T.C.
AKSARAY UNIVERSITESI
FEN BIiLIMLERI ENSTITUSU

GIDA MUHENDISLiGi ANABILIM DALI

KARVAKROL, TIMOL VE KUMINALDEHITIN Escherichia
coli’YE KARSI SINERJiIK ETKILERININ BELIRLENMESI VE
ETIN MiKROBIYOLOJIiK RAF OMRU UZERINE
ETKILERININ INCELENMESI
YUKSEK LISANS TEZI

FATMANUR PAMUK

DANISMAN
Dr. Ogretim Uyesi FATMA SAHMURAT

AKSARAY, 2022



Aksaray Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii’niin 192324001 numarali Yiiksek
Lisans 0Ogrencisi Fatmanur PAMUK tarafindan hazirlanan “KARVAKROL,
TIMOL VE KUMINALDEHITIN Escherichia coli’YE KARSI SINERJIK
ETKILERININ BELIRLENMESI VE ETIN MIKROBIYOLOJIiK RAF OMRU
UZERINE ETKILERININ INCELENMESI” adli tez ¢alismas1 asagidaki jiiri
tarafindan OY BIRLIGI/OY COKLUGU ile Gida Miihendisligi Anabilim Dalinda
YUKSEK LISANS TEZi olarak kabul edilmistir.

Damsman: Dr. Ogretim Uyesi Fatma SAHMURAT

Aksaray Universitesi

Bu tezin, kapsam ve kalite olarak Yiiksek Lisans Tezi oldugunu onayliyorum/onaylamiyorum........................

Uye: Dr. Ogretim Uyesi Deniz KOCAN
Aksaray Universitesi

Bu tezin, kapsam ve kalite olarak Yiiksek Lisans Tezi oldugunu onayliyorum/onaylamiyorum........................

Uye: Dr. Ogretim Uyesi Serpil YALIM KAYA

Mersin Universitesi

Bu tezin, kapsam ve kalite olarak Yiiksek Lisans Tezi oldugunu onayliyorum/onaylamiyorum........................

Tez Savunma Tarihi:01/07/2022

Jiiri tarafindan kabul edilen bu tezin Yiiksek Lisans Tezi olmasi i¢in gerekli sartlari
yerine getirdigini onayliyorum.

Dog. Dr. Mehmet Ali HINIS

Fen Bilimleri Enstitist Mudiri



DOGRULUK BEYANI

Yiiksek lisans tezi olarak sundugum bu calismayi, akademik kurallara ve bilimsel
etik, ahlak ve geleneklere aykiri diisecek bir yol ve yardima basvurmaksizin
yazdigimi, yararlandigim eserlerin kaynakcada gosterilenlerden olustugunu,
calismamda kullandigim verilerin orijinalligini ve her tiirli intihalden uzak
oldugunu beyan ederim.

Enstitii tarafindan belli bir zamana bagli olmaksizin, tezimle ilgili yaptigim bu
beyana aykiri bir durumun saptanmasi durumunda, ortaya ¢ikacak tiim ahlaki ve
hukuki sonuglara katlanacagimi bildiririm.

Imza

Fatmanur PAMUK



TESEKKUR

Egitimim boyunca bilgi ve deneyimlerinden yararlandigim, desteklerini esirgemeyen,
tecriibeleriyle bana yon veren, ¢alismami gerceklestirmemde Onderlik edip sabirla,
titizlikle kontrol eden, maddi ve manevi her konuda destekleyen basta danigsman
hocam saym Dr. Ogretim Uyesi Fatma SAHMURAT a ve deneyimlerini, bilgilerini
esirgemeyen, mikrobiyolojik alanda yol gosteren saym Dr. Ogretim Uyesi Deniz
KOCAN hocama i¢ten tesekkiir ederim.

Tim olumsuzluklara ragmen pes etmememi saglayan ve hep yanimda olan canim

arkadasim hemsire Tuggce IRMAK” a tesekkiir ederim.

Her zaman yanimda hissettigim, hayatimin her doéneminde maddi — manevi
desteklerini ve sevgilerini esirgemeyen; basar1 ya da basarisizligimda hep yanimda
olan; kendileriyle gurur ve onur duydugum ¢ok degerli anneme, babama ve kardesime

¢ok tesekkiir ederim.

Fatmanur PAMUK
AKSARAY, 2022



ICINDEKILER

TESEKKUR .....c.oooviiiiieceeeee ettt sttt en s es e an et s s e senees iv
OZET ... vi
ABSTRACT bbbttt bbb vii
SEKILLER DIZINI .......coouiiiiieeeeeeeeee e viii
CIZELGELER DIZINI ........coooiiiiiieoeeeeeeeeeeeeee e ix
SIMGELER VE KISALTMALAR ........ccccoooiviiiiiiiiieeie s X
Lo GIRIS .ottt 1
2. LITERATUR TARAMASI ....ccoooomiiiiiiiiiiiincinesisesssssss s 3
2.1 ESCRErichia COli......ccuiiiiiiiiicc e 3
2.2 Et Ve E.COl TISKIST cvvvuvvvivieiieeisieeeeee ettt sttt 6
2.3 UGQUECU YaBIAT ...ttt 9
2.3.1 Kekik (Thymus VUIGArIS) .....ccouiiieiieiecie et 16
2.3.2 Kimyon (Cuminum CYMINUM)......ccuueereieierienieniesiesieseeee e 19
3. MATERYAL VE YONTEM.........cccoosviiiiiiiiiieie e 22
UL IMAEEIYAL.....cceeeee bbb 22
3.1.1 Dogal antimiKrobiyeller..........cooiieiiiiiiiiii e 22
3.1.2 Kullanilan mikroorganizma ............ccecviieiieninieiiciisie e 22
3.1.3 Kullanilan besiyerleri ve ¢Ozeltiler..........ooviiiiiiiiiiiiiiie e 22
R I 0] 111<) 1 o B O TSROSO 23
3.2.1 Mikroorganizmanin aktiflestirilmesi ..........cccoeereeiiiiiiiiiic e 23
3.2.2 Antimikrobiyel stok emiilsiyonlarin hazirlanmast.............c.ccocevviiiiicinen. 23
3.2.3 Minimum inhibisyon konsantrasyonu (MIK) ve minimum bakterisidal
konsantrasyonun (MBK) Delirlenmesi..........c.covieeiiiiniiiiiiieeeee e 24
3.2.4 Antimikrobiyellerin sinerjik etkilerinin belirlenmesi ..........c.cccovvevviiennnne. 25
3.2.5 Antimikrobiyellerin ¢ig kiyma iizerinde E.coli’ye etkisi........c..cocervirirnnnnne 26
3.2.6 BAKLETT SAYIMT ...ueiiiieiieiiiieiee ettt sttt 28
4. ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA .......cooiiiiiiiieee e 29
4.1 Antimikrobiyellerin MIK ve MBK Degerlerinin Sonuglart ..............ccco.ovuevrvnnnen, 29
4.1.1 Antimikrobiyellerin tekli uygulamalart ..........cccoooveviiiiiniie 29
4.2.1 Karvakrol-kiiminaldehit ... 30
4.2.2 TIMOI-KArVaKIOl .........ccocoviiiiieeiiee s 31
4.2.3 TIMOI-KGminaldehit ..........cccoiiiiiiiiiii s 32
4.2.4 Karvakrol-kiiminaldehit-timol .............ccocooeiiiiiiiiice 33
4.3 Antimikrobiyellerin Kiyma Uzerinde E.coli’ye Etkilerinin Sonucu................... 34
5.SONUC VE ONERILER.............cocooiiiiioiieeeeeeee e 36
KAYNAKLAR .ottt bttt b et be s 38
(077 0117 I 157N 46



YUKSEK LiSANS TEZIi

KARVAKROL, TIMOL VE KUMINALDEHITIN Escherichia coli’YE KARSI
ANTIBAKTERIYEL VE SINERJIK ETKILERININ BELIRLENMESIi VE
ETIN MIKROBIYOLOJIK RAF OMRU UZERINE ETKILERININ
INCELENMESI

Fatmanur PAMUK

Aksaray Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Gida Miihendisligi Anabilim Dal

Damsman: Dr. Ogretim Uyesi Fatma SAHMURAT

OZET

Bu ¢aligmada, gidalarda dogal antimikrobiyel kullanim potansiyeli tasiyan timol,
karvakrol ve kiiminaldehitin Escherichia coli ATCC 25922 kars1 antimikrobiyel
etkileri in vitro olarak makrodiliisyon yontemiyle minimum inhibisyon konstrasyonu
(MIK) ve minimum bakterisidal konsantrasyonun (MBK) belirlenmesi ile
incelenmstir. Ayn1 zamanda antimikrobiyellerin ikili e tglii kombinasyonlarinda
sinerjik etkileri dama tahtasi yontemiyle Fraksiyonel Inhibisyon Konsantrasyon (FIK)
indeksinin hesaplanmasiyla belirlenmistir. Antimikrobiyeller tek baslarina, ikili ve
liclii kombinasyon halinde MIK degerlerinde, dnceden Escherichia coli ATCC 25922
inokule edilmis ¢ig kiymaya eklenmis ve buzdolabi kosullarinda 1, 7 ve 14. giinlerde
canli mikroorganizma sayisi tespit edilmistir.

Timoliin, karvakroliin ve kiiminaldehitin tek baslarina E.coli ATCC 25922 bakteri
lizerine MIK degerleri sirasiyla 150ppm, 300ppm ve 300ppm olarak bulunmustur.
MBK degerleri de MIK degerleri ile aym sonucu vermistir. MBK/MIK oran1 < 4
oldugu igin timol, karvakrol ve kiiminaldehit E.coli ATCC 25922 karsi bakterisit
(%99.99’unu oldiirebilir etkiye sahiptir) 6zellik gosterdigi belirlenmistir.

Ikili kombinasyonlarda FIK degerleri; karvakrol-kiiminaldehit i¢in 0,625, timol-
karvakrol i¢in 0,625 ve timol-kiiminaldehit i¢in 1 olarak bulunmustur. Bu sonuglara
gore karvakrol-kiiminaldehit ve timol-karvakrol ikili kombinasyonlarinin sinerjik etki
gosterdigi (FIK<1) ancak timol-kiiminaldehit kombinasyonlarinm birbirlerinin
etkilerini arttirict ya da azaltict herhangi bir etkide bulunmadiklari sonucu ¢ikarilmistir
(FIK=1). Timol-karvakrol-kiiminaldehit ii¢lii kominasyonun ise FIK degeri 0,75
bulunmus ve sinerjik etkide oldugu tespit edilmistir.

Kiyma iizerine yapilan raf émrii calismasinda antimikrobiyellerin MIK degerlerinin
gida ortaminda yeterli olmadigi ve daha yiiksek dozlara gereksinim oldugu

belirlenmistir.

Anahtar Kelimeler: E.coli, Karvakrol, Timol, Kiiminaldehit, Sinerjik Etki, Dogal
Antimikrobiyeller.

Haziran, 2022; 46 sayfa
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ABSTRACT

In this study, the antimicrobial effects of thymol, carvacrol and cuminaldehyde, which
have the potential to be used as natural antimicrobials in foods, against Escherichia
coli ATCC 25922 were investigated in vitro by determining the minimum inhibition
concentration (MIC) and minimum bactericidal concentration (MBC) by
macrodilution method. Also, the synergistic effects of antimicrobials in double and
triple combinations were determined by calculating the Fractional Inhibition
Concentration (FIC) index using the checkerboard method. Antimicrobials alone, in
double and triple combination, were added at MIC values to the raw ground beef pre-
inoculated with Escherichia coli ATCC 25922 and the number of microorganisms was
determined on the 1st, 7th and 14th days under refrigerator conditions.

The MIC values of thymol, carvacrol and cuminaldehyde alone on E.coli ATCC 25922
bacteria were found to be 150ppm, 300ppm and 300ppm, respectively. MBK values
have the same result as MIC values. Since MBK/MIC ratio is < 4, it was determined
that thymol, carvacrol and cuminaldehyde showed bactericidal properties (it can kill
99.99%) against E.coli ATCC 25922.

FIC values in duble combinations; 0,625 for carvacrol-cuminaldehyde, 0,625 for
thymol-carvacrol and 1 for thymol-cuminaldehyde. According to these results, it was
concluded that carvacrol-cuminaldehyde and thymol-carvacrol dual combinations
showed a synergistic effect (FIC<1), but thymol-cuminaldehyde combinations did not
have any effect on increasing or decreasing the effects of each other (FIC=1). The FIC
value of thymol-carvacrol-cuminaldehyde triple combination was found to be 0,75 and
it was found to have a synergistic effect. In the shelf life study on ground beef, it was
determined that the MIC values of antimicrobials were not sufficient in the food
environment and higher doses were needed.

Keywords: E.coli, Carvacrol, Thymol, Cuminldehyde, Synergistic Effect, Natural
Antimicrobials.

Haziran, 2022; 46 sayfa
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1. GIRIS

Et ve et dirlinleri, yapisinda bulunan vitaminler, yaglar, mineraller gibi yararh
bilesikleri icerdiginden eski zamanlardan beri insanlar tarafindan tiiketilen temel
besinlerdendir. Teknolojinin artmasiyla ve tiiketicilerin bilinglenmesiyle giiniimiizde
et ve et Urlinlerine talep artmistir (Genis, 2014). Et, biiylikbas, kiiciikbas, kiimes
hayvanlar1 ve balik gibi gruplara ayrilarak tiiketilir (Erdogan, 2020). Etin teknolojik
islemlerden gecirilmesiyle lezzeti ve aromasi arttirilarak bircok et diriinleri elde
edilebilir. Bunlarin basinda sucuk, salam, pastirma gibi iriinler sayilabilir (Erdogrul
ve Ergiin, 2005). lyi yetismis hayvanlardan elde edilen etlerin i¢ kisminimn
mikroorganizma igermedigi i¢in steril oldugu kabul edilir. Ancak kesim, pargalama
ya da ylizme islemi sirasinda mikroorganizmalar ete bulasarak kontaminasyon

gerceklesir (Acar ve Ciftgioglu, 1997).

Et ve et iriinlerinde patojen mikroorganizma olarak en ¢ok Staphylococcus aureus,
Clostridium perfringens, Campylobacter jejuni, Escherichia coli O157:H7 ve
Salmonella bulunabilir. Ette fekal koliform ve E.coli varligi, sanitasyon isleminin
yetersizligini ve kontaminasyon varligimi gésterir (Oztiirk, 2007). E.coli Biyotip |
gidadan insana gectiginde ishale ve idrar yolu enfeksiyonuna neden olur (Albarri,
2018). EHEC grubu E.coli ise bobrek yetmezligi ve felg ile sonuglanabilir (Oztiirk,
2007). Ayn1 zamanda diski ile bulagmis sularin ya da gidalarin tiiketilmesi de bu
mikroorganizmanin insanlara bulagsmasi igin bir yoldur (Hassan Mohamed, 2018).
Hijyenik kosullarda saklanmayan tiriinlerin kemirgenler tarafindan kirletilmesiyle de

bulasma gerceklesebilir (Ozkaya ve Comert, 2008).

Etin kontaminasyonunu onlemek i¢in hijyene ve sanitasyona onem verilmelidir.
Personellere uygun kiyafetler giydirilmeli, agiz, sa¢ ve eller kapatilmahdir (Geger,
2016). Personellere belli araliklarla egitim verilerek bu konunun Onemi
belirtilmelidir. Kesimhaneler, kullanilan alet ve ekipmanlar belli araliklarla

temizlenmeli ve haserelere kars1 6nlem alinmalidir.

Ete dogal bilesikler ekleyerek de korumak miimkiindiir ve gelisen teknoloji ile
birlikte tiiketicilerin dogal iiriinlere talebi artmistir. Bu sebeple son yillarda

aragtirmalar bu dogrultuda ilerlemektedir. Ulkemiz kekik agisindan zengindir



(Gorece, 2019). Kekigin yapisinda bulunan timol ve karvakrol, mikroorganizmalarin
hiicre zarma zarar vererek hiicre i¢ci maddelerin disar1 sizmasina neden olurlar ve
mikroorganizmay dldiiriirler (Ozdemir Ozbek, 2019). Kekigin aktif bileseni olan bu
ucucu yag bilesenleri, E.coli, C. perfingens gibi ozellikle gram negatiflere karsi
antimikrobiyel etki gosterirler (Kahraman, 2007) Karvakrol ve timol hidrofobik
olduklar1 igin Gram negatif bakterilere kars1 daha fazla inhibisyon etkiye sahiptirler
(Ozdemir Ozbek, 2019). Kimyon ise yemeklere lezzet vermek ve ilag olarak
kullanilabilir (Keskin ve Baydar, 2016). Kimyonun aktif bilesenlerinden biri
kiiminaldehittir (Thippeswamy ve Naidu, 2005).

Bu arastirmanin amaci; gidalarda dogal antimikrobiyel olarak kullanim potansiyeli
olan kekigin aktif bilesenleri, karvakrol ve timol ile kimyonun aktif bileseni,
kiiminaldehitin tek baslarina ve ikili/liclii kombinasyonlar halinde, etin bozulmasina
neden olan ve tiiketicinin saghigmi biiyiik olglide etkileyen E.coli bakterisine karsi

etkilerini belirlemektir.

Calisma ii¢ asamali olarak planlanmis, ilk asamada makro diliisyon yontemiyle
antimikrobiyellerin E.coli ATCC 25922’ ye karsi etkileri minimum inhibisyon
konsantrasyonu (MIK) ve minimum bakterisidal konsantrasyonun (MBK)
belirlenmesiyle incelenmistir. Ardindan antimikrobiyallerin ikili ve gli
kombinasyonlarinda sinerjik etkileri dama tahtas1 yontemiyle Fraksiyonel Inhibisyon
Konsantrasyon (FIK) indeksinin hesaplanmasiyla belirlenmistir. Son olarakta etin raf
omriine etkisinin belirlenmesi igin tespit edilen MIK degerlerinde antimikrobiyeller
onceden kontamine edilmis kiyma Orneklerine eklenmis ve 1, 7 ve 14. giinlerde

mikroorganizma sayimi yapilmistir.



2. LITERATUR TARAMASI

2.1 Escherichia coli

Gidalar1 bozan baslica etmenler biyolojik etkenlerdir (Ozkaya ve Cémert, 2008).
Biyolojik etkenlerin basinda koliform bakteriler (E.coli, Enterobacter aerogenes,
Klebsiella pneumoniae gibi) Salmonella, Staphylococcus aureus, Pseudomonas gelir
(Oztiirk, 2007). Escherichia coli, genellikle en ¢ok c¢alisilan patojen bakteridir
(Turgut, 2021).

E.coli’ nin boyu 2-6 pm, eni 1,0-1,5 um, diiz, basil seklinde, gram negatif olan,
yavas ya da hi¢ hareket etmeyen, Enterobacteriaceae familyasina ait bir bakteridir
(Arik, 2019). Aym zaman da katalaz pozitif, sporsuz, fakultatif anaerobdur (Oztiirk,
2007). En iyi 37°C’de ve pH 7-7,2 araliginda tireyen mezofilik bakterilerdir ve ayrica
glikoz, trehaloz, ksiloz ve laktozu fermente ederek karbon kaynagi olarak asetati
kullanirlar (Arik, 2019). Genel besi yerlerinde kolayca iireyebilirler. Sivi besi yerinde
homojen sekilde bulaniklik varsa iiredigi anlasilir. Optimum tireme sicakligi 37°C
olsa da 20-44°C sicaklik araliginda iireyebilirler (Aslan, 2015).Koloniler genellikle
24 saat inkiibasyon sonunda hizlica gelisir ve ayni1 zamanda E.coli laktozdan asit ve
gaz olusturarak fermente edebildigi igin koliform ftyeleri igine girer (Hassan
Mohamed, 2018). Laktoz iceren kat1 besi yerinde (MacConkey vb.) kirmiz1 ya da
koyu pembe renkte ve S seklinde koloniler goriiliir (Aslan, 2015). Patojenik formlar
altt gruba ayrilir. Bunlar; enterotoksijenik (ETEC), enteropatojenik (EPEC),
enterohemorajik (EHEC), enteroagrejik (EAEC), enteroinvaziv (EIEC) ve difiize
yapisan Escherichia coli (DAEC)’dir(Giindogdu, 2020). En zararli formu ise E.coli
0157:H7°dir (Turgut, 2021).

EPEC, E.coli suslar1 arasinda ishal ile iliskilendirilen ilk sustur (Aslan, 2015). Fakir
ve gelismekte olan llkelerde ve ayni zamanda alti ayliktan kiigiik bebeklerde
ishallere neden olur (Nataro ve Kaper, 1998). Insanlarda sulu ishale ya da kusma ile
birlikte siddetli ishale neden olabilirler. Ates yok denilecek kadar azdir ya da hig
goriilmez (Aslan, 2015).

EIEC, bu susla ilgili bilgiler sinirhidir ancak shigellosis benzeri dizanteriye sebep
oldugu kanitlanmistir. Dogu Avrupa, Amerika ve Glineydogu Asya’da ishallere bagl

gida kaynakli salginlara neden oldugu kanitlanmistir. Gelismekte olan iilkelerde
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oldukgca az goriiliir (Aslan, 2015). Insanlar arasinda bulasma az gériiliir. Mukuslu ve
kanli ishal, karin agrisi, ates belirtileridir (Aslan, 2015).

ETEC, 1s1ya direngli E.coli suslarindandir. Gelismekte olan iilkelerde ve ¢ocuklar
arasinda oldukga fazla goriilir. Ayn1 zamanda buna turist ishali de denir (Aslan,
2015). Anne siitiinii yeni birakmis bebeklerde goriiliir ve biiylidiik¢e hastalik da
azalir. Yetiskin insanlarda koleraya benzer belirtiler gosterir. Belirtileri sulu diyare,
dehidrasyon ve kusmadir. Bu susun bulagsmasinda kontamine sular ve gidalar nem

tasir (Aslan, 2015).

EAEC, gelismekte olan iilkelerde ve ¢ocuklarda ishale neden olur. Hafif ates ve ishal
belirtileridir. Bebeklerde biiylime geriligine neden olur (Aslan, 2015).

EHEC, gelismis tilkelerde goriilen E.coli susudur. En fazla bes yas alt1 ¢ocuklarda ve
sicak mevsimlerde goriiliir. Az pismis et iiriinlerinden, sudan, pastorize edilmemis
siit ve meyve sularindan, pismemis sebze ve meyvelerden bulagsma olabilir. insandan

insana bulagma olasilig1 yiiksektir. Cevresel etkilere cok dayaniklidir (Aslan, 2015).

E.coli’yi ilk defa Alman Bakteriyolog ve ¢ocuk doktoru olan Theodor Escherich
1885 yilinda bir ¢ocugun diskisindan izole etmistir (Arik, 2019), (Albarri, 2018),
(Geger, 2016). Ilk ad1 Bacterium coli olan mikroorganizma daha sonra 1919 yilinda
E.coli adin1 almistir ve E.coli ile ilgili birgok arastirmalar yapilmistir (Arik, 2019),
(Kahraman, 2020). 1930 yilina gelindiginde Kauffman tarafindan yapilan
aragtirmada E.coli’nin 700°den fazla sero tipinin varligi kanitlanmistir (Nataro ve
Kaper, 1998). 1945 yilinda ise bakimevinde ¢ocuklarda ishal salginin baslamasiyla
bagirsak patojeni olan E.coli (Enteropatojenik, EPEC) suslar1 tanimlanmistir. 1950
yilina kadar insan ve hayvanlarin bagirsaginin dogal florasinda bulundugu ve patojen
olmayan bir mikroorganizma olarak kabul edilmistir (Kurul, 2014). 1969’da
Ortadogu’da bulunan Ingiliz askerlerinde ishal salgminin artmasiyla ETEC
(Enterotoksijenik) suslari tanimlanmistir. Yine bu yillarda Japonya’da ve Brezilya’da
EIEC (Enteroinvaziv) suslart bulunmustur (Riordan vd., 2000). 1982 yilinda ABD’de
meydana gelen iki salginda da 47 vaka goriilerek ilk kez E.coli O157:H7 serotipi
bulunmus ve birgok iilkelerde buna benzer salginlar ortaya ¢ikmistir. Diger E.colilere
benzemedigi i¢in ve aniden ortaya c¢iktii icin bu serotipe ‘muhtemel laboratuar

kagkini bir bakteri’ tanimi yapilmistir (Aslan, 2015). 1986 yilinda yapilan
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aragtirmalarda igme sularinda kalite kriteri olarak E.coli, diski kaynakli kirlenmeyi
gosteren bir mikroorganizma olarak kabul edilmistir (Kaplan, 2017). Hayvanlarin
diskisinda, sicak su kaynaklarinin kenarlarinda bulunabilir (Arik, 2019). Aym
zamanda memelilerin bagirsaklarinin normal florasinda bulunan E.coli tiirleri de
vardir ve bagirsakta Kz vitamini iireterek konakciya yarar saglayabilir (Albarri,
2018). Ancak bagirsakta sayilarinin artmasiyla enfeksiyonlar olusur (Aslan, 2015).
E.coli diskida >108 kob/g bulunmustur (Balpetek, 2009).

E.coli patojenleri temelde iki gruba ayrilmistir; ekstraintestinal patojen ve enterik
patojendir (Albarri, 2018). Enterik patojen memelilerde ishale neden olurken
ekstraintestinal patojen ise idrar yolu enfeksiyonlarina, menenjit ve sepsise neden

olur (Albarri, 2018).

Tedavi edilmezlerse bdbrek yetmezligi ve felg ile sonuglanabilir (Oztiirk, 2007).
Icme suyunun ya da yiyeceklerin digki ile kontaminasyonu insanlar i¢in cok énemli

bir bulagsma kaynagidir (Hassan Mohamed, 2018).

Yapilan bir ¢alismada kuyu suyunda, kiymada, hindi, sosis, deniz iiriinlerinde ve
evsel sularda E.coli’nin bulunma oranlar1 sirasiyla %48, %45, %35,5, %30, %8,3 ve
%0’dir (Badri vd., 2009). Ayn1 zamanda et triinlerinde kasaplarda (%65), bakkal
(%40) ve marketlere (%20) gore daha fazla E.coli oldugu belirlenmistir(Hassan
Mohamed, 2018). Et 6rnekleri iizerinde yapilan bir ¢alismada toplamda E.coli %95
oraninda bulunmustur. Bu oranin ise %100’lini sigir eti, %93,3’linii tavuk eti ve
%90’m1 hindi eti olusturmustur (Adwan vd., 2015). Ari Suleiman Mustafa (2014),
Kuzey Irak’taki tavuk etlerinde E.coli O157:H7 varligin1 arastirmistir. Kasaba (50)
ve ¢iftliklerden (50) alinan toplam 100 tavugun go6giis etlerinden ¢alisma yapilmistir.
100 6rnekten dort tanesinde E.coli O157:H7 e rastlanmigtir ve bu dort etin de hepsi
kasabadan alian etlerdir (Mustafa, 2014). 2018 yilinda yapilan bagka bir aragtirmada
ise Afyonkarahisar’dan aliman 50 tane sigir eti iizerinde Salmonella ve E.coli
O157:H7 bakterilerine bakilmis, 50 tane sigir etinden 7 tanesinde E.coli, 1 tanesinde
E.coli O157:H7, 5 tanesinde Salmonella varlig: tespit edilmistir (Telekoglu, 2019).
2009 yilinda C. Dontorou ve arkadaslarinin Yunanistan’da yaptig1 calismada
Yunanistan’dan pastorize edilmemis inek, koyun ve keci siitlinden alt1 yliz numune,
¢ig kiyma, pismemis dondurulmus dana etinden hamburger koftesi, sandvigler (hindi

jambonu igeren mayonezli ve marul ile karisik sebzeli), taze Yunan domuz sosisi ve
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Yunan kokoregleri i¢in uygun domuz bagirsaklarinda E.coli O157:H7 arastirilmustir.
Sonugta 100 tane koyun Orneginden 1 tanesinde (%1), 75 tane taze sosislerin 1
tanesinde (%1,3) ve 50 tane kokoreg i¢in hazirlanan domuz bagirsaginin 1 tanesinde

(%2) E.coli O157:H7 tespit edilmistir (Dontorou vd., 2003).

2.2 Et ve E.coli Tliskisi

Et, koyun, keci, dana gibi hayvanlarin yenilebilen iskelet kaslaridir. Et {irlinleri ise
pismemis etlerin ¢esitli baharatlarla ve katki maddeleriyle harmanlanarak bir¢ok
teknolojik islemlerden gegirildikten sonra ortaya ¢ikan {iriindiir (Yavas, 2015). Et ve
et Uriinleri gerek aromasi ile gerekse icerdigi temel bilesenleri ile insanlar icin
vazgecilmez bir gidadir. Ancak icerdigi protein, yag, su, vitamin ve mineraller ile
mikroorganizmalarin da hizli gelismesini saglayan ortamu hazirlarlar. Etlerde
indikator olarak cogunlukla Enterobacteriaceae, koliform ve E.coli miktarlar
onemlidir (Yavas, 2015).

Et ve et lriinleri ¢ok fazla protein, esansiyel aminoasitler, B grubu vitamin, mineral
ve diger maddeleri i¢erdiginden ¢ok 6nemli bir besin kaynagidir (Pateiro vd., 2021).
Ancak hayvansal kaynakli bu gidalar, patojen mikroorganizmalar i¢in uygun besi
yeri ortam saglayarak daha hizli ve kolay gelisebilirler (Ozkaya ve Cémert, 2008).
E.coli domuz, si1g1ir, koyun vb. etleri ve 6zellikle kiyma haline getirilen et iiriinlerinde
cok sik rastlanir (Sezgin, 2013). Etlerin hayvanlarin digkisiyla temas etmesi ile ya da
hayvanlarin yiiziilmesi sirasinda deriden ete gegmesi yoluyla bulasabilir (Glindogdu,
2020). Ozellikle giiniimiizde hazir ve yari hazr iiriinler olan hamburger, kiyma,
sucuk gibi triinlere talep artmistir (Sezgin, 2013). Ancak bu iriinler taginma
sirasinda kolayca bozulup insan sagligini tehdit edebilir (Sezgin, 2013). Ayni
zamanda havadaki tozlarla da etler kontamine olabilir. Bu yiizeysel
kontaminasyondur. Etler parcalanir ve diger islemler yapilirsa mikroorganizmalar

etin i¢ine girerek mikrobiyel yiikii arttirir (Yavas, 2015).

Tavuk etleri, yiiksek protein, diisiik yag ve doymamis yag asitleri barindirdig1 igin
besin degeri yiiksektir. Bu nedenle tavuk etleri daha ¢ok pazarlanir ve restoranlarda
satilir. Boylece tiiketici talebine gore tavuk etleri satisinda biiyiik oranda artig

olmustur (Yavas, 2015). Ancak uygun sartlarda tretilmezlerse Salmonella spp.,



Enterobacter spp., E.coli, Listeria monocytogenes gibi mikroorganizmalar bulasip
tiiketici sagligini olumsuz etkiler (Tang vd., 2009).

Balik etlerinde de yiiksek oranda protein bulunur. Ayni zamanda vitamin ve mineral
acisindan da zengindir (Yavas, 2015). Baliklarin eti nétiire yakin olmasi, i
organlariin ¢ikarilmamasi ve kaninin iyi akitilmamasi nedeniyle hemen bozulabilen
bir gidadir (Yavas, 2015). Sicak sularda yasayan baliklarda genel olarak,
Micrococcus, Corynebacterium ve Bacillus gibi Gram pozitif bakteriler goriiliirken,
soguk sularda yasayan baliklarda Moraxella, Vibrio ve Flavobacterium gibi Gram
negatif bakteriler goriliir. Ilik sularda yasayanlarda ise Pseudomonas tiirlerine

rastlanir (Stammen vd., 1989).

2013 yilinda yapilan ¢alismada, Aydin ilinde satilan kiyma ve hamburger kofteleri
tizerinde E.coli O157:H7 bakterisi arastirilmis ve toplamda 80 tiriiniin 22’sinin E.coli
pozitif oldugu gorilmistir (Sezgin, 2013). 2018 yilinda yapilan baska bir
arastirmada ise Afyonkarahisar’dan alinan 50 tane sigir eti lizerinde Salmonella ve
E.coli O157:H7 bakterilerine bakilmis, 50 tane sigir etinden 7 tanesinde E.coli, 1
tanesinde E.coli O157:H7, 5 tanesinde Salmonella varligi tespit edilmistir
(Telekoglu, 2019). Bu aragtirmalar sonucunda piyasada satilan etlerde insan sagligi
acisindan tehlike arz eden bakterilerin bulunma olasiliginin yiiksek oldugu

gorilmektedir.

Et ve et lirlinlerinden patojen mikroorganizmalar ¢esitli yollarla tiiketiciye gecebilir
ve birgok hastaliklara neden olunabilir (Ozkaya ve Cémert, 2008). Kesim igin gelen
etlerde gerekli dnlemler alinmazsa mikroorganizmalar gelisebilir. Bunun sonucunda
kalite ve ekonomik kayiplar ortaya ¢ikabilir, halkin saglig: tehlikeye girebilir. Hijyen
kurallaria gore kesilmis karkaslarin koliform ve psikotrof mikroorganizma yiikii 10-
10? cm’yi ge¢cmemektedir. Karkaslarm baslangic mikroorganizma yiikii uygun
olmalidir ki et kisa siirede bozulup insan sagligini tehlikeye atmasin. Etin ylizeyinde
mikroorganizma yiikii en fazla 10° kob/g olmalidir. Bu degerden yiiksek olursa etin
bozuldugu kanisina varilir. Mikroorganizmalarin gelismesini durdurmak igin et ve et
tiriinleri buzdolabinda muhafaza edilmelidir (<5°C). Fakiiltatif anaerobik olan
Serratia, Hafnia, Proteus ve Enterobacter tiirleri gidada gelisirken aminoasitleri

parcalarlar ve kotii kokuya yol acan amonyak, merkaptanlar, amin ve metilsiilfit



tiretirler. Amin ve amonyagm ortaya g¢ikmasiyla etin pH degeri alkaliye doner
(Balpetek, 2009).

Etlerde bulunan yiiksek oranda toplam mezofilik aerobik mikroorganizma sayisi,
gidanin kalitesinin diisiik oldugunu ve raf 6mriiniin kisa oldugunu gosterir (Eisel vd.,
1997). Gida da bulunan koliform ve E.coli, et isleme sirasinda sanitasyon

yapilmadigimi ve fekal kontaminasyona ugradigini gosterir (Eisel vd., 1997).

E.coli kontaminasyonunu énlemek igin {iriiniin hammaddesinden isleme ve hazirlama
asamalarinda hijyene ve sanitasyona onem verilmelidir (Temelli, 2002). Yeteri kadar
pisirilmemis drlnler hazirlanma asamasinda personelden ya da kullanilan
ekipmanlardan kontamine olabilir (Geger, 2016). Personellere uygun elbiseler
giydirerek, eldivenler taktirarak, sa¢ ve agizlar kapattirilarak ve egitimler verilerek
kontaminasyonlar oOnlenebilir (Geger, 2016). Kesimhanelerde fekal ve capraz
kontaminasyonlara dikkat edilmelidir (Karch, 2001). Etin kesimden hemen sonra 7°C
altinda depolanarak mikroorganizma {iremesi Onlenebilir (McCabe-Sellers ve
Beattie, 2004). Giiniimiizde etler parcalanarak ya da kiyma haline getirilerek
tikketiciye sunulmaktadir (Yavas, 2015). Kiyma, tiiketiciler tarafindan daha ¢ok
tercih edilir (Yavas, 2015). Karkaslar parcalanirken ya da kiyma haline gelirken
yiizeydeki mikroorganizmalar etin bircok yerine kolayca bulasabilir. Uriine yeteri
kadar 1s1l islem uygulanmazsa bu mikroorganizma risk olusturarak tiiketiciyi
olumsuz etkiler. Et ve et {irlinlerine 70°C tizerinde 1s1l islem uygulanmalidir. Boylece
mikroorganizmalar durdurulabilir (Geger, 2016). Pismis iiriin ile ¢ig {iriin birbiriyle
temas etmemelidir (Ozkaya ve Comert, 2008). Temas ederse ¢ig iiriindeki
mikroorganizmalar pismis Uriine gecerek ¢apraz kontaminasyona neden olur ve buda
tiiketicileri olumsuz etkiler (Ozkaya ve Cémert, 2008). Ayrica iiriinler kemirgen ve

haserelerin ulasamayacag sekilde korunmalidir (Ozkaya ve Cémert, 2008).

Macedo ve Van Der Sand (2018), bir sigir kesimhanesinin isleme/sogutma kisminda
bulunan mikroorganizmalar1 izole ederek tanimlamistir (Macedo ve Van Der Sand,
2018). Islemler sonucunda 580 tane bakteri bulunmus ve bunlarin 168’
Staphylococcus aureus, 123’ Escherichia coli, 79°u Corynebacterium vitarumem
geriye kalan mikroorganizmalar ise Bacillus spp. Corynebacterium spp. ve
Enterobacteriaceae familyasina ait oldugu tespit edilmistir. Ortamda digsk1 ve sigir

derilerinde bulunan bakterilerin baskin oldugu kanitlanmistir. Ancak en fazla
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kontamine alaninin numune alma yeri ile isleme/sogutma kismindaki masalar

oldugunu gérmiislerdir (Macedo ve Van Der Sand, 2018).

1998 yilinda Birlesik Krallik’ta, 1400 tane et ve et tirlinleri imalathanesinde 2330 ¢ig
hazir et, 2192 pismis et ve 4635 g¢evreden Ornekler incelenmistir (Little ve De
Louvois, 1998). 1400 tesisin besinde, 2330 ¢ig et iriiniinden ii¢ tanesinde, ¢ig et
hazirlama alan1 ve pismis triinler i¢in kullanilan alet ve ekipmanlarda E.coli
O157:H7 tespit edilmistir (Little ve De Louvois, 1998). 2192 pismis etin yedisi kabul
edilemez mikrobiyolojik kalitede oldugu ve 352’sinin ise yetersiz kalitede oldugu
belirtilmistir (Little ve De Louvois, 1998).

2000 yilinda kiigiik bir mezbahada yapilan bir ¢aligmada, 25 tane koyun karkasi
mikroorganizma agisindan incelenmistir (Gill vd., 2000). Her karkasin {izerinden
rastgele bolgeler segilerek siiriintii (Swab) 6rnegi alinmis ve toplam aerobik, koliform
ve E. coli’'ye bakilmigtir. Karkastaki koliformlarin ¢ogunun E.coli oldugu
gortilmistiir (Gill vd., 2000).

Tim bu arastirmalar E.coli’nin et ve et triinlerinde hem hijyen hem de fekal
kontaminasyon indikatorii olarak ne kadar 6nemli oldugunu kanitlamistir. Bu yiizden
gidalarin giivenliginde ve hijyeninde indikatdér mikroorganizma olarak kullanilir

(Balpetek, 2009).

Gilinlimiizde tiiketiciler yapay ya da kimyasal koruyuculari gidalarda talep
etmemektedirler (Calo vd., 2015). Son yillarda yapay koruyuculardan ¢ok dogal
koruyucularin arastirilip kullanilmasi giindemdedir ve bitkisel kaynakli ugucu yaglar
ve tiirevleri koruyucu madde olarak kullanilabilir (Calo et al., 2015; Pateiro et al.,
2021). Ugucu yaglarin, basta Salmonella Typhumirum, L. monocytogenes, E. coli
0157:H7, Campylobacter, S.aureus olmak iizere gida patojenlerine kars1 aktiviteleri
aragtirilmistir (Calo vd., 2015).

2.3 Ucucu Yaglar

Giliniimiizde tiiketiciler yapay ya da kimyasal koruyucularin yerine daha dogal katki
maddelerini tercih etmektedirler. Bu noktada ugucu yaglar koruyucu madde olarak
tercih edilebilir (Calo vd., 2015). Giiniimiizde yapay koruyuculardan daha ¢ok dogal

koruyucular arastirilmaktadir (Pateiro vd., 2021). Ugucu yaglar basta Salmonella

9



typhumirum, L. monocytogenes, E. coli O157:H7, Campylobacter, S.aureus olmak
tizere bir¢ok mikroorganizma lizerinde aragtirmalar yapilmistir ve yapilmaya devam

edilmektedir (Calo vd., 2015).

Ugucu yaglar bitkilerin sap, ¢igek, yaprak gibi kisimlarindan elde edilir (Pateiro vd.,
2021). Bu yaglar antiseptik, antiparazitik, antifungal, antiviral, antibakteriyel,
antioksidan ve insektisidaldir. Yagda ve organik ¢6ziiciilerde ¢oziiniirler. Aromatik
ve alifatik asit esterleri ve fenolik bilesikleri olan terpenoidlerden tiiretildikleri i¢in
farkl1 bitki pargalart ve farkli bitki tiirleri arasinda degisiklik gosterir (Chouhan vd.,
2017). Oda sicakliginda sivi halde bulunan ama nadir de olsa kristallesebilen,
genellikle renksiz, ucucu, kokular1 kuvvetli maddelerdir (Biilbiil, 2016). Cesitli
isimlerle adlandirilirlar; oda sicakliginda kolayca ugabildiklerinden ugucu yag, eterik
yag ya da gilizel kokularindan dolay1 aromatik yaglar denilebilir (Biilbiil, 2016).
Ayrica elde edildigi bitkinin adin1 alarak da isimlendirilir. Ornegin; hindistan cevizi
yagt (Varoglu, 2000). Esansiyel yaglarin yapisinda temelde dort grup vardir;
terpenler, aromatik maddeler, diiz zincirli hidrokarbonlar, azot ve kiikiirt tasiyan
karbonlar (Biilbiil, 2016). Olduk¢a karmasik yapida olan bu yaglar, cesitli
konsantrasyonlarda genellikle 20 ila 60 bilesenlerden olusur. Esansiyel yaglar,
konsantrasyonlarinda yiiksek oranlarda bulanan iki veya {i¢ bilesenlerle karakterize
edilirler (Chouhan vd., 2017). Ornegin; kekigin yapisinda en ¢ok timol ve karvakrol
vardir ve bu iki bilesen tarafindan karakterize edilirler (Sekil 2.1). Cesitli bitkilerden
¢ikarilan 3000’e yakin esansiyel yaglar vardir ve bunlarin 300’e yakini ticari 6neme
sahip yaglardir. Amerikan Gida ve ilag¢ Dairesi (FDA) birgok esansiyel yag: giivenli
(Generally Recognized as Safe(GRAS)) kabul etmistir (Y1lmaz, 2019).
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Cizelge 2.1. Yaygin kullanilan bitkiler, elde edildikleri bitkinin boliimleri, igerdikleri

aktif bilesenler ve etkileri (Bayaz, 2013).

Bitki Ad1 Kullanilan Icerdigi Aktif Etki Ozellikleri
Kisimlari Madde
Karanfil Cicek Ojenol Istah arttiricy,
antiseptik
Kimyon Tohum Kiminaldehit Sindirim uyarici
Tarc¢in Kabuk Sinnamaldehit Istah arttiricy,
antiseptik
Anason Tohum Anatol Sindirim uyarici
Biberiye Yaprak Sineol Sindirim uyarici,
antiseptik
Nane Yaprak Mentol Istah arttiricy,
antiseptik
Maydonoz Yaprak Apiol Istah arttiricy,
antiseptik
Kekik Tiim Bitki Timol, Karvakrol Antiseptik,
antioksidan
Zencefil Rhizoma Zingerole Sindirim uyarici
Kisnis Yaprak/Tohum Linalol Istah arttirici
Karabiber Meyve Piperin Sindirim uyarici
Adacayl Yaprak Sineol Sindirim uyarict,
antiseptik
Sarimsak Sogan Allisin Sindirim uyarici,
antiseptik
Defne Yaprak Sineole Istah arttiricy,
antiseptik

Bitkilerin ugucu yaglar1 {iretmedeki amaclar1 {izerinde bircok arastirmalar
yapilmistir. Arastirmacilar birden fazla neden bulmuslardir. Kokusu kotii olan
esansiyel yaglarin itici kuvvette, kokusu giizel olan esansiyel yaglarin ¢ekici kuvvete
sahip oldugu ve boylece bocekleri c¢ekerek tozlagmayr kolaylastirdig:
diisiiniilmektedir. Diger bir diislince ise esansiyel yaglar buharlasma aninda
bitkilerden 1s1y1 ¢ekerek bitkiyi serinletir ve bdylece asirt sicak, kurak bolgelerde

bitkiler yasamini siirdiirebilir (Biilbiil, 2016).

Esansiyel yaglarin kirilma indeksleri yiiksek, optikce aktiftirler ve sudan hafiftirler.
Oksijen ve 151k reginelenmesine neden oldugu icin agzi kapali ve koyu renkli
siselerde ya da sisenin 151k gormeyecegi sekilde Ortiilmesiyle buzdolabinda

depolanabilir (Ozdemir Ozbek, 2019).
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Ugucu yaglarin kullanildig1 birgok alan vardir. Aromaterapide ¢ok eski yillardan beri
kullanilmaktadir. Ornegin; adagayi, mikroorganizmalar1 o6ldiiriir ve yaralan
tyilestirir. Biberiye yagi, sakinlestirici olarak ve sa¢ bakimlarinda kullanilir. Defne
yagi, soguk alginliklart onler. Kekik yagi, {ist solunum yolu enfeksiyonlarinda
kullanilir. Bit, uyuz, bagirsak parazitleri tizerinde kekik esansiyel yagi i¢inde yer alan
karvakrol etkilidir. Bu yilizden kozmetik {iriinlerinde sampuan, sabun, deterjanlarda
vb. kullanilabilirler (Biilbtil, 2016). Zirai miicadelede ve hayvanlarin sagligini ve
performansini arttirmak i¢in yemlere konularak kullanilir (Faydaoglu ve Siirticiioglu,

2013).

Gidalarda ise kek, pasta gibi yiyeceklerde ve iceceklerde aroma vermesi igin
kullanilir. Ayn1 zamanda antimikrobiyel 6zelliklerinden dolay1 gidalarda dogal ve
kalint1 birakmayan koruyucu katki maddesi olarak kullanilabilirler (Biilbiil, 2016).
Tiiketiciler iyi bir sekilde beslenmek isterken sagliga da yararli olmasini ister. Ancak
yapay koruyucularin saglikli olup olmadigi tam bilinmemektedir. Ugucu yaglar ise
hem dogaldir, insan saghg icin tiiketimi son derece giivenilirdir hem de
antimikrobiyel ozellik gostererek gidalarmm raf Omriinii arttirir. Ugucu yaglarin
antimikrobiyel o6zellikleri bitki g¢esidine, mikroorganizma g¢esidine ve miktarina,
substrat kompozisyonuna, gidalarin liretim ve saklama kosullarina bagl olarak
degisebilir. Tek baslarina etkileri daha azken birden fazla ucucu yag kullaniminda

sinerjik etki gosterdikleri kanitlanmistir (Faydaoglu ve Siiriicioglu, 2013).
Ugucu yaglar ii¢ ayr kategoride incelenir.

A. Koku ve Tatlarina Goére Siniflandirma: Asirt kokulu ve tadi giizel olanlar, kokusu

olup ac1 olanlar ve yine kokusu olup asir1 ac1 olmak tizere siniflandirilmislardir.

B. Farmakolojik ve Terapik Siniflandirma: Bu esansiyel yaglar tibbi amagh

kullanilirlar ve son zamanlarda insanlar tarafindan oldukca ragbet gormektedir.

C. Yer Aldiklar1 Bitkilere Gore Siniflandirma: Esansiyel yaglar igerisinde yer

aldiklar1 bitkinin yasadigi ortama gore miktarinda ve kalitesinde farkliliklar
olusabilir. Ancak alkoller, ketonlar, fenollar gibi oksijen iceren bilesikler esansiyel

yaglarin tiimiinde bulunur (Saymn, 2019).
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Ucgucu yaglarin antimikrobiyel oOzelliklerinin incelenmesi 19. yiizyill sonlarinda
baslamis olup 20. yiizyilda calismalar artmigtir. Bu c¢aligmalar sonucunda bir¢ok
bitkilerin antimikrobiyel o6zellikte olduklart kanitlanmistir. Ancak tam olarak
antimikrobiyel mekanizmalar1 agiklanamasa da arastirmacilar ¢esitli hipotezler
ortaya koymuslardir. Bunlarin basinda esansiyel yaglarin hidrofilik ya da lipofilik
ozellikte olmalaridir (Sayin, 2019).

Ugucu yaglar, mikroorganizmalar iizerinde bakterisit ya da bakteriostatik etki
gosterirler (Pateiro vd., 2021). Ugucu yaglarin, belki de en 6nemli o6zellikleri
hidrofobik olmalaridir. Bu 06zellik, bakterilerin mitokondrilerinde hiicre zarlarinda
yer alan lipitlerle boliinmesini saglayarak hiicre yapilarini bozar. Zar, daha gegirgen

hale gelir. Boylece, hiicrelerde molekiil ve iyonlar sizmaya baslar ve bakteri hiicresi

oliir (Chouhan vd., 2017).

Diger bir ozellik ise esansiyel yaglarda bulunan terpenler, enzimleri olumsuz
etkileyen ve lipitte ¢6ziinen bir ajandir. Terpenler zar tizerindeki vezikiil proton
translokasyonuna, daha sonra ADP fosforilasyonuna miidahale ederek eslesmeyi
engelleyici olarak hareket edebilmektedir. Fenolik alkol veya aldehitler gibi
fonksiyonel gruplar, ©6zel terpenoidler, membranda iiretim faaliyetleriyle ilgili
ornegin ATP sentezi ile ilgili enzim proteinlerini bozmaktadir. Bu 6zelligi ile hiicre

solunumunu da etkilemektedir (Kalemba ve Kunicka, 2005).

Ugucu yaglarin gidalar iizerindeki etkisi besiyerindeki etkisine gore daha azdir. Bu
yiizden gidalardaki antmikrobiyel etki, u¢ucu yagin miktarina ve gidanin bilesimine
baglidir. Antimikrobiyel etkiyi arttirmak igin gidaya ¢ok miktarda ugucu yag
konulursa {irliniin tad1 bozabilir. Ancak mikroorganizmalarin gelismesini inhibe ettigi
icin gidaya uygun dozlarda ugucu yag konulup dogal koruyucu olarak kullanilabilir
(Ozen, 2008). Ayrica bu amagla birden fazla ucucu yag kullanilarak sinerjik etki

yapmalari saglanarak gidalarin raf 6mrii arttirilabilir.

Ugucu yaglarin etkisi mikroorganizma ¢esidine gore degisir. Bunun iki nedeni vardir;
birincisi esansiyel yaglarin kimyasal yapilarmin farkli olmasi, ikincisi
mikroorganizmalarin hiicre duvar1 ve zarmin degiskenlik gostermesidir (Sayin,

2019).
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Gram negatif bakterilere kiyasla Gram pozitif bakterilerin esansiyel yaglara daha
duyarli oldugu iyi bilinmektedir. Bunun nedeni, Gram negatif bakterilerin
lipopolisakkarit (LPS) a¢isindan zengin, Sert ve ¢ok daha karmasik bir dis zara sahip
olmasidir. Gram pozitif bakterilerde ise kiigiik antimikrobiyel molekiillere direnecek
kadar yogun, kalin olmayan bir peptidoglikan duvari ile ¢evrili olmasindan dolayi
hiicre zarma gecis kolaydir. Kisacast ugucu yaglar, hiicre iizerinde su etkileri
gosterebilir; zar gegirgenligini degistirir, hiicre yikimina ve bdylece elektrolit
sizintisina neden olur. Bu da proteinler, sekerler, ATP ve DNA gibi hayati 6nem
tagiyan hiicre ici bilesiklerin kaybina neden olur. Bununla birlikte enerji (ATP)

tiretimini ve enzimleri inhibe eder (Chouhan vd., 2017).

Dorman ve Deans (2000), karabiber, karanfil, sardunya, hindistan cevizi ve kekik
esansiyel yaglarinin 25 farkli bakteri cinslerine karsi antibakteriyel etkisini arastirmis
ve sonugta esansiyel yaglarin tiim bakterilere karsi inhibitor etki gosterdiklerini

kanitlamiglardir (Dorman ve Deans, 2000).

Basile ve arkadaslar1 (2006), Pseudomonas aeruginosa, Proteus mirabilis,
Salmonella typhi ve Proteus vulgaris iizerinde esansiyel yag kullanarak arastirma
yapmiglardir. Deney sonucunda esansiyel yagin tiim mikroorganizmalarin gelisimini
durdurdugu ve sadece Pseudomonas aeruginosa lizerinde oldiiriicii etkide oldugu
bulunmustur (Basile vd., 2006).

Funda Ozen (2008), ¢ig Tekirdag koftesinde limon, sarimsak, kekik ve biberiye
yaglarinin E.coli, Staphylacoccus aureus, Salmonella, Koliform grubu canli bakteri,
maya ve kiiflere karsi etkilerini arastirmistir. Deney sonucunda bu yaglarin
mikroorganizmalar1  6ldiirmedigi ancak buzdolab1 sartlarinda geligsmelerini

durdurdugu gézlenmistir (Ozen, 2008).

K.D Vu ve arkadaglar1 (2011), kirmiz1 kekik ve kekik 6ziiniin ¢ileklerden izole edilen
kiiflere ve toplam floraya kars1 kuvvetli antimikrobiyel etki gosterdigini ve nanenin
diisiik antimikrobiyel 6zellik gosterdigini bulmuslardir. Ayrica ¢ilegin raf omrii

tizerinde olumlu etki gosterdigi kanitlanmistir (Vu vd., 2011).

Tehmina Anjum ve arkadasi (2012), turunggillerde mavikiif hastaligina neden olan

Penicillium italicum’a kars1 kimyon, karanfil ve targin kabugundan elde edilen ugucu
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yaglarin antifungal etkilerini incelemislerdir. Kimyon ve karanfilin kiifleri inhibe
ettigi ancak tar¢inin kiif gelisimini tamamen engellemedigi belirtilmistir (Anjum ve

Akhtar, 2012).

Pradnya S. Chavan ve arkadasi (2014), sarabin bozulmasina neden olan dogal maya
florasina kars1 karvakrol ve timoliin antimikrobiyel etkisini incelemislerdir. Sonug
olarak saraplarda koruyucu olarak kullanilan potasyum metabisiilfitten daha etkili
olduklarim1 anlasmiglardir. Karvakrol ve timoliin, mayalarin hiicre zarim1 hasara
ugratarak hiicre i¢i maddelerin disar1 sizmasina neden olduklarini ve bdylece bu
yaglarin dogal koruyucu olarak kullanilabilir olduklarini ispatlamislardir (Chavan ve
Tupe, 2014).

Castillo ve arkadaslar1 (2014), karvakrol, timol ve ticari balmumu ile limonlar
tizerinde kaplama yaparak depolama sirasinda limonlarda gelisen toplam bakteri ve

kiif miktarlarinda azalma oldugunu gormiislerdir (Castillo vd., 2014).

Biilbiil (2016), Erzurum ili ve cevresinde yetisen bazi bitkilerin Pseudomonas
aeroginosa, Enterococcus fecalis, Proteus mirabilis, Streptecoccus pyogenes,
Klebsiella oxytoca, Listeria monocytogenes, Staphylococcus aureus, E.coli, Bacillus
cereus ve Candida albicans mikroorganizmalar: iizerine antibakteriyel 6zelliklerini
incelemistir. Arastirma sonucunda esansiyel yaglara en duyarlist Streptococcus
pyogenes, en dayanikli tirler ise Pseudomonas aeruginosa ve Listeria

monocytogenes olarak bulunmustur.

2019 wyilinda Kilig, kekik, miirver otu, katran yoncasi, aslanpencesi, ak tggiil,
sigirkuyrugu, pisikulagi, yabani nane, engerekotu, nane, sar1 kantaron, yara otu,
papatya, kandil ¢icegi, tiil kuskonmaz, i1sirgan, andizotu, sar1 orman gilii ve
maviyemis bitkilerinin ugucu yaglarminin antibakteriyel, antifungal ve antioksidan
etkilerini incelemistir. Deney sonucunda kekigin en yiiksek toplam fenolik madde ve
kandil ¢igeginin ise en diisiik toplam fenolik madde i¢erdigini bulmustur. En yiliksek
antioksidan kapasite kekikte bulunurken en diisiik antioksidan kuskonmaz esansiyel
yaginda bulunmustur. S. aureus, E. coli, M.luteus ve L.monocytogenes’e karsi en
yiiksek inhibisyon etkiyi kekik gdstermistir. Trichothecium roseum kiifii iizerinde
higbir esansiyel yagin antifungal etkisinin olmadigi, Phomopsis spp. kiifii iizerinde

ise tlim ugucu yaglarin antifungal etkisi oldugu goriilmistiir. Cladosporium sp. kiifii
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lizerinde ise en yiiksek antifungal etkiyi kekik esansiyel yaginin gosterdigi
bulunmustur (Kilig, 2019).

Bilgenur Harmansah (2020), sazan baliklarinin solungaglarinda bulunan parazitler
izerine nane, limon ve c¢ay agaci yaglarinin anti parazit 6zelliklerini incelemistir.
Deney sonucunda bu yaglarin parazitler iizerinde yiizde yiiz dldiiriicti etki gosterdigi
kanitlanmistir. Ayrica en etkili ugucu yagin ¢ay agact yagi oldugu ve en etkisiz yagin

ise nane yagi oldugu goriilmiistiir (Harmansa Yilmaz, 2020).

2.3.1 Kekik (Thymus vulgaris)

Kekik, saglik agisindan ¢ok onemli bir bitki olmakla birlikte ihrag¢ ettigimiz bir
iiriindiir. Ulkemiz diinyadaki kekik ticaretinin %70’ni olusturur. Ulkemizde kekik,
Lamiaceae familyasma aittir ve ucucu yaglar1 karvakrol ve timoldiir. fhrac¢ edilen
kekik tiirlerinden izmir kekigi (Origanum onites L.) en ¢ok paya sahip bitkidir. Ege
ve Akdeniz’den toplanan kekikler; izmir kekigi (Origanum onites L.), beyaz kekik

(Origanum majorana), siitgiiler kekigidir (Origanum minutiflorum) (Gérece, 2019).

Karvakrol ve timol, Lamiaceae familyasina ait kekigin aromatik ugucu yaginin en
onemli bilesenleridir (Atas, 2019). Kekigin yapisinda %60 karvakrol ve %40 timol
vardir (Kahraman, 2007). Karvakrol (5-izopropil-2-metilfenol) ve timol (2-izopropil-
S-metilfenol), monoterpenik fenollerin izomerik {iyeleridir. Bunlar nétr suda
¢ozlinmezler ama alkollerde ve organik ¢oziiciilerde ¢oziiniirler (Friedman, 2014).
Bu iki ugucu yag bileseni, Misirhilarin yasadigi donemde mumyalarda bakteriyel
bozulmay1 6nlemek i¢in ve birinci diinya savasinda ise yaralar1 temizlemek ig¢in
antiseptik olarak kullanilmistir (Ay, 2013). Karvakrol ve timoliin ¢ogu ftriinlerde
kullanim1 FDA (Birlesik Devletler Gida ve ilag Dairesi) tarafindan onaylanmistir. Bu
gidalar unlu mamuller, dondurulmus siit {iriinleri, baharat ¢esnisi, sakizlar, alkollii ve
alkolsiiz igecekler, jelatinli pudingler ve sekerlerdir (De Vincenzi vd., 2004).
Aromatik halka yapilarindan dolayr hidrofobiktirler ve fenolik OH grubu da
hidrofilik 6zellik kazandirir. Karvakrol ve timoliin de antimikrobiyel o6zellikleri
hidrofobik olmalarindan kaynaklanir. Hiicre zarina zarar vererek proton, fosfat ve

potasyum hiicre membranindan sizar ve hiicre 6liir (Ben Arfa vd., 2006).

16



OH

Sekil 2.1. Timoliin kimyasal yapis.

OH

Sekil 2.2. Karvakroliin kimyasal yapist.

Kekikte bulunan bu ugucu yag bilesenleri, E.coli, S.aureus, C. perfingens,
S.typhimurium, P.vulgaris, P.membranea gibi mikroorganizmalara karsi

antimikrobiyel etki gosterirler (Kahraman, 2007).

Kekigin esansiyel bilesigi olan karvakrol ve timol, ilk 6nce bakterilerin hiicre
duvarlarma etki ederek hiicre zariin deformasyonuna neden olurlar. Boylece hiicre
icinde yer alan organeller disar1 sizarak hiicre Oliir. Hasar sirasiyla su sekilde
meydana gelir; hiicre duvari ve hiicre zar1 hasara ugrar, sitoplazma koagiile olur ve
zar proteini hasar goriir ve en sonunda hiicre hareket edemez hale gelir. Ayrica yag
coziictiliik 6zellikleri nedeniyle yag molekiil zincirlerine girerek hiicre zarini kolayca
hasara ugratirlar ve hiicre i¢i organellerin daha hizli disar1 ¢ikmasina neden olurlar.
Bu nedenle bu ugucu yaglar, domuz iretim ¢iftliklerinde antibiyotiklerin yerine

kullanilabilir (Ozdemir Ozbek, 2019).

Ayrica timoliin antimikrobiyel 6zelligi nedeniyle insanlarda daha ¢ok agizda bulunan
bakterilere kars1 kullanilan ilaglarda bulundugu i¢in agiz ve dis saghiginda kullanilir

(Kaya, 2007).
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Ucgucu yaglarin antimikrobiyel 6zellikleri fonksiyonel gruplarin yerleri ile ilgilidir.
Timol ve karvakroliin antimikrobiyel 6zellikleri birbirine benzese de Gram pozitif ve
Gram negatif bakterilere etkileri farklidir (Lambert vd., 2013). Karvakrol ve timoliin
antimikrobiyel etkileri fenolik terpenoidlerin hidroksil grubuna ve farkli bakteriler
tizerindeki  antimikrobiyel aktivitelerinin  seviyesini  belirleyen  delokalize
elektronlarin varligina baghdir (Ultee vd., 2002). Helander ve arkadaslarinin yaptig
calismada (1998), timol ve karvakroliin lipopolisakkaritleri serbest birakarak ve
duyarlastirarak  Escherichia coli 0157: H7 ve Salmonella typhimurium
mikroorganizmalarin hiicre zaria hasar verdigi kanitlanmistir (Helander vd., 1998).
Karvakrol ve timol, diger ucucu yaglara gore Gram negatif bakterilerde
lipopolisakkarit salic1 dzellikleri daha fazladir (Ozdemir Ozbek, 2019).

Karvakroliin bir diger etki mekanizmasi ise proton degistirici 6zelligidir. Hidroksil
protonu ile potasyum iyonunun yerlerini degistirerek, zarimn pH degerinin
bozulmasina ve buna bagl olarak elektrik potansiyelinin dagilmasina neden olur.
Boylelikle hiicre i¢inde adenosin trifosfat (ATP) havuzlarimin azalmasina ve
tikenmesine neden olur. Potasyum kaybina bagh olarak enzimlerin ¢alisma
mekanizmasi, ozmotik basing dengesi ve hiicre i¢i pH degerleri bozulur. Bakteri
bunu engellemek i¢in iyon pompalar ancak bunun i¢in ¢ok miktarda enerji sarf eder
ve bakteri enerji kaybindan dolayr gelisemez (Ultee vd., 2002). Her ikisi de bu
etkilerinden dolayr E.coli, S. aureus, B. cereus dahil birgok bakteriye karsi
antibakteriyeldir (Trombetta vd., 2005).

Timol ve karvakrol antioksidan ozellige sahiptirler. Yanishlieva ve arkadaslari
(1999), timol ve karvakrol igeren domuz yagimi ve Aygicek yagmi antioksidan
yoniinden incelemiglerdir. Deney sonucunda, ortam sicaklifinda timoliin
karvakrolden daha etkili bir antioksidan oldugunu ve ortamda bulunduklar1 yaga
bagli olarak antioksidan etki mekanizmalarmin farkli olduklarmi bulmuslardir

(Yanishlieva vd., 1999).

Wu ve arkadaslar1 (2012), karvakrol yiiklenmis nano yapilar ile karvakrol olmayan
kontrol grubunu E.coli {izerinde denemislerdir. Deneyin sonucunda karvakroliin

E.coli konsantrasyonunu azalttigi gézlenmistir (Wu vd., 2012).
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Son zamanlarda yapilan caligmalarda, karvakroliin antimikrobiyel -etkinliginin
yiiksek sicaklikta, uzun depolama siiresinde ve diisiik pH’da arttig1 belirtilmektedir.
Gidalarin  yag igerigi ve kompleksligi arttitkca karvakroliin antimikrobiyel

etkinliginin azaldig belirtilmistir (Ay, 2013).

Wang ve arkadaglari (2017), timoliin hiicre zarina etki edebilmesi i¢in yiiksek
konsantrasyonda olmasi gerektigini bildirmistir. Ayrica bakterinin DNA yapisini

degistirdigini de gézlemlemislerdir (Wang vd., 2017).

Timoliin yiiksek dozlar1 insanlarda toksisiteye neden olabileceginden dolayr diisiik
dozlarda kullanilmasi tercih edilmektedir. Bu yiizden diger antimikrobiyellerle

birlikte kullanilarak gidada uygulanma miktarlar1 diisiirtilebilir (Aksoy, 2019).

Antimikrobiyel aktivite belirlemede genellikle difiizyon ve diliisyon yontemleri
kullanimaktadir (Ozdemir Ozbek, 2019).

2.3.2 Kimyon (Cuminum cyminum)

Kimyon aromatik oldugundan baharat olarak yemeklerde kullanilir. Ayrica
geleneksel tipta gaz, hazimsizlik, siskinlik giderici ve ishal 6nleyici olarak ilag yerine
kullanilabilir. Kimyonun tohumlar1 Hindistan’da kori tozuna karistirilarak yemeklere
lezzet verilir. Kimyon (Cuminum cyminum), Apaiaceae familyasina ait olan ve
diinyanin pek ¢ok yerinde yetisen bir bitkidir (Thippeswamy ve Naidu, 2005).
Ulkemizde ise dis ticari degeri en yiiksek olan bitkilerden biridir (Keskin ve Baydar,
2016). Kimyonun ugucu yag bilesenlerinin en baginda kiiminaldehit ve daha sonra
simen ve terpenoidler gelir. Kimyon, antioksidan, antimikrobiyel, timér onleyici

etkisi vardir (Thippeswamy ve Naidu, 2005).

Shetty ve arkadaslarinin 1994’te yaptigi ¢alismada Staphylococcus aureus, Bacillus
cereus, Bacillus subtilis, Escherichia coli, Enterobacter aerogenes, Pseudomonas
aeruginosa, Aspergillus niger, Aspergillus flavus, Aspergillus parasiticus,
Penicillium  chrysogenum, Saccharomyces cerevisiae ve Candida utilis
mikroorganizmalar iizerine kiiminaldehitin etkilerini incelemislerdir. Sonugta Gram
negatif bakteriler arasinda kiiminaldehite en duyarli E.coli iken en dayanikli ise
Pseudomonas aeruginosa olmustur. Gram pozitifler arasinda kiiminaldehite en

direngli olan1 ise Staphylococcus aureus bakterisi oldugu bulunmustur. Maya ve
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kiiflerin ise bakterilere gore kiiminaldehite daha duyarli oldugu gozlenmistir. Kiifler
arasinda en duyarli Penicillium chrysogenum, en dayaniklis1 Aspergillus parasiticus
olmustur (Shetty vd., 1994).

Yapilan bagka bir c¢aligmada, Bacillus cereus, Bacillus subtilis, Clostridium
botulinum, Listeria monocytogenes, Pseudomonas fluorescens, Salmonella
enteritidis, Staphylococcus aureus mikroorganizmalara karsi kimyonun biiyiik bir

antimikrobiyel etki gosterdigi kaydedilmistir (Ceylan ve Fung, 2004).

Agaoglu ve arkadaslar1 (2007), kimyon, tar¢in, karanfil, 6giitiilmiis kirmizibiber,
rezene ve anason gibi bazi baharatin antimikrobiyel etkilerini incelemislerdir.
Calismada kimyonun, Staphylococcus aureus, E. faecalis, M. smegmatis, M. Luteus
ve C. albicans mikroorganizmalarina karsi inhibitér etkide oldugu ancak E. coli, K.
pneumoniae, P. aeruginosa bakterilerine karsi herhangi bir etkisi olmadigi
belirtilmistir. Kimyonun o6nemli bir antimikrobiyel oldugunu ve gidalarda dogal
koruyucu madde olarak kullanilmasinda herhangi bir sakinca olmadigim

bildirmislerdir (Agaoglu vd., 2007).

Bagka bir calismada ise kimyon, tar¢in ve karanfilden elde edilen ugucu yaglarin
Penicillium italicum’a kars1 antifungal etkilerini arastirmislardir. Kimyonun ve
karanfilin bu kiife karsi inhibisyon etkide oldugunu bildirmislerdir. Tar¢inin ise bu
kiife kars1 hi¢bir etkide bulunmadigini gézlemlemislerdir (Anjum ve Akhtar, 2012).

Hasimi (2014), kimyon ve anasonlarda bulunan esansiyel yagin Gram negatif, ve
Gram pozitif bakteriler ile mayalar lizerine etkisini arastirmigtir. Arastirmanin
sonucunda anasonun etkisinin disiik oldugu, kimyonun ise orta seviyede etki
gosterdigi gorlilmiistiir. Ayrica kimyonun anasona gore daha fazla antioksidan

ozellik gosterdigi bildirilmistir (Hasimi vd., 2014).

Diger bir deneyde ise tar¢in, kimyon ve kekik ugucu yaglarinin bulundugu yenilebilir
filmle kaplanmis taze kirmizi etin depolama boyunca bu yaglarin antimikrobiyel
etkileri arastirilmistir. Antimikrobiyel aktivitesi en yiiksek kekik ugucu yaglarinda
gozlemlenmistir. Arastirma sonucunda, her {ic ucucu yagin da toplam canli bakteri

sayisint 6nemli miktarda azaltmis oldugu belirtimistir (Badr, 2014).
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2016 yilinda yapilan bir deneyde, kekik ve kimyon iceren peynirin depolama siiresi
boyunca E.coli, Staphylococcus aureus, Listeria monocytogenes, Salmonella typhi
mikroorganizma gelismesi incelenmis ve en ¢ok baharati bulunduran peynirde kiif-
maya gelisimi olmadigi bildirilmistir. Kekigin ve kimyonun mikroorganizmalari

oldiirticti degil de durdurucu etkide oldugu sonucuna varilmistir (Devranbay, 2016).

Xu ve arkadaslar1 (2021), yer fistigina eklenen kimyon esansiyel yagiin Aspergillus
flavus gelisimi tizerine etkilerini arastirmiglardir. Arastirmanin sonucunda kimyonda
bulunan kiiminaldehitin A. flavus’un hiicre zarina etki ettigi ve hiicre zarinda bulunan
ergestrolii azaltarak kiiftin oOliimiine neden oldugunu bildirmiglerdir. Ayrica

kiiminaldehitin antiaflatoksijenik oldugunu da aktarmiglardir (Xu vd., 2021)
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1 Materyal
3.1.1 Dogal antimikrobiyeller

Bu arastirmada kullanilan karvakrol %98 saflikta, timol 9%98,5 saflikta ve
kiiminaldehit %98 saflikta Sigma Aldrich firmasindan saglanmistir. Her analiz
oncesi ultrasonik homojenizasyonla 10.000 ppm’lik stok emiilsiyonlar hazirlanmis ve
gereken seyreltmeler bu stok emiilsiyonlardan alinan yeterli miktarin besiyeri ya da
ornekle karistirilmasiyla yapilmistir. Stok emiilsiyonlarin hazirlanis1 yontemler

kisminda anlatilmistir.

3.1.2 Kullamlan mikroorganizma

Calismada Aksaray Universitesi Gida Miihendisligi Boliimii kiiltiir koleksiyonunda
bulunan E.coli ATCC 25922 susu kullanilmustir.

3.1.3 Kullamilan besiyerleri ve ¢ozeltiler

Arastirmada mikroorganizmanin canlandirma ve saklanmasi i¢in Tryptic Soy Broth
(TSB) (Merck) ve Tryptic Soy Agar (TSA) (Merck), mikroorganizma sayimi igin
Plate Count Agar (PCA) (Merck), minimum inhibasyon konsantrasyonunun
belirlenmesi i¢in de Mueller Hinton Broth (MHB) (Merck) kullanilmistir. Ayrica
E.coli’nin  bulanmikligi1 ayarlamak igin 0,5 MC Farland standardi Klinik
Mikroboyoloji Islemleri El Kitabi’nda verilen prosediire gére hazirlanmistir (Leber,
2016). Bakteri diliisyonlarinin hazirlanmasi i¢in serum fizyolojik ve peptonlu su

kullanilmastir.

Antimikrobiyel emiilsiyonlarinin hazirlanmasinda emiilsifiyer olarak Tween 80

(Sigma) ve steril saf su kullanilmstir.
3.1.4 Kullamlan Et

Calismada dana eti kullanilmis olup yerel bir kasaptan kesimden {i¢ glin sonra satin
alinmistir. Biitiin halde ii¢ kilogramlik bir par¢a olarak alinan et vakit kaybetmeden

buzdolabina kaldirilmis ve analizler ertesi glin gergeklestirilmistir.
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3.2 Yontem

3.2.1 Mikroorganizmanin aktiflestirilmesi

E.coli ATCC 25922 susu, gliserol i¢inde dondurucuda saklanan stok kiiltiirden 100ul
almarak Tryptic Soy Broth (TSB) igerisine inokiile edilmis ve 37°C’de 24 saat
inkiibe edilerek aktiflestirilmistir. Inkiibasyon sonunda bu tiiplerden Tryptic Soy
Agar’a (TSA) slirme yapilarak tek koloni diistiriilmiis ve bu koloniler analizlerde

kullanilmaistir.

3.2.2 Antimikrobiyel stok emiilsiyonlarin hazirlanmasi

Antimikrobiyellerin stok emiilsiyonlari, Ghosh ve arkadaglari tarafindan tanimlanmis
olan mikro emiilsiyon hazirlama yontemi modifiye edilerek uygulanmistir. (Ghosh
vd., 2012). Antimikrobiyellerin stok emiilsiyonlari, su iginde yag emiilsiyonu olarak
hazirlanmis, yag faz antimikrobiyelden olusurken su fazi yag fazinin iki kat1 kadar
Tween 80’in su ile karistirilmasiyla hazirlanmistir. Antimikrobiyellerin kullanilacak
miktar1 50 ml’lik hacimdeki emiilsiyonda 10.000 ppm konsantrasyon saglayacak
sekilde hesaplanmustir. Su fazinda antimikrobiyellerin iki kati kadar Tween 80
manyetik karistiricida 10 dakika kadar karigtirilmis, {izerine antimikrobiyeller
eklenerek 15 dakika daha manyetik karistiricida karistirilmaya devam edilmistir.
Hazirlanan bu kaba emiilsiyon Bandelin Sonopuls marka HD 2200 model (200
W/20kHz) ultrasonikasyon cihazinda 15 dakika boyunca %70 giic, 5 saniyelik
pulslarla homojenize edilmistir ( Sekil 3.1). Boylelikle antimikrobiyellerin Tween 80

igerisine enkapsiile olup sivi fazda homojen dagilmasi saglanmistir.

Sekil 3. 1. Bandelin Sonopuls HD 2200 Ultrasonikasyon cihazi.
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3.2.3 Minimum inhibisyon konsantrasyonu (MIK) ve minimum bakterisidal
konsantrasyonun (MBK) belirlenmesi

MIK degerlerinin belirlenmesi i¢in Klinik Laboratuvar Standartlar1 Ulusal Komitesi
tarafindan olusturulan makrodiliisyon yontemi kiiciik degisikliklerle kullanilarak
belirlenmistir(Coyle, 2005). Antimikrobiyellerin 1200-75 ppm arasinda (Cizelge 3.1)
iki katli diliisyonlar1 Mueller-Hinton Broth (MHB) igerisinde hazirlanmis, her bir
tiipe, Mc Farland standartti ile karsilastirilarak serum fizyolojik icerisinde hazirlanan
E.coli siispansiyonu 107 kob/ml baslangi¢ inokiilasyonu olacak sekilde eklenmistir.
Deneyler iki paralel olarak yapilmistir. Negatif kontrol olarak E.coli icermeyen,
pozitif kontrol olarak da antimikrobiyel icermeyen ancak E.coli iceren MHB tiipleri
kullanilmistir. Tiplerin son hacmi 10 mL olacak sekilde besiyeri, mikroorganizma ve
antimikrobiyeller eklenmistir. Hazirlanan inokiile edilmis besiyerleri 37°C’de 24 saat
inkiibasyona birakilmis, slire sonunda iireme olan tiipler bulanikligin gozlenmesiyle
tespit edilmistir (Sekil 3.2). Bulaniklik goriilmeyen en diisiik antimikrobiyel

konsantrasyonu MIK degeri olarak belirlenmistir.

Cizelge 3.1. Antimikrobiyellerin MIK ve MBK c¢alismas1 igin deney tasarimi.

A B C D E
Antimikrobiyel 1200 600 300 150 75
(ppm)
E.coli(kob/mL) 10’ 10’ 10’ 10’ 10’
Toplam S1vi 10 10 10 10 10
Hacmi (mL)

MBK degerlerinin belirlenmesi igin; MiK belirlenen her bir tiipten 100 uL Tryptic
Soy Agar (TSA) besiyerine yayma yontemiyle ekim yapilarak 37°C’de 24 saat
inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonucu iireme olmayan petrilerden MBK degeri olan

en diisiik antimikrobiyel konsantrasyonu belirlenmistir.
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Sekil 3.2. E.coli tiremesinin olup olmadiginin gézle muayenesi.

3.2.4 Antimikrobiyellerin sinerjik etkilerinin belirlenmesi

Iki ve ii¢ boyutlu Dama Tahtast Makrodiilisyon Yontemi kullanilarak karvakrol,
timol ve kiiminaldehitin ikili ve tg¢lii kombinasyonlarinin sinerjik etkileri
belirlenmistir (Sekil 3.3 ve Sekil 3.4). Kullanilan antimikrobiyeller MIK degerinin
iki katindan baglayarak iki katl seri diliisyonlarla bes kez seyreltilmistir. Dillisyon
oranina On caligsmalarla karar verilmistir. Her bir tiipiin son hacmi 10 mL olacak
sekilde 1 mL 0.5 Mc Farland standartt: (108 kob/ml) ile ayarlanmis E.coli ATCC
25922 siispansiyonu eklenerek mikroorganizma yiikiiniin 10’ kob/ml olmasi
saglanmistir. Tiipler 37°C’de 24 saat inkiibasyona birakilmis ve her bir tiipiin negatif
kontroliiyle karsilastirilarak tiiplerde tireme olup olmadig g6z muayenesi ile tespit
edilmistir. Ureme olmayan ve en diisiik antimikrobiyel konsantrasyonuna sahip olan
tiiplerdeki  antimikrobiyel ~konsantrasyon degerleri Fraksiyonel inhibisyon
Konsantrasyon (FIK) indeksinin hesaplanmasinda kullanilmistir. FIK degeri bize
antimikrobiyellerin sinerjik, antagonistik ya da higbir etkide bulunmadiklari

sonucunu Verir.

Ikili kombinasyonda FIK degeri, bir antimikrobiyelin kombinasyon MIK degerinin
tek basina MIK degerine oraninin (A) ve diger antimikrobiyelin kombinasyon MIK
degerinin tek bagma MIK degerine oraninin (B) toplanmasiyla bulunur (3.2.a). Uglii
kombinasyonda FIK degeri ise ii¢ antimikrobiyelin (A, B, C) kombinasyon MIiK

degerlerinin tek baslarma MIK degerlerine oranlarmnin toplamina esittir (3.2.b).
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A

Sekil 3.3. Ug boyutlu dama tahtasi tekniginin temsili goriintiisiidiir. Her
antimikrobiyelin konsantrasyonu ok yoniine dogru azalmaktadir.

S S S S S S
///////

@

A
Sekil 3.4. iki boyutlu dama tahtas1 tekniginin temsili goriintiisiidiir. Her
antimikrobiyelin konsantrasyonu ok yoniine dogru azalmaktadir.

FIK _ MiKA kombinasyon MiKBkombinasyon (3 2 Cl)
AB — i 7 WL
MIK gtek MIKptek
FIK MiKAkombinasyon MiKBkombinasyon MiKCkombinasyon (3 2 b)
ABC= MiKAtek MiKBtek MiKCtek o

3.2.5 Antimikrobiyellerin ¢ig kiyma iizerinde E.coli’ye etkisi

Cig Kiyma 6rneklerinde E.coli {izerine karvakrol, timol ve kiiminaldehitin etkisi tek
baslarma ve ikili/iiglii kombinasyonlarmda MIK degerlerinde kullanilarak
makrodiilisyon yontemiyle belirlenmistir. Bu amagla antimikrobiyellerin tek
kullanildigr  ii¢ set, ikili kombinasyonlarmin kullanildigi ¢ set, tgli

kombinasyonunun kullanildig1 bir set ve pozitif ve negatif kontrollerin kullanildig1
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iki set ¢ig kiyma Ornegi hazirlanmigtir. Parga halindeki ¢ig etin (Sekil 3.5) dis
kisimlar steril bicak yardimiyla aseptik kosullarda temizlenmis ve yine parcalar
85°C’de 15 dakika etiivde steril edilmis olan kiyma makinesi (Arnica Promeat 2000
W) ile kiyma haline getirilmistir. Capraz kontaminasyona ugramayan yeni kesilmis
etin steril oldugu kabul edilmektedir. Caligmaya baslamadan 6nce bu ¢ig kiyma
orneginden de PCA besi yerine bir ile on arasi diliisyonlardan yayma yontemiyle
sayimm ic¢in alinmistir. 37°C’de 24 saatlik inkiibasyon sonunda sayilabilir iireme
gbozlenmemistir. 9 6rnek i¢in iki paralel ve iki tekerriir olarak deney plani yapilmastir.
Stomacher posetlerde ¢ig kiyma, E.coli ve antimikrobiyeller asagidaki Cizelge 3.2’de
ve 3.3’de verilen miktarlarda karistirilmistir. Serum fizyolojik igerisinde hazirlanan
9,2+1,7x10" kob/mL E.coli igeren siispansiyonundan negatif kontrol harig her bir ¢ig
kiyma setine ~10° kob/g E.coli olacak sekilde inokiilasyon yapilmistir. Cig Kiyma
ornekleri toplam 70 gram olarak hazirlanmis, ii¢ dakika boyunca stomacherda
karistirtlmistir.  Steril 50 ml’lik falcon tiiplere 10 gram hazirlanan &6rneklerden

tartilarak 1, 7 ve 14. giin analizleri igin buzdolabinda depolanmistir (Sekil 3.6).

—

Sekil 3.5. Kullanilan ¢ig et.

Sekil 3.6. Plastik siselere (falcon) konulan 6rnekler.
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Cizelge 3.2. Cig kiyma oOrneklerine eklenen stok antimikrobiyel c¢ozeltilerinin
konsantrasyonlart ve E.coli  emiilsiyonunun igerdigi canli
mikroorganizma sayisi.

) Antimikrobiyel stok (ppm) E. coli
No Ornek Ad1 (kob/mL)
Karvakrol ~ Timol  Kiiminaldehit soliisyonu
1 Negatif kontrol 0 0 0 0
2 Pozitif Kontrol 0 0 0 9,2+1,7x10’
3 Karvakrol 3000 0 0 9,2+1,7x10’
4 Timol 0 1500 0 9,2+1,7x10’
5 Kiiminaldehit 0 0 3000 9,2+1,7x10’
6 Karvakrol-Timol 1500 187,5 0 9,2+1,7x107
Karvakrol-
7 Kiiminaldehit 1500 0 375 9,2+1,7x107
8 Timol-Kiiminaldehit 0 750 1500 9,2+1,7x10’
Karvakrol-Timol-
9 Kiiminaldehit 1500 187,5 375 9,2+1,7x10’

Cizelge 3.3. Cig kiyma 6rneklerinin karigim oranlari.

Cig Kiyma  Ecoli  Antimikrobiyel  Steril su

No Omek Adi (9) (mL) (mL) (mL)
1 Negatif kontrol 56 0 0 14
2 Pozitif Kontrol 56 7 0 7
3 Karvakrol 56 7 7 0
4 Timol 56 7 7 0
5 Kiiminaldehit 56 7 7 0
6 Karvakrol-Timol 56 7 7 0

Karvakrol-
7 Kiiminaldehit 56 7 7 0
8 Timol-Kiiminaldehit 56 7 7 0
Karvakrol-Timol-
9 Kiiminaldehit 56 7 7 0

3.2.6 Bakteri sayim

I, 7 ve 14. giinlerde rastgele Ornekler secilerek stomacher posetlere alinmis,
tizerlerine 90 ml steril peptonlu su eklenerek bir dakika boyunca stomacherda
karistirilmistir. Serum fizyolojik icerisinde seri diliisyonlar hazirlanarak Plate Count
Agar (PCA) besiyerine aktarilip yayma kiiltiirel sayim yontemiyle ekim yapilmis ve

37°C’de 24 saat inkiibasyona birakilmistir. Stire sonunda koloni sayimi yapilmistir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA

4.1 Antimikrobiyellerin MIK ve MBK Degerlerinin Sonuclar:

4.1.1 Antimikrobiyellerin tekli uygulamalari

MIK degeri, gozle goriiliir iiremenin olmadig1 en diisiik antimikrobiyel derisimdir.
Makrodiliisyon yontemiyle karvakrol, timol ve kiiminaldehitin E.coli ATCC
25922°ye karsi MIK degerleri ve en diisiik oldiiriicii doz olan MBK degetleri
belirlenerek Cizelge 4.1°de verilmistir. Her bir antimikrobiyel icin MBK/MIK oran
1°dir ve bu deger dortten kiigiik oldugu igin karvakrol, timol ve kiiminaldehit E.coli
ATCC 25922’e kars1 bakterisidal etkiye sahiptir (Davis, 2018).

Cizelge 4. 1. Deney sonucunda antimikrobiyellerin MIK ve MBK degerleri.

MIiK (ppm) MBK (ppm)
Timol 150 150
Karvakrol 300 300
Kiiminaldehit 300 300

El Atki ve arkadaslar1 tarafindan yapilan ¢alismada, karvakroliin E.coli ATCC 25922
karst MIK degeri 156 ppm olarak bulunmustur (El Atki vd., 2020). Hacimce %0.5
oraninda Tween 80 ile enkapsiile edilerek hazirlanan karvakrol nanoemiilsiyonunun
ve karvakroliin karsilastirildig1 bir calismada Escherichia coli PTCC1339 kars1 MIK
degerleri hem nanoemiilsiyon hem de tek basina karvakrol i¢in degismemis, 250 ppm
olarak bulunmustur. Ayn1 zamanda bu galismada yine MBK degeri MIK degerleri ile
esit bulunmustur (Mazarei ve Rafati, 2019). Idrar yolu enfeksiyonu gegiren bir
hastanin karin boslugundan toplanan sividan izole edilen E.coli’ye kars1 karvakroliin
antimikrobiyel olarak etki mekanizmasimin incelendigi bir galismada MIK degeri 450
ppm bulunmustur (Khan vd., 2017). Baska bir ¢alismada pektin-aljinat matriksi ile
enkapsiile edilen karvakroliin ve serbest karvakroliin E.coli K12’ye karsi MIK
degerleri 250 ppm bulunmustur (Sun vd., 2019). Guarda ve arkadaslar1 tarafindan
yapilan ¢aligmada, karvakroliin patojen olmayan E.coli 0157:H7 susuna kars1 MIK
degerini 375 ppm olarak bulmuslardir (Guarda vd., 2011). Rui Song ve arkadaslari
karvakroliin E.coli’e kars1 etkisini incelemislerdir. MIK degerini broth makro

diliisyon yontemi ile 400 ppm bulmuslardir (Pei vd., 2009). Bu c¢alismada
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karvakroliin E.coli ATCC 25922’ye kars1t MIK edgeri 300 ppm olarak bulunmustur
ve daha Onceki caligmalar incelendiginde bulunan degerinin makul oldugu

sOylenebilir.

Yapilan bir ¢alismada, timoliin E.coli ATCC 25922 kars1 MiK degeri 78 ppm olarak
bulunmustur (El Atki vd., 2020). Diger bir ¢aligmada, timoliin patojen olmayan
E.coli 0157:H7 mikroorganizmasia kars1t MIK degeri 250 ppm olarak bulunmustur
(Guarda vd., 2011). Ma ve arkadaslari, timoliin mikrodiliisyon yontemiyle TSB
besiyeri kullamlarak E.coli 0157:H7 ATCC 43895 susuna karsi MIK ve MBK
degerlerini 93.8 ppm olarak bulmuslardir (Ma vd., 2013). Baska bir g¢alismada,
timoliin E.coli 113-3D mikroorganizmasina karsi antimikrobiyel etkisi arastirilmis ve
broth makro diliisyon yontemiyle MIK degeri 400 ppm olarak bulmuslardir (Pei vd.,
2009). Yine timol icin bu calismada 150 ppm olarak belirlenen MIK degeri
literatlirde farkli antimikrobiyel testler ve farkli suslara karsi belirlenen degerler

arasinda kalmaktadir.

Kiiminaldehit i¢in yapilan bir ¢alismada, klinik izolatlar olan E.coli 042 ve E.coli-R
karst MIK degerleri sirasiyla 1500 ve 12 ppm olarak bulunmustur (Monteiro-Neto
vd., 2020). Shetty ve arkadaslarinin yaptig1 ¢alismada, kimyonun maya, kiif, Gram
negatif bakteriler ve Gram pozitif bakteriler tizerindeki antimikrobiyel etkilerini
belirlemisler ve MIK degerlerini bulmuslardir. Kiiminaldehitin E.coli bakterisi
lizerindeki MIK degerini 750 ppm olarak bulmuslardir (Shetty vd., 1994). Diger bir
caligmada, kiiminaldehitin E.coli iizerindeki antimikrobiyel etkisini belirlemek igin
MIK degerini hesaplamislar ve 750 ppm bulmuslardir (Hernandez-Ochoa vd., 2014).
Kiiminaldehitle ilgili klinik ¢aligmalar olsa da gida patojenlerine karsi kiiminaldehit
heniiz ¢alisilmamistir. Bu ¢alisma kiiminaldehitin E.coli’ye kars1 antimikrobiyel
etkisinin belirlendigi ilk ¢alismadir ve E.coli ATCC 25922’ye kars1 kiiminaldehitin
tek bagina MIK degeri 300 ppm olarak tespit edilmistir.

4.2 Antimikrobiyellerin Sinerjik Etkilerinin Sonucu
4.2.1 Karvakrol-kiiminaldehit
Karvakrol gizelge 4.2” de gosterildigi gibi siitunlarda 300-18,75 ppm arasinda soldan

saga dogru azalan sekilde, kiiminaldehit ise satirlarda 600-37,5 ppm arasinda

yukaridan asagiya azalan sekilde kombine edilerek, kombinasyonlarin E.coli ATCC
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25922’ye etkileri incelenmistir. Inkiibasyon siiresi sonunda iireme (bulaniklik)
gozlenen kombinasyonlar V, gozle goriiliir iremenin olmadigi kombinasyonlar ise X
ile isaretlenmistir. Ureme olmayan ve en diisiik FIK degerinin elde edildigi
antimikrobiyel  konsantrasyonuna  sahip olan tiiplerdeki  antimikrobiyel

konsantrasyonlar1 belirlenmistir.

Cizelge 4. 2. Karvakrol ve kiiminaldehitin kombine MIK ve MBK degerleri.

Karvakrol
Kiiminaldehit | A:300ppm | B:150ppm | C:75ppm | D:37,5ppm | E:18,75ppm
1:600ppm X X X X X
2:300ppm X X X X X
3:150ppm X X V V \Y
4:75ppm X X V \Y \Y
5:37,5ppm X X V V Y;
V:Koloni gelisimi VAR X: Koloni gelisimi YOK

Tabloda verilen sonuglara gére MiKkarv-kombinasyonu 150 ppm, MIKiimin-kombinasyonu 37,5
ppm bulunmustur. Burada FIK degeri, satirda ve siitunda bakteri gelisimini dnleyen
en diisiik antimikrobiyel konsantrasyon degeri kullanilarak hesaplanmistir. FIK
degerine gore antimikrobiyel kombinasyonlarinin etkilesim degerlendirmesi sOyle
yapilmaktadir. FIK degeri <1 ise sinerjik, FIK=1 ise etkisiz ve FIK>1 ise

antagonisttir.

; 150 37,5
FIKykarvakrol kiminaldehit = 300 + 300 0,625 (4.2.a)

FIK karvakrol kiminaldenit degeri 1°den kii¢iik oldugundan karvakrol ve kiiminaldehitin

E.coli tizerindeki kombine etkilerinin sinerjik etki gosterdiklerini séyleyebiliriz.

4.2.2 Timol-karvakrol
Karvakrol ¢izelge 4.3’ de gosterildigi gibi stitunlarda 300-18,75 ppm arasinda soldan

saga dogru azalan sekilde, timol ise satirlarda 300-18,75 ppm arasinda yukaridan
asagiya azalan sekilde kombine edilerek, kombinasyonlarin E.coli ATCC 25922'ye

etkileri incelenmistir.
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Cizelge 4. 3. Karvakrol ve timoliin kombine MiK ve MBK degerleri.

Karvakrol
Timol A:300ppm | B:150ppm | C:75ppm | D:37,5ppm | E:18,75ppm
1:300ppm X X X X X
2:150ppm X X X X X
3:75ppm X X X V Vv
4:37,5ppm X X Y, Y, V
5:18,75ppm X X Y, V V

Tabloda verilen sonuglara gore MiKkarvakrolkom. 150 ppm, MiKiimolkom. 18,75 ppm

bulunmustur.

. 150 18,75
FIKtimol,karvakrol = 300 + 150 = 0,625 (4.2. b)

FiKkarvakrol,imot  degeri 1°den kiiciik oldugundan karvakrol ve timoliin E.coli

tizerindeki kombine etkilerinin sinerjik etki gosterdiklerini sdyleyebiliriz.

4.2.3 Timol-kiiminaldehit
Timol ¢izelge 4.4’ de gosterildigi gibi siitunlarda 300-18,75 ppm arasinda soldan

saga dogru azalan sekilde, kiiminaldehit ise satirlarda 600-37,5 ppm arasinda
yukaridan agagiya azalan sekilde kombine edilerek, kombinasyonlarin E.coli ATCC
25922 ye etkileri incelenmistir.

Cizelge 4. 4. Timol ve kiiminaldehitin kombine MIK ve MBK degerleri.

Timol
Kiiminaldehit | A:300ppm | B:150ppm | C:75ppm | D:37,5ppm | E:18,7ppm
1:600ppm X X X X X
2: 300ppm X X X X X
3: 150ppm X X X V V
4: 75ppm X X V V \Y/
5: 37,5ppm X X V V V

Tabloda verilen sonuglara gére MiKimolkom. 75 ppm, MIKkiminaldehitkom. 150 ppm

bulunmustur.
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75 150 _
150 @ 300

1 (4.2.0)

FIKtimol,kuminaldehit =

FiKmovkiminaldehit  deferi  1’e¢  esit  oldugundan  kiiminaldehit ve timol

kombinasyonunun E.coli iizerinde sinerjik bir etki géstermedigi yorumu yapilabilir.

4.2.4 Karvakrol-kiiminaldehit-timol
Uclii kombinasyonun iki boyutlu diizlemde gdsterimi zor oldugu igin, timol sabit

tutularak (150ppm, 75ppm, 37,5ppm ve 18,75ppm) karvakrol siitunlarda 150-
37,5ppm arasinda soldan saga dogru azalan sekilde, kiiminaldehit ise satirlarda 150-
37,5ppm arasinda yukaridan asagiya azalan sekilde kombine edilmistir. Cizelge 4.5’
de timol 18,75ppm’ de sabit iken karvakrol ve kiiminaldehitin degisen
konsantrasyonlarinda E.coli ATCC 25922’ye kars1 ti¢lii etkileri incelenmistir. Ayni
tablo timoliin diger konsantrasyonlarinda da yapilmis fakat en diisiik FIK degerinin

hesaplandigi kombinasyon bu tabloda oldugu icin digerleri eklenmemistir.

Cizelge 4. 5. Timol, karvakrol ve kiiminaldehitin kombine MiK ve MBK degerleri.

Timol 18,75 ppm
Karvakrol
Kiiminaldehit 150 ppm 75 ppm 37,5 ppm
150 ppm X V V
75 ppm X V \Y/
37,5 ppm X V \Y

Tabloda verilere gore MiKiimoikom18,75 ppm, MiKkarvakroikom. 150 ppm ve
MK kiiminaldehitkom. 37,5 ppm olarak bulunmustur.

; 18,75 , 150 | 37,5
FiK.. . =24 24 22— (075 4.2.d
timol,karvakrol kiminaldehit 150 300 + 300 ’ ( )

Denkleme gore FIK degeri 1°den kiigiik oldugundan bu ii¢ antimikrobiyellerin E.coli

tizerinde sinerjik etki gosterdikleri sonucuna varilmstir.

Rui Song ve arkadaslar1 Gjenol, sinnamaldehit, timol, karvakrol ve bunlarin
kombinasyonlarmin E.coli’e karsi etkilerini ayri ayri incelemislerdir. Sinerjik
etkilerini dama tahtasi metodunu uygulayarak bulmuslardir. Son olarak da FIK

degerlerini hesaplamislardir. Timol-karvakroliin sinerjik etkilerinin MIK degerleri

33



icin timol 200 ppm ve karvakrol 100 ppm olarak bulmuslardir. FIK degerlerini ise
0,75 olarak bulmuslardir (Pei vd., 2009).

Bu ii¢ bilesen icin hicbir gida potajenine karsi sinerji c¢alismasi literatiirde
bulunmadigindan karsilagtirma yapilamamaktadir. Bu o6zelligi ile de c¢alisma

literatiire katk1 saglamaktadir.

4.3 Antimikrobiyellerin Kiyma Uzerinde E.coli’ye Etkilerinin Sonucu

Belirlenen MIK degerlerinde kullanilan antimikrobiyellerin tek baslarina ve ikili-
ticlii kombinasyonlar1 ile ¢ig kiyma Orneklerinde E.coli ATCC 25922 iizerine
depolama boyunca 1, 7 ve 14. giinlerde etkileri incelenmistir. Istatistiksel olarak
antimikrobiyellerin ne tek baslarina ne de kombinasyonlarmin ¢ig kiymada E.coli
diizeylerinde istatiksel olarak 6nemli bir degisime neden olmadigi belirlenmistir
(p<0,05) (Cizelge 4.6). MIK degerlerinde kullanilan antimikrobiyel dozlarmin gergek
gida ortaminda yeterli olmadig: diisiiniilmektedir. Negatif kontrollerde sayim yapilan
depolama giinlerinin hi¢birinde tespit edilebilir koloni gelisimi goriilmemistir. Pozitif
kontrollerde ve antimikrobiyel igeren 6rneklerde baslangi¢ yiikii 8 log olarak tespit
edilmis, 14. giin sonunda tiim o6rneklerde 0,6-0,9 log olacak sekilde artis oldugu
belirlenmistir (Cizelge 4.7).

Cizelge 4. 6. Antimikrobiyellerin etkisi igcin One Way ANOVA tablosu.

Kareler df (serbestlik  Kareler F p
Toplam1 derecesi) Ortalamasi
Gruplar Arast 0,118 7 0,017 0,096 0,998
Grup Ici 9,850 56 0,176
Toplam 9,968 63
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Sekil 4.1. Pozitif kontrol (6rnek 2) ve antimikrobiyel uygulanan 6rneklerde (6rnek 3:
karvakrol, o©rnek 4: timol, o©rnek 5: kiiminaldehit, Ornek 6:
karvakrol+timol, Ornek 7:  karvakroltkiiminaldehit, Ornek  8:
timol+kiiminaldehit, o6rnek 9: karvakrol+timol+kiiminaldehit) bakteri
sayisinin giinlere gore degisimi.

Ma arkadaslar1 tarafindan yapilan c¢alismada, monokaprin ve karvakroliin tavuk

etinde E.coli 0157:H7 ‘ye kars1t MIK degerlerinde uygulanan miktarmin inhibisyon

saglamadigim belirlemislerdir. Bu durumun bizim ¢alismamizda oldugu gibi MIK
degerinin gercek gida ortaminda yetersiz kaldigimi gostermektedir. Gidanin kompleks
yapisinin antimikrobiyelin etkisini engelledigi diisiiniilmektedir. Antimikrobiyellerin

MIK degerinden daha yiiksek dozlarmin hem tek baslarina hem de kombinasyon
icinde kullanildig1 ¢calismalara gerek duyulmaktadir (Ma vd., 2022).
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5.SONUC VE ONERILER

Yapilan deney sonucunda timoliin, karvakrol ve kiiminaldehite gére E.coli ATCC
25922 susuna daha fazla antimikrobiyel etki gosterdigi bulunmustur. Ikili
kombinasyonun sinerjik etkilerinde timol-kiiminaldehitin E.coli ATCC 25922
bakterisine kars1 sinerjik bir etkide bulunmadigi ancak timol-karvakrol, karvakrol-
kiiminaldehit ve ti¢lii kombinasyonlarinin sinerjik etki gosterdigi goriilmiistiir. Gida
uygulamasi olarak ¢ig kiymada yapilan ¢alismada antimikrobiyeller in vitro etkinlik
calismasinda belirlenen MIK degerlerinde ¢ig kiyma orneklerine eklenmis ve E.coli
ATCC 25922°e¢ karst p<0,05°de etkileri istatistiksel olarak dnemsiz bulunmustur.
Besiyeri ortaminda gergeklestirilen antimikrobiyel etkinlik testi sonucunda bulunan
etkin doz gidanin karmasik yapisinda ayni etkinligi géstermemekte ve daha yiiksek
dozlara ihtiya¢ duyulmaktadir. Bu calismayla kiiminaldehit ilk kez antimikrobiyel
olarak bir gida maddesinde denenmistir. Karvakrol ile aym1 MiK degerine sahip olan
kiiminaldehitin gida patojenlerine karsi alternatif bir dogal antimikrobiyel olarak
degerlendirilebilecegi gosterilmistir. Ayn1 zamanda giiglii aroma ve koku 6zellikleri
sebebiyle kullanimlari kisitli olan bu dogal antimikrobiyellerin birlikte kullanimlart
durumunda sinerjik etkileri sebebiyle daha diisiik derisimlerde kullanimi ile duyusal

ozelliklere olan olumsuz etkilerinin azaltilma potansiyelinin oldugu sdylenebilir.

Et uygulamasinda, MIK dozlarinda kullanimlarmin mikroorganizma sayisinda
istatistiksel olarak 6nemli bir degisime neden olmadigr bulunmustur. Etin karmasik
yapisindan kaynakli olarak tespit edilen MIK degerlerinin gida ortaminda yeterli
olmadig1 ve daha yiiksek dozlara gereksinim oldugu tespit edilmistir. Gida ortaminda

daha ytiksek dozlarda denemelerin yapilmasi onerilmektedir.

Calisma icin kullandigimiz dogal antimkrobiyellerin doz miktarlar1 da goz ardi
edilmemelidir. Ge¢miste yapilan ¢aligsmalar sonucunda kesin bir yargiya varilmasa
da yiiksek dozlarda kullanilan antimikrobiyellerin memeliler iizerinde toksik etki
gosterebilecegi distiniilmektedir. Bu konu iizerinde Stammati ve arkadaslarinin
yaptig1 ¢aligmada (1999), bitki ucucu yaglari olan sinnamaldehit, karvakrol, timol ve
S(+)-karvon dogal antimikrobiyellerini secerek mikrobiyel ve memeli in vitro
tizerinde toksisitelerine bakmislardir. Yapilan arastirma sonunda gidalarda bu
antimikrobiyellerin diisiikk dozlarda bulunmasi gerektigi, aksi takdirde insanlara zarar

verdigini digiinmektedirler. Bu nedenle dogal antimikrobiyellerin toksikolojik

36



Ozelliklerinin bilinmesi Onemlidir. Ancak bu konu hakkinda smirli c¢alismalar

mevcuttur (Stammati vd., 1999).

Uygulanan test sistemlerinde timol ve karvakroliin genotoksik potansiyelinin ¢ok
zayif oldugu sonucuna varilabilir, ancak DNA seviyesindeki etki olasiliklari,
karvakrol i¢in g6z ardi edilemez. Sonuglara gére bu antimikrobiyeller in vivo olarak
anlaml bir etki gostermezlerken in vitro olarak hafif, orta seviyede toksisiteye neden

oldugu kanisina varilmistir (Stammati vd., 1999).

Calismada kullanilan karvakrol ve timol gidalarda antimkrobiyel etkileri agisindan
sikca arastirllmis ancak kiiminaldehitin gida antimikrobiyeli olarak kullanimi
konusunda literatiirde ¢alisma tespit edilmemistir. Bu bakimdan ¢alismamiz 6nciiliik
edecektir. Ayn1 zamanda karvakrol, timol ve kiiminaldehitin birlikte kullanimlar
durumunda gosterdikleri antimikrobiyel etki konusunda da bu ¢alismanin ilk oldugu

diistiniilmektedir.
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