyarliliklarinin ortaya koyulmasi amaglanmistir. Caligmanin ikinci
bolumunde, C. difficile’nin laboratuvar izolatlar: ve standart suslarinin siit i¢erisinde termal
direncinin belirlenmesi ve 1s1l islem etkileri iki farkli matematiksel model kullanilarak
arastirilmis ve modellerin karsilastirilarak degerlendirilmesi amagclanmustir.  Ugiincii
bolumde ise siit endiistrisinde sporlu bakterilerin uzaklastirilmasinda etkin oldugu ifade
edilen baktofugasyon islemi benzeri santrifiij uygulamalarmin C. difficile sporlart ile
kontamine olan sutlerden C. difficile sporlarinin eliminasyonunda etkinliginin arastirilmasi
amaglanmistir. Dordiincii boliimde farkli probiyotik suslarin C. difficile Gzerine inhibisyon
etkinliginin in-vitro olarak arastirilmis ve olusan inhibisyon etkinliginin hangi tip
bilesiklerden kaynaklandiginin belirlenmesi amag¢lanmistir. Son olarak C. difficile tizerine
inhibisyon etkisi in-vitro olarak belirlenen suslardan, istenilen beyaz peynir tekstirind
olusturacak sus karisimi segilerek C. difficile’nin peynir igerinde olusan asitlik ve
depolama siresinde bir gida sistemi igerisinde canliligini nasil etkilediginin belirlenmesi

amaclanmustir.



IKiNCi BOLUM
ONCEKIi CALISMALAR

2.1. Clostridium spp.

Clostridia smifi, atmosferde molekiiler diizeyde oksijen konsantrasyonunun
artmaya basladigi donemde (yaklasik olarak 2,34 milyar yil Once) diger bakterilerden
ayrilan prokaryotik bir soydur (Knight ve Riley, 2019). Yeni nesil dizileme tekniklerinin
gelismesi ile birlikte Clostridia taksonomisinde giliniimiizde bazi degisiklikler meydana
gelmistir (Oren ve Rupnik, 2018). Ancak genel olarak Clostridium cinsi, anaerobik, Gram-
pozitif, ¢ubuk seklinde, spor olusturan bakterilerden olusmaktadir (Grenda vd., 2022).
Bununla birlikte bazi Clostridia'larin Gram negatif ve oksijen varliginda biiyiiyebildigi
ifade edilmektedir (McVey vd., 2022). Clostridium spp.'nin ilk izolasyonu. 19. yiizyilda
Louis Pasteur tarafindan yapilmistir. Bu bakteri, anaerobik biitirik fermantasyon yoluyla
bitirik asit Uretme kabiliyeti nedeniyle ilk olarak Vibrion butirique olarak adlandirilmistir.
Ancak 19. yilizyilin sonunda, Adam Prazmowski kesfedilen mikroorganizmay1 Clostridium
butyricum olarak yeniden adlandirmistir (Grenda vd., 2022).

Clostridium cinsi, su anda yaklastk 300 gegerli tanimlanmis tiirii olan
Clostridiaceae familyasiin bir parcasidir. Esas olarak toprak ve su tortularinda ve ayni
zamanda insan ve hayvanlarin sindirim yollarinda yasadiklar1 ¢evrede her yerde

bulunmaktadir (McVey vd., 2022).

Bu cinse ait turlerin yaklasik beste biri hayvanlar ve insanlar i¢in patojen olarak
kabul edilmektedir (Avbersek vd., 2009; Janezic vd., 2014). Patojenik Clostridia'larin
tmUndn spor iiretebildigi ve spor olusturma yeteneklerinin, bagirsakta ve ¢evrede kalicilik
acisindan ¢ok onemli oldugu ifade edilmektedir. Ayrica bu spor hicreleri bu bakterilerin

kontrolinde zorluklara neden olmaktadir (McVey vd., 2022).



2.2. Clostridium (Clostrodioides) difficile

Clostridioides difficile’nin ilk olarak 1935 yilinda yeni doganlarda bagirsak
mikroflorasinin bir pargasi olarak tanimlandigi ifade edilmistir (Rupnik vd., 2009; Tan,
2022). Bu bakterinin izolasyon ve kiltire almadaki zorlugunu yansitmak i¢in baslangicta
Bacillus difficilis olarak adlandirildigi bildirilmistir (Sugeng, 2012). Bu isimlendirme
bakterinin Clostridium cinsine alinmasi ile yeniden adlandirma yapilarak Clostridium

difficile olarak 2016 yilina kadar bu sekilde kullanilmaya devam edilmistir.

Bu bakteri, 2016 yilinda ikinci bir yeniden siniflandirmaya dahil edilerek
Clostridioides difficile olarak adlandirilmistir (Tan, 2022). Lawson ve Rainey'nin (2015)
Clostridium cinsini C. butyricum ve ilgili tiirlerle sinirlandirma 6nerisi dogrultusunda
filogenetik olarak rRNA Clostridial kiime I'den uzak oldugu ve kiime XI'de yer aldigi
gosterilen ve bu monofiletik grup disinda kalan C. difficile karisikliga yol agmaktadir
(Lawson vd., 2016). C. difficile icin fenotipik, kemotaksonomik ve filogenetik analizlere
dayanan yeni cins Clostridioides olarak onerilmistir. 16S rRNA gen dizi analizine gore
Clostridioides difficile (C. difficile)’nin %94,7 benzerlik ile en yakin akrabasi olan
Clostridium mangenotii de Clostridioides mangenotii olarak bu cinse aktarilmigtir (Oren ve
Rupnik, 2018). Ancak glinimuzde 6zellikle tedavide kafa karigikliklarinin 6nlenmesinde,
C. difficile i¢in her iki kullanimin da kullanilabilecegi ifade edilmistir (Oren ve Rupnik,
2018; Knight ve Riley, 2019).

2.2.1. Tammlayia1 6zellikleri / Morfolojik ve Ozellikleri

C. difficile Gram pozitif, ¢ubuk seklinde bir bakteridir. Vejetatif hiicreleri ¢cogu
bakteriden biraz daha biiyiiktiir, 0,5 ila 2 pm genisliginde ve 3 ila 17 pm uzunlugundadir.
Koloniler tipik olarak yuvarlak, diiz, kirli beyazdir ve buzlu cam goriiniimiine sahiptir

(Sugeng, 2012).

Bu bakterinin yiiksek diizeyde bakteriyostatik bir bilesik olan ve spesifik at giibresi

kokusuna sebep olan p-cresol sentezleyebildigi ve tolere edebildigi bildirilmistir. Bu
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bilesik ayrica C. difficile’nin diger mikroorganizmalar ile rekabetine de biiyiik katki
saglamaktadir (Doyle, 2013).

C. difficile, safra asitlerini tolere edebilme ve gelismesi igin karbon ve nitrojen
saglayan onemli bir bilesik olan etanolamini par¢alama yetenedi de dahil olmak iizere,
memeli bagirsaginda biiylimesine ve hayatta kalmasina izin veren ¢ok sayida adaptasyon
mekanizmasina sahiptir  (Doyle, 2013). Bagirsakta diger bagirsak bakterileriyle
karsilagtirildiginda nispeten yavas biiyliyen bir bakteridir. Fenotipik olarak, Clostridium
sporogenes'e ¢cok benzer; ancak, C. sporogenes’in aksine, C. difficile lipaz Uretmez

(Hoover ve Rodriguez-Palacios, 2013).

Rapor edilen gelisme sicakliklari 25- 45°C arasindadir. Ancak optimum gelisme 30
ve 37°C araligindadir. Bununla birlikte, bazi suslarinin daha yiiksek sicakliklarda daha

hizli gelistigi de ifade edilmektedir (Hoover ve Rodriguez-Palacios, 2013).

C. difficile, saglikli yetiskin insanlarin %2-5'inin ve yaslilarin %10-20'sinin
bagirsak mikrobiyotasinda bulunmaktadir (Gunaratnam vd., 2021). Ancak C. difficile
genomunun yaklasik olarak %111, antibiyotige direngli genler iceren mobil genetik
elementlerden olusmaktadir. Bu mobil elementler bir C. difficile hiicresinden digerine
yatay olarak gegebilen ve muhtemel olarak da son yillarda C. difficile nin hizli evriminde
onemli rol oynamis olan transpozonlart ve profajlar1 igermektedir. Bazi profajlar
enfeksiyon sirasinda indiiklenmekte ve digki 6rneklerinden serbest viral partikiiller olarak

izole edilebilmektedirler (Doyle, 2013).

C. difficile fekal-oral yolla iletilmektedir ve yasam dongiisii igerisnde vejetatif
hicre formu, bir konak¢min gastrointestinal sisteminde meydana gelmektedir. C.
difficile'nin yasam dongiisiiniin spor formu ise, sporlarin konakg¢idan atilmasindan sonra

gerceklesmektedir. C. difficile’nin yasam dongiisti Sekil 1°de dosterilmistir.
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Sekil 1. C. difficile’nin vejetatif ve spor hiicrelerinin yagsam dongiisii (Tan, 2022)

2.2.2. Antimikrobiyal Direng

Antimikrobiyal diren¢ (AMR), en 6nemli halk sagligi sorunlar1 arasinda kabul
edilmektedir. Ozellikle kronik hastaliklarin &nlenmesi ve tedavisinde ciddi engeller
olusturdugu ifade edilmektedir. Son yillarda AMR’nin 6nlenmesine yoOnelik ¢aligmalar
artmasina ragmen, kiiresel anlamda AMR egilimlerinin azalmasina yonelik sinirli sonuglar

elde edilebildigi vurgulanmaktadir (Anusha vd., 2023).

C. difficile, sanayilesmis diinyada tibbi bakimla baglantili en sik goriilen ishal
nedenidir ve toplumdan edinilmis hastaliklarin 6nemli bir kaynagidir. ABD Hastalik
Kontrol ve Onleme Merkezine gore, C. difficile 6nemli bir AMR patojenidir (Anusha vd.,
2023). Bu sebeple 6zellikle saglik hizmetleri tizerinde 6nemli bir ekonomik ve is yiikii
olusturmaktadir (Tickler vd., 2019).

1970’1lerde C. difficile nin ilk klinik ¢alismalari, bu bakterilerin baz1 antibiyotiklere,
ozellikle de klindamisine direngli oldugunu gdstermektedir (Rupnik vd., 2009). ilerleyen

yillarda tedavide yaygin sefalosporin kulllanimi C. difficile enfeksiyonlar i¢in 6nemli bir
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risk faktorii haline gelmistir. Gunumuzde ise C. difficile, linkomisin, klindamisin,
aminoglikositler, tetrasiklinler, makrolidler, sefalosporin, penisilin ve florokinolonlara
kars1 direng dahil olmak lizere AMR cesitliligine sahiptir. Siprofloksasin, levofloksasin,
eritromisin ve fusidik asit direncinin en yiiksek seviyede oldugu bildirilmektedir (Anusha

vd., 2023).

Dort Avrupa ulkesinde domuz ve hayvanlardan izole edilen C. difficile 078 susuna
ait izolatlarin antibiyotik direngleri Bakker vd., (2010) tarafindan yapilan bir ¢alismada
arastirtlmistir. Calismada insan ve domuzlardan elde edilen tiim izolatlarin %85’inin insan
veya domuz bakilmaksizin genetik olarak iliskili bulundugu ifade edilmektedir. Ayrica
insanlardan elde edilen suslarin domuzlardan elde edilen suslara gore tetrasikline 6nemli

derecede daha direngli olarak belirlenmistir.

C. difficile'nin ¢ok ¢esitli antibiyotiklere direngli olmasinin, bakterinin antibiyotik
varliginda kolonize olmasmi ve enfeksiyon olusumu sagladigi ifade edilmektedir.
Gegmisten giinimizde C. difficile suslarinin antibiyotik duyarhiliginin = degistigi
bilinmektedir (Rupnik vd., 2009). 1980'lerde sefalosporinler ve genis spektrumlu
penisilinlerin sik kullanimi, C. difficile enfeksiyonuna yatkinlik saglayan baslica faktorler
olarak Kklindamisinin yerini almasina neden olmustur. Psédomembrandz kolit uzun yillar
boyunca Onemli bir saglik sorunu olmaya devam ederken, 2000'li yillarin baglarinda
"hipervirtlent" C. difficile suslarinin, 6zellikle de B/NAP1/027 tipinin yiiksek oranda ve
kiresel olarak belirlenmesinin 6nemli bir dénim noktast oldugu ifade edilmektedir
(Rupnik vd., 2009; Johanesen vd., 2015; Dilnessa vd., 2022).

Sonug olarak C. difficile antibiyotik direncine yonelik aragtirmalar, bu bakteride
transpozonlar, mobil genetik elementler ve ¢esitli genetik mutasyonlar dahil olmak {izere
antibiyotik direncinin kazanilmasi i¢in ¢oklu mekanizmalarin var oldugunu ortaya
cikarmistir. C. difficile genomunun o6nemli bir kisminin, varsayimsal konjiligatif ve
mobilize olabilen transpozonlar ve bakteriyofajlar dahil olmak {izere ¢ok sayida mobil
elementten olustugu bildirilmistir (Peng vd., 2017; O’Grady vd., 2021). Plazmidlerin

birgok insan patojeninde ve diger clostridia'da antibiyotik direncinin transferinde 6nemli



bir rol oynadig bilinmekle birlikte, C. difficile'de antibiyotik direncini kodlayan plazmidler
aciklanmamustir. C. difficile'de tetrasiklin, klindamisin ve eritromisin ile iligkili aktarilabilir
antibiyotik direnci ilk olarak 1980'lerde rapor edilmistir. Bu direncin ve mobilize edilebilir
ve konjugatif transpozonlar gibi entegre kromozomal elementlerin yatay gen transferi
yoluyla ortaya c¢iktigi bulunmustur. Bununla birlikte, bu antibiyotik sinifina direng C.
difficile'de oldukca yaygindir (Johanesen vd., 2015).

Ayrica antibiyotikler safra asidi metabolizmasin1 degistirerek C. difficile
biliytimesini tesvik edebilmektedir. Spesifik safra asidi sinyalleri, C. difficile sporlarinin
vejetatif hiicrelere ¢imlenmesi i¢in 6n kosuldur. Antibiyotik kullanimi1 ve kotliye kullanima,
bagirsak mikrobiyom disbiyozunu indiiklemekte ve bu da safra metabolizmasinda yer alan
7-a dehidroksilaz aktivitesine sahip bagirsak mikroorganizmalarinin popiilasyonunda
azalmaya neden olmaktadir. Bunun sonucu olarak da deoksikolat gibi sekonder safra
asitlerinde azalma gorulmektedir. Deoksikolat seviyelerindeki azalmaya ise, birincil safra
asidi olan taurokolattaki artis eslik etmektedir. Taurokolat, C. difficile sporlarinin
metabolik olarak aktif ve toksin Ureten hiicrelere germinasyonunu uyarmaktadir.
Antimikrobiyal tedavi, CDI icin tercih edilen tedavi olmaya devam etmektedir. Ancak
ozellikle tekrarlayan CDI’lara karsi antibiyotiklerin etkin bir ¢dzim saglamadigi
bilinmektedir (Pal vd., 2022).

2.2.3. Virulans Faktorleri

C. difficile’nin temel viriilans vaktorleri vejetatif hiicreleri tarafindan salgilanan
toksinleridir. Bununla birlikte, adhesinler, ektraseliler enzimler, fimbra ve flagella, kapsul
ve parakristal S katmani gibi diger faktorlerde siiphesiz viriilansa katkida bulunmaktadir.
Bagirsak kolonizasyonu CDI i¢in bir 6n kosuldur, ancak ilgili mekanizmalar hakkinda ¢ok

az sey bilinmektedir (Baban vd., 2013).



Toksinler

C. difficile toksinleri A (TcdA) ve B (TcdB), patojenin temel virilans faktorleridir
ve toksin Ureten C. difficile, antibiyotikle iliskili ishalin ana etmenidir (Antikainen vd.,
2009). Toksin A ve B, patojenite lokusu veya PalLoc olarak bilinen bir bdlge icinde yer
alan yerlesim sirasiyla tcdA ve tcdB olarak adlandirilan genler tarafindan kodlanmaktadir
(Britton ve Young, 2014; Janoir, 2016; Williamson vd., 2023). PaLoc boélgesinde tcdA ve
tcdB genleri ii¢ farkli gen ile birlikte kodlanmaktadir. tcdR, toksin gen ekspresyonunu
dogrudan aktive eden alternatif bir RNA polimeraz sigma faktoriinii kodlamaktadir; tcdE,
bazi suslarda, toksinin hiicre dis1 salinnminda yer aldigi varsayilan halini kodlamaktadir;
Uclinct gen tcdC, tarafindan kodlanan proteinin roliinin ise heniiz tam belirlenmedigi ifade
edilmektedir (Janoir, 2016).

Hem TcdA hem de TcdB, aktin depolimerizasyonunu, mukozal bariyerdeki siki
baglantilarin yikimini ve enflamasyonu tesvik etmek i¢in konakg1 hiicrelerde Rho ve Rac
GTPazlarin1 glukozile etmektedir. Glukozile edici toksinlerin, hem fare hem de hamster
enfeksiyon modellerinde diyare ortaya ¢ikmasi igin gerekli oldugu ve TcdB’nin
enfeksiyonda daha belirgin bir rol oynadigi ifade edilmektedir (Anjuwon-Foster ve
Tamayo, 2017).

C. difficile tarafindan olusturulan TcdA ve TcdB toksinleri, Clostridium
sordellii’den Tcsl ve TcsH’yi, Clostridium novyi’den TcnA’y1 ve Clostridium perfringens
tip B ve C7’den Tcpl’yi iceren bir blylk Clostridial toksinler (LCT’ler) grubuna aittir.
LCT’ler, U¢ ana fonksiyonel alana sahip tek zincirli proteinlerdir; karakteristik tekrarlara
sahip bir amino-terminal baglanma alani, bir karboksi-terminal katalitik alan1 ve varsayilan

bir translokasyon alan1 bulundurduklari bildirilmistir (Voth ve Ballard, 2005).

Toksijenik olmayan suslarda, patojenite lokusu (PaLoc) mevcut degildir ve bu
suglarda bu alanda 115 bp’lik bir DNA fragmani bulunmaktadir (Cohen vd., 2000;
Aktories vd., 2017). Toksijenik suslarda Paloc her zaman ayni genomik konumda

bulunmaktadir. Ancak yapilan ¢alismalar bu genetik lokusun toksijenik olmayan suslara

10



yatay gen transferi ile aktarilabildigini ve bu aktarim ile toksijenik olmayan suslarin toksin
tiretebildigi ifade etmektedir (Cohen vd., 2000; Brouwer vd., 2013; Roberts vd., 2014;
Monot vd., 2015).

Toksin dretimi, ¢evresel sinyaller tarafindan cift yonli olarak duzenlenmektedir.
Ekspresyonun inhibisyonu glukoz, amino asitler (6rn. Prolin veya sistein), bltanol ve
biotin ile gerceklesirken, kisa zincirli yag asitleri (6rn. Biitirat) ve yiiksek sicaklik (37°C)
toksin  dretimini  uyarmaktadir.  Toksinlerin ~ varligt ~ muhtemelen  besinlerin
sinirlandirilmasindan kaynaklanan duragan asamaya girildiginin gostergesi olarak kabul

edilmektedir (Aktories vd., 2017).

Toksin A ve Toksin B’nin her ikisi de glukosiltransferaz yapisindadir. Rho ve Rac
ailesinin kiigiik GTPazlarin1 (Rho, Rac, Cdc42) glukozu GTP-baglayici proteinlerdeki ¢ok
onemli bir treonin kalintisina baglanmasiyla modifiye etmektedir ve bdylece GTPazlari
etkisiz hale getirmektedir. Bunun meydana getirdigi temel sonug ise Rho’ya bagl sinyal
olusumunun engellenmesidir. Rho proteinleri temel anahtar proteinler olduklarindan ve
coklu hiicresel fonksiyonlara katildiklarindan, glikozilasyon yolu ile inaktivasyonlarinin
hicre iskeletinin yeniden yapilandirilmasi, enflamasyon aktivasyonu, hiicre doéngusi
inhibisyonu, apoptoz (programlanmis hiicre oliimii) veya nekrozun (doku 6limu)
indiklenmesi de dahil olmak Uzere hiicresel ¢esitli sorunlarin olusmasina sebep oldugu
bildirilmektedir (Janoir, 2016; Aktories vd., 2018).

TcdA ve TcdB ayni genel etki mekanizmasina sahip olmalarina ragmen, birkag
fenotipik farklilik barindirmaktadir (Pruitt ve Lacy, 2012; Janoir, 2016). CDI
patofizyolojisinde her bir toksinin goreceli rolii uzun stiredir tartigilan bir konu olmustur.
Hamster modelinde, her iki toksinin de hastalik semptomlarini ortaya ¢ikarmak i¢in uyum
icinde hareket ettigi gosterilmistir: TcdB’nin daha gucli sitotoksin oldugu kabul edilirken,
TcdA oldukga enterotoksiktir. Ayrica diisiik konsantrasyonlarda, TcdA’nin, hiicrelere
bakteri baglanmasini artirabilecek sekilde, plazma zar1 bileseninin ve reseptor dagiliminin

degismesini tesvik edebildigi TcdB’nin ise siddetli bagirsak hasar1 ile birlikte bir
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inflamasyon yiikseltici bir etki ile viriilansa katki sagladigi ifade edilmektedir (Janoir,
2016).

TcdA ve TcdB’nin yan sira, C. difficile’nin bazi suslari, binary toksin (CDT) adli
Uclincu bir toksin dretmektedir. Bu toksin, C. difficile kromozomu Uzerindeki PalLoc’tan
ayrilan CDT lokusunda (CdtLoc) bulunan cdtA ve cdtB adli iki gen tarafindan
kodlanmaktadir (Geric vd., 2006; Eckert vd., 2015). Bu, iki ayri protein bilesiminden
olusan bir toksindir. Binary toksinin bu suslarin viriilansina katkida bulundugu
distiniilmektedir. Bu toksin, TcdA ve TcdB’nin toksisitesini giliclendirebilmekte ve
hastaligin daha agir seyretmesine sebep olabilecegi diisiiniilmektedir. Bu nedenle ek bir
virllans faktori olarak gorilmektedir (Denéve vd., 2009). Kendi basina hastaliga neden
olmamasina karsin daha ciddi hastaliklarla iliskilendirilen binary toksinin, genellikle

hiperviriilan denilen tiirlerde varlig: bildirilmektedir (Candel-Pérez vd., 2019).

Spor

Vejetatif C. difficile hiicreleri toksin fiiretirken ve dolayisiyla hastaliklara neden
olmaktan sorumluyken, sporlarin bdyle bir patogenezi yoktur (Tan, 2022). C. difficile
patojeninizin bir diger 6énemli belirleyicisi bakteriyel endospordur. Zorunlu bir anaerob
olarak, C. difficile’nin hayatta kalmasi ve yayilmasi, ¢ok katmanl bir dis yapidan olusan
spora baglidir. (Marsh ve Harrison, 2015). C. difficile sporlarinin CDI’de oynadigi bu
kritik 6neme ragmen, C. difficile spor biyolojisi hakkindaki bilgi, Bacillus subtilis, Bacillus
anthracis grubu ve Clostridium perfringens gibi iyi c¢alisilmig diger organizmalarin ¢ok
gerisindedir (Edwards vd., 2016). Bunun temel sebebinin, B. subtilis’in spor kilifi
proteinlerinin  %25’inden daha azinin C. difficile sporlarmin kilifinin sahip oldugu
proteinlerin homologlarini barindirmast oldugu ve bu sebeple C. difficile sporlarinin

biyolojisi iizerine sinirh bilginin elde edinilebildigi bildirilmektedir (Tan, 2022).

Spor ¢ekirdeginde, sporun merkezinde yer alan bakteriyel DNA bulundurmaktadir.
DNA c¢esitli proteinlere baglanarak ve siipersarmal seklinde bulunmaktadir. Bu sayede,

DNA hasar1 en aza indirilebilmektedir. Ayrica sarmal DNA’da, transkripsiyon faktorleri
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DNA’ya baglanamadigi i¢in transkripsiyonun baslamasini engellemektedir. Bu durum,
sporun bakteriyel replikasyonu desteklemek i¢in gerekli olan besinlere erisimi olmadigi
icin istenen bir Ozelliktir. Gastrointestinal sistemde bulunmadiginda spor hiicrelerinin
vejetatif hicreye donmesi hicre oOlimune yol agacaktir. Vejetatif hiicrelerle
karsilagtirildiginda, sporlar son derece diisiik su icerigine sahiptir. Tiim bu 6zellikleri spor

hiicrelerinin dayanikliligina katki saglamaktadir (Tan, 2022).

C. difficile sporlari, diisiikk su aktivitesine (Deng vd., 2017), kimyasallara(Edwards
vd., 2016), diisiik sicakliklara (Deng vd., 2015) yiiksek sicakliklara (Rodriguez-Palacios ve
LeJeune, 2011; Arora vd., 2019) kars1 oldukga direngli sporlar olusturmaktadir. Sporun
yapisal katmanlarinin benzersiz Ozellikleri, dezenfektanlara, 1siya ve kurumaya karsi
sporun direncine katkida bulunmaktadir (Marsh ve Harrison, 2015). Ek olarak, sporlar
kontamine olduklar1 bir ortamda birkag haftadan birka¢ aya kadar varliklari
surdurebilmektedir (Gerding vd., 2008; Moore vd., 2013; Barbut, 2015).

Edwards vd., (2016) tarafindan yapilan ¢alismada C. difficile’nin 7 farkli susunun
vejetatif ve spor hiicrelerinin etanol, oksijen, hidrojen peroksit, biitanol, kloroform, 1s1 ve
sodyum hipoklorite (ev tipi gamasir suyu) toleransi agisindan test edildigi ifade edilmistir.
Arasgtirmacilar test edilen tiim suslarin {izerinde sodyum hipokloritin C. difficile vejetatif ve
spor hiicrelerini siirekli olarak azaltan, ¢alismada kullanilan tek kimyasal reaktif oldugunu
belirtmektedir. Ayrica yapilan ¢aligmada spor hiicrelerin vejetatif hiicrelere gore olduk¢a
direngli olduklar1 ve ¢esitli C. difficile suslarinin vejetatif hiicrelerinin ve sporlarinin farkli

direng 6zelliklerine sahip oldugu belirtilmektedir.

Diisiik su aktivitesi (aw) etkisinde C. difficile sporlarinin hayatta kalma ve
germinasyon yeteneklerini inceleyen bir ¢alismada arastirmacilar PBS, (aw ~1.00), ticari
kurutulmus sigir eti (aw ~0.82/0.72) ve aw-diizeltilmis PBS’de (aw ~0.82/0.72) igerisinde
3 ay boyunca sporlar1 takip etmislerdir. Ug ay sonra ve test edilen tiim PBS aw seviyeleri
i¢in, sporlarda koloni olusumunda yaklasik bir logaritmik azalma belirlemislerdir. Ancak,
direkt gida ile calisilan 6rneklerde bir azalma tespit edilemedigi bunun da nedeninin gida

matriksinin sporlar lizerinde koruyucu bir etki saglamis olmasindan kaynaklanabilecegi
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ifade edilmistir. Arastirmacilar bu sonuglarm, C. difficile sporlarinin germinasyon
ozelliklerine ve ortam 6zelliklerine bagl olarak germinasyon etkinliklerinin degisebildigini

gosterdigini ifade etmektedir (Deng vd., 2017).

C. difficile 'deki spor germinasyonu ve asir1 biiyiime mekanizmasi heniiz tam olarak
anlasilmamistir. Ancak Bacillus subtilis’te goriildiigii gibi {i¢ asamali bir siireci takip ettigi
diistiniilmektedir. Bu asamalar (i) germinantlarin spesifik reseptorlere baglanmasi, (ii) tek
degerlikli katyonlarin salinimi ve (iii) korteks litik enzimler tarafindan spor peptidoglikan
korteksinin hidrolizi, cekirdek rehidrasyonu ve metabolik aktivite ve replikasyonun
baglatilmasi olarak ifade edilmistir. C. difficile germinantlar1 ve iligkili reseptorler iyi
karakterize edilmemistir; bununla birlikte, sodyum taurokolat ve glisin amino asidi dahil
olmak fizere spesifik safra tuzlarinin spor germinasyonda etkisi rolii gosterilmistir (Moore
vd., 2013). C. difficile, sporlardan ¢imlenen diger bakterilerle karsilastirildiginda yiiksek
oranda korunmus ¢imlenme reseptdrlerinden yoksundur. Ornegin, bir transmembran
germinasyon reseptorii olan GerA, spor olusturan bakteriler arasinda nispeten yiiksek
oranda mevcuttur. Ancak, C. difficile’nin, GerA da dahil olmak tzere bilinen herhangi bir

transmembran ¢cimlenme reseptoriine sahip olmadigi ifade edilmistir (Tan, 2022).

Safra tuzlar1 ve amino asitlerin ¢imlenme sinyalleri olarak hareket ederek C.
difficile’nin germinasyonunda hayati roller oynadigi diisiniilmektedir. Gastrointestinal
sistemde bulunan safra tuzlari, sindirimin yan {irlinleri olarak yalnizca memeli bagirsaginda
uretilmektedir. Tim kolat tirevli safra tuzlari arasinda taurokolat, ¢imlenmeyi tesvik
etmede en etkili olan safra tuzudur. Bagirsakta antibiyotik kullanimi gibi faaliyetlerden
kaynaklanan disbiyoz oldugunda kolondaki taurokolat seviyeleri de artmaktadir. Spor
hlcrelerinin germinasyonu igin taurokolat varligi 6nemli olsa da tek basina taurokolat
varliginin yeterli olmadig ifade edilmektedir (Tang vd., 2022). Ayrica yapilan ¢aligmalar,
sodyum taurokolata yanit olarak C. difficile spor germinasyonunun, BI/NAP-1/027 grubu
icinde bile Onemli Olglide degistigini; bu da germinasyon ile ilgili uyaranlarin
“hipervirilans™in tiire 6zgli olmaktan ziyade izolata 6zgii olabilecegini belirtilmistir
(Rupnik vd., 2009).
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C. difficile spor germinasyonunda etkili olan bir diger bilesik tiirii olan amino
asitler, sporlarin germinasyonu i¢in bir yardimci uyarici gerektirmektedir. Spor
germinasyonu sirasinda amino asitlerin etki ettigi yol tam olarak bilinmemektedir. Ancak
glisinin safra tuzlari ile kombinasyon halinde germinasyonu uyarmada en etkili amino asit
oldugu ifade edilmektedir (Tan, 2022).

Spor hiicreleri pek ¢ok dis etkene karsi oldukca direng gostermektedir. Kontamine
oldugu yiizeyde aylarca hatta yillarca varligin1 koruyabilmektedir. Genellikle hastalar
hastane ortami veya saglik calisanlar1 ile temas yoluyla C. difficile sporlarina maruz
kalmaktadirlar (Rupnik vd., 2009). C. difficile sporlarinin zorlu ortamlara karsi yiiksek
direnci, patojenik maruziyete katkida bulunan her yerde yayilmaya izin vermektedir
(Sugeng, 2012). Ayrica, C. difficile’nin salgin suslariin, in vitro olarak salginlarda rol
oynadig1 bildirilmemis suslarina kiyasla daha ylksek bir sporiilasyon kapasitesine sahip
oldugu ifade edilmektedir (Rupnik vd., 2009). C. difficile enfeksiyonunu (CDI) edinme
kaynaklar1 olarak siralanan dort genis kategori vardir: ¢evreden kisiye, kisiden kisiye,

hayvandan kisiye ve tiiketim olarak ifade edilmektedir (Sugeng, 2012) (Sekil 1).

Kamgi (Flagella)

Flagella olusumu birgok bakteriye hareketli olma, abiyotik veya biyotik yiizeylerde
kolonize olma, biiyiimeyi ve hayatta kalmay1 optimize etme gibi avantajlar saglamaktadir.
Ayrica bazi yapisal flagellar proteinlerin hiicre digina taginmasina izin veren pasif bir yap1
olarak da hizmet eden entegre bir zar protein kompleksinden olugmaktadir (Anjuwon-

Foster ve Tamayo, 2017; Stevenson vd., 2015).

C. difficile diger bagirsak patojenlerine benzer bir nis igerisinde yer aldigindan,
flagellasinin konak¢inin bagirsagindaki kolonizasyonuna katki sagladigi ifade edilmektedir
(Baban vd., 2013). Bununla birlikte, flagella'nin C. difficile patojeninize katkis1 karmasiktir
ve heniiz tam olarak anlagilamamistir. Ancak (i) konakgr hiicrelere yapismayi tesvik etmek;
(i) besinlere kolay ulagimi saglayan hareketlilik; (iii) biyofilm olusumunu desteklemek;

(iv) viriilans faktorlerinin hiicre zarlart boyunca translokasyonunu kolaylastirmak ve (V)
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Toll benzeri reseptor 5 (TLRS) sinyal yolu aracilifiyla proinflamatuvar sitokinleri
tetikleyerek immuinomodulatorler olarak gorev yapma gibi ¢esitli etkilerle bakteriyel

patojenize katkida bulundugu belirtilmistir (Baban vd., 2013; Stevenson vd., 2015).

Diger Faktorler

Gastrointestinal sistem, bircogu yerlesiklik olusturmadan veya hastalifa neden
olmadan bagirsak boyunca gecis yapan siirekli bir mikrobiyal popiilasyon akisina maruz
kalan karmagik bir ekosistemdir. Gastrointestinal sistemin bu mikrobiyal popiilasyonu,
limen i¢inde ve mukozal yiizeylerde ikamet eden tahmini 15.000 ila 36.000 farkli bakteri
tird ile biiyiik bir genetik ve ekolojik gesitliligi temsil etmektedir (Napolitano ve Edmiston,
2017). Bagirsak epitelini kaplayan mukozal yiizey ise, bu organizmanin hem bagisiklik
tepkisinden kagmasi hem de enterositlerle etkilesime girmesi ve spesifik ylizey
molekiillerine yapigsmasi gereken konak-patojen etkilesiminin ana bolgesidir. C. difficile
ise, Vero hicreleri, Hela huicreleri, Hep-2 huicreleri, enterosit benzeri Caco-2 hiicreleri, HT-
29 ve mukus Ureten HT-29-MTX hiicreleri gibi farkli hiicre dizilerine yapisabilmektedir.
C. difficile’nin bagirsak mukozal hiicrelerine yapisabilmesinde SLP proteinleri, Cwp84
sistein proteaz, Cwp66 adezini, CwpV proteini, Fibronektin baglayici protein Fbp68,
kollajen baglayici protein CbpA, Lipoprotein CD630 08730, 1s1 soku proteini olan GroEL
etkin rol oynamaktadir (Janoir, 2016).

C. difficile’nin bagirsak mukozasina tutunmasinin yaninda, abiyotik yiizeylerde
tutunmasi ve biyofilm olusturabilmesin, patojenitesinde rol oynamaktadir (Johanesen vd.,
2015). Bakterilerin bagirsak mukozasinda, birkag Cwp proteini ve toksinler, ozellikle
toksin A dahil olmak izere DNA, polisakkaritler ve proteinlerden olusan bir matris igine
gémuli olarak bulundugu ifade edilmistir. C. difficile biyofilminin olusumunun Spo0OA ve
LuxS gibi merkezi duzenleyiciler, flagella ve sistein proteaz Cwp84 gibi yiizey bilesenleri
tarafindan kontrol edildigi gosterilmistir. Biyofilm olusumunun CDI ve niikslerindeki
roliinii daha dogru bir sekilde tanimlamak i¢in halen ek ¢aligmalara ihtiya¢ bulunmaktadir.
Ancak genel olarak biyofilmlerin C. difficile hiicrelerinin antibiyotiklere oldugu kadar
oksijen stresine karst direncini arttirdigi ve bakterinin direngli sporlar olusturarak

ortamdaki kaliciligini arttirdig1 ifade edilmektedir (Janoir, 2016).
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2. 3. Clostridium (Clostridioides) difficile Enfeksiyonlart

C. difficile enfeksiyonu (CDI), toksin aracili bir bagirsak hastaligidir. Bu
enfeskiyonda ekstraintestinal belirtiler nadir olarak kabul gorulmektedir. CDI'nin Kklinik
sonuglarinin, asemptomatik kolonizasyondan hafif diyare ve karin agrisi, ates ve 16kositoz
dahil olmak tizere daha ciddi hastalik sendromlarina kadar degisebildigi ifade edilmektedir
(Rupnik vd., 2009). Tipik belirtiler arasinda giinde 15-30 kadar bagirsak hareketi olan sulu
ishal bulunmaktadir (Bartlett, 2008). Fulminan veya ciddi komplike CDI, inflamatuar
lezyonlar ve kolonda psddomembran olusumu (PMC), toksik megakolon veya bagirsak
perforasyonu, sepsis, sok ve oOlim ile karakterize olabildigi bildirilmistir (Rupnik vd.,
2009).

Bu enfeksiyon o6zellikle gelismis iilkelerde antibiyotikle iliskili ishal ve saglik
bakimi enfeksiyonlarin en yaygin bulasici nedeni olarak ortaya ¢ikmistir (Androga vd.,
2018; Zhang vd., 2019). Hastanelerde ve uzun siireli bakim tesislerinde saglik hizmetlerine
bagli ishal ve Oliimlerin en Onemli nedenlerinden biri olarak kabul edilmektedir.
Antibiyotik iligkili ishal vakalarmin %15-25'inden ve hemen hemen tiim antibiyotik iliskili
psddomembrandz kolit vakalarindan sorumlu olan etken olarak belirtilmektedir. C. difficile
kaynakli enfeksiyonlarinin goriilme sikliginin, hastane kaynakli bir bagka enfeksiyon
kaynagi olan metisiline direncli Staphylococcus aureus (MRSA)’un goriilme sikligini
astig1 ifade edilmektedir. C. difficile enfeksiyoz diyare ile iliskili mortalitenin %17 oldugu
ve yaslilar arasinda %25'e kadar ¢iktig1 belirtilmektedir (Dilnessa vd., 2022).

Ayrica bu bakterinin neden oldugu enfeksiyonlar saglik sistemi lizerinde 6nemli bir
mali yiik (yilda yaklaigik 4,8 milyar dolar) olusturmakta, ayni zamanda giderek artan
gorilme oranlart ile sorunun giderek daha da buyikdiigii ifade edilmektedir (Britton ve
Young, 2014; Gunaratnam vd., 2021). Bu enfeksiyon oOzellikle bagisiklik sistemi
baskilanmis ve uzun veya spesifik antibiyotik tedavileri (6rn. Klindamisin, sefalosporinler,
florokinolonlar) 6ykiisii olan yasli hastalarda ortaya c¢ikmakta bu da oliim oranlarinin

giderek daha da artmasina neden olmaktadir (Antikainen vd., 2009).
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C. difficile’nin ana dogal rezervuari, insanlar veya hayvanlar gibi gen¢ bireylerin
bagirsaklaridir (Janezic vd., 2016; Napolitano ve Edmiston, 2017). Saglikli yetiskinlerin
yuzde ¢ ila besinin toksijenik C difficile'nin asemptomatik tasiyicilart olduguna
inanilmaktadir. Bu oran hastanede yatan eriskinlerde ise ortalama %20'ye ¢ikmaktadir.
Ayrica 1 yasindan kiigiik bebeklerde bagirsakta toksijenik C difficile varlig1 oransal olarak
%60 ila %70 araligindadir (Hoover ve Rodriguez-Palacios, 2013; Napolitano ve Edmiston,
2017).

C. difficile’nin neden oldugu gastrointestinal hastalik spektrumu onemli Olgiide
genislerken, 6zellikle yakin gegmise kadar olan déonemde yalnizca hastanede yatan yiiksek
riskli hasta popiilasyonunda hastaliga neden oldugu diisinilmekteydi (Knight ve Riley,
2019). Ancak giinlimiizde hastane ortamina maruz kalmayan kisilerde artan oranlarda CDI

bildirilmektedir (Alam vd., 2014).

Bagirsaktaki kolonizasyona diren¢ mekanizmalar1 ve gucli bir mikrobiyota,
Sporlarin ¢cimlenmesini, vejetatif biytimeyi ve toksin tretimini engelleyerek C. difficile'nin
asirt gelisimine karsi koruma saglamaktadir (Androga vd., 2018; Gunaratnam vd., 2021).
Insan ve hayvanlarda antimikrobiyal maruziyet, yenidogan bagirsagina benzer bir ortam
yaratmaktadir ve az gelismis bir mikrobiyota ile karakterize edilebilmektedir. Bunun
sonucu olarak bagirsaklarin kolonizasyon direnci azalmaktadir. Bdylesine riskli bir
konakg¢1 bagirsaginda, C. difficile sporlar1 hizla ¢imlenerek gicli sitotoksinler Gretmeye
baglamaktadir. Bu da genis kolonik iltihaplanmaya ve epitel doku hasarmma neden

olmaktadir (Theriot ve Young, 2015).

CDI prevalansinin, antimikrobiyallerin, 6zellikle klindamisin, sefalosporinlerin ve
florokinolonun daha fazla kullanimina paralel olarak arttigi belirtilmistir. Antimikrobiyal
tedavi, C. difficile spor biiyiimesinin engellenmesine katkida bulunan ortak bagirsak
bakterilerini de yok ederek mikrobiyotada dengesizlik yaratmaktadir. Vakalarin yaklasik
%10-35'inde, semptomlar duzeldikten ve tedavi kesildikten sonra bile CDI semptomlarinin
tekrarlayabildigi ifade edilmektedir (Moore vd., 2013; Marsh and Harrison, 2015). Surekli
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bir disbiyosis, C. difficile’ye avantaj saglamakta ve CDI niikslerine neden olmaktadir
(Androga vd., 2018).

2000'lerin basinda, yeni nesil kinolona (florokinolon) direngli RT027 / NAP1 /
B1C. difficile susu, Avrupa ve Kuzey ABD'de CDI salginlarina neden olarak bu iilkelerde
tedavide kullanilan antimikrobiyal yoOnetim politikalarinin yeniden diizenlenmesine yol
acmistir. Giiniimiizde, C. difficile ribotip 027'e bagli enfeksiyonlarin florokinolon direnci
azalmis olmasina ragmen, diger ribotiplerinin yayilmasin tesvik etmeye devam etmektedir.
Ozellikle moksifloksasin direnci, genellikle C. difficile’nin 6nemli ribotiplerinde
bulunmaktadir. Bu durum, antimikrobiyal yoOnetim politikalarinin stk stk gdézden

gegcirilmesi ve denetlenmesi ihtiyacinin bir gostergesi olarak kabul edilmektedir (Androga

vd., 2018).

2.3.1. C. difficile Enfeksiyonlarimin Tedavisi

Saglik sistemlerinde C. difficile enfeksiyonunu (CDI) cevreleyen epidemiyoloji,
karmagsik olmasina ragmen, uygun miidahalelerin yaratilmasinda bir anahtardir. Konak,
ajan ve cevrenin ¢ok yonlu epidemiyolojik cliisii, CDI oranlarini basarili bir sekilde
diisirmek i¢in eszamanli olarak ele alinmasi gereken temel faktorlerdir (Blanco vd., 2021).
C. difficile enfeksiyonlarina yonelik hastane epidemiyolojisi ve miidahalelerinde tani,
tedavi ve enfeksiyon kontrol uygulamalari i¢in yayinlanmis kilavuzlar bulunmaktadir
(Surawicz vd., 2013).

Oral vankomisin ve metronidazol, hafif veya orta derecede CDI igin tercih edilen
terapOtik secenekler olarak verilmektedir. Ciddi bir hastalik igin ise oral metronidazol ve
intravendz vankomisin kombinasyonu onerilmektedir. Her iki antimikrobiyal ajan, bu
tedavilere direncli olan C. difficile'nin spor olusturucu dogasi nedeniyle hastalik niiksleri
ile de iliskilendirilmistir (Androga vd., 2018). Tekrarlayan CDI vakalarinin yaklasik
yarisinin, orijinal kalici susla enfeksiyonun tekrarlamalarindan ziyade, yeni enfeksiyonlara
bagli oldugu diistiniilmektedir (Moore vd., 2013).
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Vankomisin ve metranidazol vejatatif hiicrelere kars1 olduk¢a aktif bakteriyostatik
ajanlar olmalarina karsin sporosidal aktiviteye sahip degildirler (Moore vd., 2013).
Sporosidal etkinin saglanmasi i¢in, C. difficile'ye karsi oldukga etkili olan dar spektrumlu,
sporosidal bir makrolid olan fidaxomicin, tekrarlayan CDI olasiligin1 biiyiik dl¢iide azaltan
mikrobiyotay1, Onleme 0zelligi nedeniyle bazen birinci basamak tedavisi olarak
kullanilmaktadir (Androga vd., 2018). Kanitlanmis etkinligine ragmen, fidaksomisinin
maliyeti diger tedavilerden 6nemli dlclide daha yiiksektir ve CDI'nin 6nemli saglik bakim
maliyetleri ile birlestiginde, diinyanin birgok yerinde kullanima uygun degildir (Androga
vd., 2018).

ABD'deki 6 kisiden yaklasik 5'i her yil bir antibiyotik kiirti almaktadir. Sonug
olarak, artan antimikrobiyal diren¢ (AMR) ve ¢oklu antimikrobiyallere karsi azalmis
duyarlilk yaygin hale gelmistir (Androga vd., 2018). Ote yandan, diski mikrobiyota
transplantasyonu ve mikrobiyal ekosistem terapileri gibi alternatif CDI tedavilerinin
kullanimi, tekrarlayan enfeksiyonlar i¢in milkemmel iyilesme oranlari vermekte ve
antimikrobiyallere bagimlilig1 azalttig1 icin popller hale gelmektedir (Adamu ve Lawley,
2013). Ancak bu tedavide, donérlerden AMR genleri alma riski de bulunmaktadir
(Androga vd., 2018).

Gunimuzde, C. difficile'nin neden oldugu enfeksiyonlarin tedavisi i¢in yeni ve
gelismekte olan stratejiler arasinda monoklonal antikorlar, asilar, probiyotikler,

biyoterapdtikler ve yeni antibiyotikler bulunmaktadir (Napolitano ve Edmiston, 2017).

C. difficile’nin Probiyotik Mikroorganizmalar ile Onlenmesi

Probiyotikler, yeterli miktarlarda viicuda alindiginda konak¢iya olumlu saglik
etkileri  saglayabilen canli mikrobiyal preparatlardir (genellikle laktobasiller,
bifidobakterler ve Saccharomyces boulardii vd.). Etki mekanizmalar1 igerdigi suslara
baglidir ve patojenlerin biiylimesinin inhibisyonunu, bagirsak bariyer fonksiyonunun
restorasyonunu ve immiinomodiilasyonu igerdigi diisiiniilmektedir (Lau ve Chamberlain,

2016; Samarkos vd., 2018). Avrupa Klinik Mikrobiyoloji ve Enfeksiyon Hastaliklar
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Dernegi (ESCMID) yayimlanan kilavuzda, CDI tedavisinde dikkate alinan tedavi onerileri
arasinda probiyotiklere yer verilmistir (Crobach vd., 2016).

Glinlimiizde probiyotiklerin saglik {izerine etkilerini arastiran pek c¢ok calisma
bulunmaktadir (Pochapin, 2000; Paper, 2001; D’Souza vd., 2002; Begley vd., 2006).
Probiyotiklerin genel saglik etkilerinin yaninda ozellikle C. difficile gibi pek c¢ok
antibiyotik, fiziksel ve kimyasal etkiye karsi direngli bir mikroorganizmaya Kkarsi
gosterdikleri etkilere olan ilgi de giderek artmaktadir (Servin, 2004; McFarland, 2009;
Johnson vd., 2012; Hell vd., 2013; Fredua-Agyeman vd., 2017).

Literaturde probiyotiklerin C. difficile tzerindeki etkilerini in vitro yontemlerle
inceleyen birgok calisma bulunmaktadir (Trejo vd., 2010; Fredua-Agyeman vd., 2017,
Goli¢ vd., 2017; Islam vd., 2022). Ayrica, in vivo ¢aligmalar, probiyotiklerin antibiyotik
tedavisi ile birlikte kullanildiginda enfeksiyonun tekrarlamasi iizerinde olumlu bir etkiye

sahip oldugunu gostermistir (Pillai ve Nelson, 2008; Bainum vd., 2023).

Probiyotiklerin sagladigi kolonizasyon direnci, bagirsak mikrobiyal toplulugunun,
patojenik organizmalarin bagirsak ortaminini kolonize etmelerini dnleyen engelleme ve
rekabet etme yetenegidir. C. difficile'ye kars1 bagirsak mikrobiyotasi aracili kolonizasyon
direnci, birincil safra asitlerinin ikincil safra asitlerine doniistiiriilmesi ve bdylece
sporlarinin ¢imlenmesini 6dnlemesi yoluyla olusmaktadir. Bununla birlikte, normal bagirsak
mikrobiyotasinin ¢esitli nedenlerle bozulmasi sonucunda C. difficile kolonizasyonunu
destekleyen disbiyotik bir duruma yol agmaktadir (Sekil 2). Bu nedenle bagirsak
mikrobiyotasinin besin nislerini isgal etme ve buradaki besinlerin kullanimim kisitlama
yeteneginin, C. difficile Kolonizasyonunu Onlemede Onemli bir rol oynadigi

diistiniilmektedir (Marshall vd., 2023).
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Sekil 2. Bagirsak mikrobiyomunu etkileyen faktorler (Elkafas vd., 2022)

Terapotik ajanlar olarak probiyotik kullanmanin avantaji, bu canli organizmalarin
siklikla, Toksin A'y1 dogrudan yok eden proteazlar, toksin baglanma bdlgelerine midahale,
bagisiklik diizenlemesi ve QS sistemlerinin inhibisyonunu icerebilecek diger mekanizmalar
dahil olmak tizere birden fazla etki mekanizmasina sahip olmasi olarak ifade edilmektedir.
Henliz bu konudaki bilgiler smirli olsa da baz1 probiyotik suslarin veya sus
kombinasyonlarin, hiicre algilama (QS) sistemlerine miidahale ederek C. difficile

virtilans faktorlerinin tiretimini bozdugu belirtilmektedir (Gunaratnam vd., 2021).

2.3.2. Toplum ile iliskili C. difficile Enfeksiyonlar:

Epidemiyolojideki degisiklikler, genel olarak daha yiiksek hastalik insidansiyla
sonuglanan toplumdan edinilmis enfeksiyonlardaki artisi igerirken, hastalarin daha 6nce
proton pompasi inhibitorlerini kullanmasi gibi potansiyel yeni risk faktorlerini de ortaya
cikarmaktadir. Antibiyotik alan, hastaneye yatirilan yasli hastalar hala enfeksiyon riski
altindaki ana grup olsa da hastane ortamiyla veya antibiyotiklerle daha Once temasi
olmayan gen¢ popiilasyonlarda CDI'de artis oldugu goriilmektedir. Ayrica, ¢ocuklar ve

hamile kadmlar gibi 6nceden diisiik risk altinda olan belirli popiilasyonlarda da CDI
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oranlar1 artmaktadir (Rupnik vd., 2009). ABD Hastalik Kontrol ve Onleme Merkezlerinden
(CDC) alinan siirveyans verilerine gore, 2012 ile 2015 yillar1 arasinda saglik hizmetiyle
iliskili (HA) CDI'nin toplam insidans1 azalirken, toplumla iligskili (CA) CDI'nin
insidansinda artis oldugu ifade edilmektedir (CDC, 2019; Tickler vd., 2019). Ozellikle
guniimiizde bu artisin 6nceden hastaneye yatis veya antibiyotik tedavisi 6ykiisii olmayan
gen¢ hastalarda gozlemlenmesi toplumla iliskili C. difficile enfeksiyonu ihtimallerini
akillara getirmektedir (Koene vd., 2012; Usui vd., 2020).

CDI i¢in olas1 toplum kaynaklar1 arasinda toprak, su, evcil hayvanlar, yiyecek, et ve
sebzeler, eti icin kullanilan hayvanlar yer almaktadir. Gidalarin C. difficile
kontaminasyonunun insanlarda klinik CDI'ye yol actigima dair kesin bir kanit yoktur.
Bununla birlikte, son yillarda artan CDI vakalar1 C. difficile’nin hastane disinda farkli
kaynaklardan bulasabilecegini diisiindiirmiistiir (Rupnik ve Songer, 2010). Ayrica yapilan
caligmalar semptomatik hastalardan elde edilen izolatlar ile toplum kaynakli CDI i¢in olas1
rezarvuarlardan elde edilen izolatlarin genetik olarak olduk¢a benzer oldugunu

vurgulamaktadir (Spigaglia vd., 2023; Williamson vd., 2023)

Literatiir, C. difficile yayilmasi hakkinda cesitli hipotezler sunmaktadir, ancak
zorunlu anaerobik dogast goz oOniine alindiginda, CDI'nin olusmasinda endosporlarin
viicuda alinmasi sorumlu goriinmektedir. C. difficile ile ilgili bircok rapor, bu
mikroorganizmanin toprak ve hem tatli hem de deniz dahil olmak iizere su gibi dogal

ortamlarda her yerde bulunabilecegini ifade etmektedir (Candel-Pérez vd., 2019).

Cevresel Kaynaklarda C. difficile Varhg

C. difficile, oksijene direngli sporlar olusturma yetenegi nedeniyle her yerde
bulunmaktadir. Yapilan ¢alismalarda gida (Metcalf vd., 2010; Eckert vd., 2013; Tkalec vd.,
2019; Usui vd., 2020), su (Kotila vd., 2013; Numberger vd., 2019), toprak (Lim vd., 2020)

veya ev (Alam vd., 2014) ortamlarinda varlig bildirilmistir.
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Slovenya’nin kentsel ve kirsal bolgelerinden toplanan 107 su birikintisi ve 79
toprak numunesi Orneginde C. difficile varhigmmin arastirnlldigi bir c¢alismada; su
birikintilerinde %14,4, toprak numunelerinde ise %36,7 oraninda pozitiflik belirlenmistir.
Ayrica ¢aligmada elde edilen izolatlarin halihazirda yaymlanmig hayvan izolatlarina ait

antimikrobiyal direng modelleri ile uyum gosterdigi ifade edilmistir (Janezic vd., 2016).

Blau ve Gallert, (2023) tarafindan yapilan bir ¢alismada 81 c¢evresel Ornekten
toplam 169 C. difficile izolat1 elde edilmistir. Calismada elde edilen g¢evresel C. difficile
izolatlarinin gogunlugunun toksijenik oldugu belirlenmistir. Arastirmacilar toksijenik bu
suslar arasinda binary toksin pozitif izolatlarin da yer almasinin dikkat ¢ekici oldugunu
bildirmislerdir. Ayrica C. difficile suslarinin, 6zellikle diskiyla kontamine olmus ¢esitli
cevresel kaynaklarda daha yaygin olarak bulunabilecegi ve bu durumun toplumla iliskili C.

difficile enfeksiyonlarinin potansiyel bir kaynagi olabilecegini ifade etmislerdir.

Hayvanlarda C. difficile Varhgi

C. difficile, insanlarda oldugu kadar hayvanlarda da 6nemli bir enteropatojendir
(Koene vd., 2012; Krijger vd., 2019; Blau ve Gallert, 2023). Hayvanlarin, kontamine
hayvan triinleriyle dogrudan temas veya tiiketim yoluyla insanlar i¢in rezervuar ve
enfeksiyon kaynagi olabilecegi, potansiyel zoonotik bulasmayla ilgili endiseleri de
arttirmigtir. Hayvanlarin C. difficile'yi kontamine ortamlarla, kontamine gidalarla veya
enfekte insanlarla temas yoluyla edinebilecegine inanilmaktadir (Knetsch vd., 2018;
Marcos vd., 2021; Abad-Fau vd., 2023; Bolton ve Marcos, 2023). Bununla birlikte,
zoonotik bulagmanin kesin mekanizmalar1 ve kapsami hala tam olarak anlasilamamistir

(Abad-Fau vd., 2023).

Hayvanlarda C. difficile enfeksiyonlarmin varligi ilk olarak 1968'de antibiyotikle
tedavi edilen hamsterlarda oliimciil bir enterik olay olarak bildirilmistir (Hensgens vd.,
2012). Antibiyotik tedavisi, diyet degisikligi ve yeni dogan donemi, tipki insanlarda oldugu
gibi gida hayvanlari1 da kapsayacak sekilde pek ¢ok hayvan tirinde C. difficile
enfeksiyonlart i¢in risk faktorleridir (Rupnik vd., 2009; Bandelj vd., 2016). Enfeksiyon,
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insandakine benzer sekilde hayvanlarda da konakg¢i bagirsak mikroflorasinin bozulmasi

nedeniyle meydana gelmektedir (Rupnik vd., 2009; Porsbo ve Agerso, 2016).

Giliniimiizde, yapilan ¢alismalarda atlar (Kachrimanidou vd., 2019), filler (Bojesen
vd., 2006), domuzlar (Weese vd., 2010; Hopman, vd., 2011a,b; Wu vd., 2016), buzagilar
(Keel vd., 2007; Hammitt vd., 2008), evcil hayvanlar (Clooten vd., 2008; Janezic vd.,
2014; Krijger vd., 2019) ve vahsi hayvanlar (Krijger vd., 2019) gibi pek ¢ok farkli hayvan

tirinde C. difficile varlig1 belirlenmistir.

Koene vd., (2012) tarafindan Hollanda'da yedi farkli hayvan tiirlinden alinan 839
digk1 6rneginde C. difficile'nin varligr aragtirllmistir. Yapilan ¢alismada pozitif 6rnek sayisi
%3,4 (s181r) ila %25,0 (kopek) arasinda bildirilmistir. Orneklerden elde edilen 96 izolatin
%53'Unun toksin geni barindirdigi, ayrica domuz, sigir ve kiimes hayvanlarindan elde
edilen tiim izolatlarin toksinojenik oldugu ifade edilmektedir. izolatlar arasinda ribotip
012’nin en c¢ok sigirlarda ve ribotip 078’in ise domuzlarda baskin ribotip olarak

belirlendigi ifade edilmistir.

Hayvanlardan izole edilen genotiplerin (yaklagik 30-50 farkli PCR ribotipi)
heterojenligi, insan izolatlarinin (yaklasik 190 PCR ribotipi) heterojenliginden daha
disiiktiir. Bunun nedeni, insan tiplendirme ¢alismalarina kiyasla gergeklestirilen sinirli
sayida hayvan tiplendirme ¢alismasi olabilir. En yaygin PCR ribotipleri, hayvan ve insan
popiilasyonlar1 arasinda farklilik gostermektedir. Ancak her iki populasyondan da énemli
sayida ortak PCR ribotipi izole edildigi goriilmektedir (Rupnik vd., 2009; Koene vd., 2012;
Blasi vd., 2021).

Slovenya’da kiigiikbas hayvanlar iizerinde yapilan bir calismada elde edilen
izolatlarin hayvanlar ve insanlarda ortak PCR ribotipleri bulundurdugu belirlenmis ve bu
ortak izolatlarin hayvandan insana ve hayvandan ¢evreye C. difficile kontaminasyonlarinda

bir kaynak olusturabilecegi ifade etmislerdir (Avbersek vd., 2014).
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Benzer sekilde Avusturalya’da yapilan bir calismada RT237 ribotipin sadece
Avustralya'daki domuzlardan izole edilmesine ragmen, C. difficile enfeksiyonu (CDI)
hastalarinda bulundugu bildirilmistir. Bu bulgu C. difficile’nin hayvanlardan insana
potansiyel bulagsmasin1 destekler niteliktedir. Buna ek olarak arastirmacilar, yapilan
calismada domuz ciftliklerinde yasayan ve c¢alisan ailelerde %25'e varan yliksek bagirsak
kolonizasyon yiizdeleri bulunmasimin da bu hipotezi destekledigini ifade etmislerdir

(Zhang vd., 2020).

Ayrica son yillarda literatiirde yer alan ¢alismalar hayvanlardan olusabilecek bu
aktarimin ayni1 zamanda uluslararasi yayilima da sebep olabilecegini ifade etmektedir

(Blasi vd., 2021).

Gidalarda C. difficile Varhg

2005 yilindan bu yana, Clostridium difficile’nin toksik ve toksik olmayan cesitli
suslar1 ABD ve Avrupa'daki cesitli gidalardan pek ¢ok farkli ¢alismada izole edilmistir.
Izole edilen bu suslarin, insanlarda siddetli C difficile enfeksiyonlar ile iliskili suslarin
genetik ve virllan 6zelliklerine benzerlik gostermesi sebebi ile C difficile'in gida kaynakli
(ve zoonotik) bir patojen olduguna dair artan endiseler giin gegtik¢e artmaktadir (Hoover
ve Rodriguez-Palacios, 2013).

C. difficile’'nin gidalarda varliginin arastirilmasina yonelik pek c¢ok ¢alisma
mevcuttur. Bu amagla yesil sebzeler (Metcalf vd., 2010; Eckert vd., 2013), patates (Tkalec
vd., 2019; Khun vd., 2023) ve havug gibi kok sebzeler (Lim vd., 2018), deniz drinleri
(Agnoletti vd., 2019; Pasquale vd., 2011, 2012; Rodriguez vd., 2021; Troiano vd., 2015) et
ve et Urunleri(Tsuchiya vd., 2008; Songer vd., 2009; Harvey vd., 2011; Limbago vd., 2012;
Esfandiari vd., 2014; Mooyottu vd., 2015), sut ve sit Grinlerinde (Jobstl vd., 2010;
Sugeng, 2012; Hazarika vd., 2023) C. difficile’nin varligin1 arastiran pek ¢ok ¢alisma
bulunmaktadir. Caligmalar, genel olarak gidalarda C. difficile pozitiflik oraninin %8 ile
%42 arasinda degistigini gOstermektedir (Khun vd., 2023). Gida zincirinde

kontaminasyona neden olabilecek bulasma kaynaklari arasinda; ciftlik ortami, Giftlik
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hayvanlari, toprak, giibre, su, meyve- sebze, ¢ig ve islenmis gidalar, yuzeyler ve gida
calisanlari ile isleme tesisleri gosterilmektedir. Son {tiriinlerde sporlarin varligi, kontamine
hammadde, gida endiistrisinde ¢apraz kontaminasyon ve gida igleme sirasinda spor iiretimi

ile agiklanabilmektedir (Candel-Pérez vd., 2019).

Hayvansal Uruinlerde C. difficile’nin Varhg

Hayvanlarda C. difficile’nin varligt hayvansal iriinlerde C. difficile’nin
arastirilmasina yonelik ¢aligmalart arttirmistir. Diinyanin farkl iilkelerinde hayvansal et
urunlerinde C. difficile varligini arastiran pek ¢ok ¢alisma bulunmaktadir (Tablo 1). Bunun
yaninda farkli hayvanlara ait siit 6rneklerinde (Rahimi vd., 2014; Romano vd., 2018),
islem gormiis siitlerde (Abdel-Hamid vd., 2011), peynirlerde (Sugeng, 2012; Hazarika vd.,
2023), peynir digindaki siit tirlinlerinde (tam yagli yogurt) (Marcos et al., 2021) C. difficile

varlig1 aragtirilmastir.
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Tablo 1

Hayvansal Grtinlerde C. difficile varligi

. Bulunma Toksin o
Et Ulke _ Ribotip Referans
sikligr (%) genli
Pismis ve ¢ig et 37/88 Songer vd.,
v ) Ve ABD tcdC 027, 078, °
urdinleri (%42,0) (2009)
Von
: tcdAve
Kiyma Isveg 2/82 (%2,43) edB - Abercron
C
vd., (2009)
Cig et ornekleri 001, 003,
tcdAve De Boer vd.,
(koyun, tavuk, Hollanda  8/500 (%1,6) 087, 045,
tcdB (2011)
domuz, dana NT, 071
Cig et 6rnekleri
(tavuk cigeri, F1, F7,F8, _
] Usui vd.,
domuz eti, Japonya  2/10 (%2,1) - F9, F1, F10,
(2020)
domuz ciger, R6
s18ir eti)
uesada-
. tcdA ve 0 )
Cig Et Kostarika 4/200(%2,0) edB - Gbomez vd.,
C
(2013)
Et ve islenmig et | Marcos vd.,
] Irlanda 1/110 (%1,1) tcdB, -
drdinleri (2021)
Cig et ornekleri ]
) o 12/81 tcdB, Hazarika vd.,
(biftek, domuz Hindistan -
) _ (%14,8) tcdA+tcdB (2023)
eti, tavuk eti)
Islenmis et o Hazarika vd.,
) Hindistan  3/101 (2,9) - -
urunleri (2023)

Ulkemizde bugiine kadar gidalarda C. difficile varlig1 arastiran ¢alismalar da et
urtinlerine odaklanilmistir. Bu amagla kusbasi et ve dana kiymada sirasiyla %2 ve %4 C.
difficile pozitif sonug elde edildigi ifade edilmistir (Atasoy ve Giiciikoglu, 2017). Tavuk
etinde yapilan bir ¢alismada ise %25 oraninda C. difficile varligi bildirilmistir (Guran ve
IIhak, 2015).
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Hampikyan vd., (2018) ise sigir karkaslarindan %33,6, koyun karkaslarindan %25,3
oranlarinda C. difficile izole edildigini ve sigir izolatlarinin %18,1’inin, koyun izolatlarinin
%?7,7’sinin ise Ozellikle salginlarda 6nemli rol oynadigi diisliniilen ribotip 027’iye ait
oldugu ifade etmislerdir. Arastirmacilar, ayrica elde edilen izolatlarin antibiyotik
direnclerini incelemis ve izolatlarin sefotaksim ve imipeneme direngli buna karsilik
amoksilin-klavulanik asit, vankomisin ve tetrasikline duyarli olduklarini bildirmislerdir.
Benzer sekilde Bingol vd., (2020) tavuk karkaslarinda %37,3 oraninda C. difficile tespit
etmigler ve izolatlarin %8,7’sini ribotip 027 olarak tanimlanmiglardir. Tiim izolatlarin
amoksilin-klavulonik asit, vankomisin, metronidazol ve tetrasikline duyarli, sefotaksim ve

imipeneme direncli oldugunu ifade etmislerdir.

Attia, (2021) tarafindan ¢ig tavuk Orneklerinde C. difficile aranmasina yonelik
Misir’da yapilan calismada 250 adet ¢ig tavuk etinin 6rnek olarak kullanilmistir. 11
(%4,4) ornekte C. difficile tespit edilmistir. Elde edilen izolatlarin hig birisinin toksijenik
olmadig1 ayrica tiim izolatlarin vankomisine duyarli, bazi izolatlarin ise metronidazol,
tetrasiklin, klindamisin veya moksifloksasin antibiyotiklerine degisen derecelerde orta

diizeyde/diren¢ gosterdigi ifade edilmistir.

Bacheno vd., (2022) tarafindan yapilan bir ¢alismada ise ¢ig et ve karkas yiizey
suruntt érneklerinde C. difcile'nin varligini aragtirilmistir. Yapilan ¢alismada toplamda 485
adet ¢ig et ve karkas yiizey siirlintli 6rneginde ¢ig etin %2,91'inde ve karkas ylizey siirlintii
orneklerinin %4,48'inde C. difficile belirlendigi ifade edilmistir. Elde edilen izolatlarda
ayrica yiksek antibiyotik direnci (klindamisin siprofoksasin, metronidazol, eritromisin ve
tetrasiklin) gozlendigi ifade edilmistir. Ayrica izolatlarda tcdA (%22,22), tcdB (%44,44),
CdtA (%44,44) ve cdtB (%16,66) toksijenik genlerinin saptandigi belirtilmistir.

Arastirmacilar gida hayvanlarinin, 6zellikle koyun ve si8irlarin, kesim asamalarinda
C. difficile tasiyicilart oldugunu ve insanlarda enfeksiyonlara sebep olan ribotiplerin
hayvanlarda da belirlendigini ve hayvanlardaki bu bulasinin mezbaha icinde karkas
kontaminasyonundan meydana gelmis olabilecegini vurgulamislardir (Bacheno vd., 2022;

Hofer vd., 2010).
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Gidalarda C. difficile Sporlarinin Onlenmesi

Amerika Birlesik Devletleri Tarim Bakanligi'nin (USDA) giivenli gida tiiketimini
tesvik etmek icin gida tiirline gore pigirme sicakligi onerileri vardir, ancak bu Oneriler
oncelikle vejetatif bakteri hiicrelerinin (6rnegin, Salmonella) yok edilmesini ele alir ancak
spor hicrelerine yonelik Oneriler bulunmamaktadir. Bugiine kadar gidalarda C. difficile
sporlariin kontrolii ile ilgili resmi bir tavsiye bulunmamaktadir (Hoover ve Rodriguez-
Palacios, 2013).

Literatirde ise gidalarda C. difficile sporlarin varliginin giderilmesine yonelik
oldukca smirli sayida ¢alisma bulunmaktadir. Yapilan calismalar gidalara uygulanan 1sil
islemler ile C. difficile sporlarinin eliminasyonuna odaklanmaktadir (Rodriguez-Palacios
ve LelJeune, 2011; Redondo-Solano vd., 2016; Arora vd., 2019). Ancak gidalar i¢in
onerilen pek ¢ok pisirme islem uygulamasinin gidalardaki C. difficile sporlarini 6nlemede
yetersiz kalacagi belirtilmektedir (Rodriguez-Palacios vd., 2010). Ayrica dliimciil olmayan
1sitma iglemlerinin, spor germinasyonunu tesvik edecegi ifade edilmistir (Hoover ve

Rodriguez-Palacios, 2013).

Lund ve Peck, (2015), C. difficile sporlarinin 1s1l direncini Clostridium perfringens
sporlarininkiyle karsilagtirmis ve her iki organizmanin sporlarinin et ve kiimes hayvam
iriinlerinin pisirilmesinde kullanilan tipik 1s1l islem sicakliklarinda hayatta kalabilecegini

ve potansiyel olarak gida kaynakli hastaliklara yol agabilecegini belirtmistir.

Siitlin  pastorizasyonu i¢in FDA tarafindan oOnerilen 100°C'nin altindaki farkl
sicaklik-zaman kombinasyonlari, C. difficile'nin vejetatif hiicrelerini yok etmek icin yeterli
olabilecegi (Moore vd., 2013; Dharmasena vd., 2019; McSharry vd., 2021) ancak C.
difficile spor hiicrelerinin termal direnci vejetatif hiicrelere gére daha yiiksek oldugu ifade
edilmektedir (Arora vd., 2019; Edwards vd., 2016). Ayrica gida matrisinin karmasik ve
olast koruyucu yapisindan dolay1 termal direng ¢alismalarmin PBS gibi sivilar yerine direkt
olarak gida matriks yapisinin 1s1l dirence etkisi g6z 6niinde bulundurularak dogrudan gida

ile yapilmas1 6nerilmektedir (Rodriguez-Palacios ve LeJeune, 2011).
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Clostridium difficile sporlarinin, etlerin yeterli sekilde pisirilmesi igin yaygin olarak
onerilen minimum sicaklik olan 71° C'de (160 ° F) 2 saat boyunca uygulanan 1s1l islemde
hayatta kaldigi, ancak 85°C'de 10 dakikalik bir 1sil islemin %95°lik bir 6liim sagladigi
ifade edilmektedir (Rodriguez-Palacios vd., 2010). Hoover ve Rodriguez-Palacios, (2013)
ise nispeten diisiik seviyelerde C difficile sporlarnm (6., 10* spor/g) soteleme gibi hafif
pisirmeye maruz kaldiginda uzun stireli olarak hayattan kalmaya devam edebilecegini ifade

etmislerdir.

Gidalarin  bozulmasinin  Onlenmesinde yiiksek sicakligin  yaninda  diisiik
sicakliklarda muhafazasi da bir koruma yontemi olarak uygulanmaktadir. Ancak yapilan
calismalar C. difficile sporlarmin gida matriksi igerisinde sogukta uzun siireler
saklanmasmin C. difficile sporlarinin azaltilmasindaki etkisinin sinirli oldugunu ifade

etmektedirler (Deng vd., 2015; McSharry vd., 2021; Marcos vd., 2023).

Deng vd., (2015) et ve fosfat tamponlu salin (PBS) ¢ozeltisi icerinde C. difficile
sporlarinin iki epidemik susunun, diisiik sicaklikta hayatta kalmalarini -80°C, -20°C, 4°C
(buzdolabr sicakligi), 23°C (oda sicakligi) kosullarinda saklama ve -20°C’den 23°C’ye 10
kez yapilan dondurma-¢dzme islemlerinin etkilerini dort ay boyunca incelemislerdir ve
karsilagtirmiglardir. Arastirmacilar uygulanan islemlerin tamaminda spor canliliginda
azalma gozlenirken bu azalmanin sonunda sporlarin 6nemli Olgiide canliligini
koruyabildigini ifade etmislerdir. Benzer sekilde dondurup-¢ozdiirme isleminin spor
canliligint azalttigin1 ancak spor canliliginin biiyiik oranda korundugu ifade edilmistir.
Arastirmacilar, kullandiklar1 her iki C. difficile susunun bir et modelinde PBS'den daha

yiiksek 1sisal direng gosterdigini belirtmiglerdir.

McSharry vd., (2021) tarafindan yapilan bir baska ¢alismada etler farkli atmosferik
kosullar altinda paketlenerek farkli sicakliklarda depolanmistir. Arastirmacilar 2 °C'de,
oksijen kosullarindan bagimsiz olarak, 32 giinliik depolama boyunca C. difficile
konsantrasyonlarinda sabit bir diislis gozlendigini, buna karsilik, ytliksek sicaklikta C.

difficile sayilarinin orta ve yiiksek bariyerli paketlerde ve anaerobik kosullar altinda 2 giin
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sonra Onemli Ol¢iide baslangic degerlerine kiyasla oldukga yiiksek dizeylerde

belirlendigini ifade etmislerdir.

Marcos vd., (2023) buzdolab: sicakliklarinda saklanan (4°C) ve dondurularak (-
20°C) depolanmis tavuk gogsii, dana biftek, 1spanak yapraklar1 ve siizme peynirde C.
difficile (ribotip 078 ve 126) spor canliligin1 ve depolama sonrasi bu gidalarin hafif pisirme
(sous vide) (60°C, 1 saat) uygulanmasmi 1sil islem olmayan kontrol grubu ile
karsilastirarak incelemislerdir. Arastirmacilar bunlara ek olarak D80°C degerlerini gida
ortami ve PBS ortaminda kiyaslayabilmek igin, 80°C'de PBS, sigir eti ve tavukta spor
inaktivasyonunu da aragtirmiglardir. Aragtirmacilar sogukta saklama islemlerinin ve hafif
pisirme isleminin C. difficile sporlarinda herhangi bir azalmaya neden olmadigini, ancak
80°C uygulanan 1s1l islemin PBS ve gida matrikslerinde benzer seviyelerde azalma

sagladigini ifade etmislerdir.

Tosun vd., (2022) tarafindan yapilan ¢alismada C. difficle ile kontamine edilen
marullarin antimikrobiyal maddeler ile yikanmasi ve ardindan modifiye atmosfer paket ile
paketlenerek 2 farkli sicaklikta depolanmasinin C. difficile {izerine etkilerini arastirilmistir.
Baslangi¢ yiikiine kiyasla antimikrobiyaller ile yikama isleminin C. difficile sayisini
azalttigin1 ancak modifiye atmosfer paketlemenin ve sicakligin C. difficile sayilari tizerinde

bir etkisinin bulunmadigini ifade etmislerdir.

Benzer sekilde Tosun vd., (2023) C. difficile ile kontamine 1spanaklarinin dogal
dezenfektan ile yesil cay ekstrakti-asetik asitten (GTE-AA) olusan farkli antimikrobiyal
cozeltiler ile birlikte farkli konsantrasyonlardaki sodyum hipoklorit (NaOCI) ve kontrol ile
yikanmasimin C. difficile iizerine etkilerini arastirmiglardir. Arastirmada kontrol grubu
olarak 1spanak yapraklarinin yalnizca musluk suyu ile yikanmasiin kullanildigini ifade
etmislerdir. Yikama ¢ozeltileri igerisinde en yiiksek etkinin NaOCl ile saglandigini ancak
arastirmada kullanilan diger yikama ¢6zeltilerinin de sirasi ile 2,27-3,08 log ve 3,21-3,66
log azalma sagladig1 ifade edilmistir. Musluk suyu ile yikamanin ise C. difficile’nin

1spanaklardan uzaklastirilmasinda herhangi bir etkiye sebep olmadigi ifade edilmistir.
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Flock, (2017) tarafindan yapilan ¢alismada ise ilk kez fermantasyonun etkilerinin
C. difficile sporlarmin canliliginin bir fermente gida olan yaz sosisinde incelemislerdir.
Calismanin sonucunda 60 glnlik bir depolamada C. difficile sayisinda bir degisiklik

belirlenemedigi ifade etmislerdir.
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UCUNCU BOLUM
MATERYAL VE YONTEM

3.1. Arastirma Plani

Calismamiz 5 boliimden olusacak sekilde ayrilmistir. Her boliime ait materyal ve

metot ayrintili olarak agiklanmustir.

1. Arastirma Inek, koyun, kegi ve manda s(tlerinde ve peynirlerde C. difficile
varligr arastirilmistir. Elde edilen Clostridioides difficile (C. difficile) siipheli izolatlar 6n
eleme i¢in API 32A ile tanimlanmistir. Bu asamada C. difficile olarak belirlenen izolatlar
molekiiler yontemler ile dogrulanmigtir. Molekiiler olarak C. difficile oldugu kesinlestirilen

izolatlarda ise toksin A, toksin B ve binary toksin varligi arastirilmistir.

2. Arastirma Siit ve siit iriinlerinde olas1 C. difficile kontaminasyonlarinin
Onlenmesinde uygulanacak 1sil islem siire ve sicakliklar1 belirlenmis ve etkinlikleri
arastirilmustir. C. difficile standart sus ve izolatlarinin 1sisal direnci iki farkli matematiksel
model yardimiyla incelenmistir. C. difficile’ye ait logaritmik azalma siireleri siitte ilk kez

belirlenmistir.

3. Arastirma Sut ve sut drdnleri Uretimi sirasinda diger Clostridial sporlarin
eliminasyonunda kullanilan bir yontem olan baktofiigason isleminin, s(tteki olast C.
difficile sporlarinin eliminasyonunda etkinligi arastirilmistir. Bu amacla baktofligason
uygulamasina benzer devir ve siirelerde santrifiijleme yapilarak uygulamalarin etkinligi

belirlenmistir.

4. Arastirma C. difficile’nin 6nlenmesinde standart kiiltiir koleksiyonlarina ait
kiilttirler, gida fermantasyonlarinda kullanilan ticari kiiltiirler ve laboratuvar izolatlarinin
kullanim olanaklar1 in-vitro olarak aragtirilmistir. Etkin bulunan kiiltiirlerin, ayrica birlikte

kullanimlar1 ile etkinliklerinin arttirilmasina ¢alisilmistir. Ayrica kiiltiirlerin C. difficile
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tizerine inhibisyon etkinliklerinin hangi tip bilesiklerden kaynaklandigi in-vitro yontemler

ile arastirilmastir.

5. Arastirma In-vitro yontemler ile C. difficile (zerine inhibisyon etkisi
belirlenen iki probiyotik kiltiir karisimi kullanilarak C. difficile ile kontamine peynirler
retilmistir. C. difficile’nin peynir yapiminda gelisen asitlik ve probiyotik kiiltiir kullanim1
ile inaktivasyonunun belirlenmesi amagclanmustir. Uretilen peynirler 3 ay boyunca
depolanmis ve depolama siiresince peynirlerin fizikokimyasal ve mikrobiyolojik analizleri
gerceklestirilerek depolama silresince starter kulturlerin, C. difficile sayilarinda ve

peynirlerde olusacak degisiklikler izlenmistir.
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3.2. Arastirma 1 SUt ve Peynir drneklerinde C. difficile Varhigimin Belirlenmesi

3.2.1. Cig Siit ve Peynir Orneklenmesi

Analize alinan siit ve peynir Ornekleri Manisa, Balikesir, Kocaeli, istanbul ve
Canakkale olmak tizere 5 farkli ilden temin edilmistir. Toplamda 91 adet ¢ig siit ve 110
adet peynir 6rnegi temin edilerek C. difficile varligi i¢in aragtirilmigtir (Sekil 3). Sit ve
peynir orneklemesi sirasinda en az 100 mL siit ve 100 g peynir ornegi steril kaplar

icerisinde alinarak laboratuvara getirilmistir (Sekil 4).
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Sekil 3. C. difficile aranmasinda kullanilan siit ve peynir 6rneklerinin dagimi
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Sekil 4. C. difficile aranmasi i¢in siit 6rneklenmesi

Peynir ve sut drneklerinde C. difficile aranmasinda Pasquale vd., (2012) ve Norman
vd., (2014)’nin yontemleri modifiye edilerek kullanilmistir. Bu amag¢ dogrultusunda 15
gram peynir 6rnegi ya da 15 mL siit 6rnegi iizerine 30 mL C. difficile selective supplement
(D-cycloserine- Cefoxitin (CC) iceren C. difficile enrichment broth (CDEB) (Protease
peptone (40 g/L, Oxoid, ingiltere), fructose (6g/L, Merck, Almanya), Na,HPO. (5g/L,
Isolab, Almanya), KH2PO4 (1g/L, Carlo Erba, Fransa), MgSO4.7H20 (0,1g/L Alfa Aesar,
Almanya), NaCl (2g/L, Merck, Almanya), taurocholic acid sodium salt hydrate (1g/L
Merck, Almanya) ve, HiMedia, Hindistan)) besiyeri icerisinde 35-36°C’de 10 giin boyunca
anaerobik kabin (Elektrotek 400TG, %80 N2, 10% CO2, %10 Hy, Ingiltere) kullanilarak 6n

zenginlestirmeye birakilmistir.

On zenginlestirme sivilarindan 1 mL alinarak {izerine vejetatif hiicrelerin
uzaklasilmasi amaciyla %96’lik etanol (1:1, v/v) ilave edilerek 50 dakika homojen bir
sekilde karigmasi saglanmistir. Ardindan spor hiicrelerinin toplanabilmesi i¢in 4000 x g’de
10 dk santrifiij uygulanmis ve elde edilen pellet alinarak CC ilavesi ile birlikte %5 (v/v) at
kan1 (Liofilchem, Italya) iceren C. difficile Agar Base (HiMedia, Hindistan)’e besiyeri ve
ChromID C. difficile Agar (bioMérieux, Fransa) besiyerlerine es zamanli olarak inokiile
edilmistir (Sekil5). C.difficile Agar petrileri 48 saat, ChromID petrileri ise 24 saat 35-
36°C’de anaerobik sartlarda inkiibasyona birakilmistir (Sekil 6). Inkiibasyon siiresi
sonunda C. difficile Agar petrilerinde yuvarlak buzlu cam goriniminde at glbresi
kokusuna sahip koloniler, ChromID petrilerinde ise siyah renkli koloniler alinarak
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tanimlanmas1 asamasina kadar %17 Gliserol ve Yeast Extract (Merck, Almanya) iceren
Brain Heart Infusion (BHI) Broth (HiMedia, Hindistan) -18°C’de saklanmustir.

Siit ve peynir orneklerinde C. difficile aranmasi

15 gram peynir
yada
15 mL st
arnegdi

i 1:1 {viv)
10
E anseobic 50 dakika alkol ile
inkiibasyon muamale

N %
. Alkolsoku |
—s-/

(A (B)

Sekil 6. Siit ve peynir 6rneklerinde C. difficile aranmasinda inkiibasyon gériintiileri (A) On

zenginlestirme (B) selektif besiyerinde anaerobik inkiibasyon

38



3.2.2. Elde edilen C. difficile izolatlarinin tanimlanmasi

Tipik C. difficile morfolojik goriintiisii ile stok alinan siipheli izolatlarin 6ncelikle
tek koloni olusturacak sekilde BHI Agar besiyerine ¢izilmis, tek kolonilerden Gram (+) ve
basil sekilli olan izolatlar API 32 A (Biomerieux, Fransa) hizli tan1 kiti ile tanimlanmustir.
API Rapid ID 32 A ile C. difficile olarak tanimlanan izolatlar ise molekiler yontemler ile
dogrulanmaya ¢alisilmistir. Molekiiler olarak da C. difficile olarak belirlenen izolatlarin,

toksin A, toksin B ve binary toksin tipleri belirlenmistir.

API 32 A ile Tanimlanmasi

Tipik morfolojik gdriintli ve kokudaki siipheli izolatlara gram boyama yapilmasinin
ardindan Gram pozitif ve basil goriintiideki izolatlar API Rapid ID 32 A hizli tani kiti
(bioMérieux, Fransa) ile tanimlanmugtir (Sekil 7). Kit tiretici talimatlarina gore uygulanmis
olup 35-36°C’de %S5 (v/v) koyun kani (Liofilchem, Italya) iceren BHI (HiMedia,
Hindistan) Agar’da anaerobik kosullarda 24 saat inokule edilerek aktif hale getirilen
kiltirler McFarland 4’e ayarlanarak test uygulanmistir. 4 saatlik inkiibasyon sonunda API

Web™ yaziliminda (versiyon 1.3.0) veritabani kullanilarak sonuglar degerlendirilmistir.

)

Sekil 7. Rapid ID 32 A ile siipheli izolatlarin tanimlanmasi
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Multiplex real-time PCR ile Dogrulama

APl Rapid ID 32 A test kitlerinde C. difficile sonucunu veren izolatlarin PCR’da
dogrulanmas1 amaciyla ilk olarak DNA ekstraksiyonlart gerg¢eklesmistir. DNA
ekstraksiyonlart hem elde edilen siipheli izolatlardan hem de analize alinan gidalarin 6n

zenginlestirme sivilarindan gergeklestirilmistir.

DNA Ekstraksiyonu
Direkt Siipheli Koloniden DNA Ekstraksiyonu

BHI Agar besiyerinde 24 saat 35-36°C’de canlandirilmis olan siipheli C. difficile
izolatlarindan 1 6ze dolusu alinarak 1 mL TE (Tris-EDTA) Buffer (Sigma-Aldrich, ABD)
iceren santrifiij tiipline (dnase, rnase free) aktarilmistir. Tiipler 97°C’de 15 dakika kuru
blok 1sitictda (ThermoFisher Scientific, ABD) kaynatilmistir. Kaynatilan tiiplere 16000
xg’de 10 dakika santrifiij uygulanmistir (Hermle Z 326 K, Almanya). Santrifiij sonunda
¢oken pelet uzaklastirnlmistir (Rahimi vd., 2014) (Sekil 8). Elde edilen DNA ekstraktlari -
18°C’de saklanmistir.

97°C'de

15
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- dakika l
Sdpernatant
alind ve
Koloniden C. difficile DNA Ekstraksyonu e &
-18°C'de L.

saklamandi

Sekil 8. Koloniden C. difficile DNA ekstraksiyonu
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On Zenginlestirme Sivisindan DNA Ekstraksiyonu

On zenginlestirme sivilarindan 1 mL’si almarak santirifiij tiiplerine aktarilmustir.
Ardindan 10000xg’de 5 dk santrifiij edilmis ve olusan siipernatant uzaklastirilarak ¢coken
pelet %6’lik Chelex® 100 resin (BIO-RAD, ABD) ile siispanse edilmistir. 56°C’de 20
dklik 1s1l islemin ardindan 99°C’de 10 dk kaynatma uygulanan siipernatant 4°C’de
14000g°de 5 dk santrifiij edilmistir (Heise vd., 2021) (Sekil 9). Elde edilen DNA
ekstraktlar1 -18°C’de saklanmustir.

56°C'de 99°C'de
& 20 & 10

dakika dakika

2 ‘\ .‘E‘f E i }'._:

. Suspanslyon
I B =
\ { -
Siipernatant

10000xg - | alindi

5 dakika %6Chelexs =
100 resin

On zenginlestirme sivisindan C. difficile DNA Ekstraksyonu

£
14000xg -18C'de
4 dakika saklandi

Sekil 9. Siit ve peynir drneklerine ait 6n zenginlestirme sivilarindan DNA ekstraksiyonu

Izolatlarda C. difficile Trioz Fosfat izomeraz (tpi) Gen Varhgmm PCR ile

Belirlenmesi

Hem izolatlardan hem de Onzenginlestirme sivilarindan elde edilen DNA
ekstraktlarindaki C. difficile tpi geninin varligi Heise vd., (2021) yontemi modifiye
edilerek belirlenmistir. Mastermix (Roche, Almanya), primer ve problar (Eurofins
Genomics, Avusturya) ve plazmid (Genscript, ABD) (retici talimatlarina gore

hazirlanmastir. Ic amplifikasyon kontrolii olarak
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[CY5]AATCGGCCAACGCGCGG[BHQZ2] prob ile saptanacak E. coli plazmidi (pUC18
plazmid DNA, SD1162) plazmid DNA kullanilmistir (Maurischat vd., 2015). izolatlardan
bir tanesi icin gerekli olan karisim Tablo 2°de belirtilmistir. Primer ve problarin niikleotid
dizilimi Tablo 3’de verilmistir. Primerler 5 pmol/uL ve problar 2,5 pmol/uL olacak sekilde
hazirlanmistir. Hazirlanan karisimlar 96 kuyucuklu plaklara her birinde 15 pL olacak
sekilde aktarilmistir. Negatif kontrol i¢in 5 pL PCR water eklenmistir. Kuyucuklara 5 uL
DNA ekstrakti eklendikten sonra plak iizerine sizdirmaz film (sealing film, SSlbio, ABD)
yapistirilarak 2500 rpm’de 20 saniye spindown (Fisherbrand, ABD) ile homojenizasyonu
saglanmistir (Sekil 10). Plak Real time PCR (BIO-RAD, CFX96 Real-Time System,
C1000 Touch Thermal Cycler, ABD) haznesine yerlestirilerek siire, sicaklik ve dongii
kosullar1 asagida belirtilen adimlarda yiiriitiilmistiir. Pozitif kontrol olarak standart
Clostridioides difficile ATCC 700057 Clostridioides difficile ATCC 43593, Clostridioides
difficile ATCC 1870 ve Clostridioides difficile ATCC 9689 suslar1 kullanilmistir. izolatlara
ait sonuglar standart suslarin DNA ekstraktlarindan (pozitif kontrol) ve PCR water (negatif

kontrol) elde edilen sonuglar ile karsilastirilarak degerlendirilmistir.

Tablo 2
Real time PCR (gPCR) tpi gen karigim1

Malzemeler Toplam Miktar (20 pL)

Light cycler 480 mastermix 10 pL

Tpi primer F20 uM 0,25uL
Tpi primer R20 uM 0,25uL
Plasmid primer F20 uM 0,25uL
Plasmid primer R20 uM 0,25uL

Tpi probe 20 uM 0,125uL
Plasmid probe 20 uM 0,125uL
Plasmid 0,1pL
DNA template 5uL
PCR water 3,65 pL
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Tablo 3

tpi geni ve plazmid belirlemede kullanilan primer ve problar

Niikleotid dizilimi (5°-3")

tpiR GGTCTATTCCTACTTCTAATGC
tpiF GAAGCTACTAAGGGTACAAA
tpi prob [HEX]JATAAGAGGTGAAACTTCTCCTGTAAATGCTCCI[TAM]

Plasmid (F) GTCGGGAAACCTGTCG
Plasmid (R) GCTCACATGTTCTTTCCTGC
Plasmid prob [CY5]AATCGGCCAACGCGCGGI[BHQ2]

1. Adim 95°C —>5dk
2. Adim 95°C —> 10 sn

3. Adim 59°C —>1dk (2. adima dongii 39 tur)
4. Adimm 72°C —>1sn
5. Adim 25°C —>30sn

(b)

Sekil 10. (a) PCR karigiminin hazirlanmasi (b) DNA ekstraktlarinin kuyucuklara eklenmesi
(c) Plagin PCR’a yiiklenmesi
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3.2.3. izolatlarin Toksin Tiplerinin Belirlenmesi

tpi geni pozitif sonug veren izolatlarin toksin A, toksin B ve binary toksin tipleri

belirlenmistir.

Toksin A ve Toksin B’nin Belirlenmesi

Sut drneklerinden elde edilen izolatlardan tpi genine sahip izolatlarin toksin A ve B
genine sahip olup olmadigi qPCR ile belirlenmistir. Toksinlerin belirlenmesi i¢in gerekli
olan karisim Tablo 4’de belirtilmistir. izolatlarn toksin A ve toksin B belirlenmesinde
kullanilan primer, prob ve PCR doéngii kosullart Tablo 5’de gosterilmistir. Primerler 8
pmol/uL ve problar 5 pmol/uL olacak sekilde hazirlanmistir. Hazirlanan karisimdan 96
kuyucuklu plaklara her bir kuyucukta 15 pL olacak sekilde aktarilmistir. Negatif kontrol
icin 5 pL PCR water eklenmistir. Pozitif kontrol i¢in toksin A ve B (+) C. difficile standart
ATCC 1870 ve ATCC 9689 suslar1 kullanilmigtir. Kuyucuklara 5 pL. DNA ekstrakti
eklendikten sonra plak iizerine film yapistirilarak 2500 rpm’de 20 saniye spindown
(Fisherbrand, ABD) ile homojenizasyon saglanmistir. Plak Real time PCR (BIO-RAD,
CFX96 Real-Time System, C1000 Touch Thermal Cycler, ABD) haznesine yerlestirilerek
stire, sicaklik ve dongli sayilar1 asagida belirtilen adimlarda PCR’da yiiriitiilmiistiir.
Sonuglar toksin A ve B pozitif standart suslarin DNA ekstraktlarindan (pozitif kontrol) ve

PCR water (negatif kontrol) elde edilen sonuclar ile karsilastirilarak degerlendirilmistir.
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Tablo 4
Real time PCR (qPCR) ile Toksin A ve B belirlemede kullanilan karigim

Malzemeler Toplam Hacim (20 pL)

Light cycler 480 mastermix 10 pL
Toksin A primer F10 uM 0,8 pL
Toksin A primer RIOuM 0,8 pL
Toksin B primer F10 uM 0,8 uL
Toksin B primer R10 uM 0,8 pL
Toksin A probe 10 uM 0,5 pL

Toksin B probe 10 uM 0,5 pL
DNA ekstrakti S5 pL
PCR water 0,8 uL
Tablo 5

Toksin A ve Toksin B belirlemede kullanilan primer ve problar

Niikleotid dizilimi (5°-3)

toksin A (F) TGATAACGTATAGCTTGACC

toksin A(R) ATGGTTTACCTCAGATAGG

toksin B (F) GAAGGATTACCTGTAATTGC

toksin B (R) CTGCCATTATACCTATCTTAGC

toksin A probe [FAM]TGAATACTTTGCACCTGCTAATACGGATG[TAM]
toksin B probe [HEX]JCTCTTTGATTGCTGCACCTAAACTTACACC[TAM]

Adim 95°C —> 5 dk
Adim 95°C —> 15 sn

Adim 60°C —> 1 dk } (2. adima dongii 39 tur)
Adim 25°C —>30sn

A 0 e
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Binary Toksinin Belirlenmesi

Binary toksin belirlenmesinde izolatlardan bir tanesi i¢in gerekli olan karisim Tablo
6’de belirtilmistir. Binary toksinin belirlenmesinde kullanilan plazmid, primer ve proplar
Tablo 7’de gosterilmistir. Ic amplifikasyon kontrolii olarak
[CY5]AATCGGCCAACGCGCGGIBHQ2] problu E. coli plasmidi kullanilmistir
(Maurischat vd., 2015). Primerler 5 pmol/uL ve problar 2,5 pmol/pL olacak sekilde
hazirlanmistir. Hazirlanan karigimlar 96 kuyucuklu plaklara kuyucuklarin her birinde 15

uL olacak sekilde aktarilmistir.

Negatif kontrol i¢in 5 uL PCR water eklenmistir. Pozitif kontrol i¢in binary toksin
(+) C. difficile standart ATCC 1870 susu kullanilmistir. Kuyucuklara 5 pLL DNA ekstrakti
eklendikten sonra plak iizerine film yapistirilarak 2500 rpm’de 20 saniye spindown
(Fisherbrand, ABD) ile homojenizasyon saglanmistir. Plak Real time PCR haznesine
yerlestirilerek siire, sicaklik ve dongii sayilart asagida belirtilen adimlarda PCR’da
ylriitilmiistiir. Sonuglar binary toksin pozitif standart suslarin DNA ekstraktlarindan
(pozitif kontrol) ve PCR water (negatif kontrol) elde edilen sonuglar ile karsilastirilarak

degerlendirilmistir.

Bu asamada kullanilan PCR dongii kosullart asagida verilmistir

Adim 95°C —> 5 dk

Adim 95°C —> 10 sn

Adim 59°C —> 1 dk (2. adima dongii 39 tur)
Adim 72°C —>1sn

Adim 25°C —> 30 sn

ok W NP

46



Tablo 6
Real time PCR (gPCR) binary toksin belirlemede kullanilan karisim

Malzemeler Toplam Miktar (20 pL)
Light 47ycler 480 10 pL
mastermix

Binary primer F 10 pM 0,5 pL
Binary primer R 10 uM 0,5 pL
Plasmid primer F20 pM 0,25 pL
Plasmid primer R20 uM 0,25 pL

Binary probe 20 uM 0,25 L
Plasmid probe 20 uM 0,125 pL
Plasmid 0,1 pL
DNA template SpuL
PCR water 3,025 pL
Tablo 7

Binary toksin varliginin belirlenmesinde kullanilan plasmid, primer ve problar

Niikleotid dizilimi (5-3)

Binary toksin (F) ~ TATATTAAAGCAGAAGCATCTGT
Binary toksin®  CTGGACCATTTGATATTAAATAATT
Binary toksin probe [FAMJTCCTCCACGCATATAATCATTTACATCAGC[TAM]

Plasmid (F) GTCGGGAAACCTGTCG
Plasmid ® GCTCACATGTTCTTTCCTGC
Plasmid prob [CY5]AATCGGCCAACGCGCGG[BHQ?]

3.2.4. Izolatlarin Antibiyotik Direng Profillerinin Belirlenmesi

Izolatlarin ve C. difficile (ATCC 700057, ATCC 43593, ATCC 9689 ve ATCC

1870)’nin vankomisin, metronidazol ve klindamisin antibiyotiklerine duyarliliklar

gradient test seritleri (HiMedia, Hindistan) ile belirlenmistir. Tedavide siklikla kullanilan
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antibiyotiklerin minimum inhibisyon (MIK) degerleri test seritlerinin yerlestirildigi
bolgenin etrafinda olusacak inhibisyon elipsinin serit tizerindeki olgek ile kesistigi nokta

uzerinden belirlenmistir (CLSI, 2012; CLSI 2023).

3.3. Arastirma 2 Siite Uygulanan Isil islemlerin C. difficile Sporlar1 Uzerine
Etkisi

C. difficile’nin hayvansal iriinler ve siitlerde izole edildigi gbéz Oniinde
bulunduruldugunda termal direncinin siit i¢erisinde arastiritlmasi direkt olarak siite inokdle
edilerek gergeklestirilmistir. Calismada iki toksin olusturan sus C. difficile ATCC 1870
(ribotip 027, A + B + CDT +) ve C. difficile ATCC 9689 (ribotip 001, A + B + CDT-) ve
iki toksn olusturmayan sus C. difficile ATCC 700057 (ribotip 038, A- B- CDT-) ve C.
difficile ATCC 43593 (ribotip 060, A- B- CDT-)’nin siit i¢erisinde termal 1s1l direngleri
arastirilmistir. Ayrica birinci bolimde sut drneklerinden izole edilen ve molekiler olarak
C. difficile oldugu dogrulanan iki izolata ait sporlarin 1sil direngleri de siit icerisinde
incelenmistir. Calismada C. difficile suslar1 gevresel ortamlarda ve siitte spor seklinde

bulunacagi i¢in 1s1l islem uygulamalarinda C. difficile sporlarini kullanilmustir.

3.3.1. Spor Siispansiyonlarinin Hazirlanmasi

C. difficile’ye ait spor siispansiyonlarinin hazirlanmasinda Roshan, (2019) ve Arora
et al., (2019)’nin yontemleri birlestirilerek kullanilmistir. C. difficile’ye ait her bir sus igin
kaltarler %5 (v/v) koyun kani igeren BHIS (Brain Heart Infusion, %0,5 yeast extract
(Merck, Almanya), %0,1 L-cysteine (Merck, Almanya), Sug/mL Hemin (Sigma, ABD),
lpg/mL K1 vitamini (Roche, Almanya)) Agar lizerine aktarilarak 10 giin boyunca 35-
36°C'de anaerobik kabin icerisinde inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon siiresi sonunda
petriler vejatatif hiicrelerin elimine edilebilmesi i¢cin 24 saat boyunca oda kosullarinda
birakilmistir. Petriler lizerinde gelisen koloniler steril 6zeler yardimiyla toplanarak soguk
steril su icerisine alinmis ve steril santriftj tipleri icerinde stspanse edilmesi saglanmustir.
Stispansiyonlar igerisinde herhangi bir vejetatif hiicre kalmadigindan emin olunmasi igin

tiipler 70°C'de 20 dakika 1s1 uygulamasina maruz birakilmigtir. Bunun ardindan santrifiij
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tlplerine 4000xg’de 10 dakika santrifiij islemi uygulanarak olusan pellet steril destile su ile
10 kez yikanmis ve her islemde tekrar santriflij uygulanarak siipernatant uzaklastirilmistir.
Son asamada hazirlanan silispansiyonun icerigindeki spor sayisi seri dillisyonlar
hazirlanarak spor sayimi ile kontrol edilmistir. Ayrica spor siispansiyonlar1 spor boyama

yapilarak mikroskopta kontrol edilmistir.

3.3.2. Spor Siispansiyonlarmin Siite Inokiilasyonu

Bu amagla 45 mL ticari UHT (3% yag, 3,1% protein, 4,5% korbonhidrat, SEK,
Turkiye) site, 5 mL108 spor/mL (3 McFarland) iceren spor siispansiyonu eklenerek siitteki
nihai spor sispansiyonun 10 spor/mL olmasi saglanmistir. Spor siispansiyonu ile
karistirilan  siit, 1s1l islem uygulamak amaciyla 1 mL’lik steril santrifiij tiiplerine
boliinmiistiir. Ayrica analizde kullanilan siit 6rneklerinden ayrilarak C. difficile varhig

kontrol edilmistir.

3.3.3. Sicakhik Uygulamasi

Isil islemler sicaklik kontrollii su banyosunda (Memmert, Almanya)
gergeklestirilmistir. Su banyosu icerisindeki sicaklik dagiliminin homojenitesi her ¢calisma
oncesi el termometresi ile kontrol edilmistir. Spor soliisyonu igeren santrifiij tiipleri, 1s1l
islem uygulamas: i¢in uygulanacak sicaklikta secilen siireler i¢in paraleli olacak sekilde
hazirlanarak su banyosuna yerlestirilmistir. Su banyosuna yerlestirilen tiiplerin hedef
sicakliga ulasmasi, igerisinde spor soliisyonu bulunmayan santrifiij tiipli igerisine
yerlestirilen el termometresi ile kontrol edilmistir. Kontrol tiipii igerisindeki sicaklik hedef
sicakliga ulagtiginda, hedef sicaklikta tutma siiresi baslatilmistir. Tiiplin hedef sicakliga
gelene kadar su banyosu igerisinde gecirdigi siire, hedef sicaklikta tutma siiresine dahil

edilmemistir.

Analizde kullanilan C. difficile (ATCC 9689, 1870, 700057 ve 43593) ve iki
laboratuvar izolatina ait spor siispansiyonlar1 i¢in siitiin pastorizasyonunda kullanilan

63°C’den baslayarak 1s1l islemler 65, 75, 77,5, 80, 82,5 ve 85°C +0,1°C degiskenlik ile
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gergeklestirilmistir. Sicaklik uygulamasi sonrasi su banyosundan ¢ikarilan tiipler, buzlu su

icerisine alinarak hizlica sogumalar1 saglanmistir.

Sicaklik uygulamasi sonrasit canli kalan hiicrelerin saymmi igin tlpler iki kez
4000xg'de santriiijlenerek siit kalintilar1 uzaklastirilmis ve sporlarin ¢okmesi saglanmistir.
Ardindan seri diliisyonlar1 hazirlanarak BHIS Agar {izerine inokiile edilmistir. Petriler 48
saat boyunca 37°C'de anaerobik kabin igerisinde inkubasyona birakilmis ve sonrasinda

olusan koloniler sayilmustir.

3.3.4. Log-Lineer ve Weibull Modelleri Kullanilarak C. difficile Sporlarinin
Termal Direnglerinin Hesaplanmasi

Log-Lineer Model

Sut icerisinde inokile edilen C. difficile spor siispansiyonlarnin termal
direnclerinin belirlenmesinde ilk olarak log-lineer model kullanilarak hesaplamalar
yapilmigtir. Bu amagla spor siispansiyonlarinin termal direnglerinin hesaplanmasinda
kullanilan log-lineer modelde, 2 temel varsayim kabul edilerek hesaplamalar

gerceklestirilmistir. Bu varsayimlar;

a. termal uygulamalar, su banyosunda esit sicaklikta ve sporlarin esit olarak

dagildig1 1 mL spor- siit siispansiyonu igeren santrifiij tlipleri igerisinde ger¢eklestirilmistir.

b. Ayni susa ait her bir spor hiicresi termal direng agisindan homojendir.

Mikroorganizmalarin 1s1 ve diger islemler ile inaktivasyonunun geleneksel olarak
birinci dereceden in aktivasyon kinetigini takip ettigi varsayilmistir. D degerine ait

denklem
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logio—= = . (3.1)

olarak ifade edilmistir

Bu denklemde verilen No baslangic hiicre sayisini (spor/mL), N 1sil islem
stiresinden sonra hayatta kalan hiicrelerin sayisini (spor/mL), D (ilk ondalik azaltma siiresi)
organizmalarin %90’1n1 yok etmek i¢in gereken siireyi (dk), t=uygulama siiresini (dk)
temsil etmektedir. D degeri belirli 1s1l islem sartlar1 altinda baslangi¢ta var olan canli
mikroorganizma sayisinin %90°nmin inaktive edilebilmesi i¢in gereken siire olarak ifade

edilmektedir.

Termal inaktivasyonu tanimlamak igin kullanilan ikinci parametre z ile gosterilen
sicaklik hassasiyeti gostergesidir. z degeri, D degerinin %90 azaltilmasi i¢in gereken
sicaklik farkli olarak tanimlanmaktadir. z degeri, 1s1l islem sicakliklarina karsi log10D’nin
bir grafigi olan termal diren¢ egrisinin negatif egimi olarak elde edilmistir. z degeri

Denklem (3.2)'de gosterildigi gibi belirlenmistir.

7= Ll (3.2)

Logi0D1—Log1oD>

Denklemde D ve Dy, sirasiyla T1 ve T2 sicakliklarindaki D degerleridir.

Analiz edilen C. difficile sporlarinin D degerlerinin hesaplanmasinda Bigelow
birinci dereceden modeli kullanilmistir. Isil islem sonrasinda elde edilen sayim sonuglari
Excel (2010*, Microsoft, Redmond, WA)’e eklenen GInaFiT Geeraerd ve Van Impe
inaktivasyon modeli versyonl.7 (Geeraerd vd., 2005) kullanilarak degerlendirilmistir.

D degerlerinin hesaplanmasindan sonra z degeri, sicaklik ve log D degerlerinin
egiminden Excel yaziliminda dogrusal regresyon ile hesaplanmistir. Sicaklik ile D

degerlerinin korelasyonlarinin belirlenmesinde normallik testi yapilarak normallik testi

51



anlamli ¢ikan degerlerin korelasyon katsayilari Pearson’s korelasyon katsayisi ile

degerlendirilmistir.

Weibull Modeli

Sut icerisinde inoklle edilen C. difficile spor siispansiyonlarinin termal
direncglerinin belirlenmesinde ikinci olarak Weibull modeli kullanilarak hesaplamalar
yapitlmistir. Bu amagla spor siispansiyonlarinin termal direnglerinin hesaplanmasinda
kullanilan Weibull modelinde de, 2 temel varsayim kabul edilerek hesaplamalar

gerceklestirilmistir.

Bu varsayimlar;
a. spor populasyondaki her bir susa ait sporlarin farkli direnglere sahip oldugu

b. Elde edilen hayatta kalma egrisi her bir sporun isil islem direnci dagiliminin
kimdlatif (birikerek artma) bicimidir (Chen and Hoover, 2004).

logN = logN, — (g)ﬁ (3.3

Bu denklemde 9, ilk logaritmik azalma suresini temsil eder. Bu sire, hiicre veya
spor sayisinda 1 log azalma elde etmek i¢in gereken siire oldugundan, lineer termal
inaktivasyonun D-degerine benzer ancak £ degerine baghdir. f degeri boyutsuz bir

parametredir ve "sekil parametresi" olarak adlandirilir; egrinin geometrik seklini belirler.

Sporisidal aktivitenin Weibull ile modellenmesi Microsoft Excel (Microsoft,
Redmond, WA, 2010)’e eklenen GInaFiT Geeraerd ve Van Impe inaktivasyon programi
versiyon 1.7 (Geeraerd vd., 2005) ile yapilmstir.

Weibull modeline ait olusturulan grafikler yorumlanirken (Arora vd., 2019)'m
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belirttigi f degerleri yorumlar1 dikkate alinmistir.

Bu dogrultuda;

p>1 ise hayatta kalma egrilerine ait grafik i¢ bilikey olacak ayni zamanda o
degerinin zamanla azaldigi, diger bir ifade ile 1s1l islem siiresi igerisinde canli kalan

sporlarin 1s1ya kars1 daha hassas oldugu

B <1 ise hayatta kalma egrisine ait grafigin yukar1 i¢ biikey ve J degerinin zamanla
arttigin1 diger bir ifadeyle 1s1l islem siiresince kalan sporlarin daha yiiksek dirence sahip

oldugu, strese uyum sagladigi

S =1 ise ¢ degeri sabit bir deger oldugu ve 6lim hizi1 zamandan bagimsiz olarak
degerlendirildigi ve tlim popiilasyondaki sporlarin esit dirence sahip oldugu seklinde

yorumlanmustir.

Modellerin Karsilastirilmasi

Modellerin karsilagtirilmasi amaci ile ortalama kareler hatasi (MSE) degerleri goz
oniine alimmistir. Her bir model i¢in belirlenen ortalama karesel hata degeri GlanaFIT
programi kullanilarak hesaplanmistir. Bu amacla yapilan degerlendirmede her bir sicaklik
icin iki model karsilastirildiginda MSE degerleri ne kadar kiiciik belirlenmisse elde edilen
hayatta kalma verilerinin modele uygunluklari artmaktadir (Chen, 2007). MSE degerinin

hesaplanmasina ait denklem (3.4)’de verilmistir.

Y (belkenen sonuc—gozlenen sonuc)?
= & o 2 (3.4)

MSE

Denklemde n, gbézlem sayisini ve p ise tahmin edilecek parametre sayisini temsil

etmektedir (Chen ve Hoover, 2004).
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3.4. Arastirma 3 Site C. difficile Kontaminasyonlarmm Onlenmesinde

Baktofiigason isleminin EtKisi

Baktofiigasyon islemi siit igerisindeki toplam bakteri yiikiiniin (Doyle vd., 2015;
Ribeiro vd., 2019) ve bakteriyel sporlarin eliminasyonu i¢in (Burtscher vd., 2023;
D’Incecco vd., 2018, 2023; Garde, Arias, vd., 2011) kullanilmaktadir. Stt endustrisinde
siklikla kullanilan baktofiigasyon isleminde siite 8000 xg ve 10000 xg’de santrifij
uygulandigi bildirilmektedir (D’Incecco vd., 2023; Ribeiro vd., 2019).

Bu amagla pastorize siit icerisine 108 spor/mL diizeylerinde Clostridioides difficile
ATCC 700057 Clostridioides difficile ATCC 43593, Clostridioides difficile ATCC 1870 ve
Clostridioides difficile ATCC 9689 sporlar1 slte inokile edilerek santriflij tliptne
aktarilmistir. 1k olarak sporlarin elde edilmesinde uygulanan 4.000 xg’de 10 dakika
(Roshan, 2019) denenmis ardindan 10.000 xg’de (Gurian vd., 1982; Ribeiro vd., 2019) 15
dakika, sonrasinda 12.000 xg’de 10 ve 15 dakika santrifiij uygulamasi gerceklestirilmistir.
Santriflij islemi sonunda tiipiin iizerinde kalan siipernatant kismi alinarak desimal
diliisyonlar1 hazirlanmistir. Hazirlanan diliisyonlardan BHIS Agar plaklarina ekim
yapilmustir. Petriler 37°C’de 48 saat anaerobik kosullarda inkUlbe edilerek ve inkibasyon

sonunda koloni sayimi yapilmistir.

3.5. Arastirma 4 C. difficile Uzerine Standart, Ticari ve Laboratuvar
Izolatlarinin Kullanim ile inaktivasyonunun in-vitro Olarak Belirlenmesi

3.5.1. Kullamlan Mikroorganizmalar

Calismamizda C. difficile lizerine kullanilan kiiltiirlerin etKilerinin in-vitro olarak
belirlenmesinde kullanilan tiim kiltiir ve kiiltiir karisimlart Tablo 8 ‘de gosterilmistir.
Kdltirlerin segiminde literatirde C. difficile ve diger Clostridium spp. Uzerine etkili
bulunan tirlerin ticari olarak yer aldigi karisimlar ile birlikte tekli standart kiiltiirler ve

laboratuvar izolatlar1 dikkate alinmistir
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Tablo 8

Calismada kullanilan probiyotik kiiltiirler, Clostridioides difficile kilttrleri, C. sporogenes

ve C. perfringens kiiltiirleri ve bu kiiltiirlerin kaynaklari

Kdaltarler Kiiltiir tipi /Kiiltiir icerigi Kaynak
Lactobacillus reuteri DSM 17938 Tek klttr 1)
Lactobacillus rhamnosus GG Tek kiiltar 2
Lactobacillus plantarum ATCC 20219  Tek kiltur 2
Lactobacillus casei NRRL B 1922 Tek kiltar 3)
Lactobacillus plantarum ATCC 334 Tek kulttr 2)
LA5-C® Tek kaltir / Lactobacillus acidophilus (4)
BB.12° Tek kltdr / 4
Bifidobacterium animalis subsp. lactis BB12
YOFLEX® YF-L901 (YF-L901) Karisik kiiltiir/ 4
Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus,
Streptococcus thermophilus
DVS® ABT-2 (ABT-2) Kansik kiiltiir/ (4)
Streptococcus salivarius thermophilus,
Lactobacillus acidophilus B
FD-DVS ABT-7 Probio-Tec® (ABT-7)  Karnsik kiiltiir/ 4
Streptococcus thermophilus, LA5-C,
Bifidobacterium species
Bactoferm SM-199 (SM-199) Tek kaltdir / (4)
Lactobacillus plantarum
Ticari kultlr Tek kaltdir / (5)
Enterococcus faecium CBT EF4
Lactobacillus acidophilus CBT LAL,
Lactobacillus rhamnosus CBT LR5,
Bifidobacterium longum CBT BG?7,
Bifidobacterium bifidum CBT BF3
izolat 33 Tek kaltir (6)
izolat 43 Tek kulttr (6)
Clostridioides difficile ATCC 700057  Tek kiltur 2
(ribotype 038, A- B- CDT-)
Clostridioides difficile ATCC 43593 Tek kiltar 2

(ribotype 060, A- B- CDT-)
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Tablo 8’in devami

Kdlturler Kiiltiir tipi /Kiiltiir icerigi Kaynak
Clostridioides difficile ATCC 9689 Tek kiiltar 2
(ribotype 001, A + B + CDT-)

Clostridioides difficile ATCC Tek kiiltar 2
1870n(ribotype 027, A+ B + CDT +)

Clostridioides difficile S25 Tek klttr @)
Clostridioides difficile S36 Tek kilttr @)
Clostridium sporogenes ATCC 11437 Tek kilttr 2)
Clostridium perfringens 12915 Tek kalttr (2)

(1) DSM: Deustche Smmlung von Mikroorganismen und Zellkulturen Gmbh, Almanya

(2) ATCC: American Type Culture Collection

(3) NRRL: Agricultural Research Service Culture Collection

(4) CHR-HANSEN A/S

(5) NBL Probiotics Gold® (Nobel, Ttirkiye)

(6) Manda peynirinden izole edilen bu izolatlarin probiyotik kullanimina iliskin 6n ¢alismalar yapilmistir
(Taylan, 2017)

(7) Siit 6rneklerinden izole edilen ve molekiiler olarak dogrulanmig Clostridioides difficile suslar

3.5.2. Anti- C. difficile (Anti-CD) Aktivitesi Olan Probiyotiklerin Belirlenmesi

Potansiyel probiyotiklerin  Anti-CD aktivitelerinin belirlenmesi igin yapilan
analizler Islam vd., (2022) tarafindan belirtilen yontem kullanilarak gergeklestirilmistir. Bu
amagcla anti-CD ozelligi arastirilan kiiltiirler bir gece 6ncesinde MRS Agar (HiMedia,
Hinhistan)’da anaerobik kabin igerinde 36-37°C’de inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon
siiresi sonunda gelisen potansiyel probiyotik kiiltiirlerden alinarak yogunluklar1 102
kob/mL’ye ayarlanmistir. Daha sonra her bir kiiltiirden alinarak paralel MRS Agar petrileri
Uzerine 3-uL’lik spot inokiilasyonlar gergeklestirilmistir. Spot inokiilasyon yapilan
kultarler 24 saat anaerobik kabinde inkiibasyona birakilmistir. Potansiyel probiyotik
spotlart gelisimleri sonrast BHI Agar’da hazirlanan C. difficile kiltiirlerinden 200 pL
inokulum iceren 10 mL %0,7 Agar iceren BHI soft agar ile kaplanmislardir. Petriler
yeniden anaerobik kabin igerisinde 48 saat boyunca inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon
sresi sonunda spot inokiilasyon yapilan probiyotiklerin etrafinda olusan inhibisyon zonlar1

belirlenerek Ol¢iilmiistiir (Sekil 11). Analizde, pozitif kontrol olarak C. difficile
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enfeksiyonlarmin tedavisinde siklikla kullanilan vankomisin (30 pg/disk, Oxoid, ingiltere)

diski kullanilmustir.

Ayrica etkin bulunan kiiltiirlerden segilerek kiiltiir kokteylleri hazirlanarak birlikte

kullanimlarinin C. difficile tizerine etkileri ayn1 yontem adimlari izlenerek belirlenmistir.

w McFarland
probiyotik

3L\ 3
| probiyotik |

Qultur . Y
— -l
5 b

24 saat
/ 35-36°C

inkiibasyon

3. Adim:C. diffcilenin
Hazirlanmas:

200 L
C.diffcil 5. Adim:inhibisyon
LI, Soft Zonlannin Olgiilmesi
V!cFarland S =

b

l i ‘.'

| /

\ /

N4

4.Adim: Probiyotik iceren

Petrinin Soft Agar ile
Kaplanmasi

j N W

¥ vy 24saat
/ 35-36°C

inkibasyon

Sekil 11. Probiyotiklerin C. difficile Gzerine anti-CD etkilerinin in-vitro olarak belirlenmesi
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3.5.3. C. difficile Uzerine Standart, Ticari ve Laboratuvar Kailtur
Supernatantinin Mikrotitre Plakas1 (MTP) Analizi ile Antimikrobiyal Aktivitesinin

Belirlenmesi

C. difficile iizerine inhibisyon etkisi arastirilan standart, ticari ve laboratuvar
izolatlarindan etkin bulunan kiiltiirler segilerek bu etkinin segilen kiltlirlere ait hangi tip
bilesiklerden kaynaklandigi arastirilmistir. Bu calismada C. difficile’ye karsi yiiksek
inhibisyon gosteren kultlrlerin etkinliklerinin temel kaynaginin organik asitler ve/veya
bakteriyosinlerden hangisi veya hangileri oldugu belirlenmeye ¢alisiimistir. Analize alinan
probiyotik kultirlerden yuksek Anti-CD etkisi gosteren kiiltiirler tekli kullanimlarinin

yaninda ayrica birlikte kullanilarak da C. difficile tizerinde etkileri de incelenmistir.

Bu amagla Ratsep vd., (2014) tarafindan bazi belirtilen yontem modifikasyonlar
yapilarak kullanilmistir. Oncelikle, secilen probiyotik kiiltiler MRS Broth’a inokiile
edilerek 24 saat aneerobik kosullarda inkiibe edilmistir. Inkiibasyon siiresi sonrasi
kiltarlere ait hiicre icermeyen supernatanlar, 15 dakika boyunca 3000 xg santrifujleme ile
toplanmistir. Hiicre icermeyen silipernatantlarin her bir kiltiir i¢in pH"1 Olgiilerek ¢ esit
parcaya bolinmistiir: birinci kisim olgiilen pH (asidik)’da birakilmis ikinci kisim 6 N
NaOH ile noétralize edilmis ve son olarak tigiincii kisim 6 N NaOH ile nétralize edildikten
sonra 20 dakika boyunca 100°C’de isitilmistir. Ardindan elde edilen tiim siipernatanlar 0,2

uM, steril siringa filtreden gegirilerek steril tiip igerisine alinmustir.

Calismada kullanilan C. difficile kulttrleri %2 (v/v) kan ilave edilmis Brain Heart
Infusion (BHI) Agar’da 35-36°C anaerobik kabin iginde inkiibasyona birakilmistir. Aktif

C. difficile kilturlerinin konsantrasyonlari, BHI Broth’da McFarland 3’e, ayarlanmustir.

Secilen probiyotik kiiltiirlerin ~ siipernatanlarinin  antimikrobiyal —aktivitesini
degerlendirmek i¢in asagidaki reaksiyon karigimlart mikroplak kuyucuklart igin

hazirlanarak kullanilmistir:
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(1) 20 uL C. difficile hiicre siispansiyonu, 162 upL Pepton Tampon Tuzu
stispansiyonu ve 18 uLL BHI Broth (pozitif kontrol olarak);

(2) 20 pL C. difficile hiicre siispansiyonu, 162 pL hiicresiz probiyotik kiiltiir
stipernatant1 ve 18 pL. BHI Broth;

(3) 20 uL C. difficile hiicre siispansiyonu, 162 pL hiicresiz nétralize probiyotik
kiiltiir siipernatant1 ve 18 uLL BHI Broth;

(4) 20 uL C. difficile hiicre siispansiyonu, 162 pL hiicresiz nétralize edilmis ve
1s1tilmis probiyotik kiiltiir stipernatant1 ve 18 pL. BHI Broth.

Reaksiyon karisimlar1 anaerobik kosullar altinda 36-37°C'de 48 saat inkibe

edilmisgtir.

Reaksiyon karisimlarinin optik yogunluklari inkiibasyon Oncesi ve sonrasinda
ODs20 nm’de mikroplak okuyucu (Thermo scientific, Multiscan FC, ABD) kullanilarak
Ol¢iilmiis, optik yogunluklardaki degisiklik asagida verilen denklemde (3.4)
degerlendirilerek C. difficile blytimesinin inhibisyon ylzdesi hesaplanmistir.

0D; x 100

C. difficile blyUmesinin inhibisyon ylzdesi= 100 — oD

(3.4)

Denklemde verilen OD; ve ODg, probiyotik kiiltiirlerin varliginda ve yoklugunda C.

difficile’nin optik yogunluk i¢in 6l¢iilen degerlerini ifade etmektedir.
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3.6. Arastirma 5 C. difficile’nin peynir yapiminda gelisen asitlik ve probiyotik

kalttr kullamimu ile inaktivasyonunun belirlenmesi

C. difficile Uzerine inhibisyon etkileri in vitro olarak belirlenen probiyotik kultlr ve
kiiltiir karigimlarinin peynirin {iretimi ve depolanmasi sirasinda C. difficile Uzerine etkileri
arastirtlmistir. Bu amagla in-vitro yontemler ile C. difficile Uzerinde yuksek inhibisyon
etkisi belirlenen kiiltiirler 6n denemeler ile peynir tiretiminde kullanilmigtir. Peynir mayasi
varliginda peynirde istenilen tekstiir 6zelliklerinin olusumu goézlenen NBL+ izolat 43 ve
YF-L901+ izolat 33 kiltir karisgimlari segilerek tiretim ve depolama siireglerinde

incelenecek olan peynir 6rneklerinin tiretimlerinde kullanilmastir.

3.6.1. Peynir Uretiminde Kullanilan Cig Siitlerin Temini

Peynirlerin tamaminin tiretiminde Bayir Siit (Canakkale)’den temin edilen ¢ig inek
siitleri kullamlmgtir. Uretimde kullamlan siitler sagimin ardindan kisa siire icerisinde
almarak hizlica laboratuvara peynir iretimleri i¢in ulastirilmistir. Cig siitler kaba
kirliliklerinin uzaklagtirilmasi i¢in cendere bezlerinden siiziilmiis ve bir boliimii ¢ig siitlerin

analizleri i¢in ayrilmistir.

Cig siitlerden yapilan mikrobiyolojik analizler {retim ile ayn1 giin
gergeklestirilirken, fizikokimyasal analizler i¢in ayrilan siitler analizlere kadar -18°C’de

saklanmustir.

3.6.2. Peynir Uretimi

C. difficile’nin peynir yapiminda gelisen asitlik ve probiyotik kiiltiir kullanimi ile
inaktivasyonunun belirlenmesi amaciyla iiretilen peynirler asagida belirtilen numaralar ile
kodlanmis ve depolama siiresince ve iiretim siiresince gergeklestirilen analizler bu kodlama

tizerinden devam edilmistir.
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1. NBL+ izolat 43 ve peynir mayasi

2. YF-L901 + izolat 33 ve peynir mayasi

3. NBL+ izolat43 +CD ve peynir mayasi

4. YF-L901 + izolat 33 +CD ve peynir mayasi
5. CD ve peynir mayasi

6. Yalnizca peynir mayasi

Peynir iretiminde, her bir liretim igin ayr1 paslanmaz ¢elik peynir yapim setleri
(Canberk Gida, Tiirkiye) kullanilmistir. Uretim sonunda peynirler 90 giin depolanarak
secilen probiyotik kiiltlirlerin iirettigi antimikrobiyal 6zellikteki maddelerin ve gelisen
asitligin C. difficile Uzerine etkisi incelenmistir. TUm peynirler, 2 tekerrurli olacak sekilde
iretilmis ve analize alinacak her giin igin de her bir 6rnekten 2 paralel halinde analize
alinmigtir. Peynirlerin {iretimi ¢ig siitlin alimindan itibaren izlenen adimlar Sekil 12°de

gosterildigi gibidir. Peynir Gretimi Demirel, (2004)’te verildigi gibi gerg¢eklestirilmistir.
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Cig siit
3
Kaba filtrasyon

X
Pastorizasyon
75%1 °C 4-5 saniye

¥
Sogutma
3611°C

4
C. difficile ilavesi

106 spor/mL
X
%0,02 CaCI2 ilavesi
——EE—
Peynir mayasi ilavesi
——ETTTT ~

Pihtinin kesilmesi

‘F

Pihtimin siiziillmesi
J
{.

Presleme
3
Fermantasyon
4
Salamura ilavesi

L

On olgunlastirma
{

Olgunlagtirma

-

Starter kiiltiir ilavesi
|

~

Peynir mayasi ilavesi

-

Peynir alti suyu

Sekil 12. Cig siitten peynir liretimine kadar izlenen adimlar

Starter Kulturlerin Hazirlanmasi

Starter kaltdrlerin site ilavesi 6ncesinde, 6n ¢alismalar ile segilen starter kiiltiirlerin
(NBL+ izolat43 ve YF-L901 + izolat 33) MRS Broth’da 24 saatlik aktif kdlttrleri

hazirlanmig ve buradan 10 mL alinarak yagsiz siit tozu ile hazirlanan %10 kuru maddeli

100 mL besiyeri igerisinde aktiflestirilerek kullanilmistir.
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Starter Kultir Aktivite Testi

Starter  kdltdrlerin aktiviteleri Horrall Elikler aktivite testi kullanilarak
belirlenmistir (Demirel, 2004). Bu amagcla, 100 mL steril %10 kuru maddeli sit tozu
cozeltisi igerisine peynir iiretiminde kullanilacak olan starter kiiltiir %3 oraninda olacak
sekilde ilave edilmistir. Inokiilasyon sonrasi1 karisim 37°C’de 3,5 saat boyunca inkiibasyona
birakilmigtir ve sonrasinda 0,1 N NaOH ile titre edilerek elde edilen sonug¢ % laktik asit

cinsinden hesaplanmistir. Elde edilen sonuglar Tablo 9’da verilen sekilde

degerlendirilmistir.

Tablo 9

Starter Kultlrlerin aktivite tipinin belirlenmesi

Asitlik (% laktik asit) Aktivite tird
0,30-0,35 Yavas aktivite
0,36-0,39 Normal aktivite
0,40->0,40 Yuksek aktivite

Inokulum Hazirlanmasi

Peynire inokiile edilecek C. difficile spor siispansiyonun hazirlanmasinda Roshan,
(2019) ve Sorg ve Dineen (2009)’un yontemleri modifiye edilerek kullanilmistir. Sporlarin,
siit icerisinde nihai konsantrasyonu 10° spor/mL olacak sekilde ayarlanarak siite ilave
edilmistir. Ayrica siite ilave edilen spor siispansiyonu eklendigi siit icerisinden alinan
ornekten hazirlanan seri diliisyonlarin BHI Agar’a inokiilasyonundan elde edilen sayim

sonuglari ile kontrol edilmistir.
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Peynir Mayasi ve Maya Kuvveti Tayini

Peynirlerin iiretiminde Maya Koy (Tirkiye) firmasiin irettigi 1/160000
kuvvetinde ticari siv1 sirden mayasi kullanilmistir. Kullanilan maya kuvvetinin ve peynir
iiretiminde kullanilacak miktarinin belirlenmesi amaci ile peynir iiretiminde kullanilacak
sutten 100 mL 6rnek alinarak 36-37°C’e kadar 1sitilmistir. Kullanilacak olan ticari peynir
mayast 5 kat seyreltilmis ve 10 mL alinarak siite ilave edilmistir. Peynir mayast
¢ozeltisinin 5 mL’si siite ilave edildigi andan itibaren siire tutulmaya baslanmistir. Stirekli
ve yavas bir sekilde karstirilarak pihti olusumu gdzlenmistir. ilk piht1 tanecikleri
goriildiigli ana kadar gecen siire belirlenerek bu siireye bagli maya kuvveti hesaplanmistir.

Maya kuvvetinin hesaplanmasinda asagidaki formiil kullanilmistir.

Maya kuvveti = 2220*S (3.5)

tXM

S: Alinan siit miktar1 (mL)
T: Ik pthtinmn gériildiigii zaman (saniye)

M: Peynir mayas1 miktari, (mL)

PastOrizasyon

Peynir yapiminda kullanilan siitler peynir yapim kiti (Canberk Gida, Tiirkiye)
icerisinde bulunan benmarin kiivetlerde 75+1°C’de 4-5 saniye boyunca pastorize edilmistir.

Pastorizasyon sonrasi siitler hizla sogutularak siit sicakligi 37£1°C’ye diistiriilmiistiir.

Starter Kiiltiir ilavesi

Sogutulan siitlere pastdrizasyon sirasinda sicaklik etkisi ile azalan Ca*? tuzlarmin
yerine koyulabilmesi amaciyla siite %0,02 oraninda CaClz (Merck, Almanya) ilave edilmis
ve iyice karigmasi saglanmistir. Ardindan hazirlanan starter kiiltiir kokteyli %1 oraninda
inokiile edilerek 37+1°C’de 30 dakika 6n fermantasyona birakilmistir. Bu amagla starter
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kaltar olarak C. difficile’nin 6nlenmesinde in-vitro olarak etkili bulunan ve 6n denemeler
ile peynir tretimi i¢in uygun tekstiir olusumuna imkan veren ticari kiltir NBL
(Lactobacillus rhamnosus CBT LR5 + Lactobacillus acidophilus CBT LAl
+Bifidobacterium longum CBT BG7+ Bifidobacterium bifidum CBT BF3 ve Enterococcus
faecium CBT EF4) + izolat 43 ve YF-L901 (Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus +
Streptococcus thermoplilus) + izolat 33 kiiltiir karisimlar1 peynir iiretimlerinde kullanilmak

tizere se¢ilmis ve kullanilmstir.

C. difficile inokiilasyonu yapilan orneklerde bu asamada C. difficile spor

siispansiyonu siit icerisinde 10°® spor/mL olacak sekilde ilave edilmistir.

Mayalama

Starter kiiltiirlerin gelisimini takiben siitiin yaklasik pH degeri 5,6-6,1 seviyesine
ulagtiginda maya kuvveti ile hesaplanan miktarda peynir mayasi ilavesi yapilmistir.
Mayalama islemi siitlerin paylastirildig1 paslanmaz ¢elik kaplarda, 37£1°C’ye ayarlanmis

inkiibator igerisinde gergeklestirilmistir.

Piht1 Kesimi ve StizUlmesi

Piht1 kesimi mayalanmanin gergeklestirildigi kaplar icerisinde steril bigaklarla
gerceklestirilmistir. Kesilen piht1 yaklagik 15 dakika 37+1°C’de tutularak, pihtinin dibe
¢okmesi beklenmistir. Peynir yapim seti igerisinde yer alan musluklu siizme kiiveti tizerine
serilen steril cendere bezi lizerine kesilen piht1 aktarilarak peynir alti suyunun pihtidan
uzaklagmasi saglanmistir. Mayalama iglemi sonucu olusan piht1 ve pihtinin kesim siireci ile

stztilme sureci Sekil 13°de gosterilmistir.
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Sekil 13. (A) pihtinin kesim 6ncesinde, (B) pihtinin kirilmasi, (C) pihtinin suyunu salmasi

ve (D) pihtinin siiziilmesi i¢in cendere bezine aktarilmasi agamalari

Presleme

Fazla suyu uzaklastirilan pihtilar, peynir yapim seti igerisinde yer alan
sterilizasyona uygun delikli kaliplar (80x80x160 mm) igerisine alinarak pihtiya sekil

verilmistir.

Ardindan kalibin preslenmesi i¢in toplamda 90 dakika olacak sekilde ilk 20 dakika
1 kg ikinci 20 dakika 1,5 kg ve kalan zaman i¢in 3 kg’lik agirliklar koyularak baski
uygulanmistir. Delikli gelik kaplar igerisinde preslemenin ilk 20 dakikasi Sekil 14’de
gosterildigi sekilde gerceklestirilmistir.
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Sekil 14. Peynirlerin preslenmesi

Fermantasyon

Presleme siiresi tamamlandiginda, peynirler kaliplardan ¢ikarilarak 12 saat boyunca

22 °C’de inkiibasyona birakilmistir.

Kuru Tuzlama

Fermantasyon sonrasinda her bir kalip i¢in yaklasik 4 gram tuz ile tiim yiizeyleri

tuzlanarak 25°C’de 24 saat boyunca tutulmustur.

Salamura ilavesi

Kuru tuzlama siresince icerisindeki fazla suyu atan peynir kaliplarindan fazla su
uzaklagtirilmistir. Ardindan peynirler plastik, iki litrelik, sizdirmaz kapakli kaplarin

icerisine alinarak iizerine %14 konsantrasyonda tuz (Billur Tuz, Tiirkiye) iceren, steril
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olarak hazirlanmis ve pH degeri 4,8-5,0 olan salamura suyu ilave edilmistir. Salamura

ilavesi 6ncesinde depolama yapilacak kaplara koyulan peynirler Sekil 15 *de gosterilmistir.

Sekil 15 Salamura ilavesi 6ncesinde depolama yapilacak kaplarda peynirler

Olgunlastirma

Olgunlastirma islemi iki asamali olarak gerceklestirilmis olup, 6n olgunlastirma
asamasinda peynir kaplar1 oncelikle 3 hafta boyunca 14-15°C’de 6n olgunlastirilmaya
birakilmistir. On olgunlastirma sonrasi peynirler 90 giin boyunca 4-5 °C’de depolanmistir

(Sekil 16).
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Sekil 16. Peynirlerin depolama suresi boyunca 4-5 °C’de depolanmasi

3.6.3. Mikrobiyolojik Analizler

Cig siitten itibaren olmak iizere peynir liretiminin pastorizasyon sonrasi, mayalama,
fermantasyon ve tuzlama agamalar1 sonunda laktobasillerin sayimi, laktokoklarin sayimi,
C. difficile varliginin ve sayisinin belirlenmesinin yaninda tiim tiretim asamalarinda E. coli

varlig1 aragtirilmastir.

Mikrobiyolojik analizler peynir tretim surecinde ve 0., 30., 60. ve 90. gunlerinde

her bir peynir Uretimi igin yapilmustir.

Bu amagla 10’ar gram Ornek, 45°C° deki 90 mL steril trisodyum sitrat (Sigma,
ABD) c¢ozeltisi (%2) ile karistirtlmistir. Ardindan Stomacher’da 2 dakika homojenizasyon
gercgeklestirilerek elde edilen siispansiyonun uygun diliisyonlar1 %0,1’°lik serum fizyolojik

cozeltisi kullanilarak hazirlanmistir (Demirel, 2004).

E. coli sayiminin belirlenebilmesi amaci ile hazirlanan desimal diliisyonlardan TBX

(Tryptone Bile X-glucuronide) Agar (Merck, Almanya) besiyerine inokiilasyonlar yapilmis
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ve 44°C’de 24 saat inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon siiresi tamamlandigina E. coli
varhi@in1 gosteren mavi-yesil tipik koloniler sayilarak sonuglar log kob/g olarak
hesaplanmistir (Kiling vd., 2018).

Starter laktokoklarin saymmi i¢in M17 Agar (HiMedia, Hindistan) besiyeri
kullanilmis uygun diltisyonlardan dokme plak yontemi kullanilarak ekimler yapilmustir.
Petriler 37°C’de 48 saat inkiibe edilmis ve inkiibasyona siiresi sonunda muhtemel laktokok

kolonileri sayilarak sonuglar log kob/g olarak verilmistir (Erkaya-Kotan vd., 2023).

Starter laktobasil sayimi ig¢in MRS Agar besiyeri kullanilmistir. Hazirlanan desimal
diliisyonlardan dokme plak yontemine gore ekim yapilmistir. Petriler 30°C’de 72 saat
anaerobik kabinde inkiibe edilmistir. inkiibasyona sonunda koloniler sayilarak sonuglar log

kob/g olarak verilmistir (Erkaya-Kotan vd., 2023).

C. difficile sayimi igin ise Arora vd., (2019)’un selektif olamayan sayim methodu
modifiye edilerek kullanilmistir. Bu amagla steril trisodyum sitrat (Sigma, ABD) ¢ozeltisi
(%2) kullanilarak hazirlanan diliisyonlardan %5 kan ve CC antibiyotik icerikli C. difficile
Agar Base (HiMedia, Hindistan) plaklarinda dokme plak yontemine gore ekim yapilmistir.
Petriler 37°C’de 2 giin anaerobik kosullarda inkiibe edilmis ve inkiibasyon sonunda tipik
koloniler sayilmistir. Sonuglar log kob/g olarak verilmistir. Tum analizler, 2 tekerrir/ 2
paralel olacak sekilde yapilmistir. Sonuclar ortalama + standart hata seklinde Minitab

versiyon 17 kullanilarak hesaplanarak verilmistir.

Peynir {iretiminde kullanilan tiim ekipmanlar otoklavda steril edilmistir Ayrica

inokiilasyon yapilan tiim petriler analizler sonrasinda otoklavda bertaraf edilmistir.
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3.6.4. Fizikokimyasal Analizler

Peynir iiretiminde kullanilan siitten baglayarak iiretimin ¢esitli asamalarinda alinan

orneklerde pH 0l¢iimii, titrasyon asitligi, tuz ve kuru madde analizleri yapilmistir.

pH Olgumi

pH degerleri, siit 6rneklerinde dogrudan, peynir 6rneklerinde ise 10 gram 6rnek 10
mL saf su ile homojenize edilerek pH metre ile (Hanna Instruments, Romanya) ile

olgiilerek belirlenmistir (Sasmazer, 2022).

Titrasyon Asitligi

Tum Orneklerdeki Titrasyon asitligi alkali asit titrasyon ile belirlenmistir. Siit
ornekleri analize alinirken dogrudan kullanilmis, ancak peynir drneklerinde 10 gram 6rnek
saf su ile homojenize hale getirilmesinin ardindan 0,1 N NaOH (Merck, Almanya)
kullanilarak fenolfitalein indikatorliigiinde agik pembe renk alana kadar titre edilmistir.
Tim o6rnekler ¢ift paralel seklinde ¢alisilmis ve sarfiyatlarin ortalamasi alinarak sonuclar

asagidaki esitlikten % laktik asit cinsinden hesaplanmistir (Kabawanga, 2017).

_ (5—Sp)x N x 0,09

% Laktik asit = — X 100 (3.6)

S: Titrasyonda sarf edilen NaOH ¢d6zeltisinin miktari (mL)
So: Kor ornekte sarf edilen NaOH ¢ozeltisinin miktar: (mL)
N: Titrasyonda sarf edilen NaOH ¢ozeltisinin normalitesi
m: Peynir (gram) ya da siit miktar1 (mL)

0,09: 0,1 N NaOH ¢ozeltisinin 1mL’sine karsilik gelen kiitlece laktik asit miktari
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Tuz Tayini

Peynir 6rneklerinde tuz tayini igin 10 gram 6rnek tartilarak 100 mL’lik balon joje
icerisinde saf su ile 100 mL’ye tamamlanmistir. Balon joje icerisindeki su peynir karist
stiziilmiistiir ve stiziintiiden 15 mL alinarak 250 mL’lik erlene igerisine aktarilmistir. Erlen
icerisine 100 mL saf su ilave edilerek karisim saglanmistir. Karigim igerisine fenolfitaleyn
damlatilmis ve hafif bir pembe renk olusuna kadar titre edilmis ve notr hale getirilmistir.
Karigim igerisine %5°lik potasyum kromat ¢ozeltisinden 2 mL ilave edilmistir. Ardindan
0,1 N giimiis nitrat (AgNO3) ile titre edilmistir. Islem her bir érnek igin ¢ift paralel olacak
sekilde gerceklestirilmistir. Titrasyon sonrasinda Orneklerde bulunan % tuz miktar

asagidaki esitlik kullanilarak hesaplanmistir (Bilgin vd., 2023).

V-V x 0,00585

% Tuz = x 100 (3.6)

V: Titrasyonda sarf edilen 0,1 N AgNO3 ¢ozeltisi miktar: (mL)
V0: Kor denemede sarf edilen 0,1 N AgNO3 ¢ozeltisi miktari (mL)
P: Peynir miktar1 (g)

0,00585: 0,1 N AgNO3 ¢ozeltisinin 1 mL’sine karsilik gelen kiitlece NaCl miktari

Kuru Madde Miktar

Stit ve peynir Orneklerindeki kuru madde miktar1 gravimetrik olarak belirlenmis
olup tim oOrnekler ¢ift paralel olacak sekilde calisilmistir. Toplam kuru madde miktari

asagidaki esitlikten kiitlece % olarak hesaplanmistir.
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KM = X2=Mo

= s x 100 (3.7)

KM: Toplam kat1 madde kiitlece (gram)

Mo: Cam baget + kurutma kabi kiitlesi (gram)

M1: Kurutma kab1 + cam baget + 6rnegin kiitlesi (gram)

M2: Kurutma kab1 + cam baget + kurutma sonrasi 6rnegin kiitlesi (gram)

3. 7. istatistiksel Analizler

Verilerin istatistiksel analizi icin IBM SPSS (Versiyon 21) ve Minitab (versiyon
17) paket programlar1 kullanilmistir. Analizler 3 tekerriir 2 paralel olacak sekilde

gerceklestirilmis ve sonuglar ortalama =+ standart hata olarak verilmistir.

Sicaklik uygulamalar1 ve D degerleri arasindaki iliski Pearson korelasyon testi ile
belirlenmistir. P<0.05 oldugu durumlarda uygulamalar arasindaki farkliliklar1 belirlemek

icin Tukey testi kullanilmistir.

Probiyotik kulturler ile bu kilturlerin C. difficile Uzerine etkileri tek yonli varyans
analizi (ANOVA) ile karistirilmistir. Starter olarak probiyotik kulttrlerin kullanimi ile
uretilen peynirlerin C. difficile Uzerine etkilerinin mikrobiyolojik ve fizokimyasal
Ozellikleri Uretim ve depolama siresince karsilastirilmasi ANOVA ile gergeklesmistir.
P<0,05 oldugu durumlarda uygulamalar arasindaki farkliliklar1 belirlemek i¢in Tukey testi

kullanilmustir.
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DORDUNCU BOLUM

ARASTIRMA BULGULARI

4.1. Arastirma 1 Siit ve Peynir Orneklerinde C. difficile Varhginin Belirlenmesi
4.1.1. Siit ve Peynir Orneklerinden Elde Edilen izolatlar

Calismamizda sit ve peynirlerde C. difficile varliginin arastirilabilmesi igin 91 siit
ornegi ve 110 peynir drnegi analize alinmistir. Siit ve peynir drneklerinin dagilimlart Sekil
17°de gosterilmistir. Cig siit ornekleri Canakkale, Balikesir ve Istanbul sehirlerinden,

peynir oOrnekleri ise Canakkale, Manisa, Balikesir ve Kocaeli schirlerinden temin

edilmistir.
inek peyniri
Manda siitit 21.8%
29.7% inek siitii
35.2%
Karsik siit
Koyun peyniri 47.3%
9.1%
Koyun siitii Keci peyniri
13.2% 10%
Keci siitii Manda peyniri
22% 11.8%

Sekil 17. (A) Siit 6rneklerinin oranlari, (B) Peynir 6rneklerinin oranlari

Sit ve peynir drneklerinde C. difficile izolatlarinin elde edilmesinde C. difficile
tespitini arttirabilmek icin CDCC ve ChormID olmak iizere iyi ayr1 besiyeri kullanilmistir.
Analize alinan peynir ve siit orneklerinin dagilimi1 ve bu 6rneklerden her iki besiyeri ile
alinan izolatlara ait dagilimlar Tablo 10°da gosterilmistir. En yiksek C. difficile izolati
alinan Ornekler karisik siitlerden iiretilen peynirler olmustur. 52 6rnegin 18’inden izolat

alinmig, CDCC besiyerinden 33, ChromID besiyerinden 2 izolat alinmistir.
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Tidm peynir tiplerinde CDCC besiyerinden izolat elde edilirken ChromID
besiyerinde kec¢i peynirlerinden izolat elde edilememistir. Her iki besiyerinden toplamda

alinan 143 izolat tanimlanma asamasina kadar BHI igerisinde -18°C’de saklanmustir.

Tablo 10

Siit ve peynir orneklerine ait izolatlarin dagilimlari

Toplam Alinan izolat
Toplam Ornek Izolat Alinan Ornek Sayist
Sayis1 Sayisi
CDCC  ChromlID
Sat 91 59 8
Inek Siitii 32 17 22 4
Keci Sutl 20 9 14 4
Koyun 12 6 7 0
Manda 27 15 16 0
Peynir 110 66 10
Inek Peyniri 24 6 13 3
Kegi Peyniri 11 1 4 0
Koyun Peyniri 10 5 9 1
Karisik Stit
o 52 18 33 2
Peyniri
Manda 13 7 7 4

CDCC: Clostridium difficile Agar Base (Cycloserine+Cefoxitin)
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4.1.2. Siit ve Peynir Orneklerinden Elde Edilen izolatlarin Tanimlanmasi

Siit ve peynir orneklerinden elde edilen izolatlarin tanimlanmasinda ilk asama
olarak -18°C’de saklanan izolatlarin BHIS Agar’da canlandirilmistir. Canlandirilan
izolatlar Gram boyama ve mikroskop ile hiicre seklinin belirlenmesi ile izolatlar hakkinda
temel morfolojik bilgi elde edilmistir. Bu asamada 91 siit 6rneginden elde edilen toplam 67
izolatin 9 tanesi (%13,43) Gram (+) basil olarak belirlenmistir. Peynir 6rneklerinden ise
toplam 76 izolat elde edilmis ve bu izolatlara yapilan gram boyama sonucunda 14 tanesinin

(%18,42) Gram (+) basil oldugu belirlenmistir.

Siit orneklerinden elde edilen Gram (+) basil seklindeki izolatlarin tanimlanmasinda
API Rapid ID 32 A uygulanmis ve iki izolat C. difficile olarak tanimlanmistir. Bu iki izolat
disinda kalan diger tiim Gram (+) basil izolatlar API Rapid ID 32 A ile Lactobacillus
acidophilus olarak tanimlanmistir. Bu iki izolatin C. difficile olarak dogrulanabilmesi
amaci ile Real-time PCR ile tpi geni varligi arastirilmistir. Yapilan molekiiler analiz
sonrast her iki izolatin da tpi gen bolgesini bulundurdugu belirlenmis olup, C.
difficile olarak dogrulanmistir. C. difficile pozitif olarak belirlenen S25 ve S36 suslar1 sirasi
ile inek ve manda sutiinden izole edilmistir. Bu izolatlardan S25 Canakkale ve S36 ile

Balikesir illerinden temin edilen siitlerden izole edilmislerdir.

Peynir oOrneklerinde ise elde edilen Gram (+) 14 izolata APl Rapid ID 32A
uygulanmis ve tamami Lactobacillus acidophilus olarak tanimlanmistir. Elde edilen higbir

izolat C. difficile olarak tanimlanamamustir.

Sonug olarak st érneklerinin 2 (%2,19)’sinde C. difficile varligi saptanmis, peynir

orneklerinde ise C. difficile belirlenememistir.

Kiiltiir ortaminda yakalanamayan C. difficile’nin tespit oranini artirmak amaciyla
peynir ve siit orneklerine ait on zenginlestirme sivilarindan direkt DNA ekstraksiyonu

yapilarak, C. difficile tpi geni arastirilmigtir. Ancak yapilan caligmada hem siit hem de
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peynir drneklerine ait 6n zenginlestirme sivilarinin higbirinde C. difficile tpi geni tespit

edilememistir.

C. difficile oldugu tpi geni varligi ile dogrulanan izolatlarda, ayrica toksin A Toksin
B ve binary toksinleri kodlayan gen bdlgelerinin varligr arastirilmistir. Her iki izolatta

aranan bu toksin genleri tespit edilememistir.

C. difficile bir¢cok hayvan tiriinden (Gould ve Limbago, 2010; Rodriguez-Palacios
vd., 2013) ve gevresel nislerden izole edilmistir. C. difficile hayvansal kaynaklardan izole
edilmesine karsilik heniiz zoonotik bir bulasma deneysel olarak kanitlanmamistir. Ancak
hayvandan ve insanlardan izole edilen genetik olarak bezer Ozellikteki C. difficile
izolatlarin varligi, zoonotik bulagsmanin kanit1 olarak diisiindiirmektedir (Dost vd., 2023,;

Keessen vd., 2011; Koene vd., 2012).

St dogrudan veya orta dereceli 1sil islem uygulamalarindan sonra farkli siit
iriinlerine iglenerek tiiketilebilmektedir. Stitlere hayvansal kaynaklardan direkt olarak ya
da isleme sirasinda ¢evresel kaynaklardan ve personelden C. difficile sporlarmin bulagmasi
olasidir (Sugeng, 2012; Marcos vd., 2023). Bununla birlikte st ve sut Grlinlerinde

literattirde C. difficile’nin varliginin arastirildigt sinirli ¢alisma mevcuttur.

Misir'da El Leboudy vd., (2014) tarafindan yapilan ¢alismada 50 ¢ig siit 6rneginde
C. difficile varliginin arastirildig: ve 11 6rnekten muhtemel C. difficile izolatin elde edildigi
ifade edilmistir. Arastirmacilar elde ettikleri izolatlar1 Latex aglutinasyon ile test etmis ve 2
izolatta pozitif sonu¢ elde edebilmislerdir. Bu iki izolatin PCR ile dogrulamasini igin
yaptiklar1 galigmalarda ise izolatlardan yalnizca 1 tanesinin PCR ile C. difficile olarak

dogrulanabildigini belirtmistir.

Rahimi vd., (2014) tarafindan yapilan ¢alismada 135 sigir, 80 keci, 100 koyun 49
manda ve 66 deve sutinden olusan toplam 430 ¢ig siit 6rneginde C. difficile varlig:

arastirilmistir. Siit 6rnekleri arasinda yalnizca sigir siitlerinin ikisinin (%0,46) C. difficile
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pozitif olarak belirlendigi ifade edilmistir. Calismanin en dikkat ¢ekici yani ise izolatlardan
birinin toksin A ve toksin B Uretiminden sorumlu genleri iceren ve salginlarda rol oynadigi
diistiniilen 078 ribotipine ait oldugunun belirlenmis olmasidir. C. difficile’nin 078
ribotipinin c¢ig siitlerden belirlendigi bir baska calisma ise Italya'da Romano vd., (2018)
tarafindan gergeklestirilmistir. Arastirmacilar bu ¢alismada, piyasadan topladiklari 6 ¢ig siit
orneginde C. difficile varligimi arastirmislardir. Analize alinan Orneklerin tamaminda
(%100) C. difficile tespit edilmistir. Bu oran sttlerden elde edilen en yiksek C. difficile
pozitiflik oranidir. Caligmada elde edilen izolatlarinin birinin ise 078 ribotipine ait oldugu
ifade edilmektedir. Ayrica ¢alismada, ilk kez izole edilen bir ribotip de dahil olmak Uzere
tiim izolatlarin toksin A ve toksin B {iretiminde gorev alan genleri barindirdiklarinin

belirlendigi belirtilmistir.

Literattrde sutlerde C. difficile varliginin tespit edildigi caligmalarin yani sira alinan
orneklerde C. difficile’nin tespit edilemedigi calismalar da mevcuttur. Avustralya’da ¢ig
sUtlerin arastirildigi bir ¢alismada mandiralardan 50 siit 6rnegi analize alinmig ve higbir
ornekte C. difficile varligi belirlenememistir (Jobst vd., 2010). Yapilan bu calismaya
benzer sekilde Slovenya’da 2015-2017 yillar1 arasinda toplanan 260 ¢ig siit ve peynir
orneginde C. difficile varliginin arastirildigi ve yine 6rneklerinden higbirinde C. difficile
varhigi tespit edilemedigi belirtilmistir (Tkalec vd., 2020). Hazarika vd., (2023) tarafindan
yapilan ¢alismada yine benzer sekilde 25 inek siitiinde C. difficile varliginin arastirildigi

ancak hicbir drnekte C. difficile belirlenemedigi bildirilmistir.

Abdel-Hameid Ahmed vd., (2011) tarafindan ¢ig siitler ile birlikte 50 evaporasyon
islemi uygulanmis siit, 50 yogunlastirilmis siit ve 50 kurutulmus siit orneginde diger
Clostridium tdrleri ile birlikte C. difficile varliginin arastirildigi ifade edilmistir.
Arastirmada, evaporasyon iglemi uygulanmis siitlerde %26, yogunlastirilmis stitlerde %4

ve kurutulmus siitlerde %22 oraninda C. difficile varligi tespit edilmistir.

Kanada’da yapilan bir diger ¢alismada 100 pastorize siit 6rneginde C. difficile

varligl arastirillmistir. Calismada, 2 6rneginin C. difficile icerdiginin belirlendigi ifade
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edilmistir (Sugeng, 2012). Bu sonug siitlerde pastorizasyon sonrasi bile C. difficile

acisindan riskin devam ettiginin bir gostergesidir.

Siit 6rnekleri ile birlikte calismaya peynir 6rnekleri de dahil edilmistir. Peynirlerin,
C. difficile icin potansiyel bir kaynak olabilecegi diistiniilmistiir. Cilinkii ¢ig siit
kullanilarak peynir tretimleri gerceklestirilmektedir. Ayrica pastorize sit ile dretilen
peynirlerde de pastorizasyon islemi yetersiz kaldigi i¢in risk devam etmektedir. Ancak 110

peynir orneginden alinan izolatlarin higbiri C. difficile olarak dogrulanmamastir.

Ayrica literatiirde yer alan calismalar peynir icin bu riskin varligin1 ortaya
koymustur. Sugeng, (2012) tarafindan yapilan ¢alismada gesitli yar1 yumusak peynirlerden
C. difficile’nin ilk kez izole edildigi ve toplam 14/146 ornekte (%9,6) C. difficile
bulundugu ifade edilmistir. Analize alinan peynir drneklerinde Camembert 3/19 (%15,8),
mavi peynir 3/31 (%9,7), Brie 3/34 (%8,8) ve diger yari yumusak peynirlerde 5/50 (%10)
pozitif 6rnekler bulundugu belirtilmistir. Ayrica arastirmacilar analize aldiklar1 keci siitii
ile tiretilmis peynirlerde pozitif 6rnek belirleyemediklerini ifade etmislerdir. Bu ¢alismada
ise toplamda 110 peynir ornegi incelenmis ancak alinan izolatlarin higbiri C. difficile
olarak tanimlanamamistir. Sugeng, (2012)’nin ¢alismasina benzer olarak bu ¢alismada
ornek olarak kullanilan kegi peynir 6rneklerinin ise yalnizca birinden 4 siipheli izolat elde

edilmis ancak izolatlar C. difficile olarak dogrulanamamustir.

Irlanda’da ciftlikler, mezbahalar ve perakende gidalarda C. difficile varliginin
arastirildig1 calismada 30 siit {irliniiniin (10 tam yagh yogurt, 10 kirmizi ¢edar peyniri ve 10
stizme peynir) ornek olarak kullanildig1 ve yogurt 6rneklerinin 1 tanesinin pozitif sonug
verdigini ifade etmislerdir. Peynir 6rneklerinde ise ¢edar orneklerinde pozitif sonug elde
edilemedigi ancak siizme peynir drneklerinde 6,8 log kob/g diizeyde C. difficile varliginin
belirlendigi belirtilmistir. Calismada siizme peynirlerinden elde edilen izolatlarin, toksin B
(tcdB) kodlayan geni tasidigi belirtilmistir (Marcos vd., 2021). Hindistan’a 6zgii paneer
peynirinde 10 ornekte C. difficile nin varliginin arastirilmig ancak hicbir drnekte C. difficile
tespit edilememistir (Hazarika vd., 2023). Peynirlerde C. difficile varliginin arastirildigi

calisma sayisinin oldukca smirli olmasinin yaninda Sugeng, (2012) tarafindan yapilan
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caligma disinda 6rnek sayisi da olduk¢a sinirlidir. Bu durum sonuglarin karsilastirilmasini

zorlagtirmaktadir.

Cesitli gida tiirlerinden ve tilkelerden bildirilen C. difficile bulunma siklig1 oldukca
degiskendir. Benzer sekilde siit ve siit tiriinlerinde C. difficile’nin varligina dair yapilan bu
caligmalarda, elde edilen pozitiflik oranlar1 birbirinden olduke¢a farklidir. Bu farkliligin
sebebinin siitlerde ve gida triinlerinde C. difficile varliginin arastirilmasi igin standart bir
yontem bulunmamasi ve her arastirmacinin birbirinden farkli yontem basamaklar ile
arastirmalarin1  slirdiirmeleri  gosterilebilir. Buna ek olarak cografi dagilimdaki

farkliliklardan kaynakmis olmasi muhtemeldir.

Diinya Saglik Orgiitii, gida kaynakli bir hastahig “gidanin yutulmas: yoluyla
viicuda giren ajanlarin sebep oldugu, dogasi1 geregi toksik veya genellikle de bulasic1” bir
hastalik seklinde tanimlamaktadir (WHO, 2007). Bu g6z 6niinde bulunduruldugunda bir
CDI vakasiin gida kaynakli olup olmadigini belirlemek zordur, ¢iinkii su anda bir hastanin
C. difficile'yi direkt olarak gidalardan alip almadigmi belirlemek i¢in herhangi bir
epidemiyolojik kilavuz yoktur. Ayrica pek ¢ok gida kaynakli hastalikta, kontamine olmus
gidanin tiikketilmesinden semptomlarin ortaya ¢ikmasina kadar nispeten kisa bir siire vardir.
Ote yandan, C. difficile daha sonraki bir tarihte kolonizasyon firsat1 ortaya ¢ikana kadar
hastaliga neden olmayabilir. Ayrica, bir bireyin asemptomatik olarak C. difficile ile
kolonize olmasi ve ardindan bakteriyi baska bir bireye gegirmesi ve semptomatik hastalik
ile sonu¢lanmasi miimkiindiir. Bu nedenle, giday1r epidemiyolojik olarak CDI ile

iliskilendirmek oldukca zordur.

4.1.3. Izolatlarin Antibiyotik Direng Profilleri

Sit orneklerinden izole edilen ve C. difficile oldugu dogrulanan 2 izolatin ve
standart C. difficile suslarinin klindamisin, vankomisin ve metronidazole karsi antibiyotik

direng profilleri Gradient test ile belirlenmistir (Tablo 11).
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Tablo 11
Gradient serit ile belirlenen MIK degerleri

MIK degeri (ng/mL)

izolat Klindamisin ~ Vankomisin Metronidazol
S36 1 1,5 6

S25 2 1,5 6

C. difficile ATCC 700057 0,125 1 0,25

C. difficile ATCC 43593 0,38 0,5 0,38

C. difficile ATCC 9689 1,5 1,5 0,50

C. difficile ATCC 1870 0,5 1 0,25

Siitlerden elde edilen izolatlarin antibiyotik direngleri incelendiginde vankomisin ve
Metronidazol ~direnglerinin aym oldugu ancak Klindamisin icin MIK degerleri
incelendiginde S36 ya ait MIK degeri 1 pg/mL belirlenmisken S25° ait MiK degeri ise 2
pug/mL olarak belirlenmistir. Calismamizda klindamisin, vankomisin ve metronidazol’e
kars1 antibiyotik diregleri arastirilan iki C. difficile izolatinin direng profilleri gradient serit
ile belirlenmis olup vankomisin MIK degerler CLSI (2012) standardina gore klindamisin
ve metranidazol MIK degerleri (CLSI, 2023)’e goére karsilastirilmistir. CLSI (2012)
standardma gore C. difficile icin vankomisin MIK degeri 05-4 pug/mL, CLSI, (2023)’e gore
klindamisin MIK degeri 2-8 pg/mL, metronidazol MIK degeri ise 8-32 pg/mL olarak
belirlenmistir. S36 ve S25 numarali izolatlara ait sonuglar degerlendirildiginde, iki
izolatinda caligmada kullanilan tlm antibiyotiklerine karsi da duyarli oldugu tespit

edilmistir.

Standart C. difficile suslarina ait sonuglar incelendiginde ise kullanilan standart

suslarin tamaminin her ii¢ antibiyotige kars1 duyarli oldugu belirlenmistir.
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Literattrde sit ve peynir 6rneklerinde C. difficile varligina yonelik ¢alismalardan
yalnizca birinde (Rahimi vd., 2014), elde edilen izolatlarin antibiyotiklere karsi direngleri
arastirilmistir. Rahimi vd., (2014) tarafindan yapilan ¢alismada 430 ¢ig siit 6rneginden elde
edilen 2 izolatin, aralarinda vankomisin, metranidazol, kloramfenikol ve tetrasiklinin de
bulundugu 11 antibiyotige kars1 direnglerin arastirildig belirtilmistir. Elde edilen sonuglar
degerlendirildiginde belirtilen bu dort antibiyotige karsi iki izolatin da duyarli oldugu ifade
edilmistir. Bu ¢aligmadan farkli olarak elde edilen izolatlarin metranidazole karsi duyarli
oldugu belirlenmistir. Ayrica ¢aligmada antibiyotik duyarlilig: tespit edilen bu izolatlardan

birinin enfeksiyonlarda rol oynayan 078 ribotipine ait oldugu vurgulanmustir.

Sut ve sut urunlerinden elde edilen C. difficile izolatlarina ait antibiyotik direng
henliz literatlirde belirtilmemis olsa da farkli gida gruplarindan elde edilen C. difficile

izolatlarina ait diren¢ pek ¢ok ¢alismada bildirilmistir (Lim vd., 2018; Bacheno vd., 2020).

Visser vd., (2012) kiymalardan elde ettikleri 2 sigir eti izolatinin, test edilen tim
antimikrobiyal maddelere (vankomisin, metronidazol, kloramfenikol, moksifloksasin ve
tigesiklin) kars1 duyarl belirlendigini ancak domuz kiymalarindan izole edilen bir susun

hem klindamisine hem de moksifloksasine direngli olarak belirlendigini ifade etmistir.

Yesil sebzelerde ve etlerde C. difficile varliginin arastirildigi bir ¢aligmada ise 511
ornekten alinan 20 izolatin antibiyotik direnclerinin arastirildigr ifade edilmistir.
Arastirmacilar tim izolatlarin vankomisin, metronidazol, seftriakson, eritromisin’e karsi
duyarl oldugunu ancak 18 izolatin siprofloksasin, 10 izolatin klindamisin ve 6 izolatin da

tetrasiklin’e kars1 direngli olarak belirlendigini ifade etmistir. (Usui vd., 2020).

Hazarika vd., (2023) tarafindan yapilan ¢alismada siit ve peynir Orneklerinin
yanisira et ve islenmis et iriinlerinde de C. difficile varliginin incelendigi ifade edilmistir.
Ancak sit drinlerinde C. difficile belirlenemedigi ic¢in yalnizca et ve islenmis et
tiriinlerinden elde edilen izolatlarin antibiyotik direnglerinin varligi arastirilmistir.
Aragtirmacilar siprofloksasin, sefotaksim’e kars1 direngli izolatlarin oldugunu ancak test

edilen moksifloksasin, klindamisin, tetrasiklin, tigesiklin, vankomisin, kloramfenikol ve
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metronidazol antibiyotiklerine karsi izolatlarin tamaminin duyarli oldugunu ifade

etmislerdir.

Sut ve sut urunlerinde C. difficile aranmasma yonelik sinirli sayida caligma
bulunmasi ile birlikte var olan ¢alismalarda antibiyotik direng ¢alismalarinin yer almamasi
sonuglarimizin karsilastirilmasin1  zorlastirmaktadir. Elde edilen sonuglarin dogru bir
sekilde degerlendirilebilmesi i¢in bu alanda yapilacak daha c¢ok ¢alismaya ihtiyag
duyulmaktadir.

4.2. Arastirma 2 Siite Uygulanan Isil islemlerin C. difficile Sporlar1 Uzerine
Etkisi

Siit icerisinde iki toksik olmayan sus C. difficile ATCC 43593 ve C. difficile ATCC
700057 ve iki toksinojenik sus C. difficile ATCC 9689 ve C. difficile ATCC 1870’nin yan1
sira bu ¢aligmada sit orneklerinden izole edilen iki C. difficile izolatinin (S25 ve S36)
termal 1s1l direncgleri 75 ile 85°C araliginda 5 farkli sicaklik degeri icin belirlenmistir.
Ancak siitiin pastdrizasyonunda kullanilan 63 ve 65°C arasinda uygulanan bir buguk saatlik

1s1l iglemlerin C. difficile sporlari {izerine inhibisyon etkisi belirlenememistir.

Her bir 1s1l islem sicakligi sonunda siit igerisinde C. difficile sporlarinin hayatta
kalma degerleri, uygulanan 1s1l islem siirelerinin sonunda canli kalan ve petri ortaminda
koloni olusturan hiicrelerin sayilmasi ile belirlenmistir ve iki farkli model kullanilarak bu

bakterilerin 1s1sal direncini en dogru ifade edebilecek model belirlenmeye ¢alisilmistir.

83



4.2.1. Log-Lineer ve Weibull Modelleri Kullanilarak C. difficile Sporlarnin
Termal Direnclerinin Hesaplanmasi

Log-Lineer Model

Is1 uygulamas: siiresine karsilik hayatta kalan C. difficile suglarinin D degerlerine
ait grafikler log-lineer model ile olusturulmustur. Olusturulan grafiklerden elde edilen
egrilerden regresyon katsayisi (R?) degerlerine ek olarak lineer regresyon dogrularinin
egimleri elde edilmistir. Sonrasinda ise, regresyon dogrusunun egiminin negatif karsilig

olarak D degerleri hesaplanmistir.

Calismamizda sicaklik islemi her bir sus i¢in en uzun 60 dakika sureyle
uygulanmistir ve her bir sus i¢in D degeri belirlenmistir. Ancak yapilan 6n calismalar
sirasinda 1s1l direnci arastirilan suslar tlizerine 63 ve 65°C’lik 60 dakikalik 1sil islem
uygulamasinin baslangi¢ yiikiinde bir azalma saglamadigi tespit edilmistir. Bu sebeble bu

sicaklik uygulamasina ait sonuglara yer verilmemistir.

Toksin olusturmayan C. difficile suslara ait bes farkli sicaklik i¢in hesaplanan D
degerlerine ait sonuglar Tablo 12°de, toksin olusturan C. difficile suslarina ait aym
sicakliklar i¢in hesaplanan D degerlerine ait sonuglar ise Tablo 13’de verilmistir. Bu
calismada kapsaminda siitlerden izole edilen iki adet laboratuvar izolatina ait ayni

sicakliklarda hesaplanan D degerleri ise ile Tablo 14°de gésterilmistir.
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Tablo 12
Sut icerisinde toksin uUretmeyen C. difficile (ATCC 700057 ve ATCC 43593) sporlarinin
Log-lineer model ile hesaplanan D degerleri

Sicaklik (°C) C. difficile ATCC 700057 C. difficile ATCC 43593

D (dakika) R?  MSE D (dakika) RZ MSE
75 50,04+1,50 0,957 0,008  41,32¢0,512 0,977 0,005
775 40,48£0,16 0,949 0014  32,20+0,05 0966 0,014
80 17674021 0,944 0078  14,89+0,16 00991 0,015
82,5 13974002 0,836 0468  10,31£0,09 00951 0,178
85 10,85¢1,94 0,786 1,310  9,56£0,06 0,873 0,597

D degerleri, 2 paralel dl¢iimiin ortalama =+ standart hatasi, MSE; ortalama kareler hatasi

Tablo 13
St icerisinde toksin Greten C. difficile (ATCC 1870 ve ATCC 9689) sporlarinin Log-lineer

model ile hesaplanan D degerleri

Sicaklik(°C) C. difficile ATCC 1870 C. difficile ATCC 9689
D R? MSE D (dakika) R? MSE
(dakika)
75 4485+0,80 0,986 0,002  33,44+0,33 0,995 0,001
77,5 23,66£0,08 0,990 0,007  27,60£0,72 0,993 0,003
80 13,71+0,00 0,970 0,069  16,19+0,09 0,931 0,120
82,5 11,50+0,06 0,860 0456  11,43:0,01 0,844 0,532
85 10,47#0,40 0,812 0,873  10,84+0,09 0,832 0,665

D degerlert, 2 paralel 6l¢limiin ortalama + standart hatasi, MSE; ortalama kareler hatasi
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Tablo 14
Sut icerisinde, ¢ig siit 6rneklerinden izole edilen laboratuvar suslarina ait sporlarin Log-

lineer model hesaplanan D degerleri

Sicaklik (°C) Izolat S25 izolat S36

D (dakika) R? MSE D (dakika) R? MSE
75 39,53+0,06 0,946 0,013 41,15+0,06 0,979 0,006
77,5 35,58+0,08 0,942 0,020 37,17+¢0,05 0,917 0,009
80 14,92+0,15 0,989 0,020 15,55+0,15 0,947 0,097
82,5 10,23+0,23 0,875 0,224 12,61+0,09 0,918 0,180
85 9,68+£0,30 0,777 0,603 9,55£0,24 0,762 1,308

D degerleri, 2 paralel dl¢imiin ortalama + standart hatasi, MSE; ortalama kareler hatas1

Tablo 12, Tablo 13 ve Tablo 14 incelendiginde ayni sicakliklara ait D degerlerinin
birbirinden farkliliklar gosterdigi belirlenmistir. Ayrica sicaklik arttikca tiim suslara ait R?
degerleri diiserken MSE degerleri ylikselmistir. Bu degerler incelendiginde kullanilan tim
suslarin sicaklia bagli hayatta kalma degerlerinin dogrusalliktan saptigi belirlenmistir.
Uygulanan 75°C’lik sicaklikta D degeri en yiiksek C. difficile ATCC 700057 susuna aitken
en kiigiik D degeri C. difficile ATCC 9689 susuna ait belirlenmistir. Calismada uygulanan
en yiliksek sicaklik degeri olan 85°C’lik sicaklikta en yiiksek D degeri yine C. difficile
ATCC 700057’¢ ait iken en kiigiik D degeri ise S36 laboratuvar izolatinda belirlenmistir.
Elde edilen sonuglar incelendiginde Sicaklik ile D degerleri arasinda istatistiksel anlamda
onemli negatif yonli korelasyon saptanmistir (P<0,05, r= -0,947). Sonug olarak sicaklik

degerleri arttikca D degerlerinde her bir sus i¢in degisen oranlarda diisiis belirlenmistir.

Tiim suslara ait sonuglar degerlendirildiginde her bir C. difficile susuna ait sporlarin
1s1l direnglerinde farkliliklar gézlemlenmektedir. Standart C. difficile suslari ile laboratuvar
izolatlar1  karsilastirmali  olarak degerlendirildiginde istatistiksel anlamda termal

direnglerinde bir farklilik belirlenememistir (P>0,05).

Literatiirdeki bazi ¢alismalar, C. difficile sporlarinin C. botulinum ve C. perfringens

gibi diger Clostridial gida kaynakli patojenlere goére onemli Olgiide daha diisik D
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degerlerine sahip oldugunu belirtmektedir (Kamiya vd., 1989; Redondo-Solano vd., 2016).
Bununla birlikte, sonuglar ve 6nceki ¢alismalar, C. difficile sporlarinin termal direncinin,

gida isleme siireclerinde hayatta kalma riski olusturabilecegini diisiindiirmektedir.

C. difficile sporlarmin termal direncine iliskin yaymlanmis literatiir sinirhdir.
Literatiirde bu mikroorganizmanin siit i¢erisinde sporlarina 1s1l islemin etkinligini arastiran
bir ¢alismaya rastlanmamuistir. Ancak sinirli da olsa yapilan ¢aligmalar C. difficile’nin site
pek cok farkli kaynaktan kontamine olabilecegini ifade etmektedir (Romano vd., 2018;
Sugeng, 2012). Ayrica siitiin akiskanligi sporlarin kolayca dagilmasina ve daha sonra
islenmesine izin vermektedir (Ramaswamy vd., 2010). C. difficile’nin termal direncin
aragtirilmasinda, ¢ogu calisma besin ortami, su ve et lzerinde gergeklestirilmistir
(Rodriguez-Palacios ve LelJeune, 2011; Redondo-Solano vd., 2016; Oie vd., 2017; Arora
vd., 2019; Pickering vd., 2019).

Rodriguez-Palacios vd., (2010) etler igin tavsiye edilen pisirme sicakliginda (71°C)
2 saatlik bir pisirme isleminin C. difficile sporlarin varliginin giderilmesinde basarisiz
oldugu ancak uygulanan bu pisirme islemine ek 85°C'de 10 dakikalik bir 1s1l islem
uygulamasinin var olan C. difficile sporlarinin %90’n1 azaltabildigi ifade edilmistir. Benzer
sekilde Redondo-Solano vd., (2016) tarafindan yapilan ¢alismada, domuz etine inokile
edilen C. difficile sporlarinin et Urtnleri igin onerilen pisirme sicakliklarinda sporlarin

varliklarin1 koruyabildigini ifade etmistir.

Rodriguez-Palacios ve LeJeune (2011) tarafindan sigir etinde yapilan ¢aligmada ete
kontamine edilen C. difficile sporlarinin Dgs degerinin 2,5 ila 3 dakika arasinda belirlendigi
ifade edilmistir. Benzer sekilde Arora vd., (2019), C. difficile sporlarmin ete
kontaminasyonunda, 82°C'de 4,39 dakikada 1s1l islem uygulamasinin yalnizca 1 logaritmik

spor inaktivasyonu sagladigi belirtilmistir.

Suda C. difficile sporlarinin 1s1l direncinin arastirildigi bir ¢alismada, sporlarinin
60°C'ye uzun sureli (>24 saat) ve 70°C'de 3 saatlik 1s1l isleme karst canliliklarin

koruyabildigi bildirilmistir (Lawley vd., 2009). Suda yapilan bir bagka ¢alismada 80°C 'lik
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2 dakika 1s1l islemi uygulanmasinin 1 logaritmik azalma icin yeterli oldugu belirtilmektedir
(Oie vd., 2017). Redondo-Solano vd., (2016) tarafindan yapilan ¢alismada ise, C. difficile
sporlarinin direngleri hem peptonlu su hem de domuz eti igerisinde iki farkli geri kazanim
besiyeri kullanilarak test edilmistir. Arastirmacilar, C. difficile sporlarinin gida matriksi
icerisinde daha yuksek 1sil direnci oldugunu belirtmislerdir. Ancak Marcos vd., (2023)
tarafindan yapilan ¢alismada PBS ve domuz eti igerisindeki C. difficile sporlarmin 80°C'de

canliliklar arasinda fark tespit etmemislerdir.

Literatirde yer alan c¢alismalarda ve bu c¢alismada elde edilen sonuglarin
farkliliklarindan biri de, bu ¢alismalarda kullanilan C. difficile suslarinin birbirinden farkli
olmasi olabilir. Ciinkii sonuglarimiz da gostermektedir ki farkli suslara ait termal direngler
icin aymi sicaklikta farkli degerler elde edilmistir. Farkli suslarin termal direnglerindeki
farkliliklarin ise, suslarin sporlarinin korteks bilesimi ve yapisindaki farkliliklardan
kaynaklandig1 diisiiniilmektedir (Joshi vd., 2012). Ayrica benzer matrikslerde ayni suslar
ile yapilan caligmalardaki farkliliklar ise, ¢alismalarda sporlarin geri kazanimi igin
kullanilan yontemlerdeki farkliliklardan kaynaklaniyor olabilir (Pickering vd., 2019).
Ozellikle Joshi vd., (2012) tarafindan yapilan ¢alismada ribotip 002 ve ribotip 027
sporlarinin dig korteks farkliliklarin1 gosterilmis ve bu farkliliklarin suslarin ylizey
kolonizasyon yeteneklerinde onemli oldugu belirtilmistir. Ayrica ¢alismalarda kullanilan
sporlar ayn1 matrikste ve ayni ribotipten olsalar bile ayni ribotipten turlerin bile izole
edildikleri kaynaga gore fenotipik farkliliklar gosterebilecegi belirtilmektedir (Redondo-

Solano vd., 2016). Bu durum 1s1l direncede etki edecektir.

z degeri, mikroorganizmalarin termal duyarliligini temsil etmektedir. Kullanilan 4
standart ve iki laboratuvar izolatina ait z degerleri 1s1l islem sicakliklarina karsi logioD'nin
bir grafigi olan termal direng egrisinin negatif egimi olarak elde edilmistir. z degerlerinin
elde edilmesinde kullanilan termal direng grafikleri Sekil 18’de gOsterilmistir. Sekil 18
tizerinde test edilen her bir susa ait termal diren¢ denklemi ve bu denklemlere ait R?
degerleri gosterilmistir. Termal diren¢ denklemlerinden elde edilen hesaplanmis z degerleri

ise Tablo 14’de gosterilmistir.
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z degeri

-+ Dogrusal (Log D 700057)
Dogrusal (Log D 43543)

............. - + - Dogrusal (Log D 1870)

_ .......... Dogrusal (Log D 9689)

...-..,“ ......... ¢ - - Dogrusal (Log D S25)

. ..' ''''''''' Dogrusal (Log D 36)

* y =-0,0716x + 7,0746
R?=0,9434

y =-0,0706x + 6,9088
R?=0,9313

S ¥=-00631x+6,2978
R?=0,8945

o
=
<

=-0,0544x + 5,6052
R? =0,9442

Y V=-0071x+69431
04 R? = 0,9043

y =-0,0695x + 6,853
R?=0,9288

74 76 78 80 82 84 86
Sicaklik(°C)

Sekil 18. z degerlerinin hesaplanmasinda kullanilan termal direng egrileri

Tablo 16

C. difficile suslarina ait z degerleri

Sus Z. degeri (°C)
C. difficile ATCC 700057 13,96

C. difficile ATCC 43593 14,16

C. difficile ATCC 1870 15,84

C. difficile ATCC 9689 18,38

S26 14,08

S36 14,38

Tablo 16°da yer alan z degerleri incelendiginde en yiiksek z degeri C. difficile
ATCC 9689 susa ait belirlenmistir. En diisiik z degeri ise C. difficille ATCC 700057
susunda belirlenmistir. z degerleri agisindan degerlendirildiginde laboratuvar izolatlar: ile
C. difficile standart suslar1 arasinda istatistiksel agidan farklilik belirlenmemistir (P>0,05).
Redondo-Solano vd., (2016) C. difficile’nin gida igerisinde ilk kez z degerinin belirlenmesi
amaci ile gerceklestirdikleri ¢aligmada elde ettikleri z degerlerinin 6,20-12,30°C degerleri
arasinda belirlendigini ifade etmislerdir. Aragtirmacilar gida ortami disinda peptonlu su

kullanarak da calismalarin1 tekrar ettiklerini ve z degerlerinin peptonlu suda (8,80-
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10,80°C) gida ortamina kiyasla diisiik belirlediklerini ifade etmislerdir. Arora vd., (2019)
yagsiz kiyma igerisine inokiile edilen Clostridium difficile ATCC 17857 sporlarinin z
degeri 5,17°C olarak belirlendigi ifade etmistir. Literatlirde yer alan C. difficile’nin z
degerine dair ¢alismalardan elde edilen z degerleri bu ¢alismaya kiyasla oldukca diisiik
belirlenmistir. Ayni sicakliklarda D degerinin farklilagsmasina etki eden benzer faktorlerin z

degerini de etkiledigi diistiniilmektedir

Termal O6lim parametreleri (D ve z degerleri), gida isleyicilerinin, gida kaynakli
patojenlerle liriinlin potansiyel kontaminasyonunu ele almak i¢in gida iiretim siirecinin
yeterliligini degerlendirmesine yardimci olmaktadir (Redondo-Solano vd., 2016). Bu
nedenle dogru sekilde belirlenmesi gidanin gilivenligi ve uygulanacak islemin etkinliginin

belirlenmesi acisindan biiyiik 6nem tasimaktadir.

Weibull Modeli

Hayatta kalma egrileri dogrusal olmadiginda, D degeri genellikle hayatta kalma
egrisinin dogrusal kism1 dikkate alinarak belirlenir. Bu durum, 1s1l islem uygulamalarinda
gercegi tam olarak yansitamayan bir durumdur. Bu sekilde degerlendirilen islemlerde
egrinin sekillerine bagli olarak eksik ya da asir1 sicaklik uygulamasma sebep

olabilmektedir.

Gegmisten gilinlimiize, bu tip dogrusal olmayan hayatta kalma egrilerini
tanimlamak i¢in Cerf (Cerf, 1977), modifiye Gompertz (Bhaduri vd., 1991), Weibull
(Peleg ve Cole, 1998)gibi biz dizi model onerilmistir. Bu modellerin arasinda Weibull
modelinin, kolay uygulanabilirligi ve esnekligi ile digerlerine nazaran on plana ¢iktigi

ifade edilmektedir (Chen ve Hoover, 2004).

Log-lineer modelinden farkli olarak, Weibull modelinde mikrobiyal hiicrelerin
termal direncinin hesaplanmasinda, kiimiilatif degerlere dayali bir hesaplama

kullanilmaktadir. Weibull modeli kullanilarak toksin iiretmeyen C. difficile sporlar igin
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hesaplanan J, 5, R?> ve MSE degerleri Tablo 16'da, toksin iireten C. difficile sporlar1 icin

Tablo 17'de ve laboratuvar izolatlar igin Tablo 18’de gosterilmistir.

Tablo 16

Sut icerisinde toksin uretmeyen C. difficile (ATCC 700057 ve ATCC 43593) sporlarinin

Weibull modeli ile hesaplanan ¢ ve 8, R?, ve MSE degerleri

Sicaklik (°C) ¢ (dakika) g R? MSE
75 47,01£5,28 0,90£0,16 0,959 0,008
77,5 35,11+ 3,14 1,07+£0,18 0,969 0,014
C. difficile 700057 80 7,53+ 1,40 0,64+ 0,07 0,990 0,010
82,5 5,48+0,99 1,17+0,19 0,983 0,183
85 2,75 0,99 2,00£0,12 0,998 0,531
75 39,93+3.73  0,96+0,13 0,977 0,006
77.5 31,48+4,31  1,12+0,26 0,944 0,016
C. difficile 43593 80 18,17+1,38  1,39+0,17 0,990 0,017
82,5 5,66%0,52 1,08+0,09 0,995 0,086
85 1,33+0,27 0,71+£0,10 0,989 0,174

o. Delta, f: p degeri (sekil parametresi), MSE; ortalama kareler hatasi, 6 ve f degerleri,

ortalama + standart hata seklinde hesaplanmistir.
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Tablo 17
Sut icerisinde toksin treten C. difficile (ATCC 1870 ve ATCC 8689) sporlarinin Weibull
modeli ile hesaplanan J ve f, R% ve MSE degerleri

Sicakhk(°C) o (dakika) g R2 MSE
75 47,99+¢1,90  1,18+0,10 0,996 0,002
77.5 2456+132  131+0,17 0988 0,007
C. difficile 1870 80 14,20+2,85  124+029 0965 0,066
82.5 5,18+1,09 1,00£0,18 0,980 0,199
85 1,4740,42 0,98£0,20 0,975 0,372
75 34,01+152  1,04+006 0996 0,001
77.5 2541+1,81  1,02¢0,15 0,984 0,003
C. difficile 9689 80 13,89+1,60  1,26+0,16 0,998 0,086
82,5 5,98:+0,80 1,31#0,17 0,989 0,248
85 1,94+0,44 1,13+0,24 0,976 0,191

0. Delta, f: p degeri (sekil parametresi), MSE; ortalama kareler hatasi, 6 ve S
degerleri, ortalama + standart hata seklinde hesaplanmistir.

Tablo 18
St igerisinde, laboratuvar suslarina ait sporlarin sporlarinin Weibull modeli ile hesaplanan
o ve B, R?, ve MSE degerleri

Sicaklik (°C) o (dakika) g R?2 MSE
75 4121+ 4,66 1,10£021 0959 0,013
77,5 32,13+3,09 0,86£0,10 0981 0,021
25 80 16,37£2,13 1,07£0,10 0,990 0,022
82,5 404+141  0,68£008 0976 0,100
85 053+0,15 041£0,12 0994 0,288
75 40,50+3,59 0,06+0,11 0,979 0,006
775 2418+4,35 0,61£008 0975 0,009
S36 80 8,75:2,88  0,71#008 0982 0,037
82,5 5214281 067013 0995 0,169
85 1,35¢0,30  0,39+0,10 0,994 0,354

0. Delta, B: p degeri (sekil parametresi), MSE; ortalama kare hata, 6 ve S degerleri,
ortalama + standart hata seklinde hesaplanmistir.
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Weibull modeli ile hesaplanan B degerleri ve sicakliklar arasindaki korelasyon
incelendiginde sicaklik ve B degerleri arasinda negatif yonlu bir korelasyon belirlenmistir
(P<0,05, r=-0,975).

[k indirgeme siiresi olarak ifade edilen & degerleri incelendiginde, uygulanan en
diistik sicaklikta tim sporlara ait veriler incelendiginde en yiiksek deger laboratuvar izolat
S25 sporlarina aittir. Bu sicakliktaki en diisiik 0 degeri ise C. difficile ATCC 9689 sporuna
aittir. Sicaklik arttirildiginda her bir susa ait sporlarin ¢ degerlerinde farkli oranlarda diisiis
belirlenmistir. Uygulanan en yiiksek sicaklikta ¢ degerleri incelendiginde en yiiksek
degerin C. difficile ATCC 700057 susuna ait sporun en diisiik degerin ise S25 susuna ait
sporun oldugu belirlenmistir. Tiim suslara ait sporlarin ¢ degerleri degerlendirildiginde
ayni sicakliklar i¢in toksijenik, toksijenik olmayan suslar ve laboratuvar suslari arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir fark belirlenememistir (P>0,05). Bu, hipervirulansin

sporlarin daha yiiksek termal direnci ile zorunlu olarak iliskili olmadigin1 géstermektedir.

0 degeri, D degerinden farkli olarak £ degerine baghdir. f degerlerinin sicakliga
bagli olmas1 beklendigi i¢in sicaklik ile  degerleri arasindaki korelasyon arastirilmis ancak

negatif bir korelasyon saptanabilmistir (P<0,01, r=-0.877).

Weibull modelinde mikroorganizma grafiginin seklini belirleyen S degerleri
incelenmis ve standart C. difficile kiltirlerine ait sporlarinin  degerleri genel olarak £>1
olarak belirlenmistir. Bu degerlerin 1'den biiyiik olmas1 ¢ degerlerinin zamanla azalacagin
ve geri kalan sporlarin 1siya karst daha duyarli oldugunu gostermektedir. Bu g¢alismaya
benzer sekilde Pickering vd., (2019), C. difficile sporlarinin PBS igerisindeki 1s1l islemler
ile arastiran ¢alismada, 80°C’nin altindaki sicakliklarda f degerinin 1’den biiyilik oldugunu
ancak sicaklik 80°C’nin {izerinde oldugunda p degerlerinin 1’in altina dustigi
belirtilmistir. Arora ve ark. (2019) tarafinda yapilan baska bir ¢alismada C. difficile
sporlarinin ete uygulanan tiim sicakliklarda f degerlerinin 1’in {izerinde oldugu

belirlenmistir.
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Siitlerden izole edilen S25 ve S36 izolatlarinin sporlarinin termal direngleri Weibull
modeli ile incelendiginde standart C. difficile suslarina kiyasla f degerindeki farkliliklar
dikkat ¢ekmektedir. Standart C. difficile’nin dort susu i¢in de S degerleri genel olarak
1’den biiyiik belirlenmigken laboratuvar suglarinin sporlarina ait £ degerleri genel olarak
1’den kiiciiktiir. Bu durum, hayatta kalma egrisi yukar1 dogru igbiikey oOlacagini, ¢’ nin
zamanla artacagin1 gostermektedir. Bagka bir deyisle, 1s1l islem siiresince kalan sporlar
daha yiksek dirence sahip olacak veya strese uyum saglayacaktir, dolayisiyla 6lme
olasiliklar1 daha diisiiktiir. Weibull modelinde, spor olusturan farkli mikroorganizmalar
tizerinde yapilan 1s1l direng c¢alismalarinda, bu ¢alismadan farkli olarak S degerlerinin
birden diisiik oldugu bildirilmistir (Peleg ve Cole, 2000; Stone vd., 2009).

Modellerin Karsilastirilmasi

Geleneksel olarak, mikroorganizmalarin termal inaktivasyonu, ayni igsel 1s1 direnci
paylasan homojen bir popiilasyon varsayimina dayanan log-lineer Kkinetik modeller
kullanilarak gosterilmistir. Bu yaklasim, D degerlerinin ve z degerlerinin hizli bir sekilde
hesaplanmasinin miimkiin oldugu gida mikrobiyolojisi ve gida giivenligi alanlarinda
siklikla kullanilmaktadir (Pickering vd., 2019). Isil islemin canli kalim {izerine etkisi
iizerine yapilan caligmalar verilerin her zaman dogrusal dagilim gostermedigi fikrini
desteklemektedir (Van Boekel, 2002; Chen ve Hoover, 2004; Arora vd., 2019; Pickering
vd., 2019).

Log lineer ve Weibull modelleri kullanilarak sonuglarin karsilastirilmasi igin toksin
uretmeyen C. difficile suslarina ait grafikler Sekil 19°da, toksin dreten C. difficile suslarina

ait grafikler Sekil 20’de ve laboratuvar izolatlarina ait grafikler Sekil 21’de gosterilmistir.
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Sekil 19. C. difficile ATCC 700057 ve C. difficile ATCC 43593 suslarina ait sporlarin

termal direnclerinin Log-lineer ve Weibull modelleri ile karsilastiriimasi
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Sekil 20. C. difficile ATCC 1870 ve C. difficile ATCC 9689 suslarina ait sporlarin termal

direnclerinin Log-lineer ve Weibull modelleri ile karsilastirilmasi
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Sekil 21. S25 ve S36 suslarmna ait sporlarin termal direnglerinin Log-lineer ve Weibull

modelleri ile karsilastirilmasi
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Her iki model ile elde edilen ilk logaritmik azalma degerleri arasinda istatistiksel
olarak pozitif korelasyon belirlenmistir (P<0,01, r=0,983). Ancak tiim bu degerler, siit i¢in
Onerilen pastorizasyon degerlerinden (63°C'de 30 dakika veya 72°C'de 15 saniye) oldukga
yuksektir.

Son yillarda birgok tilkede ¢ig siit tiikketimindeki artis g6z oniine alindiginda (Fusco
vd., 2020), pastorizasyonun bile yetersiz kaldigr C. difficile sporlarmin kiresel bir risk

olusturabilecegini diigiindiirmektedir.

Calismamiz sirasinda elde edilen sonuglar hayatta kalma verilerinin sicaklik artigina
bagli olarak dogrusalliktan uzaklastigini gostermektedir. Modellerin MSE degerleri
karsilastirildiginda, Weibull modelinde elde edilen MSE degerlerinin log-lineer modele
gore yiiksek sicakliklarda diistiigii ve hayatta kalma verilerini ortaya koymaya daha uygun
oldugu goriilmiistiir. Ayrica yiiksek sicakliklarda deneysel veriler ile Weibull modeli ile

elde edilen sonuclar bu anlamda birbirini desteklemektedir.

Log-lineer model ile Weibull modeli arasindaki bu farkliligin kaynaklarindan
birinin sporlar1 ¢evreleyen bir matrisin 1siya karsi tampon gorevi gérme ihtimali oldugu
diigiiniilmektedir (Pickering vd., 2019). Ek olarak, ¢ogu gidanin dogal homojen olmamasi,
mikroorganizmalarin orneklenmesi ve kiimelenmesi agisindan deneysel sorunlara neden
olabilir. Siit bu agidan degerlendirildiginde, sporlara 1s1 iletiminde homojen iletim

saglamasina ragmen sporlarin 1s1l direngleri zamanla dogrusal bir azalma gdstermemistir.

Literatiirde yer alan pek ¢ok ¢alisma ¢alismamiza benzer sekilde Weibull egrilerinin
dagilimlariin deneysel veri sonuglarini agiklamaya Log-Lineer egrilerinden daha uygun
oldugunu ifade etmektedir (Peleg ve Cole, 2000; Chen ve Hoover, 2004; Oliveira vd.,
2018).

Ancak Hassan ve Ramaswamy, (2011), C. sporogenes'in 1sil direncinin
hesaplanmasinda beta degerlerinin yaklagik olarak 1’e esit oldugunu ve Weibull modeli ile

hesaplanan 1s1l direng degerlerinin log-lineer modelden farkli olmadigini belirtmislerdir.
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C. difficile sporlarinin termal direnci, substrata veya matrise baghdir. Bu nedenle
gida, su ve cesitli s1vi ortamlarda yapilan 1s1l direng sonuglart ayni sicaklikta farkli direng
seviyeleri ortaya koymaktadir (Dharmasena vd., 2019; Pickering vd., 2019; Redondo-
Solano vd., 2016) . Bu sebeple C. difficile sporlarinin 1s1l direncinin belirlenmesinde belirli
bir gida matrisinin kullanilmasi, uygulanacak 1sil islem siiresinin ve sicakliginin dogru

olarak belirlenmesi icin gereklidir

Sonug olarak bu ¢alismanin bu béliminde, sute olasi C. difficile spor
kontaminasyonunda uygulanan 1sil islem siireleri ve sicakliklarinin dogru belirlenmesi
maksimum duyusal ve besinsel nitelikleri korurken istenen hedef bakteri inaktivasyon
seviyelerine ulagmak igin optimum sicaklik ve zaman kombinasyonlarinin segilmesinde

gida endiistrisine agisindan 6nemlidir.

4.3. Arastrma 3 Sute C. difficile Kontaminasyonlarmm Onlenmesinde

Baktofiigason Isleminin Etkisi

Baktofugasyon, Ozellikle mandiralarda peynir yapiminda kullanilacak siitlerin
mikroorganizmalarinin uzaklastirilmasi amaci ile kullanilan bir santrifiij islemidir (Vissers
vd., 2007; Faccia, 2013). Baktofiigasyon isleminde genellikle 10000 xg’lik santriftij iglemi
tercih edilmektedir (Bergere vd., 1969).

Yapilan c¢aligsmalarda baktofiigasyonu uygulama siireleri arasinda farkliliklar
bulunmaktadir. Stock ve Sillen (1998) tarafindan yapilan ¢alismada anaerobik sporlarin
stitlerden uzaklagtirilmasinda uygulanan baktofiigasyon iglemi 15-20 dakika sire ile
uygulanirken koliformlarin siitlerden uzaklastirilmasi amaci ile 9000 xg’de yalnmizca 1

saniye uygulanmistir.

Bu calismada farkli baktofligasyon derecelerinin sit icerisine inokile edilen C.

difficile sporlar1 tizerine etkisine ait sonuglar Tablo 19°de gosterilmistir.
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Tablo 19

Baktofligasyonun sit icerisindeki C. difficile sporlarina etkisi

Baktofligasyon Baslangic¢ spor Islem sonrasi
Mikroorganizma(spor) Santrifiij  Sire sayisl (log spor sayisi (log
(x9) (dk) kob/mL)* kob/mL)*
4000 10 6,90+0,09
C. difficile ATCC 10000 15 6,64+0,60
7,32+0,19
700057 10 6,57+0,10
12000
15 6,43+0,04
4000 10 7,64+0,01
C. difficile ATCC 10000 15 7,49+0,20
7,71 +0,23
43593 10 7,43+0,00
12000
15 7,06+0,21
4000 10 7,71+0,15
C. difficile ATCC 10000 15 7,59+0,11
7,76%0,18
1870 10 7,37£0,01
12000
15 7,25+0,04
4000 10 7,22+0,06
C. difficile ATCC 10000 15 7,02+0,01
7,43+0,04
9689 10 6,92+0,02
12000
15 6,80+0,60

*ki paralel 6l¢tim ortalamas: + standart hata

Tablo 19°daki sonuglar incelendiginde en diisiik santrifiij (4000 xg) ve en yiksek
santriftij (12000 xg) degerleri de dahil olmak tizere C. difficile’nin bu ¢alismada kullanilan
dort standart susuna ait sporlara karsi bir logaritma birimlik bir azalma dahi tespit
edilememistir. Ayrica g degeri ve uygulama siiresi arttirildiginda siit yaginin santrifiij tiipii
lizerinde toplanmaya baslayarak siitiin biitiinliigiinlin bozulmasina neden oldugu

gozlemlenmistir.

Cig siitiin mikrobiyolojik kontaminasyonunu azaltmak ¢ok énemlidir. Ozellikle ¢ig
stitte bakteriyel endospor olusturan bakterilerin ve sporlarmin sayisinin azaltilmasi

amaciyla gesitli yontemlerin kullanilmasinin, pastOrize sitlin raf omrinu uzatmak ve
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pastorize slitle iretilen siit {driinlerindeki teknolojik sorunlar1 azaltmak ig¢in
kullanilabilecegi ifade edilmektedir (Farkye, 2004). Baktofligasyon temel olarak sit (1,034
g/mL) ve siit icerisindeki mikroorganizmalarin yogunluk farki ile ayrilmasi prensibine
dayanmaktadir. Bakteriyel sporlar, 1,30-1,32 g/mL gibi yiiksek bir yogunluga sahiptir.
Vejetatif hiicrelerin yogunlugu yalnizca 1,07-1,12 g/mL'dir ve bu nedenle baktofiigasyon
sirasinda sporlardan daha diisiik oranda elimine edilir. Yogunluga ek olarak, hiicre boyutu
da onemlidir. Buyuk hicreler ve hucre kimeleri, kucuk olanlardan daha iyi
ayrilmaktadirlar (Eugster ve Jakob, 2019).

Yapilan ¢alismalar sektorde siklikla kullanilan degerler oldugu i¢in baktafligasyon
isleminde sute 8000 xg ve 10000 xg’de uygulandigini ifade edilmektedir (Ribeiro vd.,
2019; D’Incecco vd., 2023). Literatlirde baktofligasyon isleminin toplam bakteri yiikiinii
onemli 6l¢iide azalttigi ifade edilmektedir (Doyle vd., 2015; Ribeiro vd., 2019).

Literaturde C. difficile sporlarmin baktofiigasyon ile azaltilasina yonelik bir
caligmaya rastlanmamugtir. Clostridium tyrobutyricum ise peynir Uretiminde ekonomik
kayiplara sebep olan sporlu bir bakteridir. Hollanda siit endiistrisinin, ¢iftcilerine
Clostridium  tyrobutyricum spor sayilarinin azaltilmasinda baktofiigasyon islemi
uygulanmasini Onerdigi ifade edilmektedir (Vissers vd., 2007; Burtscher vd., 2023).
Literatiirde bu ¢alismadan farkli olarak C. tyrobutyricum (Bergere vd., 1969), Bacillus
cereus ve Bacillus subtilis (Torres-Anjel ve Hedrick, 1971) sporlarinin 1s1l islem ve

baktofligasyon kombinasyonu ile ylksek oranda elimine edilebildigi ifade edilmistir.

Ribeiro vd., (2019) tarafindan yapilan bir ¢alismada sutlin baktofligasyonunda
10000 xg kullanilmig arastirmacilar ¢aligmada kullandiklar1 bazi mikroorganizmalarin
sayilarinin degisen oranlarda azaldigin1 ancak endospor olusturan psikrotroflar oldugu ve
proteolitik veya lipolitik aktiviteye sahip oldugunu ifade ettikleri iki tlrtin baktofligasyon
sonrast da geri kazanildiklarim1  belirtmislerdir. Arastirmacilar, benzer sekilde
baktofligasyon isleminin tek basina bakteriyel endosporlarin eliminasyonunda yetersiz
kalabilecegini ancak bagka yontemler ile birlikte kullaniminin daha etkili olabilecegini

ifade etmislerdir.
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D’Incecco vd., (2023) tarafindan yapilan ¢alismada ise baktofiigasyon isleminin
siitin mikrobiyotasinda olusturdugu etkilerin yaninda baktofligasyon islemi uygulanan
stitten elde edilen peynirlerinin duyusal profillerinin negatif yonde etkilendigini ve ayni
zamanda daha diisiik ester igerdigini ifade etmislerdir. Benzer sekilde (Faccia, 2013)
tarafindan yapilan c¢alismada baktofiigasyon islemi uygulanan siitler ile uygulanan
peynirlerde duyusal 6zellik kayiplarinin yasandigi ifade edilmektedir. Baktofiigasyon
uygulanan siitlerden iiretilen peynirlerde olusan bu aroma ve ¢esitli besinlerce kayiplarin,
uygulanan bu islem sirasinda starter laktik asit bakterilerinin de sayilarinda olusan

azalmalardan kaynaklandigi tahmin edilmektedir (Faccia, 2013; D’Incecco vd., 2023;).

Sonug olarak baktofligasyon islemleri siit igerisindeki diger bakteriyel hiicrelerin ve
sporlariin eliminasyonu i¢in kullanilabilir bir yontem olsa da tek basina uygulanmasinin
C. difficile sporlari iizerin etkinligi belirlenememistir. Ayrica yiliksek santrifij degerlerinde
slitlin yaginin siit yiizeyine ayrilmasi da istenmeyen bir 6zellik oldugu i¢in bu islemlerin ve

tizerindeki degerlerin sporlarin siit icerisinde eliminasyonunu sinirlandirmaktadir.

4.4. Arastirma 4 C. difficile Uzerine Standart, Ticari ve Laboratuvar
Izolatlarinin Kullanim ile inaktivasyonunun in-Vitro Olarak Belirlenmesi
4.4.1. Anti- Clostridioides difficile (Anti-CD) Aktivitesi Olan Probiyotiklerin

Belirlenmesi

Probiyotiklerin C. difficile ATCC 700057, C. difficile ATCC 43593, C. difficile
ATCC 1870, C. difficile ATCC 9689 suslar ile birlikte Clostridium sporogenes ATCC
11437 ve Clostridium perfringens ATCC 12915 (zerine inhibisyon etkisinin
belirlenmesinde elde edilen inhibisyon zonlarina ait sonuglar Tablo 20°de verilmistir.
Inhibisyon zonlarina ait elde edilen sonuglar vankomisin diskinin kiiltiirlerine karsi

olusturdugu zonlar dikkate alinarak degerlendirilmistir.
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Tablo 20

Disk diftizyonu ile belirlenen probiyotik kiltrlerin inhibisyon bdlgeleri (mm)

Probiyotikler C. difficile C. difficile C. difficile C. difficile C. perfringens  C. sporogenes
ATCC 43593  ATCC 700057 ATCC 1870 ATCC 9689 ATCC 12915  ATCC 11437
Lactobacillus
casei NRRLB  29,98%°+0,09 31,19°%+2 60 41,377°+3 96 30,77A°+554  33,814%+0,23 42,65%°+0,11
1922
Lactobacillus
reuteri DSM 21,18%"+1,46**  28,135%+3 43*  31,59/BC+D 38 24,07%+4,39 36,45°°+0,09  33,94"%+2 01
17938
Lactobacillus
rhamnosus 38,85°%+539  32,89°%+1 06  45,22°%+5 36 26,9589+1,16  38,06"5°+0,61  42,72°°+0,79
GG
Lactobacillus
plantarum 25,77A%+1 59 32,504%+2 41 35,514%+1 11 29,72/%+3 98 38,097+1,12 36,28°%+1,14
ATCC 20219
Lactobacillus
plantarum 41,22°%+2 27 30,888¢*1+0,38 49,277°+0,86 26,81°9+0,89  40,8278*+0,09  33,475°+1,16
ATCC 334
ABT-2 38,53%+3,24 49,56"%+3,79 42,578%+2 78 52,22%%+1,11 37,39%°+1,07 53,732 84
ABT-7 27,56°°+0,41 37,33¢Pe+2 50 39,05¢%¢+1 52 41,068%+1,32 49,80%+1,37 71,624%+0,46
LA5-C 33,52%+2 41 40,56"%+1,40 42,46"%+1,46 41,24°%+0,89  4546°%+132  33,345%+0,52
YF-L901 33,425%+3,33 42,534"+1 63 50,20%+0,35 50,76%%+3,74 36,265+2,23 22,38%+0,57
BB,12 14,25P9+1,45  22,92¢P™c+0 84 29,565¢+1,05 42,18"%+230  43,55°%+119  37,05°%+1,63
SM 199 34,335+3,08 49,56""+2,39 41,1479c+096  32,208°+1,30  34,665"+1,94  30,80°+0,27
Isolate 33 26,795°+0,93 32,024%0+1 86 41,76°%c+217  20,94B%+2 87  34,087%+]1 84  28,87%¢+1,19
Isolate 43 29,548¢°+2 46 26,83%+0,74 47,53A%+4 33 25,07%+1,70 38,747%+1 92 30,848¢%9+0,72
Ticari
probiyotik 31,075%+1,13 78,96"%+1,54 29,31%9+1,05 42,185°+2 30 34,218¢+0 41 39,645°+2 22
kultdr
Vancomycin 22,042%+0,20 23,004+0,01 22,77%°+0,59 22,717%+0,34 20,8249+0,70 20,34A+0,20

*Degerler, ii¢ paralel 6l¢iimiin ortalama + standart hatasi olarak ifade edilmistir. ** Ayni
sttunda farkli biiylik harfler ile ifade edilen degerler birbirinden farklidir. Ayni satirda
farkl1 kiigiik harfler ile ifade edilen degerler birbirinden farklidir. Vankomisin (30 pg/disk):

pozitif kontrol

Inhibisyon zonlarmin 14,25-78,96 mm arasinda degistigi tespit edilmistir.
Calismamizda kullanilan baz1 probiyotiklerin C. difficile lizerine olusturduklart inhibisyon
etkileri Sekil 22°de gosterilmistir. Elde edilen en yiksek inhibisyon zonu ticari probiyotik
kaltarin C. difficile ATCC 700057 uzerinde gozlenmistir. Lactobacillus reuteri DSM
17938’in C. difficile ATCC 43593 (izerindeki inhibisyon zonu ve BB.12 nin C. difficile
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ATCC 700057 tizerindeki inhibisyonu disinda elde edilen tim inhibisyon zonlari, pozitif

kontrol olarak kullanilan vankomisinin inhibisyon zonundan daha buyuktur.

Sekil 22. Probiyotik kulttrlerin C. difficile Uzerine inhibisyonu zonlari

Kullanilan probiyotikler tekli ve ¢oklu Kkiiltiirlerden olusmaktadir. Elde edilen
inhibisyon etkileri incelendiginde yiiksek inhibisyon etkisi saglayan kiiltiirlerin birlikte
kullannmmin C. difficile kiiltiirleri tizerinde olusturdugu inhibisyon etkileri incelenmis ve

Tablo 21°de gosterilmistir.
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Tablo 21

Karigim probiyotik kiiltiirlerin C. difficile suslar1 tizerinde inhibisyon etkileri (mm)*

C.difficile  C.difficile  C.difficile  C. difficile
Probiyotik ATCC ATCC ATCC ATCC
43593 700057 1870 9689
L. rhamnosus GG
+ izolat 33 32.15%+1.91 36,518°+0,67 43,925°+1,69 35,55°°+0,33
YFL+NBL 35,995°+0,03 36,31%°+0,63 34,04%%+1,19 36,29°°+1,11
YFL+33 26,577%1,70 31,22°°+0,36 28,49°°+1,33 37,11°+0,52
SM 199+33 36,425%£0,40 39,70°+2,64 39,19°°+201 37,86P°+1,76
L. rhamnosus GG
143 30,788°+1,78 36,3189+0,81 28,89%%+1,00 34,31%°+1,55
LA5C+43 34,02%2+1,32 4528°°+1,21 41,83%°+1,99 36,82°%+2,10
Ticari problyotik 30,655%+1,18 51,215940,98 40,595¢+0,71 35,18%P+1,14

kaltar (NBL) + 43

*Degerler, ii¢ paralel o0l¢climiin ortalama + standart hatasi olarak ifade edilmistir. Ayni1

stitunda farkl bityiik harfler ile ifade edilen degerler birbirinden farklidir.

Karigim kiiltiirlerin  olusturduklar1 inhibisyonu zonlari, kiltlirlerin tek basina
kullanimina ait zonlarla kiyaslandiginda, sonuglarda tekli olarak kullanimlara gore
farkliliklar olusturmustur. Kilturlerin karisim halinde kullanilmasinda SM199+33’un C.
difficile ATCC 43593 ve C. difficile ATCC 700057 suslarina, Lactobacillus rhamnosus GG
+ izolat 33 karisiminin C. difficile ATCC 700057’e, L. rhamnosus GG + izolat 43’iin C.
difficile ATCC 43593 ve C. difficile ATCC 700057 ve C. difficile ATCC 9689’a, LA5-C+
izolat 43’tin ise C. difficile ATCC 43593’¢ kars1 etkisinin tekli kullanimlarina kiyasla

arttig1 belirlenmistir.

Ayrica standart C. difficile kiiltiirlerine karsi yiiksek inhibisyonu belirlenen
probiyotiklerden segilerek, siitlerden izole ettigimiz S25 ve S36 laboratuvar izolatlarina
karsi inhibisyon etkisi arastirilmistir. Probiyotiklerin laboratuvar izolatlarma karsi

inhibisyon etkileri Tablo 22°de gdsterilmistir.
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Tablo 22

Probiyotiklerin laboratuvar izolatlarina karsi inhibisyon etkileri*

Probiyotik S25 S36

L. rhamnosus GG 36,195+1,21 33,52P+1,65
L. plantarum ATCC 334 40,798+1,29 31,98%+1,35
ABT-7 29,165¢+0.11 38,195+1,75
SM 199 34,33P+1,38 49,28F+1,99
Ticari kaltar 76,767+1,39 31,59%+0,15
33 27,108+2,53 27,77%+0,44
Vankomisin 21,52740,22 22,72°+0,17

*Degerler, ii¢ paralel 6l¢iimiin ortalama + standart hatasi olarak ifade edilmistir.

Ayni siitunda farkli biiytik harfler ile ifade edilen degerler birbirinden farklidir.

Laboratuvar kiiltiiriine karsi probiyotiklerin etkileri incelendiginde farkli
probiyotiklerin inhibisyon etkilerinin susa bagli olarak degisiklik gosterdigi belirlenmistir.
En yiiksek inhibisyon etkisinin ise S25 izolatina karsi ticari kiiltiiriin olusturdugu
inhibisyonu i¢in belirlenmistir. Laboratuvar izolatlar1 standart C. difficile suslari ile
karsilastirilarak incelendiginde inhibisyon degerlerinin Standart kiiltiirlerin kullanilan
probiyotik kultirlerin inhibisyonlarinin ortalamasindan farklilasmadigi gozlemlenmistir
(P>0,05). Probiyotik kulttrlerin C. difficile’nin standart ve laboratuvar izolatlar1 Uzerine

etkisinin kullanilan kiiltiire bagl oldugu goriilmiistir.

Bu ¢alismaya benzer bir yontem ile probiyotik Bacillus amyloliquefaciens susunun
C. difficile tizerindeki etkisini inceleyen bir ¢alismada elde edilen en yiiksek inhibisyon
degerinin 30 mm belirlendigi ifade edilmistir (Islam vd., 2022). Benzer sekilde, Mansour
vd., (2018), tarafindan yapilan ¢alismada, probiyotik kultlir siipernatantlarinin C. difficile
uzerinde 27-35 mm’lik inhibisyon zonu olusturdugu belirlenmistir. Monteiro vd., (2019)
tarafindan yapilan bir baska c¢alismada ise 4 farkli Bifidobacterium ve 8 farkh
Lactobacillus susunun bu ¢alismada da yer alan C. difficile ATCC 9689 ve C. perfringens
ATCC 12915 suglar lizerinde etkileri arastirilmigtir. Probiyotiklerin inhibisyon etkisinin
kiltar tdrine bagli olarak degistigini vurgulanmistir. Arastirmacilar, C. difficile ve C.

perfringens i¢in 0-13 mm inhibisyon zonlar1 elde ettiklerini bildirmislerdir. Bu sonuglar,
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elde ettigimiz sonuglara gore her iki mikroorganizma iginde oldukga diistiktiir.
Literatiirdeki bu g¢alismalarla karsilastirildiginda, SM 199, LA5-C, ve ABT-2 suslarinin
tim C. difficile suslari, C. perfringens ATCC 12915 ve C. sporogenes ATCC 11437
tizerinde daha fazla inhibisyona sahip oldugu goriilmiistiir. Ayrica kullanilan probiyotik
karisimlarinin C. difficile ATCC 9689.susu iizerine olusturduklari inhibisyon degerleri
oldukca yiiksek belirlenmistir.

Lactobacillus acidophilus 'un tek (LA5-C) veya karisim kiiltiirler igerisinde (ABT-2
ve ticari kiiltiir) kullanildiginda tiim suslara karsi son derece biiylik inhibisyon zon g¢aplari

gelistirdigi gdzlenmistir.

Bu c¢alismanin sonuglar1 literatiir sonuglar1 ile karsilagtirildiginda elde edilen
sonuclarda gozlemlenen bu farkliliklarin en 6nemli sebebinin, arastirmalarda farkli C.
difficile suslarmin ve probiyotik suslarin ve inhibiyon etkisinin arastirilmasinda kullanilan
farkliligindan kaynaklanmis olmast muhtemeldir. Probiyotiklerin susa baglh etki
gosterdiklerini ifade eden bu hipotez, bu arastirmaya ait bulgular tarafindan da
desteklenmektedir. Lactobacillus plantarum ATCC 20219 (P=0,134) disinda, kullanilan
tim probiyotiklerin inhibisyon zonlari, hangi kiiltiire kars1 kullanildiklarina bagli olarak
degisiklik gostermistir (P<0,05). Ancak bu ¢alismada yer alan C. difficile ATCC 9689 susu
Uzerinde yine bu ¢aligmada kullanilan probiyotik L. reutrei DMS 17938 ve L. rhamnosus
suslarinin inhibitdr etkilerini arastiran bir calismada, bu calisma ile ayni suslar
kullanilmasina ragmen sonuglar oldukga farkli bulunmustur (L. reutrei DMS 17938- 5 mm,
L. rhamnosus-11mm) (Piatek vd., 2020). Bu kulttrlerin C. difficile {izerinde olusturdugu
bolgeler 24,07 mm (L. reutrei DMS 17938) ve 26,95 mm (L. rhamnosus) olarak

belirlenmistir.

Lactobacillus plantarum (ATCC 20219, ATCC 334 ve SM-199) kultirlerinde her
susun olusturdugu inhibisyon zonlarinda farklilik gosterdigi gozlenmistir. Klinik
caligmalar, tedavide L. plantarum kullaniminin CDI’nin 6énlenmesi ve tedavisi i¢in 6nemli
bir kiiltiir oldugunu vurgulamaktadir (Dudzicz vd., 2018; Klarin vd., 2008). Ozellikle

antibiyotik iliskili ishalli hastalarin bagirsaklarinda L. plantarum suslarinin eksikligi ile C.
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difficile varlig1 arasinda iliski oldugu gosterilmistir (Sepp vd., 2011). Kullanilan diger bir
probiyotik kultur olan Lactobacillus reuteri, C. difficile enfeksiyonlarin1 onlemek igin
klinik ¢aligmalarda siklikla kullanilan bir probiyotiktir (Mills vd., 2018; Pal vd., 2022).
Calismalar, L. reuteri’nin laktik asit, etanol ve reuterisin gibi bilesikler trettigini

gostermektedir (Mills vd., 2018; Mu vd., 2018; Pal vd., 2022).

Literaturde probiyotiklerin C. difficile iizerine inhibisyon etkisinin susa bagl olarak
farklilagmasinda, probiyotik suslar tarafindan iretilen farkli antimikrobiyal bilesiklerin
farkliliklarinin da etkili olabilecegi ifade edilmektedir. Caligmalar, probiyotikler tarafindan
tiretilen c¢esitli bilesiklerin, C. difficile’yi inhibe etmenin yani sira kiiltiirin  mikro
ortaminda degisikliklere neden olarak toksin iiretimi ile ilgili sinyal yollarim

degistirebildigini gostermektedir (Pal vd., 2022; Trejo vd., 2010).

Sonu¢ olarak standart C. difficile, laboratuvar izolatlari, C. sporogenes ve C.
perfringens (zerine probiyotik kiiltiirlerin  etkileri tekli veya karigim halinde

kullanilmalarindan bagimsiz sekilde susa bagli olarak degisiklik gostermektedir.

C. difficile’nin probiyotikler ile 6nlenmesine yonelik caligsmalar, agirlikli olarak
antibiyotiklerin C. difficile enfeksiyonlarinin tedavisinde destekleyici olarak kullanilma
olasiliklarinin arastirilmasina odaklanmistir (Goldstein vd., 2017; Hell vd., 2013; Johnson
vd., 2012; Johnston vd., 2012; Na ve Kelly, 2011).

Bu c¢alismada fermente gidalarin {iretiminde direkt olarak kullanilan ticari
kiiltiirlerin ve direkt olarak fermente bir gidadan izole edilen 33 ve 43 izolatlarin C.
difficile ve diger kullanilan suglara karst etkili olmasi gidalarin C. difficile
enfeksiyonlarmin 6nlenmesinde yardimci olarak kullanilmasi agisindan timit vericidir.
Bunu destekleyen bir ¢alismada, probiyotik igeren gidalarin C. difficile enfeksiyonlarindaki
etkisi incelenmistir. Bu calismada, Lactobacillus rhamnosus HNOO1 ve Lactobacillus
acidophilus NCFM igeren bir probiyotik peynirin bagirsak mikrobiyotas1 ve diski
bagisiklik belirtecleri iizerindeki etkileri 31 yasl goniillide degerlendirilmis ve bu peyniri
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tlketen yaslilarda daha diisiik Clostridium difficile sayilarina yonelik bir egilim belirlendigi
ifade edilmistir (Lahtinen vd., 2012).

4.4.2. C. difficile Uzerine Standart, Ticari ve Laboratuvar Kaultir
Supernatantinin Mikrotitre Plakasi (MTP) Analizi ile Antimikrobiyal Aktivitesinin

Belirlenmesi

Kullanilan probiyotiklerin C. difficile izerindeki inhibisyon etkilerini ve bu etkiye
hangi tip bilesiklerin neden oldugunu arastirmak igin asidik, nétralize ve nétralize + 1si1l
islem gdérmiis olmak iizere ii¢ farkli hiicresiz siipernatant (HIS) formu kullanilmistir. C.
difficile tlizerindeki inhibitdr etkileri arastirilan probiyotik suslardan elde edilen hiicresiz

slipernatantlarin inhibisyon oranlart Tablo 23’de gdsterilmistir.

Tablo 23
Probiyotik kiiltiirlere ait siipernatantlarin, C. difficile tizerine % inhibisyon etkileri
C. e el e . C. C.
difficile C. difficile  C. difficile  C. difficile SDOrOGEnes erfringens
Probiyotik ~ Stipernatant ATCC ATCC ATCC porog pertring
ATCC 43593 1870 9689 ATCC ATCC
700057 11437 12915
Normal
Siipernatant 98,5 99,1 98,0 95,1 99,41 97,1
Lactobacillus ~ (PH:4,190,01%)
re”tle;ég%s'v' Nétralize** 478 72,8 432 TE 70,1 313
A 1 *%k
Eﬂffﬂ:ﬁe ' 119 203 41,5 TE 34,1 21,2
Normal
Siipernatant 99,5 99,6 99,6 99,5 95,1 97,3
Lactobacillus ~ (PH:4,21%0,01)
rhag’gs“s Nétralize 234 429 36,6 141 32,2 271
:\:zflr:::e * 17,6 30,2 11,6 TE TE TE
Normal
Stipernatant 99,6 99,6 99,6 99,9 99,8 97,9
Lactobacillus ~ (PH:4,32%0,01%)
A¢322r52n19 Notralize** 70,2 95,4 83,8 99,8 64,2 70,0
Eiﬂze * TE 222 231 TE 28,9 336

109



Tablo 23’iin Devami

y ﬁci(':”e C.difficile . difficile ~ C.difficile _ Oroc'enes C.
Probiyotik  siiernatant ATOC ATCC ATCC ATCC P ATgc o perfringens
700057 43593 1870 9689 11437 ATCC 12915
Normal
Siipernatant 99,6 99,7 99,7 99,5 96,2 96,2
Lactobacillus (pH:4,72+0,01)
casei NRRL e

B 1907 Notralize 29,9 69,1 46,1 43,4 54,9 72,1
Notralize + TE TE TE TE 10,1 9.2
1sitilmis
Normal
Suipernatant 99,7 99,7 96,6 99,8 89,9 99,1

Lactobacillus (pH:3,95£0,03)

plantarum s

ATCC 334 Notralize 68,0 89,2 78,3 44,7 54,1 61,6
Notralviegy 60,7 91,7 323 56,8 76,8 83,9
1s1tilmig
Normal
Stipernatant 99,7 99,7 98,4 99,6 99,3 99,0
(pH:5,34+0,07)

LAS-C Notralize ND 7,7 8,2 222 332 20,1
Notralize + TE TE TE TE TE TE
1sitilmis
Normal
Suipernatant 12,3 36,1 21,5 41,3 54,4 42,7
(pH:4,93+0,01)

BB,12 Notralize 10,5 24,0 14,9 231 21,2 16,1
Notralize + 107 203 TE TE TE TE
1s1tilmug
Normal
Stipernatant 41,0 39,3 30,3 29,6 322 39,0
(pH:4,60+0,01)

YF-L901 Notralize ND 30,0 TE 51 TE TE
Notralize + ND 28,2 TE 32 45 2551
1sitilmis
Normal
Slipernatant 85,1 81,2 80,2 80,0 76,9 83,6

(pH:5,05+0,01)

ABT-2 Notralize TE TE TE TE TE TE
Notralize + TE TE TE TE TE TE
1s1tilmug
Normal
Siipernatant 99,7 99,6 99,6 99,4 99,8 94,2
(pH:4,83+0,02)

ABT-T Notralize 21,7 205 376 32,0 453 39,0
Notralize + TE TE TE TE 11 13,2
1sitilmis
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Tablo 23’iin Devami

diﬁci(':”e C.difficile . difficile ~ C.difficile _ Oroc'enes erfricﬁ e
Probiyotik  Stipernatant ATCC ATCC ATCC porog periring
ATCC 43593 1870 9689 ATCC ATCC
700057 11437 12915
Asidik
(ph:4 58:0,01) 97,1 96,9 96,0 96,7 98,5 94,2
SM 199 Nétralize TE 81,7 TE TE TE TE
Notralize + 30,8 61,5 23,8 36,7 TE TE
1sitilmis
Normal
Siipernatant 98,5 98,7 98,8 98,5 97,6 98,4
Ticari (pH:4,65+0,01)
probiyotik s alize 60,8 62,4 38,9 38,1 64,2 61,2
kaltar
Notglize 105 332 16,4 TE 2138 176
1sitilmis
Normal
Stipernatant 99,1 99,7 99,0 99,0 99,2 99,2
(pH:3,79+0,01)
lz0lat33  \stralize 01,1 94,2 60,8 79,8 87,9 91,00
Nétralize + 87,3 82,0 88,9 84,2 75,2 71,10
1s1tilmig
Normal
Slpernatant 99,7 99,7 99,6 99,5 99,5 99,2
(pH:4,34+0,02)
lzolat43  \otralize 23,0 68,6 56,9 TE 21,7 TE
Notralize + ND 243 224 TE 8.1 TE
1sitilmis

*Sonuclar ortalamatstandart hata seklinde tii¢ paralel sonucun ortalamasi seklinde

verilmistir. **Notralize pH 7, TE: % inhibisyon tespit edilemedi

Kullanilan tiim probiyotiklerin HIS leri degisen oranlarda inhibisyon saglamistir.
Normal siipernatantlara ait pH degerleri incelendiginde pH 3,79-5,34 arasinda
degismektedir. Probiyotiklerin HIS’lerinin dogrudan kullaniminda en yiiksek inhibisyon
yuzdesi Lactobacillus plantarum ATCC 20219 susunun C. difficile ATCC 9689 uzerindeki
inhibisyonu olarak belirlenmistir. HIS lerin arasinda BB.12'nin C. difficile ATCC 700057
iizerindeki inhibisyonu ise en diisiik ylizde inhibisyon olarak belirlenmistir. BB.12 nin
HIS’lerine ait inhibisyon yiizdeleri diger probiyotik kiiltiirlere ait asidik HIS’ler ile
kiyaslandiginda oldukg¢a zayif inhibisyon yiizleri olusturabildigi belirlenmistir. BB.12’ye
benzer sekilde YF-L901 susuna ait HiS’lerinde diger probiyotik kiiltiirlerin HIS lerine
kiyasla daha diisiik inhibisyon yiizdelerine sahip oldugu goézlemlenmistir. Probiyotik
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kiiltiirlerin HIS pH oranlar1 ile inhibisyon yiizdeleri karsilastirildiginda aralarinda

istatistiksel olarak anlamli bir iliski belirlenememistir (P>0,05).

Probiyotik kiiltiirlere ait HIS’ler nétralize edildiginde, normal stipernatantlarina
gore inhibisyon yiizdelerinin degisen oranlarda distiigii gozlenmistir. Ancak, ABT-2
probiyotik Kkualtirinin denedigimiz higbir kiiltiire karsi notralize siipernatantlarinin
inhibisyon etkisi belirlenememistir. Benzer sekilde SM-199 *un C. difficile ATCC 43593
susu disinda analizde kullandigimiz higbir kiiltiirlere karsi  inhibisyon etkisi
belirlenmemistir. Buna karsilik Lactobacillus plantarum ATCC 20219 susunun nétralize
edilmis hiicresiz siipernatantlarinin, tiim suslara kars1 yiiksek inhibisyon yiizdelerine sahip
oldugu belirlenmistir. Laboratuvar izolatimiz olan izolat 33’iin ise noétralize edilmis
HiS’lerinin en diisiik inhibisyon yiizdesi C. difficile ATCC 1870 iizerine (%60,8) olarak
belirlenmistir. Diger kiiltlirlere karsi inhibisyon yiizdeleri ise aymi Kkiiltiiriin asidik

HiS’lerine oldukgca yakin belirlenmistir.

Notralize edilmis ve 1sitilmis HiS’lerin genel olarak asidik ve nétralize edilmis
supernatantlara kiyasla oldukca diisiik inhibisyon yiizdelerine oldugu belirlenmistir. Ancak
Lactobacillus plantarum ATCC 334 susu bu yoniiyle diger probiyotik kiiltiirlerden
ayrilmigtir. Bu Kkultlrin en disiik inhibisyon yiizdesi C. difficile ATCC 1870’¢ karsi
olusturdugu %32,3’lik inhibisyon degeri Olarak belirlenmistir. Diger tim C. difficile
suslarina kars1 bu probiyotik kiiltiiriin HIS lerinin %60,7 ile %91,7n arasinda inhibisyon
oranlar1 verdigi tespit edilmistir. ABT-2'nin asidik HIS’i disinda herhangi bir kiiltiire kars
higbir inhibitor etki belirlenememistir. Lactobacillus casei NRRL B 1992 ve ABT-7
suglarmin nétralize ve 1sitilmis siipernatantlart C. difficile suslar1 tizerinde etkili
bulunmazken, C. sporogenes ve C. perfringens uzerinde belirli oranlarda inhibisyon etkisi
gosterdigi belirlenmistir. Ek olarak, laboratuvar izolatimiz 33'ten elde edilen tiim hiicresiz
slipernatantlarin, tiim suglara kars1 yiiksek bir inhibisyon yiizdesi verdigi bulunmustur. Bu
izolat ve izolat 43 daha Onceki ¢aligmalarimizda manda peynirinden laboratuvarimizda
izole edilen ve probiyotik 0zellikleri tespit edilmistir. Lactobacillus spp. olarak tanimlanan

izolatlarimizdir (Taylan, 2017).
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Sonug olarak farkli probiyotik suslarin inhibitor etkileri susa bagli olarak degisse de
inhibisyon etkisinin kaynaginin esas olarak probiyotik suslarin siipernatantlarinin
islenmesine bagli olarak degisiklik gosterdigi belirlenmistir. Siipernatanttin nétralize
edilmesinin o susun asidik siipernatantina kiyasla, tiim probiyotik suslar icin azalan
inhibisyon yiizdeleri gosterdigi gézlemlenmistir. Literatiirde yer alan pek g¢ok galisma,
probiyotiklerin C. difficile'ye karsi inhibitor etkisinin bu probiyotiklerin trettigi asidik
bilesiklerden kaynaklandigini belirtmektedir (Kondepudi vd., 2012; Lee vd., 2013; Servin,
2004).

Schoster vd., (2013) ¢esitli laktik asit bakterilerinden elde edilen siipernatantlar: C.
difficile in-vitro tizerinde test etmisler ve bu ¢alismaya benzer sekilde inhibitor etkinin
pH'ya bagli organik asitlerden kaynaklandigini ifade etmislerdir. Benzer sekilde kullanilan
ticari probiyotik kiiltiirlerin inhibitor etkilerinin pH'a bagl oldugu bildirilmistir (Fredua-
Agyeman vd., 2017). Yine baska bir ¢alisma, benzer sekilde asidik siipernatantlarin, C.
difficile bliylime yiizdelerini azaltmada nétrlestirilmis slipernatantlardan daha yuksek etkili
oldugunu ifade etmektedir (Mansour vd., 2018). Ancak literatiirde yer alan bu galismalarin
ve elde edilen sonuglarin aksine Ratsep vd., (2014) ¢alismasinda kullandigi L. plantarum

suslarinin C. difficile Gzerine inhibitor etkilerinin pH'ya bagli olmadigini belirtmektedirler.

Elde ettigimiz sonuglar genel olarak degerlendirildiginde calismada kullanilan
probiyotiklerin C. difficile Gzerindeki inhibisyon etkisinin temel nedeninin, bu kaltirlerin
iirettigi asidik bilesikler oldugu belirlenmistir. Ozellikle laktik asit bakterilerinin iirettigi
laktik ve asetik asitlerin bulunduklar1 ortamda olusturduklar1 asidik pH nedeniyle
antimikrobiyal aktiviteye sahip olduklar1 bildirilmektedir (Mani-Lépez vd., 2022). Bununla
birlikte, pH etkisi ortadan kaldirildiginda ve siipernatanlar nétralize edildiginde bile,
stipernatantlarin C. difficile Uzerindeki bireysel etkileri, probiyotik kultlrlerde bakteriyosin
ve bakteriyosin benzeri bilesiklerin varliginin bir gostergesi olarak ifade edilmektedir
(Fredua-Agyeman vd., 2017; Ratsep vd., 2014). Notralize HiS’lere ait bu etkinin temel
kaynaginin genellikle laktik asit bakterilerinin iirettigi bu bilesiklerin miktarina, kullanilan
karbon kaynagina, elektron alicisina, aerobik veya anaerobik biiylime gibi kiiltiir
kosullarindaki degisikliklere bagli olarak degisebilecegi belirtilmektedir (Mani-Lopez vd.,
2022).
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Bu calismaya benzer sekilde birgok ¢alisma, probiyotiklerin C. difficile tzerindeki
inhibitér etkilerinin sadece organik asitlere bagh olmadigini, organik asitlerle birlikte
bakteriyosin ve bakteriyosin benzeri bilesiklere ve sicakliga dayanikli antimikrobiyal
peptitler/proteinlerin varliginin da antimikrobiyal etki iizerinde belirleyici olabilecegini
ortaya koymaktadir (Kondepudi vd., 2012; Schoster vd., 2013; Fredua-Agyeman vd.,
2017). Calisimizda elde edilen sonuclar da bu teoriyi destekler niteliktedir.

45. Arastirma 5 C. difficile’nin Peynir Yapiminda Gelisen Asitlik ve

Probiyotik Kultir Kullanimi ile inaktivasyonunun Belirlenmesi

Beyaz peynir, ¢ig inek siitii, ¢ig koyun siitii veya her ikisinin karigimindan iiretilen
ve salamurada olgunlastirilan yumusak veya yari sert bir peynirdir (Oner vd., 2006; Ozcan
Yardim ve Durak, 2023). Tiirk beyaz peyniri taze iken yumusak bir dokuya sahip olmasina
ragmen salamurada (%12-%14) 3 ay olgunlastirildiktan sonra yar1 sert veya yari yumusak
olarak siniflandirilabilir (Aktas vd., 2023). Ulkemizde beyaz peynir, genellikle kiigiik
isletmelerde ¢ig siitten tretilmektedir ve starter kalturd eklenmemektedir. Peynirin
mikrobiyal bilesimi olgunlasma sirasinda degismektedir. Laktik asit bakterilerinin,
olgunlasma sirasinda diger mikrobiyal gruplara baskin halde olmasmin olgunlagma

ozelliklerinin belirlenmesinde biiyiik 5nem tasidig1 ifade edilmistir (Oner vd., 2006).

Probiyotik pek ¢ok kiltir laktik asit bakterileri (LAB) igerisinde yer almaktadir
(Coimbra-Gomes vd., 2023; Mugwanda vd., 2023). LAB ise 6zellikle peynir gibi fermente
gidalarin Uretiminde starter kiiltiir olarak kullanilabilmektedir ve fermente gidalarin
organoleptik, reolojik ve besinsel 6zelliklerinin olugmasinda biiyiik rol oynadiklari ifade
edilmektedir (Oriindii ve Tarakei, 2021; Abarquero vd., 2023). Bu nedenle de biyiik
ekonomik dneme sahiptirler. Ancak peynir Uretiminde starter olarak kullanilan bu suslarin
bir diger onemli Ozelligi, patojenlere karsi olusturduklari antimikrobiyal aktivitelerdir

(Abarquero vd., 2023; Aktas vd., 2023).

Peynir iiretiminde starter olarak kullanilacak probiyotiklerin segiminin Gretimi

yapilacak peynirin tirtine gore belirlenmesi biiyiik 6nem tasimaktadir (Hadef vd., 2022;
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Karimi vd., 2012b). Bu amagla yapilan 6n denemeler ile C. difficile Uzerine inhibisyon
etkileri belirlenen kultirler yine 6n denemeler ile kucik miktarlar ile peynir Gretiminde
kullanilarak uygun tekstiirii olusturabilen iki kiiltiir karisimi (NBL ticari kiltur ve izolat 33,
YF-L901 ve izolat 43) peynir iiretiminde kullanilmak Uzere segilmistir.

Probiyotik kdlturlerin antimikrobiyal 6zelliklerinin C. difficile (CD) uzerine
inhibisyon etkilerini inceleyebilmek amaci ile segilen bu iki probiyotik kiiltiir karisimi
kullanilarak ve peynir mayast ile C. difficile varliginda peynir retimleri
gergeklestirilmistir. Probiyotik kiiltiirler ve peynir mayasi ile yapilan peynir iiretimlerinin
ayrica C. difficile icermeyecek sekilde kontrol gruplarmin tiretimleri gergeklestirilmistir.
Ayrica negatif kontrol olarak starter kiiltiir kullanimi1 olmadan yalnizca peynir mayasi ile
tretim yapilmistir. Pozitif kontrol olarak ise C. difficile ile birlikte peynir mayasi
kullanilarak tretim yapilmistir. C. difficile igermeyen peynirlerde fizikokimyasal ve

mikrobiyolojik analizler ile tirctimden depolama sonuna kadar incelenmistir.

4.5.1. Peynirlerin Fizikokimyasal Ozellikleri

C. difficile inokile edilmeden dretilen kontrol peynirlerinin fizikokimyasal
Ozelliklerinin belirlenmesinde pH, kuru madde, tuz ve titrasyon asitligi Ozellikleri

degerlendirilmistir.

pH

Uretim agsamalarinda ¢ig siitten, tuzlama asamasina kadar peynirlerin pH degerleri
Tablo 24’de gosterildigi gibidir. Depolama siiresince peynirlere ait pH degerleri ise Tablo

25°de gosterildigi gibidir.

115



Tablo 24

Peynirlerin iiretim asamalarina ait pH degerleri

Peynir Cig siit Pastorizasyon Mayalama Fermantasyon  Tuzlama

ornegi sonrasi
1 6,597%+0,01 6,547%+0,01 5,77%%40,02  5,31°%+0,10  4,95%+0,03
2 6,55°+0,06 6,47°82+0,03 5,70°+0,00 4,93P*+0,02  4,665%+0,02
3 6,53°+0,02 6,48"82+0,03 5,72°%+0.14  5,00°%+0,02  4,665%+0,03
4 6,587°+0,01 6,60°%+0,02 5,438+1.29  501°%+0,00 4,61P*+0,01
5 6,617%+0,01 6,48"2+0,00 5,4384+0.00  4,95°+0,04  4,79P+0.17
6  6,4879+0,16 6,34"82+0,05 5,488%+0,01  5,21°%+0,01  4,65"+0,00

1: Kontrol grubu (negatif kontrol, yalnizca peynir mayasi), 2: Peynir mayast + NBL +
izolat 43, 3: Peynir mayasi+YF-L901 + 33, 4: Peynir mayas: + NBL + izolat 43 + CD, 5:
Peynir mayasi+YF-L901 + izolat 33 + CD, 6: Pozitif kontrol (Peynir mayasi1 + CD), Ayni
stitun ve satir tizerinde farkli harfler ile temsil edilen degerler istatistiki olarak birbirinden
farklidir (P<0,05). Harflendirmeler yatayda buyik harfler, dikeyde kugik harfler
kullanilarak yapilmistir.

Peynir iiretiminde kullanilan ¢ig stitlerin pH degerleri incelendiginde pH degerleri
arasinda istatistiksel olarak farklilik belirlenmistir. Cig siitlerin pH degerlerindeki bu
farkliligin sebebi siitlerin peynir {iretimleri i¢in farkli giinlerde temin edilmis olmasi
olabilir. Orneklerin her birinin mayalama asamasinin sonuna kadar pH degerlerinde
anlamli bir farklilik bulunmamistir. Mayalama ve fermantasyon asamalarinda olusan pH
farkliliklar1 ise tiretimde kullanilan starter kiiltiirlerin ve olusturduklar1 bilesiklerin pH
degerlerinin ve bu bilesiklerin miktarlarindaki degisikliklerden kaynaklaniyor olabilir.
Uretilen peynirler tuzlama asamasimin sonuna geldiginde ise pH degerleri tiim 6rneklerde

benzer degerlerde belirlenmistir.
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Tablo 25

Depolama siiresi boyunca peynir érneklerinin pH degisimleri

Peynir 0.gln 30. gln 60. gln 90. gln

ornegi
1 4,57%%+0,05 4,58%3+0,01 457734005  4,55%%+0,02
2 4,66"%+0,00 4,52°82+0 01 4,4982+0,01 4,43B2+0,05
3 4,57%2+0,05 4,58"%+0,06 4507+0,04  4,42"%+0,02
4 4,54%3+0,05 4,47%%+0,10 44474008  4,39°°+0,01
5 4,647%+0,12 4,607%+0,02 44574006  4,507%+0,01
6 4,63%+0,01 4,57%+0,02 451%34+0,01  4,508%°+0,02

1: Kontrol grubu (negatif kontrol, yalnizca peynir mayasi), 2: Peynir mayasi + NBL +
izolat 43, 3: Peynir mayasi+YF-L901 + 33, 4: Peynir mayas1 + NBL + izolat 43 + CD, 5:
Peynir mayasi+YF-L901 + izolat 33 + CD, 6: Pozitif kontrol (Peynir mayas1 + CD), Ayni
stitun ve satir tizerinde farkli harfler ile temsil edilen degerler istatistiki olarak birbirinden
farklidir (P<0,05). Harflendirmeler yatayda buyik harfler, dikeyde kiguk harfler
kullanilarak yapilmistir.

Depolama siiresince peynirlerin pH degerleri incelendiginde depolamanin O.
giintinde peynirlerin pH degerleri arasinda farklilik belirlenememistir (P>0,05). Depolama
stiresinin farkli giinlerinde pH degerleri birbirinden farklilik gostermis olsa da depolama
sonunda 90. giinde Orneklerin pH degerleri arasinda istatistiksel olarak farklilik

belirlenememistir.

Bu ¢alismaya benzer sekilde Gonzalez ve Zarate, (2015) tarafindan yapilan
caligmada, peynir olgunlagsmasi sirasinda Clostridium sporogenes’in kontrollinde starter
kilture (Streptococcus thermophilus, Lactococcus lactis subsp. cremoris ve Lactococcus
lactis subsp. lactis) ek Lactobacillus plantarum TF711’in etkisini incelenmistir. Uretilen
peynirleri 45 giin boyunca 12°C’de vakum paketlerde olgunlastirmislardir. Aragtirmacilar,
olgunlagsma siiresinin sonunda Lactobacillus plantarum kullanilarak iiretilen peynirleri
kontrol grubu ile kiyaslandiginda pH degerlerinde farklilik belirlememistir. Avila vd.,
(2016) tarafindan yapilan bir baska ¢alismada yar1 sert peynir Uretiminde starter Kaltur
olarak Lactococcus lactis subsp. cremoris ve Streptococcus thermophilus Lactococcus
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lactis subsp. lactis kullanilmistir. Clostridium tyrobutyricum sporlar {izerine yiiksek basing
uygulamasi ile birlikte starter kiiltiirlin inhibisyon etkilerini arastirmislardir. Arastirmacilar
yalnizca starter kiltiir ve Clostridium tyrobutyricum sporlar1 kullanilarak iiretilen kontrol
grubu peynirlerin {iretim siiresince pH degerlerinin diistiiglinii ancak uygulanan yiiksek

basincin bu degerleri degistirmedigini ifade etmistir.

Sasmazer, (2022) tarafindan yapilan ¢alismada ise peynir mayasina ilave starter
probiyotik kultir (Lactococcus cremoris, Bifidobacterium bifidum BB-12, Lactococcus
lactis ve Lactobacillus acidophilus LA-5,) kullanimi ile beyaz peynir iretilmistir.
Arastirmacilar, 90 giinliik olgunlastirma siiresinin sonunda pH degerlerinin probiyotik
kiiltiir ilave edilmeyen kontrol grubu ile karsilagtirildiginda benzer bulundugunu ifade
etmiglerdir. Ayrica, arastirmacilar benzer sekilde peynir tiretiminde kullanilan ¢ig siitlerin
pH degerinin 6,71, depolama siiresi sonunda kontrol peynirlerinde pH degerinin ise 4,50 ve

probiyotik peynir 6rneklerinde ise pH 4,55 olarak bildirilmistir.
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Sekil 23. Peynir 6rneklerinin ¢ig siitten depolamanin son giinii kadar pH degerleri
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Starter kiltiirlerin pH degerlerindeki en hizli diisiis mayalanma ve fermantasyon
asamalarinda olmustur (Sekil 23). Depolama boyunca peynirlerdeki pH giderek asidik olsa
da pH’nin diisiis hizinin yavasladigi belirlenmistir. pH, peynirin yapisin etkileyen 6nemli
fizikokimyasal Ozelliklerden biridir. Ayrica peynir igerisine eklenen ya da var olan
probiyotik bakterilerin varliginin korunmasi i¢in biiylik ©Onem tasimaktadir. L.
acidophilus'un biiyiimesi i¢in optimum pH’nin 5,5-6,0 olmasi beklenmektedir. Ancak L.
acidophi/us’'un pH 2’ye bile adapte olarak canliligim1 koruyabildigi ifade edilmektedir
(Kulkarni vd., 2018). Bifidobakteriler ise, L. acidophilus kadar aside toleransli degildir ve
genel olarak pH 4,0'in altinda gelisimlerinin durdugu ifade edilmektedir. Cogu bifidobakter
tirii 4,6'nmin altindaki pH degerlerine duyarli oldugundan, pratik uygulamalarda nihai
iriniin pH degeri 4,6'nin iizerinde tutulmasi gerektigi aksi takdirde, bifidobakteriyel
popllasyonun hizla azalacagi vurgulanmaktadir (Karimi vd., 2011). Kullanilan starter
kiiltiirler g6z 6niine alindiginda igeriginde icerisinde hem Lactobacillus acidophilus hem
de Bifidobacterium tiirleri iceren NBL ticari kiiltiirii bulunmaktadir. Uretim siiregleri
incelendiginde pH degerlerinin tiim peynir Ornekleri i¢in en disiik seviyesi 90. giin
depolama da belirlenmistir. pH degerlerinin en diisiik seviyesi bile peynirler igerisinde

gelisimi i¢in uygun olarak degerlendirilebilmektedir.

Kuru Madde

Peynir iiretiminde kullanilan ¢ig siit ve peynir iiretimindeki asamalarda belirlenen
kuru madde miktarlar1 (%) Tablo 26’da gosterilmistir. Peynirlerin {iretim sonrasi

depolanmasi sirasindaki kuru madde igerikleri (%) Tablo 27°de gosterildigi gibidir.
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Tablo 26
Peynir iiretim siirecinde kullanilan ¢ig siitten itibaren tuzlama asamasinin sonuna kadar

kuru madde icerikleri (%)

Peynir Cig siit Pastdrizasyon Mayalama  Fermantasyon Tuzlama

ornegi sonrast
1 10,9244+0,73 10,53%%+0,09 13,83%9+0,26  46,24°+0,00 46,47°%+0,43
2 10,84%%+0,44 11,13%%+0,43 13,94%2+0,16  46,31°%+0,02 47,50%%+0,27
3 10,774%+0,04 10,85%%+0,84 14,525°+0,36  46,40°%+0,33  46,46°%+1,00
4 10,39%%+0,04 10,58%%+0,37 14,968°+0,07 46,99%+0,00 45,86%%+1,00
5  11,17%40,29  10,63%°+0,10  14,95%°+0,02 46,47°%+0,71 45,93%%+0,23
6 9,814%+0,14 10,47%%+0,36 13,61%2+0,15  46,17°+0,49  46,66°%+0,32

1: Kontrol grubu (negatif kontrol, yalnizca peynir mayasi), 2: Peynir mayasi + NBL +
izolat 43, 3: Peynir mayasi+YF-L901 + 33, 4: Peynir mayas1 + NBL + izolat 43 + CD, 5:
Peynir mayasi+YF-L901 + izolat 33 + CD, 6: Pozitif kontrol (Peynir mayasi + CD), Ayni
stitun ve satir tizerinde farkli harfler ile temsil edilen degerler istatistiki olarak birbirinden
farklidir (P<0,05). Harflendirmeler yatayda buyik harfler, dikeyde kicuk harfler
kullanilarak yapilmistir.

Peynir tiretiminde kullanilan siitlerin kuru maddeleri ortalama olarak %10,65 olarak
belirlenmistir. Peynir tretimi asamalarindan fermantasyon asamalarinda ise Orneklerin
kuru madde igerikleri hizla %46,43 degerine ulasmistir. Uretim asamalarinda kuru madde
miktarlar1 incelendiginde iretimin tim asamalarinda Ornekler arasit farklilik
belirlenememistir. Her bir peynir ornegi i¢in ise kuru madde miktarlarinin mayalama
asamasinda farklilagmaya bagladig1 ve fermantasyon sonrasinda ise peynirlerin kuru madde

miktarlarinda 6nemli bir degisiklik gozlemlenmemistir.
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Tablo 27

Depolama siiresince peynirlerin kuru madde icerikleri (%)

Peynir 0.gln 30. gln 60. gln 90. gln

ornegi
1 48,017%+0,29 48,427%+0,34 49,0578%+0,07 50,26%2+0,22
2 48,02"°+0,86 48,61°%+0,17 48,76%%+0,01  50,28"%+0,92
3 47,13%+0,87 47,92%+0,43 47,85%%+0,34  49,64"%+0,14
4 46,007%+1,78 48,217%+0,93 48,86"%+0,01  50,09°%+0,05
5 46,787%+0,75 46,407%+0,58 48,06"%+0,92  50,037%+0,89
6 47,627%+0,05 47,10%%+1,02 49,03"%+0,06  50,26"%+0,05

1: Kontrol grubu (negatif kontrol, yalnizca peynir mayasi), 2: Peynir mayasi + NBL +
izolat 43, 3: Peynir mayasi+YF-L901 + 33, 4: Peynir mayas1 + NBL + izolat 43 + CD, 5:
Peynir mayasi+YF-L901 + izolat 33 + CD, 6: Pozitif kontrol (Peynir mayas1 + CD), Ayni
stitun ve satir iizerinde farkli harfler ile temsil edilen degerler istatistiki olarak birbirinden
farklidir (P<0,05). Harflendirmeler yatayda buyik harfler, dikeyde kugik harfler
kullanilarak yapilmistir.

Peynir drneklerinin toplam kuru madde miktarinda depolama boyunca her bir 6rnek
icin yaklasik %2 oraninda bir artis gdzlemlenmistir. Ornekler her bir depolama ginii igin
birbirleri ile karsilastirildiklarinda kuru madde igerikleri arasinda istatistiksel olarak

anlamli bir fark belirlenememistir(P>0,05).

Peynir iiretiminde kullanilan ¢ig siitten peynirlerin depolanmasinin son gunune

kadar gegen surecte % kuru madde oranlar1 Sekil 24’te gosterilmistir.
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Sekil 24. Peynir 6rneklerinin ¢ig siitten depolamanin son giinii kadar kuru madde degerleri

Sagmazer, (2022) tarafindan benzer iiretim teknigi ile ile Lactobacillus acidophilus
LA-5 ile Bifidobacterium bifidum BB-12, Lactococcus lactis + Lactococcus cremoris
kiiltiirleri kullanilarak {iiretilen probiyotik peynirlere ait kuru madde (%) miktarlart
incelenmis ve 30. giinde %35,90 60.giinde %35,91 90.giinde ise maksimum %36,01
seviyesine ulasildigi belirtilmistir. Ayrica ¢alismada peynir iiretiminde kullanilan ¢ig
siitlerin kuru maddesi ortalama olarak %12,10 olarak belirtilmistir. Calismamizda
kullanilan siitlerin kuru madde oranlar1 yapilan bu ¢alisma ile karsilastirildiginda yaklasik
olarak % 2 daha az belirlenmistir. Ancak depolama siiresinin sonunda bu c¢alismada elde
edilen kuru madde miktarlarinin Sasmazer (2022) tarafindan yapilan ¢alismada elde edilen
kurumadde oranlarindan oldukca yiiksek bulunmustur. Calismalar arasindaki bu farkliligin

olas1 temel sebebinin kullanilan kiiltiirlerin farklilig1 oldugu diisiiniilebilir.

Peynirlerde Tuz

Peynir {iretim siirecinde kullanilan ¢ig siitten itibaren tuzlama asamasinin sonuna
kadar tuz icerikleri (%) Tablo 28°de gosterilmistir. Ayrica peynirlerin depolama siireleri
boyunca tuz igerikleri Tablo 29°da gosterilmistir.
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Tablo 28
Peynir iiretim siirecinde kullanilan ¢ig siitten itibaren tuzlama asamasinin sonuna kadar

toplam tuz igerikleri (%)

Peynir  Cig siit Pastdrizasyon Mayalama Fermantasyon  Tuzlama

ornegi sonrasi
1 TE TE TE TE 2,68%°+0,12
2 TE TE TE TE 2,56%+0,09
3 TE TE TE TE 2,97%+0,03
4 TE TE TE TE 2,99%+0,03
5 TE TE TE TE 3,03°+0,09
6 TE TE TE TE 2,95%+0,06

1: Kontrol grubu (negatif kontrol, yalnizca peynir mayasi), 2: Peynir mayasi + NBL +
izolat 43, 3: Peynir mayasi+YF-L901 + 33, 4: Peynir mayas1 + NBL + izolat 43 + CD, 5:
Peynir mayasi+YF-L901 + izolat 33 + CD, 6: Pozitif kontrol (Peynir mayas1 + CD), TE:
test edilmedi, Ayn1 siitun tizerinde farkli harfler ile temsil edilen degerler istatistiki olarak
birbirinden farklidir (P<0,05).

Peynirlerin tuzlama agamasinin sonunda drneklerin genel olarak birbirine benzer
tuz iceriklerine sahip oldugu ancak 5 numarali peynirin digerlerinden farklilastig
belirlenmistir. Tuzlama asamasinda peynirlerdeki tuz igerigi ortalama %2,86 olarak
belirlenmistir. Bu asamadaki en yiiksek tuz igerigi ise %3,03 tuz iceren ve starter kiiltiir

(YF-L901 + izolat 33)’e ek C. difficile inokiile edilerek iiretilmis peynirde belirlenmistir.
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Tablo 29

Depolama siiresi boyunca peynir 6rneklerinde % toplam tuz miktari

Peynir 0.gln 30. gln 60. gln 90. gln

Oornegi
1 3,55%%+0,07* 4,435%+0,19 5,22°%+0,01  5,55%+0,03
2 3,58%%+0,13 4,34%%+0,02 5,29°%+0,02  5,63%%+0,14
3 3,46%%+0,02 4,358%+0,11 5,11°%+0,04  5,55P%+0,01
4 3,277°+0,14 4,44"82+0 06 5,268%+0,37  5,418%+0,28
5 4,05"%+0,15 4,377%+0,00 5,3182+0,07  5,84%%+0,05
6 3,84%%+0,06 4,475%+0,03 5,27°+0,04  5,60°%+0,02

1: Kontrol grubu (negatif kontrol, yalnizca peynir mayasi), 2: Peynir mayasi + NBL +
izolat 43, 3: Peynir mayasi+YF-L901 + 33, 4: Peynir mayas1 + NBL + izolat 43 + CD, 5:
Peynir mayasi+YF-L901 + izolat 33 + CD, 6: Pozitif kontrol (Peynir mayas1 + CD), Ayni
stitun ve satir iizerinde farkli harfler ile temsil edilen degerler istatistiki olarak birbirinden
farklidir (P<0,05). Harflendirmeler yatayda buyik harfler, dikeyde kugik harfler
kullanilarak yapilmistir.

Omeklerin depolanmasinin ilk giiniinden 90. giine kadar depolama siiresi arttik¢a
tuz miktarinin arttigi (P<0,05) ancak tuz miktarinin peynir Orneginde starter kiiltiir
kullanimina bagli olmadigi belirlenmistir (P>0,05). Depolama siiresinin sonunda
maksimum tuz miktar1 %5,84 olarak belirlenmistir. Bu deger Tiirk gida kodeksi peynir
tebligi (2015/6)’nde salamura ile olgunlastirilan peynirlerde izin verilen maksimum tuz

orani (%7,5)’in altindadir.
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Sekil 25. Peynir 6rneklerinin ¢ig siitten depolamanin son giinii kadar tuz icerikleri (%)

Peynirdeki tuz, su aktivitesi tiizerindeki etkisiyle peynirin olgunlagmasini
etkilemektedir. Ayrica tuz konsantrasyonu, pek ¢ok enzim aktivitesi ile birlikte mikrobiyal
gelismeyi ve peynirlerin proteolizini etkileyen bir faktordur (Karimi vd., 2011).
Olgunlasma siirecinde, tuz peynir boyunca yayilir, bdylece merkezdeki ve ¢evredeki tuz
icerigindeki farkliliklar olgunlagsma siiresiyle birlikte azalir. Tuzlama sadece peynirlerin
lezzetine katkida bulunmaz, ayni zamanda starter mikroorganizmalarin biiylimesi ve
aktivitesi tizerinde de bir etkiye sahiptir (Ozer vd., 2009). Starter ve probiyotik kilturlerin
canlilig1 tuz konsantrasyonu ile ters orantilidir. Beyaz salamura peynirlerde probiyotiklerin

biiylimesi i¢in tuzun ana sinirlayici faktor oldugu bildirilmistir (Karimi vd., 2011).

Yilmaztekin, (2001) tarafindan starter Lactobacillus acidophilus ve
Bifidobacterium bifidum kiiltiirlerinin kullanildig1 ¢alismada iiretilen beyaz peynirlerde bu
caligmaya benzer sekilde %5 seviyelerinde belirlenmistir. Sasmazer, (2022) probiyotikler
kullanilarak {iretilen peynirlerin tuz oranlariin ise depolama siresince 1,58-1,68 araliginda
degistigi ifade edilmistir. Bu calisma ile kiyaslandiginda ¢alismamizda tuz igerigi yiiksek

(%5,59) belirlenmistir. Ancak kodekste izin verilen degerin altinda kalmaistir.
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Titrasyon Asitligi

Laktik asit yuzdesi ile temsil edilen titre edilebilir asitlik, peynirde probiyotik
bakterilerin canlilig1 i¢in 6nemli faktorlerden birisidir. Probiyotiklerin rettikleri diisiik
pH’ya sahip bilesiklerin 6zellikle, peynirlerin tekstirel ve duyusal 6zelliklerini énemli
6lcide etkiledigi ifade edilmektedir (Mugwanda vd., 2023). Titrasyon asitligi kullanilarak
peynirlerin iiretim silirecinde ¢ig siitten itibaren % laktik asit miktarlarina ait sonuglari

Tablo 30°da gosterilmistir.

Tablo 30
Peynir iiretim siirecinde kullanilan ¢ig siitten itibaren tuzlama asamasinin sonuna kadar

laktik asit icerikleri (%)

Peynir Cig siit Pastdrizasyon Mayalama Fermantasyon  Tuzlama

ornegi sonrast
1 0,23%+0,09* 0,26"%+0,01 0,272+0,03  0,30%%+0,12  0,38“%+0,02
2 0,25%%+0,02 0,267%+0,22 0,30%°+0,08  0,42°Y+0,20  0,86+0,01
3 0,237%+0,15 0,25"%+0,06 0,328°+0,10  0,43°*+0,03  0,65°°+0,53
4 0,25%%+0,21 0,26"%+0,01 0,32°°+0,09  0,458°+0,10  0,75%+0,23
5 0,25"%+0,02 0,27%+0,17 0,318°+0,01  0,45°°+0,09  0,73P%+0,09
6 0,24"%+0,18 0,25"B2+0,07 0,27%2+0,12  0,31°%+0,04  0,35°"+0,16

1: Kontrol grubu (negatif kontrol, yalnizca peynir mayasi), 2: Peynir mayas: + NBL +
izolat 43, 3: Peynir mayasi+YF-L901 + 33, 4: Peynir mayas1 + NBL + izolat 43 + CD, 5:
Peynir mayasi+YF-L901 + izolat 33 + CD, 6: Pozitif kontrol (Peynir mayasi + CD), Ayni
situnda ve satirda farkli harfler ile temsil edilen degerler istatistiki olarak birbirinden
farklidir (P<0,05). Harflendirmeler yatayda buyuk harfler, dikeyde Kkiclk harfler
kullanilarak yapilmistir.

Peynirlerin tiretiminde kullanilan ¢ig siitlerin laktik asit icerikleri bakimindan
aralarinda farklilik belirlenememistir (P>0,05). Cig siitten itibaren kontrol peynirleri de
dahil olmak iizere peynir liretiminin son asamasina kadar laktik asit (%) degerleri artis
gostermistir. Bu artiglar incelendiginde en biiyiik artiglar starter kiiltiir ilavesi ile liretilen

peynirlerde gozlemlenmistir. Uretim asamalarmin sonunda kontrol peynirinde laktik asit
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degerleri ortalama %0,36 iken starter kiiltiir ile iiretilen peynirlerde bu degerin %0,74’lere

ulagtigi tespit edilmistir.

Depolama suresince peynir orneklerine ait laktik asit igerikleri Tablo 31°de

gosterilmistir.
Tablo 31
Peynir depolama siiresince peynir drneklerine ait laktik icerikleri (%)
Peynir 0.gun 30. glin 60.gun 90. giin
ornegi
1 0,47Aa+0,09* 0,52%+0,02 0,60%%+0,34  0,67°°+0,34
2 0,87%°+0,13 0,89°B¢+0,10 0,9089+0,21  1,12°°+0,10
3 0,70%°+0,03 0,778°40,24 0,92¢%°+0,01  1,23°%9+0,43
4 0,77790,30 0,80+0,12 0,928%+0,26  1,25%%+0,05
5 0,759+0,10 0,8189+0,33 0,94°°+0,01  1,19°°+0,03
6 0,42/°+0,06 0,498°+0,18 0,57°%+0,30  0,65°%+0,24

1: Kontrol grubu (negatif kontrol, yalnizca peynir mayasi), 2: Peynir mayasi + NBL +
izolat 43, 3: Peynir mayasi+YF-L901 + 33, 4: Peynir mayas1 + NBL + izolat 43 + CD, 5:
Peynir mayasi+YF-L901 + izolat 33 + CD, 6: Pozitif kontrol (Peynir mayasi +
CD),*Sonuglar 3 paralel analizin sonucunun ortalama =+ standart hata seklinde
hesaplanmistir. Ayni siitunda ve satirda farkli harfler ile temsil edilen degerler istatistiki
olarak birbirinden farklidir (P<0,05). Harflendirmeler yatayda biyik harfler, dikeyde
kiigtik harfler kullanilarak yapilmistir.

Tablo 30°da yer alan peynirlerin 90 giinliikk depolama siiresince laktik asit (%)
degerleri incelendiginde tiim peynirlerin depolamanin ilk giintinden itibaren laktik asit (%)
degerlerinde artis tespit edilmistir Depolama sonunda kontrol grubu 6rneklerinin starter
kiiltlir ile iretilen peynirlere kiyasla olduk¢a farklilastigi gézlemlenmistir (Sekil 26) ve
laktik asitlik degerlerine olgunlastirmanin ve kullanilan starter probiyotiklerin etkisi ayr1

ayr1 onemli (P<0,05) bulunmustur. Genel olarak degerlendirildiginde en yuksek laktik asit
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(%) degeri NBL ticari kiltirtine ek laboratuvar izolat1 43°lin starter olarak kullanildig: 4

numarali peynirde belirlenmistir (%1,25).
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Sekil 26. Peynir orneklerinin ¢ig siitten depolamanin son giinii kadar igerdikleri laktik asit

(%) miktarlar1

Sekil 26 incelendiginde laktik asit miktarinin mayalama ve fermantasyon
asamalarindan itibaren artti§i gézlemlenmektedir. Bu sonuglar peynirlerin liretiminden
itibaren depolama sonuna kadar pH degerlerinin diisiisii ile de paralellik gostermektedir.
Literatirde peynirlerin depolanmasi sirasinda laktik asit (%) degerlerinde artis
belirlendigini ifade eden ¢alismalar yer almaktadir (Mugwanda vd., 2023; Uzkug vd.,
2023). Peynirlerdeki laktik asit miktarinin siitiin dogal igeriginde olan ve laktik asit
bakterileri tarafindan olusturulan bilesikler ile iliskilendirildigi ifade edilmektedir (Karimi
vd., 2012; Hadef vd., 2022). Sonuglar incelendiginde elde edilen laktik asit bakterileri

sayilariin da laktik asit miktarindaki artis ile paralel sekilde arttig1 gézlemlenmistir.
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4.5.2. Peynirlerin Mikrobiyolojik Ozellikleri

Peynir, yogurt gibi daha asidik fermente siit iriinleri ile karsilastirildiginda
probiyotiklerin bagirsaga tasinmasi i¢in daha iyi bir alternatif olarak degerlendirilmektedir
(Karimi, vd., 2012; Vinderola vd., 2009). Literattirde probiyotik kultir kullanimz ile farkli
peynirlerin iretimlerinin gergeklestirildigi pek c¢ok galisma yer almaktadir (Cuffia vd.,
2017; Hadef vd., 2022; Kasimoglu vd., 2004; Vinderola vd., 2009). Ayrica yapilan pek ¢ok
caligma peynirlerde kullanilan probiyotik kiiltiirlerin patojenlere kars1 etkili oldugunu ifade
etmektedir (Bogovi¢ Matijasi¢ vd., 2007; Coelho vd., 2014; Garde vd., 2011; Gonzalez ve
Zarate, 2015).

Bu amagla C. difficile (CD)’nin peynir yapiminda gelisen asitlik ve probiyotik
kiiltiir kullanimi ile inaktivasyonunun belirlenmesi igin 6 farkli peynir iiretilerek 90 giinliik

olgunlagmaya birakilmistir.

Uretilen 6 peynirin dretim siresince belirlenen mikrobiyolojik 6zelliklerinden
laktobasillere ait sayim sonuglar1 Tablo 32’de gosterilmistir. Bu peynirlere ait depolama

stiresince belirlenen laktobasil sayilar ise Tablo 33’de gosterilmistir.
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Tablo 32

Peynirlere ait iiretim asamalarinda laktobasil sayilar1 (log kob/mL-g)

Peynir Cig siit Pastorizasyon Mayalama  Fermantasyon Tuzlama

ornegi sonrasi
1 3,98%%+0,01* 1.1282+0.01 417%+0,01  4,16°%+0,01  4,02°%+0,11
2 3,97/%+0,02 1.00%2+0.30 5,20°°+0,10  8,02°°+0,07  8,275°+0,01
3 3,96"%+0,02 1.08%2+0.05 5,80°°+0,20  7,32°°+0,12  8,20%+0,06
4 3,977%+0,02 1.0182+0.00 5,18°+0,14  8,30°9+0,26  8,29P°+0,08
5 3,947%+0,07 1.0982+0.10 5,73°£0,06  7,65°9+0,21  8,305+0,06
6 3,967%+0,01 1.07%2+0.01 4,10°9+0,01  4,11%+0,01  4,11F°+0,01

1: Kontrol grubu (negatif kontrol, yalnizca peynir mayasi), 2: Peynir mayasi + NBL +
izolat 43, 3: Peynir mayasi+YF-L901 + 33, 4: Peynir mayas1 + NBL + izolat 43 + CD, 5:
Peynir mayasi+YF-L901 + izolat 33 + CD, 6: Pozitif kontrol (Peynir mayasi1 + CD), TE:
tespit edilemedi, *Ayni siitunda ve satirda farkli harfler ile temsil edilen degerler istatistiki
olarak birbirinden farklidir (P<0,05). Harflendirmeler yatayda biyik harfler, dikeyde
kiigiik harfler kullanilarak yapilmistir.

Cig silit ve pastorizasyon sonrasina kadar her bir peynir iiretiminden alinan
orneklerdeki laktobasil sayilar1 benzer bulunmustur (P>0,05). Cig siitlerde ortalama 3,96
log kob/mL dizeyinde laktobasil varlig: tespit edilmistir. Cig siitler pastorize edildiginde
ise ortalama olarak bu degerin 1,06 log kob/mL diizeyine geriledigi belirlenmistir.
Mayalama asamasindan itibaren laktobasillere ait

ise peynirlerdeki sayimlarin

birbirlerinden farklilagsmaya basladig: belirlenmistir.

Starter kiiltlir ilavesi olmayan 1 ve 6 numarali peynirlerde laktobasil sayilar
ortalama olarak tuzlama sonrasinda 4,06 log kob/mL diizeyine ulasmistir. Starter kiltir
uretilen peynirlerde C. difficile varligindan bagimsiz olarak laktobasil sayilar1 yaklasik
olarak 108 kob/mL diizeyine ulastig1 belirlenmistir. Starter kiiltiirler varligina ek C. difficile
varli§i, peynir iiretimi laktobasil

tamamlandiginda bu Orneklerdeki sayilarinin

farklilasmasina neden olmamustir.
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Tablo 33

Peynir depolama siiresince peynir orneklerine ait laktobasil sayilar1 (log kob/g)

Peynir 0.gln 30. gln 60.g0n 90. gln

Oornegi
1 4,37%%40,19* 5,254%+0,02 5,95%2+0,06  6,06%%+0,07
2 9,174°+0,17 9,40°°+0,24 10,614°+0,10  10,57A°+0,30
3 9,16"°+0,03 10,2280+0,12 10,478¢°+0,11 10,81°*+0,18
4 9,214°+0,10 9,497°+0,24 10,665°+0,04  10,578°+0,20
5 9,254°+0,00 10,175°+0,08 10,438%°+0,16  10,82°P+0,24
6 4,32°%+0,06 5,21%+0,02 5,79%3+0,21  5,928%+0,22

1: Kontrol grubu (negatif kontrol, yalnizca peynir mayasi), 2: Peynir mayasi + NBL +
izolat 43, 3: Peynir mayasi+YF-L901 + 33, 4: Peynir mayas1 + NBL + izolat 43 + CD, 5:
Peynir mayasi+YF-L901 + izolat 33 + CD, 6: Pozitif kontrol (Peynir mayasi1 + CD), TE:
tespit edilemedi, *Ayni siitunda ve satirda farkli harfler ile temsil edilen degerler istatistiki
olarak birbirinden farklidir (P<0,05). Harflendirmeler yatayda blylk harfler, dikeyde
kiigiik harfler kullanilarak yapilmistir.
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Sekil 27. Peynir 6rneklerinin ¢ig siitten depolamanin son giinii kadar igerdikleri laktobasil
sayilar1 (log kob/mL, log kob/g)
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Peynirlerin depolama siiresinde laktobasil sayilar1 incelendiginde en yiiksek
laktobasil sayisi, starter kiltir YF-L901+ izolat 33 ve C. difficile igeren peynir drneginde
(10,82 kob/g) ulasilmistir. Laktobasil sayist ayni starter kiiltiir ile iiretilen ve C. difficile
icermeyen Ornekte ise en yiksek ikinci (10,81 kob/g) peynir olmustur. Uretimde starter
kiiltiir kullanilan dort peynirin de depolama sonunda laktobasil sayilar1 arasinda anlaml bir
farklilik belirlenememistir (P>0,05). Cig siit asamasindan depolanmanin son giiniine kadar
starter kiiltlir iceren Orneklerin her asamasinadaki laktobasil sayilarinin oldukga benzer
olduklar1 goriilmiistiir (Sekil 27). Ayrica starter kiiltiir ile C. difficile inokiile edilmis peynir
starter laktobasil

orneklerindeki sayilarmin C. difficile varligindan etkilenmedigi

gOriilmiistiir.

Peynir iretimi ¢ig siitten tuzlama asamasmin sonuna kadar belirlenen laktokok
sayilar1 Tablo 34’de gosterilmistir. Peynirlere ait depolama siiresince laktokoklarin sayilari

ise Tablo 35’de gosterilmistir.

Tablo 34

Peynir iiretim asamalarinda, peynir 6rneklerine ait laktokok sayilari (log kob/mL-Q)

Peynir Cig siit Pastorizasyon Mayalama Fermantasyon  Tuzlama

ornegi sonraslt
1 4,24"9+0,01* 0,918%+0,02 4,19°+0,06  5,31P%+0,01  5,74%%+0,14
2 4,86"°+0,03 1,21B+0,01 4,86"°+0,03  5,16°+0,02  5,37P°+0,01
3 4,80"°+0,01 1,1089+0,14 5,61°+0,01  5,50°°+0,01  5,795°+0,01
4 4,40°°+0,01 1,188¢+0,91 4,88°°+0,01  5,13°°+0,01  5,395°+0,03
5 4,90¢+0,15 1,3282+0,01 5,58¢+0,01  5,61°9+0,01  5,76°°+0,01
6 4,237+0,02 1,21B+0,00 5,189+0,02  5,31P%+0,01  5,775°+0,09

1: Kontrol grubu (negatif kontrol, yalnizca peynir mayasi), 2: Peynir mayasi + NBL +
izolat 43, 3: Peynir mayasi+YF-L901 + 33, 4: Peynir mayas1 + NBL + izolat 43 + CD, 5:
Peynir mayasi+YF-L901 + izolat 33 + CD, 6: Pozitif kontrol (Peynir mayas1 + CD), TE:
tespit edilemedi, *Ayni siitun ve satir iizerinde farkli harfler ile temsil edilen degerler
istatistiki olarak birbirinden farklidir (P<0,05). Harflendirmeler yatayda buyuk harfler,
dikeyde kiiciik harfler kullanilarak yapilmaistir.
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Peynirlerin iiretiminde kullanilan siitlere ait laktokok sayilar1 incelendiginde ¢ig

sutlerdeki laktokok sayilarinin pastérizasyon sonrasindaki laktokok sayilarindan
istatistiksel anlamda farkli oldugu belirlenmistir (P<0,05). Pastorizasyon sonrasinda da
durum degismemis ve Orneklerdeki laktokok sayilari birbirlerinden farkli bulunmustur.
Tuzlama asamasi sonuna kadar érneklerin her birinde laktokok sayilari artis gostermistir.

Bu asamada en yiiksek laktokok sayis1 (5,79 kob/g) starter kiltur olarak YF-L901 + izolat

33 igeren peynir orneginde belirlenmistir.

Tablo 35
Peynir depolama siresince peynir drneklerine ait laktokok sayilari (log kob/g)
Peynir 0.glin 30. gin 60. gln 90. gln

1 5.93%3+0,02 6,3748%+0,25 7,39%40,25  6,86"E°+0,17
2 6,287°+0,07 6,50%%+0,16 7,51%340,01  7,835%+0,23
3 6,78"°+0,05 7,087%+0,01 7,73%240,16  8,18%%+0,04
4 6,33°+0,03 6,45"%+0,14 7,618%+0,11  7,91°%+0,02
5 6,87A°+0,04 7,177%40,01 7,77%+0,17  8,35%%+0,02
6 5,83%9+0,07 6,28°°+0,16 7,56%3+0,25  6,93°BP+0,24

1: Kontrol grubu (negatif kontrol, yalnizca peynir mayasi), 2: Peynir mayasi + NBL +
izolat 43, 3: Peynir mayasi+YF-L901 + 33, 4: Peynir mayas1 + NBL + izolat 43 + CD, 5:
Peynir mayasi+YF-L901 + izolat 33 + CD, 6: Pozitif kontrol (Peynir mayas1 + CD), TE:
tespit edilemedi, * Ayni siitunda ve satirda farkl harfler ile temsil edilen degerler istatistiki
olarak birbirinden farklidir (P<0,05). Harflendirmeler yatayda biyik harfler, dikeyde
kiigtik harfler kullanilarak yapilmistir.

Starter kiiltlir igermeyen 1 numarali peynir 6rneginde depolama siiresince laktokok
sayisinda anlamli bir degisiklik gézlenmemistir(P<0,05). Starter kultlr iceren peynirlerde
ise C. difficile varligindan bagimsiz sekilde depolama siiresince var olan laktokoklarin
varliklarin1 devam ettirebildikleri ve ortalama depolama siiresinin basindan sonunda 1,50
log artis gosterdigi belirlenmistir. Peynirlerin iiretiminden kullanilan ¢ig siit asamasindan
baslayarak depolamanin son giiniine kadar laktokoklarin sayilar1 Sekil 28°de gosterilmistir.
Cig siitte bulunan laktokoklarin pastorizasyon sirasinda 1sil islemden etkilendikleri ancak

tamamen inhibe olmadig1 belirlenmistir. Kontrol grubu olarak fiiretilen ve starter kiiltiir
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icermeyen kiiltiirlerde bu laktokok sayilar1 depolama siiresi igerisinde 60. giinde
maksimum sayiya (7,47 kob/g) ulasmistir. Ancak her iki kontrol 6rneginde de 90. giinde
ortalama 6, 89 log/g’a diismiistiir. igerisinde starter bulunmayan pozitif ve negatif kontrol
grubu orneklerinde laktokok sayilarinda 60. giinden 90. giine kadar diisiis gdzlemlenmistir.
Kontrol grubu orneklerinde laktokoklarda olusan bu diisiiniisiin bu 6rnekler igerisinde
spontan sekilde bulunan laktokoklarin olusan asitlik ve tuz varliginda canliliklarim

kaybetmesinden kaynaklandig: diisiiniilmektedir.
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Sekil 28. Peynir orneklerinin ¢ig siitten depolamanin son giinii kadar igerdikleri laktokok

sayilar1 (log kob/mL, log kob/g)

Starter kiiltiir ile tiretimi yapilan peynirde hem laktobasil hem de laktokoklarin
koloni sayilarinin mayalama ve fermantasyon asamalarindaki hizli artisi, peynirlerin pH
degisimleri ile paralel sekilde gozlemlenmistir. Artan laktik asit bakterisi sayisinin
olusturdugu asitlik ile pH diislisii gézlemlenmistir. Laktik asit bakterilerinin gelisimlerine
paralel olarak pH diisiisiinlin temel sebeplerinden biri, bu bakteriler tarafindan iiretilen

organik asitlerdir. Olusan organik asitlerin peynirde aroma olusumunun yaninda
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patojenlere karst antimikrobiyal etkinin en Onemli sebeplerinden biri oldugu ifade

edilmektedir (Li vd., 2020).

Starter kulttrler ile Uretilen peynirlerin probiyotik olarak kabul edilebilmeleri igin
bu kiiltiirlerin, tiiketim anma kadar canliligimi koruyabilmeleri Onemlidir. Yapilan
caligmalar peynirlerin probiyotiklerin gelisimi ve varligin1 koruyabilmesi i¢in gereken
uygun kosullar1 sagladigini gostermektedir (Karimi vd., 2011; Sasmazer, 2020). Ozellikle
probiyotik peynirleri diger probiyotik siit iiriinlerinden ayiran en 6nemli 6zelliklerden biri
olarak, probiyotik bakterilerin nispeten uzun olgunlagsma-depolama suresi boyunca
canliliklarini siirdiirmelerinin gerekliligi ifade edilmektedir (Karimi vd., 2012). Probiyotik
olarak iiretilen gidalar kullanilan probiyotik kiiltiirlerden en az10” kob/g-mL icermelidir
(Sasmazer, 2022). Calismada starter olarak eklenen probiyotik Kkiltirlerin depolama
boyunca canliliklarini devam ettirebildikleri gozlenmistir. Depolama siresinin sonunda
starter kiiltir iceren peynirlerin laktobasil sayilar1 10'° kob/g sayisina, laktokok sayilari ise

108 kob/g sayisina ulasmustir.

Bu c¢alismadan farkli olarak Kasimoglu vd., (2004) tarafindan yalnizca
Lactobacillus acidophilus’un starter olarak kullanilarak iiretilen peynirlerde Lactobacillus
acidophilus’un depolamanin 15. giiniinden itibaren azalma gosterdigi ifade edilmektedir.
Yilmaztekin, (2001) tarafindan yapilan bir baska caligmada L. acidophilus LA-5
kullanilarak {iretilen peynirlerde depolama siirecinin ilk giiniinden son giiniine (90.giin)
probiyotik kiiltiiriin sayisinin yaklasik olarak 3 logaritmik birimlik bir azalma gosterdigi
ifade edilmektedir. Literatirde ile ortaya ¢ikan bu farkliliklar, kullanilan kulturler, tuz

miktart ve pH degerlerinin farkliligindan kaynaklanmis olabilir.

Ancak bu ¢alismaya benzer sekilde Sasmazer, (2020) tarafindan yapilan ¢alismada
probiyotik peynir icerisinde kullanilan laktokoklarin ve laktobasillerin depolama siiresince

varliklarini koruyabildiklerini bildirilmistir.
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Peynirlerde C. difficile

Peynir Gretiminde C. difficile inokiilasyonu yapilan 6rneklerde (4-5 ve 6 numarali
peynirler) C. difficile spor siispansiyonu 10° spor/mL olacak sekilde ¢ig siitlerin
pastorizasyonundan sonra ilave edilmistir. Cig siitler de dahil olmak {izere tiim peynirler
iiretim asamalar1 ve depolama asamalarinda C. difficile varlig1 ve sayisi agisindan kontrol
edilmigtir. Peynirlerin tiretim agamalari boyunca elde edilen C. difficile sonuglar1 Tablo
36°da gosterilmistir. Peynirlere ait 90 giinlilk depolama siiresince C. difficile varligina ait

sonuclar ise Tablo 37°de gosterilmistir.

Tablo 36
Peynir tiretim agamalarinda C. difficile varlig1 (log kob/g)
Peynir  Cig siit Pastdrizasyon Mayalama  Fermantasyon  Tuzlama
ornegi sonrast
1 TE* TE TE TE TE
2 TE TE TE TE TE
3 TE TE TE TE TE
4 TE TE 5,617%+0,17  5,63"%+0,01  5,61%%+0,02
5 TE TE 5,717°+0,02  5,70°°+0,01  5,73"%+0,01
6 TE TE 5,547°40,11  5,54°°+0,01  5,52*%+0,07

1: Kontrol grubu (negatif kontrol, yalnizca peynir mayasi), 2: Peynir mayasi+NBL + izolat
43, 3: Peynir mayasi+YF-L901 + 33, 4: Peynir mayasi+NBL + izolat 43 + CD, 5: Peynir
mayasi+YF-L901 + izolat 33 + CD, 6: Pozitif kontrol (Peynir mayasi+CD), TE: tespit
edilemedi, *Aynu siitunda ve satirda farkls harfler ile temsil edilen degerler istatistiki olarak
birbirinden farklidir (P<0,05). Harflendirmeler yatayda buyuk harfler, dikeyde kugik

harfler kullanilarak yapilmistir.

Peynirlerin tiretiminde kullanilan ¢ig siitlerin higbirinde C. difficile varlig1 tespit
edilememistir. C. difficile inokiilasyonu yapilmayan peynir Orneklerinde iiretim
asamalarinda ve depolama boyunca yapilan incelemelerde hicbir drnekte C. difficile varlig

tespit edilememistir. C. difficile inokiilasyonu yapilan 4,5 ve 6 numarali 6rneklerde ise
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mayalama asamasinda 10° spor/mL siispansiyonu seklinde C. difficile sporlari ilave edilmis
ancak ~10° spor/mL geri kazanilabilmistir. Peynir i¢inde tutunan bu C. difficile sporlari
tuzlama asamasinin sonunda kadar benzer sayilarda kalmistir. Tuzlama asamasinin
sonunda Orneklerin C. difficile sayilar1 arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik
belirlenememistir (P>0,05). Depolama suresince azalarak depolama suresinin sonunda
starter kiiltlir iceren peynir 6rneklerinde yaklasik 1 logaritmik bir azalma gézlemlenmistir.
Starter kiiltiir olmadan yalnizca peynir mayasi ve C. difficile iceren 6 numarali peynirde ise
baslangicta siite eklenen ve peynir icerisinde tutunan C. difficile sayis1 depolama siiresince
yalnizca az bir miktar distiigii gézlemlenmistir (Sekil 29). Depolamanin ilk giiniinden
itibaren C. difficile iceren tim orneklerde C. difficile sayilar1 depolama boyunca farklilik
gostermistir (P<0,05). Depolama siresince drneklerdeki C. difficile sayilarindaki farkliligin
sebebi icerdikleri farkli laktik asit bakterileri ve bu bakteriler tarafindan tretilen farkli

antimikrobiyal bilesiklerin varligidir.

Tablo 37
Peynirlerin depolanmalari siiresince C. difficile varligi (log kob/g)
Peynir 0. gin 30. giin 60. gun 90. gun

1 TE TE TE TE
2 TE TE TE TE
3 TE TE TE TE
4 5,517%+0,10 4,5282+0,26 4.23%+0,13  4,20°%+0,01
5 5,174°+0,02 4,618°+0,07 4.42°°+0,07  4,38°+0,01
6 5,35"°+0,01 5,30"°+0,08 5,008°+0,01  5,008°+0,18

1: Kontrol grubu (negatif kontrol, yalnizca peynir mayasi), 2: Peynir mayasi + NBL +
izolat 43, 3: Peynir mayasi+YF-L901 + 33, 4: Peynir mayas1 + NBL + izolat 43 + CD, 5:
Peynir mayasi+YF-L901 + izolat 33 + CD, 6: Pozitif kontrol (Peynir mayas1 + CD), TE:
tespit edilemedi, *Ayni siitun ve satir iizerinde farkli harfler ile temsil edilen degerler
istatistiki olarak birbirinden farklidir (P<0,05). Harflendirmeler yatayda buyuk harfler,
dikeyde kiiciik harfler kullanilarak yapilmistir.
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Sekil 29. Peynir 6rneklerinin ¢ig siitten depolamanin son giinii kadar igerdikleri C. difficile

sayilar1 (log kob/g)

Starter kultir olarak segilen NBL+izolat 43 ve YFL+izolat 33 probiyotik kultur
karisimlarinin C. difficile inhibisyonu lzerindeki etkisi ¢alisma kapsaminda belirlenmistir.
Bu kiltir karisimlarinin her ikisi icerisinde de basil ve kok seklinde laktik asit bakterileri
mevcuttur. Bu kiiltiir karigimlar1 depolama siiresince varliklarini koruyarak miktarlarim
arttirirken C. difficile sporlarinin sayis1 depolama siiresi ilerledikge azalmistir. Bu sonug
bize kullanilan probiyotik kiiltiirlerin C. difficile Uzerinde in-vitro ortamda gosterdikleri
inhibisyon etkisini peynirin Ozellikle depolanmasi siiresince de gosterdigini
diigiindiirmektedir. Ancak C. difficile’nin sporlarinin 100 spor/g diizeyinde bile hastalik
yapabildigi belirtilmistir (Warriner vd., 2017). Bu nedenle peynirlere kontamine olabilecek
C. difficile sporlarinin 1 logaritmik diizeyde bile olsa azalmasinin saglanmasmin 6nemli

oldugu diistiniilmektedir.

Spor olusturan bakteriler siit endiistrisi Kirleticileridir ve bu mikroorganizmalarin
ciddi ekonomik kayiplardan (bozulma) ve gida kaynakli hastalik salginlarindan sorumlu
oldugu ifade edilmektedir. Sut ve sit Urlnlerinde bulunan ve yaygin bigimde spor

olusturan bakterilerin, bozulma ve halk saglig1 agisindan endise kaynagi olan gesitli tiirleri
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iceren Bacillus ve Clostridium cinsine ait oldugu bildirilmektedir (Oliveira vd., 2016).
Clostridium spp. her yerde bulunan ve spor olusturan bakterilerdir, bu da onlarin siit
urtinleri zincirine girislerini kolaylastirmakta ve peynirde bozulma olusmasini kontrol
etmeyi son derece zorlastirmaktadir (Avila vd., 2023). Silajla alman ve dayanikli yapilari
nedeniyle bozulmadan sindirim sisteminden gecen sporlar, glbrede yuksek
konsantrasyonlarda bulunmakta ve hijyenik olmayan sagim kosullari nedeniyle siite
gecmektedir. Clostridium tyrobutyricum geg sisme problemi olan peynirlerden izole edilen
birincil sus olmasina ragmen, C. beijerinckii, C. butyricum ve C. sporogenes de peynirde
ayni kusurla iliskilidir (Cremonesi vd., 2012). Diinyanin farkli yerlerinde iiretilen birgok
geleneksel peynir tiirli vardir ve bunlarin 50'den fazla ¢esidi Tiirkiye'de geleneksel veya
endustriyel yontemlerle retilmektedir (Sahiner vd., 2023). Bu peynir ¢esitleri arasinda en
cok tercih edilen ve ekonomik agidan 6nemli olan beyaz peynirdir (Kabawanga, 2017).
Ozellikle mandiralarda artisanal geleneksel peynir uretiminde, endustriyel 6lgekli Gretim
stirecinden farkli olarak, ¢ig veya diisiik sicakliktaki siit, starter kiiltiirler olmadan peynir
uretiminde kullanilmaktadir. Bu iiretim yontemi peynir lezzeti ve dokusu iizerinde olumlu
etkiler yaratirken gec¢ sisme gibi mikrobiyolojik bozulmalara yatkinligir arttirmaktadir.
Endustriyel Uretimde pastorizasyonun uretim sirecinde Clostridial sporlar1 ve c¢apraz
kontaminasyonlar1 ortadan kaldiramamasi da peynirde sisme kusuruna neden olur (Sahiner

vd., 2023).

C. difficile sit ve sut Grtnlerinin de (Abdel-Hamid vd., 2011; Hazarika vd., 2023,
Jobstl vd., 2010; Marcos vd., 2021; Rahimi vd., 2014; Romano vd., 2018; Sugeng, 2012)
dahil oldugu pek ¢ok gidadan izole edilmistir. (Hazarika vd., 2023; Hoover ve Rodriguez-
Palacios, 2013; Marcos vd., 2021, 2022; Rodriguez-Palacios vd., 2013; Songer ve
Anderson, 2006). C. difficile’nin gidalarda ve o6zellikle siit ve siit iirlinlerinde varligina
yonelik sinirli ¢aligma bulunmasinin yaninda gidalarda C. difficile inhibisyonuna yonelik
caligma da oldukca sinirhidir. Yapilan c¢alismalarda C. difficile sporlarinin gidalar ile
birlikte diisiik sicaklik ve dondurularak muhafazasi1 (Deng vd., 2015; Flock, 2017; Marcos
vd., 2023), pisirilmesi (Marcos vd., 2023; Rodriguez-Palacios vd., 2010; Rodriguez-
Palacios ve LeJeune, 2011), diisiik su aktivitesinde varlig1 (Deng vd., 2017), durumlarinda
bile gida igerisinde C. difficile sporlarinin varligin1 siirdiirmeyi basarabildigi ifade

edilmektedir. Calismamizda starter kiltur ve C. difficile sporlarinin birlikte varliginda
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uretilen peynirlerde C. difficile sporlarinin azaldigi, buna ek olarak yalnizca C. difficile ve
peynir mayasi ilavesinin bulundugu peynirlerde de diisiik sayida C. difficile miktarinin
azaldig1 tespit edilmistir. Olusan bu azalmanin temel sebebinin siitiin icerisinde spontan
olarak bulunan laktik asit bakterilerinin varligindan ve olusan asitlikten kaynaklandig

diistiniilmektedir.

Laktik asit bakterilerinin C. difficile ‘de neden oldugu bu inhibitor aktivite, laktik
asit ve/veya diger organik asitler, hidrojen peroksit ve bakteriyosinler veya antibiyotikler,
besin rekabeti, alkollii bilesikler, diasetil ve degistirilmis bir oksidasyon-rediiksiyon
potansiyelini de icine alan gesitli faktorlere atfedilmektedir (Savadogo vd., 2004;
Abarquero vd., 2023). Bu nedenle kullanilan probiyotik kiltirlerin C. difficile Uzerine
etkileri bu kiiltiirlerin irettikleri pek ¢ok farkli bilesikten kaynaklaniyor olabilir. Bu
calismada starter kiiltiir olarak kullanilmak icin segilen kiiltiirlerin in- vitro ortamda C.
difficile tzerine etkileri incelendiginde bu kiiltiirlerin inhibisyon etkilerinin yalnizca asidik

bilesiklerden kaynaklanmadigi gézlemlenmistir (Tablo 22).

Literaturde C. difficile’nin peynir igerisine inokiile edilerek starter kiiltiir varhginda
hayatta kalmasini inceleyen bir baska caligmaya rastlanmamustir. Ancak Flock, (2017)
tarafindan yapilan ¢alismada ilk kez fermantasyonun etkilerinin C. difficile sporlarinin
canliligini bir fermente gida olan yaz sosisinde incelemislerdir. Calismanin sonucunda 60

gunluk bir depolamada C. difficile sayisinda bir degisiklik belirlenemedigi ifade edilmistir.

Bu calismaya benzer sekilde peynirlerde bakteriyosin iiretmeyen ve bakteriyosin
ureten L. lactis subsp. lactis INIA 415 susunlarmin, Clostridium beijerinckii INIA 63
uzerine etkileri depolama strecince peynir icerisinde incelenmistir. Arastirmacilar,
depolama suresi sonunda bakteriyosin Ureten L. lactis subsp. lactis INIA 415 susunun
Clostridium beijerinckii INIA 63 sporlart iizerinde inhibisyon (0,45 log kob/g) etkisinin
belirlendigi ifade etmislerdir (Garde vd., 2011).

Gonzalez ve Zarate, (2015) tarafindan yapilan benzer bir bagka caligmada, C.

sporogenes’in 10* spor m/L konsantrasyonu ile kontamine edilmis siitlerden Cretilen
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peynirlerde Lactobacillus plantarum TF711 ile birlikte yapilan iiretimlerin C. sporogenes
Uzerine etkileri incelenmistir. Arastirmacilar depolama siiresince kontrol peynirleri ile
kiyaslandiginda C. sporogenes sporlarinin yaklasik olarak 2 logaritmik birim azaldigini
belirtmislerdir. Bu durum C. difficile ile C. sporogenes arasindaki direng farkliliklarindan
kaynaklaniyor olabilir. Ayrica baslangi¢ inokilosyon dozunun farkliligindan kaynaklandigi

diistiniilmektedir.

Site inokulasyon miktarinin  belirlenmesinde C. difficile’nin  gidalarda
inaktivasyonunda kullanilan 10° spor/mL (Redondo-Solano vd., 2016), 10° spor/mL (Arora
vd., 2019), 107-108 spor/mL (Deng vd., 2015) calismalar1 dikkate alinmistir Ayrica 6n
denemelerde elde edilen sonuglarda 10° ve altindaki diizeylerde C. difficile sporlarinin geri
kazaniminda yasanan zorluklar sebebi ile 10° spor/mL konsantrasyonu inokiilasyon dozu

olarak sec¢ilmistir.

Sonug olarak probiyotik kiiltiirlerin peynirlerde starter olarak kullanimi direkt
olarak siite ya da iiretim asamasinda peynire kontamine olan C. difficile suslarinin
onlenmesinde kullanilabilecek alternatif bir yontem olabilir. Bu amagla secilecek starter
kiiltiirlerin peynirin lretimi sirasinda peynirde istenen ozellikleri saglamasi ve varligini
depolama siiresinin sonuna kadar koruyabilmesi onem tagimaktadir. Kullanilan her iki
probiyotik kiiltiir karistmi hem peynirin istenen peynir yapisini olusturmasini saglamis hem
de depolama siiresince varliklarini korumustur. Biitlin bunlara ek olarak C. difficile sporlari
tizerine olusturduklar1 inhibisyon etkileri her iki kiiltiir karistmininin guvenli peynir

iiretiminde 6nemli bir alternatif olarak degerlendirilmesinin 6niinii agmistir.

141



BESINCI BOLUM
SONUC VE ONERILER

Clostridioides difficile gegmisten giiniimiize 06zellikle saglik kuruluslarindaki
enfeksiyonlarla iligkilendirilse de, son yillarda degisen epidemiyolojisi sebebi ile gida
kaynakli bir tehdit olarak da giderek daha fazla 6nem kazanmaktadir (Lund ve Peck, 2015;
Marsh ve Harrison, 2015). Yapilan ¢alismalarda C. difficile’nin gida, hayvanlar ve insanlar
arasinda enfeksiyonlara sebep olan ortak suslarinin belirlenmesi bu bakterinin ¢esitli yollar
ile insan ve hayvanlarda enfesiyonlara neden olduguna dair siipheleri arttirmaktadir. C.
difficile'nin gida kaynakli bulasma potansiyelinin belirlenmesi ve var olabilecek
kontaminasyonlarin oniine gegilmesi gerekmektedir. Siit tirtinlerinde C. difficile varligina
yonelik c¢alismalarda C. difficile varligi ve riski bildirilmis olmasina ragmen siit

urunlerinde bu bakterinin Onlenmesine yonelik bir ¢alismaya rastlanmamuistir.

Calismada sut orneklerinde %2,19 oraninda C. difficile pozitiflik belirlenmistir.
Elde eldilen izolatlarin vankomisinve klindamisin ve metranidazol antibiyotiklerine karsi
duyarli oldugu goriilmistiir. Peynir 6rneklerinde ise analize alinan 6rneklerde C. difficile
varlig1 tespit edilememistir. Siit 6rneklerinden elde edilen izolat sayisinin azlig ile birlikte
peynir orneklerinde C. difficile 'nin belirlenememis olmas1 C. difficile agisinda siitlerin
halen risk tasidgi gercegini degistirmemektedir. Alinan siit ve peynir Ornekleri sinirh
alandan alinmis 6rneklerden olusmaktadir. Daha ¢esitli alanlardan toplanmais siit ve ¢esitli
iretim teknikleri ile iiretilmis farkli peynirlerinde analize katildig1 ¢alismalar yapilmalidir.
Ayrica gidalardan C. difficile izolasyonlarinda kullanilan ortak ve etkin bir izolasyon

yontemin gelistirilmesi gerekmektedir.

C. difficile sporlar1 enfeksiyonlarinin aktarilmasinda temel risk faktoridir ve
vejetatif formunun zorunlu anaerobik yapisi sebebi ile gidalarda spor formunda
bulunmaktadir. Calismada izole edilen C. difficile suslarmin ve standart C. difficile
suslarinin sporlarmin siit icerisinde 5 farkli sicaklik degerinde 60 dakikalik sicaklik
uygulamalarma direngleri arastirilmustir. 1ki farkli matematiksel modelleme kullanilarak

elde edilen termal direng degerleri karsilastirilmis ve sicaklik artisina bagl olarak bakteri
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sporlarmin termal direng grafiklerinin dogrusalliktan uzaklastigi goriilmiistiir. Sicaklik
arttikca termal direng degerlerinin belirlenmesinde Weibull modelinin daha uygun oldugu
belirlenmistir. Uygulanan termal islemlerinin sit igerisindeki sporlar tizerinde yikict
etkilerinin gbzlemlenebilmesi i¢in ileri goriintileme tekniklerinin  kullanilmasi

Onerilmektedir.

C. difficile sporlariin siitlerden elimine edilebilmesi i¢in 1s1l islem uygulamasinin
disinda termal olmayan bir igslem olarak baktofiigasyon islemi uygulanmistir. Calismada
baktofiigasyon i¢in kullanilan farkli santrifiij hizlar1 ve siirelerinin C. difficile’nin siitlerden
eliminasyonu {izerine etkisi belirlenememistir. Baktofligasyonun sitlerde C. difficile
iizerine etkinliginin arttirilabilmesi amaciyla 1s1l islem veya farkli teknikler ile birlikte
kullanim1 Onerilmektedir. Ayrica standart spor olusturan bir baska mikroorganizma ile

baktofiigasyonun etkinliginin kontrol edilmesi 6nerilmektedir.

C. difficile’nin vejetatif hiicrelerinin bagirsak mikrobiyotasinda probiyotikler ile
yasam alanlar1 ve besinler dahil ¢esitli alanlarda rekabet halindedir. Ayrica probiyotikler
tarafindan {iretilen ¢esitli antimikrobiyal bilesiklerin de C. difficile Uzerine inhibisyon
etkileri bilinmektedir. Bu amagla fermente gida tiretiminde kullanilan probiyotik kiiltiirler,
ticari kiltur ve standart probiyotik kiltdrlerin C. difficile {izerine etkileri aragtirilmistir. En
yuksek inhibisyon zonunun ticari bir kidltir olan NBL (78,96 mm) ’ye ait oldugu
belirlenmistir. Bu ¢alisma gostermektedir ki C. difficile (izerine probiyotiklerin etkisi hem
probiyotiklerin hem de C. difficile susuna bagl olarak degisiklik gostermektedir.
Calismamizda ayrica bu probiyotiklerin inhibisyon etkisinin hangi tip bilesiklerden
kaynaklandig1 arastirilmistir. Elde edilen sonuglar probiyotiklerin temel inhibisyon
etkisinin asidik karakterli bilesiklerden kaynaklandigi ancak baktoriyosin ve ¢esitli
sicakliga dayanikli bilesiklerin de inhibisyon etkisine katki sagladigi belirlenmistir.
Probiyotiklerin direkt olarak kullanimlarinin arastirilabilmesi i¢in in-vivo c¢aligsmalara
ihtiyag duyulmaktadir. Ayrica probiyotikler tarafindan {iretilen ve inhibisyona katki

saglayan bilesikleri ayrintili sekilde karakterize edilmesi dnerilmektedir.
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Son bolimde C. difficile’nin bir gida igerisinde varliginin izlenmesi ve peynir

icerisinde gelisen asitlik ve kullanilan kiiltiirlere ait antimikrobiyal etkiler incelenmistir.

Fermente bir gida olan peynir igerisinde C. difficile 'nin hayatta kalmasinin incelenmesi

amaci ile starter kiiltiir varliginda ve yoklugunda peynir iretimleri gergeklestirilmistir.

Uretilen peynirler 90 guinlik bir depolama ile tretim ve depolama stiresince fizikokimyasal

ve mikrobiyolojik Ozellikler agisindan incelenmistir. Elde edilen sonuglar starter Kiltlr

kullaniminin pH ve % laktik asit gibi degerler acisindan kontrol gruplarindan farklilagtigini

ve ayni zamanda C. difficile Gzerinde 1 logaritmik birimlik bir azalma sagladigi

belirlenmistir. C. difficile’nin gidalar igerisinde gida bilesenlerinden ve C. difficile ile

birlikte bulunan diger mikroorganizmalardan nasil etkilenecegine yonelik g¢aligmalarin

arttirtlmas1 gerekmektedir.

Sonug olarak

C. difficile enfeksiyonlarinda gidalarin roliiniin alasilabilmesi i¢in farkli gida
gruplarini da kapsayacak sekilde daha fazla ¢alismaya ihtiya¢ vardir. Ayrica
bu aragtirmalarin  yiriitilmesinde ve sonuclarin  ortak  olarak
degerlendirilebilmesi amaci1 ile ortak bir izolasyon yontemine ihtiyac

duyulmaktadir.

Sut igerisinde C. difficile sporlarinin inaktivasyonu igin 1sil islem halen etkin
bir yontemdir. Siite uygulanacak 1s1l islemin sicaklik ve siire degerlerinin
dogru sekilde tespit edilmesi de biiyiikk 6nem tagimaktadir. Weibull
matematiksel yontemi ise sut icersinde C. difficile sporlarinin termal
direnglerinin belirlenmesinde etkin sicaklik ve silirenin hesaplanmasinda

kullanim potansiyeline sahiptir.

Siite uygulanan baktofiigasyon isleminin C. difficile sporlarinin siitten
uzaklastirlmasinda tek basina yeterli olmadigi ve baska yontemler ile
kombinasyonlarinin etkinin arttirtlmasinda katki saglayacagi

diistiniilmektedir.
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In-vitro olarak C. difficile iizerine gesitli probiyotiklerin susa bagl olarak
etkinlik gosterdigi belirlenmistir. Bu etkin bulunan suslarin C. difficile
enfeksiyonlarinda tedaviye destek olarak kullanim potansiyellerinin
bulundugu distinilmektedir. Ayrica C. difficile Uzerine etkisi belirlenen
suglarin igerisinde fermente gidalarin iiretiminde kullanilan suslarin yer
almasi bu kiiltiirler ile iiretilen gidalarin da C. difficile enfeksiyonlarinin
tedavisinde tedaviye ek gida takviyesi olarak kullanim potansiyeline

gostermektedir.

Peynir (retiminde kullanilan starter Kkiiltiirlerin peynirlerin iiretim ve
depolama suresince C. difficile sporlarinin inaktivasyonuna katki sagladigi
belirlenmistir. Peynirler starter kiiltiir ile iiretilmemis olsalar bile siit
icerisinde dogal olarak var olan laktik asit bakterilerinin C. difficile Uzerine
az miktarda da olsa inhibisyon etkisine sahip oldugu belirlenmistir.
Sonuglarimiz peynirlerin C. difficile enfeksiyonlarinin tedavisine probiyotik

destek olarak kullanilabilme potansiyeli oldugunu diisiindiirmektedir.
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