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Ozet

Son vyillarda taze tulketilebilen vyesil yaprakh bitkisel gidalardan kaynaklh gida salginlarinin sayisi artmistir. Salginlarin artma sebeplerinden birisi de insanlarin beslenme
aliskanliklarinda taze ve az islenmis gidalarin tuketimine yonelmeleridir. Taze olarak tuketildiginde besin degerindeki yiksek kazanimin yaninda, bu tarz gidalarin tarla seviyesinde
patojenlerle kontamine olmalari sonucunda taze tuketimi hastalik riski de olusturabilmektedir. Gidalarda hastalik yapici etkenlerin biri de bakterilerdir. Bakterilerin, biyofilm adi
verilen, tutunduklar yuzeyden zor temizlenebilen ve bakterilerin canlilik faaliyetlerini devam ettirebildikleri yapilar olusturduklari bilinmektedir. Zaman icerisinde tavuk ve tavuk
urunlerinde sik¢a rastlanan, salginlara sebep olan Salmonella bakterisi, son yillarda taze tuketilen bitkisel gidalarda da yogun salginlara neden olmaktadir. Bu calismada Salmonella
enterica subp. enterica Newport serotipinin model yesil yaprakli bitkisel gida lGzerinde yasama, tireme ve tutunma ozellikleri incelenmistir. Model bitki olarak bahce teresi (Lepidium
sativum Linn) kullaniimistir. Optimum blyume kosullarinda iklim kabini icerisinde giin déngusu ile gelistirilen tere ornekleri tohumdan baslayarak farkli asamalarda kontamine
edilmistir. Otuz gin sonunda hasat edilen 6rneklerde Salmonella sayimi ve SEM ile yaprak gorintulemesi yapilmistir. Sonuclar gdstermektedir ki, tohumdan kontamine edilen
ornekler hasatta Salmonella tasimaktadir. Dort farkli haftada sulama ile kontamine edilen 6rneklerde de hasat zamaninda Salmonella tespit edilmistir. Elektron mikroskobu
incelemesi, bakterilerin yluzeyde biyofilm yapilari olusturarak hasada kadar yasamlarini sirdtrduklerini gostermistir.

Giris

Salmonella, gram-negatif cubuk sekilli, fakultatif anaerobik bakteri cinsidir.
Zoonotik bir patojen olan S. enterica, insanlarda Salmonelloz adli hastaliga neden
olur. Bu hastalik, AB'de en sik bildirilen zoonozlar listesinde ikinci sirada yer
almaktadir (EFSA ve ECDC, 2019). DSO tarafindan gerceklestirilen buyuk 6lcekli
bir calismada, her yil 93,8 milyon gastroenterit vakasi ve 155.000 olimdn tifoid
olmayan Salmonella enfeksiyonundan kaynaklandigi tahmin edilmektedir
(Majowicz ve ark., 2010). Degisen yeme aliskanliklari ile dinya genelinde yesil
yaprakli sebzelere artan bir talep bulunmaktadir. Bununla birlikte, bu vyesil
yaprakli sebzelerle hazirlanan salatalar, toprak, sulama suyu, yaban hayati,
uygunsuz organik gubre kullanimi veya insan kullanimi, nakliye ve ekipman gibi
diger kaynaklarla kirlenebileceginden, kuresel olarak gida kaynakl salginlarin
yvaygin kaynaklaridir. Kapsamli verilere gore gida kaynakli salginlarin onemli bir
kismi taze tiketilen meyve ve sebzelere atfedilmistir (Brandl, 2006). Gida kaynakl
enfeksiyonlara neden olan bircok patojen tlrtu olmasina ragmen, E. coli O157:
H7, Salmonella ve Listeria monocytogenes, yesil yaprakli sebzeler araciligiyla gida
kaynakh salginlara neden olabilecek en yaygin patojenlerdir (Mercanoglu Taban
ve Halkman, 2011; Chitarra ve ark., 2014). Yesil yaprakli sebzelerle ilgili salginlar
ve bunlarin siddetli sonuclari, taze tuketilen sebzelerde gida kaynakli patojenlerin
varhginin hem tiuketiciler hem de ekonomi icin artan bir risk olusturdugunu
gostermistir.

Tablo 1. Sulama Programi

Saksi Grup Kodlari

0 1 2 3 4
Cimlenme 0. Gln Kontamine Ekim Steril Ekim Steril Ekim Steril Ekim Steril Ekim

20°C 3.ve 5. Gln Steril Sulama Steril Sulama Steril Sulama Steril Sulama Steril Sulama

%65 Bagil Nem 7. GUn Steril Sulama Kontamine Sulama Steril Sulama Steril Sulama Steril Sulama

10. ve 12. Gln Steril Sulama Steril Sulama Steril Sulama Steril Sulama Steril Sulama

14. Gln Steril Sulama Steril Sulama Kontamine Sulama Steril Sulama Steril Sulama

Geligme 17. ve 19. Gin Steril Sulama Steril Sulama Steril Sulama Steril Sulama Steril Sulama

15°C 21. Gln Steril Sulama Steril Sulama Steril Sulama Kontamine Sulama Steril Sulama

%65 Bagil Nem 24. ve 26. Gun Steril Sulama Steril Sulama Steril Sulama Steril Sulama Steril Sulama
28. Giln Steril Sulama Steril Sulama Steril Sulama Steril Sulama Kontamine Sulama

30. Gun Hasat Hasat Hasat Hasat Hasat

Amac

Bu calismada vyesil yaprakl taze tiketilen bitkisel gidalarda tohumdan itibaren
farkli zaman dilimlerinde meydana gelen Salmonella bulasisinin hasat zamaninda
hala tespit edilebilir olup olmadigi ve meydana gelen bulasidaki hicrelerin yaprak
yvizeyindeki tutunmalari hakkinda bilgi edinilmesi amaclanmistir.

Materyal ve Metot

Calismada Kullanilan Bakteri Susu
Calismada MET S1-166 kod numarasi ile ODTU Gida Muhendisligi izolat bankasinda
ver alan Salmonella Newport (S. Newport) susu kullaniimistir.

Tere Uretimi

Bahce teresi tohumlari, ekimden 6nce %12’lik camasir suyu c¢ozeltisine 12 dakika
suresince daldirihp ardindan 3 defa arinik su ile yikanarak yuzeylerinin sterilizasyonu
saglanmistir. Steril ticari torf iceren her bir saksiya bir gram tohum ekilmis ve ekimden
baslayarak saksilar haftada Uc¢ kez 60 mL steril distile su ile sulanmistir. Terelerin
yetistirilmesi sicaklik, giinduz-gece dongusi ve bagil nem ayarlarina sahip bir iklim
kabininde gerceklestirilmistir. Cimlenme sirasinda, optimum c¢imlenme kosullarini
saglamak icin saksilar, "tohum kontaminasyonu" deneyi disinda 20°C’de bir hafta
bekletilmistir. Daha sonra, ekimden sonraki 30. gin olan hasat zamanina kadar
blyumeyi tamamlamak icin iklim odasinin sicakhigi 15°C'ye ayarlanmistir. Bagil nem
%65'e ayarlanmis, 16 saat aydinlik (8000 liks) ve 8 saat karanlikta bir gtinlik dongi
gerceklestirilmistir. Tohum kontaminasyon testi icin ise, tum yetistirme siresi boyunca
sicaklik 15°C'de tutulmustur.

Tohum Kontaminasyonu
Tohum kontaminasyonu, ekim sirasinda tohumlarin 1 dakika boyunca log 8 (EMS/mL)
S. Newport iceren sivi besiyeri icerisine daldirilmasi ile gerceklestirilmistir.

Sulama Ile Kontaminasyon

Sulama suyu kontaminasyonu, log 8 (EMS/mL) S. Newport iceren 60 mL sivi besiyeri
bitkilerin Gzerine puskurtilmesi ile gerceklestirilmistir. Kontamine sulamalar disinda
tum saksi gruplari haftalik sulama programina gore 60 mL steril arinik su ile
sulanmistir (Tablo 1).

Salmonella Tespiti ve Sayimi
Salmonella tespit ve sayimi icin 1ISO 6579-1:2017 (I1SO, 2017) ve (ISO/TS 6579-2:2012)
(1SO,2012) standart yontemleri kullaniimistir.

Taramal Elektron Mikroskobu (SEM)

SEM ile inceleme yapmak icin yaprak ornekleri metanol ile sabitlendikten sonra siral
alkol cozeltileri ve aseton ile kurutulmus sonrasinda ODTU Metalurji ve Malzeme
Muhendisligi’'nden hizmet alimi seklinde incelemeye tabi tutulmustur.

Bulgular ve Tartisma

Tohum Kontaminasyonu

Tohumlar kontamine edildiginde toplam bulasi miktarini 6lgmek icin Salmonella sayimi yapilmis ve
tohumlardaki baslangic bulasi miktari 6.8 log(EMS/gram) olarak tespit edilmistir. ‘Tohum
Kontaminsyonu’ grubu Uc adet paralel saksidan olusmaktadir. Sonuclar gostermektedir ki tohumdan
kontaminasyon grubu icin hasatta elde edilen tim paraleller Grinlerde Salmonella tespit edilmistir.
Salmonella sayim sonuclari ¢ saksi icin ortalama olarak 5.22 log(EMS/gram) olarak bulunmustur.
Sonuclarda goruldugu uzere tohumun kontaminasyonu, bitkinin gelistirilmesi sonunda tohumdan tere
yapraklarina bakteri gecisiyle sonuclanmistir. Tohumlarin baslangictaki mikrobiyal yukintn de ~ 1.6 log
azaldigi tespit edilmistir.

Sulama ile Kontaminasyon

Sulama ile kontaminasyon, bakteri sollisyonunun tere Uzerine puskurtilmesi seklinde
gerceklestirilmistir. Terenin yetistirilmesi streci icinde farkli bulasma zamanlarini temsil eden dort grup
ver almaktadir. Bu dort gruba, ilk haftadan hasada kadar her hafta sonunda kontamine sulama
uygulanmistir. Bu dort gruba ait her 3 paralelin hasat sonunda Salmonella iceridigi tespit edilmistir. Ik
haftanin sonundan itibaren, terenin kontaminasyonunun, bu patojenle bulasi olmus urinlerle
sonuclandigini gosterilmistir. Bu sonuclar, hasat 6ncesi adimlarda bile bitkinin kontamine olmasinin
dnemini gostermektedir.

Taramali Elektron Mikroskobu

Her bir gruba ait paralel U¢ saksidan yetisen Grlinlerden birer adet merkezde yer alan genis yuzeyli
yaprak SEM ile incelenmek icin secilmis ve gdzlemlenmistir. Tohumdan kontamine ve sulama ile
kontamine orneklerin timunde biyofilm benzeri yluzeye tutunmus yapilar tespit edilmistir (Sekil 1). Bu
tarz yapilarin yaprak kivrimlarinda ve yaprak cukurlari (stoma dahil) cokca yerlestigi gérilmustur. Bu
yapilarin yogunlugu 1. hafta kontamine edilen orneklerde az olmakla beraber en cok 3. hafta
kontamine edilmis orneklerde gozlemlenmistir.
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