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TURKCE OZET

Coklu ila¢ direncine sahip olan ve nozokomiyal bir patojen olarak bilinen
Clostridioides difficile tedavisi zor enfeksiyonlara yol agmaktadir. Son yillarda
toplum iliskili vakalardaki artis, etkenin zoonoz oOzelligine ve gidalar yolu ile
bulasma sekline dikkatleri ¢ekmistir. Calismamizda klasik kiltiirel yontemleri
kullanarak etkenin sporlarinin pastorize inek siitiinde, yogurtta ve kefirde canlilig1 ve
davranis1 depolama siiresince izlenmistir. Inokiile edilen sporlarin siit {iriinlerinden
geri kazaniminda kayiplarin yliksek oldugu ve etkenin % 90’dan fazlasinin kullanilan
besiyerinde yeniden ¢imlendirilemedigi saptanmistir. Sporlarin  uygulanan
pastorizasyon islemlerinden etkilenmedigi, ayrica depolama siiresi boyunca pastorize
siit, yogurt ve kefir 6rneklerinde anlamli bir yikimlanmaya maruz kalmaksizin
canliligini stirdiirdiigii belirlenmistir.

Bazi gram pozitif bakteriler ile sporlar iizerine inhibe etkisi oldugu bilinen bir
bakteriyosin olan nisinin etkisini belirlemek amaciyla, farkli dozlardaki (7,5-12,5-25-
50 ppm) Nisin A pastorizasyon sonrasi siite ilave edilmis ve depolama siiresince
sporlar iizerine etkisi incelenmistir. Farkli Nisin A inokiilasyon diizeylerinde etkenin
tamamen yikimlanamadigi, en yiiksek yikimlanmanin 25 ve 50 ppm nisin eklenen
gruplarda sirasiyla 1,80 log ve 1,83 log olarak gerceklestigi saptanmistir. 50 ppm
uygulanan gruptaki yikimlanma ilk analiz giiniinde kontrol grubuna gore yaklasik 1
log seviyesinde dl¢iilmiistiir.

Sonug¢ olarak, etkenin sporlarinin siit {iriinlerinden geri kazaniminin diisiik
oldugunu, buna neden olan kosullarin incelenmesi gerekliligini ortaya koymaktadir.
Ayrica 1siya ve depolama kosullarina direngli olan sporlarin, gidalar vasitasiyla
insanlara bulasmada 6nemli ve etkin rol oynayabilecegini isaret etmektedir. Diger
sporlu basillus ve klostridialardan farkli olarak iizerinde nispeten daha az ¢alisma ve
bilgi bulunan C. difficile hakkinda kapsamli ve multidisipliner ¢aligmalarin yapilmasi
halk saglig1 agisindan bir gereklilik olarak goriilmektedir.

Anahtar Kelimeler: C. difficile, kefir, nisin, pastorize siit, yogurt

Vi



INGILIZCE OZET

Behavior of Clostridioides difficile in Pasteurized Milk, Yoghurt and Kefir and
Influence of Nisin

Clostridioides difficile, which has multidrug resistance and is known as a
nosocomial pathogen, causes infections that are difficult to treat. The increase in
community-related cases in recent years has drawn attention to the zoonotic nature of
the pathogen and its food-related transmission properties. In the present study, the
viability and behaviour of the spores were monitored in pasteurized cow's milk,
yoghurt and kefir during the storage period using classical cultural methods. It is
important to notice that losses in the recovery of inoculated spores from dairy
products were more than 90% thus, the spores could not be re-germinated in the
medium used. The spores were resistant to employed pasteurization processes and
their viability was not affected during the storage period in pasteurized milk, yoghurt
and kefir samples.

To determine the effect of nisin, a bacteriocin known to have a detrimental
effect on some gram-positive bacteria and spores, the milk was first inoculated with
spores then pasteurized and Nisin A added at different doses (7.5-12.5-25-50 ppm).
The spores could not be destroyed at the tested concentrations. On the first analysis
day, approximately 1 log decrease was measured with 50 ppm. The highest
destruction was 1.80 log and 1.83 log in the groups where 25 and 50 ppm nisin were
added, respectively.

The results obtained from our thesis study reveal that the recovery rate of
spores from dairy products is too low and the conditions leading to this recovery loss
should be scrutinized. It is also provided evidence that spores that are resistant to
heat and storage, may have an important and effective role in the transmission of
pathogen to humans through food. From the public health point of view,
comprehensive and multidisciplinary studies are necessary to better understand the
role of foodstuffs in the contamination route and pathogenicity of C. difficile since
the actual knowledge acquired is relatively few compared to other spore-forming
bacilli and clostridia.

Key words: C. difficile, kefir, nisin, pasteurized milk, yoghurt
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1. GIRIS

Clostridioides difficile, ilk olarak 1935 yilinda tanimlanmis psédomembrandz
kolitin (PMK) major etkeni olarak bilinen nozokomiyal bir patojendir. Etken Gram
pozitif, sporlu zorunlu anaerob bir basildir. Hipervirulent suslarin ve toplum iliskili
ishal ile iliskilendirilen suslarin ortaya ¢ikmasi akabinde bu suslarin ¢iftlik
hayvanlarindan ve gidalardan izole edilmesiyle etken Onem kazanmistir. Bu
gelismeler ayn1 zamanda etkenin zoonoz ve/veya gida kaynakli bir patojen olup
olmadig1 yoniinde spekiilasyonlara yol agmustir.

Etkenin epidemiyolojisinde sporlar1 ve toksinleri 6énemli bir yere sahiptir.
Bulagma sporlar1 araciligiyla, hastalik olusturmasi ise toksinleri sebebiyle olmakta
fakat her iki hususta da heniiz netlige kavusmamis bircok nokta bulunmaktadir.
Sporlarinin gida ortamlarindaki davranist ve canlilig ile ilgili literatiir cok sinirlidir.
Spor stabilitesine dair deneysel ¢alismalarin gidalar {izerinde yapilmamis olmasi bir
eksiklik olarak goriilmektedir.

Coklu antibiyotik direncine sahip etkenle miicadelede tedaviden ¢ok
kolonizasyonu engellemek igin probiyotik kullanimi gibi kontrol stratejileri tizerinde
durulmaktadir. Alternatif olarak ortamda bulunan spor formlarin vejetatif hale
gecmelerini tetikleyerek inhibe edilmesini amaglayan ¢alismalar yapilmaktadir.

Heniiz gida kaynakli bir hastaliga neden olduguna dair veri bulunmamasi
sebebiyle, gida kaynakli bir patojen olarak kabul edilmeyen etkenin izolasyon ve
identifikasyonu zor ve zahmetlidir. Bu amacgla sodyum taurokolat ile sikloserin-
sefoksitin veya moksalaktam-norfloksasin igeren selektif besiyerleri gelistirilmistir.
Bazi ticari firmalar ise kromojenik besiyerleri gelistirmis fakat bunlarin diferansiyel
ozellikleri istenilen diizeyde olmamustir.

Izole edildigi gidalar arasinda gesitli hayvanlara ait et ve et iiriinleri &ne
cikmakla beraber, sebzelerden, su iirlinlerinden, baldan, siitten de izolasyon
yapilmistir. Etkenin gidalardaki prevalansi genel olarak diisiik goriilmektedir. Bunun
ornekleme ve izolasyon yontemi veya gidaya uygulanan proseslerle iliskili
olabilecegi diisliniilmektedir. Bu sebeple etkenin hala gida kaynakli bir patojen

olabilecegi konusu 6nemini korumaktadir.



Siit sagim asamasinda yeterli hijyenik tedbirler saglanamadiginda toprak ve
fekal kaynakli bulagmalarin olabilecegi hayvansal bir gidadir. Birgok patojen
mikroorganizma silite uygulanan 1s1l islemlerle elimine edilebilmesine ragmen,
ozellikle Clostridium ve Bacillus cinsi sporlu bakteriler elimine edilememektedir. Bu
durum, siitlerden tiretilen tiriinlerde gida giivenligi tehlikesi ve kalite problemlerine
sebep olmaktadir. Literatiirde Clostridium cinsi altinda siniflandirilan C. difficile’nin
ciftlik hayvanlarinin digkilarinda varlig: tespit edilmis olup siit ve siit tirtinlerindeki
bulunma durumu, davranisi ve ¢esitli gida isleme proseslerinin etkisi konularinda ise
pek fazla bilgi bulunmamaktadir.

Bu calismada deneysel olarak C. difficile sporlar1 inokiile edilen siitten tiretilen
pastorize siit, yogurt ve kefirde, klasik kiiltiirel metotlarla etkenin davranisinin ve
canliliginin belirlenmesi; etkenin bir bakteriyosin olan ve GRAS (Generally
Recognized as Safe) bir gida koruyucusu olarak kabul edilen nisin kullanilarak
pastorize siitte inhibe edilmesi amaglanmaktadir. Temelde C. difficile
enfeksiyonlarininda siit ve siit {riinlerinin roliiniin (patogenez/bulag yollar)
anlasilmasi, hastaliktan korunma stratejileri gelistirilmesi ve kiiltiirel metotlarla hizl
ve ucuz teshisi i¢in bilgi olusturulmasi hedeflenmistir.

Calisma ile siit ve siit iriinlerinin C. difficile bulasmasindaki rolii hakkinda
fikir sahibi olunarak, elde edilen bilgiler ¢ergevesinde enfeksiyondan korunma ve
yeni korunma stratejileri gelistirilmesi amaclanmistir. Genel amagli besiyerine
diferansiyel 6zellik kazandirilarak pahali ve zahmetli olan C. difficile kiiltiirizasyon
siirecinin daha ucuz ve pratik bir hale getirilmesi hedeflenmistir. Ayrica, 1s1l isleme
alternatif metodlarla saglikli ve giivenilir gida tiretimi ve 6zellikle geriatrik hastalarin
beslenmesi igin fonksiyonel gida {iretimi alanlarinda giivenirlilik amag¢lanmustir.

Literatiir verilerinde C. difficile‘nin gidalar vasitasiyla insanlarda enfeksiyona
sebebiyet verdigine iligkin calisma ve veri bulunmamakla birlikte bunun miimkiin
olabilecegi ortaya konulmustur. Bu acidan degerlendirildiginde C. difficile’nin
gidalardaki davranis1 ve cesitli gida isleme proseslerinin etkisi konusunda yapilan
caligmalarin  yeterli olmadigi  goriilmektedir. Bu nedenle, C. difficile
enfeksiyonlarinda gidalarin roliiniin daha 1yi anlasilabilmesi i¢in bahsedilen

konularda daha fazla ¢alisma yapilmasi gerekmektedir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Clostridioides difficile (C. difficile)

2.1.1. Tarihge

Clostridioides difficile, ilk olarak Hall ve O’Toole tarafindan 1935 yilinda anne
sitii ile beslenen saglikli infantlarin fekal florasindan tanmimlanmis ve Bacillus
difficilis olarak adlandirilmistir. 1938 yilinda Clostridium cinsi iginde
siniflandirilmig ve Approved List of Bacterial Names tarafindan “C. difficile”
terminolojisi benimsenmistir (Rodriguez, Van Broeck, Taminiau, Delmée, & Daube,
2016). Dizi analiz teknolojilerinin katkisiyla C. difficile’nin Peptostreptococcaceae
ailesi ile yakin iligkili oldugu gosterilmis ve adinin Peptoclostridium difficile olarak
adlandirilmasi Onerilmistir fakat bu kullamim yayginlasmamistir. Son olarak 16S
rDNA gen sekans analizi ile C. difficile ile C. mangenotii’ nin % 94.7 benzerlik
gosterdigi, filogenetik olarak C. butyricum ve diger Clostridium sensu stricto’dan
uzak oldugu gosterilmistir. Fenotipik, kemotaksonomik ve filogenetik analizlere de
dayanarak Clostridium difficile, Clostridioides difficile gen. nov. comb. nov.
genusuna transfer edilerek Clostridioides difficile olarak yeniden simiflandirilmigtir
(Lawson, Citron, Tyrrell, & Finegold, 2016).

Clostridioides difficile’'nin, 1970’lerde sitopatik toksini ve sitopatik etkisi
raporlanana kadar normal fekal floranin bir parcast oldugu diistintilmistiir
(Rodriguez ve ark., 2016). 1978 yilinda ise C. difficile antibiyotik iliskili ishal ve
kolitin sebebi olarak tanimlanmistir (Curry, 2010; Gerding, 2009; Larson, Price,
Honour, & Borriello, 1978). Hamster modelinde klindamisin verilen veya
klindamisin olmadan sadece C. difficile verilen hamsterlarda hastaligin olusmadigi
gosterilerek hastalik olusumu i¢in iki bagimsiz olay olan antibiyotik uygulamasi ve
C. difficile varliginin birlikteligi 6ne siiriilmistiir (Larson, Price, & Borriello, 1980).
1988 yilma gelindiginde bu bakteri ve ilgili bagirsak enfeksiyonuna dair 6nemli
bilgilerin cogunun bilindigi; potansiyel olarak hayati tehdit eden enfeksiyonun tam
ve tedavi yontemleri ile biiyiik Olgiide kontrol altina alindigir diistiniilmiistiir
(Gerding, 2009). 2000’li yillarin basinda Avrupa ve Kuzey Amerika’da,

hipervirulent suslara bagli olarak, C. difficile infeksiyonlarmin (CDI) prevalans,



siddet ve 6liim oranlarinda bir artis raporlanmasiyla ilgili birgok calisma yapilms, C.
difficile’ in zoonoz ve/veya gida kaynakli bir enfeksiyoz ajan olup olmadig: tartisma

konusu olmustur (Indra ve ark., 2009; Marsh, 2013).

2.1.2. Ozellikleri

Clostridioides difficile Gram-pozitif, sporlu, zorunlu anaerob, ¢ubuk sekilli,
genellikle hareketli bir bakteridir. Hiicre boyutu 0,5-1,9 x 3,0-16,9 um arasinda
degismektedir. Baz1 suslar iki ile alti hiicreden olusan zincirler olusturur. Sporlari
oval, subterminal (nadiren terminal) yerlesimlidir (Lawson ve ark., 2016).

Karbonhidrat kaynagi olarak fruktoz ve glikozu kullanabilirken amigdalin,
arabinoz, galaktoz, glikojen, inositol, inulin, laktoz, maltoz, melezitose, raffinise,
rhamnose, riboz, nisasta ve siikrozu kullanamazlar. Selobiyoz, salizin, sorbitol,
trehaloz ve ksiloz kullanimlar1 zayiftir. Urasili kullanamazlar. Biiylime i¢in; prolin,
aspartik asit, serin, leusin, alanin, treonin, valin, fenilalanin, metiyonin kullanirlar ve
d-amino-valerat ve a-aminobutirat tiretirler (Lawson ve ark., 2016).

Pepton Yeast Glucose (PYG) sivi besiyerinde bol miktarda H, ile amonyak
tiretirler. Bunun disinda asetik, izobiitirik, biitirik, izovalerik, valerik, izokaproik,
formik ve laktik asit tiretirler. H,S iiretimi susa gore degismektedir. Piriivati asetat ve
biitirata; treonini propiyonata donistiiriirler. Laktati kullanamazlar. Ldsinden
izokaproat; 16sin ve izoldsinden izovalerat; valinden ise izobiitirat {iretilirler (Lawson
ve ark., 2016).

Referans tip sus safra asitleri olan kolik asit, kenodeoksikolik asitleri
metabolize eder ve taurokolik asit konjugatini pargalar. Hiicre duvarlart meso-DAP
igerir. Bazi1 suslarda hyaluronidaz, hiicre dis1 B-glukuronidaz, kondroitin stilfataz ve

kollejenaz enzimleri bulunabilir (Lawson ve ark., 2016).
2.1.3. Kiiltiir ve Koloni Morfolojisi
Clostridioides difficile suslar1 25-45 °C arasinda gogalabilmekte olup optimum

cogalma sicakligr 30-37 °C ’dir. Koloni morfolojisi; kanli agarda nonhemolitik, 2-5

mm boyutunda dairesel, ¢ogunlukla rhizoid, diiz veya hafif konveks, opak, grim-



beyazimsi mat cam goriniimlidir (Curry, 2010). Daha hareketli C. difficile
suslarmin koloni genislikleri 12 ila 15 mm'dir ve genellikle "at giibresi" veya "ahir"
kokusu olarak adlandirilan karakteristik bir koku sergilerler (Curry, 2010).

At kan1 ve K vitamin eklenmis Brusella Kanli Agar’da 48 saat inkubasyon
sonrasinda tiim suslar, uzun dalga ultraviole 1sikta gegici birkag saat iginde kaybolan
soluk yesil floresans olusturur. Pepton Yeast Glucose (PYG) sivi besiyerinde dipte
plriizsiiz bir ¢okelti ile bulanik goriiniirler. Bu besi ortaminda 5 giinliik inkubasyon
sonrasinda pH 5.5 —5.7 seviyelerine diiser (Lawson ve ark., 2016).

Kigiik C. difficile kolonilerinin morfolojik olarak diger hemolitik olmayan
Clostridium spp. kolonilerinden ayirt edilmesi zor olabilir, ancak L-prolin
aminopeptidaz spot disk aktivitesi ile hizli biyokimyasal dogrulama siipheli C.
difficile’nin dogrulanmasini saglayabilir (Curry, 2010).

Selektif besiyeri olarak genellikle sefoksitin, sikloserin ve notral kirmizi igeren
pepton bazli sivi ve kati besiyerleri 48 saat inkube edilerek kullanilmaktadir. Bir
safra tuzu olan sodyum taurokolat ise C. difficile sporlarinin jerminasyonu igin
selektif besiyerlerinin esansiyel bir bilesenidir (Curry, 2010). Calismalar ham
taurokolat veya saf taurokolat iceren Cycloserine-sefoxitin Fruktose Agar (CCFA)
besiyerinin 6nemli 6l¢iide geri kazanim sagladigini gostermistir (Buggy, Hawkins, &
Fekety, 1985). Spor germinasyonunu ve gelisimini uyaran at kanli, sodyum
taurokolat iceren BHI bazli besiyerleri sayim amaciyla kullanilan geri kazanim besi
ortamlaridir (Cox, McDonald, & St Onge, 2018).

Clostridioides difficile nin gidalardan izolasyonunda % 6 at kanh
moksalaktam-norfloksasin ilave edilmis Fastidious Anaerobe Agar (CDMN), sodium
tauroklat igeren Cycloserine-Sefoxitin Fruktose Agar (CCFA), Columbia Kanli Agar
kullanilmaktadir.  Kantitatif —analizlerde 1ise BHI agar bazli besiyerleri
kullanilmaktadir (Lawley ve ark., 2009).

Hizli izolasyon amaciyla gelistirilen bazi ticari mavi renkli kromojenik
besiyerlerinde ise 24 saat inkubasyon sonrasinda genellikle renksiz veya gri-siyah
koloniler olusmaktadir. Fakat bu besiyerleri C. difficile olmayan klostridialarin
biiylimesine de izin verirler (Curry, 2010).

Tiyoglikolik asit (merkaptoasetik asit), L-sistein, sikloserin-sefoksitin ve notral

kirmiz1 igeren brusella sivi besiyerinin (CDBB-TC) selektifliginin C. sporogenes



(ATCC 11437), C. perfringens (ATCC 131124) ve B. subtilis (ATCC 6051) sporlar1
ve fakiiltatif organizma olarak Enterococcus faecium (C68), metisilin direngli
Staphylococcus aureus (Kklinik izolat), S. warneri (ATCC 14990), ve Candida
glabrata (ATCC 90030) suslar1 tlizerinden degerlendirilmesi sonucunda; tiim bu
suglarin aerobik ortamda tiremedigi ancak C. sporogenes ve C. perfringens suslarinin
anaerobik ortamda iiredigi gozlenmistir (Cadnum ve ark., 2014). Dahasi bu
besiyerinin hassasiyeti % 88 ve 6zgiilliigii % 100 olarak bulunmustur (Cadnum ve
ark., 2014). C. difficile izolasyonunda kullanilan baz1 besiyerlerinin hassasliklar1 ve

Ozgiilleri Tablo 1’de sunulmustur.

Tablo 1. C. difficile izolasyonunda kullanilan baz1 besiyerlerinin hassaslik ve 6zgiilliikleri

Besiyeri Numune Hassashk Ozgiilliik Referans
Taurokolat CCFA Disk1 % 70 % 97 (Roux, Le Guern, Courcol ve Gaillot,
2014)
CHROMagar™ C. Diski % 95.4 % 88. 8 (Roux, Le Guern, Courcol ve Gaillot,
difficile 2014)
CHROMID® C. Disk1 % 100 % 90.6 (Han ve ark., 2014)
difficile
CDSA (BBL) Disk1 % 83.3 % 72.5 (Han ve ark., 2014)
CDBB-TC Cevresel Svap % 88 % 100 (Cadnum ve ark., 2014)

2.1.4. Spor Biyolojisi ve Yapisi

Artan sayida c¢alisma, toksin iireten C. difficile izolatlarmma ait sporlarin
genellikle hayvanlarda, rekreasyon sularinda, ¢ig ve yemeye hazir yiyeceklerde
degisen oranlarda (% 0-66) bulunabilecegini gostermektedir (Gil, Lagos-Moraga,
Calderon-Romero, Pizarro-Guajardo, & Paredes-Sabja, 2017).

Clostridioides difficile’nin zorunlu anaerob dogasindan dolayr bulagsmasinda
aerotolerant sporlart 6nemli bir yere sahiptir (Gil ve ark., 2017). C. difficile’nin
sporlanmasi ana diizenleyici SPOOA geninin kontrolii altindadir ve ortamda besinlerin
titkenmesi ve ortak algilama (quorum sensing) mekanizmasi ile tetiklendigi yoniinde

diistinceler agirlik kazanmaktadir (Lawler, Lambert, & Worthington, 2020).



Sporlu yap1 vejetatif hiicre ile iligkili olmayan, bakterinin direncine ve
dayanikliligina katkida bulunan 6zelliklere ve bilesenlere sahiptir (Lawler ve ark.,
2020). Sporun merkezinde, ¢imlenme sirasinda metabolik aktiviteye doniis igin
gerekli olan DNA, tRNA, ribozomlar ve enzimleri i¢eren dehidre spor ¢ekirdegi
bulunur. Suyu alinmis spor ¢ekirdeginin agirligi cinse, tiire bagli olarak yas
agirliginin sadece % 25-55’1 kadardir. Diisiik su igerigi, sporlu formdaki enzimatik
uyku hali saglanmasi ve 1siya karsit direncin sekillenmesinde birincil faktordiir.
Cekirdek, iki degerlikli Ca** katyonu ile dipikolinik asidin (DPA) selat olusturacak
sekilde 1:1 oraninda birlesmesiyle doyurulur. Ca-DPA c¢ekirdekteki su igeriginin
azalmasina katkida bulunur (Lawler ve ark., 2020). Spor ¢ekirdegindeki DNA,
yalnizca spor c¢ekirdeginde bulunan ve asidik ortamda c¢oziinlir haldeki SASP
proteinlerine baghidir. Bu proteinler DNA’y1 koruyucu olarak goérev yaparlar ve
kurutma, 1s1, kimyasallar ile UV gibi faktorlere karst sporun direncinden
sorumludurlar (Lawler ve ark., 2020). Cekirdek, DNA’ya zarar veren bilesiklerin
girigini 6nleyerek spor direncine katkida bulunan bir i¢ zar ile cevrilidir. Bu i¢ zar
bakterinin ¢imlenmesi esnasinda hiicrenin duvar1 haline gelen bir peptidoglikan
tabakasi ile ¢evrilidir. Bu tabakanin devaminda genis bir korteks tabakasi vardir. Bu
tabaka, ¢cimlenme sirasinda korteks litik enzimleri tarafindan hidrolize edilen, spora
0zgii modifiye capraz baglh peptidoglikanlardan olusur. Korteks, spor direncinde rolii
olmayan bir dis zar ile cevrilidir. D1g zarin ¢evresinde ise bir gecirgenlik bariyeri
olarak gorev yapan ve hiicreyi enzimatik, kimyasal ve ve biyosit saldirilara karsi
koruyan bir spor kilifi bulunur. Spor kilifi en dista ¢cok katmanli bir protein yapisinda
olan ekzosporium ile kaplidir. Exosporium tabakasi C. difficile suslar1 arasinda
morfolojik olarak degiskenlik gosterir ve spor direncine katkida sagladigina
inanilmaktadir. C. difficile ekzosporium tabakasinda sisteinden zengin (CdeC)
proteini icermeyen sporlarin lizozim, etanol ve 1s1l isleme kars1 daha duyarli oldugu
gosterilmistir (Lawler ve ark., 2020). Spora ait katmanlarin sematize edilmis hali ve
sporun ekzosporium tabakasini gosteren elektron mikroskopi resmi Sekil 1’de

verilmistir.



(A)

Exosporium

Spor Kabfi

Sekil 1. Clostridioides difficile spore yapisi. Spora ait katmanlarin sematize edilmis hali (A). C.
difficile NCTC 11204 spor yiizeyinde ekzosporium tabakasini gosteren elektron mikroskopi resmi (B)
(Lawler ve ark., 2020).

Clostridioides difficile spor yapisi, Bacillus ve Costridium tiirlerinin spor
yapilarina benzemekle beraber bazi degisiklikler gosterir. C. difficile sporlarinin en
dis katmani, B. cereus grubunun iiyeleri gibi bir ekzosporium katmanina ve sag
benzeri ¢ikintilara sahiptir ancak ekzosporium katmanini, spor kilifindan ayiran ara
bosluktan yoksundur. Bu agidan en distaki katman B. subtilis sporlarinin en distaki
kabuk tabakasina benzer bir sekilde spor kilifiyla dogrudan temas halindedir (Gil ve
ark., 2017). Bu yapisal benzerlige ragmen, B. subtilis ve / veya B. cereus grubu i¢in
tanimlanan spor kilif proteinlerini kodlayan genlerin yalnizca % 25’inin C. difficile’

de homologlar1 vardir (Paredes-Sabja, Shen, & Sorg, 2014).
2.1.4.1.Sporlarin Dayamkhihg:

Clostridioides difficile sporlar1 yiiksek sicaklik, ¢cok kuru ya da nemli ortamlar
ile farkli kimyasallarin etkileri gibi degisik zorlu kosullara dayanaklidirlar ve bu
ortamlarda canliliklarin1 siirdiirebilirler (Bauer & Kuijper, 2015). C. difficile
endosporlar1 1s1ya, % 70 etanole ve amonyak bazli deterjanlarina direng gosterdigi
ancak sodyum hipoklorit bazli soliisyonlarla inaktive edilebildikleri gdsterilmistir
(Curry, 2010). Is1 direnci ¢alismalarinda C. difficile sporlarinin gida ve hazir yemek

endiistrilerinde kullanilan pastorizasyon rejimlerine dayanikli oldugunu gostermistir

(Gil ve ark., 2017).



2.1.4.2. Spor Cimlenmesi

Hayatta kalma stratejisinin bir parcasi olarak sporlu bakteriler, ¢gimlenme i¢in
uygun sartlar saglandiginda degisen ¢evresel kosullar1 algilayarak vejetatif forma
gecerler (Sekil 2). C. difficile'de spor ¢imlenmesinde, psddoproteaz olarak gorev
yapan CspC ve CspA enzimleri tarafindan ortamdaki germinant (safra tuzlari) ve
kogerminantlarin (amino asit) varligi algilanir. Bu ¢imlenme sinyali ile CspC serin
proteaz olan CspB'ye doniistiiriiliir. CspB korteksin hidrolizisine yol agan litik enzim
SleC'yi aktive eder. Boylece spor korteksindeki peptidoglikan pargalanir (Lawler ve
ark., 2020).

(A) (B) Jerminant Kojerminant
sinyal sinyal
- N | |
CspC + CspA T CspBA CspC A—— | CspA
B (= =3 ot
preproSleC == proSleC ==

SleC I proSleC L SleC

Korteks Korteks hidrelizi orteks hidrolizi

Gekirdek hidrasyonu

Spor Blylimesi

Sekil 2. C. difficile ¢imlenmesinin diizenlenmesi. Ana diizenleyicilerin rolii (A). Cimlenmedeki
basamaklar (B). (Lawler ve ark., 2020).

Clostridioides difficile sporlarin ¢imlenmesinde safra tuzlari (taurokolat
velveya Kkolat) ve L-glisin sinyal baglatici olarak gorev yapar (Gil ve ark., 2017,
Lawler ve ark., 2020). Bu agidan C. difficile benzersizdir. Ciinkii safra tuzlar ve L-
glisin varliginda filizlenen tek tiirdiir (Gil ve ark., 2017).

Bunun yaninda C. difficile sporlar1 in-vitro olarak KCI, inorganik fosfat (P;),
dodesilamin ayrica Ca®* ve dipkolonik asit gelat1 (DPA) ile ¢imlenebilir (Paredes-
Sabja, Bond, Carman, Setlow, & Sarker, 2008). Gastrointestinal sistemde spor
¢imlenmesinde KCI ve inorganik fosfat (P;), rol aldig1 da diistinlilmektedir ¢linkii her
iki molekiil sindirim sisteminde yeterince bulunmaktadir (Paredes-Sabja ve ark.,
2008).



Etkenin ¢imlenmesi ortamin pH ve sicakligina bagli olarak degiskenlik
gostermektedir (Wheeldon, Worthington, Hilton, Elliott, & Lambert, 2008).
Cimlenme igin optimum pH araligi 6,5-7,5 ‘tir ve asidik kosullarda (pH 5,5-6)
c¢imlenme orani ve derecesi notral veya alkalin kosullara kiyasla onemli Slgiide
azalmaktadir (Wheeldon ve ark., 2008). Bununla birlikte 60 dakika boyunca
cimlenmeyi tetikleyici germinanta maruziyet sonrasi 20 °C ve 37 °C’de ¢imlenme
seviyesinde Onemli bir fark bulunmamistir (Wheeldon ve ark., 2008). Ayrica
caligmalar sayim 6ncesi yapilan 1s1 aktivasyonunun, ¢gimlenen spor titresini artiran bir
uygulama oldugunu gostermistir (Moore, Kyne, Martin, & Solomon, 2013; Paredes-
Sabja ve ark., 2008).

Toplum iliskili C. difficile enfeksiyonlari (CDI) vakalariyla iliskilendirilen
Ribotip027, Ribotip106 ve Ribotip 078’in % 0.1 (w/v) sodyum taurokolat varliginda
¢imlenme etkinligi sirayla % 51,66, % 41,91 ve % 42,07 olarak belirlenmistir
(Moore ve ark., 2013). Siddetli CDI vakalarindan izole edilen suslarin spor
germinasyon etkinliginin siddetli olmayan vakalardan izole edilen suslara gore
onemli derecede yiiksek oldugu saptanmigtir (Moore ve ark., 2013). Tekrarlayan CDI
vakalarinda veya basarisiz metronidazol tedavisi durumlarinda, tedavinin basarili

oldugu duruma gore spor ¢imlenme etkinligi 6nemli Slgiide yliksek bulunmustur
(Moore ve ark., 2013).

2.1.4.3. Spor Inhibisyonu

Inhibisyon ¢alismalarinda safra tuzlar1 (Sorg & Sonenshein, 2010; Thanissery,
Winston, & Theriot, 2017), antibiyotikler, (Garneau, Valiquette, & Fortier, 2014;
Srisuwan ve ark., 2018), bakteriyosinler (Chai, Lee, & Oh, 2015; Hanchi ve ark.,
2017; Hofstetter, Gebhardt, Ho, Ginzle, & McMullen, 2013; Le Lay, Dridi,
Bergeron, Ouellette, & Fliss, 2016; Nerandzic & Donskey, 2013) ve probiyotik
bakterilerin supernatantlar1 (Schoster ve ark., 2013; Trejo, Minnaard, Perez, & De
Antoni, 2006) ¢alisilmistir. Sodyum nitrit, sodyum nitrat, sodyum metabisiilfit (Lim,
Foster, & Riley, 2016), lizozim (Chai ve ark., 2015), laurik asit (Yang ve ark., 2018)
ve equol (Tanaka, Kimura, Ishii, & Tateda, 2019) ¢alisilan diger bilesiklerdir.
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Daha once belirtildigi gibi C. difficile sporlar1 ¢cimlenme igin spesifik safra asit
ve amino asitlere ihtiya¢ duyarlar. Primer safra asitleri (taurokolat ve kolat) glisin ile
birlikte C. difficile icin birincil germinantlardir (Thanissery ve ark., 2017). ikincil
safra tuzlart (SBA) ise kolonizasyon direnci ile iliskilidir ve C. difficile’nin
¢imlenmesini ve biiylimesini inhibe eder (Lawler ve ark., 2020; Sorg & Sonenshein,
2008). Primer safra asidi olan kenodeoksikolat, taurokolat aracili ¢imlenmeyi
rekabetgi bir sekilde inhibe eder. Ciinkii C. difficile kenodeoksikolat i¢in daha yiiksek
bir affiniteye sahiptir. Boylece taurokolat konsantrasyonu kenodeoksikolatin inhibe
edici etkisinin iistesinden gelene kadar ¢imlenme baskilanir (Lawler ve ark., 2020).
Benzer sekilde o-murikolat (€(MCA), lithokolat (LCA), ursodeoksikolat (UDCA) ve
hiyodeoksikolat (HDCA) taurokolat (TCA) iliskili spor germinasyonunu inhibe eder
(Thanissery ve ark., 2017).

Nisinin C. difficile {izerine olan inhibitor etkisi uzun zamandir bilinmektedir
(Bartoloni ve ark., 2004). Diisiik dozda nisinin tek basina ¢imlenmeyi uyarmadigi
veya sporlar1 6ldiirmedigi ancak ¢imlenmekte olan sporlarin nisine duyarli oldugu
bildirilmistir (Nerandzic & Donskey, 2013). Daha sonraki ¢alismalarda ise yliksek
dozlarda nisinin ¢imlenmeyi azalttig1 ve hatta spor canliligini azalttigi bildirilmistir
(Chai ve ark., 2015; Le Lay ve ark., 2016).

Clostridioides difficile inhibisyonuna yonelik ¢aligmalarda 10 ticari probiyotik
susundan elde edilen supernatantlarin C. difficile’yi in vitro olarak inhibe ettigi
gosterilmistir (Schoster ve ark., 2013). Bu suslar Lactobacillus plantarum (BG112,
LBc, LPAL, LBd), L. rhamnosus (LRH19, LRB, SP1), Bifidobacterium animalis ssp.
lactis (BLC1), L. casei (LC11) ve L. salivarius (LBDb) suslaridir (Schoster ve ark.,
2013).

2.1.5. Toksin Varhg

Kolon epiteli i¢in oldiiriicii toksin iiretim yetenegi C. difficile patogenezinin
ayirt edici bir 6zelligidir (Galdys, Curry, & Harrison, 2014). C. difficile iki biiyiik
protein toksin iretir, bunlar toksin A (TcdA) ve toksin B (TcdB)’dir. Bu toksinler
19.6-kb patojenite lokusunda (PaLoc) yerlesmistir ve PaLoc igeren C.difficile suslari
toksijeniktir (Galdys ve ark., 2014; Gerding, Johnson, Rupnik, & Aktories, 2014)
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TcdA ve TcdB, Rho ailesi GTPazlar1 inaktive ederek aktin hiicre iskeletinin
diizensizlesmesine ve sonrasinda hiicre Olimiine sebep olur (Hutton, Mackin,
Chakravorty, & Lyras, 2014). TcdA, kalin bagirsakta sivi birikimine neden
oldugundan enterotoksin olarak; TcdB sitopatik etkisinden dolay: sitotoksin olarak
da adlandirilir. Hamsterlara oral olarak toksin B verilmesi 6liimciil degilken toksin A
verilmesi Oliimciildiir. Fareler i¢in her iki toksin de oliimciildiir (Lawson ve ark.,
2016). Klinik ¢alismalar, semptomatik hastalarin hem TcdA hem de TcdB iireten C.
difficile suslari ile enfekte oldugunu dogrulamistir (Gerding ve ark., 2014).

Bir diger toksin olan binary (ikili) toksin, aktini modifiye eden enzimatik ADP-
riboziltransferaz aktivitesine sahip CDTa ve konak hiicrelere baglanan ve CDTa'y1
sitozole ¢eviren CDTb adli iki ayr1 toksinden olusur (Gerding ve ark., 2014). CDT,
PalLoc disinda bulunur ve 6,2-kb CdtLoc olarak adlandirilan lokusta kodlanir
(Gerding ve ark., 2014). Farkli ribotipler, PFGE tipleri ve REA tiplerinin az bir
kisminda binary toksin bulunur ancak ¢ogu non-toksinotip-O varyantta bulunur
(Gerding ve ark., 2014). Binary toksin iireten suslarin prevalansinin insanlara gore
hayvanlarda daha yiiksek oldugu (Ozgen, & Yildirim, 2018) ve hayvan modellerinde
nispeten daha hafif seyreden hastaliga sebep oldugu rapor edilmistir (Galdys ve ark.,
2014). Ancak insanlarda 2000’li yillarin basindan itibaren giderek daha yaygin hale
geldigi goriilmiistir (Gerding ve ark., 2014).

2.1.6. Antibiyotik Direnci

Coklu ilag direncine (MDR) sahip C. difficile enfeksiyonlar1 maliyetli bir
tedaviye, hastanin izolasyonuna ve uzun siireli yatiglara yol agmaktadir. Centers for
Disease Control and Prevention (CDC) 2013 yilinda antibiyotik direnci tehditleri ile
ilgili yayinladigi raporda C. difficile enfeksiyonlarini “acil ve kapsamli bir miidahale
gerektiren kamu saglig tehdidi” anlamina gelen “acil tehdit” olarak simiflandirmistir
(Centers for Disease Control and Prevention [CDC], 2013). Raporun 2019 revizyonu,
sevdiklerini antibiyotik direnci veya C. difficile nedeniyle kaybedenlere adanmis ve
raporda C. difficile mevcut “acil tehdit” konumunda devam etmektedir (Centers for
Disease Control and Prevention [CDC], 2019).
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Birgok C. difficile susu 8 U penisilin g/ml; 4 pg ampicillin/ml; 4 pg
vancomisin/ml ve 2 pg metronidazole/ml’e duyarlidir. Klindamisin, rifampin,
tetrasiklinler, kloramfenikol ve eritromisin duyarliligi degisken olmakla birlikle tiim
suslar aminoglikozitlere ve sefamisinlere direnglidir. Ayrica tetrasiklin direncinin,
direngli sustan duyarli susa transfer edilebildigi gosterilmistir (Lawson ve ark.,
2016). Klindamisin, makrolidler, florokinolonlar ve rifampine karsi antibiyotik
direnci 6zellikle BI/NAP1/027 suslarinda daha yaygindir ve bu tiir antibiyotiklerin
yaygin olarak kullanildig1 hastaneler i¢inde organizmanin yayilmasinin giiclenmesine

yol agmaktadir (Curry, 2010).

2.1.7. Patojenite ve Epidemiyoloji

Clostridioides difficile esas olarak fekal-oral yolla bulagsmaktadir (Leffler, &
Lamont, 2015). Bulagsmada sporlar, hastalik olusumunda ise toksinler 6nemli rol
oynamaktadir. Etkenin oral bulagsmasinmi takiben sporlar ince bagirsaklara tasinir,
burada safra asitlerinin uyarisiyla c¢imlenerek vejetatif forma doniisiir, vejetatif
hiicreler toksin genleri sayesinde toksin tiretir (Galdys ve ark., 2014). TcdA ve TcdB
toksinleri kolonosit oliimleri, intestinal bariyerde fonksiyon kaybi ve nétrofilik
kolitise sebep olur (Leffler & Lamont, 2015). Ayrica insanlarda antimikrobiyal
tedavi sonrasi bozulan bagirsak mikrobiyomuna bagli olarak asir1 ¢ogalirlar ve
pseudomembrandz kolite sebep olurlar (Lawson ve ark., 2016).

Antibiyotik  kullanimi, ilerlemis yas, gastrointestinal operasyonlar,
immunsupresyon, antineoplastik kemoterapi gibi kolon mikrobiyomunu bozan
durumlar hastaligin ortaya ¢ikmasinda risk faktoridir (Leffler, & Lamont, 2015).
Ote yandan genis capl bir arastirma prospektif olarak C. difficile kolonize tanisi alan
bireylerin yalnizca % 2,1’ inde hastaligin gelistigini; ¢ogu bireyin toksijenik C.
difficile kolonizasyonunu hastalanmadan tolere ettigini gostermistir (Galdys ve ark.,
2014). Insanlar C. difficile’i siirekli asemptomatik bir sekilde tasiyabildikleri gibi
kisa siireli asemptomatik veya semptomatik olarak tasiyabilirler. Etkeni siirekli
asemptomatik tagiyan bireylere tasiyici; diger durumlardaki bireylere kolonize birey
denilir. Cesitli ¢alismalarda hayatinin ilk yilindaki bebeklerde tasiyicilik oraninin %

25-35 oldugu ve bu oranin 1-8 yaslari arasinda % 15’e diistiigii raporlanmistir (Smits,
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Lyras, Lacy, Wilcox, & Kuijper, 2016). Toplumdaki asemptomatik kolonizasyon
(kisa veya uzun siireli) orani ise % 2-4 arasindadir (Smits ve ark., 2016).
Hastanelerde asemptomatik kolonizasyon prevalansi, hastanede kalis siiresine,
kullanilan antibiyotiklere, altta yatan hastaliga ve muhtemelen asit baskilayici ilag
kullanimina bagli olarak % 7 ila % 18 arasinda degisir (Smits ve ark., 2016). Ancak
bir salgin sirasinda bu kolonizasyon orant % 50’yi asabilir (Smits ve ark., 2016).
Asemptomatik kolonize ve tasiyic1 bireyler su anda enfeksiyon Onleme
uygulamalarinin hedefi degildir ancak muhtemelen bu bireyler ¢evrelerini kontamine
ederek diger insanlara etkenin gegmesine neden olmaktadir (Galdys ve ark., 2014).

Milenyum yillarin baglarinda C. difficile infekiyonlarinda carpici bir artig
oldugu bildirilmistir. 1999’dan 2004’e kadar ABD’de C. difficile’ye baglh yillik 6liim
orani milyon basina 5,7’den 23,7’ye yiikselmistir (Galdys ve ark., 2014). Bati
Avrupa ve Kuzey Amerika’dan izole edilen izolatlar CDC tarafindan BI/NAP1/027
olarak bilinen toksinotip III, restriksiyon endoniikleaz analiz grup BI, North
American pulsed-field gel elektroforezis tip NAP1 ve polimeraz zincir reaksiyon tip
27 olarak karakterize edilmistir (Leffler, & Lamont, 2015). Bu tip, daha az virulent
olan 001 veya 004 ribotiplerine gore 3 kat daha yliksek 6liim orani ile karakterizedir
(Leffler, & Lamont, 2015). 2005'ten itibaren Avrupa'da goriilen 078 ribotipi ise daha
¢ok geng eriskinlerde ve toplum iliskili C. difficile infeksiyonlarinda tanimlanmistir
(Goorhuis ve ark., 2008). Salman ve arkadaslar1 hipervirulent suslarin iilkemizde de
goriildiigiinii  fakat ribotip 027'nin varli@inin gosterilemedigini  bildirmislerdir
(Salman, Levent, & Karahan, 2017). Sonu¢ olarak hastaligin epidemiyolojisinde
toplum kokenli vakalara da rastlanilmaktadir ve antibiyotik tedavisi almamais bireyler
ile saglikli geng¢ kisilerin de risk altinda oldugu kabul edilmektedir (Leffler, &
Lamont, 2015).

2.2. Gidalarda Bulunma Durumu

Toplumla iligkili C. difficile hastaligindaki artis, perakende gidalardaki C.
difficile varligina dair verilerle eslestirilerek, C. difficile’ in gida kaynakli bir patojen
oldugu spekiilasyonuna yol agmistir (Marsh, 2013). Gida kaynakli herhangi bir

hastaliga neden olduguna dair dogrulanmis bir vaka olmamasina ragmen c¢iftlik
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hayvanlarinda ve gidalarda goriilmesi, sporlarla kontamine olmus gida {irtinlerinin C.
difficile enfeksiyonu yayilmasinda arag olabilecegini diisiindirmektedir (Bauer &
Kuijper, 2015; Candel-Pérez, Ros-Berruezo, & Martinez-Gracia, 2019). lyi bilinen
gida patojenleri olan C. perfringens ve C. botulinum gibi diger klostridialarin fekal-
oral yolla bulasmasi, C. difficile’in de gida araciligiyla bulagsmasi teorisini
destekleyebilecek niteliktedir (Warriner, Xu, Habash, Sultan, & Weese, 2017). C.

difficile’nin bulasma zinciri Sekil 3’te verilmistir.

Nehir Yatagi

<k
e g v
%77,

Sebzeler

Sekil 3 C. difficile'nin bulasma zinciri (Warriner ve ark., 2017).
2.2.1. Gida Zincirindeki Olas1 Kaynak ve Kontaminasyon Yollar:

Clostridioides difficile ile ilgili birgok rapor, bu organizmanin tatl sular, deniz
sular1 ve atik sular dahil olmak iizere su, toprak ve dogal olarak her yerde
bulundugunu gostermektedir (Candel-Pérez ve ark., 2019). Atik sularin tarimsal
sulamada kullanilmasi, ruminant digkilarinin tarimda gilibre olarak kullanima,
kontamine sularin sulama ve gidalarin yikanmasinda kullanimi1 6zellikle sebze ve
meyveler i¢in kontaminasyon kaynagi olabilir (Candel-Pérez ve ark., 2019).

Kontamine kompostlarda ve digkilarda etkenin c¢esitli sartlarda inhibe olmadan
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bulunabildigi ¢esitli yayinlarda gosterilmistir (Dharmasena, 2018a; Dharmasena,
Wang, Wei, Bridges, & Jiang, 2021; Usui ve ark., 2017; J S Weese, Staempfli, &
Prescott, 2000).

Deniz {irlinlerinin, 6zellikle midyelerin, filtrasyon yoluyla beslenmeleri ve
patojenleri konsantre etmeleri sebebiyle C. difficile ile kontamine olduklar
gosterilmistir (Candel-Pérez ve ark., 2019).

Mezbahanelerde i¢ organ ¢ikarma sirasinda bagirsak iceriginin dokiilmesi veya
mezbaha ortamindaki spor birikimi karkaslarin kontaminasyonuna sebep olabilir.
Mezbahanelerden yapilan 6rneklemelerde mezbahane atik suyunda ve karkaslarda
etken degisen oranlarda tespit edilmistir (Abay, Ahmed, Aydin, Karakaya, &
Miistak, 2022; Candel-Pérez ve ark., 2019; Hampikyan ve ark., 2018; Keessen ve
ark., 2011; Rodriguez ve ark., 2013; J Scott Weese, Rousseau, Deckert, Gow, &
Reid-Smith, 2011). Ayrica asemptomatik veya semptomatik evcil hayvanlar ile
insanlar, gida zincirindeki ve C. difficile ile kirlenmis yiizeylerdeki kontaminasyonun

kaynag olabilirler (Bauer, & Kuijper, 2015; Candel-Pérez ve ark., 2019).

2.2.2. Gidalardaki Hayatta Kalmasi ve Cogalmasi

C. difficile gida kaynakli bir patojen kabul edilmediginden diger Clostridium
ve Bacillus tiirlerinin aksine, gidalardaki canliligi ve vejetatif hiicre ¢ogalmasina
iligkin bilgiler smnirlidir (Candel-Pérez ve ark., 2019). Mevcut caligmalarda simirl
sayida C. difficile susu kullanildigindan spor stabilitesinin sadece kii¢iik bir kesitini
yansitmaktadir (Deng, Plaza-Garrido, Torres, & Paredes-Sabja, 2015; Deng,
Talukdar, Sarker, Paredes-Sabja, & Torres, 2017; Flock ve ark., 2015; McSharry,
Koolman, Whyte, & Bolton, 2021; Rodriguez-Palacios, Reid-Smith, Staempfli, &
Weese, 2010; Sepulveda-Diaz, 2013; Sugeng, 2012; Warriner ve ark., 2017). Bu
caligmalarda spor canlilifinin, diisiik sicaklikta pek degismedigi ancak diisiik su
aktivitesinden etkilendigi gosterilmistir (Deng ve ark., 2015, 2017). Ayrica modifiye
atmosfer paketli et iriinlerinden C. difficile izolasyonunun yapilarak oksijeni
uzaklastirilmis gidalarda C. difficile’ in hayatta kalabildigi gosterilmistir (Atasoy, &
Gliciikoglu, 2017).
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Etkenin 1s1ya dayanikliligina iliskin yapilan bir ¢alismada C. difficile suslarinin
et pisirmede tavsiye edilen 71 °C’de 2 saat canli kalabildigi fakat 85 °C’de tekrar
1sitma uygulanmasi durumunda % 90’1nin 6ldiigi bildirilmistir (Rodriguez-Palacios
ve ark., 2010).

2.2.3. Gidalardaki Yayginhg ve Tiplendirme Calismalar:

Cevrede ve gidalarda C. difficile sayis1 diisiik olmasina ragmen 1sil isleme
direngli sporlu yapisi gida kaynakli bulasmay1 kolaylastirabilir (Bauer, & Kuijper,
2015). C. difficile, siklikla et ve et {irlinlerinden, deniz iriinlerinden, sebzelerden,
kanatl eti iiriinlerinden izole edilmektedir ve izole edildigi gidalardaki prevalansi %
0-62,5 arasinda degismektedir (Ersoz, & Cosansu, 2014; Metcalf ve ark., 2011;
Rahimi, Jalali, & Weese, 2014(a); Rahimi, Momtaz, & Hemmati, 2014(b);
Scholtzek, Heise, Witt, Hanuschik, & Maurischat, 2022; Songer ve ark., 2009;
Sugeng, 2012; Tkalec ve ark., 2019; Von Abercron, Karlsson, Wigh, Wierup, &
Krovacek, 2009; Weese, Reid-Smith, Avery, & Rousseau, 2010). Siit ve siit
tiriinlerinde etkenin varliginin arastirilmasina dair az sayida g¢alisma mevcuttur.
Avusturya’da yapilan bir ¢alismada baktofiigasyon uygulanan ¢ig siitlere ait 50
baktofiigattan C. difficile izole edemediklerini bildirmislerdir (Jobstl ve ark., 2010).
Kanada’da yapilan ¢aligmada yar1 yumusak peynirlerde % 9,6 (14/146) oraninda
pozitiflik bulunmus ve bu oranin kiymada bulunan 12,8 oranma yakinlhigina dikkat
cekilmistir (Sugeng, 2012). Ayni ¢alismada pastorize siitte C. difficile pozitiflik orani
% 2 (2/100) olarak; tatlandirilmis siitlerde ve kremada etkenin izole edilemedigi
bildirilmistir (Sugeng, 2012). iran’da yapilan ¢alismada ise inek siitiinde C. difficile
prevelansinin 1,43 (2/135) oldugu ve izolatlardan birinin 078 ribotip oldugu
bildirilmistir (Rahimi ve ark., 2014b).

Gidalardan ve c¢iftlik hayvanlarindan siklikla izole edilen suslarin dagilimi
incelendiginde ribotip 017, 027, 078 tipleri 6ne ¢ikmaktadir (Erséz, & Cosansu,
2014). 017, 027, 078 ribotipleri toplum iliskili C. difficile infeksiyonlarinda da
siklikla izole edilmektedir. Avrupa iilkelerinde gidalardan en ¢ok izole edilen C.

difficile ribotipleri 001 ve 004’ tiir (Candel-Pérez ve ark., 2019).
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Ulkemizde konu iizerine yapilan bir ¢alismada, Elaz1g ve Diyarbakir illerinden
temin edilen 310 adet tavuk but, gégiis, kanat, baget ve karaciger numunesinde
etkenin varligr sirayla % 12; % 8; % 6,6; % 5 ve % 7,5 %; toplamda ise % 8,06
(25/310) olarak belirlenmistir (Guran, & llhak, 2015). Samsun’da yapilan bir diger
calismada etkenin prevalansit modifiye atmosfer paketli sigir kiymalarinda % 4 (50
numunede 2 adet), kusbasi Orneklerinde % 2 (50 numunede 1 adet) olarak
bildirilmistir (Atasoy, & Giiciikoglu, 2017). Sakarya’da yapilan bir ¢alismada ise et
ve et lirlinlerinde prevalansin % 1,98 (101 numunede 2 adet), pismemis ¢ig
koftelerde % 5,5 (18 numunede 1 adet) ve tiiketime hazir pigsmis et donerde % 8,3
(12 numunede 1 adet) oldugu rapor edilmistir (Erséz, & Cosansu, 2018). Muratoglu
ve arkadaglar1 (2020) yaptiklar1 ¢alismada 319 et iriiniin (71 salam, 50 sucuk, 52
sucuk, 50 pastirma, 36 pismemis kofte, 30 flime et ve 30 pismis doner) % 6,9’ unda
(22/319) C. difficile tespit ettiklerini ve bunlarin % 40,9’ unun (9/22) R027 ribotipi
oldugunu bildirmislerdir. Ayrica ¢alistiklar1 et iriinlerinde en yiiksek C. difficile
prevalans1 ve RO027 pozitiflik oramina sahip olan iirlinlin salam oldugunu
vurgulamiglardir. Tavuk karkaslarinda etkenin varlifini ve suslarin antibiyotik
duyarliligmin incelendigi bir baska calismada ise Marmara bolgesinde toplanan
numunelerde pozitiflik % 37,7 (69/185) bulunmus ve bunlardan 6 adedinin R027
ribotipi oldugu bildirilmistir (Bingol ve ark., 2020).

Hampikyan ve arkadaslar1 (2018) ise etkeni 247 sigir karkasinin 83'linde ve
308 koyun karkas 6rneginin 78'inde (% 25,3) izole ettiklerini bildirerek, 15 (% 18,1)
sigir ve 6 (% 7,7) koyun izolatini ribotip 027 olarak tanimlamis, diger hiperviriilent
tip olan ribotip 078’e rastlamadiklarmi rapor etmislerdir. Ulkemizden bildirilen son
caligmada Kayseri’de 100 sigir digkisi, 100 karkas yiizey siiriintiisii, 20 mezbahane
ornegi (10 atik su, 10 calisma alan1 ve bigak siiriintiisii) olmak tiizere toplam 220
numunede C. difficile varlig1 arastirilmis olup tespit edilen 12 izolatin 1’i mezbahane

atik suyundan 11°1 sigir digki numunelerinden izole edilmistir (Abay ve ark., 2022).

2.3. Siit ve Siit Uriinleri

Tirk Standartlar1 Enstitiisii TS1018 (Nisan 2022)’e gore ¢ig inek siitii, inekten

sagilarak elde edilen 40 °C’in iizerinde 1sitilmamis veya es deger etkiye sahip
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herhangi bir islem gérmemis veya On 1sitma islemine tabi tutulmamis ve agiz siitii
(kolostrum) disindaki meme bezi salgisidir (Tiirk Standartlar1 Enstitiisi[TSE],
2022a). Siitiin temel bilesimi su, protein (kazein, serum proteinleri, B-laktoglobulin)
karbonhidratlar (laktoz), yag (trigliseridler, fosfolipitler, kolosterol, serbest yag
asitleri monogliseridler ve digliserdiler), vitaminler (A, D, E, K), mineraller (K, Na,
Ca, Mg, ClI ve fosfat) ve enzimlerdir (Wastra, Wouters, & Geurts, 2006). Taze siitiin
yaklagik degerleri; yag i¢in % 4, kazein igin % 2,6; diger protein i¢in % 0,70; laktoz
icin % 4,6; tuz i¢in % 0,85 ve su i¢in % 87;1°dir ve pH degeri 6,7 dir (Wastra ve
ark.,, 2006). Bu zengin bilesimi sebebiyle siit hem memeliler hem de
mikroorganizmalar i¢in iyi bir besin ve enerji kaynagidir.

Siitle potansiyel olarak iligkili baslica bakteriler Micrococcus, Staphylococcus,
Lactococcus, Streptococcus, Lactobacillus, Basillus, Clostridium, Escherichia,
Salmonella, Pseudomonas tiirleridir (Wastra ve ark., 2006). Bunlardan son {igii
disindakiler gram (+) bakterilerdir. Bakterilerin disinda siit ve siit iriinlerinde
Geotrichum candidum gibi mayalar ile Aspergillus ve Penicillium gibi kiifler
bulunabilir (Wastra ve ark., 2006). Bu mikrooorganizmalar siitii fermente ederek siit
tiriinlerinin olugsmasina ve/veya siitiin bozulmasina neden olurlar.

Siitte dogal olarak bulunan immunglobulinler, lizozim ve laktoferrin gibi
bakteriyel  inhibitorler, laktoperoksidaz-tiyosiyanat-H,O,  gibi  nonspesifik
inhibitorler, redoks potansiyeli ve O; seviyesi gibi faktorler bakterin gelisimini
engeller ve inhibe edici etki saglar. Ayrica disardan gelen antibiyotik, dezenfektan ve

H,0, gibi inhibitorler i¢erebilir (Wastra ve ark., 2006).

Tablo 2. TS 1018' e gére Cig Inek Siitiiniin Ozellikleri

Ozellikler Sinirlar
Yogunluk 1,028
Donma Noktasi -0,520 °C
Mastitis testi Negatif
Protein, % (m/v), en az 2,8

Asitlik (St asidi), % (m/v), en az- en ¢ok 0,135-0,200
Yagsiz kuru madde, % (m/v), en az 8,5

Inhibitér madde Bulunmamali
Okside edici maddeler Bulunmamali
Karbonat ve formaldehit Bulunmamali
Toplam canli bakteri sayisi, 30 C’de kob/mL, en ¢ok 100000 *
Somatik hiicre sayisi, adet/mL, en ¢ok 500000 **
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2.3.1. Pastorize Siit

Tirk Standartlar1 Enstitlisi TS1019’a gore pastorizasyon ¢ig siite en az 72
°C’de 15 saniye uygulanan kisa siireli yiiksek sicaklik veya en az 63 °C’de 30 dakika
uygulanan uzun siireli diisiik sicaklik veya esdeger etkiyi saglayan diger zaman-
sicaklik kosullarinin kombinasyonunu igeren ve bu uygulamalardan hemen sonra
alkali fosfataz testi yapildiginda tiriinlerin negatif reaksiyon gosterdigi islemdir (Tiirk
Standartlar1 Enstitiisii [TSE], 2022b). Pastorizasyon islemi uygulanarak iiretilen ve
tiretimden hemen sonra 6 °C’yi gecmeyecek sicakliga sogutulan siit pastorize siittiir.
Tiirk Standartlart Enstitiisii TS 1019°e gore pastorize siitiin 6zellikleri Tablo 3’te

verilmistir.

Tablo 3. Tiirk Standartlari Enstitiisii TS1019'a gére Pastorize Siitiin Ozellikleri

Ozellikler Simirlar
Yagsiz Kuru madde, % (m/v), en az 8,0

Protein, % (m/m), en az 2,9

Fosfataz aktivitesi (fenol degeri olarak mg/0,5 mL), en ¢ok 0,05
Peroksidaz deneyi * Pozitif/Negatif
Aflatoksin M1, (ug/kg), en gok 0,05
Natamisin Bulunmamali
Sorbik Asit Bulunmamali
Bitkisel Yag Bulunmamali

Uygulanan hafif bir 1s1l igslem, 6rnegin 72 °C' de 15 saniye, mevcut olabilecek
tim patojenleri (6zellikle Mycobacterium tuberculosis, Salmonella spp.,
enteropathogenic E. coli, Campylobacter jejuni ve Listeria monocytogenes gibi)
higbir saglik tehlikesi kalmayacak sekilde oldiriir (Wastra ve ark., 2006).
Staphylococcus aureus‘un bazi suslart 1s1l islemde hayatta kalabilir ama tehlikeli
miktarda toksin Tlretebilecek kadar ¢ogalamaz. Pastorizasyonla koliformlar,
mezofilik laktik asit bakterileri ve psikrotroflar da oldiiriiliir. Oldiiriilemeyenler
arasinda 1s1ya dayanikli mikrokoklar, bazi termofilik streptokoklar ve bakteri sporlari
bulunur. Ancak B. cereus disinda bu mikroorganizmalar siitte ¢ok hizli ireyemezler.
Patojen bir mikroorganizma olan B. cereus siitte lirediginde kotii lezzet olusturur.

Ozetle pastérize siit, tiiketici icin giivenlidir. Buzdolabinda saklandigindan en az 1
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hafta raf dmriine sahiptir ve lezzet ve besin degeri olarak taze siitten ¢ok az farklidir

(Wastra ve ark., 2006).

Pastorize siit {retim prosesi Sekil 4’te verilmis olup pastorize siitiin
bozulmasimin en 6nemli nedeni 6zellikle ambalajlanmasi esnasinda siitiin ¢evredeki
hava ve aerosollar yoluyla gram-negatif psikrotrof bakterilerle kontaminasyonudur
(Lewis, & Deeth, 2014).

Cig Siit
Klasik L . Paketleme
(yao/ 251 Filtreleme | Santrifiigasyon | Homojenizasyon | Standardizasyon | Pastorizasyon ve
ya?;rh) Depolama

Sekil 4. Pastorize Siit Uretim Prosesi

2.3.2. Yogurt

Popiiler fermente siit iiriinlerinden biri olan yogurt, TS 1330 (2021) ’a gore
inek siitli, koyun siitli, manda siitii, ke¢i siitii veya karisimlarindan {iretilen, S.
thermophilus ve L. delbrueckii ssp. bulgaricus’ un simbiyotik kiiltiirlerinin
kullanildigit ve TS 10935°e gore iretilen ve sonrasinda 1sil islem gérmeyen
mamiildiir (Tirk Standartlar1 Enstitiisii [TSE], 2021). Geleneksel olarak sade yogurt
tiretimi, kaynatilarak suyu uzaklastirildiktan sonra ve 45-50 °C’ye sogutulan siite bir
miktar yogurt katilmasi ile iiretilir. Inkiibasyon 35-40 °C’de 3-5 saat yapilir. Ticari
yogurt iiretiminde standadize edilmis homojenize siit 80-85 °C’de 20-30 dakika veya
90-95 °C’de 3-5 dakika pastorize edilir (Tiirk Standartlar1 Enstitiisii [TSE], 1993) ve
42-44 °C’de % 2-3 oraninda starter kiiltlir ilavesi yapilir (TSE, 1993). Starter olarak
saf yogurt kiiltiiri ya da probiyotik bakteri de igeren kiiltiirler kullanilabilir
(Ghoddusi, & Thomas, 2017). Inkiibasyon 42-44 °C’de 2-3 saat kadar (pH 4,6-4,7
oluncaya kadar) yapilir (TSE, 1993). Inkubasyon sicaklig: azaldik¢a fermentasyon

stiresi uzar ancak yogurdun kivami daha kati olur (Wastra ve ark., 2006).
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Inkiibasyon sonrasinda yogurt kendine 6zgii renk ve goriiniiste, toplam spesifik
mikroorganizma sayisi en az 10’ kob/g ve % laktik asit miktar1 0,6-1,5 arasidadir
(TSE, 2021). Ortalama pH 4,4 (4,2-4,6); viskozite 400 mPA-S’dir (Wastra ve ark.,
2006) ve yaklasik yag % 3,5; kazein % 2,5; laktoz % 3,7; diger proteinleri % 0,8’ dir
(Wastra ve ark., 2006). Fermentasyonla yogurdun laktoz igerigi azaltirken laktik asit
miktar1 artar. Cogu vitamin seviyesi de fermentasyon Oncesine gore azalir (Wastra ve
ark., 2006). Ancak tiretimde kullanilan starter kiiltiirle iliskili olarak baz1 vitaminlerin
miktar1 artabilir (Tamime, 2006). Yogurdun en Onemli ugucu bilesikleri ise
asetaldehit, asetik asit, diasetildir (Wastra ve ark., 2006).

Yogurt fermentasyonunda proteolitik laktobasiller kiigiik peptitler ve valin
basta olmak {izere serbest amino asitler olusturarak streptokoklarin c¢ogalmasini
arttirir.  Streptokoklar ise anaerobik kosullar altinda pirlivik asitten formik asit
olusturarak, ayrica CO; iiretimi yoluyla laktobasiller ¢ogalmasini arttirir (Wastra ve
ark., 2006). Formik asidin uyarici etkisi yogun sekilde 1sitilmis (kaynatilmis) siitte
fark edilmez ¢iinkii bu siitte laktozun parcalanmasiyla formik asit olusmustur.
Bununla birlikte, streptokoklar tarafindan formik asit iiretimi yogurt siitline daha
tlimlt 1s1l islemlerin (6rnegin, 85 °C'de 5 ila 10 dakika) uygulandigi endiistriyel
uygulamalarda esastir. S. thermophilus ve L. delbrueckii ssp. bulgaricus’un
birlikteliginde, laktik asit, saf kiiltiirlerine gore ¢ok daha hizli tiretilir. Yogurtta belli
bir asitlige ulasildiktan sonra streptokoklarin gelismesi engellenirken, asidik ortama

daha dayanikli olan laktobasiller gogalmaya devam ederler (Wastra ve ark., 2006).

2.3.3. Kefir

Kefir i¢inde laktik asit bakterileri, asetik asit bakterileri ve mayalar1 igeren,
protein ve polisakkaritlerin kompleks bir matriksi olan fermente bir siit iirliniidir.
Glniimiizde kefir tanelerinin kullanildig1 geleneksel iiretim ile starter kiiltiirlerin
kullanildigi modern iiretim olmak iizere 2 ana yontemle kefir iretilir (Tamime,
2006). Geleneksel yontemde 18-25 °C’ye sogutulmus 100 mL siite 2-10 gram kefir
tanesi katilir ve 18-24 saat inkubasyon sonrasi kefir taneleri ayrildiktan sonra
karistirilarak sogutulur. Kefir taneleri tekrar kullanilmak {izere yikanir (Tamime,

2006). Modern yontemde 1s1l islem uygulanmis ve 32-35 °C’ye sogutulmus siite
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starter kiiltiir inokiile edilir ve son pH 4,4-4,5 olacak sekilde 10-15 saat inkiibasyon
sonrasinda tirtin karistirilir, sogutulur ve paketlenir (Tamime, 2006).

Kefir kiiltiirleri termofilik/mezofilik laktik asit bakterilerinin ve mayalarin
farkli karisimlarindan olusur (Tamime, 2006). Kefir fermentasyonunda laktik asit ve
alkol tretilir. Laktik asit icerigi % 0,7-1 arasinda ve alkol igerigi % 0,05-1
arasindadir (Wastra ve ark., 2006). Bu sayede hos ve eksi bir tat olusurken, diisiik
pH, diisiik redoks potansiyeli, inhibisyon etkisi olan ayrigmamis asitler ve
antimikrobiyal aktivitesi olan bilesikler sebebiyle istenmeyen organizmalarin inhibe

edildigi bir ortam olusur (Wastra ve ark., 2006).

2.4. Probiyotikler ve C. difficile Enfeksiyonlarinda Kullanimi

Probiyotik bakteriler tarafindan iretilen vitaminler (folat, kobalamin [Bi,],
menakinon [vitamin Kj,] riboflavin, tiamin) ve ekzopolisakkaritler ile sagliga olumlu
etkilerde bulunurlarken, bakteriyosin gibi maddeler patojenler {izerine inhibitor etki
gosterirler (Tamime, 2006). Probiyotiklerin temel faydali etkileri immun-modiilator,
bagirsak florasim1 dengeleyici, antibakteriyel, anti-inflamatuar, anti-mutajenik,
antioksidant ve anti-viral etki olarak tanimlanmistir (Mousavi ve ark., 2020).

Clostridioides difficile tedavisinde wuzun siireli antibiyotik kullanimi
gastrointestinal sistem mikrobiyomunu bozar ve patojene rekabet avantaji kazandirir
(Tamime, 2006). Yogurt tikketiminin antibiyotikle iligkili koliti 6nleyip onlemedigi
veya tyilestirip iyilestirmedigininin test edildigi bir ¢calismada yogurtla tedavi edilen
hamsterlarda 6liim oranimnin % 100 oldugu ve tiim hayvanlarda siddetli kolitin
histolojik degisikliklerinin goriildiigii dolayisiyla hamster modelinde yogurdun C.
difficile kolitinin Onlenmesindeki olas1 etkinligini destekleyen higbir kanit
bulanamadigi bildirilmistir (Kotz, Peterson, Moody, Savaiano, & Levitt, 1992).
Ancak bazi Bifidobacterium tiirlerinin supernatantlarinin, insan enterosit hiicre
kiiltirinde C. difficile adhezyonu ve biiylimesine kars1 antagonist etkisi gdzlenmistir
(Trejo ve ark., 2006).

Kefir Dbakterisi olan Lentilactobacillus kefiri (L. Kkefiri)’nin ¢esitli fare
modellerinde yan etki olmaksizin giardiasis, alkollik olmayan yaglh karaciger, x 1s1na

bagli bagirsak hasarina karsi ve hatta CDI’ya kars1 sagliga olumlu etkileri oldugu
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raporlanmistir (Spinler ve ark., 2016). L. kefiri suslarindaki S-tabaka (S-layer)
proteinlerinin C. difficile toksinlerinin (TcdA ve TcdB) etkilerini antagonize etme
yetenegine sahip oldugu gosterilmistir (Carasi, Trejo, Pérez, De Antoni, & Serradell,
2012). Baska bir ¢alismada kefirden izole edilmis bakteri ve mayalardan olusan bir
karisim ile hamsterlarda C. difficile kaynakli enterokolite karsi koruma saglandigi
bildirilmistir (Bolla, Carasi, Bolla, De Antoni, & Serradell, 2013). Bir diger
caligmada ise deneysel olarak enfekte edilmis farelere kefir verildiginde diskida
ortalama nispi C. difficile DNA konsantrasyonunun beklenmedik sekilde arttigi
ancak toksin seviyelerinin 6nemli 6l¢iide ylikselmedigi bildirilmis ve bu durumun
caligmada kullanilan C. difficile susu ile iliskili olabilecegi yorumlanmistir (Spinler
ve ark., 2016).

2.5. Nisin

Gram-pozitif ve Gram-negatif bakteriler tarafindan ribozomal olarak
sentezlenen ve hiicre dis1 olarak salinan kiiciik peptidlere veya biyoaktif proteinlere
bakteriyosin denir (Da Costa, Voloski, Mondadori, Duval, & Fiorentini, 2019).
Nisin L. lactis ssp. lactis tarafindan {iretilen, termostabil, hidrofobik ve katyonik bir
antimikrobiyal peptittir. Nisin, bakteriyosin siniflandirilmasinda lanthionine ve B-
metil lanthionine igeren kiigiik (<5 kDA) peptit lantobiyotiklerin yer aldigr Grup Ia’
da yer alir (Cleveland, Montville, Nes, & Chikindas, 2001).

Etkisini sitoplazmik membran tizerine gosterir. Sitoplazmik zarda/membranda,
gozenek olusumunu tetikleyerek membran potensiyelinin dagilmasma ve kiigiik
metabolitlerin (amino asitler, K* ve internal adenosine trifosfat gibi) akisina yol agar
(Ali ve ark., 2013; Da Costa ve ark., 2019). Ayrica hiicre duvari biyosentezi i¢in zara
bagli bir 6ncii olan lipid II molekiilii ile etkilesime girer. Sonug¢ olarak hiicre
parcalanmasina ve Oliimiine sebep olur (Ali ve ark., 2013). Etki spektrumunda S.
aureus, Listeria spp., Bacillus spp., Clostridium ssp., Mycobacterium ssp., gibi
patojen mikroorganizmalar bulunmaktadir.

Nisinin bakteri sporlar1 {lizerine de inhibisyon etkisi bulunmaktadir. Etki
mekanizmasi yapisinda bulunan dehidrobutirin ve dehidroalanin amino asitlerinin

zardaki siilfidril gruplariyla reaksiyona girmesi sonucunda sporun g¢imlenmesinin
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Onlenmesiyle gerceklesmektedir. Boylece termosensitif faza ulastiktan sonra
¢imlenme durmaktadir (Kurt, & Zorba, 2005).

Inhibitdr etkisi sebebiyle bakteriyosinler alternatif veya tamamlayici tedavi
olarak one siiriilmektedir (Bartoloni ve ark., 2004; Hanchi ve ark., 2017). Nisinin C.
difficile enfeksiyonu tedavisinde vankomisin ve metronidazole alternatif olup
olmayacaginin  sorgulandigi  Oncii ¢alismalardan birinde vankomisin ve
metronidazoliin minimum inhibitor konsatrasyonu (MICgp) degeri her ikisi i¢inde 0,8
mg/L olarak bulunurken; nisin 0,256 mg/L MICgyy degeri ile C. difficile’ye kars1 en
aktif ajan olarak bildirilmistir (Bartoloni ve ark., 2004). Nisin vejetatif C. difficile
ATCC 9689 formlarini inhibe ettigi ancak 120 dakika maruziyette 40 nM nisinin
vejetatif hiicreleri tek basina tamamen inhibe edemedigi, bunun yerine 20 nM nisin
ile 0,2 mM lizozimin birlikte kullanimmin 30 dakika inkubasyonda etkeni tamamen
inhibe ettigi bildirilmistir (Chai ve ark., 2015). Nisinin C. difficile’nin klinik
izolatlarina karsi etkisinin aragtirildigi bir ¢alismada ise Nisin A ve Z’nin her ikisinin
de galigilan tiim suslari inhibe ettigi bildirilerek, minimum inhibitor konsatrasyonu
(MIC) sirayla 0,8 pg/mL ve 6,2 pg/mL olarak tahmin edilmistir (Le Lay ve ark.,
2016). Ayrica bu calismada 3,2 pg/mL dozda nisin A’nin ile 1 ve 24 saatlik
maruziyet sonrasinda spor canliliginin % 82 ila 99 arasinda degistigi ve daha yiiksek
konsantrasyonlarda, nisinin canlilikta istatistiksel olarak anlamli bir diislise neden
oldugu bildirilmistir (Le Lay ve ark., 2016).

Nisin, patojenlere karsi yiiksek bakterisidal etki gosterirken Bacterioides ve
Prevotella gibi yaygin gastrointestinal mikrobiyotaya karsi zayif bakterisidal etki
gosterir. Deney hayvani calismalart nisinin kalin bagirsaktan emiliminin ¢ok az
olmasi sebebiyle sistemik toksemi yapma ihtimalinin diisiik oldugunu gostermistir
(Ali ve ark., 2013). Amerikan Gida ve Ilag Dairesi (FDA) tarafindan GRAS
(Generally Recognized As Safe) statiisiine alinarak gidalarda kullanimina izin
verilmistir. Ulkemizde de Tiirk Gida Kodeksi Gida Katki Maddeleri Yonetmeligi
(2023) eklerinde E234 kodu ile “Renklendiriciler ve Tatlandiricilar Disindaki Katki
Maddeleri Listesi” nde yer bulmus olup olgunlastirilmis ve islenmis peynirde
maksimum 12,5 mg/l dozda, pastorize yumurtada 6,25 mg/l dozda kullanimina izin
verilmistir. C. difficile 3195 susu ile yapilan bir ¢alismada nisin MIC degeri vejetatif
hiicreler i¢in 5,20 pg/ml ve endosporlar i¢in 3,47+1.50 pg/ml olarak bildirilerek;
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yiikksek basing ve 1sil islemlerle birlikte nisin kullaniminin Clostridium spp.
endosporlarinin inaktivasyonunu artirdigi ve gidalarda uygulanabilir oldugu
onerilmistir (Hofstetter ve ark., 2013).

Tim bu literatiir bilgisi 1518inda, toprak, su, giibre, toz, yem ve sagim iinitesi
insan veya sigir kaynakli C. difficile sporlariyla kontamine olabilir ve bu sporlar
capraz kontaminasyonla gida maddelerine gegebilirler. Mevcut calismalarda et ve et
tirinlerinde etkenin izole edildigi bildirilirken, siit ve siit liriinlerinden etkenin izole
edilmesi ile ilgili sinirh sayida ¢alisma vardir. Bu ¢alisma ile deneysel olarak C.
difficile sporlar1 inokiile edilen inek siitiitiinden firetilen pastorize siit, yogurt ve
kefirde klasik kiiltiirel metotlarla etkenin davraniginin ve canliliginin belirlenmesi;
etkenin bir bakteriyosin olan ve GRAS bir gida koruyucusu olarak kabul edilen nisin
kullanilarak pastorize inek siitii ortaminda inhibe edilmesinin incelenmesi
amaglanmistir. Calismayla siitiin bir bulagsma kaynagi olarak etkinliginin irdelenmesi,
siit ve siit {irlinlerinden etkenin izolasyonunda yasanan giigliiklerin anlagilmasi ve
fermente siit Uriinlerinin bulasmada, korunmada veya tedavide roliiniin daha iyi

anlasilmasi hususlarinda literatiire katki sunulmas1 hedeflenmistir.
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Gereg

Bu calismada Samsun ili, Atakum ilgesinde bulunan yaklasik 50 baslik bir
ciftlikten temin edilen antibiyotik igermeyen ¢ig siit kullanildi. Kefir ve yogurt
iiretiminde yiiksek sicaklikta pastorize edilmis tam yagl inek siitii kullanildi. Siitlerin

C. difficile ile kontamine olmadig1 ekimler yapilarak onaylandi.

3.1.1. C. difficile Susu

Saglik Bakanligi, Halk Sagligi Genel Miidiirliigii, Mikrobiyoloji Referans ve
Biyolojik Uriinler Dairesi Bsk., Kiiltiir Koleksiyonundan temin edilen C. difficile
ATCC 9689 susu kullanildi.

3.1.2. Yogurt Kiiltiirii

Calismada Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus ve Streptococcus
thermophilus iceren yogurt kiiltiiri Maysa Gida (istanbul, Tiirkiye) firmasindan

temin edildi.

3.1.3. Kefir Kiiltiirii

Calismada kefir tiretimi i¢in kullandigimiz kefir kiltiiri Dogadan Bizim
(Istanbul, Tiirkiye) firmasindan temin edildi. Kefir iiretimi firmanin iiretim dnerileri
dogrultusunda kiiltiir ilavesi sonrast siitin 30 °C ‘de 18 saat inkiibasyonu ile
gerceklestirildi. Kullanilan kefir kiiltiiriiniin mikrobiyolojik kompozisyonuna iliskin

veri Tablo 4’te verilmistir.
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Tablo 4. Ticari kefir mayasinin mikrobiyolojik yapist

Bakteriler Mayalar

Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus Saccharomyces cerevisiae ssp. chevalieri
Streptococcus thermophilus

Lactobacillus kefiri

Lactobacillus brevis

Lactobacillus helveticus

Lactobacillus casei

Lactobacillus plantarum

Lactobacillus salivarius

Lactobacillus johnsonii

Lactococcus lactis ssp. cremoris

Lactococcus lactis ssp. lactis biovar diacetylactis
Lactococcus lactis ssp. lactis

Bifidobacterium bifidum

Bifidobacterium adolescentis

Bifidobacterium animals

3.1.4. Caliysma Kapsaminda Kullanmilan Besiyeri ve Kimyasallar

e Anaerotest (Merck-1.15112.0001)

e Anaerocult A (Merck-13829.0001)

e Triptic Soy (TS) broth (Merck- 1.05459.0500)

e Brain Heart Infusion (BHI) broth (Merck- 1.10493.0500)

e Brain Heart Infusion (BHI) agar (Merck- 1.03870.0500)

e de Man Rogosa Sharpe (MRS) agar (Merck- 1.10660.0500)
e M17 agar (Merck-1.15108.0500)

e Plate Count Agar (PCA) (Merck-1.105463.0500

e Potato Dextrose Agar (PDA) (Oxoid- CM0139)

e  Tamponlu Pepton Water; ISO 6579’a gore (Merck 1.072228-0500)
o C. difficile selektif supplement (Oxoid- SRO096E)

e Sodium taurocholate- (Sigma- 86339)

e Maya Ekstrakti (Merck-1.03753-0500)

e Notral Red (Merck -1.01369.0025)

o D(-) Fruktoz (Merck- K25469623 850)
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e C. difficile Test Kiti (Oxoid- DR1107A)
e Gram Boyama Kiti (Merck- 111885)

3.1.5. Laboratuvarda Kullanilan Cihazlar

e Hassas Terazi (Shimadzu, AU-X320-Japonya)

e pH/ORP metre (Hanna Instruments, HI 2221-ABD)

e Distile Su Cihaz1 (Niive, NS 103-Tiirkiye)

e Mc Farland Densitometre (Biosan, DEN-1B- Letonya)

e  Siit Analiz Cihaz1 (Funke Gerber, Lactostar-Almanya)

e Stomacher (Interscience, Bagmixer 400 CC- Fransa)

e Su Banyosu (Niive, BM 402-Tiirkiye)

e  Santrifiij (Niive, NF800- Tiirkiye)

e Etiivler (Niive, EN120-Tiirkiye)

e Otoklav (Niive, OT090L-Tiirkiye)

e Vorteks (Heidolph-Almanya)

e Isiticih Manyetik Karistiricilar (Heidolph, MR Hei-Standard, Almanya)
e Class II Mikrobiyolojik Giivenlik Kabini (Niive, MN 120-Tiirkiye)
e Laminer Hava Kabini (Niive, LN 090-Tiirkiye)

e Koloni Sayici (Isolab, Almanya)

e PZR cihazi (Bio-Rad, T100 Thermal Cycler, ABD)

e Elektroforez (Cleaver Scientific, nanoPSC-300- iskogya)

e Jel Goriintiileme Sistemi (Spectroline, TD-2100 E/F-ABD)
e Faz Konstrast Mikroskop (Nikon, Eclipse E200- Japonya)
e Isik Mikroskobu (Olympus- CH20BIMF200- Japonya)

e -20 C’lik derin dondurucu (Arcelik-Tiirkiye)

e +4 C’lik buzdolab1 (Ugur-Tiirkiye)
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3.1.6. BHI-YST-CC Besiyeri

Besiyeri, formulasyonda Tablo 5’te belirtildigi sekilde BHI agar, maya
ekstrakti, notral kirmizis1 ve D(-) fruktozun hassas terazide tartilip 990 mL distile su
ilavesi sonucunda 1siticili manyetik kanistiricida iyice ¢Oziindiiriilmesi ve
karistirilmasiyla hazirlandi. Daha sonra 121 °C’de 15 dakika otoklavlanan besiyeri
45-50 °C’ye kadar sogutulduktan sonra C. difficile selektif supplement, % 10’luk
sodyum taurokolat ¢ozeltisi (her 10 ml steril saf su i¢in 1 gram sodyum taurokolat)
filtre edilerek ilave edildi. Besiyerinin son pH’s1 7,4 (£0,1) olarak ayarlandi. Her
petriye yaklasik 20 ml besiyeri dokiildiikten sonra petri plaklar1 3-4 saat boyunca

kurutuldu.

Tablo 5. BHI-YST-CC Agar Besiyerinin Formulasyonu

icindekiler Miktar/litre
BHI agar 52,09

Maya Ektrakti 5009

Notral Kirmizi 0,039

D (-) Fruktoz 044
Sodyum Taurocholat 109
D-Cycloserine 250,0 mg
Cefoxitin 8,0 mg
Distile Su 990 ml
3.1.7. Nisin

Lactococcus lactis tarafindan {iretilen nisinin ticari formu Sigma-Aldrich
(N5764, ABD) firmasindan temin edildi. Ticari preparat % 2,5 oraninda nisin A
icermektedir (10° IU/g). Stok soliisyon hazirlamak i¢in (1000 ppm) 0,4 gram nisin
(10 mg etken igerir), 10 ml 0,02 N hidroklorik asit (HCI) iginde ¢ozdiiriildii (Food
and Agriculture Organization[FAO], 2013). Kullanimdan hemen Once siitteki son

konsantrasyonu 7,5 ppm, 12,5 ppm, 25 ppm ve 50 ppm olacak sekilde seyreltildi.
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3.2. Yontem

3.2.1. C. difficile Susunun Canlandirilmasi ve Dogrulanmasi

Referans bakteriyi canlandirmak maksadiyla stok kiiltiirden, taze hazirlanmis
ve i¢cinde % 5 koyun kani bulunan TSI ve BHI agarlara, ayrica BHI ve TSI sivi
besiyerlerine 6ze ile ekim yapildi.  Anaerobik kosullarda 37 °C‘de 48 saat
inkiibasyon sonrasi bulaniklik goriilen sivi besiyerleri ile iireme olan petrilerdeki
koloniler dogrulama islemine tabi tutulmustur. Stok kiiltiirin dogrulanmasi
maksadiyla i¢cinde % 0,5 maya ekstrakti, % 0,1 sodyum taurakolat, % 0,03 nétral red
ve C. difficile selektif supplement (1 tiipte 125,0 mg D-sikloserin, 4,0 mg sefoksitin)
bulunan selektif ve ayiric1 6zellige sahip koyun kani igeren (% 5) BHI-YST-CC
Agar’a ekim yapilmistir. 37 ‘C’de anaerobik kosullarda 4 giinlik inkiibasyonu
takiben yeknesak yapili, etraflart sarimtrak, boyutlari 1 mm ile 2 mm arasinda
degisen camsi/seffafimsi koloniler tiremistir. Gram (+) olarak boyanan sporlu basiller
kiiltiirlin saf ve pozitif oldugunu géstermistir. Bunlara ilaveten, kiiltiiriin onaylanmasi

maksadiyla C. difficile Hizli Test Kiti’de (Oxoid) kullanildu.

3.2.1.1. C. difficile Hizh Test Kitinin Prensibi ve Uygulanmasi

Bu kit hizl1 ve basit bir latex aglutinasyon testi olup hem s1v1 besiyerinden hem
de kat1 besiyerinden elde edilmis mikroorganizmalara uygulanabilmektedir. Testin
icinde bulunan C. difficile Reagent (1099) igerisinde tavsandan elde edilmis C.
difficile hiicre duvart antijenlerine spesifik Ig G ile kaplanmis lateks partikiiller
bulunmaktadir. Bu reagent ile test edilen 6rnegin karigtiritlmasi sonrasinda 6rnek C.
difficile agisindan pozitif ise 2 dakika igerisinde aglutinasyon olugmaktadir. Ancak
s1iv1 besiyerinden yapilan testlerde C. sordellii, C. glycollicum ve C. bifermentans ile
capraz reaksiyon olusabilmektedir. Bunun i¢in sivi besiyerinden yapilan testte
goriilen pozitif reaksiyonlarin selektif kat1 besiyerinde izole edilmis tipik kolonilerle
de tekrar edilmesi gerekmektedir.

Testin uygulanmasinda; reaksiyon kart1 tizerindeki alanda bir damla izotonik

tuzlu su (% 0,85) ile segilen koloniden 6ze dolusu alinan ornek piiriiz kalmayacak
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sekilde siispanse edilir. Daha sonra iizerine bir damla C. difficile reagent (1099)
damlatilarak hafifce karistirilir. 2 dakika icerisinde agliitinasyon goriilmesi pozitif
olarak degerlendirilir. Saf olmayan kolonilerdeki aglutinasyonun zayif, saf

kolonilerde ise daha gii¢lii oldugu goriildii.

3.2.1.2. PZR Analizi

DNA ekstraksiyonu saf koloni iizerinden ticari ekstraksiyon kiti (Thermo
Fisher, Invitrogen DNA Ultra Pure, ABD) kullanilarak yapildi.

Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR) karisiminda toplam hacim 25 pL olaracak
sekilde 0,5 pl Taqg DNA Polimeraz (5 U/ul); 2,5 pul Taq Buffer (10X); 1,5 ul MgCl;
(25 mM); 0,5 ul ANTP Miks (10 mM); 10 ul Deiyonize Distile Su; 1’er pl 10 plM’lik
primer ve 5 pl ekstraskte DNA kullanildi. Kullanilan primerlere ait bilgiler Tablo
6’da verilmistir. Reaksiyon Thermal Cycler cihazinda ilk denaturasyon 95 °C’de 3
dakika; takibinde denaturasyon 95 °C’de 30 saniye; baglanma derecesi 65 °C’den her
dongiide 1 °C azalacak sekilde 30 saniye; uzama 72 °C’de 30 saniye toplamda 11
dongii olarak programlandi. Ik 11 dongii sonrasinda denaturasyon igin 95 °C’de 30
saniye, 55 °C‘de 30 saniye ve son uzama 72 °C‘de 30 saniye olarak 30 dongii olarak
gerceklestirildi (Ozgen, 2018).

Elektroforez i¢in % 1,5’lik jel; 0,75 gram agaroz ve 50 mL 1X TAE buffer ile
mikrodalga kullanilarak hazirlandi. Yaklasik 50 °C’ye kadar soguyan jel 0,1 pl/ml
DNA boyastyla [etidyum bromiir (Thermo Fisher, Invitrogen, ABD)] karistirildiktan
sonra jel tankina dokiildii (Ozgen, 2018).

Hazirlanan agaroz kuyucuklara 6X loading dye ile karistirilan 6rneklerden 20
uL aktarildi. Bir kuyucuga DNA ladder ve 6X loading dye eklendi (Ozgen, 2018).
Elektroforez isleminde 110 volt, 90 amperde yiiriitildi.
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Tablo 6. PZR ile Dogrulamada Kullanilan Primerler (Persson, Torpdahl, & Olsen, 2008)

Primer PZR Uriinii

Hedef Gen Primer Ad1 Sekans (5°-3°) Konsantrasyonu unu

Boyutu (bp)

M)

16S rDNA tpi (F) GGAGGCAGCAGTGGGGAATA 0.05 1062
16S rDNA tpi (R) TGACGGGCGGTGTGTACAAG 0.05 1062
tedA tcdA (F) _(?EATGATAAGGCAACTTCAGTGG 06 629
tcdA tcdA (R) AGTTCCTCCTGCTCCATCAAATG 0.6 629
tcdB tcdB (F) g?éAARTGGAGTGTTACAAACAG 04 410
tcdB tcdB (R) GCATTTCTCCATTCTCAGCAAAGT 02 410

A

3.2.1.3. Sekans Analizi

16S rDNA iizerine yapilan spesifik PZR islemi sonrasi elde edilen iirliniin dizi
analizi hizmet alim1 seklinde “Karadeniz Ileri Teknoloji Arastirma ve Uygulama

Merkezi (KITAM)’nde gergeklestirildi.

3.2.2. Siitiin Pastérizasyonu, Sporlarin Siite Inokiilasyonu ve Nisin Ilavesi

Samsun Ili, Atakum ilgesinde bulunan yaklasik 50 baslik ciftlikten emin edilen
stitlere  son konsantrasyonu ~10° spor/mL olacak sekilde C. difficile spor
siispansiyonu inokiile edildi. Cig siit pastorizasyon maksatli olarak siit 63-65 “C 'de
30 dakika boyunca 1sil isleme tabi tutuldu. Ardindan pastorize siit C. difficile
sporlarinin pastorize siitte ne kadar siireyle canli kalabildigini belirlemek maksadiyla
kontrol grubu (A) ve C. difficile sporlarina nisinin inhibisyon etkisini belirlemek
maksadiyla deneme gruplarina (B, C, D ve E) ayrildi. Deneme grubu siitlere grup
bazinda aseptik olarak 7,5 ppm (B), 12,5 ppm (C), 25 ppm (D) ve 50 ppm (E)
dozunda nisin ilave edilerek iyice ¢alkalanip homojen hale getirildi. Steril kaplara
esit miktarlarda (50 ml) pay edilen kontrol ve deneme grubu siitler +4 °C 'de 20 giin

boyunca muhafaza edildi.
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3.2.3. Yogurt Uretimi ve Spor Inokiilasyonu

Cig siit C. difficile sporlar1 ile ~10* ve ~10° spor/ml konsantrasyonunda olacak
sekilde inokiile edilip 85 °C 'de 5-10 dakika 1s1l isleme maruz birakildi. 43-45 °C 'ye
sogutulan numuneler daha sonra yogurt kiiltiirii ile mayalandi. Iyi calkalanip
homojen hale getirilen deneme gruplari esit miktarda 100 ml’lik steril mini yogurt
kaplarina pay edildi. Takibinde pH 4,6 (+0,2) seviyesine ulasincaya kadar yaklasik 3-
4 saat boyunca 43 °C ‘de inkiibe edildi. inkiibasyon sonrasinda yogurtlar +4 °C 'de

buzdolabinda 20 giin boyunca muhafaza edildi.

3.2.4. Kefir Uretimi ve Spor inokiilasyonu

Cig siit C. difficile sporlari ile ~10* ve ~10° spor/ml olacak sekilde inokiile edilip
63-65 °C 'de 30 dakika 1s1l igleme maruz birakildi. 30 °C 'ye sogutulan numuneler
daha sonra kefir kiiltiirii ile mayalandi. Homojen hale getirilen deneme gruplari esit
miktarda 100 ml’lik steril kaplara pay edildi. 25 °C 'deki inkiibasyon 18-24 saat sonra
sonlandirildi (pH yaklasik 4,6 +0,2) ve numuneler buzdolabinda 4 °C 'de depolandi.

3.2.5. Spor Stok Siispansiyonu Eldesi

Brain Heart Infusion (BHI) agarda iretilip dogrulanan bir koloni TS sivi
besiyerine ekildi, 37 °C’de 24-36 saat inkiibasyon sonrast (Mc Farland degeri
yaklasik 1,5-2) taze hazirlanmig BHI agara 250 pl ekim yapildi. Anaerobik
kosullarda 37 °C’de en az 5 giin inkiibasyon ile basillerin sporlanmasi tesvik edildi.
Spor biriktirilmesi i¢in petrilere 2-5 ml steril soguk su eklendi ve koloniler 6ze ile
hafif¢ce kazindi. Su-spor karisimi 15 ml'lik santrifiyj tiiplerinde toplandi. Biriktirilen
spor siispansiyonlari 1 gece 4 °C de muhafaza edildikten sonra spor eldesi i¢in tiipler
3000 rpm’de 10 dakika santriflij edildi. Ardindan tistteki sivi faz uzaklastirildi ve
spor peleti 10 ml steril PBS ile siispanse edilip vorteks ile homojenize edildi.
Yeniden 3000 rpm’de 10 dakika santrifiigasyon sonrasi sivi faz uzaklastirildi ve pelet
10 mL PBS ile tekrar reslispanse edildi. Bu islem 5 kez tekrarlandiktan sonra

stispansiyon son kez santrifiij edildi ve sivi faz uzaklastirildi. Alkol soku amaciyla 5
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ml PBS ve 5 ml % 95 etanol eklenip, vortekslenerek 1 saat bekletildi. Siire sonunda
tiip 3000 rpm’de 10 dakika santrifiij edilip sivi faz uzaklastirildi. Pelet 10 ml PBS ile
5 kez yikandiktan (3000 rpm’de 10 dakika) sonra 5 ml PBS ile karistirild1 (Edwards,
& McBride, 2016).

3.2.6. Spor Yapilarinin Incelenmesi ve Spor Sayimi

Spor yapilarinin incelenmesi ve sayiminda kullanilmak amaciyla % 0,7’ lik
agarose jel hazirlandi. Sivi haldeki jel lam iizerine ¢ok ince bir katman olugturacak
sekilde yayildi ve kurumasi igin 2-3 dakika beklenildi. Ardindan lamda belirlenen
1x1 cm®lik alana desimal diliisyonlar1 hazirlanmis stok slispansiyonundan 5 pl spor
eklenerek yayildi, iizeri lamel ile kapatilarak faz kontrast mikroskopta spor yapilar
incelenerek sayildi (Edwards, & McBride, 2016).

Spor sayimimin dogrulanmast amaciyla stok siispansiyondan hazirlanan
diliisyonlar i¢inde % 0,5 maya ekstrati, % 0,1 sodyum taurakolat, % 0,03 nétral red
ve C. difficile selektif supplement iceren (1 vialinde 125,0 mg D-sikloserin, 4,0 mg
sefoksitin) bulunan BHI-YST-CC agara ekildi. Anaerobik kosullarda 37 °C’de 48-72
saat inkiibasyon sonrasi ¢evreleri kirmizidan sartya donen, camsi, kenarlar1 dantela

seklinde goriilen koloniler sayildi. Koloniler ayrica test kiti ile onaylandi.
3.2.7. Mikrobiyolojik Analizler

Mikrobiyolojik analizler igin siit, yogurt veya kefir deneme gruplarindan (10
ml veya 10 g) tartilip 90 ml peptonlu su ile homojenize edildi. Uygun diliisyonlardan
kullanilan besiyerlerine 0., 5., 10., 15., ve 20. giinlerde ekim yapildi. Petrilerde
ireyen 30-300 arasindaki koloniler sayim i¢in se¢ildi. Sayim sonuglart miimkiin
olabildigince ardisik iki seyreltiden yapilan ekim sonuglarinin agirlikli aritmetik
ortalamasi bulunarak asagidaki formiile gore hesaplandi ve kob/ml veya kob/g olarak
kayit edildi.
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C
N =
V(nl+4+0,1xn2)xd

N: Koloni Sayis1 kob/g veya kob/mL

C: Ardisik iki diliisyonda sayilan tiim petrilerin toplami

V: Ekim yapilan hacim

nl: Ardigik iki diliisyondan daha kiigiik seyreltme faktoriine sahip olandan sayilan petri sayisi
n2: Ardisik iki diliisyondan daha biiyiik seyreltme faktdriine sahip olandan sayilan petri sayisi
d: Ardigik iki diliisyondan daha kiigiik seyreltme faktoriine sahip olanin diliisyon faktorii

Petrilerdeki koloni sayis1 30°’dan az ise ekim yapilan en kiiciik seyreltmeye

gore ornekteki koloni sayis1 hesaplandi.
3.2.7.1. C. difficile Saymm

Siit, kefir ve yogurt orneklerinden C. difficile analizi i¢in peptonlu su
kullanarak yapilan 1:10’luk diliisyonlara ilaveten, diisik spor konsantrasyonuna
sahip oldugu disiliniilen kefir ve yogurt Orneklerinde 1:2°1lik diliisyonlar da
hazirlandi. Vejetatif forma gecen C. difficile bakterilerini saf dis1 birakip spor formda
olanlarin sayisint belirlemek i¢in peptonlu suda diliie edilen numunelerin her biri
oncelikle 80 °C’de 5 dakika veya 65 °C’de 30 dakika 1s1l isleme maruz birakild1. Isil
islem sonrasinda Maximum Recover Diliient (MRD) ile seri diliisyonlar hazirlandi.
Diliisyonlardan iginde % 0,5 maya ekstrakti (Y) ve % 0,1 sodium taurokolat (ST)
bulunan Brain Heart Infusion (BHI-YST-CC) agarin yiizeyine 0,1 ml ekim yapild:.
48-72 saat 37 °C’de anaerobik ortamda inkiibasyon sonucu olusan sar1 renkli, camsi

ve kenarlar1 dantela seklinde olan koloniler C. difficile olarak sayildi.
3.2.7.2. Toplam Aerobik Mezofil Bakteri (TAMB) Sayim

Toplam aerobik mezofil (TAMB) sayimi igin pastorize siit, kefir ve yogurt
numunelerinden 10° basamagina kadar hazirlanan desimal seri diliisyonlardan Plate

Count Agar (PCA)a 100 pl ekim yapildi ve 37 °C'de 48 saat inkiibe edildi.

Inkiibasyon sonrasi besiyerinde gelisen tiim koloniler sayildi ve kayit altina alind.
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3.2.7.3. Laktik Asit Bakterilerinin (LAB) Sayim

Laktik asit bakterilerinin sayimi i¢in kefir ve yogurt numunelerinden 10°
basamagina kadar hazirlanan desimal seri diliisyonlardan 100 ul yayma plak teknigi
ile de Man Rogosa Sharpe (MRS) Agara ve M17 agara ekim yapildi. MRS agar
iceren petriler anaerobik ortamda; M17 Agar iceren petriler aerobik ortamda 37 °C'de

48-72 saat inkiibe edildi. inkiibasyon sonrasi1 petrilerde iireyen koloniler sayildi.
3.2.7.4. Maya Sayimi

Kefir 6rneklerinde maya sayimi i¢in 10° basamagina kadar hazirlanan desimal
seri dilisyonlardan 100 pl yayma plak teknigi ile % 10 laktik asit igeren Potato
Dextrose Agar (PDA)'a ekim yapildi. 25 °C'de 3-5 giin inkiibe sonrasinda besiyerinde
geligen tiim maya kolonileri sayildi.

3.2.8. Fiziksel ve Kimyasal Analizler

Calismada kullanilan siitlerin yag, protein, laktoz, kuru madde, yogunluk

degerleri LactoStar cihazi (Funke Gerber, Almanya) ile belirlendi.
3.2.8.1. pH

Calismada pH 6l¢iimii pH/ORP metre (Hanna, HI 2221, ABD) ile yapild1.
3.2.8.2. Titrasyon Asitligi
3.2.8.2.1. Cig Siitiin ve Pastorize Siitiin Titrasyon Asitligi

Soxhelet-Henkel (°SH) cinsinden asitlik derecesi i¢in 25 ml siit numunesi, N/4
lik sodyum hidroksit (NaOH) c¢ozeltisi ve % 2’lik fenolftalein ¢ozeltisi (2 g

fenolftalein % 96’lik etil alkolde ¢6zilindiiriiliip ayn1 alkol ile 100 ml’ye tamamlandi)

ile titrasyon yapildi ve agagidaki formiille titrasyon asitligi hesaplandi.
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Asitlik Derecesi (°SH) = 4 XV

V: Titrasyonda harcanan sodyum hidroksit (ml) ¢ozeltisi

Siitlin asitlik derecesini % siit asidi cinsinden bulmak i¢in, Soxhelet Henkel
Metodu ile SH olarak bulunan deger 0,0225 faktorii ile carpildi. Sonug, Tiirk
Standardi TS 1018:2002 ile karsilastirilmak tizere kaydedildi.

3.2.8.2.2. Kefirin Titrasyon Asitligi

Kefir numunelerinde titre edilebilir asitlik tayini i¢in 25 ml kefir numunesine
0,5 ml % 1’lik fenolftalein ¢ozeltisinden (1 g fenolftalein % 95°lik etanolde ¢oziiliip
100 ml’ye tamamlandi) 0,5 ml katilarak 0,1 M sodyum hidroksit ¢6zeltisi ile yaklagik
30 saniye boyunca sabit pembe renk olusuncaya kadar titre edildi. Asitlik asagidaki

formiille hesaplandi.

V x0,1X0,09
X

1
R 00

Asitlik Derecesi % =

V: Titrasyonda harcanan sodyum hidroksit ¢6zeltisinin hacmi (ml)

3.2.8.2.3. Yogurdun Titrasyon Asitligi

Yogurt numunelerinde titre edilebilir asitlik tayini TS 1330:2021°¢ gore
yapildi. Bunun i¢in 10 gram yogurt numunesi lizerine kaynatilip 40 °C’ye kadar
sogutulan 10 ml distile su ilave edildi. Cam baget ile iyice ezilen karisima % 1°lik
fenolftalein ¢ozeltisinden (1 g fenolftalein % 95°lik etanolde ¢oziiliip 100 ml’ye
tamamlandi) 0,5 ml katilarak 0,1 M sodyum hidroksit ¢ozeltisi ile yaklasik 30 saniye
boyunca sabit pembe renk olusuncaya kadar titre edildi. Asitlik asagidaki formiille
hesaplandi. Sonuglar, Tiirk Standardi TS 1330:2021 ile karsilastirilmak iizere
kaydedildi.

V x0,1X0,09
Asitlik Derecesi % = 10 x 100

V: Titrasyonda harcanan sodyum hidroksit ¢ozeltisi (ml)
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3.2.9. Verilerin Diizenlenmesi ve istatistiki Analiz

Deneme gruplarinin paralellerinden elde edilen koloni sayilarinin aritmetik
ortalamas1 alinmistir ve elde edilen koloni sayis1 Excel program ile logl0 tabanina
dontstiirildi.

Deneme gruplarinin paralellerinden elde edilen pH ve titrasyon asitligi
degerlerinin aritmetik ortalamasi alindi.

Diizenlenmis verilerin varyans analizleri JAMOVI Version 2.3 (Bilgisayar
Yazilimi1) programi kullanilarak yapildi. Deney gruplarinin ortalama degerleri
arasindaki farklar “Varyans Analizi” ve PostHoc Tukey coklu karsilastirma testi
veya Bonferroni diizeltmesi yapilarak belirlendi. 1ki bagimsiz gruba ait farkliliklar
ise parametrik sartlar saglandiginda Independent t- testi ile parametrik sartlar
saglanamadiginda Mann Whitney U testi ile belirlendi. Deney gruplarinin ortalama
degerleri arasindaki farklilik igin ikili karsilastirma testi (DSCF) kullanildi. Tim

sonuclar p<0,05 6nem diizeyine gore degerlendirildi ve yorumlamalar1 yapildi.
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4. BULGULAR

4.1. C. difficile Susunun Kiiltiirii, Dogrulanmasi ve Kiiltiir icin Uygun Besiyerin

4.2. in Belirlenmesi

4.1.1. Farkh Kiiltiir Ortamlarinda C. difficile Koloni Goriiniimii

Clostridioides difficile susuna ait Kanli agar, BHI agar (% 0,5 yeast ekstrat
iceren Brain Heart Infusion Agar besiyerinde yayma plak yontemi ile ekilen) ve
FBHIYST-NR (Fruktoz, % 0,5 maya ekstrakti, % 0,1 sodyum taurakolat, % 0,03
notral red ve C. difficile Selektif Supplement iceren BHI agar besiyerinde yayma

plak yontemi ile ekilen) {ireyen koloni goriintiileri Sekil 5-7’de verilmistir.

Sekil 5. C. difficile kolonilerinin BHI agarda (% 0.5 maya ekstrat1 iceren Brain Heart Infusion Agar)
goriintiisii (A). Ayni besiyerinde kenarlar1 dantela seklinde ve seffaf olan koloniler (B).

Brain Heart Infusion (BHI) agar bazli petrilerde kenarlari dantele seklinde,
seffaf koloniler olustugu (Sekil 5), % 5 koyun kanli agarda kolonilerin ¢evresinde
hemoliz olusmadig1 (Sekil 6), nétral red ilave edilmis besiyerinde kolonilerin sari

renkte oldugu (Sekil 7) gézlenmistir.
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Sekil 6. %5 Koyun Kanli Agarda C. difficile kolonilerinin goriintiisii

e

Sekil 7. FBHIYST-NR morfolojik goriintiisii (Fruktoz % 0,5 maya ekstrati, % 0,1 sodyum taurakolat,
% 0,03 notral red ve C. difficile Selektif Supplement igeren BHI agar) besiyerinde C. difficile
kolonilerinin gériinimii. pH degisimine bagli olarak etrafi kirmizidan sariya doniisen koloniler

4.1.2. Mikroorganizmaya fliskin Dogrulama Sonuclar
4.1.2.1. Gram Boyama ve Sporlu Formlarin Boyanmasi
Gram boyama ile vejetatif hiicreler gram (+) boyanmislardir. Malasit yesili ile

yapilan spor boyamasinda vejetatif hiicrelerin safranin ile pembe renkte, sporlarin ise

yesil renkte boyandigi gézlenmistir (Sekil 8).
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Sekil 8. Malasit yesili ile boyanmus C. difficile sporlari (oklar) ve safranin ile boyanmis vejetatif hiicreler (yildiz)
(x100 biiyiitme)

4.1.2.2. Hizh Test Kiti Sonuclari

Oxoid C. difficile test kiti sonuglar1 Sekil 9’da verilmistir. Vejetatif hiicreler
belirgin sekilde aglutinasyon olustururken, spor stok silispansiyonu ile yapilan

reaksiyon negatif sonu¢ vermistir.

Sekil 9. C. difficile Test Kiti Sonuglari— 1, 2,3 ve 4 no’lu dairelerde petri {izerinden segilen biiyiik ve
kiigiik kolonilerin belirgin bir sekilde agliitinasyon olusturdugu goriilmektedir. 5 no’lu dairede stok
siispansiyonundan hazirlanan spor formun ve 6 no’lu dairede negatif kontroliin agliitinasyon
olusturmadig goriilmektedir.

4.1.2.3. Mikroorganizmanin Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR) ve Sekans

Analizi ile Onaylanmasi

Calismada kullanilan referans bakteriyi genetik olarak tanimlamak amaciyla hem

tire 6zgl spesifik primerler kullanarak PZR islemi hem de 16S rDNA dizi analizi
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gerceklestirildi. PZR sonuglarma ait jel elektroforez goriintiisii Sekil 10°da
verilmistir. Dizi analizi ile de ¢alisilan referans susun C. difficile oldugu

onaylanmaistir.

L PKl1 PK2 PK3 PK4 NK

Sekil 10. Soldan saga dogru 1-2-3-4 nolu hatlar referans bakteri susu, 5 nolu hat negatif kontroldiir.
1062 bp band1 16S rDNA, 629 bp bandi alfa toksin ve 410 bp band1 beta toksin gen fragmanidir.

4.2. Spor Yapilarinin Mikroskobik Olarak Incelenmesi, Spor Stok

Siispansiyonu Sayim Sonuclari

Yapilan mikroskobik incelemede spor yapilarinin basillerin terminal uglarinda
oldugu, sporlanmasi tamamlanmis sporlarin oval, parlak oldugu, sporlanmamis
vejetatif basillerin mat oldugu gozlendi (Sekil 11). Calismamizda kullanilan stok
spor slispansiyonundaki mikroorganizma sayis1 mikroskobik sayimla yaklagik olarak
2x10° spor/ml olarak saptanirken, kiiltiir yontemiyle yapilan sayimda bu deger 1x10°
spor/ml olarak belirlendi. Stok spor siispansiyonunda zamana bagl olarak degisim
olup olmayacagina yonelik yaptigimiz testlerde +4 °C’de 1 ay boyunca bekletmede
spor sayisinda degisim olmadig1 ve ¢imlenme etkinliginde de degisiklik olmadig: (%

99) hesaplanmustir.
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Sekil 11. Hazirlanan spor stok siispansiyonunun Faz Kontrast mikroskop goriintiisii ve sporlarin yapist
(x100 biiyiitme). Sporlanmasini tamamlamis parlak ve oval sporlar (ok), sporlanmamis vejetatif hiicre
(yildiz).

4.3. Kullanilan Siitiin Mikrobiyolojik ve Fiziko-kimyasal Ozellikleri

Calismada kullanilan ¢ig inek siitiiniin mikrobiyolojik ve fiziko-kimyasal
niteliklerine iligkin veri Tablo 7’de verilmistir. Mezofilik Aerobik Mikroorganizma
sayist Cig Siitlin Arzina Dair Teblig (2017/20) belirtilen kriterlere uygun oldugu
tespit edilmistir. Deneysel olarak test mikroorganizmasiyla inokiilasyon oncesi C.
difficile varlig1 agisindan da ¢ig siit numunelerinde herhangi bir iiremenin olmadigi
gozlenmistir. Kullanilan siite iliskin yag (%), yagsiz kuru madde (%), protein orani
(%), laktoz (%), dansite, donma noktasi, asitlik (SH) ve pH degerleri Tablo 7’de

verilmistir.
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Tablo 7. Kullanilan Cig inek Siitiiniin Mikrobiyolojik ve Fiziko-kimyasal Nitelikleri

Test Edilen Parametre Degerler ve standart hatalar:
Mezofilik Aerobik Sayisi 4,95+ 0,82

C. difficile Sayisi Ureme yok (bulunamadi)
Yag (%) 3,23 +0,11

Yagsiz Kuru Madde (%) 12,96 +0,07

Protein (%) 4,56 £0,06

Laktoz (%) 4,84 +£0,04

Yogunluk 1,033 +0,00010

Donma Noktasi (%) -0,81

Soxhelet-Henkel cinsinden asitlik

derecesi (°SH) 8

pH 6,64 + 0,07

4.4. C. difficile Sporlarmmin Cimlenme Etkinliginin Belirlenmesi

Stit ve siit {irlinlerine katilan sporlarin % kacinin ¢imlendiginin tahmini
maksadiyla etkenle kontamine edilmis siitten prosesine uygun sekilde pastorize siit,
kefir ve yogurt numuneleri iiretilmis ve pastorize siit i¢in 3. saat, yogurt i¢in 5. Saat
ve kefir i¢in 18-24 saat sonunda 0. giin koloni sayimlar1 yapilmis ve 0. giin
sayiminda sayilan koloni sayisi, inokulumun koloni sayisina boliiniip 100 ile
carpilarak % spor ¢imlenme etkinligi hesaplanmustir. Siire sonunda 10° spor/ml
konsantrasyonunda C. difficile inokiile edilmis pastdrize siit grubunda (Sekil 12, A
kolonu) etkenin % 5,67+3,49’lik kisminin ¢imlenebildigi belirlenmistir. Yogurt ve
kefir iiretiminde kullanilan siit orneklerinde ise 10* ve 10° spor/ml
konsantrasyonlarinda 2 farkli inokiilasyon yolu izlenmistir. Uygulanan 1s1l islem ve
tirtinlerin uygun kosullarda inkiibasyonu sonucu 10° konsantrasyonunda inokiilasyon
yapilan yogurt (Sekil 12, Y6 kolonu) ve kefir (Sekil 12, K6 kolonu) numunelerinde
geri kazanim ¢imlenme oranlari sirasiyla % 3,72+0,36 ve % 1,010,858 bulunurken,
10* seviyesinde ekim yapilan gruplarda yogurt (Sekil 12, Y4 kolonu) ve kefir (Sekil
12, K4 kolunu) oran sirastyla % 5,15+2,45 ve % 3,21+1,910larak tespit edilmistir.
Siit ve iirtinlerinden etkenin izolasyonuna iliskin yapilan ¢aligmalarda nispeten diisiik
oranlarda izole edilmesinin bir nedeni de ¢alismamizda elde ettigimiz bu verilerle

agiklanabilir.
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35
3
25
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A Y4 K4 Y6 K6

Deneme Gruplari

Cimlenme (%)

Sekil 12. C. difficile inokiile edilen siitten iiretilen pastorize siit (A: 10® spor/mL), yogurt (Y4: 10*
spor/mL, Y6: 10° spor/mL) ve kefir (K4: 10* spor/mL, K6: 10° spor/mL) gruplarinda iiretim sonrasi
cimlenme yiizdeleri (muamele siiresi: pastorize siit icin 3 saat; yogurt i¢in 5 saat ve kefir i¢in 18-24
saat)

Kefir ve yogurt gruplarinda depolama stirecindeki ¢imlenme yiizdeleri Tablo
8’de verilmistir. Depolama siiresince ortalama ¢imlenme yilizdesi Y4 grubunda
3,30+1,80; K4 grubunda 2,85+0,30; Y6 grubunda 1,94+0,29 ve K6 grubunda
1,32+0,29  bulunmustur.  Gruplar arast  ortalama ¢imlenme  yiizdeleri
karsilagtirildiginda Y4 (x=3,30+1,08)-K4 (X =2,85+0,30) ve Y6 (Xx=1,94+0,29)-K6
(x=1,32+0,29) arasinda fark yoktur (p>0,05). Y4 grubu; K6 (p<0,001) ve Y6
(p=0,010) gruplarindan farkli; K4 grubu, K6 grubundan farklidir (p=0,003). K4 ile
Y6 arasinda istatistiksel olarak fark yoktur (p>0,05).
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Tablo 8. Yogurt ve Kefir gruplarinda depolama siiresince ¢imlenme yiizdeleri

Gruplar

Analiz Giinleri (Cimlenme % + Standart Sapma)

Z% Ka? G Ke*
0" 5.15+2.45 A 321+191 % 3.723.72+0.36 *B 1.10 +0.858 %58
5 10.25+0.25 4 2.94+0.82%8 1.94+0.95%8 0.70 £ 0.56 %8
10 0.35+0.15 1.94 +0.74 A 1.21+0.19 4 1.81+1.45%A
15 0.23+0.23 2.97 £1.00 1.89+0.85 4 143+£1.97%4
20 0.54 +0.39 A 320+ 1.56 0.94£0.31 153 +0.815**
Ortalama 3.30+1.08" 2.85+0.30" 1.94+0.29 " 1.32+0.29 58

*: Fermentasyon bitimi yogurt numuneleri i¢in 5. Saat; kefir numuneleri i¢in 18-24. saat

?: birbirinden bagimsiz 3 tekrarin ortalamasi

Ayni1 grubun i¢indeki degisik glinler arasindaki istatistiki farklilik degisik kiigiik harflerle gosterilmistir (p<0,05).

Ayni analiz giiniindeki farkli gruplar arasindaki istatistiki farklilik degisik biiyiik harflerle gosterilmistir (p<0,05).

Gruplar; Y4: 10* spor/ml, Y6: 10° spor/ml dozda etken iceren yogurt drnekleri ve K4: 10* spor/ml, K6: 10° spor/ml dozda etken
iceren kefir rnekleridir.

Y4 grubunda fermentasyon bitimi ¢imlenme yiizdesi ile 5. Giin (p<0,001), 10.
giin (p<0,001), 15. giin (p<0,001) ve 20. giin (p=0,001) ¢imlenme yiizdeleri arasinda
istatistiksel olarak anlamli fark vardir (p<0,01). 10. giin -15. giin ve 15. giin - 20.
giinler arasinda istatistiksel olarak fark yoktur. 5. giinde ¢imlenme yilizdesindeki artis
dikkat ¢cekmektedir.

K4, K6 ve Y6 gruplarinda fermentasyon bitimi ¢imlenme yiizdesi ile diger tiim
analiz gilinlerindeki ¢imlenme yiizdeleri arasinda istatistiksel olarak anlamli fark
yoktur (p=1,000).

Farkli yogurt ve kefir gruplari arasindaki ¢imlenme yiizdeleri fermentasyon
bitiminde karsilagtirlldiginda Y4 (X=5,15+2,45), K4 (x=3,21+1,91) ve Y6
(x=3,72+0,36) gruplar1 arasinda istatistiksel olarak fark yoktur. Y4 grubu K6
(x=1,10+0,858) grubundan farklidir. 5. giinde Y4 (%=10,25+0,25) grubu tim
gruplardan farklidir (p<0,001) ve diger gruplar arasinda anlamli bir fark yoktur
(p>0,05). 10. giin, 15. giin, ve 20. giinlerde tiim gruplar arasinda istatistiksel olarak

anlamli fark yoktur (p>0,05).
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4.5. Nisinin Iceren Pastorize Siitte C. difficile’nin Cimlenme Etkinligi

Laktik asit bakteri igerisinde 6nemli bir yere sahip olan laktokok bakterilerince
iiretilen ve gidalarda koruyucu olarak kullanim izni olan bir bakteriyosin olan nisinin
cimlenme etkinligi ve spor canliligr iizerindeki etkinligini belirlemek maksadiyla
icerisinde 10° konsantrasyonunda C. difficile sporu bulunan pastorize siit deneme
gruplarina (B, C, D, E) ayrild1 ve igine oda sicakliginda farkli dozlarda nisin ilave
edildi. son 1 saati nisin ile birlikte olmak {izere toplam 3 saat siit ortamina maruz
kalmis sporlarin ¢imlenme etkinligi sayilan koloni sayisinin, inokulumun koloni
sayisina boliiniip 100 ile carpilmasiyla belirlendi. Nisin ilave edilmeyen kontrol
grubunda (A) c¢imlenme etkinligi ortalama % 5,67+3,49 oraninda bulunurken, 7,5
ppm konsantrasyonunda nisin ilave edilen grupta (B) % 3,89+2,07; 12,5 ppm ilave
edilen grupta (C) % 4,41+1,61; 25 ppm ilave edilen grupta (D) % 3,81+2,66 ve 50
ppm ilave edilen grupta (E) % 0,98+0,857 olarak belirlenmistir (Sekil 13). 50 ppm
seviyesinde ilave edilen nisinin diger inokiilasyon seviyelerine nazaran daha yiiksek
seviyede etkinliginin oldugu ancak sporlarin tamamini yok etmeye yeterli olmadigi
gbzlendi. Calismamizda elde edilen bu sonu¢ deneysel kosullarda nisinin belirli bir
etkinliginin olabilecegini ancak giincel hayatta maliyet ve uygulanabilirlik hesabi
yapildiginda, 50 ppm seviyelerinde nisin uygulamasinin rantabilite agisindan uygun

olmayacagini gostermektedir.
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3
2
1
0 - T T T T

A (0 ppm) B (7.5 ppm) C (12,5 ppm) D (25 ppm) E (50 ppm)

o
=
o

Cimlenme (%)

C. difficile Koloni Sayisi (log)

o P N W b~ O O N 00 ©

m Koloni Sayisi — Cimlenme (%)

Sekil 13. Pastorize Siit Deneme Gruplarinda Nisinin Cimlenmeye ve C. difficile Sayisina Etkisi
(Muamele siiresi: A grubu igin 3 saat siit ortami; B,C,D ve E grubu i¢in son 1 saati nisin ile birlikte
olmak tizere toplam 3 saat siit ortami)
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4.6. Pastorize Siitiin Depolanmasi Esnasinda C. difficile Sporlarmin Canlihgi,

Davramsi ve Nisinin Etkisi

Genel olarak pastorizasyon islemi patojen mikroorganizmalarin vejetatif
formlarinin tamamini yikimlamak iizere uygulanmaktadir. Bununla birlikte spor
olusturan bakterilerin spor formlar1 daha dayanikli olduklarindan uygulanan 1s1
derecesinde yikimlanmamaktadir. Calismamizda C. difficile sporlarinin pastorize
siitte ne kadar siireyle canli kalabildigini belirlemek maksadiyla, siite farklh
konsantrasyonlarda mikroorganizma inokiilasyonu ile nisin ilavesi yapildi. A grubu
spor inokiile edilen ancak nisin (O ppm) ilave edilmeyen grup iken, diger gruplara
(B-7,5 ppm; C-12,5 pmm; D 25 ppm ve E; 50 pmm) nisin ile spor inokiilasyonu
yapildi ve 4 °C’de 20 giin boyunca bekletildi. Farkli zaman araliklarinda
mikroorganizma sayisindaki degisiklikler izlendi.

Pastorize siitte C. difficile sayim sonuglar1 Tablo 9 (A kolonu)’da ve Sekil
14(A)’da gosterilmistir. Calismamizda 10° spor/mL dozunda C. difficile sporlari
inokiile edilerek iiretilen pastorize inek siitiinde sporlarin canliliklarin1 +4 °C’de 20
giinliik depolama boyunca siirdiirdiigii goriilmiistiir. Uretimin ilk giinii ile
depolamanin son giinii arasindaki azalis miktart 0,55 log olarak belirlenmistir (Sekil
15). Bu siiregte pH degeri en diisiik 10. giinde 6,64+0,07 olarak ve en yiiksek 5.
giinde 6,72+0,05 olarak Sl¢lilmistiir. Titrasyon Asitligi (SH) degeri 0. ve 5. giinde en
diisiik 7,33+0,432 ve 20. giinde en yiiksek 8,66+0,864 olarak hesaplanmistir.
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Tablo 9. Pastorize Siit Kontrol ve Nisin Deneme Gruplarinin Depolanmasi Esnasinda C. difficile
Sporlarinin Canliligi

Gruplar
(Ortalama + Standart Sapma)
Analiz
Giinleri
A BY [ D’ E?

0* 4,77 +0,1939* 4,52 +0,2780% 4,61+0,1784* 4,47 +0,3522* 3.80 + 0,3005*
5 4,70 + 0,3059* 4,42 +0,1040 4,34 +0,1355* 3,81 +0,1184" 3.60 + 0,2040%
10 4,48 + 0,048 4,29 +0,1571% 4,19 +0,1182* 3,40 + 0,0283" 3.04 +0,0100"®
15 436+0,0982°" 444 +0,1540" 421 +0,2051°" 3,59 + 00,0881 2.28 +0,1625
20 430+0,1484" 431 +0,1226™ 4,01 +0,2311° 2,78 + 0,0000° 223 +0,0532¢¢
Ortalama  4,54+0,25* 4,41+0,19 A8 4,31+0,25 8 3,63+0,61° 2,99+0,71°

*: Pastorizasyon sonrasi sogutulan siitlerden 3. saatte numune alinmistir

Y: birbirinden bagimsiz 7 tekrarin ortalamasi

?: birbirinden bagimsiz 4 tekrarin ortalamasi

Ayni grubun igindeki degisik giinler arasindaki istatistiki farklilik degisik kii¢iik harflerle gosterilmistir (p<0,05).
Ayni analiz giiniindeki farkli gruplar arasindaki istatistiki farklilik degisik biiyiik harflerle gosterilmistir (p<0,05).
A:0 ppm; B:7,5 ppm; C:12,5 pmm; D:25 ppm ve E: 50 pmm nisin ilave edilen pastorizee siit grubunu gostermektedir.

6
5
E 5 & JI"\ —o—A (0 ppm)
= 3 ) . z B (7,5 ppm)
=4 T
=3 ® - C (12,5 ppm)
2 3 -
£ b D (25 ppm)
G ool —#—E (50 ppm)
1 4
0 : ; ; ; ‘
0 5 10 15 20 25
Analiz Giinleri

Sekil 14. Pastorize Siit Kontrol ve Deneme Gruplarinda C. difficile sayisimin degisimi

Calismamizda 10° spor/mL dozunda C. difficile sporu katilmis inek siitiinden
farkli dozlarda nisin (A-0; B-7,5 ppm; C-12,5 pmm; D 25 ppm ve E; 50 pmm) ilave

edilerek Tiretilen pastorize siitlerin depolama siiresince canlilifi incelendiginde

nisinin siit ortaminda C. difficile sporlar1 iizerine siirli inhibisyon etkisi oldugu en

yiiksek kullanildig1 konsantrasyonda bile sporlarin tamamiyla inaktive olmadigi
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gozlenmistir. Bununla birlikte 20 giiniin sonunda en yiiksek yikimlanmanin 25 ve 50
ppm konsantrasyonlarinda gergeklestigi saptanmistir. C. difficile sayisindaki
logaritmik azalis, liretimin ilk giinii ile depolamanin son giinii arasinda B, C, D ve E
gruplarinda sirayla 0,46; 0,60; 1,80 ve 1,83 log kob/ml olarak bulunmustur (Sekil
15).

2,5

15
m C. difficile
sayisindaki
1 logaritmik
azalig
) ' . '
0 ‘ ‘ ‘ ‘

A(Oppm)  B(7.5ppm) C(125ppm)  D(25ppm)  E (50 ppm)

Deneme Gruplari

Yikimlanma (log)

Sekil 15. Pastorize siitiin + 4 °C’de depolama siiresince C. dificile‘nin farkli konsantrasyondaki nisin
ile yitkimlanmasi (A-0 ppm; B-7,5 ppm; C-12,5 pmm; D 25 ppm ve E; 50 pmm)

Depolama siiresi boyunca gruplarin kendi iglerinde C. difficile sayisindaki
degisim degerlendirildiginde (Tablo 9 ve Sekil 14); A grubunda depolamanin ilk
giinii (0. giin) ile 5. ve 10. giinleri arasinda fark bulunmamistir (p=1,000). Ancak
depolamanin 15. (p=0,017) ve 20. giinlerinde (p=0,024) 0. giine gdore anlaml fark
bulunmustur. 15. ve 20. giin arasinda anlamli fark saptanmamistir (p=1,000).

B deneme grubunda, depolamanin baslangic ve son giinleri arasinda
mikroorganizmanin sayisal degisimi hakkinda herhangi fark bulunmamuistir (p>0,05).

C grubunda depolamanin ilk giini ile 5. ve 10. giinleri arasinda fark
bulunmamistir (p>0,05). Ancak depolamanin 15 ve 20. giinlerinde ilk giine gore
anlamli fark bulunmustur (p<0,001). 15. ve 20. giin arasinda anlamli bir fark
bulunamamastir (p=1,000).

D grubunda tiretimin ilk giinii ile depolamanin 5.-10.-15. ve 20. giinii arasinda

istatistiksel olarak 6nemli fark bulunmustur (p<0,001). 5. 10 ve 15. giinlerinin kendi
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aralarinda kiyaslanmasinda fark bulunmazken (p>0,05); 10. giin ile 20. giin arasinda
fark bulunamamistir (p=0,051) ve 15. giin ile 20. giin arasinda fark bulunmustur
(p<0,001).

E grubunda iiretimin ilk giinii ile 5. giin arasinda fark bulunmazken (p=1,000);
10.-15. ve 20. glinii arasinda fark bulunmustur (p<0,001). 10. giin ile 15. ve 20. giin
arasinda fark bulunmustur(p<0,001). 15. giin ile 20. giin arasinda fark bulunmamigtir
(p=1,000).

Analiz giiniiniin etkisi g6z ardi1 edilerek gruplarda C. difficile canlilig
degerlendirildiginde A grubunda C. difficile sayisi ortalama 4,54+0,25; B grubunda
4,41+0,19; C grubunda 4,31+0,25; D grubunda 3,63+0,61 ve E grubunda 2,99+0,71
olarak bulunmustur (Tablo 9). Ortalama koloni sayilarina gore gruplar arasindaki
fark degerlendirildiginde A grubu ile B grubu arasinda (p=0,102) ve B ile C grubu
arasinda (p=0,105) istatistiksel olarak fark yoktur. A grubu ile C grubu (p<0,001), D
grubu (p<0,001) ile E grubundan (p<0,001) istatistiksel olarak farklidir ve bu gruplar
kendi aralarinda da birbirinden farklidir (p<0,001).

Analiz gilinlinlin etkisi dahil edilerek gruplar arasindaki farklilik ANOVA ve
PostHoc Bonferroni Testi ile incelendiginde pastorize siit iiretiminden hemen sonra
yapilan 0. glin sayimlarinda gruplar arasinda istatistiksel olarak fark bulunmustur. C.
difficile sayis1 en yiiksek A grubunda ve en diisiik E grubunda bulunmustur. A grubu
ile B, C ve D gruplan arasinda fark bulunmazken (p=1,000); E grubu arasinda
istatistiksel olarak fark oldugu (p<0,001) bulunmustur. B grubu ile C ve D
gruplarinin arasinda fark olmadig (p=1,000); C grubu ile D grubu arasinda fark
olmadigt (p=1,000) ve D grubu ile E grubu arasinda fark oldugu (p<0,001)
bulunmustur.

Analizlerin 5. glinde A grubu, B (p=1,000) ve C grubu (p=0,104) arasinda fark
bulunmazken; A, B ve C grubu ile D ve E grubu arasinda anlamli fark vardir
(p<0,01). D ve E grubu arasinda fark yoktur (p=1,000).

Analizlerin 10. giinde A grubu, B (p=1,000) ve C grubu (p=1,000) arasinda
fark bulunmazken; A, B ve C grubu ile D ve E grubu arasinda anlaml fark vardir

(p<0,001). D ve E grubu arasinda fark yoktur (p=1,000).
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Analizlerin 15. giinde A grubu, B (p=1,000) ve C grubu (p=1,000) arasinda
fark bulunmazken; A, B ve C grubu ile D ve E grubu arasinda anlamli fark vardir
(p<0,001). D ve E grubu arasinda fark vardir (p<0,001).

Analizlerin 20. giinde A grubu, B (p=1,000) ve C grubu (p=1,000) arasinda
fark bulunmazken; A, B ve C grubu ile D ve E grubu arasinda anlamli fark vardir
(p<0,001). D ve E grubu arasinda fark vardir (p=0,005).

Ozetle A, B ve C gruplann 20 giinliik depolamada siiresi boyunca benzer
davranirken; D ve E gruplar1 0.-5. ve 10. giinler benzer davranip 15. ve 20. giinde

farkli davranmislardir.
4.7. Kefirde Etkenin izlenmesi
4.7.1. Kefirde C. difficile Sporlarmmin Canhihg

Kefirin depolanmasi siiresince etkenin canliligt ve davranisini izlemek
maksadiyla yaklasik olarak 10* (K4) ve 10° spor/ml (K6) dozlarindaki iki farkh
konsantrasyondaki mikroorganizma 1sil islem Oncesi siite ilave edilmistir. C. difficile
sporlarinin iiretim ve sonrasinda 20 giinliikk +4 °C de canliligi Tablo 10’da ve Sekil

16°da gosterilmistir.

Tablo 10. Kefirin Depolanmasi Esnasinda C. difficile Sporlarmin Canlilig:

Analiz zamani (giin) C. difficile spor inokiilasyonu
10* spor/ml (K4) 10° spor/ml (K6)
0* 2,42+0,36 3,95+0,32
5 2,45+0,13 4,14+0,34
10 2,26+0,15 4,13+0,35
15 2,45+0,15 4,10+0,43
20 2,43+0,12 4,14+0,21

*: fermantasyon bitiminde
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Sekil 16. Kefirin Depolanmasi esnasinda C. difficile Sporlarmin Canlilig:

Her iki konsantrasyon grubunda da etkenin canliligin1 20. giline kadar sayisal
olarak belirgin bir degisiklik olmaksizin korudugu goriilmektedir. Hem K4 hem K6
grubunda, grup i¢i olarak analiz gilinleri arasinda C. difficile sayisi bakimindan
anlamli fark bulunmamistir (p>0,05). Hem K4 hem de K6 gruplar1 arasinda C.
difficile sayis1 bakimindan istatistiksel olarak fark saptanmistir (p<0,05). C. difficile
sayisinda analiz glinliniin etkisi 6nemsiz olarak bulunmustur (p>0,05). Grup ve
analiz giinli etkilesimi birlikte degerlendirildiginde farkin o6nemli olmadig:

bulunmustur.

4.7.2. Kefir Mikrobiyolojik Analiz Sonug¢lari

K4 grubunda analiz giinleri arasinda laktobasil (MRS), maya ve TAMB sayisi
bakimindan fark olmadigi, ancak laktokok/streptokok (M17) sayisi bakiminda fark
oldugu saptanmistir (p<0,05). Laktokok/streptokok sayisindaki farkliligin analiz
giinleri arasindaki ikili karsilastirmada 6nemli olmadigi bulunmustur (p>0,05)(Tablo

11, Sekil 17, 18, 19).

K6 grubunda analiz giinleri arasinda laktobasil, laktokok/streptokok, maya ve

TAMB sayis1 bakimindan fark saptanmamuistir (p>0,05).
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K4 ve K6 gruplar arasinda depolama siiresi boyunca toplam mezofilik aerob
mikroorganizma, laktobasil ile laktokok/streptokok sayist bakimindan istatistiki fark

saptanmamustir (p>0,05).

Tablo 11. K4 ve K6 gruplarinda depolama siirecinde laktik asit bakterileri, maya ve TAMB
sayilarinin degisimi

Analiz .
. Streptokok/ Toplam Mezofilik
Grup Zamani Laktobasil Maya .
laktokok aerobik
(Giin)
0* 8,39+0,20 8,89+0,19 5,51+0,12 8,47+0,17
K4 5 8,56+0,12 9,03+0,10 5,30+0,18 8,62+0,10
10 8,64+0,20 9,13+0,08 5,74+0,43 8,82+0,12
15 8,83+0,21 9,25+0,05 5,98+0,40 8,98+0,21
20 8,80+0,24 9,00+0,04 6,32+0,52 8,81+0,21
0~ 8,43+0,39 8,83+0,56 5,26+0,14 8,77+0,24
K6 5 8,82+0,35 9,09+0,14 4,82+0,61 8,73+0,41
10 8,86+0,43 9,23+0,07 5,82+0,27 8,93+0,36
15 8,81+0,32 9,14+0,32 5,87+0,25 8,90+0,52
20 8,84+0,26 9,19+0,14 6,28+0,45 9,13+0,38
*: fermantasyon bitiminde 6lg¢iim yapilmigtir
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Sekil 17. K4 ve K6 gruplarinda depolama siirecinde laktobasil sayilarinin degisimi
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Sekil 18. K4 ve K6 gruplarinda depolama siirecinde streptokok/laktokok sayilarinin degisimi
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Sekil 19. K4 ve K6 gruplarinda depolama siirecinde TAMB sayilarinin degisimi

4.7.3. pH ve Titrasyon Asitligi Sonuclari

Uretilen kefir 6rneklerinin pH ve asitlik degisimleri 1. giinden itibaren 20. giine
kadar takip edilmistir. Depolama siirecine bagli olarak pH’nin gruplarda yaklasik
olarak 4,8 degerinden 4,6 degerine kadar diistiigii (Tablo 12, Sekil 20) titrasyon
asitliginin de yaklasik olarak % 0,6 degerinden 0,8 degerine kadar arttig1 gozlendi
(Sekil 21).
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Tablo 12. Depolama siiresince kefirde pH ve asitlik (% LA) degisimi

C. difficile spor inokiilasyonu

Zaman 10* spor/ml (K4) 10° spor/ml (K6)

(gtin) pH Asitlik (% LA) oH Asitlik (% LA)
0 4,80+0,01 0,646+0,028 4,83+0,05 0,596+0,017
5 4,73+0,06 0,718+0,064 4,73+0,17 0,740+0,053
10 4,71+0,08 0,707+0,104 4,67+0,20 0,779+0,017
15 4,68+0,07 0,724+0,046 4,65+0,19 0,810+0,001
20 4,61+0,14 0,783+0,038 4,59+0,17 0,837+0,012

X fermantasyon sonu 6l¢iimil
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Sekil 20. Depolama siiresince kefirde pH degisimi

0,95 -
0,9 -
0,85 -
o L ] i
0,7
0,65
0,6
0,55

—

Asitlik (% LA)

A

0,5 + T T T
0 5 10 15

Analiz Giinleri

—— 104 spor/ml (K4) 106 spor/ml (K6)

20

25

Sekil 21. Depolama siiresince kefirde asitlik (% LA) degisimi
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Her iki grupta da grubunda analiz giinleri arasinda pH ve titrasyon asitligi
bakimindan belirgin fark bulunmamistir. Yine test edilen gruplar arasinda depolama

siiresi boyunca pH ve titrasyon asitligi degeri bakimindan fark bulunmamistir

(p>0,05).

4.8. Yogurtta Etkenin izlenmesi

4.8.1. Yogurtta C. difficile Sporlarinin Canlihgl ve Davranisi

Yogurdun iiretim ve depolanmasi siiresince etkenin canlilifi ve davranisini
izlemek maksadiyla yaklasik olarak 10* spor/ml (Y4) ve 10° spor/ml (Y6)
dozlarindaki iki farkli konsantrasyondaki mikroorganizma 1s1l islem Oncesi siite ilave
edilmistir. Fermantasyon sonrasinda (4-6. saatte) ilk numuneler inokiile edilen etken
mikroorganizma analizi i¢in alinmistir. C. difficile sporlarinin {iretim ve sonrasinda
20 giinliik +4 °C deki raf omrii esnasindaki canliligi ve davranisi Tablo 13’te ve

Sekil 22°de gosterilmistir.

Tablo 13. Yogurdun depolanmasi siiresince C. difficile sporlarmin canliligi

Analiz zamam (Giin) C. difficile spor Inokiilasyonu

10* spor/ml (Y4) 108 spor/ml (Y6)
0 2,67+0,227 4,57+0,0451
5 3,01+0,0100 4,244+0,237
10 1,51+0,197 4,08+0,0651
15 1,51+0,212 4,244+0,212
20 1,63+0,405 3,95+0,146

X fermantasyon sonu Slgiimii
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C. difficile (log)

+ H
0 5 10 15 20 25
Analiz Giinleri
—— 104 spor/ml (Y4) 106 spor/ml (Y6)

Sekil 22. Yogurdun depolanmast siiresince C. difficile sporlarinin canliligi

Y4 inokiillasyon grubunda Olgiilen 6. Saatteki mikroorganizma
konsantrasyonu 2,67 log seviyesinden 10. giinde 1,51 log konsantrasyonuna kadar
diismiis, 15. ve 20. giinde diisme yoniinde degisiklik gézlenmemistir. Y4 grubunda
analiz giinleri arasinda C. difficile sayis1 bakimindan fark oldugu bulunmustur
(p=0,032), ancak ikili Kkarsilastirmalarda gilinler arasinda farklihk Onemli
bulunmamastir (p>0.05).

Y6 inokiilasyon grubunda 6lgiilen 6. saatteki mikroorganizma konsantrasyonu
4,57 log seviyesinden 20. giinde 3,95 log konsantrasyonuna kadar diigme yoniinde
degisiklik gozlenmistir. Bu grupta da analiz giinleri arasinda C. difficile sayisi
bakimindan fark oldugu bulunmustur (p=0,032), ancak ikili karsilagtirmalarda giinler
arasinda istatistiksel olarak onemli fark bulunmamistir (p>0,05).

Y4 ve Y6 gruplarinin karsilastirilmasinda C. difficile sayist bakimindan

anlamli1 fark bulunmustur (p>0,05).

4.8.2. Yogurdun Mikrobiyolojik Analizleri

Uretilen yogurt numunelerinde C. difficile’ye ilaveten starter kiiltiir olarak
katilan mikroorganizmalarin sayisal degisiminin de belirlenmesi amaglanmistir. Bu
amag¢ dogrultusunda L. delbrueckii ssp. bulgaricus sayisi MRS besi yerinde, S.
thermophilus sayisi ise M17 besiyerinde izlenmistir. Ayrica 37 °C’de iireyen mezofil
mikroorganizma sayist da PCA besiyerinde izlenmistir (Tablo 14). Elde edilen

verilerin grafik halinde gosterimi Sekil 23, 24 ve 25’te verilmistir.
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Tablo 14. Yogurt numunelerinde starter kiiltiir olarak katilan L. delbrueckii ssp. bulgaricus ve S.
thermophilus sayis1 ile TAMB sayisinin zamana bagl degisimi

L. delbrueckii ssp.

Analiz (giin) bulgaricus S. thermophilus Toplam Mezofilik
Aerob
0% 8,63+0,428 8,75+0,110 8,58+0,282
5 8,66+0,150 8,79+0,0208 8,68+0,149
; 10 8,67+0,195 8,76+0,0503 8,73+0,137
15 8,66+0,159 8,61+0,150 8,71+0,0100
20 8,81+0,0577 8,74+0,194 8,84+0,0802
0% 8,69+0,197 8,81+0,117 8,51+0,441
5 8,64+0,277 8,75+0,0551 8,64+0,0379
ﬁ 10 8,63+0,172 8,87+0,131 8,73+0,125
15 8,59+0,0945 8,71+0,0603 8,55+0,223
20 8,72+0,212 8,94+0,237 8,94+0,165

*: fermantasyon sonrasi 6lgiim
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Sekil 23. Yogurt numunelerinde starter kiiltiir olarak katilan L. delbrueckii ssp. bulgaricus sayisinin

zamana bagl degisimi

60




=
o

©
(3]

©
—H
—
—
—

S. thermophilus (log)
oo
(6]
H_
%

[oe]
I

~
ol
1

~

0 5 10 15 20 25

Analiz Giinleri

=104 spor/ml (Y4) 106 spor/ml (Y6)

Sekil 24. Yogurt numunelerinde starter kiiltiir olarak katilan S. thermophilus sayisinin zamana bagh
degisimi
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Sekil 25. Yogurt numunelerinde toplam mezofilik aerob sayisinin zamana bagli degisimi

Hem Y4 hem de Y6 gruplarinda TAMB sayisi, L. delbrueckii ssp. bulgaricus
ve S. thermophilus sayilarinin degisimi depolama giinlerine gére kiyaslandiginda
anlamli bir fark bulunmamustir (p>0,05).

Y4 ve Y6 gruplarin kendi aralarinda karsilastirilmasinda da TAMB sayisi1 L.
delbrueckii ssp. bulgaricus ve S. thermophilus sayilari bakimindan anlamli fark

bulunmamastir (p>0,05).
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4.8.3. Yogurtlarda pH ve Titrasyon Asitligi Degisimi

Yogurdun depolanmasi siiresince pH ve asitlik degisimi Tablo 15 ile Sekil 26

ve 27°de verilmistir.

Tablo 15. Depolanma siiresince yogurtlarda pH ve asitlik (% LA) degisimi

C. difficile spor inokiilasyonu

Zaman

10* spor/ml (Y4) 10° spor/ml (Y6)
(giin)
pH Asitlik (% LA) pH Asitlik (% LA)
0 4,46+0,309 0,587+0,00318 4,45+0,310 0,618+0,0334
5 4,16+0,0351 0,605+0,00318 4,29+0,289 0,621+0,0127
10 4,01+0,0493 0,608+0,0127 3,98+0,0351 0,625+0,0127
15 3,97+0,0404 0,646+0,0414 3,95+0,00 0,641+0,0350
20 3,944+0,0231 0,648+0,0191 3,90+0,0351 0,666+0,0509
*: fermantasyon sonrasi dlgiim
5
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Sekil 26. Depolanma siiresince yogurtlarda pH degisimi
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Sekil 27. Depolanma siiresince yogurtlarda asitlik (% LA) degisimi

Her iki grupta da kendi ic¢inde degerlendirildiginde giinler arasinda pH
bakiminda anlamli fark oldugu (p=0,022) ancak titrasyon asitligi bakimindan anlaml
degisim bulunmadig1 saptanmistir. Y4 ve Y6 gruplarmin karsilagtirilmasinda

titrasyon asitligi ve pH bakimindan anlamli bir fark bulunmamustir (p>0,05).
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5. TARTISMA VE SONUC

Tez c¢alismamizda insanlarda ortaya ¢ikan antibiyotik kullanimina bagh
sekillenen ishaller ile pseudomembrantz kolitlerde 6nemli bir yere sahip olan ve
oransal olarak degerlendirildiginde de s6z konusu bozukluklarin neredeyse %
30’undan sorumlu tutulan, spor olusturma 6zelligine sahip C. difficile bakterisinin
secilen siit iiriinlerinde davranisinin izlenmesi amaglanmistir. Ulkesel bazda yeterli
ve kapsamli veri bulunmasa da, verilerin nispeten daha diizenli tutuldugu Amerika
Birlesik Devletlerinde, etkenin hastane kaynakli ishallerde 6zellikle de klindamisin
ve linkomisin kullanimina bagl olarak sekillenen bagirsak sistemi bozukluklarinda,
C. difficile en onemli mikroorganizma olarak kabul edilmektedir (Akkaya, &
Hampikyan, 2019; Rodriguez-Palacios, Borgmann, Kline, & Leleune, 2013).
2000°’1li yillardan sonra ortaya g¢ikan hastalanma ve oOliimlerle 6nemini daha da
arttiran etkene bagli olarak 2011 yilinda ABD’de 453 000 adet hastalanma ve 29 000
oliim rapor edilmistir (Rodriguez-Palacios ve ark., 2013).

Uzun siire antibiyotik kullanimina bagl olarak bagirsak florasinda baskin hale
gelen mikroorganizma ishallerin yanm sira kolitlere, megakolon olarak adlandirilan
nispeten biiyiimiis kolon bozukluklarina, karaciger ve dalakta apse odaklarinin
olusmasina ve peritonitlere yol agmaktadir. Hastalanma ve 6liim orani agisindan bu
denli 6nem arz eden mikroorganizmanin insanlara bulagsmasinda gidalarin etkisi ve
rolii birincil derecede olmasa da onemli bir yere sahiptir, ¢iinkii yapilan degisik
caligmalarda etkenin insanlar gibi ¢iftlik hayvanlarinin florasinda da bulunabildigi ve
dolayisiyla hayvansal gidalarin elde edilmesi ve islenmesiyle gidalara bulagabilmekte
ve gida matriksinde uzun siire canli kalabilmektedir (de Boer, Zwartkruis-Nahuis,
Heuvelink, Harmanus, & Kuijper, 2011). Etkenin spor formu, ¢evresel kosullara
oldukg¢a diren¢ gostermekle birlikte pastorizasyon ve daha ytiksek sicakliklardaki 1s1l
islem uygulamalarina, sogutma, asidifikasyon, diisiik su aktivitesi gibi gidalarda
uygulanan engelleyici kosullara da olduk¢a dayaniklhidir. Sporlu yapimin et
iriinlerinde 1stya dayaniminin test edildigi bir calismada etkenin pastdrizasyon
sicakliklarinda inaktive edilemedigi, total inaktivasyonun saglanabilmesi i¢in en
azindan 95° C’de 15 dakika boyunca sporlarin yiiksek 1stya maruz birakilmasi

gerektigi belirlenmistir (Rodriguez-Palacios ve ark., 2010).
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Bitkilerde verimi arttirmak i¢in kullanilan kompostlar ile hayvansal giibrelerin
sporlar i¢in rezervuar gorevi yapabilecegi de yapilan calismalar ile raporlanmistir.
Dharmasena, & Jiang, (2018b) tarafindan toksijenik C. difficile ‘nin varliginin hem
hayvan giibresi hem kompostlarda % 36 seviyelerinde bulunabilecegi bildirilmistir.
Bu wveriler etkenin bulasmasinda hayvansal gidalar ile birlikte gilibre veya
kompostlarla temas etmis olan bitkisel irlinlerin de risk olusturabilecegini
gostermektedir. Toksijenik 6zellige sahip C. difficile ile C. perfringens‘in dogada
bulunma siklig1 kiyaslandiginda iki mikroorganizmanin birbirine benzer 6zellikler
gosterdikleri belirlenmistir (Lund, & Peck, 2015). Bu agidan C. difficile’nin de ne
kadar yaygin olabilecegi hakkinda fikir beyan edebiliriz.

Sporlar ¢ig et basta olmak iizere farkli hayvansal gidalardan, su iiriinlerinden
ve ¢ig sebzelerden izole edilmistir. Siit ineklerinin diskilarinda etkenin
endosporlarinin izole edildigi ¢alismalar bulunmaktadir (Dharmasena, Wei, Bridges,
& Jiang, 2019). Bununla birlikte siit ve siit tiriinlerine iliskin bugiine kadar yapilan
caligmalarin sayis1 simirhdir. Et ve pastorize siitte C. difficile toksin genlerinin
multipleks real-time PCR yontemi ile arastirildigi bir baska ¢alismada C. difficile
tespit edilemedigi bildirilmistir (Houser, Hattel, & Jayarao, 2010). Bir baska
calismada baktofiigasyon uygulanan ¢ig siitlerden kiiltiir yontemiyle C. difficile izole
edilemedigi ancak baktofiigatin yaklasik 200 spor/mL icerdigi bildirilmistir (Jobstl
ve ark., 2010). Iran’da yapilan ¢aligmada ise inek siitiinde C. difficile prevelansinin
% 1.43 (2/135) oldugu ve izolatlardan birinin 078 ribotip oldugu bildirilmistir
(Rahimi, Momtaz, & Hemmati, 2014b). Ulkemizde siitlerde C. difficile’ ye ait toksin
A ve B’nin Enzim Immun Assay (EIA) yontemi ile teshisine yonelik bir calismada
165 siit 6rneginin hicbirinde bu toksinlere rastlanmamustir (Liman, & Gogiisten,
2000). Peynirlerde PCR yontemi (tespit limiti, 100 CFU/g) ile C. difficile’nin
arastirildigr bir ¢alismada etken tespit edilememistir (Le Bourhis ve ark., 2005).
Kanada’da kiiltiir yontemiyle yapilan ¢alismada, onceki caligmalardan farkli olarak
pastorize siitte ve peynirde C. difficile prevalansi sirayla % 2,0 ve % 9,6 olarak
bulunmus, peynirde bulunan yaygmligin kiymada bulunan % 12,8 oraniyla yakin
olmasina dikkat cekilmistir. Ayrica ¢aligmanin tespit limiti 10 spor/25 gram peynir

veya siit olarak bildirilmistir (Sugeng, 2012).
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Etkene iligkin temel bulasma mekanizmasi fekal-oral yol olarak kabul
edilmektedir. Oral olarak viicuda alinan mikroorganizmalarin maruz kaldiklar1 en
onemli bariyer mide asiditesidir. Yiiksek asitlik mikroorganizmalarin ¢ok 6nemli bir
kismu i¢in oliimciil etki gostermektedir. C. difficile’nin vejetatif formunun da diger
bircok mikroorganizma gibi mide asiditesine dayanim gosteremedigi, ancak sporlu
yapilarin mide bariyerini asarak bagirsaklara ulastifi ve toksin olusturabildigi
raporlanmistir (Pelaez ve ark., 2013).

Igme siitii pastdrize ya da UHT olarak adlandirilan yiiksek 1s1l isleme maruz
birakilarak iiretilmektedir. Pastorizasyon iglemi giliniimiizde teknolojik olarak plakali
isiticilarda  siitin® 72 °C’de minimum 15 saniye boyunca tutulmasiyla
gerceklestirilmektedir. Daha uzun siireli olarak uygulanan ve geleneksel teknik
olarak nitelendirilebilecek yontemde ise siit ¢ift cidarli kazanlarda 63 °C’de 30
dakika boyunca 1s1l isleme maruz birakilmaktadir. UHT islemi 135 °C’de 1-4 saniye
stiren bir iglemdir. UHT islemi ile siitiin i¢inde bulunan tiim mikroorganizmalarin
hem vejetatif hem de sporlu yapilart yok edilmektedir. Bu agidan
degerlendirildiginde UHT siitler hususunda baska kontaminasyon sekillenmediyse
mikrobiyal risk s6z konusu degildir.

Pastorizasyon isleminde ise sterilizasyon uygulanmamakta, patojen
mikroorganizmalarin vejetatif formlarmin timii yok edilebilmekle birlikte 1siya
direngli baz1 mikroorganizmalar ile sporlu formlar yikimlanamamaktadir. Bu durum
sporlu yapilar hususunda daha hijyenik ve giivenilir tekniklerin gelistirilmesi
gerekliligini ortaya ¢ikarmaktadir. Bu sekilde tiretilen iirlinlere iliskin nispeten daha
kisa tutulan raf dmrii ve tiiketime kadar siirekli olarak buzdolabi sicakliginda tutulma
zorunlulugu bulunsa da bu kosullar mevcut spor varligina etki etmemektedir. Yakin
zamanda yayinlanan bir ¢alismada pastorize siitte sporlu formlarin 6zelliklede spor
olusturan basilluslarin uygulanan 1s1l isleme dayanim gosterdigi; pastdrizasyon
sonrasi iirlindeki sporlularin sayisal artisinda uygulanan pastorizasyon isisindan (75,
80 ve 90 °C’de 20 s) ziyade liriiniin raf dmrii boyunca tutuldugu sicaklik derecesinin
rol oynadig1 belirtilmistir. 14 giinlik raf dmrii sonunda 3; 6,5 ve 10 °C’de tutulan
orneklerde bakteri sayisi karsilikli olarak 1,82; 3,55 ve 6;86 log kob/mL olarak
belirlenmis ve bunlarin arasinda spor olusturanlarin 6nemli yer tuttugu belirtilmistir

(Lott, Wiedmann, & Martin, 2023).
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Yapilan bu ¢aligmada temel amacimiz deneysel olarak sporlarin pastdrizasyon
isisinda ve 20 giine kadar uzatilan raf Omrii siiresince siitte davranisini
gozlemlemektir. Literatlirde basillus sporlarinin pastorize siitlerde ve bunlardan
iiretilen siit iirtinlerinde dayanimi ve davranisina iliskin yapilmis olan bir¢ok ¢alisma
bulunmasina ragmen klostridiumlar hakkinda ¢aligmalar sinirhidir, 6zellikle de C.
difficile hakkinda yeterli veriye rastlanmamuistir. Sporlu yapilarin pastérizasyona
dayanim gdstermesi dolayisiyla canli kalan sporlarin {iriiniin raf 6mrii esnasinda nasil
davranig gosterecegi merak konusudur. Bu soruya 1s1k tutmaya yonelik planladigimiz
calismanin yiiriitiilmesinde mikroorganizmanin 6zellikle spor formunun uygun ve
yeterli sekilde izolasyonu karsimiza farkli zorluklar ¢ikarmistir. Spor saflastirmasi ve
sayimi agsamasinda kullandigimiz yontemin kiimelenme egilimini artirmasi sebebiyle
ATCC 9689 susu igin yeterli etkinlikte olmadigini belirledik. Benzer durum C.
difficile ribotip 012 susu lizerinde ¢alisan Lawley ve ark., (2009) tarafindan da rapor
edilmistir. Test ettigimiz bir diger teknik olan gradiyent siikroz igeren Sorg yontemi
de benzer sonuclar vermistir. Bununla birlikte, literatiirde sonikasyon adimai igeren ve
daha basarili olarak nitelendirilen saflastirma yonteminin (Lawley Metodu) spor
yapisini ve goriiniimiinii etkiledigi rapor edilmistir (Malyshev, & Baillie, 2020). Spor
yapisinda sekillenen degisikliklerin sporun g¢evreye yapisma, adaptasyon yetenegi
tizerinde etkili olabilecegi bilinmektedir (Malyshev, & Baillie, 2020).

Caligmamizda SEM ile goriintiileme yapilamadigr icin sporlarin dis goriiniimii
(dliz, torba, ananas) hakkinda detayli veri edinilemedi ancak normal mikroskopik
incelemelerde izlenen yapmin literatiir ile uyumlu morfolojik o6zelliklere sahip
oldugu goriildii. Mikroorganizmanin kullanilan malzemelere (pipet, tipsler, cam ve
plastik deney tiipleri, cam kavanozlar) tutunmasi ve yapigsmasina iligkin bir
incelemenin yapilmamis olmasi ¢alismamiz agisindan bir eksiklik olarak goriilebilir.

Faz kontrast mikroskop ile yapilan sayimlarda parlak sporlar ile vejetatif
hiicreler birbirinden ayristirilabilir, bununla birlikte siireci kolaylastirmak i¢in
hemasitometre ve Ozel boyamalar kullanilmasi tavsiye edilmektedir (Burns, &
Minton, 2011). C. difficile spor sayim1 i¢in en ¢ok kullanilan yontemlerden bir digeri
de 1s1 aktivasyonu veya alkol soku gibi bir stres isleminden sonra agar plaklarda
koloni olusturan birimlerin sayilmasidir (Burns, & Minton, 2011). Calismamizda

mikroskobik sayim ve kiiltiir yontemi ile yapilan spor sayim sonuglari arasinda 1
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log’dan daha az bir fark gozlenmistir. Elde ettigimiz bu sonug ile Lawley ve ark.,
(2009)’nin C. difficile ribotip 012 susuna uyguladiklar1 sonikasyon igeren yontem
etkinlik agisindan benzerlik gostermektedir.

Sporlu formlarin ¢imlenme etkinliginin belirlenmesine yonelik yaptigimiz
calismada, stok soliisyonu ile yapilan denemeler i¢in ¢imlenme etkinliginin % 99
seviyesi ile oldukca yiiksek oldugu saptanmistir. Bu oran uyguladigimiz teknigin
basarili oldugunu ifade etmektedir. Ancak 6 log spor/mL baslangi¢c inokiilasyon
seviyesi ile pastorize siit, kefir ve yogurta yapilan spor ilavelerinde g¢imlenme
etkinligi sirastyla % 5,60; % 1,01 ve % 3,21 olarak hesaplanmustir. inokiilasyon orani
4 log spor/mL olarak uygulandiginda da ¢imlenme etkinliginin kefirde % 3,21,
yogurtta % 5,15 hesaplanmistir. Bu sonuglar pastorize siit ve iirlinlerde ¢imlenme
etkinliginin oldukg¢a diisiik kaldigimi gostermektedir. Etkenin siit ve triinlerindeki
prevalans ¢alismalarinda neden diisiik seviyelerde kaldiginin sebeplerinden biri bu
olabilir. Bir diger sebepte siit veya iriinlerdeki matriks ortaminda bulunan farkli
komponentlere tutunma/baglanma olabilir. Ozellikle kefirdeki en diisiik
¢imlenme/geri kazanim oram iirlinlin graniiler ve kompleks yapiya sahip olmasi ile
izah edilebilir. Siitiin kalsiyum yoniinden zengin bir besin maddesi olmasi da geri
kazanimdaki diisiik seviyede rol alabilir. Kogerminant olarak gdorev yapan eksojen
Ca*? safra tuzlartyla birlikte bir yandan ¢imlenmeyi tetiklerken, spor ¢ekirdeginden
saliman endojen kalsiyum ise amino asit kogerminantlarinin indiikleyici etkisiyle
¢imlenme siirecinin devamini ve tamamlanmasini saglar (Lawler ve ark., 2020). Bu
durumda siitte bulunan kalsiyum iyonlarinin sporlarla etkilesime girerek ¢imlenme
siirecini baglatmasi fakat ortam kosullarinin ¢imlenmenin devami igin uygun
olmamas1 sonucunda sporlarin tam anlamiyla ¢imlenememesi, siirecin sporlarin
6limiine yol agan bir istikamete yonlendirebilir. Bununla birlikte, klasik manada
spor rehidrastasyonu ve Ca’-DPA salimmmmim neden oldugu optik yogunluktaki
degisiklik olarak tanimlanan ¢imlenme islemi simdiye kadar kapsamli ve bagimsiz
bir olgu olarak incelenmemistir (Sorg, & Sonenshein, 2008).

Cimlenme yeteneginin susa bagli olarak degiskenlik gosteren bir ozellik
oldugu bilinmektedir. Deng ve ark., (2015) tamponlanmis fosfat kullanarak yaptiklar
calismada R20291 ve M120 suslarinin ¢imlenme etkinligini sirayla % 0.03 ve % 35

olarak bildirmistir. Arastirmacilarin daha sonraki ¢alismalarinda ise bu oran BHIS-
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ST agarda, R20291, M120 ve DK1 suslar1 i¢in sirayla % 0.06, % 21 ve % 26 olarak
bildirilmistir (Deng ve ark., 2017). Suslar arasindaki ¢imlenme etkinliginin farkini
aciklayan mekanizmalar heniliz agiklanabilmis degil ancak bu durumun sporlarinin
stiper uyku durumunda olmasindan kaynaklanabilecegi 6ne siiriilmiistiir (Deng ve
ark., 2017).

Siitiin pastorizasyonu gibi stres olusturan islemler bakterilerin canli ama
sayllamayan (VBNC) forma ge¢cmesine neden olabilmektedir (Gunasekera, Serensen,
Attfield, Serensen, & Veal, 2002). Bacillus cereus ve Bacillus subtilis gibi sporlu
bakterilerin gesitli stres kosullarinda VBNC 6zelligi oldugu bildirilmistir (Morawska,
& Kuipers, 2022a, 2022b). Ancak literatiirde C. difficile’nin VBNC formu varlig
bildirilmemistir fakat tekrarlayan 1sil isleme kars1 farkli bir hayatta kalma stratejisi
olarak C. difficile, VBNC 6zelligine sahip olabilecegi goz 6niinde bulundurulmalidir.
Calismamizda, iretilen siit iirlinlerinin prosesleri geregince siite farkli sicakliklarda
1is1l islem uygulanmaktadir ve {iretilen siit triinlerinden alinan numuneler ekim
isleminden oOnce tekrar 65 °C’de 30 dakika 1s1l isleme maruz birakilmistir. Ekim
prosediiriimiizii olustururken sectigimiz 1sil islem ile tirlinlerdeki refakatci floray
ortadan kaldirmay1 ve ¢imlenmeyi uyarmay: hedeflemistik (Edwards, & McBride,
2016; Weldy, Evert, Dosa, Khoruts, & Sadowsky, 2020). Ciinkii spor ¢imlenme
caligmalar1 1s1 ile aktive edilmis sporlarin ¢imlenme etkinliklerinin daha yiiksek
oldugunu bildirmektedir (Edwards, & McBride, 2016; Paredes-Sabja ve ark., 2008).
Yaptigimiz 6n denemelerde besiyerine kattigimiz antibiyotik katkisinin refakatgi
floranin iiremesine (6zellikle kefirde) tam anlamiyla mani olamadig1 gozledik. Her
ne kadar, daha Onceden yapilan calismada denenen 20 susa 71°C’de pisirme
sonrasinda uygulanan 85 °C’de yeniden 1sitmanin bu suslarin % 90’min 10 dakika
icinde 6ldigi gozlenmissede (Rodriguez-Palacios ve ark., 2010); uyguladigimiz
ekim Oncesi 1s1l islemin benzer etkiyi gdsterip gostermeyecegini bilmiyorduk. Dahasi
sporlar iizerindeki bu termal inhibitor etkiden ka¢inmak i¢in spor siispansiyonu
hazirlanirken 1s1l islem igeren yontemler kullanilmamistir. Oysa spor Stok
siispansiyonu hazirlanmasinda, spor ¢imlenmesini artirdid1 igin, 1s1 aktivasyonu
onerilen bir uygulamadir (Edwards, & McBride, 2016; Paredes-Sabja ve ark., 2008).

Calismamizda diisiik konstrasyonda (4 log) spor inokulasyonu yapilan

gruplarda numunenin 1:10 sulandirma ile sayiminin saglikli yapilamadigi da
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gozlenmistir. Bu gruplarda sulandirmanin 1:2 oraninda yapilmasi halinde spor sayimi
yapilabildigi gézlemlenmistir. Buradan yola ¢ikarak, gelecekte C. difficile’nin
gidalarda kalitatif ve kantitatif tespitine yonelik yapilacak ¢alismalarda bu hususun
g6z onilinde bulundurulmasi, analiz edilecek numune miktarinin en az 25 mL veya
gram olmasi, ayrica diliisyon oranin 1:1 veya 1:5 gibi se¢ilmesi analizlerin
hassasiyeti ve sonuglarin giivenirliligi agisindan salik verilmektedir.

Amerika Birlesik Devletlerinde Gida ve ilag Ajansi (FDA) ve Avrupa Gida
Giivenligi Ajanst (EFSA) L. lactis bakterisi tarafindan iiretilen ve klostridiumlar
dahil bir¢cok gram (+) bakteri lizerine etkili olan nisinin gidalarda kullanimina izin
vermistir. Ayrica nisinin bazi diger bilesenlerle kombine kullanim1 neticesinde gram
(-) mikroorganizmalar iizerine etkisi oldugu bilinmektedir. Sinnamaldehit ve EDTA
ile birlikte kullanildiginda Entero hemorajik E. coli (EHEC) {izerine etkili oldugu
rapor edilmistir (Field ve ark., 2017). Oldukga kiigiik molekiiler agirliga sahip olan
nisinin mikroorganizmalar {izerine olan etkisi hedef hiicrenin sitoplazmik
membranina saplanarak por olusturmasi, ardindan hiicre i¢i elekrolit dengesinin
bozulmasidir. Hiicre i¢inde bulunan monovalant katyonlar, ATP, amino asitler gibi
komponentler acilan porlar neticesinde hiicre disina ¢ikmasina bagl olarak hiicre
oliimi sekillenmektedir (Ruhr, & Sahl, 1985).

Nisinin sporlu formlar tizerine 6zellikle klostridium ve basillus sporlari tizerine
etkili oldugu bilinmektedir. Sporlar iizerine olan etkinin nisinin yapisinda bulunan
didehidro amino asitler ile hedef hiicrenin sitoplazmik membranindaki siilfidril
gruplarin reaksiyona girmesinde sekillendigi fikri 6n plana ¢ikmaktadir (Buchman,
Banerjee, & Hansen, 1988; Morris, Walsh, & Hansen, 1984). Nisin vejetatif C.
difficile hiicreleri i¢in giiglii aktiviteye sahiptir ve minimum inhibitdr konsantrasyonu
(MICgp) 0.256 mg/L‘dir. Bu deger vankomisin ve metronidazole gore 8 kat daha
fazladir (Bartoloni ve ark., 2004). Insan kolon modelinde nisinin tek doz olarak, 76
pmol/L (MIC degerinin 20 kati) kullamildiginda patojen 6lmesinde etkili oldugu
bulunmustur (Le Lay, Fernandez, Hammami, Ouellette, & Fliss, 2015). Fakat bu
dozun mikrobiyotada gecici degisikliklere neden oldugu, en ¢ok gram-pozitif
bakterilerin etkilendigi bildirilmistir (Le Lay ve ark., 2015). Yine insan kolon modeli
kullanilarak yapilan bir ¢alismada, canlilik endikatorii olarak 16S rRNA test edilerek

C. difficile’nin 50-500 uM konsantrasyonundaki nisin varliginda tamamen yok
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edildigi gosterilmistir (O’Reilly ve ark., 2023). Fermente et fliriinlerinde nisin
kullanarak C. botulinum ve klostridiumlarin inhibisyonuna yonelik yapilan bir
calismada kayda deger sonuglar elde edildigi ve nisin kullanimiyla nitrit kullaniminin
yar1 yariya azaltilabilecegi rapor edilmistir (Gill, & Holley, 2003).

Calismamizda siite 6 log spor/mL olarak inokiile edilen C. difficile sporlarinin
pastorizasyon sonrasinda farkli dozlarda nisin ile yapilan muamelesinde ¢imlenme
etkinligi 7,5-12,5-25 ve 50 ppm igin sirasiyla % 3,89; % 4,41; % 3,81 ve % 0,98
olarak hesaplanmistir. Bu degerlerin hig¢ biri nisin katilmadan iiretilen pastorize siit
grubunun ¢imlenme yiizdesinden (% 5,67) biiyiik degildir ve 50 ppm nisin uygulanan
grupta ¢imlenme yiizdesi en diisiiktiir. Ancak kullanilan dozlardaki nisin ilavesinin,
C. difficile sporlarin1 tamamen inhibe etmeye yetmedigi gosterilmistir.

Nisinin aktivitesinin diisiik kalmasi degisik nedenleri olabilir. Nisinin
ortamdaki ¢oziinlirliigli ortamin pH’sina bagli olarak degiskenlik gostermektedir
Yapilan bir ¢caligmada nisin A’nin pH 2 seviyesindeki ¢oziintrligi 57 mg/mL, pH
6’da ise 1,5 mg/mL seviyesine diistigii rapor edilmistir. Bizim c¢aligmamizda
kullanilan siitiin pH’smin 6,5 seviyelerinde oldugu diisiiniiliirse diisiik aktivitenin
¢oOziinirliiliige bagh olarak diisiik kaldig1 ifade edilebilir. Nisinin asidik kosullarda
aktivitesinin artmasindan dolay1 nisin ile birlikte organik asitlerin birlikte kullanimi
avantaj arz etmektedir. Listeria monocytogenes’in nisin ve laktik asit varliginda
yikimlanma oraninin 6,7 log seviyelerine ¢iktig1 rapor edilmistir (Buncic, Fitzgerald,
Bell, & Hudson, 1995). Benzer sekilde Ricotta peynirinde de nisinin asetik asitle
birlikte kullaniminin L. monocytogenes iizerine oldukga kuvvetli etki gosterdigi rapor
edilmistir (Bari ve ark., 2005). Calismamizda igme siitiinde nisin ile birlikte baska bir
katkinin kullanilmasi yasal yonden uygun olmayacakti ancak i¢gme siitli yerine daha
yiiksek asitlik degerine sahip olan ayrica calismamizda da denemelerini yaptigimiz
yogurt ve kefirde nisinin aktivitesinin denenmemesi bir eksikliktir. Bundan sonraki
calismalarda bu eksikligin giderilmesi amaciyla siit tirtinlerinde C. difficile’ye kars1
nisin ve diger inhibe edici uygun komponentlerin birlikte kullanilmas1 ilging sonuglar
verebilir.

Clostridioides difficile sporlarina karsi nisin ve lizozimin kombine olarak
denendigi bir ¢alismada sinerjik etkinin ayr1 ayr1 kullanimdan ¢ok daha etkili sonug

verdigi belirtilmistir (Chai, Lee, Imm, Kim, & Oh, 2017). Bunun da 6tesinde, 1s1l
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islemle nisinin birlikte kullanimimin C. sporogenes sporlarina yalniz baslarina
kullanildigindan daha etkili oldugu (Ros-Chumillas, Esteban, Huertas, & Palop,
2015), organik asit, nisin ve 1s1l islem uygulamasinin ise oldukga yiiksek inhibisyon
sagladig1 rapor edilmistir (Naim ve ark., 2008). Benzer sekilde 1s1l islem ve nisin
kullanim1 B. cereus sporlarina karst etkin oldugu ¢imlenmeyi ve sporiilasyonu
engelledigi bildirilmistir (Faille, Membre, Kubaczka, & Gavini, 2002). Gida
muhafazasinda son yillarda iizerinde durulan tekniklerden olan yliksek basing
uygulamasiin nisin ve pediosin ile birlikte denedigi bir calismada klostridium
sporlarinin etkin bir seklide yikimlandigi gézlenmistir (Kalchayanand, Dunne, Sikes,
& Ray, 2004).

Nisinin hidrofobik yapida bir molekiil olmas1 da aktivitenin yag orani yiiksek
olan siit ve siit tiriinlerindeki etkinliginin diisiik kalmasinin bir nedeni olabilir. Yag
icerigi yliksek olan gidalarda nisin bu yapisi dolayisiyla {iriiniin yag fazinda tutulmasi
antimikrobiyal  etkisini  zayiflatabilir. ~ BoOyle  gidalarda  daha  yiiksek
konsantrasyonlarda nisin kullanilmasi tavsiye edilmistir (Gill, & Holley, 2003).

Calismamizda etkenin hem pastdrize siit, hem yogurt hem de kefir 6rneklerinde
20 giinliik depolama siiresi boyunca sporlarin varligin1 korudugu, hatta 1 log/kob
seviyesinde azalma icin bile bu siirenin yeterli olmadigi saptanmistir. C. difficile
sporlarinin ve vejetatif formlarimin hayatta kalma becerileri iizerine yapilan
calismalar uygun olmayan kosullarda bile C. difficile’nin uzun siire hayatta
kalabildigini gostermistir. Siit ve tirlinlerinde tiriinlerinde olmasa da C. difficile sigir
diskisinda ve toprakta 1 yil boyunca canli olarak kalabilir (Dharmasena ve ark.,
2021). Flock, Yin, Chen, Pellissery, &Venkitanarayanan (2022) yaklasik 5 log kob/g
C. difficile ile kontamine ettikleri fermente domuz sosislerinde 4 °C’de 90. giine
kadar uzayan depolama sonunda spor canliliginda sadece marjinal bir azalma
oldugunu bildirilmistir. McSharry ve ark. (2021) ise yaklasik 3 log kob/ml spor
iceren inokulumla kontamine ettikleri et numunelerinde etkenin aerobik, anaerobik
ve ticari vakum paketlerde hayatta kalmasinin 2 °C ve 20 °C’de incelemis ve 2 °C’de
tutulan etlerde 32 giinlilk depolamada istikrarli bir azalis goriildiigiinti; 20 °C’de
tutulanlarda ise 8. giinde 5 log kob/gr seviyelerine kadar artis gozlendigini
bildirmistir. Dogal olarak dayanikli olan spor formlari test ettigimiz iriinlerin

hi¢birinde buzdolab1 1sisinda ¢imlenme niteligi gosteremez ancak canliligimi da
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korur. Bu durum diger sporlu klostridiumlarda oldugu gibi C. difficile iginde halk
saglig1 agisindan sorun olusturmaktadir. Ciinkii viicuda alinan sporlar bagirsaklarda
vejetatif forma dontisiip sagligi tehdit eder konuma gegebilirler. Yogurt bakterilerinin
in vivo yedirme deneyi ile C. difficile tizerine etkilerini test etmeye yonelik
hamsterler ile yapilan bir ¢alismada yogurt bakterilerine iliskin herhangi olumlu bir
etki ortaya konulamamistir (Kotz ve ark., 1992). Buna karsilik, yakin tarihli bir 6n
caligmada arastirmacilar yanik merkezindeki antibiyotik alan hastalarda kefir
aliminin C. difficile tizerine olan sonuglarinin timit verici oldugunu ve konu hakkinda
kapsamli ¢aligsmalarin siirdiiriilmekte oldugunu rapor etmislerdir (Lillie, Nordlund,
Stewart, & Gause, 2022). Ozellikle kefirdeki farkli mikrobiyal popiilasyonlarin
klostridiumlar tlizerine etkilerinin olabilecegi goz ardi edilmemelidir.

Tez calismamizda elde ettigimiz sonuglar; hayvanlarin ve insanlarin florasinda
bulunan ve halk saglig1 agisindan onemli bir mikroorganizma olan C. difficile’nin
sporlarinin pastorize siit, yogurt ve kefir gibi iiriinlere uygulanan 1sil islemlere
dayanikli oldugunu, etkenin bulagsmasinda gidalarin etkin rol oynayabilecegini,
nisinin Ozellikle pastorize siitte tek basina kullaniminin kisith etki gosterse de etkeni
tamamen inhibe edemeyecegini ve iirinlerin raf émrii siiresince zarar gérmeden
canliligint koruyabilecegini gostermistir. Bu agidan degerlendirildiginde o6zellikle
son yillarda giderek daha fazla O6nem kazanan C. difficile’ye karsi kapsamli

caligmalarin yapilmasi bir gereklilik olarak goriilmektedir.
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7. SIMGELER VE KISALTMALAR

Yiizde

Santigrat derece

Soxhlet Henkel Derecesi

Mikrogram

Mikrogram

Nisin ilave edilmeyen kontrol pastorize siit grubu

7,5 ppm konsantrasyonunda nisin ilave edilen pastorize siit grubu
Brain Heart Infusion

Toksinotip III, restriksiyon endoniikleaz analiz grup BI, North
American pulsed-field gel elektroforezis tip NAP1 ve polimeraz zincir
reaksiyon tip 27 olan C. difficile susu

12,5 ppm konsantrasyonunda nisin ilave edilen pastdrize siit grubu
Clostridioides difficile

Cycloserine-sefoxitin Fruktose Agar

Sikloserin-sefoksitin ve nétral kirmizi igeren brusella sivi besiyeri
Hastalik Kontrol ve Onleme Merkezi

Sistein-zengin proteini

C. difficile infeksiyonlar1

Moksalaktam-norfloksasin ilave edilmis Fastidious Anaerobe Agar
C. difficile'de spor ¢imlenmesinde, psodoproteaz olarak gorev yapan
enzim

25 ppm konsantrasyonunda nisin ilave edilen pastorize siit grubu
Deoksiribo Niikleik Asit

Dipikolinik asit

50 ppm konsantrasyonunda nisin ilave edilen pastorize siit grubu
Avrupa Gida Giivenligi Ajansi

Enterohemorajik Escherichia coli

Fruktoz Brain Heart Infusion, Maya Ekstrakti, Sodyum Taurokolat-
Notral Red

Amerikan Gida ve Ilag Dairesi

Gram

Gram/mililitre

Generally Recognized As Safe

Hidroklorik asit

Hiyodeoksikolat

Immunglobulin G

Yaklasik olarak 104 spor/ml dozunda C. difficile ilave edilen kefir
grubu

Yaklasik olarak 106 spor/ml dozunda C. difficile ilave edilen kefir
grubu

Koloni olusturma birimi/gram

Koloni olusturma birimi/mililitre

Laktik Asit Bakterileri

Lithokolat

Molar

Coklu ilag Direnci

Sodyum hidroksit

patojenite lokusunda

Fosfat Tamponlu Tuz Cozeltisi

Patota Dextrose Agar
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TAMB
TCA
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TcdB
TS
TSE

U
UDCA
uv
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Y6

pg/ml

ul
oMCA

Milyon bagina bir

Pepton Yeast Glucose

Polimeraz Zincir Reaksiyonu

Toplum iliskili infensiyonlarindan izole edile C. diffile susu

Tiim 6karyotlarda bulunan, hiicre i¢i aktin dinamiginin bir ¢ok yoniinii
diizenleyen proteinler

Dakikadaki devir sayist

C. difficile'de spor ¢imlenmesinde, gorev yapan litik enzim
Sodyum Taurokolat

Toplam Aerobik Mezofil Bakteri

Taurokolat

Toksin A

Toksin B

Triptik Soy

Tiirk Standartlar1 Enstitiisii

Unite

Ursodeoksikolat

Ultraviole

yaklasik olarak 104 spor/ml dozunda C. difficile ilave edilen yogurt
grubu

yaklasik olarak 106 spor/ml dozunda C. difficile ilave edilen yogurt
grubu

Mikrogram/mililitre

Mililitre

o-murikolat
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8. TESEKKUR

Yaklagik bir asir once kesfedilen ve 90’11 yillarda hakkindaki onemli bir¢ok
bilginin bilindiginden artik yasami tehdit eden bir patojen olmadig1 kanaati getirilen
ancak su an hakkinda az sey bildigimizi kabul etmemiz gereken, ciddi bir antibiyotik
direnci tehditi olan Clostridioides difficile, nam-1 diger zor bakteri tizerinde ¢alismak,
benim i¢in tarif edilemez bir deneyimdi. Bana bu firsat1 sunan, bilgi ve deneyimi ile
yol gosteren, degerli katkilarini esirgemeyen, gerek Lisans gerek Doktora egitimim
boyunca bilimsel kisiligini 6rnek almaya calistigim kiymetli danisman hocam Prof.
Dr. Recep CIBIK’a tesekkiirlerimi sunarim.

Doktora tez projemi destekleyen T.C. Tarim ve Orman Bakanligi, Tarimsal
Arastirmalar ve Politikalar Genel Miidiirliigii ile Samsun Veteriner Kontrol Enstitiisii
Miidiirliigii idarecilerine tesekkiirlerimi sunarim. Ayrica ¢alismalarim sirasinda
karsilastigim giicliikkleri agsmamda katkilar1 olan mesai arkadaslarima, Veteriner
Hekim Dr. Rahsan AKPINAR’a, Veteriner Hekim Dr. Yunus KILICOGLU’na,
Veteriner Hekim Dr. Yiiksel DURMAZ’a Veteriner Hekim Atanur TEZEL’e
tesekkiir ederim. Sus dogrulama ¢aligmalarinda kullandigim primerleri gonderen ve
deneyimlerini paylasan Veteriner Hekim Dr. Ediz Kagan OZGEN’e de tesekkiirii bir
borg bilirim. Dostlugu ve manevi desteklerinden dolayr Dr. Fatma Nur DAL’a ve
Dog. Dr. Funda TERZI’ye minnettarim.

Hayatim boyunca her tiirlii destegi vererek bu giinlere gelmemi saglayan ve her
zaman varliklarini yanimda hissettigim sevgili ailemin tiim fertlerine ve esime
miitesekkirim. Son olarak bu tez ¢aligmasini tamamlamayi liitfeden, Aziz ve Hakim
olan Allah’a hamdeder, bu ¢aligmay1 O’na ithaf ederim.
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