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OZET

MARULLARDA CLOSTRIDIUM DIFFICILE VARLIGI, YIKAMA
SOLUSYONLARI VE MODIFiYE ATMOSFER PAKETLEMENIN ETKIiSININ
BELIRLENMESI

Melike Nur TOSUN
Canakkale Onsekiz Mart Universitesi
Lisansiistii Egitim Enstitiisii
Gida Miithendisligi Anabilim Dali Doktora Tezi
Danisman: Dog. Dr. Niikhet Niliifer ZORBA
18/08/2022, 165

Calismamizda 107 marul 6rneginde C. difficile varligi tespit edilememistir. Dogal
maddelerin C. difficile ATCC 700057, 43593, 1870, 9689, C. perfringens ATCC 12915 ve
C. sporogenes ATCC 11437’ye kars1 antibakteriyel aktiviteleri agar kuyucuk ve disk
difiizyon yontemleri ile belirlenmis ve en yiiksek zon tar¢in esansiyel yagi (TEY) ve ¢ay
agaci esansiyel yaglarinda (CEY) gozlenmistir. Etkili bulunan yaglarm MIK degerleri 0,39-
12,5 (%, v/v) arasinda degiskenlik gostermistir. Tar¢in ve ¢ay agaci yaglarinin ugucu yag
profilleri GC-FID-MS ile belirlenmis ve temel bilesenler tar¢in yaginda sinnamaldehit
(%85,64), ¢ay agaci yaginda 4-terpineol (%83,60) olarak belirlenmistir. TEY-vankomisin
arasindaki sinerjistik aktivite dama tahtasi ile belirlenmis ve FIK degeri 0,51 olarak tespit
edilmistir. TEY ve CEY’in tiim konsantrasyonlarimin C. difficile’ye karsi antibiyofilm
aktivite sergiledigi saptanmustir. TEY’in C.difficile’ye karsi sporisidal aktivitesinin
matematiksel modellemesi yapilmigs ve veriler en iyi Modifiye Gompertz esitligi ile
tanimlanmustir. TEY ile asetik asit kombinasyonu (TEY-AA) arasinda sinerjistik aktivite
belirlenmistir. 2xMIK (%0,76 TEY+%0,5 AA) konsantrasyondaki TEY-AA’nmn 5 dk
uygulamasi ile 50 ppm NaOCl'nin 15 dk uygulanmasi marullara inokiile edilen C.
difficile’nin  uzaklastirilmasinda ve marullarin  fiziksel, kimyasal 6zelliklerinin
korunmasinda en etkin parametreler olmustur. Modifiye atmosfer paketlenen marullarda
inokiile edilen C. difficile sporlar1 1,3,5,7 ve 10. giinlerde canliligim1 korumus fakat azalan

O: konsantrasyonuna ragmen ¢imlenme gézlenmemistir.



Tarcin esansiyel yaginin C. difficile enfeksiyonlarinda 6nleyici veya tedaviye destek
ajan olarak kullanilma potansiyeli degerlendirilebilir. Ayni1 zamanda sporisidal
aktivitesinden dolay1 saglik hizmetleri gibi C. difficile agisindan riskli olan ortamlarda ve

sebzelerin dekontaminasyonunda klora alternatif dezenfektan olarak kullanilabilir.

Anahtar Kelimeler: Clostridium difficile, Targin esansiyel yagi, Sporisidal aktivite,

Yikama soliisyonu, Modifiye atmosfer paketleme



ABSTRACT

DETECTION OF CLOSTRIDIUM DIFFICILE IN LETTUCE AND
DETERMINATION OF THE EFFECT OF WASHING SOLUTIONS AND
MODIFIED ATMOSPHERE PACKAGING

Melike Nur TOSUN
Canakkale Onsekiz Mart University
School of Graduate Studies
Doctoral Dissertation in Food Engineering
Advisor: Assoc. Professor Dr. Niikhet Niliifer ZORBA
18/08/2022, 165

In our study, the presence of C. difficile could not be detected in 107 lettuce samples.
Antibacterial activities of natural substances against C. difficile ATCC 700057, 43593, 1870,
9689, C. perfringens ATCC 12915 and C. sporogenes ATCC 11437 were determined by
agar well and disc diffusion methods, and the highest zone was observed in cinnamon
essential oil (TEY) and tea tree essential oils (TEA). The MIC values of the oils found to be
effective varied between 0,39-12,5 (%, v/v). Essential oil profiles of cinnamon and tea tree
oils were determined by GC-FID-MS and the main components were determined as
cinnamaldehyde (85,64%) in cinnamon oil and 4-terpineol (83,60%) in tea tree oil. The
synergistic activity between TEY and vancomycin was determined by checkerboard and the
FIC value was determined as 0,51. All concentrations of TEY and TEY were found to exhibit
antibiofilm activity against C. difficile. Mathematical modeling of the sporicidal activity of
TEY against C. difficile was performed and the data were best described by the Modified
Gompertz equation. Synergistic activity was determined between TEY and acetic acid
combination (TEY-AA). The most effective parameters for the removal of C. difficile
inoculated into lettuce and the preservation of the physical and chemical properties of lettuce.
has been. C. difficile spores inoculated in modified atmosphere packed lettuce preserved their
viability on days 1,3,5,7 and 10, but no germination was observed despite the decreasing O>

concentration.

Vi



The potential of using cinnamon essential oil as a preventive or adjunctive agent in C.
difficile infections can be evaluated. At the same time, due to its sporicidal activity, it can be
used as an alternative disinfectant to chlorine in environments where there is a risk for C.

difficile, such as health care services, and in the decontamination of vegetables.

Keywords: Clostridium difficile, Cinnamon essential oil, Sporicidal activity, Washing

solution, Modified atmosphere packaging
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BIRINCIi BOLUM
GIRIS

Clostridium (Clostridioides) difficile, uzun yillardir hastane yatisi ve antibiyotik
tedavisi sonrasinda hastalarda bulasic1 ishale neden olan nazokomiyal bir insan patojeni
olarak kabul edilen, gram pozitif, sporlu anaerobik bir bakteridir (Primavilla vd., 2019). Tiim
bakteriyel endosporlarda oldugu gibi C. difficile sporlari uykudadir ve bir¢ok dis faktore
kars1 direnglidir. Ancak kosullar uygun oldugunda, sporlarin ¢imlendigi ve vejetatif
hiicrelerin gelismesiyle toksin iiretmeye basladigi bilinmektedir (Rineh vd., 2014). C.
difficile toksin A ve toksin B olarak adlandirilan iki ana toksin iiretir. Toksinlerin bakterinin
viriilansindan birincil olarak sorumlu oldugu ve antibiyotikle iligkili gastrointestinal

hastaligin patogenizinde etkin rol oynagi diistiniilmektedir (Borriello, 1998).

C. difficile enfeksiyonu, normal kolon mikrobiyotasinin bozulmasina neden olan ve
etkeni bagirsak kolonizasyonuna yatkin hale getiren antimikrobiyal tedavi ile daha iyi
seviyelere gelmektedir (Deneve vd., 2009). Klindamisin, florokinolonlar, penisilin beta-
laktamaz inhibitorii kombinasyonlari, amoksisilin ve genis spektrumlu sefalosporinlerin
bagirsagi C. difficile enfeksiyonuna agik hale getirdigi diisiiniilse de tedavide temel olarak
kullanilan vankomisin ve metronidazoliin dahi enfeksiyonun ilerlemesine neden olabildigi

bildirilmistir (McFarlane ve Hajkowicz, 2013).

Ileri yas (>65), antibiyotik kullanimi, hastane yatis1 C. difficile enfeksiyonlarinin
temel risk faktorlerini olusturmaktadir (Mullish ve Williams, 2018). C. difficile’nin hastane
kaynakli bir patojen oldugu diisiiniilse de toplum kaynakli vakalarin ortaya ¢ikmasi ve
vakalarin ¢ogunlugunun genetik olarak birbirinden farkli oldugunu diisiindiiren tiim genom
dizilimi ile C. difficile kaynaklarinin hastane disindan da olabilecegini ifade eden gii¢li
kanitlar oldugu belirtilmektedir (Lim vd., 2020).

C. difficile zorunlu bir anaerob oldugu i¢in, vejetatif hiicreler aecrob ortamda konakg1
disinda hayatta kalamamaktadir. Cevresel stres faktorleri ile karsilastiklarinda hiicreler spor
forma ge¢mektedirler (Zhu vd., 2018). Diger taraftan C. difficile zorunlu anaerob olarak
bilinse de O; toleransini ifade eden ¢alismalar da bulunmaktadir (Holy ve Chmelat, 2012;
Kint vd., 2020; Morvan vd., 2021). Bagirsak tipik olarak anoksik olarak diisiiniiliirken,



bagirsakta iki kesisen ve azalan oksijen gradyanmi oldugu, oksijen konsantrasyonunun
inceden bagirsaktan kalin bagirsaga ve bagirsaktan kolon liimenine dogru azaldigi
belirlenmistir. Disbiyozun ardindan bagirsakta O. seviyesi artmaktadir. Oksijen
indirgemesinde rol oynayan ters rubrerytrinler ve flavodiiron proteinlerinin, C. difficile'nin
gastrointestinal sistemde karsilasilan oksijen konsantrasyonlarini tolere etme ve hayatta

kalma yeteneginde 6nemli oldugu ifade edilmistir (Kint vd., 2022).

C. difficile’nin toprak, su, giibre/kompost gibi ¢evresel kaynaklarda varhigi
saptanmigtir. Bununla birlikte et, tavuk, siit, deniz iriinleri ve sebzelerde C. difficile
belirlenmistir. Ozellikle yapraklar1 sebzelerin C. difficile kontaminasyonu agisindan daha
riskli oldugu diisliniilmektedir. Yaprakli yesil sebzelerden kaynaklanan gida kaynakli
salginlan azaltmak i¢in hasat sonrasi sterilize etme yontemlerine ihtiya¢ vardir (Pahariya

vd., 2022).

Bugiine kadar C. difficile ile iliskili hastaliklarin higbirinin zoonotik veya gida
kaynakli oldugu rapor edilmemistir. Fakat bu durum C. difficile sporlarinin tasinmasinda
gidalarin bir ara¢ olma potansiyeli oldugu gergegini degistirmez, ancak patojenin ¢evresel
kontaminasyon ile de edinilmesi muhtemeldir. C. difficile’nin ¢evresel yiikii azaltilarak

patojene kars1 etkili kontrol saglanabilecegi belirtilmektedir (Warriner vd., 2017).

Dezenfeksiyon, taze kesilmis liriinlerde son {iriiniin kalite ve glivenligini ve raf 6mriinii
etkileyen en kritik islemlerden biridir. Klor taze kesilmis iiriin sanayiinde en yaygin
kullanilan dezenfektandir. Ancak taze kesilmis sebzelerde patojen kontaminasyonlariyla
ilgili son salgilar, iiriiniin giiveligini saglamada klor uygulamasinin etkinligine iliskin
endiseleri artrmistir (Olmez ve Kretzschmar, 2009). Ayrica klor kullaniminin yarattig:
cevresel ve saglik riskleri nedeniyle dezenfeksiyon isleminden klorun ¢ikarilmasi yoniinde

egilim vardir. Bu nedenle alternatif dezenfektanlara ihtiya¢ vardir (Olmez ve Kretzschmar,

2009; Uhlig vd., 2017).

Son yillarda tibbi ve aromatik yaglardan elde edilen ugucu yaglar, dogal iiriin olduklar1
ve diger gida koruyucular1 ve dezenfektanlarla kiyaslandiklarinda daha az yan etki
gosterdikleri i¢in yeni alternatif ajanlar olarak tercih edilmektedir (Santos vd., 2022).

Esansiyel yaglarin konsantarasyonlar alt inhibitdr konsantrasyonlarda (sub-MIK) olsa dahi



bakterilerin tutunmasina ve ardindan biyofilm olusumuna karst inhibisyon aktivitesi
gosterdikleri bilinmektedir. Inhibitér konsantrasyonda bu dogal antibakteriyel ajanlarin
sitoplazmik membranlarin lipid ¢ift tabakasiyla etkilestigi ve bunun sonucunda hiicre
membraninin biitiinliiglinlin zarar gérmesine, ardindan hiicresel materyalin sizmasina neden

oldugu one siirtilmiistiir (Yu ve Shi, 2021).

Modifiye atmosfer paketleme (MAP), bir paket igindeki gida iiriiniinii ¢cevreleyen
gazli atmosferin degistirilmesini ve degisen atmosferi kabul edilebilir bir seviyede tutmak
icin uygun bir gaz bariyeri seviyesine sahip ambalaj malzemelerinin kullanilmasini igeren
bir paketleme sistemidir (Embleni, 2013). Tiketiciye taze bir iiriin saglamak, {iriiniin raf
Omriinii uzatmak, gidanin mekanik Ozelliklerinin korunmasini saglamak ve solunum,
terleme, oksidatif stres ve mikrobiyal gelismeyi azaltarak fayda saglamaktadir (Firouz vd.,

2021).

Modifiye atmosfer (MA) paketli gidalar uygun depolama sicakliklarinin korunmasi
sarttyla giivenlidir. Uygun olmayan depolama kosullar1 altinda Klostridya’larin gelisip
toksin liretme riskleri MA paketlemenin giivenlik sorunu olarak endiseye yol agmaktadir.
MAP gazlarindan biri olan COz’nin C. sporogenes ve C. perfringens sporlarinin
cimlenmesini tesvik ettigi bulunmustur (Rao ve Sachindra, 2007). MAP uygulanmis
gidalarda depolama boyunca C. botulinum’da gelisme ve toksin tiretimi gozlenen ¢alismalar

mevcuttur (Claire vd., 2004; Arritt vd., 2007).

Bu tezde birbirini takip eden 5 ana arastirma planlanmistir. Birinci aragtirmada yerel
pazar ve marketlerden alinan marullarda C. difficile varliginin arastirilmasi ve elde edilen
izolatlarin antibiyotik direng profillerinin belirlenmesi ile sebzelerin C. difficile
enfeksiyonlarinda risk durumunun ortaya konulmas1 amaglanmistir. Tkinci arastirmada dogal
antimikrobiyal maddeler ile C. difficile, C. sporogenes ve C. perfringens’in vejetatif
formunun kontrolii aragtirilmis ve boylelikle C. difficile enfeksiyonlarimin tedavisinde
ve/veya Onlenmesinde dogal antimikrobiyal maddelerin kullanim potansiyelinin ortaya
konmasi amaglanmustir. Ugiincii arastirmada ise C. difficile’nin spor formunun kontrolii
calisilmis ve boylelikle ¢evresel ortamlarda C. difficile yiikiiniin azaltilmasi amaglanmuistir.
Dordiincii arastirmada ise marullara inokiile edilen C. difficile’nin uzaklagmasi i¢in yikama

soliisyonu gelistirilmis ve olas1 bir C. difficile kontaminasyonu sonrasi kontamine marullarin



tilkketilerek halk sagligini tehdit etmesinin oniine gecilmesi amaglanmistir. Son arastirmada
ise modifiye atmosfer paketli marullarda depolama ile birlikte C. difficile sporlarinin
cimlenip gelismesi takip edilmis ve modifiye atmosfer paketlemenin anaerobik bir patojen

olan C. difficile igin risk durumunun aydinlatilmasi amaglanmastir.



IKiNCi BOLUM
ONCEKI CALISMALAR

2.1. Sebzelerin Cevresel Faktorler ile Kontaminasyonu

Taze meyve ve sebzeler cogunlukla ¢ig olarak veya minimum islemden gegtikten sonra
tiiketildikleri igin, olas1 bir patojen kontaminasyonu saglik igin risk olusturmaktadir. Uriiniin
tarladan catala olan siirecinde mikrobiyal kalitesini bozacak birgok faktor vardir ve bunlarin
bir¢ogu potansiyel olarak 6liimciil sonuglar dogurabilmektedir. Yetistirme sirasinda patojen
kontaminasyonunun gergeklesmesi durumunda, iiriinii dekontamine etmek zor oldugundan
hasat Oncesi iiretimde karsilasilacak tehlikeler 6nem tasimaktadir (Oluwaseun vd., 2020).
Hasat 6ncesi tehlike kaynaklarin1 kontamine toprak, sulama suyu ve giibre olusturmaktadir
(Oluwaseun vd., 2020). Uriin kontaminasyonunun kaynagi ve yolu, iiretim bolgesine gore
degismektedir. Her ciftligin/tarlanin topografyasi, iklim gibi ¢evresel risk faktorleri gibi
farklihiklar bunun sebebini olusturmaktadir (Strawn vd., 2013; Olmez, 2016) (Sekil 1).
Kontamine toprak ve yer alt1 sulari, ham (veya katii islenmis) giibre ve kompost kullanimi,
kontamine suya maruz kalma (sulama/su baskini), bocekler, ¢iftlik hayvanlari, vahsi
hayvanlar tarafindan tiretilen digski kontaminasyonu gibi faktorler ile patojenler sebzelere

tarlada bulasabilirler (Oluwaseun vd., 2020).

Enterik bakteriyel enfeksiyonlar tiim diinyada yayilmakla birlikte, zayif ¢cevresel ve
kisisel hijyenin yaygin oldugu toplumlarda enfeksiyonlarla iligkili ¢esitli hastaliklara da
neden olmaktadir. Gelismekte olan iilkelerdeki ishal vakalarinin %70’inin gida kaynakli
olduguna inanilmaktadir. Sebzeler yetistirme disinda hasat, nakliye, ve sonraki islemler
sirasinda da enterik patojenler ile kontamine olabilmektedir (Alemu vd., 2018). Sebzelerin

kontaminasyon kaynaklar1 Sekil 1°de gosterilmistir.



Sebzelerin

fé_. kontaminasyon /B\

kaynaklar
{2 -
485 (¢
Hasat 6ncesi Hasat sonrast
Toprak ve giibre Hasat ekipmani
Sulama suyu ve sulama yontemi Hava
Hava Depolama
Fekal kontaminasyon Kesme, soyma vb
Kontamine tohumlar islemleri
Iklim degisikligi Yikama
Cografik konum Paketleme

Tagima

Sekil 1. Sebzelerin kontaminasyon kaynaklari

(Olmez, 2016)

2.1.1. Sulamanmin Kontaminasyona EtkKisi

Sulama, yetersiz yagis alan bolgelerde mahsiil iiretiminde dnemli bir adimdir ve bu
sebeple gida iiretimi icin diinya capinda milyonlarca hektar sulanmaktadir. lyi kalitede
sulama suyu kitlastikga kirli suyla sulanan mabhsiillerin tiiketiminden kaynaklanan gida
kaynakli hastalik salgini riski artmaktadir (Alam, 2014). Ciftgiler triinleri i¢in gerekli su
ihtiyaglarin1 genellikle yakin bolgedeki nehir, akarsu, gélet ve kuyulardan saglamakta bu

nedenle sulama igin gerekli su standardi her zaman saglanamamaktadir (Mcheik vd., 2018).

Sulama suyu kaynaklar1 artan mikrobiyal kontaminasyon riskine gére yagmur suyu,
derin kuyulardan gelen yer alti suyu, s1g kuyulardan gelen yer alti suyu, yiizey suyu ve
ham/yetersiz aritilmis su seklinde siralanabilir (Pachepsky vd., 2011). Sulama suyunun
mikrobiyal kalitesi kritiktir. Clinkii hayvan ve insan atiklariyla kirlenmis su, hasat 6ncesi ve

hasat sonrasi patojenleri iiriine kontamine edebilmektedir (Mcheik vd., 2018).

Sebzelerin sulanmasinda yagmurlama ve damlama olmak {izere yaygin olarak
kullanilan iki sistem vardir. Sulama sistemi, iirlinlin kontamine olma derecesini énemli
diizeyde etkilemektedir. Yagmurlamanin damlama sulamaya kiyasla iiriin lizerinde daha
yiiksek kirlilik seviyesine yol actig1 yapilan calismalarda goriilmektedir. Ancak sulama
uygulamasinin patojenlerin sebzelere gecisine etkisi detayli olarak incelenmemistir

(Ganeshan ve Neetoo, 2015). Patojenlerin sulama suyu ile bitki ylizeyine tutunmasi susa ve

6



bitkiye 6zgii farkliliklar gostermektedir (Pachepsky vd., 2011). Kariklarda ve damlaticilarda
saglanan sulama suyuna E. coli ve C. perfringens inokiile edildiginde kavun ve marul

yiizeylerinde bu mikroorganizmalarin tespit edildigi, ancak biberlerde geri kazanmilamadigi
ifade edilmistir (Song vd., 2006).

Sulama suyunun taze sebzelere patojen gegisinde ara¢ olup olmadiginin belirlenmesi
amaciyla Brezilya’da yapilan bir ¢alismada (Mcheik vd., 2018) nehir ve kuyu suyu ile
sulanan ispanak, maydanoz, lahana ve maruldan yiiksek diizeyde koliform, E.coli ve S.
aureus izole edildigi ve su drneklerindeki mikrobiyal yiikiin sebzelere kiyasla daha yiiksek
oldugu ifade edilmistir. Baska bir ¢aligmada (Al-Gamal vd., 2019) Nil Nehri’nden ayrilan
ve yakinlardaki kanalizasyonlardan veya kentsel insan faaliyetlerinden atik su alan sulama
suyu kanallarinin kirlilik diizeyinin ve bu kirliligin toprak ve marul, roka, salatalik gibi
sebzelere mikrobiyal etkisi arastirilmistir. Arastirmacilar sulardaki kirlilik ile sebzeler
arasinda pozitif bir korelasyon bulduklarini ve atik su, toprak ve sebzelerden E. coli,
Salmonella sp., Proteus sp., Klebsiella sp., Citrobacter sp., S. aureus, Pseudomonas sp.

Providencia sp. izole etmislerdir.

Fekal koliform ve fekal streptekoklar su kirliginin indikatdrii olarak kullanilmalarina
ragmen, bu bakterilerin tespit edilmemesi patojenlerin bulunmadigint dogrulamaz.
Sebzelerin sulanmasinda mikrobiyolojik kalite yonergelerine uygun, aritilmis atik sular

kullanilmalidir (Balkhair, 2016).

2.1.2. Giibre Kullaniminin Kontaminasyona Etkisi

Tarimsal siirdiiriilebilirlik i¢in toprak kalitesini iyilestirmenin en etkili yolu, giibre
ilavesiyle organik iyilestirme saglamaktir. Topraga giibre ilavesi, bitkisel iirlinlerdeki
potansiyel mineralizasyon ile mikrobiyal solunum, enzimatik aktiviteler, ve azot
mineralizasyon oranlarinin artig1 sebebiyle tarimda uygun bir yonetim uygulamasi olarak
kabul edilmektedir (Faissal vd., 2017). Hayvansal, bitkisel ve biyosolid olmak iizere 3 temel
kompost cesidi vardir. Patojenlerin insanlara gegisinde potansiyel kaynak olabilecegi
endigesiyle yapilan c¢alismalar genellikle hayvan kaynakli kompostlar {izerine
yogunlasmistir (Bezanson vd., 2014). Sigir, koyun, domuz ve kiimes hayvanlar1 gibi ¢iftlik

hayvanlarindan elde edilen giibreler, bagirsak patojenlerinin sebzelere temasinda arag



olabilmektedir (Bezanson vd., 2014).

2.2. Clostridium spp.

Clostridia sinifi, Clostridiaceae familyasimin {i¢ parafiletik kiime arasinda dagilmis 13
cinsini ve tek bir cins tarafindan temsil edilen dordiinci bir monofiletik grup olan
Clostridiales’i igermektedir. Clostridium cinsi bir¢ok tiirtin diger cinslere tasinmasiyla

yeniden yapilandirilmistir ancak filogenetik olarak heterojen kalmistir (Prescott vd., 2016).

Clostridium cinsi 1880 yilinda C. butyricum tiiriine gore onerilmistir (Prazmowski,
1880). 2019 yilina kadar da yaklasik 235 tiir ve alt tiir kesfedilmistir (Figueiredo vd., 2020).
Cins, Gram pozitif, sporlu, anaerobik bakteriler olarak tanimlanmakta ve psikrofiller,
termofiller, asidofiller ve kinon ve sitokrom sentezleyiciler olarak genis bir spektrumu
icermektedir (Lawson, 2016). 16S rRNA geninin tam dizisinin ardindan Clostridium
cinsinde farkli gen ve protein dizilimine dayali olarak biiylik cesitlilik tespit edilmistir.
Cinsin birgok tiirii filogenetik olarak C. butyricum’dan uzaklasmistir (Lawson, 2016).
Clostridium butyricum ile ortak genleri paylastiklarindan Clostridium botulinum,
Clostridium chauvoei, Clostridium haemolyticum, Clostridium novyi, Clostridium
perfringens, Clostridium septicum ve Clostridium tetani’nin agik bir sekilde Clostridium

cinsine ait oldugu ifade edilmektedir (Prescott vd., 2016).

Birgok Clostridium tiiriiniin insanlarda enfeksiyona sebep oldugu bilinmektedir. C.
botulinum ve C. tetani norotoksinojenik Clostridia olarak bilinmekte olup, C. perfringens,
C. sordellii ve C. septicum gazli kangren ve nekrotizan enfeksiyonlara sebep olmaktadir. C.

difficile ise enteropatojenik olarak bilinmektedir (Num and Useh, 2014).

Anaerobik spor olusturan bakteriler, siit iirtinleri, kirmiz1 et ve kanatl etleri, taze ve
konserve meyve ve sebzeler dahil olmak tizere pek ¢ok gidada tipik bir gaz ve koku olusumu
ile bozulmaya sebep olabilirler (EFSA, 2005). Clostridium spp. genellikle topraktan, insan
ve hayvanlarin bagirsaklarindan izole edilir (Walker, 1990). Iyi Tarim Uygulamalar ve Iyi
Hijyen uygulamalar1 ile toprak ve hayvan digkisiyla kontaminasyon minimuma indirilebilir
(EFSA, 2005). Clostridium botulinum, Clostridium perfringens ve Clostridium difficile

sirastyla  ndoroparalitik  botulizm, toksikoenfeksiyon ve psddomembrandz  kolit



hastaliklarindan sorumlu olduklarindan olduk¢a 6énemlidir (Bhunia, 2018). Ozellikle C.
perfringens ve C. botulinum gidalardan siklikla izole edilmesi ile birlikte kontamine

gidalarin tliketilmesi ile meydana gelen gida zehirlenmeleri literatiirde rapor edilmistir

(Giiran ve Oksiiztepe, 2013; Koluman vd., 2013; Kevenk vd., 2021).

2.3. Clostridium (Clostridioides) difficile

Clostridium difficile, ilk kez 1935 yilinda saglikli bebeklerin bagirsak florasindan izole
edilmis, o donemde Bacillus difficilis olarak tanimlanmis zorunlu anaerob, spor olusturan
Gram (+) basil bir bakteridir. 1977 yilina kadar antibiyotik kullanima ile iliskili kolitin etmeni
olarak insan enfeksiyonun bir nedeni olarak taninmamustir (Curry, 2010). 1978’den beri
psédomembrandz kolit etmeni olarak kabul edilmektedir (Delmée, 2001). Antibiyotik
kullaniminin  baglamasiyla birlikte kalin bagirsak hastaliklarinin  patojenitesinde

C.difficile’nin rolii artig gostermistir (Czepiel vd., 2019).

Lawson ve Rainey (2015) tarafindan Clostridium cinsinin Clostridium butyricum ve
ilgili tiirlerle siirlandirilmasina yonelik son 6nerisi, bu monofiletik grup disinda kalan C.
difficile igin karigikliga yol agmaktadir (Lawson vd., 2016). Fenotipik, kemotaksonomik ve
filogenetik analizlere dayanan yeni cins Clostridioides olarak 6nerilmistir. 16S rRNA gen
dizi analizine gore Clostridium difficile'nin en yakin akrabasi %94,7 benzerlik degeriyle
Clostridium mangenotii de Clostridioides mangenotii olarak bu cinse aktarilmistir. Her
ikisinin de filogenetik olarak Clostridium cinsinin tip tiirleri olan C. butyricum ile yakindan
iligkili olmadigr ifade edilmektedir (Lawson vd., 2016). Bununla birlikte Oren ve Rupnik
(2018) hem Clostridium difficile hem de Clostridioides difficile ifadelerinin prokaryotik kod

hiikiimlerine uygun oldugunu ve ikisinin de kullanilabilecegini belirtmislerdir.

2.3.1. C. difficile ile Tliskili Hastaliklarda Risk Faktorleri

Antibiyotik kullanimu, ileri yas (>65), hastane yatisi, zayif immiin sistem ve daha 6nce
C. difficile enfeksiyonu gegirme (CDC, 2020) gibi ana faktorlerin yaninda proton pompast
inhibitorleri ve histamin reseptor-2 blokerlar1 kullanimi (Samarkos vd., 2018) gibi faktorler
C. difficile enfeksiyonlar1 (CDE) ig¢in risk olusturmaktadir. Spor olusturan bir

mikroorganizma oldugundan dolayi, C. difficile’nin tedavisi zordur ve enfeksiyonun tekrar



etmesi sik karsilagilan bir durumdur. C. difficile ile iligkili hastaliklarin 6nceki antibiyotik
kullanimu ile giiclii iliskisi, bagirsak mikrobiyotasindaki bozukluklarin enfeksiyonlarda
merkezi bir rol oldugunun kabul edilmesine yol agmistir (Samarkos vd., 2018). Hemen
hemen tiim antibiyotikler C. difficile enfeksiyonuna karsi immiin sistemin zayiflamasina
neden olurken sefalosporinler, florokinolonlar, klindamisin ve bazi penisilinlerin riski

onemli 6l¢giide artirdigr ifade edilmistir (Mullish ve Williams, 2018).

2.3.2. Viriilans Faktorleri

C. difficile’nin baslica viriilans faktorlerinin toksin A ve B oldugu bilinmektedir.
Bununla birlikte, organizma kolon iginde lokalizasyon i¢in ve bagisikligin ortadan
kaldirilmasinda 6nemli olabilecek bagka viriilans faktorlerinin de oldugu belirtilmektedir.
Bazi C. difficile tiirlerinin digerlerine gore daha yaygin olarak enfeksiyona sebep oldugu, ve
bu durumun toksin A ve toksin B iiretiminden bagimsiz oldugu bilinmektedir (Poxton vd.,
2001).

Toksin

C.difficile’nin ana viriilans faktorleri patojenite lokusu veya PalLoc olarak bilinen bir
bolge icinde yer alan sirastyla toksin A (TcdA) ve toksin B (TcdB)’dir. tcdR, toksin gen
ekspresyonunu dogrudan aktive eden alternatif bir RNA polimeraz sigma faktoriinii
kodladigi, tcdE geninin yiiksek oranda toksin sentezleyen suslarda, toksinin hiicre disi
salinimina dahil oldugu varsayilan bir holini kodladig: belirtilmektedir. Bir diger gen olan

tcdC tarafindan kodlanan proteinin rolii heniiz anlagilamamistir (Janoir, 2016).

Uzun yillar boyunca toksin A’nin C. difficile’nin baslica viriilans faktorii oldugu
varsayllmasina ragmen, yapilan bir ¢alismada (Awad vd., 2014) 6nceden bagirsak hasari
mevcut olmadig1 veya TcdA’nin Sliimciil konsantrasyonlart uygulanmadig: siirece, tek
basina TcdB uygulamasinin hamsterlarda semptomlara neden olmadigi, TcdA’nin TcdB’nin
aktivitesini gliglendirebildigi, toksinlerin sinerjik olarak hareket edebilecegi belirtilmistir.
Ayrica konakge1 iizerinde TcdA’nin 6nce bagirsak epitelinde hasara neden olduktan sonra

TcdB iiretimi ile enfeksiyon olusumunda etkili olabilecegi ifade edilmistir.
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TcdA ve TcdB’nin yani sira, C. difficile suslarinin %6-30"u bir C. difficile transferaz
CDT olarak adlandirilan tiglincii toksini sentezlemektedir (Aktories vd., 2018). Bu toksin,
TcdA ve TcdB’nin toksisitesini giiglendirebilmekte ve hastaligin daha agir seyretmesine
sebep olabilmektedir. Bu nedenle ek bir viriilans faktorii olarak diisiiniilmektedir (Denéve
vd., 2009).

Endospor

Bakteriyel endosporlarin Bacillus ve Clostridium cinslerinin tiirleri tarafindan ve ayni
zamanda Firmicutes filumu i¢indeki bir¢ok grup tarafindan olusturuldugu iyi bilinmektedir.
Fiziksel ve kimyasal uygulamalara karsi direng gosteren sporlarin bilinen en direngli

hiicresel yap1 oldugu diistiniilmektedir (Pereira vd., 2013).

C. difficile enfeksiyonu 6ncelikli olarak toksinler ile iliskilendirilse de endosporlar en
onemli viriilans faktorlerinden birini olusturmaktadir ve patojenin varligin stirdiirmesinden
ve enfeksiyonun tekrar etmesinden sorumlu tutulmaktadir (Collery vd., 2013; Zhu vd.,
2018). Saglikli mikrobiyotanin bozulmasini takiben, bagirsak C. difficile kolonizasyonuna
acik hale gelmektedir. Daha sonra bagirsakta sporlanma meydana gelebilmekte ve bu da C.
difficile’nin uzun siireler boyunca varligini siirdiirmesine sebep olmaktadir (Awad vd.,
2014). Konakginin gastrointestinal sistemindeki sporlarin gelisip toksin iiretmesi ise vejetatif
forma gegmesi gerekmektedir. Uygun kosullar altinda germinantlarin germinant reseptorii
tarafindan algilandigi ve spor c¢imlenmesinin basladigi diisiiniilmektedir (Sorg ve

Sonenshein, 2008).

C. difficile’nin spor jerminasyonu ve bilyime mekanizmasi tam olarak
anlasilamamustir fakat sporlu ve Gram (+) bakteri olan B. subtilis’te goriilen (1) jermine olan
sporlarin reseptorlere baglanmasi, (2) tek degerlikli katyonlarin salinmast ve (3) spor
peptidoglikan korteksinin enzimlerle hidrolizi, ¢ekirdek rehidrasyonu ve metabolik
aktivitenin ve replikasyonun baslatilmas1 gibi ii¢ asamadan olusan siireci izledigi

diistiniilmektedir (Moore vd., 2013).
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Tutunma (Adherans) Faktorleri

Patogenizin ilk admi olan kolonizasyon siireci, bir dizi adhezyon faktoriinii
icermektedir (Denéve vd., 2008). Yiizey tabakasi (S-layer), hiicre duvar1 proteinleri (Cell
Wall proteins, CWP), fibronektin baglayici proteinler, flagella, fimbria, 1s1 soku proteini
GroEL C. difficile’nin adhezyon faktorleri arasinda gosterilebilir (Awad vd., 2014).

Hiicre duvari proteinleri
Cwp 84, tim C. difficile suslarinda mevcuttur ve daha giiglii adhezyon, daha kalin
biyofilm, planktonik biiyiime defekti ve in vitro viriilans iretimi ile iligkili oldugu

bildirilmistir (Tijerina-Rodriguez vd., 2019).

S tabakasi

C. difficile’nin baskin dis ylizey bileseni olan S tabakasi (Spigaglia vd., 2013), ¢cogu
bakteride tek bir protein tiirlinden olusmasina karsin, C. difficile’de bu katman yiiksek
molekiiler agirlikli (HMW) ve diisiik molekiiler agirlikli (LMW) olarak adlandirilan iki
protein alt biriminden olusmaktadir (Awad vd., 2014). S tabakasi patogenez icin Kritik olan
patojen-konak etkilesimlerinde rol oynamaktadir. S tabakasi proteinlerinin hiicre hatlarina

C. difficile tutunmasini kolaylastirdig1 gosterilmistir (Spigaglia vd., 2013).

Flagella

Gastrointestinal patojenlerin ¢ogu i¢in, flagella ve flagellum kaynakli hareketlilik,
patojenin kolonizasyon bolgesine dogru hareket etme kabiliyetini artiran temel viriilans
faktorii olarak kabul edilmektedir (Baban vd., 2013). Bir kamg¢1 geleneksel olarak bir
hareketlilik organeli olarak kabul edilse de baska biyolojik islevlerinin oldugu, bakteriyel
yasam dongiisiinde biyofilm olusumu, protein taginimi, adhezyon gibi islevlere katki
saglayabilmektedir (Haiko ve Westerlund-Wikstrom, 2013). C. difficile, enfeksiyon
sirasinda bagirsak hiicrelerine tutunmaya katkida bulunan flagella iiretmektedir. Flagellum
ve toksin gen ekspresyonu, flagellar alternatif sigma faktorii sigD ile iligkilidir (Anjuwon-
Foster vd., 2018). Flagellanin C. difficile patogenezindeki rolii karmasik olmakla birlikte,
flagellanin bagirsakta bulunan besinlere karsi hareketlilik saglamaktan ziyade toksin
ekspresyonunun modiilasyonu yolu ile viriilans {izerinde dogrudan rol oynadig1

diistiniilmektedir (Stevenson vd., 2015).
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C. difficile enfeksiyonlarinda viriilans faktorleri ve etki mekanizmalar ile meydana

getirdigi riskler Tablo 1°de gosterilmistir (Tijerina-Rodriguez vd., 2019).

Tablo 1

C. difficile enfeksiyonlarinda viriilans faktorleri

Faktor Mekanizma/etki Risk

tcdC ve binary -Hiperviriilent suslarda toksin A ve B’nin In vivolin vitro kosullarda artan

toksin yiiksek seviyelerde sentezi patojenite

agrl lokusu -tcdC’den bagimsiz olarak toksin A ve toksin  Artan kolonizasyon ile iliskili
B sentezinin regiilasyonu viriilans regiilasyonu

Biyofilm -Cok tiirlii bakteriyel popiilasyonlarda C.

S-layer protein A
(SIpA)

Cell wall protein 84
(Cwp84)

Flagella

Spor

difficile’nin hayatta kalma alani
-Varyant suslarda QS ile diizenlenen toksin
ve biyokiitle birikimi

-Sporlari birikimi

Hiperviriilent suslarda dizi degiskenligi olan

alt birimler

-Hiicre dist matris proteinlerinin (fibronektin,
laminin, vitronektin) bozulmasi

-Yiiksek proteolitik aktiviteye sahip suslarda
daha kalin biyofilm tiretimi

Flagellin  ve

flagellar ~ proteinlerde

transkripsiyon sonrast modifikasyonlarin

meydana gelmesi

-Sporlarin dis ylizey tabakasmin yapisal
ozelliklerinin gelistirilmesi

-Spor iiretimi ve biyofilm olugumu

C. difficile’nin uzun siire kaliciligini

korumasi

Bagirsak mukozasinda artan

adhezyon

-C. difficile’nin konakg¢ida serbest
birakilmasi ve yayilmasi

-Adhezyon ve kolonizasyonda artis

Kolonizasyon ile iligkili biyofilm ve

adhezyon artist

Antibiyotik  tedavisine = ragmen

konakta CDE bulagsmasi ve C.

difficile’nin varligin1 korumast

(Tijerina-Rodriguez vd., 2019)
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2.3.3. Patojenite

C. difficile patolojisinde ilk kosul, normal bagirsak florasinin bozulmasidir. Saglikli
bir bagirsak florasi C. difficile enfeksiyonuna karsi koruyucu bariyer gorevi tstlenirken, bu
bariyer bozuldugunda konakg1, enfeksiyona agik hale gelmektedir. Boyle bir hasara neden
olabilecek ana faktor antibiyotik kullanimidir (Delmée, 2001). Patojenitenin ilk adim
kolonizasyondur. C. difficile sporlar1 tarafindan endojen veya eksojen kontaminasyondan
sonra sporlar vejetatif forma gegmekte ve ¢ogalmaktadir. C. difficile daha sonra mukus
tabakasina yapisabilmekte ve flagella ve proteazlari yardimiyla mukus tabakasina niifuz
edebilmektedir. Bu adimdan sonra C. difficile sahip oldugu ¢oklu adhezinler ile enterositlere
yapisabilmektedir (Denéve vd., 2009). C. difficile’nin bulasma kaynaklar1 ve bagirsaga

kolonizasyonu Sekil 2°de gosterilmistir.
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Sekil 2. C. difficile’nin bulasma kaynaklar1 ve bagirsaga kolonizasyonu
(Yang ve Yang, 2019)

2.3.4. C. difficile’nin Antibiyotik Direnci

Bakterilerde antibiyotik direnci, tiirler arasinda dikey olarak aktarilan dogustan gelen
genetik ve fizyolojinin yanisira bakterilerin tiirler ve cinsler arasinda yatay olarak genetik
materyal aligverisi yapma egiliminin tirtinii olarak belirtilmektedir (Wright ve Sutherland,
2007).

C. difficile ile iligkili hastaliklarda olagan tedavinin antibiyotik kullanilmasi olmasi
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yaninda, antibiyotik maruziyeti risk faktorlerinden biridir (Roshan vd., 2017). Antibiyotik
direnci C. difficile ile iliskili hastaliklarin yayilmasinda 6nemli rol oynamaktadir (Banawas,
2018). Antibiyotik direng oranlar1 cografi bolgelere ve yerel/ulusal antibiyotik politikasina
bagl olarak onemli dl¢lide farklilik gosterse de, veriler klinik C. difficile izolatlarinin
cogunun sefalosporinler, florokinolon, eritromisin ve klindamisine direngli oldugunu
gostermektedir (Spigaglia vd., 2018). C. difficile tedavisinde antibiyotiklerin kullanilmaya

baslandig1 ve direnglerinin rapor edildigi zaman ¢izelgesi Sekil 3°de verilmistir.

C. difficile’deki antibiyotik direnci ¢ok faktorlii bir yapiya sahip olup, metabolik
yollardaki varyasyonlar ve biyofilm tiiretimi gibi faktdrlerin yani sira, genetik elementlerin
kazanilmas1 ve antibiyotik hedef bolgesindeki degisiklikler, antibiyotik varliginda C.
difficile’nin hayatta kalmasina katki saglar (Spigaglia vd., 2018).

1948

Kloramfenikol

1998

Rifamisin
1951 1964 1980 L
Eritromisin Sefalosporin Tq rusi]\ilivn 1999
1352 1972 Er}[mml\m;x Moksifloksasin
Tetrasiklin _ Klindamisin 2011
1958 Metronidazol Sefalosporin -Z(H)l) _ Fidaksomisin
Vankomisin Linezolid

1945 NN 1960

1975 2020

1981 Moksifloksasin 2011

Klinsamisin Kloramfenikol Fidaksomisin

Fusidik asit Metronidazol Fusidik asit

2007

Linezolid Rifamisin

Sekil 3. C. difficile tedavisinde kullanilan antibiyotiklerin zaman ¢izelgesi
(Harnvoravongchai vd., 2017)
Gri ve kesikli ¢izgiler antibiyotiklerin piyasaya siiriilme tarihini, kirmizi ve diiz

cizgiler kazanilan direncin rapor edildigi tarihi gostermektedir.

Tedavide kullanilan bazi antibiyotiklerin etki ve varsayilan diren¢ mekanizmalar
Tablo 2’de ozetlenmistir. Orta ve siddetli C. difficile ile iligkili enfensiyonlarda ilk
seceneklerden biri olan vankomisin, hiicre duvarmin temel bileseni olan peptidoglikan
sentezini inhibe etmekte ve gastrointestinal sistem tarafindan zayif bir sekilde emilmektedir.
C. difficile’deki direng mekanizmasi ise halen net degildir (Spigaglia vd., 2018). Tedavide
kullanilan bir diger antibiyotik olan metronidazoliin ise vankomisine kiyasla etkinliginin

azalmasimmin nedenleri de tam olarak Dbelirlenememistir. Metronidazoliin  etki
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mekanizmasinin da tam olarak aydinlatilamamasinin yaninda DNA sentezi inhibisyonu,
oksidasyon yoluyla DNA hasari, DNA bozulmasina ve hiicrenin Sliimiine sebep olan tek ve
¢ift zincirli baglarin kopmasi ile etki olusturdugu distiniilmektedir (Léfmark vd., 2010).
Eritromisin, 50S ribozamal alt birime baglanarak, bakterilerde protein sentezini engelleyen
ve ribozomun mRNA boyunca hareketini engelleyerek uzama dongiisiinii bozan bir
antibiyotiktir. CDE ile iliskisi giiclii degildir. Ancak siklikla diger antibiyotikler ile birlikte

kullanildigindan riski degerlendirmek zordur (Baines ve Wilcox, 2015).

Tablo 2
C. difficile tedavisinde kullanilan antibiyotiklerin etki mekanizmasi
Antibiyotik Etki mekanizmasi Varsayilan direng Referans
mekanizmasi
Metronidazol Bakteriyel DNA’nin kirilmasi ve iz yollarinda (Peng vd.,

DNA sarmalinin kararsizlagsmasi farklilagma, biyofilm  2017)

olusumu
Vankomisin Peptidoglikanin 6ncti UDP-N- Peptidoglikan
asetilmuramil pentapeptitinin D-  biyosentezi i¢in gerekli
Ala-D-Ala alt birimi proteinlerdeki
mutasyonlar, biyofilm
olusumu
Fidomiksin RNA polimeraz rpoB mutasyon
Rifamisin DNA'ya bagimli RNA polimerazin rpoB mutasyon
alt birimi
Ramoplanin
Fusidik asit Ribozom tizerinde uzama faktori fusA mutasyon

G'yi baglayarak protein sentezini
inhibe etmek
Florokinolonlar DNA giraz ve topoizomeraz IV'e  gyrA ve gyrB mutasyon (Isidro vd.,
baglanarak DNA sentezinin 2017)

inhibisyonu
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2.4. C. difficile’nin Cevresel Kaynaklardaki Varhg

Toplumda artan sayida C. difficile enfeksiyonu, etkenin baska enfeksiyon
kaynaklarinin arastirilmasina sebep olmustur. C. difficile’nin ana dogal rezarvuari, insan ve
hayvanlarin bagirsaklaridir. Ancak C. difficile, spor olusturma yetenegi ile her yerde

bulunma potansiyeline sahiptir (Janezic vd., 2016).

Al- Saif ve Brazier (1996) tarafindan Galler’de yapilan bir ¢alismada nehir sularinda
%87,5, deniz suyunda %44, gol suyunda %46,7, ylizme havuzu sularinda %50, musluk

sularinda %5,5 ve toprak orneklerinde %21 oraninda C. difficile tespit edilmistir.

2007 yilinda Finlandiya’daki igme suyu dagitimi sistemi, toplumda biiylik bir
gastroenterit salginina neden olan aritilmis atik su ile kontamine olmustur. Yapilan
aragtirmada (Kotila vd., 2013) su 6rneklerinden musluk suyundan 5 ve aritilmig kanalizasyon
atigindan 7 olmak tizere 12 toksin pozitif C. difficile izolat1 elde edilmis ve musluk suyu
dagitim sisteminde C. difficile kontaminasyonu ve toksinojenik C. difficile’nin sular aracilig1

ile bulagsmasinin miimkiin oldugunu ifade edilmistir.

Iran’da atik su aritma tesisinde C. difficile varligim belirlemek icin yapilan bir
calismada (Nikaeen vd., 2015), aktif ¢amur aritma tesisinden ve atik stabilizasyon
havuzundan 95 numune almmistir. Ciiriitilmiis ¢camur Orneklerinin %13,6’sinda, atik
stabilizasyon havuzundan alinan 6rneklerin %5’inde C. difficile tespit edilmistir. Nehir,
deniz, gdl, i¢ drenaj, ylizme havuzlari, atik su aritma tesisleri ve musluk suyu gibi farkli su

kaynaklarinda C. difficile varligi saptanmistir (Janezic vd., 2016).

Atik su aritma tesisi ve gol tortusunda C. difficile varligi arastirilan ¢aligmada
(Numberger vd., 2019), atik sudan iki toksinojenik olmayan izolat ve tortu drneginden bir
toksinojenik izolat elde edilmistir. Tiim izolatlarin insan kaynakli izolatlar ile yakin genomik

iliski gosterdigi belirtilmistir.

Kirsal bir toplulukta hayvanlarin digkisinda, toprakta ve igme suyunda C. difficile
prevelansinin aragtirildigi  bir c¢alismada toprak Orneklerinden %37, tavuk digkis

orneklerinden %17,4 ve igme suyu 6rneklerinden %6 oraninda C. difficile izole edilmistir.
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Diski, toprak ve su izolatlarinin sirasiyla %55, 66,7 ve 14,3 oraninda toksinojenik oldugu

saptanmistir (Simango, 2006).

Japonya’da domuz diskilarindan elde edilen giibrelerde %36 oraninda C. difficile
prevelanst saptanmis olup, elde edilen izolatlarin %82’sinin toksinojenik oldugu

belirtilmistir (Usui vd., 2017).

Avustralya’da ¢im alanlardan alinan ¢im ve kok kismiyla birlikte topraktan alinan
orneklerde %59 oraninda C. difficile varlig1 tespit edilmis ve 014/020 toksinojenik ribotipin
%39 oraninda baskin oldugu ifade edilmistir (Moono vd., 2017).

C. difficile, tarimsal amaglarla kompostlanan hayvan giibresi ve insan biyoatiklarinda
bulunabildiginden, kompost tirtinler C. difficile i¢in kaynak olusturabilmektedir (Lim vd.,
2020). Kompost tiriinlerdeki C. difficile ile insan, kok sebze ve ¢evreden daha once izole
edilen suslar ile genetik iliskinin arastirildigi bir ¢alismada (Lim vd., 2020), kompostlanmis
tirtinlerin %22,5’inde C. difficile varlig1 saptanmistir. Avustralya’da yapilan bu ¢alismada
(Lim vd., 2020) ribotip 056 nin yiiksek ¢ozliniirliklii genom analizi, insan, sebze, kompost

iiriin ve ¢evreden alinan izolatlar arasindaki klonal iliskiyi ortaya ¢ikarmistir.

Hayvan giibresi bazli kompostlar, toksinojenik C. difficile suslarinin tarimsal ortama
yayllmasinda onemli rol oynayabilmektedir (Dharmasena ve Jiang, 2018). Yapilan bir
calismada kompost/giibre 6rneklerinden %36 oraninda C. difficile izole edilmistir. Elde
edilen izolatlarin %63,8’inin toksin A, %67,2’sinin toksin B genine sahip oldugu ve en
baskin ribotiplerin 106, 020 ve 412 oldugu belirtilmistir (Dharmasena ve Jiang, 2018).
Nijerya’da yapilan bir calismada ise toprak, su, sebze ve hayvan digskisindan alinan

orneklerde C. difficile tespit edilmemistir (Adegboyega, 2014).

Diger bir ¢alismada ise hastanelerin dis ortamlarindan toprak, malg, ¢im ve kumdan
olusan 159 numunenin %60,4’iinden C. difficile izole edilmistir. Izolatlarin en yiiksek
oraninin 014/200 ve 010 ribotiplerine ait oldugunu belirtilmistir (Perumalsamy vd., 2019).
Baska bir calismada veterinerlik hastanesi ortamindan alinan o6rneklerin %17’sinde C.
difficile varlig1 saptandigi ve elde edilen 078, 014, 039, ve 154 ribotiplerinden 078 ve 014’iin
siklikla insan patojeni olarak bulundugu ifade edilmistir (Villagémez-Estrada vd., 2019).
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2.5. C. difficile’nin Hayvanlardaki Varhgi

Hayvanlar, insan patojenik mikroorganizmalarinin énemli bir kaynagi olup, dogrudan
veya dolayli bir temasin ardindan, c¢evresel bir kontaminasyonun ve/veya gida olarak
tiiketildiklerinde hastaliklarin yayilmasinda arag olabilmektedirler (Steinmuller vd., 2006).
Gida olarak tiiketilen hayvanlarda C. difficile varligi yapilan ¢alismalar ile ortaya konmustur.
Ciftlik hayvanlar1 potansiyel bir C. difficile kaynagim olusturuyorsa, kolonize olmus veya
enfekte olmus hayvanlarin digkilariyla kontamine olmus gidalarin da besin zinciri yoluyla
hayvanlardan insanlara bulasma yollarindan biri olabilecegi ifade edilmistir (Candel-Pérez
vd., 2019). Ayrica kedi ve kopekler de de C. difficile varligi rapor edilmistir. Ancak yapilan
molekiiler karakterizasyon ve epidemiyolojik analizler kediler ve kopeklerle iliskili C.
difficile enfeksiyon riskinin diisiik oldugunu ancak dislanamayacagini ortaya koymustur
(Rabold vd., 2018).

2.6. C. difficile’nin Gidalardaki Varhgi

Gidalar araciligi ile meydana gelen C. difficile enfeksiyonu rapor edilmese de, C.
difficile patolojisi ve epidemiyolojisi, rezervuarlari, sporlarin direnci ve dagilimi ve
gidalardan izolasyonu degerlendirildiginde kontamine gida tiikketiminin C. difficile ile iligkili
hastaliklara neden olma olasilig1 vardir (Hoover ve Rodriguez-Palacios, 2013). C. difficile
izolatlarindaki genetik ¢esitlilik, C. difficile’nin hastane disindaki kaynaklardan izolasyonu,
elde edilen izolatlarin insanlardan izole edilenler ile benzer suslar olmasi, toplumda
edinilmis C. difficile kaynakli enfeksiyona sahip hastalarin ¢ogunlugunda geleneksel risk
faktorlerinin (ileri yas, antibiyotik kullanimi, hastanede yatis vb.) yoklugu gbéz Oniine
alindiginda, toplumda C. difficile’nin gida kaynakli ve zoonotik yayilmasi ile ilgili endigeler
artmaktadir (Gupta ve Khanna, 2014). Gida zincirinde kontaminasyona neden olabilecek
bulasma kaynaklar1 arasinda; ¢iftlik ortami, ¢iftlik hayvanlari, toprak, giibre, su, meyve-
sebze, ¢ig ve islenmis gidalar, yiizeyler ve gida ¢alisanlart ve isleme tesisleri
gosterilmektedir (Candel-Pérez vd., 2019). Son iiriinlerde sporlarin varligi, kontamine
hammadde, gida endiistrisinde ¢capraz kontaminasyon ve gida isleme sirasinda spor liretimi

ile agiklanabilmektedir (Candel-Pérez vd., 2019).
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Insan beslenmesinde C. difficile’nin kiiresel ve tarihsel dagiliminin incelendigi bir
calismada (Rodriguez-Palacios vd., 2020) epidemiyolojik verilerin aksine tropik bolgelere
gidildik¢e gidalarda C. difficile varliginin artma egiliminde oldugu ve bu durumun tropik
bolgelerdeki zengin mikrobiyomun C. difficile enfeksiyonuna karsi koruyucu olabilecegi
hipotezine dayandirilabilecegi belirtilmistir. Arastirmada aym zamanda C. difficile riski
yiiksek olan gidalar arasinda deniz iiriinleri, yesil yapraklari sebzeler, domuz eti ve tavuk

etinin oldugu belirtilmistir.

Ulkemizde gidalarda C. difficile varlig: et iiriinlerinde bildirilmistir. Kusbas1 et ve
dana kiymada sirasiyla %2 ve %4 (Atasoy ve Giiciikoglu, 2017) ve tavuk etinde %25 (Giiran
ve Ilhak, 2015) C. difficile varlig1 saptanmistir. Hampikyan vd., (2018) sigir karkaslarindan
%33,6, koyun karkaslarindan %25,3 C. difficile izole etmisler ve sigir izolatlarinin %18, 1,
koyun izolatlarinin %7,7’sini ribotip 027 olarak tanimlanmslardir. izolatlarin amoksilin-
klavulanik asit, vankomisin ve tetrasikline duyarli, sefotaksim ve imipeneme direncli
oldugunu bildirmislerdir. Bingol vd., (2020) tavuk karkaslarinda %37,3 oraninda C. difficile
tespit etmisler ve izolatlarin %38,7’sini ribotip 027 olarak tanimlanmislardir. Tiim izolatlarin
amoksilin-klavulonik asit, vankomisin, metronidazol ve tetrasikline duyarli, sefotaksim ve

imipeneme direncli oldugunu ifade etmislerdir.

2.6.1. C. difficile’nin Sebzelerdeki Varhgi

Gidalarda C. difficile varligi ¢cogunlukla et tiriinlerinde arastirilmistir. Su (Kotila vd.,
2013; Numberger vd., 2019), toprak (Perumalsamy vd., 2019) ve giibrelerde (Dharmasena
ve Jiang, 2018) C. difficile varligi belirtilmistir. Kompostlanmig giibrenin topraga
uygulanmasi, C. difficile’nin gida zincirine gegmesi i¢in risk olusturmaktadir. Kontamine
sular ile sulama veya yikama sonucunda sebzelerin kontaminasyonu meydana gelebilir
(Candel-Pérez vd., 2019). Yapilan ¢aligmalarda su ve giibre gibi kaynaklardan C. difficile
izole edilmesi bu kaynaklar ile temas eden sebzelerin de kontamine olabilecegini
diistindiirmektedir. C. difficile’nin sebzelere bulasma kaynaklar1 Sekil 4’de ve sebzelerde C.

difficile varligi Tablo 3’de gosterilmistir.

Bakri vd., (2009) Iskogya’da yaptiklar1 bir ¢alismada tiiketime hazir salatalarda %7,3

oraninda C. difficile bulduklarini ve elde ettikleri izolatlarin vankomisin ve metronidazole
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duyarliyken, sefotaksim, eritromisin, moksifloksasin ve klindamisine direngli oldugunu

bildirmislerdir.

Metcalf vd., (2010) igerigi havug, patates, sarimsak, zencefil, pancar, mantar, marul,
yesil sogan, turp, brokoli, kereviz kokleri, pancar, kuskonmaz ve arpacik soganindan olusan
salatalardan %4,5 oraninda C. difficile izole etmislerdir. Elde ettikleri 3 izolatin ribotip
078/NAP 7/toksinotip V’e ait oldugunu, diger iki izolatin daha dnce Kanada’da C. difficile
enfeksiyonuna sahip hastalardan elde edilen izolatlar ile ayn1 suslar oldugunu belirtmislerdir.
Zencefil ve havuctan elde edilen bu izolatlar metronidazol ve vankomisine duyarli,

klindamisine ise direngli bulunmustur.

Fransa’da yapilan bagka bir ¢alismada ise (Eckert vd., 2013) igerigi havug, mantar,
turp, brokoli, kereviz sapi, kirmizi lahana, karnabahar, soya fasiilyesi, bezelye filizi ve

pancardan olusan tiiketime hazir salatalarda %2,9 oraninda C. difficile saptanmistir.

Tablo 3

Sebzelerde C. difficile bulunma siklig:
Sebze Ulke Bulunma sikhig Ribotip Referans

(%)
Salata  (1spanak, Iskocya 3/40 (7,5) 017,001 Bakri vd., (2009)
marul)
Salata Kanada 5/111 (4,5) 078 Metcalf vd., (2010)
Salata Fransa 3/104 (2,9) 001, 014/020/077, Eckert vd., (2013)
015

Patates,  sogan, Avustralya 30/100 (30) QX 274, 051 Lim vd., (2018)
pancar
Marul ABD 41/297 (13,8) 027 Han vd., (2018)
Patates, zencefil, Slovenya 28/154 (18,2) 014,020 Tkalec vd., (2019)
yesil yaprakli
sebze

Avustralya’da yapilan bir ¢alismada (Lim vd., 2018) organik patateslerin %55,6’sinda,
organik olmayan patateslerin %50’sinde, organik pancarlarin %?22,2’sinde, organik
soganlarin  %5.6’sinda ve organik havuglarin  %5,3’tinde C. difficile saptanmustir.
Aragtirmacilar izolatlarin %51,2’sinin toksinojenik oldugunu ve ribotiplerin ¢ogunun
Avustralya’da insan ve hayvanlardan yaygin sekilde izole edilen ribotipler oldugunu
belirtmislerdir. Ayrica organik ve organik olmayan patateslerde C. difficile varlig1 agisindan
istatistiki bir farklilik saptamadiklarin1 ancak patateslerin diger sebzelere gore daha yiiksek

C. difficile yiikiine sahip oldugunu belirtmislerdir.
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Marullarda C. difficile varligin1 arastiran bir ¢alismada (Han vd., 2018) %13,8
oraninda C. difficile saptanmis ve izolatlarin %82,9’unun toksin B, %17,1’inin hem toksin
A hem de toksin B iireten suslar oldugunu ifade etmislerdir. Ayrica elde ettikleri izolatlarin

metronidazol, vankomisin ve eritromisine direngli oldugunu ifade etmislerdir.

Tkalec vd., (2019)’nin Slovenya’da yaptiklar1 caligmada 154 sebze Orneginin
%18,2’sinde C. difficile tespit edilmistir. Arastirmacilar PCR ile belirledikleri 25 farkl1
ribotipteki 115 izolatin 10 tanesinde toksikojenik gene rastlamislardir. Bu ribotiplerin
cogunlugunun Slovenya’da insanlar, hayvanlar, toprak veya suda daha 6nceden saptandigini
bildirmislerdir. Test ettikleri sebzeler arasinda patateslerin %28 ile en yiiksek oranda tespit
edilen sebze oldugunu ve pozitif sonug veren patates orneklerinin %66,7’sinin ii¢ farklh
kitadaki 12 farkli iilkeden ithal edildigini ifade etmislerdir. Diinyanin farkli bolgelerinde
yetisen sebzeler lizerine yapilan bu ¢alisma; C. difficile’nin gidalarda varliginin kiiresel ¢apta

bir sorun olabilme potansiyeli oldugunu ortaya koymaktadir.

Hayvan insan
giibresi biyoatiklar

/ Giibre/diski/kompost /\
Toprak >

-

Nehir
Deniz
Gol

Atk s
aritma
tesisleri

Sekil 4. C. difficile’nin sebzelere bulagsma kaynaklari

Usui vd., (2020) ise aralarinda zencefil, sogan, ginseng, taze sogan, turp ve yerel
sebzeler olan kok sebzelerde %4,7 oraninda C. difficile saptamislardir. Yaprakli sebzelerden
ise izolat elde etmemislerdir.

Almanya’da yapilan bir ¢aligmada ise (Scholtzek vd., 2022) patateslerin %26,7’sinde

ve salatalarin %1,9’unda C. difficile saptanmis ve elde ettikleri izolatlarin klinik izolatlarla
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benzer PCR ribotiplerine sahip oldugunu belirtmiglerdir.

2.7. Dogal Maddelerin Antimikrobiyal Aktivitesi

Clostridium difficile ile iliskili hastaliklarda tedavide kullanilan antibiyotiklere
direncin artmasi ve enfeksiyonlarin tekrarlamasi, bitki kaynakli ilaglar da dahil olmak {izere
alternatif terapotik yaklasimlarin gelistirilerek direncin kontrol altina alinma ihtiyacim
olusturmaktadir (Aljarallah, 2017). Aymi zamanda mikroorganizmalarin kontroliinde
kullanilan sentetik kimyasallarin karsinojenik etkileri, akut toksisiteleri ve ¢evresel kirlenme
sebebiyle kullanimlart simirhidir (Swamy vd., 2016). C. difficile inhibisyonunda dogal

maddelerin kullanimina iliskin yapilan ¢alismalar mevcuttur.

Shahverdi vd., (2007) 20 pg/mL trans-sinnamaldehit varliginin klindamisin direngli C.
difficile icin MIK degerini 4,0’dan 0,25 pg/mL’ye 16 kat diisiirdiigiinii ve bu sonuglarin
trans-sinnamaldehitin diisiik konsantrasyonlarinin, klindamisinin antimikrobiyal etkisini
artirdigini ve dogal tirtinlerin C.difficile’ye karsi kombinasyon tedavisi i¢in kullanilmasinin

klinik fayda sagladigini ifade etmislerdir.

Bagka bir ¢aligmada (Shilling vd., 2013) Hindistan cevizi yagimin C. difficile’ye kars
inhibe edici 6zelligi olmadig1 fakat Hindistan cevizinden tiiretilen laurik asit (C12), kaprik
asit (C1o) ve kaprilik asit (Cg) gibi orta zincirli yag asitlerinin inhibe edici 6zellikte oldugu

belirtilmistir.

C. difficile ATCC 9689, C. difficile PCR ribotip 027 ve C. difficile PCR ribotip 106
iizerine manuka balinin (%5, v/v) antibakteriyel aktivitesi agar kuyucuk yontemi ile test
edilmis ve 7 giinliik inkiibasyon sonunda inhibisyon zonu 14,5-14,7 mm arasinda
saptanmustir. Inhibisyon zonunun 48 saatten sonra degismedigini ve MIK degerinin her 3 sus

icin de %6,25 (v,v) bulduklarini belirtmislerdir (Hammond ve Donkor, 2013).
Nar ekstraktinin C. difficile kolonizasyonunda onleyici etkisinin olabilecegi belirtilen

bir calismada (Finegold vd., 2014), klinik izolatlara kars1 nar ekstraktinin MiK degerleri agar

diliisyon yontemi ile saptanmis olup, 12,5-25 mg/mL arasinda belirlenmistir.
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Justin ve Antony (2016) hastalardan izole ettikleri C. difficile izolatlarina karsi
karanfil, zencefil ve muskat yaglarinin antibakteriyel aktivitesini disk difiizyon yontemi ile
belirlemislerdir. Tiim C. difficile izolatlarinin karanfil yagina duyarli oldugunu, toksinojenik
izolatlarinin tamaminin, toksinojenik olmayan izolatlarin %93,33’linlin muskat yagina ve
toksinojenik izolatlarin %85 inin, toksinojenik olmayanlarin %80’inin zencefil yagina kars1
duyarlilik gésterdigini ifade etmislerdir. Karanfil yaginin MiK degerlerinin 1,25-2,5 uL/mL,

muskat ve zencefil yaginin ise 2,5-10 pL/mL arasinda degistigini belirtmislerdir.

Rhodomyrtus tomentosa bitkisinden elde edilen rhodomyrtone maddesinin C. difficile
vejetatif hiicrelerine kars1t MiK degerlerinin 0,625-2,5 mg/L arasinda oldugu belirtilmistir
(Srisuwan vd., 2018).

Kekik, sarimsak ve karabiber esansiyel yaglarmin C. difficile klinik izolatlar1 izerinde
anti-clostridial etkisinin arastirildigi bir c¢alismada ise (Aleksi¢ vd., 2022) en giiglii
bakterisidal aktivitenin kekik esansiyel yaginda gozlendigi ve MIK degerinin 0,02-1,25
mg/mL arasinda degistigi ifade edilmistir. Ayn1 zamanda sarimsak esansiyel yaginm MIK
degerinin 0,02-40mg/mL ve karabiber esansiyel yaginin MIK degerinin 0,04-40 mg/mL
arasinda degiskenlik gdsterdigi bildirilmistir.

2.8. Yikamanin Sebzelerin Mikrobiyal Kalitesine Etkisi

Taze meyve ve sebzeler, gida kaynakli hastaliklarin nedeni olan patojen
mikroorganizmalarin  bilinen tasiyicilaridir. Taze dirlinlerin  islenmesinden sonra
mikrobiyolojik yiikii gidermek i¢in yikama islemi ve bu islemde kullanilabilecek
dezenfektanlar gereklidir. Bu dezenfektanlarin 1yi birer antimikrobiyal madde olmalarinin
yaninda, insan ve ¢evre sagligina zararsiz, uygun fiyatta olmalar1 ve uygulandiklar {irtinde

istenmeyen duyusal degisikliklere sebep olmamalidir (Joshi vd., 2013).

Giliniimiizde taze iirlinlerde raf Omriinii ve giivenligi artirmak icin klor igeren
dezenfeksiyon islemleri kullanilmaktadir. Ancak asindirici oldugu bilinen sodyum hipoklorit
gibi klorlu bilesiklere maruziyet ciltte, solunum ve sindirim sisteminde rahatsizliklara neden
olabilmektedir (Garcia, 2019).
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Bitkiler, otlar ve baharatlarin bircogu fenolik bilesikler, terpenoidler, aldehitler ve
esterler tarafindan zengindir. Bu ikincil metabolitlerin mikroorganizmalarin inhibisyon veya
inaktivasyonunda etkin oldugu bilinmektedir (Davidson vd., 2013). Bitkilerden elde edilen
esansiyel yaglar, ekstraktlar ve organik asitler meyve-sebzelerin dekontaminasyonunda klor
bazli bilesiklere alternatif olabilecegi diisiiniilmektedir. Meyve-sebzelerde mikrobiyal yiikii
azaltmak amacrtyla bitki esansiyel yaglar1 ve diger dekontaminasyon ajanlarinin kullanildigi

bazi ¢calismalar Tablo 4’de verilmistir.

Tablo 4

Dogal antimikrobiyal maddelerin dekontaminasyonda kullanildig1 bazi caligmalar

Antimikrobiyal madde Mikroorganizma Gida Referans
ClO2 (10mg/mL), ozonlu su E. coli O157:H7 Marul Singh vd.,
(9,7mg/L), kekik yagi siispansiyonu Havug (2002)
(ImL/L)
Kekik, biberiye esansiyel yagi L. monocytogenes Marul Azeredo vd.,
Y. enterocolitica Pancar (2011)
A. hydrophila Roka
Limon otu, kekik esansiyel yagi, B. cinerea Cilek Abd-Alla vd.,
parasetik asit (2011)
Asetik asit (%2, (v/V)) L. monocytogenes Marul Nastou vd.,
Salatalik (2012)
Maydonoz
Beyaz sirke, limon suyu 0ziiti, S. Typhimurium Cilek Shahi vd.,
kekik yag1 (2015)
Kekik, biberiye esansiyel yagi L. monocytogenes Marul Barbosa vd.,
E. coli Pazi (2016)
S. Enteritidis
Beyaz hardal esansiyel yag1 E. coli Marul Garcia, (2019)
Limon kabugu ve nane ugucu yagi E. coli ATCC Marul Irkin vd.,
25933 Maydanoz (2021)
Dereotu
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Farkli dezenfeksiyon yontemlerinin etkinliinin degerlendirilmesi, proses yikama
suyunun fizikokimyasal ozellikleri ve iiriin tipi gibi cesitli faktorlerden biiyiik Olciide
etkilenmektedir (Sekil 5). Inokiilasyon yéntemi ve siiresi, dekontaminasyon yéntemi ve
stiresi, dezenfektan tiirii, su kalitesi, uygulanan iriin, inokiile edilen mikroorganizma,
mikroorganizmanin geri kazanim yontemi gibi faktorler dekontaminasyon islemlerinin
deneysel sonuglarini etkileyen faktorlerdir. Bu yilizden farkli uygulamalar arasi etkinlik

karsilagtirmalarinin yapilmasinin zor oldugu bilinmektedir (Gil vd., 2009).

Faktor
Su Kalitesi Dezenfektan Hedef mikroorganizma Analiz metodu
pH Konsantrasyon Segilen sug Tespit ve sayim besiyeri
Sicakhk Uygulama siiresi Tek tip sus/sus karigimi Dogrulama prosediirleri
Bulamklik Dogal veya asilannig mikroorganizma
Organik madde Inokiiliim miktari
icerigi Uriin
Sebze gesidi
Uriin yiizeyinin 6zellikleri (catlak, yarik,
hidrofobik egilim, doku)
I¢ ve dig yapraklar
Yiizey alam
Dekontaminasyon uygulama yontemi 1nokiilas_\‘on prosediirii
Daldirma/piiskiirtme Inokiilasyon metodu (daldirma sprey, spot)
Maruziyet sirasinda ¢alkalama veya statik durum inkiibu.\yon zaman (yikama oncesi Zaman aralifn

St/ orant tutunma igin bekletilen siire) Kontaminasyon ile yikama

Sanitasyon sonrasi durulama
aniasy S s arasinda gegen zaman

Sekil 5. Dekontaminasyon islemlerinin deneysel prosediirlerini etkileyen faktorler

(Gil vd., 2009)

2.9. Modifiye Atmosfer Paketleme

Modifiye atmosfer paketleme (MAP) teknolojisi taze ‘tiiketime hazir’ sebzeler dahil
olmak iizere minimum diizeyde islenmis sebzeler icin, solunumu azaltarak raf omriini
uzatma amaciyla uygulanmaktadir (Sandhya, 2010). Tohum, meyve, yaprak veya kok gibi
bitki kisimlari hasattan sonra da varligini siirdiirmeye devam etmektedir. Bitkilerin hayatta

kalmak ve olgunlasmak i¢in gereksinim duyduklari bu enerji aerobik solunum ile
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gerceklesmektedir (O tiiketimi- CO2 Uretimi) (Gorris ve Peppelenbos, 2020). Modifiye
atmosfer paketleme paket icindeki gazli bilesimi aktif veya pasif bir sekilde dinamik olarak
degistirme islemidir. Pasif modifiye atmosfer {iriiniin solunum siirecine ve kullanilan
ambalajin film gecirgenligine bagli olarak zamanla istenen gaz bilesimini elde etmeye
dayanmaktadir (Caleb vd., 2013). Aktif modifiye atmosfer paketleme ise ambalaj
atmosferinin istenen gaz bilesimiyle degistirilmesiyle gerceklesmektedir. Oz, CO> ve etilen

tutucu gibi aktif maddeler ile bu degisim gergeklesmektedir (Kader vd., 1989).

Paket icinde degistirilmis atmosfer kosullar1 bozulmaya sebep olan
mikroorganizmalar1 inhibe ederken, bazi patojenlerin gelismesini destekleyebilecegi
belirtilmektedir. Listeria monocytogenes, Yersinia enterocolitica, Aeromonas hydrophila
gibi psikrotrofik gida patojenleri ve proteolitik olmayan C. botulinum ve Salmonella spp., E.
coli O157:H7 ve Sgihella spp. modifiye atmosfer paketli gidalarda risk olusturabilmektedir
(Farber vd., 2003).

Sebzelerin toprak ile temasi ve kontamine su ile sulanma olasilig1 nedeniyle sebzelerin
mikrobiyal kontaminasyonu bir halk sagligi sorunu olmustur (Lilly vd., 1996). Sebzelerin
modifiye atmosfer paketlenmesinde bozulmaya sebep olabilecek aerobik mikroorganizmalar
engellenmesine ragmen, azalan O2 seviyesi Clostridium spp.‘lerin vejetatif hale gegmesi ve

toksin iiretimi i¢in anaerobik ortam olusturabilecegi ifade edilmistir (Lilly vd., 1996).

Modifiye atmosfer ile paketlenmis farkli gida gruplarinda anaerob
mikroorganizmalarin gelismesini arastiran ¢alismalar literatiirde mevcuttur Chen ve
Hotchkiss, (1993), geleneksel olarak paketlenmis siizme peynirde, L. monocytogenes 4 ve
7°C’de sirasiyla 28 ve 7 gilinliik gecikme fazlarindan sonra 3 log yiikselmistir. CO> ile
paketlenmis peynirlerde ise, 4°C’de depolananlarda 63 giine kadar L. monocytogenes
gelismemis, 7°C’lerde depolananlarda ise 1 log artmistir. Peynirlere inokiile edilen C.

sporogenes ise hi¢bir kosulda gelismemistir.
Haglanmis yumurtalarin modifiye atmosfer ile paketlendigi bir calismada (Claire vd.,

2004), 4, 8 ve 12 °C’de saklanan tiim 6rneklerde gaz karisimina ve sicakliga bagli olarak L.

monocytogenes yiikii 3-20 giinde 4 log artmistir. 12°C’de 21 giin depolama sonunda C.
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botulinum norotoksini saptanamamisken, baglangicta 12°C’de saklanan ve daha sonra 7 giin

daha 25°C’de depolanan tiim 6rneklerde ndrotoksin saptanmistir.

Bir ¢alismada (Arritt vd., 2007), modifiye atmosfer ile paketlenmis balik filetolarinda
C. botulinum toksin gelisiminin mikrobiyolojik bozulmadan once gergeklesip
gerceklesmedigi arastirilmig ve baliklarin 4°C’de depolamada 15. giinde bozuldugunu fakat
35 giinliik depolamadan sonra bile toksin olugsmadigini belirtmislerdir. 10°C’de depolamada
8. glinde toksin tiretiminin meydana geldigini ancak bu sicaklikta depolamanin 5. Giiniinde

bozulma ve duyusal reddin meydana geldigini ifade etmislerdir.

Modifiye atmosfer paketli gidalarda C. difficile varligimi arastiran caligmalar
sinirlidir. Ulkemizde yapilan bir calismada (Atasoy ve Giiciikoglu, 2017) MAP uygulanmis
sigir kiyma Orneklerinin %4’iinde ve sigir kusbast orneklerinin %2’sinde C. difficile
saptanmigtir. Arastirmacilar elde ettikleri izolatlar arasinda toksinojenik karaktere sahip
izolatlar oldugunu belirtmisler ve klindamisine karsi sadece toksin A igeren izolatin direngli
oldugunu, diger izolatlarin vankomisin ve metronidazole duyarl oldugunu ifade etmislerdir.
Diger taraftan Carvalho vd., (2019) vakum veya modifiye atmosfer paketlenmis 143 et

orneginin higbirinde C. difficile saptamamiglardir.

Sebzelerde hasat sonrasi solunumun devam ettigi ve C. difficile’nin O toleransi (Kint
vd., 2020; Morvan vd., 2021) disiiniildiigiinde, MAP uygulanan sebzelerde depolama
boyunca azalan O ve artan CO> konsantrasyonuna bagli olarak C. difficile’nin ¢imlenme
olasilig1 risk olusturmaktadir. Flock (2017) 4°C’de 10 giin depolama sonunda marullara
inokiile edilen C. difficile sporlarinin canliligini korudugunu ifade etmistir. Daha yiiksek
sicakliklarda ve MAP kosullarinda depolamanin C. difficile’yi ¢imlenmeye tesvik edip

etmeyecegi halen net degildir.
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UCUNCU BOLUM
MATERYAL VE YONTEM

3.1. Arastirma Plam

Calismamiz birbirini takip eden 5 ana aragtirmadan olusmaktadir. Her arastirmada

materyal ve metot ayrintili olarak agiklanmistir.

1. arastirma: Aydin, Balikesir, Bursa, Canakkale, Diizce, Manisa ve Izmir illerinden
temin edilen marullarda C. difficile varlig1 arastirilmistir. Elde edilen izolatlar MALDI-TOF

MS ve API 32A ile tanirmlanmig ve izolatlarin antibiyotik direng profilleri belirlenmistir.

2. arastirma: 23 farkli dogal antimikrobiyal maddenin C. difficile, C. perfringens ve
C. sporogenes’in vejetatif formu iizerindeki antibakteriyel aktivitesi hem disk diflizyon hem
de agar kuyucuk yontemi ile arastinlmistir. Etkili bulunan yaglarm MiK ve MBK degerleri
belirlenmis ve en etkin 3 maddenin ugucu yag profilleri GC-FID-MS’de belirlenmistir. Ayn1
zamanda en etkin 2 maddenin birbirleriyle ve C. difficile enfeksiyonlarinda tedavide
kullanilan antibiyotiklerden biri olan vankomisinle aralarindaki sinerjistik aktivite
belirlenmistir. Ek olarak bu maddelerin C. difficile tizerindeki antibiyofilm aktivitesi

arastirilmistir.

3. arastirma: Vejetatif forma kars1 etkin bulunan dogal antimikrobiyal maddelerin
sporlar iizerindeki aktivitesi arastirilmistir. Sporlara karsi etkili olan MIK degerleri
belirlenmistir. En etkin bulunan dogal maddenin C. difficile sporlarina karsi sporisidal

aktivitesi ¢alisilmis ve matematiksel modellemesi yapilmastir.

4. arastirma: Marullarda olasi bir C. difficile kontaminasyonuna karsi etkili olabilecek
dogal dezenfektan gelistirilmesi amaglanmistir. Ugiincii calismada etkili olan esansiyel yag
ve organik asit kombinasyonu farkli konsantrasyon ve siirelerde uygulanarak marullara
inokiile edilen C. difficile’nin uzaklastirllmasi c¢aligilmistir. Ayn1 zamanda olusturulan
yikama soliisyonunun marullardaki toplam yiik ve Enterobacterales yiikiine etkisi
belirlenmistir. Bununla birlikte uygulanan dekontaminasyon iglemlerinin marullarin fiziksel

ve kimyasal 6zelliklerine olan etkisi de arastirilmistir.
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5. aragtirma: C. difficile inokiile edilen ve modifiye atmosfer paketlenen marullarda
4 ve 10°C’de 10 giin depolama sonunda paket i¢inde azalan Oz konsantrasyonu ile birlikte
C. difficile sporunun ¢imlenip gelisme riski arastirilmistir. Bir 6nceki ¢alismada segilen en
uygun konsantrasyon ve siirelerde yikanan marullar kontrol gruplariyla birlikte modifiye
atmosfer paketlenmis ve depolama takip edilmistir. Ayn1 zamanda depolamanin ve yikama
uygulamalarinin toplam yiik ve Enterobacterales sayisina olan etkisi de arastirilmustir.

Bunun yaninda marullarin fiziksel ve kimyasal 6zelliklerinin degisimi de incelenmistir.

3.2. Arastirma 1. Marullarda C. difficile Varhginin Belirlenmesi
3.2.1. Materyal

Aydin (6), Balikesir (23), Bursa (3), Canakkale (37), izmir (30), Manisa (4) illerinden
market veya yerel pazarlardan Kasim 2020- Nisan 2022 araliginda alinan kivircik (Lactuca
sativa var. crispa), kasik (Lactuca sativa longifolia) ve atom (Lactuca sativa var. capitata)

maruldan olusan 107 adet 6rnekte C. difficile varlig1 aragtirilmistir.

3.2.2. izolasyon

C. difficile aranmasinda Pasquale vd., (2012) ve Rodriguez-Palacios vd., (2014)’nin
yontemi kullanilmigtir (Sekil 6). 10 gram marul 6rnegi 40 mL C.difficile Enrichment Broth
(CDEB) (Proteaz pepton (40 g/L, Oxoid, Ingiltere), fruktoz (6g/L, Merck, Almanya),
Na;HPO4 (5¢/L, isoLab, Almanya), KH2PO4 (1g/L, Carlo Erba, Fransa), MgSO4.7H.0 (0,1
g/L, Alfa aesar, Almanya), NaCl (2g/L, Merck, Almanya), sodyum taurokolat (1g/L, Merck,
Almanya), C.difficile cycloserine-cefoxitin (CC) selective supplement (HiMedia, Hindistan)
besiyerinde 35-36°C’de 10 giin anaerob kosullarda 6n zenginlestirilmistir (Sekil 7). Bu
slirenin sonunda vejetatif hiicrelerin ortadan kalkmasi amaci ile zenginlesen siviya 1:1 (v/v)
oraninda etil alkol ile 50 dk alkol soku uygulanmis ve ardindan 4000 g’de 10 dk santrifiij
edilmistir. Santrifiij sonunda siipernatant uzaklastirilmis ve ¢oken pelete 50 pL serum
fizyolojik (%0,85/v,v) eklenmistir. Serum fizyolojik eklenen pelet, CDCC Agar’a
(Clostridium difficile Agar Base (HiMedia, Hindistan) L-cysteine (%0,1, Merck, Almanya),
at kan1 (%7, Liofilchem, Italya) Cycloserine-Cefoxitin, sodyum taurokolat (%0,1)) inokiile
edilmis ve 35-36°C’de anaerob kosullarda 24-48 saat inkiibe edilmistir (Sekil 7). Ardindan

seciciligin artirtlmasi amaciyla CDCC besiyerinde C. difficile oldugu diistiniilen koloniler
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ChromID C. difficile Agar (biomerieux, Fransa)’a ¢izilmistir. 35-36 C’de 24 saat inkiibasyon
sonunda petrilerdeki siyah kolonilerden izolat alinmistir. Izolatlar -18°C’de tanimlanmak ve

ilizere saklanmustir.

On zenginlestirme
37°C 10 giin

4000 g 10 dk \

|

. #_ |
& e % \@ ¥ Pelet
% ﬁ} m Alkol soku 50 dk 1:1 (v,v)

15 gram ornek 37°C 48 saat
anaerobik inkiibasyon

i

ChromlD C. difficile Agar

C. difficile Agar Base

37°C 24 saat
anaerobik inkiibasyon

Sekil 7. Marullardan C. difficile aranmasinda inkiibasyon goriintiileri (a) On zenginlestirme
(b) selektif besiyeri

3.2.3. izolatlarin Tammlanmasi

MALDI-TOF MS

Gram boyama sonucu Gram (+) ve basil oldugu belirlenen izolatlar MALDI-TOF MS
(Bruker Microflex LT, Almanya) ile Halk Saghgi Genel Midiirliigii Ulusal Molekiiler
Mikrobiyoloji Referans Laboratuvar’inda tanimlanmistir. Tanimlamada Flex Control 3.0

yazilimi kullanilmigtir.  Asetonitril (Sigma-Aldrich, Amerika), triflora asetik asit (Sigma-
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Aldrich, Amerika), DNaz ve RNaz i¢ermeyen ultra saf su (Sigma-Aldrich, Amerika) ve E.
coli, RNaz ve miyoglobin protein kilifi iceren Bruker bakteriyel test soliisyonu
kullanilmistir. Steril bir kiirdan yardimiyla her izolattan tek bir koloni alinarak ¢elik plakaya
(Bruker Daltonics, Almanya) direkt transfer yontemiyle gergeklestirilmistir ve plakadaki
oyuklara yayilmistir. Plaka kuruduktan sonra tiizerine 1pL matriks soliisyonu (50%
asetonitril varliginda 12,5 mg/ml a-cyano-4-hydroxycinnamic asit ve 2,5% triflora asetik
asit karisimi) ilave edilmistir ve oda sicakliginda tamamen kurumasi saglanmistir. Celik plak
MALDI-TOF MS cihazina yerlestirildi. Sistem 2.000-20.000 Dalton (Da) kiitle araliginda
dogrusal pozitif iyon modunda mikroorganizmalarin tanimlanmasi i¢in optimize edilmis
yontem kullanilarak ¢alistirildi. Iyon kaynagi olarak 337 nm'de 60 Hz nitrojen lazer
kullanilmigtir. Spektrumlari elde etmek igin her 6rnegin 6lgiimiinde toplamda 240 olacak
sekilde 40’arl1 paketten olusan lazer darbeleri uygulanmistir. Her 6rnek ti¢ paralel analiz

olacak sekilde ¢alisilmistir.

API 32A

Gram (+) ve basil oldugu belirlenen izolatlar APl 32A (bioMerieux, Fransa) ile
tanimlanmistir (Sekil 8). 24 saatlik aktif kiiltlirler iireticinin talimatlar1 dogrultusunda
McFarland 4 seviyesinde ayarlanarak kitteki kuyucuklara ilave edilmistir. Aerob ortamda 4
saat sonunda prosediirdeki talimatlara gore reaktifler kuyucuklara ilave edilmis ve sonuglar

APIWEB™ yaziliminda (versiyon 1.3.0) degerlendirilmistir.

Sy » N PP » O

% A N NG
y;,).";f,a,ﬂ,,'.‘.._))
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Sekil 8. izolatlarin API 32A ile tanimlanmasi
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3.2.4. izolatlarin Antibiyotik Direnclerinin Belirlenmesi

Izolatlarin  vankomisin, klindamisin ve metronidazol antibiyotiklerine karsi
duyarliklar1 E-test yontemi ile belirlenmistir (CLSI, 2012) 25mL Brucella Agar (Himedia,
Hindistan) (S5pg/mL Hemin (Sigma, Amerika),1ug/mL K vitamini (Roche, Almanya) %5
(v/v) koyun kam (Liofilchem, italya) iceren plaklara 0,5 McFarland seviyesine seyreltilen
kiiltiirler steril swab yardimi ile yayilmistir. Steril bir pens yardimiyla {ireticinin talimatlari
dogrultusunda 0,016-256 pg/mL araligindaki konsantrasyonlarda E-test seritleri (Himedia,
Hindistan) plaklara yerlestirilmistir (Sekil 9). 35-36°C 48 saat inkiibasyonun ardindan
minimum inhibisyon konsantrasyonlar E test seritleri etrafinda olusan inhibisyon elipsinin

serit lizerindeki dlcekle kesistigi nokta iizerinden belirlenmistir.

Sekil 9. E-testin yerlestirilmesi

3.3. Arastirma 2. Dogal Antimikrobiyal Maddeler ile C. difficile Vejetatif
Formunun Kontrolii

3.3.1. Kullamilan Mikroorganizmalar

Calismamizda C. difficile ATCC 700057 (ribotip 038, A" B CDT") ve C. difficile
ATCC 43593 (ribotip 060, A" B CDT") olmak iizere 2 toksinojenik olmayan, C. difficile
ATCC 1870 (ribotip 027, A* B CDT") ve C. difficile ATCC 9689 (ribotip 001, A* B* CDT"
) olmak tizere 2 adet toksinojenik sus, C. perfringens ATCC 12915 ve C. sporogenes ATCC
11437 (Microbiologics, Amerika) kullanilmistir.
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3.3.2. Kullanilan Dogal Antimikrobiyal Maddeler

Calismamizda kullanilan dogal antimikrobiyal maddelerden (Tablo 5) Juniperus
communis (Ardig), Terebinthinae (Cam-terebentin), Cuminum cyminum (Kimyon), Laurus
nobiis (Defne), Cananga odorata (Ylang Ylang), Jasminum officinale (‘Yasemin),
Cinnamomum zeylanicum (Targin), Cedrus atlantica (Sedir), Brassica nigra (Hardal),
Allium sativum (Sarimsak), Petroselinum sp. (maydanoz tohumu), Melaleuca alternifolia
(Cay agac1), Chlorophyta (Yosun), Urtica sp. (Isirgan tohumu), Prunus amygdalus
var.amara (Acibadem), Zingiber officinale (zencefil), Cucurbita pepo (Kabak gekirdegi),
Menthae piperitae (Nane), Lavandula angustifolia miller (Lavanta), Pimpinella anisum
(Anason) yaglari, Propolis ekstrakti (Arifoglu, Tiirkiye) ve Citrus limonum (Limon) yag ile
Cucumis melo (kavun yagi, Naturoil, Tiirkiye) ticari olarak satin alinmistir. Myrtus
communis (Mersin) yagi ise Balikesir Cift¢i Egitim Merkezi (BACEM)’de buhar
destilasyonu ile elde edilmistir.

Tablo 5

Kullanilan dogal antimikrobiyal maddeler

Bitki Yaygin isim Elde edilis yontemi
Propolis Propolis ekstrakti Su bazli
Allium sativum Sarimsak Zeytin yaginda bekletme
Brassica nigra Hardal Soguk pres
Cananga odorata Ylang ylang Su buhari destilasyonu
Cedrus atlantica Sedir Su buhar destilasyonu
Chlorophyta Yosun Su buhari destilasyonu
Cinnamomum zeylanicum Tar¢in Su buhar1 destilasyonu
Citrus limonum Limon Su buhari destilasyonu
Cucumis melo Kavun Su buhar destilasyonu
Cucurbita pepo Kabak ¢ekirdegi Soguk pres
Cuminum cyminum Kimyon Su buhari destilasyonu
Jasminum officinale Yasemin Su buhar1 destilasyonu
Juniperus communis Ardig Su buhari destilasyonu
Laurus nobiis Defne yapragi Su buhar destilasyonu
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Tablo 5’in devami

Lavandula angustifolia Lavanta Su buhar1 destilasyonu
miller

Melaleuca alternifolia Cay agaci Su buhar1 destilasyonu
Menthae piperitae Nane Su buhari destilasyonu
Myrtus communis Mersin Su buhar destilasyonu
Petroselinum sp. Maydanoz tohumu Soguk pres
Prunus amygdalus Acibadem Soguk pres
var.amara

Terebinthinae Cam-Terebentin Su buhar destilasyonu
Urtica sp. Isirgan tohumu Soguk pres
Zingiber officinale Zencefil Su buhar1 destilasyonu

3.3.3. Agar Kuyucuk Yontemi

Bitki esansiyel yaglarinin C. difficile vejetatif hiicreleri tizerindeki etkisi (Roshan vd.,
2017)’nin yontemi modifiye edilerek belirlenmistir. %0,05 Yeast Extract (Merck, Almanya),
%0,1 L-cysteine, K1 vitamini (0,1pug/mL), hemin (0,5ug/mL) ve koyun kan1 (%5, v/v) ilave
edilen 25 mL Brucella Agar besiyeri petrilere dokiilmiistiir. Katilagma sirasinda kapakta nem
olusturmamasi amaciyla hazirlanan besiyerleri petrilere hava akisi olan giivenlik kabininde
dokiilmustiir. Daha 6nceden Brain Heart Infusion Agar (%0,05 Yeast Extract, %0,1 L-
cysteine, Ki vitamini, Hemin, koyun kani)’da 35-36°C’de anacrobik ortamda 24 saat
aktiflestirilen Clostridium kiiltiirleri serum fizyolojik ile McFarland cihazinda 6lgiilerek 8
log/kob seviyesine getirilmistir. McFarland ayar1 yapilan kiiltiirlerden 100 pL alinarak
Brucella Agar (Sigma) plaklara steril swab ile yayilmistir. Ardindan steril cork borrer ile
besiyeri lizerinde 4 mm kalinlik ve 8 mm capta kuyucuklar agilmistir. Ag¢ilan kuyucuklara
100 uL esansiyel yag ilave edilmis ve pozitif kontrol amaciyla antibiyotik disk (Vankomisin
(30mg), Oxoid, Ingiltere) ve negatif kontrol amaciyla bitki esansiyel yaglarin ¢dzgeni olan
dimetilsiilfoksit (DMSO, Merck, Almanya) kullanmilmistir (Sekil 10). Petriler 35-36°C’de
anaerobik kosullarda 48 saat inkiibe edilmis ve inkiibasyon sonunda kuyucuklarin etrafinda

olusan inhibisyon zonu 6l¢iilmiistiir.
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3.3.4. Disk Difiizyon Y 6ntemi

Esansiyel yaglarin disk difiizyon yontemi ile antimikrobiyal aktivitesi Erikstrup vd.,
(2012)’nin yontemine gore belirlenmistir. CLSI (2012)’nin 6nerisiyle %5 koyun kan1 katkilt
Brucella Agar (HiMedia, Hindistan) besiyeri olarak kullanilmigtir. 24 saat aktif hale getirilen
kiiltirler serum fizyolojik ile 8 log/kob’e seyreltilmis ve Brucella Agar plaklara steril swab
ile yayilmistir. Ardindan antimikrobiyal 6zellikleri test edilecek yaglar kagit disklere (6 mm
cap) emdirilerek, plaklara yerlestirilmistir (Sekil 10). 35-36°C’de 24-48 saat anaerobik
kosullarda inkiibasyonun sonunda disklerin etrafinda olugan inhibisyon zonlar1 6l¢tilmiistiir.
Pozitif kontrol amaciyla vankomisin (30ug/disk), negatif kontrol amacityla DMSO

kullanilmuastir.

(a) (b)
Sekil 10. Antibakteriyel aktivitenin belirlenmesi (a) agar kuyucuk yontemi (b) disk difiizyon

yontemi

3.3.5. Dogal Antimikrobiyal Maddelerin MIK ve MBK Degerlerinin Belirlenmesi

Agar kuyucuk ve disk diflizyon yontemi ile inhibisyon zonlar1 belirlenen dogal
antimikrobiyal maddelerin pozitif kontrol grubu olan antibiyotikle olusturduklari zon ¢aplari
karsilastirilmus ve etkili bulunan yaglarm Minimum Inhibisyon Konsantrasyonlar: (MiK)
mikrodiliisyon yontemi ile (CLSI, 2012) belirlenmistir. 96 kuyucuklu U tabanh
mikroplaklara %0,05 Yeast Extract, %0,1 L-cysteine, Ky vitamini, Hemin katkil1 Brucella
Broth, 8 log/kob seviyesine ayarlanmis aktif kiiltlir ve seri konsantrasyonlar1 hazirlanmis

esansiyel yaglar ilave edilmistir. 35-36°C 48 saat anaerob sartlarda inkiibasyonun ardindan
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plaklar 620 nm’de mikroplak okuyucuda (Thermo scientific, Multiscan FC, ABD) okunarak
ve iiremenin gerceklesmedigi minimum konsantrasyon, esansiyel yaglarm MIK degeri
olarak kabul edilmistir. Kuyucuklara 20 uL 2,3,5-Triphenyltetrazolium chloride (Merck,
Almanya) ilave edilerek gelisme kontrol edilmistir. ilk kuyucuktaki DMSO’nun son

konsantrasyonu %2 olacak sekilde ayarlanmistir.

Antimikrobiyal maddelerin minimum bakterisidal konsantrasyonlar1 (MBK) Brucella
kanli agar plakalarina higbir gelisme gozlenmeyen kuyucuklardan 10ul inokiile edilerek
belirlenmistir. 35-36°C’de 48 saatlik anaerobik inkiibasyon sonunda %90 azalma saglayan
konsantrasyon MBK olarak belirlenmistir (Sengiin vd., 2020).

3.3.6. Dama Tahtasi Sinerji Testi

C. difficile’nin vejetatif formuna karsi antimikrobiyal etkisinin en yiiksek oldugu
belirlenen tar¢in ve gay agaci esansiyel yaglarinin ve tar¢in esansiyel yaginin vankomisin ile
kombinasyonunun MIK degerleri iizerindeki etkisi dama tahtasi testi ile 96 kuyucuklu U
tabanli mikroplaklar kullanilarak belirlenmistir (Shahverdi vd., 2007). Tiim kutucuklara 50
uL Brain Heart Infusion Broth ((%0,05 Yeast Extract, %0,1 L-cysteine, K1 vitamini, Hemin)
dagitilmistir. Mikroplakta ilk siituna (A-H) ¢ay agaci1 yagindan 50 pL aktarilmigtir. Soldan
saga dogru (1-8) cay agac1 yag seri seyreltilmistir. Ik satira (1-8) 50 pL tarcin yag
aktarilmistir. Yukaridan asagi dogru (A-H) tar¢in yagi seri seyreltilmistir. 9. ve 10. siitunlara
test edilen antimikrobiyal maddelerin seri dillisyonlar1 aktarilarak tek baglarina
olusturduklar1 MIK degerlerinin saptanmasi amaglanmistir. Ardindan kuyucuklara 8 log/kob
seviyesine ayarlanmig aktif C. difficile ATCC 1870 susundan 50 pL ilave edilmistir.
Gelisme kontrolii olarak kuyucuklardan birine sadece besiyeri ve mikroorganizma, sterilite
kontrolii amaciyla ise kuyucuklardan birine sadece besiyeri aktarilmistir. Tiim adimlar targin

yag1 ve vankomisin kombinasyonu i¢in de izlenmistir (Sekil 11).

37°C’de 48 saat anaerob sartlarda inkiibasyon sonunda kuyucuklardaki gelisme
degerlendirilmis ve Fraksiyonel Inhibitér Konsantrasyonu (FiK) asagidaki formiile gore
hesaplanarak antimikrobiyal maddeler arasindaki sinerji belirlenmistir. Sonuglar FIK <0.5

(sinerji), FIK> 0.5-4.0 (interaksiyon yok), FIK> 4.0 (antagonist) seklinde yorumlanmistir.
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Sekil 11. Dama tahtas1 yonteminin sematik gosterimi

Sart kuyucuklar mikrobiyal gelisme olmayan kuyucuklari, kahverengi kuyucuklar
mikrobiyal gelisme olan kuyucuklar, kirmizi kuyucuk ise fraksiyonel inhibitor
konsantrasyonunu (FIK) gostermektedir. MiKa: A maddesinin MIK degeri, MiKg: B
maddesinin MIK degeri, GK: Gelisme kontrolii, SK: Sterilite kontrolii

3.3.7. Esansiyel Yaglarm Antibiyofilm Yeteneklerinin Belirlenmesi

C. difficile suslarinin biyofilm kapasiteleri kristal viyole mikrotitre plak yontemi ile 96
kuyucuklu mikroplaklar kullanilarak belirlenmistir (Hammond vd., 2014). Her kuyucuga
6log/kob diizeyinde 20 uL kiiltiir ve 180 uLL. BHI Broth eklenmistir. Kiiltiir ilave edilmeyen
kuyucuklar negatif kontrol olarak degerlendirilmistir. Plaklar anaerobik kosullarda 35-
36°C’de 48 saat inkiibasyonun ardindan bosaltilmis ve her kuyucuk tutunamayan hiicrelerin
uzaklastiritlmas: amaci ile 3 kez 200 pL PBS ile yikanmistir. Plaklar 60°C’de 1 saat
kurutulmanin ardindan, kuyucuklara 150 pL %2’lik kristal viyole eklenerek 5 dakika
beklenmigtir. Siire sonunda plaklar su ile yikanmig ve 60°C’de 10 dakika kurumaya

birakilmistir. Tutunan hiicrelere yapisan boyanin ¢oziinmesi i¢in her kuyucuga 150 pL
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%33’1lik (v/v) asetik asit (Sigma, Amerika) ilave edilmistir (Sekil 12, 13). Plaklar,
spektrofotometrede (Thermo scientific, Multiscan FC, Amerika) 620 nm’de okunmus ve
optik yogunluklarima gore (OD degeri) olusturduklar1 biyofilm hesaplanmistir. Her kiiltiir
i¢in analiz 3 kez tekrar edilmistir (Donelli vd., 2012). Negatif kontroliin 3 kez 6l¢giilecek OD
degerlerinin ortalamasi (ODc) iizerinden izolatlarin tutunma yetenekleri (Stepanovi¢ vd.,

2000)’e gore belirlenmistir.

Her kuyucuga 6 log/kob
diizeyinde 20 pL kaltar ve 180
pL BHI Broth eklenmistir

370C’de 48 saat inkiibasyonun
ardindan bosaltiimis ve her kuyucuk
tutunamayan hucrelerin
uzaklastiriimasi amaci ile 3 kez 200 pL
PBS ile yikanmustir.

Kuyucuklara 150 pL %1’lik
kristal viyole eklenerek 5
dakika beklenmistir.

Tutunan hicrelere yapisan
boyanin ¢oziinmesi igin her
kuyucuga 150 pL %33'lik
(v/v) asetik asit ilave

edilmistir.

Plaklar, mikroplak okuyucuda 620
nm’de okunmus ve optik
yogunluklarina gore (OD degeri)
olusturduklari biyofilm
hesaplanmistir.

Sekil 12. Biyofilm analizinin akis semasi

Antibiyofilm aktivite i¢in 96 kuyucuklu mikroplaklara 20 pL aktif kiiltiir ve 180 pL
BHI Broth eklenmistir. 35-36°C’de 48 saat inkiibasyonun ardindan plaklar bosaltilmis ve
farkli konsantrasyonlardaki yaglardan kuyucuklara 200 uL ilave edilmistir (Sekil 14). 35-
36°C’de 24 saat inkiibasyonun ardindan yikama islemleri 3.4.4.1.’de anlatildig1 sekilde
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gerceklesmistir. 620 nm’de spektrofotometrede okumanin ardindan yaglarin antibiyofilm

aktiviteleri kontrol grubu ile karsilastirilarak hesaplanmistir (Hammond vd., 2014).

96 kuyucuklu mikroplaklara
@ 20 pL aktif kaltar ve 180 pL

BHI Broth eklenmistir.

@

37 oC’de 48 saat inkiibasyonun
ardindan plaklar bosaltiimis ve
farkl konsantrasyonlardaki
yaglardan kuyucuklara 200 pL

ilave edilmistir.

370C’de 24 saat inkiibasyonun
ardindanher kuyucuk tutunamayan

hicrelerin uzaklastiriimasi amaci ile 3

kez 200 pL PBS ile yikanmistir.

Kuyucuklara 150 pL %1'lik
kristal viyole eklenerek 5
dakika beklenmistir.

Tutunan hiicrelere yapisan
boyanin ¢éziinmesi icin her
kuyucuga 150 pL %33’lik
(v/v) asetik asit ilave
edilmistir.

Plaklar, mikroplak okuyucuda 620 nm’'de

okunmus ve optik yogunluklarina gére (OD
degeri) olusturduklari biyofilm hesaplanmistir.

Sekil 13. Antibiyofilm analizinin akis semast
3.3.8. Esansiyel Yaglarmm Ucucu Yag Profillerinin GC-FID-MS ile Belirlenmesi

En etkili ii¢ yagin ugucu yag profilleri Prof. Dr. Serkan Selli ve Ogr. Gér. Onur
Sevindik tarafindan Cukurova Universitesi Merkez Laboratuvart (CUMERLAB)’nda
belirlenmistir. Gaz kromatografi sistemi (GC—MS) Agilent7000D, FID (alev iyonizasyon
dedektorii) arayiizlii Giglii dort kutuplu GC-MS sisteminden olusmaktadir. Numunelerin

ucucu maddelerini ayirmak igin DB-Wax kolonu (0,5um kalinlikx0,25 mm i.d.x60 m
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uzunluk; J&W Scientific, Folsom, CA) kullanilmistir. Ornekler diklorometan (1:100, v/v)
ile seyreltilmistir. Ug uL ekstrakt, 0,5 dakika boyunca 40 psi'de bdliinmiis olmayan darbe
modu kullanilarak enjekte edilmistir. Enjektor ve FID dedektor sicakliklari sirasiyla 270 ve
280°C olarak belirlenmistir. Helyum akis hiz1 1,5 ml/dk akis hiz1 ile tasiyict gaz olarak
kullanilmigtir. DB-Wax kolon firin programinin parametresi, dakikada 4°C ve 10 dakika
bekletme ile 50 ila 250°C arasi tutulmustur. Bu firin parametreleri MSD ic¢in de
kullanilmistir. MS (elektronik darbeli iyonizasyon) parametreleri saniyede 2,0 tarama hizi,
70 eV iyonizasyon enerjisi, kiitle araligi m/zof 30-300 a.m.u., 250°C arayiiz sicaklig1 ve
180°C kaynak sicakligi olmustur. Numunelerin uguculari, ticari bir spektrum veri tabani
(Wiley 14, Flavor 2 L, NBS 75 k) kullanilarak DB-Wax kolon iizerindeki alikonma indeksi,
standart bilesikler ve kiitle spektrumlarina dayali olarak tanimlanmustir. Tepki faktorleri, her
bir ugucu maddenin 4-nonanole olan yogunluk oranina gére hesaplanmis ve her bir bilesenin
tepki faktorii kullanilarak pik alanlarinin oranlari diizeltilmistir. Ugucularin alikonma indeksi

verileri n-alkan serisi (Cs—Caz2) kullanilarak hesaplanmistir (Sonmezdag vd., 2018).

3.4. Arastirma 3. Dogal Antimikrobiyal Maddeler ile C. difficile Sporlarinin
Kontrolii

3.4.1. Kullamilan Mikroorganizmalar

C. difficile ATCC 700057, C. difficile ATCC 43593, C. difficile ATCC 1870, C.
difficile ATCC 9689, C. perfringens ATCC 12915, C. sporogenes ATCC 11437
(Microbiologics, Amerika) kullanilmistir.

3.4.2. Kullamlan Dogal Antimikrobiyal Maddeler

Juniperus communis (Ardig), Terebinthinae (Cam-terebentin), Cuminum cyminum
(Kimyon), Laurus nobiis (Defne), Jasminum officinale (‘Yasemin), Cinnamomum
zeylanicum (Targin), Melaleuca alternifolia (Cay agaci), Zingiber officinale (zencefil),
Menthae piperitae (Nane), Lavandula angustifolia miller (Lavanta), ve Citrus limonum

(Limon) yaglar1 kullanilmistir.
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3.4.3. Spor Soliisyonlarimin Eldesi

Clostridium kiiltiirleri Brain Heart Infusion Agar (L-cystine+ Kj vitamini+hemin)'da
35-36°C’de 10 giin boyunca anaerobik ortamda sporlanmalar1 igin inkiibasyona
birakilmistir. Inkiibasyon siiresi sonunda vejetatif hiicrelerin ortamdan uzaklastirilmasi
amaci ile petriler 24 saat boyunca oda kosullarinda bekletilmistir. Siire sonunda petri
ylizeyinden koloniler toplanarak steril soguk su icerisinde tiiplerde siispanse edilmis ve
vejetatif hiicrelerin uzaklastigindan emin olmak amaci ile 70°C’de su banyosunda bakteri
stispansiyonlar1 20 dakika tutularak 1s1 soku uygulanmigtir. Ardindan tiipler 10 dakika
boyunca 4000 g’de santrifiij edilmis ve kalan pelet soguk su ile yikanmis ve bu islem 10 kez
tekrar edilmistir (Sekil 14). Son olarak pelet tekrar steril soguk su ile siispanse edilmis ve
slispansiyon igerisinde sporlarin varligi seri diliisyonlar hazirlanarak kontrol edilmistir. Her
spor eldesinde sporlarin varligi test edilmis olup, siispansiyonlar kullanima kadar -18°C’de

saklanmistir (Sorg ve Dineen, 2009).

24hr

% lll

inkiibasyon siiresi sonunda
35-36°C'de 10 giin vejetatif hiicrelerin ortamdan )
anaerobik ortam uzaklastiriimasi
amaci ile petriler 24 saat
boyunca oda kosullarinda
bekletilmistir.

70°C’de su banyosunda
20 dakika 1s1 soku.

Pelet steril soguk su ile siispanse @
edilerek siispansiyon igerisinde o
sporlarin varligi seri dillisyonlar °o=™°

hazirlanarak kontrol edilmis ve
kullanima kadar -18°C'de saklanmistir
Tupler 10 dakika boyunca 4000 g'de
santrifdj edilmis ve kalan pelet soguk su
ile yikanarak islem 10 kez tekrar edilmistir

Sekil 14. Spor soliisyonunun eldesi
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3.4.4. Antimikrobiyal Maddelerin MIiK Degerlerinin Belirlenmesi

Vejetatif hiicrelere karst MIK degerleri belirlenen yaglarin sporlara kars1 degerleri de
96 kuyucuklu U tabanli mikroplaklar kullanilarak mikrodiliisyon yontemi ile belirlenmistir
(CLSI, 2012). 50 uL BHI (Yeast Extract (%0.05), L-cysteine (%0,1), Kz vitamini, Hemin),
50 uL 8 log/kob seviyesine ayarlanmig C. difficile sporu ve 50 pL seri diliisyonlari
hazirlanmis yaglar kuyucuklara ilave edilmistir. 35-36°C’de 48 saat anaerobik inkiibasyon
sonunda kuyucuklara 2,3,5-Triphenyltetrazolium chloride ilave edilerek gelisme kontrol
edilmis ve iireme olamayan minimum konsantrasyon sporlar i¢in MiK degeri olarak kabul

edilmistir.

3.4.5. Sporisidal Aktivite

Targin esansiyel yaginin sporisidal aktivitesi (Lawrence ve Palombo, 2009) ve Roshan
vd., (2018)’nin yontemine gore test edilmistir. Hazirlanan spor soliisyonlarindan 5 mL
alinarak, 50 pL antimikrobiyal madde ile karigtirilmistir. Hazirlanan siispansiyonlar 35-
36°C’de 24, 48, 120, 144 ve 168 saat inkiibasyona birakilmistir. Her inkiibasyon siiresinin
sonunda siispansiyonlardan 1 mL alinarak 4000g’de 10 dk santriflij edilerek, %0,85’1ik
serum fizyolojik ile iki kez yikanmistir. Yikanan pelet 1 mL %0,85’lik serum fizyolojik
icinde siispanse edilerek, seri diliisyonlar halinde BHI’ya ekim yapilmistir. 35-36°C’de 48

saat inkiibasyonun ardindan petrilerdeki koloniler sayilmistir (Sekil 15).
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1

— 5 mL spor soliisyonu
24 saat = +50pL tar¢in yag 168 saat

[TB saat 144 saat /-\
1mL F 120 saat /-\ 1 mL
4

- .' 1mL l, I mL o
L. |

3 1 mL !

1 M 1
P

[N

|
%

4000 ¢ 10 dk Yikanan pelet | mL serum fizyolojik

su (%0,85, v/v) icinde siispanse
edilerek, seri diliisyonlar halinde
BHI'ya ekim yapilmustir. 35-36°C’de
48 saat inkiibasyonun ardindan
petrilerdeki koloniler sayilmigtir.

Sekil 15. Sporisidal aktivite

3.4.6. Sporisidal Aktivitenin Matematiksel Modellemesi

Log-Lineer Model

Sporisidal aktivitenin log-lineer ile modellenmesi Microsoft Excel (Microsoft,
Redmond, WA, 2010)’e eklenen GInaFiT Geeraerd ve Van Impe inaktivasyon programi
versiyon 1.7 (Geeraerd vd., 2005)’ye gore yapilmistir.

Bu modelde targin yagi ile temas ettirilmis sporlarin inaktivasyonunun birinci derece

Kinetik modele gére meydana geldigi ve sporlarin antimikrobiyal uygulamaya esit direng

gosterdigi varsayilmistir.
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N _t
logio—-= - (3.2)
No: Baslangi¢ spor sayis1 (kob/mL)

N: Uygulanan islem sonucu spor sayis1 (kob/mL)

D: 1 logaritma birimlik azalma i¢in (%90 azalma) gerekli siire (saat)

t: zaman (saat)
Weibull Model

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)’ye gore yapilmistir.

Bu model bir popiilasyondaki hiicrelerin ve sporlarin farkli direnglere sahip oldugunu
ve bir hayatta kalma egrisinin sadece oldiriicli ajanlarin dagilimmin kiimiilatif bigimi

oldugunu varsaymaktadir.
logN=logNo- (%)B (3.2)

No: Baslangic spor sayis1 (kob/mL)

N: Uygulanan islem sonucu spor sayisi (kob/mL)

d: Sporlarin bir logaritma birimlik azalmasi i¢in gerekli siire (Saat)

B: Egrinin seklini ifade eder. B<1 (konveks kurve), B:1 (lineer kurve), p>1 (konkav

kurve)

Eger f>1 ise kalan sporlarin uygulanan isleme duyarli oldugunu ifade etmektedir. <1
ise kalan sporlarin dirence sahip oldugunu, strese uyum sagladigini ve dolayisiyla daha az
inhibe olma olasiligina sahip oldugunu ifade etmektedir. B:1 ise, tiim spor popiilasyonunun

esit duyarliligini ifade etmektedir.
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Modifiye Gompertz Esitligi

Zwietering vd., (1990) tarafindan gelistirilen bu model excel tabanli OK-BUZ GRoFiT
programinda yapilmistir (Oksiiz ve Buzrul, 2021). Modelin denklemi asagida verilmistir.

log1oN(t): logioNo + (10g10Nmax — logioNo) . exp{-exp[ mmax’>*® / 10g10Nmax-10g10No . (A-t)
+ 1]} (3.3)

No: Baslangi¢ spor sayisi (kob/mL)

N: Uygulanan islem sonucu spor sayisi (kob/mL)
Wmax: Azami 6zgiil bliylime hiz1 (1/saat)

A: Lag fazi siiresi (saat)

t: zaman (saat)

exp: Euler sayisi (2,7182)

Modellerin Karsilastirilmasi

Tahminlemede kullanilan modellerin uygunlugu ortalama karakok hata (RMSE) ve
korelasyon katsayisi1 (R?) degerine gore degerlendirilmistir. Daha diisiik hata oranina sahip
model, tahminlemede daha dogru olarak yorumlanirken, daha yiiksek bir R? degeri verilerin

se¢ilen model ile daha iyi tanimlandigini ifade etmektedir (Jaiswal ve Jaiswal, 2015).

3.4.7. Tarcin Esansiyel Yag- Asetik Asit Kombinasyonunun Sinerjistik
Aktivitesinin ve MIK Degerinin Belirlenmesi

Test edilen yaglar i¢inde en etkin antibakteriyel aktivite gosteren tar¢cin esansiyel
yaginin kuvvetli aromasi ve yagin yapisindan dolay1 ¢calismanin devamindaki boliimlerde
kullanilabilirliginin artirilmasi amaciyla asetik asit ile kombine edilmistir. Asetik asit ve
tar¢in yag1 kombinasyonunun C. difficile ATCC 1870 tizerindeki sinerjisi 3.3.6’da anlatildig1
gibi dama tahtas1 yontemi ile belirlenmistir. 96 kuyucuklu mikroplakta seri diliisyonlar1
hazirlanan farkli konsantrasyonlardaki asetik asit ve tar¢in yagi karistmi bulunan
kuyucuklara spor soliisyonundan 50 pL ilave edilmistir. 35-36°C’de 48 saat anaerobik

inkiibasyonun ardindan en kiiciik FIK degeri belirlenmistir (Shahverdi vd., 2007).
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Kombinasyonun MiK degeri ise 3.4.4’de anlatildig1 sekilde mikrodiliisyon ydntemi ile tespit
edilmistir (CLSI, 2012).

3.5. Arastirma 4. Yikamanmin Maruldaki C. difficile Sporlar1 Uzerindeki Etkisinin
Belirlenmesi
3.5.1. Materyal

Marullarin yikanmasinda tar¢in esansiyel yagi (TEY) ve asetik asit (AA)
kombinasyonunun MIK, 2xMIiK, 4xMIK konsantrasyonlar1 ile sodyum hipoklorit
(NaOCl)’in 50, 100 ve 200 ppm konsantrasyonlarindaki sulu ¢6zeltisi kullanilmistir. Kontrol
grubu olarak ¢esme suyu kullanilmustir. Marullara toksinojenik bir sus olan C. difficile
ATCC 1870 inokiile edilmistir.

3.5.2. Marul Inokiilasyonu

Inokiilasyondan énce marullarin toplam yiikiinii uzaklastirmak amaciyla 200 ppm
NaOCI ile 15 dk dezenfeksiyon islemi uygulanmistir. Bu konsantrasyon ve siire ile
dezenfeksiyon uygulamasi marullardaki anaerob ve aerob mikrobiyal yiikiin tamamin
inhibe etmistir. Durulamanin ardindan marullar 30 dk kurumaya birakilmistir. 6 log kob/mL
C. difficile ATCC 1870 sporu igeren 250 mL soliisyona 25 gram marul 10 dk daldirilmastir.
Marullarin kurumasi ve mikroorganizmanin marul yiizeyine tutunmasi i¢in laminar giivenlik

kabininde 2 saat bekletilmistir.

3.5.3. Marullara inokiile Edilen C. difficile’nin Geri Kazanilmasi

Inokiile edilen sporun geri kazanilmasinda uygun besiyeri ve yontemin belirlenmesi
icin 3 farkli calisma uygulanmstir. Inokiile edilen marullardan hem direkt ekim yapilmis
hem de 6n zenginlestirme islemleri uygulanmistir. Marullara inokiile edilen C. difficile’nin

geri kazanilmasi ¢alismalar1 Sekil 16’da gésterilmistir.

1.Calisma: Sporlarin geri kazanilmasinda Flock (2017)’nin yontemi uygulandiginda
cycloserine-cefoxitin i¢eren C. difficile Agar base (CDCC) ile 6n zenginlestirilen marullarda

dezenfeksiyon iglemi uygulansa dahi inokiile edilen C. difficile disindaki anaerobik yiik de
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zenginlesmistir ve koloni sayisi sayilabilir seviyenin lstline ¢ikmistir (>300 kob/g).
Monolaktam- norfloksasin igeren C. difficile Agar Base (CDMN) igeren besiyerinde 6n
zenginlestirme isleminde ise C. difficile disindaki anaerobik yiik inhibe edilmistir. Ancak

inokiile edilen C. difficile sporlar da geri kazanilamamustir.

2.Calisma: Heise vd., (2021) ve Scholtzek vd., (2022)’in yontemi uygulandiginda ise, C.
difficile ile inokiile edilen 25 gram marul 6rnegi 225 mL %0,1 sodyum taurokolat igeren
tripton (50g/L), et ekstrakt1 (5g/L), maya ekstrakti (20g/L) (TPGYT) besiyerinde 2-4 giin
anaerobik kosullarda selektif olmayan ©n zenginlestirmeye birakilmistir. Ardindan
monolaktam-norfloksasin eklenen C. difficile Agar Base besiyerinde 2 giin selektif on
zenginlestirme uygulanmigtir. Bu yonteme ek olarak monolaktam-norfloksasin yerine
sikloserin-sefoksitin antibiyotikleri de denenmis ancak MN kullanilan besiyerinde sporlar
geri kazanilamazken CC kullanilan besiyerinde dezenfeksiyon islemi uygulanmasina
ragmen mevcut anaerobik yiik de zenginlesmistir. Petride C. difficile tipik kolonisi disinda

koloniler de gézlenmis olup koloni sayisi sayilabilir seviyenin iistiine ¢ikmistir (>300 kob/qg).

3.Calisma: Selektif bir ortam olmayan BHI ise, inokiile edilen sporlarin tamaminin
kazanilmasinda etkili olmustur. Inokiilasyon oncesi marullara uygulanan dezenfeksiyon
isleminin anaerob ve aerob mikrobiyal yiikii azaltmadaki etkisi BHI plaklarda kontrol
edilmis olup dezenfeksiyon islemi mikrobiyal yiikiin tamamini inhibe etmistir. Benzer
sekilde (Sorg ve Dineen, 2009)’un yontemiyle spor soliisyonunun eldesinde de BHI Agar
tercih edilmis olup sporlarin tamaminin geri kazanilmasini saglamistir. Sonug olarak inokiile
edilen marullarda sporlarin geri kazanimi i¢in antibiyotikli bir besiyeri tercih edilmemis
olup, BHI {izerinde sayimlar gergeklestirilmistir. 25 gram marul ornegi PBS iginde
stomacher cihazi ile 30 sn parcalanmustir. Seri diliisyonlar halinde BHI Agar’a ekim
yapilmistir. 35-36 °C’de 24 saat sonunda petride olusan koloniler sayilmigtir. Dezenfeksiyon
sonras1 inokiilasyon yapilmayan marullar da ayni sekilde analize alinmis ve kontrol grubu
olarak degerlendirilmistir. Inokiilasyon yapilan fakat yikama islemi uygulanmayan marullar
tutunma seviyesinin kontrolii i¢in degerlendirilmistir. Yikama isleminin kontrol grubu

olarak steril igme suyu kullanilmigtir.
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/_\ Cycloserine-cefoxitin (CC) iceren

besiyerinde marullara

On zenginlestirme Direkt ekim ¢ : !
(CDCC) 5 glin (CDCC) deZEl:lfekSl}lOn |$llem| Uyg}.l[al;lsa
24-48 saat dahi inokule edilen C. difficile
disindaki anaerobik yiik de
cbccC zenginlesmistir.
24-48 saat

Monolactam- norfloksasin igeren
f /\ besiyerinde 6n zenginlestirme

isleminde ise C. difficile disindaki

On zenginlestirme Direkt ekim anaerobik yiik inhibe edilmistir.
(CDMN) 5 giin (CDMN) Ancak inokiile edilen C. difficile
24-48 saat sporlari da geri kazanilamamistir.
CDMN
24-48 saat

N CDMN, CDCC plak (2 gtin)

N Dezenfeksiyon islemi
f uygulanmasina ragmen CC
iceren besiyerinde mevcut
. anaerobik yiik
Selektif olmayan 6n ) ) py zenginlesmistir. MN iceren
zenginlestirme (4 gin) Selektif 6n zenginlestirme besiyerinde ise higbir gelisme
%1 taurocholic asit igeren CDCC, CDMN (2 gun) gbzlenmemistir.

triyptone-peptone-glucose-
yeast-extract(TPGY)- J
broth besiyeri

Selektif bir ortam olmayan BHI ise, inokiile
edilen sporlarin tamaminin
> kazaniimasinda etkili olmustur. inokile
[‘ edilen marullarda sporlarin geri kazanimi
icin antibiyotikli bir besiyeri tercih
edilmemis olup, BHI tizerinde sayimlar
gerceklestirilmistir. Dezenfeksiyon sonrasi
inokiile edilmemis marullar kontrol grubu
olarak degerlendirilmis olup hi¢bir gelisme
gbzlenmemistir.

B

Brain Heart Infusion Agar
24-48 saat

Sekil 16: Inokiile edilen C. difficile’nin geri kazamlmasi ¢aligmalari
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3.5.4. Marullarin Yikanmasi

2 saat tutunmanin ardindan marullar tar¢in yagi-asetik asit yikama soliisyonunun MIK,
2xMIK ve 4xMIK konsantrasyonlarinda ve 50, 100 ve 200 ppm NaOCl iceren sularda ve
steril cesme suyunda 5 ve 15 dk yikanmistir (Sekil 17).

3.5.5. Toplam Mezofilik Aerobik Bakteri Yiikiiniin Belirlenmesi

Baslangictaki dezenfeksiyon islemi uygulanmadan marullar direkt targin yagi-asetik
asit yikama soliisyonunun MIK, 2xMIK ve 4xMIK konsantrasyonlarinda ve 50, 100, 200
ppm NaOCI igeren sularda 5 ve 15 dk yikanmis ve uygun desimal diliisyonlardan toplam
mezofilik aerobik bakteri (TMAB) yiikiiniin belirlenmesi igin Tripton Soy Agar (TSA,
Merck, Almanya)’a ekim yapilmistir. Ekim yapilan petriler 37°C’de 24 saat inkiibe
edilmistir. Inkiibasyon sonunda 30-300 arasinda koloni olan petrilerde sayim yapilmistir

(Uhlig vd., 2017).

3.5.6. Enterobacterales Yiikiiniin Belirlenmesi

Baslangigtaki dezenfeksiyon islemi uygulanmadan marullar direkt tar¢in yagi-asetik
asit ytkama soliisyonunun MIK, 2xMiK ve 4xMIK konsantrasyonlarinda ve 50, 100 ve 200
ppm NaOCI igeren sularda 5 ve 15 dk yikanmis ve uygun desimal diliisyonlardan
Enterobacterales yiikiiniin belirlenmesi i¢cin Violet Red Bile Glucose (VRBG, Merck,
Almanya) Agar besiyerine ¢ift tabaka ekim yontemine gore inokiilasyon gerceklestirilmistir.
Ekim yapilan petriler 37°C’de 24 saat inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonunda 30-
300 aras1 koloni gozlenen petrilerden tipik mukoid pembe koloniler alinarak dogrulama

testleri yapilmis ve Enterobacterales sayilart hesaplanmistir (Oliveira vd., 2012).

3.5.7. Kontrol Marul Orneklerinde Fiziksel ve Kimyasal Analizler

Inokiilasyon yapilmayan marul drneklerinde yikama islemlerinin marul drneklerinin
fiziksel ve kimyasal ozelliklerine etkisi incelenmistir. Yikama islemleri uygulanmayan
marul 6rnekleri kontrol grubu olarak degerlendirilmistir. Hem yikanan hem de yikanmayan

marul 6rneklerinin % L, a, b degerleri renk 6l¢iim cihazi Konica Minolta (CR-400, Japonya)
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ile (Caner ve Aday, 2009), tekstiir 6zellikleri, Texture Analyzer (Stable Micro Systems,

Surrey, England) (Jaiswal vd., 2012) ile belirlenmis, ayrica pH, suda ¢6ziiniir kuru madde

(SCKM), (Cemeroglu, 2013), toplam fenolik madde (Liu vd., 2007; Nikzad ve Parastar,

2021) analizleri yapilmistir.

25 gr marul \ ( Spor soliisyonu
—— 6 log kob/mL

10 dk daldirma

2 saat kuruma

5/15 dk

Targin esansiyel yagi +

30 dk kuruma

25 g marul +
225 mL PBS

35-36 °C anaerobik
kosullar 24-48 saat
inkiibasyon

Brain Heart
Infusion (BHI)

Yikama solusyonu

: . Sodyum hipoklorit (NaClO)
Asetik asit ol

. . . £ 50, 100, 200
(MiK, MiKx2, MiKx4) < (250, 100, 200 ppm)

Marul
inokulasyonu

Yikama

C. difficile
sayimi

Sekil 17: Inokiile edilen marullarin yikanmasinin is-akis semasi
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Renk Analizi

Yikama islemi uygulanan ve uygulanmayan marul 6rnekleri ile modifiye atmosfer
paketlenen marullarda depolamanin marullarin rengine olan etkisi renk 6l¢iim cihazi (Konica
Minolta, CR-400, Japonya) ile belirlenmistir (Caner ve Aday, 2009). L degeri parlaklig
ifade eder ve 0 (siyah)-100 (beyaz) arasinda degismektedir. (-) a degeri yesillik seviyesini
Olgerken (+a) degeri kirmizilik seviyesini ifade etmektedir. (-) b degeri mavilik seviyesini
olgerken, (+) b ise sarlik seviyesini belirtmektedir. Her drnekte 6 okuma yapilmustir. islem

uygulanmayan marullarin renkleri kontrol grubu olarak degerlendirilmistir.
Tekstiir Analizi

Tekstiir 6zellikleri Texture Analyzer (Stable Micro Systems, Surrey, England) ile
belirlenmistir.15 gram marul alinarak silindir seklinde sarilmis ve tablaya yerlestirilmistir
(Sekil 18). Warner bratzler blade (v) bigak yardimiyla 60mm/sn hizla marullar kesilmis ve
en yliksek uygulanan (N) belirlenmistir (Jaiswal vd., 2012).

o

m mm sys fm's

Sekil 18. Marullarin tekstiir 6zelliginin belirlenmesi
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pH

10 g marul 6rnegi blenderda homojenize edilmis ve kaba filtre kagidindan gegirildikten
sonra pH degerleri pH metre’de (Sartorius, Almanya) dl¢iilmiistiir (Cemeroglu, 2013).

Suda Coziiniir Kuru Madde (SCKM)
Blenderda homojenize edilen ve kaba filtre kagidindan gegirilen marullarin (Sekil 19)

suda ¢oziiniir kuru maddeleri dijital refraktometre (Hanna HI 96800, Amerika) ile

ol¢tilmiistiir (Cemeroglu, 2013).

Sekil 19. Marullarin SCKM degerlerinin belirlenmesi

Agirhk Kaybi
Modifiye atmosfer paketleme sonrasi her uygulama igin rastgele secilen ikiser paket

depolamanin 1, 3, 5, 7 ve 10. giinlerinde tartilmis ve agirlik kayb1 6l¢iilmustiir (Tiryaki,
2021).
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Toplam Fenolik Madde

Yikama soliisyonlari ile yikanan marullarin toplam fenolik igerikleri Liu vd., (2007)
ve Nikzad ve Parastar (2021)’nin yontemleri modifiye edilerek yapilmistir. Fenolik
maddelerin ekstraksiyonu i¢in marullardan 1 gram alinarak 10 mL %80’lik etanol-su
karisiminda oda sicakliginda 15 saat bekletilmistir. 100 pL ekstrakt, 6 mL distile su, 500 uL
folin reaktifi (damitik su ile 1:5 oraninda seyreltilmis) ve 1.5 mL Na>COz (20mg/mL)
vortekslenmis ve 2 saat karanlikta ve oda sicakliginda bekletilmistir. Daha sonra tiiplere
3800 g’de 10 dk santrifiij islemi uygulanmis ve 765 nm’de okuma yapilmistir. Elde edilen

sonuclar gallik asit esdegeri lizerinden mg GA/gram seklinde ifade edilmistir.

Gallik asit kurvesinin olusturulmasi1 amaciyla 0,04, 0,08, 0,12, 0,16, 0,2 mg/mL
konsantrasyonlarda gallik asit ¢ozeltileri etanol ile hazirlanmis ve yukarida anlatildig
sekilde absorbanslar1 okunmustur. Konsantrasyona karsilik okunan absorbans degerleri ile

gallik asit standart kurvesi olusturulmustur (Sekil 20).

0,35
0,3
0,25

o
(V)

0.15 y =1,19x +0,0714
’ R*=0,978

Absorbans

o
-

0,05

0
0 0,05 0,1 0,15 0,2 0,25
Gallik asit konsantrasyonu (mg/mL)

Sekil 20. Gallik asit standart egrisi
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3.6. Arastirma 5. Yikanan Marullarin Modifiye Atmosfer Paketleme ile
Depolanmasimn C. difficile Sporlar1 Uzerine Etkisinin Belirlenmesi
3.6.1. Materyal

Marullara C. difficile ATCC 1870 inokiile edilmistir. Modifiye atmosfer paketler igin
Pet/EVOH/PP antifog (Korozo Ambalaj Co.R&D, Tiirkiye) film katmanli PP (12x20x7 cm)

0zel kaplar kullanilmustir.

3.6.2. Marul Inokiilasyonu

Marullara C. difficile ATCC 1870 inokiilasyonu boliim 3.5.2°de anlatildigi sekilde
yapilmistir.

3.6.3. Marullarin Yikanmasi

4. ¢alismada yikama soliisyonlar1 farkli konsantrasyonlarda ve farkli siirelerde
uygulanmig ve hem mikrobiyal inaktivasyonun en iyi saglandigi hem de marulun fiziksel ve
kimyasal 6zelliklerinin en fazla korundugu konsantrasyon ve siire parametreleri 5. calisma
i¢in secilmistir. Marullar 2xMiK konsantrasyondaki TEY-AA kombinasyonu ile 5 dk ve 50
ppm konsantrasyondaki NaOClI ile 15 dk daldirma yontemi ile yikanmistir. Kontrol grubu
olarak steril gesme suyu ile 5 dk yikanan marullar degerlendirilmistir. Yikama uygulamalari

sonunda marullar laminar giivenlik kabininde 30 dk kurumaya birakilmistir.

3.6.4. Modifiye Atmosfer Paketleme

Yikanan marullar her pakette 25 gram olacak sekilde ReePack ReTray 25TC MAP
APACK (Seriate, italya) cihaz1 ile modifiye atmosfer paketlenmistir (Sekil 21). Yikama
isleminden sonra biyogiivenlik kabininde kurutulan marullar steril masalar ile Pet EVOH PP
film katmanli polipropilen kaplara alinarak %2 CO., %5 O> ve %93 N2 varliginda 4 ve
10°C’de 10 giin depolanmistir. Depolama giinlerindeki gaz kompozisyonundaki degisim
marul ambalaji agilmadan dnce gaz analizérii (AGC Instruments, map-pak combi, Irlanda)
ignesi batirilarak dlciilmiistiir (Sekil 22). Inokiile edilen tiim marullar daha sonra otoklav ile

bertaraf edilmistir. Modifiye atmosfer paketlenen marullarin is-akis semasi Sekil 23’de
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verilmistir.

3.6.5. C. difficile Sayimm

Depolamanin 1, 3, 5, 7 ve 10. giinlerinde boliim 3.5.4.’de belirtilen yonteme gore C.
difficile saymmi1 yapilmistir (Sorg ve Dineen, 2009). Paketlerden 25 gram marul ornegi
aliarak 225 mL fosfat tamponlu serum fizyolojik su (PBS) i¢inde stomacher cihazi ile 30
sn homojenize edilmistir. Seri diliisyonlar halinde BHI agar’a ekim yapilmustir. 35-36 °C’de
24 saat sonunda petride olusan koloniler sayilmistir. Analizler 3 paralel olacak sekilde

gerceklesmistir.

3.6.6. Toplam Aerobik Mezofilik Bakteri ve Enterobacterales sayim

C. difficile inokiile edilmeyen ve anaerobik yiikiin uzaklasmasi amaciyla dezenfekte
edilmeyen marullarda depolamaya bagli olarak toplam aerobik mezofilik bakteri ve
Enterobacterales yiikii arastirilmistir. Boliim 3.6.3’de belirtilen parametreler ile yikanan
marullar gilivenlik kabininde kuruduktan sonra modifiye atmosfer paketlenmistir.
Depolamanin 1, 3, 5, 7 ve 10. giinlerinde paketlerden 10 g alinarak TAMB i¢in TSA’ya
(Uhlig vd., 2017) Enterobacterales igin ise VRBG Agar’a seri dilisyonlar halinde
inokiilasyon yapilmistir. 37 °C’de 24 saat inkiibasyonun ardindan petrilerdeki koloniler

sayilmistir (Oliveira vd., 2012).
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Sekil 22. Paket i¢indeki gaz kompoziSyonunun ol¢iilmesi

3.6.7. Modifiye Atmosfer Paketlenen Marullarin Fiziksel ve Kimyasal Ozellikleri

C. difficile inokiile edilmemis kontrol orneklerinde depolamanin 1, 3, 5, 7 ve 10.
giinlerinde renk (Caner ve Aday, 2009), tekstiir (Jaiswal vd., 2012), pH (Cemeroglu, 2013),
suda ¢6ziiniir kuru madde (Cemeroglu, 2013), agirlik kaybi, toplam fenolik madde (Liu vd.,
2007; Nikzad ve Parastar, 2021) analizleri gergeklestirilmistir.
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Spor soluisyonu
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25 gr marul N
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2 saat kuruma
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Asetik asit (22 100 ppm) 15 dk
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Kontrol Targin esansiyel yagi
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Modifiye atmosfer
x ( paketleme
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25 g marul +
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A C. difficile sayimi

35-36 °C anaerobik

Brain Heart ) = kosl:,:fé,j:fgnsaat
Infusion (BHI) . g

Sekil 23. Modifiye atmosfer paketlenen marullarin ig-akis semasi
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3.7. istatistiksel Analizler

Analizlerin istatistiksel analizi i¢in IBM SPSS (Versiyon 21) ve Minitab (versiyon 17)
paket programlart kullanilmistir. Analizler 3 tekerriir 2 paralel olacak sekilde
gerceklestirilmis ve sonuglar ortalama + standart hata olarak verilmistir. MiK degerleri ve
inhibisyon zonlar1 arasindaki iligski Pearson korelasyon testi ile belirlenmistir. Antibiyofilm
analizinde yaglar arasindaki fark tek yonlii varyans analizi (ANOVA) ile ve antibiyofilm
analizinin istatistik degerlendirmesi Paired- Samples T test ile yapilmistir. Yikama
soliisyonlarinin ve modifiye atmosfer paketlenen Orneklerin uygulanan islemlere olan
etkisinin karsilastirilmast ANOVA ile gerceklesmistir. P<0.05 oldugu durumlarda

uygulamalar arasindaki farkliliklar1 belirlemek icin Tukey testi kullanilmistir.
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DORDUNCU BOLUM
ARASTIRMA BULGULARI

4.1. Arastirma 1. Marullarda C. difficile Varhg
4.1.1. Marullardan Elde Edilen izolatlar ve Antibiyotik Diren¢ Profilleri

Calismamizda 7 farkli ilden (Aydin, Balikesir, Bursa, Canakkale, Diizce, Izmir,
Manisa) temin edilen 107 adet marul 6rneginin 72’sinde (%72, 89) sikloserin-sefoksitin
katkili C. difficile Agar base (CDCC) besiyerinden izolat elde edilmistir. CDCC besiyerinde
at giibresi kokusuna sahip, diizensiz sekilli, gri ve opak goriintimde olan koloniler siipheli C.
difficile izolat1 kabul edilmis ve CDCC’den toplamda 101 izolat elde edilmistir. Segiciligin
artirilmast amaciyla izolatlar ChromID C. difficile Agar kromajenik besiyerine ¢izilmis ve
35-36°C’de 24 saat anaerobik kosullarda inkiibasyonun ardindan 42 izolat siyah koloni
meydana getirmistir (Tablo 6). 42 izolat BHI’ya stok alinmis ve daha sonra tekrar
aktiflestirilerek izolatlara Gram boyama yapilmistir. Gram boyama sonunda izolatlarin
%7,14°1 (3/42) Gram (+) ve ¢ubuk, %92,85°1 (39/42) ise kok olarak tespit edilmistir. Cubuk
goriinimde olan izolatlarin 1 tanesi Aydin, diger 2 tanesi ise Balikesir ilinden temin edilen

marullardan elde edilmistir.

Tablo 6

Marullardan elde edile izolatlar

izolat sayis1
izolat alinan 6rnek

Temin edildigi bolge sayisi/ornek sayisi cDCC ChromID
Aydin 6/6 9 5
Balikesir 14/23 23 14
Bursa 3/3 6 3
Canakkale 20/37 26 12
Diizce 4/4 4 2
[zmir 27/30 37 4
Manisa 4/4 4 1
Toplam 78/107 101 42
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Gram (+) ve cubuk olan 3 izolat MALDI-TOF MS ve API 32A ile tanimlanmustir.
Gram boyama sonucunda Gram (+) belirlenen izolatlar MALDI-TOF MS sonuglarina gore
Gram (-) ve ¢ubuk seklinde olan Enterobacter cloacae ve Enterobacter cancerogenus olarak
tanimlanmiglardir. Bu sonuglar hem besiyerinin segiciligi hem de MALDI-TOF MS
yonteminin anaeroblari tanimlamada yeterliligi agisindan diisiindiiriicii olmustur. izolatlarin
mikroskop goriintiileri sekil 24 ‘de gdsterilmistir. Diger taraftan bu {i¢ izolat API 32A ile de
tamimlanmis olup 2 tanesi C. perfringens ve 1 tanesi Actinomyces naeslundii olarak

tanimlanmistir. Calismamizdaki 6rneklerin hi¢birinden C. difficile izole edilmemistir.

Tablo 7

[zolatlarin MALDI-TOF MS ve API 32A ile tanimlanmasi
izolat numarasi Temin edildigi il MALDI-TOF MS APl 32A
M41B Balikesir E. cancerogenus C. perfringens
M48A Aydin E. cloacae C. perfringens
MG65A Balikesir E. cloacae A. naeslundii

M41B M48A M65A

Sekil 24. izolatlarin mikroskop gériintiileri

Hem MALDI-TOF MS’in hem de API 32A’nin anaerob bakterileri tanimlamada
eksikleri oldugunu ifade eden ¢alismalar mevcuttur. APl 32 A ile Clostridium difficile, C.
bifermentans, C. sordellii ve C. perfringens suslarindan olusan elli bes klinik izolatin
tanimlandig1 bir ¢aligmada (Fontana vd., 1995), toplam 55 izolatin yalnizca 10 tanesinin
dogru sekilde tanimlandigi ve dogru tanimlanan bu izolatlarin birinin C. difficile, ikisinin C.
bifermentans, ikisinin C. sordellii, ve ikisinin C. perfringens olarak dogrulanabildigi

bildirilmistir. Mory ve vd., (2009) standart suslar iizerinde yaptiklari calismada C.
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difficile’yi VITEK ile C. sporogenes olarak tanmimlarken, DNA sekanslama ile C. difficile

olarak tanimlamislardir.

C. difficile’nin tamimlanmasinda enzim sistemlerine dayali yontemler yetersiz
kalmaktadir. MALDI-TOF MS ve RAPID ID 32 A sistemleriyle tanimlanan izolatlarin DNA
sekanslanmasi ile dogrulanmasi gerekmektedir. Molekiiler diizeydeki ¢aligmalarin ytliksek
maliyete sahip olmasi nedeniyle izolatlarin molekiiler olarak dogrulanmasi agsamasi bu tez

kapsaminda gerceklestirilememistir.

Diger taraftan C. difficile’nin gidalarda bulunma sikliginin diisiik oldugu ve
izolasyonda standart yontemler olmadigi gibi mevcut yontemler gidalardan ziyade diski
ornekleri igin optimize edilmistir. Sikloserin-sefoksitin ve monolaktam- norfloksasin gibi
se¢ici ajanlarin C. difficile’nin geri kazanilmasinda olumsuz etkisi olduguna ve yalnizca gida
orneklerinden direngli C. difficile izolatlarinin geri kazanilmasina olanak sagladig: ifade
edilmektedir (Barbosa vd., 2020). Bu tezin ileriki boliimlerinde inokiilasyon ¢alismalarinda
da gozlemimiz aym sekilde olmustur. Ayrica segici ajanlar gibi faktorlerin yani sira 6rnek
miktari, seyreltme faktorleri, inkiibasyon siireleri gibi farkliliklar da gidalardan C.

difficile'nin geri kazanimini etkileyebilecegi belirtilmektedir (Barbosa vd., 2020).

Marullarda (Bakri vd., 2009; Han vd., 2018), salatalarda (Metcalf vd., 2010; Eckert
vd., 2013), patates, sogan, zencefil ve pancarda (Lim vd., 2018; Tkalec vd., 2019) C. difficile

varligini rapor eden c¢alismalar mevcuttur.

Metcalf vd., (2010) havu¢ ve zencefilden elde ettikleri 2 C. difficile izolatinin
klindamisine direngli, metronidazol ve vankomisine duyarli oldugunu belirtmislerdir.
Zidaric ve Rupnik (2012) aralarinda ChromID besiyerinin de bulundugu farklh
besiyerlerinde C. difficile varligin1 arastirmis ve 8 sebze drneginin higbirinde C. difficile’ye
rastlamamislardir. Rodriguez-Palacios vd., (2014) marul ve biberden elde ettikleri 3 izolatin
moksifloksasin ve klindamisine direngli oldugunu ifade etmislerdir. Han vd., (2018)
marullardan %13,8 oraninda (41/297) C. difficile izole etmisler ve elde ettikleri 44 izolatin
tamaminin metronidazol, eritromisin ve vankomisine direngli oldugunu bildirmislerdir. Usui

vd. (2020) 242 sebze orneginde C. difficile varligini arastirmislar ve kok sebzelerin
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%4,7’sinde C. difficile saptamislardir. Yaprakli sebzelerin higbirinde ise etkenin varligini

bildirmemislerdir.

Calismamizda elde edilen izolatlarin %4,14 (2/42)’t C. perfringens olarak
tammlanmustir. Diger API 32A ile tanimlanan izolat ise Actinomyces naeslundii olarak
tanimlanmistir. 38 marul, 12 1spanak ve 101 karisik salatada yapilan ¢calismada (Santos vd.,
2012), orneklerin higbirinde C. perfringens saptanmamuistir. 2009 yilinda rapor edilen bir
gida zehirlenmesinde (Der vd., 2013), etkenin C. perfringens oldugu ve karisik lahana ve
salatalarda sirasiyla 107 kob/g ve 10° kob/g spor varlig1 saptandigi bildirilmistir. Ayrica
Ghourchian vd., (2020) aralarinda dereotu, maydanoz, kisnig, tarhun, nane ve karigik

salatanin oldugu sebzelerde %9,3 (13/140) C. perfringens saptamustir.

EUCAST (2022) standardinda vankomisin, klindamisin ve metronidazol
antibiyotikleri i¢in belirlenen MiK degerleri C. perfringens igin sirasiyla 2, 0,25 ve 4 mg/L
olarak verilmistir. Bu degerlerin altindaki MIK degeri igin izolatlar duyarh, {istiindeki MiK
degerleri igin ise direngli olarak degerlendirilmistir. APl 32A ile C. perfringens oldugu
tanimlanan 2 izolatin antibiyotik direng profili E test ile belirlenmigtir. M48A numaralt
izolatta vankomisin ve metronidazolde zon olusumu gézlenmemis olup klindamisin igin
MIK degeri 2pug/mL olarak tespit edilmistir. Bu izolat test edilen antibiyotiklere kars1 direng
gdstermistir. M41B numaral1 izolatta ise, vankomisin ve klindamisin i¢in belirlenen MIK
degeri sirasiyla 2 ve 6 pg/mL olmustur. Metronidazolde ise zon olusumu gézlenmemistir.

Her iki izolat da test edilen antibiyotiklere karsi direng géstermistir.

4.2. Arastirma 2. Dogal Antimikrobiyal Maddeler ile C. difficile Vejetatif
Formunun Kontrolii

4.2.1. Agar Kuyucuk ve Disk Difiizyon Inhibisyon Zonlari

Tezin bu boliimiinde dogal antimikrobiyal maddelerin C. difficile, C. sporogenes ve
C. perfringens suslarina kars1 antibakteriyel aktivitesi agar kuyucuk ve disk difiizyon
yontemleri ile belirlenmigtir. Etkili bulunan maddelerin  minimum inhibisyon
konsantrasyonlari mikrodiliisyon ile belirlenmis ve diisiik MIK degerine sahip maddelerin

ucucu bilesenleri GC-FID-MS ile analiz edilmistir.

63



C. difficile’nin geleneksel antibiyotik tedavisine diren¢ kazanmasi, kontroliinde yeni
stratejilerin gelistirilmesi ihtiyacini meydana getirmektedir. Bitkisel kaynaklardan elde
edilen dogal antimikrobiyal maddeler, patojenlerin kontroliinde yenilik¢i ve siirdiiriilebilir

bir segenek olarak belirtilmektedir (Tortajada-girbes vd., 2021).

Agar kuyucuk yontemi aktif maddelerin aktibakteriyel aktivitesini degerlendirmek
icin yaygin olarak kullanilmaktadir (Balouiri vd., 2016). Standart bir 6l¢lim igin
kuyucuklarin 4 mm derinlik ve 8 mm ¢apta olmasi 6nerilmektedir (Aytar vd., 2019).

Antibakteriyel aktivitesi agar kuyucuk yontemi ile test edilen 23 dogal maddenin
19’unda inhibisyon zonu gozlenmistir (Tablo 8). Zonlar 11,74- 38,83 mm arasinda tespit
edilmistir. Tar¢in ve ¢cay agaci yaglari tiim suslara karsi en yiiksek aktiviteye sahip olan dogal
maddeler olmustur. Targin yaginda en yiiksek antibakteriyel aktivite 38,83+2,08 mm zon ile
C. difficile ATCC 9689’a kars1 gozlenmistir (Sekil 25, 26, 27). Roshan vd., (2017) tar¢in
tozunun (%20; v/v) C. difficile ATCC 700057 ye kars1 agar kuyucuk yontemi ile 20,4+0,5
mm zon olusturdugunu belirlemislerdir. Bu ¢alismada ise C. difficile ATCC 700057 ye karsi
tarcin yagi 37,42+ 1,24 mm zon olusturmustur. Bu farkliligin antimikrobiyal etkiden
sorumlu maddelerin farkli konsantrasyonlarda olmasindan ve kullanilan farkli formlardaki
antimikrobiyal maddelerin farkli difiizyon o6zelligi gostermesinden kaynaklandig

diistiniilmektedir.

Cay agac1 yag ise en yiiksek inhibisyon zonunu (37,35+0,01 mm) C. sporogenes
ATCC 11437’ye karst olusturmustur. En diisiik zon (11,74+1,27) hardal tohumu yaginda C.
difficile ATCC 9689’a kars1 6l¢lilmiistiir. Sarimsak, acibadem, 1sirgan tohumu yaglarinda ve
propolis ekstraktinda inhibisyon zonu gdzlenmemistir (<8mm). C. perfringens ve C.
sporogenes test edilen antimikrobiyal maddelere kars1 C. difficile suslarindan daha fazla
direng gostermistir. C. perfringens ATCC 12915’¢ kars1 en yiiksek zon ¢ay agaci ve limon
yaginda goézlenmistir. Limon yag1 sadece C. perfringens ve C. sporogenes’e karsi etkili
olmustur. Kavun yag1 sadece C. difficile ATCC 9689’a kars1 15,32 mm zon sergilemesine
karsin C. difficile ATCC 700057°ye karsi temiz bir zon olusturmasa da gelisimi
zayiflatmistir. Kimyon yagi ise sadece C. perfringens’e karsi antimikrobiyal etkinlik

gostermemistir.
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Tablo 8

Dogal maddelerin agar kuyucuk inhibisyon zonlar1 (mm)

C.difficile  C. difficile  C. difficile  C. difficile C. sporogenes C. perfringens
ATCC 1870 ATCC 9689 ATCC 700057 ATCC 43593 ATCC 11437 ATCC 12915

Acibadem <8* <8 <8 <8 <8 <8
Ardig 24,32+0,55 16,18+0,49 28,28+0,09 19,16+0,86 <8 <8
Cam- terebentin 19,88+1,13 22,79+0,72  18,95+0,73 21,20+0,94  13,95+1,50 <8
Cay agac1 23,38+0,12 24,95+0,50 36,62+0,30 20,50+0,64 37,35+0,01 24,64+0,69
Defne 23,51+£3,69 16,58+0,20 <8 17,23+1,42 <8 <8
Hardal 12,89+0,75 11,74+1,27 12,72+2,52 <8 <8 <8
Isirgan tohumu <8 <8 <8 <8 <8 <8
Kabak ¢ekirdegi <8 13,41+0,33 <8 <8 <8 <8
Kavun <8 15,32+0,07 <8 <8 <8 <8
Kimyon 23,38+1,07 25,29+1,75 24,90+2,30 21,39+1,12  14,63+1,55 <8
Lavanta 19,46+ 0,06 32,40+0,37 17,37+£0,01 18,64+1,04 29,06+1,00 16,63+0,30
limon <8 <8 <8 <8 28,11+0,07 21,77£1,27
Maydanoz <8 <8 13,31+0,09 <8 <8 <8
Mersin <8 14,47+0,48 <8 13,14+0,64 <8 <8
Nane 17,36£2,29 16,22+0,15 22,95+1,02 12,61+1,48 <8 <8
Propolis <8 <8 <8 <8 <8 <8
Sarimsak <8 <8 <8 <8 <8 <8
Sedir 13,27+0,47 12,54+1,66 <8 11,74+0,29 <8 <8
Tar¢in 34,65+0,48 38,83+2,08 32,63+0,03 31,36+0,40 26,65+0,93 19,66+1,29
Yasemin 21,72+0,86 26,14+2,97 18,11+0,56 18,36+0,79  15,86+0,83 13,88+0,52
Ylang ylang 15,14+0,68 15,11+1,03 14,23+0,71 <8 14,81+0,55 <8
Yosun <8 <8 <8 <8 <8 <8
Zencefil 15,01+0,06 22,66+1,66 15,24+0,49 16,68+1,51 <8 <8
DMSO (NK) <8 <8 <8 <8 <8 <8

Vankomycin (PK) 25,03+£0,26 24,46+0,38 23,51+0,31 15,67+0,51  18,21+0,22 18,03+0,73

*Kuyucuklar 8 mm capindadir. Inhibisyon zonlar1 ortalama +standart hata olarak verilmistir.
Pozitif kontrol olarak Vankomisin (30ug), negatif kontrol olarak DMSO kullanilmastir.
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Targin esansiyel
yagi

C. difficile ATCC 43593 C. difficile ATCC 43593

&
<

Cay agaci
esansiyel yagi
Tarcin esansiyel
yag

C. difficile ATCC 700057

C. difficile ATCC 700057

Sekil 25. Toksinojenik olmayan C. difficile suslarina kars1 gozlenen agar kuyucuk
inhibisyon zonlar1
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Targin esansiyel
yagi Cay agaci
esansiyel yagi

C. difficile ATCC 9689 C. difficile ATCC 9689

C. difficile ATCC 1870 C. difficile ATCC 1870

Sekil 26. Toksinojenik C. difficile suslarina kars1 gézlenen agar kuyucuk zonlari
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Tarcin esansiyel
yagi

C. sporogenes ATCC 11437

Tarcin esansiyel
yagi

C. perfringens ATCC 12915

Sekil 27. C. sporogenes ve C. perfringens’e karst gézlenen agar kuyucuk inhibisyon

zonlari

Anaerob mikroorganizmalar igin gdzlemlenen inhibisyon sonlari ile MIK degerleri
arasinda korelasyon saglanamadigindan disk difiizyon testi (Kirby-Bauer) testi standart
yontemlerde Onerilmemektedir (Schuetz, 2014). Diger taraftan antimikrobiyal duyarlilik

calismalarinda disk difiizyon yontemini kullanan arastirmalar (Holt vd., 2015) ve yontemin

C. sporogenes ATCC 11437

Cay agaci
esansiyel yagi

i

C. perfringens ATCC 12915

gelistirilmesi i¢in yapilan ¢alismalar mevcuttur (Dubreuil vd., 2020).

Disk diflizyon yonteminde ise 23 dogal maddenin 11'inde inhibisyon zonu
gozlenmistir (Tablo 9). Tespit edilen inhibisyon zonlar1 8,32—44,18 mm arasinda degismis,
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tarcin ve cay agaci esansiyel yaglari, tim suslara kars1 agar kuyucuk yonteminde oldugu gibi
en yiiksek antibakteriyel aktiviteye sahip yaglar olmustur (Sekil 28). Tar¢in ve ¢ay agaci
esansiyel yaglarinda en yiiksek antibakteriyel aktivite sirasiyla 44,18+0,53 ve
26,42 +0,34 mm zon ile C. difficile ATCC 700057'ye kars1 belirlenmistir.

Tablo 9
Dogal maddelerin disk difiizyon inhibisyon zonlar1 (mm)

C.difficile  C. difficile C. difficile  C. difficile C. C.
ATCC 1870 ATCC 9689 ATCC 700057 ATCC 43593 sporogenes perfringens
ATCC 11437ATCC 12915

Acibadem <6* <6 <6 <6 <6 <6
Ardig 11,16+0,93  12,33+0,56 9,35+0,12  15,74+0,18 <6 <6
Cam- terebentin ~ 11,89+0,79  12,30+0,58 21,85+0,17 10,40+1,20 10,70+0,33 20,22+1.90
Cay agaci 16,98+0,96  18,54+0,56  26,42+0,34 20,02+2,84 20,41+0,63 23,59+0.02
Defne <6 <6 <6 <6 <6 <6
Hardal <6 <6 <6 <6 <6 <6
Isirgan otu <6 <6 <6 <6 <6 <6
Kabak ¢ekirdegi <6 <6 <6 <6 <6 <6
Kavun <6 <6 <6 <6 <6 <6
Kimyon 11,77+0,56  13,86+0,06  13,23+0,77 11,76+0,78 9,84+0,06 10,86+0,38
Lavanta 13,12+0,38  14,91+0,65 11,98+0,13 9,10+0,54  9,57+0,31 11,29+0,10
Limon 10,52+0,50  14,24+0,74 13,00+0,14  11,05+0,15 11,12+0,38 13,59+0,02
Maydanoz <6 <6 <6 <6 <6 <6
Mersin <6 <6 <6 <6 <6 <6
Nane <6 <6 <6 <6 10,87+0,11  9,65+1,33
Propolis <6 <6 <6 <6 <6 <6
Sarimsak <6 <6 <6 <6 <6 <6
Sedir 9,65+0,32  10,51+0,72 9,05+0,44 <6 <6 8,87+0,52
Tar¢in 36,37+0,39  36,96+0,82 44,18+0,53  36,62+0,88 35,28+0,86 35,59+0,51
Yasemin 11,51+0,07  10,70+0,11 10,45+0,05 <6 <6 <6
Ylang ylang <6 <6 <6 <6 <6 <6
Yosun <6 <6 <6 <6 <6 <6
Zencefil <6 <6 <6 <6 <6 <6
DMSO (NK) <6 <6 <6 <6 <6 <6
VAN (PK) 22,77£0,59  22,71+0,30  23,00+0,10 21,12+0,20 20,32+0,16 20,80+0,75

*Diskler 6 mm ¢apindadir. inhibisyon zonlar1 ortalama +standart hata olarak verilmistir.

Pozitif kontrol olarak Vankomisin (30ug), negatif kontrol olarak DMSO kullanilmustir.
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C. difficile ATCC 700057

e

difficile ATCC 43593

C.

C. sporogenes ATCC 11437 C. perfringens ATCC 12915

Sekil 28. Tar¢in esansiyel yaginin disk difiizyon ile olusturdugu zonlar
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Cay agaci1 yaginin antimikrobiyal etki mekanizmasinin, hiicre i¢i materyal kaybu,
homeostazi koruyamama ve solunum inhibisyonu, membran biitiinliigli ve fonksiyonunun

kaybi ile iliskili oldugu ifade edilmektedir (Carson vd., 2006).

Kimyonun C. difficile inhibisyonundaki etkisinin arastirildigi ¢caligmalara literatiirde
rastlanilmamistir. Ancak yapilan ¢alismalar (Gajewska vd., 2019) kimyonun alternatif bir
aspirin kaynagi oldugunu, salisilik asit i¢eriginin yliksek oldugunu belirtmektedir. Flock
(2017), aspirinin %0,05 (2,7 mM) ve %0,1 (5,5 mM) konsantrasyonlarinin C. difficile ATCC
1805 ve C. difficile ATCC 1870 suslarinda sporlanmay1 ve spor iiretiminde rol oynayan
genleri onemli 6l¢iide baskiladigii, MIiK degeri olan %0,15 (w/v) konsantrasyonun ise
tamamen inhibe ettigini belirtmistir. Aspirinin spor liretimini ve spor bilyiimesini azaltarak
C. difficile'nin bulagsmasim1 ve niiksetmesini kontrol etmek i¢in potansiyel olarak
kullanilabilecegini ifade etmistir. Bu ¢alismada kimyon yaginda agar kuyucuk yontemi ile
14,63-25,29 mm arasinda degisen inhibisyon zonlar1 gozlenmistir. Disk diflizyon

yonteminde ise inhibisyon zonlar1 9,84-13,86 mm arasinda tespit edilmistir.

Calisgmamizda zencefil yagi agar kuyucuk yontemiyle 15,01-22,66 mm arasinda
inhibisyon zonu meydana getirirken en yiiksek antibakteriyel aktiviteyi C. difficile ATCC
9689'a kars1 gostermistir. Disk diflizyon yonteminde ise zencefil yaginda test edilen higbir
bakteriye karsi zon gortilmemistir. Mirtaghi vd., (2014) bu farkliligin agar kuyucuk difiizyon
yonteminde antimikrobiyal maddenin dogrudan kuyuya eklenmesi, disk difiizyon
yonteminde ise antimikrobiyal maddelerin 6nce kagit disklere emdirilmesi ve daha sonra
agar ylizeyine yerlestirilmesinden kaynaklanabilecegini ifade etmislerdir. Roshan vd.,
(2017) agar kuyucuk yontemi ile zencefil suyunda (%100, v/v) herhangi bir etki tespit
etmezken, zencefilin ana bileseni olan zingerzone'un orta derecede etkili oldugunu
belirtmislerdir. Bu farkliligin yaglar ve meyve sularindaki aktif bilesiklerin farkliligindan
kaynaklandig: diistintilmektedir. Diger taraftan Justin ve Antony, (2016) toksijenik
izolatlarin %85'inin ve toksik olmayan C. difficile izolatlarinin %80'inin disk difiizyon

yoluyla zencefil yagina duyarli oldugunu belirlemislerdir.

Sarimsak yaginda her iki yontemde de inhibisyon zonu gézlenmemistir. Ancak Roshan
vd., (2017) sarimsak suyunda (%100, v/v) C. difficile suslarina kars1 26,1-27,7 mm arasinda

degisen inhibisyon zonu goézlemlemislerdir.
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Ardig yagmin C. difficile iizerinde denendigi ¢alismaya rastlanilmamustir. Ancak Unlii
vd., (2008) J. excelsa’nin C. perfringens'e kars1 disk difiizyon yontemi ile 30 mm inhibisyon
zonu olusturdugunu goézlemlemislerdir. Bizim calismamizda ardi¢ yagi en yiiksek
antibakteriyel aktiviteyi C. difficile ATCC 700057'ye kars1 28,28 +0,09 mm zon ile

gostermistir.

4.2.2. Dogal Antimikrobiyal Maddelerin MiK ve MBK Degerleri

Antimikrobiyal maddelerin etkili olabilmesi i¢in uygun konsantrasyonlarda
kullanilmast gerekmektedir. Diisiik konsantrasyonlarda kullanim sadece etkisiz olmakla
kalmadig1 gibi, mikroorganizmalarin bu maddelere kars1 duyarhiliklarinin azalmasina sebep

olabilir (Rodriguez-Melcon vd., 2022).

Antimikrobiyal maddelerin inhibisyon zonlar1 pozitif kontrol olan vankomisin ile
karsilastirilmis ve en etkili bulunan maddelerin minimum inhbisyon konsantrasyonlari
(MIK) ve minimum bakterisidal konsantrasyonlar1 (MBK) belirlenmistir. Calismamizda test
edilen 23 antimikrobiyal maddeden en etkili 9 tanesinin MIK degerleri belirlenmis olup,
degerler sirasiyla 0,39-12,5 (%, v/v) ve arasinda degismektedir (Tablo 10). Tiim suslara kars1
en kiigik MIK degerleri targin yaginda belirlenmis ve 0,39-1,56 (%, v/v) arasinda
saptanmistir. Cay agac1 yagmim MIK degerleri 0,39-3,12 (%, Vv/Vv) arasinda olup tar¢in

yagindan sonra en diisiik MIK degerlerine sahip ikinci yag olmustur.

MIK degeri bakterilerin gelismesini engelleyen konsantrasyonu ifade ederken MBK
degeri bakterileri inhibe edecek bakterisidal aktiviteyi tanimlamaktadir. Bu sebeple MBK
degerlerinin MIK degerlerinden daha yiiksek olmas1 beklenmektedir (Sukmark vd., 2011).
Yaglarin MBK degerleri MIK degerlerinden yiiksek olup 1,56->25 (%, v/v) arasinda
belirlenmistir. Benzer sekilde Roshan vd., (2017) dogal antimikrobiyal maddelerin C.
difficile’ye karsi antimikrobiyal aktivitesini arastirdigi calismada MBK degerlerini MIK
degerlerinden yiiksek bulmustur.

Calismamizda nane yaginin MiK degeri %25 olarak belirlenirken Roshan vd., (2017)
%8 konsantrasyonda C. difficile suslarina karsi hem inhibitér hem de bakterisidal etki

gozlemlediklerini belirtmislerdir.
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Tablo 10

Yaglarm MIK ve MBK degerleri (%, V/v)

C.difficile C. difficile C. difficile C. difficile C. sporogenes

C. perfringens

ATCC ATCC ATCC ATCC ATCC 11437 ATCC 12915
1870 9689 700057 43593
Ardig MIK 3,12 3,12 6,24 3,12 - -
MBK 12,5 3,12 12,5 12,5 - -
Cam- )
terebentin MIK 6,24 0,78 0,78 3,12 1,56 0,78
MBK 12,5 6,24 6,24 >25 >25 25
Cay agac1 MIK 1,56 0,78 0,39 1,56 3,12 3,12
MBK 3,12 3,12 1,56 3,12 6,24 6,24
Kimyon MIK 6,25 12,5 3,12 3,12 - -
MBK 12,5 >25 >25 25 >25 >25
Lavanta MIK 1,56 1,56 3,12 3,12 3,12 3,12
MBK 6,24 25 25 >25 >25 >25
Limon MIK 6,24 6,24 6,24 6,24 6,24 3,12
MBK 12,5 12,5 12,5 12,5 25 12,5
Nane MIK - - - - 25 25
MBK - - - - >25 >25
Tar¢in MIK 0,39 0,39 0,39 1,56 0,78 0,78
MBK 6,24 12,5 6,24 6,24 6,24 3,12
Yasemin MIK 12,5 12,5 12,5 - - -
MBK 25 25 6,24 - - -

MIiK: Minimum inhibisyon konsantrasyonu MBK: Minimum bakterisidal konsantrasyon

Bu calismada hem agar kuyucuk hem de disk difiizyon yontemleri ¢alisiimis ve MiK

degerleri arasindaki korelasyon belitlenmistir. Agar kuyucuk zonlar ile MIK degerleri

arasinda zayif korelasyon saptanmustir (r: 0,435, P: 0,006). Disk difiizyon zonlar1 ile MiK

degerleri arasinda ise yiiksek bir korelasyon bulunmustur (rspearman: 0,751, P <0,0001).

4.2.3. Yaglarin Ugucu Yag Profilleri

Disk difiizyon ve agar kuyucuk yontemleri ile en yiiksek antibakteriyel etki

belirlenen ve en diisiik MIK ve MBK degerine sahip yaglar tarcin, ¢ay agaci ve ardig

olmustur. Bu yaglarin ugucu bilesenleri GC-FID-MS ile belirlenmistir (Tablo 11). En yiiksek

oranda bulunan aktif bilesen tar¢in esansiyel yaginda sinnamaldehit (%85,64) iken, ¢ay agaci

esansiyel yaginda 4-terpineol (%83,60) olarak belirlenmistir. Ardi¢ yaginda ise en yliksek

oranda bulunan ugucu bilesen 2,4-decadienal (%26,60) olarak belirlenmistir.
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Tablo 11

Etkin bulunan yaglarin ugucu yag profilleri

Melaleuca alternifolia

Cinnamomum zeylanicum

Juniperus communis

RT (min) LRI Area(%) RT(min) LRI Area(%) RT(min) LRI Area(%)
D-Limonene 17,09 1185 0,4 17,06 1185 0,01 17,09 1185 0,42
Eucalyptol 17,54 1199 0,2 17,53 1199 0,01 - - -
y-Terpinene 19,23 1230 1,2 - - - - - -
0-Cymene 20,23 1268 1,8 - - - 20,20 1268 1,21
p-Cymene - - - 20,21 1261 0,05 - - -
Terpinolene 20,92 1288 0,4 - - - - - -
a-Cubebene - - - - - - 28,25 1455 1,66
a-Copaene - - - - - - 29,50 1488 1,27
Benzaldehyde - - - 29,79 1528 0,03 - -
Linalool 30,89 1552 0,2 30,89 1552 1,71 30,89 1552 0,82
p-Menth-3-en-1-ol 31,97 1587 0,1 - - -
Isobornyl acetate - - - - - - 32,21 1554 1,36
B-Elemene, (-)- - - - - - - 32,77 1576 1,64
4-terpineol 33,00 1594 83,6 32,97 1594 0,01 32,97 1594 6,31
B-Caryophyllene - - - 33,18 1597 2,71 33,20 1597 5,86
Humulene - - - - - - 36,12 1662 4,36
a-Terpineol 36,65 1675 2,8 36,84 1675 0,63 36,84 1665 4,03
Terpinyl acetate - - - 36,97 1689 0,08 - - -
y-Elemene 36,98 1696 0,6 - - - - - -
y-Muurolene - - - - - - 38,18 1671 2,85
2,4-Nonadienal, (E,E)- - - - - - - 39,16 1681 15,03
5-Cadinene - - - - - - 39,29 1742 11,97
2,4-Decadienal, (E,E)- 40,62 1797 1,7 40,62 1797 0,01 40,62 1797 26,60
Anethole 41,03 1837 0,2 - - - 41,03 1837 2,65
trans-Calamenene - - - - - - 41,51 1844 2,14
p-Cymen-8-ol - - - - - - 41,65 1848 0,69
(2)-Cinnamaldehyde - - - 42,85 2018 0,56 - - -
Hydrocinnamyl - - - 44,22 2024 0,02 - - -
isobutyrate
Caryophyllene oxide - - - 45,36 2028 0,02 45,54 2028 1,96
Cinnamyl formate - - - 46,06 2030 0,03
Cinnamaldehyde 46,43 2032 1,2 46,59 2032 85,64 46,43 2047 3,74
(E)-Cinnamaldehyde - - - 46,82 2047 0,17
Humulene-1,2-epoxide - - - - - - 46,87 2128 1,87
Aromadendrene oxide-(2) - - - - - - 47,95 2299 1,02
Isopropyl myristate 46,87 2041 0,9 48,94 2167 5,87
Spathulenol 48,58 2305 0,55
Eugenol - - - 49,19 2172 1,43 - - -
Thymol - - - 49,51 2180 0,08 - - -
Cinnamyl alcohol - - - 51,46 2274 0,90 - - -
Auraptenol 54,68 2298 4,7 - - - - - -

*Kalin yaz1 tipi ile belirtilen degerler en yiiksek oranda saptanan maddelerdir. RT: Alikonma
zamani LRI: linear retention index

Targinin ana bileseni olan sinnamaldehit aromatik bir aldehittir (Wang vd., 2021).

Mooyottu vd., (2014) karvakrol ve trans-sinnamaldehitin Vero hiicrelerinde C. difficile

toksin liretimini ve sitotoksisiteyi azalttig1 ifade edilmistir. Ayrica sinnamaldehit ve 6jenoliin

bagirsagi, enfeksiyon ve oksidatif stres kosullarindan kaynaklanan yaralanmalardan

korudugu belirtilmistir (Btaszczyk vd., 2021). Bu nedenle tar¢inin bagirsak sagliginm

iyilestirerck C. difficile enfeksiyonlarina karsi koruyucu veya tedavi edici bir ajan

olabilecegi diisiiniilmektedir. Roshan vd., (2018) trans-sinamaldehitin mikrodiliisyon ile
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belirledikleri MIK degerini test ettikleri tiim C. difficile suslar1 i¢in %0,02 (v/v) olarak tespit

etmislerdir.

Cay agacinda Terpinen-4-ol antimikrobiyal madde 6zelliginden sorumlu biyoaktif
madde olarak sayilmaktadir (Southwell vd., 1993). Bu ¢alismada da 4-terpineol ¢cay agacinda
en yiksek miktarda bulunan aktif bilesen olmustur. Johansen vd., (2020), cay agaci
esansiyel yagimn C. difficile ve C. sporogenes'e kars1t MIK degerini bizim ¢alismamizdan
daha diisiik tespit etmislerdir. 4-terpineol yiizdesi bizim ¢alismamizda daha yiiksek olmasina
ragmen aradaki bu farkliligin test edilen suslardaki farkliliktan kaynaklandigi

disiiniilmektedir.

Ardi¢ yaginda en yiiksek oranda bulunan aktif madde 2,4-decedienal olmustur.
Trombetta vd., (2002) 2,4-decadienal’in antimikrobiyal aktivitesinin plazmatik membranin
yag tabakasinda bozulmaya neden olarak bakteri hiicresi icine niifuz edebildigini

belirtmislerdir.

4.2.4. Dama Tahtasi Sinerji Testi

Antibiyotiklere kars1 olusan coklu ilag direnci, bakteriyel patojenlerin neden oldugu
hastaliklarin siddetinin artmasina neden olmustur (Swamy vd., 2016). Metronidazol,
vankomisin ve fidomiksin C. difficile kaynakli enfeksiyonlarin tedavisinde onerilmektedir
(Sholeh vd., 2020). Bununla birlikte C. difficile’nin bu antibiyotiklere kars1 giderek direng
kazandig da siirekli rapor edilmektedir (Harnvoravongchai et al., 2017). Vankomisin bakteri
hiicre duvari sentezini beta laktam antibiyotiklerden daha 6nceki bir asamada inhibe eden
glikopeptid yapida bir antibiyotiktir (Scholar, 2007). C. difficile’deki vankomisin direng

mekanizmasinin halen belirsiz oldugu ifade edilmistir (Banawas, 2018).

Kronik hastaliklarin tedavisindeki sinirh etkinlik, tedaviye direng ve sentetik mono
ilaglarin yan etkilerinin gozlenmesi, mono ila¢ tedavileri yerine ¢oklu aktif bilesenlerin
kullanildigi kombinasyon tedavilerinin benimsenmesine yol agmistir (Zhou vd., 2016).
Dama tahtasi sinerji testi, ikili antimikrobiyal madde kombinasyonlarinda sinerji ve
antagonizmin belirlenmesi i¢in kullanilabilen bir yontem olarak belirlenmistir (Berenbaum,
1978). Ancak aynmi Ozelliklere sahip mikroorganizmalar ile ayni antimikrobiyal madde

kombinasyonlarmin dama tahtasi ydntemi ile denendigi farkli ¢aligmalarda farkli FIK
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degerlerinin saptandig1 da goriilmektedir. Bu durumun c¢alismalardaki sinerji oranlarinin
farkli yorumlanmasindan kaynaklanabilecegi belirtilmistir (Ozseven vd., 2012). Isenberg
(1992) tarafinda ortaya koyulan en diisiik FIK degerini kabul etme ydntemi yorum
farkliliklarinin arastirildig bir ¢alismada (Ozseven vd., 2012) sinerjiyi en yiiksek oranda
tespit eden yontem olarak belirlenmistir. Bu nedenle ¢alismamizda en kiigiik FIK degerini

kabul etme yontemine gore (Isenberg, 1992) degerlendirme yapilmistir.

Bitkisel materyaller kombinasyon halinde kullanildiginda aralarindaki iliski
karmasik olabilecegi gibi, beklenen etkilesim ilave terapétik fayda ile sonuglanabilmektedir
(Che vd., 2013). Bitkisel maddelerin sinerjistik terapdtik etkilerinin altinda yatan
mekanizmalar sunlardir: (i) farkli maddeler ¢esitli iz yollar ile aym veya farkli hedefi
diizenleyebilir. Agonistik veya sinerjistik bir sekilde isbirligi yapabilir (i1) oral ilag
biyoyararlanimini iyilestirmek i¢in hepatik ve bagirsak metabolizmasinda yer alan enzimleri
ve tastyicilart diizenleyebilir (iii) mikrooganizmalarin direng mekanizmalarin1 kontrol
altinda tutabilir veya (iv) etkilesim yoluyla ajanlarin yan etkilerini azaltarak ve farmakolojik

yarari artirarak etki gosterebilir (Yang vd., 2014).

Tiim suslara kars1 en yiiksek antimikrobiyal etkiye ve diisiik MiK degerlerine sahip
olan tar¢in ve ¢ay agaci yaglar arasindaki sinerji ile tar¢in yagi ve C. difficile ile iliskili
hastaliklarin tedavisinde siklikla kullanilan vankomisin arasindaki sinerji dama tahtasi testi
ile belirlenmistir (Sekil 29). Vankomisin ve tar¢in esansiyel yaginin kombinasyonundaki etki
aditif (FIK: 0,519) olarak degerlendirilmistir. 0,015 pg/mL olarak belirlenen vankomisinin
MIK degerinin %0,19 tar¢in varhiginda 0,00048 pug/mL'ye diistiigii belirlenmistir. Ayrica
targin esansiyel yagmin 0,39 (%, v/v) olan MIK degeri vankomisin varhiginda iki kat
azalmistir. Targin ve ¢ay agaci esansiyel yaglarinin kombinasyondaki iliskisi de aditif etki
olarak degerlendirilmistir. (FIK: 0,517). Tarcin esansiyel yaginin tek basina MIK degeri
(%0,39), cay agaci esansiyel yagi varliginda 2 kat (%0,19) azalma gdstermistir. Diger
taraftan, cay agaci esansiyel yaginin MIK degeri (%1,56), tarcin esansiyel yag1 varliginda
33 kat (%0,047) azalma gostermistir (Tablo 12).
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Sekil 29: Dama tahtasi sinerji testi

Yapilan bir ¢aligmada 20 pg/mL trans-sinnamaldehit varliginin klindamisin direngli
C. difficile icin MIK degerini 4,0’dan 0,25 pg/mL’ye 16 kat diisiirdiigiinii ve trans-
sinnamaldehitin ~ diisilk konsantrasyonlarinin, klindamisinin antimikrobiyal etkisini
artirdigini ve dogal tiriinlerin C.difficile’ye karsi kombinasyon tedavisi ig¢in kullanilmasinin

klinik fayda sagladigini ifade etmislerdir (Shahverdi vd., 2007).

Tablo 12
Ucgucu yaglar ve vankomisin arasindaki sinerjistik aktivite
Mikroorganizma Cay agaci yag1 (%) Vankomisin (pg/mL)
Cay agaci Tarcin FiK VAN Tar¢in FIK
C.difficile - 0,39 - - 0,39 -
ATCC 1870 1,56 - - 0,015 - -
0,047 0,19 0,517 0,00048 0,19 0,519

VAN: Vankomisin FiK: Fransiyonel inhibisyon konsantrasyonu
4.2.5. Yaglarin Antibiyofilm Yetenekleri

C. difficile’deki biyofilm mekanizmasi ve enfeksiyonun tekrarlamasindaki rolii hala
acik degildir. Ancak, hiicrelerin motilitesi, yapigsmasi ve hidrofobikligi dahil olmak iizere C.
difficile’nin biyofilm olusumunu etkileyen bir¢ok faktér bulunmustur (Taggart vd., 2021).
DPapa vd., (2013), viriilans ile iligkili proteinler, Cwp84, flagella ve varsayilan ¢ekirdek
algilama diizenleyicisi LuxS’nin tamaminin C. difficile tarafindan maksimum biyofilm

olusumu i¢in gerekli oldugunu belirtmislerdir.
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Dogal iirlinlerin antibiyofilm etkileri polimer matriks olusumunun engellenmesi,
hiicre tutunmasinin ve baglanmasinin baskilamasi, ekstraseliiler matriks olusumunun
engellenmesi ve viriilans faktorlerinin iiretiminin azalmasi, boylece QS ag1 ve biyofilm
gelisiminin engellenmesi esaslarina dayanmaktadir (Lu vd., 2019). Papa vd., (2013)
Klostridiyal biyofilmlerdeki bakterilerin, C. difficile ile iliskili hastaliklar tedavisinde siklikla
kullanilan vankomisine kars1 daha direngli oldugunu belirtmislerdir. Baska bir calismada
(Vuotto vd., 2016), alt inhibitdr konsantrasyondaki (MIK degerinin alt1) metronidazoliin, C.
difficile suslar1 tarafindan biyofilm iiretiminin arttirilmasinda onemli rol oynadig1 ifade

edilmektedir.

Hem tar¢in hem ¢ay agaci esansiyel yaglarinda test edilen tiim konsantrasyonlarda,
test edilen tiim C. difficile suslarina kars1 antibiyofilm aktivite gdzlenmistir (Sekil 30). Her
iki yagin antibiyofilm aktiviteleri arasinda istatistiki anlamda bir fark saptanmamistir
(P>0,05). Bununla birlikte, her iki ugucu yagda da %12,5'in tizerindeki konsantrasyonlarda
plakalar iizerinde asindirici bir etki tespit edilmistir. Bu zarar verici etki, ¢cay agaci esansiyel
yaginda daha c¢arpici bir sekilde gozlenmistir. Ayrica cay agaci esansiyel yagi
konsantrasyonu arttik¢a antibiyofilm aktivitesinin arttigi belirlenmistir. Ancak ilging bir
sekilde tar¢in esansiyel yaginda bunun tam tersi bir etki goézlemlenmistir. Bu durum
konsantrasyon arttik¢a korozif etkinin artmasi veya yikama sonrasi plak {lizerinde kalan yag

kalintis1 ile agiklanabilir.

C. difficile biyofilminin inhibisyonu iizerine dogal maddelerin arastirildig1 az sayida
calisma mevcuttur. Manuka balinin antibiyofilm aktivitesinin arastirildigi bir ¢alismada
(Hammond ve Donkor, 2013), C. difficile suslarinin 24 ve 48 saat i¢inde olusturduklari
biyofilm miktarlar1 arasinda bir fark olmadigi ve manuka balinin optimum antibiyofilm
aktivitesinin %40-50 (v,v) konsantrasyonda gozlendigini belirtmislerdir. Costa vd., (2021)
kirmiz1 propolisin C. difficile biyofilm biiylimesini azalttigin1 ve C. difficile’nin olgun
biyofilmlerine zarar verdigini belirtmislerdir. Harnvoravongchai vd., (2018) asiatik asitin C.
difficile vejetatif hiicrelerine kars1 antibakteriyel etki gosterdigini ancak biyofilm olusumu
iizerine bir etkisinin olmadigini belirtmislerdir. Literatiirde cay agaci ve tar¢in yaglarinin C.

difficile biyofilmleri iistiindeki inhibisyon etkisinin arastirildigi ¢alismaya rastlanilmamastir.
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Sekil 30. Tar¢in ve g¢ay agact yaglarmin C. difficile suslari iizerindeki antibiyofilm
aktiviteleri. Sonuglar, li¢ bagimsiz deneyin ortalama + standart hatasi olarak sunulmustur.
* Kontrol degerlerine kars1 P<0,05

4.3. Arastirma 3. Dogal Antimikrobiyal maddelerin C. difficile Sporlar
Uzerindeki Etkisi

C. difficile’nin vejetatif formu iizerinde etkili olan ve diisiik MiK degerlerine sahip

olan yaglar spor formu iizerinde de ¢aligilmistir.

4.3.1. Dogal Antimikrobiyal Maddelerin MiK Degerleri

C. difficile’nin vejetatif formu iizerinde etkili olan ve diisiik MIK degerlerine sahip
olan yaglar spor formu iizerinde calisilmistir (Sekil 31). Sporlara karsi belirlenen MiK
degerleri 0,78-25 (%, v/v) arasinda degismektedir (Tablo 13). En diisiik MIK degeri tar¢in
yaginda (%0,78) C. sporogenes ve C. perfringens’e karsi belirlenmistir. C. difficile suslarina
kars1 en diisiik MiK degerine sahip yag ise yine tar¢in olmustur. Toksinojenik suslar olan C.
difficile ATCC 9689 ve C. difficile ATCC 1870 i¢in MIK degeri %3,12 belirlenirken,
toksinojenik olmayan C. difficile ATCC 700057 ve C. difficile ATCC 43593 i¢in MIK degeri
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%6,24 belirlenmistir. Sporlara kars: en yiiksek MIK degeri ise ardi¢ yaginda C. difficile
ATCC 1870 i¢in %25 olarak saptanmaistir.

C. difficile, ¢ogu dezenfektan ve antibiyotige direngli olan ve ¢evrede ve bagirsak
kolonunda uzun siire kalabilen endosporlar olusturmaktadir. C. difficile ile iligkili hastaliklar
agizdan alinan sporlar ince bagirsakta ¢imlendiginde ve ortaya ¢ikan vejetatif hiicreler
cogaldiginda, kolonda gii¢lii eksotoksinler salgiladiginda ortaya ¢ikmaktadir (Srisuwan vd.,
2018).

Tablo 13
Dogal antimikrobiyal maddelerin sporlara karst MiK degerleri (%, V/V)

C.difficile  C. difficile C. difficile C. difficile  C. sporogenes C. perfringens
Esansiyel yag ATCC 1870 ATCC 9689 ATCC 700057 ATCC 43593 ATCC 11437 ATCC 12915

Ardig 25 - - - - -

Cam-terebentin -* - - 6,24 - -
Cay agaci 6,24 6,24 12,5 12,5 1,56 3,12
Defne - - : = : -
Kimyon 12,5 - 12,5 - - -
Lavanta - 25 - - 12,5 12,5
Limon - - - - 1,56 1,56
Nane - - 25 - - -
Targin 3,12 3,12 6,24 6,24 0,78 0,78
Zencefil - 12,5 - - - -

*Vejetatif forma karst belirlenen MIK degerleri yiiksek oldugu igin spor formunda

calisilmamastir.
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Sekil 31: Mikrodiliisyon ydntemiyle MIK degerlerinin belirlenmesi

C. difficile ile iliskili hastaliklar (CDE) igin yeni tedaviler arasinda spor
¢imlenmesinin inhibisyonu ve fekal mikrobiyota transplantasyonu yer almaktadir. Dogrudan
C. difficile suglarinin kontrolii i¢in etkili antimikrobiyallerin kisith oldugu ifade edilmektedir
(Srisuwan vd., 2018).

Rhodomyrtus tomentosa bitkisinden elde edilen rhodomyrtone maddesinin 0,625
mg/L konsantrasyonda C. difficile spor gelisimini inhibe ettigi belirtilmistir (Srisuwan vd.,
2018). Bagka bir ¢alismada, 5,6 pg/mL nisin A varliginda C. difficile spor canliliginda %40-
50 azalma oldugu tespit edilmistir (Le Lay vd., 2016).

Roshan vd., (2018), enginar ekstraktinin (18,8 mg/mL), taze sogan ekstraktinin
(%25, v/v), Manuka balinin (%8, w/v) ve allisinin (75mg/mL) C. difficile germinasyonunu

azalttigini belirtmislerdir.

4.3.2. Sporisidal Aktivitenin Matematiksel Modellemesi

C. difficile sporlarmin enfeksiyonun tasinmasinda ve kaliciliginda 6nemli rol
oynadig1 diisiiniilmektedir (Barra-Carrasco ve Paredes-Sabja, 2014). Vakalarin yaklasik
%10-35’inde, CDE semptomlar1 ortadan kalktiktan ve tedavi tamamlandiktan sonra
enfeksiyonun tekrarlayabildigi belirlenmistir. Tekrarlayan CDE vakalarinin yaklasik

yarisinin, mevcut sus ile niiksetmesinden ziyade yeniden enfeksiyona bagli oldugu
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diistiniilmektedir (Moore vd., 2013). CDE insidansi, C. difficile’nin organik ve inorganik
yiizeylerde aylarca hayatta kalabilen (Dyer vd., 2019) ve 1s1, oksijen ve dezenfektanlar gibi
stres faktorlerine direngli olan sporlar ile dogrudan iliskilidir (Brown vd., 2018). Saglik
hizmeti ortaminda CDE’nin ve bulasmanin temel kaynagi, genellikle yiizeylerin
kontaminasyonu yoluyla fekal-oral yolladir (Dyer vd., 2019). Bulagma dongiisiiniin CDE’l1
hastalarin  diskist yoluyla derilerini, giysilerini ve yatak yiizeylerinin spor ile
kontaminasyonundan kaynaklandigina inanilmaktadir (Barra-Carrasco ve Paredes-Sabja,
2014). Hastane koridorlarindan, ayakkabilardan (Lim vd., 2020), klozetlerden, ¢op
kutularindan ve tek kullanimlik yatak ortiilerinden (Malamou-Ladas vd., 1983) C. difficile
izole edilmistir. Ayn1 zamanda tekrarlayan CDE’ye sahip hastalarin evlerinde tuvalet ve

banyo lavabolarinda da C. difficile varligi saptanmistir (Shaughnessy vd., 2016)

C. difficile sporlarin1 yaygin olarak barindiran yiizeyleri (yatak korkuluklari, ¢cagr
diigmeleri, telefonlar, zeminler) yeterince dezenfekte etmek onemlidir (Gerding vd., 2008).
C. difficile sporlarmin ¢evresel kontrolii i¢in sodyum hipoklorit gibi klor bazli
dezenfektanlar Onerilmektedir. Ancak hipokloritin uzun siire kullanimi gevreye zarar
vermektedir ve etkinligi ve giivenli kullanimi1 kesin degildir (Uwamahoro vd., 2018). Cansiz
ylizeylerde korozyona sebep olmasinin yaninda, temizlik yapan kisilerde solunum
rahatsizliklarin1 tetikleyebilmektedir (Gerding vd., 2008). C. difficile’nin saglik
calisanlarinin ellerinden de izole edildigi (Landelle vd., 2014) diisiiniildiigiinde klor bazlh

iirlinlerin yan1 sira alternatif sporisidal dezenfektanlara ihtiya¢ bulunmaktadir.

C. difficile sporlar1, deterjanlarla rutin ¢evre temizligine ve alkol bazli jellere karst
direng gostermektedir (Gerding vd., 2008). C. difficile’nin ¢evresel kaynaklarinin
azaltilmasi, kolonizasyonu ve boylelikle de C. difficile ile iliskili enfeksiyonlarin
azaltilabilecegi diisiiniilmektedir. Cevresel kaynaklardaki spor sayisini azaltmak igin
Hastalik Kontrol ve Onleme Merkezi (CDC) klor bazl1 dezenfektanlar1 dnermektedir. Ancak
ortamdaki spor varligimmi azaltmak ic¢in herhangi bir kimyasal dezenfektanin etkinligini

destekleyen hi¢bir kamit yoktur (MacLeod-Glover ve Sadowski, 2010).

Bu calismada tarcin yagmm MIK/2, MIK ve 2MIK konsantrasyonlarinin
toksinojenik C. difficile sporlart lizerindeki sporisidal aktivitesi zamana kars1 incelenmistir.

Targin yagi varliginda C. difficile spor canliligi Tablo 14’de gosterilmistir. %1,56 targin yagi
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varliginda C. difficile ATCC 9689 sporlar1 168 saat sonunda 1,49 log kob/mL azalmistir. C.
difficile ATCC 1870 sporlari ise bu siire sonunda 2,96 log kob/mL azalmistir. MiK degeri
olan %3,12 tar¢in yag varliginda ise, her iki spor lizerinde de 24 saat sonunda spor
canliliginda belirgin bir azalma olmus ancak uygulama siiresi arttik¢ca énemli bir degisiklik
olmamistir. %6,24 tar¢in yagi varliginda ise C. difficile ATCC 9689 sporlarinda 24 saat
sonunda 4,14 log kob/mL azalma ger¢eklesmis ancak uygulama siiresi arttik¢a bu sporisidal
aktivite korunamamustir. C.difficile ATCC 1870 sporlarinda ise 24 saat sonunda 3,59 log
kob/mL azalma saglanmis olup sporlarin yag ile temas siiresi arttikca sporisidal aktivitede
onemli bir degisiklik olmamistir. Yapilan bir ¢alismada tar¢inin temel aktif bileseni olan
transsinamaldehitin (%32, v/v) C. difficile suslarina karsi 7 giin sonunda 2 log azalma
saglayarak sporisidal aktiviteye sahip oldugunu belirlemislerdir. Ayni zamanda 24 ve 48
saatte bir azalma gozlenmezken 7 giin sonunda nane yaginda (%32, v/v) C. difficile ATCC

700057 sporlarinda 2 log azalma gozlemlemislerdir (Roshan vd., 2018).

Tablo 14
Targ¢in yag1 varliginda C. difficile spor canliligi (log kob/mL)

Konsantrasyon Siire (saat) C. difficile ATCC 9689 C. difficile ATCC 1870
(%, VIv)
0 8,35+0,01 8,76+0,02
1,56 24 8,14+0,02 5,82+0,13
48 8,13+0,01 5,72+0,02
120 7,56+0,25 5,57+0,01
144 7,11+0,02 5,67+0,04
168 6,86+0,03 5,8+0,01
3,12 0 8,35+0,01 8,76+0,10
24 5,42+0,04 5,85+0,01
48 5,45+0,03 6,61+0,01
120 5,43+0,01 5,74+0,01
144 5,56+0,05 5,56+0,05
168 5,73+0,05 5,89+0,01
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Tablo 14’iin devami

6,24 0 8,35+0,01 8,7620,02
24 4,21+0,02 5,17+0,01
48 5,2040,01 5,2120,02
120 5,38+0,02 5,16+0,01
144 5,44+0,01 5,23+0,01
168 5,68+0,01 5,294+0,01

Sonuglar ortalama + standart hata olarak ifade edilmistir. DMSO negatif kontrol olarak

degerlendirilmistir.

Zamana kars1t inhibisyon egrisi ¢alismalar1 antibakteriyel aktivitenin dinamik
davranisini daha iyi tanimlamaktadir ve daha dogru bir MIK degerinin belirlenmesine olanak
sagladig1 belirtilmektedir. Bu egriler, genellikle antibakteriyel aktivite ve antibakteriyel
konsantrasyon arasindaki iliskinin sigmoid bir sekle sahip oldugu varsayimina dayali olarak
cesitli matematiksel modeller kullanilarak analiz edilmektedir (Jaiswal ve Jaiswal, 2015).
Antimikrobiyal maddelerin mikrobiyal inhibisyonunun modellendigi ¢aligsmalar oldukca
kisitli olmakla birlikte c¢esitli mikroorganizmalara kars1 ozellikle esansiyel yaglarmn
antimikrobiyal etkisinin modellendigi ¢alismalar bulunmaktadir (Koutsoumanis vd., 1999;
Ozgakmak ve Giil, 2017; Basak ve Guha, 2017).

Matematiksel bir modelin uyumu, elde edilen tahmini degerlendirmek i¢in genel bir
6l¢ii olan korelasyon katsayisiin (R?) degeri ile ifade edilmektedir. Bu deger ne kadar biiyiik
olursa (0<R?<1) tahminde kullamlan modelin verilere o kadar uygun oldugu ifade
edilmektedir (Jaiswal ve Jaiswal, 2015). Ayrica modeldeki tahmin edilen veriler ile deneysel
veriler arasindaki farki degerlendirmek i¢in istatistiksel bir 6l¢ii olan ortalama karekdk hata
(RMSE) degeri modelin verilere uygunlugunu ifade eden baska bir degerdir. Diisitk RMSE
degerine sahip model (0<RMSE) tahminlemede en uygun model anlamina gelmektedir

(Jaiswal ve Jaiswal, 2015).

Calismamizda daha dogru bir MIK degeri belirlemek adina zamana kars1 karst
belirlenen sporisidal aktivite log-lineer, Weibull ve Modifiye Gompertz modelleri ile

tanimlanmis ve verileri en dogru tanimlayan model belirlenmistir.
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Tarc¢in esansiyel yaginin sporisidal aktivitesi sporlarin antimikrobiyal uygulamaya
esit direng gosterdigi varsayilan log-lineer ile modellendiginde R? degerleri 0.27 ile 0.96 ve
RMSE degerleri 0,13 ile 1,32 arasinda degismistir (Tablo 15). Her iki parametre de log lineer
ile modellemenin uygun olmadigim gostermektedir. Ayni zamanda konsantrasyon artigina

bagli olarak D degerinde artma ya da azalmadan bahsedilememektedir.

Tablo 15
Sporisidal aktivitenin Log-lineer ile modellenmesi
Mikroorganizma  Konsantrasyon Parametreler
(%, VvIv) Kmax(h™) D(h) R? RMSE
1,56 0,02 114,94 0,96 0,13
C. difficile 3,12 0,02 112,35 0,27 1,10
ATCC 9689 6,24 0,01 163,93 0,09 1,48
1,56 0,03 90,90 0,37 1,10
C. difficile 3,12 0,02 94,33 0,34 1,12
ATCC 1870 6,24 0,03 82,64 0,33 1,32

kmax: maksimum 6liim hiz1 D: 1 logaritma birimlik azalma i¢in gereken siire

Weibull modelinde ise R? degerleri 0,46 ile 0,98 arasinda degisirken RMSE degerleri
0,09-1,31 arasinda degismektedir (Tablo 16). C. difficile ATCC 9689’a uygulanan %1,56
konsantrasyondaki tar¢in yagi isleminde £ degeri 1’den biiyiiktiir. Diger konsantrasyonlarda
zamanla diren¢ kazanilirken %1,56 konsantrasyonunda sporlar bu isleme duyarlilik
gostermistir. C. difficile ATCC 1870’e uygulanan tiim konsantrasyonlarda hayatta kalma
egrisi i¢ biikkeydir ve zamanla sporlar direng kazanmistir. Benzer sekilde B. coagulans
sporlarina kars1 sicaklik ve kekik esansiyel yagmnin inaktivasyonunun arastirildigi bir
calismada (Haberbeck vd., 2012) 500mg/g kekik yagi uygulamasinda daha hizli spor
azalmasi saglandig1 ancak 400 mg/g konsantrasyonun hem daha diisiik organoleptik etkiye
sahip oldugu hem de sporlarin direncinde 6nemli bir azalmay1 sagladig1 ve sporlari termal
islemlere karst kekik esansiyel yaginin daha duyarli hale getirebilecegi belirtilmistir.
Soetjipto ve Martono, (2017) yaptiklar1 ¢alismada esansiyel yaglarin konsantrasyonu
arttikca, antimikrobiyal aktivitelerinde azalma tespit ettiklerini belirtmislerdir. Bu durumun
konsantrasyon arttikga emiilsiyonun stabilitesinin ve ¢oOziinilirliigliniin azalmasi ve/veya

yagin bakteri hiicresine niifuz etmesinin zorlagsmasindan kaynaklandig: diigiiniilmektedir.
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Diger taraftan C. difficile ATCC 9689’a uygulanan %1,56’lik konsantrasyona kars1
sporlar zamanla diren¢ kazanmasa da 1 log birimlik azalma i¢in gerekli siire 136.73 saattir.
%3,12 konsantrasyon ise 1 log birimlik azalmay1 bu sus i¢in 7,8 dakikada saglamaktadir.
%6,24 konsantrasyon varliginda ise bu siire 62,91 saat olarak belirlenmistir. C. difficile
ATCC 1870 i¢in ise & degerleri 1,01 ile 5,40 saat arasinda degismektedir. En kisa siirede

(1,01 saat) spor popiilasyonunda %90 azalma saglanan konsantrasyon %3,12 olmustur.

Tablo 16
Sporisidal aktivitenin Weibull ile modellenmesi
Mikroorganizma Konsantrasyon Parametreler
(%, viv)
0 B R? RMSE
1,56 136,73 1,77 0,98 0,09
C. difficile 3,12 0,13 0,12 0,88 0,50
ATCC 9689 6,24 62,91 0,00 0,46 1,31
1,56 5,14 0,17 0,76 0,78
C. difficile 3,12 1,01 0,15 0,81 0,68
ATCC 1870 6,24 5,40 0,22 0,71 0,99

d: Sporlarin bir logaritma birimlik azalmasi i¢in gerekli siire (saat) B: Egrinin sekli

Gompertz esitligi maksimum o6zgiil gelisme hizi (umaks), lag fazi siiresi (A)
parametreleri saglamaktadir. R? degerleri 0,86-0,99 arasinda degisirken RMSE degerleri
0.07-0,80 arasinda degismektedir (Tablo 17). Gompertz modeli degerlendirildiginde lag faz1
stiresi (L) en fazla C. difficile ATCC 9689’a uygulanan %1,56 konsantrasyondaki tar¢in
yaginda 147,01 saat olarak belirlenmistir. Bu konsantrasyonda uygulanan tar¢in yagina C.
difficile ATCC 9689 sporlarinin adaptasyon siiresi diger konsantrasyonlara gore daha uzun
olmustur. Maksimum 06zgiil gelisme hiz1 (umaks) -2,8241 ve -0,0666 arasinda
degismektedir. Buradaki negatif isareti inaktivasyonu ifade etmektedir. Tiim hiicreler inhibe
oldugunda 0 olacaktir. %1,56 tar¢in yagi varliginda C. difficile ATCC 9689’nin inhibe

olmasi i¢in gereken siire daha kisadir.
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Tablo 17

Sporisidal aktivitenin Gompertz esitligi ile modellenmesi

Mikroorganizma Konsantrasyon Parametreler
(%, VIV)
pmaks(h®) A (saat) R? RMSE

C. difficile 1,56 -0,06 147,01 0,98 0,10
ATCC 9689 3,12 -1,27 1,62 0,98 0,18

6,24 -2,82 0,17 0,86 0,80

1,56 -0,48 0,32 0,99 0,11
C. difficile 3,12 -0,47 0,53 0,99 0,18
ATCC 1870 6,24 -1,64 1,29 0,99 0,07

umax: Azami 6zgiil biiylime hiz1 (1/saat) A: Lag fazi siiresi (saat)

R? ve RMSE degerlerine gore kiyaslandiginda Gompertz esitliginin verilerin
matematiksel modellemesinde log-lineer ve Weibull modellerine gore daha uygun oldugu

goriilmiistiir. Modellerin karsilastirilmasi Sekil 32 ve Sekil 33°te gosterilmistir.
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Sekil 32. Tar¢in yagimin C. difficile ATCC 9689 inhibisyonunun model karsilastirmasi ()
%1,56 (b) %3,12 (c) %6,24 konsantrasyonlari ifade etmektedir.

C. difficile sporlarina kars1 antimikrobiyal etki ¢alismalarinda modelleme yapilan bir
arastirmaya  rastlanilmamistir.  Ancak dogal antimikrobiyal maddelerin cesitli
mikroorganizmalara kars1 etkisinin arastirildigi ve matematiksel modellemesinin yapildigi
calismalar mevcuttur. Gompertz esitligi maksimum 6zgiil gelisme hiz1 ve lag fazi siiresi gibi

parametreleri de sagladigindan dolay1 en ¢ok uygulanan modeller arasinda yer almaktadir.
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Sekil 33. Tar¢in yagmin C. difficile ATCC 1870 inhibisyonunun model karsilastirmasi (a)
%1,56 (b) %3,12 (c) %6,24 konsantrasyonlar1 ifade etmektedir.

Melaleuca armillaris bitki esansiyel yaginin farkli pH kosullarinin S. aureus’a karsi
inhibisyon etkisinin Gompertz modeli ile arastirildig1 bir ¢alismada (Buldain vd., 2021),
ortam asitlestirildiginde inhibisyon i¢in gereken siire ve esansiyel yag konsantrasyonunun
azaldigint ve pH 7,4’te yagin alt inhibisyon konsantrasyonlarinin biiylime hizin1 ve

maksimum popiilasyon yogunlugunu azalttigini1 ve lag fazini artirdigini ifade etmislerdir.
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Diistik nemli gidalarda L. monocytogenes’in ClO; ile inhibisyonunun arastirildigi
calismada (Park vd., 2021), su aktivitesi ve ClO2 konsantrasyonu azaldik¢a antimikrobiyal
aktivitenin azaldigr ve sonuglarin tanimlanmasinda modifiye Chick modelinin, Weibull

modelinden daha uygun oldugu ifade edilmistir.

Bagka bir calismada (Portillo-Ruiz vd., 2012) kekik yaginin farkli fraksiyonlarinin
Aspergillus, Penicillium ve Rhizopus’a kars1 inhibisyon etkisi modifiye Gompertz modeli ile

tanimlanmis ve fraksiyon konsantrasyonu arttik¢a inhibisyonun arttig1 belirlenmistir.

Ozcakmak ve Giil (2017), kekik, nane ve adagay1 esansiyel yaglarmin
okratoksinojenik P. verrucosum’a karsi etkinligini Gompertz ve Lojistik modelleri ile
tanimlamiglar ve sonucglarin modifiye Gompertz modeline daha uygun oldugunu ifade

etmislerdir. 168 saat sonunda %78-81 6liim gozlendigi belirtilmistir.

4.3.3. Tar¢in Esansiyel Yagi-Asetik Asit Kombinasyonunun Sinerjistik Etkisi ve
MiK degeri

Tezin onceki kisimlarinda yapilan ¢alismalarda tarcin esansiyel yagi antibakteriyel
ozellikleri agisindan etkili dogal antimikrobiyal madde olarak segilmistir. Ayni1 zamanda
tar¢in esansiyel yagi, ABD Gida ve Ilag Idaresi'nin GRAS listesinde yer almaktadir ve ABD
Cevre Koruma Ajansi tarafindan toksisite veri gerekliliklerinden muaf tutuldugu ifade
edilmektedir (Kong vd., 2007). Ancak tezin daha sonraki kisimlarinda yikama soliisyonu
olarak kullanilmast planlanan tar¢in yagi esansiyel yagimin giiclii aromasi ve hidrofobik
ozellikleri sebebiyle uygulamasini kolaylastirmak amaciyla organik asit olan asetik asit ile

birlestirilmesi uygun goriilmiistiir.

Asetik asit- targin esansiyel yagi kombinasyonun inokiilasyon ¢aligsmalarinda
kullanilacak olan C. difficile ATCC 1870 iizerindeki sinerjistik etkisi Dama tahtasi yontemi
ile test edilmistir. %0,19 tarcin yag varliginda asetik asitin MIK degeri 4 kat azalarak
%0,125 olmustur. %0,125 asetik asit varliginda ise tar¢in yaginin MiK degeri 16 kat azalarak
%0,19 olmustur. Asetik asit- tar¢in yagimin C. difficile ATCC 1870 icin FiK degeri 0,31

olarak hesaplanarak aralarindaki interaksiyon sinerji olarak degerlendirilmistir.
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Kombinasyonun mikrodiliisyon ile belirlenen MIK degeri ise %0,38 tarcin esansiyel

yag1+%0,25 asetik asit olarak belirlenmistir.

4.4. Arastirma 4. Yikama Soliisyonlarimn Marullarin Mikrobiyal Yiikiine ve
Fiziksel/Kimyasal Ozelliklerine Etkisi
4.4.1. Marullara Inokiile Edilen C. difficile’nin Yikama Soliisyonlar: ile

Uzaklastirilmasi

Caligmamizda marullara inokiile edilen C. difficile’yi inhibe etmede targin esansiyel
yagi-asetik asit (TEY-AA) karigiminin MIK (%0,38 TEY+%0,25 AA (v/v)) degerinde
kullanilmas1 etkili olmamistir (Tablo 18). 2xMIK ve 4xMIK konsantrasyonlarda
kullanilmas: ise C. difficile tizerinde 1,04-1,28 log kob/g seviyesinde azalma saglamistir.
Hem 2xMIK ve 4xMIK konsantrasyonlarda antimikrobiyal etkide hem de uygulama siireleri
arasinda (5 ve 15 dk) istatistiki anlamda bir farklilik saptanmamistir (P>0,05).

NaClO uygulamasi ise 50 ve 100 ppm konsantrasyonlarda inokiile edilen C. difficile’yi
0,85- 1,89 log kob/g arasinda degisen seviyede inhibe etmistir. 200 ppm NaClO kullanim1
ise C. difficile’yi tamamen inhibe etmistir. Antimikrobiyal soliisyon ile yikama
uygulamalarina ek olarak marullara tutunan C. difficile’nin su ile uzaklasip
uzaklasmadiginin belirlenmesi amaciyla inokiile edilen marullar steril igme suyu ile de

yikanmis ve C. difficile’yi uzaklastirmada etkili olmadigi gortlmistiir (Sekil 35).

NaClO ve H.O2’nun kararsizlig1 ve diisiik etkinligi, taze {riin dezenfeksiyonunda
yaygin kullanimlarini kisitlamistir. Ayn1 zamanda dezenfektanlara direngli suslar da rapor
edilmistir (Xu vd., 2021). Klorlu su ile yapilan islemler taze iiriinleri dekontamine etmek
icin yaygin olarak kullamlsa da Almanya, Hollanda, isvigre ve Belgika gibi iilkelerde
kullanim1 fiilen yasak olmasinin yaninda tiiketiciler i¢in sentetik dezenfektanlar endiseye
sebep olmaktadir (Alvarez vd., 2015). Klorun dogal organik madde ile reaksiyonunun,
trihalometan ve halosetik asit gibi kanserojen dezenfeksiyon yan {irlinlerinin olusmasina
neden oldugu bilinmesiyle birlikte klorun alternatif dezenfektanlarla degistirilmesi yoniinde

egilim olmustur (Olmez ve Kretzschmar, 2009).
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Saglikli, giivenli ve dogal gida liretmeye yonelik artan ilgi gz oniline alindiginda
bitkilerden elde edilen ugucu yaglarin kullanilmasi iyi bir alternatiftir. Taze islenmis meyve
ve sebzeler dahil olmak iizere gidalarda raf dmriinii uzatmak, patojen bakterileri azaltmak
ve genel kaliteyi iyilestirmek i¢in bitki bazli antimikrobiyal kullanimi mevcuttur (Alvarez
vd., 2015). Esansiyel yaglarin mikroorganizmalara karsi etki mekanizmasi, fenolik
bilesiklerin sitoplazmik zardaki proteinler ile etkilesimini icermektedir. Bu durumun iyon

sizintisina ve hiicre lizisine sebep olabilecegi belirtilmektedir (Artés-Hernandez vd., 2017).

Tablo 18
Yikama yapilan marullarda C. difficile sayimi (logkob/g)
Konsantrasyon Siire (dk) C. difficile
TEY-AA (MiK) 5 5,05%+0,01
15 5,072+0,02
TEY-AA (MiKx2) 5 4,20"0,04
15 4,18°°+0,25
TEY-AA (MiKx4) 5 4,32°4+0,07
15 4,07°+0,09
NaClO (50 ppm) 5 4,119+0,16
15 3,78%+0,02
NaClO (100 ppm) 5 4,50°+0,06
15 3,46°+0,04
NaClO (200 ppm) 5 <1
15 <1
Steril ¢gesme suyu 5 5,072+0,00
15 5,032+£0,06
Negatif kontrol* 5,35%0,04

TEY: Tar¢in Esansiyel Yagi AA: Asetik asit Sonuglar ortalama + standart hata olarak
verilmistir. Ayn1 siitun iizerinde farkli harfler ile ifade edilen degerler istatistiki olarak

onemlidir (P<0,05). *Negatif kontrolde yikama islemi gerceklesmemistir.

Yapilan ¢aligmalar in vitro kosullarda belirlenen esansiyel yag konsantrasyonlarinin,
in vivo uygulamalarda artirilmasi gerektigini gostermistir (Ozdikmenli ve Demirel-Zorba,

2016; Ozcan ve Zorba, 2015). Ancak yiiksek esansiyel yag konsantrasyonlar1 uygulandiklari

91



tirtinde istenmeyen degisikliklere yol agabilir. Ayrica lipofilik 6zelliklerinden dolay1 su bazli
yikama ¢ozeltilerinde uygulamay1 zorlagtirmaktadir (Artés-Hernandez vd., 2017). Bu
sebeple ¢alismamizda tar¢in esansiyel yaginin konsantrasyonunu diisiik tutmak ve yikama
uygulamalarindaki uygulanabilirligin artirilmast amaciyla targin yagi asetik asit ile

birlestirilmistir.

Zayi1f organik asitler, enzimatik ve enzimatik olmayan esmerlesme, tekstiir hasar1 ve
mikrobiyal bozulma gibi hasarlarin 6nlenmesi i¢in koruyucu amaciyla yaygin olarak
kullanilmaktadir. NaOCI’nin aksine organik asitler organik molekiiller ile etkilesime
girdiklerinde toksik veya kanserojen bilesikler tiretmezler (Artés-Hernandez vd., 2017). Etki
mekanizmalarinin, osmotik stres, proton hareket kuvvetinin bozulmasi ve
makromolekiillerin sentezinin inhibisyonu ile iliskili oldugu bildirilmektedir (Artés-
Hernandez vd., 2017). Bir¢ok organik asit arasinda asetik asit, ucuzdur ve kolayca temin

edilebilmektedir (Park vd., 2021).
Bu calismada da olusturan tar¢in esansiyel yagi-asetik asit yikama soliisyonunun in

vitro kosullarda belirlenen MiK degeri C. difficile inaktivasyonunda yeterli olmamustir
(Sekil 34). 2xMIK ve 4xMiK konsantrasyonlarda ise C. difficile inhibisyonu saglanmistir.
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® i¢me suyu = Kontrol
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Sekil 34. Yikamanin marullara inokiile edile C. difficile iizerindeki etkisi (logkob/g)

Kontrol grubunda yikama gerceklestirilmemistir.

Yikama soliisyonlart ile sebzelerden C. difficile’nin uzaklastirilmas: ile ilgili
literatiirde bir ¢alismaya rastlanilmamistir. Ancak Kerr (2009) sporlu bir bakteri olan
Bacillus cereus’u kavun yapragina ve ispanaklara spot inokiilasyon ile inokiile etmis ve
NaOCI, HCI ve H202’nin Bacillus inaktivasyonu tizerindeki etkisini arastirmistir. Yapraklar
inokiilasyonun ardindan 30 dk kurutulmus ardindan antimikrobiyal bilesikler yapraklara
puskiirtiilmiistiir. En yiiksek inaktivasyonun NaOCI (%6, v/v) ve HCIl (%20, v/v) ile
1spanaklarda 10 dakikada 5,84 log/g azalma olarak saptandigini, kavun yapraklarinda ise
NaOCl (%6, v/v)’nin B. cereus sporlarint 5,15 log/g azalttigi ifade edilmistir. Bizim
calismamizda ise 200 ppm (= %5,33) NaOCI marullara inokiile edilen edilen C. difficile’yi

tamamen inhibe ederek yaklagik 5 log/g azalma saglamistir.

4.4.2. Yikamamn Marullardaki TMAB ve Enterobacterales Yiikiine EtKisi

Hasat, nakliye ve satig sirasindaki zayif agronomik (yetistirme teknikleri) ve hijyen
uygulamalar1 sebebiyle sebzeler patojenler ile kontamine olabilmektedir (Ndlovu, 2020).
Sebzelerin mikrobiyolojik kontaminasyonunun degerlendirilmesi i¢in, genel kirlilik
gostergeleri olarak toplam mezofilik aerobik bakteri ve Enterobacterales yiikii 6nemlidir
(Ktape¢ vd., 2016).

TEY-AA uygulamasmin tiim konsantrasyonlarinda marullarda toplam mezofilik
aerobik sayisinda bir azalma saglanmis olup 0,75 ile 3,02 log kob/g arasinda degismektedir
(Tablo 19). TEY-AA kombinasyonunda konsantrasyonlarin uygulanma siireleri arasinda
istatistiki anlamda bir farklilik saptanmamustir (P>0,05). En fazla inhibisyon 4xMiK
konsantrasyonda 15 dakika yikamada 3,02 log kob/g olarak belirlenmistir (Sekil 35). Benzer
sekilde Hamad vd., (2013) tarafindan yapilan ¢alismada, marullar1 %5 asetik asit varliginda
2 dk bekletmenin aerobik mezofilik bakteri, koliform ve mayalara kars1 3 log’a kadar azalma
sagladig1 belirtilmistir. Ancak bizim ¢alismamizda 4xMIK konsantrasyondaki TEY-AA
kombinasyonunda asetik asit daha diisiik konsantrasyonda (%1) benzer inhibisyon etkiyi

gostermistir.
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50 ppm konsantrasyonda 5 dakika yikama digindaki tim NaClO uygulamalarinda
toplam mezofilik aerobik yiikiin tamami inhibe olmustur. 50 ppm NaClO’nun 5 dakika
uygulamasi ise 3,77 log kob/g azalma saglayarak TEY-AA uygulamasindan daha etkin
olmustur (Sekil 35). Kisnis, lahana ve marula uygulanan %3 ’liik ev tipi Klor (%5,2 sodyum
hipoklorit) veya %30 ev tipi sirke (%5 asetik asit) ile yikama uygulamasinin mikrobiyal ytikii
elimine ettigi ifade edilmistir (Bautista ve Thiagarajan., 2019). Bu farkin ¢aligmamizda
kullanilan NaOCl ve asetik asit konsantrasyonlarinin daha diisiik olmasindan kaynaklandigi

diistiniilmektedir.

Steril igme suyu ile yikamada toplam mikrobiyal yilik uzaklasmamistir. Benzer
sekilde Temiz vd., (2011), marul, maydanoz ve rokanin mikrobiyal yiikiiniin ¢esme suyu ile
uzaklagtirilamadigini ifade etmislerdir. Ayrica toplam mezofilik bakteri ve koliform yiikiinii
azaltmada klor (200 mg/L) ve asetik asit (%0,25 v/v) arasinda istatistiksel anlamda bir fark

olmadigini belirtmislerdir.
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Tablo 19

Yikama yapilan marullarda toplam mezofilik aerobik bakteri ve Enterobacterales sayimi

(log1okob/q)
Konsantrasyon Siire (dk) TMAB Enterobacterales
TEY-AA 5 6,37°°+0,00 4,28%0,04
(MIK) 15 6,280,004 4,35°40,01
TEY-AA 5 5,44°£0,08 <1
(2xMIK) 15 5,67%+0,09 <1
TEY-AA 5 4,10%+0,09 <1
(4xMIK) 15 4,35%40,04 <1
NaClO 5 3,35%+0,49 <1
(50 ppm) 15 <1 <1
NaClO 5 <1 <1
(100 ppm) 15 <1 <1
NaClO 5 <1 <1
(200 ppm) 15 <1 <1
Steril ¢esme suyu 5 7,03%+0,04 5,30°+£0,07
15 7,11%+0,08 5,21°+0,05
Negatif kontrol* 7,128+0,04 5,83%+0,02

Bencardino vd., (2018), marullara 5 farkli (su, tuzlu su (4g/500mL), bikarbonatl1 su
(8g/500mL), sirkeli su (10 mL/500mL), klorin bazli dezenfektan (10 mL/500mL) yikama

sollisyonunu 15 ve 30 dk uygulamislardir. 30 dk sirke ve 15 dk dezenfektan ile yikamanin

marullarda 6nemli bir mikrobiyal azalmay1 sagladigini belirtmislerdir.
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Sekil 35. Yikamanin marullardaki toplam mikrobiyal yiike etkisi (logiokob/g). Kontrol

grubunda yikama ger¢eklesmemistir.

2016 yilinda sonra Enterobacterales takiminin aralarinda Enterobacteriaceae,
Erwiniaceae, Peptobacteriaceae, Yersiniaceae, Hafniaceae, Morganellaceae ve
Budviciaceae oldugu 7 aileye ayrilmasi onerilmistir (Adeolu vd., 2016). Escherichia,
Cronobacter, Enterobacter, Klebsiella, Salmonella, Shigella gibi patojenik cinsler,

Enterobacteriaceae familyasinda yer almaktadir. (Adeolu vd., 2016).

TEY-AA nin MIK degeri disindaki tiim uygulamalarda Enterobacterales yiikiiniin
tamami inhibe olmustur (Tablo 19). MiK degerinde ise 5 ve 15 dk sonunda sirastyla 1,48 ve
1,55 logkob/g azalma saptanmustir. Steril igme suyu ile yikamanin Enterobacterales yiikiinde
azalma saglamadig tespit edilmistir. NaOCl’nin tiim konsantrasyonlarinda ve siirelerinde
Enterobacterales yiikii tamamen inhibe edilmistir (Sekil 36). Benzer sekilde, Carella (2014)
kekik esansiyel yag1 ve asetik asit arasinda sinerjistik bir aktivite belirlemis ve %1 asetik
asit- %0,02 kekik esansiyel yagi karisiminin marullara spot agilanmis Salmonella’y: 10 dk
icinde 2,41 log/g azaltarak 50 ppm konsantrasyondaki klordan (1,83 log/g) 6nemli derecede
farkli olmadigini ifade etmistir. [jabadeniyi vd., (2020) kekik yag1 (%0,1/v,v) ve asetik asit
(%0,3/v,v) kombinasyonunun maruldaki E. coli ve L. monocytogenes’in tam inhibisyonunu
sagladigin1 belirtmislerdir. Baska bir calismada ise ¢esme suyu, tuzlu su, sirkeli su ve klorlu

su ile yikanan salatalik, 1spanak ve marulun mikrobiyal yiikiinde 1-2 log azalma saglandig:

96



ve yiikiin uzaklagtirlmasinda ¢esme suyunun etkili olamayip klor veya sirkenin

uygulanabilir oldugu ifade edilmistir (Ajayi vd, 2017).

1 5
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15
Uygulama siiresi (dk)

Enterobacteriales sayisi (logkob/g)

ETEY-AA MIK) = TEY-AA (2xMiK) = TEY-AA (4xMIK)
NaOCI (50 ppm) = NaOCI (100 ppm) = NaOCI (200 ppm)
= Kontrol ® Steril igme suyu

Sekil 36. Yikamanin marullardaki Enterobacterales yiikiine etkisi (log kob/g)

Kontrol grubunda yikama ger¢eklesmemistir.

Park vd., (2011), marullara inokiile edilen E. coli O157:H7, S. Typhimurium ve L.
monocytogenes’in  %1-2 konsantrasyonlardaki organik asitler ile inhibisyonunu
aragtirmisglardir. Uygulama siiresi ve konsantrasyon arttikga inhibisyonun arttigini
belirlemisler ve propiyonik asitin (0,93-1,52 log), asetik asitin (1,13-1,74 log), laktik asitin
(1,87-2,54 log), malik asitin (2,32-2,98 log) ve sitrik asitin (1,85-2,86) log azalma
sagladigini belirtmislerdir.

Dezenfektanin etkinligi yikama suyunun fizikokimyasal 6zelliklerinin yani sira
dezenfektanin tiirli, konsantrasyon, temas stiresi, sicaklik, pH, gibi parametrelere gore
degisebilmektedir (Banach vd., 2015). Farkli antimikrobiyal yikama uygulamalarinin (elma
sirkesi, beyaz sirke, klorlu su, limon suyu iiriinii), farkli sicakliklarda (4 ve 21°C) ve farkh
maruziyet siirelerinde (0, 1, 5 ve 10 dk) marullara inokiile edilen E. coli inhibisyonuna
etkisinin arastirildig1 ¢calismada (Vijayakumar ve Wolf-Hall, 2002), en yiiksek inhibisyon
%35 beyaz sirkede (%1,9 asetik asit) calkalamali bir sekilde 5 dakikada, ¢alkalamasiz bir
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sekilde 10 dakikada S5log azalma saptanmistir. Toplam aerobik yiik ise, ¢alkalamali bir
sekilde 10 dakika uygulanarak 2log azalmistir.

Tar¢in yagmin marullara inokiile edilen Salmonella iizerinde etkisinin arastirildigi
baska bir ¢alismada (Todd vd., 2013), %0,3 ve %0,5 (v/v) tar¢in esansiyel yagina 2 dk
daldirillan ve 4 ve 8°C’de 3 giin depolanan marullarda Salmonella’nin 3 giin boyunca geri
kazanilamadig1 ve depolama sicakliginin Salmonella inhibisyonu iizerinde 6nemli bir etkiye

sahip olmadig1 belirtilmistir.

Rossi vd., (2022), NaOCI (%2) ve targin esansiyel yaginin (%0,5) 8°C’de depolamada
48 saat sonunda marul yiizeyinde mikrobiyal yiikii azalttigimi ve inokiile edilen
Salmonella’yr NaOCl ve tar¢in esansiyel yagmin sirasiyla 2,7 ve 0,44-1,00 logkob/g

azalttigini, sodyum bikarbonatin (15mg/mL) ise etkili olmadigini belirtmislerdir.

Akbas ve Olmez (2007), marullara inokiile ettikleri E. coli ve L. monocytogenes’i
organik asitler ve klor (%13, v/v) ile 2 ve 5 dk daldirma ile uzaklastirmaya ¢alismislar ve
%0,5 sitrik asit veya %0,5 laktik asit soliisyonlarinin 2 dk uygulanmasinin klorin kadar etkili

oldugunu ifade etmislerdir.

12 farkli meyve ve 10 farkli sebzenin steril su, tuzlu su (900 ppm) ve sirke (%4,5
asetik asit) ile yikandig1 bir calismada (Rahman vd., 2021), en yiiksek mikrobiyal azalmanin

sirke ile saglandig1 ve sebzelerdeki toplam canli yiikiinii 2,31 log azalttigini ifade etmislerdir.

Organik asit ve esansiyel yag kombinasyonlarinin sebzelerin dekontaminasyonunda
arastirildigr calismalar kisith olsa da farkli bitki esansiyel yaglarinin sebzelerden gida

patojenlerinin uzaklastirilmasi ile ilgili ¢aligmalar literatiirde mevcuttur.

Yapilan bir caligmada (Irkin vd., 2021), taze limon kabugu ekstrakti ve kuru nane
esansiyel yag1 soliisyonlarinda daldirma yontemiyle dezenfekte edilen marul, maydanoz ve
dereotu karigiminin toplam mikrobiyal yiikiiniin nane esansiyel yag: ile 7,56 log kob/g
azaldig1 ve sebze karigimina inokiile edilen E. coli ATCC 25933{in limon kabugu ekstrakti

ile 7,37 log kob/g azaldig1 ifade edilmistir.
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Garcia (2019), beyaz hardal esansiyel yaginin (%0,84, v/v) TSB besiyerinde E. coli
popiilasyonunda 2,7-2,9 log kob azaldigini, marullara inokiile edilen E. coli’nin %21 hardal
esansiyel yagi ve 150 ppm sodyum hipokolorit ile 2 log azalma sagladigin1 ve boylelikle

beyaz hardal esansiyel yaginin klor ¢ozeltilerine alternatif olabilecegini belirtmiglerdir.

Marul, salatalik ve maydanoz {iizerinde L. monocytogenes’in yikama ile
uzaklastirilmaya ¢alisildigt  bir ¢alismada (Nastou vd., 2012), asetik asitle
dekontaminasyonda (%2,0, v/v’ye kadar) en yliksek gozlenen azalmanin 2,6 log kob/g
oldugunu ve yikama etkinligini belirleyen en 6nemli faktoriin sebzenin kendisi oldugunu,
salataliga inokiile edilen L. monocytogenes’in yikama isleminde yaprakli sebzelere gore

daha direngli oldugunu ifade etmislerdir.

Ozcan ve Zorba (2015) marul, maydanoz ve dereotu karisimina L. monocytogenes
inokiile etmisler ve musluk suyu, klorlu su (150 ppm), limon esansiyel yagi (%1, v/v) ve
tarcin esansiyel yagir (%2, v/v) ile daldirma yontemiyle 5 dakika yikama islemi
uygulamuslardir. Inokiile edilen L. monocytogenes’in limon esansiyel yagi ile 4 log ve tar¢in

esansiyel yagi ile 2 log azaldigini ifade etmislerdir.

4.4.3. Yikama Soliisyonlarinin Marullarin pH ve SCKM Ogzelliklerine Etkisi

TEY-AA soliisyonu diger yikama uygulamalarindan daha asidik oldugundan TEY -
AA ile yikanan Orneklerin pH degerleri daha diisiik Ol¢iilmiistiir. Ayni zamanda
konsantrasyon ve maruziyet siiresi arttikca pH degeri diismiistiir (Tablo 20).

Marullarin SCKM igerikleri ise, tim yikamalarda konsantrasyona bagli olarak

degiskenlik gostermemistir. igme suyu ile yikanan marullarin benzer SCKM igerigine sahip

marullar ise 2xMIK konsantrasyonda 15 dk yikanan marullar olmustur (Sekil 37).
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Tablo 20: Yikama soliisyonlarinin marullarin pH ve SCKM 6zelliklerine etkisi

Yikama Konsantrasyon Siire (dk) pH SCKM
2xMIK 5 4,09+0,04% 1,6+£0,14"
TEY-AA 15 4,20+0,04% 2,1£0,07%
4xMIK 5 4,05+0,04¢ 1,8+0,14°
15 3,92+0,09¢ 1,6+0,00°
50 ppm 5 4,71+0,21" 1,0+0,14¢
NaOCl 15 4,96+0,15% 1,7+0,07°
100 ppm 5 5,56+0,272 1,0+£0,28°
15 4,39+0,26" 1,8+0,07"
I¢me suyu 5 5,37+0,08? 2,640,282
15 5,38+0,06 2,540,252

Sonuglar ortalama+ standart hata olarak verilmistir. Siitun iizerinde farkli harf'ile ifade edilen

degerler birbirinden farklidir (P<0,05).

pH Brix
8 4
6 ~3
I g = I c\f/
4 2 = #2 L =
2 | ' I o]
0 0
5 15 3 15
Siire (dk) Stire (dk)
mTEY-AA (2xMIK) ® TEY-AA (4xMIK) = NaOCl (50 ppm) mTEY-AA (2xMIK) ® TEY-AA (4xMIK) = NaOCl (50 ppm)
NaOCI (100 ppm) ®Igme suyu NaOCI (100 ppm) ®Igme suyu

Sekil 37. Yikanan marullarin pH ve SCKM degisimleri
4.4.4. Yikama Soliisyonlarimin Marullarin Renk ve Tekstiir Ozelliklerine Etkisi
Meyve ve sebzelere uygulanacak yeni sanitasyon uygulamalarinda, uygulamanin
sadece mikrobiyal iyilesmeyi saglamasi degil, ayn1 zamanda iiriinlerin fiziksel, kimyasal ve

duyusal 6zelliklerinin de korunmasi beklenmektedir (Coswosck vd., 2020).

Marulda kesme nedeniyle dokunun kahverengilesmesini ifade eden esmerlesme ile

etilene maruz kalma ile meydana gelen kizil lekelenme olarak adlandirilan iki tiir renk
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bozulmasi gozlenir. Enzimatik ve enzimatik olmayan fenolik bilesiklerle reaksiyonlar bitki

dokusunda kahverengi pigmentler tiretmektedir (Witkowska, 2013).

Taze kesilmis sebzeler bitki dokusunun yaralanmasina sebep olmaktadir. Bu durum
kalite bozulmasina sebep olan bir dizi metabolik ve enzimatik aktiviteyi baslatmakta ve
tekstiir kaybi, kotii tat ve koku olusumu, renk kaybi gibi istenmeyen degisikliklere sebep
olmaktadir. Taze kesilmis sebzelerdeki bu reaksiyonlarun iirliniin raf dmriinii kisalttig1 ifade

edilmektedir (Giannakourou vd., 2021).

Caligmamizda farkli konsantrasyonlarda ve farkli siirelerde yikama islemi uygulanan

marullara ait L, a, b degerleri Tablo 21°de verilmistir.

Tablo 21

Yikanan marullardaki renk degisimi

Konsantrasyon  Siire (dk) L a b
TEY-AA 2xMiK 5 78,03+1,50"8  -16,12+1,007B¢ 32,61+1,318CP
15 74,41+1,767BC -19,39+1,0478 38,40+1,2578
4xMIK 5 69,82+2,428C -21,50+0,53A 40,58+0,25%
15 65,91+1,93¢ -14,5041,93AB¢ 37,89+0,03A8
NaOClI 50 ppm 5 77,71+1,8748 -15,45+1,3078C 33,33+1,478¢CP
15 80,62+2,828 -12,04+0,94°¢ 25,48+1,73F
100 ppm 5 78,30+0,6348  -13,73+0,48ABC 29,85+0,55CPE
15 73,21+1,78ABC¢  -12,95+0,158C 28,04+0,520F
fgme suyu 5 82,811,114 -13,09+1,308¢ 37,47+1,36"8
15 82,23+0,524 -12,72+0,578¢ 37,09+0,37ABC

Sonuglar ortalama+ standart hata olarak verilmistir. Ayni siitun {izerinde farkli harfler ile

ifade edilen degerler birbirinden farklidir (P<0,05).

Tablodan da goriildiigii gibi parlaklik seviyesini gosteren ve 0-100 arasinda deger
alan ‘L’ degeri 4xMIK ile 15 dk yikamada digerlerinden 6nemli dl¢iide farklilik gdstermistir
(Tablo 21, Sekil 38). Bu konsantrasyonda yikamada marullarin parlaklig: diismiistiir. 2xMIK
ile yikanan Orneklerde ise, L degeri igme suyu ile yikananlardan istatistiki olarak farkli
degildir (P>0,05). Marullarin yesil renk seviyesini ifade eden ‘a’ degerleri arasinda ise

yikama uygulamalar1 arasinda fark goézlenmemistir. ‘b> degerinde ise TEY-AA’nin
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konsantrasyonlar1 ve uygulanan siireler arasinda fark gozlenmemesinin yaninda i¢me suyu

ile yikanan 6rneklerin b degerleri ile de aralarinda fark yoktur (P>0,05).

Marullarin tar¢in yagi (%0,5/ v,v) ile yikandig1 baska bir ¢alismada da (Rossi vd.,

2022) 48 saat sonunda yapraklarin renk parametrelerinde 6nemli bir faklilik gézlenmedigi

belirtilmistir.
L degeri a degeri
100 0
20 .. T s 5 15
60
-10
40 - ™
20 -15 I
0 -20
5 15 25
Siire (dk) Siire (dk)
mTEY-AA (2xMIK) m TEY-AA (4xMIK) = NaOCI (50 ppm) B TEY-AA (2xMIK) 8 TEY-AA (4xMIK) m NaOCl (50 ppm)
NaOCI (100 ppm) = igme suyu NaOCI (100 ppm) = Igme suyu
b degeri
50
40
30 N b
I
20
10
0
5 15
Siire (dk)

mTEY-AA (2xMIK) m TEY-AA (4xMIK) m NaOCI (50 ppm)
NaOCI (100 ppm) = Igme suyu

Sekil 38. Yikama yapilan marullarda renk degisimi

Gidalardaki ‘sertlik’ yapida bozulma saglamak i¢in uygulanmasi gereken kuvvettir.
Duyusal anlamda azi1 disleri arasinda gidaya uygulanan gii¢ iken, tekstiirel anlamda ise ilk

sikistirmanin bitip geri ¢ekilmenin basgladigi noktaya karsilik gelmektedir (Tiryaki, 2021).

Yikama soliisyonlarinin marullarin tekstiirel 6zelligine etkisi degerlendirildiginde,
4xMIK konsantrasyondaki TEY-AA ile 15 dakika yikama disindaki tiim yikamalarda siireler
arasinda farklilik saptanmamustir (Tablo 22). i¢gme suyu ile yikamaya kiyasla en benzer
tekstiirel 6zellik 4xMIiK TEY-AA’nin 15 dk uygulamasinda gériiliiyor gibi olsa da bu
konsantrasyon ve siire, marullarda fark edilebilir seviyede yumusama saglamistir ve {iriinde

deformasyon olusabilmesi i¢in daha fazla kuvvet uygulanmasi gerekmistir.
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Tablo 22

Yikanan marullarin tekstiirtindeki degisimler

Konsantrasyon Siire (dk) Tekstiir (N)

TEY-AA 2xMIK 5 19,95+1,198¢P
15 22,88+0,128

4xMIK 5 16,84+1,02¢P
15 30,30+0,80°

NaOCI 50 ppm 5 21,98+1,98BC
15 23,97+0,01B

100 ppm 5 20,47+0,148€
15 14,661,198
Igme suyu 5 34,53+1,46"
15 34,22+0,30"

Sonuglar ortalama+ standart hata olarak verilmistir. Ayni siitun iizerinde farkl biiyiik harfler

ile gosterilen degerleri birbirinden farklidir (P<0,05).

Icme suyu ile yikanan orneklerdeki kuvvet ise, iiriiniin gevrekligine uygulanan
kuvvet olmustur. 2xMIK TEY-AA ve 50/100 ppm NaOCI ile yikanan &rneklerde ise
tekstiirel bir farklilik yoktur. Sonug¢ olarak igme suyu ile yikananlardaki gevreklik/tazelik
hissi diisiiniildiigiinde NaOCl ile yikama ve 2xMIK TEY-AA ile yikama tekstiirde kayba yol
acmistir (Sekil 39). Ancak bu kayip iirlinlin kabul edilebilirligini olumsuz yonde etkileyecek

seviyede degildir. Yikanan marullarin fiziksel goriiniimleri Sekil 40°da gdsterilmistir.

Tekstiir
40
= I ™
= Wn ' 1™
) 5 15
Siire (dk)

® TEY-AA (2xMIK) ® TEY-AA (4xMiK)
NaOCI (50 ppm) NaOCI (100 ppm)
® i¢me suyu

Sekil 39. Yikamanin marullardaki tekstiire etkisi
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5 DK 15 DK

TEY-AA (2 MiK)

TEY-AA (4 MIK)

NaOCI (50 ppm)

NaOCI (100 ppm)

Kontrol

Sekil 40. Yikanan marullarin fiziksel goriintiileri
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4.4.5. Yikama Soliisyonlarimin Marullarin Toplam Fenolik Madde icerigine
Etkisi

Sebze isleme, Ozellikle kesme islemleri sirasindaki mekanik ve fiziksel stresler,
dokularda cesitli fizyolojik ve biyokimyasal tepkileri ortaya ¢ikaran bir yara sinyali
olusturur. Yara kaynakli degisiklikler arasinda nem kaybi, yiiksek solunum, etilen tiretimi
ve fenolik bilesiklerin birikmesine ve ardindan doku esmerlesmesine neden olan

fenilpropanoid metabolizmasinin aktivasyonu yer almaktadir (Baur vd., 2004).

TEY-AA ile yikamada konsantrasyon arttik¢a toplam fenol igerigi artmistir (Tablo
23). Bu durumun marulun toplam fenol igerigine ek olarak yikama sonrasi kalinti olarak
kalan yikama soliisyonundan gelen toplam fenolik igeriginden kaynaklandigi
diistiniilmektedir. NaOCl ile yikamada ise, konsantrasyon arttikga toplam fenol miktari
azalmistir. Uygulama siireleri agisindan ise istatistiksel agidan Onemli bir farklilik

gbzlenmemistir (Sekil 41).

Tablo 23
Yikama soliisyonlarinin marullarin toplam fenol icerigine etkisi
Konsantrasyon Siire (dk) Toplam Fenolik madde
(mgGA/100g)
2xMiK 5 138,74+6,548
15 148,74+11,408
TEY-AA 4xMIK 5 184,76+5,17~
15 195,88+7,724
50 ppm 5 42,94+2 97¢P
NaOCI 15 30,33+3,91¢P
100 ppm 5 23,19+4,75°
15 17,31+2,38°
f¢me suyu 5 52,62+4,78C¢
15 51,69+3,56°

Sonuglar ortalama + standart hata olarak verilmistir. Siitun lizerinde farkli harfler ile

gosterilen degerler birbirinden farklidir (P<0,05).
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mTEY-AA (2xMiK) = TEY-AA (4xMiK) = NaOCI (50 ppm)
NaOCI (100 ppm) = i¢gme suyu

Sekil 41: Yikamanin marullarin toplam fenol icerigine etkisi

4.5. Arastirma 5. Modifiye Atmosfer Paketlenen Marullarin Depolama Boyunca
Mikrobiyal Yiikiindeki ve Fiziksel/Kimyasal Ozelliklerindeki Degisim
4.5.1. Depolama Boyunca Marullara Inokiile Edilen C. difficile’nin Degisimi

Modifiye atmosfer paketlemenin (MAP), tiiketiciye taze iiriin saglamak, tiriiniin raf
omriinii uzatmak, sebzelerin fiziksel Ozelliklerinin korunmasini saglamak ve solunum,
terleme, oksidatif stres ve mikroorganizma gelisimini sinirlandirmak i¢in kullanish oldugu
ifade edilmektedir (Firouz vd., 2021). Taze yaprakli sebzeler, uygun olmayan kosullarda
depolandiklarinda raf dmrii kisa olan {iirlinlerdir. Depolama sicakligi ve nem bu firiinlerin
kalitesini ve gilivenligini etkileyen dnemli faktorlerdir. (Nousiainen vd., 2016). Taze meyve
ve sebzeler hasattan sonra halen metabolik aktivitelerini devam ettirdiklerinden, MAP’1n
etkin olmas1 sadece polimer filmlerin O.-CO; gegirgenligine degil, ayn1 zamanda iiriiniin
solunum aktivitesine de baglidir. Bu a¢idan bakildiginda meyve sebzeye uygulanan MAP 1n,
et uriinlerine uygulanan MAP’tan daha karmasik oldugu disiiniilmektedir (Zhuang vd.,
2014).

Solunum hizi, hasat sonrast hiicredeki metabolik siireglerin  hizi  olarak
tanimlanmaktadir. Solunum asil olarak, karbonhidratlarin enerjiye dontstiiriildiigii katabolik
bir siirectir. Solunum genellikle aerobiktir, ancak daha az enerji ve potansiyel olarak toksik

bilesikler iireterek anaerobik solunum da meydana gelebilmektedir (Lokke, 2012).
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Normal sartlar altinda meyve sebzelerin solunum hizim1 azaltmak i¢in O
konsantrasyonu %1-5 arasinda tutulmaktadir. Boylelikle iiriinii meydana getiren kompleks
substratlarin  oksidatif parcalanmasi geciktirilerek, iirlinlin raf Omriiniin uzamasi
saglanmaktadir. Ancak <%]1 seviyesinde O varliginda anaerobik solunum meydana
gelebilmektedir. Bu durum iiriinde koti koku ve tada sebep olmasinin yaninda anaerobik

patojen mikroorganizmalarin gelismesine sebep olabilmektedir (Farber vd., 2003).

Mikrobiyal gelisme igin aeroblar i¢in olan %21 ve anaeroblar i¢in olan %0-2
optimum O konsantrasyonu asildiginda ‘oksijen soku’ uygulanarak aerobik ve anaerobik
mikrobiyal gelismenin durduruldugu bulunmustur. Ancak yiiksek O2’nin (%80-90) E. coli
ve L. monocytogenes’in gelisimini destekledigi bilinmektedir (Farber vd., 2003).

Calismamizda 2xMIK konsantrasyondaki TEY-AA ile 5 dk, 50 ppm
konsantrasyondaki NaOCI ile 15 dk ve kontrol grubu olan ¢esme suyu ile 5 dk yikanan
marullar polipropilen (PP) sizdirmaz kaplarda Pet EVOH PP iist filmi kullanilarak %2 CO,
%5 O2 ve %93 N2 gaz karigimu ile paketlenmistir. Paketler 4 ve 10°C’de 10 giin boyunca
depolanmustir. Depolama boyunca paketlerin igerisindeki O2 ve CO2 gazi degisimleri Tablo

24 ve Tablo 25’de verilmistir.

Tablo 24
Inokiile edilen ve MAP yapilan marullarda depolamaya bagli CO, degisimi

CO:2 konsantrasyonu (%)

Sicaklik (°C) 1.giin 3.giin 5. glin 7. glin 10.glin
TEY-AA 4 1,82+0,13%2  1,87+0,18%  2,30+0,34% 1,90+0,05°*  1,92+0,3352
10 2,10£0,17°P®  1,75+0,08%>  2,87+0,498% 1,67+0,04" 2,10+0,05°%°
NaOClI 4 2,22+0,048C0¢  2.97+0,02%¢  3,35+0,088¢ 4,30+0,05%°  4,95+0,14%2
10 2,62£0,067%  427+0,11%  540+0,10°° 6,82+0,18%° 7,870,174
Kontrol 4 2,32+0,098%¢  3,70+0,04%°  4,60+0,17°° 4,85+0,02%°  6,42+0,06°
10 2,97+0,08%¢  5,1240,11A°  5,72+0,22A  8,62+0,22%  8,70+0,22°

*Sonuglar ortalama + standart hata olarak verilmistir. Ayni siitun iizerinde farkli biiytik

harfler ile ifade edilen degerler birbirinden farklidir. Ayni satir istiinde farkli kiigiik harfler

ile ifade edilen degerler birbirinden farklidir.
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Tablo 25

Inokiile edilen ve MAP yapilan marullarda depolamaya bagh O, degisimi

O:2 konsantrasyonu (%)

Sicaklik (°C) 1.giin 3.giin 5. glin 7. glin 10.glin
TEY-AA 4 5,67£0,18%2  5,55+0,17%  5,70+0,13%%  5,80+0,00%%  5,57+0,1142
10 5,27+0,13°  590+0,00°  5,40+0,232%  570+0,12°% 5 65+0,08"
NaOCI 4 5,3240,21%2  4,37+0,10%°  5,1540,02"2  3,00+0,288¢  2,10+0,008¢
10 4,92+0,35%%  2,97+0,02%°  1,424+0,20°° 0,77+0,11°%  0,45+0,05
Kontrol 4 5,10£0,247%  4,154+0,498% 2 82+0,58B°¢ 2 8540,26%¢  1,32+0,42B¢
10 4,75+0,18%2  2,75+0,08%°  2,10+0,288%®  1,00+£0,29%¢  0,35+0,02¢¢

*Sonuclar ortalama + standart hata olarak verilmistir. Ayni siitun lizerinde farkli biiyiik
harfler ile ifade edilen degerler birbirinden farklidir. Ayni satir istiinde farkli kiigiik harfler

ile ifade edilen degerler birbirinden farklidir.

Yikama asamasinda 2xMiK konsantrasyondaki TEY-AA nin 5 dakika uygulamasi
ile 50 ppm NaOCl’nin 15 dakika uygulamasi hem mikrobiyal inhibisyon hem de marulun
fiziksel, kimyasal 6zelliklerinin korunumu ag¢isindan en uygun konsantrasyon ve siireler
olarak secilmistir. Bu yiizden modifiye atmosfer paketlenen marullara bu konsantrasyon ve
stirelerde yikama islemleri gergeklestirilmis ve kontrol grubu olarak steril igme suyu ile 5 dk

yikanan marullar degerlendirilmistir.

C. difficile ile inokiile edilen ve TEY-AA ile yikanan marullarda 10 giinliik depolama
boyunca hem 4°C hem 10°C’de O2-CO2 kompozisyonunda onemli bir degisiklik olmamis
ve O konsantrasyonu %5’in altina inmemistir (Tablo 24, Tablo 25). TEY-AA ile yikama
uygulamasimin marullardaki solunumu minimum seviyeye indirdigi gézlenmistir. Ancak
NaOCl ile yikanan 6rneklerde 10°C’de depolamada ozellikle 5. giinden sonra paketlerdeki
O2 seviyesi belirgin bir sekilde azalmaya baglamistir (P<0,05). Bu sicaklikta 10. giinde Oz
seviyesi %0,45 seviyesine kadar gerilemistir. Kontrol grubunda 10°C’de 10. giiniin sonunda
O, seviyesi %0,35’e kadar diismiistiir. Ancak NaOCl ile yikamaya kiyasla bu diisiis 7.
giinden sonra belirgin bir sekilde gozlenmistir (Sekil 42).
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Sekil 42. C. difficile ile inokiile edilen marullarda depolama boyunca MAP’lardaki gaz
degisimi (a) TEY-AA (b) NaOCI (c) kontrol

MAP kosullarinda artan siireye bagl olarak degisen gaz kompozisyonunun C.
difficile sporlari {izerinde nasil bir etkiye sahip olacagi agik olmamakla birlikte son yillarda
yapilan ¢alismalar (Kint vd., 2020; Morvan vd., 2021) C. difficile‘nin zorunlu anaeroblar
icin beklenenden daha iyi bir sekilde O toleransinin oldugunu gostermistir. O ile
karsilagtiginda C. difficile, merkezi metabolizmasini Oz’ye daha az duyarli iz yollarina
yonlendirmekte ve O indirgenmesinde ve oksitlenmis hasarli molekiilerin onariminda yer
alan enzimleri kodlayan genlerin ekspresyonunu indiiklemektedir (Morvan vd., 2021). C.
difficile %1-3 Oz varliginda gelisebilmektedir. C. difficile’nin diisiik O2 gerilimine toleransi,
genel stres tepkisinde yer alan alternatif sigma faktoriiniin (6®) varligini gerektirmektedir.
Flavodiiron (FdpA ve FdpF) ve ters rubreritrin (revRbrl ve revRbr-2) proteinleri O>
varhiginda C. difficile gelisme yeteneginde 6nemli rol oynamaktadir (Kint vd., 2020).

TEY-AA ile yikama da O2-CO: konsantrasyonu sabit tutulmus olup depolama
boyunca C. difficile sayisinda bir artis gozlenmemistir (Tablo 26). Bunun yaninda hem

NaOCl ile yikamada hem de kontrol grubunda depolama boyunca O> konsantrasyonu kritik
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seviyelere diisse de bu durum C. difficile sayisinda artisa sebep olmamistir (Sekil 43).
Uygulanan yikama iglemlerinin getirdigi inhibisyon etkisi diginda inokiile edilen C. difficile
sporlarinin tamami 10 giin depolama sonunda dahi geri kazanilmistir. Benzer sekilde Flock
(2017), marullara inokiile ettikleri C. difficile sporlarinin MAP kosullarinda 4°C’de 10
giinliikk depolama boyunca canliligini korudugunu ancak toplum kaynakli C. difficile
enfeksiyonlarinda modifiye atmosfer paketli tiikketime hazir marullarin roliinlin halen ek
arastirmalar gerektirdigini ifade etmistir. Ayrica bu ¢alismada da (Flock, 2017) marullara
inokiile edilen C. difficile spor sayisi sabit kalmis olup depolama boyunca artma ya da

azalma olmamustir.

Tablo 26

Depolama boyunca marullarda C. difficile sayisindaki degisim

C. difficile sayis1 (logkob/g)

0. Giin 1. Giin 3. Giin 5. Giin 7. Giin 10. Giin

TEY-AA
4°C  4,35£0,08°®  4,37+0,05°®  4,59+0,03%°  4,25+0,08%°  4,34+0,09%® 4,79+0,10/8¢2
10°C  4,35+0,08°%®  4,21+0,14%®  4,78+0,03%8  4,41+0,095%  4,50+0,045% 4,56+0,135¢

NaOCI
4°C  4,56+0,308%%  4.4440,108%  4,73+0,1382  4,57+0,0382  4,55+0,0582  4,58+0,208%2
10°C  4,56£0,308%  4,60+0,218%  4,70+0,0182  4,54+0,10%2 4,660,032  4,38+0,08

Kontrol
4°C  5,24+0,16"%  5.84+0,04" 546+0,014%%  530+0,07°%  575+0,077%  5,16+0,15°8
10°C 5,240,160 5,09+0,028¢  5,524+0,132%¢  541+0,024°¢  586+0,06"% 5,340,014

*Sonuglar ortalama + standart hata olarak verilmistir. Ayn1 siitun iizerinde farkli biiyiik
harfler ile ifade edilen degerler birbirinden farklidir. Ayn1 satir iistiinde farkl kiigiik harfler

ile ifade edilen degerler birbirinden farklidir.

Farkli gida gruplarinda modifiye atmosfer paketlerde anaerob mikroorganizmalarin
calisildigi calismalar vardir. Yapilan ¢alismalarin ¢ogu anaerobik bir mikroorganizma olan
C. botulinum tizerine yogunlasmis olsa da modifiye atmosfer paketlerde C. botulinum
gelismesi ve toksin olusturmasina yonelik endiseye gerek olmadigi ifade edilmekte olup,
bunun sebepleri arasinda C. botulinum’un paket igerisinde yakin ¢evresindeki gaz dagilimi
(lirlinilin ylizey ve i¢ kismi) ve iiriindeki mevcut diger flora ile rekabet etmek zorunda kalmasi
belirtilmektedir (Vermeulen vd., 2013). Diger taraftan minimum islenmis triinlerin MA

paketlendigi gidalarda hiicre hasari meydana gelebilmektedir. Sporlu mikroorganizmalar
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icin bu durum spor yaralanmasini ifade etmektedir. Spor yaralanmalarinin tipik semptomlart
arasinda ¢imlenmenin gecikmesi, degisen besin ihtiyaci, geri kazanim i¢in kullanilan
besiyerlerine duyarlilik ve degisen optimum inkiibasyon sicakliklar1 sayilabilmektedir
(Vermeulen vd., 2013).
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Sekil 43: Depolamaya bagl C. difficile sayisindaki degisim (a) 4°C’de depolamaya bagl C.
difficile sayisindaki degisim (b) 10°C’de depolamaya bagli C. difficile sayisindaki degisim

Yapilan bir calismada (Lilly vd., 1996) 1118 modifiye atmosfer paketli sebze
orneginde C. botulinum aranmis ve %0,36 oraninda saptanmustir. Arastirmacilar dogranmis
lahana, dogranmis yesil biber ve Italyan salatas1 karisimmimn C. botulinum tip A sporu,
hindibadan olusan salatanin ise hem C. botulinum tip A hem de tip B sporu icerdigini

belirtmislerdir.

Modifiye atmosfer paketli sebzelerde yapilan baska bir ¢alismada (Austin vd., 1998),
botulinum toksini sogan, balkabagi, turp, salata ve tavada kizartilmis sebzelerde
saptanmistir. Yazarlar ayn1 zamanda proteolitik olmayan C. botulinum’un, 5°C'ye kadar
diisiik sicakliklarda nérotoksin iiretebilirken, proteolitik suslarin 15°C ve daha yiiksek
sicakliklarda norotoksin iirettigini belirtmislerdir. Ayrica ¢ogu 6rnegin botulinum toksini
saptanmadan Once gozle goriiliir sekilde bozulmus oldugunu ancak balkabagi ve sogan
orneklerinin toksin saptandiktan sonra da duyusal olarak kabul edilebilir olmaya devam

ettigini bildirmislerdir.

Bu calismada C. difficile inokiile edilen marullarda inokiilasyondan oOnce ©n
dezenfeksiyon iglemi uygulandigi i¢in mevcut rekabet¢i aerob ve anaerob flora inhibe

edilmistir. Ayn1 zamanda uygulanan islemler sonucu sporlarin geri kazaniminda sporlarin

111



cimlenmesini baskilayacak herhangi bir antibiyotik besiyerine katki olarak ilave
edilmemistir. Bu kosullar altinda 10 giinlik depolama boyunca %1’in altina diisen O:
konsantrasyonuna ragmen C. difficile gelisimi g6ézlenmemis olup, depolama siiresinin
uzadigr durumda kosullarin ¢imlenme ve toksin olusumunu tesvik edip etmeyecegi agik

degildir ve halen risk olusturma ihtimali bulunmaktadir.

4.5.2. Depolama Boyunca Marullardaki TMAB ve Enterobacterales Yiikiiniin

Degisimi

C. difficile inokiile edilmeyen ve yikama soliisyonlari ile yikanan marullarda toplam
mezofilik aerobik bakteri ve Enterobacterales yiikiiniin depolamaya bagh degisimi
arastirllmistir. Ayrica C. difficile inokiile edilmeyen fakat yikama soliisyonlar1 ile yikanan
marullarin paketlerinde de O2-CO, degisimi incelenmistir. Inokiile edilmeyen marullarin

paketlerindeki O,-CO> konsantrasyonlart Tablo 27 ve Tablo 28’de verilmistir.

Tablo 27
Inokiilasyon yapilmayan ve MAP uygulanan marullarda depolamaya bagh CO> degisimi

CO:2 konsantrasyonu (%)

Sicaklik l.gilin 3.giin 5. giin 7. giin 10.giin
(°C)
TEY-AA 4 1,86+0,04%4  2,25+0,05%¢  2,70+0,05%°  2.254+0,11¢¢ 2,480,120
10 2,3040,0348 3 71+0,37A%  3,48+0,26"B® 3 23+0,308%c 3 80+0,27%2
NaOCI 4 1,9340,04%9  2,61+0,045%"  2,91+0,068¢%"  3,30+0,118%¢  3,86+0,07¢°
10 2,2540,0380  3,25+0,067B%% 3 57+0,187B¢  4,76+0,26"°  6,40+0,29"2
Kontrol 4 2,16£0,0289  2,80+0,058¢F  3,13+0,118C%  2,70+0,048Cf 3 43+0,09
10 2,4540,037  3.18+0,1148% 3 .9540,047%¢  4.41+0,15%°  5,33+0,2282

*Sonuglar ortalama + standart hata olarak verilmistir. Ayn1 siitun lizerinde farkli biiyiik
harfler ile ifade edilen degerler birbirinden farklidir. Ayni satir {istiinde farkli kiigiik harfler

ile ifade edilen degerler birbirinden farklidir.
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Tablo 28

Inokiilasyon yapilmayan ve MAP uygulanan marullarda depolamaya bagl O, degisimi

TEY-AA

NaOClI

Kontrol

O:2 konsantrasyonu (%)

Sicaklik 1.glin 3.giin 5. giin 7. giin 10.giin

(°C)
4 5,410,117 5.48+0,104%  5,46+0,09%%¢  5.48+0,074%  5,98+0,174%
10 5,28+0,08A¢ 4,33+0,438¢  4,58+0,2078°  515+0,137%C¢ 4,430,528
4 5,34+0,16" 541402280 4.85+0,167B¢  53140,197% 4 06+0,208%
10 5,3840,117%  4,56+0,0978%¢ 42240308 3,40+0,11%¢  1,50+0,17
4 5,36+0,14A® 5,51£0,19%  4,50+0,2048%¢  540+0,00°®  4,16+0,285
10 5,21£0,09%8%¢ 5 16+0,13AB%¢  4,33+0,32B° 3 31+(,28Bd¢

2,35+0,36%¢

*Sonuglar ortalama + standart hata olarak verilmistir. Ayn1 siitun iizerinde farkli biiyiik

harfler ile ifade edilen degerler birbirinden farklidir. Ayni satir Gistiinde farkli kiiclik harfler

ile ifade edilen degerler birbirinden farklidir.

TEY-AA uygulamasi1 O,-CO> konsantrasyonunu sabit seviyelerde tutarken, NaOCI

ve kontrol grubunda 10°C’de depolamada O konsantrasyonunda onemli bir azalma
saptanmistir (Sekil 44).
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Sekil 44. C. difficile ile inokiile edilmeyen marullarda depolama boyunca MAP’lardaki gaz
degisimi (a) TEY-AA (b) NaOCI (c) Kontrol

Depolamaya ile birlikte degisen gaz kompozisyonuna bagl olarak, her iki sicaklikta
da tiim yikama uygulamalarinda 10 giiniin sonunda hem toplam mezofilik aerobik bakteri
sayisinda hem de Enterobacterales sayisinda artis gézlenmistir. Toplam canli sayisindaki en
yiliksek artis 3,96 log ile 10°C’de depolanan NaOClI ile yikanan 6rneklerde gozlenmistir
(Tablo 29). TEY-AA ile yikama bu artis1 4°C’de 1,36 log, 10°C’de 1,43 log seviyesinde
gerceklestirmistir (Sekil 45).

Tablo 29
Depolama boyunca marullarda TMAB sayisindaki degisim
TMAB sayis1 (logkob/g)

0. Giin 1. Giin 3. Giin 5. Giin 7. Giin 10. Giin

TEY-AA
4°C  *421£0,2%°  220+0,02%°  2,33+0,22%%  326+0,22°°  3,14+0,01°¢  3,56+0,0200
10°C  4,21+0,2%°  4,19+0,08%°  4,33+0,22%°  551+0,24%%  537+0,10%  5,62+0,01
NaOCl
4°C  3,98+0,4°T  4,43+0,15%%  4,50+0,445%€  519+0,05°%  5,05+0,018%%  581+0,07°°
10°C  3,98+0,4AT  42140,10%  4,24+0,138¢  5,19+0,01°¢  7,04+0,03"°  8,17+0,05"2
Kontrol
4°C  6,04+0,9°®  5,08+0,04%°  5,09+0,00°%  6,21+£0,02°%  6,53+0,14"°  7,61+0,07%
10°C  6,04+0,9°®  6,05£0,02°°  6,11+0,02°  6,36+0,08"°  7,36+0,33"%  7,85+0,06%

*Sonuglar ortalama + standart hata olarak verilmistir. Ayn1 siitun iizerinde farkli biiyiik
harfler ile ifade edilen degerler birbirinden farklidir. Ayni satir iistiinde farkli kiigiik harfler
ile ifade edilen degerler birbirinden farklidir.

TMARB sayis1 (logkob/g)
S = N W ROy o

TMARB sayis1 (logkob/g)
S = W N ] 00D

Gilin Giin

(a) TEY-AA NaOCl Kontrol (b) TEY-AA NaOCl Kontrol

Sekil 45. Depolama boyunca marullarda TMAB sayisindaki degisim (a) 4°C’de depolamada
toplam canli sayisindaki degisim (b) 10°C’de depolamada toplam canli sayisindaki degisim
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Depolama  boyunca paketlerdeki Enterobacterales  sayisindaki

degerlendirildiginde (Tablo 30), TEY-AA ile yikama 4°C’de depolanan 6rneklerde daha

degisim

fazla inhibisyon saglarken her iki sicaklikta da depolama boyunca Enterobacterales
sayisinda farklilik goriilmemistir (P>0,05). NaOCl ile yikanan orneklerde ise, depolama
boyunca 10°C’de daha fazla olmak iizere her iki sicaklikta da Enterobacterales sayisi
artmustir. En yiiksek artis toplam canli sayisinda da oldugu gibi 10°C’de depolanan NaOCl
ile yikanan Orneklerde olmustur. Tim uygulamalar i¢inde 4°C’deki toplam canli ve

Enterobacterales sayisindaki inhibisyon 10°C’deki inhibisyondan fazla olmustur (Sekil 46).

Tablo 30

Depolama boyunca marullarda Enterobacterales sayisindaki degisim

Enterobacterales sayisi (logkob/g)

0. Giin 1. Giin 3. Giin 5. Giin 7. Giin 10. Giin
TEY-AA
4°C <1 <1 2,5240,05%°  2,92+0,02%°  2,88+0,02%°  2,72+0,02F
10°C <1 <1 4,16+0,06%  4,48+0,12%2  4,35+0,14P% 4,340,342
NaOClI
4°C <1 <1 3,82+0,05%  4,76+0,168¢  5,07+0,07°°¢  5,71+0,065°
10°C <1 <1 5,34+0,01%°¢  5,60+0,01%°  6,59+0,05%%  7,34+0,34"2
Kontrol
4°C  4,3740,07°%  4,47+0,06°%  4,08+0,088C  4,34+0,048% 5 ,64+0,158¢ 5 32+0,05C0¢
10°C  4,37+0,07°%  4,71+0,07°9  4,0240,028¢  5,76+0,16"  6,04+0,01%°  6,73+0,06"52

*Sonuglar ortalama + standart hata olarak verilmistir. Ayn1 siitun tlizerinde farkli biiyiik
harfler ile ifade edilen degerler birbirinden farklidir. Ayni satir istiinde farkli kiigiik harfler
ile ifade edilen degerler birbirinden farklidir.

Yapilan bir ¢alismada (Horev wvd., 2012) 200 ppm klor ile yikanan ve S.
Typhimurium ile inokiile edilen marullar %10 O, %10 CO, ve %80 N gaz
kompozisyonunda MA paketlenmistir. Arastiricilar 20°C’de 3 giin ve 8°C’de 7 giin
depolama sonunda aktif ambalajlamanin S. Typhimurium’un hayatta kalmasim
destekledigini belirtmislerdir. Sharma vd., (2011) E. coli O157:H7 inokiile edilen ve MA
paketlenen marullarda 4°C’de 10 giin depolama sonunda E. coli O157:H7’de azalma
gozlemlediklerini, 15°C’de depolamada ise en az 2,76 log kob/g artis saptadiklarini

bildirmislerdir.
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Modifiye atmosfer paketlerin gaz kompozisyonundaki gazlardan biri olan CO
bakteriyostatik etkiye sahiptir ve CO2’nin inhibitor etkisi sicakliktaki diistisle birlikte
artmaktadir (Mahajan ve Goswami, 2001). Uygulanan antimikrobiyal yikamalarin TMAB
Enterobacteriales yiiklerinde diisiik sicaklikta daha etkin olmasmin CO2’nin diisiik

sicakliklarda inhibitor etkisinin artmasindan kaynaklandig: diistiniilmektedir.
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Sekil 46. Depolama boyunca marullarda Enterobacterales sayisindaki degisim (a) 4°C’de
depolama boyunca Enterobacterales sayisindaki degisim (b) 10°C’de depolama boyunca
Enterobacterales sayisindaki degisim

4.5.3. Depolama boyunca Marullardaki pH ve SCKM Degisimi

Depolama sirasinda taze meyve sebzelerdeki organik asit degisikligini ifade eden pH,
genel olarak depolama boyunca artmakta olup, mikroorganizmalarin metabolik aktiviteleri

de yiiksek pH degerleri ve dolayisiyla daha az asidik ortamda artmaktadir (Tiryaki, 2021).

Depolama boyunca tim yikama uygulamalarinda her iki sicaklikta da pH
degerlerinde 6nemli bir degisiklik olmamistir (Tablo 31). En yiiksek pH NaOCl ile yikanan
marullarda 6l¢iilmiistiir. Depolama boyunca da mikrobiyal yiikte en yiiksek artis NaOCl ile
yikanan marullarda gézlenmistir. TEY-AA yikama soliisyonunun pH’s1 diger uygulamalara
kiyasla asidik oldugundan en diisiik pH TEY-AA’da dl¢lilmiis olup, bununla iligkili bir
sekilde depolama boyunca mikrobiyal yiikii en fazla kontrol altinda tutan yikama soliisyonu

da TEY-AA olmustur (Sekil 47).
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Tablo 31

Depolama boyunca marullardaki pH degisimi

TEY-AA
4°C
10°C
NaOCI
4°C
10°C
Kontrol
4°C
10°C

pH
0. Giin 1. Giin 3. Giin 5. Giin 7. Giin 10. Giin
*5,58+0,0482 5,61+0,0482 5,10+0,00F¢d 5,18+0,00P¢ 4,89+0,00F¢ 5,06+0,00Ed
5,58+0,0482 5,39+0,03¢0 5,54+0,00E2 5,16+0,00P¢ 4,78+0,00Ff 4,90+0,007¢
6,09+0,01A¢ 6,02+0,02Ade 6,11+0,00A¢ 6,23+0,0140 6,32+0,02A2 6,29+0,00A20
6,09+0,01A¢ 5,88+0,03AF 6,06+0,00B¢de 5,99+0,008¢C 6,25+0,0082 6,08+0,008¢d
5,93+0,00A0 5,92+0,05A0 5,960,002 5,96+0,01Cb 5,65+0,00Pd 5,79+0,00P¢
5,93+0,0040 6,05+0,0142 5,90+0,000P° 6,03+0,01B2 5,95+0,00C20 5,95+0,00C2p

*Sonuglar ortalama + standart hata olarak verilmistir. Ayn1 siitun tlizerinde farkli biiyiik
harfler ile ifade edilen degerler birbirinden farklidir. Ayni satir iistiinde farkl kiigiik harfler

ile ifade edilen degerler birbirinden farklidir.
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5 5
245 245
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Giin Giin
(a) TEY-AA NaOCl Kontrol (b) TEY-AA NaOCl Kontrol

Sekil 47. Depolama boyunca marullarda pH degisimi (a) 4°C’de depolamada pH degisimi
(b) 10°C’de depolamada pH degisimi

Marulda organik asitler, lipidler ve fenoller ile iligkili ‘acilik’ ve friikktoz, glikoz,
sakkaroz ve lif ile dogrudan iligkili olan ‘tatlilik’ olmak {izere tat esas olarak iki faktorden
olusmaktadir. Seker bakimindan zayif ve fenolik bilesikler bakimindan zengin olan marul,
SCKM igerigi 6nemli bir kalite gostergesi olarak kabul edilmemesine ragmen, zamanla tadin

korunmasiyla dogrudan iligkilidir (Vargas-Arcila vd., 2017).

Tiim yikama uygulamalarinda ve depolama sicakliklarinda 10. giiniin sonunda suda
¢oziinlir kuru madde orani baglangica gore azalma egiliminde olmustur (Tablo 32, Sekil 48).
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Benzer sekilde Schvambach vd., (2020) depolama boyunca SCKM miktarinda azalma
gozlemlemisler ve bu durumun solunumda ana substrat kaynagi olan basta seker olmak tizere

¢Oziiniir katilarin tiikketiminden kaynaklandigini ifade etmislerdir.

Suda ¢6ziinilir kuru madde orani arttik¢a bakterilerin gelisme hizinin azaldig: ifade
edilmektedir (Battey ve Schaffner, 2001). Calismamizda depolamanin sonuna dogru azalan
SCKM orani ile birlikte hem toplam mezofilik aerobik bakteri hem de Enterobacterales

yiiklerinde artis tespit edilmistir.

Tablo 32
Depolama boyunca marullardaki SCKM degisimi
SCKM (%)
0. Giin 1. Giin 3. Giin 5. Giin 7. Giin 10. Giin
TEY-AA
4°C  *2,90+0,1082  290+0,0082  2,50£0,00°  2,50:0,00°0 2,300,00¢¢ 2,00+0,00¢¢
10°C  2,90+0,1082  2.45+0,05°%  2,75+0,05482  2,75+0,05¢P2 2,85+0,0582 2,35+0,05/BCke
NaOCI
4°C  2,50£0,05¢  2,55+0,056  2,65£0,058Cd  3,0+0,008C  235+0,05C 2,35+0,15ABCd
10°C  2,50+0,05°¢  2,60+0,000%¢  2,60+0,008C¢ 3 3+0,00% 2,85+0,058b¢ 2,50-0,00A84
Kontrol
4°C  2,90+£0,008¢  2,95+0,05B¢  2,90+£0,00A°  2,80+0,00C¢  2,35+0,05C¢ 2,60+0,00Ad
10°C  2,90+0,008¢  3,40£0,007%  220+0,00°¢  3,20+0,108>  3,45+0,05% 2,20+0,008C¢

*Sonuglar ortalama + standart hata olarak verilmistir. Ayn1 siitun iizerinde farkli biiyiik
harfler ile ifade edilen degerler birbirinden farklidir. Ayni satir istiinde farkli kiigiik harfler
ile ifade edilen degerler birbirinden farklidir.
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Giin Giin
(a) TEY-AA NaOCl Kontrol (b) TEY-AA NaOCl Kontrol

Sekil 48. Depolama boyunca marullarda SCKM degisimi (a) 4°C’de depolama boyunca
suda ¢oziiniir kuru madde degisimi (b) 10°C’de depolama boyunca suda ¢dziiniir kuru
madde degisimi
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4.5.4. Depolama Boyunca Marullardaki Renk Degisimi

Atmosferdeki su buhart basincinin %99 ila %99,5 bagil nemin altina diismesi, bitki
dokusundan su kaybina neden olur. Hiicreler arasindaki bosluklardaki su, dogrudan dis
atmosfere maruz kalmaz, ancak yaralanma i¢ dokular1 aciga ¢ikarir ve suyun buharlasma
oraninin biiyiik 6l¢iide artirir. Bu nedenle, taze kesilmis iiriiniin kesim yiizeyinde kuruma

olugsmasini dnlemek, kabul edilebilir gorsel gorliinlimiin korunmasi igin kritik 6neme sahiptir

(Witkowska, 2013).

Depolama boyunca modifiye atmosfer paketlenen marullar ‘aydinlik’ olarak ifade
edilen ve 0-100 arasinda deger alan ‘L’ degeri hem 4°C’de hem 10°C’de 10 giin depolama
boyunca istatistiksel anlamda onemli bir degisiklik gostermemistir (Tablo 33). Ay
zamanda marullarin L degerleri hem TEY-AA hem de NaOCI ile yikamada kontrol
grubundan farkli 6l¢tilmemistir. Ancak TEY-AA uygulamasinda 10°C’de 7. giinden sonra
L degerinde diisiis baglamistir (Sekil 49).
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Tablo 33

Depolama boyunca marullarda renk degisimi

0. Giin 1. Giin 3. Giin 5. Giin 7. Giin 10. Giin
4°C
TEY-AA
L 81,240,157 80,190,127 77,33+0,75482 73,30+1,814% 77,020,634 76,210,594
a  -9,10+0,175% -9,28+0,148° -7,1120,86°% -9,00:1,19A% -8,50+0,1860° -6,73+0,97°P°
b 26,19£1,564% 26,16+0,414%¢ 26,39£1,5260¢ 25,92+2,934 27,82+0,1748° 26,26+1,58480¢
NaOCI
L 77,711,874 76,87+3,494 74,73+2,18482 78,52+1,414 74,58+0,97 75,58+2,76"B2
a -18,98+1,96"2 -18,81+2,08%2 -18,08+1,3742 -15,56+1,34482 -16,62+1,55%2 -16,96+1,67482
b 35,27+0,374% 36,58+2,98" 34,811,994 32,00+1,53482 34,50+1,88%2 34,28+1,94%2
Kontrol
L 82,811,114 81,120,582 80,41+0,45A82 79,18+1,854 76,26+1,254 82,73+1,37
a  -13,09£1,30%8%  -11,21+0,0748%  -11,42£1,39%P®  -13,00+1,085%  -11,27+£0,675%®  -10,05+2,125
b 37,09+1,36% 36,96+0,544 34,33+£2,0148¢@ 32 654324482 24,24+1,415 26,02+5,67482
10°C
TEY-AA
L 81,24+0,15% 76,72+2,16°%® 73,942,378 77,49+1,88% 74,97+1,16°% 69,14+2,26%°
a  -9,10+0,175% -7,73+0,08%° -6,35+0,35% -7,62+0,97° -6,25+0,21°° -1,74+0,39°°
b 26,19+1,56" 27,150,974 27,95+1,258¢ 30,49+2,468 22,96+2,808 18,66+0,685°
NaOCI
L 77,71£1,87% 75,2242,23% 76,91+1,6248 76,77+2,87% 77,63+1,13% 75,162,308
a -18,98+1,96"% -17,96+1,54% -17,1540,54482 -12,96+1,2282 -14,27+1,18482 -18,84+1,75%2
b 35,27+0,37% 344142497 33,96+1,0248 28,45+1,228 30,30+1,81482 37,4242,44%
Kontrol
L 82,811,117 83,92+0,71% 82,05+1,52% 75,44+1,87% 76,20+1,68"2 76,36+2,01482
a  -13,09£1,308®  -13.83+0,334B® 135340458 -17,16£0,97°%  -1521+0,37°%  11,07+2,57A8C®
b 37,091,362 35,80+0,40% 31,10£1,2748¢  3532+41,16"8 32,750,632 25,04+3,82482

*Sonugclar ortalama + standart hata olarak verilmistir. Ayn siitun lizerinde farkli biiyiik
harfler ile ifade edilen degerler birbirinden farklidir. Ayni satir iistiinde farkli kiigiik harfler
ile ifade edilen degerler birbirinden farklidir. Her deger (L, a, b) kendi iginde
harflendirilmistir.
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Sekil 49: Depolama boyunca marullarm L degerindeki degisim (a) 4°C’de depolama
boyunca L degerindeki degisim (b) 10°C’de depolama boyunca L degerindeki degisim

120



Kirmizi-yesil renk eksenini ifade eden ‘a’ degeri ise, 4°C’de depolamada degisiklik
gostermemistir. Ancak her iki sicaklikta da depolamanin 1. giiniinden itibaren NaOCI ile
yikama marulun yesil rengini TEY-AA soliisyonuna goére daha fazla korumustur. Her iki
yikama uygulamasinda da zamanla yesil renkten uzaklasilsa da zamana bagli olan renk
kaybinda istatistiksel bir farklilik saptanmamistir. 10°C’ depolamada ise 10. giinde TEY-
AA ile yikanan marullarda yesil renk kaybi 6nemli olmustur (Sekil 50).
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Giin Giin
(a) TEY-AA NaOCl Kontrol (b) TEY-AA NaOCl Kontrol

Sekil 50: Depolama boyunca marullarin a degerindeki degisim (a) 4°C’de depolamada ‘a’

degerindeki degisim (b) 10°C’de depolamada ‘a’ degerindeki degisim

Sari-mavi renk eksenini ifade eden ‘b’ degerinde depolamaya bagli dnemli bir
degisiklik 6l¢ciilmezken, hem 4°C’de hem 10°C’de TEY-AA ile yikanan marullarda sar1 renk
baskin olmustur. Kontrol grubunda ise 10°C’de depolamada 7. giinden sonra 6rneklerde

sararma baslamustir (Sekil 51).
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Giin Gln
(a) TEY-AA NaOCl Kontrol (b) TEY-AA NaOCl Kontrol

Sekil 51: Depolama boyunca marullarin b degerindeki degisim (a) 4°C’de depolamada ‘b’
degerindeki degisim (b) 10°C’de depolamada ‘b’ degerindeki degisim
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Yapilan bir calismada ¢ay agaci ve karanfil esansiyel yaginin piiskiirtildigi
marullarda 7-8°C’de 5 giin depolamada gorsel bir degisiklik saptanmamustir (Goiii vd.,
2013). Diger taraftan okaliptiis, ¢ay agaci, limon, biberiye ve karanfil esansiyel yaglarinin
paz1 yapraklarina piiskiirtiildiigii bir ¢alismada (Ponce vd., 2004) mikrobiyal yiikiin 6nemli
derecede azaldig1 fakat pazilarin gorsel 6zelligi bakimindan yaglarin raf dmriinii uzatmada

etkili olmadig: belirtilmistir.

Ibrahim vd., (2019), 30g/L konsantrasyonda sitrik ve askorbik asit ve 15 g/L
konsantrasyonda 1-metilsiklopropen ile 5’er dakika yikanan marullari polipropilen
posetlerde 20 giin depolamislar ve tiim uygulamalarin L, a, b degerlerini kontrol grubuna

kiyasla korudugunu ifade etmislerdir.

4.5.5. Depolama Boyunca Marullarin Tekstiiriindeki Degisim

Yikama islemi uygulanan ve farkli sicakliklarda depolanan marul orneklerinin

tekstiirtindeki degisim Tablo 34’de verilmistir.

Tabloda gosterildigi gibi modifiye atmosfer paketlenen tiim oOrneklerde tekstiiriin
sicakliga bagli olarak NaOCI ve kontrol grubunda yer alan marul 6rneklerinin kesilmesi i¢in
gereken kuvvet genel olarak yakin degerlerde tespit edilmistir (Tablo 34). TEY-AA ile
yikanan marullarda ise, her iki sicaklikta da 6zellikle 5. giinden sonra iirlinde yumusama
baslamis ve tekstiirde belirgin bir kayip gozlenmistir (P<0,05) (Sekil 52). Benzer sekilde
Martin-Diana vd., (2005) marullar1 farkli konsantrasyonlardaki kalsiyum laktat ¢ozeltilerine
1 dk daldirmislardir. 10 giinliik depolama boyunca marullara uygulanmasi gereken kuvvetin
arttigini1 ve bunun marullardaki artan elastikiyet ile iliskili oldugunu ifade etmislerdir. Ayrica
bu elastikiyet artisinin ve marul dokusundaki dehidrasyonun marul hiicresindeki turgorun
azalmasi (nem kaybi) ile agiklanabilecegini ifade etmislerdir. Ayni sekilde Yossa vd.,
(2013) 800 ppm sinnamaldehit ile yikadiklar1 marullarda 14 giin depolama sonunda

marullarin kesilmesi i¢in uygulanmasi gereken kuvvetin arttigini ifade etmislerdir.
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Tablo 34
Depolama boyunca marullarda tekstiirdeki degisim

Tekstiir (N)
0. Giin 1. Giin 3. Giin 5. Giin 7. Giin 10. Giin
TEY-AA
4°C  24,50+1,095 25,40+1,865 31,801,098 21,77+1,86A 43,162,714 45,23+6,26"
10°C 24,501,098 36,50+3,104%¢ 34,67+1,55%% 23 58+(,697 41,8043,26"8 40,74+3,3078
NaOClI
4°C  21,46x1,32% 23,42+0,51% 21,53+1,43¢ 28,093,492 28,5442,528¢ 21,930,762
10°C 21,461,327 27,97+1,62482 21,961,762 21,63+3,58% 19,29+1,88% 26,78+1,828¢
Kontrol
4C  27,56+1,67°8% 29,48+1,0845¢  2700+£1,804BC¢  2277+1,08%°  32,8242,97A8Ch 28 (D], 58ABCke
10°C  27,56+1,67°8 28,16+1,1148abc 26,881,648

29,52+1,074c

28,50+0,208¢%¢

37,311,665

*Sonuglar ortalama + standart hata olarak verilmistir. Ayni siitun {lizerinde farkli biiyiik

harfler ile ifade edilen degerler birbirinden farklidir. Ayni satir {istiinde farkl kiigiik harfler
ile ifade edilen degerler birbirinden farklidir.
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(a) TEY-AA NaOCl Kontrol (b) TEY-AA NaOCl Kontrol

Sekil 52. Depolama boyunca marullarin tekstiiriindeki degisimi (a) 4°C’de depolamada
tekstiirdeki degisim (b) 10°C’de depolamada tekstiirdeki degisim

4°C ve 10°C’de depolama boyunca marullardaki fiziksel degisim sirasiyla Sekil 53
ve Sekil 54’de gosterilmistir.
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TEY-AA (2 MiK) NaOCI (50 ppm) Kontrol

1.GUN

3. GUN

5. GUN

7. GUN

10. GUN

Sekil 53. 4°C’de depolama boyunca marullardaki fiziksel degisim
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TEY-AA (2 MiK) NaOCI (50 ppm) Kontrol

1.GUN

3.GUN

5. GUN

7. GUN

10. GUN

Sekil 54: 10°C’de depolama boyunca marullardaki fiziksel degisim
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4.5.6. Depolama Boyunca Marullarda Su Kaybinin Degisimi

Hasattan sonra terleme ve solunum devam etmektedir. Uriindeki su tamamen kendi
besin rezervine ve nem igerigine baghdir. Sadece %5°lik bir agirlik kaybi, birgok sebzenin
solmus ve burusmus goriinmesine sebep olur. Sicak, kuru kosullar altinda dogru paketleme

olmadan bu goriintii birkag saat iginde gergeklesebilir (Sandhya, 2010).

MAP islemi su kaybini azaltan ve sebzelerin gorsel kalitesinin korunmasina yardimet1
olan yiiksek bagil nemi koruyabilir (Jia vd., 2009). Yapilan bir ¢alismada (Manolopoulou
vd., 2010) bir polietilen (PE) veya polivinik kloriir (PVC) filmin taze kesilmis marullari su

kaybindan korumak i¢in en 1yi 6zellikte oldugu belirtilmistir.

Calismamizda tiim yikama uygulamalarinda ve her iki sicaklikta 10 giin depolama

boyunca paketlerde su kaybi1 olmamistir (Tablo35, Sekil 55).

Tablo 35
Depolama boyunca modifiye atmosfer paketli marullarin paket agirligindaki degisim
Paket agirhg (g)
Sicakhik 1. Giin 3. Giin 5. Giin 7. Giin 10. Giin
TEY-AA 4°C 36,96+0,77 36,95+0,78 36,99+0,78 36,95+0,77 36,96+0,78
10°C 44,40+0,21 44,36+2,08 44,38+0,20 44,34+0,20 44,37+0,23
NaOCI 4°C 38,4842,22  38.46+2,23  38,50+2,22 38,4842.23  38.46+221
10°C 37,03£2,10 37,03+£2,08 37,00£2,10 36,97+2,09 36,98+2,07
Kontrol 4°C 41,68+0,43 41,69+0,43 41,68+0,43 41,65+0,43 41,67+0,43

10°C 43,8942,71  43,8742,73  43,88+2.73 43,83+2,73  43,83+2,73

*Sonuglar ortalama + standart hata olarak verilmistir.
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(a) TEY-AA NaOCl Kontrol (b) TEY-AA NaOCl Kontrol

Sekil 55. Depolama boyunca paketlerdeki agirlik kaybi (a) 4°C’deki agirlik kaybi (b)
10°C’deki agirlik kaybi
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4.5.7. Depolama Boyunca Marullarin Toplam Fenol iceriklerinin Degisimi

Yikama soliisyonu ile yikanan marullarin 4 ve 10°C’de 10 giin depolama boyunca

marullarin toplam fenolik igeriklerindeki degisim Tablo 36°da gosterilmistir.

TEY-AA yikamasinda marullarin toplam fenol iceriginde depolama sicakliklar
arasinda bir fark olmamasinin yani sira 10 giinliik depolama boyunca da bir degisiklik
olmamustir. Kontrol grubunda ise 4°C’de depolanan 6rneklerde toplam fenol kaybi kismi
diizeydeyken 10°C’de depolanan 6rneklerde azalma olmustur ancak bu farklilik istatistiki
olarak onemli degildir (P>0,05). Bununla birlikte istatistiki olarak 6nemli olmasa da
10°C’de depolanan ve NaOCl ile yikana marullarda 10 giiniin sonunda hafif bir artig
olmustur (Sekil 56). Lopez-Galvez vd., (2010) ClIO2 ve NaOCl ile yikadiklart marullarda 10

giinliik depolama sonunda toplam fenol iceriginde degisiklik saptamamiglardir.

Tablo 36

Depolama boyunca marullardaki toplam fenol icerigi

Toplam Fenol icerigi (mgGA/100 g)
0. Giin 1. Giin 3. Giin 5. Giin 7. Giin 10. Giin

TEY-AA
4°C 19,442,032 19,35+1,05482  19,79+1,054 18,21+0,9482 18,43+1,007B2  18,30+1,0042
10°C  19,44+2,03A2  19,17+0,97AB2 19,79+2,73A2 25,04+1,68A2 23,36+2,52A2 19,13+0,4042
NaOCI
4°C  17,98+2,6588 2583408822  17,90+2,944 122840478 17,052,108 153742 107
10°C  17,98+2,6588%  1537+1,68%°  18,73+£2,11A%  17,51+0,8888%  16,63+1,26783 19 41+] 274
Kontrol
4°C  17,67+1,56B%  18,73+1,687B®  14,53+0,42A%  13,94+0,58B0  14,09+1,028>  13,48+0,63A
10°C  17,67+1,56B% 24,6243 36782 1558+1,89A%  14,74+]1,89B  14,53+0,42ABb  12,85+2,10A0

*Sonuglar ortalama + standart hata olarak verilmistir. Ayn1 siitun iizerinde farkli biiyiik
harfler ile ifade edilen degerler birbirinden farklidir. Ayni satir iistiinde farkli kiiciik harfler
ile ifade edilen degerler birbirinden farklidir.
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(a) TEY-AA NaOCl Kontrol (b) TEY-AA NaOCl Kontrol

Sekil 56. Depolama boyunca marullarin toplam fenol igerigi (a) 4°C’deki toplam fenol
igerigi (b) 10°C’deki toplam fenol igerigi

Diger taraftan bagka bir ¢alismada (Leila vd., 2021) sodyumbhipoklorit, kalsiyum
laktat, sistein ve askorbik asit ile yikanan ve %3-5 CO, %3-5 O, %95-97 N> iceren
MAP’larda 4°C’de 12 giin depolanan marullarda depolamayla birlikte toplam fenol

iceriginin azaldig1 ifade edilmistir.
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BESINCIi BOLUM
SONUC VE ONERILER

C. difficile’nin hastane patojeni olarak bilinmesinin yaninda, son yillarda
enfeksiyonunun degisen epidemiyolojisiyle birlikte toplum kaynakli enfeksiyonlarin
goriilmesi ve risk faktorlerini tasimayan bireylerde de rastlanilmasi, etkenin hastane disi
kaynaklarinin olabilecegini diisiindiirmektedir. Cevresel kaynaklar etkenin bulagma
faktorlerinden biri olabilece8i gibi su irilinleri, et, tavuk {irtinleri ve sebze gibi gida
gruplarindan C. difficile izolasyonu mevcuttur (Taylan vd., 2020). Ayrica bu kaynaklardan
elde edilen izolatlar genotipik olarak klinik izolatlar ile benzerlik gostermektedir. Bu durum
gidalarin da C. difficile enfeksiyonlarinda bir kaynak olabilecegini diisiindiirmiistiir.
Ulkemizde gidalarda C. difficile varligini arastiran ¢alismalar oldukea smirlidir. Sebzelerde
ise bdyle bir ¢alismaya rastlanilmamistir. Ozellikle salata yapiminda kullanilan ve 1s1 islem
uygulanmadig1 icin ¢ig tiiketilen sebzelerde bu bakterinin varligi daha fazla risk

olusturmaktadir.

Marullarin topraga yakin yetismesi ve Clostridium tiirlerinin toprak kaynakli olmasi
bu iiriinde C. difficile kontaminasyonu riskinin olabilecegini diisiindiirmiistiir. Calismamizda
analize alinan marul 6rneklerinin hi¢birinden C. difficile izole edilememistir. Ancak %4,76
oraninda C. perfringens tespit edilmistir. Elde edilen izolatlarin vankomisin, klindamisin ve
metronidazol antibiyotiklerine kars1 direngli oldugu goriilmistiir. Marul 6rneklerinin sayisi
ve temin edildikleri bolge kisitli oldugundan, bu ¢alismada marullardan C. difficile izole
edilememesi, yaprakli sebzelerin C. difficile acisindan risk tasidig1 gercegini
degistirmemektedir. Daha genis bir bolgeyi kapsayacak sekilde farkli yikama, giibreleme
gibi faktorlerin degerlendirildigi, daha yiiksek sayida 6rnegin analize alindigi ¢aligmalar

yapilmalidir.

C. difficile enfeksiyonlarinda tedavide birinci basamak olarak kullanilan vankomisine
kars1 direngli izolatlar bildirilmistir. Bu durum antibiyotik tedavisine destek ajan ve/veya

etkenin bagirsaga tutunmasina engel olacak ajan ihtiyacini ortaya koymaktadir.

Bu caligmada 24 farkli bitki esansiyel yaginin antibakteriyel aktivitesi hem agar

kuyucuk hem disk difiizyon yontemi ile arastirilmistir. MIK degerleri 0,39-12,5 (%, V/v)
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arasinda degigmektedir. Tar¢in esansiyel yagi (TEY) en yiiksek antibakteriyel etkiye sahip
yag olup, ikinci sirada cay agact yagi gelmektedir. Bu yaglarin birbirleriyle ve tar¢in
esansiyel yagimin vankomisin ile olan sinerjistik aktivitesi aditif etki olarak
degerlendirilmistir. Tar¢in yag1 varliginda vankomisinin MIK degeri 16 kat diismiistiir. Ayni
zamanda her iki yagin da antibiyofilm aktivitesi belirlenmistir. Ozellikle targin esansiyel
yagmin C. difficile ile iliskili hastaliklarda tedavide destek olabilecegi diisiiniilmektedir. /n-
vitro ortamda arastirilan bu 6zelliklerin in-vivo ortamda da test edilmesi ve goriintiileme

teknikleriyle de desteklenmesi 6nerilmektedir.

C. difficile enfeksiyonlarinin yayilmasinda ve enfeksiyonun tekrar etmesinde esas
faktor spor formudur. Spor form sicaklik, dezenfektan, UV gibi uygulamalara karsi
direnglidir. Cevresel ortamdan spor formunun uzaklastirilmasiyla C. difficile

enfeksiyonlarinin daha kontrol edilebilir ve 6nlenebilir duruma gelecegi diisiiniilmektedir.

Bu calismada C. difficile’nin vejetatif formu {izerinde bakterisidal aktiviteye sahip
bitki esansiyel yaglar1 spor formu iizerinde de ¢alisiimistir. Calisilan esansiyel yaglarin MIK
degerleri 0,78-25 (%, v/v) arasinda degismekte olup, spor formu iizerinde de en etkin yag
tar¢in esansiyel yagi olmustur. Targin esansiyel yaginin sporisidal aktivitesi belirlenmistir
ve daha dogru bir MiK degerinin belirlenmesi amaciyla sporisidal aktivitenin matematiksel
modellemesi log-lineer, Weibull ve Modifiye Gompertz esitligi ile yapilmis ve sonuglar

Gompertz esitligi ile daha 1y1 tanimlanmastir.

Toprak C. difficile kaynaklarindan biri oldugundan toprak ile temas eden marullarda
olast bir kontaminasyon durumunda C. difficile sporlarinin marullardan uzaklastirilmasi
calisilmistir. Tarcin esansiyel yagi (TEY) gii¢lii aromaya sahip ve ayn1 zamanda hidrofobik
oldugundan yikama suyu amactyla kullanildiginda daha kullanish ve etkin olmasi amaciyla
asetik asit ile birlestirilmistir. Aralarindaki iliski sinerji (FIK:0,31) olarak belirlenmis olup,
kullanilan yagin konsantrasyonu diisiiriilmiistiir. Boylelikle uygulanan gidanin organoleptik
ozelliklerinin de minimum seviyede etkilenmesi saglanmistir. Farkli konsantrasyonlarda
targin esansiyel yagi-asetik asit kombinasyonu (MIK, 2xMIK, 4XMIK) ve NaOCI (50, 100,
200 ppm) ile C. difficile inokiile edilen marullar 5 ve 15 dk daldirma yontemi ile yikanmuistir.
Yikamanin ayn1 zamanda toplam aerobik mezofilik yiike ve Enterobacterales yiikiine olan

etkisi de arastirilmistir. 2xMIK konsantrasyondaki TEY-AA’nim 5 dk ve 50 ppm NaOCI’nin
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15 dk uygulanmasi hem mikrobiyal inhibisyon hem de marullarin fiziksel/kimyasal

ozelliklerinin korunumu agisindan en uygun konsantrasyon ve siireler olmustur.

Modifiye atmosfer paketleme (MAP) ozellikle taze kesilmis sebze endiistrisinde
tirtiniin raf dmriinii uzatma amaciyla sik kullanilan paketleme ¢esitlerinden biridir. Ancak
depolama boyunca sebzenin solunumuyla birlikte paket i¢cinde azalan O> ve artan CO: ile
anaerobik mikroorganizmalarin varliginda, gelismeleri s6z konusu olabilir. Calismamizda
marullara MAP uygulamasinda inokiile edilen C. difficile’nin depolamaya bagli olarak
cimlenmesi takip edilmistir. 10 giinlik depolamanin sonunda TEY-AA ile yikanan
orneklerde gaz degisimi olmasa da NaOCI ve ¢esme suyu ile yikanan 6rneklerde Oz orant
%]1’in altina diigmesine ragmen C. difficile sayisinda bir artis gézlenmemistir. Toplam
aerobik mezofilik yiik ve Enterobacterales sayisinda ise hem 4 hem 10°C’de ozellikle 5.

giinden sonra artig gozlenmistir.

Sonug olarak;

e Gidalarin C. difficile i¢in bir kaynak olup olmadiginin agiklanmast i¢in daha
fazla calismaya ihtiyag vardir. Ozellikle anaerobik yiikiin fazla oldugu
gidalarda C. difficile aranmasinda mevcut besiyerleri ve antibiyotik gibi
secici ajanlar yetersizdir. C. difficile’nin gidalarda aranmasinda ve elde edilen
izolatlarin tanimlanmasinda yontemsel eksiklikler vardir.

e Tarcin esansiyel yagi C. difficile ile iligkili enfeksiyonlarda tedaviye destek
ajan olarak kullanim potansiyeline sahiptir.

e C. difficile’nin gevresel yiikiiniin azaltilmasinda tar¢in esansiyel yagi igeren
dezenfektanlar klor bazli dezenfektanlara alternatif olabilir.

e Marullardaki olas1 bir C. difficile kontaminasyonu durumunda tar¢in
esansiyel yagi-asetik asit karisimi ev tipi dezenfektan olarak kullanilabilir ve
boylelikle olasi bir enfeksiyon riski diisiiriilebilir.

e TEY-AA ile yikanan marullarda depolama boyunca gaz kompozisyonu sabit
kalmigtir. Bu durum mikrobiyal gelismeyi yavaslattigi gibi {riiniin raf
omriinii  artirabilir. 10 gilinlik depolama boyunca degisen gaz
kompozisyonunda dahi C. difficile sayis1 artmamistir. Ancak farkli sebze

gruplarinin solunum hizlar1 da farkli olacagindan hem diger sebzelerde hem
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de daha uzun depolama siirelerinde MAP’in C. difficile ¢imlenmesini tesfik

edip etmeyecegi arastirilmalidir.
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