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ZAHTERIN (THYMBRA SPICATA L.) FERMENTE TURK SUCUKLARINDA
ESCHERICHIA COLI VE SALMONELLA TYPHIMURIUM UZERINE
ANTIMIKROBIYEL ETKIiLERININ BELIRLENMESI

Serhat AL

Erciyes Universitesi, Saghk Bilimleri Enstitiisii
Veteriner Besin Hijyeni ve Teknolojisi Anabilim Dah
Doktora Tezi, Ocak,2017
Damisman: Dog¢. Dr. Yeliz YILDIRIM

OZET
Bu c¢alismada Thymbra spicata L. subsb. spicata ugucu yagmin, fermente Tirk
sucuklarinda Escherichia coli ve Salmonella Typhimurium iizerine antimikrobiyel

etkisinin degerlendirilmesi amaglandi.

Hidrodistilasyon metodu ile elde edilen ugucu yagin kimyasal kompozisyonu
Headspace GC-MS (Gaz Kromotografisi-Kiitle Spektrometresi) teknigi ile belirlendi
Ugucu yagin bazi patojenler iizerine In Vvitro antimikrobiyel etkinliginin
degerlendirilmesi i¢in agar disk difiizyon ve broth mikrodiliisyon yontemleri kullanildi.
Ucgucu yagm fermente sucuklarda E. coli ve S. Typhimurium iizerine antimikrobiyel
etkinliginin belirlenmesi i¢in 300 ve 500 ppm ekstrakt iceren 6 deneysel sucuk grubu
olusturuldu. Ayrica 300 ppm ve 500 ppm ucucu yag iceren deney ve kontrol gruplari
icin Erciyes Universitesi Veteriner Fakiiltesi 47 ogretim iiyesinin katilimiyla
organoleptik muayene gergeklestirildi. Ugucu yagin verimliligi %2.41 olarak belirlendi.
Ucgucu yagda basta karvakrol (%43.60), y-terpinen (%16.69) ve p-simen (%13.97)
olmak tizere toplam 47 bilesen (%99.41) tespit edildi. Ugucu yagin E. coli, S.
Typhimurium, E. coli O157:H7, S. aureus ve L. monocytogenes icin Minimum

inhibisyon konsantrasyonlari (MIC degerleri) belirlendi.

Sonug olarak zahter ugucu yaginin, in vitro kosullarda ¢aligmada test edilen patojenlere
kars1 etkili oldugu, bununla birlikte fermente Tiirk sucuguna antimikrobiyel etki
gosterebilecek miktarlarda ekstrakt katilmast durumunda, {riiniin organoleptik
ozelliklerinin olumsuz yonde etkilendigi tespit edildi. Dogal antimikrobiyellerin, gida
teknolojilerinde, gida katki maddelerine alternatif olarak, gida kaynakli hastaliklarin
Onlenmesi ve muhafaza siliresinin uzatilmasi gibi amaglarla kullanilabilmesi i¢in daha

fazla ¢aligmaya ihtiya¢ vardir.

Anahtar Kelimeler: Antimikrobiyel aktivite, Thymbra spicata L., Fermente Tiirk

sucugu, Escherichia coli, Salmonella Typhimurium



vii

ANTIMICROBIAL EFFECTS OF ZAHTER (THYMBRA SPICATA L.) ON
ESCHERICHIA COLI AND SALMONELLA TYPHIMURIUM IN TURKISH
FERMENTED SAUSAGES

Serhat AL

Erciyes University, Institue of Health Sciences
Department of Veterinary Food Hygiene and Technology
PhD Thesis, January, 2017
Supervisor: Associated Prof. Dr. Yeliz YILDIRIM

ABSTRACT

The aim of this study was to evaluate the chemical composition and antimicrobial
activities of the of Thymbra spicata L. subsb. spicata volatile oils on Escherichia coli
and Salmonella Typhimurium in the fermented Turkish sausage (sucuk).
Hydrodistillation method was used to obtain the volatile oil for which the chemical
profile was detected by GC-MS (Gas chromatography-mass spectrometry). Agar disc
diffusion and broth microdilution methods were used to evaluate the in vitro
antimicrobial effect of the extract. The antimicrobial effect of the volatile oil on E. coli
and S. Typhimurium was detected by 6 experimental fermented sucuk groups with
added 300 and 500 ppm of extract. The organoleptic analyses of the experimental
groups with added 300 and 500 ppm extract as well as the control group was carried out
by the attendance of 47 academic personal of Erciyes University, Veterinary Faculty.
The productivity of the volatile oil was determined as 2.41%. Total of 47 components
(99.41%) were assayed including mainly carvacrol (43.6%), y-terpinene (16.69%) and
p-cymen (13.97%). The minimal inhibitory concentrations (MIC values) of volatile oil
were specified for E. coli, S. Typhimurium, E. coli O157:H7, S. aureus and L.
monocytogenes.

The results of this study revealed that the volatile oil of zahter had antimicrobial effect
on the related pathogens under in vitro conditions. However, increased amount of
extract use to be antimicrobiologically effective in fermented Turkish sucuk matrix
might negatively affect the organoleptic properties of the product. More research is
needed to lay down the possibility of the natural antimicrobial use, as an alternative to
the food additives, in food technology to prevent foodborne diseases and to extend the
shelf life of food products.

Keywords: Antimicrobial activity, Thymbra spicata L., Fermented Turkish Sausage,

Escherichia coli, Salmonella Typhimurium.



viii

ICINDEKILER

ZAHTERIN (THYMBRA SPICATA L.) FERMENTE TURK SUCUKLARINDA
ESCHERICHIA COLIVE SALMONELLA TYPHIMURIUM UZERINE
ANTIMIKROBIYEL ETKIiLERININ BELIRLENMESI

BILIMSEL ETIGE UYGUNLUK ........coovviiiiiineienisise s ii
YONERGEYE UYGUNLUK SAYFASI .....ocoooiiiiiiiieceeeeee e, i
KABUL VE ONAY .ottt \Y%
0 DR D S S 2T v
O ZET ... e e e e e Y
ABSTRACT .ottt b e et b et b e bt b sttt bt n et bt ne b e vii
ICINDEKILER ........oocoooiiieeeeeeeeeeeeeeeeteee ettt ettt ettt ettt viii
TABLOLAR LISTESI .........cooiiiiiiiiiie s xii
SEKILLER LISTESI........cooiviiiitiieeeeeeeeeee et Xiii
1. GIRIS VE AMAC ..ottt sttt 1
2. GENEL BILGILER .....cccoooiiiiiiiiiic st 3
2.1, ESCHERICHIA COLI ..ottt s 7
2.1.1. Enteropatojenik E. COli (EPEC) .......oooiiiiiiiiiiiee e 9
2.1.1.1. Enteropatojenik E. coli’lerin Serogruplart ...........ccocoevvvrenciiniinencinncnns 9
2.1.1.2. EPEC’in Olusturdugu Klinik Bulgular ...........ccccoooviiiiiiiiii 10
2.1.1.3. EPEC EPIidemiyolOjiSi ........cccouiiiiiiiiiiiiiiiiesiisiieieiee e 10
2.1.1.4. EPEC izolasyon ve IdentifikasyonU.............cccoceueveirieevereriniececreenns 11
2.1.1.5. EPEC Enfeksiyonlarinda Patojenite............c.ocoovviiiiiiiiiiiiciiniiieene 12

2.1.2. Enterotoksijenik E. COli (ETEC) .....ccoviviiiiiiiiiece e 14
2.1.2.1. Enterotoksijenik E. coli’lerin Serogruplart ...........cccccevereriieninnnnnnnnn 14
2.1.2.2. ETEC’in Olusturdugu Klinik Bulgular..........c.cccccoooiiiiniiie, 15
2.1.2.3. ETEC’in Epidemiyolojisi........ccciiiiiiiiieiiiiiiiiciicicseesrec e 16
2.1.2.4. ETEC Enfeksiyonlarinda Patojenite .............cccoovviiiiiiiiiiiiicninciiene 16
2.1.2.4.1. ENterotOKSINIET .....ooviiiiiiieieee e 16

2.1.2.4.2. Kolonizasyon Faktor Antijenleri (CFA) ..o 18



2.1.3. Enteroinvaziv E. COli (EIEC) ....oiiiiiiiieiieieseeee e 19
2.1.3.1. EIEC EPIdemiYOIOJIST ....eoveiviiiieiieieieieesie e 20
2.1.3.2. Enteroinvaziv E. coli’lerin Serogruplari ..........cccoovevvvevieiieeseesesieeseennnns 20
2.1.3.3. EIEC Enfeksiyonlarinda Patojenite ...........ccccovvvriiiieniiinnniiieniiie e 21

2.1.4. Enterohemorajik E. coli (EHEC) ve E. coli O157:H7 ......cccocevvvviieiinene 21
2.1.4.1. EHEC ve E. coli O157:H7 nin Mikrobiyolojik Ozellikleri.................... 22
2.1.4.2. EHEC EPIidemiyOl0jiSi....c.ccveiiiiiiiesieeie e s 23
2.1.4.3. EHEC’in Olusturdugu Klinik Bulgular............ccoooiieiiiiiiiiiiiieee 24
2.1.4.4. E. coli O157:H7 izolasyonu ve Identifikasyonu............c..ccoevveverennnnn. 25
2.1.4.5. EHEC Enfeksiyonlarinda Patojenite ...........ccocceeveeriiiiiesie s 25

2.1.5. Enteroagregatif E. COli (EAEC) ...cocoiiiiieececeeece e 27
2.1.5.1. Enteroagregatif E. coli’lerin Serogruplart..........c.cccceverenerenennnnnnnnn 27
2.1.5.2. EAEC’in Olusturdugu Klinik Bulgular...........ccccoooiiiiiiiiiiiiieee 27
2.1.5.3. EAEC Enfeksiyonlarinda Patojenite.............cccoovvviiiiiniiiiiiciiniiiiene 28

2.1.6. Diyarejenik E. coli’lerin Epidemiyolojisinde Gida ve Suyun Onemi........... 29

2.2. SALMONELLA ...t 31

2.2.1. Salmonella Izolasyonu ve Biyokimyasal OzelliKIeri ..............cccevevrvircveranans 31

2.2.2. Salmonella’larda Serotiplendirme..............cooeereniiineneneese e 34

2.2.4. Salmonella ve Konak AdaptaSyOnu ...........cccceveieerieieeiieeie e 36

2.2.5. Salmonella Enfeksiyonlarinin Patogenezi ..........cocovvviriieeieienenenenesian 36

2.2.5.1. Salmonella Tiirlerinin Ekstraseliiler Ortamdan Konak Hiicrelere Gegisi

............................................................................................................................. 39
2.2.5.2. Konak Hiicrelerinde Kolonizasyon............ccccceviiiiiieniinnicnccee 40
2.2.5.3. Alternatif Sigma Faktorleri .........ccooovvvviiiiiiiiiiice 42
2.2.5.4. Asit Tolerans Yanitl.....cccoueouiiieiiiiiiieiisic e 42
2.2.6. Salmonella Enfeksiyonlarinda Olusan Klinik Bulgular............ccccoocvveninnnee. 43
2.2.6.1. Tifoid Salmonella Enfeksiyonlart ..........ccocooiviiiiiniiiinesc e 43
2.2.6.2. Non-Tifoid Salmonella Enfeksiyonlart...........ccocooviviiienenciiniiineen 43

2.3. UCUCU YAGLAR VE ANTIMIKROBIYEL OZELLIKLERI ...........ccuevunnnn 43



2.3.1. Ugucu Yaglarin Antimikrobiyel Etki Mekanizmalart.............cc.ccoovvinnenns 45
2.3.2. Zahter (Thymbra spicata L. Subsp. spicata) Ugucu Yagi.........ccocvvrvrrirnnnne 47

3. GEREC Ve YONTEM ......cocoiiiiieeeeee e ettt 50
3.1 GEREC i 50
3.1.1. Calismada Kullanilan Standart Suslar............c.cccoiiiiiiiiiiiieee, 50
3.1.2. Calismada Kullanilan BeSiyerleri .........ccoeiiiiiiiiiiiiii e 50
3.1.2.1. Blood Agar (Merck 1.10886).........c.cccuerrriiieiiieieeieieesieeieeseesieseessaennens 50
3.1.2.2. Mueller-Hinton Agar (Merck 1.05437) ......ccccoovririinieiiieiene e 51
3.1.2.3. Brain-Heart Broth (Merck 1.10493) ........cccooiirininieieenese e 51
3.1.2.4. Maximum Recovery Diluent (MRD, Merck1.12535).........c.ccccceveivennene 51
3.1.2.5. MacConkey Agar (Merck 1.05465) ........ccccecvveieeiieiieeiieiie e 52
3.1.2.6. XLD Agar (Merck 1.05287) ......ccooereiiriiinininiisieieeesee e 52
3.1.2.7. De Man Rogosa Sharp Agar (MRSA, Merck 1.10660)............cc.ccevneee 53
3.1.2.8. Baird Parker Agar (Merck 1.05406) ........cccccoveieiiieieenie e 54
3.1.3. Sucuk Uretiminde Kullanilan Hammadde ..........cccocovuvrreeeeeeeeccccceeeenens 55

R I 0\ N ). U 55
3.2.1. Zahter Bitkisinin Temini ve IdentifikaSyonu ............cccceevrvererivereiiiicnerenans 55

3.2.2. Zahterin Ugucu Yag Ekstraksiyonu ve Kimyasal kompozisyonunun

BeIITIENMESI ..o 56

3.2.3. Zahter Ugucu Yaginin Antimikrobiyel Etkinliginin in vitro Ortamda
BEIITENMEST ..o 57

3.2.3.1. Antimikrobiyel Etkinligin Disk Difiizyon Yontemi ile Belirlenmesi....57

3.2.3.2. Broth Mikrodiliisyon ile Minimum Inhibisyon Konsantrasyonunun

(MIC Degeri) Belirlenmesi ...........oeieiiiieiiiiiiieiie et 57
3.2.5. Mikrobiyolojik ANANZIEr ..........ccovveiieieece e 59
3.2.6. Sucuklarda Kimyasal ANalizIer...........ccooeviiiiiiiiiiieeeee e 59

3.2.6.1. pH Degerinin Belirlenmesi ..........cccocveiiiiiieiiiiiic e 59

3.2.6.2. Kuru Madde Oraninin Belirlenmesi.............ccovriiiiieiencniicnisccens 59

3.2.6.3. Tiyobarbitiirik ASit (TBA) TAYiNi.......erereeereererereesriesseseseesesseessseeseens 60



Xi

3.2.7. 0rganoleptik ANANIZ ..o 60
3.2.8. IStatiStIKSEl ANALIZICT ... cveveeeeeeeeeeeeeeeeeee ettt ettt ettt et e eee e eneeens 60
4. BULGULAR ...t e s ra e e e e e e s s s bbb e e e e e eeas 62

4.1. Thymbra spicata L. subsp. spicata Ugucu Yaginin Eldesi ve Hidrodistilasyon

Y5 1101 1 <4 OO PP STP PP UPOPTPRPPRORTPN 62
4.2. Elde Edilen Ugucu Yagin Kimyasal KOMPOZISYONU .........ccovvveriiiiiiiiiieniiiiesiinnns 63
4.3. Ugucu Yagin in vitro Antimikrobiyel EtKinligi .........cc.ccoovioiiiniiiiiinee 65
4.4. Duyusal Analiz SonuGIart ..........ccoccvviiiiiiiii 66

4.5. Deneysel Sucuk Gruplarinin Olusturulmasi ve Sucuklarin Olgunlagsma ve

Mubhafaza Siiresince Mikrobiyolojik Takibi .........ccceeviiiiiiiiiiiiiiie 67
4.5.1. Sucuk Hamurlarinin Baglangic YUKIri ........cccoviiiiiiiiiiiiciieeeceee 67
4.5.2. E. COI SAYIST ...eviiiiiiiiiieiiie ettt 68
4.5.3. SAIMONEIIA SAYIST .....ccuiiiiiiiiiii it 69
4.5.4. Laktik Asit Bakterileri (LAB) SQY1S1.....cccouiiiiiiiiiiiieiieeie e 71
4.5.5. MiKrokoK-Stafilokok Say1SI..........ccoiriiiriinieinineiesisereeese e 73

4.6. Deneysel Deneysel Sucuk Numunelerinde Olgunlasma ve Muhafaza Siiresince

Meydana Gelen Kimyasal DeZisimler ............coviiiiiiiiiiiiiicc s 76
B.6. 1. PH ot 76
4.6.2. KUIU MAUTE ... 76
4.6.3. Olgunlagsma Sonrasi Sucuk Gruplarinin TBA Degerleri.........c.cccevvviinnnnnn. 78

5. TARTISMA VE SONUC .......ccooiiiiiiiiiiii i 79
B. KAYNAKLAR ...ttt b b eneas 91

OZGECMIS ..ottt 129



Tablo 1.
Tablo 2.
Tablo 3.
Tablo 4.
Tablo 5.

Tablo 6.
Tablo 7.
Tablo 8.
Tablo 9.

Tablo 10.

Tablo 11.

Tablo 12.

Tablo 13.

Tablo 14.

Tablo 15.

Tablo 16.

Tablo 17.

Tablo 18.

Tablo 19.

Tablo 20.

Xii

TABLOLAR LiSTESI
Escherichia coli nin bazi karakteristik 6zellikleri ..........c.cocoevviiiiiniiiienn. 8
Yaygin olarak goriilen ETEC fenotipleri .......ccccoovoveiieiiiienieiiicieee 15
Salmonella’nin bazi biyokimyasal 6zellikleri............cooveviieienciiniiie 32
Salmonella patojenite adalarinin bazi 6zellikleri..........ccovvviveiiveieiieinennne 38

SPA-1 gen bolgesi tarafindan kodlanan efektér proteinler ve

biyokimyasal aKtIVITEIENT ..........coviiiiiieeic e 40
Deneysel sucuk hamur karigiminin bile$imi .........ccooovervrieieeneniinsieiennne 55
Calismada olusturulan deney gruplari.........ccocoeeiiiniiiiiiiiese e, 58
Panelistler tarafindan doldurulan sucuk duyusal analiz formu .................... 61
Calismada elde edilen ugucu yag ekstraksiyon verimliligi ..........c.cccvrenne. 63

Calismada elde edilen Thymbra spicata L. subsp. spicata ugucu yaginin

Kimyasal KOMPOZISYONU .......ccuciuveiuiiiiiieie et 64
Zahter ugucu yaginin antimikrobiyel etkinligi...........cccoooveriiiiiniiiiicin 65
Olgunlasma sonrasinda sucuk gruplarinin duyusal analiz sonuglart............ 67

Sucuk hamurlarina ait baslangic mikrobiyolojik analiz bulgulari
(10G KOD/G) . 67
Deneysel Sucuk 6rneklerinin olgunlagsma ve muhafaza siiresince E. coli
diizeyleri ve istatistik onemlilik dereceleri (log kob/gr) ......ocovvvvvvriiiiennn. 69
Deneysel Sucuk Orneklerinin olgunlagsma ve muhafaza siiresindeki S.
Typhimurium diizeyleri ve istatistik dnemlilik dereceleri (log kob/gr) ....... 71
Deneysel Sucuk orneklerinin olgunlagsma ve muhafaza siiresindeki LAB
diizeyleri ve istatistik onemlilik dereceleri (log kob/gr) ......cccvvvvvvrviiiiennn. 73
Deneysel Sucuk oOrneklerinin olgunlasma ve muhafaza siiresindeki

Mikrokok-Stafilokok diizeyleri ve istatistik onemlilik dereceleri (log

Deneysel Sucuk o6rneklerinin olgunlagsma ve muhafaza siiresindeki pH
degerleri ve istatistik onemlilik dereceleri...........ccoovevviiiiivevc e, 77
Deneysel Sucuk orneklerinin olgunlasma ve muhafaza siiresindeki KM
degerleri (%) ve istatistik onemlilik dereceleri ..., 77
Olgunlagsma sonrasi deneysel sucuk gruplarina ait TBA (mg

malonaldehit/kg) degerleri. ........coovviiiiiiii 78



Sekil 1.
Sekil 2.
Sekil 3.
Sekil 4.
Sekil 5.

Sekil 6.
Sekil 7.
Sekil 8.
Sekil 9.

Sekil 10.

Sekil 11.
Sekil 12.
Sekil 13.

Xiii

SEKILLER LiSTESI
EPEC PAtOGENEZI. ..ecvviveeie ettt sttt ae e ns 13
ETEC’in hiicresel patogenezi.........ccccvvuviiiiiiiiiiiniiiee e 19
EIEC hiicresel patoOZeNeZi ........ccviiieeiiiiiiiieitieit s 21
EAEC patogenezinin agamalart ..........c.cecviviiieniniinieiicesee e 28

Esansiyel yaglarin mikroorganizmalar iizerindeki hedef bdlgeleri ve

antimikrobiyel etki mekanizmalart............cccoovviiiiiiiiiii 45
Thimbra spicata nin igerdigi bazi ugucu yaglarin kimyasal yapilari........... 48
Ucgucu yag ekstraksiyonunda kullanilan cam Clevenger aparati .................. 56
Clevenger aparati ve Thymbra spicata L. subsp. spicata ugucu yagi .......... 62

Thymbra spicata L. subsp. spicata bitkisinin gaz kromotografik profili..... 63

Thymbra spicata L. subsp. spicata ugucu yagmin in vitro

antimikrobiyel BtKINTIZE ........ocveieiiiiiicieie e 66
Deneysel olarak iiretilen sucuklarda E. coli diizeyleri.......cccoovvvrvrvninnnnnn. 68
Deneysel olarak iiretilen sucuklarda Salmonella diizeyi.............ccccvvvriennee. 70

Deneysel olarak iiretilen sucuklarda LAB diizeyleri..........cccccovvviiiiieennnn. 72



1. GIRIS VE AMAC

Et ve et iriinleri, insan viicudunun ihtiyag duydugu vitamin, mineral, iz element ve
esansiyel aminoasitleri oldukca fazla igeren besinlerdendir (1, 2). Besin 6gelerinin
giinlik olarak gidalarla alinmasi; insanin bliylimesi, gelismesi, fiziksel performans
sergilemesi, saglikli ve iiretken olarak uzun siire yasamasi igin gereklidir (3). Lezzet ve
aromalarinin yanisira bitkisel proteinlere oranla sindirilebilirliklerinin yiikksek olmasi ve
besin dgelerini yeterli ve dengeli olarak igermeleri nedeniyle, et ve et iiriinleri saglikli

beslenmede oldukga 6nemli bir yere sahiptir (1, 4).

Eski caglardan bu yana etin bozulmadan muhafaza edilme gereksinimi, gesitli et
{iriinlerinin ortaya ¢ikmasina sebep olmustur. Ozellikle bozulmaya karsi dayanikl
olmasi amaciyla ete uygulanan bazi islemler ayn1 zamanda iiriine kendine has lezzet ve
aroma kazandirmis ve boylece gliniimiize kadar 1000°e yakin et {irlinii ortaya ¢ikmistir
(4). Turkiye’de de cesitli et triinleri siklikla tiiketilmekte, bunlarin iginde toplumun
damak zevkine hitap eden sucuk, en ¢ok firetilen ve tiiketilen et {irinii olarak One
cikmaktadir (5-7). Divanii Lugati't-Tiirk’te gegen sucuk terimi; koyun bagirsaklaria

doldurulmus et ve baharat karisimi olarak tanimlanmustir (8).

Sucuk, kiyma makinasinda veya kuterde kiyilmis et ve yagm, tuz, seker, cesitli
baharatlar ve diger katki maddeleri ile karigtirildiktan sonra dogal veya suni kiliflara
doldurulmasi ve belirli 1s1, nisbi rutubet ve hava akiminda olgunlastiriimast ile tiretilen

fermente bir et {irliniidiir (6).

Sucuk iiretimi yapan isletmelerdeki yetersiz hijyen kosullar1 ve standart bir {iretim
yontemi olmamasi nedeniyle Tiirkiye’de tiiketime sunulan sucuklarin istenen kimyasal
ve mikrobiyolojik kaliteyi yakalayamadigi belirtilmektedir (6, 7, 9). Niifus artisina
paralel olarak gida talebinin artmasi, gida teknolojilerinde bazi hijyenik dnlemlerin goz

ard1 edilmesine yol agmaktadir (9, 10). Dolayisiyla yapilan birgok arastirma, Tiirkiye’de



tiretilen ve satigsa sunulan sucuklarin gida kaynakli hastaliklar agisindan riskli oldugunu
ortaya koymaktadir (6, 7, 9-12). Gida kaynakli hastalik risklerinin ortadan kaldirilmasi
amaciyla sucuk benzeri et triinlerine siklikla tuz, nitrat, nitrit, nisin ve starter kiiltiir
eklenmektedir (13). Ayrica bu irlinlerin yapiminda bazi antimikrobiyel etkili

maddelerin kullanildigi ¢esitli deneysel ¢alismalar da yapilmistir (14-16).

Lamiaceae ailesine ait bitki tiirleri Tiirkiye’de benzer kokularindan dolay1 kekik olarak
adlandirilmaktadir. Thymus, Satureja, Coridothymus ve zahter olarak bilinen Thymbra
cinsi bu ailenin bilinen tiirleridir. Yiiksek miktarda fenolik bilesik igermelerinden dolay1
kekik tiirlerinin antibakteriyel, antispazmodik ve antiseptik etkili olduklari bilinmektedir
(17). Bu tiir bitkilerin ortak 6zellikleri, ugucu yag ana bilesenlerinin genellikle karvakrol
ve timolden olusmasidir (18). Zahter, farkli amaglar icin taze veya Kurutulmus olarak
tilketilebildigi gibi ugucu yagi ¢ikarilarak da kullanilmaktadir. Gidalara aroma verici
olarak katilmasinin yani sira sabun ve sampuan yapiminda ve tibbi amagla da
kullanilabilmektedir (19, 20). Tirkiye’de zahterin tiiketimi, ¢ogunlukla toplandigi
yorede ve dolayisiyla i¢ piyasada yapilmaktadir (21, 22). Antimikrobiyel etkinligi
bilinen ve Tirkiye florasinda yaygin olarak bulunan zahterin sucuklarda meydana
gelebilecek olast mikrobiyel kontaminasyonlart ve saglik risklerini minimize

edebilecegi tahmin edilmektedir.

Giinlimiizde tiiketiciler, gidalarin besin degeri agisindan zengin olmasimi ve kimyasal
koruyucu ya da kalint1 igermeksizin, dogal yollarla korunmasini talep etmektedirler
(23). Bu talepler dikkate alindiginda insan gidasi olarak tiiketilebilen gesitli bitki ve
bitkisel ekstraktlarin antimikrobiyel etkinlik amaciyla sucuklara katilmasi, halk
sagliginin korunmasi ve tiiketici taleplerinin karsilanmasi agisindan uygun bir yaklagim
olarak degerlendirilmektedir. Bu ¢aligmada herhangi bir kimyasal tastyict kullanilmadan
zahterden elde edilen ugucu yagin, fermente sucuk tiretiminde kullanilabilme imkanlari,
gida kaynakli patojenlere karsi antimikrobiyel etkilerinin belirlenmesi ve {iriiniin
kimyasal ve duyusal 6zellikleri iizerindeki etkilerinin arastirilmasi amaglanmaktadir.
Dogal bilesenlerin gida teknolojilerinde kullanilma denemeleri, gidalarin giivenli bir

sekilde tiiketiciye ulastirilmasi agisindan manidar bulunmaktadir.



2. GENEL BILGILER

Dengeli beslenme, bireyin yasamsal faaliyetlerini saglikli bir sekilde sitirdiirebilmesi i¢in
onemli bir faktordiir. Bu nedenle yetiskin bir bireyin her bir kg canli agirlik i¢in giinde
0.8 g protein tiikketmesi ve organizmanin yapitasini olusturan aminoasitleri yeterli ve
dengeli miktarlarda alabilmesi i¢in bu miktarm en az figte birinin hayvansal
proteinlerden olusmasi gerekmektedir (24). Tirkiye’de artan sucuk {iretimi, sucugun

onemli bir hayvansal protein kaynagi oldugunu gostermektedir (25).

Diinyada her birey, fiziksel ve mental gelisimini saglikli bir sekilde devam ettirebilmek
icin saglikli gidaya ulagsma hakkina sahiptir (26). Giivenli ve yeterli gida iiretiminin ve
bu gidalarin saglikli ve kaliteli olarak tiiketiciye ulastirilmasinin halk saghigi agisindan
onemi vurgulanmaktadir (26, 27). Et ve et iriinleri, hayvansal gidalardan gegebilen
zoonoz hastaliklar agisindan ciddi riskler olusturabilmektedir (28). insanlarda goriilen
hastaliklarin yaklasik %60’nin zoonoz oldugu; %90’ ise hayvansal gidalardan
kaynaklandig1 bilinmektedir (29). Her yi1l yaklasik 1.8 milyon ¢ocugun gida kaynakli
hastaliklardan o6ldiigii rapor edilmektedir (30-32). Avrupa’da ortaya ¢ikan BSE ve
dioksin krizleri ve ayni donemlerde Amerika Birlesik Devleti (ABD)’nde kirmizi
etlerde E. coli O157:H7 enfeksiyonlarina bagli 6liim vakalar1 sonucu “saglikli gida”
tanimi diinya ¢apinda yeniden dizayn edilmis; FAO/WHO (Birlesmis Milletler Gida ve
Tarim Orgiitii/Diinya Saghk Orgiitii) Kodeks Alimentarius Komisyonu tarafindan gida
hijyeni, “Saglikli ve kusursuz gida iiretimini saglamak amaciyla gidalarin iretim,
isleme, muhafaza ve dagitimlar sirasinda gerekli kurallara uyulmasi ve onlemlerin
alinmas1” olarak tekrar tanimlamistir (26). Bu ¢er¢evede geleneksel yar1 kuru fermente
Tiurk tipi sucuklarin giivenli olarak iretilip tiiketiciye sunulmasi olduk¢a Onem

tasimaktadir.

Ik caglardan bu yana, etin uzun siire muhafazasi icin ¢esitli yontemler kullanilmustur.

Kurutma, tuzlama, ¢emenleme, dumanlama, fermentasyon gibi fiziksel ve kimyasal



uygulamalarla etlerin muhafaza siiresi uzatilabilmektedir (33-35). Etin muhafaza
stiresini uzatmak i¢in yapilan her islem, triine 6zgii organoleptik 6zelliklere katkida
bulunarak farkli iiriinlerin olusmasina sebep olmustur. Tarih boyunca Tiirklerin yasadigi
Anadolu, Balkanlar, Orta Asya, Kafkaslar, Kuzey Afrika ve Orta Dogu’da sevilerek
tiiketilen 6nemli bir et iiriinii olan sucuktan M.O. 500°de yazilmus, bilinen en eski
yemek kitab1 olan Deipnosophists’de de bahsedilmektedir (36-38). Toplum talepleri ve
bolgesel damak zevkleri gibi nedenlerle Tiirkiye’de farkli formiilasyonlar ile sucuk

iiretilmektedir (1, 39, 40).

Tiirk Gida Kodeksinde, fermente sucuk; biiyiikbas ve kiigiikbas hayvan etlerinin ve
yaglarinin kiyilarak lezzet vericiler ile karistirildiktan sonra dogal veya yapay kiliflara
doldurularak belirli kosullarda fermentasyon ve kurutma islemleri uygulanarak nem
oran1 %40 ve altina diisliriilmiis, kesit ylizeyi mozaik goriiniimiinde olan 1s1l islem
uygulanmamis fermente et {iriinii olarak tanimlanmaktadir. Isil islem gérmiis sucuk ise
biiyiikbas ve/veya kiigiikbas hayvan etlerinin ve yaglarinin veya kanatli hayvan etleri ve
yaglarinin kiyilarak lezzet vericiler ile karistirildiktan sonra dogal veya yapay kiliflara
doldurularak belirli kosullarda fermentasyon ve kurutma islemleri uygulanarak nem
orant %50’nin altina disiiriilmiis, kesit ylizeyi mozaik goriiniimiinde olan 1s1l islem

uygulanmuisg et tirlinii olarak tanimlanmaktadir (41).

Tirk tipi sucuk, %40-45 nem oranit ile yar1 kuru fermente et {irlinii olarak
smiflandirilmaktadir (35). Tiirk Standartlar1 Enstitiisti’ne (42) gore Tirk sucugunun
nem orani en ¢ok %40; pH degeri 5.4-5.8 araliginda olmalidir. Tiirk Gida Kodeksi Et
Uriinleri Tebligine (41) gore ise nem miktar1 en ¢ok %50; pH degeri fermente

sucuklarda en ¢ok 5.4, 1s1l islem gormiis sucuklarda ise en ¢ok 5.6 olmalidir.

Ulkemizde geleneksel fermente sucuk ve 1s1l islem gérmiis sucuk olmak {izere iki tip
sucuk tiretilmektedir. Geleneksel fermente Tiirk sucugunun iiretimi, 1s1l islem gormiis
sucuklarin ticari olarak daha avantajli olmasi1 nedeniyle azalmaktadir. Ancak, fermente
sucuga oranla {iretimi daha kolay ve daha kisa siirede gerceklestirilen 1s1l islem gormiis
sucuk, duyusal nitelik bakimindan geleneksel fermente sucugun gerisinde kalmaktadir.
Giiniimiiz Tirkiye’sinin modern ticari igletmelerinde, sucuk iiretim miktar1 giderek
artmakta, fermentasyon islemi; bagil nem, sicaklik ve hava akiminin kontrol edildigi

0zel kabinlerde gerceklestirilmektedir (8, 43).



Fermentasyon, et tiriinlerinin muhafaza siiresini uzatmak ve firiine farkli organoleptik
Ozellikler kazandirmak amaciyla ¢ok eski zamanlardan beri kullanilan bir yontemdir
(44). Cesitli mikroorganizmalarin enzimatik faaliyetleri sonucu protein, yag ve
karbonhidratlarin pargalanmasi ile ortaya ¢ikan lipit, peptid, serbest yag asitleri ve
indirgen sekerler gibi bilesikler, gidaya ¢esitli duyusal 6zellikler kazandirmaktadir (45).
Sucuklarda fermentasyon, etin dogal ve kontamine mikrobiyel yiikii, liretim hattina
bulasan mikroorganizmalar ve/veya starter kiiltiir ilavesi ile saglanmaktadir. Sucuk
iiretiminde starter kiiltiir; fermentasyon siirecini kontrol altinda tutmak, olgunlasma
stiresini  kisaltmak, {irlinlin stabilitesini saglamak, istenen organoleptik o6zellikleri
kazandirmak, standart iiriin tiretimini garanti altina almak ve intestinal biota iizerine
diizenleyici etki saglamak gibi amaglar i¢in kullanilmaktadir (46, 47). Geleneksel yar1
kuru fermente Tiirk sucuklarinda fermentasyondan Lactobacillus plantarum, L.
curvatus, L. sakei ve L. brevis gibi laktik asit bakterilerinin yanisira Pediococcus
cerevisiae, P. pentosaceus, Staphylococcus carnosus, S. xylosus ve Micrococcus spp.
gibi mikroorganizmalar sorumludurlar (48, 49). Starter kiiltiirler, gida biotasina hakim
olmak suretiyle lezzet ve tekstiir gibi organoleptik 6zelliklerin gelismesine katki
saglarken, patojenleri ve bozulmaya neden olan mikroorganizmalari da
baskilamaktadirlar (50, 51). Kontollii fermentasyonda, sucuk hamuruna 10’ kob/g
diizeyinde starter kiiltir katilarak 10-38 ©°C’de 12-48 saatte fermentasyon
tamamlanmaktadir (49, 50, 52, 53). Starter kiiltiir kullanilmadan iiretilen sucuklarda,
dogal biotanin degiskenligi nedeniyle, liretimde standardizasyonu saglamak oldukca
zordur (50). Sucuk yapiminda, ¢esitli starter kiiltiir kombinasyonlarinin kullanildig bir
calismada starter kiltiir katilmis fermente Tirk sucuklarmin duyusal ve kimyasal
ozelliklerinin daha istiin oldugu, starter kiiltiir kombinasyonlarmin uygulandig: tiim

sucuk gruplarinin kontrol gruplarindan daha ¢ok begenildigi ortaya konmustur (13).

Son zamanlarda ticari avantajlar1 dolayisiyla iiretimi piyasaya hakim olan 1sil islem
gormiis sucuklarin iiretiminde, sucuk hamurunun su aktivitesi ve pH’sina gore, merkez
sicakligt 68-72 °C olacak sekilde 1s1 iglemi uygulanmaktadir. Bu islemin hemen
ardindan merkez sicakligi hizla 5 °C’ye disiiriilerek direk satisa sunulmaktadir. Isil
islem ile nem orani diigen {iriin daha sik1 ve sert bir hal almakta, enzim igerigi de inaktif
hale getirelerek acilasmanin 6niine gegilmektedir. Ayrica 1s1 islemi ile birgok patojen ve

saprofit bakteriler yikimlanarak {irliniin raf omrii arttirllmaktadir (1). Fakat bu gibi



avantajlarin yaninda 1s1 islemi ile geleneksel Tiirk tipi fermente sucuklarda arzu edilen
organoleptik 6zelliklerden sorumlu bazi mikroorganizmalar da yikimlanmaktadir. Yine
151l islem uygulamalar1 sonucu, iiriine kendi 6zelligini kazandiran laktik asit olusumu,
lipoliz, proteoliz ve oksidasyon gibi kimyasal reaksiyonlar istenilen diizeyde
sekillenmemektedir (45). Dolayisiyla son liriin, sevilen sucuk 6zelliklerinin tamamina
sahip olamamaktadir (54). Ancak son zamanlarda friiniin organoleptik kalitesini
arttirmak amaciyla dolumu takiben 25-35 °C’lerde 24 saat veya daha kisa siireler

bekletilerek kismi bir fermentasyon siirecinden sonra 1s1 islemi uygulanmaktadir (1).

Kesimden sonra etin baslangic mikrobiyel yiikiinin biliyiik bir kismii olusturan
Pseudomonas ve Enterobacteriaceae ailesine ait tiirler, sucuk hamurunda da baskin hale
gelmektedir. Ancak starter kiiltiir ilavesi ile ortamdaki hakimiyetlerini fermentasyonda
rol alan Lactobacillus gibi mikroorganizmalara birakmaktadir (55). Kontamine
hammadde kullanimi, uygun olmayan iiretim kosullar1 ve g¢evresel kontaminasyonlar
nedeniyle tiiketime sunulmasi planlanan sucuklar, Salmonella spp., E. coli O157:H7,
Listeria monocytogenes, Koagiilaz pozitif Stafilokok ve siilfit indirgeyen anaeroblar
acisindan halk sagligini tehdit edebilmektedir (5, 12, 55-57).

Tirkiye’de et {iriinleri endiistrisi gelismeye devam ederken giiniimiizde kii¢iik ve orta
Olgekli yar1 profesyonel isletmeler de varliklarini siirdiirmektedir. Bu tip isletmelerde
tiretim geleneksel yontemlerle yapildigindan, iirtinde mikrobiyolojik bozulma so6z
konusu olabilmekte ve iiretilen sucuklarda standardizasyon eksikligi goze ¢arpmaktadir
(35). Et ve et iriinleri patojen mikroorganizmalarin gelisme ve ¢ogalabilmeleri i¢in
optimum bir ortamdir (39). Bu nedenle sucugun olasi mikrobiyel tehlikeler minimize
edilerek tiiketiciye sunulabilmesi olduk¢a 6nemlidir. Tiirk Gida Kodeksi Mikrobiyolojik
Kriterler Yonetmeligi (58) kapsaminda fermente sucuklar igin belirlenen kriterlerde
Listeria monocytogenes, E. coli 0157 ve Salmonella spp. i¢in sifir tolerans politikasi

uygulanmaktadir.

Tiirkiye’de iiretilen sucuklarin mikrobiyolojik kalitesini konu alan birgok arastirmada,
sucuklarin E. coli ve Salmonella spp. gibi tehlikeleri siklikla bulundurdugu ortaya
konmustur. Ornegin, yapilan bir ¢alismada (59) toplam 18 sucuk drneginin % 39’unun
E. coli ile kontamine oldugu bildirilmis, bir baska ¢alismada ise incelenen 60 sucuk

numunesinden 9’unun E. coli, birinin de Salmonella spp. pozitif oldugu ortaya



konmustur (60). Kok ve ark. (61) tarafindan yapilan bir calismada, incelenen
numunelerin %16’smin E. coli, %5’inin ise Salmonella spp. ile kontamine oldugu
bildirilirken, Konya’da yapilan bir ¢alismada (62), 15 sucuk 6rneginin tamaminda E.
coli saptandigi rapor edilmistir. Sancak ve ark. (9) ise inceledikleri numunelerin
%64’tiniin E. coli ile kontamine oldugunu ortaya koymuslardir. Ertas ve ark. (12)
tarafindan incelenen 100 sucuk Orneginin %4’tinde Salmonella spp. tespit edilmistir.
Ozbey ve ark. (63) tarafindan yapilan bir baska ¢alismada ise 100 sucuk &rneginden
%7’sinin Salmonella spp. pozitif oldugu rapor edilmistir. Oksiiztepe ve ark. (7)
tarafindan yapilan bir aragtirmada, fermente sucuklarin sirastyla %15 ve %3’liniin E.
coli ve Salmonella spp. barindirdigi bildirilmistir. Fermente sucugun giivenilirligi ile
ilgili ciddi sorunlara neden olan E. coli O157:H7’nin, Washington’da 20, California’da
3 yetiskin ve 2 c¢ocugun hemolitik iremik sendromu teshisiyle hastaneye
kaldirilmasindan sorumlu tutuldugu rapor edilmistir (64). Bahsedilen ¢alismalarin
is1ginda Tirkiye’de siklikla tiiketilen sucugun, E. coli ve Salmonella agisindan ciddi
tehlike tasidign goriilmektedir. Bu gibi tehlikelerin minimize edilebilmesi amaciyla
dogallig1 konusunda siiphe duyulmayan bitkisel ekstraktlarin gida iiretiminde kullanimi

faydal1 bir yaklagim olarak degerlendirilmektedir.
2.1. ESCHERICHIA COLI

Sicakkanli canlilarin intestinal biotasinda oldukg¢a genis bir dagilim gosteren
Escherichia coli, 1885 yilinda pediatrist Dr. Theodore Escherich tarafindan bulunmus

ve ilk olarak Bacterium coli commune olarak isimlendirilmistir (65, 66).

Insan bagirsaginda predominant olarak varligini siirdiiren E. coli, Gram negatif,
fakiiltatif anaerob bir bakteridir (67). E. coli’nin enterik hastaliklara sebep olabilme
ihtimali, soz konusu bakterinin insan intestinal kanalinda genis dagilim gostermesi ve
konak ile kommensal bir iligki yiiriitmesi gibi sebeplerle uzun siire géz ardi edilmistir.
Ancak diyare ile seyreden hastaliklarin etiyolojisinin belirlenmesinde serolojik
karakterizasyon metodlarimin kullanilmasi, E. coli’nin zararsiz kommensal serotiplerinin
yani sira patojen serotiplerinin de oldugunu ortaya koymustur (65). E. coli’nin bazi
karakteristik 6zellikleri Tablo 1°de gosterilmektedir (68).



Tablo 1. Escherichia coli nin baz1 karakteristik ozellikleri

Ozellik Reaksiyon
Gram -

Aerobik tireme +
Anaerobik lireme +

Optimum iireme sicakligi 37°C
Katalaz +

Oksidaz -
p-Mannitol fermentasyonu >%90 +
Laktoz 37 °C ve 44 °C >%90 +
p-Adonitol >%90 -
p-Glukoz Asit tiretimi
Indol 37 °C >%90 +
Indol 44 °C >%90 +
Metil Red >%90 +
Voges-Proskauer >%90 -
Ureaz >%90 -
Fenilalanin deaminasyonu >9%90 -
Lizin dekarboksilaz %76-89 izolat +
H.S >%90 -
Jelatin likefaksiyonu >%90 -

+: Pozitif reaksiyon; -:Negatif reaksiyon

E. coli’nin insan i¢in patojen olan tiirleri; Enteropatojenik E. coli (EPEC),
Enterotoksijenik E. coli (ETEC), Enteroinvaziv E. coli (EIEC) ve Enterohemorajik E.
coli (EHEC) olmak tizere 4 kategoride incelenmektedir. Her bir kategori iginde yer alan
farkli suslar, genellikle plazmidler tarafindan kodlanan spesifik virulens faktorlerin
sebep oldugu patofizyolojik mekanizmalar ile benzer epidemiyolojide ve klinik seyirde
hastalik olusturmaktadir. Bu dort gruba, Enteroagregatif E. coli (EAEC) ve Diffuz
adherent E. coli (DAEC) olmak iizere iki farkli kategori de dahil edilerek son
zamanlarda altili bir siniflandirma yapilmaktadir. EAEC grup E. coli serotipleri, ilk 4
gruptan tam olarak ayrilabilecek tipik 6zelliklere sahip olmasa da kendine has aderenz

fenotipine sahip olmalar1 bakimindan farklilik gostermektedirler. Benzer sekilde DAEC



grubunda yer alan serotiplerde gézlenen patofizyolojik mekanizmalar, bunlarin ayri bir

grupta degerlendirmeye alinmasina sebep olmustur (66, 69).
2.1.1. Enteropatojenik E. coli (EPEC)

intestinal biotada yer alan E.coli’ye ait bazi serotiplerin hastalik olusturabilme
ihtimalini g6z oniinde bulunduran Neter ve ark. (1955), ¢esitli yaslardaki ¢ocuklarda
goriilen diyarelerden enteropatojenik E. coli’nin sorumlu oldugunu rapor etmislerdir
(70). EPEC grup serotiplerin patofizyolojilerinde toksin {iretimi ve invazasyon
olmamasi, sirastyla bu oOzellikleri tasiyan ETEC ve EIEC gruplarmin identifiye
edilmesinde belirleyici bir rol oynamistir. Levine ve ark. (71) tarafindan farkli E. coli
serotiplerinin diyare olusturma mekanizmalarindaki farkliliklarin belirlenmesi ile E. coli

kaynakli intestinal hastaliklarin molekiiler patogenezi daha 1yi anlasilmistir.

E. coli serotiplerinin ayriminda kullanilan en Onemli verilerden biri, somatik O
antijenleridir. Bu serogrup tabanli tanimlama, flagellar farkliliklar1 ifade eden H antijeni
ile birlikte, E. coli’lerin ayiriminda giincel olarak kullanilmaktadir. E. coli serotiplerinin
gruplandirilmasinda O:H tiplendirme sisteminin yani sira, intestinal kanalda neden

olduklar1 patolojik degisiklikler de esas alinmaktadir (72).
2.1.1.1. Enteropatojenik E. coli’lerin Serogruplar

Enteropatojenik  E.  coli’ler bagirsak  liimeninde  spesifik  histopatolojik
degisikliklereneden olmaktadirlar. Tutunduklari yiizeylerin diizlesmesi ve bagirsak
villilerinin yok olmasi1 (Attaching-effacing; A/E) gibi lezyonlar olusturmaktadirlar. A/E
lezyonlari, olusturduklart hastaligin klinik seyrini de degistirmektedir. Enteropatojenik

E. coli’lerin en belirgin 6zelliklerinden bir tanesi de Shiga toksin (Stx) tiretememeleridir
(73).

EPEC grubuna 6rnek olarak, O18ab, O18ac, 026, 044, 055, 086, O111, O114, O119,
0125, 0126, 0127, O128ab, 0142 ve 0158 serotipleri verilmektedir (74, 75). H
antijeni kullanilarak gerceklestirilen serogruplandirma, ayni O antijenine sahip
serotiplerin birbirinden ayirt edilmesinde kullanilmaktadir. Ornegin, saglikli bireylerin
intestinal biotasinda bulunan O86’nin bilinen 21 serotipi iginde olan O86:H34’iin

cocuklarda diyare etkeni oldugu ortaya konmustur (76). Bunun yani sira O55 gibi bazi
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serotipler saglikli bireylerin intestinal biotasinda nadiren bulunmaktadir. Bu sebeple
sadece O antijeni patojenik karakter igin belirleyici bir kriter olmayip, diger antijenik

determinantlarin da degerlendirilmesi gerekmektedir (77).
2.1.1.2. EPEC’in Olusturdugu Klinik Bulgular

EPEC enfeksiyonlari, karakteristik klinik bir bulguya sahip degildir. Ancak tipik olarak
bu enfeksiyonlarda sulu ishal, yiiksek olmayan ates ve kusma gozlenmektedir (71, 78).
Ozellikle siddetli durumlarda 14 giinden fazla siiren inatc1 diyare sekillenebilmektedir
(78, 79). Gastroenteritisli ¢ocuklarin incelendigi bir ¢alismada (80), EPEC pozitif
¢ocuklarda ortalama 4.6 giin siiren diyare tablosu dikkat ¢ekerken, bakteriyel olmayan
vakalarda diyarenin ortalama 2.4 giin siirdiigii belirlenmistir. Bu bulgunun 1s18inda,
EPEC’in potansiyel olarak Rotavirus gibi pediatrik diyare etkenlerinden daha siddetli
bir klinik tabloya yol acabilecegi ortaya konmustur. Bir yasini gecmis ¢ocuklarda ve
yetiskinlerde semptomatik olarak EPEC enfeksiyonlarina rastlanmiyor olmasi, bu
etkene kars1 bagisiklik gelisebildigini gostermektedir. Ozellikle EPEC insidensinin
yiksek oldugu cografi bolgelere seyahat eden bireylerin EPEC enfeksiyon tablosu
gostermemesi kazanilmig bagisiklik ile iliskilendirilmektedir (80).

2.1.1.3. EPEC Epidemiyolojisi

EPEC, diinya genelinde siklikla iki yasinin altindaki ¢ocuklarda diyareye sebep olan bir
etkendir (80-82). Vaka kontrol ¢alismalarinda, alti aydan kiigiik ¢ocuk diyarelerinden
EPEC izolasyon oraninin olduk¢a yiiksek oldugu ortaya konmustur (83). Hem
kolostrum hem de anne siitiiniin, EPEC grup bakterilerin HEp-2 (Human epithelial type
2) hiicrelerine tutunmasii engelleyen spesifik ve nonspesifik faktorler igerdigi
belirlenmistir. Bu sebeple bebeklerin yeterli anne siitii almamasinin EPEC agisindan

risk olusturabilecegi diistiniilmektedir (84).

Avrupa ve Kuzey Amerika’da 1950’lerde patlak veren EPEC salginlarinda, infantlarda
%350’ye varan Oliimler rapor edilmis, ancak bebek bakim iinitelerinin hijyen ve
sanitasyonunun gelistirilmesi ile EPEC sebepli 6liimler neredeyse ortadan kalkmistir.

Giliniimiizde siklikla giinliik bakim tniteleri ve kreslerde bulunan ¢ocuklarda sporadik
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olarak diyarelere rastlanmaktadir. Ayrica nadir de olsa yetiskinlerde de bazi EPEC

salginlar1 rapor edilmistir (85).

EPEC, gelismis iilkelerden ziyade, gelismekte olan iilkelerde risk olusturmaktadir.
Gelismekte olan iilkelerde bir yasin altindaki bebeklerde sekillenen diyarelerin
cogunlukla Rotavirus ve EPEC kaynakli oldugunu bildirmektedir (86). EPEC kaynakli
diyare tespit edilen bebeklerin bulundugu fiziksel ¢evrede de (bebek elbiseleri,
oyuncaklar, bebek arabalari, banyo ortamlari, toz) EPEC kontaminasyonu
belirlenmistir. Fekal-oral yol, kontamine mamalar, iyi muhafaza edilmemis besinler,
bebek bakicilarinin personel hijyeni ve bebeklerin temas ettigi kontamine cisimler
bulagsmada 6nemli rol oynamaktadir. Ayrica bu hastalik etkenlerinin solunum yoluyla da
alinabilecegi kabul edilmektedir (86).

2.1.1.4. EPEC izolasyon ve identifikasyonu

EPEC ve diger tim E. coli serogruplari benzer koloni morfolojisi sergilemekte ve
biyokimyasal reaksiyon vermektedir. Herhangi bir klinik laboratuarinda EPEC ve diger
E.coli’lerin identifiye edilmesi miimkiin olmayabilmektedir. E. coli olarak tanimlanan
izolatlarin serogruplandirilmasi ve serotiplendirilmesi, yogun is yiikii ve profesyonel

yaklasim isteyen pahali islemlerdir (87).

EPEC’in belirlenmesinde temel olarak suslarin epitel dokuya tutunma karakteristigi ve
Shiga toksin olusturmamasi baz alinmaktadir. EPEC suglarinin tanimlanmasinda
fenotipik ve genotipik identifikasyon teknikleri etkin olarak kullanilmaktadir. Fenotipik
karakterlerin diger serogruplar ile karisma olasilig1 oldugundan, giiniimiizde genotipik
identifikasyon ¢ok daha yogun olarak tercih edilmektedir. EPEC suslarinin fenotipik
identifikasyonunda A/E etkinlikleri, Floresan Aktin Boyama (FAS) teknigi ile
belirlenmektedir (88, 89). Genotipik identifikasyonda ise PCR bazli molekiiler teknikler
kullanilmaktadir. PCR analizinde enterositlerin yikimlanmasindan sorumlu genlerin
(Enterocyte effacement locus; LEE) bulundugu patojenite adasinda, eae (attaching and
effacing) geninin var olup olmadigi arastirilmaktadir. EPEC suglarinin  HEp-2
hiicrelerine tutunmasinda bu gen ve EAF (EPEC Adherenz Factor) plazmidi 6nemli rol
oynamaktadir. Plazmid bulunmayan durumlarda; Shiga toksin iiretimi yoksa ve A/E

fenotipini gosteriyorsa sus, atipik EPEC olarak kabul edilmektedir (90-92).
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2.1.1.5. EPEC Enfeksiyonlarinda Patojenite

EPEC enfeksiyonlarinin histopatolojik tablosunu ilk kez Polotsky ve ark. 1977 yilinda
bildirmislerdir (93). Etkenin intestinal liimende ilk olarak epitel dokuya tutundugu ve
cogaldiktan sonra tutundugu bagirsak villuslarini yok ettigi rapor edilmektedir. Bu
tutunma ve dejenerasyon sonucunda enterositlerde emilim gergeklesememekte ve sulu
bir diyare gozlemlenmektedir. Ayrica Knutton ve ark. (88) EPEC’in bagirsak
villuslarina tutundugu bolgede aktin birikimi oldugunu ve bu birikimin enterosit

yikimlanmasinda aktif rol oynadigini belirlemiglerdir.

Molekiiler analizlerde, A/E lezyonlarinin sekillenmesinde rol oynayan ve 35 kb
kromozomal LEE gen bolgesi hedef alinmaktadir (92). Bu gen bolgesinde, bakterinin
hiicreye tutunmasini saglayan ve tutundugu hiicredeki sinyalizasyon mekanizmalarini
etkileyen ¢esitli proteinler de (espA, B, D) kodlanmaktadir (94). LEE gen bolgesi, eae
genini de igermektedir. EPEC suslari, bu gen sekansi ile kodlanan ve dis membran
proteini olan “intimin” sayesinde, tutunma ve villilerde yikimlanmaya neden
olmaktadir. Yaklasik olarak 94 kb olan bu protein, konak¢i hiicre ylizeyine tutunmay1
saglamaktadir. intimin, Yersina invazin proteini ile %50 benzerlik gostermektedir (95).
Sekans ve antijenik farkliliklar g6z oOniinde bulunduruldugunda yaklasik 17 farkh
intimin oldugu belirtilmektedir (96).

EPEC suslarinin bir diger 6nemli 6zelligi de in vitro epitel hiicre hattinda lokalize
olarak mikrokoloniler olusturmalaridir (97). EPEC’ler bu ozellikleri sayesinde diger
diffuz aderenz E. coli serogruplarindan ayirt edilmektedir. EPEC’lerin bu 6zellikleri
EAF adi verilen 55-70 megadalton (MDa) agirhiginda bir plazmid sayesinde
kazanilmistir. Mikrokoloni olusumunda bakterilerin bakterilere tutunmasi1 BFP (Bundle-
forming pilus) mekanizmasi ile gerceklesmektedir. Ancak BFP’nin epitel hiicreye

tutunmada yardimet1 olup olmadigi heniiz tam olarak agikliga kavusturulamamistir (98).

DNA dizi analizi genellikle, adherenz mekanizmasini diizenleyen pMAR2 plazmidi
hedef alinarak yapilmaktadir. Yapilan bir ¢alismada (99), pMAR2 plazmidi inhibe
edilmis EPEC suslarmmin aderenz oOzelliklerinin kayboldugu, aderenz &zelligi
gostermeyen E. coli P678-54 ve HBI101 suslarinda ise plazmid indiiklendiginde,
aderenz Ozellik kazandiklari rapor edilmistir. Ayrica EAF bazli DNA problart da son
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zamanlarda EPEC karakterizasyonu ve epidemiyolojisi ¢aligmalarinda siklikla
kullanilmaktadir (100). Ozetle EPEC enfeksiyonunun gelisimi 4 temel adimda
sekillenmektedir: (1) BFP, intimin ve yiizey iliskili flamentler (EspA) gibi spesifik
proteinlerin kromozomal ve plazmid DNA’dan eksprese edilmesi; (II) BFP ve EspA
proteinleri araciligiyla enterosit mikrovillilerine bakteriyel tutunmanin gerceklesmesi;
(1) BFP flamenletinin baglanmasindan sonra intimin etkinligi ile tutunmanintam
olarak saglanmasi (bu asamada ayni zamanda hiicre yiizeyinin altinda aktin ve diger
hiicreiskeleti elemanlar1 birikimi gozlenir); (IV) bakterilerin birbirine tutunarak
mikrokoloni olusturmalart ve mikrovilluslarin aktin ve diger proteinlerin yogun
birikiminden dolayr calisamaz hale gelmesi/yikimlanmasi (101). Belirtilen tgiincii
adimin gerceklesmesi igin gesitli proteinler sentezlenmektedir. Bu proteinler, sinyal
iletimine yardimer olmak, hiicre kalsiyum seviyesini arttirmak ve tutunma bélgesinin
hemen altinda hiicre iskeletini olusturan aktin ve benzeri proteinlerin birikimini
saglamakla gorevlidir. Bu ii¢ asamanin tamaminda kromozomal genler ve plazmidler
etkin olarak gorev almaktadir (101). Epec patogenezi Sekil 1°de detayli olarak
verilmektedir (101).

5 FspB/G
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Sekil 1. EPEC patogenezi. (I) BFP, intimin ve yiizey iliskili flamentler (EspA) gibi spesifik proteinlerin
ekspresyonu, (II) BFP ve EspA proteinleri aracilifiyla enterosit mikrovillilerine tutunma, (III)
Intimin tutunmas1 ve bolgede hiicresel aktin ve diger hiicre iskeleti elemanlar1 birikimi, (IV)
bakterilerin mikrokoloni olugturmalari ve mikrovilluslarin ¢caligamaz hale gelmesi/yikimlanmast

1
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2.1.2. Enterotoksijenik E. coli (ETEC)

Enterotoksijenik E. coli adindan da anlasilacag: iizere temel olarak toksin sentezi ile
hastalik olusturan bir patogenez sergilemektedir. Gelismekte olan iilkelerde infant
diyare etkeni olarak da dikkati ¢ceken ETEC, “Seyahat Hastalig1” olarak bilinmektedir
(102-106). ETEC’in tanimlanmasi ve hastaligin seyrinin belirlenmesi, 1960’larda
enterotoksinlerin kesfedilmesi ile miimkiin olmustur. Smith ve Gyles (1970) tarafindan,
E. coli enterotoksinlerinin; 1s1 labil toksin (LT) ve 1s1 stabil toksin (ST) olmak iizere
ikiye ayrildigr rapor edilmistir (107). Enterotoksijenik E. coli’lerin baz1 suslar1 her iki
toksini de sentezleyebilmektedir. Ancak ETEC’lerin patojenitelerinde sadece
enterotoksin iiretimi degil ayn1 zamanda “Kolonizasyon Faktdr Antijeni (CFA)” adi

verilen insan ince bagirsaklarina tutunma faktorleri de 6nemli rol oynamaktadir (108).
2.1.2.1. Enterotoksijenik E. coli’lerin Serogruplari

ETEC’in O serogrubuna ait 75’in tizerinde E. coli serotipi ihtiva ettigi bilinmektedir.
Ancak bu suslarin neredeyse yarist sadece bir defa tespit edilebilmistir. Bu gruba ait en
yaygin serotipler; 06, 08, 025, 027, 078, 0128, 0153, 0148 ve 0159’dur (109). O
serotiplendirmesi, ETEC’lerin tanimlanmasina yaygin olarak kullanilan etkili bir
yontemdir. Ancak ETEC O serogruplart genellikle iiriner sistem enfeksiyonlarina ya da
meningitise sebep olan nontoksijenik E.coli’lerle karisabilmektedir. Bu sebeple H
serotiplendirmesi bu grupta da ©nem kazanmaktadir. ETEC serogrubunda 30’un
tizerinde farkli H serotipi identifiye edilmistir. Bunlardan en yaygin olanlari; H9, H12,
H21 ve H45’dir. H serotiplendirilmesi etkili olarak kullanilmasina ragmen ETEC
patogenezinde flagellanin fonksiyonu tam olarak ortaya konamamistir (110). Yaygin

olarak goriilen ETEC fenotipleri Tablo 2’de detayli olarak gosterilmektedir (86).
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Tablo 2. Yaygin olarak goriilen ETEC fenotipleri

Serotip Toksin CFA

06:H16 LTST CFA/II (CSI ve CS3 ya da CS2 ve CS3)
0O8:H9 LTST CFA/II (Sadece CS3)

08:H9 LT CS17

027:H7 ST CFA/IV (Sadece CS6)

0O78:H12 STyadaLTST CFA/I

0128:H12 LTST CFA/I

0148:H28 ST CFA/IV (Sadece CS6)

0153:H45 ST CFA/I

0169:H- ST CFA/IV (Sadece CS6)

CFA: Kolonizasyon Faktor Antijeni, CS: Coli Yiizey Antijeni

Tutunma faktorii olarak bilinen kolonizasyon faktor antijeni (CFA), O ve H antijenleri
ile birlikte tigiincii bir serotiplendirme enstrumani olarak degerlendirilmektedir. CFA/I,
CFA/Il ve CFA/IV en yaygin olarak belirlenen faktorlerdir (109). Ancak ETEC
serotiplerinin %30’undan azinda bu antijenik determinantlar tespit edilmistir (111, 112).
CFA ayn1 zamanda Coli ylizey antijeni (CS) adi verilen bir alt determinant
bulundurmaktadir. Ancak terminolojik olarak bu yiizey antijenlerinin belirlenmesi i¢in
daha fazla ¢alisma gerekmektedir. Ayrica CFA gibi determinantlarin molekiiler olarak

incelendigi daha kapsamli epidemiyolojik caligmalara da ihtiya¢ duyulmaktadir (111).

ETEC’in yaygin O ve H serogruplart ve CFA determinantlarina gelismekte olan
tilkelerde daha sik rastlanmaktadir. Gelismis tilkelerde yasayan bireylerde ETEC’e kars1
aktif bir bagisiklik olmadigindan, gida ve su kaynakli ETEC salgimlar1 gelismekte olan

tilkelere oranla daha fazla gézlenebilmektedir (86).
2.1.2.2. ETEC’in Olusturdugu Klinik Bulgular

ETEC enfeksiyonlarinda karakteristik olarak mide bulantisi, abdominal kramp ve orta
derecede ates ile seyreden yangisal olmayan bir diyare gézlenmektedir. ETEC alimini
takiben 1-3 giin iginde baslayan diyarede hemoraji yoktur. ETEC klinik tablosu, Vibrio
cholerae enfeksiyonlarina olduk¢a benzemektedir. Ancak kolerada ileri derecede bir

dehidrasyon ve yiiksek mortalite bildirilmektedir (113).

Hastaligin seyri hangi serotipin alindigi ile ilgili olarak degiskenlik gostermektedir.
Sporadik rastlanan seyahat hastaligi vakalarinda hastalik orta dereceli seyrederek bir

hafta iginde iyilesmektedir (114). Hastalik tablosu, dehidrasyona hassasiyetlerinden
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dolay1 ¢ocuklarda daha siddetlidir. Dogru tedavi uygulanmadig takdirde malnutrasyona
kadar varabilen tablolar gozlenebilmektedir. Semptomatik veya asemptomatik fekal

sagilim, kotii hijyen kosullarinda hastaligin yayilimini arttirmaktadir (113).
2.1.2.3. ETEC’in Epidemiyolojisi

ETEC siklikla gelismekte olan iilkelerde ¢ocuk diyare etkeni olarak gbze carpmaktadir.
Ozellikle siitten kesilmis ve gida alimina yeni baslamis ¢ocuklarmn bir anda anne
siitliniin koruyuculugundan ¢ikip, kontamine gida ve sulara maruz kalmasi, hastaligin
epidemiyolojisinde baslangi¢ noktasidir. Gelismekte olan iilkelerdeki c¢ocuklar
hayatlarinin ilk bes yilinda, birden fazla ETEC tablosu gosterebilmektedirler. Daha
sonra immun sistemin diren¢ kazanmasiyla, ¢ocuklarin asemptomatik tasiyici olmalari,
etkenin saciliminda rol oynamaktadir (113). Avrupa ve Kuzey Amerika’da sayili

salginlar disinda ETEC yaygin bir diyare sebebi olarak goriilmemektedir (115).

Saglikli bireylerde ETEC enfeksiyonun olusabilmesi i¢in yaklasik 105-10° kob gibi
yiiksek sayilabilecek diizeyde etkenin alinmasi gerekmektedir. Bahsedilen bu diizeylere
soguk zincirin kirilmas: ile gida ve sularda kolaylikla ulasilabilmektedir. Mide
asitliginin notre yaklasmasi gibi konak nonspesifik savunma mekanizmalarinin

bozulmasi durumunda ise infektif dozun diisebilecegi belirtilmektedir (116).

Seyahat hastaligi olarak bilinen ETEC enfeksiyonlarinin goriilme olasiligi seyahat
edilen bolgede bireyin gegirdigi zamanla da iliskilidir. On dort giinii gegen seyahatlerde
ETEC enfeksiyonununolusma olasiliginin %50 oraninda artacagi rapor edilmistir (117,
118).

2.1.2.4. ETEC Enfeksiyonlarinda Patojenite
2.1.2.4.1. Enterotoksinler

Iki farkli enterotoksin olan LT ve ST’nin, ETEC suslarinin 6zelliklerini belirlemede
ayirict olduklart kabul edilmektedir (119). Bu iki toksin tek bir sus tarafindan
salgilanabilir veya ayr1 ayrida bulunabilir. Bu durumun sekillenmesindeki en temel
sebep plazmid iliskili gen ekspresyonudur. Cogu ETEC susunda tek bir plazmid, LT, ST
ve CFA genlerinin ii¢linii de tasiyabilmektedir. Bu sebeple ETEC suslarinin toksin

iretim kabiliyetleri cografi olarak degisiklik gostermektedir. Kisaca LT denilen 1s1 labil
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toksin 60 °C’de 30 dakikada inaktive olurken, ST herhangi bir 1sil islemden
etkilenmemektedir. Bu iki toksin disinda ayrica bazi ETEC serotipleri tarafindan
salgilandig1 belirlenen EAST adinda tiglincii bir toksin daha belirlenmistir (120). EAST

toksinin tek basina patojenik potansiyelde olabilecegi gosterilmistir (121).

LT’ler, 6zelliklede LT-1 grubuna mensup olan insan orijinli LT (LTh), V. cholerae
toksini (CT) ile oldukga benzerlik gostermektedir. Benzer mekanizmalar ile etki eden ve
%80 benzer aminoasit dizilimine sahip bu toksinler, ayni antikorlar ile notralize
edilebilmektedir (119, 122).

LT ler, Kkatalitik olarak aktif olan bir A subiinite ve 5B subiiniteye sahiptir. B
subliniteleri intestinal hiicre yiizeyinde bulunan gangliosit GM;’e baglanma goérevini
istlenmektedir. A subiinitesi ise diizenleyici proteinlerin, ADP-ribozilasyonuna neden
olarak hiicre i¢inde doniistimsiiz olarak adenilat siklaz aktivasyonuna yol agmaktadir.
Sonug olarak intraseliiler matrikste siklik adenozin monofosfat (cAMP) birikimi
sekillenmekte ve protein kinaz aktivitesi artmaktadir. Bu asamadan sonra hiicrenin
sodyum ve klor tasima mekanizmalart bozulmaktadir. Boylece sekillenen diyarede

onemli miktarda elektrolit kaybi yasanmaktadir (113).

ST, boyut, yapi, antijenite ve etki mekanizmalar1 agisindan LT’den farklilik
gostermektedir. ST, disiilfit baglar1 sayesinde, kaynama derecesinde 30 d’lik 1s1
isleminden sonra dahi inaktivasyona ugramamaktadir (107). ST’ler; STa ve STb (veya
ST1 ve ST2) olmak iizere iki forma sahiptir. Her iki toksin formu da diisiik molekiil
agirhikli protein yapida olup antijenik karakter tasimaktadirlar. Ancak STa, insan
enfeksiyonlarinda O6neme sahipken STb primer olarak domuzlarda antijenik
karakterdedir. ST’lerin intestinal hiicrede meydana getirdigi degisiklikler LT’ler ile
benzerlik gostermemektedir. STa, insan enterositlerinde doniigiimsiiz olarak guanilat
siklaz stimulasyonuna yol acarak siklik guanozin monofosfat (cGMP) birikimine yol
acmaktadir (119, 123).

Giliniimiizde ETEC enfeksiyonlarinin teshisinde yaygin olarak kullanilan ydntemler;
GM; tabanli ELISA, DNA-DNA hibridizasyon ve PCR metodu ile toksin genlerinin
belirlenmesidir (124-128). Ayrica LT tespiti i¢in Y-1 adrenal hiicrelerinin ya da Cin
hamster ovaryum hiicrelerinin (CHO) kullanildigi doku kiiltiirii yontemleri de

mevcuttur. Bu hiicre kiiltiirii yontemlerinde, toksin varliginda sekillenen morfolojik
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degisimler esas alinmaktadir. Ancak hiicre kiltiiri metodu pahali ve uzun zaman
gerektirdiginden ¢ok fazla kullanilmamaktadir (129). Ayrica ST, intestinal olmayan
hiicre kiiltiirlerinde morfolojik bir degisiklige sebep olmadigindan, STa teshisi i¢in

alternatif olarak yavru farelerin kullanildigi hayvan modelleri gelistirilmistir (123).
2.1.2.4.2. Kolonizasyon Faktor Antijenleri (CFA)

ETEC enfeksiyonlarinin patogenezinde toksin iiretimi kadar kolonizasyon faktor
antijenleri de (CFA) onemli rol oynamaktadir. Tekrarli subiiniteler iceren uzun protein
yapili bu antijenler 6zellikle proksimal bagirsak boliimlerinde bakterinin enterositlere
tutunmasini  saglayarak enfeksiyonun klinik seyrini degistirmektedir (130-131).
CFA’lar; 6-7 nm c¢apl sert yapili ve esnek ve 2-4 nm c¢apl ince olmak tiizere iki
cesittirler. Tekrarli protein subiiniteleri oranlari bakimindan farklilik gésteren bu yapilar
bakterinin yiizeyinde esit oranda dagilim gostermektedirler. CFA gelisimi, 37 °C’de
yapilan kiiltiirlerde gozlemlenirken, 18 °C’lik inkiibasyonlarda CFA proteinlerinin
sekillenmedigi ortaya konmustur. CFA protein sentezinden sorumlu bircok DNA
sekansi belirlenmistir. Ayrica, elektron mikroskobunda ETEC serogrubuna ait spesifik

piluslarin tiim bakterinin yiizeyini kapladigi goriilmektedir (86).

Yapilan ¢aligsmalarda (130-131) ETEC patogenezinde rol oyanayan birgok CFA
tamimlanmistir. CFA/I, CFA/Il ve CFA/IV en sik rastlanan Kolonizasyon faktorleridir.
Yaygin olan ETEC suslarinin neredeyse tamaminda CFA oldugu gosterilmistir. Ancak
bu virulens faktoriine sahip olmayan birgok ETEC susunun varligi da bilinmektedir.
Ornegin sadece LT bazli patojenite gosteren suslarda CFA’ya rastlanmamistir. CFA
yardimiyla intestinal hiicrelere tutunma kabiliyeti, konak spesifik 6zellik gostermekte
dolayisiyla insanlarda siddetli diyareye sebep olan bir¢ok sus, hayvanlarda enfeksiyona
yol agmamaktadir. CFA’lar plazmidler tarafindan kodlanabilmekte ve ayni plazmid,
hem toksin genlerini hem de CFA kodlayan genleri icerebilmektedir (110). ETEC’in
hiicresel patogenezi Sekil 2°de gosterilmektedir (132).
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Sekil 2. ETEC’in hiicresel patogenezi

2.1.3. Enteroinvaziv E. coli (EIEC)

EIEC serogrubu, virulens Ozelliklerini enterositlere invaze olabilmeleri ile
gostermektedir. Bu grup bakteriler biyokimyasal o6zellikleri ve olusturduklart klinik
tablo bakimindan teshiste Shigella ile karigabilmektedir. EIEC ilk kez, 1946 yilinda
Ewing ve Gravatti tarafindan Shigella etkeninin izole edilemedigi dizanteri benzeri

enfeksiyonlarin incelenmesi ile tanimlanmigtir (133).

EIEC enfeksiyonlar1 genellikle hemorajik olmayan siddetli bir diyare, abdominal
kramp, ates ve kusma ile seyretmektedir. EIEC grubu patojenler, patojenik invazyon
kabiliyetlerini daha iyi sergileyebilmelerinden dolayir genellikle kolonda yerlesim
gosterirler. Temel etkiyi kolonda gostermeleri, kusma semptomunun hastalik
patogenezindeki yerini belirsiz kilmaktadir. Shigella’nin sebep oldugu dizanteriye
benzer sekilde hastaligin basinda konstipasyon goézlenebilmektedir. EIEC enfeksiyonu
herhangi bir tedavi siirecine girilmeden ¢ogunlukla iki giin i¢inde sona ermektedir.
Ancak hassas bireylerde hastaligin prognozu kétiilesebileceginden, antibiyotik tedavisi
onerilmektedir. Bu amagla yetigskinlerde florokinolon grubu, c¢ocuklarda ise

trimetoprim-siilfometaksazol uygulamalar1 etkili olmaktadir (134-135).
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2.1.3.1. EIEC Epidemiyolojisi

Enteroinvaziv E. coli enfeksiyonlarinin epidemiyolojisinde asemptomatik tasiyicilar
oldukca 6nemli bir yere sahiptir (136). Etkenin teshisi, salginlar disinda pek miimkiin
degildir. Amerika Birlesik Devletleri’nde tespit edilebilmis EIEC salginlarindan
bazilarinin Fransiz peynirlerinden, tofudan ve avokado ile yapilan bir Orta Amerika
salatas1 olan guakamolden kaynaklandig bildirilmistir (137-138). Hastalik, gelismekte
olan tlkelerde genellikle Shigella enfeksiyonlarina benzer salginlar seklinde
gorilmektedir (139, 140). EIEC salgmlarmin daha ¢ok 3-5 yas araligindaki ¢ocuklari
etkiledigi bildirilmektedir (141). Ayrica endemik oldugu cografi bolgelerde sporadik
olarak seyahat hastaligina da yol acabilmektedir. EIEC sag¢iliminda kisiden kisiye
bulagsmanin da 6nemli oldugu bilinmektedir (142-145).

2.1.3.2. Enteroinvaziv E. coli’lerin Serogruplar:

Bu gruba dahil olan en 6nemli serotipler, O28ac, 029, Ol12ac, 0124, 0136, 0143,
0144, 0152, 0164 ve O167°dir (146, 147). EIEC, Shigella ile benzer O antijeni
tasimaktadir. Shigella gibi enteroinvaziv E.coli’ler de lizin dekarboksilaz negatif ve
hareketsizdirler (148). EIEC suslarinin onceleri laktozu fermente edemedikleri iddia
edilmis olsa da, son zamanlarda yapilan molekiiler caligmalar ile laktozu fermente

edebilen izolatlarin da oldugu ortaya konmustur (141).

EIEC kesin teshisinde, hiicre kiiltiirii kullanilarak yapilan “Sereny testi” altin standart
olarak degerlendirilmektedir (149). Epitel hiicre hattina invazyon olup olmadiginin
belirlenmesi prensibine dayanan bu test, zahmetli olmasi ve profesyonal bir hiicre
kiltirti laboratuvarina ihtiyag duyulmasi sebebiyle ¢ok tercih edilmemektedir. Bu
sebeple invazyonla iliskili genlerin PCR analizleri ile tespit yontemi giiniimiizde daha
cok uygulanmaktadir. Ayrica 140 MDa agirhigindaki EIEC plazmidinin varhigr ile
stipheli suslar dogrulanabilmektedir (118, 150). EIEC siipheli suslarin bir diger
dogrulanma yontemi iseinvazyon iligkili antijenlerin ELISA ile belirlenmesidir (151,
152).
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2.1.3.3. EIEC Enfeksiyonlarinda Patojenite

Shigella ile EIEC plazmid DNA’lar1 biiyiilk oranda homoloji gostermektedir. Ancak
bircok restriksiyon endoniikleaz bdlgeleri korunmamistir. Plazmide sahip olmayan
EIEC suslar1 invazyon yetenegine sahip degildir (153). Yapilan ¢aligmalarda invazyon
yeteneginin olabilmesi i¢in 20 kilo baz ¢ifti (kbp) uzunlugunda en az bes gen bolgesine
ihtiya¢ duyuldugu ortaya konmustur. 140 MDa agirhigindaki invazyon plazmidinde
bulunan genler tarafinda kodlanan IpaA, IpaB, IpaC ve IpaD plazmid antijenleri
enfeksiyonun patogenezinde 6nemli rol oynamaktadir. Bu antijenleri kodlayan gen
bolgelerinde mutasyon sekillenmesi durumunda invazyon sekteye ugramaktadir (154).

ETEC’in hiicresel patogenezi Sekil 2°de gosterilmektedir (155).
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Sekil 3. EIEC hiicresel patogenezi

2.1.4. Enterohemorajik E. coli (EHEC) ve E. coli O157:H7

Diyarejenik E. coli gruplarma, 1975 yilinda hemorajik diyare gegiren bir kadindan E.
coli O157:H7 serotipinin izole edilmesi sonrasinda bir yenisi daha eklenmistir.
Hemorajik kolitis (HC) ile karakterize enfeksiyonlarin sorumlusu olarak gosterilen
Enterohemorajik E. coli serogrubu, 6liimle sonuglanabilmektedir. Bu grup iginde E. coli

O157:H7 serotipi diger E. coli’lerden oldukga farkli 6zellikler gostermektedir (156).
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2.1.4.1. EHEC ve E. coli 0157:H7’nin Mikrobiyolojik Ozellikleri

Klasik kiiltiir yontemi ile E. coli O157:H7 veya EHEC serogrubundaki herhangi bir
serotipi diger E. coli’lerden ayirt etmek miimkiin degildir. E. coli O157:H7 disinda
EHEC serotipleri diger E.coli’ler ile benzer biyokimyasal &zellik gostermektedir.
Ornegin biitiin E.coli’ler gibi EHEC’ler de laktozu fermente edebilmektedirler. Ancak,
E. coli O157:H7, diger E. coli’ler gibi hizli bir sekilde (48 saat iginde) sorbitol
fermentasyonu  gerceklestirememektedir. Kisa siirede sorbitol fermentasyonu
gerceklestirebilen E. coli O157:H7 izolatlarimin da varlig1 da ortaya koyulmustur (157,
158). Buna ilaveten E. coli O157:H7’nin, glukuronidaz aktivitesine sahip olmadigindan
4-Methylumbelliferyl-p-D-glucuronide (MUG) hidrolizasyonunu gerceklestiremedigi
kabul edilmektedir (159). Ancak son zamanlarda MUG pozitif E. coli O157:H7
izolatlar1 da tespit edilmistir (160-161).

E. coli O157:H7 broth iginde 30-42 °C gibi genis bir sicaklik araliginda
tireyebilmektedir. Sicakligin 42 °C’nin tizerine ¢ikmasi ile tireme yavaslamakta ve bu
ozellik etkenin diger E. coli’ler ile ayriminda kullanilmaktadir. Etkenin dondurulmus
kirmizi ette varhi@ini stirdiirebildigi (162), diger E. coli’lere gore safra tuzlarina daha
duyarli oldugu belirtilmektedir (163, 164). E. coli O157:H7 serotipi ayrica hidrojen
stilfir olusturabilmekte, VVoges-Proskauer ve sorbitol negatif, indol, metil red, hareket

ve lizin dekarboksilaz pozitif sonug vermektedir (165-166).

E. coli O157:H7, verotoksin salgilama 6zelligine sahiptir. Verotoksinler, Vero (Afrika
Yesil Maymun Bobregi) hiicrelerinde sitotoksik etki gosterdikleri i¢in bu sekilde
isimlendirilmislerdir (167). Verotoksinler yapisal, fonksiyonel ve antijenik yanit
bakimindan Shigella dysenteriae tarafindan salgilanan Stx’lere olduk¢a benzerlik
gostermektedir. Verotoksin ve Shiga toksin ya da Shiga Like Toksin (SLT) ibareleri es
anlamli olarak kullanilmaktadir (169).

EPEC serogrubunda bulunan bazi E. coli izolatlarinin da Stx iiretebildikleri
belirlenmistir. Stx iiretimi tek basmma EHEC grubuna ait olmak i¢in yeterli bir veri
degildir. Bu sebeple son zamanlarda farkli bir grup Shiga toksijenik E. coli grubundan
(STEC) sz edilmeye baglanmistir. EHEC’e dahil olan tiim E. coli’ler insan igin patojen
iken, STEC suslarindan bazilarinin insanda enfeksiyon olusturmadigi ortaya konmustur.

Herhangi bir E. coli izolatinin EHEC grubuna dahil olabilmesi i¢in, Stx iiretmesi, 60



23

MDa agirliginda plazmid barindirmasi ve hayvan modelinde intestinal epitele tutunarak
histopatolojik lezyonlar olusturmasi gerekmektedir. Bu lezyonlarin olusmasi ile

hastaligin seyrinde hemorajik diyare gézlenmektedir (170).

EHEC grubu i¢in referans ve prototip serotip E. coli O157:H7°dir. Bu serotip disinda
ayrica 026:H32, O55:H7, O111: H8, O113:H21ve O117:H14 serotiplerinin de EHEC
grubuna dahil olduklar1 bildirilmektedir (171, 172). E. coli O157:H7 hemolizin ve
enterohemolizin (Ehly) iiretebilmekte ve bu 6zelligi sayesinde kanli agarda hemoliz
yapmaktadir. Bu hemoliz, diger E. coli’lerin a-hemolizin ile olusturdugu hemolizden
farklilik gostermektedir. Ehly hemolizinin tespiti i¢in 6zel bir besi yerine (Washed
Sheep Red Blood Cell Agar) ihtiyag duyulmaktadir (171). E. coli O157:H7’de
enterohemolizin 6zelligi 60 MDa agirligindaki bir plazmidin varlig ile miimkiindiir. Bu
plazmid E. coli O157:H7 disinda diger bazi EHEC suslarinda da bulunabilmektedir
(136).

2.1.4.2. EHEC Epidemiyolojisi

E. coli O157:H7, her yastaki bireyde enfeksiyon olusturabilmektedir. Firsatgi bir
patojen olmasi dolayisiyla sadece hassas grupta degil saglikli bireylerde de akut veya
kronik enfeksiyonlar meydana getirebilmektedir (173).

Yapilan salgin aragtirmalarinda E. coli O157:H7’nin inkubasyon periyodunun 1-9 giin
araliginda oldugu bildirilmektedir. Gida kaynakli salgmlarin yayiliminda gidalarin
kontaminasyon diizeyi olduk¢a 6nemli bir rol oynamaktadir. Bunun yam sira konak
direnci, mide asitligi ve antibiyotik kullanimi gibi bireysel faktorler salginlarin siddetini
etkilemektedir. E. coli O157:H7 epidemiyolojisinde kisiden kisiye bulagsmanin da

onemli oldugu rapor edilmistir (173).

E. coli O157:H7 salginlarinin bazilarinda, ABD’de 501 vakadan 3 olim (174),
Iskogya’da 501 vakadan 20 6liim (175) meydana gelmis ve Japonya’da yasanan bir
salginda ise 5000 kisinin etkilendigi goriilmiistiir (176). Bu gibi ciddi salginlar iilkelerin
halk saglig1 sistemlerinin sorgulanmasina neden olmustur. Diisiik enfektif doza sahip E.
coli O157:H7 gibi giiclii patojenlerin olusturdugu risklerin azaltilmasi i¢in gida

giivenlik sistemlerinin dogru sekilde uygulanmasi gerekmektedir (177).
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2.1.4.3. EHEC’in Olusturdugu Klinik Bulgular

EHEC enfeksiyonlarinda ilk olarak orta siddette hemorajik olmayan bir diyare
gozlenmektedir. Yaklasik 24 saat iginde abdominal kramp ve karin agrisi ile birlikte
diyare siddetlenmekte ve hemorajik bir hal almaktadir (178). Yiiksek siddette rektal
kanama; mezenterik enfarktiis, Meckel divertikiilii (rektal kanama ile seyreden gelisme
anomalisi) gibi enfeksiyoz olmayan bazi sebepleri akla getireceginden hastaligin
teshisinde yanilgiya diisiilebilmektedir. EHEC enfeksiyonlarinda hospitalizasyon orani
(>%50) diger diyarejenik E. coli enfeksiyonlarina oranla oldukg¢a yiiksektir. Ancak
Klinik veriler, hemorajik olmayan diyare ile seyreden E. coli O157:H7 vakalarinin da
oldugunu gostermektedir (179-181). Bu durum enfekte bireyin giiglii bir immun sisteme

sahip olmasiyla agiklanmaktadir (181).

Salmonella, Shigella ve Campylobacter gibi diger enterik patojenlere benzer sekilde E.
coli O157:H7°nin de hastaligin atlatilmasindan sonra asemptomatik tasiyicilarla
sacilabildigi bilinmektedir (182). Yapilan saha taramalarinda diyare gdzlenmeyen
bireylerin, diski kiiltiiriinde de E. coli O157:H7 varligi rapor edilmistir. Bu gibi verilere
ragmen E. coli O157:H7 asemptomatik tasiyici sikligi ve insidensi tam anlamiyla

bilinmemektedir (158).

E. coli O157:H7’nin hemorajik kolitis disinda sebep oldugu bir baska ciddi
komplikasyonda Hemolitik Uremik Sendrom (HUS)dur. 1955 yilinda ilk kez
tamimlanan HUS, Coombs negatif hemolitik anemi, trombositopeni ve akut renal
yetmezlik ile kombine bir Klinik tablo olusturmaktadir. E. coli O157:H7 salginlarinda
HUS goriilme sikligr enfeksiyonu gegiren hastalarda %6-90 gibi olduk¢a degisken
oranlarda goriilmektedir. Bu enfeksiyonda gozlenen klinik tablonun, yas,
immunsupresif durum, antibiyotik kullanimi, antimotilite ajanlarinin varligi ve toksin

tiretimi tipi gibi faktorler nedeniyle farklilik gosterdigi diigiiniilmektedir (86).

E. coli O157:H7 enfeksiyonlarinda gozlemlenen bir baska sendrom da Trombotik
Trombositopenik Purpura (TTP)’dir. Bu hastalikta da HUS’a benzer sekilde hemolitik
anemi, trombositopeni ve renal yetmezlik gdzlenir. Bunlarin yani sira ates ve mental
bozukluklar da sekillenmektedir. TTP goriilen hastalarin tamaminda hemorajik diyare
gecmisi dikkati gekmektedir (183-185).
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2.1.4.4. E. coli O157:H7 izolasyonu ve identifikasyonu

E. coli O157:H7 serotipinin izolasyonu ve identifikasyonunda temel olarak kullanilan
prensip sorbitol fermentasyonu yetersizligidir (186). Sorbitol MacConkey agara ekim
yapilmig siipheli renksiz kolonilere ¢esitli biyokimyasal testler uygulanmaktadir.
Biyokimyasal testlerin yan1 sira lamel, tiip veya latex agliitinasyon metodlarindan biri
kullanilmaktadir. H7 flagellar antijeninin serolojik olarak tanimlandigi, motilitenin
gbzlenebildigi tek tiip veya agar bazli yontemler de bulunmaktadir (186-187). Fakat bu
gibi konvansiyonel ve serolojik testlerin yani sira daha kesin sonu¢ veren PCR gibi
genetik tabanli molekiiler yontemler de kullanilmaktadir. PCR ile O157 antijenin tespiti
icin rfb gen bolgesi (188), H7 i¢in ise flic gen varlig1 incelenmektedir (189).

E. coli O157:H7’nin alt tiplendirilmesinde plazmid profili, toksin tipi, faj tiplendirme,
izoenzim tiplendirme ve PFGE (Pulsed-Field Gel Electrophoresis) analizi gibi gesitli
yontemler kullanilabilmektedir (190-192). Bunlarin yani sira ribotiplendirme, IS
(Insertion  Sequance) subtiplendirme, RFLP (Restriction Fragment Length

Polymorphism) gibi daha nadir kullanilan yontemler de bulunmaktadir (193-195).

Stx varliginin belirlenmesi i¢in enfekte digkidan ya da kiiltiire edilmis izolattan
filtrasyon yapilabilmektedir. Bunun yani sira Stx varligi doku kiiltiir yontemi (Vero
hiicre hattinda) ile de ortaya konabilmektedir. Stx tespitinde en c¢ok kullanilan
yontemlerden biri de ELISA’dir. Bunun yani sira latex agliitinasyon, koloni
immunoblot analizi ve PCR ile toksin genlerinin tespiti de uygulanabilmektedir.
Toksinin direk kendisinin tespiti ile ilgili yapilan analizler ¢ok hassas ve yalanci
pozitiflik verilme olasilig1 yiiksek analizlerdir. Ayrica enterohemolizin 6zelligi ve bu
ozelligi kodlayan ehly plazmid genlerinin tespiti de E. coli O157:H7 dogrulanmasinda
kullanilabilmektedir (196).

2.1.4.5. EHEC Enfeksiyonlarinda Patojenite

EHEC tarafindan salgilanan ve olusturduklar1 patojenitede primer rol oyanayan Stx1 ve
Stx2 toksinleri (LT toksinine benzer sekilde) katalitik olarak aktif olan bir A subiinite ve
bes B subiiniteye sahiptirler. Toksinler bu subiiniteler sayesinde globotriaosilseramid
(Gb3) adi verilen hiicre membran reseptorlerine tutunarak patolojik degisiklikler

olusturmaktadir. Her iki iinite de bakteriyofajlar tarafindan kodlanmaktadir. Sigirlarda
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Gbs reseptorii bulunmadigindan E. coli O157:H7 bu hayvanlarda hastalik tablosu
sekillendirmemektedir. E. coli 0157:H7, Stxl1 ve Stx2’nin ikisini birden
salgilayabilmektedir (197). Stx1, Shiga toksin’den sadece tek bir aminoasit ile farklilik
gosterir. Ayrica Stx1 ve Stx2 yapisal olarak %58 oraninda homoloji gostermektedir.
Bazi1 EHEC suslari, Stx2 kodlayan genlerden iki tane barindirmaktadir. Birbirinden
farkli DNA sekansia sahip olan bu genler, belli antiserumlarin kullanildig1 capraz
notralizasyon testlerinin yetersiz kalmasina ve toksinlerin hedef hiicre hatlari tizerindeki

biyolojik aktivitelerin farkli olmasina sebep olmaktadir (198, 199).

Domuz kaynakli STEC suglarinin olusturdugu Stx2e (SLT-lle veya VT2e) adi verilen
tiglincii bir toksin daha bulunmaktadir (200). Stx2 ile homolog gen dizilimine sahip
olmasina ragmen bu toksinin, o6zellikle B subiinitelerindeki degisiklikler sebebiyle
Stx2’den farkli konak hiicre ylizey reseptoriine baglandigi tespit edilmistir. Stx2e, tipki
diger verotoksinler gibi Vero hiicrelerini etkileyebilmekte ancak Hela hiicrelerinde
herhangi bir degisiklik olusturmamaktadir. Stx2e pozitif suslarin insanlarda hastalik

yapip yapmadigi heniiz kanitlanmamistir (201-202).

EHEC toksinleri konak hiicrede protein sentezini inhibe ederek etkili olmaktadir. Bu
toksinlerin N-glikosidaz aktiviteleri, konak hiicre ribozomunun 60S subiinitesinde
bulunan 28S ribozomal RNA’larinda ayrilmaya neden olmaktadir. Stx1 ve Stx2’nin
pikogram diizeyleri dahi sitotoksik etkinlik icin yeterlidir. Bu toksinlerin biyolojik
aktiviteleri hem Vero hem de HelLa hiicre hatlarinda gosterilebilmekte ancak hedef
reseptorlerin olmadig: hiicre hatlarinda herhangi bir patolojik degisiklik yapmamaktadir

(203).

EHEC toksinlerinin diyare olusumu ve sekillenen mikroanjiyopati mekanizmasi
lizerindeki rolii tam olarak bilinmemektedir (204). Ozellikle HUS patogenezindeki
rollerinin tam olarak bilinmedigi ortaya konmustur. EHEC patogenezinin olusumunda
gozlemlenen farkliliklar, bireysel faktorlerin yani sira toksin ¢esitliligi, eae ve

enterohemolizin etkinligi gibi susa bagiml degiskenler neticesindedir (205).

Enteropatojenik E. coli’ler gibi E. coli O157:H7°de epitel hiicrelerde A/E lezyonlarina
neden olmaktadir. E. coli O157:H7 serotipine has bir protein olan intiminp;s7, €aeois?
geni tarafindan kodlanmakta ve c-terminal sonlanmasinda EPEC intimini ile farklilik

gostermektedir. Ancak diger intiminler gibi bu dis membran proteini de konak epitel
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yiizey reseptdrlerine baglanarak A/E lezyonlarina yol agmaktadir. Ancak EPEC intimin
farkliligindan dolay1 genellikle ince bagirsak boliimlerine afinite gosterirken, E. coli
0157:H7 kolon gibi biiyiik bagirsak boliimlerinde kolonize olmaktadir (206).

EHEC enfeksiyonlarinin bir kompilkasyonu olan HUS, bdbreklerde glomeruler
endotelde hiicre yikimlanmasi ile karakterizedir. Bu lezyonlar, intestinal kanalda
salinmis olan toksinlerin sistemik toksemi sonucunda bobreklere ulasmas: ile
sekillenmektedir. HUS atlatmis hastalarin kan serumundan toksin nétralizasyon

antikorlar1 tespit edilebilmektedir (207).
2.1.5. Enteroagregatif E. coli (EAEC)

Enteroagregatif E. coli’ler intestinal liimende tutunduklari enterositlerin yiizeyinde
kendilerine has bir agregatif aderenz (AA) olusturarak, hiicrelerin faaliyet gostermesini
engellemektedirler. Ayn1 zamanda Enteropatojenik E. coli’lerin de HEp-2 hiicrelerinde
gosterdikleri aderenz Ozellik sayesinde konak hiicre yiizeyinde mikrokoloniler
olusturdugu bilinmektedir. Aderenz mekanizmalari, EAEC ile EPEC patogenezleri
arasindaki farki olusturmaktadir. EPEC’de mikrokoloniler sekillenirken, EAEC’de
Kitlesel agregasyonlar goriilmektedir. Agregatif aderenz (AA) aym zamanda diffuz
aderenzden de farklilik gostermektedir. Agregatif aderenz durumunda etkenler konak

hiicre yiizeyinde y1gilma gosterirken diffuz aderenzde dagimik durmaktadir (208, 209).
2.1.5.1. Enteroagregatif E. coli’lerin Serogruplari

EAEC’nin serotipleri, O3:H2, 015:H18, 044:H18, O86:NM, O77:H18, O111:H21,
O127:H7 ve O tiplendirilmemis:H10’dur (171). EAEC’leri diger diyarejenik E.
coli’lerden ayiran farkli bir izolasyon yontemi bulunmamaktadir. Bununla birlikte
EAEC’lerin tam anlamiyla ayriminda kullanilabilecek altin standart HEp-2 hiicre
hattinda agregatif aderenz (AA) goriilmesidir (210). EAEC’lerin dogrulanmasinda en
¢ok kullanilan yontemlerden biri de DNA tabanli PCR analizleridir. Bu amagla spesifik
aggR, aatA ve kromozomal aaiC gen bolgeleri hedef alinmaktadir (211-213).

2.1.5.2. EAEC’in Olusturdugu Klinik Bulgular

EAEC enfeksiyonlarinda gozlenen en onemli klinik bulgu, yangisal olmayan sulu bir

diyaredir. Hastaligin ilerleyen donemlerinde diyare, mukoid bir hal almaktadir.
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Ozellikle bir yasin altindaki c¢ocuklarda ve hassas bireylerde gozlenen diyarenin
persistent oldugu ortaya konmustur (214-215). Diyare ile birlikte dehidrasyon, mide
bulantis1 ve istahsizlik gbzlenebilmektedir. Hastaligin inkubasyon siiresinin 8-52 saat
arasinda oldugu bilinmektedir (216, 217). HIV gibi immunsupresyon durumlarinda
hastaligin daha uzun siireli oldugu ve diskidan etkenin ¢ok daha yogun sekilde izole
edildigi bildirilmistir (218, 219).

2.1.5.3. EAEC Enfeksiyonlarinda Patojenite

Hastaligin patogenezi agregatif aderenz fenotipi ile agiklanmaktadir. Bu fenotip
sirastyla, mukozal intestinal yiizeye tutunma, biofilm olusturma, immun yanit
sekilenmesi ve son olarak toksin tiretimi ile agiklanmaktadir. ETEC’ patogenezi Sekil

4’de gosterilmektedir (220).

Intestinal lumen

Sekil 4. EAEC patogenezinin asamalar1. 1. EAEC Aglutinasyonu 2. Intestinal epitelyuma adrenz ve
kolonizasyon 3. Biofilm olusumu 4. Bakteriyel toksinlerin salinimi ile enterositlerin hasar
gormesi ve salgt artisi

Etkenin adezyonunda “Agregatif Aderenz Fimbria (AAF)” adi verilen yapilarin rol
aldig1 bilinmektedir. EAEC etkenlerinin genellikle kolon ve ileumun son kisimlarinda
kolonize oldugu diisiiniilmektedir (221, 222). Etkenin liimende tutunmasi ile birlikte
AggR geni etkisiyle etkene has agregasyon sekillenmektedir. AQgR geninin bulunmasi
etkenin EAEC serogrubuna ait oldugunun gostergesidir. EAEC kolonizasyonu ile
birlikte bolgede mukus {iretimi normalin istiine ¢ikmaktadir. Yigin halde etken
barindiran bu mukus tabaka bir biyofilmi andirmaktadir (221). AAF ekspresyonunun ve

shf geninin biyofilm olusumunda biiyiik rol oynadig:i belirtilmektedir (223). Tipik
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Enteroagregatif E.coli enfeksiyonlarinda meydana gelen diyarede, biyofilm olusumunu
takiben etken tarafindan tiretilen STenterotoksinin rol aldig: bildirilmektedir (220). Bu
toksine baz1 EAEC suslar1 yani sira EHEC suslarinin da sahip oldugu ortaya konmustur
(224).

2.1.6. Diyarejenik E. coli’lerin Epidemiyolojisinde Gida ve Suyun Onemi

Ayni evi paylasan insanlar arasindaki yayilma seklinin arastirilmasiyla, diyarejenik E.
coli’lerin yayilmasinda gidalarin 6nemli rol oynadigi tespit edilmistir. Ozellikle
gelismis tilkelerde salgin verilerinin daha iyi elde edilmesi, hastalik epidemiyolojisinin

daha saglikli ortaya konmasina imkan vermektedir (225).

ETEC primer olarak gida ve su kaynakli sagilim gostermekte, kisiden kisiye bulasma
daha nadir sekillenmektedir. Bunun temel nedeni hastalifin olusabilmesi i¢in 108 kob
gibi yiiksek sayida etkene ihtiya¢ duyulmasidir (105). Soguk zincirde saklanmayan
gidalarin veya fekal kontamine sularin tiketilmesi minimal enfektif dozun
alinabilmesine olanak verebilmektedir (225). Cig sebzeler, tiiketime hazir salatalar,
kontamine su ve buzlar ETEC bakimindan riskli sayilmaktadir (226). ETEC
enfeksiyonlarindaki toksin olusumu {izerine ¢evresel kosullar herhangi bir etkiye sahip
degildir. Bu sebeple gidalar ile alinan preforme toksinler enfeksiyon tablosu
olusturmada yetersiz kalirlar. Enfeksiyon sekillenebilmesi icin gidalar ile yeterli
diizeyde ETEC alinmasi ve toksin sentezinin bagirsakta da gergeklesmesi gerekmektedir
(227).

Yetigkinlerde gézlenen EPEC kaynakli diyare salginlarinin yayilmasinda gida ve sularin
rol aldig1 bildirilmistir (228). EPEC i¢in de minimal enfektif dozun 10® kob oldugu
bilinmektedir. Ancak her iki serogrubunda infantlarda ve diger hassas bireylerde
minimal enfeksiyon dozunun daha disiik oldugu bilinmektedir. Ayrica infantlarda
sekillenebilecek basta E. coli O157:H7 olmak fizere, diyarejenik E. coli’lerin
yayilmasinda kresler, bakicilar ve aile bireylerinin hijyen bilinci de biiyiik rol
oynamaktadir (229).

Etiyolojsi belirlenmis olan EIEC salginlarinin neredeyse tamaminin gida kaynakli

oldugu bildirilmistir. EIEC enfeksiyonlarda primer kaynak Shigella’da oldugu gibi
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insandir. Gidalarla temas eden insanlarin ve fekal kontamine sularin hastaligin

sa¢iliminda rol oynadigi bildirilmektedir (228).

E. coli O157:H7’nin, 1982 yilinda iyi pisirilmemis hamburger kofteleriyle sonra da
diger benzer gidalar ile salginlara yol agmasi, etkeninin énemli bir gida patojeni olarak
kabul edilmesine yol agmistir (230). Sigir eti ve triinlerinin E. coli O157:H7’nin bilinen
en 6nemli bulasma kaynagi oldugu bildirilmektedir (231, 232). Bununla birlikte ABD
ve Ingiltere’de pastdrize edilmemis siit kaynakli E. coli O157:H7 salginlar1 da rapor
edilmistir. E. coli O157:H7, basta sigirlar olmak iizere memeli ve kanatli hayvanlarin
digkilar ile ete, siite, topraga, suya ve tiim ¢evreye yayilmaktadir. E. coli O157:H7, ¢ig
ya da yeterli 1s1 islemi gormemis hayvansal gidalarin, kontamine besinlerin ve sularin
tilkketilmesi ile bulagsmaktadir. Etkenin bulagmasinda baslica rezervuarlar sigirlardir
(233-236). Ayn1 zamanda sigir digkist ile kontamine igme sular1 ve bitkisel tirtinlerin
tiiketilmesi de salginlarda 6nemli rol oynamaktadir (237, 238). Kesimhanelerde siklikla
derinin yiiziilmesi ve i¢ organlarin ¢ikarilmasi sirasinda sigir eti kontamine olmaktadir.
Etin kiyilmas1 ve parcalanmasi sirasinda ylizeyden i¢ kisimlara gegen etken, yeterli 1s1
islemi uygulanmadiginda canliliginmi siirdiirebilmekte ve halk sagligi acisindan tehlike

olusturabilmektedir (239-241).

Minimal infektif dozunun disiikk olmasi sebebiyle E. coli O157:H7, tiiketime hazir
gidalar ve marul, soya ve turp gibi sebzelerde ciddi risk olusturabilmektedir (164, 242).
Ayrica pastorize edilmeden tiiketilen elma suyu gibi asitli meyve sular1 da hastalik
kaynag1 olabilmektedir (243). E. coli O157:H7 serotipi <4 pH degerlerine kadar
canliligini muhafaza edebilmektedir (244). Bu nedenle meyve sulari ve sucuk gibi
diisik pH’li besinlerde varligini siirdiirebilmektedir (26,173,245). Asidik gidalar
mikrobiyel riskler agisindan genellikle giivenli kabul edilmekle birlikte E. coli O157:H7
ve L. monocytogenes gibi aside direng gosteren patojenler sucuk benzeri diisiik pH’I
gidalarda problem olusturabilmektedir (244).

Su kaynakli E. coli O157:H7 salginlar1 da bildirilmistir (246, 247). Gida kaynakli
diyarejenik E. coli’lerin hastalik olusturmalar1 gidalarin muhafazasinda soguk zincirin
kirilmasi ile dogrudan iligkilidir. Ayrica yaz aylarinda bakteriyel tiremenin kis aylarina

oranla artig gostermesi, vakalarin sikligini da arttirmaktadir (12).
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2.2. SALMONELLA

Salmonella, Enterobacteriaceae familyasina ait Gram negatif bir bakteridir (248).
Cevrede ¢ok genis bir yayilim gostermekte olan bu etken, sicakkanli canlilarda sistemik
ya da enterik enfeksiyonlar sekillendirebilmektedir. Salmonella kaynakli hastaliklarin
siddeti, etkenin serotipi ve konak durumu ile dogrudan iliskilidir. Salmonella’nin konak
spesifik serotipleri olmakla birlikte bazi serotiplerinin oldukca genis bir konak ¢esitliligi

oldugu bilinmektedir (249-251).

Eberth tarafindan ilk kez 1880’lerde fark edilen, daha sonra Gaffky tarafindan daha
detayli sekilde tanimlanan Salmonella, insanlarda tifoid atese yol acgan bir basil olarak
literatiire girmistir. D. E. Salmon tarafindan yapilan detayli bakteriyolojik ¢alismalar
neticesinde karakteristik ozellikleri ortaya konan bakteri, 1900 yilinda Salmonella

olarak isimlendirilmistir (252).

Diinya Saglik Orgiitii (WHO) tarafindan yapilan ve giiniimiizde kabul gérmiis olan
klasifikasyona gore, Salmonella cinsi, Salmonella bongori ve Salmonella enterica
olmak {iizere iki tiire ayrilmakta, Salmonella enterica ise enterica, salamae, arizonae,
diarizonae, houtenae ve indica olmak tizere 6 farkli alt tiire ayrilmaktadir (253-255).
Salmonella tiirlerinin ve igerdigi serotiplerin isimlendirilmesinde genel olarak tip ve
veteriner hekimlik terimleri kullanilmigtir. Salmonella Typhi gibi hastaligin seyrine ya
da Salmonella Pullorum gibi konaga atif yapilarak isimlendirmeler yapilmis olmakla
birlikte kimi zaman Salmonella arizonae’da oldugu gibi etkenin ilk izole edildigi
cografi bolge de isimlendirmede kabul gormiistiir. Insan Salmonella hastaliklarinin
%99 una sebep olan Salmonella enterica’nin altiirlerine  ait  serotiplerin
isimlendirilmesinde kisaltmalar kullamlabilmektedir. Ornegin, Salmonella enterica
subspecies enterica Typhimurium kisaca Salmonella Typhimurium olarak
isimlendirilmektedir (256).

2.2.1. Salmonella’nin Biyokimyasal Ozellikleri ve Izolasyonu

Salmonella iireyebilmek i¢in nitrojen, fosfor, siilfiir gibi inorganik katyonlar ve karbon
bazli enerji kaynaklarina ihtiyag duymaktadir (257). Salmonella tiirleri 35-37 °C’lerde

ve 6,5-7,5 pH araliginda optimum tireme gosterirken 4-48°C arasindaki sicakliklarda da
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tireyebilmektedir (259-261). Salmonella’nin bazi biyokimyasal &zellikleri Tablo 3’°de
gosterilmektedir (262).

Tablo 3. Salmonella’nin baz1 biyokimyasal dzellikleri

Ozellik Reaksiyon
Gram -
Katalaz +
Oksidaz -
Laktozdan asit tiretimi -
Glukozdan gaz iiretimi® +
Indol -
Ureaz -
H,S +
Karbon kaynagi olarak sitrat kullanimi® +
Metil Red +
Voges-Proskauer -
Lizin dekarboksilaz +
Ornitin dekarboksilaz +

+: Pozitif reaksiyon; -:Negatif reaksiyon

% Typhi bu testler bakimindan negatiftir.

Salmonella sporsuz, oksidaz negatif, fakiiltatif anaerob bir bakteri tiiridiir. Indol negatif
olan bakteri, iire hidrolizasyonu gerceklestirememektedir. Fenilalanin ve triptofan
aminoasitlerinde deaminasyon olusturamamaktadir. Tiirlerin ¢ogu nitrati nitrite
indirgeyebilmektedir. Asit liretebilme yetenekleri ile bircok karbonhidrati fermente
ederek yasamsal faaliyetleri igin enerji saglamaktadir. Bahsedilen bu biyokimyasal
ozellikleri, Salmonella izolasyonu ve identifikasyonununda kullanilmaktadir. Ornegin
D-glukoz fermentasyonu sayesinde pozitif metil red reaksiyonu vermektedir.
Salmonella, asetil metil karbinol sentezleyemediginden Voges-Proskauer negatif sonug
vermektedir. Salmonella’lar flagellar hareket gosterdikleri i¢in motil kabul edilirler.

Ancak Salmonella Pullorum ve Gallinarum tiirleri hareketli degildirler (263).

Hidrojen silfit olusturmasi, Salmonella’nin karakteristiginde onem arz etmektedir.

Bunun yani sira ¢ogu Salmonella tiirii lizin, arjinin, ornitin gibi aminoasitleri
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dekarboksile edebilmektedir. Ancak Salmonella arizonae ve diarizonae’nin
dekarboksilasyon yeteneginin olmadigi belirlenmistir. Salmonella izolasyonu ve
identifikasyonunda kullanilan yontemlerin temel aldigi bir diger oOzellik ise
Salmonella’larin laktozu fermente edememesidir (252, 264). Salmonella izolasyon ve
identifikasyonunda kullanilan baslica besi yerleri, Xylose Lysine Decarboxylase (XLD)
agar, Salmonella-Shigella (SS) agar, Rambach agar, Brilliant Green agar, Brilliant
Green Sulfite agar, Hektoen agar, MacConkey agar, Lysine Iron Agar (LIA), Triple
Sugar Iron (TSI) agar, Dulcitol Laktose Iron agar, Kliger Iron agar, Eosin-Methyline

Blue (EMB) agar ve Desoxycholate Citrate agar olarak gosterilmektedir (264-267).

Salmonella izolasyonunda selektif besi yerine direk ekim yapilabilmekle birlikte daha
hassas tespit icin on zenginlestirme yapilmasi &nerilmektedir. On zenginlestirme
isleminde Salmonella aranan numuneden Once viabil bakterilerin {ireyebildigi
tamponlanmis peptonlu su veya triptik soy broth gibi genel bir besi yerine ekim yapilir.
Bu islemin temel amaci aranan bakterininin sayisal olarak arttirilmast ve hasarl
olanlarinin ise 1iyileserek koloni olugturabilmelerinin saglanmasidir (268). On
zenginlestirme isleminden sonra zenginlestirme islemi yapilmaktadir. Bu islemde hedef
bakterinin  iiremesi stimiile edilitken On zenginlestirmede iiremis diger
mikroorganizmalarin baskilanmasi amaglanmaktadir (268). Salmonella izolasyonunda
yaygin olarak kullanilan zenginlestirme besi yerlerine; basta Rappaport Vassiliadis
Broth olmak iizere Muller-Kauffman Tetrathionite Broth, Brilliant Green Broth ve
Leifson Selenite Cystine Broth o6rnek olarak verilebilir (269-271). Zenginlestirme
isleminden sonra selektif agarlara ekimler yapildiktan sonra uygun kosullarda inkiibe

edilerek siipheli Salmonella kolonileri elde edilmektedir (268, 272).

Salmonella siipheli kolonilerin dogrulanmasinda biyokimyasal ve serolojik testler
kullanilmaktadir. Biyokimyasal olarak dogrulanmasi istenilen siipheli kolonilerden LIA,
TSI ve iire agarlara ekimler yapilmaktadir. Indol ve nitrat testleri uygulanmaktadir (263,

268).

Biitiin Salmonella spp. izolatlarinin biyokimyasal 6zelliklerin tamamini gostermedigi
bildirilmektedir. Ornegin, CDC (Centers for Disease Control and Prevention)’ye
gonderilmis Salmonella izolatlarinin %1’inin laktozu fermente edebildigi rapor

edilmistir. Bu durum klasik kiiltiir yOdnteminin sadece biyokimyasal olarak
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desteklenmesinin yeterli olmayacagini ortaya koymaktadir. Bu sebeple siipheli bir
koloninin Salmonella agisindan dogrulanabilmesi i¢in biyokimyasal testlerin yani sira

serolojik ve molekiiler yontemlerin de kullanilmas1 gerekmektedir (251).

Salmonella izolasyon ve identifikasyonunda wuygulanan 06n zenginlestirme,
zenginlestirme, selektif agarlara ekim ve biyokimyasal dogrulama gibi basamaklarin her
biri en az bir giinlik inkiibasyona ihtiyag¢ duymaktadir. Bu sebeple Salmonella
teshisinde hizli tekniklerin gelistirilmesi ile ilgili ¢alismalar yapilmaktadir.
Salmonella’nin  hizli identifikasyonu igin; API (bioMerieux), Micro-ID (General
Diagnostics), Minitek (BiopQuest) ve RapID OnE gibi sistemler 6rnek olarak verilebilir
(273-276).

Siipheli Salmonella izolatlarinin dogrulanmasi i¢in uygulanan baslica serolojik tesler,
ELISA, immunodifuzyon metodu ve immunomanyetik seperasyon yontemleridir.
Genomik olarak Salmonella’larin molekiiler dogrulanmasinda yaygin olarak kullanilan

PCR yo6nteminin yaninda In-situ hibridizasyon metodu da kullanilmaktadir (277).
2.2.2. Salmonella’larda Serotiplendirme

Salmonella spp. olarak identifiye edilen izolatlarin serotiplendirilmesinde bakteri
yiizeyindeki antijenik determinantlarin hedef alindigi immunolojik reaksiyonlar
kullanilmaktadir. WHO tarafindan onaylanmis ve giiniimiizde kullanilmaya devam eden
Kauffmann-White semasi, Salmonella serotiplerini hiicre yiizeylerindeki somatik O ve
flagellar H antijen farkliliklarina goére siniflandirmaktadir. Bu semaya gore 2300’iin

tizerinde Salmonella serotipi bildirilmektedir (253).

Ticari anlamda O antijenlerine kars1 gelistirilen antiserumlarin yayginlagmasi,
Salmonella serogruplandirmasini pratik hale getirmistir. Bazi serotipler arasinda
gerceklesebilen  capraz  agliitinasyon  reaksiyonlart  rutin  serotiplendirmeyi
zorlastirabilmektedir (268). Dahasi Salmonella lipopolisakkaritlerinin sahip oldugu
polisakkaritler, plazmid gibi genetik elementlerin etkisi yiiziinden degiskenlik
gdstermektedir (254, 256). izolatta sekillenmis olan faja bagl degisimler de bahsedilen
polisakkarit yapida ve etkenin virulens 6zelliklerinde farkliliklar sekillendirebilmektedir
(278-281).
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Salmonella genusu genel itibar1 ile kapsiilsiizdiir. Buna karsin Salmonella Typhi,
Salmonella Dublin ve Salmonella Paratyphi C suslarmin kapsiiler antijen tasidiklari
rapor edilmistir. “Vi” olarak adlandirilan bu virulens faktoriin, O antijenini antiseruma
kars1 direngli hale getirdigi ortaya konmustur (252). Bu sebeple biyokimyasal olarak
dogrulanmig bir Salmonella spp. izolatinin serotiplendirmesinde hatali negatiflik gibi bir
durum ile karsilasilabilir. Bu durumun asilabilmesi igin izolatin Vi antijenine ait
antiserum ile test edilmesi gerekmektedir. Kapsiilli oldugu serolojik olarak ortaya
konan sus kapsiiliiniin uzaklastirilabilmesi i¢in kaynatma islemi uygulanmalidir. O
antijeni yapisal olarak 1s1ya dayanikli oldugundan kaynatma igleminden etkilenmeyecek
ve kapsiil wuzaklastigi igin agliitinasyon islemi gerceklestirilebilecektir (252).
Salmonella’larin ayriminda, serotiplendirme disinda biyotiplendirme, faj tiplendirme,

molekiiler tiplendirme gibi farkli yontemlerde kullanilmaktadir (282-284).

Suslar arasinda farklilik gosteren fenotipik 6zelliklerin ve aktivitelerin (biyokimyasal
Ozelliklerde gozlenen farklilik, O6rnegin ornitin dekarboksilasyonu) incelendigi
biyotiplendirmede, serotiplere ait farkli biyotipleri ortaya koymak amaclanmaktadir.
Omegin bu yontemle, Salmonella Typhimurium, Salmonella Agona, Salmonella
Livingstone, Salmonella Montevideo, Salmonella Senftenburg gibi serotiplerin farkli
biyotipleri ortaya konmustur (282, 285-290). Ancak testler inkubasyon gibi iireme
kosullarindaki degisikliklerden etkilenebilmektedir (252).

Salmonella serotiplerinin farkliliklarinin ortaya konmasinda kullanilan yontemlerden
biri de faj tiplendirmedir. Bakterilerin, bakteriyofajlara kars1 gosterdikleri hassasiyetin
degerlendirildigi bu tiplendirme yontemi, epidemiyolojik c¢alismalarda onemli bir
enstruman olarak kullanilmaktadir (291). Ancak konak hiicrenin farkli bir plazmid
kazanimi gibi yollar ile faj degisimi gerceklestirebilmesi, yontemin kullanimini
zorlagtirmaktadir. Ornegin Salmonella Enteritidis faj tip 4’iin incN plazmidi kazanmasi

durumunda faj degisimi yasadigi ortaya konmustur (292).

Salmonella identifikasyonunda en sik kullanilan yontem molekiiler tiplendirmedir. Elde
edilen Salmonella’larin dogrulanmasi, serotip profillerinin belirlenmesi, virulens
faktorlerinin ortaya konmasi ve plazmid analizleri yapilarak epidemiyolojik olarak
onemli bir alt yapi saglanabilmektedir (293, 294). Kromozomal DNA sekanslarinin

belirlenmesine ilaveten plazmid analizleri de Salmonella identifikasyonu ve virulens
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faktorlerinin ortaya konmasinda 6nemli rol oynamaktadir. Bu amacla kullanilan PCR
analizlerinde 16S rRNA ile iliskili DNA sekanslar1 hedef alinabilmektedir. Ayrica
flegella geni (fliC), invazyon genleri (pagN) veya kolonizasyon genleri (BapA) gibi
virulans genler hedef alinabilmekedir (295-298).

2.2.4. Salmonella ve Konak Adaptasyonu

Salmonella serovarlarinda temel olarak 3 tip konak adaptasyon modeli bulunmaktadir.
Salmonella Pullorum veya Typhi gibi bazi serovarlar konak spesifik iken, konak
spesifik olmayan veya orta dereceli konak adaptasyonu gosteren serovarlar da
bulunmaktadir (255, 299). Konak spesifik Salmonella Typhi insanlarda oldukga siddetli
bir klinik tablo olusturan tifoid ates etkenidir ve hayvanlardan bulagma ile ilgili bir kanit
bulunmamistir. Bu sebeple ozellikle su ve gida kaynakli Salmonella Typhi
enfeksiyonlarinin insan kontaminasyonu ile iligkili oldugu bildirilmektedir (251, 300-
303).

Diger sicakkanli canlilara konak adaptasyonu gelistiren ve zoonotik olan Salmonella
serovarlart da bulunmaktadir. Ornegin, Salmonella Dublin sigirlarda septisemiye yol
acan bir patojendir. Ancak kontamine ¢ig siit veya hatali pastorizasyon durumlarinda,
siit ve silit Uriinleri vasitasiyla insanlara bulasabilmektedir. Bulastigi takdirde,
Salmonella Dublin yiiksek derecede invazyon yetenegi gostermekte hatta Oliimle
sonuglanabilmektedir (304-306). Ayrica yapilan bir ¢aligmada Salmonella Dublin’in Vi
antijeni tagidig1 ortaya konmustur (307).

Salmonella Enteritidis ve Salmonella Senftenberg sirasiyla tavuk ve hindilere karsi
konak adaptasyonu sekillendiren serovarlardir (251). Ancak her ikisi de zoonoz
karakterlidir. Salmonella Enteritidis, ozellikle kanatli eti, trlinleri ve yumurta
tiiketimine bagli gelisen non-tifoid salmonellozis etkeni olarak halk sagligi agisindan
risk olusturan 6nemli bir gida kaynakli patojendir (299). Ayrica Salmonella Cholerasuis

de konak adapte bir patojen olarak insanlarda enfeksiyon sekillendirebilmektedir (308).
2.2.5. Salmonella Enfeksiyonlarinin Patogenezi

Salmonella spp. yaklasik 2400 patojen tiiriiyle, halk saglig1 agisindan oldukga ciddi risk

teskil eden 6nemli bir patojendir. Salmonella spp. kromozomlarinin %4’ (yaklasik 200
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gen) virulans faktorlerini kodlamaktadir (309). Bu sebeple Salmonella tiirlerine ait
virulent 6zellikte ¢ok sayida tip bulunmaktadir. Ozellikle plazmid ve bakteriyofaj gibi
mobil genetik elementler vasitasiyla kendilerini revize edebilmeleri, serovarlarin yiiksek
dagilim gostermesine katki saglamistir (310). Virulens faktorlerinin serotip bazinda
gosterdigi bu dagilim neticesinde, Salmonella tiirleri bahsedildigi gibi farkl
memelilerde farkli karakterde hastalik tablosu gelistirmektedir (311). Ancak tiim
serovarlarin ayni tiire affinite gostermedigi bilinmektedir. Salmonella enfeksiyonlarinin
siddeti; enfekte eden serotip, serotipin virulens 6zellikleri, infektif dozu, etkilenen canli
tiirli, konak canliyasi,bagisiklik durumu, mevsim ve cografi konum gibi bir¢ok faktdre

baghdir (310).

Nontifoid salmonelloziste, etken enterositlerin apikal uglarina tutunarak dejenerasyon
sekillendirmekte ve hiicre i¢i ADP’lere riboz ekleyerek cAMP diizeyinde artis meydana
getirmektedir. Boylece normalde absorbsiyon kabiliyetinde olan hiicreler sekresyon
yapmaya baglayarak diyareye neden olmaktadir. Sonraki safhada etken, intestinal

kanalda kolonize olarak gastroenterit tablosu sekillendirmektedir (312).

Salmonella tiirleri invazyon kabiliyeti gosteren, fakiiltatif intraseliiler patojenlerdir.
Virtilans faktorleri, mikroorganizmanin kolonize olmasini ve daha sonra hedef hiicreye
tutunarak invazyonunu saglamaktadir. Ayrica bu virulens faktorleri etkene spesifik
immiin mekanizmalardan kac¢is ve toksin iiretimi gibi 6zellikler kazandirmaktadir.
Viriilens faktorler, Salmonella patojenite adalari (SPA) denilen gen bdélgelerinden
kodlanmaktadir. Salmonella tiirleri bu adalar sayesinde dendtritik hiicreleri, epitel
hiicreleri ve makrofajlari1 enfekte edebilmektedir (313). Salmonella tiirleri arasinda SPA
varligi ve kombinasyonu farkliliklar gostermektedir. Salmonella tiirlerine ait patojenite
adalar1 Tablo 4’de 6zetlenmistir (314).
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Tablo 4. Salmonella patojenite adalarinin bazi 6zellikleri

PYSETY . a ¥ .
Bua'(l;)l;?k (?:/OC; Illl\?z{(stlgs(:n Dagihim Virulens fonksiyonu
salmonella TT_SS-l, invazyon ve "
SPA-1 38.8 495 - s preinflamatuar cevap, Fe
Pp. ve Mn*? alimi
salmonella TTSS-2, intraseliiler
SPA-2 39.8 474  tRNAvalVvV s canliligin korunmasi,
Pp- tetratiyonat solunumu
Salmonella
SPA3 () 173 47.6 spp. Gastrointestinal kanalda
SPA-3(Il) 10.7 546 tRNA selC Zubsp. I S. can}rlzhgm stirdiiriilmesi,
ongori Mg alimi
SPA-3 (1) 5.9 44.7 subsp. I, II
_ salmonella Tip-1 sekresyon sistem,
SPA-4 23.4 448  tRNA-like Spp sigir Gastrointestinal
. kanalinda kolonizasyon
Salmonella TTSS-1ve TTSS-2
SPA-5 7.6 43.6 tRNA serT spp efektor proteinleri,
. ' enteropatojenik cevap
SPA-6 gg 9 515 tRNAaspV subsp. | Saf ve Tcf Fimbriyalar1
Vi antijeni, Typhi
virulensi, SopE profaj,
SPA-7 1336 497 tRNAphey Subosp-1(Bazi i von,
serovarlar) S
enteropatojenite, tip IV
pilus,
SPA-8 638 381 tRNAphey SUosP-1(Bazt g oivor
serovarlar)
SPA-9 163 56.7  profaj Bazi serovarlar  DioLim olusumu,
intestinal kolonizasyon
SPA-10 329 466  tRNAleux SUbsP-1(Bazi o Sef Fimbriyasi,
serovarlar) kanatlilarda patojenite
Gifsy-1 Makrofajlarda canliligin
SPA-11 14.0° 41.3° . Bilinmiyor korunmasi ve serum
profaj direncliligi
SPA-12 6.3¢ 49.92° tRNA proL  Bilinmiyor TTSS-2 efektor proteinleri
SPA-13  195° 48.1° tRNApheV  Bilinmiyor Kanatlilarda patojenite
SPA-14  8.7° 41.4° - Bilinmiyor Kanatlilarda patojenite

a. Tabloda gosterilen patojenite adalarinin biiyiikliigii ve Guanin-Sitozin oranlarinda
Salmonella Typhi baz alinmustir.
b. Salmonella Typhimurium

c. Salmonella Cholerasuis

Bazi Salmonella tiirleri i¢inde korunmus patojenite adalar1 bulunurken, ayni tiiriin

serotipleri arasinda patojenite adalar1 olmayabilmektedir. Bu nedenle serotipler arasinda

konak adaptasyonu, patojenite ve olusturulan enfeksiyonun siddeti acisindan farkliliklar
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bulunabilmektedir (315-317). Bu patojenik 6zellikleri ile Salmonella tiirleri daha derin
dokulara ulasabilmektedir. Invazyon mekanizmalari, oldukc¢a kompleks bir yapida olup,
bakteri ve konak hiicreleri arasinda biyokimyasal sinyal mekanizmalarin dahil oldugu
bir etkilesimler biitiiniidiir. Bu etkilesimlerin sonucunda konak hiicresinde oldukga
karmasik sinyalizasyon mekanizmalar1 aktive olmaktadir. Konak hiicrede sitoiskelet
yapida yeniden diizenleme, hiicre zarinda dalgalanmalar ve bakterinin makropinositoz

ile hiicre i¢ine alinmasi gergeklesmektedir (318).
2.2.5.1. Salmonella Tiirlerinin Ekstraseliiler Ortamdan Konak Hiicrelere Gegisi

Salmonella tiirlerinin patogenezi incelendiginde, etkenin intestinal kanalda derin
dokulara en ¢ok M hiicreleri vasitasiyla ulagtigi gozlenmektedir. Etken M hiicreleri ile
epitel dokudan lamina propriyaya ve derin lenf kanallarina ulasabilmektedir. Invaze
oldugu M hiicrelerinin yapisini bozdugu bilinmektedir. Invazyondan 6énce Lpf gen
bolgesi tarafindan kodlanan fimbriyalar1 sayesinde hiicrelere tutunmaktadir. Daha sonra
epitel hiicrelere gegisi SPA-1 tarafindan kodlanan TTSS (Trigger Three Secretory
System) protein sistemi ile miimkiin olmaktadir (310, 319). Bakterinin epitel hiicreye
invazyonu; etkenin ireme fazi, ozmolarite ve oksijen konsantrasyonu gibi ¢esitli
durumlardan etkilenmektedir. Salmonella tiirleri, invazyon esnasindaki degisken
kosullara yine SPA-1 tarafindan eksprese edilen HilA proteinini sentezleyerek adapte
olabilmektedir (320). Adezin reseptér mekanizmalarini (Zipper/fermuar mekanizmast)
kullanan diger invaziv patojenlerin aksine Salmonella tiirleri, ekstraseliiler ortamdan
hiicreye invazyonda tetikleyici sistem (Trigger system) kullanmaktadir. Bu sistemde
TTSS (T3SS), uygun reseptore baglandiktan sonra yine SPA-1 adasindan kodlanan
SipA, SipC, SopB, SopE ve SopE, gibi efektor proteinlerin yardimiyla invazyon
sirasinda konak hiicrede aktin flamentlerini diizenleyerek invazyonamaciyla sitoiskelet
yap1 olusturmaktadir (310, 321, 322). SopB proteini SPA-5 tarafindan kodlanmakta ve
ayn1 zamanda hiicrede fosfotaz aktivitesini arttirarak Ca*® bagimh klor kanallarm
hizlandirarak sivi sekresyonunu arttirmaktadir. Salmonellozise bagli gelisen diyarenin
gerekgelerinden birinin de bu oldugu disiiniilmektedir (311). SPA-1 tarafindan
kodlanan proteinler ve islevleri Tablo 5’de detayli bir sekilde gosterilmektedir (322).
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Tablo 5. SPA-1 gen bolgesi tarafindan kodlanan efektor proteinler ve biyokimyasal

aktiviteleri
Protein Biyokimyasal Aktiviteleri Bilinen in vivo Fonksiyonlari
SipA F-aktin stabilizasyonu, kritik Aktin polimerizasyonu ve diizenlenmesi

konsantrasyonlarda aktin
polimerizasyonunun indirgenmesi

SipB Kaspaz-1 enzimine baglanma SPA-1 translokasyonu, Apoptozis artisi

SipC Aktin niikleasyonu ve donatimi Aktin polimerizasyonu

SipD Bilinmiyor SPA-1 translokasyonu

SIrP Bilinmiyor Host adaptasyon faktorii

SopA  Bilinmiyor Enteritis siddeti

SopB Inositol fosfataz Klor sekresyon artisi, aktin

polimerizasyonu

SopD Bilinmiyor Enteritis siddeti

SopE Aktin diizenlenmesi Aktin polimerizasyonu

SopE,  Aktin diizenlenmesi Aktin polimerizasyonu

SptP Aktin diizenlenmesi ve tirozin Olusturulan aktin iskeletinin yeniden
fosfataz diizenlenmesi

Salmonella spp. aktin baglayici proteinler sayesinde sirasiyla, (i) hiicre zarinda
dalgalanma, (ii) mikrovilluslarin dejenerasyonu, (iii) hiicresel protriizyon (¢ikinti
olusumu) ve (iv) makropinositoz ile invazyon basamaklarini takip ederek kendine 6zgii

bir invazyon mekanizmasi olusturmustur (311).

TTSS’de etken konak hiicre ile ilk temasi sagladiginda konak hiicre zarinda
dalgalanmalar sekilenmekte ve bu dalgalanmalar, aktin flamentelerinin ¢ikinti
yapmasini saglayarak Salmonella’larin hiicre igine internalizasyonunda kolaylik
saglamaktadir (311). Bakteri, bu yapi ile birlikte hiicre zarna kademeli olarak penetre
olmaktadir. SopB bu etkinligini inositol-fosfat fosfataz enzim ile hiicre zarini
etkileyerek gerceklestirmektedir. Salmonella tiirlerinin fimbriyalar1, Patojen Iliskili
Molekiiler Patern (PAMPs) reseptorleri tarafindan taninirak, immun sistem ajanlari

tarafindan etkene miidahale edilmesine sebep olmaktadir (322, 323).
2.2.5.2. Konak Hiicrelerinde Kolonizasyon

Invazyon islemi tamamlandiginda Salmonella iceren vakuoller (Salmonella containing
vacuole-SCV) sitoplazma iginde serbestlesmektedir. Salmonella tiirleri, Alternatif
Sigma Faktorleri (RpoS) gibi virulens faktorlerinin de destegi ile vakuol iginde
yasamsal faaliyetlerini siirdiirebilmektedir. Vakuol icinde belirli bir sayiya

ulastiklarinda hiicrenin lize olmasina sebep olarak diger konak hiicrelerini enfekte etme
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egilimi gostermektedirler. Salmonella tiirleri, Listeria tiirleri gibi bulundugu vakuolleri
lize ederek sitozol i¢inde yasamlarini devam ettirmezler. Bunun aksine vakuolleri
dejenere etmeden intravakuoler yasam gostermektedirler (324). Vakuollerin sitoplazma
icinde serbestlesmesini miiteakip SPA-2 tarafindan kodlanan spiC proteinini
sentezleyerek hiicre tarafindan vakuol igine lizozom benzeri litik enzimlerin yiiklenmesi
onlemektedir. SpiC konak hiicresindeki Hook3 ve TassC proteinlerini hedef alarak
SCV-lizozom fizyonunun oOniine ge¢mektedir (325, 326). Boylece Salmonella’larin
vakuol i¢inde yasamsal faaliyetlerini devam ettirmesi miimkiin olmaktadir. SCV iginde
cogalan Salmonella’lar daha sonra bulunduklari hiicreyi dejenere ederek ekstraseliiler

ortama yayilmaktadir (324).

Sistemik enfeksiyonlarin olusumu agisindan Salmonella’larin makrofajlarda ve M
hiicrelerinde varliklarin1 siirdiirebilmeleri 6nem arz etmektedir. Sistemik (Tifoid)
enfeksiyonlar temelde epitel hiicre invazyonundan ziyade fagositik hiicreler ve
submukozada bulunan M hiicreleri vasitasiyla olmaktadir (310). Tifoid enfeksiyonlara
yol acan Salmonella Typhi, M hiicreleri vasitasiyla lamina propriyaya giris
yapmaktadir. Mukozal lenf yumrularinda ¢ogaldiktan sonra karacigere gegis yapan
etken, safra kesesine yerlesmekte ve diizenli olarak intestinal kanala aktarilmaktadir.
Etkenin hiicre zarinda bulunan lipopolisakkarit yapi1 (LPS), hastada atese neden
olmaktadir. Hastaligin ~ atlatilmasindan ~ sonra  asemptomatik  tasiyicilik

goriilebilmektedir. (327).

Enfeksiyon olusturabilmesi i¢in, Salmonella tiirleri nonspesifik konak savunma
bariyerlerini gegerek bagirsakta kolonize olabilmeli ve invazyon ile epitel dokudan daha
derin dokulara ulasabilmelidir (310). Salmonella'lar konak savunmasinin makro
bariyerleri yanisira, nonfagositik hiicreler ve makrofajlar iginde, lizozomal enzimler ve
hidrojen peroksit gibi hiicresel savunma sistemleriyle de karsilasmaktadir. Etken, bu
savunma sistemlerinin asilmasi i¢in bir takim gen ekspresyonlarina ihtiyag duymaktadir.
Invazyon genleri, nétr pH, 37°C ve yiiksek ozmolariteye sahip ortamda maksimum
diizeyde eksprese edilmektedir. Ayrica SPA-1 tarafindan kodlanan HilA (hyper-
invasive locus) proteinleri invazyon genlerinin regiilasyonunda rol oynamaktadir (316,
328, 329). Salmonella’lar, optimum kosullar disinda da varliklarimi siirdiirebilmek igin
alternatif sigma faktorleri ve adaptif asit tolerans yaniti gibi viriilens faktorler

gelistirmislerdir.
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2.2.5.3. Alternatif Sigma Faktorleri

Alternatif sigma faktorleri, optimum kosullar disinda bakterinin yasamsal faaliyetlerini
siirdiirebilmesini saglayan 6nemli bir virulens 6zelliktir. Bu amagla 6zellikle viriilens
genler tarafindan kodlanan ¢esitli proteinler, bakterilerin konak organizmada enfeksiyon
sekillendirmesinden sorumludur. Oregin, Salmonella enterica’da bulunan spv gen
bolgesi etkenin makrofajlar iginde ¢ogalmasini saglayabilmektedir (330). Salmonella
enfeksiyonlarinda rol oynayan alternatif sigma faktorlerinden en énemlileri, RpoS (css),
RpoE(s%) ve FliA (6?®) olarak gosterilmektedir. Salmonella tiirleri tarafindan regiile
edilen bu faktorler, besin madde yetersizligi, hiperozmolarite, diisiik pH ve oksitadif
stres gibi g¢evresel kosullarin zorlagtigi durumlarda etkenin canliligini korumasinda
yardimer olmaktadir. Alternatif sigma faktorleri, rpos ve sigB kromozomal genleri
tarafindan kodlanmaktadir. Bu proteinler 6zellikle bakterinin duragan fazda canliligini

koruyabilmesinde rol oynamaktadir (331).
2.2.5.4. Asit Tolerans Yamti

Gida kaynakli patojenlerin patogenezini etkileyen durumlardan biri de pH degisimidir.
Gidalar vasitasiyla alinan etkenin mide asitligini gegebilmesinin yani sira, asitli
gidalarda varliklarin1 uzun siire koruyabilmelerini saglayan asit tolerans yanti,
Salmonella’nin epidemiyolojik olarak onemini arttiran 6nemli bir virulens faktordiir.
Normal sartlarda Gram negatif bakteriler, intraseliiler pH’larin1 7.6-7.8 civarinda tutma
egilimindedir. Ekstrastoplazmik ortamin pH’s1 diistiigi takdirde, sodyum-potasyum
proton pompalari ile sitoplazmaya giren H' iyonlar1 mikroorganizma tarafindan aktif
transport ile disar1 atilmaktadir. pH homeostatik sistem denilen bu mekanizma disinda
asit sok proteinlerinin  sentezlenmesi ile de pH disiislerine direng
gelistirebilmektedirler. Bu amagla bir dizi gen ekspresyonu yaparak diisik pH
ortamlarina adapte olmaktadirlar. RpoS, Phop/Q, QmpR ve Fur gibi asit sok proteinleri
diisiik asitligin tolere edilmesine yardimei olarak asit tolerans yaniti olusturmaktadir

(332-334).
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2.2.6. Salmonella Enfeksiyonlarinda Olusan Klinik Bulgular
2.2.6.1. Tifoid Salmonella Enfeksiyonlar:

Ulkemizde Tifo olarak bilinen Tifoid ates, Salmonella Typhi’nin konak spesifik olarak
insanlarda olusturdugu, siddetli atesle karakterize, karin agrisi, bradikardi,
splenomegali, l16kopeni, bakteriemi, bas agrisi, mental bozukluk gibi semptomlar
sekillendiren sistematik bir enfeksiyondur (335). Hastaligin bulagsmasinda insan 6nemli
rol oynamaktadir. Insan eliyle kontaminasyonlar neticesinde gida ve sular da hastaligin
tasinmasinda etkilidir. Asemptomatik sag¢ilimin Salmonella Typhi epidemiyolojisinde
rolii biyiiktir (299). 7-21 giinliik bir inkubasyon sonrasinda akut dénemde 39-40
°C’lerde seyreden yiiksek ates gozlenmektedir. Tedavi edilmedigi takdirde mortalite
%10 seviyelerine kadar yiikselebilmektedir. Diinya ¢apinda yilda 12-33 milyon vaka
bildirilen hastaligin daha ¢ok gelismemis ve gelismekte olan tilkelerde goriildiigli rapor
edilmektedir (336, 337).

2.2.6.2. Non-Tifoid Salmonella Enfeksiyonlar:

Salmonella Typhi disinda kalan diger Salmonella enterica serovarlari tarafindan
sekillendirilen nontifoid Salmonella enfeksiyonlari enterokolitis, diyare ve nadiren
sistematik enfeksiyonlarla seyretmektedir. Etkenin alimenter yoluyla alimindan itibaren
birka¢ saat ile giin icinde enfeksiyon baslamaktadir. Enfeksiyonun inkubasyon siiresi,
alinan patojenin miktar1 ile direkt alakalidir. Hastaliga; gidalar, sular, hayvansal {irtinler
ve insan digkist kaynak teskil etmektedir (299). Birgok enfeksiyonda oldugu gibi
nontifoid Salmonella enfeksiyonlarinda da ozellikle risk grubundaki bireyler (6rn.,
cocuklar, yashlar, hamileler, immunsupresif bireyler) hastaliga daha duyalidirlar.
Antibiyotik ile hastalik tedavi edilebilmektedir (299).

2.3. UCUCU YAGLAR VE ANTIMIiKROBIYEL OZELLIiKLERi

Antibiyotiklerin mikrobiyel hastaliklarin tedavisindeki yogun kullanimi sonucu patojen
mikroorganizmalar antibiyotiklere kars1 diren¢ mekanizmalar1 gelistirmistir. Bu nedenle
giinlimiizde patojenlerle miicadelede antibiyotik kullanimina alternatif yeni yontemlere
ihtiya¢ duyulmaktadir. Bu yeni yontemler igerisinde antibiyotik etkinlikleri ortaya

konulmus bitkisel kaynakli dogal bilesenlerin kullanimi ve bu bilesenlere yonelik
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aragtirmalar 6n plana ¢ikmaktadir (338). Gidanin raf Omriiniin uzatilabilmesi ve
tiketime kadar gecen siiregte patojen mikroorganizma gelismelerinin 6nlenmesi igin
besinlere ¢esitli katki maddeleri ilave edilebilmektedir. Kimyasal katki maddelerinin
olusturabilecegi saglik riskleri géz Oniinde bulunduruldugunda, gidalara dogal
bilesenlerin ilavesi énemli bir ilgi alan1 olarak dikkat ¢ekmektedir (339, 340). Antik
caglardan bu yana et ve et iirlinlerine lezzet ve aroma kazandirilmasi amaciyla bir ¢ok
baharat ve bitki katilmaktadir. Bu bitkiler, antimikrobiyel veya antioksidan 6zellikleri

ile tirtine ekstra 6zellik saglamaktadir (341, 342).

WHO tarafindan yayinlanmis bir rapora gore (343) gelismis iilkelerde gida kaynakli
hastaliklar endise verici boyutlara ulasmakta ve diinya ¢apinda yilda iki milyona yakin
insan diyarejenik hastaliklar nedeniyle Olmektedir. Bu sebeple gida kaynakl
patojenlerin elemine edilmesinde yeni bakis agilarna ihtiyag duyulmaktadir. Alinan
koruyucu onlemlerden biri de antimikrobiyel etkinlikli bitki ekstraktlarinin gesitli
gidalarda, Salmonella ve E. coli gibi gida kaynakli patojenlerin olusturacagi risklerin en

aza indirilmesi amaciyla kullanilmasidir (344).

Diinya saghk Orgiiti'ne (WHO) gore 20.000 civarinda bitki, tibbi amaglar
dogrultusunda kullanilmaktadir (345). Dogada sik olarak rastlanabilen insani tiiketime
uygun birgok bitki, barindirdiklari esansiyel yaglar ile birgok patojen iizerinde gelismeyi

onleyici etkiye sahiptir (346).

Ugucu yag, bitkilerin ¢icek, tohum, yaprak gibi gesitli kisimlarindan elde edilen
aromatik yag benzeri sivilara denilmektedir. Bitkisel ugucu yaglar; kimyasal solventler
kullanilarak, kokusuz yagda bekletilerek, maserasyon yontemiyle veya buhar
distilasyonu gibi ¢esitli ekstraksiyon yontemleriyle elde edilebilmektedir. Buhar
distilasyonu, bitkilerden ugucu yag eldesinde kullanilan en yaygm yontemdir. Ug binin
tizerinde bilinen ugucu yag bulunmaktadir ve bunlarin 300’e yakini ticari 6neme sahiptir

(347).

Ugucu yaglarin antimikrobiyel etkinlikleri uzun zamandan beri bilinmektedir (348).
Bitkisel ugucu yaglarin antimikrobiyel ozellikleri, biiylik ol¢iide igerdikleri fenolik
bilesiklerin kompozisyonu ile iliskilidir (349). Ugucu yaglarin veya komponentlerin
antimikrobiyel etkinliklerinin (350) yani sira antiviral (351), antimikotik (352),
antitoksijenik (353), antiparazitik (354) ve insektisidal (355) 6zellikleri rapor edilmistir.



45

Bitkiden elde edilen bilesigin farkli 6zellikler gostermesi, bilesigin kimyasal profili ve
fonksiyonu ile iliskilidir (356).

Giliniimiizde ucucu yaglar siklikla gidalarda aroma verici olarak, parfiim iiretiminde ve
kendilerine has 6zellikleri dolayisiyla ¢esitli farmasotik amaglar i¢in kullanilmaktadir
(347, 357). laveten dis tedavisinde (358), genel amacl antiseptik olarak (359) ve yem
katki maddesi (360) gibi ¢ok farkli sekilde de kullanima sunulmaktadir.

2.3.1. Ugucu Yaglarin Antimikrobiyel Etki Mekanizmalari

Birgok calismada antimikrobiyel etkinlikleri kanitlanmis olmasina ragmen, bitkisel
ucucu yaglarin mikroorganizmalar1 hangi mekanizmalar ile etkiledikleri tam olarak
bilinmemektedir (361). Ugucu yaglarin tek bir mekanizma ile antimikrobiyel etkinlik
olusturmadiklaribilinmektedir. Spesifik mekanizmalarinda hedef aldiklar1 belli bash
hiicresel yapilar bulunmaktadir (362, 363). Esansiyel yaglarin mikroorganizmalarda

sekillendirdikleri degisiklikler ve hedef bolgeleri Sekil 5’de gosterilmistir (344).
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Sekil 5. Ucucu yaglarin mikroorganizmalar iizerindeki hedef bolgeleri ve
antimikrobiyel etki mekanizmalari
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Ucucu yaglarin antimikrobiyel etki mekanizmalarinin her biri ayr1 ayr1 etkili olabilecegi
gibi spesifik hedef bélgeleri birden fazla komponent etkileyebilmektedir (344).
Esansiyel yaglarin antimikrobiyel etkinlik saglamalarina yardimci olan 6nemli
Ozelliklerinden biri hidrofobik yapida olmalaridir. Bu 6zellik sayesinde ugucu yaglar,
bakteriyel hiicre membranindaki yapilarin islevini etkileyerek hiicrenin permeabilitesini
bozmaktadir (364). Boylece sitoplazmik yapilar, metabolitler ve gesitli iyonlar istemsiz
olarak hiicre disina sizmak suretiyle hiicrede depresyon sekillenmektedir (359, 365).
Hiicresel yapilarin kaybi, hiicre tarafindan tolere edilip viabilite siirdiiriilebildigi gibi
kritik molekiiller ve iyonlarin kaybi ile hiicresel 6liim de sekillenebilmektedir. Ornegin,
cay agact (Melaleuca alternifolia) ucucu yaginin E. coli iizerine antimikrobiyel
etkinliginin arastirildigi  bir ¢alismada lizis sekillenmeden E. coli hiicrelerinin

viabilitelerini kaybettigi ortaya konmustur (366).

Karvakrol, dgenol, timol gibi fenolik bilesikler, ugucu yaglarin antimikrobiyel etkinlik
gostermelerinde ¢ok onemli rol oynamaktadirlar (365, 367, 368). Fenolik bilesiklerin
etki mekanizmalarinin asag1 yukari ayni oldugu diisiiniilmektedir. Etki ettikleri bakteri
hiicresinin sitoplazmik membraninda bozukluluklar sekillendirerek protein hareket giicii
ile (Protein Motive Force: PMF) elektron akisina ve hiicre igeriginde koagiilasyona yol

agmaktadir (369, 370).

Esansiyel yaglarin Bacillus cereus iizerine antimikrobiyel etkinliklerinin arastirildig: bir
caligmada (371) karvakroliin hiicre membraninda yer alan fosfolipid tabakayi
etkileyerek hiicre membrani stabilitesini bozdugu ileri siirilmistiir. Hedef bakteri
hiicresinde, daha akiskan bir yapiya donilismiis olan membranin permeabilitesinde artis

sekillendigi ortaya konmustur (371).

Ultee ve Smid tarafindan yapilan bir ¢alismada (353) patojenlerin vejetatif formlarinin
inhibisyonunun yani sira toksin iiretiminin de baskilanmasi amag olarak gosterilmis,
karvakroliin Bacillus cereus’larin toksin iiretimini de inhibe ettigi ortaya konmustur.
Yapilan bir diger ¢alismada (368) fenolik bilesige asetat ilavesi ile antimikrobiyel
aktivitenin artig gosterdigi rapor edilmistir. Sadece fenolik bilesikler degil ayn1 zamanda
ucucu yaglarm alkil gruplar1 da antimikrobiyel etkinliklerini etkilemektedir. Ornegin
limonenin (1-methyl-4-(1-methylethenyl)-cyclohexene) p-simenden daha etkili oldugu

ortaya konmustur (368).
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Ugucu yag bilesenlerinin bir diger etki mekanizmasi da bakteri hiicresinin sitoplazmik
membranina gomiilii proteinleri etkilemeleridir (372). Sitoplazmik membranda, lipid
yapilara komsu olarak bulunan ATPaz enzimi, ugucu yaglarin yapisinda bulunan siklik
hidrokarbonlar ile iki temel mekanizma ile etkilesime gegmektedir. Lipofilik
hidrokarbon molekiilleri, membran lipid tabakasinda birikerek membrandaki lipid
protein interaksiyonunu bozabilmektedir. Bir diger etki mekanizmasi ise lipofilik
tabakalar1 direkt olarak etkileyerek amfipatik lipid yapisinin bozulmasina yol
agmalaridir (370, 373). Belirtilen antimikrobiyel etki mekanizmalarinin yan1 sira farkli
esansiyel yaglarin daha spesifik etki mekanizmalar1 da vardir. Ornegin, tar¢in yagmin
ve bilesenlerinin Enterobacter areogenes’de aminoasit dekarboksilaz yetersizligine yol

acarak antimikrobiyel aktivite gosterdigi ortaya konmustur (374).
2.3.2. Zahter (Thymbra spicata L. Subsp. spicata) Ucucu Yagi

Tiirkiye bitki florasinda Lamiaceae (Labiatae) ailesine mensup Thymus (57 takson),
Satureja (14 takson), Thymbra (4 takson) ve Coridothymus (1 tiir) cinsleri
bulunmaktadir. Anilan cinslerin ortak o6zellikleri, ugucu yag ana bilesenlerinin
genellikle karvakrol, timol ya da her ikisini de icermesidir (18). Benzer kokularindan
dolayi bu tiirlere Tiirkiye’de kekik adi verilmektedir. Thymbra’nin Tiirkiye’de bulunan
taksonlari; Thymbra spicata subsp. spicata, Thymbra spicata subsp. intricata, Thymbra
sintenisii subsp. sintenisii ve Thymbra sintenisii subsp. isaurica’dir (375). Bunlardan en
bilineni zahter, Thimbra spicata subsp. spicata, Yunanistan, Kuzey Kibris Tiirkiye
Cumhuriyeti, Suriye, Tunus, Liibnan, Israil, Urdiin, iran ve Irak’ta yayilim gosteren ve
Tirkiye’de de basta Akdeniz ve Gilineydogu Anadolu olmak iizere, tiim bolgelerde
yaygin olarak mutfaklarda begeni ile kullanilan bir bitkidir (376-378).

Dik govdeli, yillik bitki olan Thymbra spicata L.subsp. spicata; yaklasik 16-36 cm
boylarinda olup topraga yakin kismi odunsu bir yapidadir (376). Basit catalli bir
dallanma gosteren zahterin yaprak yapist linear ve linear-lanseolat olarak tanimlanur.

Yaprak orta damart ist yiizde degil alt yiizde daha belirgindir (379).

Zahterin ucucu yag kompozisyonunda karvakrol veya timol biiyiik role sahiptir (18).
Lamiaceae (Labiatae) ailesine mensup bitkiler sahip olduklar1 bu derivatlarin kimyasal
ve fizyolojik Ozellikleri dolayisiyla basta gida tirlinlerinde olmak iizere, antimikrobiyel

ve antiseptik olarak bazi ilaglarin hazirlanmasinda kullanilmaktadir (21). Zahter ugucu
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yaginda karvakrol diginda, p-simen ve y-terpinen esansiyel yaglari da yogun olarak
bulunmaktadir. Esansiyel yag kompozisyonu, klimatik, mevsimsel ve cografi
farkliliklar, toplanma zamani, distilasyon farkliliklar1 gibi nedenlerle degiskenlik
gostermektedir (21). Esansiyel yaglarin katildiklar1 gidalarda antibakteriyel ve
antifungal etkinlikleri, bilesen kompozisyonu, ekstraktin konsantrasyonu, gordigi
islemler, saklama kosullar1 ve etki etmesi istenilen mikroorganizmanin karakteri gibi

faktorlere baglh olarak degiskenlik gosterebilmektedir (381-383).

CHs OH CHg
HSC)\©:OH /©/LCH3
CH3 H,;C

Karvakrol Timol

CHj CHj
e e
H3C

CHy

p-simen y-terpinen

Sekil 6. Thimbra spicata 'min igerdigi bazi ugucu yaglarin kimyasal yapilar

Kekik ve tiirevleri, Tiirkiye‘de tibbi ve aromatik bitkiler icinde defne yapragindan sonra
yillik 9.683 ton ile en ¢ok ihracati yapilan {irlinlerin baginda gelmektedir. Dogadan
toplanan zahterin tiiketimi ¢ogunlukla i¢ piyasada yapilmakla birlikte, gerek baharat

gerekse de ugucu yag olarak yurt disina da satilmaktadir (384).

Dogada yetisen 300°e yakin bitki familyasindan 1/3’1 ugucu yag icermektedir. Bitkisel
ucucu yaglar uzun yillardan beri kozmetik, ilag, aromaterapi, fitoterapi ve gida sanayii
gibi bilimsel ve ticari birgok alanda kullanilmaktadir (385). Ugucu yaglar, oda
sicakliginda sivi halde olup, kolay kristallesebilir tabiatta, kuvvetli kokulu, suda
¢oziinmez, yagimsi karisimlardir (338). Bunlar agikta birakildiklarinda oda sicakliginda

bile buharlasabilmelerinden dolay1 ugucu yag olarak adlandirilmaktadir. Ugucu yaglarin
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bitkilerden saf olarak elde edilip amacina uygun olarak kullanilmasi, ekonomik ve etkili
bir yaklagimdir. Bitkilerden elde edilen ugucu yaglarda 2000°den fazla kimyasal bilesen
olabilecegi ortaya konmus ve bu maddelerin birbirinden farkli fizyolojik etkileri

nedeniyle tek yahut kombine halde birgok amagla kullanilmaya baslanmistir (338).

Belirtilen tibbi ozellikleri sebebiyle, T. spicata L.subsp. spicata tiirii; cesitli mide
agrilar1, diabet, soguk alginligi gibi rahatsizliklar basta olmak tizere, antiseptik olarak ve
sindirim kanali parazitlerine kars1 kullanilan bir bitki tiirtidiir. Thymbra spicata L.
subsp. spicata’nin ugucu yag kompozisyonunun ve antifungal, antibakteriyel
Ozelliklerinin arastirildigi bir ¢aligmada (22) ugucu yagin ozellikle de karvakroliin
arastirilan mikroorganizmalar ilizerinde kuvvetli etkiye sahip oldugu belirlenmistir.
Yapilan bir baska c¢alismada (377) ise Thimbra spicata subsp. spicata ekstaktinin S.
aureus ve Salmonella Typhimurium tizerinde antimikrobiyel etkinlik gdsterdigi ortaya

konmustur.

Bitki ekstraktlar1 tarafindan gosterilen antimikrobiyel aktivitenin, terpenoidler
(karvakrol, karvon, timol, terpinenler) ve fenilpropanoidler (sinnemaldehid, 6genol,
anethol) gibi ikincil bitki bilesenlerinden kaynaklandigi bildirilmektedir. Esansiyel
yaglarin hidrofobik 06zelliklerinden dolayr bakteri hiicre duvarmin gecirgenligini
arttirarak hiicreyi pargaladigi bildirilmektedir. Yapilan in vitro ¢alismalarda esansiyel
yag bilesiklerinden karvakrol, timol, dgenol, perilaldehit, sinnamaldehit ve sinnamik
asitin baz1 bakteri tiirlerine (S.Typhimurium, L. monocytogenes, E. coli O157:H7, S.

dysenteria, B. cereus ve S. aureus) kars1 antibakteriyel etkisi belirlenmistir (344).

Ozellikle E. coli ve Salmonella Typhimurium gibi patojenlerin olusturduklar: riskler
g6z Oniine alindiginda siklikla tiiketilen geleneksel bir gida olan fermente sucuklarda
yiiksek oranda terpenoid igerdigi bilinen zahter ugucu yaginin antimikrobiyel amagl
kullaniminin degerlendirilmesi, gida teknolojisine farkli bir yaklasim getirebilecek
niteliktedir. Dolayisiyla bu calismada fermente Tiirk sucuklarinda, farkli oranlarda
zahter ugucu yagimin (300 ve 500 ppm) E. coli ve Salmonella Typhimurium iizerine

antimikrobiyel etkinliginin ortaya konulmasi amaglanmistir.



3. GEREC ve YONTEM

3.1. GEREC
3.1.1. Calismada Kullanilan Standart Suslar

Calismada kullanilan E. coli (ATCC 25922), E. coli O157:H7 (NCTC 12900),
Salmonella Typhimurium (ATCC 13311), L. monocytogenes (N 7144), S. aureus
(ATCC 25923) referans suslari, Erciyes Universitesi Veteriner Fakiiltesi Gida Hijyeni
ve Teknolojisi Anabilim Dali ve Erciyes Universitesi Tip Fakiiltesi Mikrobiyoloji
Anabilim Dali kiiltiir koleksiyonlarindan temin edildi. Deneysel fermente sucuk
tiretiminde Staphylococcus carnosus ve Lactobacillus sakei liyofilize starter kiiltiirler

iceren Chr-Hansen, Bactoferm F-RM-52 marka ticari preparat kullanildi.

3.1.2. Calismada Kullanilan Besiyerleri

3.1.2.1. Blood Agar (Merck 1.10886)

Bilesim,;

Nutrient substrate (heart extract and peptones; kalp ekstrakti ve peptonlar) 20.0 g/L
NaCl 5.0 g/L

Agar-agar 15.0 g/L

Hazirlanis1; Dehidre besiyeri 40.0 g/L konsantrasyonda olacak sekilde distile su iginde
eritildikten sonra otoklavda 121 °C’de 15 dakika sterilize edildi. Sterilizasyon
sonrasinda sicakligr 50 °C’ye diisiiriilen besiyerine %5 oraninda defibrine koyun kani
ilave edildi. Homojenize edildikten sonra petri kutularmma dokiildii ve donmaya
birakildi. Kullanilincaya kadar +4°C’de muhafaza edildi.
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3.1.2.2. Mueller-Hinton Agar (Merck 1.05437)
Bilesim,;

Meat infusion 2.0 g/L

Casein hydrolysate 17.5 g/L

Starch 1.5 g/L

Agar-agar 13.0 g/L

Hazirlanis1; Dehidre besiyeri 34.0 g/L konsantrasyonda olacak sekilde distile su iginde
eritildikten sonra otoklavda 115 °C'de 15 dakika sterilize edildi. Sterilizasyon

sonrasinda sicakligi 50 °C’ye diisiiriilen besiyeri petri kutularina dokiildii ve donmaya

birakildi. Kullanilincaya kadar +4°C’de muhafaza edildi.

3.1.2.3. Brain-Heart Broth (Merck 1.10493)

Bilesim,;

Nutrient Substrate (beyin ekstrakti, kalp ekstrakti ve peptonlar) 27.5 g/L
D(+) Glucose 2.0 g/L

NaCl 5.0 g/L

Na;HPO42.5 g/L

Hazirlanis1; Dehidre besiyeri, 37.0 g/L olacak sekilde distile su iginde eritildikten sonra
otoklavda 121 °C'de 15 dakika sterilize edildi. Kullanilincaya kadar +4°C’de muhafaza
edildi.

3.1.2.4. Maximum Recovery Diluent (MRD, Merck 1.12535)
Bilesim;
Peptone 1.0 g/L

NaCl 8.5 g/L
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Hazirlanis1; Dehidre besiyeri 9.5 g tartilarak 1 L distile su ile otoklavlanabilir cam
siselerde homojenize edildi. Desimal diliisyonlar igin deney tiiplerine 9 mL, sucuklarin
homojenizasyonu igin ise cam siselere 90 ml aktarilarak 121 °C'da 15 dakika sterilize
edildi. Hazir haldeki berrak ve renksiz ¢ozelti kullanima kadar +4°C’de muhafaza
edildi.

3.1.2.5. MacConkey Agar (Merck 1.05465)
Bilesim;

Peptone from casein 17.0 g/L

Peptone from meat 3.0 g/L

NaCl 5.0 g/L

Lactose 10.0 g/L

Bile saltmixture 1.5 g/L

Neutral red 0.03 g/L

Crystal violet 0.001 g/L

Agar-agar 13.5 g/L

Hazirlanig1; Dehidre besiyeri 50.0 g/L konsantrasyonda olacak sekilde distile su iginde
eritildikten sonra otoklavda 121 °C’de 15 dakika sterilize edildi. Sterilizasyon
sonrasinda sicakligi 50 °C’ye diisiiriilen besiyeri petri kutularina dokiildii ve donmaya

birakildi. Kullanilincaya kadar +4°C’de muhafaza edildi.
3.1.2.6. XLD Agar (Merck 1.05287)

Bilesim;

Yeast extract 3.0 g/L

NaCl 5.0 g/L

D(+) Xylose 3.75 g/L
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Lactose 7.5 g/L

Sucrose 7.5 g/L; L(+)

Lysine 5.0 g/L

Sodium deoxycholate 1.0 g/L
Sodium thiosulfate 6.8 g/L
Ammonium iron(l1l) citrate0.8 g/L
Phenol red 0.08 g/L

Agar-agar 14.5 g/L

Hazirlanis1; 500 mL distile su igine 55.0 g/L olacak sekilde dehidre besiyeri ilave edildi.
Topaklanma giderilene kadar manyetik karistirict (Velp, Are) kullanilarak homojenize
edildi. Homojenizasyondan sonra agar eriyinceye kadar kaynar su banyosunda tutuldu
ve sicakligi 50 °C’yediisiiriilen besiyeri petri kutularina dokiilerek ve donmaya birakildi.

Kullanima kadar +4°C’de muhafaza edildi.

3.1.2.7. De Man Rogosa Sharp Agar (MRSA, Merck 1.10660)
Bilesim,;

Peptone from casein 10.0 g/L

Meat extract 10.0 g/L

Yeast extract 4.0 g/L

D(+) Glucose 20.0 g/L

K2HPO,42.0 g/L

Tween 80 1.0 g/L

di-Ammonium hydrogen citrate 2.0 g/L

Sodium acetate 5.0 g/L
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MgS0,40.2 g/L
MnSO, 0.04 g/L
Agar-agar 14.0 g/L.

Hazirlanis1; Dehidre besiyeri 68.2 g/L konsantrasyonda olacak sekilde distile su iginde
eritildikten sonra otoklavda 121 °C’de 15 dakika sterilize edildi. Sterilizasyon
sonrasindasicakligi 50 °C’ye diisiirlilen besiyeri petri kutularina dokiildii ve donmaya

birakildi. Kullanilincaya kadar +4°C’de muhafaza edildi.
3.1.2.8. Baird Parker Agar (Merck 1.05406)

Bilesim;

Peptone from casein 10.0 g/L

Meat extract 5.0 g/L

Yeast extract 1.0 g/L

Sodium pyruvate 10.0 g/L

Glycine 12.0 g/L

Lithium chloride 5.0 g/L

Agar-agar 15.0 g/L.

Hazirlanis1; 58.0 g dehidre besiyeri 950 mL distile su i¢indemanyetik karistirict (Velp,
Are) kullanilarak homojenize edildi. Homojenizasyondan sonra otoklavda 121 °C'de 15
dakika sterilize edildi. Sterilizasyon sonrasinda sicakligi 50 °C’ye diisiiriilen besiyerine
onceden oda sicakligina getirilmis 50 mL Egg Yolk Tellurite (Merck 1.03785) ilave
edildi. Karnstirildiktan sonra petri  kutularmma dokiildii ve donmaya birakildi.

Kullanilincaya kadar +4°C’de muhafaza edildi.
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3.1.3. Sucuk Uretiminde Kullanilan Hammadde

Sucuk iiretiminde kullanilacak olan sigir eti ve yagi Saray Ciftligi perakende satis
ofisinden, sucuk baharatlar1 ise Bagdat Baharat A.S.’den temin edildi. Calismada
deneysel sucuk iiretimi i¢in Tekingen ve Dogruer (386) tarafindan belirtilen sucuk

karisimi1 modifiye edilerek Tablo 6°da belirtilen sekilde kullanilda.

Tablo 6. Deneysel sucuk hamur karisiminin bilesimi

Unsur Miktar (kg)
Sigir eti 88.0
Kuyruk yagi 12.0
Tuz 2.2
NaNO, 0.015
Seker 0.5
Sarimsak 15
Ac1 kirmizi biber 0.5
Tatli kirmizi biber 1.0
Kara biber 0.5
Kimyon 1.5
Yenibahar 0.6
3.2. YONTEM

3.2.1. Zahter Bitkisinin Temini ve Identifikasyonu

Zahter (Thymbra spicata L. subsp. spicata) bitkisi Mayis-Temmuz 2015 tarihleri
arasinda Kilis ili kirsalindan toplandi. Zahterin ¢icekli formlar1 uygun sekilde
kurutularak, bitkinin identifikasyonu igin hazir hale getirildi. Erciyes Universitesi Fen
Fakiiltesi, Biyoloji boliimii, Botanik Anabilim Dali 6gretim Uyesi Dog. Dr. Cem Vural
tarafindan incelenen bitki, Lamiaceae familyasindan Thymbra spicata L. subsp. spicata
olarak tanimlanarak dogrulandi. Bitkilerin yaprak kismi ugucu yag ekstaksiyonu i¢in 30
°C’de 7 giin kurutma islemine tabi tutuldu. Kurutulan bitkiler parcalayicida toz haline
getirilerek clevenger diizenegi ile ugucu yaglarinin ¢ikarilmasi i¢in uygun bir sekilde
hazirlandiktan sonra agzi kapali koyu cam sisede oda sicakliginda ekstraksiyon islemine

kadar muhafaza edildi.
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3.2.2. Zahterin Ugucu Yag Ekstraksiyonu ve Kimyasal Kompozisyonunun

Belirlenmesi

Bitkinin kurutulmasi ve 6giitiicti ile toz haline getirilmesi sonrasi ugucu yag eldesi igin
ekstraksiyon islemine gecildi. Bu amagla European Pharmacopoeia 5.0 (2005)’da tarif
edilen Clevenger aparati kullanildi (387). Aparatin balon kismina konulan 50 g toz hale
getirilmis zahter, 500 ml distile su eklenerek mantolu balon 1sitict yardimi ile kaynatildi.
Islem esnasinda ugucu yagin, buhar vasitasiyla sogutucu boliime ulastiktan sonra
damitik su ile birlikte aparatin toplama haznesinde biriktigi gézlendi. Yaklasik olarak 3
saat sliren hidrodistilasyon sonrasinda ugucu yag verimi yiizde (%) olarak belirlendi.
Elde edilen ekstrakt, kimyasal kompozisyonunun belirlenmesi ve ¢alismada

kullanilmast i¢in karanlik tiiplere konularak ve +4 °C’de muhafaza edildi.

Zahter’den elde edilen ugucu yagin kimyasal kompozisyonunun belirlenmesi amaciyla 5
ml numune, sahitli olarak TUBITAK Marmara Arastirma Merkezi’ne génderildi. Ugucu
yagin, Headspace Gaz Kromotografi-Kiitle Kromotografisi (GC-MS) ile kalitatif

analizi, kurumun ilgili birimi tarafindan gergeklestirildi.

Sekil 7. Ucucu yag ekstraksiyonunda kullanilan cam Clevenger aparati (Uzunluklar
mm olarak verilmistir.)
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3.2.3. Zahter Ucucu Yagmn Antimikrobiyel Etkinliginin in vitro Ortamda
Belirlenmesi

Thymbra spicata L. subsp. spicata u¢ucu yaginin; S. Typhimurium, E. coli, S. aureus,
E. coli O157:H7 ve L. monocytogenes referans suslart {iizerinde antimikrobiyel
etkinliginin belirlenmesi amaciyla disk difiizyon ve broth mikrodilusyon yontemleri
kullanildi.

3.2.3.1. Antimikrobiyel Etkinligin Disk Difiizyon Yontemi ile Belirlenmesi

Steril serum fizyolojik icinde 0.5 Mecfarland dansitede hazirlanmis bakteri
slispansiyonlari, kanli agar (Merck 1.10886) ve Mueller-Hinton Agar (Merck 1.05437)
lizerine yayma plak yontemi ile ekildi. Onceden hazirlanmus steril filtre kagitlarma (5
mm ¢apmda Whatman No 1.) 50 ul saf ugucu yag emdirildi ve yayma plak ile ekim
yapilmis petrilere konuldu. Olusacak inhibisyon zonlarmin daha saglikli belirlenmesi
amaciyla her petriye ayrica, Gentamisin (Oxoid, CT0695, 200ug) diskleri ve 50 pl steril
distile su emdirilmis filtre kagitlart konuldu. Petriler 37 °C’de 24 saat inkiibe edildikten

sonra olusan inhibisyon zonlari dl¢iildii.

3.2.3.2. Broth Mikrodiliisyon ile Minimum Inhibisyon Konsantrasyonun (MIC

Degeri) Belirlenmesi

Zahter ugucu yaginin S. Typhimurium, E. coli, S. aureus, E. coli O157:H7 ve L.
monocytogenes iizerine gdstermis oldugu Minimum Inhibisyon Konsantrasyonlarinin
(MIC degeri) belirlenmesi amaciyla Dussault ve ark. (2014) tarafindan tarif edilmis olan
Broth mikrodiliisyon testi baz1 modifikasyonlar yapilarak kullanildi (388). Bu amagla
diiz tabanli 96 kuyucuklu ELISA plakast kullanildi. MIC analizi i¢in ekstrakt, %5
Tween 20 iceren distile su ile %2.5 (w/w) oraninda sulandirildi. ELISA plakasinin 1.
kuyusuna 200 pl; 2-12. Kuyularinin her birine ise 150 pl Brain-Heart Broth (Merck
1.10493) konuldu. Hazirlanmis olan %2.5’luk stok solusyondan 58 pl alinarak 1.
kuyuya eklendi ve 11. kuyuya kadar desimal diliisyonlar1 konuldu. Ugucu yag ilave
edilmemis 12. kuyu bakteri iiremesinin kontrolii igin pozitif kontrol olarak
degerlendirildi. Daha sonra her bir kuyuya onceden hazirlanmis olan 0.5 Macfarland
diizeyindeki bakteri siispansiyonundan 15 pl konularak, plaka 37 °C’de 1 giin inkiibe
edildi. Her bir bakteri i¢in ayr1 ayr1 tek kullanimlik aseptik ELISA plakasi kullanildi.

Inkubasyondan sonra biitiin kuyulara 15 pl Iodonitrotetrazolium Choloride (%70’lik etil
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alkolde 0.5 mg/ml olacak sekilde) eklendi ve 37 °C’de 60 dakika olmak iizere tekrar
inkiibe edildi. Inkubasyondan sonra iiremenin sekillendigi kuyularda saydam renk, mor-
menekse bir hal aldi. Analizin son basamaginda plakalar ELISA okuyucuda 540 nm
dalga boyunda negatif tiirbiditeye karsi okutularak calismada elde edilmis olan zahter
ucucu yaginin S. Typhimurium, E. coli, S. aureus, E. coli O157:H7, L. monocytogenes
iizerine gdstermis oldugu Minimum Inhibisyon Konsantrasyonu (MIC degeri) mg mL™

olarak belirlendi.
3.2.3. Deneysel Sucuk Uretimi

Ticari starter kiiltiir ilave edilen sucuk hamuru kiyma makinesinde (1.3-2.5 cm ayna
capl) karigtirilarak homojen hale getirildi. Daha sonra gruplarda belirtilen miktarlarda
ucucu yag ve patojen mikroorganizmalar ilave edilen sucuk hamuru, bir giin +4 °C’de

24 °C’de dinlendirildikten sonra sucuk dolum makinasi ile sentetik kiliflara dolduruldu.

Tiim gruplar klimatik kabinde; %95 bagil nem ve 2242 °C’de 1 giin, %90 bagil nem ve
22+2 °C’de 2 giin, %83 bagil nem ve 2242 °C’de 1 giin ve son olarak %80 bagil nem ve
18+2 °C’de 2 giin olmak iizere toplam 6 giinde olgunlastirildi. Olgunlastirma isleminden

sonra tiim sucuklar +4 °C’de muhafaza edildi.
3.2.4. Deneysel Sucuk Orneklerinin Gruplandiriimasi

Zahterin sucuga katilmasini1 konu alan ¢alismalarda s6z konusu bitki ekstraktinin sucuga
150-1500 ppm diizeylerinde katildigi belirlenmistir (27, 389). Bu c¢aligmada da
kullanilan zahter (Thymbra spicata L. subsp. spicata) bitki ekstrakti fermente sucuga
300 ve 500 ppm olmak fiizere iki farkli diizeyde katilarak deneysel gruplar olusturuldu.
Calismada deneysel olarak yapilan sucuklarin gruplandirilmasi Tablo 7°deki gibidir.

Tablo 7. Calismada olusturulan deney gruplari

Gruplar Katilan Bitki ekstrakti miktar: Inokiile edilen Patojen
Grup 1 300 ppm E. coli
Grup 2 500 ppm E. coli
Grup 3 - E. coli
Grup 4 300 ppm S. Typhimurium
Grup 5 500 ppm S. Typhimurium
Grup 6 - S. Typhimurium

-2 Uygulanmad:
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3.2.5. Mikrobiyolojik Analizler

Deneysel olarak hazirlanan sucuk gruplarindan sucuk hamurunun sentetik kiliflara
doldurulmasindan itibaren 0, 1, 3, 6, 10, 15, 30. giinlerinde mikrobiyolojik analizler
yapilarak kayit altina aldi. Bu amagla sucuk 6rneklerinden 10 g alinarak, iginde 90 mL
Maximum Recovery Diluent (MRD, Merck 1.12535) bulunan stomacher posetlerine
aktarildi ve stomacherde (BagMixer Stomacher® 400P, Fransa) 2 dakika siireyle
homojenize edildi. Dokuzar mL’lik MRD kullanilarak hazirlanan uygun seyreltilerden,
yayma plak yontemiyle selektif besiyerlerine ekim yapildi. E. coli saymmi igin
MacConkey Agar (Merck 1.05465) iizerine ekim yapildiktan sonra 37 °C'de 24 saat
inkiibe edildi. Inkubasyon sonucu biiyiik, kirmiz1 renkli, etrafi hafif bulamk zon ile
cevrili koloniler sayildi. S. Typhimurium i¢in XLD agara (Merck 1.05287) ekim yapilip
37 °C'de 24 saat inkiibe edilerek, parlak siyah renkli koloniler sayildi.
Mikrokok/Stafilokoksayimi i¢in Egg Yolk Tellurite (Merck 1.03785) ilaveli Baird
Parker Agar’a (Merck 1.05406) ekim yapilip 37 °C'de 48 saat inkiibe edildi. LAB
sayimi i¢in ise Man Rogosa Sharp Agar’a (Merck 1.10660) ekim yapildi ve anaerob
kosullarda 30 °C’da 72 saat inkiibe edildi (390).

3.2.6. Sucuklarda Kimyasal Analizler

Sucuk gruplarindan 0, 1, 3, 6, 10, 15, 30. giinlerde pH ve Kuru madde (KM) degerleri

belirlenerek kayit altina aldi.
3.2.6.1. pH Degerinin Belirlenmesi

Sucuk 6rnegi 10 g tartildiktan sonra tizerine 100 ml saf su ilave edilerek homojenize

edildi ve karigimin pH'st Inolab (Level 2) marka pH metre kullanilarak 6l¢iildii (391).
3.2.6.2. Kuru Madde (KM) Oraninin Belirlenmesi

KM oraninin belirlenmesi amactyla bos porselen krozeler, 105 °C’de en az iki saat
tutularak sabit agirliga getirildi ve sonra desikatore alinip oda sicakligina sogutuldu.
Hassas terazide darasi alinan krozelere yaklasik 5 g ornek koyularak ilk tartim (a)
yapildi. Ornekler 105 °C’de yaklasik 18 saat siireyle, sabit agirlik elde edilinceye kadar
kurutuldu ve desikatdrde oda sicakligina kadar sogutulduktan sonra ikinci tartim (b)

yapildi. Ornekteki kuru madde oran1 asagidaki formiile gore hesaplandi (391).
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% Kuru madde = (b/a) x 100

a: Ik Tartim (g)

b: Ikinci Tartim ()

3.2.6.3. Tiyobarbitiirik Asit (TBA) Tayini

Homojenize edilmis 10 g sucuk 6rnegi tartilarak Kjeldahl cihazinin tiiplerine aktarildi.
Daha sonra 6rnegin tizerine 97,5 ml distile su ve 2,5ml (1:2)’lik HCI (Merck 1.09057)
¢ozeltisi ilave edilerek distilasyon islemine gegildi ve 200 ml distilat elde edilinceye
kadar islem siirdiriildii. Distilasyonun ardindan elde edilen iiriin karistirilarak 5 ml’si
deney tiipiine yerlestirildi, Uzerine 5 ml TBA reaktifi (Merck) ilave edilerek tiipiin
kapagi kapatilip ¢alkalandi. Negatif kontrol i¢in ise bir bagka deney tiipine 5 ml TBA
reaktifi ve 5 ml distile su ilave edilerek yine vorteksle karistirildiktan sonra, tiipler
kaynayan su banyosunda 35 dakika tutulup, sogutuldu. Son olarak orneklerin optik
dansitesi spektrofotometrik olarak (Uviline, 8100) 538 nm dalga boyunda negatif
kontrole kars1t okundu. Elde edilen dansite degeri 7,8 ile carpilarak 1000 g 6rnekteki

mevcut malonaldehit miktar1 mg olarak saptandi (392).
3.2.7. Organoleptik Analiz

Calismada ugucu yag ilaveli sucuk gruplarinin organoleptik muayenesi, Erciyes
Universitesi Veteriner Fakiiltesi Ogretim iiyelerinden olusan panelistler tarafindan
Tablo 8’de belirtilen duyusal analiz formu degerlendirilerek yapildi. Panelistlere; ugucu
yag icermeyen sucuk, 300 ppm diizeyinde ugucu yag katilmis sucuk ve 500 ppm
diizeyinde ucucu yag ilave edilmis sucuk 6rnegi olmak iizere toplamda 3 adet farkl

formulasyonda sucuk 6rnegi sunuldu.
3.2.8. istatistiksel Analizler

Sucuk oOrneklerinin olgunlasma ve muhafaza siirelerindeki E. coli, S. Typhimurium
Mikrokok-Stafilokok ve LAB diizeyleri (log kob/gr) ve pH, KM (%) gibi kimyasal
faktorlere iligkin istatistik onem kontrolii, tekrarli 6l¢limlerde varyans analizi ile test
edildi. Organoleptik muayene sonucunda anket sonuglarinin degerlendirilmesinde

gruplar arasindaki farkliligin 6nem kontrolii Kruskal Wallis testi ve ikili karsilagtirmalar
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Benferroni diizeltmesi uygulandiktan sonra Mann-Whitney U testi ile yapildi. Bitkiden
elde edilen ugucu yag oranlarinin ve sucuklardaki baslangi¢ mikrobiyolojik yiiklerinin
degerlendirilmesinde tanimlayici istatistikler kullanildi. Calisma kapsamindaki istatistik
analizler SPSS 14.01 paket programu ile yapildi. Elde edilen sonuglarin 6zet istatistik
sonuclart ve oransal dagilimlari tablolar vasitasiyla gosterildi. Calismada yapilan

analizlerin tamamu ¢ift paralel, {i¢ tekrar olarak gergeklestirildi.

Tablo 8. Panelistler tarafindan doldurulan sucuk duyusal analiz formu

Sucuk Duyusal Analiz Formu
Panelist Numarasi: .........

Sayin panelist,

Size, toplam 3 (ii¢) adet farkli formulasyonlar ile hazirlanmis sucuk 6rnegi sunulacaktir.
Liitfen sucuk Orneklerini formda size sunulan sirayla inceleyiniz. Sucuklarin ozellikleri
hakkindaki diisiincelerinizi isaretlemek i¢in kutucuklardan birine carp isareti (X) koymaniz
yeterli olacaktir.

SUCUK ORNEGININ NUMARASTI: ......

1. Sucuk 6rneginin RENGINI inceleyip, diisiincenizi isaretleyiniz.
Cok Kotii o Kotu o Orta O Iyi o Cok Iyi o

2. Sucuk 6rneginin KOKUSUNU inceleyip, diisiincenizi isaretleyiniz.
Cok Koétii o Kot o Orta O Iyio Cok Iyi o

3. Sucuk 6rneginin KIVAMINI (¢ignenebilirligi) inceleyip, diisiincenizi isaretleyiniz.
Cok Koétii o Kot o Orta O Iyio Cok Iyi o

4. Sucuk ornegi ile ilgili olarak LEZZETI (tadi ve aromasi) hakkindaki diisiincenizi
isaretleyiniz.
Cok Koétii o Kot o Orta O Iyio Cok Iyi o

5. Sucuk 6rnegi ile ilgili olarak GENEL BEGENINIZI hakkindaki diisiincenizi isaretleyiniz.
Cok Koétii o Kot o Orta O Iyio Cok Iyi o




4. BULGULAR

4.1. Thymbra spicata L. subsp. spicata Ucucu Yagimin Eldesi ve Hidrodistilasyon

Verimliligi

Thymbra spicata L. subsp. spicata bitkisinden Clevenger hidrodistilasyon yontemi ile
hos kokulu, agik sar1 renkli bir ugucu yag elde edildi. Calismada 62,59+7,633 g bitkiden
ortalama 1,51+0,282 mL (%2.41) ugucu yag ekstrakte edildi. Ugucu yagin verimliligi
Tablo 9’da gosterilmistir.

Sekil 8. Clevenger aparati ve Thymbra spicata L. subsp. spicata ugucu yagi
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Tablo 9. Calismada elde edilen ugucu yag ekstraksiyon verimliligi

Min Maks X+S;
Kullanilan Bitki (g) 50,11 72,29 62,59+7,633
Elde edilen Ugucu yag (mL) 1,12 1,85 1,51+0,282

Ekstraksiyon Sayisi: 27
Min: Minimum deger, Maks: Maksimum deger; Verimlilik: %2.41

4.2. Elde Edilen Ugucu Yagin Kimyasal Kompozisyonu

Thymbra spicata L. subsp. spicata bitkisinin ugucu yag kompozisyonunun kalitatif
olarak belirlenmesi amaciyla Marmara Arastirma Merkezi tarafindan GC-MS teknigi
(TUBITAK) gergeklestirildi. Analiz neticesinde ortaya ¢ikan kromotografik profil Sekil

9’da; ugucu yag kompozisyonu ise Tablo 10°da gosterilmistir.

RT: 3.70 - 38.00
100 6.95 NL:
7.64 147E8
90| TIC MS
93701a2_1
80 509062171
37
70
60
496
50-]
18.46
40
30
20
" agn P 2202 2357 27.11
Ll fh (v, 9.08 20 L)L 1508 1727 Ly, i e g A6 e 3006 31.86 3342 3507 36,69
0 il SRR A | LA L L L T T T T L R T R e R U B B |
4 6 8 10 12 14 16 18 20 2 24 % 2 30 32 34 3% 38

Sdre (dk)

Sekil 9. Thymbra spicata L. subsp. spicata bitkisinin gaz kromotografik profili
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Tablo 10. Calismada elde edilen Thymbra spicata L. subsp. spicata ugucu yaginin

kimyasal kompozisyonu

Bilesik RT* %

Thujene 2.83 1.47
Camphene 3.32 0.08
a-Pinen 3.92 0.20
3-Carene 4.64 0.11
a-Myrcene 4.96 4.16
a-Terpinene 5.27 2.98
Limonene 5.69 0.38
Sabinene 5.90 0.34
2-Hexenal 6.27 0.33
y-Terpinene 6.91 16.69
p-Cymene 7.61 13.97
3-Hexen-1-ol 11.25 0.07
3-Octanol 11.57 0.30
p-Cymenene 13.02 0.58
1-Octen-3-ol 13.64 0.53
trans-Sabinene hydrate 14.00 0.10
Benzaldehyde 16.16 0.08
cis-Sabinene hydrate 17.05 0.05
Linalool 17.27 0.08
Caryophyllene 18.45 6.31
Aromadendrene 18.73 0.39
1-4-Terpineol 19.00 0.69
Junipene 19.73 0.08
oa-Humulene 21.02 0.28
Ledene 22.02 0.31
Borneol 22.56 0.24
y-Elemene 23.36 0.06
L-Carvone 23.57 0.35
Benzoik asit 2-(acetyloxy)- 23.98 0.06
5-Cadinene 24.33 0.10
Benzoik asit 2-hydroxy- 25.16 0.25
Benzene 26.41 0.13
Benzenemethanol 28.05 0.03
p-lsopropylphenetole 30.06 0.06
Caryophyllene oxide 31.83 0.23
Spathulenol 36.69 0.18
Eugenol 38.30 0.04
2-Methyl-3-butyn-2-ol 39.09 1.04
4-ethyl-2,6-xylenol 39.61 0.10
Carvacrol 39.96 43.60
Trimethyl(phenyl)silane 41.29 0.04
p-(-2methylally1)- 45.92 1.65
2-pentadecyl ester 49.05 0.16
Hexadecanoic acid 58.24 0.09
1,4-dimethoxy-2,6dimethylbenzene 62.07 0.22
Octadecanoic acid 63.09 0.16
12-Methoxy-3-methylcholanthrene 65.82 0.06

*RT: Retention time (Dakikada alikonma zamant)
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GC-MS analizi sonucunda analiz edilmis olan ugucu yagin 47 farkli kimyasal bilesik
icerdigi belirlendi. Tanimlanmis olan bilesiklerin, toplam ugucu yagin %99.41’ini
olusturdugu ortaya kondu. Zahtere ait bu ugucu yagin %43.60’1 fenolik bir bilesik olan
karvakrolden olustugu gozlendi. Ugucu yagin baslica komponentlerinin sirasiyla y-
terpinen (% 16.69), p-simen (% 13.97), karyofilen (% 6.31), a-mirsen (% 4.16), o-
terpinen (%2.98), p-(-2methylallyl)- (%1.65), Tujen (%1.47) ve dimetil etil karbinol
(%1.04)’den olustugu belirlendi.

4.3. Ugucu Yagn in vitro Antimikrobiyel Etkinligi

Thymbra spicatalL. subsp. spicata bitkisi ugucu yaginin antimikrobiyel etkinliginin in
vitro ortamda belirlenmesi i¢in disk difiizyon ve broth mikrodilusyon testleri kullanildi.
Ugucu yagin S. Typhimurium, E. coli, S. aureus, E. coli O157:H7 ve L. monocytogenes
lizerine gostermis oldugu antimikrobiyel aktivite ile ilgili sonuglar Tablo 11°de

gosterilmistir.

Tablo 11. Zahter ugucu yaginin antimikrobiyel etkinligi

Disk Difiizyon®
Mikroorganizma Gentamisin MIC Degeri"
Ucucu Yag
(N, 10 ng)
E. coli ATCC 25922 21 19 3.16
S. Typhimurium ATCC 13311 18 20 5.53
E. coli O157:H7 NCTC 12900 25 22 5.44
S. aureus ATCC 25923 19 20 4.54
L. monocytogenes N 7144 16 33 3.56

% Disk difilizyon sonucu dlgiilen inhibisyon zonu (mm), 5 mm disk ¢ap1 dahildir.
®: Minimum Inhibisyon Konsantrasyonu. Degerler, mg mL™ olarak verildi.
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Sekil 10. Thymbra spicata L. subsp. spicata ugucu yaginin in vitro antimikrobiyel
etkinligi

4.4. Duyusal Analiz Sonuclar:

Calisma kapsaminda olusturulan 3 deney grubuna ait sucuk orneklerinin organoleptik
muayene sonucunda ortaya c¢ikan duyusal analiz degerlendirilmesi Tablo 12’de

gosterilmistir.

Duyusal analiz sonuglarina gore; deneysel gruplar arasindaki farkliliklar istatistiksel
olarak 6nemli bulunmustur (p<0.05). Sucuklardaki genel begeni diizeyinde her grup
birbirinden farkli bulunmus ve ugucu yag icermeyen grubun genel begeni diizeyinin en
iyi oldugu, 500 ppm diizeyinde ugucu yag ihtiva eden grubun ise en az begenilen grup
oldugu goriilmiistiir.
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Tablo 12. Olgunlagma sonrasinda deneysel sucuk gruplarinin duyusal analiz sonuglart

Grup1 Grup 2 Grup 3 Istatistik onem
Medyan Medyan Medyan kontrolii (Kruskal-
(%25; %75) |  (%25; %75) (%25; %75) Wallis testi)

Renk 4 (4; 4)° 4 (3; 4) 3(3; 4)° P=0,004
Koku 4 (3; 4)? 3(3; 4)° 2 (2;3)° P<0,001
Kivam 4 (3; 5)° 4 (3; 4)° 3(3; 4)° P=0,006
Lezzet 4 (3; 5)° 3(3; 4)° 2 (2;3)° P<0,001
Genel Begeni | 4 (3;5)° 3(3; 4)° 3(2;3)° P<0,001

abC: Ayni satirda farkls harf tasiyan gruplar arasindaki fark istatistiksel olarak 6nemlidir.

(P*<0,017, *: Benferroni diizeltmesi uygulanmustir.)
Cevap 1. Cok Kotii

Cevap 2. Kot

Cevap 3. Orta

Cevap 4. lyi

Cevap 5. Cok Iyi

4.5. Deneysel Sucuk Gruplarmin Olusturulmasi ve Sucuklarim Olgunlasma ve

Muhafaza Siiresince Mikrobiyolojik Takibi

Calismada, fermente Tiirk sucuguna 300 ve 500 ppm diizeyinde zahter ucucu yagi
katilmasinin mikrobiyolojik ve kimyasal parametrelerde herhangi bir degisiklige neden

olmadigi ortaya kondu.
4.5.1. Sucuk Hamurlarmmin Baslangig yiikleri

Deneysel olarak gruplar i¢in hazirlanmis olan sucuk hamurlarinin baslangig

mikrobiyolojik yiikleri Tablo 13’de gosterilmistir.

Tablo 13. Sucuk hamurlarina ait baslangi¢ mikrobiyolojik analiz bulgulari (log kob/g)

AMGC LAB Mik./Staf. Koliform Grubu
Sucuk Hamuru _ - _ _
X+S; X+S; X+S; X+S;
Kontrol 6,25+0,164 5,03+0,211 4,34+0,171 3,22+0,212
300 ppm 6,32+0,118 5,29+0,209 4,47+0,209 3,21+0,208
500 ppm 6,45+0,142 5,14+0,244 4,35+0,220 3,16+0,191

AMGC: Aerobik mezofil genel canli sayisi; LAB: Laktik asit bakteri sayisi;
Mik./Staf.. Mikrokok/Stafilokok sayisi.
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4.5.2. E. coli Sayis1

Tablo 7°de belirtilen sekilde olusturulan E. coli ilave edilmis ilk ti¢ deney grubunda yer
alan sucuklarin olgunlasma ve muhafazasi siiresince E. coli sayilarindaki degisimler
Tablo 14 ve Sekil 11°de verildi. Sucuk Orneklerinin olgunlasma ve muhafaza
stiresindeki E. coli diizeyleri incelendiginde gruplar arasinda fark istatistiksel olarak
onemli bulunmamistir (p=0,462). Tim gruplarda olgunlagsma siiresince E. coli
diizeylerinin zamanla azaldigi ve bu dislisiin istatistiksel olarak Onemli oldugu
goriilmiistiir (p<0,001). Gruplar arasinda farkliligin belirlenmesi igin grup zaman
interaksiyonuna bakilmis ve istatistiksel olarak bu interaksiyon da O6nemli
bulunmamistir (p=0,505). Buna gore olgunlastirma siirelerinde E. coli diizeylerinin
gruplara gore farkli olmadigi belirlenmistir. Calismada muhafaza déneminde E. coli
sayist saptama sinirlarinin altina distiiglinden istatistiki onemlilik testi, olgunlasma

doneminde yapilan analizler iizerinden gergeklestirilmistir.

8.00- Gruplar
1 (Starter+E.coli)
I— 2 (Starter+E.coli+300 ppm)
— 3 (Starter+E.coli+500 ppm)
7,007
=
(=2
—
2 6,00
o
>
D
S
S’
z 5,00
>
o
w
© "
o 400
i
3,007
2,00+
T T T T
0 1 3 6
Giin

Sekil 11. Deneysel olarak iiretilen sucuklarda E. coli diizeyleri



Tablo 14. Deneysel sucuk orneklerinin olgunlasma ve muhafaza siiresince E. coli diizeyleri ve istatistik dnemlilik dereceleri (log kob/gr)

Analiz Giinleri

Gruolar Olgunlastirma Muhafaza (+4°C) Tekrarli Analizlerde Istatistik
P 0. Giin 1. Giin 3. Giin 6. Giin 10. Giin 15. Giin 30. Giin Onemlilik
X+S; X+S; X+S; X+S; X+S; X+S; X+S;
1. Grup 7,41£0,103 | 6,29+0,039 | 4,59+0,009 | 2,61+0,064 <2,00 <2,00 <2,00 | Gruplar: p=0.065; F=4.39
2. Grup 7.3340,048 | 6,210,026 | 4,6820,032 | 2,6320,012 |  <2,00 <2,00 <2,00 | £aman: p<0.001; F=3226.7
Grup-Zaman: p=0.283,;
3. Grup 7,26+0,071 | 6,26+0,070 | 4,62+0,018 | 2,62+0,038 |  <2,00 <2,00 <2,00 | E=q137

* Calismada Muhafaza déneminde (+4 °C) E. coli sayimi yapilamadigindan istatistiki onemlilik ilk 4 (0, 1, 3 ve 6. glin) analiz lizerinden
yapildi. Tabloda gosterilen bulgular yapilan 3 tekrarin ortalamasidir.
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4.5.3. Salmonella Sayisi

Tablo 7’de belirtilen sekilde olusturulan Salmonella ilave edilmis son ii¢ deney
grubunda yer alan sucuklarin olgunlasma ve muhafazas1 siiresince Salmonella
sayilarindaki degisimler Tablo 15 ve Sekil 12°de gosterilmektedir. Sucuk 6rneklerinin
olgunlasma ve muhafaza siiresindeki Salmonella diizeyleri incelendiginde gruplar
arasinda fark istatistiksel olarak ©nemli bulunmamistir (p=0,131). Olgunlasma ve
muhafaza siirelerinde Salmonella diizeylerinin giin ilerledik¢e azaldigi ve bu diisiisiin
istatistiksel olarak onemli oldugu gorilmiistiir (p<0,001). Gruplar arasinda farkliligin
belirlenmesi i¢in grup zaman interaksiyonuna bakilmis ve istatistiksel olarak bu

interaksiyon da 6nemli bulunmamistir (p=0,825).

Gruplar

— 4 (Starter+Salmonella)
—— 5 (Starter+Salmonella+300 ppm)
— 6 (Starter+Salmonella+500 ppm)

8,00

7,007

6,00

5,007

Salmonella Sayisi (log kobigr)

4,00

3,00

T T T T
0 1 3 6 10 15 30

giin

Sekil 12. Deneysel olarak iiretilen sucuklarda Salmonella diizeyi



Tablo 15. Deneysel sucuk 6rneklerinin olgunlasma ve muhafaza siiresindeki S. Typhimurium diizeyleri ve istatistik 6nemlilik dereceleri (log kob/gr)

Analiz Giinleri

Gruplar Olgunlasma Muhafaza (+4°C) Tekrarli Aflalizlerde Istatistik
0. Giin 1. Giin 3. Giin 6. Giin 10. Giin 15. Giin 30. Giin Onemlilik
X+S; X+S; X+S; X+S; X+S; X+S; X+S;

4.Grup | 7,74+0,042 | 6,47+0,032 | 5,50+0,076 | 5,16+0,015 | 4,81+0,042 | 4,63+0,031 | 3,89+0,013 | Gruplar: p=0.131; F=2.91

5. Grup | 7,70+£0,051 | 6,46+0,030 | 5,530,030 | 5,17+0,007 | 4,70+£0,048 | 4,55+0,049 | 3,83+0,033 | Zaman: p<0.001; F=3047.8

6. Grup | 7,730,022 | 6,49+0,012 | 5,50+0,076 | 5,20+0,039 | 4,76+0,024 | 4,59+0,021 | 3,86+0,023 | Grup-Zaman: p=0.825; F=0.415

Tabloda gosterilen bulgular yapilan 3 tekrarin ortalamasidr.

TL
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4.5.4. Laktik Asit Bakterileri (LAB) Sayis1

Sucuk gruplarininolgunlasma ve muhafazas1 siireleri boyunca igerdikleri LAB
sayilarindaki degisimler Tablo 16 ve Sekil 13’de verilmektedir. Sucuk hamurunun
olusturuldugu giin yapilan 0. giin analizlerinde 6.2-6.5 log kob/g seviyesinde olan LAB
sayilarinin olgunlastirma sonrasinda 8.6-8.7 log kob/g dolaylarina kadar yiikseldigi
ortaya kondu. Olgunlasma stirelerinde LAB diizeylerinde goriilen bu artisin istatistiksel
olarak 6nemli oldugu belirlenmistir (p<0,001). Olgunlastirma sonrasi +4 °C’de 30 giine
kadar yapilan muhafaza siiresinde ise LAB’1n 8.10-8.19 log kob/g seviyelerinde kaldigi

belirlendi.

Thymbra spicata L. subsp. spicata bitkisinden elde edilen ugucu yagin LAB sayisi
lizerine etkisi incelendiginde, kontrol grubu ile ugucu yag iceren gruplar arasinda
istatistiksel ag¢idan bir farkliik bulunmadi (p=0.295; p=0.976). Gruplar arasinda
farkliligin belirlenmesi i¢in grup zaman interaksiyonuna bakildi ve istatistiksel olarak
bu interaksiyon da dnemli bulunmadi (p=0.498; p=0.238).
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Sekil 13. Deneysel olarak iiretilen sucuklarda LAB diizeyleri



Tablo 16. Denseysel sucuk 6rneklerinin olgunlasma ve muhafaza siiresindeki LAB diizeyleri ve istatistik 6nemlilik dereceleri (log kob/gr)

Analiz Giinleri

Gruplar Olgunlasma Muhafaza (+4°C) Tekrarli Aflalizlerde [statistik
0. Giin 1. Giin 3. Giin 6. Glin 10. Giin 15. Giin 30. Giin Onemlilik
X+S; X+ S, X+S; X+ S, X+ S, X+S; X+ S;
1. Grup | 6,29+0,094 | 8,31+0,013 | 8,47+0,004 | 8,75+0,040 | 8,85+0,040 | 8,44+0,024 | 8,100,001 | Gruplar: p=0.295; F=1.507
2.Grup | 6,230,243 | 8,27+0,023 | 8,51+0,011 | 8,77+0,037 | 8,85+0,022 | 8,38+0,044 | 8,11+0,019 | Zaman: p<0.001; F=508.9
3. Grup 6,51+0,059 | 8,30+0,028 | 8,48+0,027 | 8,760,019 | 8,88+0,028 | 8,40+0,039 | 8,12+0,013 | Grup-Zaman: p=0.498; F=0.831
4.Grup | 6,23+0,230 | 8,29+0,129 | 8,42+0,149 | 8,68+0,140 | 8,74+0,113 | 8,39+0,128 | 8,19+0,057 | Gruplar: p=0.976; F=0.024
5 Grup | 6,250,255 | 8,25+0,118 | 8,44+0,163 | 8,66+0,110 | 8,74+0,105 | 8,33+0,149 | 8,09+0,139 | Zaman: p<0.001; F=568.5
6.Grup | 6,46+0,148 | 8,29+0,137 | 8,45+0,174 | 8,67+0,114 | 8,80+0,093 | 8,30+0,181 | 8,10+0,116 | Grup-Zaman: p=0.238; F=0.482

Tabloda gosterilen bulgular yapilan 3 tekrarin ortalamasidir.
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Mikrokok-Stafilokok Sayisi (log kobigr)
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4.5.5. Mikrokok-Stafilokok Sayisi

Sucuk gruplarinin olgunlastirma ve muhafazasi siireleri boyunca igerdikleri Mikrokok-
Stafilokok bakteri sayilarindaki degisimler Tablo 17 ve Sekil 14’de verilmektedir.
Sucuk hamurunun olusturuldugu giin yapilan 0. giin sayiminda yaklasik olarak 5.20-
5.30 log kob/g olan Mikrokok-Stafilokok diizeyinin olgunlagsma sonrasinda 6.10 log
kob/g dolaylarina kadar yiikseldigi ortaya kondu. Olgunlasma siirelerinde Mikrokok-
Stafilokok diizeylerinde goriilen bu artisin istatistiksel olarak Onemli oldugu
gorilmistiir (p<0,001). Olgunlasma sonras1 +4 °C’de 30 giine kadar yapilan muhafaza
stiresinde ise Mikrokok-Stafilokok sayilarinin5.50-5.70 log kob/g seviyelerinde oldugu

belirlendi.

Thymbra spicata L. subsp. spicata bitkisinden elde edilen ugucu yagin Mikrokok-
Stafilokok bakteri sayisi tizerine etkisi incelendiginde, kontrol grubu ileugucu yag
igeren gruplar arasinda istatistiksel agidan bir farklilik bulunmadi(p=0.483; p=0.965).
Gruplar arasinda farkliligin belirlenmesi ig¢in grup zaman interaksiyonuna bakildi ve

istatistiksel olarak bu interaksiyon da 6nemli bulunmadi (p=0.855; p=0.793).
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Sekil 14. Deneysel olarak {iretilen sucuklarda Mikrokok-Stafilokok bakteri diizeyleri



Tablo 17. Deneysel sucuk 6rneklerinin olgunlasma ve muhafaza siiresindeki Mikrokok-Stafilokok diizeyleri ve istatistik dnemlilik dereceleri

(log kab/gr)
Analiz Giinleri

Gruplar Olgunlasma Muhafaza (+4°C) Tekrarli Analizlerde Istatistik

0. Giin 1. Giin 3. Giin 6. Giin 10. Giin 15. Giin 30. Giin Onemlilik

X+S; X+S; X+S; X+S; X+S; X+S; X+S;
1. Grup 5,27+0,113 5,73£0,018 | 5,760,045 | 6,13+0,040 | 6,24+0,023 6,260,046 | 5,71+0,092 | Gruplar: p=0.483; F=0.824
2. Grup 5,24+0,104 | 5,66+0,009 | 5,81+0,057 | 6,150,029 | 6,25+0,020 | 6,26+0,033 5,66+0,046 | Zaman: p<0.001; F=113.7
3. Grup 5,31+0,054 | 5,66+0,035 5,90+0,098 | 6,124+0,033 6,24+0,038 | 6,260,037 | 5,75+0,058 | Grup-Zaman: p=0.855; F=0.855
4. Grup 5,24+0,211 5,67+0,146 5,73+0,125 6,09+0,128 6,21+0,123 6,22+0,178 5,54+0,049 | Gruplar: p=0.965; F=0.035
5. Grup 5,194+0,053 5,63+0,157 | 5,76+0,108 | 6,14+0,095 6,130,162 | 6,21+0,139 | 5,59+0,150 | Zaman: p<0.001; F=109.9
6. Grup 5,28+0,108 | 5,64+0,157 | 5,830,162 | 6,09£0,114 | 6,210,163 6,200,120 | 5,70+0,064 | Grup-Zaman: p=0.793; F=0.524

Tabloda gosterilen bulgular yapilan 3 tekrarin ortalamasidir.
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4.6. Deneysel Olarak Uretilen Sucuklarda Olgunlasma ve Muhafaza Esnasinda

Meydana Gelen Kimyasal Degisimler
4.6.1. pH

Calisma kapsaminda deneysel olarak firetilen fermente sucuklarin olgunlagsma ve
muhafaza siirelerindeki pH degisimlerine iligkin veriler Tablo 18’de gosterilmektedir.
Farkli diizeylerde katilmis ugucu yag iceren gruplar ile kontrol gruplari arasinda pH

diistisii ile ilgili bir fark olusmadigi ortaya kondu (p=0.065; p=0.223).
4.6.2. Kuru Madde (KM)

Calisma kapsaminda deneysel olarak tretilen fermente sucuklarin olgunlagsma ve
muhafaza siirelerindeki KM degisimlerine iliskin veriler Tablo 19°da gosterilmektedir.
Yapilan analizler neticesinde muhafaza ve olgunlasma siirelerinde kuru madde

oranlarmin gruplara gore farkli olmadigi belirlendi (p=0.96;p=0.518).



Tablo 18. Sucuk 6rneklerinin olgunlasma ve muhafaza siiresindeki pH degerleri ve istatistik 6nemlilik dereceleri

Analiz Giinleri
Gruplar Olgunlasma Muhafaza (+4°C) Tekrarli Apalizlerde Istatistik
0. Giin 1. Giin 3. Giin 6. Giin 10. Giin 15. Glin 30. Giin Onemlilik
X+S; X+S; X+S; X+S; X+S; X+S; X+S;
1. Grup 6,17+0,027 5,130,007 4,93+0,009 4,86+0,006 4,88+0,009 4,81+0,006 4,98+0,023 | Gruplar: p=0.065; F=4.39
2. Grup 6,09+0,015 5,12+0,009 4,84+0,027 4,82+0,007 4,86+0,006 4,79+0,006 4,89+0,006 | Zaman: p<0.001; F=3226.7
3. Grup 6,110,021 5,11+0,013 4,82+0,006 4,80+0,012 4,87+0,010 4,84+0,013 4,90+0,006 | Grup-Zaman: p=0.283; F=1.37
4. Grup 6,10+0,012 5,130,013 5,02+0,031 4,93+0,023 4,84+0,026 4,79+0,007 4,76+0,006 | Gruplar: p=0.950; F=0.051
5. Grup 6,18+0,015 5,14+0,015 5,08+0,007 4,91+0,021 4,82+0,021 4,82+0,012 4,89+0,031 | Zaman: p<0.001; F=2624.1
6. Grup 6,08+0,018 5,160,007 5,01£0,009 4,89+0,023 4,81+0,023 4,80+0,007 4,83+0,019 | Grup-Zaman: p=0.223; F=0,506

Tabloda gosterilen bulgular yapilan 3 tekrarin ortalamasidir.

Tablo 19. Sucuk 6rneklerinin olgunlagma ve muhafaza siiresindeki KM degerleri (%) ve istatistik 6nemlilik dereceleri

Analiz Giinleri

Gruplar Olgunlasma Muhafaza (+4°C) Tekrarli Apalizlerde Istatistik
0. Gin 1. Gin 3. Gilin 6. Giin 10. Gin 15. Gin 30. Gin Onemlilik
X+S; X+S; X+S; X+S; X+S; X+S; X+S;
1.Grup | 45,13+1,866 | 4537+1,810 | 49,43+2,035 | 55,151,726 | 58,852,011 | 63,90+1,986 | 70,521,442 | Gruplar: p=0.96; F=0.036
2.Grup | 4529+1,458 | 4537+1,467 | 50,07+1,620 | 56,27+1,053 | 59,53+1,705 | 64,59+1,728 | 71,20+1,052 | Zaman: p<0.001; F=2790.1
3.Grup | 44,89+2.029 | 4520+1,757 | 50,03+2,088 | 56,04+2.060 | 57,70+1,769 | 63.21+1,593 | 71,30+1,647 | Grup-Zaman: p=0.091; F=2.13
4.Grup | 46,59+0,335 | 46,70+0,336 | 52,02+0,153 | 61,02+0,096 | 64,08+0,126 | 69,10+0,175 | 74,38+0,466 | Gruplar: p=0.518; F=0.735
5.Grup | 46,16+0,712 | 46,30+0,711 | 51,41+0,721 | 60,51+0,738 | 63,49+0,651 | 68.41+0,730 | 73,48+0,318 | Zaman: p<0.001; F=13563.4
6. Grup | 46,60+0,396 | 46,71+0,416 | 52,06+0,290 | 61,08+0,253 | 64,11£0,222 | 69,13+0,253 | 74,89+0,442 | Grup-Zaman: p=0.40;F=1.103

Tabloda gosterilen bulgular yapilan 3 tekrarin ortalamasidir.
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4.6.3. Olgunlagsma Sonrasi Sucuk Gruplarimin TBA Degerleri

78

Calismada farkli miktarlarda ugucu yag igeren deney gruplarindaki (Kontrol, 300 ppm,

500 ppm) fermente sucuklarin olgunlasma sonras1 TBA degerleri (mg malonaldehit/kg)

Tablo 20°de verilmektedir. Calismada olusturulmus olan sucuk gruplari arasinda TBA

degeri bakimindan istatistiki olarak bir fark gozlenmedi. TBA degeri bakimindan E. coli

ve S. Typhimurium igeren sucuk gruplari arasinda da bir fark olusmadigi ortaya konuldu

(p=0.808; p=0.225).

Tablo20. Olgunlasma sonrast sucuk gruplarma ait TBA (mg malonaldehit/kg)

degerleri. .

Deney Gruplar: TBA degerleri (mg malonaldehit/_kg ) {statistiki
Min Maks X +S3 Onemlilik

Grup 1 0.88 1.12 0,99+0,067

Grup 2 0.99 1.16 1,05+£0,055 p=0.808

Grup 3 0.94 1.15 1,02+0,064

Grup 4 0.89 0.90 0,89+0,004

Grup 5 0.90 1.0 0,94+0.030 p=0.225

Grup 6 0.89 0.95 0,910,018

Tabloda gosterilen bulgular yapilan 3 tekrarin ortalamasidir.




5. TARTISMA VE SONUC

Lamiaceae (veya Labiatae) ailesine ait kekik ve tiirevleri, et ve et lriinleri basta olmak
tizere birgok gidaya uzun zamandan beri aroma verici olarak katilmaktadir. Lezzet
artisinin  yani sira antimikrobiyel etkinlikleri ile gidalarin muhafaza siirelerini de
arttirabilmektedirler. Dogal gida maddeleri olmalari dolayisiyla bu bitkiler ve bunlardan
elde edilen ugucu yaglar, sentetik gida katki maddelerinin giivenilirligini sorgulayan
bilingli tiiketiciler tarafindan daha ¢ok ilgi gormektedir. Gida katki maddesi olarak
kullanilan bazi sentetik kimyasallarin, agiz yoluyla alinan bazi maddeleri toksik
maddelere veya karsinojenlere donistiirebilecegi one siiriilmektedir (393). Benzer
sekilde bazi kimyasal maddelerin koroziv etkilerinden dolayr gbéz ve {ist solunum
yollarinda iritasyona neden olabilecegi belirtilmektedir. Buna karsin antimikrobiyel
etkinlikleri bilinen bazi bitkilerin ve bitki ekstraktlarinin kullanicida ve tiiketicide
herhangi bir saglik problemi olusturmadig: bildirilmektedir (20, 382, 393, 394). Bu
manada giiniimiizde bilingli tiiketici talepleri dogrultusunda kimyasal katki maddelerine
alternatif olarak gidalarda antimikrobiyel etkinlikli bitkisel tirtinlerin kullanilmas1 artan

bir ilgi gdrmektedir.

Ulkemizde “zahter”, “kara kekik”, “karabas kekik” gibi isimler ile bilinen Thymbra
spicata L., Tiirkiye, Yunanistan, Misir gibi dogu Akdeniz bolgesi iilkelerinde de antik
zamanlardan beri bilinen ve cesitli amaglarla kullanilan degerli bir bitkidir. Tat ve
aroma amaciyla gidalarda kullannminin yami sira medikal amagla da genis kullanim
alam bulmustur. Ornegin antimikrobiyel etkinligi nedeniyle bronsit tedavisi amaciyla
kullanildig1 bilinmektedir (395, 396). Dogal iiriinlerin tibbi amagla kullanimi son
yillarda artis gostermekte, bu artisin nedenleri arasinda ise sentetik ilaglarin yan
etkilerinin fazlaligi ve bu ilaglara karsi mikroorganizmalarda gelisen direng yer
almaktadir. Diinyanin ¢esitli bolgelerinden toplanan bitkilerden elde edilen ekstraktlarin
antimikrobiyel 6zelliklerini arastiran gesitli ¢calismalar bulunmaktadir (367, 372, 382,
393, 394).
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Bu ¢aligmada Thymbra spicata L. subsp. spicata olarak dogrulanan bitki kurutulduktan
sonra hidrodistilasyon yontemi ile extrakte edildi. 62,59+7,633 g bitkiden ortalama
1,510,282 mL ugucu yag elde edilerek, verimlilik %2.41 olarak belirlendi. Benzer
sekilde ayn1 yontemle Thymbra spicata L. subsp. spicata bitkisinden ugucu yag elde
edilen bir ¢alismada (22) verimlilik oran1 % 3.1 olarak rapor edilmektedir. Akgiil ve ark.
(395) tarafindan yapilan bir bagka calismada ise zahter bitkisinden % 4.3 oraninda
ucucu yag elde edildigi bildirilmistir. S6z konusu caligmalarla karsilastirildiginda bu

calismada elde edilen ekstraksiyon verimliliginin diisiik oldugu goriilmektedir.

Calisma kapsaminda elde edilen Thymbra spicata L. subsp. spicata ugucu yagmnin
kimyasal kompozisyonun belirlenmesi amaciyla yapilan GC-MS analizi sonucunda,
analiz edilen ugucu yagin 47 farkli bilesik igerdigi belirlendi. Analizde tanimlanmis olan
bilesiklerin toplam ugucu yagin %99.41’ini olusturdugu ortaya kondu. Yapilan bir
calismada kromotografi sonucunda ugucu yagm %97.8’inin kimyasal olarak
tanimlandig1r (22); bir bagka calismada ise %99’unun tanimlandigi belirtilmektedir
(397). Unlii ve ark. (398) tarafindan yiiriitiilen bir calismada ise zahter ugucu yaginin
GC-MS ile kimyasal kompozisyonun %97.04’i ortaya konmustur. Bu c¢aligmanin

kromotografi verimliligi bahsi gegen ¢aligmalardan yiiksektir.

Zahterden elde edilmis olan ugucu yagm %43.60’min fenolik bir bilesik olan
karvakrolden olustugu ve takiben Sirasiyla y-terpinen (% 16.69), p-simen (% 13.97),
karyofilen (% 6.31), a-mirsen (% 4.16), o-terpinen (%2.98), p-(-2methylallyl)-
(9%1.65), tujen (%1.47) ve dimetil etil karbinol (%1.04) igerdigi ortaya kondu. Kilig,
(22) tarafindan yapilan c¢aligmada kullanilan zahterin, ucucu yag ana bilesenlerinin
karvakrol (%34.9), y-terpinen (%25.6), p-simen (%9.1), a-terpinen (%6.9), tujen
(%5.2), trans-karyofilen (%5.1) ve B-mirsen (%4.8) oldugu rapor edilmistir. Zahter
kullanilan bir bagka ¢alismada (21) ise ugucu yag igerigi %75.5 karvakrol, %11.6 y-
terpinen ve %9.2 oraninda p-simen olarak rapor edilmistir. Unlii ve ark., (398)
tarafindan zahter kullanilarak yapilan bir ¢alismada ugucu yag temel bilesiklerinin
yaklasik %60.39 karvakrol, %12.95 y-terpinen, %9.61 p-simen, %2.35 B-Myrcene ve
%2.22 trans-karyolfilenden olustugu bildirilmistir. Markovic ve ark. (397) tarafindan
yapilan ¢alismada Thymbra spicata ugucu yaginin %74.5’1 karvakrol, %8.12’si y-
terpinen ve %5.62’si p-simen olarak identifiye edilmistir. Bu calismada elde edilen

ucucu yag kompozisyonundaki temel bilesenler, belirtilen ¢alismadakiler ile benzerlik



81

gostermekte, bu ¢aligmalarin tiimiinde oldugu gibi; bu arastirmada da karvakrol en
yiikksek oranli fenolik bilesik olarak belirlenmistir. Ote yandan ilgili ¢alismalarda,
bilesen oranlar1 arasinda onemli farkliliklar dikkat ¢ekmektedir. S6z konusu farklar,
ekstraksiyon verimliligine, bitkinin toplandigi mevsime, cografi bolgeye, distilasyon
teknigine ve saklama kosullarina gore degiskenlik gostermesinden kaynaklanmis
olabilir (381, 382). Ciinkii ayn1 bitkiye ait ugucu yaglarin ekstraksiyon verimliligi ve
kimyasal kompozisyonlarinin farkli zamanlarda degisiklik gostermesi dogal bir sonug

olarak degerlendirilebilir.

Bu ¢alismada Thymbra spicata L. subsp. spicata bitkisinden elde edilen ugucu yagin
antimikrobiyel etkinligi arastirilmistir. Mikroorganizmalarin bitkilerden elde edilen
etken maddelere kars1 duyarliliklarinin tespitinde broth diliisyon, disk difiizyon ve agar
diftizyon testleri yaygin olarak kullanilmaktadir (399). Dolayisiyla bu ¢alismada zahter
ugucu yaginin in vitro antimikrobiyel etkinliginin belirlenmesi i¢in disk diflizyon ve

broth mikrodilusyon metodlar1 kullanilmstir.

Bu caligmada, ugucu yag emdirilmis 5 mm disklerin, in vitro ortamda E. coli, S.
Typhimurium, E. coli O157:H7, S. aureus ve L. monocytogenes inokiile edilmis
agarlarda sirasiyla 21, 18, 25, 19 ve 16 mm’lik inhibisyon zonu olusturdugu ortaya
kondu. Bu c¢alismada kullanilan zahterin olusturdugu antimikrobiyel etkinligin Sagdig¢
ve Ozcan (2003) tarafindan belirlenenden daha yiiksek oldugu belirlenmistir (400).
Nitekim Sagdig ve Ozcan (2003) tarafindan yapilan galismada, zahter ugucu yagmin
antimikrobiyel aktivitesi ayn1 metotla incelenmis, E. coli’nin 13 mm, S. aureus’un 10
mm’lik bir zon olusturdugu; S. Typhimurium ve E. coli O157:H7’de ise zon olusmadigi
belirtilmistir (400). Ote yandan Unlii ve ark. (2009), E. coli, S. Typhimurium, S. aureus,
L. monocytogenes i¢in sirasiyla, 26, 24, 24 ve 26 mm ¢apinda inhibisyon zonu dlgerek,
kullandiklar1 zahter ugucu yaginin bu ¢alismadan daha yiiksek antimikrobiyel etkinlik
sergiledigini ortaya koymuslardir (398). Akin ve ark. (2010) tarafindan yapilan
caligmada da S. aureus ve S. Typhimurium {izerine antimikrobiyel etkinlik rapor edilmis
ancak farkli olarak E. coli iizerinde herhangi bir antimikrobiyel etkinin olmadigi

bildirilmistir (377).

Broth dilusyon ve disk difiizyon methodlarmin amaci, belli kosullar altinda, bir

antimikrobiyel ajanin, hedef bakterilerin iiremesi iizerine tespit edilebilir bir inhibisyon
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sekillendirecek minimal konsantrasyonlarinin (MIC; Minimal Inhibitory Concentration)
belirlenmesidir. MIC degerleri bakterilerin belli antibiyotiklere karsi duyarliliklarinin
belirlenmesinin yani sira yeni antimikrobiyel ajanlarin aktivitelerini degerlendirmek
amaciyla da siklikla kullanilmaktadir. Agar difiizyon metodu antimikrobiyel maddenin
farkli konsantrasyonlarinin nutrient agara uygulanmasinin ardindan belli sayida bakteri
hiicresinin agar yiizeyine ekilmesi seklinde yapilmaktadir. Broth mikrodilusyon ise
siklikla 96 kuyucuklu mikrotitre plaka formatinda uygulanmakta, bakteriler
antimikrobiyel ajanin farkli konsantrasyonlarini igeren sivi besi yerine inokule edilerek
uygulanmaktadir. Bakteriyel iireme belli bir inkubasyon sonucunda degerlendirilerek

MIC degeri okunur. Bu protokol sadece aerob bakterilere uygulanabilmektedir (401).

Farkli ¢aligmalardan elde edilen verilerin saglikli bir sekilde karsilastirilabilmesi igin
sadece ayni metodolojiyi kullanmis olmalar1 yeterli degildir. Cesitli antimikrobiyellere
iligkin, hizli, giivenilir ve kolay bir sonu¢ eldesi ve farkli ¢aligmalardan elde edilen
sonuglarin karsilagtirilabilmesi agisindan MIC degerinin belirlenmesi  Kritik 6nem
tasimaktadir (402). Dolayisiyla bu g¢alismada disk difiizyonla inhibisyon zonu olgiimii
yani sira zahter ekstratinin segilen patojenler icin MIC degerleri de belirlenmistir. Bu
amagla yapilan broth mikrodiliisyon testiyle bitki ugucu yagmin E. coli, S.
Typhimurium, E. coli O157:H7, S. aureus ve L. monocytogenes iizerindeki MIC
degerleri sirastyla 3.16, 5.53, 5.44, 4.54 ve 3.56 mg mL™" olarak tespit edilmistir. Unlii
ve ark. (398) tarafindan yapilan g¢alismada ayni bitki ugucu yaginin E. coli, S.
Typhimurium, S. aureus, L. monocytogenes iizerindeki MIC degerleri sirasiyla 1.12,
4.50, 2.25 ve 1.12 mg mL™" olarak ortaya konmustur. Bu arastirmada ortaya konan MIC
degerlerinin Unlii ve ark. (398)’a oranla yiiksek oldugu dolayisiyla zon g¢api
Ol¢iimlerinde de oldugu gibi arastirmacilarin kullandiklar1 zahter ugucu yaginin bu
calismada kullanilandan daha etkili oldugu goriilmektedir. Markovic ve ark. (397)
tarafindan yapilan ¢alismada Thymbra spicata u¢ucu yagmin E. coli, S. typhimurium, S.
aureus ve L. monocytogenes iizerinde antmikrobiyel etkinlikleri incelenmis ve test
edilen her bir ajan i¢in belirlenen MIC degerlerinin sirasiyla 0.30, 0.30, 0.60 ve 1.25,
png/mL oldugu rapor edilmistir. S6z konusu ¢alismada elde edilen veriler bu arastirmada
belirlenen MIC degerleri ile uyum gostermemektedir. Farkli ¢aligmalarda belirlenen
MIC degerleri arasindaki farklarin ugucu yagin kimyasal kompozisyonuna etki eden

mevsimsel ve cografi farkliliklardan kaynaklanabilecegi diistiniilmektedir (400). Bitki
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etken maddelerinin aktivitesi; bitkinin toplanma zamani ve bolgesi, kurutma ve
depolanma kosullar1 ve bitkiye uygulanan islemlere gore de degiskenlik
gosterebilmektedir. Her bitkinin ugucu yagimi olusturan etkili bilesenlerin en yiiksek
diizeyde bulundugu bir donem bulunmaktadir. Bu dénemde toplanan bitki, tibbi yonden
etkili iken bagka bir donemde toplanmis olmasi tibbi etkinligini diisiirebilmektedir (19).
Lamiaceae ailesi bitkilerinin, ¢igeklenme donemi olan Mayis-Eylil aylarinda
toplandiklarinda daha etkili ve zengin bir ugucu yag profili sergileyecekleri belirtilmistir
(403). Bu ¢alismada Lamiaceae ailesine mensup olan Thymbra spicata L. subsp. spicata
bitkisi Mayis-Temmuz doneminde toplandigt i¢in, ucucu yag bilesen aktivitesi
yoniinden olduk¢a etkin oldugu disiiniilmektedir. Ayrica uygun kurutma iglemi
uygulandiginda ve muhafazanin uygun rutubet, sicaklik ve 1sik kosullari altinda
yapildigr durumlarda, bitkilerin bir yil boyunca etkinliklerini koruyabilecegi, bir yildan
sonra bitkisel materyale ait etkili bilesenlerin inaktive olarak antimikrobiyel etkinliginin
azalabilecegi belirtilmektedir (19). Bu g¢alismada serin, kuru ve karanlik kosullarda
saklanmig olan bitki kurusu bir ay i¢inde analize alinmistir.

Calismada deneysel olarak iiretilen sucuk hamurlari; starter kiiltiir ilavesi ve bakteriyel
inokulasyondan  6nce aerobik mezofil genel canli (AMGC), LAB ve
mikrokok/stafilokok sayilari agisindan analiz edildi. Bu asamada kontrol grubunda
AMGC, LAB, mikrokok/stafilokok ve koliform sayilar1 sirasiyla, 6.25+0.164,
5.03+0.211, 4.34+0.171, 3.224+0.212 log kob/g diizeylerinde tespit edildi. Giiciikoglu,
(39) tarafindan yapilan bir ¢alismada hammaddeye ait AMGC 5.3-5.5 log kob/g, LAB
5.0-5.1 log kob/g ve mikrokok/stafilokok sayisi 4.4-4.7 log kob/g diizeylerinde
bulunmustur. AMGC bakimindan bu arastirmada ortaya konan degerlerden yiiksek,
LAB ve mikrokok/stafilokok sayis1 bakimindan degerlerin benzer oldugu

gozlenmektedir.

Starter kiiltiir ile {iretilen deneysel sucugun 0. giin analizinde, LAB ve
mikrokok/stafilokok sayisinin arttigt dikkat ¢ekmektedir. Fermentasyon; gidalarin
muhafazasi, mikrobiyel giivenlik, standart ve iyi kaliteli tretim saglanmasi gibi
avantajlar1 nedeniyle 6nemli bir gida isleme yontemi olarak degerlendirilmektedir.
Ozellikle et iiriinleri fermentasyonunda LAB 6nemli rol oynamaktadir. Etin dogal

biotasinda bulunan LAB’1n et {iriinlerinde olgunlasmanin ilk gilinlinden itibaren baskin
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hale geldigi ve iirtine 6zgii karakteristik 6zelliklerin olusmasina 6nemli katki sagladigi
bilinmektedir (404, 405).

Calismada deneysel olarak iiretilen sucuklarin LAB baslangig yiiklerinin 5.03-5.14 log
kob/g diizeylerinde oldugu, starter kiiltiir ilavesi ile 6,23 - 6.51 log kob/g diizeylerine
yiikseldigi, olgunlasma boyunca 8,66-8.77 diizeylerine ulastigi ve 30. giinde 8,09-8,19
log kob/g diizeylerine distiigii belirlenmistir. Zahter ugucu yaginin sucuk
formulasyonuna 300 ve 500 ppm diizeylerinde ilave edilmesi, LAB’in iireme egrisi
tizerinde istatistiki agidan 6nemli bir fark olusturmamustir (p=0.295; p=0.976). LAB’1n
treme egrisi detayli olarak Tablo 16’da gosterilmistir. Benzer sekilde yapilan bir
calismada olgunlagsmanin basinda 7 log kob/g olan LAB diizeylerinin olgunlagsmanin 7.
giiniinde 8-9 log kob/g diizeylerine yiikseldigi ve deneysel olarak inokiile edilen susun
baskin hale geldigi bildirilmistir (406). LAB sayisinin bizim ¢alismamiza benzer sekilde
yiikseldigi bir baska calismada arastiricilar, 4 giinliik olgunlagsma oncesinde 6,57 log
kob/g olarak belirledikleri LAB sayisinin olgunlastirma sonrasinda 7,95 log kob/g
diizeyine ¢iktigini, +4 C’de muhafazanin 30. giiniinde ise degerin 7,56 log kob/g
seviyelerine geriledigini bildirmislerdir (407). Bizim c¢alismamizda da buzdolabi
sicakliginda muhafazada 30. giinde benzer bir diisiis dikkat ¢ekmektedir. LAB’1n
sayisal olarak diismesinde muhafaza sirasindaki mikroorganizmalarin gelisim sartlarinin
degismesi ve nem oranlarinin diismesi énemli rol oynamis olabilir (407). Pidcock ve
ark. (408) tarafindan gergeklestirilen bir galigmada starter kiiltiir olarak Lactobacillus
acidophilus kullanilmis ve olgunlagsmanin 0. giinde 6,9 log kob/g olan LAB sayisinin 3.
olgunlagsma giinlinde 7,4 log kob/g diizeylerine yiikseldigi ortaya konmustur. Bu

calismada da LAB’1n benzer oranda artis gosterdigi belirlenmistir.

Fermente et dirlinlerinin kendilerine has ozelliklerin sekillenmesinde LAB kadar
mikrokok/stafilokoklarin da 6nemli bir etkinligi s6z konusudur. Bu gruba mensup
bakteriler lipolitik ve proteolotik aktiviteleri ile olgunlasma esnasinda gesitli ugucu
bilesiklerin son iiriin olarak ortaya ¢ikmasini saglayarak o6zellikle bazi et {irlinlerine

spesifik lezzet ve aroma kazandirmaktadir (409).

Bu c¢alismada fermente sucuk yapiminda 1:1 oraninda Staphylococcus carnosus ve
Lactobacillus sakei’den olusan starter kiiltiir katilmasindan dolay:r sucuk hamurunun

mikrokok/stafilokok sayisinda yiikselme egilimi gozlenmistir. 4.34-4.47 log kob/g
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diizeylerinde baslangi¢ yiikiine sahip olan sucuklarda starter kiiltiir ilavesi sonrasi 0. giin
mikrokok/stafilokok sayisinin 5.19- 5.31 log kob/g diizeylerinde oldugu saptanmuis,
olgunlagsmanin son giinii (6. giin) bu say1 6.09-6.15 log kob/g diizeylerine yiikselmis, +4
°C’de muhafaza ile birlikte sayisal deger hemen hemen sabit seviyelerde seyretmis ve
15. giinden sonra diisiise gegmistir. Mikrokok/stafilokok seyri detayli olarak Tablo
17°de gosterilmistir. Bu bulgulara paralel olarak Johansson ve ark. (410) tarafindan
yapilan g¢alismada Staphylococcus xylosus ile Pediococcus pentosaceus starter kiiltiir
olarak kullanilmis ve olgunlagsmanin 7. giiniinden itibaren triinde mikrokok/stafilokok

sayisinin diistiigii bildirilmistir.

Bu calismada 30. giinde mikrokok/stafilokok sayisinin 5.54-5.75 diizeylerinde oldugu,
sucuk formulasyonuna 300-500 ppm diizeylerinde zahter ugucu yag ilavesinin
mikrokok/stafilokok sayis1 iizerinde istatistiki a¢idan 6nemli bir fark olusturmadigi
belirlenmistir (p=0.483; p=0.965). Soyer ve ark. (411) tarafindan yapilan bir ¢calismada
olgunlagmanin basinda 5,0 log kob/g olan mikrokok/stafilokok sayisinin olgunlasma
esnasinda ilk iki giinde 7.3 log kob/g diizeylerine kadar yiikseldigi ve olgunlasmanin
son giinii olan 9. glinde 6.7 log kob/g seviyelerinde diistiigii bildirilmistir. Bu ¢alismada
fermente sucuklara deneysel olarak katilan ugucu yagin starter kiiltiirler iizerinde

fermentasyonu olumsuz etkileyecek bir inhibisyon olusturmadigi gézlenmistir.

Bu caligmada deneysel olarak E. coli inokule edilen ve 300 veya 500 ppm diizeylerinde
ucucu yag iceren iki farkli sucuk formulasyonu, kontrol grubu ile karsilastirmali olarak
analiz edildiginde, farkli diizeylerde katilan ugucu yaglarin sucuk matriksinde E. coli
tiremesi tizerine kontrol grubuna oranla istatistiksel olarak nemli bir fark yaratmadigi
belirlenmistir (p=0.065). Olgunlagmanin basinda 7.26-7.41 log kob/g diizeylerinde olan
E. coli yiikiiniin olgunlagsma ile birlikte hizla azaldigi ve 10. giin analizinde tespit
edilemeyecek seviyelere kadar geriledigi gozlemlenmistir. Her ti¢ grupta da olgunlagma
ve muhafaza esnasinda E. coli diizeylerinde gozlenen diisiis, kullanilan starter
kiiltirlerle rekabet, pH nin diismesi ve rutubet kaybiyla alakali olabilir. Nitekim Ulusoy
(5) tarafindan yapilan bir ¢alismada kefir kiiltiirii ve starter kiiltiir kullanilarak iiretilen
deneysel sucuklarda tiim gruplarda E. coli sayisinin olgunlagsmanin birinci giintinden
itibaren azalmaya basladigi bildirilmistir. Bu durum bizim ¢alismamizdaki E. coli
tireme egrisi ile paralellik gostermektedir. Yine starter kiiltiir katilarak deneysel sucuk

yapilan bir baska caligmada (412), sucuklarda fermentasyon ve muhafaza siiresi
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boyunca Enterobacteriaceae sayisinin 4,86 log kob/g baslangi¢ yiikiinden, olgunlasma
sonrasinda 1,27 log kob/g diistiigli ve soguk zincirde muhafazada 3. giiniinden itibaren
tespit edilemedigi rapor edilmistir. Bu ¢alismada da sucuklar olgunlagsma sonrasinda +4
°C’de muhafaza edilmis ve muhafaza boyunca E. coli diizeyleri tespit edilemeyecek

diizeylere diismiistiir (Tablo 14).

Deneysel olarak Salmonella inokule edilen ve 300 ve 500 ppm diizeylerinde ugucu yag
katilan iki farkli sucuk deney grubu, kontrol grubu ile karsilastirmali olarak analiz
edilmistir. Salmonella iireme egrisi agisindan, her iki deney grubunda da kontrol
grubuna oranla istatistiksel acidan onemli bir fark belirlenememistir (p=0.131).
Calismada 7.73-7.84 log kob/g diizeylerindeki baslangi¢ Salmonella spp. yiikiiniin,
olgunlagma ile birlikte azaldigi ve 30. giin sonunda 3.86-3.89 log kob/g’a kadar diistiigii
gozlenmistir. Ulusoy (2007) tarafindan yapilan ¢alismada sadece E. coli’nin degil ayni
zamanda Enterobacteriaceae sayisinin da diisiis gosterdigi bildirilmektedir (5). Bu
acidan calismadaki Salmonella rediiksiyonunun starter kullanimi, pH ve rutubet
degisimine bagli oldugu soOylenebilir. Salmonella ve E. coli gibi patojen
mikroorganizmalarin deneysel olarak iiretilmis fermente sucuklarda istatistiki anlamda
onemli disiis gostermeleri dogru fermentasyon uygulamalarina ve muhafaza sartlarina
tabi tutulmus sucuklarin mikrobiyel anlamda daha giivenli olabilecegini ortaya

koymaktadir.

Ugucu yaglarin in vitro antimikrobiyel etkinliginin, gida matriksinde de gozlenebilmesi
icin gidalara ¢ok daha yiiksek konsantrasyonlarda uygulanmalar1 gerektigi ¢esitli
calismalar ile ortaya konmustur (413, 414). Ornegin in vitro gézlenen etkinligin gida da
sergilenebilmesi i¢in; yarim yaglh siitlere 2 kat (344), sucuklara 10 kat, (383), yumusak
peynirlere ise 25 ile 100 kat arasi (415) miktarlarin uygulanmasi gerektigi
vurgulanmaktadir. Ugucu yaglarin, gida matriksinde beklenen antimikrobiyel etkinligi
gosteremiyor olmasi, bazi sebepler ile aciklanmaktadir. Ilk olarak baz1 gida
komponentlerinin, ugucu yagin bakteri hiicre zarina vermis oldugu hasarin hizla
onartlmasina olanak saglayabilecegi diisiiniilmektedir (416). Ozellikle yiiksek protein
ithtiva eden sucuk gibi gidalarda ucucu yaglarin antimikrobiyel etkinligine maruz kalan
bakterilerin kendilerini ¢ok daha etkili bir sekilde onarabildikleri kabul edilmektedir
(417). Yapilan bir bagka ¢alismada da (418) zahter ugucu yaginin ana bileseni olan

karvakroliin, gida matriksinde proteinler ile reaksiyona girmesi, antimikrobiyel etkinligi
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smirlayict bir faktor olarak degerlendirilmektedir. Buna paralel olarak peynir
matriksinde karanfil yaginin, Salmonella Enteritidis tizerine antimikrobiyel etkinliginin
incelendigi bir ¢alismada (419), gida ortamindaki protein varliginin antimikrobiyel
etkinligi sinirladigr ileri siiriilmiistiir. Bu ¢alismada kullanilan ugucu yagin, %43.60
oraninda karvakolden olustugu ortaya ¢ikmistir. Mikrobiyel inhibisyonda deney gruplar1
ile kontrol gruplari arasinda istatistiki agidan O6nemli bir fark olusmamasi, karvakol
basta olmak iizere ortamda bulunan ugucu yag bilesenlerinin, sucuk matriksinde
proteinler ile reaksiyona girerek antimikrobiyel etkinliklerinin azalmasi seklinde

yorumlanabilir.

Genel olarak yiiksek oranda yag ve/veya protein iceren gidalarin, mikroorganizmalari
esansiyel yaglarin etkinliklerinden korudugu varsayilmaktadir (383, 417, 420).
Esansiyel yaglar, gidanin sulu fazina oranla yag fazinda eriyerek birikme egilimde
oldugundan sulu fazda bulunan hedef mikroorganizmalar1 yeterince etkileyememektedir
(421). Diger bir bakis acistyla, su aktivitesi diistiikge ugucu yaglarin bakterilerdeki
hedef alanlara ulagmasinin zorlastigi belirtilmektedir (419). Bu calismada materyal
olarak kullanilan sucugun protein ve yag oraninin yiiksek olmasi ve olgunlasma ve
muhafaza esnasinda sucuk kuru madde oranlarinda goriilen artis, gida ortaminda

antibakteriyel etkinligi sinirlandiran 6nemli faktorler olarak degerlendirilmektedir.

Yine cesitli esansiyel yaglarin farkli gida matrikslerinde denendigi bazi ¢aligmalarda
yaglt gidalarin esansiyel yag antimikrobiyel etkinligini sinirladigi yoniinde sonuglar
bildirilmektedir. Ornegin nane yaginin L. monocytogenes ve S. Typhimurium iizerine
antimikrobiyel etkinliginin arastirildigi bir ¢alismada (420), olduk¢a yagl oldugu
bilinen pate ve balik yumurtas: salatalarindaki esansiyel yag etkinliginin, daha az yagl
olan caciklardan elde edilenden diisiik oldugu ortaya konmustur. Pateden (pH 6.8) daha
diisiik pH’ya (4,3) sahip olan cacikta ugucu yag etkisinin pH’ya bagli olarak da artmis
olabilecegi diisiiniilebilmektedir. Ote yandan balik yumurtas: salatasmin da 4.9 gibi
daha diisiik bir pH’ya sahip oldugu hesaba katildiginda, gidalardaki yag oraninin
esansiyel yag etkinligini pH’ya oranla daha ¢ok etkiledigi ortaya ¢ikmaktadir (420).
Dolayisiyla bu ¢alismada yagl bir gida olan sucuk ortaminda ugucu yag antimikrobiyel
etkinliginin, in vitro analiz sonuglari ile benzerlik gostermemesi dogal bir sonug olarak
yorumlanabilir. Ayrica gidalarda protein ve yag igeriginin yani sira gidaya ait pH, diger

katk1 maddeleri gibi ¢esitli intrinsik faktorler, ortam sicakligi, atmosfer ve paketleme
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gibi ekstrinsik faktorlerin de ucucu yaglarin beklenen antimikrobiyel etkinligi

gosterememelerine yol agabilecegi ifade edilmektedir (141, 420).

Ugucu yag etkinliklerinin gidalarin fiziksel yapilarina gore degiskenlik gosterebildigi
bildirilmektedir. Ornegin kekik yagmin Salmonella Typhimurium iizerine gosterdigi
etkinliklerin arastirildigi bir ¢alismada (422) broth ve jelatin ortaminda farkliliklar
gozlendigi bildirilmistir. Broth ortaminda ugucu yag etkinliginin jelatine oranla daha
yiiksek oldugu belirtilmektedir. Antimikrobiyel ajanlarin, broth ve agar ortamlarinda
hedef bakterilere kars1 olgiilen MIC degerlerinin dahi birbirinden farkli oldugu ortaya
konmustur (385). Bu durum, galismada in vitro ortamda belirlenen ugucu yag MIC
degerlerinin sucuk ortaminda ni¢in aym etkiyi gosteremedigini agiklamak agisindan

Onem arz etmektedir.

Bu calismada incelenen tiim sucuk gruplarinda kontrollii olarak gergeklestirilen
olgunlagma esnasinda kademeli olarak pH diisiisii sekillendigi ortaya konmustur. Tiirk
Gida kodeksi Et iirlinleri Tebligi’nde fermente sucuk i¢in pH’nin en ¢ok 5.4 olmasi
gerektigi  belirtilmistir  (41). Genel olarak sucuklarda pH’nmin diislisti, {irlini
mikrobiyolojik olarak daha giivenli hale getirmekte ve iiriinlin organoleptik 6zelliklerini
ve Kkalitesini pozitif yonde etkilemektedir. Calismamizda olgunlasma sonrasi pH’nin
4.82-4.91 diizeylerinde olmasi son iirlinlin pH agisindan istenilen 6zellikte oldugunu
gostermektedir. Calismada incelenen 300 ppm ve 500 ppm bitki ekstrakti ilaveli sucuk
gruplari ile kontrol gruplari arasinda pH degisimi ile ilgili istatistiki agidan 6nemli bir
fark sekillenmemistir (300 ve 500 ppm diizeylerinde katilan gruplar icin sirasiyla,
p=0.065; p=0.950). Deneysel olarak katilan diizeylerdeki ugucu yagin, fermentasyondan
sorumlu starter kiiltiir iireme egrileri iizerinde herhangi bir etki olusturmadig:

dolayisiyla pH tizerine de etkili olmadig1 goriilmektedir.

Olgunlagsma ve muhafaza esnasinda sartlara bagli olarak sucuklarin KM oranlar1 artis
gostermektedir. Bu ¢alismada iretilen deneysel sucuk gruplarinda da KM oram
kademeli olarak yiikselmistir. Calisma kapsaminda sucuklara farkli diizeylerde eklenen
ucucu yagin sucuk KM oraninda istatistiki agidan bir fark olusturmadigi, muhafaza ve
olgunlagma siirelerinde KM oranlarmin gruplara gore farkli olmadigi belirlenmistir
(p=0.96; p=0.518). Yapilan bir ¢alismada (5) %50.20-50.25 diizeylerinde olan rutubet

oranin gruplarda diizenli diisiis gostererek muhafazanin son giiniinde % 36.10-37.0
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araligina geriledigi tespit edilmistir. Bu sonug, bizim ¢alismamizdaki KM degisimi ile

paralellik gostermektedir.

Et driinlerinde yag oksidasyonu Onemli bir kalite parametresi olarak
degerlendirilmektedir (423). Et iiriinlerindeki lipitler fermentasyon ve olgunlasma siiresi
boyunca lipolizis ve oksidasyon olmak tizere iki temel reaksiyona maruz kalmaktadir.
TBA degeri de et iirlinlerinde yaglarin oksidasyonu sonucu olusan malonaldehit
miktarinin belirtecidir. Starter kiiltiir olarak kullanilan Staphylococcus tiirleri genellikle
lipolitik aktiviteye sahiptirler (407). Lipoliz neticesinde olusan doymamis yag
asitlerinin oksidasyonu sonucu fermente et {iriinlerine Kkarakteristik tat ve koku
niteliklerini  kazandiran  Dbilesikler  olugmaktadir.  Sucuk  ortamindaki lipit
oksidasyonunda; hamurun kompozisyonu, etin par¢alanma derecesi, pH ve kullanilan
katki maddeleri (tuz, nitrit, baharat, antioksidan vb.) gibi degisik faktorlerin etkili
oldugu bilinmektedir. Uriinde ransiditeye bagli olarak istenmeyen tat olusturacagindan
sucuk hamurunda smirli derecede bir lipit oksidasyonu arzu edilmektedir (424).
Calismada farkli gruplarin olgunlagsma sonrasi icerdikleri TBA oranlar1 Tablo 24’de
verilmistir. Calismada olusturulan ugucu yag ilaveli deneysel sucuk gruplar1 ve kontrol
grubu arasinda TBA degeri bakimindan istatistiki agidan 6nemli bir fark gézlenmemistir

(p=0.808; p=0.225).

Calisma kapsaminda Tiirkiye’de zahter olarak bilinen ve olduk¢a yaygin bir bitki olan
Thymbra spicata L. subsp. spicata’ya ait ugucu yag, fermente sucuklara deneysel olarak
300 ppm ve 500 ppm diizeylerinde katilmig ve toplamda 3 farkli sucuk formulasyon
grubu organoleptik muayeneye tabi tutulmustur. Bu sonuglara gore en ¢ok begenilen
grup, kontrol grubu olurken, 500 ppm diizeyinde ugucu yag katilmis sucuklar en az
begeniyi almistir. Lezzet ve koku tlizerindeki olumsuz etkileri dolayisiyla ugucu yaglarin
gidalara arzu edilen antimikrobiyel etkinligi saglayacak miktarlarda katilamamasi, s6z
konusu ugucu yagin sucuk yapiminda kullanilmasi 6niindeki en biiyiik problem olarak
karsimiza g¢ikmaktadir. Ugucu yaglar, elde edildikleri bitkiye has koku ve aromayi
konstantre halde barindirmalarindan dolay1 gidalara katildiklarinda kabul edilebilenin

¢ok tizerinde organoleptik degisikliklere neden olmaktadirlar (344, 425, 426).

Sonug olarak zahter ugucu yaginin, in vitro kosullarda ¢alismada test edilen patojenlere

kars1 etkili oldugu, bununla birlikte fermente Tiirk sucuguna antimikrobiyel etki
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gosterebilecek miktarlarda ekstraktin katilmast durumunda, iriiniin duyusal kabul
edilebilirliginin olumsuz yonde ectkilendigi tespit edilmistir. Gida kaynakli hastaliklarin
Onlenmesi ve gidalarin raf omiirlerinin uzatilmasi amaciyla dogal antimikrobiyellerin
gida teknolojilerinde gida katki maddelerine alternatif olarak kullanilabilmesi i¢in daha

fazla caligmaya ihtiya¢ duyulmaktadir.
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