T.C.
CANAKKALE ONSEKIZ MART UNIVERSITESI
LISANSUSTU EGITIiM ENSTITUSU

SU URUNLERI AVLAMA VE iSLEME
TEKNOLOJISI ANABILIM DALI

BAZI TUZLANMIS SU URUNLERINDE ANTIBIYOTIKLERE
DIRENCLI BAKTERILERIN BELIRLENMESI VE GENETIK
KARAKTERIZASYONU

DOKTORA TEZI

DILEK KAHRAMAN YILMAZ

Tez Damismani

Prof. Dr. Nermin BERIK

CANAKKALE - 2023






CANAKKALE ONSEKiZ MART UNIVERSITESI
LISANSUSTU EGITIM ENSTITUSU

SU URUNLERI AVLAMA VE ISLEME TEKNOLOJiSI ANABILIM DALI

BAZI TUZLANMIS SU URUNLERINDE ANTIBIYOTIKLERE DIiRENCLI
BAKTERILERIN BELIRLENMESI VE GENETIK KARAKTERIZASYONU

DOKTORA TEZI
DILEK KAHRAMAN YILMAZ
Tez Danismani
Prof. Dr. Nermin BERIK
Bu calisma, Canakkale Onsekiz Mart Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri

Koordinasyon Birimi kurumu tarafindan desteklenmistir.

Proje No: FDK-2020-3334

CANAKKALE - 2023



T.C.
CANAKKALE ONSEKiZ MART UNIVERSITESI
LiSANSUSTU EGITIM ENSTITUSU

Dilek KAHRAMAN YILMAZ tarafindan Prof. Dr. Nermin BERIK yonetiminde
hazirlanan ve 04/07/2023 tarihinde asagidaki jiiri karsisinda sunulan “Baz1 Tuzlanmis Su
Uriinlerinde  Antibiyotiklere Direncli Bakterilerin Belirlenmesi Ve Genetik
Karakterizasyonu” baslikli ¢alisma, Canakkale Onsekiz Mart Universitesi Lisansiistii
Egitim Enstitiisic Su Uriinleri Avlama Ve Isleme Teknolojisi Anabilim Dali'nda

DOKTORA TEZI olarak oy birligi/oy ¢oklugu ile kabul edilmistir.

Jiiri Uyeleri imza
Prof. Dr. Nermin BERIK .
(Danigman)

Prof. Dr. ALISMEN .

Prof. Dr. Nuray ERKAN

Prof. Dr. Omer CETIN

Dr. Ogr. Uyesi Hasan Basri ...,
ORMANCI

Tez No D
Tez Savunma Tarihi : 04/07/2023

Prof. Dr. Ahmet Evren ERGINAL

Enstiti Mudura



ETIK BEYAN

Canakkale Onsekiz Mart Universitesi Lisansiistii Egitim Enstitiisii Tez Yazim
Kurallari’na uygun olarak hazirladigim bu tez ¢alismasinda; tez icinde sundugum verileri,
bilgileri ve dokiimanlar1 akademik ve etik kurallar ¢er¢evesinde elde ettigimi, tiim bilgi,
belge, degerlendirme ve sonuclari bilimsel etik ve ahlak kurallarina uygun olarak
sundugumu, tez c¢alismasinda yararlandigim eserlerin tiimiine uygun atifta bulunarak
kaynak gosterdigimi, kullanilan verilerde herhangi bir degisiklik yapmadigimi, bu tezde
sundugum calismanm 6zgiin oldugunu, bildirir, aksi bir durumda aleyhime dogabilecek

tiim hak kayiplarini kabullendigimi taahhiit ve beyan ederim.

Dilek KAHRAMAN YILMAZ
04/07/2023



TESEKKUR

Bu tezin gerceklestirilmesinde, calismam siiresinde benden bir an olsun
yardimlarini esirgemeyen saygideger danisman hocam Prof. Dr. Nermin BERIK, calisma
siiresince tiim zorluklar1 benimle gogiisleyen esim Dog. Dr. Sevdan YILMAZ, hayatimin
her evresinde bana destek olan annem Filiz KAHRAMAN, babam Mehmet KAHRAMAN,
oglum Cmar YILMAZ, kizim Nehir YILMAZ ve tim aileme sonsuz tesekkiirlerimi

sunarim.

Bu tez ¢alismasina FDK-2020-3334 no’lu proje ile destek veren Canakkale Onsekiz
Mart Universitesi, Bilimsel Arastirma Projeleri Koordinasyon Birimi’ne, YOK 100/2000
Doktora Burs Projesi’ne, Dr. Fevziye Isil KESBIC’e; 6rneklerin GC/MS analizlerindeki
desteklerine, Prof. Dr. Ali ISMEN’e ve Dr. Ogr. Uyesi Hasan Basri ORMANCI’ya tez

izleme komisyon (TIK) iiyesi olarak verdikleri katkilara tesekkiir ederim.

Dilek KAHRAMAN YILMAZ
Canakkale, Temmuz 2023



OZET

BAZI TUZLANMIS SU URUNLERINDE ANTIBIiYOTIKLERE DIRENCLI
BAKTERILERIN BELIRLENMESI VE GENETIiK KARAKTERIZASYONU

Dilek KAHRAMAN YILMAZ
Canakkale Onsekiz Mart Universitesi
Lisansiistii Egitim Enstitiisii
Su Uriinleri Avlama Ve Isleme Teknolojisi Anabilim Dali
Doktora Tezi
Danisman: Prof. Dr. Nermin BERIK
04/07/2023, 93

Giivenli gidada istenmeyen en Oonemli parametrelerden biri hastalida neden olan
bakteri veya antibiyotik direnci olan bakterilerin varligidir. Bu ¢alismada balik¢ilardan ve
balik marketlerinden temin edilen tuzlu sardalya (anciiez) ve lakerda 6rneklerinde ¢oklu-
antibiyotik direngli bakterilerin varligi arastirilmistir. Balik¢ilardan alinan lakerda
orneklerinde antibiyotik direnci gosteren bakterilerden Pseudomonas fluorescens,
Staphylococcus haemolyticus, Staphylococcus pasteuri ve Staphylococcus equorum izole
edildi. Bununla birlikte balikk marketlerinden temin edilen larkerda Orneklerinde
Carnobacterium maltaromaticum, Carnobacterium mobile, Vibrio hibernica ve Vibrio
rumoiensis tiirleri izole edilmistir. Balik¢ilardan temin edilen angiliez 6rneklerinde Bacillus
cereus, Chryseobacterium spp., Kocuria rhizophila ve Psychrobacter spp. tiirleri izole
edilmistir. Balik market izolatlar1 arasinda ise Staphylococcus epidermidis, Staphylococcus
haemolyticus, Bacillus anthracis, C. maltaromaticum, Chryseobacterium carnipullorum
tiirlerinin ¢oklu antibiyotik direngliligi tespit edilmistir. Bu bakteriler arasinda blaTEM,
blaZ, tetK, dfrD, qnrA, qnrB, qnrS, strA-strB, aphAI-IAB, aac( 6')-1b, mecA, msrA, msrB

ve/veya VanA direng genlerini tasidiklar1 belirlenmistir.

Ayrica bu calismada, turung cicegi, karanfil tanesi ve portakal kabugu esansiyel
yaglari ile etanolik ekstraktlarin, angiiez ve lakerda 6rneklerinden izole edilen antibiyotige
direncli bakteriler iizerindeki antimikrobiyal etkileri arastirilmistir. Esansiyel yaglarin

etanolik ekstraktlardan daha etkili oldugu bulunmustur. Turung ¢icegi ve karanfil esansiyel



yaglari, Bacillus cereus, Bacillus anthracis, Chryseobacterium carnipullorum, C.
maltaromaticum, Kocuria rhizophila, P. fluorescens, Psychrobacter faecalis, S.

haemolyticus, S. epidermidis S. pasteuri, S. equorum, V. hibernica ve V. rumoiensis

iizerinde gii¢lii bir inhibitor etki gostermistir.

Sonu¢ olarak, angiiez ve lakerdanin hazirlanmasinda hijyen kosullarinin
saglanmasi, bulagsma yollarmimn belirlenmesi, onlemlerin alinmasi, {iretici ve tiiketicilerin

bilin¢lendirilmesi halk saglig1 agisindan 6nemlidir.

Anahtar Kelimeler: Tuzlu Sardalya, Lakerda, Antibiyotik Direng, Diren¢g Genleri,
16S rDNA, Esansiyel Yaglar



ABSTRACT

DETERMINATION AND GENETIC CHARACTERIZATION OF ANTIBIOTIC-
RESISTANT BACTERIA IN SOME SALTED SEA FOODS

Dilek KAHRAMAN YILMAZ
Canakkale Onsekiz Mart University
School of Graduate Studies

Doctoral Dissertation in Fishing and Processing Technology

Advisor: Prof. Dr. Nermin BERIK
07/04/2023, 93

In food safety, one of the most important parameter is the presence of disease-
causing or antibiotic-resistant bacteria. In this study, the presence of multi-antibiotic
resistant bacteria were investigated in salted sardines (anchovy) and lakerda samples
obtained from fishermen and fish markets. Pseudomonas fluorescens, Staphylococcus
haemolyticus, Staphylococcus pasteuri and Staphylococcus equorum were isolated as
phenotypically resistant bacteria in lakerda samples obtained from fishermen. In addition,
Carnobacterium maltaromaticum, Carnobacterium mobile, Vibrio hibernica and Vibrio
rumoiensis species were isolated in larkerda samples obtained from fish markets. Bacterial
species such as Bacillus cereus, Chryseobacterium spp., Kocuria rhizophila and
Psychrobacter spp. species have been isolated in anchovy samples obtained from
fisherman. Among the fish market isolates, species such as Staphylococcus epidermidis,
Staphylococcus haemolyticus, Bacillus anthracis, C. maltaromaticum, Chryseobacterium
carnipullorum were found to be multiple antibiotics resistance. In addition, antibiotic
resistance genes were determined in these bacteria as blaTEM, blaZ, tetK, dfrD, gnrA,

qnrB, qnrsS, strA-strB, aphAI-IAB, aac( 6')-1b, mecA, msrA, msrB and/or VanA.

In this study, antimicrobial effects of citrus blossom, clove, orange peel essential
oils and ethanolic extracts on antibiotic resistance bacteria isolated from anchovy and
lakerda samples were investigated. Essential oils have been found to be more effective than

ethanolic extracts. Citrus flower and clove essential oils had a strong inhibitory effect on

vi



Bacillus cereus, Bacillus anthracis, Chryseobacterium carnipullorum, C. maltaromaticum,
Kocuria rhizophila, P. fluorescens, Psychrobacter faecalis, S. haemolyticus, S. epidermidis

S. pasteuri, S. equorum, V. hibernica and V. rumoiensis.

As a result, it is important for public health to provide hygienic conditions,
determine the transmission routes, take precautions, raise the awareness of producers and

consumers in the preparation of anchovy and lakerda.

Keywords: Salted sardine, Lakerda, Antibiotic resistance, Resistance genes, 16S

rDNA, Essential oils
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BIiRINCi BOLUM
GIRIS

Insanlik tarihi boyunca, yeterli gidaya ulasamama hatta kithk endisesi vardir.
Kitliklarin ¢esitli nedenleri oldugu bilinmektedir. Savaglar, dogal afetler, hayvanlarda ve
tarim irlinlerinde goeriilen kitlesel hastaliklar, kontrolsiiz niifus artigi, yoksulluk vb.
siralanabilir. Kitliklarin siklig1 ve yeri zamanla degismis olsa da; yerkiiredeki her kitayi
etkilemistir. Bolluk donemlerinde, gida depolama arayisi hep olmustur. Yerlesik veya
gocebe toplumlar kosullarina goére uygun yoOntemlerle gidalarin dayanma siirelerini
uzatmaya calismislardir. Glinlimiizde gida giivenligi ve halk saghgmni korumak icin

uluslararasi uzmanlarin goriislerine dayali kararlar alinmaktadir.

Saglikli birey sayisinin artmasi ve gelecek nesillere aktarilabilmesinde besin se¢imi
cok onemlidir. Bu nedenle kaliteli ve giivenli gida tiiketmek birinci sirada yer almalidir.
Kotii beslenme nedeniyle olusan hastaliklarin tedavi giderlerinin yaninda; bireylerin
hastalik siire¢lerinde iiretim disinda kalmasi, iilke ekonomisine zarar vermektedir. Gelismis
iilkelerde; gidanin o6nemi, gida kaynaklarinin siirdiiriilebilirligi ve tiiketiciye gilivenli
gidanin ulastirilabilmesi konusunda yapilan c¢alismalar devlet politikalarinda yerini

almaktadir (Ko¢ ve Uzmay, 2015).

Antibiyotiklerin bakteri kokenli hastaliklar ile miicadelede bakterileri 6ldiirme veya
iremelerini engelleme ozelliklerini kaybettiklerinde bu durum: antibiyotik direnci olarak
ifade edilmektedir (Kilig ve Yenilmez, 2019; WHO, 2017). Siirekli artan antibiyotik
direncinin nedenleri arasinda; hedefe yonelik olmayan antibiyotik kullanimi, antibiyotik
dozunun 1yi ayarlanmamasi, yetistiricilik hayvanlarinda ve tarimda antibiyotik kullanimina
gereginden fazla yer verilmesi bulunmaktadir. Bu nedenlerle; dogal floradaki bakteriler,
indikator bakteriler ve patojen bakteriler kullanilan cesitli antibiyotiklere karsi direng
kazanabilmektedirler. Ayrica antibiyotiklere olan direncin artmasiyla birlikte, dogal
floradaki bakterilerde bulunan antibiyotik diren¢ genlerinin patojen bakterilere aktarilma

olasilig1 da mevcuttur (Urban-Chmiel vd., 2022).

Bakter genetik materyallerini tiir i¢i veya diger bakteri tiirlerine aktarabilmekte,

boylece genetik materyal tasmnabilmekte ve bakteriler coklu antibiyotik direncliligi

1



gosterebilmektedirler (Meral ve Korukluoglu 2014; Sharma vd., 2014). Kazanilan
antibiyotik direngliligi sonucunda, hastaliklarin tedavisinde kullanilan antibiyotiklerden
hedeflendigi sekilde yararlanilamamaktadir. Ingiltere’de hazirlanan Kiiresel Eylem Plam
raporunda da bildirildigi gibi antibiyotiklere direngli bakterilerin Diinya’da 2050 yilinda
her ii¢ saniyede bir kisiyi Oldiirebilecek kadar giiclenecegi ongoriilmiistiir. Ayni1 raporda
direncli bakterilerle miicadelenin, 100 trilyon Amerikan dolar1 olacagi belirtilmistir

(O’Neill, 2018). Bu durum, islenmis su tiriinleri sektoriiniin nemli bir sorunu olmaktadir.

Gidalarin saklanmasinda kullanilan en eski yontemlerden biri tuzlama islemidir.
Tuz ve balign ilk kez bir araya gelisi eski Misir uygarhiginda goriilmektedir (Kurlansky,
2003). Giiniimiizde ise; su {iriinlerinde saklama yOntemlerinin farkli asamalarinda, tuz
kullanilmaktadir. Ozellikle ¢abuk bozulan gidalar arasmda yer alan su iiriinlerinde
uygulanan tuzlama islemi doku igerisindeki suyun tuz ile baglanmasi ve su aktivitesininin
azaltilarak iirlinde bozulmanin engelenmesini saglamaktadir (Cakli, 2007; Gililyavuz ve
Unliisaymn, 2008). Ayrica, tuzdaki klorun antiseptik etkisi sayesinde bozulmalarin &niine
gecilmektedir. Lakerda, su triinlerinde tuzlama yonteminin kullanildigi, siklikla torik ve
palamut baliklarindan yapilan geleneksel iirtindiir. Baliklarin bozulmasmni 6nlemek igin
yapilan tuzlama islemi, gilinlimiizde farkli bir lezzet olusturma amacina yonelik
yapilmaktadir (Aksu vd., 2013). Uretim asamasmda mevcut mikroorganizma yiikiinii,
biiylik oranda inhibe edecek teknolojik (1s11 islem veya basing uygulamasi gibi)
uygulamalar yapilmamaktadir. Tiiketim 6ncesinde; mikroorganizma yiikiiniin azaltilmasina
veya uzaklastirilmasma yonelik pisirme vb., bir islem yapilmadan dogrudan

tiketilmektedir.

Toplumda saglikli bireylerin devamliligini saglamak ve korumak tiim politik
gortislerin ortak amaci haline gelmistir (Erbaydar, 2003). Hazir gidalarda insan sagligini
tehdit edebilecek mikroorganizmalarin takibi ve onlenmesi elzemdir. Bu ¢alismada angliez
ve lakerda iirlinlerinde antibiyotiklere direncli bakterilerin varliginin belirlenmesi ve direng
genlerini tasima durumlarinin incelenmesi amacglanmistir. Ayrica izole edilen bu
bakterilerin engellenmesine yonelik c¢esitli bitki ekstraktlarnin (turung ¢igegi, karanfil

tanesi, portakal kabugu) etkinligi arastirilmistir.



IKiNCi BOLUM
KURAMSAL CERCEVE/ONCEKIi CALISMALAR

Tirkiye su tUriinleri liretimi yillara gore artis gdstermekte ve iilke ekonomisine katki
saglamaktadir. TUIK verilerine gore; su iiriinleri ihracat1 2021 yilinda 1 milyar 376 milyon
dolarlik hacme ulagmistir. Avrupa Birligi iilkeleri %75 oran ile bastadir. Toplamda 106
iilkeye ihracat yapilmistir (Coteli, 2022). Yurt icinde de tiiketime yonelik olarak; taze su
irlinleri disinda 1s1l igslemli konserve, tuzlanmis, dondurulmus ve sogutulmus iiriinler
tikketilmektedir. Tuzlanmig su trlinleri denildiginde; tuzlu sardalya (angiliez) ve lakerda
akla ilk gelenlerdir. Bu irlinlerin iiretiminde sardalya ve genellikle palamut baliklar1

kullanilmaktadir.

Bu boliim kapsaminda;
> Sardalya ve palamut baliklarinin genel 6zellikleri,
> Su lrtinlerinde tuzlama yontemleri,
> Tuzlu sardalya ve lakerda iiretimi,
> Tuzlanmais tirtinlerde mikrobiyolojik degisimler,
> Bakteri izolasyonu ve tiir tanimlama yontemleri,
> Antibiyotikler ve etki mekanizmalari,

> Bakterilerin antibiyotik direnclilikleri konularina deginilmistir.

2.1. Sardalya

Sardalya (Sardina pilchardus Walbaum, 1792) kemikli baliklar smifi, 1sinsal

yiizgegliler alt smifi ve Clupeidae ailesine ait bir tiirdiir.

Smf : Osteichthyes (Kemikli baliklar)
Alt smif : Actinopterygii (Isinsal ylizgecliler)
Takim : Clupeiformes

Alt takim : Clupeoidei

Aile : Clupeidae

Alt aile : Clupeinae



Cins : Sardina
Tiir : Sardina pilchardus (Walbaum, 1792)

Tiirkge ad1  : Sardalya (Sardalye)

Sardalya pelajik bir tiir olup okyanuslarda, iliman denizlerde ve aci sularda
bulunmaktadir (Riede, 2004). Morfolojik 6zellikleri; viicut yapist uzun, yan taraflarindan
yassilagsmus, pullar1 kolay dokiilebilen, sirt tarafi cogunlukla siyaha yakin koyu renkli, yan
ve karm kismu ise parlak gri (giimiis) renkleri olan bir balik tiirtidiir (Erman ve Atli, 1961).
Stiriiler halinde hareket eden sardalya, besin kaynagi olarak planktonik organizmalar ve
pelajik baliklarla beslenmektedir. Farkli avlanma yontemleri ve av araci kullanilmaktadir.
Bu av araglarindan bazilar1 ¢apari, paragat, uzatma aglari, orta su trolii ve girgir aglaridir

(Gurbet, 1989; Pope vd., 1975).

2.2. Palamut

Smif : Pisces

Alt smif : Actinopterygii (Isinsal ylizgegliler)
Takim : Perciformes

Alt takim : Teleostei

Aile : Scombridae

Alt aile : Sardine

Cins : Sarda

Tiir : Sarda sarda (Bolch,1793)

Tiirkge adi  : Palamut

Palamut baliklar1 biiyiikliiklerine gore; vanoz — gaco (0 — 10 cm), ¢ingene
palamudu (10 — 25 cm), palamut (30 — 35 cm), kestane palamudu (40 — 45 cm),
zindandelen (50 — 55 cm), torik (55 — 60 cm), sivri (60 — 65 cm), altiparmak (65 — 70 cm),

pecuta (70 cm. ve iistli) olarak isimlendirilmektedir (Polat ve Ergiin, 2008).



Scombridae familyasinin bulunan en yaygm tiiridiir. Viicudu fusiform seklindedir.
Palamut pulsuz, sirt1 mavimsi, karni gliimiis renkte olup; bastan kuyruga dogru siyaha yakin
koyu renkte seritlere sahiptir. Sicak ve 1liman denizlerde yasayan pelajik bir balik tiirtidiir.
Biiyiik siiriiler halinde hareket ederek, mevsimlik uzun gogler yapmaktadir. Etcil bir tiir
olan palamut, planktonik organizmalarla ve pelajik baliklarla beslenmektedir. Palamut
avciliginda; biliyiik girgir aglari, voli aglari, fanyali aglar, 1griplar, palamut caparisi ve
palamut ylinliisii kullanilmaktadir (Polat ve Ergiin 2008). Ekonomik bir 6neme sahip olan
palamut taze, dondurulmus, dumanlanmis, konservelenmis ve tuzlanmig olarak
tiiketilmektedir. Tuzlama teknolojisi uygulanarak hazirlanan ve tiikketime sunulan palamut

urini “lakerda” olarak adlandirilmaktadir.

2.3. Tuzlama Teknolojisi

Tuzlama eski ¢aglardan beri kullanilan en eski muhafaza yontemlerinden biridir.
Tuzlama ile iiriinde bulunan su, tuz tarafindan baglanir ve ortamdan osmoz yoluyla
uzaklastirilir. Su aktivitesini diisiirmek amaciyla yapilan tuzlama islemi ile bakteriyel ve
enzimatik aktivitelerin smirlandirilmas: saglanir. Boylece tuzlama ile iirlinlerin
bozulmasinm 6niine gegilmektedir (Cakli, 2007; Giilyavuz ve Unliisayin, 2008; Varlhk vd.,
2004). Tuzlama islemi uygulanirken tuzun kalitesi, tuzlama yapilan hammaddenin 6zelligi,
tuzlama sicakligi onemli faktorlerdendir (Varlik vd., 2004). Tuzun kalitesi; tuz ¢esidine,
tuz safligina gore degisiklik gostermektedir. Solar tuzlari, kaya (evaporasyon) tuzlari ve
imalat tuzlar1 kullanilmaktadir. Solar tuzlar, sodyum kloriir disinda baska tuzlarda
iceriginde bulundurduklari i¢in saf tuzlar degillerdir. Bu nedenle tuzlanmais {iriin iretiminde
icerik olarak %90 ve tizeri sodyum kloriir iceren kaya ve imalat tuzlar1 tercih edilmektedir
(Cakli, 2007). Tuzlama yapilan hammaddenin 6zelligi; balik ya da benzeri su iiriiniiniin
tazeligini ya da yag oranini igermektedir. Baligin tuzlama sirasinda taze olup olmamasi,
tuzun emilim hizim etkiler. Baliktaki yag orani ise tuzlama yontemini ve kullanilan tuz
konsantrasyonun ayarlanmasinda 6nemli etkenlerdendir. Ciinkii ¢ok yagl baliklarda 1yi
ayarlanmayan tuz konsantrasyonu balik etine iyi niifuz edemez ve bdylece olgunlagma
gerceklesmeden bozulmalar meydana gelmektedir (Cakli, 2007; Varlik vd., 2004).
Tuzlama yapilirken dikkat edilecek en 6nemli konulardan birisi de sicaklik olup; tuzlama

yapilacak baligin yapisi ve bakteriyel bozulma gbéz Oniinde bulundurularak, miimkiin



oldugunca diisiik sicakliklar tercih edilmelidir (Cakl, 2007; Giilyavuz ve Unliisayn,
2008).

2.3.1. Tuzlama Yontemleri

Tuzlama teknolojisinde temelde iki yOntem kullanilmaktadir. Bu yontemler;
uygulama sekillerine gore kuru tuzlama ve salamura (yas) tuzlama yontemi olarak

adlandirilmaktadir.

Kuru Tuzlama

Kuru tuzlama yonteminde; balik lizerine kuru tuz serpistirilerek tuzun baliga
yapismasi saglanir. Tuzlama islemi i¢in yerlestirilecek kaba bir kat tuz bir kat balik olacak
sekilde yerlestirme yapilir. Osmoz olayi ile balik etinden su ¢ikist saglanarak, su aktivitesi
disiiriiliir, etin olgunlastirilmasi saglanir. Kuru tuzlama isleminde biiyiik boy baliklarin i¢
organlar1 temizlenirken, sardalya, hamsi gibi kiiciik boy baliklarda i¢c organlari

temizlenmeden de tuzlama islemi yapilmaktadir.

Salamura ile Tuzlama

Yas tuzlama yontemi, kuru tuzlamadan farkli olarak oncesinde kullanilacak balik
miktar1 belirlenir. Balik miktarina gore hazirlanan tuz ¢ozeltisi igerisine, baliklar konularak
yapilan tuzlama seklidir. Bu yontemde genellikle sardalya, uskumru gibi yagl baliklar
tercih edilmektedir. Tuzlama isleminde baliklarin en {istiine agirlik konulur. Bdylece
baliklarm hava ile temasmnin kesilmesi ve oksidasyonun engellenmesi saglanmaktadir.
Ayrica baliklarm iizerine konulan agirlik sayesinde, balik etinde olusan basing daha hizli su
cikis1 saglar. Balikk etine tuz girisi hizlanir. Boylece balik etinin olgunlasmasi

gerceklesmektedir.
2.4. Tuzlama Yapilan Su Uriinleri
Tuzlama teknolojisi, birgok su iiriiniinde ticari olarak uygulanmakta olup, ihracati

yaygin bir su iiriiniidiir. Ozellikle ticari getirisi olan denizanasi, deniz kestanesi, ¢esitli

balik (kefal, morina, somon, alabalik, ringa, mersin) yumurtalarinda yaygin bir sekilde



kullanilan bir teknolojidir (Cakli, 2007). Tiirkiye’de de ihracati yapilan, i¢ piyasada

sevilerek tiiketilen iiriinler arasinda angiiez ve lakerda bulunmaktadir.

2.4.1. Angiiez (Tuzlu sardalya)

Anciiez Ingilizce “anchovies”, Ispanyolca “anchoa” dillerinden tiireyen, tuzlanmis
hamsi baligina (Engraulis encrasicolus) verilen isimdir. Angiiez denildiginde sadece hamsi
balig1 distiniiliirken, giiniimiizde hamsi, sardalya, istavrit baliklarinin tuzlanarak ¢esitli
paketleme materyali (cam ya da plastik) ile konservelenmis halidir. Tiirkiye’de haziran-
eyliil aylarinda yaglanarak lezzetlenen sardalya ozellikle Marmara Denizi ve Ege
Denizi’nde yogun popiilasyon gosteren bir balik tiiriidiir. Sardalya 6zellikle daha lezzetli
olmas1 sebebiyle Saroz Korfezi - Kuzey Ege de avlanmakta ve bu bdlgede avlanan balik
“Gelibolu sardalyas1” olarak bilinmektedir. Sezonda bol miktarda avlanan sardalya
baliklar1 tuzlanarak 2-3 ay siiresince olgunlastirilma islemine tabi tutulmaktadir.
Olgunlasan, aroma kazanan, son iirliniin fazla tuzlu kismi giderilerek begenilerek tiiketilen
bir iirlin haline gelmektedir. Bu {iriiniin (tuzlu sardalya) tarihsel olarak bakildiginda ilk defa
1914 yilinda Canakkale ili Gelibolu ilgesinde iiretildigi bilinmektedir (S6nmez ve Simsek,
2011). Giinlimiizde Canakkale ilinde tuzlu sardalya ticari olarak natiirel tuzlu sardalya,
yagl tuzlu sardalya, anciiez (fileto) gibi iirtinler seklinde kiiciik aile isletmeleri tarafindan
hala iiretimi yapilmaktadir. Gelibolu ile 6zdeslesmis bir iiriin olan tuzlu sardalya bolge

halki tarafindan sevilerek tiiketilen bir tirin olarak bilinmektedir.

Anciiez yapimi

Anciiez yapiminda kullanilan taze sardalyalar pul ve i¢ organ temizligi yapildiktan
sonra su ile yikanir. Yikanan baliklarin kaninin uzaklastirilmasi i¢in tuzlu buzlu ¢ozeltide
on tuzlama iglemine birakilir. Kani1 giderilen baliklarin suyu siiziilerek tuzlama islemine
almir. Tuzlama i¢in kullanilacak kabin dibine tuz konularak baslanip, bir kat tuz bir kat
balik gelecek sekilde yerlestirme yapilir. Tuzlama sonrasinda buzdolabi (+4 °C)
kosullarinda olgunlagsmaya birakilir. Baliklar olgunlasirken biriken salamura suyu
iizerinden alinir. Olgunlasan baliklarin derileri firga ya da siinger yardimiyla ortamdan

uzaklastirilir. Zeytinyag ve limon ile tiiketime hazir hale gelir.



2.4.2. Lakerda

Lakerda, Ispanyolca bir kelime olup, sevilen anlamina gelen “la kerrida”
kelimesinden tiiremistir. Lakerda 14. yiizyil ortalarinda ilk kez Ispanya’da Yahudi
balik¢ilar tarafindan tiretilmistir. Giintimiizde ise “Lakerda” adiyla bilinen, siklikla torik ya
da palamut baliklarma tuzlama teknolojisinin uygulandig1 geleneksel bir iirlindiir (Erkan
vd., 2009). Tirkiye’de Karadeniz, Marmara ve Ege Bolgelerinde bu baliklarin bol oldugu
donemlerde siklikla yapilmakta ve tiiketilmektedir. Tiirkiye disinda en ¢ok Ispanya, Italya
ve Yunanistan’da bilinmektedir (Turan vd., 2006; Ormanci, 2013). Lakerda, % 15’lik bir
tuz igerigl ve 5-6 arasinda pH orami ile karakterize olmus ve 1s1l islem uygulanmadan
tiiketilen bir iirlindiir. Lakerda iiretimi bozulmasin1 6nlemek, raf dmriinii arttrmak i¢in
yapilirken, glinlimiizde farkli bir lezzet olusturma amaci 6n plana ge¢mistir (Aksu vd.,

2013).

Lakerda Yapim

Lakerda yapimi i¢in taze palamut ya da torik baligi tercih edilir. Baliklar ilk olarak
kan ve diger atiklardan bol su ile arindirilir. Temizlenen baliklarin bas, kuyruk, i¢ organlari
kesilip, ortamdan uzaklastirilir. Lakerda icin baliklar ortalama bes santimetre eninde
dilimlere (takozlara) ayrilir. Dilimlenmis baliklarin temizligi sirasinda, ince bir tel ya da
cubuk yardimiyla omurilik kismindaki kan ortamdan uzaklastirilir. Boylece iirlinde
olusabilecek aci tat ya da bozulmayi etkileyecek durumun onlenmesi saglanir. Son olarak
tim kani uzaklastirmak i¢in ortalama %5’lik tuzlu buzlu su igerisinde bekletilir.
Tuzlamada kullanilan kabin dibine tuz konularak isleme baslanir. Bir sira tuz bir sira balik
dilimleri seklinde kaba yerlestirilir. Hava almayacak sekilde tuzla kapatilir. Baliklarin
olgunlasmas1 swrasinda, a¢iga cikan salamura suyunda ylizmemesi i¢in iizerine agirlik
yerlestirilir. Lakerdalarin olgunlasma siiresi ortamin sartlarma, kullanilan balik ve balik
dilimlerinin kalinligma gore degiskenlik gosterirken, genellikle buzdolab:r kosullarinda
(+4 °C) ortalama bir ay siireyle olgunlagsmaktadir. Olgunlasan {iriinler salamurasindan

alinir, zeytinyag ve limon esliginde tiiketilir.



2.5. Tuzlama ile Mikrobiyolojik Degisimler
2.5.1. Mikrobiyolojik Degisimler

Tuzlama yapilan iirlinlerde bozulmaya neden olan bir¢ok bakteri, tuzun yapisinda
bulunan CI' iyonun etkisi ile inhibe edilmektedir. Ancak kullanilan tuzun bakteriler
iizerindeki etkisi bakteri tiiriine, bakterinin sporlu olup olmayisina, ortamin sicakligina ve
pH’smma bagh olarak degismektedir. Tuzlu {iriinlerde bozulmayi etkileyen en onemli
mikroorganizmalar halofilik bakterilerdir. Bu nedenle tuza dayanikli halofilik bakteriler,
ortamda c¢ogalmalar1 i¢in gerekli kosullar olustugunda bozulmalara neden olmaktadir.
Pseudomonas salinaria, Halo bacterium salinaria, H. cutirubum, Sarcina morrhuae ve S.
litoralis tuzlanmig tiriinlerde meydana gelen pembelesme olayindan sorumlu bakterilerdir.
Uriinlerde kahverengilesme olaymm gerceklesmesinden ise Sporodonema epizeum
bakterisi sorumlu olup, iiriinler lizerinde acik kahverengi lekelenmelere neden olmaktadir.
Bu olaylarm yani sira {irtinde yapiskanlik, eksime ve keskin bir koku gerceklesmektedir.
Tuzlu su driinlerinde bir diger bozulma gdstergesi kiiflenme olayidir. Depolama
kosullarinda uygun sicaklik ve nem sartlar1 olustugunda osmofilik kiifler gelisim
gosterebilirler (Cakl, 2007; Giilyavuz ve Unliisaymn, 2008; Turan vd., 2006). Tuzlu
iirlinlerde bozulmalar 6niine ge¢cmek iizere; taze hammaddenin se¢imine, tuz igeriginin
temiz olmasina, olgunlastirma ve depolama kosullarinin uygun sicaklik ve nemde olmasina

dikkat edilmelidir.

2.6. Antibiyotikler

Antibiyotikler, bir mikroorganizmanin gelisiminin engellenmesi veya 6ldiiriilmesi
icin kullanilan her tiirlii dogal ya da kimyasal maddeler olarak tanimlanmaktadir (Oner,
1992). Antibiyotikler, antibakteriyel veya antimikrobiyal olarak da isimlendirilmekte olup,
sivi, tablet veya kapsiil gibi farkli formlarda iiretimleri yapilmaktadir. Hastaliklarin
tedavisinde kullanilmak tizere gerekli madde arayisinin temeli 1909 yilinda Alman
bakteriyolog Paul Ehrlich ile baglamistir. Kesfedilen madde ile beraber 19. yiizyilin
ortalarnda Louis Pasteur adli mikrobiyolok mikroorganizmalarin  birbirlerini
oldiirebildigini kesfetmistir. Bir bakteriyolog olan Alexander Fleming 1929 yilinda,
Penisillium kiifliniin stafilokoklarin gelisimini engelledigini kesfetmis ve boylece ilk

antibiyotik bulunmustur (Tanir ve G&l, 1999). Oxford Universitesi’nde bulunan Howard



Florey ve Ernst Chain yonetimindeki patoloji grubu, 1939 yilinda penisilin ile ilgili yaptig:
calismalar sonucunda penisilini saflastirmiglardir. Daniel Bovert’in siilfonamid olarak
tanimladig1 bir boyar madde hala kullanmakta oldugumuz bir ¢ok antibiyotik iiretimi i¢in
151k tutmustur (Khardori, 2006). Penisilinin ilk denemeleri yapilana kadar (1942),
siilfonamidler antibakteriyel tedavilerde kullanilmistir (Kog¢ Tiirkoglu, 2008). Bu tarihten
sonra streptomisin (1944), kloramfenikol (1946), tetrasiklinler (1948), eritromisin (1952),
kemoterapoétikler (1960) gibi cesitli antibiyotik tlirevleri bulunmaya baslanmistir (Hancock,
2007). Antibiyotigin insan hayatma girisi 1900'li yillarda baslamis olup, 1960’11 yillara
kadar iki farkli antibiyotik ve tiirevleri bilinmekteydi. Giliniimiizde ise kosullarin
degismesi, ihtiya¢larin artmasiyla 5000°den fazla antibiyotik ve tiirevleri bulunmaktadir

(Tanwr ve Gol, 1999).

2.6.1. Antibiyotiklerin Siniflandirilmasi

Glinlimiizde kullanilan her bir antibiyotigin etki giicii ve mekanizmasi1 farklilik
gostermektedir. Bu nedenle antibiyotikler; temelde etki gii¢lerine ve etki mekanizmalarina

gore iki grupta smiflandirilmaktadir.

Antibiyotiklerin Etki Sekillerine Gore Siniflandirilmasi

Antibiyotiklerin bakteriler lizerindeki etkilerini bakteriyostatik ve bakterisit olarak
iki gruba aywrmak mimkiindiir (Patil ve Patel 2021; Saran ve Karahan 2010).
Bakteriostatik antibiyotiklerin etki mekanizmasi, bakteri hiicrelerinin gelismesini ya da
iremesini engelleyici etkiye sahiptir. Antimikrobiyellerin geneli bakteriyostatiktir.
Bakterisitler ise hiicrenin 6lmesini saglayan yok edici 6zelliktedirler (Nemeth vd., 2015).
Antibiyotikler etki sekillerine gore siniflandirildiginda; hiicre duvari sentezine, sitoplazmik
zarmn gecirgenligine, niikleik asit sentezine ve protein sentezine etki edenler olarak
ayrilabilir ve bu 0Ozellikleri ile bakteri hiicresinin fonsiyonunu bozmaktadirlar (Akkan ve

Karaca 2003).
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Tablo 1

Etki giiclerine gore antibiyotiklerin siiflandirilmasi

Bakteriyostatik Antibiyotik Gruplarn Bakterisidal Antibiyotik Gruplan
Makrolitler B-Laktamlar
Sulfonamidler Aminoglikozidler
Kloramfenikol Vankomisin
Oksazolidinonlar Metronidazol
Linkozamidler Kinolonlar
Tetrasiklinler Rifampin
Polimiksinler

2.6.2. Antibiyotik Direncliligi

Antibiyotiklerin bakteri kokenli hastaliklar ile miicadelede bakterileri 6ldiirme veya
iiremelerini engelleme ozelliklerini kaybettiklerinde bu durum: antibiyotik direnci olarak
ifade edilmektedir (Kilic ve Yenilmez 2019). Giin gegtikce artan antibiyotik direncinin
nedenleri arasinda; gereginden fazla antibiyotik kullanimi, yanlis antibiyotik se¢imi,
ihtiya¢ dis1 antibiyotik kullanimi, antibiyotiklerin kullanim seklinin ya da dozunun 1iyi
ayarlanmamasi, yetistiricilik hayvanlarinda ve tarimda antibiyotik kullanimi yer
almaktadir. Bu nedenlerle; dogal floradaki bakteriler, indikatdr bakteriler ve patojen
bakteriler kullanilan antibiyotiklere kars1 diren¢ kazanabilmektedirler. Ayrica
antibiyotiklere olan direncin artmasiyla birlikte, diren¢ genlerinin patojen bakterilere

aktarilmas1 olasilig1 da 6nemli bir sorun haline gelmektedir.

Mikroorganizmalarda Antibiyotik Diren¢ Mekanizmalar

Bakteriler dogal direng ve kazanilmis direng olarak bilinen iki farkli mekanizma ile

antibiyotiklere kars1 diren¢ gosterebilmektedirler.
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Dogal Direnc

Antibiyotik veya antibiyotiklerin bakterilerin gelisimini engelleyici, bakteriyi yok
edici etki gosterebilmeleri bakteride bulunan hedef bdlge ile miimkiindiir. Bu bdlgenin
bakteri hiicresinde yer almamasi1 dogal direng olarak bilinmekte ve ana hiicreden yavru

hiicreye aktarilmaktadir (Walsh ve Wright 2005).

Kazanilmis Direng

Bakteriye konjugasyon, mutasyon, translasyon ve/vaya transdiiksiyon ile direng
geninin aktarilmasina kazanilmig direng denilmektedir. Diren¢ geni ayni bakteri tiirii
icerisinde veya farkli bakteri tiirleri arasinda genetik materyalin aktarilmasi yoluyla
tagmabilir (Aminov, 2009). Gen degisimi ile direncin, bir bakteri popiilasyonu boyunca ve
farkli bakteri tiirleri arasinda hizla yayilmasmi saglar. Sonucunda; bakteriler c¢oklu
antibiyotik direncliligi  gdsterebilmektedirler. Coklu antibiyotik direnci, bulasici
hastaliklarin tedavisinde zorluklara neden olurken, 6zellikle ¢oklu antibiyotik direngliligine
sahip bakterilerin, birincil bulasi yolu olan gidalarin giivenli bir sekilde tiiketiciye ulagsmasi

Onem arz etmektedir.

2.7. Su Uriinlerinde Yapilan Antibiyotik Direncliligi ile Tlgili Calismalar

Yapilan 6nceki ¢alismalarda taze (sardalya, istavrit, barbun, hamsi) ve islenmis su
iirtinlerinden (lakerda, angliez ve midye i¢i) izole edilen enterokoklarda kloramfenikol,
streptomisin, eritromisin, vankomisin, gentamisin ve tetrasiklin antibiyotiklerine kars1
direnglilikleri fenotipik olarak arastirilmistir. Ayrica genotipik olarak viriilens genlerinden
olan gelE, agg, cylB, cylA ve cylM ile vankomisin ile iliskili vand ve vanB genlerinin
varligina bakilmistir (Karaalioglu, 2019).

Karaalioglu, (2019) taze ve islenmis su {irlinlerinden toplam 50 adet enterokok
bakterisi izole etmis ve bu bakterilerin streptomisin’e %98, gentamisin’e %380, tetrasiklin’e
%30 oraninda direngli oldugu rapor edilmistir. Enterokok izolatlarmin vand ve vanB
genlerini tagimadigi, ancak gel/E geninin %72’sinde ve agg? geninin ise %24’linde var

oldugu bulunmustur (Karaalioglu, 2019).
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Farkl iilkelerde yapilan taze ve islenmis balik iirtinlerindeki antibiyotik direnglilik
calismalarina gore; karides ve yengecten izole edilen vibrio tiirlerinde penisiline ve
tetrasikline kars1 %100 direng, sefalosporinlere kars1t %91,7-97,2, aminoglikosidlere kars1
% 30,6-72,2, quinolonlara kars1 %69,4-91,7, sulfanomidlere kars1 %75 ve fenikollere kars1
%61,1 direng tespit edilmistir (Ahmed vd., 2018).

Farkli islenmis su iirtinlerinden (soguk dumanlama, burger vb.,) izole edilen
Listeria monocytogenes izolatlarinda ampisiline kars1 %38,5, penisiline karsi %38,1,
vankomisine karsi %20,9, tetrasikline karsi %18,7, siprofloksasine karst %17,6 ve
enroflaksasine karsi %16,9 diren¢ oldugu belirlenmistir (Fallah vd., 2013). Farkli
limanlarda ticari balik satis1 yapan isletmelerde sardalye ve karideslerden izole edilen farkl
bakteri tiirlerinden ozellikle E.coli ve Salmonella infantis tiirlerinin ¢oklu antibiyotik

direngliligi gosterdikleri belirlenmistir (Dib vd., 2018).

2.8. Antibiyotiklere Alternatif Olarak Fitobiyotiklerin Kullanimi

Bitkiler ve bitki oOziitleri, farkli kullanim alanlartyla insan hayatinda yer
bulmaktadir. Bitkilerin yaprak, meyve, kabuk, kok kisimlarindan elde edilen esans yag ve
ekstraktlar; icerdikleri kimyasal bilesenlerin farkli etkileriyle, giinliik yasamda genis bir
alanda karsimiza ¢ikmaktadir. Esansiyel yaglar kimyasal bilesimleri, aromatik ozellikleri,
farmokolojik ve terapétik etkileri sayesinde (Sengezer ve Gilingor, 2008); gidalarin raf
Omiirlerini uzatmak, aromasinit arttirmak, gidalardaki mikroorganizma risklerini
engellemek, baz1 hastalik ve yaralar1 tedavi etmek i¢in kullanilmaktadir. Parfiim, kozmetik
ve temizlik Uriinlerinde ise esans maddesi olarak yer almaktadir (Ali ve Blunden, 2003;
Lahlou, 2004; Tipu vd., 2006). Tiketicilerin sentetik gida katki maddelerinin giivenirligine
kars1 artan endiseleri dikkate alinarak; bitkisel esansiyel yaglarin antimikrobiyal 6zellikleri
ile ilgili pek ¢ok calisma gerceklestirilmistir (Seow vd., 2013). Bu bitkisel kaynaklar
arasindan, turuncgiller ve karanfil antimikrobiyal 6zellikleri ile 6ne ¢ikmaktadir (Radiinz

vd., 2019; Ceccato-Antonini vd., 2023).

Turuncgillerin bir tiirii olan ac1 portakal (Citrus aurantium), Rutaceae familyasina
ait bir bitki tiiriidiir (Paul ve Cox 1995). Aci1 portakal meyvesinin hem kabugundan hem de

ciceginden esansiyel yag elde etmek miimkiindiir. Ozellikle cigeginden elde edilen esans
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yag1 neroli yag1 olarak bilinmektedir (Kang vd., 2016). Citrus aurantium 'un meyvesi,
kabugu, yapraklari, ¢iceklerinden elde edilen esansiyel yagin; antimikrobiyal, antioksidan,
antidiyetik ve diger farmakolojik etkileri bulunmaktadir (Suntar vd., 2018). Yagin i¢erdigi
molekiiller ile gida, ilag, kozmetik sektdrlerinde siklikla kullanilmaktadir (Mannucci vd.,

2018).

Karanfil, Mrytaceae (Mersingiller) familyasmin bir iiyesi olup, dért mevsim yesil
kalabilen ve boyu 20 metre uzunluga erisebilen Syzygium aromaticum agacindan elde
edilen bir cesit c¢icek tomurcugudur. Yaklasik %14-20 arasinda esansiyel yag igeren
karanfilin bileseni “eugenol” olarak bilinmektedir (Kennouche vd., 2015). Kullanimi
yaklasik M.O. 3. yiizyilda baslamis olup; kokusu ve antiseptik 6zelligi icin oldugu
bilinmektedir. Diinya mutfaklarinda karanfil, gidalarda aroma wverici olarak
kullanilmaktadwr. Yiiksek antimikrobiyal etkisi ile gida {riinlerinin yaninda ilag ve
kozmetik sektorlerinde de kullanilmaktadir (Cai ve Wu, 1996; Chaieb vd., 2007; Kamatou
vd., 2012).

Portakal (Citrus sinensis) bitkisi Rutaceae familyasina ait odunsu bir bitki olup,
Diinya’da en c¢ok tiiketilen turunggil tiiriidiir. Bitkinin meyve, meyve kabugu, c¢icek ve
yapraklarindan gesitli esansiyel yaglar elde edilirken; meyve kabugundan elde edilen yagin
iceriginde limonen orani yiiksektir (Gavahian vd., 2019). Portakal kabuklarindan elde
edilen esans yagm antimikrobiyal ve antioksidan etkileri sayesinde; pek cok farkli alanda

kullanim1 mevcuttur (Ceccato-Antonini vd., 2023).

Son yillarda antibiyotige direngli bakterilerle miicadelede, dogal alternatif
antimikrobiyal katkilarin kullanimiyla ilgili calismalar artmustir. Literatiirlere gore;
bitkilerin farkli aksamlarindan elde edilen 6ziitlerin patojen veya patojen olmayan bir¢ok
bakteri iizerine antimikrobiyal aktivitelerinin arastirildigi  ¢ok sayida calisma
bulunmaktadir. Bu ¢aligmalar, bitki 6ziitlerinin igerdigi metabolitlerin antimikrobiyal ve
antioksidan 6zelliklerine gore detaylandirilmaktadir. Ornegin, turunggil kabuklari naringin,
hesperidin, narirutin, neohesperidin gibi antimikrobiyal ve antioksidan Ozelliklere sahip

karakteristik flavanone glikozitler igermektedir (Khan vd. 2014).
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Gorinstein vd. (2001) limon, portakal ve greyfurt kabuklarinda meyve aksamina
gore toplam fenolik madde miktarinin daha fazla oldugunu raporetmislerdir. Narenciye
kabuk ekstraktlar1 basta limonen olmak iizere ugucu bilesiklerden monoterpenler
(limonen), seskiterpenler ve aldehitler (sitral), ketonlar, asitler, alkol (linolel) ve esterler
gibi seskiterpenoidleri igermektedir (Smith vd. 2001). Meyve kabuklar1 dogal, ucuz ve
giivenilir fenolik metabolitllerin kaynaklar1 olmasi, antioksidan ve antimikrobiyal
ozellikleri ile oldukca dnemli {irtinlerdir. Gida patojenleri {izerine narenciye kabuklarindan
elde edilen oziitlerin etkileri incelendiginde, limonenin Listeria monocytogenes iizerinde

antimikrobiyal etki gosterdigi bildirilmistir (Han vd., 2020).

Farkli bir calismada c¢ipura baliklarinin deri ve kas dokularindan izole edilen
Pseudomonas fluorescens, Pseudomonas putida, Pseudomonas syringae, Pseudomonas
fragi, Shewanella putrefaciens ve Shewanella baltica bakterileri iizerine limonenin orta

veya gliclii antimikrobiyal etki gdsterdigi belirlenmistir (Giarratana vd. 2016).

Sonu¢ olarak; bu c¢alismada antibakteriyel etkileriyle dogal, ekonomik,
sirdiiriilebilir kaynaklar olan turun¢ ¢igegi, karanfil ve portakal kabugu esansiyel
yaglarinin ve etanolik ekstraktlarinin, tiikketime hazir angiiez ve lakerda 6rneklerinden izole

edilen bakteriler iizerine antibakteriyel etkileri arastirilmistir.
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UCUNCU BOLUM
ARASTIRMA YONTEMI/MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal

Calismada antibiyotige direngli bakterilerin izolasyonu amaciyla; ii¢ farkli su
irlinleri isletmelerine ait balik marketlerinden ve Canakkale Balik Hali’nde bulunan {i¢
farkli balik¢idan temin edilen 30 adet paketli tuzlu sardalya (angiiez) ve lakerda Ornegi
kullanilmstir (Sekil 1 ve 2). Ornekler, strafor kutulara konulmus ve soguk zincir (+ 4 °C)
saglanarak laboratuvara getirilmistir. Angiiez ve lakerda o6rnekleri mikrobiyolojik analizler

yapilana kadar buzdolabinda (+ 4 °C) muhafaza edilmistir.

3.1.1. Tuzlu sardalya (Anciiez) Ornekleri

Sekil 1. Tuzlu sardalya (Angiiez) 6rnekleri (Orijinal), A, B, C: Balik market 6rnekleri D, E,
F: Balik¢1 ornekleri.
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3.1.2. Lakerda Ornekleri

Sekil 2. Lakerda Ornekleri (Orijinal), A, B, C: Balik market &rnekleri D, E, F : Balik¢1
ornekleri.

3.2. Yontem

3.2.1. Bakteri izolasyonu ve Tiir Tamimlanmasi

Mikrobiyolojik analizler i¢in tuzlu sardalya (angliez) ve lakerda orneklerinden
alman 10 g 6rnek, 90 ml peptonlu su igerisinde bir dakika siire ile homojenize edilmistir.
Sonra homojenizattan (10!-10%) onluk seyreltmeler hazirlanmistir. Bu seyreltmelerden
yayma ve dokme plak yontemlerine gore ekimler yapilmistir. Besiyerleri Tablo 1’de
gosterilen uygun sicaklik ve inkiibasyon siirelerinde, inkiibatorde mikroorganizmalarin
gelisimi icin inkiibe edilmistir. Besiyerlerinde iireyen bakteri kolonilerinin izolasyonlar1
gergeklestirilmistir. Koloniler uygun sivi besiyerlerinde iiretildikten sonra steril krijojenik

tiipler igerisinde %30 gliserol varliginda -80 °C’de stoklanmustur.
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Tablo 2

Bakterilerin izolasyonunda kullanilan besiyerleri ve inkiibasyon sicakliklari

Bakteri grubu Besi Ortami  Sicakhik (°C)  inkiibasyon siiresi Kaynaklar

Toplam heterotrofik canli bakteri

sayist TSA 22°C 5 giin -

TSA +%10
Toplam halofilik bakteri sayisi NaCl 30°C 10 giin Brillantes vd., 2002
Lactobacillus spp. sayist MRS 37°C 3-5 giin Jokovic vd., 2008

TSA:Triptikaz Soya Agar, NaCl: Sodyum kloriir, MRS: DeMan, Rogosa ve Sharpe Agar

3.2.2. Mikrobiyal Tiir Tanimlamasi

Bakteriler iiredikleri besi ortamlarina gore heterotrofik, halofilik ve laktik asit
bakteri gruplar1 olarak tanimlanmislardir. Bir sonraki asamada antibiyogram testi
sonucunda; tespit edilen ¢oklu antibiyotige direng gosteren bakterilerin kesin tiir tespitleri
icin 16S rDNA gen dizilimi hizmet alimi olarak BM Yazilim’de (Ankara, Tiirkiye)
yapilmistir. DNA (Deoksiribo niikleik asit) izolasyonu i¢in EurX GeneMATRIX izolasyon
kiti (Polonya) kullanilmigtir. Bakteri DNA’larmin miktar ve saflik kontrollerinin
degerlendirilmesinde ~ Nanodrop 2000 (Thermo  Scientific, USA) cihazindan
yararlanilmistir. eklestirilmistir. PCR (polymeraz zincir reaksiyonu) calismasinda ise
iniversal primerler olan 27F 5' AGAGTTTGATCMTGGCTCAG 3' ve 1492R 5'
TACGGYTACCTTGTTACGACTT 3' primer dizileri kullanilmastir.
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3.2.3. Bakterilerin Antibiyotik Direncliliklerinin Belirlenmesi

Antibiyogram Testi (Disk Difiizyon Yo6ntemi)

Bakterilerin antibiyotik direngliliklerinin belirlenmesinde Kirby-Bauer’s disc
diffusion metodu kullanilmistir (Bauer vd., 1966). Bakteri izolatlar1t MHB, MHB (%10
tuzlu) ve MRS besi ortamlarinda tiretilmislerdir. Sonrasinda ayni besi ortamlarmin kati
besiyerlerine gecisleri yapilmistir. Besi ortamlarinda en iyi gelisime sahip olan bakteri
kolonileri segilerek; sivi besi ortaminda bakteri yogunlugu 0,5 McF olacak sekilde
ayarlanmigtir. Devaminda sivi besi yerinden bakteri gelisimi i¢in uygun kati besiyeri
ortamina steril pamuk swab yardimiyla gecisler yapilmistir. Gegisleri yapildiktan sonra
disk diflizyon testi i¢in ¢esitli antibiyotik diskler [(amoksisillin / klavulanik asit (AMC) (30
pg), eritromisin (E) (15 pg), klindamisin (DA) (10 pg), vankomisin (VA) (30 pg),
oksasilin (OX) (5 pg), tetrasiklin (TE) (30 pg), ampisilin (AMP) (10 pg), doksisiklin
hidrokloriir (DO) (30 pg), kloramfenikol (C) (30 pg), streptomisin (S) (10 png), gentamisin
(CN) (10 pg), kanamisin (K) (30 pg), nalidiksik asit (NA) (30 pg), siprofloksasin (CIP) (5
pg), imipenem (IMP) (10 pg), stilfametoks / trimetoprim (SXT) (25 pg), sefotaksim (CTX)
(30 pg), sefalotin (KF) (30 pg), seftriakson (CRO) (30 pg)] steril pens yardimiyla belirli
araliklarla besiyerine yerlestirilmis, uygun sicaklik ve siirede (Tablol) inkiibasyona
birakilmistir. Inkiibasyon islemi sonrasimnda olusan zon caplar1 dlgiilmiistiir. Sonrasinda,
bakterilerin antibiyotiklere karsi direngliligi ya da duyarliligi Clinical and Lboratory
Standards Institute standartlarma gore degerlendirilmistir (CLSI, 2010; CLSI, 2013; CLSI,
2017).

izolatlarin Cogul Antibiyotik Diren¢ (MAR) indeksi

Izolatlarm MAR indeksi, ilgili izolatin direncli oldugu antibiyotik sayisinin izolatin

maruz kaldig1 antibiyotik sayisina boliinmesi ile hesaplanmigtir (Kastner vd., 2006).
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Sekil 3. Antibiyogram testi i¢in kullanilan diskler.

3.2.4. Coklu Antibiyotik Direncine Sahip Bakterilerin Diren¢ Genlerinin

Belirlenmesi

Antibiyotik diren¢ geni analizi yapilacak bakterilerin DNA izolasyonu i¢in EurX
GeneMATRIX Bacterial & Yeast DNA izolasyon kiti (Polonya) kullanilmistir. DNA
izolasyonu sonrasi elde edilen DNA miktarinin ve safliginin kontrolii i¢in Thermo
Scientific Nanodrop 2000 (ABD) cihazinda spektrofotometrik 6lgtim yapilmistir. PCR
kokteyli 1x PCR tamponu, 2 mM MgCI2, 0.2 mM dNTP karisimi, forward ve reverse
primerlerin her birinden 0.5 uM, 2 U Taq polimeraz, kalip DNA dan olusacak sekilde
ayarlanmig ve PCR i¢in uygun saf su ile 20 uL'ye igerik tamamlanmistir. Kullanilan primer
sekanslar1 Tablo 3'de verilmistir. PCR (kyratec termocycler) ile elde edilen amplifikasyon
sonuglart 1XTAE tamponu ile hazirlanmis %1,0 agaroz jelde, 100 volt akimda, 60 dakika
yurltilmistir. Etidyum bromiir boya kullanilarak, UV 1s1ginda goriintiileri alinmistir
(Sekil 4).
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Tablo 3

Calismada kullanilan primer dizileri

Antibiyotik Grup/Gen Sekans (5'-3") Kaynak
blay F  CATTTCCGTGTCGCCCTTATTC
R CGTTCATCCATAGTTGCCTGAC Dallenne
plagty T AGCCGCTTGAGCAAATTAAAC vd. 2010
R ATCCCGCAGATAAATCACCAC
plagets T CGCTTTGCGATGTGCAG Paterson
R ACCGCGATATCGTTGGT vd., 2003
- |
Beta-laktamazlar paz T CAAAGATGATATAGTTGCTTATTCTCC Kaase vd.,
R TGCTTGACCACTTTTATCAGC 2008
mecA F GTGAAGATATACCAAGTGATT Alfatemi
R ATGCGCTATAGATTGAAAGGAT vd., 2014
blanp ~F  GAATAGAGTGGATTAATTCTC Henriques
R GGTTTAAYAAAACAACCACC vd., 2006
F  GTAATTCTGAGCACTGTCGC
tetA Sengelov
R CTGCCTGGACAACATTGCTT vd., 2003
F CTCAGTATTCCAAGCCTTTG Sunde ve
tetB Serum
R CTAAGCACTTGTCTCCTGTT 2001
Tetrasiklin g | GTGATGATGGCACTGGTCAT Sengelov vd.,
R CTCTGCTGTACATCGCTCTT 2003
totK F  TATTTTGGCTTTGTATTCTTTCAT Trzcinski vd.,
R  GCTATACCTGTTCCCTCTGATAA 2000
totM F  ACAGAAAGCTTATTATATAAC Aminov vd.,
R  TGGCGTGTCTATGATGTTCAC 2001
Cat A R  GGATATGAAATTTATCCCTC Aarestrup.
Kloramfenikol F  CAATCATCTACCCTATGAAT 2000
catB R TGAACACCTGGAACCGCAGAG
Xia vd., 2013
F  GCCATAGTAAACACCGGAGCA ’
anrd F  AGAGGATTTCTCACGCCAGG Cattoir vd.,
R TGCCAGGCACAGATCTTGAC 2007
Plazmit aracil kinolon F  GATCGTGAAAGCCAGAAAGG .
o gnrB Katalin, 2000
direnci R ACGATGCCTGGTAGTTGTCC
e F  GCAAGTTCATTGAACAGGGT Cattoir vd.,
R TCTAAACCGTCGAGTTCGGCG 2007
F TATCTGCGATTGGACCCTCTG Sunde ve
strA-strB Serum 2001
R CATTGCTCATCATTTGATCGGCT
aphAL-IAB F AAACGTCTTGCTCGAGGC Frana  vd,,
. R CAAACCGTTATTCATTCGTGA 2001
Aminoglikozit direnci )
F  ATGGGCATCATTCGCACA Dai vd.,
aac(3)-1la
R TCTCGGCTTGAACGAATTGT 2010
F  TTGCGATGCTCTATGAGTGGCTA Katalin,
aac( 6')-1b 2000
R CTCGAATGCCTGGCGTGTTT
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Tablo 3’iin devami

Vankomisin

Folat yolu inhibitorleri

Makrolidler

Linkozamidler

VanA

VanB

dfrD

dfrK

dfrG

dfrA

ermA

ermB

ermC

msrA

msrB

InuA

nuB

o T om

s M AT XMW ETWR®WETHTWETH TR YR T

GTACAATGCGGCCGTTA Dutka-Malen
GGGAAAACGACAATTGC etal,, 1995
GTGCTGCGAGATACCACAGA Ramos-
CGAACACCATGCAACATTTC ;&g”o vd,,
CCCTGCTATTAAAGCACC Dale  vd,
CATGACCAGATAACTC 1995
CAAGAGATAAGGGGTTCAGC
ACAGATACTTCGTTCCACTC
TGCTGCGATGGATAAGAA Avgudin vd,
TGGGCAAATACCTCATTCC 2011
CACTTGTAATGGCACGGAAA
CGAATGTGTATGGTGGAAAG

GTTCAAGAACAATCAATACAGAG
GGATCAGGAAAAGGACATTTTAC
CCGTTTACGAAATTGGAACAGGTAAAG
GAATCGAGACTTGAGTGTGC
GCTAATATTGTTTAAATCGTCAATTCC
GGATCAGGAAAAGGACATTTTAC ——
GGCACAATAAGAGTGTTTAAAGG 1999
AAGTTATATCATGAATAGATTGTCCTGT
TATGATATCCATAATAATTATCCAATC
AAGTTATATCATGAATAGATTGTCCTGT
GGTGGCTGGGGGGTAGATGTATTAACT
GCTTCTTTTGAAATACATGGTATTTTTC
CCTACCTATTGTTTGTGGAA Bozdogan
ATAACGTTACTCTCCTATTC vd., 1999
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Sekil 4. Direng genlerinin agaroz jelde goriiniimii.

3.2.5. Esansiyel Yag ve Etanolik Ekstraktlarin Hazirlanmasi

Portakal kabuklari, yilizey alanini arttrmak amaciyla kiigiik pargalara ayrilmistir.
Turung ¢icekleri ve karanfil taneleri ise biitiin halde kullanilmstir. Elde edilen 6rneklerden
esansiyel yaglar su, ekstraktlar ise alkol kullanilarak elde edilmistir. Esansiyel yaglarin
eldesinde, su distilasyonu yontemi ile Clevenger aparati kullanilmistir (Clevenger, 1928).
Etanolik ekstraksiyon islemi Soxhlet ekstraktorii kullanilarak yapilmistir. Bu amagla;
portakal kabuklari, karanfil taneleri ve turung ci¢eklerinden 20’ser gram tartilarak her biri
350 mL etil alkol igerisinde ekstrakte edilmistir (Soxhlet, 1879). Ekstraksiyon isleminden
sonra ¢ozelti icindeki alkol rotary evaparator ile ortamdan uzaklastirilarak, ekstraktlar
yogunlastirilmustir. Bitki ekstraktlar1 ve esansiyel yaglar antibakteriyel testler yapilincaya

kadar buzdolabinda +4[1°de agzi kapali, koyu renkli steril siselerde muhafaza edilmistir.

Ekstraktsiyon Islemleri
Esans Yag1 Ekstraksiyon Islemi

Esans yagi elde edilmesi i¢in yag1 ¢ikartilacak portakal kabuklar1 ylizey alanlarinin
ve ekstrakt kalitesinin artmasi igin kiiglik pargalara ayrilmistir. Turung ¢igekleri ve karanfil
taneleri ise oldugu gibi ekstraksiyon iglemlerine alinmistir. Su distilasyonu yontemi ile

Clevenger aparati kullanilarak esans yaglar elde edilmistir (Sekil 5 ve Sekil 6). Yontem
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sogutucu ile baglantili cam balonda su ve bitki materyalinin 2-8 saat siire ile kaynatilarak;
su buhari ile birlikte hareket eden yag molekiillerinin, sogutucuda yogunlastirilip sudan

ayristirilmasi esasina dayanmaktadir (Clevenger, 1928).

Sekil 5. Portakal kabugu esans yaginin elde edilmesi (Clevenger aparati).
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Sekil 6. Karanfil esans yagmin elde edilmesi (Clevenger aparati).

Etanolik Ekstraksiyon islemleri

Liyofilize edilmis portakal kabuklarinin etanolik ekstraksiyon islemi Soxhlet
ekstraktorii kullanilarak yapilmistir (Sekil 3). Bu amagla; kuru portakal kabuklar1 kiiglik
parcaciklari, karanfil taneleri ve turung ¢igeklerinden 20°ser g tartilarak her biri 350 ml etil
alkol icerisinde ekstraksiyon islemine alinmistir (Sekil 7 ve Sekil 8). Ekstraksiyon iglemleri

bittikten sonra evaparator yardimi ile alkolden uzaklastirilarak, yogunlastirilmiglardir
(Soxhlet, 1879).
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Sekil 7. Portakal kabugu etil alkol ekstraktmin elde edilmesi.

Sekil 8. Turung ¢igegi etil alkol ekstraktinin elde edilmesi.
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Kimyasal Bilesenlerin Belirlenmesi

Bitki eksraktlar1 ve esansiyel yaglarin icerdigi kimyasal bilesenler GC-MS
(Shimadzu GCMS QP 2010 ULTRA) kullanilarak gergeklestirilmistir. Bilesenlerin
ayrilmasi, diisiik polarite faz1 difenil dimetil polisiloksan ve tasiyici gaz helyum igeren bir
Rxi-5 ms kilcal kolon (30m; 0,25 mm; 0,25 pm) (Restek Corporation, Bellefonte, PA)
kullanilarak gergeklestirilmistir. Firin sicakligi baglangicta 40 °C’ye ayarlanmistir. Bu
sicaklikta 3 dakika bekletildikten sonra dakikada 4°C arttirilarak, 240 °C'ye kadar
¢ikarilmistir. Enjeksiyon, 250 °C'de 1 pl'lik enjeksiyon hacmi ile boliinmiis modda (ayirici
1:5) yapilmistir. Kiitle spektrumu (70 eV) m/z 40-450 amu tarama araliginda, kolonda akis
hiz1 0,89 ml/dk, basing 100 kPa ve toplam akis hizi: 8,4 ml/dk olarak ayarlanmistir. Analiz
toplam 53 dakikada gerceklestirilmistir. Test edilen esansiyel yaglarin ve ekstraktlarin
kromatogramlari, Wiley WO9NI11 marka spektrum kiitiiphanesinde karsilastirilarak

icerikleri tanimlanmustir.

3.2.6. Antimikrobiyal Duyarhhk Testleri

Antimikrobiyal duyarlilik testleri i¢in cryo tiipler i¢erisinde stoga alinan ve -80[1°de
depolanan bakteri izolatlari, bulundugu ortamdan c¢ikarilip ¢ozlindiiriilmiistiir. Bakteri
izolatlarinin canlandirma islemleri triptikaz soya ve tuz ilaveli triptikaz soya besi
ortaminda gergeklestirilmis olup, soguk stresinin izolatlar iizerindeki etkisinin giderilmesi

icin ekimler iki kez tekrarlanmistir (Sekil 9).

Sekil 9. Bakteri izolatlar1.
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Disk Difiizyon Testi

Esansiyel yaglarin, etanolik ekstraktlarin angliez ve lakerda firiinlerinden izole
edilen bakteriler lizerine antimikrobiyal etkisi disk diflizyon testi ile belirlenmistir (Bauer
vd., 1966). Bakteri izolatlar1 kat1 besi ortamindan sivi besi ortamimna gegisleri yapilarak,
ekim i¢in ortamin yogunlugu (0,5 McF) olarak ayarlanmigtir. Stvi besi ortamindan, uygun

kat1 besi yeri iizerine steril pamuk swap ile gecisler yapilmistir (Sekil 10).

Sekil 10. Bakteri izolatlarmin hazirlanmasi.
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Disk diflizyon testi i¢in steril kor diskler kullanilmistir (Sekil 11). Steril kor disklere
(Oxoid, CT0998B) 10 uL esansiyel yag ve etil alkol ekstraktlar1 igin ise 2 mg/disk olacak
sekilde 10 pL ekstrakt emdirilmistir (Sekil 12). Diskler aseptik sartlar altinda
kurutulmustur (Sekil 13). Bakteri ekimi yapilan besi yerlerine steril pens yardimiyla
hazirlanan diskler belli agiklikta yerlestirilmistir (Sekil 14). Diskler vibrio tiirleri i¢in
Triptikaz Soya ve diger bakteri tiirleri i¢in ise Miiller Hinton besi ortamlarina
yerlestirilmistir. Bakteri tiiriine gore (22071 ve 36[1) uygun sicaklikta 24 saat inkiibasyona

birakilmustir. Inkiibasyon sonrasinda zon caplar1 dlgiilerek >20 mm ise gii¢lii inhibisyon;

<20-12 mm ise orta diizey inhibisyon; ve <12 mm ise etkisiz olarak degerlendirilmistir

(Rota vd., 2008).

Sekil 12. Bitki ekstraktlarinin aktarimi i¢in kullanilan steril tek kullanimlik plakalar.
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iy,

Sekil 14. Bitki ekstraktli disklerin petrilere yerlestirilmesi.
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Minimum inhibitér konsantrasyonu (MIiK) ve minimum bakterisidal

konsantrasyonu (MBK) testi

Minimum inhibitér konsantrasyonu analizi Clinical and Laboratory Standards
Institute (CLSI, 2015) tarafindan belirtilen yontemler ile yapilmistir. Bitki ekstraktlarinin
stok soliisyonu (% 10) uygun iireme ortami icerisinde, %6 DMSO ve %0,5 tween 80
icerecek sekilde hazirlanmistir (Turgis vd., 2012). 50 pl besi ortami 50 pl stok soliisyonu
ile 96’lik plakalar icerisinde karsilastirilarak iki katli seyreltme yapilmistir. Sonrasinda
kuyucuklara 50 pl bakteri siispansiyonu (100] CFU/ml) ilave edilmistir. Kuyucuklardaki
son ekstrakt konsantrasyonu %2,5 ‘dan baslayarak %0,001221°e kadar olacak sekilde
ayarlanmistir. Kontrol kuyucuklar1 1- 100ul bakteri igeren besi ortami, 2- DMSO, tween
80 ve bitki ekstraktini iceren 100 ul bakterisiz besi ortami ve 3- 100 pl bakterisiz besi
ortamindan olusturulmustur. Plakalar uygun tireme sicakliginda 24 saat inkiibe edilmistir.
MIK degerleri iiremeyi inhibe eden konsantrasyona bakilarak belirlenmistir (Sekil 15).
Minimum bakterisidal konsantrasyonunun belirlenmesi i¢in ise MIK degeri ve 6ncesindeki
iki seyreltmeden ekimler kat1 besiyerlerine yapilarak MBK degeri belirlenmistir (Schwalbe
vd., 2007).

Sekil 15. MIK ve MBK testlerinin uygulanmas.
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DORDUNCU BOLUM
ARASTIRMA BULGULARI

Bu boliim angliez ve lakerda 6rneklerinden elde edilen bakteri tiirleri ve antibiyotik
direnglilikleri iizerine yapilan analiz sonuglarini icermektedir. Ayrica, bu bakteri tiirleri
iizerine turung ¢igegi, karanfil tanesi, portakal kabugu ekstraktlarinin antimikrobiyal etkisi

ile ilgili sonuglara yer verilmistir.

4.1. Anciiez Orneklerinden izole Edilen Bakterilerin Antibiyotik Direncliligi

Bu calismada ancgiiez 6rneklerinden toplam 102 adet bakteri izole edilmistir. Bu
bakterilerin % 31,41 test edilen 19 farkli antibiyotikten (Sekil 16) herhangi birine kars1
direng gostermezken, %68,6’s1 en az bir antibiyotige direng gostermistir (Sekil 17). Bakteri
izolatlar1 arasindan %39,2’si ii¢ ve iizeri antibiyotige direngli bulunmustur. izole edilen
bakteriler arasindan gen bankasi kayitlar1 ile benzerlik oranlar1 yliksek olan ve kesin tiir

teshisi yapilabilen 12 bakteri izolat1 ¢aligmada kullanilmistir (Tablo 4).

Anciiez triinlerinde tespit edilen bakteri tiirleri ve antibiyotik direnclilikleri Tablo
4’de gosterilmistir. Balik¢ilardan temin edilen anciiez Orneklerinde Bacillus cereus,
Chryseobacterium spp., Kocuria rhizophila ve Psychrobacter spp. tiirleri izole edilmistir.
Balik market izolatlar1 arasinda ise Staphylococcus. epidermidis, Staphylococcus
haemolyticus, Bacillus anthracis, Carnobacterium maltaromaticum, Chryseobacterium
carnipullorum tiirlerinin ¢oklu antibiyotik direngliligi tespit edilmistir. Coklu antibiyotik
direncine sahip izolatlarm fenotipik ve/veya genotipik olarak antibiyotiklere direngli
olduklar1 bulunmustur. Ayrica MAR indekslerinin 0,2 den biiyiik oldugu belirlenmistir. Bu
durum izole edilen ortamin insan veya hayvansal bir kirlilige maruz kaldigmi ve ytiksek

risk igerdigini gostermektedir (Krumperman, 1993).
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Sekil 16. Angiiez Orneklerinin antibiyogram test sonuglari (temsili).
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Sekil 17. Angiiez 6rneklerinden izole edilen 70 izolatin antibiyotik direng oranlar1 (%).
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Tablo 4

Angiiez iirlinlerinde tespit edilen bakterti tiirleri ve antibiyotik direnglilikleri

Firma Bakteri Fenotipik Genotipik MAR
Indeksi
A Psychrobacter faecalis S, OX, KF, CRO, blaTEM, 0,42
CTX, AMC, SXT, aphAI-IAB,
AMP aac( 6')-1b,
mecA
B Psychrobacter sp. OX, VA, DA, KF blaTEM, 0,21
mecA
E Staphylococcus S,CN, NA, E mecA 0,21
epidermidis
C Staphylococcus K, S, OX, CN, mecA 0,42
epidermidis CIP, NA, IPM,
AMP
E Staphylococcus K, S, CN, NA, mecA 0,26
haemolyticus SXT
A Bacillus cereus OX, KF, CRO, TE, blaTEM, 0,42
CTX, AMC, SXT, dfrD, blaZ,
AMP mecA
D Bacillus sp. K, S, OX, CN, mecA 0,32
NA, DA
E Bacillus anthracis OX, KF, CTX, blaTEM, 0,26
SXT, AMP mecA
C Carnobacterium K, S, OX, CN, blaTEM, 0,58
maltaromaticum NA, E, DA, KF, strA-strB,
CRO, CTX, AMP mecA
D Chryseobacterium sp. OX, VA, KF, DA blaTEM, 0,21
msrA, mecA
B Chryseobacterium K, OX, C, KEF, blaTEM, 0,37
carnipullorum CRO, CTX, AMP blaZ, mecA
B Kocuria rhizophila K, S, CN mecA 0,16

A, B ve E: Balik¢1 6rnekleri
C, D: Balik market 6rnekleri
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Psychrobacter cinsine ait bakteriler Moraxellaceae ailesine mensup olup gram
negatif kokobasil formda, 0,9-1,3 um boyutunda, genellikle optimum gelisim sicakligi 20
°C de olan ve 5 °C de gelisim gosterebilen bakterilerdir (Betts, 2006). Psychrobacter
tiirleri gidalar, toprak, deniz suyu, deniz buzu, hava dahil olmak {izere cesitli deniz ve kara
ortamlarinda bulunur (Garcia-Lopez ve Maradona, 2000). Cogu tiir halofiliktir ve >%10
NaCl varligimda biyiiyebilir (Yang, 2014). Daha oOnce gida bozulmalar1 ile
iligkilendirilmis (Bekaert vd., 2015; Yang vd., 2017a; Yang vd., 2017b) ve kotii kokuya
(Meason-Smith vd., 2018) neden olabilecegi rapor edilmistir. Ancak, tuzlu ortama tolere
Psychrobacter sp. SP-1 daha 6nce tuz orani yiliksek balik sosunda TVB-N ve biyojenik
amin olusumunu inhibe ettigi i¢cin starter kiiltiir olarak da kullanilabilecegi bildirilmistir
(Zheng vd., 2017). Ayrica, kore mutfaginda kiiciik karideslerle yapilan yliksek oranda tuzlu
(%25) ve fermente edilmis bir yemek cesidi olan “Saeu-jeot” bir jeotgal cesididir.
Fermentasyonun ilk asamalarinda Psychrobacter tiirlerinin dominant oldugu bulunmustur

(Jung vd., 2013).

Bu calismada farkl: iki balik¢idan temin edilen tuzlu sardalya (anciiez) iirlinlerinden
izole edilen her iki Psychrobacter tiriiniin de ¢oklu antibiyotik direngliligine sahip oldugu
bulunmustur. Psychrobacter faecalis tiri S, OX, KF, CRO, CTX, AMC, AMP ve SXT
antibiyotiklerine direngli ve blaTEM, aphAI-IAB, mecA ve aac( 6')-Ib tantibiyotik direng
genlerini tagidig1 tespit edilmistir. Psychrobacter sp. ise OX, VA, DA, KF antibiyotiklerine
direncli iken aym zamanda blaTEM ve mecA genlerini tasidigi bulunmustur. Onceki
calismalarda Psychrobacter tiirlerinin antibiyotiklere direnglilik gosterdikleri ile ilgili
raporlar mevcuttur. Denizel Psychrobacter sp. izolatlarinin Ampisilin (AMP), Rifampisin,
Doksisiklin (DO), Seftriakson (CRO) ve/veya Siilfametoksazol (SXT) antibiyotiklerine
kars1 direng gostererek coklu antibiyotik direnglili§ine sahip olduklar1 rapor edilmistir
(Abd-Elnaby vd., 2016). Psychrobacter immobilis tiirtiniin C sinifi B-laktamaz tasidigi
bildirilmistir (Feller vd., 1997). Sonug olarak bu ¢alismada anciiezden izole Psychrobacter
izolatlarinin ESBLs veya aminoglikozid direncliligi ile iligkili direng genlerini tagimasi
nedeniyle ileride bu bakterinin starter kiiltiir olarak kullanilmadan 6nce giivenliliginin

arastirilmasi gerekmektedir.

Staphylococcus epidermidis gram pozitif, kok seklinde, fakiiltatif anaerob bir

bakteri olup, derinin normal mikroflorasinin bir parcasini olusturan bir bakteridir
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(Loggenberg vd., 2022). Bu bakteri esas olarak deride veya ter bezlerinde bulunur.
Terleme yoluyla viicut kokusunun iiretilmesinden sorumludur (Loggenberg vd., 2022). Bu
ozellikle cerrahi yaralarin enfeksiyonunda, bagisikligi baskilanmis hastalarda nozokomiyal
enfeksiyonlar gibi firsat¢1 enfeksiyonlara neden olabilir (Rupp vd., 2001). Bu calismada
farkli iki market iirlinii angiiez 6rneklerinden izole Staphylococcus epidermidis izolatlarmin
biri S, CN, NA, E ve digeri ise K, S, OX, CN, CIP, NA, AMP, IPM antibiyotiklerine
direngli bulunmustur. Ancak, bu iki izolatin test edilen direng genleri igerisinden sadece
mecA genini tagimadiklar1 goriilmiistiir. Daha 6nce tuzlanmis hamsiden iiretilen iirtinlerde
histamin iireten izolatlar arasinda S. epidermidis tiriiniin baskin oldugu rapor edilmistir
(Hernandez-Herrero vd., 1999). Tuzlu sardalya orneklerinden izole edilen alti1 adet S.
epidermidis’in penisilin, ampisilin (AMP), amoksisilin/klavulanik asit (AMC), oksasilin
(OX), tobramisin, eritromisin (E) ve/veya klindamisin (DA) antibiyotiklerine direncli, ii¢
tanesinin de mecA direng genini tasidig1 yedi izolatm ise antibiyotiklere karsi duyarh
oldugu belirtilmistir (Sergelidis vd., 2014). Bununla birlikte S. epidermidis tiiriiniin
antibiyotik diren¢ genlerini Staphylococcus aureus gibi diger Staphylococcus tiirlerine

yatay gen transferi yoluyla kolayca aktarabildigi bildirilmistir (Forbes ve Schaberg, 1983).

Anciliez izolat1 Staphylococcus haemolyticus, K, S, CN, NA ve SXT
antibiyotiklerine karsi direncli bulunmustur. Ayrica, mecA geni tasidigi belirlenmistir.
Benzer olarak, Japonya da yapilan bir ¢calismada tiiketime hazir 200 farkli balik iirliniinde
iki adet S. haemolyticus izole edilmistir. Izolatlarin gentamisin (CN), kanamisin (K),
ampisilin, oksasilin (OX), tetrasiklin (TE) ve siprofloksasin (CIP)’e kars1 direngli ve
aph(3"), tet(K), tet(M), blaZ, ve/veya mecA genlerini tasidiklar1 bulunmustur (Hammad
vd., 2012). Coklu antibiyotik (eritromisin:E, oksasilin:OX ve ampisiline) direngliligine
sahip S. haemolyticus, Atlantik ringa baliginin donmus etinden (Regecova vd., 2014) de

1zole edilmistir.

Bacillus genusuna ait bakteriler gram-pozitif olup spor olusturma kabiliyetleri ile
bilinmektedirler. Bacillus cereus direngli endosporlar iiretebilen aerobik veya fakiiltatif
anaerobik, hareketli, patojenik ve firsat¢1 bir bakteri olarak smiflandirilir (Parihar, 2014).
B. cereus 855 °C gibi genis bir sicaklik araliginda gelisebilir (Senesi ve Ghelardi 2010).
B. cereus endosporlar1 1s1ya, radyasyona, dezenfektanlara ve kuru ortama kars1 direnglidir.

Yapiskan karakterleri, isleme ekipmanina baglanmalarin1 ve temizleme prosediirlerine

37



kars1 direng gOstermelerini kolaylastirir (Kotiranta vd., 2000; Parihar, 2014; Rajkovic vd.,
2008). Bu organizmalar siklikla klinik ortamlari, biyoteknolojik siire¢lerdeki ekipmanlari
ve gida iiretimi ortamlarmi ve Uriinleri kontamine eder (Ghelardi vd., 2007; Senesi ve
Ghelardi 2010).

Bacillus cereus'un bagisiklig1 baskilanmis, bagisikligi yeterli hastalarda, cesitli
firsatc1 enfeksiyonlara neden olan bir organizma oldugu bilinmektedir. ishal ve kusma
olmak tizere iki farkh gida kaynakli hastalik sendromuna, siddetli endoftalmi, bakteriyemi,
septisemi, endokardit, pndmoni, menenjit, gastrit ve kutandz enfeksiyonlar1 gibi ¢ok cesitli
firsat¢1 enfeksiyonlara neden olur (Callegan vd., 1999; Drobniewski, 1993; Logan and
Turnbull 1999; Parihar, 2014). B. cereus enfeksiyonu, insan ince bagirsaginda enterotoksin
iireterek ishalli gida zehirlenmesine ve kusmaya neden olan bir toksin olan sereulid

iiretimine yol acar (Ehling-Schulz vd., 2004).

Bir ¢calismada, B. cereus’un 50 adet tuzlu sardalya iiriinliniin dokuz adedinde (%18)
var oldugu rapor edilmistir (Ghanem vd., 2019). Bu c¢alismada ise balik¢r iirlinii
anciiezinden izole B. cereus’un; OX, KF, CRO, TE, CTX, AMC, SXT, AMP
antibiyotiklerine direncli oldugu ve blaTEM, dfrD, blaZ, mecA direng genlerini tasidigi
belirlenmistir. Tayvan da yapilan bir ¢alismada istiridye yetistirme alanlarindaki; deniz
suyu numunelerinin %32,6'sinda, istiridyelerin %2,5'inde, limanda yapilan 6rneklemede;
deniz suyu numunelerinin %7,9'unda ve kabuklu deniz iirlinlerinin %0,68'inde B. cereus’a
rastlanilmistir (Hsu vd., 2021). Ayn1 calismada B. cereus grubu izolatlar1 ampisilin ve
siilfametoksazol/trimetoprim (SXT)'e yiiksek diizeyde direng gostermistir. Toplam 44
izolattan 13 tanesi lic veya bes farkli antibiyotige coklu direng gdstermistir (Hsu vd.,

2021).

Perakende su iiriinleri isletmelerinden temin edilen, taze ve islenmis su {iriinleriden
izole edilen B. cereus grubu izolatlarin, Ampisilin, Seftriakson (CRO), Klindamisin (DA),
Eritromisin (E) ve/veya Tetrasiklin (TE) antibiyotiklerine direncli olduklar1 belirlenmistir
(Rahmati ve Labbe 2008). Anciiez izolat1 B. cereus’un benzer olarak ¢oklu antibiyotik
direncine sahip oldugu ve 6nceki ¢alismalarla benzer antibiyotiklere kars1 direng gdsterdigi
sOylenebilir. Ayrica bu ¢alismada tam olarak tiir tespiti yapilamayan Bacillus sp. izolatinin
K, S, OX, CN, NA, DA antibiyotiklerine direngli oldugu goriilmiistiir. Ayrica, bu izolatin

mecA geni tagidigi bulunmustur.
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Tiiketime hazir su lriinlerinden izole B. cereus grubu bakterilerde blaTEM, dfrD,
mecA ve/veya blaZ genlerini tagidiklar ile ilgili sinirh bilgi mevcuttur. Cin’de agik denizde
su tiirtinleri yetistiriciligi yapan firmalardan (izolatlarm kdkeni belirtilmemistir) probiyotik
olarak kullanilmak tizere 24 farkl tiire ait 116 adet Bacillus izole edilmistir. Ancak, bu
izolatlarm yaklasik %22’si ¢oklu antibiyotik direngliligi gostermistir. B. cereus
izolatlarmin tamamu (alt1 adet) tetrasiklin direnci (tetA, tetB, tetE), ESBLs (blaTEM, ampC,
blaZ), aminoglikozit direnci [ant(3)-la(aadA), aph(60)-1b(strB)], siilfonamid direnci (su/l,
sul? ve sul3), makrolidler (ermA, ermX) ve fenikoller (floR, cfr) ve kinolonlar (gnrA, gnrB,
gnrS) ile iliskili direng genlerinin hepsini tasidiklari rapor edilmistir (Yu vd., 2023).

Bu calismada izole edilen Bacillus anthracis, akut Oliimciil hastalik sarbonuna
neden oldugu ve yiiksek toksisitesi nedeniyle potansiyel bir biyolojik silah olarak
kullanilabilecegi rapor edilmistir (Dafale vd., 2020; Zakaria vd., 2015). Bu ¢alismada izole
edilen B. anthracis OX, KF, CTX, SXT, AMP antibiyotiklerine diren¢ gostermis ve
blaTEM ve mecA direng geni tasidigi bulunmustur. B. anthracis ile ilgili ¢alismalar az
sayidadir. Yarasalarda yapilan bir ¢alismada izole edilen B. cereus ve B. anthracis, 6liime
neden olan insan patojenleri olduklarindan dikkat c¢ekici bir sonu¢ olarak vurgulanmistir
(Selvin vd., 2019). Aymi calismada B. cereus penisiline ve sefolosporin gurubundan
Sefoksitin'e direng gdsterirken, lic adet B. anthracis izolat1 sadece Sefoksitin'e, bir adet B.
anthracis 1zolat1 ise siprofloksasin (CIP) ve tetrasikline (TE) diren¢ gostermistir. Farkli
ortamlardan ve bir adedi insandan olmak {izere 18 adet B. anthracis ¢calismamiza benzer
olarak SXT antibiyotigine direngli bulunurken, ¢alismamizda test ettigimiz
antibiyotiklerden C, CIP, E, DA, CN, OX ve TE’e kars1 duyarli oldugu goriilmiistiir (Luna
vd., 2007).

Bu calismada angiiez izolat1 Carnobacterium maltaromaticum 11 adet antibiyotige
(K, S, OX, CN, NA, E, DA, KF, CRO, CTX, AMP) diren¢ gdstermis ve blaTEM, strA-
strB, mecA genlerini tasidigr bulunmustur. Daha Once pismis ve soyulmus modifiye
atmosfer paketlenmis karideslerde bozulma kokularinin gelisimi, C. maltaromaticum 'un
tek basma ortamda tiretilmesiyle dogrulanmis ve bozulmus karideste gelisen klor benzeri
aromaya neden olmustur (Mejlholm vd., 2005). Bir baska calismada, %20-30 tuzlu

Jeotgal iriiniinden de Carnobacterium izole edilmis olmakla birlikte tam olarak tiirii
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tanimlanamamig ve antibiyotik direncliligi bilgisi rapor edilmemistir (Guan vd., 2011).
Ondeki calismada gidalardan izole Carnobacterium suslarmm tetrasiklin direnci ile iliskili

tetM ve tetS genlerini tagidiklar: rapor edilmistir (L1 ve Wang, 2010).

Chryseobacterium tiirler1 gram negatif, aerobik basillerdir ve 5-30°C arasinda
gelismekle birlikte insanlardan izole edilen suslar 37°C'de kolayca iiremektedirler
(Wisplinghoff, 2017). Bu cinse ait bakteri tiirleri toprak, su ve cesitli gidalarda bulunmakta
ve yeterli klorlamaya ragmen belediye su kaynaklarindan da izolasyonu s6z konusudur
(Steinberg ve Burd 2015). Hastane ortamindan da izole edilebilen Chryseobacterium tiirleri
birden fazla organa yayilabilir ve sonugta septisemiye neden olabilir. Bazi tiirlerin sinir
sistemini etkiledigi de bilinmektedir (O’Rourke ve Rosenbaum 2015). Chryseobacterium
enfeksiyonunun belirtileri; septisemiye benzer ve kilo kaybi, 6dem, asit, petesi, nefes
darhigy, tiveit, kornea 6demi, koordinasyon bozuklugu veya ani 6liimii icerebilir (O’Rourke

ve Rosenbaum 2015).

Chryseobacterium tiirlerinin, Avrupa da kiiltiir veya yabani balik tiirlerinde en sik
rastlanan bakteriler arasinda oldugu bilinmektedir (Parlapani vd., 2021). Bu g¢aligmada
balik¢ida ve markette satisa sunulan angiiez triinlerinden izole edilen Chryseobacterium
tirlerinden biri OX, VA, KF, DA ve digeri ise K, OX, C, KF, CRO, CTX, AMP
antibiyotiklerine direngli bulunmustur. Ayrica, izolalarin sirasiyla blaTEM, msrA, mecA ve
blaTEM, blaZ, mecA genlerini tasidiklar tespit edilmistir. Bu bakteri tiiriiniin gidalarda
varlig1 her ne kadar bilinse de antibiyotik direnglilikleri ile ilgili ¢alismalar smirhdir.
Gokkusagi alabaligi filetolarinda yapilan bir ¢calismada Chryseobacterium (27,14%) bakteri
tiirlerinin, Bacteroidetes icerisinde yiiksek oranda bulundugu bir ¢iftlikte tetrasiklin
direngliligi ile iliskili tetM, ¢oklu antibiyotik direncgliligi ile iliskili mdtE veya msrA
genlerinin varhig1 rapor edilmistir (Helsens vd., 2020). Aym calismada, filetolarda
antibiyotik kalintisina da bakilmig ve 73 farkli antibiyotik kalintisindan yalnizca
oksitetrasiklin kalintilar1 tespit edilmistir (Helsens vd., 2020). Ancak, 6nceki caligmalarda
su iirlinlerinden izole Chryseobacterium tiirlerinin blaTEM veya blaZ genlerini tasidiklar
ile ilgili bir caligmaya rastlanilmamistir. Bununla birlikte siddetli bir hepatit B hastasindan
alman balgamda, Chryseobacterium meningoseptikum izolatinin piperasilin, aztreonam,

seftazidim, sefepim, sefotaksim, sefoksitin, meropenem, imipenem, nitrofurantoin,
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gentamisin ve amikasine direngli ve blaTEM, blaGOB ve ant(3")-1 genlerini tasidig1 rapor
edilmistir (Su ve Ming, 2010).

Chryseobacterium indologenes tiirii ¢coklu antibiyotik direncliligine sahip firsat¢i
nozokomiyal patojen, yenidoganlarda ve bagisikligi baskilanmis hastalarda ciddi
enfeksiyonlara neden olabilmektedir. Brezilya’da Chryseobacterium indologenes
yenidogan yogun bakim {initesinde yatan bir bebegin beyin omurilik sivisindan izole
edilmistir. Fenotipik olarak piperasilin-tazobaktam, sefuroksimeaksetil, sefoksitin,
seftazidim, seftriakson, sefepim, siprofloksasin antibiyotiklerine ve genotipik olarak ise -
laktamazlar (blaIND—13, blaCIA—3, blaTEM—116, blaOXA—209, blaVEB—15), kinolon
(mcbG), tigesiklin (fet(X6)), aminoglikozidler (RanA/RanB) ve kolistin (HlyD/TolC) ile
iligkili genleri tagidig1 bildirilmistir (Damas vd., 2022).

Kocuria tirleri memelilerin derileri, kuslar, siit, siit liriinleri, su triinleri, cesitli
kokenlerden fermente edilmis ve fermente edilmemis et {iriinleri gibi gesitli ortamlardan
izole edilmistir (Ramos vd., 2021). Daha 6nce ii¢ yasindaki bir ¢ocukta kan dolagimi
enfeksiyonuna neden olduguyla ilgili bir rapor da bulunmaktadir (Moissenet vd., 2012). Bu
calismada Kocuria rhizophila izolatinin sadece aminoglikosit grubu antibiyotiklere (K, S
ve CN) kars1 direng gosterdigi ve mecA direng genini tasidigr tespit edilmistir. Kocuria
tiirleri daha once yiiksek tuzlu fermente bir yemek olan Jeotgal’dan da izole edilmistir
(Guan vd., 2011). Ayrica, ¢oklu antibiyotik direncliligine sahip izolatlarm siit ve siit
iirinlerinde yer aldig1 bildirilmistir (Ramos vd., 2021). Bu ¢alismada literatiirde ilk defa
Kocuria rhizophila tiiriiniin mecA geni tasidig1 tespit edilmistir. Bilindigi gibi mecA geni
normalde metisilin direncli Staphylococcus tiirlerinde bulunan bir gendir. Ancak, yapilan
calismalar farkli bakterilerin de bu geni tasidigim1 ortaya koymustur (Seyedmonir vd.,

2015).

4.2. Lakerda Orneklerinden izole Edilen Bakterilerin Antibiyotik Direncliligi

Bu calismada lakerda 6rneklerinden toplam 132 adet bakteri izole edilmistir. Bu
bakterilerin % 59,09’u test edilen 19 farkli antibiyotikten herhangi birine karsi direng
gostermezken %40,91°1 en az bir antibiyotige direng gdstermistir (Sekill8). Bakteri

izolatlar1 arasindan %27.27 si ii¢ ve iizeri antibiyotige diren¢li bulunmustur (Sekil 19).
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Izole edilen bakteriler arasindan gen bankasi kayitlar1 ile benzerlik oranlar1 yiiksek olan ve
kesin tiir teshisi yapilabilen 14 bakteri izolat1 c¢alismada kullanilmistir (Tablo 5).
Balik¢ilardan elde edilen lakerda Orneklerinde fenotipik olarak ¢oklu antibiyotik
direncliligi gosteren bakteriler arasinda Pseudomonas fluorescens, Staphylococcus
haemolyticus, Staphylococcus pasteuri ve Staphylococcus equorum tiirleri izole edilmistir
(Tablo 5). Su fdriinleri isletmelerinden satisa sunulan larkerda Orneklerinde ise
Carnobacterium maltaromaticum, Carnobacterium mobile, Vibrio hibernica ve Vibrio
rumoiensis tiirleri izole edilmistir (Tablo 3). Bakteri izolatlarinin %71,43’4 niin MAR
indekslerinin 0,2 den biiyiik oldugu bulunmustur. Bu durum tiiketime hazir lakerda

orneklerinin riskli oldugunun bir gostergesidir.

Sekil 18. Lakerda 6rneklerinin antibiyogram test sonuglari (temsili).
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#l 52 w3 w4 w5 6 u7 w8 w9 wl0 wll w12 wl6 =17

Sekil 19. Lakerda drneklerinden izole edilen 54 izolatin antibiyotik direng oranlari (%).
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Tablo 5

Lakerda oOrneklerinde saptanan bakterilerin fenotipik ve genotipik antibiyotik direng

profilleri
Firma Bakteri N Fenotipik Genotipik MAR indeksi
A Pseudomonas 1 OX, NA, VA, E, DA, C, KF, blaTEM, 0,68
fluorescens CRO, TE, CTX, AMC, SXT, gqnrB,gnrsS,
AMP blaZ, msrA
B Staphylococcus 1 K, S,CN mecA 0,16
pasteuri
B Staphylococcus 1 K, S, OX, CIP, NA, VA, E, DA, blaTEM, 0,89
haemolyticus DO, IPM, C, KF, CRO, TE, tetK, dfiD,
CTX, AMC, SXT blaZ,msrA,
msrB, mecA
A Staphylococcus 1 K, S,NA mecA 0,16
equorum
C Carnobacterium 2 K, S, OX, CN, CIP, KF, CRO, blaTEM, 0,58
maltaromaticum NA, DA, CTX, AMP mecA
D Carnobacterium 3 K, S, OX, CN, NA, E, DA, KF, blaTEM, 0,58
maltaromaticum CRO, CTX, AMP gnrA, qnrB,
gnrs, strA-
strB,
aphAI-IAB,
mecA
E Carnobacterium 1 K, S, OX, CIP, NA, VA, E, DO, blaTEM, 0,95
mobile DA, IPM, C, KF, CRO, TE, blaZ, msrA,
CTX, AMC, SXT, AMP dfrD, mecA
F Vibrio hibernica 2 0OX, KF, VA blaTEM, 0,16
blaZ, mecA,
VanA
F Vibrio rumoiensis 2 K, S, VA - 0,16

A, B ve E: Balik¢1 6rnekleri

C, D ve F: Su firlinleri isletmeleri
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Pseudomonas fluorescens yemeye hazir gidalarin diizenli bir kontaminanti olup siit,
siit drtinleri, balik, tavuk, biftek, sebze ve benzeri bir¢ok iirtinden daha 6nce izole edilmistir
(Kumar vd., 2019). P. fluorescens'in buzlu baliklardaki spesifik bozulmadan sorumlu
oldugu yaygin olarak bilinmektedir (Zhao vd., 2016). Bu bakteri genellikle insanlarda
bakteriyel bir patojen olarak kabul edilmese de bazi doku ve organlardan izole edildigi ve
bazi1 hastaliklar ile iliskilendirildigi goriilmiistiir (Gershman vd., 2008; Scales vd., 2014;
Liu vd., 2021; Edwards vd., 2022).

Bu calismada P. fluorescens izolatmin 13 farkli antibiyotige (OX, NA, VA, E, DA,
C, KF, CRO, TE, CTX, AMC, SXT, AMP) direngli oldugu belirlenmistir. Pseudomonas
spp. nin B-laktam antibiyotiklere direnci esas olarak penisilin (1., 2. ve 3. nesiller) ve
sefalosporin (sefotaksim vb.,) gibi Genisletilmis Spektrumlu Beta-laktamazlara (ESBLs)
atfedilir (Algammal vd., 2020). Lakerdadan izole P. fluorescens’in ESBLs (blaTEM, blaZ),
plazmid-aracili quinolon (gnrB, gnrS), ve linkosamides (msrA) gruplar ile iligkili direng
genlerini tasidign bulunmustur. Onceki arastirmalarda P. fluorescens’in havadan izole
suslarinda blaTEM (Wang vd., 2022) ve tath su da tliretim yapan balik c¢iftliklerinden izole
suslarinda gnrS (Sherif vd., 2021) genlerini tasidiklar1 rapor edilmistir. Ancak, P.
fluorescens’in blaZ ve msrA genlerini bulundurmasiyla ilgili herhangi bir c¢aliymaya

rastlanilmamastir.

Norveg’te somon isleme firmasindan gida (fileto, deri ve solungaglar vb.,) ile
temash veya temassiz (drenaj kesim ve drenaj filetolama boliimii) ylizeylerden alinan
orneklerde 222 adet Pseudomonas sp. izole edilmis ve %86’s1 coklu antibiyotik direncliligi
gostermistir (Thomassen vd., 2022). Bu izolatlarda fenotipik olarak amikacin ve
tobramycin direncliligi bulunmamaktadir. Buna karsin izolatlarm; amfisilin, amoksilin,
okzolinik asit, florfenikol, sefalosporin, sefotaksim, sefriakson, siprofloksazin
antibiyotiklerine karsi direngli olduklar1 ve genotipik olarak adeF, soxR, AbaQ genlerini
tasidiklar1 bildirilmistir (Thomassen vd., 2022).

Rodrigues vd., (2003) farkli yontemlerle iiretilmis tuzlu morina baliklarindan izole
edilen gram pozitif bakterilerden Staphylococcus tiirlerinin, gram negatif bakterilerden ise
Pseudomonas fluorescens’m yogun oldugunu rapor etmislerdir. Ancak, tuzlu gida

iirlinlerinden izole edilen P. fluorescens’in antibiyotik direncliligi ile ilgili ¢aligmalar
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kisithdir. Levrek (Dicentrarchus labrax) ve karides (Philocheras trispinosus) ten izole
edilen Pseudomonas sp. tiirlerinin ampisilin (%100), oksitetrasiklin (%33,3), amoksisilin-
klavulanik asit (%100), trimetoprim/sulfametoksazol (%66,6), florfenikol (%66,6),
sulfametoksazol (%66,6) ve eritromisin (%100) e direngli olduklar1 rapor edilmistir

(Glingor vd., 2021).

Staphylococcus cinsindeki bakteriler memelilerde ve diger bir¢ok canli tiiriinde
patojendirler (Foster, 1996). Bu calismada ii¢ farkli Staphylococcus tiirii arasindan S.
haemolyticus Ozellikle hastanede yatan hastalarda ve tibbi implantlar1 olanlarda olmak
iizere bagisikligi baskilanmis hastalarda firsat¢i enfeksiyonlara neden olabilmektedir.
Komensal olarak deride yasayan koagiilaz negatif stafilokoklardan biridir (Czekaj vd.,
2015; Eltwisy vd., 2020). Yapilan onceki c¢alismalarda; fermente gidalar, insanlar,
kopekler, kediler, kegiler, atlar, bocekgiller, maymunlar, domuzlar, kemirgenler ve
koyunlardan izole edilmistir (Becker vd., 2014). Lakerdadan izole S. haemolyticus susunun
17 farkli antibiyotige (K, S, OX, CIP, NA, VA, E, DA, DO, IPM, C, KF, CRO, TE, CTX,
AMC, SXT) diren¢li oldugu ve ESBLs (blaTEM, blaZ), linkosamidler (msrd, msrB),
metisilin (mecA), tetrasiklin (tetK) ve folat yolu inhibitérleri (dfrD) ile iliskili genleri
tasidig1 bulunmustur. Benzer olarak, Regecova vd., (2014) donmus Atlantic herring etinde
izole ettikleri S. haemolyticus’un eritromisin, oksasilin ve amfisilin antibiyotiklerine direng
gosterdiklerini rapor etmislerdir. Balik etinden izole S. haemolyticus izolatlar1 amfisilin,
oksasilin, tetrasiklin ve gentasimin’e karsi diren¢ gostermistir (Hammad vd., 2012).
Chajecka-Wierzchowska vd., (2023) bar ve restoranlardan aldiklar1 tiiketime hazir gidalar
icerisinden balik tartardan izole ettikleri S. heamolyticus izolatlar1 fenotipik olarak
gentamisin, klindamisin, eritromisin, sefoksitin, fusidik asit, norfloksasin, penisilin,
tetrasiklin ve kinupristin/dalfopristin direncgli iken, genotipik olarak aac(6')-le-aph(2")-1a,
blaZ, ermA, ermB, mecA, msr(A/B) ve tetK genlerini tagidiklarini bildirmislerdir.

Staphylococcus pasteuri, Fransiz mikrobiyolog Louis Pasteur'un adini tasiyan
koagiilaz negatif, hareketsiz ve sar1 goriiniimlii bir bakteridir (Chesneau vd., 1993). Bakteri
yaygin bir cilt florasi tiirii olmamakla birlikte, insanlarda ender olarak farkli hastaliklar ile
iligkili raporlarda yer almistir (Morfin-Otero vd., 2012; Petti vd., 2008; Ramnarain vd.,
2019; Sanchez vd., 2013; Savini vd., 2009a; Savini vd., 2008; Savini vd., 2009b). S.
pasteuri kegi siitii (Chesneau vd., 1993), Italyan sosisleri (Rantsiou vd., 2005), igme suyu
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(Faria vd., 2009), deniz baliklarinin etinde (Bohme vd., 2013; Regecova vd., 2014) ve
perakende sigir eti (Bhargava vd., 2014) gibi bir¢cok gidadan izole edilmistir.

Bu calismada lakerda drneklerinden izole edilen Staphylococcus pasteuri K, S ve
CN antibiyotiklerine kars1 direncli bulunurken mecA geni tasidigi belirlenmistir. Kore
yemeklerinden olan ve c¢esitli su iirlinleri (balik, karides, istiridye, deniz taragi ve havyar)
ile yapilabilen yiiksek tuzlu fermente bir yemek olan Jeotgal’dan izole edilen S. pasteuri
tiirlinlin linezolid, penisilin ve trimetoprim antibiyotiklerine karsi direng¢li ve trimetoprim
direnci ile iliskili dfr4 geni tasidig1 gorilmiistiir (Jeong ve Lee 2015). Benzer olarak, bar
ve restoranlarda tiiketime hazir gidalardan (6rnegin hamburgerler, peynirler, meyve sulari,
susi, salatalar, sandvicler, et ve balik tartarlar1) izole edilen S. pasteuri izolatlar1
gentamisin, klindamisin, eritromisin, sefoksitin, fusidik asit, penisilin,
kinupristin/dalfopristin ve rifampisin’e karsi direngli ve blaZ , ermA, ermB, mecA,
msr(A/B), tetK, ve tetM genlerini tasidiklar1 bildirilmistir (Chajecka-Wierzchowska vd.,
2023).

Staphylococcus equorum fermente gidalardan, bakteriyel yiizey olgunlastirmali
peynirlerden, sigir, keci, at, koyun gibi hayvanlardan izole edilmis koagiilaz negatif
stafilokoklardan biridir (Becker vd., 2014). Bugiine kadar fermente gidalar yoluyla; hicbir
stafilokok kaynakli gida zehirlenmesi, S. equorum ile iliskilendirilmemis ve patojenitesine
dair hi¢bir kanit bildirilmemistir. Ancak antibiyotik direngliligi, hemolitik olabilmeleri ve
sigirda meme iltihabina karistigindan (Calcutt vd., 2013); sosis, siit iirlinleri ve fermente et
driinleri i¢cin starter kiiltiir adayr olabilmeleri i¢in giivenlik degerlendirmesine tabi
tutulmalar1 gerekmektedir (Heo vd., 2020; Jeong vd., 2014; Jeong vd., 2017; Lee ve Jeong
2015; Marty vd., 2012).

Bu ¢aligmada lakerda 6rneklerinden izole edilen Staphylococcus equorum susu K, S
ve NA antibiyotiklerine kars1 direng gostermis ve mecA direng geni tasidigr goriilmiistiir.
Jeotgal’dan izole edilen S. equorum izolatlar1 penisilin G, eritromisin, trimetoprim,
linkomisin ve kloromfenikol’e kars1 direngli olup, /nuAd ve pbp direng genlerini tasidiklari

bildirilmistir (Jeong vd., 2014).
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Carnobacterium dogal ¢evrede ve gidalarda bulunabilen laktik asit bakterileri olup
positive and negative effects hala arastirma konusudur (Evangelista vd., 2022; Leisner vd.,
2007). Daha once tuzlanmis lumpfish, soguk tiitsiilenmis somon, gravad gdékkusagi
alabaligi, salamura karides, deniz iiriinleri salatas1 ve pismis modifiye atmosfer ambalajhi
karides gibi su iirlinlerinden izole edilmistir (Francoise, 2010). Probiyotik potansiyeli olan
bir bakteri olsa da bunun i¢in antibiyotik direncliliginin olmamas: gerekmektedir
(Evangelista vd., 2022). Ayrica, bulunduklar1 gidalarda tiramin iiretebilmeleri nedeniyle
duyarl kisiler i¢in zehirleyici etki gosterebilirler (Leisner vd., 1994; Leisner vd., 2007). Bu
nedenle Carnobacterium tiirlerinin gidalarda takibinin yapilmasi ve izole edilen suslarin

antibiyotik direncliliklerinin arastirilmasi halk saglig1 agisindan 6nemlidir.

Bu calismada lakerda 6rneklerinden ¢oklu antibiyotik direngliligine sahip ti¢ farkl
Carnobacterium susu izole edilmistir. Iki farkli isletmeden izole edilen Carnobacterium
maltaromaticum suglarindan biri K, S, OX, CN, CIP, KF, CRO, NA, DA, CTX, AMP
digeri ise K, S, OX, CN, NA, E, DA, KF, CRO, CTX, AMP antibiyotiklerine kars1 direngli
bulunmuslardir. Ayrica, bir tanesinin blaTEM ve mecA direng genlerini tasidigi, digerinin
ise blaTEM, mecA, qnrA, gqnrB, qnrS, strA-strB ve aphAIl-IAB direng genlerini tasidigi
goriilmiistiir. Balik halinden alinan lakerda 6rneklerinde ise Carnobacterium mobile tirii
izole edilmis olup K, S, OX, CIP, NA, VA, E, DO, DA, IPM, C, KF, CRO, TE, CTX,
AMC, SXT, AMP antibiyotiklerine direng gosterdigi ve blaTEM, blaZ, msrA, mecA ve
dfrD diren¢ genlerini tasidigi belirlenmistir. Ayrica liketime hazir su iirtinleri igerisinde
istenmeyen kokuya neden oldugundan ve antibiyotik direncliligi ile ilgili olarak lakerda

boliimiinde yer alan sinirli sayida ¢aligma disinda herhangi bir bilgi mevcut degildir.

Vibrio tiirleri sucul ekosistemlerde ve gida drneklerinde siklikla izole edilen bakteri
tiirleri arasindadir (Oliver vd., 2012). Bu calismada su fiiriinleri isletmesinden alinan
lakerda 6rneklerinden Vibrio hibernica ve Vibrio rumoiensis olmak tizere iki farkl Vibrio
tiirli izole edilmistir. Yumoto vd., (1999) V. rumoiensis susunu agartma ve mikrobiyal ajan
olarak H»>O> kullanan bir balik isleme tesisinin drenaj havuzundan giiclii bir katalaz
iireticisi olarak izole etmislerdir. Su iirtinleri isletmesinde iiretilen lakerda 6rneklerinde bu
tiirlin bulunmasi fileto agartilmasinda hidrojen peroksit (H203) kullanilmis olabilecegini

disiindiirmektedir. Ayrica, V. rumoiensis’in histamin iireten izolat1 denizel ortamdan
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(Plante vd., 2008), Cin de geceden salamura edilmis tuzlanmis balik {iriiniinden (Tao vd.,

2022) ve Sibirya Mersin baligindan (Yang vd., 2022) izole edilmistir.

Bu calismada su iiriinleri isletmesinden elde edilen lakerda dan izole Vibrio
rumoiensis K, S ve VA antibiyotiklerine karsi direng gostermistir. Karides ciftligi
yakininda su ve sediment Orneklerinden izole edilen Vibrio tiirlerinin timii en az bir
antibiyotige kars1 direngli bulunmus ve sediment izolatlar1 arasinda V. rumoiensis’in
bulundugu rapor edilmistir (dos Santos Rocha vd., 2016). Deniz sediment izolat1 V.
rumoiensis’in ampisilin, oksitetrasiklin ve penisiline karsi direngli oldugu bildirilmistir

(Rocha, 2011).

Woods vd. (2020) Vibrio hibernica'min rumoiensis soyunun bir {iyesi oldugunu 6ne
sirmiistiir. Endiistriyel bir gida isleme bakterisi olarak onemli 6zellikleri vardir ve
fermente gidalardan (Woods vd., 2020) ve Yunan sofralik zeytinlerinden (Mougiou vd.,
2023) izole edilmistir. Bu ¢alismada balik pazarindan temin edilen lakerda dan izole edilen
V. hibernica'min OX, KF ve VA antibiyotiklerine diren¢li oldugu ve blaTEM, mecA, blaZ
ve VanA direng genlerini tagidigi goriilmiistiir. Ancak, bildigimiz kadariyla, lakerda izolat1
V. hibernica i¢cin tespit ettigimiz direng genleri, bu bakteri tiirinde daha Once

bildirilmemistir.

4.3. Bitki Ekstraktlarinin GC/MS Analiz Bulgulan

Arastirmada kullanilan turung ¢icegi, karanfil ve portakal kabugu esans yaglarmin
ve etanolik ekstraktlart GC-MS analizi kullanilarak belirlenmistir. Turung ¢igegi esansiyel
yaginda en bol bulunan komponentlerin linalool (%29,45), linalil asetat (%27,09) ve
hotrienil asetat (%7,78) (Tablo 6) oldugu bulunmustur. Ojenol (%67,06), karyofilen
(%22,88), ojenol asetat (%4,22) ve D-limonen (%90,48), sirasiyla karanfil esans yaginda
(Tablo 7) ve portakal kabugu esansiyel yaginda (Tablo 8) ana komponentler olarak
belirlenmistir. GC-MS analiz sonuglari, karanfil etanolik ekstraktinda en fazla bulunan ana
komponentlerin 6jenol (%65,05), palmitik asit (%16,85) ve tetradekanoik asit (%8,2)
oldugu goriilmiistiir (Tablo 9). Linalil asetat (%26.11), L-Linalool (%12.86), palmitik asit
(%8.34) ve 7-Tetradesenal, (Z)- (%8.34), turung c¢igegi etanolik ekstraktinda ana

komponentler olarak belirlenmistir (Tablo 10). GC-MS analizi ile tanimlanan portakal
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kabugu etanolik ekstraktinin ana komponentlerin ksantozin (%14,4), gliseraldehit (%11,87)
ve dihidroksiaseton (%7,5) oldugu bulunmustur (Tablo 11). Bu g¢alismada kullanilan
esansiyel yaglarda, GC-MS analizi ile tespit edilen komponentlerin literatiire benzer

oldugu goriilmiistiir.

Diger calismalarda turung ¢igegi esansiyel yagi (Anwar vd., 2016; Dugo vd., 2010),
karanfil esans yag1 (Goii vd., 2009), portakal kabugu esansiyel yagi (Waheed vd., 2020),
karanfil etanolik ekstrakti (Parthasarathy vd., 2008) ve turung cice8i etanolik ekstrakti
(Metoui vd., 2015) i¢in GC-MS analizinde elde edilen komponentler ile bu ¢aligmada rapor
ettiklerimiz benzerlik gostermistir. Ancak, portakal kabugu etanolik ekstrakti iceriginde
yilksek oranda tespit ettigimiz ksantozin ve gliseraldehit (2,3-Dihidroksipropana)
komponentlerinin literatliirde ayni ekstrakt igerisindeki varliklari ile ilgili herhangi bir
calismaya rastlanmamistir. Ancak, farkli bitkilerde bu komponentler bulunabilmektedir

(Ashihara vd., 2017; Zhang vd., 2020).
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Tablo 6

Turung ¢icegi esansiyel yaginin bilesenleri

Alikonma Bilesenleri Alan %
Zaman (dak)

11,08 beta.-Pinene 0,48
11,77 beta.-Myrcene 0,26
13,2 Limonene 0,65
13,65 2(3H)-Furanone, 5-ethenyldihydro-5-methyl- 0,26
14,97 Linalool oxide cis 4,02
16,12 Linalool 29,45
17,04 Cyclopentanol, 1,2-dimethyl-3-(1-methylethenyl)-, [1R-(1.alpha.,2.alpha.,3.alpha.)]- 0,23
18,54 6,7-Dioxabicyclo[3.2.1]octane, 1-methyl- 0,34
18,76 Epoxylinalol 0,58
19,06 3-cyclohexen-1-ol, 4-methyl-1-(1-methylethyl)- 0,1
19,57 Terpineol <alpha-> 3,83
20,79 2-Oxabicyclo[2.2.2]octan-6-ol, 1,3,3-trimethyl- 0,18
21 Nerol 0,44
21,19 1-Cyclooctene, 3,7-epoxy-4-acetyloxy- 0,15
22,05 Linalyl acetate 27,09
22,65 3,7-Dimethyl-1,7-octadiene-3,6-diol 0,29
23,15 Isopulegyl acetate 0,32
23,7 Carvacrol 0,17
25 8-acetoxylinalool 3,12
25,1 1,7-octadien-3-ol,2,6-dimethyl- 0,13
25,42 2-Oxabicyclo[2.2.2]octan-6-ol, 1,3,3-trimethyl-, acetate 2,78
25,53 3-Nonanol, 1,2:6,7-diepoxy-3,7-dimethyl-, acetate 2,51
25,68 Ho-trienol 2,24
25,86 2,6-Octadien-1-ol, 3,7-dimethyl-, acetate, (Z)- 1,13
26,23 4-Hydroxymethylene-2,6-dimethyl-oct-7-en-3-one 0,35
26,51 Geranyl acetate 3,64
26,99 3,7-Nonadien-2-ol, 4,8-dimethyl- 0,76
27,42 3,7-Dimethyl-octa-1,7-dien-3,6-diol 0,41
27,51 8-Acetoxylinalool 0,39
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Tablo 6’nin devami

27,77
27,88
29,69
29,81
29,99
30,11
30,3

30,72
30,93
32,32
32,82
35,35
36,98

51,46

Trans(beta)-caryophyllene
s-(+)-5-(1-Hydroxy-1-methylethyl)-2-methyl-2-cyclohexen-1-one
Limonene dioxide 1

Bisabolol <alpha->

2-Octen-1-ol, 3,7-dimethyl-, isobutyrate, (Z)-
Epoxy-.alpha.-terpenyl acetate

Hotrienyl acetate

Linalool oxide <trans->

Indan-1,3-diol monopropionate

Nerolidol

(-)-Spathulenol

Octan-2-one, 3,6-dimethyl-

Farnesol <cis,cis->

Thiogeraniol

0,1
0,22
0,24
0,16
0,39
0,14
7,78
2,86
0,51
0,73
0,12
0,12
0,15

0,11
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Tablo 7

Karanfil tanesi esansiyel yagmin bilesenleri

Alikonma Zaman1 Bilesenleri Alan %
(dak)
5,07 1-Octadecanol 0,08
13,89 4-Octanol, 7-methyl-, acetate 0,12
15,8 Heptyl methyl ketone 0,06
16,75 1,5-Heptadiene, 3,3-dimethyl-, (E)- 0,11
18,57 Benzyl acetate 0,06
19,68 Benzoic acid, 2-hydroxy-, methyl ester 0,31
21,98 Chavicol 0,24
25,37 alpha.-Cubebene 0,26
25,8 Eugenol 67,06
26,31 Copaene <alpha-> 0,7
27,82 Caryophyllene 22,88
28,79 cis-muurola-3,5-diene 0,06
28,9 alpha.-Humulene 2,95
29,54 Cadina-1(6),4-diene <10betaH-> 0,17
29,64 alpha.-Amorphene 0,09
30,24 alpha.-selinene 0,06
30,61 Farnesene <(E,E)-, alpha-> 0,15
31,2 Eugenol acetate 4,22
31,41 Naphthalene, 1,2,3,4,4a,7-hexahydro-1,6-dimethyl-4-(1-methylethyl)- 0,18
32,04 Cyclohexane, 1,5-diethenyl-2,3-dimethyl-, 0,05
(1.alpha.,2.alpha.,3.alpha.,5.alpha.)-
33,01 Caryophyllene oxide 0,2
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Tablo &

Portakal kabugu esansiyel yaginin bilesenleri

Alikonma Zamani (dak) Bilesenleri Alan %
9,43 Alpha pinene 0,54
11 Sabinene 0,17
11,77 Myrcene 2,28
12,23 Caprylaldehyde 0,98
12,45 Carene <delta-3-> 0,13
13,28 D-Limonene 90,48
14,42 gamma.-Terpinene 0,11
16,08 Linalool 1,92
16,26 Pelargonaldehyde 0,12
19,05 (-)-Terpinen-4-ol 0,51
19,57 Terpineol <alpha-> 0,55
20,15 Decanal 0,68
21,02 Citronellol 0,14
21,46 Z-Citral 0,14
22,55 Geranial 0,18
22,65 Perillaldehyde 0,13
30,18 Valencene 0,66
50,41 Nonacosane 0,14
51,22 Pentacosane 0,15
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Tablo 9

Karanfil tanesi etanolik ekstraktinin bilesenleri

Alkonma Zamam Bilesenleri Alan
(dak) %
5,19 1,1-Diethoxypropanal 2,53
17,82 2,3-Dihydro-3,5-dihydroxy-6-methyl-4H-pyran-4-one 0,34
19,06 Caprylic acid 0,45
24,12 2-Methoxy-4-vinylphenol 0,18
25,64 Eugenol 65,05
25,99 Capric acid 1,05
31,22 Eugenol acetate 1,62
32,29 Lauric acid 2,65
38,05 Tetradecanoic acid 8,2
39,47 2,6,10,15,19,23-Hexamethyl-tetracosa-2,10,14,18,22-pentaene-6,7-diol 0,38
40,76 Pentadecanoic acid 0,37
41,23 4.,4,8-Trimethyltricyclo[6.3.1.0(1,5)]dodecane-2,9-diol 0,33
43,33 Palmitic acid 16,85
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Tablo 10

Turung ¢icegi etanolik ekstraktinin bilesenleri

Alkonma Zamam Bilesenleri Alan %
(dak)

5,73 Glyceraldehyde 0,96
6,06 Formamide, N-methoxy- 0,29
7,58 Propanoic acid, 2-methyl-, methyl ester 0,48
7,89 Dihydroxyacetone 1,21
11,75 2-Hydroxy-gamma-butyrolactone 0,23
11,88 Propanoic acid 0,58
13,36 2 Ethyl hexanol 7,16
13,83 Benzeneacetaldehyde 0,22
14,1 1,3,6-Octatriene, 3,7-dimethyl-, (E)- ( 0,3
15,33 1,3,5-Triazine-2,4,6-triamine 0,84
16,14 L-Linalool 12,86
16,61 Phenethyl alcohol 0,42
17,58 Benzyl nitrile 0,62
17,73 4H-Pyran-4-one, 2,3-dihydro-3,5-dihydroxy-6-methyl- 1,68
19,98 Dodecane 0,36
21,5 1,2,3-Propanetriol, 1-acetate 2,79
21,84 Acetate, 2-hydroxy-2-(3-chloro-4,5-dihydro-5-isoxazolyl)-, ethyl ester 0,92
21,93 2-Phenylethanamidine 0,4
22,07 Linalyl acetate 26,11
22,68 2,6-Dimethyl-1,7-octadiene-3,6-diol 0,34
23,37 Indole 0,64
24,1 Guaiacol <4-vinyl-> 0,28
24,95 3-Methyl-hepta-1,6-dien-3-ol 0,57
25,05 Methylanthranilate 0,46
25,12 9-Hydroxy-linalool 2,66
25,95 Decanoic acid 0,74
27,07 Tetradecane 0,88
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Tablo 10’nun devami

27.8

28,97
30,2

32,28
32,35
33,41
33,72
37,01
38,04
39,12
40,39
41,89
42,45
43,36
44,17
45,8

47,52
47,66
48,18
4833
51,25

52,6

Trans(.beta.)-caryophyllene
1,6,10-Dodecatrien-3-ol, 3,7,11-trimethyl-, [S-(Z)]-
Pentylallyl butyrate

Dodecanoic acid

Nerolidol

Hexadecane

Quinic acid

Farnesol <cis,cis->

Tetradecanoic acid

Hexadecane

Caffeine

Xycaine

2-Propanamine, 1-(2,6-dimethylphenoxy)-
Palmitic acid

Hexadecanoic acid, ethyl ester
7H-Furo[3,2-g][1]benzopyran-7-one, 4-methoxy-
9,12-Octadecadienoic acid (Z,2)-
7-Tetradecenal, (Z)-

Octadecanoic acid

9,12,15-Octadecatrienoic acid, ethyl ester, (Z,Z,Z)-
Pentacosane

9-Octadecenamide

0,33
0,25
1,65
0,3

1,34
0,62
1,7

0,42
1,4

0,31
0,8

0,38
0,48
8,34
0,47
0,29
3,73
8,34
2,54
0,36
0,27

0,68
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Tablo 11

Portakal kabugu etanolik ekstraktmin bilesenleri

Ahkonma Zamam Bilesenleri Alan %
(dak)
5,16 Pyrrolidine-.alpha.,.alpha.,.alpha.',.alpha.'-d4 0,45
5,65 Glyceraldehyde 11,87
6,05 Formamide, N-methoxy- 1,7
7,58 Propanoic acid, 2-methyl-, methyl ester 2,02
7,93 Dihydroxyacetone 7,5
9,19 2-Hydroxy-2-cyclopenten-1-one 0,39
11,76 3-Isopropoxypropylamine 0,56
13,25 Limonene 2,18
14,05 Pentanoic acid, 4-oxo- 0,23
15,28 Maltyl isobutyrate 0,77
16,13 Linalool 0,43
17,73 4H-Pyran-4-one, 2,3-dihydro-3,5-dihydroxy-6-methyl- 2,21
18,01 1,2-Dioxetane, 3,4,4-trimethyl-3- 2,73
[[(trimethylsilyl)oxy]methyl]-
18,11 1,2,3-Propanetriol 0,74
18,15 2,5-Dihydroxy-1,4-dioxane 2,36
18,32 dl-Glyceraldehyde dimer 0,85
19,58 Ethanol, 2-(2-butoxyethoxy)- 6,16
21,5 1,2,3-Propanetriol, monoacetate 4,83
24,11 Guaiacol <4-vinyl-> 0,35
25,95 Decanoic acid 0,25
28,3 Cytidine 2,54
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Tablo 11’in devami
28,47
30,21
32,27
32,41
33,24
33,64
34,07
34,26
34,79
36,14
38,03
38,55
41,9
43,32
47,87
47,62
48,16
48,35
48,57
50,44
51,25

52,61

Xanthosine

Valencene

Lauric acid

Acetophenone <3',4'-dimethoxy->
3-Deoxy-d-mannoic lactone
Quinic acid
beta.-D-Glucopyranoside, methyl
Megastigmatrienone 4
beta.-D-Glucopyranose, 4-O-.beta.-D-galactopyranosyl
N-Ethyl-4-propyl-4-nonanamine
Tetradecanoic acid
1,3-Propanediol, 2-butyl-2-ethyl-
Xycaine

Palmitic acid
9,12-Octadecadienoic acid (Z,Z)-
7-Tetradecenal, (Z)-
Octadecanoic acid

Ethyl linoleolate
Hexadecanamide

Nonacosane

Eicosane

9-Octadecenamide

14,4
0,52
0,34
0,67
5,78
0,96
3,05
0,5

0,57
0,36
1,43
0,72
0,7

4,4

1,03
2,92
1,03
0,25
0,41
0,66
0,24

2,13
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4.4. Antimikrobiyal duyarhhk test bulgularn

Bu calismada, turung ¢igegi, karanfil tanesi ve portakal kabugu esansiyel yaglar1 ve
etanolik ekstraktlarin angiiez (Tablo 12) ve lakerda (Tablo 13) drneklerinden izole edilen
bakteriler lizerindeki antimikrobiyal etkileri; disk diflizyon testi ile belirlenmistir. Disk
difiizyon testi sonuglar1 incelendiginde; esansiyel yaglarin, etanolik ekstraktlardan daha
etkili oldugu sonucuna varilmistir. Esansiyel yaglarin bakteriler {izerindeki en etkili
sonuglar1; turung ¢igegi ve karanfil tanesi olmustur. Bu nedenle minimum bakterisidal

konsantrasyonu testi icin bu iki esansiyel yag kullanilmigtir.
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Tablo 12

Bitki ekstraktlarinin angiiezden izole edilen bakteriler lizerine disk difiizyon test sonuglar1

(zon: disk boyutu dahil mm)

Esansiyel yag Ethanolik ekstrakt
Bakteri Turun¢ Karanfil Portakal Turun¢ Karanfil Portakal
cicegi kabugu cicegi kabugu
Bacillus cereus 36 36 16 8 10 8
Staphylococcus 20 14 0 0 14 0
haemolyticus
Bacillus sp. 46 26 20 0 12 0
Bacillus anthracis 30 26 12 8 0 0
Staphylococcus 28 30 8 0 22 0
epidermidis
Carnobacterium 26 22 8 0 14 0
maltaromaticum
Psychrobacter faecalis 46 30 16 0 12 0
Psychrobacter sp. 8 14 0 0 14 0
Chryseobacterium 50 46 30 10 14 20
carnipullorum
Kocuria rhizophila 20 20 0 0 0 0
Staphylococcus 46 44 0 0 14 0
epidermidis
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Tablo 13
Bitki ekstraktlarinin lakerda dan izole edilen bakteriler {izerine disk diflizyon test sonuglari

(zon: disk boyutu dahil mm)

izolat  Esansiyel yag Etanolik ekstrakt

no
Bakteri Turun¢ Karanfil Portakal Turun¢ Karanfil Portakal

cicegi kabugu cicegi kabugu

Pseudomonas 1 12 20 0 0 16 0
fluorescens
Staphylococcus 1 40 24 0 0 12 0
pasteuri
Staphylococcus 1 18 18 0 0 10 0
haemolyticus
Staphylococcus 1 36 40 16 14 16 0
equorum
Carnobacterium 1 20 18 0 0 0 0
maltaromaticum
Carnobacterium 2 21 19 0 0 0 0
maltaromaticum
Carnobacterium 1 32 34 0 0 14 0
maltaromaticum
Carnobacterium 2 30 32 0 0 15 0
maltaromaticum
Carnobacterium 3 32 32 0 0 16 0
maltaromaticum
Carnobacterium 1 10 12 0 0 0 0
mobile
Vibrio hibernica 1 36 34 16 0 18 0
Vibrio hibernica 2 34 32 18 0 18 0
Vibrio rumoiensis 1 38 32 14 0 18 0
Vibrio rumoiensis 2 36 30 16 0 19 0

Angiiez triinlerinden izole edilen bakterilerin Minimum inhibisyon konsantrasyonu
(MIK) ve minimum bakterisidal konsantrasyonu (MBK) testi sonuglar1 Tablo 7’de

gosterilmistir. Turung cicegi ve karanfil tanesi esansiyel yaglarinin angiiez iriinlerinden
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izole edilen bakteriler {lizerinde genel olarak inhibe edici etkisi oldugu bulunmustur.
Minimum inhibisyon konsantrasyonu bulgularina baktigimizda turung cigegi ve karanfil
tanesi esansiyel yaglarinin test edilen bakteriler iizerinde %0,00488-%0,625
konsantrasyonlarda etkili oldugu goriilmiistiir. Minimum bakterisidal konsantrasyonu
bulgularma baktigimizda ise bu iki esansiyel yagin ayni bakteriler iizerinde %0,019531-
%?2,5 konsantrasyonlarda etkili oldugu tespit edilmistir. Esansiyel yaglar en yiiksek
inhibisyon etkisini Chryseobacterium carnipullorum tizerinde gostermistir. Bu tiir lizerinde
%0,00488 ve %0,03906 konsantrasyonlar ile swrasiyla turung ¢icegi ve karanfil tanesi
esansiyel yaglar1 etkili bulunmustur. En az etki %0,625 konsantrasyon ile karanfil esans
yaginda Staphylococcus haemolyticus bakterisine karsi tespit edilmistir. Ancak, turung
cicegi esansiyel yagi bu bakteri iizerinde %0,07813 konsantrasyon ile daha giiclii bir

inhibisyon saglamistur.
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Tablo 14
Bitki esansiyel yaglarimin anciiezden izole edilen bakteriler {izerine minimum inhibit6r
konsantrasyonu (MIK) ve minimum bakterisidal konsantrasyonu (MBK) testi sonuglar1

(%)

Bakteri MiK MBK
Turung Karanfil Turung cicegi  Karanfil
cicegi Esansiyel Esansiyel yag1  Esansiyel yagi
Esansiyel yagi
yag1
Psychrobacter faecalis 0,01953 0,3125 0,078125 0,625
Psychrobacter sp. 0,07813 0,3125 0,3125 0,3125
Staphylococcus 0,07813 0,3125 0,3125 1,25
epidermidis
Staphylococcus 0,07813 0,15625 0,07813 0,15625
epidermidis
Staphylococcus 0,07813 0,625 0,3125 2,5
haemolyticus
Bacillus cereus 0,07813 0,15625 0,3125 0,625
Bacillus sp. 0,15625 0,07813 0,15625 0,3125
Bacillus anthracis 0,15625 0,3125 0,625 1,25
Carnobacterium 0,07813 0,15625 0,3125 0,625
maltaromaticum
Kocuria rhizophila 0,15625 0,00977 0,3125 0,01953
Chryseobacterium sp. 0,00977 0,00977 0,039063 0,039063
Chryseobacterium 0,00488 0,03906 0,019531 0,15625
carnipullorum
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Lakerda o&rneklerinde Minimum inhibisyon konsantrasyonu (MIK) ve minimum
bakterisidal konsantrasyonu (MBK) testi sonuglar1 Tablo 14’de gosterilmistir. Turung
cicegi ve karanfil tanesi esansiyel yaglarinin test edilen bakteriler iizerinde genel olarak
inhibe edici etkisi oldugu bulunmustur. Minimum inhibisyon konsantrasyonu bulgularina
baktigimizda turung ¢icegi ve karanfil tanesi esansiyel yaglarinin test edilen bakteriler
iizerinde %0,00488-%1,25 konsantrasyonlarda etkili oldugu goriilmiistir. Minimum
bakterisidal konsantrasyonu bulgularma baktigimizda ise bu iki esansiyel yagin ayni
bakteriler iizerinde %0,01953-%2,5 konsantrasyonlarda etkili oldugu tespit edilmistir.
Esansiyel yaglar en yiiksek inhibisyon etkisini Carnobacterium mobile iizerinde
gostermistir. Bu tiir iizerinde %0,00977 ve %0,00488 konsantrasyonlar ile sirasiyla turung
cicegi ve karanfil tanesi esansiyel yaglari etkili bulunmustur. En az etki %1,25
konsantrasyon ile karanfil esans yaginda Staphylococcus pasteuri bakterisine karsi tespit
edilmistir. Ancak, turung ¢icegi esansiyel yagi bu bakteri iizerinde %0,3125 konsantrasyon

ile daha giiclii bir inhibisyon saglamustir.
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Tablo 15.

Bitki esansiyel yaglarmin lakerdadan izole edilen bakteriler lizerine minimum inhibitor

konsantrasyonu (MIK) ve minimum bakterisidal konsantrasyonu (MBK) testi sonuglar1

(%)
Bakteri MiK MBK
Turung cicegi  Karanfil Turung cicegi  Karanfil
Esansiyel yag1  Esansiyel yagi Esansiyel yag1 Esansiyel yagi
Pseudomonas 0,3125 0,625 0,625 1,25
fluorescens
Staphylococcus 0,3125 1,25 0,625 2,5
pasteuri
Staphylococcus 0,07813 0,625 0,15625 1,25
haemolyticus
Staphylococcus 0,07813 0,15625 0,3125 0,3125
equorum
Carnobacterium 0,3125 0,07813 0,625 0,15625
maltaromaticum
Carnobacterium 0,15625 0,15625 0,3125 0,3125
maltaromaticum
Carnobacterium 0,07813 0,07813 0,15625 0,15625
maltaromaticum
Carnobacterium 0,3125 0,15625 0,625 0,3125
maltaromaticum
Carnobacterium 0,3125 0,3125 0,625 0,625
maltaromaticum
Carnobacterium 0,00977 0,00488 0,03906 0,01953
mobile
Vibrio hibernica 0,3125 0,07813 0,3125 0,07813
Vibrio hibernica 0,03906 0,03906 0,03906 0,15625
Vibrio rumoiensis 0,01953 0,07813 0,01953 0,07813
Vibrio rumoiensis 0,03906 0,15625 0,03906 0,15625
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Bu calismada turung c¢icegi ve karanfil tanesi esansiyel yaglar1 test edilen
mikroorganizmalar iizerinde en etkili ekstraktlar olarak belirlenmistir (Tablo 15). Turung
cicegi esansiyel yaginin daha Once Bacillus subtilis, Staphylococcus aureus, Listeria
monocytogenes, Escherchia coli, Salmonella enterica, Pseudomonas aeruginosa ve
Klebsiella pneumoniae bakterileri lizerinde antimikrobiyal etkileri arastirilmis ve P.
aeruginosa tizerinde giiclii inhibisyona sahip oldugu bildirilmistir (Haj Ammar vd., 2012).
Degirmenci ve Erkurt (2020) turung ¢iceginden farkli ¢ézgenler (su, metanol ve etil asetat)
kullanarak elde ettikleri ekstraktlar1 B. subtilis, S. aureus, E. coli, L. monocytogenes ve
Salmonella Typhimurium bakterilerini inhibe etmek i¢in denemisler ve metanolik
ekstraktin en etkili ¢ozgen oldugunu bulmuslardir. Ayni arastirmacilar test edilen dort
farkli bakteri i¢in MIK ve MBK degerlerinin 0,39-25 mg/mL arahginda oldugunu
bulmuslardir. Farkli bir calismada gram pozitif ve gram negatif bakteriler lizerinde turung
yagmin MIK degerlerinin 2,5-0,312 mg/mL araliginda oldugu rapor edilmistir (Hsouna
vd., 2013).

Radiinz vd. (2019) karanfil esansiyel yaginin S. aureus, E. coli, L. monocytogenes
ve Salmonella Typhimurium i¢in disk diflizyon test sonuglarmi sirasiyla 2,83 cm, 2,81 cm,
2,47 cm ve 2,22 cm olarak bildirmislerdir. Ayn1 arastirmacilar MIK degerini test edilen
dort bakteri i¢in 0,304 mg/mL olarak bulmuslardir. Bu ¢alisma da karanfil tanesi esansiyel
yagmin ¢ farkli Staphylococcus tiirii lizerinde elde ettigimiz 24-40 mm (2,4-4 cm) ¢ap
dlgiimlerinin ve 0,15625-1,25% MIK degerlerinin benzer oldugu sdylenebilir.

Farkli narenciye (limon, portakal, mandalina, turun¢ ve greyfurt) tiirlerinden elde
edilen esansiyel yaglarin iclerinde Pseudomonas fluorescens ve Staphylococcus
haemolyticus bakterilerinin de bulundugu farkli gram negatif ve gram pozitif bakteriler
iizerine antimikrobiyal etkisi arastirilmis ve MBK degerlerinin P. fluorescens igin 40-50
ul/ml ve S. haemolyticus i¢in ise 40-150 pl/ml oldugu belirlenmistir (Al-Deen vd., 2021).
Ancak, ¢alismamizda portakal kabugu disk difiizyon testinde bu iki bakteri tiirii iizerinde
etkisiz oldugundan esansiyel yaginmm MIK ve MBK testlerine devam edilmemistir.
Calismalar arasindaki farkliliklar bakteri izolatlarinin menseindeki farkliliklardan

kaynaklandig: diistiniilmektedir.
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Onceki c¢alismalarda turung ¢icedi esansiyel yagmin Carnobacterium tiirleri
iizerinde antimikrobiyal etkisi ile ilgili bir arastirmaya rastlanilmamistir. Ouattara vd.
(1997) Carnobacterium piscicola bakterisinin inhibisyonu i¢in karanfil esansiyel yaginin
%1 lik konsantrasyonunun yeterli oldugunu bildirmislerdir. Calismada alt1 farkl
Carnobacterium izolat1 lizerine turun¢ c¢icegi ve karanfil esansiyel yaglarinin etkisi
arastirilmistir. Bulunan MIK degerlerimizin literatiire gore daha diisiik oldugu tespit

edilmistir.

Farkli bir ¢alismada Vibrio harveyi ve Vibrio ichthyoenteri bakterileri icin MIK
degeri %0,125 ve MBK degerleri ise %0,25 olarak rapor edilmistir (Pathirana vd., 2019).
Bir baska calismada, alt1 adet Vibrio alginolyticus, dokuz adet Vibrio parahaemolyticus,
bir adet Vibrio vulnificus ve bir adet Vibrio fluvialis bakterileri lizerinde karanfil esansiyel
yagmin etkisi arastirilmistir. MIK degerlerinin 0,156-0,756 mg/ml, MBC degerlerinin
0,625-5 mg/ml oldugu bildirilmistir (Snoussi vd., 2008). Bu bulgular; bakteri tiirliniin farkl
suslarnda dahi, antimikrobiyal etkinin goriildiigli konsantrasyonlarda farklilik

olabilecegini gostermektedir.
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BESINCI BOLUM
SONUC VE ONERILER

5.1. Sonuclar

Bu c¢alismada angiliez orneklerinden 102 adet ve lakerda drneklerinden 132 adet
olmak Ttizere toplam 234 adet bakteri izole edilmistir. Bakteri izolatlar1 arasindan
anciiezden izole edilenlerin %39,2’s1 ve lakerdadan izole edilenlerin %27,27’si en az li¢ ve

iizer1 antibiyotige kars1 diren¢li bulunmustur.

Coklu antibiyotik direncine sahip angiiez ve lakerda izolatlarmim MAR
indekslerinin 0,2°den biiylik oldugu bulunmustur. Bu durum izole edilen ortamin insan

ve/veya hayvansal bir kirlilige maruz kaldigini ve yiiksek risk icerdigini gostermektedir.

Angiiez ve lakerda oOrneklerinden izole edilen bakterilerden ii¢ ve iizeri coklu
antibiyotik direncliligine sahip olanlarindan %65’inin direng genlerini  tasidigi

belirlenmistir.

Tiiketime hazir angiiez orneklerinden 12 adet ve lakerda orneklerinden 14 adet
olmak {iizere, toplamda 26 adet ¢oklu antibiyotik direncliligine sahip bakteri izolat1 iizerine

bitkisel ekstraktlarin etkileri arastirilmistir.

Turung ¢igegi ve karanfil tanesi esansiyel yaglarinin test edilen bakteriler tizerinde

giiclii inhibisyon etkisi oldugu belirlenmistir.

Sonu¢ olarak elde ettigimiz bulgular; satisa sunulan bazi anciiez ve lakerda
iirlinlerinde gida giivenligi agisindan istenmeyen bazi bakteriler oldugunu gostermistir. Bu
bakterilere kars1 dogal koruyucu olarak, turung c¢igegi ve karanfil tanesi esansiyel

yaglarinin kullanilabilirligini ¢alismamiz desteklemektedir.

Tim gidalarda oldugu gibi, angiiez ve lakerdanin hazirlanmasinda da hijyen
sartlarinin saglanmasi, bulagsma yollarmin belirlenerek 6nlemlerin alinmasi, iireticilerin ve

tiikketicilerin bilin¢lendirilmesi halk saglig1 acisindan ¢ok 6nemlidir.
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5.2. Oneriler

Bu ¢alisma sonuglarma gore;
. Isil islem uygulamadan yapilan tuzlanmis su {irlinlerinden angiiez ve
lakerdaya; her tiirlii kontaminasyon riskini dnlemek i¢in hammaddenin kaynagina,

kullanilan tuzun c¢esidine, kullanilan alet-ekipmana ve depolama kosullarma c¢ok

dikkat edilmelidir.

° Tuzlanmig  driinlerde olusabilecek  kontaminasyon riskine  karsi,
iiniversiteler, mesleki kuruluslar, ilgili sektorler hem iireticinin hem de tiiketicinin

bilin¢lendirilmesine yonelik projelerini ve sunumlarini 6n plana ¢ikarmalidirlar.

o Gida giivenligi kapsaminda; satis1 yapilan {iriinlerin satig kosullar titizlikle
denetlenmelidir.  Denetim  sonrasinda  yapilmast  gerekenler = zamaninda

uygulanmalidir.

o Bu yaptirimlarin zamaninda ve saglikli bir sekilde yapilabilmesi igin
sistemdeki sorunlarmm saptanmasi gerekmektedir. Coziim i¢in diizenlemeler

yapilmali ve sistemin daha uygulanir hale getirilmesi saglanmalidir.

o Insan ve hayvan saghig i¢i kullanilan antibiyotikler, kullanim sirasinda
kontrollii ve kullaniminin gerekli gorildiigli asamalarda doz ayarlamasi
yapilmadig1r takdirde, toprak yada kanalizasyon sulariyla ekolojik dongiiniin
icerisinde yer almaya baslamaktadir. Bu nedenle, kullanilan antibiyotik
kalintilarmin g¢evreye aritimi yapilmadan dogrudan birakilmamasi ve ekosistemin
icinde dongiiye katilmasmin engellenmesi i¢in ilgili yasal diizenlemelere yer

verilmelidir.
o Insanlarda bilingsiz, kontrolsiiz ve bakteriyel hastaliklarda hedef dis

antibiyotik kullanimi1 konusunda saglik kuruluslarinin toplum bilincini yiikseltici

calismalar yiiriitmesi gerekmektedir.
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o Calismada elde ettigimiz bulgular 1s181nda; anciiez ve lakerda iirtinlerinde
gida giivenligi acisindan istenmeyen bazi bakterilere kars1 dogal koruyucu olarak,
turung ¢igegi ve karanfil tanesi esansiyel yaglarmin kullanilabilirligi
desteklenmekte olup, ileri de yapilacak calismalarda bu yaglar ve antibakteriyel
etkisinin kanitlandig1 diger esansiyel yaglarla iirlin gelistirme c¢aligmalar:

yapilmalidir.

o Yapilacak ¢alismalarda; 6zellikle karanfil ve turung ¢igcegi esans yaglarmnin,
tuzlanmis iirlinlerin (angliez ve lakerda) hazirlanmasinda kullanilabilirliginin ve

bakterileri inhibe etme potansiyellerinin arastirilmas: gerekmektedir.

o Yapilacak caligmalarda, antibiyotik direnci gelismis bakterilerin inhibe
edilmesi i¢in kullanilan, ¢ogu ithal sentetik antibiyotiklerden kontrollii olarak
vazgecme yollar1 aranmalidir. Tiirkiye’de dogal olarak bulunan ve siirdiirtilebilir
bitkilerin; meyvesinden, yapragindan, kabugundan elde edilen esans yaglarmin

kullanilmasi i¢in ¢ok disiplinli calismalara yer verilmelidir.
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